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Linh vie k§ thuét dwoge dé cap

Sang ché a8 cap dén dugc phim dang 16ng chira chit chii van peptit cia
thu thé nhay canxi, dic biét 1a dugc phim van 8n dinh sau khi bao quan trong
mot khoang thoi gian dai. Sang ché ciing dé cdp dén phwong phap biao ché
dugc phdm nay.

Tinh trang k¥ thuit ciia sang ché

Nhiéu hop chét c6 hoat tinh 1dm giam ndng dd hormon tuyén cén giap
d3 dugc mo ta. Xem WO 2011/014707. Theo mdt phwong an, hop chit ndy cé
thé c6 cong thirc sau:

H-1-Cys—OH
|
" S—S
|
Ac—D-Cys—D-Ala—D-Arg—D-Arg-D-Arg-D-Ala—D-Arg-NH,

Mach chinh c¢é 7 axit amin, tit cd & dang cdu hinh D va gbc xystein
mach bén & dang cdu hinh L. Piu cudi amino dugc axetyl héa va diu cubi
carboxyl dugc amit héa. Hop chét nay (“AMG-416”) c6 tinh hiru dung dé didu
tri bénh cudng tuyén can gidp thir phat (secondary hyperparathyroidism -
SHPT) & bénh nhan thdm tach m4u. Dugc phdm dang 16ng chira AMG-416 c6
thé cho dbi twong ding theo dudng tinh mach. Mubi hydroclorua cia
AMG-416 c6 thé c6 cong thirc sau:

H-1-Cys-OH
|
S—S
|
Ac—D-Cys—D-Ala-D-Arg-D-Arg-D-Arg-D-Ala-D-Arg-NH, * x(HCI)

Peptit tri liéu d4t ra mot sb thach thirc d6i véi dugc phdm chira chiing.
Peptit néi chung, va dic biét 1 cac peptit chita mot lién két disulfua, thuong
chi c¢6 d6 6n dinh trung binh hodc kém trong dung dich nudc. Peptit d& bi thuy
phan lién két amit & ca d6 pH thip 13n cao. Lién két disulfua c6 thé khong bn
dinh ngay ca trong céc diéu kién kha nhe (gin vé6i do pH trung tinh). Ngoai ra,
peptit chira disulfua khdng phai dang vong thudng dic biét dé tao ra dime. Do
do, peptit tri liéu thuong dugc cung cép & dang dong kho nhanh, duéi dang bot
kho hoic banh, & hoan nguyén sau. Dugc phdm dong kho chira peptit tri liéu
c6 wu diém 13 c6 d6 dn dinh trong mot khoang thdi gian dai, nhung né lai
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khong thuén tién khi st dung vi né doi hoi phai bd sung mét hodc nhidu chét
pha lodng va cé nguy co tiém 4n xay ra 16i do viéc sir dung loai hodc lugng
chit pha loing khéng ding, cling nhu nguy co nhiém tap. Ngoai ra, qué trinh
dong kho tiéu tén nhiéu thoi gian va chi phi.

Do d6, ¢6 nhu ciu v& dugc phim dang 16ng chira chit chi van peptit ciia
thy thé nhay canxi nhu AMG 416. Mong muén c¢é dugc phim dang léng 6n
dinh trong mot khoang thoi gian dai trong didu kién bao quéan thich hop va
thich hop @ ding qua dudng tiém tinh mach hoic céc duong dung khéc.

Ban chit k§ thuit ciia sing ché

Sang ché dé xuét dugc phdm dang 16ng chira chit chi vAn peptit cia thu
thé nhay canxi, nhu etelcalxetit (AMG 416). |

Theo mot phuong 4n, duge phdm nay c6 d6 pH nim trong khoang tir 2,0
dén 5,0. Theo mét phuong 4n khic, dugc phim nay c¢6 d6 pH nim trong
khoang tir 2,5 dén 4,5. Theo mot phuong 4n khéc, dwoc phdm nay c6 do pH
nim trong khoang tir 2,5 dén 4,0. Theo mét phwong an khéc, dugc phim ndy c6
d6 pH nim trong khoang tir 3,0 dén 3,5. Theo mot phuong 4n khéc, duge phim
nay c6 d6 pH nam trong khoang tir 3,0 dén 4,0. Theo mot phuong an khac,
dugc phim ndy c¢6 d6 pH nidm trong khoang tir 2,8 dén 3,8.

Theo phuong 4n khéc, d6 pH cia duge phdm nay dugc duy tri biang
dung dich dém dugc dung. Cac dung dich dém nhur vay bao gém, nhung khong
chi gi¢i han &, dung dich dém sucxinat, dung dich dém axetat, dung dich dém
xitrat va dung dich dém phosphat. Theo phuong an khac, dung dich dém la
dung dich dém sucxinat. P§ pH ciia dugc phim nay c6 thé dugce didu chinh,
néu cén, bing axit hoic bazo nhu HCI hoic NaOH.

Theo phuong 4n khéc, chit chii van peptit ciia thu thé nhay canxi c6 mait
& ndng d6 nim trong khoang tir 0,1mg/mL dn 20mg/mL. Theo phuong an
khac, peptit c6 mit & ndng d6 nim trong khoang tir Img/mL dén 15mg/mlL.
Theo phuong 4n khéc, peptit c6 mit & ndng d6 nam trong khoang tir 2,5mg/mL
dén 10mg/mL. Theo phuong 4n khic, peptit c6 mit & ndng do khoang
Img/mL, 5Smg/mL hodc 10mg/mL.

Theo phuong 4n khac, AMG 416 c6 mit & ndng d6 nim trong khoang tir
0,Img/mL dén 20mg/mL. Theo mdt phwong 4n, AMG 416 c6 mit & ndng dd
nim trong khoang tir Img/mL dén 15mg/mL. Theo phuong 4n khic, AMG 416
c6 mit & ndng d6 nim trong khoang tir 2,5mg/mL dén 10mg/mL. Theo phuong
4n khac, AMG 416 c6 mit & ndng d6 khoang 1mg/mL, 2,5mg/mL, 5mg/mL
hodc 10mg/mL.

v Theo phuong 4n khac, AMG 416 c6 mit & ndng d6 nim trong khoang tir
0,Img/mL dén 20mg/mL. Theo mdt phwong 4n, AMG 416 c6 mit & ndng dd
nim trong khoang tir Img/mL dén 15mg/mL. Theo phuong &n khiac, AMG 416
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c6 mit & ndng d6 nim trong khoang tir 2,5mg/mL dén 10mg/mL. Theo phuong
an khac, AMG 416 c6 mit & néng do nim trong khoang tir Img/mL d&n
5mg/mL. Theo phuong 4n khic, AMG 416 c6 mit & ndéng do nam trong
khoang tir Smg/mL dén 10mg/mL. Theo phuong 4n khac, AMG 416 c6 mit &
ndng d9 nim trong khoang tir 0,5 dén 1,5mg/mL, tir 2,0 dén 3,0mg/mL, tir 4,5
dén 5,5mg/mL hoic tir 9,5 dén 10,5mg/mL

Theo phuong 4n khéc, dugc phim nay con chira chét diéu chinh truong
luc duge dung hozic hdn hop chira chét diéu chinh truong luc duge dung. Theo
phuong 4n khac, chit didu chinh truong luc (hodic hdn hop ciia chét diéu chinh
truong luc) c¢6 mit & ndng do da dé duoc phidm niy c6 tinh gin nhu ding
trwong véi dich co thé (vi du, méu ngudi). Theo mot khia canh khéc, chit diéu
chinh truong luc 1a NaCl.

Theo phuong 4n khac, duoc phim niy chira luong hitu hiéu c6 tac dung
diéu tri bénh cua chit cha van peptit cua thu thé nhay canxi. Theo m{t phuong
an duoc vu tién, duoc phdm nay chtra lwong hitu hiéu 6 tac dung diéu tri bénh
cia AMG 416.

Theo phuong an khac, dugc phdm nay c6 mirc thoai bién thip hon 10%
khi dugc bao quan & nhiét do 2-8°C trong thdi gian dén 2 nim. Theo phwong
an khac, dugc phim ndy c6 mirc thoai bién thip hon 10% khi duoc bao quan &
nhiét d6 2-8°C trong thoi gian dén 3 nim. Theo phuong 4n khac, dugc phim
nay c6 mirc thodi bién thip hon 10% khi dugc bao quan & nhiét d6 2-8°C trong
thoi gian dén 4 nam.

Theo phuong an khac, dugc phdm niy cé mirc thoi bién thdp hon 8%
khi duoc bao quan & nhiét dj 2-8°C trong thoi gian d&én 2 nim. Theo phuong
an khéac, dugc phim nay c6 mirc thoai bién thip hon 8% khi dugc bao quan &
nhiét d6 2-8°C trong thoi gian dén 3 niam. Theo phuong 4n khéc, duoc phim
ndy c6 muc thoai bién thép hon 8% khi dugc bado quan & nhiét 4o 2-8°C trong
thoi gian dén 4 nam.

Theo phuong an khac, dugc phdm ndy cé mirc thoai bién thip hon 10%
khi dugc bdo quan & nhiét dJ trong phong trong 3 thang. Theo phuong an khéc,
dugc phdm nay cé mirc thodi bién thdp hon 10% khi dugc bao quan & nhiét do
trong phong trong thoi gian dén 6 thang. Theo phwong 4n khac, duoc phdm nay
c6 mirc thodi bién thap hon 10% khi dugc bao quan & nhiét do trong phong
trong thoi gian dén 1 nam.

Theo phuong 4n khéc, sang ché dé xuét dugc phim chira chét chii van
peptit ctia thu thé nhay canxi (vi du, AMG 416) véi ndng d6 nim trong khoang
tir 0,5mg/mL dén 20mg/mL trong dung dich nuéc, dung dich dém sucxinat duy
tri dugc phidm nay & d6 pH nim trong khoang tir 3,0 dén 3,5, va ndng d6 natri
clorua du dé cho dugc phdm ndy gin déng truong v6i méu ngudi.
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MO ta vit tit cac hinh vé

Fig.1 13 cic db thi thé hién d6 tinh khiét (%) dudi dang ham theo thoi
gian (ngdy) d6i véi dung dich AMG 416 trong dung dich nuéc mudi dém
sucxinat (46 pH = 4,5) & nhiét d6 trong phong (RT). Fig.1A 1a d thi thé hién
d6 6n dinh ciia dung dich AMG 416 c6 ndng d6 AMG 416 13 200, 66, 20, 6,7,
2,2 va 0,67mg/mL. Trén Fig.1B, pham vi dugc m& rong dé minh hoa mot cach
16 rang hon kiéu thoai bién & ndng d6 20mg/mL va thip hon.

Fig.2 1 dd thi thé hién do tinh khiét (%) dué6i dang ham theo thoi gian
(ngay) d6i v6i dung dich AMG 416 trong dung dich nuéc mudi dém sucxinat
(@6 pH = 4,5) & 40°C c6 ndng d6 AMG 416 la khoang 20, 6,7, 2,2 va
0,67mg/mL.

Fig.3 13 cac dd thi thé hién do tinh khiét (%) dudi dang ham theo thoi
gian (ngay) dbi v6i dung dich AMG 416 trong dung dich nuéc mudi dém
sucxinat (d6 pH =2, 3, 4, 5 va 6) & 40°C. Trén Fig.3A, ndng d6 cia AMG 416
13 10mg/mL va trén Fig.3B ndng d6 ctia AMG 416 13 2,5mg/mL.

Fig.4 1a cac dd thi thé hién dd tinh khiét (%) & 28 ngay dudi dang ham
cia 46 pH 13 dbi véi dung dich AMG 416 trong dung dich nuéc mudi dém
sucxinat ¢ nhiét do 2-8°C, RT va 40°C. Trén Fig.4A, néng d6 cia AMG 416 1a
10mg/mL va trén Fig.4B ndng d6 cia AMG 416 13 2,5mg/mL.

Fig.5 13 cac hinh v& thé hién hinh anh sic ky HPLC. Vét HPLC trén
Fig.5A 13 dbi v6i dung dich AMG 416 (5mg/mL, d6 pH = 2,25) duoc bao quan
trong 27 ngay & 40°C (d6 tinh khiét 87,8%). Trén Fig.5B, pham vi dugc md
rong dé minh hoa mét cach 1 rang hon cac dinh.

Fig.6 13 c4c hinh v& thé hién hinh anh sic ky HPLC. Vét HPLC trén
Fig.6A 13 dbi voi dung dich AMG 416 (5mg/mL, d6 pH = 3,5) dugc bao quan
trong 27 ngay & 40°C (do tinh khiét 91,7%). Trén Fig.6B, pham vi dugc mé
rong dé minh hoa mét cach rd rang hon cac dinh.

Fig.7 1a b thj thé hién do tinh khiét (%) dudi dang ham theo thoi gian
(ngdy) dbi véi mot loat dung dich AMG 416 (5mg/mL) trong dung dich nuéc
" mubi dém sucxinat (d6 pH = 2,25, 2,5, 3,0 va 3,5) & nhiét d6 2-8°C.

Fig.8 1a d thi thé hién d0 tinh khiét (%) duéi dang him theo thdi gian
(ngdy) d6i véi cac dung dich AMG 416 (5mg/mL) trong dung dich nuéc mudi
dém sucxinat (d0 pH = 2,25, 2,5, 3,0 va 3,5) & nhiét d) trong phong.

Fig.9 1a db thi thé hién d6 tinh khiét (%) dudi dang ham theo thdi gian
(ngay) d6i véi cac dung dich AMG 416 (5Smg/mL) trong dung dich nuéc mudi
dém sucxinat (46 pH = 2,25, 2,5, 3,0 va 3,5) & 40°C.

Fig.10 1a cac @b thi thé hién muc thoéi bién (%) dudi dang ham theo
thoi gian (ngay) d6i voi cac dung dich AMG 416 (Smg/mL) trong dung dich
nudc mudi dém sucxinat (46 pH = 2,25, 2,5, 3,0 va 3,5). Dién bién theo thoi
gian clia qua trinh khir amit dau tin cing C duoc thé hién & nhiét do 2-8°C
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(Fig.10A), RT (Fig.10B) va & 40°C (Fig.10C). Luu ¥ rang pham vi ciia cia truc
y 1 khac nhau trong mdi dd thi.

‘Fig.11 13 cac dd thi thé hién muc thodi bién (%) dudi dang ham theo
thoi gian (ngdy) dbi véi cac dung dich AMG 416 (5mg/mL) trong dung dich
nude mubi dém sucxinat (dd pH = 2,25, 2.5, 3,0 va 3,5). Khoang thoi gian tao
ra homodime duoc thé hién & nhiét d6 2-8°C (Fig.11A), RT (Fig.11B) va &
40°C (Fig.11C). Luu ¥ rang pham vi cia truc y ciia Fig.11C 13 khac v6i pham
vi cua truc y cua Fig.11A va 11B.

Fig.12 14 cac db thi thé hién do tinh khiét (%) du6i dang ham cta do pH
(2,8-3,8), ndng 46 AMG 416 (4-6mg/mL) va NaCl (0,7-1,0%) dbi véi cac
dung dich trong dung dich nuéc mubi dém sucxinat dugc bao quan & nhiét do
2-8°C (Fig.12A), 25°C (Fig.12B) va 40°C (Fig.12C).

Fig.13 13 cac dd thi thé hién do tinh khiét (%) dudi dang ham theo thoi
gian (thang) d6i voi cac dung dich AMG 416 (3,4mg/mL) trong dung dich
nude mubi dém sucxinat (4o pH = 2,5, 3,0, 3,5) duoc bdo quan & nhiét 46 2-
8°C (Fig.13A), 25°C (Fig.13B) va 40°C (Fig.13C).

‘M ta chi tiét sang ché

Céac d& muc dung trong ban mé ta ndy chi nhim muc dich ciu tric va
khoéng dugc hidu 12 gidi han ddi tuong duoc mo ta.

Trir khi ¢6 quy dinh khac trong badn md ta, cac thuat ngit khoa hoc va k¥
thuat duoc sir dung lién quan dén don sang ché s& cé nghia nhu duoc hiéu
thong thuong béi ngudi c6 hiéu biét trung binh trong linh vuc k¥ thuat ndy.
Ngoai ra, trir khi ¢c6 quy dinh khac trong ban mé ta, cac thuat ngi sb it s& bao
ham sb nhiéu va cc thuit ngir s6 nhidu s& bao ham sb it.

Noi chung, cac danh phap dugc st dung lién quan dén, va cac k¥ thuat
vé, sinh hoc phan tir v héa hoc protein duge md ta trong ban md ta nay 13 cac
danh phap d3 biét va thudong dugc sir dung trong linh vuc k¥ thut nay. Céc
phwong phap va ky thuat ciia don sang ché thuong duge thuc hién theo cac
phuong phap thong thudng di biét trong linh vuc nay va nhu duge md ta trong
c4c tai lidu tham khao chung va chuyén nganh khac nhau duoc dé cap va mb ta
trong toan bd phin mo ta sang ché, trir khi c6 chi din khac. Xem, vi du, Laszlo,
Peptide-Based Drug Design: Methods and Protocols, Humana Press (2008);
Benoiton, Chemistry of Peptide Synthesis, CRC Press (2005); Ausubel ef al.,
Current Protocols in Molelular Biology, Greene Publishing Associates (1992),
dugc dwa vao trong ban mé ta ndy bing cach vién dn nhdm muc dich bét ky.
Phuong phép tinh ché duoc thuc hién theo thong sb k§ thuat ciia nha san xuit,
nhu thuong dugc thuc hién trong linh vuc k¥ thuat nay hodc nhu dugc mo ta
trong ban mo ta ndy. Thuit ngir dugc sir dung lién quan dén, va cic phuong
phép va k¥ thuét thi nghiém ciia, héa hoc phan tich, hoa hiru co téng hop, va
hoéa dugc va héa y duge mb ta trong ban md ta nay 13 cac thuat ngir di biét va
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thudong dugce sir dung trong linh vuc k¥ thuat ndy. Céc k§ thut chuin c6 thé
dugc st dung dé téng hop héa hoc, phan tich héa hoc, bao ché dugc phém, pha
ché, va phan phéi, va dleu tri bénh nhan.

Cén phai hiéu ring phan bdc 16 nay khéng chi giéi han & phuong phap,
quy trinh, va chit phan tng cu thé, v.v, dugc md ta trong ban md ti ndy va
phuong phép, quy trinh, va chit phan tmg cu thé cé thé thay d6i. Thuat ngit
duogc st dung trong ban md ta ndy chi nhim muc dich mé ta cac phwong 4n cu
thé, va khong duoc du dinh dé giéi han pham vi sang ché, dugc xac dinh hoan
toan béi yéu cau bao ho.

- Trong ban mo ta nay, thudt ngit “khoang” trong ngit canh cua gia tri
hodc khoang d3 cho ding d& chi gi tri hoic khoang nim trong pham vi 20%,
t6t hon 12 trong pham vi 10%, va tét hon nita 13 trong pham vi 5% gi4 tri hozic
khoang da cho
I. Binh nghia chung

Theo quy tic, khi dugc sir dung trong ban md ta ndy, “mdt” c6 nghia 13
“mot hodc nhiéu”, trir khi c6 chi dan khac.

Thuit ngit “AMG 416” (con dugc goi 1a etelcalxetit, tén truéc day la
velcalxetit) ding dé chi hop chét c6 tén héa hoc: N-axetyl-D-xysteinyl-D-
alanyl-D- argmyl D-arginyl-D-arginyl-D-alanyl-D-arginamit ~ disulfua v6i1 L-
xystein, c6 thé c6 cong thirc sau:

H-1-Cys—OH
|
S—S
|
Ac—D-Cys—D-Ala—D-Arg-D-Arg—D-Arg-D-Ala-D-Arg-NH,

Céc thuat ngit “AMG 416 hydroclorua” hoic “AMG 416 HCI” c6 thé
duogc ding thay dbi cho nhau va ding dé chi hop chat c6 tén héa hoc: N-axetyl-
D-xysteinyl-D-alanyl-D-arginyl-D-arginyl-D-arginyl-D-alanyl-D-arginamit
disulfua v6i L-xystein hydroclorua, c6 thé cé cong thirc sau:

H-L-Cys—OH
|
S—S
|
Ac—D-Cys—D-Ala—D-Arg-D-Arg-D-Arg-D-Ala-D-Arg-NH, * xHCI

Trong ban moé ta nay, cac thudt nglr “axit amin ” va “gdc” ¢6 thé duoc
ding thay d6i cho nhau va, khi dugc sir dung trong ngit canh cla peptit hodc
polypeptit, ding dé chi c4 axit amin tu nhién va tbng hop ciing nhur céc chét
tuong tr axit amin, chit bit chudc axit amin va axit amin khong tu nhién 13
tuong tr vé& mit héa hoc véi axit amin tw nhién.

- Thuét ngit “diu tri” ding d& chi cac du hiéu thanh cong bat ky trong
didu tri hodc cai thién tén thuong, bénh 1y hogc tinh trang bénh 1y, bao gdm céc
thong s6 chu quan hoiic khach quan b4t ky nhu thuyén giam; mién giim; giam
b6t cac ddu hidu hodc cac triéu chimg hoic 1am cho tn thuong, bénh 1y hoic

tinh trang bénh 1y chiu duoc tét hon déi v&i ngudi bénh; 1am chim téc do thoai
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bién hodc suy yéu; 1am cho diém thoai bién cubi suy yéu it hon; cai thién tinh
thin va thé chit ciia ngudi bénh tét hon. Diéu tri hoic cai thién cac diu hiéu
hodc cac tridu ching c6 thé dua vio cac théng s6 khach quan va chi quan; bao -
gdm két qua kham strc khoe, vi du, diéu tri SHPT bang cach 1am giam mirc gia
ting ctia hormon tuyén cén gidp (PTH).

Céc thuat ngit “lidu luong c6 tac dung didu tri” va “lugng hitu hiéu cé
tac dung diéu tri,” khi dugc st dung trong ban md ta ndy, nghia 1a luong tao ra
dugc dap tng thudc hodc dép tmg sinh hoc trong hé md, dong vat, hodc ngudi
dugc tim ra bdi nha nghién ciru, bac s§, hodc bac sy 1am sang khac, bao gbm
lam thuyén giam hoac cai thién céc dAu hiéu hoic cac triéu ching cia bénh 1y
hodc réi loan dugc didu tri, vi du, mot lugng AMG 416 1am giam dugc mirc
PTH gia ting mong mudn.

Thuit ngt “nhiét d6 trong phong” khi dugc st dung trong ban mo ta nay
dung dé chi nhiét do khoang 25°C. Viéc bao quan trong “diéu kién lanh” khi
dugc st dung trong ban md ta niy ding dé chi viéc bao quan & nhiét d¢ 2-8°C.

Cac thuat ngir “peptit”, “polypeptit” va “protein” co thé duogc dung thay
d6i cho nhau va ding dé chi polyme ctia axit amin, thudng dugc ndi véi nhau

“qua 1ién két peptit hodc disulfua. C4c thuat ngit ndy ciing 4p dung vé6i polyme -
axit amin trong d6 mot hogc nhiéu gdc axit amin 13 chit ddng phan hoic chat
bt chudc cia axit amin ty nhién trong tng, cling nhu véi polyme axit amin tu
nhién. Céc thuét ngit ciing c6 thé bao gbm polyme axit amin di dugc cai bién,
vi du, bing cich bd sung gbc hydratcacbon dé tao ra glycoprotein, hodc
phosphoryl hoa. Peptit, polypeptit va protein co thé duoc san xuét bang cach
tbng hop pha 16ng hoic tdng hop pha rin hodc bing k¥ thuat di truyén hoic té
bao téi td hop.

“Bién th8” cua peptit hodc polypeptit bao gdm trinh tir axit amin trong
d6 mdt hodc nhidu gdc axit amin dugc cii xen vao, dugc giy khuyét doan
va/hodc dugce thé vao trinh ty axit amin so véi trinh tu polypeptit khac. Cac
bién thé bao gdm cac protein dung hop.

“Dan xuAt” ciia peptit hodc polypeptit 13 peptit hodc polypeptit d3 duoc
cai bién v& mit héa hoc theo mot sb cach khac vé6i cai xen, giy khuyét doan,
hodc thay thé cic bién thé, vi du, nhd két hop véi gbe héa hoc khac. Cai bién
nhu vay cé thé bao gém bd sung cong héa tri nhém vao cic d4u tAn amino
va/hodc carboxy cua peptit hodc polypeptit, vi du, axetyl héa diu tdn amino
va/hodc amit héa diu tin carboxy ciia peptit hogc polypeptit.

Thuat ngir “axit amin” bao gbdm nghia binh thudng cia n6 trong linh vuc
k¥ thuat ndy. 20 axit amin tw nhién va cac tir viét tit ciia ching theo cch sir
dung thong thudong. Xem, Immunology-A Synthesis, 2nd Edition, (E. S. Golub
va D. R. Green, eds.), Sinauer Associates: Sunderland, Mass. (1991), dugc dua
vao ban mé ta ndy bang cach vién din cho muc dich bét ky. Chit ddng phan 14p
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thé (vi du, D-axit amin) ctia 19 axit amin thong thudng (ngoai trir glyxin), axit
amin khong tu nhién nhu axit amin dwoc thé hai 14n [alpha]-, [alpha], N-alkyl
axit amin, va axit amin khong thong thudng khéac ciing c6 thé 13 cac hop phin
thich hop cho polypeptit va bao him trong cum tir “axit amin”. Vi du vé axit
amin khéng thong thudng bao gdm: homoxystein, ornithin, 4-hydroxyprolin,
[gamma]-carboxyglutamat, [epsilon]-N,N,N-trimetyllysin, [epsilon]-N-
axetyllysin, O-phosphoserin, N-axetylserin, N-formylmetionin, 3-metylhistidin,
5-hydroxylysin, [sigma]-N-metylarginin, va axit amin tuong tg khéac va axit
imino (vi duy, 4-hydroxyprolin). Trong ky hi¢u polypeptit dugc st dung trong
ban mé ta nay, ddu cubi amino ndm bén trai va diu cubi carboxyl nim bén
phai, phtt hop theo viée sir dung va quy tic chuin.

“Péi trgng” hodc “ngudi bénh” khi dugc sir dung trong ban mé ta ndy
c6 thé 13 dong vat c6 via bat ky. Theo phuong an dai dién, ddi twong hodc ngudi
bénh 12 ngudi.

“Dung dich dém” khi duoc st dung trong ban mé ta ndy ding dé chi
~ ché phim, trong d6 ché phim niy chira axit yéu va bazo lién hop cia nd
(thuong 1 dudi dang mubi ciia bazo lién hop), bazo yéu va axit lién hop cla
n6, hoic hdn hop cia ching. Ngudi c6 hiéu biét trong linh virc nay dé dang
hiéu ring nhidu dung dich dém c6 thé dugc dung trong dugc phdm theo sang
ché. Dung dich dém dai dién bao gém, nhung khong chi giéi han &, axit yéu,
bazo yéu duogc dung, hoic hdn hop ciia ching. Dung dich dém dugc dung dugc
ldy 1am vi du bao gdm axetat (vi du, natri axetat), sucxinat (vi du, natri
sucxinat).

Cum tir “axit yéu” 13 axit héa hoc khong ion héa hoan toan trong dung
dich nuéc; nghia 13, néu axit dugc dai dién bing cong thirc chung HA, thi dung
dich nu6c A- tao thanh, nhung luong déng ké ciia HA khong phan ly van con.
Hing s phan ly axit (K,) cta axit yéu thay dbi trong khoang tir 1,8x107® dén
55,5. '

Cum tir “bazo yéu” 13 bazo héa hoc khong ion héa hoan toan trong dung
dich nuéc; nghia 13, néu bazo dugc dai dién b%lng cong thirc chung B, thi dung
dich nu6c BH+ tao thanh, nhung lrong dang ké cia B khong proton héa vin
con. Hing sb phan ly axit (K,) cia axit yéu ngiu hop thu dwoc BH+ thay ddi
trong khoang tir 1,8x107'® dén 55,5. |

Cum tir “axit ngdu hop” 13 thanh vién axit, HX+, ctia mdt cip hai hop
chét (HX+, X) bién ddi vao nhau bang cach nhan vao vao hodc mét di proton.

Cum tir “bazo ngiu hop” 13 thanh vién bazo, X-, cia mot cip hai hop
chét (HX, X-) bién dbi vao nhau bing c4ch nhan vio vao hoic mét di proton.

Cum tir “mudi cia bazo lién hop” 13 mudi ion chira bazo ngiu hop, X-,
va dugc nap ion duong.
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Cum tir “hé dung dich dém” c6 nghia 12 hdn hop bao gdm it nhit hai
dung dich dém.

Thuft ngit “q:s.” c6 nghia 13 bd sung luong vira du dé dat duoc chirc
mong mudn, vi du, & dua dung dich dén thé tich mong muén (tirc 13 100%).

Cum tir “chét diéu chinh truong luc” c6 nghia 13 chét tro duge dung cb
thé dugc bd sung vao duoc phidm dé didu chinh tinh ding trrong cia dugc
phim. Chét diéu chinh truong luc thich hop cho sang ché bao gdm, nhung
khong chi giéi han &, natri clorua, kali clorua, manitol hodc glyxerin va cac
chét diéu chinh truong luc dugc dung khac.

IL. Phuong 4n theo sang ché ,

Séang ché dé xuit dugc phim dang 16ng chira chit chi van peptit cia thu
thé nhay canxi, trong d6 dugc phim nay c6 d6 pH nim trong khoang tir 2,0 dén
5,0. Theo mdt phuong an duge uu ti€n, sang ché d& xuét dugc phém dang long
chira AMG 416, trong d6 dugc phdm nay c6 d6 pH nim trong khoang tir 2,0
dén 5,0. AMG 416 va quy trinh diéu ché né dugc mé ta trong Cong bb don
qubc té s6 WO 2011/014707. Vi du, AMG 416 c6 thé dugc didu ché bang cich
tbng hop pha rin tir axit amin D dugc bao vé Fmoc trong tng. Sau khi phan
‘tach ra khoi nhya, nguyén liéu c6 thé duoc xtr 1y bing Boc-L-Cys(NPyS)-OH
dé tao ra lién két disulfua. Nhém Boc sau d6 c6 thé duoc loai boé bing axit
trifloaxetic (TFA) va san phim thu dugc duoc tinh ché bing sic ky 1éng hiéu
ning cao pha dao (HPLC) va dugc tach dudi dang mudi TFA bang cach dong
kho. Mubi TFA nay c6 thé dugc chuyén hod thanh mubi duoc dung bang cach
trao d8i mudi sau d6. Cac phuong phap nhu vay 13 di biét trong linh vuc nay
va bao gdm, vi du, phuong phap trao dbi ion, tuy ¥ tiép d6 14 tinh ché san phdm
thu duoc (vi du, bang séc k¥ 16ng pha do hozc thdm loc d4o).

Dugc phim theo sang ché durgc mé ta chi yéu 13 vé peptit tri lidu, AMG
416, du6i dang hoat chit. Tuy nhién, ngudi c6 hiéu biét trong linh vuc nay s&
dé dang hiéu ring, sang ché ciing m& rong dén cac bién thé va din xuét cua
AMG 416.

Vi du, theo mot phuong 4n, dugc phdm theo sang ché ciing c6 thé duoc
st dung véi: N-axetyl-D-xysteinyl-D-alanyl-D-arginyl-D-arginyl-D-arginyl-D-
alanyl-D-arginamit disulfua v&i D-xystein. Theo phuong 4n khac, dugc phdm
theo sang ché ciing c6 thé dugc sir dung v6i N-axetyl-D-xysteinyl-D-alanyl-D-
arginyl-D-arginyl-D-arginyl-D-alanyl-D-arginamit disulfua v61 N-axetyl-D-
xystein. Theo phuong 4n khéc, dugc phim theo sang ché ciing c6 thé dugc sir
dﬁng véi:  N-axetyl-D-xysteinyl-D-alanyl-D-arginyl-D-arginyl-D-arginyl-D-
alanyl-D-arginamit disulfua véi N-axetyl-L-xystein.

Theo phwong 4n khic, dugc phdm theo sang ché ciing c6 thé duoc sir
dung véi: N-axetyl-L-xysteinyl-L-alanyl-L-arginyl-L-arginyl-L-arginyl-L-alanyl-
L-arginamit disulfua v6i D-xystein. Theo phuong an khac, dugc phim theo
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sang ché ciing c6 thé dugc sir dung véi: N-axetyl-L-xysteinyl-L-alanyl-L-
arginyl-L-arginyl-L-arginyl-L-alanyl-L-arginamit disulfua véi L-xystein. Theo
‘phuong 4n khéc, dugc phim theo sang ché ciing c6 thé dugc sir dung véi:
N-axetyl-L-xysteinyl-L-alanyl-L-arginyl-L-arginyl-L-arginyl-L-alanyl-L-
arginamit disulfua v6i N-axetyl-D-xystein. Theo phuong 4n khac, dugc phim
theo sang ché ciing c6 thé duoc st dung véi: N-axetyl-L-xysteinyl-L-alanyl-L-
arginyl-L-arginyl-L-arginyl-L-alanyl-L-arginamit ~ disulfua véi N-axetyl-L-
xystein.

Theo phuong 4n khéc, dugc phdm theo sang ché ciing c¢6 thé dugc sir
dung vé&i:  N-axetyl-D-xysteinyl-D-arginyl-D-arginyl-D-alanyl-D-arginyl-D-
alanyl-D-arginamit disulfua véi D-xystein. Theo phuong 4n khac, duoc phim
theo sang ché ciing c6 thé duoc sir dung véi: N-axetyl-D-xysteinyl-D-arginyl-D-
arginyl-D-alanyl-D-arginyl-D-alanyl-D-arginamit disulfua véi L-xystein. Theo
phuong 4n khic, dugc phidm theo sang ché ciing c6 thé duoc sit dung véi:
N-axetyl-D-xysteinyl-D-arginyl-D-arginyl-D-alanyl-D-arginyl-D-alanyl-D-
arginamit disulfua véi N-axetyl-D-xystein. Theo phuong an khéc, duoc phdm
theo sang ché ciing c6 thé dugc st dung véi: N-axetyl-D-xysteinyl-D-arginyl-D-
arginyi-D-alanyl-D-arginyl-D-alanyl-D-arginamit ~ disulfua vd&i N-axetyl-L-
xystein.

Theo phuong 4n khac, dugc phdm theo sang ché ciing c6 thé duoc sir
dung v6i: N-axetyl-L-xysteinyl-L-arginyl-L-arginyl-L-alanyl-L-arginyl-L-alanyl-
L-arginamit disulfua véi D-xystein. Theo phuong 4n khac, dugc phdm theo
'séng ché ciing c6 thé duoc st dung véi: N-axetyl-L-xysteinyl-L-arginyl-L-
arginyl-L-alanyl-L-arginyl-L-alanyl-L-arginamit disulfua véi L-xystein. Theo
phuong 4n khéc, duoc phim theo sang ché ciing cé thé dugc sir dung véi:
N-axetyl-L-xysteinyl-L-arginyl-L-arginyl-L-alanyl-L-arginyl-L-alanyl-L-
arginamit disulfua v6i N-axetyl-D-xystein. Theo phuong an khéc, duoc phdm
theo sang ché ciing c6 thé duoc sir dung véi: N-axetyl-L-xysteinyl-L-arginyl-L-
arginyl-L-alanyl-L-arginyl-L-alanyl-L-arginamit ~ disulfua v&i  N-axetyl-L-
xystein.

Theo phuong an khac, dugc phim theo sang ché ciing c6 thé dugc st
dung véi mdt hodc nhiéu hop chit dugc néu trong Bang 1, Bang 2, Bang 3,
Bang 4, Bang 5, Bang 6, Bang 7, Bang 8, Bang 9 vi/hoic Bang 10 ctia Cong bd
don qubc t& s6 WO 2011/014707. Theo phwong an khéc, dugc phdm theo séang
ché ciing c6 thé dugc st dung v6i mot hodc nhiéu hop chit duge mo ta trong
Cong bb don qubc té s6 WO 2011/014707.

" Theo mdt sb phuong 4n, dugc phdm chira Iwong hiru hiéu c6 tac dung
diéu tri bénh cua hoat chét (vi du, AMG 416). Luong hiru hiéu c6 tac dung diéu
tri bénh cuia hoat chét theo phuong 4n di cho bat ky ciia dugc pham theo sang
ché s& phu thudc vao thé tich ciia dugc phdm dugc phan phdi dén dbi tuong da
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dinh, ciing nhu do tudi va thé trong cta dbi twgng, va ban chit cia bénh 1y hoic
r6i loan dugc diéu tri. Tuy thudc vao dang lidu luong, trong mot s6 trudng hop,
lwong hitu hidu c6 tac dung didu tri c6 thé duoc dé xuii cho ngudi bénh trong
mdt 14n dung trong khi trong cdc trudng hop khic c6 thé doi hoi nhidu 1dn
dung.

Dugc phdm dang 16ng theo sang ché 13 dugc phim thich hop dé ding
trong tinh mach, trong dong mach, trong co, va dudi da. Theo mot phuong én
dugc wu tién, dugc phdm dang 16ng thich hop dé ding qua tinh mach hoic
duong dung ngoai dudng tiéu héa khac. Tt hon, néu dugc phim dang 16ng 12
dung dich nudc, vo tring. Thong thudng, dung méi 14 nuée dat tiéu chudn dé
tiém hozic hdn hop cta nuéc va mot hoic nhiéu dung moéi co thé tron 14n nuée
khac nhu propylen glycol, polyetylen glycol, va etanol. Viéc st dung nudc vo
trung, da khir ion 1dm dung moéi 1a dugc wu tién. Tuy nhién, cic dung moi khac
thich hop va thong thuong cho dugce phim c6 thé cling dugc sir dung.

Dugc phdm thudng chira trong khoang tir 0,Img/mL dén 100mg/mL
hoat chit (vi du, AMG 416), tir 0,lmg/mL dn 20mg/mL hoat chit, tir
0,5mg/mL dén 15mg/mL hoat chét, tir Img/mL dén 10mg/mL hoat chét, hozic

tir 2mg/mL dén 5Smg/mL hoat chét. Theo mot sé phuong 4n, dugc phdm chta-

khoang 1mg/mL hoat chit, khoang 2mg/mL hoat chat, khoang 2,5mg/mL hoat
chét, khoang 5mg/mL hoat chit, khoang 10mg/mL hoat chit hoic khoang
20mg/mL hoat chét. Theo phuong 4n khéc, duoc phdm chira trong khoang tir
0,1mg/mL dén 100mg/mL hoat chét, tir 0,lmg/mL dn 20mg/mL hoat chét, tir
0,5mg/mL dén 15mg/mL hoat chit, hoic tir Img/mL dn 10mg/mL hoat chét,
hodc tr 2mg/mL dén 5S5mg/mL hoat chit. Theo mot phuong an duoc wu tién,
dwoc phidm chua trong khoang tir 1mg/mL dén 10mg/mL hoat chét. Theo mdt
phwong 4n dwoc wu tién khac, dugc phdm chira trong khoang tir 2mg/mL dén
5mg/mL hoat chét.

Dugc phim thudng c6 d6 pH nim trong khoang tir 2,0 dén 5,0, tir 2,5
dén 4,5, tir 2,5 dén 4,0, tir 3,0 dén 3,5 hoic tir 3,0 dén 3,6. Theo mot s6 phuong
4n, duoc phdm nay cé do pH 1a khoang 2, khoang 2,5, khoang 3,0, khoang 3,3,
khoang 3,5 hoic khoang 4,0. Theo mét sé phwong 4n, duoc phdm nay c6 do pH
nim trong khoang tir 2,0 dén 5,0, tir 2,5 dén 4,5, tir 2,5 dén 4,0, tir 3,0 dén 3,5
hodc tir 3,0 dén 3,6.

Nhu dugc mo ta mdt cach déy dd hon trong phﬁn Vi dy, d6 6n dinh cua
AMG 416 tuy thudc vao d6 pH cua dung dich. Cac tac gia sang ché di phat
hién ra ring hai chit thoai bién chinh 13 két qua ctia qua trinh khir amit d4u tan
cung C va qua trinh tao ra homodime. Ngoai ra, cic tac gia sang ché di phat
hién ra ring dién bién theo thoi gian ciia mic thoai bién béi céc con dudng nay
12 ham cua d6 pH. Xem Vi du 6. G d6 pH thip, mirc thoai bién do qué trinh
khir amit ddu t4n cang C chiém chiém wu thé (xem Fig.10) trong khi & d6 pH
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~ cao hon, mirc thoai bién do qua trinh tao ra homodime chiém chiém uu thé
(xem Fig.11). Do viy, su tao thanh hai chét tho4i bién chinh c6 mdi quan hé
d6i nghich giita d6 pH va mirc thoai bién. Xu hudéng dbi nghich nay 13 co s&
cho toan bo dir liéu vé d én dinh trén toan khoang gi4 tri pH va hd trg nhan
biét trong khoang pH tir 3,0 dén 3,5 13 d6 pH cho dung dich AMG 416 dat d6
bn dinh tdi da. ‘

Thong thudng, duge phim chira dung dich dém ding dugc trong co thé
duy tri d6 pH cta dugc phim trong khoing mong muén. Theo mét phuong an,
dung dich dém duy tri d6 pH ndm trong khoang tir 2,0 dén 5,0, tir 2,5 dén 4,5,
tir 2,5 dén 4,0, tir 3,0 dén 3,5 hoic tir 3,0 dén 3,6. Theo mdt s6 phuong 4n, dung

-dich dém duy tri d0 pH 1a khoang 2, khoang 2,5, khoang 3,0, khoang 3.3,
khoang 3,5 hoic khoang 4,0. Theo mdt s6 phuong 4n, dung dich dém duy tri d6
pH nim trong khoang tir 2,0 dén 5,0, tir 2,5 dén 4.5, tir 2,5 dén 4,0, tir 3,0 dén
3,5 hodc tir 3,0 dén 3,6.

Dung dich dém bat ky c6 kha ning duy tri d6 pH ciia dugc phdm & gia
tri bat ky hoic trong khoang bit ky néu trén 13 thich hop dé sir dung trong dugc
phim theo sang ché, véi diéu kién n6 khong phan tmg véi cac hop phin khac

“ciia duge phdm dé tao thanh két tia nhin thdy dugc, hodc bang cach khéac lam
cho hoat chét tr& nén mét dn dinh vé mit hoéa hoc. Dung dich dém dugc st
dung trong dugc phim theo sang ché thudng bao gdm hop phin duoc chon tir
nhém bao gdbm sucxinat, xitrat, malat, edentat, histidin, axetat, adipat, aconitat,
ascorbat, benzoat, cacbonat, bicacbonat, maleat, glutamat, lactat, phosphat, va
tartarat, hodc hdn hop ciia cac dung dich dém ndy. Theo mot phuong 4n dugc
uu tién, dung dich dém 1a dung dich sucxinat, vi dy, natri sucxinat.

Nong do cta dung dich dém dugc chon sao cho tao ra dugc do 4n dinh
pH ciing nhu da kha néng dém. Theo mdt phuwong an, dung dich dém c6 mat
trong dwgc phim niy & ndng d6 nim trong khoang tir 0,5 dén 100mmol/L, tir
0,75 dén 50mmol/L, tir 1 dén 20mmol/L, hogc tir 10 dén 20mmol/L. Theo céc
phuong 4n khéc, dung dich dém cé mat & khodng Smmol/L, & khoang
10mmol/L, & khodng 15mmol/L hodc khodng 20mmol/L. Theo cac phuong 4n
khac, dung dich dém cé mit trong dugc phdm ndy & néng d6 nim trong khoang
tir 0,5 dén 100mmol/L, tir 0,75 dén S0mmol/L, tir 1 dén 20mmol/L, hozc tir 10
dén 20mmol/L. Theo mét phuong 4n dugc wu tién, dung dich dém c6 mit 13
khoang 10mmol/L. Theo mdt phuong an dugc uu tién khac, dung dich dém la
dung dich sucxinat ¢ mat 13 khoang 10mmol/L.

Xét theo d6 twong hop ciia duoc phdm dang 16ng véi viée ding qua tinh
mach, mong mubn d6 pH ctia dugc phdm dang 16ng gin nhét c6 thé véi 6 pH
cta co thé. Dugc phém dang 16ng c6 do pH xa védi 6 pH cua co thé hodc dém
manh c6 thé gdy dau hoic khong thoai mai khi ding. Nhu d3 duoc mé ta, duoc
phim dang 1éng chira AMG 416 & @6 pH ciia co thé hodc cao hon s& khéng duy
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tri 6n dinh trong mot khoang thdi gian dai. Vi vy, theo médt phuong 4n dugc
wu tién, dugc phdm dang 16ng theo sang ché dém yéu sao cho Iugng dugc tiém
duogc trung hod mot cach nhanh chéng bing dich 1éng sinh 1y cia co thé cia
d6i trong. Diéu bit ngd 13, duy tri dwoc d6 én dinh tbt va su kiém soét tt do
pH & ndng d6 dung dich dém thip. Theo mot phuwong 4n duge wu tién, mubi
HCI cia AMG 416 duoc st dung trong bao ché dugc phdm dang 16ng dé 1am
giam dén mirc t6i thidu kha ning dém. Do HC1 13 axit manh, né khong déng vai
trd 1am dung dich dém. Diu nay tao ra loi ich so véi viée sir dung axit yéu nhu
axit axetic. Viéc st dung mudi axetat cia AMG 416, vi du, s& tu tao ra mot )
kha néng dém va lam cho viéc thiét 13p kha ndng dém cua dugc phém tr& nén
kém linh hoat va c¢6 thé din dén viéc dugc phim bén hon véi sy trung hoa
trong co thé va vi vay duoc dung nap kém hon. Do AMG 416 1a peptit da
cation, hiéu qua s& duogc gia ting so v4i hau hét peptit c6 dic diém trung tinh
hon.

Dugc phim duge ding qua tinh mach hoic con dudng ngoai dudng tiéu
héa khac 13 ding truong véi dich co thé 1a didu thuong mong mubn. Theo mét
s& phuong an, dugc phim theo sang ché chira chét diéu chinh truong lyc ding
duoc trong co thé. Chéit didu chinh truong luc hitu ich theo sang ché c6 thé 1a
natri clorua, manitol, sucroza, dextroza, sorbitol, kali clorua, hoic hdn hop clia
chiing. Theo mdt phwong 4n dugc vu tién, chit déng truong 13 natri clorua.

Khi chét truong luc c6 mat, t6t hon 13 né c¢é mit véi lugng di dé tao ra
dugc phém dang 16ng c6 tinh gin nhu ding trrong vai dich co thé (tirc 13 ndm
trong khoang tir 270 dén 300mOsm/L) va thich hop dé tiém ngoai dudng tiéu
héa vao dong vat c6 vi, nhu ddi tuong ngudi, vao da, dudi da, hodic cac md
trong co hodc IV. Tinh ding trurong cé thé do duoc bﬁng cach, vi du, str dung
hoi 4p suét hoic thim thiu ké dang 1am lanh bing nuéc da. Tuy thudc vio
ndng dd ciia cac hop phan khac trong dugc phim, natri clorua c6 mit trong
duoc phdm nay & ndng dd nim trong khoang tir 7,0 dén 10mg/mL, tir 7,5 dén
9,5mg/mL, hodc tir 8,0 dén 9,0mg/mL. Theo mdt phuong 4n, natri clorua cé
mit trong dugc phdm ndy & ndng dd khoang 8,5mg/mL. Theo céc phuong 4n
khac, natri clorua c6 mit trong duoc phdm niy & ndng do nim trong khoang tir
7,0 #n 10mg/mL, tir 7,5 d&n 9,5mg/mL, hoic tir 8,0 &én 9,0mg/mL.

Duoc phém theo sang ché c6 thé chira cac chét mang, t4 dugc hodc chét
bd trg duoc dung thong thudng khac. Vi du, dugc phim theo sang ché co thé
chira chit 1am n dinh (vi du, EDTA va/hodc natri thiosulfat) hoic chit bao
quéan (vi du, ruou benzylic). Ngoai ra, duoc phim theo sang ché c6 thé chira
thudc hodc dugc chit khic nita. Vi du, trong phuong phép diéu tri SHPT &
bénh nhan thim tach mau bing CKD-MBD, AMG 416 c6 thé dugc ding cing
v6i mot hodc nhidu hoat chit duge ding trong chimg loan dudng xuwong thin
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nhu didu tri bing vitamin D (vi dy, paricalcitol) 1a phuong phép diéu tri da
dugc stir dung cho SHPT.

Theo mdt phuong 4n, duoc phdm ndy c6 mirc thoai bién thip hon 5% -
khi dugc bao quan & khoang 2-8°C trong 1 ndm. Theo phuong 4n khéc, dugc
phim nay c6 mic thoai bién thip hon 5% khi dugc bao quin & nhiét do trong
phong trong 1 nam. Theo phuong 4n khac, dugc phdm nay c6 mirc thoai bién
thap hon 10% khi duoc bao quan & khoang 2-8°C trong 1 niam. Theo phuong
4n khac, duoc phdm nay cé mirc thoéi bién thip hon 10% khi dugc bao quan &
nhiét d6 trong phong trong 1 nim. Theo phuong 4n khac, dugc phidm niy cé
mirc thoai bién thap hon 5% khi dugc bao quan & khoang 2-8°C trong 2 nim.
Theo phuong 4n khac, duoc phim nay cé mirc thoai bién thip hon 5% khi dugc
-bao quan & nhiét d§ trong phong trong 2 ndm. Theo phuong &n khac, dugc
phim nay c6 murc thoai bién thip hon 10% khi dugc bao quan & khoang 2-8°C
trong 2 ndm. Theo phuong 4n khac, dugc phim ndy c6 mirc thoai bién thip hon
10% khi dugc bdo quan & nhiét do trong phong trong 2 nam.

Theo mot phuong 4n, sang ché @& xuit duoc phdm dang léng chira tir
0,1mg/mL dén 20mg/mL peptit tri liéu, dung dich dém duy tri dugc phim nay
& d6 pH nam trong khoang tir 2,0 dén 5,0, va ndng do natri clorua du dé cho -
dugc phdm nay c6 tinh gin nhu déng truong. Theo phuong 4n khéc, sang ché
dé xuét dugc phim dang 1ong chira tir 1mg/mL d&én 15mg/mL peptit tri lidu,
“dung dich dém duy tri duoc phdm nay & d6 pH nim trong khoang tir 2,5 dén
4,5, va ndng d6 natri clorua da dé cho dugc phdm niy c6 tinh gin nhu ding
truong. Theo phuong 4n khéc, sang ché dé xuét duge phdm dang 16ng chira tir
2,5mg/mL dén 10mg/mL peptit trj liu, dung dich dém duy tri dugc phdm nay
& d6 pH nam trong khoang tir 2,5- dén 4,0, va ndng dd natri clorua da @ cho
dugc phdm nay c6 tinh gin nhu ding truong. Theo phuong 4n khéc, sang ché
@ xuit dugc phdm dang 16ng chira tir 2,5mg/mL dén 5mg/mL peptit tri lidu,
dung dich dém duy tri dugc phdm ndy & d6 pH nim trong khoang tir 2,5 dén
3,5, va ndng d6 natri clorua di d cho dugc phim nay c6 tinh gin nhu ding
treong. Theo phuong an khéc, sang ché dé xudt dugc phim chira tir 2mg/mL
dén 20mg/mL peptit tri liéu trong dung dich nudc, dung dich dém sucxinat duy
tri dugc phdm nay & d6 pH nim trong khoang tir 3,0 dén 3,5, va ndng d¢ natri
clorua du dé cho duoc phdm ndy c6 tinh gn nhu ding truong.

Theo mot phuong 4n, sang ché dé xuit dugc phim dang 1ong chira tir
0,1mg/mL dén 20mg/mL. AMG 416, dung dich dém duy tri dugc phim nay &
d6 pH nim trong khoang tir 2,0 dén 5,0, va ndng d9 natri clorua da dé cho dugc
phim nady c6 tinh gin nhu déng truong. Theo phuong 4n khéc, sing ché d& xuit
dugc phim dang 16ng chira 1mg/mL dén 15mg/mL AMG 416, dung dich dém
duy tri dugc phdm nay & d6 pH nim trong khoang tir 2,5 dén 4,5, va ndng do
natri clorua di @& cho dugc phdm ndy cé tinh gin nhu ding truong. Theo
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phuong 4n khac, sang ché @ xuit duoc phdm dang 1ong chira tir 2,5mg/mL dén
10mg/mL AMG 416, dung dich dém duy tri dugc phdm nay & d6 pH nidm trong
khoang tir 2,5 dén 4,0, va ndng dd natri clorua du dé cho dugc phém nay co
tinh gin nhu ding truong. Theo phuong an khac, sang ché d& xuit dugc phdm
dang 16ng chira tir 2,5mg/mL dn 5mg/mL AMG 416, dung dich dém duy tri
dugc phim ndy & d6 pH nim trong khoang tir 2,5 dén 3,5, va ndng do natri
clorua du dé cho duwrgc phdm nay c6 tinh gin nhur ding trrong. Theo phuong 4n
khac, sang ché d& xuit duoc phdm chira tir 2mg/mL dén 20mg/mL AMG 416
trong dung dich nuéc, dung dich &&m sucxinat duy tri dugc phim ndy & d6 pH
nim trong khoéng tir 3,0 dén 3,5, va ndng do natri clorua da @ cho dugc phim
nay c6 tinh gin nhu déng truong.
Theo mdt phwong 4n duge wu tién, dugc phdm theo sing ché duge bao
ché béng cach dua moét lugng dung dich dém da tinh toan dé tao ra do pH mong
“mudn vao 1o thich hop va hoa tan né bing nuéc dé tiém (WFI), bd sung mot
luong nguyén liéu (vi dy, mudi hydroclorua cia AMG 416) du dé dat duoc
ndng d6 mong mudn ciia hoat chit (vi du, AMG 416), bd sung mot luong chét
- diéu chinh truong luc (hodc hdn hop cia chit diéu chinh truong luc) di tinh
© toan dé tao ra tinh drflng'truong cua dugc phém thu duge véi dich co thé, va bd
sung luong WFI cin thiét @& dua tdng thé tich dén ndng d6 mong mudn. Sau
- khi cac thanh phin dugc trén, d6 pH dugc diéu chinh dén gia tri ndm trong
khoang tir 3,0 dén 3,5, va cac hop phﬁn duogc tron lai.

Néu cén diéu chinh dé dat dugc khoang gia tri pH mong mudn, gia tri
pH c6 thé duoc diéu chinh bang dung dich thich hop; véi dung dich axit néu
can giam gia tri pH va v6i dung dich kiém néu can ting gia tri pH. Vi du khong
giéi han pham vi ctia sang ché vé& dung dich axit thich hop 13, vi du, axit
clohydric, axit phosphoric, axit xitric va natri hodc kali hydro phosphat. Vi du
khong giéi han pham vi ciia sang ché v& dung dich kiém thich hop 13 hydroxit
kiém va kiém thd, kiém cacbonat, kiém axetat, kiém xitrat va hai 14n kiém
hydro phosphat, vi du, natri hydroxit, natri axetat, natri cacbonat, natri xitrat,
dinatri hodc dikali hydro phosphat, hodc amoniac.

* Quy trinh thudng dugc thyc hién & nhiét d6 nim trong khoang tir 2-8°C
dén 50°C, va & 4p suét khi quyén. Duoc phdm thu dugc sau d6 c6 thé duge
chuyén vao dd chira lidu don vi hoic da liéu (nhu chai, lo, éng thudc tiém hoic
6ng thudc tiém dong sin) dé bao quan trude khi sir dung.

Duogc phém c6 thé dugce bao ché va dugc ding nhu néu trén. Theo cach
khac, duoc phém c6 thé duoc ding sau khi hoa tan, phan tan, v.v. dugc phém
(dugc bao ché nhu néu trén) trong chit mang nhu, vi dy, dich truyén hoic trong
mau/dich 1éng dugc dua tré lai vao co thé ngudi bénh trong qué trinh thdm tach
mau (vi dy, trong qua trinh rinse-back).

-16-



26820

Phuong phap biao ché duoc phim dang 1dng theo sang ché 1a d3 biét,
hodc s& 14 hién nhién, dbi véi nguoi cé hiéu biét trong linh vuc nay, vi du, xem:
Remington’s Pharmaceutical Sciences, Mack Publishing Company, Easton,
PA, 17th edition, 1985.

Vi du thue hién sang ché

Cac vi du sau, bao gém cac thir nghiém da tién hanh va cac két qué dat
dugc, dugc dua ra chi nhim muyc dich minh hoa va khéng dugc hiéu 13 gii han
pham vi ctia yéu ciu bao ho kém theo.

Vidul

Kha ning hoa tan cia AMG 416 trong nuéc mudi dém sucxinat

Trong nghién ctru ndy, kha ning hoa tan cia AMG 416 trong nuéc mubi
dém sucxinat dugc nghién ctru. AMG 416 HCI (103mg bot, 80mg peptit) dugc
hoa tan trong 200pL nuéc mudi dém natri sucxinat (25mM sucxinat, nuéc
mudi 0,9%, d6 pH = 4,5). Sau khi xody so bd, dung dich trong thu duoc véi
ndng d6 khong dang ké 400mg/mL. Do mic md rong cia thé tich dung dich
khoéng xé4c dinh dugc, kha ndng hoa tan cia AMG 416 c6 thé dugc danh gid la
it nhat 200mg/mL. Mic du kha ning hoa ian18i-da khong xéac dinh duoc trong" -
thir nghiém nay, AMG 416 hoa tan trong nuéc mudi dém sucxinat pH = 4,5
dén ndng @6 it nhét 13 200mg/mL.

Vidu?2

Nghién ciru v& d6 6n dinh phu thudc ndng do

Trong nghién ciru ndy, d6 6n dinh cia AMG 416 trong cac khoang ndng
dd cua dung dich nudc mubi dém sucxinat (d0 pH = 4,5) duogc nghién cuu.
Dung dich chira 200mg/mL AMG 416 tir Vi du 1 néu trén dugc pha loang tiép
bang 200pL nuéc mudi dém sucxinat (46 pH = 4,5) dén ndng d6 khéng dang
ké 200mg/mL, dugc pha loing theo chudi bing nuéc mubi dém sucxinat (46
pH = 4,5) d&n ndng 6 66, 20, 6,7, 2,2 va 0,67mg/mL. Cic mau dugc gitt &
nhiét d¢ trong phong (tirc 1a khoang 25°C) va mét lugng nho duge phén tich
bang HPLC trong khoang thoi gian dén 29 ngay. Chudi miu AMG 416 thtr hai
chtra ndng d6 trong khoang tir 20 dén 0,67mg/mL duoc G & 40°C va dugc phan
tich theo cach gidng nhu vay.

D6 tinh khiét & thoi diém 29 ngay d6i v6i cac maiu & nhiét do trong
phong va 40°C dugc thé hién 14n luot trong cac Bang 1 va 2. Két qua cho thiy
profin d én dinh cia AMG 416 duéi dang ham ctia néng d6 va nhiét do.

Bang 1 :
D6 6n dinh & nhiét d6 trong phong cia AMG 416 trong 25mM nuéc
mubi dém sucxinat (d0 pH=4,5)

Nong 46 D6 tinh khiét theo thoi gian (ngay)

(mg/ml) 0 | 1 | 2 j 5 [ 13 | 29
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200 99,8 99,6 98,4 96,4 89,0 63,8

66 99,6 99.4 '99,(') 98,1 97,7 91,5

20. 99,6 99,7 - 99,7 99,6 ... 993 98,7

6,7 99,4 99.6 99,5 99,5 99,3 98,9

2,2 99,3 99,2 99,3 99,4 99,3 99,1

0,67 99.4 99,5 99,5 99,7 99,5 99,3
Béang 2

Do 6n dinh & 40°C ctia AMG 416 trong 25mM nuéc mudi dém sucxinat
(46 pH =4,5)

Nong do D6 tinh khiét theo thoi gian (ngly)

(mg/ml) 0 1 2 5 13 29
20 99,6 99,1 98,1 nd 90,5 72,9
6,7 99,4 - 99,1 98,7 nd 95,2 90,0
2,2 99,3 99,3 99,0 98,4 97,0 943

0,67 99,4 99,4 99,3 99,0 97,2 94,4

Dién bién theo thoi gian clia muc thoai bién AMG 416 duéi dang ham
clia ndng do & nhiét do trong phong dugc thé hién'trén Fig.1A. Trén Fig.1B,
pham vi dugc mé rong démmh hoa mét cach rd rang hon kiéu thoai bién &
ndng d6 thudc 12 20mg/mL va thip hon. Dién bién theo thoi gian ciia mic thodi
bién AMG 416 duéi dang ham ciia ndng d6 & 40°C dugc thé hién trén Fig. 2.
Dir liéu nay di cho thiy d6 én dinh cta dung dich AMG 416 lién quan dén
ndng d6 trong khoang nghién ctru tir 0,67mg/mL dén 200mg/mL. Dir lidu nay
ciing cho thdy d6 én dinh ciia dung dich AMG 416 lién quan dén nhiét d6 u.

Bang 3 cho thiy cac du doan vé mirc thodi bién dbi véi dung dich chira
AMG 416 & cac ndng dd khac nhau & nhiét do trong phong, dua vao mirc thodi
bién & 29 ngdy, bao quan & nhiét do trong phong & d6 pH = 4,5 SBS. Dit liéu
29 ngay & nhiét do trong phong tir Bang 1 dugc suy luin cho khoang thoi gian
d3 néu bing cach gia dinh tuyén tinh dong hoc ctia mic thoai bién. Dir liéu &
nhiét d¢ trong phong dugc suy ludn cho nhiét d¢ 5°C. Gia dinh su sai khac
20°C 13 trong duong véi toc d6 thoai bién giam 4 lan. C4c suy luan dugc thuc
hién bing cach tmg dung don gian phuong trinh Arrhenius, trong d6 nhiét do
tang 10°C thi téc d6 phén Gng ting 2 14n, gia dinh ring co ché phan tng 1 nhu
nhau va ning luong hoat héa cho mdi phan tng lién quan 12 khoang 50 kJ/mol.

Céc gi4 tri danh bong chi ra cac didu kién ndéng d6/bao quan cé mirc
thoai bién thap hon 10%, c6 thé tét hon 12 d6i v6i dugc phdm dang 16ng.

Béang 3

Du doan d6 én dinh dbi véi dung dich Velcalcetide (tén trude day la
velcalxetit)
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Nbng do Miic thoai bién dy doan & thoi diém
(mg/mL) 2 nam & nhiét d6 1 ndm & nhiét d6 2 ndm & nhiét 1 ndm & nhiét
- trong phong trong phong do6 5°C do 5°C
66 >100 >100 50,1 25,0
20 20,9 10,4 5,2 2,6
6,7 13,9 7,0 35 1,7
22 52 2,6 1,3 0,7
0,67 2,7 1,4 0,7 0,3

So sanh dir liéu dugc thé hién trong cac Bang 1 va 2 cho phép danh gia
mirc ting nhiét do 13 cong cu dé du doan d6 6n dinh 1au dai cia dung dich
AMG 416. Dit liéu nim trong khoang tir 0,67 dén 20mg/mL dugc thé hién
trong Bang 4 du6i ddy va cho thdy su ting tdc cia mirc thodi bién & 40°C 13
cao hon déang ké so véi su ting téc duoc du doan boi Arrhenius (v6i gia dinh
d3 néu trén déy). Diéu nay cho thiy dir liéu v& d6 6n dinh ting tdc s& du doan
murc thodi bién 16n hon so véi mirc thoai bién quan sat dugc & nhiét d6 bao
quan thuc té. '

_ Bang 4
Su phu thudc ciia murc thoai bién AMG 416 & d6 pH = 4,5 clia dung
dich vao nhiét d6 va ndng do
Nong d6 Miic d6 suy bién & | Mtc do suy bién | Mirc ting tbc & | Muc tang toc dur
(mg/mL) | thoi diém 29 ngdy, | & thoi diém29 | RT->40°C (lan) doan (l4n)
nhiét d6 trong ngay, 40°C (%)
phong (%)
20 0,9 26,7 29,7 4
6,7 0,5 9,4 18,8 4
2,2 0,2 5,0 25,0 4
0,67 0,1 5,0 50,0 4
Vidu3
D6 6n dinh cta duoc phim dang 16ng chira AMG 416 trong khoang gia
tri pH

. Trong nghién ciru ndy, d6 dn dinh cia duoc phdm dang 16ng chira AMG
416, & ndng d6 khoang 10mg/mL dugc xac dinh trong khoang gia tri pH trong
dung dich nuéc mudi dém sucxinat. AMG 416 HCI (257mg bdt) dugc hoa tan
trong 20mL nudc mubi dém sucxinat & o pH = 4,5 dé thu duoc ndng do peptit
12 10,0mg/mL (dugc didu chinh theo lugng bot peptit). Dung dich nay dugc
chia déu thanh 5 phin 4ml duoc diéu chinh 14n luot dén d6 pH 2, 3,4, 5va 6
bang NaOH va HCl khi cin. Ba dung dich 1mL dugc chia nhé tir mdi phan va
duoc u & 1an lugt nhiét d6 2-8°C, nhiét do trong phong (khoang 25°C), va
40°C. 1mL dung dich con lai trong mdi lrong nhé nay duoc pha lodng bing
nudc mudi dém sucxinat c6 d6 pH = 4,5 dén 4mL peptit c6 néng dd 2,5mg/mL,
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d6 pH duoc didu chinh, va dugc @ theo cach gidng nhu vay. Cac mau dugc ldy
ra theo phac dd va pha loing bang nudc khir ion dén 1,0mg/mL d phan tich
 HPLC. |
Do tinh khiét & thoi diém 28 ngay ddi vé6i tit ca cac mau thir nghiém
duoc thé hién trong Bang 5 (Luu ¥: gi4 tri d6 tinh khiét ban dau 13 99,3% cho
nghién ctru niy). Két quéa cho thdy profin d6 én dinh duéi dang ham cta d6 pH,

nhiét d6 va ndng do.
Bang 5
D6 tinh khiét ciia dung dich AMG 416 & thoi diém 28 ngay.
10mg/mL 2,5mg/mL
2-8°C RT 40°C 2-8°C RT 40°C
pH 2 99,1 98,7 94,0 98,9 98,7 89,8
pH 3 99,4 99,1 98,2 99,1 990 972
pH 4 99,4 98,6 85,0 99,2 98,9 92,2
pHS5 99,0 93,8 64,4 98,9 96,1 73,0
pH 6 96,9 71,8 53,6 97,0 80,0 52,9

Dién bién theo thdi gian ctia muc thodi bién AMG 416 dudi dang ham
ctia d6 pH duoc thé hién trén Fig.3. Trong ca dung dich 10mg/mL (Fig.3A) 14n -
dung dich 2,5mg/mL (Fig.3B), quan sat duoc mirc thoai bién thp nhit & d6 pH
= 3. Trong c4 hai dung dich nay, muc thoi bién & d6 pH 6 tién trién nhanh
nhit véi d6 tinh khiét gdn 50% & thoi diém 29 ngay. Phan tich HPLC da cho
thdy chét thoai bién chinh & d6 pH 2 khac vé6i chit thoai bién quan sat dugc &
* d6 pH 16n hon 3. O d6 pH thip hon, mirc thoai bién chii yéu 13 do qué trinh
khir amit bang thiy phan va & d6 pH cao hon thi mirc thoai bién chii yéu 1a do
qua trinh tao ra homodime.

Profin d6 6n dinh duéi dang ham cta do pH & thoi diém 28 ngay duoc
thé hién trén Fig.4. C6 thé thdy mot i4n nita trong ci dung dich 10mg/mL
(Fig.4A) 1an dung dich 2,5mg/mL (Fig.4B) trong nhém thir nghiém nay, do pH
& mirc thoai bién thip nhat 13 khoang 3,0. Ngoai ra, quan sat dugc muc suy
giam do tinh khiét lién quan dén nhiét do & tit ca cac muc pH, va mirc thoai
bién fthz?’lp nhét trong cac miu dugc U & nhiét d6 2-8°C, va quan sat dugc mic
thoéi bién nhét trong cac mau dugc u & 40°C.

Dua vao mirc thoai bién & 28 ngly, cac du doan vé& mirc thoai bién dugc
tinh to4n nhu moé ta trén day. Cac du doan déi véi dung dich 10mg/mL dugc
thé hién trong Béang 6 va cic du doan dbi véi dung dich 2,5mg/mL dugc thé
hién trong Béang 7. Céc gi4 tri danh bong chi ra cic diéu kién c6 mirc thoai bién
thdp hon 10%, va c6 thé dugc wu tién d6i véi dugc phim dang 16ng. Céc diéu
kién trong d6 mau & 28 ngdy cé do tinh khiét cao hon mdt chiit so véi dit lidu
ban diu duoc thé hién 13 0,0% trong tit ca cac phép chiéu.
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Céc suy luan ndy cho thdy mirc thoai bién 13 thdp hon 10% sau 2 nim &
nhiét do trong phong ddi véi dung dich 2,5 hodc dung dich 10mg/mL & do pH
= 3. N6i chung, dit liéu & nhi¢t d6 cao hon du doén mirc thoai bién cao hon so
v61 dir liéu & nhiét do thép hon sau 2 ndm. Do vy, dbi v6i cac nghién ctru véi
dung dich 10mg/mL (Bang 6), trong khi d6 pH = 3 dugc du doan 13 mirc thoai
bién thip hon 10% tir dir liéu & tit ca cic nhiét d6, dir liéu & nhiét do 2-8°C du
doan murc thoai bién thdp hon so véi & cac nhiét d6 cao hon, va thuc t& 13 &
nhiét do 2-8°C, dit liéu & d6 pH 4 ciing cho thiy mirc thoai bién thp hon 10%.
Tuong tu, & 2,5mg/mL, khoang pH tir 2-4 dugc du doan cé muc thoai bién thép
hon 10% trong 2 ndm & nhiét d trong phong khi dugc suy luédn tir dit liéu &
nhiét ¢ 2-8°C.

Béang 6
Du doan do 6n dinh cua dung dich chira AMG 416 10mg/mL dua vao muc
thodi bién & 28 ngdy.
Mtc thoai bién quan Ml,fc ﬂ{c?éi bién tinh todn
sét dugc Gthoididm | 00 |Gmoidiém | .
28°C | othoidiém28ngdy | 360nghy | ™1 |5 am, soc | O dle‘f)’ 2
%) %) nam, RT %) nam, RT (%) |
(%)
pH=2 0,3 3,8 15,4 7,7 30,7
pH=3 0,2 0,0 0,0 0,0 0,0
pH=4 -0,1 0,0 0,0 0,0 0,0
pH=5 0,3 3,5 13,8 6,9 27,6
pH=6 1,9 23,9 95,7 47,8 >100
Mo thoéi bién quan Mt’fc tho4i bién tinh toan
sat duoc O thoi diém O,Ihm Othoidiém | . . .. ..;
RT ¢ thoi diém 28 ngdy | 360 ngay nilrszlT 2 nim, 5°C ?1;:101;;?/?
0 ) ) (V]
(%) (%) %) (%)
pH=2 0,6 8,1 8,1 4,0 16,1
pH=3 0,2 2,6 2,6 1,3 5,1
pH =4 0,7 8,6 8,6 43 17,1
pH=5 5,6 71,4 71,4 35,7 >100
pH=6 26,9 >100 >100 >100 >100
Mito thoéi bién quan Muc tho4i bién tinh toan
sat dugc G thoi diém O_;[hm Othoididm | - . .. ..
40°c | 0'thdidiém28ngdy | 360 ngay n?rszlT 2 nim, 5°C ?lﬁtzm; ,}e?;i
(1) s ]
(%) (%) ) |
pH=2 53 68,4 17,1 8,6 34,2
pH=3 1,1 14,1 3,5 1,8 7,0
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pH =4 14,3 >100 45,8 229 91,7
pH=5 34,9 >100 >100 550 | >100
pH=6 45,1 | >100 >100 72,2 >100
Bang 7
Du doan do 6n dinh cua dung dich AMG 416 2,5mg/mL dua vao muc thoai
bién & 28 ngay.
Mitc thodi bién Mitc tho4i bién tinh to4n (%)
quan sat duoc
2-8°C othvidiém2g | 1PAM2 g Rl 2MAM o m RT
, ngdy (%) 8°C ’ 2-8°C ’
pH=2 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
pH=3 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
pH=4 20,1 0,0 0,0 0,0 0,0
pH=5 0,2 2,9 11,8 5,9 235
pH=6 0,8 10,7 43,0 21,5 86,0
Mirc thodi bien | Mitc thodi bién tinh toan (%)
quan sat dugc
RT & thoi diém 28 Inim | 1nam, RT| 2040 2 ném, RT
, ngdy (%) ) o 2-8°C
pH=2 0,6 7,9 7.9 4,0 15,9
pH=3 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
pH =4 0,3 3.6 3,6 1,8 7,2
pH=5 2,9 37,7 37,7 18,9 75,5
pH=6 18,1 2310 231,0 115,5 462,1
Mirc thodi bien Mirc thoéi bién tinh to4n (%)
quan sat dugc
40°C & thoi diem 28 Inim | 1nam RT| 2 Dam 2 nim, RT
ngay (%) 2-8°C
pH=2 9.1 116,5 29.1 14,6 583
pH =3 1,8 2,5 5,6 2.8 11,3
pH =4 6,9 88,7 2,2 11,1 443
pH=5 26,1 3336 83,4 41,7 166,8
pH=6 45,0 575,7 143,9 72,0 2878

Bang 8 thé hién tic dung ciia sy ting tdc nhiét do ddi vdi cac dit liéu nay
theo cach twong ty v6i Bang 4 néu trén. Piéu niy chi lai ra ring viéc gia ting
nhiét d6 c6 xu hudng 1am cho mirc thoai bién ting tdc cao hon so véi mirc ting
tbc du tinh bing cach suy ludn dua vao viéc ing dung don gian nguyén 1y
Arrhenius.
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Bang 8
Su ting tdc nhiét d6 dudi dang ham cua do pH.
Muc thoi bién & thoi Miic ting toc: dir liéu 10mg/mL
diém 28 ngay 10mg/mL '
2-8°C [ RT | 40°C | RT/2- Du [40C/2- Du |[40C/RT Du
8 doan 8 doan doan

pH2 | 0,2 0,6 53 3 4 28 16 9 4
pH3 | -0,1 0,2 1,1 >2 4 >10 16 6 4
pH4 | -0,1 0,7 14,3 >7 4 >100 16 22 4
pH5 0,3 56 | 349 19 4 116 16 6 4
pH5 | 24 | 275 | 457 12 4 19 16 2 4

O mdi gi4 tri pH, dit liéu murc thoai bién & timg nhiét do trong sb ba
nhiét d6 duoc so sanh vdi dit liéu tir hai nhiét d6 khac dé tinh toan su tang toc
quan sat duoc. Su ting tdc du doan dua vao viéc tng dung don gian nguyén Iy
Arrhenius néu trén. Nhu mé ta du6i ddy, phan tich HPLC cho thiy co ché thoai
bién chiém wu thé & d6 pH nho hon 3 13 khac so v6i co ché thoai bién quan sat
dugc ¢ do pH 160 hon 3.

Vidu4

Tac dung cua ta dugc tao tinh déng truong ddi v4i do 6n dinh

Trong nghién ctru nay, tac dung cta tad dugc dugce dung khac nhau i
voi do dn dinh cia AMG 416 trong duoc phim dang 16ng duoc x4ac dinh. Dung
dich chira 10mg/mL AMG 416 va dung dich gbc chira manitol, glyxin, arginin,
NaCl va Na,SO, & 2x ndng do ding truong duoc chuin bi. P6 pH cia dung
dich AMG 416 va ndam dung dich t4 dugc va nuéc khir ion duge diéu chinh
riéng ré& dén d6 pH = 3,5 bang cach sir dung HCI/NaOH. Mot lugng nho 500uL
ctia mdi dung dich trong sb sau dung dich ndy dugc bd sung vao cac lo thiy
tinh va 500pL dung dich AMG 416 ciing dugc bd sung vio cac lo niy va tron
k§. Qua trinh nay duoc thuc hién ba 14n dé thu dugc mudi tdm lo miu, mdi lo
chtra Smg/mL AMG 416 va ndng d6 truong luc cia ta duge (hoic nudc khir
ion). Qu4 trinh nay dugc thyuc hién 14p lai v6i nhém dung dich duge diéu chinh
dén d6 pH = 4,5 dé thu duoc mudi tAm lo miu khac nita. Cac miu nay duoc i
va l4y ra dé phén tich HPLC & c4c thoi diém lién quan.

Dir liéu d6 dn dinh & thoi diém 56 ngay duoc thé hién trén Bang 9. Quan
sat dugc khoang ddc tinh 4o dn dinh duéi dang ham cuta t4 dugc. Trong hau hét
cac diéu kién thir nghiém, di cho thiy dugc phim NaCl c6 mirc thoai bién thip
nhét. Ngoai trir 1a dbi v6i dir liéu & nhiét d6 2-8°C & dd pH = 3,5 va 4,5. Quan
sat duge su thay dbi nhidu hon dbi véi céc ta dyoc khac, mic du dd cho thiy
arginin 13 doc & mau cé nhiét 36 40°C va & miu c6 d6 pH = 4,5 & nhiét do
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trong phong (khoang 25°C), va da cho thiy natri sulfat 1a doc & miu c6 d6 pH
=4,5 ¢ nhiét d trong phong va & 40°C.

Béang 9
Miirc thoai bién (%) & 56 ngay dbi v6i dung dich chira Smg/mL AMG 416
Nhiét do 2-8°C RT 40°C
pH 35 4,5 3,5 4,5 35 4,5
Nudc khir 0,0 0,7 1,0 3,6 8,2 24
ion
Mannitol 0,0 0,5 0,5 2,2 4,9 23
Gly 0,0 0,6 0,6 6,4 17 28
Arg 0,0 0,5 0,6 29 28 67
NaCl 0,1 1,1 0,3 1,8 3.0 18
Na2S04 | 0,0 0,4 0,4 51 9,4 30

Bang 10 suy llue_‘m dir liéu cho 2 nam trong diéu kién bao quan & nhiét do
trong phong, va quan sat dugc xu hudéng twong tu nhu dugc moé ta trén day,
trong d6 bao quan nhiét do cang cao thi thudng du dodn mirc thoai bién cang
nhanh hon so v6i mirc thodi bién du tinh bing tng dung don gian nguyén Iy
Arrhenius.

Bang 10
Mirc thoai bién du doan (%) ddi v6i dung dich chira 5Smg/mL AMG 416 sau 2
ndm bao quéan & nhiét d trong phong.

Nhiét do - 2-8°C RT 40°C

pH 35 4,5 3,5 4,5 3,5 4,5
Nudce khir 1 35 13 47 27 77
ion
Mannitol 0 28 7 28 16 75
Gly 3 31 8 83 55 90
Arg 2 27 7 - >100 90 >100
NaCl 4 56 4 24 10 58
Na2S0O4 |2 22 5 >100 31 98

Dit liéu cho thdy natri clorua c6 thé 13 chét diéu chinh trwong luc thich
hop cho dugc phim chira dung dich AMG 416.
Vidu5

Do 6n dinh dung dich trong dung dich dém khéc nhau

Trong nghién ctru ndy, do 6n dinh cia duoc phém dang long chira AMG
416 dugc danh gia trong 4 dung dich dém khéc nhau trong 9 ngay. Dung dich
nude mudi dém duge didu ché & néng d6 25mM, d6 pH = 4,5, 4 dung dich dém
anion khac nhau & dang mudi natri 13: axetat, xitrat, lactat va sucxinat. AMG
416 HC1 (bdt) dugc hoa tan trong timg dung dich dém dé thu duoc 2,5mg/mL
dung dich va d6 pH dugc diéu chinh dén 4,5 bang HCI/NaOH. Dung dich nay
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dugc pha loing tiép bing dung dich dém pH = 4,5 d&n 1,0mg/mL va
0,25mg/mL. Mdi dung dich thu dugc duge chia vio hai lo thily tinh HPLC, mot
1o dugc bdo quan & nhiét 46 2-8°C va mdt lo dugce bdo quén & nhiét o trong
phong (khoéng 25°C). Phéan tich HPLC dugc tién hanh & 0, 4 va 9 ngay dé xac
dinh hiéu Iyc va d¢ tinh khiét. |

D6 tinh khiét cia AMG 416 trong hiu hét cac mau & tit ca cac thoi diém
1a 100%, v&i ngoai trir mét vai dinh nho d6i v6i mau xitrat & 9 ngdy c6 thé 1a
do sy bién thién co ban. Trong tit ca cac dung dich dém dugc thir nghiém, di
cho thdy do dn dinh cia AMG 416 t6t trong qua trinh nghién ctru 9 ngay.

Vidu 6 '

D6 bn dinh cia duoc phdm trong dung dich dém & d6 pH = 2,25, 2,5 3,0
va 3,5 ’

Trong nghién ctru nay, do bn dinh cua dugc phém dang 1éng chita AMG
416 trong didu kién pH thip duoc nghién ciru. Nudc mubi dém sucxinat
(10mM, d6 pH = 3,5) dugc diéu ché bing cach hoa tan 59mg axit sucxinic
trong 45mL nudc da duge xtr 1y trong phong thi nghiém (da dugc khir ion) va

- diéu chinh d6 pH dén 3,5 bang cach sir dung HC1 1N va NaOH 1N khi can, va
"bd sung vira da d&én 50mL. Theo cach twong tu nhu viy didu ché duoc dung
dich dém natri lactat (56 mg/50mL) 10mM & d6 pH =3,5.

AMG 416 HCI (128 mg bot) dugc hoa tan trong 20mL dung dich dém
sucxinat dé thu duoc dung dich chira Smg/mL AMG 416 dugc chia thanh hai
phin 10mL bing nhau. NaCl (90 mg) duoc bd sung vao mét phdn va manitol

- (500 mg) duoc bd sung vao phan kia. M&i phin 10mL duge chia tiép thanh hai
phén 5mL bing nhau va d6 pH duoc didu chinh 14n Iuot &n 2,25 va 3,5, bing
HCI1 1IN va NaOH IN. Theo cach tuong tu nhu vdy, didu ché dugc bbn dung
dich SmL bing cach st dung dung dich dém lactat. 1,0mL mdi dung dich trong
sd cac (tam) dung dich thu dugc dugc bd sung vao 3 1o miu huyét thanh. Ngoai
ra, dung dich AMG 416 dém sucxinat & d0 pH = 2,25 con lai chira NaCl duogc
diéu chinh dén d6 pH 2,5 va cac lugng nhé 0,5mL duge bd sung vao 3 lo miu
huyét thanh va dung dich dém sucxinat & do pH = 3,5 con lai véi NaCl dugc
didu chinh dén d6 pH = 3,0 va cac luong nho 0,5mL dugc bd sung vao 3 lo
mAu huyét thanh. Xem Bang 11.

- O mbi thoi diém (0, 2, 8, 12 va 24 tudn) tit ca 30 mau duoc 14y ra khoi
diéu kién bao quén, dugc 1am cin bing véi nhiét do trong phong (khoang
25°C), va luong nhé 100pL dugc pha lodng dén 0,5mg/mL bing nudc dé phan
tich RP-HPLC. C4c mau con lai duoc day kin lai va dua trd lai céc diéu kién
bao quén twong tmg cia ching.

Bang 11
M5 ta s6 mu
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pH 2,25 3,5 2,5 3,0
Du;gniwh Lactat Supxmat ) MI{actat » Sucxinat Sucxinat
T4 duoc NaCl | Mann | NaCl | Mann | NaCl | Mann | NaCl | Mann | NaCl | NaCl
2-8°C 1 2 3 4 5 6 7 8 25 28
RT 9 10 11 12 13 14 15 16 26 29
40°C 17 18 19 20 21 22 23 24 27 30

Dit liéu HPLC dai dién cho nghién ctru nay dugc thé hién trong cac
Fig.5 va 6. Vét HPLC duoc thé hién Trén Fig.5 1a miu & d6 pH = 2,25 duogc
bao quan trong 67 ngay & 40°C (Smg/mL, do tinh khiét 87,8%). Fig.5B cho
thiy khoang kh4c nhau nhin thiy & céc tap chét. Fig.6 minh hoa mic d6 anh
hudng cta viée ting d6 pH dén 3,5 dbi v6i duoc pham tuong duong khac (do
pH = 3,5, 40°C, 5mg/mL, 67 ngady, do tinh khiét 91,7%). Fig.6B cho thiy
khoang khéac nhau nhin thdy & cac tap chit. Nhu tfong nghién ctru trude, quan

sat duoc su sai khac dang ké & profin chét thoai bién khi d6 pH thay dbi.

| Do tinh khiét cia AMG 416 duéi dang ham theo thoi gian dugc thé hién
trong Béng 12 (ndng d6 dung dich dém 10 mM: L = lactat; S = sucxinat. Chit
diéu chinh truong luc: N = NaCl 0,9%; M = manitol 5%). Luu ¥ ring 16 dugc.
sir dung chira 3,4% dime & thoi diém 0. Thoi diém 14 ngay dbi v6i mu 26 bi
b6 s6t do sai sét trong qua trinh diéu ché mAu.

Céc xu huéng dit liéu dugc chon dugc thé hién dudi dang db thi trong
c4c Fig.7-9.

Béang 12 ,
Do bn dinh cua dung dich AMG 416 & Smg/mL dén 67 ngay trong dung dich
dém
Do tinh khiét (%) & thoi diém (ngay)
. Nhigt | Dvog | Tinh
Mau pH . dich | truong 0 14 27 49 67
do .
dém luc
1 2,25 5 L N 96,8 96,4 97,0 95,7 95,7
2 2,25 5 L M 96,8 96,4 95,9 96,0 95,7
3 2,25 5 S N 95,6 95,1 95,1 94,6 93,8
4 2,25 5 S M 95,4 95,1 95,4 94,0 94,0
5 3,5 5 L N 96,9 96,6 96,4 95,8 96,2
6 3,5 5 L M 96,8 96,9 96,9 96,0 94,5
7 ‘ 3,5 5 S N 95,3 95,7 95,5 95,0 95,0
8" 3,5 5 S M 95,4 95,2 95,1 95,1 94,4
9 2,25 25 L N 96_,9 96,4 95,2 94,0 92,8
10 2,25 25 L M 96,9 96,6 95,6 93,2 94,9
11 2,25 25 S N 95,3 94,2 93,9 91,7 90,6
12 2,25 25 S M 95,6 94,5 94,1 92,5 92,1

N
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13 3,5 25
14 3,5 25
15 3,5 25
16 3,5 25

96,6 96,3 96,3 94,7 95,2
96,5 96,2 95,3 94,8 933
95,3 95,1 94,8 93,4 93,3
95,8 95,3 94,7 93,5 93,6

17 2,25 40
18 2,25 40
19 2,25 40
20 2,25 40

96,7 91,9 87,8 83,5 79,4
96,5 93,8 89,5 86,6 83,0
95,3 89,9 86,9 80,4 76,3
95,4 91,8 89,6 85,3 82,9

21 3,5 40
22 3,5 40
23 3,5 40
24 3,5 40

96,7 94,3 91,7 89,5 86,2
96,6 92,2 85,9 79,5 77,3
953 | 923 89,3 86,8 84,2
95,6 91,6 88,5 84,2 80,3

25 2,5 5
26 2,5 25
27 2,5 40

95,4 94,9 95,2 94,8 94,4
95,2 ND 94,5 93,2 93,2
95,3 92,3 90,3 85,0 82,4

28 3,0 5
29 3,0 25
30 3,0 40

95,4 95,4 94,9 94,7 94,9
95,6 94,9 95,0 93,9 94,2
95,3 92,5 90,0 86,9 85,2

nwuunnununnun-EsnnESnn
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Fig.7 cho thdy d on dinh cia dung dich chita AMG 416 (5Smg/mL)
trong dung dich nudc mudi dém sucxinat duéi dang ham cta d pH trong diéu
kién lanh (2-8°C). Fig.8 cho thiy d6 én dinh ciia dung dich chira AMG 416
(5mg/mL) trong dung dich nuéc mudi dém sucxinat duéi dang ham cua d6 pH
sau khi bao quan & nhiét d6 trong phong. Fig.9 cho thiy d6 én dinh cua dung
dich chira AMG 416 (5mg/mL) trong dung dich nuéc mubi dém sucxinat dudi
dang ham cua d6 pH sau khi bao quan & 40°C.

Profin chét thoai bién & thoi diém muodn nhét dugc thé hién trong Béang
13, va dién bién theo thoi gian vé vé bé ngoai ciia hai chit thoai bién chinh (do
qua trinh khir amit diu tin cing C va qua trinh tao ra homodime) duoc thé hién
trén c4c Bang 14 va 15. Cac Fig.10 va 11 thé hién din bién theo thoi gian cta
mirc thoai bién d6i véi cac san phdm riéng r& nay (1an luot qua trinh khir amit
dAu tan cing C va qué trinh tao ra homodime) duéi dang ham cua do pH dbi
v6i dugc phdm dé chon (14 cac dugc phdm ma nhém day du cac didu kién pH
13 sin c6, nghia 13 chiing chira NaCl va sucxinat, chir khong phai 13 lactat hozic
mannitol).

" Fig.10 cho thiy su phu thuéc do pH rd rét ddi véi qua trinh khir amit,
v6i murc thodi bién cao hon dang ké boi con duong nay & do pH = 2,25 so v6i &
d6 pH cao hon, va su tuong tmg truc tiép gitta d6 pH va luong khir amit. Trai
lai, qua trinh tao ra homodime dugc thé hién Trén Fig.11 cho thiy mdi quan hé
d6i nghich gitra pH va muc thodi bién. Céc xu huéng dbi nghich nay lam co s&
cho toan bd dit liéu v& d6 6n dinh dugc thé hién trong cac Fig.7-9, va do én
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dinh t6i da d6i véi dung dich AMG 416 trong nhém thir nghiém nay quan sat
dugec § @0 pH=3,0+0,5.

M&i tuong quan giita 46 dn dinh va thanh phén ta dugc 13 khong r3 rang.
Lién quan dén viéc chon Iya dung dich dém (sucxinat va lactat), xem xét dir
lidu trong cac Bang 12-14 cho thiy khéng c6 kiéu wu tién r6 rang cho dung
dich dém d6i v6i chét thoai bién bit ky trong s6 cac chét thodi bién chinh & do
pH = 2,25 hoic 3,5. T4t ca cac mau c6 dung dich dém sucxinat di cho thiy do
tinh khiét thép hon & thoi diém 0 so v&i cac mAu dém lactat teong Ung, do su
hop nhét 16n hon cta dinh homodime. Ly do cho diéu nay 13 khong rd rang,
nhung c6 thé chi ra su thay dbi vé do hip phu tuong d6i ddi véi dime gbc va
dime duéi dang ham ctia dung dich dém. Tuy nhién, nhu néu trén, viéc U sau
d6 tao ra toc do thoai bién vé co ban giéng nhau v6i su ¢ mét cia cd hai dung
dich dém. Pbi v6i viéc lya chon chit didu chinh trwong luc (NaCl hoic
manitol), natri clorua dudng nhu 1am ting téc do khir amit & do pH = 2,25
(Xem Bang 13, cic mau 9-12 & 25°C va dic biét 13 cac mau 17-20 & 40°C).
Tuy nhién, NaCl duong nhu 1am tc ché (so v6i manitol) mirc thodi bién d6i véi
homodime & d6 pH = 3,5 (Bang 14, cic mau 13-16 & 25°C va dic biét 13 cac
mau 21-24 & 40°C). |

Béng 13
Profin chét thoai bién ddi vé6i dung dich AMG 416 (Smg/mL) sau 67 ngly

Tap chit chinh (% tng dién tich)
t=67 ngay Axit DPime | Dime Trisulfua | Deaxetyl | Trisulfua
Nhige | D08 | Tioh , , , ,
pH &% dich | truong | 8,1 phut | 9,3 phut 9,5 7,4 phtt | 8,2 phut
) dém luc
2,25 5 L N 0,8 0,4
2,25 5 L M 0,5 0,6
225.| 5 S N 0,8 0,8
2,25 5 S M 1,1 0,1
35 5 L N 0,1
35 | 5 L M 1,2 1,6
35 5 S N 0,2 0,1
35 5 S M 0,7 -0,1
2,25 25 L N 2,5 0,3 0,3 0,9
2,25 25 L M 1,2 0,4 0,3
2,25 25 S N 3,1 0,4 0,4
2,25 25 S M 1,6 0,9
35 25 L N 1,4
3,5 25 L M . 3,1
35 25 S N 0,2 1,8
35 25 S M 2,1 0,1
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2,25 40 L N 13,9 0,4 0,7 2,9

2,25 40 L M 8,7 1,6 0,6 2,0 0,3
2,25 40 - S N 14,2 0,0 0,2 3,1 v

2,25 40 S M 8,9 2,4 0,6 25 0,3
35 40 L N 1,4 7,4 1,0 0,7
35 40 L M 0,5 17,0 0,5 1,0
35 40 S N 1,0 81 0,6 0,1 0,6
35 40 S M 1,0 11,7 0,7 1,3
2,5 5 S N 0,5 0,5

2,5 25 S N 1,5 0,2 0,4

2,5 40 S N 8,4 L1 0,4 1,9

3,0 5 S N 0,2 0,4

3,0 25 S N L3 0,1

3,0 40 S N 24 55 0,6 0,6 0,5

Nf‘mg do dung dich @&m 10 mM: L = Lactat; S = sucxinat. Chét diéu
chinh truong luc: N = NaCl 0,9%; M = manitol 5%). Gia tri dbi v6i % dime
phan 4nh mirc ting chét thoai bién sau khi trir di gia tri ban diu.

. Bang 14
* Qua trinh khtr amit trong dung dich AMG 416 (5mg/mL) & thoi diém 1én dén
67 ngay
% mirc thodi bién & thoi diém (ngay)
. Nhigt | Doog | Tinh |
Mau pH R dich truong 0 14 27 49 67
do A
dém Iuc
1 2,25 5 L N 0,1 07 | 08
2 2,25 5 L M 09 | 08 0,5
3 2,25 5 S N 04 | 08 0,8
4 2,25 5 S M 0,3 1,1
5 3,5 5 L N 0,3 0,4
6 3,5 5 L M 1,2
7 35 5 S N 0,2
8 3,5 5 S M 0,7
9 2,25 25 L N 1,3 1,6 | 25
10 2,25 25 L M 1,2 1,2 1,2
11 2,25 25 S N 1,1 | 1,4 | 20 3,1
12 2,25 25 S M 07 | 1,0 | 13 1,6
13 3,5 25 L N
14 3,5 25 L M
15 3,5 25 S N 0,2
16 35 25 S M
17 2,25 40 L N 34 | 66 | 10,2 | 13,9
18 2,25 40 L M 25 | 48 7,0 8,7
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19 | 2,25 40 S N 3,9 6,6 11,0 | 14,2
20 2,25 40 S M 2,3 4,2 6,4 8,9
21 35 40 L N 0,9 0,9 1,4
22 3,5 40 L M 0,5 0,6 0,5
23 3,5 40 S N 1,0 1,0 1,0
24 3,5 40 S M 0,4 0,3 1,0
25 2,5 5 S N 0,5
26 2,5 25 S N 0,7 1,3 1,5
27 2,5 40 S N 2,0 33 6,7 8,4
28 3,0 5 S N

29 3,0 25 S N : 0,3

30 3,0 40 S N 1,0 2,2 2,4

Néng dd dung dich dm 10 mM: L = Lactat; S = sucxinat. Chét diéu
chinh truong luc: N = NaCl 0,9%; M = manitol 5%).

Quan sat dugc do 6n dinh tdi da d6i v6i dung dich AMG 416 trong
nhém thir nghiém nay & do pH = 3,0 + 0,5. Téc do thoai bién tong & d6 pH 2,5
va 3,5 1a twong tw, nhung profin chit thoai bién 1a khac nhau. P6 én dinh & 4o
pH = 2,25 13 kém do s6 14n khir amit quan sat dugc 16n hon. Trong khi mét sb
tac dung cia ta dugc c6 thé quan st dugc dbi v6i profin do én dinh, dir lidu
nay khéng chi ra toan bd cac uu tién trong sb cac hé ta dugc dugce nghién ciru,
khi duoc diéu ché & do pH = 3,0.

Bang 15
Miirc thodi bién AMG 416 do homodime trong dung dich 5mg/mL & thoi diém
1én dén 67 ngay
| Pime (% mirc gia ting)
n Dung Tinh
Min | pH | N Gich [twong 0 | 14 | 27 | 49 | &7
do N v
dém Iuc
1 2,25 5 L N 00 | 05 | -01 [ 05 | 04
2 2,25 5 L M 0,0 0,4 0,0 0,0 0,6
3 2,25 5 S N 00 | 05 | 0,1 0,1 0,8
4 2,25 5 | S M 00 | 03 | 00 | 02 | 0,1
5 3,5 5 L N 00 | 02 | 01 02 | 0,1
6 3,5 5 L M 00 | 01 | 00 | 02 1,6
7 3,5 5 S N 0,0 -0,4 -0,2 0,0 0,1
8 3,5 5 S M 00 | 02 | 01 | -01 | -0,1
9 2,25 25 L N 0,0 0,5 0,4 0,5 0,3
10 225 | 25 L M 00 | 03 | 01 | 05 0,4
11 225 | 25 S N 00 | 01 | 00 | 00 | 04
12 2,25 25 S M 0,0 0,5 0,5 0,2 0,9
13 3,5 25 L N 0,0 0,3 0,3 0,9 1,4
14 35 | 25 L M 00 | 04 | 03 1,5 | 3,1
15 35 | 25 S N 00 | 02 | 05 1,1 1,8
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16 3,5 25
17 2,25 40
18 2,25 40
19 2,25 40
20 2,25 40
21 3,5 40
22 3,5 40
23 3,5 40
24 35 40
25 2,5 5
26 2,5 25
27 2,5 40
28 3,0 5
29 3,0 25
30 3,0 40

0,0 0,5 1,0 1,4 2,1
0,0 0,6 0,8 0,5 0,4
0,0 0,0 0,3 0,6 1,6
0,0 0,5 0,4 0,8 0,0
0,0 0,6 0,6 1,3 2,4
0,0 2,4 3,7 5,5 7,4
0,0 4,1 9,5 15,0 | 17,0
0,0 2,8 4,6 6,3 8,1
0,0 3,7 6,6 9,0 11,7
0,0 0,4 0,2 0,0 0,5
0,0 0,1 0,5 0,2
0,0 0,6 0,6 1,5 1,1
0,0 0,0 0,5 0,2 0,2
0,0 0,6 0,6 0,9 1,3
0,0 1,6 3,2 4,8 5,5

wmm‘wwmmmr‘r‘mmhr‘m
z z zlz2z2 2z 222222

(Ndng do dung dich dém 10 mM: L = Lactat; S = sucxinat. Chét diéu
chinh truong luc: N = NaCl 0,9%; M = manitol 5%). Luu ¥ ring muc thoai
bién dugc bidu hién dudi dang mirc ting ham lugng dime (khéng phai dime
_ téng) 1a API dugc sir dung cho thir nghiém chira hrong dime dang ké.

Do bn dinh t6i da dbi v6i dung dich AMG 416 trong nhém thir nghiém
nay quan st duoc & d6 pH = 3,0 + 0,5. Phan tich dung dich dugc didu ché & do
pH 2,5 hoic 3,5 cho thiy profin thoai bién khac nhau, véi thily phan amit déu
tan ciing C 13 chit thoai bién 16n nhit & d6 pH thap trong khi d6 qua trinh tao ra
homodime 13 16n hon & d6 pH cao hon. Dugc ph'?lm dang léng & do pH = 3,0
duge du doan c6 tdng mirc thoai bién 13 2-4% trong 2 nam trong diéu kién
lanh.

Vidu7
~ Nghién ctru 4o cing

Trong nghién ctru ndy, d6 én dinh ctia duoc phim dang 16ng chira AMG
416 trong cac diéu kién san xuit va phén tich khic nhau dwoc nghién ciru.
Mudi bén nhém thir nghiém dugc phém dugc chuin bi, mdi nhém nay cé su
két hop khac nhau cta pH (2,7, 3,3 hodc 3,9), ndng d6 peptit (4, 5 hoic
6mg/mL) va ndng d6 mudi (0,7, 0,85 hodc 1,0%). Do thdm thiu cia mbi dugc
phim dugc giir gidng nhau (sucxinat 10 mM). Xem Bang 16.

Béang 16
Nhém thir nghiém duge phim

Mau pH Sucxinat (mM) Peptit (mg/mL) NaCl (%)
1 3,3 10 5 0,85
2 3,9 10 4 1,0
3 2,7 10 4 0,85
4 3,9 10 6 0,7
5 33 10 4 0,7
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6 3,9 10 6 1,0
7 33 10 5 1,0
8 3,3 - 10 5 0,85
9 3,9 10 5 0,85
10 33 : 10 6 0,85
11 2,7 10 6 0,85
12 2,7 10 5 1,0
13 2,7 10 5 0,7
14 3,9 10 4 0,7

Céac miu (2,1mL) ctia m&i nhém thir nghiém dugce phdm dugc phan tan
~ vao céc lo thiy tinh 3mL loai 1B (Schott, Germany) va day kin (néip ddy bing
cao su). B6 lo duoc bao quan & tu thé thing dung trong 3 thang & cac nhiét do
4°C, 25°C hoic 40°C. Sy thay d6i vé d6 pH, do thim théu, phan trim AMG
416, va chét thoai bién dugc danh gia trong 3 thang. .

Bé miit d4p tng phu thudc thoi gian duge xac dinh bang 3 yéu td (pH, %
peptit va % NaCl) duoc uéc tinh bing cach 1am phit hop mé hinh théng ké mé
ta bé mit nay véi dit liéu cho mdi dap tmg HPLC va & mdi nhiét d6 (phdn mém
phat hién théng ké IMP®, SAS). Phuong phap mé phéng Monte Carlo dugc st
dung @8 tao ra céc phan bé ciia cac dap tmg HPLC du doan & diém dit (6 pH
= 3,3, peptit = 5% va NaCl = 8,5%) dudi dang ham ciia bién thién ngiu nhién
ctia cac yéu td quanh diém dit va nhifu ngiu nhién. \

Khéng c6 su thay dbi dang ké vé do pH va do thdm thiu theo thoi gian
duoc ghi nhan. O nhiét d6 4°C va 25°C, dd tinh khiét duy tri 1a 92% hodc cao
hon, mitc khir amit 13 4% hodc thip hon va qué trinh tao ra homodime 13 4%
hodc thip hon trong toan bd thoi gian nghién ctru. O 40°C, quan sat duoc do
tinh khiét, qua trinh khir amit va tao ra homodime bét dau & thoi diém 1 théng.
Tuy nhién, qua trinh khir amit va tao ra homodime gidm khi khoang gia tri pH
dugc thu hep quanh 3,3, cho thiy d6 pH c6 tac dong dang ké dén sy tao thanh
cac chat thoai bién nay.

Dua vao dir liéu nay, cé thé dua ra dy doan vé profin d¢ tinh Kkhiét trong
khoang gia tri do pH tir 2,8 dén 3,8. Nhu dugc thé hién Trén Fig.12, do tinh
khiét & mbi nhi¢t d¢ phu thugc manh vao do pH, va it phu thudc vao nE“)ng do
peptit va NaCl trong khoang duoc thir nghiém. Trong diéu kién lanh, mirc do
anh huéng cia pH 13 thip hon dang ké & cac gia tri pH trén 3,3, nhung & nhiét
do trong ph(‘ing (khoéng 25°C), gi4 tri pH cang cao thi murc thoai bién cang
nhanh hon. Dugc phidm cho muc dich diéu tri c6 thé 13 ddi twong phai bao quan
trong diéu kién lanh trong thoi gian dai. Ngoai ra, cling xem xét dén viéc tiép
xtc tiém 4n cua duge phém v6i cac nhiét d6 cao hon trong qua trinh san xut, /
dong gobi, dan nhan va st dung 1am sang. Do vay, trong nhém thir nghiém nay,
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d3 quan sat thiy ring gia tri pH trong khoang duoc thir nghiém tir 2,8 dén 3,8
(3,3 £ 0,5) s& 1a thich hop dbi v6i duge phdm chita AMG 416.

Vidu8 ‘ ‘ S

PO 6n dinh 1au dai cua duge phém dang 1éng chita AMG 416 trong

khoéng gia tri pH. S |

Trong nghién ciru ndy, d6 én dinh lau dai cta dugc phim dang 16ng
chita AMG 416, & néng do 1a 3,4mg/mL, dugc xac dinh trong khoang gia tri
pH trong dung dich nuéc mubi dém sucxinat. Nuc dugc tinh ché USP
(1200mL) dugc phan tin vao cdc thiy tinh. Natri sucxinat (4,05g) va natri
clorua (13,5g) dugc bd sung va khudy dé hoa tan. D6 pH dugc didu chinh d&én
2,5 bang NaOH IN va/hoic HCI IN theo yéu ciu. AMG 416 HCI (khdi huong
bot 5,5g) dugc bd sung, dugc khudy d& hoa tan, va bd sung vira du dén
1500mL béng nudc tinh khiét dé thu dugc 3,4mg/mL dung dich (AMG 416).
Dung dich nay dugc chia thanh ba phén va d pH cta méi phin dugc diéu
chinh 13n lugt dén 2,5, 3,0 va 3,5. Mdi dung dich ndy duoc loc riéng r& qua
thiét bi loc PVDF c6 dudng kinh 18 0,22 micron va phan tan 2mL vio cac lo
5cc. Sau khi day kin, niém phong, va dan nhén, cac lo dugc dit trong budng én
“dinh dugc chi-dinh & nhiét d6 5°C+ 3, 25°C + 2, va 40°C + 2. C4c mau duge
14y ra theo phac dd va pha lodng biang nuéc khir ion dén 1,0mg/mL dé phan
tich HPLC. D6 tinh khiét & thoi diém cac thang 0, 1, 2, 3, 5, 12 va 24 dugc thé
hién trong Bang 17 (Luu ¥: gid tri do tinh khiét ban ddu 13 99,2% d6i véi
nghién ciru ndy). Céc két qua cho thiy profin d6 én dinh trong thoi gian dai ciia
3,4mg/mL dugc phim dang 16ng chira AMG 416 duéi dang ham cia do pH va
nhiét d9.
Bang 17

D6 tinh khiét & thoi diém 1én dén 24 thang cta dung dich AMG 416.

Do tinh khiét (%) ¢ thoi diém (thang) Mite thodi
Nhiét bién & thoi
pH do 0 1 2 3 5 12 24 | diém 2 nam
O
5 1992 | 99,0 | 98,8 | 988 | 98,1 | 96,8 | 94,8 4,4
2,5 25 992 | 96,9 | 952 | 934 | 89,3 | 80,9 | 68,5 30,7
40 992 | 888 | 81,9 | 753 | 60,9 | 39,1 | 204 78,8
5 992 | 99,1 | 99,1 | 992 | 98,7 | 98,3 | 97,7 1,5
3 25 992 | 982 | 97,5 | 96,7 | 950 | 91,1 | 846 14,6
40 992 | 93,7 | 90,2 | 86,4 | 78,9 | 61,6 | 39,2 60,0
5 992 | 99,2 | 99,2 | 992 | 988 | 98,6 | 98,3 0,9
3,5 25 992 | 98,6 | 981 | 976 | 962 | 93,4 | 89,2 10,0
40 992 | 946 | 91,5 | 88,7 | 83,1 | 67,5 | 46,1 53,1
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Dién bién theo thdi gian v& d6 tinh khiét ctia dugc phdm chira AMG 416
1ong & mdi mirc pH dugc thé hién trén Fig.13. O tit ca cac nhiét do, quan sat
duoc do tinh khiét cao nhit & d6 pH = 3,5 trong khi mrc thoai bién nhit quan
sat dugc & d6 pH 2,5. Hon nita, & tit ca cAc nhiét do, d6 tinh khiét & d pH =
3,0 va 3,5 14 cao hon dang k& d6 tinh khiét & d6 pH 2,5. Do vay, vi du, dbi véi
cac mau duoc dé lanh, d6 tinh khiét & 24 thang 13 98,3 va 97,7 d6i vé6i dung
dich 14n luot & d6 pH = 3,5 va 3,0, nhung chi 13 94,8 dbi véi dung dich & d6 pH
2,5. Ngoai ra, da thiy ring viéc giam do tinh khiét lién quan dén nhiét do & tat
c4 cac murc pH, véi mitc thoai bién thdp nhit quan sat dugc trong cac mau duge
U & nhiét d6 2-8°C va muc thoai bién nhét quan st dugc trong cac mau duge 0
& 40°C. Chét thoai bién chinh quan sat dugc & do pH 2,5 13 san phim dugc khir
amit va homodime quan sat dugc & d6 pH = 3,5.

Céc dit liéu nay xac nhan réng duoc phém theo sang ché c6 kha ning
duy tri d6 6n dinh théa dang ctia AMG 416 trong it nhét thoi han st dung hai
nim trong diéu kién lanh. Mirc thoai bién quan st dugc 13 tuyén tinh trong tt
ca cac trudng hop va hd tro cac két luan dwa vao dir liéu dugc suy luan tir cac
thir nghiém truée. Tir dir liéu ndy, do pH t6i wu nam trong khoang tir 3,0 dén
3,5 dua vao sy can bang giita cac duong thoai bién khéc nhau.

T4t ca cAc 4n phim, bang doc quyén sang ché va don yéu ciu cip bing
doc quyén sang ché d3 trich din duoc dua vao ban md ta niy bang cich vién
din. Mic du sang ché duoc mo ta mot cach chi tiét bing cach minh hoa va vi
" du dé nham hiéu 13 hon sang ché, ngudi ¢ hiéu biét trung binh trong linh vuc
ky‘E thuat ndy d& dang hiu ring trong pham vi sang ché cic thay ddi va cai bién
nhét dinh c6 thé dugc thuc hién ma khong ndm ngodi pham vi hodc ndi dung
clia yéu cu bao ho kém theo.
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1. Duoc pham chira etelcalxetit (AMG 416) trong dung dich nuéc, trong
d6 dugc phdm nay c6 d6 pH nim trong khoang tir 2,0 dén 5,0.
2. Duoc phdm theo diém 1, trong d6 dugc pham nay c¢6 d6 pH nim trong
khoang tir 2,5 dén 4,5.
3. Dugc phim theo diém 1, trong d6 dugc phdm nay c6 d6 pH nim trong
khoang tir 2,5 dén 4,0. ,
4. Dugc phim theo diém 1, trong d6 dugc phdm nay c6 d6 pH nim trong
khoang tir 3,0 dén 3,5.
5. Dugc phdm theo diém 1, trong d6 d6 pH duoc duy tri bang dung dich
dém duogc dung.
6. Dugc phim theo diém 5, trong d6 dung dich dém 13 dung dich sucxinat.
7. Duoc phim theo diém 1, trong d6 AMG 416 c6 mit trong dugc phdm
nay & ndng do nim trong khoang tir 0,1mg/mL dén 20mg/Ml
8. Duoc phim theo diém 1, trong d6 AMG 416 c6 mit trong dugc phim
‘nay & ndng d6 nim trong khoang tir Img/mL dén 15mg/mL 7
9. Dugc phim theo diém 1, trong d6 AMG 416 c6 mit trong dugc phim
nay & ndng do nim trong khoang tir 2,5mg/mL dén 10mg/mL.
10. Dugc phim theo diém 1, trong d6 dugc phdm ndy con chira chét didu
chinh truong luc duge dung. - '
~11.Dugc phim theo diém 10, trong d6 chét diéu chinh truong luc c6 mit
trong dugc phdm nay & ndng do di dé cho dugc phim niy cé tinh gin
nhu déng truong.
12.Dugc phém theo diém 10, trong d6 chét diéu chinh trurong luc 13 NaCl.
13.Dugc phidm theo diém 1, trong d6 duoc phim ndy c6 mirc thoai bién
thap hon 10% khi duoc bao quan & 2-8°C trong 2 nim.
14.Dugc phdm theo diém 1, trong d6 duwoc phidm ndy c6 mirc thoai bién
thip hon 10% khi duoc bao quan & nhiét do trong phong trong 2 nim.
15.Dugc phim chira 2mg/mL dén 20mg/mL AMG 416 trong dung dich
nuée, dung dich dém sucxinat duy tri dugc phdm nay & d6 pH nim
trong khoang tir 3,0 dén 3,5, va néng do natri clorua da dé cho dugc
phim ndy c6 tinh gin nhu ding truong.
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