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Linh vue k§ thuit dwgc dé cap

Sang ché d& cap dén cac ché phdm 6n dinh chira cac khang thé hogc cac
manh gin két khang nguyén ctia ching ma gén két v6i virut hop bao hé hép
(respiratory syncytial virus - RSV). Ngoai ra, sang ché ciing d& cap dén cac
phuong phap ngan ngtra va/hoac diéu tri cac bénh lién quan dén RSV bang cac

ché pham theo sang ché.

Tinh trang ky thuit ciia sang ché

Céc paramyxovirut 1a cac virut ARN s¢i &m dugc bao boc 1a cac mam gy
bénh déng ké cho con ngudi va dong vat. Virut hop bao hd hép & nguoi (Human
Respiratory Syncytial Virus - hRSV, RSV) thudc vé ho Paramyxoviridae, phan
ho Pneumovirinae. Hai phan loai, typ A va typ B, d& duoc nhan biét va 1a nguyén
nhén nghiém trong cht yéu va déi khi ngay ca khi 14y nhidm dudng hé hép gay
tir vong O tré em dudi 6 thang tudi. Nguoi trudng thanh trai qua cac bénh, nhu
COPD, bénh hen, va bénh ung thu, va nguoi trudng thanh va nguoi trudng thanh
c6 tinh trang bi suy giam mién dich, bao gdm HIV hoic sau cdy ghép, ciing c6
nguy co phét trién su lay nhiém RSV nghiém trong. Nam muoi phan trim truong
hop nguoi truong thanh hon 50 tudi ndm vién hang nam do su 14y nhiém dudng
hé hip cép 1a giy ra do RSV. O Hoa Ky, RSV giy ra hon 100.000 truong hop
nam vién hang nim, va udc tinh gy ra khoang 160.000 cai chét trén toan cau moi
nam. Hién nay, chua cé vacxin cho RSV, va thir nghiém véi virut bat hoat do
formalin lién quan dén viéc ting nghiém trong bénh & tré so sinh do lay nhiém
RSV. Céc thanh vién ctia ho khac bao gdm virut gdy viém phdi ¢ ngudi (Human
Metapneumo Virus - hMPV) va virut Parainfluenza & nguoi (Human
Parainfluenza Virus - hPIV) ciing chiu trach nhiém dbi véi viéc om do duong ho
hép cép tuong tu véi hRSV.

Bo gen ctia hRSV la phan tr ARN mang ma s¢i &m don c6 khoang 15 kb
ma ma héa 11 protein. Hai trong sé cac protein ndy 1a c4c glycoprotein bé mat
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chinh cua virion. Pay 1a (i) protein (G) gén, ma qua trung gian virut gén két vao
céc té bao, va (ii) protein (F) dung hop, ma thic ddy sw dung hop cua cac mang
virut va té bao tai cac giai doan ban dau ctia chu ky lay nhiém va dung hop mang
té bao bi 1y nhiém véi sy dung hop clia cac té bao 14n can d tao thanh hop bao
dic trung. Protein gin G gén két cac thu thé bé mit té bao va tuong tc véi protein
F. Su tuong tic ndy bat dAu su thay ddi vé ciu triic & protein F dé kich thich su
dung hop mang, theo d6 giai phong phitc hop ribonucleoprotein cua virut vao
trong t& bao chat ctia té bao chu.

Céc khang thé don dong chéng lai protein F hoic protein G da dugc thé
hién 1a ¢6 tac dung trung tinh in vitro va cac tac dung phong bénh in vivo. Xem,
vi du, Beeler and Coelingh 1989, J. Virol. 63:2941-50; Garcia-Barreno ef al.,
1989, J. Virol. 63:925-32; Taylor et al., 1984, Immunology 52: 137-142; Walsh
et al., 1984, Infection and Immunity 43:756-758; va Patent My sb 5,842,307 va
6,818,216. Cac khang thé hRSV khac dugc mb ta trong cong bd don sang ché
quéc té sb W094/06448 va W092/04381 vi Patent My so 8,221,759 va
9,963,500.

Céc khang thé dé sir dung & cac dbi tuong 1a ngudi phai dugc bao quan
trude khi st dung va dugce van chuyén dén diém sir dung. Viéc dat dugc mire do
mong mubn ciia thudc khang thé theo cach san sinh duge & d6i tuong yéu cau
duoc chit dugc chira trong ché phém ma duy tri dugc hoat tinh sinh hoc cua dugc
chét nay. C6 nhu cau cho céc ché phdm 6n dinh cta c4c khang thé khang RSV
dung cho duoc phém, vi du, dé ngan ngra va’hodc diéu tri cac bénh lién quan dén
RSV. Tét hon 13, cac ché phdm nay s& c6 tudi tho 1au dai, on dinh khi duoc bao
quan va van chuyén, va s& tuan theo viéc dung & cac néng dd cao, vi du, dé sur
dung trong dudi da, cling nhu cac ndng do6 thap, vi du, dung trong tinh mach.

Céc ché phim theo sang ché ciing hiru ich dé dua dén bénh nhan dudi da
can dung chung. Dé tao ra céc loi ich diéu tri bénh tdi da cho cac bénh nhan, mong
mudn ring cac ché pham dung dudi da (subcutaneous (SC)) chia ndng d6 khang
thé cao (75-200 mg/ml). Nong do API cao thudng yéu cau dbi véi cac ché pham
dung duéi da do tinh kha dung sinh hoc vé tién st 1a 50-60% véi cac lay nhiém
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duéi da va khoang lidu lwong mong doi cua san phim khang thé. Tuy nhién, ndng
d6 khang thé cao hozc manh gén két khang nguyén clia n6 o thé gép phan vao
cac dac tinh khac ctia san phim nay ma s& khong mong mudn, vi dy, kha nang lay
nhiém thip do ting d6 nhét va cao hon so véi ndng d6 osmol/kg dung dich sinh
I hoc va tang su két tu. Do d6, tét hon 14 san phim khéng thé nham dung dudi
da lam cén bang cac tac dung cd dic trong khi van duy tri mtrc do cia dugc chét
ma s& tao ra loi ich diéu tri bénh cao nhét. San pham Iy tuéng bao gém ndng do
protein cao, do nhot thép, va néng dd osmol/kg dung dich twong tu véi céc diéu
kién sinh 1y hoc, va mirc do két tu thdp dudi cac diéu kién bao quén thong thuong.
Viéc tang d6 nhét & nong do protein cao cd thé khoéng chi 1am cho n6 kho tach
san pham nay tir vét chira ctia né bang kim tiém, ma con kho dé tiém liu lugng
can thiét vao bénh nhan tir dng tiém (kha ning tiém dugc). C6 loi 14, cac phuong
an theo séng ché dé xut cac ché pham chira ndng d6 khang thé cao hodc manh
gén két khang nguyén ctia chiing, va murc d6 nhét la chép nhan duoc d6i voi viee
dung dudi da. Ngoai ra, cac ché pham theo sang ché khong dan dén cac mirc két

tu cao, nhu duogc thé hién chi tiét hon thong qua céc vi du.

Ban chit k§y thuit ciia sing ché

Muc dich cua sang ché 1a khéc phuc cac nhuoc diém trong tinh trang k¥
thuat. Muc dich nay dat dugc bing cac ché pham 6n dinh chira cac khang thé hoic
c4c manh gén két khang nguyén cuia chung ma gén két véi virut hop bao hd hép
(RSV) theo sang ché.

Séang ché dé xuit ché phdm khéang thé khang RSV, ché pham nay chua: a)
khang thé khang RSV hozc manh gin két khang nguyén ctia né ndm trong khoang
tir khoang 50 mg/mL dén khoang 250 mg/mL; b) chét dém ndm trong khoang tir
khoang 5 mM dén khoang 20 mM; c) chit én dinh duoc chon tir nhém bao gom:
(i) duong khong khur nam trong khoang tr khoang 6% dén khoang 8% khoi
lugng/thé tich (khéi luong/thé tich); (ii) mdi trong sé L-arginin hodic mudi dugc
dung clia L-arginin, L-prolin hodc mubi duoc dung ctia L-prolin 1a ndm trong
khoang tir khoang 25 mM dén khoang 75 mM; L-lysin hodc mubi duoc dung clia
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L-lysin; L-glutamat hodac mudi duoc dung L-glutamat hozic hdn hop clia cac axit
amin duoc md ta & day, va (iii) chat chelat héa nam trong khoang tir khoang 25
uM dén khoang 75 uM; d) chat hoat dong bé mat phi ion nam trong khoang tir
khoéang 0,01% dén khoang 0,10%; va e) chit chdng oxy héa nam trong khoang tir
khoang 1 mM dén khoang 20 mM.

Theo phuong an khéc, sang ché @& xuét ché phim khéng thé khéang RSV,
ché phdm nay chira: a) khéng thé khang RSV ho#c manh gin két khang nguyén
clia né nam trong khoang tir khoang 50 mg/mL dén khoang 150 mg/mL; b)
histidin ndm trong khoang tr khoang 5 mM dén khoang 20 mM; c) sucroza nidm
trong khoang tir khoang 6% dén khoang 8% khdi lugng/thé tich (w/v); d) té dugc
dugc chon tir L-arginin hodc mudi duoc dung ctia L-arginin nam trong khoang tir
khoang 25 mM dén khoang 75 mM, L-lysin hodc mudi duoc dung cta L-lysin
nam trong khoang tlr khoang 25 mM dén khoang 75 mM, hon hop cta L-arginin
nam trong khoang tr khoang 25 mM dén khoang 75 mM va L-glutamat nim
trong khoang tur khoang 25 dén khoang 75 mM , va hon hop cua L-arginin(HCI)
nam trong khoang tir khoang 25 mM dén khoang 75 mM va L-lysin(HCI) nam
trong khoang tir khoang 25 dén khoang 75 mM; e) DTPA nim trong khoang tir
khoang 25 uM dén khoang 75 pM; f) polysorbat 80 ndm trong khoang tir khoang
0,01% dén khoang 0,10%; va tuy y la, g) L-methionin ndm trong khoang tir
khoang 1 mM dén khoang 20 mM.

Theo phuong én khac, sang ché @& xuét ché pham khang thé khang RSV,
ché phdm nay chtra: a) khéng thé khang RSV hodc manh gan két khang nguyén
cta né 1a khoang 100 mg/mL; b) histidin 1a khoang 10 mM; c) sucroza la khoang
7% khdi luong/thé tich (w/v); d) ta dugc duge chon tir L-arginin(HCI) la khoang
50 mM, L-lysin(HCI) 1a khoang 50 mM, hdn hop cua khoang 25 mM L-arginin
va khoang 25 mM L-glutamat, va hon hop cta khoang 25 mM L-arginin(HCl) va
khoang 25 mM L-lysin(HCl); e) khoang 50 pM DTPA; f) khoang 0,02%
polysorbat 80; va tuy y la g) L-methionin nam trong khoang tir khoang 1 mM dén
20 mM.
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Theo phuong an khéc, sang ché @& xuit ché pham khéng thé khang RSV,
ché phdm nay chtra: a) 100 mg/mL khang thé khang RSV ho#ic manh gén két
khéng nguyén ctia né; b) 10 mM histidin; c) 7% khdi lugng/thé tich (w/v) sucroza;
d) ta dugc dugc chon tir 50 mM L-arginin(HCI), 50 mM L-lysin(HC), hén hop
. cta 25 mM L-arginin va 25 mM L-glutamat, va hdn hop ctia 25 mM L-
arginin(HC1) va 25 mM L-lysin(HC); ¢) 50 uM DTPA; f) 0,02% polysorbat 80;
vatuy yla g) tr 1 mM dén 20 mM L-methionin.

Theo phuong 4n khéc, séng ché dé xuét ché phdm khéng thé khang RSV,
ché pham nay chta: a) 100 mg/mL khang thé khang RSV hoic manh gén két
khang nguyén ctia n6; b) 10 mM histidin; ¢) 7% khéi luong/thé tich (w/v) sucroza;
d) hdn hop ctia 25 mM L-arginin(HCI) va 25 mM L-lysin(HCl); e) 50 uM DTPA;
va 1) 0,02% polysorbat 80.

Theo phuong an khac, sang ché dé xuét ché pham khang thé khang RSV
chira: a) 100 mg/mL khang thé khang RSV hoic manh gén két khang nguyén clia
né; b) 10 mM histidin; ¢) 7% khdi luong/thé tich (w/v) sucroza; d) hon hop cua
25 mM L-arginin(HCl) va 25 mM L-lysin(HCl); e) 50uM DTPA; va f) 0,02%
polysorbat 80.

Theo mot khia canh, sang ché d& xuét ché pham khang thé khang RSV
chira: ) khang thé khang RSV hodc méanh gén két khang nguyén ctia né la ndm
trong khoang tir khoang 50 mg/mL dén khoang 250 mg/mL; b) histidin nim trong
khoang tur khoang 5 mM dén khoang 20 mM; c) sucroza nam trong khoang tir
khoang 4% dén khoang 8% (khdi lugng/thé tich); d) ta duoc dugc chon tir nhom
chira L-arginin hodc mubi duoc dung ctia L-arginin la ndm trong khoang tir
khoang 25 mM dén khoang 75 mM, L-lysin hodc mudi duge dung ctia L-lysin 1a
nam trong khoang tr khoang 25 mM dén khoang 75 mM, hdn hop cta L-arginin
hodc mubi duoc dung clia L-arginin 12 nam trong khoang tir khoang 25 mM dén
khoang 75 mM va L-glutamat hodc mubi duge dung cia L-glutamat 1 nim trong
khoang tir khodng 25 mM dén khoang 75 mM, va hon hop cua L-arginin hodc
mubi dugce dung ctia L-arginin nam trong khoang tir khoang 25 mM dén khoang
75 mM va L-lysin hodc mudi dugc dung ctia L-lysin nim trong khoang tlr khoang
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25 mM dén khoang 75 mM; va e) polysorbat 80 ndm trong khoang tir khoang
0,01% dén khoang 0,10% (khdi luong/thé tich) .

Theo mot phuong an, ché pham khang thé khang RSV chura: a) khang thé
khang RSV hoac manh gén két khang nguyén cta né 1a nim trong khoang tir
khoang 50 mg/ml dén khoang 250 mg/ml; b) histidin nam trong khoang tir khoang
5 mM dén khoang 20 mM; c) sucroza nam trong khoang tir khoang 4% dén
khoéang 8% (khi lugng/thé tich); d) L-arginin hodc mudi dugc dung ctia L-arginin
nam trong khoang tir khoang 25 mM dén khoang 75 mM; va e) polysorbat 80 nam
trong khoang tur khoang 0,01% dén khoang 0,10% (w/v). Theo mdt phuong 4n,
ché phdm khang thé khang RSV chira: a) khang thé khang RSV ho#ic manh gin
két khéng nguyén ctia né tir 50 mg/ml dén 250 mg/ml; b) histidin tir 5 mM dén 20
mM; ¢) sucroza tir 4% dén 8% (khéi luong/thé tich); d) L-arginin hodc mubi dugce
dung cta L-arginin tr 25 mM dén 75 mM; va e) polysorbat 80 tir 0,01% dén
0,10% (khéi luong/thé tich) .

Theo mot phuong an, ché phdm khang thé khang RSV chira: a) khang thé
khang RSV hoac manh gén két khang nguyén cta né 1a nam trong khoang tir
khoang 50 mg/ml dén khoang 250 mg/ml; b) histidin ndm trong khoang tir khoang
5 mM dén khoang 20 mM; c) sucroza nam trong khoang tir khoang 4% dén
khoang 8% (khdi luong/thé tich) ; d) L-lysin hodc mudi dugc dung cua L-lysin
nam trong khoang tir khoéang 25 mM dén khoang 75 mM; va e) polysorbat 80 nim
trong khoang tir khoang 0,01% dén khoang 0,10% (khdi lwong/thé tich). Theo mét
phuong an, ché phim khang thé khang RSV chira: a) khang thé khang RSV hoic
manh gin két khang nguyén ctia n6 tir 50 mg/ml dén 250 mg/ml; b) histidin tir 5
mM dén 20 mM; ¢) sucroza tir 4% dén 8% (khdi lwong/thé tich); d) L-lysin hodc
mudi dugc dung ctia L-lysin tir 25 mM dén 75 mM; va e) polysorbat 80 tir 0,01%
dén 0,10% (khéi luong/thé tich) .

Theo mdt phuong 4n, ché phim khéng thé khang RSV chtra: a) khang thé
khang RSV hodc manh gén két khang nguyén cta nd la nam trong khoang tir
khoang 50 mg/ml dén khoang 250 mg/ml; b) histidin ndm trong khoang tir khoang
5 mM dén khoang 20 mM; c) sucroza ndm trong khoang tir khoang 4% dén
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khoang 8% (khéi luong/thé tich); d) hdn hop ctia L-arginin hodc mudi duoc dung
clia L-arginin ndm trong khoang tir khoang 25 mM dén khoang 75 mM va L-
glutamat hodc mudi duoc dung ctia L-glutamat nam trong khoang tr khoang 25
mM dén khoang 75 mM; va e) polysorbat 80 nam trong khoang tir khoang 0,01%
dén khoang 0,10% (khéi luong/thé tich). Theo mét phuong 4n, ché pham khéng
thé khang RSV chira: a) khang thé khang RSV ho#ic manh gan két khang nguyén
clia nd tir 50 mg/ml dén 250 mg/ml; b) histidin tir 5 mM dén 20 mM; c) sucroza
tir 4% dén khoang 8% (khéi luong/thé tich); d) hdn hop ctia L-arginin hogc mudi
dugc dung cua L-arginin tu 25 mM dén 75 mM va L-glutamat hodc mudi duoc
dung ctia L-glutamat tir 25 mM dén 75 mM; va e) polysorbat 80 tir 0,01% dén
0,10% (khdi lwong/thé tich).

Theo mot phuong an, ché phadm khang thé khang RSV chura: a) khang thé
khang RSV hoac manh gén két khang nguyén cua né 1a ndm trong khoang tir
khoang 50 mg/ml dén khoang 250 mg/ml; b) histidin nam trong khoang tir khoang
5 mM dén khoang 20 mM; c) sucroza nadm trong khoang tir khoang 4% dén
khoang 8% (khéi luong/thé tich); d) hén hop ctia L-arginin hogc mudi duoc dung
ctia L-arginin nim trong khoang tr khodng 25 mM dén khoang 75 mM va L-lysin
hodc mudi duoc dung ctia L-lysin nam trong khoang tir khoang 25 mM dén
khoang 75 mM; va e) polysorbat 80 ndm trong khoang tir khoang 0,01% dén
khoang 0,10% (khdi luong/thé tich). Theo mét phuong an, ché pham khang thé
khang RSV chtra: a) khang thé khang RSV hoic méanh gan két khang nguyén ctia
né tir 50 mg/ml dén 250 mg/ml; b) histidin tir 5 mM dén 20 mM; c) sucroza tir
4% dén 8% (khdi luong/thé tich) ; d) hdn hop ciia L-arginin hogc mudi duoc dung
ctia L-arginin tir 25 mM dén 75 mM va L-lysin hodc mubi duoc dung cta L-lysin
tir 25 mM dén 75 mM; va e) polysorbat 80 tir 0,01% dén 0,10% (khdi lugng/thé
tich) .

Theo mdt sb phuong 4n, ché pham nay c6 d6 pH nim trong khoang tir 5,5
dén 6,5.

Theo mét sé phuong an, ché pham nay c6 d6 pH 14 6,0.
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Séng ché ciing dé cap dén cac phuong phap ngan ngira va/hodc didu tri cac
bénh lién quan dén RSV & bénh nhén la con ngudi can diéu tri bao gom: ding
lurong hitu hiéu cta cac ché pham khang thé khang RSV theo sang ché cho bénh
nhan.

Séng ché ciing dé cap dén cic phuong phap diéu tri hoc ngan ngira sy lay
nhiém RSV & bénh nhén 13 con nguoi can diéu tri chtra: dung lugng hiru hiéu clia
cc ché pham khang thé khang RSV theo sang ché cho bénh nhan.

Séng ché ciing dé cap dén cac phuong phap diéu tri hodc ngan ngira sy lay
nhidm RSV & bénh nhén 14 con ngudi can diéu tri bao gdm: viéc dung lugng hitu
hiéu ctia céc ché phim khang thé khang RSV theo sing ché cho bénh nhan trong
d6 lugng hitu hidu bao gdm lidu lwong c6 dinh ciia khang the khang RSV hoc
manh gin két khang nguyén ctia nd, trong d6 lidu lwong ¢ dinh ndm trong khoang
tir 10 dén 100 mg.

Séang ché ciing dé cap dén cac phuong phap diéu tri hodc ngin ngtra sy 1ay
nhidm RSV & bénh nhan 1a con ngudi can diéu tri: viéc dung lugng hitu hiéu cta
céc ché pham khang thé khang RSV theo sang ché cho bénh nhan trong d6 cac
ché pham khang thé khang RSV dugc dung bang cach dung dudi da; hodc trong
d6 céc ché phim khang thé khang RSV dugc dung bang cach dung dudi da; hodc
trong d6 cac ché pham khang thé khang RSV dugc dung bang cach dung trong
co.

Sang ché ciing dé cap dén viéc st dung céc ché pham khang thé khang RSV
theo sang ché dé diéu tri hoic ngdn ngira sy 14y nhiém RSV & bénh nhén 1a con

nguoi.

M6 ta vin tit cac hinh vé

Fig.1A-Fig.1C la céc hinh v& cac két qua %HMW, % mAb (monome) va
% LMW so véi dit liéu thoi gian vé UPSEC ctia cac ché pham khang thé khéng
RSV & céc didu kién bao quan 5°C.
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Fig.2A- Fig.2C 1a c4c hinh v& thé hién céc két qua %HMW, % mAb
(monome) va % LMW so v6i dit liéu thoi gian v& UPSEC cua c4c ché pham khang
thé khang RSV & cac didu kién bdo quéan 25°C.

Fig.3A-Fig.3C la cac hinh v& thé hién cic két qua cia %HMW, % mAb
(monome) va % LMW so v6i dit liéu thoi gian cia UPSEC cuia céc ché pham
khéng thé khang RSV & céc didu kién bao quan 40°C.

Fig.4A- Fig.4B 1a c4c hinh v& thé hién cac két qua % tng cac dinh axit va
% dinh chinh so véi thoi gian ctia HP-IEX ciia c4c ché pham khéng thé khang
RSV & céc diéu kién bao quan 5°C.

Fig.5A-Fig.5B 1a cac hinh v& thé hién cac két qua % tong cac dinh axit va
% dinh chinh so v6i thoi gian ctia HP-IEX clia cc ché pham khéng thé khang
RSV & cac didu kién bao quan 25°C.

Fig 6A- Fig.6B la cac hinh v& thé hién cac két qua % tong céac dinh axit va
% dinh chinh so véi thoi gian cia HP-IEX cua cac ché phim khang thé khang
RSV & céc diéu kién bao quan 40°C.

Fig.7 1a hinh v& thé hién cac két qua cua ta dugc giam do nhét ctia 100
mg/mL khang thé khang RSV (tAt ca céc thi nghiém dugc lap lai n=5 dé thu dugc
d6 léch chuan).

Céc Fig.8A- Fig.8C 1a c4c hinh v& thé hién cac két qua %HMW, % mAb
(monome) va % LMW so vdi dit liéu thoi gian vé UPSEC cua cac ché pham khang
thé khang RSV cia UPSEC & cac diéu kién bao quan 5°C.

Cac Fig.9A- Fig.9C 1a c4c hinh v& thé hién cac két qua %HMW, % mAb
(monome) va % LMW so voéi dit liéu thoi gian cua cac ché phdm khéng thé khang
RSV vé UPSEC & cac diéu kién bao quan 25°C.

Cac Fig.10A-10C 1a cac hinh vé& thé hién cac két qua %HMW, % mAb
(monome) va % LMW so véi dit liéu thoi gian clia cc ché phdm khang the khang
RSV vé UPSEC & cac diéu kién bao quan 40°C.

Fig 11A- Fig.11B la cac hinh v& thé hién cac két qua % tong cac dinh axit
va % dinh chinh dbi véi thoi gian cta céc ché phdm khang thé khang RSV cua
HP-IEX & cac diéu kién bao quan 5°C.



43054 10/106

Chc Fig.12A- Fig.12B 1a c4c hinh v& thé hién céc két qua % tong céc dinh
axit va % dinh chinh so v6i thoi gian clia ché pham khang thé khang RSV clia
HP-IEX & céc diéu kién bao quan 25°C.

Céc Fig.13A- Fig.13B 1a céc hinh v& thé hién céc két qua ciia % tong cac
dinh axit va % dinh chinh so véi thoi gian cta cac ché phim khang thé khang
RSV ctia HP-IEX & céc diéu kién bao quan 40°C.

Fig.14 12 hinh v& thé hién cac két qua phén tram phan huy ctia PS80 & 40°C.

Fig.15 13 hinh v& thé hién biéu dd cot so sanh d6 nhét ctia céc ché pham sur

dung céc ta duge 1a 80mM histidin, 70mM lysin hodc 70mM arginin.

M5 ta chi tiét sing ché

Séng ché d& cap dén céc ché pham 6n dinh chira khéng thé khang RSV hodc
manh gin két khang nguyén ctia né ma gén két v6i RSV. Séng ché dé cap dén cac
ché pham 6n dinh chira khang thé khang RSV ho#c manh gan két khang nguyén
clia n6 ma gén két véi protein F & ngudi, ma hitu ich cho cac phuong phép diéu
tri hodc ngan nglra sy 1ay nhiém RSV & nguoi.

Cac khang thé hitu ich trong céc ché phém duogc boc 160 ¢ day dugec mo ta
trong Patent My s6 9,963,500. Khéng thé minh hoa, hitu ich trong cac ché phim
duoc bdc 10 & day, duge mo ta trong Patent My s6 9,963,500. Khang thé minh
hoa nay chura cdc vung quyét dinh bd thé (CDR) c6 céc trinh tu axit amin: SEQ
ID NO: 1 (chudi nang CDR 1), SEQ ID NO: 2 (chudi nang CDR 2), SEQ ID NO:
3 (chudi ning CDR 3), SEQ ID NO: 4 (chudi nhe CDR 1), SEQ ID NO: 5 (chudi
nhe CDR 2), va SEQ ID NO: 6 (chudi nhe CDR 3). Hon nita, khang thé minh hoa
nay chira cac vung bién d6i chudi ning va chudi nhe cé céc trinh tu axit amin SEQ
ID NO: 7 va SEQ ID NO:8. Hon nita, khang thé minh hoa nay chira globulin mién
dich chudi nang va chudi nhe chira céc trinh ty axit amin SEQ ID NO: 9 va SEQ
ID NO: 10.

L. Dinh nghia va chit viét tat

Céc dinh nghia duoc sir dung xuyén subt ban mé ta. Céc chit viét tat duoc

dinh nghia xuyén sudt ban md ta va yéu cu bao hd.
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Dé sang ché c6 thé dé hiéu hon, mdt sb thuat ngit khoa hoc va k§y thuat dugc
dinh nghia cu thé dudi day. Trir khi c6 quy dinh khac trong tai liéu nay, tat ca cac
thuét ngfr k¥ thuat va khoa hoc duoc sir dung & day ¢ y nghia duoc hiéu thong
dung bdi nguoi co hiéu biét trung binh trong linh vuc ma sang ché thudc vé.

Nhu duoc str dung xuyén subt ban mo ta va trong cac diém yéu cau bao ho
kem theo, c4c dang sb it bao gdm ca dé cap dén s6 nhiéu tri khi ¢6 quy dinh 13
rang khéc.

D& cap dén “hodc” chi ra mot trong hai hogc cd hai kha nang trir khi c6 quy
dinh rd rang rang mot trong cac kha nang dugc chi ra nay. Theo mot sb truong
hop, “va/hodc” duge str dung dé nhAn manh mot trong hai hodc ca hai kha nang.

Khi khoang gia tri dugc trich dan, nhu “luong nim trong khoang tir 50 mg
dén 100 mg”, thi khoang nay nham chtra cac gid tri duge trich dan nay.

"Dung" va "diéu tri," nhu n6 ap dung cho dong vét, con nguoi, d6i tuong
thi nghiém, té bao, mo, co quan hodc dich long sinh hoc, de cap dén su tiép Xuc
ctia thude hodc ché phém chan doan, chita bénh, duoc phém ndi sinh véi dong
vat, con nguoi, ddi tuong, té bao, mo, co quan hogc dich long sinh hoc. Viée xtr
ly té bao bao gdm viéc tiép xuc cla chét phan Gng vao té bao, cling nhu sy tiép
xtc cta chit phan tmg véi dich 1ng, trong d6 dich long tiép xtc véi té bao nay.
"Dung" va "diéu tri" cling c6 nghia 1a didu tri in vitro (trong 6ng nghiém) va ex
vivo (ngoai co thé), vi du, cla té bao, bang chit phan tng, hop chét gén két, chan
do4n, hodc bai té bao khac.

“Bénh lién quan dén RSV” ¢6 nghia 1a bénh bt ky gay ra, truc tiép hodic
gidn tiép, bing su lay nhidm véi virut hop bao hd hap (RSV) ciing nhu cdc bénh
ho#c c4c tinh trang bénh ma anh hudng dén bénh nhan bi 1ay nhiém boi RSV. Céc
vi du vé cac bénh thudc vé loai thit nhét bao gdm viém phdi va viém phé quan.
C4c bénh va tinh trang bénh & loai thir hai (tirc 1a cdc bénh va tinh trang bénh ma
dua bénh nhéan vao nguy co lay nhiém RSV nghiém trong) bao gdm xo nang, bénh
tim bim sinh, bénh ung thu, ttc ché mién dich lién quan dén tudi, nguoi nhan cay

ghép va, noi chung 14, tinh trang bénh bét ky gy ra tinh trang Gc ché mién dich
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va gidm chirc nang ctia hé mién dich nhu céc ché d hau phiu cdy ghép co quan
hodc sinh non.

"Pidu tri" hodc "vide didu tri" c6 nghia 13 ding thudc chita bénh, nhu ché
pham chira bat ky trong s6 khang thé hoic cic manh gén két khang nguyén theo
sang ché, bén trong hodc bén ngoai déi tuong hozc bénh nhan c6 mot hodc nhiéu
triéu chimg cua bénh, hoac dang bi nghi ngd cé bénh, ma thudc nay cé hoat tinh
chira bénh. Théong thudng 13, thube dugc dung véi lugng hitu higu dé cai thién
mot hoac nhiéu triéu ching & dbdi tuong hodc quﬁn thé duoc didu tri, liéu réng
bing cach kich thich sy thoi héa ciia hodc e ché sy tién trién cua (cac) triéu
chirmg nay véi mte d6 tinh toan duoc vé mit 14m sang. Luong thudc chita bénh
hitu hiéu d& 1am thuyén giam triéu chimg bénh cu thé bat ki c6 thé khéc nhau theo
c4c yéu t6 nhu tinh trang bénh, tudi va can nang cua bénh nhan va kha nang cua
duoc chét dé tao ra dap tmg mong mudn & dbi twong. Liéu rang triéu chimg clia
bénh duoc 1am thuyén giam c6 thé dugc danh gia bang phuong phap 1am sang bét
ky ma thuong dugc st dung boi cac bac sy hodc cac nha cung cép cham séc stic
khoe co6 k¥ nang khac dé danh gia muc nghiém trong hodc tinh trang tién trién cta
tridu chimg d6. Viéc didu trj bang céc khéng thé khang RSV ciing c6 thé dugc ket
hop véi céac can thiép khac (céc khang thé, axit nucleic, vacxin va cic hop chat
phan tir nho) dé didu tri cdc mim bénh dudng ho hap khac.

"Phong ngira" hodc "viéc phong ngtra" c6 nghia la dung thudc phong bénh,
nhu ché pham chira khéng thé bat ky trong sb cac khang thé hodc c4c manh gan
két khang nguyén theo sdng ché, bén trong hodc bén ngoai cho d6i tugng hodc
bénh nhan ¢6 nguy co trd nén bi lay nhiém bsi RSV, ma thude nay c6 hoat tinh
phong bénh. Viéc ngén ngra bao gbm viéc giam kha ning hodc tinh nghiém trong
cla su 14y nhiém RSV sau d6, lam thuyén giam céc triéu chimg lién quan dén su
lay nhiém dudng hod hap dudi (lower respiratory tract infection - LRI) do su lay
nhidm RSV va kich thich mién dich dé chdng lai sy 1ay nhiém RSV. Thong thuong
13, thube duoc dung véi lugng hitu hidu dé trung hoa RSV trong phéi va/hozc miii
dé ngin chan sy 1ay nhidm. Luong thubc phong bénh 1a hiru hiéu dé lam thuyén
giam triéu chung bénh cu thé bat ky c6 thé khac nhau theo cac yéu t6 nhu tudi va
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can ning cua bénh nhén, va kha ning cua thudc dé tao ra su dép tng mong mudn
clia d6i tuong. Lidu ring tridu chimg ciia bénh duge cai thién cé thé dugc danh
gid bang phuong phap 14m sang bét ky ma thudng duge st dung boi cac bac s§
hodic cac nha cung cp cham séc stc khoe ¢ k§ ning khac dé danh gid muc
nghiém trong hodc tinh trang tién trién cta triéu chimg d6 hodc theo mét s trudong
hop sé cai thién nhu cau ndm vién.

Thuét ngtt “bénh nhan” (dugc dé cap thay thé 13 “d6i tuong” hodc “ca thé”
& day) d& cap dén dong vat c6 v (vi du, chudt cdng, chudt nhit, ché, méo, tho)
¢6 kha nang duoc didu tri bang céc ché pham theo sang ché, tt nhat 1a con nguoi.
Theo mét sé phuong 4n, bénh nhan 1a bénh nhan truéng thanh. Theo cac phuong
4n khac, bénh nhan 13 bénh nhén tré em. Cac bénh nhan “can diéu tri” bao gém
céc bénh nhan ma 6 thé ¢6 loi tir vide didu trj bing céc ché pham theo sédng ché.

Thuat ngit "luong hitu hiéu vé mit duge hoc" hodc “lugng hiru hiéu” c6
nghfa 12 lvong ma theo d6 ché pham diéu tri bénh vira du dugc dua vao bénh nhan
& didu tri bénh hoic tinh trang bénh. Ngudi c6 hiéu biét trung binh trong linh vyc
nay nhan biét réng muc do nay co thé khac nhau theo cac dic diém ctia bénh nhan
nhu tudi, can nang, v.v.

Nhu duge sir dung & day, cum tir “liéu lugng b dinh” dé cap dén luong (vi
du, theo milligram) hoat chéat duoc dung cho bénh nhan.

Thuat ngtt "khoang", khi bién ddi vé luong (vi dy, mM, hodc M) chét hoic
ché pham, phin trim (thé tich/thé tich hodc khi lugng /thé tich) thanh phan ché
pham, d6 pH cta dung dich/ché phim hodc gia tri cta thong sd dic trung cho
budc trong phuong phép hoac tuong tu dé cap dén su bién thién vé luong s6 hoc
cdng hodc trir 5%. Su bién thién vé luong sé hoc nay c6 thé xay ra, vi du, thong
qua céc thu tuc do dac, xtr 1y va 14y mau lién quan dén viéc diu ché, dic trung
va/hodc str dung chat hodc ché pham; thong qua sai s6t khong ¢b v trong céc thi
tuc nay; thong qua cac khac biét vé viée bao ché, nguén géc hodc d6 tinh sach cua
cac thanh phan duoc st dung dé san xuit hodc st dung cac ché pham hoic tién

hanh cac thu tuc nay; va tuong tu.
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Cum tUr "chtra chi yéu," hoic cac bién thé nhu "chta vé& co ban" hoic "bao
gbm chi yéu," nhu duge st dung xuyén sudt ban md ta va yéu cau bao hd, chira
réng su bao gdbm cac thanh phan duoc trich dan bat ky, va su bao gdm tiy ¥ cla
c4c thanh phan khac, c6 ban chét twong tu hozc khac nhau so véi cac thanh phan
duoc trich din, ma khong thay ddi v& ban chat cdc dic tinh co ban hodc méi cia
ché do lidu, phuong phép hoac ché phém duogc néu. La vi du khong gidi han, hop
chét gan két chtra chu yéu trinh tu axit amin dugc trich dan ciing ¢6 thé bao gdbm
mot hodc nhiéu axit amin, bao gém cac thay thé mot hodc nhiéu géc axit amin,
ma khong anh hudng dang ké dén céc dic tinh ctia hop cht gan két.

“Bao gdbm” hoic cic bién thé nhu “chira”, “gdm c6” hodc “odm” duoc s
dung xuyén sudt ban mo ta va yéu cau bao ho theo nghia chtra dung, tic l1a dé néu
su ¢6 mat cua cac dac diém duoc dé cap nhung khong loai trlr su 6 mét hodc bd
sung céc dic diém khac ma cé thé ting cudng vé ban chét su hoat dong hoic tinh
hitu ich cua phuong an bét ky trong cdc phuong an theo sing ché, trir khi ngit
canh c6 quy dinh khéc do su biéu hién vé ngdn ngit hodc ngu y can thiét.

Cum tlr "dugc phdm " & cap dén cac ché phdm ma & dang cho phép céc
hoat chat c6 hiéu qua va khong chira céc thanh phan bd sung ma doc véi cée doi
tuong ma ché pham nay s& duoc dung. Thuat ngit “ché pham” va “dugc pham”
duoc st dung thay thé cho nhau.

Cum tir "duoc dung" d& cap dén cac ta duoc (ta duge 1ong, chét phu gia) va
céc ché phdm ma co thé dugc st dung hop 1y cho ddi tuong dé tao ra liéu lugng
hitu hiéu cta hoat chit dugc dung va "néi chung duge coi 1 an toan", vi du., dung
nap duoc vé mit sinh 1y hoc va thuong khéng c6 di tng hodc phan tng khong
may twong tu, nhu dau da day va tuong tu, khi dugce dung véi nguoi. Theo phuong
4n khéc, thuat ngfr nay dé cap dén céc thuc thé phan tr va cac ché pham dugc phé
chuén bdi co quan dang ky thube cua lién bang hodc chinh phi hodc dugc liét ké
trong Dugc dién cua M§ hoic duge dién thuong duoc biét dén khac & dong vat
va cu thé hon & nguoi.

Thuét ngit "lwong hiru hiéu” nhu dugce str dung & ddy c6 nghia la lugng hoat

chét hodc duoc chét ma tao ra d4p tng sinh hoc hodc y hoc trong mo, hé théng,
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dong vat hoac con nguodi ma dang dugc tién hanh boi nha nghién ctru, bac s§ th
y, bac s§ y khoa hodc bac sy 14m sang khéc. Theo mot phuong an, lugng hitu hiéu
1a "lugng hitru hiéu didu tri" dé 1am thuyén giam cac triéu chimg cta bénh hoac
tinh trang bénh dugc diéu tri. Theo phuong an khac, lugng hitu hiéu 1a "lugng hitu
hiéu phong bénh" dé phong cac triéu ching clia bénh hojc tinh trang bénh dugc
ngan ngua.

Ché pham "én dinh" 12 ché phdm trong d6 protein & d6 vé co ban gifr do 6n
dinh vat 1y va/hodc do 6n dinh héa hoc va/hoic hoat tinh sinh hoc nhd bao quan.
Cac k¥ thuat phan tich khéc nhau dé do do 6n dinh protein 1a ¢6 san trong linh
vuc nay va duogc tong két trong Peptide and Protein Drug Delivery, 247-301,
Vincent Lee Ed., Marcel Dekker, Inc., New York, N.Y., Pubs. (1991) and Jones,
A. Adv. Drug Delivery Rev. 10:29-90 (1993). B9 6n dinh c¢6 thé do duoc & nhiét
dd duoc chon trong khoang thoi gian dugc chon. Vi du, theo mot phuong an, ché
pham 6n dinh 1a ché phim ma khong c6 su thay di dang ké quan sat dugc ¢ nhiét
d6 duoc 1am lanh (2-8°C) trong it nhét 12 thang. Theo phuong 4n khéc, ché pham
n dinh 14 ché pham khong c6 cac thay d6i dang ké duoc quan sat & nhiét do duge
lam lanh (2-8°C) trong it nhét 18 thang. Theo phuong an khac, ché phdm 6n dinh
1a ché phim khéng c6 cac thay d6i déng ké duoc quan sit & nhiét do phong (23-
27°C) trong it nhét 3 thang. Theo phuong an khéc, ché pham 6n dinh 13 ché phim
khéng c6 céc thay doi dang ké duogc quan sat & nhiét d6 phong (23-27°C) trong it
nhét 6 thang. Theo phuong 4n khéc, ché phim 6n dinh 13 ché pham khéng c6 cac
thay di dang ké duoc quan sét & nhiét 6 phong (23-27°C) trong it nhat 12 thang.
Theo phuong 4n khac, ché phdm én dinh 1& ché pham khéng c6 céc thay doi dang
ké duogc quan sat & nhiét do phong (23-27°C) trong it nhét 18 thang. Cac diéu kién
d6i v6i d6 6n dinh cua ché phim khang thé 12 nhu sau. Thong thudng 13, khong
16n hon 10%, t6t hon 1a 5%, monome cua khéng thé bi phan hity nhu duge do
bing SEC-HPLC. Thong thuong 14, ché phdm nay khong mau, hodc trong dén hoi
tréng duc bang phan tich bang mat thuong. Thong thudng 13, ndéng do, do pH va
ndng do osmol/kg dung dich cua ché phim khong c6 su thay d6i 16n hon +/-10%.
Tiém nang thuong ndm trong 60-140%, t6t hon 1a 80-120%, ddi chimg hodc tham
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chiéu. Théng thudng 13, quan sat khong 16n hon 10%, t6t hon 1a 5%, viéc cét
khang thé, tic 13, % cac loai trong lugng phén tir thép nhu duoc xac dinh, vi du,
bang HP-SEC. Thong thuong 13, quan sat khong 16n hon 10%, t6t hon 1a khong
16n hon 5%, két tu khang thé, tirc 1a % cac loai trong lugng phan tir cao nhu dugc
xéc dinh, vi du, bang HP-SEC.

Cum tir “khéng thé khang RSV” d& cap dén khang thé don dong dé cép dén
khéng thé don dong nhim chéng lai protein F hogc protein G cia RSV. Cac khang
thé khang RSV duoc béc 16 va mé ta trong Patent My s6 9,963,500. Khéng the
khang RSV cu thé dugc boc 16 va md ta trong Patent My $6 9,963,500 va bao gom
c4c ving quyét dinh bo thé (CDR) ¢6 céc trinh ty axit amin: SEQ ID NO: 1 (chudi
ning CDR 1), SEQ ID NO: 2 (chudi ngng CDR 2), SEQ ID NO: 3 (chudi ning
CDR 3), SEQ ID NO: 4 (chudi nhe CDR 1), SEQ ID NO: 5 (chudi nhe CDR 2),
va SEQ ID NO: 6 (chudi nhe CDR 3). Hon nita, khang thé khang RSV duoc bdc
16 va mo ta trong Patent My s6 9,963,500 va bao gdm cac ving bién d6i chudi
nang va chudi nhe ¢é céc trinh tu axit amin SEQ ID NO: 7 va SEQ ID NO: 8,
twong Ung. Hon nfta, khang thé khéang RSV cu thé duoc boc 16 va md ta trong
Patent M s6 9,963,500 va bao gdm globulin mién dich chudi nang va chudi nhe
1an luot chtra céc trinh tw SEQ ID NO: 9 va SEQ ID NO: 10.

Khéng thé "gitt dugc do 6n dinh vat ly ctia né" trong duge pham néu né
khong thé hién viée tang su két tu, két tia va hodc bién tinh ddng ké nho viéc kiém
tra bang mét thudng vé mau sic va/hodc su rd rang hoic nhu do dugce bing phan
t4n 4nh sang UV, sic ky loai trir kich thuéce (SEC) va phan tan anh sing dong. Céc
thay d6i vé ciu tric protein c6 thé dugc dénh gia bang phé huynh quang, ma xac
dinh cAu tric béc ba clia protein, va béng kinh hién vi FTIR, ma x4c dinh cAu tric
bac hai cta protein.

Khang thé "gitt do 6n dinh héa hoc ctia nd" trong duoc pham, néu khang
thé d6 khong thé hién su bién ddi hoa hoc déng ké. Do 6n dinh héa hoc c6 the
duoc danh gia béng cach phat hién va dinh luong cac dang bién ddi hoa hoc cta
protein. Cac qua trinh phan hity ma thuong lam bién d6i cdu tric héa hoc cia
protein bao gbm sy thiy phan hoic phan cit (dugc danh gia bang cac phuong
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phép nhu sac ky loai trir kich thuée va SDS-PAGE), oxy héa (dugc dénh gid béng
céc phuong phap nhu ban db peptit két hop véi khéi pho hodc MALDI/TOF/MS),
khir amit (duoc danh gié bing céc phuong phap nhu sic ky trao dbi ion, dién di
mao quan diém déng dién, ban do peptit, do axit isoaspartic), va ddng phan hoa
(duogc danh gia bang cach do ham lugng axit isoaspartic, ban do peptit, v.v.).

Khang thé "gitt duoc hoat tinh sinh hoc ctia né" trong duoc phém, néu hoat
tinh sinh hoc ctia khang thé tai thoi diém nhét dinh 13 ndm trong khoang dugc x4c
dinh truéc ctia hoat tinh sinh hoc ¢6 duoc tai thoi diém ma dugc pham dugc bao
ché. Hoat tinh sinh hoc ctia khang thé c6 thé dugc xac dinh, vi du, bang thir nghiém
gén két khang nguyén. Céc dugce pham theo séng ché bao gdm cac khang thé va
cac manh cta ching c6 hoat tinh sinh hoc khi duoc tai cAu trac hodc ¢ dang 1dng.
II.  Céc ché pham theo sang ché

Céc ché pham theo sang ché tdi thiéu héa sy hinh thanh céc két ty khang
thé, 1am ting do 6n dinh va lam giam do nhot.

Séng ché bao gdm céc ché phim khac nhau cia khéng thé khang RSV, hozic
manh gin két khang nguyén ctia n6, nhu dugc md ta chi tiét hon dudi day. Vi du,
sang ché bao gdm cac ché phim bao gom (i) khang thé khang RSV hodc manh
gn két khéng nguyén ctia né, (ii) chét dém (vi dy, histidin), (iii) chét 6n dinh (v{
du, dudng khong khir nhu sucroza); (iv) chat hoat tinh bé mit phi ion (vi du,
polysorbat 80); va (v) chét chéng oxy héa (vi du, methionin). Theo cac phuong
4n khac, céc ché phém theo sang ché bao gém chét giam do nhdt (vi dy, arginin
hodc mudi duoc dung ctia né; lysin, hodc mudi duge dung ciia nd; hdn hop cta
arginin va lysin hodc cac mudi duge dung chiing, hdn hop cua arginin va glutamat
hodic cac mudi duge dung ciia chiing, va/hodc histidin hoac cac mudi duoc dung
cua ching) va/hodc chét chelat hoa kim loai (vi du, DTPA).

[II. Céc khang thé khang RSV va cdc manh gan két khang nguyén clia ching

Sang ché d& xuét cac ché phdm sinh hoc 4n dinh chira khéng thé khang
RSV ma chtta cac ving quyét dinh bo thé (CDR) ¢6 céc trinh ty axit amin: SEQ
ID NO: 1 (chudi ning CDR 1), SEQ ID NO: 2 (chudi nang CDR 2), SEQ ID NO:
3 (chudi ning CDR 3), SEQ ID NO: 4 (chudi nhe CDR 1), SEQ ID NO: 5 (chubi
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nhe CDR 2), va SEQ ID NO: 6 (chudi nhe CDR 3). Sang ché ciing dé xuat céc
ché pham sinh hoc én dinh chira khéng thé khang RSV ma chira céc ving bién
dbi chudi niang va chudi nhe c¢6 céc trinh ty axit amin SEQ ID NO: 7 va SEQ ID
NO: 8, twong tng va’hodc chira globulin mién dich chudi nang va chudi nhe chira
céc trinh tu axit amin SEQ ID NO: 9 va SEQ ID NO: 10 twong tng. Cac phuong
phép san xuét khang thé khang RSV dugc boc 16 va mo ta trong Patent Nhat Ban
569,963,500 va dugc két hop & ddy bang cach vién dan toan bd. Cac SEQ ID NO:
1-10 duoc néu trong Bang A duéi day:

Bang A: Thong tin trinh ty

SEQ ID TRINH TU

NO:

DSAMS

FIKSKTYGGTKEYAASVKG

GAPYGGNSDYYYGLDV

RTSQDVRGALA

DASSLET

QQFLDFPFET

g o) o o W N

EVQLVESGGGLVRPGRSLRLSCTVSGFSFDDSAMSWVRQAPGKGLEWISFIKSKTYGGTK
EYAASVKGRFTISRDDSKNIAYLQMNSLKTEDTAVYYCTRGAPYGGNSDYYYGLDVWGQG
TTVT

8 MTQSPSSLSASVGDRVTITCRTSQDVRGALAWYQQKPGKAPKLLIFDASSLETGVPSRES
GSGSGTVFTLTISSLQPEDFAAYYCQQFLDFPFTFGQGTRLEIKRT

9 EVOLVESGGGLVRPGRSLRLSCTVSGFSFDDSAMSWVRQAPGKGLEWISFIKSKTYGGTK
EYAASVKGRFTISRDDSKNIAYLQMNSLKTEDTAVYYCTRGAPYGGNSDYYYGLDVWGQG
TTVIVSSASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTE
PAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSCDKTHTCPPCP
APELLGGPSVFLFPPKPKDTLYITREPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTK
PREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYT
LPPSRDELTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGOPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKL
TVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSL SLSPGK

10 DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRTSQDVRGALAWYQQKPGKAPKLLIFDASSLETGVPS
RFSGSGSGTVFTLTISSLQPEDFAAYYCQQFLDFPFTFGQGTRLEIKRTVAAPSVEIFPP
SDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLT
LSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSEFNRGEC
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Theo cac phuong an cua cac ché pham dugc mé ta & day, API (“thanh phan
dugc ¢ hoat tinh - active pharmaceutical ingredient”, tirc 1a khang thé khang RSV
hoic manh gin két khang nguyén cua nd) c6 mat véi ndng d6 nam trong khoang
tir khoang 50 mg/mL dén khoang 250 mg/mL. Theo mét s6 phuong 4n clia cac
ché phm, API (tifc Ia, khang thé khang RSV hodc manh gan két khang nguyén
clia nd) c6 mit v6i ndng do ndm trong khoang tlr khoang 75 mg/mL dén khoang
200 mg/mL. Theo mot sd phuong 4n, API c6 mat véi ndng do nim trong khoang
tir khoang 90 mg/mL dén khoang 110 mg/mL. Theo phuong an khac, APT ¢6 mat
v6i ndng d6 khoang 100 mg/mL. Theo phuong an khéc, API c6 mit véi nong do
14 tir 90 mg/mL dén 110 mg/mL. Theo phuong 4n khéc, API ¢6 mat véi ndng do
[4 100 mg/mL. Theo phuong 4n khéc, API c6 mit v6i nong d6 1a 75 mg/mL. Theo
phuong an khac, API c6 mat voi ndng d6 1a 50 mg/mL.

Theo mot sé phuong 4n, API c6 mit voi ndng d6 nam trong khoang tur
khoang 125 mg/mL dén khoang 175 mg/mL. Theo mdt s6 phuong 4n, API c6 miit
v6i nong d6 nam trong khoang tir khoang 140 mg/mL dén khoang 160 mg/mL.
Theo phuong an khac, API c6 mét voi nong do khoang 150 mg/mL. Theo mot sd
phuong 4n, API c6 mit v6i ndng do 1a tir 125 mg/mL dén 175 mg/mL. Theo mot
s6 phuong 4n, API c6 mat v6i ndng d6 1a tir 140 mg/mL dén 160 mg/mL. Theo
phuong an khac, API ¢6 mat v6i nodng d6 14 150 mg/mL.

Theo mot sé phuong 4n, API c6 mit voi ndng dd nam trong khoang tir
khoang 150 mg/mL dén khoang 200 mg/mL. Theo mot s6 phuong 4n, API c6 mit
v6i ndng d6 nam trong khoang tir khoang 165 mg/mL dén khoang 185 mg/mL.
Theo phuong 4n khéc, API c6 mat voi nong d6 khoang 175 mg/mL. Theo mot 56
phuong 4n, API c6 mit v6i ndng d6 1a tir 150 mg/mL dén 200 mg/mL. Theo mét
s6 phuong 4n, API c6 mit v6i nong d6 1a tir 165 mg/mL dén 185 mg/mL. Theo
phuong an khac, API c6 mat voi ndng d6 1a 175 mg/mL.

Theo mot sé phuong 4n, API c6 mat voi ndng d6 nam trong khoang tur
khoang 175 mg/mL dén khoang 225 mg/mL. Theo mot s6 phuong 4n, API c6 mit
v6i ndng d6 nam trong khoang tr khoang 190 mg/mL dén khoang 210 mg/mL.
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Theo phuong an khac, API c6 mét voi ndng do khoang 200 mg/mL. Theo mdt s6
phuong an, API c6 mat véi ndng do 1a tir 175 mg/mL dén 225 mg/mL. Theo mot
s6 phuong 4n, API c6 mit véi ndng d6 1a tir 190 mg/mL dén 210 mg/mL. Theo
phuong an khac, API c6 mit v6i ndéng d6 1a 200 mg/mL.

Theo mét sé phuong 4n, API ¢6 mit véi ndéng d6 nim trong khoang tir
khoang 200 mg/mL dén khoang 250 mg/mL. Theo mot s6 phuong 4n, API c6 mit
v6i ndng d6 nam trong khoang tir khoang 215 mg/mL dén khoang 235 mg/mL.
Theo phuong an khac, API c6 mét voi nong do khoang 225 mg/mL. Theo mdt s6
phuong an, API c6 mat véi ndng do 1a tir 200 mg/mL dén 250 mg/mL. Theo mot
s phuong an, API ¢6 mit v6i ndng d6 1a tir 215 mg/mL dén 235 mg/mL. Theo
phuong an khac, API c6 mét voi ndng do 14 225 mg/mL.

Theo mdt sé phuong 4n cia cac ché pham dugc boc 16 & day, API (tic la
khang thé khang RSV hodc méanh gén két khang nguyén ciia nd) cé mit véi liéu
luogng cb dinh (vi du, lugng theo milligram). Theo mét sé phuong an ciia cac ché
phém duoc bdc 10 6 day, API c6 mat vdi lidu lugng c¢b dinh 1a ndm trong khoang
tir khoang 10 mg dén khoang 150 mg. Theo mot s6 phuong 4n, API c¢6 mit véi
lidu luong c¢b dinh 14 tir khoang 10 mg dén khoang 150 mg. Theo mot s6 phuong
an, API c6 mit véi lidu luong c¢b dinh 14 ndm trong khoang tir 25 mg dén 125 mg.
Theo mdt sb phuong an, API ¢6 mit véi lidu lwong cb dinh 1a tir khodng 25 mg
dén khoang 125 mg. Theo mot s6 phuong 4n, API ¢6 mit voi lidu lwong cb dinh
1 ndm trong khoang tir khoang 50 mg dén khoang 100 mg. Theo cac phuong 4n,
API c6 mit véi lidu ¢b dinh 1 tir 50 mg ¢én 100 mg.

IV. Céc ta dugc ctia ché pham

Céc ché phdm theo sang ché bao gdm it nhat mét t4 dugc ma lam 6n dinh
ché pham nay.

Theo mét s6 phuong 4n clia céc ché phim cua sang ché, chat 6n dinh 13
duong khong khir. Theo cac phuong 4n cua sang ché, dudng khong khir 13 sucroza.
Theo céc phuong 4n khac, duong khoéng khur 1a glucoza. Theo cac phuong an
khac, dudng khong khtr 12 trehaloza. Van theo cac phuong an khac, duong khong
khir 1a lactoza. Theo c4c phuong an khac, duong khong khir 1a raffinoza.
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Theo mdt sb phuong 4n, cac ché phim khang thé khang RSV theo sang ché
bao gém chét 6n dinh duoc chon tir nhém chira: nam trong khoang tir 4% dén 8%
khéi lwong/thé tich (w/v) sucroza, glucoza, trehaloza, lactoza hodc raffinoza.

Theo mét s6 phuong an, chét én dinh 14 ndm trong khoang tir khoang 4%
dén khoang 8% khi lwong/thé tich sucroza. Theo mot s6 phuong 4n, chét 6n dinh
14 tir 4% dén 8% khdi luong/thé tich sucroza.

Theo mdt sé phuong 4n, chét 6n dinh 14 ndm trong khoang tir khoang 6%
dén khoang 8% khdi lwong/thé tich sucroza.

Theo mot sd phuong an, chét 6n dinh 13 tir 4% dén 8% khéi lu’qng/thé tich
sucroza.

Theo mét sé phuong 4n, chét 6n dinh 13 ndm trong khoang tlr khoang 4%
dén khoang 8% khoi luong/thé tich trehaloza. Theo mot sé phuong 4n, chat 6n
dinh 13 tir 4% dén 8% khéi luong/thé tich trehaloza.

Theo mét s6 phuong an, chét 8n dinh 14 ndm trong khoang tir khoang 6%
dén khoang 8% khdi luong/thé tich trehaloza. Theo mot sd phuong 4n, chét 6n
dinh 12 tir 6% dén 8% khéi lugng/thé tich trehaloza.

Theo mét sb phuong an, chét 4n dinh 12 ndm trong khoang tir khoang 6,5%
dén khoang 7,5% khdi lu’qng/thé tich sucroza. Theo mdt sb phuong an, chit 6n
dinh 14 tir 6,5% dén 7,5% khdi lugng/thé tich sucroza.

Theo mét s6 phuong 4n, chét &n dinh 1a tir 6% dén 8% sucroza.

Theo mdt sb phuong 4n, chét 4n dinh 1a tir 6,5% dén 7,5% khéi lugng/thé
tich sucroza.

Theo mét s6 phuong 4n, chét 6n dinh 14 7% sucroza.

Céc ché pham theo séng ché chtra arginin, vi dy, L-arginin hodc mudi dugc
dung ctia no, vi du, HCI; lysin, vi du, L-lysin hoac mubi duoc dung ctia n6, vi du,
HCI; hodc su t6 hop cua arginin (L-arginin) hodc mudi duoc dung (HCI) ctia n6
va lysin (L-lysin) hoac mudi duge dung (HCI) ctia nd; hodc t6 hop cia arginin (L-
arginin) hodc mubi duoc dung (HCI) ctia né va glutamat (L-glutamat) hodc mudi
duoc dung cia nd; tat ca cac ché pham nay c6 thé tao ra d6 6n dinh bd sung, cling
nhu kidm soat d nhét, ma cho phép ché pham & ndng d6 API cao.
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Ngoai khang thé khang RSV hodc manh gén két khang nguyén cia n6 va
d6 6n dinh v6i cac lugng/nong do néu trén, cac ché pham theo sang ché cling chira
chét dém. Theo mét s6 phuong 4n, chit dém c6 mat v6i luong nam trong khoang
tir khoang 5 mM dén khoang 20 mM, ma tao ra do pH ndm trong khoang tir
khoang 5 dén khoang 7. Theo mot sd phuong an, chit dém c6 mit vé6i luong tir 5
mM dén 20 mM, ma tao ra d6 pH nam trong khoang tir 5 dén 7.

Theo mét sb phuong 4n clia sdng ché, chit dém tao ra cho ché pham d6 pH
nam trong khoang tir khoang 5,5 dén khoang 6,5. Theo mdt s6 phuong 4n clia
sang ché, chat dém tao ra cho ché pham d6 pH trong khoang tir 5,5 dén 6,5. Theo
mdt s6 phuong an, chat dém cé d pH khoang 6,0. Van theo cac phuong 4n nita,
do pH 12 6,0.

Theo cac phuong an cu thé, chat dém c6 do pH la khoang 5,7, khoang 5,8,
khoang 5,9, khoang 6,0, khoang 6,1, khoang 6,2, hodc khoang 6,3. Theo cac
phuong 4n cu thé, chét dém c6 d6 pH 1a 5,7, 5,8, 5,9, 6,0, 6,1, 6,2 hodc 6,3. Cac
vi du vé& céc chit dém s& kiém soat do pH trong khoang nay bao gdm sucxinat
(natri hodc kali), histidin, natri axetat, phosphat (natri hogc kali), Tris (tris
(hydroxymetyl) aminometan), diétanolamin, xitrat (natri) va céc chét dém axit
hitu co khac.

Theo mét sb phuong 4n clia sing ché, chat dém 14 histidin hodc axetat & d§
pH nam trong khoang tlr khoang 5,5 dén khoang 6,5. Theo mot s6 phuong 4n cua
sang ché, chit dém 13 histidin hoic axetat & do pH la tir 5,5 dén 6,5. Theo mot sb
phuong 4n, chét dém 1a chat dém L-histidin. Theo cac phuong 4n ma ché pham
nay dugc lam kho lanh, tét hon 1a chat dém nay khong phai 1a axetat do cac hé
dém axetat khong twong hop véi qua trinh lam kho lanh.

Khi khoang gi4 tri pH dugc trich din, nhu “d¢ pH nam trong khoang tir 5,5
dén 6,5,” thi khoang nay nhim bao gdm céc gié tri dugc trich dan. Trir khi c6 quy
dinh khéc, d6i véi cong thire duge 1am khé lanh ma d¢ pH dé cap dén do pH sau
khi téi chu tric cac ché phAm duoc 1am kho lanh theo sang ché. Do pH thuong
duoc do & 25°C ma st dung may do do pH bau thay tinh chuén. Nhu duoc st
dung & day, dung dich chira “chat dém histidin & do pH X” dé cap dén dung dich
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& d6 pH = X va chita chat dém histidin, tac 1a pH nhdm dé cap dén do pH cia
dung dich nay.

Ngoai khang thé khang RSV ho#c méanh gén két khang nguyén ctia no, chat
bn dinh va chat dém véi cic luong/ndng do néu trén, cac ché pham theo séng ché
cling chira chét chéng oxy héa. Theo cac phuong 4n clia sdng ché, chat chdng oxy
hoa 14 methionin. Theo cac phuong 4n cia sing ché, chit chéng oxy hoéa 1a L-
methionin hoac mudi duoc dung cia né. Theo cac phuong an nita, methionin la
L-methionin. Theo cac phuong an khac, chét chdng oxy héa 1a L-methionin HCI.
Theo cac phuong an khac, chét chéng oxy héa 12 histidin.

Theo mot sé phuong 4n, chét chéng oxy héa (vi dy, L-methionin) c6 mat
trong cac ché pham theo sang ché véi lwong nam trong khoang tr 1 mM dén 20
mM. Theo mdt sb phuong 4n, chét chéng oxy hoa c6 mit véi lugng nim trong
khoéng tir 5 mM dén 20 mM, nam trong khoang tir khoang 5 mM dén khoang 15
mM, ndm trong khoang tir khoang 5 mM dén khoang 10 mM. Theo mdt s6 phuong
4n, chit chéng oxy héa c6 mit véi lugng khoang 1 mM, khoang 2 mM, khoang 3
mM, khoang 4 mM, khoang 5 mM, khoang 6 mM, khoang 7 mM, khoang 8§ mM,
khoang 9 mM, khoang 10 mM, khoang 11 mM, khoang 12 mM, khoang 13 mM,
khoang 14 mM, khoang 15 mM, khoang 16 mM, khoang 17 mM, khoang 18 mM,
khoang 19 mM hogc khoang 20 mM. Theo mot sé phuong 4n, chét chéng oxy hoa
¢6 mat v6i luong tir 5 mM dén 20 mM, tir 5 mM dén 15 mM, tir 5 mM dén 10
mM. Theo mét sb phuong an, chét chéng oxy hoa c6 mat véi luong 1 mM, 2 mM,
3 mM, 4 mM, 5 mM, 6 mM, 7 mM, 8 mM, 9 mM, 10 mM, 11 mM, 12 mM, 13
mM, 14 mM, 15 mM, 16 mM, 17 mM, 18 mM, 19 mM hodc 20 mM.

Theo céc phuong 4n trong d6 chat chéng oxy héa 13 histidin, histidin c6 the
c6 mit véi cac luong 18n dén 100 mM. Theo céc phuong an nay, histidin c6 thé
nhim 1am chat dém, chit chéng oxy héa, va/hodc lam giam d nhdt trong cic ché
phim dugc md ta & ddy. Theo mot sd phuong 4n, histidin ¢ thé c6 mit & nong
d6 ndm trong khoang tir khoang 10 dén khoang 20 mM, nam trong khoang tir
khoang 20 dén khoang 30 mM, ndm trong khoang tir khoang 30 dén khoang 40
mM, ndm trong khoang tir khoang 40 dén khoang 50 mM, nam trong khoang tir
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khoang 50 dén khoang 60 mM, nam trong khoang tir khoang 60 dén khoang 70
mM, nam trong khoang tir khoang 70 dén khoang 80 mM, ndm trong khoang tir
khoang 80 dén khoang 90 mM hodc nam trong khoang tlr khoang 90 dén khoang
100 mM. Theo mét sé phuong én, histidin c6 thd c6 mit & ndng d6 tir 10 dén 20
mM, tir 20 dén 30 mM, tir 30 dén 40 mM, tir 40 &én 50 mM, tir 50 dén 60 mM, tir
60 dén 70 mM, tir 70 dén 80 mM, tir 80 dén 90 mM hogc tir 90 dén 100 mM. Theo
mot s6 phuong 4n, histidin ¢6 thé c6 mat & nong do khoang 10 mM, khoéang 20
mM, khoang 30 mM, khoang 40 mM, khoang 50 mM, khoang 60 mM, khoang 70
mM, khoang 80 mM, khoang 90 mM hoéc khoang 100 mM. Theo mot s6 phuong
an, histidin c6 thé c6 mit § ndng do 10 mM, 15 mM, 20 mM, 25 mM, 30 mM, 35
mM, 40 mM, 45 mM, 50 mM, 55 mM, 60 mM, 65 mM, 70 mM, 75 mM, 80 mM,
85 mM, 90 mM, 95 mM hozc 100 mM.

Ngodi khéng thé khang RSV hogc méanh gén két khang nguyén cua no, chat
6n dinh, chat dém va chat chéng oxy héa véi cac lwong/ndng do néu trén, cac ché
phém theo sang ché cling bao gém chét hoat dong bé mat. Cac chét hoat dong bé
mat thuong dugc bd sung vao cac ché phém dé tao ra do 4n dinh, lam giam
va/hoac ngan nglra sy két tu hodc ngan ngira va/hodc uc ché su hu hong protein
trong céc diéu kién xtr Iy nhu tinh ché, loc, dong khd, van chuyén, bao quan, va
phan phéi. Theo mét s6 phuong 4n cla sing ché, chét hoat dong bé mit hiru ich
d8 tao ra d6 6n dinh bo sung cho (cac) hoat chét, tirc 1a khang thé khang RSV hoic
manh gin két khang nguyén ctia né.

Céc chit hoat dong bé mat ma cé thé hitu ich trong cac ché pham theo sang
ché bao gdm, nhung khong gidi han &: cac chét hoat dong bé mat phi ion nhu este
clia axit béo polyoxyetylen sorbitan (Polysorbat, dugc ban duéi tén thuong mai
TWEEN (Uniquema Americas LLC, Wilmington, DE)) bao gbm Polysorbat-20
(polyoxyetylen sorbitan monolaurat), Polysorbat-40 (polyoxyetylen sorbitan
monopalmitat), Polysorbat-60 (polyoxyetylen sorbitan monostearat), va
Polysorbat-80 (polyoxyetylen sorbitan monooleat); polyoxyetylen alkyl ete nhu
BR1J 58 (Uniquema Americas LLC, Wilmington, DE) va BRIJ 35; poloxame (vi
du, poloxame 188); TRITON X-100 (Union Carbide Corp., Houston, TX) va
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TRITON X-114; NP40; Span 20, Span 40, Span 60, Span 65, Span 80 va Span
85; copolyme cuia etylen va propylen glycol (vi du, mdt loat PLURONIC ctia cac
chit hoat tinh bé mat phi ion nhu PLURONIC F68, PLURONIC 10RS,
PLURONIC F108, PLURONIC F127, PLURONIC F38, PLURONIC L44,
PLURONIC L62 (BASF Corp., Ludwigshafen, Germany); va natri dodexyl sulfat
(SDS).

Luong chit hoat dong b& mit chira trong cac ché phim theo sang ché 13
lugng du dé thuc hién chirc ning mong mudn, tc 1a luong t6i thiéu can dé 6n
dinh hoat chét duge hoc (ttc 1a khéng thé khang RSV hodc méanh gan két khang
nguyén cua nd) trong ché phdm nay. Thong thuong 1a, chét hoat dong bé mat c6
mit v&i ndng d6 nam trong khoang tir khoang 0,008% dén khoang 0,1% khbi
luong/thé tich. Theo mot s6 phuong 4n ctia khia canh nay theo sang ché, chét hoat
dong bé mat c6 mit trong ché pham véi lugng tur nam trong khoang tir khoang
0,01% dén khoang 0,04% khéi luong/thé tich; ndm trong khoang tir khoang 0,01%
dén khoang 0,03% khéi luong/thé tich, ndm trong khoang tir khoang 0,01% dén
khoang 0,02% khéi luong/thé tich, ndm trong khoang tir khoang 0,015% dén
khoang 0,04% khdi luong/thé tich; nam trong khoang tir khoang 0,015% dén
khoang 0,03% khéi luong/thé tich, nim trong khoang tir khoang 0,015% dén
khoang 0,02% khoi luong/thé tich, ndm trong khoang tir khoang 0,02% dén
khoang 0,04% khéi luong/thé tich, nim trong khoang tir khoang 0,02% dén
khoang 0,035% khéi luong/thé tich, hodc nam trong khoang tir khoang 0,02% dén
khoang 0,03% khéi lugng/thé. Theo cac phuong 4n cu thé, chét hoat dong bé mat
c6 mat voi luong khoang 0,02% khéi lugng/thé tich. Theo cac phuong an thay
thé, chét hoat dong bé mat co miat véi luong khoang 0,01%, khoang 0,015%,
khoang 0,025%, khoang 0,03%, khoang 0,035%, hodc khoang 0,04% khéi
lugng/thé tich.

Theo cac phuong an minh hoa cua sang ché, chét hoat dong bé mit 14 chat
hoat déng bé mit phi ion dugc chon tir nhém bao gdm: Polysorbat 20, Polysorbat
80 vaF127. Theo cic phuong an dugc vu tién, chét hoat dong bé matla Polysorbat

80.
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Theo cac phuong an cu thé, cac ché phdm khéng thé khang RSV chtra PS80
nam trong khoang tir khoang 0,01% dén khoang 0,04% khéi luong/thé tich. Theo
c4ac phuong an nita, cac ché pham khang thé khang RSV chira PS80 v&i lugng
khoang 0,008%, khoang 0,01%, khoang 0,015%, khoang 0,02%, khoang 0,025%,
khoang 0,03%, khoang 0,035%, khoang 0,04% hoéc khoang 0,045% khdi
lwgng/thé tich. Theo cac phuong 4n cu thé, cac ché pham khang thé khang RSV
chira khoang 0,02% khéi lwong/thé tich PS80. Theo mot s6 phuong 4n, cac ché
phim khang thé khang RSV chtra PS80 tir 0,01% dén 0,04% khdi lugng/the tich.
Theo mét s& phuong an, cac ché pham khang thé khdng RSV chira PS80 véi luong
0,008%, 0,01%, 0,015%, 0,02%, 0,025%, 0,03%, 0,035%, 0,04% hodc 0,045%
khéi lwong/thé tich. Theo cdc phuong an cu thé, cac ché phim khang thé khang
RSV chtta 0,02% khéi luong/thé tich PS80.

Theo cac phuong an cu thé, cac ché pham khang thé khang RSV theo.séng
ché chira chét chelat hoa dugc chon tir DTPA va EDTA. Theo mot s6 phuong an,
chat chelat hoa 13 DTPA. Theo cic phuong an nira, lugng DTPA 1a nim trong
khoang tur khoang 10 uM dén khoang 90 uM, nam trong khoang tir khoang 25 uM
dén khoang 75 uM hoc khoang 50 pM. Theo mot s6 phuong 4n, chét chelat hoa
1a DTPA. Theo mot sé phuong 4n, luong DTPA 1a tir 10 uM dén 90 pM, tir 25
uM dén 75 1M hozc 50 uM.

Ngoai khéng thé khang RSV hoic méanh gén két khang nguyén cia nd, cic
phuong an cua ché phém c6 thé chira chit on dinh, chét dém, chét chéng oxy hoa,
chét hoat dong bé mit va chét chelat héa, véi cac luong/néng dd duogc néu trén.

Séang ché ciing dé cap dén ché phim khéang thé khang RSV nhu dugc mo ta
& ddy, trong d6 ché phdm nay dugc chia trong lo thily tinh hoc thiét bi tiém (vi
du, bom tiém).

Theo cac phuong an nita, sang ché dé cap dén cac ché pham khéng thé
khang RSV nhu duge md ta & déy, trong d6 sau khi bao quan ché pham & 2-8°C
trong 12 thang, phan tram chudi ning va chudi nhe do duoc bang cach khir CE-

SDS 1a > 96%.
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Theo cac phuong an nfta, sang ché dé cap dén cac ché pham khang thé
khang RSV nhu duge md ta ¢ day, trong d6 sau khi bao quan ché pham & 2-8°C
trong 12 thang thi phan tram IgG nguyén ven trong ché pham do dugc bang CE-
SDS khong khir 1a > 97%.

Theo cac phuong &n nita, sang ché dé cap dén cac ché phim khang thé
khéang RSV nhu duge md ta ¢ ddy, trong d6 sau khi bao quan ché pham & 2-8°C
trong 12 thang, phan trim monome nhu do dugc bang HP-SEC 1a > 98,5%.

Theo cac phuong an bd sung, sang ché dé cap dén céac ché pham khéng thé
khéng RSV nhu duoc md ta & day, trong d6 sau khi bao quan ché pham & 2-8°C
trong 12 thang, phan tram ctia cic loai trong lugng phan tir cao nhu do duge bang
HP-SEC la < 1,5%.

Theo cac phuong an nita, sang ché dé cap dén cac ché phim khang thé
khang RSV nhu dugc mo ta ¢ déy, trong dé sau do bao quan ché phdm & 25°C
trong 12 théng, phan trim monome nhu do dugc bang HP-SEC 1a > 98,0%.

Theo cac phuong an bb sung, sang ché dé cap dén cac ché pham khéng thé
khéang RSV nhu duge mé ta & ddy, trong d6 sau khi bao quan ché pham nay &
25°C trong 6 thang, phan trim cua c4c loai trong lugng phén tir cao nhu do dugc
bang HP-SEC 1a < 2%.

Theo cac phuong an nita, sang ché dé cap dén cac ché pham khang thé
khéng RSV nhu duge md ta & ddy, trong d6 sau khi bao quan ché phdm & 40°C
trong 3 thang, phan trim monome nhu do dugc bang HP-SEC 1a > 94,0%, >
94,5% hoac > 95,0%.

Theo c4c phuong 4n bd sung, sang ché d8 cap dén cac ché phim khang thé
khéang RSV nhu dugc mé ta & ddy, trong d6 sau khi bao quan ché phim nay &
40°C trong 3 thang, phan trim cta c4c loai trong lugng phén tir cao nhu do dugc
bing HP-SEC 1a < 5,5%, < 5,0%, hodc < 4,4%.

V.  C4c khia canh cu thé va cac phuong 4n theo sang ché

Theo mét khia canh, sang ché d& cap dén ché phdm khang thé khang RSV
chira: a) khang thé khang RSV hoic manh ghn két khang nguyén cuané nim trong
khoang tir khoang 50 mg/mL dén khoang 250 mg/mL; b) chét dém nam trong
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khoang tir khoang 5 mM dén khoang 20 mM; c) chit 6n dinh duoc chon tir nhém
bao gdm: (i) duong khong khir nam trong khoang tir khoang 6% dén khoang 8%
khdi luong/thé tich (w/v) ; (ii) L-arginin hodc mudi dugc dung L-arginin nam
trong khoang tir khoang 25 mM dén khoang 75 mM; L-prolin hodc mudi duoc
dung cuia L-prolin nam trong khoang tlr khoang 25 mM dén khoang 75 mM; L-
glutamat hodc mubi dugc dung cua L-glutamat nam trong khoang tir khoang 25
mM dén khoang 75 mM; L-lysin hodc mudi duoc dung ctia L-lysin nim trong
khoang tir khoang 25 mM dén khoang 75 mM, hozc hdn hop cla céc axit amin
nay, va (iil) chét chelat hoéa nam trong khoang tir khoang 25 pM dén khoang 75
uM; d) chat hoat dong bé mit phi ion nam trong khoang tr khoang 0,01% dén
khoang 0,10% ; vatuy y 1a e) chét chdng oxy héa nam trong khoang tir | mM dén
20 mM.

Theo khia canh khéc, sang ché d& cap dén ché pham khang thé khang RSV
chtra: a) khang thé khang RSV hogc manh ghn két khang nguyén cia nd nim trong
khoang tir khoang 50 mg/mL dén khoang 150 mg/mL; b) histidin nidm trong
khoang tir khodng 5 mM dén khoang 20 mM; c) sucroza nam trong khoang tir
khoang 6% dén khoang 8% khdi lugng/thé tich (w/v); d) té dugc duge chon tir L-
arginin hodc mubi duoc dung cuia L-arginin nam trong khoang tir khoang 25 mM
dén khoang 75 mM, L-lysin hoac mudi duge dung ctia L-lysin nam trong khoang
tir khoang 25 mM dén khoang 75 mM, hdn hop cua L-arginin(HCI) va L-glutamat
nam trong khoang tir khoang 25 mM dén khoang 75 mM, va hdn hop cta L-
arginin(HC1) va L-lysin(HCI) ndm trong khoang tir khoang 25 mM dén khoang
75 mM; e) DTPA nam trong khoang tr khoang 25 dén khoang 75 uM; f)
polysorbat 80 ndm trong khoang tr khoang 0,01% dén khoang 0,10%; va tury y 1a
g) L-methionin nam trong khoang tir khoang 1 mM dén khoang 20 mM.

Theo khia canh khéc, séng ché d& xuét ché phim khang thé khang RSV,
ché phim nay bao gdm: a) 100 mg/mL khéng thé khang RSV hodic méanh gan két
khang nguyén ctia n6; b) 10 mM histidin; c¢) 7% khéi luong/thé tich (w/v) sucroza;
d) t& dugc duge chon tir 50 mM L-arginin(HCI), 50 mM L-lysin(HCl), hon hop
ctia 25 mM L-arginin va 25 mM L-glutamat, va hdn hop cia 25 mM L-
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arginin(HCI) va 25 mM L-lysin(HC); ¢) 50 uM DTPA; f) 0,02% polysorbat 80;
vatuy ylag)tr 1 mM dén 20 mM L-methionin.

Theo khia canh khéc, sang ché dé xuét ché pham khang thé khang RSV,
ché pham nay chtra: a) 100 mg/mL khang thé khang RSV hodc méanh gén két
khang nguyén ctia né; b) 10 mM histidin; c) 7% khéi luong/thé tich (w/v) sucroza;
d) hdn hop ctia 25 mM L-arginin(HCI) va 25 mM L-lysin(HCl); e) 50 uM DTPA;
va 1) 0,02% polysorbat &0.

Theo khia canh khac, néng do cua khang thé khang RSV hodc manh gén
két khang nguyén ctia n 1a nam trong khoang tir khoang 50 mg/mL dén khoang
150 mg/mL. Theo khia canh khac, néng do ciia khng thé khang RSV hodc méanh
gén két khang nguyén cua nd 1 nam trong khoang tir khoang 75 mg/mL dén
khoang 125 mg/mL. Theo khia canh khac, ndng d6 cua khang thé khang RSV
hodc manh gin két khang nguyén ctia né 1a tir 50 mg/mL dén 150 mg/mL. Theo
khia canh khac, ndng do ctia khing thé khang RSV ho#c méanh gén két khang
nguyén cta nd 1a tr 75 mg/mL dén 125 mg/mL. Theo khia canh khéc, ndng do
ctia khéang thé khang RSV hoic ménh gén két khang nguyén ctiané la 100 mg/mL.
Theo khia canh khac, nong d6 ctia khang thé khang RSV hodc méanh gén két khang
nguyén cta n6 1a 75 mg/mL. Theo khia canh khac, ndéng do ctia khang thé khéang
RSV hodc manh gin két khang nguyén ctia n6 1a 50 mg/mL.

Theo khia canh khéc, ché pham nay c6 d6 pH nam trong khoang tir khoang
5,5 dén khoang 6,5. Theo khia canh khac, ché phém nay c6 d6 pH tu 5,5 dén 6,5.
Theo khia canh khac, ché phém nay c6 do pH 12 6,0.

Theo khia canh khac, ché phim nay 14 histidin. Theo khia canh khéc, nong
d6 cta histidin 1a ndm trong khoang tir khoang 1 mM dén khoang 20 mM. Theo
khia canh khac, néng dd cua histidin 1a nam trong khoang tir khoang 5 mM dén
khoang 15 mM. Theo khia canh khac, nong d6 cta histidin 1a tir 1 mM dén 20
mM. Theo khia canh khac, néng dd cua histidin 1a tr 5 mM dén 15 mM. Theo
khia canh khac, ndng do cua histidin 14 10 mM.

Theo khia canh khac, ché phdm chtra chét 6n dinh dugc chon tir duong
khong khur; L-arginin hodc mudi dugc dung ctia L-arginin; L-prolin hoac mubi
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duoc dung ctia L-prolin; L-glutamat hoac mudi duogc dung cia L-glutamat; L-
lysin hoac mudi duge dung cta L-lysin; hozc hdn hop cua cac axit amin nay. Theo
khia canh khéc, ché phdm chta t& dugc dugc chon tir khoang 50 mM L-
arginin(HCl), khoang 50 mM L-lysin(HCI), hon hop ctia khoang 25 mM L-arginin
va khoang 25 mM L-glutamat, va hon hop ctia khoang 25 mM L-arginin(HCI) va
khoang 25 mM L-lysin(HCI).

Theo khia canh khac, ché phim chtra chat chelat héa 13 DTPA & ndng do
nam trong khoang tir khoang 25 uM dén khoang 75 uM. Theo khia canh khac, ché
pham chira chét chelat héa 1a DTPA & ndng d6 khoang 50 uM. Theo khia canh
khac, ché pham chtra chét chelat hoa 1a DTPA & ndng do 1a 50 pM.

Theo khia canh khac, ché pham nay bao gdm chét hoat dong bé mit phi ion
12 PS80 & ndng d6 nam trong khoang tir khoang 0,01% dén khoang 0,10% khbi
luong/thé tich. Theo khia canh khac, ché pham nay chira chét hoat dong bé mat
phi ion 1a PS80 & ndng do khoang 0,02% khéi luong/thé tich. Theo khia canh
khac, ché pham nay chua chét hoat dong bé mit phi ion 1a PS80 & noéng do 1a
0,02% khdi lugng/thé tich.

Theo khia canh khéc, ché phim nay chira chéat chdng oxy héa 1a L-
methionin & néng d6 nam trong khoang tir khoang 1 mM dén khoang 20 mM.
Theo khia canh khéc, ché phim nay chira chét chéng oxy héa 1a L-methionin &
ndng d6 khoang 10 mM. Theo khia canh khac, ché pham nay chira chat chdng oxy
héa 12 L-methionin & néng d khoang 10 mM.

Theo khia canh khéc nita, sang ché dé xuét ché pham khéang thé khang RSV
chira: a) khang thé khang RSV hodc manh gan két khang nguyén cua né la nim
trong khoang tir khoang 50 mg/mL dén khoang 250 mg/mL; b) histidin nim trong
khoang tir khoang 5 mM dén khoang 20 mM; c) sucroza nidm trong khoang tir
khoang 4% dén khoang 8% (khdi lugng/thé tich); d) ta dugc dugc chon tir nhom
chira L-arginin hoic mubi dugc dung cta L-arginin 13 ndm trong khoang tur
khoang 25 mM dén khoang 75 mM, L-lysin hodc mubi duoc dung ctia L-lysin 1a
nam trong khoang tir khoang 25 mM dén khoang 75 mM, hon hgp ctia L-arginin
hodc mudi duoc dung ctia L-arginin 1a nam trong khoang tir khoang 25 mM dén
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khoang 75 mM va L-glutamat hoac mudi duoc dung ctia L-glutamat 1a nim trong
khoang tur khoang 25 mM dén khoang 75 mM, va hon hgp cua L-arginin hodc
mubi dugc dung ctia L-arginin nam trong khoang tir khoang 25 mM dén khoang
75 mM va L-lysin hodc mudi duoc dung ctia L-lysin nam trong khoang tir khoang
25 mM dén khoang 75 mM ; va e) polysorbat 80 nam trong khoang tir khoang
0,01% dén khoang 0,10% (khéi lwong/thé tich) .

Theo mdt phuong an, ché pham khang thé khang RSV chtra: a) khéng thé
khang RSV hoac manh gin két khang nguyén cua né 1a ndm trong khoang tur
khoang 50 mg/ml dén khoang 250 mg/ml; b) histidin nam trong khoang tir khoang
5 mM dén khoang 20 mM; c) sucroza ndm trong khoang tir khoang 4% dén
khoang 8% (khi luong/thé tich); d) L-arginin hodc mudi duoc dung ctia L-arginin
nam trong khoang tir khoang 25 mM dén khoang 75 mM; va e) polysorbat 80 nam
trong khoang tir khoang 0,01% dén khoang 0,10% (khéi luong/thé tich). Theo mét
phuong an, ché phim khéng thé khang RSV chira: a) khéng thé khing RSV hodc
manh gén két khang nguyén cta né tir 50 mg/ml dén 250 mg/ml; b) histidin tr 5
mM dén 20 mM; c) sucroza tlr 4% dén 8% (khéi luong/thé tich); d) L-arginin hogc
mudi duoc dung cta L-arginin tir 25 mM dén 75 mM; va e) polysorbat 80 tir
0,01% dén 0,10% (khdi lwong/thé tich) .

Theo mdt phuong 4n, ché pham khang thé khang RSV chtra: a) khang thé
khang RSV hoac manh gin két khang nguyén cua né la ndm trong khoang tir
khoang 50 mg/ml dén khoang 250 mg/ml; b) histidin nam trong khoang tir khoang
5 mM dén khoang 20 mM; c) sucroza nam trong khoang tir khoang 4% dén
khoang 8% (khéi luong/thé tich); d) L-lysin hodc mubi duoc dung ctia L-lysin
nam trong khoang tir khoang 25 mM dén khoang 75 mM; va e) polysorbat 80 nim
trong khoang tir khoang 0,01% dén khoang 0,10% (khéi lugng/thé tich). Theo mot
phuong 4n, ché phim khéng thé khang RSV chra: a) khéng thé khang RSV hogc
manh gén két khang nguyén ctia n6 tir 50 mg/ml dén 250 mg/ml; b) histidin tr 5
mM dén 20 mM; c) sucroza tir 4% dén 8% (khoi luong/thé tich); d) L-lysin hozc
mudi duge dung cua L-lysin tir 25 mM dén 75 mM; va e) polysorbat 80 tir 0,01%
dén 0,10% (khoi lwong/thé tich) .
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Theo mét phuong an, ché pham khéang thé khang RSV chua: a) khang thé
khang RSV hoac manh gén két khang nguyén cua né 1a nim trong khoang tir
khoang 50 mg/ml dén khoang 250 mg/ml; b) histidin nam trong khoang tir khoang
5 mM dén khoang 20 mM; c) sucroza nam trong khoang tir khoang 4% dén
khoang 8% (khéi luong/thé tich); d) hdn hop ctia L-arginin hodc mudi dugc dung
clia L-arginin ndm trong khoang tir khoang 25 mM dén khoang 75 mM va L-
glutamat hodc mudi dugce dung cta L-glutamat nam trong khoang tlr khoang 25
mM dén khoang 75 mM,; va e) polysorbat 80 nam trong khoang tir khoang 0,01%
dén khoang 0,10% (khéi luong/thé tich). Theo mét phuong 4n, ché pham khéang
thé khang RSV chira: a) khang thé khang RSV hozc manh gén két khang nguyén
clia né tir 50 mg/ml dén 250 mg/ml; b) histidin tir 5 mM dén 20 mM; c) sucroza
tir 4% dén khoang 8% (khéi luong/thé tich); d) hdn hop clia L-arginin hogic mudi
dugc dung cua L-arginin tor 25 mM dén 75 mM va L-glutamat hodc mudi duge
dung cta L-glutamat tor 25 mM dén 75 mM; va e) polysorbat 80 tir 0,01% dén
0,10% (khdi lwong/thé tich).

Theo mot phuong an, ché pham khang thé khang RSV chura: a) khang thé
khang RSV hoac manh gén két khang nguyén ctia nd la nidm trong khoang tur
khoang 50 mg/ml dén khoang 250 mg/ml; b) histidin nam trong khoang tir khoang
5 mM dn khoang 20 mM; c) sucroza nam trong khoang tir khoang 4% dén
khoang 8% (khéi luong/thé tich); d) hdn hop clia L-arginin hogc mudi dugce dung
cua L-arginin nam trong khoang tir khoang 25 mM dén khoang 75 mM va L-lysin
hosic mudi dugc dung cta L-lysin ndm trong khoang tr khoang 25 mM dén
khoang 75 mM; va e) polysorbat 80 ndm trong khoang tir khoang 0,01% dén
khoang 0,10% (khdi luong/thd tich). Theo mot phuong 4n, ché phdm khang the
khang RSV chtra: a) khang thé khang RSV ho#c méanh gin két khang nguyén clia
né tir 50 mg/ml dén 250 mg/ml; b) histidin tir 5 mM dén 20 mM; c) sucroza tir
4% to 8% (khéi luong/thé tich); d) hdn hop clia L-arginin hodc mudi duge dung
cua L-arginin tr 25 mM dén 75 mM va L-lysin hodc mudi duge dung cia L-lysin
tr 25 mM dén 75 mM; va e) polysorbat 80 tir 0,01% dén 0,10% (khéi luong/thé
tich) .
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Van theo khia canh khac, sang ché dé cap dén ché pham khéang thé khang
RSV chta: a) khang thé khang RSV ho#ic manh gén két khang nguyén ctia né nim
trong khoang tir khoang 50 mg/mL dén khoang 250 mg/mL; b) histidin nim trong
khoang tir khoang 5 mM dén khoang 100 mM; c) sucroza ndm trong khoang tir
khoang 4% dén khoang 8% (khoi luong/thé tich); va d) polysorbat 80 nim trong
khoang tir khoang 0,01% dén khoang 0,10% (khdi luong/the tich). Theo mot
phuong an, sang ché d@ cap dén ché pham khang thé khéang RSV chtra: a) khéng
thé khang RSV hoic manh gén két khang nguyén ctia né 1a tir 50 mg/mL dén 250
mg/mL; b) histidin tot 5 mM dén 100 mM; c) sucroza tur 4% dén 8% (khdi
lugng/thé tich); va d) polysorbat 80 tir 0,01% dén 0,10% (khdi luong/thé tich).

Theo mot khia canh, ché phdm khang thé khang RSV chta: a) khang thé
khang RSV hoac manh gin két khang nguyén cua né 1a nim trong khoang tur
khoang 50 mg/ml dén khoang 250 mg/ml; b) histidin nim trong khoang tir khoang
5 mM dén khoang 100 mM; c) sucroza nam trong khoang tir khoang 4% dén
khoang 8% (khéi lugng/thé tich); d) L-arginin hogic mudi duoc dung ctia L-arginin
nam trong khoang tir khoang 25 mM dén khoang 75 mM; va e) polysorbat 80 nim
trong khoang tir khoang 0,01% dén khoang 0,10% (khoi luong/thé tich). Theo mot
phwong an, ché pham khéng thé khang RSV chtra: a) khang thé khang RSV hoic
manh gén két khang nguyén cta né tr 50 mg/ml dén 250 mg/ml; b) histidin tir 5
mM dén 100 mM; ¢) sucroza tir 4% dén 8% (khdi lugng/thé tich); d) L-arginin
hodc mudi duge dung ctia L-arginin tir 25 mM dén 75 mM; va e) polysorbat 80 tir
0,01% dén 0,10% (khdi luong/thé tich) .

Theo mét khia canh, ché phim khang thé khang RSV chira: a) khang thé
khang RSV hoac manh gén két khang nguyén cta né la ndm trong khoang tir
khoang 50 mg/ml dén khoang 250 mg/ml; b) histidin nam trong khoang tir khoang
5 mM dén khoang 100 mM; c) sucroza nam trong khoang tir khoang 4% dén
khoang 8% (khéi luong/thé tich); d) L-lysin hoic mudi duge dung ctia L-lysin
nam trong khoang tir khoang 25 mM dén khoang 75 mM; va e) polysorbat 80 nim
trong khoang tir khoang 0,01% dén khoang 0,10% (khéi luong/thé tich). Theo mot
phuong 4n, ché phim khéng thé khang RSV chtra: a) khang thé khang RSV hozc
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manh géin két khang nguyén cua né tir 50 mg/ml dén 250 mg/ml; b) histidin tir 5
mM dén 100 mM; c) sucroza tir 4% dén 8% (khdi lugng/thé tich); d) L-lysin hodc
mudi duge dung ctia L-lysin tir 25 mM dén 75 mM; va e) polysorbat 80 tir 0,01%
dén 0,10% (khdi lwong/thé tich).

Theo mot khia canh, ché phim khéang thé khang RSV chira: a) khéng thé
khang RSV hoac manh gan két khang nguyén ctia né 1a nim trong khoang tir
khoang 50 mg/ml dén khoang 250 mg/ml; b) histidin nam trong khoang tir khoang
5 mM dén khoang 100 mM; c) sucroza nadm trong khoang tir khoang 4% dén
khoang 8% (khdi luong/thé tich); d) hdn hop ctia L-arginin hodc mudi duoc dyng
ctia L-arginin ndm trong khoang tir khoang 25 mM dén khoang 75 mM va L-
glutamat hodc mubi duge dung cia L-glutamat nam trong khoéng tir khoang 25
mM dén khoang 75 mM; va e) polysorbat 80 nam trong khoang tir khoang 0,01%
dén khoang 0,10% (khdi luong/thé tich) . Theo mot phuong 4n, ché pham khang
thé khang RSV chtra: a) khang thé khang RSV hoic manh gan két khang nguyén
clia né tir 50 mg/ml dén 250 mg/ml; b) histidin tir 5 mM dén 100 mM; c) sucroza
tir 4% dén khoang 8% (khdi luong/thé tich); d) hdn hop cta L-arginin hogc mudi
dugc dung cua L-arginin tur 25 mM dén 75 mM va L-glutamat hodc mudi dugc
dung cua L-glutamat tr 25 mM dén 75 mM; va e) polysorbat 80 tir 0,01% dén
0,10% (khéi luong/thé tich).

Theo mt khia canh, ché phim khang thé khéang RSV chira: a) khang thé
khang RSV hoac manh gén két khang nguyén cta nd la nim trong khoang tr
khoang 50 mg/ml dén khoang 250 mg/ml; b) histidin nam trong khoang tir khoang
5 mM dén khoang 100 mM; c) sucroza nam trong khoang tir khoang 4% dén
khoéang 8% (khoi luong/thé tich); d) hon hop cua L-arginin hodc mudi duoc dung
ctia L-arginin ndm trong khoang tr khoang 25 mM dén khoang 75 mM va L-lysin
hodic mubi duoc dung ctia L-lysin nam trong khoang tr khoang 25 mM dén
khoang 75 mM; va e) polysorbat 80 nam trong khoang tir khoang 0,01% dén
khoang 0,10% (khdi luong/thé tich). Theo mét phuong 4n, ché phim khang thé
khang RSV chtra: a) khang thé khang RSV hoic manh gén két khang nguyén ctia
né tir 50 mg/ml dén 250 mg/ml; b) histidin tir 5 mM dén 100 mM; ¢) sucroza tur
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4% to 8% (khéi luong/thé tich); d) hdn hop cta L-arginin hodc mudi duge dung
clia L-arginin tir 25 mM dén 75 mM va L-lysin hodc mudi duge dung ctia L-lysin
tir 25 mM dén 75 mM; va e) polysorbat 80 tir 0,01% dén 0,10% (khéi lwong/thé
tich) .

Theo mét s6 phuong 4an theo khia canh bat ky trong sb cac khia canh va
phuong &n néu trén, noéng do histidin nam trong khoang tir khoang 70 mM dén
khoang 90 mM. Theo mét s6 phuong 4n, ndng do histidin 1a tir 70 mM dén 90
mM. Theo mét s§ phuong 4n, nong do histidin 12 khoang 80 mM. Theo mét s6
phuong 4n, nong d¢ histidin 1a 80 mM.

Theo mot s6 phuong 4n trong céc khia canh va phuong an néu trén, ché
phém khéng thé khang RSV chira khang thé khang RSV hogc manh gén két khang
nguyén cua no la ndm trong khoang tir khoang 125 mg/mL dén khoang 175
mg/mL. Theo mdt phuong an, ché pham khang th8 khang RSV chtra khang thé
khang RSV hodc manh gén két khang nguyén ctia n6 la tir 125 mg/mL dén 175
mg/mL. Theo mdt phuong an, ché pham khéang thé khang RSV chira khoang 150
mg/ml khéng thé khang RSV hodc manh gan két khéang nguyén ctia né. Theo mot
phuong an, ché phdm khang thé khang RSV chira 150 mg/ml khang thé khang
RSV hodc manh gin két khang nguyén ctia né.

Theo mdt s6 phuong an trong céc khia canh va phuong an néu trén, ché
pham khéng thé khang RSV chtta khéng thé khang RSV hoic manh gén két khang
nguyén cua no la nam trong khoang tr khoang 150 mg/mL dén khoang 200
mg/mL. Theo mdt sé phuong &n, ché phdm khéng thé khang RSV chira khang thé
khang RSV hoac manh gén két khang nguyén cua né la tir 150 mg/mL dén 200
mg/mL. Theo mot s6 phuong 4n, ché phim khang thé khdng RSV chira khoang
175 mg/ml khang thé khdng RSV hodc manh gin két khang nguyén ctia né. Theo
mot sé phuong 4n, ché phim khang thé khang RSV chtta 175 mg/ml khéng thé
khang RSV hoac manh gén két khang nguyén cua né.

Theo mot s6 phuwong 4n trong cic khia canh va phuong an néu trén, ché
pham khéng thé khang RSV chtra khing thé khang RSV ho#ic manh gén két khang
nguyén cua no la nam trong khoang tir khoang 175 mg/mL dén khoang 225
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mg/mL. Theo mot s6 phuong 4n, ché phdm khang thé khang RSV chira khang thé
khang RSV hodc manh gén két khang nguyén ctia n6 12 tir 175 mg/mL dén 225
mg/mL. Theo mét s6 phuong 4n, ché phim khéang thé khang RSV chira khoang
200 mg/ml khang thé khang RSV hodc manh gan két khang nguyén ctia nd. Theo
mdt sb phuong 4n, ché pham khang thé khang RSV chira 200 mg/ml khang thé
khang RSV hodc manh gén két khang nguyén ctia no.

Theo mdt s6 phuong 4n trong céc khia canh va phuong én néu trén, ché
pham khang thé khang RSV con chia dietylentriamin pentaaxetat (DTPA) niam
trong khoang tir khoang 25 dén khoang 75 uM. Theo mot sé phuong 4n, ché pham
khang thé khang RSV con chira dietylentriamin pentaaxetat (DTPA) tir 25 dén 75
uM.

Theo mdt s6 phuong 4n trong céc khia canh va phuong én néu trén, ché
phim khéng thé khang RSV con chita L-methionin nam trong khoang tlr khoang
1 mM dén khoang 20 mM. Theo mot s6 phuong 4n, ché phim khéng thé khéng
RSV con chita L-methionin tir | mM dén 20 mM.

Theo mdt s6 phuong an, d6 pH ctia ché pham khang thé khang RSV 1a tir
5,5 dén 6,5. Theo mot s6 phuong 4n, d6 pH cua ché pham khang thé khang RSV
la khoang 6,0. Theo mot sd phuong 4n, do pH cua ché phdm khang thé khang
RSV 12 6,0.

Theo mét sé phuong an, khang thé khang RSV bao gdm cac CDR c¢6 céc
trinh tu axit amin amin ctia cac SEQ ID NO: 1-6. Theo mot s6 phuong 4n, khéng
thé khang RSV bao gdm ving bién dbi chudi ning c6 trinh ty axit amin SEQ ID
NO: 7 va vung bién ddi chudi nhe c6 trinh tu axit amin SEQ ID NO: 8. Theo mot
s6 phuong 4n, khang thé khang RSV bao gdom globulin mién dich chudi ning chira
trinh tu axit amin duoc néu trong SEQ ID NO: 9 va globulin mién dich chudi nhe
chtra trinh ty axit amin duoc néu trong SEQ ID NO: 10.

Theo mot khia canh, sing ché d& céap dén phuong phép diéu tri hodc ngan
nglra sy lay nhidm RSV & bénh nhan 12 con ngudi can né bao gom: viéc dung
luong hiru hiéu ctia ché pham khang thé khang RSV theo khia canh bat ky trong
sb cac khia canh néu trén va cac phuong an cho bénh nhan.
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Theo mdt s6 phuong 4n ctia phwong phép néu trén, luong hitu hiéu cta ché
pham khang thé khang RSV bao gdm lidu lugng c6 dinh cua khang thé khang
RSV hoiic manh gin két khang nguyén cua nd, nam trong khoang tir khoang 10
mg dén khoang 150 mg. Theo mot s6 phuong 4n, lugng hitu hiéu cta ché pham
khéang thé khang RSV bao gdm lidu lugng ¢b dinh ctia khéng thé khang RSV hogc
manh gan két khang nguyén ctia né la tir 10 mg dén 150 mg. Theo mot s6 phuong
an, luong hitu hiéu cua ché pham khéng thé khang RSV bao gdm lidu luong cb
dinh ctia khang thé khang RSV hodc manh gin két khang nguyén cta nd nim
trong khoang tir khoang 25 mg dén khoang 125 mg. Theo mot s6 phuong 4n,
lwgng hitu hidu clia ché pham khang thé khang RSV bao gom liéu lugng ¢6 dinh
ctia khang thé khang RSV hogc manh gin két khang nguyén ctia n6 tir 25 mg dén
125 mg. Theo mét sé phuong 4n, lugng hiru higu cta ché pham khang thé khang
RSV bao gbm lidu lwong cé dinh ciia khang thé khang RSV hogc manh gén két
khang nguyén cta nd nam trong khoang tir khoang 50 mg dén khoang 100 mg.
Theo mét sé phuong an, lugng hitu hiéu cta ché pham khang thé khang RSV bao
odm lidu luong ¢b dinh ctia khéng thé khang RSV hodc manh gin két khang
nguyén cua no tu 50 mg dén 100 mg. Theo mdt s6 phuong 4n, luong hitu hiéu cua
ché phim khang thé khang RSV bao gom lidu lugng ¢b dinh clia khang thé khéng
RSV hodc ménh gén két khang nguyén cta n6 la khoang 100 mg. Theo mdt s6
phuong 4n, luong hitu hiéu cta ché phim khang thé khang RSV bao gom lieu
lugng ¢ dinh ctia khang thé khang RSV hodc manh gin két khang nguyén ctia nd
1a khoang 100 mg.

Theo mdt sé phuong 4n theo phwong phap néu trén, ché pham khang thé
khang RSV dugc dung bang cach dung trong co.

Theo mét s phuong 4n, sdng ché @ cap dén ché pham khang thé khang
RSV theo khia canh bat ky trong s cac khia canh néu trén hodc cac phuong én
dé st dung trong phuong phap didu tri hodc ngan ngira su lay nhiém RSV & bénh
nhan la con nguoi.

Theo mdt s6 phuong 4n, sang ché dé cap dén viéc st dung ché phim khang
thé khang RSV theo khia canh bét ky trong sb cac khia canh hodc phuong an néu
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trén trong san xuét thudc dé diéu tri hodc ngin ngtra sy lay nhiém RSV & bénh
nhan la con nguoi.

Theo mdt sé phuong an clia séng ché, ché pham bat ky trong sb céac ché
pham dugc md ta & ddy 1a trong dung dich chra nude. Theo cac phuong an thay
thé, sang ché dé cap dén céc ché phém dugc lam kho lanh duogc tao ra béng cach
]am kho lanh ché phdm chira nuéce dé tao ra ché pham dugc tai chu tric theo sang
ché, nhu dugc thao luan day du hon sau day.

VI. Céac dugc phdm dugc 1am khé lanh

Céc ché pham dugc 1am kho lanh cta céc protein chita bénh (vi du, khang
thé khang RSV hodc méanh gin két khang nguyén cua nd) tao ra mét vai uu diém.
Céac ché phém duoc 1am kho lanh thuong tao ra do on dinh héa hoc tot hon so véi
céc ché phdm dung dich, va do d6 lam tang chu ky béan huy. Ché pham dugc lam
kho lanh ciing c6 thé dugc tai cAu truc & cac nong do khac nhau tiry thude vao cac
yéu t6 1am sang, nhu cach dimg hogc phén lidu. Vi du, ché pham duoc lam khd
lanh c6 thé duge tAi cAu triic & ndng dé cao (tikc la v6i thé tich nho) néu can dé
dung dudi da hodc ¢ ndng d6 thap néu duoc dung trong tinh mach. Cac nong do
cao ciing c6 thé can thiét néu yéu cau phan lidu cao cho dbi twong cu thé, cu thé
a néu duoc ding dudi da, trong d6 thé tich tiém phai duoc toi thiéu héa. Mot ché
phim khéng thé dugc 1am khd lanh nay dugc bc 19 & Patent My s6 6,267,958,
ma duoc két hop toan bd & day bang céch vién din. Céc ché pham duge lam kho
lanh ctia protein chita bénh khac duoc boc 16 & Patent My s6 7,247,707, ma duoc
két hop toan bd & ddy bang cach vién dan.

Thong thuong 1a, ché pham dugc 1am kho lanh duoc diéu ché nguyén ven
v6i viée tai cAu tric & néng do san phém duoc chét c6 néng d6 cao (drug product
- DP, khang thé khang RSV hogdc manh gin két khang nguyén cua né theo mot
phuong an minh hoa), tirc 1a nguyén ven v& sy tai cAu tric & thé tich nuéce thap.
Viéc pha loang sau do6 béng nudc hoic chét dém déng truong sau do6 c6 thé sin
sang dugc str dung dé pha lodng san pham dugc chét dén ndng d6 thap hon. Thong
thuong 1a, cac ta dugc chira trong ché phdm dugc 1am khé lanh theo sing ché &
céc murc do sé tao ra ché pham tuong d6i dang truong khi dugce téi chu trac & ndng
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d6 san pham duoc chat cao, vi du, dé ding dudi da. Viée tai cau tric & lugng nude
16n hon dé thu duoc ndng d6 DP thap hon sé can dé lam giam tinh dang truong
cua dung dich duoc tai chu tric, viée giam nay c6 thé it cé y nghia trong viéc dung
khong qua dudi da, vi du dung trong tinh mach. Néu tinh dang truong dugc mong
muén & ndng d6 DP thép hon, bdt dugc lam khé lanh cé thé dugc tai cau tric &
thé tich nudce thdp chuan va sau d6 con duge pha lodng bing chét pha loding déng
truong, nhu 0,9% natri clorua.

Theo mot phuong an cua sang ché, khang thé khang RSV (hodc manh gén
két khang nguyén ctia n6) dugc phéi ché lam bot duge 1am khé lanh dé tai cAu
triic va str dung cho viéc dung trong tinh mach, dudi da hodc trong co. Theo mot
s6 phuong 4n, khang thé (hoic méanh gan két khang nguyén cia n6) dugc tao ra &
khoang 50 mg/lo, va dugc tai cAu truc bang nudc khir tring dé tiém trudc khi sir
dung. Néu mudn, khang thé duoc tai cau tric co thé dugc pha lodng theo cach vo6
tring véi dung dich tiém USP natri clorua 0,9% trong vat chira IV khtr trung. Theo
mot sd phuong an, d6 pH dich cua ché phdm duoc tai ciu trac 14 5,5 £ 0,5. Theo
cac phuong an khéc nhau, ché pham dugc 1am kho lanh theo sang ché cho phép
viée tai cAu trac cta khang thé khang RSV dén cac néng d6 cao, nhu khoang 20,
25, 30, 40, 50, 60, 75, 100, 125, 150, 175 mg/mL hodc 1én hon.

Céc ché phdm dugc 1am khd lanh vé co ban la kho theo dinh nghia, va do
d6 khai niém vé ndng d6 khong hitu ich trong viéc mé ta chiing. Viéc mo ta ché
pham duoc 1am kho lanh lién quan dén khdi lugng cia céc thanh phan trong lo
liéu don vi, nhung s& ¢ vén d& do no6 khac nhau véi céc lidu lugng hodc kich c&
lo khéac nhau. Trong viéc md ta cac ché phém dugc lam kho lanh theo séang ché,
hitu ich 14 biéu thi luong thanh phan 1a ty 18 ctia khéi lugng ctia thanh phan so véi
khéi lugng ctia duge chét (drug substance - DS) trong cling mot mau (vi dy, o).
Ty 18 ndy c6 thé dugc bidu thi 12 ty 1& phan tram. Céc ty 18 nay phan anh cac déc
tinh bén trong cta cac ché phém duoc lam kho lanh theo sang ché, doc lap véi
kich ¢& 1o, phan lidu va quy trinh tai cu truc.

Theo cic phuong 4n khac, ché phim dugc lam kho lanh theo khang thé
khang RSV hodc méanh gén két khang nguyén dugc xéc dinh ddi voi dung dich
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lam kho lanh so bo dugc st dung dé taora ché phém duoc lam kho lanh, nhu dung
dich 1am kho lanh so bd. Theo mdt phuong an, dung dich lam kho lanh so bg bao
gbém khéang thé hodc manh gén két khang nguyén cua nd, & ndng do6 khoang 10
mg/mL, khoang 25 mg/mL hodc khoang 50 mg/mL. C4c dung dich lam kho lanh
nay c6 thé & do pH tir 4,4 dén 5,2 (bao gom khoang 4,4, 4,5, 4,6, 4,7, 4,8, 4,9, 5,0,
5,1vas.2),vidu t6t hon 14 d6 pH khoang 4,8, hodc d6 pH khoang 35,5.

Theo cac phuong an khac nira, ché phém duoc 1am kho lanh cua khang thé
khang RSV hodc méanh gén két khang nguyén dugc x4c dinh doi véi dung dich
duoc tai chu trac duoc tao ra tir ché phém duoc lam kho lanh.

Céc dung dich dugc tai cAu triic ¢6 thé bao gdm khéng thé hodc manh gin
két khang nguyén clia nd & cac nong do khoang 50, 60, 75, 80, 90 hodc 100 mg/mL
ho#ic cac ndng do cao hon nhu 150 mg/mL, 167 mg/mL, 200 mg/mL, hogc lén
dén khoang 250 mg/mL. Céc dung dich dugc téi ciu tric ndy cé thé & do pH
khoang 5,5 hodc do pH ndm trong trong khoang tir khoang 5,0 dén khoang 6,0.

Céc ché phém duoc lam kho lanh theo sang ché duogc tao thanh béng cach
lam kho lanh (d6ng kho) dung dich 1am khé lanh so bd. Viéc lam dong kho duoc
hoan thanh bing cach lam déng ché pham va sau d6 12 1am thang hoa nudc ¢ nhiét
d6 thich hop cho viéc sdy khd so cép. Duéi diéu kién nay, nhiét d san pham la
dudi diém cung tinh hodc nhiét do sup d6 cta ché pham nay. Thong thuong 13,
nhiét d6 nén (shelf temperature) dé sdy kho so c4p s& nam trong khoang tir khoang
30 dén 25°C (mién la san pham gitt déng trong qué trinh sdy kho so cap) ¢ 4p
suét thich hop, thuong nam trong khoang tir khoang 50 dén khoang 250 mTorr.
Ché pham, kich c& va loai vat chira gitt mau (vi dy, lo thity tinh) va thé tich chat
16ng s& yéu cau thoi gian can dé siy kho, ma cé the nam trong khoang tir vai gid
dén vai ngay (vi du, 40-60 gid). Giai doan sdy khd thi cip c6 thé dugc tién hanh
& khoang 0-40°C, tuy thudc chu yéu vao loai va kich ¢& ctia vat chtra va loai
protein dugc st dung. Thoi gian sdy kho tha cap duge yéu ciu boi muc d6 4m
con lai mong mubn trong san phim va thong thuong mét it nhat khoang 5 gio.
Thong thuong 1a, ham lugng d6 4m cta ché pham duoc 1am kho lanh 1a nhd hon
khoang 5%, va tét hon 1a nhd hon khoéng 3%. Ap suat c6 thé 1a gidng véi 4p suat
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duoc st dung trong budc sdy kho so cap. Cac didu kién dong khd c6 thé khac
nhau tity thudc vao ché pham va kich ¢& lo.

Trong mot sd trudng hop, cb th8 mong muén lam kho lanh ché pham
protein trong vét chita ma trong dé viéc tai cAu trac protein s& dugc thuc hién dé
tranh budc van chuyén. V4t chira trong truong hgp nay co thé 1a, vi du, lo 3, 5,
10, 20, 50 hoac 100 cc.

Céc ché phim duoc 1am kho lanh theo séng ché duoc téi cau tric trude khi
diing. Protein ¢6 thé duogc tai cAu tric & nong do khoang 10, 15, 20, 25, 30, 40,
50, 60, 75, 80, 90 hodc 100 mg/mL hoac cac néng d6 cao hon nhu 150 mg/mL,
200 mg/mL, 250 mg/mL, hodc 300 mg/mL lén dén khoang 500 mg/mL. Cac nong
do protein cao hitu dung déc biét trong d6 viéc phan phdi duéi da ché pham duoc
tai cAu trac 12 duoc mong doi. Tuy nhién, ddi véi cac cach dung khéc, nhu ding
trong tinh mach, cac ndéng do protein thip hop co thé dwoc mong mudn (vi du,
nam trong khoang tir 5 dén 50 mg/mL).

Viéc tai cAu tric thuong dién ra & nhiét do khoang 25°C d¢ dam bao viéc
khr nude hoan toan, mic du cac nhiét d6 khac co thé duoc st dung néu mudn.
Thoi gian can dé téi cAu trac s& tuy thudc vao, vi du, loai chét pha loang, luong
(céc) ta dugc va protein. Cac chét pha lodng minh hoa bao gdém nude khir trung,
nuée kim him vi khudn dé tiém (BWFI), dung dich dém pH (vi dy, mudi dém
phosphat), dung dich mudn khir trung, dung dich Ringer hodc dung dich dextroza.

Sang ché d& xuat ché pham khéng thé khang RSV dang 16ng ma duoc tai
chu tric thanh duoc tai cAu trac tir ché phim dugc 1am khd lanh trong d6 dung
dich dugc tAi cAu triic bao gdm: a) khang thé khang RSV hodc manh gén két khéng
nguyén cua nd nam trong khoang tr khoang 50 mg/mL dén khoang 150 mg/mL;
b) histidin nam trong khoang tir khoang 5 mM dén khoang 20 mM; c) sucroza
ndm trong khoang tir khoang 6% dén khoang 8% khdi luong/thé tich (w/v); d) ta
duoc dugc chon tir L-arginin hodc mudi duge dung ctia L-arginin nim trong
khoang tir khoang 25 mM dén khoang 75 mM, L-prolin hoac mudi duge dung clia
L-prolin nam trong khoang tr khoang 25 mM dén khoang 75 mM, L-glutamat
hodc mudi dugc dung clia L-glutamat nam trong khoang tir khoang 25 mM dén
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khoang 75 mM, L-lysin hodc mudi dugc dung cua L-lysin nam trong khoang tir
khoang 25 mM dén khoang 75 mM, hdn hop cta L-arginin va L-glutamat nam
trong khoang tu khoang 25 mM dén khoang 75 mM va hén hop cia L-
arginin(HCI) va L-lysin(HCI) nam trong khoang tir khoang 25 mM dén khoang
75 mM; e) DTPA nam trong khoang tir khodng 25 pM dén khoang 75 pM; f)
polysorbat 80 nam trong khoang tlr khoang 0,01% dén khoang 0,10% ; va tiy
1a g) L-methionin ndm trong khoang tir khoang 1 mM dén khoang 20 mM.

Séng ché & xuét ché pham khang thé khang RSV dang 16ng ma dugc tai
cAu trac tlr ché phém duoc 1am kho lanh trong d6 dung dich dugc tai cAu tric bao
gbdm: a) 100 mg/mL khang thé khang RSV hoic méanh gin két khang nguyén ctia
né; b) 10 mM histidin; ¢) 7% khdi lugng/thé tich (w/v) sucroza; d) ta dugc dugc
chon tir 50 mM L-arginin(HCl), 50 mM L-lysin(HCI), hon hop ctia 25 mM L-
arginin va 25 mM L-glutamat va hon hop ctia 25 mM L-arginin(HCI) va 25 mM
L-lysin(HCI); e) 50 uM DTPA; f) 0,02% polysorbat 80; va tuy y 1a g) tr | mM
dén 20 mM L-methionin.

Séng ché d& cap dén ché phdm khang thé khang RSV dang 1éng ma dugc
ti cAu tric tir ché phdm duoc 1am khé lanh trong d6 dung dich duoc téi cau tric
bao gdm: a) 100 mg/mL khéng thé khang RSV ho#c manh gén két khang nguyén
ctia n6; b) 10 mM histidin; ¢) 7% khéi lugng/thé tich (w/v) sucroza; d) hon hop
ctia 25 mM L-arginin(HCI) va 25 mM L-lysin(HCI); ) 50 uM DTPA; va ) 0,02%
polysorbat 80.

Sang ché ciing @& cap dén ché pham khang thé khéng RSV dang long ma
duoc tai cAu trac tlr ché phém duoc 1am khd lanh trong d6 dung dich téi cAu trac
nay bao gom: a) khéng thé khang RSV hodc méanh gén két khang nguyén ctia nd
12 nam trong khoang tir khoang 50 mg/mL dén khoang 250 mg/mL; b) histidin
nam trong khoang tr khoang 5 mM dén khoang 20 mM; c) sucroza nim trong
khoang tir khoang 4% dén khoang 8% (khdi lugng/thé tich); d) ta dugc dugc chon
tir nhom chira L-arginin hodc mudi duoc dung ctia L-arginin 12 nam trong khoang
tir khoang 25 mM dén khoang 75 mM, L-lysin hodc mudi duoc dung ctia L-lysin
12 nim trong khoang tir khoang 25 mM dén khoang 75 mM, hdn hop ctia L-arginin
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hozic mudi duoc dung ctia L-arginin la nam trong khoang tir khoang 25 mM dén
khoang 75 mM va L-glutamat hoac mubi duge dung cta L-glutamat la nam trong
khoang tur khoang 25 mM dén khoang 75 mM, va hdn hop cta L-arginin hodc
mubi dugce dung ctia L-arginin nam trong khoang tir khoang 25 mM dén khoang
75 mM va L-lysin hodc mubi dugce dung ctia L-lysin nam trong khoang tir khoang
25 mM dén khoang 75 mM ; va e) polysorbat 80 ndm trong khoang tr khoang
0,01% dén khoang 0,10% (khdi lugng/thé tich).

VII. Duoc pham dang 1dng

Ché phim khang thé dang long c6 thé duogc tao ra bing cach cho chét thudc
(vi du, khang thé khang RSV) ma & dang long va chat dém ma trao d6i n6 vao
trong chit dém mong mudn nhu bude cudi cling clia quy trinh tinh ché. Khong co
budc lam kho lanh nao theo phuong an nay. Chét thudc trong chat dém cubi cing
duogc co dac dén néng do mong muén. Céc ta duge nhu sucroza, methionin va
polysorbat 80 duoc b6 sung vao chit thude va né duge hoa tan ma sir dung chat
dém thich hop vao nong do protein cudi cing. Loc chat thudc duoc phdi ché cubi
cung, vi du, stt dung cac bd loc 0,22 pm va duge lam déy vao trong vat chira cudi
(vi du, céc lo thity tinh hodic c4c bom tiém). Ché pham dang long ndy dugc minh
hoa bang ché phim dang 1ong cudi cling bao gdm a) 100 mg/mL khéng thé khang
RSV hodic manh gén két khang nguyén ciia n6; b) 10 mM histidin; ¢) 7% khéi
luong/thé tich (w/v) sucroza; d) hdn hop ctia 25 mM L-arginin(HCI) va 25 mM
L-lysin(HCI); e) 50 uM DTPA; va f) 0,02% polysorbat 80.
VIII. Phuong phép str dung

Séang ché cling dé cap dén phuong phép ngn ngira hodc didu tri su lay
nhidm RSV & déi tuong, phuong phap nay bao gém viéc ding lugng hitu higu
ctia ché phdm bat ky trong s6 cac ché pham theo sang ché; tic 14, ché pham bét
ky dugc mo ta ¢ day, cho déi tuong. Theo mot s6 phuong 4n ctia phuong phép
nay, ché pham nay duoc dung cho dbi twong thong qua viéc dung trong tinh mach.

Theo cac phuong an khéc, ché phim nay dugc dung cho dbi twong théng qua viée
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dung dué6i da. Theo cac phuong an khac, ché pham nay duogc dung thong qua viée
dung trong co.

Theo mot phuong an cu thé, dong vat cé vu, tot hon 1a con ngudi, duoc
dung ché phém duoc hoac diéu tri, phong bénh theo sang ché dé diédu tri, ngan
nglra hodc lam thuyén gidm mot hoac nhiéu triéu chung lién quan dén su lay
nhidm RSV véi luong hitu hiéu dé 1am giam cac d6 chuan RSV. Theo phuong én
nay, lugng hitu hi¢u ctua khang thé khang RSV hoic manh khang thé lam giam
cac do chudn RSV trong phéi nhu do duogc, vi du, b%mg cach co dac RSV trong
cac mau dom hodc rira tir cac 14 phdi clia dong vat c6 vi. Theo phuong an khac,
dong vt ¢6 v, tot hon 1a con ngudi, dugc dung ché phdm phong bénh, chita bénh
hozc dugc pham chira khang thé khang RSV theo sang ché hodc cac manh cta
chiing dé diéu tri, ngin ngira hodc lam thuyén giam céc tri¢u ching lién quan dén
su 14y nhiém véi lugng hitu hiéu dé trung hoa RSV va/hodc ngan chén su lay
nhiém RSV & dong vat c6 vu.

Céc ché pham theo sang ché ciing c6 thé dugc st dung vé mit diéu tri mién
dich dbi véi bénh RSV & ca con nguoi va cac dong vat khac. Thuét ngir “diéu tri
mién dich” hodc “liéu phap mién dich” nhu dugce st dung ¢ day két hop v&i khang
thé khang RSV hoic cac manh gén két khang nguyén cua né theo sang ché nhim
chi ca cach dung phong bénh cling nhu cach dung chita bénh va ca mién dich thu
dong v6i cac san pham polypeptit duge tinh sach vé co ban ciing nhu liéu phap
gen bang cach chuyén céc trinh tu polynucleotit ma hoa san pham hozc mot phan
cua no. Viéc gay mién dich thu dong bao gém viéc chuyén giao mién dich dich
thé chu dong ho#c cung cap céac khang thé cho ddi tuong can ching. Do d6, theo
mot sb phuong 4n cia séng ché, sang ché dé xuét cac phuong phap chuyén giao
midn dich dich thé chu dong va cdc phuong phép tao ra cac khang thé RSV hoic
cac manh gén két khang nguyén ctia ching, nhu cac khang thé IgG, cho bénh nhan
¢6 nguy co lay nhiém RSV. Do d6, cac khang thé don dong hodc manh gin két
khang nguyén cta no co thé duoc dung cho cac doi tugng c6 nguy co cao dé lam
giam kha ning ndy va/hodc tinh nghiém trong ctia bénh RSV hoac duoc dung cho
cac déi twong da chimg minh dugc sy 1ay nhiém RSV chu dong.
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Séng ché ciing dé cap dén phuong phap didu bién hodc diéu tri it nhat mot
bénh lién quan dén RSV ¢ ngudi trudng thanh hodc nhi khoa, ¢ t& bao, mo, co
quan, dong vét, hodc bénh nhan bao gém, nhung khong gidi han &, cac lay nhiém
dudng ho hip duéi, viem phéi, viém khi phé quan, viém tiéu phé quén, viém phé
quan, cac lay nhiém c6 lién quan bét ky hodc cac rdi loan do viém, nhu nhung
khong gidi han ¢ it nhét mot trong, hoac it nhat mot bénh viém lién quan dén, hoi
chimg dap ung viém hé thdng, triéu chimg nhiém trung, nhiém trung gram duong,
nhiém tring gram 4m, nhiém tring nudi cy 4m, nhiém tring nam, sét do giam
bach cau trung tinh, nhiém khuén niéu, mang nio cau huyét, hoi ching suy ho hép
& ngudi trudng thanh, viém mii di tng, viém mi dai déng, bénh hen, phan vé hé
thdng, cac phan Gmg qué man thy thé, bénh phdi tic ngh&n man tinh (COPD),
viém phdi qua man, u hat do c4c sinh vét ndi bao, man cam véi thude, chimg suy
mon, xo nang, bénh phé)i man tinh so sinh; it nhat bénh lay nhiém trong té bao,
mo, co quan, dong vat hodc bénh nhén, bao gém, nhung khong gidi han ¢, it nhét
mot trong s6: nhidm khuén cép tinh hodc man tinh, cic qu4 trinh lay nhiém hoic
ky sinh cép tinh va man tinh, bao gbm cac lay nhiém do vi khuén, virut va nam,
lay nhiém HIV, bénh than kinh HIV, viém mang ndo, viém gan (A,B hoéc C, hodc
tuong tu), viém khop nhiém khuén, viém mang bung, viém phéi, viém tiéu thiét,
E. coli 0157:h7, hoi chimg ure huyét tin huyét, xuét huyét giam tieu cau huyét
khdi, bénh sdt rét, s6t xuét huyét dengue, bénh do Leishmania, bénh phong, hdi
chiimg sdc doc t, viém hong lién ciu khuan, hoai thu sinh hoi, bénh lao do
Mycobacterium tuberculosis, bénh lao do Mycobacterium avium intracellulare,
viém phéi do nhiém tring bao tr Pneumocystis, bénh viém vung chéu, viém tinh
hoan, viém mao tinh hoan, bénh Legionella, bénh Lyme, cim A, virut Epstein-
Barr, hoi chimg thuc bao té bao méu lién quan dén virut, viém ndo do virut, viém
mang néo virut vo khun, va bénh twong tu. Phuong phéap nay co thé tly y bao
gdm viéc dung lugng hitu hiéu cla ché pham hoic dugc phim bao gom it nhét
mot khang thé RSV hodc manh khang nguyén clia n6 vao té bao, mo, co quan,

dong vat hodc bénh nhan can diéu bién, diéu tri hodc chita bénh nay.
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Theo mdt phuong an, ché phém phong bénh, chita bénh hodc dugc phém
chtra khang thé khang RSV theo sang ché hodc cac manh cta ching duge dung
cho dong vat co vu, t5t hon 13 con ngudi, dé diéu tri, ngan ngua hodc lam thuyén
giam mot hoac nhiéu triéu chimg lién quan dén lay nhiém RSV. Theo phuong én
khac, ché pham phong bénh, chita bénh hodc duoc phim chtra khéng thé khéng
RSV theo sang ché hodc cdc méanh ctia ching duoc ding cho nguoi mAc X0 nang,
loan san phéi phé quan, bénh tim bam sinh, suy gidam mién dich bam sinh hozc
suy giam mién dich méc phai, hodc cho ngudi ma c6 cay ghép (vi dy, tly xuong,
phdi hogc ghép té bao gbe tao mau (HSCT)) dé diu tri, ngan ngira hodc cai thién
mot hodc nhiéu triéu chimg lién quan dén 1ay nhiém RSV.

Theo phuong an khac, cac ché pham phong bénh, chita bénh hodc dugc
pham chura khang thé khang RSV theo séng ché hodc cac manh cua chiung dugc
dung cho tré so sinh, tot hon 12 tré so sinh bi sinh non hodc tré so sinh c¢é nguy co
nim vién do lay nhiém RSV dé diéu tri, ngin nglra hodc lam thuyén giam mot
hodc nhiéu triéu ching lién quan dén su 1y nhiém RSV. Theo phuong an khéc
nita, cac ché phém phong bénh, chita bénh hodc dugc phém theo sang ché duoc
dung cho nguoi gia hoac nguoi ¢ nha tap thé (vi du, vién dudng 130 hodc cac trung
tdm phuc hoi chiic ning) hodc cac ca thé bi suy giam mién dich.

Theo phuong an khéc, sang ché dé cap dén phuong phép ngan ngira sy lay
nhidm duong hé hap gay ra do RSV. Theo phuong an khac, sing ché dé cap dén
phuong phap ngén ngura su lay nhidm duong hé hap dudi gy ra do RSV. Theo
phuong an khac, sang ché dé cap dén phuong phap ngan ngira su lay nhiém duong
ho hap dudi gy ra do cac ching RSV A va B. Theo phuong an khac, sang ché dé
cap dén phuong phép ngan ngira sy lay nhiém dudng hé hap dudi duge can thiép
vé mit y hoc gay ra do cdc ching RSV A va B ¢ tré so sinh dugce sinh > 29 tuln
thai ky va < 8 thang tudi tai thoi didm dung lidu. Theo phuong 4n khac, séang ché
@& cép dén phuong phép ngin ngira su lay nhidm duong hé hp dudigay ra do
RSV & tAt ca céc tré so sinh ma méc RSV & mua dau tién va tré em méc bénh phoi

man tinh hogic bénh tim bim sinh ma mac RSV & mua thir nhat va mua th hai.
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IX. Cac phuong phap chung

Cac phuong phap chudn trong sinh hoc phén t& dugc md ta trong
Sambrook, Fritsch and Maniatis (1982 & 1989 2" Edition, 2001 3™ Edition)
Molecular Cloning, A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory Press,
Cold Spring Harbor, NY; Sambrook and Russell (2001) Molecular Cloning, 3
ed., Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, NY; Wu (1993)
Recombinant DNA, Vol. 217, Academic Press, San Diego, CA). Cac phuong phap
chuén ciing co trong Ausubel, et al. (2001) Current Protocols in Molecular
Biology, Vols.1-4, John Wiley and Sons, Inc. New York, NY, ma mo ta viéc tach
dong cac t bao vi khuan va dot bién ADN (Vol. 1), tach dong trong cac t€ bao
dong vat co vi va n4dm men (Vol. 2), biéu hién glycoconjugate va protein (Vol. 3)
va tin sinh hoc (Vol. 4).

Céc phuong phép tinh sach protein bao gdm két tha mién dich, sac ky, dién
di, ly tdm va két tinh dugc mo ta (Coligan, et al. (2000) Current Protocols in
Protein Science, Vol. 1, John Wiley and Sons, Inc., New York). Phan tich hoéa hoc,
bién ddi hoa hoc, bién d6i sau dich ma, san xuét céc protein dung hop, glycosyl
héa cac protein dugc md ta (xem, vi dy, Coligan, et al. (2000) Current Protocols
in Protein Science, Vol. 2, John Wiley and Sons, Inc., New York; Ausubel, et al.
(2001) Current Protocols in Molecular Biology, Vol. 3, John Wiley and Sons, Inc.,
NY, NY, pp. 16.0.5-16.22.17; Sigma-Aldrich, Co. (2001) Products for Life
Science Research, St. Louis, MO; pp. 45-89; Amersham Pharmacia Biotech
(2001) BioDirectory, Piscataway, N.J., pp. 384-391). Viéc san xuét, tinh sach va
phéan doan cac khang thé don dong va da dong duge md ta (Coligan, et al. (2001)
Current Protocols in Immunology, Vol. 1, John Wiley and Sons, Inc., New York;
Harlow and Lane (1999) Using Antibodies, Cold Spring Harbor Laboratory Press,
Cold Spring Harbor, NY; Harlow and Lane, supra). Cac k¥ thuat chuén dé mo ta
céc twong tac phdi tir/thu thé 13 ¢6 san (xem, vi du, Coligan, et al. (2001) Current
Protocols in Immunology, Vol. 4, John Wiley, Inc., New York).

Céc khang thé don dong, da dong va nhan tinh héa c6 thé dugc diéu ché
(xem trong vi du nhu Sheperd and Dean (eds.) (2000) Monoclonal Antibodies,
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Oxford Univ. Press, New York, NY; Kontermann and Dubel (eds.) (2001)
Antibody Engineering, Springer-Verlag, New York; Harlow and Lane (1988)
Antibodies A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold
Spring Harbor, NY, pp. 139-243; Carpenter, et al. (2000) J. Immunol. 165:6205;
He, et al. (1998) J. Immunol. 160:1029; Tang et al. (1999) J. Biol. Chem.
274:27371-27378; Baca et al. (1997) J. Biol. Chem. 272:10678-10684; Chothia
et al. (1989) Nature 342:877-883; Foote and Winter (1992) J. Mol. Biol. 224:487-
499; Patent M§ s6 6,329,511).

Giai phap thay thé véi nhan tinh héa la sir dung thu vién khing thé ngudi
dugc biéu hién trén thue khudn thé hodc thu vién khang thé ngudi & chudt chuyén
gen(Vaughan et al. (1996) Nature Biotechnol. 14:309-314; Barbas (1995) Nature
Medicine 1:837-839; Mendez et al. (1997) Nature Genetics 15:146-156;
Hoogenboom and Chames (2000) Immunol. Today 21:371-377; Barbas et al.
(2001) Phage Display: A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory
Press, Cold Spring Harbor, New York; Kay et al. (1996) Phage Display of
Peptides and Proteins: A Laboratory Manual, Academic Press, San Diego, CA;
de Bruin et al. (1999) Nature Biotechnol. 17:397-399).

Viéc tinh sach khang nguyén la khong can thiét dé tao ra cac khang thé.
Céc dong vt c6 thé duoc tao mién dich bang céc té bao mang khédng nguyén quan
tAm. Sau d6, céc t& bao lach c6 thé duge phén lap tir cac dong vét duge tao mién
dich va céc té bao lach cé thé dugc dung hop véi dong té bao u tlry dé tao ra cac
thé lai (xem, vi du, Meyaard et al. (1997) Immunity 7:283-290; Wright et al.
(2000) Immunity 13:233-242; Preston et al., supra; Kaithamana et al. (1999) J.
Immunol. 163:5157-5164).

Céc khang thé ¢6 thé duoc tiép hop, vi du, véi cac phan tir thude nho,
enzym, liposom, polyetylen glycol (PEG). Cac khang thé 1a hiru ich cho chita
bénh, chén doén, kit hodc cac muc dich khéc va bao gom cac khang the dugc ghép
doi, vi du, voi chit nhudm, cac déng vi phdéng xa, enzym hoac cac kim loai, vi du,

vang keo (xem, vi dy, Le Doussal et al. (1991) J. Immunol. 146:169-175; Gibellini
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et al. (1998) J. Immunol. 160:3891-3898; Hsing and Bishop (1999) J. Immunol.
162:2804-2811; Everts et al. (2002) J. Immunol. 168:883-889).

Cac phuong phap dém té bao chay, bao gdbm phan loai té bao hoat héa
huynh quang (FACS), 1a ¢6 san (xem, vi du, Owens, et al. (1994) Flow Cytometry
Principles for Clinical Laboratory Practice, John Wiley and Sons, Hoboken, NJ;
Givan (2001) Flow Cytometry, 2" ed.; Wiley-Liss, Hoboken, NJ; Shapiro (2003)
Practical Flow Cytometry, John Wiley and Sons, Hoboken, NJ). Cac chéat phan
tng huynh quang thich hop 8 bién ddi cac axit nucleic, bao gdm céc doan moi
axit nucleic va cac mau do, polypeptit va cac khang thé, dé sr dung, vi du lam cac
chat phan tng chin doan, 1a c6 san (Molecular Probes (2003) Catalogue,
Molecular Probes, Inc., Eugene, OR; Sigma-Aldrich (2003) Catalogue, St. Louis,
MO).

Cac phuong phap chudn v& mé hoc ctia hé mién dich dugc md ta (xem, vi
du, Muller-Harmelink (ed.) (1986) Human Thymus: Histopathology and
Pathology, Springer Verlag, New York, NY; Hiatt, ez al. (2000) Color Atlas of
Histology, Lippincott, Williams, and Wilkins, Phila, PA; Louis, et al. (2002) Basic
Histology: Text and Atlas, McGraw-Hill, New York, NY).

Céc géi phan mém va co s6 dit lidu dé x4c dinh, vi du, cac manh khéng
nguyén, cac trinh ty dan dau, gip protein, cac mién chitc nang, cac vi tri glycosyl
hoéa va cac sép hang trinh ty, la c6 san (xem, vi du, GenBank, Vector NTI Suite
(Informax, Inc, Bethesda, MD); GCG Wisconsin Package (Accelrys, Inc., San
Diego, CA); DECYPHER (TimeLogic Corp., Crystal Bay, Nevada); Menne, et al.
(2000) Bioinformatics 16: 741-742; Menne, et al. (2000) Bioinformatics
Applications Note 16:741-742; Wren, et al. (2002) Comput. Methods Programs
Biomed. 68:177-181; von Heijne (1983) Eur. J. Biochem. 133:17-21; von Heijne
(1986) Nucleic Acids Res. 14:4683-4690).

X.  Céc phuong phép phén tich

Céc phuong phap phan tich thich hop dé danh gia d6 6n dinh cua san pham
bao gdm sic ky loai trir kich thude (size exclusion chromatography - SEC), thi
nghiém phan tdn 4nh sang dong (DLS), phén tich nhiét quét vi sai (differential
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scanning calorimetery - DSC), dinh luong iso-asp, tiém nang, UV & 340 nm,
quang phé UV, va FTIR. SEC (J. Pharm. Scien., 83:1645-1650, (1994); Pharm.
Res., 11:485 (1994); J. Pharm. Bio. Anal., 15:1928 (1997); J. Pharm. Bio. Anal.,
14:1133-1140 (1986)) do phan trim monome trong san pham va thu dugc thong
tin v lugng két tu hoa tan. DSC (Pharm. Res., 15:200 (1998); Pharm. Res., 9:109
(1982)) thu dugc thong tin vé nhiét do bién tinh protein va nhiét do chuyén héa
thity tinh. DLS (American Lab., November (1991)) do hé s6 khuéch tén trung binh
va thu dugc thong tin vé luong két tu hoa tan va khong hoa tan. Tia UV & 340 nm
do cudng do 4nh sang phén tan & 340 nm va thu duoc thong tin vé cac luong két
tu hoa tan va khong hoa tan. Khéi phé tia UV do su hép thu 6 278 nm va thu dugc
thong tin vé ndng do protein. FTIR (Eur. J. Pharm. Biopharm., 45:231 (1998);
Pharm. Res., 12:1250 (1995); J. Pharm. Scien., 85:1290 (1996); J. Pharm. Scien.,
87:1069 (1998)) do phd IR & viing mot amit, va thu duoc thong tin vé cau trac thi
cAp cia protein.

Ham luong iso-asp trong cac mau dugc do nhd sir dung hé thdng phét hién
[soaspartat dang lugng (Promega). Kit st dung enzym Protein Isoaspartyl
Metyltransferaza (PIMT) dé phét hién dic hiéu sy cO mit clia céc gbe axit
isoaspartic & protein dich. PIMT xtc tac viéc chuyén nhém metyl tir S-adenosyl-
L-methionin vao axit isoaspartic & vi tri .alpha.-carboxyl, ma tao ra S-adenosyl-
L-homoxystein (SAH) trong qua trinh ndy. Déy la phén tur twong d6i nho va c6
thé thuong duoc phan 14p va dinh luong bang HPLC pha d4o ma st dung cac tiéu
chuin SAH HPLC duogc cung cap trong kit.

Tidm nang hoic d tuong ddng sinh hoc clia khang thé ¢6 thé do dugc boi
kha ning cua né dé gin két vao khdng nguyén cta nd. Su gén két dac hidu cla
khang thé vao khang nguyén cua né co thé duoc dinh lugng bing phuong phap
bat ky da biét v6i ngudi c6 hiéu biét trung binh trong linh vyc nay, vi du, thu
nghiém mién dich, nhu ELISA (enzyme-linked immunosorbant assay - thir

nghiém hip phu mién dich lién két enzym).
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T4t ca cac cong bd duoc dé cap & day dugc két hop bang céch vién dan véi
muc dich mé ta va boc 16 cac phuong phap hoc va vat liéu ma co thé duoc st dung
theo sang ché.

M0 ta cac phuong an khac nhau theo sang ché & day dbi v6i cac hinh vé
kém theo, thi cn hiéu rang sang ché khong bi giéi han & cc phuong an rd rang
d6 va cac thay ddi va cai bién khéc nhau cé thé dugc thuc hién & déy boi nguoi
¢6 hiéu biét trung binh trong linh vuc nay ma khéng xa roi khoi pham vi hogc tinh
thin cta sang ché nhu duge x4c dinh trong cac yéu cau bao ho kém theo.

Vi du thwe hién sang ché
Vidul
Dé 6n dinh ciia ché pham khdng thé khang RSV ¢ dé pH khdc nhau

Nghién ctru nay dugc tién hanh véi néng d6 khang thé khang RSV 100
mg/mL trong chit dém histidin 10 mM. Bay % (w/v) sucroza dugc bb sung vao
ché phAm nay dé lam tang d6 dn dinh khéi (do chat 6n dinh va chat bién ddi truong
luc phi ion) cta phéan tir nay. Mot cach vén tat, dugc chat (drug substance - DS)
duoc phéi ché & 100 mg/mL trong histidin 10 mM, 7% sucroza & d6 pH 1a 5,5, do
pH 1a 6,0 va d¢ pH 1a 6,5. DS dugc phéi ché dugc lam déy vao cac lo va dugce
dua vao én dinh & 5°C (d6 Am méi truong), 25°C (d6 am tuong dbi 60%), va 40°C
(d Am twong dbi 75%) trong ba théng dugc bao vé khoi anh sang.

Cac miu duge danh gi4 bing sic ky loai trir kich thude (SEC) d€ tinh sach
trong d6 xac dinh phan trim monome, cling nhu céc phan trim cua c4c loai trong
luong phan tir cao (HMW) va c4c dinh rira gidi mudn (cac loai LMW). Séc ky loai
trr kich thudc - hiéu ning cuc cao (Ultra Performance - Size Exclusion
Chromatography - UP-SEC) duoc tién hanh bang cach pha lodng céc mau (khang
th khang RSV) dén 1,0 mg/mL trong pha dong (100 mM natri phosphat va 100
mM natri clorua, pH = 7,0); toc d dong 1a 0,5 mL/phut. Céc mau duoc pha lodng
duoc tiém (5 pL) vao trong UPLC ma dugc trang bi c6t Waters BEH200 va dau
do UV. Céc protein trong mau nay duge tach theo kich thudce va duge phat hién

boi sy hip thu UV ¢ 214 nm.
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Nghién ctru nay dugc tién hanh dé nghién ctru anh hudng ctia d6 pH 1én do

4n dinh ctia ché pham khéng thé khang RSV. Dya trén céc két qua tir nghién ctru

dd 6n dinh nhiét trong thoi gian 1én dén 3 thang, khong c6 su khac biét dang ké

gifta d6 én dinh ciia 100 mg/mL ché pham ¢ d6 pH 1 5,5, 6,0, va 6,5 v6i dieu

kién bat ky. Khong thdy c6 su thay ddi & % mirc monome ctia UP-SEC & 5°C; tuy
nhién, thay cé giam nhe (~2%) & 25°C va giam dang ké hon (~20%) & 40°C. Dya

trén cac két quanay, d6 pH la 6,0 dugc chon cho su phat trién tiép theo (xem Bang

1).
Bang 1
S6 ché MO ta
pham
Al Khang thé khang |10 mM | 7% 0,02% Do
RSV (100 mg/mL) | histidin | Sucroza | PS80 pH=5,5
(khéi (khéi
luong/thé luong/thé
tich) tich)
A2 Khang thé khang |10 mM | 7% 0,02% Do
RSV (100 mg/mL) | histidin | Sucroza | PS80 pH=6,0
(khéi (khéi
lwong/thé luong/thé
tich) tich)
A3 Khang thé khang |10 mM | 7% 0,02% Do
RSV (100 mg/mL) | histidin | Sucroza | PS80 pH=6.5
(khéi (khdi
luong/thé | luong/thé
tich) tich)
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Vidu2
Sang loc ta duoc cua ché phdam khéng thé khéng RSV (cdc axit amin va cdc hén
hop ciia chiing) (@€ lam giam s két tu)

Nghién ctru nay dé so sanh do n dinh cta khang thé khang RSV trong 10
mM histidin (pH=6), 0,02% PS80, 7% sucroza véi sy c6 mit cua (i) 50 mM L-
Arg HCI hoac (ii) 50 mM L-Lys.HCI hodc (iii) hon hop ctia 25 mM L-Arg va 25
mM L-Glu hoic (iv) hdn hgp ctia 25 mM L-Arg. HCl va 25 mM L-Lys.HCL.

Bén ta dugc nay duoc thir nghiém dé lam giam su két ty, cai thién do on
dinh héa hoc (xem vi du 3) va 1am giam d6 nhét (xem vi du 4). Bén ta duge dugc
thr nghiém la:

(i) 50 mM L-Arg.HCI;

(il) 50 mM L-Lys.HCI;

(iii) hoén hop ctia 25 mM L-Arg va 25 mM L-Glu; va

(iv)  hdn hop ctia 25 mM L-Arg.HCl va 25 mM L-Lys.HCL

Hai ta duoc dau tién duoc kiém tra dé hiéu duoc hiéu qua cta lysin va
arginin tich dién duong véi su cé mat cta anion ddi clorua. T4 dugc thtr ba duoc
thir nghiém dé hiéu duogc anh huéng cua arginin vé6i su c6 mat cia anion dbi khac
(glutamat). Ta dugc thr tu la hén hop ctia hai ta dugc dAu tién dé xac dinh liéu
hai t4 dwoc nay c6 thé déng vai trod bd sung hay khong. Gia thiét rang hon hop nay
c6 thé dong vai tro tét hon so véi céc ta duge riéng lé, thi do hon hop cla cac ta
duogc nay c6 pKa khac nhau va bao vé biét hda sy phan b thay d6i bé mat cta
mADb, theo d6 lam tang céc tuong tac ddy nhau ma lan luot s& lam gidm su két tu
va do nhot.

DPé danh gia do 4n dinh cta cac ché phém nay, nam ché phém duoc lam
dy vao lo va duoc dua vao én dinh & 5°C (46 4m mdi trudng), 25° C (46 am
tuong dbi 60%), va 40°C (d6 4m tuong ddi 75%) trong tm tuan dugc bao vé véi
4nh sang. Nam ché pham duorc liét ké trong Bang 2 sau day.

Bang 2
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S6 ché Mb ta
pham
1 |Khang thé khang |10 mM | 7% 0,02% N/A
RSV (100 mg/mL) | histidin | Sucroza PS80
(pH=6) | (khi (khoi
luong/thé | luong/thé
tich) tich)
2 | Khang thé khang |10 mM | 7% 0,02% 50 mM L-
RSV (100 mg/mL) | histidin | Sucroza PS80 Arg HCI
(pH=6) | (khdi (khi
luong/thé | luong/thé
tich) tich)
3 |Khang thé khang|10 mM | 7% 0,02% 50 mM L-
RSV (100 mg/mL) | histidin | Sucroza PS80 Lys.HCl
(pH=6) | (khdi (khéi
lugng/thé | lugng/thé
tich) tich)
4 | Khang thé khang |10 mM | 7% 0,02% Hon hop caa 25
RSV (100 mg/mL) | histidin | Sucroza PS80 mM L-Arg va
(pH=6) | (khi (khéi 25 mM L-Glu
luong/thé | lugng/thé
tich) tich)
5 |Khang thé khang |10 mM | 7% 0,02% Hén hop cia 25
RSV (100 mg/mL) | histidin | Sucroza PS80 mM L-Arg.HCI
(pH=6) | (khbi (khoi va 25 mM L-
lwong/thé | lwong/thé | Lys.HCI
tich) tich)

Cac miu duoc danh gia bang sic ky loai trir kich thuée (SEC) dé tinh sach
trong d6 xac dinh phan trim monome, ciing nhu cac phan trim cua c4c loai trong
luong phan tir cao (HMW) va céc dinh rira giai mudn (céc loai LMW). Séc ky loai
try kich thudc - hiéu ning cuc cao (Ultra Performance - Size Exclusion
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Chromatography - UP-SEC) duogc tién hanh bing cach pha lodng céc mau dén 1,0
mg/mL (khang thé khang RSV) trong pha dong (100 mM natri phosphat va 100
mM natri clorua, pH = 7,0); toc d6 dong 1a 0,5 mL/phut. Cac mau duoc pha lodng
duoc tiém (5 pL) vao trong UPLC ma duoc trang bi cot Waters BEH200 va dau
do UV. Céc protein trong mau nay duoc tach theo kich thude va duge phat hién
bo1 su hép thu UV 6 214 nm.

Dit liéu UPSEC dé dénh gia cac muc clia céc loai trong luong phan tir cao
(HMW hodc cac két tu), % monome va cac loai trong lugng phén tir thap (LMW)
duoc thé hién trong Bang 3. [T0 =thoi diém 0; 4W = 4 tudn; va 8W = 8 tuan]
Bang 3

Pinh
HMW | Monome | LMW

Tén mau

San pham dugc chat cta khang thé khang RSV

d6i chtng ¢ TO 5°C 1,77 |98,1 0,09
San phdm dugc chat cua khang thé RSV doi

chung & TO 4W5°C 1,88 |98,0 0,11
San pham dugc chat cta khang thé khang RSV

d6i chimg & TO 4W25°C 2,86 1969 0,21

San phdm duoc chat cua khang thé khang RSV
déi ching & TO 4W40°C 4,05 1932 2,77
San pham dugc chét cta khang thé khang RSV
d6i chimg & TO 8W5°C 2,00 [97.9 0,13
San pham dugc chat cua khang thé khang RSV
61 chimg & 8W25°C 3,13 | 96,6 0,28

San pham duoc chat ctia khang thé khang RSV
d6i chimg & TO 8W40°C 4,83 91,1 4,05

San pham dugc chat cta khang thé khang RSV
+L-Arg.HCl ¢ T05°C 1,55 |983 0,14
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. Dinh
Tén mau
HMW | Monome | LMW
San pham duoc chat cua khang thé khang RSV
+L-Arg.HCI & 4W5°C 1,54 |983 0,12
San pham duoc chat cua khang thé khang RSV
+L-Arg.HCI & 4W25°C 2,06 |97,8 0,18
San pham duoc chat cta khang thé khang RSV
+ L-Arg HCI & 4W40°C 2,72 954 1,90
San pham dugc chat cua khang thé khang RSV
+L-Arg.HCI & 8W5°C 1,66 |98,2 0,13
San pham dugc chat cua khang thé khang RSV
+L-Arg.HCl & 8W25°C 234 974 0,28
San pham dugc chat cua khang thé khang RSV
+ L-Arg.HCI 6 8W40°C 3,46 | 93,1 3,41
San pham duoc chat cta khang thé khang RSV
DP + L-Lys.HCl 6 T05°C 1,58 |98.3 0,12
San pham dugc chét cua khang thé khang RSV
+L-Lys.HCl 6 4W5°C 1,79 |98,1 0,12
San pham dugc chét cua khang thé khang RSV
+L-Lys.HCl 6 4W25°C 2,17 1976 0,20
San pham duoc chét cta khang thé khang RSV
+L-Lys.HCl 6 4W40°C 3,01 |95,1 1,87
San pham dugc chat cua khang thé khang RSV
+L-Lys.HCI 6 §W5°C 1,71 |98 0,13
San pham duoc chét cta khang thé khang RSV
+L-Lys.HCl 6 8W25°C 2,51 |972 0,27
San phdm duoc chét cta khang thé khang RSV
+L-Lys.HCl 6 8W40°C 3,94 92,5 3,58
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. Dinh
Tén mau
HMW | Monome | LMW
San phdm dugc chat ctia khéng thé khang RSV
DP + L-Arg.L-Glu ¢ T05°C 1,80 98,1 0,10
San phim duoc chit cua khéng thé khang RSV
DP + L-Arg.L-Glu 6 4W5°C 1,87 98,0 0,12
San pham duoc chit cua khéng thé khang RSV
DP + L-Arg.L-Glu § 4W25°C 2,49 | 973 0,22
San phdm dugc chat ctia khéng thé khang RSV
DP + L-Arg.L-Glu 6 4W40°C 3,77 93,4 2,83
San pham duogc chit cia khang thé khang RSV
DP + L-Arg.L-Glu 6 8W5°C 1,90 98,0 0,13
San pham duoc chét cua khang thé khang RSV
DP + L-Arg.L-Glu ¢ §W25°C 2,68 97,0 0,31
San pham duogc chit ctia khéng thé khang RSV
DP + L-Arg.L-Glu &6 §W40°C 440 191,8 3,80
San pham dugc chat ctia khang thé khang RSV
+ L-Arg.HCl + L-Lys.HCI ¢ T05°C 1,67 |98,2 0,10
San pham duogc chat ctia khéng thé khang RSV
DP + L-Arg. HCl + L-Lys.HC1 4W5°C 2,22 97,6 0,20
San pham dugc chit cta khang thé khang RSV
+ L-Arg.HCl + L-Lys.HCI 6 4W25°C 1,79 98,1 0,12
San pham duoc chét cua khang thé khang RSV
+ L-Arg. HCI + L-Lys.HCI 6 4W40°C 3,03 94,8 2,19
San phdm duoc chit ctia khang thé khang RSV
+ L-Arg. HCI + L-Lys.HCI 6 8W5°C 1,71 | 98,2 0,13
San pham dugc chét cua khang thé khang RSV
+ L-Arg.HCl + L-Lys.HCI 6 8W25°C 2,34 | 974 0,25
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DPinh
HMW | Monome | LMW

Tén mau

San pham duoc chit ctia khang thé khang RSV
+ L-Arg.HCI + L-Lys.HCl 6 8W40°C 3,36 | 93,7 2,95

Nhu dugc thé hién trén Fig.1, Fig.2, va Fig.3, phan tich UP-SEC cua cac
mAu dé x4c dinh phan trim cia HMW va phan trim monome da chira rang & 5°C,
25°C va 40°C, tt ca cac ché phdm d3 thé hién xu hudng tang % dinh HMW va %
dinh LMW (va giam % dinh monome sau d6) 1én dén thoi diém 8 tuan. O 25°C,
tht ca céc ché phdm thé hién xu hudng twong tu, nhung c6 céc thay d6i nho hon,
nhu so v&i 40°C. O 5°C, khong c6 céc thay doi dang ké quan sét duogc.

Nhu duoc thé hién trén Fig.2 va Fig.3, ché phim 1 thé hién ting %HMW
va %LMW 16n hon so véi cac ché phédm khéc. Ngoai ra, ché phim 1 thé hién %
monome giam 16n hon. Do do, tAt ca bdn bd ta duge lam giam %HMW va %LMW

va do d6 cai thién do 6n dinh cua khang thé khang RSV DP.

Vidu3
Sang loc 1 dwoc ciia ché phdam khdng thé khdng RSV (axit amin va hon hop cua
chiing) dé cai thién do 6n dinh héa hoc ciia khdng thé khang RSV
Nghién ctru nay so sanh do 6n dinh ctia khang thé khang RSV trong 10 mM
histidin (d6 pH=6), 0,02% PS80, 7% sucroza v6i sw c6 mat cua (i) 50 mM L-
Arg HCI hoic (ii) 50 mM L-Lys.HCI hodc (iii) hon hop ctia 25 mM L-Arg va 25
mM L-Glu hodc (iv) hdn hop ctia 25 mM L-Arg.HCI va 25 mM Lys.HCL.
Bén t4 duoc ndy duoc thir nghiém dé cai thién do 6n dinh héa hoc. Bon ta
dugc duge thir nghiém la:
(i) 50 mM L-Arg.HCI;
(i) 50 mM L-Lys.HCI;
(iii) hdn hgp ctia 25 mM L-Arg va 25 mM L-Glu; va
(iv) hdn hop cia 25 mM L-Arg.HCI va 25 mM Lys.HCL
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Hai t4 duge dAu tién duoc kiém tra dé hiéu dugc céc anh hudng cla lysin
va arginin tich dién duong véi sy c6 mat clia anion ddi clorua.. T4 dugc thir ba
duoc thir nghiém dé hiéu dugc anh hudng clia anion doi khéc (glutamat). T4 dugc
thir tur 12 hdn hop ctia hai ta dugc dau tién dé xéc dinh liéu réng hai ta dugc nay
c6 thé dong vai trd bo sung. D3 gia thiét rang hon hop nay co thé déng vai tro tot
hon so V&i cac ta duoc riéng biét, do hon hgp cta cac ta duge c6 pKa khic nhau
va bao vé biét hoa su phan bé thay ddi bé mit cia mAb, theo d6 diéu nay c6 the
tac dong dén su phan hity héa hoc ctia mAb.

Pé dénh gia do on dinh cla cac ché pham nay, nam ché pham dugc 1am
diy vao cée lo va dugc dua vao én dinh & 5°C (40 am mdi trudng), 25°C (d6 am
tuong dbi 60%), va 40°C (dd Am tuong d6i 75%) trong t4m tuan dugc bao vé khoi
4nh séng. Nam ché pham nay 1a nhu duoc thé hién trong vi du 2.

Sc ky trao dbi ion dugc tién hanh dé danh gia d6 on dinh hoa hoc va kiém
soat s thay ddi vé bién dang bién thé tich dién theo thoi gian. Phuong phap HPLC
trao ddi ion duoc tién hanh béng cach st dung c6t Dionex ProPac WCX-10 va
dau do UV & 280 nm. Cac mau duoc pha lodng trong nudc dugc tinh ché, va 80
g duoc tiém cho viéc phan tich. Pha dong duoc sir dung cho phén tich IEX cua
cac mau 6n dinh nhiét 1a gradien ctia cac pha dong sau day (pha dong A:20 mM
MOPS, do pH = 7,2; pha dong B: 50 mM natri phosphat, 60 mM natri clorua pH
8,0). Thir nghiém nay duoc tién hanh bang cach sir dung gradien pha dong tir 20
mM MOPS, pH = 7,2 dén 50 mM natri phosphat, 60 mM NaCl, pH = 8,0. Viéc
do UV duge tién hanh & 280 nm.

Dit liéu HP-TEX dé d4nh gia cac muc cla cdc Bién thé axit, % Dinh chinh
va % Bién thé co ban duoc thé hién trong Bang 4. [T0 =thdi diém 0; 4W = 4 tuén;
va 8W = § tuan]

59



43054 60/106

Bang 4
% Dién tich dinh c6 thé
bao cao dugc
i Céc , Cac
Tén mau , Tong ,
bién bién
, dinh ,
thé thé co
_ chinh
axit ban
San pham dugc chét ctia khang thé RSV d6i chiing
25,18 | 58,1
6 T05°C 16,68
San pham duoc chét cua khang thé RSV d6i ching
2497 |58,9
6 TO5°C 4Ws5°C 16,10
Khéng thé khang RSV DP déi chimg T05°C
28,41 | 54,1
4W25°C 17,47
San pham dugc chit ctia khang thé RSV dbi ching
» 44,06 |37,5
6 T05°C 4W40°C 18,41
San pham dugc chét cua khang thé RSV dbi ching
24,57 59,0
o TO5°C §W5°C 16,38
San pham dugc chat ctia khang thé RSV d6i chung
30,62 |52,0
&6 TO5°C 8§W25°C 17,38
San pham dugc chét cua khang thé RSV doi chimg
53,49 | 28,7
6 T05°C 8§W40°C , 17,82
San pham dugc chat ctia khang thé khang RSV + L-
24,23 59,8
Arg. HC1 ¢ T05°C 15,92
San pham dugc chat ctia khang thé khang RSV + L-
24,43 59,2
Arg HC1 § 4W5°C 16,35
San pham dugc chit cta khang thé khang RSV + L-
26,05 |56,6
Arg HC1 6 4W25°C 17,39
San pham dugc chit cta khang thé khang RSV + L-
35,13 | 46,0
Arg HCl 6 4W40°C 18,88
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% Dién tich dinh c6 thé
bao cao duogc
x Cac , Cac
Tén mau , Tong ,
bién bién
, dinh ,
thé thé co
chinh
axit ban
San pham dugc chét ctia khang thé khang RSV + L-
24,00 |59,7
Arg HCl 6 8W5°C 16,34
San pham dugc chat ctia khang thé khang RSV + L-
28,25 53,2
Arg HCI 6 8W25°C 18,54
San pham dugc chat ctia khang thé khdng RSV + L-
48,43 32,6
Arg HCl ¢ 8W40°C 18,96
San pham duoc chat cua khang thé khang RSV +
23,98 60,3
Lys.HCl ¢ T05°C 15,72
San pham duoc chét cua khang thé khang RSV +
24,08 | 59,8
Lys.HCl 6 4W5°C 16,09
San pham duogc chét cua khang thé khang RSV +
2525 | 574
Lys.HCl 6 4W25°C 17,37
San phdm duoc chat ctia khang thé khang RSV +
34,94 | 45,7
Lys.HCl & 4W40°C 19,36
San pham duoc chét cua khang thé khang RSV +
23,95 |59,9
Lys.HCl & 8W5°C 16,14
San pham duoc chét cua khang thé khang RSV +
27,79 |53,6
Lys.HCI ¢ 8W25°C 18,59
San pham duoc chat cua khang thé khang RSV +
48,05 |32,7
Lys.HCl & 8W40°C 19,28
San pham duoc chit ctia khéng thé khang RSV DP +
24,55 59,5
L-Arg.L-Glu 6 T05°C 15,92
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% Dién tich dinh c¢ thé
bao cao dugc
N Cac , Cac
Tén mau , Tong ,
bién bién
, dinh .
thé thé co
| chinh
axit ban
San pham dugc chét cta khang thé khang RSV DP +
2434 59,7
L-Arg.L-Glu 6 4W5°C 15,94
San phdm duoc chit clia khéng thé khang RSV DP +
29,80 | 52,6
L-Arg.L-Glu § 4W25°C 17,63
San pham dugc chét ctia khang thé khang RSV DP +
4735 |34,8
L-ArgL-Glu &6 4W40°C 17,89
San pham duoc chét ctia khéng thé khang RSV DP +
24,46 |594
L-Arg.L-Glu & §W5°C 16,14
San pham dugc chét cua khang thé khang RSV DP +
32,22 49,2
L-Arg.L-Glu & 8W25°C 18,55
San pham dugc chét cua khang thé khang RSV DP +
55,41 |26,8
L-Arg.L-Glu & 8W40°C 17,77
San pham dugc chét ctia khang thé khang RSV + L-
23,40 1609
Arg HCl + Lys.HC1 T05°C 15,68
San pham dugc chét ctia khang thé khang RSV + L-
22,84 61,2
Arg HCl + Lys. HC1 4W5°C 15,93
San pham dugc chét ctia khang thé khang RSV + L-
25,02 | 57,5
Arg HCl + Lys. HC1 4W25°C 17,45
San phdm duoc chét ctia khang thé khang RSV + L-
36,75 | 44,0
Arg HCl + Lys.HCI1 4W40°C 19,29
San pham duoc chat ctia khang thé khang RSV + L-
22,71 | 61,4
Arg HC1 + Lys.HC1 8W5°C 15,93

62



43054 63/106

% Dién tich dinh c6 thé
bao cao duogc
~ Cac , Cac
Tén mau , Tong ,
bién bién
\ dinh )
thé thé co
| chinh
axit ban
San pham dugc chat ctia khang thé khang RSV + L-
25,97 | 56,1
Arg. HCl + Lys.HCI 8W25°C 17,97
San pham duoc chit cta khang thé khang RSV + L-
42,05 38,9
Arg. HCI + Lys.HCI 8W40°C 19,04

Nhu duoge thé hién trong Fig.4, Fig.5 va Fig.6, viéc phan tich HP-IEX cua
cac mau dé xé4c dinh do 6n dinh héa hoc da chi ra réng G 5°C, 25°C va 40°C, tat
ca cac ché phdm thé hién xu huéng theo hudng tang % dinh axit va sau d6 giam
% dinh monome 1én dén thoi diém & 8 tudn. O 25°C, tht ca cac ché pham thé hién
xu hudng tuong tu, nhung c6 cac thay di nhé hon, nhu so véi 40°C. O 5°C,
khong c6 cac thay d6i dang ké quan sat dugc.

Nhu duoc quan sat trong Fig.5 va Fig.6, ché phim 1 thé hién ting % dinh
axit 16n hon nhu so véi cac ché pham khac. Ngoai ra, ché phim 1 thé hién giam
% dinh chinh 16n hon nhu so v&i cac ché phim khéac. Do do, tat ca bon bé ta duge
giam % dinh axit va do d6 cai thién d6 6n dinh héa hoc clia khéng thé khang RSV
DP.

Vidu4
Sang loc té diroc ché pham khdng thé khing RSV (dé lam giam dg nhot cua khdang
thé khéng RSV)

Nghién ctru nay da so sanh do 6n dinh cta khang thé khang RSV trong 10
mM histidin (pH=6), 0,02% PS80, 7% sucroza véi su ¢ mit cua (i) 50 mM L-
Arg HCI hoic (ii) 50 mM L-Lys.HCI hodc (iii) hon hop ctia 25 mM L-Arg va 25
mM L-Glu hodc (iv) hon hop ciia 25 mM L-Arg HCl va 25 mM L-Lys. HCL
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Bon ta dugc nay duoc thir nghiém kha ndng cuia chiing dé 1am giam do nhét
ctia khéng thé khang RSV. Bén ta dugc duoc thir nghiém la:
(i) 50 mM L-Arg.HCI;
(ii) 50 mM L-Lys.HCI;
(iii) hodn hop ctia 25 mM L-Arg va 25 mM L-Glu; va
(iv)  hdn hop ctia 25 mM L-Arg.HCl va 25 mM L-Lys. HCL

Hai ta duoc dau tién duge kiém tra dé hiéu duge cac anh hudng cua lysin
va arginin tich dién duong véi sy c6 mit cua anion ddi clorua. T4 duoc thtr ba
duoc thir nghiém dé hiéu dugc anh hudng ctia anion d6i khac (glutamat). T4 dugc
thir tur 13 hdn hop clia hai té duge dau tién dé xem liéu hai té dugc nay c6 the déng
vai trd bd sung hay khong. D3 gia thiét rang hon hop nay cé thé déng vai tro tot
hon so véi cac ta duoc riéng biét, do hon hgp cla céc ta duge c¢6 pKa khac nhau
va bao vé biét hoa su phan bd thay ddi bé mat ctia mADb, theo d6 1am ting su twong
tac protein-protein day nhau va giam do nhét cia mAb.

DPé do d6 nhét, cac mau duoc nap vao bom tiém 500 pl va do d6 nhét (nadm
14n dbi véi mdi mau) & 20°C bing may do d6 nhét MVROC. Céc bd cam bién
VROC da phat hién do nhot bang cach do 4p suat giam do cac mau chay qua céc
kénh chay ctia b cam bién tai céc vi tri dugc chi dinh tir dau vao. DB nhét dugce
do 12 ham cua tde dd truot véi cac toe do truot clia cac mau ma duge xac dinh boi
dd nhdt ctia mau.

Nhu duoc thé hién trén Fig.5 va Fig.7, tit ca bon b¢ té duge lam giam do

nhét ctia khéng thé khang RSV DP.

Bang 5
S6 mau Cac mau D nhét (cP)
S1 Khéng thé khdng RSV 4,3940 + 0,1265
S2 Khéng thé khang RSV + L-Arg. HCl | 3,2658 +0,1585
S3 Khang thé khang RSV + L-Lys.HCl | 3,2916 + 0,1633
S4 Khéng thé khéang RSV + (L-Arg.HCI + | 2,9982 =+ 0,1435
L-Lys.HCI)
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S6 mau Céc mau D6 nhét (cP)
S5 Khéng thé khang RSV + (L-Arg + L- | 2,6344 +0,1288
Glu)
Vidu5

Bé6 sung chat chelat héa vao ché pham khdng thé khang RSV dé lam giam su két

fu

Nghién ctru so sanh do 6n dinh cua khang thé khang RSV trong 10 mM

histidin (pH=6), 0,02% PS80, 7% sucroza véi su c6 mat hodc Véng mit cua 50

uM DTPA (dietylentriamin pentaaxetat).

Pé danh gia do on dinh cta céc ché phém nay, hai ché phém duoc lam déy

vao céc lo va dugc dua vao 6n dinh ¢ 5°C (d6 Am moi truong), 25°C (dd Am tuong

dbi 60%),va 40°C (d6 4m twong dbi 75%) trong tam tuan dugc bao vé khoi anh

sang. Hai ché pham nay duoc thé hién trong Bang 6.

Bang 6
Sb ché
bl Mo ta
1 Khang thé | 10 mM | 7% 0,02% N/A
khang RSV | histidin Sucroza | PS80
(100 (pH=6) (khéi (khéi
mg/mL) luong/thé lwong/thé
tich) tich)
2 Khang thé | 10 mM | 7% 0,02% 50 uM
khang RSV | histidin Sucroza | PS80 DTPA
(100 (pH=6) (khéi (khéi
mg/mL) luong/thé | lugng/thé
tich) tich)

Céac mau dugc danh gia bang sac ky loai trir kich thuéc (size exclusion

chromatography - SEC) dé tinh sach trong d6 x4c dinh phan tram monome, ciing
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nhu c4c phan trim cta céac loai trong luong phén tir cao (high molecular weight
species - HMW) va c4c dinh rira giai mudn (cac loai LMW). Séc ky loai trir kich
thudc - hiéu niang cuc cao (Ultra Performance - Size Exclusion Chromatography
- UP-SEC) dugc tién hanh bang cach pha lodng céc mau dén 1,0 mg/mL trong
pha dong (100 mM natri phosphat va 100 mM natri clorua, pH =7,0); téc do dong
1a 0,5 mL/phut. Cac mau dugc pha lodng duoc tiém (5 pL) vao trong UPLC ma
duoc trang bi cot Waters BEH200 va du do UV. Céc protein trong mau nay dugc
tach theo kich thuéc va duoc phat hién boi sy hap thu UV & 214 nm.

Dit liéu UPSEC dé danh gi4 cdc muc cua cac loai trong luong phan tir cao
(HMW hodc cac két tu), % monome va LMW (c4c loai trong lugng phén tir thap)
duoc thé hién trong Bang 7. [T0 =thoi diém 0; 4W = 4 tudn; va 8W = 8 tuén]

Bang 7

Pinh
HMW Monome LMW

Tén mau

San phim duoc chét ciia khang thé RSV

dbi ching & T05°C 1,77 98,1 0,09
San pham dugc chit ciia khang the RSV
d6i ching & TO 4W5°C 1,88 98,0 0,11
Khang thé khang RSV DP d6i chimg TO
4W25°C 2,86 96,9 0,21
San pham dugc chat cua khang thé RSV
d6i chimg & TO 4W40°C 4,05 93,2 2,77
San pham dugc chat cua khang thé RSV
d6i chimg & TO 8W5°C 2,00 97,9 0,13
San pham dugc chat cua khang thé RSV
d6i chimg & TO 8W25°C 3,13 96,6 0,28
San pham dugc chat cua khang the RSV
d6i chimg ¢ TO 8W40°C 4,83 91,1 4,05
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bPinh
HMW Monome LMW

Tén mau

San phdm dugc chdt cia khéng thé

khang RSV + DTPA T05°C 1,72 98,2 0,12

San pham dugc chat cia khang thé
khang RSV + DTPA 4W5°C 1,81 98,1 0,11

San pham dugc chit cua khang thé

khang RSV + DTPA & 4W25°C 2,53 97,3 0,19

San phim duogc chét cia khéng thé

khang RSV + DTPA 4W40°C 3,24 94,7 2,02

San pham duoc chét cia khang thé

khang RSV + DTPA 8W5°C 1,87 98,0 0,12

San pham dugc chit ctia khang thé

khang RSV + DTPA ¢ 8W25°C 2,68 97,1 0,21

San phidm dugc chéat cia khéng thé

khang RSV + DTPA ¢ §W40°C 3,50 93,8 2,68

Nhu duoc thé hién trén Fig.8, Fig.9 va Fig.10, phan tich UP-SEC ctia cic
mAu dé x4c dinh phan tram HMW va phan tram monome da chi ra rang & 5°C,
25°C va 40°C, ca hai ché phim thé hién xu huéng theo hudng tang % dinh HMW
va % dinh LMW (v giam % dinh monome sau d6) 1én dén thdi diém 8 tuan. O
25°C, c4 hai ché phdm thé hién xu hudéng tuong tu, nhung c6 cac thay d6i nho
hon, nhu so vé&i 40°C. O 5°C, khéng c6 céc thay d6i déng ké quan sat duoc.

Nhu duoc thé hién trén Fig.9 va 10, ché phim 1 thé hién tang 16n hon veé
%HMW va %LMW nhu duoc so sanh véi ché phdm 2. Ngoai ra, ché phim 1 thé
hién gidm % monome 16n hon nhu so vé6i ché pham 2. Do d6, DTPA (ché pham
2) lam giam %HMW va %LMW va do do cai thién su két tu ciia khang thé khéng
RSV DP.

67



43054 68/106

Vidu6
Bé6 sung chat chelat héa vao ché pham khdng thé khang RSV dé cai thién d6 on
dinh héa hoc cia khéng thé khing RSV

Nghién ctru nay so sanh do 6n dinh héa hoc ctia khang thé khang RSV & 10
mM histidin (d6 pH=6), PS80 0,02%, sucroza 7% v&i su c6 mat hodc Véng mat
cua 50 uM DTPA.

Pé danh gi4 d6 én dinh héa hoc ctia cac ché phdm nay, hai ché pham duoc
lam diy vao cac lo va dugc dua vao 6n dinh & 5°C (46 am mdi truong), 25°C (dd
Am tuong dbi 60%),va 40°C (dd 4m tuong dbi 75%) trong tam tuan dugc bao vé
khéi 4nh sang. Hai ché pham nay dugc cung cap trong vi du 5.

S4c ky trao ddi ion duoc tién hanh dé dénh gia do 6n dinh héa hoc va kiém
soat sw thay ddi vé bién dang bién thé tich dién theo thoi gian. Phuong phdp HPLC
trao ddi ion duoc tién hanh nho st dung cdt Dionex ProPac WCX-10 va dau do
UV & 280 nm. Cac mau dugc pha lodng trong nude dugce tinh ché, va 80 pg duoc
tiém cho viéc phan tich. Pha dong dugc sir dung cho phén tich IEX ctia cdc mau
5n dinh nhiét 13 gradien ctia cac pha dong sau day (pha dong A:20 mM MOPS,
d6 pH =7,2; pha dong B: 50 mM natri phosphat, 60 mM natri clorua pH 8,0). Thtr
nghiém nay dugc tién hanh bang cach st dung gradien pha dong tir 20 mM MOPS,
d6 pH =7,2 dén 50 mM natri phosphat, 60 mM NaCl, pH = 8,0. Viéc do UV dugc
tién hanh & 280 nm.

Dit liéu HP-IEX dé d4nh gid cdc muc cia cic Bién thé axit, % Dinh chinh
va % Bién thé co ban duoc thé hién trong Bang 8. [T0 =thot diém 0; 4W = 4 tuan;
va 8W = 8 tuan]
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Bang 8
% Dién tich dinh c6 thé bao
cao duoc
Tén mau | Téng | Cac bién
Céc bién ,
, dinh | théco
the axit
chinh ban
San pham duoc chat ctia khang thé RSV
‘. 25,18 58,1
doi chimg ¢ T05°C 16,68
San pham duoc chat cia khang thé RSV
. 24,97 58,9
do6i chimg ¢ T05°C 4W5°C 16,10
San pham duoc chat cua khang thé RSV
‘. 28,41 54,1
doi chimg 6 T05°C 4W25°C 17,47
San pham duoc chit ciia khang thé RSV
, 44,06 37,5
do6i chimg 6 T05°C 4W40°C 18,41
San phdm duoc chat cia khang thé RSV
. 24,57 59,0
doi ching ¢ T05°C 8W5°C 16,38
San pham duoc chat cua khéng thé RSV
. 30,62 52,0
do6i chimg ¢ T05°C 8W25°C 17,38
San pham dugc chit ciia khang thé RSV
. 53,49 28,7
do6i ching ¢ T05°C 8W40°C 17,82
San pham duoc chdt cua khang thé
22,96 61,5
khang RSV + DTPA ¢ T05°C 15,54
San pham duoc chdt cua khang thé
23,00 61,8
khang RSV + DTPA ¢ 4W5°C 15,19
San pham duoc chdt cua khang thé
24,32 58,4
khing RSV + DTPA ¢ 4W25°C 17,26
San pham duoc chit cia khang thé
35,11 454
khang RSV + DTPA ¢ 4W40°C 19,47
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% Dién tich dinh c6 thé béo
cao dugc
Tén mau . Téng Céc bién
Céac bién ,
, dinh thé co
thé axit
chinh ban
San pham dugc chit cua khang thé
22,79 61,0
khang RSV + DTPA ¢ 8W5°C 16,25
San pham duogc chit cua khang thé
25,25 56,8
khing RSV + DTPA ¢ 8W25°C 17,95
San phdm dugc chit cua khang thé
40,90 39,2
khang RSV + DTPA ¢ 8W40°C 19,86

Nhu duoc thé hién trong Fig.11, Fig.12 va Fig.13, viéc phan tich HP-TEX
cua cac mau dé xac dinh do 4n dinh hoa hoc da chi ra réng & 5°C, 25°C va 40°C,
ca hai ché phim d thé hién xu huéng theo hudng tang % dinh axit va sau d6 giam
% dinh monome) 1&n dén thoi diém 8 tudn. G 25°C, ca hai ché pham thé hién xu
huéng tuong tw, nhung cé céc thay dbi nhé hon, nhu so v6i 40°C. O 5°C, khong
c6 cac thay doi dang ké quan sat dugc.

Nhu dugc thiy & cac Fig.12 va 13, ché pham 1 the hién tang % dinh axit
16n hon so v6i ché pham 2. Ngoai ra, ché pham 1 thé hién giam % dinh chinh 16n
hon nhur so v6i ché pham 2. Do d6, DTPA (ché pham 2) giam % dinh axit va do
d6 cai thién d6 én dinh héa hoc ctia khang thé khang RSV DP.

Vidu7
BG sung chét chelat héa vao ché phdam khdng thé khdng RSV dé lam gidm sw phdn
huy PS80

Nghién ctru nay so sanh do 6n dinh héa hoc cia PS80 trong khang thé khang
RSV trong 10 mM histidin (pH=6), 0,02% PS80, 7% sucroza vdi sy c6 mat hodc
véng mat ciia 50 uM DTPA. Sy phan hily ctia PS80 thuong dugc quan sat nho su
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bao quan lau dai ciia cdc mAb va tién hanh thi nghiém dé xac dinh néu DTPA

tuwong thich hop vé1 PS80.
Pé danh gia d6 én dinh héa hoc clia PS80 trong hai ché pham nay, hai ché

pham nay dugc lam day vao lo va dugc dua vao 6n dinh 65 °C (d6 am moi truong),

25° C (d6 4m twong dbi 60%), va 40°C (d6 4m twong dbi 75%) trong tdm tudn

duoc bao vé v6i anh sang. Hai ché pham nay duoc cung cap trong vi du 5.

Céac két qua trong Bang 9 thé hién cac bién dang suy giam tuwong tu clia

PS80 déi vi ca hai ché phim. Fig.14 13 hinh v& thé hién % phén huy PS80 &

40°C. % phan hity nhé hon mot chiit doi véi ché phdm 2 (v6i sy c6 mat cua
DTPA). Do dé, DTPA c¢6 thé bao vé chong lai su phan hiy PS80 va hai té dugce
nay (DTPA va PS80) tuong hop 1An nhau. [T0 =thdi diém 0; 4W = 4 tudn; va 8W

= § tuan]

Bang 9

Tén mau

Nong do PS80

San pham dugc chit ctia khang thé RSV
d6i chimg & T05°C

0,28

San phim duoc chat cia khang thé RSV
d6i chung & T05°C 4W5°C

0,27

San pham dugc chit cia khang thé RSV
d6i chung & T05°C 4W25°C

0,21

San pham dugc chit cta khang thé RSV
d6i ching & T05°C 4W40°C

0,19

San phim duoc chat cia khang thé RSV
d6i chung & T05°C 8W5°C

0,25

San phim duoc chét cla khang the RSV
d6i chimg & T05°C 8W25°C

0,18

San pham duoc chit ctia khang thé khang
RSV dbi chung® & T05°C 8W40°C

0,16
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Tén mau Nong d6 PS80
San pham dugc chat ctia khang thé khéng 0.25
RSV + DTPA & T05°C
San phdm duoc chat ctia khang thé khang 0.23
RSV + DTPA & 4W5°C
San phdm duoc chat ciia khang thé khang 019
RSV + DTPA & 4W25°C
San pham duoc chit ctia khang thé khéng
RSV + DTPA & 4W40°C o1
San pham dugc chit cta khang thé khang 0.3
RSV + DTPA & 8W5°C
San pham duoc chit ctia khang thé khang 0.16
RSV + DTPA & 8W25°C
San pham dugc chét cta khang thé khéng 0.16
RSV + DTPA & §W40°C

Vidu8 |
Tdang cac nong do ta dwoc dé lam giam do nhét va duy tri do én dinh

Dé danh gia anh huéng cla ndng do duge ting cla cac ta duge dé 1am giam
d6 nhot, khang thé khang RSV dugc phéi ché & hai ndng do khac nhau (khoang
200 mg/ml va 154 mg/mL) vao bén ché pham khac nhau: ché pham th nhét 1a
10mM histidin, 7% sucroza va 0,02% PS80, pH=6, va ba ché phim bd sung nong
d6 t& dugc cao: 70mM histidin (d6i véi tong nong d6 1a 80mM histidin), 70mM
Lysin hodc 70mM Arg.

Dé do d5 nhét ciia bon ché phém nay, cac mau duge nap vao bom tiém 500
ul va d6 nhét duge do (bén 14n voi mdi mAu) ¢ nhiét do phong bang méay do do
nhét MVROC. Céc bd cam bién VROC da phat hién do nhét bang cach do 4p suat
giam do cac mau chay qua cac kénh chay cua by cam bién tai cac vi tri duoc chi
dinh tu dau vao. Po nhdt duoc do 1a ham cta tdc dd truot (do duge theo gidy
nghich dao [S™]). Téc @b truot dugc dung 1a 997 S, Fig.15 13 hinh v& thé hién
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bidu dd thanh so sanh bén ché phim khéc nhau ctia khéng thé khang RSV & cac
ndng d6 tuong Umg cua ching (khoang 200 mg/ml va ¢ 154 mg/mL).

So v6i ché phdm cua 10mM histidin, 7% sucroza va 0,02% PS80, do pH =
6, su bd sung clia cic ndng do cao hon cua histidin, lysin va arginin da thé hién
d6 nhot ting 18n déng k&. Nhu duoc thé hién trén Fig.15, bén ché pham khong the
hién do nhét tang dang ké & ndng do khang thé khang RSV 1a 154 mg/mL. Tuy
nhién, & cac ndng do khang thé khang RSV cao khoang 200mg/mL, cac ché pham
st dung thém 70 mM histidin, 70 mM lysin hodc 70 mM arginin thé hién giam
dang ké do nhét trung binh so v6i ché pham thtr nhit. Khang the khang RSV &
213 mg/mL trong ché phém 1a 10mM histidin, 7% sucroza va 0,02% PS80, d6 pH
= 6 c6 d6 nhdt trung binh 13 64,97 centipoise (cP). Nho stir dung ta dugc b sung
]a 70mM histidin (tdng ndng d6 12 80 mM histidin) da giam d¢ nhét trung binh
cua 204 mg/mL ché phdm khéang thé khang RSV dén 30,85 cP. Nho st dung
70mM lysin lam t4 dugc da lam giam d6 nhét trung binh cua 192 mg/mL ché
pham khang thé khang RSV dén 19,81 cP. Viéc st dung 70mM arginin lam t4
duoc giam dd nhét trung binh cuia 217 mg/mL ché pham khéng thé khang RSV
dén 29,27 cP.

Do 4n dinh cia mdi ché pham trong cac ché phim dugc theo ddi trong thoi
gian 3 thang ¢ 5°C, 25°C va 40°C. Cac mAu duoc danh gia bang sac ky loai trur
kich thuée (SEC) dé tinh sach ma trong d6 xac dinh phan trim monome dugc X4c
dinh, cling nhu cac phan trim cua cac loai trong lugng phén tir cao (HMW) va cac
dinh rira giai mudn (cac loai LMW). Séc ky trao ddi ion dugc tién hanh nhu duge
mb ta trong vi du 6 dé danh gia do n dinh hoa hoc va kiém sodt su thay doi vé
bién dang bién thé tich dién theo thoi gian. Céc gia tri dugc liét ké trong Bang 10

dudi day.
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10mM His
(213mg/mL)

8O0mM His
(204mg/mL)

10mM His,
70mM Lys
(192mg/mL)

10mM His,
70mM Arg
(217mg/mL)

Thang thut 0,
% Monome

(5°C / 25°C / 40°C)

97,2/97,2/97,2

98,0/98,0/98,0

97,7/97,7/97,7

97,6 /97,6 /97,6

Thang tht 0,
% trong lugng phan
th cao

(5°C / 25°C / 40°C)

24/24/24

1,6/1,6/1,6

1,8/1,8/1,8

1,9/19/1,9

Thang thu 0,

% trong lugng phéan
ttr thap

(5°C /25°C/40°C)

0,4/0,4/0,4

0,4/0,4/04

0,5/0,5/0,5

0,5/0,5/0,5

Thang th 3,
% Monome

(5°C /25°C/40°C)

96,9/93,4/26,5

97,7/96,3 /36,8

97,3/62,4/52,2

97,3/94,4/3,8

Théng thu 3,
% trong lugng phéan
tlr cao

(5°C /25°C/40°C)

2,4/4,0/44,2

1,6 /2,4/40,3

1,9/34,6 /37,2

1,9/2,5/65,4

Thang thi 3,
% trong luong phan
tlr cao

(5°C / 25°C / 40°C)

0,7/2,6/29,3

0,7/1,3/229

0,8/3,1/10,6

0,8/3,1/30,9

So vé6i ché pham ctia 10mM histidin, 7% sucroza va 0,02% PS80, pH=6, viéc bd

sung cac nong do cao hon cta histidin, lysin va arginin khong dan dén viéc tang

dang ké cac loai trong lugng phan tir cao hodc céc loai trong luong phén tir thap,

va khong dan dén giam dang ké phan tram monome.
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Yéu ciu bao ho

1. Ché pham khéng thé khéng virut hop bao hd hip (RSV) bao gom:

a) khang thé khang RSV ho#c manh gin két khang nguyén cua né nim trong
khoang tir khoang 50 mg/mL dén khoang 250 mg/mL, bao gbm céc ving quyét
dinh bb thé (CDR) ¢6 céc trinh tyr axit amin: SEQ ID NO: 1 (chudi nang CDR 1),
SEQ ID NO: 2 (chudi ning CDR 2), SEQ ID NO: 3 (chudi ning CDR 3), SEQ ID
NO: 4 (chudi nhe CDR 1), SEQ ID NO: 5 (chudi nhe CDR 2), va SEQ ID NO: 6
(chudi nhe CDR 3);

b) histidin nam trong khoang tir khoang 5 mM dén khoang 20 mM,;

¢) sucroza nam trong khoang tlr khoang 4% dén khoang 8% (khbi luong/thé tich);
d) L-arginin hodc mubi duoc dung ciia L-arginin 12 khoang 70 mM,

e) polysorbat 80 nam trong khoang tir khoang 0,01% dén khoang 0,10% (khoi
luong/thé tich).

2. Ché phém khang thé khang virut hop bao ho hép theo diém 1, ché pham nay
chira khang thé khang RSV hodc manh gan két khéang nguyén cta nd ndm trong
khoang tlir khoang 125 mg/mL dén khoang 175 mg/mL.

3. Ché pham khang thé khang virut hop bao ho hép theo diém 1, ché pham nay
chtra khoang 150 mg/ml khang thé khang RSV ho#c méanh gan két khang nguyén

cua no.

4. Ché pham khang thé khang virut hop bao ho hép theo diém 1, ché pham nay
chtra nim trong khoéang tir khoang 150 mg/mL dén khoang 200 mg/mL khang thé
khang RSV hodc manh gin két khang nguyén ctia no.

5. Ché phm khang thé khang virut hop bio ho hép theo diém 1, ché pham nay
chtra khoang 175 mg/ml khang thé khang RSV ho#c manh gan két khang nguyén
ctia no.
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6. Ché pham khang thé khang virut hop bao hd hép theo diém 1, ché pham nay
chtra khang thé khang RSV hodc manh gan két khang nguyén ctia né nim trong
khoang tir khoang 175 mg/mL dén khoang 225 mg/mL.

7. Ché pham khang thé khéng virut hop bao hd hép theo diém 1, che pham nay
chtra khoang 200 mg/ml khang thé khang RSV hodc méanh ghn két khang nguyén

cua no.

8. Ché pham khéng thé khang virut hgp bao hd hép theo diém 1, ché phdm nay
con chira dietylentriamin pentaaxetat (DTPA) nam trong khoang tr khoang 25
dén khoang 75 pM.

9. Ché phém khang thé khéng virut hop bao hd hép theo diém 1, ché pham nay

con chtra L-methionin ndm trong khoang tir khoang 1 mM dén khoang 20 mM.

10. Ché phim khang thé khang virut hop bao ho hap theo diém bat ky trong 56
cac didm tir 1 dén 9, trong d6 do pH 1a tir 5,5 dén 6,5.

11. Ché pham khang thé khang virut hop bao ho hép theo diém bét ky trong sb
cac diém tir 1 dén 10, trong d6 do pH 14 6,0.

12. Ché phim khang thé khang virut hop bao hé hp theo diém bét ky trong s6
cac diém tlr tir 1 dén 11, trong d6 khéang thé khang RSV bao gdm ving bién dbi
chudi nang c6 trinh ty axit amin SEQ ID NO: 7 va vung bién dbi chudi nhe co6

trinh tu axit amin SEQ ID NO: 8.

13. Ché pham khang thé khang virut hop bao ho hép theo diém bét ky trong sb
cac diém tir 1 dén 11, trong d6 khang thé khang RSV bao gbm globulin mién dich
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chudi ning chira trinh tu axit amin dugc néu trong SEQ ID NO: 9 va globulin

mién dich chudi nhe chira trinh ty axit amin dugc néu trong SEQ ID NO: 10.

14. Ché pham khéng thé khang virut hop bao ho hép theo diém bat ky trong sb
cac didm tir 1 dén 11, ché phim nay chira lidu luong ¢b dinh clia khang thé khang
RSV hodc manh gén két khang nguyén cta nd nim trong khoang tir khoang 10
mg dén khoang 150 mg. |

15. Ché pham khang thé khang virut hop bao hod hép theo diém bét ky trong sb
céc didm tir 1 dén 11, ché phim nay chira lidu luong ¢b dinh cta khéng thé khang
RSV hodc manh gén két khang nguyén cta nd nam trong khoang tir khoang 25
mg dén khoang 125 mg.

16. Ché phém khang thé khang virut hop bao hd hap theo diém bat ky trong so
céc diém tir 1 dén 11, ché pham nay chta lidu lugng cb dinh ctia khang thé khang
RSV hodc manh gén két khang nguyén ctia nd ndm trong khoang tir khoang 50
mg dén khoang 100 mg.

17. Ché pham khang thé khang virut hop bao hd hép theo diém bét ky trong sb

cac diém tir 1 dén 11, ché phdm nay chita lidu lugng cb dinh ctia khang thé khang

RSV hodc manh gin két khdng nguyén ctia n6 la khoang 100 mg.
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Ser

Phe

Gly

Val

115

Ser

Gln

Val

Leu

Glu

Met

Thr

20

Tyr

Ser

Gly

Ala

Gln

100

Phe

Val

Trp

Thr

Thr

180

Val

Thr

Ile

Gln

Ser

Thr

Ala

85

Gly

Ile

Val

Lys

Glu

165

Leu

Thr

Gln

Thr

Gln

Leu

Val

70

Tyr

Thr

Phe

Cys

Val

150

Gln

Ser

His

Ser

Cys

Lys

Glu

55

Phe

Tyr

Arg

Pro

Leu

135

Asp

Asp

Lys

Gln

Pro

Arg

Pro

40

Thr

Thr

Cys

Leu

Pro

120

Leu

Asn

Ser

Ala

Gly
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Ser

Thr

25

Gly

Gly

Leu

Gln

Glu

105

Ser

Asn

Ala

Lys

Asp

185

Leu

Ser

10

Ser

Lys

Val

Thr

Gln

90

Ile

Asp

Asn

Leu

Asp

170

Tyr

Ser

Leu

Gln

Ala

Pro

Ile

75

Phe

Lys

Glu

Phe

Gln

155

Ser

Glu

Ser

Ser

Asp

Pro

Ser

60

Ser

Leu

Arg

Gln

Tyr

140

Ser

Thr

Lys

Pro

Ala

Val

Lys

45

Arg

Ser

Asp

Thr

Leu

125

Pro

Gly

Tyr

His

Val

Ser

Arg

30

Leu

Phe

Leu

Phe

Val

110

Lys

Arg

Asn

Ser

Lys

190

Thr

Val

15

Gly

Leu

Ser

Gln

Pro

95

Ala

Ser

Glu

Ser

Leu

175

Val

Lys

Gly

Ala

Ile

Gly

Pro

80

Phe

Ala

Gly

Ala

Gln

160

Ser

Tyr

Ser
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