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thé interleukin-6 ctia ngudi (hIL-6R). Dugc pham theo sang ché c6 thé chira, ngoai khang

thé khang hIL-6R, it nhat mot axit amin, it nhat mot duong, va/hodc it nhat mot chat hoat
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Linh vuc ky thuit dwoc dé cap

Sang ché dé cap dén dugc phim chira khang thé. Cu thé, sang ché dé cap dén
duoc phém chra khang thé nguoi lién két dic hiéu véi thu thé interleukin-6 cua nguoi.
Tinh trang ky thuit cia sang ché

Phan tir ¢6 hoat tinh tri liéu (chdng han, khang thé) can phai duoc bao ché theo
cach khong chi 1am cho phan tir d6 tr& nén thich hop dé sir dung cho bénh nhan, ma
con phai duy tri duge do 6n dinh cta chiing trong khi bao quan. Vi du, khang thé c6
hoat tinh tri lidu trong dung dich long s& d& bi thoai hoa, két tu va/hodc cac bién doi
hda hoc khéng mong mudn trir khi dung dich dugc tao ra mot cach thich hgp. Do én
dinh ctia khang thé trong dang bao ché 1ong khong chi phu thude loai ta duoc duoc six
dung trong dang bao ché, ma con phu thudc vao lugng va ty € cua cac loai té duogc.
Hon niia, cac yéu td cAn xem xét khac ngoai do 6n dinh cling can phai dugc tinh dén
khi bao ché dang duoc phim khang thé 1ong. Vi du vé cac yéu tb b trg nay bao gdm
d9 nhot cua dung dich va néng do cta khang thé ¢ thé dat duoc bdi mot dang bao ché
nhat dinh. Do d6, khi bao ché khang thé diéu tri, cAn hét strc cin than dé cé thé tao ra
dang bao ché én dinh, chua néng do khang thé day du, va cé do nhét thich hop ciing
nbu cac dic tinh khac lam cho dang bao ché co thé sur dung mot cach thudn ti¢n cho
bénh nhan.

Khang thé khang thu thé interleukin-6 ctia ngudi (hIL-6R) 1a mot vi du vé dai
phén tir ¢6 hoat tinh tri liéu cin c6 dang bao ché thich hop. Khang thé khang hIl.-6R
¢o loi ich trén 1am sang dé diéu tri va/hodc ngin ngira bénh nhu viém khop dang thap,
viém cimg khop dét sdng, va céc tinh trang khac. Khang thé khang IL-6R duoc dé cap
trong cac tai licu US 7,582,298; 6,410,691; 5,817,790; 5,795,695; va 6,670,373.
Khang thé khang hII.-6R c6 hoat tinh diéu trj dac hiét quan trong la khang thé duogc dé
cdp trong US 7,582,298 1a VQ8F11-21 (trong ban mo ta con dugce goi la "mAbl1").
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Mic di khang thé khang hIL-6R 1 da biét, tuy nhién van cin mot duoc pham
bao gém khang thé khang hIL-6R méi c6 di do 6n dinh va thich hop @& st dung trén
bénh nhan.

Ban chit ky thuit ciia sang ché

Vi cé4c 1y do néu trén, muc dich ciia sang ché 14 d& xuét duge phdm bao gbm
khang thé ngudi lién két dic hidu véi thu thé interleukin-6 ctia ngudi (hIL-6R). Dugc
pham theo sang ché c6 thé bao gbém ta dugc ciing v6i khéng thé khang hIL-6R. Vi dy,
theo mot s& phuong 4an, dugc phidm c6 thd bao gdm (i) khang thé ngudi lién két dic
hidu véi hIL-6R; (ii) it nhat mot axit amin; va (iii) it nhat mot carbohydrat. Axit amin
co thé 13, chﬁng han, histidin va/hodc arginin. Carbohydrat c6 thé 12 mot loai duong,
chéng han, nhu sucroza, glucoza, mannitol, lactoza hodc trehaloza.

Theo mot s& phuong 4n theo sang ché, dugc phidm con bao gdm chit hoat dong
bé mit khong ion. Chét hoat dong bé mit khong ion c6 thé 13, chang han, polysorbate
20, polysorbate 80, polyoxyetylen sorbitan monooleat, polyetylen glycol, v.v..

Khang thé trong dugc phim theo sang ché c6 thé 1a mot khang thé bit ky lién
két dic hiéu véi hIL-6R. Vi du vé khang thé c6 thé c6 trong duge phim theo sang ché
12 khang thé bao gdm ving bién ddi chudi ning (HCVR) va viing bién dbi chudi nhe
(LCVR), trong d6 HCVR bao gdm ving quyét dinh bd thé chudi ning (HCDR) 1 c6
trinh ty axit amin SEQ ID NO: 20, HCDR2 c¢6 trinh ty axit amin SEQ ID NO:22, va
HCDR3 c6 trinh ty axit amin SEQ ID NO:24; va trong d6 LCVR bao gdm ving quyét
dinh bd thé chudi nhe (LCDR) 1 ¢6 trinh ty axit amin SEQ ID NO: 28, LCDR2 ¢6
trinh tu axit amin SEQ ID NO:30, va LCDR3 ¢6 trinh ty axit amin SEQ ID NO:32.
Theo mdt sb phuong 4an, khang thé trong duoc phim theo sang ché 13 khang thé bao
gdbm HCVR c6 trinh tir axit amin SEQ ID NO:18 va LCVR c6 trinh ty axit amin SEQ
ID NO:26.

Dugc phim chira khang thé theo sang ché c6 thé duoc chira trong mot vét chira
bat ky c6 thé sir dung dé chira dugc phim. Vi du vé vé vat chira thich hgp bao gdm,
chang han, lo nhyahoic lo thay tinh, dng tiém va éng. Vat chia co thé latrong

sudt hogc can quang (ching han, dwge nhudm nau hd phach).


cvh140
Textbox
chẳng hạn, lọ nhựa hoặc lọ thủy tinh, ống tiêm và ống. Vật chứa có thể là trong
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Theo mdt sb khia canh theo sang ché, dugc phém van duy tri duoc d6 6n dinh
trong dbi sau khi bao quan trong mot vai ngay, thang hoic nim & mot nhiét d6 nhat
dinh. Vi du, theo mot sé phuong 4n theo sang ché, ty 1& phan trim cao khang thé
(ch'flng han, 90%, 95%, 96% hoéc nhiéu hon) van dugc duy tri & dang ban dau sau it
nhét 3, 6, 9 hodc nhiéu hon thang bao quan. Ty 1€ ph'?ln tram dang ban dau cua khéng
thé c6 thé dugc xac dinh, chéng han, béng SE-HPLC, hoac béng mot phuong phap bat
ky da biét trong linh vuc k§ thudt nay. Nhiét d6 bio quan tai d6 do én dinh ciia khang
thé dugc duy tri c6 thé 13, ching han, -80°C, -40°C, -20°C, 0°C, 5°C, 25°C, 45°C, hoic
cao hon.

Céac phuong an khac theo sang ché s& duoc mb ta chi tiét hon trong phan mo ta

chi tiét duéi day.

M0 ta viin tit cac hinh vé

Fig. 1 thé hién ty 1& phén traim mAbI nguyén gdc con lai, dugc xac dinh bang
SE-HPLC, sau cac khoang thoi gian bdo quan khic nhau & -20°C (hinh tam giic), -
30°C (hinh vuéng), va -80°C (hinh thoi).

Fig. 2 th& hién ty 18 phin traim mAb1 bi axit héa, dugc xac dinh bing CEX-
HPLC, sau c4c khoang thoi gian bao quan khac nhau & -20°C (hinh tam giéc), -30°C
(hinh vudng), va -80°C (hinh thoi).

Fig. 3 th& hién ty 18 phin trim mAbl ban d4u c6 trong ché phdm ta dugc tdi
thidu khac nhau, duoc xdc dinh bang SE-HPLC, sau cac khoang thdi gian bao quan
khac nhau & -30°C. Hinh thoi thé hién ché phdm 1 (80mg/ml mAbl, 0,13%
polysorbate 20, 6% sucroza, 10mM histidin); hinh vudng thé hién ché phim 2
(80mg/ml mAb1, 0,13% polysorbate 20, 10mM histidin); hinh tam gidc thé hién ché
phdm 3 (80mg/ml mAb, 1% sucroza, 10mM histidin); hinh vuéng rdng thé hién ché
phém 4 (80mg/ml mAbl1, 2% sucroza, 10mM histidin); dAu * thé hién ché phém 5
(80mg/ml mAb1, 4% sucroza, 10mM histidin); hinh tron t6 dam thé hién ché pham 6
(80mg/ml mAb1, 6% sucroza, 10mM histidin); hinh chit thép thé hién ché phim 7
(80mg/ml khang thé, 10mM histidin); va hinh tron rdng thé hién ché phém 8
(65mg/ml khang th&, 10mM histidin). T4t ca cac ché pham dugc néu trong bang 6 (vi
du 2).
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Fig. 4 thé hién ty 18 phan traim mAbl dang ban du co trong cac ché phim ta
dugc t6i thidu khac nhau dugc xac dinh bang SE-HPLC, sau cic khoang thoi gian bao
quéan khéac nhau & -20°C. Hinh thoi thé hién ché phim 1 (80mg/ml mAbl, 0,13%
polysorbate 20, 6% sucroza, 10mM histidin); hinh vudng thé hién ché phém 2
(80mg/ml mAb1, 0,13% polysorbate 20, 10mM histidin); hinh tam gi:éc thé hién ché
phidm 3 (80mg/ml mAb, 1% sucroza, 10mM histidin); hinh vuéng rong thé hién ché
phim 4 (80mg/ml mAbl, 2% sucroza, 10mM histidin); ddu * thé hién ché phim 5
(80mg/ml mAbl, 4% sucroza, 10mM histidin); hinh tron t6 d4m thé hién ché phim 6
(80mg/ml mAb1, 6% sucroza, 10mM histidin); hinh chit thap thé hién ché pham 7
(80mg/ml khéng thé, 10mM histidin); va hinh tron rdng thé hién ché phdm 8
(65mg/ml khang thé, 10mM histidin). T4t ca cac ché phdm dugc néu trong bang 6 (vi
du 2).

MO ta chi tiét sang ché

Trude khi sang ché dugc mo ta, cin hiéu ring sang ché s& khong bi gi6i han &
mot phwong phép hodc didu kién thir nghiém cu thé nao, do vay cac phuong phap va
didu kién thtr nghiém c6 thé thay di. Ciing cin hiéu ring cac thuat ngit dugc sir dung
& chi v6i muc dich md ta cic phuong 4n cu thé, va khong gi6i han & mdt nghia cu thé
nao, vi pham vi ctia sang ché s& dugc giéi han & phén yéu ciu bao hd.

Trir khi c¢6 quy dinh khéc, tAt ca cac thuat ngit khoa hoc va k¥ thuat dugce st
dung trong ban mo ta c6 nghia thong thudng trong linh vuc k¥ thuét nay. Nhu duge st
dung trong ban mé ta nay, thuat ngit “khoang,” khi dugc st dung v6i mot gia tri sb
hoc cu thé, c6 nghia 1a gia tri d6 c6 thé thay ddi khong qua 1%. Vi dy, nhu dugc sir
dung trong ban mod ta nay, thuét ngit “khoa’_mg 100” bao gdm 99 va 101 va tit ca cac
gia tri & gitta hai gi4 tri d6 (chéng han, 99,1, 99,2, 99,3, 99,4, v.v..).

Mic dit phurong phap va vt lidu bét ky twong tw v6i cac phurong phap hodc vét
li€u trong badn md ta co thé 'duqc st dung trong thyc hanh hodc kiém dinh sang ché,
nhu phuong phap va vat liéu dugce vu tién s€ duge mo ta.

DUQC PHAM

Nhu dugc st dung trong ban mé ta nay, thuit ngit “dugc phdm” c6 nghia 13

hdn hop cua it nhét mot hoat chét (chéng han, phén tir nhé, dai phan ti, hop chét, v.v..

-5
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c6 kha nédng tao ra tdc dung sinh hoc & ngudi hodc dong vat khong phai ngudi), va it
nhit mot thanh phén khong hoat dong khi dugc két hop v6i hoat chit va/hoic mot
hodc nhidu thanh phin khong hoat déng b trg, 1a thich hop dé st dung cho nguvi
hodc ddng vat khong phai nguoi. Thuat nglr “dang bao ché,” nhu dugc st dung trong
ban md ta nay, c6 nghia 1a “duge phdm” trir khi ¢6 quy dinh khic. Sang ché dé cap
dén dugc phdm bao gdm it nhit mot polypeptit c6 hoat tinh diéu tri. Theo mét sd
phwong 4n theo sang ché, polypeptit c6 hoat tinh diéu trj 12 khang thé lién két dic hiéu
v6i thu thé interleukin-6 ctia ngudi (hIL-6R) hodc manh lién két khang nguyén ciia né.
Cu thé, sang ché @ cap dén dugce phim bao gdm: (i) khéng thé nguoi lién két dic hidu
v6i hIL-6R; (ii) histidin; va (iii) carbohydrat. Cac thanh phan bd trg c6 thé dugc dua
vao dugc phém theo sang ché nhu, chéng han, it nhit mot chit hoat dong bé mat
khong ion, va it nhit mot axit amin bd trg. Cac thanh phan bd trg va duogc phém cu thé
theo sang ché s& dugc mé ta chi tiét dudi déy.

Dugc phdm theo sang ché c6 thé, theo mot sd phurong 4n, 13 duge phdm 1ong.
Nhu dugc st dung trong ban mé ta nay, thuat ngit “dugc pham 16ng” c6 nghia 1a hdn
hop it nhét hai thanh phan ton tai chi yéu & trang thai 1éng & khoang 5°C dén khoang
45°C. Dugc phdm 1éng bao gdm dang bao ché 1ong. Dugc phdm 16ng 6c thé co6 dd
nhét thép, trung binh hodc cao phu thudc vao thanh phén cu thé cua no.

KHANG THE LIEN KET DAC HIEU VOI hIL-6R

Dugc phdm theo sang ché c6 thé bao gdbm khang thé nguoi, hodc manh lién két
khéng nguyén cuia nd, li€n két dic hidu voi hIL-6R. Nhu dugc st dung trong ban mo6
ta nay, thuat nglr “hIL-6R” c6 nghia la thu thé xytokin ctia ngudi lién két dic hidu voi
interleukin-6 (IL-6). Theo mot sb phuong 4n, khang thé trong dugc phim theo sing
ché lién két dic hidu v6i ving ngoai bao ctia hIL-6R. Ving ngoai bao cia hIL-6R ¢6
trinh ty axit amin SEQ ID NO:74.

Thuét ngit “khéng thé”, nhu dugc sir dung trong ban mé ta niy, ding dé chi
phan tir globulin mién dich bao gdm 4 chudi polypeptit, hai chudi ning (H) va hai
chudi nhe (L) dugc nbi v6i nhau bing céc lién két disulfit, cling nhu da phén coa
ching (ching han, IgM); tuy nhién, phan tir globulin mién dich chi c¢6 chudi ning
(nghia 13, khong c6 chudi nhe) ciing bao gdm trong dinh nghia ctia thuat ngit “khang

thé.” Mdi chudi ning bao gdm ving bién d6i chudi ning (dwgc viét tit trong ban md
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ta 1a HCVR hogc VH) va viing c¢b dinh chudi nang. Viing ¢6 dinh chudi ning bao gdm
ba viing, CH1, CH2 va CH3. Mbi chudi nhe bao gdm ving bién dbi chudi nhe (dugc
viét tit trong ban mo ta 13 LCVR hoidc VL) va ving ¢b dinh chudi nhe. Ving ¢b dinh
chudi nhe bao gdm mdt ving (CL1). Ving VH va VL cdn ¢6 thé dugc chia nhé hon
thanh céc viing siéu bién, duogc goi 12 ving quyét dinh bd thé (CDR), duoc xen k& béi
cac viing bao toan hon, dugc goi 1a viing khung (FR). Mdi VH va VL duoc tao bsi 3
CDR va 4 FR, duogc sép xép tir ddu amin cho dén dau carboxy theo trat tu sau: FR1,
CDRI1, FR2, CDR2, FR3, CDR3, FR4.

Trir khi ¢6 quy dinh khéc, thuét ngir “khang thé,” nhu dugc sir dung trong ban
md ta ndy, s& dugc hiéu 12 bao gdbm phan tir khang thé nguyén ven ciing nhu méanh
lién két khang nguyén cua chung. Thudt ngit “phin lién két khang nguyén” hodc
“manh lién két khang nguyén” ctia khang thé (hodc don gian 12 “phin khang thé” hoidc
“méanh khang thé”), nhu dugc st dung trong ban mo ta nay, chi mét hoic nhiéu manh
cua khang thé van duy tri dugc kha nang lién két dic hiéu véi hIL-6R.

“Khéang thé phan 1ap”, nhu duge sir dung trong ban mo ta nay, ding dé chi
khang thé gin nhu khong c6 cic khang thé khac c6 dd dic hidu véi khang nguyén
khac (ching han, khang thé phén l4p lién két dic hiéu véi hIL-6R gin nhu khong c6
cac khang thé lién két dic hiéu véi cac khang nguyén khac khong phai hIL-6R).

Thuat ngir “lién két dic hidu,” hodc twong tu, ding dé chi khang thé hodc méanh
lién két khang nguyén ciia n6 tao thanh phirc hop v6i khang nguyén va phitc hop nay
trong d6i 6n dinh & diéu kién sinh ly. Mirc o lién két dic hidu c6 thé dugc xac dinh
bing hing s6 phan ly it nhit khoang 1x10-6 M hoic 16n hon. Phuong phép xdc dinh
li€u hai phén tr ¢6 lién két dac hiéu véi nhau hay khong da dugc biét trong linh vuc
k¥ thuét ndy va bao gdm, vi du, thAm tach cin bing, cong hudng plasmon bé mit, va
tuong tu. Tuy nhién, khang thé phan 14p lién két ddc hiéu voi hIL-6R c6 thé c6 hoat
tinh phan ing chép vai cac khang nguyén khéac, nhu phéan tr IL-6R cia céc loai khac.
Theo sang ché, khéng thé da dic hidu (che:mg han, ludng dic hiéu) lién két voi hIL-6R
cling nhu mot hodc nhiéu khéang thé khac dugc coi 1a “lién két dic hiéu” véi hIL-6R.
Hon nita, khang thé phén 1ap c6 thé gan nhu khong c¢6 cac vét liéu va/hodc hoa chét

khac.
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Khéng thé khang hIL-6R thir nghiém c6 thé két hop vao dwoc phim theo sang
ché dugc d& cép trong tai lidu US 7,582,298.

Theo mdt s6 phuong 4n theo sang ché, khang thé khang hIL-6R, hodc manh
lién két khang nguyén ciia n6, bao gbm viing quyét dinh bd thé chudi ning (HCDR) 1
¢O trinh tu axit amin dugc chon tir nhom bao g(‘im SEQ ID NO: 4, 20, 36 va 52;
HCDR2 c¢6 trinh ty axit amin dugc chon tir nhém bao gém SEQ ID NO:6, 22, 38 va
54; va HCDR3 c¢6 trinh tu axit amin dugc chon tir nhém bao gém SEQ ID NO:2, 18,
34 va 50. Theo mét s6 phuong 4n, khang thé khang hIL-6R, hodc ménh lién két khang
nguyén ctia nd, bao gdm cac ving HCDR1-HCDR2-HCDR3, 14n luot duoc chon tir
nhém bao gdm: (i) SEQ ID NO:4 — 6 — 8; (ii) SEQ ID NO:20 — 22 — 24; (iii) SEQ ID
NO:36 — 38 — 40; va (iv) SEQ ID NO:52 — 54 — 56. |

Theo mdt sé phuwong an theo sang ché, khang thé khang hIL-6R, hodc méanh
lién két khang nguyén ciia n6, bao gdm ving quyét dinh bd thé chudi nhe (LCDR) 1
¢O trinh tu axit amin dugc chon tir nhém bao gém SEQ ID NO: 12, 28, 44 va 60;
LCDR2 c¢6 trinh tu axit amin dugc chon tir nhém bao g6m SEQ ID NO:14, 30, 46 va
62; va LCDR3 ¢6 trinh tu axit ‘amin duogc chon tir nhom bao gém SEQ ID NO:16, 32,
48 va 64. Theo mét sé phuong 4n, khang thé khang hIL-6R, hodc manh lién két khang
nguyén cia nd, bao gdm ving LCDRI1-LCDR2-LCDR3, 1an lugt duoc chon tir thém
bao gdm: (i) SEQ ID NO:12 — 14 — 16; (ii) SEQ ID NO:28 — 30 — 32; (iii) SEQ ID
NO:44 — 46 — 48; va (iv) SEQ ID NO:60 — 62 — 64.

Theo mdt sd phuong 4n, khang thé khang hIL-6R, hosic méanh lién két khang
nguyén ctia né, bao gdm ving HCDR1-HCDR2-HCDR3/LCDR1-LCDR2-LCDR, 1dn
lugt duge chon tir nhém bao gém: (i) SEQ ID NO:4 — 6 — 8 / SEQ ID NO:12 — 14 —
16; (i1) SEQ ID NO:20 — 22 — 24 / SEQ ID NO:28 — 30 — 32; (iii) SEQ ID NO:36 — 38
— 40/ SEQ ID NO:44 — 46 — 48; va (iv) SEQ ID NO:52 — 54 — 56 / SEQ ID NO:60 —
62 — 64.

Theo mot s6 phuong 4n, khang thé khang hIL-6R, hoic méanh lién két khang
nguyén ctia n6, bao gdbm ving bién dbi chudi ning (HCVR) ¢6 trinh ty axit amin duoc
chon tir nhém bao gébm SEQ ID NO:2, 18, 34 va 50. Theo mét sé phwong 4n, khang
thé khang hIL-6R, hoic manh lién két khang nguyén ciia n6, bao gdm ving bién dbi
chudi nhe (LCVR) ¢6 trinh ty axit amin dugc chon tir nhém bao gém SEQ ID NO:10,
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26, 42 va 58. Theo mot s6 phuong an, khang thé khang hIL-6R, hoic manh lién két
khang nguyén ciia n6, bao gdm cdp trinh tu axit amih HCVR/LCVR @dugc chon tur
nh6ém bao gdm SEQ ID NO:2/10; 18/26; 34/42 va 50/58.

Khang thé duoc sir dung trong phan vi du thyc hién sing ché dwoc goi 1a
“mAbl.” Khang thé nay con duoc dé cap trong US 7582298 1a VQ8F11-21. mAbl
(VQ8F11-21) bao gdm cap trinh tu axit amin HCVR/LCVR c¢6 SEQ ID NO:18/26, va
ving HCDR1-HCDR2-HCDR3/LCDR1-LCDR2-LCDR3 1a SEQ ID NO:20 — 22 — 24
/ SEQ ID NO:28 — 30 — 32.

Luong khang thé, hoic manh lién két khéng nguyén cuia no, trong duge phim
theo séang ché c6 thé thay ddi phu thudc vao dic tinh cu thé cua duoc phém, cling nhu
muc dich va hoan canh cu thé trong d6 dugc phém duge st dung. Theo mdt sb
phuong 4n, dugc phim c6 thé chira khoang 1mg/ml dén khoang 500mg/ml khang thé;
khoang S5mg/ml dén khoang 400mg/ml khang thé; khoang 5mg/ml dén khoang
200mg/ml khang thé; khoang 25mg/ml dén khoing 180mg/ml khéng thé; khoang
25mg/ml dén khoang 150mg/ml khang thé; hodc khoing 50mg/ml dén khoang
180mg/ml khang thé. Vi dy, dugc phdm theo séng ché c6 thé bao gdm khoang
Img/ml; khoadng 2mg/ml; khodng Smg/nil; khoang 10mg/ml; khodng 15mg/ml;
khoang 20mg/ml; khodng 25mg/ml; khoang 30mg/ml; khodng 35mg/ml; khoang
40mg/ml; khoang 45mg/ml; khoang 50mg/ml; khoang 55mg/ml; khodng 60mg/ml;
khoang 65mg/ml; khoang 70mg/ml; khoang 75mg/ml; khodng 80mg/ml; khoang
85mg/ml; khoang 86mg/ml; khodng 87mg/ml; khodng 88mg/ml; khoang 89mg/ml,;
khoang 90mg/ml; khodng 95mg/ml; khoadng 100mg/ml; khodng 105mg/ml; khoang
110mg/ml; khodng 115mg/ml; khoadng 120mg/ml; khoang 125mg/ml; khoéang
130mg/ml; khodng 131mg/ml; khoadng 132mg/ml; khodng 133mg/ml; khoang
134mg/ml; khodng 135mg/ml; khoang 140mg/ml; khodng 145mg/ml; khoang
150mg/ml; khodng 155mg/ml; khodng 160mg/ml; khodng 165mg/ml; khoang
170mg/ml; khodng 175mg/ml; khodng 180mg/ml; khoidng 185mg/ml; khoang
190mg/ml; khoang 195mg/ml; hodc khoang 200mg/ml khang thé hodc manh lién két
khang nguyén ciia no, lién két dic hiéu véi hIL-6R.

TA DUGQC VA PO pH
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Dugc phdm theo sang ché bao gdm mot hoic nhidu ta dwoc. Thuét ngit “ta
duoc,” nhu duge st dung trong ban mé ta nay, mot hop chit khong c6 hoat tinh diéu
tri bat ky duge thém vao duge phém dé tao ra cac dic tinh mong mubn vé do dic, dd
nhét hogc do on dinh. |

Theo mot sb phuong 4n, dugc phidm theo sing ché bao gdm it nhat mot axit
amin. Axit amin thich hop dé sir dung trong dugc phdm theo sang ché bao gbm, inter
alia, arginin va/hoéc histidin.

Luong axit amin trong dugc phim theo sang ché c6 thé thay d6i phu thudc vao
dic tinh cu thé cta dugce phdm, ciing nhur muyc dich va hoan canh cu thé trong d6 duoc
phim duge st dung. Theo mot sé phuong an, duoc phim c6 thé chira khoang 1mM
dén khoang 200mM axit amin; khoang 2mM dén khoang 100mM axit amin; khoing
5mM dén khoang 50mM axit amin; hoic khoang 10mM dén khoang 25mM axit amin.
Vi duy, duoc phém theo sang ché co thé bao gém khoang 1mM; khoang 1,5mM,;
khoang 2mM; khoang 2,5mM; khoang 3mM; khoing 3,5mM; khoang 4mM; khoang
4,5mM; khoang 5mM; khoang 5,5mM; khodng 6mM; khoang 6,5mM; khoang 7mM;
khoang 7,5mM; khoang 8mM; khoang 8,5mM; khodng 9mM; khoang 9,5mM; khoang
10mM; khoang 10,5mM; khoang 11mM; khoang 11,5mM; khodng i2mM; khoang
12,5mM; khoang 13mM; khoang 13,5mM; khoang 14mM; khoang 14,5mM; khoang
15mM; khoang 15,5mM; 16mM; khoang 16,5mM; khoang 17mM; khoang 17,5mM;
khoang 18mM; khoang 18,5mM; khoang 19mM; khodng 19,5mM; khoang 20mM,;
khoang 20,5mM; khoang 21mM; khoang 21,5mM; khoang 22mM; khoang 22,5mM,;
khoang 23mM; khoang 23,5mM; khoang 24mM; khoang 24,5mM; khoang 25mM;
khoang 25,5mM; khoang 26mM; khoang 26,5mM; khoang 27mM; khoang 27,5mM;
khoang 28mM; khoang 28,5mM; khoidng 29mM; khoang 29,5mM; khoang 30mM;
khoang 35mM; khoang 40mM; khoang 45mM; hodc khoing 50mM axit amin (ching
han, histidin va/hodc arginin).

Dugc phdm theo sang ché ciing c¢6 thé bao gdm mdt hoic nhiéu carbohydrat,
chfing han, mot hodc nhiéu duong. Pudng cé thé 1a duong khir hodc duong khong
khir. “Dudng khi” bao gdm, ching han, dudng c6 nhém keton hodc aldehyt va chira
nhém hemiaxetal hoat dong, diéu nay lam cho dudng hoat dong nhu mot chét khir. Vi

du v& duong khir bao gdm fructoza, glucoza, glyceraldehyt, lactoza, arabinoza,
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mannoza, xyloza, riboza, rhamnoza, galactoza va maltoza. DPudng khong khtr c6 thé
chira cacbon anome 12 axetal va khong phan émg v&i axit amin hogc polypeptit dé khai
dong phan ung Maillard. Vi du vé duong khong khir bao gbm sucroza, trehaloza,
sorboza, sucraloza, melezitoza va raffinoza. Axit duong bao gém, vi duy, axit saccaric,
gluconat vacéc loai duong polyhydroxy va mudi ciia chung.

Luong duong trong dugc phim theo séng ché ¢c6 thé thay dbi phu thudc vao
dac tinh cu thé cua duogc phém, cling nhu myc dich va hoan canh cu thé trong d6 dugc
phim dugc sit dung. Theo mdt s6 phuong 4n, dugc phdm c6 thé chira khoang 0,1%
dén khoang 20% dudng; khoang 0,5% dén khoang 20% dudng; khoang 1% dén
khoang 20% dudng; khoang 2% dén khoang 15% dudng; khoang 3% dén khoang 10%
dubng;khoéng496dé1khoéng1096du6ng;hoackhoéng59GdénkhoéngIOWBdubng
Vi dy, dugc phdm theo séng ché c6 thé bao gbm khoang 0,5%; khoang 1,0%; khoang
1,5%; khoang 2,0%; khoang 2,5%; khoang 3,0%; khoang 3,5%; khoang 4,0%; khoang
4,5%; khoang 5,0%; khoang 5,5%; khoang 6,0%; 6,5%; khoang 7,0%; khoang 7,5%;
khoang 8,0%; khoang 8,5%; khoang 9,0%.; khoang 9,5%; khoang 10,0%; khoang
10,5%; khoang 11,0%; khoang 11,5%; khoang 12,0%; khoang 12,5%; khoang 13,0%;
khoang 13,5%; khoang 14,0%; khoang 14,5%; khoang 15,0%; khoang 15,5%; khoang
16,0%; 16,5%; khoang 17,0%; khoang 17,5%; khoang 18,0%; khoang 18,5%; khoang
19,0%; khoang 19,5%; hodc khoang 20,0% dudng (chrfmg han, sucroza).

Duoc phim theo séng ché ciing c6 thé bao gdbm mdt hoic nhiéu chét hoat dong
bé mat. Nhu duge st dung trong ban md ta nay, thuét ngi “chét hoat dong bé mat” 1a
chét giam strc cing bé miit cia dich 18ng trong d6 chiing dugc hoa toan va/hodc gidn
strc cang bé mit tiép xuc gifta nudc va dAu. Chét hoat dong bé& mit c6 thé c6 hoat tinh
ion hodc khong ion. Chét hoat dong bé mit khéng ion c6 thé dugc dua vao duge phém
theo sang ché bao gbm, ching han, alkyl poly(etylen oxit), alkyl polyglucosit (ching
han, octyl glucosit va dexyl maltosit), rugu béo nhu xetyl ancol va oleyl ancol,
cocamit MEA, cocamit DEA, va cocamit TEA. Chét hoat dong bé mit khong ion co
thé duoc dua vao dugc phim theo séng ché bao gbém, ching han, polysorbate nhu
polysorbate 20, polysorbate 28, polysorbate 40, polysorbate 60, polysorbate 65,
polysorbate 80, polysorbate 81, va polysorbate 85; poloxame nhu poloxame 188,
poloxamer 407; polyetylen-polypropylen glycol; hodc polyetylen glycol (PEG).
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Polysorbate 20 con dugc goi la TWEEN 20, sorbitan monolaurat va
polyoxyetylensorbitan monolaurat.

Lugng chét hoat dong bé mit trong dugc phém theo sang ché co thé thay dbi
phu thudc vao déc tinh cu thé cua dugc phém, cling nhu muyc dich va hoan canh cu thé
trong d6 dugc phdm dugc st dung. Theo mot s6 phuong 4an, duoc phdm c6 thé chira
khoang 0,05% dén khoang 5% chit hoat dong bé mit; hoic khoang 0,1% dén khoang
0,2% chét hoat dong bé mat. Vi du, duoc phém theo sang ché c6 thé bao gém khoang
0,05%; khoang 0,06%; khoang 0,07%; khoang 0,08%; khoang 0,09%; khoang 0,10%;
khoang 0,11%; khoang 0,12%; khoang 0,13%; khoang 0,14%; khoang 0,15%; khoang
0,16%; khoang 0,17%; khoang 0,18%; khoang 0,19%; khoang 0,20%; khoang 0,21%;
khoang 0,22%; khoang 0,23%; khoang 0,24%; khoang 0,25%; khoang 0,26%; khoang
0,27%; khoang 0,28%; khoang 0,29%; hodc khoang 0,30% chit hoat dong bé mat
(ching han, polysorbate 20).

Duogc phém theo sang ché c6 thé c6 do pH tir khoang 5,0 dén khoang 8,0. Vi
du, duoc phém theo sang ché c6 thé co @6 pH khoang 5,0; khoang 5,2; khoang 5.4;
khoang 5,6; khoang 5,8; khoang 6,0; khoang 6,2; khoang 6,4; khoang 6,6; khoang 6,8;
khoang 7,0; khoang 7,2; khoang 7,4; khoang 7,6; khoang 7,8; hodc khoang 8,0.

DUGC PHAM THU NGHIEM |

Theo mdt khia canh theo sang ché, dugc phim bao gbm: (i) khang thé ngudi
lién két dic hiéu véi hIL-6R (chéng han, mAb1); (ii) axit amin(ching han, histidin);
va (iii) dudong (ching han, sucroza). Cu thé, cac phwong 4n thir nghiém khéng han ché
dugc dé cap theo khia canh nay theo sang ché dugc néu trong bang 1;

Bang 1: Dugc pham thir nghiém bao gdm mADb1, Histidin va Sucroza

Abl 2550|100 (150 |25 |50|100 150 (25|50 100 |150|25|50 100|150
(mg/ml)

histidin |10|10(10 |10 |10|10|10 |10 |{10|10|10 |10 |10|10 |10 |10
(mM)

sucroza |1 |1 |1 |1 |2 (2 (|2 |2 |4 |4 |4 |4 |6 |6 |6 |6
(%)
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Theo mdt khia canh khéc theo sang ché, dugc phim bao gém: (i) khang thé ngudi
lién két dic hiéu voi hIL-6R (chellng han, mAbl); (ii) axit amin (chéng han, histidin);
(ili) duong (ching han, sucroza); va (iv) chdt hoat dong bé mit (ching han,
polysorbate 20). Cu thé, cac phuong 4n thir nghi€ém khong han ché duogc dé cép theo
khia canh nay theo sang ché dugc néu trong bang 2A va 2B.

Bang 2A: Dugc phém thir nghiém bao gém mAbl, Histidin, Sucroza va Polysorbate 20

mADbl 25 |50 (100 (150 25 |50 [100 (150 25 |50 ({100 (150
(mg/ml)

histidin 10 (10 {10 10 10 (10 10 |10 {10 |10 10 10
(mM)

sucroza 2 2 2 2 5 5 5 5 10 (10 |10 |10
(%)

polysorbate 0,1 (0,1 (0,1 10,1 0,0 (0,1 (0,1 0,1 0,1 0,1 (0,1 (0,1
20 (%)

Bang 2B: Duoc pham thir nghiém bao gdbm mAb1, Histidin, Sucroza va Polysorbate
20

mAbl 25 |50 | 100 | 150 {25 |50 |100 150 |25 |50 |100 |150
(mg/ml)

histidin 10 (10 (10 |10 |10 (10 |10 (10 |10 |10 |10 |10
(mM)

sucroza 2 2 2 2 5 5 5 5 10 |10 |10 |10
(%)

polysorbate | 0,2 [ 0,2 |0,2 (0,2 |0,2 |02 |02 |02 |02 |0,2 |0,2 |0,2
20 (%)

Theo mot khia canh khéc theo sang ché, dugc phidm bao gdm: (i) khang thé
nguoi lién két dac hidu voi hIL-6R (ching han, mAb1); (ii) axit amin thir nhét (chang

han, histidin); (iii) dudng (ching han, sucroza); (iv) chit hoat dong bé mit (ching han,
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polysorbate 20); va (v) axit amin thir hai (ching han, arginin). Cu thé, cdc phuong an
thir nghiém khong han ché dugc dé cap theo khia canh nay theo sang ché dugc néu
trong bang 3A, 3B, 3C, 3D, 3E va 3F.

Bang 3A: Dugc phim thir nghiém bao gdbm mAbl, Histidin, Sucroza, Polysorbate 20

va Arginin

mAbl 25 [50 [100 [150 [25 [50 [100 |150 [25 |50 |100 |150
(mg/ml)

histidin 10 [10 [10 [10 [10 [10 |10 [10 [10 (10 |10 |10
(mM)

sucroza 2 2 2 2 5 5 5 5 10 (10 |10 10
(%)

polysorbate | 0,2 | 0,2 |02 |02 |02 |02 |02 |02 |02 [02 |02 |02
20 (%)

arginin 10 [10 [10 [10 [10 [10 |10 |10 |10 |10 |10 |10
(mM)

Bang 3B: Dugc phdm thir nghiém bao gdbm mAbl, Histidin, Sucroza, Polysorbate 20

va Arginin

mAbl 25 |50 |100 |150 (25 |50 |100 [150 (25 {50 |100 |150
(mg/ml)

histidin 10 [10 [10 |10 |10 |10 |10 [10 |10 (10 (10 |10
(mM)

sucroza 2 2 2 2 5 5 5 5 10 |10 |10 |10
(%)

polysorbate | 0,2 | 0,2 |02 |02 |02 [02 [02 [02 [02 0,2 |02 |02
20 (%)

arginin 25 [25 |25 [25 |25 |25 |25 |25 |25 |25 |25 |25
(mM) |
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Bang 3C: Duogc phém thir nghiém bao gém mAbl1, Histidin, Sucroza, Polysorbate 20

va Arginin

mAbl 25 |50 |100 {150 |25 |50 |100 |150 |25 |50 |100 |150
(mg/ml)

histidin 25 [25 [25 |25 |25 |25 |25 |25 |25 |25 |25 |25
(mM)

sucroza 2 (2 [2 |2 [5 |5 |5 |5 |10 |10 |10 |10
(%)

polysorbate [ 0,2 0,2 |02 |02 |02 [02 [02 [02 |02 [02 [02 |02
20 (%)

arginin 10 [10 [10 |10 [10 |10 |10 |10 |10 |10 |10 |10
(mM)

Bang 3D: Dugc phém thir nghiém bao gém mAbl, Histidin, Sucroza, Polysorbate 20

va Arginin

mAbl 25 (50 [100 |150 {25 |50 |100 | 150 |25 |50 | 100 |150
(mg/ml)

histidin 25 |25 |25 [25 |25 |25 |25 |25 |25 |25 |25 |25
(mM)

sucroza 2 2 2 2 5 5 5 5 10 |10 |10 10
(%)

polysorbate | 0,2 0,2 |02 |02 |02 |02 [02 [02 |02 [02 [02 |02
20 (%)

arginin 25 |25 |25 [25 [25 |25 |25 |25 |25 |25 |25 |25
(mM)

Bang 3E: Dugc phim thit nghiém bao gdbm mAb1, Histidin, Sucroza, Polysorbate 20

va Arginin
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mAbl 25 [50 |100 | 150 [25 [50 [100 | 150 [25 |50 [100 |150
(mg/ml)

histidin 25 |25 |25 |25 |25 |25 [25 [25 |25 |25 |25 |25
(mM)

sucroza 2 |2 |2 |2 |5 |5 |5 |5 10 (10 |10 |10
(%)

polysorbate | 0,2 [0,2 [02 |02 [02 [02 [02 |02 [02 [02 [02 |02
20 (%)

arginin 50 |50 [50 [50 [50 [50 |50 |50 [50 [50 [50 |50
(mM)

Bang 3F: Dugc phdm thir nghiém bao gbm mAb1, Histidin, Sucroza, Polysorbate 20

va Arginin

mADb1 160 | 170 | 175 | 180 | 160 | 170 | 175 | 180 | 160 | 170 | 175 | 180
(mg/ml)

histidin 25 |25 |25 |25 |25 |25 |25 |25 |25 |25 |25 |25
(mM)

sucroza 2 2 2 2 5 5 5 5 10 |10 [10 |10
(%)

polysorbate | 0,2 | 0,2 |0,2 (0,2 |0,2 [0,2 |0,2 |0,2 |0,2 [0,2 |0,2 |0,2
20 (%)

arginin 50 {50 (50 |50 |50 |50 (50 |50 |50 (50 |50 |50
(mM)

Céc vi du khong han ché vé duoc phdm dugc dé cp theo sang ché duoc dé cap

trong toan bo ban mo ta, bao gém ca ph?m vi du thyuc hién sang ché duai day.
PO ON PINH VA PO NHOT CUA DUGC PHAM

Duoc phdm theo séang ché thudng c6 d6 6n dinh cao. Thuat ngit “én dinh,” nhu

duge st dung trong ban md ta nay lién quan dén dugc pham, nghia 12 khang thé trong

duogc phém dan giit duoc mirc 6 cdu tric va/hodc chitc ning va/hoic hoat tinh sinh
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hoc chip nhan duoc sau khi bao quan trong mdt khoang thoi gian nhét dinh. Dugc
phim c6 thé 6n dinh ngay ca khi khang thé trong dugc phdm khéng duy tri duoc
100% cAu trac va/hodc chirc ndng va/hodc hoat tinh sinh hoc sau khi bdo quan trong
mot khodng thoi gian nhét dinh. Trong méot sb diéu kién, mirc do duy tri khoang 80%,
khoang 85%, khoang 90%, khoang 95%, khoang 96%, khoang 97%, khoang 98%
hodc khoang 99% cu truc va/hodc chirc ndng va’/hodc hoat tinh sinh hoc cua khang
thé sau khi bao quan trong mét khoang thodi gian nhét dinh c6 thé duoc coi 1a “én
dinh.”

Do 4n dinh c6 thé duoc x4c dinh bing cach danh gia ty 16 phan trim khang thé
ban diu con lai trong duge phidm sau khi bao quan trong mét khoang thoi gian nhat
dinh & mot nhiét do nhét dinh. Ty 18 phan trim khang thé ban diu c¢6 thé duogc xac
dinh bing phuong phap séc ky loai trir kich thuéc (ching h.an, sac ky 1ong hiéu ning
cao loai trir kich thudc [SE-HPLC]). “D§ dn dinh chép nhén dugc,” nhu duge st dung
trong ban md t4, nghai 1a it nhat 90% dang ban d4u cta khang thé c6 thé phat hién
dwoc trong duge phim sau khi bao quan trong mot khoang thoi gian nhét dinh & mot
nhiét d6 nhit dinh. Theo mot s& phuong éan, it nhéat khoang 90%, 91%, 92%, 93%,
94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% hodc 100% dang ban diu ctia khang thé co6 thé phat
hién dugce trong duoc phim sau khi bao quan trong mot khoang thoi gian nhét dinh &
mot nhiét o nhit dinh. Khoang thoi gian x4c dinh sau d6 do on dinh duge do c6 thé
it nhat 1a 1 thang, it nhét 2 théng, it nhét 3 thang, it nhét 4 thang, it nhét 5 thang, it
nhét 6 thang, it nhit 7 thang, it nhit 8 thang, it nht 9 thang, it nhit 10 thang, it nhét 11
thang, it nhét 12 théng, it nhét 18 thang, it nhét 24 thang, hodc nhiéu hon. Nhiét d0 tai
d6 dugc phdm c6 thé duoc bao quan khi danh gia d6 6n dinh c6 thé 1a mot nhiét do bat
ky tir khoang -80°C dén khoang 45°C, ching han, bao quan & khoang -30°C, khoang -
20°C, khoang 0°C, khoang 5°C, khoang 25°C, hodc khoang 45°C. Vi dy, dugc phém
¢6 thé duge coi 12 én dinh néu sau 3 thang bao quan & 5°C, khoang hon 90%, 95%,
96% hodic 97% khang thé ban dau dugc phét hién bang SE-HPLC. Dugc phidm ciing
¢6 thé duge coi 14 6n dinh néu sau 6 thang bao quan & 5°C, khoang hon 90%, 95%,
96% hodc 97% khang thé ban d4u dugc phat hién bang SE-HPLC. Duoc phim ciing
¢6 thé dugc coi 12 6n dinh néu sau 9 thang bao quan & 5°C, khoang 90%, 95%, 96%
hodc 97% khang thé ban dau dwgc phat hién bing SE-HPLC. Dugc phdm ciing c6 thé
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duoc coi 12 6n dinh néu sau 3 thang bao quan & 25°C, khoang 90%, 95%, 96% hodc
97% khéng thé ban dau dugc phat hién bing SE-HPLC. Duoc phim ciing c6 thé duoc
coi 12 8n dinh néu sau 6 thang bao quan & 25°C, khoang 90%, 95%, 96% hoic 97%
khéng thé ban diu dugc phét hién bing SE-HPLC. Dugc phdm ciing c6 thé dugc coi
12 4n dinh néu sau 9 thang bao quan & 25°C, khoang 90%, 95%, 96% hoic 97% khéng
thé ban du dugc phat hién bang SE-HPLC.

Céac phuong phap khéac co thé duoc st dung dé danh gia d6 6n dinh cta dugc
phim theo séng ché nhu, ching han, quét nhiét vi sai (DSC) dé danh gia d6 6n dinh
v6i nhiét, két tu c6 kidm soat dé danh gia d6 6n dinh co hoc, va d hép thu & bude
song & khoang 350 nm hodc khoang 405 nm dé x4c dinh do duc cia dung dich. Vi dy,
dugc phdm theo sdng ché c6 thé dugc coi 1a dn dinh néu sau 6 thang hodc nhidu hon
bio quan & khoang 5°C dén khoang 25°C, sy thay dbi OD405 ciia dugc phim it hon
khoang 0,05 (chellng han, 0,04, 0,03, 0,02, 0,01, hodc it hon) so véi OD405 cua dugc
phém tai thoi diém t=0.

P6 4n dinh may ciing c6 thé dugc danh gia bing céch do hoat tinh sinh hoc
va/hoic 4i luc lién két cia khang thé vé6i dich. Vi dy, dugc phim theo séng ché c6 thé
duoc coi la 4n dinh néu sau khi bao quan & chéng han, 5°C, 25°C, 45°C, v.v.. trong
mot khoang thoi gian nhét dinh (ching han, 1 dén 12 thang), khéng thé khang IL-6R
trong duoc phim lién két voi IL-6R véi 4i lyc it nhét 1a 50%, 60%, 70%, 80%, 90%,
95%, hodc nhidu hon 4i luc lién két cia khang thé truéc khi bao quan. Cac phuong
phap khac dé danh gia do én dinh ctia khang thé trong dugc pham duge dé cap trong
phén vi du thuc hién sang ché dudi day.

J dang 10ng, dugc phdm theo séng ché may, theo mot sb phwong an, c6 dd
nhét thip dén trung binh. “Pd nhét” nhu duge sit dung trong ban md ta nay c6 thé 1
“d0 nhot dong hoc” hodc “dd nhdt tuyét d6i.” “Dd nhét dong hoc” 13 thong s6 dong
chay ngugc cua dich 16ng dudi tac dung cla trong lwgng. Khi hai dich long ¢6 cung
thé thich duoc dit trong cac may do dd nhét mao din giéng nhau va cho chay duéi tac
dung cua trong luc, dich 16ng nhét s& mét nhiéu thoi gian dé chay qua dng mao dn
hon so v6i dich 1ong c6 d6t nhét thip hon. Vi du, néu mot dich 16ng mét 200 gidy dé
chay qua 6ng mao din va mot dich long khéc mét 400 gidy, thi dich 16ng thit hai c6 d§

nhét gip hai 14n so véi dich 16ng thir nhét trén thang dd nhét dong hoc. “Do nhét tuyét
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d6i, d6i khi dugc goi 1a o nhét dong hodc don gian 13 d6 nhét, 1a két qua cta do
" nhét ddng hoc va mét do cua dich 16ng (DO nhét tuyét dbi = Pd nhdt ddong hoc x Mat
d6). Thir nguyén ctia do nhét dong hoc 1a L2/T trong do L 1a chidu dai va T 1a thoi
gian. Thong thuong, do nhét dong hoc co don vi 1a xentistoke (cSt). Pon vi SI ctua do
nhét dong hoc 1a M2/s, 1a mot cSt. DO nhdét tuyét dbi c6 don vi 12 xentipoise (cP). Pon
vi SI cia dd nhét tuyét ddi 1a milliPascal-second (mPa-s), trong d6 1 cP = 1 mPa-s.

Nhu duge sitr dung trong ban md ta nay, do nhot thip lién quan dén dugc phim
16ng theo sang ché, 1a d6 nhét tuyét ddi it hon khoang 20 cPoise (cP). Vi dy, duge
phém long theo sang ché s& dugce coi 1a c6 “dd nhdt thép,” néu khi dugc xé4c dinh st
dung k¥ thuit do do nhét chuin, dugc phdm c6 dd nhot tuyét d6i khoang 19 cP,
khoang 18cP, khoang 17cP, khoang 16¢cP, khoang 15cP, khoang 14cP, khoang 13cP,
khoang 12cP, khoéng 11cP, khoing 10cP, khoang 9cP, khoang 8cP, khoang 7cP,
khoang 6¢P, khoang 5cP, khoang 4cP, hodc it hon. Nhu dugc st dung trong ban md ta
ndy, do nhét trung binh lién quan dén dugc phdm 16ng theo sang ché, 14 @6 nhét tuyét
dbi khoang 30cP va khoang 20cP. Vi dy, dugc pham 16ng theo sang ché s& dugc coi 1a
c6 “do nhét trung binh,” néu khi dugc xac dinh st dung k¥ thuat do do nhot chuén,
dugc phdm c6 @9 nhét tuyét d6i khoang 30cP, khoang 29¢P, khodng 28cP, khoang
27¢P, khoang 26¢P, khoang 25cP, khoang 24cP, khoang 23cP, khoang 22cP, khoang
21cP hoic khoang 20cP.

Nhu duge minh hoa trong vi du 6 dudi day, tac gia sang ché da dua ra phat
hién dang ngac nhién rang ¢6 thé tao ra dugc phém long c¢6 dd nhot thép dén do nhét
trung binh chira ndng do khang thé khang hIL-6R cao (ching han, 1én toi it nhét
175mg/ml) bing céch bao ché khang thé v6i 25mM dén 100mM histidin va 25mM
dén 50mM arginin. Ngoai ra, tac gi sing ché con phat hién dugc rang duoc phim con
c6 thé dwoc giam dén ndéng d6 16n hon nita bang cach diéu chinh ham lugng sucroza it
hon 10%.

VAT CHUA DUGC PHAM VA PHUONG PHAP SU DUNG

Dugc phdm theo séng ché c6 thé dugc chira trong mot vat chta thich hop aé
bao quan dugc phdm. Vi dy, dugc phém c6 thé duge chira trong vét chira bing nhua
hoic thity tinh vd trung va han kin ¢ thé thich x4ac dinh nhu lo, éng thubc, bom tiém,

cartridge, hodc chai. Céc loai lo khac nhau co thé duoc st dung dé chira duoc phém
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theo sang ché bao gém, chéng han, lo nhua hodc lo thuy tinh trong va can quang
(ching han, mau hd phéach). Tuong tw, mot loai 6ng tiém bét ky cling c6 thé duoc sir
dung dé chira vi/hogc st dung dugc phim theo séng ché.

Dugc phdm theo séng ché ¢6 thé dugc chira trong bom tiém “tungsten binh
thuong” hodc bom ti€ém “tungsten thip”. Nguoi c6 hiéu biét trung binh trong linh vuc
k¥ thuat nay s€ hiéu ring, quy trinh sén xuht bom tiém thay tinh bao gdm vié st dung
que tungsten nong dé choc thuty tinh nh& d6 tao ra mot 16 tir d6 dich léng c6 thé dugc
rat va déy ra tir bom tiém. Quy trinh nay tao ra sy tich tu mot lurong rat nho tungsten
trén bé mit trong ciia 6ng tiém. Quy trinh rira va cac bude xtr ly tiép theo c6 thé duge
sir dung dé gidm lugng tungsten trong bng tiém. Nhu dugc st dung trong ban md ta
nay, thuat ngir “tungsten binh thudng” nghia la ng tiém chira nhidu kon 500 phin ty
(ppb) tungsten. Thuét nglt “tungsten thip” nghia 12 6ng tiém chira it hon 500ppb
tungsten. Vi du, bng tiém tungsten thép, theo sang ché, c6 thé chira it hon khoang 490,
480, 470, 460, 450, 440, 430, 420, 410, 390, 350, 300, 250, 200, 150, 100, 90, 80, 70,
60, 50, 40, 30, 20, 10 ppb hodc it hon Iuong tungsten.

Bom tiém cao su dugc st dung trong 6ng tiém, va nut cao su dugc st dung dé
dong lo thudc, c6 thé duge ph dé tranh nhiém tap dugc phdm va/hodc dé bao toan do
bn dinh cua duoc phém. Do @6, dugce phém theo sang ché, theo mot }sé phuong an, ¢
thé dugc chira trong dng tiém bao gbm bom tiém dugc phu, hodc trong lo dwgc han
kin bang nit cao su dugc bao phil. Vi dy, bom ti€ém hogc nit c6 thé dugc phit mang
flocacbon. Vi du v& bom tiém vd/hodc nut duge phu thich hop dé st dung véi lo va
6ng tiém chtra dugc phém theo sang ché dugc dé cdp trong tai liéu, chéng han, Patent
My s6 4,997,423; 5,908,686; 6,286,699; 6,645,635; va 7,226,554. Vi du cu thé vé nat
cao su hodc bom tiém cao su dugc phu theo theo sang ché c6 ban trén thi truong dudi
nhén hiéu “FluroTec®,” cia West Pharmaceutical Services, Inc. (Lionville, PA).

Theo mdt sb phwong 4n theo sang ché, dugc phim c6 thé dugc chira trong may
bng tiém tungsten thip bao gbdm bom tiém dugc phu flocacbon. Nhu dugc thao luén
trong phﬁn Vi du thuc hién sang ché dudi day, su két hop dng tiém tungsten thip va
bom tiém dugc phu flocacbon dugce phat hign 1a tao ra dd 6n dinh d4ng ngac nhién

cho dugc phdm theo sédng ché.
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Dugc phim c6 thé duge sir dung cho bénh nhan bang dudng ngoai tiéu héa nhur
tiém (ching han, tiém duéi da, trong tinh mach, trong co, trong phtic mac 6 bung,
v.v..) hodc qua da, qua niém mac, qua mili, qua phdi va/hoic qua duong miéng. R4
nhidu thit bi phan phdi thubc tiém tw dong vi/hodc bt tiém c6 thé duoc sir dung dé
phan phéi qua da dugc phim theo sing ché. Vi du bao gdm, nhung khdng chi giéi han
& AUTOPEN™ (Owen Mumford, Inc., Woodstock, UK), DISETRONIC™
(Disetronic Medical Systems, Bergdorf, Switzerland); HUMALOG MIX 75/25™,
HUMALOG™, HUMALIN 70/30™ (Eli Lilly va Co., Indianapolis, IN),
NOVOPEN™ I, II va III (Novo Nordisk, Copenhagen, Denmark), NOVOPEN
JUNIOR™ (Novo Nordisk, Copenhagen, Denmark), BD™ pen (Becton Dickinson,
Franklin Lakes, NJ), OPTIPEN™, OPTIPEN PRO™, OPTIPEN STARLET™, va
OPTICLIK™ (sanofi-aventis, Frankfurt, Germany). Vi du_vé but tiém va’hoac thiét bi
phan phéi thudc tiém tu dong ding mot lan dé phan phéi duogc phém theo sang ché qu
da bao gdbm, nhung khong chi giéi han & the SOLOSTAR™ pen (sanofi-aventis), the
FLEXPEN™ (Novo Nordisk), va the KWIKPEN™ (Eli Lilly), the SURECLICKTM
Autoinjector (Amgen, Thousand Oaks, CA), the PENLETTM (Haselmeier, Stuttgart,
Germany), the EPIPEN (Dey, L.P.), va the HUMIRATM Pen (Abbott Labs, Abbott
Park, IL).

Viéc sir dung may truyén dich tw dong dé phan phéi duge phim theo séng ché
cling dugc dé cap & day. Nhu dugc sir dung trong bin md ta nay, thudt ngit “may
truyén dich tw dong” nghia 1a thiét bj phan phéi dudi da duoc thiét ké dé st dung
cham mot thé tich 16n (ching han, 1én dén khoang 2,5ml hodc nhidu hon) duoc phdm
trong mot khoang thoi gian kéo dai (ching han, khoang 10, 15, 20, 25, 30 phut hoac
nhiéu hon). Tham khao, chﬁng han, U.S. 6,629,949; US 6,659,982; va Meehan et al.,
J. Controlled Release 46:107-116 (1996). May truyén dich ty dong 1a déc biét hitu
dung dé phén phéi lidu 16n protein & noéng do cao (chéng han, khoang 100, 125, 150,
175, 200 mg/ml hogc nhiéu hon) va/hoic dung dich nhét.

DIEU TRI

Dugc phim theo séng ché 13 hitu dung dé diéu tri, ngdn ngira va/hodc gidm nhe
bénh hodc 161 loan di kém véi hoat tinh IL-6, bao gém bénh hodc rdi loan do qué trinh

hoat héa thu thé IL-6 giy ra. Vi dy v& bénh va rdi loan c6 thé duoc didu tri va/hodc
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ngin ngira bang cach st dung dugc phim theo sang ché bao gbém, ching han, viém
khép dang thip, viém cimg khép dbt sbng, bénh Crohn, viém rudt loét, viém tuy, viém
khép tu phat thé thiéu nién, viém mach, bénh Kawasaki, luput ban doé toan than, vay
nén, viém khép vay nén, hoi chimg Sjogrenm bénh Still, bénh Castleman, xo cting rai
rac, bénh di kém véi qua trinh dong mau bét thuong hoic qua trinh phan hiy fibrin
(chéng han, huyét khéi), ung thu (chéng han, ung thu v, bénh bach clu, ung thu
budng trimg, u hic td, ung thu tuy, ung thu tuyén tién liét, u lympho, ung thu phdi,
cacxinom té bao than, ung thu dai tryc trang, da u tdy, v.v..), ching suy mon, thai
ghép tang hodc té bao man tinh, bénh tim mach, nhiém virut (chéng han, HIV, EBV,
v.v..), bénh tuong bao-huyét, ting globulin mién dich trong mau, thiéu mau, viém
thén, u trung biéu mo, va mét thinh luc va céc rdi loan tai gitta khac.

Do d6, sang ché d& xuét phuwong phép diéu tri, ngin ngira, vad/hodc giam nhe
mdt bénh hodc rdi loan bit ky di kém véi hoat tinh IL-6 hodc qua trinh hoat héa IL-6R
(bao gdm bénh bat ky trong sb cc bénh, rdi loan va tinh trang ké trén). Phuong phap
didu tri theo sang ché bao gdm viéc sir dung dugc phim bao gdm an khang thé khang
hIL-6R theo sang ché. Pbi tuong dugc st dung dugce phém c6 thé 13, chéng han,
nguoi hoéc dong vat khong phai nguoi can diéu tri, ngan ngura va/hodc giam nhe bénh,
hodc dbi twong s& ¢6 loi vé& mit sirc khoe khi trc ché hoic giam hoat tinh IL-6 va/hoic
IL-6R. Vi du, dbi tuong co thé dugc chin doan bi bénh, hoic duge coi 1a ¢6 nguy co
bi bénh. Sang ché con dé xudt viéc st dung dugc phim theo sang ché dé san xuét
thube diéu tri, ngin ngira va/hodc gidm nhe bénh hodc rdi loan di kém v&i hoat tinh
IL-6 ho#c qua trinh hoat hoa IL-6R (bao gdm bénh, rdi loan va tinh trang bit ky néu
trén).

Vi du thwe hién sang ché

Céc vi du sau dau duge néu dé cung cip cho ngudi c6 hidu biét trung binh
trong linh vuc k¥ thuit nay sy mo ta déy dp’_vvé viéc lam thé nao dé tao ra va phuong
phép va dugc phim theo sang ché, va s& khong giéi han pham vi ctia. T4c gia sang ché
da cb géng dé dam béo su chinh x4c cia cac con sb (chﬁng han, Iugng, nhiét dg, v.v..)
nhung mot s sai s6 thir nghiém va d¢ 1&ch ciing cin dugc tinh dén. Trir khi c6 quy

dinh khéc, ph?m c6 nghia la ph@“m theo trong lugng, trong lugng phén tir 1a trong lugng
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phén tir trung binh, nhiét d6 1a d6 C, va ap xuit 13 4p suét khi quyén hodc gin 4p xuét
khi quyén.

Vi du 1. P6 6n dinh ctia Khang thé khang thu thé interleukin-6 ctia ngudi
nguyén ven (IL-6R) (“mAb1”) sau khi bao quan & nhiét d thip

Trong Vi du nay, nhiéu loai dugc phém khéc nhau dugc tao ra chira khang thé
khang IL-6R ctia nguoi ma khong cé tad duge. Khang thé thir nghi€ém dugc st dung
trong vi du ndy va céc vi du tiép theo dudi day 1a khang thé bao gbdm ving bién dbi
chudi ning (HCVR) c6 trinh tu axit amin SEQ ID NO:18, va viing bién d6i chudi nhe
(LCVR) c6 trinh ty axit amin SEQ ID NO:26. Khéng thé nay dugc goi 12 “mAbl1”.

Nhu mot thr nghiém so bg, do 6n dinh cia mAbl trong dung dich dugc xéc
dinh theo nhiéu khoang thoi gian khac nhau khi bado quan & céc nhiét do -20°C, -30°C
va -80°C. Néng d6 cua mAb1 dugc st dung trong Vi du nay 1a 128mg/ml. Tai cac thoi
diém khac nhau, do én dinh ctia mAbl dugc x4c dinh béng séc ky 16ng hiéu nang cao
loai trir kich thu6e (SE-HPLC) va sic ky 16ng hiéu ning cao trao ddi ion (CEX-
HPLC). Do 6n dinh dugce x4c dinh dua trén ty 1& phan trim mAb1 ban du con lai
trong miu (bang SE-HPLC; Bang 4) va ty 1& phan trim gdc axit c6 trong mau (bing
CEX-HPLC; Béang 5) (Su gia ting ty 1& phan trim gbc axit 12 phit hop vé6i qua trinh
khir amit hoa khang thé va do d6 dwgc coi 14 mot hién tugng khong mong mubn d6i
v6i duge phdm theo sang ché).

Béang 4: % MAbI ban dau con lai (SE-HPLC)

Nhiét dd bao quan
Thoi gian (thang) |-80°C -30°C -20°C
0 95,9 95,9 95,9
1 95,7 1943 93,2
3 95,6 93,6 89,3
6 96,1 96,0 88,9
9 95,6 91,6 87,9
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Bang 5: % Gbc axit (CEX-HPLC)

Nhiét d6 bao quan
Thoi gian (thang) |-80°C -30°C -20°C
0 28,6 28,6 28,6
1 27,3 28,0 28,1
3 27,3 27,7 28,3
6 28,6 29,6 29,3
9 29,0 28,8 29,0

Két qua & bang 3 va 4 duoc minh hoa trén Fig. 1 va 2. Két qua chi ra ring
mAb] c6 thé tdn tai dn dinh & ndng dd 128mg/ml trong it nhit 9 thang khi dugc bao
quan ¢ -80°C.

Vi du 2. D6 6n dinh cia dugc phim mAb1 Chira ta dugc t6i thiéu

Tam duge phidm khéac nhau chira mAb1 va ta dugc t6i thidu nhu duge thé

hién trong bang 6 dugc bao ché.

Bang 6: Dugc phim mAb] chira t4 duge t6i thiéu

Dugc pham T4 duoc mAb]1 (mg/ml)
1 0,13% polysorbate 20 80
6% sucroza

2 0,13% polysorbate 20 80

3 1% sucroza 80

4 2% sucroza 80

5 4% sucroza 80

6 6% sucroza 80

7 khong 80

8 khong 65

Tét ca cac dugc phém déu chira 10mM histidin, pH 6,0
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Dugc phim dugc kiém tra dd dn dinh by SE-HPLC sau céc khoang thoi gian
khéc nhau & -30°C va -20°C. Két qua, duoc thé hién & dang ty 1¢ phan trim mAb] ban
dAu con lai, duoc thé hién trong bang 7 (-30°C) va 8 (-20°C).

Bang 7: % MADI ban dau con lai (SE-HPLC) Sau khi bdo quan ¢ -30°C

Thoi gian | Duoc pham # (xem béang 6)

(thang) 1 2 3 4 5 6 7 8
0 96,4 96,2 96,4 96,5 96,5 96,6 96,2 96,5
1 96,4 95,1 96,3 96,3 96,4 96,6 95,1 95,3
2 96,4 94,7 96,0 96,4 96,5 96,0 95,0 95,4
3 96,5 94,7 96,3 96,7 96,7 96,7 94,4 94,9
4

6

9

97,2 95,2 96,7 97,4 97,3 97,3 95,1 95,7
97,0 94,2 96,2 96,8 97,1 96,9 94,0 94,5
96,7 93,6 96,0 96,6 96,5 96,9 93,4 93,8

Bang 8: % MADI ban dau con ‘lai (SE-HPLC) sau khi bao quin & -20°C

. xent
Thoi  gian | Dugc phim # (§ee Bang 6)

(thang) 1 2 3 4 5 6 7 8

96,4 96,2 96,4 96,5 96,5 96,6 96,2 96,5

96,7 94,5 96,0 96,8 96,5 96,3 94,1 94,5

96,4 90,9 95,3 96,4 96,4 96,4 90,9 91,8

97,2 90,7 95,8 97,4 97,1 97,1 91,4 91,8

96,9 86,9 94,1 96,9 96,9 97,1 7,5 8,5

0
1
2
3 96,9 90,1 95,1 96,6 96,6 96,7 90,5 90,9
4
6
9

96,5 86,0 93,3 96,6 96,6 96,7 86,7 87,5

Két qua & bang 7 va 8 dwgc minh hoa trén Fig. 3 va 4. Theo vi du nay, 40 én
dinh cia mAb1 dugc duy tri & mot mire do dang ké trong dugc phim 1, 4, 5 va 6 sau
vai thang bao quan & -20°C va -30°C. Két qua chi ra ring d6 on dinh cla mAbl & -
20°C va -30°C c6 thé dugc gia ting bing cach thém it nhét 2% sucroza.

Vi du 3. Duge phim mAb1 én dinh
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Duoc phém 4n dinh chua nE“)ng dd mAbl khac nhau dugc bao ché dé st dung

trong vi du 4 va 5. Dugc phim nay dugc goi la “dugc phim A”, dwgc thé hién trong

bang 9.
Bang 9: Dugc phim mAb1 6n dinh “A”
Thanh phan Dugc phim A
mAbl1 25 - 100mg/ml
Histidin 10mM
Polysorbate 20 0,2%
Sucroza 10%

pH duoc diéu chinh dén 6,0

Vi du 4. P 6n dinh ciia dugc phém A sau khi bao quan ¢ 5°C

Dugc phim A (vi du 3) chira 25, 50 hodc 100mg/ml mAb1 duoc kiém dinh do
4n dinh sau vai thang bao quan & 5°C trong lo trong. B dn dinh dugc danh gia bang
céc thong s sau: (a) biéu hién nhin thiy; (b) do duc (OD 405nm); (c) pH; (d) ty 18
phén trim mAb1 tdng s6 dugc khoi phuc (duge xac dinh bang RP-HPLC); (d) ty 16
phdn trim mAb1 ban diu dugc phdi phuc (dwgc xdc dinh bang SE-HPLC); (e) ty 16
phn trim mAb] dinh chinh dugc phéi phuc (dugce xdc dinh bing CEX-HPLC); va (f)
ty 1¢ phan trim mAb] axit dugc phéi phuc (duge x4c dinh bang CEX-HPLC). D9 6n
dinh d5i v6i duge phdm A chira 25, 50 va 100mg/ml mAb1 duge tém tit trong bang
10, 11 va 12.

Bang 10: P 6n dinh cla dugc phdm A chira 25mg/ml mAb1 sau khi bao quan & 5°C trong lo

trong
Thong sd Thoi gian bio quan & 5°C (thang)

0 |1 2 3 6 9 12
Biéu hién nhin thay PDat |Pat |Dat |Pat |Pat |Pat |Dat
D6 duc (OD 405 nm) 0,00 0,00 [0,00 [0,00 |0,06 [0,00 |0,00
pH 60 |61 |61 |61 |6, 6,1 |6,1

% MAD! tdng sb6 dugc khdi phuc 100 |99 101 112 103 94 101

% MAD] ban dau dwoc khéi phuc 97,5 1980 (97,5 |97,6 |97,5 |97.,5 |97.8

% MAD]1 dinh chinh dugc khoi phuc | 58,4 |57,9 |58,7 |581 |579 |57,9 |584
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% mADb]1 axit dugc khodi phuc

26,5

28,0 |26,5 |280 |273 |280

27,9

5°C trong 1o trong (0 — 9 thang)

Bang 11A: D6 on dinh ctia duge pham A chira 50mg/ml mAbl sau khi bao quan

Théng s6 Thoi gian bao quan & 5°C (thang)
0 1 2 3 6 9

Biéu hién nhin théy DPat Pat Pat Dat Pat Pat
Do duc (OD 405 nm) 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
pH 5.8 5,9 5,8 5,9 5,9 6,0
9% MAD]1 tdng s6 dugc khoi phuc 100 99 104 106 100 109
% MADb1 ban dau dugc khoi phuc 97.4 97,5 97,3 97,2 97,3 97,2
% MADb]1 dinh chinh dugc khoi phuc | 57,1 56,7 58,0 54,2 53,3 57,9
% mADbl axit dugc khoi phuc 27,6 26,7 27,6 28,5 26,8 26,9

5°C trong lo trong (12 — 24 théng)

Bang 11B: Do n dinh ciia duge pham A chira 50mg/ml mAbl sau khi bdo quan

Thong s6 Thoi gian bao quan & 5°C (théng)
12 18 24

Biéu hién nhin thiy Pat Dat Dat

Do duc (OD 405 nm) 0,00 0,00 0,00

pH 5.9 6,0 5,9

% MADI tng 6 dugc khoi 103 107 105
phuc |

% MADbI ban dau dugc khoi 97,1 97,1 96,9
phuc

% MAb1 dinh chinh dugc 56,4 57,1 56,4
khoi phuc

% mADb] axit dugc khoi phuc 28,1 28,3 29,0
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Bang 12A: D6 6n dinh ctia dugc pham A chira 100mg/ml mAbl sau khi bdo quan &
5°C trong lo trong (0 — 9 thang)

Thong s6 Thoi gian bao quan ¢ 5°C (thang)
0 1 2 3 6 9
Biéu hién nhin thiy bat Dat Dat Pat Pat Pat
Do duc (OD 405 nm) 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
pH 5,9 6,0 5,9 5,9 5,9 5,9
% MADI tdng sb dugc khoiphuc | 100 |99 100 107 101 106

% MADb1 ban dau dugc khoi phuc 97,3 97,0 97,0 97,1 96,9 96,9

% MADbI dinh chinh dugc khéi | 55,1 55,5 57,9 55,9 55,4 56,8
phuc

% mAb1 axit dugc khoi phuc 27,6 26,9 27,4 29,6 27.4 27,4

Bang 12B: B¢ 6n dinh cta dugc pham A chita 100mg/ml mAb1 sau khi bdo quan & 5°C
trong lo trong (12 — 24 thang) ’

Thong sb Thoi gian bao quan & 5°C (thang)

12 18 24
Biéu hién nhin théy Pat Pat Dat
Do duc (OD 405 nm) 0,00 0,00 0,00
pH 6,0 6,0 6,0
% MAD]1 tdng s6 duge khdi phuc | 101 102 - 1103
% MAD]1 ban dau dugc khdi phuc | 96,8 96,7 96,5
% MADI dinh chinh dugc khéi | 57,3 57,5 56,7
phuc
% mAb] axit duoc khdi phuc 27,3 28,1 28,7

Két qua cta vi du nay chi ra rang dugc phdm A chira 25, 50 hoic 100mg/ml
mAb]1 vAn dn dinh sau it nhit 9 thang bao quan & 5°C trong lo trong, v6i khoang 97%
hodc nhidu hon mAb1 ban du con lai trong tAt ca cac miu sau 9 thang bao quan & cic
didu kién nhu vay. Déi v6i dugc phadm 50 va 100mg/ml, 96,9% va 96,5% mAbl ban

dAu duogc phat hién sau 24 thang bio quan & 5°C. Ngoai ra, ty 1¢ phan trdm gdc axit
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duy tri & mirc 29% hodc thay hon d6i vai tit ca cac thoi diém phan tichm do d6 khéng
dinh d6 6n dinh cta dugc phim.

Nghién ctru do 4n dinh teong tu cling duogc tién hanh st dung dugc phém A
chira 75mg/ml mAb1 sau khi bao quin & 2 d¢én 8°C. Khong c6 sy thoai héa dang ké
d6i v6i bat ky mot ndng dd nao duoc kiém dinh sau 24 thang bao quan & 2 dén 8°C
duogc xé4c dinh bang SE-HPLC va CEX-HPLC (khéng néu sb liéu).

Béang 13: P6 6n dinh ctia duge phim A chira 25mg/ml mAb1 sau khi bao quan
& 5°C trong lo trong Sml

Théng sd Béao quan & 5°C (thang)

0 1 2 3 6 9 12
Biéu hién nhin thay Pat |Pat | Dat Pat Pat Pat Pat
Do duc (OD 405 nm) 0,0 (0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
pH 6,0 |6,0 6,0 6,0 6,0 6,0 6,1
% MADI tong s6 duge | 100 | 106 103 98 100 100 101
khoi phuc
% MADI ban dau duge | 97,1 [ 97,0 | 96,9 96,9 97,0 96,4 96,6
khoi phuc
% MADb1 dinh chinh | 57,8 | 56,8 | 56,2 54,2 56,4 56,4 56,8
dugc khoi phuc "
% mADb]1 axit dugc khoi | 27,9 | 30,7 | 30,8 33,0 30,6 29,8 30,1
phuc

Vi du 5. P9 6n dinh cua duge phém dugc san xuét trong 19 lon trong va lo thity
tinh mau hd phach

Cac thir nghiém bd sung dugc tién hanh dé so sanh do én dinh cua dugce phdm
A (vi du 3) chira 25 va 100mg/ml mAbl dwgc san xuit trong lo thity tinh mau hd
- phach véi duoc phim tuong ty duge san xuit trong lo trong. Hai loai lo mau hd phéch
dugce st dung trong vi du: lo hd phéach 5ml va 20ml. Bo 4n dinh duoc xac dinh sau khi
bao quéan ¢ 5°C, 25°C hodc 45°C dya trén cac thong sb teong tu dugce st dung trong vi
du 4. Két qua cta duge phim 25mg/ml va 100mg/ml dugc néu trong bang 13 dén 21.

Bang 14: P 6n dinh cia dwoc phdm A chira 100mg/ml mAb! sau khi bao

quan & 5°C trong lo trong Sml
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Thong sb Bao quan & 5°C (thang)

0 1 2 3 6 9 12
Biéu hién nhin | Pat | Pat Pat DPat Dat Pat Pat
thiy
Do duc (OD 405 |0,0 |0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
nm)
pH 6,0 |6,1 6,0 6,1 6,0 6,1 6,1
% MADI1 téng sb | 100 | 106 104 97 100 99 100
duoc khoéi phuc

% MAbl ban 96,2 |96,3 |96,1 96,0 95,9 95,5 95,4
ddu dugc khéi

phuc

% MAbl dinh | 57.6 | 57.3 |57.9 555 56,2 56.4 554
chinh duoc khéi
phuc

% mAbl axit | 28,2 30,2 |294 31,1 30,7 30,0 32,2
dugc khoi phuc

Bang 15: B0 4n dinh cua dugc phém A chira 25mg/ml mAb1 sau khi bao quan
& 5°C trong 1o mau hd phach Sml

Thong sb Bao quan & 5°C (thang)

0 1 2 3 6 9 12
Biéu hién nhin | Pat | Pat Pat Pat Pat: Pat Pat
thy
D6 duc (OD 405 (0,0 |0,0 |00 0,0 0,0 0,0 0,0
nm)
pH 60 |60 |6, 6,0 6,0 6,0 6,0
% MADI tong s6 | 100 | 104 | 104 98 99 97 101
duoc khodi phuc
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% MADbI

dau dugc Kkhoi

ban

phuc

97,1

97,4

96,8

96,7

96,7

96,1

96,3

% MAbl dinh
chinh duoc khoi
phuc

57,8

56,4

56,3

56,1

55,7

55,9

55,2

% mAbl axit

dugc khoi phuc

27,9

30,4

30,6

31,8

31,0

30,5

32,9

Bang 16: Do 6n dinh cia dugc phdm A Chira 100mg/ml mAbl Sau khi bao

quan ¢ 5°C trong lo mau hd phach 5ml

Thong sb Bao quan & 5°C (thang)

0 1 2 3 6 9 12
Biéu hién nhin |Dat |Dat | Dat Dat Pat Pat Pat
thy
D6 duc (OD 405[0,0 {00 [0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
nm)
pH 60 |60 |60 6,0 6,0 6,0 6,1
% MADI tong s6 | 100 | 102 | 104 97 101 100 100
dugce khoi phuc
% MADbl ban|96,2 [950 |96,0 96,0 95,8 95,0 95,3
diu duoc khoi
phuc
% MADbl dinh |57,6 | 56,9 |58,0 55,6 56,3 56,5 55,1
chinh duogc khoi
phuc
% mAbl axit|282 |30,1 |294 31,4 30,4 30,0 32,3
dugc khdi phuc
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Bang 17: B0 4n dinh cua duoc phém A chira 25mg/ml mAb1 sau khi bdo quan
& 5°C trong lo mau hd phach 20ml

Thong s6 Bao quan & 5°C (thang)

0 2 3 6 9]12
Biéu hién nhin | Pat Pat Pat Pat Pat bat Pat
thy
Do duc 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
(OD 405 nm)
pH 6,0 60 6,0 | 6,0 6,0 6,0 6,0
% MADI tong | 100 105 |103 97 101 98 101

s dugc khoi

phuc

% MAbl ban]|97,1 96,9 [97,0 96,8 97,0 96,2 96,6
dau dugc khéi

phuc

% MADbI1 dinh | 57,8 56,4 | 57,1 55,9 55,6 56,1 55,2
chinh duogc khoi
phuc

1% mAbl axit | 27,9 20,9 |30,2 30,5 30,7 30,0 31,9
dugc khoi phuc

Bang 18: D6 én dinh cta duge phdm A chira 100mg/ml mAbl sau khi bao

quéan & 5°C trong lo mau hd phach 20ml

Thong s6 Bao quan & 5°C (thang)
0 1 2 3 6 9 12

Biéu hién nhin Pat [Pat Dat Dat Dat Dat Dat
thy

Do duc (OD 405 10,0 (0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
nm)

pH 6,0 16,0 6,0 6,0 6,0 6,0 6,0
% MADI tong s6 {100 [105 103 97 99 98 100
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duoc khoi phuc

% MADI ban dau
duoc khoi phuc

96,2

96,2

96,0

96,0

95,8

95,4

95,5

% MADbl1 dinh
chinh dugc khoi
phuc

57,6

57,9

56,3

56,5

56,5

56,4

55,3

% mAbl
dugc khoi phuc

axit

28,2

29,8

30,4

30,3

30,6

30,0

30,9

Bang 19: D6 6n dinh cia duge phim A chira 100mg/ml mAb1 sau kh1 bao quéan & 25°C

va 45°C trong lo trong
Théng sb Bao quan & 45°C (ngay) Béao quan & 25°C (thang)
0 7 14 28 1 2 3 6

Biéu hién nhin [Pat Dat Dat Dat Dat Dat Dat Dat
thiy

Do duc (OD 405 |0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
nm)
pH 6,0 6,1 6,1 6,1 6,1 6,1 6,1 6,1
% MADbI tbng s6 100 101 97 105 105 102 97 101
dugc khoi phuc

% MADbI ban dau [95,6 (94,8 (93,8 91,2 94,6 93,7 93,1 934
dugc khoi phuc

% MADbl dinh 57,6 45,7 (349 223 53,1 49,0 43,0 37,9
chinh dugc khoi

phuc

% mAbl axit 28,2 (37,3 49,8 70,8 32,5 (36,8 42,4 [53,8
dugc khoi phuc

Bang 20: Do 6n dinh cta dugc phdm A chira 100mg/ml mAbl sau khi bdo quan &
25°C va 45°C trong lo mau hd phach 5ml

Thong sb

Bao quan ¢ 45°C (ngay)

Bio quan & 25°C (thang)
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duogc khodi phuc

0 7 14 28 1 P 3 6
Biéu hién nhin [Pat Dat Dat Dat Dat [Pat Dat Dat
thiy

Do duc (OD 4051[0,00 (0,00 (0,01 0,02 0,00 0,00 [0,01 (0,02
nm)

pH 6,0 6,1 6,1 6,1 6,1 6,1 6,1 6,0
% MADI téng sb [100  [101  [100  [105 106 103 |97 100
dugc khoi phuc

% MAbl ban 95,6 [946 (93,6 (90,9 94,5 1937 934 92,7
dau dugc khoi

phuc

% MAbl dinh [57,6 [46,1 352 [21,6 52,7 46,3 42,0 [34,2
chinh dugc khoi |

phuc

% mAbl axit 28,2 [37,3 [50,1 [70,9 32,8 [39,6 434 [573

quan & 25°C va 45°C trong lo mau hé phach 20ml

Bang 21: P6 on dinh cua duge phiam A chira 100mg/ml mAb1 sau khi bao

Bdo quéan & 25°C (thang)

Thong s6 t=0 Bao quan & 45°C (ngay)

0 7 14 28 1 2 3 6
Biéu hién nhin | Pat Pat Pat bat Pat Pat Pat Dat
thy
Do duc (OD 405 (0,00 |0,01 |[0,00 0,02 0,00 |0,01 |0,00 0,02
nm)
pH 6,0 6,0 6,1 6,1 6,0 6,0 6,0 6,0
% MADbI] tong | 100 101 101 105 104 | 103 96 100
s6 dugc khoi
phuc
% MAbl ban|956 [94,9 93,8 |91,5 943 1940 [93,6 |935
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dau dugc khéi
phuc

% MADbI] dinh | 57,6 45,7 |342 |233 52,7 49,3 | 43,5 |36,7
chinh dugc khoi

phuc

% mADbl axit | 28,2 36,7 51,1 68,6 32,5 35,8 41,3 55,0
dugc khoi phuc

Nhu dugc chi ra trong vi du nay, dugce phidm A chira 25mg/ml hoic 100mg/ml
mAbl1 ¢6 d6 6n dinh twong dwong khi duge bao quan trong lo trong hodc lo mau hé
phach. Hon nita, nhu dugc chi ra trong vi du 4 khi bdo quan trong lo trong, do 4n dinh
turong d6i cao ctia mAb1 dugc duy tri trong duoc phidm A khi dugc bao quéan trong lo
trong hodc 19 mau hd phéch & 5°C trong 12 théng.

Vidu 6. Tac dung ctua ndng d0 arginin, histidin va sucroza 1én d nhét va do on
dinh cta duge phdm chira 150mg/ml mAbl

Mot sb dugc phidm dugc bao ché chira 150mg/ml, 175mg/ml va 200mg/ml
mAb1 va luong histidin, arginin va sucroza khac nhau. D6 nhét va do thdm thiu duoc
xéc dinh d6i véi timg dugc phdm. Ngoai ra, d6 én dinh ciia duge phdm 150mg/ml sau
4 tudn bao quan & 45°C duoc danh gia v& ty 1¢ phin trim mAb1 ban dau con lai (bang
SE-HPLC) va ty 1& phén trdim dinh chinh con lai (bing CEX-HPLC). Két qua dugc

néu trong bang 22.

Bang 22: Téac dung cua arginin, histidin va sucroza 1én dd nhét va do én dinh cua
dwoc phdm mAb1
mAbl | [Histidin | [Arginin | [Sucroza | Do nhét | DO thaim | % mAbI | % gbc axit
(mg/ml) | ] ] ] (cPoise) | thau ban déau *

(mM) (mM) (%) (mOsm)

150 10 0 10 ~15 375 90,8 19,9
150 25 25 10 ~11,5 500 91,6 19,5
150 25 25 5 ~ 8.5 305 91,8 19,8
150 25 25 25 . |~80 220 91,1 19,9
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150 25 25 0 ~8,5 115 90,3 20,6
175 10 0 10 ~27 395
175 25 25 10 ~ 20,5 415
175 25 25 5 ~ 19 300
175 25 50 5 ~ 14,5 390
175 100 0 5 ~ 12,5 415
175 100 50 5 ~ 10 515
200 10 0 10 ~ 44 410
200 25 25 10 ~35 480
200 25 25 5 ~ 30 300
200 25 25 0 ~28 130
200 100 0 10 ~27 570
200 100 50 10 ~21 670

* % mAb1 ban dau = 96,5% (SE-HPLC)

Két qua trong bang bang 16 chi ra rang viéc gia ting ndng do histidin 1én
25mM ho#c 100mM va thém arginin vao dugc phim (25mM hoic 50mM) lam giam
dang k& do nhét cia dugce phim so véi dugc phim chi chira 10mM histidin va khong
chira arginin. Hon nita, viéc giam ndng dd sucroza tir 10% xudng 5% ciing vdi viée bd
sung histidin va arginin s& lam gidm do nhét cua dugc pham xudng mirc d6 16n hon.

Dua vao phat hién trén, cac fugce phim sau (dugc goi 1a “Dugc phidm B” va
“Dugc pham C”) dugc bao ché, thanh phin ciia duoc pham dugc néu trong bang 23.

Bang 23: Dugc phdm mAb1 6n dinh “B” va “C”

Thanh phan Dugc pham B Dugc phiam C
mAbl 25 —200mg/ml - 25 -200mg/ml
Histidin 25mM 25mM
Polysorbate 0,2% 0,2%

20
Sucroza 5% 5%
Arginin 25mM 50mM

pH duoc diéu chinh dén 6,0
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Vi du 7. P n dinh coa duge phém B chira 150mg/ml mAb1 khi duoc san xut
trong lo thuy tinh va 6ng tiém

Dugc phidm B (bang 23) chira 150mg/ml mAb1 dugc bao ché trong lo thuy tinh
2ml va trong hai 6ng tiém khac nhau: binh thudng va tungsten thip. Dugc phim dugc
bao quan & 5, 25 va 45°C trong céc khoang thdi gian khac nhau. P én dinh coa
mAb] say khi bao quan duoc xac dinh bang SE-HPLC va CEX-HPLC. Két qua dugc
néu trong bang 24. (Su gia ting gdc axit 1a phi hop v6i qua trinh khir amit hoa khang
thé va do d6 duoc coi 12 1a mot hién twong khong mong mudn déi véi duge phdm theo
sang ché).

Bang 24: Do 6n dinh cia duge phim B Chira 150mg/ml mAbl in Vial va

Syringe
Lo thuy tinh 2ml ong tiém binh 6ng tiém tungsten
thuong thip
Nhiét | Thoi gian | % Ban | % Axit % Ban | % Axit %  Ban | % Axit
do dau (CEX- dau (CEX- dau (CEX-
(SE- HPLC) (SE- HPLC) (SE- HPLC)
HPLC) HPLC) HPLC)
Ban dau | 96,7 32,2 96,5 32,3 96,7 31,7
45°C | 14 ngay | 94,1 52,7 94,3 54,5 94,3 56,1
45°C | 28 ngay | 92,7 69,7 92,7 69,7 92,5 70,8
45°C | 56 ngay | 86,7 84,7 87,8 82,6 86,9 83,5
25°C | 1 thang | 95,1 31,2 95,7 30,6 95,6 31,1
25°C | 2thang | 95,3 34,6 94,7 37,4 96,0 36,3
25°C | 3thang | 94,3 40,6 93,9 43,7 94,1 42,6
5°C | 1thang | 96,2 30,2 96,5 29,1 96,4 29,3
5°C |2 théhg 96,3 293 96,4 29,0 96,4 29,1
5°C |3 théng 95,7 29,4 95,8 29,6 95,8 29,6

Nhu duoc thé hién trong bang, duge pham B chira 150mg/ml mAbl, dugc bao
quan & 5°C trong lo thily tinh hodc éng tiém, twong ddi 6n dinh trong it nhét 3 théng.

Vi du 8: D6 6n dinh clia duge phdm mADb] trong éng tiém nhdi trude
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Mot loat cac thir nghiém dugc tién hanh d& danh gia d6 6n dinh coa cac dugc
phidm mAb1 khac nhau trong éng tiém nhdi truée. Di voi cac thir nghiém nay, cac
loai d4u gén kim va kim duc 15, 6ng tiém binh thuong va dng tiém tungsten thap khac
nhau dugce st dung cung védi céc loai bom ti€ém (dugce phd va khong dugce phu) va bd
phén bao vé dau kim khac nhau. Dugc phim duoc kiém tra d6 én dinh sau khi bao
quéan trong éng tiém nhdi truée & 45°C, 25°C va 5°C trong nhitng khoang thoi gian
kiléc nhau (tr 14 ngay dén 12 thang, phu thudc vao diéu kién dugc thir nghiém).

Sau duge phim mAb1 khac nhau duge kiém tra d6 6n dinh trong éng tiém nhoi
truge trong vi du nay: (1) Dugc phdm A (bang 9) chira 100mg/ml mAbl; (2) Duge
phdm A (bang 9) chira 25mg/ml mAb1; (3) Duoc pham B (bang 23) chira 150mg/ml
mAb1; (4) Duoc phdm B (béng 23) chira 25mg/ml mAb1; (5) Dugc pham C (bang 23)
chira 175mg/ml mAb1; va (6) Dugc phim C (bang 23) chira 25mg/ml mAb].

Do bn dinh dugc danh gia bang cac théng sb sau: (a) biéu hién; (b) d6 duc
(OD405nm); (c) ty 1& phin trim khang thé dwgc khoi phuc dugc xac dinh bing RP-
HPLC; (d) ty 16 phin trim mAbl ban ddu dugc xac dinh bing SE-HPLC; (e) ty 1&
phdn trim mAb1 dinh dugc xac dinh bing CEX-HPLC; va (f) ty 18 phén trim gdc axit
dugce x4c dinh bing CEX-HPLC. |

Két qua cta thir nghiém d4nh gia d6 6n dinh ctia duge phdm A, chira 100mg/ml
mAb! trong hai loai dng tiém khac nhau (éng tiém #1 va dng tiém #2) dugc néu trong

bang 25 va 26 dudi day.

Béang 25: D6 én dinh cta duoc phim A chira 100mg/ml mAbl éng tiém nhdi

trude co kim #1

mo ta Ong tiém #1:

Ong tiém: BD 1 ml long 29ga x 1/2” Physiolis, Low Tungsten
Bom tiém: West FluroTec® 4023/50

Mii béo vé dau BD 260

kim:

Phuong phép phu Phun

silicon:
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Thoi gian | Biéu Poduc |%  khdi|% MADb1|%  dinh | % Gdc axit
Nhiét hién (OD405 | phuc ban dau chinh
do nm)
| Ban diu | Dat 0,00 100 96,6 56,9 28,7
45°C |14 ngay |Pat 0,00 99 95,1 32,7 50,7
45°C |28 ngay |Pat 0,01 103 92,6 20,9 66,1
45°C |56 ngay |Pat 0,03 105 88,8 9,9 80,9
25°C [1thang |Pat 0,00 106 95,6 52,4 32,0
25°C |2théng |Pat 0,00 107 95,2 48,0 37,0
25°C [3thang |Dat 0,00 106 94,2 44,8 41,8
25°C [6thang |Pat 0,01 101 93,7 34,8 53,9
25°C |9thing |Pat 0,03 98 91,4 26,1 64,6
25°C |12 thang |Pat 0,03 101 89,9 21,3 69,4
mo ta Ong tiém #1:
6ng tiém: BD 1 ml long 29ga x 1/2” Physiolis, Low Tungsten
Bom tiém: West FluroTec® 4023/50

Mii bao vé dau |BD 260

kim:

Phuong phép phu | Phun

silicon:

5°C |1 thang Dat 0,00 110 96,4 56,8 29,9
5°C |2thing |Dat 0,00 108 96,2 55,7 31,1
5°C |3 thang Dat 0,00 104 96,0 56,3 30,0
5°C | 6 thang Dat 0,00 100 96,5 55,0 31,3
5°C |9thang |Dat 0,00 98 96,2 56,7 30,3
5°C |12 thang |Dat 0,00 101 95,4 57,3 30,2

Bang 26: D¢ on dinh cua dwgc phdm A chira 100mg/ml mAbl dng tiém nhoi trude c6 kim
#2

md ta dng tiém #2:
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6ng tiém: Schott 1 ml Long SN CF 29ga x 1/2”
Bom ti€ém: West FluroTec® 4023/50
Mii bao vé dau Stelmi 4800 w/RNS
kim:
Phuong  phép Phun
phu silicon:
Biduhién |Poduc |%  khdi|% MADL|%  dinh | % Goc axit
Nhiét | Thoi (OD405 | phuc banddu | chinh
dd gian nm) '
-- Ban dau | Pat 0,00 100 96,3 57,5 28,0
45°C |14 ngay | Dat 0,00 100 95,2 33,7 49,6
45°C |28 ngay |Dat 0,00 103 93,3 22,8 64,7
45°C |56 ngay |Dat 0,03 107 88,0 9,9 81,1
25°C |1 thang |Dat 0,00 108 95,5 52,5 31,8
25°C |2 thang |Dat 0,00 107 95,2 49,2 35,7
25°C |3 thang |[Khéng | 0,00 106 93,9 43,1 42,0
dat
25°C | 6thang |Khéng  [0,00 102 92,9 34,4 54,0
dat
25°C |9 thang |Dat 0,02 100 92,3 26,9 63,5
25°C |12 thang | Pat 0,03 103 90,0 20,0 70,2
5°C |1thang |Dat 0,00 111 96,3 56,7 29,9
5°C |2thang |Dat 0,00 1112 95,6 55,9 31,1
5°C |3 thang |Dat 0,00 106 96,1 57,2 29,4
5°C | 6thang |Dat 0,00 102 96,0 54,9 31,6
5°C |9 thang |Dat 0,00 100 95,9 56,7 30,2
5°C |12 thang | Dat 0,00 102 95,4 56,0 30,7
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Két qua tr mot thtr nghiém khac danh gia do dn dinh cua dugc phém C, chtra
175mg/ml mAb1 trong hai loai bng tiém khac nhau (6ng tiém #1 va dng tiém #3)
dugce néu trong bang 27 va 28 dudi day.

Két qua cuia cac thir nghiém ndy ching t6 rang cac duoc phdm khéac nhau vén
tuong dbi én dinh trong 6ng tiém nhdi trude, dic biét khi duogc bao quan & nhiét do
khong qua 25°C, trong hon mot thang. Hon nita, cdc loai dugc phim khac nhau theo
sang ché c6 d6 on dinh gia ting khi duge chira trong 5ng tiém tungsten thp c6 bom
tiém dugc phu flocacbon.

Bang 27: D6 6n dinh ctia duge phdm C chira 175mg/ml mAbl éng tiém nhdi

trudce c6 kim #1

md ta dng tiém #1:

ong tiém: BD 1 ml long 29ga x 1/2” Physiolis, Low Tungsten
Bom tiém: West FluroTec® 4023/50
Mii bao vé dau | BD 260
kim:
Phuong phép pht | Phun
silicon:

Biéu |[Doduc |%  khdi|% MADbI|%  dinh | % Goc axit
Nhiét hién (OD405 | phuc ban dau chinh
do Thoi gian nm)
-- Ban diu | Pat 0,00 100 96,7 59,7 324
45°C | 7 ngay Pat 0,01 102 96,1 48,6 39,5
45°C |14 ngay |Dat 0,03 97 95,0 36,9 50,0
45°C |28 ngay |Dat 0,03 98 91,9 24,7 66,0
45°C |56ngay |Dat 0,05 97 91,9 12,3 833
25°C |1 thang Dat 0,02 99 95,4 56,9 33,8
25°C |2 thang Dat 0,00 100 95,0 51,1 39,8
5°C 1 thang Pat 0,00 98 96,1 59,5 32,7
5°C |2 thang Dat 0,00 101 96,4 56,3 37,1

-41-




24663

Bang 28: Do 4n dinh cia dugc phim C chira 175mg/ml mAbl1 dng tiém nhdi

trude co kim #3

mé ta 6ng tiém #3:

ong tiém: Daikyo Seiko CZ 1 ml std 30ga x 1/2 «
Bom tiém: Daikyo D-21-6-1 FluroTec® Coated
Mii bao vé dau | 7028
kim:
Phuong phap phu | N/A
silicon:

Thoi Biéu | Do duc % khoi| % MAbL| % dinh| %  Gobc
Nhiét | gian hién (OD405 | phuc ban dau chinh axit
do nm)
- Bandau | Pat | 0,00 100 96,4 58,2 33,6
45°C | 7ngay | Pat | 0,00 101 95,7 45,4 40,4
45°C | 14ngay | Pat | 0,01 101 94,8 37,5 48,8
45°C | 28ngay | Pat | 0,04 96 94,0 29,4 59,4
45°C | 56ngay | Pat | 0,06 99 85,9 7,8 87,0
25°C | 1thang | N/D | N/D N/D N/D N/D N/D
5°C | 1thang | Pat | 0,00 100 96,4 56,7 34,0
5°C | 2thang | Pat | 0,00 101 96,2 54,7 34,0

Sang ché khong bi giéi han béi cac phuong an cu thé dugc md ta & day. Thuc

viy, nhiéu bién d6i khac nhau theo sang ché ngoai cac phuong 4n dugc mo ta s€ 1a rd

rang d6i véi ngudi co hiéu biét trung binh trong linh vuc k¥ thuat nay. Céc bién d6i

nay s€ thudc pham vi ctia phéan yéu cau bao hg.
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YEU CAU BAO HOQ
1. Dugc phdm chira:

(i) khang thé ciia ngudi ma gin két dic hidu véi thy thé interleukin-6 ciia ngudi
(hIL-6R), trong d6 khang thé & ndng d6 nim trong khoang tir Smg/ml dén 200mg/ml
va bao gdm ving bién ddi chudi ning c6 trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO:18
va ving bién ddi chudi nhe c6 trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO:26;

(ii) histidin & ndng d nim trong khoang tir 10mM dén 25mM;

(iii) arginin & ndng dd ndm trong khoang tir 25mM dén 50mM;

(iv) sucroza v6i lugng nim trong khoang tir 5% dén 10% trong luwong/thé tich;
va

(v) polysorbat 20 véi lugng nim trong khoang tir 0,1% dén 0,2% trong
lwong/thé tich.

2. Dugc pham theo diém 1, trong d6 dugc phdm cé @6 pH 1a khoang 6.

3. Dugc phim theo diém 1 hoic 2, trong d6 it nhit 90% dang nguyén thé cia khang
thé dugc thu gom sau chin théang luu trit & 5°C, nhu xac dinh dugc bang phép sic ky
1ong hiéu nang cao ngoai c¢& (SE-HPLC).

4. Dugc phdm theo didm 1 hoic 2, trong d6 it nhat 95% dang nguyén thé cia khang
thé duoc thu gom sau chin thang luu trit & 5°C, nhu xac dinh dugc bing phép sic ky
1ong hiéu ning cao ngoai c& (SE-HPLC).

5. Dugc phim theo diém 1 hoic 2, trong do it nhit 96% dang nguyén thé ciia khang
thé dugc thu gom sau chin thang Iuu trit & 5°C, nhu xac dinh dugc bang phép sic ky
16ng hiéu néng cao ngoai c& (SE-HPLC).

6. Dugc phdm theo diém 1, trong d6 duge phim nay chira:

(i) 25 dén 200mg/mL khang thé clia ngudi ma gin két dic hidu véi thy thé
interleukin-6 cta ngudi (hIL-6R), trong d6 khang thé bao gdm ving bién ddi chudi
nidng co trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO:18 va vung bién d6i chudi nhe c6
trinh ty axit amin néu trong SEQ ID NO:26;

(ii) khoang 25mM histidin;

(iii) khoang 5% trong luong/thé tich sucroza; va

(iv) khoang 0,2% trong lugng/ thé tich polysorbat 20; va

(v) khoang 50mM arginin.
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7. Dugc phdm theo diém 1, trong d6 duge pham nay chira:

(i) khoang 175mg/mL khang thé ctia nguoi ma gin két dic hiéu véi thu thé
interleukin-6 ctia ngudi (hIL-6R), trong d6 khang thé bao gbém cip trinh tu axit amin
ctia ving bién dbi chudi ning va viing bién ddi chudi nhe (HCVR / LCVR) néu trong
SEQ ID NO:18/26;

(ii) khoang 25mM histidin;

(iii) khoang 5% sucroza;

(iv) khoang 0,2% polysorbat 20; va

(v) khoang 50mM arginin.



<110>

2

4663

DANH MUC TRINH TU

Regeneron Pharmaceuticals,

Inc.

<120>
<130> 6013A-WO
<140> Pa dugc chuyén nhugng
<141> bugc ndp theo
<150> 61/293,227
<151> 2010-01-08
<160> 74
<170> FastSEQ phién ban Windows 4.0
<210> 1
<211> 379
<212> ADN
<213> Trinh tu nhan tao
<220>
<223> Téng hop
<400> 1
gaagtgcagc tggtggagtc tgggggaaac ttggtacagc
tcctgtgcag cctctggatt catctttgat gattatgcca
ccagggaagg gcctggagtg ggtctcaggt attagttgga
gcggactctg tgaagggccg attcaccatc tccagagaca
ctgcaaatga acagtctgag agctgaggac acggccttgt
ggcagcagct ggttaccgtt cgtctactac tacggtatgg
acggtcaccg tctcgtcag
<210> 2
<211> 126
<212> PRT
<213> Trinh ty nhén tao
<220>
<223> Téng hop
<400> 2
Glu Val Gln Leu Val Glu Ser Gly Gly Asn Leu
1 5 10
Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe
20 25
Ala Met His Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys
35 40
Ser Gly Ile Ser Trp Asn Ser Gly Ser Ile Gly
50 55
Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asn Ala
65 70 75
Leu Gln Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp Thr
85 90

-45-

ctggcaggtc
tgcactgggt
atagtggtag
acgccaagaa
attactgtgc

acgtctgggg

Val Gln Pro

Ile Phe Asp
30
Leu Glu
45

Ala

Gly

Tyr
60
Lys

Asp

Asn Ser

Ala Leu Tyr

cctgagactc
ccggcaagct
cataggctat
ctccctgtat
aaaagatgga
ccaagggacc

Gly
15
Asp

Arg
Tyr

Trp Val

Ser Val

Leu Tyr
80
Tyr Cys
95

DUGC PHAM ON DINH CHUA KHANG THE KHANG THU THE INTERLEUKIN-6 (IL-6R)

60

120
180
240
300
360
379
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Ala Lys Asp Gly Gly Ser Ser Trp Leu Pro Phe Val Tyr Tyr Tyr Gly

100 105 110
Met Asp Val Trp Gly Gln Gly Thr Thr Val Thr Val Ser Ser
115 120 125
<210> 3
<211> 24
<212> ADN

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 3
ggattcatct ttgatgatta tgcc

<210> 4

<211> 8

<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 4
Gly Phe Ile Phe Asp Asp Tyr Ala
1 5

<210> 5

<211> 24

<212> ADN

<213> Trinh tyu nhan tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 5
attagttgga atagtggtag cata

<210> 6

<211> 8

<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 6
Ile Ser Trp Asn Ser Gly Ser Ile
1 5

<210> 7

<211> 57

<212> BADN

<213> Trinh ty nhén tao
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<220>
<223> Tdng

<400> 7

hop

24663

gcaaaagatg gaggcagcag ctggttaccg ttcgtctact actacggtat ggacgtc

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

8
19
PRT

<220>
<223> Téng

<400> 8

hop

Trinh ty nhén tao

Ala Lys Asp Gly Gly Ser Ser Trp Leu Pro Phe Val Tyr Tyr Tyr Gly

1
Met Asp Val

<210> 9
<211> 325
<212> ADN

5

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> Tdng

<400> 9

gaaatagtga
ctctcctgca
ggccaggctc
aggttcagtg
gaagattttg
caggggacca

<210> 10
<211> 108
<212> PRT
<213> Trinh

<220>

hop

tgacgcagtc
gggccagtca
ccaggctcct
gcagtgggtc
cagtttatta
agctggagat

ty nhéan

<223> Téng hop

<400> 10

Glu Ile
1

Glu

Val

Arg Ala

Phe Ala Trp

35

Tyr Gly Ala

50
Ser Gly Ser
65
Glu

Asp Phe

Met Thr

Thr
20
Tyr

Leu
Gln
Ser Thr
Gly Thr

Ala Val

Gln
Ser
Gln
Arg
Asp

70
Tyr

tccagccacc
gagtattagc
catctatggt
tgggacagac
ctgtcagcag
caaac

tao

Ser Pro

Cys Arg
Pro
40
Thr

Lys

Ala
55
Phe Thr

Tyr Cys

Ala

Ala

10

ctgtctgtgt
agcaactttg
gcatccacca
ttcactctca
tatagtagct

Thr
10
Ser

Leu

Gln
25
Gly

Gln Ala

Gly Ile Pro
Ile
75

Tyr

Leu Thr

Gln Gln

47-

ctcccgggga
cctggtacca
gggccactgg
ccatcagcag
ggcctccgta

Ser Val Ser

Ser Ile Ser

30

Pro Arg Leu
45

Ala Arg
60

Ser

Phe

Ser Leu

Ser Ser Trp

15

aagagccacc
gcagaaacct
tatcccagcece
cctgcagtct
cacttttggc

Pro
15
Ser

Gly
Asn

Leu Ile

Ser Gly

Gln Ser
80

Pro Pro

57

60

120
180
240
300
325
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85 90
Tyr Thr Phe Gly Gln Gly Thr Lys Leu Glu Ile Lys
100 105

<210> 11

<211> 18

<212> ADN

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 11
cagagtatta gcagcaac

<210> 12

<211> 6

<212> PRT

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 12
Gln Ser Ile Ser Ser Asn
1 5

<210> 13

<211> 9

<212> ADN

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 13
ggtgcatcc

<210> 14

<211> 3

<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 14
Gly Ala Ser
1

<210> 15

<211> 30

<212> ADN

<213> Trinh ty nhén tao

-48-



<220>
<223> Tdng

<400> 15

hop

24663

cagcagtata gtagctggcc tccgtacact

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

16
10
PRT

<220>

<223> Tdng

<400> 16

hop

Trinh tyu nhén tao

Gln Gln Tyr Ser Ser Trp Pro Pro Tyr Thr

1

<210> 17
<211> 349
<212> ADN

5

10

<213> Trinh tu nhédn tao

<220>
<223> Tdng

<400> 17

gaagtgcagc
tcctgtgcag
ccagggaagg
gcggactctg
ctgcaaatga
gattcttttg

<210> 18
<211> 116
<212> PRT
<213> Trinh

<220>
<223> Tdng

<400> 18

Glu Vval
1

Ser

Gln

Leu Arg

Ala His
35
Ile

Met
Ser Gly
50
Lys Gly
65
Leu

Arg

Gln Met

Ala Lys Gly

hop

tggtggagtc
cctctagatt
gcctggagtg
tgaagggccg
acggtctgag
atatctgggg

ty nhéan

hop

Leu Val

Leu Ser
20
Trp Val

Ser Trp

Phe Thr

Asn Gly
85
Arg Asp

100

tgggggaggc
tacctttgat

ggtctcaggt
attcaccatc
agcagaggac
ccaagggaca

ttggttcagce
gattatgcca
attagttgga
tccagagaca
acggccttgt
atggtcaccg

Glu
Cys
Arg
Asn
Ile
70

Leu

Ser

tao

Ser Gly Gly Gly

10
Arg

Leu

Ala Ala Ser Phe

25
Gln Ala Pro
40

Gly

Gly Lys

Ser Ile
55

Ser

Arg Gly
Ala
75

Thr

Arg Asp Asn

Arg Ala Glu Asp

90
Trp

Phe Ile

105

Asp Gly

-49-

ctggcaggtc
tgcactgggt
atagtggtag
acgccgagaa
attactgtgc
tctcttcag

Val Gln Pro

Thr Phe Asp
30
Leu Glu
45

Ala

Gly

Tyr
60
Glu

Asp

Asn Ser

Ala Leu Tyr

Gln Thr

110

Gly

cctgagactc
ccggcaagcet
aataggttat
ctccctettt
aaaaggccga

Gly
15
Asp

Arg
Tyr

Trp Val

Ser Val
Phe
80

Tyr Cys

Met Val

30

60

120
180
240
300
349



Thr Val Ser Ser
115

<210> 19

<211> 24

<212> ADN

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 19
agatttacct ttgatgatta tgcc

<210> 20

<211> 8

<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 20

24663

Arg Phe Thr Phe Asp Asp Tyr Ala

1 5

<210> 21

<211> 24

<212> ADN

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 21
attagttgga atagtggtag aata

<210> 22

<211> 8

<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 22

Ile Ser Trp Asn Ser Gly Arg Ile

1 5

<210> 23

<211> 27

<212> ADN

<213> Trinh tyu nhédn tao

<220>

-50-
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<223> Tdng

<400> 23

hop

24663

gcaaaaggcc gagattcttt tgatatc

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

24
9
PRT

<220>
<223> Tdng

<400> 24

hop

Trinh tu nhé&n tao

Ala Lys Gly Arg Asp Ser Phe Asp Ile

1

<210> 25
<211> 322
<212> ADN

5

<213> Trinh tyu nhén tao

<220>

<223> Tdng hop

<400> 25

gacatccaga tgacccagtc tccatcttcc

atcacttgtc gggcgagtca gggtattagc

gggaaagccc ctaagctcct gatctatggt

aggttcagcg gcagtggatc tgggacagat

gaagattttg caagttatta ttgtcaacag

gggaccaagc tggagatcaa ac

<210> 26

<211> 107

<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>

<223> Téng hop

<400> 26

Asp Ile Gln Met Thr Gln Ser Pro

1 5

Asp Arg Val Thr Ile Thr Cys Arg
20

Leu Ala Trp Tyr Gln Gln Lys Pro

35 40
Tyr Gly Ala Ser Ser Leu Glu Ser
50 55

Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr

65 70

Glu Asp Phe Ala Ser Tyr Tyr Cys

85

Thr Phe Gly Gln Gly Thr Lys Leu

100

gtgtctgcat
agctggttag
gcatccagtt
ttcactctca
gctaacagtt

Ser Val
10

Ser

Ser

Ala
25
Gly

Gln

Lys Ala

Gly Val Pro

Thr Ile
75
Ala

Leu
Gln Gln
90

Glu Ile Lys

105

-51-

ctgtaggaga
cctggtatca
tggaaagtgg
ccatcagcag
tcccgtacac

Ser Ala Ser

Gly Ile Ser

30
Leu

Pro Lys

Ser Phe
60

Ser

Arg

Ser Leu

Asn Ser Phe

cagagtcacc
gcagaaacca
ggtcccatca
cctgcagcct
ttttggccag

vVal
15
Ser

Gly
Trp

Leu Ile

Ser Gly

Gln Pro
80
Pro Tyr
95

27

60
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180
240
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<210> 27

<211> 18

<212> ADN

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 27
cagggtatta gcagctgg

<210> 28

<211> 6

<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 28
Gln Gly Ile Ser Ser Trp
1 5

<210> 29

<211> 9

<212> ADN

<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<223> Tdng hop

<400> 29
ggtgcatcc

<210> 30

<211> 3

<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 30
Gly Ala Ser
1

<210> 31

<211> 27

<212> ADN

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 31

-52-
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caacaggcta acagtttccc gtacact

<210> 32
<211> 9
<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> Tdng

<400> 32

hop

Gln Gln Ala Asn Ser Phe Pro Tyr Thr

1

<210> 33
<211> 349
<212> ADN

5

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> Téng

<400> 33

gaagtgcagc
tcctgtgcag
ccagggaagg
gcggactctg
ctgcaaatga
gatgcttttg

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

34
116
PRT
Trinh

<220>
<223> Téng
<400> 34
Glu Vval
1
Ser

Gln

Leu Arg

Ala His
35
vVal

Leu
Ser Gly
50
Lys Gly
65
Leu

Arg

Gln Met

Ala Lys Gly

Thr Val Ser

115

hop

tggtggagtc
cctctggatt
gcctggagtg
tgaaaggccg
acagtctgag
atatctgggg

ty nhén

hop

Leu Val

Leu Ser
20
Trp Val

Ser Trp

Phe Thr

Ser
85
Asp

Asn

Arg
100
Ser

Glu
Cys
Arg
Asn
Ile
70

Leu

Ala

tgggggaggc
cacctttgat

ggtctcaggt
attcaccatc
agttgaggac
ccaagggaca

tao

Ser Gly

Ala Ala

Gln Ala
40
Gly Gly
55
Ser Arg

Arg Val

Phe Asp

Gly
Ser
25

Pro
Arg
Asp

Glu

Ile Trp
105

ttggtacagc
gattatgccc
gttagttgga
tccagagaca
acggccttgt
ttggtcaccg

Gly Leu
10
Gly Phe

Gly Lys

Ile Gly
Ala
75

Thr

Asn

Asp
90
Gly

-53-

ctggcaggtce
tgcactgggt
atggtggtag
acgccaagaa
attattgtgce
tctcttcag

Val Gln Pro

Thr Phe Asp
30
Leu Glu
45

Ala

Gly

Tyr
60
Lys

Asp

Asn Ser

Ala Leu Tyr

Gln Thr

110

Gly

cctgagactc
ccggcaagct
aataggctat
ctccctettt
aaaaggccgg

Gly
15
Asp

Arg
Tyr
Trp Val
Ser Val

Phe
80
Cys

Leu

Tyr
95

Leu Val

27
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<210> 35

<211> 24

<212> ADN

<213> Trinh tyu nhén tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 35
ggattcacct ttgatgatta tgcc

<210> 36

<211> 8

<212> PRT

<213> Trinh ty nhédn tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 36

24663

Gly Phe Thr Phe Asp Asp Tyr Ala

1 5

<210> 37

<211> 24

<212> ADN

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 37
gttagttgga atggtggtag aata

<210> 38

<211> 8

<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 38

Val Ser Trp Asn Gly Gly Arg Ile

1 5

<210> 39

<211> 27

<212> ADN

<213> Trinh tyu nhén tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 39

gcaaaaggcc gggatgcttt tgatatc

24

24

27



<210> 40
<211> 9
<212> PRT

24663

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> Téng

<400> 40

hop

Ala Lys Gly Arg Asp Ala Phe Asp Ile

1

<210> 41
<211> 322
<212> ADN

5

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> Téng

<400> 41

gacatccaga
atcacttgtc
gggaaagccc
aggttcagcg
gaagattttg
gggaccaagc

<210> 42
<211> 107
<212> PRT
<213> Trinh

<220>
<223> Téng

<400> 42
Asp Ile Gln
1
Asp

Arg Val

Leu Ala Trp
35
Ala Ala
50

Gly

Tyr
Ser Ser
65

Glu

Asp Phe

Thr Phe Gly

<210> 43
<211> 18
<212> ADN

hop

tgacccagtc
gggcgagtca
ctaaactcct
gcagtggatc
caacttacta
tggagatcaa

ty nhén

hop

Met Thr

Thr
20
Tyr

Ile
Gln

Ser Ser

Gly Thr

Ala Thr
85
Gln Gly
100

Gln
Thr
Gln
Leu
Asp
70

Tyr

Thr

tccatcttcce
gggtattagc
gatctatgct
tgggacagat
ttgtcaacat
ac

tao

Ser Pro

Cys Arg
Pro
40
Ser

Lys

Gln
55
Phe Thr

Tyr Cys

Lys Leu

gtgtctgcat
agctggttag
gcatccagtt
ttcactctca
gcttacagtt

Ser Val
10

Ser

Ser

Ala
25
Gly

Gln

Lys Ala

Gly Val Pro

Thr Ile
75
Ala

Leu
Gln His
90
Glu Ile

105

Lys

-55-

ctgtaggaga
cctggtatca
tgcaaagtgg
ccatcagcag
tcccgtacac

Ser Ala Ser

Gly Ile Ser

30

Pro Lys Leu

45

Ser Arg Phe

60

Ser Ser Leu

Tyr Ser Phe

cagagtcacc
gcagaaacca
ggtcccatca
cctgcagcect
ttttggccag

Val
15
Ser

Gly
Trp

Leu Ile

Ser Gly

Gln Pro
80
Pro Tyr
95

60
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180
240
300
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<213> Trinh tu nhén tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 43
cagggtatta gcagctgg

<210> 44

<211> 6

<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 44
Gln Gly Ile Ser Ser Trp
1 5

<210> 45

<211> 9

<212> ADN

<213> Trinh tuyu nhédn tao

<220>
<223> Tdng hop

<400> 45
gctgcatcc

<210> 46

<211> 3

<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> Téng hgp

<400> 46
Ala Ala Ser
1

<210> 47

<211> 27

<212> ADN

<213> Trinh tuy nhén tao

220>
<223> Téng hop

<400> 47
caacatgctt acagtttccc gtacact

<210> 48
<211> 9

24663
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<212>
<213>

PRT

<220>
<223> Tbng

<400> 48

hop

24663

Trinh ty nhdn tao

Gln His Ala Tyr Ser Phe Pro Tyr Thr

1

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

49
361
ADN

<220>
<223> Téng
<400> 49
caggtgcagc
tcctgcaagg
actggacaag
acacagaacc
atggaactga
agtagccact
a

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

50
120
PRT
Trinh

<220>
<223> Téng
<400> 50
Gln Val
1
Ser

Gln

Val Lys

Ile Ile
35
Met

Asp
Gly Trp
50
Gln Gly
65

Met

Arg

Glu Leu

Ala Arg Asp

Thr Thr

115

Gly

<210> 51
<211> 24
<212> ADN

5

hop

tggtgcagtc
cttctggata
ggcttgagtg
tccagggcag
gcagcctgag
actacggttt

tu nhén

hop

Leu Val

val
20
Trp

Ser

val

Asn Pro

Val Thr

Ser
85
Ser

Ser

Tyr
100

Val Thr

Trinh ty nhdn tao

tggggctgag
caccttcacc
gatgggatgg
agtcaccttg
ctctgaggac

ggacgtctgg

gtgaaagagc
tcttatgata
atgaacccaa
accaggaaca
acggccgttt

ggccaaggga

Gln
Cys
Arg
Asn
Leu
70

Leu

Ser

Val

tao

Ala Glu
10

Gly

Ser Gly Val

Ala Ser
25
Thr

Lys Tyr

Gln Ala
40
Gly

Gly Gln

Ser Asn Thr
55

Thr

Gly
Thr Ser
75

Thr

Arg Asn

Ser Ser Glu Asp

90
His Gly Leu

Tyr Tyr

105
Ser
120

Ser

-57-

ctggggcctc
tcatctgggt
acagtggtaa
cctccataac
attactgtgce
ccacggtcac

Lys Glu Pro

Thr Phe Thr

30

Gly Leu Glu

45

Tyr Thr Gln

60

Ile Thr Thr

Ala Val Tyr

Asp Val Trp

110

agtgaaggtc
gcgacaggcc
cacaggctat
tacagtctac
gcgagactac
cgtctcctca

Gly Ala
15
Ser Tyr

Trp Met

Asn Leu

Val Tyr
80
Tyr Cys
95

Gly Gln

60

120
180
240
300
360
361



24663

<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 51
ggatacacct tcacctctta tgat

<210> 52

<211> 8

<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 52
Gly Tyr Thr Phe Thr Ser Tyr Asp
1 5

<210> 53

<211> 24

<212> ADN

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 53
atgaacccaa acagtggtaa caca

<210> 54

<211> 8

<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> Téng hop

<400> 54
Met Asn Pro Asn Ser Gly Asn Thr
1 5

<210> 55

<211> 39

<212> ADN

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> Tdéng hop

<400> 55
gcgcgagact acagtagcca ctactacggt ttggacgtc

<210> 56

-58-

24

24

39



<211>
<212>
<213>

13
PRT

<220>
<223> Tdng

<400> 56

hop

24663

Trinh ty nhén tao

Ala Arg Asp Tyr Ser Ser His Tyr Tyr Gly Leu Asp Val

1

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

57
322
ADN

<220>
<223> Tdng
<400> 57

gacatccagt
atcacttgct
gggaaagccc
aggttcagcg
gaggattttg
gggaccaagg

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

58
107
PRT
Trinh

<220>
<223> Tbéng
<400> 58
Asp Ile Gln
1
Asp

Arg Val

Leu Ala Trp
35
Ala

Phe Val

50
Ser Gly Ser
65
Glu

Asp Phe

Thr Phe Gly

<210> 59
<211> 18
<212> ADN
<213> Trinh

5

hop

tgacccagtc
gggccagtca
ctaagctcct
gcagtggatc
caacttatta
tggaaatcaa

ty nhén

hop

Leu Thr

Thr
20
Tyr

Ile
Gln

Ser Thr

Gly Thr

Ala Thr
85
Gly Gly
100

tu nhén

Gln
Thr
Gln
Leu
Glu
70

Tyr

Thr

Trinh ty nhén tao

tccatccttce
ggacattagc
gatctttgtt
tgggacagaa
ctgtcaacag
ac

tao

Ser Pro

Cys Trp

Pro
40
Ser

Lys

Gln
55
Phe Thr

Tyr Cys

Lys Val

tao

10

ctgtctacat
aattatttag
gcatccactt
ttcactctca
tttaatagtt

Phe
10
Ser

Ser Leu
Ala
25

Gly

Gln

Lys Ala

Gly Val Pro

Thr Ile
75
Phe

Leu
Gln Gln
90

Glu Ile

105

Lys

59-

ctataggaga
cctggtatca
tgcagagtgg
caatcagtag
acccgctcac

Ser Thr Ser

Ile Ser
30

Leu

Asp

Pro Lys

45
Arg

Ser Phe

60

Ser Ser Leu

Ser Tyr

cagagtcacc
gcaaaaacca
ggtcccatca
cctgcagcct
tttcggcgga

Ile
15
Asn

Gly
Tyr

Leu Ile

Ser Gly

Gln Pro
80

Leu

60

120
180
240
300
322



<220>
<223> Téng hop

<400> 59
caggacatta gcaattat

<210> 60

<211> 6

<212> PRT

<213> Trinh tu nhén

<220>
<223> Tdng hop

<400> 60
Gln Asp Ile Ser Asn
1 5

<210> 61

<211> 9

<212> ADN

<213> Trinh ty nhén

<220>
<223> Téng hop

<400> 61
gttgcatcc

<210> 62

<211> 3

<212> PRT

<213> Trinh ty nhéan

<220>
<223> Téng hop

<400> 62
Val Ala Ser
1

<210> 63

<211> 30

<212> ADN

<213> Trinh ty nhén

<220>
<223> Tdéng hop

<400> 63

24663

tao

Tyr

tao

tao

tao

caacagttta atagttaccc gctcactttc

<210> 64
<211> 10
<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

-60-
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<220>
<223> Téng hop

<400> 64
Gln Gln Phe Asn Ser Tyr Pro Leu Thr Phe
1 5 10

<210> 65

<211> 8

<212> PRT

<213> Trinh tu nhédn tao

<220>
<223> Téng hop

<220>
<221> BIEN THE
<222> (1)...(1)

<223> Xaa = Gly hodc Arg

<220>
<221> BIEN THE
<222> (2)...(2)

<223> Xaa = Phe hodc Tyr

<220>
<221> BIEN THE
<222> (3)...(3)

<223> Xaa = Ile hodc Thr

<220>
<221> BIEN THE
<222> (4)...(4)

<223> Xaa = Phe

<220>
<221> BIEN THE
<222> (5)...(5)

<223> Xaa = Asp hodc Thr

<220>
<221> BIEN THE
<222> (6)...(6)

<223> Xaa = Asp hodc Ser

<220>
<221> BIEN THE
<222> (7)...(7)

<223> Xaa = Tyr

<220>
<221> BIEN THE
<222> (8)...(8)

<223> Xaa = Ala hoac Asp

<400> 65

-61-



24663

Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa

1

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

<220>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<400>

5

66

8

PRT

Trinh ty nhén tao

Téng hop

BIEN THE
(1) ... (1)
Xaa = Ile, Val hodc Met

BIEN THE
(2)...(2)
Xaa = Ser hodc Asn

BIEN THE
(3)...(3)
Xaa = Thr hodc Pro

BIEN THE
(4)...(4)
Xaa = Asn

BIEN THE
(5)...(5)
Xaa = Ser hodc Gly

BIEN THE
(6)...(6)
Xaa = Gly

BIEN THE
(7)...(7)
Xaa = Ser, Arg hodc Asn

BIEN THE
(8)...(8)
Xaa = Ile hoac Thr

66

Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa

1

5

-62-



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

<220>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>

24663

67

19

PRT

Trinh ty nhén tao

Téng hop

BIEN THE

(1)...(1)

Xaa = Ala

BIEN THE

(2)...(2)

Xaa = Lys hodc Arg

BIEN THE
(3)...(3)
Xaa = Asp hodc Gly

BIEN THE
(4)...(4)
Xaa = Gly, Arg hodc Tyr

BIEN THE
(5)...(5)
Xaa = Gly, Asp hodc Ser

BIEN THE
(6)...(6)
Xaa = Ser hodc Ala

BIEN THE
(7)...(7)
Xaa = Ser, Phe hodc His

BIEN THE
(8)...(8)
Xaa = Trp, Asp hodc Tyr

BIEN THE
(9)...(9)
Xaa = Leu, Ile hodc Tyr

BIEN THE
(10) ... (10)

-63-



24663

<223> Xaa = Pro, Gly hodc khdéng cé6 mdt

<220>
<221> BIEN THE
<222> (11)...(11)

<223> Xaa = Phe, Leu hodc khdng cé mat

<220>
<221> BIEN THE
<222> (12)...(12)

<223> Xaa = Val, Asp hodc khdng cé mat

<220>
<221> BIEN THE
<222> (13)...(13)

<223> Xaa = Tyr, Val hodc khéng cé mdt

<220>
<221> BIEN THE
<222> (14)...(14)

<223> Xaa = Tyr hodc khdéng cé mat

<220>
<221> BIEN THE
<222> (15)...(15)

<223> Xaa = Tyr hodc khéng céd mit

<220>

<221> BIEN THE

<222> (16)...(1l6)

<223> Xaa = Gly hodc khdéng cé mat
<220>

<221> BIEN THE

<222> (17)...(17)

<223> Xaa = Met hodc khéng céd mit

<220>
<221> BIEN THE
<222> (18)...(18)

<223> Xaa = Asp hodc khéng cé6 mat

<220>
<221> BIEN THE
<222> (19)...(19)

<223> Xaa = Val hodc khéng cé mat

<400> 67
Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa
1 5 10 15

Xaa Xaa Xaa

<210> 68

<211> 6

<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

-64-
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<220>
<223> Téng hop

<220>
<221> BIEN THE
<222> (1)...(1)

<223> Xaa = Gln

<220>

<221> BIEN THE

<222> (2)...(2)

<223> Xaa = Ser, Gly hodc Asp
<220>

<221> BIEN THE

<222> (3)...(3)

<223> Xaa = Ile

<220>
<221> BIEN THE
<222> (4)...(4)

<223> Xaa = Ser

<220>
<221> BIEN THE
<222> (5)...(5)

<223> Xaa = Ser hodc Asn

<220>

<221> BIEN THE

<222> (6)...(6)

<223> Xaa = Asn, Trp hodc Tyr

<400> 68
Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa
1 5

<210> 69

<211> 3

<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> Téng hop

<220>
<221> BIEN THRE
<222> (1)...(1)

<223> Xaa = Gly, Ala hodc Val
<220>

<221> BIEN THE

<222> (2)...(2)

<223> Xaa = Ala

<220>

-65-
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<221> BIEN THE
<222> (3)...(3)
<223> Xaa = Ser

<400> 69
Xaa Xaa Xaa
1

<210> 70

<211> 10

<212> PRT

<213> Trinh tu nhdn tao

<220>
<223> Tdng hop

<220>
<221> BIEN THE
<222> (1)...(1)

<223> Xaa = Gln

<220>
<221> BIEN THE
<222> (2)...(2)

<223> Xaa = Gln hodc His

<220>
<221> BIEN THE
<222> (3)...(3)

<223> Xaa = Tyr, Ala hodc Phe

<220>
<221> BIEN THE
<222> (4)...(4)

<223> Xaa = Ser, Asn hodc Tyr

<220>
<221> BIEN THE
<222> (5)...(5)

<223> Xaa = Ser

<220>
<221> BIEN THE
<222> (6)...(6)

<223> Xaa = Trp, Phe hodc Tyr

<220>
<221> BIEN THE
<222> (7)...(7)

<223> Xaa = Pro

<220>
<221> BIEN THE
<222> (8)...(8)

<223> Xaa = Pro, Tyr hodc Leu

-66-



<220>
<221> BIEN THE

<222>
<223> Xaa

<220>
<221> BIEN THE

<222>
<223> Xaa

(9) ...

<400> 70
Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa

1

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

<220>

<223>

<400> 71

71

330
PRT
Trinh ty nhén

Ala Ser Thr

1
Ser

Phe
Gly
Leu
65

Tyr
Lys
Pro
Lys
Val
145
Tyr
Glu
His
Lys
Gln
225

Leu

Pro

Thr
Pro
Val
50

Ser
Ile
vVal
Ala
Pro
130
Val
Val
Gln
Gln
Ala
210
Pro

Thr

Ser

Ser
Glu
35

His
Ser
Cys
Glu
Pro
115
Lys
val
Asp
Tyr
Asp
195
Leu
Arg

Lys

Asp

(9)

Tyr hodc Thr

(10) ... (10)

24663

Thr hodc khéng cé mat

Téng hop

Lys
Gly
20

Pro
Thr
Val
Asn
Pro
100
Glu
Asp
Asp
Gly
Asn
180
Trp
Pro
Glu

Asn

Ile
260

5

Gly
Gly
Val
Phe
Val
Val
85

Lys
Leu
Thr
Val
Val
165
Ser
Leu
Ala
Pro
Gln

245
Ala

tao

Pro
Thr
Thr
Pro
Thr
70

Asn
Ser
Leu
Leu
Ser
150
Glu
Thr
Asn
Pro
Gln
230
vVal

Val

Ser
Ala
Val
Ala
55

vVal
His
Cys
Gly
Met
135
His
Val
Tyr
Gly
Ile
215
Val

Ser

Glu

Val
Ala
Ser
40

Val
Pro
Lys
Asp
Gly
120
Ile
Glu
His
Arg
Lys
200
Glu
Tyr

Leu

Trp

Phe
Leu
25

Trp
Leu
Ser
Pro
Lys
105
Pro
Ser
Asp
Asn
Val
185
Glu
Lys
Thr
Thr

Glu

10

Pro
10
Gly

Asn

Ser
Ser
90

Thr
Ser
Arg
Pro
Ala
170
Val
Tyr
Thr
Leu
Cys

250
Ser

265 .

-67-

Leu
Cys
Ser
Ser
Ser
75

Asn
His
Val
Thr
Glu
155
Lys
Ser
Lys
Ile
Pro
235

Leu

Asn

Ala
Leu
Gly
Ser
60

Leu
Thr
Thr
Phe
Pro
140
Val
Thr
Val
Cys
Ser
220
Pro

Val

Gly

Pro
Val
Ala
45

Gly
Gly
Lys
Cys
Leu
125
Glu
Lys
Lys
Leu
Lys
205
Lys
Ser

Lys

Gln

Ser
Lys
30

Leu
Leu
Thr
Val
Pro
110
Phe
Val
Phe
Pro
Thr
190
Val
Ala
Arg
Gly

Pro
270

Ser
15

Asp
Thr
Tyr
Gln
Asp
95

Pro
Pro
Thr
Asn
Arg
175
Val
Ser
Lys
Asp
Phe

255
Glu

Lys
Tyr
Ser
Ser
Thr
80

Lys
Cys
Pro
Cys
Trp
160
Glu
Leu
Asn
Gly
Glu
240
Tyr

Asn



Asn Tyr Lys Thr Thr
275
Leu Tyr Ser Lys Leu
290

Val Phe Ser Cys Ser

305

Gln Lys Ser Leu Ser
325

<210> 72

<211> 327

<212> PRT

<213> Trinh ty nhén

<220>
<223> Tdng hop

<400> 72
Ala Ser Thr Lys Gly
1 5
Ser Thr Ser Glu Ser
20
Phe Pro Glu Pro Val
35
Gly Val His Thr Phe
50
Leu Ser Ser Val Val
65
Tyr Thr Cys Asn Val
85
Arg Val Glu Ser Lys
100
Glu Phe Leu Gly Gly
115
Asp Thr Leu Met Ile
130
Asp Val Ser Gln Glu
145
Gly Val Glu Val His
165
Asn Ser Thr Tyr Arg
180
Trp Leu Asn Gly Lys
195
Pro Ser Ser Ile Glu
210
Glu Pro Gln Val Tyr
225
Asn Gln Val Ser Leu
245
Ile Ala Val Glu Trp
260
Thr Thr Pro Pro Val
275
Arg Leu Thr Val Asp
290
Cys Ser Val Met His

Pro
Thr
Val

310
Leu

tao

Pro
Thr
Thr
Pro
Thr
70

Asp
Tyr
Pro
Ser
Asp
150
Asn
Val
Glu
Lys
Thr
230
Thr
Glu
Leu

Lys

Glu

Pro
Val
295
Met

Ser

Ser
Ala
Val
Ala
55

Val
His
Gly
Ser
Arg
135
Pro
Ala
Val
Tyr
Thr
215
Leu
Cys
Ser
Asp
Ser

295
Ala

24663

Val
280
Asp

His

Pro

Val
Ala
Ser
40

Val
Pro
Lys
Pro
Val
120
Thr
Glu
Lys
Ser
Lys
200
Ile
Pro
Leu
Asn
Ser
280
Arg

Leu

Leu
Lys
Glu

Gly

Phe
Leu
25

Trp
Leu
Ser
Pro
Pro
105
Phe
Pro
vVal
Thr
val
185
Cys
Ser
Pro
Val
Gly
265
Asp
Trp

His

-68-

Asp
Ser
Ala

Lys
330

Pro
10

Gly
Asn
Gln
Ser
Ser
90

Cys
Leu
Glu
Gln
Lys
170
Leu
Lys
Lys
Ser
Lys
250
Gln
Gly

Gln

Asn

Ser
Arg

Leu
315

Leu
Cys
Ser
Ser
Ser
75

Asn
Pro
Phe
Val
Phe
155
Pro
Thr
Val
Ala
Gln
235
Gly
Pro
Ser

Glu

His

Asp
Trp

300
His

Ala
Leu
Gly
Ser
60

Leu
Thr
Ser
Pro
Thr
140
Asn
Arg
Val
Ser
Lys
220
Glu
Phe
Glu
Phe
Gly

300
Tyr

Gly
285
Gln

Asn

Pro

Val

Ala

45
Gly

Gly
Lys
Cys
Pro
125
Cys
Trp
Glu
Leu
Asn
205
Gly
Glu
Tyr
Asn
Phe
285

Asn

Thr

Ser Phe Phe

Gln Gly Asn

His Tyr Thr

Cys
Lys
30

Leu
Leu
Thr
Val
Pro
110
Lys
Val
Tyr
Glu
His
190
Lys
Gln
Met
Pro
Asn
270
Leu

Val

Gln

Ser
15

Asp
Thr
Tyr
Lys
Asp
Ala
Pro
val
Val
Gln
175
Gln
Gly
Pro
Thr
Ser
255
Tyr
Tyr

Phe

Lys

320

Arg
Tyr
Ser
Ser
Thr
80

Lys
Pro
Lys
val
Asp
160
Phe
Asp
Leu
Arg
Lys
240
Asp
Lys
Ser

Ser

Ser



305

Leu Ser Leu Ser Leu
325

<210> 73

<211> 327

<212> PRT

<213> Trinh ty nhén

<220>
<223> Tdéng hop

<400> 73
Ala Ser Thr Lys Gly
1 5
Ser Thr Ser Glu Ser
20
Phe Pro Glu Pro Val
35
Gly Val His Thr Phe
50
Leu Ser Ser Val Val
65
Tyr Thr Cys Asn Val
85
Arg Val Glu Ser Lys
100
Glu Phe Leu Gly Gly
115
Asp Thr Leu Met Ile
130
Asp Val Ser Gln Glu
145
Gly Vval Glu Val His
165
Asn Ser Thr Tyr Arg
180
Trp Leu Asn Gly Lys
195
Pro Ser Ser Ile Glu
210
Glu Pro Gln Val Tyr
225
Asn Gln Val Ser Leu
245
Ile Ala Val Glu Trp
260
Thr Thr Pro Pro Val
275
Arg Leu Thr Val Asp
290
Cys Ser Val Met His
305
Leu Ser Leu Ser Leu
325

310

Gly Lys

tao

Pro
Thr
Thr
Pro
Thr
70

Asp
Tyr
Pro
Ser
Asp
150
Asn
Val
Glu
Lys
Thr
230
Thr
Glu
Leu
Lys
Glu

310
Gly

Ser
Ala
Val
Ala
55

Val
His
Gly
Ser
Arg
135
Pro
Ala
Val
Tyr
Thr
215
Leu
Cys
Ser
Asp
Ser
295
Ala

Lys

24663

vVal
Ala
Ser
40

Val
Pro
Lys
Pro
Val
120
Thr
Glu
Lys
Ser
Lys
200
Ile
Pro
Leu
Asn
Ser
280
Arg

Leu

Phe
Leu
25

Trp
Leu
Ser
Pro
Pro
105
Phe
Pro
Val
Thr
Val
185
Cys
Ser
Pro
Val
Gly
265
Asp
Trp

His

-69-

Pro
10

Gly
Asn
Gln
Ser
Ser
90

Cys
Leu
Glu
Gln
Lys
170
Leu
Lys
Lys
Ser
Lys

250
Gln

315

Leu
Cys
Ser
Ser
Ser
75

Asn
Pro
Phe
Val
Phe
155
Pro
Thr
Val
Ala
Gln
235
Gly
Pro
Ser

Glu

His
315

Ala
Leu
Gly
Ser
60

Leu
Thr
Pro
Pro
Thr
140
Asn
Arg
Val
Ser
Lys
220
Glu
Phe
Glu
Phe
Gly

300
Tyr

Pro
Val
Ala
45

Gly
Gly
Lys
Cys
Pro
125
Cys
Trp
Glu
Leu
Asn
205
Gly
Glu
Tyr
Asn
Phe
285

Asn

Thr

Cys
Lys
30

Leu
Leu
Thr
Val
Pro
110
Lys
Val
Tyr
Glu
His
190
Lys
Gln
Met
Pro
Asn
270
Leu

Val

Gln

Tyr
Lys
Asp
95
Ala
ro
Val
Val
Gln
175
Gln
Gly
Pro
Thr
Ser
255
Tyr
Tyr

Phe

Lys

320

Arg
Tyr
Ser
Ser
Thr
80

Lys
Pro
Lys
Val
Asp
160
Phe
Asp
Leu
Arg
Lys
240
Asp
Lys
Ser

Ser

Ser
320



<210> 74

<211>
<212>
<213>

<400> 74

Met
1

Gly
Gly
Gly
Pro
65

Leu
Tyr
Pro
Asn
Lys
145
Phe
Gln
Cys
Gln
Thr
225
Pro
Tyr
Leu
Val
Glu
305
Pro

Asn

Ser

val
Ala
vVal
val
50

Ala
Leu
Arg
Pro
Val
130
Ala
Gln
Leu
Val
Gly
210
Ala
His
Arg
Gln
val
290
Trp
Pro

Lys

Leu

358
PRT
Homo sapiens

Ala
Ala
Leu
35

Glu
Ala
Leu
Ala
Glu
115
vVal
vVal
Glu
Ala
Ala
195
Cys
Val
Ser
Ala
His
275
Gln
Ser
Ala

Asp

Pro
355

Val
Leu
20

Thr
Pro
Gly
Arg
Gly
100
Glu
Cys
Leu
Pro
Val
180
Ser
Gly
Ala
Trp
Glu
260
His
Leu
Pro
Glu
Asp

340
val

Gly
5

Ala
Ser
Glu
Ser
Ser
85

Arg
Pro
Glu
Leu
Cys
165
Pro
Ser
Ile
Arg
Asn
245
Arg
Cys
Arg
Glu
Asn
325
Asp

Gln

Cys
Pro
Leu
Asp
His
70

vVal
Pro
Gln
Trp
Val
150
Gln
Glu
Val
Leu
Asn
230
Ser
Ser
Val
Ala
Ala
310
Glu

Asn

Asp

Ala
Arg
Pro
Asn
55

Pro
Gln
Ala
Leu
Gly
135
Arg
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