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(57) Sang ché d¢ xuat ché pham khang thé chtra hon hop gom khang thé khang a4B7, chat

chéng oxy hoa hoac chit tao chelat, va it nhdt mot axit amin ty do. Ché phém theo sang

ché co thé 6 do 6n dinh dugc cai thién, muc hinh thanh két tu giam, hodc ca hai. Sang ché

con dé xuat phac dd lidu an toan cta cac ché phim khang thé nay, phac dd nay dé dang

duogc tudn thu, va tao ra khang thé khang a4f7 véi lugng hiru hiéu diéu tri in vivo.
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Linh vire ky thuit dwoc dé cap

Sang ché d& xuit duoc pham chira cac khang thé khang a4B7. Duoc phidm nay
c6 thé 12 hdn hop chira chit chong oxy hoa hodc chét tao chelat (vi du, xitrat), khang

thé khang a4p7 va axit amin tu do. Dugc pham nay c6 thé & dang rin hoic long.
Tinh trang k§ thuit ciia sang ché

Nhitng tién bd trong céng nghé sinh hoc khién cho ¢ thé tao ra mot loat céc
protein dé dung trong dugc pham bang cach 4p dung cac k¥ thuat ADN téi tb hop. Do
céc protein 1én va phirc tap hon nhiéu so véi cac duge chat hitu co va vo co truyén
thdng (nghia 13, ngoai viéc c6 ciu tric ba chiéu phirc tap con c6 nhiéu nhém chc),
viéc bao ché cac protein nhur vy c6 cac khé khin riéng. P& mot protein gitt dugc hoat
tinh sinh hoc, viéc bao ché can phai duy tri dugc tinh toan ven vé mat ciu tao cua it
nhit mét trinh tur 16i clia axit amin ctia protein, trong khi ddng thoi bao vé nhiéu nhém
chic ciia protein khoi qué trinh thoai héa. Cac protein c6 thé kém 6n dinh, va céc
khang thé don dong va da dong cu thé c6 thé twong dbi khong 6n dinh (xem tai lidu:
Wang, et al., J. Pharm Sci. 96:1-26 (2007) chang han). S&n c¢6 mét sd lugng 16n cac
lua chon bao ché, va khong phai 13 mot phuong phap hodc hé thdng sé& thich hop cho
tat ca cac protein. Mot ) yéu t6 can dugc xem xét di duge bao cao (xem tai lidu cua

Wang va cac ddng tac gia ching han).

Nhiéu dic tinh c6 thé anh huong dén do 6n dinh cua protein. Trén thuc té, ngay
ca trong trudng hop cac khang thé tinh khiét, cau tric khang thé c6 thé khong dong
nhét, diéu nay 1am phtc tap thém qua trinh bao ché hé nay. Ngoai ra, t6t hon 13 ta
dugc duoc chira trong ché phdm khéang thé gitp giam dép Gng mién dich tiém ning bét
ky dén muc t6i thiéu.

Trong truong hop khang thé, viéc duy tri duoc tinh toan ven vé mit ciu tao
tham chi con quan trong hon. Chu trinh tho4i héa ctia céc protein ¢6 thé lién quan dén
sw mat 6n dinh héa hoc (nghia 13, quy trinh bat ky lién quan dén sy cai bién protein
béng cach hinh thanh lién két hoic phéan cit dé tao ra mot thuc thé héa hoc méi) hodc

su mat On dinh vat ly (nghia 1a, cac thay doi & cau tric bac cao cua protein). Sy mat 6n
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dinh héa hoc duge thé hién, vi du, & hién tugng khir amit, ddng phan ho4, thity phan,
oxy ho4, phan manh, loai beta glycan hoic trao ddi disulfua. Su mét on dinh vat 1y c6
thé 13 do su bién tinh, su két tu, su két tta hoic hép phu, chéng han. Bén chu trinh
thodi hoa protein phd bién nhit 13 su phan manh, su két tu, khir amit, va sy oxy hoa
protein. H¢ qua cua su méat dn dinh héa hoc hoic vat 1y clia protein tri liéu bao gém
lam giam liéu lugng st dung hitu hiéu, 1am giam tinh an toan ciia qua trinh diéu tri do,
vi du, su kich tmg hodic kha ning phan ng mién dich, v cin phai san xuét thudng

xuyén hon do thoi han str dung ngan.

Mbt s6 cong bd da boc 16 nhidu phuong phéap chung dé diéu tri bénh viém rudt,
va dua ra cic phac dd lidu lugng dé sir dung céc tac nhan duoc thiét ké dé diéu tri bénh
viém rudt. Vi du, WO 96/24673 boc 10 addressin mach ni€ém mac va diéu tri bénh lién
quan dén sy phuc hdi bach cdu cho hé tiéu hoa nhd vide gan két bach ciu véi té bao
biéu hién MAdCAM. U.S. 2005/0095238 md ta phuong phép diéu tri bénh lién quan
dén hién twong thim nhiém bach cau ciia md niém mac va st dung luong hitu hiéu
globulin mién dich cta ngudi hodc dwoc lam tuong thich véi ngudi hodc doan géan két
khang nguyén c6 tinh dic hiéu gin két véi a4p7 integrin. U.S. 2005/0095238 con md
ta cac lidu ding khac nhau (vi du nhu 0,15mg, khoang 0,5mg, khoang 1,0mg, khoang
1,5mg hoic khoang 2,0mg globulin mién dich hodc doan cho mdi kg thé trong) va
khoang thoi gian khac nhau giita cac lidu (7 ngay, 14 ngdy, 21 ngdy, 28 ngay, hoic 30
ngdy). Tuy nhién, cic patent va cong bd néu trén khong boc 16 cac ché phim cu thé
chira khang thé khang 04p7 hodc cac lidu ding cu thé va phac db liéu duge mo ta va
yéu cau bao ho trong sang ché ndy. Quan trong 13, cic patent néu trén khong boc 10
ché pham, liéu ding, va phac dd lidu ma dugc dua ra trong cic phuong phép didu tri
(duoc trg gitp boi cac dit liéu thtr nghiém 1am sang) dugc mod ta va yéu cau bao ho

trong sang ché nay.

Ché phdm khang thé theo sang ché c¢6 thé st dung dé trc ché bach cau gin két
v6i té bao biéu hién MAACAM va vi vy tro gitip cho qué trinh diéu tri bénh viém rudt
¢ cac bénh nhan. Vi vay, can nhanh chéng tim ra céc lidu lugng va ché @6 lidu thich
ctia cac hop chét nay, va phét trién cac ché pham, tot hon 1a ché phdm tiém dudi da, &
dang 6n dinh va thuin tién ma tao ra lugng ché phém khang thé trong mau on dinh,

hitu hiéu dé diéu tri trong khoang thdi gian kéo dai.
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Ban chét ky thuit ciia sang ché

Séang ché dé xuét viée xac dinh mot chat chdng oxy hoa hoic chét tao chelat, va
it nhAt mot axit amin, 1am t4 duoc hitu ich d& bao ché ché phim khang thé khang a4p7
ma sy mét dn dinh cua chiing khién cho ching dé bi khtr amit, oxy ho4, ddng phan hoa
vi/hodc két tu. Ché phdm nay giup cai thién do 6n dinh, 1am giam sy hinh thanh két ty

va lam chm qud trinh thoéi hoa cua khang thé c6 trong ché phim.

Do vay, theo khia canh thu nhét, sang ché dé xuat dugc phém long 6n dinh
chtra hdn hop gdm khang thé khang 04p7, chit chéng oxy hoa hodc chét tao chelat va

it nhAt mot axit amin tu do.

Theo mot sb phuong 4n, duge phdm 1ong 6n dinh ndy c6 muc hinh thanh Kkét tu
it hon khoang 1,0% sau 12 thang & nhiét d¢ trong phong. Duoc pham 1ong dn dinh c6
thé ¢6 murc hinh thanh két tu it hon khoang 0,2% sau 12 thang & nhiét do trong phong.

Theo mot s6 phuong 4an, chat chong oxy hoa hoic chét tao chelat 13 xitrat. Theo

mdt s6 phuong 4n chét tao chelat 13 EDTA.

Theo mdt s phuong 4n, axit amin tu do trong ché pham 13 histidin, alanin,
arginin, glyxin, axit glutamic, hodc hdn hgp bat ky cua ching. Ché phdm c6 thé chia
tir S0mM dén 175mM axit amin tu do. Ché phdm c6 thé chira tir 100mM dén 175mM

axit amin tu do. Ty 1& mol giita axit amin tu do va khang thé c6 thé it nhét 1 250:1.

Ché phim con ¢6 thé chira chit hoat dong bé mat. Chit hoat dong bé mit c6 thé

14 polysorbat 20, polysorbat 80, poloxame, hodc hdn hgp bét ky ctia ching.

Theo mot s& phuong 4n, ty 16 mol giita chat chéng oxy hoa va chat hoat dong

bé mat ndm trong khoang tir 3:1 dén 156:1.

Ché phim c6 thé ¢6 d6 pH nim trong khoang tir 6,3 dén 7,0. DO pH cla ché
phdm c6 thé nim trong khoang tir 6,5 dén 6,8. Ché pham c6 thé c6 d6 pH nidm trong
khoang tir 6,1 dén 7,0, hodc ndm trong khoang tir 6,2 dén 6,8.

Theo mot sé phuong 4n, dugc phdm long 6n dinh chita khang thé khang 04p7
v6i lugng it nhat nim trong khoang tir 60mg/ml dén 160mg/ml. Ché phim c6 thé chia
khéng thé khang a4p7 vé6i luong it nhit khoang 160mg/ml. Ché pham c6 thé chta
khang thé véi lwong ndm trong khodng tir 150mg/ml dén 180mg/ml hoic khoang
165mg/ml.
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Theo mot khia canh khéc, sang ché d& xuat duge phim léng 6n dinh chta it
nhit khoang tir 60mg/ml dén 160mg/ml khéng thé khang a4f7, chit dém va it nhét
khoang 10mM xitrat. Chat dém c6 thé 12 dém histidin.

Theo mot khia canh khéc, sang ché d& xudt dwoc pham long 6n dinh chura it
nhit khoang tir 60mg/ml dén 180mg/ml khang thé khang a4f7, chit dém va it nhét
khoang 5SmM xitrat. Chét dém c6 thé 1a dém histidin.

Theo mot khia canh khéc, sang ché d& xudt duoc pham long 6n dinh chua it
nhét khoang 160mg/ml khang thé khang a4B7 va it nhit khoang 10mM xitrat. Dugc

phim nay c6 thé con chita polysorbat 80.

Theo mdt khia canh khéc, séang ché dé xuét duoc phém long 4n dinh chra
khoang 160mg/ml khang thé khang 04p7 va it nhat khoang SmM xitrat. Dugc phim

nay c6 thé con chira polysorbat 80.

Theo mot khia canh khac, sang ché dé xuét dugc phém long 6n dinh chira hén
hop gdm khang thé khang 04p7, xitrat, histidin, arginin va polysorbat 80. Ché pham c¢6
thé c6 mit trong dung cu chira, chéng han nhu lo, hop, xy lanh hodc dung cuy tiém tu

dong.

Khéng thé khang a4B7 trong dugc phdm long n dinh theo sang ché co thé 1a
vedolizumab. Ché phim theo sang ché c6 thé dé st dung dudi da, trong tinh mach,

hodc trong bép.

Theo mot so khia canh, ché pham c¢6 thé 1am giam thiéu tinh sinh mién dich cta

khang thé khang a4p7.

Theo mot khia canh khac, sang ché dé xuit phuong phép diéu tri bénh viém
rudt, bao gém budc cho bénh nhan can diéu tri st dung duoc phém long 6n dinh néu
trong ban mo ta. Budc sir dung c6 thé 1a tiém duéi da. Bude st dung c6 thé 12 tu st
dung.

Theo mot khia canh khac nira, sadng ché dé& xudt vat phém san xuét, bao gém
dung cu chtra, duge phdm 1ong 6n dinh néu trong ban mo ta, va hudng dan str dung no.

Theo mot khia canh, sang ché dé xuét phuong phap diéu tri cho ngudi bi bénh
viém rudt, trong d6 phuong phap nay bao gdm budc cho bénh nhan mac bénh viém

rudt st dung globulin mién dich dugc lam twong thich v6i ngudi hodc doan gén két
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khang nguyén cta nd co6 déc tinh gén két vé6i integrin a4B7 & ngudi, trong d6 globulin
mién dich duoc 1am tuwong thich véi ngudi hodc doan gin két khang nguyén ciia né
duoc ding cho bénh nhan theo phac do liéu sau day: (a) liéu ban dau, vi du trong phac
dd diéu tri giai doan gy dap tmg, 12 165mg globulin mién dich dugc lam twong thich
v6i ngudi hodc doan gan két khdng nguyén cua né ¢ dang tiém dudi da hai ngay mot
14n trong 6 lidu; (b) tiép theo & tudn thi sau bang lidu thir bay va cac lidu tiép theo, vi
du, trong phac dd didu tri giai doan duy tri, 1a 165mg globulin mién dich dugc lam
twong thich v6i ngudi hogc doan gan két khang nguyén ctia n6 & dang tiém dudi da hai
tudn mot 1an hodc bén tudn mot 1an khi cin; trong d6 phac dd lidu nay gy ra dap ung
lam sang va 1am thuyén giam l1dm sang & bénh viém rudt cuia bénh nhén; va ngoai ra
trong d6 globulin mién dich duge 1am twong thich v6i ngudi hodc doan gén két khang
nguyén c6 tinh dic hiéu gén két dbi voi phirc hop 04p7, trong d6 ving gén két khang
nguyén chita ba ving x4c dinh bd trg (CDR1, CDR2, va CDR3) clia ving bién dbi trén
chudi nhe va ba viing x4c dinh bd trg (CDR1, CDR2, va CDR3) clia ving bién ddi trén
chudi ning c6 trinh ty axit amin duge néu dudi day: chudi nhe: CDR1 SEQ ID NO:9,
CDR2 SEQ ID NO:10, CDR3 SEQ ID NO:11; chudi ning: CDR1 SEQ ID NO:12,
CDR2 SEQ ID NO:13, CDR3 SEQ ID NO:14.

Theo mot khia canh, sang ché d& xuét phwong phép diéu tri cho ngudi bi bénh
viém rudt, trong d6 phuong phap niy bao gdm budc cho bénh nhan méc bénh viém
rudt st dung globulin mién dich dugc 1am twong thich v6i ngudi hodc doan gén két
khang nguyén ctia n6 cé tinh dic hiéu gén két véi integrin a4B7 & ngudi, trong dé
globulin mién dich dugc 1am tuong thich v6i nguoi hodc doan gén két khang nguyén
chira ving gin két khang nguyén c6 ngudn gdc khong phai tir ngudi va it nhat mot
phin cua khang thé c6 ngudn gbc tir ngudi, trong d6 globulin mién dich duge lam
tuong thich véi ngudi hodc doan gén két khang nguyén ctia n6 dugc dung cho bénh
nhan theo phac do liéu sau diy bao gdm cac lidu ding qua dudng tinh mach & giai
doan gay dap ing va cac lidu ding qua duong dudi da & giai doan duy tri: (a) lidu
dung qua dudng tinh mach ban dau 14 300mg globulin mién dich dugc lam twong thich
v6i ngudi hodc doan gén két khang nguyén cla né & dang truyén qua dudng tinh
mach; (b) sau d6 12 lidu ding qua dudng tinh mach thé hai tiép theo 300mg globulin
mién dich dugc lam tuong thich véi ngudi hodc doan gén két khang nguyén cia né &

dang truyén qua duong tinh mach & khoang hai tudn sau khi dung lidu ban dau; (c) sau
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d6 bt dAu ¢ tudn ther sdu 13 lidu thir ba va céc liéu tiép theo 12 165mg globulin mién
dich duoc 1am twong thich v6i ngudi hodc doan gin két khang nguyén cia né & dang
tiem dudi da mdi tudn mot 14n, hai tudn mot 14n, ba tudn mot 1an hoidc bén tudn mot
14n néu can thiét; trong d6 phac dd lidu gy ra dap tmg 1am sang va thuyén gidm 1am
sang & bénh nhan méc bénh viém rudt; va ngoai ra trong d6 globulin mién dich duogc
lam tuong thich v6i ngudi hodc doan gin két khang nguyén c6 tinh dic hiéu gan két
dbi v6i phie hop 04B7, trong d6 ving gén két khang nguyén chita ba viing xé4c dinh bd
trg (CDR1, CDR2, va CDR3) ciia ving bién dbi trén chudi nhe va ba ving x4c dinh bd
trg (CDR1, CDR2, va CDR3) cua ving bién ddi trén chudi ning c6 trinh ty axit amin
duoc néu dudi day: chudi nhe: CDR1 SEQ ID NO:9, CDR2 SEQ ID NO:10, CDR3
SEQ ID NO:11; chudi ning: CDR1 SEQ ID NO:12, CDR2 SEQ ID NO:13, CDR3
SEQ ID NO:14.

Theo mot khia canh khéc, sang ché d& xuét phac db lidu ding dé diéu tri bénh
viém rudt, trong d6 phac dd lidu nay bao gdm budc: cho bénh nhan mac bénh viém
rudt st dung globulin mién dich duoc 1am tuong thich v&i ngudi hodc doan gin két
khéng nguyén ciia né c6 tinh dac hidu gin két véi integrin 04f7 & ngudi, trong d6
globulin mién dich dwgc lam tuong thich véi ngudi hodc doan gan két khang nguyén
chira viing gén két khang nguyén c6 ngudn gdc khong phai tir ngudi va it nhét mot
phin cua khang thé c6 ngudn gbc tlir ngudi, trong d6 globulin mién dich duge lam
tuong thich v&i nguoi hode doan gin két khang nguyén ctia n6 dugc dung cho bénh
nhan theo phéc dd lidu ding qua dudng dudi da hodc tiém bap duy tri ndng do thap
nhét trong huyét thanh & trang thai 6n dinh trung binh cta globulin mién dich hodc
doan gén két khang nguyén cua né trong khoang tir 9ug/ml dén 13ug/ml; trong d6
phéc dd lidu nay gay ra dép ing 1dm sang va lam thuyén giam l4m sang & bénh nhan
méc bénh viém rudt; va ngoai ra trong d6 globulin mién dich duoc 1am twong thich véi
ngudi hodc doan gin két khang nguyén c6 tinh dic hiéu gén két dbi v6i phic hop
04p7, trong d6 ving gin két khdng nguyén chira ba ving xac dinh bd trg (CDRI,
CDR2, va CDR3) cuia ving bién dbi trén chudi nhe va ba viing xé4c dinh bd trg (CDRI,
CDR2, va CDR3) cta ving bién doi trén chudi ning c6 trinh ty axit amin nhu néu
duéi day: chudi nhe: CDR1 SEQ ID NO:9, CDR2 SEQ ID NO:10, CDR3 SEQ ID
NO:11; chudi ning: CDR1 SEQ ID NO:12, CDR2 SEQ ID NO:13, CDR3 SEQ ID
NO:14.
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Theo mot khia canh khic, sang ché dé xuat phac db lidu dung dé didu tri bénh
viém rudt, trong d6 phac dd liéu nay bao gdm budc: cho bénh nhin mic bénh viém
rudt st dung globulin mién dich dwoc lam twong thich véi ngudi hodc doan gin két
khéng nguyén ctia né c6 tinh dic hiéu gin két véi integrin a4p7 & ngudi, trong do
globulin mién dich dugc lam tuong thich véi ngudi hodc doan gin két khang nguyén
chita viing gén két khang nguyén c6 ngudn gbc khong phai tir ngudi va it nhat mot
phin cia khang thé c6 ngudn gdc tir ngudi, trong d6 globulin mién dich duge 1am
tuong thich v6i ngudi hodc doan gan két khang nguyén cua né dwoc ding cho bénh
nhén theo phéac dd lidu ding qua dudng duéi da hodc tiém bip duy tri ndng do thip
nhét trong huyét thanh & trang thai én dinh trung binh cua globulin mién dich duoc
1am twong thich v6i ngudi hodc doan gin két khang nguyén ctia né nim trong khoang
tir 35ug/ml dén 40pg/ml; trong d6 phéac do lidu nay gay ra dap Ung lam sang va thuyén
giam 14m sang & bénh nhan méc bénh viém rudt; va ngoai ra trong d6 globulin mién
dich dugc lam tuong thich véi ngudi hodc doan gan két khang nguyén cé tinh dac hiéu
gan két d6i v6i phirc hop a4p7, trong d6 ving gin két khang nguyén chira ba vung xac
dinh b trg (CDR1, CDR2, va CDR3) ctia viing bién dbi trén chudi nhe va ba ving xéc
dinh bd trg (CDR1, CDR2, va CDR3) cua ving bién di trén chudi ning c6 trinh tyu
axit amin nhu néu duéi day: chudi nhe: CDR1 SEQ ID NO:9, CDR2 SEQ ID NO:10,
CDR3 SEQ ID NO:11; chudi nang: CDR1 SEQ ID NO:12, CDR2 SEQ ID NO:13,
CDR3 SEQ ID NO:14.

Theo mot khia canh khéc, séng ché dé xuét phuong phap diéu tri ngudi bi bénh
viém ruft, trong d6 phuong phip ndy bao gdbm budc cho bénh nhan mic bénh viém
rudt st dung globulin mién dich dugc 1am twong thich v&i ngudi hodc doan gén két
khang nguyén cta nd c6 tinh dic hidu gin két véi integrin adf7 & ngudi, trong d6
globulin mién dich dugc lam twong thich v6i ngudi hodc doan gén két khang nguyén
chira ving gén két khang nguyén c¢6 ngudn gbc khong phai tir ngudi va it nhat mot
phan khang thé c6 ngudn gdc tir ngudi, trong d6 globulin mién dich dwoc 1am tuong
thich v6i ngudi hodc doan gan két khang nguyén ciia né dwoc ding cho bénh nhan
theo phac dd lidu sau day: (a) mot sb lugng 16n lidu globulin mién dich dugc 1am
tuong thich véi ngudi hodc doan gin két khang nguyén cua né ding trong giai doan
gy dap tng du dé dat dwoc ndng do thap nhét trong huyét thanh & trang thai 6n dinh
trung binh nam trong khoang tir 20pg/ml dén 30ug/ml globulin mién dich duoc 1am
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twong thich v6i ngudi hodc doan gin két khang nguyén clia né bang khoang sau tuin
dung lidu ban dau; (b) dugc theo sau boi mét s6 lugng 16n céc lidu globulin mién dich
duoc 1am twong thich v6i ngudi hodc doan gin két khang nguyén ciia n6 & giai doan
duy tri néu cn thiét dé duy tri ndng do thap nhét trong huyét thanh & trang thai 6n
dinh trung binh nim trong khoang tir 9ug/ml dén 13pg/ml hodc ndm trong khoang tir
35pg/ml dén 40pg/ml globulin mién dich hoic doan gan két khang nguyén cua no;
trong d6 phac do lidu gy ra dap tmg 14m sang va thuyén gidm 1am sang & bénh nhén
méc bénh viém rudt; va ngoai ra trong d6 globulin mién dich dugc lam twong thich véi
ngudi hodc doan gin két khang nguyén c6 tinh dic hiéu gan két ddi véi phirc hop
04p7, trong d6 ving gin két khang nguyén chira ba ving xé4c dinh bd trg (CDRI,
CDR2, va CDR3) ctia ving bién ddi trén chudi nhe va ba ving xac dinh bd trg (CDRI,
CDR2, va CDR3) ctia ving bién ddi trén chudi ning c6 trinh tw axit amin nhu néu
dudi day: chudi nhe: CDR1 SEQ ID NO:9, CDR2 SEQ ID NO:10, CDR3 SEQ ID
NO:11; chudi nang: CDR1 SEQ ID NO:12, CDR2 SEQ ID NO:13, CDR3 SEQ ID
NO:14.

Theo mdt sb khia canh, ché phém, phuong phap diéu tri, liéu v&/hodc phéc dd
lidu dam béo giam dén muc t6i thiéu kha nang bénh nhan phat trién cac khéng thé
phan ting véi khang thé khang a4p7.

Bénh nhéan c6 thé khong c6 dap Gmg thoa dang véi, mét dap tng véi, hodc
khong chiu dugc viéc diéu tri bang it nhét mot trong s céc chit diéu bién mién dich,
chét d6i khang yéu t6 hoai tir khéi u-alpha (TNF-0)) hodc hdn hop ctia chiing.

Bénh viém rudt c6 thé 13 bénh Crohn hodc viém loét dai trang. Bénh viém rudt
c6 thé 12 viém loét dai trang & muc do tir vira phai dén nghiém trong.

Phac dd liéu c6 thé 1am lanh niém mac & cac bénh nhan bi viém loét dai trang &
mirc d6 tir vira phai dén nghiém trong.

Bénh nhén c6 thé da duoc diéu tri trude dé bé'mg it nhat mot corticosteroit dung
cho bénh viém rudt. Bénh nhan c6 thé duoc didu tri dong thoi bang it nhat mot
corticosteroit dung cho bénh viém rudt. Phac do liéu c6 thé 1am cho bénh nhéan gidm,
loai b hodc giam va loai bd viéc st dung corticosteroit.

Theo mét sb khia canh, globulin mién dich dugc 1am tuong thich véi ngudi

hodc doan gan két khang nguyén cua n6 dugc dung & dang li€u cudi cung ¢ nong do
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nim trong khoang tir 1,0mg/ml dén 1,4mg/ml. Globulin mién dich tuwong thich véi
ngudi hodc doan gén két khang nguyén ciia nd ¢ thé dugc ding & dang liéu cudi ciing

béng khoang 1,2mg/ml.

Theo mdt sb khia canh, globulin mién dich dugc 1am twong thich véi nguoi
hodc doan gan két khang nguyén dugce dung & dang lidu cudi cung c6 luong khang thé
khang 47 ndm trong khoang tir 70mg dén 250mg, nim trong khoang tir 90mg dén
200mg, nim trong khoang tir 150mg dén 180mg, hodc it nhat 13 160mg.

Theo mdt sb khia canh, phéc dd lidu khong thay doi ty 1& gitta CD4 va CD8
trong dich ndo tiy clia cac bénh nhan nhan phac dd diéu tri nay.

Bénh nhan c6 thé 1a ngudi 65 tudi hodc gia hon va khong doi hoi sy didu chinh
bét k¥ v& phéc do liéu.

Theo mdt s6 khia canh, phuong phép diéu tri bang ché phdm khéang thé khang
a4p7, lidu luong, hodc phac dd lidu ¢6 thé 1am gidm thiéu tinh sinh mién dich cia

khang thé khang a4p7.
Mo ta vén tit cic hinh vé

Hinh 1 minh hoa trinh tu nucleotit (SEQ ID NO:1) ma hoa chudi ning cia
globulin mién dich khang 04B7 dd dugc lam twong thich véi nguoi, va trinh ty axit
amin dugc suy luan ctia chudi ning nay (SEQ ID NO:2). Trinh ty nucleotit chira cac vi
tri tach dong (chit thuong), trinh tu Kozak (chit hoa, nucleotit 18-23 cua SEQ ID
NO:1) va trinh tw dn diu (chit thuong, nucleotit 24-86 cia SEQ ID NO:1) & dau 5’
ctia chudi nang. Khung doc mé cua trinh ty nucleotit ndy 1a nucleotit 24-1433 ctia SEQ

ID NO:1.

Hinh 2 minh hoa trinh tu nucleotit (SEQ ID NO:3) mi hoa chudi nhe cua
globulin mién dich duge lam twong thich véi ngudi dudi day goi la vedolizumab, va
trinh tu axit amin suy lun (SEQ ID NO: 4) ctia chudi nhe. Trinh tu nucleotit nay chira
céac vi tri tach dong (chit thuong), trinh tu Kozak (chit hoa, nucleotit 18-23 cia SEQ
ID NO:3) va trinh ti d4n dau (chit thuong, nucleotit 24-80 ciia SEQ ID NO:3) & dau 5’
ctia chudi ning. Khung doc mé cua trinh ty nucleotit nay 1a nucleotit 24-737 ciia SEQ

ID NO:3.
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Hinh 3 12 so sanh trinh tu axit amin ctia (A) chudi nhe truéng thanh dugc lam
twong thich véi ngudi (axit amin 20-238 ciia SEQ ID NO:4) cua globulin mién dich
duogc 1am twong thich véi nguoi, dudi ddy goi la vedolizumab va (B) chudi nhe truéng
thanh dugc 1am twong thich véi ngudi ctia globulin mién dich dwgc lam tuwong thich
voi nguoi dudi ddy duge goi 1a LDP-02 (SEQ ID NO:5). (Lién quan dén LDP-02, xem
tai liéu: WO 98/06248 va Feagan et al., N. Eng. J. Med. 352:2499-2507 (2005)).
Feagan va dong tac gia md ta nghién ctru lam sang vé LDP-02, nhung trong bai bao
nay ho dé cap dén LDP-02 & dang MLNO02.). Phép so sanh cho thay cac trinh tu axit
amin cua chudi nhe vedolizumab va LDP-02 khac nhau & cac vi tri 114 va 115 cua cac

chudi nhe trrong thanh nay.

Hinh 4 13 so sanh trinh tu axit amin cta (A) ving 6n dinh chudi nhe kappa &
lodi ngudi (SEQ ID NO:6) va (B) ving dn dinh chudi nhe kappa & loai gdm nham
(SEQ ID NO:7). Gdc axit amin Thr va Val (c6 mit & cac vi tri 114 va 115 cta chudi
nhe vedolizumab trudng thanh (cac axit amin 133 va 134 cta SEQ ID NO:4)) c6 mat
trong ving on dinh ctia chudi nhe kappa & ngudi, trong dé cac gbc axit amin Ala va
Asp (c6 mat & cac vi tri 114 va 115 cua chudi nhe LDP-02 truéng thanh (SEQ ID
NO:5)) ¢6 mit trong ving 6n dinh ctia chudi nhe kappa ¢ chudt nhét.

Hinh 5 1a ban dd vat truyén pLKTOK38D (con duge goi 12 pTOK38MLNO02-
TV), mé hod chudi ning dwoc lam tuong thich véi ngudi va chudi nhe duge lam tuong
thich v6i ngudi cia MLN02, va thich hop dé san sinh vedolizumab trong té bao CHO.
(Xem Cong bd don yéu ciu cap patent My s6 2004/0033561 Al, boc 16 pLKTOK3S.
pLKTOK38D 14 bién thé ciia pLKTOK38, trong d6 céc vi tri gi6i han duoc chi ra trén
ban dd chin hai dAu trinh ty ma hod ving bién ddi trén chudi nhe.)

Hinh 6 cho thy su thay ddi hinh thanh két tu SEC (% mdi ngay) do sy thay doi
ndng do protein, do pH va tj 1& mol chit hoat dong bé mat:protein. G do pH nam trong
khoang tir 6,0 dén 6,5, su hinh thanh két tu trong tu v&i sy hinh thanh két tu cua ché
pham trong d6 ty 1é mol polysorbat 80:protein nim trong khoang tir 0,7 dén 1,5.

Hinh 7 13 dd thi cho thay & céc ty 1& mol polysorbat 80:protein 16n hon 1,5, ty 1&
hinh thanh két tu tang khi do pH ting.
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Hinh 8 14 dd thi thé hién anh huéng cia t4 dwoc dén sy hinh thanh két tu.
25mM xitrat, 5mM xitrat, SmM EDTA, 25mM xystein, hodc SmM xystein dugc thém

vao ché phdm. C4 ba ta dugc déu 1am giim sy hinh thanh két tu.

Hinh 9 12 tap hop céc dd thi cho thdy su giam mirc hinh thanh két tu vé6i sy ¢6
mit ctia 25mM xitrat trong ché phim, va mdi tuong quan gitta ndng do protein ting va
ty 1& hinh thanh két tu ting.

Hinh 10 12 dd thi thé hién két qua cta qua trinh thodi héa dang CEX ¢ 40°C. Dit
liéu ndy cho thAy anh huong ctia sy thay d6i do pH dén qua trinh thoai héa CEX.

Hinh 11 12 d thi thé hién anh hudng cta nhiét d6 dén do pH cta ché pham. D9
pH ctia ché phdm chira histidin giam cing v6i nhiét do, trong khi do pH cta ché phim
chura xitrat khong bi anh hudng boi nhiét do.

Hinh 12 13 db thi thé hién ty 16 phn trim cta dang ddng chirc ning chinh CEX
trong khoang thoi gian mudi hai thang. Cac ché phim c6 d6 pH nam trong khoang 6,0
dén 6,2 c6 dang ddng chirc ndng chinh it hon khoang 1% dén 2% so v6i ché pham c6
d6 pH ndm trong khoang 6,3 dén 6,4.

Hinh 13 1a tap hop cac dd thi chimg t6 ring do nhét chi yéu bi anh hudng boi
ndng do protein va do pH. Viéc bd sung sucroza, histidin va arginin vao c6 anh huéng
dén do nhét cia ché pham.,

Hinh 14 13 trinh tu axit amin cua (A) vung bién ddi trén chudi nhe kappa cua
khang thé GM607°CL truong thanh & ngudi va (B) ving bién doi trén chudi ning
21/28’CL & nguoi.

Hinh 15 thé hién thanh phan ctia san phim protein trong xy lanh nap san.

Cac Hinh 16A-B thé hién anh hudng cta (A) ndng do protein va (B) do nhdt
dén luc bom cia cac Xy lanh khac nhau dugc thir nghiém.

Hinh 17 (A) thé hién lyc truot ban ddu ¢ dang ham s ciia ndng do protein va
kich ¢& kim tiém. Hinh 17 (B) 1a lyc truot ban dau d6i v6i mbi xy lanh va kich ¢ kim
tiém.

Hinh 18 13 profin hap thu cta vedolizumab. Dd thi nay cho thdy néng do cua
c4c lidu tiém bép va tiém dudi da thuong chong chéo. Khong c6 su khéc biét rd rét

toan b vé profin hap thu cia cac dudng dung nay.
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MO ta chi tiét sang ché
Sang ché dé xuét duge phdm chira céc khéng thé khang a4p7. Duoc pham nay
c6 thé 12 hdn hop chira chét chdng oxy hoa hoic chét tao chelat (vi du, xitrat), khang

thé khang 04p7 va axit amin tu do. Dugc phim niy c6 thé & dang rén hoc long.
Dinh nghia

Thuat ngit “dugc phdm” dwge ding dé chi ché phim chira khang thé khéng
a4p7 & dang cho phép hoat tinh sinh hoc cuia khang thé c6 hiéu qua, va khong chira cac
hop phan khéc c6 doc tinh khong chip nhan dugc dbi v6i dbi tugng st dung ché pham
nay.

Ché phdm “6n dinh” 1 ché pham trong d6 khang thé trong d6 vé co ban van giit
duoc d6 6n dinh vat 1y cta n6 va/hoic dd 6n dinh hoa hoc ctia né va/hoic hoat tinh
sinh hoc ctia né trong khi bao quan. Theo mot khia canh, ché pham vé co ban van giit
duoc dd 6n dinh vat Iy va hoa hoc ctia n6, cling nhu hoat tinh sinh hoc ctia né trong
khi bao quan. Khoéang thoi gian bao quan thuong duge chon dya trén thoi han sir dung
du dinh ciia ché phim. Cac k§ thudt phéan tich khic nhau dé xac dinh d6 on dinh
protein 13 sin ¢6 trong linh vuc k§ thuat nay va dugc xem xét trong tai ligu: Peptide
and Protein Drug Delivery, 247-301, Vincent Lee Ed., Marcel Dekker, Inc., New
York, N.Y., Pubs. (1991) va Jones, A. Adv. Drug Delivery Rev. 10: 29-90 (1993)
chang han. Do én dinh c6 thé duoc xac dinh & nhiét d0 duge lya chon trong khoang
thoi gian duoc lya chon. Vi du, ché phdm 1ong 6n dinh ¢ nhiét do khoang 40°C trong it
nhét khoang 3 ngay, 5 ngay, 1 tudn, 2 tuln, 3 tudn, 4 tudn, 5 tudn hodc 6 tuan. Theo
mot khia canh khéc, ché phAm dong kho 6n dinh & nhiét do khoang 40°C trong it nhét
khoang 2 tudn dén 4 tudn, it nhit khoang 3 théng, it nhat khoang 6 théng, it nhét
khoang 9 thang, it nh4t khoang 12 thang, hodc it nhit khoang 18 thang. Theo mot khia
canh khaéc, ché phém long va/hodc dong kho 6n dinh ¢ nhiét d6 khoang 5°C va/hoidc
25°C trong it nhét khoang 1 thang, it nhit khoang 3 thang, it nhét khoang 6 thang, it
nhét khoang 9 thang, it nhat khoang 12 thang, it nhét khoang 18 thang, it nhit khoang
24 thang, it nhat khoang 30 thang, hoic it nhit khoang 36 thang; va/hodc 6n dinh &
nhiét do khoang -20°C va/hodc -70°C trong it nhat khoang 1 thang, it nhét khoang 3
thang, {t nht khoang 6 thang, it nhit khoang 9 thang, it nhat khoang 12 thang, it nhét
khoang 18 thang, it nhat khoang 24 thang, it nhat khoang 30 thang, it nhat khoang 36
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thang, it nhat khoang 42 thang, hodc it nhit khoang 48 thang. Hon nita, theo mot sb
phuong 4n, ché pham 16ng c6 thé 6n dinh sau khi lanh dong (dén -80°C chang han) va
ra dong, vi du sau 1, 2 hodc 3 chu trinh lanh dong va rd dong.

Do 6n dinh cia ché pham long c6 thé dugc dénh gia dinh tinh va/hodc dinh
lugng theo nhiéu cach khac nhau, bao gé)m x4c dinh dime, multime va/hodc mttc hinh
thanh két tu (vi du bing cach 4p dung sic ky loai trir theo kich thuéc (size exclusion
chromatography - SEC), do khéi pho theo k¥ thuat ion hoa bang phwong phap khir hap
phu laze dugc hd trg boi chét nén va phén tach cac ion dua trén thoi gian bay (matrix-
assisted laser desorption-ionization time-of-flight mass spectrometry - (MALDI-TOF
MS), siéu ly tim phan tich, tan xa 4nh sang (phd twong quan photon, tin xa 4nh séng
dong (dynamic light scattering - DLS), tan xa anh sang tinh, t4n xa 4nh séng laze da
gbc (multi-angle laser light scattering - MALLS)), phan tich hinh anh trén kinh hién vi
dua trén dong chay, dém tro khang dién tir (coulter), hé théng x4c dinh mic do che
séng hodc dém hat chét long khac, bang cach do do duc, va/hodc bang cach quan sat
bang mét thuong); bing cach danh gia do khong dong nhat dién tich cé sir dung séc ky
trao ddi cation (CEX), dién di diém déng dién (isoelectric focusing - IEF), vi du k¥
thuat mao quéan (cIEF), hodc dién di ving mao quan; phén tich trinh tu dau tan cing
amino hodc ddu tin cing carboxy; phan tich khéi phd; phan tich SDS-PAGE hogc
SEC dé so sanh cac khéang thé phan doan, nguyén ven va ¢ dang multime (nghia la,
dime, trime, v.v..); phan tich ban dd peptit (vi du tryptic hodc LYS-C); danh gia hoat
tinh sinh hoc hodc chtrc ning gin két khang nguyén cla khéng thé; va cac phuong
phap twong tu. DO 6n dinh ctia ché phdm & trang thai rdn ciing c6 thé duge danh gia
dinh tinh va/hodc dinh luong theo nhiéu c4ch khac nhau, bao gém cac thtr nghiém truc
tiép, nhu x4c dinh c4u tric tinh thé theo phuong phép nhiéu xa tia X trén mau bot (Ray
Powder Diffraction - XRPD); dénh gi4 cAu truc khang thé & trang thai ran bang cach
st dung phd hdng ngoai bién d6i chudi Fourier (Fourier Transform Infrared
Spectroscopy -FTIR); va do qud trinh chuyén dbi nhiét trong chét ran dong kho (qua
trinh néng chay, chuyén ddi sang trang thai thuy tinh, v.v..) bang cach 4p dung phuong
phap phan tich nhiét lwong bing tia quét vi sai (Differential Scanning Calorimetry -
DSC) va céc thir nghiém gian tiép nhu do ham lwgng 4m bang thir nghiém Karl Fisher,
vi du, dé ngoai suy kha ning mét dn dinh héa hoc do thity phan. Su mét 6n dinh c6 thé

bao g@)m mot hodc nhiéu hién tuong bat ky trong sb: su két tu (vi du, su két tu cac chét
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tan khéng cung hda tri, sy két tu cac chét tan ciing hoa tri (vi du, su sép Xép lai/su xao
tron lién két disulfua), su két tu cic chit khong tan), khit amit (vi du nhu khir amit
trong Asn), sy oxy hod (vi du nhu su oxy hod Met), ddng phan hoa (vi du nhu sy dong
phan héa Asp), su cit/thiiy phan/phan manh (vi dy nhu phan manh ving ban 18), hinh
thanh sucxinimit, kéo dai diu tan cing N, xtr Iy dau tan cing C, sy khéc biét glycosyl,
va cac hién tuong tuong tu.

Khang thé don dong “duoc khir amit” 12 khang thé trong d6 mot hogc nhiéu gbe
asparagin hodc glutamin cua n6 duoc tao dan xuét, vi du thanh axit aspartic hodc axit
iso-aspartic.

Khang thé “d& bi khir amit” 14 khang thé chira mot hodc nhiéu gbc dugc nhén
thiy 13 dé bi khtr amit.

Khang thé “d& bi oxy hoa” 12 khang thé chira mot hodc nhidu gbc dugc nhén
thdy 12 d& bi oxy hoa.

Khang thé “d& bi két tu” 1a khang thé duoc nhan thiy 12 d& bi két tu véi cac
phén tir khang thé khac, dic biét 13 khi lam lanh, gia nhiét, 1am kho, hoan nguyén
va/hoic khudy.

Khéng thé “d& bi phan manh” 13 khang thé dugc nhén thay 1a dé bi chia thanh
hai hodc nhiéu doan, vi du & ving ban 18 cta no.

Thuat ngit “lam giam sy khu amit, sy oxy hod, su két tu, hodc phan manh”
dugc dung dé chi viéc ngan ngira hodc 1am giam (vi du, dén 80%, 60%, 50%, 40%,
30%, 20% hodc 10%) sb lwong khang thé bi khir amit, két ty, hodc phn manh so v6i
khang thé don dong dugc bao ché & do pH khac hodc trong dung dich dém khéc.

“Khéi két tu”, “khéi két tu SEC”, hodc “khéi két tu hoa tan” 13 nhiéu hon mot
va nhé hon hodc bang mudi khang thé protein va/hodc doan duoc lién két v6i nhau
nho cac tuong tac cong hoéa tri, ion, hodc ky nude dé tao thanh khéi protein 16n hon.

“Khdi két tu khong tan” hozc “hat” 16n hon mudi khang thé protein va/hoic
doan lién két voi nhau nhd céc twong tac cdng hoa tri, ion, hodc ky nudce dé tao thanh
khéi protein 16n hon.

Thuat ngit “hoat tinh sinh hoc” ctua khang thé don dong dugc dung dé chi kha

ning gin két cia khang thé véi khang nguyén va tao ra dp Gmg sinh hoc xac dinh
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duoc c6 thé duoc xéc dinh in vifro hodc in vivo. Hoat tinh ndy c6 thé 12 hoat tinh dbi

khang hodc hoat tinh chu van.

Phan tir trén bé mat t& bao, “integrin a4p7” hodc “adp7” 1a heterodime cua
mach o4 (CD49D, ITGA4) va mach pB7 (ITGB7). Mbi mach cé thé tao thanh mot
heterodime v6i mot mach integrin khéc, dé tao thanh owpi hodc oep7 ching han. Cac
gen ou va B7 cua ngudi (Ngan hang gen (National Center for Biotechnology
Information, Bethesda, MD) v6i sb truy cép RefSeq lan lugt 1a NM_000885 va
NM_000889) duoc biéu hién boi cac té bao lympho B va T, dic biét la cac t€ bao
lympho CD4+ mang tri nhé mién dich. Tiéu biéu trong s6 cac integrin, 047 c6 thé
tdn tai & trang thai nghi hoic trang thai hoat hoa. Céc phéi tir cia a4p7 bao gdm phan
ttr bam dinh t& bao mach (vascular cell adhesion molecule - VCAM), fibronectin va

addressin niém mac (MAdCAM, vi duy, MAdCAM-1).

Nhu duoc st dung trong ban mo ta nay, globulin mién dich & nguoi hodc doan
gén két khang nguyén ciia nd ¢6 “tinh dic hiéu gén két véi phirc hop a4p7” gén két
v6i 04B7, nhung khong gén két véi adpl hodc oEB7.

Nhu dugc st dung trong ban mb ta ndy, ché phdm “déng truong” vé co ban cé
cing 4p suét thdm thau v6i mau nguoi. Ché pham dang truong s& thuong c6 ap sut
thAm th4u nim trong khoang tir 250mOsm dén 350mOsm. Muc do déng trwong c6 thé
duoc x4c dinh bang cach sir dung thAm thau ké kiéu ap suit hoi hodc lam lanh bang d4

chang han.

Nhu dugce st dung trong ban mo ta nay, “chit dém” dung dé chi chit dém ma
chéng lai sy thay dbi vé do pH do tac dung cua cac hop phan tiép hop axit-bazo cua
n6. Chét dém c6 thé c6 mat trong ché pham 16ng hodc ran theo séang ché. Theo mot s6
phuong an, chat dém theo séang ché didu chinh d6 pH cta ché phdm tir khoang 5,0 dén
7,5, tir do pH khoang 5,5 dén 7,5, tir d6 pH khoang 6,0 dén 7,0, hogc tir @ pH khoang
6,3 dén 6,5. Theo mot khia canh, vi du vé chat dém ¢ dang riéng ré hoic két hop, sé&
diéu chinh do pH trong khoang tir 5,0 dén 7.5 bao gém axetat, suxinat, gluconat,
histidin, xitrat, phosphat, maleat, cacodylat, 2-[N-morpholino]etanaxit sulfonic (MES),
bis(2-hydroxyetyl)iminotris[hydroxymetylJmetan (Bis-Tris), axit N-[2-axetamido]-2-
iminodiaxetic (ADA), glyxylglyxin va cic chit dém axit hitu co khac. Theo mot khia
canh khac, chat dém theo sang ché 12 histidin hoic xitrat.
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“Pém histidin” 14 dém chira ion histidin. Vi du vé chét dém histidin bao gdbm
dung dich histidin clorua, histidin axetat, histidin phosphat, histidin sulfat. Pém
histidin hodc dém histidin-HCI c6 do pH ndm trong khoang tir 5,5 dén 7,0, 46 pH ndm
trong khoang tu 6,1 dén 6,9, hoic do pH bé'lng khoang 6,5.

“Pém xitrat” 14 dém chira ion xitrat. Vi du vé dém xitrat bao gdm dung dich
natri Xitrat, amoni xitrat, canxi xitrat, va kali xitrat. Pém xitrat c6 do pH nim trong
khoang tir 3,0 dén 6,2, do pH nim trong khoang tir 5,5 dén 6,5, do pH ndm trong
khoang tr 6,1 dén 6,5, do pH khoang 6,1, d0 pH khoang 6,2, hodc do pH khoang 6,5.

Trong ban md ta nay, “sacarit” 1a hop chét c6 cong thirc chung (CH20), va chat
dan xuét cia no, bao gém monosacarit, disacarit, trisacarit, polysacarit, cac rugu
duong, duong khir, duong khong khtr, va cac hop chét tvong tu. Vi du vé cic sacarit
trong ban mo ta ndy bao gém glucoza, sucroza, trehaloza, lactoza, fructoza, maltoza,
dextran, erythritol, glyxerol, arabitol, sylitol, sorbitol, manitol, melibioza, melezitoza,
rafinoza, manotrioza, stachyoza, maltoza, lactuloza, maltuloza, glucitol, maltitol,
lactitol, iso-maltuloza, va cac chit twong tu. Sacarit co thé 1a chit bao vé dong khd.

Theo mot khia canh, sacarit trong ban mé ta nay 1a disacarit khong khtr, nhu sucroza.

Trong ban md ta nay, “chat hoat dong bé mat” duge dung dé chi chat lam giam
stc cang bé mat cta chat 16ng. Theo mot khia canh, chéit hoat dong bé mat 14 chat hoat
dong bé mat khong ion. Vi du vé cé4c chit hoat dong bé mit trong ban mo ta nay bao
gdbm polysorbat (polyoxyetylen sorbitan monolaurat, Vi du, polysorbat 20 va
polysorbat 80); TRITON (t-Octylphenoxypolyetoxyetanol, chét tay rira khong ion, do
Union Carbide subsidiary of Dow Chemical Co., Midland MI cung cap); natri dodexyl
sulfat (SDS); natri laurel sulfat; natri octyl glycosit; lauryl-, myristyl-, linoleyl-, hodc
stearyl-sulfobetain; lauryl-, myristyl-, linoleyl- hodc stearyl-sarcosin; linoleyl-,
myristyl-, hodc xetyl-betain; lauroamidopropyl-, cocamidopropyl-, linoleamidopropyl-
, myristamidopropyl-, palmidopropyl-, hodc isostearamidopropyl-betain (vi du nhu
lauroamidopropyl); myristamidopropyl-, palmidopropyl-, hodc isostearamidopropyl-
dimetylamin; natri metyl cocoyl-, hodc dinatri metyl oleyl-taurat; sorbitan
monopalmitat; va nhém MONAQUAT (do Mona Industries, Inc., Paterson, N.J. cung
cip); polyetyl glycol (PEG), polypropylen glycol (PPG), va copolyme cua
poloxyetylen va poloxypropylen glycol (vi du nhu Pluronics/Poloxamer, PF68 etc);

-17-



40947

v.v.. Theo mot khia canh khac, chat hoat dong bé mit trong ban md ta niy I

polysorbat 80.

Thuat ngi “chét tao chelat” duoc ding dé chi chét gin két voi nguyén tir boi
nhiéu hon mét lién két. Theo mot khia canh, vi du vé chat tao chelat trong ban md ta
nay bao gom xitrat, axit etylendiamintetraaxetic, axit etylenglycoltetraaxetic (EGTA),
dimercaprol, axit dietylentriaminpentaaxetic, va N,N-bis(carboxymetyl)glyxin. Theo

mot khia canh khéc, chit tao chelat 13 xitrat hodc EDTA.

Thuat ngit “chit chéng oxy hoa” dugc ding dé chi chét trc ché sy oxy hod clia
mdt phan ti khac. Vi du vé cac chét chdng oxy hoa trong ban md ta nay bao gdm
xitrat, axit lipoic, axit uric, glutathion, tocopherol, caroten, lycopen, Xystein, cac hop

chét phosphonat, vi duy, axit etidronic, desferoxamin va malat.

Thuét ngir “khang thé” trong ban mo ta nay dugc sit dung v6i nghia rong nhét
va cu thé bao gbm cac khang thé don dong véi chiéu dai day du, cac globulin mién
dich, cac khang thé da dong, cac khang thé da hiéu (vi du nhu céc khang thé dic hiéu
kép) duoc tao thanh tix it nhat hai khang thé v6i chiu dai ddy du, vi du, mdi khéng thé
duoc tao thanh tir mot khing nguyén hodc epitop khdc nhau, va cic doan gén két
khang nguyén riéng biét, bao gdm dAbs, scFv, Fab, F(ab)"2, Fab', bao gdm céc khang
thé tir ngudi, tuong thich voi ngudi va céc khang thé tir cc loai khong phai ngudi va
céc dang gin két khang nguyén ti t6 hop nhu cac monobody va diabody.

Luong mol va ty 1& mol cta khang thé khang a4f7 va ta duge néu trong ban md
ta dwoc tinh todn dua trén gia thiét 1a khang thé c6 phan tir lugng gin ding khoang
150.000 dalton. Phén tir luong thuc cua khang thé co thé khong bang 150.000 dalton,
tuy thudc vao thanh phf?m axit amin hodc cai bién sau dich ma, vi du, phu thudc vao
dong té bao dugc dung dé biéu hién khang thé. Phan t&r luong thuc cua khéang thé c6
thé bang 150.000 dalton +/- 5%.

Thuat ngtr “khang thé cta nguoi” bao gébm khing thé c6 trinh tu ¢ ngudn goc
tlr trinh tu globulin mién dich dong phdi ctia ngudi, nhu khang thé ¢6 ngudn gbc tir
chudt nhat chuyén gen mang céac gen globulin mién dich ctia nguoi (vi du, chudt nhét
dugc bién d6i gen XENOMOUSE (do Abgenix, Fremont, CA cung cép), HUMAB-
MOUSE®, chudt nhit chuyén nhiém sic thé KIRIN TC MOUSE™, KMMOUSE®
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(do MEDAREX, Princeton, NJ cung cap)), cac thu vién biéu hién thé thuc khuan coa

ngudi, t€ bao u tuy ciia ngudi, hodc teé bao B cua nguoi.

Thuat nglr “khang thé don dong” dugc dung trong ban md ta nay dé chi khang
thé thu dwoc tir quan thé cac khang thé vé& co ban ddng nhét, nghia 13, cac khang thé
riéng biét chira trong quan thé nay gidng hét nhau va/hodc gan két véi cing epitop,
ngoai trir cac bién thé c6 thé dugc tao ra trong qua trinh san xuit khang thé don dong,
cac bién thé nhu vay thudng c6 mit v6i lugng nho. Nguoc lai véi cac ché pham khang
thé da dong ma thuong bao gdm céc khang thé khac nhau truc tiép chdng lai cac quyét
dinh khang nguyén (epitop) khac nhau, mdi khéng thé don dong truc tiép chéng lai
mdt quyét dinh duy nhét trén khang nguyén nay. Cum tir bd nghfa “don dong” cho biét
dac tinh ctia khang thé thu dugc tir quan thé cac khang thé vé& co ban ddng nhat, va cin
phai khong dugc hidu nhw 12 dic tinh mong mudn clia khéng thé theo phwong phép cu
thé bat ky. Vi du, cac khang thé don dong dugc st dung theo sang ché c6 thé dugc tao
ra bing phuong phép té bio lai dwgc mo ta 14n dau tién trong tai lidu: Kohler ef al,
Nature, 256:495 (1975), hodc c6 thé duoc tao ra theo cac phuong phap ADN téi t0 hop
(xem patent M§ sb 4,816,567 chang han). “Cac khang thé don dong” cling c6 thé duge
phan 18p tir cac thw vién khang thé thé thyc khuan béng cach 4p dung cic k¥ thudt
dugc mo ta trong tai lidu: Clackson ef al., Nature, 352:624-628 (1991) va Marks et al.,
J. Mol. Biol., 222:581-597 (1991) chang han.

Céac khéang thé don dong trong ban md ta ndy cu thé bao gdm céc khang thé
“kham” trong d6 mot phan cta chudi ning va/hodc chudi nhe giéng hodc twong dong
v6i cac trinh tu tuong Ung trong cac khang thé c6 ngudn gbc tir mot loai cu thé hoic
thudc mot 16p hodc phén 16p khang thé cu thé, trong khi phan con lai cta chudi (cac
chudi) nay gidng hodc twong ddng véi cic trinh ty twong ng trong cic khang thé c6
ngudn gbc tir mot loai khac hodc thudc mot 16p hodc phéan 16p khang thé khéc, cling
nhu cac doan cua cac khang thé ndy, mién 1a chung c6 hoat tinh sinh hoc mong mudn
(Patent M¥ s6 4,816,567; va Morrison et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 81:6851-
6855 (1984)). Cac khang thé kham quan tAm trong ban m6 ta ndy bao gdm cac khang
thé “duoc linh truong héa” chira trinh tur gin két khang nguyén thudc mién thay doi c6
ngudn gbc tir mot dong vat linh trudng khong phai nguoi (vi du nhu Old World
Monkey, Ape v.v.) va trinh ty vung 6n dinh cta ngudi.
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“Céc doan gin két khang nguyén” cta globulin mién dich dugc 1am twong thich
v6i ngudi duge didu ché trong ché phdm theo séng ché chia it nhét ving thay ddi ctia
chc chudi ning va/hoic cac chudi nhe cta khéng thé khang 04B7. Vi du, doan gén két
khéng nguyén cua vedolizumab bao gém céac gbc axit amin 20 dén 131 cla trinh tu
chudi nhe duoc lam twong thich véi ngudi SEQ ID NO:4. Vi du vé cac doan gin két
khang nguyén bao gém cac doan Fab, cac doan Fab', cac doan scFv va F(ab'), cua
globulin mién dich dugc 1am twong thich véi ngudi da biét trong linh vuc. Cac doan
gfn két khang nguyén ctia globulin mién dich dugc lam tuwong thich véi ngudi theo
sang ché c6 thé duoc tao ra bang cach phan c4t nho enzym hodc theo cac k¥ thuat tai
t6 hop. Chéng han, viéc phan cit nho papain hodc pepsin c6 thé dugc ap dung dé tao ra
cac doan Fab hodc F(ab'), tuong tmg. Cac khang thé ciing c6 thé dugc tao ra & nhiéu
dang cat cut bé‘lng cach str dung cac gen khang thé, trong d6 mot hoic nhiéu codon két
thiic duge dua vao trude vi tri két thic tu nhién. Vi du, chu triic tai t6 hop ma hod
chudi nng ctia doan F(ab") c6 thé dugc thiét ké dé bao gdm cac trinh ty ADN m4 hoa
mién CHj va ving ban 18 cua chudi ning nay. Theo mot khia canh, cac doan gén két
khang nguyén tc ché a4B7 integrin gin két véi mot hodc nhidu phdi tir ciia nd (vi du

nhu MAdCAM addressin niém mac (vi du, MAdCAM-1), fibronectin).

Su phan hay cac khang thé béi papain tao ra hai doan gén két khang nguyén
giéng hét nhau, dugc goi la cac doan “Fab”, mdi doan c6 mdt vi tri gén két khang
nguyén duy nhat, v mot doan “Fc¢” con lai ma tén ctia né cho thay kha ning dé dang
két tinh cua né. Viée xtr Iy bang pepsin tao ra mot doan F(ab')z c6 hai vi tri gén két

khang nguyén va n6 ciing c6 kha nang lién ket chéo khang nguyén.

“Fv” 13 doan khang thé chita m{t dime gom mot mién thay doi chudi nang va

mdt mién thay dbi chudi nhe lién két khong cong hoa tri v6i nhau.

Doan Fab ciing chira mién 6n dinh cta chudi nhe va mién on dinh tht nhét
(CH1) ctia chudi ning. C4c doan Fab' khéc vdi cac doan Fab & chd c6 bd sung mot vai
gbc & dau tan clng carboxy cta midn CHI cta chudi ning bao gdm mét hodc nhiéu
Xystein tir ving ban 18 cta khéng thé. Fab'-SH trong ban md ta nay dugc dung dé chi
Fab', trong d6 (cac) gdc xystein ciia mién 6n dinh mang it nhat mot nhom thiol ty do.
Cac doan khang thé F(ab'), dugc tao ra trudce tién ¢ dang cac cap doi doan Fab' co
xystein ban 1& gitta chiing. Cac phan tmg ngau hop héa hoc ctia cac doan khang thé da

duoc biét rd.
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Céc doan khang thé “Fv chudi don” hodc “scFv” bao gdm cac mién Vi va Vi
cua khéng thé, trong d6 cac mién niy c6 mit trong chudi polypeptit don. Theo mét
khia canh, polypeptit Fv con bao gdm mot lién két polypeptit giita cac mién Vi va Vi,
cho phép scFv nay tao ra cAu triic mong mubn dé gén két khang nguyén. D& biét r5 vé
scFv, xem tai liéu: Pluckthun in The Pharmacology of Monoclonal Antibodies, vol.

113, Rosenburg and Moore eds., Springer-Verlag, New York, pp. 269-315 (1994).

Thuat nglt “diabody” dugc dung dé chi cac doan khang thé nho véi hai vi tri
gin két khang nguyén, céc doan nay chira mot mién thay dbi thudc chudi ning (Vi)
lién két v6i mién thay ddi thude chudi nhe (Vi) trong cting mot chudi polypeptit (Vu-
V). Bing cach sir dung mot lién két ma qué ngén dé cho phép cip doi giita hai mién
trén cung mot chudi, cac mién nay budc phai cip doi vdi cac mién bd tro cia mot
chudi khac va tao ra hai vi tr gin két khang nguyén. Cac diabody dugc mo ta day du
hon trong tai liéu: EP 404,097; WO 93/11161; va Hollinger et al., Proc. Natl. Acad.
Sci. USA, 90:6444-6448 (1993) chang han.

“Khéng thé v6i chidu dai diy di” 1a khang thé bao gdm mot ving thay doi gén
két khang nguyén cfing nhu mot mién 6n dinh thudc chudi nhe (C1) va cic mién on
dinh thudc chudi nang, Cri, Crz va Cus. Cac mién 6n dinh ¢6 thé 1a mién On dinh trinh
tw nguyén thé (vi du nhu mién 6n dinh trinh ty nguyén thé & nguoi) hodc cac bién thé
trinh tu axit amin ctia n6. Theo mot khia canh, khang thé véi chidu dai ddy di c6 mot

hodc nhiéu chirc ndng cam ung.

Khéng thé “bién thé trinh tu axit amin” trong ban md ta ndy 1a khéng thé c6
trinh tu axit amin khac véi khang thé loai chinh. Thong thudng, cic bién thé trinh tw
axit amin s& tuong ddng vé trinh tu axit amin & muc it nhit khoang 70%, it nhat
khoang 80%, it nhat khoang 85%, it nhit khoang 90%, hodc it nhat khoang 95% voi
khang thé loai chinh. Céc bién thé trinh tu axit amin c6 cc phan tir thé, khuyét doan,
va/hodc thém doan & céc vi tri nhét dinh bén trong hoic lién ké vé6i trinh ty axit amin
ctia khang thé loai chinh ndy, nhung van gitt dugc hoat tinh gan két khang nguyén.
Céc bién thé trong trinh ty clia ving 6n dinh ctia khang thé s& it anh huéng dén hoat
tinh gén két khang nguyén so v&i cac bién thé trong ving thay ddi. Trong ving thay
dbi, cac bién thé trinh ty axit amin s& twong ddng & muc it nhat khoang 90%, twong
ddng it nhit khoang 95%, twong dong it nhét khoang 97%, twong ddng it nhat khoang
98%, hodc trong ddng it nhit khoang 99% v&i khang thé loai chinh.
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“Mirc twong dong” duge dinh nghia 12 ty 1é phdn tram cac gdc trong bién thé
trinh ty axit amin giéng hét nhau sau khi so sanh céc trinh ty va dua vao cic khe ho,
néu can thiét, @ dat duoc phan trim tuong ddng tdi da. Cac phuong phap va céc

chuong trinh may tinh dé so sanh trinh tyr 13 d4 biét trong linh vuc nay.

“Khang thé don dong ding dé didu tri” 12 khang thé dugc ding dé diéu tri cho
dbi twong 1 ngudi. Cac khang thé don dong dung dé diéu tri dugc boc 10 trong ban mod

t4 bao gém cac khang thé khang a4p7.

Khéng thé “bién thé glycosyl hod” trong ban mé ti niy 12 khang thé c6 mot
hodc nhiéu gdc hydrat cacbon gén vao né, khac v6i mot hogc nhiéu gdc hydrat cacbon
ghn vao khang thé loai chinh. Vi du vé c4c bién thé glycosyl hod trong ban md ta nay
bao gdm khang thé c6 clu tric oligosacarit G1 hodc G2, thay cho cAu tric oligosacarit
GO, gan vao ving Fc clia nd, khang thé c6 mot hodc hai gdc hydrat cacbon gén vao
mdt hodic hai chudi nhe cua né, khang thé khong cé gbc hydrat cacbon gin vao mot

hoic hai chudi ning ciia khang thé, v.v., va td hop cac bién thé glycosyl hod nay.

Khang thé c6 “chirc ning cam tmg” ding dé chi cac khang thé ma hoat tinh sinh
hoc cua chung 13 do vung Fc (vung Fc cia trinh ty nguyén thé hoac ving Fc trong bién
thé trinh tu axit amin) cua khang thé. Vi du vé chiic ning cam ung cta khang thé bao
¢dm gén két Clq; tinh doc t& bao phu thudc bd thé; gin két thu thé Fe; doc tinh té bao
qua trung gian t bao phu thudc khang thé (antibody-dependent cell-mediated
cytotoxicity - ADCC); su thyc bao; diéu tiét giam cua cac thu thé bé mat té bao (vi du

nhu thu thé t& bao B; BCR), va c4c chirc nang tuong tu.

Tuy thudc vao trinh ty axit amin cua mién 6n dinh coa cac chudi ning cua
chiing, cac khang thé vai chiéu dai ddy du cé thé duge chia thanh “cac 16p” khac nhau.
C6 ndm 16p khang thé véi chiéu dai ddy du chinh: IgA, IgD, IgE, IgG, va IgM, va mot
s trong ching ¢6 thé con duge chia thanh “cac phén 16p” (isotyp), vi du, IgG1, I1gG2,
1eG3, IgG4, IgA, va IgA2. Mién 6n dinh chudi ning tuong g véi cac 16p khang thé
khac nhau nay tuong tmg dugc goi la a, 3, €, v, va p. Cac dudi don vi cAu tric va cu

hinh ba chidu ctia cac 16p globulin mién dich khac nhau 1a d4 dugc biét rd.

“Cac chudi nhe” cua cac khang thé tir loai dong vat c6 xuong sbéng c6 thé duge
chia thanh mot trong hai loai khéc biét 16 rét, dugc goi la kappa (k) va lambda (1), dua

trén céc trinh tu axit amin cia mién on dinh cua chung.
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A%

“Tinh doc té bao qua trung gian té bao phu thudc khang the” va “ADCC” lién
quan dén phan Ung qua trung gian té bao trong do té bao gy ddc té bao khong dic
hiéu biéu hién céc thu thé Fc (FcR) (vi du nhu té bao giét ty nhién (Natural Killer -
NK), bach cAu trung tinh, va dai thuc bao) nhén biét khang thé gén két vao té bao dich
va sau d6 din dén su tiéu té bao dich. Cac té bao chu yéu qua trung gian ADCC, té bao
NK, chi biéu hién FcyRIII, trong khi cac bach cAu don nhan to biéu hién FcyRI, FcyRII
va FeyRIIL Sy biéu hién ctia FcR & té€ bao tao mau dugc tém tit trong Bang 3 & trang
464 cua tai liéu: Ravetch va Kinet, Annu. Rev. Immunol 9:457-92 (1991). Dé danh gia
hoat tinh ADCC cua phén tr quan tdm, c6 thé thuc hién thir nghiém ADCC in vitro,
nhu thir nghiém duge mo ta trong patent My sb 5,500,362 hoic 5,821,337. Té bao hiéu
qua thong dung cho nhitng thtr nghiém nhu vay bao gdm té bao don nhan mau ngoai
bién (peripheral blood mononuclear cells - PBMC) va té bao giét tw nhién (Natural
Killer - NK). Theo cach khéc, hodc ngoai ra, hoat tinh ADCC cua phén tir quan tam ¢
thé dwoc danh gid in vivo, vi du, & mau dong vat nhu mau duge bdc 10 trong tai liéu:

Clynes et al. PNAS (USA) 95:652-656 (1998).

Thuét ngit “thu thé Fc¢” hay “FcR” duge sur dung dé mo ta thy thé gin két véi
ving Fc cia khang thé. Theo mot khia canh, FcR 12 FcR cta ngudi cé trinh tw nguyén
thé. Theo mot khia canh khac, FcR 14 thu thé gén két khang thé IgG (thu thé gama) va
bao gdm céc thu thé thudc phan 16p FeyRI, FeyRIL, va FeyRIII, bao gdm cac bién thé
alen va theo cach khac cac dang ghép ndi ctia cac thu thé nay. Cac thy thé FcyRII bao
gdm FeyRIIA (“thu thé hoat héa”) va FeyRIIB (“thy thé e ché”), ¢ cac trinh tur axit
amin tuong ty chu yéu khac nhau & céc mién bao chit cua n6. Thu thé hoat héa
FcyRIIA bao g@)m mot motif hoat hoa trén co s& thu thé mién dich tyrosin
(immunoreceptor tyrosine-based activation motif - ITAM) trong mién bao chét cua no.
Thu thé e ché FcyRIIB chira motif rc ché trén co s¢ thu thé mién dich tyrosin (ITIM)
trong mién bao chat cua né. (Xem tai liéu: M. Daeron, Annu. Rev. Immunol. 15:203-
234 (1997)). FcR dugce xem xét trong tai liéu: Ravetch and Kinet, Annu. Rev. Immunol
9:457-92 (1991); Capel et al., Immunomethods 4:25-34 (1994); va de Haas et al, J.
Lab. Clin. Med. 126:33-41 (1995). Cac FcR khac, ké ca cac FcR duogc nhan dang trong
twong lai, dugc bao ham badi thuat nglt “FcR” trong ban md ta nay. Thuat nglt nay

cling bao gém thu thé méi sinh, FcRn, chiju trach nhiém cho sy di chuyén cua cac IgG
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cia me dén bao thai (Guyer et al., J. Immunol. 117:587 (1976) va Kim et al., J.
Immunol. 24:249 (1994)).

Thuét ngfr “ving siéu bién” khi dwgc st dung trong ban md ta nay ding dé chi
gbc axit amin cta khang thé chiu trach nhiém cho viéc gén két khang nguyén. Ving
siéu bién thuong bao gdm céc gde axit amin tir “ving xac dinh bb trg” hodc “CDR” (vi
du nhu géc 24-34 (L1), 50-56 (L.2) va 89-97 (L3) trong mién thay ddi trén chudi nhe
va 31-35 (H1), 50-65 (H2) va 95-102 (H3) trong mién thay d6i trén chudi ning; Kabat
et al., Sequqnces of Proteins of Immunological Interest, 5th Ed. Public Health Service,
National Institutes of Health, Bethesda, Md. (1991)) va/hodc cac gbc axit amin tir
“yong siéu bién” (vi du nhur gbe 26-32 (L1), 50-52 (L2) va 91-96 (L3) trong mién thay
dbi trén chudi nhe va 26-32 (H1), 53-55 (H2) va 96-101 (H3) trong mién thay doi trén
chudi nang; Chothia and Lesk J. Mol. Biol. 196:901-917 (1987)). “Vung khung” hoéc
gbc “FR” 12 nhitng gbc ma mién thay dbi ctia ching khong phai 14 cac gbe ving siéu
bién nhu dwoc x4ac dinh trong ban mé ta nay. Ving siéu bién hogc CDR cua n6 c6 thé
duoc chuyén tr mot chudi khang thé dén mét chudi khang thé khac hodc dén mot
protein khéc dé c6 dugc tinh dic hiéu gén két khang nguyén voi khéng thé (phtc hop)

thu dugc hodc protein gin két.

Céc dang “dugc lam tuong thich véi ngudi” cia cdc khang thé khong phai tir
ngudi (vi du, tir loai gdm nhdm) 14 c4c khang thé kham chira trinh tutdi thiéu c6 ngudn
gbc tlr globulin mién dich khong tir ngudi. Phan 16n, cac khang thé dugc lam twong
thich v6i ngudi 12 céc globulin mién dich cua ngudi (khang thé thé nhan) trong d6 gbc
tir ving siéu bién ciia thé nhan nay dugc thay bing gbc tir viing siéu bién cta loai
khong phai nguoi (khang thé thé cho) nhu chudt nhét, chudt cdng, thé hodc dong vat
linh trudng khong phai nguoi ¢6 dac tinh, ai luc, va kha nang mong muén. Trong mot
sé trudng hop, gbe thude ving khung (FR) ctia globulin mién dich cua nguoi duoc
thay bang gbc tuong ung khong phai cua ngudi. Hon nita, cic khang thé duoc lam
teong thich véi nguoi cd thé chta cac gbc khong dugce tim thay trong khéng thé cia
thé nhén hoic trong khing thé cua thé cho. Céc cai bién nay dugc thuc hién dé cai
thién hon nita hiéu sudt khang thé. Nhin chung, khang thé dugc 1am twong thich v6i
nguoi s€ bao gbdm vé co ban toan bo it nhét mot, va thuong 13 hai, mién thay d6i, trong
d6 toan bd hodc vé co ban toan bo vong siéu bién twong Gng véi cac vong siéu bién

ctia globulin mién dich khdng phai cua ngudi va toan bd hodc vé co ban toan bo FR 1a
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cac FR cia trinh tu globulin mién dich ctia ngudi. Tuy ¥, khang thé dugc 1am tuong
thich v&i ngudi ciing s& bao gdm it nhat mot phan ving 6n dinh globulin mién dich
(Fc), thuong 12 ving 6n dinh cua globulin mién dich ctia ngudi. DE biét thém chi tiét,
xem tai liéu: Jones et al., Nature 321:522-525 (1986); Riechmann et al., Nature
332:323-329 (1988); va Presta, Curr. Op. Struct. Biol. 2:593-596 (1992).

Khang thé “hoan thién vé& mit 4i luc” 1a khang thé c6 mot hogc nhiéu thay doi
trong mot hodc nhiéu ving siéu bién ctia n6 dan dén su cai thién 4i luc cta khang thé
dbi voi khang nguyén, so v6i khang thé gdc ma khong c6 nhing thay d6i nay. Theo
mot khia canh, cac khang thé hoan thién v& mat 4i luc sé& co &i luc ¢& nanomol hodc
tham chi picomol ddi v6i khang nguyén dich. Cac khang thé hoan thién vé mat 4i luc
dugc tao ra bdi cac quy trinh da biét trong linh vuc. Tai liéu Marks et al,
Bio/Technology 10:779-783 (1992) mo ta sy hoan thién 4i lyc bing céch x40 tron mién
VH va VL. Sy sinh dot bién ngiu nhién ctia cac gbc thudc CDR va/hodc ving khung
dugc mo ta trong tai liéu: Barbas et al, Proc Nat. Acad. Sci, USA 91:3809-3813
(1994); Schier et al., Gene 169:147-155 (1995); Yelton et al., J. Immunol. 155:1994-
2004 (1995); Jackson et al., J. Immunol. 154(7):3310-9 (1995); va Hawkins ef al., J.
Mol. Biol. 226:889-896 (1992).

Khéng thé “phén 1ap” 13 khang thé dugc nhan biét va duoc tach va/hodc thu
nhén tir hop phan ctia mdi trwdng tw nhién cua nd. Theo mot s6 phuong 4n, khang thé
nay s€ dugc tinh ché (1) dén hon 95% khéi luong protein nhu dugc xac dinh theo
phuong phap Lowry, va theo céch khac, hon 99% khéi lugng, (2) dén mic du dé thu
duogc it nhét 15 géc thudc dau tan ciing N hoic trinh ty axit amin bén trong béng cach
st dung thiét bi x4c dinh trinh ty dang cdc xoay, hoic (3) dén déng nhét béng SDS-
PAGE trong cac didu kién khir hosc khong khir bﬁmg cach st dung thudc nhudém
Coomassie xanh da troi hodic bac. Khang thé phan 14p bao gdm khang thé in situ trong
té bao tai td hop do it nhat mot hgp phan ctia moi trudng ty nhién cia khang thé s&
khong c6 mit. Tuy nhién, thong thudng khang thé phan 1ap s& dugc diéu ché béng it
nhét mot bude tinh ché.

Thuéat ngfr “diéu tri” dugc ding dé chi ca phuong phap diéu tri nhim muc dich
chita bénh va phuong phap phong ngtra hodc ngén ngua. Cac ca thé can diéu tri bao
gdm cac c4 thé d4 bi mic bénh cling nhu ca cé thé can phong nglra bénh hodc su tai

phat bénh. Vi vay, bénh nhan can diéu tri trong ban mo ta cd thé duogc chan doéan 1 ¢6

-25-



40947

bénh hodc c6 thé méc bénh hodc d& bi bénh. Thuat ngit “bénh nhan” va “déi twong”

dugc st dung thay cho nhau trong ban mo ta.

Khéang thé dugc bao ché hdu nhu tinh khiét va mong mudn 13 hau nhu dong
nhit (nghia 13 khong chira c4c protein nhiém tap, v.v.). Khang thé “hau nhu tinh khiét”
c6 nghia 1a ché phim chtra khang thé vé6i lugng it nhat khoang 90% khdi lugng, tinh
trén tdng khdi lugng protein, theo cach khac, it nhat khoang 95% hodc 97% khdi
luong. Khang thé “hau nhu dong nhit” c6 nghia 14 ché pham chira protein trong d6 it
nhét khoang 99% khdi luong protein 1 khéng thé dic hiéu, vi du, khéng thé khing
a4p7, tinh theo tong khdi lugng protein.

Thuét ngit “su thuyén giam 14m sang” duoc dung trong ban md ta nay cho doi
twong viém loét dai trang ding dé chi diém s Mayo hoan toan bang 2 hoic diém sd
thép hon va khong c6 ca thé nao c6 diém phu 16n hon 1 diém. “Thuyén giam l1am

sang” d6i v6i bénh Crohn ding dé chi diém sé CDAI bang 150 diém hodc thap hon.

Thuét ngtr “ddp Gng 14m sang” duoc dung trong ban mo ta nay cho céc doi
twong viém loét dai trang ding dé chi su giam diém s6 Mayo dy du di 3 diém hoic
nhiéu hon 3 diém va 30% so v6i gia tri nén, (hoic diém sb Mayo mat phén béng 2
hodc 16n hon 2 va 25% hodéc 16n hon 25% so véi gia tri nén, khi viéc cho diém Mayo
day du khong duge thue hién vao luc thim kham) kém theo sy giam diém s chay mau
truc trang di 1 hodc sb diém 16n hon hodc diém sb chay méu tryc trang tuyét d6i bang
1 hodc s6 diém thap hon. “Dap tng 14m sang” dugc sir dung trong ban md ta nay cho
cac dbi twgng bi bénh Crohn dung dé chi sy giam diém sb CDAI di 70 diém hoic

nhiéu hon so véi gia tri nén (tuan 0).

Thuét ngit “lam lanh niém mac” duoc dung trong ban mo td nay cho céc do6i
twong bi viém loét dai trang dung d& chi diém sb phu ndi soi bang 1 diém hodc thap

hon.

Thuét ngir “that bai trong diéu tri” dugc dung trong ban mo ta nay dé chi bénh
tré nén té hon, can dén cac thudc ciru trg hodc can thiép phau thuét dung cho diéu tri
viém loét dai trang hodc bénh Crohn. Thudc ctru tro 1a thubc méi bat ky hodc su gia
tdng lidu lugng bét ky ctua thudc ban du can dé diéu tri cac triéu ching méi hodc cic
triéu ching chua dugc giai quyét trong bénh viém loét dai trang hodc bénh Crohn

(ngoai cac thudce chdng tidu chay dé phong trir tiéu chay man tinh).
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Ché phim

Nhu néu trong ban md ta, d kham pha ra ring cic khang thé khéng a4B7 6n
dinh hon khi duoc bao ché v6i chit chdng oxy hoa hozc chét tao chelat. Ngoai ra, nhu
néu trong ban mo t4, cdc khang thé khang 04B7 c6 thé duoc bao ché dé giam muc hinh
thanh két tu (vi du, luong polysorbat 80 trong ché pham c6 thé giam). Vi dy, ché pham
bao gdm xitrat hojc EDTA va céc khang thé khéng 04B7 1am giam ty 1¢ hinh thanh két
tu cta khang thé trong qué trinh bao quan. Ché pham ciing ¢6 thé dugc bao quan ma
khong can oxy dé 1am giam mirc hinh thanh két tu. Theo mot phuong én, ché pham c6
mttc hinh thanh két tu khang thé thip hon khoang 2,5% & 25°C sau 12 thang. Theo
mot phuong an, ché pham c6 mic hinh thanh két tu khang thé thap hon khoang 2,0% &
25°C sau 12 thang. Theo mot phuong 4n, ché phim c6 muc hinh thanh két tu khang
thé thap hon khoang 1,6% & 25°C sau 12 thang. Theo mdt phwong 4an, ché pham co
mttc hinh thanh két tu khang thé thip hon khoang 1,3% & 25°C sau 12 thang. Theo
mdt phwong 4n, ché phdm c6 mirc hinh thanh két ty khéng thé thap hon khoang 1,0% &
25°C sau 12 thang. Theo mot phuong 4n khéc, ché phdm c6 muic hinh thanh két tu
khang thé thap hon khoang 0,5% & 5°C sau 12 thang. Theo mot phuong 4n khéc, ché
phim c6 muc hinh thanh két tu khéng thé thap hon khoang 0,3% & 5°C sau 12 thang.

Theo khia canh th& nht, sang ché dé xuit ché phim khang thé khang 04p7 on
dinh. Ché phdm nay chira khéng thé khang a4p7 va chat chong oxy hoa hodc chét tao
chelat. Ché pham nay con chira chit dém c6 thé 1a mot hodc nhiéu axit amin tu do.
Ché pham nay tuy ¥ con c6 thé chira chit hoat dong bé mat. Khang thé trong ché pham
c6 thé 1a khang thé véi chidu dai ddy di hodc doan gin két khang nguyén cua nd, nhu

doan Fab, Fv, scFv, Fab' hoac F(ab"),.

Mitc hinh thanh két tu c6 thé dwoc giam bing cach loai bé oxy ra khoi ché
phdm. Theo cach khac, ché pham c6 thé chira chat chéng oxy ho4 hoic chat tao chelat.
Theo mdt khia canh, vi du vé cac chit chdng oxy hoa va chét tao chelats c6 thé dugc
chtra trong ché phém bao gém axit lipoic, axit uric, glutathion, tocopherol, caroten,
lycopen, xystein, axit etylendiamintetraaxetic (EDTA), axit etylenglycoltetraaxetic
(EGTA), dimercaprol, axit dietylentriaminpentaaxetic, va N,N-bis(carboxymetyl)
glyxin, cac hgp chét phosphonat, vi duy, axit etidronic, desferoxamin, malat va xitrat.

Mbt sb chit chéng oxy hoa va chét tao chelat c6 thé 1am giam ty 1& hinh thanh két tu
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trong qué trinh bao quan ché phidm. Theo mot khia canh khac, chét tao chelat va/hoic
chét chng oxy hod 12 xitrat hoac EDTA. Vi du vé ndng do chét tao chelat d61 voi ché
phdm 16ng nam trong khoang tir hon 0mM dén 60mM, tir khoang SmM dén g 50mM,
tir khoang 5SmM dén 15mM, tir khoang 10mM dén 25mM, va tir khoang 20mM dén
30mM. Theo mdt khia canh khac, néng d6 chét tao chelat nim trong khoang tir 0OmM
dén 30mM. Theo mdt phuong 4n, chét tao chelat vi/hoic chét chéng oxy hoa 13 xitrat,
va ndng do xitrat ndm trong khoang tr khodng 0mM dén 15mM, tir khoang 0mM dén
10mM, hodc tir khoang 0OmM dén SmM.

Ché phim c6 thé chira axit amin ty do mong mubn bat ky, c6 thé & dang L,
dang D hozc hdn hgp mong muébn bét ky ciia cac dang ndy. Theo mot khia canh, axit
amin tu do c6 thé duoc chia trong ché phém bao gém, vi duy, histidin, alanin, arginin,
glyxin, axit glutamic, serin, lysin, tryptophan, valin, xystein va hdn hgp cta chung.
Mbt sb axit amin c6 thé 1am cho céc protein 6n dinh chdng lai qué trinh thoéi hoa
trong qué trinh san xuét, lam kho, dong khd va/hoic bao quan, vi dy, nhd cac lién két
hydro, cac cau mudi, cic dic tinh chdéng oxy hoa, hoic cic twong tac ky nude hodc
bang cach loai trir ra khoi bé mit protein. Céc axit amin ¢6 thé hoat dong nhu cac chét
didu bién tinh trwong hodc ¢6 thé dong vai trd 1am giam do nhét cua ché phdm. Theo
mot khia canh khéc, cac axit amin ty do, nhu histidin va arginin, co thé déng vai tro
lam chét bao vé dong kho, va khong két tinh khi dong khd & dang hop phan ctia ché
pham. C4c axit amin tu do, nhu axit glutamic va histidin, ¢ dnag riéng r& hodc két hop,
6 thé doéng vai trd 1am cac chit dém trong dung dich nude ¢ do pH nim trong
khoang tur 5 dén 7,5. Theo mot khia canh khac nita, ché phém chira histidin, arginin,
hodc hon hop goém histidin va arginin. Theo mot khia canh khac nita, ndng do axit
amin tu do dbi voi ché phdm 1ong ndm trong khoang tir khoang 9ImM dén 0,5M, vi du,
tir khoang 10mM dén 90mM, tir khoang 10mM dén 75mM, tir khoang 10mM dén
40mM, tir khoang 25mM dén 50mM, tir khoang 15mM dén 300mM, tir khoang 20mM
dén 200mM, tir khoang 25mM dén 150mM, tir khoang 50mM dén 75mM, tir khoang
50mM dén 120mM, tir khoang 50 dén 150mM, hoic khoang 50mM hodc khoang
125mM.

Tuy v, ché pham con c6 thé chira it nhit mot chét hoat dong bé mat, vi du, dé
didu chinh muc hinh thanh két tu tan va khong tan. Theo mot khia canh, chét hoat
dong bé& mit 13 chét hoat dong bé mit khong ion. Theo mdt khia canh khac, chét hoat
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dong bé mat 1a chat hoat dong b mit ion. Vi du vé cic chit hoat dong bé mat cé thé
dwoc chta trong ché phdm bao gdm, vi du, polysorbat 20, polysorbat 80, poloxamer
(Pluronic®) va hdn hop cua ching. Khi c6 mit, chit hoat dong bé mit nay thuong
dwoc chtta v6i luong 1am giam sy hinh thanh két tu khong tan ctia khang thé, vi du,
trong qué trinh déng chai, 1am lanh, 1am khd, dong khé va/hodc hoan nguyén, véi su
c¢6 mat cua silic, cac lo lam dﬁy, xy lanh déng sin, va/hodc hop. Nong dd chat hoat
dong bé mat thudng ndm trong khoang tir 0,0001% dén 1,0%, tir khoang 0,01% dén
0,5%, vi du, khoang 0,05%, 0,1%, 0,15%, 0,20%, 0,3%, 0,4%, hoic 0,5% (khdi
luo’ng/thé tich). fo)ng dd cao hon cua chét hoat dong bé mit, vi du, polysorbat 80 cé
thé dAn dén muc hinh thanh két tu SEC 16n hon. Viéc giam ndng do polysorbat 80 co
thé 1am giam mtrc hinh thanh két tu SEC trong khi bao quan. Theo mot khia canh, ty 18
mol chit hoat dong bé mit:khang thé nim trong khoang tir 0,7:1 dén 2,0:1. Theo mot
khia canh khéc, ty 1€ mol chét hoat dong bé mit:khang thé 13 1,5:1.

Theo mdt phuong an, ché phdm khang thé khang a4p7 chira khang thé khang
04B7 voi ndng dd cao. Vi du, theo mot phuong 4n, ché pham long c6 thé bao gdm
khéng thé khang a4B7 v6i luong it nhat khoang 60mg/ml, it nhit khoang 70mg/ml, it
nhét khodng 80mg/ml, it nh4t khoang 90mg/ml, it nhat khoang 100mg/ml, it nhit
khoang 110mg/ml, it nh4t khoang 120mg/ml, it nhat khoang 130mg/ml, it nhit khoang
140mg/ml, it nhat khoang 150mg/ml, it nhat khoang 160mg/ml, it nhit khoing
170mg/ml, it nhit khoang 180mg/ml, it nhat khoang 190mg/ml, it nhat khoang
200mg/ml, it nht khoang 250mg/ml, it nhat khoang 300mg/ml, tir khodng 60mg/ml
dén 190mg/ml, tir khoang 60mg/ml dén 170mg/ml, khéng thé khang 04B7 voi lugng
nim trong khoang tir 150mg/ml dén 180mg/ml, hodc khoang 160mg/ml hodc khoang
165mg/ml. Theo cach khéc, theo mot khia canh khéc, ché pham long c6 thé bao gdm it
nhét khoang 154mg/ml, it nhat khoang 176mg/ml.

Ché phdm c6 thé 13 ché phadm léng hozc ran. Ché pham long 1a dung dich hodc
hén dich trong nude, duoc bao ché trong dung mdi nuée thich hop, nhu nuée hode hdn
hop nudce/hitu co, nhu hdn hop ruou trong nuée. Ché pham 1ong c¢6 do pH nam trong
khoang tu 5,5 dén 7,5, nim trong khoang tir 6,0 dén 7,3, ndm trong khoang tir 6,0 dén
7,0, ndm trong khoang tur 6,0 dén 6,5, nam trong khoang tir 6,0 dén 6,3, ndm trong
khoang tur 6,3 dén 7,1, hodc nam trong khoang tir 6,4 dén 7,0, hodc nam trong khoang
tir 6,3 dén 6,8, nhu khoang 6,0, 6,1, 6,2, 6,3, 6,4, 6,5, 6,6, 6,7, 6,8, hoic 6,9. Ché pham
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16ng c6 thé duoc gitr & nhiét d trong phong, dugc 1am lanh (vi dy, & nhiét 46 nim
trong khoang tu 2°C dén 8°C), hoic dugc dong lanh (vi du, & nhiét do nam trong
khoang tir -20°C hodc -70°C) dé bao quan.

Ché phAm rén c6 thé duoc bao ché theo cach thich hgp bét k¥ va c6 thé & dang
banh hodc bot, vi du, ¢ bd sung chit bao vé dong kho. Theo mot khia canh, ché phém
rin dugc bao ché bing cach 1am kho ché phdm 16ng nhu da néu trong ban md ta, vi du
bang cach 1am kho dong kho hogc 1am kho phun. Khi ché phim 13 ché pham rén, ché
phdm nay c6 thé c6 ham lugng 4m khong 16n hon khoang 5%, khong 16n hon khoang
4,5%, khong 16n hon khoang 4%, khong 16n hon khoang 3,5%, khong 16n hon khoang
3%, khong 16n hon khoang 2,5%, khong 16n hon khoang 2%, khong 16n hon khoang
1,5%, khong 16n hon khoang 1%, hodc 13 hdu nhw khan. Ché phim rén c6 thé duoc
hoa tan, nghia 1a dugc hoan nguyén, trong méi trwdng hodc dung moi thich hgp dé tro
thanh chét 16ng thich hop dé st dung. Cac dung méi thich hop dé hoan nguyén ché
phém rén bao g@)m nude, nude mudi déng treong, dung dich dém, vi dy, nudc mudi
dém phosphat, dung dich Ringer (lactat hodc dextroza), moi truong thiét yéu téi thiéu,
dung dich rugu/nude, dung dich dextroza, v.v.. Luong dung mdi ¢6 thé tao ra néng do
protein tri liéu cao hon, bang, hodc nhé hon néng do6 trude khi l1am kho. Theo mdt khia
canh khéc, ndng do khang thé khang a4B7 dugc hoan nguyén bing ndng do trong ché
pham 16ng trude khi 1am kho.

Ché phim c6 thé vo tring, va diéu nay c6 thé dugce thuc hién theo céc quy trinh
ma chuyén gia trong linh vuc biét r5 dé tao ra dugc phdm vo tring thich hop dé dung
cho d6i tuong 13 ngudi, trude khi, hodic sau khi, bao ché ché pham. Ché pham c6 thé
dugc 1am vo trung & dang long, vi dy, trude khi lam kho va/hodc sau khi hoan nguyén
bing cach loc qua cac ¢& 16 nhé, bang cach xtr 1y vo khudn hodc bang cach cho tiép
xtic vé6i birc xa cuc tim. Cac cd 13 loc ¢6 thé 12 0,1um hodc 0,2um dé loc cAc vi sinh
vat hodc tir 10nm dén 20nm dé loc cac hat virut. Theo cach khac, hodc ngoai ra, ché
phém da 1am kho c6 thé duoc 1am vo trung, vi du, bing cach cho tiép xuc véi bire xa
gama. Theo mdt khia canh, ché phém long chira khang thé khang 04p7 dugc vo tring

béng cach loc trude khi 1am kho.

Theo mdt khia canh, ché phém nay on dinh khi bao quan. C4c thi nghiém do on
dinh khac nhau da dugc cac chuyén gia trong linh vuc biét rd dé x4c nhan do on dinh
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cua ché phim. Vi du, khang thé trong ché pham 16ng c6 thé on dinh khi bdo quan &
khoang 25°C trong it nhit khoang 4 tuan, it nhat khoang 2 thang, it nhat khoang 3
thang, hodc it nhat khodng 6 thang, hodc it nhit khoang 9 thang, hodc it nhét khoang
12 thang; & nhiét d6 nam trong khoang tir 2°C dén 8°C trong it nhat khoang 3 thang, it
nhét khoang 1 nim, it nhit khoang 2 nim, it nhit khoang 3 nim hodc lau hon. Theo
cach khéac hodc ngoai ra, khang thé trong ché phdm c6 thé 6n dinh khi bdo quan ¢ nhiét
d6 khoang 15°C trong it nhat khoang 4 tuln, it nhat khoang 3 thang, it nhit khoang 6
thang, it nhat khoang 9 thang, it nhit khoang 1 nim, hodc 1au hon. Theo cach khac
hodc ngoai ra, khang thé trong ché phim c6 thé 6n dinh khi bdo quan ¢ nhiét do
khoang -20°C hogc -70°C trong it nhat khoang 4 tudn; it nhat khoang 3 théng, it nhét
khoang 6 thang, it nhét khoang 9 thang, it nhét khoang 1 nam, it nhat khoang 2 nam, it

nhat khoang 3 nim, it nhét khoang 4 nam hoic 14u hon.

D6 6n dinh c6 thé dugc kiém tra bing cich dénh gia do 6n dinh vat ly, do 6n
dinh héa hoc, va/hodc hoat tinh sinh hoc cta khang thé trong ché pham trong khoang
thoi gian bao ché ciing nhu sau khi bao quan & nhiét do dugc chi ra. Do 6n dinh vat ly
va/hodc héa hoc ciia ché pham 16ng hodc bot khd duge hoan nguyén c6 thé dugc danh
gid dinh tinh va/hodc dinh lugng theo nhiéu cach khac nhau (xem: Analytical
Techniques for Biopharmaceutical Development, Rodriguez-Diaz et al. eds. Informa
Healthcare (2005) ching han), bao gdm danh gia mirc hinh thanh két ty tan va khong
tan (vi du bang cach st dung sic ky loai trir theo kich thudc, siéu ly tdm phan tich,
MALDI-TOF MS, tan xa 4nh sang (dong hoc (DLS) hodc MALLS), chup anh trén
kinh hién vi dua trén dong chay (flow-based microscopic imaging), hodc hé thong dém
hat chét 16ng khac, bing cach do d duc, bang cach ly tim theo gradien ty trong
va/hodc bang cach quan sat bang mét thuong); bang cach déanh gid tinh khong dong
nhit v& mit dién tich c6 st dung séc ky trao ddi cation (ciing xem Vlasak and Ionescu,
Curr. Pharm. Biotechnol. 9:468-481 (2008) va Harris et al. J. Chromatogr. B Biomed.
Sci. Appl. 752:233-245 (2001)), dién di diém ding dién hodc dién di ving mao quan;
phén tich trinh tu dau tan cuing amino hoic dau tan cung carboxy; phan tich khdi phé;
phan tich SDS-PAGE dé so sanh céc khang thé phan doan, nguyén ven va multime
(nghia 13, dime, trime, v.v..); 1dp ban dd peptit (vi du tryptic hodc LYS-va céc peptit
twong ty). Tinh khong 6n dinh c6 thé din dén su két ty, khir amit (vi du, khir amit

Asn), su oxy hoa (vi dy, sy oxy hod Met), ddng phan hod (vi du, ddng phan hoa Asp),
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su bién tinh, sw phan cit/su thiy phan/phan manh (vi du, phan manh ving ban 18), su
hinh thanh sucxinimit, cac xystein khong cdp doi, su dubi & dau tan cung N, su bién
dbi dau tan cling C, su khac biét glycosyl hoa, v.v. Hoat tinh sinh hoc hodc chitc ning
gin két khang nguyén, vi du, chiic ning gin két clia khang thé khang 0dB7 véi
MAdCAM (vi du, MAdACAM-1) hodc trc ché viéc gén két ctia té bao biéu hién integrin
a4B7 v6i MAACAM (vi du, MAACAM-1), vi du, MAACAM da dugc cb dinh (vi duy,
MAdCAM-1), ¢6 thé dugc dénh gid bang cach ap dung cic k¥ thuat khac nhau ma
chuyén gia trong linh vuc k§ thudt da biét (xem: Soler et al., J. Pharmacol. Exper.
Ther. 330:864-875 (2009) ching han). Viéc do ham luong 4m ctia ché pham kho c6
thé cho biét ché phim s& trai qua qué trinh thoai héa héa hoc hoic vat Iy nhu thé nao,

trong d6 do 4m cao hon dan dén thoai héa nhi¢u hon.

Ché phim 6n dinh c6 thé g6p phan 1am gidm tinh sinh mién dich cta khang thé
khang a4B7. Khang thé khang a4B7 c6 tinh sinh mién dich c6 thé din dén dap ting
khang thé cta ngudi-khang ngudi (human-anti-human antibody - HAHA) & d6i twong
ngudi hodc cidc bénh nhan. Cac bénh nhan c6 dap mg HAHA véi khang thé khang
a4B7 c6 thé c6 cac trudng hop bét loi (vi du, phan tng truyén tai chd) trong khi diéu
tri hodc ¢6 thé loai trir khang thé khang a4B7 mot cach nhanh chéng, din dén lidu ding
thap hon lidu diéu tri theo k& hoach. B4o céo (ctia Feagen et al. (2005) N. Engl. J.
Med. 352:2499-2507) v& nghién ciru ban dau vé didu tri bang khang thé khang a4p7
cho thiy céc khang thé khang ctia ngudi & nguoi phat trién vao khoang tudn thi 8 &
44% bénh nhan duoc didu tri. Khang thé trong nghién ctru ndy dugce bao quan & dang
1ong va khong hé chtra polysorbat.

Theo mdt sé phuong an, ché phdm c6 thé 1am ting ty 1¢ bénh nhan khong c6
dap Gng v6i HAHA 1én it nhit 40%, it nhat 50%, it nhat 60%, it nhat 70%, it nhat 80%
hodc it nhat 90% bénh nhan so véi két qua v& HAHA ciia ché phdm kém 6n dinh.

Theo mot sé phuong 4n, ché phdm khang thé khéng a4p7 c6 > 50% dang dong
chirc nang tich dién chinh, > 55% dang ddng chic ning tich dién chinh, hoic tir 65%
dén 70% dang ddng chirc ning tich dién chinh. Theo cac khia canh khac, ché phdm
khang thé én dinh khang 04p7 c6 < 45% dang dong chirc ning tich dién c6 tinh axit, <
40% dang ddng chirc nang tich dién c6 tinh axit, < 30% dang dong chirc nang tich dién
c6 tinh axit hodc tir 22% dén 28% dang ddng chirc nang c6 tinh axit. Ciing theo céc
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khia canh khac, ché pham khang thé khang a4p7 én dinh c6 < 25% dang ddng chirc
ning c6 tinh bazo, < 20% dang ddng chirc ning c¢6 tinh bazo, < 15% dang ddng chirc
nang c6 tinh bazo, khoang 5% dang ddng chitc ning c6 tinh bazo hodc khoang 10%
dang ddng chtic ning cé tinh bazo. Theo mot khia canh, ché phim khang thé khang
04p7 6n dinh c6 > 55% dang ddng chic ning chinh, < 30% dang ddng chirc ning c6
tinh axit va/hodc < 20% dang ddng chirc nang cé tinh bazo, vi du, nhu dugce xac dinh
boi CEX. Theo mdt khia canh khac, ché phim khéng thé khang a4B7 6n dinh c6 >
50% dang ddng chirc ning chinh, < 45 % dang ddng chtrc ning c6 tinh axit va/hoic <
10% dang ddng chirc nang c6 tinh bazo, vi dy, nhu dugc xé4c dinh boi cIEF.

Theo mot s khia canh, ché phdm khang thé khang 047 & dang ran khd c6 ham
luong 4m <10%, < 5% ham lwong 4m hoic ham lwgng 4m < 2,5%. Thoi gian can thiét

dé hoan nguyén 14 < 60 phit, < 50 phit hodc <40 phut hodc < 30 phut hodc <20 phit.

Ham lugng monome va/hodc ham luong két tu (vi dy, dime, trime, tetrame,
pentame, oligome va két tu bac cao hon), nghia 13, trong ché phém long, hodc trong
ché phém dugc hoan nguyén, co thé dugc xac dinh béng SEC, phan tich siéu ly tam,
tan xa 4nh sang (DLS hodc MALLS), MALDI-TOF MS hoic phuong phéap do lugng
kich ¢& nano, nhu phén tich theo ddi cac hat nano (nanoparticle tracking analysis —
NTA), do NanoSight Ltd, Wiltshire, UK cung cap). C6 thé phan giai, mo ta dic trung
va dinh luong két tu theo mdt sb cach, bao gém gia tang chiéu dai cta cot taich SEC, vi
du, bé'mg mot cdt dai hon hodc béng cach gén thanh day gém hai hodc nhiéu hon hai
c6t SEC phit hop v6i cot SEC phan tich ban dau, phén tich dinh lugng SEC bd sung

cac monome nho tan xa anh sang, hodc bang cach st dung NTA.

Theo mdt phuong 4n, ché pham khang thé khéng a4B7 c6 > 90% khang thé
monome, > 95% khang thé monome, hodc tir 97% dén 99% khéng thé monome. Theo
mdt phuong an khac, phan 1én nguyén liéu trong ché phdm khang thé khang a4p7 c6
ban kinh trung binh < 20nm, < 15nm, < 10nm, hodc nam trong khoang tir Snm dén
7nm. Theo mot khia canh, ché phidm khang thé khang a4p7 c6 > 80% lugng chudi
ning va chudi nhe theo protein phén tich. Theo mot khia canh, ¢ > 90% chudi nhe va
chudi ning. Theo mot khia canh khéc, ché phdm khéng thé khang a4B7 c6 < 10% két
tu, < 5% két tu, < 2,5% két tu, < 1,5% két tu, < 1,0% két ty hodc < 0,5% két tu. Theo
mdt khia canh khac, ché phim khéang thé khang 047 on dinh c6 > 96% monome
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va/hodc < 2,5% két tu. Theo mét khia canh khéc nita, ché phdm khéang thé khang a4p7
6n dinh c6 khoang 99% monome va/hoic khoang < 1% két tu.

Kich ¢& hat, 16n hon tir 1 dén 2 micron, vi du, cua két tu hoic t4 duge khong
hoa tan, nghia 13, trong ché phim 16ng, hoic trong ché phdm dugc hoan nguyén c6 thé
dugc xac dinh béng do duc (vi duy, hé théng dém hat chét long (HIAC) béng Hach
Ultra Analytics (Grants Pass, OR)), kinh hién vi, may dém hat dién tir, hé thong dua
trén hinh anh qua kinh hién vi hodc k¥ thuat s (vi du, dwa trén dong chay) nhu hinh
anh vi luu (microfluidics imaging - MFI) do Brightwell (Ottawa, CA) cung cap hoic
thiét bi phén tich hat dua trén hinh anh FLOWCAM® do Fluid Imaging Technologies
(Yarmouth, ME) cung cép. Theo mot khia canh, kich ¢& hat trong ché phém khang thé
khéng a4B7 bang khoang 30pm, khoang 25um, khodng 10pm, khoang Spm, khoang
2pm hodc 1pum hodc nho hon. Luong cac hat can dugc giam t6i mic tdi thidu trong
ché phim khang thé. Theo mot khia canh, lugng cic hat trong mdt lidu ché pham
khang thé khang 04p7 13 < 6000 hat c6 dudng kinh > 10um va/hodc < 600 hat cb
dudng kinh > 25um (U.S. Pharmacopoeia Chp. 788, phuong phép dém dua trén do
duc; mot ntra cia lwong ndy dugc dinh lugng bang phwong phap dinh lugng trén kinh
hién vi). Theo mot khia canh khac, lugng hat trong lidu ché pham khang thé khang
04p7 1a khoang 1000 hat >10pum va khoang 0 dén 100 hat >25um (phuong phap MFI).
Theo mdt khia canh khéc nita, luong hat trong mdi mililit, vi du, theo phwong phap do
MFL, trong lidu ché phim khéng thé khang a4B7 nim trong khoang tir 500 dén 2000
hat 2um dén 10pm trong mdi ml, khoang 50 dén 350 hat >10um trong mdi ml va
khoang 0 dén 50 hat >25pum trong mdi ml. Theo mot khia canh khac nita, lugng hat
trong lidu ché phdm khang thé khang 04B7 nim trong khoang tlr 500 dén 100.000, nam
trong khoang tir 1000 dén 5000 hodc nim trong khoang tir 1500 dén 3000 hat 2um dén

10pum trong mdi ml.

Do nhét cia ché pham khang thé khang a4p7 co thé duoc diéu chinh dé tiém
dué6i da hodc tiém bap. PO nhét cé thé bi anh hudng boi ndng d6 protein va do pH. Vi
du, khi ndng d protein ting, d6 nhot c6 thé tang. Gia ting do pH c6 thé lam gidm do
nhét cia ché phdm khang thé khang a4p7. Trong mot sd ché pham protein, natri clorua
duoc thém vao dé giam do nhét ciia ché phdm. Cac hop phan khac cé thé anh huong

dén do nhét cua khang thé khang 04p7 13 cdc axit amin nhu histidin va arginin.
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Ché phdm khang thé khang a4p7 c6 thé dang truong (vi dy, 250mOsm hoic
350mOsm) hodc wu truong (vi du, 16n hon 350mOsm, 16n hon 450mOsm, 16n hon
550mOsm hodc 16n hon 650mOsm), vi du, dé tiém dudi da hodc tiém bap. Theo mdt
khia canh, ché pham khéng thé khang a4B7 khong nhwgc trwong, vi du, nhé hon
250mOsm. Theo mdt khia canh khac, ché phdm khang thé khang a4B7 nim trong
khoang tir 350mOsm dén 400mOsm, nam trong khoang tir 400mOsm dén 450mOsm

hodc nam trong khoang tir 350mOsm dén 450mOsm.

Tinh khéng 6n dinh dan dén bién tinh c6 thé duoc danh gid bang phwong phéap
phan tich nhiét lugng bing tia quét vi sai (DSC). Céc khang thé c6 hai nhiét do n(’).ng
chay (Tm) trong phwong phap DSC, vi du, Tm1 va Tm2. Mot s6 td dugc c6 thé anh
huong dén do dn dinh cua khang thé khang 04p7 nguyén thé. Viéc phét hién ra nhiét
d6 néng chay cao hon khi so sanh ché pham bang phuong phap DSC c6 thé chi ra ché
pham khang thé khang a4f7 on dinh hon véi Tm cao hon. Vi du, & 6 pH=5,7, Tm ctia
mdt ché phim khang thé khang a4p7 1 thdp hon, va do d6 kém 6n dinh hon & do
pH=6,5. Theo mot khia canh, Tm1 ctia ché pham khéang thé khang 04f7 >60°C. Theo
mdt khia canh khac, Tm1 cia ché phim khang thé khédng a4B7 ndm trong khoang tir
65°C dén 70°C hodc bang khoang 69°C. Theo mdt khia canh, Tm2 ctia ché phim
khang thé khang 04p7 >80°C. Theo m6t khia canh khac, Tm2 ctia ché phdm khang thé
khang a4B7 nim trong khoang tir 82°C dén 88°C hoic bang khoang 86°C.

Theo mot phuong 4n, ché phdm khang thé khang a4p7 c6 4i luc gan két hodc tri
s6 EC50 ndm trong khoang tir 60% dén 140% khang thé khang a4p7 tiéu chuan tham
chiéu. Theo mot khia canh, khang thé khang a4p7 trong ché phdm néu trong ban mo ta
gén két voi a4B7, vi du, trén té bao (W098/06248 hoic Patent My s6 7,147,851), & tri
s6 ndm trong khoang tir 80% dén 120% so véi khang thé tiéu chuan tham chiéu. Theo
mdt phong 4n khac, ché phdm khang thé khang a4p7 c6 kha nang tic ché it nhat 50%,
hodc it nhit 60% viéc gin két cia t& bao biéu hién a4p7 integrin véi MAACAM (vi du,
MAdCAM-1), vi du, thé kham MAJCAM-Ig (xem cong bd don sang ché My sb
20070122404, ciing dugc dung lam vi du tiéu chuan tham chiéu).

Nhu da néu trén, viéc lam lanh ché pham duoc du tinh cu thé trong ban md ta
nay. Vi vay, ché phém ¢6 thé duoc kiém tra d6 6n dinh béng cach lanh dong va ra

dong. Do d6, khang thé trong ché phdm 1ong c6 thé 6n dinh bang cach lanh dong va rd
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dong ché pham, vi du khang thé c6 thé on dinh sau mot, hai, ba, bon, ndm hodc nhieu

hon nam chu trinh lanh dong/ra dong.

Theo mot s§ phuong an, duoc phadm 13 ché phdm léng chira it nhit khoang
60mg/ml dén 170mg/ml khang thé khang a4p7, chit dém (vi dy, histidin), va it nhat
khoang 5mM xitrat. Theo cac phuong an khac, ché pham la ché pham léng chira it
nhét khodng 60mg/ml dén 170mg/ml khang thé khang a4p7, chit dém (vi dy, xitrat),

axit amin (vi dy, arginin) va chét hoat dong bé mit (vi du, polysorbat 80).

Theo mot phwong 4n khac, ché phim bao gdm it nhit khodng 140mg/ml hoic
khoang 150mg/ml dén 170mg/ml, vi du, khoang 160mg/ml khang thé khang 04f7,
chit dém (vi du, histidin), it nhit khoang 5mM xitrat va axit amin ty do (vi du,

arginin).

Theo mét phuong 4n khac nita, ché phdm bao gdm it nhat khoang 160mg/ml
khang thé khang a4p7, chat dém (vi du, histidin), it nhat khoang SmM xitrat, 0,2%
polysorbat 80, va axit amin tu do (vi dy, arginin). Theo mot phuong an, ndng do chit
dém trong ché phdm nidm trong khoang tir 15mM dén 75mM, ndm trong khoang tir
25mM dén 65mM, hoac khoang 50mM. Nong do axit amin ty do trong ché phdm nam
trong khoang tir 50mM dén 250mM, nim trong khodng tir 75mM dén 200mM, nam
trong khoang tir 100mM dén 150mM hodc khoang 125mM; ndéng do polysorbat 80
trong ché phém niam trong khoang tir 0,05% dén 0,4%, ndm trong khoang tur 0,1% dén
0,4%, nam trong khoang tir 0,1% dén 0,3%, nam trong khoang tir 0,1% dén 0,25%,
nim trong khoang tir 0,1% dén 0,2%, hoic khoang 0,2%.

Theo mot s6 phuong 4n, ché phim 13 ché phdm ran (vi du, ché pham dong khd),
chira hdn hop gdm khéng thé khang a4pB7, xitrat, histidin, arginin, polysorbat 80, va
chét bao vé dong khd hodc sacarit, nhur duong khong khir. Sacarit ¢6 thé dugc chira
trong ché phim long dé dat dén ndng do ndm trong khoang tir 0% dén 20%, hodc nam

trong khoang tlr 6% dén 10%.

Theo mét phuong 4n, ché phim 14 ché pham dong khd va dugc béo quan &
dang liéu don trong mot dung cu chira, vi dy, lo thubc, xy lanh, hop, va/hodic dung cu
tiém tu dong. Dung cu chtra cé thé duoc bao quan ¢ nhiét do nidm trong khoang 2°C
dén 8°C hodc 25°C cho dén khi n6 dugc ding cho dbi twong cén sir dung. Lo c6 thé 1a

lo ¢6 dung tich Scc, 10cc hodc 20cc chéng han (vi du cho liéu 160mg/ml). Lo nay c6
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thé chtra it nhat khoang 20mg, it nhit khoang 50mg, it nhit khoang 70mg, it nhét
khoang 80mg, it nhat khoang 100mg, it nht khoang 120mg, it nhat khoang 155mg, it
nhdt khoang 180mg, it nhit khoang 200mg, it nhat khoang 240mg, it nhit khoang
300mg, it nhat khoang 360mg, it nhit khoang 400mg, it nhat khoang 540mg, hodc it
nhit khoang 900mg khang thé khang a4f7. Theo mdt khia canh, dung cu chira chira
khoang 165mg khéang thé khang a4p7.

Theo mot phwong 4n khac, ché phim 14 ché phdm léng va duge bédo quan &
dang liéu don trong mot hodc hai lo, hdp, xy lanh, hodc dung cu tiém tu dong. Lo, hop,
xy lanh, hodc dung cu tiém tu dong co thé duoc bao quan & nhiét do nam trong khoang
tir 2°C dén 8°C cho dén khi toan bo lugng chira trong do, vi du, khang thé khang a4p7,
duoc dung cho ddi twong can st dung. Lo c6 thé 1a lo ¢6 dung tich 5, 10 hodc 20cc
ching han (vi du dé ding cho lidu 160mg/ml). Lo c6 thé chira it nhét khodng 20mg, it
nhét khoang 50mg, it nhit khoang 70mg, it nhat khoang 80mg, it nht khoang 100mg,
it nhét khoang 120mg, it nhat khoang 155 mg, it nhat khoang 180mg, it nhat khoang
200mg, it nht khoang 240mg, it nhit khoang 300mg, it nhat khoang 360mg, it nhit
khoang 400mg, it nhét khoang 540mg, hodc it nhat khoang 900mg khang thé khang
a4p7. Theo mdt khia canh, lo chira khodng 165mg khéang thé khang 04p7. Xy lanh
hogic hop c6 thé 1a dung cu chira ¢6 dung tich Iml hodc 2ml (vi du dé ding cho liu
160mg/ml) hodc 16n hon 2ml, vi du, d& dung cho lidu cao hon (it nhat 320mg hodc
400mg hodc 16n hon). Xy lanh hodc hdp c6 thé chira it nhat khoang 20mg, it nhat
khoang 50mg, it nhat khoang 70mg, it nhit khoang 80mg, it nhit khoang 100mg, it
nhét khoang 120mg, it nh4t khoang 155mg, it nhit khoang 180mg, it nhit khoang
200mg, it nhét khoang 240mg, it nhat khoang 300mg, it nhat khoang 360mg, it nhét
khoang 400mg, hodc it nhit khoang 500mg khéng thé khang 04p7.

Mot hodc nhidu chat mang, ta dugc hodc chit 1am 6n dinh dugc dung khac nhu
cac chét duoc mo ta trong Remington: The Science and Practice of Pharmacy, 21st
Edition, Hendrickson, R. Ed. (2005) c6 thé dugc chira trong ché phém véi didu kién 1a
chiing khéng 1am anh hudng bét loi dén céc dic tinh mong mudn cta ché pham. Cac
chat mang, ta dugc hoic chéat 1am 6n dinh chép nhin dugc la khong doc d6i voi thé
nhan & cac liéu luong va ndng do sir dung va bao gdm: cac chat dém khéc; cac dong
dung moi; cic chit chéng oxy hoa bao gdm xitrat va xystein; chét tao chelat nhu

EDTA; phitrc hop kim loai (vi du, phitc hgp Zn-protein); polyme dé phén huy sinh hoc
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nhu polyeste; chit bao quan; chit 1am tron thanh dung cu chira, vi du, silic, dau
khoang, glyxerin, hodc din xuét perflopolyete TRIBOGLIDE® (do Tribo Film

Research, Inc. cung cip) dé d& tiém va/hodc céc ion trai ddu tao mudi nhw natri.
Khéng thé 04p7

Céc khéang thé khang a4B7 thich hop dé st dung trong ché pham bao gdm céac
khéng thé tir ngudn mong mudn bét k¥, nhu céc khéng thé nguoi véi chiéu dai ddy du,
cac khang thé chudt, cac khang thé tho va c4c khang thé tuwong tu, va cac khang thé
duoc thiét ké mong mubn bat ky, nhu cac khang thé kham, céc khang thé dugc lam
twong thich v6i nguoi, va cc khang thé twong tw. Poan gén két khang nguyén ctia loai
khang thé bét ky trong s cac khang thé ndy, nhu cic doan Fab, Fv, scFv, Fab' va
F(ab"), ciing thich hop dé sit dung trong ché phém.

Khang thé khang a4p7 c6 thé gin két v6i epitop trén chudi a4 (vi du, MAb 21.6
duge 1am tuong thich v6i ngudi (patent M s6 5.840.299 ciia Bendig va dong tac gia)),
trén chudi 7 (vi du, FIB504 hodc din xuit dwoc lam tuong thich véi ngudi (vi du,
patent M§ s 7,528,236 clia Fong va dong tac gid)), hodc gén két véi epitop td hop
dugc tao ra bing cach két hop chudi a4 v6i chudi p7. Theo mot khia canh, khang thé
gén két epitop to hop trén phitc hop a4f7, nhung khong gén két epitop trén chudi o4
hodc chudi 7 trir khi cac chudi nay dugc két hop véi nhau. Sy két hop cua integrin o4
v6i integrin B7 c6 thé tao ra epitop t6 hop bang cach dua vao cac gbc & gan c6 mit trén
c& hai chudi ciing chira epitop nay hosc bang cach 1am 1§ cAu hinh vi tri gén két epitop
trén mot chudi, vi du, chudi integrin o4 hodc chudi integrin p7, ma né khé gén két véi
khang thé khi khéng c6 mit cua ddi tac integrin thich hop hodc khi khong c6 sy hoat
ho4 integrin. Theo mot khia canh khac, khéng thé khang 04B7 gin két ca hai chudi
integrin a4 va integrin B7, va do vay, né déc hiéu d6i véi phirc hop integrin a4p7. Cac
khang thé nhu vay c6 thé gén két a4f7 nhung khong gin két a4p1, va/hoic khong gin
két aep7 chang han. Theo mot khia canh khéc, khang thé khang 47 gan két voi
epitop giéng hodc vé co ban gidng voi khang thé Act-1 (Lazarovits, A. L. et al, J.
Immunol., 133(4): 1857-1862 (1984), Schweighoffer et al., J. Immunol., 151(2): 717-
729, 1993; Bednarczyk ef al., J. Biol. Chem., 269(11): 8348-8354, 1994). Dong té bao
lai ACT-1 & chudt, tao ra khang thé don dong Act-1 & chudt, do Millennium
Pharmaceuticals, Inc., 40 Landsdowne Street, Cambridge, Mass. 02139, U.S.A. nop
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luu theo Hiép udc Budapest ngay 22 thang 8 nam 2001, tai Co quan luu gilt ching
gidng cia My American Type Culture Collection, 10801 University Boulevard,
Manassas, Va. 20110-2209, U.S.A., v6i sb truy cdp PTA-3663. Theo mdt khia canh
khac, khang thé khang 04p7 12 khang thé ngudi hodc protein gin két a4p7 co sir dung
céc CDR dugc dé xudt boi cong bd don yéu cu cap patent M sd 2010/0254975.

Theo mot khia canh, khang thé khang a4B7 trc ché su gan két ctia a4B7 véi mot
hodc nhiéu phdi tir ciia né (vi du nhu addressin niém mac, vi du, MAACAM (vi du,
MAdCAMS-1), fibronectin, va/hodc addressin mach (VCAM)). Cac MAdCAM cua
dong vat linh trwéng (vi du, MAACAM-1) dugc mb ta trong Cong bd don PCT s6 WO
96/24673, toan bo tai liéu nay duoc két hop vao day bing cach vién dan. Theo mot
khia canh khac, khang thé khang 04p7 Gc ché su gin két ctia a4p7 véi MAACAM (vi
du, MAdCAM-1) va/hodc fibronectin ma khong Grc ché sy gan két cia VCAM.

Theo mot khia canh, cac khang thé khang a4p7 dé ding trong ché pham 13 kiéu
duoc 1am tuong thich véi ngudi cia khang thé Act-1 & chudt nhit. Cac phuong phap
thich hop dé diéu ché cac khang thé dugc lam twong thich véi ngudi da dugc biét 5
trong linh vure. Thong thuong, khang thé khang a4B7 dugc 1am twong thich v&i ngudi
s& chira chudi ning chtra 3 vung xac dinh bd trg cta chudi ning (cac CDR: CDRI,
SEQ ID NO:8, CDR2, SEQ ID NO:9 va CDR3, SEQ ID NO:10) ctia khéng thé Act-1
& chudt nhét va ving khung chudi ning thich hop & ngudi; va con chira chudi nhe ma
chtra 3 CDR cuia chudi nhe (CDR1, SEQ ID NO:11, CDR2, SEQ ID NO:12 va CDR3,
SEQ ID NO:13) ctia khang thé Act-1 chudt nhat va ving khung chudi nhe thich hop &
ngudi. Khang thé Act-1 dwoc lam twong thich v6i ngudi c6 thé chira viing khung thich
hop & ngudi, bao gdm ving khung lién ting, cting hogic khong cing véi cac phan tir thé
axit amin. Vi du, mdt hodc nhiéu axit amin thuéc ving khung cé thé dugc thay bang
mot axit amin khéc, nhu axit amin & vi tri twong tng trén khang thé Act-1 chudt nhat.
Vung 6n dinh & ngudi hodc mdt phan ciia né, néu c¢6 mat, c6 thé c¢6 ngudn gbe tir cac
chudi nhe « hodc A, va/hodc cac chudi nang y (vi du, y1, y2, v3, y4), 1, o (vi du, al,
02), 6 hodc & cua cac khang thé nguoi, bao gém cac bién thé alen. Mot ving 4n dinh
cu thé (vi du nhu IgG1), cac bién thé hodc cac phin ciia né cé thé duge ding dé bién
ddi chtrc nang cam Gng. Vi du, ving 6n dinh da dugc dot bién (bién thé) c6 thé dugce
két hop vao protein dung hop dé 1am giam dén muc t6i thiéu kha nang gén két véi céc

thu thé Fc va/hoic kha ning c¢b dinh bd thé (xem vi du, patent Anh sb GB 2,209,757 B
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cua Winter va dong tdc gid; cong bd WO 89/07142 ctia Morrison va dong tdc gid,;,
WO 94/29351, Dec. 22, 1994 ciia Morgan va dong tdc gid). Céc kiéu khang thé Act-1
da duge lam tuong thich véi ngudi duge mod ta trong cac cong bd PCT sb
W098/06248 va WO07/61679, toan bo ndi dung cua ting tai li€u nay duogc két hop

vao day bang cach vién dan.

Theo mdt khia canh khac, cic khang thé khang 04p7 dugc lam tuong thich véi
ngudi dé ding trong ché phdm bao gém ving bién dbi trén chudi ning chira céc axit
amin tr 20 dén 140 cia SEQ ID NO:2, va viing bién dbi trén chudi nhe chira cac axit
amin tir 20 dén 131 cta SEQ ID NO:4 hodc cac axit amin tir 21 dén 132 ciia SEQ ID
NO:5. Néu cn, c6 thé c6 mat cac ving 6n dinh thich hop & ngudi ¢ thé. Vi dy, khang
thé khang 04B7 duoc 1am twong thich véi ngudi cé thé bao gdm chudi ning chia cic
axit amin tr 20 dén 470 ctia SEQ ID NO:2 va chudi nhe chira c4c axit amin tir 21 dén
239 cia SEQ ID NO:5. Theo mdt vi du khac, khéng thé khang a4B7 dugc lam tuwong
thich v&i ngudi ¢6 thé bao gdm chudi ning chira cac axit amin tir 20 dén 470 ctia SEQ
ID NO:2 va chubi nhe chira cac axit amin tir 20 dén 238 ctia SEQ ID NO:4. Hinh 4 mb
ta su so sanh cac chudi nhe chung cua céc khang thé loai nguoi véi cac khang thé
chudt. Phép so sanh nay cho thdy chudi nhe dwgc lam twong thich véi ngudi cua
vedolizumab (vi du, Chemical Abstract Service (do CAS, American Chemical Society
cung cip) sb dang ky 943609-66-3), véi hai gbc tir chudt nhat duge thay bang hai goc
& ngudi, twong thich véi ngudi hon so véi chudi nhe cia LDP-02 (Hinh 3). Ngoai ra,
LDP-02 c6 alanin linh dong ky nudc & mot mrc dd nao d6 & vi tri 114 va mot vi tri va
nu6e (Aspartate 115) ma trong vedolizumab duge thay bing threonin chita hydroxyl
wa nude & mic do khong dang ké & vi tri 114 va gde valin ki nude & vi tri 115 c6 kha

nang quay mét vao bén trong.

Céc thay thé khac dbi voi trinh ty khang thé c6 thé 13, vi du, dot bién & ving
khung chudi ning va chudi nhe, nhu dot bién cua isoleuxin thanh valin & gdc 2 cla
SEQ ID NO:14; dot bién ctia methionin thanh valin & gdc 4 ctia SEQ ID NO:14; dot
bién cta alanin thanh glyxin & gbc 24 ciia SEQ ID NO:15; dot bién cua arginin thanh
lysin & gbc 38 cua SEQ ID NO:15; dot bién ctia alanin thanh arginin & gbc 40 ctia SEQ
ID NO:15; d6t bién cta methionin thanh isoleuxin & géc 48 cua SEQ ID NO:15; dot
bién cua isoleuxin thanh leuxin & gbc 69 cua SEQ ID NO:15; dot bién ciia arginin

thanh valin & gbc 71 cua SEQ ID NO:15; d6t bién cua threonin thanh isoleuxin & gbc
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73 ctia SEQ ID NO:15; hodc t6 hop bit ky ciia chiing; va thay thé cdc CDR chudi ning
bing cac CDR (CDRI, SEQ ID NO:8, CDR2, SEQ ID NO:9 va CDR3, SEQ ID
NO:10) coa khéng thé Act-1 & chudt nhit; va su thay thé cic CDR chudi nhe bang
CDR chudi nhe (CDR1, SEQ ID NO:11, CDR2, SEQ ID NO:12 va CDR3, SEQ ID
NO:13) ctia khang thé Act-1 ctia chudt nhit.

Theo mot s6 phuong 4n, cac khang thé khang a4f7 dd dugc lam twong thich v6i
ngudi dé ding trong ché phim bao gdm ving bién ddi trén chudi ndng c6 muc dong
nhét v& trinh tu khoang 95%, 96%, 97%, 98%, hodc 99% véi cac axit amin tlr 20 dén
140 ctia SEQ ID NO:2, va ving bién ddi trén chudi nhe c6 miic ddng nhét vé trinh tu
khoang 95%, 96%, 97%, 98%, hodc 99% v6i céc axit amin tir 20 dén 131 cia SEQ ID
NO:4 hoic c4c axit amin tr 21 dén 132 cua SEQ ID NO:5. Miic ddng nhét vé trinh tu
axit amin c6 thé dugc xac dinh bang cach sir dung thuat toan so sanh trinh ty thich
hop, nhu hé théng Lasergene (DNASTAR, Inc., Madison, Wis.), bang céach sir dung
céc thong s mic dinh. Theo mot phuong 4n, khang thé khang 04p7 dé dung trong ché
pham 13 vedolizumab (CAS, American Chemical Society, s6 dang ky 943609-66-3).

Céc khang thé 04B7 khéc ciing ¢6 thé duoc sir dung trong ché phdm nay va cac
phéc dd liéu néu trong ban md ta. Vi dy, cdc khang thé a4pf7 duoc md ta trong US
2010/0254975 (Amgen, Inc.), toan bd ndi dung cua tai liéu nay duoc két hop vao day
bing cach vién dan, thich hop dé dung trong cac ché phdm va phuong phap diéu tri
bénh viém rudt & ca thé.

Khéng thé khang a4B7 c6 thé duoc tao ra bang cach biéu hién céc trinh tu axit
nucleic ma hod mdi chudi trong t& bao sdng, vi du, té bao trong gidng cdy. Nhiéu loai
hé thdng vat truyén bidu hién vét chii c6 thé dugc sir dung dé biéu hién phan tir khang
thé theo sang ché. Cac hé thdng biéu hién vat chu 14 chat dAn thudc ma nhd né céc
trinh tw ma héa quan tdm c6 thé dugc san xuét va duge tinh ché sau d6, nhung ciing 12
t€ bao ma c6 thé biéu hién khang thé khang a4p7 in situ, khi duoc bién nap hodc dugc
chuyén nihm véi cac trinh tw mi hda nucleotit thich hop. Cac hé théng nay bao gdm
nhung khong chi gidi han & cac vi sinh vat nhu vi khuan (vi du, E. coli, B. subtilis)
dugc bién nap voi cac vat truyén biéu hién ADN thé thuc khuan vi khuén, ADN
plasmit hodc ADN cosmit tai tb hop chtta cac trinh tu ma hoa khang thé; ndm men (vi
du, Saccharomyces, Pichia) dugc bién nap véi cac vat truyén biéu hién nAm men tai td

hop chua céc trinh ty ma hoa khang thé; hé té bao con tring duge gay nhiém véi cac
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vat truyén biéu hién virut tai td hop (vi du, baculovirus) chira c4c trinh ty ma héa
khéng thé; hé t& bao thuc vét dugc giy nhidm véi cac vat truyén biéu hién virut téi to
hop (vi dy, virut gdy bénh dém & sip lo (cauliflower mosaic virus — CaMV); virut
kham thude 14 (tobacco mosaic virus - TMV) hodc duoc bién nap véi cc vét truyén
biéu hién plasmit tai t& hop (vi du, Ti plasmit) chira cic trinh ty ma héa khang thé;
hodc hé t& bao dong vat c6 via (vi du, té bao COS, CHO, BHK, 293, 3T3, NSO0) chira
cAu trac biéu hién tai tb hop chtra doan khéi dau c6 nguén géc tr b gen cua té bao
dong vat c6 vu (vi du, doan khéi dau metallothionein) hodc virut tir dong vat c6 v (vi
du, doan khéi dau mudn adenovirut; doan khoi dau 7,5K & virut gdy bénh dau mua).
Vi du, té bao dong vat c6 vii nhu té bao budng trimg chudt ddng Trung Qudc (Chinese
hamster ovary cells - CHO), cling véi vat truyén nhu yéu t6 khéi dau sém 14 hop chét
trung gian chinh tir xytomegalovirus ngudi, 12 hé biéu hién hitu hiéu cac khang thé

(Foecking ef al., Gen 45:101 (1986); Cockett et al., Bio/Technology 8:2 (1990)).

Trong hé vi khudn, mot s6 vat truyén biéu hién c6 thé dugc chon mot cach
thuan loi tuy thudc vao tmg dung du dinh dbi véi phan tir khéng thé can biéu hién. Vi
du, khi mot sb lugng 16n protein nhu vay dugec tao ra, dé tao ra dugc phém chira phan
tr khang thé, mong mudn c¢é dugc vét truyén nham biéu hién cic san pham protein
dung hop & mtic cao ma dugc tinh ché mot cach d& dang. Cac vat truyén nhu vay bao
gdm, nhung khong gidi han &, vat truyén pUR278 biéu hién ¢ E. coli (Ruther et al.,
EMBO J. 2:1791 (1983)), trong d6 trinh ty ma hoa khang thé c6 thé gan riéng r& vao
vét truyén trong khung véi ving ma héa lac Z sao cho protein dung hop dugce tao ra;
vat truyén pIN (Inouye & Inouye, Nucleic Acids Res. 13:3101-3109 (1985); Van
Heeke & Schuster, J. Biol. Chem. 24:5503-5509 (1989)); va céc vét truyén twong tu.
Vit truyén pGEX ciing ¢6 thé dwoc sir dung dé biéu hién céc polypeptit la & dang
protein dung hop véi glutathion S-transferaza (GST). Nhin chung, cac protein dung
hop nay hoa tan va c6 thé d& dang dugc tinh ché tir té bao duge phan giai bing cach
hap phu va gin két véi cac hat glutathion-agaroza chét nén, sau do rira gidi véi su c6
mat cta glutathion tu do. V4t truyén pGEX duoc thiét ké dé bao gdm trombin hogc cac
vi trf phan cat yéu t6 Xa proteaza sao cho san phédm gen dich di dugc tach dong c6 thé

dugc tach ra khoi géc GST.

Trong hé con trung, virut da dién nhan Autographa californica (Autographa

californica nuclear polyhedrosis virus - AcNPV) duoc str dung lam vat truyén dé biéu
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hién gen la. Virut nay phét trién trong t& bao Spodoptera frugiperda. Trinh ty ma héa
khang thé c6 thé dugc tach dong riéng biét thanh ving khong thiét yéu (vi du gen
polyhedrin) cua virut va duge dat dudi sy kiém soat cta doan khoi dau ACNPV (vi du

doan khéi dau polyhedrin).

O céc té bao chu dong vat c6 va, cb thé sur dung mot sb hé biéu hién trén co so
virut. Trong cac truong hop ¢ dé adenovirut dugc st dung lam vat truyén biéu hién,
trinh tw m& hoa khang thé quan tdm c6 thé dugc gin vao mot phic hop diéu khién
phién m#/dich ma ¢ adenovirut, vi du, doan khoi dau muodn va trinh tv din dau chac
ba. Sau d6, gen kham nay c6 thé duge xen vao bo gen adenovirut bang cach tai to hop
in vitro hodc in vivo. Viéc cai xen vao vung khong thiét yéu cua bo gen virut (vi du,
vung E1 hodc E3) s& tao ra virut tai t6 hop séng s6t va c6 kha ning biéu hién phan tir
khang thé & cac vat chu dugc céy nhiém (vi du, xem Logan & Shenk, Proc. Natl.
Acad. Sci. USA 81:355-359 (1984)). Tin hiéu khéi ddu dic hiéu ciing c6 thé dugc yéu
cAu dé dich ma c6 hiéu qua cic trinh tw ma héa khang thé di dugc cai xen. Céc tin
hiéu nay bao gém codon khéi dau ATG va cac trinh tu 1ién ké. Hon nita, codon khoi
dau nay can phai cting pha véi khung doc cua trinh tw ma héa mong mudn dé dam bao
dich m toan bd doan cai xen. Céc tin hiéu diéu khién dich ma ngoai sinh va cac codon
khoi dAu c6 thé c6 nhiéu ngudn gbc, ca ty nhién va téng hop. Hidu qua biéu hién cé
thé dugc gia ting do bao gém cac yéu td ting cudng phién ma thich hop, trinh tu két

thtic phién m4, v.v.. (xem: Bittner et al. Methods in Enzymol. 153:51-544 (1987)).

Ngoai ra, chung t€ bao chu diu bién su biéu hién cua cac trinh tw duoc xen,
hodc cai bién va xir Iy cac san pham gen theo cich dic hiéu mong mudn c6 thé duge
lwa chon. Céc cai bién (vi du, su glycosyl hod) va xut Iy (vi du, phan cét) nhu vay cua
céc san phim protein c6 thé quan trong ddi vé6i chirc nang clia protein. Cac té bao chu
khéc ¢6 céc co ché dic trung va dic hiéu ddi v6i viée xir Iy sau dich ma v cai bién céc
protein céc va san pham gen. Céac dong té bao hodc hé vat chi thich hop c6 thé duoc
chon d& dam bao cai bién va xir Iy diing cac proten la di dugc biéu hién ndy. Nhim
muc dich nay, cac t€ bao chu sinh vat nhan chuén cé td chic té bao dé xur 1y cac san
phdm phién ma so cap, glycosyl hod, va phosphoryl hoé san pham gen c6 thé dugc st
dung. Céc té bao chi dong vat c6 vii nhw vay bao gdm nhung khong chi gi6i han & t€
bao buéng trung chudt déng Trung quéc (CHO), NS0, HeLa, VERY, théan cua chudt
déng mdi sinh (BHK), than khi (COS), MDCK, 293, 3T3, WI38, té bao caxinom gan
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nguoi (vi du, Hep G2), dong té bao ung thu vi nhu, vi du, BT483, Hs578T, HTB2,
BT20 va T47D, va dong té bao tuyén vl binh thuong nhu, Vi dy, CRL7030 va
Hs578Bst.

Bo may glycosyl hod cua cac loai té bao khac nhau c6 thé tao ra cdc khang thé
v6&i hop phan glycosyl hod khéac véi hop phin & cac loai té bao khéc, hodc cac loai té
bao khong ¢6 su glycosyl hod, nhu t& bao vi khudn. Theo mot khia canh, céc loai té
bao dung dé san xuét khang thé khang a4p7 1a té bao dong vat c6 v, nhu té bao NSO
hodc CHO. Theo mot khia canh, té bao dong vat c6 vii c6 thé bao gdm khuyét doan
cua enzym tham gia vao qué trinh trao dbi chét ctia té bao va gen ngoai sinh dang quan
tam c6 thé lién két c6 diéu khién v6i enzym thay thé, vi du, trong cAu tric hodc vat
truyén dé dua vao té bao, vi du, béng céch bién nap hodc chuyén nhiém. Céu trac hoac
vat truyén v6i gen ngoai sinh nay tao cho t& bao ma cé cAu tric hodc vat truyén nay
mdt 1oi thé Iya chon dé khuyén khich su san xuét polypeptit dugc ma hoa béi gen
ngoai sinh nay. Theo mot phuong 4n, t& bdo CHO 12 t& bao DG44 (Chasin va Urlaub
(1980) PNAS USA 77:4216) c6 gen dihydrofolat reductaza bi khuyét doan hodc lam
mét hoat tinh. Theo mot phuong 4n khac, t& bao CHO 1a té bao CHO K1 c6 gen
glutamin syntaza bi khuyét doan hozc 1am mat hoat tinh (xem, patent M§ s6 5,122,464
hodc 5,827,739 chang han).

Ché pham rén

Ché phém rin theo sang ché thudng duge bao ché bang cach lam kho ché pham
16ng. Phuwong phép 1am kho thich hop bat ky c6 thé duge st dung, nhu dong kho hodc
lam kho phun. Theo mot khia canh, chit bao vé déng kho dugc thém vao ché phim
trude khi dong kho. Bude dong khd bao gdm 1am lanh ché pham 16ng, thuong trong
dung cu chira s& dugc dimg dé bao quéan, van chuyén va phan phéi ché pham (vi du, lo,
xy lanh (vi dy, xy lanh gém mot hodc hai ngan), hodc hop (vi du, hop gém mot hodc
hai ngan) (Xem tai liéu: Gatlin and Nail, Protein Protein Purification Engineering, ed.
Roger G. Harrison, Marcel Dekker Inc., 317-367 (1994) ching han). Khi ché phim
duge 1am lanh, 4p sudt khi quyén giam va nhiét o dugc diéu chinh dé cho phép loai
b6 dung méi di 1am lanh, vi du, bang cach 1am thing hoa. Budc ndy trong quy trinh
dong kho doi khi con duge goi 14 1am kho so bo. Néu can, nhiét do c6 thé duge ting
1én sau d6 dé loai bo dung mbi bét ky van lién két voi ché pham kho bang cach 1am

bay hoi. Budc nay trong quy trinh dong kho doi khi con dugc goi la 1am kho tha cép.
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Khi ché phdm dat dén d6 khé mong mubn, quy trinh 1am khd két thic va dung cu chtra
dugc day kin. Ché phdm rén cubi doi khi con duge goi 1a “ché phdm dong khd™ hoc
“banh”. Quy trinh dong khd c6 thé dugc thuc hién bang cach sir dung thiét bi thich hop
bét ky. Thiét bi déng khd thich hop sin c6 tir mdt sd ngudn thuong mai (vi du, SP
Scientific, Stone Ridge, NY).

Nhiéu thiét b thich hop ¢6 thé dugc sir dung dé 1am kho ché pham léng dé tao
ra ché pham rén (vi dy, ché phim dong khd). Thong thudng, ché pham doéng kho duoc
diéu ché boi cac chuyén gia trong linh vuc bang cach sir dung khoang kin chira cic ké,
trén do c6 dit cac lo ché pham long can 1am kho. Nhiét do cua cac ké, cling nhu toc do
lam ngudi va gia nhiét, cling nhu 4p sut bén trong khoang, c6 thé duoc diéu chinh.
CAn phai hiéu ring céc thong sé quy trinh khac nhau dugc thao ludn trong ban md ta
nay ding dé chi cac quy trinh duge thue hién bang cach sir dung cac loai thiét bi nay.
Néu cin, chuyén gia trung binh trong linh vuc c¢6 thé d& dang diéu chinh cac thong sb

néu trong ban mo ta dé thich hop véi cac loai thiét bi 1am kho khac.

Nhiét do va luong chin khong thich hop dé 1am kho so b va thi cdp c6 thé
dwoc xac dinh d& dang boi chuyén gia trung binh trong linh vue. Nhin chung, ché
phém dugc lam lanh & nhiét do khoang -30°C hodc thap hon, nhu -40°C hoic -50°C.
Téc do 1am ngudi c6 thé anh hudng dén lwong va kich ¢& cua tinh thé d4 trong chat
gian bao. Lam kho so bd thuong dugc thuc hién & nhiét do 4m hon khoang 10°C,
khoang 20°C, khoang 30°C, khoang 40°C hoac khoang 50°C so v6i nhiét do lam lanh.
Theo mdt khia canh, cac didu kién 1am kho so bd c6 thé duge dat dé gitt cho khang thé
khéng 04p7 & dudi nhiét do chuyén trang thai thuy tinh hodc nhiét do xep clia ché
phérn. O nhiét do cao hon nhiét do xep, chét gian bao da duoc lam lanh & trang thai vo
dinh hinh c6 thé chay (xep), khién cho cac phan tir protein c¢6 thé khong dugc bao
quanh boi chit gian bao cling va ran, va cic phan tir protein c6 thé khong 6n dinh
trong chét gian bao di bi xep. Ngoai ra, ¢6 thé kho 1am kho hoan toan ché phdm néu
xay ra xep. Luong 4m cao hon tao ra trong ché pham c6 thé dan dén toc do thodi hoa
protein cao hon va quéng thoi gian ma san phdm dong khd c6 thé duoc bao quan trudce
khi chét lvong cia né giam dén muc khong chp nhan dugc 14 giam. Theo mot khia
canh, nhiét do cua ké va ép suat khoang dugc chon loc dé duy tri nhiét do san phém
thap hon nhiét do xep trong qua trinh 1am kho so bo. Nhiét do chuyén trang thai thay
tinh cua ché phim d3 1am lanh c6 thé dugc xac dinh bing cic phuong phap da biét
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trong linh vue, vi du, bing phuong phap phén tich nhiét luong bang tia quét vi sai
(DSC). Nhiét db xep c6 thé dugc xac dinh bang cac phuong phép da biét trong linh
vuc, vi du phuong phép soi kinh hién vi déng khd, phwong phap chup bang tia X theo
16p ¢b két quang hoc. Bude 1am kho c6 thé loai bo it nhat 50%, it nhat 60%, it nhat
70% dung mo6i hodc nhiéu hon. Theo mdt khia canh, budc lam kho so bd loai bd nhiéu

hon 80% dung mdi ra khoi ché pham khang thé khang a4fB7.

Kich ¢ lo c6 thé duoc chon dua trén dién tich bé mit s& dugc tiép xuc voi ké
va vGi chin khong trong qua trinh dong kho. Thoi gian 1lam kho ty 1€ tuyén tinh véi
chiéu cao banh, do vay kich ¢& lo ¢6 thé dugc chon dya trén chidu cao banh ma dugc
x4c dinh 13 hop 1y. Lo c6 dudng kinh 16n so véi thé tich ¢6 thé tao ra mic tiép xtic cao
v6i ké dé truyén nhiét hitu hiéu trong chu trinh dong kho. Dung dich khéang thé lodng
trong thé tich 16n chét 1ong s& cAn nhiéu thoi gian hon dé 1am kho. Sy cin ximg gitta
kich c& lo va thé tich ché phdm cin phai dugc tinh dén, do 1o 16n hon c6 thé ton chi
phi hon d bao quan va van chuyén va c6 khoang khong 16n hon ty 1€ bao ché, va co
thé boc 16 ty 16 ché phdm cao do su giam do 4m khi bao quan trong thoi gian dai. Déi
v6i lidu luong 165mg, kich c& lo ché phidm khéng thé khang a4B7 c6 thé 1a 3ml, Sml
hosic 10ml. Theo mot khia canh, kich ¢& lo 12 5ml d6i v6i dung dich 160mg/ml.

Nguyeén tic dé chon kich ¢& hop hodc xy lanh dé dong khd tuong tw v6i nguyén
tac dé chon kich c& lo. P day cua chiéu cao banh loc ciing s& 1am ting thoi gian lam
khd khi chidu cao ting. Pudng kinh va kich ¢& cia xy lanh hodc hdp cin phai cén
bang vé6i thé tich cubi ciia ché pham. Pudng kinh 16n hon c6 thé 1am ting ty 1& hép thu
4m trong banh doéng khé, vi viy lam ting tic dung thodi bién ciia do am trong qué
trinh bao quan. Déi véi lidu lwong 165mg, thé tich ché pham khang thé khang a4B7 c6
thé 12 1ml hodc 2ml. Theo mot khia canh, kich ¢& xy lanh hodc hop 16n hon 1ml déi
v6i dung dich 160mg/ml.

Sau khi dong kho, lg, xy lanh, hodc hop cé thé duogc day kin, vi du, duoc nit,
trong chan khong. Theo cach khéc, khi, vi du, khong khi kho hodc nito, co thé duoc
dua vao dung cu chira trudce khi day kin. Khi quan tam dén su oxy ho4, khi duoc dua
vao khoang dong kho c6 thé bao gdm khi 1am cham ho#c ngin ngira sy oxy hod san
pham dong kho. Theo mot khia canh, cdc khi nay 1a khi khong duoc oxy hoéa, vi du,
nito, hodc khi tro, vi du, heli, neon, argon, krypton hodc xenon. Theo mot khia canh

khéac, khi nay 1a nito hodc argon.
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Diéu tri bang ché phdm khang thé

Theo mot khia canh, sang ché d& xuit phuong phép diéu tri bénh hoic rdi loan
& vat chii bao gdm budc cho dbi twong sir dung ché phdm khéng thé khang 047 néu
trong ban md ta voi luong hitu hidu dé didu tri bénh hodc réi loan, vi du, & ngudi. Déi
tuong ngudi c6 thé 14 ngudi trudng thanh (vi du, 18 tudi hoic 16n hon), thanh thiéu
nién, hodc tré em. Ddi trong ngudi c6 thé 1a ngudi 65 tudi hodc gia hon. Trai véi cac
phéc db lidu didu tri khac, ddi twong ngudi 65 tudi hodc gia hon khong cén su thay ddi
bat ky vé phéc dd lidu néu trong ban mb ta, va c6 thé duoc cho ding ché pham khéng

thé khang 04p7 thong thudng néu trong ban mo ta.

Déi twong c6 thé khong c6 dap vng thich hop véi, mat dap tmg v6i, hodc khong
dung nap diéu tri bing chat didu bién mién dich, chat d6i khang TNF-a, hodc hdn hop
cua chung. Bénh nhéan cé thé dugc diéu tri trude dé béng it nhat mot corticosteroit (vi
du, prednison) cho bénh viém rudt. Pap tng khong thoa dang véi cac corticosteroit
dung dé chi cac dAu hiéu va cac triéu chimg bénh dai déng mic du da trai qua it nhét
mdt phac dd lidu cam tng 4 tun bao gbm liéu twong duwong véi prednison 30mg hang
ngdy qua dudng miéng trong 2 tudn hodc trong tinh mach trong 1 tudn. Su mat dap
ng v6i corticosteroit ding d& chi hai nd luc thit bai nham lam gidm lwong
corticosteroit xuéng dudi lidu twong duong véi 10mg prednison ding hang ngay qua
duong miéng. D4i tuong khong dung nap corticosteroit bao gdm nhitg ngudi da timg
méic hoi chimg Cushing, tién lodng xwong/loding xwong, ting glucoza huyét, chimg

mat ngu va’hodc nhiem khuan.

Chéat didu bién mién dich c6 thé 13 azathioprin, 6-mercaptopurin, hogc
methotrexat dung qua dudng miéng. Pép ting khong théa dang véi chit didu bién mién
dich diing dé chi cac d4u hiéu va céc triéu chiing bénh dai déng mic du di trai qua it
nhit mot phac dd 8 tudn hodc ding azathioprin (>1,5mg/kg), 6-mercaptopurin (>0,75
mg/kg), hodc methotrexat (>12,5 mg/tudn) qua dwong miéng. Khong dung nap chét
diéu bién mién dich bao gém, nhung khong chi gidi han &, budn ndén/nén, dau bung,

viém tuy, LET bét thudng, lymphopenia, dot bién gen TPMT va/hodc nhiém khuan.

Chét d6i khang TNF-o. 14 chét rc ché hoat tinh sinh hoc ctia TNF-0, va t6t hon
13 gin két TNF-o, nhu khang thé don dong, vi du, REMICADE (infliximab),
HUMIRA (adalimumab), CIMZIA (certolizumab pegol), SIMPONI (golimumab) hoac
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protein dung hop thu thé tudn hoan nhu ENBREL (etanercept) chang han. D4p tng
khong thoa dang v6i chit dbi khang TNF-o ding dé chi cac ddu hiéu va céc triéu
chimg bénh dai ding mic du di trai qua it nhit mot phéac dd cam Ung infliximab
5mg/kg qua dudng tinh mach trong 4 tudn, 2 lidu cach nhau it nhat 2 tudn; mot lidu
80mg adalimumab dung qua duong dudi da, sau d6 1a mot liéu 40mg c4ch nhau it nhat
hai tudn; hodc 400mg dudi da certolizumab pegol, 2 liéu cach nhau it nhét 2 tuan. Mt
dap ung v6i chit dbi khang TNF-o. ding dé chi sy tai phat cua céc triéu ching trong
qua trinh duy tri lidu sau khi thu dugc loi ich 1am sang truc d6. Su khong dung nap
chit déi khang TNF-a bao gdm, nhung khong chi gi¢i han & phan tmg lién quan dén

tiém truyén, demyelination, bénh suy tim do xung huyét, va/hoic nhiém Kkhuan.

Hién tuong khong duy tri mic thuyén giam, dugc st dung trong ban mo ta nay
cho dbi twong bi viém loét dai trang, ding dé chi sy gia ting diém sd Mayo it nhat 3

bac va diém Baron cai bién it nhat 2.

Theo mot khia canh khac, sang ché dé xuét ché phim khang thé khang a4B7 ma
(1) c6 thé gén két integrin a4p7 in vitro vi/hoic in vivo; va (2) ¢6 thé didu bién hoat
tinh hodc chitc nang cia integrin a4f7, nhu (a) chirc ning gén két (vi dy, kha nang gin
két cua integrin a4p7 v6i MAACAM (vi duy, MAdCAM-1), fibronectin va/hodc
VCAM-1) va/hodc (b) chitc niang thAm nhiém cua bach cau, bao gébm su phuc hoi
va/hodc su tich tu bach ciu trong md (vi du, kha ning trc ché su di chuyén cua té bao
lympho dén mo niém mac rudt). Theo mot phuong 4n, khang thé trong ché pham co
thé gén két integrin a4p7, va co thé tic ché viéc gén két cua integrin 04p7 vao mot
hodc nhidu phdi tir cua né (vi duy, MAACAM (vi duy, MAdACAM-1), VCAM-1,
fibronectin), bang cach d6 trc ché hién twong thim nhiém bach cdu & md (bao gdm sy
phuc hdi va/hodc su tich tu bach cau trong mo). Theo mot phuong 4n khac, khang thé
trong ché phdm c6 thé gin két integrin a4p7, va co thé trc ché chon loc viéc gan két
cua integrin a4p7 vao mot hodc nhiéu phdi tir ctia né (vi dy, MAJCAM (vi du,
MAdCAM-1), VCAM-1, fibronectin), bing cach d6 rc ché hién twong thdm nhiém
bach cau & m6 (bao gdm su phuc hdi va/hoic tich tu bach cau trong md). Ché pham
khang thé khang a4p7 c6 thé e ché sy bam dinh té bao cua céc té bao mang integrin
04p7 vao cac té bao ndi md mach trong niém mac md, bao gdm md c6 1én quan dén
rudt, co quan lympho hodc bach cau (dic biét 1a cac té bao lympho nhu té bao T hoac

B) in vitro vd/hodc in vivo. Theo mdt phuong an khéc nita, ché pham khang thé khang
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04p7 theo sing ché c6 thé trc ché twong tic giita a4B7 vé6i MAJCAM (vi du,
MAdJCAM-1) va/hodc fibronectin. Ciing theo mét phwong an khac, ché phdm khéang
thd khang a4p7 theo sang ché c6 thé e ché chon loc twong tac gitta 04B7 véi
MAdCAM (vi du, MAdCAM-1) va/hoac fibronectin, vi du, ma khong Uc ché tuong
tac gitta 047 va VCAM.

Ché phim khéng thé khang a4p7 theo sang ché c6 thé dugc st dung dé diéu
bién (vi du, tc ché (1am giam hodc ngan ngira)) chirc ning gan két vavhodc chirc ning
tham nhiém bach cAu (vi du, t& bao lympho, bach cau don nhén to) cla integrin a4B7.
Vi du, globulin mién dich dugc lam twong thich véi nguoi e ché viée gan két gitra
integrin a4p7 vao phdi tir (nghia 13, mot hodc nhiéu phdi tir) cé thé duge dung theo
phwong phép didu tri bénh lién quan dén hién tugng thAm nhiém bach cau (vi du, té
bao lympho, bach cau don nhan to) ctiia md (bao gém su phuc hoi vd/hodc tich tu bach

chu trong mo), ddc biét 1a md co biéu hién phan tt MAdCAM (vi du, MAdACAM-1).

Luong hitu hiéu ché pham khang thé khang 047 theo sing ché (nghia 13, mot
hoic nhiéu) duoc dung cho ca thé (vi du, dong vat c6 vi, nhu ngudi hodc dong vat linh
trudng khac) dé didu tri bénh nay. Vi du, cic bénh viém nhiém, bao gdm bénh c6 lién
quan dén hién tuong thdm nhiém bach cdu ciia hé tiéu hod (bao gdbm ndi mo c6 lién
quan dén rubt), cac mo niém mac khic, hoic md biéu hién phan tr MAACAM (vi du,
MAdCAM-1) (vi du, mé c6 lién quan dén rudt, nhu tinh mach nhé thudc 16p ha niém
mac cua rudt non va rudt gia; va tuyén va (vi du, tuyén va tiét sira)), c6 thé duoc xur Iy
theo phuong phéap theo sang ché. Tuong tu, c4 thé mac bénh lién quan dén hién tuong
thaAm nhiém bach cau ctia mé do viéc gén két bach cu vao té bao (vi du, cac té bao ndi

md) biéu hién MAACAM (vi du, MAACAM-1) c6 thé dugc didu tri theo sang ché nay.

Theo mot phuong an, bénh co thé duoc didu tri nhu vay bao gém bénh viém
rudt (IBD), nhu viém loét dai trang, bénh Crohn, chiing viém rudt hoi, bénh ia chay
md, bénh ia chay m& (bénh Celiac), bénh duong ruft lién quan dén bénh khép nhiém
khuAn huyét thanh 4m tinh, bénh viém rudt két kinh hién vi hodc bénh viém rudt két
colagen, bénh viém da day ua eosin, hodc bénh pouchitis sau khi phau thuat dai truc
trang, va phau thuat ndi thong hdi trang-hau mon. Theo mot s6 phuong 4n, bénh viém
rudt 1a bénh Crohn hoac bénh viém loét dai trang. Bénh viém loét dai trang c6 thé &
murc d0 viém loét dai trang tir vira phai dén nghiém trong. Viéc diéu tri c6 thé 1am lanh

niém mac & cdc bénh nhén bi viém loét dai trang & mirc do tr vira phai dén nghiém
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trong. Viéc diéu tri cling cé thé 1am giam, loai bd, hodc lam gidm va loai bo viéc st

dung corticosteroit bdi bénh nhan.

Viém tuy va bénh dai thdo duong phu thudc insulin la cdc bénh khac co thé
duoc xtt Iy bang cach st dung ché phadm theo sang ché. D4 bao céo raing MAACAM (vi
du, MAACAM-1) duogc biéu hién béi mot sé mach trong tuy ngoai tiét tir NOD (tiéu
duong khong béo phi) chudt nhét, cling nhu tir chudt nhat BALB/c va SJL. Viée biéu
hién cia MAACAM (vi du, MAdCAM-1) dugc cho 1a da gay ra trén ndi mo trong cac
dao nho bi viém cua tuy cia chudt nhit NOD, va MAdCAM (vi du, MAACAM-1) 1a
addressin uu thé dugc biéu hién béi ndi md dao NOD ¢ giai doan sém ctia viém dao
tuy (Hanninen, A., et al., J. Clin. Invest., 92: 2509-2515 (1993)). Viéc diéu tri chudt
nhit NOD bing cac khang thé khang MAdCAM hoic khang B7 ngin nglra sy phat
trién bénh dai thdo dudng (Yang et al., Diabetes, 46:1542-1547 (1997)). Ngoai ra, su
tich tu cta cac t& bao lympho biéu hién 04B7 trong cic ddo ndy duogc quan sat, va
MAdCAM-1 c¢6 lién quan dén viéc gén két cia té bao u lympho nhd 04B7 vao mach tir
céc dao bi viém (Hanninen, A., ef al., J. Clin. Invest., 92: 2509-2515 (1993)) hodc dén
hé tiéu hoa trong u lympho té bao vo ndo (Geissmann et al., Am. J. Pathol., 153:1701-
1705 (1998)).

Vi du v& c4c bénh viém nhiém lién quan dén niém mac mé c6 thé duoc diéu tri
bang cach st dung ché phdm theo sang ché bao gdm viém tii mat, viem dudng mét
(Adams va FEksteen Nature Reviews 6:244-251 (2006) Grant et al., Hepatology
33:1065-1072 (2001)), vi du, viém dudng mat gy cing so cép, bénh Behcet, vi du, &
rudt, hodc viém quanh éng mat (6ng mat va md xung quanh gan), va bénh gy ra do
vét chii chong lai méanh ghép (vi du, trong hé tiéu hoa (vi du, sau khi ciy ghép tuy
xuong) (Petrovic et al., Blood 103:1542-1547 (2004)). Nhu dugc thdy & bénh Crohn,
hién tuong viém thudng m¢ rong trén ca bé mit niém mac, nhd d6 cac bénh viém
nhiém man tinh, nhu bénh sacoit, viém da day man tinh, vi du, viém da day tu mién
(Katakai et al., Int. Immunol., 14:167-175 (2002)) va céc tinh trang bénh tu phat c¢6 thé

can phai dugc diéu tri.

Séng ché con dé xudt phuong phép tic ché hién tugng tham nhiém bach cau cua
md niém mac. Sang ché con dé xuat phuong phap diéu tri ung thu (vi duy, khéi u dwong

tinh 04p7, nhu u lympho). Vi du khic vé& c4c bénh viém nhiém lién quan dén niém
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mac md c6 thé duoc xir Iy bang cach sir dung ché pham theo sang ché bao gbém chimg

viém vu (tuyén vi) va hoi chimg rudt dé bi kich thich.

Céac bénh hodc céc tic nhin gy bénh ma nguyén nhan gay bénh cua nd 1a do
twong téc gitta MAACAM (vi du, MAACAM-1) va a4p7 c6 thé duge xir Iy bang khéng
thé khang a4p7 trong ché phidm néu trong ban md ta. Vi du vé cac bénh nhu vy bao
gdm cac ri loan thiéu hut midn dich, nhu céc rdi loan gy ra béi virut gdy suy gidm

mién dich & ngudi (Xem: W02008140602 chang han).

Ché phdm theo sang ché dugc dung v6i lugng hitu hidu e ché vide gin két
gifta integrin a4p7 voi phéi tir cia né. Dé diéu tri, lugng hitu hiéu s& du dé dat duoc
tac dung tri liéu (bao gdm phong ngira) mong mudn (nhur lwgng di dé 1am giam hodc
ngan ngira viéc gan két qua trung gian integrin 04p7 va/hodc viée truyén tin hiéu, bang
céch d6 e ché sy bam dinh va thdm nhifm bach cdu vi/hoic dap ting té bao c6 lién
quan). Lwong hiru hiéu khang thé khéng a4p7, vi du, hidu gia hitu hi¢u di dé duy tri
trang thai bdo hoa, vi dy, trung hoa, cia integrin a4p7, c6 thé gy ra dép ing 1am sang
hodc su thuyén giam bénh viém rudt. Lugng hitu hiéu cta khéng thé khang a4p7 c6
thé 1am lanh niém mac trong viém loét dai trang hodc bénh Crohn. Ché pham theo
sang ché c6 thé dugc dung & dang lidu don vi hodc da liéu. Lidu ding c6 thé duogc xé4c
dinh bing c4c phuong phap da biét trong linh vuc va c6 thé phu thudc, vi du, vao tubi
clia c4 thé, d6 nhay cam, sy nhon thudc va tinh trang stc khée néi chung. Vi du vé
phwong thirc sir dung bao gdm diing tai chd nhu qua mfii hodc dung bang cach hit hoac
dung qua da, duong tiéu hoa, nhu qua 6ng xong hoic thudc dan, va ding ngoai duong
tiéu hoa, nhu trong tinh mach, tiém bép, tiém dudi da, ti€ém trong dong mach, trong
mang bung, hoic dung trong dich kinh. Céc liéu lwong thich hop ddi v6i cac khang thé
c6 thé ndm trong khoang tir 0,1mg/kg thé trong dén 10,0mg/kg thé trong trong mdi lan
diéu tri, vi du ndm trong khoang tir 2mg/kg dén 7mg/kg, nim trong khoang tir 3mg/kg
dén 6mg/kg, hodc ndm trong khoang tir 3,5mg/kg dén Smg/kg. Theo cac phuong 4n cu
thé, liéu luong dugc dung bang khoang 0,3mg/kg, khoang 0,5mg/kg, khoang 1mg/kg,
khoang 2mg/kg, khoang 3mg/kg, khoang 4mg/kg, khoang Smg/kg, khoang 6mg/kg,
khoang 7mg/kg, khoang 8mg/kg, khoang 9mg/kg, hodc khoang 10mg/kg. Téng lidu
lwong c6 thé bang khoang 22mg, khoang 50mg, khoang 72mg, khoang 125mg, khoang
165mg, hodc khoang 432mg. Tong lidu lwong c6 thé it nhét 13 77mg, it nhat 1a 125mg

hodc it nhat 12 356mg. Theo mot phwong 4n, téng lidu lugng 1a 165mg. Theo mot
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phuong 4n khac, tong lidu lugng 13 108mg. Theo mot phwong an khéc, téng lidu lugng

la216mg.

Viéc tao miu va md phong (phin mém BERKELEY MADONNA™, do
University of California cung cap) bang céch st dung dit lidu duge dong hoc (PK) tir
c4c nghién ctru vé tinh sin c6 cta khang thé khang a4B7 theo thdi gian sau khi su
dung c6 thé quyét dinh phéc dd lidu tiém ning dé tiém dudi da hogc tiém bép. Dt lidu
PK c6 thé dugc danh gia cho phac dd cam Gng va phac do duy tri. Mot phuong phép
tao mau khéc 13 phan tich quan thé dugc dong hoc/duge lwc hoc (NONMEM® - cong
cu tao mAu hiéu qua két hop phi tuyén tinh, do ICON plc, Dublin, Ireland cung cap).

Ca murc bdc 16 va mirc thép nhéat trong huyét thanh c6 thé duoc phan tich.

Thong thuong, sau khi dat dugc trang thai bdo hoa dich, vi du, integrin 047,
thi ndng d6 khang thé trong mau c6 mdi quan hé tuyén tinh véi lidu duge dung. Khang
thé khang a4B7 duoc ding bing cch tiém dudi da hodc tiém bép c6 do sinh kha dung
nim trong khoang tir 60% dén 90% do sinh kha dung ctia khing thé khéng 04B7 dugc
dung qua duong tinh mach. Vi du vé mbi quan hé nay, néu gia thiét mot lidu trong tinh
mach c6 do sinh kha dung 14 100% va nhan thdy mot liéu ding qua dwdong duéi da c6
d6 sinh kha dung 13 69,5%, thi lidu trong tinh mach 300mg c6 thé twong tng véi lidu
432mg ding qua dudng duéi da. Do d6, lidu 150mg ding qua dudng tinh mach c6 thé
twong tmg véi lidu 216mg ding qua dwong duéi da & do sinh kha dung twong dbi 1a
69,5%. Tuong tw, néu nhan thay lidu ding qua dudng duéi da c6 d¢ sinh kha dung l1a
75% va lidu tiém bép c6 do sinh kha dung 1a 80%, thi d& twong tng véi lidu 300mg
dung qua dudng tinh mach, lidu ding qua dudng duéi da c6 thé 14 400mg va lidu tiém
bip c6 thé 12 375mg. Céac bang 40 dén 43 trong cac vi du minh hoa céc mdi tuong

quan nay va dua ra cac liéu lugng va phac d6 lidu hiru ich ctia khang thé khang 04p7.

Theo mdt sé khia canh, phac do lidu c6 hai giai doan, giai doan cdm Ung va giai
doan duy tri. Trong giai doan cdm Ung, khang thé hodc doan gn két khang nguyén cua
n6 duoc dung theo cach nhanh choéng tao ra lugng hitu hiéu khang thé hodc doan gin
két khang nguyén ctia n6 thich hop cho cac muc dich nhét dinh, nhu gdy ra tinh chéng
mién dich ¢ khang thé hodc doan gin két khang nguyén cua n6 hodc gy ra dap tng
1am sang va cai thién cac triéu ching cta bénh viém rudt. Bénh nhén cd thé ap dung

quy trinh didu tri giai doan cam ung khi 1an dau tién dugc diéu tri bing khang thé
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khéng 04p7, khi duoc didu tri sau khi khong diéu tri trong thoi gian dai, vi du, dai hon
ba thang, dai hon bdn thang, dai hon sau thang, dai hon chin thang, dai hon mot nam,
dai hon mudi tAm thang hodc dai hon hai nam k& tir khi diéu tri bing khéng thé khang
a4B7 hodc trong sudt giai doan duy tri diéu trj bing khang thé khang 04p7 néu xuat
hién lai cac triéu chirg bénh viém rudt, vi duy, tai phat sau khi thuyén gidm bénh. Theo
mdt s6 phuong 4n, phac dd giai doan cam Ung tao ra ndng d6 thip nhat trong huyét
thanh trung binh la cao hon, vi du, néng do ngay trudce lidu lugng tiép theo, so véi

ndng do huyét thanh & trang thai 6n dinh trung binh dugc duy tri trong phac do duy tri.

Trong giai doan duy tri, khang thé hoic doan gin két khang nguyén ctia n6
duoc dung theo cach duy tri dap ung dat duogc bang cach diéu tri cam ung bang khang
thé hodc doan gin két khang nguyén ctia né & mirc 6n dinh. Phac d6 duy tri c6 thé
ngin ngira hién tuwong tai phat cac triéu ching hodc su tai phat bénh viém rut. Phac
dd duy tri 6 thé mang lai sy thuén tién cho bénh nhan, ching han nhu, phéc dd duy tri
1a phac dd lidu don gian hodc yéu cau viéc diéu tri kém thudng xuyén hon. Theo mot
5O phuong an, phac d6 duy tri ¢6 thé bao gdm budc sir dung khang thé khang a4p7
hodc doan gin két khang nguyén cia né, vi du, & dang ché phim néu trong ban mod t4,
theo cach dinh truéc dugc chon tir nhém bao gdm lidu lugng thip, st dung khong

thudng xuyeén, tu st dung va két hop cic cach nay.

Theo mot phuong 4n, vi du, trong giai doan diéu tri cam tng, phac do 1idu tao
ra lugng hitu hiéu khang thé khang a4p7 hodc doan gin két khang nguyén trong ché
phdm néu trong ban mo ta ding dé lam thuyén gidm bénh viém rudt & ngudi bénh.
Theo mét s6 phuong 4n, luong hiru hidu khang thé khang a4B7 du dé dat dwoc nong
d6 trung binh thip nhit cta khang thé khang a4f7 trong huyét thanh & cudi giai doan
cam (ng nam trong khoang tr Spg/ml dén 60pg/ml, nam trong khoang tr 15ug/ml dén
45pg/ml, ndm trong khoang tir 20pg/ml dén 30pg/ml, hodc nim trong khodng tir
25pg/ml dén 35ug/ml. Khoang thoi gian cta giai doan cam tng c6 thé 13 khoang bon
tuan, khoang nam tuan, khoang sau tudn, khoang bay tudn, hodc khoang tam tudn diéu
tri. Theo mot sb phuong an, phéac dd cam ung cb thé sir dung ché do duogc chon tir
nhém bao gdm lidu cao, st dung thudng xuyén, va to hop gdm lidu cao va st dung
thuong xuyén khang thé khang 04p7 hoic doan gan két khang nguyén cta né, vi du, &
dang ché phém néu trong ban mo ta. Liéu cam tng c6 thé 12 mot, hodc nhiéu hon mot

lieu, vi du, it nhat hai liéu. Trong toan b0 giai doan cam Ung, liéu cé thé dugc dung
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mdt 14n mdi ngay, hai ngay mot 1an, hai 1An mot tudn, mot 1An mot tudn, mudi ngay
mot 14n, hai tuAn mot 14n hoic ba tudn mot 1an. Theo mot sb phuong an, liéu cam ung
duoc ding trong vong hai tudn du tién ciia qua trinh didu tri bing khang thé khang
a4p7. Theo mot phwong 4n, viée phan lidu cam tng c6 thé 12 mot 1an vao luc bét dau
didu tri (ngay 0) va mot 1an vao khoang hai tudn sau khi bat dau diéu tri. Theo mot
phuong an khéac, giai doan cam g kéo dai trong séu tudn. Theo mot phuong 4n khAc,
giai doan cam tmg kéo dai trong séu tudn va mot s6 lwong 16 lidu cam ung dwgc dung

trong hai tuan dau tién.

Theo mot sé phuong 4n, vi du, khi bit ddu diéu tri bénh nhan méc bénh viém
rudt nghiém trong (vi du, & cadc bénh nhan khong diéu tri duoc br?lng khang TNFa),
giai doan cam g can phai c6 khoang thoi gian dai hon so vdi cdc bénh nhan méc
bénh ¢ mirc d¢ nhe hodc viura phai. Theo mot sb phuong éan, giai doan cam Ung ddi véi
bénh nhan mic bénh nghiém trong c6 thé kéo dai trong khoang thdi gian it nhét 6 tuén,
it nhat 8 tuln, it nhat 10 tuln, it nhat 12 tudn hoic it nhét 14 tudn. Theo mot phuong
4n, phéc db lidu cam Ung dbi v6i bénh nhan mic bénh nghiém trong cé the bao gdm
mdt lidu & tudn 0 (bt ddu dilu tri), mot lidu & tudn 2 va mot lidu & tudn 6. Theo mot
phuong 4n khéc, phac dd lidu cam tmg d6i v6i bénh nhan mac bénh nghiém trong c6
thé bao gdm mot lidu & tudn 0 (bt diu didu tri), mot lidu & tudn 2, mot lidu & tuln 6 va
mot lidu & tun 10.

Theo mdt phwong 4n, vi du, trong giai doan duy tri diéu tri, phac 6 liéu duy tri
n6ng do huyét thanh & trang thai 6n dinh trung binh, vi du, néng d6 binh 6n ngay trudc
lidu luong tiép theo, nim trong khodng tir Sug/ml dén 25pg/ml, tir 7pg/ml dén
20pg/m, tir Spg/ml dén 10pg/ml, tir khoang 10 dén 20pg/ml, tir khoang 15ug/ml dén
25pg/ml hodc tir khoang 9ug/ml dén 13pg/ml khéng thé khéng a4B7. Theo mot
phwong 4n khéc, phac dd liéu vi du, trong giai doan duy tri ctia qua trinh diéu tri, duy
trl ndng do huyét thanh ¢ trang thai 6n dinh trung binh nim trong khoang 20pg/ml dén
30pg/ml, ndm trong khoang tir 20ug/ml dén 55pg/ml, nim trong khoang 30pg/ml dén
45pg/ml, ndm trong khoang 45ug/ml dén 55ug/ml hodc nam trong khoang 35ug/ml
dén 40pg/ml khang thé khang 04B7. Theo mot phuong &n khéc, phac dd lidu vi dy,
trong giai doan duy tri didu tri, duy tri ndng do trung binh trong huyét thanh trong

khoang thoi gian dai, vi du, tiép xtc (vi du, dién tich dudi dudng cong - ndng do-thoi



40947

gian) nim trong khoang tir 15ug/ml dén 40pg/ml, ndm trong khoang tir 10pg/ml dén
50pg/ml, nAm trong khoang 18ug/ml dén 26pg/ml, hogc nim trong khoang tir 22ug/ml
dén 33pg/ml khang thé khang a4p7. Theo mét phuong an khac nita, phac dd lidu vi
du, trong qua trinh diéu tri duy tr, duy tri ndng do trung binh trong huyét thanh trong
khoang thoi gian dai, vi du, tiép xtc (vi du, dién tich dudi dudng cong - néng do-thoi
gian) tir khoang 35pg/ml dén 90pg/ml,ndm trong khoang tir 45ug/ml dén 75pg/ml,
khoang 52pg/ml dén 60pg/ml hodc khoang 50ug/ml dén 65pug/ml khéng thé khang
adp7.

Dang liéu cudi ciing c6 thé bao gdm lidu toan ven trong khoang 0,5ml, trong
khoang 1ml, trong khoang 1,5ml, trong khoang 2ml, trong khoang 2,5ml, trong khodng
3ml ché phdm khéng thé.

Dang lidu cubi cing d& dung trong tinh mach c6 thé 1a ndng do nim trong
khoang tir 1,0mg/ml dén 1,4mg/ml, trong khoang tir 1,0mg/ml dén 1,3mg/ml, trong
khoang tir 1,0mg/ml dén 1,2mg/ml, trong khoang tir 1,0mg/ml dén 1,1mg/ml, trong
khoang tr 1,1mg/ml dén 1,4mg/ml, trong khoang tir 1,1mg/ml dén 1,3mg/ml, trong
khoang tr 1,1mg/ml dén 1,2mg/ml, trong khoang tir 1,2mg/ml dén 1,4mg/ml, trong
khoang tir 1,2mg/ml dén 1,3mg/ml, hodc trong khoang tir 1,3mg/ml dén 1,4mg/ml.
Dang lidu cubi cing c¢6 thé 1a khoang 0,6mg/ml, 0,8mg/ml, 1,0mg/ml, 1,Img/ml,
khoang 1,2mg/ml, khoang 1,3mg/ml, khoang 1,4mg/ml, khoang 1,5mg/ml, khoang
1,6mg/ml, khoang 1,8mg/ml hodc khoang 2,0mg/ml.

Liéu c6 thé duoc dung mdi tudn mot 14n, 2 tudn mot 14n, 3 tuan mot 14n, 4 tuin
mot 14n, 6 tudn mot 14n, 8 tudn mot 1an hodc 10 tuan mot 14n. Liéu lwong cao hon hoic
thuong xuyén hon, vi duy, hai ngay mot 14n, mdi tudn mot 14n, 2 tuan mot 14n, 3 tudn
mdt 14n hodc 4 tudn mot lan c6 thé 14 hitu hiéu dé 1am thuyén giam bénh hodc dé diéu
tri cho bénh nhan méi, vi du, dé gy ra su dung nap ddi véi khang thé khéng a4B7.
Lidu 2 tudn mot 14n, 3 tudn mot 14n, 4 tuan mot 14n, 5 tudn mot 1an, 6 tudn mot 1an, 8
tudn mot 1an hodc 10 tudn mot 14n, c6 thé 13 hitu hidu cho diéu tri phong ngira, vi du,
dé duy tri sy thuyén gidm & bénh nhan méc bénh man tinh. Theo mot khia canh, phac
dd didu tri 1a didu tri ¢ ngay 0, khoang tuan th@ 2, khoang tudn thit 6 va sau d6 ctr 1
hodc 2 tudn mot 1an. Theo mot khia canh khéc, phac dd didu tri cam vmg 13 diéu tri hai

ngay mot 1an véi tong so 6 1an diéu tri.
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Phéac dd lidu ¢6 thé dugc tdi vu hoa dé giy ra dap ng 14m sang va thuyén giam
lam sang & bénh nhan mic bénh viém rudt. Theo mot s phuong 4n, phac dd lidu
khong lam thay dbi ty 18 gitta CD4 va CD8 trong dich no tiy cta cac bénh nhan tham
gia diéu tri.

Theo mot sb khia canh, thuyén giam 14m sang 1au bén, vi dy, thuyén giam 1am
sang dugc duy tri lién tuc qua it nhét hai, it nhat ba, it nhat bon 1an tham khém dong
thoi vdi su cham séc cta bac s§ didu tri trong vong 6 thang hodc mot nim sau khi bat

dau diéu tri, c6 thé dat dugc béng phéc dd lidu da duoce t6i wu hoa.

Theo mot sb khia canh, dap tng 1am sang bén, vi dy, dép tmg 14m sang duoc
duy tri lién tuc trong it nhét 6 thang, it nhét 9 théng, it nht mot nim, sau khi bét dau

didu tri, c6 thé dat dugc bang phéc dd lidu da dugce t6i wu hoa ndy.

Ché phm c6 thé dwoc ding dudi da bing mot hogc nhidu lidu tiém. Vi dy, thé
tich ctia mot lidu tiém c6 thé nim trong khoang tir 0,5ml dén 3ml. Theo mot phuong
4n, thé tich cta mot lidu tiém c6 thé nam trong khoang tur 0,6ml dén 1,1ml hodc nim
trong khoang tir 1ml dén 3ml. Theo mot khia canh, thé tich cia mot lidu tiém bang
khoang Iml. C& kim ti€m dugc dung dé tiém ché pham duéi da c6 thé bang khoang

25, khoang 26, khoang 27, khoang 28, khoang 29 hoac khoang 30G.

Ché pham c6 thé dugc dung trong co bang mat lidu tiém hodc nhiéu lidu tiém.
Vi duy, thé tich ctia mot lidu tiém c6 thé ndm trong khoang tir 0,5ml dén Sml. Theo mot
phuong 4n, thé tich ctia mot lidu tiém c6 thé tir khoang 2ml dén 5ml, khoang 0,6ml dén
1,1ml hoac khoang 1ml dén 3ml. Theo mdt khia canh, thé tich cia mot lidu tiém béng
khoang 1ml, khoang 2ml, khoang 3ml, khoang 4ml, hodc khodng 5Sml. Kim tiém duoc
sir dung dé dung ché pham trong co c6 thé bang khoang 5/8”, khoang 7/8”, khoang 17,
khoang 1,257, khoang 1,57, khoang 2”, hodc khoang 3”. C& cua kim ti€ém c6 thé nim
trong khoang tir 20 dén 22G dé dung trong co.

Theo mot khia canh, sang ché dé xuét phuwong phép diéu tri cho ngudi bénh
méic bénh viém rudt, trong d6 phwong phap niy bao gdm budc cho bénh nhan mac
bénh viém rudt st dung globulin mién dich dugc lam twong thich v6i ngudi hodc doan
gén két khang nguyén ctia n6 c6 tinh dic hiéu gén két voi integrin 04p7 ngudi, trong
d6 globulin mién dich dugc lam twong thich v6i ngudi hodc doan gén két khang

nguyén cua n6 dugc dung cho bénh nhan theo phac dd lidu sau day: (a) liéu ban dau
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165mg globulin mién dich dugc l1am tuwong thich véi ngudi hodc doan gin két khang
nguyén cia né & dang tiém duéi da hai ngdy mot 1an trong 6 lidu; (b) tiép theo 12 lidu
thir bay va céc lidu tiép theo 13 165mg globulin mién dich dugc 1am tuong thich véi
ngudi hoic doan gin két khang nguyén clia né & dang tiém dudi da hai tuan mot lan
hodc bbn tudn mot 1an néu can thiét; trong d6 phéac dd lidu gay ra dép tmg 1am sang va
thuyén giam lam sang & bénh nhén méc bénh viém rudt; va ngoai ra trong d6 globulin
mién dich duoc lam tuong thich véi ngudi hodc doan gin két khang nguyén c6 tinh
dac hiéu gén két di vdi phirc hop 04p7, trong d6 ving gin két khang nguyén chita ba
ving xéc dinh bd trg (CDR1, CDR2, va CDR3) ctia ving bién doi trén chudi nhe va ba
ving xac dinh bd trg (CDR1, CDR2, va CDR3) cua viing bién d6i trén chudi nang cua
cac trinh ty axit amin dugc néu dudi day: chudi nhe: CDR1 SEQ ID NO:9, CDR2
SEQ ID NO:10, CDR3 SEQ ID NO:11; chudi ning: CDR1 SEQ ID NO:12, CDR2
SEQ ID NO:13, CDR3 SEQ ID NO:14.

Theo mdt khia canh, sang ché d& xut phuong phép diéu tri ngudi bénh méac
bénh viém rudt, trong d6 phuong phap nay bao gdm budc cho bénh nhan méc bénh
viém rudt st dung globulin mién dich dugc lam twong thich véi ngudi hodc doan gén
két khang nguyén cua n6 co tinh dic hiéu gin két véi integrin a4B7 ngudi, trong d6
globulin mién dich dwgc lam twong thich v6&i ngudi hodc doan gan két khang nguyén
chira ving gin két khang nguyén c6 ngudn gc khong phai tir ngudi va it nhat mot
phan cta khang thé c6 ngudn gdc tir ngudi, trong d6 globulin mién dich duoc lam
twong thich v6i ngudi hodc doan gén két khang nguyén ctia n6 dugce ding cho bénh
nhan theo phéc d6 liéu sau day: (a) liéu ban du ding qua dudng tinh mach 1a 300mg
globulin mién dich dugc lam twong thich v&i nguoi hodc doan gén két khang nguyén
ctia n6 dudi dang truyén qua dudng tinh mach; (b) sau d6 1a lidu tiép theo thir hai trong
tinh mach 14 300mg globulin mién dich duoc lam twong thich véi nguoi hoac doan gén
két khang nguyén cua n6 ding qua duong tinh mach ¢ khoang hai tuan sau liéu ban
dau; (c) tiép theo bit ddu ¢ tudn thir sau boi lidu thir ba va cac liéu tiép theo 1 165mg
globulin mién dich dugc lam tuong thich v&i nguoi hodc doan gén két khang nguyén
ciia né ¢ dang tiém dudi da moi tudn mot 1an, hai tudn mét 14n hodc ba tudn mot 1an
néu cén thiét; trong d6 phac dd lidu gay ra dép tmg 14m sang va thuyén giam 14m sang
& bénh nhan mic bénh viém rudt; va ngoai ra trong d6 globulin mién dich dugc lam

tuong thich v6i ngudi hodc doan gan két khéng nguyén c6 tinh dic hiéu gan két ddi
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v6i phitc hop 04p7, trong d6 ving gan két khéang nguyén chira ba ving xac dinh bo tro
(CDR1, CDR2, va CDR3) ciia ving bién ddi trén chudi nhe va ba ving x4c dinh bé trg
(CDR1, CDR2, va CDR3) clia ving bién dbi trén chudi ning cé trinh tu axit amin
duoc néu dudi day: chudi nhe: CDR1 SEQ ID NO:9, CDR2 SEQ ID NO:10, CDR3
SEQ ID NO:11; chudi ning: CDR1 SEQ ID NO:12, CDR2 SEQ ID NO:13, CDR3
SEQ ID NO:14.

Theo mot khia canh khac, sang ché d& xuit phac dd lidu ding dé diéu tri bénh
viém rudt, trong d6 phac dd lidu nay bao gém budc cho bénh nhan méc bénh viém rudt
sit dung globulin mién dich dugc 1am twong thich v6i nguoi hodc doan gén két khang
nguyén cua né cé tinh dic hidu gin két véi integrin 04B7 ngudi, trong d6 globulin
mién dich dugc 1am tuong thich véi ngudi hodc doan gin két khang nguyén chia ving
gén két khang nguyén c6 ngudn gdc khong phai tir ngudi va it nhat mot phan cua
khang thé c6 ngudn gbc tir ngudi, trong d6 globulin mién dich duge 1am twong thich
v6i ngudi hodc doan gin két khang nguyén ctia né duge dung cho bénh nhan theo phac
dd lidu ding qua dudng dudi da hodc tiém bap duy tri ndng do thap nhét trong huyét
thanh & trang thai 6n dinh trung binh trong khoang tir 9ug/ml dén 13pg/ml khang thé
hodc doan gin két khang nguyén ciia né; trong d6 phac dd lidu gy ra dap Gng lam
sang va thuyén giam 14m sang & bénh nhan méc bénh viém rudt; va ngoai ra trong dé
globulin mién dich dugc lam tuong thich v&i ngudi hodc doan gan két khang nguyén
c6 tinh dic hiéu gin két dbi v6i phirc hop a4p7, trong d6 ving gén két khang nguyén
chtta ba vung x4c dinh bd trg (CDR1, CDR2, va CDR3) ctia viing bién ddi trén chudi
nhe va ba ving xéc dinh bd trg (CDR1, CDR2, va CDR3) ciia viing bién ddi trén chudi
nang cta axit amin trinh tu dwgc néu dudi day: chudi nhe: CDR1 SEQ ID NO:9,
CDR2 SEQ ID NO:10, CDR3 SEQ ID NO:11; chudi ning: CDR1 SEQ ID NO:12,
CDR2 SEQ ID NO:13, CDR3 SEQ ID NO:14.

Theo mdt khia canh khéc, sang ché d& xuét phac dd lidu ding dé diu tri bénh
viém rudt, trong d6 phac dd lidu nay bao gdm céc budc: cho bénh nhan mic bénh viém
rudt st dung globulin mién dich dugc lam twong thich v6i nguoi hodc doan gén két
khang nguyén ciia nd c6 tinh dic hidu gin két véi integrin a4B7 ngudi, trong dé
globulin mién dich dugc lam tuong thich v6i ngudi hodc doan gén két khang nguyén
chtta ving gén két khang nguyén cé ngudn gbc khong phai tir ngudi va it nhat mot

phan cua khang thé c6 ngudn gbc tir ngudi, trong d6 globulin mién dich dugc lam
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twong thich véi nguodi hodc doan gan két khang nguyén ctia n6 dugc dung cho bénh
nhén theo phac dd lidu dung qua dudng dudi da hodc tiém bap duy tri ndng d thap
nhét trong huyét thanh & trang thai 6n dinh trung binh tir khoang 35pg/ml dén 40pg/ml
khang thé hodc doan gan két khang nguyén cuia nd; trong d6 phéc dd lidu nay gay ra
dap ng 1a4m sang va thuyén giam 1am sang & bénh nhan méc bénh viém rudt; va ngoai
ra trong d6 globulin mién dich dugc lam twong thich véi ngudi hodc doan gan két
khéng nguyén c6 tinh dic hiéu gin két ddi vai phiic hop a4p7, trong d6 ving gin két
khang nguyén chira ba vung x4c dinh bd tro (CDR1, CDR2, va CDR3) ciia ving bién
dbi trén chudi nhe va ba ving x4c dinh bd trg (CDR1, CDR2, va CDR3) cua viing bién
dbi trén chudi nang c6 trinh ty axit amin duoc néu dudi ddy: chudi nhe: CDR1 SEQ ID
NO:9, CDR2 SEQ ID NO:10, CDR3 SEQ ID NO:11; chudi ning: CDR1 SEQ ID
NO:12, CDR2 SEQ ID NO:13, CDR3 SEQ ID NO:14.

Theo mét sb phwong 4n, phuong phép diéu tri, lidéu hodc phéc d6 lidu 1am giam
kha ning bénh nhén s& phat trién dép img HAHA dbi véi khang thé khang a4B7. Sy
phat trién cia HAHA, vi du, nhw dugc x4c dinh béi cac khang thé phan tmg v6i khang
thé khang a4B7, c6 thé lam ting sy thanh thai ctia khang thé khang a4B7, vi dy, 1am
giam ndng do cua khang thé khang 047 trong huyét thanh, vi du, lam giam sb luong
khang thé khang 04p7 lién két v6i integrin a4B7, vi vay khién cho qué trinh diéu tri
kém hiéu qua. Theo mot sb phuong an, dé ngan ngira HAHA, bénh nhén cé thé duoc
diéu tri bang phéac dd cam tmg duoc theo sau bai phac d6 duy tri. Theo mot s6 phuong
4n, khong c6 thoi gian nghi gitra phac dd cam Gmg va phac dd duy tri. Theo mot s6
phuong 4n, phac dd cam tng bao gdm sir dung mot s6 luong 16n cac lidu khang thé
khang a4B7 cho bénh nhan. Dé ngan ngira HAHA, bénh nhén co thé dugc diéu tri
bing liéu ban dau cao, vi du, it nhat 1,5mg/kg, it nhat 2mg/kg, ft nhat 2,5mg/kg, it nhét
3mg/ke, it nhit Smg/kg, it nhat 8mg/kg, it nhat 10mg/kg hodc khoang 2 dén 6mg/ke,
hodc str dung thudng xuyén ban dau, vi du, khoang mdi tudn mot 1an, khoang hai tuan
mdt 14n hodc khoang ba tudn mot 1an, lidu tiéu chuén khi bat dau diéu tri bang khang
thé khang o4p7. Theo mot s6 phuwong an, phuong phép diu tri duy tri it nhat 30%, it
nhét 40%, it nhét 50%, it nhat 60%, it nhat 70%, it nhat 80%, it nhat 90% hodc it nhat
95% bénh nhan am tinh HAHA. Theo c4c phuong 4n khac, phuong phép diéu trj duy
tri cc bénh nhan 4m tinh HAHA trong it nhét 6 tudn, it nh4t 10 tudn it nhét 15 tuén, it

nhit sdu thang, it nhat 1 nim, it nhat 2 nim, hoic trong khoang thoi gian diéu tri. Theo
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mot sd phuong 4n, cac bénh nhan, hogc it nhat 30%, it nhat 40%, it nhat 50% hodc it
nhit 60% bénh nhan phét trién HAHA duy tri hiéu gia thap, vi du, <125, khang thé
khéng a4p7. Theo mdt phuong 4n, phwong phép diéu tri duy tri it nhat 70% bénh nhan
am tinh HAHA trong it nhat 12 tudn sau khi bit ddu diéu tri bing khang thé khang
adp7.

Ché phim c6 thé duge ding cho mot ca thé (vi du nhu ngudi) riéng r& hodc
cing voi mot tac nhan khac. Ché phim theo sang ché c6 thé dugc dung trudce, cing
hodc sau khi dung mdt tac nhan khac. Theo mdt phuong an, nhiéu hon mot ché phém
trc ché integrin 04p7 gén két vao cac phdi tir ciia né duge dung. Theo phuong 4n ndy,
tac nhan, vi du, khang thé don dong, nhu khéng thé don dong khdang MAdCAM hoic
khéang VCAM-1 ¢6 thé dugc ding. Theo mot phuong 4n khac, tic nhéan khéc e ché
viéc gin két cua bach ciu vao ndi mo phdi tir theo con duong khac véi con dudng
a4B7. Tac nhin nhu vy c6 thé tc ché viée gén két, vi du cua thu theé 9 chemokin
(motif C-C) (CCR9)-biéu hién cac té bao lympho vao chemokin (TECK hodc CCL25)
duoc biéu hién ¢ tuyén tc hodc mdt tac nhan ngin can viéc gén két cua LFA-1 vao
phan ti bam dinh gian bao (ICAM). Vi dy, khang thé khang TECK hodc khang CCR9
hodc chét trc ché CCRY phan ti nho, nhu cac chét trc ché duge boc 1§ trong Cong bd
don PCT WO003/099773 hodc WO04/046092, hodc khang thé khang ICAM-1 hoic
oligonucleotit ngan nglra sy biéu hién ciia ICAM, dugc dung ngoai ché pham theo
séng ché. Theo mdt phuwong 4n khéc nita, mot hoat chét khac (vi du, hop chét chéng
viém, nhu sulfasalazin, azathioprin, 6-mercaptopurin, axit 5-aminosalixylic chira chét
chéng viém, mdt hop chét chéng viém phi steroit khéc, mot hop chét chéng viém
steroit, hoac khang sinh thuong dugc dung dé phong trir IBD (vi du nhu ciprofloxacin,
metronidazol), hodc mot tc nhan sinh hoc khac (vi du nhu chét d6i khang TNF alpha)

c6 thé duoc dung ciing v&i ché pham theo sang ché.

Theo mot phuong an, lidu lugng clia thude duge dung cung c6 thé giam theo
thoi gian trong qué trinh diéu tri bing ché phdm chira khang thé khéng a4B7. Vi du,
bénh nhén duoc xir 1y bang steroit (vi du nhu prednison, prednisolon) ltc bat dau, hoic
trude khi, didu tri bang ché phdm khang thé khang 04p7 s& tham gia phac d6 giam lidu
steroit bit dau ngay tir 6 tudn didu tri bang ché phdm khang thé khang a4B7. Liéu
steroit s& duoc giam khoang 25% trong vong 4 dén 8 tudn giam dan ban dau, giam di

khoang 50% vao khoang 8 dén 12 tudn va 75% vao khoang 12 dén 16 tuan cua giai
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doan giam dan trong qua trinh didu tri bang ché pham khéng thé khang 04p7. Theo
mot khia canh, vao khoang 16 dén 24 tuln didu tri bing khang 04B7 ché phim khéng
thé, lidu steroit c6 thé dugc ngimg. Theo mot vi du khac, bénh nhan duge xt 1y bing
hop chit chéng viém, nhu 6-mercaptopurin vao lac bat dAu, hodc trude khi, diéu tri
bing ché phdm khang thé khang a4B7 s& tham gia phac dd giam liéu hop chét chéng

viém tuong tw vGi phac do gidm dan doi véi licu steroit nhu di néu trén.

Theo mot phuong 4n, phuong phap nay bao gdm cho bénh nhan dung ché pham
theo sang ché duéi da hoic trong co véi lwong hitu hiéu. Theo mdt phuwong 4n khac,

ché phdm c6 thé dugc bao ché dé tu dung.

Néu ché phAm & dang chat rén, vi du, trang thai kho, quy trinh st dung c6 thé
bao gdm budc chuyén ché pham sang trang théi 16ng. Theo mot khia canh, ché pham
khé cé thé duge hoan nguyén, vi du, béng chét 1ong néu trén, dung dé tiém, vi du trong
tinh mach, tiém bip hodc tiém duéi da. Theo mot khia canh khac, ché phém ran hodc

khé c6 thé duge dung khu trd, vi du, & dang miéng dan, kem, sol khi hodc thubc dan.

Sang ché con d& xudt phuwong phép diéu tri bénh lién quan dén hién tugng tham
nhi®m bach ciu ciia mé biéu hién phan tir MAACAM (vi dy, MAdCAM-1). Phuong
phap nay bao gdm buéc cho bénh nhan cAn didu tri s dung lwong hitu hiéu ché phim
khang thé khang a4B7 theo sang ché. Theo mdt phuong 4n, bénh nay 1a bénh gy ra do
vat chit chdng lai manh ghép. Theo mot sb phwong 4n, bénh nay 13 bénh lién quan dén
hién tuwong thAm nhiém bach cdu cta md do viéc gin két cua bach cau biéu hién
integrin 04p7 vao ndi mo c¢6 lién quan dén rudt bidu hién phan tr MAACAM (vi dy,
MAdCAM-1). Theo cac phuong an khac, bénh 13 viém da day (vi du, viém da day wa
eosin hodc viém da day tu mién), viém tuy, hodc bénh dai thdo duong phu thudc
insulin. Theo cdc phuong an khac nita, bénh nay la viém tii mat, viém duong mat,

hodc viém quanh 0ng mat.

Sang ché con dé xuat phwong phép diéu tri bénh viém rudt & bénh nhén. Theo
mdt phuong 4n, phuong phap bao gdm cho bénh nhan dung ché phdm khang thé khang
04B7 theo sang ché dudi da véi lugng hitu hi¢u. Theo mot s6 phuong 4n, bénh viém
rudt 12 viém loét dai trang hodc bénh Crohn. Theo cic phuong an khac, bénh viém ruft

13 bénh ia chdy m&, bénh dudng rudt lién quan dén bénh khép nhidm khuén huyét
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thanh Am tinh, bénh viém rudt két kinh hién vi hodc bénh viém rudt két colagen, viém

da day rudt (vi du, bénh viém da day uva eosin), hodc pouchitis.

Theo mdt sb phuong 4n, didu tri bang khéng thé khang 04B7 khong lam thay
dbi ty 1& gifta cac té bao lympho CD4:CDS. Cac ty 1& CD4:CD8 c6 thé dugc x4c dinh
trong mau, hut hach bach huyét, va dich ndo-tity (cerebro-spinal fluid - CSF). Ty 18 t
bao lympho CD4+:CD8+ & CSF & céc c4 thé khoe manh thudng 16n hon hodc bang
khoang 1. (Svenningsson ef al., J. Neuroimmunol. 1995;63:39-46; Svenningsson et al.,
Ann Neurol. 1993; 34:155-161). Didu bién mién dich c6 thé thay ddi ty 16 CD4:CD8
dén nho hon 1.

Vit pham san xuat

Theo mot khia canh khac, sang ché dé xuit vat phém san xuét chira duoc phém theo
sang ché va huéng dan st dung né. VAt phim san xuét bao gdm dung cu chira. Cac
dung cu chita thich hgp bao gém, vi du, chai, ng (vi du, lo hai ngan, lo ché phém long
cing v6i hodc khong cing véi kim tiém, lo ché phidm ran cing véi hodc khong cung
v6i 1o hoan nguyén chét léng ciing v6i hodc khong cing véi kim tiém), xy lanh (nhu
xy lanh hai ngan, xy lanh nap sin, bom tiém tu dong), hop, va 6ng nghiém. Dung cu
chtra ¢6 thé duoc tao ra tir nhidu nguyén liéu khac nhau nhu thuy tinh, kim loai hodc
chét déo. Dung cu chtta mang ché pham va nhin & trén hoic gén lién véi dung cu chira
c¢6 thé chi ra cac hudng din stir dung. Theo mot phuong 4n khéc, ché pham c6 thé dugc
bao ché dé ty dung va/hoic chita cc hudng dan dé ty ding. Theo mdt khia canh, dung
cu chira mang ché pham c6 thé 1a lo dung mdt 1an. Theo mét khia canh khac, dung cu
chira mang ché phim c6 thé 1a 1o ding nhiéu 1an, cho phép dung ché pham lap lai (vi
du, dung tir 2 dén 6 1an), vi du, béng cach st dung nhiéu hon mét phén ché phém duoc
hoan nguyén. San pham c6 thé con bao gdm céc nguyén liéu khac mong mudn trén
quan diém thuong mai va ngudi st dung, bao gdm céc chat dém, chat pha loang, cic

b loc, kim, xy lanh va t& roi v6i huéng dan st dung khac nhu d& dugce luu y trén day.

Theo mot phuong 4n, san phdm 14 xy lanh v6i kim tiém. C& kim tiém c6 thé 1a
25 G, 26 G, 27 G, 29 G, 30 G. Kim tiém thanh méng, chiang han, 19 G hogc 23 G,
hodc 16n hon, c6 thé c6 loi cho tiém ché phém vGi d6 nhét cao. Theo mot khia canh,

& kim tiém 12 27 G hodc 16n hon. Chiéu dai kim c6 thé thich hop dé tiém duéi da, va
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c¢6 thé dai khoang 1/2 inso (1,27cm), khoang 5/8 inso (1,59cm) hogc 1 inso (2,54cm).

Theo mdt sé phuong 4n, Xy lanh 12 xy lanh nap sén.
Phat trién san phdm xy lanh nap sén

Theo mdt sb khia canh, c6 mot sb thudc tinh san phérn dugc mong mudn dbi
v6i san phdm protein (vi du, khéng thé khang 04B7) trong xy lanh nap san (pre-filled
syringe - PFS) (vi du, dé ding trong ché phim dé phan phéi duéi da hogc trong co).
Diéu nay c6 ich cho viéc can bing mot s6 thudc tinh d€ lam giam bét hiéu Gmg canh
tranh. Vi dy, khi mot thé tich tiém thép dugc mong mubn, ché phém Vo1 néng do
protein cao co thé dugc wu tién. Tuy nhién, trong trudng hop ndng do protein cao, ty 1&
hinh thanh tap chét c6 thé cao (vi dy, tap chit dugc két tu di 1dn vao trong ché pham tir
xy lanh) va cin phai c6 cac luc didu khién béng tay cao hon dé van hanh xy lanh. Kich
¢& kim tiém nhé dugc st dung thuén tién cho bénh nhéan & vi tri tiém, ¢ thé doi hoi
luc 16n hon dé van hanh xy lanh. Hiéu biét v& do én dinh va higu suét cia san pham bi
anh huong boi ca ché phdm va cac thong s6 xy lanh nhu ndng do protein, d6 pH, va
duong kinh trong cta kim tiém gitp phat trién san phim protein (vi du, khang thé

khang a4B7 trong Xy lanh nap sén).

Theo mdt khia canh, phuong phép phét trién san phdm protein (vi dy, khang thé
khang 04p7) dé dung trong xy lanh nap sén bao gdm viéc thay dbi cac thong sb xy
lanh va céc thong s6 ché phdm clng véi nhau, vi dy, theo cach phéi hop hodc dong
thoi. Didu nay c6 thé din dén hiéu biét tét hon vé khoang do 6n dinh protein va hiéu
qua cta san pham c6 thé mong doi tir sén phém protein trong xy lanh nap s&n néu mdi

thong s6 duoc thay ddi riéng ré hogc theo timg dot.

Viéc phat trién ctia Xy lanh nap sén san pham (vi du, khang thé khang a4B7)
lién quan dén hiéu biét ring tai mot sb diém, ché pham long tiép xic véi mot s6 hop
phan ctia xy lanh nap sén (Hinh 15). Vi du, ché phim c6 thé tiép xtic v6i long xy lanh,
c6 thé 1am tir thuy tinh (vi du, thuy tinh bosilicat loai I) hodc chat déo (vi du, olefin
polyme mach vong (cyclic olefin polymer - COP), olefin copolyme mach vong (cyclic
olefin copolymer - COC), polypropylen hodc polytetrafloetylen). Ché pham c6 thé tiép
xtic v6i xy lanh, pittdng v/hodc diu bit, c6 thé dan hdi (vi du, lam tir nguyén liéu
gibng hodc khac nhau (vi du, chat déo, nhu polyetylen, polystyren hodc polypropylen

hodc vat lidu dan hdi, nhu cao su (tw nhién, tdng hop, butyl) hodc silicon)). Ché pham
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c6 thé tiép xuc v6i chat 1am tron dugc thém vao bé mit bén trong cua long xy lanh dé
ta diéu kién cho viéc dich chuyén pitténg. Chét 1am tron c6 thé, vi dy, du silicon, dau
kho4ng hodc glyxerin. Theo mgt phuong an, kim tiém Xy lanh duoc gén vao c6 thé 13
kim tiém hop kim (vi dy, kim tiém béang thép khong gi va mdt chat bam dinh dugce su
dung dé gén kim tiém tai chd). Mot can nhac dbi véi san pham protein trong xy lanh
nap s&n 1a & chd dung dich protein léng tiép xtc truc tiép véi mot hoge nhiéu hop phan
trong xy lanh trong toan bd thoi han sir dung cua san phim. Ca ché phdm va hop phan

xy lanh c6 thé c6 tac dong dén do 6n dinh cta san phém.

Céc thong s6 ché phim c6 thé anh huong dén do 6n dinh cua san pham trong xy
lanh nap sin bao gdm ndng do protein, do pH, loai dung dich dém, ndng d6 dung dich
dém, do bén ion, loai chat 1am dn dinh, va ndng do chét 1am én dinh. Vi du vé céc chit
lam én dinh dbi v6i ché phdm protein bao gdm, vi du, mubi ion, polysacarit, axit amin,
cac chat chdng oxy hoa, chét tao chelat, va cac chit hoat dong bé mat nhu duge mo ta

trong cac phan trén.

Cac hop phan trong xy lanh c6 thé anh huéng dén do 6n dinh cua san pham
trong xy lanh nap san bao gém, vi du, chit 1am tron, két chu cua pittong va dau bit, va
tap chét. Luong chét 1am tron (vi du, dau silicon trong 1ong Xy lanh) c6 thé anh huong
dén do 6n dinh cta san phém. Két chu cua pittdng va cit chan, co thé anh hudéng dén
kha ning oxy di qua cic hop phan nay va 1am cho oxy tlr cac hop phén ndy di vao san
pham protein (vi du, ché phdm khéng thé khang a4B7) ciing c6 thé anh huong dén do
6n dinh san pham. Mot thong sb khac ctia xy lanh c6 thé anh huéng dén do on dinh san
pham bao gdm loai v&/hodc lwong tap chét (vi du, kim loai ning (vi dy, vonfram)) c6
thé ngdm vao ché phdm (vi du, tir trong 1ong xy lanh (vi duy, long xy lanh bang thuy
tinh) va/hodc kim tiém (vi du, kim tiém béng thép khong gi)). (Cling xem tai liéu
Ludwig et al. J.Pharm. Sci. 99:1721-1733 (2010); Nashed-Samuel et al., American
Pharmaceutical Review Jan/Feb:74-80 (2011); Badkar et al. 4A4PS PharmSciTech
12:564-572)

Xy lanh nap sin c6 thé duoc tiém béng tay hodc duge dung cling vdi dung cu
tiém tu dong. Thir nghiém chirc ning cla xy lanh nap sdn bao gdm xéc dinh luc bat di
chuyén tir trang thai dimg yén sang trang thai hoat dong, luc nay can dé pittong bat dau
chuyén dong, va luc truot, lyc nay dugc cin dén dé tiém toan bd hdn hgp trong xy

lanh & téc do khong dbi. Hiéu suét co hoc cua xy lanh nap sén c6 thé phu thudc vao
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mot sd thong sb ché phim va xy lanh nhu dd nhét cta ché phim va lugng chit 1am

tron (vi du, dau silicon) trong xy lanh.

Mot sb thudc tinh ciia san pham protein trong xy lanh nap sén va cac yéu t6 cla
ché phim hodc xy lanh ¢6 thé anh huéng dén cac thudc tinh cua sén pham dugc chi ra
trén bang 1. Nhiéu thudc tinh ctia san phim c6 thé 13 ham phtic hop ctia mot sb thong
s& ché phAm va xy lanh. Vi du, lyc truot xy lanh 12 ham s6 ctia d6 nhét ché pham, méc
du do nhét c6 thé phu thude vao mot sd yéu té ché phim, nhu ndng do protein, ndng

d6 chat 1am on dinh, va do pH.

Bang 1: Cac thudc tinh san phim ctia san phim protein trong cac xy lanh dugc nap san

va c4c thong sé ché pham va xy lanh c6 thé c6 anh huéng dén cac thude tinh nay

Thudc tinh sén
pham

Céc thong sd ciia ché pham
protein c6 thé anh hwdéng
dén thudc tinh sdn pham

Céc thong s6 xy lanh co6 thé
anh hwéng dén thudc tinh san
pham

Ap suét thdm thdu | Chét 6n dinh ndng d9, d6 pH, | Khong
nong do protein
Do nhét Chét 6n dinh ndng do, do pH, | Khong

nong do protein

Luc bat va luc
truot ciia Xy lanh

D06 nhét, néng do protein,
nong do chat hoat dong be
mat

Téc 9 tiém, chiéu dai kim
tiém, duong kinh trong ctia kim
tiém, duong kinh trong cua
long xy lanh, lwong dau silicon,
c4u tao va hinh dang pittong

Ty 1€ khur amit cua
protein

Nong d6 chit on dinh, do pH,
nong do protein

Khong

Ty 1€ oxy hoa ctua
protein

Ndng do chat 6n dinh/chét
chéng oxy hoa, d6 pH, nong
do protein, néng d6 chat hoat
dong bé mit, oxy hoa tan

Két cAu pittdng va dau bit (kha
nang cho oxy di qua), lugng tap
chat kim loai nang, kich thuéc
bot khi

Ty 1€ tao két tu hoa Néng do chét 6n dinh, do pH, | Lugng dau silicon, luong tap
tan ndng do protein, ndng d6 chat | chat kim loai ning, kich thudc
hoat dong bé mit, oxy hoa tan | bot khi
trong dung dich
Ty I¢ tao céc hat N(‘Sng d6 chét 6n dinh, do pH, | Lugng dau silicon, Iuong tap
chira protein c6 thé | ndng do protein, ndng do chét | chat kim loai ning, kich thudc
nhin thdy va du6i | hoat dong bé mit bot khi, dién tich bé mit bén

mirc nhin thay

trong xy lanh
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Theo mot khia canh, chit hoat dong bé mit, nhu polysorbat 20 hodc polysorbat
80 c6 thé duge bd sung vao ché phim protein trong xy lanh nap san (vi du, dé ngan
nglra céc phin tir protein khoi bj hdp phu va bién tinh & bé mit phan cach chét
1ong/chat khi v&/hodc chat long/chat 1am tron (vi dy, dau silicon)). Su hdp phu bé mit
va su bién tinh cua cac phan tit protein c6 thé 14 co ché dé cAu tao nén hat nhan cua cac
hat chtra protein & du6i mirc nhin thiy dugc va nhin thiy duge. Vi vay, viéc bd sung
chét hoat dong bé mit vao xy lanh nap sén, c6 thé 1am giam su tao thanh c4c hat &
duéi muc nhin thiy duoc va nhin thay duge trong cc san pham chira trong Xy lanh
nap san. Theo mdt phuong an, mot lugng nho chét hoat dong bé mit c6 thé nhii hoa
chét 1am tron (vi du, cac giot dau silicon trong dung dich va bang cach d6 1am giam su
tao thanh chit 1am tron & duéi mic nhin thiy duoc va chit 1am tron nhin thdy dugc (vi
dy, cac giot ddu silicon)) (xem tai liéu ciia Ludwig va dong tac gia, néu trén). Theo
mot phuong an khéc, luong chét hoat dong bé mit trong ché phém duoc giam dén mtrc
t61 thiéu, do tac dong c6 hai tiém nang cua nhing lugng 16n chét hoat dong bé mit 1én
ché phim protein. Tap chét peroxit c6 mit trong polysorbat c6 thé 1am gia ting su oxy
ho4 protein (Wang and Wang J. Pharm. Sci. 91:2252-2264 (2002)). Luong chét hoat
dong bé mit 16m c6 thé nhii hoa mot lugng dang ké dau silicon tir thanh cua xy lanh va
dan dén su gia ting luc truot chitc ning sau mot thoi han sir dung. Viéc nghién ctru
phat trién san pham can phai duoc du kién d& khao sat anh huéng cta lugng chit hoat

dong bé mit khac nhau dén ca do on dinh san pham va hiéu suat xy lanh.

Céc tuong tac phiic tap gifta cac théng sb ché phdm va xy lanh trong hé
protein/PFS du tuan theo su kiém tra cia cac hé nay bang cach ap dung phuong phap
Quality by Design (QbD) hodc Design of Experiments (DOE). Céac nghién cttu c6 thé
duoc du kién ma né thay ddi dong thoi cac thong s6 ché pham va xy lanh dé hiéu ro
hon vé hé phic hop nay. Didu niy tao ra phuong phép toan dién dé phat trién cac san
phim xy lanh nap s&n. Bang 2 1a vi du v& céc thong sb dau vao va céc lugng c6 thé di
vao mdt mau thi nghiém cia san phim xy lanh nap sén va vi du vé thir nghiém phén
tich dugc st dung. Tuy thudc vao kiéu mau thi nghiém duge st dung cho nghién ctu
QbD, sb lugng cac thir nghidm c6 thé thay dbi tir 9 dbi véi mau sang loc dén 81 ddi
v6i mau chinh thite tai cdc nha mdy (tAt ca cc td hop c6 thé c6). S lugng céc thir
nghiém cang nhiéu thi s6 lugng cic twong téc gilta cac thong s6 san pham c6 thé phan

tich cang 16n. Phin mém duoc thiét ké cho phwong phép phén tich niy, vi du, phan
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mém phét hién théng ké IMP® (Cary, NC), c6 thé ¢6 ich cho cac nghién ciru QbD.
Phan tich nay din dén hiéu biét nhét dinh vé viéc cc thong s6 ché phdm va xy lanh

twong tac nhu thé nao dé tac dong dén cac thudc tinh clia san pham.

Bang 2: Vi du vé thiét ké thir nghiém cho san pham protein 16ng trong xy lanh nap sin

Cac thong §(") dau Lwong Kiém tra phén tich

vao ché pham

Nong dd protein 50mg/ml, e Do 6n dinh protein bang sic ky loai trir
100mg/ml, theo kich thudce va sac ky trao doi ion
150mg/ml e Luc bat va luc trugt theo thoi gian bang

Do pH 5.5,6,5,7,5 cach sir dung thir nghiém vé luc

Né)ng d6 chét hoat | 0 01%, 0,08%, | ® Su tao thanh cac hat chtra protein o dudi
dong b mit ' 0,15% murc nhin thay va cac giot dau silicon theo

thoi gian bang cach sir dung hinh &nh

Lugng dau silicon | 0,2mg, 0,5mg, dong qua kinh hién vi hogc /mdy dém hat
trong Xy lanh 0,8mg/xy lanh dién tir

Vi du v& mAu dy doan c6 thé thu dugc tir vi du thi nghiém dugc thé hién trén

Bang 2 dugc dua ra dudi day, trong do Cn 1a héng sb.

Su tao két tu theo thoi gian = Co + Ci[Nong do protein] + C/Néng do protein]® +
C3[dd pH] + C4 [Néng dg chat hoat dong bé mdt] + Cs [Luong chat lam tron]

Nhiéu thong s xy lanh ¢6 thé anh huong dén d on dinh va hidu sudt san pham,
vi vay mot phuong 4n bao gdbm md ta cac dung sai dugc cho phép d6i v6i cac thong sd
xy lanh anh huong dén do 6n dinh va hiéu suét san phidm. Luong chat 1am tron (vi duy,
dau silicon) trong 1ong xy lanh c6 thé thay dbi 50% dén 100% tuy thudc mdi xy lanh.
Sy thay ddi lwong nay cé thé anh hudng dén mot sd dic tinh san pham nhu duoc thé
hién trong Bang 1. Puong kinh bén trong cta long xy lanh ¢ thé thay ddi tiry thudc
mdi xy lanh 1am anh huong dén luc bom. Déi véi xy lanh c6 kim tiém duoc dong coc,
dudng kinh bén trong kim tiém c6 thé thay ddi tiry theo 16 hogc tly theo nha san xut,
diéu nay sé anh huéng dén luc bom. Bang cich 4p dung phuong phap QbD dé xéac
dinh xem c4c thong sb xy lanh c6 anh huong nhu thé nao dén hidu suét, c6 thé thu
duoc cac mau du kién c6 thé duoc sir dung dé uée tinh dung sai cho phép cua cac
thong sb xy lanh anh huong nhw thé nao dén hiéu suét san pham. Cdc mau dy kién thu

duoc bang cach 4p dung phwong phap QbD c6 thé duge sir dung dé Iya chon céc thong
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s6 ché pham va xy lanh dat dugc cac thudc tinh mong muodn ctia san pham va dé du

bao d6 on dinh va hiéu suat cua san pham.

Xy lanh nap sin ngoai ché pham protein c6 thé con chira nhii tuong silicon hogc
vonfram. Vi du vé luong silicon c6 thé ¢6 mit trong xy lanh nap sin nam trong khoang
tir 0,3mg dén 0,8mg. Theo mdt khia canh, lugng silic ¢6 thé c6 mat trong Xy lanh nap
san béng khoang 0,3mg, khoang 0,4mg, khoang 0,5mg, khoing 0,6mg, khoang 0,7mg,
hodc khoang 0,8mg. Theo mdt khia canh khac, do nhét cua ché phim s& nim trong
khoang tir 2cP dén 60cP, tao ra luc bom tir 5N dén 80N & toc do 200mm/phit. Theo
mot khia canh khéc nita, do nhét cia ché pham s& nim trong khoang tlr 4cP dén 27cP
tao ra luc bom tir 10N dén 40N ¢ tdc do 200mm/phuit.

Sang ché s& duoc hiéu rd hon dya trén phén vi du sau day. Tuy nhién, cac vi du
nay khong nhdm giéi han pham vi cua sang ché. Tét ca cac tai liéu va céc trich dan
patent dugc két hgp vao day bang cach vién dan.

Quy trinh bao ché durgc pham

Dung dich chtta khang thé khang a4p7 dugc loc thim tich trong hé thong loc
tiép tuyén dé dat duoc néng d6 cu thé trong dung dich dém xitrat, histidin, arginin, tiép
theo dugc gom lai va tron v6i dung dich chira polysorbat 80 trong dung dich dém
xitrat, histidin, arginin. Dung dich nay dugc bao quan & -70°C trong cac chai loai dung
tich 21 hodc 51. Dung dich nay tiép theo dugc rd dong va dugc loc hai 1an qua thiét bi
loc ¢& 16 0,2pm. Khoang 1,0ml dugc nap vao Xy lanh vo trung va dugc dong béang
pittong vo tring (cit chan). Ché phdm dugc bao quan va thude thanh pham dugc van
chuyén trong xy lanh & 2°C dén 8°C.

Vi du thwc hién sang ché
Vidul

Bao ché ché pham

Cac yéu t6

Nong do ta duoc

Sw hinh thanh két tu trong ché phim khang thé dugc kiém tra. Mau két tu SEC
duogc phat trién tir dit lidu thi nghiém bao gdm ndng dd protein, pH, va ty 1& mol chét

hoat dong bé mat protein dugc kiém tra. O do pH nam trong khoang tir 6,0 dén 6,5,
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su tao thanh két tu twong ung véi ty 18 mol polysorbat 80 so v6i protein nam trong
khoang tir 0,7 dén 1,5. (Hinh 6) Nhin chung, & céac ty 1& PS80 : protein 16n hon 1,5, ty
1& hinh thanh két tu ting khi do pH ting. (Hinh 7)

Thi nghiém khao sat sy hinh thanh két tu SEC véi sy c6 mat cua khong khi
duoc thuc hién. Mudi mot ché phdm khac nhau ¢6 thanh phan khac nhau dugc dit vao
ng bosilicat va duogc ddy bang mit dan hdi voéi khoang khong chira khong khi & trén
dinh. M6t bo ché phém giéng hét duoc tao ra, va khoang khong chira khong khi & trén
dinh dwoc thay bing argon. Cac mau nay duge dé 6n dinh & 40°C trong hai tuan. Tat
c4 cac mAu voi khoang khong chira khong khi & trén dAu tao ra nhitng lugng két tu 16n
& cubi mdi thi nghiém so voi ché pham twong tu c6 chtra argon & phan khoang khong

O trén dinh.

Béang 3
D§ két tu | DY két
cia mau | tucac
v6i mau véi
khodng | khoang
khong khoéng
. chira chira
Nong khoéng | argon &
do PS khi & trén
) protein | Sucroza | Histidin | Arginin | 80 | D¢ | trén dinh | dinh
Mau | (mg/ml) | (%) (mM) | mM) | (%) |pH| (%) (o)
1 60 2 25 75 0,05 | 6,2 | 0,64 0,48
2 60 4 25 75 0,057 0,62 0,42
3 160 4 50 75 0,14 16,2 | 0,92 0,73
4 160 2 50 75 0,147 | 1,16 0,74
5 60 2 50 125 0,057 | 1,28 0,33
6 60 4 50 125 0,05|6,6 | 0,48 0,36
7 160 4 25 125 0,14 |7 |1,04 0,70
8 160 2 25 125 0,14 16,2 | 1,06 0,75
9 160 3 25 75 0,14 | 6,6 | 1,09 0,78
10 110 3 50 125 0,10 | 6,2 | 0,65 0,47
11 110 2 25 75 0,10 | 6,6 | 0,90 0,62
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Dua trén cac thir nghiém nay, gia thuyét réng két tu SEC tao ra boi su oxy hoa
hodc béi sy hinh thanh lién két disulfua. Viéc bd sung cac chat chdng oxy hoa va/hodc
chét tao chelat dugc khao sat. Ché pham chita 40mM Histidin, 90mM Arginin, va
160mg/ml protein v6i ty 1€ mol gifra polysorbat 80 va protein bang 1,5 & d6 pH 6,6
dugc bao ché. 25mM xitrat, SmM xitrat, SmM EDTA, 25mM xystein, hodc SmM
xystein dugc thém vao ché pham nay. Ca 3 ta duoc bd sung déu lam giam muc d hinh
thanh két tu (Hinh 8). Viéc bd sung céac chéat chdng oxy hod vd/hoic chét tao chelat
dugce xép hang theo tht tu thuc hién nhu xitrat>EDTA>xystein. SmM hodc 25mM

xitrat 1am giam sy hinh thanh két tu SEC so véi ché pham dbi chimg.

Mot thi nghiém duge thuc hién dé x4ac dinh anh huong ctia do pH, ndng do
protein, ndng do xitrat, ndng do histidin va ty 1€ mol gifra polysorbat 80 va protein. Do
pH nim trong khoang tlr 6,0 dén 6,3, ndng do protein ndm trong khoang tir 60mg/ml
dén 160mg/ml, ndng do xitrat nim trong khoang tir 0OmM dén 25mM, ndng do histidin
nim trong khoang tir 25mM dén 50mM, va ty 1€ mol gifta polysorbat 80 va protein
n3m trong khoang tir 0,7 dén 1,5. Ché phdm dugc nap vao xy lanh 27G1/2” dai 1ml,
(0,55 +/- 0,2mg silicon). T4t ca cac ché pham chira khoang 125mM arginin.

Do én dinh duge kiém tra & 40°C trong hai tuln, béng cach st dung CEX va
SEC. Két qua (Hinh 9 va Bang 4) chi ra sy giam murc hinh thanh két tu khi c6 mat
25mM xitrat trong ché phdm, trong khi su gia ting vé ndng do protein lam ting ty 1é
hinh thanh két tu. Lugng monome chi ra xu huéng déi 14p ctia mic hinh thanh Kéttu &
25°C va 40°C, trong khi & 5°C lwong monome vé co ban khong thay d6i trong khoang
thoi gian 1€n téi 24 thang (Bang 5).

Mot bd ché pham khéc c6 ty 1é mirc hinh thanh két tu SEC véi su c6 mit cia
40mM dén 63mM xitrat nhung khong c6 histidin & 40°C, 25°C, 5°C. Ty 1¢ hinh thanh
két tu trong cac ché pham nay 16n hon mot chit so véi ché pham chira histidin & 40°C.
Tuy nhién, & 5°C, ty 18 hinh thanh két tu trong ché phim c6 chira xitrat va khong chira
histidin 13 trong duong véi ché pham chira xitrat va histidin (Bang 6). Ciing ¢ 5°C,
lvong monome vé co ban khong thay dbi trong khoang thoi gian 1én t6i 24 thang
(Bang 7).
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Do pH

Mot sb thir nghiém do pH dwoc thuc hién dé x4c dinh anh huéng cua do pH lén
qua trinh thodi héa cia CEX ¢ 5°C. Ché phim khéng thé vedolizumab bao gdm
160mg/ml khang thé khang a4f7, 125mM arginin, 50mM histidin, va 25mM Xitrat.
Mbt s6 tri sb do pH khac nhau, 6,3, 6,5, 6,7 va 6,9 dugc khao sat do 6n dinh & 40°C,
25°C, va 5°C.

Cac mAu CEX & 40°C cho thdy (Hinh 10) d6 pH anh huéng nhiéu nhat dén qué
trinh thoai hoa cua CEX. D6 pH ctia ché phdm chira histidin gidm khi nhiét d¢ tang,
tuy nhién do pH cta ché phim xitrat di thé hién 1a khong bi anh hudng boi nhiét do
(Hinh 11). Ché phAm histidin/xitrat dugc x4c dinh 13 ¢6 do on dinh cao ¢ d6 pH béng
6,8 & 40°C sau 1 tudn, & do pH bing 6,3-6,5 & 25°C sau 6 thang va & do pH bang 6,3
dén 6,5 & 5°C sau 6 thang. Dua trén cac nghién ctu khéc, d 6n dinh cua ché pham
twong ty nhau & 25°C va 5°C khi do pH nam trong khoang tir 6,2 dén 6,9 (cac Bang 8
va9).
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Vidu2
D6 6n dinh

Bén ché pham khang thé khang 04B7 khéac nhau duge thir nghiém vé do 6n dinh
trong khoang thoi gian muoi hai thang. Cac ché phdm nay c6 do pH bang 6,0 dén 6,2
thé hién sb kiéu chinh it hon khoang 1% dén 2% so v6i ché phdm cé do pH bang 6,3
dén 6,4 (Hinh 12). Céc ché phim c6 do pH bing 6,3 dén 6,4 c6 su thay dbi vé so kiéu

bazo hodc kiu chinh it hon 1% so véi cic kiéu & 5°C.

Mudi ché phdm khang thé khang a4p7 dugc thir nghiém do on dinh boi SEC
trong khoang thoi gian muoi hai thang (Bang 10). Ché pham c6 ndng dd protein 1a
60mg/ml va chira 25mM xitrat ¢ sy thay ddi vé& miic két tu 1a 0,1% dén 0,2% sau 1
ndm, trong khi ché pham chira 160mg/ml protein va 25mM xitrat ¢ su gia ting mirc
két tu tir 0,2% dén 0,3% sau 1 nam. C6 su gia tang v& mirc két tu 0,4% dén 0,6% dbi

v6i ché phdm chira 60mg/ml, 110mg/ml, hodc 160mg/ml protein va khong chira xitrat.

Bang 10
cné | Nomgas | o | Nqo® | NG | NS | ay e | vb e ab ki
pl;%m (pl; g::ll) pH | histidin | xitrat | arginin | mol | tu ¢ 5°C sau 1
(mM) | (mM) | (mM) | PS80 nam (%)

1 62 6,41 50 25 125 0,7 0,11

2 60 6,35 50 0 125 1,5 0,50

3 157 6,44 50 25 125 1,5 0,23

4 161 6,3 50 0 125 0,7 0,56

5 60 6,19 50 25 125 1,5 0,16

6 110 6,03 50 0 125 0,7 0,39

7 162 6,19 50 25 125 0,7 0,26

8 160 6 50 0 125 1,5 0,44

9 165 6,28 0 40 125 1,5 0,30

10 160 6,3 0 40 125 1,0 0,33
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Vidu3
Do nhdt

Luc bom can dé tiém dwoc phim c6 lién quan dén do nhét cua duoc pham.
Duoc phém c6 do pH thay dbi va néng do protein, arginin, histidin, xitrat, sucroza, va
polysorbat 80 thay dbi dwgc bao ché. P9 nhét cua cac duge phim ndy dugce kiém tra.
M3u théng ké c6 Ln (d0 nhét) duoce xdy dung. Mau ndy cho thdy do nhét bi anh huong
chi yéu boi ndng do protein va d6 pH (Hinh 13). Sucroza, histidin va arginin ciing c6
thd ¢6 anh huong thi yéu dén do nhét. Trong mot s6 ché pham protein, natri clorua
dugc thém vao dé 1am giam do nhét ciia ché pham. Tuy nhién, da biét rang anh huéng
ctia natri clorua dén do nhét phu thude vao protein va ché phim.

Natri clorua dugc thém vao ché pham chira 140mg/ml vedolizumab, 125mM
arginin, 25mM histidin, 25mM xitrat, va polysorbat 80 & ty 1& mol polysorbat 80 so
v6i protein 1a 1,5, va do pH 1a 6,4. NaCl khong hé anh huéng dén do nhét cia ché
pham.

Anh huéng cua do nhét dén luc bom cia cic xy lanh khic nhau dugc thir
nghiém dugc chi ra trén Hinh 16A va Hinh 16B.

Vidu4
Céac phuong phép
Séc ky trao dbi cation (CEX)

Gradien phosphat/natri clorua trén ¢t trao ddi cation yéu dugc sit dung trong
hé thdng sic ky 1ong hidu ning cao dé phan tach cic loai ché phdm khéang thé khang
047 mang dién tich va x4c dinh thanh phan dién tich cia khang thé loai. Rira giai cac
dang ddng chirc ning c6 tinh axit trudc dang ddng chirc nang chinh va rira giai cac
dang ddng chirc ning c6 tinh bazo sau dang ddng chirc ning chinh.

Dit liéu vé do 6n dinh cua ché phém vedolizumab thu dugc bé'mg cach st dung

thir nghiém CEX cho biét ty 1& % dang déng chirc nang chinh cao hon 55,0%.
Pién di diém déng dién viing mao quéan (Capillary Isoelectric Focusing - cIEF)

cIEF duoc thuc hién bé‘mg cach st dung hé théng cIEF phat hién toan bd cot

iCE280 (do Convergent Biosciences, Toronto, Ontario cung cép). Viéc lua chon chét
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dién ly ludng tinh c6 thé dwgce dé nghi boi nha san xudt hodc ¢6 thé 1a hdn hop gdm
cac chit dién ly ludmg tinh hién c6 trén thi trudng. Mot phuong phép két hop ¢6 the sir
dung 12 hdn hop gdm 3 dén 10 va 5 dén 8 PHARMALYTE™ (do GE Healthcare,

Piscataway, NJ cung cap).

Dit liéu v& do 6n dinh ciia ché pham vedolizumab thu dugc bing cach 4p dung
thtr nghiém cIEF cho thiy ty 1& % cua dang dong chirc ning chinh 1a khoang 53%, ty 1&
% cua loai c6 tinh axit 12 khoang 42% va ty 1€ % cua loai c6 tinh bazo 1a khoang 5%.

Sic ky loai trir theo kich thuéc (Size Exclusion Chromatography - SEC)

SEC duogc thuc hién bang cach sit dung cot SEC dung cho phén tich (do Tosoh
Bioscience, LLC, King of Prussia, PA cung cép). Pha dong 1a dung dich mudi dém
phosphat va do hap thu dugc theo d&i & 280nm.

Dit liéu vé d6 dn dinh coa ché pham vedolizumab thu dugc bang cach sir dung
thir nghiém SEC cho théy ty 1€ % monome 1a 99,0%, ty 1€ % két tu <0,5% va ty 18 %
céc chit ¢6 khdi luong phan tir thip <1,0%.

Thr nghiém SDS-PAGE

SDS-PAGE duoc thuc hién bing cach str dung gel Tris-Glyxin cta Invitrogen
(Carlsbad, CA), 4% dén 20% trong diéu kién khu va 4% dén 12% trong trudng hop
khong khtr. MAu ché phdm khang thé da hoan nguyén dugc pha lodng trong dung dich
dém ché pham long sau d6 dwgc pha lodng tir mot dén hai 1an bang dung dich dém
mau Tris-Glyxin SDS (2X, Invitrogen) cung 10% 2-mercaptoetanol (dung dich dém
mAu khir) hodc khong cing 2-mercaptoetanol (dung dich dém mau khong khir). Cac
mAu dugc gia nhiét so bd va duoc nap dé so sanh véi cac chit danh d4u phan tir luong
(Invitrogen). Cac gel dugc nhudm bing xanh da trdi coomassie thé keo (Invitrogen)
theo huéng din cia nha san xuit. Cac dai protein dugc phan tich bang phép do ty
trong dé nhan biét ty 18 % chudi ning va chudi nhe déi véi cac gel khir va % IgG déi
véi cac gel khong khur.

Hiéu qua gan két

Té bao HuT78 (u lympho té bao T & ngudi, American Type Culture Collection,

Manassas, VA) dugc tao hdn dich trong 1% BSA trong PBS, 0,01% natri azit dugc

tiép xtc vdi cac dich pha loAng tudn tu chita khéng thé thir nghiém so cip. Sau khi 0

-80-



40947

trén d4, t& bao duge rira va duge xir Iy bang khang thé thtr cAp dugce gan nhan huynh
quang. Sau khi rira tiép, té bao dugc ¢b dinh va dugc tao hdn dich trong chét phan tmg
FACS dé phan tich theo phuong phap dém té bao trong dong chay (Becton Dickinson
Franklin Lakes, NJ); xem Patent My s6 7,147,851.

D6 4m x4c dinh theo Karl Fischer

Ché phdm duoc chudn do bang metanol d& x4c dinh do 4m theo phuong phép so

mau cua Karl Fischer.
Vidu s

Téc dong cua silicon & cac san pham xy lanh di dugc nap sén ché pham khang thé

khéang a4B7

Ché phim tiém dudi da chira 60mg/ml dén 160mg/ml protein khang a4p7 trong
dung dich dém chtra L-Histidin, L-Arginin Hydroclorua, Xitrat va Polysorbat 80 dugc
sit dung dé nghién ctru tic dong cta silicon dén d6 6n dinh cia ché pham protein va

cé4c thudc tinh chira/diy kin. Nghién ctru dugc thuc hién véi thé tich nap 12 0,5ml.

Céc théng s6 bao gdm ndng dd protein, ty 1& mol giita polysorbat 80 va protein,
va lugng silicon duge phun 1én 1ong xy lanh dugc khdo sat. Pham vi cia mdi thong s6

du vao dugc thé hién trong Bang 11.

Bang 11. Pham vi théng s6 du vao

Céc thong s6 Thip Cao
Nbng do protein (mg/ml) 100 160
Ty 1€ polysorbat 80:protein 0 2
Luong silicon (mg) 0,4 0,8

Thir nghiém nay dugc 4p dung dé xac dinh b ché phim nghién ctru. S6 luong
ché phdm hop ly ndm trong khoang tlr 6 dén 8 ché phim. Vi du vé cac ché phdm thtr

nghiém duogc chi ra trong Bang 12.
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Bang 12
Van | Nong dd protein Ty 1€ Nong do Lwong
hanh (mg/ml) PS80:protein PS80 (%) |silicon (mg)
1 100 1 - 0,087 0,8
2 100 2 0,174 0,8
3 160 0 0 0,8
4 160 2 0,279 0,4
5 100 0 0 0,4
6 160 2 0,279 0,8
7 100 1 0,087 0,4
8 160 0 0 0,4
9 100 0 0 0
10 100 2 0,174 0
11 160 0 0 0
12 160 2 0,279 0

Mbt s& mau dbi chimg c6 thé dugc thém vao bo ché pham va dugc thi nghiém

& mot sO thoi diém lya chon.

Cac ché phAm nay dugc danh gia d6 6n dinh & mot s6 nhiét do khac nhau (vi
du, 5°C , 25°C/dd 4m twong dbi 60%, 40°C/do am tuong ddi 75%) va duoc gom tai
céc thoi diém khac nhau (vi du, 0 tudn, 1 tudn, 2 tuln, 4 tuan, 8 tudn, 12 tudn, 6 thang,
va 12 théng) dé kiém tra. Cac mAu ddi chimg dugc thir nghiém & 0 tudn, 12 tuan, 6

thang va 12 thang.

Céc thit nghiém duge thyc hién & mdi thoi diém 6n dinh bao gdm SEC, CEX,
Instron, MFL, va dinh luong silicon. 1 xy lanh dugc dung cho thir nghiém Instron, véi
nguyeén liéu déy ra dugc sit dung cho thtt nghiém SEC, CEX, xac dinh luc bom va
chup anh dong chay trén kinh hién vi (MFI), va dinh luong silicon.

Vidub6
Phan tich cac hop phan cta xy lanh d4 nap sin ché phdm khéang thé khang a4p7

Nghién ctru nay khao sat anh huéng ctia cac nha san xuat xy lanh khac nhau,

nguyén liéu dan hdi dung cho pittdng (cit chdn), va lugng PS80 trong ché phdm dén

c4c dic tinh co hoc cua hé thong va d on dinh ctia ché pham.
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K& hoach thi nghiém dugc tao ra nhim khao s4t 3 nha san xuét xy lanh khac
nhau, 2 loai nguyén liéu lam pittdng (cit chén) khac nhau, va 2 ty 1€ mol gitra PS80 va
protein khac nhau. Phin con lai cta ché phim dugc gitt khong d6i & 170mg/ml
protein, 125mM arginin, 50mM histidin, 25mM xitrat, va do pH bang 6,5. Kich c¢& kim
tiém trén céc xy lanh nap san ndy 1a c6 thanh mong 27G %2’ hoac 29G '%2”. Cac thir

nghiém dugc thyc hién nhu duge md ta chi tiét trong Bang 15.

Céc thong sb6 dau vao cua ké hoach thi nghiém cho phan hoat dong clia thi
nghiém dugc chi ra dudi day trong Bang 13, trong khi cac hang s duge chi ra trén
Bang 14. Cac ké hoach thi nghiém dugc tao ra bang cach st dung céac thong s6 dau
vao nhu dugc chi ra trong Bang 13.

Danh séch céc thir nghiém dugc chi ra trong Bang 10.

Bang 13. C4c bién s6 DOE va gia tri ctia n6 trong ché pham c6 hoat tinh

Bién Gia tri

Ty 1€ mol PS80: Protein | 1,0 1,5

Nha san xuat xy lanh A B C
Loai pittong (clt chan) 4432 Pugc pha 4023

Bang 14. Céc hing s6 dbi véi ché pham hoat tinh

Hing s6 Tri s6
Nong do6 protein (mg/ml) 170
Nong dd arginin (mM) 125
Ndng do histidin (mM) 50
Nong do xitrat (mM) 25
bo pH 6,5
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Bang 15. Céc chi tiét vé thir nghiém

Lan van hanh

Loai xy lanh

Pittong (cit chdn)

PS80

C

4432

4432

4023

4023

4023

[ENE N e N )

4023

1,5

4023

1,5

O | N || B W N

W O w O >

4023

1,5

Ché ph4m khéng thé khang a4B7 & dang cd dic duge pha bang polysorbat 80 va

pha loéng xubng dén ndng d§ 170mg/ml. Thanh phan cia ché phdm ban diu duoc chi

ra trong Bang 16 dudi day.

Bang 16. Chi tiét v& dung dich dém ché phim ban dau

Protein Tong lwrong His Tong lwong Xitrat | Arg D6 oH
(mg/ml) (mM) (mM) mmMy | “9P
183 50 25 125 6,48

Dé pha loéing nguyén liéu dén thanh phan ché phim mong muén, dung dich gbe

chirta PS80 trong 25mM Xitrat, 50mM Histidin, 125mM Arginin, do pH 6,48 dugc tao

ra.

Bang 17. Chi tiét v& dung dich gdc

T4 duoc

Nong do

PS 80 (%)

5

So db pha loang d6i v6i ché pham duoc mé té chi tiét trong Bang 18.
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Bang 18. Chi tiét vé so d pha lodng

Ché PS80 trong dung | Dung dich dém chita SOmM | Tong
pham ban | dich dém Histidin, 125SmM Arginin, the tich
diu (ul) | His/Arg/Xitrat (ul) | 25mM Xitrat c6 d pH 6,48 | (ul)
27868,9 | 890,8 1240,3 30000,0
18579,2 | 890,8 530,0 20000,0

Viéc pha tron dugc thuc hién dua trén so dd pha lodng, va ché pham ban dau
can phai dugc can, trong khi cic dung dich géc khac c6 thé duge dinh luong thé tich
bing cach hut bing pipet. Cac ché phdm dugc loc. Chia ché phim thanh nhiéu phan
nho ¢6 dung tich 0,5ml vao cang nhiéu xy lanh loai dai 1ml cang tdt. Xy lanh nay duoc
ntit bing mot co cAu nit v6i bong khi 2mm dén 4mm. O m&i thoi diém, c6 mot xy lanh
duoc bao quan v6i kim tiém hudng xubng va mot xy lanh duge bao quan véi kim tiém

nam ngang. C4c Xy lanh phu dugc bao quan véi kim tiém huéng xubng.

Xy lanh duoc kiém tra & 5°C, 25°C va 40°C vio tudn thir 2 va sau mot thang.
Thir nghiém phén tich (dang bé ngoai, Instron, do pH, do thim thau, mét d9, do nht,
SEC, CEX, va Brightwell) dugc thuc hién ban dau va lap lai sau d6 & 2 tudn ¢ 25°C va
40°C va & 4 tuan & 25°C.
Vidu7

Phan tich nut ddy cta dung cu chita ding dé tiém dudi da duge s dung trong Xy lanh

kim tiém thanh moéng ¢& 27 G duoc nap sin ché phdm khéng thé khang 04B7

Nghién ctru nay khao sat anh huong cia cac mau xy lanh khac nhau véi kim
tiém thanh mong ¢& 27G va cic nha san xuat pittong (cit chdn) khac nhau va cac mau

dén céc dic tinh co hoc ctia hé théng va do 6n dinh ctia ché pham theo thoi gian.

Nghién ctru nay khao sat do on dinh ctia ché phim léng tiém dudi da khang
04p7 trong xy lanh d4 dugc nap sin va cac ddc tinh co hoc cta Xy lanh bi anh huong
nhu thé ndo bdi cac nha san xuét xy lanh va mau pittong (cit chan) ding cho xy lanh
v6i kim tiém 27GTW. Dit liéu thu dwoc tir nghién ctru nay c6 thé xéc dinh cc hop
phan dung cu chtra/nut dung cho ché phdm léng khang a4p7 dung dé tiém duéi da.
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Céc thong sb dau vao du kién cho thi nghiém dugc chi ra dudi day trong Bang
19, trong khi cac héng sb dugc chi ra trong Bang 20. K& hoach thi nghiém dugc tao ra

bang cach sir dung céc thong sb dau vao duoc chi ra trong Bang 19.
Danh muc cac thir nghiém can duge thuc hién duoc chi ra trong Bang 21.

Bang 19. Céc bién s6 DOE va gi4 tri v6i ché pham c6 hoat tinh

Bién sb Tri s6
Nha san xuét xy lanh A B C
Loai pittong (cit chdn) 4432 4023 dugc phu | D E

Bang 20. Hang sb ddi véi ché pham c6 hoat tinh

Hing s6 Tri sb
Ndng dd protein (mg/ml) 160
Nbng d6 arginin (mM) 125
Nong dd histidin (mM) 50
Nong do xitrat (mM) 25
PS80 (%) 0,2
Po pH 6,5

Bang 21. Chi tiét thi nghiém

Lan vdn hanh | Xy lanh | Pitténg (ci chin)
1 B D
2 B 4432
3 A 4432
4 B 4023 dugc phu
5 A D
6 C 4023 dugc phu
7 A 4023 dugc phu
8 C D
9 C 4432
10 C E
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Ché pham khang a4f7 dang c6 dic dugc pha véi polysorbat 80 va dugc pha
loang dén ham lugng 160mg/ml. Thanh phan ctia ché phim ban dau duoc chi ra trong

Bang 22 dudi day.

Bang 22. Chi tiét dung dich dém ché phim ban dau

Protein | Téng lwong | Téng lwong | Arg Do
(mg/ml) | His (mM) Xitrat (mM) | (mM) | pH

180 50 25 125 6,3

Dé pha loang nguyén lidu dén thanh phan ché phdm mong mudn, dung dich gbc
chtra PS80 trong 25mM Xitrat, 50mM Histidin va 125mM Arginin, d6 pH=6,3 duoc
didu ché.

Béng 23. Chi tiét vé dung dich gbc

Téa dugce Nbng do

PS 80 (%) trong dung dich dém His/
Arg/ Xitrat ¢c6 d6 pH=6,3

1,68

Dich pha lodng ché phdm duoc thé hién cu thé trong Bang 24.

Bang 24. Chi tiét pha loang

Ché pham ban dau trong dung | PS80 trong dung dich Tong thé
dich dém Xitrat His Arg (ml) | dém His/Arg/Xitrat (ml) | tich (ml)

78 10 (1,68%) 88

Viéc pha tron dugc thuc hién dya trén so dd pha lodng, va ché phém ban dau
can phai dugc cén, trong khi cac dung dich géc khéc c6 thé duge dinh lugng thé tich
bing cach hut bang pipet. Céc ché pham duoc loc. Chia ché phim thanh nhiéu phan
nhé ¢6 dung tich 0,5ml vao cang nhiéu xy lanh dai loai 1ml cang tot. Xy lanh nay dugc
chin bang cit chin v6i béng khi 2mm dén 4mm. Tai mdi thoi diém, cé mot xy lanh

duoc bao quan v6i kim tiém hudng xudng duéi (vi tri thang dung).

Céc xy lanh duge kiém tra & 5°C, 25°C/d6 4m tuong dbi 60%, va 40°C/d0 Am
tuong ddi 75% & 1 thang, 3 thang, 6 thang, 9 thang (thy y), 12 thang, 18 thang va 24
thang.
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Ché phim long dugc kiém tra phan tich (ndng do, do thAm thau, d pH, Instron,
MFIL, SEC, va/hodc CEX) tai thoi diém 1 thang, 3 thang, 6 thang, 9 thang, 12 thang, 18
thang, 24 thang (5°C); 1 thang, 3 thang, 6 thang, 9 thang, 12 thang, 18 thang (25°C); 1
thang, 3 thang, 6 thang, 9 thang, 12 thang (40°C); va 1 thang, 3 thang (40°C).

Vidu 8

Phan tich ché phdm khang thé khang a4f7 dung qua dudng dudi da trong xy lanh da

duge nap san 1am tir chat déo

Nghién ctru nay duge dé xuat nhdm nghién ctru viéc st dung xy lanh nhya lam
hé théng dung cu chira/nit ddy d6i voi ché phim khang thé khang 04B7 dé dung qua
dudng dudi da. Do dn dinh ciia ché phim khang thé khang 04B7 dé ding qua dudng
dudi da trong cac Xy lanh da duge nap sin lam tir chét déo thich hgp dugc nghién ciu.
Dit liéu thu duoc tir nghién ctru nay giup danh gia kha nang sir dung xy lanh nhya cho

ché phdm khang thé khang 04B7 & dang long dé dung qua dudng dudi da.

Cac mAu thtr nghiém vé& d6 6n dinh dugc chuin bi nhu dugc chi ra dudi day.
Céc thit nghiém do dn dinh dugc thuc hién trong cac diu kién bao quan 1a 40°C/dd
am tuong dbi 75%, 25°C/dd 4m tuong dbi 60%, va 5°C.

Hai loai xy lanh nhya va mét loai Xy lanh thuy tinh (dbi chimg) trong Bang 25
dugc thir nghidm vé6i ché phadm khang thé khang 04p7 & dang long dung dé tiém dudi
da dugc chi ra trong Bang 26. Bang 27 chi ra chi tiét vé mdi bd mau duoc kiém tra

trong thi nghiém.

Bang 25. Xy lanh nhua

Miu s6 1 Mau s6 2 Mau s6 3
xy lanh nhwa 1 xy lanh nhua 2 Xy lanh thuy tinh
(Doi chimg)
Xy | Nha cung cap F B A
lanh Hop phan Xy lanh: Xy lanh: polyme Xy lanh: Glass
polyme Kim tiém: Kim tiém:
Kim tiém: 26G(RW) 27G(TW)
27G(TW) dau bit dang khoa V6 bao vé kim
Vo bao vé kim Luer tiém dang cing
tiém dang cung
Phu silicon Tuyy Khong tuy y Khoéng tuy y
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Pittdng | Nha cung cap F F <
MO ta san Iml nguyén Iml nguyén li¢u B <

pham ligu A
Phu silicon Khoéng cod <

Bang 26. Ché phim khang thé khéng 04B7 dung d¢ tiém duéi da (40 pH=6,5)

Ché phim Thanh phin

Khang thé khang a4p7 160mg/ml

Arginin 125mM

Histidin 50mM

Xitrat 25mM

PS80 (Ty 1& mol protein) 1,5 (0,2% khéi lugng/thé tich)

Bang 27. Chi tiét vé miu

Nhy | Drofein (Phan | Phan L 0 wiiat | PS 80 (Phan tix
tu lwong: tw
cun s Phén | (Phin | lwong:1309,68)
'ng 150000) lwgng | (Phan ! b5
12 cap (Trung tur tw . i 0
Xy binh | lweng: | lwong: | knéi | Tyle |PH
et |(mg/m)| (D | 17420 | 155D 210 lugng/thE | mol
: (mM) (mM) | tich %) | protein
1 F 160 | 1,067 | 125 50 25 0,21 1,5 |65
2 B 160 | 1,067 | 125 50 25 0,21 1,5 |65
3 A 160 | 1,067 | 125 50 25 0,21 1,5 |65
(Tiep)

Ché phim khang 04B7 & dang léng dé ding qua dudng duéi da da dugce bao ché

trugc day dugce st dung cho nghién clru nay. Cac ché phdm duoc loc. Viée 1ay mau

dung dich da loc dé kiém tra chit lugng thir nghiém gidng nhu mau “truéc khi nap”

(dang bén ngoai, MFI, DLS). Chia ché phdm thanh timg phan nhé ¢6 dung tich 0,5ml

vao xy lanh nhya ¢6 dung tich 1ml. Xy lanh dugc chin béng thiét bi chan chan khong.

Xy lanh dugc bao quan véi kim tiém hudng xubng duéi.

Budc kidm tra ban diu duoc thuc hién dé do do pH, do thdm thau, mat do, do

nhét, va ndng do protein. Thit nghiém phén tich (dang bén ngoai, SEC (két tu,
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monome, phan tr lwong thap), CEX (axit, chinh, bazo), luc trugt, MFIL, DLS, va/hoac
khéi lugng) dwoc thuc hién sau 1 tudn & 40°C, 2 tudn & 40°C, 1 thang & 5°C, 25°C va
40°C, 3 thang & 5°C va 25°C, 6 thang & 5°C va 25°C, 9 thang ¢ 5°C va 25°C, va 12
thang ¢ 5°C va 25°C.

Cac mAu dugc 14y ¢ thoi diém 1 thang, 3 thang, 6 thang, 9 thang va 12 thang &

5°C va 25°C. Céc mAu duoc ldy ¢ 1 tudn, 2 tudn va 1 thang & 40°C.
Vidu?9

Cac mau duoc phan tich dang bén ngoai, luc bom, SEC, CEX, va hinh anh
dong chay qua kinh hién vi & 5°C va 25°C tai c4c thoi diém khac nhau c6 thé bao gdm
0 thang, 1 thang, 3 thang, 6 thang, va 12 thing. D9 on dinh cta ché pham nhu duge
x4c dinh béi SEC va CEX la gidng v6i do 6n dinh ctia ché pham dugc thao luan trong
Vi du 1 va 2. D& nghién ctru luc bom, luc trugt duge x4c dinh (Bang 28). Mu thong
ké da xac dinh ring yéu t§ dang ké duy nhét anh hwong dén luc trugt 1a nha san xuét
xy lanh, trong d6 A c6 lgc trugt cao hon B, lyc trugt ndy 16n hon C (Hinh 17). Sy thay
ddi vé luc truot cua xy lanh sau 12 thang & 5°C va 6 thang ¢ 25°C nho hon 10N,
nhung hiu hét nho hon 5N.

Bang 28
LAn van | Nha san xuat | Kich c& Loai pittong | Ty 1€ mol Lue trugt
hanh xy lanh kim tiém (cit chan) PS80:Protein | ban dau (N)
1 C 27G D 1 19,2
2 B 27G D 1 22,9
3 A 29GTW E 1 25,0
4 C 27G E 1 18,5
5 B 27G E 1 22,7
6 A 29GTW E 1,5 28,8
7 C 27G E 1,5 18,7
8 B 27G E 1,5 23,7
Vidu 10

Phan tich cc hop phan trong xy lanh d4 nap sén duge dung trong xy lanh c6 kim tiém
thanh mong ¢& 27 G dwoc nap ché pham khang thé khang a4p7

-90-




40947

Nghién ctru nay khdo sat anh huéng cua cic nha san xuét Xy lanh khac nhau véi
kim tiém thanh mong c¢& 27G va cac nha san xuét pitténg (cit chin) khac nhau va cac
nguyén liéu dan hdi dén céc dic tinh co hoc cua hé xy lanh nap san va do 6n dinh cua
ché pham theo thoi gian.

Ba nha san xuat xy lanh khac nhau va 4 mAu pitténg (ctt chin) kdhc nhau dugc
thir nghiém v&i kim tiém thanh mong c¢& 27G '2” va ché pham chira 160mg/ml protein,
125mM arginin, 50mM histidin, 25mM <xitrat, 0,2% PS80, & d6 pH bﬁng 6,5. Tht ca

cac mau duge tao ra va duoc thir nghiém nhu dugc chi ra trong Bang 29.

Bang 29. Chi tiét thi nghiém

Lan v4n hanh Xy lanh | Pittong (cit chin)

O |l | I || n| B |W N |-
Qo> | 0|» | H|» | | w
Q" o= m|g|g|™

—
el

Céac mau duogc phan tich dang bén ngoai, luc bom, SEC, CEX, va hinh anh
dong chay trén kinh hidn vi & 5°C, 25°C, va 40°C tai céc thdi diém khéc nhau c6 thé
bao gdm 0 thang, 1 thang, 3 thang, 6 thang, va 12 thang. Do 6n dinh ctia ché phdm nhu
dugc x4ac dinh bai SEC va CEX tuong tu voi do 4n dinh duoc thao luan trong vi du 1
va 2. Pé nghién ctru luc bom, luc xep va luc trugt duge xac dinh. Két qua tai thoi

diém ban du dugc chi ra trong Bang 30.
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Bang 30
Lan | Nhasan Lof‘u Luc Luc xep LL’EC xep LL’YC xep LI{C Xep
A % pittong | trugt X 612 612 612
van | xuatxy N o ban dau hane & | thane ¢ héno ¢
hanh lanh (ct | ban dau N) thang & | thang ¢ | thang &
chan) (N) 5°C (N) | 25°C (N) | 40°C (N)
1 B F 12,0 4,0 3,8 12,9 28,7
2 B D 11,9 3,9 4,6 12,4 36,0
3 A D 7,0 4,0 6,5 5,1 6,4
4 B E 13,9 4,5 4,7 5,8 17,2
5 A F 5,7 4,1 3,0 17,5 23,9
6 C E 6,7 4,1 5,0 5,8 11,4
7 A E 7,9 7,6 4,3 10,4 6,1
8 C F 6,3 4,2 4.1 15,0 333
9 C D 5,9 4,8 3,9 4.4 10,0
10 C G 7,2 4,6 6,1 9,8 13,0

Mau théng ké chi ra ring cic nha san xuét xy lanh A va C ¢6 luc trugt gidng
nhau va thip hon so véi nha san xuét B, trong khi pittong (cit chan) E c6 luc trugt cao

hon mot chut so véi cac pittdong (cit chan) khac.

Thong thuong, luc xep ban dau giita tht ca cac mAu dugc thir nghiém 13 giéng

nhau.

Sau 12 thang & 5°C, 25°C, va 40°C, luc trugt khong thay ddi dang ké. Tuy
nhién, luc xep ddi v6i xy lanh c6 pittdng (cit chan) F tang sau 12 thang ¢ 25°C va
40°C.

Vidull
Phan tich ché phim khang thé khang 047 trong xy lanh d& nap san

Nghién cttu nay xac dinh anh hudng cua viéc thay ddi cac mirc ndng do protein,
ndng dd polysorbat 80, ndng do xitrat, va do pH dén ché pham khang thé khang a4B7
& dang xy lanh d3 nap sin.

Phén ké hoach thi nghiém dugc tao ra trén phén mém JMP véi thira s6 phan

doan gdm hai muc ndng do protein (tir 60mg/ml dén 160mg/ml), o pH (1 6,0 dén
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6,3), ty 1& mol polysorbat 80:protein (tir 0,723 dén 1,5), va ndng d6 xitrat (tir OmM dén
25mM). Céc ché phdm nay c6 tri sé ndng do Histidin (50mM) va Arginin (125mM)
khong ddi (cac ché phadm 1 dén 8). Cac bién thé cua cic ché phdm nay voi 25mM

Histidin dugc thém vao (ché phdm 9 va ché pham 10).

Mot bo céc ché phdm khac duge phét trién dé khao sat ché pham khong chira
histidin va chi chtra xitrat déng vai trd 1am chat dém (céc ché phim 11 dén 16). Cac
muc cua cac thong s6 dAu vao dbi véi tht ca cac ché phém duogc khao sat duoc chi ra
trong Bang 31. Cac hang s§ duogc sir dung dbi voi tht ca cac ché pham dugc chi ra

trong Bang 32.

Bang 31. Céc bién s6 DOE va gi tri

Rin sb Tl‘i’Sé danh nghia
Thap Cao

Nbng do protein (mg/ml) | 60 160

Po pH 6,0 6,3

Ty 1& mol PS80: Protein 0,723 1,5

Nong do xitrat (mM) 0 40

Nong do histidin (mM) 0 50

Bang 32. Hang s6

Hing s6 Gia tri

Nbng do arginin (mM) 125

Bang 33 liét ké céc ché phim cén thit nghiém.

Bang 33. Chi tiét ché phdm

) ¥ 18 ) Nfﬁng do
Clil ffm Protein | Protein| His Arg | PS bo mol Sl:léalf c;]g;t
p; (mg/ml) | (mM) | (mM) | (mM) | 80% | pH | PS80: g . g’
sO . | oxy hoa| oxy hoa

Protein
(mM)
1 60 0400 |50 | 125 |0038 |63 | 0723 | =" 25
Xitric
2 60 0,400 | 50 125 0,079 | 6,3 1,5 | axit 0
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xitric

3 157 1,047 |50 125 | 0206 63| 15 |X¢ 25
Xitric

4 160 1,067 |50 125 |o0.101 63| 0723 | = 0
Xitric

5 60 0,400 | 50 125 10079 60| 15 |t 25
Xitric

6 110 0,733 | 50 125 | 0,069 | 60| 0723 | &It 0
Xitric

7 160 1,067 | 50 125 | 0,101 |6,0]| 0723 | &It 25
Xitric

8 160 1,067 |50 125 |0210|60| 15 |t 0
Xitric

9 160 1,067 |25 125 10101 |60/ 0723 |t 25
Xitric

10¢ | 160 1,067 |25 125 |0,140 | 6,0 | 25
Xitric

11 160 1,067 |0 125 | 0,101 | 63| 0723 | Xt 40
xXitric

12 |160 1,067 |0 125 | 0210 |63| 1,5 | Xt 40
Xitric

13 |60 0,400 | 0 125 10079 |63| 15 |*t¢ 40
Xitric

14% | 160 1,067 |0 125 | 0210 |61 1,5 |t 40
Xitric

15% | 160 1,067 |0 125 | 0210 66| 1,5 | Xt 40
Xitric

16* | 160 1,067 |0 125 |o0140 63| 1 |*t¢ 40
Xitric

M3i ché phdm duoc tao ra tir mot ché phdm gdc ban dau chira khang thé khang
a4p7 va dugc pha lodng bang cac dung dich gbc ta dugc khac nhau. Dé dat duoc thé
tich pha lodng hop ly, dung dich géc chtra khang thé khang a4p7 dugc st dung dugc
chi ra trong Bang 34. Hai 14n van hanh TFF khac nhau dugc thyc hién dé dat duoc ché
phdm TFF 1 va 2. Mot phan ctia TFF 1 duoc sir dung trong tham tach dé dat dugc ché

phim duoc gén nhan “thim tach”.
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Béng 34. Chi tiét dung dich dém ché phim ban dau

C}lé pham ban | Protein Téng lwong | Tong lwong | Arg | DO
dau (mg/ml) | His (mM) Xitrat (mM) | (mM) | pH
TFF 1 192,1 50 0 125 6,1
TFF 2 206,1 0 40 125 6,3
Tham téch 169,65 25 25 125 6,0

Dé pha loAng nguyén lidu dén thanh phan ché phim mong muén, dung dich gbc
ctia mdi t4 duge trong nude duge bio ché & cac ndng d6 duoc néu cu thé trong Bang

35.

Béng 35. Chi tiét dung dich gbc

Ta dugc Nong do
Histidin (mM) 220
Arginin hydroclorua (mM) 625

PS 80 (%) 2,5
Histidin hydroclorua (mM) 600

axit xitric (mM) (d6 pH=6,3) 1500
axit xitric (mM) (d6 pH=6,0) 1500
Xitrat (mM) 600
Natri Xitrat (mM) 800

So db pha loang ché phdm dugc chi ra cu thé trong Bang 36 va 37.

Bang 36. Chi tiét dich pha lodng

Ché Ché Dung
pham_ pham | His His*HCI | Arg dich | PS80 | WFI
ban dau | ban dau | (ul) (ul) (ul) xitrat | (uL) | (ul)
(ul) (mg) (ul)
1 |4685,06 |[4961,01 |1612,2 2684 2063,0 | 250 |227,3 |5894,0
2 1468506 |4961,01 |1612,2 | 2684 2063,0 0 471,6 | 5899,7
3 12259,2 |12981,31|724,1 |0,0 548,2 | 250,0 |1234,0|0,0
4 112493,49 | 1322936 | 696,7 | 0,0 501,3 0 606,2 | 7024
5 |4685,06 |4961,01 |1002,8 | 491,9 2063,0 | 250 |[471,6 |6035,7
6 |8589,28 |9095,18 |545,0 |334,4 1282,1 0 416,7 |3832,4
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7 112493,49 | 13229,36 | 87,2 176,9 501,3 250 |606,2 |884,9
8 |12493,49 | 13229,36 | 87,2 176,9 501,3 0 1257,6 | 483,5
9 112260,8 | 12941,30 | 38,2 16,8 147.,8 12,3 5253 [0,0
10 | 12260,8 | 12941,30 | 38,2 16,8 147,8 123 1726,6 |0,0

Bang 37. Chi tiét dich pha lodng

Chéphim | Chéphim | Xitrat X;?‘ Arg | PS80 | WEFI

ban dau (ul) | ban dau (mg) (ul) (ul) (ul) (ul) (ul)
11 9315,87 9944,69 8,3 128,0 | 536,8 | 484,9 | 1526,1
12 9315,87 9944,69 8,3 128,0 | 536,8 | 1006,1 | 1005,0
13 3493,45 3729,26 30,5 402,5 | 1701,3 | 377,3 | 5995.,0
14 5822,42 6215,43 22,0 67,4 335,5 | 628,8 | 6239
15 5822,42 6215,43 0,0 300,0 | 335,5 | 628,8 | 4133
16 5822,42 6215,43 5,2 80,0 335,5 | 419,2 | 837,7

Viéc didu ché duge thyuc hién dwa trén so d6 pha lodng, va ché pham ban dau
duoc can, trong khi cac dung dich géc khac dugc dinh lugng thé tich bang cach hut
bang pipet. Cac ché phdm dugc loc. Ché pham duogc chia thanh cac phan nho c6 dung
tich 0,5ml vao cang nhiéu xy lanh c6 dai loai 1ml cang t6t. Xy lanh dwgc chan bing

thiét bi chin. Xy lanh dugc bao quan v6i kim tiém huéng xubng dudi.

Ché phim long duoc kiém tra phén tich (dang bén ngoai, do pH, do tham thau,
mat d6, DLS, SEC, CEX, vi/hoic Brightwell) vao ban du, va & 1 tudn & 40°C, 2 tuan
& 40°C, 1 thang & 25°C va 40°C, 2 thang, 5°C va 25°C, 3 thang, 5°C va 25°C, 6 thang,
5°C va 25°C, 9 thang, 5°C va 25°C, va 12 thang, 5°C va 25°C.

Viéc rtt ché pham cu thé theo Bang 38 cling dugc thuc hién.

Bang 38: Nhitng 1an rit ché phdm cu thé

Ché | Nhigt| 1 | 2 1 2 3 6 9 12 | Lau
pham dd | Tuan| Tuan | thang | thang | thang | thang | thang | thang | hon
1 5 - - - X X X X X 1
2 5 - -- - X X X X X 1
3 5 - -- -- X X X X X 1
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9 4 | X | x| X - - - - - 0
10 40 | X | X | X | - - - - - 0
11 40 | X | X | X ~ - ~ - - 0
12 40 | X | X | X - - ~ - ~ 0
13 4 | X | X | X | - ~ - ~ - 0
14 40 | X | X | X - - ~ - - 0
15 40 | X | X | X ~ — ~ - ~ 0
16 40 | X | X | X - ~ ~ ~ ~ 0

Vidy 12

Ché phdm chira 160mg/ml protein, 50mM histidin, 25mM xitrat, 125mM

arginin & d6 pH=6,5 dugc kiém tra do 6n dinh trong ca xy lanh thuy tinh va hai xy

Janh nhuya COP khéc nhau. O 5°C va 25°C sau 12 thang, luong két tu va monome gifta

xy lanh nhua va xy lanh thuy tinh dugc so sanh v§i nhau.

Bang 39
) Su thay doi Sy thay do6i Luong Luong
Che \ 1A Nguyén kéttu SEC | kéttu SEC | monome monome
A Ty 1€ mol A rs
pham PS80-Protein lidu lam xy sau 12 sau 12 sau 12 sau 12
sO ' lanh thang & thang & thang & thang &
5°C (%) 25°C (%) 5°C (%) 25°C (%)
Nha san
1 1,5 <uht COP 1 0,2 1,0 98,3 96,8
Nha san
2 1,5 <uAt COP 2 0,2 1,6 98.3 96,9
3 1,5 Thuy tinh 0,2 1,4 98,4 96,8
4 1 Thuy tinh 0,2 1,6 98,3 96,8

Vi du 13: D) sinh kha dung cta Vedolizumab dugc dung bang cach tiém dudi da va

tiém bép

Nghién ctru giai doan I vé dd sinh kha dung ctia vedolizumab dugc diung béng

cach tiém dudi da va tiém bép cho cac ddi tuong nam gidi khoe manh dugce thyc hién.

Tbng s6 42 dan 6ng khoe manh tham gia vao nghién ctru nay. Céac d6i tugng dugc chia

thanh ba nhom (dung qua duong dudi da, tiém bap, va dung qua duong tinh mach),

m&i nhém gdm 14 dbi twong. Céc ddi twong duge cho dung 180mg vedolizumab mbi
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ngay. Lidu ding ndy dugc hoan nguyén tir ché phdm dong kho chtta 60mg/ml khang
thé trong 50mM histidin, 125mM arginin, 0,06% polysorbat 80, 10% sucroza, & do
pH=6,3. Pé ding cho dbi twong tiém bip va tiém dudi da, liéu nay duoc chia thanh hai
lidu tiém, m&i lidu 1,5ml. LAy mAu mau dé x4c dinh ndng do vedolizumab trong huyét

twong va do sinh kha dung cua vedolizumab trong mdi nhém ddi twong duoc x4c dinh.

Khong c6 trudong hop bit loi nghiém trong hodc nhiém khudn dang ké, bat
thuong dang ké trong 1am sang, bang liét k& cac RAMP duwong tinh khach quan/chu

quan, cling nhu cac phét hién ECG dang ké trong 14m sang dugc bao céo.

Viéc tao mau va md phong PK/PD duoc thyc hién dé xac dinh li€u dung va
phac db ctia cac liéu ngoai mach ma tao ra su tiép xuc twong tu nhu cac liéu dung qua

duong tinh mach dé duy tri ndng do mong mudn trong huyét thanh & mtc thip nhét.

Profin hép thu (Hinh 18) cho théy ndng d6 cta céc liéu tiém bap va tiém dudi
da thuong trung nhau. Khong c6 su khac biét tbng thé 16 rét trong cc profin hép thu
cla cac dudong dung nay. Do sinh kha dung tuyét dbi cua vedolizumab sau khi tiém

dudi da (SC) 1a khoang 75% va sau khi tiém duong tinh mach la khoang 80%.
Vi du 14. Tao mAu phac dd liéu dung qua dudng dudi da

Viéc tao mau va md phong PK/PD duge thuc hién dé xac dinh lidu ding va
phéac do cua cac lieu ngoai mach tao ra su tiép xic tuong ty nhu cac liéu trong tinh

mach dé duy tri ndng do trong huyét thanh & mirc thAp nhét.

Mot bo dit lidu két hop cudi ciing (dit liéu dung qua duong tinh mach, dung qua
duong dudi da va dung qua dudng bép) thé hién hai mAu tuyén tinh riéng biét dugc
bidu hién bing cac thong sé do thanh thai (CL) va thé tich phan bd trung tam (V2), thé
tich phan bd ngoai bién (V3), dudng dung ngoai mach phu thudc vao hang s ty 1& hap
thu (KA) va do sinh kha dung tuong d6i (so véi dung trong tinh mach) cua céac lidu
ngoai mach (F). Cac diéu kién dung qua duong tinh mach bao gdm CL, V2 va V3 véi
thé trong 1a ddng bién duy nhét anh hudng dén CL va V3 do tac dung twong quan.

Tinh chip nhan dugc va c6 thé doén trude duge cia mau dugc ching minh nho
viéc danh giéa céac thong s6 khoi dong, kiém tra kha nang du doan bang mét thuong va
d6 tin ciy cla dd thi. Phan tich mAu cho thiy thé trong 14 thong s6 dy béo PK cua

vedolizumab véi tinh bién thién PK duge cho 1a do dbi tuong va hop phan ddi twong.
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Khi mAu duoc ching minh 1a thich hop dé mé phong, thuc hién md phong dé
danh gia anh huong cua duong dung (tinh mach, bép hozc dudi da), va déanh gia anh
huong cua tAn sudt cua lidu dung (hf?mg tudn, 2 tudn mot 1an, 4 tudn mot 1an, va 8 tuan
mdt 14n) & ndng do thap nhét & trang thai on dinh. Dya trén céc tri s6 nay va do sinh
kha dung tuong dbi ciia vedolizumab sau khi dung qua dwdng tinh mach va dudi da
(F=69,5%), céc lidu ding dugce chon dé dat dugc ndng do thap nhat tuong tw ¢ cac lidu

dung qua duong tinh mach.

Céc liéu dung va phac dd duoc tao miu mo phong d& phi hop v6i phac d6 cam
{ing va phac dd duy tri trong tinh mach. Cac muc tiéu ddng thoi la dién tich tiép xtc
(dién tich bén dudi duong cong ndng do thude trong huyét thanh theo thoi gian (area
under serum drug concentration-time curve - AUC)) va ndng dd thudc thdp nhat. Cac

bang 40 dén 43 dua ra két qua clia viéc mé phong.

Bang 40. Phac d6 cam tmg pht hgp véi AUC khi dung qua duong tinh mach & tuan 0
dén 6

Duong dung Lidu Tan sut

tinh mach 300mg Tuin 0 & 2

duéi da 485mg Tuén 0 & 2

dudi da 160mg Hai ngay mot 1an (6 lidu)
duéi da >160mg Hing tuln (6 liéu)

Bang 41. Liéu cam tng phit hop v6i ndng do thip nhét khi ding qua dudng tinh mach,

tudn 0 dén 6

DPuong dung Liéu Tén suét

tinh mach 300mg Tudn 0 & 2

duéi da >160mg Tudn 0 & 2

dudi da 100mg Hing tuan (6 liéu)

dudi da 160mg Hai ngay mot 14n (trong 2 tuén)
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Tansuidt | Puong Liéu phtt hop véi nong do |Liéu phd hop véi
dung thap nhat & trang thai on dinh | AUC khi dung qua
trung binh khi dung qau du‘ﬁmg tinh mach 4
duong tinh mach trong 4 tuan | tuan
4 tudn mot | tinh mach | 300 300
lan bip 432 432
dudi da 432 432
2 tudn mot | tinh mach | 115 150
lan bip 165 216
dudi da 165 216
Héng tudn | tinh mach | 50 75
M 72 108
dudi da 72 108

Bang 43. Duy tri phac dd lidu phit hop véi viéc dung lidu qua dudng tinh mach 300mg

8 tudn mot 1an

Tinsudt | Duong dimg | Liéu phii hop v6indng d | Lieu phi hop véi
thap nhat ¢ trang thai 6n AUC khi dung qua
dinh khi dung qua dl}fdng dudng ﬁn}} mach
tinh mach trong 8 tuan trong 8 tuan

8 tudn mot | tinh mach | 300 300

lan bip 432 432

dudi da 432 432

4 tuan mot | tinh mach | 90 150

lan bép 125 216

dudi da 125 216
2‘ tudn mot | tinh mach 35 75
lan bip 50 108
dudi da 50 108
Hing tuan |tinhmach | 15 37,5
bép 22 54
dudi da 22 54
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Vi du 15: Nghién ctru da liéu giai doan 2a

Nghién ctru da lidu ¢ giai doan 2a 6 thé danh gié tinh an toan, kha ning dung
nap va trang thai on dinh PK cua vedolizumab sau khi dung da lidu vedolizumab bang
cach tiém dudi da va dé danh gia do sinh kha dung twong déi ctia phac dd tiém duéi da
so v&i phac dd trong tinh mach. Sy phat trién cia HAHA va viéc 1am mét tac dung ciia
HAHA va anh hudng cua viéc ding da lidu vedolizumab 1én PD sau khi tiém dudi da

c6 thé dugce danh gia.

Céc bénh nhan viém loét dai trang ¢6 mdt phan diém Mayo bang 1 dén 12 va
cic bénh nhan méc bénh Crohn c6 CDAI 16n hon 150 c¢6 thé dugc bao ham trong
nghién ctru ndy. Nhém bénh nhén co6 thé nh4n phac dd cam tmg vedolizumab (300mg)
duoc dung qua dudng tinh mach & tudn 0 va tuan 2, theo sau 14 phac do duy tri trong

r
A

SO:

Vedolizumab (300mg) dugc dung qua dudng tinh mach 4 tudn mot 14n & tudn 6
dén 22

Vedolizumab (300mg) dugc ding qua dudng tinh mach 8 tudn mot 1an & tuan 6
dén 22

Vedolizumab (108mg) dugc dung qua duong dudi da hing tudn ¢ tuan 6 dén 22

Vedolizumab (108mg) dugc ding qua duong dudi da 2 tudn mot ngay & tuan 6

dén 22

Vedolizumab (165mg) dugc dung qua duong dudi da 3 tudn mot 1an & tuan 6

dén 22.
Céc mAu ¢6 thé duge gom lai trude khi phan lidu vao ngdy 1, va sau d6 dugc
phan lidu lai vao ngay 1 (12 giv), 2, 3, 5, 8, 15, 29, 43, 127, 127 (12 gio), 128, 129,
131, 134, 141, va 155 dé danh gid PK va PD.
Vi du 16: St dung Vedolizumab trong 1am sang trong thoi gian dai dé diéu tri IBD
Nghién ctru m¢& rong vé tinh an toan nhan mé giai doan 2 dugc thuc hién dé
danh gia dugc dong hoc (PK), dugc luc hoc (PD), tinh an toan, va hi€u qua cua
vedolizumab trong thdi gian dai. Céc bénh nhan & lira tudi tir 18 dén 75 tudi, va da

ting tham gia vao nghién ctru PK/PD/tinh an toan truéc d6 ¢ cac bénh nhén viém loct
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dai trang hodc c6 cac triéu chimg IBD trong it nhét 2 thang dugc sang loc bang cich

ndi soi va/hodc mod bénh hoc va/hodc X quang trong vong 36 thang.

T4t ca céc bénh nhan duoc nhan phic dd liéu trong tinh mach bang 2mg/kg
hoic 6mg/kg vedolizumab (5mg/ml khang thé, 20mM xitrat/axit xitric, 125mM natri
clorua, 0,05% polysorbat 80, d6 pH=6,0 (dugc bao quan trong thoi gian dai 6 -70°C va
1én t&i 3 thang & -20°C)) vao ngdy 1, 15 va 43, sau d6 1a lidu 8 tudn mot lan trong
khoang thoi gian 1én té1 78 tudn. Céc bénh nhan 13 cic bénh nhén chua timg dugc didu
tri viém loét dai trang hodc bi bénh Crohn, hodc cac bénh nhan bi viém loct dai trang
da ting tham gia vao thtr nghiém 14m sang trude do.

Hiéu qua/chat luong sébng (quality of life - QoL); didm s Mayo mot phan
(partial Mayo score - PMS), chi sb hoat tinh bénh Crohn (CDAIT), va Ban cau hoi vé
bénh viém rudt (Inflammatory Bowel Disease Questionnaire - IBDQ) dugc st dung dé
danh gia két qua nghién ctru.

Két qua PK

Nbdng do vedolizumab trung binh trude khi truyén ty 1& véi liéu luong, va van
6n dinh va c6 thé phat hién dugc trong toan bd nghién ciru.
Két qua PD

Cac thu thé (%ACT-1 + [CD4+CD45RO HIGH] va % MADCAM+
[CD4+CD45R0O HIGH] dugc e ché gan nhu hoan toan trong toan bd qua trinh nghién
clru & tAt ca cac muc liéu luong.

Piém sd Mayo riéng phan

PMS trung binh dudng gbc & cac bénh nhan chua timg diéu tri viém loét dai
trang (5,4) cao hon so v6i cac bénh nhan bi viém loét dai trang tai dién (2,3). Vao ngay
thr 43, PMS trung binh gidm 10 rét dbi véi ca cac bénh nhan bi viém loét dai trang tai
phét va cac bénh nhén chua ting diéu tri viém loét dai trang. Vao ngay tht 155, diém
s6 trung binh ctia hai nhém la twong ty nhau. PMS trung binh tiép tuc giam trong ngdy
thr 267, va chitng lai sau do.

Chi s6 hoat tinh bénh Crohn

CDAI trung binh cta céc bénh nhan bi CD giam tir 294,6 ¢ duong gbc xudn
237,7 & ngay thir 43, va tiép tuc giam cho dén ngay 155 (156,1).
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IBDQ

Céac bénh nhén bi viém loét dai trang tai dién c6 diém s6 IBDQ trung binh cao
nhét & dudng gbe. Vao ngay thir 43, diém s6 IBDQ trung binh ting 1én ¢ ca ba nhém
bénh. Piém s6 IBDQ trung binh tiép tuc ting theo thoi gian & c 3 nhém bénh, dat dén
tri 56 tdi da & ngay thir 155 dbi v6i cac bénh nhan mac bénh Crohn, va & ngay thir 491
ddi v&i cac bénh nhan chua ting diéu tri viém loét dai trang va cac bénh nhan bi viém
loét dai trang tai phat.

Protein c6 hoat tinh phan ung C

Ca bénh nhan bi viém loét dai trang tai phat va cdc bénh nhén méc bénh Crohn
¢6 mtrc CRP trung binh giam cho dén ngay thir 155 va sau do chiing lai. Cac bénh
nhan chua timg didu tri viém loét dai trang c6 mirc CRP trung binh dudng gdc thap
hon so v&i cac bénh nhan bi viém loét dai trang tai phat (2,28 so v6i 7,09). Mirc CRP
trung binh & cac bénh nhan chua timg didu trj viém loét dai trang van tuong dbi khong
d6i & tht ca cac thoi diém danh gid.

Céc két qua vé d6 an toan khac

Khéng c6 s nhiém khuén co hoi hé théng nao (ké ca PML) dugc béo céo trong
qua trinh nghién ctru. Mot bénh nhan duong tinh déi véi JC viremia & mot thoi diém
duy nhét, mac dit Am tinh d6i v6i JCV & tht ca céc thoi diém khéc. Ba trong s 72 bénh
nhan (4%) c6 két qua HAHA dwong tinh (hai trong sb ho duong tinh nhat tho).
Nghién ctru nay cho thiy khong c6 bang chtng vé tinh doc trong gan, lympho bao,
hodc giam bach cAu lympho, hodc céc thay dbi thi nghiém bat ky c6 lién quan dén

thudc khéac.
Két luan

Vedolizumab duoc ding & lidu 2,0mg/kg hogc 6,0mg/kg 8 tudn mot 1an cho t6i
78 tuén dé dat dugc trang thai bio hoa thy thé dich, c6 lién quan dén su giam hoat tinh
trung binh ctia bénh 1au dai va cai thién diém sb IBDQ, thudng an toan va dugc dung

nap tdt, va thé hién do sinh mién dich chap nhan dugc.

Vi du 17: Gy dép tmg va duy tri d4p ung va su thuyén giam bénh & cac bénh nhén bi

viém loét dai trang hoat dong ¢ mirc d9 tir vira phai dén nghiém trong
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Thir nghiém don bao gdm hai nghién ciru da tam, mi doi ngdu nhién duoc thiét
ké @& danh gia viéc gy déap vmg va duy tri dép ing va sy thuyén giam bénh ¢ cac bénh
nhan bi viém loét dai trang hoat ddng ¢ murc do tir vira phai dén nghiém trong. Cac dic

tinh bénh nhan khau hoc va dudng gdc dugce so sanh trong tAt ca cac nhém diéu tri.

Nghién ctru gy dép tmg, bang cach dung trong tinh mach, so sanh gia dugc véi
vedolizumab, & liéu luong 300mg dugc hoan nguyén tir ché pham dong kho chua
60mg/ml khang thé trong 50mM histidin, 125mM arginin, 0,06% polysorbat 80, 10%

sucroza, & dd pH=6,3, v6i thoi diém cudi 12 6 tuan sau 2 liéu vedolizumab.

Nghién ctru duy tri d4p Gmg, bang cach st dung ché pham va duong ding giéng
v6i nghién ctru gay dép tmg, so sanh gia dugc véi vedolizumab dugce phén liéu bon
tudn mot 1an, va gia duoc véi vedolizumab duge phan lidu tAm tudn mot 1an. Thoi

diém cudi ctia nghién ctru nay 1a 52 tuan, phén tich quan thé c¢6 dap ung cam ung.

Cac mAu méu duoc thu hdi dé x4c dinh nong do vedolizumab trong sudt qua
trinh nghién ctru. Nong do trung binh cta vedolizumab trong huyét thanh & cudi giai
doan cam tng 14 20pg/ml dén 30pug/ml. Ndng do thap nhét trung binh ctia vedolizimab
trong huyét thanh & trang thai 6n dinh sau 30 phut truyén IV véi lidu 300mg ndm trong
khoang tir 9pg/ml dén 13pg/ml ddi vai phac dd q8wks (phéc dd 8 tuan) va ndm trong
khoang tir 35pg/ml dén 40pg/ml déi v6i phac do q4wks (phac dd 4 tuan). O cudi qua
trinh truyén, ndng do vedolizimab trung binh trong huyét twong ndm trong khoang tir
98ug/ml dén 101pg/ml ddi véi phac d6 g8ks va nam trong khoang tr 129ug/ml dén
137pg/ml dbi véi phac dd q4 wks.

Tom tit vé cac dap tng trong cic nghién ctru gdy dap ung va duy tri dap ung
dugc dua ra trong cac Bang 44 dén 47. Ty 1& cac bénh nhan dugc diéu tri bang
vedolizumab dat duoc dép tmg 1am sang, su thuyén giam bénh, va lam lanh ni€ém mac
& thoi diém 6 tuln 16n hon dang ké so v6i bénh nhan dung gia dugc (Bang 44). 39%
nhém duoc du dinh diéu tri trong giai doan cam tng khong c6 kha nang khang TNFa.
truge d6. Ty 1é dép tng 14m sang va ty 1€ thuyén giam bénh & cac bénh nhén su dung
vedolizumab cao hon cac bénh nhan st dung gia dugc trong dé cé ca cac bénh nhan
thAt bai trong didu tri bing khang TNF trudc d6 va cac bénh nhan khong tiép xtc vai
khang TNF trude do. Trong cac phan tich so bo cho dén tuan tht 6, ty 1& cic truong

hop bét loi (adverse event - AE), trudng hop bét loi nghiém trong, va céc trudng hop
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bét 1gi din dén viéc nglimg nghién ctru & nhém gia duge cao hon nhém vedolizumab.
Ty 1é cAc bénh nhén st dung vedolizumab dat dugc sy thuyén giam lam sang, lam lanh
niém mac, va thuyén giam khong st dung corticosteroit & 52 tudn va dap ung bén va
su thuyén giam bénh cao hon dang ké so véi cac bénh nhén sir dung gia duoc (Bang
45). 32% nhém nghién ctru duy tri dap Ung thit bai trong diéu tri bang khang TNFo,
trude d6. Su thuyén giam 1am sang va ty 1& dap Umg lam sang bén & vedolizumab 1a
cao hon dang ké so vé6i gia dugc & ca bénh nhan that bai trong diéu tri bang TNF va
céc bénh nhan chua timg st dung TNF. Trong nhém an toan (N=895) ddi véi c4c tudn
0 dén 52, ty 1¢ truong hop bét lgi (AE), AE nghiém trong, va nhiém khuén nghiém
trong giita cic nhém vedolizumab va gia dugc 13 tuong tw nhau. Khong c6 su gia tang
vé ty 1é nhiém khudn co hoi hozc nhidém khudn rudt dugc quan st & nhém

vedolizumab.

Bang 44: Két qua nghién ctru cam ting — Cac diém cudi chu yeu va thr yéu

Céc diém cudi | Giadugc | Vedolizumab Chénh Tri s6 P
hiéu qua léch/RR
Dép mg 1am 25.5% 47,1% 21,7%/1,8 <0,0001
sang (%)
Thuyén giam 5,4% 16,9% 11,5%/3,1 0,0010
1am sang (%)
Lam lanh 24.8% 40,9 16,1%/1,6 0,0013
niém mac (%)

Bang 45: K&t qua nghién ctru duy tri dép tmg — Cac diém cudi chu yéu va thit yéu

Cac diém cubihiéu | Gia VDZ | VDZ | Chénhléch/RR | Trisd P
qua duogc Q8 Q4 Q8 so v4i Pb
N=126 | N=122 | N=125 | ()4 55 v6i Pb
Su thuyén giam lam 15,9 41,8 44,8 26,1/2,7 <0,0001
sang (%) 29,1/2,8 <0,0001
Dép tng bén (%) 23,8 56,6 52,0 32,8/2,4 <0,0001
28,5/2,2 <0,0001
Lam lanh niém mac | 19,8 51,6 56,0 32,0/2,6 <0,0001
(%) 36,3/2,8 <0,0001
Su thuyén giam bén | 8,7 20,5 24,0 11,8/2,4 0,0090
(%) 15,3/2,8 0,0011
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Su thuyén giam 13,9 | 314 | 452 17,6/2,3 0,0133

khong ding n=72 | n=70 | N=73 31,4/3,3 <0,0001
corticosteroit (%)

Bang 46: Nghién ctru gdy dap ung: Pap ung lam sang va thuyén giam & 6 tudn & cac
bénh nhén that bai trong didu tri bing chét dbi khang khang TNF-a trudc d6 va cic
bénh nhén khong tiép xtc véi khang TNF, nhém ITT

Céc bénh nhan tht bai trong didu tri bang chat ddi khang khang TNF-a trudc d6
(39%)

Diém cudi Gia duge Vedolizumab | Chénh léch 95% Cl
N=63 N=82

Dép Gmg 1am | 20,6 39,0 18,4 3,9,32,9

sang (%)

Thuyén giam | 3,2 9,8 6,6 -9,8,22,8

lam sang (%)

Céc bénh nhan khong tiép xuc véi chit dbi khang khang TNF-a (55%)

Gia duoc Vedolizumab | Chénh 1éch 95% C1
N=76 N=130
bap img lam | 26,3 53,1 26,8 13,7, 39,9
sang (%)
Thuyén giam | 6,6 23,1 16,5 2.4,30,2

lam sang (%)

Bang 47: Thuyén giam 1am sang va dap Gng 1am sing bén & 52 tudn: Cac bénh nhén
thét bai trong diéu tri bang chét d6i khang khang TNF-o, trudc d6 hodc khong tiép xtic
v6i chat déi khang khang TNF-a, nhém ITT

Céc bénh nhan thét bai trong didu tri bing chat d6i khang khéang TNF-o trude do
(32%)

Diém cudi Gia |VDZ |VDZ | Chénhléch 95% Cl
dugc | Q8Wks | Q4Wks | Q8wks so véi gia duoc
N=38 | N=43 | N=40 | Q4 wks so véi gia duoc

Thuyén gidm | 5,3 37,2 35,0 31,9 10,3, 51,4
1am sang (%) 29,7 7.4,

49,4
Dép tmg 1am | 15,8 | 46,5 | 42,5 30,7 11,8, 49,6
sang bén (%) 26,7 7,5,
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45,9

Céc bénh nhan khong tiép xuc véi chit dbi khang khang TNF-a. (60%)

Gia |VDZ VDZ Chénh 1éch 95% Cl
dugc | Q8wks | Q4wks | Q8wks so véi gia dugc
N=79 |N=72 | N=73 | Q4wks so véi gia dugc

Thuyén giam | 19,0 | 45,8 47,9 26,8 12,4,41,2
lam sang (%) 29,0 14,6, 43,3
Dép tmg 1am | 26,6 | 65,3 56,2 38,7 24.0, 53,4
sang bén (%) 29.6 14,6, 44,6

Vi du 18: Gay ra va duy tri dap ung va su thuyén giam & cdc bénh nhan méac bénh

Crohn hoat dong & murc do tura vira phai dén nghiém trong

Thir nghiém don bao gdm hai nghién ctru da tim, mu ddi, ngéu nhién dugc thiét
ké dé& danh gia sw cAm (mg va duy tri dap Umg va sy thuyén giam & cac bénh nhan méc
bénh Crohn hoat dong & mtc do tir vira phai dén nghiém trong. Céac dic tinh bénh

nhén khéu hoc va dudng gdc duge so sanh trong tat ca cic nhom di€u tri.

Nghién ctru gy dép ting, bang c4ch dung trong tinh mach, so sanh gia dugc v6i
vedolizumab, & lidu luong 300mg dugc hoan nguyén tir ché pham dong kho chta
60mg/ml khang thé trong 50mM histidin, 125mM arginin, 0,06% polysorbat 80, 10%

sucroza, & d0 pH=6,3, v6i diém cudi ¢ 6 tuan sau 2 liéu vedolizumab.

Nghién ctru duy tri, bang céch s dung ché pham va duong dung gidng voi
nghién ctru gy dép tng, so sanh gia duoc vdi vedolizumab duge phén liéu bon tuan
mot 1an, va gia duge v6i vedolizumab dugce phan liéu tém tuan mot 1an. Piém cudi cia

nghién ciru ndy 12 & 52 tudn, phan tich nhém cé dap ing cam Gng.

Bét ngd 13, nghién ctru nay chi ra ring cac nhém Q4 va Q8 tudn cho cac két qua
rét gibng nhau. Tém tit vé cdc dap (mg cua cac nghién ciu gy va duy tri dap Ung
duge dua ra trong cdc bang 48 dén 51. Ty 1¢ bénh nhan duoc diéu tri béng
vedolizumab dat duoc su thuyén giam 1am sang va dap ung gia ting cao hon dang ké
S0 v6i ty 16 cac bénh nhan dung gia duge (Bang 48). Ty 1¢ thuyén giam lam sang va
dap Ung gia ting & cic bénh nhén st dung vedolizumab cao hon cac bénh nhén sur
dung gia dugc bao gdm ca cac bénh nhan thét bai trong diéu tri bang khang TNF truéc
d6 va cac bénh nhan khong tiép xtic véi khang TNF trude d6. Ty 1¢ cac trudmg hop bat
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loi (AE), AE nghiém trong, va nhi®m khuin nghiém trong gitta cdc nhém vedolizumab
va cac nhém gia dugc 1a twong tuy nhau. Khong c6 su gia tang v& nhiém khudn co hoi

hodc nhiém khuan rudt dugc quan sat & nhém vedolizumab.

Bang 48: Két qua nghién ctru gy dép Gmg — Céc diém cudi chu yéu va thir yéu

Céc diém cudi Gia duoc Vedolizumab Cl}énh 1éch duoc | Tri s P
N=148 N=220 diéu chinh/RR

Thuyén gidm lam 6,8% 14,5% 7,8%/2,1 0,0206

sang (%)

bap g gia ting (%) | 25,7% 31,4% 5,7%/1,2 0,2322

Thay dbi CRP trung | -3,6 2,9 0,9288

binh (pg/ml) N=147 N=220

Bang 49: Két qua nghién ctru duy tri dap g — céc diém cudi chu yéu va thtr yéu

Céac diém cudi hiéu qua Gia dugc | VDZ | VDZ Ct}énh léch duge | Tri s6
N=153 Q8 Q4 diéu chinh/RR P

N=154 | N=154 | Q8 so v6i Pb

Q4 so véi Pb
Thuyén giam lam sang 21,6 39,0 36,4 17,4/1,8 0,0007
(%) 14,7/1,7 0,0042
Dbéap ung gia tdng (%) 30,1 43,5 45,5 13,4/1,4 0,0132
' 15,3/1,5 0,0053
Su thuyén giam khong 15,9 31,7 28,8 15,9/2,0 0,0154
dung corticosteroit (%) | N=82 N=82 |N=80 |12,9/1,8 0,0450
Su thuyén giam bén (%) 14,4 21,4 16,2 7,2/1,5 0,1036
2,0/1,1 0,6413

Bang 50: Thuyén giam 1am sang va dap ung gia ting tai thoi diém 6 tuan & cac bénh
nhan thét bai trong didu tri bing chat déi khang khang TNF-a trude d6 va khong tiép
xuc v6i khang TNF truge d6, nhom ITT

Céc bénh nhan tht bai trong didu tri bang chat d6i khang khang TNF-a trude do
(48%)

Diém cubi Gia duoc Vedolizumab | Chénh 1éch 95% Cl
N=70 N=105
Thuyén giam | 4,3 10,5 6,2 (9,1, 21,3)
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1am sang (%)

Dap tmg gia | 22,9 23,8 1,0 (-11,8, 13,7)

tang (%)

Céc bénh nhan khong tiép xtc v6i chit d6i khang khang TNF-a trude d6 (50%)
Gia duoc Vedolizumab | Chénh léch | 95% Cl
N=76 N=130109

Thuyén giam | 9,2 17,4 8,2 (-1,4, 17,9)

1am sang (%)

Dap tng gia | 30,3 42,2 11,9 (-1,9, 25,8)

tang (%)

Bang 51: Thuyén gidm 14m sang va dap Ung gia ting tai thdi diém 52 tudn: C4c bénh
nhan that bai trong didu tri bing chit déi khang khang TNF-a trude d6 hodc khong
tiép xuc voi chat dbi khang khang TNF-a truge d6, nhém ITT

Céc bénh nhan that bai trong didu tri bing chit dbi khang khang TNF-o trudc d6
(51%)

Diém cudi Gia VDZ |VDZ | Chénh léch 95% Cl
dugc | Q8Wks | Q4Wks | Q8wks so véi gia duoc
N=78 |N=82 |N=77 | Q4 wks so véi gia dugc

Thuyén giam | 12,8 (28,0 |273 15,2 (3,0, 27,5)
1am sang (%) 14,5 (2,0, 26,9)
Pap mg gia|20,5 [293 |37, 8,8 (-4,6,22,1)
tang (%) 17,1 (3,1,31,2)
Céc bénh nhan khong tiép xuc voi chat d6i khang khang TNF-o trude d6 (45%)
Gia | VDZ |VDZ | Chénh léch 95% Cl

dugc | Q8wks | Q4wks | Q8wks so v6i gia dugce
N=71 |N=66 |N=71 | Q4wks so véigia dugc

Thuyén giam | 26,8 |51,1 46,5 24.8 (8,9, 40,6)
1am sang (%) 19,7 (4,2,35,2)
Pap ung gia 38,0 |60,6 53,5 22,6 (6,3, 38,9)
tang (%) 15,5 (-0,7,31,7)

Vi du 19: Gay dap tng va lam thuyén gidm & cac bénh nhén méc bénh Crohn hoat

dong ¢ mtrc do tir vira phai dén nghiém trong
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Nghién ctru da tdm ddi chimg bang gia dwoc, mi doi, ngau nhién dugc thuc
hién dé danh gi4 tac dung gdy dép tmg cta vedolizumab & lidu 300mg (dwoc hoan
nguyén tir ché phim déng khé chira 60mg/ml khéng thé trong 50mM histidin, 125mM
arginin, 0,06% polysorbat 80, 10% sucroza, & do0 pH=6,3), ¢ cac bénh nhan that bai
trong didu tri bang chat dbi khang TNFa & tudn 6 (sau 2 lidu & 0 tudn va 2 tun) va &
tudn 10 (sau 3 lidu). Nghién ctru nay dugc thuc hién & 416 bénh nhan, 75% trong s6 ho
that bai trong didu tri bing chit dbi khang TNFa, va 25% trong sb ho chua timg sir
dung TNFa. Nhan khéu hoc va cac thuéc IBD di kém dugc can bang trong cac nhém
didu tri. CAc dic tinh bénh dwong gbe ciing dugc cin bing trong céc nhém diéu tri,

ngoai trir hoat tinh bénh duong gc.

Diém cubi chi yéu duge chi dinh cho nghién ctru nay 13 sy thuyén giam ¢ tuan
6 (%) trong nhém that bai trong didu tri bing chét di khang khang TNF-a. Céc diém
cubi thi yéu duge dénh gia (quy trinh thir nghiém sau d6) 1a: sy thuyén gidm & tuan 6
(%) trong toan bd quan thé, su thuyén giam & tudn 10 (%) trong nhém that bai trong
didu tri bang chét d6i khang khang TNF-o, va toan bd quan thé (bang cach sir dung quy
trinh Hochberg), su thuyén giam duy tri & tudn 6 va 10 (%) trong nhém thét bai trong
didu tri bang chét d6i khang khang TNF-o, va toan bd quan thé (bang cach sir dung quy
trinh Hochberg), va dap ung ting cuong ¢ tuln 6 (%) trong nhém thét bai trong didu
tri bing chat ddi khang khang TNF-a.

Bang 52: CDAI gbc

Gia dugc Vedolizumab | Tri s6 p

ITT TNF: Trung binh | 306,1 (5543) |316,1(52,63) | 0,0945
(D6 1&ch chuén)

ITT tong: Trung binh | 301,3 (54,97) |313,9(53,17) |0,0153
(P06 1&ch chuan)

Bang 53: Két qua nghién ctru gy dép Umg: diém cudi cha yéu va thi yéu

Diém cudi ITT TNF (N=315) ITT tong (N=416)
PLA |VDZ |Chénh|Tri s6|PLA |VDZ |Chénh|Tri sb
N=157 | V=158 |léch | P N=207 | N=209 | léch |P
(RR) (RR)
Sy thuyén 12,1% | 152 | 3,0% |0,4332
giam & Wk6 % (1,2)
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chu yéu

Su thuyén
giam & Wko6
th yéu lan
thir nhét

12,1% | 19,1%

6,9%
(1,6)

0,0478

Su thuyén
giam & Wk10
thir yéu lan
thir hai

12,1%

26,6 %

(2.2)

14,4%

0,0012

13% 28, 7%

15,5
%
(2,2)

<0,00
01

Su thuyén
giam duy tri
(6 ca Wk
6&10)

8,3 %

12,0%

3,7%
(1,4)

0,2755

8,2% | 15,3%

7%
(1,9)

0,0249

Dbéap Ung gia
tang
(CDAI100)

%

22,3

39,2 %

16,9%
(1,8)

0,0011

Bang 54: K&t qua & cac bénh nhan chua timg st dung chat d6i khang khang
TNF-a (n=101, 24% trong tong s6 bénh nhan)

Gia dugc % | Vedolizumab% | Chénh 1éch % | 95% Cl
Thuyén giam & 12 31,4 19,1 (3,3,
tuan 6 35,0)
Thuyép giam & 16 35,3 19,2 (2.4,
tuan 10 35.8)

Bang 55: Két qua nghién ctru: Thuyén giam 1dm sang & tudn 6 va 10, Phan nhém chi

yéu —Tht bai trong diéu tri bing Tx trude ddy, Tong ITT

Nhém phu Biénsé | Giadugc| VDZ | Chénhléch | 95% Cl
Thét bai trong N 156 155
diéu tri bang Y
Khing TNF truge | ‘me&em | 128 14812 ] G0
day (75% cua ’
ITT) Thuyén giam | 12,8 26,5 13,6 (4.9,
& WK10 (%) 22.3)
That bai trong N 45 44
dieu tribang dicu [0y o oiam | 11,1 | 318 20,7 (-0.5,
bién mién dich & WK 6 (%) 39.7)
nhung thanh ’
cong trong viéc Thuyén gidm 15,6 31,8 16,3 (-1,1,
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diéu tri bang & Wk10 (%) 33,6)
khang TNF trudc
day (21% ITT)
Chi thét bai trong N 5 9
S;it‘igg;ﬁi Thuyén giam | 0 333 333 (-23.9,
5 WK6 (¢ 7
trwée day (3% |0 K6 (%) 75.7)
ITT) Thuyén giam 0 444 44 4 (-13,4,
& Wk10 (%) 85,3)

Nghién ctru nay chi ra ring cac bénh nhan tht bai trong diéu tri bang chat dbi
khéng TNF-o can 3 lidu dé gay thuyén giam bénh. Ty 1€ thuyén gidm & cic bénh nhan
thit bai trong diéu tri bing chét d6i khang TNF-a ting gitta tudn 6 va tudn 10, nhung
chi ting & nhém vedolizumab (khong ting ¢ nhém gia dugc). Ty 1€ thuyén giam ddi
v6i cac bénh nhan chua timg didu tri bing chét dbi khang TNF-a vé co ban 1a khong
tang gifta tudn 6 va tuan 10. Nhém thAt bai trong diéu tri bing chat d6i khang TNF-a
véi mire d6 mutrc do nghiém trong cua bénh cao, 43% chua timg dap Gng vdi chét ddi

khang TNF-0, va 45% mét dap tmg.
Vi du 20: Do 6n dinh

Céc ché phim khang thé khang a4B7 khéc nhau dugce thir nghig¢m vé d0 6n dinh
trong khoang thoi gian tir 6 thang dén 24 thang & 5°C (Bang 6 va 7). Cac ché pham c6
d6 pH nam trong khoang 6,0 dén 6,2 co thoai hoa loai chinh nhé hon khoang 4% sau 6
thang va ¢ 24 thang.

Céc ché phim khang thé khang a4B7 khéc nhau dugc thir nghiém vé d6 6n dinh
biing SEC trong khoang thoi gian 1én t6i 24 thang (Bang 4 va 5). Ché phim vé6i nong
do protein 60mg/ml va chita 25mM xitrat c6 su thay dbi vé& mue két tw 0,1% dén 0,2%
sau 2 ndm, trong khi ché phdm chira 160mg/ml protein va 25mM Xitrat c6 su gia tdng
két tu khoang 0,3% sau 2 nam. C6 s gia tang 0,6% dén 1,1% két tu d6i v6i ché pham
chita 60mg/ml, 110mg/ml, hodc 160mg/ml protein ma khong chira xitrat. D6i v6i ché
phdm thir nghiém chtta xitrat, nhung khong chira histidin, sau 12 thang va 24 thang,
két tu tiang khoang 0,3% dén 0,4%.

Vi du 21: X4c dinh 4nh huong cia vedolizumab dén ty 16 CD4:CDS8
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Céc dbi trong khoe manh & Ira tudi 18 dén 45 duge diéu tri bing mot lidu don
450mg vedolizumab dugc hoan nguyén tir ché pham dong khd chira 10% sucroza va
duoc pha lodng thanh hé dung dich truyén chtta 0,9% nudc mudi. Dich ndo tiy
(Cerebrospinal fluid - CSF) dugc gom bing cach choc do tiy séng truée (dudng goc)
va 5 tudn sau lidu don 450mg vedolizumab. Mbi déi tugng déng vai trd lam méu ddi

ching cua chinh ho.

Thoi diém 5 tudn duge lua chon dua trén mdt nghién ctu trude dé cho thay
rang céc bénh nhan mac MS dugc diéu tri bang natalizumab da chimg minh sy anh
hudng 1én ty 1¢ té bao lympho CD4+:CD8+ trong CSF va su giam s6 lwong thuong tén
& ndo sau khi dung mét lidu duy nhét (Stuve et al., Arch Neurol. 2006; 63:1383-1387;
Stuve et al., Ann Neurol. 2006; 59:743-747. Miller et al., N Engl J Med. 2003;
348(1):15-23); va ciing do tai thoi didm 5 tuln, liéu 450mg vedolizumab 13 du dé 1am
bdo hoa dich va tao ra ndng do huyét thanh vuot qua ndng do thap nhét & trang thai 6n

dinh wéc tinh lién quan dén phéc do lidu giai doan 3 13 300mg 4 tuAn mot lan.

Khoang 15ml CSF thu duoc tir mdi d6i twong dé x4c dinh kiéu hinh mién dich.
Céc mau CSF dugc tham gia vao nghién ctru nay néu ching dat tiéu chi sau day: <10
RBCs/ul mdi miu (d& giam dén mic t6i thidu sy nhidm tap m4u ngoai bién); két qua
nubi cdy CSF am tinh; sb luong té bao lympho T thich dang & m&i mau dong chay té
bao; va khong phét hién thiy cac khang thé khang vedolizumab trong huyét thanh.

Nong dd vedolizumab trung binh (34,80pg/ml) va ndng dd vedolizumab trong
huyét thanh & mdi dbi tuong (nam trong khoang tir 24,9ug/ml dén 47,9pg/ml) & tuan 5
16n hon ndng do thép nhit & trang théi 6n dinh trung binh d& ra (~24pg/ml) déi voi
phéc dd lidu giai doan 3. Mitc do bdo hoa thu thé 04B7 cao (>90%) dugc quan sit &
tudn 5 nhu dugc xac dinh béi MAJACAM-1-Fc, chi ra rang su bdo hoa cua
vedolizumab & céc dich cta né & thoi didm danh gid diém cudi.

Vedolizumab khong duoc phét hién trong mau CSF bat ky (gi6i han phét hién =
0,125pg/ml).
Tac dong dén sé luong va ty 1é té bao lympho T CD4+ va CD8+
Vedolizumab khong lam gidm dang ké ty 18 CD4+ : CD8+ (Bang 56). Khong co6 vt
chu nao cé ty 16 CD4+:CD8+ sau khi dung thube <1 (p < 0,0001 (thir nghiém t 1-
phia)). Vedolizumab khong lam giam déng ké s lugng cac té bao lympho T CD4+
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hodc CD8+ trong CSF. Ngoai ra, khong c6 su thay dbi dang ké vé ty 1& % céc € bao
lympho T CD4+ va CD8+ trong CSF (Bang 57). Ngoai ra, khong quan sat thay su thay
dbi dang ké nao v& WBC méu ngoai bién, céc té bao lympho T nhé CD4+ va CD8+
(Bang 58).

Bang 56: Anh huéng ciia vide didu tri dén ty 18 CD4+:CD8+ trong CSF (Nhém ¢6 thé
danh gia, n=13)

Pudng gbc | Tuan 5 Chénh léch ty 1&
CD4+:CD8+ ¥
Ty 1& CD4+:CD8+ 3,59 (0,273) | 3,60 (0,265)* | 0,01 (0,197)

Khoang (SE) trung binh 1,53-5,67 1,42-5,15

90% CI 2 phia d&i véity 1& | 3,00-4,19 | 3,132, 4,077

90% CI 2 phia ddi véi -0,337, 0,363
chénh léch

CI=khoang tin cay

*p<0,0001 (thtr nghiém t mdt mau mot phia d6i voi HO:pu<1 so véi H1: p>=1).

+Chénh 1éch dugc dinh nghialaty 1€ ¢ tudn 5 trr di ty 1 duong gbe

Bang 57: Anh huéng cia viéc didu tri dén sb lugng té bao lympho CD4+ va CD8+
trong CSF (Nhém c6 thé danh gid, n=13)

Puong goc Tuan 5
CD4+ duéi dang % té bao | 75,160 (7,3831) 74,215 (6,3732)
lympho, trung binh (SD)

CD8+ dudi dang ty 1& % té | 22,272 (5,4320) 22,007 (6,1624)
bao lympho, trung binh (SD)

Bang 58: S6 lugng lympho bao T nhé méu ngoai bién (RO+) (Nhém c6 thé danh gi4,
n=13)

Puong gbc Tuan 5

Trung binh (SD) Trung binh (SD)
CD4+CD45RO+ 27,85 (4,98) 27,06 (5,02)
CD8+CD45R0O+(%) 11,24 (3,40) 10,78 (2,98)

Tém tét
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Vedolizumab khong anh huéng dén sb lugng té bao CD4+ va CD8+ trong CSF
hodc ty 186 CD4+:CD8+ & nhitng ngudi tinh nguyén khoe manh sau khi ding lidu don
450mg. Khong c6 ddi twong ndo c6 ty 1& CD4+:CD8+ trong CSF sau khi dung thube
giam dén nho hon 1. Khéng phat hién thiy vedolizumab trong CSF. Ngoai ra, khong
quan sat thdy sy thay d6i nao trong WBC tong hodc tap hop con lympho bao T nhé
CD4+ va CD8+ trong mau ngoai bién. Su bdo hoa (a4p7) dich trong mau xay ra ¢ tat
ca cac dbi tuong & thoi didm danh gia diém cubi. Lugng va ty 18 t€ bao lympho CD4+
va CD8+ trong CSF 13 twong tu v&i lugng va ty 1& di dugc bdo cdo trude day trong cac
tai liéu.

Két qua ndy phu hop véi viéc vedolizumab khong c6 anh hudng dén su gidm
sat mién dich sinh 1y & CNS va sy viém CNS bénh ly ¢ khi.

Mic du sang ché nay dugc chi ra cu thé va dugc mo ta c6 dua trén cac phuong
an uu tién cua nd, chuyén gia trong linh vuc nay s€ hiéu ring c6 thé thuc hién céc thay
d6i khac nhau v& hinh thuc va chi tiét d6i v6i cac phuong 4n ndy ma khong di chéch
khoi pham vi cia sang ché dugc bao ham bai yéu cAu bao ho kém theo.

Bang 59: Trinh tu

SEQID | Trinh tw dwge thé hi¢n MG ta
NO:

1 Hinh 1 ADN m3 ho4 chudi ning ctia globulin mién
dich khang a4p7 d& dugc lam tuong thich
voi nguodi

2 Hinh 1 Trinh ty axit amin cua chudi ning cula

globulin mién dich khang «4f7 da duoc
lam teong thich véi nguoi

3 Hinh 2 ADN mi hod chudi nhe cua globulin mién
dich khang a4p7 da dugc lam tuwong thich
véi nguoi

4 Hinh 2 Trinh ty axit amin c@ia chudi nhe cua

globulin mién dich khang a4f7 da duoc
lam twong thich véi nguoi

5 Hinh 3 Chudi nhe truéng thanh tuwong thich véi
nguoi cua LDP-02

6 Hinh 4 Ving 6n dinh chudi nhe kappa ¢ loai nguoi
Hinh 4 Ving 6n dinh chudi nhe kappa ¢ loai chudt

8 duoc vién dAn & trang 31 | CDR1 cua chudi ning cta khang thé ACT-
SYWMH 1 & chudt nhat
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9 dugc vién din & trang 31 | CDR2 ctia chudi néing cla khang thé ACT-
EIDPSESNTNYNQKFKG | 1 ¢ chudt nhat

10 | dwoc vién din ¢ trang 31 | CDR3 ciia chudi ndng cia khang thé ACT-
GGYDGWDYAIDY 1 & chudt nhat

11 duoc vién dan & trang 31 CDRI1 cua ’chuSi nhe cia khang thé ACT-1
RSSQSLAKSYGNTYLS | ¢ chudt nhat

12 dugc vién dan ¢ trang 31 CDR2 cua ,chuéi nhe cta khang thé ACT-1
GISNRFS & chudt nhat

13 duoc vién dan & trang 31 CDR3 cua ,chu(:)i nhe cua khang thé ACT-1
LQGTHQPYT 6 chudt nhat

14 |Hinh7 vimg bién doi kappa trén chudi nhe ¢ khéng

thé GM607 CL & nguoi
15 | Hinh7 ving bién ddi trén chudi nang khang thé

21/28 CL & ngui
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YEU CAU BAO HQ
1. Dugc phdm léng én dinh chira khang thé khéng a4p7, xitrat, va it nhat mot axit
amin tu do, trong d6 khéng thé khang 04p7 chira vimg bién ddi cua chudi nhe chira
ving quyét dinh bd ctru 1 (CDR1) chira SEQ ID NO:11, CDR2 chira SEQ ID NO:12,
va CDR3 chira SEQ ID NO:13, va chira ving bién ddi clia chudi nang chira CDR1
chira SEQ ID NO:8, CDR2 chira SEQ ID NO:9, va CDR3 chira SEQ ID NO:10.

2. Duoc phim léng 6n dinh theo diém 1, trong d6 ty 1& mol cua khang thé khang a4p7
so véi xitrat 12 khoang 1:4 dén khoang 1:100.

3. Dugc phém long 4n dinh theo diém 1 hodc 2, trong d6 axit amin tu do dugc chon tir

nhém gdm histidin, alanin, arginin, glyxin, axit glutamic va cac t6 hop ctia chung.

4. Dugc phidm long 6n dinh theo diém bét k¥ trong sb cac diém néu trén, trong do

dugc phém nay con chira thém chét hoat dong bé mit.

5. Dugc phim léng 6n dinh theo diém 4, trong d6 ty 1€ mol cua xitrat so v&i chét hoat

dong bé mit 1a khoang 3:1 dén khoang 156:1.

6. Dugc phim long én dinh theo diém 4 hodc 5, trong d6 chit hoat dong bé mit 12

polysorbat 20, polysorbat 80, hodc poloxame va cac t6 hop cua ching.

7. Dugc pham léng 6n dinh theo diém 6, trong d6 chét hoat dong bé mat 1a polysorbat
80 va ndng do polysorbat 80 12 0,01% dén 0,5%.

8. Duoc pham léng 6n dinh theo diém bAt k¥ trong s cac diém tir 1 dén 7, trong d6
ndng do xitrat 1a 5 mM dén 50 mM.

9. Duoc phédm 1ong 6n dinh chua it nhét khoang 60 mg/ml dén khoang 190 mg/ml
khang thé khang a4f7, chét chdng oxy héa hodc chit tao chelat, va it nhat mot axit
amin ty do, trong d6 khang thé khang a4f7 chia ving bién ddi ctia chudi nhe chua
ving quyét dinh bd ciru 1 (CDR1) chira SEQ ID NO:11, CDR2 chira SEQ ID NO:12,
va CDR3 chtra SEQ ID NO:13, va chtra vung bién d6i cta chudi ning chira CDR1
chia SEQ ID NO:8, CDR2 chira SEQ ID NO:9, va CDR3 chira SEQ ID NO:10.

10. Dugc phdm léng 6n dinh chta khang thé khang a4p7, chit chong oxy hoa hodc
chét tao chelat, va it nhat mot axit amin tu do, trong d6 khang thé khang 04p7 chta
ving bién ddi ciia chudi nhe chira ving quyét dinh bd ciru 1 (CDR1) chira SEQ ID
NO:11, CDR2 chitra SEQ ID NO:12, va CDR3 chira SEQ ID NO:13, va chtra vung
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bién ddi cta chudi nang chira CDR1 chira SEQ ID NO:8, CDR2 chira SEQ ID NO:9,
va CDR3 chita SEQ ID NO:10, va trong d6 dugc phim nay c6 do pH 12 6,1 dén 7,0.

11. Dugc pham léng 6n dinh theo didm 9 hodc 10, trong d6 dugc phdm nay chia
khoang 150 mg/ml dén khoang 180 mg/ml khang thé khang a4f7.

12. Duge pham 16ng dn dinh theo diém 9 hodc 10, trong d6 chét chong oxy hoa hogc
chét tao chelat 12 xitrat hoic EDTA.

13. Duoc phim 1éng bn dinh theo diém 12, trong d6 chat chng oxy héa hodc chét tao

chelat 1a xitrat.

14. Dugc phém 16ng 6n dinh theo diém 13, trong d6 ndng dd xitrat 12 5 mM dén 50
mM.

15. Duoc phém 16ng 6n dinh theo diém bét k¥ trong s6 c4c diém tir 9 dén 15, trong do

dugc phdm nay con chira thém chét hoat dong bé mit.

16. Dugc phim 16ng 6n dinh theo diém 15, trong do ty 18 mol chét hoat dong bé mat so
v6i khang thé 12 tir khoang 0,7:1 dén khoang 2,0:1.

17. Dugc phim 1éng 6n dinh theo diém 15, trong d6 ty 1€ mol cua chét chong oxy héa

hodc chét tao chelat so v&i chat hoat dong bé& mat 13 khoang 3:1 dén khoang 156:1.

18. Duoc phdm léng 6n dinh theo diém 15, trong d6 chét hoat dong bé mat 14
polysorbat 20, polysorbat 80, poloxame va cac td hop cuia chiing.

19. Dugc phdm 1ong 6n dinh theo diém 18, trong d6 chét hoat dong bé mat 14
polysorbat 80 va ndng do polysorbat 80 12 0,01% dén 0,5%.

20. Dugc phdm long én dinh theo diém 9 hodc 10, trong d6 dugc pham nay chta
khang thé khang a4p7, xitrat, histidin, arginin, va polysorbat 80, trong d6 khang thé
khang 04p7 chira ving bién dbi cua chudi nhe chira ving quyét dinh b ciru 1 (CDR1)
chita SEQ ID NO:11, CDR2 chita SEQ ID NO:12, va CDR3 chtra SEQ ID NO:13, va
chira vung bién dbi ctia chudi niang chira CDR1 chita SEQ ID NO:8, CDR2 chtra SEQ
ID NO:9, va CDR3 chta SEQ ID NO:10.

21. Dugc phim 1éng 6n dinh theo diém 20, trong d6 ndng do khang thé khang a4p7 13
it nhat khoang 140 mg/ml.
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22. Dugc phim 1ong 6n dinh theo diém 20 hodc 21, trong d6 ndng d6 histidin 1a 10
mM dén 75 mM.

23. Duogc phém long 6n dinh theo diém 20 hoic 21, trong dé néng do arginin la 50
mM dén 150 mM.

24. Dugc pham 1ong 6n dinh theo diém bat k¥ trong sé cac didm tir 20 dén 23, trong
d6 ndng do xitrat 12 5 mM dén 50 mM.

25. Dugc pham 1ong 6n dinh theo diém bt ky trong s6 cac diém tir 1 dén 24, trong d6
khang thé chira ving bién ddi ctia chudi ning chira c4c axit amin 20-140 cua SEQ ID
NO: 2 va ving bién dbi cua chudi nhe chita cc axit amin 20-131 cta SEQ ID NO: 4
hodc céc axit amin 21-132 cua SEQ ID NO: 5.

26. Dugc pham 1ong 6n dinh theo diém bét ky trong sé cac diém néu trén, trong d6

khang thé 14 vedolizumab.

27. Vat phim san xuét chira dung cu chira, dugc pham 1ong On dinh theo diém bat ky

trong s cac diém tir 1 dén 26, va hudng dan sir dung duoc phim nay.
28. Vat pham theo diém 27, trong d6 dwoc phdm long 6n dinh chira 108 mg khéng thé.

29. V4t pham theo diém 27, trong d6 vat phdm nay 13 xy lanh dé nap trude.
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HINH 14A

40947

13/18

SEQ ID NO: 14

Viing bién doi chuéi nhe kappa
tir khang thé GM607'Cl

Asp
1
Glu
Asn
Pro
Asp
65

Ser

Leu

Ile val
Pro Ala
Gly Tyr

35
Gln Leu
50
Arg Phe
Arg Val

Gln Thr

Met

Ser 1

20

Asn T

Leu |

Glu

Pro
100

Leu I

Tyr

y Ser G

70

Glu !

-133-

Leu Ser Leu
10

Ser Ser Gln
25

Tyr Leu Gln
Ser Asn Arg

Gly Thr Asp
15

Gly Val Tyr
90

y Gln Gly Thr

105

Pro Val Thr

Leu
30

Gly

Ser Leu
Lys Pro
45

Ala Ser
60

Gly

Phe Thr

Tyr Cys ¥

Lys Val Glu
110

Lys

Gln
95

Ile

Ile
80

Ala

Lys



40947

14/18

Ving bién d6i chudi nang
tir khang thé 21/28'CL

SEQ ID NO: 15

Gln Val Gln Leu Val Gln Ser Gly A
1 5

Ser Val Lys Val Ser Cys Lys Ala

20

Ala Met His Trp
35

Gly Trp Ile Asn
50

Val Arg Gln Ala
40
Ala Gly Asn Gly
55
Gln Gly Arg Val Thr Ile Thr Arg
65 70
Met Glu Leu Ser Ser Leu Arg Ser Glu Asp
85 90
Ala Arg Gly Gly Tyr Tyr Gly Ser Gly Ser
100 105

Thr Leu Val Thr Val Ser Ser
115

Lsn T

Asp T

HINH 14B

-134-

75

Val Lys Lys Pro Gly Ala
15

Tyr Thr Phe Thr S
30

Gln Arg Leu Glu
45

Lys Tyr Ser Gln

60

Ser Ala Ser Thr !

Thr Ala Val Tyr Tyr Cys

95

Tyr Trp Gly Gln Gly
110

Asn
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15/18

HINH 15

Hop phan ciia sin phidm protein trong xyranh nap san

— Can xyranh

jh Pittong lam bang
[~} nhua dan hi
TN

Béng khi

__ Long xyranh
(dugc phu silicon)

- _L Dung dich ché phim
i protein

Kim tiém 1am bang
- Y1 thép khong gl
S /J)/ duogc gan bang chat két dinh

hodc nép bao vé kim tiém

!
J Mii chup béng nhya dan hoi

-135-



Lurc trugt (N)

Luc trugt (N)

40947

< 16/18
HINH 16
40
w27G
354 27G thanh méng &
30 - /
25 - /
20 - &
/”/ s
15 | //f . 4/“
J//X /‘_f/"f,
10 B M"W"")’f
5 - e
0 1 EH ] 1 ] H i 1 k)
120 130 140 150 160 170 180 190 200 210 220
Nong do protein (mg/mL)
40
® Nha SX A 27G N
¢ Nha SX B27G
35 - =~ NhaSXC27G ®
© Nha SX A 27G, thanh méng e
30 - ® NhaSXB27G, thanh méng el
A Nha SX C 27G, thanh mong ® Pt
1 25 i //’,/
B
20 - /‘é
15 - _— - 2
- - -
- /
10 A
5 - ®
O H H E ] i i ¥ ¥
0 5 10 15 20 25 30 35 40

Do nhét (cP)
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HINH 17A

40947

17/18

(Proﬁn du bao: luc trugt ban dau

Luc truot ban dau

26,9

oA
[se]
D

=
S
e

(g\|
+l

HINH 17B

307
28
26
247
22
20
18-

Nha san xuat
xyranh A

[ Profin du bao: luc trugt ban dau

Luc truot ban dau

8,878477

15 -1 1
137 N
11 ~ :
- S
i
9_ ------------\ -
r- a
5 ' .
U L R L B S AL R L
-1 .05 0 05 -1 05 0 05 1
04 -0,146
Nha san xuat xyranh Kiéu pittong (cir chan)
{C&A-B) {G&F&D-E)
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HINH 18
[32]
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Thoi gian (gio) sau khi dung liéu cuoi cung
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DANH MUC TRINH TU

<110> MILLENNIUM PHARMACEUTICALS, INC.
<120> DUCC PHAM TLONG ON DINH CHUA KHANG THE KHANG o4B7 VA VAT PHAM CHUA
DUQC PHAM NAY

<130> 079259-0603

<140>

<141>

<150> 61/544,054

<151> 2011-10-06

<150> 61/481,522

<151> 2011-05-02

<160> 15

<170> PatentIn version 3.5

<210> 1

<211> 1445

<212> ADN

<213> Trinh tu nhé&n tao

<220>

<221> ngudn

<223> /ghi cht="Mé ta trinh tu nhdn tao: Polynucleotit tdéng hop"
<400> 1

gaattctcga gatcgatctc accatgggat ggagctgtat catcctcttc ttggtagcaa
60

cagctacagg tgtccactcc caggtgcaat tggtgcagtc tggggctgag gttaagaagc
120

ctggggcttc agtgaaggtg tcctgcaagg gttctggcta caccttcacc agctactgga
180

tgcattgggt gaggcaggcg cctggccaac gtctagagtg gatcggagag attgatcctt
240

ctgagagtaa tactaactac aatcaaaaat tcaagggacg cgtcacattg actgtagaca
300

tttccgctag cacagcctac atggagctct ccagcctgag atctgaggac actgcggtcect
360

actattgtgc aagagggggt tacgacggat gggactatgc tattgactac tggggtcaag
420

gcaccctggt caccgtcagc tcagcctcca ccaagggccc atcggtcttc cccctggcac
480

cctcctccaa gagcacctct gggggcacag cggccctggg ctgcctggtce aaggactact
540

-139-



tccccgaacc
600

tcccggetgt
660

ccagcagctt
720

aggtggacaa
780

cagcacctga
840

ccctcatgat
900

accctgaggt
960

agccgcggga
1020

accaggactg
1080

cccccatcga
1140

ccctgeccce
1200

aaggcttcta
1260

actacaagac
1320

tcaccgtgga
1380

aggctctgcea
1440

gagca
1445

<210> 2

<211> 470
<212> PRT
<213>

<220>
<221>
<223>

ngudn

<400> 2

ggtgacggtg
cctacagtcc
gggcacccag
gaaagttgag
actcgcgggy
ctcccggacc
caagttcaac
ggagcagtac
gctgaatggc
gaaaaccatc
atcccgggat
tcccagcgac
cacgcctccce
caagagcagg

caaccactac

40947

tcgtggaact

tcaggactct

acctacatct

cccaaatctt

gcaccgtcag

cctgaggtca

tggtacgtgg

aacagcacgt

aaggagtaca

tccaaagcca

gagctgacca

atcgccgtygg

gtgctggact

tggcagcagg

acgcagaaga

Trinh tu nhédn tao

/ghi cht="M& ta Trinh tu nhan tao:

caggcgccct

actccctcag

gcaacgtgaa

gtgacaaaac

tcttcctcett

catgcgtggt

acggcgtgga

accgtgtggt

agtgcaaggt

aagggcagcc

agaaccaggt

agtgggagag

ccgacggctce

ggaacgtctt

gcctctcect

gaccagcggc

cagcgtggtg

tcacaagccc

tcacacatgc

ccccccaaaa

ggtggacgtyg

ggtgcataat

cagcgtcctc

ctccaacaaa

ccgagaacca

cagcctgacc

caatgggcag

cttcttcctce

ctcatgctcc

gtctccgggt

gtgcacacct

accgtgccect

agcaacacca

ccaccgtgcecc

cccaaggaca

agccacgaag

gccaagacaa

accgtcctgce

gccctcccag

caggtgtaca

tgcctggtca

ccggagaaca

tacagcaagc

gtgatgcatg

aaataatcta

Polypeptit tdéng hop"

Met Gly Trp Ser Cys Ile Ile Leu Phe Leu Val Ala Thr Ala Thr Gly

1

5

10

-140-
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Val

Pro

Thr

Glu

65

Gln

Thr

Tyr

Tyr

Gly

145

Gly

Val

Phe

val

vVal

225

Lys

Leu

Thr

val

Val

305

Ser

His

Gly

Ser

50

Trp

Lys

Ala

Tyr

Trp

130

Pro

Thr

Thr

Pro

Thr

210

Asn

Ser

Ala

Leu

Ser

290

Glu

Thr

Ser

Ala

35

Tyr

Ile

Phe

Tyr

Cys

115

Gly

Ser

Ala

val

Ala

195

val

His

Cys

Gly

Met

275

His

Val

Tyr

Gln

20

Ser

Trp

Gly

Lys

Met

100

Ala

Gln

vVal

Ala

Ser

180

val

Pro

Lys

Asp

Ala

260

Ile

Glu

His

Arg

Val

vVal

Met

Glu

Gly

85

Glu

Arg

Gly

Phe

Leu

165

Trp

Leu

Ser

Pro

Lys

245

Pro

Ser

Asp

Asn

vVal
325

Gln

Lys

His

Ile

70

Arg

Leu

Gly

Thr

Pro

150

Gly

Asn

Gln

Ser

Ser

230

Thr

Ser

Arg

Pro

Ala

310

Val

Leu

Val

Trp

55

Asp

Val

Ser

Gly

Leu

135

Leu

Cys

Ser

Ser

Ser

215

Asn

His

Val

Thr

Glu

295

Lys

Ser

40947

vVal

Ser

40

Val

Pro

Thr

Ser

Tyr

120

Val

Ala

Leu

Gly

Ser

200

Leu

Thr

Thr

Phe

Pro

280

Val

Thr

Val

Gln

25

Cys

Arg

Ser

Leu

Leu

105

Asp

Thr

Pro

Val

Ala

185

Gly

Gly

Lys

Cys

Leu

265

Glu

Lys

Lys

Leu

-141-

Ser

Lys

Gln

Glu

Thr

90

Arg

Gly

vVal

Ser

Lys

170

Leu

Leu

Thr

Val

Pro

250

Phe

Val

Phe

Pro

Thr
330

Gly

Gly

Ala

Ser

75

Val

Ser

Trp

Ser

Ser

155

Asp

Thr

Tyr

Gln

Asp

235

Pro

Pro

Thr

Asn

Arg

315

Val

Ala

Ser

Pro

60

Asn

Asp

Glu

Asp

Ser

140

Lys

Tyr

Ser

Ser

Thr

220

Lys

Cys

Pro

Cys

Trp

300

Glu

Leu

Glu

Gly

45

Gly

Thr

Ile

Asp

Tyr

125

Ala

Ser

Phe

Gly

Leu

205

Tyr

Lys

Pro

Lys

Val

285

Tyr

Glu

His

val

30

Tyr

Gln

Asn

Ser

Thr

110

Ala

Ser

Thr

Pro

vVal

190

Ser

Ile

Val

Ala

Pro

270

Val

val

Gln

Gln

Lys

Thr

Arg

Tyr

Ala

95

Ala

Ile

Thr

Ser

Glu

175

His

Ser

Cys

Glu

Pro

255

Lys

vVal

Asp

Tyr

Asp
335

Lys

Phe

Leu

Asn

80

Ser

val

Asp

Lys

Gly

160

Pro

Thr

Val

Asn

Pro

240

Glu

Asp

Asp

Gly

Asn

320

Trp



40947

Leu Asn Gly Lys Glu Tyr Lys Cys
340

Ala Pro Ile Glu Lys Thr Ile Ser
355 360

Pro Gln Val Tyr Thr Leu Pro Pro

370 375

Gln Val Ser Leu Thr Cys Leu Val

385 390

Ala Val Glu Trp Glu Ser Asn Gly

405
Thr Pro Pro Val Leu Asp Ser Asp
420

Leu Thr Val Asp Lys Ser Arg Trp
435 440

Ser Val Met His Glu Ala Leu His

450 455

Ser Leu Ser Pro Gly Lys

465 470

<210> 3

<211> 751

<212> ADN

<213> Trinh tu nhén tao

<220>

<221> ngudn

<223> /ghi chu="M6 ta Trinh tyu n

<400> 3

gaattctcga gatcgatctc accatgggat

60

cagctacagg tgtccactcc gatgtagtga

120

cccctggaga accagcttct atctcttgea

180

ggaacaccta tttgtcttgg tacctgcaga

240

atgggatttc caacagattt tctggggtgc

300

cagatttcac actcaagatc tcgcgagtag

360

tacaaggtac acatcagccg tacacgttcg

420

cggtggctge accatctgtc ttcatcttcc

480

Lys Val Ser

345
Ala

Lys Lys

Ser Arg Asp

Phe
395

Lys Gly

Gln Pro Glu

410

Gly
425

Ser Phe

Gln Gln Gly

Asn His Tyr

han tao:

ggagctgtat

tgactcaaag

ggtctagtca

agcctggcca

cagacaggtt

aggctgagga

gacaggggac

cgccatctga

-142-

Ala
350

Asn Lys

Gln
365

Gly Pro

Glu
380

Leu Thr

Tyr Pro Ser

Asn Asn Tyr

Phe Leu Tyr

430

val
445

Asn Phe

Thr
460

Gln Lys

Polynucleotit

catcctcttc

tccactctcc

gagtcttgca

gtctccacag

cagtggcagt

cgtgggagtg

caaggtggag

tgagcagttg

Leu Pro

Arg Glu
Asn

Lys

Ile
400

Asp

Lys Thr

415

Ser Lys

Ser

Cys

Ser Leu

téng hop"

ttggtagcaa

ctgcctgtca

aagagttatg

ctcctcatct

ggttcaggga

tattactgct

atcaagcgta

aaatctggaa
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ctgcctctgt tgtgtgcctg ctgaataact

540

aggtggataa cgccctccaa tcgggtaact

600

aggacagcac ctacagcctc agcagcaccc

660

acaaagtcta cgcctgcgaa gtcacccatc

720

tcaacagggg agagtgttag tctagagcag

751

<210> 4

<211> 238

<212> PRT

<213> Trinh tu nhén tazo

<220>

<221> ngudn

<223> /ghi chtu="M&6 ta Trinh tu n

<400> 4

Met Gly Trp Ser Cys Ile Ile Leu

1 5

Val His Ser Asp Val Val Met Thr

20

Thr Pro Gly Glu Pro Ala Ser Ile
35 40

Ala Lys Ser Tyr Gly Asn Thr Tyr

50 55

Gly Gln Ser Pro Gln Leu Leu Ile

65 70

Gly Val Pro Asp Arg Phe Ser Gly

85
Leu Lys Ile Ser Arg Val Glu Ala
100

Leu Gln Gly Thr His Gln Pro Tyr
115 120

Glu Ile Lys Arg Thr Val Ala Ala

130 135

Ser Asp Glu Gln Leu Lys Ser Gly

145 150

Asn Asn Phe Tyr Pro Arg Glu Ala

165

tctatcccag

cccaggagag

tgaccctgag

agggcctgag

hén tao:

Phe Leu Val

10

Gln
25

Ser Pro

Ser Cys Arg

Leu Ser Trp

Ile
75

Tyr Gly

Ser Gly Ser

90
Glu Val
105

Asp

Thr Phe Gly

Pro Ser Val

Thr Ala Ser

155

vVal
170

Lys Gln

-143-

Polypeptit

agaggccaaa

tgtcacagag

caaagcagac

ctcgccegtce

tdn
Ala Thr Ala

Leu
30

Leu Ser

Ser Gln

45

Ser

Tyr Leu Gln

60

Ser Asn Arg

Gly Thr Asp

Gly Val Tyr

110
Gln

Gly Thr

125
Phe Phe
140

Ile

Val Vval Cys

Trp Lys Val

gtacagtgga

caggacagca

tacgagaaac

acaaagagct

g hopll

Thr Gly
15

Pro Val

Ser Leu

Lys Pro

Phe Ser

80
Phe Thr
95

Tyr Cys

Lys Val
Pro

Pro

Leu
160

Leu

Asp Asn

175



Ala

Lys

Asp

Leu
225

Leu

Asp

Tyr

210

Ser

<210> 5

<211>
<212>
<213>

<220>

<221>
<223>

<400> 5

Asp

1

Glu

Tyr

Pro

Asp

65

Ser

Thr

Arg

Gln

Tyr

145

Ser

Thr

Val

Pro

Gly

Gln

50

Arg

Arg

His

Ala

Leu

130

Pro

Gly

Tyr

Gln

Ser

195

Glu

Ser

219
PRT
Trinh

ngudn
/ghi cht="M6 ta Trinh

Val

Ala

Asn

35

Leu

Phe

val

Gln

Asp

115

Lys

Arg

Asn

Ser

Ser
180
Thr

Lys

Pro

Gly

Tyr

His

Val

ty nhan

Met

Ser

20

Thr

Leu

Ser

Glu

Pro

100

Ala

Ser

Glu

Ser

Leu
180

Thr

Ile

Tyr

Ile

Gly

Ala

85

Tyr

Ala

Gly

Ala

Gln

165

Ser

Asn

Ser

Lys

Thr
230

tao

Gln

Ser

Leu

Tyr

Ser

70

Glu

Thr

Pro

Thr

Lys

150

Glu

Ser

Ser

Leu

Val

215

Lys

Ser

Cys

Ser

Gly

55

Gly

Asp

Phe

Ser

Ala

135

Val

Ser

Thr

40947

Gln
Ser
200

Tyr

Ser

Glu

185

Ser

Ala

Phe

tu nhéan

Pro

Arg

Trp

40

Ile

Ser

Val

Gly

Val

120

Ser

Gln

Val

Leu

Leu

Ser

25

Tyr

Ser

Gly

Gly

Gln

105

Phe

Val

Trp

Thr

Thr
185

-144-

Ser

Thr

Cys

Asn

tao:

Ser

10

Ser

Leu

Asn

Thr

Val

90

Gly

Ile

Val

Lys

Glu

170

Leu

val

Leu

Glu

Arg
235

Thr

Thr

vVal

220

Gly

Glu

Leu

205

Thr

Glu

Gln
190
Ser

His

Cys

Polypeptit téng

Leu

Gln

Gln

Arg

Asp

75

Tyr

Thr

Phe

Cys

Val

155

Gln

Ser

Pro Val Thr

Ser

Lys

Phe

60

Phe

Tyr

Lys

Pro

Leu

140

Asp

Asp

Lys

Leu

Pro

45

Ser

Thr

Cys

Val

Pro

125

Leu

Asn

Ser

Ala

Ala

30

Gly

Gly

Leu

Leu

Glu

110

Ser

Asn

Ala

Lys

Asp
190

Asp Ser

Lys Ala

Gln Gly

hop

Pro

15

Lys

Gln

val

Lys

Gln

95

Ile

Asp

Asn

Leu

Asp

175

Tyr

Gly

Ser

Ser

Pro

Ile

80

Gly

Lys

Glu

Phe

Gln

160

Ser

Glu
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Lys His Lys Val Tyr Ala Cys Glu Val Thr His Gln Gly Leu Ser Ser

195

200

Pro Val Thr Lys Ser Phe Asn Arg Gly Glu Cys

210

<210> 6

<211> 107

<212> PRT

<213> Ngudi hién dai

<400> 6
Arg Thr Val Ala Ala
1 5

Gln Leu Lys Ser Gly
20

Tyr Pro Arg Glu Ala
35

Ser Gly Asn Ser Gln
50

Thr Tyr Ser Leu Ser
65

Lys His Lys Val Tyr
85

Pro Val Thr Lys Ser
100

<210> 7

<211> 107

<212> PRT

<213> Loai chudt

<400> 7
Arg Ala Asp Ala Ala
1 5

Gln Leu Thr Ser Gly
20

Tyr Pro Lys Asp Ile
35

Gln Asn Gly Val Leu
50

Thr Tyr Ser Met Ser
65

Arg His Asn Ser Tyr
85

Pro Ile Val Lys Ser
100

Pro

Thr

Lys

Glu

Ser

70

Ala

Phe

Pro

Gly

Asn

Asn

Ser

70

Thr

Phe

215

Ser

Ala

Val

Ser

55

Thr

Cys

Asn

Thr

Ala

vVal

Ser

55

Thr

Cys

Asn

Val Phe
Ser Val
25

Gln Trp
40

Val Thr
Leu Thr

Glu Vval

Arg Gly
105

Val Ser

Ser Val
25

Lys Trp

40

Trp Thr

Leu Thr

Glu Ala

Arg Asn
105

-145-

Ile

10

val

Lys

Glu

Leu

Thr

90

Glu

Ile

10

Val

Lys

Asp

Leu

Thr

90

Glu

Phe

Cys

Val

Gln

Ser

75

His

Cys

Phe

Cys

Ile

Gln

Thr

75

His

Cys

Pro

Leu

Asp

Asp

60

Lys

Gln

Pro

Phe

Asp

Asp

Lys

Lys

205

Pro

Leu

Asn

45

Ser

Ala

Gly

Pro

Leu

Gly

45

Ser

Asp

Thr

Ser

Asn

30

Ala

Lys

Asp

Leu

Ser

Asn

30

Ser

Lys

Glu

Ser

Asp

15

Asn

Leu

Asp

Tyr

Ser
95

Ser

15

Asn

Glu

Asp

Tyr

Thr
95

Glu

Phe

Gln

Ser

Glu

80

Ser

Glu

Phe

Arg

Ser

Glu

80

Ser
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<210> 8
<211> 5
<212> PRT
<213> Mus sp.

<400> 8
Ser Tyr Trp Met His
1 5

<210> 9
<211> 17
<212> PRT
<213> Mus sp.

<400> 9
Glu Ile Asp Pro Ser Glu Ser Asn Thr Asn Tyr Asn Gln Lys Phe Lys
1 5 10 15

Gly

<210> 10
<211> 12
<212> PRT
<213> Mus sp.

<400> 10
Gly Gly Tyr Asp Gly Trp Asp Tyr Ala Ile Asp Tyr
1 5 10

<210> 11
<211> 16
<212> PRT
<213> Mus sp.

<400> 11
Arg Ser Ser Gln Ser Leu Ala Lys Ser Tyr Gly Asn Thr Tyr Leu Ser
1 5 10 15

<210> 12
<211> 7
<212> PRT
<213> Mus sp.

<400> 12
Gly Ile Ser Asn Arg Phe Ser
1 5

<210> 13
<211> 9
<212> PRT
<213> Mus sp.

<400> 13
Leu Gln Gly Thr His Gln Pro Tyr Thr
1 5

-146-



<210> 14
<211> 111
<212> PRT
<213> Nguoi

<400> 14

Asp

1

Glu

Asn

Pro

Asp

65

Ser

Leu

Tle Val

Pro Ala

Gly Tyr

35
Gln Leu
50
Arg Phe

Arg Val

Gln Thr

<210> 15
<211> 119
<212> PRT
<213> Nguoi

<400> 15

Gln

1

Ser

Ala

Gly

Gln

65

Met

Ala

Thr

Val Gln

Val Lys

Met His

35

Trp Ile

50

Gly Arg

Glu Leu

Arg Gly

Leu Val
115

hién dai

Met Thr Gln

Ser Ile Ser
20

Asn Tyr Leu

Leu Ile Tyr

Ser Gly Ser

70

Glu Ala Glu
85

Pro Gln Thr
100

hién dai

Leu Val Gln

Val Ser Cys
20

Trp Val Arg

Asn Ala Gly

Val Thr Ile

70

Ser Ser Leu
85

Gly Tyr Tyr
100

Thr Val Ser

Ser

Cys

Asp

Leu

55

Gly

Asp

Phe

Ser

Lys

Gln

Asn

55

Thr

Arg

Gly

Ser

40947

Pro

Arg

Trp

40

Gly

Ser

Val

Gly

Gly

Ala

Ala

40

Gly

Arg

Ser

Ser

Leu

Ser

25

Tyr

Ser

Gly

Gly

Gln
105

Ala

Ser

25

Pro

Asn

Asp

Glu

Gly
105
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Ser

10

Ser

Leu

Asn

Thr

vVal

90

Gly

Glu

10

Gly

Gly

Thr

Thr

Asp

90

Ser

Leu

Gln

Gln

Arg

Asp

75

Tyr

Lys

Val

Tyr

Gln

Lys

Ser

75

Thr

Asn

Pro

Ser

Lys

Ala

60

Phe

Tyr

val

Lys

Thr

Arg

Tyr

60

Ala

Ala

Tyr

Val

Leu

Pro

45

Ser

Thr

Cys

Glu

Lys

Phe

Leu

45

Ser

Ser

Val

Trp

Thr

Leu

30

Gly

Gly

Leu

Met

Ile
110

Pro

Thr

30

Glu

Gln

Thr

Tyr

Gly
110

Pro

15

His

Gln

Val

Lys

Gln
95

Lys

Gly

15

Ser

Trp

Lys

Ala

Tyr

95

Gln

Gly

Ser

Ser

Pro

Ile

80

Ala

Ala

Tyr

Met

Phe

Tyr

80

Cys

Gly





