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Linh vuc k§ thuat dwoc dé cap

N6i chung, cac phuong 4n cua sang ché dé cap dén ché pham chia protein dung
hop thu thé VEGF véi n(‘Sng dd cao thich hop dé sir dung cho mét. Cu thé hon, cac
phuong 4n cia sang ché dé cap dén ché phdm duoc dang 1ong dé st dung trong thiy
tinh thé, trong d6 ché pham nay chira protein dung hop thu thé VEGF véi ndng do cao
hon 40 mg/ml, va ¢6 hiéu luc, tinh 6n dinh, d6 nhét va d6 pH dugc dung.

Tinh trang ky thuit ciia sing ché

Su phat trién ché pham dang 16ng hitu ich trong didu tri doi héi su két hop cla
céc thanh phan véi luong khac nhau dé tao ra su gidi phong 6n dinh va c6 chiic ning
cho duoc chét quan tAm. Didu nay dic biét ding khi duoc chét 14 protein, va ngoai ra,
1a khang thé. C4c ché phim chira khang thé tao ra thach thtrc 1au dai cho c4c nha phat
trién va san xuit thudc, do hoat tinh va viéc st dung khang thé thuong can ¢6 hiéu lyc,
néng do mol/kg nudc dung dich, tinh 6n dinh cua protein, do nhét, va @6 pH thich hop
v& mit dugc dung. Céc thach thirc ndy cang gia ting khi khéng thé c6 mit véi ndéng do
cao hon trong ché phém, vi du, cao hon tir 20 dén 40 mg/ml, 1a néng dd caa phén 16n
khang thé c6 ban trén thi trudng duge pham.

Céac ché phdm chira khang thé véi ndng dd cao hon cho phép thdi gian tiém
ngén hon, thé tich tiém nhé hon, tin suét sir dung khéng thé it hon, va tinh hitu dyung
khi san xuét va bao quan hiéu qua hon. Tuy nhién, nhu di néu trén day, ndng d6 cua
khang thé hodc protein cang cao, cang kho duy tri hoat tinh va cac thong sb giai phong
thich hop ctia ché phém. Cu thé, cac ché phdm chira khang thé va protein ndng d6 cao
thuong ¢6 mirc do két tu va d6 nhét ciia protein gia ting, didu nay dan dén lam giam
hiéﬁ luc chung cta khang thé hodc protein, va tinh 4n dinh khi san xuét thép hon va
tinh dn dinh khi bao quan kém hon. Do cac vin dé lién quan dén ché phdm chua
protein hodc khang thé ndng do cao, rét it ché phim dugc dung nhu vay duogc phat
tridn. Can tao ra cac ché phim chira khang thé va protein v6i ndng do cao, c6 tinh 6n

dinh cao, ché phdm nay c6 hiéu lyc, tinh n dinh, d6 nhét, ndng dd mol/kg nudc dung
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dich va d6 pH thich hgp.

Mot loai protein trong ché phdm véi ndng d6 cao nhu vy 1a protein dung hop
thy thé yéu td sinh truéng ndi mo mach (vascular endothelial growth factor: VEGF).
Cac protein dung hgp thu th8 VEGF dugc st dung dé phong bé chiic ning ctia VEGF
trong nhidu ché phdm dung cho mét, vi du, EYLEA® (Regeneron Pharmaceuticals,
Inc.). Cac ché phim chira protein dung hop thu thé VEGF ndng d6 cao c6 thé cho phép
thoi gian tiém vao mit ngin hon, thé tich tiém nhé hon, s6 1an tiém trong mdi lidu
trinh st dung c6 thé it hon va viéc san xuét va bao quan hiéu qua hon.

Sang ché nhim khac phyc mdt hodc nhiéu van dé da ban ludn trén déy.

Ban chit ky thuit ciia sang ché

Céc phuong an khac nhau duge mo ta & diy @& cap dén ché phim chtra protein
ndng do cao (vi du, ché phém thich hop dé st dung trong thity tinh thé), va cu thé 1a
cac ché phdm chira protein dung hop thu thé yéu t6 sinh truéng ndi mdé mach (VEGF)
ndng d6 cao. Cac ché phim chira protein dung hop thy thé VEGF ndng dd cao tao ra
nhidu loi ich v& didu tri va kinh t&, bao gdm hiéu luc dugc dung, tinh én dinh khi san
xuét va bao quan trong thoi gian dai, va d§ nhét va do pH thich hop v6i viée ti€ém vao
mit. Cac ché phdm chira protein dung hop thu thé VEGF ndng do cao cling cho phép
thé tich st dung cho mét duogc giam di, loi ich vé viéc tranh duoc cic tdc dung khdng
mong mudn d6i v6i thé tich han ché cua mit.

Céc phuong &n cua sang ché d& xuit ché phim chia protein dung hop thy thé
VEGF, chét dém, chit én dinh nhiét, chat 1am giam d6 nhot, va chit hoat dong bé mat.
Theo céc phuong 4n khac, ché phim nay khéng chira chét 1am giam do nhét. Cac ché
phdm cua sang ché c6 do pH va d6 nhét thich hop ding dé tiém, va cu thé 13 tiém vao
mit dé diéu tri.

Theo m{t phuong 4n cia sang ché, sang ché d& xuit ché phim duoc chira
protein dung hop thu thé VEGF vé6i ndng d6 it nhat 41 mg/ml hoic ndng do chua liéu
don ctia protein dung hgp thu thé VEGF (duoc ban luan & day) trong thé tich nhé hon
khoang 100pl, nhé hon khoéng 50ul, khoang 50pl, khoang 57pl, khoang 60ul, khoang
70ul, hodc khoang 75ul, cia chit dém, tuy y, chit dn dinh nhiét va/hodc chit 1am giam
d6 nhét, va chét hoat dong bé mit, trong d6 ché phim nay c6 o6 pH nim trong khoang
tir khoang 5,0 dén khoang 6,8 (vi dy, 5,8).
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Theo mot phuong an cia sang ché, ndng dd cuia protein dung hgp thu thé VEGF
bang khoang 30 mg/ml, 60 mg/ml, 114 mg/ml, 120 mg/ml hodc 140 mg/ml.

Theo mo{t phuong 4n cua sang ché, chit hoat dong bé& mat c6 thé 13 chit hoat
dong bé mit khong ion (vi dy, véi ndng d6 nim trong khoang tr khoang 0,02% dén
khoang 0,1%; hodc bﬁng khoang 0,03% (trong luc_mg/thé tich)). Theo mot phuong an
cta sang ché, chét hoat dong bé mit 13 chit hoat dong bé mit khong ion c6 gbc
polyoxyetylen, vi dy, polysorbat 20 (PS20), polysorbat 80 (PS80), poloxame 188,
polyetylen glycol 3350 hogc hdn hgp cia chung.

Theo mot phuong 4n cia sang ché, chat dém 1a chét dém trén co s& histidin (vi
dy, 10mM ho#c 20mM), nhu histidin, histidin HCI hodc histidin axetat; chét dém trén
co s& phosphat, nhu natri phosphat (vi du, 10mM); chit dém trén co s& axetat, nhu
natri axetat va axit axetic, hodc chit dém trén co s& xitrat, nhu natri xitrat hodic axit
xitric. Theo m{t phuong 4n cua sang ché, néu chét dém 13 chit dém phosphat, 4o pH
nim trong khoang tr khoang 5,7 dén khoang 8,0, tir khoang 5,8 dén khoang 8,0, tlr
khoang 5,7 dén khoang 7,0, tir khoang 5,8 dén khoang 7,0, tir khodng 5,9 dén khoang
7,0 hodc tir khoang 6,0 dén khoang 7,0; néu chit dém 1a chit dém histidin, d6 pH nim
trong khoang tur khoang 5,5 dén khoang 6,5; néu chéat dém 13 chéit dém xitrat, do pH
nam trong khoang tir khoang 3,0 dén khoang 6,2 hodc tir khoang 5,0 dén khoang 6,0;
néu chit dém 1a cht dém axetat, @ pH ndm trong khoang tir khoang 3,7 dén khoang
5,6 hodc tir khoang 5,0 dén khoang 6,0.

Theo mot phuong 4n cua sang ché, chét 6n dinh nhiét 1a dudng, nhu sucroza (vi
du, v&i ndng do khoang 2,5%, 5% hodic 8%, 10% hodc 20% (trong luong/thé tich), vi
du, nim trong khoang tir khoang 2 dén 20%), manitol, sorbitol, hodc trehaloza; L-
prolin (vi du, véi ndng dd khoang 2%, 3% hoic 4% (trong lwong/thé tich)); glyxin (vi
du, v&i ndng d6 khoang 50mM), glyxerol, taurin (vi du, véi ndng do khoang 50mM)
hodc axit propan sulfonic (vi du, v6i ndng d6 khoang 50mM) hodc t8 hop bt ky cla
céc hop chét trén day.

Theo mdt sb phuong 4n cia sang ché, ché pham dugc theo sang ché chura chit
1am gidm d6 nhét, vi dy, arginin hydroclorua (vi dy, L-arginin monohydroclorua) (vi
du, néng d6 50mM), lysin, natri clorua (vi du, néng d6 40mM hodc 50mM), hodc
magie clorua. Ngoai ra, theo cdc phuong an khac, ché phim ciia sing ché loai trir cu

thé ghn nhu toan bd, néu khong phai 12 toan b, cac chét lam gidm do nhat.
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Theo mé6t phuong an cia sang ché, ché phdm dugc theo sang ché chira, bao
gdm hodc chit yéu bao gbém céc thanh phan véi ty 1& nhu trong ché phim bét ky trong
sb cac ché phdm tir A dén KKKK nhu dwgc néu trong ban md ta nay.

Theo céc khia canh cua sang ché, ché phdm dugc theo séng ché c6 thé chia
protein dung hop thu thé VEGF (vi du, aflibercept hodic conbercept) vdi ndng d6 nim
trong khoang tir khoang 41 mg/ml dén khoang 275 mg/ml, tir khoang 80 mg/ml dén
khoang 275 mg/ml, tir khoang 140 mg/ml dén khoang 150 mg/ml, tir khoang 140
mg/ml dén khoang 159 hodc 160 mg/ml; bao gbm ca khoang 60 mg/ml, khoang 80
mg/ml, khoang 100 mg/ml, khoang 113,3 mg/ml, khoang 114,3 mg/ml, khoang 120
mg/ml, khoang 133,3 mg/ml, khoang 140 mg/ml, khoang 150 mg/ml, khoang 200
mg/ml hoic khoang 250 mg/ml. Theo mdt phuong an cia sang ché, ché phdm chira
protein dung hop thu thd VEGF véi ndng d6 khoang 40 mg/ml.

Mot sb khia canh cua ché phém duoc theo sang ché chira chit 6n dinh nhiét véi
ndng d6 ndm trong khoang tir khoang 2% (trong lwong/thé tich) dén khoang 9% (trong
luong/thé tich) hodc tir khoang 4% (trong lwgng/thé tich) dén khoang 9% (trong
lwgng/thé tich), véi didu kién 1 khi chét 6n dinh nhiét 1a taurin hofic axit propan
sulfonic, chat 6n dinh nay c6 mat voi ndng d6 ndm trong khoéang tir khoang 25mM dén
khoang 100mM, chét hoat dong bé mit c6 mit voi ndng d6 nim trong khoang tir
khoang 0,02% (trong lwgng/thé tich) dén khoang 0,1% (trong lwong/thé tich) (vi dy,
khoang 0,03%), va chit dém c6 mit véi ndng do nam trong khoang tir khoang 5SmM
dén khoang 15mM.

Protein dung hop thu thé VEGF c6 thé c6 céc dic diém, vi du:

e dugc ma hoa b%mg trinh tuy axit nucleic néu trong SEQ ID NO: 1 hodc cac
nucleotit tir 79 dén 1374 hoic tir 79 dén 1371 ¢6 trinh tu néu trong SEQ ID NO:

L

e chira c4c axit amin c6 trinh tuy néu trong SEQ ID NO: 2 hodc céc axit amin tur

27 dén 457 hoic tir 27 dén 458 ¢6 trinh tu néu trong SEQ ID NO: 2;

e chua:

(1) thanh phin VEGFR1 bao gdm céc axit amin tir 27 dén 129 c6 trinh tw néu

trong SEQ ID NO: 2;

(2) thanh phdn VEGFR2 bao gdm céc axit amin tir 130 dén 231 c6 trinh ty néu

trong SEQ ID NO: 2;
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(3) thanh phan multime héa ("FcAC1(a)") bao gdm cac axit amin tir 232 dén
457 hodc 458 c6 trinh ty néu trong SEQ ID NO: 2 (cic axit amin & d4u tan cling
C cua trinh tw SEQ ID NO: 2, nghia 1a K458, ¢6 thé dugc dua vao hoic khong
duoc dua vao protein dung hgp thu thé VEGF). Cin luu ¥ ring cic axit amin tir
1 dén 26 c6 trinh ty néu trong SEQ ID NO: 2 1a trinh ty tin hiéu;

e chita mién teong tu globin mién dich (Ig) 2 cua thu thé VEGF thir nhét (vi du,
VEGFR1) va mién Ig 3 cta thy thé VEGF th@ hai (vi du, VEGFR2), tlly ¥ con
bao gdm mién Ig 4 ciia thy thé VEGF tht hai (vi dy, VEGFR2) va thanh phén
multime héa (vi du, mién Fc cta IgG);

e 1a conbercept; hodc

e la aflibercept.

VEGF Trap
atggtcagctactgggacaccggggtcctgetgtgegegetgceteagetgtetgettcte
acaggatctagttccggaagtgataccggtagacctttcgtagagatgtacagtgaaate
cccgaaattatacacatgactgaaggaagggagctegtcattecetgecgggttacgica
cctaacatcactgttactttaaaaaagtttccacttgacactttgatccctgatggaaaa
cgcataatctgggacagtagaaagggcttcatcatatcaaatgcaacgtacaaagaaata
gggcttctgacctgtgaagcaacagtcaatgggcatttgtataagacaaactatctcaca
catcgacaaaccaatacaatcatagatgtggttctgagtcegtctcatggaattgaacta
tctgttggagaaaagcttgtcttaaattgtacagcaagaactgaactaaatgtggggatt
gacttcaactgggaatacccttcttcgaagcatcagcataagaaacttgtaaaccgagac
ctaaaaacccagtctgggagtgagatgaagaaatttttgagcaccttaactatagatggt
gtaacccggagtgaccaaggattgtacacctgtgcagceatccagtgggcetgatgaccaag
aagaacagcacatttgtcagggtccatgaaaaggacaaaactcacacatgeccaccgtge
ccagcacctgaactcetggggggaccgtcagtcttcetettccccccaaaacccaaggac
accctcatgatctcccggacceectgaggtcacatgegtggtggtggacgtgagecacgaa
gaccctgaggtcaagttcaactggtacgtggacggegtggaggtgcataatgecaagaca |
aagccgegggaggagceagtacaacageacgtacegtgtggtcagegtectcaccgtectg
caccaggactggctgaatggcaaggagtacaagtgcaaggtctccaacaaageccteeca
gcecccatcgagaaaaccatctccaaagecaaagggeageeccgagaaccacaggigtac
accctgececcatcecgggatgagetgaccaagaaccaggtcagectgacctgectggic

aaaggcttctatcccagegacatcgecgtggagtgggagageaatgggeagecggagaac
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aactacaagaccacgcctccegtgetggactcegacggetectteticeictacageaag
ctcaccgtggacaagagcaggtggcagcaggggaacgtcttctcatgctccgtgatgcat
gaggctctgcacaaccactacacgcagaagagcctctccctgtctccgggtaaatga
(SEQID NO: 1)

MVSYWDTGVLLCALLSCLLLTGSSSGSDTGRPFVEMY SEIPEITHMTEGRELVI
PCRVTSPNITVTLKKFPLDTLIPDGKRIIWDSRKGFIISNATYKEIGLLTCEATVN
GHLYKTNYLTHRQTNTIIDVVLSPSHGIELSVGEKLVLNCTARTELNVGIDFNW
EYPSSKHQHKKLVNRDLKTQSGSEMKKFLSTLTIDGVTRSDQGLYTCAASSGL
MTKKNSTFVR VHEKDK THTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVT
CVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQ
DWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEK TISKAKGQPREPQVYTLPPSRDELTKNQVS
LTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRW
QQGNVFSCSVMHEALHNHY TQKSLSLSPGK
(SEQID NO: 2)

Céc axit amin tir 1 @én 26 = Trinh ty tin hiéu

Céc axit amin tir 27 dén 129 = F1t1-D2 (VEGFR1-D2)

Céc axit amin tr 130 dén 231 = F1k1-D3 (VEGFR2-D3)

Céc axit amin tir 232 dén 458 = FcAC1

Theo phuong an khic cta sang ché, sang ché d& xuht dd chira dé dung dung
dich nudc chiia chit dém dugc dung voi ndéng d6 nam trong khoang tr khoang 5SmM
dén khoang 25mM, chét dn dinh nhiét dugc dung vai ndng do ndm trong khoang tir
khodng 4% (trong luong/thé tich) dén khoang 9% (trong lugng/thé tich), chat hoat
dong bé mit duoc dung véi néng d6 nam trong khoang tir khoang 0,02% (trong
lwong/thé tich) dén khoang 0,1% (trong luong/thé tich), va protein dung hop thu thé
VEGF v6i ndng d6 nidm trong khoang tir khoang 41 mg/ml dén khoang 275 mg/ml.
Khi chit 8n dinh nhiét chira taurin hodc axit propan sulfonic, taurin hodc axit propan
sulfonic nay c6 mit véi ndng d6 nim trong khoang tir khoang 25mM dén khoang
100mM. Dung dich nuéc c6 46 pH nam trong khoang tir khoang 5,0 dén khoang 6,8,
va ¢6 thé nim trong khoang tir khoang 5,5 dén khoang 6,2 (vi dy, 5,8). Theo mot s6
khia canh, d6 chira 12 1o hoic bom tiém. Theo céc khia canh khac, dung dich nuédc
khong chira mudi vo co. Khi chit én dinh nhiét 12 dudng, dudng ndy c6 thé 1a sucroza,

manitol, sorbitol hodc trehaloza, va c¢6 thé c6 mit véi ndong do nam trong khoang tur
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khodng 4% (trong luong/thé tich) dén 9% (trong luong/thé tich); chat hoat dong bé
mit c6 thé 12 chat hoat dong bé mit khong ion, va ¢ thé chira gbc polyoxyetylen, nhu
polysorbat 20, polysorbat 80, poloxame 188, hodc polyetylen glycol 3350, voi ndéng do
nam trong khoang tir khoang 0,02% dén khoang 0,1% trong lugng theo thé tich (trong
lugng/thé tich), va thong thwong hon 13 ndm trong khoang tir 0,02% dén khoang
0,04% (trong lwong/thé tich). Theo mdt phuong n cia sang ché, protein dung hop thy
th8 VEGF dugc ma hoa bang trinh tu axit nucleic néu trong SEQ ID NO: 1 hodc cac
nucleotit tir 79 dén 1374 hoic tir 79 dén 1371 ¢6 trinh tw néu trong SEQ ID NO: 1; bao
gdm céc axit amin c6 trinh ty néu trong SEQ ID NO: 2 hogc céc axit amin tir 27 dén
457 hodc tir 27 dén 458 c6 trinh ty néu trong SEQ ID NO: 2; chira (1) thanh phin
VEGFRI1 bao gbém céac axit amin tir 27 dén 129 c6 trinh tu néu trong SEQ ID NO: 2;
(2) thanh phdn VEGFR2 bao gbm cic axit amin tir 130 dén 231 ¢6 trinh ty néu trong
SEQ ID NO: 2; va (3) thanh phan multime héa ("FcAC1(a)") bao gbm c4c axit amin tir
232 dén 457 ¢6 trinh ty néu trong SEQ ID NO: 2 (c4c axit amin & d4u tan cing C cua
trinh tu SEQ ID NO: 2, nghia 1a K458, ¢6 thé dugc dua vao hoic khong duge dua vao
protein dung hop thu thé VEGF); bao gdbm mién tuong ty globin mién dich (Ig) 2 cua
thu thé VEGF thtt nhit (vi dy, VEGFR1) va mién Ig 3 cla thy thé VEGF tht hai (vi
du, VEGFR?), tlly y con bao gdm mién Ig 4 cla thu thé VEGF tht hai (vi du,
VEGFR2) va thanh phan multime héa (vi du, mién Fc cua IgG); 1a conbercept hodc 1a
aflibercept.

Theo cac phuong an khac nita, sang ché d& xuét ché phim duoc chira protein
dung hop thu thé VEGF trong chét dan thudc dang 16ng, trong d6 chét din thudc dang
l6ng ndy 6 dd nhét nim trong khoang tir khoang 10 cP dén khoang 15 ¢P & nhiét do
20°C, théng thuong hon la ndm trong khoang tir khoang 10 cP dén khoang 13 cP &
nhiét dd 20°C, va thong thuong nhét 12 nam trong khoang tir khoang 11 cP dén khoang
12 ¢P & nhiét do6 20°C (vi du, khoang 6,0, 7,3, 11,5 hodc 12,0 cP & nhiét d6 20°C).
Theo mot phuong 4n cia sang ché, do nhét ndm trong khoang tr khoang 12 cP dén
khoang 15 cP & nhiét dd 20°C. Do pH cta ché phdm c6 thé nim trong khoang tir
khoang 5,8 dén khoang 6,5 (vi du, khoang 5,8). Trong mét sb trudong hop, ché phim
nay khong chira chét 1am giam d9 nhét, vi du, khdng chia arginin hydroclorua, lysin,
natri clorua, hodc magie clorua. Trong cic truong hop khac, ché phdm niy chira

histidin hydroclorua 10mM hogc histidin-axetat 10mM. Puong cé thé 1a dudng
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sucroza, manitol, sorbitol ho#c trehaloza, va cé thé c6 mit voi n6ng do nim trong
khoang tir khoang 4% (trong lwong/thé tich) dén 9% (trong lwong/thé tich) (vi du,
khoang 5%); chit hoat dong bé mit c6 thé 12 chit hoat dong bé mit khong ion, va c6
thé bao gdbm gbc polyoxyetylen, nhu polysorbat 20, polysorbat 80, poloxame 188,
ho#c polyetylen glycol 3350, vé6i ndng d6 ndm trong khoang tir khoang 0,02% dén
khoang 0,1% trong luong theo thé tich (trong lwong/thé tich), va thong thudng hon 12
ndm trong khodng tir 0,02% dén khoang 0,04% (trong lugng/thé tich) (vi du, 0,03%).
Ngoai ra, ché phém ¢6 thé con chtra chit 6n dinh nhiét dugc chon tir taurin hodc axit
propan sulfonic v6i ndng dd nam trong khoang tr khoang 25mM dén khoang 100mM,
va thong thudng hon 13 ndm trong khodng tir khoang 50mM dén khoang 70mM. Theo
mdt phuong 4n cua sang ché, ché phdm chira protein dung hop thy thé VEGF, nhu
aflibercept, (vi du, véi ndng dd nim trong khoang 41 dén 275 mg/ml, khoang 50
mg/ml, khoang 100 mg/ml, khoang 115 mg/ml, khoang 125 mg/ml, khoang 150
mg/ml, khoang 200 mg/ml hodc ndng do bt ky trong s6 cac ndng dd “cao” dugc ban
ludn & day), chit dém trén co sé histidin véi néng d0 khoang 10mM, sucroza v6i néng
d6 khoang 5% (trong lwong/thé tich), chit hoat dong bé mit khong ion v6i ndng dd
khoang 0,03% (trong lwong/thé tich) nhu polysorbat, vi dy, polysorbat 20, va arginin,
L-arginin hodc L-arginin monohydroclorua véi ndng d6 khoang 50mM, c6 d6 pH béng
khoang 5,8. Theo mdt phuong 4n cua sang ché, protein dung hop thu thé VEGF dugc
ma hoéa bing trinh ty axit nucleic néu trong SEQ ID NO: 1 hodc cic nucleotit tir 79
dén 1374 hoic tir 79 dén 1371 ¢6 trinh ty néu trong SEQ ID NO: 1; bao gdm c4c axit
amin c6 trinh tu néu trong SEQ ID NO: 2 hodc c4c axit amin tir 27 dén 457 hoac tir 27
dén 458 c6 trinh tw néu trong SEQ ID NO: 2; chira (1) thanh phin VEGFR1 bao gdm
cac axit amin tir 27 dén 129 c6 trinh tw néu trong SEQ ID NO: 2; (2) thanh phén
VEGFR2 bao gdm céc axit amin tir 130 dén 231 ¢6 trinh t néu trong SEQ ID NO: 2;
va (3) thanh phan multime héa ("FcAC1(a)") bao gdm céc axit amin tr 232 dén 457 c6
trinh tu néu trong SEQ ID NO: 2 (c4c axit amin & déu tan cung C ciia trinh ty SEQ ID
NO: 2, nghia 1a K458, c6 thé dugc dua vao hoic khdng dugc dua vao cac protein dung
hop thu thé VEGF); chira mién twong tw globin mién dich (Ig) 2 cta thy thé VEGF thir
nhét (vi du, VEGFR1) va mién Ig 3 ctia thu thé VEGF tht hai (vi du, VEGFR2), tily y
con bao gdm mién Ig 4 cla thu thé VEGF tht hai (vi duy, VEGFR2) va thanh phan

multime héa (vi dy, mién Fc ctia IgG); 1a conbercept hodc 12 aflibercept.
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Theo phuwong an khéc nita, sang ché @& xuét ché phim dugc chtra protein dung
hop thu thé VEGF véi ndng dd nim trong khoang tir khoang 80 mg/ml dén khoang
275 mg/ml trong chit dém duoc dung. Trong mot sb trudng hop, cic ché phdm duoc
6n dinh cfing c6 thé chira taurin hogc axit propan sulfonic. Céc ché phdm nay c6 thé 6n
dinh & nhiét d6 nim trong khoang tr khoang 2°C dén khoang 8°C trong khoang thoi
gian tur 24 dén 36 thang. Trong mot sb truong hop, protein dung hop thu thé VEGF ¢6
su ting lwong hop chit cé trong lugng phan tir cao ¢ mic nho hon khoang 5%, va
thong thuong hon, su ting luong hop chét c6 trong lwgng phén tir cao & mirc nhd hon
khoang 4,5%, su ting lugng hop chét c¢6 trong luong phén ti¥ cao ¢ muc nhd hon
khoang 4,0%, su ting lugng hop chit c6 trong luong phan ti cao & mic nho hon
khoang 3,5%, su ting lugng hop chét c6 trong lwong phan tir cao & muc nhd hon
khoang 3,0%, su tang luong hop chét c6 trong luong phén tir cao & mic nhd hon
khoang 2,5%, su ting luong hop chét c6 trong lwong phan tr cao & mic nho hon
khoang 2,0 va/hodc su ting luong hop chét c6 trong lwong phén t cao & mic nhd hon
khoang 1,5%, khi dugc bdo quan & cac nhi¢t do nay va trong khoang thoi gian néu
trén. Trong cac trudng hop khéc, protein dung hop thu thé VEGF su ting lugng hop
chét c6 trong lwong phén tir cao & muc nho hon tir 2,0% dén 3,0% khi cac ché phim
duoc bao quan & cac nhiét d) nay va trong khoang thoi gian néu trén.

Céac phuong an & day cling ¢6 thé bao gbém cac ché phim dugc cla séng ché
chia aflibercept, dung dich dém d¢ pH, duong va chit hoat dong bé mit, trong d6
aflibercept c6 mit véi ndng do nam trong khoang tir 41 mg/ml dén khoang 275 mg/ml.
Ngoai ra, cac phuong 4n co thé 1a ché phim dugc dang léng 6n dinh chtra conbercept,
dung dich dém d¢ pH, dudng va chéit hoat dong bé mit, trong d6 conbercept c6 mit
v6i ndng d6 nam trong khoang tir 41 mg/ml dén khoang 275 mg/ml. Cac ché phim
duoc dang 16ng 6n dinh ciing c6 thé chua taurin ho#ic axit propan sulfonic. Theo mot
s6 khia canh, aflibercept hodc conbercept c6 mat véi ndng do bang 80 mg/ml hodc 150
mg/ml. Theo cac khia canh khéc, cac ché phim khong chira mudi vd co, vi du, natri
clorua.

Theo mét sb phuong 4n, séng ché d& cap dén bom tiém vo khuan sao cho cac
bom tiém nay duoc nap sin dung dich nuée cd ndng d6 aflibercept, conbercept bang
80 mg/ml, ndng d6 histidin hydroclorua, histidin axetat hodc natri phosphat bang

10mM, néng do sucroza, manitol, sorbitol hodc trehaloza béng 5% (trong luc_mg/thé
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tich), ndng do polysorbat 20, polysorbat 80, poloxame 188, hodc polyetylen glycol
3350 bang 0,03% (trong lwgng/thé tich), va ndng do natri clorua bang 40mM. Céc khia
canh & ddy bao gdm viéc bd sung thém taurin hodc axit propan sulfonic v6i ndéng do
nim trong khoang tir khoang 25mM dén khoang 100mM, va thong thuong hon 14 tir
khoang 50mM dén khoang 70mM. Theo mdt s6 khia canh, cic bom tiém dugc nap san
dung dich nuéc c6 ndng do aflibercept, conbercept bing 80 mg/ml, ndng do histidin
HCI, histidin axetat ho#c natri phosphat bing 10mM, ndng dd sucroza, manitol,
sorbitol hodic trehaloza bing 8% (trong lwong/thé tich), va ndéng d6 polysorbat 20,
polysorbat 80, poloxame 188, hodc polyetylen glycol 3350 bang 0,03% (trong
lwong/thé tich). Cac khia canh & diy bao gdm viéc bd sung thém taurin hodc axit
propan sulfonic véi ndng d6 nim trong khoang tir khoang 25mM dén khoang 100mM,
va théng thuong hon 1a tir khoang 50mM dén khoang 70mM. Theo c4c khia canh khac
nita, cac bom tiém dugc nap sin dung dich nude c6 ndng do aflibercept, conbercept
bing 150 mg/ml, ndng do histidin hydroclorua, histidin axetat, hodc natri phosphat
bing 10mM, ndng d6 sucroza, manitol, sorbitol hodc trehaloza bang 5% (trong
lwong/thé tich), ndng d polysorbat 20, polysorbat 80, poloxame 188, hogc polyetylen
glycol 3350 bang 0,03% (trong lwong/thé tich) va ndng dd natri clorua bang 40mM,
v6i d6 pH bang khoang 6,2. Céc khia canh & ddy c6 thé bao gdm viéc bb sung thém
taurin ho#c axit propan sulfonic. Theo cdc khia canh khéc nita, cac bom ti€ém dugc nap
sin dung dich nudc c6 ndng do aflibercept, conbercept bang 150 mg/ml, ndéng do
histidin hydroclorua, histidin axetat, hodc natri phosphat bang 10mM, ndng do
sucroza, manitol, sorbitol hodc trehaloza bing 8% (trong lwong/thé tich), va ndng d6
polysorbat 20, polysorbat 80, poloxame 188, hodc polyetylen glycol 3350 bang 0,03%
(trong luong/thé tich), véi do pH bing khoang 6,2 va dung dich nudc nay khong chira
mudi vo co. Cac khia canh c6 thé con bao gdm taurin hodc axit propan sulfonic véi
ndng d6 nim trong khoang tir khodng 25mM dén khoang 100mM, va thong thudng
hon, tir khodng 50mM dén khoang 70mM. Theo céac khia canh khéc nita, cic bom tiém
dugc nap san dung dich nudc co néng do aflibercept hodc conbercept b%mg 150 mg/ml,
ndng do natri axetat ho#ic axit axetic bang 10mM, ndéng do glyxerol bang 5% (trong
luong/thé tich) va ndng do polysorbat 20, polysorbat 80, poloxame 188, hodc
polyetylen glycol 3350 bang 0,03% (trong lwong/thé tich) va ndng do natri clorua bang
40mM, véi do pH b?mg khoang 6,2. Theo cac khia canh khéc nita, cdc bom tiém dugc
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nap san dung dich nudc c6 ndng d6 aflibercept hodc conbercept béng 150 mg/ml, ndng
dd natri axetat hodc axit axetic bing 10mM, ndng dd glyxerol bang 8% (trong
lwong/thé tich), va ndng dd polysorbat 20, polysorbat 80, poloxame 188, hodc
polyetylen glycol 3350 bang 0,03% (trong lwong/thé tich) va ndng dd natri clorua bing
40mM, v6i dd pH bang khoang 6,2.

Sang ché ciing dé xult phuong phap bao ché ché phim bat ky duogc néu & day
bao gdm budc két hop mdi thanh phan clia ché phdm thanh mdt hon hop. Phuong phap
nay co thé bao gf”)m buéde cho ché phém tao thanh vao lo hodc dung cu tiém. Hdn hop
bét ky 14 san phdm ctia phuong phap ndy cling tao thanh mot phén cla séang ché. Vi duy,
cac phuong én ¢ day cling bao gbm céc phwong phép bao ché ché phdm bing cach két
hop chit dém trén co s& histidin, chit dém trén co so xitrat, chit dém trén co s& axetat
hodc chét dém trén co sé phosphat, véi sucroza, polysorbat 20 va protein dung hop thu
thé VEGF; va, tuy y, mot hodc nhiéu thanh phén bd sung, vi dy, nhu dugce ban luén ¢
day. Trong mot s6 trudong hop, ché phim dugc bao ché con chua taurin hodc axit
propan sulfonic, nhung néu khong chira taurin hodc axit propan sulfonic, ché phim
ndy ciing c6 thé khong chira mubi vo co. Theo cac khia canh cia sang ché, sucroza c6
mit voi ndng dd tinh theo trong lwong/thé tich nim trong khoang tir khoang 4% dén
khoang 10%, polysorbat 20 c6 mit véi nbéng do tinh theo trong lwong/thé tich nim
trong khoang tir khoang 0,02% dén khoang 0,1%, va protein dung hgp thy thé c6 mit
v6i ndng d6 nam trong khoang tir khoang 41 mg/ml dén khoang 275 mg/ml. Khi ché
phém chtra taurin hodc axit propan sulfonic, thanh phén nay c6 mat véi néng do, vi du,
ndm trong khoang tir khoang 25mM dén khoang 100mM, nhung ciing c6 thé c6 mit
v6i ndng d6 nim trong khoang tir 50mM dén 70mM. Phuong phép ndy c6 thé bao gbm
bude nap ché pham bao ché dugc voi thé tich dinh trude vao bom tiém vo khudn sao
cho thé tich nay c6 liéu ding ctia protein dung hop thu thé VEGF nim trong khoang tir
0,1Img dén 10mg.

Sang ché ciing mo ta phuong phép st dung ché phdm cia séng ché cho dbi
tuong (vi dy, nguodi), bao gbm budc tiém trong mét (vi du, tiém trong thiy tinh thé)
ché pham nay vao mit cia ddi trgng. Sang ché cling mo ta phuong phap sir dung ché
phim cua séng ché cho dbi twong (vi du, nguoi) bao gbm budc cy thudc ciy trong
thiy tinh thé chira ché phim clia sang ché vao thity tinh thé cta dbi tuong.

Cac phuong &n & day con bao gdm phuong phép didu tri rbi loan & mit do su
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tao mach, vi du, bénh thoai héa diém vang do tudi gia (thé udt), bénh phu diém vang
sau khi tic tinh mach vdng mac, tic tinh mach vdng mac (retinal vein occlusion:
RVO), bénh tic tinh mach véng mac trung tdm (central retinal vein occlusion: CRVO),
bénh tic tinh mach véng mac nhénh (branch retinal vein occlusion: BRVO), bénh phu
didm vang do dai thdo dudng (diabetic macular edema: DME), bénh tan sinh mach ¢
mang mach (choroidal neovascularization: CNV), bénh tan sinh mach & méng mét,
bénh ting nhan 4p tAn mach, tinh trang xo héa sau phau thuat trong bénh tang nhan ap,
bénh vdng mac thiy tinh thé tang sinh (proliferative vitreoretinopathy: PVR), bénh tén
sinh mach & gai thi, bénh tin sinh mach & gidc mac, bénh tan sinh mach & vdng mac,
bénh tin sinh mach & thiy tinh thé, bénh mang mau, bénh mong thit & mét, bénh vdng
mac do mach mau hodc bénh véng mac do déi thdo duong (vi du, bénh vong mac do
dai thao duong thé khong ting sinh va/hodc bénh vong mac do ddi thio dudng thé tang
sinh) & dbi twong can diéu tri bing cach tiém trong mit protein dung hgp thu thé
VEGEF (vi du, aflibercept hodc conbercept) v6i luong it nhét khoang 2mg (vi du, 4mg,
6mg hodc 8mg) vao mét cta dbi tuong can diéu tri, vi du, ché phém bét ky dugc néu &
day. Theo mot phuong 4n cua sang ché, thé tich tiém nhd hon hodc béng 100 microlit
(vi du, 100 microlit, 50 microlit hodc 57 microlit). Phuong phap nay bao gdm budc
tiém qua dudng trong thdy tinh thé dung dich nuéc da tron sén chia protein dung hop
thu thé VEGF véi ndng d6 nim trong khoang tir 41 mg/ml dén khoang 275 mg/ml,
duong dugce dung, chit dém dugc dung, va chéit hoat dong bé mit dugc dung. Céc
phuong phap didu tri bao gbm budc sit duyng dung dich nudc dd tron sdn khong can
pha lodng. Theo céc khia canh cta sang ché, dung dich nuéc da tron sén c6 do pH nam
trong khoang tir khoang 6,0 dén khoang 6,5, va c6 do nhot ndm trong khoang tir
khoéang 10 cP dén 13 cP.

Theo c4c khia canh ctia phuong phap didu tri, protein dung hop thy thé VEGF
chira VEGFR1R2-FcAC1(a) dugc mé hoa bang trinh ty axit nucleic néu trong SEQ ID
NO: 1, chc axit amin tir 27 dén 129 c6 trinh tu néu trong SEQ ID NO: 2, thanh phan
VEGFR2 bao gdm céc axit amin tir 130 dén 231 c6 trinh tw néu trong SEQ ID NO: 2,
hodc thanh phin multime héa bao gdm céc axit amin tir 232 dén 457 c6 trinh tw néu
trong SEQ ID NO: 2, hodc t6 hop bit ky cuia chiing. Theo mt phuong 4n cia sang
ché, protein dung hop thu thé VEGF la aflibercept hodc conbercept.

Céc phuong 4n khdc clia sang ché s& trd nén rd rang khi xem xét phan m6 té chi
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tiét kém theo.

Mo ta van tat cac hinh vé

Céc khia canh, ddu hiéu va wu diém néu trén va cac khia canh, du higu va uu
diém khac ctia cac phuong 4n duge bdc 10 & ddy s& trd nén rd rang hon dbi v6i nguoi
c6 hidu biét trung binh trong linh vuc nay dya vao céc hinh vé kém theo.

Fig.1A 1a bidu dd x4c dinh tinh 4n dinh cta protein dung hop thu thé VEGF
(aflibercept) trong bbn ché phdm khac nhau (B, H, D va G) trong khoang thoi gian 36
thang & nhiét d6 nim trong khoang tir 2°C dén 8°C. Tinh 6n dinh cta protein dung hop
thu thé VEGF dugc thir nghiém bang cach sir dung phuong phap sic ky 16ng siéu hiéu
nang loai trir theo kich c& (size-exclusion ultra-performance liquid chromatography:
SE-UPLC) dé x4c dinh su tao ra cac hop chét c6 trong lugng phan t cao (high
molecular weight: HMW) (mot dAu hiéu cua sy thoai bién protein).

Fig.1B ciing 12 biéu dd x4c dinh d6 dn dinh cta protein dung hgp thu thé VEGF
(aflibercept) trong bbn ché pham (B, H, D va G) trong khoang thoi gian 36 thang &
nhiét d6 nim trong khoang tir 2°C dén 8°C. Tinh n dinh ciia protein dung hop thu thé
VEGF duoc thir nghiém bing cach st dung phuong phéap SE-UPLC dé x4c dinh ty 18
9ﬁcﬁacéchqpchétchﬁﬂ1&ongrn5ichéphénL

Fig.1C la biéu @b cot thé hién muc @6 tao ra céc bién thé mang dién tich cua
protein dung hop thy th8 VEGF trong bén ché pham (B, H, D va G) trong khoang thoi
gian 36 thang & nhiét do nim trong khoang tir 2°C dén 8°C. Ham lugng cua céc hop
chét c6 tinh axit dugc thtt nghiém khi san xuét (0,0), 12 thang, 24 thdng va 36 thang
bing cach st dung phuong phép hoi tu déng dién mao quin bang hinh anh (imaged
capillary isoelectric focusing: iCIEF).

Fig.1D 1a bidu @b cot thé hién muc do tao ra cac bién thé mang dién tich cua
protein dung hop thu th8 VEGF trong bbn ché phdm (B, H, D va G) trong khoang thoi
gian 36 thdng & nhiét do nam trong khoang tir 2°C dén 8°C. Viéc x4c dinh céc hop
chét chinh duogc tht nghiém & thoi diém san xuét (0,0), 12 théng, 24 thang va 36 thang
bing cach sir dung phuong phép iCIEF.

Fig.2A 12 bidu dd thé hién tinh én dinh ciia protein dung hop thy thé VEGF
(aflibercept) ndng d6 150 mg/ml trong ché phim chira natri phosphat 10mM, sucroza
8% (trong lwong/thé tich) va polysorbat 20 0,03% (trong lwong/thé tich) c6 d pH =
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6,2 khi c¢6 mit va khong c6 mit L-arginin monohydroclorua trong khoang thoi gian 28
ngay ¢ nhiét 4o 37°C. Tinh bn dinh cta protein dung hop thu thé VEGF dugc thi
nghiém bang céach st dung phuong phap SE-UPLC dé x4c dinh murc @0 tao ra cac hgp
chat HMW.

Fig.2B 13 bidu dd thé hién tinh 4n dinh cta protein dung hop thu thé VEGF
ndng d6 150 mg/ml trong ché phdm chira natri phosphat 10mM, sucroza 8% (trong
lwong/thé tich) va polysorbat 20 0,03% (trong lwong/thé tich) c6 d6 pH = 6,2 khi c6
mit va khong c¢6 mit L-arginin monohydroclorua trong khoang thoi gian 28 ngay ¢
nhiét d6 37°C. Tinh &n dinh cua protein dung hgp thu thé VEGF dugc thir nghiém
bing cach st dung phuong phép SE-UPLC dé xéc dinh ty 1& % ctia cac hop cht chinh
trong mdi ché pham.

Fig.3A 1a biéu dd cot thé hién d6 nhét cua ché phém duoc dém natri phosphat
10mM c6 ndng d6 protein dung hop thu thé VEGF 155 mg/ml va khong chira mudi,
arginin 100mM, arginin 200mM, lysin 50mM, lysin 200mM, natri clorua 50mM hoac
natri clorua 100mM. P06 nhét dugce xac dinh theo don vi cP ¢ nhiét do 20°C.

Fig.3B 12 bidu dd cot thd hién d6 nhét ciia cac ché pham dwge dém histidin
10mM c6 ndng dd protein dung hop thy thé VEGF 155 mg/ml va khong chira mudi,
arginin 100mM, arginin 200mM, lysin 50mM, lysin 200mM, natri clorua 50mM hoac
natri clorua 100mM. Do nhét duge x4c dinh theo don vi cP & nhiét 46 20°C.

Fig.3C 13 bidu dd thé hién do nhét cta protein dung hop thu thé VEGF véi
ndng d6 khac nhau trong cdc didu kién bao ché khac nhau (khi c6 mit hodc khdng c6
mit arginin hydroclorua 50mM). P9 nhét dugc xdc dinh theo don vi cP ¢ nhiét do
20°C.

Fig.4A 12 bidu dd thé hién tinh én dinh cla protein dung hop thu thé VEGF
ndéng d6 150 mg/ml trong natri phosphat 10mM, sucroza 8% (trong lugng/thé tich), va
polysorbat 20 0,03% (trong lwong/thé tich), c6 do pH = 6,2 khi c6 mat va khong co6
mit L-arginin monohydroclorua 50mM trong 12 thang & nhiét do 5°C. Protein dung
hop thu thé VEGF c6 mit v6i ndng d6 150 mg/ml. Tinh 6n dinh cua protein dung hop
thu thé VEGF dugc thit nghiém béng céch st dung phwong phap SE-UPLC dé xéc
dinh mtrc d9 tao ra cac hop chit HMW.

Fig.4B 12 biéu dd thé hién tinh én dinh cta protein dung hop thu thé VEGF
ndng d6 150 mg/ml trong natri phosphat 10mM, sucroza 8% (trong lwong/thé tich), va
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polysorbat 20 0,03% (trong luqng/thé tich), 6 pH = 6,2 khi c6 mdt va khong c6 mat
L-arginin monohydroclorua 50mM trong 12 thang & nhiét 4o 5°C. Protein dung hop
thy thé VEGF c6 mit véi ndng d6 150 mg/ml. Tinh 6n dinh cta protein dung hop thy
thé VEGF dugc thi nghiém bing cach sir dung phuwong phép SE-UPLC dé x4c dinh ty
18 % ctia cac hop chét chinh trong mdi ché phim.

Fig.5 la db thi thé hién d6 nhét ciia cac ché phim trong hai diéu kién chét dém
& nhiét o 20°C, chit dém phosphat 10mM hoc chit dém histidin 10mM. Néng do
cua protein dung hop thu thé VEGF thay dbi trong khoang tir 10 mg/ml dén 170
mg/ml. D6 nhét duge xéc dinh theo don vi mPa-S.

Fig.6 thé hién man hinh tén xa 4nh sang dong hoc ctia mot sd didu kién bao ché
khac nhau, mdi didu kién c6 ndng do protein nim trong khoang tir 2 dén 10 mg/ml.
Thong s twong tac khuéch tan cho thiy rang taurin va PSA (axit propan sulfonic) c6
tac dung cai thién thong s6 Kd.

Fig.7 1a d6 thi thé hién két qua theo ddi ty 1& % clia cac hop chét ¢6 trong luong
phan tir cao (HMW) trong cac ché phim tir F1 dén F9 (cic ché phim tr WW dén
EEE) theo thoi gian dugc x4c dinh bang phuong phép sdc ky léng siéu hiéu ning loai
trir theo kich ¢& (SE-UPLC) sau khi bado quan ¢ nhigt 40 5°C trong 6 thang. Cac ché
phidm tir F1 dén F9 dwgc néu trong Bang 7-1 & day.

Fig.8 (A-B) thé hién két qua x4c dinh ty 1& % clia cac hgp chét c6 trong lwong
phan tir cao bang phuong phap SE-UPLC, sau khi bdo quan & nhiét ¢ 5°C trong thoi
gian 3 thang (hinh A) hodc 0 & nhiét d6 37°C trong 28 ngay (hinh B). C4c ché phim tir
F1 dén F4 (EEE, SSS, CCC (140 mg/ml) va TTT) dugc néu trong Bang 8-1 dudi day.

Fig.9 thé hién do nhét (tinh theo cp) clia cac ché phdm tir F1 dén F12, & nhiét
d5 20°C, & thoi didm ban ddu. Cac ché phim tir F1 dén F12 dugc néu trong Bang A
dudi day.

Béang A. Céc ché phim tir F1 dén F12

., VEGF Trap| , Cac t4 dugc sang loc
Ché pham # Chat dém Céc ta dugc khéc
(mg/ml) (mM)
Histidin 20mM,[Sucroza 5%, _
F1 (GGG) (140 [Natri sulfat S0mM
do pH = 5,8 Polysorbat 20 0,03%

-15-



51787

16/129

F2 (HHH) [140 Histidin 20mM,|Sucroza 5%,|Natri thioxyanat
do pH=15,8 Polysorbat 20 0,03% |50mM
Histidin 20mM,|Sucroza 5%, o
F3 (II) 140 Natri xitrat 40mM
do pH =5,8 Polysorbat 20 0,03%
Histidin 20mM.,|Sucroza 5%,
F4 (J1)) 140 Glyxin 50mM
do pH = 5,8 Polysorbat 20 0,03%
Histidin 20mM,[Sucroza 5%,
F5 (KKK) (140 (Natri clorua 50mM
do pH=15,8 Polysorbat 20 0,03%
Histidin 20mM,|Sucroza 5%,
F6 (LLL) (140 Lysin 50mM
do pH =15,8 Polysorbat 20 0,03%
Histidin 20mM,|Sucroza 5%,
F7 (MMM) (140 Natri aspartat 50mM
dé pH =5,8 Polysorbat 20 0,03%
Histidin 20mM,[Sucroza 5%,
F8 (NNN) [140 Natri glutamat 5S0mM
do pH = 5,8 Polysorbat 20 0,03%
Natri xitrat 50mM +
Histidin 20mM,[Sucroza 5%,
F9 (O00) (140 Arginin  hydroclorua
do pH = 5,8 Polysorbat 20 0,03%
S0mM
Glyxin 50mM  +
Histidin 20mM,|Sucroza 5%, Y
F10 (PPP) {140 Arginin  hydroclorua)
d6 pH=5,8 Polysorbat 20 0,03%
S0mM
Natri aspartat 5S0mM +
Fli 000|140 Histidin 20mM,[Sucroza 5%,Ar . P hvdrol
inin roclorua
do pH = 5,8 Polysorbat 20 0,03% s Y
50mM
Natri glutamat 50mM
Histidin 20mM,|Sucroza 5%, S
F12 (RRR) [140 + Arginin hydroclorua
do pH =5.,8 Polysorbat 20 0,03% SomM

Fig.10 thé hién ndng d6 mol/kg nuéc dung dich (mmol/kg) cua cic ché phim tir

F1 dén F12 (duoc néu trong Bang A & day).

Fig.11 (A-B) thé hién két qua xac dinh ty 1& % cua céac hop chét c6 trong luong
phan tir cao trong céc ché phAm tir F1 dén F6 (cdc ché pham GGG, HHH, IIL, JJJ, LLL
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va KKK) theo thoi gian, bang phuong phip SE-UPLC, sau khi bdo quan & nhiét do
37°C trong t6i da 28 ngay (hinh A) hodc & nhiét 4o 5°C trong t8i da 3 thang (hinh B)
theo thoi gian.

Fig.12 thé hién két qua tan xa 4nh sang dong hoc (hé s6 khuéch tan (cm?/s), ban
kinh (nm) va ty 18 % Pd) & thoi didm ban du cia cic ché phim dugc thé hién trong
Bang 9-3 (tir GGG dén RRR).

Fig.13 thé hién hinh anh chyp mach huynh quang (FA) va chup cét 16p quang
hoc (OCT) ban dAu (thiu kinh 30 d¢) ctia hai con thé khac nhau (326-OS va 329-OD)
trude khi st dung aflibercept (OD=oculus dexter (mét phai); OS=oculus sinister (mat
tri)). (Hinh A) hinh 4nh FA cta thd 326, mat trdi; (hinh B) hinh anh OCT cta thd
326, mét trai; (hinh C) hinh anh FA ciia thé 329, mit phai; (hinh D) hinh anh OCT ctia
tho 329, mét phai.

Fig.14 (tx A dén F) thé hién qua trinh theo thoi gian ctia cdc hinh anh FA cua
thd & thoi diém ngay 1 (hinh A), ngdy 7 (hinh B) va ngay 14 (hinh C) va hinh anh
OCT & thoi diém ngay 1 (hinh D), ngay 7 (hinh E) va ngay 14 (hinh F) ciia mgt con
thd (326-0S) duge cho sit dung ché phdm dugc dém histidin (thdu kinh 30 do) (7
mg/mit).

Fig.15 (tir A dén H) thé hién qua trinh theo thoi gian cta cac hinh anh FA cua
tho & thoi didm 3 tudn (hinh A), 4 tudn (hinh B), 7 tun (hinh C) va 8 tuan (hinh D); va
hinh anh OCT & thoi didm 3 tudn (hinh E), 4 tuin (hinh F), 7 tudn (hinh G) va 8 tudn
(hinh H) cia mdt con thd (326-OS) duogc cho s dung ché phdm dugc d&m histidin
(thAu kinh 55 d0) (7 mg/mt).

Fig.16 (t A dén F) thé hién qua trinh theo thoi gian ciia cac hinh anh FA cua
tho & thoi didm ngay 1 (hinh A), tudn 1 (hinh B) va tudn 2 (hinh C) va hinh 4nh OCT &
thoi diém ngay 1 (hinh D), tudn 1 (hinh E) va tuén 2 (hinh F) cia mét con thé (329-
0S) duge cho sit dung ché phim dugc dém phosphat (théu kinh 30 d6) (7 mg/mit).

Fig.17 (tr A dén H) thé hién qu4 trinh theo thoi gian cia cdc hinh anh FA cla
thé & thoi diém tudn 3 (hinh A), tudn 4 (hinh B), tudn 7 (hinh C) va tuan 8 (hinh D) va
hinh anh OCT & thoi diém tudn 3 (hinh E), tudn 4 (hinh F), tudn 7 (hinh G) va tuén 8
(hinh H) ctia mdt con thd (329-0S) dugc cho st dung ché phdm dugc dém phosphat
(thAu kinh 55 d0) (7 mg/mit).

Fig.18 (tir A dén B) thé hién do tinh khiét (ty 1& % clia cac hop chét ty nhién)
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(hinh A) va ty 1€ % cuia cic hop chit c6 trong lugng phan tir cao (HMW) (hinh B)
trong c4c ché phdm tir UUU dén BBBB theo thdi gian & nhiét 9 37°C (trong t6i da
mdt thang) (xem Bang 11-1) khi dugc phén tich bing phuong phap SE-UPLC.

Fig.19 (tir A dén E) thé hién két qué phén tich tinh én dinh va @9 tinh khiét cia
ché phim chta VEGF Trap (aflibercept) ndéng d6 114,3 mg/ml dugc bao ché trong
histidin 10mM, d0 pH = 5,8, sucroza 5%, polysorbat 20 0,03%, arginin
monohydroclorua 50mM bang phuong phép sdc ky loai trir theo kich c& dé x4c dinh ty
1€ % cua (i) cac hgp chét c6 trong lugng phan tir cao (HMW) sau khi 1 & nhiét 4 5°C
hodc 37°C trong t6i da 2 thang (hinh A) va (ii) cac hop chét chinh (dinh chinh) sau khi
U & nhiét 6 5°C hodc 37°C trong tdi da 2 thang (hinh B); cling nhu bang phuong phép
chup anh dong té vi dé x4c dinh sy c6 mit cla chéit dang hat c6 kich thuc nhé hon
muc quan sat dugc bing mit thudng sau khi G & nhiét do 37°C trong t5i da 28 ngay
(hinh C), bang cach phén tich sy 1am md 4nh sang cua hat dé x4ac dinh su c6 mat cia
chét dang hat c6 kich thuéc nhé hon mirc quan sat dugc bang mét thuong sau khi u &
nhiét d6 37°C trong t6i da 28 ngay (hinh D), va bing kinh hién vi dé x4c dinh chét
dang hat c6 kich thudc nho hon mirc quan sat dugc bang mit thudng sau khi G & nhiét
d6 37°C trong tdi da 28 ngay (hinh E).

Fig.20 thé hién két qua phan tich tinh én dinh va d¢ tinh khiét cia ché phim
CCC, ¢6 ndng d6 aflibercept bing 80, 100, 120 hodc 140 mg/ml, bang phuong phép
SE-UPLC d& xé4c dinh ty 16 % cia céc hop chat c6 trong lugng phan tir cao (HMW)
sau khi @ & nhiét d6 ndm trong khoang tir 2 dén 8°C trong t6i da 6 thang (hinh A) hodc
37°C trong t6i da 28 ngay (hinh B).

Fig.21 thé hién ty 1& % mét thé dugc thir nghiém c6 sy 10 1i dich dugc G ché
hoan toan theo thoi gian, khi dugc cho st dung 500 microgam hodc 2mg aflibercept,

theo thdi gian (tht nghiém Gehan-Breslow-Wilcoxon (P = 0,0453)).

MO ta chi tiét sang ché

Sang ché d& xuét ché phidm cha protein dung hgp thu thé VEGF (vi du,
aflibercept) voi ndng do cao, c6 cac dic tinh chirc nang va bao quan rit t6t dwoc phat
tridn mic di ¢ cac rao can k§ thuat dang ké. Vi dy, phuong phép phd bién @é xac
dinh céc t4 duge thich hop cho ché phdm chira dugce chit polypeptit (nhu protein dung
hop thu thé VEGF) la bang cach d4nh gi4 tinh dn dinh cta polypeptit trong cac diéu
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kién stress gia ting, nhu nhiét do cao (vi dy, 37°C). Cic ta dugc, khong thich hgp
trong cac diéu kién khong c6 stress (vi dy, nhiét do thip, nhu 5°C), s& thuong gay ra
tac dung khong mong mudn, trong mot khoang thoi gian ngin, trong khi & trong didu
kién stress, vi du, su két tu protein. Phuong phép nay 1a phd bién trong linh vuc cong
nghé sinh hoc va dwoc phidm do né xtc tién viéc loai bo céc ta dwgc khong c6 kha
ning lam én dinh san pham thudc. Vi du, xem tai liéu: Magari, Assessing Shelf Life
Using Real-Time and Accelerated Stability Tests, Biopharm Intl. 16(11): 36-48 (2003).
Trong mét s trudng hop, mot san phim c6 thé dugc giai phong dya trén s lidu vé
tinh én dinh dugc gia ting, nhung didu nay phai dugc thuc hién song song v6i phén
tich thoi han sir dung trong thoi gian thyc (khong gia ting). Magari (2003) and FDA,
Guidelines for Submitting Documentation for the Stability of Human Drugs and
Biologics, Rockville, MD (1987). Tuy nhién, trong bian moé ta nay, & nhiét do 5°C, su
cd mat cua arginin trong ché phém chra histidin dugc lam bn dinh, mic du sy xuét
hién cla arginin c6 xu huéng 1am gidm tinh én dinh khi & trong diéu kién stress nhiét
do (37°C), xem Fig.8 (A-B). Pidc tinh nay cua cac ché phdm dugc néu & day s& 1a kho
khan v& mait k¥ thuét trong viéc hudng din bac st thuc hanh khdng chon arginin; do
d6, khong thé chic chin rang bac si thuc hanh s& khong chon arginin 1am ta dugc. Tuy
nhién, cdc ché phim dugc néu & day 1a két qua thu duge tir viéc vugt qua cac rdo can
ky thudt nhu két qua dat dugc véi ché phém ¢c6 tinh dn dinh cao. Ché phém chira
VEGEF trap trong chit dém histidin cfing dan dén su giam d6 nhét c6 1gi so véi két qua
quan sat dugc véi ché phim chira chét dém phosphat. Do céc 15 kim nho 1a dugc uu
tién dé thuc hién viéc tiém trong thuy tinh thé (do cam giam kho chiu cua bénh nhén
va mittc 49 chén thuong mét duoc giam di), 6 nhét twong dbi thép s& duge wu tién.
Ché phdm c6 d6 nhét thip hon can it luc dé ddy ché phim qua kim hon, do d6 lam cho
viéc tiém ché phdm qua kim d& dang hon dbi v6i béc sT didu tri. Ngoai ra, ché pham
chira histidin va arginin dugc dung nap t6t & mét tho.

Sau déy, cac phuong an 1am dai dién s& dugc mo ta chi tiét. Can hiéu rang phan
md ta sau day khong du dinh 1am gigi han cac phuong 4n cho mot phuong an duge uu
tién. Nguoc lai, chung duge du dinh bao gdm cac phuong 4n thay thé, cai bién va
tuong duong khi ¢ thé dugc bao gbm trong pham vi clia cac phuong an duge mo nhu
duoc x4c dinh trong phan yéu ciu bao ho kém theo.

Néu khong duge dinh nghia theo cach khéc, tAt ca cac thuét ngit khoa hoc va k¥
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thudt dugc st dung trong ban mo ta nay c6é nghia gidng nhu thudong duge hiéu béi
ngudi ¢6 hidu biét trung binh trong linh vuc ma séng ché nay thudc vé. Khi dugc sir
dung trong ban mo ta nay, thudt ngit "khoang", khi dugc st dung li€n quan dén gia tri
bang sb dwoc néu cu thé, c6 nghia 13 gia trji ndy c thé thay ddi so véi gid tri dugc néu
khong quéa 1%. Vi dy, khi dugc st dung trong ban md ta nay, thuat ngit "khoang 100"
bao gdm ca 99 va 101 va tit ca céc gia tri nim gifta (vi dy, 99,1%, 99,2%, 99,3%,
99,4%, v.v.).

Theo mdt phuong 4n cua sang ché, ché phim duogc clia sdng ché tuan tha tiéu
chudn cta Dugc dién M§ USP<789> vé viéc tiém thé tich nho (small volume
injection: SVP) cuia dung dich dung cho mét, vi du, chia it hon khoang 50 hat c6
duong kinh >10pm trong mdi ml; chira it hon khoang 5 hat c6 dwong kinh >25um
trong mdi ml; ho#ic chita it hon khoang 2 hat c¢6 duong kinh >50pm trong mdi ml.

Cén lvu ¥ ring d6i v6i cac muc dich trong ban mo ta ndy, thut ngit "tiém trong
thity tinh thé" dé chi viéc tiém vao thiy tinh thé cia mit (gan vong mac & phia sau cia
mit). Cac cum tir “thich hop dé sir dung trong thity tinh thé”, “thich hop dé tiém trong
thuy tinh thé” va cum tir twong tw ¢6 nghia 1a ché phim dugc néu c6 thé dugce tiém mot
c4ch an toan vao thiy tinh thé cia méit d6i twgng ma khong gy ra phan tng c6 hai bét
k¥, ngoai cac phan tng d3 biét 1a c¢6 lién quan dén viéc tiém trong thuy tinh thé ctia san
phim EYLEA.

Thuat ngft "ché phdm dwoc" & day dé chi cic ché phdm, vi du, chira chit mang
duoc dung duoc ding dé st dung cac protein dung hop thu thé VEGF (vi du,
aflibercept hodc conbercept) cho d6i tuong nhim muc dich diéu tri/y hoc.

Thuét ngit "duoc dung" dé chi ché phdm trong pham vi dénh gid y hoc hop ly 1a
thich hop dé st dung cho mit.

Thuét ngtt "ddi twong" & day d& chi déi twong 1a dong vat c6 vi bat ky (vi du,
thd, chudt, chudt nhét hodc khi), cu thé 1a nguoi, vi dy, dugc chin doan, tién lugng
hodc diéu tri duoc yéu clu st dung céc ché phém nhu duge mo ta & day.

Thuét ngit ché phdm “dang nuéc” dé chi ché phim c6 chtra nude.

Thuat ngit "didu tri" hodic "viéc diéu tri" dé chi bién phéap diéu tri lam dao
nguoc, 4n dinh hodc loai bé bénh hoic rdi loan khdng mong mubn (vi dy, rdi loan &
mét do su tao mach hodc bénh ung thw), vi du, b.%mg cach gdy ra sy thodi trién, lam 6n

dinh hodc loai bé mot hodc nhiéu triéu chimg hodc diu hiéu phan biét ctia bénh hodc
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rbi loan niy & mtc do xéc dinh duge v& mit 1am sang bét ky, vi du, dbi véi rdi loan &
mét do su tao mach, béng cach lam gidm hodc duy tri didm sd v& muc d6 ning cia
bénh vong mac do ddi thdo dudng (diabetic retinopathy severity score: DRSS), bing
cach cai thién ho#ic duy tri thi lyc (vi dy, theo thi lyc duogc didu chinh tbt nhét, vi du,
khi duoc x4c dinh theo cac chit cai ETDRS), 1am gia tang hodc duy tri thi truong
va/hodc 1am gidm hodc duy tri dd day cia vdng mac trung tdm va, dbi v6i bénh ung
thu, ngin chan hodc ddo ngugc su phat trién, su séng va/hodc su di can cia cac té bao
ung thu & ddi tugng. Thong thudng, bién phap didu tri 1a cho ddi twong bi bénh hoic
r6i loan st dung mot hodc nhiéu lidu chita lugng c6 hidu qua diéu tri cia protein dung
hop thu thé VEGF.

Thuét ngit “phong ngtra” hodc “su phong ngira” @8 chi bién phép diéu tri du
phong dé 1am nglmg su phat trién ctia bénh hoic rdi loan khong mong mubn (vi du, rdi
loan & mit do su tao mach).

Phuong phap SE-UPLC c6 thé duogc sir dung trong sang ché @ dinh luong su
¢6 mit cta cac hop chét c6 trong lwong phan tir cao trong ché pham. SE dé chi phuong
phap sic ky loai trir theo kich ¢&. UPLC dé chi phuong phap séc ky léng siéu higu
ning. Céac cdt SE thich hop, ¢6 thé duoc st dung trong hé théng UPLC, dé xac dinh
tinh chit cta cac hop chit HMW trong protein dung hop thu thé VEGF (vi du,
aflibercept hodc conbercept) trong ché phim, c6 kha ning phan giai cac phan tir c6
trong lugng phéan tr nam trong khoang tir 10000 dén 450000 Dalton. Vi du, xem cdt
ACQUITY UPLC Protein BEH SEC 200A. Theo mdt phwong 4n cua sang ché, hai
trong sb cac ¢t ndy duge nbi nbi tiép v6i nhau khi dinh lugng cac hop chit HMW
trong ché phdm. Phwong phap UPLC c6 sy cai tién so v6i phuong phap HPLC
(phuong phap sdc ky 16ng hiéu ning cao) vé @0 nhay va dd phan giai. Phuong phéap
UPLC st dung thiét bi van hanh & ap suét cao va stir dung cc hat min hon (thudng 1a
nho hon khoang 2,5um) so véi thiét bi va hat dugc st dung trong phwong phap HPLC.
Ngoai ra, pha dong cuia phuong phadp UPLC vén hanh ¢ tbc d6 tuyén tinh cao hon so
véi phuong phap HPLC.

Céac phuong 4n cua sang ché bao gdbm ché phdm chita protein dung hop thu thé
VEGEF (vi du, aflibercept hodc conbercept) v6i ndéng dd cao (vi dy, khodng 60 mg/ml,
khoang 80 mg/ml, khodng 90 mg/ml, khoang 100 mg/ml, khoang 113,3 mg/ml,
khoang 114,3 mg/ml, khoang 120 mg/ml, khoang 133,3 mg/ml, khoang 140 mg/ml,
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khoang 150 mg/ml, khoang 200 mg/ml hodc khoang 250 mg/ml). Cac ché phdm thich
hop theo sang ché chua protein dung hop thu thé VEGF véi néng do cao, chit dém,
chét 6n dinh nhiét va chét hoat dong b& mit. Theo mot sb khia canh, ché phém thich
hop con chira chit 1am giam dd nhét. Theo cac khia canh khéc, ché phém thich hop
gan nhu loai trir todn b cac chét 1am giam d6 nhét. Cac ché phim dién hinh c6 d6 pH
nim trong khoang tir khoang 5,0 dén khoang 6,8 (vi du, 5,8), nhung ¢ thé bao gdm dd
pH bét ky hitu ich dé st dung protein dung hop thy th8 VEGF cho mit ciia d6i twong.

Sang ché d& xuét cac ché pham chira protein dung hgp thy thé VEGF (vi du,
aflibercept hodc conbercept) két hop véi mot hodc nhiéu chit diéu tri khac (vi du, chét
tic ché Ang-2 (vi du, khang thé khang ANG2 hogc manh gin két khang nguyén cia né
hodc nesvacumab), chét hoat héa thy thé Tie-2, khang thé khang PDGF, thy thé PDGF
hodc khang thé beta cta thu thé PDGF hodc manh gin két khang nguyén cia né
va/hoic chit dbi khang VEGF bd sung nhu bevacizumab, ranibizumab, pegaptanib
hodc dang hoa tan cda thu thé yéu t6 sinh truéng ndi md mach-3 (vascular endothelial
growth factor receptor-3: VEGFR-3) cuia ngudi chira cac mién ngoai bao tir 1 dén 3,
dugc thé hién duédi dang protein dung hop Fc) ciing nhu cac phuong phap phong ngira
hodc diéu tri bao gém budc st dung céc ché phém nhu dugce ban ludn & ddy. Theo mot
phuong an cua sang ché, ché phim cua sang ché chua protein dung hgp thu thé VEGF,
nhu aflibercept, nhung loai true chét didu tri khac bét ky (vi du, chit diéu tri 1a khéng
thé hodc manh gin két khang nguyén ctia no).

Thuét ngit "két hop voi" thé hién rang ché phdm va chét didu tri khac c6 thé
dugc bao ché thanh mot hdn hop duy nhét, vi du, dé cung cép déng thoi, hoac duoc
bio ché riéng biét thanh hai hodc nhidu hdn hop (vi dy, kit). Chinh chét diéu trj khac
nay ¢6 thé dugc bao ché trong ché pham dugc cia chinh n6. Mdi hén hop c6 thé duge
stt dung cho dbi trong & ciing thoi diém véi hdn hop con lai hogic & thdi diém khéc véi
thoi didm ma hdn hop con lai duge sir dung; vi du, mdi 1an s dung c6 thé duge thuc
hién theo cach khong déng thoi (vi du, theo cach riéng r& hodc lan lugt) & cac thoi
diém trong mot khoang thoi gian cho trude. Ngoai ra, ché phim va chét diéu tri khac
¢6 thé duge st dung cho dbi twong qua duong gidng nhau hoic khéc nhau.

Theo mdt phuong an cua sang ché, ché phim cua sang ché chira mot hodc nhiéu
thanh phin bét ky trong s natri sulfat (vi dy, 50mM); natri thioxyanat (vi du, 50mM);
natri xitrat (vi du, 40mM); glyxin (vi du, 50mM); natri clorua (vi dy, 50mM); lysin (vi
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dy, 50mM); natri aspartat (vi du, 50mM); va/hodc natri glutamat (vi du, S0mM). Vi
du, theo mot phuong 4n, ché pham nay chtra hdn hop cua natri xitrat (vi du, 50mM) va
arginin hydroclorua (vi dy, 50mM); glyxin (vi du, 50mM) va arginin hydroclorua (vi
du, 50mM); natri aspartat (vi dy, 50mM) va arginin hydroclorua (vi du, 50mM); hodc
natri glutamat (vi dy, 50mM) va arginin hydroclorua (vi du, 50mM).

Protein dung hop thy thé VEGF va cdc chat irc ché VEGF khdc

Nhim muc dich cta sang ché, thuat ngit “protein dung hop thu thé VEGF” dé
chi phan tr chira mgt hodc nhiéu thu thé VEGF hoic mién cia nod, duge dung hop véi
polypeptit khac, dé can trd su tuong tac gitta VEGF va thu thé VEGF tu nhién, vi du,
trong d6 hai trong s6 cic polypeptit dung hop ndy dugc két hop, nho d6 tao ra
homodime hodc multime khac. Cac protein dung hop thu thé VEGF nay c6 thé dugc
goi 1a "VEGF-Trap" hodc “VEGF Trap”. Céc protein dung hop thu thé VEGF trong
ngit canh cia sang ché nam trong dinh nghia ndy bao gdm, cic polypeptit thé kham
chira hai hodc nhiéu mién twong tu globulin mién dich (Ig) cua thu thé VEGF nhu
VEGFRI1 (con duoc goi 1a Flt1) va/hoic VEGFR2 (con duoc goi 1a Flk1 hodc KDR),
va cling c6 thé chira mién multime héa (vi dy, mién Fc).

Protein dung hop thu thé VEGF lam vi du 1a phan t& dugc goi 1a VEGF1R2-
FcAC1(a) duge ma hoa bang trinh tu axit nucleic néu trong SEQ ID NO: 1 hogc cac
nucleotit tir 79 dén 1374 hodc tir 79 dén 1371 ctia né.

VEGF1R2-FcAC1(a) chira ba thanh phan:

(1) thanh phdn VEGFR1 bao gdm céc axit amin tlr 27 dén 129 c6 trinh tu néu
trong SEQ ID NO: 2;

(2) thanh phin VEGFR2 bao gbm cac axit amin tir 130 dén 231 c6 trinh ty néu
trong SEQ ID NO: 2; va

(3) thanh phan multime héa ("FcAC1(a)") bao gdm cac axit amin tir 232 dén
457 ¢6 trinh ty néu trong SEQ ID NO: 2 (c4c axit amin & du tan cing C cla trinh tu
SEQ ID NO: 2, nghia 1a K458, c6 thé duogc dua vao hoic khong dugc dua vao protein
dung hop thy thé VEGF, xerh cac Bing doc quyén séng ché My s6 US 7.396.664 hoic
7.354.579, duogc két hop vao day cho tit ca cac muc dich). Can luvu ¥ rang cac axit
amin tir 1 dén 26 c6 trinh tu néu trong SEQ ID NO: 2 1a trinh tu tin hiéu.

Theo mdt phuong 4n cia sang ché, protein dung hop thu thé VEGF bao

gbm cac axit amin tlr 27 dén 458 hoic tir 27 dén 457 ¢6 trinh ty néu trong SEQ
23-
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ID NO: 2.

Theo mot phuong 4n cua sang ché, protein dung hop thu thé VEGF chira

(1) midn tuong tu globin mién dich (Ig) 2 cta thy thé VEGF thir nhét (vi dy,
VEGFR1), va

(2) mién Ig 3 cua thy thé VEGF tht hai (vi du, VEGFR2),

(3) va, tuy y, con bao gbm mién Ig 4 cta thy thé VEGF thit hai (vi du,
VEGFR2) va

(4) thanh phan multime héa (vi dy, mién Fe cua IgG).

Vi du, theo mot phuong &n cua sang ché, protein dung hop thu thé VEGF c6 su
sp xép cac mién néu trén nhu sau:

e [mién Ig 2 cia VEGFR1]-[mién Ig 3 ctia VEGFR2]-[MC] (vi du, homodime
ctua nd) hodc
e [mién Ig 2 cia VEGFRI1]-[mién Ig 3 cia VEGFR2]-[mién Ig 4 ciia VEGFR2]-

[MC] (vi dy, homodime cuia no).

Theo mot phuong 4n cua sang ché, protein dung hop thu thé VEGF la VEGF
minitrap, 13 phan tr VEGF trap c6 thanh phéan multime héa bi cit ngan (vi du, Fe), vi
du, trong d6 mini-trap nay vén chta ving ban 18 Fc. Vi dy, xem Cong bb don qudc té
s& W02005/00895 hoic Bing doc quyén sang ché My s6 US 7.396.664.

Cén luu vy ring sing ché ciing bao gdm trong pham vi ciia n6 cac ché phim
chira cac phan tu gin két VEGF va khang thé khang VEGF va cdc méanh gin két khang
nguyén cta nd, thay cho protein dung hop thu thd VEGF, véi ndéng d6 cao

bevacizumab (vi du, v6i ndng do nam trong khoang tir khoang 80 dén 90
hodc 88 mg/ml),

ranibizumab (vi du, véi néng do ndm trong khoang tir khoang 20 dén 40
mg/ml, vi du, tir 21 dén 35, 21 hodc 35 mg/ml),

aptame khang VEGF nhu pegaptanib (vi du, pegaptanib natri),

khang thé khang VEGF chuSi don (vi du, ViL-Vn) nhu brolucizumab (vi du,
v6i ndng d6 ndm trong khoang tir khoang 200 dén 400 hogc 200, 210, 400 hodc
420 mg/ml),

DARPin khang VEGF nhu DARPin Abicipar Pegol (vi dy, v6i ndng do nim
trong khoang tir khoang 70 dén 140, 70 hodc 140 mg/ml), hodc

khang thé dic hidu kép khang VEGF, vi du, ciing gin két véi ANG2, nhu
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RG7716 (vi du, v6i nong dd nam trong khoang tir khoang 100 dén 400, 100, 105,
400 hoac 420 mg/ml).

Pé 1am giam dén muc tdi thiéu tinh 1#p lai ciia cac phuong 4n dugc ban luan &
day, pham vi cua sang ché duge du dinh bao gém céc phuong an trong d6 ché pham
bét ky trong sb cac ché pham duge ban luan ¢ ddy chira khang thé khang VEGF hoic
ménh khang thé hoic phan t gin két VEGF khéc nhu dugc ban ludn ¢ day (vi du,
duoc thay thé bang DARPin khang VEGF), thay cho protein dung hop thu thé VEGF,
v6i ndng do bat ky trong s6 cac ndng do duge ban ludn & ddy. Vi du, sang ché dé xuét
ché phém chtra ranib‘izumab v6i ndng dd 35 hodc 80 mg/ml, chét dém, chét 6n dinh
nhi_ét, chét 1am giam do nhot va chit hoat dong bé mit.

DARPin 13 cic protein c¢6 doan 1dp ankyrin duoc thiét ké. Céc protein DARPin
thuong chua tir ba dén bdn doan lip dugc dong goi chit ché cia khoang 33 gbe axit
amin, véi moi 14n lap lai chira mdt vong nguge-f va hai vong xo#n-o. d6i song song.
Khung cing nay tao ra tinh 4n dinh cua protein trong khi cho phép biéu hién cac ving
bién ddi, thudng chira sau gbc axit amin cho mdi doan lip, dé nhan biét dich.

Thuét ngit khang thé “khang VEGF” hodc manh gin két khang nguyén cla
khang thé d& chi khang thé hodic manh gén két dic hiéu véi VEGF.

Céc protein dung hop thu th8 VEGF minh hoa bao gém aflibercept (EYLEA®,
Regeneron Pharmaceuticals, Inc.) hodc conbercept (dugc ban trén thi truong bsi cong
ty Chengdu Kanghong Biotechnology Co., Ltd.). Xem cac Cong bd don qubc té sd
W02005/121176 hoic W0O2007/112675. Céc thuat ngit “aflibercept” va “conbercept”
bao gdm ca cac phién ban twong tu vé mat sinh hoc ctia chiing. Phién ban tuong tu vé
mit sinh hoc cia san phim tham chiéu (vi du, aflibercept) thudng @& chi san phim
chira trinh tu axit amin giéng hét, nhung bao gbm céc san pham tuong ty v& mit sinh
hoc theo Pao luét vé& su ddi mdi va canh gia trong sinh hoc (Biologics Price
Competition and Innovation Act) cia M.

Cécchéphénlduqccﬁaséngchéléchéphénlcé“néngdécmo”.Cécchéph&n
duogc c6 ndéng do cao cua sang ché chira protein dung hgp thu th8 VEGF v6i ndng do
béngitnhét41rnghnLitnhétSOInghnLitnhétIOOInghnLitnhét1251nghnLitnhét
140 mg/ml, it nhdt 150 mg/ml, it nhit 175 mg/ml, it nhat 200 mg/ml, it nhét 225
mg/ml, it nhét 250 mg/ml, hojc it nhéit 275 mg/ml. Theo phuong 4n khac, thuat ngit
"ndng dd cao” c6 thé d@é chi cac ché phim chira protein dung hop thu thé VEGF vé6i
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ndéng do nim trong khoang tir khoang 140 mg/ml dén khoang 160 mg/ml, it nhét
khoang 140 mg/ml nhung nho hon 160 mg/ml, nim trong khoang tr khoang 41 mg/ml
dén khoang 275 mg/ml, tr khoang 70 mg/ml dén khoang 75 mg/ml hogc tir khoang 80
mg/ml dén khoang 250 mg/ml. Theo mot s6 khia canh, ndng do protein dung hgp thu
th8 VEGF trong ché phém 1a ndng do bat ky trong sb cac ndng d6 sau: 41 mg/ml; 42
mg/ml; 43 mg/ml; 44 mg/ml; 45 mg/ml; 46 mg/ml; 47 mg/ml; 48 mg/ml; 491ngﬁnh
50mg/ml; 51 mg/ml; 52 mg/ml; 53 mg/ml; 54 mg/ml; 55 mg/ml; 56 mg/ml; 57 mg/ml;
58 mg/ml; 59 mg/ml; 60 mg/ml; 61 mg/ml; 62 mg/ml; 63 mg/ml; 64 mg/ml; 65 mg/ml;
66 mg/ml; 67 mg/ml; 68 mg/ml; 69 mg/ml; 70 mg/ml; 71 mg/ml; 72 mg/ml; 73 mg/ml;
74 mg/ml; 75 mg/ml; 76 mg/ml; 77 mg/ml; 78 mg/ml; 79 mg/ml; 80 mg/ml; 81 mg/ml;
82 mg/ml; 83 mg/ml; 84 mg/ml; 85 mg/ml; 86 mg/ml; 87mg/ml; 88 mg/ml; 89 mg/ml;
90 mg/ml; 91 mg/ml; 92 mg/ml; 93 mg/ml; 94 mg/ml; 95mg/ml; 96 mg/ml; 97 mg/ml;
981nghnl;991nghnl;IOOIﬁghnl;IOIIngjnﬂ;1021nghn1;103rnghnl;104rnghnl;105
mg/ml; 106mg/ml; 107 mg/ml; 108 mg/ml; 109 mg/ml; 110 mg/ml; 111 mg/ml; 112
mg/ml; 113 mg/ml; 113,3 mg/ml; 114 mg/ml; 114,1 mg/ml; 114,2 mg/ml; 114,3
mg/ml; 114,4 mg/ml; 114,5 mg/ml; 114,6 mg/ml, 114,7 mg/ml, 114,8 mg/ml; 114,9
- mg/ml; 115 mg/ml; 116 mg/ml; 117 mg/ml; 118 mg/ml; 119 mg/ml; 120 mg/ml; 121
mg/ml; 122 mg/ml; 123 mg/ml; 124 mg/ml; 125 mg/ml; 126 mg/ml; 127mg/ml; 128
mg/ml; 129 mg/ml; 130 mg/ml; 131 mg/ml; 132 mg/ml; 133 mg/ml; 133,3 mg/ml;
133A1nghnLl34rnghnh1351nghnh1361nghnh137Inghnh1381nghnh1391nghnh
140 mg/ml; 141 mg/ml; 142 mg/ml; 143 mg/ml; 144 mg/ml; 145 mg/ml; 146 mg/ml;
147 mg/ml; 148 mg/ml; 149 mg/ml; 150 mg/ml; 151 mg/ml; 152 mg/ml; 153 mg/ml;
154 mg/ml; 155 mg/ml; 156 mg/ml; 157 mg/ml; 158 mg/ml; 159 mg/ml; 160 mg/ml;
161 mg/ml; 162 mg/ml; 163 mg/ml; 164 mg/ml; 165 mg/ml; 166 mg/ml; 167 mg/ml;
168 mg/ml; 169 mg/ml; 170 mg/ml; 171 mg/ml; 172 mg/ml; 173 mg/ml; 174 mg/ml;
175 mg/ml; 176rnghnl;177rnghnl;l781nghnh 179 mg/ml; 180 mg/ml; 181 mg/ml;
182 mg/ml; 183 mg/ml; 184 mg/ml; 185 mg/ml; 186 mg/ml; 187 mg/ml; 188 mg/ml;
189 mg/ml; 190 mg/ml; 191 mg/ml; 192 mg/ml; 193 mg/ml; 194 mg/ml; 195 mg/ml;
196 mg/ml; 197 mg/ml; 198 mg/ml; 199 mg/ml; 200 mg/ml; 201 mg/ml; 202 mg/ml;
203 mg/ml; 204 mg/ml; 205 mg/ml; 206 mg/ml; 207 mg/ml; 208 mg/ml; 209 mg/ml;
210 mg/ml; 211 mg/ml; 212 mg/ml; 213 mg/ml; 214 mg/ml; 215 mg/ml; 216 mg/ml;
217 mg/ml; 218 mg/ml; 219 mg/ml; 220 mg/ml; 221 mg/ml; 222 mg/ml; 223 mg/ml;
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224 mg/ml; 225 mg/ml; 226 mg/ml; 227 mg/ml; 228 mg/ml; 229 mg/ml; 230 mg/ml;
231 mg/ml; 232 mg/ml; 233 mg/ml; 234 mg/ml; 235 mg/ml; 236 mg/ml; 237mg/ml;
238 mg/ml; 239 mg/ml; 240 mg/ml; 241 mg/ml; 242 mg/ml; 243 mg/ml; 244 mg/ml;
245 mg/ml; 246 mg/ml; 247 mg/ml; 248 mg/ml; 249 mg/ml; 250 mg/ml; 251 mg/ml;
252 mg/ml; 253 mg/ml; 254 mg/ml; 255 mg/ml; 256 mg/ml; 257 mg/ml; 258 mg/ml;
259 mg/ml; 260 mg/ml; 261 mg/ml; 262 mg/ml; 263 mg/ml; 264 mg/ml; 265 mg/ml;
266 mg/ml; 267 mg/ml; 268 mg/ml; 269 mg/ml; 270 mg/ml; 271 mg/ml; 272 mg/ml;
273 mg/ml; 274 mg/ml; hodc 275 mg/ml. Céac ndéng d6 cua protein dung hop thu thé
VEGF khéac ciing dugc du dinh & day, mién 12 ndng d0 nay c6 tac dung theo céc
phuong an & day.

Theo mot phuong 4n clia sang ché, ché phim dugc cia sang ché c6 ndng dd sao
cho chira khoéang 4, 6, 8, 10, 12, 14, 16, 18 hodc 20mg protein dung hop thu thé VEGF
(vi du, aflibercept), hodc lugng protein nay trong lidu bit ky trong sb cac lidu chip
nhin duoc cia né di dugc ban luan ¢ day, trong thé tich nhé hon hoic bing khoang
100pl, nho hon hodc bang khoang 75ul hoic nhé hon hodc bang khoang 70pl, vi du,
khoang 50ul; 51ul; 52ul; 53pl; 54uh 55ul; S6ul; 57ul; 58ul; 59ul; 60ul; 61ul; 62ul;
63ul; 64pl; 65ul; 66ul; 67ul; 68ul; 69ul; 70ul; 71pl; 72ul; 73ul; 74pl; 75ul; 76pl; 77ul;
78ul; 79ul; 80ul; 81ul; 82ul; 83ul; 84ul; 85ul; 86ul; 87ul; 88ul; 89ul; 90ul; 91ul; 92ul;
93ul; 94ul; 95ul; 96ul; 97ul; 98ul; 99ul; hodc 100pul.

Sang ché bao gdm ché phdm bét ky trong s cac ché phdm dugce néu trong cum
tir “Ché phdam minh hoa” & ddy, ma trong d6 ndng do cta protein dung hop thy thé
VEGF (vi du, aflibercept) dugc thay thé bang ndng do dugc néu trong phén (“Protein
dung hop thy thé VEGF va cac chét trc ché VEGF khac” nay).

Chdt dém

Céc chét dém duoge sir dung trong ban mé ta nay dé chi dung dich c6 tac dung
chéng lai sy thay ddi d6 pH bang céach st dung thé lién hop axit-bazo. Cac chat dém
c6 kha ning duy tri d6 pH nam trong khoang tir khoang 5,0 dén khoang 6,8, va thong
thuong hon, tir khoang 5,8 dén khoang 6,5, va thong thudng nhat 12 ndm trong khoang
tir khoang 6,0 dén khoang 6,5. Trong mot sd trudng hop, d6 pH cta ché phim theo
sang ché bing khoang 5,0, khoang 5,1, khoang 5,2, khoang 5,3, khoang 5.4, khoang
5,5, khoang 5,6, khoang 5,7, khoang 5,8, khoang 5,9, khoang 6,0, khoang 6,1, khoang
6,2, khoang 6,3, khoang 6,4, khoang 6,5, khoang 6,6, khoang 6,7, hodc khoang 6,8.
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Céc chit dém 1am vi du dé dua vao c4c ché phim cia sang ché bao gdm cac chit dém
trén co sé histidin, vi du, histidin, histidin hydroclorua, va histidin axetat. Theo
phuong 4n khéc, cic chat dém dé dua vao cac ché phdm cua sang ché c6 thé 1a chit
dém trén co s& phosphat, vi du, natri phosphat, cac chét dém trén co s& axetat, vi du,
natri axetat hoidc axit axetic, hodc c6 thé 1a chét dém trén co s& xitrat, vi du, natri xitrat
hoic axit xitric. Can hiéu ring cac chit dém cling c¢6 thé 12 hdn hop cua cac chit trén
day, mién 1a chit dém nay c6 tac dung dé dém cho céc ché phim trong khoang d6 pH
da mo ta trén ddy. Trong mot sd truong hop, chit dém co ndng d6 nim trong khoang
tir khoang SmM dén khoang 25mM, hoic thong thuong hon 12 ndm trong khoang tir
khoing 5mM dén khoang 15mM. Chét dém c6 thé c6 ndéng d bing khoang 5mM,
khodng 6mM, khodng 7mM, khoang 8mM, khoing 9mM, khoang 10mM, khoang
11mM, khodng 12mM, khoang 13mM, khodng 14mM, khoang 15mM, khoang 16mM,
khodng 17mM, khoang 18mM, khoang 19mM, khoang 20mM, khoang 21mM, khoéang
22mM, khoang 23mM, khoang 24mM, hodc khoang 25mM.

Theo mot phurong 4n ctia sang ché, chit dém trén co sé histidin duoc diéu ché
bang cach sir dung histidin va histidin monohydroclorua.
Chdt hoat dong bé mdit

Chét hoat dong bé m:;it dé st dung trong ban mé ta nay dé chi cac thanh phan c6
tac dung bao vé protein dung hop thy thé VEGF véi ndng do cao khoi chiu tac dong
clia img sudt gdy ra boi mit phan cach va b& mat khac nhau. Theo d6, céc chét hoat
dong bé mit co6 thé dugc str dung dé han ché hodc lam giam dén muc tdi thiéu su két
tu cua protein dung hop thu thé VEGF, va kich thich su hoa tan cta protein. Céc chét
hoat dong bé mt thich hgp & ddy da dugc chimg minh 1a chat hoat dong bé mit khong
ion, va c6 thé bao gdm céc chit hoat dong bé mit c6 gbc polyoxyetylen. Céc chit hoat
dong bé mat minh hoa trong linh vuc nay bao gdm: polysorbat 20, polysorbat 80,
poloxame 188, polyetylen glycol 3350, va hdn hop ctia chiung. Cac chét hoat dong bé
mit trong ché phdm c6 thé c6 mit vé6i ndng d6 nim trong khoang tir khoang 0,02%
dén khoang 0,1% trong lwong theo thé tich (trong luong/thé tich), va thong thuong
hon, ndm trong khoang tir khoang 0,02% dén khoang 0,04% (trong luong/thé tich).
Trong mdt sd trudong hop, chit hoat dong bé mit c¢6 ndng do bang khoang 0,02%
(trong Iwong/thé tich), khoang 0,03% (trong lugng/thé tich), khoang 0,04% (trong
lwgng/thé tich), khoang 0,05% (trong luong/thé tich), khoang 0,06% (trong lrong/thé
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tich), khoang 0,07% (trong luong/thé tich), khoang 0,08% (trong luong/thé tich),
khoang 0,09% (trong 1uqmg/thé tich), hodc khoang 0,1% (trong luqng/thé tich).
Chdt on dinh nhiét

Chét 8n dinh nhiét dé st dung trong ban md ta nay dé chi cac thanh phén c6 tac
dung tao ra tinh én dinh nhiét déi véi sy bién tinh do nhiét cua protein dung hop thu
thé VEGF, ciing nhur bao vé dbi v&i su mét hoat tinh hodc hiéu Iuc cua protein dung
hop thu thé VEGF. Céc chét én dinh nhiét thich hop bao gdm dudng, va ¢6 thé 1a
sucroza, trehaloza, sorbitol hoac manitol, hodc co thé 1a cac axit amin, vi du, L-prolin,
L-arginin (vi dy, L-arginin monohydroclorua), hodc taurin. Ngoai ra, cac chét 6n dinh
nhiét cling c6 thé bao gbm cac hop chét acrylamit dugc thé hoic axit propan sulfonic,
hodc c6 thé 1a cac hop chét tuong tu glyxerol.

Trong mét s truong hop, cac ché pham theo sang ché chtra ca duong va taurin,
dudng va axit amin, dudng va axit propan sulfonic, duong va taurin, glyxerol va
taurin, glyxerol va axit propan sulfonic, axit amin va taurin, hodc axit amin va axit
propan sulfonic. Ngoai ra, ché phim c6 thé chira dudng, taurin va axit propan sulfonic,
glyxerol, taurin va axit propan sulfonic, cling nhu L-prolin, taurin va axit propan
sulfonic.

Céac phuong &n cua sang ché thuong c6 cac chit &n dinh nhiét c6 mit mot minh,
mdi chét nay doc 1ap c6 mit véi ndng do, hodc c6 mit trong hdn hop véi tong ndng do,
nim trong khoang tir khoang 2% (trong luong/thé tich) dén khoang 10% (trong
lwong/thé tich) hoic tir 4% (trong luong/thé tich) dén khoang 10% (trong lwong/thé
tich), hoac tir khoang 4% (trong lugng/thé tich) dén khoang 9% (trong luong/thé tich),
hodc tr khoang 5% (trong lwong/thé tich) dén khoang 8% (trong lwong/thé tich). Céac
chét én dinh nhiét trong ché phdm c6 thé c6 ndng do bang khoang 2% (trong luong/thé
tich), khoang 2,5% (trong luc_mg/thé tich), khoang 3% (trong luong/thé tich), khoang
4% (trong luong/thé tich), khoang 5% (trong lwong/thé tich), khoang 6% (trong
lwong/thé tich), khoang 7% (trong lwong/thé tich), khoang 8% (trong luong/thé tich),
khoang 9% (trong lugng/thé tich), khoang 10% (trong lugng/thé tich) hodc khoang
20% (trong luong/thé tich). |

Pdi vé6i taurin va axit propan sulfonic, theo mdt phuwong an cla sang ché, cac
chit dn dinh nhiét nay c6 thé c6 mit trong ché phim véi ndng do nam trong khoang tir

khoang 25mM dén khoang 100mM, va thong thudng hon 13 tir khoang 50mM dén
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khoang 75mM (so véi cac chét 6n dinh nhiét khac).
Chadt lam gidm dé nhét

Céc chét 1am giam d6 nhét thudong duoc sir dung dé 1am giam hodc ngdn ngira
su két tu cua protein. Céc chit lam giam d6 nhot dé dua vao ché pham theo sang ché
bao gém: natri clorua, magie clorua, D- hodc L-arginin (vi duy, L-arginin
monohydroclorua), lysin, hodc hdn hop cta ching. Khi c6 mit trong ché pham, cac
chét 1am giam dd nhét c6 thé c6 mat v6i ndng do nam trong khoang tir khoang 10mM
dén khoang 100mM, va thong thuong hon 1a tir khoang 30mM dén khoang 75mM, va
thAm chi thong thuong hon 1a nam trong khoang tir khoang 40mM dén khoang 70mM.
Trong mot $6 truong hop, chét 1am giam d6 nhdt c6 mat véi néng dd khoang 10mM,
khoang 15mM, khoang 20mM, khoang 25mM, khoang 30mM, khoang 35mM, khoang
40mM, khoang 45mM, khoang 50mM, khoang 55mM, khoang 60mM, khoang 65mM,
khoang 70mM, khoang 75mM, khoang 80mM, khodng 85mM, khoang 90mM, khoang
95mM hoac khoang 100mM.

D6 nhét ciia ché pham

Céc ché phdm theo cac phuong an cia sang ché ciing ¢6 thé c6 dd nhét duge
dung dé str dung cho mét, vi dy, tiém trong thity tinh thé. P9 nhét thuong dé chi phép
do sirc can cia chit 16ng bi lam bién dang bdi ting suit cét hodc tng suét kéo (thuong
dugc xac dinh bang cac k¥ thuat da biét trong linh vuc nay, vi du, nhdt ké hodc luu
bién ké). PO nhét dién hinh cla ché pham theo c4c phuong an cla sang ché nam trong
khoang tir khoang 5,0 cP (centipoazo) dén khoang 15 cP, tir khoang 11 cP dén khoang
14 cP, tir khoang 12 ¢P dén khoang 15 cP hogc tir khoang 11 cP dén khoang 12 cP. Vi
vay, do nhét cua ché phim cia séng ché c6 thé bang khoing 5,0 cP, khoang 6,0,
khoang 7,1 cP, khoang 7,2 cP, khoang 7,3 cP, khoang 7,4 cP, khoang 7,5 cP, khoang
7,6 ¢P, khoang 10 cP, khoang 10,5 cP, khoang 11,0 cP, khoang 11,5 cP, khoang 12,0
cP, khoang 12,5 cP, khoang 13,0 cP, khoéng 13,5 cP, khoang 14,0 cP, khoang 14,5 cP,
hodc khoang 15,0 cP (vi dy, khi duoc xé4c dinh & nhiét do 20°0).

Céac phuong an khac nhau cua sang ché khong can bd sung mudi vo co, hoic
chét 1am giam d6 nhét khac, dé duy tri cdc dd nhét hitu ich & mic cao nay. Thong
thuong, dung dich protein n@)ng do cao can ¢6 chét 1am giam do nhot dé tranh su két tu
clia protein va do nhdt cao lam cho kho tiém ché phdm nay trong thiy tinh thé va lam

giam hiéu luc cta protein dung hop thu thé VEGF. Vi vay, cac phuong 4n cla sang
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ché bao gdm cac ché phdm gin nhur khong chira, hodc khong bd sung thém natri clorua
(NaCl), magie clorua (MgClz), D- hodc L-arginin hydroclorua, lysin hodc chét 1am
giam do nhat khéc.
Nong do mol/kg nudc dung dich cua ché pham
Nong d6 mol/kg nuée dung dich 14 thudc tinh quan trong cua ché phdm ding dé

tiém. Tét hon 12 ¢6 san phidm phu hop véi didu kién thidm thau sinh 1y. Ngoai ra, ndng
do mol/kg nudc dung dich cung cip thong tin x4c nhén vé ham lugng hoa tan trong
dung dich. Theo mot phuong 4n cua sang ché, ndng dd mol/kg nuéc dung dich cua ché
phim ctia sang ché nhé hon hoic bang khoang 506 mmol/kg hodc nam trong khoang
tir khoang 250 dén khoang 506 mmol/kg, vi dy, khoang 250, 260, 270, 280, 290, 299,
300, 310, 314, 315, 316, 324, 343, 346, 349, 369, 384, 403, 426, 430 hodc 506
nnnong.Theorn@tphuongéncﬁaséngché,néngd@rnongnuécdungcﬁd1nh6hon
khoang 250 mmol/kg.
Do tinh khiét va tinh én dinh cia ché phcfm

. Ché pham chtra protein dung hop thy thé VEGF ndng do cao dugc mo ta & day
6n dinh trong qua trinh san xuét va bao quan. Thuat ngi "6n dinh" trong ban mo ta nay
dé chi cac ché phdm chira protein thu thé VEGF duy tri dugc ca tinh 6n dinh hoa hoc
va 1y hoc trong khoang thoi gian san xuit va bao quan ché pham, vi dy, duy tri tinh
toan ven va ¢6 mtrc do thoai bién, bién tinh hodc khong cudn gip & muc ti thiéu. Tinh
6n dinh cta protein thu thé VEGF c6 thé duoc xac dinh bang cach st dung céc k§
thuat phén tich da biét trong linh vuc ndy & cac nhiét do khic nhau va trong cac
khoang thoi gian khéac nhau. Cu thé, tinh (Km.dinh héa hoc (hiéu luc) cta thu thé VEGF
¢6 thé dugc xdc dinh béng cach st dung cdc thir nghiém sinh hoc khéac nhau (vi du,
dong té bao BAF/3 VEGFR1/EPOR dugc st dung dé xdc dinh sy gan két VEGF 165 boi
céc protein dung hop thy thd VEGF & day), va tinh én dinh vét 1y, bang cach phén tich
sdc ky loai trir theo kich ¢& (size exclusion: SE), phuong phap sdc ky long siéu hiéu
ning (ultra-performance liquid chromatography: UPLC), phuong phap sdc ky loai trir
theo kich ¢& (SE), quan sat ve¢ bé ngoai béng mét thuong, mat d6 OD, do pH, su tao ra
bién thé mang dién tich, va ty 1é tao ra cac hop chit c6 trong lugng phan tir cao
(HMW). Protein dung hop thu thé VEGF 6n dinh 13 protein c6 sy thay d6i vé mat do
OD, d6 pH, sy tao ra cac bién thé mang dién tich, va sy tao ra cac hop chat HMW cua

n6 dugc han ché.
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Khi duge st dung trong ban md ta nay, thuat nglt hop chét “co6 trong luong
phan t cao” (HMW), lién quan dén ché phdm chita VEGF Trap cho truéc (vi dy,
aflibercept), dé chi cac hop chét bat ky ctia polypeptit hoac phirc chét polypeptit trong
ché phim nay dugc rira giai ra khoi cot loai trir theo kich ¢& (vi du, SE-UPLC) & phia
trude polypeptit cia VEGF Trap (vi dy, c6 trong lugng phan tir cao hon) va/hodc
homodime cua no6. Ty 1€ % cua cac hop chit HMW dé chi ty 16 % cta cac hop chét
ndy so véi tong lugng polypeptit trong ché pham, vi du, bang cach phan tich bang
phuong phap SE-UPLC.

Theo mot phuong 4n cua sang ché, nhu duogc ban ludn day du hon trong cac vi
du duéi day, cac ché phim dn dinh c6 tinh 6n dinh vat Iy va hiéu lyc clia protein dung
hop thu thé VEGF déng ké trong khoang thoi gian t6i da 1a 12 thang, t6i da 1a 24
thang, va/hodc tdi da 12 36 thang khi dugce bao quan & nhiét do nam trong khoang tir
khoang 2°C dén khoang 8°C.

Thcorn@tphuongzhlcﬁaséngché,chéphénlcﬁaséngchéléchéphénlcécéc
dic diém sau: '

e Sau khoang 28 ngay & nhiét d¢ khoang 37°C c6 luong hop chét ¢ trong luong
phén tir cao (vi du, khi dugc xdc dinh bang phuwong phap SE-UPLC hozc SEC)

tang 1én khoang 3, 5, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 20, 30, 35 hoic 37%

(hoic tir 10 dén 15% hodc tir 15 dén 20% hogc tir 10 dén 20%)

e Sau khoang 28 ngiy & nhiét do khoang 37°C c6 lugng hop chét chinh (vi du,

khi duge xac dinh bing phuong phap SE-UPLC hodc SEC) gidm di khoang 5,

6,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21 hodc 22% (hodc tir 5 dén 20%

hoic tir 5 dén 10% hodc tir 10 dén 15% hodc tir 15 dén 20%)

e Sau khoang 28 ngay & nhiét 4o khoang 37°C, c6 lugng protein dudi dang hop
chit chinh (vi du, khi dugc xac dinh bang phuong phap SE-UPLC hodc SEC)

bang khoang 80, 81, 82, 83, 84, 85, 86 hoac 87% (hogc tlr khoang 80 dén 85%)

hodac cao hon

e Sau khoang 28 ngay & nhiét do khoang 37°C c6 luong hop chét c6 trong lugng
phén tr thap (Vi du, khi dugc xac dinh bang phuong phap SE-UPLC hoidc SEC)

- tang 1én khodng 1 hodic 1,5 hoge 2% (hodc tir 1 dén 2%)

e Sau khoang mét thang & nhiét do khoang 37°C c6 luong hop chét c6 trong

luong phén tir cao ting 1én khoang 16%; va/hodc lugng hop chét chinh giam di

-32-



o1787 33/129

khoang 17% va/hoac luong hop chit c6 trong luong phéin tir thip ting lén
khoang 0,5% hodc <1%; va/hodc sau khoang hai thang ¢ nhiét d§ khoang 5°C,
¢6 luong hop chit chinh gidm di khoang 1%, va/hodc lwong hop chét c6 trong
lwong phan tit cao ting 1én khoang 1% va/hodc lugng hop chét co trong lugng
phén tir thdp (LMW) & mirc khong déng ké hoic khong phat hién dugc; va/hodc
sau khoang 2.théng & nhiét do khoang 5°C, c6 lugng hop chit chinh bing
khoang 97% (vi du, khi dugc xac dinh bang phuong phap SE-UPLC hoic SEC)
Sau khoang 12 thang & nhi¢t do nidm trong khoang tir khoang 2 dén 8°C c6
lugng hop chét co trong luong phan tir cao (vi du, khi dugc xac dinh bing
phuong phap SE-UPLC hoiic SEC) tang Ién khoang tir 3 dén 3,5%
Sau khoang 12 thang & nhiét do nam trong khoing tir khoang 2 dén 8°C c6
luong hop chat chinh (vi dy, khi dugc xac dinh bang phuong phap SE-UPLC
hodc SEC) giam di it hon khoang 1% hodc 1, 2, 3 hodc 4% (vi dy, tir 1 dén 4%
hoic tir 3 dén 4%)
Sau khoang 12 thang & nhiét do nim trong khoang tir khoang 2 dén 8°C, ¢6
lugng protein dudi dang hop chét chinh (vi du, khi dugc xac dinh bang phuong
phap SE-UPLC hodc SEC) bing khoang 94 hodc 95% hodc cao hon
Sau khoang 3 thang & nhiét do nim trong khoang tir khoang 2 dén 8°C co luong
hop chét c6 trong lugng phan tir cao (vi dy, khi dugc xdc dinh bang phuong
phéap SE-UPLC hodc SEC) tang 1én khoéng 1 hodc 2%
Sau khoang 6 thang & nhiét do nam trong khoang tir khoang 2 dén 8°C c6 luong
hop chét c¢6 trong lwgng phan tir cao (vi dy, khi dugc xdc dinh bing phuong
phap SE-UPLC hogc SEC) ting lén & mirc khoéng <1 hodc 1 hodc 2%
Sau khoang 5'/; hoic 6 thang & nhiét do khoang 5°C c6 tong lugng hop chat c6
trong lugng phén tr cao (vi duy, khi dugc xac dinh bang phuong phap SE-UPLC
hodic SEC) bing khoang 2,5, 3,0 hodic 3,5 (hogc tir khoang 2,5 dén 3,5%)
Sau khoang 6 thang & nhiét do nam trong khoang tir khoang 2 dén 8°C c6 luong
hop chit chinh (vi dy, khi duoc xac dinh bang phuong phap SE-UPLC hodc
SEC) giam di it hon khoang 1% hodc 1 hodc 2% (hodc khoang tur 0,5 dén 2%
hoc tir 1 dén 2%)
Sau khoang 6 thang & nhiét do nellmvtrong khoang tir khoang 2 dén 8°C, co
lwong protein duéi dang hop chit chinh (vi dy, khi dugc x4c dinh bing phuong
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phap SE-UPLC hodc SEC) bang khoang 96 hodc 97 hodc 98% (hoic tir 96 dén
98%) hodc cao hon

Sau khoang 24 thang hodc 36 thang ¢ nhiét do nim trong khoang tir khoang 2
dén 8°C, c6 lugng hop chét c6 trong lugng phén tir cao ting 1én & muc it hon
khoang 5 hodc 6 hodc 7% (vi dy, khoang 1,5, 2, 3, 4 hodc 5%) (hodc tr 1,5 dén
5% hodac tr 1,5 dén 2,5%); va/hodc co téng lugng hop chét c6 trong lugng phén
tr cao béng khoang 3,0, 3,25, 3.5, 4,0, 4,5 hodc 5%; va/hodc lugng hop chét
chinh gidm di khoang 2 hoéc 3% (hodc tir 2 dén 3%); va/hoic téng lwong hop
chét chinh (vi du, khi dugc xac dinh bang phuong phap SE-UPLC hogc SEC)
bang khoang 95 hodc 96% hodc cao hon (hodc tir 95 dén 96%)

Sau khoang 1 thang & nhiét do khoang 37°C, c6 lugng aflibercept trong ché
phdm c6 thé thu hdi duge bing phuong phéap RP-HPLC bang khoang 97, 98, 99
hogc 100% (hogc tir 97 dén 100%)

Ngay sau khi san xut va tinh ché, c6 luong hop chét c6 trong lugng phan tir
cao (vi du, khi dugc xac dinh bang phuong phap SE-UPLC hodc SEC) nho hon
khoang 1,5, 2, 2,5, 3,0 hodc 3,5%

Sau khoang 6 thang & nhiét do khoang 37°C, c6 luong aflibercept dudi dang
hop chét chinh/dinh chinh (vi dy, khi dugc xac dinh bing phwong phéap hoi tu
ding dién mao quén (cIEF) hodc phuong phap hdi tu dang dién mao quéan bing
hinh anh) (cac hop chét khong c6 tinh axit va khong ¢6 tinh bazo) bang it nhét
khoang 70% hodc 75% (vi du, tir 70 dén 75%)

Sau khoang 36 thang & nhiét do nim trong khoang tir khoang 2 dén 8°C, c6
luong hop chét c6 tinh axit ting 1én (vi du, khi dugc xdc dinh bing phuong
phap hoi tu ding dién mao quan (cIEF) hodc phuong phép hoi tu dang dién mao
quan bing hinh 4nh) bing khoang 1 hoc 2% (hodc tir 1 dén 2%)

Sau khoang 36 thang & nhiét do nam trong khoang tir khoang 2 dén 8°C, c6
lugng hop chét chinh/dinh chinh (vi dy, khi dwgc xdc dinh bang phwong phap
hoi tu ding dién mao quéan (cIEF) hodc phuong phéap hoi tu dang dién mao quan
bang hinh anh) giam di khoang 1% hodc it hon

Sau khoang 36 thang & nhiét do nidm trong khoang tir khoang 2 dén 8°C, ¢6
lwgng hop chat chinh/dinh chinh (vi dy, khi dwgc xdc dinh bang phwong phap

hoi tu ding dién mao quan (cIEF) hodc phuong phap hoi tu ding dién mao quin
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bang hinh anh) nam trong khoang tr khoang 78 dén 79%

va/hoac

e Khi dugc sir dung trong thﬁy tinh thé cho dong vat c6 vi, nhu ngudi hodc tho
hodc chudt (vi du, co 161 loan & mét do sy tao mach nhu bénh AMD thé udt),
khong gy ra céc truong hop bét loi bat ky khac biét trong 14m sang so véi cac
truong hop bt loi quan sat dugc ddi voi san phém EYLEA (vi duy, khi san
phim EYLEA dugc sit dung trong thuy tinh thé véi lidu 0,5 hodc 2,0mg); va
khong gdy ra tinh trang viém dang ké trong 1am sang & mét, su ting ap luc
trong mét (intraocular pressure: IOP) kéo dai, sy tang hodc giam huyét ap kéo
dai va’/hoac su bong vong mac.

Ngoai ra, theo mdt phuong 4n cla sang ché, cac protein dung hgp thu thé
VEGF ndng d6 cao c6 tinh 4n dinh do chiing khong tao ra hodc cé luong bién thé
mang dién tich c6 tinh axit rat nho trong qua trinh san xuét va bao quan, vi du, khong
tao ra hodc tao ra rét it luong bién thé mang dién tich khi dugc thir nghiém, vi dy, béng
phuong phap hdi tu ding dién mao quan bang hinh anh.

Theo mdt phuong 4n cia sang ché, ché pham cua sang ché c6 ndng d6 hop chét
c6 trong luong phén tir thap (LMW) nhé hon hodc bang khoang 8%.

~ Theo mdt phuong an cia sang ché, ché pham cta sang ché c6 ndéng do ndi doc
td nho hon khoang 0,2, 0,4 hodc 0,5 don vi ndi doc td (endotoxin unit: EU)/ml;

Theorn@tphuongzhlcﬁaséngché,Chéphénlcﬁaséngchégﬁnrﬁurkhéngch&a
chét dang hat hodc chtra chét dang hat ¢6 kich thudce khoang 1, 2, 5, 10, 25 hodc 50
micromet (hodc 16n hon). '

Theo mdt phuong an cua sang ché, khi ché phim cua séng ché dugc phan tich
bing phuong phap CE-SDS khong khir (phwong phép dién di trén gel mao quan SDS),
it nht 97% téng dién tich dinh 12 dinh chinh.

Theo mot phuong an cua sang ché, khi ché phim cua séng ché dugc phan tich
bing phuong phap UPLC loai trir theo kich ¢& (SE-UPLC), it nhat 93, 94 hodc 95%
tdng dién tich dinh 1a dinh chinh va luong cht két tu nho hon hogc bang 3,5, 4, 5 hodc
6%.

Theo mét phuong 4n cua sing ché, ché pham cua sang ché & nhiét d6 khoang
2°C, 3°C, 4°C, 5°C, 6°C, 7°C hozftc_ 8°C, tir 2 dén 8°C (vi duy, nhiét do trung binh béng
5°C), 23°C, 25°C, 30°Chodc 37°C.
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Cdc ché phdm minh hoa ,
Céc ché phim chira protein dung hop thu thé VEGF nbng d6 cao minh hoa bao
gdm céc ché phim sau:

Ché phém A: aflibercept 80 mg/ml, chit dém trén co s& histidin 10mM, sucroza
5% (trong lwong/thé tich), polysorbat 20 0,03% (trong lwong/thé tich), va natri clorua
40mM, vé6i 6 pH nam trong khoang tir 5,8 dén 6,2.

Ché phdm B: aflibercept 80 mg/ml, chit dém trén co s& phosphat 10mM,
sucroza 5% (trong lwong/thé tich), polysorbat 20 0,03% (trong lugng/thé tich), va natri
clorua 40mM, v&i do pH nidm trong khoang tir 5,8 dén 6,2.

Ché pham C: aflibercept 80 mg/ml, chit dém trén co s& xitrat 10mM, sucroza
5% (trong lwong/thé tich), polysorbat 20 0,03% (trong lugng/thé tich), va natri clorua
40mM, vé6i dd pH nam trong khoang tr 5,8 dén 6,2.

Ché phém D: éﬂibercept 80 mg/ml, chit dém trén co s& histidin 10mM, sucroza
5% (trong lwong/thé tich), polysorbat 80 0,03% (trong lwong/thé tich), va natri clorua
40mM, véi d6 pH = 6,2.

Ché phim E: aflibercept 80 mg/ml, chit dém trén co s& phosphat 10mM,
sucroza 5% (trong lu:(_mg/thé tich), polysorbat 80 0,03% (trong lu’(_mg/thé tich), va natri
clorua 40mM, vé6i d6 pH nam trong khoang tir 5,8 dén 6,2.

Ché phdm F: aflibercept 80 mg/ml, chit dém trén co s& xitrat 10mM, sucroza
5% (trong hx(_)ng/thé tich), polysorbat 80 0,03% (trong lutc_mg/thé tich), va natri clorua
40mM, v6i do pH niim trong khoang tir 5,8 dén 6,2.

Ché phim G: aflibercept 80 mg/ml, chit dém trén co s& histidin 10mM, sucroza
8% (trong lugng/thé tich), va polysorbat 20 0,03% (trong lwong/thé tich), véi do pH
nim trong khoang tir 5,8 dén 6,2, va, tlry ¥, loai trir cu thé chit 1am giam d¢ nhét.

Ché pham H: aflibercept 80 mg/ml, chit dém trén co s& phosphat 10mM,
sucroza 8% (trong lwgng/thé tich), va polysorbat 20 0,03% (trong lwong/thé tich), véi
doé pH nam trong khoang tur 5,8 dén 6,2, va, tuy y, loai trlr cu thé chit 1am giam do
nhdat.

Ché pham I: aflibercept 80 mg/ml, chit dém trén co sé& xitrat 10mM, sucroza
8% (trong lwong/thé tich), va polysorbat 20 0,03% (trong lwong/thé tich), véi do pH
nam trong khoang tir 5,8 dén 6,2, va, tuy ¥, loai trir cu thé chit 1am giam do nhét.

Ché pham J: aflibercept 80 mg/ml, chit dém trén co sé histidin 10mM, sucroza
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8% (trong luong/thé tich), va polysorbat 80 0,03% (trong luong/thé tich), voi dd pH
nam trong khoang tir 5,8 dén 6,2, va, tiy ¥, loai trir cu thé chét 1am giam dg nhét.

Ché phdm K: aflibercept 80 mg/ml, chit dém trén co s& phosphat 10mM,
sucroza 8% (trong lwong/thé tich), va polysorbat 80 0,03% (trong lwong/thé tich), véi
do pH nam trong khoang tir 5,8 dén 6,2, va, tuy v, loai trr cu thé chét lam gidm do
nhét.

Ché phim L: aflibercept 80 mg/ml, chit dém trén co s& xitrat 10mM, sucroza
8% (trong lwong/thé tich), va polysorbat 80 0,03% (trong lwong/thé tich), véi do pH
nam trong khoang tur FS ,8 dén 6,2, va, tuy v, loai trix cy thé chét lam giam do nhét.

' Ché phdm M: aflibercept 150 mg/ml, chit dém trén co s& histidin 10mM,
sucroza 5% (trong lwong/thé tich), polysorbat 20 0,03% (trong lwong/thé tich), va natri
clorua 40mM, v6i d6 pH nam trong khoang tir 5,8 dén 6,2.

Ché phdm N: aflibercept 150 mg/ml, chit dém trén co s& phosphat 10mM,
sucroza 5% (trong luong/thé tich), polysorbat 20 0,03% (trong lugng/thé tich), va natri
clorua 40mM, véi do pH nam trong khoang tr 5,8 dén 6,2.

Ché phdm O: aflibercept 150 mg/ml, chit dém trén co s& xitrat 10mM, sucroza
5% (trong lwong/thé tich), polysorbat 20 0,03% (trong lwong/thé tich), va natri clorua
40mM, véi do pH nim trong khoang tir 5,8 dén 6,2.

Ché phdm P: aflibercept 150 mg/ml, chat dém trén co so histidin 10mM,
sucroza 5% (trong luqng/thé» tich), polysorbat 80 0,03% (trong luqng/thé tich), va natri
clorua 40mM, véi do pH = 6,2.

Ché phdm Q: aflibercept 150 mg/ml, chit dém trén co s& phosphat 10mM,
sucroza 5% (trong luqng/thé tich), polysorbat 80 0,03% (trong luqng/thé tich), va natri
clorua 40mM, véi d6 pH nam trong khoang tir 5,8 dén 6,2.

Ché phém R: aflibercept 150 mg/ml, chit dém trén co s& xitrat 10mM, sucroza
5% (trong lwong/thé tich), polysorbat 80 0,03% (trong lwong/thé tich), va natri clorua
40mM, véi do pH ndm trong khoang tir 5,8 dén 6,2.

Ché pham S: aflibercept 150 mg/ml, cht dém trén co sé& histidin 10mM,
sucroza 8% (trong lugng/thé tich), va polysorbat 20 0,03% (trong lugng/thé tich), véi
d6 pH nidm trong khoang tir 5,8 dén 6,2, va, tuy ¥, loai trtr cu thé chit lam giam do
nhét.

Ché phdm T: aflibercept 150 mg/ml, chit dém trén co s& phosphat 10mM,
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sucroza 8% (trong 1uqng/thé tich), va polysorbat 20 0,03% (trong luqng/thé tich), véi
d6 pH ndm trong khoang tir 5,8 dén 6,2 (vi du, 6,2), va, tly ¥, loai trir cy thé chat lam
giam d¢ nhdot.

Ché phim U: aflibercept 150 mg/ml, chat dém trén co s& xitrat 10mM, sucroza
8% (trong lwong/thé Atich), va polysorbat 20 0,03% (trong luong/thé tich), véi d6 pH
nim trong khoang tir 5,8 dén 6,2, va, tiy ¥, loai trir cy thé chét 1am giam do nhét.

Ché phim V: aflibercept 150 mg/ml, chit dém trén co s& histidin 10mM,
sucroza 8% (trong lugng/thé tich), va polysorbat 80 0,03% (trong lwong/thé tich), véi
do pH nidm trong khoang tir 5,8 dén 6,2, va, tuy y, loai trir cu thé chit lam giam do
nhét. ’

Ché phdm W: aflibercept 150 mg/ml, chit dém trén co s& phosphat 10mM,
sucroza 8% (trong luong/thé tich), va polysorbat 80 0,03% (trong lugng/thé tich), véi
d6 pH nam trong khoang tir 5,8 dén 6,2, Vél, tuy y, loai trr cu thé chit 1am giam do
nhot.

Ché phim X: aflibercept 150 mg/ml, chit dém trén co s& xitrat 10mM, sucroza
8% (trong lwong/thé tich), va polysorbat 80 0,03% (trong lugng/thé tich), véi do pH
nam trong khoang tir 5,8 dén 6,2, va, tuy y, loai trix cu thé chét 1am giam do nhét.

Ché phdm Y: conbercept 80 mg/ml, chit dém trén co s& histidin 10mM,
sucroza 5% (trong lugng/thé tich), polysorbat 20 0,03% (trong lwong/thé tich), va natri
clorua 40mM, véi do pH nam trong khoang tur 5,8 dén 6,2.

Ché pham Z: conbercept 80 mg/ml, chit dém trén co s& phosphat 10mM,
sucroza 5% (trong lugng/thé tich), polysorbat 20 0,03% (trong lwong/thé tich), va natri
clorua 40mM, véi ¢ pH nam trong khoang tur 5,8 dén 6,2.

Ché phidm AA: conbercept 80 mg/ml, chit dém trén co s xitrat 10mM, sucroza
5% (trong luong/thé tich), polysorbat 20 0,03% (trong luong/thé tich), va natri clorua
40mM, v6i d6 pH nim trong khoang tir 5,8 dén 6,2.

Ché phdm BB: conbercept 80 mg/ml, chit dém trén co s histidin 10mM,
sucroza 5% (trong lugng/thé tich), polysorbat 80 0,03% (trong lwong/thé tich), va natri
clorua 40mM, véi do pH = 6,2.

Ché phdm CC: conbercept 80 mg/ml, chit dém trén co s& phosphat 10mM,
sucroza 5% (trong lu’qng/thé tich), polysorbat 80 0,03% (trong lugng/thé tich), va natri
clorua 40mM, vé6i d6 pH nim trong khoang tir 5,8 dén 6,2.
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Ché phém DD: conbercept 80 mg/ml, chét dém trén co s¢ xitrat 10mM, sucroza
5% (trong lwong/thé tich), polysorbat 80 0,03% (trong lwong/thé tich), va natri clorua
40mM, véi @6 pH nam trong khoang tir 5,8 dén 6,2.

Ché pham EE: conbercept 80 mg/ml, chit dém trén co s& histidin 10mM,
sucroza 8% (trong lugng/thé tich), va polysorbat 20 0,03% (trong lugng/thé tich), véi
d6 pH nim trong khoang tir 5,8 dén 6,2, va, tuy v, loai trir cu thé chit lam giam do
nhot.

Ché phim FF: conbercept 80 mg/ml, chit dém trén co s& phosphat 10mM,
sucroza 8% (trong lugng/thé tich), va polysorbat 20 0,03% (trong lugng/thé tich), véi
do pH nam trong khoang tur 5,8 dén 6,2, va, tuy v, loai trix cu thé chat lam giam do
nhdat. |

‘ Ché phdm GG: conbercept 80 mg/ml, chit dém trén co s& xitrat 10mM, sucroza
8% (trong lugng/thé tich), va polysorbat 20 0,03% (trong lugng/thé tich), véi do pH
nam trong khoang tur 5,8 dén 6,2, va, ty y, loai trir cu thé chét 1am giam do nhot.

Ché pham HH: conbercept 80 mg/ml, chit dém trén co s& histidin 10mM,
sucroza 8% (trong lugng/thé tich), va polysorbat 80 0,03% (trong lugng/thé tich), véi
do pH nam trong khoang tir 5,8 dén 6,2, va, tuy y, loai trur cu thé chit 1am giam do
nhdt.

Ché phim II: conbercept 80 mg/mi, chit dém trén co s& phosphat 10mM,
sucroza 8% (trong lugng/thé tich), va polysorbat 80 0,03% (trong lwong/thé tich), véi
do pH nam trong khoang tir 5,8 dén 6,2, va, tuy v, loai trur cu thé chit 1am giam do
nhdat.

Ché phadm JJ: conbercept 80 mg/ml, chit dém trén co s& xitrat 10mM, sucroza
8% (trong lugng/thé tich), va polysorbat 80 0,03% (trong lugng/thé tich), véi do pH
nam trong khoang tir 5,8 dén 6,2, va, tly ¥, loai trir cu thé chét 1am giam d0 nhot.

Ché phim KK: conbercept 150 mg/ml, chit dém trén co sé histidin 10mM,
sucroza 5% (trong lwong/thé tich), polysorbat 20 0,03% (trong lwong/thé tich), va natri
clorua 40mM, vé6i ¢6 pH nam trong khoang tir 5,8 dén 6,2.

Ché pham LL: conbercept 150 mg/ml, chit dém trén co s& phosphat 10mM,
sucroza 5% (trong lwong/thé tich), polysorbat 20 0,03% (trong lwong/thé tich), va natri
clorua 40mM, véi do pH nam trong khoang tur 5,8 dén 6,2.

~ Ché phém MM: conbercept 150 mg/ml, chit dém trén co s& xitrat 10mM,
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sucroza 5% (trong lwong/thé tich), polysorbat 20 0,03% (trong lwong/thé tich), va natri
clorua 40mM, véi do pH nam trong khoang tur 5,8 dén 6,2.

Ché phdm NN: conbercept 150 mg/ml, chit dém trén co s& histidin 10mM,
sucroza 5% (trong lwong/thé tich), polysorbat 80 0,03% (trong lugng/thé tich), va natri
clorua 40mM, véi d6 pH = 6,2.

Ché phim OO: conbercept 150 mg/ml, chdt dém trén co s& phosphat 10mM,
sucroza 5% (trong lut_rng/thé tich), polysorbat 80 0,03% (trong lu’(mg/thé tich), va natri
clorua 40mM, v6i d6 pH nim trong khoang tir 5,8 dén 6,2.

| Ché phdm PP: conb‘ercept 150 mg/ml, chit dém trén co s& xitrat 10mM,
sucroza 5% (trong lugng/thé tich), polysorbat 80 0,03% (trong lwong/thé tich), va natri
clorua 40mM, véi do pH nam trong khoang tur 5,8 dén 6,2.

Ché phém QQ: conbercept 150 mg/ml, chit dém trén co s histidin 10mM,
sucroza 8% (trong lugng/thé tich), va polysorbat 20 0,03% (trong lugng/thé tich), véi
do pH nam trong khoang tur 5,8 dén 6,2, va, tuy y, loai trir cu thé chit 1am giam do
nhét. |

Ché phiam RR: conbercept 150 mg/ml, chit dém trén co s& phosphat 10mM,
sucroza 8% (trong lugng/thé tich), va polysorbat 20 0,03% (trong lwong/thé tich), véi
d6 pH nim trong khoang tir 5,8 dén 6,2, va, tiy y, loai trlr cu thé cht lam giam do
nhét.

Ché phdm SS: conbercept 150 mg/ml, chit dém trén co s& xitrat 10mM,
sucroza 8% (trong luong/thé tich), va polysorbat 20 0,03% (trong lugng/thé tich), véi
d6 pH nam trong khoang tir 5,8 dén 6,2, va, tuy ¥, loai trir cu thé chit lam giam do
nhdat.

Ché phim TT: conbercept 150 mg/ml, chdt dém trén co s& histidin 10mM,
sucroza 8% (trong lwong/thé tich), va polysorbat 80 0,03% (trong lwong/thé tich), véi
do pH nam trong khoang tir 5,8 dén 6,2, va, tiy ¥, loai trir cy thé chit lam giam do
nhét.

Ché phim UU: conbercept 150 mg/ml, chit dém trén co s& phosphat 10mM,
sucroza 8% (trong lugng/thé tich), va polysorbat 80 0,03% (trong lugng/thé tich), véi
do pH nam trong khoang tu 5,8 dén 6,2, va, tuy y, loai trir cu thé chit lam giam do
nhdt.

Ché phdm VV: conbercept 150 mg/ml, chit dém trén co s xitrat 10mM,
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sucroza 8% (trong lugng/thé tich), va polysorbat 80 0,03% (trong lugng/thé tich), voi
doé pH nam trong khoang tur 5,8 dén 6,2, va, tuy y, loai trir cu thé chét 1am gidm do
nhat.

Ché phdm WW: protein dung hop thu thé VEGF (vi du, aflibercept) 140 mg/ml,
chit dém trén co sé histidin 10mM, sucroza 5% (trong lu:c_mg/thé tich), polysorbat 20
0,03% (trong luo‘ng/thé tich), va taurin 50mM, véi d6 pH = 5.8.

Ché phim XX: protein dung hop thu thé VEGF (vi du, aflibercept) 140 mg/ml,
chit dém trén co s& histidin 20mM, prolin 4% (trong luong/thé tich), polysorbat 20
0,03% (trong lugng/thé tich), va arginin hydroclorua 50mM, véi d6 pH =5,8.

Ché phdm YY: protein dung hop thu thé VEGF (vi du, aflibercept) 140 mg/ml,
chit dém trén co s histidin 20mM, sucroza 2,5% (trong luong/thé tich), prolin 2,0%
(trong luong/thé tich), polysorbat 20 0,03% (trong lugng/thé tich), va taurin 50mM,
véi do pH = 5,8.

Ché pham ZZ: protein dung hop thu thé VEGF (vi du, aflibercept) 140 mg/ml,
chit dém trén co sé histidin 10mM, sucroza 2,5% (trong lu(mg/thé tich), prolin 2,0%
(trong luwong/thé tich), polysorbat 20 0,03% (trong luong/thé tich), va arginin
hydroclorua 50mM, véi do pH = 5,8.

Ché phdm AAA: protein dung hop thu thé VEGF (vi du, aflibercept) 140
mg/ml, chit dém trén co s histidin 20mM, sucroza 5% (trong luqng/thé tich),
polysorbat 20 0,03% (trong lugng/thé tich), va PSA 50mM, véi d6 pH = 5,8.

Ché phdm BBB: protein dung h(_)p. thu thé VEGF (vi du, aflibercept) 140
mg/ml, chit dém trén co s& histidin 20mM, sucroza 2,5% (trong luqng/thé tich), prolin
2,0% (trong lwong/thé tich), polysorbat 20 0,03% (trong lwong/thé tich), va PSA
50mM, véi d6 pH = 5,8.

Ché phidm CCC: protein dung hop thu thé VEGF (vi du, aflibercept) 80, 100,
120 hodc 140 mg/ml, chit dém trén co so histidin 20mM, sucroza 5% (trong luong/thé
tich), polysorbat 20 0,03% (trong lugng/thé tich), va arginin hydroclorua 50mM, véi
do pH =5.8.

Ché phim DDD: protein dung hop thu thé VEGF (vi du, aflibercept) 140
mg/ml, chit dém trén co s& histidin 10mM, prolin 4% (trong lwong/thé tich),
polysorbat 20 0,03% (trong luong/thé tich), va PSA 50mM, véi 46 pH = 5,8.

Ché phidm EEE: protein dung hop thu thé VEGF (vi du, aflibercept) 140 mg/ml,
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chit dém trén co s& histidin 20mM, sucroza 5% (trong lwong/thé tich), va polysorbat
20 0,03% (trong luong/thd tich) va, tiy ¥, khong chira chét 6n dinh nhiét, v6i do pH =
5,8.

Ché pham FFF: protein dung hop thu thé VEGF (vi dy, aflibercept) 140 mg/ml,
natri phosphat 10mM, sucroza 5% (trong lwong/thé tich) va polysorbat 20 0,03% voi
do pH =6,2.

Ché phdm GGG: protein dung hop thu thé VEGF (vi du, aflibercept) 140
mg/ml; histidin 20mM, d6 pH = 5,8; sucroza 5%; polysorbat 20 0,03%; natri sulfat
5S0mM. |

Ché phdm HHH: protein dung hop thu thé VEGF (vi du, aflibercept) 140
mg/ml; histidin 20mM, d6 pH = 5,8; sucroza 5%; polysorbat 20 0,03%; natri
thioxyanat 50mM.

Ché phim III: protein dung hop thu thé VEGF (vi du, aflibercept) 140 mg/ml;
histidin 20mM, do pH = 5,8; sucroza 5%, polysorbat 20 0,03%; natri xitrat 40mM.

Ché pham JJJ: protein dung hop thy thé VEGF (vi du, aflibercept) 140 mg/ml;
histidin 20mM, dd pH = 5,8; sucroza 5%, polysorbat 20 0,03%; glyxin 50mM.

Ché phdm KKXK: protein dung hqp' thu thé VEGF (vi du, aflibercept) 140
mg/ml; histidin 20mM, d¢ pH = 5,8; sucroza 5%, polysorbat 20 0,03%; natri clorua
50mM.

Ché phim LLL: protein dung hop thu thé VEGF (vi du, aflibercept) 140 mg/ml;
histidin 20mM, dd pH = 5,8; sucroza 5%; polysorbat 20 0,03%; lysin SOmM.

Ché phdm MMM: protein dung hop thu thé VEGF (vi du, aflibercept) 140
mg/ml; histidin 20mM, d6 pH = 5,8; sucroza 5%; polysorbat 20 0,03%; natri aspartat
50mM. |

Ché phdm NNN: protein dung hop thu thé VEGF (vi du, aflibercept) 140
mg/ml; histidin 20mM, do pH = 5,8; sucroza 5%; polysorbat 20 0,03%; natri glutamat
50mM.

Ché phim OOO: protein dung hop thu thé VEGF (vi du, aflibercept) 140
mg/ml; histidin 20mM, d¢ pH = 5,8; sucroza 5%; polysorbat 20 0,03%; natri xitrat
50mM; arginin hydroclorua 50mM.

Ché pham PPP: protein dung hop thu thé VEGF (vi du, aflibercept) 140 mg/ml;
histidin 20mM, d6 pH = 5,8; sucroza 5%; polysorbat 20 0,03%; glyxin S0mM; arginin
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hydroclorua 50mM.

Ché phdm QQQ: protein dung hop thu thé VEGF (vi du, aflibercept) 140
mg/ml; histidin 20mM, dd pH = 5,8; sucroza 5%; polysorbat 20 0,03%; natri aspartat
50mM; arginin hydroclorua 50mM.

Ché phim RRR: protein dung hop thu thé VEGF (vi du, aflibercept) 140
mg/ml; histidin 20mM, d pH = 5,8; sucroza 5%; polysorbat 20 0,03%; natri glutamat
50mM; arginin hydroclorua 50mM.

Ché pham SSS: protein dung hop thu thé VEGF (vi du, aflibercept) 140 mg/ml;
His 20mM, do pH = 5,8; sucroza 5%; polysorbat 20 0,03%; L-arginin hydroclorua
10mM.

Ché phdm TTT: protein dung hop thu thé VEGF (vi du, aflibercept) 140 mg/ml;
His 20mM, d6 pH = 5,8; sucroza 5%; polysorbat 20 0,03%; L-arginin hydroclorua
100mM. ’

Ché phim UUU: protein dung hop thu thé VEGF (vi du, aflibercept) 30 mg/ml,
sucroza 10%, phosphat 10mM, polysorbat 20 0,03%, do pH = 6,2

Ché phdm VVV: protein dung hop thu thé VEGF (vi du, aflibercept) 30 mg/ml,
sucroza 20%, phosphat 10mM, polysorbat 20 0,03%, do pH = 6,2

Ché phdm WWW: protein dung hop thu thé VEGF (vi du, aflibercept) 60
mg/ml, sucroza 10%, phosphat 10mM, polysorbat 20 0,03%, d6 pH = 6,2

Ché phdm XXX: protein dung hop thu thé VEGF (vi dy, aflibercept) 60 mg/ml,
sucroza 20%, phosphat 10mM, polysorbat 20 0,03%, d6 pH = 6,2

Ché phdm YYY: protein dung hop thu thé VEGF (vi du, aflibercept) 120
mg/ml, sucroza 10%, phosphat 10mM, p'olysorbat 20 0,03%, do pH = 6,2

Ché phim 277 protein dung hgp thy thé VEGF (vi du, aflibercept) 120 mg/ml,
sucroza 20%, phosphat 10mM, polysorbat 20 0,03%, do pH = 6,2

Ché phdm AAAA: protein dung hop thu thé VEGF (vi du, aflibercept) 120
mg/ml, sucroza 10%, phosphat 10mM, polysorbat 20 0,03%, NaCl 50mM, d6 pH =
6,2

Ché phdm BBBB: protein dung hop thu thé VEGF (vi du, aflibercept) 120
mg/ml, sucroza 20%, phosphat 10mM, polysorbat 20 0,03%, NaCl 50mM, d6 pH =
6,2

Ché phim CCCC: protein dung hop thu thé VEGF (vi duy, aflibercept) 140
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mg/ml, natri phosphat 10mM, sucroza 5%, natri clorua 40mM, PS20 0,03%, d6 pH =
6,2

Ché phdm DDDD: protein dung hgp thu thé VEGF (vi duy, aflibercept) 80
mg/ml, chdt dém trén co s& histidin 20mM, sucroza 5% (trong luqng/thé tich),
polysorbat 20 0,03% (trong lwong/thé tich), va L-arginin monohydroclorua 50mM, véi
do pH=5,8.

Ché pham EEEE: protein dung hgp thu thé VEGF (vi du, aflibercept) 120,0
mg/ml (vi duy, + 12 mg/ml), chit dém trén co sé histidin 20mM (vi dy, + 2mM),
sucroza 5% (trong luong/thé tich) (vi du, + 0,5%), polysorbat 20 0,03% (trong
luong/thé tich) (vi dy, tir 0,02 dén 0,04%), va L-arginin monohydroclorua 50mM (vi
duy, + 5SmM), véi do pH =5,8 (vidy, tir 5,6 dén 6,0 hodc tir 5,5 dén 6,1).

| Ché phim FFFF: protein dung hop thu thé VEGF (vi du, aflibercept) 113,3
mg/ml (vi du, tr 102 dén 125 mg/ml), chit dém trén co s& histidin 20mM (vi duy, +
2mM), sucroza 5% (trong luong/thé tich) (vi du, + 0,5%), polysorbat 20 0,03% (trong
lu’(_)*ng/thé tich) (vi dy, tir 0,02 dén 0,04%), va L-arginin monohydroclorua 50mM (vi
dy, + 5mM), v6i d6 pH = 5,8 (vi du, tir 5,6 dén 6,0 hodc tir 5,5 dén 6,1).

Ché phdm GGGG: protein dung hop thu thé VEGF (vi du, aflibercept) 114,3
mg/ml (vi du, tir 103 dén 126 mg/ml), chit dém trén co s& histidin 10mM (vi dy, +
ImM), sucroza 5% (trong luc_mg/thé tich) (Vi du, + 0,5%), polysorbat 20 0,03% (trong
lwong/thé tich) (vi du, tir 0,02 dén 0,04%), va L-arginin monohydroclorua 50mM (vi
dy, + 5mM), v6i do pH = 5,8 (vi du, tir 5,6 dén 6,0 hoic tir 5,5 dén 6,1).

Ché phdm HHHH: protein dung hop thu thé VEGF (vi du, aflibercept) 100,0
mg/ml (vi dy, + 10 mg/ml), chit dém trén co sé histidin 20mM (vi du, + 2mM),
sucroza 5% (trong lwong/thé tich) (vi du, + 0,5%), polysorbat 20 0,03% (trong
lwong/thé tich) (vi du, tir 0,02 dén 0,04%), va L-arginin monohydroclorua50mM (vi
dy, + 5mM), véi d6 pH = 5,8 (vi dl_i, tir 5,6 dén 6,0 hodc tir 5,5 dén 6,1).

Ché pham IIII: protein dung hop thu thé VEGF (vi du, aflibercept) 133,3 mg/ml
(vi dy, + 13 mg/ml), chit dém trén co s histidin 20mM (vi du, + 2mM), sucroza 5%
(trong lu’qng/thé tich) (vi du, + 0,5%), polysorbat 20 0,03% (trong luqng/thé tich) (vi
du, tir 0,02 dén 0,04%), va L-arginin monohydroclorua 50mM (vi du, + 5SmM), v6i do
pH =5,8 (vi dy, tir 5,6 dén 6,0 hoic tir 5,5 dén 6,1).

~ Ché pham JJI7: aﬂibércept (vi du, aflibercept) 150 mg/ml (vi du, + 15 mg/ml),
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natri phosphat 10mM, sucroza 8% (trong qung/thé tich) (vi du, + 0,8%), polysorbat
20 0,03% (trong lwong/thé tich) (vi du, tir 0,02 dén 0,04%) va L-arginin hydroclorua
50mM, d6 pH = 6,2 (vi dy, tir 6,0 dén 6,4 hodc tir 5,9 dén 6,5).

Ché phdm KKKXK: protein dung hop thu thé VEGF (vi du, aflibercept) 114,3
mg/ml (vi dy, + 14 mg/ml), chit dém trén co sé histidin 20mM (vi du, + 2mM),
sucroza 5% (trong Iu(_)'ng/thé tich) (vi du, + 0,5%), polysorbat 20 0,03% (trong
lu(_mg/thé tich) (vi dg, tr 0,02 dén 0,04%), va L-arginin monohydroclorua 50mM (vi
du, + 5mM), v6i @ pH = 5,8 (vi du, tir 5,6 dén 6,0 hogc tir 5,5 dén 6,1);

| hodc ché phdm bt k}‘l‘ duoc néu & day.

Theo mdt phuong 4n clia sang ché, ndng do clia thanh phin trong ché phdm bét
k¥ (vi du, it ca cac thanh phdn) da liét ké trén day (vi du, ché phdm bét ky trong s
cac ché phém tir A dén KKKK) hozc duge ban luan & day + khoang 3%, 5% hodc 10%
néng d6 dugc néu cu thé.

Phurong phdp sén xudt

Cac phuong 4n cua sang ché bao gbm cac phuwong phép san xuét ché phim
dugc theo sang ché chira protein dung hop thu thd VEGF (vi du, ché pham bat ky
trong s cac ché phdm tir A dén KKKK nhu dugc néu & ddy) bao gébm budc két hop
céc thanh phan cua ché phadm nay thanh mot hdn hop, va, tuy ¥, dua ché phim nay vao
binh chira hodc dung cu, vi du, 19 hodc dung cu phan phéi, vi du, bom tiém da nap san
thube. Céac ché phim, lo hodc dung cu 1a san phim cua céc phuong phap nay 1a mot
phan cia sang ché.

Theo mot phuong an cua séhg ché, phuong phép sin xuét ché phdm dugc chira
protein dung hop thu thé VEGF cua sang ché (vi du, ché phim bét ky trong sd céac ché
phim tir A dén KKKK nhu dugc néu & déy) bao gb6m budc nudi cdy té bao chu (vi du,
té bao budng trang chudt dbng Trung Qudc) chira mdt hodc nhidu polynucleotit ma
hoa protein dung hop thy thé VEGF (vi du, aflibercept) trong méi truong nudi chy va
trong cac didu kién ma nho d6 protein dugc biéu hién; va, tinh ché protein nay ra khéi
t& bao chii va/hodc moi trudng nudi cdy va két hop phan protein ndy véi cac ta duge
ctia ché pham dugc nhu duge néu & day. Ngoai ra, cac ché phim, lo hoic dung cu 13
san pham cta cdc phuong phap ndy ciing 1a mot phan ctia sang ché.

Theo mot phuong 4n cua sang ché, can xac dinh luong va loai protein dung hop

thu thé VEGF trong ché phém dé 1am cho n6 c6 ndng dd cao va theo muyc dich st dung
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cudi cia noé. Ciing can x4c dinh lugng va loai chét dém, lugng va loai chét hoat dong
bé mit, luong va loai chét 6n dinh nhiét, va lugng bd sung hodc loai trir cu thé ctia chét
lam giam d¢ nhét. Céc thanh phan nay dwoc két hop va tron 13n dé dam béo ring do
pH ctia ché phdm & gia tri mong mudn, vi dy, ndm trong khoang tir khoang 5,0 dén
khoang 6,8 (vi du, 5,8), va/hodc do nhét & gia tri mong mudn, vi du, khoang 6,0, 7,3,
11,5 hodc 12,0 cP & nhiét do 20°C. Theo mdt phuong an cua sang ché, cac ché phém
chira protein dung hop thu thé VEGF ndng d6 cao c¢6 thé dugc 1am én dinh va bao
quén trong diéu kién bn dinh, vi du, trong t6i da 24 hodc 36 thang & nhiét do nam trong
khoang tir 2°C dén 8°C (vi du, 5°C).

Vi du, xem céc tai liéu: Hardman, ef al. (2001) Goodman and Gilman's The
Pharmacological Basis of Therapeutics, McGraw-Hill, New York, N.Y.; Gennaro
(2000) Remington: The Science and Practice of Pharmacy, Lippincott, Williams, and
Wilkins, New York, VN.Y.; Avis, et al. (eds.) (1993) Pharmaceutical Dosage Forms:
Parenteral Medications, Marcel Dekker, NY; Lieberman, er al (eds.) (1990)
Pharmaceutical Dosage Forms: Tablets, Marcel Dekker, NY; Lieberman, et al. (eds.)
(1990) Pharmaceutical Dosage Forms: Disperse Systems, Marcel Dekker, NY; Weiner
and Kotkoskie (2000) Excipient Toxicity and Safety, Marcel Dekker, Inc., New York,
N.Y. '

R6i logn & mét do sw tao mach va bénh ung thw

Ché phdm dugc theo sang ché chita protein dung hop thu thé VEGF (vi du, ché
pham bét ky trong s6 cac ché pham dugc ttr.A dén KKKK) c6 thé dugc st dung trong
viée diéu trj hodc phong ngira rdi loan & mit do sy tao mach bét ky b%lng cach cho dbi
tuong can diéu tri st dung lugng c6 hiéu qua didu tri cua protein dung hop thu thé
VEGF trong ché phdm ctia sang ché, vi du, bing cach tiém trong thiy tinh thé. Cac rdi
loan & mét do su tao mach trong bdn mo ta nay dé chi bénh bat ky cia mét do hoac co
lién quan dén su phét trién hodc sy tang sinh cila mach mau va/hodc do su rd ri mach
mau. Vi du khong lam gidi han cua cac rdi loan & mét do sy tao mach c6 thé didu tri
hoic phong ngira bang céach st dung ché phim va phuong phap cta sang ché bao gdm:

e bénh thoai héa diém vang do tudi gia (thé udt),
e bénh phu diém vang,
e bénh phu diém vang sau khi tic tinh mach vdng mac,

e bénh tic tinh rhach vong mac (RVO),
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bénh tic tinh mach véng mac trung tim (CRVO),
bénh tic tinh mach vdong mac mach nhanh (BRVO),
bénh phii diém vang do dai thao duong (DME),
bénh tan sinh mach & mang mach (CNV),

bénh tan sinh mach & méng mét,

bénh tdng nhan &p tdn mach,

tinh trang xo héa sau phau thuat trong bénh ting nhin 4p,
bénh vong mac thiy tinh thé ting sinh (PVR),

bénh tan sinh mach & gai thi,

bénh tan sinh mach & gidc mac,

bénh tan sinh mach & vong mac,

bénh tan sinh mach & thuiy tinh thé,

bénh mang mau,

bénh méng thit & mét,

bénh vong mac do mach mau,

47/129

bénh vong mac do dai thado duong (vi du, bénh vong mac do dai thio duong thé

khong tang sinh (vi du, dugc ddc trung bdi thang mirc d¢ ndng cia bénh vong

mac do dai théo duong (DRSS) bang khoang 47 hodc 53) hodc bénh vong mac

do dai thdo dudng thé tang sinh; vi du, & ddi twong khong méc bénh DME) va

bénh vdng mac do dai thdo dudng & bénh nhan mic bénh phu diém vang do dai

thdo duong (DME).

Ché pham duoc theo sang ché chira protein dung hop thu thé VEGF (vi dy, ché

day, bénh ung thu than, bénh ung thu tuyén tién liét, bénh ung thu gan hodc tuy.

phdm bét ky trong s6 cac ché phdm dugc tir A dén KKKK) c6 thé dugc sir dung trong
viéc didu tri hodc phong ngira bénh ung thu bit ky bing cach cho d6i tugng can didu
tri st dung lugng c6 hidu qua didu tri cia protein dung hop thu thé VEGF trong ché
phém cla sang ché, vi du, b%lng cach tiém frong co, tiém trong khdi u, tiém dudi da
hodc ti€m trong tinh mach. Cac bénh ung thu bao gém cac bénh c6 su phat trién, su
tang sinh, su séng va/hoac su di can phu thude & muc do nhét dinh vao su tao mach.
Theo mdt phuong 4n cua sang ché, bénh ung thu 1a bénh ung thu két-truc trang, bénh
ung thu phdi, bénh ung thu da, bénh ung thr v, bénh ung thu ndo, bénh ung thu da

Do d6, sang ché mé ta cac phuong phap diéu tri hoic phong ngira rdi loan &
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mat do sy tao mach & dbi tuong cin diéu tri bao gém budc st dung lugng c6 hiéu qua
diéu tri cta protein dung hop thu thé VEGF (vi du, aflibercept) (vi du, khoang 4, 6,
hoic 8.0, 8,1, 8,4 hodc 8,5mg), vi dy, trong ché phém dugc theo sang ché, qua dudng
trong mét, vi du, vao thuy tinh thé, ctia mét. dbi tugng. Theo mot phuong an clia sang
ché, ca hai mét dugc cho st dung protein dung hop thu thé VEGF. Theo mdt phuong
4n cta sang ché, liéu c6 hiéu qua diéu tri cta protein dung hop thu thé VEGF dugc sir
dung trong khoang thoi gian'méi 2 tudn, 3 tudn, 4 tudn, 5 tuan, 6 tudn, 7 tudn, 8 tudn, 9
tudn, 10 tudn, 11 tudn, 12 tudn, 13 tudn, 14 tudn, 15 tudn, 16 tuan, 17 tudn 18 tuén, 19
tudn, 20 tun, 21, tudn, 22 tudn, 23 tuan hoic 24 tudn. Theo mot phuong 4n clia sang
ché, cac phwong phap diéu tri hodc phong ngira nay dugc thuc hién khi khong co su
tang huyét 4p (tAm thu va/hodc tdm truong) dang ké va/hodc su phat trién Cfla chung
tang huyét ap (vi dy, mac do 1, muc do 2 hodc mirc do 3) va/hoac ép luc trong mét cia
dbi tugng cao bat thuong. Theo mot phuong 4n cla sdng ché, phuong phép néu trén
bao gdm budc, sau khi st dung, theo ddi sy tang huyét 4p (tdm thu va/hodc tam
truong) dang ké va/hodc sy phat trién cia chting ting huyét ap (vi du, mac 4o 1, mirc
dd 2 hodc mure do 3) va/hodc ap luc trong mét cao bat thuong cua dbi tuong.

Ché db sir dung

Ché phim dugc theo séng ché chira protein dung hop thu th8 VEGF c6 thé
duoc st dung theo céc hé cung cép da duoc chép thuén trong y hoc da biét. Theo céc
phuong an ¢ day, cac hé cung cap nay c6 thé bao g(‘?)m viéc sit dung ché pham cho
bénh nhan bang cich tiém vao mit, trong mét, trong mang mach, trong thly tinh thé
hogc dudi két mac. Theo céach khac, ché phém dugc cia sang ché ciing c6 thé dugc st
dung cho bénh nhén qua duong khu tru, vi du, thubc nhé mit, gel boi mét, thubc m&
tra mit, va dang twong ty. Cac dudng giai phong khac co thé cung cip ché phim theo
sang ché bao gbm trong chén bi, trong co, trong mang bung, trong tinh mach, duéi da,
trong mili, ngodi mang cing va duong miéng.

Theo mot phuong &n cia sang ché, phuwong phép tiém trong thiy tinh thé cta
ché phdm duogc theo séng ché bao gdm budc tiém vao mét bang bom tiém va kim tiém
(vi du, kim tiém c& 30-gauge) chira ché phém va tiém ché pham nay (vi dy, véi thé
tich nhé hon hodc béng khoang 100 microlit; khoang 40, 50, 55, 56, 57, 57,1, 38, 60,
70 hoic 75 microlit) vao thiy tinh thé cia mit (vi du, v6i1 thé tich du dé cung cép

lwong ¢6 hiéu qua didu tri ctia protein dung hop thu thé VEGF, vi du, khoéang 4, 5, 6,
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7, 8,0, 8,1, 8,2, 83, 84, 85, 8,6, 8,7, 8,8 hodc 89, 9, 10, 12, 14, 16, 18 hodc 20mg
protein dung hop thu'thé VEGF). Tuy ¥, phuong phap nay bao gbm cac budc st dung
chét gdy té tai chd (vi du, proparacain, lidocain hogc tetracain), chét khéang sinh (vi du,
floquinolon), chét sat khudn (vi du, povidon-iot) va/hodc chét 1am gidn ddng t& cho
mit cin dugc tiém. Theo mot phuong 4n cia sang ché, viing xung quanh mit can dugc
tiém duoc tao vb khudn truée khi tiém. Theo mot phuwong 4n cia sang ché, sau khi
tiém trong thity tinh thé, d6i twong dugc theo ddi vé su ting 4p luc trong mét va/hodc
huyét ap. Theo mot phuong 4n cta sang ché, mét con lai ciing duge tiém bing quy
trinh tuong tu.

Luong protein dung hop thu thé VEGF can duwoc sir dung

MGdi lidu ctia protein dung hop thu thé VEGF ndng do cao cho ddi tuong trong
qué trinh diéu tri c6 thé chtra lwong bing nhau hodc gin nhu bang nhau cla protein
dung hop. Theo cach khéc, lugng ctia mét lidu bat ky ¢6 thé khac hoic thay dbi trong
qué trinh diéu trj.

Luong hitu hiéu hodc lugng cé hi€u qua diéu trj cua protein dung hop thy thé
VEGF & diéu tri hodc phong ngira bénh ung thu (vi du, bénh it nhit mét phin do su
tao mach lam trung gian giy ra) hoac r6i loan & mét do sy tao mach d& chi luong
protein dung hop thu thé VEGF du dé 1am thoai trién, 1am 6n dinh hodc loai bé bénh
ung thu hodc rbi loan & mét do su tao mach, vi du, b%lng cach 1am thodi trién, 1am 6n
dinh hoic loai bé mdt hodc nhidu tridu chiig hodc déu hiéu phan biét cia bénh ung
thu hoic rdi loan & mit do su tao mach & mirc d§ x&c dinh dugc trong 1am sang bét ky,
vi dy, dbi voi rdi loan & mét do su tao mach, béng cach lam giam hodc duy tri diém sb
muc d9 ning clia bénh vong mac do dai thio duong (DRSS), bing cach cai thién hoic
duy tri thi luc (vi du, theo thi lyc dwoc hiéu chinh tét nhit, vi dy, khi duoc x4c dinh
bing phwong phap ting kich thuéc chit cai ETDRS), tang hodc duy tri trudng nhin
va/hodc lam gidm hodc duy tri d day cua vong mac trung tdm va, d6i voi bénh ung
thur, 1am nglmg hodc ddo nguoc su phat trién, su sng va/hodc su di can cia cac té bao
ung thu & dbi tugng. Theo mot phuong an cia sang ché, lugng hitu hiéu hodc lugng cé
hidu qua diéu tri cta protein dung hop thu th VEGF dé diéu tri hoic phong ngira rbi
loan & mét do su tao mach nim trong khodng tir khodng 0,5mg dén khoang 10mg hodc
tir 0,5mg dén khoéng 20mg trong mdi lidu, bao gdbm: 16n hon hodc bing khoang

0,5mg; hodc 16n hon hodc bang khoang 2mg, vi du, khoang 2,1mg; 2,2mg; 2,3mg;
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2,4mg; 2,5mg; 2,6mg; 2,7mg; 2,8mg; 2,9mg; 3,0mg; 3,1mg; 3,2mg; 3,3mg; 3,4mg;
3,5mg; 3,6mg; 3,7mg; 3,8mg; 3,9mg; 4,0mg; 4,1mg; 4,2mg; 4,3mg; 4,4mg; 4,5mg;
4,6mg; 4,7mg; 4,8mg; 4,9mg; 5,0mg; 5,Img; 5,2mg; 5,3mg; 5,4mg; 5,5mg; 5,6mg;
5,7mg; 5,8mg; 5,9mg; 6,0mg; 6,1mg; 6,2mg; 6,3mg; 6,4mg; 6,5mg; 6,6mg; 6,7mg;
6,8mg; 6,9mg; 7,0mg; 7,1mg; 7,2mg; 7,3mg; 7,4mg; 7,5mg; 7,6mg; 7,7mg; 7,8mg;
7,9mg; 8,0mg; 8,1mg; 8,2mg; 8,3mg; 8,4mg; 8,5mg; 8,6mg; 8,7mg; 8,8mg; 8,9mg;
9mg; 9,Img; 9,2mg; 9,3mg; 9,4mg; 9,5mg; 9,6mg; 9,7mg; 9,8mg; 9,9mg, 10,0mg,
10,1mg; 10,2mg; 10,3mg; 10,4mg; 10,5mg; 10,6mg; 10,7mg; 10,8mg; 10,9mg; 11mg;
11,1mg; 11,2mg; 11,3mg; 11,4mg; 11,5mg; 11,6mg; 11,7mg; 11,8mg; 11,9mg; 12mg;
12,1mg; 12,2mg; 12,3mg; 12,4mg; 12,5mg; 12,6mg; 12,7mg; 12,8mg; 12,9mg; 13mg;
13,1mg; 13,2mg; 13,3mg; 13,4mg; 13,5mg; 13,6mg; 13,7mg; 13,8mg; 13,9mg; 14mg;
14,1mg; 14,2mg; 14,3mg; 14,4mg; 14,5mg; 14,6mg; 14,7mg; 14,8mg; 14,9mg; 15mg;
15,1mg; 15,2mg; 15,3mg; 15,4mg;v 15,5mg; 15,6mg; 15,7mg; 15,8mg; 15,9mg; 16mg;
16,1mg; 16,2mg; 16,3mg; 16,4mg; 16,5mg; 16,6mg; 16,7mg; 16,8mg; 16,9mg; 17mg;
17,1mg; 17,2mg; 17,3mg; 17,4mg; 17,5mg; 17,6mg; 17,7mg; 17,8mg; 17,9mg; 18mg;
18,1mg; 18,2mg; 18,3mg; 18,4mg; 18,5mg; 18,6mg; 18,7mg; 18,8mg; 18,9mg; 19mg;
19,1mg; 19,2mg; 19,3mg; 19,4mg; 19,5mg; 19,6mg; 19,7mg; 19,8mg; 19,9mg; hodc
20mg. Theo mt phwong 4n cua sang ché, lvong hitu hidu hodc lugng c6 hiu qua didu
tri ¢da protein dung hop thu thé VEGF dé diéu tri hodc phong nglra bénh ung thu bang
khoang 4 mg/kg (vi dy, qua duong trong tinh mach). Liéu nay c6 thé dugc sir dung, vi
du, mbi 2 tudn.

Theo mot phuong 4n cia sang ché, protein dung hop thu thé VEGF dugc sir
dung trong thé tich du dé cung cip liéu mong mudn cua protein dung hop, vi dy, nhu
da ban luén trén diy. Theo mdt phuong 4n cia sang ché, thé tich dugc cung cép (vi du,
dé diéu tri hodc phong ngtra 161 loan & mét do su tao mach, vi du, bﬁng cach tiém trong
thity tinh thé) 1a nhé hon hodc bing khoang 100 microlit (vi du, thé tich & khoang bét
ky trong sd cac thé tich sau: 25 microlit, 26 microlit; 27 microlit; 28 microlit; 29
microlit; 30 microlit; 31 microlit; 32 microlit; 33 microlit; 34 microlit; 35 microlit; 36
miérolit; 37 microlit; 38 microlit; 39 microlit; 40 microlit; 41 microlit; 42 microlit; 43
microlit; 44 microlit; 45 microlit; 46 microlit; 47 microlit; 48 microlit; 49 microlit; 50
microlit; 51 microlit; 52 microlit; 53 microlit; 54 microlit; 55 microlit; 56 microlit; 57

microlit; 58 microlit; 59 microlit; 60 microlit; 61 microlit; 62 microlit; 63 microlit; 64
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microlit; 65 microlit; 66 microlit; 67 microlit; 68 microlit; 69 microlit; 70 microlit; 71
microlit; 72 microlit; 73 microlit; 74 microlit; 75 microlit; 76 microlit; 77 microlit; 78
microlit; 79 microlit; 80 microlit; 81 microlit; 82 microlit; 83 microlit; 84 microlit; 85
microlit; 86 microh’t;'87 microlit; 88 microlit; 89 microlit; 90 microlit; 91 microlit; 92
microlit; 93 microlit; 94 mi_crolit; 95 microlit; 96 microlit; 97 microlit; 98 microlit
hoéo 99 microlit).

Theo mot phuong 4n cua sang ché, ché phém duoc st dung (vi du, dé diéu tri
hodc phong ngua r6i loan & mét do sy tao mach, vi du, béng cach tiém trong thuiy tinh
thé) véi thé tich nho hon hodc bang khoang 60 microlit, nhé hon hodc bang khoang 70
microlit hodic nhé hon hoic bang khoang 75 microlit hodc nho hon hodc bang khoang
100 microlit. Vi du, theo mdt phuwong an cua sang ché, khoang 2, 4, 6, 8,0, 8,1, tu 8,0
dén 8,1, 8,2, 8,3, 8,4, 8,5, 8,6, 8,7, 8,8 hodc 8,9, 9,0 hodc 10mg protein dung hgp thu
thé VEGF dugc st dung véi thé tich béng khoang 50, 60, 70 hodc 75 microlit.

Pham vi cta sang ché ciing bao gdm phuong phap cung cép 0,5 hoic 2mg
protein dung hop thu thé VEGF (vi du, dé diéu tri hodc phong ngira r6i loan & mét do
su tao mach, vi du, bing cach tiém trong thiy tinh thé) trong ché pham dugc cla sdng
ché véi thé tich nhé nhu nhd hon 50ul (vi dy, khoang 1, 5, 10, 17, 17,5, 18, 18,5, 20,
30, 40 hoac 45pl).

Sang ché ciing dé xuit ché pham chira hodc gbém hoic chi yéu bao gdm “thé
tich lidu ding don” cla ché phdm dugc theo séng ché, nghia 1a thé tich chta lidu don
cta protein dung hop thu thé VEGF (vi du, aflibercept) trong ché phdm duoc cla séang
ché (vi dy, khoang 50ul hodc 60pl, 70ul hogc 75ul hodc thé tich bit ky chta khoang 4,
6, 8 hodc 10mg protein dung hop thu thé VEGF). Nhu dugc ban ludn dudi day, o
chta (vi du, lo hodc dung cu tiém) chira thé tich liéu dung don, tly y, chira mot lugng
nhé thé tich vuot lidu ciia ché phidm, cling 1a mot phén ctia sing ché.

Pé chita va dung cu tiém

Ché phim chtta protein dung hop thu th8 VEGF vé6i ndng dd cao theo céc
phuong an ¢ day (vi du, ché pham bat ky trong sb cac ché pham tir A dén KKKK) c6
thé duoc bao goi san hodc nap sin vao cac do chira va dung cu tiém hiru ich khac
nhau. Do d6, sang ché bao gbm cac db chtra va dyng cu tiém chira cac ché phdm nay.
Theo mot phuong an & day, dd chira 1a 1o 6 th dugc v6 khudn. Theo phuong an khéc

& day, d6 chira 1a 6ng nghiém c6 thé dugc vo khuan. Theo mét phuong an cla sang
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ché, dung cu tiém (co thé dugc vo6 khuén) 13 bom tiém (vi du, bom tiém dugc nap san
thudc hogc dung cu tiém ty dong). Theo mot phuong 4n cla sang ché, dung cu tiém 1a
thudc cy trong thiy tinh thé, vi dy, thudc cdy trong thiy tinh thé c6 thé nap lai.

Bom tiém “dugc nap sin thudc” 12 bom tiém duge nap dly ché phim ctia sang
ché trude khi ban hodc st dung bdi bac si hodc bénh nhan.

Thuét ngit "vO khuan" & day dé chi su vo khuén hoidc khong chira hodc gén nhu
khong chura tat ca hodc toan bd cac vi sinh vat sbng va bao tir clia chung.

Khi dugce sit dung trong ban mo ta nay, bom ti€m bao gdm ca dng dugc lam
béng, vi dy, thiy tinh hodc polyme, vi du, xycloolefin nhu dugc mo ta trong cong bd
don sing ché My s6 US 2017/0232199, tai liéu nay duge két hop vao day cho tt ca
cac muc dich, pit tong va kim tiém.

Céc dd chtra va dung cu tiém c6 thé dugc phu bang silicon (vi dy, dau silicon
hoic silicon nung (vi dy, v6i lugng <40pg hodc <100ug)).

Theo mdt phuong an cua sang ché, @ chira hodc dung cu tiém gin nhu khong
chtra kim loai hodc g@m nhu khéng chita vonfram hodc chra ham lugng vonfram rht
nho.

Theo mdt phuong an cia sang ché, bom tiém chira mot hoac nhiéu vach chia
liéu va/hodc hé dinh luong liéu.

Db chura theo cac phuong 4n cla sang ché ¢6 thé dung ché phdm chia protein
dung hop thu thé VEGF véi néng dd cao. Theo mot s6 khia canh, dd chira hoic dung
cu tiém c6 thé c6 nhan ghi rd chi dinh st dung. Trong mot s§ truong hop, dd chia
hoic dung cu tiém & day co thé c6 to huéng dan st dung nhu dugc md ta trong toan bd
ban mo ta nay.

Theo cac phuong an khéc,_thé tich chira mdt hoac nhiéu liéu (vi du, 2 hodc
nhiéu hon 2) ctia protein dung hop thy thé VEGF néhg do cao (vi dy, trong do lidu nay
chira 2mg, 4mg, 6mg, 8mg hodc 10mg protein dung hgp thu thé VEGF), nhu di mo ta
trén day, c6 thé dugc bao g6i tir trude vao dd chira hodc dung cu tiém, vi dy, bom tiém
vo khuén, vi du, dé bao quan cho dén khi st dung. Theo mot vi du, thé tich trong dd
chtra 1iéu don cta protein dung hop thu thé VEGF tlly y con bao gbébm mot lugng nhé
thé tich vuot lidu. Cac bom tiém vo khuén da nap s&n thudc c6 thé duge duy tri trong
céc didu kién bao quan (vi du, tir 2°C dén 8°C), vi du, trong téi da 12 thang, 24 thang
hoiic 36 thang. Thé tich vuot lidu 1a thé tich dw c6 nghia d& dii dé cho phép lay ra
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va/hodc sit dung thé tich thich hop. Theo mét phwong 4n cia sang ché, dd chira c6 thé
tich lifu ding don hodc nhiéu thé tich lidu ding va thé tich vuot lidu nim trong
khoang tir khoang tir 5% dén 10%.
| Kich thudc bom tiém.cé thé 13, vi du, loai 0,3 cc (0,3ml), 0,5 cc (0,5ml) hoic 1
cc (1ml). Bom tiém v6 khudn thuong c6 kim tiém hitu ich dé tiém vao mit, thuong c6
chidu dai khoang % inso) (1,27cm), hodc tir 12,5mM dén 16mM, va c6 thé c6 kich
thudce cd 29 gauge, 30 gauge, 31 gauge, 32 gauge hodc 33 gauge, tuy theo su lua chon
clia bénh nhén va chuyén gia chdm séc sirc khoe. Cac chiéu dai va c& kim khac c6 thé
duoc sir dung, mién 12 kim nay hitu ich trong viéc tién hanh tiém trong thiy tinh thé.
Mic dir sang ché da dugc thé hién va mo ta cu thé cing véi nhidu phwong 4n,
ngudi c6 hiéu biét trung binh trong linh virc nay s& hiéu rang c6 thé tién hanh cac thay
d6i v& hinh thirc va chi tiét ddi v6i cac phuong an khic nhau dugc boc 16 & ddy ma van
nim trong pham vi ctia sang ché va cac phuong an khac nhau dwgc bdc 16 & day khong

lam giéi han pham vi clia yéu cau bdo hd.

Ché pham b6 sung

Sang ché dé xuét cac ché pham sau day chira protein dung hop thu thé VEGF
(vi du, aflibercept-hodc conbercept) v6i ndng do 16n hon 40 mg/ml va:

(a) chit dém chtra mudi histidin (vi dy, histidin-HCI hoic histidin-axetat, vi du,
tr 10mM dén 50mM) va c6 do pH nam trong khoang tir 5,7 dén 6,2; duong nhu
sucroza, trehaloza, manitol hodc glucoza (vi du, v6i néng do cao hon 6%, nhung
khong quéa 10%); chat hoat dong bé mit dugc chon tir nhém bao gbm polysorbat 20 va
polysorbat 80 (vi du, v6i ndng do tir 0% dén 0,1%);

(b) chit dém chira histidin nhu L-histidin/histidin hydroclorua (vi du, ndéng d6
10mM); chét hoat dong bé mat khong ion nhu polysorbat 20 (vi du, nﬁ‘)ng do 0,03%),
mubi v co nhu NaCl (vi du, néng dd 40mM), va hydrat cacbon nhu sucroza (vi du,
néng do 5%), vi dy, @6 pH nam trong khoang tir 6,0 dén 6,5 (vi duy, 6,2 hodc 6,5);

(c) axit xitric (vi du, néng d6 5mM, 10mM, 15mM, 20mM, 25mM hodc
30mM), sucroza (vi du, néng d6 1%, 2%, 3%, 4%, 5%, 6%, 7%, 8%, 9% hodc 10%),
arginin (vi du, néng d6 5mM, 10mM, 15mM, 20mM, 25mM, 30mM, 35mM, 40mM,
45mM hoic 50mM hoac 100mM), va polysorbat 20 (vi du, néng do 0,01%, 0,02%,
0,03%, 0,04%, 0,05%, 0,06%, 0,07%, 0,08%, 0,09% hodc 0,10%);
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(d) chit dém nhu phosphat, histidin, axetat, sucxinat, xitrat, glutamat, va/hodc
lactat (vi dy, v6i ndng d6 nim trong khoang tir 5 dn 20 hodc tr 5 dén 50mM); chit
hoat déng bé mit khong ion nhu polysorbat (vi du, PS20 hodc PS80), polyetylen
glycol dodexyl ete, poloxame, 4-(1,1,3,3-tetrametylbutyl)phenyl-polyetylen glycol,
alkylsacarit hoac alkylglycosit, chét tao ddng truong nhu polyol hodc axit amin, vi du,
sucroza, trehaloza, sorbitol, manitol, glyxerol, prolin, arginin, methionin, glyxin, hodc
lysin, trong do ché phdm nay c6 ndng d6 mol/kg nuéc dung dich cudi bang khoang
300 mOsm/kg, va trong d6 néng d clia anion clorua nhé hon khoang 10mM; d6 pH
nam trong khoang tur 5,0 dén 6,5; hoic

(e) natri phosphat 10mM, natri clorua 40mM, polysorbat 20 0,03%, va sucroza
5%, do pH = 6,2.

Vi du thue hién sang ché

Céac vi du sau day dugc dua ra chi nhdm muc dich minh hoa va khong nhim
gi6i han pham vi clia sang ché. Cac nd luc duoc tién hanh dé dam bao d chinh xéac
dbi vé6i céac chit s6 duge st dung, tuy nhién can tinh dén mot s6 sai s6 va @6 léch khi
thir nghiém. Ché phim bét ky dugc néu trong cac vi du nay déu 12 mot phan cia sang
ché.

Trong céc vi du nay, khi mot thir nghiém dugc tién hanh & nhiét do nam trong
khoang tir 2 dén 8°C, thi nhiét 6 dugc hudng dich 1a 5°C véi dung sai cho phép 12
+3°C.

Vi du 1: Ché phdm chtra protein dung hop thu thé VEGF 80 mg/ml duy tri hiéu
luc, tinh 6n dinh 1y hoc va dién tich trong khoang thoi gian 36 thing

Loat gdm bdn ché phdm khac nhau chra protein dung hop thu thé VEGF
(aflibercept) 80 mg/ml dugc thir nghiém vé hiéu luc trong thoi gian dai, tinh on dinh
vat ly va su phat trién cac bién thévmang dién tich. Danh sach thanh phin cta mdi ché
phidm trong s6 bbn ché pham nay dugc thé hién trong Bang 1-1. Mbi ché pham dugc
danh gia vé ty 1é tao ra cac hop chat HMW cua protein dung hop thy thé VEGF trong
qua trinh bao quan & nhiét do nim trong khoang tir 2°C dén 8°C trong 36 thang, ciing
nhu dénh gi4 v& ty 16 % cta cac hop chét chinh bing phuong phap SE-UPLC. M&i ché
phim chira protein dung hop thu thé VEGF ciing dugc danh gia bang cach st dung
phuong phép hoi tu dang dién mao quan bang hinh anh trong cing khoang thoi gian va
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nhiét do. Cudi cing, hiéu luc ctia mdi ché phdm dugc thir nghiém bang thir nghiém

sinh hoc trong cung khoang thoi gian va nhiét do.

Bang 1-1. Céc ché phdm chira protein dung hop thu thé VEGF

Ché VEGFT | Natri Histidin | Sucroza | Polysorbat | Natri b6 pH
pham (mg/ml) | phosphat | (mM) (trong 20 (trong | clorua

(mM) luong/thé | luong/thé | (mM)

tich) tich)

F1(B) |80 10 NA 5 0,03 40 6,2
F2 (H) |80 10 -~ |NA 8 0,03 0 6,2
F3 (D) |80 NA 10 5 0,03 40 6,2
F4 (G) |80 NA 10 8 0,03 0 6,2

Béng 1-2. Ty 18 % cta cac hop chat HMW

Ché phAm B | ChéphdmH | Ché phAm D | Ché phim G
Chéphdm1 |Chéphdm2 |Chéphim3 | Ché phim 4

S6 thang & nhiét

d6 tir 2 dén 8°C

0,0. 1,7 1,6 1,6 1,3

1 2,1 2,1 1,6 1,7

2,0 2,3 2,2 1,8 1,8

3,0 2,4 12,5 2,0 2,1

6,0 2,9 2,8 2,0 2,3

9,0 3,1 3,0 2,2 2,4

12,0 2,8 30 2,4

18,0 3,2 3,2 2,6 2,5

24,0 3,6 3,6 3,1 2,8

36,0 42 4,2 3,2 3,2

Béang 1-3. Ty 1& % dinh chinh
Ché phdmB - | ChéphimH | Chéphim D | Ché phim G
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Ché phim 1 Ché phim 2 Ché phim 3 Ché pham 4
S6 thang & nhiét
d6 tir 2 dén 8°C
0,0 98,4 98,4 98,4 98,8
1 97,9 98,0 98,4 98,3
2,0 97,7 97,8 98,2 98,2
3,0 97,7 97,5 98,0 98,0
6,0 97,1 97,2 97,9 97,7
9,0 96,9 97,0 97,8 97,6
12,0 97,2 97,0 97,4
18,0 96,8 96,8 97,4 97,5
24,0 96,5 96,4 96,8 97,2
36,0 95,7 95,7 96,8 96,8
Bang 1-4. Ty 1€ % hc_yi) chét c6 tinh axit
Ché phim B Ché phdm H | Chéphdm D | Ché phdm G
Ché pham 1 Ché phdm 2 | Chéphdm 3 | Ché phim 4
Sé thang & nhiét |
do tir 2 dén 8°C
0,0 15,8 | 15,1 16,0 15,2
12 15,6 15,9 NP 16,0
24,0 16,0 17,1 16,2 16,9
36,0 169 17,4 17,2 17,6
Bang 1-5. Ty 1& % hop chit chinh
Ché phim B Ché phdmH | Chéphdm D | Ché phdm G
Ché pham 1 Ché phim 2 Ché pham 3 Ché pham 4

S6 thang & nhiét
do tir 2 dén 8°C
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0,0 78,9 79,1 79,2 79,9
12 79,3 _ 79,3 NP 79,7
24,0 79,3 78,5 79,5 79,3
36,0 78,6 78,1 78,7 78,6

6 liéu dugc thé hién trén céc hinh vé Fig.1A, Fig.1B, Fig.1C va Fig.1D.
Fig.1A thé hién ty 1& % céc hop chit HMW trong protein dung hop thu thé VEGF
duoc tao ra dbi voi mdi ché pham trong s6 bén ché phdm. VEGF Trap c6 ty 1€ tao ra
cac hop chdt HMW chim hon mét chit khi ché phim chira chét trén co s& histidin, so
véi natri phosphat. Nhu duoc thé hién trén Fig.1A, ty 1& % cic hop chit HMW sau khi
bao quan & nhiét dd nim trong khoang tir 2 dén 8°C trong 36 thang ting 1én 2,6%
trong ché phim chtra natri phosphat (cac ché pham 1 va 2), so véi ty 1€ tang tr 1,6 dén
1,9% trong chét dém histidin (ché phdm 3 va 4). Nhu dugc thé hién trén Fig.1B, s6
liéu nay duogc khiang dinh, khi phuong phap SE-UPLC dugc st dung dé xac dinh ty 18
% cac hop chat chinh c6 mit trong protein dung hop thu thé VEGF trong cling khung
thoi gian va khoang nhiét do. P& 1am diém so sanh, céc thir nghiém dugc thuc hién déi
v6i ché phdm hién c6 trén thi truong EYLEA® (40 mg/ml) chira natri phosphat
10mM, c6 ty 1€ % céc hop chat HMW ting 1én 1,2% sau khi bao quan & nhiét do nim
trong khoang tir 2 dén 8°C trong 36 thang (khong dugc thé hién trén hinh vé&). Ngoai
ra, mdi ché phdm trohg s6 bon ché pham VEGF TRAP 80 mg/ml dugc thir nghiém vé
hiéu luc va so sanh véi hoat tinh cia EYLEA® (khong dugc thé hién trén hinh v&).
Hiéu luc duge duy tri bang thir nghiém sinh hoc d6i v6i ca bén ché pham ciing nhur
EYLEA®. Cac sb liéu nay cho thiy ring cac ché phim & day c6 thé duy tri tinh 6n
dinh cta protein dung hop thu thé VEGF tuong dwong véi san phim EYLEA®.

Theo Fig.1C va Fig.1D, ty 1¢ cac bién thé mang dién tich cia VEGF TRAP
duoc tao ra sau khi bao quan & nhiét do nim trong khoang tir 2 dén 8°C trong 36 thang
cling dugc thtr nghiém. Fig.1C cho thiy ring VEGF TRAP trong cic ché phim tir 1
dén 4 khong c6 su thay dbi c6 ¥ nghia vé ty 1€ % cac hop chét c6 tinh axit trong
khoang thdi gian 36 thang, va Fig.1D thé hién két qua phat hién twong ty vé ty 18 %
cac hop chat chinh trong khoang thoi gian 36 thang. Viéc phat hién dugc ring VEGF
TRAP van duy tri cac hop chét bién thé mang dién tich trong khi bdo quéan cho thiy
rang chat lugng ctia VEGF TRAP dugc duy tri va cdc qua trinh nhu loai nhém amin,
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tao ra pyroglutamat & d4u tan cing N, su isome héa, su két ty, v.v. khong xay ra trong
qua trinh v6i cac thong s6 bao quan.

S liéu trong Vi du 1 cho thdy rang cac ché pham c6 ndng d6 VEGF TRAP cao
gép d6i duge tim thdy trong san pham EYLEA®, c6 thé duy tri dugc tinh 6n dinh vat
Iy, chét lugng va hiéu luc trong khoang thoi gian 36 thang & nhiét do nim trong
khoang tir 2°C dén 8°C. Ngoai ra, mic di ca bbn ché phdm déu cé hiéu luc twong ty
theo thoi gian, cac ché phdm chira histidin c6 ty 1€ tao ra cac hop chit HMW ting lén
& murc thap hon mdt chit (d4u hiéu ciia su thoai bién protein), diéu nay cho thdy rang
trong mot s trudng hop, histidin ¢6 thé 13 chét dém dugc lua chon. Tuy nhién, da phat
hién dugc ring ca chit dém trén co s& histidin va phosphat déu c6 tinh 6n dinh rat tbt
trong sudt qué trinh nghién ctru.

Vi du 2: Tinh én dinh cia VEGF TRAP 150 mg/ml trong ché phdm chira chét
dém natri phosphat/sucroza

Hai ché phdm chira natri phosphat dugc thir nghiém vé tinh 6n dinh vat Iy cua
VEGF Trap (aflibercept) 150 mg/ml & nhiét do 37°C trong 28 ngay. Danh sach thanh
phan cta mdi ché pham trong hai ché pham nay dugc thé hién trong Bang 2-1. Mdi
ché pham duoc dénh gia vé ty 1é tao ra c4c hop chdt HMW trong qu4 trinh bédo quan &
nhiét d6 37°C trong 28 ngay cling nhu danh gia vé ty 18 cac hop chit chinh bang
phuong phap SE-UPLC.

Bang 2-1. Cac ché phdm chua protein dung hop thu thé VEGF (aflibercept)
dung cho Vi du 2

Ché phim VEGFT | Natri Sucroza | Polysorbat | Arginin- bo pH
(mg/ml) | phosphat | (trong 20 (trong | HCI (mM)
(mM) lwgng/thé | lugng/thé
| tich) tich)
F1(T) 150 10 8% 0,03 N/A 6,2
F2 (JJ3)) 150 10 8% 0,03 50 6,2

Béng 2-2. Ty 18 % hop chit HMW

Natri 10mM, | Natri phosphat 10mM, sucroza 8%,

0,03%,

phosphat

sucroza 8%, polysorbat 20 | polysorbat 20 L-arginin
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0,03%, d6 pH = 6,2 monohydroclorua 50mM, do pH = 6,2
Phosphat Phosphat-Arginin

S6 ngay O

nhiét do 37°C

0,0 2.4 1,9

7 6,4 6,1

14,0 8,4 8,3

21,0 10,4 10,5

28,0 12,2 12,5

Bang 2-3. Ty 1€ % dinh chinh
Natri phosphat 10mM, | Natri phosphat 10mM, sucroza 8%,
sucroza 8%, polysorbat 20 | polysorbat 20  0,03%, L-arginin
0,0‘3 %, do pH = 6,2 monohydroclorua 50mM, do pH = 6,2
Phosphat Phosphat-Arginin

S6 ngay & nhiét
d9 37 °C
0,0 97,6 98,1
7 93,6 93,9
14,0 91,0 91,1
21,0 88,9 89,0
28,0 87,1 86,9

Fig.2A cho thdy ring khong c6 sy khac biét c6 y nghia cua ty 1¢ % cac hop chét
HMW duoc tao ra gitta hai ché phim trong qua trinh bao quan & nhiét do 37°C trong
28 ngay, didu nay dugc khéng dinh béi ty 18 % céc hop chét chinh theo phwong phap
SE-UPLC (Fig.2B). Khong c6 su thay dbi vé vé bé ngoai, d duc hodc do pH cta hai
ché phadm trong subt 28 ngay (khdng dugc thé hién trén hinh ve).

Sau d6, cac két qua dugc so sanh véi ché phdm c6 bd sung EYLEA® 40
mg/ml, va ché phdm 1 cia Vi du 1 (VEGF TRAP 80 mg/ml trong chét dém natri
phosphat). Nhu du doén, cac ché phém VEGF TRAP 150 mg/ml c6 ty 1€ % tao ra cac
hop chAt HMW cao hon so véi ché phém EYLEA®, va ty 1€ % tao ra cac hop chét
HMW cao hon mot chit so véi ché phdm 1 ctia Vi du 1.
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Tién hanh thir nghiém thém ddi véi cac ché phdm chira VEGF TRAP ndng do
cao, va ché phdm chira histidin c6 mitc do bédo vé cac phén tir nay t6t hon so véi mire
d6 bao vé cua cac ché phdm trén co s& natri phosphat. Ngoai ra, trén thuc té, viéc bd
sung natri clorua vao mdi ché phim duoc thir nghiém gay ra su mét 6n dinh cia VEGF
TRAP & nhiét d6 37°C. Céc sb liéu trong Vi du 2 cho thiy rang ngay ca khi protein
dung hop thu thé VEGF & ndng do cao 150 mg/ml, va bio quan & nhiét do kha khic

nghiét, cac ché phdm theo séng ché vAn tao ra sy bao vé rét tét cho tinh dn dinh vat ly.

Vi du 3: D6 nhét cua ché phém duoc dung c6 thé dat dugc voi VEGF TRAP
150 mg/ml

Nhiéu ché phém chira VEGF Trap (aflibercept) dugc thtr nghiém vé dic tinh do
nhét ctia ching. Cac ché phim chira VEGF Trap véi nong do nam trong khoang tir 10
mg/ml dén 160 mg/ml duge thir nghiém v& su c6 mit va khong c6 mit clia cac chét
lam giam d6 nhét khac nhau.

Fig.3A cho thiy céc ché phdm chita VEGF Trap 155 mg/ml trong chat dém
natri phosphat 10mM, sucroza 5% va d6 pH = 6,2 két hop voi, khong c6 mit mubi vo
co, arginin, lysin, natri clorua va magie clorua c6 su khac bi€t nho vé d6 nhét. Trong
mdi trudng hop, dd nhét duge xac dinh theo don vi cP ¢ nhiét 46 20°C. Quan sat dugc
d6 nhét ndm trong khoang tir khoang 17¢P (khong c6 mudi v co) va 15¢P (magie
clorua 100mM), c6 s1_i thay dbi rit nho giita truong hop chit lam giam do nhét dugce st
dung, hodc véi su c6 mit cia tAt ca cac chét 1am giam d0 nhét. Fig.3B cho théy loat
cac ché phrfxm tuong tu, ngoai trir viéc chit dém bazo 12 histidin 10mM va do6 pH = 5.,8.
0 day, khi khong c6 mit mubi vo co bit ky, tao ra ché phém cO d0 nhot béng 11,5¢P,
va khi c6 mit lysin S0mM, do nhét bing 14 cP. Chit dém chira histidin tao ra do nhét
rat tbt, diéu nay thich hop véi céc sén pham tiém sinh hoc c6 ndng d6 thap khac.

Fig.3C thé hién do nhét cia VEGF Trap 6 ndng d6 nim trong khoang tir 10
mg/ml dén 160 mg/ml, v6i natri phosphat 10mM, sucroza 5% & do pH = 6,2 khi khong
¢6 mdt arginin, va trong arginin hydroclorda 50mM. Viéc bd sung chét lam giam do
nhat tao ra d6 nhét tuong tw d6i voi tat ca cac néng dd VEGF Trap dugc thtr nghiém.
Nhu duoc thé hién trén Fig.3A va Fig.3B, chit 1am gidm dd nhét c6 it 4nh hudng tich
cuc dbi v6i d6 nhdt ciia ché pham, ngay ca véi ndng do protein cao hon. Pay Ia két
qua bt ngd, do arginin va cac chét lam giam dd nhét khac da dugc ching minh trude
day 1a c6 cac déc tinh c6 loi dbi v6i dd nhét ctia protein ndng do cao.
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Béng 3-1. Ché phém chira phosphat —d0 nhét (tinh theo cP & nhiét do 20°C)

Hon hop chét dém Natri phosphat 10mM, sucroza 5%, d6 pH = 6,2
Khong c6 chét 1am giam d¢ nhét | 17,3
Arginin 100mM 16,2
Arginin 200mM 15,8
Lysin 50mM 16,2
Natri clorua 100mM 16,5
Magie clorua 50mM 16,3
Magie clorua 100mM 15,3

Bang 3-2. Ché phim chira histidin-d¢ nhét (tinh theo cP & nhiét d6 20°C)

Hon hop chét dém Histidin 10mM, d6 pH = 5,8
Khong c6 chét 1am giam do nhét 11,5

Arginin 100mM 12,0

Arginin 200mM 12,7

Lysin 50mM ' 14,0

Lysin 200mM 14,1

Natri clorua 50mM 13,1

Natri clorua 100mM 12,1

Magie clorua 50mM 12,6

Magie clorua 100mM 11,4

Vi du 4: Arginin hydroclorua cai thién tinh 6n dinh ctia VEGF TRAP 150
mg/ml trong ché phim chira chit dém natri phosphat/sucroza.

Hai ché phdm chira natri phosphat dugc thir nghiém v& tinh 6n dinh vat ly cla
VEGF Trap 150 mg/ml (aflibercept) & nhiét do nim trong khoang tir 2 dén 8°C trong
12 théang. Danh s4ch thanh phan cia mdi ché phdm trong s hai ché pham nay duogc
thé hién trong Bang 4-1. Ché phidm 2 con chira arginin hydroclorua 50mM. Mbi ché
phim dugc danh gia vé ty 18 tao ra hop chit HMW trong qua trinh bdo quan & nhiét do
37°C trong 12 thang ciing nhu ty 1& hop chét chinh bang phuong phap SE-UPLC.

Béang 4-1. Ché phdm chtra protein dung hgp thu thé VEGF (aflibercept) cua Vi
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du3
Ché VEGFT | Natri Sucroza | Polysorbat | PO pH | Arginin
phim (mg/ml) | phosphat | (trong 20 (trong hydroclorua
| (mM) | lugng/thé | lugng/thé (mM)
tich) tich)
F1 (T) 150 10 8% 0,03 6,2 0
F2 (JJJ1) | 150 10 8% 0,03 6,2 50

62/129

Fig.4A cho thdy rang viéc bd sung arginin hydroclorua 50mM vio ché phim cai
thién tinh 6n dinh vét Iy cia VEGF TRAP. Thudc tinh lam én dinh déi véi VEGF
TRAP nay dugc khér_lg dinh trén Fig.4B, trong d6 ty 1& % hop chét chinh van cao hon

d6i v6i VEGF TRAP khi c6 mit arginin hydroclorua 50mM. S4 liéu nay cho thiy ring

céc truong hop ma trong d6 viéc bd sung arginin hydroclorua tao ra hiéu qua lam 6n

dinh cho VEGF TRAP duogc bao quan. S6 lidu sic ky loai trir theo kich ¢& dugc thé

hién & dang bang trong Bang 4-2 va 4-3.
Béng 4-2. Ty 18 % céc hop chdt HMW

Natri

phosphat

10mM,
sucroza 8%, polysorbat 20
0,03%, d6 pH = 6,2

Natri phosphat 10mM, sucroza
8%, polysorbat 20 0,03%, L-
arginin monohydroclorua 50mM,

a6 pH =62

S6 thang & nhiét

dotir 2 dén 8°C

0,0 2,4 1,9
1 3,3 2,8
2,0 3,8 3,2
3,0 4,1 3,5
6,0 4,9 4,1
9,0 5,5 4,7
12,0 5,9 5,0

Bang 4-3. Ty 1¢ % dinh chinh
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Natri  phosphat  10mM, | Natri phosphat 10mM, sucroza
sucroza 8%, polysorbat 20 | 8%, polysorbat 20 0,03%, L-
0,03%, do pH = 6,2 arginin monohydroclorua 50mM,
do pH =6,2

S6 thang & nhiét

do tir 2 dén 8°C

0,0 97,6 98,1

1 96,8 97,2

2,0 96,2 96,8

3,0 95,9 96,5

6,0 95,1 95,8

9,0 94,5 95.3

12,0 94,1 94,5

Vi du 5: Do nhét cuia VEGF TRAP 6 ndéng d6 nim trong khoang tir 10 mg/ml
dén 170 mg/ml trong cac chit dém histidin va phosphat

Fig.5 cho thiy ring ca chit dém phosphat 10mM va chit d&&m 10mM histidin
du c6 d6 nhét hitu ich & mirc cao trong khoang nong d6 ctia VEGF Trap (aflibercept).
Véi néng dd VEGF Trap cao hon, chit dém histidin c6 sy cai thién vé d0 nhét (so voi
phosphat). D nhét duge xéc dinh & nhiét 46 20°C.

Vi du 6: Taurin va axit propan sulfonic tao ra tinh bn dinh duoc cai thién cho
cac ché pham chira VEGF Trap (aflibercept) ndng d6 cao

Thir nghiém duoc tién hanh dé xac dinh sy tic dong dén tinh 6n dinh cuia
protein v&i mot sb b hop ché phim. Fig.6 thé hién biéu dd tan xa 4nh sang dong hoc
cta cdc ché phdm bat ky c6 ndng dd protein (aflibercept) nidm trong khoang tir 2
mg/ml dén 10 mg/ml. Cac ché phdm dugc bd sung taurin 70mM hoic PSA 70mM c6
kha ning tu tuong tac giam di & ndng d6 cao hon. Céc sb liéu nay cho thdy rang taurin
va PSA c6 thé 1a chét bd suﬂg hitu ich vao ché phdm chira protein ndng do cao, gidng

nhu c4c chit duoc dé cap trong trudng hop nay.

Vi du 7: Nghién ctru vé tinh 6n dinh trong thoi gian dai clia céc ché pham chra
histidin khac nhau
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Tbng cong c6 9 ché pham aflibercept khac nhau duge thir nghiém véi ndng do

chét dém khac nhau, chit én dinh nhiét va muéi ky nuéc. 9 ché phdm tir F1 dén F9
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duoc tom tit trong Bang 7-1 dudi day.
Bang 7-1. Céc ché phim tir F1 dén F9
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Ché |VEGFT | Loai [Ndng [Sucroza [Prolin (%fPolysorbat Chét 6nNéng (Do
phdm |(mg/ml) chat |d6 (%  trongjtrong 20 (trongdinh  |d0 pH
dém |chit [lwong/thd [luong/thd [luong/thé |[mM) |chét
dém [tich) tich) tich) 6n
(mM) dinh
(mM)
F1 -
140 His 10 5 0 0,03 Taurin |50 5,8
(WW)
E2 Arginin
140 His |20 0 4 0,03 50 5,8
(XX) HCl
E3
140 His 20 2,5 2 0,03 Taurin (50 5,8
(YY)
F4 Arginin
140 His 10 2,5 2 0,03 50 5,8
(Z272) HCl
F5
140 His |20 5 0 0,03 PSA |50 5,8
(AAA)
F6
140 His |20 2,5 2 0,03 PSA |50 5,8
(BBB) '
E7 Arginin
- |140 His 20 5 0 0,03 50 5,8
(CCC) HCl
F'8
140 His 10 0 4 0,03 PSA |50 5.8
(DDD)
F9 '
140 His |20 5 0 0,03 INA INA  [5,8
(EEE)

VEGFT=VEGF Trap (aflibercept)

tich 15ml. Sau d6, ché pham nay dugc loc khir khudn bing cach sir dung b loc kiéu

Mudi bén (14) ml ctia mdi ché pham dugc tron 14n trong dng Falcon c6 dung
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bom tiém ¢& 0,22uM va dugc nap vao cac lo thuy tinh loai 1 v0 khuén c6 dung tich
2ml. Tém (8) lo ndy duoc nap m3i ché phim voi thé tich 0,4ml trong ti hut kiéu dong
chay tang.

Phuong phap SE-UPLC (hop chét theo trong lugng phan tir) dugc thuc hién dbi

51787

Vi tit ca cac mau dé xac dinh tinh 6n dinh hoa hoc cia moi che pham.

Ty 1& % cua cac hop chit HMW trong mdi ché pham tir F1 dén F9 theo thoi
gian duoc thé hién trén Fig.7 (cling xem Bang 7-2). Cac ché phdm F4 va F7 c6 ty 1€ %
céic hop chét HMW thép nhét sau 4 théng & nhiét do 5°C. Cac két qua ndy cho thay

rdng viéc bd sung céc td duge nhu arginin va prolin lam gidm dang ke ty 1€ % tao ra

céc hop chdt HMW trong ché phdm chira VEGF Trap.
Béng 7-2. Phén tich bang phuong phap SE-UPLC (6 nhi¢t do tir 2 dén 8°C)
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F1 (WW) F2 (XX) F3 (YY)
Ty16% [Ty 16 % |Ty1e%|Ty 1& % |Ty 18 % | Ty 1& %

Sé thang & nhiét | HMW | dinh HMW | dinh HMW | dinh
do tir 2 dén 8°C - chinh chinh chinh
0,0 1,53 98,46 1,48 98,52 1,39 98,61
0,5 1,87 98,13 1,87 98,13 1,92 98,08
1,0 2,19 97,81 2,16 97,84 2,19 96,15
2,0 2,64 97,36 2,63 97,37 2,71 97,29
3,0 2,83 T97.17 2,76 97,24 2,87 97,13
4,0 3,07 96,93 3,00 97,00 3,11 96,89
5,0 3,24 96,76 3,11 96,89 3,28 96,72
6,0 3,35 96,65 3,24 96,76 3,38 96,62
F4 (27) F5 (AAA) F6 (BBB)

Ty 16 %|Ty 16 %|Ty 1& %|Ty 1& %|Ty 1& % |Ty 1& %
HMW dinh chinh | HMW dinh chinh | HMW dinh chinh
1,31 98,69 1,55 98,45 1,45 98,55

1,69 98,31 1,79 98,21 1,96 98,04

1,95 98,05 2,31 97,69 2,26 97,74
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2,37 97,63 2,80 97,20 2,72 97,28
2,61 97.39 2,99 97,01 2,91 97,09
2,84 97,16 3,26 96,74 3,17 96,83
3,03 96,97 3,44 96,56 3,35 96,65
3,13 96,87 3,52 96,48 3,41 96,59

F7 (CCC) F8 (DDD) F9 (EEE)

Ty 16 %|Ty 18 %|Ty 1&8 %|Ty 18 % |Ty 1& %|Ty 1& %
HMW dinh chinh | HMW dinh chinh | HMW dinh chinh
1,20 98,80 1,56 | 98,44 1,53 98,47

1,74 98,26 1,87 98,13 2,05 97,95
2,08 97,92 2,16 97,84 2,39 97,61
2,52 97,48 2,59 97,41 2,89 97,11
2,76 97,24 2,80 97,20 3,07 96,93

2,97 97,03 3,06 96,94 3,34 96,66
3,14 96,86 321 96,79 3,51 96,49
3,26 96,74 3,28 96,72 3,69 96,31

Vi du 8: Nghién ctru tinh 6n dinh ciia VEGF Trap 140 mg/ml vdi noéng do

arginin khac nhau.

Su 4nh huéng cua ndng do arginin-HCl khac nhau ddi véi tinh 6n dinh cua

bbn san phdm duoc 1a thudc mit VEGF Trap (aflibercept) 140 mg/ml dugc nghién

ctru. Viéc danh gid tinh On dinh dugc thyc hién véi diéu kién bao quan & nhiét 46 nam

trong khoang tir 2 dén 8°C. San phidm thudc (drug product: DP) ciing dugc U trong

didu kién stress (37°C). Bén ché pham dugc dénh gia trong nghién ctru vé tinh 6n dinh

ndy (tir F1 dén F4) dugc mo ta trong Bang 8-1 dugc thé hién dudi ddy.

Béng 8-1. Céc ché phdm tir F1 dén F4

Ché ‘
., | Thanh phan
pham so
VEGFT Histidin Sucroza  (trong | Polysorbat | L- bo
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(mg/ml) (mM) lwong/thé tich) 20 arginin | pH
F1 0
F2 10

140 20 5 0,03 5,8
F3 50
F4 100

Khoang 145ml ché pham histidin chira VEGF Trap 187 mg/ml dugc rd dong.
Ba muoi séu (36). ml cia mdi ché phdm, ngoai trir ché phim F3, dugc tron 13n; 39ml
ché phim F3 lam thanh phan chinh dugc tron 14n. Mbi ché phdm dugc loc khir khudn
béng ti hit kiu dong chay tang (laminar flow hood: LFH) bang cach sir dung bo loc
khir khudn PVDF Durapore ¢& 0,22pm trude khi nap diy. Lo thiy tinh sach Schott
loai I ¢6 dung tich 2ml da dugc loai bo chit gay st dugc day bang ndp day huyét
thanh loai 13mm (S2-F451 4432/50B2-40) dugc st dung dé thuc hién nghién ciu vé
tinh 6n dinh.

Tién hanh phan tich céc ché pham b%mg phuong phap SE-UPLC nhu da néu
trén day. Két qua x4c dinh ty 16 % HMW, bang cach st dung phuong phap SE-UPLC,
trong mdi ché phdm theo thoi gian dugc thé hién trén Fig.8 (A-B). Xem thém cac
Bang 8-2 va 8-3.

Khi dugc bdo quan & nhiét do 5°C, céc ché phém nay cé su giam ty 1€ % tao ra
cac hop chdt HMW tuong mg v&i ndng do arginin-HCIL. Tuy nhién, trong diéu kién
stress, hi€u qua nay bi dao ngugce. Cac ché phém & nhiét @6 37°C, c6 su tang 1én rd
rang vé ty 18 % cac hop chit HMW tuong tng v6i ndng d¢ arginin-HCI. Dic tinh nay
lémi cho rat kho phat hién céé tac dung cé loi cda arginin db6i véi aflibercept khi c6 mit
chit dém histidin. Thong thuong, d& phat trién ché phdm trong nganh cong nghé sinh
hoc, tac dung ctia cac t4 duge khac nhau dbi véi dugce chat duoc sang loc ban dau
trong diéu kién stress (vi du, & nhiét do cao nhu 37°C) trong mot khoang thoi gian
ngan. Muc dich clia phuong phép nay 1a dé loai bé nhanh chéng cac td duge khdng ¢
kha nang hoat dong t5t khi khong c6 mit diéu kién stress (vi du, & nhiét do thép nhu
5°C) trong khoang thoi gian dai hon. 0 dﬁy; arginin dugc xac dinh 1a t4 dugc hitu ich
bat k& tac dung ctia n6 dbi véi tinh dn dinh & nhiét do 37°C. Do san pham thude duge
bao ché thuong duge bao quan trong nhidu thang & nhiét do nim trong khoang tir 4

dén 5°C sau khi san xuét, aflibercept trong chit dém arginin va histidin s& 1a ché phim
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c6 gia tri cao d€ bao quan san pham thudc on dinh trong thoi gian dai.

Bang 8-2. Phan tich bang phwong phép SE-UPLC (& nhiét d tir 2 dén 8°C)

68/129

F1 (EEE) F2 (SSS)
Sé thang o nhiét dotr 2 dén [Ty 18 % |Ty 1€ % |Ty 1& %|Ty 18 %
8°C dinh chinh | HMW dinh chinh | HMW
0,0 97,79 221 97,78 2,22
0,5 97,56 2,43 97,59 2,41
1,0 97,30 2,70 97,34 2,66
1,5 97,21 2,79 97,26 2,74
2,0 97,05 2,95 97,08 2,92
2,5 96,96 3,04 97,02 2,98
3,0 96,82 3,18 96,88 3,12
6,0 96,35 3,65 96,40 3,60
F3 (CCC) F4 (TTT)
Ty 1& % dinh chinh | Ty 16 % HMW | Ty 1¢ % dinh chinh | Ty 1¢ % HMW
97,85 2,15 97,81 2,19
97,67 2,33 97,73 2,27
97,47 2,53 97,59 2,41
97,37 2,63 97,50 2,50
97,22 2,78 97,36 2,64
97,14 2,86 97,31 2,69
97,04 2,96 97,16 2,84
96,60 13,40 96,77 3,23
Béng 8-3. Phan tich SE-UPLC (& nhiét do 37°C)
F1 (EEE) F2 (SSS)
S8 ngay ¢ nhiét d6 | Ty 16 % dinh [Ty 1& % |Ty 16 % dinh | Ty 1& %
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37°C chinh HMW chinh HMW
0,0 97,79 2,21 97,78 2,22

7 93,66 6,34 93,32 6,68
14,0 89,48 10,35 88,79 10,98
21,0 86,64 13,08 85,69 13,82
28,0 83,90 15,85 82,66 16,90
F3 (CCC) F4 (TTT)

Ty 18 % dinh chinh | Ty 1& % HMW Ty 1& % dinh chinh | Ty 1€ % HMW
97,85 2,15 97,81 2,19

92,38 7,61 91,32 8,68

86,90 12,91 84,61 15,21

83,11 16,65 80,11 19,47

79,44 20,29 75,80 23,91

Vi dy 9: Tinh én dinh cia VEGF Trap khi ¢6 mit cac ion dbi tir ddy Hofmeister
va cac ta duoc khac

Tac dung qﬁa cac ion dbi khac nhau va cac ta duoc khac ddi véi tinh 4n dinh
clia mot s6 ché phém dugc xac dinh.

A. Sang loc ion doi

Céac ion ddi (vi du, sulfat, thioxyanat va xitrat) dugc thir nghiém & dang céc
mubi natri véi ché phdm VEGF Trap (aflibercept) ndng d6 cao (140 mg/ml). Ngoai ra,
cac ta duge bd sung amino khéc (vi du, glyxin va lysin) cling dwgc thir nghiém.

Khoang 42ml dugc chét dung cho mat VEGF Trap 187 mg/ml dugc rd dong.
50ml dugc chit dugc bao ché 1am san phém trung gian (155,56 mg/ml), c6 néng do
ctia dugc chat duge bao ché 140 mg/ml 1a 110% va néng d6 ta dugc dich (loai trir cac
ion ddi, glyxin va lysin), dugc tao ra.

Dugc chit-dugc bao ché 1am san phim trung gian dugc pha loing thém bing
dung dich t4 dugc gbe 0,5M (cac ion ddi, glyxin hodc lysin) dé tao ra ché phdm chira
duogc chat dugc bao ché 140 mg/ml dugc li¢t ké trong Bang 9-1 dudi day. Mbi ché
phém cubi dugce loc khir khuén béng b6 loc kiéu bom tiém PVDF c¢& 0,22um trong til
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hﬁt_kiéu dong chay tang trude khi nap vao céc lo thuy tinh sach Schott loai I ¢6 dung
tich 2ml d3 dugc loai bo chét gay st duoc ddy bing nip day huyét thanh loai 13mm
S2-F451 4432/50 82-40 (ELN item# 19700004 Wash# 0 000078949). Sau muoi (60)
lo dugce nap 0,5 ml cua mdi ché phém. Sau (6) lo dugc nap 1,5ml.

Bang 9-1. Cac ché phdm ding dé sang loc ion do6i

T4 dugc (mM) . | Ché phim Nong d6 VEGF
Trap
Natri sulfat S0mM Histidin 20mM, PSZO 0,03%/Sucroza 5%/ | 140
-| Natri sulfat 50mM
Natri thioxyanat | Histidin 20mM, PS20 0,03%/Sucroza 5%/ | 140
50mM Natri thioxyanat 50mM
Natri xitrat 50mM Histidin 20mM, PS20 0,03%/Sucroza 5%/ | 140
Natri xitrat 50mM
Glyxerin 50mM Histidin 20mM, PS20 0,03%/Sucroza 5%/ | 140
Glyxerin 50mM
Natri clorua 50mM | Histidin 20mM, PS20 0,03%/Sucroza 5%/ | 140
Natri clorua 50mM -
Lysin 50mM Histidin 20mM, PS20 0,03%/Sucroza 5%/ | 140
| Lysin 50mM

B. Sdng loc glutamat va aspdrtat

Tinh 8n dinh cta cac ché phdm chira VEGF Trap (aflibercept) ndéng do cao (140
mg/ml) khi c6 médt cic ion dbi két hop véi arginin hydroclorua dugc thir nghiém.
Ngoai ra, hai ion d6i mai (glutamat va asparat) duogc thir nghiém vé tinh twong hop véi
VEGF Trap néng d6 cao (khi két hop véi arginin hydroclorua va khi khong c6 mit
arginin hydroclorua). Cac ché phdm dugc thit nghiém duoc tom tit trong Bang 9-2
dudi day.

Khoang 50ml duogc chit VEGF Trap 187 mg/ml dugc rd dong. 60ml dugc chét
dwoc bao ché lam san phdm trung gian (155,56 mg/ml) véi dugc chét dugc bao ché
140 mg/ml ndng d6 110% va ndng dd té duoc dich (loai trir cac ion ddi, xitrat, glyxin,
glutamat va aspartat) dugc tao ra. Dugc chit duoc bao ché 1am sin phdm trung gian

duoc pha lodng thém bang cac dung dich t4 dugc gbc 1M (arginin hydroclorua, natri
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xitrat, glyxin, natri glutamat va natri aspartat) dé tao ra céc ché phém chtra dugc chit

dugc bao ché néng d6 140 mg/ml duoc liét ké trong bang dudi déy. Mbi ché phim

cubi dugc loc khir khuén bing bo loc kiéu bom tiém PVDF loai 0,22pm trong ti hit

kiéu dong chay tang trude khi nap vao céc 1‘Q thiy tinh sach Schott loai I ¢6 dung tich

2ml d3 duoc loai bo chét gy sbt dugc day bang nip day huyét thanh loai 13mm S2-
F451 4432/50 B2-40 (ELN item# 19700004 Wash# 0000078949). Séu muoi (60) lo

dugc nap 0,5ml ciua mdi ché phém. S4au (6) lo dugce nap 1,5 ml.

Bang 9-2. Cac ché phim ding dé sang loc glutamat va aspartat

T4 dugc (mM) Ché pham Nong do
VEGF Trap

Natri xitrat 50mM + | Histidin 20mM, PS20 0,03%/Sucroza 5%/ | 140
Arginin  hydroclorua | Natri xitrat 50mM/Arginin hydroclorua
50mM 50mM
Glyxin  50mM  + | Histidin 20mM, PS20 0,03%/Sucroza 5%/ | 140
Arginin  hydroclorua | Glyxin 50mM/Arginin hydroclorua 50mM
50mM
Natri aspartat SOmM + | Histidin 20mM, PS20 0,03%/Sucroza 5%/ | 140
Arginin  hydroclorua | Natri aspartat 50mM/Arginin hydroclorua
50mM 50mM
Natri glutamat 50mM + | Histidin -20mM, PS20 0,03%/Sucroza 5%/ | 140
Arginin  hydroclorua | Natri glutamat 50mM/Arginin hydroclorua
50mM | 50mM
Natri aspartat S0OmM Histidin 20mM, PS20 0,03%/Sucroza 5%/ | 140

‘ Natri aspartat 50mM
Natri glutamat 50mM | Histidin 20mM, PS20 0,03%/Sucroza 5%/ | 140

Natri glutamat 50mM

Viéc thir nghiém d6 nhét dugc thuc hién biang cach st dung nhét ké
RHEOSENSE m-VROC®. Khoang 0,5ml mau khong pha lodng dugc nap vao bom

tiém bang thuy tinh. Mau nay dudc ]am can bang dén nhiét 4o mong mubn va dugc

tiém vao chip hodc khoang do. P9 nhét dugc tinh toan bang cach do sy giam éap suét

tir dAu vao dén dau ra, su gidm nay c6 twong quan véi ung sudt cit ¢ thanh cta chip.
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Cac két qua dugc thé hién theo don vi mPas-1 hodc cp. Xem Fig.9 va Bang 9-3.

Viéc thi nghiém ndng dd mol/kg nuéc dung dich dugc thuc hién bang cach sir
dung thim ap ké cua ap suit hoi VAPRO. Khoéng 10pl mau khong pha loang dugc
chy vao dia gidy. Su giam nhiét do diém swong, ham sb cia ap suit hoi ctia dung dich,
dugc x4c dinh bing cp nhiét do nhay va dwgc thé hién duéi dang ndng do mol/kg
nude dung dich cua dung dich nay. Cac két qué dugce thé hién theo don vi mmol/kg
hoic mOsm. Xem Fig.10 va Bang 9-3.

Luong céc. hop chét c6 trong lwong phan tir cao trong mot s6 ché phim theo
thoi gian, sau khi bao quan & nhiét do 37°C hodc 5°C, ciling dugc danh gia bang
phuong phap SE-UPLC. Xem Fig.11 (A-B) ?é cac Bang 9-4 va 9-5.

Céc thir nghiém tan xa anh sang dong hoc dugc thuc hién bang cach sir dung
du doc dia II cua thiét bji DynaPro®. Khoang 100ul mau khong pha loang dugc nap
vao dia ¢6 96 15. Thu duoc ba muoi lam két qua déi v6i mdi 16 & nhiét d6 25°C. Tién
hanh phan tich chirc ndng ty twong quan bing cach str dung ap dung quy tic trén phan
mém DYNAMICS v7.1. Cac biéu d6 thé hién ban kinh (nm) so véi ty 16 % cudong do
va ty 18 % khdi lugng so v6i ban kinh (nm) dugc tao ra dé thu duoc ban kinh phan tir

trung binh va ty 1& % tinh da phan tan (ty 1¢ % Pd) cia mdi mau. Xem Fig.12.

Bang 9-3. B0 nhét va ndéng dd mol/kg nuéc dung dich cia cac ché pham khéc

72/129

nhau

Théng s6 duoc | Natri Natri Natri Glyxin | Natri Lysin

thtr nghiém sulfat - thioxyanat | xitrat 50mM | clorua 50mM
50mM 50mM 40mM (QAR)) 50mM | (LLL)
(GGQG) (HHH) (1ID) (KKK)

Do nhét (cp) 11,9 12,4 14,8 12,2 11,6 11,8

Nong d6 mol/kg | 384 324 403 299 349 349

nuéc dung dich

(mOsmol/kg)

Natri Natri | Natri xitrat | Glyxin Natri Aspartat | Natri glutamat

aspartat |glutamat |50mM +150mM  +|50mM + | 50mM +
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50mM  |[50mM Arginin  HCI | Arginin Arginin  HCl|Arginin HCI
(MMM) |(NNN) 50mM (O00) |HCl 50mM |[50mM (QQQ) |50mM (RRR)

(PPP)
13,0 13,1 14,8 12,5 13,1 13,3
343 346 506 369 426 430

Béang 9-4. Phan tich bang phuong phap SE-UPLC; ty 1é % HMW (& nhiét do

37°C)
Ty 1€ % | Natri Natri Natri Glyxin | Natri Lysin
HMW  (s6 | sulfat thioxyanat xitrat 50mM | clorua 50mM
ngay ¢ | 50mM 50mM 40mM JJ) 50mM (LLL)
nhiét  d¢ | (GGG) (HHH) (1ID) (KKK)
37°C) |
0 2,3 2,3 23 2,3 2,3 2,2
7 8,6 15,5 8,2 6,3 8,1 7,7
14 13,5 24.8 12,1 9,5 12,4 11,7
28 22,0 39,2 19,1 15,3 20,4 19,3

Bang 9-5. Phan tich bé‘mg phuong phap SE-UPLC; ty 1€ % HMW (& nhiét do

5°C)
Ty 1€ % | Natri Natri Natri Glyxin | Natri Lysin
HMW  (sb sulfat thioxyanat xitrat 50mM | clorua 50mM
thang & | 50mM 50mM 40mM (QRR)) 50mM (LLL)
nhiét  do|(GGG) | (HHH) (II0) (KKK)
5°C)
0 2,3 2,3 2,3 23 2,3 2,2
0,25 2,3 2,4 2.4 2,3 2,3 23
0,5 2.4 2,5 2,5 2.4 2.4 2,3
1 2,5 2,8 2,7 2,6 2,6 2,5
2 2,8 2,9 2,9 2,8 2,8 2,8
3 3,1 3.3 3,2 3,1 3,2 3,0
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Vi du 10: Kha ning dung nap cia sy gidi phéong VEGF Trap lidu cao
(140mg/ml) bang cach tiém IVT & tho binh thuong.

Céac chét diéu tri khang VEGF, duoc st dung bing cach tiém trong thuy tinh
thé, 1a tiéu chuin cham séc hién nay @& didu tri bénh thoai hoa diém vang do tudi gia
thé tan mach, bénh phu diém vang do dai thao thudng, va bénh tic mach voéng mac.
Tuy nhién, viéc tiém trong thily tinh thé mdi thang mot lan hodc hai thang mot lan Ia
ganh ning didu tri déng k& di v6i bénh nhan, ngudi cham séc, va béc si. Rét can c6
céc liéu phéap diéu tri hiéu qua va lau dai hon trong thuc hanh 14m sang. Nghién ciru
nay nhim dénh gid kha ning dung ‘nap cia VEGF Trap dang lidu cao dugc bao ché 6n
dinh (140 mg/ml,-twong duong véi lidu cao gip 14 14n lidu 1am sang) & mit tho tring
New Zealand binh thuong. _

Hai ché phim chira VEGF-Trap lidu cao (aflibercept) trong chit dém histidin
hoic trong chit dém phosphat dugc thir nghiém. Ba con tho trong mdi nhém duge cho
st dung 7mg VEGF Trap trong 50ul bing cach tiém trong thiy tinh thé, mdi bén mot
ché phdm. Cac d4u hi¢u viém mét duoc theo doi bing dén khe, tién hanh chup cit 16p
quang hoc (optical coherence tomography: OCT) va chyp mach day mit vao ngay 1,
ngay 4, tun 1, sau d6 chup hang tuan cho dén 12 tuén sau khi st dung trong thuy tinh
thé. Ap luc trong mat dugc do bing but do nhian ap Tonopen trudc va sau khi tiém
trong thiy tinh thé 10 phut va 30 phut, sau d6 do & moi thoi diém tiép theo. Céc con
tho duoc gay chét m 4i & thoi diém tuan 12.

Mit thé duge cho st dung mot trong hai lidu:

(1) aflibercept 140 mg/ml, histidin 20mM, sucroza 5%, arginin HCI

50mM, PS20 0,03%, d6 pH = 5,8;

hodc |
(2) aflibercept 140 mg/ml, natri phosphat 10mM, sucroza 5%, natri

clorua 40mM, PS20 0,03%, do pH = 6,2.

Hai trong s6 sau mit tir nhom st dung chit dém histidin ¢6 bong tbi trong thity
tinh thé cho dén 8 tudn sau khi tiém IVT, didu ndy dwoc khing dinh khi kiém tra bing
dén khe dudi dang bénh duc thiy tinh thé cuc b do sy ton thuong thé thity tinh sau
(thu thuat lién quan). Mot trong 6 mét tir nhém st dung chat dém phosphat c¢6 bong t6i
trong thiy tinh thé cho dén 8 tudn sau khi tiém IVT, didu ndy duoc khing dinh khi
kiém tra bing dén khe dui dang bénh duc thity tinh thé cuc b do sur ton thuong thé

-74-



51787 75/129

thuy tinh sau (tha thuét lién quan).

Céc ché phim chtra VEGF Trap lidu cao (140 mg/ml) dugc thit nghiém dugc
dung nap tot & mat thod tring New Zealand binh thudng trong vong 12 tun sau khi sir
dung trong thiy tinh thé mot 1an. Sau khi tiém trong thity tinh thé mét 14n véi luong
7mg VEGF Trap, khong quan sét thdy ddu hiéu bat thudong & ddy mat. Thiy tinh thé
trong subt va kidu mach ciia vong mac xuét hién binh thuong. Khong quan sat thdy sy
bong vong mac, su xuat huyét hoic su thay d6i vé& dau day than kinh thi giac. Khong
c6 sy thay dbi vé ap luc trong mit so véi rﬁfrc ban dau. Hinh 4nh chup mach huynh
quang (fluorescein angiography: FA) va OCT ban dAu ctia mét thé duoc thé hién trén
Fig.13 (A-D). Hinh 4nh FA va OCT theo thoi gian ciia mat thé & m&i nhom diéu tri
trong 8 tudn duoc thé hién trén cac hinh vé& Fig.14, Fig.15, Fig.16 va Fig.17. S6 lidu
thu dugc tir mét trai (OS) hodc mét phai (OD) cua tho 326 va 329 dugc thé hién.

Vi du 11: Panh gié tinh dn dinh cua cac ché phdm tir UUU dén BBBB

Nghién ctru nay danh gia tinh dn dinh cua VEGF Trap (aflibercept) 60 mg/ml
va 120 mg/ml trong phosphat 10mM, sucroza (Suc.) 10% hodc 20%, NaCl 0 hodc
50mM, polysorbat 20 0,03%, dd pH = 6,2 khi duoc 4 ¢ nhiét do 37°C trong tdi da 6
thang. Cac ché phdm ding cho nghién ciru vé tinh 6n dinh nay dugc thé hién trong

Bang 11-1 dudi day.

Béng 11-1. Cac ché pham tir UUU dén BBBB

Ky hiéu ché phim | VEGF Trap (mg/ml) | Sucroza (%) | NaCl (mM)
F1 (UUU) 30 10 -

F2 (VVV) 30 20 -

F3 (WWW) 60 10 -

F4 (XXX) 60 20 i
F5S(YYY) 120 10 -

F6 (Z27) 120 . 20 -

F7 (AAAA) 120 10 50

F8 (BBBB) 120 20 50

Ché phdm co ban: phosphat 10mM, polysorbat 20 0,03%, d pH = 6,2
VEGF Trap=aflibercept
Céc ché phdm duoc loc khir khudn bang bod loc PVDF ¢& 0,2um trong ti hut
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kiéu dong chay ting trudc khi phan phdi.

Céc 1o chira mdi ché phdm dugc bao quan & nhiét do 37°C trong 1 thang.

Bang 11-2. Két qua sic ky 16ng hiéu ning cao dao pha (RP-HPLC)

Ché phdm Didu kién béo | Thoi gian u thuc té | TV 1& % VGFT
quan (théng) VEGFT (mg/ml)
thu hdi duoc

Nong d6 30 mg/ml| 0,0 100,0 29,99
sucroza 10% (UUU) TC 1,0 97,9 29,37
Nong d6 30 mg/ml 7o 0,0 100,0 29,97
sucroza 20% (VVV) 1,0 98,2 29.44
Nong do 60 rgg/ml 7o 0,0 100,0 58,90
sucroza 10% (WWW) 1,0 98,3 57,89
Nong do 60 mg/ml o0 0,0 100,0 58,80
sucroza 20% (XXX) 1,0 98,9 58,18
Nong d 120 mg/ml | . 0,0 100,0 120,80
sucroza 10% (YYY) ¥ ,C 1,0 97,4 117,63
Nong d6 120 mg/ml| 0,0 100,0 117,85
sucroza 20% (ZZ2.7) 37TC 1,0 98,9 116,51
Nong d6 120 mg/ml 0,0 100,0 120,14
sucroza 10% 37°C

NaCL50mM (AAAA) 1,0 97,9 117,64
Néng do 120 mg/ml 0,0 100,0 120,55
sucroza 20% 37°C

50mM NaCl (BBBB) L0 7.0 116,54

VGFT=VEGEF Trap, aflibercept
Béng 11-3. K&t qua séc ky 16ng siéu hiéu ning loai trir theo kich ¢& (SE-UPLC)

Ché pham Pidu kién | Thoi gian u|Téng ty|Ty 1& % | Tong ty
bao quan | thuc té C % | tw nhién |18 %
(thang) HMW LMW
VGFT 30 mg/ml, | 37°C 0 0,8 99,0 0,1
sucroza 10% 1,0 4,1 94,0 1,9
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(UUU)
VGFT 30 mg/ml 0 0,8 99,0 0,2
sucroza 20% | 37°C
1,0 2,4 95,6 2,0
(VVV)
VGFT 60 mg/ml 0 1,0 98.8 0,2
sucroza 10% | 37°C
1,0 7,8 89,5 2,7
(WWW)
VGFT 60 mg/ml’ 0 1,0 98,8 0,2
sucroza 20% | 37°C
1,0 4.4 92,8 2,7
(XXX)
VGFT 120 mg/ml 0 1,3 98,5 0,2
sucroza 10% | 37°C
: : 1,0 18,3 79,5 2,2
(YYY)
VGFT 120 mg/ml 3790 0 1,2 98,5 0,2
sucroza 20% (Z2.7) 1,0 10,7 87,1 2,2
VGFT 120 mg/ml 0 1,3 98,5 0,2
sucroza 10%
' 37°C
NaCl 50mM 1,0 20,8 77,1 2,2
(AAAA)
VGFT 120 mg/ml 0 1,2 98,5 0,3
sucroza 20%
37°C
NaCl 50mM : 1,0 13,0 84,8 2,2
(BBBB)

VGFT=VEGF Trap, aflibercept

T4t ca cac ché phdm déu gin nhu khong chira hat khi quan sét bing mit thuong

va khi do mat d6 quang hoc. Khong c6 su hao hut protein dang ké khi thu hdi bing
phuong phap RP-HPLC sau 1 thang & nhiét d6 37°C (Bang 11-2) va xu huéng nay tiép
tuc kéo dai dén 6 thang.

Con dudng thodi bién chinh ctia VEGF Trap 14 sy két tu trong cac diéu kién nay
(Fig.18 (A-B); Bang 1 1-3). Tinh 6n dinh cia VEGF phu thudc vao ndng do protein va
sucroza. Cac ché pham chtra ndng d6 VEGF Trap thip hon va ndng d6 sucroza cao

hon ¢6 tinh dn dinh hon. Viéc duy tri ty 1 protein:sucroza gidng nhau khéng tao ra ty
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1& thoai bién gibng nhau. Vi du, ché phim F1 va F4 c6 clng ty 1€ protein:sucroza bang
3:1 nhung ché phim F4 c6 tinh én dinh kém hon so véi ché phdm F1 do ndng do
protein ctia né cao hon. Ciing quan sat dugc xu huéng twong tu trong vong 6 thang.

Vi du 12: Nghién ctru doc chat hoc trong thiy tinh thé vé6i lidu dung lip lai &
khi véi cac ché phdm Aflibercept khéc nhau.

Do an toan cia cdc ché phdm khac nhau khi sir dung & khi cynomolgus duge
danh gia trong vi du nay. Tong cong c6 7 lidu dung trong thity tinh thé dugc st dung
cho c4 hai mit khoang 4 tuan mot 1an (Q4W) cho cc nhém tir 1 dén 3; tong cong c6 3
lidu dung trong thay tinh thé duoc sir dung cho ca hai mit khoang Q4W cho cédc nhém
tir 4 dén 9. Viéc md xé4c khi két thuc didu tri duge thuc hién & thoi diém khoing mot
tun sau khi sit dung lidu cudi ciing (N=3 con/giéi tinh/nhém) cing v6i viée md xéac
khi khoi bénh (2 con/giéi tinh/nhém) & thoi diém khoang 12 tudn sau khi st dung lidu
cubi cung.

Céc dénh gid sau ddy duge thuc hién:

e Danh gia dd an toan dua trén cdc dAu hiéu 1am sang, trong luong co thé, dau
hiéu sinh ton, 6 liéu dién tim dd (trude khi ding lidu két thuc vige dicu trj va
khi khoi bénh), do huyét 4p (bing biang quin dudi), bénh 1y 14m sang va gidi
phiu

e Kham mét toan dién theo dinh ky trong khoang thoi gian dung lidu va khi phuc
hdi bao gdm soi day mét gian tiép bang kinh hién vi c6 dén khe va do ép luc
trong mit

e Chup anh day mét, chup niach huynh quang va do dién vong mac ky & thoi
diém trude khi diéu tri, trong khi nghién ctru & tudn 9 (tit ca cac nhom), tuén 26
(chi cac nhém tir 1 dén 3) va cudi giai doan phuc hdi

e LAy mAu méu va thuy tinh thé (khi két thic) dé phén tich sinh hoc, phan tich
ADA va déanh gi4 dong hoc doc t6

Bang 13. Tém tit vé nhém nghién ctru*

78/129

Nhom | Chét thir| Thé tich |mg S6 con/|S6 con/giGi|S6 con/giGi
nghiém lidu aflibercept/ |gi6i tinh @& mé|tinh d& md
tiém mat tinh  |x4c khi két|xéac khi khoi
IVT thuc diéu tri | bénh
(ul/liéu
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dung/

mit)

Histidin 20mM,
arginin 50mM,
sucroza 5%,

PS20 0,03%

50

0 (d6i
ching)

Aflibercept 80
mg/ml  trong
histidin 20mM,
arginin 50mM,
sucroza 5%,

PS20 0,03%

50

Aflibercept
~140 mg/ml
trong  histidin
20mM, arginin
50mM, sucroza
5%, PS20
0,03%

50

Histidin 20mM,
sucroza 5%,

PS20 0,03%

50

0 (d6i
chung)

Aflibercept 80
mg/ml  trong
histidin 20mM,
sucroza 5%,

PS20 0,03%

50

Aflibercept

~140 - mg/ml
trong  histidin
20mM, sucroza

5%, PS20

50
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0,03%
Histidin 20mM,
lyxin 50mM, 0 (dbi
7 s 50 5 3 2
sucroza 5%, | chung)
PS20 0,03%

Aflibercept 80
mg/ml  trong

histidin 20mM,

8 _ 50 4 5 3 2
glyxin 50mM,
sucroza 5%,
PS20 0,03%
Aflibercept
~140 mg/ml
trong  histidin
9 20mM, glyxin |50 ~7 5 3 2
50mM, sucroza
5%, PS20
0,03%

*mdi ché pham trong sb cac ché phdm néu trén 12 mot phén ctia sang ché

Du kién ring cac ché phim dugc thir nghiém & mot hodc nhidu nhém bt ky
trong s6 cac nhém 1, 2, 3,4, 5,6, 7, 8 va/hodc 9 s& duge xac dinh 1a ¢ profin dd an
toan tuong duong véi san pham EYLEA & khi cynomolgous khi dugc xac dinh theo
cac danh gia da ban luén trén day.

Vi du 13: Nghién ctru vé tinh én dinh v6i san phdm VEGF Trap

Ché phdm chtta VEGF Trap (aflibercept) 114,3 mg/ml va histidin 10mM, do
pH = 5,8, sucroza 5%, polysorbat 20 0,03%, arginin monohydroclorua S0mM dugc tao
ra trong til hut kiéu dong chay ting (LFH) bang céch st dung b6 loc khir khuin PVDF
Durapore ¢& 0,22pm truge khi nap ddy. Céc lo thiy tinh sach Schott, loai I, c6 dung
tich 3ml da dwogc loai bo chit gy sdt dwoc nap 0,3ml san phdm thude va dugc day
bing nip ddy huyét thanh loai 13mm (S2-F451 4432/50B2-40). Cac mau dugc phan
tich & cac thoi diém khac nhau sau khi bao quén & nhiét do 37°C hodc 5°C vé d0 tinh
khiét bang phuong phép sic ky loai trir theo kich ¢& (SEC) dé xac dinh su ¢6 mit (theo
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ty 16 %) clia cac hop chét c6 tr()ng lugng phén tir cao (HMW), cac hop chét c6 trong
luong phan tir thip (LMW) va dinh chinh (hop chét chinh); cling nhw chup anh dong té

bao, dém hat chit 16ng HIAC (theo mirc d6 1am md 4nh séng) va phuong phap kinh

hién vi dé x4c dinh su c¢6 mit cua cac hat véi kich thude khac nhau.
S lidu v& tinh dn dinh va do tinh khiét sau khi bao quan & nhiét do 37°C, 25°C
va tir 2 dén 8°C dugc thé hién trén Fig.19 (A-E). Xem thém céc Bang tir 13-1 dén 13-

4.

Béang 13-1. Phén tich do tinh khiét bang phuong phap sdc ky loai trir theo kich

c& (SEC)

37°C

S5 thang | T¥ 18 % dinh chinh | T¥ 1& % HMW | Ty 16 % LMW
0 98,23 1,77 0

0229 92,88 7,07 0,05

0,459 | 88,59 11,18 0,23

0,688 | 84,67 15,03 0,3

0,918 | 81,84 17,59 0,57

5°C

S6 thang | TY 1€ % dinh chinh | Ty 1€ % HMW | Ty 1€ % LMW
0 98,23 1,77 0

1 97,73 2,27 0

2 97,4 2,59 0

Bang 13-2. Chup anh dong té vi/cac hat c¢6 kich thuéc nhé hon mirc quan sat

duoc biang mét thudng

37°C

Sé thang | >1pm >2pm >Sum >10pum >25um
T=0 1125 234 42 9 0

28 ngay | 1128 184 17 0 0

Béang 13-3. Chit dang hat c6 kich thuéc nhé hon mirc quan sat duoc bang mit
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thuong khi dwoc xac dinh bang phuong phép lam md 4nh sang (HIAC)/hat c6 kich

thuéc nho hon muc quan sat dugc bang mat thuong

37°C

S6 thang >10pum >25um >50um
T=0 15 0 0

28 ngay 23 1 1

Bang 13-4. Phan tich cac hat c6 kich thuéc nhé hon mic quan sét dugc bing

mét thuong bang phuong phép kinh hién vi -

37°C

S thang >10pum >25um >50pum
T=0 8 1 1

28 ngay 6 2 1

Vi du 14: Nghién ctru tinh 6n dinh v6i ndng d6 VEGF Trap thay do6i

Sy anh hudng cta ndng do VEGF Trap khéac nhau dbi véi tinh 6n dinh ctia bon
san phim thuc mat VEGF Trap (aflibercept) duoc nghién ctru. Nong d6 nam trong
khoang tir 80 dén 140 mg/ml. Tién hanh danh gia tinh 6n dinh trong diu kién bao
quan & nhiét d6 nim trong khoang tir 2 déﬁ 8°C. San phdm thudc (DP) ciing duoc
trong didu kién stress (37°C). Bén ché phdm (mdi ché phdm duoc goi tén 1a “CCC” &
day) duoc danh gia trong nghién ctru vé tinh dn dinh nay duoc mé ta trong Bang 14-1
dugce néu dudi day.

Khoang 27ml mdi ché phim duoc tao ra trong ti hut kiéu dong chay tang
(LFH) bing cach st dung bd loc khir khuidn PVDF Durapore loai 0,22um trude khi
nap. Céc lo thily tinh sach Schott loai I ¢6 dung tich 2ml da duoc loai bo chit gay st
duge nap diy va day bing nip ddy huyét thanh loai 13mm (S2-F451 4432/50B2-40).
Cac mAu duoc phan tich & cac thoi diém khac nhau sau khi bao quan & nhiét do 37°C
hoiic tir 2 dén 8°C v& do tinh khiét bing phwong phap sic ky 16ng siéu hiéu nang loai
trir theo kich c& (SE-UPLC) dé xéac dinh su c6 mit (ty 1& %) cua cac hop chét ¢6 trong
lugng phan tit cao (HMW) va dinh chinh (hop chét chinh).

S4 liéu cho thdy ty 18 % HMW sau khi & nhiét do tir 2 dén 8°C hodc 37°C
trohg t6i da 6 thang duoc thé hién trén Fig.20 (A-B). Xem thém céc Bang 14-2 va 14-
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3. Khi dugc bao quan & nhiét dd 37°C va 5°C, cac ché phim nay c6 mbi twong quan
tich cuc tich cyuc gitra ty 1€ tao ra HMW vdéi ndéng d6 VEGF Trap. Ché phdm ndéng do
140 mg/ml c6 ty 1€ % tao ra cac hop chdt HMW cao nhit.

Bang 14-1. C4c ché phdm dugc thir nghiém

Ché phim s6 | Thanh phin
L- Histidin | Sucroza Polysorbat 20 | VEGFT | Do
Argiriin (mM) (trong Iugng/ | (trong luwong/ | (mg/ml) | pH
(mM) thétich)  |thétich)y |
Fl.(CCC) 80
F2 (CCC) 100
£3C0) 50 20 5 0,03 o 5,8
F4 (CCC) 140
Bang 14-2. Phén tich bing phurong phap SE-UPLC (¢ nhiét do tir 2 dén 8°C)
F1 (CCC): F2 (CCC): F4 (CCC): F3 (CCC):
80 mg/ml 100 mg/ml 120 mg/ml 140 mg/ml
S6 thing &[Ty 1& %|Ty 18|Ty 18 %|Ty 18|Ty 18 %|Ty 18|Ty 18 %|Ty 18
nhiét do tir 2|dinh | % dinh  |% dinh | % dinh | %
dén 8°C chinh  |HMW |chinh |HMW |chinh |HMW |chinh |HMW
0,0 97,90 (2,10 97,86 |2,14 [97.83 (2,17 |97.85 |2,15
1 97,91 [2,09 (97,79 [2,21 |97,65 [2,35 |97,47 |2,53
2,0 97,78 |2,22 (97,56 (2,44 (97,38 [2,62 |97,22 2,78
3,0 97,61 (2,39 197,38 [2,62 |97,17 |2,83 97,04 |2,96
5,5 97,39 |2,61 |97,10 [2,90 (96,79 |3.21
6,0 97,36 2,64 |97.04 296 (96,74 326 (96,60 |3,40
Bang 14-3. Phan tich bing phuong phép SE-UPLC (& nhiét d6 37°C)
F1 (CCC): F2 (CCC): F4 (CCC): F3 (CCC):
80 mg/ml 100 mg/ml 120 mg/ml 140 mg/ml
S6 ngay [Ty 16 % | Ty 18(Ty 16 % |Ty 16|Ty 16Ty 18|Ty 1&|Ty 18|
& nhiét | dinh % dinh % % dinh | % % dinh | %
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do 37°C | chinh HMW | chinh HMW | chinh | HMW | chinh | HMW
0,0 97,90 2,10 97,86 2,14 97,83 |2,17 97,85 2,15

7 94,83 5,15 93,82 6,17 |92,81 |7,18 92,38 |7,61
14,0 92,00 7,77 190,31 9,39 |88,67 |11,13 [86,90 |12,91
21,0 89,47 10,31 | 87,00 12,58 85,04 |14,85 |8&3,11 | 16,65
28,0 86,76 12,71 | 83,98 15,55 | 81,19 |18,46 |79,44 20,29

Vi du 15: San phim Eylea lidu cao c6 thoi gian tic dung kéo dai trong mo hinh
D,L-AAA vé tinh trang ro ri dich & tdn mach kéo dai

Hiéu qua cua viéc tang lidu gip bdn lan dbi v6i thoi gian tic dung cua
aflibercept dé wc ché tinh trang rd ri dich 6 mach vOng mac man tinh trong mo6 hinh
D,L-AAA duogc xac dinh trong vi du nay.

Céc dong vat duoc sir dung 13 tho tring New Zealand sau khi gy bénh bang
DL-AAA (DL-0-axit aminadipic) 3 thang. Cac nhém didu trj bao gom:

o Plaxebo (cht dém ciia ché phdm) 50 mcl/mét; n= 6 mit
o Aflibercept 500 mcg/mit trong 50 mcl; n="7 mat
o Aflibercept 2 mg/mit trong 50 mcl; n=8 mit

Ché phdm dugc st dung trong mdi nhém diéu tri 1a: histidin 10mM, sucroza
8%, PS20 0,03%, d6 pH = 5,8. Céc 1an kham mit dugc thuc hién luc ban dau va & thoi
diém 1,2, 4,6,7,9, 10, 11, 13 va 18 tuln, bao gdm do ap luc trong mit (IOP), hinh
anh khong do (red-free: RF) (dé x4c dinh hinh thai mach mau), chup mach huynh
quang (FA); dé xac dinh tinh trang ro ri dich & mach), chup cit 16p quang hoc
(OCT); dé xé4c dinh tinh trang viém thuy tinh thé). MAu huyét thanh (ADA) va huyét
twong (ndng d6 duoc chit) dugc 1y & thoi diém ban diu va & céc thoi didm 1, 2, 4, 6
va 9 tudn.

Sé litu thu dugc tir cac lan kiém tra FA ciia mdi nhém dugc thé hién trén
Fig.21. Cac sb liéu nay chimg minh rang tic dung tic ché su ro ri dich & mach vong
mac ctia cac dong vat dugce cho sfr’v dung aflibercept liéu cao hon kéo dai hon ¢ cac
dong vat dugc chb st dung lidu thép hon. S luong mit dugc didu tri trong d6 tinh
thAm qua mach dugc tic ché hoan toan & nhém sir dung liéu 2mg 13 cao hon déng ké &

tat cac thoi diém 18y mau cho dén 18 tuan sau khi dung licu.
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1. Ché pham duoc chira nuée chira:
aflibercept & ndng do it nhit khoang 100 mg/ml;
khoang 5% sucroza;
L-arginin; |
dung dich dém duya trén histidin; va
khoang 0,03% chét hoat dong bé mit;
trong d6 ché phdm dugc nay c6 do pH nim trong khoang tir 5,0 dén 6,8.

2. Ché pham theo diém 1, trong d6 ché phim nay thich hop dé st dung trong thiy tinh
thé.

3. Ché phdm theo dim 1, trong d6 ché phdm niy con chta natri sulfat, natri

thioxyanat, glyxin, NaCl, natri aspartat va/hodc natri glutamat.

4. Ché pham theo diém 1, trong d6 aﬂiberceﬁt & ndng do:

e khoang 100 mg/ml;

e khoang 111,5 mg/ml;

e khoang 112,0 mg/ml;

e khoang 113,3 mg/ml;

e khoang 114,3 mg/ml;

e khoang 115,6 mg/ml;

e Kkhoang 116,3 mg/ml;

e khoang 120 mg/ml;

e khoang 133 mg/ml;

e khoang 140 mg/ml;

e khoang 150 mg/ml;

e khoang 200 mg/ml; hodc
e khoang 250 mg/ml.

5. Ché phdm theo diém 1, trong d6:
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(i) ndbng d6 mol/kg nuéc dung dich nim trong khoang tir khoang 299 dén khoang
506mmol/kg; va’/hodac
(ii) d6 nhét ndm trong khoang tir khoang 6 dén 15¢P & nhiét d6 20°C.

6. Ché pham theo diém 1, trong d6 d§ pH nim trong khoang tir 5,8 dén 6,5.
7. Ché phim theo diém 6, trong d6 d6 pH bang khoang 5,8.

8. Ché phém theo diém 1, trong d6 chét hoat dong bé mit 14 chit hoat dong bé mit

khong ion.

9. Ché phim theo diém 8, trong d6 chét hoat dong bé mit khong ion chon tir nhém bao
gbm polysorbat 20, polysorbat 80, poloxame 188, polyetylen glycol 3350 va hdn hop

cta chung.

10. Ché phdm theo didm 1, trong d6 dung dich dém dya trén histidin 13 histidin

hydroclorua.

11. Ché phim theo diém 10, trong d6 ché phdm nay chtra dung dich dém dya trén
histidin v6i ndng d6 nam trong khoang tir khodng 10mM dén 20mM.

12. Ché phim theo diém 1, trong d6 L-arginin 13 L-arginin monohydroclorua.

13. Ché phdm theo diém 1, trong d6 aflibercept c6 it hon khoang 3,5% céc loai c6
trong lugng phéan tir cao ngay sau khi san xudt, va tinh ché va/hoic it hon hoic bing
khoang 6% cac loai c6 trong lugng phan tir cao sau khi bao quan khoang 24 thang &

khoang 2-8°C.

14. Ché pham duoc chira nu6e chia:
aflibercept & ndng do it nhit khoang 100 mg/ml;
khoang 10-100 nM L-arginin;

sucroza;
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dung dich dém dua trén histidin; va

chét hoat dong bé mit;

trong d6 ché pham duoc nay c6 do pH nim trong khoang tir 5,0 dén 6,8;

trong d6 aflibercept co it hon khoang 3,5% céc loai c6 trong lwong phéin tir cao
ngay sau khi san xudt, va tinh ché_ va/hoac it hon hoac b%mg khoang 6% céac loai c6

trong lugng phén tir cao sau khi bao quan khoang 24 thang & khoang 2-8°C.

15. Ché phém theo diém 14, trong do ché phém nay dugc nap vao vat chura hodc thiét

bi tiém.
16. Ché phim theo diém 15, trong d6 thiét bi tiém nay 13 xy lanh nap sén thudc.

17. Phuong phép bao ché ché phim theo diém 14 bao gdbm budc két hop aflibercept,
L-arginin, sucroza, dung dich dém dua trén histidinva chét hoat dong bé mit thanh mot

ché phdm chira nuée duy nhét.

18. Phuong phép theo diém 17, trong d6 phwong phép niy con bao gdm budc nap mot

thé tich ché pham néu trén vao trong Xy lanh.

19. Ché phdm theo diém 14, trong d6 aflibercept & néng do:

e khoang 100 mg/ml;

e khoang 111,5 mg/ml;

e khoang 112,0 mg/ml;

e khoang 113,3 mg/ml;

e khoang 114,3 mg/ml;

e Kkhoang 115,6 mg/ml;

e khoang 116,3 mg/ml;

e khoang 120 mg/ml;

o khoang 133 mg/ml;

e khoang 140 mg/ml;

e khoang 150 mg/ml;

e khoang 200 mg/ml; hodc
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e khoang 250 mg/ml.

20. Ché phim theo diém 14, trong do6 ché phim nay bao gém 103 - 126 mg/ml
aflibercept, 10 + 1 mM dung dich dém dva trén histidin, 5 + 0,5% (trong lu’qmg/thé
tich) sucroza, 0,02-0,04% (trong lwong/thé tich) polysorbate 20 va 50 + 5 mM L-

arginin monohydroclbrua, vé6i d6 pH khoang tir 5,5 dén 6,1.

21. Ché phim theo diém 14, trong d6 ché phdm nay bao gdm 114,3 mg/ml aflibercept,
10 mM dung dich dém dya trén histidin, 5% (trong lurong/thé tich) sucroza, 0,03%
(trong luong/thé tich) polysorbate 20 va 50 mM L-arginin monohydroclorua, véi do

pH 14 5,8.

22. Xy lanh nap sén thubc chtra ché pham theo diém 20.

23. Ché phdm theo diém 14, trong d6 ché phdm nay gbm c6 114,3 mg/ml aflibercept,
10 mM dung dich dém dya trén histidin, 5% (trong lu(_mg/thé tich) sucroza, 0,03%

(trong lugng/thé tich) polysorbate 20 va 50 mM L-arginin monohydroclorua, véi do

pH 14 5,8.

-88-



Ty 1& % hop chat HMW theo phwong phap SE-UPLC

5,0

4,5

4,0

3.5

89/129

=
s 4

I
[

0
%

B X
L=
X

4 Ché pham B
O Ché pham H
a Ché pham D

% Ché phdm G

é 1,2 ‘113 24 30
' Bao quan & nhiét dé tir 2 dén 8°C (thang)

FIG. 1A

3B

42



Ty 1& % dinh chinh theo phwong phap SE-UPLC

100,0
99,5
99,0
98,5
98,0
97,5
97,0
96,5
96,0
95,5

95,0

51787 90/129

2/37
4 Ché pham B
O Ché pham H
& Ché phdm D
b4 X Ché pham G
w e
—
¢ @ A
= X A «
.
L W A %
L]
0 12 18 24 30 36

Bao quan & nhiét dé tir 2 dén 8°C (thang)

FIG. 1B

42



91/129

51787

3/37

| H ,
Eoaaasaasaa i -

____________________________________________

M

i
i i
i i

43101 deyd Buonyd osys jixe yuy 09 jeyo ddy 9, | AL

dén 8°C (thang)

& nhiét do tiv 2

quan

Bao

FIG. 1C



92/129

51787

4/37

m T o O
E E E E
“(O ~0 U
£ = = =
Q Q o Q.
Q@ D
£ £ L L
o O O O
& ] m =]
|

i STRereaTens o S SO0 XIS
M LS KKT T &, 23405 €250 & 5 S,
", \J.» 7 $ < o ¢ o W
____________________________________________

_________________________________________________________________________________________

____________________________________________
_________________________________________________________________________________________

i
i

| |

SRS

L B B N N N M I D e N M M M N M M R M T M M A N M MM M MMM

_“_"."."_”_“."_"_"_“_"_"_“_".“_"_"_"_"_"_“_“."_"_"_“_"_u_"_"_“_“_"_"_"_"_"_“_"_".“_”_"_".
_____________________________________________

| |
i {

i H
m i H

_________________________________________________________________________________________
__________________________________________________________________________________________
__________________________________________________________________________________________

I
i
i
i

N\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\k

H
H
¢

_____ R

o] N~ [¢e] wn <t [Sp] N -~

43101 deyd Buonyd osyy yuiys yeyo doy % 9] A1

24,0

o quan & nhiét dé tir 2 dén 8°C (thang)

Ba

FIG. 1D



Ty Ié % hop chat HMW theo phwong phap SE-UPLC

51787

93/129
5/37
14,0
%
12,0 *
10,0
*
8,0
6,0 *
4,0
20 *: # Natri phosphat 10mM, sucroza 8%, polysorbat 20 0,03%, d6 pH = 6,2
% Natri phosphat 10mM, sucroza 8%, polysorbat 20 0,03%, L-arginin monohydroclorua 50mM, d pH = 6,2
0,0 : .
a 5} 12 - 18 24 30

Bao quan & nhiét do 37°C (ngay)

FIG. 2A



Ty 18 % dinh chinh theo phwong phap SE-UPLC

51787

94/129
6/37
100,0
4 Natri phosphat 10mM, sucroza 8%, polysorbat 20 0,03%, 46 pH = 6,2
% Natri phosphat 10mM, sucroza 8%, polysorbat 20 0,03%, L-arginin monohydroclorua 50mM, d6 pH = 6,2
98,0 %
%
96,0
94,0 3
#
92,0
¥
90,0
¥
88,0
86,0 : i
i & 2 18 24 20

1
Bao quan & nhiét do 37°C (ngay)

FIG. 2B



95/129

51787

7/37

Lysin
50mM

100mM

Magie clorua
50mM

Natri clorua
100mM

Arginin
200mM

Chét lam giam do6 nhot

Arginin
100mM

Khéng o
chét lam

16

14
12
10
8
&

(2002 6p 181Yu © ‘d9) 1oYu oG

o]

FIG. 3A



96/129

51787

8/37

O S O |

[
0~

[ra]
P

©
-

<t ol fo ] fd
R b -

(D002 0P 1814u © ‘dd) Joyu oG

6
4
2
]

Magie clorua

| 100mM

L Magie clorua
| 50mM

Natri clorua

L 100mM

Natri clorua
50mM

. Lysin 200mM

i Lysin 50mM

| Arginin
L 200mM

L Arginin
L 100mM

Khéng co
chét 1am

Chét 1am giam dé nhét

FIG. 3B



D6 nhét (cP)

51787

9/37

35
30~
25~
20
15
10
LR
.............. TR e
0 - it SRP———_ ) T — I &
20 40 60 %0 1060 120 140 160

Néng d6 VEGF Trap theo ly thuyét (mg/ml)

Néng dé arginin/Nhiét do

© 0mM/20°C

0 50mM/20°C

~~= OmM/20°C, chay tét hon
— = 50mM/20°C, chay tét hon

FIG. 3C

97/129



Ty 1& % hop chit HMW theo phwong phap SE-UPLC

10,0
9,0
8,0
7.0
6.0
5,0
4,0

3,0
2,0
1,0

0,0

51787 98/129

16/37

# Natri phosphat 10mM, sucroza 8%, polysorbat 20 0,03%, d6 pH = 6,2
w Natri phosphat 10mM, sucroza 8%, polysorbat 20 0,03%, L -arginin monohydroclorua 50mM, d6 pH = 6,2

&
L el
&
L 4 .
® % X
pd
& 12 18

Bao quan & nhiét do tir 2 dén 8°C (thang)

FIG. 4A



Ty 1€ % dinh chinh theo phwong phap SE-UPLC

51787 99/129

11/37

100,0
4 Natri phosphat 10mM, sucroza 8%, polysorbat 20 0,03%, d6 pH = 6,2
990 % Natri phosphat 10mM, sucroza 8%, polysorbat 20 0,03%, L-arginin monohydroclorua 50mM, d9 pH = 6,2
98,0 ¢
X
97,0 P 5% »
X
96 0 ¢ »
\ & %
95,0 *
L X
94,0 *
93,0
92,0
91,0
90,0 ' -
1 & 12 18

Bao quan & nhiét do tir 2 dén 8°C (thang)

FIG. 4B



100/129

51787

12/37

jw/bw /1
|

S 'Dld

jw/bw QL
|

%76 BZOoJOoNns ‘g‘g

%G 8Z040NS ‘Z'9 = Hd 0P ‘NWQ} Yeydsoud o __|

= Hd ¢p ‘Wuwiol uipnsiH v | 0¢
—tze




101/129

51787

13/37

WWOQL 10BN

z

WO/ uunel |

0'G = Hd
0P 99 SIH L]

7

Théng s0 twong tac khuéch tan (Kd)

NwoL vSd[ |

] WwoZ uljodd

|

] Wwo2 JoydweD

[ ] g'G = Hd ¢p 00 SIH

| ] WwOS sIH
INWGZ SiH [
Wwol siH |
© 60 0 6 O o 60 6 6 o
SO TN % ¥ 8 9 K

| Wwg jeuoineAy LieN

FIG.6



Ty 1&é % hop chat HMW theo phuwong phap SE-UPLC

51787

102/129
14/37
4,00
—a— F1 (W)
——F2 (XX)
- —-k=-F3 (YY)
3,50 - =+ —8—F4 (27)
' . -4~ F5 (AAA)
—o— F6 (BBB)
3,00 —a=F7 (CCC}
--¢--F& (DDD)
—&— F9 (EEE)
2,50
2,00
1,50 §
|
1,00 - : : : : : : : ,
0 1 2 3 a 5 6 7 8 9

Bao quan & nhiét do tir 2 dén 8°C (thang)

FIG. 7



Ty 1& % hop chit HMW theo phwong phap SE-UPLC

4,50

4,00

3,50

3,00

2,50

2,00

1,50

1,00

51787

103/129
15/37
5
A
O
e —
g A 40
8 X o ©
g5 ©
)
OF1 (EEE)
XF2 (555}
AF3(CCC)
aF4{TTE}
2 : 4 & 8

Bao quan & nhiét do tir 2 dén 8°C (thang)

FIG. 8A



Ty 1& % hop chat HMW theo phwong phap SE-UPLC

25,00

20,00

15,00

10,00

5,00

0,00

51787

104/129
16/37
O
AN
O
A X
) O
Y
A a
@
A OF1 (EEE)
a XF2 (358)
AF3{CCC)
oF4 (TTT)
7 14 21 2 a5

Bao quan & nhiét dé 37°C (ngay)

FIG. 8B



D6 nhét (cP)

Ndng d6 mol (mOsm/kg)

16,0

14,0

12,0

10,0

oo
©

6,0
4,0
2,0

0,0

510

45

3

[

51787

17/37

105/129

Do nhét chia VEGF Trap 140mg/ml dwore bao ché trong histidin 20mM, dé pH = 5,8,
sucroza 5%, polysorbat 20 0,03% v&i cac ion doi khéc nhau

14,8 14,8
o 130 131 e 134 13,3 =
| I | | | | | | I
Natri sulfat Natri Natri Glyxin Natri clorua Lysin Natri Natri Natri xitrat Glyxin 50mM + Natri Natri
50mM thioxynat xitrat 50mM 50mM 50mM aspartat glutamat 50mM +  Arginin HCl  aspartat glutamat
(GGG) 50mM 40mM () (KKK) (LLL) 50mM (NNN)  Arginin HCI  50mM 50mM + 50mM +
(HHH) [UD) (MMM) 50mM (PPP) Arginin HCl  Arginin HCI
(0O00) 50mM 50mM
(QQQ) (RRR)
FIG. 9
No6ng d6 mol ciia VEGF Trap 140mg/ml dwoc bao ché trong histidin 20mM,
rS roa I - K= ra
do pH = 5,8, sucroza 5%, polysorbat 20 0,03% v&i cac ion doi khac nhau
568
426 4%
- 403
........... K 359
e 8 343 K25
e
| I | I »
[ ___ S S S
Natri sulfat Natri Natri Glyxin Natri clorua Lysin Natri Natri Natri xitrat  Glyxin 50mM +  Natri Natri
50mM thioxynat Xitrat 50mM 50mM 50mM aspartat glutamat 50mM + Arginin HCl  aspartat glutamat
(GGG) 50mM 40mM [QAN)] (KKK) (LLL) 50mM (NNN)  Arginin HCI 50mM 50mM + 50mM +
(HHH) () (MMM} 50mM (PPP) Arginin HCI  Arginin HCI
(000) 50mM 50mM
(QQQ) (RRR)

FIG. 10



Ty 1& % hop chiat HMW theo phwong phap SE-UPLC

Ty 18 % hop chit HMW theo phwong phap SE-UPLC

51787

106/129
18/37
45,0
=—&— Natri sulfat 50mM (GGG)
40,0 —8— Natri thioxyanat 50mM (HHH) /o
= % = Natri xitrat 40mM (l1f) .
35,0
=& Glyxin 50mM (JJJ)
30,0 —#&— Lysin 50mM (LLL) v
==& Natri clorua 50mM (KKK) /
25,0 '
20,0 - //"’_/X*‘@ ......................
50 gt
0,0
{ 8 0 © 2 5 3B
Thoi gian & nhiét do 37°C (ngay)
FIG. TTA
34
—&— Natri sulfat 50mM (GGG)
—i#— Natri thioxyanat 50mM (HHH)
- & - Natri xitrat 40mM (lIl)
g3 Glyxin 50mM (JJJ)
—a— Lysin 50mM (LLL) |
—3¢— Natri clorua 50mM (KKK)
2,0 :
0 0,5 1 1,5 2 2,5 3 3,5

Thoi gian & nhiét d6 5°C (thang)

FIG.11B



107/129

51787

15/37

e'el
8'vl
eyl
vyl
0'slL
z'8l
g'el
8'cl
6'8lL
€9l
L'yl

g'gl

(%) pd

v'.
V'L

(wu) yup| veg

£0-322'E
L0-312'E
L0-31e'e
L0-318'¢
L0-3z€'S
L0-3zE'E
L0-3LL°E
10-3vT'e
10-368°¢
£0-302°€
10-386'Z
£0-3ze'e

(S/zwo)
ugy yognuyy 9s dH

(INWOG [DH uluiBay
+AWOG yewen|b meN) Z14

(WwQg [DH uluibay
+ INWOQS Jepedse LeN) |14

(WwOS 1OH uiuibay
+ WWOgG uxA19) 014

(NWOg 1OH uubay
+ INWQG 121X UeN) 64

(WwQg 1ewelnib eN) g4
(WwQg 1epedse eN) 24
(Wwog uisk) 94

(Wwg eniojo LeN) 54
- (INWOG UXAID) 14
(WG 1enix ieN) €4

(WwQg jeueAxoly) 1eN) Z4

(IWwog 1eyns eN) L4




51787 108/129

20/37

FIG. 13A

METE: BRI
ERVENEERNS

FIG. 13B



51787 109/129

21/37

FIG. 13C

FIG. 13D



51787 110/129

22/37

FIG. 14A FIG. 14B

FIG. 14C



51787

23/37

FIG. 14D

FIG. 14E

FIG. 14F

111/129



51787 112/129

24/37

Chup mach huynh quahg (FA)

FIG. 15A FIG. 15B

FIG.15C FIG. 15D



51787

25/37

Chup cét l&p quang hoc (OCT)

FIG. 15E

FIG. 15F

FIG. 15G

FIG. 15H

113/129



51787 114/129

26/37

FIG. 16A FIG. 16B

FIG. 16C



51787

27/37

FIG. 16D

FIG. 16E

FIG. 16F

115/129



51787 116/129

28/37

FA

FIG. 17A | FIG. 178

FIG. 17C FIG. 17D



51787 117/129

29/37

OCT

FIG. 17E

FIG. 17F

FIG. 17G

FIG. 17H



Ty 1& % dé tinh khiét theo phwong phap SE-UPLC

51787

30/37

100,0 -

95,0

90,0

85,0

80,0

75,0 -

70,0 -

65,0 -

=== Ché phadm UUU

el Ché phdm VVV
wggn Ché pham WWW
s Ché pham XXX

== Ché pham YYY
w«@e Ché phdm Z2ZZ

s Ché pham AAAA
s Ché pham BBBB

60,0

i H 1 T H

5 10 15 20 25

Théi gian (ngay)

FIG. 18A

30

35

118/129



Ty 1& % HMW theo phwong phap SE-UPLC

51787

31/37

40,0
35,0
e=gues Ché ph&m UUU
30,0 4 ,
= Ché ph&m VVV
cagies Ché pham WWW
25,0 b e Ché ph&im XXX
sl Ché phdm YYY
wmn Ché pham ZZZ
20,0 e

s Ché pham BBBB

15,0

10,0

5,0

0,0 -
0 7 _ 14 21 28 35

Thot gian (ngay)

FIG. 18B



120/129

e
550
——37C

—a—5°C

2,5

32/37

51787

1,5

FIG. 19A

Thei gian (thang)

\ 1 e %

L '§ |
//a/// P \\\\

0,5

\

971dn-3s deyd Buonyd odys MINH 3eyd ddy % 3 AL 071dn-3s deyd Buonyd oayj yuiys yuip % 91 AL

2,5

1,5

FIG. 19B

Thei gian (thang)

0,5



$6 hatiml

S6 hat/ml

51787 121/129

33/37

Chét dang hat c6 kich thwéc nhd hon mike quan sat dwgc bang mat
thwong theo anh chup vi dong sau khi G & nhiét d6 37°C

P
f)
1
3

000
509
£00
&
200

8 2 G B
3

EX¥ES 20um B 2 25pm

C& hat
Chét dang hat c6 kich thwéc nhé hon mirc quan sat dwee bang mat thweng
theo phwong phap lam m& anh sang sau khi G & nhiét a6 37°C

%

4%

18

&

2ilpm 2¥5um Zhlipm
C& hat

FIG. 19D



$6 hat/ml

51787

34/37

Chét dang hat c¢é kich thwé'c nhé hon mirc quan sat dwoc bang mat thuwdng
theo phwong phap kinh hién vi sau khi G & nhiét dé 37°C

122/129

S

i

FIG. 19E




Ty 1& % hop chat HMW theo phwong phap SE-UPLC

4,50

4,00

3,50

3,00

2,50

2,00

1,50

1,00

51787

35/37

—8—F1{CCC}: 80mg/ml

—5¢—F2{CCC): 100mg/ml

——F3(CCC): 120mg/ml |

—&—F4{CCC) 140mg/ml

2

4
Bao quan & nhiét d6 tir 2 dén 8°C (thang)

FIG. 20A

é

123/129



Ty 18 % hop chit HMW theo phwong phap SE-UPLC

25,00

20,00

15,00

10,00

5,00 -

51787

36/37

124/129

—&-F1{CCCY 80mg/mi

—=F2ACCC) 100mg/ml

—i—-FHCCCY 120mg/ml

—s— F4{ccCy 140mg/ml

14 2
Bao quan & nhiét dd 37°C (ngay)

FIG. 20B

28

35



Mit c6 sw trc ché hién twong

ro ri dich hoan toan (%)

51787

37/37

100 '
I
i
i
E
50+ T
b
—~=~ 500mcg n=7 |
s 2110 =5 [ ———
. E: | ¥ L
0 5 10 15

S6 tudn sau khi diéu tri

FIG. 21

125/129



<11e>

<120>

51787

DANH MUC TRINH TU

Graham, Kenneth S
Wadhwa, Saurabh

126/129
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Thr

Glu

Lys

Ser

315

Lys

Ile

Pro

140

Leu

Gln

Glu

Ser

Lys

220

Thr

Phe

Pro

Val

Thr

300

Val

Cys

Ser

Pro

Asn

His

Met

Asp

205

Lys

Cys

Leu

Glu

Lys

285

Lys

Leu

Lys

Lys

Ser

Val

Lys

Lys

190

Gln

Asn

Pro

Phe

Val

270

Phe

Pro

Thr

Val

Ala

350

Arg

Gly

Lys

175

Lys

Gly

Ser

Pro

Pro

255

Thr

Asn

Arg

Val

Ser

335

Lys

Asp

Ile

160

Leu

Phe

Leu

Thr

Cys

240

Pro

Cys

Trp

Glu

Leu

320

Asn

Gly

Glu

128/129



Leu

Pro

385

Asn

Leu

Val

Gln

Thr

370

Ser

Tyr

Tyr

Phe

Lys
450

355

Lys

Asp

Lys

Ser

Ser

435

Ser

Asn:

Ile

Thr

Lys
420

Cys

Leu

Gln

Ala

Thr

405

Leu

Ser

Ser

Val

Val

390

Pro

Thr

Val

Leu

Ser

375

Glu

Pro

Val

Met

Ser
455

360

Leu

Trp

Val

Asp

His

440

Pro

51787

Thr

Glu

Leu

Lys

425

Glu

Gly

Cys Leu

Ser Asn
395

Asp Ser
410
Ser Arg

Ala Leu

Lys

Val

380

Gly

Asp

Trp

His

365

Lys Gly

Gln Pro

Gly Ser

Gln Gln

430

Asn His
445

Phe Tyr

Glu Asn
400

Phe Phe
415

Gly Asn

Tyr Thr
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