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(57) Sang ché d& xuat phuong phap san xuat thude degarelix chira degarelix dong kh6 ma,

khi hoan nguyén voi nude dé tiém vé6i lugng 20mg/ml, thé hién do nhot 1én dén 15 mPas.

Sang ché ciing dé xuat duoc chat degarelix dong kho ma thé hién, khi hoa tan trong nudc

v6i luong 20mg/ml, d6 nhét 1én dén 3,2 mPas, va phuong phap san xudt duoc chit

degarelix dong kho nay.
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Linh vwe k§ thuit dwoc dé cap
Séang ché d cap dén phuong phép san xuét dé tao ra degarelix dong kho.
Tinh trang ky thuit cha sing ché

Bénh ung thu tuyén tién liét 1a nguyén nhén gy ra bénh tat va tir vong hang dau
dbi véi nam gidi & thé g6i cong nghiép hoa. Degarelix, ciing d& dugc biét dén 1a
FE200486, 1a chit dbi khang thu thé hormon giai phéng gonadotropin thé hé thir ba
(third generation gonadotropin releasing hormone-GnRH) (chét phong bé GnRH) ma
da dugc phat trién va duoc chip thuin ding cho ngudi bénh méc bénh ung thu tuyén
tién liét can lidu phap didu tri cit bo androgen (xem tai liéu: Doehn et al., Drugs 2006,
vol. 9, No. 8, pp. 565-571; WO 09846634). Degarelix tic dung bang viéc phong bé
ngay va phong bé canh tranh thu thé GnRH trong tuyén yén, va cac chit dbi khang
GnRH tuong tu khac, khéng gy ra su kich thich khoi dau viée san xuit hormon lutein
hoa qua truc dudi ddi-tuyén yén-tuyén sinh duc va do doé khong gay ra su dang trao
testosteron hodc phan ing lam sang (xem tai liéu: Van Poppel, Cancer Management
and Research, 2010:2 39-52; Van Poppel et al., Urology, 2008, 71(6), 1001-1006);
James, E.F. et al., Drugs, 2009, 69(14), 1967-1976).

Degarelix 13 decapeptit tong hop mach thing chtra bay axit amin khong tu
nhién, nim trong s§ ching 14 D-axit amin. N6 ¢6 mudi tim khong dbi ximg trong
khung chinh ctia decapeptit. Gc axit amin & vi tri 5 trong trinh tw ¢ tim khong d6i
xtng b6 sung trong viéc thay thé chudi phu thu duoc téng cong mudi mot tim khong
d6i xtmg. Sb dang ky CAS cua né 14 214766-78-6 (bazo tu do) va c6 ban sin trén thi
truong dudi nhan hi¢u hang hoa Firmagon™., Dugc chit duoc x4c dinh vé& mat hoa hoc
nhu D-Alaninamit, N-axetyl-3-(2-naphthalenyl)-D-alanyl-4-clo-D-phenylalanyl-3-(3-
pyridinyl)-D-alanyl-L-seryl-4-[[[(4S)-hexahydro-2,6-dioxo-4-
pyrimidinyljcarbonyl]amino]-L-phenylalanyl-4-[ (aminocarbonyl)amino]-D-
phenylalanyl-L-leucyl-N6-(1-metyletyl)-L-lysyl-L-prolyl- va dwoc biéu dién bdi clu

truc hod hoc dudi day (sau day cling duoc goi 1a cong thirc I):



Cau truc cua degarelix cling c6 thé dugce bi€u dién la:

Ac-D-2Nal-D-4Cpa-D-3Pal-  Ser-4Aph(L-Hor)-D-4Aph(Cbm)-Leu-Lys(iPr)-Pro-D-

Ala-NH»

trong d6, Ac la axetyl, 2Nal 1a 2-naphthylalanin, 4Cpa 13 4-clophenylalanin, 3Pal 1a 3-

pyridylalanin, Ser 1a serin, 4Aph la 4-aminophenylalanin, Hor 13 hydroorotyl, Cbm 14

carbamoyl, Leu 1a leuxin, Lys(iPr) l1a N6-isopropyllysin, Pro 1a prolin va Ala 14 alanin.
Déi v6i muc dich mé ta sang ché, mdi axit amin trong degarelix s&€ dugc dua ra

ky hidu viét ngin gon nhu sau:

AA; la D-2Nal, AA; 1a D-4Cpa, AA3 1a D-3Pal, AA4 1a Ser, AAs 13 4Aph(L-Hor),

AAs 1a D-Aph(Cbm), AA7 la Leu, AAs 1a Lys(iPr), AAo 1a Pro va AAjo 1a D-Ala.

Do d6, degarelix c6 thé dugc biéu difn 1a Ac-AA1-AA1o-NHa.
Degarelix da dugc tao ra trude bing viée st dung phuong phép tdng hop peptit

pha rin Boc (SPPS) nhu duge md ta trong cong bd don quéc t& s6 WO 98/46634 va tai
liéu: Jiang et al., J. Med. Chem. 2001, 44, 453-467.

Coéng bb don qubc té s6 W02010/12835 va WO2011/066386 md ta viée tao ra
degarelix st dung chién Iuwge Fmoc. Coéng bd don qudc t& s6 W02012/055905 va
W02012/055903 mb ta quy trinh téng hop pha ldng cua degarelix.

Ban chit ky thuit cia sang ché

Viéc mo ta dic diém hoa 1y ciia degarelix da thé hién ring decapeptit c6 kha
nang tu két hop va cudi cung la tao ra gel trong dung dich trong nudc. Viée tu két tu

lam cho hop chat nay tao thanh dang giai phéng chim (depot) tai chd khi duoc tiém
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duéi da hodc trong co. Kho chita degarelix da duoc thé hién tao ra viée giai phéng duy
tri hoat chét qua nhiéu thang phu thudc vao lidu dung. Hién tai, dugc chit dugc ding
v6i céc litu 120mg (40mg/ml) dbi v6i 14n tiém thir nhat va 80mg (20mg/ml) ddi véi

vi€éc gidi phong duy tri trong mot thang.

Ngac nhién 13, cc tic gia sang ché di phat hién ra ring d6 nhét va do d6 céac
dic tinh giai phong duy tri va mic sinh kha dung, ctia thuc dugce hoan nguyén c6 thé
duoc kiém soat thong qua viée xr ly peptit thd (vi du thu dugc theo chién lwgc Fmoc,
tdng hop pha 1éng hodc dudng khéc) thanh duge chit. Ngac nhién 13, d6 nhét duoc két
hop v6i duge chét twong quan véi d§ nhét duge két hop véi thudc, thdm chi sau khi
hoan nguyén va lam déng khé tiép. D6 nhét ctia thube phai duge kidm soat ndm trong
khoang dén téi da 15 mPas, t6t hon 13 nim trong khoang tir 2 dén 12 mPas, d& thu
dugc sy hinh thanh kho chira mong muén va do d6 giai phong duy tri. Sang ché &
xut cac phuong phap ma cho phép viée san xuét cac thubc ma thd hién do nhot nay,
nhu duge x4c dinh khi hoan nguyén véi chit 16ng hoan nguyén & ndng do 20mg

degarelix/ml chét 16ng hoan nguyén.

Do d6, theo khia canh thtr nhét, sang ché d& xuit phuwong phap kiém soat do
nhét clia san phdm chtta degarelix khong 16n hon 15 mPas, t&t hon 14 ndm trong
khoang tir 2 dén 12 mPas, nhu dugc x4c dinh khi hoan nguyén véi nuée dé tiém véi
luong 20mg degarelix dang bazo tu do/ml, trong d6 phwong phép nay bao gdm cac

budec:

1. Cung cdp dugc chét degarelix dong khd ma thé hién d6 nhét 1én dén 3,2 mPas,
nhu dugce xdc dinh khi hoa tan trong nude chira manitol (2,5% khéi lu(;ng/thé
tich) véi lugng 20mg degarelix dang bazo tuw do/ml.

2. Hoa tan dugc chét degarelix dong khé trong nude chira manitol dé thu dugc hdn
hop degarelix-manitol trong nudce;

3. Lam dong kho hdn hop degarelix-manitol trong nuéc dé thu dwoc thudc

degarelix.

Theo khia canh thir hai, sang ché d& xudt phuong phap san xut thubc degarelix
dong kho ma thé hién d6 nhét 1én dén 15 mPas, t6t hon 14 ndm trong khoang tir 2 dén
12 mPas, nhu dugc xac dinh khi hoan nguyén v6i nuée dé tiém véi luong 20mg

degarelix dang bazo tu do/ml, trong d6 phuong phap nay bao gdm cac budec:
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1. Cung cdp duogc chét degarelix dong khé ma thé hién d6 nhét 1én dén 3,2 mPas,
nhu duge x4c dinh khi hoa tan trong nuéc chira manitol (2,5% khdi lugng/thé tich)
véi lugng 20mg degarelix dang bazo tu do/ml.

2. Hoa tan duoc chét degarelix déng khé trong nudc chira manitol dé thu dwoc hén
hop degarelix-manitol trong nuéc; va

3. Lam dong khé hdn hop degarelix-manitol trong nude dé thu dugc thude

degarelix.

Theo khia canh th ba, sang ché dé xudt phuong phap san xuét thudc degarelix
chira dugc chat degarelix dong khd va chit long dé hoan nguyén (chét 1ong hoan
nguyén) ma, khi hoan nguyén véi chét 1ong nay véi luong 20mg degarelix dang bazo
tw do/ml, thé hién d6 nhét 1én dén 15 mPas, tdt hon 13 nim trong khoang tir 2 dén 12

mPas, trong d6 phuong phéap ndy bao gém céc budc:

1. Hoa tan duoc chét degarelix déng khé trong dung dich trong nu6c chira manitol
d8 thu duoc hdn hop degarelix-manitol;

2. Lam dong khd hdn hop degarelix-manitol dé thu dugc thubc degarelix, trong d6
chit 1am gidm d6 nhét duoc bd sung vao hdn hop degarelix-manitol true khi
dong kho.

Sang ché ciing d& xuit duoc chit degarelix d6ng khoé ma thé hién, khi hoa tan
trong nuéc chira 2,5% khdi luong manitol v6i lwong 20mg degarelix dang bazo tu

do/ml, d6 nhét 1én dén 3,2 mPas, va phuong phap tao ra duge chit degarelix dong khd.

Hon nita, sang ché con dé xuét thudc degarelix chira duoc chét degarelix dong
kho va chét 1ong hoan nguyén ma, khi hoan nguyén vdi chit 1ong hoan nguyén véi
luong 20mg degarelix dang bazo tu do/ml, thé hién d6 nhét 1én dén 15 mPas, tdt hon
1a ndm trong khoang tir 2 dén 12 mPas, va chira chét 1am giam d6 nhét v6i luong ndm

trong khoang tir 0,001 dén 5mg/ml.
M6 ta vin tit cdc hinh vé
Fig.1 thé hién mdi quan h¢ gifta d6 nhét ctia duge chét va d6 nhét cta thude.

Fig.2 va Fig.3 thé hién mbi quan hé giita d6 nhét dong hoc cta huyén pht phan lidu
degarelix (20mg/ml) va ndng d6 trong huyét twong cta degarelix (chudt) & ngay 3
(Fig.2) va ngay 28 (Fig.3).
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Mo ta chi tiét sang ché

Phuong phép san xudt thudc degarelix dong khoé theo khia canh thir nhét va thi

hai bat diu v6i dugc chét degarelix s& duge mo ta chi tiét hon.

Duoc chét degarelix

Decapeptit degarelix ¢ thé duoc tao ra biang quy trinh tdng hop peptit pha rén,
nhur dwoc mb ta trong cong bd don qubc té s6 WO98/46634, W0O2010/12835 va
W02011/066386, hoidc bang quy trinh téng hop peptit pha 1éng, nhu dugc mo ta trong
cong bd don qubc t& s6 W02012/055905 hoic W02012/055903. Quy trinh tng hop
peptit ndy tao ra degarelix thd ma con dugc tinh ché tiép va sau d6 dong khé dé thu
duoc san phdm dong kho chira degarelix, axit axetic, lugng nude du va lugng nhd cta
tap chét do quy trinh san xuét, néu c6. San phdm nay duoc goi 1a duge chit degarelix
hodc chi don thuan 13 duoc chét theo sang ché. Tét hon 13, dugc chit degarelix dong
kho chira degarelix, tir 4,5 dén 10% khoi lwong axit axetic (khdi lwong/khbi luong) va

dén 10% khéi luong nuée (khdi lwong/khdi luong).

Viée san xuét duoc chit c¢6 thé duoc chia thanh budc thit nhét (A) tao ra

degarelix duoc tinh ché trong dung dich va budc tht hai (B) tao ra dugc chét

degarelix.
Budc (A): Tinh ché

Buée (A) bao gdm viée tinh ché degarelix thé theo médt hodc nhiéu budc, tdt

hon 1a hai budc, tuy y ti€p theo bude c6 dac c¢ot va/hodc trao d6i muoi.

Degarelix tho, nhu thu dugc béng LPPS hoac SPPS, trudce tién dugc dem tinh
ché. T6t hon 13, viée tinh ché duoc thuc hién bang cach cho dung dich peptit thu dugc
bang SPPS hoic LPPS vao ¢t véi vat liéu pha ddo, ma t6t hon 13 duoc 1am cin bang
so bd bang chit dém. Tt hon 13, bude tinh ché thi nhat tao ra d6 tinh khiét it nhat
95%, nhu dugc x4c dinh bang HPLC.

Theo phuong éan dugc uu tié€n, viée sic ky c6t pha dao dugc lap lai dé thu duogc

san pham c6 dd tinh khiét it nhit 97,5%, nhu dugc x4c dinh bing HPLC.



28454

Theo phuong an dugc dic biét vu tién, dung dich degarelix duge tinh ché c6 d6
tinh khiét it nhat 95%, t5t hon 13 it nhit 97,5%, duoc dua vao bude sic ky cot tiép dé
cd dic so bd dung dich degarelix va/hoic dé trao dbi mubi (tét hon néu axit axetic

dugc stir dung dé didu chinh d6 pH cta chit ria giai trong bude tinh ché cudi cing).

T6t hon 13, bude ¢d dic so bd va/hoic trao ddi mudi nay cling dugc thuc hién
trén c6t pha dao: dung dich degarelix duoc tinh ché dugc pha lodng bang nudc (tdt
hon 14 tr 1,5 dén 2,5 14n) va duoc dua vao cdt, duge lam can bang so bd bang chét
dém. Tt hon 13, c6t dugc rira 1an thir nhit bang etanol (ndng d6 thip, thuong nhé hon
20%) va amoni axetat trong nudc va tiép theo bing etanol (ndng do thip, thudng nho
hon 20%)/axit axetic/nudc. Sau d6, tach rira cot, vi du b??mg etanol (néng dd cao,
thuong 13 tlr 20 dén 60%)/axit axetic/nude dé thu duge dung dich chira degarelix dac
hon so v6i dung dich sau (cac) budc tinh ché. Quy trinh 14 khong bi gidi han & etanol
1am chét bién ddi hitu co trong chét rira giai. Céc dung moi khéc nhu axetonitril cling

¢6 thé duoc st dung.
Budc (A) tao ra degarelix duogc tinh ché trong dung dich.
Bude (B)

Viée xir ly tiép theo ctia degarelix duoc tinh ché trong dung dich @ thu duoc
duoc chét degarelix ¢4 thé dugc thuc hién theo cac cach khac nhau. Tiép theo, bdn

cach dugc uu tién 14 dugc minh hoa (cac Budce (B1), (B2), (B3) va (B4)).
Budc (B1): C6 dac-khtr két ty-dong khod

~ Pau tién, degarelix dugc tinh ché trong dung dich dugc dua vao budc c6 dac
trong d6 etanol hoac chét bién ddi hitu co khéic nhu axetonitril duoc loai bo béng cach
bay hoi. T6t hon 13, bude nay duge thyc hién bing thiét bj bay hoi quay. Nhiét d6 tdi
da duge wu tién trong khi bay hoi 14 40°C. San phdm chita degarelix nhét duoc ¢ dic
& mirc cao thu dugc (san pham duoc két tu thudng & dang gel) sau d6 duge xir Iy bang

axit axetic (budc khir két tu), tét hon 14 duge loc va dong kho.
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Budéce khur két tu la quan trong dé kiém soat d6 nhét cta dugc chit. Do d6, tdt
hon 13 bude khir két tu duoc thue hién véi mot hodic nhidu, t8t nhét 13 tAt ca cac didu

kién trong so céac dieu kién sau day:

° Néng dd axit axetic cubi cung: tir 6 dén 40%, t6t hon 1a tir 15 dén 35% (thé
tich).

e Nhiét d¢ tir 0 dén 35°C, t6t hon 1 tir 2 dén 30°C, 6t nhét 13 tir 5 &én 15°C.

e Nong do degarelix (bazo tu do) tir 5 dén 35g/1, t6t hon 1a tir 10 dén 20g/1.

e Thoi gian tir 1 dén 15 gio.
Trong céc gi6i han nay, céc td hop thich hop cua céc tham sb coa quy trinh co

thé phat hién dugc bﬁng viéc thir nghiém don gian.

T6t hon 13, bude dong khé duogc thyc hién & do day da lanh tir 1,2 dén 2,4cm va
thoi gian 1am kho thir cdp 14 tir 1 dén 17 gid. Nhiét d6 lam kho thir cdp thuong 1a
khoang 20°C (tir 15 dén 25°C).

Theo phwong 4n duoc uu tién, bude (B1) tao ra duge chit déng kho ma thé hién
d6 nhét nhod hon 3,2 mPas, tot hon 13 ndm trong khoang tur 1,15 dén 2 mPas (nhu dugc
xac dinh khi hoa tan véi lugng 20mg degarelix dang bazo tu do trong 1ml nude, chira
2,5% (khi lugng/thé tich) manitol). Phuong phép do d6 nhét dwoc mb ta trong phan
thir nghiém. Dugc chit dép ting hoan toan yéu ciu vé d nhét nay con duoc goi la
duoc chét (1), trong khi duoc chét khong dap ting hoan toan yéu ciu d6 nhdt nay con
dugc goi 1a duoc chét (2). Duge chit (2) c6 d6 nhét duoc wu tién 1a tir 3,2 dén 15
mPas, khi hoa tan v6i lugng 20mg trong 1ml nudc. Duge chit (2) tham chi c6 thé
giéng nhu gel, trong didu kién 16n hon 3,2 mPas mdt cach dang ké, tham chi mic du

do nhét cia nd khong thé do dugc mdt cach chinh xac.

Theo khia canh nay, cin dugc luu ¥ ring “khi hoa tan véi lwong 20mg trong
Iml nuée” chi don thudn d& cép dén céc didu kién do d6 nhét va khong ¢ nghia ring
duoc chét 1a ¢é mat trong dung dich chtra 20mg/ml. Tt nhét 13, duge chit 13 c6 mit &
dang dong kho.

Duoc chat, cu thé 1a duoc chét (1), t6t hon 13 duogc dic trung bdi ham luong axit
axetic nam trong khoang tir 4,5 dén 10,0% (khi luong/khbi lugng) va/hodc ham luong

nudc béng hoac nhé hon 10% (khéi hxcyng/khéi lugng). Ngoai ra, dugc chét, cu thé 1a
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duogc chat (1), tbt hon 13 thé hién mat d6 quang bing 0,10 AU hodc nhé hon (& ndng
d6 20mg degarelix dang bazo ty do/ml trong 2,5% manitol (trong nudc)). Phuong

phép do mat d6 quang dwoc mé ta trong phin thir nghiém.

Do d6, séng ché dé xuat phuong phap san xuét dugc chat degarelix (1), trong d6

phuong phap niy bao gdm céc budc:

a. Tinh ché degarelix nhu thu duoc bang quy trinh tong hop peptit pha 1éng
hoic rén dé thu duoc dung dich degarelix c¢6 do tinh khiét it nhat 95%;

b. Lam bay hoi dung méi dé c¢6 dic dung dich degarelix dé& thu duogc
degarelix dugc két tu;

c. Khir két tu degarelix duoc két tu bang axit axetic; va

d. Dong kho degarelix dugce khir két tu dé thu duoc duoc chit degarelix.

Sang ché con dé xudt phuong phap didu bién d6 nhét cta degarelix, sao cho sau
khi dong kho va hoan nguyén véi nude, d¢ nhdt ciia dung dich degarelix 20mg/ml
trong 2,5% khéi lugng/thé tich manitol khéng 16n hon 15 mPas, trong d6 phwong phép
bao gdm céc budc:

xtr Iy degarelix duoc két tu bang axit axetic; va

d6ng khd hdn hop gdm degarelix va axit axetic.

Theo mét sd phuong an, cac didu kién dung cho viéc bd sung axit axetic va
dong kho 1a nhu dugc md ta trén ddy. Theo cac phuong an cu thé, ham lugng axit
axetic sau khi dong kho nim trong khoang tir 4,5 dén 10,0% (khdi lugng/khdi luong).
Budc (B2): C6 dac cot — Dong khd

Dung dich degarelix thu duoc trong budc A (t6t hon 14 sau phuong phép tinh
ché mot hodc hai budc, vi du khong can ¢d dac so bd/trao dbi muéi) dugc nap vao cot
sdc ky, viée trao dbi ion dugc thuc hién va cot dugc rira nhe (rira) bang axit axetic
dugc pha lodng (khoang 1%). Degarelix dugc tach rira ra khoi cot bang viée sir dung
axit axetic trong nudc o néng d6 AcOH tir 20 dén 50% khdi luong, t5t hon 1a tir 23
dén 37% khdi luong, t&t hon 14 tir 23 dén 27% khdi lugng, 6t hon 14 tir 27 dén 37%
khéi lugng, t6t hon 14 tir 33 dén 37% khdi luong, tot hon 14 35% khéi lugng, va tiép
theo duoc pha lodng tuy ¥ dén ndng d6 AcOH thich hop, loc. Sau d6, dung dich
AcOH/nuédc chira degarelix dugc dong khd. Pha tinh trong cft c6 thé thudc cac loai

khéc nhau. Pha tinh c6 thé chira cdc nhém chirc nhur cac hydrocacbon (béo va thom),
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ruou, nitril, cdc nhém c6 cac déc tinh axit/bazo thich hgp va cac nhém trao ddi ion
nhung khong bi gidi han & loai nhdm nay. Quy trinh nay tao ra dugc chét, t6t hon 1a
duogc chit (1).

Do d6, sang ché cling dé xuét phuong phép san xuit duoc chat degarelix, trong

d6 phuong phap nay bao gém céc bude:

a. Tinh ché degarelix nhu thu duoc bing quy trinh tdng hop peptit pha 1ong
hodc rén dé thu duogc dung dich degarelix c6 d6 tinh khiét it nhat 95%;
b. Nap dung dich degarelix vao cot séc ky;
c. Tach rtra degarelix ra khoi cot be‘ing axit axetic dé tao ra degarelix duoc
tach rira;
d. Déng kho degarelix dugc tach rira dé thu duoc dugc chét degarelix dong
kho.
Budc (B3): Phan tach qua viéc dong kho-hoan nguyén trong quy trinh déng kho
AcOH/nudce

Degarelix duoc tinh ché trong dung dich thu dugc sau Bude A dugc phan tach
qua viéc dong kho; san phim déng khé thu dwoc duoc hoa tan & ndng d6 nim trong
khoang tir 10 &én 20g/1 trong 2% axit axetic va dugc d6ng kho lai 1an nita dé thu duoc

duogc chit degarelix (1).
Budc (B4): Sdy phun

Degarelix dugc tinh ché trong dung dich (EtOH/nuéc chita AcOH hodc
ACN/nuée chira AcOH thu duge sau Budc A, hodc nhu duge mé ta trong Bude Bl
ngoai trir dé 1am déng kho hodc B2 ngoai trir d lam dong khd) duogc phén tach qua
viée say phun d& thu duoc duge chit degarelix (1).

Theo phuong 4n dugc wu tién, dung dich degarelix duoc tinh ché nhu thu dugc
trong budc A dugc truc tiép dua vao quy trinh siy phun. Nong d6 AcOH cta dung
dich degarelix trong nudc dugc dem sdy phun duoc didu chinh dén tir 6 dén 40% (thé
tich/thé tich), t6t hon 1a tir 15 dén 35% (thé tich/th tich).

Sau khi d3 md ta viéc san xuét duogc chit, ching t6i s€ mo ta viéc san xuét thudc

degarelix. Thudc degarelix dong khé bao gdm duoc chit degarelix va manitol, nghia 1a
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n6 bao gom (va tot hon 1a gom cd) degarelix, axit axetic, manitol, lugng nuéc du va

luong nhé tap chét do quy trinh san xudt, néu cé.

Phuong phép A san xudt thubc degarelix

Phuong phap san xudt A 13 khia canh thtr nhit ctia sang ché duoc néu trén déy,
nghia 12 phuong phap san xuat thube degarelix ma, khi hoan nguyén véi nude dé tiém
véi lugng 20mg degarelix dang bazo tu do/ml, thé hién do nhét 1én dén 15 mPas, tdt
hon 13 ndm trong khoang tir 2 dén 12 mPas, trong d6 phwong phép nay bao gdm céc

bude:

a. Tao ra dugc chét degarelix dong kho, tdt hon 12 duge chét degarelix (1);

b. Hoa tan dugc chit degarelix dong khé trong nu6c chira manitol dé thu
duge hdn hop degarelix-manitol trong nudc;

c. Poéng kho hdn hop degarelix-manitol trong nuéc d& thu duoc thude

degarelix.

Theo séng ché, “khi hoan nguyén véi nude dé tiém véi luong 20mg/ml” 14 dé
chi cac diéu kién do d6 nhét va khong c6 nghia la thubc c6 mat trong dung dich
20mg/ml. Tt nhét 13, thudc c6 mit & dang dong khd, tuy ¥ két hop véi chit 1ong hoan
nguyén. Luong duoc uu tién/lo 13 nim trong khoang tir 60 dén 300mg (nhu 120mg,
80mg va 240mg). Theo céch khac, c6 thé duoc tao ra dudi dang thubc da duoc hoan
nguyén, véi cac ndng d6 duoc vu tién ndm trong khoang tir 2 &én 100mg/ml, 6t hon 1a

tir 10 &én 70mg/ml (nhu 40mg/ml, 20mg/ml va 60mg/ml).

Buéce b ciing c6 thé duge goi 1a budce tao hdn hop. Theo phuong 4n duge wu
tién, viéc loc va nap vao lo dugc thuc hién sau khi tao hdn hop va trudc khi d6ng kho

sao cho toan by phuong phép san xuat A dugce vu tién bao gom cac budc:

e tao hdn hop dé thu duoc thude dang khdi khéng duoc loc
e loc (VO trung)
e nap vao lo

e dong kho/lam kho lanh.

Tao hdn hop dé thu duoc thube dang khéi
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Duoc chit dua vao bude tao hdn hop, ma thudong duoc thuc hién nhu sau:

Dé san xuét thude dang khéi khéng duoc loc, dugc chit va manitol duge hod
tan trong nudc (nudc tinh khiét; thuong 13 nude Milli-Q) véi luong tir 10 dén
60g/1000g c& mé. Lugng théng thuong 14 tir 20 dén 50g duoc chdt (nhu ham luwong
degarelix dang bazo tu do nhu dugc x4c dinh béi HPLC va tr 10 dén 50g
manitol/1000g. Luong thuc t& phu thudc vao ndng do cudi cung cuia degarelix trong
thudc va thé tich cia chit long hoan nguyén (t6t hon 13, manitol dugc bd sung vio sao
cho thu duge dung dich déng trwong c¢6 ndng d6 osmol 14 300mOsm +/- 30mOsm sau

khi hoan nguyén).

Dé san xudt, nudce (thuong khoang 80% tbng lugng nudc) duge bd sung vao
binh tao hdn hop. Manitol dugc bd sung vao va hoa tan béng cach khuéy. Sau d6, duoc
chat dugc bb sung vao dung dich manitol dwoc khudy va khéi (mé) duoc phdi ché
dugc dua dén khdi lwong cudi cung cia nd bang cach bd sung nuéce con lai. Viée tao
hdn hop nay duoc thuc hién theo céch sao cho trénh dugc viée gia ting d¢ nhdt dang
ké. Do d6, tit hon 1a d6 nhét coa thude dang khéi vin nho hon 5 mPas, t6t hon 14 nhd
hon 3,2 mPas trong budc tao hdn hop (46 nhét duoc xac dinh sau khi loc khi hoa tan
v6i lugng 20mg trong 1ml dung dich manitol 2,5% (khdi luong/thé tich) trong nuéc).
Diédu nay c6 thé dat duoc bing cach lam udt peptit & tbc d6 khudy cao trong khoang
thoi gian tvong d6i ngén (dén 30 phut) va sau d6 hoa tan peptit & toc d6 khudy giam dé
tranh viéc tao bot va két tu (thuong trong khoang tir 30 dén 90 phut). Nhiét do thuong
duoc gilt trong khoang tir 6 dén 15°C. Tét hon 13, thiét bi khuéy 13 thiét bi ma tao ra

vige trdn hon loan ma khéng can xody trdn.
Loc

Thubc dang khéi t6t hon 12 sau d6 duoc loc vo trung, vi du qua hai bo loc loai

vo trung dugc dit theo ddy, bang cach didu 4p khéi duge phdi ché bang nito.
Nap

Lo v trung dugc nap thudc dang khoi dugce loc va duge dong nit mot nira (vi

tri dong khd) trong céc didu kién vo tring.

boéng kho
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Thiét bj déng khé t6t hon 14 dwoce khir tring bing hoi nude trude khi sir dung.
Lo dugc dat vao gia do cta thiét bi dong kho. Tbt hon 14, quy trinh déng kho tiép theo
bao gdm cac budc 1am lanh, lam khé chinh (su thing hoa) va 1am kho tht cdp. Cac

di€u kién duoc vu tién la nhu sau:

Tt hon 13, quy trinh déng kho bao gdm hodc thAm chi chi bao gdm, ba budc
chinh, tic 1 budc 1am lanh, 1am kho chinh (thing hoa) va lam khé tht cép.
* Budc lam lanh

Lo duoc nap vao gia 1am lanh duoc duy tri & nhiét do tir 2 dn 10°C, nhu 5°C.

Céac gid dugc lam lanh, vi du tir 5°C dén -30 dén -40°C, nhu -35°C. Nhiét do
gia dugc duy tri, vi du & -35°C trong ti thiéu hai gid dé bao dam viéc 1am lanh hoan
toan toan bd mé trude khi bat diu budc 1am kh chinh,
* Budc lam kho chinh (théng hoa)

Budc lam kho chinh dugc thuc hién bang cach 1am giam 4p suét khoang chira
(t5t hon 1a dén 0,100mBar hodc nhé hon) va lam ting nhiét d gia (t5t hon 1a tir 10 dén
20°C, nhu +17°C).

Thoi gian 1am khé chinh xay ra trong it nhit 15 gio.
* Bu6c 1am kho thtr cip

Sau khi két thic quy trinh lam khé chinh, &p suét khoang chira duoc giam (t6t
hon 12 d¢én 0,01mBar hodc nhod hon) va nhiét d6 gia duoc gia ting (t5t hon 1a dén tir
20 dén 30°C, nhu 25°C). Budc 1am khd thir cip thuong duoc hoan thanh trong vong 7
gio.

Sau d6, thubc dong khd duoc dan nhan, dong g6i va két hop voi lugng thich
hop ctia chit 10ng hoan nguyén.

Chét long hoan nguyén dugce chon phu thudc vao d6 nhét ctia dugce chét. Néu
duoc chat (1) duge sir dung lam vat liéu khoi diu dbi véi phuong phép san xudt A,
nghia la dugc chét d6ng kho ma thé hién d6 nhét nho hon 3,2 mPas, tbt hon 13 nim
trong khoang tir 1,15 dén 2 mPas (khi hoa tan véi luong 20mg trong 1ml dung dich
manitol 2,5% (khdi lwong/thé tich) trong nudc), thubc déng khé thu dugc tdt hon 1a

duoc két hop véi nude dé tiém (water for injection: WFI) lam chét long hoan nguyén.
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Néu thubc déng khd dugc hoan nguyén véi WFI, thi d6 nhét thudng ndm trong
khoang tlr 2 dén 15 mPas (nhu dugc do khi hoa tan 20mg degarelix (bazo tw do) trong
Iml WEFT). Thubc c6 d6 nhét ndm trong khoang nay dugc phat hién 1a tao ra su gidi

phéng @t cham cia degarelix in vivo.

Phuong phép B san xuat thudc degarelix

Phuong phép san xuit B 1a phuong phap san xuét thudc degarelix chira duoc
chit degarelix dong khoh va chét 1ong ding d& hoan nguyén (chat 16ng hoan nguyén)
ma, khi hoan nguyén véi chét long nay véi luong 20mg degarelix dang bazo tu do/ml,
thé hién do nhét 1én dén 15 mPas, 8t hon 13 nim trong khoang tir 2 dén 12 mPas,

trong d6 phuong phép nay bao gém céc budc:

a. hoa tan dugc chét degarelix dong khé trong dung dich trong nuéc chira
manitol dé thu dugc hdn hop degarelix-manitol;

b. dong kho hdn hop degarelix-manitol @ thu duoc thube degarelix,
trong d6 chét 1am giam d6 nhét duoc bd sung vao hdn hop degarelix-manitol trude khi
dong kho.
Budc a ciing c6 thé duoc goi 14 bude tao hdn hop. Theo phuong 4n duge wu
tién, viéc loc va nap vao lo duge thuc hién sau khi tao hdn hop va déng kho sao cho

toan bd phuong phap san xut B duoc wu tién bao gdm cac budc:

e tao hdn hop dé thu duoc thude dang khéi khong duoc loc
e loc (v trung)
e nap vao lo

e dd6ng kho/lam khd lanh.

Phuong phap san xuit B 1a gidng v6i phuong phap san xudt A, véi viée ngoai
trlr trong bude tao hdn hop, chat lam giam d6 nhdt, t5t hon 1a chit hoat dong bé mit
khéng ion duogc bd sung vao trude khi dong kho. Tt hon 13, chit hoat dong bé mait
khong ion duoc bd sung véi luong tr 0,0003 dén 1,5mg/ml vao dung dich dang khdi,
tuong tmg v6i lugng tir 0,001 dén 5mg/ml, t5t hon nita 14 tir 0,1 dén 1mg/ml, trong
thubc dugc hoan nguyén (vi du khi dwoc hoan nguyén dén ndng do degarelix 14 60mg

degarelix dang bazo tu do/ml). Cac chit hoat dong bé mat khong ion dugce uu tién 1a
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céc chat cé chudi alkyl mach thing c6 it nh4t 8 nguyén tir cacbon (6t hon 14 khéng ¢
cac lién két doi) va géc carbohydrat. Pugc wu tién mot cach dic biét 1a cac chit ma
dugc chip thuan dé tiém duéi da, nhu Tween 20 (polysorbat 20). Céc chét hoat dong
bé mat khong ion thich hop khéc bao gdm tocopheryl-polyetylen-glycol-1000-suxinat
(TPGS) va cac Tween khac.

Dbi vé6i vat lidu khoi dAu ding cho phuong phap san xuét B, duoc chét (2) t6t
hon 12 dugc str dung, nghia 13 dugc chit dong khd ma thé hién d6 nhét it nhét 3,2
mPas (khi hod tan v6i lugng 20mg degarelix dang bazo tu do trong 1ml dung dich
manitol 2,5% khdi luong trong nwéc). Thong thudng, thubc déng khd dugc két hop
v6i WFI 1am chét 1ong hoan nguyén. Néu thude dong kho duoc hoan nguyén voi WFI,
thi d6 nhét thuong ndm trong khoang tir 2 d&n 15 mPas (nhu dugc do khi hoa tan
20mg degarelix dang bazo tu do trong 1ml WFI). Thubc ¢6 d6 nhét nim trong khoang
nay duge phat hién la tao ra dang gidi phéng cham du dé giai phong cham degarelix Ain
Vivo.

Phuong phap séan xuit B 1a duoc dic biét vu tién dbi voi thube degarelix ma c6
ndng d6 degarelix twong ddi cao khi hoan nguyén, nhu 50mg degarelix dang bazo tu

do/ml hodc nhiéu hon, vi du 60mg degarelix dang bazo tw do/ml (thubc 240mg).

Thubc degarelix m&i

Phuong phap san xuét B tao ra thude degarelix khac véi thude da duoc biét dén
& chd thube dugc hoan nguyén chira chit 1am giam d6 nhét. Chit lam giam d6 nhét 1a
chét duoc st dung trong budc B, t6t hon 1a chit hoat dong bé mit khong ion.

Do d6, séng ché d& xut thudc degarelix chira dugc chit degarelix dong kho va
chit 1éng dé hoan nguyén ma, khi hoan nguyén vé6i chit long nay véi lugng 20mg
degarelix dang bazo tu do/ml, thé hién d6 nhét 16n dén 15 mPas, t6t hon 13 ndm trong
khoang tir 2 dén 12 mPas, va chira chét lam gidm d6 nhét véi lwong tir 0,001 dén
Smg/ml, tdt hon nita 14 tix 0,1 dén Img/ml .

Vi du thwe hién sang ché

Vi du 1: Tinh ché, khir két tu va déng kho
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Degarelix thé duoc téng hop nhu duoc md ta trong cong b don qubc t& s6
W02012/055905 A1, d&n Bude 12 trong Vi du 5. Bude 13 nhu dugc mb ta trong cong
b6 don qudc té s6 W02012/055905 A1 duge thay thé bing cc bude sau day. Tom lai,
quy trinh tinh ché duoc chit degarelix thd, thu duoc sau bude khir bao vé cubi cing,
gdm c6 ba budc séc ky pha dao diéu ché (RPC), trong d6 budc RPC thi ba chu yéu 1a
bude khir mudi.

Budc 13 (bude tinh ché):

Dung dich degarelix thé tir budc 12 trong cong bd don qubc té sb
WO02012/055905A1 duge dua vao cot duge nhdi vat liéu pha dao, duge lam can bang
so b bang chit dém (90% ciia 0,12% TFA va 10% EtOH). Nap: <30g/1 thé tich cot.
Cot dugce rira va tach rira bang gradient: chit dém (EtOH 29% dén 50% va 0,12% TFA
(nuéce) tir 71% dén 50%). Cac phéan doan thu dugc dugc phan tich va dugc thu gom
theo cach sao cho d¢ tinh khiét ctia phan gom chinh hoan toan dap tng céc tiéu chuén
kiém soat quy trinh dugc chip nhén.

Kiém tra san phdm tach rira bang phuong phap HPLC thiy do tinh khiét >95%.
Buée 14 (budce tinh ché):

Phéan gom chinh thu dugc & bude 13 duge pha lodng hai l4n bing nuée va duoc
dua vao cdt duoc nhdi vat liéu pha ddo, duoc lam céan béng so bd béng chat dém (90%
AcOH 1% va 10% EtOH). Nap: < 25g/1 thé tich c6t. Cot thir nhit dwoc rira bing chét
dém thtr nhat (10% EtOH va 90% AcONH4 0,5mol/l) va sau d6 bing chét dém thu hai
(90% AcOH 1% va 10% EtOH).

Sau d6, cdt duoc tach rira bang hdn hop gdm chat dém va etanol (76% AcOH
1% va 24% EtOH). Cac phan doan thu duoc duge phén tich va dugc két hop theo cach
ma d6 tinh khiét trong phdn gom chinh hoan toan dép tng cac tiéu chuin kiém soat
quy trinh duoc chép nhan.

Kiém tra san phdm tach rira bang “phuong phép HPLC” thdy do tinh khiét
>97,5%.

Bude 15 (c6 dic so bd/trao dbi mubdi):

Phan gom chinh thu dugc & bude 14 duoc pha loding hai 14n bang nuéc va duoc

dua vao cdt duoc nhdi vat liéu pha ddo, dugc lam can béng so bd béng chit dém (90%
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AcOH 1% va 10% EtOH). Nap: < 18g/I thé tich c6t. Cot thir nhét duge rira bang chit
dém thit nhat (10% EtOH va 90% AcONH4 0,5mol/l) va sau d6 rira bing chit dém thi
hai (90% AcOH 1% va 10% EtOH). Sau d6, ¢t duoc tach rira bang hdn hop gém chit
dém va etanol (50% AcOH 1% va 50% EtOH).

Theo cach khac, degarelix c6 thé duoc tich rira bing dung dich chira

AcOH/MeCN/nudc, nhu 12% AcOH va 22% MeCN trong nudc.
Buée 16 (Co dic-khir két tu-dong kho):

Tru6c khi dong kho, phin gom chita dung dich degarelix tinh khiét tir bude 15
duge co dac dudi 40°C. Axit axetic trong nude va nude duogc bd sung vao dung dich
c6 dic dé thu duoc néng dd nhd hon 15g/1, va néng dd axit axetic béng 30%. Sau do,
dung dich nay dugc loc va dong khé dé thu duoc duoc chét degarelix.

Ap suét: <0,5mbar trong budc 1am khé chinh va tht cip
Nhiét d6:  nhiét d6 lam lanh cudi ciing: < -30°C
nhiét dd lam khé chinh cudi cung: 20°C
nhiét d6 1am khé thir cép cudi cling: 20°C
Thoi gian: 5 ngay
K&t qud
Do nhét cta duge chét thu duge béng trinh tu cac budce 1a nho hon 2,5 mPas,

nhu duge x4c dinh & ndng d6 20mg/ml trong dung dich mannitol 2,5% (khdi lwong/thé
tich) .

Vi du 2: Phuong phép do do nhét dbi v&i duge chét va thude

Viée x4c dinh d6 nhét cua duge chét va dung dich thude duge dua trén phién
ban hién tai cta quy trinh Ph. Eur. va USP st dung nhét ké quay dugc trang bi hé
théng do tAm-hinh nén véi D = 60mm va 1°. Téc d6 dich chuyén duoc gia tang tu 0
dén 500 s trong 20 budc, biang cach sir dung chuong trinh bude quay téc d6 kiém
so4t (CR) & nhiét d6 ¢ dinh 1a 20 + 0,2°C, 1am cho hé thdng nay dat dén su can bing
nhit dinh truée khi d6 nhét duge ghi chép & tde d6 dich chuyén bang 500s™.
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Vi du 3: Phuong phap do méat d6 quang dbi v6i duge chét va thude

Thiét bi va vt liéu:

. quang phé ké tia cuc tim

. cuvet truyén 4nh sang tia cuc tim, dudng truyén 10mm.

. nép cuvet

. nuéc ding dé tiém (duoc sir dung cho viéc hoan nguyén thubc degarelix va

trong ngan tham chiéu).
Hiéu sudt phan tich:

Trong qu4 trinh hoan nguyén va do, cdc mau duge hoan nguyén phai dugc gitt &

22°C £ 1°C.

Lo chtra dugc chit duge hoan nguyén v6i dung dich nuéc manitol 2,5% trong
nuée (khdi Iuong/thé tich). Lo chita thude dwoc hoan nguyén véi nude dé tiém. Phan
phdi dung moéi vao lo va x04y tron lo cho dén khi viéc hoan nguyén hoan thanh hodc
str dung thiét bi xo4y tron trong hai gidy. Chit 1ong dugc nhin thdy 13 trong va khong
c6 bot hodc hat khong duoc hoa tan ndo ¢ thé nhin thdy. Giit lo thing ding va khong

lic. MAu duge do & 350nm, 120 phut sau khi bd sung dung moi.

Bén pht truée khi do, mau phai duge 1am ddng nhét bang céch quay nhe cuvet
nam 14n ra phia sau va trudc qua khoang 180°. P tré bdn phut cho phép bot khi bt ky
phén tan trudce khi doc.

Su hép thu gy ra boi cuvet va boi nude dé tiém phai duoc trir ra khoi sé liéu

doc mau.

Vi dy 4: S&y phun
Diéu ché nguyén liéu

Trong viéc diéu ché nguyén liéu, luong degarelix dd xac dinh khéi lugng, duogc
thé hién trong bang dudi ddy, duoc hoa tan bing cach sir dung thiét bi khudy tir tinh.
Céc dung dich nguyén li¢u khac nhau, W-VI va AI-IV dugc tao ra béng viée bd sung
nude Milli-Q hoc axit axetic bang tinh khiét (99,9%) theo cach sau day:
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a. Mé W-IV: thé tich thich hop ctia nuéc duoc bd sung vao lugng degarelix di

xé4c dinh khéi luong.

b. Mé tir A-I dén A-IIT: dbi v6i mdi thir nghiém, dung dich axit axetic dugc tao
ra bang cach pha lodng 99,0% axit axetic bang véi nude Milli-Q din dén dung dich 30,
5, 2 phén traim, ma dugc bd sung lugng degarelix da xac dinh khdi luong.

Trudc khi tit ca trong s6 cic bude sdy phun thuc hién, peptit dugc hoan nguyén

dugc loc vao binh do qua bg loc Sartoriuos Ministar 0,20pum trude khi séy phun.
S4y phun

Trude khi sdy phun, nhiét d6 16i vao va tdc dd nap nguyén liéu duoc didu chinh.
Hé théng bng bom duogc bd tri trong dung dich nguyén lidu va viée sdy duoc bat dau.
Khi cdng doan sdy hoan thanh, nhiét d6 16i vao duoc cho phép giam dén 700°C trude
khi xyclon v& binh gom dugc thio d& dé gom bdt. Bot dugec gom béng chdi vao dia

Petri, dia nay dugc cén trudc va sau khi gom dé xac dinh hiéu suét.

M6 ta chung vé viée cac thong s cai dit duoc 4p dung dé sdy phun

Théng sb

W-IV A-1 A-TI A-TIT
Nhiét do 16i vao, | 120 120 120 120
oC
Nhiét do6 16i ra, | 85 85 85 85
oC
Phun dong khéng | 600 600 600 600
khi, L/gi¢
Téc d nap|3 3 3 3
nguyén liéu 1dng,
ml/phtt.
Téc dd6  huat, |30 30 30 30
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m>/gidy

Dung méi nudce 30% AcOH | 5% AcOH | 2% AcOH
trong nugc | trong nudc trong nuée

Thé tich dung |25 25 25 25

dich, ml

Lugng degarelix | 1 1 1 1

Nodng d6 nguyén | 4 4 4 4

liéu, %

Do nhét clia degarelix dugc hoan nguyén duoc siy phun tir dung dich axit axetic ¢6

bdn ndng d6 khéc nhau (tr A-I dén A-III) duoc so véi mot mé degarelix duoc sy

phun tr nude (W-1V)

M¢ sb W-IV A-I A-II A-III
DO nhét, | 2,40 1,68 2,11 2,10
mPas*S

Vidu 5: Co dac cot — ddng khd

Phédn gom tir bu6c 14 ciia Vi du 1 duge pha lodng bang nude va duoc dua vao
cdt dugc nhdi vat lidu pha déo. Sau khi rira nhe cot bang 1% AcOH trong nudc,
degarelix duoc tich rira bang 35% AcOH trong nude. Cac phan doan duge didu chinh
dé chira 35g degarelix/l, 27% AcOH (mAu 1) va 15g degarelix/l, 30% AcOH (mAu 2).

Céc phan doan dugc diéu chinh duoc lam dong khé va phén tich. Két qua: xem bang

dudi day:
Phan tich d6i v6i duge chét | Mau 1 Mau 2
Nude (khdi  luong/khdi | 2,1% 2,5%
luong)
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AcOH con lai (khdi luong) | 7,2% 7,0%

OD 20mg/ml (15 phat/6 | <0,02 AU/0,02 AU <0,02 AU/0,02 AU
gio)

Do nhét 20mg/ml 1,88mPas 1,94mPas

Vi du 6: San xudt dugc chat degarelix va thr nghiém khtr két tu
o Vit liéu
Céc thtr nghiém khir két tu cia duoc chit thd duoc tinh ché:
- Degarelix thé dugc tinh ché dwoc cung cép & ndng do 57,4mg/ml
- Axit axetic 100% duoc cung cip boi Merck
- Thiét bi khir két tu:
e Binh tao hdn hop: binh thuy tinh cé thanh kép dung tich 300ml
e Chai nép xanh, dung tich 50 hodc 100ml
e Nam chim
e Thiét bj khudy tir tinh
- Dong goéi chinh:
e Lo thuy tinh khong mau 20R. Lo dugc rra va lam kho trong khoang gia nhiét.
e Nut dong khd 20mm loai I theo Ph. Eur / USP 20mm ntt nhdm gin nhwa
San xuét thude st dung dugc chit duoc khur két tu:

- Hai dugc chét thir nghiém dugc st dung. Lam dbi ching, duoc chét thuong mai duoc

st dung.
- Manitol: D (-) manitol (PF-05-0232)
- Déng gobi chinh:

e Lo thuy tinh khéng mau 10R (theo DIN ISO 8362). Lo dugc rira va lam kho
trong khoang gia nhiét.
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e Nut dong kho 20mm loai I theo Ph. Eur / USP (loai 1319, cao su
W4416/50/mau xam, The West Company)
e Nut nhdm gin nhya 20mm (The West Company)
o Phuong phap
Céc thir nghiém khir két tu st dung dung dich gbc chira duoc chit
Nhiét do trong cac thir nghiém:
Trong céc thir nghiém khr két tu, nhiét d6 dugc dat 1a 5, 20, 25 hodc 35°C.
Nong d6 ctia duoc chét degarelix trong dung dich gbc trong céc thir nghiém:
Néng d6 cua dugc chét degarelix béng 5, 15, 25 hoac 35mg/ml.
Nong d6 cua axit axetic trong cac thur nghiém:
Nong do cta axit axetic bang 13, 15, 18, 20, 22, 26, 30, 35 hogc 40%.
Phuong phap phan tich dugc thuc hién trong cac thir nghiém:
D¢ nhét: khoang 1,2ml ¢ T =1, 60, 120 va 240 phut.

Néu viéc 14y mAu & thoi diém khéc nhau 1a pht hop hon véi lich trinh, thi viéc
nay c6 thé duoc thuc hién véi diéu kién thoi gian dung duge viét vao hd so phbi ché.

Tuy nhién, diém 14y mau ¢ T=1 phut s€ duoc gilt nguyén.

Mat d6 quang (OD): mdu (khoang 1ml) s& dugc ldy khi két thuc mdi thir

nghiém dé do mat d6 quang cudi ciing.
Phuong thirc thir nghiém khty két tu, tong thé tich 20 hodc 69ml:

1. Céan luong dung dich géc can thiét vao cbe. Lam can béng dén nhiét do mong

mubn
2. Céan luong axit axetic (100%) can thiét vao coc

3. Tron axit axetic (100%) v6i 3 hodc 10ml nuwée milli-Q va lam can biang dén

nhiét d6 mong mudn
4. Trén dung dich gbc chira degarelix v6i dung dich axit axetic/mrée milli-Q
5. Nap nudc milli-Q dén 20 hodc 69ml

6. Tronky
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7. Léy mau dé do d6 nhét va mat do quang nhu dugc md ta trén day. Cén luu y
hinh thirc bén ngoai ctia dung dich trong qua trinh thir nghiém.

Céc thong s cai dat dbi véi viée khir két tu cta hai dung dich gbc dung tich

69ml chira degarelix:
Nbng d6 duoc chit degarelix 25mg/ml trong ca hai thr nghiém
Axit axetic: 10% hodc 13%
Nhiét do: 5°C

Nap hai dugc chét duge khtr két tu thir nghiém (69ml) vao céc lo va lam dong
kho:

Dung dich duogc khir két tu duge nap ngay vao lo 20R. 5ml duoc nap vao mdi
lo. Lo va khéi dung dich s& dugc gift lanh trong qué trinh nap (t6t hon 1a tir 5 dén
10°C). Ngay sau khi céc lo dugc nap, ching dugc dem di lam dong khé va chuong

trinh duogc bt dau.

Sau khi dong khé va déng kin lo, lo dwoc bao quan trong thiét bi dong kho &
5°C cho dén khi théo d&.

Hai dugc chat duoc déng kho dugc dem di thuc hién cac phén tich sau day:
Do nhét duoe do dbi véi cac miu 20mg/ml bazo tu do

Mat d6 quang dugc do dbi véi cée miu 20mg/ml

Ham luong degarelix

Ham lugng axetat

o Két qua
Ndng d6 | Nong dd Mat do quang
Nhi¢t do | degarelix AcOH Do nhét & 500mPa*s Thosi gian = 240 phut
(°C) mg/ml (%) Thoi gian = 240 phit
5 5 40 1,9 0,00
5 25 13 2,3 0,10
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5 25 15 1,9 0,09
5 25 20 1,7 0,06
5 35 26 1,9 0,08
20 15 30 1,8 0,03
25 25 20 2,0 0,10
35 25 15 7,2 0,86
35 25 18 2,1 0,07
35 25 20 1,7 0,05
35 35 22 2,1 0,13
35 35 26 1,9 0,10
35 35 30 2,0 0,07
35 35 35 2,1 0,08

Vi du 7: San xuét duoc chit ma khong can chét 1am giam do nhot
Tao hdn hop cac mé thude trén quy md phong thi nghiém st dung hai dugc chit duge
khur két tu

Céc ta dugc dugc liét ké dudi day trong bang 1 dugce st dung trong tAt ca cac

thir nghiém tao hdn hop.

Ta dugc

Manitol

Nuée Milli-Q

Thiét bi tao hdn hop:
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Binh tao hén hop: binh thuy tinh cé thanh kép dung tich 300ml
Chai nip xanh, dung tich 100ml
Nam cham
Thiét bi khudy tir tinh
Doéng goi chinh:
e Lo thuy tinh khong mau 10R. Cac lo dugc rira va dugc lam khd trong khoang gia
nhiét.
e Nut dong kho 20mm loai I
e Nut nhém gin nhya 20mm
M0 ta thir nghiém
Dung dich dang khéi chtra degarelix chita 20mg/g degarelix va 25mg/g manitol

duoc tao hdn hgp bang viée st dung cac mé duge chit khac nhau va cac thong sb nhiét

d0 khac nhau.

Do nhét cia dung dich dang khdi duge do trong qua trinh/sau khi tao hdn hop
d6i véi hai truong hop (sau khi hoa tan va & t = 120 phut).

Ché phdm dang khdi:
C& mé va ché pham chira hai dung dich dang khéi dugc thé hién trong Bang 1.

Bang 1: kich ¢& mé va ché phdm chira dung dich dang khi

Co me (g) 50
Duoc chét (g) 1,000g/ham luong duoc chit degarelix

dang bazo tu do

Manitol (g) 1,25
Nudce Milli-Q — Téng sb (g) vira di1 50
Thiét ké thtr nghiém:
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Céc thong sb tao hdn hop duoc dua ra dusi ddy trong bang 2.

Béang 2: Céc thong sb tao hdn hop

Thoi gian Théng sb

Duogc chét M¢ duge chat thir nghiém
Nhiét do 15°C

Tdc d6 khudy 50 vong/phut

Nuée, thé tich ban dau 80%

Tao hén hop:

Viéc tao hdn hop dugc thuc hién bang thiét bi khudy duoc dinh vi & tAm. Trude

khi bt dau thir nghiém, vi tri tdm s& duoc ¢b dinh.
1. Cén c4c thanh phan cn thiét:
e 40g nuéc Milli-Q vao binh tao hdn hop.
e 1,25g manitol vao vat chira thich hop.

e can lugng chinh x4ac ctia duoc chét degarelix (xem bang 2) vao vat chira
thich hop.
e can luong con lai ctia nude Milli-Q vao vét chira thich hop.
2. No6i binh tao hdn hop c6 thanh kép chira nuée Milli-Q véo thiét bi tudn hoan
lam mét. N6i binh c6 thanh kép thr hai theo ddy. Vat chita chira nudc con lai
duoc dat vao binh c6 thanh kép thi hai theo th ty ma né s€ can b'flng vO1 nhiét

d6 chinh xac trude khi duoc bd sung vao khdi (bude 9).

3. Dat mot cach cin thdn nam chim khuéy vao binh tao hdn hop. Thiét lap tbc d6

khudy dén 50 vong/phit sit dung may do tde do.

4. Thiét lap thiét bi lam mét dén nhiét 6 ding, bit dau khudy va bd sung manitol

vao binh tao hdn hop. Khudy cho dén khi manitol dwoc hoa tan.

5. Cho phép hé théng can bang dén nhiét d6 duogc thiét lap.
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6. Do nhiét do trong dung dich manitol.
7. Loai b thiét bi khudy. Khoi dong thiét bi do gior va bd sung ngay duogc chit
vao. Sau do, lai léng vao thiét bi khuéy.
8. O t =5 phut, thém phn con lai ctia nuée Milli-Q vio, ngang bing qua bé mit
duge chit sir dung pipet Pasteur thuy tinh.
9. Khi chi mdt vai miu con lai, rita duge chét tir cac phia binh chira be"mg moi
trudng hoa tan.
10.Khi duoc chit duge hoa tan mét cach hoan toan thi ghi lai thoi gian va do nhiét
d6. Lay mau dé do d6 nhét ctia khéi.
11. Tiép tuc thir nghiém cho dén khi t = 120 phit. Liy mAu dé do d6 nhét cia khdi.
Loc
Céac khéi s& khong duge loc bai vi cho ring it nhit mot trong sd cac mé sé bi
két tu & mirc cao va do d6 rét khé dé loc. Ngoai ra, cic mé s& khong duoc st dung véi
muc dich ma doi hoi sy vo trung.
Nap
Nap 6,40g khéi vao céac lo 10R. Cac lo va khdi s& duoc gilt lanh trong qu4 trinh
nap (tt hon 13 ndm trong khoang tir 5 dén 10°C). Ngay sau khi lo dugc nap thi ching
s& dugc dem lam dong khé va chuong trinh s& duoc bat dau. Mbi khdi s& twong tng
véi khoang tir 6 dén 7 lo.
o Két qua
18 mé duoc chit khac nhau, v6i cac d6 nhét khac nhau nhu duge néu trong

bang duéi ddy, duge xir Iy nhu duge moé ta trén day. D6 nhét ctia céc thube tuong ing

duoc xac dinh nhu sau:

Do nhat DS Do nhét DP (20
M¢é (20mg/ml) mPas| mg/ml) mPas

1 2,3 5,8
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2 2,3 7,81
3 2,1 4,75
4 2,3 8,62
5 2,1 7,85
6 2,1 7,09
7 2,3 7,76
8 2,1 7,69
9 2,1 7,96
10 2,3 8,1

11 1,8 7,82
12 1,7 4,14
13 2,3 8,46
14 2,3 9,57
15 2,3 10,96
16 2,3 8,47
17 2,5 8,05
18 2,5 10,4

Céc két qua nay duoc minh hoa bang db thi trén Fig.1. Fig.1 thé hién méi twong
quan gitta d6 nh6t duge chat va do nhét thude.

Vi du 8: San xudt san thubc v6i chit 1am gidm do nhdt
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Thir nghiém 1: Chét hoat dong bé mit dwoc thir nghiém (hoan nguyén bing cach st

dung dung dich WFI/chit hoat dong bé mit)
Quy trinh:

«  Mé degarelix duoc hoan nguyén bang céch sit dung WFI (Iam ddi chimg) va sir
dung WFI chira chit hoat dong bé mit. Cac lo duoc hoan nguyén dén 60mg/ml
degarelix. Mé thube duoc stir dung dbi v6i cac thir nghiém nay c6 d6 nhét khdi

khoang 3,8mPas.

*  TPGS va Tween 20 dugc tao thanh ciac dung dich chita 1mg/ml (dung dich
0,1%)

«  OD (d6 hip thu) duoc do & 350nm
D6 hip thu duoc ghi lai sau 30 phut, 60 phit, 120 phut va 24 gid
Két qua:

TPCG va Tween 20 1am giam mat d6 quang dén mirc nhé hon ddi ching.

Thir nghiém 2: Sy hoan nguyén cua lo chira degarelix voi [WFI + Tween 20] khong
lam thay ddi bién dang giai phéng in-vitro (thir nghiém IVD) & ndng do degarelix

40mg/ml

Néng dé Tween 20 dugc thr nghiém:
Img/ml; 0,5mg/ml, 0,25mg/ml;

Pbi chting: WFI

Két qua: bién dang giai phéng in-vitro 1a khong bi thay dbi bang viéc bd sung Tween-

20.

Vidu 9: P nhét cta thude va sinh kha dung
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Tém tat
Phuong phép phén tich dit liéu da dai lwong ngiu nhién dugc thuc hién véi bd

dir lidu tir 38 mé (n=38) thudc degarelix, bao gém dt li€u duoc ddng hoc in vivo (md

hinh chudt).

Mbi quan h¢ gitta cac dac tinh vat ly-hoa hoc va dugc dong hoc in vivo & md
hinh chudt duoc thiét 14p. Thir nghiém nay cho biét ring d6 nhét cia thude degarelix
duge hoan nguyén thé hién 14 chiém wu thé va 13 thong s§ duy nhét c6 kha ning nhit
dinh du doan hiéu suét in vivo clia dang giai phong cham.

o Gidi thiéu

Thubc degarelix dugc san xuét dudi dang san phim duoc dong khd chira
manitol. C4c san pham nay dugc st dung 1am céc san phdm thudc nghién ctru trong
cac thir nghiém lam sang. Mot vai ché phém dugc tao ra, chira cac lugng khic nhau
ctia degarelix/lo, cu thé 13 10mg, 20mg, 40mg, 88mg, 128mg, 120mg (40mg/ml),
180mg (60mg/ml) va 240mg (60mg/ml) va céc ty 1€ degarelix/mannitol khic nhau.

o Vit liéu
Khoang 40 mé degarelix khac nhau di duoc tao ra véi cdc mé dugc chit

degarelix va ché phim khac nhau. Nong d6 degarelix tiéu chuén trong khéi bang 20g/1
trir phi duoc quy dinh khéc. .

o Phuong phéap
= Phuong phép vét ly-hod hoc

Céc phuong phap khéc nhau d& mé ta dic diém két tu dugc chon tir phép phan
tich dit liéu da dai lwong ngiu nhién. Céc dit liéu tir 38 mé duoc tap hop. Tuy nhién,
tap hop nho hon duge st dung dbi v6i mét s6 phuong phap ma chi duge thuc hién véi
mdt s6 ché pham (vi du céc phép do & 40mg/ml khong duoc thyc hién v6i ché phim
20mg).

= Thir nghiém sinh hoc & chudt

St dung thir nghiém & chudt dugc tiéu chudn hod bao gém bién dang dugc
dong hoc ctia degarelix trong 28 ngay nhu dudi day. Dé tranh céc tac dung phu cuc bd,
chuét duge cho ding degarelix dudi dang huyén pht 20mg/ml v&i thé tich tiém 100pl.
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Cac nhém gdbm n=8 con chudt duoc st dung, tit ca duoc didu tri bang huyén ph duoc
hoan nguyén thu duoc tir mét lo don 1¢. Nong d6 trong huyét trong duge do ban déu &
2 gio, 1 ngay, 7 ngay va 28 ngay va AUC riéng phan duoc tinh duéi dang AUC tix 0
dén 7 ngay va AUC tir 7 dén 28 ngay. Sau d6, viéc thiét ké dugc thay dbi vai viée do
ndng d6 cua huyét tuong (Cp)-2 gid duge bd qua va duge thay thé bang Cp-3 ngay.
Tuong tu, AUC tlr 0 dén 7 ngay duogc thay thé bang AUC tir 1 dén 7 ngay. Diéu nay
giai thich tinh khong lién tuc vé kich c& tap hop ciia mot sb trong s6 céac tham bién in

vivo.
*  Phan tich dit liéu da dai lwong ngiu nhién

Véi kich ¢ ctia b dit 1iéu nhit dinh, phuong phap theo phép phan tich dir liéu
da dai luong ngiu nhién (PCA va PLS) véi Simca-P, phin mém phién ban 10
(Umetrics AB, SE-Umead) dugc thuc hién. Céac dit liéu duge xtr Iy nhu trén day, bao
gdm tao thang phong b& mém (1/4 nghiém), tao thang v&i tham bién don vi (UV) va
dinh tAm. C4c dit liéu hdn tap dugc bién ddi log dé cai thién sy phan b dir lidu. Dix

liéu Cp in vivo cling duoc bién dbi log dé 1am bn dinh tham bién.

Moi quan hé giita tinh cht vat Iy-hoa hoc cua thube va kha ning in vivo & md hinh

chudt
= M&bi quan hé gifta tinh chat vat Iy-hoé hoc va kha ndng in vivo

M6 hinh thtr nhét dugc tinh todn dua trén hai thanh phin. Muc phu hqp
(R2=0,58) 1a tuong dbi thap dua ra kha nang bién thién & muc cao cta dit liéu sinh hoc
(tr 20 dén 30%), nhung mic dy doan (Q2=0,35) 14 thod man (R2-Q2 s& ndm trong
khoang tir 0,2 dén 0,3). C6 thé nhin thiy dua vao dd thi phan tan tai nap (khong dugc
thé hién) réng cac tham bién nhu dit liéu hdn tap dugc do & ham luwong 20mg/ml va

axetat khong c6 anh hudng.

Do d6, md hinh méi dugc tao ra ngoai trir 3 tham bién (2 tham bién hdn tap
duge do & 20mg/ml va axetat), dwa vao hai thanh phin dang ké va thu duoc phin mé
ta dit liéu twong tu (R2=0,53) nhung kha ndng du doan dugc cai thién (Q2=0,42). Cac
tham bién ctia chudt dugc giai thich va duoc du doan 1a cac ndng do trong huyét tuong
0 3 ngay va 28 ngay (Cp-3d, Cp-28d), va dién tich dudi dudong cong gifta ngay 1 va
ngay 7 (AUC tir 1 d&én 7 ngay).
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D thi tdng thé v& hé sb thé hién ring tac dong 16n hon 14 do dit liéu d6 nhdt 1an
lugt & 20mg/ml va sau d6 & 40mg/ml, tit ca mirc ¥ nghia & d6 tin cdy bang 0,95 dbi
véi tht ca cdc tham bién sinh hoc. Dién tich bé mat dic hiéu va dit liéu hdn tap r0 rang

13 4nh huong it hon va 1a khong déng ké, thdm chi & d6 tin c4y bang 0,90.

Moi quan hé gifta d6 nhét dong hoc duoc do & 20mg/ml va cac tham bién sinh
hoc thich hop nhét duogc thé hién trong cac hinh v& Fig.2 va 3.

° Két luan

Mbi quan hé chit ch€ (R2=0,53) duoc thiét 1ap gitra d6 nhét cia san phém duoc
hoan nguyén va kha nang in vivo nhu dugc thir nghiém trong mo hinh chuét. Trong ca
hai truong hop, d6 nhdt cao hon tao ra su giai phong gidm ra khoi dang giai phong
cham. Céc tham bién vét 1y-hod hoc khac 1 khéng c6 lién quan ngoai trir ham luong

axetat dé hoa tan in vitro.

Do d6, d0 nhét cua san phérn chira degarelix dugc hoan nguyén thé hién 1a
tham s chiém wu thé c6 kha nang nhét dinh du doan su giai phéng in vitro va kha

nang cua dang giai phong cham in vivo.
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YREU CAU BAO HQ
1. Dugc chit degarelix déng khd chita degarelix, axit axetic véi lugng ndm trong
khoang tir 4,5 dén 10,0% (khéi luong/khéi luong), lugng nude du, va tap chat do quy
trinh san xuét, néu c6, duoc chit nay, khi hoa tan trong nuéc véi luong 20mg

degarelix dang bazo tu do/ml nudc chia 2,5% khéi lugng manitol, thé hién do nhét

1én dén 3,2 mPas.

2. Duoc chét degarelix dong kho theo diém 1, ma khi hoa tan trong nuée véi lwong
20mg degarelix dang bazo tu do/ml nudc chia 2,5% khéi luong manitol, thé hién d6

nhé6t nam trong khoang tir 1,15 dén 2,0 mPas.

3. Dugc chét degarelix dong kho theo diém 1 hoic 2, trong d6 dugc chét nay c6 ham

luong nude bing hode nhé hon 10% (khdi lvong/khéi luong).

4. Phuong phép san xuit duoc chét degarelix theo diém bét ky trong s cac diém tir 1

dén 3, trong d6 phuong phép nay bao gdm cac budc:

a. tinh ché degarelix thu dugc bing quy trinh tdng hop peptit pha léng hoac rin
dé thu duoc dung dich degarelix c¢6 do tinh khiét it nhat 95%;

b. [am bay hoi dung mdi dé ¢ dic dung dich degarelix dé thu duoc degarélix

dang két tu;
c. khr két tu degarelix dang két tu bing axit axetic; va
d. ddng kho degarelix dugc khir két tu dé thu duoc duoc chit degarelix.

5. Phuong phép theo diém 4, trong dé ndng do axit axetic khi két thiic bude ¢ nim
trong khoang tir 15 dén 35% (thé tich/thé tich).

6. Phuong phap theo diém 4 hoic 5, trong d6 nhiét d6 & bude ¢ nam trong khoang tir -
5 dén 30°C.

7. Phuong phép theo diém bit ky trong s6 céc diém tir 4 dén 6, trong d6 ndng do
degarelix (bazo ty do) ndm trong khoang tir 10 dén 35g/1.

8. Phuong phép san xudt dugc chét degarelix theo diém bét ky trong s céc diém tir 1

dén 3, trong d6 phuong phép nay bao gdm céc bude:

a. tinh ché degarelix thu dwoc bang quy trinh téng hop peptit pha 1ong hodc rén
dé thu duoc dung dich degarelix ¢ do tinh khiét it nhat 95%;
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b. nap dung dich degarelix vio cot sic ky;
c. tach rira degarelix ra khoi cot béng axit axetic dé thu dugc degarelix duogc tach
rira; va
d. ddng kho6 degarelix dugc tach rura dé thu duge duoc chat de garelix.
9. Phuong phap theo diém 8, trong d6 ndng do axit axetic & bude ¢ ndm trong khoang
tir 27 dén 37% khdi luong.
10. Phuong phép theo diém bét ky trong s6 cac diém tir 8 dén 9, trong d6 degarelix
duogc tach rira duoc loc trude khi dong kho.
11. Phuong phap sén xudt duoc chit degarelix theo diém bét ky trong s6 cac diém tir 1
dén 3, trong d6 phuong phap nay bao gdm céc budc:
a. tinh ché degarelix thu dugc bing quy trinh tbng hop peptit pha 1ong hodc rin
dé thu dugc dung dich degarelix ¢ do tinh khiét it nht 95%;
b. diéu chinh néng do axit axetic cua dung dich degarelix dugc tinh ché nam
trong khoang tir 6 dén 40% (khéi lwong/khéi lugng), néu cin;
c. siy phun dung dich degarelix dé thu dugc dugc chét degarelix.
12. Phuong phép san xuét thubc degarelix chira dugc chit degarelix va manitol ma,
khi hoan nguyén véi nude dé tiém véi luong 20mg degarelix dang bazo ty do/ml, thé
hién d6 nhét 1én dén 15 mPas, trong d6 phuong phép nay bao gdm cac budc:
a. tao ra dugc chét degarelix dong kho theo diém bat ky trong sb cac diém tir 1
dén 3;

b. hoa tan duoc chét degarelix déng khd trong nudc chira manitol dé thu duoc
hén hop degarelix-manitol trong nudc chira 10g dén 60g degarelix va 10g dén

60g manitol trén 1000g nudc; va

c. lam doéng khé hén hop degarelix-manitol trong nude dé thu dwoc thudc

degarelix.
13. Phuong phép theo diém 12, trong d6 thudc degarelix thé hién, khi hoan nguyén véi

nuc dé tiém véi luong 20mg degarelix dang bazo tw do/ml, d6 nhét nim trong

khoang tlr 2 dén 12 mPas.
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14. Phuong phap theo diém 12, trong dé budc hoa tan dugc thue hién sao cho do nhét

ctia hdn hop degarelix-manitol trong nuée duge gitt & 3,2 mPas hoidic nhd hon.

15. Phuong phap kiém soat d6 nhét cua thude degarelix dong khd khong 16n hon 15
mPas, nhu dugce x4c dinh khi hoan nguyén véi nudce dé tiém voi luong 20mg degarelix

dang bazo tu do/ml, trong d6 phuong phap nay bao gdm céc budc:

a. tao ra dugc chét degarelix dong kho theo diém bAt ky trong s cac diém tir 1

dén 3;

b. hoa tan dugc chit degarelix déng khé trong nude chira manitol dé thu duoc
hdn hop degarelix-manitol trong nuéc chira 10g dén 60g degarelix va 10g dén

60g manitol trén 1000g nudce; va

c. 1lam déng khd hdn hop degarelix-manitol trong nuéc d& thu duoc thude

degarelix.

16. Phuong phép theo diém 15, trong dé phuong phép nay kiém soat do nhét ctia thude
degarelix dong kho ndm trong khoang tir 2 dn 12 mPas.

17. Phuong phép san xuét thube degarelix gdm dugc chit degarelix dong kho, chira
dugc chit degarelix va manitol, va chit 16ng dé hoan nguyén ma, khi hoan nguyén voi
chit 16ng nay véi lugng 20mg degarelix dang bazo tw do/ml, thé hién d nhét 1én dén
15 mPas, trong‘ d6 phuong phép nay bao gdbm cac budc:
a. hoa tan duoc chat degarelix déng kho trong dung dich nu6c chira manitol dé
thu dwoc hdn hop degarelix-manitol;
b. lam d6ng khé hén hop degarelix-manitol dé thu duoc thudc degarelix, trong d6
chat hoat déng bé mat khong ion dugc bd sung vao hdn hop degarelix-manitol
trudce khi lam dong kho.
18. Phuong phap theo diém 17, trong d6 thube degarelix chira dugc chit degarelix thé
hién, khi hoan nguyén véi chat 16ng véi Iugng 20mg degarelix dang bazo tu do/ml, do
nhét nam trong khoang tir 2 dén 12 mPas.
19. Phuong phéap theo diém 17, trong do chit hoat dong bé mat khong ion la
polysorbat 20 hodc tocopheryl-polyetylen-glycol-1000-suxinat.
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20. Phuong phép theo diém 17 hoic 19, trong d6 chit hoat dong bé mit khong ion
duogc sir dung vé6i lugng sao cho ndng do6 clia nd trong thude dugce hoan nguyén nim

trong khoang tir 0,1 dén 5 mg/ml.

21. Phuong phép theo diém bat ky trong s cac didm tir 17 dén 20, trong d6 duoc chat
degarelix dong kho, khi hoa tan véi lugng 20mg degarelix dang bazo tu do/ml trong

nude chira manitol (2,5% khéi luong), thé hién d6 nhét 16n hon 3,2 mPas.

22. Phuong phép theo diém bt ky trong s cac diém tir 12 dén 21, trong d6 budc hoa

tan duoc tiép theo béng bude loc va bude nap trude bude dong kho.

23. Phuong phép theo diém bét ky trong sb céc diém tir 12 dén 22, trong d6 budc dong

kh6 bao gdm bude thing hoa dudi nhiét d6 sut giam.

24. Thudc degarelix chira dugc chat degarelix dong kho va chét long dé hoan nguyén
ma, khi hoan nguyén v&i chét Iong ndy véi luong 20mg degarelix dang bazo tu do/ml,
thé hién d6 nhét 1én dén 15 mPas, va chira chit hoat dong bé mit khong ion véi luong

nam trong khoang tir 0,001 dén 5 mg/ml.

25. Thudc degarelix chita dugc chét degarelix theo diém 24, trong d6 thudc nay thé
hién, khi hoan nguyén vé6i chit 1ong v6i luong 20mg degarelix dang bazo tu do/ml, d6

nhét nam trong khoang tir 2 dén 12 mPas.
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