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Linh vuc ky thuat dugc dé cap

Sang ché dé cap dén linh vuc dugc phém. Cu thé hon, séng ché @& cap dén dugc
ph&m chita khang thé khang IL-17. Dugc phdm chira khang thé khang IL-17 ndy dugc
cho 13 hitu dung trong diu tri bénh viém khép dang thip (Rheumatoid Arthritis-RA),
bénh vay nén (Psoriasis-Ps), bénh viém cot sdng dinh khép (Ankylosing Spondilitis-
AS), bénh viém khép vay nén (Psoriatic Arthritis-PA) hodc bénh da u tay (Multiple
Myeloma-MM).

Tinh trang ky thuit cia sang ché

Duogc phim chira khang thé khang IL-17 cdn thiét dé di€u tri cho bénh nhén bi
bénh viém khép dang thap, bénh vay nén, bénh viém cot séng dinh khép, bénh viém
khép vay nén hodc bénh da u tiy Nong d6 xac dinh ctia khang thé khang IL-17 can thiét
cho duogc phdm, sao cho khéng thé c6 thé dugc phan phéi theo duong duéi da cho bénh
nhan. Dugc phidm véi ndng d6 khang thé khang IL-17 xac dinh nay can phai duy tri
dugce do dn dinh vé vat Iy va héa hoc ctia khang thé khang IL-17, trong khi tranh dugc
d6 bam dinh c6 thé 1am gia ting mot cach khong thé chip nhan dugc vé thoi gian va luc

phan phéi cAn thiét di v&i bom kim tiém hoic dung cu tiém tu dong.

Khang thé khang IL-17 dugc boc 16 trong WO 07/70750, khang thé nay trung
hoa hoat tinh sinh hoc két hop véi IL-17 & ngudi (trinh ty néu trong SEQ ID NO:1).
Ngoai ra, tai lidu WO 07/70750 bdc 16 duge phim chira khéng thé don dong khang IL-
17. Pbi véi duge phém x4c dinh chira mAb 126, khang thé khang IL-17 bdc 19 trong
WO 07/70750, khéng thé nay dugc chi don phét hién nhu mdt phén clia sang ché & chd,
ba van dé vé tinh én dinh tdn tai & mirc ndng do trong dung dich cao hon hodc tuong
duong 50mg/ml: tach pha l6ng-16ng; hinh thanh gel hodc su thay dbi pha rén; va tinh
khong 6n dinh héa hoc. Do d6, duge phim v6i ndng d9 khang thé khang IL-17 x4c dinh
can phai tranh dugc cac van dé quan sat dugc néu trén. Nhu ciu can phai c6 cac dugc
pham chtra khéng thé khang IL-17 thay thé khac. Ngoai ra, nhu cAu phai cin c6 cac dugc
pham dang dung dich chira khang thd khang IL-17 thay thé khéc.
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Ban chit ky thuit ciia sang ché

Do d6, sang ché dé cap dén dugc phim chtra khang thé khang IL-17 & ndng do
nam trong khoang tir 80mg/ml dén 150mg/ml, dung dich dém xitrat & ndng do khoang
20mM, natri clorua & néng do khoang 200mM, polysorbat-80 & ndng d6 nim trong
khoang tir 0,02% (trong lwong/thé tich) dén 0,03% (trong luong/thé tich) va do pH
khoang 5,7, trong d6 khang thé khang IL-17 bao gbm khéng thé c¢6 chudi nhe (LC) va
chudi ning (HC), trong d6 chudi nhe néu trén 1a trinh ty axit amin néu trong SEQ ID
NO:4 va chudi ning néu trén 1a trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO:5. Sang ché
con d& cap dén duoc phim chira khéng thé khang IL-17 & ndng d6 khoang 80mg/ml,
dung dich dém xitrat ¢ ndng d6 khoang 20mM, natri clorua & ndng d6 khoang 200mM,
polysorbat-80 & né)ng dd khoang 0,03% va d6 pH khoang 5,7, trong d6 khang thé khang
IL-17 bao gdm khang thé chtra hai chudi nhe (LC) va hai chudi ning (HC), trong d6 mdi
mét chudi nhe 14 trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO:4 va mdi mét chudi nang 1a

trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO:5.

Ngoai ra, sdng ché md ta phuong phép diéu tri bénh viém khop dang thép, bénh
vay nén, bénh viém cot sdng dinh khép, bénh viém khop vay nén hoic bénh da u tiy
bao gém bude dung cho bénh nhan can diéu tri mot lugng hitu hiéu cua dugc phém theo
sang ché. Cu thé hon, sang ché mb ta phuong phap diéu tri bénh vay nén bao gdm budc
dung cho bénh nhéin cin diéu tri mot luong hitu hiéu cia duge phém theo sang ché.
Tuong tu, sang ché mo ta phuong phap didu tri bénh viém khép dang thip bao gdm
budc dung cho bénh nhin cAn diéu tri mot luong hitu hiéu cia dugc phém theo sang
ché. Tuong tu, sing ché mo ta phuwong phap didu tri bénh viém khép vay nén bao gbdm
budce dung cho bénh nhin can diéu tri mot luong hitu hiéu cua duge pham theo sang
ché. Tuong tu, sang ché mé ta phuong phap didu tri bénh viém cot sdng dinh khép bao
gém budc dung cho bénh nhan can diéu tri mot luong hitu hiéu cia dugc phém theo

sang che.

Ngoai ra, sang ché @ cap dén dugc phim theo sing ché dé str dung trong liéu
phap diéu tri. Ngoai ra, sang ché d& cap dén duoc phim theo sang ché dé sir dung trong
diéu tri bénh viém khop dang thap, bénh vay nén, bénh viém cot sdng dinh khép, bénh
viém khép vay nén hoidc bénh da u tiy. Cu thé hon, sang ché @é cap dén duogc phém
theo sang ché @8 st dung trong diéu tri bénh vay nén. Tuong tu, sang ché d& cap dén

dugc phdm theo séng ché @ sir dung trong diéu tri bénh viém khép dang thip. Tuong
-3-



24435

dén duoc phdm theo sang ché dé st dung trong diéu tri bénh viém khdp dang thip.
Tuong tu, sang ché d& cap dén duoc phim theo sang ché dé sir dung trong diéu tri
bénh viém khdp vay nén. Twong tu, sang ché dé cap dén dugc pham theo sang ché dé

sir dung trong didu tri bénh viém cot sdng dinh khop.

Ngoai ra, sang ché mo ta viéc st dung dugc phdm theo sang ché trong san xuét
thudc dé diéu tri bénh viém khép dang thép, bénh vay nén, bénh viém cdt séng dinh
khép, bénh viém khop vay nén hodc bénh da u tiry. Cu thé hon, sang ché mo ta viéc st
dung dugc phim theo sang ché trong san xuit thuéc dé diéu tri bénh vay nén. Twong
tr, sang ché mé ta viée sir dung duoc phdm theo sang ché trong san xuét thubc dé didu
tri bénh viém khép dang thép. Tuong tu, sang ché mé ta viée st dung dugc phdm theo
sang ché trong san xuét thubc dé diéu tri bénh viém khép vay nén. Tuong tu,sang ché
md ta viéc st dung duoc phdm theo sang ché trong san xudt thudc dé diéu tri bénh

viém cot séng dinh khép.
MO ta chi tiét sang ché

Cac dugc phém xac dinh dugc uu tién hon. Céc lya chon li¢t ké dudi ddy mo ta

cac loai dugc pham uu tién nay:

1) khang thé khang IL-17 bao gébm khang thé c6 LCVR va HCVR, trong d6
LCVR néu trén la trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO:2 va HCVR néu trén 1a
trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO:3; bao gdm khéang thé ¢6 chudi nhe (LC) va
chudi niang (HC), trong d6 chudi nhe néu trén 1a trinh tu axit amin néu trong SEQ ID
NO:4 va chudi ning néu trén 13 trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO:5; hoic bao
gdm khang thé chira hai chudi nhe (LC) va hai chudi ning (HC), trong d6 mdi mot
chudi nhe 14 trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO:4 va mdi mot chudi ning 1a trinh
tu axit amin néu trong SEQ ID NO:5;

2) khang thé khang IL-17 bao gdm khang thé c6 chudi nhe (LC) va chudi ning
(HC), trong d6 chudi nhe néu trén 1a trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO:4 va
chudi ning néu trén 14 trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO:5;

3) khang thé khang IL-17 bao gdm khang thé chira hai chudi nhe (LC) va hai chudi
ning (HC), trong d6 mdi mdt chudi nhe 1a trinh tur axit amin néu trong SEQ ID NO:4 va
moi mot chudi ning 14 trinh tir axit amin néu trong SEQ ID NO:5;
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4) khéang thé khang IL-17 & néng d06 nam trong khoang tir 80mg/ml dén
150mg/ml;

5) khang thé khang IL-17 & ndng d6 khoang 80mg/ml;

6) polysorbat-80 & ndng d6 nim trong khoang tir 0,02% (trong luong/thé tich)
dén 0,03% (trong lwong/thé tich);

7) polysorbat-80 & ndng d6 khoang 0,03% (trong lugng/thé tich).

Cac duoc phém dang dung dich x4c dinh dugc uvu tién hon. Cac lua chon liét ké

dudi day mé ta vé cac loai dugc phidm dang dung dich wu tién ndy:

1) khang thé khang IL-17 bao gbm khang thé ¢6 LCVR va HCVR, trong d6
LCVR néu trén 1a trinh tuy axit amin néu trong SEQ ID NO:2 va HCVR néu trén la
trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO:3; bao gdm khang thé c6 chudi nhe (LC) va
chudi niang (HC), trong d6 chudi nhe néu trén 1a trinh ty axit amin néu trong SEQ ID
NO:4 va chudi ning néu trén 1a trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO:5; hodc bao
gdm khéang thé chira hai chudi nhe (LC) va hai chudi nang (HC), trong d6 mdi mot
chudi nhe 1a trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO:4 va mdi mot chudi ning 12 trinh

tu axit amin néu trong SEQ ID NO:5;

2) khang thé khang IL-17 bao gdm khang thé c6 chudi nhe (LC) va chudi ning
(HC), trong d6 chudi nhe néu trén 1a trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO:4 va
chudi ning néu trén 1a trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO:5;

3) khang thé khang IL-17 bao gdbm khang thé chira hai chudi nhe (LC) v hai chudi
nang (HC), trong d6 mdi mot chudi nhe 14 trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO:4 va
mdi mot chudi ning 13 trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO:5;

4) khang thé khang IL-17 & ndng d0 nim trong khoang tir 80mg/ml dén
150mg/ml;

5) khang thé khang IL-17 & ndng d6 khoang 80mg/ml;

6) polysorbat-80 & ndng do nim trong khoang tir 0,02% (trong lugng/thé tich)
dén 0,03% (trong lugng/thé tich);

7) polysorbat-80 & ndng dd khoang 0,03% (trong lugng/thé tich).
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Theo mdt phuong 4n, sang ché con dé cap dén dugce phdm chira ndng do khang
thé khang IL-17 ndm trong khoang tir 80mg/ml dén 150mg/ml. Theo phuong 4n khac,
sang ché @& cép dén duoc phdm chira ndng do khang thé khang IL-17 nidm trong
khoang tir 68mg/ml dén 92mg/ml. Theo phuong 4n khac, sang ché dé cap dén duoc
pham chtra ndng d6 khang thé khang IL-17 khoang 80mg/ml. Theo phuong 4n khéc,
sang ché dé& cap dén dwoc phdm chira ndng d6 khang thé khang IL-17 khoang
120mg/ml. Theo phwong 4n khac, sang ché dé cép dén duogc phidm chira ndng do
khang thé khang IL-17 khoang 150mg/ml.

Theo mdt phuong an, sang ché con dé cap dén dugce pham duoc dém bing dung
dich dém xitrat nim trong khoang tir 15mM dén 25mM. Theo phuong 4n khéc, sing
ché dé cap dén dugc phdm duge dém bang dung dich dém xitrat nim trong khoang tir
15mM dén 25mM. Theo phwong 4n khéc, sang ché dé cap dén dugc phdm duge dém
bang dung dich dém xitrat & ndng d6 khoang 15mM, 20mM, 25mM hogc 30mM. Theo
phuong 4n khac nira, sang ché dé cap dén dugc phdm dugc dém bang dung dich dém

xitrat & ndng d6 khoang 20mM.

Theo mdt phuong 4n, sang ché con d& cap dén duoc phim chira ndng do NaCl
nim trong khoang tir 200mM dén 300mM. Theo phwong an khéc, sang ché dé cap dén
dugc phim chira ndng d6 NaCl niam trong khoang tir 175mM dén 225mM. Theo
phwong 4n khéc, sang ché d& cap dén duoc pham chira ndng do NaCl khoang 200mM,
250mM hodc 300mM. Theo phwong 4n khac nita, sang ché dé& cdp dén duoc phim
chtra ndng d6 NaCl khoang 200mM.

Theo mot phuong 4n, sang ché con @& cdp dén dugc phim chira ndng do
polysorbat-80 hodc polysorbat-20 nim trong khoang tir 0,01% dén 0,04%. Theo
phuong 4n khac, sang ché @& cip dén duogc phim chira ndng do polysorbat-80 hoic
polysorbat-20 nim trong khoang tir 0,02% dén 0,04%. Theo phuong 4n khéc, sang ché
dé cap dén dugce phdm chira ndng do polysorbat-80 hozc polysorbat-20 khoang 0,01%,
0,02%, 0,03% hoic 0,04%.Theo phwong 4n khac nita, sang ché dé cap dén dugc phdm
chtra ndng d6 polysorbat-80 hoic polysorbat-20 khoang 0,03%.

Theo mét phwong 4n, sang ché con d& cap dén dugce pham c6 d6 pH nim trong
khoang tir 5,4 dén 6,0. Theo phwong 4n khac, sang ché d& cap dén dwoc phim c6 do
pH ném trong khoang tir 5,4 dén 6,0. Theo phuong 4n khac, sang ché dé cap dén dugc
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phém c6 do pH khoang 5,4, 5,7 hodc khoang 6,0.Theo phuong 4n khéc nita, sang ché
d& cap dén dugc pham c6 do pH khoang 5,7.

Duoc phém theo sang ché bao gém dung dich dém xitrat. Dung dich dém xitrat
¢6 thé duoc tao ra bang axit xitric, trinatrixitratdihydrat va axit xitric monohydrat;
hodc axit xitric monohydrat, natriphosphatdiaxit va axit xitric. Twong tw, dung dich
dém xitrat co thé duogc tao ra bao gém natrixitrat monobazo, mudi axit xitrictrinatri
hodc natrixitrathydrat ba lan. Tét hon, dung dich dém xitrat dugc tao ra béng

natrixitratdihydrat va axit xitric.

Khéng thé mAb 126 1a khang thé khang IL-17 gdm c6 hai chudi nhe (LC) va
hai chudi niang (HC), trong d6 mdi mot chudi nhe 1a trinh tu axit amin néu trong SEQ
ID NO:4 va mdi mot chudi ning 12 trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO:5 va trong

d6, cac chudi ning duoc lién két ngang bang cac lién két disulfit.

Céu truc chung cta “khang thé” di dugc biét rat 13 trong linh vuc. Dbi véi
khang thé thudc typ IgG, c6 4 chudi axit amin (2 chudi “ning” va 2 chudi “nhe”) dugce
lién két ngang thong qua lién két disulfit trong chudi va lién chudi. Khi dugc biéu hién
trong mot s6 hé sinh hoc, cac khang thé c6 trinh tuw Fc & ngudi chua cai bién dugc
glycosyl héa & vung Fc. Khang thé ciing c6 thé duoc glycosyl héa tai cac vi tri khéc.
Ngudi ¢6 k§ nang trong linh vuc sé hiéu rd rang, cac khang thé dé sir dung trong duoc
phdm theo sang ché c6 thé chira glycosyl héa nhu vay. Chu tréc siéu don vi va cdu
hinh ba chidu cta khang thé 1a da biét trong linh virc. Mdi mot chudi ning bao gdm
ving bién ddi chudi ning tan cing N(“HCVR™) va ving hing dinh chudi ning
(“HCCR”).Vung hing dinh chudi ning bao gdm 3 mién (CH1, CH2 va CH3) ddi véi
IgG, IgD va IgA; va 4 mién (CH1, CH2, CH3 va CH4) déi v6i IgM va IgE. M&i mot
chudi nhe bao gébm ving bién dbi chudi nhe (“LCVR”) va Vﬁng. hing dinh chudi nhe
(“LCCR”). Vung bién ddi ciia mbi mot cip chudi nhe/chudi ning tao ra vi tri lién két

khang thé.

Khéang thé khang IL-17 dé sir dung trong dugc phim theo sang ché co thé dugc
tao ra nho st dung cac k§ thuét da biét trong linh vuc, vi du cong nghé téi t6 hop, cong
nghé hién thi thé thuc khuin, cong nghé tdng hop hoic su két hop cia cac cong nghé
nay hodc cac cong nghé khac da biét trong linh vuc. Phuong phap tao ra va tinh ché

khang thé va cac doan lién két khang nguyén da dugc biét trong linh vuc va vi dy, c6
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thé tim thiy trong tai liéu cua tac gia Harlow va Lane (1988) Antibodies, A Laboratory
Manual, Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, New York, céc
chuong 5-8 va 15, ISBN 0-87969-314-2.

Khang thé khang IL-17 dé sir dung trong dugc phim theo sang ché 1a mot
khang thé cao cip da duoc thiét ké dé c6 cac ving sudn, ving ban 1& va ving hing
dinh ¢6 ngudn gbe tir ngudi gidng hét hodc co ban gidng (co ban 13 cia ngudi) véi cc
viing sudn va ving hing dinh thu dugc tir c4c trinh tw gen ngudi. Cac ving sudn, ving
ban 1& va ving hing dinh ddy du cia ngudi 1a céc trinh ty dong gbc ciia nguoi ciing
nhu céc trinh ty co cac dot bién soma xuét hién ty nhién va/hodc cac trinh tu ¢ cic
dot bién duoc thiét ké. Khang thé dé str dung trong dugce phim theo sang ché c6 thé
bao gdm vung sudn, ving ban 1& hodc ving hing dinh thu dugc tir viing suon, ving
ban 18 hodc vung hing dinh day di clia ngudi c6 chira mot hodc nhiéu axit amin thay
thé, loai bo hoidc bd sung & d6. Ngoai ra, khang thé dé sir dung trong dugc pham theo

sang ché vé co ban khong gy ra mién dich & nguoi.

Do 6n dinh cua khang thé trong dung dich phu thudc vao do 6n dinh héa hoc va
d6 6n dinh vat Iy cta khang thé trong dugc phdm ma khang thé duoc hoa tan trong do.
Qua trinh oxy hoa, tich nhoém amit va thily phén 1a vi du v& van dé dd 6n dinh héa hoc
ma khang thé c6 thé gip phai trong dugc pham. Sy két tip va hinh thanh gel 13 vi du
v& vin dé do én dinh v4t Iy ma khang thé c6 thé gip phai trong dugc phdm. Vén dé do
bn dinh vat 1y khac di v6i khang thé trong duge phim dung dich c6 thé 1a sy tach pha
long-16ng (LLPS); LLPS trong dung dich khang thé dién hinh trudc tién xuit hién &
dang mau tring duc, sau do 14 qua trinh tach thanh cdc pha nhe va pha ning. Diém vén
duc 1a nhiét d0 ma tai nhiét d6 d6, LLPS dugc quan sat théy trudc ti€n trong diéu kién
xéc dinh; diém vAn duc x4c dinh nhiét do ma tai nhiét do do, dung dich tr¢ thanh mau
tring duc do bdi su hinh thanh vi pha ma sau ciing s& tach thanh céac pha ning va pha

nhe thuong két hop véi su tach pha.

Dugc phim 1a dwoc phim 8n dinh trong d6 mirc do thodi bién, ci bién, két tap,
mét hoat tinh sinh hoc va twong tu, ciia protein/khang thé trong d6 dugc kiém soat theo
cach chdp nhan dugc va khong gia ting theo cach khong thé chip nhan dugc theo thoi
gian. Do on dinh c6 thé duoc danh gia bing cac phuong phap da biét trong linh vuc,
bao g?)m viéc danh gia vé tan xa anh sang, sy gidm sang rd rang (hé s6 hép thu hoac

mat do quang), kich thude (vi du, bing phuong phép sic ky loai trir kich thuéce (SEC)),
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hoat tinh va/hodc dic tinh sinh hoc in vitro hoac in vivo xac dinh bang phuong phép
quét nhiét vi sai (DSC) déi véi miu. Cac phuong phap danh gia do 6n dinh khac da

biét trong linh vuc va ciing c6 thé dugc st dung theo sang ché. Khi duge xac dinh
bang phuong phap SEC, % don thé cia dugc phim khang IL-17cén phai cao hon 90%
sau khi bao quan & nhiét d6 5°C trong thoi gian 3 thang, 6 thang, 9 thang, 12 thang, 18

thang hogc tdt hon 13 2 nim. Khi dugc xac dinh bing phuong phép sic ky trao ddi
cation (CEX), tdng ty 1& % bién sb axit khong dugc vugt qua 30% d6i voi dugc phim

khang IL-17 sau khi bdo quan & nhiét d 5°C trong thoi gian 3 thang, 6 thang, 9 thang,
12 théng, 18 thang hodc tét hon 13 2 nam. Pé x4c dinh do tinh khiétbang phuong phap

CE-SDS kh, dugc phdm khang IL-17cin phai c6 d9 tinh khiét cao hon 85% sau khi
bao quéan & nhiét do 5°C trong thoi gian 3 thang, 6 thang, 9 thang, 12 thang, 18 thang
‘hoic t6t hon 1a 2 ndm. T8t hon, duge phim chira khang thé khang IL-17 phai dap tng
mot trong cac ti€u chudn néu trén vé& do 6n dinh & nhiét d6 5°C dbi vai dung dich duogc
bao quan trong thoi gian 2 nam. Tét hon nita, dugc phdm chira khang thé khang IL-17
phai dap g tit ca cac tiéu chudn néu trén vé d6 6n dinh & nhiét do 5°C ddi véi dung

dich dugc bao quan trong thoi gian 2 nam.
Dugc phim theo sang ché c6 thé & dang phén lidu 16ng chira dung dich, nhii
twrong hodc huyén phu. Tt hon, duoc phdm theo sang ché 1a & dang phan liéu 1éng

chtra dung dich.

Duoc phém theo sang ché c6 thé dugc st dung theo dudng ngoai ti€u hoéa. Su
dung theo dudng ngoai tiéu hoéa thoéng thuong duoc hiéu trong tai lidu y khoa 13 viéc
tiém dang phéan lidu vao trong co thé bang bom kim tiém v trung hodc dung cu co hoc
khéc nao d6 nhu bom truyén dich. Pudng ngoai tiéu hoa c6 thé bao gdm duong tinh
mach, trong co, dudi da va dudng trong phic mac. Str dung theo duong dudi da la

duong dung dugc uu tién.

Duoc phém theo sang ché c6 thé duoc st dung dé diéu tri cho ddi tuong bi bénh
viém khép dang thép, bénh vay nén, bénh viém cot séng dinh khép, bénh viém khop
vay nén hoic bénh da u tiy. Lugng hitu hiéu cta dugc phim chira khang thé khang IL-
17 theo sang ché 13 lugng dé phan phéi mot lwong khéang thé khang IL-17g4y ra tac
dung diéu tri va/hodc phong nglra mong mudn ma khong gay ra tdc dung phu khong

thé chép nhan dugc khi dugc st dung cho d6i twong ¢ cac mirc IL-17 tang cao.
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Vi du thwe hién sang ché
Vidu 1
Phéi ché dugc phdm chira mAb 126

Béng 1: Phdi ché san phim thuéc mAb 126

Thanh phan Nong d6(mg/ml)
mAb 126 80
NatriXitratDihydrat 5,106
Axit xitric khan 0,507
Natri clorua 11,69
Polysorbat 80 0,30

Nudc cat tiém

Lugng da cho 1ml

Axit clohydric hi€u chinh d6 pH
Natri Hydroxit hi¢u chinh d6 pH
Bang 2: Thanh phan ta duge dém
Thanh phan mg/ml
NatriXitratDihydrat 5,106
Axit xitric khan 0,507
Natri clorua 11,69
Polysorbat 80 0,414

Quy trinh san xuét dugc phdm dung dich chira khang thé khang IL-17 ddi voi
mAb 126 (Bang 1) bao gdm budc thir nhét két hop thanh phéan ta dugc dém (Béang 2),

sau d6 két hop vao ché pham san pham thudc cudi cung.

Thanh phén ta dugc dém (Bang 2) dugc diéu ché, loc va bao quan dé két hop
vao ché phim san phadm thudc. Can mdt lwong nudce thich hgp & nhiét dd nim trong
khoang 20 +/- 5°C @& dwa vao mot binh rdng kich thuéc thich hop. Luong natrixitrat
thich hop duoc bd sung va két hop trong d6; sau d6, lwgng axit xitric thich hop dugc
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b6 sung va két hop trong d6. Sau d6, lugng natri clorua thich hop dugc bd sung va két
hop trong d6. Can lugng polysorbat 80 chinh xdc dé dua vao trong binh chira thiy tinh
va lugng nude thich hop & nhiét d6 nim trong khoang 20 +/- 5°C dugc bd sung vao
trong binh chtra thuiy tinh dé c6 duoc ndéng dd néu trong bang 2 va dung dich duoc tron
két hop. Toan bd ham lugng cta dung dich polysorbat 80 dugc bd sung vao cac ta
duoc khéc. Binh chira dung dich polysorbat 80 dugc rira bang nudc dé dam bao toan
b6 ham luong duge chuyén sang hét. Sau khi bd sung dung dich polysorbat 80, dung
dich duogc tron két hop. Sau khi hoan thanh qué trinh hoa tan va tron két hop, do pH
cia dung dich dugce kiém sodt nim trong khoang 5,7 +/- 0,2; viéc diéu chinh bing
dung dich HCI hodc NaOH dugc thuc hién khi can thiét. Thanh phén td dugc dém
dugc dua qua dung cu loc (polyvinyliden florua [PVDEF]) dé 1am giam tai lugng sinh

hoc.

Thanh phén t4 duoc dém dugce bd sung ciing véi polysorbat 80 b6 sung dé bao
dam ndng do thap hon (0,2mg/ml polysorbat-80) v& thanh phan hoat chit dugc (API)
s0 v6i ché phdm san pham thubc cudi cing. Vi néng d6 cia mAb 126 trong API s&
thay dbi, lugng dung dich dém cin dé pha loang ciing sé& thay dbi. Sy thay ddi nay doi
hoéi néng do cua polysorbat 80 can dugc hiéu chinh theo cong thirc phbi ché thanh
phin ta duoc dém dbi véi mdi mot 16.

Cac d6 chira API mAb 126 bao quan (mAb 126 dugc biéu hién trong té bao,
duoc tinh ché va co dic; sau do, API tao ra duoc Kkét dong téi nf‘”mg do tir 150mg/ml
dén 160mg/ml mAb 126 trong 20mM dung dich dém xitrat, 200mM NaCl, polysorbat-
80 0,02%, & do pH khoang 5,7) dugc can bing vé nhiét d nim trong khoang 20 +/-
5°C. Sau do6, dung dich API dugc két hop véi lugng dung dich td duge dém thich hop
dé dat duoc 80% kich thudce 16 theo 1y thuyét. P pH cua dung dich duoc kiém sodt
nam trong khoang 5,7+/- 0,2. Sau khi hiéu chinh do pH, dung dich dugc két hop va
mau dugc léy cho thtr nghiém xtt ly UV dé xac dinh néng dd mAb 126. Lugng dung
dich t4 dugc dém thich hop duogc bd sung dé dat toi trong luong 16 dich cudi cung. Sau
khi két hop, d6 pH ctia dung dich dugc kiém soat ndm trong khoang 5,7+/- 0,2 va nng
d6 mol cta dung dich dugc kiém soat nidm trong khoang 360-480 mOsm/kg. Dung
dich san phim thubc mAb 126 dugc dua qua dung cu loc PVDF dé 1am giam tai lrong
sinh hoc va dugc bdo quan & nhiét do 5°C.

Vidu2
-11-



24435

Su tach pha

mADb 126 dugc phat hién c6 xu hudng tach pha khi & trong cac dung dich &
nhiét 9 dudi 0°C. VAn d tach pha 16ng-16ng (LLPS) can dugc giai quyét vi viéc bao
quan san phdm thubc mAb 126 s& thuc hién & nhiét do 5°C. Viéc bao quan san phdm
thuéc & nhiét do 5°C doi hoi do 6n dinh v& d6 1éch nhiét do trong ti lanh dinh ky thip
hon 0°C. Viéc gia ting n6ng d6 NaCl dugc chiing minh 1a [am gidm nhiét d§ ma tai
nhiét do d6, LLPS xuét hién trong cac ché phém mAb 126 va viéc gia ting néng do
xitrat cling dugc chirng minh la 1am giam nhiét d ma tai nhiét do do, LLPS xuét hién

trong cac ché phdm mAb 126.

Céac su kién LLPS dugc thir nghiém dua vao mot k¥ thuat dugc trién khai dic
hiéu cho pham vi nhiét do (su tdch pha xuét hién & nhiét do nim trong khoang gitra -12
va 0°C) ma mAb 126 phai dwong du. Hai mililit (ml) mau & ndng d9 tir 10 dén
200mg/ml mAb 126 dugc dua vao trong thiét bi 1am déng kho LyoStar II (hé théng
FTS) v6i chu trinh dugc thé hién trong bang 3. Ap sudt duoc duy tri tai 4p sudt khong
khi dbi voi thir nghiém. Céc diéu kién ctia mau duge thir nghiém it nhit ba 1an va do
1éch chudn 1a x4p xi 0,5°C dbi v6i cac miu duge xac dinh trong ba lan. MAu dugc theo
doi bang mét thuong trong chu trinh dong khd vé cac du hidu tach pha, bao gdbm diém
véan duc (su xuét hién mau tréng duc) va sy hinh thanh 16p giau protein dam dic & day
lo. MAu xuit hién mau tring duc ting dan trong khi lam lanh, nhung hi¢u tmg nay c6
thé dé& dang phan biét dugc voi diém vén duc. Khi diém vin duc xuit hién, miu tro
thanh dung dich tring duc trong thoi gian dudi mot gidy so véi mau tring duc xudt

hién tang dén tir tir, trong d6 d6i trong phia sau lo van c6 thé nhin thdy dugc qua miu.

Bang 3: Chu trinh déng kho trong thir nghi¢ém tach pha 16ng-16ng

Budc 1 2 3
Tbc do lam lanh (°C/phtt) 5 1 5

Dich (°C) 5 -30 20
Thoi gian duy tri (phut) 10 20 >20

Nhu thé hién & bang 4, su gia ting ndng dd NaCl duge chimg minh 1 lam giam
nhiét do diém véan duc. Céc yéu t6 gi6i han su gia ting ndng d6 NaCl trong dugc phdm
chira khang thé khang IL-17 d6 la tinh wu treong va céc hiéu (g khong tach pha khac;
NaCl ndng dd 200mM tranh dugc cic vén d& nay trong khi vin lam gidm nhiét do
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diém van dyc. Tuong tu, LLPS trong mAb126 dugc chitng minh 12 ¢6 hai dinh & tat ca
cac ndng d6 NaCl, ngoai trir néng d6 300mM NaCl; LLPS rd rang nhit & néng do
100mg/ml mAb 126 va cac hi¢u ung tach pha gidm dan khi nong d6 dich chuyén lén
cao hon hodc thip hon 100mg/ml. '

Bang 4: Tach pha léng-long: Céac hi¢u ting tai ndng d6 NaCl va mAb 126 (Piém van
duc °C)

Nong do mAb 126

(mg/ml) 10 50 100 150 200
50mM NaCl -4,1 2,1 5
100mM NaCl -1,2 2,7 1,1
150mM NaCl 7,5 -4 -5,7 -10,4
200mM NaCl -8,5 -7 10,2 | -10,8
250mM NaCl 6,8 | -11,3
300mM NaCl -12,5 9,9 | -12,4 -8.8

Su tac dong cia do pH lén diém van duc cua dung dich mAb 126 duogc xac
dinh. Piém vén duc dugc phat hién tr& nén nhé nhét & hai gia tri do pH d6 la pH 4 va
pH6. Do pH 6 can duoc coi 14 tdi wu hon so v6i dd pH 4 khi lya chon duoc pham chua
mAb 126, vi tinh khong dn dinh héa hoc cia mAb 126 tai do pH 4 ngédn can st dung
diém vén duc thép tai d0 pH 4. Can ctr vao su hinh thanh gel tai d¢ pH nam trong
khoang 6,3 — 6,4 thé hién trong vi du 3 ddi véi dugc phém chtra mAb 126, d6 pH nam
trong khoang 5,7 +/- 0,3 dugc uu tién hon so véi do pH nam trong khoang 6 +/- 0,3 dé

cho phép khoang gia tri d pH duy tri bn dinh trong thoi han sir dung ciia duge phim.

Su tac dong ctia dung dich dém s dung thong thuong khac d6i voi su tach pha
16ng-16ng dugc khao sat dé ndm chéc hé dung dich dém t6i wu nao diing cho mAb 126
(Bang 5); dung dich dém xitrat dugc phét hién 1a hitu hiéu nhét khi gidm nhiét d
xuéng t6i nhiét do ma LLPS xuAt hién tai nhiét d6 d6. Cac nghién ctru nay dugc tién
hanh véi n6ng dd 150mM NaCl. Dung dich dém axetat co thé so sanh dugc véi dung
dich dém xitrat & d6 pH 5 vé sy tac dong lén diém vén duc; tuy nhién, tinh khong bn
dinh héa hoc tai d6 pH 5 khién cho diéu kién d6 pH nay kém thuan loi hon.

Nong d6 ciia xitrat dugc chitng minh 13 tdc dong manh 1én LLPS (Bang 6).
Trong khi xitrat lam gidm diém van duc téi 50mM; dung dich dém xitrat cling duoc
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thong béo 1a gay dau hon khi tiém. Do d6, ndng d¢ xitrat cao hon 30mM chéc chén 1a
khong thé chip nh4n dugc theo quan diém cla bénh nhan.
Bang 5: Tac dong cia dung dich dém 1én nhiét d0 diém vain duc v6i ndng dd

150mg/ml mAb 126

Dung dich dém | mM pH Diém vén duc (°C)
Axetat 10 5 -4,1
Xitrat 10 5 -4.4
Histidin 10 6 -2,2
Xitrat 10 6 -8,1

Bang 6: Tach pha léng-long: Sy tic dong cua ndng d6 xitrat vi ndng do 150mg/ml

mAb 126

Nong do xitrat | Diém van duc (°C)
SmM -6,3
10mM -8,2
20mM -10,2
30mM -13,6
40mM -14,6
Vidu3
Su hinh thanh gel

San phdm thubc sinh hoc duge bao quan & nhiét do nim trong khoang 5°C +/-
3°C d& giam thiéu t6i mirc thdp nhat sy thoai bién vé hoa hoc va vat 1y trong thoi han
sir dung san phdm. Cac su kién nhu sy thay ddi pha ran hodc sy hinh thanh gel do
nhi¢t déng hoc t6t hon khong thé chdp nhan dugc, ngay ci c6 thé dao ngugc, vi cac
thay dbi nay co thé tac dong tidu cuc 1én do 6n dinh va giy trd ngai cho viéc quan sat

mau bing mit thuong can thiét truéc khi st dung.

Sy thay d6i pha ran dugc quan sat & cac miu ndng d cao ctia mAb 126 ¢ didu
kién d6 pH nam trong khoang <pH 5 va >pH 7 & nhiét do 5°C. Bién ¢6 nhiét dong hoc

nay dugc chirng minh 1a ¢6 thé déo nguoc duoc bing cach can bing cic lo & nhiét do
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trong phong. Sau do, mau duoc thir nghiém & cac diéu kién do pH khéc nhau va dugc
theo ddi vé cac thay ddi nhiét dong hoc dé tim ra cac ranh gi6i pha mot cach chinh x4c
hon. Céc thir nghiém nay duoc tién hanh bing cach thdm tach mAu trong dung dich
dém xitrat & do pH 7, nhiét d6 5°C dé gay ra su thay dbi pha. Sau do, chét rin dugc
thdm tach & cung nhi¢t do trong cac diéu kién mong mubn dé x4c dinh rd xem liéu cac
mau c6 dao nguogc trd thanh trang thai dung dich hay khong. Phuong phap thir nghiém
cin bang dugc uu tién trong bao quan mau lau dai voi viée kiém tra cach quing ting
dot, béi vi khi mot ché phém cu thé c6 thé khong 6n dinh v& mit nhiét dong hoc, dong
hoc vé& su thay dbi pha rén c6 thé can hang thang trdi moéi xuét hién trong mét sb

truong hop.

Céc nghién ctru dugc tién hanh véi ndng dd 100mg/ml hodc 150mg/ml mAb
126 & néng d6 200mM dung dich dém NaCl, dung dich dém xitrat 10mM véi lugng
gia ting d6 pH bang 0,1 d& tim ra vi tri ranh gi6i cho sy hinh thanh pha ran. Sy chuyén
tiép gita cac pha dugc phét hién nim trong khoang giita d6 pH 6,3 va 6,4 & nhiét do
5°C. Do béi ranh gi6i pha, nén d6 pH dich ciia ché phdm mAb 126 thép hon so véi
khoang pH giita 6 va 5,7 dé dam bao khoang bio quan 6n dinh.

Hai thtr nghiém véi nbéng d6 80mg/ml mAb 126 & nhiét d§ 5°C dugc thuc hién
trong dung dich dém xitrat 20mM, NaCl 200mM va 0,03% polysorbat-80; khong c6 su
hinh thanh gel tai hodc tha“ip hon do pH 6,1, trong khi su hinh thanh gel xuét hién & do
pH cao hon pH 6,1. Cac thtr nghiém nay cho thdy ring, ché phim vé&i ndng do
80mg/ml mAb 126 c6 khoang don vi do pH rong nam trong khoang pH 5,7+/- 0,3 pH
dé tranh sy hinh thanh gel.

Vidu4
Tinh khong 6n dinh hoa hoc

Pé duoc phidm c6 duge do 6n dinh, can phai giai quyét ca hai ngudn khong on
dinh vé& vét ly va héa hoc trong dugc phim. Tinh khong 6n dinh héa hoc c6 thé dan

dén su thoai bién khang thé.

Dbé danh gia su tac dong cua do pH 1én do 4n dinh hoa hoc cia mAb 126 & néng
d6 100 va 150mg/ml, cic miu mAb 126 dugc phan tich vé sy gia tang tdng % bién sb
axit bing phuong phap sic ky. Pham vi do pH tir 4 dén 7 duoc khao sét véi lugng gia
ting mot nira don vi pH. Dung dich d¢ém dung trong nghi€n ciru bao gbdm dung dich
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dém xitrat 10mM, NaCl 150mM va polysorbat 80 0,02%. 2 ml dung dich dugc bao
quan trong lo thiy tinh thé tich 3ml c6 nut chin huyét thanh. MAu trong cic moi
truong pH nay duoc béao quan & cac nhiét o 5°C, 25°C va 40°C nhim dé tao mau mot
cach chinh x4c hon vé& sy tac dong ctia nhi€t do 1én céc dang thoai bién khéac nhau. Cac
mau dugc phén tich nho st dung phuong phap HPLC trao ddi cation (CEX) st dung
thiét bi phat hién UV va cot Dionex ProPac WCX-10 (4x250mm) st dung Bis Tris
Propan 10mM ¢ do pH 6 (Pha di dong A) va Bis Tris Propan 10mM, NaCl 50mM & do
pH 9,6 (Pha di dong B).

Bing phuong phéap CEX, su gia ting v& téng % bién sb axit (%AV) la chi sb
dang tin cdy hon vé su thodi bién cia mAb 126. Céc lo chita mAb 126 bao quéan &
nhiét 6 25°C duge ching minh bing phuong phap CEX 1a dn dinh nhét & d6 pH nim
trong khoang pH 5-6 va it n dinh nhét trong céac diéu kién do pH kiém hon. Khi mau
duge bao quan & nhiét do 40°C, do pH nim trong khoang gitta 5 va 5,5 1a én dinh
nhét, voi do pH 6 chi 6n dinh hon chit it so v6i cac moi trudng dd pH cao hon. Céc
két qua nay chiing minh rang, do pH cta dugc pham dang dung dich mAb 126 can
phai ndm trong khoang gitta pH 5 va pH 6.

Vi dy5
Nghién ctru vé thiét ké thir nghiém (DOE)

Nghién ciru vé DOE str dung phwong phap da bién @& kiém tra vé d6 6n dinh
vat Iy va héa hoc ctia ché pham dang dung dich mAb 126. Ché phdm dang dung dich
mAb 126 duoc diéu ché theo Bang7. Mdi mot bién sd duogc khao sat & 5 muc dé danh
gia vé bat ky do cong nao co thé tdn tai trong cac tham sb dap (mg dau ra hogc twong
tac gifta cac bién sb diu vao. Diéu kién tdm diém cta thir nghiém d6 1a xitrat 20mM,
NaCl 200mM, do pH 5,7, polysorbat 80 0,02%. Ba tdm diém dugc phén tan trong sudt
toan bo thiét ké. Chuin bi mdt cach doc lap 3 tdm diém s& mang lai sy danh gid chic
chén vé dir liéu phén tich khong yéu clu tht ca moi diéu kién cin phai dugc chun bi
va phén tich trong hai 14n hodc ba 14n. Mau dugc bao quan & 4 diéu kién nhiét do (5,
25, 30 va 40°C). Pham vi nhiét d nay cho phép danh gia vé ning luong hoat hoa
trong cac két qua. Ngoai ra, viéc bdo quan & nhiét do cao hon cho phép du doan sém

hon vé céc trang thai duge pham toi vu.
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Nhiéu k§ thuat phan tich dugc lya chon dé theo doi do 6n dinh héa hoc va vt
Iy bao gém k¥ thuét sic ky loai trir kich thuéc (SEC), sic ky trao d6i cation (CEX)
HPLC, phén tich hat dga vao HIAC, phan tich hat dya vao hinh anh k§y thuat sb bé’mg
phuong thirc ghi hinh anh vi dong (MFI, Protein Simple/Brightwell Model DPA 4200
v6i pham vi kich thuc ndm trong khoang 2-100um), déng vé bén ngoai, k¥ thuét Lab-
on-a-Chip trong thiét bi phén tich sinh hoc khtr va khong khtr (LoC), do pH, do nhét
va hé s6 hdp thu UV (dé danh gia ham luong protein).

Sir dung dit liéu tir tht ca cac didu kién nhiét do clia giai doan 3 thang dau tién,
ning lugng hoat hoa (Ea) dugce tinh toan st dung m6 hinh dong hoc Arrhenius (Bac 0
hodc Béc nhét). Nang lugng dwgc phat hién nho sir dung phép phan tich hdi quy phi
tuyén tinh cta tit ca cac chu trinh. Sau d6, md hinh dugc st dung dé ngoai suy cac xu
huéng t6i 24 thang & nhiét do bdo quan thwong mai thich hop (5°C). Mo hinh
Arrhenius bac 0 duge st dung cho SEC (monome, chit polyme lién quan/tap chét),
CEX (bién sb axit), LoC khi/khong khtr va ham lugng UV. Thich hop nhét cho xu

huéng bién sé co s¢ CEX d6 1a md hinh bac nhét.

Bang 7. M6 hinh thir nghiém

[Dung dich | Kiéu dung

Chu trinh | B pH | [PS80] [NaCl] [mAb 126] dém] dich dém
1 5,7 0,02 200 120 20 Xitrat
2 6 0,01 150 105 25 Xitrat
3 6 0,03 150 105 15 Xitrat
4 5,7 0 200 120 20 Xitrat
5 5,4 0,03 150 135 15 Xitrat
6 6 0,01 250 105 15 Xitrat
7 5,7 0,02 200 90 20 Xitrat
8 5,7 0,02 100 120 20 Xitrat
9 6,3 0,02 200 120 20 Xitrat
10 5,1 0,02 200 120 20 Xitrat
11 6 0,03 250 105 25 Xitrat
12 5,4 0,01 150 105 15 Xitrat
13 5.4 0,03 250 135 25 Xitrat
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[Dung dich | Kiéu dung

Chu trinh | Do pH | [PS80] [NaCl] [mAD 126] dém] dich dém
14 6 0,03 150 135 25 Xitrat
15 5,7 0,02 200 120 20 Xitrat
16 5,7 0,02 200 120 10 Xitrat
17 5.4 0,01 250 135 15 Xitrat
18 5,4 0,01 150 135 25 Xitrat
19 6 0,03 250 135 15 Xitrat
20 5,7 0,04 200 120 20 Xitrat
21 5,4 0,03 250 105 15 Xitrat
22 6 0,01 150 135 15 Xitrat
23 5.4 0,03 150 105 25 Xitrat
24 5,7 0,02 300 120 20 Xitrat
25 5,7 0,02 200 150 20 Xitrat
26 6 0,01 250 135 25 Xitrat
27 5,4 0,01 250 105 25 Xitrat
28 5,7 0,02 200 120 30 Xitrat
29 5,7 0,02 200 120 20 Xitrat

Séc ky loai trir kich thudc

Hai bién sb c6 tic dong manh nhét 1én ty 1¢ % don phén dua vao két qua SEC
do6 1a 6 pH va ndng d6 mAb 126. Sy tac dong clia ndng do mAb 126 1a tuyén tinh voi

su gia ting ndng do protein din t6i do tinh khiét don phan giam.

Ba bién sb diu vao (pH, néng do NaCl va néng dd dung dich dém) thé hién do
cong v& sy tac dong clia cac bién sb nay 1én ty 18 % don phan. Vé néng d6 NaCl va
xitrat, cac gia tri sat véi tam diém la 6n dinh nhéit. Cac diéu kién pH thép 4n dinh hon
mdt chut so voi tim diém, nhung cac két qua ctia qua trinh thodi bién khién cho viéc

lam giam d6 pH dich it hap dén hon.

Twong tac gifta sy tac dong cuia d6 pH va ndng do protein xuat hién vdi cac tac
dong cta ndng do protein giam xudng & diéu kién do pH thip hon 5,7. Du doan 2 nam

vé d6 tinh khiét don phan tai diéu kién tdm diém cua nghién ctru thép hon 96,7% mot

-18-



24435

chut. Nong do polysorbat 80 c6 it tic dong lén do 4n dinh nim trong khoang tir 0,02-
0,04%.

Sac ky trao doi cation

Phan tich CEX tdp trung vao su phét trién cac loai axit theo thoi gian. Phuong
phap md hinh héa thdng ké ctia CEX %AV (Ea la 23,7kcal/g-mol) cho thdy rang, co
thé ky vong su cai bién hoa hoc chut it sau thoi gian bao quan 24 thang & nhiét do 5°C.
Su phat sinh bién s axit duge giam thidu dén muc thip nhit gin tdm diém cta d6 pH,
nhung gia ting theo ndng do xitrat cao hon. Cic xu thé néng do mAb 126 va
Polysorbat 80 cho thdy ring, tim diém st gin v6i vi tri it t6i wu nhat; tuy nhién, dua
vao bién do cua ty 16 truc y, sy chénh léch v& do n dinh tdm diém véi céc diéu kién

khéc co ban 12 khong dang ké.
Chip LoC trén thiét bi phan tich sinh hoc khit

Ty 1& % tinh khiét trong k§ thuat LoC khir 1a sw két hop cua ty 1& % tuong déi
ctia cac chudi ning va chudi nhe. Hai bién sb dau vao c6 tic dong manh nhét 1én du
doan 24 thang do 1a do pH va ndng do NaCl. Ty 1¢ % d¢ tinh khiét dat mirc tdi da gin
tdm diém ctia néng dd 200mM NaCl. Ty 1§ % do tinh khiét tang 1én theo sy gia ting vé
do pH. Tham chi & céc didu kién ché phém cuc han dugc thir nghi€ém trong nghién ctru
DOE, phan tu van >98% tinh khiét, cho théy réng, khang thé dn dinh khi duoc xac
dinh bang LoC khir trong pham vi phan tich da bién. Ea 13 21,8kcal/g-mol.

Céc du doan két hop

TAt ca cac diéu kién vé& khong gian thiét ké nghién ctru trong sudt thir nghiém
nay c6 cac du bdo thoi han st dung 2 nam déu du dodn <5% thoai bién. Tuy nhién, céac
yéu t6 vat 1y khéc loai trir cac diéu kién pH cao hon pH 6,3; do do, diéu kién dich cua
ché pham khong nén tién sat ranh gidi do pH niy. Ngoai ra, diéu quan trong 13 luya
chon ra dich ndm & cyc dai toan cuc t8i wu cuia cc bién sb diu vao duge khio sat. Dua
vao cac nghién ctru san xuét chi ra ring, >0,01% polysorbat 80 can thiét dé bom, nén
dich polysorbat 80 1a 0,03%. Dya vao cac két qua nghién ctru, didu kién san xudt toi

wu 13 xitrat 20mM, NaCl 200mM, pH 5,7 cung véi 0,03% polysorbat 80.
Vidu6

Do bn dinh & néng dd 80mg/ml mAb 126
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Do 6n dinh & néng d6 80mg/ml mAb 126 trong xitrat 20mM, NaCl 200mM, pH
5,7 v&i 0,03% polysorbat 80 dwoc thir nghiém trong 24 thang. D& bao quan & nhiét do
5°C, do 6n dinh cua dugc phém chira khang thé khéng IL-17 dugc xac dinh tai thoi
diém 0, 1,3, 6,9, 12, 18 va 24 thang. Nhiét do 5°C s& 1a nhiét do bao quan ky vong dbi
v6i duoc phdm chira khang thé khang IL-17. Cac nghién ctru vé d6 6n dinh gia ting &

nhiét do 25°C dugc thuc hién tai thoi diém 1,3 va6 thang.

Nhiéu k§ thuét phan tich duoc lua chon dé theo ddi d6 on dinh hoa hoc va vit
ly bao gdm sic ky loai trir kich thuéc HPLC, phuong phap sic ky trao ddi cation
HPLC, dang vé bén ngoai, d6 pH va hip thu UV. Phuong phap CE-SDS duoc thuc
hién stt dung bd kit x&c dinh d¢ tinh khiét/tinh khong déng nhét cia IgG Beckman
Coulter v6i thiét bi dién dimao quan (CE) ting cudng Beckman Coulter ProteomeLab
PA800. Dbi véi phuong phap CE-SDS khir, mau dugc phan tich trong mao quan silica
nung chay trdn trong didu kién bién tinh, khir bing cach rdy phan tir qua nén gel
polyme c6 thé thay thé dwoc sau mbi mot 1an phun mau. Di v6i phuong phap CE-
SDS khéng khir, miu dugc pha lodng t6i ndng dd xap xi Smg/ml trong nudc va sau d6
dugc pha lodng trong dung dich pha lodng miu (IAM 20mM trong Tris 100mM, 1%
SDS, pH 9,0) t6i ndng d6 x4p xi Img/ml. Sau d6, miu dugc phén tich trong mao quan
silica nung chay tran trong diéu kién bién tinh, khong khir bang cach riy phén tir qua
nén gel polyme c6 thé thay thé duoc tai dién thé hing dinh. Trong c4 hai phuong phap,
vi€c phat hién UV duogc tién hanh thuc hién & budc song 214nm. Két qué duogc thé

hién trong Bang 8.

Béng 8: Dir liéu vé& d6 dn dinh d6i véi mAb 126 & ndng dd 80mg/ml

Théng
Pic diém phén tich 0 1 3 6 9
Diéu kién bao quan
Hiéu lyc (Thtr nghiém 5°C 87 -- - - -- 108
sinh hoc), % 25°C/Pd 4m tuong ddi 60% 106 | -- | 109 --
Luong(UV), mg/ml 5°C 754 | -- | 76,2 | 75,5 75,4
25°C/Pd 4m tuong ddi 60% 753 | 76,0 | 76,5 --
D0 tinh khiét don phan 5°C 983 | -- [98,11]983| 979
(SEQC), % 25°C/P6 4m tuong ddi 60% 98,3 | 97,6 | 97,6 --

-20-




24435

Chat lién quan/Tap 5°C 1,7 | -- | 1,9 | 1,7 2,1

chét: Téng lwong 25°C/Dd 4m tuong dbi 60% 1,7 | 24 | 24 --

(SEC), %

D6 tinh khiét mAb 126 5°C 97,8 | -- 1974|973 | 972

(CE-SDS, kh), % 25°C/Pd 4m twong dbi 60% 97,4 | 96,9 | 96,3 --

Tinh khong dong nhat 5°C 539 -- |53,0]541 | 551

dién tich (CEX) [Pinh | 25°C/Dé 4m tuong d6i 60% 56,7 | 59,7 | 60,0 | --

chinh], %

Tinh khong d6ng nhat 5°C 134 | -- [ 154 ]153 16

dién tich (CEX) [Cac | 25°C/Dd 4m tuong dbi 60% 15,8 | 21,4 | 27,4 --

bién sb axit], %

Tinh khong dong nhat 5°C 328 | -- |31,6 30,7 289

dién tich (CEX) [Cac [ 25°C/Dd dm tuong dbi 60% 27,5 | 18,8 | 13,0 - -

bién sb kiém], %

Do pH 5°C 57 - 57 | 5,7 5,7
25°C/Pd 4m twong dbi 60% 57 | 57 | 57 --

Déng vé bén ngoai 5°C NT | Pat' | -- | -- Pat
25°C/Pd 4m twong di 60% NT | -- | -- --

Chat dang hat (16n hon 5°C 289 | -- | 131 | 184 63

hoic twong dwong véi | 25°C/Dd 4m twong dbi 60% 194 | 177 | 369 --

10 micr6-mét), hat

trong mdi db chira

Chét dang hat (16n hon 5°C 9 -- 8 31 3

hodc tuong duong véi | 25°C/D6 4m twong dbi 60% 4 60 | 20 --

25 micr6-mét), hat

trong mdi do chira

"' D4u hidu déng vé bén ngoai khong dugc tién hanh thyc hién tai thai diém giai phéng 16 hogc tai thai diém 1
thang. Két qué thé hién thu duoc sau khi bao quan & nhiét do 5°C trong thoi gian gan 2,5 thang.
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Danh sach trinh tu

SEQ ID NO: 1 (IL-17 ngudi)

MTPGKTSLVS  LLLLLSLEAI  VKAGITIPRN PGCPNSEDKN FPRTVMVNLN
THNRNTNTNP  KRSSDYYNRS  TSPWNLHRNE DPERYPSVIW EAKCRHLGCI
NADGNVDYHM  NSVPIQQEIL  VLRREPPHCP NSFRLEKILV SVGCTCVTPI
VHHVA

SEQ ID NO: 2 (LCVR)

DIVMTQTPLS  LSVTPGQPAS  ISCRSSRSLV HSRGNTYLHW YLQKPGQSPQ
LLIYKVSNRF  IGVPDRFSGS GSGTDFTLKI SRVEAEDVGV YYCSQSTHLP
FTFGQGTKLE  IK

SEQ ID NO: 3 (HCVR)

OVOLVQSGAE  VKKPGSSVKV  SCKASGYSFT DYHIHWVRQA  PGQGLEWMGV
INPMYGTTDY  NQRFKGRVTI  TADESTSTAY MELSSLRSED TAVYYCARYD
YFTGTGVYWG  QGTLVTVSS

SEQ ID NO: 4 (Chudi nhe)

DIVMTQTPLS LSVTPGQPAS ISCRSSRSLV  HSRGNTYLHW YLQKPGQSPQ
LLIYKVSNRF IGVPDRFSGS GSGTDFTLKI SRVEAEDVGV  YYCSQSTHLP
FTFGOGTKLE IKRTVAAPSV FIFPPSDEQL KSGTASVVCL LNNFYPREAK
VOWKVDNALQ  SGNSQESVTE ODSKDSTYSL  SSTLTLSKAD YEKHKVYACE
VTHQGLSSPV  TKSFNRGEC

SEQ ID NO: 5  (Chudining)

OVOLVQSGAE  VKKPGSSVKV ~ SCKASGYSFT  DYHIHWVRQA  PGQGLEWMGV
INPMYGTTDY  NQRFKGRVTI  TADESTSTAY  MELSSLRSED  TAVYYCARYD
YFTGTGVYWG  QGTLVTVSSA  STKGPSVFPL  APCSRSTSES TAALGCLVKD
YFPEPVTVSW  NSGALTSGVH  TFPAVLQSSG  LYSLSSVVTV  PSSSLGTKTY
TCNVDHKPSN  TKVDKRVESK  YGPPCPPCPA  PEFLGGPSVF  LFPPKPKDTL
MISRTPEVTC  VVVDVSQEDP  EVQFNWYVDG  VEVHNAKTKP  REEQFNSTYR
VVSVLTVLHQ  DWLNGKEYKC  KVSNKGLPSS IEKTISKAKG  QPREPQVYTL
PPSQEEMTKN  QVSLTCLVKG  FYPSDIAVEW  ESNGQPENNY  KTTPPVLDSD
GSFFLYSRLT  VDKSRWQEGN VFSCSVMHEA  LHNHYTQKSL  SLSLG
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YEU CAU BAO HO
1. Duoc phdm chita khang thé khang IL-17 & ndng d6 nim trong khoang tir 80mg/ml
dén 150mg/ml, dung dich dém xitrat & ndng d6 khoang 20mM, natri clorua & ndng do
khoang 200mM, polysorbat-80 & ndng dd nim trong khoang tir 0,02% (trong
lwong/thé tich) dén 0,03% (trong lugng/thé tich) va d6 pH khoang 5,7, trong d6 khang
thé khang IL-17 chira khéng thé c6 chudi nhe (L.C) va chudi ning (HC), trong d6 chudi
nhe néu trén 14 trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO:4 va chudi ning néu trén la

trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO:5.

2. Dugc phdm theo diém 1, trong d6 khang thé khang IL-17 bao gém khang thé chira
hai chudi nhe (LC) va hai chudi ning (HC), trong d6 mdi mét chudi nhe 13 trinh tir axit
amin néu trong SEQ ID NO:4 va mdi mot chudi ning 1a trinh ty axit amin néu trong

SEQ ID NO:5.

3. Dugc pham theo diém bét ky trong sé cac diém tir 1 d&én 2, trong d6 ndng do cta

khéng thé khang IL-17 1a 80mg/ml.

4. Dugc phim theo diém bat ky trong sé céc diém tir 1 dén 3, trong d6 ndng do cua

polysorbat-80 14 0,03% (trong lwong/thé tich).

5. Dugc phim theo diém bat ky trong sé cac diém tir 1 dén 4, trong d6 duge phim nay

14 duwoc phdm dang dung dich chira khang thé khang IL-17.

6. Dugc phdm chira khang thé khang IL-17 & ndng d6 80mg/ml, dung dich dém xitrat
& ndng d6 20 mM, natri clorua & ndng d6 200 mM, polysorbat-80 & ndng dd 0,03% va
d6 pH=5,7, trong d6 khang thé khang IL-17 bao gdm khang thé chtra hai chudi nhe
(LC) va hai chudi ning (HC), trong d6 mdi mot chudi nhe 14 trinh ty axit amin néu
trong SEQ ID NO:4 va mdi mét chudi ning 13 trinh tur axit amin néu trong SEQ ID
NO:5.

7. Dugc phdm dang dung dich chira khang thé khéng IL-17 & ndng d6 80mg/ml, dung
dich dém xitrat & ndng do 20mM, natri clorua & ndng d6 200mM, polysorbat-80 &
nong d6 0,03% va d6 pH=5,7, trong d6 khang thé khang IL-17 bao gdm khang thé
chira hai chudi nhe (LC) va hai chudi ning (HC), trong d6 mdi mot chudi nhe 1a trinh
ty axit amin néu trong SEQ ID NO:4 va méi mdt chudi ning 14 trinh tu axit amin néu

trong SEQ ID NO:5.
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<110>
<120>
<130> X19157
<150> 61/607671
<151> 2012-03-07
<160> 5
<170>
<210> 1
<211l> 155
<212> PRT
<213> Homo sapiens
<400> 1
Met Thr Pro Gly Lys
1 5
Leu Glu Ala Ile Val
20
Cys Pro Asn Ser Glu
35
Leu Asn Ile His Asn
50
Asp Tyr Tyr Asn Arg
65
Asp Pro Glu Arg Tyr
85
Leu Gly Cys Ile Asn
100
Val Pro Ile Gln Gln
115
Cys Pro Asn Ser Phe
130

Thr

Lys

Asp

Arg

Ser

70

Pro

Ala

Glu

Arg

24435

DANH MUC TRINH TU

Patent In version 3.5

Ser

Ala

Lys

Asn

55

Thr

Ser

Asp

Ile

Leu
135

Eli Lilly and Company

Leu

Gly

Asn

40

Thr

Ser

Val

Gly

Leu

120

Glu

-24-

Val

Ile

25

Phe

Asn

Pro

Ile

Asn

105

Val

Lys

Ser

10

Thr

Pro

Thr

Trp

Trp

90

Val

Leu

Ile

Dugc phdm chtta khédng thé khéng IL-17

Leu

Ile

Arg

Asn

Asn

75

Glu

Asp

Arg

Leu

Leu

Pro

Thr

Pro

60

Leu

Ala

Tyr

Arg

Val
140

Leu

Arg

Val

45

Lys

His

Lys

His

Glu

125

Ser

Leu Leu
15

Asn Pro
30

Met Val

Arg Ser

Arg Asn

Cys Arg
95

Met Asn
110

Pro Pro

Val Gly

Ser

Gly

Asn

Ser

Glu

80

His

Ser

His

Cys
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Thr Cys Val Thr Pro Ile Val His His Val Ala

145 150 155
<210> 2

<211> 112

<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> C&u trac tdng hop
<400> 2

Asp Ile Val Met Thr Gln Thr Pro Leu Ser Leu Ser Val Thr Pro Gly
1 5 10 15

Gln Pro Ala Ser Ile Ser Cys Arg Ser Ser Arg Ser Leu Val His Ser
20 25 30

Arg Gly Asn Thr Tyr Leu His Trp Tyr Leu Gln Lys Pro Gly Gln Ser
35 40 45

Pro Gln Leu Leu Ile Tyr Lys Val Ser Asn Arg Phe Ile Gly Val Pro
50 55 60

Asp Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Lys Ile
65 70 75 80

Ser Arg Val Glu Ala Glu Asp Val Gly Val Tyr Tyr Cys Ser Gln Ser
85 90 95

Thr His Leu Pro Phe Thr Phe Gly Gln Gly Thr Lys Leu Glu Ile Lys
100 105 110

<210> 3

<211> 119

<212> PRT

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<223> C&u triac tdng hop

<400> 3
Gln Val Gln Leu Val Gln Ser Gly Ala Glu Val Lys Lys Pro Gly Ser

1 5 10 15

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

Gly Val
50

His Trp
35

Ile Asn

Lys Gly Arg Val

65

Met Glu

Ala Arg

Thr Leu

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

<220>
<223>

<400>
Asp Ile

1

Gln Pro

Arg Gly

Pro Gln
50

Asp Arg
65

Ser Arg

Leu Ser

Tyr Asp
100

Val Thr
115

219
PRT
Trinh tuy

A

Cau triac
4

Val Met

Ala Ser
20

Asn Thr
35

Leu Leu

Phe Ser

Val Glu

Val

Pro

Thr

Ser

85

Tyr

Val

Arg

Met

Ile

70

Leu

Phe

Ser

Gln

Tyr

55

Thr

Arg

Thr

Ser

nhin tao

tdng hop

Thr

Ile

Tyr

Ile

Gly

Ala
85

Gln

Ser

Leu

Tyr

Ser

70

Glu

Thr

Cys

His

Lys

55

Gly

Asp

24435

Ala
40

Gly

Ala

Ser

Gly

Pro

Arg

Trp

40

Val

Ser

Val

Pro

Thr

Asp

Glu

Thr
105

Leu

Ser

25

Tyr

Ser

Gly

Gly
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Gly

Thr

Glu

Asp

90

Gly

Ser

10

Ser

Leu

Asn

Thr

Val
90

Gln

Asp

Ser

75

Thr

Val

Leu

Arg

Gln

Arg

Asp

75

Tyr

Gly

Tyr

60

Thr

Ala

Tyxr

Ser

Ser

Lys

Phe

60

Phe

Tyr

Leu Glu
45

Asn Gln

Ser Thr

Val Tyr

Trp Gly
110

Val Thr

Leu Val
30

Pro Gly

45

Ile Gly

Thr Leu

Cys Ser

Trp

Arg

Ala

Tyr

95

Gln

Pro

15

His

Gln

val

Lys

Gln
95

Met

Phe

Tyr

80

Cys

Gly

Ser

Ser

Pro

Ile

80

Ser



Thr

Arg

Gln

Tyr

145

Ser

Thr

Lys

Pro

His

Thr

Leu

130

Pro

Gly

Tyr

His

Val
210

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

<220>
<223>

<400>

Leu

Val
115

Lys

Arg

Asn

Ser

Lys

195

Thr

5
445
PRT

Pro

100

Ala

Ser

Glu

Ser

Leu

180

Val

Lys

Trinh tu

Ciu tric

5

Gln Val Gln

1

Ser Val Lys

His Ile His

35

Gly Val Ile

50

Leu

Val

20

Trp

Asn

Phe

Ala

Gly

Ala

Gln

165

Ser

Tyxr

Ser

Thr

Pro

Thr

Lys

150

Glu

Ser

Ala

Phe

Phe

Ser

Ala

135

Val

Ser

Thr

Cys

Asn
215

nhén tao

tdng hop

Val

5

Ser

Val

Pro

Gln

Cys

Arg

Met

Ser

Lys

Gln

Tyxr
55
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Gly

Val

120

Ser

Gln

Val

Leu

Glu
200

Arg

Gly

Ala

Ala
40

Gly

Gln

105

Phe

Val

Trp

Thr

Thr

185

Val

Gly

Ala

Ser

25

Pro

Thr
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Gly

Ile

Val

Lys

Glu

170

Leu

Thr

Glu

Glu

10

Gly

Gly

Thr

Thr

Phe

Cys

Val

155

Gln

Ser

His

Cys

Val

Tyr

Gln

Asp

Lys Leu

Pro Pro
125

Leu Leu
140

Asp Asn

Asp Ser

Lys Ala

Gln Gly
205

Lys Lys

Ser Phe

Gly Leu
45

Tyr Asn
60

Glu Ile
110

Ser Asp

Asn Asn

Ala Leu

Lys Asp
175

Asp Tyr
190

Leu Ser

Pro Gly
15

Thr Asp
30

Glu Trp

Gln Arg

Lys

Glu

Phe

Gln

160

Ser

Glu

Ser

Ser

Tyr

Met

Phe



Lys

65

Met

Ala

Thr

Pro

Gly

145

Asn

Gln

Ser

Ser

Cys

225

Leu

Glu

Gln

Lys

Gly

Glu

Arg

Leu

Leu

130

Cys

Ser

Ser

Ser

Asn

210

Pro

Phe

Val

Phe

Pro

Arg

Leu

Tyxr

vVal

115

Ala

Leu

Gly

Ser

Leu

195

Thr

Pro

Pro

Thr

Asn

275

Arg

vVal

Ser

Asp

100

Thr

Pro

Val

Ala

Gly

180

Gly

Lys

Cys

Pro

Cys

260

Trp

Glu

Thr

Ser

85

Tyr

Val

Cys

Lys

Leu

165

Leu

Thr

Val

Pro

Lys

245

Val

Tyxr

Glu

Ile

70

Leu

Phe

Ser

Ser

Asp

150

Thr

Tyr

Lys

Asp

Ala

230

Pro

Val

Val

Gln

Thr

Arg

Thr

Ser

Arg

135

Tyr

Ser

Ser

Thr

Lys

215

Pro

Lys

Val

Asp

Phe
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Ala

Ser

Gly

Ala

120

Ser

Phe

Gly

Leu

Tyr

200

Arg

Glu

Asp

Asp

Gly

280

Asn

Asp

Glu

Thr

105

Ser

Thr

Pro

vVal

Ser

185

Thr

Val

Phe

Thr

Val

265

Val

Ser
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Glu

Asp

90

Gly

Thr

Ser

Glu

His

170

Ser

Cys

Glu

Leu

Leu

250

Ser

Glu

Thr

Ser Thr
75

Thr Ala

Val Tyr

Lys Gly

Glu Ser

140

Pro Val

155

Thr Phe

Val Vval

Asn Val

Ser Lys

220

Gly Gly

235

Met Ile

Gln Glu

Val His

Tyr Arg

Ser

Val

Trp

Pro

125

Thr

Thr

Pro

Thr

Asp

205

Tyr

Pro

Ser

Asp

Asn

285

Val

Thr

Tyr

Gly

110

Ser

Ala

Val

Ala

vVal

190

His

Gly

Ser

Arg

Pro

270

Ala

Val

Ala

Tyr

95

Gln

val

Ala

Ser

Val

175

Pro

Lys

Pro

Val

Thr

255

Glu

Lys

Ser

Tyr

80

Cys

Gly

Phe

Leu

Trp

160

Leu

Ser

Pro

Pro

Phe

240

Pro

Val

Thr

Val



Leu

305

Lys

Lys

Ser

Lys

Gln

385

Gly

Gln

Asn

290

Thr

Val

Ala

Gln

Gly

370

Pro

Ser

Glu

His

Val

Ser

Lys

Glu
355

Phe

Glu

Phe

Gly

Tyr
435

Leu

Asn

Gly

340

Glu

Tyxr

Asn

Phe

Asn

420

Thr

His

Lys

325

Gln

Met

Pro

Asn

Leu

405

Val

Gln

Gln

310

Gly

Pro

Thr

Ser

Tyr

390

Tyr

Phe

Lys

295

Asp

Leu

Arg

Lys

Asp

375

Lys

Ser

Ser

Ser
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Trp

Pro

Glu

Asn

360

Ile

Thr

Arg

Cys

Leu
440

Leu

Ser

Pro

345

Gln

Ala

Thr

Leu

Ser

425

Ser
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Asn

Ser

330

Gln

Val

Val

Pro

Thr

410

Val

Leu

Gly

315

Ile

Val

Ser

Glu

Pro

395

Val

Met

Ser

300

Lys

Glu

Tyxr

Leu

Trp

380

Val

Asp

His

Leu

Glu

Lys

Thr

Thr

365

Glu

Leu

Lys

Glu

Gly
445

Tyxr

Thr

Leu

350

Cys

Sexr

Asp

Ser

Ala
430

Lys

Ile

335

Pro

Leu

Asn

Ser

Arg

415

Leu

Cys

320

Ser

Pro

Val

Gly

Asp

400

Trp

His





