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Linh vue ky thuat dwoc dé cap |

Sang ché @& cap chung dén ché phim dang dung dich ndng d6 cao chia cac
khéng thé ¢6 tac dung didu tri bénh, va viéc sir dung ché phdm nay trong diéu tri cac

161 loan khac nhau.
Tinh trang ky thuit cia sang ché

Intolokin-23 (IL-23) la mdt xytokin di dime cAu thanh tir hai cdu triic dudi phan
tu, do la p19, mdt cAu truc dac trung cho IL-23, va p40, mét cAu tric tham gia tao nén
intolokin-12 (IL-12). Cu tric dudi phan tir p19 c6 lién quan vé& mat cu tric voi IL-6,
mdt yéu td kich thich tao dong bach ciu hat (granulocyte-colony stimulating factor -
G-CSF), va chu tric dudi phan tir p35 ctia IL-12. IL-23 lam trung gian cho viéc truyén
tin hiéu béng cach lién két véi thu thé di dime duoc cAu thanh tir hai cu tric duéi
phan tir d6 1a IL-23R, dic trung cho thy thé IL-23, va IL-12RB1, mét cdu tric dudi
don vi tham gia vao viéc tao ra thu thé IL-12. Nhiéu nghién ctru trude ddy da cho thy
rang hdu qua cta viéc thiéu hut gen p40 (chuot c6 p40 bi bét hoat; chudt p40KO)
thuong c6 mirc d¢ nghi€m trong 16n hon héu qua quan sat dugc khi thiéu hut p35, vi
du & chudt p35KO. Viéc nay cudi cung dd dugc giai thich nho vao viée phat hién ra
[L-23, va viéc nhén thiy ring p40KO khdng chi trc ché sy biéu hién ctia IL-12, ma con
trc ché su biéu hién cna IL-23. Xem, vi du tai liéu: Oppmann et al. (2000) Immunity
13:715-725; Wiekowski et al. (2001) J. Immunol. 166:7563-7570; Parham et al.
(2002) J. Immunol. 168:5699-708; Frucht (2002) Sci STKE 2002, E1-E3; Elkins ef al.
(2002) Infection Immunity 70: 1936-1948).

Céc nghién clru ga‘in day, mac du st dung chudt p40 KO, da chi ra réng viéc
phong bé ca IL-23 1in IL-12 1a mot phuong phép diéu tri hidu qua d6i voi nhiéu rdi
loan viém va ty mién khac nhau. Tuy nhién, viéc phong bé IL-12 thong qua p40
thuong tao ra cac tdc dung khong mong mudn trén toan than, nhu kha nang d& méc cac
tinh trang nhidm vi khudn co hdi hodc ting nguy co xuét hién u. Bowman et al. (2006)
Curr. Opin. Infect. Dis. 19:245; Langowski et al. (2006) Nature 442:461. Do do, viéc
phong bé dic hidu d6i voi cau trac dudi phan tir p19 ctia IL-23 duge wu tién trong diéu

tri bénh & ngudi do nd tac dong tdi hoat tinh gdy viém bénh ly ctia IL-23 ma khong tac
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dong dén céc hoat tinh c6 loi cta IL-12, vi du khi diéu tri cac bénh lay nhiém va khi
giam sat mién dich.

Cac khéang thé c6 tac dung diéu tri bénh c6 thé dugc str dung dé phong bé hoat
tinh ctia xytokin. Yéu t& 1am han ché déng k& viéc str dung cac khang thé 1am chét didu
tri bénh in vivo 1a tinh sinh min dich ctia ching. P8i v6i cac khang thé don dong co
ngudn gbc tir cac loai khong phai 1a ngudi, viée st dung nhiéu 1in cho ngudi s& din
dén viéc tao ra dap ing mién dich chdng lai khang thé tri lidu nay. Pap Uimg mién dich
nay it nhét 1a cling s€ lam mét hiéu qua diu tri, va c6 thé tao ra dap tng phan vé cé
hai. Do d6, cac khang thé c6 tinh sinh mién dich giam & ngudi, nhu khang thé duoc
lam gidng ngudi hodc hoan toan & ngudi dwoc u tién dung dé diéu tri cho déi tugng
1a ngudi. Vi du vé cac khang thé tri liéu khang IL-23p19 dugc néu trong cac cong b
don xin clp patent My s6 2007/0009526, va trong cong b don qubc t& s6 WO
2007/076524, WO 2007/024846, WO 2007/147019, va WO 2009/043933. Toan b ndi
dung cta cac tai liéu néu trén duogc két hop & ddy bang cach din chiéu. Cac khéng thé
khang IL-23p19 duoc 1am gidng ngudi khac dugc bdc 1§ trong cac don duoc chuyén
nhuong chung duge cong bd dudi dang cong bd don qubc té s6 WO 2008/103432 va
WO 2008/103473, va trong cong b don xin cép patent My dugc chuyén nhuong
chung s6 2007/0048315, toan bd ndi dung cta cac tai liéu nay duge két hop & day

bang cach dan chiéu.

Céc khang thé dé sir dung 1am thubc ding cho nguoi (sau day goi la khéng thé
tri li€u) co trinh ty axit amin cla mién ¢6 dinh, hodc trinh tu khung lam viéc trong
mién bién ddi chi khac nhau d6i chit, tuy nhién ching thuong khac nhau nhiéu nhét &
trinh tw CDR. Ngay ca khi cc khang thé nay lién két v6i cling mot protein, cling mot
polypeptit, hodc thdm chi co6 thé 1a cting mot epitop nhung ching ¢6 thé bao gdm céc
trinh ty CDR khéc nhau hoan toan. Cac khang thé tri liéu dé sir dung cho nguoi cling
¢6 thé thu duoc tir trinh ty khéng thé dong madm & ngudi hodc tir trinh tu khéng thé
dong mam khong phai ¢ nguoi (vi du, & loai gim nhdm), nhu khang thé duoc lam
gibng ngudi, tir d6 tao ra tinh da dang hon nita cho céc trinh tw CDR tiém nang. Su
khac nhau vé trinh tu ndy tao ra d6 6n dinh khac nhau cho dung dich va tinh d4p tng
khac nhau ddi vé6i cac thong sb cia dung dich. Ngoai ra, cac thay dbi nho trong trat tu

sdp x€p céc axit amin hodc cac thay doi trong mot hodc mot s6 goc axit amin c6 the
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lam cho khang thé c6 d6 6n dinh va kha ning d& tham gia vao cac con dudng phan hay
ddc hiéu theo trinh tu cling khac nhau rdt nhiéu. Két qua la, hién nay khong thé du
doan dugc céc diéu kién cén thiét dbi voi dung dich d& t6i wu héa dd dn dinh cho
khang thé. M3i khang thé cin duoc nghién ctru doc 1ap va chuyén sau dé xac dinh
dugc cong thire t6i wu dé tao ra dung dich. Bhambhani et al. (2012) J. Pharm. Sci. 101
: 1120.

Céc khang thé con 1a céc protein c6 phén tir luong tuong ddi 16n (~150000 Da),
vi du nhu khi so sanh véi céac protein khac dung dé diéu tri bénh nhu cac héc mén va
xytokin. Két qua 13, dé dat duoc ndng do thudc (tinh theo mol) mong mudn, thuong
can st dung lidu chira mot luong 16n khéng thé tri lidu nay. Ngoai ra, thuong mong
mudn st dung khang thé trj liéu nay duéi da, vi diéu nay cho phép ngudi dung c6 thé

tu dung thube.

Viée tu dung thudc s& tiét kiém duoc thoi gian va chi phi lién quan dén viéc
tham kham tai cac co s& y té dé sir dung thudc, vi du nhu dung trong tinh mach. Viéc
dung duéi da duoc gi6i han & thé tich dung dich thuc t& c6 thé phan phéi duoc tai vi tri
tiém trong mét lan tiém duy nhét, thudng nim trong khoang tir 1 dén 1,5 ml. Viéc tu
dung duéi da thuong dugc thuc hién st dung 6ng tiém nap san thudc hodc dung cu
tiém tu dong da nap dﬁy dung dich long chira thudc, hon 1a st dung dang dong kho, dé
ngudi bénh khong can tao lai hdn dich thude trudce khi tiém. D& phan phéi thube & lidu
cao hon, viéc gi6i han thé tich néu trén lam xuit hién nhu ciu phét trién ché phim
dang dung dich ndng d6 cao. Tuy nhién, khi khéng thé c6 mat v&i ndng d cao, ching
thuong c6 hidu tng két hop thanh céc dai phan tir va lam ting tuong tac protein-
protein, din dén dung dich thu duoc khong én dinh vé& vat Iy nhu bi duc, tu két hop,
két tu, khong gép nép va bi tach pha. Dung dich chira khang thé ndng do cao nay cling
c6 thé ¢6 do nhét cao (vi du, >10 centipoaso), lam giam kha ning tiém d6i véi dng
tiém nap sén thubc va dung cu tiém ty dong. Khang thé tri liéu phai dn dinh trong khi
bao quan dé dam bao duogc hiéu luc déng thoi cling dam bao viée dinh liéu déng déu,
vi thé diéu tién quyét 13 bét cir ché phém nao dugc chon déu phai hd trg cho céc dic
tinh mong mudn, nhu ¢6 néng dd cao, dd trong va do nhdt ¢ mirc chép nhan duoc, va

ching ciing phai giit lai duoc cac dic tinh nay dong thoi git duoc hidu luc cua thude
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trong thoi gian st dung dai & mic chap nhan dugc trong cac didu kién bao quan thong

thuong.

Két qua 13, can c6 cac ché phdm chira khang thé tri liéu nhu cac khang thé lién
két véi IL-23p19 nguoi & dang dung dich néng dd cao, dn dinh. Ché phém dang dung
dich ndng dd cao nay t6t hon néu 6n dinh trong thoi gian tir vai thang dén vai nam
trong cac diu kién thudng ding dé bao quan thudc tw ding, nghia 1a & nhiét d¢ cua tu
lanh trong céc dng tiém, tir d6 kéo dai thoi gian st dung cho san phim thubc twong
img. Ché phim dang dung dich ndng d6 cao, én dinh néu trén cho phép déng géi

khéng thé tri liéu thanh ché phém tiém dudi da nc‘Sng d6 cao bﬁng cach tu st dung.
Ban chit k§ thuit cia sang ché

Séang ché dé xuét ché phim dang dung dich ndng d6 cao chira khang thé khang
IL-23p19 dugc lam gidng ngudi 13B8-b ("hum13B8-b"). Khang thé hum13B8-b bao
gdm hai chudi nhe gidng nhau c6 trinh ty SEQ ID NO: 2 va hai chudi nang gidéng nhau
¢c6 trinh ty SEQ ID NO: 1.

Theo mdt phuong an, ché phdm dang dung dich nay chira khang thé khang IL-
23p19 duoc lam giéng ngudi hum13B8-b, dung dich dém histidin cé d6 pH=6,0 (+
0,3), sucroza va polysorbat 80. Theo mot phuong an khéc, ché phim dang dung dich
nay chira khang thé khang IL-23p19 dugc lam gidng ngudi 13B8-b, dung dich dém
histidin néng d6 khoang 10 mM cé d6 pH=6,0 (+ 0,3), sucroza khoang 7% va
polysorbat 80 ndng d6 khoang 0,05%. Theo mét phuong 4n khéc, ché phdm dang dung
dich nay chtra khang thé khang IL-23p19 duoc lam gidng nguoi 13B8-b, dung dich
dém histidin ndng d6 10 mM cé d pH=6,0 (= 0,3), sucroza 7% va polysorbat 80 ndng
d6 0,05%.

Theo cac phuong an khéc nhau, ché pham dang dung dich theo séng ché chira it
nhét 50, 80, 90, 100, 110 hodc 120 mg/ml khang thé hum13B8-b. Theo céc phuong 4n
khac, ché phim dang dung dich theo sang ché chira khoang tir 80 dén 120 mg/ml
khang thé hum13B8-b, tir 80 dén 120 mg/ml khang thé hum13B8-b, khoang 100
mg/ml khéng thé hum13B8-b, va 100 mg/ml khang thé hum13B8-b.

Theo mdt khia canh khac, sang ché dé cap dén phuong phéap didu tri str dung
ché phim dang dung dich ndéng do cao chira khang thé hum13B8-b khang IL-23p19
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theo sang ché @ diéu tri céc rdi loan bao gém, nhung khong gidi han &, bénh viém,
bénh tu mién, cac rdi loan tang sinh, bénh ung thu, bénh lay nhiém (vi du, nhiém vi
khudn, nhiém vi khuén hiéu khi gram duong hinh que, nhiém virut hodc nhiém nim,
k& ca nhifm man tinh), bénh viém khép, bénh vay nén, bénh viém khép vay nén, bénh
viém diém bam gén, bénh viém cing khép dét séng, bénh viém rudt, ké ca bénh Crohn
va bénh viém loét rudt, bénh da xo cing, bénh viém mang mach nho, bénh manh ghép
chéng lai vét ch, luput ban d6 hé thdng va bénh dai dudng. Theo mét khia canh khac
nita, sang ché dé cép dén ché phdm dang dung dich ndng d6 cao chira khing thé
hum13B8-b khang IL-23p19 d& st dung trong diéu trj cac r6i loan néu trén. Theo mot
khia canh khéc nita, sang ché dé cap dén viée st dung ché phém dang dung dich néng
d6 cao chtra khang thd hum13B8-b khang IL-23p19 trong san xuat thubc dé sir dung
trong diéu tri cac rdi loan néu trén.
M3 ta vin tit cac hinh vé

FIG.1 thé hién s6 liéu duoc sir dung dé xé4c dinh didu kién dém va do pH t6i wu
cho cac ché phdm chira hum13B8-b. FIG.1A thé hién nhiét d§ khong glp nép, khi
duoc xac dinh bang phép do nhiét luong quét vi sai (differential scanning calorimetry -
DSC), va dd tinh khiét (%), khi duoc xac dinh bang RP-HPLC, cho cac ché pham khac
nhau chira khéng thé ndng d6 1 mg/mL, va FIG.1B thé hién % monome va % dinh rtra
giai tré, khi duoc xac dinh bing HP-SEC, duéi dang ham ctia pH khi st dung cac dung
dich dém khac nhau (axetat, xitrat, phosphat va Tris). Phén théo luan tém tit vé DSC

va HP-SEC duoc cung cép trong céc vi du 2 va 3 tuong tmg,

Cac hinh vé& tir FIG.1C dén FIG.1E thé hién c4c dic tinh khac nhau cta ché
phém chuia xitrat néng d6 10 mM dudi dang mot ham cua do pH, bao gém do tréng
stta (OD3s0), su phan b theo kich thuée thity déng hoc (nm), khi duoc xac dinh b%mg
phép do tan xa anh sang ddng hoc (dynamic light scattering - DLS), va nhiét d6 nong
chay, khi dugc xéc dinh bang DSC, tuong img. Phén thao luén t6m tat vé DLS va DSC
14n luot duoc cung cip trong céac vi du 4 va 2. |

Céc hinh v& FIG.1F va FIG.1G lan luot thé hién % dinh rira giai tré, va % dinh
chinh theo thoi gian, khi dugce xac dinh bing phuong phép sic ky trao dbi ion higu
nang cao (HP-IEX). Phin thao ludn tom tit vé HP-IEX duoc cung cép trong vi du 5.
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Céc hinh v& FIG.1H va FIG.1I lan luot thé hién do tring sita (ODsso) va su
phan bb theo kich thudc thity dong hoc (nm), khi dugc do bing phép do tan xa anh
sang dong hoc (dynamic light scattering - DLS) cua ché phim chira khéng thé & nong
d6 thap (1 mg/ml) trong cic dung dich d&m khac nhau & cac d6 pH khac nhau, trong
khi FIG.1J thé hién sy phén bb theo kich thuéc thiy dong hoc (nm) cua céc ché phdm
chita khang thé dam diic hon (50 va 100 mg/ml), khi dugc x4c dinh bing DLS. Phan

thao luén tém tit vé DLS duogc cung cép trong vi du 4.

FIG.1K thé hién % dinh ria giai tré trong cac dung dich dém khac nhau & cac
d6 pH khéc nhau theo thdi gian, khi dugc x4c dinh bing HP-SEC. Phan thao luén tém
tat v& HP-SEC dugc cung cép trong vi du 3.

Céc hinh v& FIG.2A va FIG.2B 14n luot thd hién nhiét d6 khong gip nép, khi
dugc xéac dinh bang DSC, va céc thay ddi vé do tréng sita clia cic ché phim bao gdm
hum13B8-b chira cac ta dugc khac nhau (NaCl 100mM, sucroza 7%, trehaloza 7% va
manitol 6%). DS dung d& chi dugc chit. Phin thao luin tém tit vé DSC duoc cung cip

trong vi du 2.

Céc hinh v& FIG.3A va FIG.3B lan luot thé hién % khang thé va % dinh rira
giai sém, khi duoc xéc dinh bing HP-SEC va FIG.3C thé hién do tring sita, trudc va
sau nam ngay lac, dudi dang ham cua su c6 mat hodc khong c6 mit cua chét hoat dong
bé mit (polysorbat 20 néng do 0,05%, polysorbat 80 néng dd 0,05%, hoac Pluronic F-
68). Gia tri thu duoc sau 5 ngay lic ctia mAu khéng c6 mat chét hoat dong bé mat (NS)
thue té 16n hon 3, va do d6 ddy 1a gia tri tot. Phin thao luén tém tit vé HP-SEC dugc

cung cp trong vi du 3.

FIG.4 thé hién dd 6n dinh cua cac ché phém khéng thé chira axetat va histidin,
bao gém dung dich dém 10 mM, sucroza 7% va polysorbat 80 néng dd 0,05%, khi
dugc bao quan trong cac didu kién khac nhau. Cac miu duge bao quan la cac mau thé
tich 1,5 ml trong c4c lo nhd bing thiy tinh dung tich 2,0 ml. FIG.4A thé hién d6 6n
dinh ctia ché phdm khang thé ndng do 50 va 100 mg/ml, nhu dugc phan nh bang %
khang thé dang monome dugc xac dinh bﬁng HP-SEC, khi dugc bao quan ¢ nhiét do
5°C (do 4m tuong d6i ctia mdi trudong) hodc trong didu kién RH4 (40°C, d6 Am tuong

déi 75%). Phén thao luan tom tat vé HP-SEC duoc cung cép trong vi du 3.
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Cac hinh v& tir FIG.4B dén FIG.4D lan luot 14 d6 thi diém thé hién % monome,
dang HMW va dang LMW, khi dugc xac dinh bang HP-SEC, trong céc diéu kién bao
quéan khac nhau. "25H" ding dé chi viéc bao quan & nhiét d6 25°C, d6 4m tuong dbi
60%. Luu y rang tung d6 (truc thoi gian) cta cac hinh v& tit FIG.4B dén FIG.4D khong
phai la dudng thing. Phin théo luan tém tit v& HP-SEC dugc cung cép trong vi du 3.

Céc hinh v& FIG.4E va FIG.4F 1an luot 1a db thi diém thé hién cac két qua thu
duoc tir thir nghiém HP-IEX dung dé danh gia d6 6n dinh ciia khang thé bing cach xac
dinh % dinh chinh va céc bién thé 6 tinh axit. Phn thao luan t6m tit vé HP-IEX duoc

cung cip trong vi du 5.

Cac hinh v& tir FIG.4G dén FIG.41 lan luot 14 dd thi diém thé hién do tréng stta
sau khi bao quan & nhiét d6 5°C, 25°C (25H) va 40°C (RH4). Cac hinh v& FIG.4J va
FIG.4K lan lugt thé hién mtc d6 oxy héa, khi dugc xac dinh bing phuong phap lap
ban d6 peptit, sau khi bao quan & nhiét &6 RH4 (40°C, d6 4m twong dbi 75%) va 5°C,
va & nhiét-do 40°C va 5°C. Phan thao luan tém tit v& phuong phép 1ap ban db peptit

dugc cung cép trong vi du 6.

Cac hinh v& FIG.4L va FIG.4M lan luot 1a db thi diém két qua khong gip nép
clia cac ché phim chira axetat va histidin thu duoc cac phép do DSC dbi v&i cac miu
ban diu va cac miu duoc bao quan trong thoi gian 4,5 thang & nhiét d6 5°C hodac trong

diéu kién RH4. Phén thao luan tém tit vé DSC duoc cung cép trong vi du 2.

Do 6n dinh cia céc ché phém chira axetat néng d6 10 mM va chtra histidin
n6ng dd 10 mM dugce x4c dinh dudi dang % monome va dudi dang % cac hop chét ¢6
trong lugng phéan tr cao, khi duoc do bé“lng HP-SEC. D6 6n dinh dugc xac dinh cho
cdc mau duge bao quan & nhiét 6 5°C (x£3°C), 25H (25°C, @6 4m tuong dbi 60%),
hodc RH4 (40°C, d6 am tuong dbi 75%). Cac két qua dugc thé hién trén cac hinh vé&
FIG.4A va FIG.4B. Phan thao luin tém tit v&é HP-SEC dugc cung cép trong vi du 3.

FIG.5 thé hién sé liéu vé d6 6n dinh cta cac ché phém chira khéng thé theo
sang ché khi dugc bao quan trong dang dugc chit trong tai Celsius® Pak c6 16p tiép
xuc long etylen-vinyl-axetat (EVA) dung tich 30 mL. S6 liéu duoc thé hién cho céc
ché pham chira dung dich dém histidin 10 mM (do pH=6,0), sucroza 7%, polysorbat
80 ndéng d6 0,05% va khang thé hum13B8-b. Céc hinh v& tir FIG.5A dén FIG.5C 1in
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luot 14 d6 thi diém thé hién né)ng do protein, hoat luc sinh hoc (khi dugc xac dinh béng
thir nghiém chirc nang dua trén té bao), va hoat luc sinh hoc (khi duge xac dinh béng
thir nghiém ELISA) cho ba ché phdm khac nhau chita hum13B8-b (loat miu A, B va
O). Phan thao luan tém tit v& viéc xdc dinh néng do protein, thir nghiém chic nang

dua trén té bao va thir nghiém ELISA lan luot dugc cung cép trong cac vi du 7, 8 va 9.

Céc hinh vé tlr FIG.5D dén FIG.5G 1an luot 1a cac d6 thi diém thé hién két qua
ctia thir nghiém HP-IEX dénh gia d6 6n dinh ctia khang thé bang cach do % cac bién
thé ¢6 tinh axit, dinh chinh, cac loai dinh sau dinh chinh va cac bién thé c6 tinh bazo.

Phan thao luan tém tit vé HP-IEX duoc cung cap trong vi du 5.

FIG.5H thé hién % monome khi duoc x4c dinh bang HP-SEC. Phan thao luin
tom tit vé HP-SEC duoc cung cip trong vi du 3.

Céc hinh v& FIG.5I va FIG.5J 1an luot thé hién do tinh khiét khi xac dinh %
dinh chinh bang CE-SDS khéng khir, hodc % chudi nang va chudi nhe bing CE-SDS
khir. Phan théo luan t6m tit v& CE-SDS duoc cung cép trong vi du 10.

Céc hinh v& FIG.5K va FIG.5L lin luot thé hién % cac hop chdt HMW va
LMW khi duge x4c dinh bang HP-SEC. Phan thao luan tém tit v& HP-SEC dugc cung

cép trong vi du 3.

FIG.6 thé hién s liéu bd sung vé& d6 6n dinh ctia cac ché phdm chtra khang thé
theo sang ché (loat khang thé A va B) khi duoc bao quan trong dang dugc chét trong
céc thi Celsius® Pak c6 16p tiép xitic 1ong etylen-vinyl-axetat (EVA) dung tich 30 mL.
S6 liéu dugc thé hién cho cac ché phim chira dém histidin ndng d6 10 mM (do
pH=6,0), sucroza 7%, polysorbat 80 ndng d6 0,05% va khang thé hum13B8-b. Cac
hinh v& FIG.6A va FIG.6B lan lugt 14 dd thi diém thé hién hoat luc sinh hoc khi dugc
xac dinh bang thir nghiém ELISA va khi dugc x4c dinh bing thir nghiém chuc nang
dua trén té bao. Phan thao luin t6m tit v& ELISA va thir nghiém chirc ning dua trén té
bao lan luot duoc cung cip trong céc vi du 9 va 8.

Cac hinh vé& tir FIG.6C dén FIG.6E lan luot la cic db thi diém thé hién %
monome, cac hop chdt HMW va cac hop chdt LMW khi duoc x4c dinh bﬁng HP-SEC,
trong cac diéu kién bao quan khac nhau. Phan thao luén tém tit vé HP-SEC duogc cung

cép trong vi du 3.
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Céc hinh v& FIG.6F va FIG.6G l4n luot thé hién do tinh khiét bang cach xéac
dinh % dinh chinh bing CE-SDS khong khit, hodc % chudi ning va chudi nhe bang
CE-SDS khir.. Phan thao luan tém tit vé CE-SDS duogc cung cép trong vi du 10.

Céc hinh v& tir FIG.6H dén FIG.6K l4n luot 13 db thi diém thé hién két qua cua
thir nghiém HP-IEX danh gi4 d6 én dinh ctia khang thé bang cach xac dinh % céc bién
thé ¢6 tinh axit, dinh chinh, cic dinh sau dinh chinh va bién thé c¢6 tinh bazo. Phan

thao ludn tém tit vé HP-IEX duogc cung cip trong vi du 5.

FIG.7 thé hién sd liéu vé d6 dn dinh cta cac ché phém chira khang thé theo
sang ché khi dugc bao quan & nhiét d6 5°C (3°C) dudi dang dugc phdm & cac lidu don
vi trong céc dng tiém nap sin, & ndng d6 khang thé 1a 100 mg/ml va thé tich nap 1,0
ml. FIG.7A 1a dd thi diém thé hién néng do6 protein cta bdn ché phérn khac nhau chtra
hum13B8-b (loat ché phdm D, E, F, G va H) khi dugc xac dinh bang cach do do hép
thu UV. Phan thao ludn tém tit vé& cac phwong phép xac dinh ndng db protein duoc

cung cép trong vi du 7.

Cac hinh v& FIG.7B va FIG.7C lan luot 14 c4c db thi diém thé hién hoat lyc sinh
hoc khi duogc xac dinh bé'mg thr nghiém chirc nang dua trén té bao, va khi duoc xac
dinh bang thir nghiém ELISA cho bdn ché phém khéc nhau chira hum13B8-b (loat ché
phém E, F, G va H). Phan thao luan tém tit vé thu nghiém chuc nang dua trén té bao
va thir nghiém ELISA 14n luot duoc cung cép trong cac vidu 8 va 9.

Céc hinh v& FIG.7D dén FIG.7F lan luot 14 db thi diém thé hién % cac hop chét

HMW, monome, va hop chdt LMW khi dugc xac dinh bang HP-SEC. Phan thao luén
tom tat vé HP-SEC duoc cung cép trong vi du 3.

Céc hinh v& tir FIG.7G dén FIG.7J 1a cac dd thi diém thé hién két qua thu dugc
tir thir nghiém HP-IEX danh gia d 6n dinh cta khang thé bang cach x4c dinh % dinh
chinh, céc bién thé c6 tinh axit, cac bién thé co tinh bazo, va cc dinh sau dinh chinh,
tuong tng. Phan thao lun tém tit vé HP-IEX duoc cung cép trong vi du 5.

Cac hinh v& FIG.7K va FIG.7L 1an lugt thé hién d6 tinh khiét duoc xéc dinh
bang cach tinh % dinh chinh bang CE-SDS khong khir, hodc % chudi ning va chudi
nhe bang CE-SDS khir. Phén thao luén tém tit vé CE-SDS duoc cung cip trong vi du
10.
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MG ta chi tiét sang ché

Khi duéyc sir dung & ddy, ké ca trong cac diém yéu ciu bao hé di kém, dang sb it
duogc hiéu 1 bao gdm ca cac dang sb nhiéu twong Ung cua chung trir khi ndi dung thé
hién rd nghia khac. Bang 10 dudi dy cung cip danh muc sb nhén biét trinh tu dugc sir
dung trong sang ché. Trir khi c6 quy dinh khéc, cac protein va cac dbi tugng duoc dé
cap dén & day la protein & ngudi va & ddi tuong 14 nguoi, khéng phai & cac loai khac.
Khi dugc str dung ¢ day, "FIG.X" ding d chi chung cho tat ca cac hinh v& don 1& tir
FIG.XA dén FIG.XZ.

T4t ca c4c tai liéu tham khao dugc trich din & ddy duoc két hop vao ddy bang
cach dan chiéu vé6i cing mirc d6 nhu thé timg 4n phim, muc co s& sb lidu (vi du, trinh
tu trong ngan hang gen hodac muc GenelD), don sang ché, hoic bﬁng sang ché, duoc
néu cu thé va riéng biét duoc két hop & day béng cach dan chibu. Viéc trich dan céc tai
liéu tham khao & ddy khong dugce du dinh la su thira nhan réng tai li€u tham khéo nay
1a tinh trang k¥ thudt thich hop, hodc né ciing khong gép phan thira nhin vé mat ndi

dung hodc ngay ctia cac cong bd hodc tai liéu nay.
I. Cac dinh nghia

"Hoat tinh ting sinh" bao gém hoat tinh thic ddy, néu can ddi véi, hodc c6 lién
quan dic biét vdi, vi du, qua trinh phan chia t& bao binh thudng, ciing nhu ung thu,

khoi u, loan san, bién nap t€ bao, di can, va sinh mach.

Khi dugc sir dung & ddy, thudt ngit "ving siéu bién" ding dé chi cac gdc axit
amin ctia mdt khang thé ma chiu trach nhiém lién két khang nguyén. Ving siéu bién
bao gém cac géc axit amin tir "vung xac dinh tinh bd tro" hodc "CDR" (vi du, cac géc
24-34 (CDRL1), 50-56 (CDRL2) va 89-97 (CDRL3) trong mién bién dbi chudi nhe va
cac gbe 31-35 (CDRHI), 50-65 (CDRH2) va 95-102 (CDRH3) trong mién bién dbi
chudi ning (Kabat et al. (1991) Sequences of Proteins of Immunological Interest, 5th
Ed. Public Health Service, National Institutes of Health, Bethesda, Md.) va/hoéc cac
gbc tir "vong siéu bién" (nghia 13, cac gbe 26-32 (LI), 50-52 (L2) va 91-96 (L3) trong
mién bién ddi chudi nhe va 26-32 (HI), 53-55 (H2) va 96-101 (H3) trong mién bién
ddi chudi ning (Chothia and Lesk (1987) J. Mol. Biol. 196: 901-917). Khi dugc sir

dung & déy, thuat ngit cic gbc "khung 1am viéc" hozc "FR" ding dé chi cac gbe trong
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mién bién ddi khong phai la cac gdc trong ving siéu bién duge dinh nghia & day 1a cac
gbc CDR. Viéc danh s6 thir tu cho cac gbc & trén lién quan dén hé théng danh sb
Kabat va khong nhét thiét phai twong ‘mg mot cach chi tiét v6i viée danh s6 trinh tu

trong danh muc trinh tu kém theo.

"Tinh trang bénh mién dich" hoic "rdi loan mién dich" bao gém, vi dy, tinh
trang viém bénh ly, roi loan viém, va r6i loan hodc bénh ty mién. "Tinh trang bénh
mién dich" ciing ding d& chi tinh trang viém, viém dai ding, va tinh trang bénh ly ting
sinh, nhu bénh ung thu, cé khéi u, va tinh trang sinh mach, bao gém bénh viém nhiém,
¢4 khdi u, va bénh ung thu chéng lai su tiéu diét ctia hé mién dich. "Tinh trang bénh
gdy ung thu" gém, vi du, bénh ung thu, té bao ung thu, c6 khdi u, tinh trang sinh mach,

va c4c tinh trang bénh 1y tién ung thu nhu ching loan san.

"Cac rbi loan viém" ding dé chi cac rdi loan hodc tinh trang bénh 1y trong d6
bénh ly, toan bd hodc mdt phén, xuét phat tu, vi dy, su thay ddi vé _s_é lugng, su thay
ddi vé tdc d6 di tru, hodc su thay déi trong viéc hoat hoa cua céac té bao cua hé mién
dich. Céc té bao cta hé mién dich bao gdm, vi du, té bao T, té bao B, bach cau don
nhan to hodc dai thuc bao, t& bao trinh dién khang nguyén (antigen presenting cell -
APC), té bao dudi gai, thuc bao trung bi, té bao NK, té bao NKT, bach cau trung tinh,
bach ciu ua eosin, té bao mast, hodc té bao bat ky khac ¢6 lién quan dédc bit vé mat

mién dich, vi du, t€ bao ndi md san xuat xytokin hodc t¢ bao bi€u md.

Khi dugc st dung ¢ day, né)ng dd nén duogc hiéu ¢6 tinh xép xi va ndm trong
mot khoang ma thuong gin voi ndng do nay trong san xuét duge phim. Cu thé, ndng
d6 khong cin phai chinh x4c, ma né cé thé khac véi cac ndng do da néu trong dung sai
thuong dugc cho phép d6i véi cac loai thudc duoce san xudt trong diéu kién GMP.
Tuong tu, gid tri pH cling ¢6 tinh xAp xi trong dung sai thudng duge cho phép ddi véi
cac loai thube dugc san Xuét trong diéu kién GMP va duogc bao .quén trong diéu kién
bao quan thong thuong. Vi dy, ché pham chira histidin theo sang ché dwoc dé cap 1a co
d6 pH=6,0 nhung dung sai thuong la d6 pH=6,0 (= 0,3). Trur khi c6 quy dinh khac,
ndng dd % la ndng do tinh theo khéi lugng/khdi luong.

II. Ché phim chira khang thé dang dung dich ndng do cao
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Khang thé don dong dién hinh dung dé diéu tri bénh dugc cdu thanh tir bén
polypeptit: hai chudi nhe (vi du, c6 chidu dai 214 axit amin) va hai chudi ning (vi dy,
c¢6 chiéu dai 446 axit amin). Tiép theo, mdi chudi dugc cdu thanh tir mién bién ddi va
mién ¢b dinh. Mién bién ddi dbi voi khang thé khang IL-23p19 1a hum13B8-b lan luot
¢4 108 va 116 axit amin trong chudi ning va chudi nhe va s6 gde axit amin trong cac
mién c¢b dinh 12 106 va 330. Tinh dc hiéu cta khang thé dbi voi dich ctia né phan 1én
duoc xac dinh b?mg c4c trinh ty ndm trong ving dugc goi 1a ving "siéu bién," hodc
ving "xac dinh tinh bd trg" (CDR), ba trong s6 chung dugc tim thdy trong cic mién
bién dbi ctia mdi chudi ning va chudi nhe. Cac CDR ¢6 thé c6 chiu dai rit khac nhau
giita cac khang thé khac nhau, nhung trong hum13B8-b, cdc CDR nay bao gOm 44 axit
amin trén chudi ning va 27 axit amin trén chudi nhe. Cac géc CDR c6 rét khac nhau
gitta cac khang thé khac nhau, va c6 thé ¢6 ngudn gbe tir cac trinh tu dong mém &
nguoi (trong truong hop cac khang thé hoan toan & ngudi), hodc tir trinh tu dong mam
khong phai nguoi (vi du, loai gdm nham). Cac ving khung lam viéc gifta cac khang
thé khac nhau ciing c6 thé khac nhau rat nhiéu. Cac ving c¢b dinh s& thay dbi, phu
thudc vao viéc khang thé d3 chon c6 chudi nhe lamda ()) ho#c kapa (k) hay khong, va
phu thude vao 16p (hodc isotyp) ctua khang thé (IgA, IgD, IgE, IgG, hodc IgM) va phan
16p (vi du, IgGl, 1gG2, 1gG3, IgG4). Tong thé 1a mot phan tir khéang thé ¢ phan tir
luong khoang 150000 Da, bao gbm khoang 650 axit amin, trong d6 224 axit amin nam
trong cac mién bién ddi, va 71 axit amin trong ving "siéu bién", véi cac mién ¢ dinh

thay d6i theo 16p, phan 16p, va céc mién ¢b dinh ctia chudi nhe.

Khang thé theo sang ché (khang thé khang IL-23p19 1a mAb hum13B8-b) ciing
khéc v6i nhidu khang thé tri bénh duoc phat trién gin ddy & chd khang thé nay dugc
lam giéng nguoi, khac véi khang th& hoan toan & ngudi. Két qua 13, cc trinh tw CDR
thu duoc tir cac trinh ty dong mdm khdéng phai & nguoi (trong trudng hop nay la
chudt), ma khong phai tir cac trinh tw dong mdm & ngudi. Céc trinh tw dong mam nay
bao gdm kho trinh tuy ma tir d6 tao ra céc trinh tu CDR cuia khéng thé, ngoai cac thay
ddi bt ngudn tir qué trinh siéu dot bién soma, va két qua 1a CDR thu duge tir dong
mam & chudt duoc ky vong la khac hoan toan so véi cac dong mam thu duoc tir dong
mam & ngudi. Thuc té thi day 1a co s& dé sir dung cac hé mién dich clia cac loai khac

nhau dé 1am ting viéc san xuat khang thé, do viéc sir dung céc loai khac nhau lam téng
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tinh da dang c6 thé phat sinh trong céc trinh tur CDR thu dugc. Viéc st dung c4c trinh
tu dong mam & ngudi thuong duge chimg minh 14 ding dva trén co s& rang cac trinh
tu CDR tur céc dong mam & nguoi sé it sinh mién dich & ngudi hon so v6i céc trinh tu
CDR tir cac dong mdm c6 ngudn gde tir céc loai khac, diéu nay phan anh niém tin rang
céc CDR s& khéc hoan toan, phu thudc vao loai cung cp chiing. Mic du viéc ting tinh
da dang ctia CDR s€ lam tang kha nang c6 thé phat hién céc khang thé c6 cac dic tinh
mong mudn, nhu 4i luc cao, nhung viéc nay cling 1am ting cac khé khan khi phat trién

ché phim dang dung dich 6n dinh chra khang thé tao thanh.

Ngay ca khi cac khang thé lién két véi cing mot khang nguyén thi trinh tu cia
chung ciling c6 thé rat khac nhau, va ching ciing khong nhét thiét phai c6 lién quan mat
thiét hon vé mat trinh tu so v6i cac cac khang thé lién két véi céc khang nguyén khac
nhau hoan toan. Vi du, cac mién bién ddi cia khéng thé theo sang ché (hum13B8-b)
chi ¢6 d6 ddng nhét v& mit trinh tu roi vao khoang tir 50 dén 60% so voi khang thé
dic hiéu khang IL-23p19 khac 1a CNTO 1959 (SEQ ID NO: 1 16 va 106 trong patent
M§ s6 7,993,645). CNTO 1959 14 mot khang thé hoan toan & ngudi. Do mirc dd tuong
tw v& mat trinh tu thép, nén céc tinh chit héa hoc cua khang thé, va theo d6 1a tinh dé&

phéan huy, khong thé du doan duoc 1a s& tuong tw nhau mic du chung cé chung dich.

Nhu d4 néu & trén, cac khang thé 1a cac phitic hop polypeptit 16m, ¢6 d6 phirc tap
cao, d& bi phan huy thanh nhiéu dang, va khong 4n dinh trong dung dich. Tinh da dang
cua trinh tu, va theo do la tinh da dang cua cAu triic cua céac khang thé s& tao ra nhiéu
tinh chét hoa hoc khéc nhau. Ngoai cac khac biét hién nhién vé tinh dic hidu lién két
khang nguyén ctia timg khéng thé, céc khang thé cling thé hién mitc d6 dé tham gia
vao cac con dudng phan hiy khéc nhau, mic d6 dé két tyu, va két tha khac nhau. Céc
chudi bén axit amin ciing khdc nhau vé su c6 mit hodc khdng c6 mit cidc nhém dé
phan ng, nhu cac nhém carboxy- (D,E), amino- (K), amit- (N,Q), hydroxyl- (S,T,Y),
sulthydryl- (C), thioete- (M), cfing nhu cac vi tri cé thé tham gia phan tmg héa hoc
trén cac gde histidin, phenylalanin va prolin. Céc chudi bén axit amin truc tiép tham
gia vao cac tuong tac lién két khang nguyén hién nhién 1a cac d6i tuong dé vo hoat
thong qua viéc thay d6i chudi bén, nhung sy phan huy tai cac vi tri khac cling c6 thé
anh huong dén céc yéu t6 nay 1a tinh dinh huéng trong khong gian cua cac CDR (vi

dy, céc thay ddi ctia cac goc trong khung lam viéc), chirc néng ctia ving tac dong (vi
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du, cac thay dbi trong vung Fc - xem, vi dy, tai li€u: Liu et al. (2008) Biochemistry

47:5088), hodc viée tu lién két/két tu.

Céc khang thé tham gia vao rt nhiéu qué trinh phan hﬁy bat ky ¢6 kha ning
xdy ra. Viéc oxy héa cic gbc methionion trong cac khang thé, cu thé 1a trong cac CDR,
c6 thé tro thanh van dé néu n6 phéa v lién két khang nguyén. Presta (2005) J. Allergy
Clin. Immunol. 116: 731; Lam et al. (1997) J. Pharm. Sci. 86: 1250. Cac con duong
lam phan huy khéc c6 thé xay ra bao gdm loai nhém amin ctia asparagin (Harris et al.
(2001) Chromatogr., B 752:233; Vlasak et al. (2009) Anal. Biochem. 392: 145) oxy
hoa tryptophan (Wei et al. (2007) Anal. Chem. 79:2797), xysteinyl héa (Banks et al.
(2008) J. Pharm. Sci. 97:775), glycat hoa (cong thém mdt phan tir dudng) (Brady et al.
(2007) Anal. Chem. 79:9403), tao thanh pyroglutamat (Yu et al. (2006) J. Pharm.
Biomed. Anal. 42:455), x4o tron lién két disulfua (Liu et al. (2008) J. Biol. Chem.
283:29266), va thuy phin (Davagnino et al. (1995) J. Immunol. Methods 185: 177)
duoc théo ludn trong tai liéu Ionescu & Vlasak (2010) Anal. Chem. 82:3198. Xem tai
liéu Liu et al. (2008) J. Pharm. Sci. 97:2426. M{t s6 qua trinh phan hiy c6 thé xay ra
khong chi phu thudc vao sy cé mat ciia mot géc axit amin cu thé ma con phu thude
vao trinh ty xung quanh. Phan ung loai nhém amin va phan mg tao ra isoaspartat ¢
thé xay ra do viéc tu sap xép lai cac lién két peptit sau gbc N hodc D (tinh tix dau tan C
dén), bén trong phan tit, véi trinh ty N-G va D-G 14 céc trinh tu dé tham gia cac phan
mg nay. Reissner & Aswad (2003) CMLS Cell. Mol. Life Sci. 60: 128]1.

Céac khang thé ciing bi phan manh khi bao quan ma khéng do tdc dong cua
enzym ma phu thudc vao chinh trinh tu cia ching. Vlasak & Ionescu (2011) mAbs
3:253. Su ¢6 mit ctia cic chudi bén d& tham gia phan tng, nhu D, G. S. T, C hoic N
c6 thé din dén cac phan tmg phéﬁ cit ndi phan tir ma phan cit khung polypeptit. Phan
ung fhﬁy phﬁn dic trung cho ting trinh tu nay thuong phu thude rat 16n Véé do pH. fd.
Cac khang thé cling c6 thé bi két tu theo cach phu thude vao trinh tu cta chung, vi du
khi CDR bao gdm sb lugng 16n cac gbc ky nudc. Perchiacca et al. (2012) Prot. Eng.
Des. Selection 25:591. Viéc két tu tr& thanh van dé kho giai quyét ddi véi cac khang
thé can duoc phéi ché véi n6ng do cao khi st dung duéi da, va thdm chi trong mot )
truong hop, dan dén viéc lam thay déi trinh tu ctia khang thé do viéc bd sung cac gbe

mang dién tich dé lam ting d6 hoa tan. Id.
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Do phét sinh nhiéu vin & da dang lién quan dén tinh 6n dinh dic hidu theo
trinh tu ¢6 thé c6 gin vai cac khang thé nén ciing ¢ thé tao ra nhiéu ché phim khang
thé khac nhau. Rét nh_iéu bién khac nhau cén phai duoc tiy chinh @& t6i wu cho tung
khang thé méi. Cac ché phdm c6 thé khac nhau, vi du, v& ndng d6 khang thé, dung
dich dém, d¢ pH, su c6 mét hodc khdng cé mit cua chét hoat dong bé rhét, su ¢O mit
hozc khong c6 mat ciia chit 1am déng truong (ion hogc khdng ion), ¢6 mit hodc khong
c6 mat chét tap hop phén tir. Cac khang thé tri liéu dwoc dua ra thi trudng & rit nhidu
dang ché phdm dung dich khic nhau, trong dung dich dém phosphat (vi du,
adalimumab), dung dich dém phosphat/glyxin (vi dy, basilixumab), dung dich dém
Tris (vi du, ipilimumab), histidin (vi dy, ustekinumab), natri xitrat (vi du, rituximab);
va tir 46 pH=4,7 (vi dy, xertolizumab) va d6 pH=5,2 (vi du, adalimumab) dén do pH
nam trong khoang tir 7,0 dén 7,4 (vi du, xetuximab). Ching cfing c6 sén & dang ché
phém tuy y chtra dinatri edetat (vi dy, alemtuzumab), manitol (vi dy, ipilimumab),
sorbitol (vi du, golimumab), sucroza (vi du, ustekinumab), natri clorua (vi dy,
rituximab), kali clorua (vi du, alemtuzumab), va trehaloza (vi du, ranibizumab); tAt ca
chira va khong chtra polysorbat-80, nam trong khoang tir 0,001% (vi du, abxixmab)

dén 0,1% (vi du, adalimumab).

Vi du v& cac ché phdm chira khéng thé duoc néu trong céc patent M§ 56
7,691,379 (khang thé khang IL-9 mAb MEDI-528); 7,592,004 (thu thé khang IL-2,
daclizumab); 7,705,132 (khang thé khang EGFR, panitumumab); va 7,635,473 (khang
thé khang AP; bapineuzumab). Céac vi du khac vé& ché phim chtra khéng thé dugc néu
trong cong bé_ don xin cAp patent My s6 2010/00021461 (khang thé khang o4-integrin,
natalizumab); 2009/0181027 (khang thé khang IL-12/IL-23, ustekinumab);
2009/0162352 (khang thé khang CD20, ritumixmab); 2009/0060906 (khang thé khang
IL-13); 2008/0286270 (khang thé khang RSV, palivizumab); va 2006/0088523 (khéng
thé khang Her2, pertuzuniab). Céac ché phém khic nita dugc néu trong tai liéu:
Daugherty & Mrsyn (2006) Adv. Drug Deliv. Rev. 58:686; Wang et al. (2007) J.
Pharm. Sci. 96: 1; va tai liéu: Lam et al. (1997) J. Pharm. Sci. 86: 1250.

Su khac nhau vé trinh tu chinh 1a co sé tao ra tinh ddc hi€u ctia khang the, va la
y€u t0 trung tdm cua dap Ung mién dich. Su khic nhau nay din dén sy khac nhau vé

tinh chit héa hoc cta cac khang thé thu duge, ma dan t6i nhiéu con dudong phan hiy

-16-



20284

c6 thé xay ra. Mot sb lugng khdng 15 céc ché phdm chira khéng thé dugc phat trién dén
nay di chimg minh mot thuc té ring timg ché phdm cin duoc t6i wu héa dbi véi timg
khang thé dac hiéu dé dam bao d6 6n dinh t&i wu. Thyc té, mi va moi khang thé tri
liéu dang ban trén thi truong déu duoc chép thuan dé sir dung & nguoi dén nay déu c6

mot cong thirc dac trung, khac biét.
I11. Hoat tinh sinh hoc cta khang thé khang I1.-23 dugc lam gidng nguoi

Ché phim dang dung dich chita khang thé mAb hum13B8-b khang IL-23p19
theo séang ché cé thé dugc sir dung trong didu tri cac rdi loan, trong d6 co ché a6i
khang c6 chon loc dbi voi qua trinh truyén tin hiéu IL-23 duoc mong doi 1a co lgi. Cac
bénh viém cua da, khép, CNS, cling nhu cac rdi loan ting sinh déu tao ra cac dap tng
mién dich tuong tu nhau, do d6 viéc phong bé IL-23 s& tao ra tac dung trc ché cac rbi
loan viém qua trung gian mién dich nay, ma khéng cin dén kha ning chién diu chong
lai cac bénh nhiém toan than nay cta vét chu. Viée tao co ché dbi khéng vdi IL-23 sé&
lam gidm tinh trang viém trong bénh viém rudt, bénh Crohn, bénh viém loét dai trang,
bénh viém khép dang thip, bénh viém khép vay nén, bénh vay nén, bénh viém cot
séng dinh khép, bénh manh ghép chéng lai vt chd, bénh viém da co dia, va nhiéu rdi
loan tu mién va viém khéc nhau. Viéc sir dung cac chét trc ché IL-23 ciing s& tao ra tac
dung Urc ché cac roi loan tang sinh, vi dy, bénh ung thu va céac 161 loan tw mién, vi du,
bénh da xo cling, bénh dai duong typ I, va SLE. Phdn md ta vé vai tro ctia IL-23 trong
céc rbi loan khac nhau nay c6 thé dugc tim thdy trong cac don PCT da cong b6 sau
day: WO 04/081190; WO 04/071517; WO 00/53631; va WO 01/18051. Cac chit e
ché IL-23 ciing c6 thé duge sir dung trong cac phuong phéap diéu tri bénh nhiém, bao
gém cac bénh nhiém'man tinh, nhu nhiém vi khuén, mycobacterium, virut va nam.

Xem patent M§ sb 8,263,080 va cong bd don qudc té s6 WO 2008/153610.

Ché phim dang dung dich ndng dd cao theo sang ché chita cac khang thé ma
gilt lrai duoc hoat tinh sinh hoc khi duge bao quan trong mot khoang thoi gian dai. Khi
duoc st dung & ddy, thudt ngit "cd hoat tinh sinh hoc" dung dé chi khang thé hoac
doan khang thé c6 kha ning lién két voi epitop khang nguyén mong mudn va truc tiép
hodc gian tiép tao ra cac tac dung sinh hoc. Thong thuong, cdc tic dung nay thuong

thu duoc tir viéc IL-23 khong lién két dugc véi thu thé cta né. Khi duge sir dung &
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day, thuat ngit "dac hiéu" ding dé chi tinh lién két c6 chon loc ciia khang thé voi
epitop khang nguyén dich. Cac khang thé c6 thé dugc danh gid vé tinh dic hiéu lién
két bang cach so sanh muc do lién két ctia khang thé véi IL-23 so v&i mirc d lién két
cia né voi khang nguyén hozc hon hop khang nguyén khdng lién quan trong mot bd
didu kién nhét dinh. Néu mirc d6 lién két ctia khang thé v6i IL-23 it nhét 1a cao hon 10
1an, va t&t hon néu cao hon 50 I4n so v6i mic do lién két ctia né véi khang nguyén
hodc hdn hop khang nguyén khong lién quan, thi né dugc coi la c6 tinh dic hiéu.
Khang thé ma lién két véi IL-12 s& khong phai 1a khéng thé ddc hidu véi IL-23. Khang
thd ma "lién két dic hiéu" v6i IL-23p19 s& khong lién két voi protein ma khong bao
gém céc trinh ty thu duoc tir IL-23p19, nghia la "tinh ddc hiéu" khi dugc st dung &
day chi tinh ddc hiéu ddi voi IL-23p19, va khong chira trinh tu bt ky khéc khong thé
¢d mat trong protein dang d& cap dén. Vi duy, khi duoc st dung & ddy, khang thé ma
"lién két dic hidu" v6i IL-23pl19 s& thuong lién két voi FLAG®-hIL-23p19, 14 mot
protein dung hgp bao gbdm IL-23p19 va thé peptit FLAG®, nhung khéng lién két véi
mdt minh thé peptit FLAG® hodc khi n6 dugc dung hop véi protein khac véi IL-
23p109.

Cac hop chét lién két ddc hiéu voi IL-23 theo sang ché co thé ttc ché mot hoat
tinh sinh hoc bét ky trong sb céc hoat tinh sinh hoc bao gbm, nhung khong giéi han &,
qua trinh san xut IL-IB va TNF ctia dai thuc bao mang bung va IL-17 cua cac tébao T
1a Ty17. Xem tai liéu: Langrish et al. (2004) Immunol. Rev. 202:96-105. Cac khang
thé khang IL-23p19 ciing s& c6 thé tic ché sy biéu hién gen IL-17A, IL-17F, CCL7,
CCL17, CCL20, CCL22, CCR1, va GM-CSF. Xem tai li¢u: Langrish et al. (2005) J.
Exp. Med. 201 :233-240. Céc hop chét lién két dc hiéu véi IL-23 theo sang ché ciing
s& phong bé kha ning cta IL-23 dé 1am tang kha ning ting sinh hogc kha ning séng
s6t ctia cac té bao Tr17. Cua and Kastelein (2006) Nat. Immunol. 7:557-559. Hoat tinh
trc ché cta cac khang thé khang IL-23p19 di x@ ly k¥ thuat s& hitu ich trong diéu tri
cac rdi loan viém, tu mién, va ting sinh. Cic vi du vé cac rdi loan nay dugc mo ta
trong c¢éng bd don PCT s WO 04/081190; WO 04/071517; WO 00/53631; va WO
01/18051.

Ché phim dang dung dich ndng do cao theo sang ché 1a hiru ich, vi du, d&é bao

quan va phan phdi khang thd hum13B8-b khang IL-23p19 d sir dung trong diéu tri
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hodc ngén chan céc rdi loan ¢6 lién quan dén hoat tinh tdng cao cua IL-23 hodc IL-
23p19, nhu bénh do Thl7 giy ra, bénh tu mién hoic cac roi loan viém man tinh, hodc
bénh ung thu.

IV. Céc ché phim dang dung dich chira khang thé khang IL-23p 19 dugc lam gidng
nguoi 13B8-b

Sang ché dé xuét ché phim dang dung dich ndéng d6 cao chira khang thé
hum13B8-b khang IL-23p19, c6 chira hai chudi nhe gidng nhau véi trinh tw ¢6 SEQ ID
NO: 2 va hai chudi ning giéng nhau véi trinh tu ¢6 SEQ ID NO: 1, va dugc boc 10
trong patent My duoc chuyén nhuong chung, ddng xét nghiém s6 8,293,883, phin bdc
16 cua tai liéu nay dugc két hop & day dé tham khéo toan bd. Trinh tu 13B8 chudi nhe
dwoc lam gibng ngudi (v6i ving ¢b dinh kapa) dugc dé xuit c6 SEQ ID NO: 2, va
vung bién ddi chudi nhe bao gém cac cac géc tir 1 dén 108 cua trinh ty d6. Trinh tu
13B8 chudi ning dugc lam gidng ngudi (c6 ving cb dinh y1) dugc dé xuat tai SEQ ID

NO: 1, va ving bién doi chudi niing bao gdm céc cac goc 1 den 116 cta trinh ty do.

Trinh tu chudi ning va chudi nhe (SEQ ID NO: 1 va 2) dugc cung cép khong
¢6 trinh tu tin hiéu. Vi du v& cac trinh tu tin hiéu cia chudi ning va chu5i nhe 14n luot
dugc cung cép & SEQ ID NO: 12 va 13. Cac trinh ty tin hi¢u nay, hodc céac trinh tu
axit nucleic ma hoéa cac trinh tu tin hiéu, c6 thé dugc gén vao ddu tan N cua chudi
khang thé tuong tmg dé tao ra tién chat protein dé t& bao chu tiét ra. Cac trinh ty tin
hiéu thay thé cling co thé duoc st dung, va mot s6 trinh tu d6 c6 thé duge tim théy
trong tai liéu: "SPdb: a Signal Peptide Database." Choo et al. (2005) BMC
Bioinformatics 6:249.

'T& bao lai biéu hién khang thé gbc 13B8 duogc luu trit theo Hiép uéc Budapest
dudi dang by suu tap chung gibng My (American Type Culture Collection - ATCC,
Manassas, Virginia, USA) vao 17 thang 08, 2006 vé&i s6 truy cap PTA-7803. Méi lién
hé gitta khang thé gbc 13B8 va hum13B8-b dugc néu chi tiét trong patent My sb
8,293,883 duoc chuyén nhugng chung.

Ché pham dang dung dich theo sang ché duoc phat trién bang cach sir dung it
nhit tam 16 khang thé 13B8-b khac nhau thu dugc tir té bao budng trimg chudt dong
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trung qudc (Chinese hamster ovary - CHO) trong mdi trudng nudi cdy, & quy md 500 -
2000 L.

R4t nhidu diéu kién cho dung dich ban ddu ciing dugc danh gia déi véi ché
phém dang dung dich theo sang ché. Cac thur nghiém duoc tién hanh véi cac dung dich
dém khac nhau, nhu axetat, xitrat, histidin, TRIS va phosphat, & cac d6 pH nam trong
khoang tur 4,0 dén 8,8. Cac ta duoc, nhu sucroza, trehaloza, va manitol, déu duoc thia
nghiém, & cac ndéng d6 NaCl khac nhau (va, theo d6 12 & cac néng dd ion khac nhau)

va bao gdm cé chit hoat dong bé mit polysorbat 80.

Céc ché phdm duoc sang loc dua trén do tring sita bing cach xac dinh O.D. &
350nm. Do két tu duge x4c dinh bing phwong phap sic ky loai theo kich thudc higu
ning cao (high-performance size exclusion chromatography - HP-SEC), phép do tin
xa 4nh sang dong hoc (dynamic light scattering - DLS) va may siéu ly tdm phén tich
(analytical ultracentrifugation - AUC). Do dn dinh hoa sinh duoc xac dinh b:‘?mg
phuong phap sic ky trao dbi ion hiéu niang cao (high-performance ion exchange
chromatography - HP-IEX), va d6 6n dinh nhiét dugc do bing phép do nhiét lugng

quét vi sai (differential scanning calorimetry - DSC).

Céc thir nghiém tién bao ché ban dau & ndng d6 ctia hum13B8-b la 1 mg/mL
cho thdy rdng % d6 tinh khiét, nhu duoc do bing phuong phap sic ky long hiéu ning
cao pha dao (reverse phase high performance liquid chromatography - RP-HPLC),
tang 1én khi & khoang d6 pH=6,0 va sau d6 giit 6n dinh dén d6 pH=8,8. Xem FIG.1A.
Tuy nhién, nhiét d6 khong glp nép ctia khang thé dat cuc dai quanh d§ pH=5. Xem
FIG.1A. Két qua so sanh céc loai dung dich dém gitta axetat, xitrat, phosphat va TRIS
cho théy rf?mg dung dich dém xitrat & d6 pH=5,5 tao ra % moﬁome cao nhét, va % cac
dinh rita giai tr® thip nhit. Xem FIG.IB. Mic di d6 6n dinh sinh héa va sinh ly &
ngudng t6i wu duge quan sat thdy trong dung dich dém xitrat & dd pH=5,5 nhung nong
d6 cua khang thé trong dung dich dém xitrat >65 mg/mL khang thé 1am tang déng ké
do tréng sita (sé liéu khéng dugc thé hién). Dung dich ¢6 mau tréng stta 1a hién tugng
khéng mong mudn do khi d6 kha ning tiép nhan cia hgu&ri bénh giam c6 thé giam, ma
dac biét xay ra dbi véi thude co thé duoce bao ché dé tu sur dung. Méc du do tréng stra

nay c6 thé khic phuc bang cach pha loing va lam gidm d6 pH dén 4,8 trong dung dich
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dém xitrat (FIG.1C), va viéc lam giam d§ pH nay cling s€ lam gidm duodng kinh thuy
dong luc hoc (FIG.1D), viéc lam giam d6 pH cling s€ lam gidm do dn dinh nhiét va do
6n dinh sinh héa cta dung dich, nhu dwgc phan anh boi ty 1& cac dang c6 nhiét do
nong chay thap tang 1én (FIG.1E), theo thoi gian su tich tu céc dinh rira giai tré ting
dén, nhu duge x4c dinh bang HP-SEC (FIG.1F), va lam giam céc dinh chinh theo thoi
gian, nhu duge x4c dinh bang HP-IEX (FIG.1G).

Tiép theo, histidin dugc danh gia dudi dang mot hé dém thay thé véi nd luc lam
giam do tréng stta va viée tu két hop ma khong 1am giam do dn dinh nhiét va do én
dinh sinh héa. Cac mau dugc diéu ché trong axetat 10 mM (d6 pH=4,8 va 5,6), xitrat
10 mM (46 pH=4,8, 5,5 va 6,0), va histidin 10 mM (46 pH=5,5 va 6,0). D0 tréng sira
va duong kinh thuy dong luc hoc 1an lugt dwoc x4c dinh bing ODsso va DLS. Xem
FIG.1H va 1L

Viéc thay thé xitrat bang axetat hoic histidin s& giam t&i muc thdp nhit do tring
sita va lam giam muc dé tu két hop ma khong 1am anh huéng dén do 6n dinh sinh héa.
O ndng dd khang thé cao hon (tir 50 dén 100 mg/mL), axetat (4 pH=5,5) va histidin
(d6 pH=6,0), cac ché phdm nay trong sudt va khong quan sét thay kich c& thiy dong
luc hoc tang 1é€n nhu da dugc quan sat d6i voi xitrat (46 pH=5,5). Xem FIG.1J. Cé4c
ché phim chira xitrat va axetat & do pH thip (4,8) cling c6 su tich tu céc dinh rira giai
tré tang khi bdo quan trong céac didu kién RH4 (40°C, d6 4m tuong dbi 75%), nhu
dugc x4c dinh biang phuong phap sic ky loai theo kich thudc (size exclusion
chromatography - SEC). Xem FIG.1K.

Cac ta dugc khac nhau (NaCl 100 mM, sucroza 7%, trehaloza 7% va manitol
6%) ciing dugc thir nghiém vé anh hudng cua ching dbi véi nhiét d6 khong gép nép
(FIG.2A) va dd trang sita (FIG.2B). Sucroza 7% dugc bd sung vao d 1am cho ché
phim nay ding truong, 1am giam do trang stta, va lam ting do 6n dinh nhiét (lam ting
Tm). Cac chit hoat dong bé mit polysorbat-20 (PS20), polysorbat-80 (PS80) va
PLURONIC® F-68 ciing duoc thir nghiém vé& anh huong ctia ching ddi véi su két tu
(FIG.3A va FIG.3B) va do tréng sita (FIG.3C). Polysorbat 80 dugc bd sung vao dé

giam thiéu su két tu do tac dong ctia khudy tron gy ra.
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Cac két qua néu trén di dan dén su thay dbi hé dung dich dém dugc uu tién.
Khéng thé khang IL-23 c6 dic tinh t két hop va bi duc trong xitrat ndng d6 cao & do
pH=5,5 va d¢ pH=6,0. Viéc thay thé xitrat bing axetat (d6 pH=5,5) hoic histidin (d6
pH=6,0) da giam t&1 mic thip nhit d6 tring sita ma khong 1am anh huéng dén d6 6n
dinh nhiét va sinh hoéa. Sucroza (7%) duoc bd sung vao dé lam cho ché phém dang
truong. Sucroza (7%) cling lam giam do tréng sra va lam tang do 6n dinh nhiét (Tm
tang) va lam giam % monome mat di trong cac nghién ctru vé do 6n dinh trong diéu
kién tang cuong (sd liéu khong duge néu). Polysorbat 80 (0,05%) duoc bd sung vao dé

giam thiéu sy két tu do tac dong cua viéc lac gy ra.

Ché phim dya trén histidin bao gém histidin 10 mM (d6 pH=6,0), sucroza 7%
va PS-80 0,05% duoc chon la ché phém nf“mg d6 cao chira hum13B8-b dugc uu tién.
Cac dic tinh khac nhau cta dung dich, bao gdm d6 nhét, ty trong, ndng d osmol/lit
nudc dung dich, va cac hat, dugc xac dinh cho ché phém chira histidin 10 mM (do
pH=6,0). Xem bang 1. D9 nhdt quan sat dugc ¢ nhigt do trong phong (5,65 cP) co thé
o muc chép nhin dugc khi sir dung trong céac éng tiém va dung cu tiém tu dong da nap

day thude.

Bang 1: Cac déc tinh cta ché phém dang dung dich chra histidin

Dic tinh cua dung dich Histidin (d6 pH=6,0)
Do nhdt (cP) 5,65 (25°C)
14,46 (5°C)
Ty trong (g/cm?) 1,06
D6 mol 266
Céac hat c6 kich thude quan sat duge | 25 (>10 um)
duéi kinh hién vi 2 (>25 um)

V. D6 6n dinh ca ché phém dang dung dich 116ng dd cao chira khang thé khéang IL-
23p19 duoc lam gidng nguoi 13B8-b

D6 6n dinh trong thoi gian dai cla cac ché phim d3 chon theo sang ché duogc
nghién ciru sau thoi gian tir 3 dén 24 thang bao quan trong cc diéu kién bao quan khic
nhau. Cac mau dugc U trong céac lo thity tinh nho dung tich 2 ml (FIG.4), trong cdc tdi
dung tich 30 ml (bao quéan voi sb lugng 16n) (c4c hinh v& FIG.5 va FIG.6), hodc trong
c4c bng tiém da nap san (déng gdi dang lidu don dé luu hanh trén thi truong) (FIG.7) &

cac muc nhiét do va d6 am khac nhau. Cac mau dugc phén tich vé sy ¢6 mat cua sén
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phim phan hily va san phim két tu bang cac phuong phap nhu phwong phép sic ky
. loai theo kich thudc hiéu ning cao. (high-performance size exclusion chromatography -
HP-SEC), phuong phép sic ky trao ddi ion (HP-IEX), phuong phap dién di mao quan
SDS (CE-SDS, khir va khong khir), va phuong phéap lap ban d6 peptit. D6 6n dinh
khang thé dugc do bing phép do nhiét luong quét vi sai (differential scanning
calorimetry - DSC). Hoat tinh sinh hoc dugc danh gia bing thir nghiém ELISA lién két
IL-23 va thir nghiém chic nang dua trén té bao. Néng d6 khang thé dugc x4c dinh
béng cach do do hép thu UV & budce song 280 nm. DJ tréng stta dugc xac dinh béng
cach do mat d6 quang & bude song 350 nm (ODs3s0). Cac két qua duoc thé hién trén cac
hinh v& tir FIG.4 dén FIG.7.

Trong bd thr nghi¢m thr nhét, 1,5 ml mau dugc dit trong cac lo thiy tinh nho
2,0 ml va dugc phén tich sau khi bdo quan trong cac didu kién khac nhau. Cac két qua
duoc thé hién & FIG.4. RAt it su phén hiy hoac két tu duge quan st trong cac mau
duoc bao quan ¢ nhiét d6 5°C va do 4m méi truong, tuong Ung véi diéu kién lam lanh
thong thuong. Céc hinh v& tir FIG.4A dén FIG.4F. Céc diéu kién phan huy ting cuong,
nhu RH4 (40°C, d6 4m tuwong dbi 75%), ma dwoc bao gdm du¢i dang ddi ching
duong danh gid mau phén huy, thé hién mutrc hao hut giam monome theo ky vong va
luong san phdm phan huy va két tu tang 1én rit sém, ngay tir thoi diém dau tién (mot
thang). Cac hinh v& tir FIG.4A dén FIG.4F. D¢ tring stta 6n dinh & nhiét d6 5°C
(FIG.4G), nhung ting 1én & nhiét 4 25°C va 40°C (cac hinh vé FIG.4H va FIG.4I).
Murc d6 oxy hoa thap twong tu & nhiét d6 5°C, nhung khac biét déang ké trong céc diéu
kién RH4, hodc & nhiét d6 40°C. FIG.4] va FIG.4K. Céc két qua nay thé hién ring
mic du cac thir nghiém c6 kha nang phét hién thdy su phan huy bing nhiéu cach, nhu
da ching minh, vi dy, bang cac két qua RH4, bio quén trong diéu kién 1am lanh thong
fhuéng din dén chét luong san phim khéng gidm hodc giam di rat it trong thoi gian

bao quan it nhét 14 chin thang.

Trong bd thir nghiém thir hai, cac mau dugc dit trong tai c6 16p tiép xuc long
etylen-vinyl-axetat (EVA) c6 tén CELSIUS®-Pak dung tich 30 ml (Sartorius,
Goettingen, Germany) va dugc phén tich sau khi bio quan trong céc didu kién khac

nhau. Cac két qua dugc thd hién trong céc hinh vé& FIG.5 va FIG.6. Céac thir nghi¢m
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nay duoc thiét ké chu yéu 1a dé danh gia do n dinh ctia dugc chat trong cac didu kién

bao quan véi sb lugng 16n théng thuong.

Céc miu duoc bao quan véi s lwong 16n duge bio quin trong ba diéu kién
dong lanh (-80°C, -45°C va -20°C) va dugc 1am lanh (tir 2°C dén 8°C). Céc s6 liéu dai
dién duoc cung cp trén FIG.5 cho cac miu dugc bao quan & nhiét d§ 5°C (+ 3°C) va -
45°C trong thoi gian 1én t6i 18 thang. Sau 12 thang bdo quan quan sat thdy nong do
tang nhe (FIG.5A), c6 1€ la do su bay hoi tir cac tui bao quan ¢ cac mau & nhiét do
5°C. Hoat tinh sinh hoc khong c6 xu hudng thay dbi rd rét (FIG.5B va FIG.5C), va céc
tap chit c6 lién quan dén protein, céc san phdm phén hiy va cac san phiam két tu
thudng nim trong cac gidi han cho phép trong thoi gian 1én t6i 18 thang, dic biét di
v6i cac mau duoc bdo quan dong lanh & nhiét 6 -45°C (cac hinh v& tir FIG.5D dén
FIG.5L).

D6 dn dinh khi bao quan sé lwong 16n ciing dugc danh gid & nhiét do cao hon.
S6 lidu dai dién dugc thé hién trén FIG.6 cho cac miu dugc béo quan & nhiét do 5°C
(£ 3°C), 25°C, 25H, 40°C va RH4 trong thoi gian lén téi 12 thang. Céc mau da lam
lanh thé hién hoat tinh sinh hoc dn dinh trong thoi gian 12 thang, trong khi céc mau
duoc bao quan & nhiét d trong phong (25°) thuc té ¢6 hoat luc sinh hoc ting rd rét,
mdt tac dong cé thé xay ra do ndéng do thuc do bay hoi. Céac hinh v& FIG.6A va
FIG.6B. Cac mAu 6n dinh trong thoi gian 12 thang khi duge bao quéan & nhiét do 5°C,
nhung cac tap chét ¢6 lién quan dén protein, (san phim phan hiy va san pham két tu)
tang lén theo thoi gian dbi vé6i cac miu duoc bao quan & nhiét do 25°C va 25H, va
ting manh dbi v6i cac mau duoc bao quan & nhiét do 40°C va RH4 (diéu kién phan
hiiy ting cudng). Céc hinh vé tir FIG.6C dén FIG.6K. N

Trong b6 thir nghiém th ba, 1 ml mAu ché phim chira khéng thé ndng d6 100
mg/ml dugc ddt trong cac bng tiém (6ng tiém nap sin, c6 tén BD Hypak Physiolis) va
duoc phén tich sau khi bao quan trong cac diéu kién khac nhau. Cac két qua duoc thé
hién trén FIG.7 cho cac mau dugc bdo quan & nhiét dd 5°C (£ 3°C) trong thoi gian lén
t6i 24 thang. Ndng d6 khang thé giit gin nhu khong thay dbi (FIG.7A), cfing nhu dbi
v6i hoat tinh sinh hoc (cac hinh v& FIG.7B va FIG.7C). Muc cac chét ¢ trong lugng

phén tir cao, % monome, mirc c4c chét ¢6 trong lugng phan tlr thp, % dinh khang thé
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chinh, cac bién thé c6 tinh axit, cic bién thé c6 tinh bazo, cic dinh sau dinh chinh, IgG
chinh, va cac chudi nang va chudi nhe (cac hinh v& tir FIG.7D dén FIG.7L, twong ting)
tAt ca duoc gift gAn nhu 8n dinh trong thoi gian it nhét tir 12 dén 24 thang.

Céc két qua cia thir nghiém vé do n dinh trong thoi gian dai dugc thé hién
trong cac hinh v€ tu FIG.4 dén FIG.7 cho thdy ring ché phidm chira hum13B8-b va
dém histidin theo sang ché ¢6 tinh dn dinh, & ca hoat tinh sinh hoc 14n tinh toan ven vé
mit vat 1y, & ndng d6 khang thé cao trong cac didu kién bao quan thong thuong, bat ké
viéc chung duoc lam déng lanh trong dung dich khéi hodc duoc 1am lanh, nhu trong

ong tiém dugc lam day trudce.

Céc két qua thu duoc trong diéu kién phan huy ting cudng, nhu RH4 va 25H,
va céc didu kién nhiét d6 cao khac, va dudng nhu dugc dung dé minh hoa cac san
phim va quy trinh phén cét c6 thé xay ra ddi véi khang thé hum13B8-b, va khong
phan anh téc do phan hily déi v6i khang thé dugc du dinh dé ding trong diéu tri bénh.
Céac con duong phin hily chinh ctia hum13B8-b dugc phat hién thdy trong diéu kién
phén hiy tang cuong bao gdm mét d6 tinh khiét nhu khi quan sat thiy bang CE-SDS,
tang cac chat HMW va LMW va % monome gidm nhu khi quan sét thiy bang HP-
SEC. Ngoai ra, HP-IEX cho thdy s6 luong bién thé c6 tinh axit va cac dinh sau dinh
chinh téng lén, trong khi do s6 lugng cac bién thé co tinh bazo va cc dinh chinh giam
xubng. Viéc bao quan trong thoi gian dai cac ché phim dang dung dich chita khang thé
tri liéu, nhu hum13B8-b, & nhiét dd cao la rat khé. Viée bao quan trong thoi gian dai
hum13B8-b, vi du, ¢ thé duoc thuc hién trong cac tui CELSIUS®-Pak dugc 1am dong
lanh & nhiét do -45°C, trong didu kién d6, cic thude tinh vé& mit chit lugng duoc ky
vong la giit 6n dinh trong thoi gian it nhit 18 thang. Cac 6ng tiém hoic dung cu tiém
tw dong nap sin chua cac lidu hum13B8-b don 1¢ c6 thé duge bao quan & nhiét do
khoéang 5°C (+ 3°C), va ciing duoc ky vong la gitt bn dinh trong thoi gian it nhat 1 18
thang.

VI. Liéu ding va cach dung

Mic du ché phim dang dung dich ndng do cao theo sang ché dic biét thich hop
dé str dung dudi da & lidu cao nhung cac ché phdm nay ciing c6 thé duoc str dung theo

cach khac nhau. Puong dung thich hop cé thé, vi du gém str dung qua duong miéng,
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qua dudng truc trang, qua niém mac, hodc trong rudt; phan phéi ngoai dudng tiéu hoa,
bao gdm viéc tiém trong co, trong da, trong tiy séng, cling nhu tiém trong ndi tiy
mac, truc tiép trong ndo that, trong tinh mach, trong mang bung, trong mili, hodc trong

mat.

Theo cach khac, mdt nguodi co thé sir dung khang thé khu trt & mot vi tri hon 1a
dung toan than, vi du, thong qua viéc tiém khang thé truc tiép vao khop bi viém hoéc
thuong tdn do tac nhan gdy bénh giy ra dic trung boi bénh 1y mién dich, thuong &
dang ché phim giai phéng kéo dai hodc ché phim giai phong cham. Hon nita, mot
ngudi ¢o thé sir dung khang thé trong hé thdng phéan phdi thudc huéng dich, vi du,
trong thé m& pht khéng thé dac hiéu mé, hudng tdi, vi dy, khép bi viém hodc thuong
tdn do tac nhan gy bénh giy ra dic trung bdi bénh Iy mién dich. Thé m& nay s& duoc

huéng dich va dugc hap thu chon loc bdi mo bi t6n thuong.

Viéc st dung dudi da cd thé duoc thuc hién béng cach tiém su dung 6ng tiém,

dung cu tiém ty dong, but ti€ém hodc dung cu tiém khong can kim tiém.

Mic du ché phﬁm dang dung dich né)ng dd cao theo sang ché dac biét thich hop
cho céc tng dung yéu cau néng d6 khang thé cao nhung khéng c6 1y do cho thdy ché
phim nay khong thé st dung duoc & ndng d6 thip hon trong céc truong hop khong
can hodc khong mudn sir dung ndng do cao. Nong d6 khang thé thap hon c6 thé thich
hop dbi véi viée stt dung dudi da véi lidu thp, hodc trong cac ché do sir dung khac
(nhu str dung trong tinh mach), trong do thé tich c6 thé duoc phan phdi vé co ban
nhiéu hon 1 ml. Néng d¢ thap hon nay c6 thé gdm 60, 50, 40, 30, 25, 20, 15, 10, 5, 2,

1 mg/ml hoac it hon.

Viéc chon ché do sit dung d& didu tri bénh phu thudc vao mét vai yéu td, gdm
tbe do chuyén héa thuc thé trong md hodc huyét thanh, mutc trdim trong cua tri€u
chitng bénh, tinh sinh mi&n dich ctia thuc thé, va tinh d& tiép cén cic té bao dich trong
nén sinh hoc. T8t hon néu, ché d6 sir dung t6i da hoa luong chét tri ligu duge phéan
phéi cho ngudi bénh pht hgp véi mite tao ra cac tic dung phu cho phép. Do dé, lugng
chét sinh hoc dugc phan phéi phu thudc mot phﬁn vao thuc thé cu thé va mirc do trAm
trong cua tinh trang bénh ly can diéu tri. Cac huéng din vé viéc chon liéu dung thich

hop cho khang thé, xytokin, va cac phan tir nho dd cé sin. Xem, vi dy, tai lidu:
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Wawrzynczak (1996) Antibody Therapy, Bios Scientific Pub. Ltd, Oxfordshire, UK;
Kresina (ed.) (1991) Monoclonal Antibodies, Cytokin and Arthritis, Marcel Dekker,
New York, NY; Bach (ed.) (1993) Monoclonal Antibodies and Peptide Therapy in
Autoimmune Diseases, Marcel Dekker, New York, NY; Baert et al. (2003) New Engl.
J. Med. 348:601-608; Milgrom et al. (1999) New Engl. J. Med. 341 : 1966-1973;
Slamon et al. (2001) New Engl. J. Med. 344:783-792; Beniaminovitz et al. (2000)
New Engl. J. Med. 342:613-619; Ghosh et al. (2003) New Engl. J. Med. 348:24-32;
Lipsky et al. (2000) New Engl. J. Med. 343: 1594-1602; Physicians® Desk Reference
2003 (Physicians® Desk Reference, 57th Ed); Medical Economics Company; ISBN:
1563634457, 57th edition (November 2002).

Viéc x4c dinh liéu thich hop dwoc tién hanh boi thdy thude 1dm sang, vi du,
bang céch str dung céc thong s6 hodc yéu t6 da biét hodc nghi ngd trong linh vuc k¥
thuit nay la s& tdc dong dén viéc diéu tri hodc dugc du dodn 1a s& tac dong dén viéc
diéu tri. Liéu dung thich hop ("luong cho hiéu qua diéu tri bénh") ctia protein s& phu
thudc, vi du, vao tinh trang bénh ly can diéu tri, mtc 4o trdm trong va tién trinh cla
tinh trang bénh, viéc liéu protein dugc st dung cho muc dich ngan ngira hay didu tri
bénh, liéu phap da str dung trude d6, tidu sir 1am sang ctia bénh nhén va dap g doi
v6i protein nay, loai protein dugc sit dung, va su can trong ciia bac s§ cham séc. Trong
mdt sb trudng hop, lidu ding ban dAu thip s& dugc chon va sau do, lidu nay dugc ting
dan véi cac lugng nhod cho dén khi dat duoc loi ich diéu tri mong muén hoic t6i uu so
véi cac tac dung phu tiéu cuc bat ky. Cac thong s6 quan trong duing dé chin doan bao
gém cac thong sb thé hién triéu ching, vi du, mirc d6 viém hoac mirc d§ xytokin gay
viém. Protein nay thich hop dé str dung cho bénh nhan mot 14n hodc nhiéu lan. Protein
nay co thé duoc st dung mot minh hozc két hop véi céac thudc hodc lidu phap didu tri

khac.

Cac khang thé ¢ thé duoc cung cép béng cach truy?:n lién tuc, hodc bﬁng cac
dung céch lidu, vi du, mot ngay mot 14n, tir 1 dén 7 14n mot tudn, mot tudn mot 14n, hai
tudn mot 1an, mdi thang mot 14n, hai thang mot 14n, mdi quy mot 14n, ntra nAm mot lan
hodc mbi nim mét 14n, v.v.. Phéc do lidu dugc wu tién 1a mdt phéac dd bao gém lidu tdi
da hodc tin suét dung dé tranh dugc céc tac dung phu khong mong mudn quan trong.

Tdng lidu dung hing tudn thuong it nhét bang 0,05 pg/kg, 0,2 pgke, 0,5 pg/kg, 1
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ng/kg, 10 pg/kg, 100 pg/kg, 0,2 mg/kg, 1,0 mg/kg, 2,0 mg/kg, 10 mg/kg, 25 mg/kg, 50
mg/kg can ning hodc 1én hon. Xem, vi dy, tai li¢u: Yang et al. (2003) New Engl. J.
Med. 349:427-434; Herald et al. (2002) New Engl. J. Med. 346: 1692-1698; Liu et al.
(1999) J. Neurol. Neurosurg. Psych. 67:451-456; Portielji et al. (20003) Cancer

Immunol. Immunother. 52: 133-144.
VII. Céc tng dung

Sang ché d& xuit ché phim dang dung dich ndng d6 cao chira khang thé khang
IL-23p19 & ngudi 1a mAb hum13B8-b dé sir dung trong diéu tri cdc rdi loan va tinh
trang bénh viém, vi du, ciia hé thin kinh trung wong, hé thin kinh ngoai bién, va

duong da day - rudt, cling nhu céc roi loan tu mién va cac rdi loan ting sinh.

Céac ché phém theo séng ché c6 thé duoc str dung dé diéu tri, vi du, bénh da xo
ctng (MS), bao gdm bénh MS téi phat - hdi phuc va bénh MS tién trién nguyén phat,
bénh Alzheimer, bénh xo cling cdt bén teo co (ak.a. ALS; bénh Lou Gehrig), tén
thuong ndo do thiéu mau cuc bd, bénh prion, va bénh sa sut tri tué c6 lién quan dén
HIV, ciing nhu ching dau thdn kinh, bénh 1y than kinh sau chan thuong, hdi chimg
Guillain-Barre (Guillain-Barre syndrome - GBS), bénh ly da than kinh ngoai bién, va
tai tao than kinh.

Céc ché phdm theo sang ché ciing c6 thé duoc sir dung trong didu tri céac rdi
loan viém rudt, vi du, bénh Crohn, bénh viém loét dai trang, bénh ctia bung, va hoi
chimg rudt dé bi kich thich. Ching cling ¢6 thé duoc st dung trong didu tri cac rdi
loan viém nhu bénh méanh ghép chdng lai vét chi, bénh vay nén, bénh viém da co dia,
bénh viém khép, bao gdm bénh viém khép dang thip, bénh viém xuong khép, va bénh
viém khép vay nén, cac rdi loan tu mi&n, nhu luput ban do hé thdng va bénh tiéu
duong tuyp I, va cac rdi loan ting sinh nhu bénh ung thu. Xem, vi dy, cong b6 don
PCT s6 WO 04/081190; WO 04/071517; WO 00/53631; va WO 01/18051.

Vi du thwe hién sang ché
Vidu 1

Ché phdm dang dung dich
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Theo mét phuong 4n, ché phdm dang dung dich chira hum13B8-b theo sing ché
duoc cung cép dudi dang dung dich ndng d6 100 mg/mL chira khang thé nap véi thé
tich 1,0 mL nap sin trong éng tiém, hodc dung cu ti€ém ty ddng. Thé tich 1,0 mL 1a thé
tich c6 thé chiét ra dugc, chir khong phai 1a thé tich nap, thé tich nay c6 thé bao gdm
mdt lwong nap ddy du ¢& dam bao phéan phdi mét liéu c6 thé tich day du 1a 1,0 mL. Vi
du v& cong thirc bao ché ra 1,0 ml ché phim theo sang ché duoc cung cdp bang 2.
Theo mét phuong 4n, mdt mé san pham thudc duge bao ché & quy moé tir 15 dén 30 L,

hodc bao gdm tir 15.000 dén 30.000 liéu.

Bang 2: 1,0 mL ché pham dang dung dich

Thanh phan Loai Sb luong
Hum13B8-b Theo déc tinh k§ thuat | 100 mg
clia san phdm
L-Histidin Ph.Eur/.USP 0,683 mg
L-Histidin HCI Ph.Eur. 1,17 mg
Polysorbat 80 Ph.Eur./NF/JP 0,500 mg
Sucroza Ph.Eur./NF/JP 70,0 mg
Nudc ding dé tiém USP Vira dil

Theo mét sb phuong 4n, lugng thanh phin dém (L-histidin va L-histidin HCI)
s& léch mot chit so véi lugng tinh theo khéi luong dugc liét ké trong bang 2 do can
phai diéu chinh do pH dén khoang 6,0. Cu thé, theo mot sb phuong an, dang axit hoac
bazo cta histidin v6i lugng nhiéu hon hozc it hon so véi cac lugng nay trong bang 2,
duoc bd sung vao dé diéu chinh d6 pH dén gia tri mong mubn bang khoang 6,0. Theo
cac phuong an khac, luong L-histidin va L-histidin HCI xép xi cac lugng trong bang 2
s& duogc bd sung vao dé dat duoc do pH gé‘m béng 6,0, nhung cao hon mot chut, va HCI
tiép d6 dugc bd sung vao dé lam giam d6 pH cta ché phim thu duoc xubng khoang

6,0.
Vidu2
Phép do nhiét lugng quét vi sai (differential scanning calorimetry - DSC)

Phép do nhiét lugng quét vi sai Valerian-Plotnikov (differential scanning
calorimetry - DSC) duoc sit dung dé danh gia d6 én dinh nhiét ctia cac khang thé trong
cac ché phim theo sang ché. DSC truc tiép do su thay déi nhiét xuét hién trong céc

protein khi didu chinh ting hodc giam nhiét d6. Protein trong dung dich & trang thai
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can bang gifta cAu dang tu nhién (gip nép) va trang thai bi bién tinh (khong gap nép).
DSC dugc st dung dé xac dinh nhiét d6 ma tai d6 50% protein bi bién tinh (diém gitta
chuyén tiép nhiét, Tm). Protein c6 Tm cao hon thuong 4n dinh hon. Vi du, dudng cong
DSC duoc cung cp trén FIG.1E, thé hién hai vi tri chuyén tiép, vi tri thir nhit (Tml)
xuét hién quanh nhiét do nim trong khoédng tir 64 dén 70°C, phu thudc vao do pH, va
vi tri chuyén tiép chinh thir hai (Tm2) bing khoang 80°C. Vi tri chuyén tiép chinh c6
thé duogc cho 1a su khong gép nép ctia doan Fe. Cac su kién nhiét ndm trude cac vi tri
chuyén tip chinh (nghia 14 & nhiét d6 thip hon) c6 thé xay ra do su khong glp nép cua
mot vai mién khac bén trong khang thé (vi dy, Fab), ma théng hang véi du bao vé cac
nguyén t5 céu tao nén khéng thé IgGl dwoc md ta trong tai liéu. Vermeer (2000)

Biophys. J. 78:394.
Vidu3

Phuong phéap sdc ky loai theo kich thudc hiéu ning cao (High Performance Size

Exclusion Chromatography - HP-SEC)

Ty 1€ % cta cac hop chét ¢6 phén tir lugng phén tir lwongcao (HMW), cac hop
chét ¢6 phan tir lugng thip phén tir lugng(LMW) va monome trong cac ché phim chua
hum13B8-b theo sang ché dugc phat hién bang HP-SEC. Dung dich thir nghiém dugc
pha lodng va dugc phén tach bang HPLC sir dung c6t loai theo kich thude (YMC-pack
Diol-200, c& 16 200A, 300 x 8,0 mm, Spm, hoic duong luwong; YMC Co. Ltd., Kyoto,
Japan). Céc dién tich dinh dugc str dung dé xé4c dinh % monome, cic hop chat HMW
va céc hop chit LMW,

Céc dinh rura giai tir SEC duoc xac dinh dic tinh bang cach sir dung phuong
phép tan xa anh sang laze da goc (SEC-MALLS), ma co thé duoc str dung dé uée tinh
phén tr lugng va dé theo ddi cac khdi két tu. Sau khi tach riéng dinh monome khoi cac
doan va cac khoi két tu trén cot SEC, mau duge phan tich béng tia cuc tim (ultra violet
- UV), MALLS va by do chi s6 khuc xa (refractive index - RI), cho phép tinh toan
ndng do chit phan tich va sau d6 udc tinh phén tit luong (MW) clia chét phan tich nay.
Cuong d6 cta dnh sang tan xa (duge phat hién bing MALLS) ty 1¢ v6i sin phdm chira
protein (duoc xac dinh bing RI) va phan tir lugng. SEC-MALLS thé hién dinh chinh

ndi trdi c6 phan tir luong bang khoang 138 kDa. Phén tir lugng nay hoan toan tuong
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Ung v6i phan tir lugng cuia monome hum13B8-b tinh dugc theo ly thuyét, va tuong tu,
tuong tng v6i khdi luong monome hum13B8-b nhu dugc phét hién bang céach sir dung
phép do phd khdi, ddng thoi cé tinh dén d6 phan giai sac ky ctia SEC va d9 chinh xac
ctia phuong phép phét hién bing tan xa 4nh sang. Cac hop chit ¢ phan tir lugng 16n
phan tir luong(HMW1), ¢6 phan tir luong phén tir lugng bang khoang 300 kDa, c6 thé
1a cac hop chét & dang dime. Pinh HMW tht hai (HMW2), ma khdng dugc quan sét
trong tAt ca cac mé, chira cac hop chit c6 phan tir lugng phén tir lwongdd wdc tinh bang
khoang 465 kDa, tuong Ung véi cac hop chét & dang trime. Cac hop chét c6 phén tir
lvong phan tir luongthdp (LMW) duoc phat hién c6 phan tir lugng x4p xi bang tir 108
dén 117 kDa, ma 1a mot san pham cta qua trinh phdn manh, vi dy, sin phim phan
manh tai vi tri khop ndi.

Vidu 4

Phép do tan xa anh sang ddng hoc (dynamic light scattering - DLS)

Phép do tan xa anh sang dong hoc (dynamic light scattering - DLS) la mét ky
thuit c6 thé dua ra thong tin chi tiét v& profin phan b theo kich thuéc ciia céc khang
thé don dong nim trong khoang tlr 0,5 nm dén 6 pm trong dung dich. Khang thé don
dong hum13B8-b thé hién duong kinh thity dong luc hoc trung binh bing khoang 9,5
nm tinh theo cuong d (va 6,5 nm tinh theo thé tich). Gia tri niy phu hop véi cac gid
tri ctia cac khang thé don dong khéac. Céc ché phdm c6 ndéng dd ion cao hon c¢6 xu
huéng c6 duong kinh thily dong luc hoc nhé hon so véi cac ché phim c6 ndng do ion
thdp, va c6 thé bi anh hudng boi cac thong sb khac ctia dung dich nhu dung dich dém
va d6 pH. Xem FIG.11I va FIG.1J. Céc khang thé trong ché pham theo sang ché chu
yéu c6 tinh don phan tdn. Dudng kinh thily dong luc hoc cla cac khang thé theo sang
ché c6 thé c6 tinh thuin nghich, nhu duge ching minh bing cac thir nghiém trong d6
khang thé dugc pha lodng trong dung dich dém c6 ndng do ion cao hon hoic thip hon
(s liéu khong duoc thé hién). Cac két qua ndy goi y rang dudng kinh thiry dong luc
hoc s& can bang véi cac thong sb ctia moi truong xung quanh tai vi tri tiém khi dugc

st dung cho ddi tuong.
Vidus

Phuong phap séc ky trao di cation hi¢u ning cao (HP-IEX)
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Céc bién thé mang dién cia hum13B8-b dugc phat hién bang HP-IEX, phuong
phép nay dua vao cac tuong tac tinh dién gifta cic protein trong mAu va cac bién thé
mang dién dugc cb dinh trén nhya. Cac bién thé mang dién duong clia hum13B8-b
duoc lién két v6i nhua mang dién 4m trén cot trao ddi cation yéu (Dionex ProPac
WCX-10, 4 x 250 mm, ho#c loai twong duong; Thermo Scientific, Bannockburn, III,
USA) va dugc tach biang phuong phap HPLC. Khang thé dwoc rira giai bang cach ting
d6 pH va ndng d6 mudi, giam hiéu qua dién tich cla cac bién thé khang thé nay va
thay thé chiing bing c4c ion c6 dién tich twong duong. Sy c6 mit ctia hum13B8-b va
cac bién thé trong san phim rira giai dugc xac dinh bing cach do UV. Céc dién tich
dinh duoc st dung dé xéc dinh % céc bién thé c6 tinh axit, dinh chinh, dinh sau dinh

chinh va bién thé co tinh bazo.

T4t ca cac hop chit dugce phat hién truéc dinh chinh, rira giai trong thoi gian
khoang 23 phut, dugc dé cp 1a bién thé 6 tinh axit, trong khi d6 cac hop chat rira giai
sau dinh chinh dugc d& cap la bién thé c¢6 tinh bazo. Viéc phan tich c4c bién thé ¢6 tinh
axit va cac dinh axit cho thdy ring ching khong cé céc cai bién tai dau tan cing N
hogc dAu tin ciing C, trong khi d6 dinh chinh cho thdy c6 sy phan cat hoan toan lysin &
dau tn cting C va tao thanh pyroglutamat hoan toan & dau tdn cung N. Dinh chinh van
gift lai dugc toan bd hoat tinh sinh hoc. Pinh sau dinh chinh cho théy ¢6 su phan cat
hoan toan lysin va su o-amit hoa giéi han déi véi géc prolin & ddu tan cung C, tao
thanh pyroglutamat hoan toan & dau tan cing N, oxy hoa Met251 va Met427 va ¢
hoat luc giam khi dugc xéc dinh bing thir nghiém ELISA lién két. Dinh bazo 1 thé
hién c6 sy phan cét hoan toan lysin va sy o-amit hoa dbi voi géc prolin & mic d6 nao
d6 & dau tan cung C, va tao thanh pyroglutamat hoan toan & dAu tan cing N. Dinh
Bazo 3, la dinh phé bién nhét trong s6 cac dinh bazo, thé hién sy phan cat hoan toan
lysin & dAu tan cuhg C va tao thanh pyroglutamat khong hoan toan & d4u tan cing N.
Céc bién thé co tinh bazo thé hién su phan cit hoan toan lysin va cac murc a-amit hda
khac nhau dbi véi gbe prolin & déu tan cung C, va tao thanh pyroglutamat khong hoan
toan & dau tan cing N. Phan 16n c4c bién thé mang dién déu gitt lai dugc hoat tinh sinh

hoc.

Vidu 6
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Phuong phap 1ap ban db peptit

Phuong phap lap ban dd peptit cung cdp thong tin vé chu tric co ban cia
hum13B8-b, va ¢ thé dugc sir dung dé danh gia xem liéu phan ting oxy héa c6 dién ra
hay khéng. P& 1am ting d6 bao phu trinh tu, hai phuong phép 1ap biéu dd peptit enzym
khac nhau duoc sit dung dé phan tich dic tinh ciia hum13B8-b. Phuong phép lap biéu
dd dau tién 1a 14p biéu dd peptit sau khi tiéu hoa bing Lys-C endoproteinaza. Biéu db
peptit nay thu dugc bang cach xtr Iy mau chira hum13B8-b bang guanidin hydroclorua
dé lam bién tinh protein, va bing 1,4-dithiotreitol (DTT) dé khir cac lién két disulfua.
Céac mau nay sau d6 duoc xir Iy bang iodoaxetamit (IAM) dé alkyl héa cac thiol tu do
tao ra do viéc xir Iy bang DTT néu trén. Cac miu ndy sau d6 duoc tiéu hda bang Lys-C
endoproteinaza. Viéc phén tich cac peptit tao thanh dugc thuc hién béng cach st dung
phuong phép séc ky 16ng pha dao (Xbridge C18, 5 um, ¢& 16 130 A, 2,1x150 mm hoic
tuong duong; Waters Corporation, Milford, Mass., USA) duogc két hop voi phuong
phap do phd khdi phun dién tir. Trinh tu peptit c6 ngudn gde tir cac chudi nhe (L) va
chudi nang (H), cling nhu khdi lugng cia ching dugce phat hién béng ‘cach s dung

phép do phd khéi, dugc néu trong bang 3.

Thoi gian luu duge xéc dinh béng cach do do hr?ip thu tia cyc tim & budc song
214 nm frong khi chay sic ky trong thoi gian 90 phut. Cac gia tri khéi luong duoc hiéu
chinh ¢6 tinh dén mirc d6 alkyl hoa cc gbc xystein biang cach cong khdi lwong thuc
bing 57 Da vao mdi gbc xystein duge alkyl hoa bing IAM. Nam peptit c6 ngudn gbe
tr ving xdc dinh tinh bd trg (complementarity-determining region - CDR) cua

hum13B8-b dugc quan tdm déc biét.

Céc peptit duoc cai bién sau dich ma phd bién, nhu peptit chudi ning c6 dau tan
cung N dugc pyroglutamat hda, peptit chudi ning c6 dau tin cing C da cat gbe lysin
va vai peptit dugc oxy hoa & gbc metionin va khir amit héa cling dugc quan sét thiy.
Khéng phat thiy céc cai bién nay trong cac CDR ctia phan tir. Cac thir nghiém 14p ban
d6 peptit théng thudng cé thé dugc thuc hién ma khong can sir dung phép do phd khdi,
va thoi gian luu cta cac dinh dugc quan sat ¢o thé duoc sir dung dé so sanh cac mau,

nhu mau thir nghiém (kiém tra) do 8n dinh va mau dbi ching (tham chiéu).
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Phuong phép 1ap ban db peptit thir hai, stir dung viéc tiéu hoa bang trypsin, dugc
phat trién @& bd sung thém d6 bao phu dbi véi cac gbe 64 dén 120 ctia chudi ning, ma
chua duoc thé hién rd trong ban db peptit Lys-C. Ngoai vi tri phan cat cac gbc lysin &
dAu tin cung C gidng véi endoproteinaza C, trypsin ciing phan cit cac gdc arginin (trir
truong hop géc tiép theo 1a P) & dau tan cung C, tao ra mgt bd peptit nhd hon. Céac
peptit thu dugc tir cac géc tir 64 dén 120 ctia chudi nang dugc phat hién béng cach st
dung phuong phap sic ky 1ong pha dao két hop véi phuong phép do d6 hip thu UV va
phép do phd khéi (d& chu thich dinh). Cac doan peptit lién quan thu duoc khi phan cit
bang trypsin ctia hum13B8-b dwoc néu trong bang 3.

Bang 3: Phuong phap 1ap ban db peptit bang Lys-C endoproteinaza va trypsin

x. . Thoi gian luu | Khoi lugng dugc Do
Chuoi Peptit (ph t)g quan sét (Dga) Ghi chu
H 13-19 17,15 685,42
H 334-337 8,94 447,27
H 213-217 13,12 599,37
H 14-19 17,15 557,32
H 409-413 23,95 574,34
H 439-445 35,96 659,35 Piu  tan
cung C-K
H 326-333 37,23 837,50
H 1-12 41,37 1267,68 1pE
H 340-359 43,29 2310,19
H 338-359 43,49 2509,32
H 133-146 43,81 1320,68
H 414-438 45,04 3059,36 M427
' dugc oxy
hba
H 360-369 47,39 1160,62
H 121-132 47,97 1185,65
H 274-287 50,08 1676,80
H 414-438 52,65 3043,37
H 370-391 56,90 2544,09 N383 iso
D
H 370-391 57,27 2543,10
H 370-391 58,13 2544,10 N383D
H 248-273 60,30 2970,41 M251
dugc oxy
hda
H 392-408 62,47 1872,92
H 248-273 63,11 2954,42
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H 288-316 70,98 5066,36

H 288-316 71,19 4904,28

H 288-316 71,39 4758,17

H 222-247 71,74 2843,43

H 274-325 73,05 6096,43

H 222-245 73,88 2618,29

H 147-209 82,40 6712,66

H 13-63 93,78 5696,78 :

H 20-63 95,45 5029,36 C6é ngudn
gbe tur
CDR

H 24-63 96,01 4555,12 Co nguén
gbe tu
CDR

L 184-188 9,76 624,28

L 208-214 19,92 868,36

L 104-107 22,96 487,30

L 146-149 26,46 559,32 Cé nguén
gbe tur

: CDR

L 150-169 29,11 2134,95

L 191-207 39,01 1874,92

L 46-52 40,79 833,51 Cé nguén
gbe tur
CDR

L 170-183 47,39 1501,76

L 108-126 64,81 2101,11

L 1-42 68,14 4765,28

L 127-145 68,79 2125,05

L 1-39 68,90 4483,13

L 53-103 77,20 5559,57 Cé nguén
géc tu
CDR

Vidu7

Xac dinh néng dd protein bing phép do quang phd UV

Nong d6 cta protein khang thé hum13B8-b trong ché phdm dang dung dich
theo sang ché duoc xac dinh bang phép do quang phd UVv. Phép do nay dua trén hé sb
hép thu anh sang UV & budce séng 280 nm clia c4c axit amin nhu cac gdc tryptophan,
tyrosin va xystein. D hép thu & budce séng 280 nm dugc hiéu chinh ¢6 tinh dén su tan
xa anh sang st dung do hép thu & budc séng 320 nm. Phuong phép nay bao gbm viée

pha lodng trong lugng clia miu trong nude, va ghi lai phd UV dé thiét 1ap do hép thu &
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budc song 280 nm va dé hép thu & bude séng 320 nm. Cac gia tri hdp thu nay va hé sé
tit duge xac dinh bing thir nghiém bang 1,44 mL mg™' cm™! dugc st dung dé tinh ndng

dd ctia hum13B8-b.
Vidu 8
Hoat tinh sinh hoc - thir nghiém chirc ndng dua trén té bao

Thir nghiém chic nang dua trén té bao dugc phat trién dé danh gid kha niang
phong bé cac hoat tinh sinh hoc ctia IL-23 & ngudi ctia hum13B8-b trong céc ché
phém theo sang ché. Thir nghiém nay dénh gia kha ning cua hum13B8-b trong viéc tc
ché su hoat héa STAT3 do IL-23 gy ra & dong té bao dép ung IL-23 (Kit 225). Céc
loat pha lodng theo day cua chit tham chiéu hum13B8-b va méu thr nghiém dugc
véi IL-23 & ngudi & ndng d6 ¢b dinh, sau d6 1 voi cac té bao dap ung IL-23, Kit225.
Muc do tc ché su phosphoryl héa STAT3 ctia hum13B8-b dugc do trong dich tan té
bio bing thir nghiém ELISA sir dung phwong phép bat gitt STAT3 va cdp khang thé
‘phat hién khang thé khang p-STAT3, sau d6 0 v6i khang thé khang IgG lién hop véi
peroxidaza va bd sung co chat phat quang héa hoc. Pudng cong dép Umg véi sy trc ché
("dudng cong chudn") dugc tao ra bang céch sit dung phuong phap lam khop logic
bén thong s6 hdi quy khong tuyén tinh, trong do tri sb IC50 thé hién ndng do cva
khang thé khang IL-23 ma trc ché 50% dap tmg i da. Hoat luc twong dbi cia mau thir
nghiém duoc danh gia bang cach so sanh dudng cong dap tng véi su e ché ctia mau
thr nghiém véi dudng cong chuin va duoc tinh dudi dang % so véi tham chiéu. Gia tri
hoat luc tuong ddi cho nhiéu ban sao cua cing mau duge két hop thanh mot gia tri duy
nhét c6 thé bao cdo duoge - gid tri trung binh hinh hoc ctia hoat lyc tuong dbi.

Vidu9

Hoat tinh sinh hoc — thir nghiém ELISA lién két

Al lyc ctia hum13B8-b trong céc ché phém theo sang ché dbi voi IL-23 & nguoi
duoc danh gia trong thir nghiém ELISA lién két can bang, trong d6 cic loat pha lodng
cta chét tham chiéu va cac mau thir nghiém duogc nap vao cac dia thir nghiém phu
xytokin IL-23 & nguoi. Thir nghiém nay c6 thé duoc st dung, vi du, @& dénh gia kha
nang gitt lai hoat tinh sinh hoc cua cac ché phdm khac nhau cé thé diéu tri bénh. Hoat

luc tuong dbi cia mau thir nghiém duge dénh gia bang cach so sanh dudng cong dép

-36-



20284

ng liéu dung ctia miu thir nghiém véi dudng cong dép Umg liéu cua chat tham chiéu

va duoc tinh dudi dang % so véi chit tham chiéu.

Thir nghiém ELISA dugc thuc hién theo cac phuong phap da biét trong linh
vue k¥ thuat nay. Tom tit nhu sau, cac loat pha lodng ctia hum13B8-b trong ché phim
theo sang ché dugc bd sung vao cac 16 cla dia vi chuin do truéc d6 duge phu protein
IL-23 & nguoi va sau dd, phong bé. Sau khoang thoi gian 0, cac 16 nay dugc rira va
chét phan tng 14 khang thé phat hién IgG (Fc) dé khang ngudi & dé lién hop véi
peroxidaza dugc bd sung vao. Cac 16 nay dugc ria lai‘ mot 14n nita, va co chét
peroxidaza phat quang héa hoc duoc bd sung vao. Tin hidu dugc dua ra 1a d6 phat
quang héa hoc. Duong cong dap ung lidu dang sigma duogc tao ra bang cach sir dung
phuong phéap lam khép logitic bdn théng sb hdi quy khong tuyén tinh, trong d6 gia tri
ECS50 thé hién ndng d6 cin d& thu dwoc 50% tin hiéu lién két IL-23 t6i da. Hoat lyc
sinh hoc tuong dbi duoc tinh bing cach so sanh cac két qua thu dugc tlr cac miu thir
nghiém c6 dudng cong chuan dua trén céc co sé mic tin hidu thu duge véi mau tham
chidu. Cac két qua duoc thé hién dudi dang % hoat luc sinh hoc khi so sanh véi dung
dich chtra khang thé tham chiéu. Céc gi4 tri hoat luc twong dbi cho nhiéu ban sao ctia
cing mau duoc két hop thanh mét gia tri duy nhét c6 thé béo céo duoc - gia tri trung

binh hinh hoc cta hoat luc tuong dbi.
Vidu 10
Phuong phap dién di mao quan SDS (CE-SDS)

Phuong phap dién di mao quan bang natri dodexyl sulfat (CE-SDS) thuc hién
viéc tach cac protein dua trén kich thudc. CE-SDS c6 thé dugc thuc hién trong diéu
kién khong khtr hodc trong didu kién khir. CE-SDS khéng khtr s& phén giai cac khang
thé nguyén ven khoi céc hop chat khac trong mau, trong khi CE-SDS khu s& phan giai
cac chudi nang va chudi nhe d phan ly véi nhau, va ra khoi cac hop chat khac c6 thé
¢4 mit trong mau. Xem, vi du tai liéu: Rustandi et al. (2008) Electrophoresis 29:3612.

CE-SDS tfong diéu kién’ khong khir bao gém viéc vO hoat béng ‘nlvii'ét d6i voi
mau khang thé hum13B8-b véi su c6 mit ciia N-etylmaleimit, dé alkyl hoa cac gbe
xystein tu do, va SDS. Sau d6, mau nay dugc tach ra trong bng mao quan chira nén

pol‘yme SDS c¢6 thé thay thé, nén polyme nay sé& tich chon loc theo ¢ hat. T4t ca cac
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dinh trong mau thir nghiém s& duoc hop nhét lai va cac dién tich dinh dugc sir dung dé

xéc dinh % IgG chinh (khang thé nguyén ven) trong mau.

CE-SDS trong diéu kién khir bao gdm viéc v6 hoat bang nhiét dbi véi cac mau
khang thé hum13B8-b véi su c¢6 mit cua 2-mercaptoetanol, dé khtr cac lién két
disulfua, va SDS. Sau d6, miu dugc tach ra trong ng mao quan chira nén polyme
SDS c¢6 thé thay thé, nén polyme nay sé tach chon loc theo ¢& hat. Tét ca cac dinh
trong mAau thir nghiém s& dugc hop nhét lai va cac dién tich dinh duogc st dung dé xac

dinh % chudi nhe va chudi ning nguyén ven trong hum13B8§-b.
Vidull
Phuong phép siéu ly tim phén tich vén tdc lang (SV-AUC)

SV-AUC duoc st dung dé nghién ciu cu tric bic bbén cha khang thé
hum13B8-b trong céc ché phdm theo sang ché. SV-AUC do téc dd tai d6 cac phan tir
ling xubng dé chdng lai véi luc ly tim. Tc d6 ling nay cung cAp thong tin vé phan tir
luong cua céc phén t0r ¢4 mit trong mau. Hum13B8-b chu yéu lang dudi dang mét loai
chét v&i hé sb lang (s20.w) bang 7,0 gidy. Loai chit nay c6 phan tir lugng duge ude tinh
bang khoang 150 kDa, phi hop v6i phan tir lugng d3 du doan ctia monome. Ty 1é ma

sat, phu thudoc mirc d§ hydrat hdéa va hinh dang cta dai phan tir, tuong tu gifta cac 10.
Vidu 12
D6 6n dinh trong thoi gian dai ciia cac ché phdm chita khang thé

S liéu bd sung v& d6 én dinh trong thoi gian dai duge thu thap ddi voi cac ché
phim khang thé theo sang ché. S liéu vi du vé d6 6n dinh trong thdi gian 1au hon 24

thang duoc thé hién trong cac bang tir 4 dén 9 dudi day cho cac 16 E va D.

Béng 4
Diéu kién bdo quan | 5C
L6 D Khoang thoi gian kiém tra d6 6n dinh (thing)
Thir nghiém Banddu |[IM [3M |[6M |12M |18M |[24M
Thit nghiém - UV |95,1 96,1 |100,4 [99.4 |93.6 |97,7 |103,8
(A280nm) mg/mL
HP-IEX [%] SIS ‘
Bién thé co tinh axit | 10,1 102 102 |10,6 |93 [11,5 |1L,6
Dinh axit 1 9,7 9.8 10,7 105 |10,7 |11,4 |11,5
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Pinh  truéc  dinh EREEEEES B R R
chinh B P e
Dinh chinh 63,2 63,3 62,3 620 [622 |60,3 |604
Dinh sau dinh chinh 8888 R R
Dinh bazo 1 9,3 8,9 8,9 9,2 9,7 9,0 8,7
Pinh bazo 2 : 3,9 4.0 4.4 3,9 2,9 3,4 3,1
Bién thé c¢ tinh bazo | 3,8 32 135 138 53 [39 1[40
Khic e ND 0,6 ND ND |[ND 0,5 0,6
HP-SEC [%] = KESG888% s $ s
Diéu kién bdo quan | 5C

LoD Khoang thdi gian kiém tra do 4n dinh (thang)

Thir nghi€ém Ban dau 1M 3M 6M 12M | 18M | 24M
Hop chit c6 phén tir | 0,79 0,83 [0,95 051 |084 [1,16 [1,24
luong cao

Monome 99,2 99,1 (99,0 [99,5 |98,9 |98,6 |98,5
Dinh rira giai tré NQ 0,11 0,07 [NQ [025 [<QL [0,27
HIAC [hat/mL] BERRREE SRR S B

2 uM 2827 1805 | 11905 (3701 |2895 | 1081 | 1879
5 uM 292 168 1474 | 712 612 201 644
10 uM 35 32 326 211 168 36 1123
25 uM 0 1 113 |9 6 12 |4

ND - Khéng dugc phat hién; NQ - Khong duoc dinh luong; QL - Gidi han dinh
luong; SC: 5°C (£3°C); QL = 0,25%

Bang 5
Diéu kién bao quan 25H
L6 D Khoang thoi gian kiém tra d6 6n dinh (thing
Thir nghiém Banddu [IM [3M |6M | 12M
Tht nghiém - UV |[95,1 96,4 | 98,6 |102,8 |96,3
(A280nm) mg/mL
HP-IEX [%] = assssk 53
Bién thé ¢6 tinh axit 10,1 11,5 [ 15,3 [18,5 |254
Dinh axit 1 9,7 11,6 | 13,8 | 148 |17,9
Dinh trudc dinh chinh B %
Dinh chinh 632 603 |56,0 |51,7 |422
Pinh sau dinh chinh RS RRR
Dinh bazo 1 9,3 95 |85 |87 |87
Dinh bazo 2 3,9 33 |22 |17 1,6
Bién thé 6 tinh bazo | 3,8 3,8 3,6 |45 42
Khéc ND ND |05 |ND |ND
HP-SEC [%] SRR
Hop chdt c6 phéan ti | 0,79 1,47 12,05 | 1,35 |2,69
lugng cao
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Monome 99,2 98,4 197,7 | 97,9 96,2
Dinh rira giai tré NQ 0,14 { 0,30 |0,77 1,15

ND - Khéng dugc phat hién; NQ - Khong dugc dinh lugng; 25H:
25°C/dd 4m twong dbi 60%

Béang 6

Diéu kién bdo quan RH4

L6D Khoang thoi gian kiém tra d6 6n dinh
(thang)

Thir nghiém Bandiu |IM [3M | 6M

Thir nghiém - UV (A280nm) | 95,1 95,0 | 103,6 | 102,7
mg/mL

HP-IEX [%] ARSI RS aaaRss
Bién thé ¢ tinh axit 10,1 20,4 | 463 |58,
Dinh axit 1 9,7 15,9 | 17,8 |15
Dinh trudc dinh chinh SRRREE

Dinh chinh 63,2 494 |24,7 158
Dinh sau dinh chinh SR
Dinh bazo 1 9,3 82 |50 |58
Dinh bazo 2 3,9 1,5 [1,8 |ND
Bién thé c6 tinh bazo 3,8 3,7 |44 |50
Khic ND 0,8 |ND |ND
HP-SEC [%] B RS EEES
Hop chit c6 phan tir lugng cao 0,79 2,34 1491 |3,68
Monome 99,2 97,1 93,3 |93,3

Dinh rtra giai tré NQ 0,56 | 1,74 [3,00

ND - Khong duoc phat hién; NQ - Khong duoc dinh luong; RH4: 40°C/do
Am twong dbi 75%

Bang 7

Diéu kién bao quan 5C

LOE Khoang thoi gian kiém tra d 4n dinh (thang)

Thir nghiém Bandiu | IM 3M 6M | 12M | 18M | 24M

Thi nghiém - UV 94,1 97,5 | 97,3 | 99,0 | 91,9 | 101,3 | 98,2
(A280nm) [mg/mL]

0/ %0.0.0.0.0.0.0.:.’
HP-IEX [% RSB SBRSRS R R BRSBRSEREES

Bién thé c6 tinh axit 8,1 7,7 7.8 8,0

O [

Dinh axit 1 8,3 8,8 8,8 8.8

TRITHRIK % ST TOTOTOTOTO L0y 0%
? t 4 1 1905050506509¢ 5% 22H5ERS 2905050508 ZRIHRRRN
1 TUOC di 19050506092909 3¢S % 29050508 & 003290505082605
050309 o 000X 0RRHARS
KRR % 0RR Setidedeteteted X odeteletotetel
’ % 5% %0RX 09050 Selatetetotelel
h ]_]].] o 2 0250 % Soteteletotelel
chi % % % 2505855 XK 5 2505058 %
R RRK $RRRK QRK & SERRK X

Dinh chinh 660 | 660 | 660 | 658 | 656 | 652 | 652

inh sau dinh ch inh s e atetss 2
E’ Jogeteseteteleletetetoteletele 5042525290505 20l
1 S 1 1 ’..‘...."..."‘.’........’.’ OO0 W

__Dinh bazo 1 9,5 9,5 9,7 9,8 9,9 9,4 9,4

Dinh bazo 2 4,3 4,7 4,2 4,0 3,7 3,6 3,3

Bién thé c6 tinh bazo 3,3 3,3 3,4 3,5 36 | 34 | 34
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Khac 0,5 ND | ND | ND | ND | 0,5 | 05
HP-IEX [%] RS
Bién thé c¢ tinh axit | . .16,9 NT | 17,2 | 17,8 | 182 | NT | 19,1
Dinh chinh 63,8 NT | 63,5 | 62,7 | 63,1 | NT | 63,3
Dinh sau dinh chinh | 2,0 NT | 21 | 24 | 21 | NT | 19
Bién thé c¢ tinh bazo 17,3 NT | 17,1 | 17,0 | 16,8 | NT | 158
Thir nghiém ELISA 112 NT | NT | 96 | NT | NT | NT
~ liénkét ‘ ‘ ' ‘ '
Hoat luc tuong dbi so
v6i ddi ching [%]
Thir nghiém ELISA NT NT | NT | NT | 98 | 100 | 103
lién két
Hoat lyc tuong dbi so
v6i d6i chimg [%]
Hoat luc sinh hoc NT NT NT NT 113 106 90
trong thir nghiém
chuc ning dya trén té
bao
HP-SEC [%] s SRS
Hop chét ¢ phan tir 0,21 0,27 | 0,17 | 0,37 | 0,37 | 0,46 | 0,51
lugng cao : -
Monome 99,8 99,7 | 99,8 | 99,5 | 99,5 | 99,3 | 99,3
Dinh rtra giai tré NQ 0,05 | NQ | 0,13 | <NQ | <NQ | <NQ
HP-SEC [%] B RS B
Hop chét co phan tir NT NT | NT | NT | NT | NT | 0,47
luong cao
Monome NT NT | NT | NT | NT | NT | 99,2
Dinh rira giai tré NT NT | NT | NT | NT | NT | 0,36
HIAC [hat/mL]  BEER888 s
2 um 1646 | 2307 | 2759 | 2240 | 5752 | 923 | 4491
5 um 199 343 | 524 | 240 | 1352 | 265 | 1733
10 um 15 96 | 136 | 30 | 275 | 48 | 585
25 um 0 3 | 4 | 1 | 15 0 11
CE-SDS (khong khir) EESSss s B
[%] B R R
Do tinh khiét tong NT NT | NT | NT | NT | NT | 96,6
CE-SDS (khu) [%] QRIS 2RSS
D6 tinh khiét tong NT NT | NT | NT | NT | NT | 96,6

ND - Khong dugc phat hién; NQ - Khong dugc dinh Iugng; NT - Khong duoc thir
nghiém; QL - Gidi han dinh lugng; QL = 0,25%; 5C: 5°C (% 3°C)
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Bang 8
Diéu kién bao quan | 25H
L6 E Khoang thdi gian kiém tra d6 6n dinh (thang)
Thir nghi€ém Banddu |IM |[3M | 6M 12M
Thi nghiém - UV | 94,1 98,0 [ 98,2 96,0 [92,9
(A280nm) mg/mL
HP-IEX [%] s BRSO BRSS
Bién thé c6 tinh axit | 8,1 9.1 [10,9 [14,5 [20,0
Dinh axit 1 8,3 94 |11,2 [13,6 16,8
Dinh  trude  dinh B R BRI
chinh R Rasasass B
Dinh chinh 66,0 643 | 61,8 |56,8 |49,5
DPinh sau dinh chinh R
Pinh bazo 1 9,5 96 199 (95 7.7
Dinh bazo 2 4,3 41 123 1,8 109
Bién thé c6 tinh bazo | 3,3 34 |35 [3.8 3,9
Khac 0,5 ND |[ND |ND |1,1
Thir nghiém ELISA | 112 NT |NT |99 NT

lién két
Hoat luc tuong doi so
v4i doi ching [%]

Thir nghiém ELISA | NT NT |NT |NT |[105
lién két

Hoat luc tuong dbi so
véi dbi chimg [%]

Hoat luc sinh hoc | NT NT |NT NT 103
trong thr nghiém
chirc nang dua trén té

bdo | o

HP-SEC [%] SRR

Hop chéit co phan tir | 0,21 0,51 [ 0,49 1,19 |[1,87
luong cao :

Monome 99,8 99,4 199,1 [98,3 (97,6
Hop chit c6 phan tir | NQ 0,12 | 0,43 |0,50 |0,86

luong thip

ND - Khong dugce phat hién; NT - Kh(?ng thir nghiém; NQ -Khéng dugc
dinh lugng; 25H: 25°C/d$ am tuong d6i 60%

Bang 9
Diéu kién bao quan | RH4
LOE Khoang thoi gian kiém tra d6 on
dinh (théng)
Thit nghiém Bandidu |IM |[3M 6M
Tht nghiém - UV | 94,1 949 984 [955
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(A280nm) mg/mL

HP-IEX [%] R R
Bién thé c6 tinh axit | 8,1 18,5 [36,3 |56,
Dinh axit 1 8,3 151 194 16,5
Dinh trudc  dinh EREREIK s :
chinh R R
Dinh chinh 66,0 51,6 32,6 |16,9
Dinh sau dinh chinh  RRsssssssss DR SRR R AL ARSS

Dinh bazo 1 9,5 88 |73 5,5
Dinh bazo 2 4,3 1,7 |04 ND
Bién thé c6 tinh bazo | 3,3 3.6 |41 4,4
Khac 0,5 07 |[ND |[ND
Thir nghiém ELISA | 112 NT |NT 104
lién két

Hoat luc tuong ddi so

voi ddi chimg [%]

HP-SEC [%)] s R R
Hop chét c6 phén tir | 0,21 1,39 [ 1,66 |4,86
lugng cao

Monome 99,8 98,1 [96,7 92,7
Hop chét c6 phan tir | NQ 0,51 [1,60 |2,44
luong thip

ND - Khong dugc phat hién; NQ - Khong dugc dinh lugng;
NT - Khong duoc thir nghiém; RH4: 40°C/d 4m tuong doi
75% |

Bang 10 liét ké céc trinh tu trong danh muyc trinh tu.
Bang 10

M3 sb dinh danh trinh tu

SEQ ID NO: M5 ta

hum13B8-b HC

hum13B8-b HC

13B8-b CDRHI1

13B8-b CDRH2

13B8-b CDRH3

13B8-b CDRL1

13B8-b CDRL2

RV | N | [WIN|—

13B8-b CDRL3

9 IL-23p19 & ngudi

10 hum13B8-b HC ADN

11 hum13B8-b LC ADN

12 Trinh tu tin hiéu cta chudi ning

13 Trinh tu tin hiéu chudi nhe
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YEU CAUBAO HO

1. Ché phim dang dung dich 6n dinh chtra khang thé hum13B8-b khang IL-23p19 bao

2
A

gom:
a) it nhit 50 mg/ml khang thé khang IL-23p19 14 hum13B8-b;
b) dung dich dém histin, 4 pH nam trong khoang tir 5,5 dén 6;
c) chét hoat dong bé mit; va

d) mot lugng chat didu chinh tinh déng treong dé 1am cho dung dich nay ding truong,

trong d6 chit diéu chinh tinh déng truong nay 1a sucroza, trehaloza hodc manitol;
trong d6 khang thé hum13B8-b néu trén bao gdm:

i) polypeptit chudi nhe bao gdm trinh ty SEQ ID NO: 2; va

ii) polypeptit chudi ning bao gém trinh ty SEQ ID NO: 1.
2. Ché phim dang dung dich én dinh theo diém 1, trong d6 ché phdm nay chira it nhat
1a 80 mg/ml khang thé hum13B8-b khang IL-23p19.
3. Ché phdm dang dung dich én dinh theo diém 2, trong d6 ché phdm nay chira it nhat
14 100 mg/ml khang thé hum13B8-b khang IL-23p19.
4. Ché pham dang dung dich én dinh theo diém 1, trong d6 ché phim nay chtra tir 80
dén 120 mg/ml khang thé hum13B8-b khang IL-23p19.
5. Ché phim dang dung dich én dinh theo diém 4, trong d6 ché phim nay chta khoang
100 mg/ml khéng thé hum13B8-b khang IL-23p19.
6. Ché pham dang dung dich én dinh theo diém 1, trong d6 chét hoat dong bé mit 1a
polysorbat 80 va chét diéu chinh tinh déng truong 1a sucroza.
7. Ché pham dang dung dich n dinh theo diém 6, trong d6 chét hoat dong bé mat nim
trong khoang tir 0 dén 0,05% (khdi lugng/thé tich) cta polysorbat 80 va chit diéu
chinh tinh dAng trrong 13 7% (khéi lugng/thé tich) sucroza.
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DANH MUC TRINH TU
<110> MERCK SHARP & DOHME CORP.
Kashi, Ramesh
Badkar, Aniket

<120> Ché phdm dang dung dich cht@ta khang thé khang intolokin-23pl9 (IL-
23pl9) & nguoi

<130> 23364

<150> UsS 61/737,035
<151> 13-12-2012

<160> 13

<170> PatentIn phién ban 3.5

<210> 1
<211> 446
<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao
<220>

<223> Khung lam viéc & ngudi, CDR ciia bd g&m nhém

<220>
<221> MIEN

<222> (1)..(1l1le)
<223> Vung bién dbi

<400> 1
Gln Val Gln Leu Val Gln Ser Gly Ala Glu Val Lys Lys Pro Gly Ala

1 5 10 15

Ser Val Lys Val Ser Cys Lys Ala Ser Gly Tyr Ile Phe Ile Thr Tyr
20 25 30

Trp Met Thr Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Gln Gly Leu Glu Trp Met
35 40 45

Gly Gln Ile Phe Pro Ala Ser Gly Ser Ala Asp Tyr Asn Glu Lys Phe
50 55 60

Glu Gly Arg Val Thr Met Thr Thr Asp Thr Ser Thr Ser Thr Ala Tyr
65 70 75 80

-45-



Met

Ala

Thr

Pro

Val

145

Ala

Gly

Gly

Lys

Cys

225

Leu

Glu

Lys

Lys

Glu

Arg

Val

Ser

130

Lys

Leu

Leu

Thr

Val

210

Pro

Phe

Val

Phe

Pro
290

Leu

Gly

Ser

115

Ser

Asp

Thr

Tyr

Gln

195

Asp

Pro

Pro

Thr

Asn

275

Arg

Arg

Gly

100

Ser

Lys

Tyr

Ser

Ser

180

Thr

Lys

Cys

Pro

Cys

260

Trp

Glu

Ser

85

Gly

Ala

Ser

Phe

Gly

165

Leu

Tyr

Lys

Pro

Lys

245

Val

Tyr

Glu

Leu

Gly

Ser

Thr

Pro

150

val

Ser

Ile

Val

Ala

230

Pro

Val

Val

Gln

Arg

Phe

Thr

Ser

135

Glu

His

Ser

Cys

Glu

215

Pro

Lys

Val

Asp

Tyr
295

Ser

Ala

Lys

120

Gly

Pro

Thr

Val

Asn

200

Pro

Glu

Asp

Asp

Gly

280

Asn

20284

Asp

Tyr

105

Gly

Gly

Val

Phe

Val

185

Val

Lys

Leu

Thr

Val

265

Val

Ser

Asp

90

Trp

Pro

Thr

Thr

Pro

170

Thr

Asn

Ser

Leu

Leu

250

Ser

Glu

Thr

-46-

Thr

Gly

Ser

Ala

Val

155

Ala

Val

His

Cys

Gly

235

Met

His

Val

Tyr

Ala

Gln

Val

Ala

140

Ser

Val

Pro

Lys

Asp

220

Gly

Ile

Glu

His

Arg
300

Val

Gly

Phe

125

Leu

Trp

Leu

Ser

Pro

205

Lys

Pro

Ser

Asp

Asn

285

Val

Tyr

Thr

110

Pro

Gly

Asn

Gln

Ser

190

Ser

Thr

Ser

Arg

Pro

270

Ala

Val

Tyr

95

Leu

Leu

Cys

Ser

Ser

175

Ser

Asn

His

Val

Thr

255

Glu

Lys

Ser

Cys

Val

Ala

Leu

Gly

160

Ser

Leu

Thr

Thr

Phe

240

Pro

Val

Thr

Val



Leu

305

Lys

Lys

Ser

Lys

Gln

385

Gly

Gln

Asn

Thr

Val

Ala

Arg

Gly

370

Pro

Ser

Gln

His

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<220>
<221>
L222>
<223>

<400>

Val

Ser

Lys

Asp

355

Phe

Glu

Phe

Gly

Tyr

435

2
214
PRT

Leu

Asn

Gly

340

Glu

Tyr

Asn

Phe

Asn

420

Thr

Trinh tu

His

Lys

325

Gln

Leu

Pro

Asn

Leu

405

Val

Gln

nhan tao

Gln

310

Ala

Pro

Thr

Ser

Tyr

390

Tyr

Phe

Lys

Asp

Leu

Arg

Lys

Asp

375

Lys

Ser

Ser

Ser

Trp

Pro

Glu

Asn

360

Ile

Thr

Lys

Cys

Leu
440

20284

Leu

Ala

Pro

345

Gln

Ala

Thr

Leu

Ser

425

Ser

Asn

Pro

330

Gln

Val

Val

Pro

Thr

410

Val

Leu

Gly

315

Ile

Val

Ser

Glu

Pro

395

Val

Met

Ser

Lys

Glu

Tyr

Leu

Trp

380

Val

Asp

His

Pro

Glu

Lys

Thr

Thr

365

Glu

Leu

Lys

Glu

Gly
445

Khung lam viéc & ngudi, CDR cua bd gim nhim

MIEN

(1)..(108)

viung bién d@éi

2

-47-

Tyr

Thr

Leu

350

Cys

Ser

Asp

Ser

Ala

430

Lys

Lys

Ile

335

Pro

Leu

Asn

Ser

Arg

415

Leu

Cys

320

Ser

Pro

Val

Gly

Asp

400

Trp

His



Asp

Asp

Leu

Tyr

Ser

65

Glu

Thr

Pro

Thr

Lys

145

Glu

Ser

Ala

Phe

Ile

Arg

Ala

Asn

50

Gly

Asp

Phe

Ser

Ala

130

Val

Ser

Thr

Cys

Asn
210

Gln

Val

Trp

35

Ala

Ser

Phe

Gly

Val

115

Ser

Gln

Val

Leu

Glu

195

Arg

Met

Thr

20

Tyr

Lys

Gly

Ala

Gln

100

Phe

Val

Trp

Thr

Thr

180

Val

Gly

Thr

Ile

Gln

Thr

Thr

Thr

85

Gly

Ile

Val

Lys

Glu

165

Leu

Thr

Glu

Gln

Thr

Gln

Leu

Asp

70

Tyr

Thr

Phe

Cys

Val

150

Gln

Ser

His

Cys

Ser

Cys

Lys

Ala

55

Phe

Tyr

Lys

Pro

Leu

135

Asp

Asp

Lys

Gln

Pro

Arg

Pro

40

Glu

Thr

Cys

Val

Pro

120

Leu

Asn

Ser

Ala

Gly
200

20284

Ser

Thr

25

Gly

Gly

Leu

Gln

Glu

105

Ser

Asn

Ala

Lys

Asp

185

Leu

Ser

10

Ser

Lys

Val

Thr

His

90

Ile

Asp

Asn

Leu

Asp

170

Tyr

Ser

-48-

Leu

Glu

Ala

Pro

Ile

75

His

Lys

Glu

Phe

Gln

155

Ser

Glu

Ser

Ser

Asn

Pro

Ser

60

Ser

Tyr

Arg

Gln

Tyr

140

Ser

Thr

Lys

Pro

Ala

Ile

Lys

45

Arg

Ser

Gly

Thr

Leu

125

Pro

Gly

Tyr

His

Val
205

Ser

Tyr

Leu

Phe

Leu

Ile

Val

110

Lys

Arg

Asn

Ser

Lys

190

Thr

Val

15

Ser

Leu

Ser

Gln

Pro

95

Ala

Ser

Glu

Ser

Leu

175

Val

Lys

Gly

Tyr

Ile

Gly

Pro

80

Phe

Ala

Gly

Ala

Gln

160

Ser

Tyr

Ser
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<210> 3
<211> 10
<212> PRT

<213> Mus musculus
<400> 3

Gly Tyr Ile Phe Ile Thr Tyr Trp Met Thr

1 5 10
<210> 4

<211> 17

<212> PRT

<213> Trinh tyg nhén tao

<220>
<223> CDR cua bd gdm nhdm vdi mét phdn thay thé axit amin

<400> 4

Gln Ile Phe Pro Ala Ser Gly Ser Ala Asp Tyr Asn Glu Lys Phe Glu

1 5 10 15
Gly

<210> 5

<211> 7

<212> PRT

<213> Mus musculus
<400> 5

Gly Gly Gly Gly Phe Ala Tyr

1 5
<210> 6

<211> 11

<212> PRT

<213> Mus musculus
<400> o6

Arg Thr Ser Glu Asn Ile Tyr Ser Tyr Leu Ala
1 5 10

<210> 7

-49-



<211>
<212>
<213>

<400>

7

PRT
Mus musculus

7

Asn Ala Lys Thr Leu Ala Glu

1

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

8
9

PRT
Mus musculus

8

5

20284

Gln His His Tyr Gly Ile Pro Phe Thr

1

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

Arg

Leu

Gly

Val

Asp

65

Tyr

Leu

Ala

Ser

His

Asn

Glu

Pro

9
1

70

PRT
Nguoi hién dai

9

Val

Gln

Met

35

His

Ser

Lys

Asp

Pro

Lys

20

Asp

Ile

Gln

Leu

Ser
100

5

Gly

Leu

Leu

Gln

Phe

Leu

85

Pro

Gly

Cys

Arg

Cys

Cys

70

Gly

Val

Ser

Thr

Glu

Gly

55

Leu

Ser

Gly

Ser

Leu

Glu

40

Asp

Gln

Asp

Gln

Pro Ala
10

Ala Trp
25

Gly Asp

Gly Cys

Arg Ile

Ile Phe

90

Leu His
105

-50-

Trp

Ser

Glu

Asp

His

75

Thr

Ala

Thr

Ala

Glu

Pro

60

Gln

Gly

Ser

Gln

His

Thr

45

Gln

Gly

Glu

Leu

Cys

Pro

30

Thr

Gly

Leu

Pro

Leu
110

Gln

15

Leu

Asn

Leu

Ile

Ser

95

Gly

Gln

Val

Asp

Arg

Phe

80

Leu

Leu
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viéc va vung hd&ng dinh & ngudi, CDR clia bd gdm nhém

Ser Gln Leu Leu Gln Pro Glu Gly
115 120

Pro Ser Leu Ser Pro Ser Gln Pro

130 135

Lys Ile Leu Arg Ser Leu Gln Ala

145 150

Phe Ala His Gly Ala Ala Thr Leu

165

<210> 10

<211> 1398

<212> ADN

<213> Trinh ty nhén tao

<220>

<223> Vung khung lam

<400> 10

atggctgtgc tggggctgct gttctgectg

60

gtgcagctgg tgcagtctgg cgctgaggtg

120

tgcaaggctt ctggctacat cttcatcacc

180

ggccaggggc tggagtggat gggccagatc

240

gagaagttcg aaggcagagt caccatgacc

300

gagctgagga gcctgagatc tgacgacacc

360

ggattcgctt actggggcca gggcaccctg

420

ccatcggtct tcccecctgge accctcectcece

480

ggctgcctgg tcaaggacta cttccccgaa

540

His His

Trp

Phe Val

155

Pro
170

Ser

gtgacattcc

aagaagcctg

tactggatga

ttcecctgceca

acagacacat

gccgtgtatt

gtcaccgtct

aagagcacct

ccggtgacgg

-51-

Ala Val

125

140

caagctgtgt

gcgcctcegt

cctgggtgcg

gcggctcetge

ccaccagcac

actgtgccag

ccagcgctag

ctgggggcac

tgtcgtggaa

Trp Glu Thr Gln Gln Ile

Gln Arg Leu Leu Leu Arg Phe

Ala Ala Arg Val

160

gctgtcccag

gaaggtctcc

gcaggcccct

agactacaac

agcctacatg

aggcggtggce

caccaagggc

agcggccctyg

ctcaggcgcece
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ctgaccagcg gcgtgcacac cttcccggcet
600

agcagcgtgg tgaccgtgcc ctccagcagc
660

aatcacaagc ccagcaacac caaggtggac
720

actcacacat gcccaccgtg cccagcacct
780

ttcccecccaa aacccaagga caccctcatg
840

gtggtggacg tgagccacga agaccctgag
900

gaggtgcata atgccaagac aaadgccgcgg
960

gtcagcgtcec tcaccgtcct gcaccaggac
1020

gtctccaaca aagccctccc agcccccatce
1080

ccccgagaac cacaggtgta caccctgcecce
1140

gtcagcctga cctgecctggt caaaggcttc
1200

agcaatgggc agccggagaa caactacaag
1260

tccttettee tctacagcaa gctcaccgtg
1320

ttctcatgect ccgtgatgca tgaggctctg
1380

Ctgtctccgg gtaaatga

1398

<210> 11

<211> 702

<212> ADN

<213> Trinh ty nhén tao

<220>

<223>

gtcctacagt

ttgggcaccc

aagaaagttg

gaactcctgg

atctcccgga

gtcaagttca

gaggagcagt

tggctgaatg

gagaaaacca

ccatceccggg

tatcccagcg

accacgcctc

gacaagagca

cacaaccact

-52-

cctcaggact

agacctacat

agcccaaatc

ggggaccgtc

cccctgaggt

actggtacgt

acaacagcac

gcaaggagta

tctccaaagce

atgagctgac

acatcgcegt

ccgtgetgga

ggtggcagca

acacgcagaa

ctactccctc

ctgcaacgtg

ttgtgacaaa

agtcttcctc

cacatgcgtg

ggacggcgtg

gtaccgtgtg

caagtgcaag

caaagggcag

caagaaccag

ggagtgggag

ctccgacgge

ggggaacgtc

gagcctctec

Ving khung va ving h3ng dinh & ngudi, CDR cua bd gdm nhim



<400> 11
atggctccag
60
atccagatga
120
acctgcagga
180
aaggccccta
240
ttcagcggca
300
gacttcgcca
360
accaaggtgg
420
gatgagcagc
480
agagaggcca
540
agcgtgacag
600
agcaaagcag
660
agcagccccg
702

<210> 12
<211> 1
<212> PRT
<213> Mus
<400> 12

tgcagctgct

cccagtctcc

ccagcgagaa

agctgctgat

gcggctctgg

cctactactg

agatcaagcg

tgaagtctgg

aggtgcagtg

agcaggacag

actacgagaa

tgacaaagag

musculus

20284

ggggctgctg

atcctccctg

catctacagc

ctataacgcc

gacagacttc

tcagcaccac

tacggtggct

aactgcctcc

gaaggtggat

caaggacagc

acacaaggtg

cttcaacagg

gtgctgttcc

tctgecctetg

tacctggect

aagaccctgg

accctgacca

tacggaattc

gcaccatctg

gtggtgtgcc

aacgccctcecce

acctacagcc

tacgcctgcg

ggagagtgtt

tgccagccat

tgggcgacag

ggtatcagca

ctgaaggggt

tcagcagcct

cattcacctt

tgttcatctt

tgctgaataa

agagcggcaa

tgagcagcac

aggtgaccca

aa

gagatgtgat

agtgaccatc

gaagccaggg

gccatccagg

gcagcctgag

cggccagggc

ccctccatct

cttctatccc

ctcccaggag

cctgaccctg

tcagggcctg

Met Ala Val Leu Gly Leu Leu Phe Cys Leu Val Thr Phe Pro Ser Cys

1

Val Leu Ser

<210> 13

5

10

-53-
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<211> 19

<212> PRT

<213> Rattus norvegicus

<400> 13

Met Ala Pro Val Gln Leu Leu Gly Leu Leu Val Leu Phe Leu Pro Ala
1 5 10 15

Met Arg Cys
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2 D§ trang sira (0D @ 350 nm)

20284

3/46

—

=

10 mM Cit, 4.8 10 mM Cit, 555 10 mM Cit, 6,0

wwwwwwwwww

Mo AN NNNNNA

-57-

FIG.1C



20284

4/46

dalL old

() 96y Sudp Anyy 200y} YII]

00l 06 08 OL 09 05 O 0Ot O0C Ol

/

wu Qg—=wu Q|

09 Hd “ex ww Q| -——---
G'G Hd 9eIX Njw Q] —
gy Hd “IEIIX Nw Q| — —

-58-



20284

5/46

41794

(Do) 0P WHYN
10—
G0'0—
00, _ 06\ _
L - N J O
l//— OAw H—N.—H_N n

G Jeux - 600 qm
gV jeanx 10 vmun,
=
g0 B
=2
0 -~

- G20

-59-



20284

6/46

41°Dld

(ueny) wers oy T,

09 jenx —0O—
GG jemx —o—
89 Jenix - % -

- Vel
- 9¢1
- 8°1

quIg %

913 1213 end

-60-



20284

7/46

O1'Old

(uemy) wers Loy

an jeyix _ -
GG X —o—
8y jenix --

quIyo quig %

-61-



20284

8/46

AN

MMM

P,

S\

o

) o

-62-

FIG.1TH



20284

G‘G Hd

urpnstg jw Q|

0‘9 Hd
uipnsig Nw ol

enry KW 0l

0‘9 hd 8% Hd
yeyrx KW Qf jenrY KW Q}

¢'G Hd

jeypxy :E O—

g% Hd

yeroxy WW 0l

NN

9/46

A\

DA\

1o

(wu) 26y Sudp Any) yup| 3ueng &2

\&w

0000
- 000°G
- 00001
- 000Gl
- 00002

L 000°GT

-63-



20284

Q
N

wwwwwwwwww

-— - v



20284

11/46

AL DI

(ugny) ueld LY,

8y 1esxy N
-7 09 wpysIy - v -

gy 1eanx i g G‘G WIPNSIH —O— 0‘g reanrx - -
g 6's yenx —o— 8% emx —~-—

G'C epexy-—TH— 8% IERXY —o—

vI3 el

¢l el qui %

1

-65-



20284

12/46

V¢ 'Old

(Do) 0P WHN

UDN %G + eY2 20n(Q —
all %L + Eyd wWnq —

IOON Ww 00} + 1EY0 20nQq —
18Y2 2H0np Sury —

NS %L + 1eyd 20n(q -—

(99) 131qu 3gns Sug)

G210

LGLLD

-66-



20284

13/46

AMMHHINDIDIDOWOWAN

LMY

A NN

AMMHINIDIDODOWOWIANN

0
N~

NN (F'p) v—\ ) (e
o prs o <A

(=] o

(n"e) wru gg¢ 1y Suenb op 1N

-67-

Dé+Manitol
(5%)

DS+Sucroza

Riéng DS

(7%)
DS+Trehaloza
(7%)

DS+NaCl
(100 mM)

FIG.2B



% loai riva giai som

OQO—=NWPONO

20284

14/46

% mAB truwée va sau 5 ngay lic

.

//

Y

AMIS
AN

Kiinges it P20 PSB) P68

hoat déng bé mat

B Péi chimg & 5 ngay Kic

FIG.3A

% loai rira giai sém trwéc va sau khi khuay

AW

Khéng c6 chit PS20 r PS80 ' PF68

hoat déng bé mit

B Péi chirng 5 ngay lac

FIG.3B

-68-



20284

15/46

J€'OI4

sg[ Aedu ¢ @ Suny 0@ B

894d \mwmm < \\mz X

\ \ W L go'o

-

o _
|
w““ 610
|
mmm 70
2 L 6z'o

wu (G 1€ ens Suen 0@

-69-



20284

16/46

Vv'9Old

(Bugw) uers roy L

¢ A 1

yHY Tw/bw Q| ‘wpHSIH — —
YHY Tw/bw oG ‘wPHSTH — —— —
yHY Tw/bw 0ol ‘G'g 1EXY —O—
yHY Tw/Bw 0g ‘G reexy —%—
Jw/bw Ol “WPHSIH —X—

._E\mE 0G ‘UIPnSTH —-W--—

Tw/bw 00l ‘'S esxy - 7 -
Tw/bw 0g ‘6's yerexy —O—

QUWIOUOJA %,

-70-



20284

17/46

dv'9Oid

(Sugyy) werd oy,

| _ | . _ 06
%/ . . - L6

// yHY wexe weyd 3q) -
// HGZ :eroxe weyd 9yD —%— - 6
96 yerexe wigyd 94D —x— -6
PHY surppsty wigyd 9 - -~ L ¥6
HGC :uipnsty weyd oy —z+- o6
3G :upysty wegyd 995 - -0 - »

- 001

QWIOUOTA 2/,

-71-



20284

v Old

(Supy) uerd Loy,
6 ¢y ¢ /4 | 0 .
60
-l
¢l
32— % - l\\@
V= Iﬁ! I.ﬂ\bﬁ Jm . .% I N
1 _ \‘I"““\.l\.ul“\ T i m \N
=T
\\\\\\ yHY erexe weyd 94D - | ¢
e HG esoxe mpyd oy —%— | .
a\\W\\ 06 yesaxe wpyd 9yD —X%—
¢ yHY suipysiy wgyd 9qo -5-- [V
HGZ :urpnsty wgyd 94D --z—- | ¢fy

3G :uipnsiy wgyd D -0~

(%) ovd my ueyd udny 19y 1éo]

-72-



20284

19/46

dav 'old

(Bupyy) wers roq 1,
6 5%
s = —
S 7/
7 s
/
7
Vi
\\\
\ yHY :1eIoxeE wegd 9yD _p -
7
\\ HGZ :1ejoxe Emma— YD —H—
\\ 16 :3ejoxe Em:& YD —H—
2 YHY suipysty wgyd 9yd -5~
&w\ HGZ :uipysiy weyd 94D --gz--

0§ :urppsy Em:& YD - O -

(%) 31 1¥13 B qUIG

-73-



20284

20/46

01

6 8 L 9

= E

(Sup) uersd Loy,

] 14

YHY :1eroxe weyd 94D —+—
yHY cuipnsty weyd 994 - -
HGZ :reroxe wigyd 94D —1—
HGz urpysy weyd oqd — 7 -
3G :3ejoxe weyd 94D —O1—
96 :uwrpnsty wieyd 94D — 7 -

-0l

quyyd quip %

-74-



20284

21/46

47" 9ld

(Sugyy) uers oy L,

ol 6 8 L 9 m ¢

—
-

—
——
-
—
—
—
—
—
—
——
—
—
———
—

FHY :1eIoXE Em:& D ——
¥HY wippsiy weyd 94D - <+ -
HGZ :1e3IoXe Emaa_ UD ——
HGZ :uipnsiy wgyd 94D -7~
G :1e)oXeE Em:& MO —+—
96 uipysiy wgqd 9y - -

- 09

- 0L

-08

yxe quIp 9%

-75-



20284

22/46

0l

DY Ol

(Sugyy) wersd oy L,

ezaxe weyd 94D -9
utpysty wieyd 34D - -7~

00

10

N\
o

n\
o

w0
N
o\
wu 0S¢ 1¢) Suenb §p e

-76-



20284

23/46

1]}

HY 9Ol

Il‘ll-lll'll‘lllllllllll

—
——
——
o s i
U

(Supy) uels 1oy,
9 S 14 ¢ Z |
7 e ——2 T
e
&=

§1:3 B Emna M- @ -
urpysiy wegyd 9y -~ -

n\
S

¢
o\

L G'0
L6

c¢ 183 Suenb Op 1B

(V) wuo

-77-



20284

24/46

17" Old

(Suwvyy) uers L0y,
y (A 4 G’}

yejoxe weqd 94D - - -
uipysty weyd 94 - - -

0
L 60'0
10
Iy 5
i S
FAV-
B
-Gz =
¢ B
Lgclo B
0 &
L G¥0

m.s
o

-78-



20284

25/46

0l

9Ol

(Suvyy) ueld YL,

6 8 L 9 G 14 ¢ ¢ |

I I s 1 A Il ] 1 . 1

oso w/bw Q0L ‘wpysig o<  YHA L Jw/bw 00l ‘mpusiy —O—
oso w/bw ol geexy —v—  pHE L TW/bw ol 9wy —O—

~

©oY AXQ

-79-



AP Ol

(Suey)) uels 1oy,
6 8 L 9 G 14 ¢ A | 0,

20284
26/46

_ . P _ . _ _ _ _ 0'0

06

30°01

06l

-00¢

- 0'Ge

L0’0e

os 0 W/bW 00l wpysiy > 20p2 qw/bw 00l ‘mpnsiy -
oso qu/bw 0ol geexy —V— oove qw/bw 0ol geexy —O—

voY UIme Yy %
-80-



20284

27/46

17°9Old

(Do) 0P 19TUN
0S 014
00l o_m..hpw.._pn__.% 2 . . Yor0'-
2.1¢8 I
N
/Y
7 R -G90'0-
7 0.0%8 } |
\ _ d AN N
“
\ / \ (
N/ r -090'0-
7 0.8 —o~— -
/ ~ O~
/.I.f!l ,.\_. d \ E%Swmlw
/ \ { , .
& \ J.08L - : ————. . __L6G0'0-
/ Os o Fuey ¢
n..*.lln_wonar.m.lrllm.ochOI
VHA QO Sueyp ¢
Gr0'0-

(8/A0) 191qu Sueq

-81-



20284

28/46

001 06

W1 Old

(Do) 0P WIN

0L 09 0G

1 2 " N 1 L i N 1 z 1

AN
\
/\mrr_\

T

2.0,

0 RN D6 0 Suey ¢ k
orpog.S P —— | [TH00-
X0
- 0¥0°0—

vHM © Sueys Gy

(8/M) 1W1yu Sueq

-82-



=
o
”)
®
P |
2 E
<°o\
=
o E
£ N—
rf'c
7.

Tinh hiéu lwe sinh hoc (%)

Tinh hiéu lwc sinh hgc theo thir nghiém chirc néing trén co sé té bao

—
—
o

— — —
© OO O —
o o O

0]
w

20284

29/46

Thir nghiém bing quang phdé UV

(8]

0 3 6 9
Thang

—— Lo A &5°C
—&— L0 B ¢ -45°C

FIG.5A

12

15 18

—0— Lo C ¢-45°C

=

0 3 6

Thang

—— L6 A&5°C
—— Lo B & -45°C

FIG.5B

-83-

12

—— Lo C & -45°C



Biéa axit (%)

Tinh hiéu lwc sinh hoc (%)

20284

30/46

Tinh hiéu lwe sinh hoc theo ELISA lién két

130
140
130-
120—
110
100 %
80— ¥
701
60
50 . . :
0 3 6 9 12
Thang
—— Lo A ¢5°C —— Ld C & -45°C
—— Lo B &-45°C
FIG.5C
Bién axit theo HP-IEX
23,0
22,0
21,0
20,0

18,0— V&/&\/—A
17,0 | -

3 6 9 12 15 18
Thang

—&— Lo A ¢5°C —— L6 C ¢ -45°C

—— L6 B &-45°C

FIG.5D

-84-



Pinh chinh (%)

Pinh sau dinh chinh (%)

70,0
68,0
66,0 1
64,0

58,0 -
56,0 -
54,0

20284

31/46

Pinh chinh theo HP-IEX

62,0 |
60,0 - —1
o 3 6 9 12 15 18
Thang
—&— LoA§5°C —— Lb C &-45°C
—4— Lo B 6 -45°C
FIG.5E

Pinh sau dinh chinh theo HP-IEX

0,0 —
0 3 6 9 12 15 18
Thang
- Lo A&5°C —o— Lo C &-45°C
—A— Lo B &-45°C
FIG.5F

-85-



IgG chinh (%)

Monome (%)

20284

32/46
Bién bazo theo HP-IEX
24,0
22,0
20,0
18,0 g —4A
16,0 P
140
12,0 ————————————
0 3 6 9 12 15 18

—— Lo A 65°C

Thang
—o— L6 C 6 -45°C

—a— Lo B &-45°C

FIG.5G

Monome theo HP-SEC

306 9 12 15
Thang

—+ L0 A §¢5°C —— Lo C &-45°C

—A— Lo B ¢-45°C

FIG.5H

-86-

18



IgG chinh (%)

1

Chuoi nang va chuoi nhe (%)

00

20284

33/46

Db tinh khiét theo CE-SDS khong khir

99
98
97

95
94

92

—=— L6 A &5°C

3 6 9 12 15 18
Thang

—— Lo C &-45°C

—A— L0 B ¢ -45°C

100

99;
98;
971

96

95
94

93
92

FIG.5l

D tinh khiét theo CE-SDS khir

%:_gﬁ—_—:t\ﬂ/‘

O 3 6 9 12 15 18
Thang

—=— Lo A §¢5°C —— Lo C ¢-45°C

—A— Lo B ¢-45°C

FIG.bJ

-87-



Loai HMW (%)

Loai LMW (%)

20284

34/46

Loai HMW theo HP-SEC

50
45
401
3,91
30
2,9
701
15-
10"
(Ls§tiFE=ﬂ#:::ff§::::::i:::::i__
0/0 —r—— . .
0 3 6 9 12 15 18
Thang
— Lo A ¢5°C —o— L6 C ¢-45°C
—&— Lo B §-45°C
FIG.5K
Loai LMW theo HP-SEC
1,0
0,9
0,81
0,7
0,6
075' :
04 |
0,3 _ | |
0, XS _ 8
0,1 \:><:\f
0,0+ - ; - - . |
0 3 6 9 12 15 18
Thang
—+ Lo A §5°C —o— Lo C §-45°C
—A— Lo B &-45°C
FIG.5L

-88-



Tinh hiéu lwc sinh hoc (%)

Tinh hiéu lwc sinh hoc (%)

20284

35/46

Tinh hiéu lwe sinh hoc theo ELISA lién két

Thang
—o— LoA&5°C —— Lo B &5°C
-¢o- LoA&25°C -<-- Lo B & 25°C, 60% RH

FIG.6A

Tinh higu lwc sinh hoc theo thir nghiém chirc ning trén co sé té bao

160
1401
120+
100;
80 1
60 - - -
0 3 6 9 12
‘ Thang
—— L6 A&5°C —o— Lo B &5°C
-0- L&A é&25°C -0~ L0 B &25°C,60% RH

FIG.6B

-89-



Monome (%)

Loai HMW (%)

100

99 -
98 -
97
96

95

20284

36,/46

Monome theo HP-SEC

.. :::-‘-. —C 4%
AL B e O~ ]
K' ~~~~~ ‘0~-‘,_::“'~-.-~_~°_
N, T T
§: ~~~~~
\@
0 3 6 9 12
Thing

—0— Lo B &¢5°C
—0-— L0 B ¢25°C, 60% RH
-A-.— Lo B &40°C, 75% RH

FIG.6C

—D0— Lo A&5°C
--<--- Lo A §25°C
- -- Lo A& 40°C

Loai HMW theo HP-SEC

Thang

—0— Lo B ¢ 5°C
w——O=—= 1.0 B & 25°C, 60% RH
‘mep.~ L0 B 640°C, 75% RH

FIG.6D

—O0— L6A§5C
--=0-== Lj A §25°C
—d— Lo AF40°C

-90-



20284

37/46

Loai LMW theo HP-SEC

Loai LMW (%)

Thang
—0— Lo A&S5°C —0o— Lo B¢ 5°C
--=--- Lo A & 25°C ——— Lo B & 25°C, 60% RH
- - Lo A& 40°C - .= L6 B #40°C,75% RH

FIG.6E

IgG chinh theo CE-SDS khong khir

\’? O |
< —H— o
£ . < j
5 TessSEsas «:::I:::
o ~———
o
6 9
Thang

— 00— L§A&5C —o— L3 B §5°C

——0-— L A & 25°C ——— Lb B & 25°C, 60% RH

. A— Lo A& 40°C .= Lo B & 40°C, 75% RH

FIG.6F

-91-



HC+LC (%)

Bién axit (%)

20284

38/46
HC+LC theo CE-SDS khir
97
96 N == — {'n_\,_]
5 W D G S
94 : Q\ T T T e T I
93 N T
92- AN
91 - :
0 3 6 9 12
Thang
—T— LA &5C —0— Lo B & 5°C
-—-—- Lb A &25°C -——-— Lo B ¢ 25°C,60% RH
—. - Lo Aé40°C —-4--— Lo B §40°C,75% RH
Bién axit theo HP-IEX
—-—::::::-#’zgg’
e
_G__________,___..c_:—" —H
6 9 12
Thang

—0— Lo A ¢5°C
——=0--- L6 A ¢ 25°C
- .- Lo A6 40°C

—— L& B ¢ 5°C
=== L0 B & 25°C, 60% RH
—-N-— Lo B &40°C,75% RH

FIG.6H

-92-



Pinh chinh (%)

Pinh sau dinh chinh (%)

20284

39/46

Pinh chinh theo HP-IEX

70
sogl_@&r:::__ = = l)

N\ R S — *—7_‘: ______
30 1 }\ < CTTTSSRRmmzmaocooo
.\ . et l STREY
40 O
On
30 n
20 - - :
0 3 6 9 12
Thang
—0— L6 A &5°C —o— Lo B & 5°C
== Lb A & 25°C —0-—— L0 B &25°C,60% RH
- A-— Lo A6&40°C - /.- L0 B &40°C,75% RH

FIG.6l

Pinh sau dinh chinh theo HP-IEX

Thang
—0— Lo A&5°C —o— Lo B&5°C
——0— Lb A &25°C ———0==-- L0 B §&25°C,60% RH
—.A-- Lo AF40°C A= L0 B&40°C,75% RH

FIG.6J

-93-



Bién bazo (%)

20284

40/46

Bién bazo theo HP-IEX

Thang
—— Lo A §¢S5°C —a— Lo B &5°C
--<--- L6 A ¢25°C -—-<o-— L6 B ¢25°C,60% RH
- A - LOAFA0°C -efr.= L0 B &40°C,75% RH

FIG.6K

-94-



20284

41/46

Thir nghiém bing quang pho UV

o 3 6 9 12 15 18 2 24
Théi gian (thang)

—0— LoD:5C —--2- L5G:5C
—0— LOE:5C —o— L6H:5C

-AN- LoF:5C
Tinh hiéu lwc sinh hoc bing thir nghiém chirc ning trén co s& té bao

)

g 170

S

= 150

=

g 130

v R
[~

g %0 i: ;

=

= 107

g

)

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24
Thoi gian (thang)

—0>— Lo E: 5C —0— L6 G:5C
-A - LoF:5C —O0— Lo H:5C

FIG.7B

-95-



20284

42/46

Tinh hiéu lwc sinh hoc theo ELISA lién két

% tinh hiéu lrc so voi doi chirng

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24
Thoi gian (thang)
—0— LOE:5C - &-LoF:5C —— L06G:5C —o— LoH:5C

FIG.7C

Loai khoi lrong phén tit cac HP-SEC

% loai khoi lwgng phan tir cao
= TR I ¥ I N3 B

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24
Thoi gian (thang)

—— LpD:5Cc ~ T~ LoG:SC
—o— LOE:5¢ —o— LoH:5C, X=dwoéi QL (0,3%)
-A- LOF:5C

FIG.7D

-96-



20284

43/46
Monome HP-SEC

95 ;
94 - - : -
0 5 10 15. 20 25
Thoi gian (thang)
—— LoD:5C -4 - LoF:5C —o— LoH:5C
-=-- LoE:5C —— L6G:5C
FIG.7E
Loai khoi lwong phan ti thﬁp HP-SEC
11
11
1<g 0,9 A
;o
061
2 0,91
;é 81%’ ﬁ— A o
= "™ ] a
c\° 0'2 1 e
(La =

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24
Thaoi gian (thang)

—o— 146D:5¢, X=dwsi QL(0,25%) —— LéG:5C
-—~- LoE:5C, X=dwéi QL(0, 25%) —%— LOoH:5C, dwsi QL(0.2%)
- A-— LOF:5C, X=dwoi QL(O 2%)

FIG.7F

-97-



% dinh chinh

en axit

% bi

20284

44/46
Pinh ci_xinh HP-IEX
85
751
65 . .
=== == ———__ S —— =
55-
45 ; - ; ; - - - - ; : ;
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24
Thai gian (thang)
-—0-- Lo D:5C —z— Lo G: 5C
—o— Lo E: 5C —e— Lo H: 5C
- - Lo F:5C
FIG.7G
Bién axit HP-IEX
30
28 1
26 -
24
22 B
20 AT A
18 ——
16+ . S
14
12
101
8

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24
Thoi gian (thang)

—0— LOE:5C - & - LoF:5C —o— LoH:5C —o0— L6G:5C

FIG.7H

-98-




20284

45/46
Bién bazo HP-IEX
30
25
2
2 20
5 w "
= 15° —
X
10-
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24
Thai gian (thang)
—0— LOE:5C —a L6F:5C —5— L6G:5C --e-- L H:5C
FIG.7I
Pinh sau dinh chinh theo HP-IEX
16
S
e 12
S
=
g 8
3
£ 4
=

(S ——— ~
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24
Thoi gian (thiang)

—o— L6E:5C —&— L6F:5C —o— L0G:5C --e-- LoH:5C

FIG.7J

-99-




Monome IgG khong khi (%)

IgG khit (chudi niing va chudi nhe) (%)

20284

46/46
IgG chinh theo CE-SDS khong khir
100
e = — X
951
90 - - -
0 3 6 9 12
Thoi gian (thang)
-~ Lo F:5C —o— Lo H:S5C
FIG.7K
Chudi ning va chudi nhe theo CE-SDS khir
100
99
98/
975t::=‘=:::::::f::::::><:::::
96 A R —
937 -
94/
931
92
911
90 - ; ;
0 3 6 9 12
Thoi gian (thang)

— LoF:5C —e— LoH:5C

FIG.7L

-100-





