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(57) Sang ché d& cap dén cic bién thé cua Pertuzumab. Cu thé 13, sang ché dé cap dén bién
thé xystein khong ghep cap chira cac xystein khong ghép cap Cys23/Cys88 ¢ mot hodc ca
hai mién bién d6i chudi nhe ciia Pertuzumab, bién thé khong fucosyl hoa ctia Pertuzumab,
loai phan ttr lugng thap (LMWS) cua Pertuzumab, va loai phan tir luong cao (HMWS)
hodc Pertuzumab. Sang ché con dé cap dén cac bién thé dugc phén lap, ché pham, duoc
pham, va vat pham chira cac bién thé nay.
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Linh vyc k§ thuat dwge dé cap

Séang ché @& cip dén céc bién thé clia Pertuzumab. Cy thé sang ché dé cap dén
bién thé xystein khong ghép cip chita cac xystein khong ghép cip Cys23/Cys88 & mot
hodc c4 hai mién bién ddi chudi nhe clia Pertuzumab, bién thé khong fucosyl hod clia
Pertuzumab, loai phan tir Iwgng thip (LMWS) cua Pertuzumab, va loai phan tir luong
cao (HMWS) hodc Pertuzumab. Sérig ché con @& cap dén céc bién thé duoc phan lap,
ché phdm, dugc phim, va vat phadm bao gdm céc bién thé ndy, cling nhu cac phuong

phap san xuét va xac dinh dic tinh cac bién thé va céc ché phadm ciia chiing.
Tinh trang ky thuit cia sing ché

Pertuzumab (PERJETA®) (con dugc goi la rhuMAb 2C4) 1a khang thé don
dong (MAD), khéng thé nay 13 khéng thé dAu tién trong 16p clia n6 thudc dong céc tac
nhan dugc goi 14 “céac chit tc ché dime hod HER”. Béng cach lién két véi HER2,
khéng thé nay uc ché su dime hoa HER2 véi céc thyu th8 HER khéc va do do tc ché su
phét trién ctia khéi u. Pertuzumab dugc Cuc Quan ly Thudc va Thuc phim Hoa Ky
(US FDA) cép phép luu hanh dé didu tri bénh ung thu v di cin duong tinh véi HER2
ngay 8 thang 6 ndm 2012.

Patent M¥ s6 7,862,817 (Adams va céac ddng tac gia) mo ta bién thé dwoc lam
gidng nhur ctia nguoi cua khang thé 2C4 goi 1a phién ban 2C4 dugc lam gidng nhu ctia
nguoi 574 hodc khang thé don dong dugc 1am giéng nhu cia ngudi tai t6 hop 2C4
(rthuMAb 2C4). Khéng thé nay lién két mién phu II trén mién ngoai bio (ECD) thu thé
yéu t phat trién biéu bi ctia ngudi 2 (HER2). Khéng thé rhuMAb 2C4 duoc san xudt &
quy mo phong thir nghiém va di ching t6 12 lién két voi HER2 va tic ché su ting
truong cla céc té bao MDA-175 (céc t& bao nay biéu hién HER2 & muc 1+) va cic
manh ghép khac loai MCF7 dugc chy ghép vao chudt nhét. Xem tai liéu: Cancer
Immunol. Immunother. 55(6):717-727 (2006) ciing ctia Adams va cac ddng tac gia.

Patent M§ s6 6,339,142 (Blank va Basey) mé ta ché phim khang thé HER2
chira hdn hgp cta khing thé khang HER2 va mdt hodc nhiéu bién thé axit cta né,
trong d6 ham lugng (céc) bién thé axit thdp hon khoang 25%. Bién thé khang thé don
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dong duoc lam gidng nhu cta ngudi 4D5 8 (humMADb4ADS5-8 hojc Trastuzumab) 13
khang thé HER?2 tiéu biéu.

Patent M§ sb 7,560,111, Patent M§ s 7,879,325, va Patent M§ s6 8,241,630
(Kao va céc ddng tac gid) md ta bién thé cia Pertuzumab (thuMADb 2C4) chira doan
kéo dai trinh tw din diu du tan amino (-VHS) trén mdt hoic ca hai cac chudi nhe clia
khéng thé, con goi 14 “bién thé VHS”. Khi chét chuén (Giai doan I), 16 S9802A (Giai
doan II), va Chit nghién ctru phat trién quy trinh quy md 400 L dugc thir nghiém thiol
tu do bing cach sir dung phén tich ctia Ellman & didu kién nguyén thuy, ndng d thiol
tu do 1a thdp hon ngudng phat hién & tit ca cac chit thir nghiém. T 1 d&n 2%
Pertuzumab trong cac ché phdm duoc thir nghiém 14 khéng dugc fucosyl hoa (GO-F)
nhu dugc x4c dinh bing dién di mao quan (CE). Xem Bang 5 cua Patent My s6
7,560,111 (Kao va céc ddng tc gia).

WO 2009/099829 (Harris va cac ddng tic gid) mod ta cic bién thé axit cua
Pertuzumab bao gém: bién thd khir amit, bién thé duogc glycat hoa, bién thé dugc khir
disulfua, bién thd khong duge khir, va bién thé dugc sialyl héa. Céc bién thé ndy dugc
x4c dinh dic tinh nhu dé cap dudi day:

Bang 1: Céc bién thé axit trong tai liéu: WO 2009/099829 (Harris va cac dong téc gia)

Phuong phap x4c dinh dc tinh ctia cdc bién thé axit

Phuong phap Céc bién thé dwgc phat hién Tén bién thé

X¥ ly bing CEX +- | 6% dugc sialyl hoa Bién thé duoc sialyl héa

Sialydaza

CE-SDS dugc khtt 1,5% Khir khong hoan toan Bién thé khong dugc khir

CE-SDS khong dugc khir 6% disulfua di khir Bién thé dugc khi

disulfua

Séc ky Boronate 3,5% dugc glycat hoa (bic cao | Bién thé dugc glycat hoa
hon)

Ban do Peptit Khir amit Bién thé khir amit

CEX = trao d6i cation. CE-SDS = Dién di mao quén véi natri dodexyl sulfat.

Phuong phép thtr nghiém st dung dé x4c dinh dic tinh bién thé dugc khir
disulfua trong WO 2009/099829 (Harris va cac ddng tac gia), CE-SDS khong dugc
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khir ctia khang thé nguyén ven, danh gia cac lién ket disulfua gitta cac chudi khtt, hon

1a cac lién két disulfua trong chudi.

Zhang va cic dOng tac gia trong tai lidu: Anal. Chem. 84(16):7112-7123 (2012)
béo céo khang thé tai td hop (mAb A) c6 céc xystein khong ghép cip (Cys22 va
Cys96) trong mién bién ddi chudi ning (mién VH) ciia né. Cac xystein khong ghép
cip duge thdy 1a khong c6 tac dong dang k& dén sy lién két ctia khang thé véi CD20,
va mAb A véi cac xystein khong ghép cip c6 hoat tinh dAy du trong thir nghiém hiéu
Iyc (thir nghiém doc tinh té bao phy thudc bd thé (CDC)).

WO 2009/009523 (Kao va céc ddng tic gia) d& cap dén viéc ngin chin sy khir
lien két disulfua gitta cac chudi trong qua trinh san xuét t4 t6 hop khang thé
ocreclizumab (thuMAb 2H7) lién két véi CD20.

R. Dev. Biol. (Basel, Switzerland) 122: 117-127 (2005) cta Harris, d& cap dén
céc xystein khong ghép cdp (Cys22 va Cys96) trong mién bién dbi chudi ning (VH)
clia omalizumab, khang thé khang IgE duogc lam gibng nhu ctia ngudi. Dang xysten

khong ghép cép co hiéu luc thap hon dang ké.
Ban chit k§ thuit clia sang ché

Cac dit lidu thir nghiém trong ban mé ta ndy dé cép dén c4c dang bién thé cla
Pertuzumab, bao gdm bién thé xystein khong ghép cap, bién thé khong duogc fucosyl
ho4, loai phén tir lugng thip (LMWS), va loai phan tir lugng cao (HMWS). Céc cach
nhén biét, x4c dinh dic tinh, va dinh lugng céc bién thé nay la co gié tri trong cac

phuong phap san xuéit va kidm soét chit lugng ctia ché phim thudc Pertuzumab.

Do d6, theo khia canh thir nhét, myc dich ciia sing ché 1a dé cap dén ché phém
chtra Pertuzumab va bién thé xystein khong ghép cdp cua nd, trong dé bién thé xystein
khong ghép cip nay chita cdc xystein khong ghép cdp Cys23/Cys88 & mot hodce ca hai
mién bién ddi chudi nhe cia Pertuzumab. Bién thé xystein khong ghép cip nay bao
gbm bién thé di dime (bao gdm cic xystein khong ghép cap Cys23/Cys88 chi & mot
midn bién dbi chudi nhe ctia Pertuzumab) va/hogic bién thé homodime (bao gdm céc
xystein khong ghép cidp Cys23/Cys88 & ca hai mién bién ddi chudi nhe cla
Pertuzumab).
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Ché phim niy tuy y con bao gdm mdt hozc nhiéu bién thé bd sung cua
Pertuzumab nhu bién thé khong duoc fucosyl hod, bién thé loai phan tir lugng thip
(LMWYS), bién thé loai phén tit lugng cao (HMWS), bién thé duoc glycat hoa, bién thé
duoc khir disulfua, bién thé khong dugc khir, bién thd khir amit, bién thé duoc sialyl
héa, bién thé VHS, bién thé lysin ddu tan C, bién thé oxy hod methionin, bién thé
glycosyl hod G1, bién thé glycosyl hoa G2, va bién thé glycosyl hoa chudi ning khéng
dugc glycosyl hoa.

Sang ché ciing d& cap dén ché phdm chita Pertuzumab va bién thé khong
fucosyl hod cta Pertuzumab, trong d6 lugng bién thé khong dwoc fucosyl hoa chiém tir
0,9 dén 4,1% hdn hop. Theo mdt phwong an, sing ché @& cap dén ché pham bao gdm
Pertuzumab va bién thé khong fucosyl hod clia Pertuzumab, trong d6 lugng bién thé
khéng dugce fucosyl hoa chiém nhiéu hon 2% ché phdm. Theo phuong én nay, lwong
bién thé khong duoc fucosyl hoa 1a 16n hon lugng dugce bao céo trong Patent M¥ sb
7,560,111, Patent M s6 7,879,325, va Patent M¥ s6 8,241,630 (Kao va céc dong tac
gia).

Theo mdt khia canh bd sung, sang ché dé cap dén ché phdm chira hdn hop cua
Pertuzumab, loai phan tir lugng thdp (LMWS) ctia Pertuzumab, va loai phan tir lugng
cao (HMWS) ctia Pertuzumab, trong d6 luong LMWS 12 < 1,6% va luong HMWS la
<1,7%.

Sang ché ciing dé cap dén ché phim chira hdn hop cua Pertuzumab, Pic 1, va
Pic 2, trong d6 luong Pic 1 1a < 0,5% va lugng Pic 2 1a < 1,0% nhu dugc xac dinh
bing thir nghiém dién di mao quan dugc khir natri dodexyl sulphat (R-CE-SDS).

Céc khia canh bd sung cia sang ché d€ cép dén cac dugc pham, cac vat pham,
va céc phuong phép di€u trj cho bénh nhan ung thu c6 sir dung hodc bao gdm céc che

phim trong ban md ta nay.

Theo mdt khia canh bd sung, sang ché d8 cap dén phuong phép danh gia ché
phim Pertuzumab bao gbm céc bude: (1) do luong bién thé xystein khong ghép cap
trong ché phadm nay, trong do6 bién thé xystein khong ghép cdp nay chira cac xystein
khong ghép cip Cys23/Cys88 & mot hodc cd hai mién bién d8i chudi nhe cla
Pertuzumab; va/hodc (2) do luong Pertuzumab khéng dugce fucosyl hod trong ché
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phim nay; vi/hoic (3) do lugng clia loai phén tir lugng thip (LMWS) hoic loai phan
tir luong cao (HMWS) cua Pertuzumab trong ché phim nay.

Theo mot khia canh khac nita, sing ché d& cap dén phuong phip dinh gid hoat
tinh sinh hoc clia ché phdm Pertuzumab bao gdm viéc do lugng bién thé Pertuzumab
khong fucosyl hoé trong hdn hop nay dé x4c dinh hoat tinh dc tinh té bao qua trung
gian t& bao phu thudc khang thé (ADCC) cua ché phdm ndy, va x4c nhan luong
Pertuzumab khong dugc fucosyl hoa 1a ndm trong khoang tir 0,9 dén khoang 4,1%.

Theo mot khia canh khac, sang ché d& cap dén phuong phép san xuét ché phim
bao gdém céac bude: (1) san xuét ché phdm chtra Pertuzumab va mot hodc nhiéu bién
thé cua nd, va (2) tién hanh thir nghiém phan tich ché phdm da dwoc san xuét nay dé
danh gié luong ciia (cac) bién thé c6 trong d6, trong d6 (c4c) bién thé bao gdm: (i) bién
thé xystein khong ghép cdp nay chtta céc xystein khong ghép cép Cys23/Cys88 & mot
hodic c4 hai mién bién ddi chudi nhe ciia Pertuzumab; va/hoic (ii) bién thé khong
fucosyl ho4 cua Pertuzumab; va/hodc (iii) loai phdn tir luong cao (HMWS) cua
Pertuzumab; va/hodc (iv) loai phan tir lugng thdp (LMWS) clia Pertuzumab, va/hodc
(v) (c4c) manh Pic 1 cla Pertuzumab, va/hodc (vi) (cic) manh Pic 2 cua Pertuzumab.

Theo mot khia canh khéc, séng ché @& cap dén bién thé duoc phan lap cla
Pertuzumab, trong d6 bién thé dugc phan 14p bao gdm: (a) bién thé xystein khong ghép
cdp cua Pertuzumab, trong d6 bién thé nay 1 bién thé di dime chira cac xystein khong
ghép cap Cys23/Cys88 chi & mot mién bién d6i chudi nhe cta Pertuzumab; va/hodc
(b) bién thé xystein khong ghép cip cta Pertuzumab, trong d6 bién thé nay 12 bién thé
homodime chira céc xystein khong ghép cdp Cys23/Cys88 & ca hai mién bién dbi
chudi nhe ctia Pertuzumab; va/hodic (c) bién thé khong fucosyl hod cuia Pertuzumab;
va/hoic (d) loai phan tir lugng cao (HMWS) ctia Pertuzumab; va/hodc () loai phén tir
lwong thip (LMWS) ctia Pertuzumab; va/hodc (f) (cic) manh Pic 1 cua Pertuzumab,
va/hoic (g) (cic) manh Pic 2 ctia Pertuzumab. ‘

Theo mot khia canh bd sung, sang ché dé cap dén phuong phap danh gia mirc
phén manh ctia ché phim Pertuzumab bao gdm bude do lugng Pic 1 va Pic 2 trong hdn
hop nay bang thir nghiém dién di mao quan dugc khir natri dodexyl sulphat (R-CE-
SDS) va x4c nhén lugng Pic 1 1a < 5% va lugng Pic 2 14 < 1,0%.

Mo ta van tat cac hinh vé
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Fig. 1 1a hinh md ta phéac hoa chu triic protein HER2, va c4c trinh ty axit amin
cho cac Mién phu I-IV (tuong tmg tir SEQ ID NO:1 dén SEQ ID NO:4) ciia mién

ngoai bao clia no.

Fig. 2A va Fig. 2B 1a hinh mo6 ta su sip thdng hang céc trinh ty axit amin cla
cac mién bién ddi chudi nhe (VL) (Fig. 2A) va bién dbi chudi ning (VH) (Fig. 2B)
khang thé don dong ctia chudt 2C4 (tuong tmg 12 SEQ ID NO: 5 va SEQ ID NO: 6);
c4c mién VL va VH cla bién thé 574/Pertuzumab (twong tmg 1a SEQ ID NO: 7 va
SEQ ID NO: 8), va céc khung lién tng VL va VH cla nguoi (hum «l, chudi nhe
kappa phan nhém I; humlII, chudi ning phan nhém III) (twong tmg 13 SEQ ID NO: 9
va SEQ ID NO:10). Céc dAu hoa thi chi cac khac biét gifta cic mién bién ddi cua
Pertuzumab va khéng thé don dong ctia chudt 2C4 hodc gifta cic mién bién dbi ctia
Pertuzumab va khung lién tmg ctia ngudi. Cac ving xéac dinh tinh bd trg (cac CDR) 12

& trong ngoac.

Fig. 3A va Fig. 3B 1a hinh thd hién c4c trinh ty axit amin cta chudi nhe
Pertuzumab (Fig. 3A; SEQ ID NO: 11) va chudi ning (Fig. 3B; SEQ ID NO: 12). C4c
CDR dugc in dam. Khéi lugng phan tir da tinh clia chudi nhe va chudi ning nay 1a
23.526,22 Da va 49.216,56 Da (céc xystein ¢ dang dugc khir). Géc hydrat cacbon

duoc gan vai Asn 299 cia chudi ning.

Fig. 4A va Fig. 4B 1a hinh thé hién céc trinh tu axit amin twong tng cua chudi
nhe Trastuzumab (Fig. 4A; SEQ ID NO: 13) va chudi niing Trastuzumab (Fig. 4B;
SEQ ID NO: 14). Céc ranh gi6i ctia cac mién bién ddi chudi nhe va bién dbi chudi

ning dugc chi bang cac mili tén.

Fig. 5A v Fig. 5B la hinh md ta ln luot trinh ty chudi nhe bién thé
Pertuzumab (Fig. 5A; SEQ ID NO: 15) va trinh ty chudi ning bién thé Pertuzumab
(Fig. 5B; SEQ ID NO: 16).

Fig. 6 1a hinh mo ta chu tric ctia (c4c loai chinh) Pertuzumab bao gdm 4 lién két
disulfua gifta cac chudi va 12 lién két disulfua trong chudi, bao gbm céc lién két
disulfua trong chudi Cys23/Cys88 & 1in luot cic mién bién ddi chudi nhe (VL). Cac
midn dugc md ta la: VL = mién bién dbi chudi nhe; VH = mién bién dbi chubi ning;
CL = mién ¢4 dinh chudi nhe; CH1 = mién ¢8 dinh chudi ning 1; CH2 = mién ¢ dinh

chudi ning 2; CH3 = mién co dinh chudi ning 3.
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Fig. 7 thé hién ban dd peptit thuy phan bing trypsin khong duoc khir (nguyén
thuy) ciia Pertuzumab.

Fig. 8 thé hién ban d peptit thuy phan bang trypsin clia Pertuzumab duoc khir
va khong duge khir (ty 1€ nguyén cd).

Fig. 9 thé hién ban dd peptit thuy phan béng trypsin ciia Pertuzumab duge khir
va khong dugc ki (0-120 phaut).

Fig. 10 thé hién ban d peptit thuy phan bing trypsin ciia Pertuzumab dwoc khir
va khong duge khir (120-204 phut).

Fig. 11 13 so dd thd hién phan tich sic ky tuong tic ky nudc (HIC) cua
Pertuzumab thuy phan bing papain.

Fig. 12 13 so d6 thé hién phan tich HIC cua Pertuzumab thuy phén bing papain
(hinh phdng dai).

Fig. 13 12 so @ thé hién phan tich HIC cua Pertuzumab nguyén ven. Céc pic
bao gf“)m: homodime thiol tu do duwoc lam giau (thiol tu do trén cé hai chudi nhe), di
dime thiol tu do (thiol trén mot chudi nhe), va homodime kiéu dai (khang thé loai

chinh) duoc thé hién.

Fig. 14 12 so d thé hién hoat tinh clia Pertuzumab (L6 anti2C4907-2) trong thir
nghiém ddc tinh thé bao qua trung gian té bao phu thudc khang thé (ADCC).

Fig. 15 1a so dd thé hién téc d6ng ciia ham lugng GO-F 1én hoat tinh ADCC.
Cac mAu da thir nghiém 13 Pertuzumab giai doan III (GO-F = 2,2%) va Pertuzumab giai
doan I (GO-F = 0,8%).

Fig. 16 13 so d thé hién phan tich dién di mao quén cla cic oligosacarit dugc
lién két & vi tri N duoc giai phong tir Pertuzumab.

Fig. 17 1a so d6 thé hién phan tich dién di mao quan clia cdc oligosacarit dugc
lien két & vi tri N duoc giai phong tir Pertuzumab (hinh phéng dai). Ghi chu:
oligosacarit G1 c6 hai dang ddng phan (dugce ky hiéu 13 G1 va G1°) trong d6 gbc
galactoza déu tan duge gén v6i nhanh a1-6 hodc nhanh al-3.

Fig. 18 13 so dd thé hién séc ky long hiéu ning cao pha dao (HP-HPLC) dé
phan tach Fab va Fc cua Pertuzumab (dugc thuy phén Lys-C han ché). Pertuzumab
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duoc thuy phan Lys-C va Pertuzumab dugc thuy phin Lys-C han ché sau d6 duge xir
Iy bing N-etymaleimit (NEM) dugc thé hién.

Fig. 19 thé hién ban dd peptit xac nhan Fab thiol ty do ctia Pertuzumab c6 chira
Cys23 va Cys88 ty do & chudi nhe cta né. Peptit L2 tir Fab ¢6 chira thiol ty do dugc
danh ddu (gén nhan) NEM va do d6 c6 dich chuyén trong phan tich ban db peptit.

Fig. 20 13 hinh thé hién & dang so dd: IgG1 loai chinh hogc kiéu dai (Fig. 20A),
bién thé di dime Cys23/Cys88 (Fig. 20B), va bién thé homodime Cys23/Cys88 (Fig.
20C).

Fig. 21 1a so dd thé hién % GO-F theo hoat tinh ADCC dbi véi céc 16
Pertuzumab bang cach sir dung thit nghiém trong Vi du 4 trong ban m6 ta nay.

Fig. 22 14 hinh thé hién & dang so dd lién két ctia Pertuzumab & vi tri lién két di
dime cua HER2, nho d6 ngin chin sy di dime hod véi EGFR ho#éic HER3 da hoat hoa.

Fig. 23 14 hinh so sanh hoat tinh ctia Trastuzumab (lién két v6i Mién phu IV
gin mién gdn mang ctia HER2 ECD) va Pertuzumab (lién két v6i Mién phu II cla
HER2 ECD).

Fig. 24A va Fig. 24B 1a hinh thé hién cac cAu tric oligosacarit dugc gin véi

khang thé IgG.

Fig. 25 14 so dd thé hién phan tich séc ky loai trir kich ¢& (SEC) cua
Pertuzumab (ty 1€ nguyén c&).

Fig. 26 13 so dd thé hién phan tich SEC cta Pertuzumab (ty 1¢ phong dai). Céc
pic bao gdm pic chinh (khang thé loai chinh), loai phén tir lvong cao (HMWS), va loai
phén tir lugng thip (LMWS).

Fig. 27 1a so @b thé hién phén tich sic ky 1éng hiéu ning cao-loai trir kich c&
(SE-HPLC) clia céc miu Pertuzumab. MAu A 12 16 san phim thudc Pertuzumab dai
dién. M3u B 1a 16 Pertuzumab bi phoi sang & 1,2 mlux gid. Mau C 14 16 Pertuzumab bj
phoi sang & 3,6 mlux gio. MAu D 12 16 Pertuzumab dugc xi 1y axit & pH=3,2. Miu E
14 bién thé bazo da tinh ché tir HPLC-trao dbi ion (IE-HPLC).

Fig. 28 thé hién dd thi dbi chiéu cta téc do ling can siéu ly tim phan tich
(AUC) va phén tich SE-HPLC. Céc thanh sai s thé hién hai d6 1éch chuén tir gia tri

x4c dinh & n=3. T4t ca cac diém dit liéu khac chi két qua xé4c dinh don 1&. Céc vong
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tron chi cac mAu c6 cac mic HMWS thip hon cdc mutc phat hién ciia AUC.

Fig. 29 14 so dd thé hién phan tich dién di mao quan natri dodexy! sulfat (CE-
SDS) v6i phét hién huynh quang cam tng laze (LIF) clia Pertuzumab khong duoc k.

Fig. 30 1a hinh thé hién CE-SDS-LIF Pertuzumab khong dugc khir (NR) (hinh
phoéng dai).

Fig. 31A va Fig. 31B 1a so @b thé hién sic ky d6 SE-HPLC cho Vi du 6: tj 1¢
nguyén c& (Fig. 31A) va ty 1& phéng dai (Fig. 31B).

Fig. 32A va 32B la so dd md ta dién di @6 CE-SDS khong duoc khir (NR-CE-
SDS) cho Vi du 6: ty 1€ nguyén c& (Fig. 32A) va ty 1¢ phong dai (Fig. 32B).

Fig. 33A va Fig. 33B la so dd thé hién dién di @6 CE-SDS dugc khtt (R-CE-
SDS) cho Vi du 6: ty 1& nguyén c& (Fig. 33A), va ty 1¢ phong dai (Fig. 33B).

Fig. 34 14 so d thé hién so sanh cc dién di § NR-CE-SDS va R-CE-SDS cua

mau dugce xit 1y axit (ty 16 phong dai).

Fig. 35 1a so dd thé hién trong quan dinh lwong Fab gitta NR-CE-SDS va SE-
HPLC.

Mo ta chi tiét sang ché
I. DBinh nghia

“Cac xystein duge ghép cip” trong ban mo ta ndy chi hai gdc xystein tao thanh
lién két disulfua trong protein, nhw khang thé. Lién két disulfua ndy c6 thé 1a lién két
disulfua gitta cdc chudi (vi du lién két disulfua gitta cac chudi nhe va ning clia khang
thé, hodic gitta hai chudi ning ctia khang thé), hogc lién két disulfua trong chudi (vi du
trong chudi nhe ctia khang thé hojc trong chudi ning ctia khéng thé). Da sd céc khang
thé IgG1 bao gdém 4 lién két disulfua gitta cac chudi va 12 lién két disulfua trong

chudi. Xem Fig. 6.

“Bién thé xystein khong ghép cip” 1a bién thé cta protein (vi du khang thé nhu
Pertuzumab) trong d6 mot hodc nhidu xystein duge ghép cip khong & trang thai dugc
lién két disulfua. Cac xystein khong ghép cdp nay c6 thé khong duoc ghép cip dé tao
thanh lién két disulfua (vi du khi protein gép nép ban du thanh c4u tric bac ba clia nd)

hodc ¢6 thé d3 tao thanh lién két disulfua nhung lién két nay sau d6 bi pha v& (vi du
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trong qud trinh san xuit hogc khi bao quan). Cac xystein khong ghép cép thudng duoc
goi 12 céc thiol ty do hogic cac sulfhydryl tw do. Theo mdt phuong an, cac xystein
khong ghép cdp 1a tir lién két disulfua trong chudi. Theo mot phuong &n, céc xystein
khong ghép cip 14 & chudi nhe, vi du min bién ddi chudi nhe cta khéng thé. Theo mét

phuong 4n, bién thé xystein khong ghép cip 1 bién thé Cys23/Cys88.

Bién thé xystein khong ghép cip “Cys23/Cys88” khdng c6 lién két disulfua ndi
phan tir & cac gdc xystein 23 va 88 & mot hode ca hai mién bién dbi chudi nhe clia

khéng thé. Xem Fig. 20(b) va Fig. 20(c) trong ban mo ta nay.

“Bién thé homodime” khdng c6 céc lién két disulfua Cys23/Cys88 & ca hai

mién bién d6i chudi nhe clia khéhg thé. Xem Fig. 20(c) trong ban mo ta nay.

“Bién thé di dime” chi khong c6 lién két disulfua Cys23/Cys88 & mot mién bién
dbi chudi nhe cua khang thé. Xem Fig. 20(b) trong ban m6 ta nay.

“Bién thé khong dugc fucosyl hod” 1a bién thé glycosyl hoa ciia khang thé trong
d6 mot hodc ca hai cAu trac oligosacarit dugc gén voi géc Asn299 ctia mot hodc ca hai
chudi niing khong c6 fucoza, vi du khoéng c6 Fuco(1->6), trong cdu triic oligosacarit

~e

151.

14
AR’

“Loai phan tlt lugng thap” hogc “LMWS” cia Pertuzumab bao gdm manh cua
Pertuzumab c¢6 phén tr lugng thip hon phan tit lugng cta loai chinh hodc Pertuzumab
nguyén ven (vi dy trong trudong hop Pertuzumab nguyén ven c6 phan tir luong bing
khoang 145.197 Da chi tinh cac mach peptit ctia n6). LMWS co6 thé duoc phét hién
bing séc ky long hiéu ning cao loai trir kich ¢& (SE-HPLC) va/hodc dién di mao quan
khong khir v6i natri dodexyl sulfat (CE-SDS) vi du nhu trong Vi du 5. Theo mdt
phuong an, LMWS bao gém hodc gém ¢ “Pic 6” nhu thu duoc b'fmg CE-SDS (vi dy,
xem Vidu 5).

“Loai phan tir lugng cao” hodc “HMWS” bao gém ché phém cua Pertuzumab
¢6 phén tir lugng 16n hon loai chinh hogc Pertuzumab nguyén ven (vi du trong truong
hop Pertuzumab nguyén ven c6 phén tir lugng khoang 145.197 Da chi tinh cac mach
peptit cua nd). HMWS cé thé dugc phét hién bing séc ky 16ng hiéu ning cao loai trlr
kich ¢& (SE-HPLC) vi/hoic thir nghiém dién di mao quén khong khir v&i Natri
dodexyl sulfat (CE-SDS) vi du nhu trong Vi du 5.
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“Pic 1” trong ban mé t4 ndy chi (cac) manh Pertuzumab cé kich c¢& nhé hon
chudi nhe (LC) Pertuzumab. (C4c) manh Pic 1 ¢ thé dugc tich tir Pertuzumab loai
chinh bang thir nghiém CE-SDS, t6t hon 14 bing thir nghiém CE-SDS dugc khir (R-
CE-SDS). Xem, vi duy, Fig. 33B, Bang 16, va Bang 18 trong ban md ta nay. T6t hon 13,
lwong cua pic 1 trong hdn hop Pertuzumab 13 < 0,5%. Tuy ¥, tién hanh thtr nghiém R-
CE-SDS nhu mé ta trong Vi du 6 va dién tich pic d& higu chinh (CPA) cho % pic 1
trong hdn hop.

“Pic 2” trong ban md ta nay chi (cc) manh Pertuzumab c6 kich c& 16n hon
chudi nhe (LC) Pertuzumab vi nhé hon chudi ning khong dugc glycosyl hoa cua
Pertuzumab (NGHC). Pic 2 ¢6 thé dugc tach tir Pertuzumab loai chinh bdng CE-SDS,
t6t hon 13 bing thir nghiém (R-CE-SDS) duge khtt. Pic 2 loai trir pic 3 ma c6 thé xuét
hién trong thir nghiém R-CE-SDS nhu dwgc giai thich trong Vi du 6 trong ban md ta
ndy. Xem, vi dy, Fig. 33B, Bang 16, va Bang 18 trong ban mo ta nay. Tét hon 13,
luong cia pic 2 trong hdn hgp Pertuzumab 13 < 1,0%. Tuy ¥, tién hanh thtr nghiém R-
CE-SDS nhu md ta trong Vi du 6 va dién tich pic dd hi¢u chinh (CPA) cho % pic 2
trong hdn hop.

“Phan manh” chi sy phan cit chudi polypeptit, vi du phan cit ctia chudi nhe va/hodc
chudi ning ctia Pertuzumab. Phin manh nay vi du khong bao gdm su phén ly cac

chudi polypeptit két hop khong phai cdng hoa tri trong phén tich NR-CE-SDS.

“Thir nghiém phan tich” 1a thir nghiém dénh gia dinh luong va/hodc do dinh tinh sy c6
mit hodc khdi lugng ctia mot chét phén tich (vi dy bién thé khang thé) trong ché phim.

Ché phim duoc thir nghiém c6 thé 1a ché phim da tinh ché, bao gdm dugc phim.

“Thir nghiém séc ky twong tac ky nudc Fab” hodc “thir nghiém HIC Fab” bao
gdm tao ra cic méanh (vi du cdc manh Fab) cua cac khang thé trong hdn hop (vi du
béng cach sir dung enzym papain) va chay sic ky tuong tac ky nude (HIC) cho céc
ménh khang thd d3 tao ra nay @ tach céc bién thé xystein khong ghép cdp ra khoi
Pertuzumab loai chinh. Thit nghiém vi du dugc dé cap trong Vi du 1 trong ban mo ta
nay.

“Thy thé HER” 1a thu thé protein tyrosin kinaza thudc ho thu thé HER va bao
gdm céc thy thé yéu t8 ting truong biéu mé (EGFR), HER2, HER3 va HER4. Thy thé

HER n6i chung s& bao gdm mién ngoai bao, mién ndy c6 thé lién két phdi tt HER
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va/hodc dime hod véi mot phan tir thu theé HER khac; mién xuyén mang ua chét béo;
mién tyrosin kinaza ndi bao dugc bao toan; va micn tin higu dau tn carboxyl neo giit

mot vai gbc tyrosin c6 thé duge phosphoryl hod.

“HER2" chi protein HER2 ctia ngudi, vi du duge mo ta trong tai liu: PNAS
(USA) 82:6497-6501 (1985) ciia Semba va cac ddng tac gia, va Nature 319:230-234

(1986) ctia Yamamoto va cac d6ng tac gia (Genebank accession number X03363).

Trong ban mo ta nay, “mién ngoai bao HER2” hogc “ECD HER2” chi mién cla
HER2 & bén ngoai té bao, dugc neo giit vao mang t& bao, hogc trong méu, bao gdm
cac manh cta nd. Trinh ty axit amin cia HER2 duogc thé hién trén Fig. 1. Theo mdot
phuong 4n, mién ngoai bao ciia HER2 ¢6 thé baov gdm 4 mién: “Mién phy I” (cac gbc
axit amin tir khoang 1-195; SEQ ID NO:1), “Mién phu II” (cac gdc axit amin tir
khoang 196-319; SEQ ID NO:2), “Mién phy III” (cac gdc axit amin tir khoang 320-
488: SEQ ID NO:3), va “Mién phu IV (cac gbc axit amin tir khoang 489-630; SEQ
ID NO:4) (d4nh s& gbc khong tinh peptit tin hiéu). Xem tai li¢u : Mol. Cell. 11: 495-
505 (2003) cua Garrett va cac ddng tac gia, Nature 421: 756-760 (2003) cua Cho va
cac ddng tac gia, Cancer Cell 5:317-328 (2004) cﬁé Franklin va cic ddng tic gia, va
Proc. Natl. Acad. Sci. 90:1746-1750 (1993) ctia Plowman va cdc ddng téc gia, cling
nhu Fig. 1 trong ban mo6 ta nay.

"Pime HER" trong ban md ta nay 1a dime dugc két hop khong theo cach cong
ho4 tri bao gdm it nhat 1a 2 thy thd HER. Céc phirc hop ndy c6 thé tao thanh khi té bao
bidu hién hai hoic nhidu hon hai thy thé HER duoc tiép xtc véi phéi tir HER va ¢6 the
dugc phén lap bang cach két tia mién dich va dugc phén tich bang SDS-PAGE nhu vi
du dugc Sliwkowski va cac ddng tac gia md ta trong: J. Biol. Chem., 269(20):14661-
14665 (1994). Céac protein khic, nhu cAu trac dudi phan tir thu thé xytokin (vi du
gp130) c6 thé két hop v6i dime nay. Tét hon 13, dime HER bao gém HER2.

"Di dime HER " trong ban mé ta nay la di dime dugc két hop khong theo cach
céng hoa tri bao gém it nhét 13 hai thu thé HER khac nhau, nhu céc di dime EGFR-
HER2, HER2-HER3 hodc HER2-HER4.

“Hoat hoa HER” chi su hoat hod, hodc phosphoryl hod, mt hodc nhiéu thy thé.
No6i chung, sy hoat hod HER din dén viéc tai nap tin hiéu (vi du gy ra boi mién

kinaza ndi bao cua cac gdc tyrosin phosphoryl hoa thu thé trong thy thé HER hodc
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polypeptit co chét). Viée hoat hod HER c6 thé dugc didu tiét béi lién két phéi tir HER
y6i dime HER bao gdm thu thé HER quan tim. Lién két phdi tit HER véi dime HER
c6 thé hoat hoa mién kinaza ciia mot hodc nhiéu thy thé HER trong dime nay va nho
d6 din dén phosphoryl hoa cac gdc tyrosin trong mot hogc nhiéu thu thé HER va/hoic
phosphoryl hod cac gbe tyrosin trong (cac) polypeptit co chét bd sung, nhu cac kinaza
ndi bao Akt hoic MAPK.

Céc dang "dugc lam gibng nhu cia ngudi" cla cac khang thé khong phai clia
nguoi (vi dy, loai gdm nhim) 12 cac khang thé kham c6 chira trinh ty t6i thiéu thu duge
tir globulin mién dich khong phai clia nguoi. Phin 16m céc khang thé dugc lam gibng
nhu cla nguoi 1a cac globulin mién dich ctia ngudi (khang thé nhan) trong d6 cac gbe
tir ving siéu bién ddi cua thé nhan dugc thay bing cac gbc tir viing siéu bién dbi cua
cac loai khong phai 1a ngudi (khang th8 cho) nhu chuét nhit, chudt cbng, thd hoic
dong vét linh truéng khong phai 1a nguoi c6 tinh ddc hiéu, 4i lyc va ning lyc mong
mubn. Trong mdt vai trudng hop, cac gbc ving khung (FR) cta globulin mién dich
cua nguoi dugce thay bing céc gdc khong phai clia ngudi tuong tmg. Ngoai ra, cic
khéng thé duoc lam gidng nhu clia ngudi c6 thé bao gdm cac gbc ma khong dugce tim
thiy trong khang thé nhan hodc trong khéng thé cho. Céc cai bién nay dugc tién hanh
d2 cai tién hon nita chét luong clia khang thé. N6i chung, khang thé duoc lam gidng
nhu ctia ngudi s& bao gdm vé co ban tAt ca it nhét 1a mdt, va thong thuong 13 hai mién
bién dbi, trong d6 tt ca hodc v& co ban tAt ca cac vong siéu bién ddi twong img véi cac
vong ndy cua globulin mién dich khong phai clia ngudi va tAt ca hodc vé co ban tit ca
cac FR 13 cac ving khung nay cta tinh ty globulin mién dich cia ngudi. Khang thé
duge 1am giéng nhu clia ngudi tuy y cling s& bao gdm it nhit 12 mot phén ctia viing 6n
dinh globulin mién dich (Fc), théng thuong la ving ndy cia globulin mién dich cta
ngudi. Xem chi tiét hon trong: Nature 321:522-525 (1986) ctia Jones va cac ddng tac
gia; Nature 332:323-329 (1988) clia Riechmann va céac ddng tac gia; va Curr. Op.
Struct. Biol. 2:593-596 (1992) ctia Presta. C4c khang thd HER2 duoc lam gidng nhu
ctia ngudi cu thé bao gém Trastuzumab va cac khang th8 2C4 dugc lam giéng nhu cta

ngudi nhu Pertuzumab nhw duge mo ta va xdc dinh trong ban mo ta nay.

“Khang thé nguyén ven” trbng ban m6 ta nay 14 khang thé bao gbm 2 ving lién
két khang nguyén, va vung Fc. T8t hon 13, khang thé nguyén ven c6 ving Fc mang

chic niang. Theo mot phuong 4n, “Pertuzumab nguyén ven” c6 phan tir lugng khoang
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145.197 Da chi tinh c4c chudi peptit cua no.

2
A1

Thuét ngit “ving siéu bién d6i” khi dwoc st dung trong ban mé ta ndy chi cac
gbc axit amin cua khang thé c6 vai trd dbi véi lién két khang nguyén. Ving siéu bién
d6i néi chung bao gém cac géc axit amin tir “ving xac dinh tinh bd trg” hoic “CDR”
(vi du cac gbc 24-34 (L1), 50-56 (L2) va 89-97 (L3) trong mién bién dbi chubi nhe va
31-35 (H1), 50-65 (H2) va 95-102 (H3) trong mién bién dbi chudi ning; Sequences of
Proteins of Immunological Interest, 5th Ed. Public Health Service, National Institutes
of Health, Bethesda, MD. (1991) cuia Kabat va cac ddng tac gia) va/hoic cac gbe tir
“ving sidu bién d8i” (vi du céc gbe 26-32 (L1), 50-52 (L2) va 91-96 (L3) trong mién
bién ddi chudi nhe va 26-32 (H1), 53-55 (H2) va 96-101 (H3) trong mién bién dbi
chudi ning; J. Mol. Biol. 196:901-917 (1987) ctia Chothia va Lesk). Céc gbc "ving
khung" hodc "FR" 1a cac gbc mién bién d8i ma khong phai cac gbc ving siéu bién ddi
nhu dugc Xéc dinh trong ban md ta nay.

Thuat ngit “ving Fc” trong ban md ta nay duoc dung @& chi ving d4u tan C ctia
chudi ning globulin mién dich, bao gdm cac ving Fe trinh tw nguyén thé va cdc ving
Fc bién thé. Miic du cdc ranh giéi ving Fc ciia chudi ning globulin mién dich c6 thé
thay ddi, vimg Fc chudi ning IgG cia ngudi thuong dugc x4c dinh kéo dai tir gbc axit
amin & vi tri Cys226, hodc tir Pro230, dén dau tan carboxyl ctia né. Lysin dau tan C
(gbc 449 theo hé théng dénh sé chau Au) cta ving Fe ¢6 thé duoc loai bo, vi dy, trong
qué trinh san xuét hoic tinh ché khang thé nay, hoic bing cach xtt 1y tai t6 hop axit
nucleic md hoa chudi ning cua khérig thé nay. Do d6, ché phdm clia céc khang thé
nguyén ven c6 thé bao gdm quin thé khéng thé véi tAt ca cac gbc K449 di bi loai bo,
quén thé khing th khong c6 gbc K449 bi loai bo, va quén thé khang thé c6 hdn hop
céc khang thé c6 va khong c6 gdc K449,

Tri khi ¢6 quy dinh khéc, trong ban md ta nay viéc danh s6 cac gbc trong chudi
niing globulin mién dich 1a danh s6 theo chi s6 EU nhu trong x4c dinh trong Sequences
of Proteins of Immunological Interest, Sth Ed. Public Health Service, National
Institutes of Health, Bethesda, MD (1991) ctia Kabat va cac ddng tac gia, dugc két hop
vao ban mo ta bang cach vién dan. “Chi s& EU theo Kabat” chi cach dénh sb gbc

khang thé IgG1 theo chau Au.

“Ving Fc mang chiic ning” ¢6 “chirc ning thyc hién” cia ving Fc trinh tu
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nguyén thé. Céc “chirc nidng thyc hién” vi du bao g(‘“)m lién két Clq; dbc tinh t& bao
phu thudc bd thé; lién két thy thé Fc; doc tinh thé bao qua trung gian té bao phy thude
khang thé (ADCC); thyc bao; didu tiét gidm céc thy thé bé mit té bao (vi du thy thé té
bao B; BCR), v.v. Céc chitc nang thuc hién ndy néi chung doi hoi ving Fc phai két
hop v6i mién lién két (vi du, mién bién déi cta khang thé) va c6 thé dugc danh gia
béng céch sir dung nhiéu loai thir nghiém.

9
A%

“Vung Fc trinh ty nguyén the” bao gdm trinh ty axit amin tvong ddng véi trinh
tu axit amin ctia ving Fc tim thdy trong tw nhién. Cac ving Fc trinh ty nguyén thé ctia
ngudi bao gém ving Fc IgG1 trinh tw nguyén thé ctia ngudi (typ alen A va typ alen
khong phai A); ving Fc IgG2 trinh ty nguyén thé ctia nguoi; ving Fe IgG3 trinh tu
nguyén thé clia ngudi; va ving Fc IgG4 trinh tw nguyén thé clia ngudi cling nhu céac

bién thé c6 trong tu nhién cta chiing.

“Khéng thé trdn” 13 khéng thé khong duoc tiép hop véi phan tit khéc loai, nhu
géc ddc tinh t& bao hoic chét danh diu phong xa.

Thuat nglt “khang thé loai chinh” hodc “khang thé kiéu dai” trong ban md ta
nay chi cAu triic trinh ty axit amin cia khéng thé trong hdn hop 13 phan tir khing thé
chiém luong chii yéu trong hén hop nay. Tét hon 13, khang thé loai chinh 13 khéng thé
HER2, nhu khéng thé lién két v6i Mién phy II ciia HER2, khang thé trc ché dime hoa
HER hiéu qué hon Trastuzumab, va/hoic lién két v6i vi tri lién két di dime trén HER2.
Theo mdt phuong 4n, khang thé loai chinh 12 khéng thé chita CDR-H1 (SEQ ID NO:
17 hodc 23), CDR-H2 (SEQ ID NO: 18), va CDR-H3 (SEQ ID NO: 19), CDR-L1
(SEQ ID NO: 20), CDR-L2 (SEQ ID NO: 21 hozc 24) va CDR-L3 (SEQ ID NO: 22),
cac trinh ty axit amin VL va VH tuong tmg trong SEQ ID NO: 7 va SEQ ID NO: 8,
(xem Fig. 2A- Fig. 2B), va tuy y, cic trinh ty axit amin chudi nhe trong SEQ ID NO:
11 hoic SEQ ID NO:15 va céc trinh ty axit amin chudi ning trong SEQ ID NO: 12
hoic SEQ ID NO: 16 (xem Fig. 3A-Fig. 3B va Fig. 5A-Fig. 5B). Theo m{t phuong 4n,
khang thé loai chinh 13 Pertuzumab.

Khang thé “rc ché dime hod HER” 1a khéng thé trc ché, hodc can thiép vao qua
trinh tao thanh dime hodc di dime HER. Theo mdt phwong én, khang thé nay lién két
voi HER2 & vi tri lién két di dime cia né. Khang thé tc ché dime hoa duoc uu tién

nhét trong bin md ta ndy 1a Pertuzumab.
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“Vi tri lién két di dime” trén HER2, chi ving trong mién ngoai bao ctia HER2
ma tiép xtic, hoic twong tac véi, ving trong mién ngoai bao ctia EGFR, HER3 hodc
HER4 khi tao thanh dime véi né. Ving niy dugc tim thay trong Mién phuy II cta
HER2 (SEQ ID NO: 2). Cancer Cell 5:317-328 (2004) cua Franklin va céac ddng tac
gia.

Khéng thé HER2 “lién két voi vi tri lién két di dime” ctia HER?, lién két v6i
céc gbc trong Mién phu II (SEQ ID NO: 2) va tuy ¥ cling lién két véi cac gde trong
cac mién khic ctia mién ngoai bao HER2, nhu cic Mién phy I va III (SEQ ID NO: 1
va SEQ ID NO:3), va cé thé can trd vé mit khong gian, it nhit & mic d nhét dinh, tao
thanh di dime HER2-EGFR, HER2-HER3, hodc HER2-HER4. Franklin va cac ddng
téc gia trong Cancer Cell 5:317-328 (2004) x4c dinh dc tinh cAu tric tinh thé HER2-
Pertuzumab, np cho Ngan Hang Dit liéu Protein RCSB (ID Code IS78), minh hoa
khang thé vi dy lién két voi vi tri lién két di dime cia HER2.

Khang thé “lién két véi Mién phu II” cia HER2 lién két véi cac gbe trong Mién
phu II (SEQ ID NO: 2) va tuy y cac gbe (céc) Mién phu con lai cia HER2, nhu céc
Mién phu I va Il (twong tmg 13 SEQ ID NO: 1 va SEQ ID NO:3).

Trong ban md ta ndy, “Pertuzumab” va “rthuMAb 2C4”, ma dugc sir dung thay
thé 13n nhau, chi khéng thé bao gbm céc trinh ty axit amin bién dbi chudi nhe (VL) va
bién dbi chudi ning (VH) tuong mg trong SEQ ID NO: 7 va SEQ ID NO: 8. Fig. 22
va Fig. 23 trong ban md td ndy minh hoa céc chirc nang sinh hoc vi du cua
Pertuzumab. Trong trudng hop Pertuzumab la khéng thé nguyén ven, tot hon 1a bao
gdm khang thé IgG1; theo mdt phuong 4n bao gdm trinh ty axit amin chudi nhe trong
SEQ ID NO: 11 hogc SEQ ID NO: 15, va trinh ty axit amin chudi ning trong SEQ ID
NO: 12 ho#ic SEQ ID NO: 16. Khang thé nay tuy y dugc san xut béi cac t& bao budng
trimg chu6t ddng Trung qubc (CHO). Céc thut ngit “Pertuzumab” va “rhuMAb 2C4”
trong ban mo ta nay bao gbm cac phién ban twong tu vé mit sinh hoc hodc duge du
dinh cua thudc c6 tén duge sit dung & My (USAN) hogc tén chung qubc t& (INN) 1a:
Pertuzumab.

Trong ban mb ta ndy, “Trastuzumab” va “rhuMAb4DS5”, dugc st dung thay thé
15n nhau, chi khéng thé bao gdm céc trinh ty axit amin bién dbi chudi nhe (VL) va bién

d6i chudi ning (VH) twong tmg tir SEQ ID NO: 13 va SEQ ID NO:14 (xem Fig. 4A-
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Fig. 4B). Trong trudong hop Trastuzumab la khang thé nguyén ven, tét hon 14 bao gdm
khang thé IgG1; theo mdt phuong an bao gdm trinh ty axit amin chudi nhe ciia SEQ
ID NO: 13 va trinh ty axit amin chudi ning cia SEQ ID NO: 14. Khang thé nay tuy y
dugc san xuét boi cac té bao budng trimg chudt dbng Trung quéc (CHO). Céc thuat

“ngit “Trastuzumab” va “rhuMADb4DS5” trong bdn md ta nay bao gdm céc phién ban
tuong ty v& mit sinh hoc hodc duge du dinh cua thubc c6 tén dugc sir dung & M§
(USAN) hoéc tén chung qudc té (INN): Trastuzumab.

Khang thé bién thé trinh ty axit amin trong ban m6 ta nay 1a khang thé c6 trinh
tw axit amin khéc véi khang thé loai chinh. Thong thudng, cac bién thé s& trinh tyr axit
amin c6 d6 twong ddng it nht 1a khodng 70% v6i khang thé loai chinh, va t5t hon 13,
tuong ddng it nhit 13 khoang 80%, va t6t hon nita 12 tvong ddng it nhit 1a khoang 90%
v6i khéang thé loai chinh. Cac bién thé trinh ty axit amin c6 cac thay thé, khuyét doan,
va/hodc bd sung & cac vi tri nhét nhét dinh trong hodc lién k& v4i trinh ty axit amin cua
khang thé loai chinh. Vi dy v& céc bién thé trinh tu axit amin trong ban mo ta ndy bao
gdm bién thé khang thé khir amit, khéng thé c6 doan kéo dai trinh tu dAn dau diu tin
amin (vi du VHS) trén mdt hodc hai chudi nhe cua né, khang thé véi géé lysin dau tan
C trén mot hodc hai chudi ning ctia nd v.v., va bao gém t6 hop cac bién dbi cua cac

trinh tyr axit amin cua chudi ning va/hoéc chuoi nhe.

Bién thd axit 1a bién thé cta khang thé loai chinh ma c6 tinh axit manh hon
khéng thé loai chinh. Bién thé axit c6 duoc dién tich 4&m hodc mét dién tich duong so
v6i khang thé loai chinh. Céc bién thé axit nay c6 thé duoc phn gidi bang cich sit
dung phuong phép tach, nhu séc ky trao dbi ion, phuong phap nay tich riéng céc
protein theo dién tich. Cac bién thé axit ctia khang thé loai chinh rta giai sém hon so
v6i pic chinh khi tich bing sic ky trao ddi cation.

Bién thé duogc khir disulfua c6 mdt hodc nhiéu xystein duge lién két disulfua
gifta cac chudi ma dugc khir bing hoé chét thanh dang thiol tu do. Bién thé nay c6 thé
dugc theo dbi bing dién di mao quan khong khtt v6i natri dodexyl sulfat (CE-SDS), vi
du nhu duge md ta trong WO 2009/099829 (Harris va cac ddng tac gid).

Trong ban md ta nay, bién thé khong duogc khir hodc “bién thé khir khong hoan
toan” 12 bién thé ctia khéng thé loai chinh ma khéng thé duge khir bing hod chét thanh

chudi ning va chudi nhe bing cach xtr y véi tac nhan khir nhu dithiothreitol. Cac bién
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thé nay c6 thé dugc dénh gia bing cach xtt Iy hdn hop ndy voi tic nhan khir va dénh
gia hdn hop thu dugc bing cach st dung phuong phap danh gia kich c& protein, nhu
dién di mao quan v6i natri dodexyl sulfat (CE-SDS), vi du bang cach str dung cic k§

thuat dugc mo ta trong WO 2009/099829 (Harris va céc ddng tac gia).

Khang thé bién thé glycosyl héa trong ban md ta nay 1a khéng thé c6 mot hogic
nhidu gdc hydrat cacbon gin véi né khéc biét vc’)rivmét hodc nhidu gbc hydrat cacbon
dugc gén voi khang thé loai chinh. Theo mdt phuong én, bién thé glycosyl ho c6 cu
trac oligosacarit duge gin véi mot hodc ca hai chudi ning cta khéng thé, vi du & gbe
299 cua chudi ning. Theo mdt phuong 4n, khang thé loai chinh (vi du Pertuzumab)
bao gbm oligosacarit GO lam oligosacarit chiém wu thé dugc gin véi ving Fe cla nod.
Chu trac oligosacarit dugc gin véi IgG1 vi du duge mé ta trong Fig. 24A- Fig. 24B.
Céc vi du vé céac bién thé glycosyl hoé trong ban mé ta nay bao gdm bién thé khong
duge fucosyl hod, khang thé véi cAu tric oligosacarit G1 hodc G2, thay cho cdu tric
oligosacarit GO, dugc gén voi ving Fe cua n6 (“bién thé glycosyl hod G1” hodc “bién
thé glycosyl hoa G2”), khang thé khong c6 hydrat cacbon dugc gén v6i mot hodc hai
chudi nang clia khang thé (“bién thé chudi ning khong dugc glycosyl hoa™), bien thé
dugc sialyl hoa, v.v., cling nhu td hop ctia cac bién dbi glycosyl hoé nay. Xem, vi du

Patent M¥ s6 7,560,111 (Kao va céc dong tac gid).

Trong truong hop khang thé c6 ving Fc, céu tric oligosacarit ¢6 th duoc gin
v6i mot hodc hai chudi ning cia khang thé, vi du & gbc 299. Theo mot phuong an, GO
1a chu trac oligosacarit chiém wu thé, véi cAu tric oligosacarit khac nhu GO-F, G-1,
Man5, Man6, G1-1, G1(1-6), G1(1-3) va G2 duoc tim théy véi lugng it hon trong ché

phim nay.

Trir khi c6 quy dinh khéc, cAu tric oligosacarit G1 trong ban mo ta nay bao
gdm céc chu triic G1(1-6) va G1(1-3).

Trong ban md ta nay, bién thé duoc sialyl héa 1 bién thd coa khang thé loai
chinh bao gém mot hodc nhidu géc hydrat cacbon dugc sialyl héa duoc gén vO1 mot
hodc hai chudi niing clia no. Bién thé duoc sialyl hoa co thé c6 thé dugc nhan biét bing
cach danh gia hdn hop (vi dy, bing sic ky trao ddi ion) kém theo hodc khong kém theo
xtt Iy véi sialidaza, vi du nhu duge mé ta trong WO 2009/099829.
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Bién thé dugc glycat hoa 1a khang thé ma duong, nhu glucoza, duge gin cong
ho4 tri vao d4, vi du véi mdt hodc ca hai cac chudi nhe cia né. Su cdng hop nay c6 thé
xay ra do phan Ung cua glucoza voi gbc lysin trén protein (vi du, trong moi trudng
nudi cdy té bao). Bién thé dugc glycat hoa c6 thé c6 thé duge nhan biét bing phén tich
phd khéi khang thé dugc khir bing cach danh gia sy ting khéi lugng cac chudi ning
hodc cac chudi nhe. Bién thé dugc glycat héa cling co thé dugc dinh lugng bing sic ky

Boronate nhu dugc giai thich trong WO 2009/099829 (Harris va cac ddng tac gia).

Khéng thé khtr amit 1a mot khang thé trong d6 mot hoc nhiéu gdc asparagin
ctia né dugce tao din xudt, vi du véi axit aspartic, suxinimit, hogc axit iso-aspartic. Vi
du v& khang thé khir amit 13 bién thé pertuzumab, trong d6 Asn-386 va/hodc Asn-391
trén mot hodc hai chudi ning cta Pertuzumab dugc khir amit. Xem, vi du WO
2009/099829 (Harris va cac ddng tac gia).

Bién thé doan kéo dai trinh tir ddn d4u dAu tin amin trong ban mo ta nay chi
khang thé loai chinh v6i mdt hodc nhiéu géc axit amin cua trinh ty dén déu dau tan
amin & diu tan amin ctia mot hodc nhidu chudi ning hoic chudi nhe bat ky ciia khang
thé loai chinh. Poan kéo dai trinh tu din diu du tan amin bao gém hoac g6m c63 géc
axit amin, -VHS, c6 mat trén mot hodc ca hai chudi nhe cia bién thé khéng thé, duogc
goi 1 “bién th8-VHS” trong ban md ta nay. Xem Patent Mg s6 7,560,111 (Kao va céc
ddng tac gia).

“Bién thé lysin d4u tdn C” chi bién thé bao gdm gbc lysin (K) & dau tan C clia

chudi ning cua nd. Xem, Patent My s6 7,560,111 (Kao va cac dong tac gid).

“Bién thé dugc oxy hod methionin” chi bién thé cha mot hozc nhiéu gbc
methionin dugc oxy hod trong d6, vi dy Met-254 dugc oxy hod. Xem, Patent My 5O

7,560,111 (Kao va céc ddng tac gia).

Thuét ngit "bénh ung thu" chi tinh trang sinh ly & dong vat c6 vu thong thudong
dic trung boi su ting trudng t& bao khong kiém soat. Vi du v& bénh ung thu trong ban
mo ta ndy bao gdbm ung thu va (vi du bénh ung thu vi di cén), ung thu da day, ung thu
budng trimg, ung thu phic mac nguyén phat, va ung thu ng din trimg. Vi du vé bénh
ung thu trong ban mo ta nay bao gbm bénh ung thu duong tinh HER2 va bénh ung thu
HERS3 thép. | |

Bénh ung thu hodc mAu sinh phém “c6 su biéu hién, khuéch dai, hodic hoat ho4
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HER” 1a mot trudng hop, trong xét nghiém chin doén, bién hiéu (bao gdm biéu hién
qué mc) thy thé HER, c6 gen HER duogc khuéch dai, va/hoiic theo cach khac chimg to
su hoat hoa hodc phosphoryl hoé thu thé HER.

Bénh ung thu “duong tinh HER2” bao gbm cac té bao ung thu c6 mic HER2
cao hon binh thudng. Vi du vé bénh ung thu duong tinh HER2 bao gdm ung thu vi
dwong tinh HER2 va ung thu da day duong tinh HER2. Cic phwong phép xéc dinh
bénh ung thu duong tinh HER2 bao gém: céc thir nghiém xac dinh protein HER2 nhu
thit nghiém hoa md mién dich (IHC), c4c thit nghiém x4c dinh axit nucleic mi hod
HER?2 nhu lai in situ (ISH), bao gdm céc k§ thuat lai huynh quang in situ (FISH; xem
WO98/45479 cong bd thang 10, 1998) va lai sinh mau in situ (CISH; xem, vi du Am.
J. Pathol. 157(5): 1467-1472 (2000) cua Tanner va cac ddng tac gia; J. Clin. Oncol.
26: (May 20 suppl; abstr 22147) (2008) ctia Bella va céc ddng tac gia), thAm tach
Southern, hogc phan tmg chudi polymeraza (PCR), nhu PCR thoi gian thye dinh luong
(qRT-PCRY); céc thir nghiém khang nguyén gii phéng (vi dy HER2 ECD) (xem, vi dy,
Patent M§' s6 4,933,294 cip ngay 12 thang 6 nim 1990; va Patent M§ s6 5,401,638
chp ngay 28 thang 3 nim 1995); va cac thir nghiém in vivo. Tuy y, bénh ung thu
duong tinh HER2 c6 diém hoa mé mién dich (IHC) 2+ hodc 3+ va/hodc ty 16 khuéch
dai lai in situ (ISH) > 2,0.

Bénh ung thu “HER3 thip” bao gdm céc té bao ung thu ¢6 mac HER3 thép hon
binh thuomg. Vi du vé bénh ung thu HER3 thip bao gdm ung thu bidu m6 budng
trimg, ung thw biéu md phic mac nguyén phat, va ung thu bidu mé6 6ng din trimg.
Xem, vi du, Patent M§ s6 7,981,418 (Amler va cac ddng tac gid). Theo mdt phuong
4n, HER3 thép dugc x4c dinh dva trén cac muc biéu hién ARNtt HER3 (ty 18 ndng d6
bing hoiic thip hon 2,81, nhu dugc dinh gia bing qRT-PCR trén thiét bi COBAS
7z430®).

"Epitop 2C4" 1a viung trong mién ngoai bao cia HER2 ma khang thé 2C4 gén
vao. P8 sang loc cac khang thé hiu nhu lién két véi epitop 2C4, c6 thé thyc hién thi
nghiém phong bé chéo thong thudng nhu thir nghi¢m dwgc mo ta trong: Antibodies, A
Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory, Ed Harlow va David Lane
(1988). Tét hon 13, khéng thé phong bé kha ndng lién két ctia 2C4 véi HER2 & mic
50% hodc cao hon. Theo cach khac, cd thé tién hanh 14p ban dd epitop dé danh gia
khang thé hiu nhu lién két vai epitop 2C4 cliia HER2. Epitop 2C4 bao gdm cac gbe tir
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Mién phu II (SEQ ID NO: 2) trong mién ngoai bao ctia HER2. 2C4 va Pertuzumab
lién két v6i mién ngoai bao ctia HER2 & diém giao nhau ctia cdc Mién phyu I, 1T va III
(twong ung 1a SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO:2, va SEQ ID NO:3). Cancer Cell 5:317-
328 (2004) ciia Franklin va céc dong tc gia.

Thuat ngft “didu tri" chi ca céc bién phép didu tri trj li¢u va phong bénh hodc
phong ngira. Nhitng ngudi ¢6 nhu cAu didu tri bao gdm nhing ngudi di méc bénh ung
thu cling nhu nhitng nguoi cin phong bénh ung thu. Do d6, bénh nhén dugc didu tri
trong ban md ta ndy c6 thé da dugc chin doan méic bénh ung thu hogic c6 thé d& méc
hodc nhay cam vai bénh ung thu.

A

Thuat ngit “luong hitu hidu” chi lugng thudc hitu hiéu dé diéu tri ung thw &
bénh nhin nay. Lugng hitu hi¢u cua thubc c6 thé 1am giam sé lugng cac té bao ung
thu; giam kich c& khdi u; e ché (c6 nghia 13, 1am chim & mirc do nhét dinh va t6t hon
12 1am nglmg) su thdm nhi€m t& bio ung thu vao céc co quan ngoai vi; c ché (co
nghia 13, lam chdm & muc do nhét dinh va t6t hon 13 lam nglmg) di can khéi u; e ché,
& muc d6 nhit dinh, ting truéng khéi u; va/hodic 1am giadm nhe & mirc dd nhét dinh
mot hodc nhiéu triéu ching kém theo bénh ung thu. Mirc d6 ma thudc c6 thé ngin
nglra sy phat trién va/hodc giét chét cac t& bao ung thu hién hitu, thubc c6 thé 1a doc té
bao va/hodc kim té bao. Lugng hitu hiéu c6 thé kéo dai thoi gian sbng sét khong c6
bénh tién tridn (vi dy, nhu duge xéc dinh bing cac chi sb danh gi4 dép mg cho khéi u
rén, RECIST, hoic thay d8i CA-125), dén dén dap tmg khach quan (bao gdm dap ting
mdt phin, PR, hodc dép ung hoan toan, CR), gia ting thdi gian sdng sét tdng thé,
va/hoic cai thién mot hodc nhiu triéu chimg ctia bénh ung thu (vi dy, nhu duoc danh

gia bang FOSI).

Liéu dung “c6 dinh” hodc “khong thay ddi” coa chét tri liéu trong ban md ta
nay chi lidu diing dwgc st dung cho bénh nhan 1a ngudi, khong xét dén can niing (WT)
hoiic dién tich bé mit co thé (BSA) cia bénh nhén. Liéu ding c¢b dinh ho#ic khong thay
di do d6 khong dugc cung cip dudi dang lidu mg/kg hojic mg/m’, ma dung hon la

dudi dang Iugng tuyét d6i cua chét trj lidu.

Thuit ngit “vat dung” chi vat co thd duoc sir dung dé dung hodc chita dugc
phdm hozc ché phim. Vi du v& céc vat dung trong ban md ta nay bao gdm lg, xi-lanh,

tai truyén tinh mach, v.v.
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Thuat ngd “tai truyén tinh mach” hodc “tui IV” 1a ti dyng dung dich ¢6 thé
duoc st dung qua tinh mach cta bénh nhén. Theo mét phuong 4n, dung dich 1a dung
dich nudc mubi (vi du khoang 0,9% hoic khoang 0,45% NaCl). Tuy y, tai IV dugc

1am bang polyolefin ho#c polyvinal clorua.

Thust ngit “lo” 1a vat dung thich hop d dung ché phdm long hodc ché pham
dong kho. Theo mdt phuong 4an, lo 13 lo ding moét 14n, vi du lo ding mdt 14n 20 ml c6

nut day.

“T& hudng dan st dung” 14 t& gidy in 1di theo quy dinh cta Cuc Quén ly Thubc
va Thyc phdm Hoa Ky (FDA) hodc co quan quan ly khéc, can phai cho vio bén trong
bao gbi cua thudc ké don. T gidy in rdi néi chung bao gdm nhan hiéu hang hod cua -
thudc, tén gbc, va co ché tac dung; néu rd chi dinh, chdng chi dinh, canh béo, thin
trong, tac dung bit lgi va dang phén liéu; va bao gdm huéng dan liéu, thoi gian va
duong ding khuyén céo.

“Duoc phém” 1a ché phém chtta thude ¢6 duge tinh (vi du Pertuzumab va céc
dang bién thé nhu duoc dé cip trong ban md ta nay) va mét hodc nhiéu “t4 dugc duge
dung” (vi du chit dém, chét 1am dn dinh, chat didu hoa d6 déng truong, chit bao quan,
chét hoat dong bé mit, v.v.) ma c6 thé duoc sir dung an toan cho bénh nhan. Cac ché
phdm nay vi du c6 thé & dang 16ng hodc dong kho.

Protein “tai td hop” 14 protein dugc san xuét boi t& bao vat chu duogc cai bién vé
gen, nhu t& bao vat chi budng trimg chudt ddng Trung qubc (CHO).

“Quy md san xult” chi san xuét thudc protein (vi du khéng thé) & quy mo
thuong mai, vi dy & 12.000 lit (L) hodc cao hon, st dung quy trinh thuong mai da
duoc FDA hoic co quan quan ly khac phé duyét.

“Tinh ché” chi mdt hodc nhiéu budc tinh ché, nhu sic ky Protein A, séc ky trao
dbi ion v.v.

Bién thé “dugc phan 1ap” chi bién thé da dugc tach tir khang thé loai chinh hoc
kidu dai bing mot hoic nhidu quy trinh tinh ché hogc phén tich. Bién thé dugc phan
18p nay cé thé dugc danh gia v& hoat tinh sinh hoc va/ho#ic hiéu lyc ctia nd.

IL Céc ché phim khéng thé

(i)  Khang thé loai chinh
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Céc ché phim khang thé trong ban mo ta ndy bao gdm khéng thé lién két HER2
(khang thd HER?), tuy ¥ khang thé HER2 dugc 1am gibng nhu cia ngudi. Cac khéang
thé duge lam giéng nhu ciia ngudi trong ban md ta ndy c6 thé, vi dy, bao gdm céc gbe
ving siéu bién ddi khong phai ciia ngudi duge hop nhét vao mién bién ddi chudi ning
clia ngudi va c6 thé con bao gdm thay thé ving khung (FR) ¢ vi tri dugc chon tir nhém
gbém 69H, 71H va 73H st dung h¢ dénh s6 mién bién dbi cua Kabat va cic dong tic
gia, trong: Sequences of Proteins of Immunological Interest, Sth Ed. Public Health
Service, National Institutes of Health, Bethesda, MD (1991). Theo mdt phuong én,
khang thé dugc lam giéng nhu ctia ngudi bao gdm c4c thay thé FR & hai trong s hoic
tAt ca cac vi tri 69H, 71H va 73H.

Khang thé duoc 1am giéng nhu clia ngudi duge quan tAm vi du trong ban md ta
nay bao gom cac gdc CDR VH:

- GFTFTDYTMX (SEQ ID NO: 17), trong d6 X t6t hon 12 D hodc S, vi du
GFTFTDYTMD (SEQ ID NO: 23) cho CDR-HI;

- DVNPNSGGSIYNQRFKG (SEQ ID NO: 18) cho CDR-H2; va/hodc

- NLGPSFYFDY (SEQ ID NO: 19) cho CDR-H3, tuy y bao gbm cac cai bién
axit amin cta cac gbc CDR nay, vi dy trong d6 cac cai bién v& co ban 1a duy tri hodc
cai thién 4i lyc cia khang thé. Vi dy, bién thé khang thé dé str dung trong cac phuong
phap cta sang ché c6 thé c6 tir 1 dén 7 hodc khoang 5 thay thé axit amin trong céc
trinh ty CDR bién déi chudi ning néu trén. Céc bién thé khang thé nay c6 thé dugc
didu ché bing cach 1am trudng thanh &i luc, vi dy, nhu mo ta dudi day.

Khang thé dugc 1am gidng nhu_ ctia ngudi ¢6 thé bao gdm céc gbc CDR VL:

- KASQDVSIGVA (SEQ ID NO: 20) cho CDR-L1;

- SASYX'X®X?, trong d6 X! 8t hon 1 R hodc L, X t5t hon 12 Y hogc E, va

X3 t6t hon 1a T hodc S (SEQ ID NO: 21), vi du SASYRYT (SEQ ID NO:
24) cho CDR-L2; va/hodc

- QQYYIYPYT (SEQ ID NO: 22) cho CDR-L3,
vi du ngoai céc gbc CDR mién bién d6i chudi ning néu trén.

Céc khéang thé dugc 1am giéng nhu ctia ngudi ndy tuy ¥ bao gom cic cai bien

axit amin ctia cac gbc CDR néu trén, vi dy trong d6 céc céi bién hau nhu duy tri hodc
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ci thién 4i luc cta khang thé. Vi dy, khang thé bién thé quan tdm c6 thé c6 tir 1 dén 7
hoic khoang 5 thay thé axit amin trong c4c trinh ty CDR bién d6i chudi nhe néu trén.

Céc bién thé khang thé nay c6 thé dugc diéu ché bing cach lam truong thanh 4i luc.

Séng ché cling bao gdm cac khang thé dugc 1am trudng thanh i lyc lién két
HER?2. Khang thé gbc c6 thé 1a khang thé ciia ngudi hogic khéng thé dugc 1am giong
nhu ctia ngudi, vi du, mot khang thé bao gdm céc trinh tw bién doi chudi nhe va/hodc
bién dbi chudi ning twong tmg cua SEQ ID NO: 7 va SEQ ID NO: 8 (nghia 12 bao
gbm VL va/hogic VH cia Pertuzumab). Bién thé duoc 1am truong thanh 4i luc cla
Pertuzumab t6t hon 13 lién két véi thy thé HER2 véi 4i lyc 16n hon 4i lyc ctia 2C4
hoic Pertuzumab cta chudt (vi du &i lyc dugc cai thién tir khodng 2 hoéc khoang 4 lan,
dén khoang 100 1an hoic khoang 1000 14n, vi dy nhu dugc danh gia bing cich sit dung
HER2 ECD ELISA). Céc gbc CDR bién ddi chudi nang vi du @8 thay thé bao gdm
H28, H30, H34, H35, H64, H96, H99, hodc t hop ctia 2 hodic nhidu (vidu 2, 3, 4,5, 6,
hodc 7 gbe nay). Vi du vé céc gbc CDR bién dbi chudi nhe d8 bién dbi bao gdm L.28,
150, 153, L56, L91, 192, 193, L94, 196, L97 hoiic t hop clia 2 hogc nhidu (vi du 2
dén 3, 4, 5 hodc t6i da dén khoang 10 gbc nay).

Céc dang khéac nhau ctia khang th8 dugc 1am giéng nhu cia ngudi hodc khang
thd dwoc 1am trudng thanh &i lyc dugc tinh dén. Vi dy, khéng thé duoc lam giéng nhu
ctia nguoi hodc khang thé duoc 1am trudng thanh &i lyc. Theo cach khac, khang thé
duge 1am gidng nhu clia ngudi hodc khang thé duoc lam trudng thanh &i luc c6 thé 1a

khang thé nguyén ven, nhu khang th8 IgG1 nguyén ven.

Tét hon 13, khéng thé HER2 (mot trong hai hojc ca hai khéng thé loai chinh
HER?2 va bién thé khang thé ciia n6) 1a khang thé lién két véi Mién phy TI cia HER2,
{tc ché su dime hoa HER hiéu qua hon Trastuzumab, va/hogc lién két voi vi tri lién két
di dime ctia HER2. Khang thé loai chinh dugc wu tién 1a khang thé chira cac trinh tu
axit amin bién ddi chudi nhe va bién dbi chudi ning trong SEQ ID NO: 3 va SEQ ID
NO: 4, va tbt nhét 13 chira c4c trinh ty axit amin chudi nhe trong SEQ ID NO: 11 hoéc
SEQ ID NO: 15 va trinh ty axit amin chudi ning trong SEQ ID NO: 12 hodc SEQ ID
NO: 16.

(i)  Cac bién thé xystein khéng ghép cip

Céac Vi du 1 va 3 trong ban md ta nay mo ta cac bién thé xystein khong ghép
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cip cua Pertuzumab. Cac thir nghiém phén tich dé phan lap, xac dinh dic tinh, va dinh
lwong céc bién thé nay bao gdm cac thir nghiém danh gi4 dic hiéu cac lién két disulfua
trong chudi (phin biét v6i lién két disulfua gitta céc chudi), vi dy, phén tich sic ky
twong tac ky nudc (HIC) cac méanh khang th8 (vi du manh Fab) nhu trong Vi du 1,
HIC khang thé nguyén ven nhu trong Vi du 1, phan tich ban dd peptit cac khang thé
duoc gén nhén phan biét nhu trong Vi du 3, va/hodc sic ky long higu néng cao pha dao
(RP-HPLC) nhu trong Vi du 3 trong ban md t4 ndy va trong Anal. Chem. 84(16):7112-
7123 (2012) ctia Zhang va cac ddng téc gia.

N6i chung, dang chil yéu ctia Pertuzumab bao gdm lién két disulfua gifra Cys23

va Cys88 & ca hai mién VL cta hai mién Fab ctia né. Xem Fig. 6.

Mot bién thé xystein khong ghép cdp trong ban mo ta nay, bién thé di dime,
khong c6 lién két disulfua Cys23/Cys88 trong mién bién dbi chudi nhe (VL) cta 1
trong 2 vung Fab cta nd. Xem Fig. 20(b). Bién thé nay da duoc xé4c dinh 13 bién thé
xystein khéng ghép cép chu yéu.

Bién thé xystein khong ghép cdp khéc trong ban mo ta nay, bién thé homodime,

khong c6 cac lién két disulfua Cys23/Cys88 ¢ ca hai ving Fab clia né. Xem Fig. 20(c).

Theo mdt phuong &n, ham lugng bién thé xystein khong ghép cap trong ché
phim nay (bao gdm bién thé homodime va bién thé di dime) 13 < khoéng 25%, vi du,
theo x4c dinh bing sic ky twong tac ky, nude (HIC) Fab.

Theo mét phuong an, luong bién thd homodime trong ché phim nay 1a < 4,9%
nhu duge xac dinh bang HIC clia khang thé nguyén ven.

Theo mét phuong é&n, luong bién thé di dime trong ché phdm nay 14 trong
khoang tir 13% dén khoang 18%, vi dy, nhu dugc xé4c dinh bing HIC clia khang thé
nguyén ven.

Ché phdm nady tuy y con bao gdm mot hodc nhidu bién thé bd sung nhu mé ta
dudi day.

Séang ché ciing @ cap dén bién thé xystein khong ghép cap dugc phan lép cla
Pertuzumab, trong do bién thé xystein khong ghép cip ndy chira cic xystein khong
ghép ciip Cys23/Cys88 & rhc}t ho#c ca hai mié&n bién dbi chudi nhe cta Pertuzumab.

Bién thé xystein khong ghép cép duoc phén 14p nady c6 thé bao gdm hoc gdm c6 bién
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thé di dime va/hodc bién thé homodime. Céc bién thé cé thé dwoc phan 1ap bang cach
stt dung céac phuong phap HIC hodc tinh ché khac, va c6 thé dugc thir nghiém sinh hoc
nhu thit nghiém higu luc (st dyng cac t€ bao ung thu vii duong tinh HER2) nhu trong
Vi du 1 dudi day.

(iii) Bién thé khéng dugc fucosyl hod

Céc vi du 2 va 4 trong ban mo ta ndy md ta cic bién thé khong dugc fucosyl
hod cia Pertuzumab va chimg t0 cdch x4c dinh hoat tinh ADCC dya trén %
Pertuzumab khdng dugc fucosyl hod trong ché phém.

Theo mdt phuong 4n, sang ché d& cap dén ché phim chira Pertuzumab va bién
thé khong fucosyl hod cta Pertuzumab, trong d6 luong bién thé khong duoc fucosyl
hoé chiém nhiu hon 2% ché phdm. Xem, vi du, anti2C4907-2, va Mau thir 1 trong
Bang 9 dudi déy.

Theo phuong 4n khéc, sang ché d cap dén ché phim bao gdbm Pertuzumab va
bién thé khong fucosyl hod cla Pertuzumab, trong d6 lugng bién thé khong dugc
fucosyl hoa chiém tir 0,9 dén 4,1% ché phim. Lugng bién thé khdng duge fucosyl hod
c6 thé, vi du, dugc dinh luong béng céach sur dyng thir nghi¢ém CE-LIF da dugc thdm
dinh trong Vidu 4.

Tuy v, ché phdm nay con chira cac bién thé xystein khong ghép cdp (di dime
va/hodc homodime nhu duge mé ta & trén) va/hodc cac bién thé bd sung dugec mo ta
dudi day.

(iv) LMWS va HMWS

Séng ché con d8 cap dén loai phan tir lugng thip (LMWS) cua Pertuzumab
va/hoic loai phan tir lugng cao (HMWS) cuia Pertuzumab & dang duge phan 1ap hodc
trong ché phim chura (céc) bién thé va khang thé loai chinh. LMWS va HMWS c6 thé
dugc phan 14p, xac dinh dgc tinh, va duoc dinh luong béng cach st dung cac k¥ thuit
khéc nhau, bao gdm, khong gi6i han 0, séc ky 16ng hidu ning cao loai trir kich c&

(SE-HPLC), va/hogc dién di mao quan natri dodexyl sulfat (CE-SDS).

Bing c4ch st dung thir nghiém SE-HPLC (vi du nhu trong Vi du 5), luong
Pertuzumab loai chinh va HMWS hodc LMWS trong ché phim c6 thé la:
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Pic chinh: > khoang 96%, vi dy, > khoang 96,7%, > khoang 97,3%, vi du, >
khoang 97,4%.

HMWS: <khoéang 2%, vi du, < khoang 1,7%, vi dy, <khoang 1,5%, vi du <khoang
1,4%, vi du <khoang 0,8%.

LMWS: < khoéng 2%, vi du, <khoang 1,6%, vi du, <khoang 1,2%, vi du < khoéang
0,6%.

Béng cach st dung thir nghiém NR-CE-SDS (vi du nhu trong Vi du 5), lugng
Pertuzumab loai chinh va HMWS hodc LMWS trong ché phim c6 thé la:

Pic chinh: > khoang 95%, vi du, > khoang 96,0%, vi du, > khoang 97,8%.
HMWS: < khoang 1%, vi du < khoang 0,6%.
LMWS: <khoang 4%, vi du < khoang 3,4%.

Vi duy, luong Pic chinh hodc Pertuzumab loai chinh (ngoai trit LMWS va
HMWS) theo x4c dinh bing CE-SDS c6 thé 14 tir khodng 95% dén khoang 99%, vi dy,
tir khoang 96,0% dén khoang 97,8%, vi du tit khoang 95,3% dén khoang 97,3% Pic
chinh.

Tuy y, LMWS bao gdm hoic gdm c6 “Pic 6” nhu thu dugc bing NR-CE-SDS
(xem, Vi du 5). Pic 6 ¢ thé dugc xéac dinh 14 tir khoang 0,9% dén khoang 2,3%, vi du
khoang 2% dén khoang 2,3% ché phdm nay.

(v)  Céc Manh Pic 1 va Pic 2 clia Pertuzumab

Séng ché con d8 cap dén (cac) manh Pic 1 va/hodc (cac) manh Pic 2 cla
Pertuzumab & dang dugc phan tich hodic dugce phan 14p hodc & dang ché phém chira
(cac) manh va khang thé loai chinh. Pic 1 va Pic 2 cé thé dugc phén 1ap, x4c dinh dic
tinh, va dugc dinh lugng béng céach sir dung céc k¥ thuit khac nhau, bao gém, khong
gidi han &, sdc ky 16ng hiéu ning cao loai trir kich ¢& (SE-HPLC), va/hodc dién di mao
quan natri dodexyl sulfat (CE-SDS), bao gdm dién di mao quéan natri dodexyl sulfat
duogc khir (R-CE-SDS) va dién di mao quén natri dodexyl sulfat khong dugc khir (NR-
CE-SDS). Theo mét phuong an, Pic 1 va Pic 2 dugc phan tich va/hodc duge phan tich
b:‘?lng R-CE-SDS, vi du nhu mo ta trong c4c Vi du 5 va 6 va dién tich pic da hi¢u chinh
(CPA) cho % Pic 1 hodc Pic 2 trong ché phim nay.
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Bing cach str dung thir nghiém R-CE-SDS (vi dy nhu trong cac Vi du 5 va 6),
lwong Pic 1 trong hdn hop 14 < 5% (vi du tir 0,13% dén 0,41% CPA) va luong Pic 2
trong ché phim 13 < 1,0% (vi du tir 0,47% dén 0,74% CPA).

(vi)  Céc bién thé b sung

Céc ché phim trong ban md ta ndy tuy y bao gdm céc bién thé bd sung cla
Pertuzumab nhu cac bién thd dugc mé ta trong Patent M§ s6 7,560,111 (Kao va céc

ddng tac gid) va/hodc trong WO 2009/099829 (Harris va céc ddng tac gia).

Céc vi du v& cac bién thé bd sung niay bao gdm, khong gi6i han &, mdt hodc
nhiéu bién thé bét ky sau day: bién thé dugc glycat héa, bién thé duge khir disulfua,
bién thé khong duoc khir, bién thé khir amit, bién thé dugc sialyl héa, bién thé-VHS,
bién thé lysin ddu tin C, bién thé dugc oxy hod methionin, bién thé khong dugc
fucosyl ho4, bién thé glycosyl hod G1, bién thé glycosyl hod G2, va bién thé chudi
ning khong dugc glycosyl hoa.

Vi dy, ché phdm nay c6 thé chira céc bién thé axit (xem WO 2009/099829,
Harris va cac ddng tac gid), trong d6 cac bién thé axit trong hdn hop niy cé thé bao
gbm 1, 2, 3, 4, hodc 5 bién thé trong sé bién thé duoc glycat hoa, bién thé khir amit,
bién thé duoc khir disulfua, bién thé duoc sialyl hoa, va bién thé khong dugce khir. Tét
hon 13, tdng luong céc bién thé axit trong ché phim nay nhd hon khoang 25%. Theo
mét phuong 4n, bién thd dugc glycat hoa, bién thé khir amit, bién thé dugc khu
disulfua, bién thé duoc sialyl hoa, va bién thé khong dugc khir chiém it nhit 13 khoang

75-80% céc bién thé axit trong ché phim nay.

Céc bibn thé axit ¢6 thé duge danh gia bing nhidu phuong phép, nhung t5t hon
1a cac phuong phép nay bao gdm 1, 2, 3, 4, hodc 5 phuong phép trong sd cac phuong
phép: séc ky trao d6i ion (IEC), trong d6 ché phim duogc xir ly bing sialidaza trudc,
sau va ho3c trong khi IEC (vi du dé danh gia bién thé duoc sialyl héa), CE-SDS dugc
khir (vi du d& dénh gid bién thé duoc khir disulfua), CE-SDS khong duoc khir (vi du dé
danh gia bién thé khong dugc khir), séc ky Boronate (vi du dé danh gié bién thé dwoc
glycat héa), va ban dd peptit (vi du dé danh gid bién thé khi amit).

Ché phim nay tuy ¥ chita bién thé kéo dai trinh ty din dAu dAu t4n amin. Tot
hon 13, kéo dai trinh ty dAn dAu dAu tan amin 13 & chudi nhe ctia bién thé khang thé (v

du trén mot hodc hai chudi nhe cta bién thé khang thé). Bién thé khang thé trong ban
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mo ta nay co th® chira doan kéo dai trinh ty din diu diu tin amin & mot hoic nhiéu
trong s6 cac chudi ning hodc cic chudi nhe cia né. T6t hon 13, doan kéo dai trinh ty
din dAu dAu tan amin 14 & mot hodc hai chudi nhe ciia khéng thé. Poan kéo dai trinh ty
din diu dAu tAn amin t6t hon 13 bao gdm hoic gdm cé -VHS (c6 nghia 12 bién thé-
VHS). Su c6 mit clia doan kéo dai trinh tu din diu diu tan amin trong ché phdm nay
c6 thé dugc phat hién bing nhiéu k¥ thust phén tich bao gém, nhung khéng chi giéi
han &, phén tich trinh ty d4u tan N, thir nghiém tinh khong dc‘“mg nhét dién tich (vi du,
séc ky trao dbi cation hodc dién di mao quan), phd khéi lugng v.v. Luong bién thé
khang thé trong hdn hop nay néi chung ndm trong khoang tir lugng 13 ngudng phat
hién dudi cua thir nghiém bét ky (t6t hon 13 phan tich trao d6i) duge st dung dé phét
hién bién thé dén luong thip hon luong khéng thé loai chinh. Néi chung, khoang 20%
hoac thép hon (vi du tir khoang 1% dén khoang 15%, vi du tir 5% dén khoang 15%, va
t6t hon 1a tir khoang 8% dén khoang 12%) céc phéan tir khéng thé trong ché phim nay
bao gém doan kéo dai trinh ty din d4u d4u tan amin. Luong % nay t8t hon 1a dugc xac

dinh bing cach sir dung phén tich trao ddi cation.

Céc bién dbi trinh tu axit amin khac nita ciia khéng thé loai chinh va/hosc bién
thé duoc tinh dén, bao gdm nhung khdng chi giéi han & khéng thé bao gdm gdc lysin
dAu tin C trén mot hojic c4 hai chudi ning cta né (bién thé khang thé nay c6 thé c6
mit voi luong tir khodng 1% dén khoang 20%), khéng thé voi mot hosic nhidu gbe

methionin dugc oxy hod (vi du, Pertuzumab bao gdm Met-254 duge oxy hod) v.v.

Hon nita, ngoai bién thé khong duge fucosyl hod va bién thé dugc sialyl hoa
néu trén, khang thé loai chinh hoic bién thé c6 thé bao gdm céc bién ddi glycosyl hoa
bd sung, cac vi du khdng mang tinh gidi han v& céc khang thé nay bao gdm khang thé
bao gdm cAu triic oligosacarit G1 hodc G2 dugc gén v6i ving Fe clia nd, khang thé
bao gdm mat hogic hai chudi ning khong dugc glycosyl hod v.v.

III. Phwong phap san xuit va phén tich

Theo mot phuong 4n ciia séng ché, sang ché d& xuit phwong phap d4nh gia ché
phédm Pertuzumab bao gdm 1, 2, 3, 4 trong s6: (1) xac dinh luong cta bién thé xystein
khong ghép cip trong ché phim ndy, trong d6 bién thé xystein khong ghép cip ndy
chira cic xystein khong ghép cép Cys23/Cys88 & mot hodc ca hai mién bién d6i chudi

nhe cia Pertuzumab, va/hodc (2) x4c dinh lugng clia khdng duoc fucosyl hod
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Pertuzumab trong ché phdm nay, va/hoic (3) xéc dinh luong cia loai phén tir lugng
thdp (LMWS) cla Pertuzumab trong ché phdm niy, va/hodc (4) x4c dinh lugng cla
loai phan tt lugng cao (HMWS) clia Pertuzumab trong ché phim nay. Tuy ¥, tién
hanh tAt ca 4 thir nghiém phén tich cho hdn hgp bao gdm Pertuzumab va cac bién thé
cta no.

Séng ché cling d& cap dén phuong phép san xuét ché phm bao gom: (1) san
xuét hdn ché phim chtra Pertuzumab va mot hodc nhiu bién thé ciia né, va (2) thu
nghiém ché phdm dugc san xuét nay trong mot hogc nhiu thir nghiém phén tich dé
d4nh gia lugng clia (céc) bién thé c6 trong d6. (Céc) thir nghiém phan tich c6 thé danh
gia va dinh lugng luong mot hodc nhidu bién thé trong sé: (i) bién thé xystein khong
ghép cip ndy chira cic xystein khong ghép cip Cys23/Cys88 & mdt hodc ca hai mién
bién ddi chudi nhe cua Pertuzumab va/hoic (ii) bién thé di dime bao gbm cac xystein
khong ghép cdp Cys23/Cys88 chi ¢ mot mién bién d6i chudi nhe cua Pertuzumab
Vé/hoéc (iii) bién thé homodime bao gbm céc xystein khong ghép cip Cys23/Cys88 &
¢ hai mién bién ddi chudi nhe cua Pertuzumab va/hodc (iv) bién thé khong fucosyl
hoa ctia Pertuzumab va/hogde (v) loai phéri tir luong cao (HMWS) ctia Pertuzumab
va/hodic (vi) loai phan tit lugng thip (LMWS) ctia Pertuzumab, va/hodc (vii) (céc)
manh Pic 1 ctia Pertuzumab va/hoic (viii) (c4c) manh Pic 2 clia Pertuzumab. Do do, 1,

2,3,4,5,6,7 hoac 8 bién thé nay cé thé duoc phin tich.

Tuy ¥, thir nghiém phén tich dénh gid, dinh luong, hodc phén lap bién thé
xystein khong ghép cép, bao gdm cac bién thé di dime va/hodc homodime. Vi dy, thur
nghiém phén tich cé thé bao gdm séc ky tuong tac ky nudc (HIC) khang th8 manh (vi
du manh Fab) hogic khang thé nguyén ven (xem, vi du 1), phén tich ban d peptit (xem
Vi du 3), hoic sic ky 16ng hiéu néng cao pha ddo (HPLC) (vi dy, xem Vi du 3).

Theo mdt phuwong an, ham lugng bién thé xystein khong ghép cdp (bién thé di
dime va/hoic homodime) trong ché phdm nay 1a < khoang 25% theo xac dinh bing sic

ky tuong tac ky nudc (HIC) Fab.

Theo mdt phuong an, ham lugng bién thd homodime trong ché phim nay 1a <

4,9% theo xé4c dinh bing sic ky tuong tac ky nudc (HIC) khing thé nguyén ven.

i
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Theo mét phwong &n, ham luong bién thé di dime trong ché phém nay 13 tir
khoang 13% dén khoang 18% theo x4c dinh bing sic ky tuong tac ky nudc (HIC)

khang thé nguyén ven.

Tuy ¥, thit nghiém phan tich danh gia, dinh luong, hodc phén 1&p bién thé
khong dugc fucosyl hod. Lugng bién thé khoéng duge fucosyl hod cé thé duoc st dung
d& x4c dinh hojc dinh luong hoat tinh sinh hoc, vi du ADCC, cia h&n hop nay.

Ngoai ra, phuong phap nay bao gbm déanh gi4 hoat tinh sinh hoc cta ché phdm
Pertuzumab bao gém x4c dinh lwgng khong dugc fucosyl hoa cia bién thé Pertuzumab
trong ché phim nay dé x4c dinh hoat tinh doc tinh thé bao qua trung gian-t& bao phy
thudc-khang thé (ADCC) cua ché phim ndy, va x4c nhén ham lugng khong duoc
fucosyl hod cta Pertuzumab la nim trong khoang tir 0,9% dén khoang 4,1%. Vi dy,
phuong phép nay bao gdm x4c dinh lugng khong dugc fucosyl hoa clia Pertuzumab
béng cach sit dung dién di mao quan-huynh quang duge cam Umg bing-laze (CE-LIF).

Tuy y, thir nghiém phén tich dé danh gia mic khong fucosyl hod 1a dién di mao
quan (CE), bao gbm dién di mao quan-huynh quang dugc cam Ung bang-laze (CE-
LIF), xem, cc vi du 2 va 4 dudi ddy. Ham luong bién thé khéng dugc fucosyl hoa tuy
v tir khoang 0,9 dén khoang 4,1% cia ché phdm nay (vi du nhu duge xac dinh béng
CE-LIF trong Vi du 4). Theo m{t phuong 4n, ham luong bién thé khong duge fucosyl
ho4 chiém > 2% ché phim (vi du nhu dugc xé4c dinh bang CE-LIF trong Vi du 4).

Tuy ¥, thir nghiém phan tich danh gia, dinh luong, hogic phan 18p loai phén tir
lwong thip (LMWS) va/hodc loai phén tir lugng cao (HMWS) ctia Pertuzumab. Cac
thir nghiém vi du bao gdm SE-HPLC v&/hodc CE-SDS (xem, vi du 5 dudi day).

Theo mot phuong 4n, thir nghiém phén tich bao gébm SE-HPLC (vi du nhu
trong Vi dy 5), va ham lugng Pertuzumab loai chinh, HMWS hoic LMWS trong ché
phdm d4 phan tich dugc xac dinh nhu sau:

Pic chinh: > khoang 96%, vi dy, > khoang 96,7%, > khoang 97,3%, vi dy, > khoang
97,4%.
HMWS: < khoang 2%, vi du, < khoang 1,7%, vi du, < khoang 1,5%, vi du <khoang
1,4%, vi du <khoang 0,8%.
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LMWS: < khoang 2%, vi dy, < khoang 1,6%, vi dy, <khoang 1,2%, vi du < khoang
0,6%.

Theo modt phuong én, thir nghiém phén tich bao gbm CE-SDS (vi du nhu trong
Vi du 5), va ham lugng Pertuzumab loai chinh va HMWS hoéic LMWS Pertuzumab
trong ché phim d phén tich dwoc xéc dinh nhu sau:

Pic chinh: > khoang 95%, vi du, > khoang 96,0%, vi dy, > khoang 97,8%
HMWS: < khoang 1%, vi du < khoang 0,6%.
LMWS: <khoang 4%, vi du < khoang 3,4%.

Theo mdt phwong 4n, ché phim dugc danh gid bang NR-CE-SDS, va lugng Pic
chinh hogc Pertuzumab loai chinh (ngoai trit LMWS va HMWS) dugc x4c dinh 1a tir
khoang 95% dén khoang 99%, vi dy, tir khoang 96,0% dén khoang 97,8%, vi du tur
khoang 95,3% dén khoang 97,3% ché phim nay dugc phan tich nhu trén.

Theo mdt phuong an, ham lugng “Pic 6” trong ché phim duoc dénh gi4 bing
CE-SDS (xem Vi du 5), va ham lugng Pic 6 LMWS dugc xdc dinh la khoang 0,9%
dén khoang 2,3%, vi du khoang 2% dén khoang 2,3% hon hop dugc phén tich nhu

trén.

Theo mdt phwong 4n, lugng Pic 1 va/hodc Pic 2 trong ché phdm duoc danh gid
bang R-CE-SDS (xem, vi du 5 va 6), va ham luong Pic 1 dugc xéc dinh 1a < 5% (vi du
tr 0,13% dén 0,41% CPA) va ham lugng Pic 2 duoc xéc dinh la < 1,0% (vi du tir
0,47% dén 0,74% CPA).

Céc phuong phap nay tuy y con bao gdm két hop hén hop da tinh ché véi mot
hodic nhiu t4 dugc duoc dung dé bao ché duoc phim. Ngoai ra, dugc phém c6 thé
duge cho vao vat dung déng goi kém theo t& huéng dén st dung (vi du kém theo
thong tin k& don hudng dan ngudi ding sit dung duoc phim dé didu tri bénh ung thw)

d8 tao ra ché phim.
IV. Dugc phim

Cac duoc phém bao gém Pertuzumab va cdc bién thé ctia no dugc bao ché ¢é
b4o quén bang cach tron hdn hop c6 do tinh khiét mong mubn véi t4 duge duge dung
tuy ¥ (Remington's Pharmaceutical Sciences 16th edition, Osol, A. Ed. (1980)), ndi
chung & dang ché phim dong khé hogc dung dich nudc. Tinh thé khang thé ciing dugc
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‘tinh dén (xem Pon yéu cau cép patent My s6 2002/0136719). T4 duge duge dung la
khong ddc voi ngudi ding & lidu lﬁqng va ndng d6 st dung, va b.ao gdm céc chit dém
nhu histidin axetat; céc chit chéng oxy hod bao gdm axit ascorbic va methionin; céc
polypeptit phin tir lugng thip (< khoang 10 gbc); cac protein, nhur albumin huyét
thanh, gelatin, hodc céc globulin mién dich; c4dc polyme wa nudc nhu
polyvinylpyrolidon; céc axit amin nhu glyxin, glutamin, asparagin, histidin, arginin,
hodic lysin; cdc monosacarit, cic disacarit, vd cdc hydrat cacbon khdc bao gdm
glucoza, manoza, hodic cdc dextrin; cac chét tao chelat nhu EDTA; cac dudng nhu
sucroza, manitol, trehaloza hodc sorbitol; céc ion d6i tmg tao mudi nhu natri; cac phirc
hop kim loai (vi du cac phirc hop Zn-protein); va/hodc cac chét hoat dong khong ion
nhu céc polysorbat (vi du polysorbat 20 hodc 80), PLURONICS™ hogc polyetylen
glycol (PEG).

Céc ché phim khang thé dong khd dwoc md ta trong Patent My s§ 6,267,958,
Patent M§ s& 6,685,940 va Patent M¥ s 6,821,515, dugc vién din ¢ day dé tham
khéo. Dugc phdm Trastuzumab vi du 1a bot dong khd khong cé chét bao quan mau tlr
tring dén vang nhat, v6 tring dé st dung tinh mach (IV), bao gdm 440 mg
Trastuzumab, 400 mg o,o-trehaloza dehydrat, 9,9 rhg L-histidin-HCl, 6,4 mg L-
histidin, va 18 mg polysorbate 20. Pha hoan nguyén véi 20 mL nuée kim khuén dé
tiém (BWFTI), ¢ chtra 1,1% rugu benzylic lam chét bao quéan, cho dung dich da lidu c6

chtra 21 mg/mL Trastuzumab, & pH xép xi 6,0.

Duogc phém Pertuzumab vi du d& st dung didu tri bao gém 30mg/mL
Pertuzumab trong 20mM histidin axetat, 120mM sucroza, 0,02% polysorbat 20, 6 pH
6,0. Ché phdm Pertuzumab khac bao gdm 25 mg/mL Pertuzumab, 10 mM dém
histidin-HCl, 240 mM sucroza, 0,02% polysorbat 20, pH 6,0.

Céc dugc phim dé st dung in vivo can phai vo tring. C6 thé dé dang dat dugc
v tring bing cach loc qua cac mang loc vo tring.
V. Céc tmg dung va stir dung didu tri

Céc ché phdm trong ban md ta ndy co thé duge sit dung dé diéu tri bénh ung
thu, nhu bénh ung thu vi duong tinh- HER2, vi du bénh ung thu va di cin hodc tai
phat khu trt, khong thé cit bo, hoiic bénh Giai doan IV de novo, duge xac dinh theo
hod md mién dich (IHC) 3+ va/hodc ty 1§ khuéch dai lai huynh quang in situ (FISH)
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>2,0. Tuy y, cac bénh nhan trdng nhém truée d6 chua duge didu tri hodc tai phat sau
liéu phép phu trg, ¢6 phan suit tbng mau thét trdi (LVEF) > 50% & dudng nén, vi/hogic
¢ chi sb toan trang theo Eastern Cooperative Oncology Group (ECOG PS) bing 0

hodc 1.

Theo phuong 4n khac, ché phdm c6 thé dugc st dung @& didu tri bénh ung thu
va duong tinh HER2 giai doan déu, vi du, két hop véi Trastuzumab, va hoa tri liéu,
trong d6 hoa tri liéu nay bao g@)m ho4 tri liéu dua trén-anthraxyclin, hodc hoa tri li¢u
dua trén-carboplatin. Theo mdt phuong 4n, hoa tri li¢u bao gém ho4 tri liéu dua trén-
anthraxyclin, vi du bao gbm 5-FU, epirubicin, va xyclophosphamit (FEC). Theo
phuong an khéc, hoa tri liéu bao gém hoa4 tri liéu dua trén-carboplatin, vi du bao gém
taxan (vi du Docetaxel), Carboplatin ngoai HERCEPTIN®/Trastuzumab (vi dy ché @6
TCH). Theo mdt phuong 4n, ché phim dugc st dung ddng thoi véi hoa tri ligu dwa
trén-anthraxyclin hodc v&i hod tri li€u dwa trén-carboplatin, vi du trong dé
Pertuzumab, Trastuzumab va hoa tri liéu dugc st dung theo cic dot 3 tudn voi
Pertuzumab, Trastuzumab va hod tri liéu s& st dung vao ngay-1 cla mdi dot. Liéu
phép tri bénh ung thw vi duong tinh HER2 giai doan diu duoc tinh dén trong ban mo

ta ndy bao gém liéu phap phuy trg va ligu phap phu tro méi.

Theo mot phuong an khéc, ché phém c6 thé duogc st dung dé diéu tri bénh ung
thu da day duong tinh HER2, tuy y két hop v6i Trastuzumab va hoa tri liéu, nhu platin

(vi du cisplatin) va/ho#c a flopurimidin (vi du capecitabin va/hoic 5-flouracil (5-FU)).

Theo phuong én khac, ché phém c6 thé duoc str dung dé didu tri bénh ung thu
v duong tinh HER2 tuy ¥ két hop véi Trastuzumab va vinorelbin. Bénh ung thu vu
theo phuong 4n nay tuy y la di cin hodc tién trién tai chd. Tuy y, bénh nhan trude do
chua ding liéu phap khang ung thu khong phai hormon toan than trong trudong hop di
can.

Theo mét khia canh khéc, ché phém dugc st dung dé didu tri bénh ung thu vu
duong tinh -HER2 & bénh nhan bao gdm cho bénh nhén ndy ding ché phim,
Trastuzumab, va chét e ché aromataza (vi du anastrazol hodc letrozol). Theo phuong
an nay, bénh ung thu vi 1a bénh ung thu va tién trién, bao gdm bénh ung thu v duong
tinh-thy thé hormon nhu bénh ung thu v dwong tinh-thu thé estrogen (ER) va/hodc
thu thé-progesteron (PgR). Tuy y, bénh nhén trudc d6 chwa dung liéu phap khang ung
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thu khéng phai hormon toan than trong truong hop di can. Phuong phap diéu tri nay
tuy y con bao gdm cho bénh nhan nay dung hod tri liéu cam tmg (vi du bao gbm

taxan).

Theo mot khia canh bd sung, ché phim dugc st dung dé didu tri bénh ung thu
HER3 thép, nhu bénh ung thu budng trimg, bénh ung thu phiic mac nguyén phat, hodc
bénh ung thu dng din trimg. Xem, vi dy, Patent My s6 7,981,418 (Amler va céc ddng
tac gia) va Cong bb don yéu ciu clp sang ché My s US-2006-0013819-A1 (Kelsey,
S.).

Céc khang thé va cdc phuong phap diéu tri hoa trj liéu dugc st dung cho bénh
nhén theo cc phuong phap da biét. Phac 46 va ché phdm str dung cu thé 13 dugc md ta
trong cac vi du trong ban mo6 ta nay.

Theo mdt phuong 4n cu thé cia sang ché, khoang 840mg (lidu tAn cong) cua
Pertuzumab dugc st dung, tiép d6 12 mot hodc nhiéu lidu ding khoang 420mg ((céc)
liéu duy tri ctia Pertuzumab. Cac lidu duy tri t6t hon 1a dugc st dung khoang 3 tuln/1
14n, téng cong it nhét hai lidu, cho dén khi bénh tién trién trén 14m sang, hoic c¢6 doc
tinh khong thé kidm sodt dugc, vi du tir 6 dén 20 lidu. Cac thoi gian diéu tri kéo dai
hon, k& c4 nhidu dot didu tri hon, cfing dugc tinh dén.

Theo mdt phuong an cu thé, trong trudng hop bénh ung thu 13 bénh ung thu da
day, Pertuzumab dugc sit dung ¢ lidu 840 mg cho tAt ca cac dot diéu tri.

VI. Vit phim

Mot phuong 4n ché pham trong ban md ta ndy bao gbm vat dung, nhu lo, xi-
ranh, hodc tai tinh mach (IV) c6 chira ché phém hodc dugc phém trong ban mo ta nay.
Tuy ¥, ché phdm con bao gdm t& huéng din st dung kém theo thong tin ké don hudng
dan st dung ché pham theo phén mo ta & trén trong ban mo ta nay.

VII. Ky gt vat liéu sinh hoc

Céc dong t& bao lai dudi day da duogc ky gii & American Type Culture
Collection, 10801 University Boulevard, Manassas, VA 20110-2209, M§ (ATCC):

Ky hiéu Khéng thé ATCC No. Ngay ky giri

4D5 ATCC CRL 10463 24 thang 5 ndm 1990
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2C4 ATCC HB-12697 8 thang 4 ndm 1999
Vi du thuc hién sang ché

Cac vi du khong mang tinh giéi han dudi ddy s& md ta séng ché chi tiét hon. Tai

liéu duoc vién din & day 1a dé tham khao.
Vidul
Bién thé xystein khong ghép cip Cys23/Cys88 ciia Pertuzumab va dic tinh clia né

Pertuzumab 13 khéng thé don dong dwgc 1am gidng nhu cia ngudi (MAD) dua
trén khung IgG1(x) cua ngudi. Khéng thé t4i td hop ndy dugc san xudt boi cac té bao
budng trimg chudt déng Trung qubc (CHO) va bao gébm 2 chudi ning (449 gbc axit
amin/chudi) va hai chudi nhe (214 gbc axit amin/chudi) c6 c4c lién két disulfua giita
céc chudi va trong chudi. Céc trinh ty chudi nhe va chudi ning clia Pertuzumab twong
g duogc thé hién trong Fig. 3A va Fig. 3B. Khéi luong phén tir Pertuzumab nguyén
ven duoc tinh bing 145.197 Da (chi tinh céc chudi peptit, khong c6 gbc lysin dAu tan

C chudi ning).

Midn CH2 clia m8i chudi ning c6 vi tri glycosyl hod bao toan duy nhét &

Asn299.

Pertuzumab khac biét véi Trastuzumab (HERCEPTIN®) & cic ving x4c dinh
tinh bd tro (cac CDR) ctia chudi nhe (12 khéc biét axit amin) va chudi ning (29 khac
biét axit amin), va thyc t€ 1 né lién két véi epitop khéc trén thy thé yéu t6 ting trudng
bidu mo 2 (p185™F*%). Kha ning lién két ctia Pertuzumab v6i thy thé HER2 trén céc té
bao bidu md cua ngudi ngin khong cho HER2 tao thanh cdc phirc hop véi céc thanh
vién khac cta ho thu thé HER (bao gdm EGFR, HER3, HER4) va tao thanh céc
homodime HER2. Do phong bé tao thanh phurc hop, pertuzumab e ché truyén tin higu
qua trung gian-phdi tir qua hai con dudng tin higu chinh, kinaza protein hoat ho4 tac
nhan gy phan bao (MAP) va phosphoinositit 3-kinaza (PI3K), twong Gng dan dén vc

ché ting sinh t€ bao va song sét.

Vi du nay @ cap dén viéc nhén biét va x4c dinh dic tinh bién thé xystein khong
ghép cdp cua Pertuzumab: bién thé xystein khong ghép cip Cys23/Cys88 bao gdm céc

xystein khong ghép cap ¢ mot hodc ca hai chudi nhe ctiakhang thé.
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Céc sulfhydryl ty do duoc x4c dinh bing cach sir dung chét phan tmg cua
Ellman, va thé hién ham luong sulfhydryl tu do c6 tinh phan tmg 0,1-0,3 mol/mol
protein. Phan tich sic ky tuong téc ky nuéc (HIC) va phan tich ban dd peptit cho thdy
cac gbe xystein khong ghép cip & Cys23 va Cys88 & mét hodic ca hai chudi nhe. Bing
cach st dung HIC papain, x4c dinh dugc cic muc bién thé Fab c¢6 chira cac sulfthydryl
tir do & céc vi tri ndy 12 12,7%—13,5% trong céc chét Pertuzumab duoc sin xut bing
quy trinh san xut thuong mai, phén tich HIC khéng thé nguyén ven cho thiy hai dang
chinh 12 78%-85% Pertuzumab kidu dai va 13,4%-18,4% Pertuzumab di dime (cip
xystein khong ghép cdp & mot nhéanh).

Vat liéu va phuong phap

Cac ché phém duoc thir nghiém: Vi du m6 ta viéc xac dinh dic tinh 16 chét
chuén Pertuzumab hién hanh anti2C4907-2 va Mau thir 1, 1a chét thtr nghiém 14m sang
Giai doan IIL, va 5 16 thuvong mai/Giai doan III (cac MAu thir tir 3 dén 7), tht ca dugc
san xudt & quy mo 12.000 (L) béng cach st dung quy trinh thuong mai. Cling so sanh
v&i 16 chit chudn trude d6 anti2C4-900-1, day 1a dai dién cua chét thir trén 14m sang
Giai doan I/IL

Céc ché phdm duge thit nghiém 13 cac 10 thuéc duge bao ché & ché phim
thwong mai & 30 mg/mL trong 20 mM L-histidin axetat, 120 mM sucroza, va
0,02% (w/v) polysorbat 20 & pH=6,0. L6 anti2C4-900-1 d& dugc bao ché trude day
trong phat trién 14m sang & ndéng d6 25 mg/mL trong 10 mM L-histidin clorua,
240 mM sucroza, va 0;02% (trong lwong/thé tich) polysorbat 20 at pH 6,0.

Phén tich lién két disulfua bing phén tich ban db peptit khong dwoc khir va phd
khdi: D8 1am bién tinh pertuzumab trong céc diéu kién khong dugc khir va alkyl hod
nhém sulfthydryl ty do bi chén vii, khodng 0,5 mg cua Pertuzumab trong dich dém
dugc tron véi dém 1am bién tinh (gém c6 8 M GdHCI, 10 mM N-etylmaleimit (NEM),
0,1 M natri axetat, pH 5,0) va sau d6 & & 37°C trong 3 gio. Dung dich dugc thay dém
bang 600 uL 0,1 M Tris, 1 mM CaCl,, pH 7,0 str dung céac cdt NAP-5. Axetonitril
(ACN) dugc thém vao mdi miu dé dat dén ndng @ 10%. Tién hanh thuy phan béng
trypsin & ty 1¢ enzym:co chét 14 1:10 (trong luqng/trong lugng) & 37°C trong 16 gio.
Céc peptit thu dugc duge tach bing RP-HPLC bang cach st dung céc phuong phap

duogc md ta dudi day cho ban dd peptit thuy phén bing trypsin tao ciu ndi disulfua.
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Ban dd peptit thuy phan bing trypsin tao ciu ni disulfua: Dé tao ra ban dd
peptit pertuzumab, protein dugc thuy phin bing trypsin sau khi khir khoa va tao ciu
néi disulfua cac gbc xystein. Cac dich mdu (1 mg) clia Pertuzumab dugc thém vao
360 mM Tris-HCl pH=8,6, 6 M guanidin hydroclorua (GdHCIl), 2 mM axit
etylendiamintetraacetic (EDTA), 13 mM natri sulfit, vd 38 mM natri tetrathionat dé
duoc khir va tao ciu ndi disulfua céc gbe xystein. U cac miu & 37°C trong 20 phut.
Cac mAu d3 tao ciu ndi disulfua duogce nap vao cic cot PD 10 va rira giai bing 10 mM
Tris, 0,1 mM CaCl,, pH 8,3. Sau khi thay d6i dém, 20 pL dung dich 10%
octyl-B-glucosit va 20 pL. 1 mg/mL trypsin dugc thém vao. U céc miu & 37°C trong
5 git. Dap tat phan tmg thuy phan béng 25 pL 10% axit trifloaxetic (TFA). Téach cac
peptit thu dwgc bing RP-HPLC st dung cft Zorbax 300SB-C8 (4,6 mm x 150 mm).
Tach céac peptit sau 5 phit gitt & diéu kién ban dAu voi gradien tuyén tinh tir 0% dén
17% dung m6i B trong 57 phut, dén 32% dung mdi B & 149 phut, dén 45% dung moi
B & 162 phut, va dén 95% dung mdi B & 173 phut. O 179 phut, ¢t dugc xit 1y lai trong
100% dung mdi A trong 25 phit, cho thoi gian chay tdng cong 1a 204 phut. Dung moi
A gdm ¢6 0,1% TFA trong nudc va dung moi B gdm c6 0,08% TFA trong axetonitril.
Duy tri cOt & 37°C va rira gidi & tdc d6 0,5 mL/phtt. Theo d8i profin rira giai ¢ 214 nm
va 280 nm. X4c dinh khéi lugng cac peptit da thuy phan bang trypsin bing cach phan
tich phéi khéi séc ky 1ong (LC-MS) hén hop thuy phén da tach bing céch st dung méy
do phé khdi LTQ ORBITRAP™,

Ham luong sulfydryl tu do theo phén tich ctia Ellman: MaAu Pertuzumab duoc
thay d6i dém bang dich dém phan tng (100 mM kali phosphat, 1 mM EDTA, 8 M ure,
pH 8) va diéu chinh dén ndng ¢ dan dén ndng do thiol ty do trohg khoang ndng d6
dudng cong chudn d6. Pha dung dich chua dithionitrobenzen (DTNB) (10 mM) va
dudng cong chuén d6 xystein (8 diém gifta ndng @6 0 va 100 uM) trong dich dém phan
tmg. Trén dia 96 giéng, 165 uL dich mau hodc dich chudn duoc thém vao cac giéng
lap lai 3 1an. Khoi mao phan ung bang cach thém vao 10 pL. DTNB va tiép d6 U trong
30 phtt. Sau khi 4, do do hép thu & 412 nm béng cich sit dung bd doc dia
SPECTRAMAX M?®. Tinh ndng d6 thiol tu do bing cach st dung phuong trinh tuyén
tinh thu dugc tir dudng cong chuén do. Néng do6 protein dugc xac dinh bang cach sir
dung do hép thu & 280 nm thu dugc tir may do quang phé. Thiol tu do dugc bao cao

theo néng d6 mol cua thiol tu do/mol Pertuzumab.
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HIC Papain: Cho cdc miu Pertuzumab thuy phan bing papain, cac miu dugc
thuy phén bing papain sau khi loai bd lysin dAu tan C bang carboxypeptidaza B (CpB).
Céc mién Fab va Fc duge phin tach bing HIC bing cach st dung cdt PolyPropyl
Aspartamit (4,6 mm x 100 mm, 1500 A, 3 pm). Dung mdi A gdm ¢6 1,6 M amoni
sulfat, 20 mM kali phosphat, pH 6,05 va dung mdi B gbm c6 20 mM kali phosphat
pH 6,05. Phan tach céc chét phan tich bang gradien tir 0% dén 18% dung moi B tir 3
dn 6 phut, dén 24% dung méi B & 21 phat. Duy tri cft & 25°C véi toc do chay
0,8 mL/phut. Theo ddi profin rira gidi & 280 nm.

HIC khéng thé nguyén ven: C4c miu Pertuzumab nguyén ven dugc phén tach
bing HIC bing cach sit dung cdt PolyPropyl Aspartamit (9,4 mm x 100 mm, 1500 A,
3 pm). Dung méi A gdm c6 1,0 M amoni sulfat, 20 mM kali phosphat, pH 6,05 va
dung mo6i B gdm c6 20 mM kali phosphat, pH 6,05. Phén tach céc chét phan tich &
ndng d6 pha dong hing dinh bing 12% dung mdi B trong 25 phut. Duy tri c¢6t & 30°C
vé6i tbe dd chay 2 mL/phut. Theo ddi profin rira giai & 280 nm.

SDS-PAGE véi nhan biét khéi luong peptit: Ca cic miu Pertuzumab duoc khir
va khong dugc khir dugce phén tich béang natri dodexyl sulfat-dién di gel polyacrylamit
(SDS-PAGE). Cac mau (5 pg) duge 1lam bién tinh bang cach gia nhiét véi sy c6 mat
cua dich dém méau SDS PAGE trong 5-10 phut ¢ 60 + 2°C bing iodoaxetamit cho cac
méu khong duge khir. Cac miu duge khir trong 15-20 phut & 60°C £ 2°C véi sy ¢6
mit cia 80 mM dithiothreitol (DTT). Céc mau dugc 1am bién tinh duoc phan tich
trong cac gel gradien 4%-20% polyacrylamit va duge nhuém mau bing chit nhuém
mau d6 ruby SYPRO™ @ thu dwoc mau phén dai protein. Cling véi céc miu
pertuzumab, chét chuin phan t& lugng va chét chudn d6 nhay nhudém mau do ruby
SYPRO™ (2 ng/dudng chay va 8 ng/dudng chay albumin huyét thanh bd (BSA)) dugc

bao gbm trén céc gel.

Nhan biét khdi luong peptit 1a k§ thuét phan tich nhén biét protein. Céc gel
duoc nap véi 10 pg 16 chét chudn bén sin anti2C4907-2 va Mau thir 5. Tét ca cac dai
duoc phén tach bing SDS-PAGE duoc phan cit thanh cc peptit bing trypsin. Xac
dinh chinh x4c khéi luong tuyét ddi ctia céc peptit nay béng phd khdi thoi gian bay ion
hod/ma trn giai hip bing laze BRUKER™ (MALDI-TOF MS). Céc danh muc khoi

lugng peptit dugc st dung d& nhan biét cac protein bing cach tra clu céc trinh tu
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protein. T4t ca cac dai nhan théy & c& Pertuzumab khong dugce khir va dugce khir duge

nhéan biét bing nhan biét khéi lugng peptit.

Hiéu lyc bing thir nghiém sinh hoc: Phuong phap hiéu lyc Pertuzumab danh gia
hidu lyc ctia Pertuzumab bing céch x4c dinh kha ning tc ché tang sinh dong té bao
ung thu v biéu hién-HER2 clia ngudi. Trong thir nghiém thong thudng, (céc) dia vi
chudn d6 96 giéng duoc gy giéng bing c4c té bao ung thu vii va U trong ti 4m c6 lam
Am. Sau khi 0, loai bé mdi trudng va céac ndéng d6 khac nhau cla chdt chudn
Pertuzumab, chit dbi chimg cua thir nghiém, va (cdc) mau duge thém vao (cac) dia.
Sau d6, cac dia dugc 1, va dinh lugng s6 lugng tuong dbi céc té bao séng s6t gian tiép
béng cach st dung chit nhudm mau oxy hod khit, ALAMARBLUE®. D§ huynh
quang dugc xac dinh bing cach st dung budc song kich hoat & 530 nm va phét xa &
590 nm. ALAMARBLUE® 1 chit nhuém mau xanh da trdi va khong phat huynh
quang & trang thai dugc oxy hoé cta nd, nhung dugc khir trong méi trudong ndi bao
ctia t& bao thanh mau hdng, mau nay phat huynh quang manh (Int. J. Oncol. 3: 473-
476 (1993) ctia Page va cac ddng tac gia). Cac thay ddi v& mau séc va d6 huynh quang
la ty 1€ véi s6 luong céc t& bao sbng s6t. Céc két qua, duoc bidu thi bang don vi d6
huynh quang tuong d6i (RFU), dugc vé dd thi theo ndng d6 cua Pertuzumab va
chuong trinh dudng song song dugc sir dung dé wéc tinh hoat tinh chdng ting sinh cua
céc mAu Pertuzumab so v&i Chét chuén.

Két qua

Phan bd cac lién Két disulfua: C6 32 xystein trong Pertuzumab, tao thanh 16
lién két disulfuas, trong s6 ndy c6 4 lién két gitta cac chudi va 12 lién két 13 trong
chudi. Tuy nhién, do ban chit multime, chi c¢6 9 lién két disulfua khac biét. Protein
nguyén thuy duoc thuy phan bing trypsin dé giai phong tht ca céc peptit dugc lign két
bang-disulfua. Cac profin séc ky cho cac 16 Pertuzumab dugc thé hién trong Fig. 7.
Phan tich LC-MS pha dao 16 chét chudn thuy phan ban sin anti2C4907-2 cho tat ca
céac cdp peptit duoc lién két bang-disulfua duge ky vong (Bang 2).
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Béng 2: Céc cip peptit dugc lién két bing-disulfua duge nhén biét bing LC-MS

Khéi lugng

duge ky Khéi luong tim
Pugc ky vong®  Lién két disulfua Tim thdy vong (Da)°  thdy (Da)°
T2H=T10H Cys22=Cys96 T2H=TI10H  3429,48 3429,48
T13H=T14H Cys146=Cys202 T13H=T14H 7917,92 7917,92
T19H=T19H Cys228=Cys228 - T19H=T19H 5455,78 5455,79

Cys231=Cys231°
T21H=T27H Cys263=Cys323 T21H=T27H 2329,10 2329,10
T35H=T40H Cys369=Cys427 T35H=T40H 3845,82 3845,82
T18H=T20L Cys222=Cys214 T18H=T20L 757,24 757,24
T18H=T20L Cys222=Cys214 T18H=T19L- 1261,49 1261,49
T20L¢

T2L=T7L Cys23=Cys88 T2L=T7L 5393,48 5393,48
T11L=T18L Cys134=Cys194 T11L=T18L 3556,75 3556,75

Ghi cht: d4u bing (=) thé hién lién két disulfua.

H = chudi ning; L =chudi nhe; LC-MS = phd khéi sic ky long hiéu ning cao;
T = peptit thuy phan bing trypsin.

? tham khao Fig. 9 va Fig. 10.

® C4c khdi lwong don ddng vi (MH).

¢ Pisulfua dugc suy doan. Dime TI19H khoéng bao gébm xé4c nhin céc disulfua
Cys228=Cys228 va Cys231=Cys231.

4 Khéng dinh c¢6 mit cip duge lién két disulfua nay bing cach sir dung enzym khac,

Lys-C, enzym nay khong phan cit T19L va T20L.

Céc peptit dd nhan biét dugc khing dinh tiép bing cach nhan biét cac peptit
duoc ky vong tir cac cip-peptit khi duge khir céc disulfua (Fig. 8 véi hinh phong dai
trong Fig. 9 va Fig. 10). Bime cla peptit chudi ning T19H (T19H=T19H) dugc nhan
bidt c6 chira hai lién két disulfua; ‘nhin biét cac cip Cys228=Cys228 va
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Cys231=Cys231 dugc suy doan. Mot cdp disulfua, TIS8H=T20L, dd dugc phat ‘hién
bing LC-MS nhung rira giai gan véi thd tich tréng va khong thé nhan biét nhu mét pic
phén biét trén sic ky do tir ngoai (UV). Sy c6 mat cia cip disulfua nay dugc khéng
dinh tiép bing phan tich LC-MS thuy phén Lys-C, trong d6 nhan thdy c6 peptit
T18H=T19L-T20L. Khong tim thdy céc lién két khong duoe ky vong, Mot lién két

disulfua duge ghép cip mot phin, nhu néu dudi day.

Phan tich sulfhydryl tw do: T4t ca cac gc xystein trong pertuzumab da gép nép
dtng ddu tham vao cac lién két disulfua. Thir nghiém cta Ellman (Ellman, G. Arch,
Biochem. Biophys. 82: 70-77 (1959)), phuwong phap x4c dinh ham lugng sulthydryl tu
do ctia cac peptit va protein, da dugc st dung dé x4c dinh c6é mit céac thiol (tw do) chua
duoc cai bién c6 tinh phan Umg trong pertuzumab. T4t ca cac chét da dugc danh gid vé
ham luong thiol tu do (gdc xystein khong ghép cip) va cac két qua dugc tom tit trong

Bang 3.

Bang 3: Ham luong thiol tu do theo thir nghiém cta Ellman

Nong dd mol thiol ty
Tén L6 do/mol Pertuzumab
anti2C4-900-1 0,06
anti2C4907-2 0,15
Miutht1 0,28
Mau thit 3 0,16
Mau thir 4 0,17
Mau thi 5 0,16
Miuthe6 - 0,16
M3u thit 7 0,14
Ghicht:  Ndng do thiol tw do dugc x4c dinh bing thir nghiém cua Ellman voi sy

cO6 mit ciia 8 M ure.

Khoang 0,1-0,3 mol céc thiol ty do/mol Pertuzumab duge nhén thiy trong tAt
ca cac 10 da phan tich. Khi khéng c6 mit 8 M ure, ndng d6 thiol tu do thip hon
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ngudng dinh lugng (QL; khoang 0,1 mol thiol tir do/mol protein) trong tAt ca cAc chét
duoc thi nghiém, didu nay cho thiy 14 céc thiol ty do (c6 nghia 13, cic xystein khong
ghép cip) c6 mit trong cac phén tr pertuzumab bi chdn vii va chét phan tmg cla

Ellman khong thé tiép can dwoc ching trong cac didu kién khong 1am bién tinh.

Phén tich cac chdt Pertuzumab bing HIC sau khi thuy phén bang CpB va
papain cho thiy mot pic bd sung & gifta cac pic Fc va Fab, ma di dugc nhin biét 1a
bién thé Fab c6 chita cic gdc xystein khong ghép cip & Cys23 va Cys88 (Fig. 11 va
Fig. 12, dugc dénh du Ia Fab thiol tw do). Viéc nhén biét nay dugc khang dinh bing
phuong phép ban dd peptit thuy phan bing trypsin LC-MS, trong d6 mau dugc lam
bién tinh v&i sy c6 mit cia NEM trudce khi duge khir va thuy phén béng trypsin. X4c
dinh mtrc d6 ciia bién thé Fab thiol tu do bing cach sir dung phuong phap HIC papain
gitta c4c 16 pertuzumab va x4c dinh dwgc 1a pht hop véi quy trinh hién hanh (Bang 4).

Béang 4: Luong tuong ddi cua bién thé Fab c6 xystein khong ghép cap
Cys23/Cys88 nhu dugc xac dinh bing HIC Papain hoic bién thé khang thé nguyén ven
dd tinh

% bién thé Fab xystein|% bién thé khéng thé
Tén L6 khong ghép cdp nguyén ven *
anti2C4-900-1 9,4 | 17,9
anti2C4907-2 12,7 23,8
MAu thir 1 13,2 24,6
M3u thir 3 13,3 24,9
M3u thit 4 13,5 25,2
M3u thtt 5 13,3 24,9
M&u thir 6 12,9 24,2
M&u thir 7 13,2 24,6
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Ghi chu: % pic Fab xystein khong ghép cdp nhu thu duge bang cach chia dién tich cta
pic Fab xystein khong ghép cip cho céc dién tich pic cua Fab + Fab xystein khong
ghép cép.

* duoc tinh nhu md ta dudi day.

Bing thir nghiém HIC papain, céc gid tri cho chit dugc san xuét bing cich st
dung quy trinh thvong mai nim trong khoang tir 12,7% dén 13,5%, trong khi gid tri
cho chét chuin 16 2C4-900-1 (Giai doan I/II) 1a thip hon mét chut bang 9,4%.

Chuyén dbi % bién thé Fab tir HIC papain thanh % dugc uéc tinh ciia bién thé
khang thé nguyén ven: Lugng tuong dbi cac manh Fab cé chita cac xystein khong
ghép cip co thd duoc st dung d tinh mtc phén b6 twong ddi cia cac dang di dime
hoic homodime cta céc bién thé xystein khong ghép cap. Néu thir nghiém HIC papain
cho thiy 14 10% (hodc x%) cac manh Fab tir pertuzumab c6 chira cac xystein khong
ghép cip & Cys23/Cys88, thi phai c6 10 méanh Fab c6 chra céc xystein khong ghép cdp
duoc giai phong tir 50 phan tit pertuzumab do thuy phan 50 khang thé bang papain cho
100 manh Fab. Gia sir 1a 10 manh nay 13 tlr 10 phén tit pertuzumab khéc nhau, luong
tuong dbi pertuzumab c6 chira 1 Fab véi 2 xystein khong ghép cdp Cys23/Cys88 la
khoang 20%, c6 nghia la 10 trong sb 50 phan tir pertuzumab, (hodc 2x%). Chinh xac
hon 13, néu x4c sult pertuzumab v6i hai Fab ¢6 chira cac xystein Cys23/Cys88 khong
ghép cép duogc xét dén, thi lugng tuong ddi cta cac bién thé xystein khong ghép cip di
dime Pertuzumab phai 14 2 x 10% x 90% = 18% (hodc 2 x x% x [100-x] %). Ngoai ra,
lugng tuong dbi clia cac bién thé xystein khéng ghép cdp homodime Pertuzumab phai
12 10% x 10% = 1% (hodc x% % x%). Trong trudng hop nay, ty 1& twong d6i gifta
Pertuzumab c6 chira 2 Fab khong c6 céac xystein khong ghép cdp trén mot trong hai
Fab phai 12 90% x 90% = 81% (hodc [100-x]% x [100-x]%).

Ngoai ra homodime kidu dai (khong c6 céc xystein khong ghép cdp) va di dime
(c6 céc xystein khong ghép cdp trén mot Fab) c6 thé duge dinh luong truc tiép bang
HIC. HIC khéang thé nguyén ven phan tach pertuzumab thanh hai pic chinh (Fig. 13),
cé4c pic nay dugc nhén biét 1a homodime kiéu dai (khong c6 cac thiol tw do) va di dime
(c6 cip thiol trén mdt Fab) bang phan tich ban d6 peptit thuy phén bing trypsin
LC-MS. Pic k2 vai phia trudc thir yéu ciing duge thu gom va duge xac dinh dic tinh
béng HIC papain 14 homodime chu yéu (cip thiol tu do trén ca hai Fab, khoang 40%)
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va pertuzumab véi oxy hod Fe. Bing cich st dung HIC khéng thé nguyén ven,
pertuzumab duge ude tinh cé chira khodng 17%—-18% di dime dbi voi cac chit dugc
san xut bang quy trinh hién hanh, va 13% sir dung quy trinh ctia Giai doan /Il (Béang
5). Khong bi gidi han boi ly thuyét, c6 thé 1a lugng da gia ting cia bién thé xystein
khong ghép cép dugc san xuét boi quy trinh thuorng' mai (so vdi quy trinh giai doan
I/ID) 1a do tdc d6 ghp nép protein (c6 nghia 1a mién VL) tich lu§ nhanh hon tdc d6 oxy
ho# thiol (tao thanh disulfua), do d6 by c4c xystein trong bién thé.

Bang 5: Luong twong déi ctia bién thé xystein khong ghép cdp nguyén ven nhu dugc

xé4c dinh bing HIC Pertuzumab nguyén ven

Pic
Homodime xystein khong
Homodime kiu  Di dime xystein ghép ciip duoc 1am gidu
Tén 16 dai (%) khong ghép cap (%0) mot phén (%)
anti2C4-900-1 84,7 13,4 1,9
anti2C4907-2 78,9 18,2 2,9
Mau tht 1 78,4 18,4 3,2
M3u thir 3 79,1 17,6 3,2
Mau the 4 79,3 17,3 3,4
M3u thir 5 79,1 17,4 3,5
Mauthae6 79,7 17,2 3,1
Mauthe7 79,3 17,3 3,4

Ghi chu: % pic tuong déi thu dugc bing cich chia dién tich pic don & cho tbng dién

tich pic cua tat ca ba pic.

Do c#ip xystein khong ghép cip & Cys23/Cys88 trén chudi nhe ctia Pertuzumab
d3 duogc nhén thdy béi HIC, cac phén doan da tinh ché ctia mdi bién thé xystein khong
ghép ciip dugc thir nghiém trong tht nghiém chbng ting sinh. Fab c6 chita xystein
khong ghép cap duoc tinh ché va udc tinh ¢6 hidu lyc gidm di (hiéu lyc duge udc tinh

~50% so v&i Fab nguyén thuy) (Bang 6).
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Béng 6: T4c dung chdng ting sinh ca bién thé Fab xystein khong ghép cap

Céc mau Pertuzumab va diéu

kign % Hoat tinh trung binh (n=2) % chénh 1&ch
Fab nguyén thé 100 khong 4p dung
Fab Xystein khong ghép cap  50° 67

Ghi chu: % hoat tinh dugc béo céo‘so véi Fab nguyén thuy.

® Gia tri hiéu lyc duge udce tinh. Pudng cong dip ing lidu ding 14 khong song song, va

doan bing thap hon 13 khong hoi tu.

Ngoai ra, 3 dang nguyén ven (homodime kiéu dai, di dime c6 chua thiol ty do, va
homodime ¢6 chira khéng ghép cip) dugc phén lap bing HIC va duge thit nghiém véi

thir nghiém hiéu lyc chéng ting sinh. Xem Béng 7.
Bang 7: Cac hoat tinh chéng ting sinh ctia Pertuzumab c6 d6 dai day du

Céc phén doan bién thé xystein khong ghép cip

Chéng ting sinh

% Hoat tinh

Céc miu Pertuzumab va diéu kién trung binh (n = 3)|CV (%)
Nguyén lidu 110 11

Di dime 112 7
Homodime kiéu dai 104 15

Homodime ¢6 chira xystein khong ghép %0 s

cap*

Ghi chi: % hoat tinh dugc bao céo so voi chit chudn Pertuzumab (L6 anti2C4907-2).

8 Phan doan c6 chita khoang 40% homodime c6 chita xystein khong ghép cé@p va 60%
di dime hodc homodime kiéu dai hdn hop.

Cac dit liéu nay chung o 12 bién thé xystein khong ghép cip cta Pertuzumab la
c6 mit trong hdn hop duge san xuét & quy md thuong mai. Cac phuong phép HIC

(d4anh gid manh Fab hodc khang thé nguyén ven) trong Vi du ndy hodc phuong phip
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1ap ban b peptit trong Vi du 3 dudi déy 1a cac thir nghiém c6 thé duoc st dung dé
danh gié sy c6 mat va lugng bién th8 xystein khong ghép cip trong mdt hdn hop

Pertuzumab.
Vidu?2
Hdn hop Pertuzumab khdng duge fucosyl hoa va x4c dinh déc tinh clia né

Poc tinh thé bao qua trung gian-té bao phu thudc-khéng thé (ADCC) 1a mot
khia canh cta tinh mi2n dich qua trung gian-té bao, nhd tinh mién dich nay té bao hidu
ting phén giai tich cuc té bao dich dd lién két cac khang thé dic hiéu-khang nguyén.
Pertuzumab thé hién hoat tinh ADCC khi dugc thir nghiém véi cac té bao HER2 3+,
nhung nhén thiy hoat tinh rét thip véi cac té bao HER2 1+ (Fig. 14).

Céc ndng d6 ctia chit khong fucosyl hoa trong céc chét chuén pertuzumab Giai
doan I va Giai doan III dugc x4c dinh bing cach str dung dién di mao quan. Nong d6
cao hon cua chét khéng dugc fucosyl hoa (GO-F = 2,2%) trong Chét chudn giai doan
III pertuzumab ty 1& véi hoat tinh ADCC cao hon nhén thAy khi so v&i Chéit chudn giai
doan I (Fig. 15), chit nay c6 GO-F thap hon (0,8%). Pertuzumab dugc khir glycosyl
ho4 béng enzym ciing dugc didu ché va dugc thir nghidém va thé hién khong c6 kha

niing lién két véi FeyRIlIa va khong c6 hoat tinh ADCC (Bang 8).

Bang 8: hoat tinh sinh hoc cua Pertuzumab duge khir glycosyl hod

% Hoat tinh trung binh (n = 3)

Céac mau
Pertuzumab va ~ Liénkét Lién két Lién két
Piéu kién Chéng ting sinh HER2 FcyRIlla ADCC  FcRn
Pbichimg 90 105 106 101 85
Kht glycosyl khong cd hoat khéng co

VO 87 94 s ' s 72
hoa tinh hoat tinh

Ghi cht: % hoat tinh dugc béo céo so véi chat chuan Pertuzumab (L6 anti2C4907-2).
ADCC = ddc tinh thé bao qua trung gian-té bao phy thude-khdng thé.

Céc dit liéu ndy chimg to 1a xac dinh pertuzumab GO-F (khong duoc fucosyl
ho4) 1a cach hitu hi¢u dé dinh luong hoat tinh ADCC cua pertuzumab. Cac thir nghiém
nham dinh lugng mic khong fucosyl hoa nhu sau.
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Phan tich oligosacarit bing dién di mao quan (CE): Cac mau Pertuzumab (250—
500 pg) dugc tinh ché bing cach sir dung Protein A loai 4i luc chiét xuét pha rin
(PHYTIPST™) va h¢ théng xir 1y mAu chit long ty dong hod. Cac miu Pertuzumab
dugc rira giai tir nhya protein A béng cach sir dung 12 mM axit clohydric, pH=2,0 va
trung hoa bang cich st dung 10 pL 50 mM natri sucxinat. U miu thu dugc véi
2,5 U/mL PNGase F trong 15 gio & 37°C. Két tia protein bang cich gia nhiét dung
dich & 95°C trong 5 phut va loai bo bing ly tim. Céc dich nbi c6 chira céac oligosacarit
da giai phong dugc 1am kho chan khong. Cac glycan dd giai phong duoc tao dan xut
v6i axit 8-aminopyren-1,2,6-trisulfonic (APTS) trong dung dich axit axetic 15% co
chira natri xyanobohydrua & 55°C trong 2 gio. Tién hanh phan tich cac glycan da tao
din xuét bing hé thdng dién di mao quan (CE) c6 trang bi modun phat hién huynh
quang béng cach sir dung laze ion-argon (kich hoat 488 nm, phat xa 520 nm) va mao
quan duoc phtt N-CHO (50 pm x 50 cm). Dich dém chay la 40 mM axit
g-amino-n-caproic/axit axetic, pH=4,5, 0,2% hydroxypropyl metylxenluloza (HPMCO).
Céc mAu duge tiém vao mau quan bing ap sudt & 0,5 psi. Tién hanh phén tach &

20 kV, va duy tri nhiét d6 mao quan & 20°C.

Pertuzumab cé chira mot vi tri oligosacarit dugc li€n két & vi tri-N trong mién
Cy2 cuia phan Fc clia phan tir & Asn299. Mirc phin b tuong d6i ciia céc oligosacarit
trung tinh duge xac dinh & vi tri nay cho mdi 16 dugc x4c dinh bang cach st duyng CE
sau khi xtt Iy bing PNGase F va dénh dau bang APTS.

Céc dién di db tir phan tich CE oligosacarit di giai phong, tao dan xuét dugc thé
hién trong Fig. 16 v6i profin ty 1 phong dai trong Fig. 17. Cac lugng tuong ddi ctia
cac oligosacarit trong pertuzumab d6i véi cac chit di phan tich dugc tom tét trong

Béang 9.
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Bang 9: Phén bd cta chu tric oligosacarit trong Pertuzumab (% dién tich pic)

GO-GIcNA
Tén 16 GO-F ¢ Man5 GO  GI* G2
anti2C4-900-1 0,8 2,7 1,2 72,1 204 2,0
anti2C4907-2 2,2 08 0,3 63,6 27,6 3,0
MAu thir 1 25 1,6 0,2 62,4 29,1 3,4
Mau thir 3 1,7 12 0,3 703 234 22
M3u thir 4 1,8 1,8 0,3 75,4 183 1,4
M2u thir § 14 1,0 0,4 71,8 224 21
Mu thir 6 L1 1,0 0,2 73,3 21,3 1,9
M3u thir 7 12 08 02" 69,7 24,5 25

Ghi chu: % tdng cong c6 thé khong cong chinh xdc dén 100% do lam tron s6. Ngoai
ra, loai thtr yéu (< 0,5%) c6 thd da dugc bao gdm trong % dién tich pic toan phan

nhung khong dugc béo céo trong Bang nay.
Téng s6 ctia hai ddng phan G1 (tham khao Fig. 17).

Oligosacarit voi chu truc GO 14 loai chi1 yéu trong tht c& cac chit (62%—75%).
Dang glycoprotein GO c6 nhidu hon mot chut trong cac MAu th tir 3 dén 7 va 16 chét
chudn trudc dé6 2C4-900-1 (70%-75%) dugc so sénh voi 16 chdt chudn hién thoi
anti2C4907-2 va Mau thtr 1 (62%—64%). Dang glycoprotein G1 dugc nhén thiy 13 hai
pic tuong Ung v6i hai chét ddng phan véi galactoza ddu tin & mot trong hai nhanh cua
cAu trac hai anten. Dién tich cua hai pic ndy dugc gop lai dé xéc dinh lugng tuong déi
ctia dang glycoprotein G1. Céc dang glycoprotein G1 va G2 chiém khoang 18%-29%
va 1%-3%, tuong img cua cac oiigosacarit da giai phong d6i voi tht ca cac chit. Cac
pic ¢6 chu triic oligosacarit khac ciing dugc nhan thiy trong céc dién di b (tht ca &
mutc 3% hoic thdp hon). Céc cAu triic ndy bao gdm GO-F (GO khong c6 fucoza 13i),
GO0-GlcNAc (GO khong c6 GleNAc), Man5, va cac dang glycoprotein thi yéu khac
(Ma va Nashabeh Anal Chem 71:5185-92 (1999)). Cac céu truc oligosaccarit khéc cua
pertuzumab 14 phu hop v6i cac cAu tric tim thdy cia MAbs thu dugc t-CHO (Ma va
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Nashabeh, supra) va globulin mién dich c6 trong ty nhién ctia ngudi (Mol Immunol
47:2074-82 (2010) ctia Flynn va céc dong téc gia).

Vidu3
Lap ban dd peptit va RP-HPLC d8 danh gia bién thé xystein khong ghép cip

Vat lidu: Vat liéu va cdng cu duge sit dung trong céc thir nghiém bao gOm: axit
3-[N-morpholino]propansulfonic (MOPS; Sigma-Aldrich), N-etylmaleimit (d0-NEM;
Thermo Scientific, Rockford, II), N-etylmaleimit (d5-NEM; Cambridge Isotope
Laboratories, Andover, MA), L-xystein (Sigma-Aldrich), trypsin (Promega, Madison,
WI), axit trifloaxetic (TFA; Fisher, Fair Lawn, NJ), Axetonitril (ACN, Burdick &
Jackson, Muskegon, MI). T4t ca hod chét va chét phan {mg dugc st dung nhu nhin
duoc khong cin tinh ché thém.

DPénh diu bing N-etylmaleimit (NEM) vi sai c4c khang thé: Phuong phép gin
nhan NEM vi sai cho phép céc thiol ty do d& c6 mit trong cdc khang thé dugc gin
nhan bing d0-NEM va cac cAu néi disulfua con lai dugc khir vi gin nhdn bing dS-
NEM. Bé gin nhin d0O-NEM khoi dAu, 100 pL khang thé (3 mg/mL) dugc trdn nhe
nhang véi 400 pL dém lam bién tinh (7,5 M GdnHC], pH 5) ¢6 chtra 6,25 mM d0-
NEM va dugc i & 37°C trong 2 gid. 20 pL xystein (125 mM) dugc thém vao mau va i
& 37°C trong 15 phut dé 1am bit hoat d0O-NEM con lai. Pé dugc khir cac clu ndi
disulfua con lai trong khang thé, 10 uL TCEP (0,5 M) dugc thém vao mau vau & 37°C
trong 30 phut. 70 pL d5-NEM (171 mM) tiép d6 dugc thém vio miu va o & 37°C
trong 2 gio dé ga"m nhédn céc thiol tu do dugc tao ra bdi cac cu nbi disulfua d3 dugc
khtr. 0,5 mL mau da dugc gén nhin NEM vi sai dugc thay dich dém sir dung céc cOt
NAP-5 va rira giai béng 0,6 mL dém MOPS (20 mM MOPS, 0,5 mM TCEP, pH 7).

Phén tich ban dd peptit cac khang thd: Céc miu da dugc gin nhin NEM vi sai
duoc thuy phan bang trypsin & ty 18 trypsin:khéng thé 1:50 (trong lugng/trong lugng) &
37°C trong 2 gid. Dap tit phan tmg thuy phan bang 10 % TFA. Cic méu da dugc gin
nhiin NEM vi sai dd thuy phan bang trypsin dugc phan tich bing cach sir dung hé
théng HPLC Agilent 1200 (Agilent, Palo Alto, CA). Cot Jupiter C18 (250 x 2 mm, 5
um) (Phenomenex, Torrance, CA) c& 15 300 A dwoc sir dung @& phéan tach bing sic ky
cac mAu. Thé tich tiém 13 95 pL, va nhiét 46 cft 1a 55°C. Pha dong A 1a 0,1% TFA
trong nudc va pha dong B 1a 0,08% TFA trong 90% ACN (thé tich/thé tich). Piéu kién
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ban dau dugc cai dit & 100% pha dong A va duy tri trong 3 phut dAu tién sau khi tiém
méu. Pha dong B duoc ting din dén 10% trong 20 phut tiép theo va tiép do ting dan
dén 40% cho dén 160 phut va 100% cho dén 162 phut tit ca trong gradien tuyén tinh.
Pha dong B dugc gitt & 100% cho dén 170 phat. Cot dugc can béng lai trong 100%
pha dong A cho dén 195 phit. Gitt té¢ do chay & 0,28 mL/phit.

Dich rira giai tir HPLC dugc ndi truc tiép vé6i ngudn ion hod phun dién tir cua
may do phd khéi LTQ ORBITRAP™ vén hanh ¢ phuong thirc ion duong tinh. Dién
thé phun 1a 4,5kV, va nhiét &6 mao quan 13 300°C. Méy do phd khdi dugc vén hanh &
céch thirc phu thude dit ligu dé chuyén ty dong gitta cac phuohg thic MS va MS/MS.
Quét phd MS tir m/z 300 dén m/z 2000 trén FT-Orbitrap voi cai dgt phén gidi R
=60.000 & m/z 400. 5 ion cuong d0 manh nhit dwoc phan trong by ion tuyén tinh
bing cach sir dung phén ly do cam tmg va d4p (CID) & néng lugng va dap dugc chuin
ho4 35% voi thoi gian hoat hod 30 ms va d¢ rong phén lap 2,5 don vi m/z. Chic nang
loai trir d6ng hoc (DE) duoc bat d8 giam thiéu sy du thira dit liéu va cho céc cac ion
cuong do thép duoc chon loc dé quét MS/MS phuy thudc dit ligu. Cac thong s6 loai trir
dong hoc nhu sau: thoi gian 1ip 30 gidy, kich c& loai trir 500, thoi gian loai trir 90, do
rong khéi lugng loai trir muc thép 0,76, d6 rong khéi lugng loai trir mic cao 1,56, va

dém 13p 2. Tién hanh phan tich dit liéu bing cach sir dung phin mém XCALIBUR™,

Chét chudn Pertuzumab 16 hién hanh anti2C4907-2 dugc phéan tich bing
phuong phap néu trén. Xac dinh dugc 13 10,9% cac peptit T2L (dugc san xut bing
c4ch thuy phén bing trypsin va c6 chira Cys23) va 8,3% cdc peptit T7L (dugc san xuét
béng céch thuy phan béng trypsin va c6 chira Cys88) dugc gén nhdn dO-NEM. Do chi
céac xystein khéng ghép cép dugc gén nhin dO-NEM trong thir nghiém nay, cac két qua
ndy goi ¥ 1a khoang 10% Cys23 va Cys88 trong anti2C4907-2 khong dugc lién két
béng lién két disulfua (c6 nghia 1a 10% céc bién thé xystein khong ghép cip). St dung
phuong phép tinh toan tuong tw nhu phuong phép néu trén dé chuyén ddi % bien thé
Fab xystein khong ghép cdp thanh % bién thé nguyén ven xystein khong ghép cap, uéc
tinh 14 18% cac phan tt pertuzumab trong anti2C4907-2 la céac bién thé xystein khong
ghép cip di dime, 1% céc phén tir pertuzumab 1a cac bién thé xystein khéng ghép ciip
homodime, va 81% la dang kiéu dai homodime (khong c6 cic xystein khong ghép
cdp). Céc két qua nay phu hop véi cac két qua tir HIC phén tich cdc manh Fab hogc

Pertuzumab nguyén ven.
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Thuy phan Lys-C bing endoproteinaza han ché dé tao ra Fab: manh Fab cua
MAb A dugc tao ra bing quy trinh thuy phan Lys-C han ché. Vin tit 13, MADb A (1
mg/ml) duge tron véi enzym Lys-C & ty 18 1:400 trong 100 mM Tris, pH 7,6, va tiép
d6 hdn hop duge & & 37°C trong 30 phit. H8n hop phan tng dugc gén nhan NEM
trong moi trudong pH=5,5, 350 mM natri axetat va 8M Guanidin HCI. Phén tich cac
chit thuy phan bang phuong phap RP-HPLC néu dudi day.

Didu kién RP-HPLC: tién hanh phén tich RP-HPLC trén hé théng HPLC
AGILENT 1200™ (Palo Alto, CA, USA) c6 trang bi bom gradien béc hai, ty nap mAu,
khoang ¢t c6 nhigt 4o kiém soét, va bd phat hién mang diot. Hé théng nay bao g6m
cot pha dao diphenyl Pursuit 3 (150 x 4,6 mm, 3 pm, Varian, Lake Forest, CA, USA)
duge chay & 75°C va ImL/phut. Theo ddi qua trinh phén tach bing cach do d9 hép thy
& 280 nm. Pha dong goém c6 0,1% TFA trong nudc (pha dong A) va 0,09% TFA trong
ACN (pha dong B). Phuong phép 38-phit bt du véi gradien 3 phit tir 32% dén 36 %
pha dong B, tiép d6 1a gradien tuyén tinh 18 phtt cho dén 42% pha dong B. Rira cft
trong 95 % pha dong B trong 5 phut va cén béng cdt trong 32 % pha dong B trong 10
phut.

Phén tich RP-HPLC Fab thiol tu do duoc tao ra bing cach thuy phan Lys-C han
ché (Fig. 18) cho thy 1a Fab thiol ty do 13 khoang 13%, phit hop véi két qua bing HIC
trong Vi du 1. Fab thiol ty do duoc gin nhan tr& nén ky nudc, do d6 ria giai mudn hon
so vai Fab thiol tu do (Fig. 18) va khéng dinh hon nita sy ¢6 mét cua thiol ty do. Ciing
xem Fig. 19 trong d6 phuong phap lap ban 6 peptit khing dinh Fab thiol ty do.
Vidu4
Pinh luong muc khong fucosyl hoa bang CE-LIF

Vi dy ndy md ta thir nghiém dién di mao quin-huynh quang dugc cam Ung
bing-laze (CE-LIF) di dugc thdm dinh d& dinh lugng bién thé Pertuzumab khong
duoc fucosyl hoa. Cac cai bién ctia phuong phap nay dugc 8 cap trong Vi dy 2 & trén
bao gdm: khong chuén bi mau ty dong, khong cé budc tinh ché Protein A dam bao
ndng @ protein ddng nhét gitta cdc mau, va cac thay dbi thong sb dién di (ndng 46 ta
dugc dém).

Trong thir nghiém nay, cac mAu Pertuzumab dugc pha lodng dén ndng do

10 mg/mL st dung dich dém cta ché phém, va thay db6i dich dém bing dém thuy phan
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Peptit-N-Glycanaza F (PNGase F). Cic oligosacarit dugc lién két asparagin tiép d6
dugc giai phong bing enzym bang PNGase F. Céc glycan di gidi phong sau d6 dugc
tao din xuit véi axit 8—aminopyreh—l,3,6-trisu1fonic (APTS) 14 chét huynh quang tich
dién am. APTS cho tht ca céc glycan ba dién tich &m, dién tich nay cho phép ching
dwoc phén tich dién di nhanh chéng. H3n hop c6 chita tc nhan tao din xuét con du va
céc thé tiép hop APTS-glycan dugc phén tich bang CE st dung mao quan c6 phi lam
giam luu lugng dién thdm thu. Theo ddi qua trinh phan tach bing hé théng laze dugc
cam Umg bing huynh quang st dung laze ion-argon v6i bude séng kich hoat 1a 488 nm

va loc cho qua dai phat xa 520 nm.

St dung thir nghi¢ém nay, d6 thi twong quan dugc thé hién trong Fig. 21. St
dung dd thi tuong quan nay (% ADCC = 30,133 + 12,439x, trong d6 x = %GO-F) va
khoang hoat tinh ADCC tir 40 dén 135%, tiéu chuin cubi ciing cho Pertuzumab tuong
tmg voi 0,9-4,1% GO-F.

Do do, béng céach str dung thtr nghiém CE-LIF da thdm dinh nay, c6 thé dé danh
gi4 céc hdn hop Pertuzumab d8 khang dinh hoat tinh sinh hoc theo ADCC la nim
trong khoang mong mudn (40-135% hoat tinh ADCC = 0,9-4,1% GO-F).

Vidus

Pertuzumab loai phan tit lugng cao (HMWS), loai phén tir luong thip (LMWS)

va x4c dinh djc tinh cla ching

Pertuzumab dugc phén tich bing SE-HPLC va CE-SDS dé x4c dinh lugng loai
phan tir lugng cao (HMWS), dime néi chung, va loai phén ti lugng thip (LMWS).
Khong c6 sy khac biét trong HMWS khi pha loang, diéu nay goi ¥ 13 céc thé két tu 1a
khong thé phan ly. C6 sy théng nhit két qua siéu ly tam (AUC) va két qua SE-HPLC
vé& dinh lwong HMWS, thé hién khong c6 bén_g chimg thiéu sic ky loai trlr kich c¢&
hoiic uéc tinh HMWS chii yéu & muc thap.

Vit liéu va phuong phap

Céc ché phém Pertuzumab duogc thir nghiém: Vi du ndy mo ta vigc xac dinh déc
tinh ctia chét chudn Pertuzumab 16 hién hanh anti2C4907-2 va MAu thir 1, 1a chét thir
nghiém 14m sang Giai doan III, va 5 16 thuong mai/Giai doan III (céc MAu tht tir 3 dén

7), tht ca dugc san xuit & quy mé 12.000 (L) béang cach sir dung quy trinh thuong mai.
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HMWS dugc phén lép: Pé didu ché HMWS dai dién dugc st dung cho xac
dinh dic tinh sinh hoc, pertuzumab 16 tir MAu thir 3 dwoc tiém vao hé HPLC diéu ché
sir dung cot SE-HPLC diéu ché (TSK G3000SW, 21,5 mm x 600 mm) va cing pha
dong ndng d6 6n dinh nhu mo ta & trén & tbc d6 4,5 mL/phut. Phan doan loai phén t
lugng cao dugc gom va sau do thay dich dém béng dich dém ché phém. HMWS da
chimg t6 1 tinh khiét 70% bing cach phéan tich SE-HPLC sau d6, véi pic chinh chiém
wru thé phén con lai. Pic chinh ciing duge gom va chimg té tinh khiét 100%.

LMWS duge phan 14p: D& diéu ché LMWS dugc phan lép, 16 tir Mau thir 3
duoc thuy phén bing papain va gom phén doan bing céch st dung HPLC diéu ché,
nhu trén. Dang chil yéu dugc kiém dinh 1a Fc va Fab béng céch phan tich ESI-MS
nguyén ven. LMWS da chimg t6 14 tinh khiét 99% bing SE-HPLC phan tich sau do.
Céc bién thé Fab dugc phan lap ciing duge diéu ché bang cach xtt 1y papain va thu
gom bing IE-HPLC didu ché. Bién thé Fab da ching to la tinh khiét 100% bang
SE-HPLC phén tich sau do.

SE-HPLC: Cac dich mAu ctia Pertuzumab dugc pha lodng dén 10 mg/mL bing
pha dong (0,2 M kali phosphat, pH 6,2, 0,25 M kali clorua). Céc miu dugc phan tach
trén cdt TSK G3000SWxy, (7,8 mm x 300 mm) dugc rira gidi véi pha dong & ndng d6
én dinh. Téc d6 chay 12 0,5 mL/phut, va nhiét d6 cot 1a nhiét do méi truong. Theo ddi
profin rira gidi ¢ 280 nm. Dé phét hién béng tan xa 4nh sang da géc (MALS), céc mau
pertuzumab dugc phan tach bing cach sir dung 2 ¢t tuln ty duge nbi song song véi
bd phat hién WYATT DAWN HELEO™ MALS (st dung laze 658 nm, 17 b0 phat
hién) va bd phat hién chi s khiic xa rex WYATT OPTILAB™,

_SDS: M3i 16 Pertuzumab duoc tao din xut v6i 5 carboxytetrametylrhodamin
suxinimidyl, mot chit nhuém mau huynh quang. Sau khi loai bo chit nhudm mau tu
do bing cach sir dung céc cdt NAP-5, pha cac miu khong duqé khir bang cach cho
thém 40 mM iodoaxetamit va gia nhiét & 70°C trong 5 phut. Dé phan tich cc mau c6
duoc khur, pertuzumab di tao din xuét duogc tron véi natri dodexyl sulfat (SDS) va
1 M DTT dn ndng d6 cudi cting 1% SDS (thé tich/thé tich). C4c mu sau d6 dugc gia
nhiét & 70°C trong 20 phiit. C4c mau da pha dugc phén tich trén hé théng CE sit dung
mao quan silic oxit dung hop dudng kinh trong 50 um x 31,2 cm & 20°C trong toan bo
qué trinh phan tich. C4c mau dugc cho vao mao quén ny bing tiém dién dong hoc &

10 kV trong 40 gidy. Tién hanh phén tach & dién thé hing dinh 15 kV phuong thtrc dao
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cuc (Am thanh duong) sit dung dich dém chay CE-SDS 1am mdi trudng sang loc. Laze
ion-argon van hanh & 488 nm dugc str dung dé kich hoat huynh quang véi tin higu
phat thu dugc dugc theo ddi ¢ 560 nm.

Két qua va nhan xét

SE-HPLC cung cip thong tin dinh lugng v& phéan bé kich c¢& phan ti ciia protein
nguyén thuy. Profin SE-HPLC cho céc 16 pertuzumab dugc thé hién trong Fig. 25, va
hinh phong dai ctia cac profin ndy dugc thé hién trong Fig. 26. Phan b6 dién tich pic

tuong d6i clia cac pic loai trir kich c¢& dugc ligt ké trong Bang 10.

Béng 10: Phan bb kich c& tuong d6i theo sic ky loai trir kich c&

Pic
Tén 16 HMWS (%) Pic chinh (%) LMWS (%)
anti2C4-900-1 0,1 99,8 0,1
anti2C4907-2° 0,2 99,8 0,0
Mau thir 1 0,2 99,8 0,0
Mau thir 3 0,2 99,8 0,0
Miuthir4 0,1 99,8 0,0
M&u thtt 5 0,2' 99,8 0,0
Miuthr6 0,2 99,8 0,0
Miutht7 0,2 99,8 0,0

Luu y: % tbng cong c6 thé khong cong dén 100% do lam tron sd.
HMWS = loai phan tit lugng cao; LMWS = loai phan tir lugng thép.
2 cé4c gia tri thu dugce tir chit chudn anti2C4907-2.

Ty 18 ctia Pertuzumab rira gii trong pic chinh > 99% dbi voi tht ca céc chét thir.
Luong loai phén tir lugng cao (HMWS) nim trong khoang tir 0,1% dén 0,2%, va loai
phéan tir lugng thip (LMWS) <0,1%. Tht ca cac 16 thé hién profin séc ky tuong tu
nhau. Phan doan HMWS dugc tinh ché, bao gdm thé két tu dime va cao hon, da ching
t0 c6 46% hiéu lyc so voi chét chuin 16 anti2C4907-2.
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SE-HPLC duoc tién hanh trén cdc miu khong pha va c¢6 pha lodng duoc gilt &
30°C dé xét nghiém pertuzumab HMWS cho céc thé két tu phan ly nhanh va chdm c6
thé do pha lodng va/hodc phoi nhiém kéo dai véi nhiét d6 trong phong gia ting. Khong
nhan thiy c6 giam ham lugng HMWS ctia chét chudn 16 anti2C4907-2 dugc pha loéng
va/hodic gia nhiét so v6i mAu dbi chimg,

Phan tich SE-HPLC két hop v6i MALS tién hanh trén chét chuén
16 anti2C4907-2 khing dinh pic chinh SE-HPLC 1a monome, v6i phén tir luong
khoang 150 kDa.

AUC ¢ phuong thuc van tbc ling cin dugc st dung dé x4c dinh dic tinh
HMWS c6 mit trong cac mAu pertuzumab. Téc d6 léng cin 1a k¥ thuat doc lap voi sc
ky loai trir kich c& xac dinh cic ham lugng cia HMWS trong mAu khi khéng ¢6 chét
nén cot dang rén. Tién hanh AUC trén céc mau pertuzumab véi ham luong ting dan
ctia HMWS dé xéc dinh lidu SE-HPLC c6 kha ning phat hién tat ca pertuzumab
HMWS chu yéu dn dinh bing cé4ch so sanh cac ham luong va loai thé két tu duogc x4c
dinh b%mg tbc o léng cin v&i cidc ham lugng va loai két tu dugc xac dinh bing
SE-HPLC. 5 mAu trong khoang tir 0,2% dén 7,2% HMWS toan phan (dugc x4c dinh
béng SE-HPLC) dugc xac dinh dic tinh béng tbc do lang cin va ky hiéu tir A dén E
trong Bang 11 va Fig. 27.

Céc mAu nay gdm c6 16 san phim thudc pertuzumab dénh déu (ky hiéu A) va 4 mau
lam giau HMWS. Cac mau HMWS 1am gidu dugc chon 12 dai dién cho mét khoang
rong céc co ché phan huy (phoi nhiém v6i anh séang, phoi nhiém véi pH axit, va cac

bién thé bazo duoc tinh ché bing IE-HPLC).

SE-HPLC thé hién mdt pic HMWS chinh cho cac mau A, B, C va E va hai pic
HMWS cho mu D (Fig. 27). Cho céc miu A, B, C va E, AUC thé hign chi mét pic
HMWS véi hé sb ling cin & khoang 9,1S. Trong mAu D, AUC thé hién hai pic HMWS
v6i he 6 1éng ciin khoang 9,18 va 10,8S. HMWS duoc phat hién bang AUC phit hop
vé6i cac két qua SE-HPLC; ca hai phwong phap thé hién mot san phdm phéan huy chinh,

v6i ham luong nhé hon ciia HMWS kich ¢& 16n hon trong mau D.

So sénh cac két qua dinh lugng céc mau ndy tir 2 phuong phap dugc thé hién
trong Bang 11.
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Béng 11: So sanh cac két quia AUC va SE-HPLC

% HMWS (tong cong)
MAu AUC SE-HPLC
A 1,2 [31,4% RSD]* 0,2
B 1,9 1,3
C 4,8 5,5
D 6,4 6,6
E 7,6 [7,9% RSD] 7,2

Ghichil: M3u A gdm c6 16 san phim thudc pertuzumab dai dién, Mau B gbm c6
16 pertuzumab bi phoi nhiém anh séng & 1,2 mlux gio, Mau C gdm c6 16 pertuzumab
bi phoi nhidm 4nh sang & 3,6 mlux gid, Mau D gém c6 16 pertuzumab bi xir ly axit &

pH 3,2, va MAu E gdm c6 bién thé bazo d4 tinh ché tir IE-HPLC.
Ghichti2: Tham khao Fig. 27 cho séc ky d5 SE-HPLC tuong tmg.

AUC = siéu ly tAm phéan tich; HMWS = loai phan tir lugng cao; RSD = d6 1éch chuin
tuong d6i; SE-HPLC = séc ky 1ong hiéu ndng cao loai trir kich c8.

2 C4c miu A va B ¢6 ham lugng HMWS < ngudng dinh luong cua k§ thuét AUC.

Déi v6i cac mau C, D, va E, c6 su théng nhat gitta % HMWS dugc x4c dinh
béng c4 hai k¥ thut. Ham luong HMWS thdp c6 mit trong cdc mau A va B ngin can
dinh lugng chinh xac céc loai bang AUC, c¢6 ngudng dinh lugng dugc ude tinh bing
3,7% (Methods 54:83-91 (2011) ctia Gabrielson va Arthur). Diéu nay dugc phan Umg
4nh bing sy chénh 18ch 15 rét vé % HMWS gifta SE-HPLC va AUC (Béng 11). Danh
gi4 sy tuong quan trong khoang cac ham luong HMWS. H¢ s6 twong quan (Lin, L,
Biometrics 45:255-68 (1989)) dugc tinh bang 0,97 (n=5) cho thdy c6 su thong nhét
gitta két qua dinh lugng HMWS béng AUC va SE-HPLC (Fig. 28).

Céc két qua ndy khing dinh 1a SE-HPLC la di manh dé xac dinh HMWS ciia
pertuzumab. SE-HPLC c6 kha ning phét hién va dinh luong chinh xéc tAt ca céc loai
HMWS nhén thay boi AUC.
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Tinh khong ddng nhdt theo kich c&, dugc phén tich bing SE-HPLC,
SDS-PAGE, va CE-SDS, 1a théng nhét gitta céc 16. Thir nghiém SE-HPLC thé hién
ham lugng HMWS tuong tu (0,1%-0,2%) va LMWS (0,0%-0,1%) cho tat ca céc 16
dugc thir nghiém. Cac mAu hinh phan dai theo phén tich SDS-PAGE cho va céc mAu
d3 duoc khir va khong duge khir 1a théng nhét, nhu profin dién di tao ra béng CE-SDS.

Theo mot phuong &n, him lugng ciia Pertuzumab loai chinh va HMWS bién thé
va LMWS bién th nhu dugc d4nh gié bing SE-HPLC nhu sau:

> 96% Pic chinh vi dy, > 96,7% Pic chinh, vi du, > 97,3% Pic chinh vi dy, >
97,4% Pic chinh < 2% HMWS, vi dy, < 1,7% HMWS, vi dy, < 1,5% HMWS, vi du, <
1,4% HMWS, vi du <0,8% HMWS.

<2% LMWS, vi du, <1,6% LMWS, vi dy, < 1,2% LMWS, vi du < 0,6%
LMWS.

Ca hai phan doan pertuzumab HMWS va LMWS dugc tinh ché bing SE-HPLC
thé hién hoat tinh chbng ting sinh giam so vdi pic chinh va mAu dbi chimg, ¢6 hidu luc
dly du. Céc bién thé tht ca cac kich c& thé hién hoat tinh lién két HER2 va hoat tinh
lién két FcRn tuong duong nhau so v6i mAu dbi chimg, ngoai trxt LMWS, thé hién
hoat tinh lién két FcRn thip hon. Do mau LMWS c6 chira 2/3 cdc manh Fab va 1/3 cac
manh Fc, hoat tinh chdng ting sinh va hoat tinh lién két FcRn thip hon 1a duge ky
vong. HMWS thé hién hoat tinh lién két FcyRIITa (CD16) V158 cao hon, nhung hoat
tinh ADCC thép hon. Nhan thdy LMWS thé hién hoat tinh lién két FeyRIIla (CD16)
V158 thép hon, va khong ¢6 hoat tinh ADCC dbi véi bién thé nay (Bang 12).
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Bang 12: Hoat tinh sinh hoc ctia Pertuzumab Pic chinh, HMWS, va LMWS

% Hoat tinh trung binh (n = 3)

Céc miu
Pertuzumab va  Chdng ting Lién két Lién két
diéu kién sinh Lién két HER2 FcyRIlla ADCC  FcRn
Mau ddi chimg 103 108 91° 80" 80
Pic chinh 104 96 96 79 87
HMWS 46 82 522 38 73
khong c6
LMWS 12 73° 23° 7
hoat tinh

Ghi cht: % hoat tinh dugc béo cao so vdi chat chuan Pertuzumab (L6 anti2C4907-2).

ADCC = doc tinh thé bao qua trung gian-té bao phy thude-khang thé; HMWS = loai phan tir

lugng cao; LMWS = loai phéan tir lugng thap.

2 miu LMWS gdm c6 2/3 c4c manh Fab va 1/3 cic méanh Fe. Céc gid tri da néu phan &nh diéu
chinh nM/nM dua trén phan tir lugng (Fab = 47644 Da, Fc = 52800 Da, va khang thé c6 do
dai diy du = 148088 Da.

b chét chudn Pertuzumab (L6 anti2C4907-2) c6 ham lugng GO-F 2,2%, trong khi mAu a6i
chiing ¢6 GO-F 1,7%. Céc két qua khong dugce hiéu chinh 49 chénh I¢ch vé& ham luong chat
khong dugc fucosyl hoa.

Dién di mao quéan natri dodexy! sulfat (CE-SDS): CE-SDS vGi phén tich phat
hién huynh quang dugc cam Ung béng-laze (LIF) 1a thir nghi€ém c6 d6 nhay cao cung
cAp phuong tién danh gia dinh luong phan bd kich ¢& phan tir cic protein trong diéu
kién gay bién tinh. Trong phén tich CE-SDS céc mau khong duoc khir (Fig. 29),
pertuzumab di chuyén nhu mét pic ndi bat chiém 96%-98% dién tich pic toan phén
v&i céac pic phu thé hiéen LMWS va HMWS. Ham lugng HMWS dugc xac dinh béng
k¥ thuét nay 1a 0,6% cho tht ca cac chit dugc thir nghiém. Céc loai con lai di chuyén
nhu LMWS nhu duoc thé hién trong Fig. 30 (hinh phéng dai). Sy phan manh do cam
g gia nhiét mau dugc gidm t6i thidu bing alkyl hod (Anal Chem 78:6583-6594
(2006) cta Salas-Solano va céc ddng tac gid). Mirc phan bd twong ddi ctia céc loai

duoc phén tach bing CE-SDS dugc liét ké trong Bang 13.

Bang 13: Muc phén b twong d6i ctia Pertuzumab khong duoc khir béng CE-SDS (%
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dién tich pic)

Pic

HMW
1 2 3 4 5 6 Chinh
Tén 16 S

anti2C4-900-1 01 02 o1 02 02 09 978 06

anti2C4907-2 01 03 01 03 02 1,9 965 06
M3u thir 1 01 03 01 04 02 1,7 967 06
MAu thtt 3 01 04 01 03 02 23 960 06
M3u thir 4 01 04 01 03 02 23 9., 06
MAu thtt 5 01 03 01 02 02 20 9.4 06
M3u thir 6 01 04 01 03 02 22 9.2 0,6
My thir 7 01 04 00 02 02 2,1 96,3 0,6

Ghi cha: % tong cong c6 thé khong thé cong chinh xdc dén 100% do 1am
tron sé,

CE-SDS = dién di mao quan natri dodexyl sulfat; HMWS = loai phan tir

lugng cao,

Nhén théy c6 d6 chénh léch nho trong d6 Pic 6 ting tir 0,9% trong 16 chét chudn
anti2C4-900-1 (quy trinh Giai doan IM) dén 1,7%-2,3% cho 16 chét chuan
anti2C4907-2, MAu thir 1, va cac MAu thir tir 3 dén 7.

Theo mot phuong &n, Pertuzumab pic chinh (ngoai trt LMWS va HMWS) nhu
dugc phéan tach hodc phéan lap bang NR-CE-SDS 1a tir khoang 95% dén khoang 99%,
vi dy, tir khoang 96,0% dén khoang 97,8%. Tuy y, ham lugng HMWS 1a < 1%, vi du <
0,6% va lugng LMWS 14 < 4%, vi dy < 3,4% nhu dugc phan téch hodc phan lap bing
CE-SDS.

Vidu6
Phat hién va dinh luong phan manh Pertﬁzumab

Muc dich ctia vi du nay la @8 danh gia cac phuong phép séc ky loai trit kich c&
(SE-HPLC), dién di mao quan natri dodexyl sulfat dugc khit(R-CE-SDS), va CE-SDS
khong dugc khir (NR-CE-SDS) nhdm phat hién cdc manh cua Pertuzumab.
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Vit liéu va phuong phéap

Céc mu duoc danh gia trong nghién ctru ndy dugc tom tit dudi ddy. Céc mau
ndy bao gdm céc mAu pertuzumab da phai chiu nhidu diéu kién gay st ép c6 thé din
dén sy phan méanh gia tang.

o Chit chuén (2C4907-2)

o Géy stress bing nhiét (42 ngay, 40°C)

e Xir Iy bang axit (pH 3,2; 1 ngay, 40°C)

e D6 6n dinh cip téc (30 ngay & 40°C tiép d6 bao quan & khoang 5°C)

¢ D6 6n dinh san phim thubc (DP) thoi gian thyc (T=0 va T=548 ngdy va
bao quan & khoang 5°C) va tuong tng véi dugc chit (DS)

Tién hanh SE-HPLC nhu mé ta trong Vi du 5 néu trén, véi cic gid tri bao cao
sau ddy: LMWS, Pic chinh, HMWS, va cic pic dang ké khac > ngudng dinh lugng
LOQ).

Tién hanh CE-SDS dugc khir (R-CE-SDS) theo Vi dy 5 néu trén, v6i cac gia tri
bao cdo: Pic 1, LC, Pic 2, Pic 3, NGHC, HC, Pic 5, k& ca khir khong hoan toan, va cac
pic dang ké khéc > LOQ.

Tién hanh CE-SDS khéng dugc khit (NR-CE-CDS) nhu trong Vi du 5 néu trén,
voi didu ché miu khong c6 bude duge khir khang thé dé& cho phép phan tich khong
duoc khir bing dithiothreitol dugce loai trir (DTT) tir budc tao phirc hop SDS.

Cac két qua dinh tinh thu dugc bing SE-HPLC, NR-CE-SDS, va R-CE-SDS
tuong ung duge trinh bay trong cac hinh v& Fig. 31A-B, Fig. 32A-B, va Fig. 33A-B,
cling nhu twong tng trong cic Bang 14, 15, va 16.

Nhén biét pic dua trén tai liéu Analytical Chemistry 71: 2390-2397 (1999) cua
Hunt & Nashabeh, va Chromatographia Supplement 53: S75-S89 (2001) cua Ma &
Nashabeh. D& phén tich NR-CE-SDS, mdt pic nhé sau Pic 2 thong thuong dugc bao
gém nhu mét phan cta Pic 2 trong qua trinh béo cdo dit liéu. Cho nghién ciru nay, pic

nho nay dugc bao cao riéng r& nhu Pic 2a d8 phan biét manh tur chudi nhe (LC).

Bang 14: D liéu dinh lugng SE-HPLC (% dién tich Pic)
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HMWS
Pic chinh (%) | LMWS (%)
(%)

2C4907-2 0,18 99,77 0,04

Xt Iy nhiét 0,40 98,96 0,64

X ly bang axit 7,09 92,65 0,26

D6 bn dinh cép t6c 0,26 99,23 0,51

Do 6n dinh san pham

. 0,19 99,68 0,13

thude (DP)

Bang 15: Dit liéu dinh lugng NR-CE-SDS (% CPA)

Pic1 Pic 2 Pic2a | Pic3 Pic 4 Pic 5 Pic 6 Pic HMWS
(LC) (Fab) |(HL) | (HH/des | (HHL) | PR
Fab)

2C4907-2 [ 0,12 [0,29 0,05 [007 ]0,35 0,18 190 [96,32 (0,73
Xe Iy 10,09
_ 042 |0,70 0,61 0,52 1,36 362 191,99 |0,71
nhiét
Xe ly 0,17
. 1015 037 0,35 0,45 0,66 3,19 9342 |1,25
béng axit
Py on 0,09
dinh cip | 0,35 | 0,59 0,48 0,44 1,07 325 92,90 |0,84
tde
P66 6n 0,06

022 |037 0,20 0,33 0,43 2,53 9527 0,60
dinh DP

LC = Chudi nhe, HC = Chudi ning, L = Nhe, H= Néng

Bang 16: Dit liéu dinh lugng R-CE-SDS (% CPA)

Inc.
Pic 1 LC Pic2 Pic 3 NGHC | HC Pic 5
Red.
2C4907-2 0,31 25,30 0,92 2,44 2,81 66,82 0,48 0,91
X ly nhiét 0,54 26,16 1,12 3,13 2,81 64,54 0,27 1,43
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Xu ly béng axit 0,38 25,04 5,58° 2,77 2,41 62,91 0,19 0,71
Do on dinh cip

. 0,51 25,01 0,98 2,99 3,16 66,10 0,25 1,03
toc
b6 on dinh DP 0,19 26,34 0,69 3,21 2,83 65,93 0,24 0,57

NGHC = Chudi niing khong dugc glycosyl hoa, HC = Chudi ning, Inc. Red. = Khtt

khong hoan toan

Panh gia dit liéu: % dién tich pic (hodc % dién tich pic d& hiu chinh, %CPA,
cho CE-SDS) ciia ménh thich hop dugc so sdnh dé xac dinh phuong phép nao trong sb
cac phuong phép CE-SDS cho thong tin khong du thira so véi SE-HPLC. Cac manh
thich hop bao goém céc pic v6i chu tric chua biét, hodc cac cAu triic da biét c6 chira cac
san phdm thu dugc tir phan ct (cac) chudi polypeptit. Cac manh nay la phén biét voi
c4c manh chudi ndng va/hosc chudi nhe khong duoc lién két disulfua khong thé phan
ly c6 trong cac san phdm khéng thé va thuong dugc nhén thiy bang CE-SDS. Céc pic
clia cdc manh cin phai duoc phén tach véi cac pic khac d& phat hién nhay va dinh

luong chinh xéac.

Kha ning phat hién cic manh nhoé: Cac manh nho c6 thd dugc nhén thiy trong
ca phén tich R-CE-SDS va NR-CE-SDS, va dugc goi nhu Pic 1 trong ca hai thu
nghiém. Céc pic nay van giit hinh dang chung va thoi gian di chuyén gidng nhau, va
gia ting tuong tu trong didu kién gy stress & c4 hai thir nghiém. Do d6, Pic 1 dugc coi
14 ¢6 chtra cing loai trong ca hai thir nghiém. C4 hai thir nghiém CE-SDS c6 kha ndng
phét hién cdc manh nho, nhu ghi chu trong Bang 17.

Kha ning phat hién cac manh duoc tao ra bang thuy phan bing axit (manh cét
bing axit): Phoi nhiém kéo dai véi cic didu kién axit c6 thé tao ra cac manh, cu thé 13
& trinh ty Asp-Pro (céc gdc chudi ning clia pertuzumab 272-273), nhu dd ching to
béng phan tich phd khbi mau duge xir Iy bing axit thé hién cac khéi luong & 29039 Da
(HC 1-272) va 21513 Da (HC 273-448 véi glycan GO0). Cdc khdi lugng 1y thuyét cho
céc dang nady twong Ung 1a 29031 Da va 21510 Da. Dya trén thoi gian di chuyén ky
vong clia cc dang nay, pic twong ing c6 th8 dugc nhén thiy rd rét trong phan tich CE-
SDS duoc khir mAu dugc xit 1y bing axit (Pic 2, Fig. 34), nhung duoc phét hién ¢ muc
thdp hon nhiéu (tin hiéu thp) trong thit nghiém khong duge khir. Co thé gia thuyét 1a
trong thir nghiém NR-CE-SDS manh Pic 2 dugc cho 1a c6 lién két disulfua, va do dé
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khong phat hién duge. Do ham lugng Pic 2 duge phét hién bing R-CE-SDS (5,58%)
trong mAu dugc xur ly bing axit vuot qua ham lugng LMWS tbng cong dugc phat hidu
bing SE-HPLC (0,26%) cho mAu ndy, c¢6 thé két lusn 1a SE-HPLC 1a khong 4t manh
d8 phat hién cic dang ndy. Do do, thir nghiém CE-SDS dugc khit 1a thir nghiém duy
nhét trong ban mo ta nay c6 kha néng phat hién phan manh dugc tao ra do thuy phan
béng axit, nhu dugc ghi chu trong Bang 17.

Kha ning phat hién cdc manh Fab/DesFab: C6 méi tuong quan kha 3 (* =
0,97) gitta LMWS nhu dugc phat hién bang SE-HPLC, va Pic 3 tir thir nghiém CE-
SDS khéng dugc khir (Fig 35). LMWS duogc nhén biét c6 chiza manh Fab thong qua
c4c nghién ctru déng-rira giai voi Fab dugc tao ra bang enzym. Twong ty, Pic 3 va Pic
5 trong thir thit nghiém NR-CE-SDS dugc nhén biét thong qua cac nghién ctru ddng-di
chuyén tuong tmg v&i Fab va DesFab duogc tao ra bang enzym (Ma & Nashabeh, néu
trén). Pic desFab phét sinh tr phén cit chudi ning tao ra dang Fab, vi vy dugc coi la &
lugng tuong duwong mol (tuong tmg ty 18 khdi lugng 2:1) v6i ménh Fab, va do do,
thong tin vé dang nay c6 thé thu dwoc gién tiép bing SE-HPLC nhu ghi chu trong
Bang 17.

Bang 17: Kha ning phat hién céc manh bing SE-HPLC, NR-CE-SDS, va R-CE-SDS

Méanh SE-HPLC NR-CE-SDS R-CE-SDS
Céc manh nho .

khong biét co cod
CE-SDS Pic 1
Manh phan cit
bing axit khong khong ¢
(R-CE-SDS Pic 2)
Fab / DesFab c6 / (gian tiép) _ co khong

Pic 3 trong CE-SDS dugc khir: R-CE-SDS Pic 3 1a duy nhét dbi véi pertuzumab
va khong dugc nhan thiy trong phan tich CE-SDS cic khang thé khac. Cac két qua xéc
dinh dic tinh m¢& rong chimg t6 cho két luan 13 Pic 3 khong phai bién thé san phim

hodc tap chit, ma 13 thanh phﬁn la ¢6 vé do cam Umg-phuong phép dédc hidu dbi voi
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pertuzumab gém c6 dang c6 thé phén ly cua dime LC-LC. Nhiéu k¥ thuat d& dugc st
dung dé xac dinh dic tinh Pic 3.

Pic 3 duoc nhan théy bing R-CE-SDS véi phét hién bing UV va LIF, goi y 1a
n6 khong phai thanh phan la nhum mau danh ddu hogc diéu ché mAu.

Khi phén tich bing R-CE-SDS, cac phén doan chudi nhe pertuzumab da tinh
ché cho Pic 3 c6 phan tir luong biéu .kién (MW) gép khoang 2-13n kich c& 1y thuyét
cia LC.

Pic 3 khong duoc nhin théy khi diéu kién dién di bao gém nhiét d6 mao quan
cao hon, va khong nhan thy cdc manh ddng-di chuyén khéc trong céc didu kién nay.

~ Céc nghién clru vé c4c dot bién axit amin don 1¢ d& nhan biét 3 gbc axit amin
trong CDR1 va CDR2 ctia LC lién quan dén tao thanh dime LC-LC. Khi gbc bat ky
trong sb 3 gbc ndy dugc thay bing mdt axit amin khéc, Pic 3 phan ly hoan toan va
khong con dugce nhan thdy bang CE-SDS duoc khir.

Phan tich SDS-PAGE k&t hop v6i nhan biét khéi lugng protein (PMF) MALDI-
TOF d3 khéng dinh khdng c6 céc protein clia té bao vat chu trong pertuzumab, khong
¢6 dai twong tw duge phét hién & cac muie dugce nhan théy bing CE-SDS.

Tom lai, cac két qua nay chung to viéc nhén biét Pic 3 13 dime LC-LC dugc
cam tmg boi-phuong phép ddc higu véi pertuzumab.

Nhan xét

Dénh gi cac dit liéu thu duge tir nghién ciru ndy cho thay:

(1) NR-CE-SDS cung cép thong tin khong du thira so voi SE-HPLC & phat
hién cac manh

(2) Thong tin phdn manh khong du thira thu dugc bang phuong phap NR-CE-
SDS (so v&i SE-HPLC) ciing c6 thé thu dugc bang cach sir dung phuong phap R-CE-
SDS

Nhu duogc thé hién trong Bang 16, thit nghiém dugc khir phét hién cac san
phim phan cét do phoi nhiém ¢ pH thip, didu kién nay 1a c6 thé c6 trong qua trinh san
xut duoc chét. Bang 18 c6 chura cac gid tri thu duoc d6i véi Pic 1 va Pic 2 CE-SDS

duoc khu chét chudn Pertuzumab, chat cta giai doan III (n=3), va céc 16 dugc san xudt
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béng quy trinh san xuét thuong mai (n=39). Khoéng dung sai (TT) 95/99 dé dugc tinh
cho Pic 1 va Pic 2 st dung gia tri k = 3,2, va dugc trinh bay trong Bang 18. Khoang
dung sai 95/99 cho Pic 1 1a tr 0,0 dén 0,4 % CPA. Khoang dung sai 95/99 cho Pic 2 la
tir 0.3 ¢én 0,9 % CPA.

Bang 18: Dit liéu dinh lugng R-CE-SDS (% CPA) trén 43 16 duoc thir nghiém

n Lo Pic 1 (% CPA) | Pic2 (% CPA)
1 anti2C4907-2 0,31 0,02
2 | SSF0001 025 0,63
3 SSF0002 0,20 0,62
4 SSF0003 0,27 0,60
5 VV0002 170,27 0,47
6 VV0003 0,28 0,49
7 VV0004 0,25 0,51
8 VV0005 0,41 0,55
9 VV0006 170,27 0,50
10 VV0007 0,29 0,50
11 VV0008 0,30 0,53
12 VV0009 0,26 0,54
13 VV0013 0,19 0,54
14 VV0018 0,17 0,56
15 VV0020 10,17 0,58
16 VV0021 0,18 0,62
17 VV0023 0,14 0,62
18 VV0024 0,13 0,64
19 VV0025 0,18 0,69
20 VV0026 0,13 0,58
21 VV0028 0,17 0,60

-67-



26011

22 VV0029 0,18 0,61
23 VV0031 0,18 0,65
24 VV0032 0,16 0,69
25 VV0033 0,18 0,69
26 VV0034 0,18 0,67
27 VV0035 10,17 0,59
28 VV0036 0,17 0,67
29 VV0037 0,19 0,74
30 VV0038 0,19 0,71
31 VV0039 0,19 0,73
32 VV0040 0,19 0,70
33 VV0041 0,18 0,72
34 VV0042 0,19 0,73
35 VV0043 0,19 0,61
36 VV0044 0,20 0,67
37 VV0046 0,20 0,62
38 VV0047 0,22 0,66
39 VV0048 0,22 0,63
40 VV0049 0,20 0,69
41 VV0050 0,18 0,49
42 VV0051 0,16 0,63
43 VV0052 0,18 0,60

Trung binh 0,21 0,62

d6 1éch chuén 0,06 0,09

Téi thiéu 0,13 0,47

Té da 0,41 0,92
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N 43 43
K 3,2 3,2
khoang dung sai

cén du6i 0,02 0,33

khoang dung sai
cén trén 0,40 : 0,91

Tiéu chi chép nhén cudi ciing ctia Pic 1 < 0,5% va Pic 2 < 1,0% theo giai phong

duoc chit dugc lya chon trong ban mé ta nay.

Do dugc chit pertuzumab dugc béao quan dong lanh, s&€ khong co cac thay d6i
ky vong v& d6 6n dinh cta dugc chét (DS). Ngoai ra, dya trén cac dit liéu R-CE-SDS

thu duoc dbi voi duoc chit & ca T=0 va T = 548 ngay (Bang 19), khong nhan thiy c6

thay dbi dang ké& d6i véi loai bat ky da néu tén.

Bang 19: Dit liéu dinh lugng R-CE-SDS (% CPA) cho mAu d6 on dinh sén phém thubc

Ké ca
duge khu
Picl |LC Pic2 |Pic3 |NGHC |HC Pic 5
khong
hoan toan
Giai phong
, 0,25 26,72 | 0,51 2,27 2,76 66,66 | 0,27 0,56
duoc chat
Do 6n dinh san
phdm  thubc
(DP) 0,13 26,45 |0,54 2,78 2,78 66,53 | 0,30 0,49
T=0
Do 6n dinh san
phdm  thubc | 0,19 |26,34 0,69 |321 |28 6593 |0,24 10,57

T=548 ngay

NGHC = Chudi ning khéng dugc glycosyl hoa, HC = Chudi ning
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YEU CAU BAO HO

1. Ché phédm chira Pertuzumab va bién thé xystein khéng ghép cap cua nd, trong
d6 bién thé xystein khong ghép cap nay chita Cys23 va Cys88 & ca hai mién bién dbi
chudi nhe ctia Pertuzumab va céc xystein khong ghép cip Cys23/Cys88 ¢ mot hodc ca
hai mién bién d6i chudi nhe ctia né.

2. Ché phim theo diém 1, trong d6 bién thé xystein khong ghép cip ndy la bién
thé di dime chura xystein khong ghép cip Cys23/Cys88 chi & mot mién bién ddi chudi

nhe cia Pertuzumab.

3. Ché phim theo diém 1, trong d6 bién thé xystein khong ghép ciip nay la bién
th& homodime chira xystein khong ghép cap Cys23/Cys88 & ca hai mién bién dbi chudi

nhe cta Pertuzumab.

4. Ché phim theo dim 1, trong d6 Pertuzumab va mdi bién thé xystein khong
ghép cip 1an lugt bao gdm céc trinh ty axit amin chudi nhe bién dbi va chudi ning

bién déi trong SEQ ID NO: 7 va SEQ ID NO:8.

5. Ché phim theo diém 4, trong d6 Pertuzumab va mdi bién thé xystein khong
ghép cap bao g(‘“)m trinh ty axit amin chudi nhe trong SEQ ID NO: 11 hodc SEQ ID
NO:15 va trinh tu axit amin chudi niing trong SEQ ID NO: 12 hojc SEQ ID NO: 16.

6. Ché phim theo diém 1, trong 46 ché phdm nay con bao gdm mot hodc nhiéu
bién thé bd sung ctia Pertuzumab, trong d6 céc bién thé bd sung ndy dugc chon tir
nhém gdm: bién thé khoéng dugc fucosyl hod, loai phan tir luong thip (LMWS), loai
phan tr lugng cao (HMWS), bién thé dugc glycat hoa, bién thé dugc khir disulfua,
bién thé khong dugc khir, bién thé khir amit, bién thé dugc sialyl héa, bién the-VHS,
bién thé lysin dau tan C, bién thé dugc oxy hod-methionin, bién thé glycosyl hoa G1,
bién thé glycosyl hod G2, va bién thé chudi ning khong dugc glycosyl hoa.

7. Ché phim theo didm 1, trong d6 lugng bién thé xystein khong ghép cap trong
ché phdm nay < khoang 25% nhu dugc xac dinh bing séc ky twong tac ky nudc (HIC)
dbi véi Fab.

8. Ché phim theo diém 3, trong d6 luong bién thé homodime trong ché phim nay
< 4,9% nhu dugc xac dinh bing séc ky tuong tac ky nudc (HIC) d6i v6i khang thé

nguyén ven.
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9. Ché phim theo diém 2, trong d6 luong bién thé di dime trong ché phim nay 1a
tir khoang 13% dén khoang 18% nhu dugc xac dinh bing séc ky tuong téc ky nudc
(HIC) dbi v&i khéng thé nguyén ven.

10.  Ché phim theo diém 1, trong d6 ché phim nay duoc thir nghiém phén tich dé
khéng dinh lugng bién thé xystein khong ghép cip trong ché phim nay < khoang 25%
nhw dwgc x4c dinh bing sic ky twong tac ky nude (HIC) d6i véi Fab.

11.  Ché phém theo didm 10, trong d6 ché phim nay con chia bién thé khong duoc
fucosyl hoa, trong do luong bién thé khong duoc fucosyl hoa 16n hon tir 2% dén 4,1%

ché pham.
12.  Duoc phém chtra ché phém theo didm 1 va mdt hodic nhiéu ta dugc duge dung.

13. Vit phim bao gdm vat dung chira dugc phdm theo diém 12 trong d6 va to .
huéng din sir dung kém theo thong tin k& don huéng din ngudi dung sir dung duoc

phim nay @ diéu trj cho bénh nhan ung thw.

14. Bién thé duoc phéan 1ap cua Pertuzumab, trong do6 bién thé dugc phan 1ap nay
bao gdm: (a) bién thé xystein khong ghép cip ciia Pertuzumab, trong d6 bién thé nay
13 bién thé di dime bao gébm Cys23 va Cys88 & ca hai mién bién d6i chudi nhe cta
Pertuzumab va xystein khong ghép cdp Cys23/Cys88 chi ¢ mot mién bién ddi chudi
nhe cua Pertuzumab; hodc (b) bién thé xystein khong ghép cdp ctia Pertuzumab, trong
d6 bin thé nay 12 bién thd homodime bao gdm Cys23 va Cys88 & cé hai mién bién doi
chudi nhe cua Pertuzumab va xystein khong ghép cdp Cys23/Cys88 ¢ cé hai mién bién
dbi chudi nhe cta Pertuzumab.

15.  Ché phim chira Pertuzumab va (a) bién thé xystein khong ghép cip cia no,
trong d6 bién thé xystein khong ghép cip nay gbm gdm Cys23 va Cys88 & ca hai mién
bién ddi chudi nhe cua Pertuzumab va xystein khong ghép cip Cys23/Cys88 & mot
hodc ca hai mién bién ddi chudi nhe ciia Pertuzumab; va (b) bién thé khong dugc
fucosyl hoa ctia Pertuzumab, trong d6 lugng bién thé khong duge fucosyl héa 16n hon
tir 2% dén 4,1% ché pham.
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Ving bién dbi chudi nhe
10 20 30 40
2C4 DTVMTQSHKIMSTSVGDRVSITC [KASQDVSIGVA] WYQORP
* * *hkkk * ‘ *
574 DIOMTQSPSSLSASVGDRVTITC [KASQDVSIGVA] WYQOKP

* kK hkk
hum kI DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITC [RASQSISNYLA] WYQOKP

50 - 60 0 80

2C4 GQSPKLLIY [SASYRYT] GVPDRFTGSGSGTDFTFTISSVQA

*% *

574 GKAPKLLIY [SASYRYT] GVPSRFSGSGSGTDFTLTISSLQP
* Kk hok

hum kI  GKAPKLLIY [AASSLES] GVPSRFSGSGSGTDFTLTISSLQP

90 100
2c4 EDLAVYYC [QQYYIYPYT) FGGGTKLEIK (SEQ ID NO:5)
* * * *
574 EDFATYYC [QQYYIYPYT] FGQGTKVEIK (SEQ ID NO:7)
kkk Kk

hum Ki EDFATYYC [QQYNSLPWT] FGQGTKVEIK (SEQ ID NO:9)

FIG. 2A

Ving bién dbi chudi ning

10 20 30 40
2C4 EVQLQQSGPELVKPGTSVKISCKAS [GFTFTDYTMD] WVKQS
Xk kk kK KKk %
574 EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAAS [GFTFTDYTMD] WVRQA
X% * K

hum III EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAAS [GFTFSSYAMS] WVRQA

50 a 60 70 80

2c4 HGKSLEWIG [DVNPNSGGSIYNQRFKG] KASLTVDRSSRIVYM

* *k *hk k kkkk ok

574 PGKGLEWVA [DVNPNSGGSIYNQRFKG] RFTLSVDRSKNTLYL
Kxkkkk KEK KXK* * %k

hum III PGKGLEWVA [VISGDGGSTYYADSVKG] RFTISRDNSKNTLYL

abc . 90 100ab 110
2C4 ELRSLTFEDTAVYYCAR [NLGPSFYFDY] WGQGTTLTVSS (SEQ ID NO: 6)
Y%k % * %
574 QMNSLRAEDTAVYYCAR [NLGPSFYFDY) WGQGTLVTVSS (SEQ ID NO:8)

dedek Kk kokokok

‘. hum III QMNSLRAEDTAVYYCAR [GRVGYSLYDY] WGQGTLVTVSS (SEQ ID NO:10)

FIG. 2B
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Trinh ty axit amin ctia chudi nhe pertuzumab
20 30 40 50 60

|

IQMTQSPSSLSASVGDRVTITCKASQDVSIGVAWYQQKPGKAPKLLIYSASYRYTGVPS

70 . 80 90 100 110 120

|
D
RFSGSGSGTDFTLTISSLQPEDFATYYCQQYYIYPYTFGQGTKVEIKRTVAAPSVFIFPP

| 130 140 150 | 16? 170 180
SDEQLKSGTASVVCLBNNFYPREAKVQWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLT
190 200 210

| | | l |
LSKADYEKHKVYACEVTHOGLSSPVTKSFNRGEC (SEQ ID NO: 11)

FIG. 3A

‘Trinh ty axit amin cia chudi ning pertuzumab

10 20 30 40 50 6?
.EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFTDYTMDWVRQAPGKGLEWVADVNPNSGGSIY
70 80 90 100 110 120

| | | | | | | |
NORFKGRFTLSVDRSKNTLYLQMNST.RAEDTAVY YCARNLGPSFYFDYWGQGTLVTVSSA

130 140 150 160 170 180
STKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVATFPAVLQSSG
190 200 210 220 230 240
LYSLéSVVTVPSSSLGTQT&ICNV&HKPS&TKVD%KVEP%SCDK%HTCPéCPAPELLGGé
250 260 270 280 290 300
SVFLFPPKPKDTLMISRTP%VTCVVVDVSAEDPEéKFNWYVDGVéVHNAKTKPREEQY;S
310 320 330 340 350 360
TYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCK&SNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQ$YTLPPSREE&
370 380 390 400 410 420
TKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQ
430 440 - 448

l | |
QGNVFSCSVMHEALENHYTQKSLSLSPG (SEQ ID NO: 12)

FIG. 3B
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DANH MUC TRINH TU

<110> GENENTECH, INC.
GENNARO, LYNN A.
KAO, YUNG-HSIANG
ZHANG, YONGHUA

<120> BIEN THE PERTUZUMAB, CHE PHAM CHUA BIEN THE PERTUZUMAB, VA DUQC
PHAM CHUA CHE PHAM NAY

<130> P5584R1-WO
<141> 2014-04-15

<150> US 61/812,603
<151> 2013-04-16

<160> 24

<210> 1

<211> 195

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 1
Thr Gln Val Cys Thr Gly Thr Asp Met Lys Leu Arg Leu Pro Ala
1 5 10 15

Ser Pro Glu Thr His Leu Asp Met Leu Arg His Leu Tyr Gln Gly
20 ' 25 30

Cys Gln Val Val Gln Gly Asn Leu Glu Leu Thr Tyr Leu Pro Thr
35 40 45

Asn Ala Ser Leu Ser Phe Leu Gln Asp Ile Gln Glu Val Gln Gly
50 55 60

Tyr Val Leu Ile Ala His Asn Gln Val Arg Gln Val Pro Leu Gln
65 70 75

Arg Leu Arg Ile Val Arg Gly Thr Gln Leu Phe Glu Asp Asn Tyr
80 85 90

Ala Leu Ala Val Leu Asp Asn Gly Asp Pro Leu Asn Asn Thr Thr
95 100 105

Pro Val Thr Gly Ala Ser Pro Gly Gly Leu Arg Glu Leu Gln Leu
110 115 120

Arg Ser Leu Thr Glu Ile Leu Lys Gly Gly Val Leu Ile Gln Arg
125 130 135
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Asn

Phe

Arg

Arg

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

<400>

Pro

His

Ser

Cys

2
124
PRT

Gln Leu

Lys

Arg

Trp

Asn

Ala

Gly

Cys
140

Asn
155

Cys
170

Glu
185

Homo sapiens

2

Thr Val Cys Ala

1

Thr

Lys

Ile

Thr

Ala

Val

Thr

Cys

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

<400>

Asp

His

Cys

Phe

Ser

Gly

Ala

Ala

3
169
PRT

Cys

Ser

Glu

Glu

Cys

Ser

Glu

Arg

Cys

Asp

Leu

Ser

Val

Cys

Asp

Val

Gly
5
His
20
Cys
35
His
50

Met
65

Thr
80

Thr
95

Gly
110

Homo sapiens

3

Tyr

Gln

His

Ser

Gly

Glu

Leu

Cys

Pro

Ala

Leu

Thr

Gln

Leu

Pro

Ser

Cys

Gln

Ala

Pro

Asn

Cys

Val

Gln

26011

Asp

Ala

Cys

Glu

Ala

Cys

Cys

Ala

Pro

Pro

Cys

Arg

Thr

Leu

Ser

Asp

Arg

Ala

Leu

Leu

Glu

Tyr

Pro

Cys

Ile
145

Thr
160

Pro
175

Cys
190

Cys
10

Ala
25
His
40

Val
55

Gly
70

Asn
85

Leu
100

Glu
115

Leu

Leu

Met

Gln

Lys

Gly

Phe

Thr

Arg

Tyr

His

Lys

Trp

Ile

Cys

Ser

Gly

Cys

Asn

Tyr

Tyr

Leu

Asn

Cys

Lys

Asp

Lys

Leu

Pro

Thr

His

Asn

Thr

Ser

Gln

Ser

Asp

Thr

Gly

Thr

Leu

Gly

Ser

Thr

Phe

Thr

Glu

Lys

Ile
150

Asn
165

Ser
180

Arg
195

Pro
15

Pro
30

Gly
45

Asp
60

Gly
75

Asp
90

Val
105

Pro
120

Cys Tyr Gly Leu Gly Met Glu His Leu Arg Glu Val Arg Ala Val

-115-



Thr

Gly

Ser

Thr

Asp

Arg

Gly

Gly

Val

Ala

Glu

Ser

Ser

Asn

Leu

Ser

Gly

Leu

Ser

His

Leu

Gly

<210> 4

<211> 142
<212> PRT

Ala Asn

Leu Ala

Thr Ala

Glu Glu

Leu Pro

Arg Ile

Gly Ile

Gly Leu

Thr Val

Leu His

Leu Ala

Ile
20

Phe
35

Pro
50

Ile
65

Asp
80

Leu
95

Ser
110

Ala
125

Pro
140

Thr
155

<213> Homo sapiens

<400> 4

Cys
1
Thr

Val

Asn

His

Gln

Glu

Ala

Gln Leu

Cys Val

Glu Cys

Arg His

Cys
5

Asn
20

Arg
35

Cys
50

Gln

Leu

Leu

Thr

Leu

His

Trp

Leu

Trp

Ala

Ala

Cys

Val

Leu

Glu

'Pro

Gln

Gly

Ser

Asn

Leu

Ile

Asp

Asn

Arg

Ser

Leu

Pro

26011

Phe

Glu

Pro

Tyr

Val

Gly

Gly

His

Gln

Arg

Gly

Gln

Gln

Cys

Ala
Ser
Glu
Leu
Phe
Ala
Leu
His
Leu

Pro

His
Phe
Gly

His

-116-

10

Gly
25

Phe
40

Gln
55

Tyr
70

Gln
85

Tyr
100

Arg
115

Asn
130

Phe
145

Glu
160

Cys
10

Leu
25

Leu
40

Pro
55

Cys

Asp

Leu

Ile

Asn

Ser

Ser

Thr

Arg

Asp

Trp

Arg

Pro

Glu

Lys

Gly

Gln

Ser

Leu

Leu

Leu

His

Asn

Glu

Gly

Gly

Arg

Cys

Lys

Asp

Val

Ala

Gln

Thr

Arg

Leu

Pro

Cys

Pro

Gln

Glu

Gln

Ile

Pro

Phe

Trp

Val

Leu

Glu

Cys

His

Val

Gly

Glu

Tyr

Pro

15

Phe
30

Ala
45

Glu
60

Pro
75

Ile
90

Gln
105

Leu
120

Phe
135

Gln
150

Gly
165

Pro
15

Cys
30

Val
45

Gln
60



Asn

Ala

Pro

Phe

Thr

Gln

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

<400>

Gly

Cys

Ser

Pro

His

Arg

5

107
PRT

Ser

Ala

Gly

Asp

Ser

Ala

val

His

vVal

Glu

Cys

Ser

Thr
65

Tyr
Lys
95

Glu
110

Val
125

Pro
140

Mus musculus

5

Asp Thr Val Met Thr

1

Gly

Ile

Leu

Arg

Ser

Tyr

Ile

<210>

<211> 119
<212> PRT

Asp

Gly

Leu

Phe

Ser

Tyr

Lys

6

Arg

val

Ile

Thr

Val

Ile

Val

Ala

Tyr

Gly

Gln

Tyr

5

Ser
20

Trp
35

Ser
50

Ser
65

Ala
80

Pro
95

Cys

Lys

Pro

Gly

Asp

Leu

Gln

Ile

Tyr

Ala

Gly

Glu

Tyr

Phe

Asp

Asp

Ala

Leu

Thr

Ser

Thr

Gln

Ser

Ser

Asp

Thr

26011

Gly

Pro

Leu

Cys

Asp

His

Cys

Gln

Tyr

Gly

Leu

Phe

Ero
Pro
Ser
Gln

Asp

Lys
Lys
Arg
Arg
Thr
Ala

Gly

-117-

Glu
70

Phe
85

Tyr
100

Pro
115

Lys
130

Ile
10

Ala
25

Pro
40

Tyr
55

Asp
70

Val
85

Gly
100

Ala

Cys

Met

Cys

Gly

Met

Ser

Gly

Thr

Phe

Tyr

Gly

Asp

Val

Pro

Pro

Cys

Ser

Gln

Gln

Gly

Thr

Tyr

Thr

Gln

Ala

Ile

Ile

Pro

Thr

Asp

Ser

Val

Phe

Cys

Lys

Cys

Arg

Trp

Asn

Ala

Ser

Val

Pro

Pro

Thr

Gln

Leu

Val
75

Cys
90

Lys
105

Cys
120

Glu
135

Val
15

Ser
30

Lys
45

Asp
60

Ile
75

Gln
90

Glu
105



<213> Mus musculus

<400> 6
Glu Val Gln

1

Thr

Asp

Glu

Asn

Ser

Thr

Phe

<210>

<211> 107
PRT

<212>
<213>

<220>
<223>

<400>
Asp
1
Gly
‘Ile
Leu

Arg

Ser

Ser

Tyr

Trp

Gln

Arg

Ala

Asp

7

val

Thr

Ile

Arg

Ile

vVal

Tyr

Leu

Lys

Met

Gly

Phe

Val

Tyr

Trp

Gln
5

Ile
20

Lys
65

Tyr
Tyr
95

Gly
110

Gln
Ser
Trp
val
Gly
Met
CYS

Gln

Trinh ty nhén tao

Trinh tu dugc tdéng

7
Ile

Asp

Gly

Leu

Phe

Ser

Gln

Arg

Val

Ile

Ser

Leu

Met

Val

Ala

Tyr

Gly

Gln

Thr
5

Thr
20

Trp
35

Ser
50

Ser
65

Pro

Gln

Ile

Tyr

Ala

Gly

Glu

Ser

Cys

Val

Asn

Lys

Glu

Ala

Gly

hop

Ser

Thr

Gln

Ser

Ser

Asp

26011

Gly

Lys

Lys

Pro

Ala

Leu

Arg

Thr

Pro

Cys

Gln

Tyr

Gly

Phe

Pro

Ala

Gln

Asn

Ser

Arg

Asn

Thr

Ser

Lys

Lys

Arg

Thr

Ala

-118-

Glu
10

Ser
25

Ser
40

Ser
55

Leu
70

Ser
85

Leu
100

Leu
115

Ser
10

Ala
25

Pro
40

Tyr

Asp
70

Thr

Leu
Gly
His
Gly
Thr
Leu
Gly

Thr

Leu
Ser
Gly
Thr
Phe

Tyr

Val

Phe

Gly

Gly

Val

Thr

Pro

Val

Ser

Gln

Lys

Gly

Thr

Tyr

Lys

Thr

Lys

Ser

Asp

Phe

Ser

Ser

Ala

Asp

Ala

Val

Leu

Cys

Pro

Phe

Ser

Ile

Arg

Glu

Phe

Ser

Ser

Val

Pro

Pro

Thr

Gln

Gly
15

Thr
30

Leu
45

Tyr
60

Ser
75

Asp
90

Tyr
105

val
15

Ser
30

Lys
45

Ser
60

Ile
75

Gln



80

26011

Tyr Tyr Ile Tyr Pro Tyr Thr Phe Gly Gln Gly Thr Lys Val Glu

Ile Lys

<210> 8
<211> 119
<212> PRT

95

<213> Trinh tuy nhén tao

<220>

<223> Trinh tu dugc téng

<400> 8

Glu Val Gln Leu Val

1

Gly Ser

Asp Tyr

Glu Trp

Asn Gln

Lys Asn

Thr Ala

Phe Asp

<210> 9
<211> 107
<212> PRT

Leu

Thr

Val

Arg

Thr

Val

Tyr

Arg

Met

Ala

Phe

Leu

Tyr

Trp

5

Leu
20

Asp
35

Asp
50

Lys
65

Tyr
80

Tyr
95

Gly

‘110

Glu

Ser

Trp

Val

Gly

Leu

Cys

Gln

<213> Trinh ty nhé&n tao

<220>

Ser

Cys

Val

Asn

Arg

Gln

Ala

Gly

<223> Trinh tu dugc tdng hop

<400> 9

G;y Gly
Ala Ala
Arg Gln
Pro Asn
Phe Thr
Met Asn
Arg Asn

Thr Leu

85 90
100 105
Gly Leu Val Gln Pro Gly

10 15
Ser Gly Phe Thr Phe Thr

25 30
Ala Pro Gly Lys Gly Leu

40 45
Ser Gly Gly Ser Ile Tyr

55 60
Leu Ser Val Asp Arg Ser

70 75
Ser Leu Arg Ala Glu Asp

85 90
Leu Gly Pro Ser Phe Tyr
100 105
Val Thr Val Ser Ser
115

Asp Ile Gln Met Thr Gln Ser Pro Ser Ser Leu Ser Ala Ser Val

1

5

-119-
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15



Gly

Asn

Leu

Arg

Ser

Tyr

Ile

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

<220>
<223>

<400>

Glu

1

Gly

Ser

Glu

Ala

Lys

Thr

Asp

Tyr

Leu

Phe

Ser

Asn

Lys

10
119
PRT

Arg

Leu

Ile

Ser

Leu

Ser

Val

Ala

Tyr

Gly

Gln

Leu

Thr
20

Trp
35
Aia
50

Ser
65

Pro
80

Pro
95

Ile

Tyr

Ala

Gly

Glu

Trp

Trinh ty nhén tao

Trinh tyu dugc téng

10
Val

Ser

Tyr

Trp

Asp

Asn

Ala

Gln

Leu

Ala

Val

Ser

Thr

Val

Leu

Arg

Met

Ala

Val

Leu

Tyr

Val
5

Leu
20

Ser
35

Val
50

Lys
65

Tyr

Tyr
95

Glu

Ser

Trp

Ile

Gly

Leu

Cys

Thr

Gln

Ser

Ser

Asp

Thr

hop

Ser

Cys

val

Ser

Arg

Gln

Ala

26011

Cys
Gln

Ser

Gly

Phe

Phe

Gly

Ala

Arg

Gly

Phe

Met

Arg

Arg
Lys
Leu
Thr
Ala

Gly

Gly
Ala
Gln
Asp
Thr
Asn

Gly

-120-

Ala
25

Pro
40

Glu
55

Asp
70

Thr
85

Gln
100

Gly
10

Ser
25

Ala
40

Gly
55

Ile
70

Ser
85

Arg
100

Ser

Gly

Ser

Phe

Tyr

Gly

Leu

Gly

Pro

Gly

Ser

Leu

vVal

Gln
Lys
Giy
Thr
Tyr

Thr

val
Phe
Gly
Ser
Arg
Arg

Gly

Ser

Ala

Val

Leu

Cys

Lys

Gln

Thr

Lys

Thr

Asp

Ala

Tyr

Ile

Pro

Pro

Thr

Gln

Val

Pro

Phe

Gly

Tyr

Asn

Glu

Ser

Ser
30

Lys
Ser
60

Ile
75

Gln
90

Glu
105

Gly
15

Ser
30

Leu
45

Tyr
60

Ser
75

Asp

Leu
105



26011

Tyr Asp Tyr Trp Gly Gln Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser

<210> 11

<211> 214
PRT
Trinh ty nhéan tao

<212>
<213>

<220>

<223>

<400> 11
Asp Ile Gln Met Thr Gln

1

Gly

Ile

Leu

Arg

Ser

Tyr

Ile

Ser

Leu

Asp

Gln

Leu

val

Asp

Gly

Leu

Phe

Ser

Tyr

Lys

Asp

Asn

Asn

Asp

Ser

Thr

Arg

val

Ile

Ser

Leu

Ile

Arg

Glu

Asn

Ala

Ser

Lys

His

Val

Ala

Tyr

Gly

Gln

Tyr

Thr

Gln

Phe

Leu

Lys

Ala

Gln

110

5

Thr
20

Trp
35

Ser
50

Ser
65

Pro
80

Pro
95

Val
110

Leu
125

Tyr
140

Gln
155

Asp
170

Asp
185

Gly

Trinh tu dugc téng

Ile

Tyr

Ala

Gly

Glu

Tyr

Ala

Lys

Pro

Ser

Ser

Tyr

Leu

Ser

Thr

Gln

Ser

Ser

Asp

Thr

Ala

Ser

Arg

Gly

Thr

Glu

Ser

Pro

Cys

Gln

Tyr

Gly

Phe

Phe

Pro

Gly

Glu

Asn

Tyr

Lys

Ser

Ser
Lys
Lys
Arg
Thr
Ala
Gly
Ser
Thr
Ala
Ser
Ser
His

Pro

-121-

115

Ser
10

Ala
25

Pro
40

Tyr
55

Asp
70

Thr
85

Gln
100

Val
115

Ala
130

Lys
145

Gln
160

Leu
175

Lys
190

Val

Leu

Ser

Gly

Thr

Phe

Tyr

cly

Phe

Ser

val

Glu

Ser

val

Thr

Ser

Gln

Lys

Gly

Thr

Tyr

Thr

Ile

val

Gln

Ser

Ser

Tyr

Lys

Ala

Asp

Ala

Val

Leu

Cys

Lys

Phe

val

Trp

val

Thr

Ala

Ser

Ser

Val

Pro

Pro

Thr

Gln

Val

Pro

Cys

Lys

Thr

Leu

Cys

Phe

Val
15

Ser
30

Lys
45

Ser
60

Ile
75

Gln
90

Glu
105

Pro
120

Leu
135

Val
150

Glu
165

Thr
180

Glu
195

Asn



Arg Gly Glu Cys

<210> 12

<211>
<212>
<213>

448

PRT
Trinh ty nhén tao

<220>

<223>

200

Trinh tu dugc tdng

<400> 12

Glu

1

Gly

Asp

Glu

Asn

Lys

Thr

Phe

Ser

Ser

Tyr

Thr

Leu

Val

Ser

Tyr

Trp

Gln

Asn

Ala

Asp

Thr

Thr

Phe

Ser

Tyr

Gln

Leu

Thr

vVal

Arg

Thr

vVal

Tyr

Lys

Ser

Pro

Gly

Ser

Leu

Arg

Met

Ala

Phe

Leu

Tyr

Trp

Gly

Gly

Glu

val

Leu

Val
5

Leu
20

Asp
35

Asp
50

Lys
65

Tyr
80

Tyr
95

Gly
110

Pro
125

Gly
140

Pro
155
His
170

Ser
185

Glu

Ser

Trp

val

Gly

Leu

Cys

Gln

Ser

Thr

val

Thr

Ser

hop

Ser

Cys

Val

Asn

Arg

Gln

Ala

Gly

Val

Ala

Thr

Phe

val

26011

Gly

Ala

Arg

Pro

Phe

Met

Arg

Thr

Phe

Ala

Val

Pro

val

Gly

Ala

Gln

Asn

Thr

Asn

Asn

Leu

Pro

Leu

Ser

Ala

Thr

-122-

205

Gly
10

Ser
25

Ala
40

Ser
55

Leu
70

Ser
85

Leu
100

Val
115

Leu
130

Gly
145

Trp
160

vVal
175

Val
190

Leu

Gly

Pro

Gly

Ser

Leu

Gly

Thr

Ala

Cys

Asn

Leu

Pro

Val

Phe

Gly

Gly

Val

Arg

Pro

val

Pro

Leu

Ser

Gln

Ser

Gln

Thr

Lys

Ser

Asp

Ala

Ser

Ser

Ser

val

Gly

Ser

Ser

Pro

Phe

Gly

Ile

Arg

Glu

Phe

Ser

Ser

Lys

Ala

Ser

Ser

210

Gly
15

Thr
30

Leu
45

Tyr
60

Ser
75

Asp
90

Tyr
105

Ala
120

Lys
135

Asp
150

Leu
165

Gly
180

Leu
195



Gly

Thr

His

Ser

Ser

Glu

Val

Thr

Leu

Pro

Arg

Thr

Pro

Asn

Phe

Gln

Asn

Thr

Lys

Thr

Val

Arg

Asp

His

Tyr

Asn

Ala

Glu

Lys

Ser

Asn

Phe

Gly

His

Gln

Val

Cys

Phe

Thr

Pro

Asn

Arg

Gly

Pro

Pro

Asn

Asp

Tyr

Leu

Asn

Tyr

Thr

Asp

Pro

Leu

Pro

Glu

Ala

Val

Lys

Tle

Gln

Gln

Ile

Lys

Tyr

val

Thr

Tyr
200

Lys
215

Pro
230

Phe
245

Glu
260

Val
275

Lys
290

Val
305

Glu
320

Glu
335

Val
350

Val
365

Ala
380

Thr
395

Ser
410

Phe
425

Gln
440

Ile

Lys

Cys

Pro

Val

Lys

Thr

Ser

Tyr

Lys

Tyr

Ser

Val

Thr

Lys

Ser

Lys

Cys
Val
Prg
Pro
Thr
Phe
Lys
Val
Lys
Thr
Thr
Leu
Glu
Pro
Leu
Cys

Ser

26011

Asn
Glu
Ala
Lys
Cys
Asn
Pro
Leu
Cys
Ile
Leu
Thr
Trp
Pro
Thr
Ser

Leu

val

Pro

Pro

Pro

Val

Trp

Arg

Thr

Lys

Ser

Pro

Cys

Glu

Val

Val

Val

Ser
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Asn
205

Lys
220

Glu
235

Lys
250

Val
265

Tyr
280

Glu
295

Val
310

Val
325

Lys
340

Pro
355

Leu
370

Ser
385

Leu
400

Asp
415

Met
430

Leu
445

His

Ser

Leu

Asp

val

val

Glu

Leu

Ser

Ala

Ser

val

Asn

Asp

Lys

His

Ser

Lys

Cys

Leu

Thr

Asp

Asp

Gln

His

Asn

Lys

Arg

Lys

Gly

Ser

Ser

Glu

Pro

Pro

Asp

Gly

Leu

Val

Gly

Tyr

Gln

Lys

Gly

Glu

Gly

Gln

Asp

Arg

Ala

Gly

Ser

Lys

Gly

Met

Ser

Val

Asn

Asp

Ala

Gln

Glu

Phe

Pro

Gly

Trp

Leu

Asn
210

Thr
225

Pro
240

Ile
255
His
270

Glu
285

Ser
300

Trp
315

Leu
330

Pro
345

Met
360

Tyr
375

Glu
390

Ser
405

Gln
420

His
435



<210> 13

<211>
<212>
<213>

214

PRT
Trinh ty nhé&n tao

<220>

<223>

Trinh tu dugc tdng

<400> 13
Asp Ile Gln Met Thr Gln

1

Gly

Thr

Leu

Arg

Ser

His

Ile

Ser

Leu

Asp

Gln

Leu

vVal

Arg

Asp

Ala

Leu

Phe

Ser

Tyr

Lys

Asp

Asn

Asn

Asp

Ser

Thr

Gly

Arg

Val

Ile

Ser

Leu

Thr

Arg

Glu

Asn

Ala

Ser

Lys

His

Glu

Val

Ala

Tyr

Gly

Gln

Thr

Thr

Gln

Phe

Leu

Lys

Ala

Gln

Cys

5

Thr
20

Trp
35

Ser
50

Ser
65

Pro
80

Pro
95

Val
110

Leu
125

Tyr
140

Gln
155

Asp
170

Asp
185

Gly
200

Ile

Tyr

Ala

Arg

Glu

Pro

Ala

Lys

Pro

Ser

Ser

Tyr

Leu

hop

Ser

Thr

Gln

Ser

Ser

Asp

Thr

Ala

Ser

Arg

Gly

Thr

Glu

Ser

26011

Pro

Cys

Gln

Phe

Gly

Phe

Phe

Pro

Gly

Glu

Asn

Tyr

Lys

Ser

Ser

Arg

Lys

Leu

Thr

Ala

Gly

Ser

Thr

Ala

Ser

Ser

His

Pro
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Ser
10

Ala
25

Pro
40

Tyr
55

Asp
70

Thr
85

Gln
100

vVal
115

Ala
130

Lys
145

Gln
160

Leu
175

Lys
190

vVal
205

Leu

Ser

Gly

Ser

Phe

Tyr

Gly

Phe

Ser

val

Glu

Ser

Val

Thr

Ser

Gln

Lys

Gly

Thr

Tyr

Thr

Ile

Val

Gln

Ser

Ser

Tyr

Lys

Ala

Asp

Ala

Val

Leu

Cys

Lys

Phe

Val

Trp

Val

Thr

Ala

Ser

Ser

Val

Pro

Pro

Thr

Gln

Val

Pro

Cys

Lys

Thr

Leu

Cys

Phe

vVal
15

Asn
30

Lys
45

Ser
60

Ile
75

Gln
90

Glu
105

Pro
120

Leu
135

Val
150

Glu
165

Thr
180

Glu
195

Asn
210



<210> 14
449
PRT
Trinh ty nhén tao

<211>
<212>
<213>

<220>

<223>

<400>

Trinh tu duoc tdéng

14

Glu Val Gln Leu Val Glu

1

Gly

Asp

Glu

Ala

Lys

Thr

Ala

Ala

Lys

Asp

Leu

Gly

Leu

Ser

Thr

Trp

Asp

Asn

Ala

Met

Ser

Ser

Tyr

Thr

Leu

Gly

Leu

Tyr

val

Ser

Thr

val

Asp

Thr

Thr

Phe

Ser

Tyr

Thr

Arg

Ile

Ala

Val

Ala

Tyr

Tyr

Lys

Ser

Pro

Gly

Ser

Gln

5

Leu
20
His
35

Arg
50

Lys
65

Tyr
80

Tyr
95

Trp
110

Gly
125

Gly
140

Glu
155

val
170

Leu
185

Thr
200

Ser

Trp

Ile

Gly

Leu

Cys

Gly

Pro

Gly

Pro

His

Ser

Tyr

hop

Ser

Cys

Val

Tyr

Arg

Gln

Ser

Gln

Ser

Thr

vVal

Thr

Ser

Ile
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Gly

Ala

Arg

Pro

Phe

Met

Arg

Gly

vVal

Ala

Thr

Phe

val

Cys

Gly

Ala

Gln

Thr

Thr

Asn

Trp

Thr

Phe

Ala

Val

Pro

Val

Asn
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Gly
10

Ser
25

Ala
40

Asn
55

Ile
70

Ser
85

Gly
100

Leu
115

Pro
130

Leu
145

Ser
160

Ala
175

Thr
190

Val
205

Leu

Gly

Pro

Gly

Ser

Leu

Gly

Val

Leu

Gly

Trp

Val

val

Asn

Val

Phe

Gly

Tyr

Ala

Arg

Asp

Thr

Ala

Cys

Ash

Leu

Pro

His

Gln

Asn

Lys

Thr

Asp

Ala

Gly

Val

Pro

Leu

Ser

Gln

Ser

Lys

Pro

Ile

Gly

Arg

Thr

Glu

Phe

Ser

Ser

Val

Gly

Ser

Ser

Pro

Gly
15

Lys
30

Leu
45

Tyr
60

Ser
75

Asp
90

Tyr
105

Ser
120

Ser
135

Lys
150

Ala
165

Ser
180

Ser
195

Ser
210



Asn

Thr

Pro

Ile

His

Glu

Ser

Trp

Leu

Pro

Met

Tyr

Glu

Ser

Gln

His

Thr

His

Ser

Ser

Glu

vVal

Thr

Leu

Pro

Arg

Thr

Pro

Asn

Phe

Gln

Asn

<210> 15

<211> 217
<212> PRT

Lys

Thr

Val

Arg

Asp

His

Tyr

Asn

Ala

Glu

Lys

Ser

Asn

Phe

Gly

His

vVal

Cys

Phe

Thr

Pro

Asn

Arg

Gly

Pro

Pro

Asn

Asp

Tyr

Leu

Asn

Tyr

Asp
215

Pro
230

Leu
245

Pro
260

Glu
275

Ala
290

val
305

Lys
320

Ile
335

Gln
350

Gln
365

Ile
380

Lys
395

Tyr
410

Val
425

Thr
440

Lys
Pro
Phe
Glu
Val
Lys
Val
Glu
Glu
Val
Val
Ala
Thr
Ser
Phe

Gln

Lys

Cys

Pro

Val

Lys

Thr

Ser

Tyr

Lys

Tyr

Ser

Val

Thr

Lys

Ser

Lys
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Val

Pro

Pro

Thr

Phe

Lys

Val

Lys

Thr

Thr

Leu

Glu

Pro

Leu

Cys

Ser

Glu
Ala
Ly.s
Cys
Asn
Pro
Leu
Cys
Ile
Leu
Thr
Trp
Pro
Thr
Ser

Leu

-126-

Pro
220

Pro
235

Pro
250

val
265

Trp
280

Arg
295

Thr
310

Lys
325

Ser
340

Pro
355

Cys
370

Glu
385

Val
400

Val
415

val
430

Ser
445

Lys
Giu
Lys
Val
Tyr
Glu
Val
Val
Lys
Pro
Leu
Ser
Leu
Asp
Met

Leu

Ser

Leu

Asp

Val

Val

Glu

Leu

Ser

Ala

Ser

Val

Asn

Asp

Lys

His

Ser

Cys

Leu

Thr

Asp

Asp

Gln

His

Asn

Lys

Arg

Lys

Gly

Ser

Ser

Glu

Pro

Asp

Gly

Leu

Val

Gly

Tyr

Gln

Lys

Gly

Glu

Gly

Gln

Asp

Arg

Ala

Gly

Lys
225

Gly
240

Met
255

Ser
270

Val
285

Asn
300

Asp
315

Ala
330

Gln
345

Glu
360

Phe
375

Pro
390

Gly
405

Trp
420

Leu
435



<213> Trinh tu nhan tao

<220>

<223> Trinh ty dugc téng

<400> 15
Val His Ser Asp Ile Gln

1

Ala

Asp

Ala

Val

Leu

Cys

Lys

Phe

val

Trp

val

Thr

Ala

Ser

Ser

Val

Pro

Pro

Thr

Gln

Val

Pro

Cys

Lys

Thr

Leu

Cys

Phe

<210> 16

Val

Ser

Lys

Ser

Ile

Gln

Glu

Pro

Leu

Val

Glu

Thr

Glu

Asn

Gly

Ile

Leu

Arg

Ser

Tyr

Ile

Ser

Leu

Asp

Gln

Leu

Val

Arg

5

Asp
20

Gly
35

Leu
50

Phe
65

Ser
80

Tyr
95

Lys
110

Asp
125

Asn
140

Asn
155

Asp
170

Ser
185

Thr
200

Gly
215

Arg

Val

Ile

Ser

Leu

Ile

Arg

Glu

Asn

Ala

Ser

Lys

His

Glu

hop

Met

Val

Ala

Tyr

Gly

Gln

Tyr

Thr

Gln

Phe

Leu

Lys

Ala

Gln

Cys
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Thr

Thr

Trp

Ser

Ser

Pro

Pro

Val

Leu

Tyr

Gln

Asp

Asp

Gly

Gln
Ile
Tyr
Ala
Gly
Glu
Tyr
Ala
Lys
Pro
Ser
Ser
Tyr

Leu

-127-

Ser
10

Thr
25

Gln
40

Ser
55

Ser
70

Asp
85

Thr
100

Ala
115

Ser
130

Arg
145

Gly
160

Thr
175

Glu
190

Ser
205

Pro

Cys

Gln

Tyr

Gly

Phe

Phe

Pro

Gly

Glu

Asn

Tyr

Lys

Ser

Ser

Lys

Lys

Arg

Thr

Ala

Gly

Ser

Thr

Ala

Ser

Ser

His

Pro

Ser

Ala

Pro

Tyr

Asp

Thr

Gln

Val

Ala

Lys

Gln

Leu

Lys

Val

Leu

Ser

Gly

Thr

Phe

Tyr

Gly

Phe

Ser

Val

Glu

Ser

Val

Thr

Ser
15

Gln
30

Lys
45

Gly
60

Thr
75

Tyr
Thr
105

Ile
120

Val
135

Gln
150

Ser
165

Ser
180

Tyr
195

Lys
210



<211>
<212>
<213>

449

PRT

<220>

<223>

<400> 16

Glu

1

Gly

Asp

Glu

Asn

Lys

Thr

Phe

Ser

Ser

Tyr

Thr

Leu

Gly

Thr

Val

Ser

Tyr

Trp

Gln

Asn

Ala

Asp

Thr

Thr

Phe

Ser

Tyr

Thr

Lys

Gln

Leu

Thr

val

Arg

Thr

Val

Tyr

Lys

Ser

Pro

Gly

Ser

Gln

Val

Trinh ty nhan tao

Trinh tu duoc tdng

Leu Val Glu

Arg

Met

Ala

Phe

Leu

Tyr

Trp

Gly

Gly

Glu

val

Leu

Thr

Asp

5

Leu
20

Asp
35

Tyr
80

Tyr
95

Gly
110

Pro
125

Gly
140

Pro
155
His
170

Ser
185

Tyr
200

Lys
215

Ser

Trp

Val

Gly

Leu

Cys

Gln

Ser

Thr

Val

Thr

Ser

Ile

Lys

hop

Ser

Cys

Val

Asn

Arg

Gln

Ala

Gly

Val

Ala

Thr

Phe

Val

Cys

vVal

26011

Gly
Ala
Arg
Pro
Phe
Met
Arg
Thr
Phe
Ala
Val
Pro
Val
Asn

Glu

Gly

Ala

Gln

Asn

Thr

Asn

Asn

Leu

Pro

Leu

Ser

Ala

Thr

Val

Pro
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Gly
10

Ser
25

Ala
40

Ser
55

Leu
70

Ser
85

Leu
100

Val
115

Leu
130

Gly
145

Trp
160

Val
175

Val
190

Asn
205

Lys
220

Leu
Gly
Pro
Gly
Ser
Leu
Gly
Thr
Ala
Cys
Asn
Leu
Pro
His

Ser

Val

Phe

Gly

Gly

Val

Arg

Pro

Val

Pro

Leu

Ser

Gln

Ser

Lys

Cys

Gln

Thr

Lys

Ser

Asp

Ala

Ser

Ser

Ser

Val

Gly

Ser

Ser

Pro

Asp

Pro

Phe

Gly

Ile

Arg

Glu

Phe

Ser

Ser

Lys

Ala

Ser

Ser

Ser

Lys

Gly
15

Thr
30

Leu
45

Tyr
Ser
75

Asp
90

Tyr
105

Ala
120

Lys
135

Asp
150

Leu
165

Gly
180

Leu
195

Asn
210

Thr
225



His

Ser

Ser

Glu

Val

Thr

Leu

Pro

Arg

Thr

Pro

Asn

Phe

Gln

Asn

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

<220>

Thr

Val

Arg

Asp

His

Tyr

Asn

Ala

Glu

Lys

Ser

Asn

Phe

Gly

His

17
10
PRT

Cys

Phe

Thr

Pro

Asn

Arg

Gly

Pro

Pro

Asn

Asp

Tyr

Leu

Asn

Tyr

Pro

Leu

Pro

Glu

Ala

Val

Lys

Ile

Gln

Gln

Ile

Lys

Tyr

Val

Thr

Pro
230

Phe
245

Glu
260

Val
275

Lys
290

Val
305

Glu
320

Glu
335

Val
350

Val
365

Ala
380

Thr
395

Ser
410

Phe
425

Gln
440

Cys

Pro

Val

Lys

Thr

Ser

Tyr

Lys

Tyr

Ser

Val

Thr

Lys

Ser

Lys

Trinh tuy nhan tao

Pro

Pro

Thr

Phe

Lys

Val

Lys

Thr

Thr

Leu

Glu

Pro

Leu

Cys

Ser
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Ala

Lys

Cys

Asn

Pro

Leu

Cys

Ile

Leu

Thr

Trp

Pro

Thr

Ser

Leu
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Pro

Pro

vVal

Trp

Arg

Thr

Lys

Ser

Pro

Cys

Glu

Val

Val

Val

Ser

Glu
235

Lys
250

Val
265

Tyr
280

Glu
295

Val
310

vVal
325

Lys
340

Pro
355

Leu
370

Ser
385

Leu
400

Asp
415

Met
430

Leu
445

Leu

Asp

Val

Val

Glu

Leu

Ser

Ala

Ser

val

Asn

Asp

Lys

His

Ser

Leu

Thr

Asp

Asp

Gln

His

Asn

Lys

Arg

Lys

Gly

Ser

Ser

Glu

Pro

Gly

Leu

Val

Gly

Tyr

Gln

Lys

Gly

Glu

Gly

Gln

Asp

Arg

Ala

Gly

Giy
Met
Ser
Val
Asn
Asp
Ala
Gln
Glu
Phe
Pro
Gly
Trp
Leu

Lys

Pro
240

Ile
255
His
270

Glu
285

Ser
300

Trp
315

Leu
330

Pro
345

Met
360

Tyr
375

Glu
390

Ser
405

Gln
420

His
435



<223>

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

<400>

Trinh tyu duoc tdng

Xaa
10
Xaa tét hon néu 1la

17

Gly Phe Thr Phe Thr Asp

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

<220>
<223>

<400>

5
18
17
PRT
Trinh ty nhén tao

Trinh tu duoc tdng

18

Asp Val Asn Pro Asn Ser

1

5

Lys Gly

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

<220>
<223>

<400>

19
10
PRT
Trinh ty nhan tao

Trinh tu dugc tdng

19

Asn Leu Gly Pro Ser Phe

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

<220>
<223>

<400>

5
20
11
PRT
Trinh ty nhan tao

Trinh tu dugc tdng

20

Lys Ala Ser Gln Asp Val

<210>
<211>

5

21
7

26011

hop

D hodc S

Tyr Thr Met Xaa
10

hop

Gly Gly Ser Ile Tyr Asn Gln Arg Phe

10

hop

Tyr Phe Asp Tyr
10

hop

Ser Ile Gly Val Ala
10

-130-

15



<212> PRT :
<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> Trinh tu duoc tdéng

<220>

<221> Xaa

<222> 5

<223> Xaa tbét hon néu la

<220>

<221> Xaa

<222> 6

<223> Xaa tbét hon néu la

<220>

<221> Xaa

<222> 71

<223> Xaa tbét hon néu la

<400> 21
Ser Ala Ser Tyr Xaa Xaa
5

<210> 22

<211> 9

<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> Trinh tu duoc tdng

<400> 22
Gln Gln Tyr Tyr Ile Tyr
5

<210> 23

<211> 10

<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> Trinh tu dugc tdng

<400> 23
Gly Phe Thr Phe Thr Asp
5

<210> 24
<211> 7
<212> PRT

26011

hop

Xaa

hop

Pro Tyr Thr

hop

Tyr Thr Met Asp

-131-

10



<213>

<220>
<223>

<400>

Ser Ala Ser Tyr Arg Tyr Thr

Trinh ty nhén tao

Trinh ty dugc tdng hop

24

5

26011
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