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(57) Séang ché dé cap dén duoc phém gonadotropin, cu thé 1a dugc phim dang 16ng chta

gonadotropin va phuong phap lam 6n dinh dugc pham dang 16ng chira hMG. Phuong phap

lam 6n dinh duogc thyc hién bang cach két hop riéng biét cc ta duoc, tot hon 14 arginin va

metionin. Theo mdt phuong an duoc uvu tién, duoc pham nay khong chira chat dém.
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Linh vie ki thuit dwoc dé cip

Sang ché dé cap dén duoc phim gonadotropin, cu thé 13 duoc phdm gonadotropin
dang 1éng va phuong phap lam 6n dinh duoc phim dang 16ng nay. Phuong phép 1am én
dinh thu dugc biang cach két hop riéng biét cac t4 dugc, t6t hon 13 arginin va metionin.

Theo mét phuong 4n duge wu tién, duge pham nay khong chira chit dém.
Tinh trang ki thuét ciia sing ché

Gonadotropin 13 ho hormon, vé co ban va chi yéu lién quan dén chu ky sinh sén &
gidng cai va giéng duc. Gonadotropin c6 thé dugc 14y tir nude tiu vé6i ca hai muc dich
nghién ctru 14n diéu tri bénh, tuy nhién, mdt vai gonadotropin nhu, vi du, hCG, LH va
FSH, ciing c6 thé dugc tao ra béng céch tai td hop.

Cu thé 13, gonadotropin co thé duoc st dung dé diéu tri vo sinh.

Tét ca bén gonadotropin chinh déu thudc cing mét ho glycoprotein. Chung 1a
hormon kich thich nang trimg (follicle stimulating hormone- FSH), hormon kich thich
tuyén giap (thyroid stimulating hormone - TSH), hormon tao hoang thé (luteinizing
hormone - LH) va gonadotropin kich thich t mang dém (chorionic gonadotropin - hCG)
(ctia ngudi). Tat ca cac gonadotropin ndy déu 13 dime khéac loai va dugc cdu thanh béi
cAu tric siéu phan tir alpha va beta; cdu tric siéu phén tir alpha 13 c4u tric phd bién trong
s tht ca cac cdu triic, tirc 13, twong tu nhu tét ca bén gonadotropin néu trén, trong khi d6
cAu tric siéu phan tir beta lan lugt 12 khac nhau.Tac dung ctia FSH duoc tao ra béi thu thé
FSH riéng biét. Cac chudi beta cia LH va HCG déu c6 murc d6 twong ddng trinh tir
protein 13 82% va ching tic dong théng qua cling mét thy thé LH.

FSH dugc tiét theo cach tir nhién boi thity trude tuyén yén va c6 chie nang trg giap
su phét trién ctia nang trimg va su rung trimg. FSH chira c4u tric siéu phan tir alpha gdm
92 axit amin, cdu trac ndy ciing phd bién dbi v6i cac hormon glycoprotein khac, vi du,
LH va hCG, va ciu triic siéu phan tir beta gdm 111 axit amin chi ¢6 & FSH, c6 tinh dic

hiéu sinh hoc cuia hormon nay (Pierce and Parsons, 1981, Glycoprotein hormones:
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structure and function, Ann Rev Biochem., 50: 465-495). C4u triic siéu phan tr beta hoan
chinh ctia hCG bao gdm 145 axit amin. Mbi c4u tric siéu phan tir trong FSH va hCG
duoc cai bién sau dich ma bing cach bd sung cic gbc hydrat cacbon phtrc tap. Déi voi
FSH, ca hai cu triic siéu phén tir ndy déu mang hai vi tri dé gin vdi glycan dugc lién két
b6i N, cAu triic siéu phan tir alpha & c4c axit amin 52 va 78 va chu triic siéu phan tiT beta
& cac gdc axit amin 7 va 24 (Rathnam and Saxena, (1975) Primary amino acid sequence
of follicle stimulating hormone from human pituitary glands. I. alpha subunit, J Biol
Chem. 250 (17):6735-6746; Saxena and Rathnam, (1976) amino acid sequence of the
beta subunit of follicle-stimulating hormone from human pituitary glands, J Biol Chem.
251(4): 993-1005)). Do d6, FSH dugc glycosylat héa t6i khoang 30% khéi luong (Dias
and Van Roey, (2001) Structural biology of human follitropin and its receptor. Arch Med
Res. 32(6): 510-519; Fox et al. (2001) Three-dimensional structure of human follicle-
stimulating hormone. Mol Endocrinol. 15(3), 379-89). CAu tric siéu phan tir beta cla
hCG c¢6 ca su glycosyl hoa béi N 1an O (N-13, N-30, O-121, 0-127, O-132 va O-138).
Qua trinh ngoai glycosyl hoa trong cAu tric siéu phan tir beta ciia hCG khién n6 wa nudc
hon so v6i cdu tric siéu phén tir beta cia FSH. Céu trac siéu phan tir B tao ra tinh dic

hidu vé6i twong tac thu thé.

Gonadotropin dugc 14y tir nuée tiéu duoc sir dung trén 1am sang trong hon 40 nim
va tinh an toan ctia ching da duoc biét rd. Cac thé hé méi cna gonadotropin dugc 14y tir
nuée tiéu duoc tinh ché & mic dd cao (highly purified - HP) so véi thé hé thir nhat da
dugc gidi thiéu tir 1au. Do tinh khiét gia tang thu dugc bang cach bd sung cac budc tinh
ché khac, nhu cac budc sic ky trao ddi anion va sic ky tuong tac ky nudc dé loai bo
protein c6 trong nudc tiéu khong c6 hoat tinh sinh hoc FSH va/hodc LH. D¢ tinh khiét

‘ctia dugc phdm gonadotropin thé hé méi duge gia ting déng ké tao diéu kién thuan loi

cho cac nghién ctru toan dién hon nham cung cap théng tin bo sung ve dugc phiam nay.

FSH tir nuéc tidu di duge tinh ché va menotropin ctia phu nit man kinh (human
menopausal menotropin - hMG) déu duogc tach ra tir nuée tiéu cia phu nit sau man kinh
d3 dugc st dung trong nhidu nim dé didu tri vo sinh nhim giy rung trimg (don) hodc
kich thich da nang trimg & bénh nhan da dugc kich thich budng trimg c6 kiém soat
(controlled ovarian stimulation - COS) truéc céc ky thuat hd trg sinh sén (assisted
reproduction technology - ART). Hai phién ban FSH tai t6 hop 12 Gonal-F® (follitropin
alpH a, Merck Serono) va Puregon®/Follistim® (follitropin beta, Merck) dé co ban trén

-3



35262

thi trudng tir gitta nhitng ndm 1990. C4 hai san phim nay déu dugc biéu hién trong cac
dong té bao cia budng trimg chudt dbng Trung Qubc (Chinese hamster ovary - CHO)
(Howles, C.M. (1996), genetic engineering of human.  FSH (Gonal-f), Hum Reprod.
Update, 2: 172-191).

Céc t& bao CHO thudng duge sir dung @ san xudt dugc phdm protein tai td hop.
Viéc phan tich cu triic d3 xac dinh dugc rang axit sialic dugc gin chuyén biét béi lién
két 02,3. Nhidu glycoprotein ctia ngudi chita hon hop gdm c4 lién két 02,3 13n lién két
2,6 dbi véi cac gbe axit sialic. Do d6, cac protein tai t hop da dugc biéu hién bang cach
st dung hé CHO s& khéc so voi cac protein tur nhién clia ching trong cac loai lién két axit
sialic tdn cung cua chung.

Bénh v6 sinh

Trong ban mé ta nay, "bénh vé sinh" dugc xac dinh la kha ning suy gidm hodc
khong c6 khé nang thy thai va cé con. phu nit ¢é kha ndng mang thai nhung sau do bi sdy
thainhiéu 14n cling duogc goi 1a bi v6 sinh. Bénh v6 sinh cling dugc xac dinh theo cac
thudt ngit cu thé 13 khong c6 kha nang thy thai sau mdt ndm quan hé tinh duc binh thuong
ma khong dung bién pH ap tranh thai. Bénh v6 sinh c6 thé do nhidu nguyén nhan gay ra.
Céc nghién ctru da cho thiy ring duéi mot nira trudng hop vo sinh 12 do tinh trang bénh
1y cia nit gidi gay ra. Cac trudng hop con lai gy ra boi cac ri loan tinh dich va cac yéu
t6 chwa dugc 1y giai. Hién nay, da c6 mot s6 phuong phép diéu tri vo sinh.

Céc phuong phap nay 1a quan h¢ tinh duc dugc dinh theo thoi diém , sir dung cac k¥
thuat hd tro sinh san (ART), quan 1y y t& vé bénh lac noi mac tir cung, gy rung trimg
(ovulation induction - OI), u xo tir cung va 161 loan chirc ning sinh duc nir (female sexual

dysfunction - FSD), va pH &u thut d didu chinh bét thuong.

Trong k§ thuat hd trg sinh sén va giy rung tring, thubc duoc st dung dé kich thich
su rung trang. Tiép sau FSH 14 d4p tmg chu yéu cho viéc kich thich budng tring, cac
duoc phim gonadotropin c6 thé chira LH va/hogc hCG.

Mbt sb thudc khac nhau chira hormon gonadotropin dugc 14y tir nuéc tiéu cia phu
nit mang thai hodc sau mén kinh hién dugc st dung trong thuc hanh 1am sang dé diéu tri
v6 sinh, nhu dugc phdm HMG (gonadotropin clia phu nit man kinh) c¢6 hoat tinh sinh hoc
chtra FSH va LH véi ty 1€ 1:1 (vi du, xem USP phién ban 35, chuyén dé vé& menotropin),
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cling nhu céc duge phém chi c6 hoat tinh sinh hoc ctia FSH. Tur 1995 tré vé trudc, cac
san phdm gonadotropin dugc san xut bodi k¥ thuat ADN tai tb hop d& c6 ban trén thi
trudng.

Do d6, diéu quan trong 1a tao ra cac dugc phém dn dinh chtra cac hop chét

gonadotropin nay, ¢ dang riéng 1€ hodc hdn hop.

Do d@6, muc dich cua sang ché 13 @ xuét duoc phém, cu thé 13 dugc phém long chra
mét hofic nhidu gonadotropin, dic biét 1a duoc phdm én dinh chita hCG, tuy ¥ & dang két
hop véi FSH. Muc dich tiép theo clia sang ché 1a @& xuét phuong phép lam 6n dinh cac
dwoc phdm nay. Muyc dich khéc cua sang ché 1a d& xuit duoc phdm ndy ma dn dinh trong
12 thang, t6t hon 14 trong 24 thang, con tdt hon nita 13 trong 24 thang & didu kién bao
quan cong thém 1 thang “khi sir dung”, tac 1a & nhiét d6 phong.

Ban chit k¥ thuit ciia sing ché

Séang ché @ xuét dugc phim gonadotropin dang 16ng 4n dinh. Theo mot phu’orr_lg an
duoc wu tién, cac duge pham nay chira hCG. Ciing theo cac phuong an dugc uu tién,
dwoc phim nay chia ca FSH 14n hCG. Tbt hon néu gonadotropin trong cac dugc phdm
theo sang ché duge 14y tir nude tiéu hodc tir huyét twong, nhung theo mdt phuong an

khéc, né dugc tao ra béng cach tai td hop.
MO ta vin tit cac hinh vé

Fig.1: Puong cong chudn d6. Do nghiéng cuia dudng cong nay thé hién d6 dém, vi
du, suon dbc dimg mo ta do dém kém.

Fig. 2: Pép tmg t&i vu dya trén céc két qua & 25°C. Céc dudng thing dimg thé hién
ndéng d§ L-arginin va L-metionin va cdc dép Umg trong thir nghiém mién dich FSH va
hCG 13 Y (tinh theoIU/ml). R4ico: 92,15% va Ripsy: 67,31%.

TAt ca cac nghién ctru dugce xac nhén béng dit liéu thyc theo thoi gian bd sung.

M3 ta chi tiét sang ché

Dudi ddy, thuat nglt “hMG” dugc st dung thay thé cho “gonadotropin dugc lay tir

2
A

nuéc tiéu”. Hau hét gonadotropin dugce 14y tir nudc tiéu 1 gonadotropin dugc 14y tir nuée

tiéu cliia nguoi.
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Gonadotropin kich thich t5 mang dém ctia ngudi (hCG) gop phén tao ra hoat tinh
ctia LH (hormon tao hoang thé), phit hop v6i huéng dan st dung thude hi‘én da dugc phé
chudn . Diéu ndy 12 da biét va dugc mo ta 1a mot phin SmPC (t6m tit mo ta san pham )
ctia duoc phdm hMG nhu san pham Menopur®, dugc pH ép ddi véi cac chi dinh nhu hién
dugc yéu ciu bao hd. Menopur® - trong cac SmPC — c6 hoat tinh FSH va LH, ma con xéc
nhan ring hCG dép tmg v6i it nhit mot phin hoat tinh LH. Do d6, su vién dan bat ky t6i
hCG trong ban mo ta sang ché bao ham céc duge phim ma c6 hoat tinh LH ma c6 thé
duoc gan cho hCG.

Céc phuong 4n dugc uu tién bao gom céc phuong an sau:

1. Dugc phdm gonadotropin & dang 1éng, chira gonadotropin, arginin véi
lwong nam trong khoang tir 50 dén 160mM, va metionin v6i lugng nim trong
khoang tr 0,05 dén 1,5mg/ml, trong d6 dugc phadm nay khong chira chat dém
bd sung, va trong d6 dd pH cua dugc phim nay nim trong khoang tir 6,0 dén
7,5.

2. Dugc phim theo muc 1, trong d6 gonadotropin nay chira hCG (gonadotropin
kich thich t6 mang dém ctia nguoi), va tuy ¥ chira FSH va/hodc LH.

3. Dugc phim theo muc 1 hoic 2, trong d6 gonadotropin nay chira hMG
(gonadotropin cta phu nit man kinh).
4. Dugc phdm- theo muc bat ky trong sd cac muc tir 1 dén 3, trong d6
gonadotropin (nhu FSH, LH va/hodc hCG) cé ngudn gdc tir ngudi va 1ay tir
nudée tiéu.
5. Duoc phém theo muc bt ky trong s6 cac muc tir 1 dén 3, trong do
gonadotropin nay (nhu FSH, LH va/hodc hCG) la tai t6 hop.
6. Dugc phdm theo muc bét ky trong s& cac muc néu trén, con chira chit bao
quan, tot hon 13 phenol.
7. Dugc phém theo muc bét ky trong s6 cac muc néu trén, con chira chit hoat
dong bé mit, tot hon 13 polysorbat, con t6t hon nita 1a Polysorbat 20.
8. Dugc phdm theo muc 6 hoic 7, trong d6 chit bao quan, tot hon 14 phenol, c6
mat v6i luong ndm trong khoang tir 4 dén 6mg/ml, t6t hon néu véi lugng 13
Smg/ml.
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9. Duoc phém theo muc 7 hodc 8, trong do chit hoat dong bé mat, tdt hon 14
Polysorbat 20, c6 mit véi lugng nim trong khoang tir 0,001 dén 0,05mg/ml,
t6t hon néu véi lugng 13 0,005mg/ml.

10. Dugc phdm theo muc bét ky trong sd cac muc néu trén, trong d6 t5t hon

néu arginin ndy 1a L-arginin HCL.

11. Dugc phdm theo muc bt ky trong s6 cac muc néu trén, trong d6 hMG c6
mat voi luong ndm trong khoéng tir 300 dn 900, tot hon nira 13 ndm trong
khoéng tir 500 dén 700, con t6t hon nita 13 ndm trong khoang tir 600 dén 650,
t6t hon nita 1a 625TU/ml.

12. Dugc phdm theo muc bét ky trong sé cac muc néu trén, trong d6 duge

phim ndy duoc ciu thanh boi

- 625IU/ml hMG

- 0,15mg/ml metionin

- 150mM arginin

- 5Smg/ml phenol

- 0,005mg/ml Polysorbat 20

- Nudc dung dé tiém (water for injection - WFI), va
- trong d6 duoc phim nay c6 do pH 14 6,8+/-0,3.

13. Dugc pham dang 1éng nhu durge md ta trong muc bét ky trong s6 cac muc

" néu trén, & duing trong phuong phap diéu tri vo sinh.

14. Duoc phdm dé dung theo muc 13, trong d6 phuong phép diéu tri 1a phuong
phap diéu tri gay rung trimg (OI), k¥ thuat hd trg sinh san (ART), va/hoic bénh
thiéu nang sinh duc & nam gidi.

15. Phuong phap 1am 6n dinh dugce phdm dang 16ng chira hMG, bao gbm céc
budce

- LAy mAu nuéc tiéu tir nguoi phu nit

- Chiét hIMG
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- Pha tron dich chiét nay véi arginin va metionin, v6i lugng nhu dugc xac

dinh theo muc bat ky trong s6 cac muc néu trén,

- Tuy ¥ con bd sung phenol va polysorbat vao véi lugng nhu dugc xac dinh

theo muc bat ky trong s6 cdc muc néu trén,

- Pidu chinh d6 pH dé tao ra dugc phdm c6 d6 pH nim trong khoang tir 6,0
dén 7,5,

- trong d6 khong bd sung chéit dém nao.

Nhu dugc mé ta trén day, gonadotropin, vi du, FSH va hCG cling nhu LH 1a thich
hop dé diéu tri vo sinh. V& mit nay, 1o réngAréng dugc phim dang 1ong chua cac
gonadotropin nay cé thé 13 khéng 6n dinh; diéu nay 13 ding ngay ca d6i voi cac
gonadotropin ma dugc du dinh dé dung riéng 1é. Tinh khéng 6n dinh c6 thé dugc d& nhan
thdy hon nita néu duge phim dang 16ng nay chira chit bao quén, vi du, duoc ké don dbi

véi tat ca cac duge pham da licu.

Duogc phém theo sang ché c6 thé 14an lugt dugc du dinh dé ding mot 14n hodc dé
ding nhiéu 1an.
- FSH da duoc bao ché trong duoc phdm theo sang ché c6 thé 13 FSH 14y tir nudc tiéu
hoic 14y tir huyét twong hoidc FSH tai té hop (rfFSH). Theo mét phuong 4n dugc wu tién,
FSH nay 1 FSH tir nuéc tiéu hoac rESH; dic biét tét hon néu né 1a FSH tir nuée tiéu.

Nhu di néu trén ddy, hién nay c6 thé tao ra cac gonadotropin, nhu FSH, LH hodc
hCG tai td hop. Do @6, trong ban mé ta nay viéc vién dan t6i gonadotropinnéi chung
thuongbao gébmgonadotropin duge iy tir nude tidu hodc iy tir huyét trongciing nhu
gonadotropin tai tb hop, trir khi ¢6 quy dinh cu thé. Do d6, vi du, viéc vién dan téi “FSH”
ciing bao ham rFSH. Su san xuét va trinh tu axit amin ciing nhu trinh tu axit nucleic ctia

FSH, hCG va LH 14 d4 biét dbi v6i chuyén gia c6 hiéu biét trung binh trong linh vuc nay.
Céc trinh tr dudi day c6 thé duoc sir dung trong ban mé ta theo sang ché:
CAu tréc siéu phan tir alpha cia FSH, LH va hCG (SEQ ID NO:1)

(xem thém Fiddes, J.C. and Goodman, HM. The gene encoding the common alpha
subunit of the four human glycoprotein hormones J. Mol. Appl. Genet. 1 (1), 3-18 (1981))
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MDYYRKYAAIFLVTLSVFLHVLHSAPDVQDCPECTLQENPFFSQPGAPILQC
MGCCFSRAYPTPLRSKKTMLVQKNVTSESTCCVAKSYNRVTVMGGFKVENHTA
CHCSTCYYHKS (phan dugc gach dudi 12 peptit din dau) (116)

Céu triic siéu phan tir beta cia FSH (SEQ ID NO:2)

(xem thém Saxena,B.B. and Rathnam,P. Amino acid sequence of the beta subunit of
follicle-stimulating hormone from human pituitary glands J. Biol. Chem. 251 (4), 993-
1005 (1976))

MKTLQFFFLFCCWKAICCNSCELTNITIAIEKEECRFCISINTTWCAGYCYTR
DLVYKDPARPKIQKTCTFKELVYETVRVPGCAHHADSLYTYPVATQCHCGKCDS
DSTDCTVRGLGPSYCSFGEMKE (phén duoc gach duéi 13 peptit dan dau) (129)

CAu tric siéu phén tir beta clia hCG (SEQ ID NO:3)

(xem thém Fiddes, JC, Goodman HM. The cDNA for the beta-subunit of human

chorionic gonadotropin suggests evolution of a gene by readthrough into the 3-

untranslated regionNature. 1980 Aug 14,286(5774):684-7)

MEMFQGLLLLLLLSMGGTWASKEPLRPRCR PINATLAVEK EGCPVCITVN
TTICAGYCPT MTRVLQGVLP ALPQVVCNYR DVRFESIRLP GCPRGVNPVV
SYAVALSCQC ALCRRSTTDC GGPKDHPLTC DDPRFQDSSS SKAPPPSLPS
PSRLPGPSDT PILPQ (phin dugc gach dudi 12 peptit ddn dau) (165)

CAu tric siéu phén tr beta cia LH (SEQ ID NO:4)

(xem thém Sairam, M.R. and Li, C.H. Human pituitary lutropin. Isolation,

properties, and the complete amino acid sequence of the beta-subunit Biochim. Biophys.

Acta 412 (1), 70-81 (1975))

MEMLQGLLLLLLLSMGGAWASREPLRPWCH PINAILAVEKEGCPVCITVN
TTICAGYCPTMMRVLQAVLPPLPQVVCTYRDVRFESIRLPGCPRGVDPVVSFPVA
LSCRCGPCRRSTSDC GGPKDHPLTC DHPQLSGLLFL (phin dwgc gach duéi 13
peptit din dau) (141)

Theo mdt phwong 4n khac, rFSH hodc rHCG theo tit ca cac phuong 4n lan luot 13
tFSH hoic thCG ¢6 tac dung kéo dai. Cac duge pham FSH cé tac dung kéo dai c6 thé thu
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duoc, vi dy, nhu da biét dbi véi chuyén gia c6 hiéu biét trung binh trong linh vuc nay, vi

du, bang cach cai bién phan tir FSH hoic béng cach cai bién dugc phdm nay.

Do d6, “FSH” nhu dugc st dung trong ban mo ta nay bao ham tat ca cac dang c6
thé 14y tir nu6e tidu hodic dang tai td hop chira FSH néu trén cling nhu tat ca cac dang két
hop c6 thé c6 chira FSH. Sang ché ciing bao ham dugc pham dé ding mot lér_l va mot
hodc nhidu dugc phim khac (ciia gonadotropin cling loai hodc gonadotropin khéc loai) dé
dung nhiéu l4n.

Mot san phim c6 thé ¢6 c6 thé 1a duge phim chita FSH (theo mdt phuong 4n dugc
uu tién cling chira hCG, va/hodc tuy ¥ LH, hoat tinh LH v.v.), tat ca ching dugc chira
trong d6 chira khac nhau. Hoat tinh LH, néu c6, ¢ thé c6 ngudn géé tr LH hodc hCG.
LH c6 thé duoc thay thé bing hCG véi lugng tuong duong va nguge lai; “lugng twong

duong” trong ban mé ta nay c6 thé dugc tinh toan nhu da biét trong linh vuc nay.

Dang két hop gonadotropin dugc dic biét vu tién 12 dang két hop ctia FSH va hCG,
t5t hon 13 duoc pham hMG dugc chira trong mot dd chira, nhung tuy ¥ cling duge chira
trong dd chira khac nhau chéng han, vi du, 1o hodc hdp.

Dang Két hop c6 thé c¢6 mat, ma co thé cling dugc tao ra trong cac dd chira khac
nhau, con chtra: (u)FSH va uhCG hoac uFSH va uLH tir nudc tiéu; ngoai ra con chia
(thCG hoic rLH hodc rFSH) va (uhCG hoac uLH hodc thCG hodc rLH), va tAt ca cac
dang thay thé c6 thé c6 ctia ching. Theo mot phuong 4n rit dugc vu tién, duge phém
theo sang ché chita FSH va hCG. Theo mdt phuong én dugc vu tién twong tu khac, duge
phdm theo sang ché chira hCG.

Duoc phdm gonadotropin theo sang ché 13 dugc phdm 1éng. TSt hon néu duge phim
nay c6 thé dugc ding dé tiém. Cac dugc phdm c6 thé duge cép & dang sin pham chita
mét, hai hodic nhidu duge phdm bao gdém FSH hoic FSH /hCG, va/hoic LH, dé dung
riéng 1& hodc ding cing nhau. Néu dugc dung riéng ré, cb thé dung theo thtr tw. San
phim c6 thé duge cung cép trong gbi thich hop bét ky. Vi du, san phim c6 thé bao gdm
nhidu xi lanh d dugc nap sin, mdi xi lanh nay bao gdm FSH (dugc pham FSH), hoic
hCG khac (duge phim hCG), vi du, trong d6 cac xi lanh nay c6 thé duoc gbi trong gbi
bao bi xbp hoic cac chat liéu khac dé duy tri mirc d6 v6 tring. San phim c6 thé tuy ¥ bao

gdm huéng dan sir dung dé dimg durge phdm gonadotropin nay.
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Theo mot khia canh khac, dugc pham gonadotropin theo sang ché duoc tao ra &
dang duoc phim da lidu. Tuy nhién, sang ché 15 rang ciing dé cap dén duoc phdm dugc
du dinh d dung mot 14n. Sang ché ciing dé cap dén viéc 1am 6n dinh dugc phdm nhu mot
’ ph.'?ln cua bd kit. B9 kit nay bao gém it nhat mot d6 chira bao gém mét hodc nhiu lidu
lwong hing ngay cia gonadotropin, vi du, FSH, hodc vi dy, hai dd chira (vi du, lo nhd),
mbi dd chira nay chira gonadotropin khac nhau nhu hCG, va vi dy, cac huéng dan sir
dung khac (vi du, dé dimg) va vi du, cac d6 chira ding dé tiém. Theo mdt phuong 4n
dugc uu tién, bt tiém dé tiém nhiéu 1an duoc st dung, nho @6 dung dich gonadotropin
dugc nap vao hop tuong tng. Cac hoat chét nay c6 thé nim trong cac hop khac nhau,
nhung duong nhién c¢6 thé dwoc tiém ddng thdi, hodc theo thwr tu, 1a da biét dbi véi
chuyén gia ¢ hiéu biét trung binh trong linh vuc ndy. Ngoai ra, hai hodc nhidu hoat chat

6 thé ndm trong mot hop va hop tuong tu.

Theo mot phuong an rat duge wu tién, duogc phém theo sang ché 1a @é dung ngoai

dudng rudt, con tbt hon nira 1a ding dé tiém dudi da.

Theo mdt phuong an dugce wu tién, hMG c6 mit trong dugc phim véi lugng nam
trong khoang tir 35 dén 8501U/ml, t5t hon 12 ndm trong khoang tir 50 dén 800IU/ml, con
t6t hon nita 12 ndm trong khoang tir 100 dén 700IU/ml, t6t nhét 13 625TU/ml, thudng

trong dugc phdm da liéu.

Duoc phém duoc dic biét uu tién chira cac ta dugce dbi véi duoc phém da liéu chura
hMG nhu néu trén, va/hodc chira hMG, va/hoac hCG, va/hoac tat ca cac gonadotropin

khéc nhu dugc néu theo sang ché, chira cac thanh phan sau:
50— 160mM arginin HC], t6t hon 13 150mM arginin HC1
L-metionin véi lrong ndm trong khoang 0,05 - 1,5mg/ml, t6t hon 13 0,15mg/ml

Polysorbat 20 v6i luong nim trong khoing 0,001 — 0,05mg/ml, tbt hon 13
0,005mg/ml

phenol vé&i luong nam trong khoang 4,0 dén 6,0mg/ml, t6t hon 13 5,0mg/ml

d pH nim trong khoang tir 6,0 d&n 7,5, tét hon 1a d pH bang 6,8+/-0,3, (46 pH
duoc dung dé chi do pH ctia toan b¢ dung dich).

WEFL
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Céac ndng do théng thudng cia hoat chit nay d6i véi cac dugc pham chira hCG
va/hodc FSH t4i t3 hop 13 nhw du6i ddy, mic dit ndng d6 ctia hoat chit niy khong anh
hudng bat ky t6i tinh nang cia sang ché

Déi voi rFSH : 30 — 150 pg/ml

Dbi voi thCG : 5 —200 pg/ml

Céc ta duoc dugc wu tién dbi véi cac duge phim tai td hop nay 13 tuong tu nhu
dugc md ta trén day dbi v6i duge phdm hMG da liéu. Dugc phim don lidu théng thudng
cling dugc bao ham trong sang ché va c6 thé 13 twong tu nhu duge mo ta trén diy, chi

khac 14 chiing khéng chira chit bio quan nhu phenol.

Dang thubce tac dung chdm dung dé tiém c6 thé dugc tao ra béng céch tao ra vi nén
bao nang tring chtra gonadotropin (va cac chét khéc, néu c6) trong polyme dé bi vi sinh
vét phan huy. Dang thudc tac dung cham trén nén polyme/hé giai phong kéo dai c6 thé
phu thudc vao ban chit héa hoc cua ching, vi du, 13 vi hat hodc hat nano, hydrogel,
mixen, nhil trong hodc vit cdy ghép. Tty thudc vao ty 1¢ ciia gonadotropin va polyme va
ban chét cua polyme cu thé duge sir dung, ty 1¢ giai phéng gonadotropin c6 thé duoc
kiém soat. Vi du vé polyme dé bi vi sinh vit phan hiy bao gdbm hé copolyme
polylactit/polyglycolit, polyvinylpyrolidon, poly(orthoeste), poly(anhydrit), poly(etylen
glycol), poly axit amin, polysacarit, vi dy, natrihyaluronat (NaHA) hodc cac mudi khac
cta ching, gelatin, chitosan v.v.. .Tét ca cac polyme néu trén c6 thé c6 ngudn gde tir hozc
duoc cai bién dé t6i uu héa qua trinh phan phdi duge chat protein hogc do 6n dinh coa
n6. Duoc phdm tic dung chim ding d tiém ciing dugc didu ché bang cach biy
gonadotropin trong hé lipit, hoic hdn hop polyme lipit nhu mixen, liposom hodc vi nhil

tuong 1a tuong hgp véi cac mo trong co thé.

Dugc phim ding dé tiém c6 thé dugc khir tring, vi du, bing cach loc qua thiét bi
loc gift vi khuén, vd/hodc bﬁng cach dua chét tiét trung vao. Co thé tao ra duoc phém ran
v0 tring ma c6 thé dugc hoa tan hogc phan tan trong nudce vo tring hodc mdi trudng tiém
v6 trung khac ngay trudce khi st dung. Dugc phim ding dé tiém c6 thé dugc cép trong d6
chtra thich hop bét ky, vi du, lo nho, xi lanh nap sin, hop tiém, va do chtra trong tw, nhu

dugc mo ta trén day.
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Do pH va ndng d6 phan chiét ctia cac hop phan khac nhau ctia duge phim dé ding &
dang duoc phim nhu dugc néu trong ban mé ta nay cha yéu duge didu chinh theo thuc
hanh thong thudng trong linh vuc nay, vi du, xem Sach gido khoa vé thude (The textbook
of Pharmaceutical Medicine), xuét ban 14n thr nim, dugce bién soan bdi John P. Griffin
va John O’Grady. Theo mét phuong 4n dugc wu tién, duoc pham theo sang ché duge cdp
& dang dugc phdm ding ngodi dudng rudt. Cac phuong phap chung dé bao ché duoc
phdm ding ngoai dudng rudt 13 di biét trong linh vuc ndy va dugc mo ta trong
REMINGTON; THE SCIENCE AND PRACTICE OF PHARMACY, tru6c diy, & cac
trang 780-820. Duoc phim dung ngoai dudong rudt c6 thé dugc cép & dang duoc phdm
16ng hodc & dang chit rin, dugc tron v6i mdi trudng tiém vo tring ngay trude khi ding.
Theo phuong an dugc dac biét wu tién, duoc phim ding ngoai duong rudt duoc cip &

dang don vi liéu dé dé dung va dong déu vé lidu lugng.

FSH, hCG va/hoiac LH dugc bao ché theo sang ché c6 thé duge léy ra theo cac cach
thong thudng tir nude tiéu, nhu da biét trong linh vuc nay, hodc co thé dugce tao ra béng
cach t4i t6 hop. Di v6i cac phuong phap san xudt cé thé cé, c6 thé tham khao thém
trong, vi du, WO 2009/127826.

Mot phuong 4n duoc wu tién theo sang ché 13 dugc phim chira hCG dugc mé ta

theo sang cheé.

hCG ¢6 thé thu dugc bang cac phuong phép bét ky di biét trong linh vuc nay. hCG
nhu duoc sit dung trong ban mé ta nay bao gdbm hCG 14y tir nuée tiéu va hCG tai t6 hop.
Dugc phdm chira hCG 14y tir nude tiéu duoc dic biét wu tién. Duge phim c6 - it nhat mot
phin — hoat tinh LH ¢6 ngudn gbc tir hCG (theo cach khac: hCG 14 phén tir gép phén tao
ra hoat tinh LH nay) ciing dugc bao ham. HCG c6 ngudn gbc tir ngudi c6 thé duge tinh
ché tir ngudn thich hop bat ky (vi du, nuée tidu va/hoic nhau thai) bing phuong phap bét
ky d3 biét trong linh vuc nay. Cac phuong phap biéu hién va tinh ché hCG téi td hop 1a
da biét trong linh vuc nay.

LH c6 thé thu duoc bing cac phuong phap bét ky di biét trong linh vuc nay. LH,
nhu dugc sit dung trong ban md ta ndy, bao gdm LH c6 ngudn gbc tir nguoi va LH téi td
hop. LH c6 ngudn gbe tir ngudi ¢6 thé dugce tinh ché tir ngudn thich hop bat ky (vi du,
nude tiéu) bang phuong phap bét ky da biét trong linh vuc nay. Cc phuong phap biéu
hién va tinh ché LH t4i tb hop 13 d3 biét trong linh vuc ndy.
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Thuét ngit “dugc phdm” trong ban mé ta ndy dugc st dung thay thé cho “duoc

pham duoc”.

Duoc phdm 6n dinh theo sang ché c6 thé dugc s dung dé diéu tri vo sinh. “Diéu tri
v6 sinh” trong ban mod ta theo sang ché nay bao gom viéc diu tri vo sinh bang cach
(siéu) kich thich budng trimg ¢ kiém soat (COS) hoic cac phuong phap bao gdm budc
hodc giai doan kich thich buﬁ‘)ng triung cé kiém soat, vi duy, thu tinh trong tr cung (Intra
Uterine Insemination - IUI), thu tinh trong éng nghiém (in vitro fertilisation - IVF), hodc
tiém tinh tring vao noan (intracytoplasmic sperm injection - ICSI). Thuat ngt nay cling
bao gdm viéc gay rung trimg (OI) hoic cac phuong phap bao gbm budc hoic giai doan
rung trimg. Thuat ngir nay ciing bao gdm viéc didu tri vo sinh & dbi tuong bi tic dng din
trimg hodc bénh vo sinh v6 cin, bao gdm viée diéu trj vo sinh & dbi tugng bi bénh lac noi
mac tr cung, vi du, bénh lac ni mac tir cung giai doan I hoéc giai doan II (nhu dugc xéac
dinh bdi hé phan loai cia Hiép hdi Y hoc sinh san Hoa ky (the American Society for
Reproductive Medicine) dbi vai cac giai doan khac nhau cda bénh lac ndi mac tr cung,
Revised American Society for Reproductive Medicine classification of endometriosis:
1996, Fertil Steril 1997; 67, 817-821), va/hodc & dbi tuong cung vdi dbi tac bi bénh v
sinh nam gi&i. T6t hon néu thuat ngit nay bao g@)m viéc str dung trong, vi du, k¥ thuat hd
tro sinh san (ART), gy rung tring (OI) hodc thu tinh trong tr cung (IUI). Duoc phim
nay c6 thé duge st dung, vi du, trong huéng dan sir dung thudc trong d6 cac dugc pham
FSH d3 biét hoic cac dugce phdm chira FSH va hCG duge sir dung. Theo mot phuong an
thong thuong, trong trudong hop duoc ldy 1am vi du, duoc pham theo sang ché duoc sir
~ dung dbi voi cac hudng dan sir dung thube tuong tw nhu huéng din st dung duge phé
chuén d6i véi Menopur®, & Chau Au, 13 nhu sau:

Diéu tri bénh v6 sinh & nit giéi va nam giéi:

- phu nit khéng rﬁng trimg: MENOPUR c6 thé duoc sir dung dé kich thich su phat
trién nang trng & bénh nhan mét kinh nguyét. Clomiphen (hozc chit giy rung trimg
tuong tr anh hudng téi co ché phan hdi steroit) 14 thudc diéu trj duge wu tién cho phu nit
bi nhiéu rdi loan chu ky kinh nguyét, bao gdm thiéu ning hoang thé cing véi chu ky
khong rung trimg va prolactin binh thudong, va cling nhu bénh nhan mét kinh nguyét cé

d4u hiéu cta su san sinh oestrogen ndi sinh nhung ndng do prolactin binh thuong va
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ndng dd gonadotropin binh thudng. Sau d6, nhitng ngudi khong dap tmg dugc chon dé tri
liéu bang menotrophin.

- phu ni¥ rung trimg qua nhiéu trong chwong trinh hd trg thy thai: MENOPUR c6 thé
duoc st dung dé giap phat trién nhiéu nang tring & bénh nhén di dung k¥ thuat hd trg
thu thai nhu k¥ thuat thu tinh trong 6ng nghiém (IVF).

- Bénh thiéu nang sinh duc ¢ nam gi¢i: MENOPUR cé thé duoc dung két hop véi
gonadotropin kich thich t mang dém ctia ngudi (vi du, Choragon) dé kich thich sy sinh
tinh.

hodc hudng dan st dung nhu dugc phé chuin ddi véi Menopur® & My 1 nhu
sau:Su phét trién da nang trimg va thai ky ¢ phu ntt trong thoi ky rung trang la mot phén
ctia chu ky k¥ thuat hd trg sinh san (ART).

Ngoai ra, cac lya chon diéu tri béng Menopur® co thé duge mod ta nhu sau:

MENOPUR dugc chi dinh d& diu trj vo sinh trong c4c tinh hung 1am sang sau:

Khong rung trimg, bao gdm bénh da u nang trimg budng trimg (polycystic ovarian
disease - PCOD) & phu nit khéng dap ung vé6i viée diéu tri bang clomiphenxitrat.

Su kich thich budng trimg quéa mirc c6 kiém soat dé phat trién da nang tring ddi vai
cac k§ thuat hd tro sinh san (ART) (vi du, thu tinh trong éng nghiém/chuyén phoi
(IVF/ET), chuyén giao tir qua éng dn tring (gamete intra-fallopian transfer GIFT) va
tiém tinh trung vao noan (ICSI)).

Viéc kich thich su phat trién nang tring & phu nit bi bénh thidu ning sinh duc.

Sang ché cling mé ta viée sir dung duoc phdm gonadotropin 6n dinh duoc néu trong
ban md ta nay (theo cac khia canh ctia sang ché) dé, hodc trong san xuét thudc dung dé
diéu tri vo sinh.

Theo mdt phwong an duge wu tién, duge phdm theo sang ché dugc sir dung dé gy
rung trimg, cho k¥ thuat hd trg sinh san (ART) va/hoic cho bénh thiéu nang sinh duc &
nam gidi.

Duogc phdm nay c6 thé dugc bao ché tiép thanh cac dugc phim da biét dé dung theo
duong dung thudc bat ky, vi du, dudng miéng, truc trang, ngodi duong tiéu héa, da (vi

du, k¥ thuét cao dan), tinh mach, trong co, dudi da, trong khoang, trong &m dao, trong
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mang bung (IP), khu tra (bot, thuéc md, hoic thudc nho) hodc & dang dung cho ma hoac
xit vao miii. Dugc phém thong thudong chira chét mang dugc dung, nhu dung dich nuéec,
ta dugc khong ddc, bao gdm mubi va chét bao quan, chét dém va cac chét tuong tu nhu
dugc mo ta trong Remington's Pharmaceutical Sciences, xuét ban 1an thtr mudi 1am (Matt
Publishing Company, 1975), & céc trang tir 1405 dén 1412 va tir 1461 dén 87; va USP-
NF, The National Formulary XIV, xudt ban 14n thd mudi bén (American PH
armaceutical Association, 1975), trong sb céc tai liéu khac. Theo mdt sd phuong 4n, sang
ché dé cap tdi khia canh cu thé cua dugc phém ¢6 d6 én dinh cao dang ngac nhién va cac
uu didm khéc, nhu khong c¢6 chit mau khong duge chip nhén, khong c6 do duc khong
~ dugc chép nhén, it dau hodc khéng dau khi tiém, va it kich irng hodc khong kich Ung trén
da khi tiém. Diéu nay chi c6 thé hién duc;yc‘ bang c4c phat hién clia sang ché ma ch&ng
minh dugc ring cac hop phan cu thé c6 thé cé tinh ning c6 loi va 4o 6n dinh cao ciia

dugc phdm 16ng gonadotropin dugc néu trong ban mo ta ndy.

Mic du duge pham gonadotropin da cé mit trén thi trudng trong mot vai thap ky,
nhung hién nay c4c nha bio ché s& nhén biét duoc ring duoc phim chita cic protein nay
s& gip nhiéu khé khin. C4c khé khan ndy tdn tai va thay d6i nhidu dua vao nhidu yéu t6,
nhu

- Thyc t& 14 protein can dugc bao ché (cac protein nay khé dé bao ché trong

truong hop bét ky)

- Thuec t€ 13 protein dugc glycosylat hoa dic hiéu (qué trinh glycosyl hoa c6

thé bi anh hudng badi-viéc lya chon cu thé qua trinh san xuat va cac ta duoc)

- (c4c) protein cu thé dugc bao ché (vide bao ché héa 1am thay ddi mot cach
dang ké tly thudc vao protein thyc: vi dy, nhan thdy ring ngay ca khi cac protein
c6 lién quan mét thiét nhu FSH va hCG duge xtt 1y khac nhau trong cling mot
dugc phim, vi du, xem WO 2012/013742)

- C6 hodc khong cé protein thu duge tir tu nhién, vi du, nude tiéu, hodc duoc
tao ra bang céach tai t6 hop

- Xem liu chét bao quan c6 can thiét hay khong (mdt sd chét bao quan dap
ung dugc cac muc dich da dinh cua ching vé viéc bao vé chéng lai su phat trién

cta vi khuan, nhung lai anh hudng tiéu cuc t6i do On dinh cta thanh phdm. Di€u
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nay 1a chinh xac d6i vé6i tit ci cac m-cresol, phenol va rugu benzylic (c6 hoic
khong c6 benzalkoni clorua), ma hién nay 1 cac chit bio quan t6t nhat dugc phép
sir dung cing véi gonadotropin; ngoai ra, cac chit bao quan cé thé c¢6 anh hudng
tiéu cuc t6i mau sic, tuy thudc vao céc ta dugce khac va hoat chit c6 mit trong

dugc phim nay)

- Chét hoat dong bé mit cu thé duogc st dung (trong mot sb truong hop,
ching cé thé gay duc, con tiy thude vao cac ta duge khac nhu khi c6 mit trong

dugc phim tuong tmg)

- Chét dém cu thé dugc sir dung (vi du, dung dich dém xitrat thuong gy dau
va giy kich ung trén da khi tiém) |

- C4c ta duogc cu thé di duogc sit dung dé 1am 6n dinh, s& 1am 6n dinh céc

duoc phém khac nhau theo cach khéng thé du doén duoc.

- Tuy thudc vao ta dugc da dugc sit dung d€ 1am On dinh s& lam on dinh céc
duoc pham khac nhau theo cach khong thé du doan duge.

Do d6, mdt mat nha bao ché phai doi mat véi nhiéu van dé va mat khac cling phai
d6i mat vo sd cac ta duge co thé cb, khién cho van d€ tr& nén phirc tap mot mat trong
viéc tao ra dugc pham c6 d6 6n dinh tot va mat khac khong gay duc hodc tao mau hodc
gdy dau khi tiém.

Do d6, dang ngac nhién 1a khi két hop arginin vi metionin, ma khong bo sung

chit dém s& giai quyét duoc cic van dé cu thé trong khoang pH theo séng ché.

V& mit nay, “khong c6 budc bd sungchit dém/chat dém bd sung” va “khong chira
chit dém” duoc st dung twong duong nhau trong don nay. Su biéu hién niy c6 nghia
rang khong c6 hop chét khac nao duge bd sung vao/cé mit trong duoc phim ma c6 thé
duoc coi 12 c6 dd dém. Dung dich dugc goi 14 duoc dém néu né khong 1am thay déi hoat
tinh cta ion trong khi bd sung cac chit vao ma ky vong 13 1am thay ddi hoat tinh ctia ion
d6. Chat dém 12 c4c chét hodc dang két hop ciia cac chit tao ra dd bén cho dung dich. Cac
dung dich dém 13 cac hé trong d6 ion & trang thai can bang v6i cac chét c6 kha ning loai
b6 hodc giai phéng ion. N6 dwoc ding dé chi lwgng nguyén liéu ma c6 thé duge b sung
vao dung dich ma khéng 1am thay dbi d4ng ké hoat tinh cta ion. D3 x4c dinh duge rang

ty 18 cua axit hodc bazo dugc bd sung (tinh theo dwong lugng gam/1) 1am thay _déi don vi
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pH. Kha ning cua dung dich dém duoc didu chinh theo cac diéu kién sir dung, thong
thuong bing cach diéu chinh nong 4 cia cac chit dém (USP NF). Théng thuong, dd
dém duoc bidu hién bang sb duong luong (Eq) cia axit manh (vi du, HCI) hodc bazo
manh (vi du, NaOH) lam cho m¢t lit dung dich da néu lam thay d6i mot don vi pH (t6t
hon 1a & mét atmotphe va 21°C) (Skoog West and Hollér, Fundamentals of Analytical
Chemistry, fifth edition). M(f)t'duong lwong HCI bang moét mol HCI va mot duong lugng
NaOH bﬁng mot mol NaOH. Theo sang ché, ddo dém duogc biéu hién béng sb duong
lugng (Eq) cua axit manh (vi du, HCI) hoac bazo manh (vi du, NaOH) khién cho mot lit
dung dich d3 néu lam thay d6i mot don vi pH. Do d6, theo sang ché, duoc phim khong
chira chit dém bd sung, tao ra > 0,5 mEq/(L*pH)(tt hon 13 & 1 atmdtphe (100 kPa),
21°C) trong khoang pH nhu dugc boc 10 d6i v&i duge phdm theo sang ché.

Phuong phap xé4c dinh va tinh toan d dém

Do dém c6 thé duge xac dinh va duge tinh todn nhu sau.

Thé tich x4c dinh cta dung dich cin dugc thir nghiém dugc chuén do bing axit, vi
du, HC1 hoéc bazo, vi du, NaOH.

Néng d6 thich hop cua axit va bazo, vi du, 1a 0,2N duoc st dung dé chuén do du
chinh x4c.

Viéc chuin d6 duge thuc hién béng cach bd sung lugng nhé HCl hodc NaOH vao
dung dich thir nghiém. Pdi véi mdi 14n bd sung, thé tich bd sung va d6 pH twong tmg
dugc chung minh.

Thé tich tich lily cta axit va bazo dugc thé hién bang biéu db theo d pH do duoc,
vi du, xem Fig.1. |

Phuong phép hdi quy tuyén tinh binh phuong ti thiéu dugc thyc hién déi v6i ving
pH lién quan v R* dugc tinh toan dé xac nhan gié trj ciia dudng thich hop.

Do dém dugc bidu hién trong mEq/(lit<don vi pH) dugc tinh toan béi thoai bién
tuyén tinh.

Ding thic 1

Y—5b

a

Y=ax+beox=
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Trong do ;
X=D6 d&m [ul HC/NaOH 0,2N dé loai 1 don vi pH ]
Y-b=1 don vi pH
@=vong
va
Ding thirc 2
¥-BxcC
 axV x10°
Trong d6 mili duwong luohg 12 mili dwong lugng cia axit hodc bazo dugc dua ra tir
ndng do, vi du, 0,2N HCYNaOH bing 0,2 dwong lugng/l HC/NaOH, bing 200 mEq/L
HCI/NaOH.
x= D9 dém [mEgq/litxdon vi pH ]

Y-b =1donvipH

mmol __ mE q]
L L

C = Nong do cuia axit hogc bazo, vi dy, déi véi HCI/NaOH [

A% = Thé tich cua dung dich dugc dé cap

10° yéu t6 hiéu chinh tir pl thanh lit

Vi du vé viéc tinh toan bing cach st dung Ddng thirc 2 va mé C-01yhoing pH 6,564-6.947
tir Bang 9:

1% 200
* = 0.001507 x 0,1 x 1000000

= 1,32 mEq/(lit X don vi pH)

Dé x4c dinh xem néu mot thanh phin tao ra >0,5 mEq/(litxdon vi pH) dbi véi do
dém, d6 dém duogc xac dinh nhu dugc mé ta trén day dbi véi dung dich chtra thanh phén
d6 va dbi v6i dung dich twong tw ma khong chira thanh phin d6. Sw khac nhau vé do dém
d3 x4c dinh dbi véi hai dung dich 1am cho thanh phan d3 néu anh huéng téi do dém.

Thuat ngit “khong (bd sung chit dém/chit dém bd sung)” va “khéng chira chét

dém” con c6 nghia 1a dugc pham theo sang ché khong chira chat dém bat ky trong so cac

chit dém sau, (12 chit dm duoc FDA phé chuin dé ding ngodi duong rudt c6 do pH

nim trong khoang tir 6,0 dén 7,5):
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Histidin

Phosphat

Xitrat

Trometamin (Tris)

Axit Hydroxyetylpiperazin Etan sulfonic (HEPES)
Cacbonat

Ngoai ra, cac thuat ngir cling c6 nghia rang khong c6 chit dém di dugc FDA phé

chuén khac dé dung ngoai dudng rudt ciing bao gdbm, cu thé
Axetat
Axit adipic
Amonisulphat
Sucxinat
Asparagin
Axit aspartic
Glutamat (Axit glutamic)
Glyxin
Lactat
Lysin
Maleat (Axit maleic)
Fumarat (Axit fumaric)
Malat
Meglumin
Propionat
Alanin
Phenylalanin

Xystein
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Isoleuxin
Leuxin
Prolin
Serin
Tartrat
Threonin
Tryptophan
Tyrosin
Valin

Néu khong bd sung chit dém, cac tic gia sang ché thudng cho ring d6 pH cua dung
dich cudi khong thé duoc duy tri duge mét cach dé dang trong khoang mong mudn (va s&
khé dé dat duoc d pH dich cu thé trong qué trinh didu chinh) (theo sang ché, o pH phai
nim trong khoéng tir 6,0 dén 7,5, tot hon nita nim trong khoang tir 6,5 dén 7,4, tot hon 12
& hodc khoang 6,8), nhung thuong d6 pH nay s€ dao dong trong khoang rong.

Viéc duy tri d6 pH chuén dbi v6i duge phdm 13 cuc ky quan trong. Do pH nay xac
.dinh c4c théng sé nhu d6 6n dinh, hoat tinh va thoi han st dung. Vi 1y do nay, dugc
phém dugc thuong dugce bao ché véi chit dém. Nhiéu chit dém duoc ban trén thi truong
va chiing duge chon nhim hitu ich & d6 pH mong mubn. Cac chat dém dugc 14y 1am vi
du ma dugc st dung thudng xuyén trong tht ca dugc phém gonadotropin tdn tai trén thuc
té 1a dung dich dém phosphat, va dung dich dém xitrat. Chét dém cén tao ra duqb phém
¢ d6 pH dugc duy tr trong cac diéu kién ma duge pham nay cé thé dugc tiép xuc trong
qué trinh bao ché va cu thé 13 trong qua trinh bao quan né. Thuong cé nhiéu thach thirc
dé tim ra c4c chét dém thich hop ndy, va sau d6 trong mot s§ truong hop chit dém hiru
hiéu tao ra dugc phim c6 tac dung phu khéng mong mudn, nhu gay dau khi tiém ddi véi
dung dich dém xitrat. T4t ca c4c chdt dém déu cé nhugc diém cb hiru 13 thanh phan bd
sung trong dugc phim 1am phirc tap quy trinh bao ché, giy ra nguy co bat loi anh hudng
t61 cac thanh phan khac, d6 on dinh, thoi gian sir dung, va kha ning chip nhan dbi véi

nguoi st dung cudi cung.
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Tuy nhién, cic tic gia sang ché da bét ngd phét hién ra dugc phdm theo sang ché
khong chira chit dém, dong thoi cac dugc phdm niy khong c6 sy thay d6i bat thuong bét
ky vé& d6 pH khong dugc chip nhan. Cac duge phim nay chira hop chat 1am 6n dinh 12
arginin. Arginin ¢ thé c6 d6 dém ky vong la+/-1 don vi pH xung quanh pKa cua no,
bang 2,17, 12,5 va 9,04. Do @6, kha ning khong dém duoc ky vong & khoang pH dugc
wu tién theo sang ché nay (vi du, ndm trong khoang tir 6,0 dén 7,5, tot hon nira 13 nim |
trong khoang tir 6,5 dén 7.4, tot hon 1 & hozc khoang 6,8). Tuy nhién, ciing da bat ngd
phéat hién ra rang arginin c6 anh huéng 16n t&i do bn dinh cta do pH trong dugc pham cu
thé dwgc néu trong ban mo ta ndy. T4c dung nay cua arginin chua ting dugc mé ta trong

linh vuc k¥ thuat da biét.

C6 loi néu viée dua ra duoc phém ma khéng co chit dém nhu dugc xac dinh & day
cling tao ra dugc phim it giy dau hoic khong gay dau khi tiém va it giy kich tmg hodc
khong kich ting trén da khi tiém. Diéu nay 14 trai ngugc véi duge phdm ma, vi du, giy
kich tng trén da va giy dau khi tiém da dugc nhén thay dugc khi stt dung dung dich dém
xitrat.

Arginin theo sang ché c6 thé 14 arginin, hodc c6 thé 13 arginin HCI, hodc con tét hon
nita, L-arginin (HC1). Tt hon néu lugng arginin nim trong khoang tir 50 dén 160mM, tdt
hon nita 14 nim trong khoang tir 80 dén 160mM, con tot hon nita 13 khoang 150mM.

Nhu c6 thé thiy tir cac vi du dudi ddy, arginin ¢ anh hudng rd rét d6i v6i qua trinh
oxy hoéa FSH va hCG. Tuy nhién, cic tac gia sang ché d3 chi ra tac dung 1am 6n dinh dic
biét t6t ciia n6. Sau d6, kha ngac nhién 13 céc tac gia sang ché c6 thé tao ra dugc phim
gonadotropin dang l6ng dn dinh va chi c6 kha ning oxy héa tdi thiéu (& ndng do co thé
chip nhan duoc, vi du, xem phin dudi ddy), néu gonadotropin nay dugc két hop véi

arginin v6i luong 1am én dinh & mitc d6 cao (vi du, 150mM).

Dac biét dang ngac nhién 1a tac dung thu dugc & khoang pH khéc biét so véi tri s6
pKa cua arginin, tirc 12 trong khoang pH nim trong khoang tir 6,0 dén 7,5. Pay 1a khoang
pH dugc uu tién dbi voi sang ché. Theo phuong an dugc ddc biét uvu tién, do pH nam
trong khoéang tir 6,5 dén 7,4. Con t6t hon nira 12 khoang pH ndm trong khoang tir 6,5 dén
7.2. Tbt nhat néu d6 pH nam trong khoang tir 6,8+/-0,3.

Pang ngac nhién 13, luong metionin chéng oxy héa thép, t6t hon 13 L-metionin cé

thé ngan ngtra dugc cac su kién oxy hda khong mong muon. Lugng nhd nay c6 the thap
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t61 mire bang 0,05mg/ml, nhung ciing c6 thé 1én t6i 2,5mg/ml. Theo mdt phuong 4n dugce
vu tién, lrong metionin ndm trong khoang tir 0,1 dén 1,5mg/ml. Theo mét phuong 4n
duoc wu tién hon nita, luong metionin ndm trong khoang tir 0,1 dén 1mg/ml. Theo mdt
phuong an con dugc uu tién hon nita, lwong metionin ndm trong khoang tir 0,1 d&n
0,5mg/ml. Phuong 4n t6t nhit 13 metionin & ndéng d 0,15mg/ml. Khong thé du doan
duoc tat ca rﬁng murc d§ oxy hda cao cla arginin déu c6 thé dugce tinh toan va khic phuc

duogc boi lugng metionin thap nhu vay.

Con dang ngac nhién hon nira khi d phat hién ra ring arginin c6 tic dung lam én
dinh r& rét hon so véi cac chat 1am 4n dinh d3 biét khac, vi du, sucroza, léi chit 1am én
dinh khé ph bién duge bd sung vio va d biét trén thi truomg. |

Céac dugc phdm riéy c6 thé bao gébm chit mang, chét pha lodng, dung méi va/hoic
c4c t& duge duge dung chira nude va khong chira nude thich hop. Vi du vé chit mang,
chét pha loing, dung méi hoic t4 duge dugc dung chira nuée va khong chira nudce thich
hop bao gém nude, etanol, rugu polyhydric (nhu glyxerol, propylen glycol, polyetylen
glycol, va chit tuong tu), carboxy-metylxenluloza va hdn hop thich hgp ctia chiing, dau

thyue vat (nhu dau 6liu), va este hitu co c6 thé tiém duge nhur etyl oleat.

Dic biét 1a d6i v6i duge phim da lidu theo sang ché, viéc bd sung chit bio quan 1a
duge wu tién. R4t duoc vu tién néu chét bao quan nay 1a phenol. Theo mot phuong 4n wu
tién hon nira, phenol dugc bd sung & ndng dd nam trong khoang tir 4,0 dén 6,0mg/ml, t6t
hon 12 & ndéng d6 5,0mg/ml. Ngac nhién 13, theo ban mo ta sing ché, phenol trong dugc
phim 13 ciing ¢6 loi hon so v6i cac chit bio quan di biét khac, & chd né khong tao mau
va rat 6n dinh, thim chi trong khoang thbri gian dai, mdc du c6 mat chét bao quén, nhu

duoc thé hién trong phén vi du.

Theo sang ché, viée bd sung chét hoat dong bé mat duge vu tién hon nita. R4t duoc
vu tién néu chit hoat dong bé mit nay 13 polysorbat, con t6t hon nita 14 Polysorbat 20.
Theo mdt phuong an wu tién khéc, Polysorbat 20 dugc bd sung & ndng d6 nim trong
khoang tir 0,001 dén 0,05mg/ml, t&t hon 13 0,005mg/ml Polysorbat 20. C6 lgi néu dugc
phim theo sang ché nay dugc bio ché vai Polysorbat 20, khong gy duc va rat 6n dinh,
tham chi 13 trong thoi gian dai, mic di c6 mit chit bio quan, nhu duge thé hién trong

phan vi du.
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Dugc phdm nay c6 thé con chira chit phu gia ngoai cac chit dugc néu trén day,
nhung khong chi gidi han & céac chit bao quéan, chit giy 4m, chét tao nhil tuvong, va chét
phéan tan (khac). Cac chét khang khuin va khang nim c6 thé dudc bao gébm dé ngan ngira
su phat trién ctia vi khuén va bao gém, vi du, paraben, clobutanol, phenol, axit sorbic, va
cac chit twong tu. Ngoai ra, c6 th8 mong mudn dugc phim bao gbm céac chit ding

truong. Tuy nhién, dugc phdm theo sang ché khéng chira chit dém bd sung.

Trong mdt sb truong hop, & c6 tac dung trong thoi gian dai, viéc 1am chdm mirc do
hép thu ctia (cac) gonadotrophin nhu FSH (va céc hoat chét khéac, néu co) tir viée tiém
dudi da hoac trong co 1a diéu mong muén. Diéu nz‘;y 6 thé dugce thuc hién béng cach su
dung huyén phu léng chita nguyén liéu tinh thé hoic v6 dinh hinh c6 @9 hoa tan trong
nudc thép. Sau do, tdc do hép thu phu thudc vao tdc dd hoa tan ma cé thé phu thudc lan
luot vao kich thudc tinh thé va dang két tinh. Ngoai ra, qua trinh hép thu cham cua dang
két hop FSH dung theo dudng ngoai ruft dugce thuc hién béng cach hoa tan hodc tao
huyén phu dang két hop FSH trong ta dugc dau.

Theo sang ché, cac nd luc cia cic tac gia sang ché nhdm nghién ctu tac dung cia
céc hop chit nhat dinh d6i véi do n dinh ciia dugc pham gonadotropin dang 16ng; trong
ban mé ta nay, tac dung lam 4n dinh cling nhu tac dung khtt &n dinh cia mot $6 hop chét
da duogc nghién ctru. Ngoai ra, cac tac gia sang ché d3 cai thién dugc phdm thu dugc nhu

do trong, mirc d6 tao mau, va gay dau khi tiém.

Thuét ngit “d6 dn dinh” dugc ding d& chi d6 én dinh héa hoc, ¢6 lién quan dén viée
cai bién cong héa tri & trinh tu axit amin, nhung lién quan t6i d§ 6n dinh cia protein,
thut ngir nay ciing c6 thé dugc ding @8 chi do 6n dinh vét 1y lién quan t6i sy thay dbi
trang thai gip nép protein (tirc 13, trang thai tw nhién) nhung khong bao gbm su phén cat

lién két cong hod tri.

Theo séng ché, thuat ngit "dd én dinh" dugc ding dé chi do 6n dinh sinh hoc clia
duoc phdm chira gonadotropin, cu th8 12 FSH va hCG. Tinh khéng 6n dinh vét 1y cta
dugc phim protein cé thé xut hién do su két tu ciia cac phan tir protein dé tao ra cac khéi
két tu theo trat tuw & muc cao hon, béng cach phén ly cac dime khac loai thanh monome,
hodc bing cach thay dbi cdu dang khac bét ky nhdm 13m giam it nh4t mot hoat tinh sinh

hoc cua, vi du, protein FSH (va cac hoat chét khéc, néu c6) dugc bao gém trong sang ché.
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Dung dich hoic dugc phdm "én dinh" 13 dung dich hodc duge pham trong d6 mirc
d6 két tu, phén ly, cai bién cdu dang, su gidm hoat tinh sinh hoc va céac yéu té tuong tu,
cua protein trong d6 dugc kiém so4t & mirc chéip nhan dugc, va khéng lam tdng mdt cach
khong chip nhan dugc theo thoi gian. Do n dinh c6 thé dugc danh gia bang cac phuong
phap da biét trong linh vuc nay, bao gdm phuong phép do 4nh sang tdn xa clia mau, danh
gia béng mét do trong va/hodc mau séc, do hép phy, hodc mét d¢ quang hoc, do kich
thude phan tir (vi du, bang cach sic ky loai trir kich ¢& hogc phan doan dong trudng thiry
Irru), hoat tinh sinh hoc in vitro hoéc in vivo va/hodc b%mg cach do nhiét lugng quét phan
biét (DSC).

Dugc phidm theo sang ché 12 6n dinh trong 12 thang & didu kién bao quan, tét hon 13
16 thang & didu kién bao quan, con tdt hon nita trong 24 théng, con t6t hon nira 13 trong
24 thang & diéu kién bao quan cong véi 1 thang “khi st dung”, tirc 1a & nhiét d§ phong.
Do 6n dinh trong “cac diéu kién bao quan” duoc dung dé chi viéc bao quén dugc phém
trong méi truong lanh, vi du, & 5°C£3°C. “Nhiét d phong” trong ban mo ta nay c6 nghia
12 & hodc dudi 30°C, tét hon 13 15 - 25°C, t6t hon 12 18 — 25°C, tot nhat 1a 25+2°C.

Dé x4c dinh d6 dn dinh trong dugce phdm ndy, di st dung thir nghiém (mién dich)
da biét d6i voi FSH va hCG, thir nghiém nay 13 da biét dbi voi chuyén gia c6 hidu biét
trung binh trong linh vuc nay va dugc néu trong ban moé ta nay, do d6 chi néu trong cac

thuit ngit thong thudng nhu sau:

RP-HPLC dbi v6i qué trinh oxy héa

Qué trinh oxy héa protein dugc x4c dinh bang RP-HPLC, bang cach rira giai
gradien trén cot C4 va phat hién UV ¢ 210 nm.

Thir nghiém phat huvynh quang lién két v6i enzym (ELFA)

Hoat tinh mién dich ciia FSH va hCG dugc x4c dinh trong thir nghiém mién dich
kidu “banh my kep” (sandwich) dwoc thuc hién bing cach sir dung thiét bi phéan tich tu
dong VIDAS® (BioMérieux, France) véi cac bd kit VIDAS® lan lugt tuong Umg véi
FSH va hCG.

S#c k¥ loai trir kich ¢& (Size exclusion Chromatography - SEC)
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Do tinh khiét cia rFSH duoc xac dinh bing phuong phip sic ky loai trir kich ¢&
(SEC) trén cot SEC véi khoang protein nim trong khoang 3-70 kDa va phat hién UV &
210 nm. '

S#c kv tuong tic ky nude (HIC)

Do tinh khiét ctia thCG duge xac dinh bing phuong phép sic ky tuong tac ky nudc
(HIC) bang cach rira giai gradien trén cot c6 nhém alkyl amit va phat hién UV ¢ 220 nm.

Thit nghiém sinh hoc FSH va LH

Hiéu luc cua FSH va LH duoc xac dinh béng cach 1an luot st dung céc thir nghiém
sinh hoc in vivo; thitr nghiém Steelman-Pohley (FSH) va thir nghiém tang khéi luong tai
tinh (LH).

Cac phuong phap khac dé danh gia d6 6n dinh 13 d4 biét trong linh vyc nay va ciing

c6 thé dugc st dung, theo sang ché.

Thir nghiém hoat tinh FSH va LH duogc chudn hoéa bang cach st dung Tiéu chuén
qudc té 1an tha tu vé FSH va LH trong nuéc tiéu (the Fourth International Standard for
Urinary FSH and Urinary LH, November 2000), thang 11 ndm 2000, b&i Uy ban chuin
hoa sinh hoc (the Expert Committee on Biological Standardization) cua T chuc Y té thé
gi6i (WHO ECBS) va 1a da biét di v6i chuyén gia c6 hiéu biét trung binh trong linh vuc
nay.

D3 biét ring mot sd chit bao quin c6 tic dung 1am cho duge phdm gonadotropin
mAt dn dinh va da bit ngd phat hién ra ring dugc pham duge mo ta theo sing ché, cu thé
14 chtra arginin v metionin, ma khong chira chit dém, 13 dic biét 6n dinh — tham chi

trong thoi gian dai va thdm chi voi su ¢ mét cia phenol.

Dang két hop chira arginin va metionin theo sang ché c6 tac dung 1am 6n dinh dugc
phim hMG dang 16ng theo cch c6 loi va bit ngd hon nhiéu so véi tac dung 1am 6n dinh
clia cac chét dn dinh d3 biét, vi du, nhu sucroza. Tac dung 1am 6n dinh cai thién dugc so
sanh vé6i chét én dinh d3 biét nhu sucroza 13 dic biét bat ngd. Ngoai ra, ngodi su ky vong,
tac dung 1am 6n dinh ctia dang két hop theo sang ché 13 1 rang hon mic du khong c6 mit

chit dém.
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Tir linh vuc k§ thudt ndy, d biét ring c6 su thodi bién ciia FSH xuét hién & dugc
phim FSH va diéu ndy di dugc x4c nhén bang cac vi du dugc néu trong WO

2012/013742. FSH sé& thoai bién theo ham thdi gian 1An ham nhiét do.

Nhén thiy ring cdu dang cic chu trac FSH bac ba va béc hai khéng gip nép trong
qué trinh gia nhiét chuyén tiép hai trang thai (khi su két tu protein bi han ché). Su khong
gip nép nay c6 thé doc lap véi cAu tric siéu phan tir phan ly (cac thay dbi trong ciu triac

béc bbn).

Ngoai ra, trong linh vuc k¥ thuét nay, rd rang nhan thdy ring FSH chira chit bao
quan nhu rugu benzylic hodc phenol, trong do6 cac chét bao quan nay 13 can thiét, vi du,
chét diét khuén trong dugc phém FSH 1éng, anh hudéng 16 rang cua 4o 4n dinh caa duoc
phém da liéu chtra FSH theo céch tiéu cuc. Trong ban mo ta nay, do 4n dinh trong thoi
gian dai cia FSH bi gidm xubng, nhiét d6 1am bién tinh ctia FSH 14 thép hon, va dang da
bién tinh c6 ndng d6 céu triic bac hai thip hon so vé6i dugc phim chita FSH ma khéng
chira chit bao quan.

Sang ché ciing dé cap dén phuong phép lam dn dinh dugc pham gonadotropin dang
long, trong d6 phuong phap nay bao gdm budc bd sung arginin va metionin vao dugc
phim nay, ma khong chia chat dém.

Vi du thyc hién sang ché
Vidul

1. Téng quan va gi6i thiéu

Mot sb san pham thudc khac nhau chita hormon gonadotropin tir nudc tiéu cua phu
nit sau man kinh hodc phu nit mang thai dugc st dung dé diéu tri vo sinh, nhu dugc phém
hMG (gonadotropin cta phu nit mén kinh). hMG c6 hoat tinh cia hormon kich thich
nang tring (FSH) va hormon tao hoang thé (LH) theo ty 1€ 1:1.

FSH, LH va gonadotropin kich thich t6 mang dém cta nguoi (hCG) thudc ho
gonadotropin cia phturc chét hormon glycoprotein. Chung 13 céc dime khac loai bao gbm
chu triic siéu phan tir o va B. CAu tric siéu phan tir o gdm 92 axit amin 1a céu triic phd
bién dbi v6i ba gonadotropin ndy, cAu tric siéu phan tir § 12 duy nhat, khién cho ching c6
cAc dic tinh sinh hoc khac nhau (Wolfenson C. et al. 2005, Batch-to-batch consistency of

human-derived gonadotropin preparations compared with recombinant preparations.
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Reproductive BioMedicine. Vol 10 No. 4:442-454; Shen, S. T., Cheng, Y. S., Shen, T.
Y., and Yu, J. Y. 2006, Molecular cloning of follicle-stimulating hormone (FSH)-beta
subunit cDNA from duck pituitary. Gen. Comp Endocrinol. 148:388-394; Fox, K. M.,
Dias, J. A., and Van, R. P. 2001, Three-dimensional structure of human follicle-
stimulating hormone. Mol. Endocrinol. 15:378-389; Burova, T., Lecompte, F., Galet, C.,
Monsalliér, F., Delpech, S., Haertle, T., and Combarnous, Y. 2001, Conformational
stability and in vitro bioactivity of porcine luteinizing hormone. Mol. Cell Endocrinol.
176:129-134. The glycoprotein hormones all lose their bioactivity upon dissociation of
the non-covalently linked subunits (Alevizaki, M. and Huhtaniemi, I. 2002, Structure-
function relationships of glycoprotein hormones; lessons from mutations and
polymorphisms of the thyrotrophin and gonadotropin subunit genes. Hormones. (Athens.)
1:224-232).

LH va hCG gin két v6i ciing mot thu thé va do d6 déu co hoat tinh LH. O hMG,
hoat tinh LH cha yéu thu duoc tir hCG.

Muc dich cta sang ché 13 phat trién dugc phdm gonadotropin & dang dugc phim
16ng, ding dé tiém dudi da. Dé tiém da lidu, viéc bd sung chit bao quan thong thudng 1a
can thiét (Meyer, B. K., Ni, A., Hu, B., and Shi, L. 2007, Antimicrobial preservative use
in parenteral products: past and present. J. Pharm. Sci. 96:3155-3167; Chang, B. S. and
Hershenson, S. Practical Approaches to Protein Formulation Development. /n Rational
Design of Stable Protein Formulations. J. F. Carpenter and M. C. Manning, editors. 2002,
Plenum Publ., New York. 1-25; Pharmaceutical Formulation Development of Peptides

and Proteins. 2000, CRC Press, Boca Raton).

N6i chung, cu tric (c6 hoat tinh sinh hoc) tu nhién cia céc protein rit nhay cam
véi méi truong xung quanh nd, vi du, thanh phﬁn cua duogc phém, d6 chira /hé déng, do
pH va nhiét d9, viéc xé&c dinh dugc phém 16ng thich hop d6i v6i gonadotropin 12 nhiém
vu kho khian nén cac ta duoc khac nhau duge sang loc. Trong ban mo ta ndy, d6 dém va
d6 6n dinh theo thoi gian thuc cta céc dugce phém hMG khéc nhau dugce nghién ctiru béng
c4ch str dung thir nghiém mién dich FSH, thir nghiém mién dich hCG, thir nghiém sinh
hoc RP-HPLC dé x4c dinh cac protein da dugc oxy héa, qua trinh chuin d6 va do pH nhu

dugce mo ta chi tiét dudi day.
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2. San phim can nghién ctru
| 2.1. Nguyén liéu
2.1.1. Dugc chit (Drug substance - DS)
Dugc chdt HMG-HP (DS) dugc san xuét boi Instituto Massone S.A. Argentina,

hMG-HP DS dugc dung & dang bdt do Ferring Pharmaceuticals A/S, Copenhagen, Dan

mach cung cap.

Budc xac dinh hoat tinh sinh hoc cua FSH va LH trong dugc chit dugc thuc hién
theo phién ban hién hanh cta Dugc dién Anh (BP). Ciing c6 thé thuc hién x4c dinh theo
Dugc dién My USP phién ban 1an tht 35, néu muén. Ty 1¢ hoat tinh sinh hoc cta
FSH:LH trong hMG 1a 1:1 va do d6, hoat tinh sinh hoc trung binh dugc xac dinh cta
FSH va LH dugc st dung dé tao ra thubc. Do d6, khi néng dd cua hMG duoc dua ra, vi
du, nhu 6251U/ml tuong duong voi hoat tinh sinh hoc cua FSH ¢cé néng do 6251U/ml va
LH c6 ndng d6 6251U/ml.

2.1.2. Ta duogc
Danh muc céc ta dugc duge st dung trong ban mo ta nay dugc mo ta trong Bang 1.

Bang 1. Danh muc cac ta dugc

Tén Chét luong Nha san xuét

Vién tron natri hydroxit PH Eur, BP, JP, NF Merck
Axit clohydric, béc khéi 37% PH Eur, BP, JP, NF Merck
Axit xitric monohydrat PH Eur, BP, JPE, USP Merck
Axit ortho-phosphoric 85%  PH Eur, BP, JPE, NF Merck
Tri-natri xitrat dihydrat PH Eur, BP, JPE, USP Merck
Di-natri hydro phosphat PH Eur, BP, JPE, USP Merck
dodecahydrat

L-histidin EMPROVE® exp PH Eur, USP Merck
L-metionin USP, multicompendial J.T. Baker
L-arginin PH Eur, USP Merck
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L-arginin PH Eur, USP Merck
L-arginin monohydroclorua ~ PH arma Grade, EP, JP, USP Sigma-Aldrich
Sucroza EMPROVE® exp PH. Eur, BP, JPE, NF Merck
D-(+)-trehaloza dehydrat >99%, cGMP Sigma-Aldrich
Manitol EMPROVE@ PH Eur, BP, USP, JPE Merck
Lactozamonohydrat PH Eur, BP, NF, JP Merck
Glyxin EMPROVE® PH.Eur., BP, JPE, USP Merck
Natri clorua EMPROVE, PH.Eur., BP, USP Merck
Polysorbat 20 PH.Eur, NF, JPE J.T. Baker
Poloxamer 188 Thich hop déduqc phém sinh hoc, PH.Eur., Merck

NF
Phenol PH.Eur, JP, USP Merck
Meta-cresol PH. Eur. / USP loai dung ngoai duong ruét  Hedinger
Mili-Q nude - Millipore

2.1.3. Hé d6 chira dong kin

Pé nghién ciru d6 6n dinh, nguyén liéu déng géi so cép 13 lo thuy tinh c¢6 nit cao su

va nip nhom/chét déo, hodc hop thiy tinh cd pittdng cao su va nép c6 khia.

3. Quy trinh san xuit

3.1. Bao ché

T4t ca cac duoc phim dugc san xuét trong quy md phong thi nghiém.

Dé bao ché dung dich thubc (DP), cac dung dich gbe chira mdi ta dugc va dugce chat

(DS) lan lugt duge tron vao. Trude khi bd sung hMG va pha lodng t6i thé tich cubi clng,

diéu chinh d6 pH ctia mdi dugc pham, néu can. Cac dung dich gdc chua tt ca cac ta

duoc va h(MG duge diéu ché trong nuée Mili Q.
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3.2. Loc vo trung va nap vo trung

Duoc phém dé 1am 6n dinh dugc loc vo trung béng thiét bi loc Millipore PVDF
0,22pum. Qua trinh loc vo trung dugce thuc hién trén ban thi nghiém LAF béng cach st
dung nguyén liéu da duoc hip vo tring.

Qua trinh nap dugc thuc hién sau khi lgc. P chtra duge nap dung dich mau. TAt ca
cac 1o va hop dugc nap & diéu kién vo trung nhu diéu kién trén ban thi nghiém LAF va
ngay lap tc duge diy bang nit cao su hoic ndp c6 khia. Bén ngoai ban thi nghiém LAF,
bit kin lo d3 dwoc nap bang nip nhom I4t.

4. Céc didu kién bao quan
4.1. Céc diéu kién bao quan

Db chira chira duoc phém duoc bao quan & cac didu kién gia tbc dén 3 thang &
30+2°C/ d6 4m tuong dbi (RH) 65+5% va/hodc 1én tdi t6i thiéu 6 thang & 25+2°C/60+5%
RH. O mdi nhiét d6 bao quan, dd chira dugce bao quan & vi tri thing dimg. Hop dugc bao

quéan nim ngang. T4t c4 dd chira déu dugc bao vé khoi anh sang.
5. Phuong phap phéan tich

Phuong phéap phan tich dugc st dung trong cac nghién clru nay dugc mo ta dudi

day.
5.1. Quy trinh chudn do

Theo USP-NF nhu d3 mo ta trude d6, dung dich duogc goi 1a cé do dém néu né chiu
duoc su thay d6i hoat tinh ctia ion trong viéc bd sung cac chat dugc ky vong 1a 1am thay
dbi hoat tinh cua ion do. Chét dém 13 chét hoic dang Két hop cua cac chét nay tao nén do
bén cho dung dich. Dung dich dém 13 c4c hé trong d6 ion & trang théi can béng v6i cac
chét c6 kha nang loai bo hodc giai phéng ion. Do dém duge dung dé chi lugng nguyén
liéu c6 thé duge bd sung vao dung dich ma khéng 1am thay ddi dang ké hoat tinh cta ion.
Pa xac dinh duoc réng ty 1€ cua axit hoidc bazo dugc bd sung (tinh theo duong lugng
gam/l) dé 1am thay ddi don vi pH. Kha ning cta dung dich dugc dém dugc diéu chinh

dén cac diéu kién str dung, thuong bang cach di€u chinh cac nong do chat dém.
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b6 dém thuong dugce biéu thi béng ) duong lugng (Eq) cua axit hodc bazo manh
lam cho mét lit dung dich quan tdm thay dbi mot don vi pH, tao ra don vi mEq/ (litxdg
pH) ma dugc st dung dé x4c dinh do dém theo sang ché.

biéu nay c6 nghia 1a d¢ dém da dugc x4c dinh la s6 mol (duwong luong) ctia H'/OH
can dé thay dbi do pH ctia mot lit dung dich dém 1a mét don vi.

Do dém dugc xac dinh bang cach st dung duoc pham gia dugc (trong ban mo ta
ndy, gia duge duge ding dé& chi dugc phdm khéng chira hoat chat) da dugc diéu chinh
dén d6 pH dich & thoi didm ban diu. St dung NaOH/HCI 0,2N d& chuin do pH 1én hodc
xubng. D6 pH dugc do sau mdi 14n bd sung NaOH/HCI 0,2N va thé tich cia NaOH/HCI
0,2N dugc dua ra trong tai li¢u. Lugng NaOH/HCI 0,2N dugce biéu thi béng d6 thi dudi
dang cac tri s6 X va dd pH dudi dang cac tri s& Y. Mic thoai bién tuyén tinh duoc thuc
hién quanh d6 pH=6,8 dbi véi gia duoc hMG (d6 pH dich) va quanh d6 pH 6,5 d6i véi
gia duoc tham chiéu (d6 pH dich). Do dém c6 thé duogc tinh toan bang pl HCI/NaOH
0,2N dé thay dbi @6 pH 12 0,01 don vi pH /L DP va & dang duong lugng mili (mEq) axit
hoic bazo/(litxdon vi pH), nhu dugc mé ta trong phan dinh nghia néu trén .

5.2. Thir nghiém mién dich FSH va hCG

Thir nghiém mién dich FSH va hCG dugc xac dinh bang ELFA “banh my kep”.
5.3. Protein da dugc oxy hda

Qua trinh oxy hoa protein dugce xac dinh bdi RP-HPLC.

54. bopH
Do pH dugc do theo PH. Eur.
6. Két qua

Két qua cua cac nghién clru vé 0 6n dinh, danh gia chit dém trong nghién ctru 4o

dém, ciing nhu d6 8n dinh thu dugc tir nghién ctru thiét ké thir nghiém (DoE) duoc thé

hién dudi day.
Bang 2. Thanh phan cia duge phdm hMG 1éng (600IU/ml)
S6 mé Chét dém Chit hoat dong Chitbao quan Chat én dinh/ Chit

bé mat dang truong
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10mMPhosphat'  0,005mg/ml ~ 3,0mg/ml .
E-01 . d6 pH=6,8 Polysorbat 20 M.cresol 41,3mg/ml Manitol
10mMPhosphat'  0,005mg/ml ~ 3,0mg/ml
E-02 46 pH=6,8 Polysorbat 20 M.cresol 85,9mg/ml Trehaloza
mMP 1 0,Ilmg/ml 3,0mg/ml :
E-03 10mMPhosphat & s 74,3mg/ml Sucroza
, 46 pH=6,8 Poloxamer 188 M-cresol
10mMPhosphat'  0,1mg/ml 3,0mg/ml .
E-04 R 18,8mg/ml Glyxin
, 40 pH=6,8 Poloxamer 188 M-cresol s 7
10mMPhosphat'  0,005mg/ml ~ 5,0mg/ml
E-05 . 46 pH=6,83 Polysorbat 20 phenol 67,7mg/ml Sucroza
10mMPhosphat'  0,005mg/ml ~ 5,0mg/ml
E-06 , 40 pH=6,8 Polysorbat 20 Phenol 6,8mg/ml NaCl
1 0,Ilmg/ml 5,0mg/ml
E-07 10mMPhosphat s s 37 6mg/ml Manitol
, 46 pH=6,8 Poloxamer 188 Phenol
10mMXitrat’,  0,005mg/ml ~ 3,0mg/ml
E-08 do pH=6,8 Polysorbat 20 Mecresol 71,1mg/ml Sucroza -
E.00 10mMXitrat’, ~ 0,005mg/ml  3,0mg/ml 29,3mg/ml L-arginin
do pH=6,8 Polysorbat 20  M-cresol HCl
mMXitrat® 0,1mg/ml 3,0mg/ml
E-10 10mMXitrat, s s 39,5mg/ml Manitol
d6 pH=6,8 Poloxamer 188 M-cresol
10mMXitrat’,  0,005mg/ml  5.0mg/ml
E-11 d6 pH=6 8 Polysorbat 20 Phenol 74,7mg/ml Trehaloza
mMXitrat? 0,1mg/ml 5,0mg/ml
E-12 19 _ trat’, s s 64,5mg/ml Sucroza
d6 pH=6,8 Poloxamer 188 Phenol
10mMXitrat’ 0,1mg/ml 5,0mg/ml
E-13 6,5mg/ml NaCl
pH 6,8 Poloxamer 188 Phenol
10mMHistidin 3,0mg/ml
E-14 0,005mg/ml s 77,5mg/ml Sucroza
pH 6,8 POlysorbat 20 M_Cresol
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6.1. Do n dinh cua dugc phdm hMG 16ng/3 thang

Céac phéan tr protein co thé dugc 1am 6n dinh bang cach bd sung cac ta dugc vao
dung dich, vi du, céc mudi, hydrat cacbon hodc axit amin nhung muc d6 lam én dinh khi
bd sung céac hydrat cacbon, mudi va axit amin khac nhau s& thay d6i nhiéu gitta cac duoc
phém khac nhau. Trong ban md ta nay, cic nghién ciru ban dau vé& @6 6n dinh dugce thuc
hién d& sang loc cac chat én dinh khac nhau két hop v6i cht bao quan va chét dém trong
dugc pham 1ong chira h(MG. B4t ngd rang cac két qua nay thé hién tac dung 1am 6n dinh
vuot trdi cla L-arginin nhu dugc thé hién trong cac Bang 3 va 6 dbi voi thir nghiém mién
dich hCG va cac Bang 4 va 7 dbi voi thir nghiém mién dich FSH. Dugc phém E-09 co6 do
6n dinh vuot troi hon so véi tht ca céc dugc phdm khac. Dugc phim E-09 13 duge phim
duy nhét chra L-arginin (xem Bang 2). ‘Duqc pham K-01, K-03 va K-04 cling nhu duge
phim K-09 c6 do 6n dinh vuot troi hon so voi tht ca cac duge phdm khac (xem Béng 6).
Céc duoc phim ndy lai chira L-arginin (xem Bang 5). Trong Béang 4, duoc pham E-09 c6
d5 n dinh cao nhét so véi tt ca cac dugce phim khéc, tuong tw dbi v6i thir nghiém mién
dich FSH va Bang 7 d3 chi ra rang dugc phim K-09 c6 két qua thir nghiém mién dich
FSH cao nhét so v6i tit ca cac duge phdm khac.

Bang 3. Thir nghiém mién dich hCG trong 1 thang bao quan & 30+2°C/65+5% RH. Duoc
phém E-09 c6 d6 6n dinh VLrQT tré1 hon so voi tAt ca cac duoc phém khac. Duoc phém E-

09 chira L-arginin, xem Bang 2.

hCG [% ban dau] 30°C+ 2°C/65+5% RH

Duoc phdm ‘Ban diu 0,5 thﬁng 1 thang
E-01 100 - 91 85
E-02 100 88 87
E-03 100 87 80
E-04 - - -
E-05 100 83 81
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hCG [% ban du] 30°C+ 2°C/65+5% RH
E-06 100 101 100
E-07 100 89 87
E-08 100 89 81

E-10 100 95 91
E-11 100 99 89
E-12 100 94 87
E-13 100 99 86
E-14 - - 3
E-15 - - -

(Duoc phém E-04, E-14 va E-15 duogc loai ra khoi thr nghi€ém do cé mau)

Bang 4. Thir nghiém mién dich FSH sau 3 thang bao quan ¢ 30+2°C/65+5% RH.

Duoc phém E-09 c6 dd 6n dinh t&t nhét so véi tat ca cac dugc phém khac. Duoc phém E-

09 chira L-arginin, xem Béang 2.

FSH [% ban dau] 30°C+ 2°C/65+5% RH
Dugc pham Ban dau 3 thang

E-01 100 83
E-02 100 77
E-03 100 83
E-04 - -

E-05 100 84
E-06 100 86

-35-



35262

FSH [% ban dau] 30°C+ 2°C/65+5% RH

E-02 100 77
E-03 100 83
E-04 - -

E-05 100 84
E-06 100 86
E-07 100 86
E-08 100 84

E-10 100 83
E-11 100 83
E-12 100 89
E-13 100 85
E-14 - -
E-15 ; ]

(Dugc pham E-04, E-14 va E-15 duoc loai ra khéi thir nghiém do c6 mau)

6.2. Do 6n dinh cua dugc phém hMG dang long — 3 théng'

Tu viéc sang loc ban dau, duge pham bo sung chira arginin dugc sang loc.

Bang 5. Nghién ctru d6 én dinh thanh phan dbi véi hMG 1ong 600IU/ml — Téng

quan vé dugce pham

S6 mé Chit dém Chat hoat dong ~ Chitbao  Chét chéng oxy Chat 6n dinh/ Chét
bé mat quan hoa dang truong
3,0mg/ml 1,5mg/ml L-
. 10mMXitrat’, ~ 0,005mg/ml Y G e 28,0mg/ml L-
K-01 X M- metionin o
d6 pH =6,8 Polysorbat 20 arginin HC1
cresol
1mM . 0,005mg/ml 3,0mg/ml 1,0mg/ml 21,0mg/ml Lactoza
K-02 Phosphat™, d6 L-metionin
pH=6,8 Polysorbat 20 M-cresol 7,0mg/ml NaCl
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K03 10mMXitrat®, ~ 0,1mg/ml 50mg/ml - 1,Smg/ml L 25 3mg/ml L-
d6 pH=6,8 Poloxamer 188  Phenol metionin arginin HC]
K04 10mMPhosphat?, ~ 0,005mg/ml 3,0mg/ml  1,5mg/ml  L- 29 3mg/ml L-
d6 pH=6,8 Polysorbat 20 M-cresol ~ Petionin arginin HC1
itratd 0,1mg/ml 5,0mg/ml  1,0mg/ml L-
K05t ~ LomMXitrat, ¢ gl Lomgn 67,4mg/ml Sucroza
d6 pH=6,8 Poloxamer 188  Phenol
itrat’ 0,1mg/ml 3,0mg/ml 1,0mg/ml L-
K-06 1(3mM_X1trat ’ ¢ 4 metiogr(in 74,6mg/ml Sucroza
d6 pH=6,8 Poloxamer 188  M-cresol
itrat’ 0,1mg/ml 3,0mg/ml  1,0mg/ml L-
Ko7 ~ \0mMXitrat, 4 4 : ck 38 3mg/ml Manitol
d6 pH=6,8 Poloxamer 188  M-cresol ~ cHomn
fhrntS 0,1mg/ml 5,0mg/ml 1,0mg/ml L-
Kog ~ LomMXitrat, ¢ ¢ e 34,7mg/ml Manitol
d6 pH=6,8 Poloxamer 188 Phenol metionin
20mg/ml L-arginin
K095 10mMXitrat®, ~ 0,1mg/ml 3,0mg/ml 1 5mg/ml  L- HClg/ s
dd pH=6,8 - metionin
O P Poloxamer 188 M-cresol 22, 1mg/ml Sucroza
! Twong tw nhu dugc phim E-09 trong Bang 2
2 Twong tw nhu duoc phim E-12 trong Bang 2
} Twong tw nhu dugc phim E-10 trong Bang 2
4 10mM Di-natri hydro phosphat dodecahydrat, 4 pH duogc didu chinh bang axit pH ospH
oric
’ 10mM Tri-natri xitrat dihydrat, & pH dugc diéu chinh bang axit xitric
¢ Do bén 1a 530IU/ml
Bang 6.  Thir nghiém mién dich hCG trong 3 thang bao quan & 25+2°C/60+5% RH.

Cac dugce phim K-01, K-03, K-04 va K-09 c¢6 d6 6n dinh vuot tréi hon so véi tat ca

cac duge phim khac. Duoc phdm K-01, K-03, K-04 va K-09 chira L-arginin, xem

Bang 5
hCG [%ban diu] 25°C+ 2°C/65+5% RH
Dugc phim Ban ddu | 1 thang 2 thang 3 thang
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hCG [Y%ban diu] 25°C+ 2°C/65+5% RH

K-02 100 100 68 57

k.05 I Y
K-06 oo |98 76 80
K-07 100 85 74 67
K-08 100 93 79 71

RGO rang 13, dugce pham chira L-arginin 1a 0n dinh hon nhi€u so véi cac duge pham

chira cdc chit 1am 6n dinh khac nhau. Dugce pham vi du so sanh K-02 va K-03 sau ba

thang.

Bang 7. Thir nghiém mién dich FSH trong 3 thang bao quan &
25+2°C/60+5% RH. Dugc phim K-09 c6 két qua thir nghiém mién dich FSH
cao nhit so v6i tit ca cac duge phim khac. Duoc phidm K-09 chira L-arginin,

xem Bang 5
FSH [% ban d4u] 25°C+ 2°C/60+5% RH
‘Dugc pham Banddu | 1 thing 2thang 3 thang
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FSH [% ban dAu]

25°C+ 2°C/60+5% RH

K-05 100 107 116 111
K-06 100 109 117 115
K-07 100 101 112 104
K-08 100 107 107 109

Céc két qua dbi voi hCG ciing duoc x4c nhan ddi véi FSH — so véi, vi du, dugc
phim K-02 va K-03 sau ba thang.

6.3. Nghién ctru d6 dém

Chét dém, vi du, natriphosphat va natrixitrat 1a chit dém dung nap sinh 1y va thuong

dugc bd sung dé duy tri d6 pH trong khoang mong muén. Tri-natri xitrat dihydrat va Di-

natri hydro phosphat dodecahydrat dugc danh gia la chit dém nho do dém. D6 dém dugc

tinh toan 13 luong axit hodic bazo cin dé thay déi do pH & bude da dinh, tirc 1a lueng pl
ctia HCI/NaOH 0,2N céan dé thay dbi d6 pH 1 don vi pH /L DP dugc tinh toan bang mili

duong lugng axit hodc bazo/(litxdon vi pH) nhu dugce giai thich trén day.

Béng 8. Nghién ctru 6 dém ciia cac thanh phan — Téng quan vé duge phim

S6 mé Chitdém  Chit hoat dong Chit bio Chit chéng Chét 6n dinh/ Chit ding
bé mat quan oxy hoa truong
Khong ¢80 nosmg/ml  5,0mg/ml L
C-01 chat dém, 1,5mg/ml L- 120mM L-arginin HCI
A TT Polysorbat 20 Phenol S
d6 pH=6,8 metionin
SmM
. 0,005mg/ml 5,0mg/ml o .
C-02 Xitrat’, 1,5mg/ml L- 120mM L-arginin HCI
Polysorbat 20 Phenol metionin
do pH=6,8
10mM
o 0,005mg/ml 5,0mg/ml o .
C-03 Xitrat, 1,5mg/ml L- 120mM L-arginin HCI
Polysorbat 20 Phenol metionin
do pH=6,8
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1mM *
con® Phosoh 0,005mg/ml 5,0mg/ml Lomg/ml L illg6mg/ ml N2,80, x 10
- osphat, ,0m; - 2
P Polysorbat 20 Phenol metionin .
d6 pH=6,5 (14mg/ml Natri sulpH at)

Tri-natri xitrat dihydrat
0,8mM Na,HPO, x 12 H,O va khoang 0,2mM H;PO, dé do pH=6,5
Gia duogc tham chiéu

Tuong duong 25,3mg/ml L-arginin HCI

Két qué cua viéc chudn d6 dugc thuc hién dé xac dinh d6 dém dugc méd ta trong
Fig.1. D6 nghiéng ctia cac dudong cong thé hién d6 dém, vi du, sudon ddc dimg thé hién do
dém thép. Tur Fig.1, c6 thé quan sﬁt dugc ring mé C-04 (duoc phim vién dén) c6 d6 dém
thdp nhat. Trong ving leién quan nim trong khoang 6,8+0,3 dbi vi hMG, tit ca duoc
pham hMG C-01 (khéng c6 chat dém), C-02 (SmM Tri-natri xitrat dihydrat) va C-03
(10mM Tri-natri xitrat dihydrat) c6 do dém tuong tu va d¢ dém cao hon so véi dugc
phim vién din chira ImM Di-natri hydro phosphat dodecahydrat. D6 pH dich déi vai
dugc phém vién dan 13 6,5. Dugc phém C-01, C-02 va -03 duoc so sanh voi duoc phém
vién din da biét 12 c6 do pH 6n dinh. P3 thuc hién nhidu nghién ctru vé d6 6n dinh cia
duge phim vién din C-04 ma khong quan sat thdy su thay ddi bat ky vé do pH.

Béang 9 duéi day thé hién cac két qua ctia nghién ctru d6 dém:

Béang 9. Nghién cuu vé d6 dém. Trong ving pH c6 lién quan ctia dugc phdm=6,8

doi vé1 hMG, tat ca duge pham hMG déu c6 do dém cao hon so véi duge pham gia duoc

tham chiéu.
Mé Chét dém Do dém |khoing | (yong) | PO dém duoc biéu
quanh pH thi bang:
g?h pH mEq axit hoac
¢ bazo/(litxdon Vi
pH)
C-01 Khoéng cb chét | 6,8 6,564 - | 0,001507 1,32
dém 6,947
C-01 Khong co chét | 7,0 6,786 - | 0,000822 2,44
dém 7,193
C-02 5mM Tri-natri | 6,8 6,599 - | 0,000672 2,96
xitrat dihydrat 6,951
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(vién hydro phosphat 6,752

dan) dodecahydrat

C-04 ImM Di-natri | 6,8 6,582 - 0,002091 0,96
. hydro phosphat 6,982

(vién

x dodecahydrat

dan)

(C-01 va C-04 dugc d& cap hai 1an do d6 dém duoc tinh toan & khoang pH 1an Iuot
quanh hai trj s6 pH khac nhau)

B4t ngd 13, 0 dém ciia duoc phdm hMG khéng chira chat dém (C-01) 14 cao hon so
v6i duge phim vién din C-04. Thanh phin ta dugc chinh trong dugc pham hMG 13 L-
arginin & ndng d6 13 120mM. Céc tri s6 pKa dbi v6i L-arginin 12 pKa,;=2,17; pKa,=9,04
va pKa;=12,5 (Handbook of Pharmaceutical Excipients. 2015, Pharmaceutical Press,

London). R4t bit ngd ring arginin c6 d6 dém di 16n hon so v6i céc tri s6 pKa.
6.4. Nghién ctru oxy hoa

Sau 3 thang bao quan & 30+2°C/65+5% RH, dugc pham E-09 chira L-arginin (xem
Bang 5) ¢6 ndng do protein di oxy héa dugc gia ting 241% so véi tri s6 ban dau (xem
Bang 10 dudi day). Day 1a lugng rat cao va c6 truong hop trong d6 lugng oxy héa cao

nhu vay 1a kh6ng mong muon.

Do d6, da thuc hién cac nghién ciru khac d€ nghién ctru xem li€u van d€ nay cd thé

khéc phuc dugc khdng.

C6 thé chon chéit chéng oxy hoa dugce sir dung trong cac duge pham protein. C6 thé
bd sung metionin dé ngin nglra qua trinh oxy héa, theo co ché canh tranh véi qua trinh
oxy héa cac gbc metionin trong cac protein da dugc goi ¥. Két qua bd sung metionin vao
duge phdm chira arginin duoc thé hién trén Bang 10. Dugc phédm K-01, K-03, K-04 va
K-09 chtra arginin v metionin va ndng d6 protein da oxy héa 14 rd rang va cé loi néu
ndng d6 nay duoc giam xubng. Duoc phdm K-01 (chira metionin) 14 dugc phdm twong tur
v6i duge phim E-09 (khong chira metionin). Bing cach so sanh hai mé ndy, c6 thé nhan

thdy ring ndng do protein d4 oxy héa dugc giam manh nhd metionin.

Bang 10. % protein da dugc oxy hoa dugc gia tdng so v4i ban dau trong 3 thang bao
quén & 30+2°C/65+5% RH. Dugc phdm E-09 chira arginin va khong chita metionin.
Duoc phdm K-01, K-03, K-04 va K-09 chira arginin va metionin, xem Bang 5
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Bang 10. % protein d3 dugc oxy héa duoc gia ting so vdi ban diu trong 3 thang bao

quan & 30+2°C/65+5% RH. Duoc phdm E-09 chia arginin va khéng chira metionin.

Duoc phém K-01, K-03, K-04 va K-09 chira arginin va metionin, xem BangBang-5

Céc protein da dugce oxy hoa [% gia ting

s0 v&iban d4u] 130°C+ 2°C/65+5% RH
Dugc phdm 3 thang

E-01 44

E-02 39

E-03 47

E-04 -

E-05 37

E-06 43

E-07 36

E-08

51

E-10 55
E-11 47
E-12 53
E-13 46
E-14 -

E-15

(Dugc phdm E-04, E-14 va E-15 duoc loai trir do cé mau)
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Két luan, hai nghién ctru nay cho thiy ring tac dung 1am 6n dinh rat tt ctia arginin

va tham chi 13 téc dung chéng oxy héa cia metionin véi lugng nhd trong duge pham

chira gonadotropin.

6.5. Nghién ctru d6 dn dinh DoE

Biang cach két hop két qua cua cac nghién ctru néu trén, va nghién ctru 4§ dém,

nghién cttu DoE dugc thuc hién d€ nghién ctru sy tuong tac giira arginin va metionin va

dé xac dinh nong do toi uu cta hai ta dugc nay.

Béng 11. Thanh phén cta nghién ciru d 6n dinh DoE d6i véi hMG 16ng
600IU/mL-tbng quan vé dugc phdm

Sémé  Chét d¢m* Chét  hoat Chat bao Chit Chét 6n
dong bé mat quan chong oxy dinh/
hoa - Chat
dang
truong
D-01 Khong c6 chat dém, 6  0,005mg/ml 50mg/ml 1,5mg/ml 80mM
pH=6,8 Polysorbat 20  Phenol L- . L-
metionin arginin
HCI
D-02 Khoéng co chit dém, d6  0,005mg/ml 5,0mg/ml  1,5mg/ml 160mM
pH=6,8 Polysorbat 20  Phenol L- .. L-
metionin arginin
HCI
D-03 Khéng c6 chit dém, d6  0,005mg/ml 5,0mg/ml 0,8mg/ml 120mM
pH=68 Polysorbat20  Phenol = . L-
metionin arginin
HCI
D-04  Khong c6 chit dém, 4  0,005mg/ml 50mg/ml  0,8mg/ml 120mM
pH=6,8 Polysorbat 20  Phenol L- . L-
metionin arginin
HCI-
D-05 Khoéng co chit dém, do 0,005mg/ml 5,0mg/ml  0,lmg/ml 160mM
pH=6,8 Polysorbat 20  Phenol L- .y L-
metionin arginin
HCl
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D-06 Khéng c6 chat dém, 6  0,005mg/ml 5,0mg/ml 0,Img/ml 80mM
pH=6,8 Polysorbat 20  Phenol L- .. L-
metionin arginin
HCl
D-07°  Khong c6 chit dém, d6  0,1mg/ml 5,0mg/ml 1,5 mg/ L- 120mM
pH=6.8 Poloxamer 188 Phenol ~Metiomn .y
arginin
HCI
D-08®  10mMXitrat', o 0,1mg/ml 50mg/ml 1,5 mg/ L- 120mM
pH=6,8 Poloxamer 188 Phenol metioniny
arginin
HCI

Tri-natrixitrat dehydrat

Do pH dugc diéu chinh béng HCI/NaOH 0,2N dbi véi cae duge phém khéng chira chét

dém va 0,2 N NaOH/0,5 M axit xitric monohydrat d&i v6i dugc phdm chira chit dém Tri-natri

xitrat dihydrat

Puoc bao gom & dang dugc pham vién din

6.5.1. Thir nghiém mién dich FSH

Két qua vé d6 on dinh coa thir nghiém mién dich FSH khi duge bao quan trong 3
thang & 25+2°C/60+5% RH dugc dua ra trong Bang 12.

Bang 12. Két qua thir nghiém mién dich FSH khi dugc bao quéan & 25+2°C/60+5% RH.

Viéc md ta ddy du cia tat ca dugc phdm duoc liét ké trong bang 11.

FSH [IU/ml] 25°C+ 2°C/60+5% RH

Dugc Ban 1 2 thang 3 thang
pham dau thang

D-01 516 501 468 462

D-02 521 492 503 478

D-03 511 503 513 474

D-04 515 505 490 477

D-05 532 521 513 473
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FSH [1U/ml] 25°C+ 2°C/60+5% RH
D-06 518 488 458 493
D-07 518 528 482 490
D-08 514 499 472 481

Viéc tinh toan théng ké dugc thuc hién ddi véi hoat tinh FSH [TU/ml] & déanh gia
anh hudng va tuong tac giira arginin va metionin. Két qua clia viéc danh gia thong ké da
xéc; nhan ring L-arginin ¢ 4nh huéng dang ké c6 tinh thdng ké d6i véi cac két qua do on
dinh trong thir nghiém mién dich FSH. metionin khéng c¢6 anh huéng dang ké c6 tinh
théng ké dbi véi cac két qua do 6n dinh trong thir nghiém mién dich FSH. Khong c6 su
tuong tac c6 ¥ nghia thong ké gitta arginin va metionin d6i voi théng s dap ting nay.

6.5.2. Thir nghiém mién dich hCG

Két qua vé d6 én dinh cta thu nghiém mién dich hCG khi dugc bao quén trong 3
thang & 25+£2°C/60+5% RH dugc dua ra trong Bang 13.

Bang 13. Két qua thir nghiém mién dich hCG khi duge bao quan & 25+2°C/60+:5% RH.

Viéc mo ta déy du tt ca cac duoc phém duogc liét ké trong bang 11.

hCG [1U/ml] 25°C+2°C/60+£5% RH

Dugc Ban 1 thang 2 thang 3 théng
pham dau :
D-01 83 82 75 56
D-02 87 &3 93 76
D-03 93 93 88 70
D-04 86 91 87 70
D-05 90 98 92 85
D-06 87 85 72 61
D-07 93 92 88 71
D-08 91 96 94 81

Viéc tinh toan théng ké dwoc thuc hién ddi véi hoat tinh hCG [IU/ml] & dénh gi4
su anh hudng va tuong tac gilra arginin va metionin. Két qua danh gia thong ké da xac
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nhén ring arginin c6 anh huéng dang ké c6 tinh thong ké ddi véi két qua vé dd 6n dinh
ctia thtr nghiém mién dich hCG. Ham lugng metionin c¢6 anh hudng rat nho dbi voi két
qua vé& do én dinh cta thir nghiém mién dich hCG & 25°C. R§ rang rang nong do
metionin quéa thip (0,1mg/ml) khong 1am ting do 4n dinh bang c4ch l1am ting ndng do
tham chi 1én t61 1,5mg/ml. Sy tuong tac gilta arginin va metionin khong c6 y nghia théng
ké d6i voi théng s6 dap Gmg niy.

6.5.3. Protein da dugc oxy hoda

Trong cc nghién ctru vé d6 6n dinh néu trén, ddng ngac nhién 1a sy c6 mat cla
arginin ¢6 tac dung 1am én dinh déng ké. Tuy nhién, viéc bd sung arginin 1am ting ndng
do cua protein da dugce oxy hda. Co thé bd sung metionin dé ngin ngira qua trinh oxy héa
va nghién ctru ndy nghién ctru mirc cin bang néng do giita chét 6n dinh arginin va chét

chong oxy hoa metionin.

Két qua vé d6 6n dinh cta lugng protein di dugc oxy héa [% mic gia ting so véi
ban diu] khi dugc bao quan trong 6 thing & 25+2°C/60+5% RH va 3 thang &
30+2°C/65+5% RH dbi v6i dugc phdm chira arginin va metionin (trong khoang néng do
0,1-1,5mg/ml) dugc néu duédi day. Dé so sanh, dugc phém E-09 chira arginin va khong

chira metionin cing dugc bao gdm trong Bang 14.

Bang 14. Két qua céc protein da dugc oxy héa khi duge bdo quan & 25+2°C/60+5%
RH va 30+2°C/65+5% RH. Mo ta ddy di vé tat ca cac duge phadm dugc dua ra trong

bang 11.
Protein d2 dugc oxy
hoéa
[% muc gia tang so _

véiban dau] 30°C+ 2°C/65+5% RH 25°C+ 2°C/60+5% RH

Dugc phdm 1thang 2thing 3thang | 1thang 2thang 3thang 6 thang
D-01 5,5 4,1 8,3 10,1 4,1 9,6 6,9
D-02 9,9 8,5 10,3 11,7 11,7 6,6 8,5
D-03 10,9 10,0 11,4 12,3 13,3 11,8 12,8
D-04 8,9 8,4 8,9 8,9 11,2 9,8 8,9
D-05 , 12,9 13,8 13,8 13,3 20,5 11,0 15,2
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Protein da dugc oxy
héa
[% muc gia ting so :

véiban dau] 30°C+ 2°C/65+5% RH 25°C+ 2°C/60+5% RH
D-06 7,0 9,8 11,6 10,7 7,9 9,3 11,2
D-07 14,0 10,1 11,1 14,5 13,5 15,0 10,1
D-08 7,6 9,5 7,6 13,3 9,0 11,8 7,6
E-09 (khong c6 L- | - - 241 - - - -
metionin )

Tir Bang 14, d3 bat ngd nhén thdy ring ngay ci luong nhé metionin ciing du dé

ngan ngira qua trinh oxy héa trong toan bd khoang néng d6 arginin.
6.5.4. Tém tit DoE

Dé két luan va tém tit cac két qua DoE, cong cu tdi wu héa dap tng trong Minitab
d3 dugc str dung, xem Fig.2. Cong cu t6i wu hoa dap tmg Minitab chi ra cac thiét 1ap yéu
t6 thir nghiém khac nhau vi du, cac ndng d6 arginin va metionin dnh hudng t6i cac dap
tmg duoc du doan, vi du, thir nghiém mién dich FSH [IU/ml] va thir nghiém mién dich
hCG [IU/ml] d6i v6i thiét ké thira sb. Biéu do t6i vu héa thé hién mirc d6 anh hudng cia
mdi yéu 6 (cot) dbi véi cac dap tmg (hang). Cac dong d4m thing ding trén biéu do thé
hién céc thiét lap nhan t6 hién thoi. Cac sd nim phia trén cuia cot thé hién cac thiét lap vé
ndng do cta yéu t§ hién thoi (trong ddu ngodc vudng). Cac dong nim ngang va cac sd
twong tng thé hién cac dap tng d6i véi ndng d6 yéu t6 hién thoi. Ti wu hoéa dép tmg dua
trén cac két qua trén & 25°C. Két qua cia viée tmg dung cong cu t6i wu hoa dap tmg duge
mo ta trén Fig. 2. D én dinh t6t nhét (kha ning mong muébn tdng hop) thu duge & cac

ndng d6 cao clia arginin va ndng do thip clia metionin.
6.6. Nghién ctru 46 pH
Trong nghién ctru d6 dém, d4 nhan thiy ring chit dém khong cin thiét c6 mit trong

duoc phim hMG, bang cach chi sir dung arginin dé 1am 6n dinh d§ pH trong khoang pH

mong muon.

Dé x4c nhén ring d6 pH dugc duy tri trong khi bao quan, thi né duoc do trong 6
thang bao quan & 25+2°C/60+5% RH va 3 thang & 30+2°C/65+5% RH. Céc két qua duge
liét ké trong Béang 15.
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Do pH dich dbi véi tht ca cac duge phim c6 do pH=6,8 va do pH cia tit ca cac
dugc phim bing 6,8 & thoi diém ban diu. Do pH kha 6n dinh nhung gia ting nhe t6i
khoang 6,9 sau 2 thang va duy tri & d0 pH khoang 6,9 1én t6i 6 thang bao quan. Két qua
t6i da 6 thang bao quan xac nhan do on dinh cia dd pH trong khoang ndéng dd arginin

duoc thtr nghiém.

Bang 15. Két qua ctia nghién ctru ctia d6 pH

bo pH 30°C+ 2°C/65+5% RH 25°C+ 2°C/60+5% RH
Dugc phim | Ban dau 2 thang 3 thang 2 thang 3 thang 6 thang
D-01 6,8 6,9 6,9 6,9 6,9 6,9
D-02 6,8 6,9 6,9 6,9 6,9 6,8
D-03 6,8 6,9 6,9 6,9 6.9 6,8
D-04 6,8 6.9 6.9 6,9 6,9 6,8
D-05 6,8 6.9 6,9 6,9 6,9 6,8
D-06 6,8 6.9 6,9 6,9 6,9 6,8
D-07 6,8 6,9 6,9 6,9 6,9 6,8
D-08 6,8 6,9 6,9 6,9 6,9 6,9

7. Kétluan

RAt ngac nhién rﬁng d6 dém cua dugc phém hMG khoéng co chét dém 13 cao hon so
v6i duoc phdm vién din chita 1mM Di-natri hydro phosphat dodecahydrat. Thanh phén
t4 duge chinh trong dwoc phdm hMG 13 arginin. Cac tri s pKa dbi véi arginin 1a
pKa;=2,17; pKa,=9,04 va pKa;=12,5. Bit ngd réng arginin ¢6 d¢ dém du 16n so véi cac
tri s6 pKa ciia n6. Tuy nhién, cac két qua nay chi ra mot cach 13 rang rang khong cin cé
chit dém bd sung trong dugc phdm hMGtrong khoang pH hién thoi. Chi ¢ arginin du dé
duy tri d6 pH trong khoang pH mong mudn. Do 6n dinh cua d6 pH duoc x4c nhan trong
nghién ctu DoE thr nghiém khoéang ndéng d6 cta arginin trong 6 thang bio quan &
25+2°C/60+5% RH va 3 thang bao quan & 30+2°C/65+5% RH ma dugc xac nhén céc

quan sat trong nghién ctru d¢ dém.

-48-



35262

Viéc bd sung arginin vao duge phim hMG 1dng theo sang ché thé hién tac dung lam
n dinh rit 16n trong duge phdm hMG 16ng. Tuy nhién, nhn thiy ring arginin ciing 1am
ting ndng do cuia cac protein d3 duoc oxy hoéa. Viéc bd sung metionin duge thé hién

nham ngin nglra qua trinh oxy hoéa so v6i dugc pham khong chira metionin.

Trong 6 thang bao quan & 25+2°C/60+5% RH va 3 thédng bdo quan &
30+2°C/65+5% RH, chimg t6 rang metionin ngay ca & ndng do nho van c6 tc dung ngin

ngtra qua trinh oxy hoa.

Tir két qua ciia cac nghién ctru ndy, rd rang nhén thiy ring viéc bd sung arginin 13
di @& duy tri d6 pH & ndng d6 pH mong mubn. Viéc bd sung arginin c¢6 tac dung 1am 6n
dinh rat 16n duogc phim gonadotropin di dugc thir nghi€ém trong duge phim 1éng. Axit
amih, dudng hoic mudi duge thir nghiém déu khong cé tac dung lam 6n dinh tuong tu.
Nong do protein dd oxy hoéa dugc gia ting mot cach dang ké biang cach bd sung arginin,
tuy nhién, viéc bd sung metionin thdm chi véi mot luong nhd cling ¢ tic dung ngan
ngltra qua trinh oxy hoa protein. Pdng ngac nhién 1a, thdm chi mot lwong nhd metionin
cling du dé ngan ngira qué trinh oxy hoéa doc 14p véi ndng d6 cia arginin.
Vidu?2

Céc tac gia sang ché con x4c nhén ring dugc phdm c6 loi theo sang ché c6 thé 1a
ciing thich hop dé 1am 6n dinh dugc phim gonadotropin tai tb hop tuong tng.

C6 hiéu qua néu FSH t4i t6 hop va hCG tai t6 hop (1an luot c6 céc trinh tw nhu duge
md ta trén ddy) duoc diu ché theo cac phuong phéap da biét.

Nghién ctu 4o 4n dinh gia tbc dugc thuc hién dbi véi hai duge phém, 14n lugt chua
rhCG _hoeflc rFSH, nhu dugc mo6 ta dudi day.

Téc dung 1am 6n dinh dang ngac nhién quan sat dugc clia arginin ciing duoc xac
nhan trong céc protein tai t6 hop. Ca rFSH 1in thCG dugc bao ché trong 5Smg/ml phenol,
0,15mg/ml L-metionin, 150mM arginin HCI, 0,005mg/ml Polysorbat 20, do pH=6,8. bPé

don gian hoéa viéc phan tich do én dinh cua protein, tFSH va thCG dugc bao ché trong

cac do chira khac nhau.

Béang 16

Hoat tinh mién dich (IU/ml]
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‘ 1 théng, 2 thang, |4 thang, 30 °C|16 thang, 5°C
Ban du 30°C 30°C
ESH 3331 44 444 456 469 435
pg/mi]
| thCG [50
711 680 656 600 685
pg/ml]
SEC (P9 tinh khiétcaa rESH, %)
Ban dau | 1 thang, 30°C | 2 thang, 30°C |4 thang, 30°C | 16 thang, 5°C
FSH [33,3 pg/ml] | 98,9 98,6 98,3 97,9 96,9
HIC (D6 tinh khiét ciia thCG, %)
4 14 thang, 5°C
. thang,
Ban diu | 1 thang, 30°C | 2 thang, 30°C |30°C
thCG [50 pug/ml] | 98,8 96,8 93,3 89,4 (99,9

- Béng nay x&c nhan mot cach day dd rang dugc pham theo sang ché chura arginin,

nhung khong chira chat dém bd sung, va metionin v6i lwong nhé 13 thich hop dé 1am 6n

dinh gonadotropin t4i t6 hop.

Vidu3

Céc nghién ctru khic dugc thuc hién, trong d6 cac thanh phan sau d3 dugc dénh gia:

Bang 17. Thanh phén ctiadugc phdm hMG 16ng 6251U/ml

SO mé

Chét dém’

Chét

hoat Chét

dong bé mat quan

bao Chét

Chit bn

chéng oxy dinh/ Chét

hoa

dang truong
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J-01 Khong co chit dém, 0,005mg/ml 5,0mg/ml  0,15mg/ml 150mM

do L- L-arginin

metionin HCl

Polysorbat  Phenol
pH 6,8 20

! Do pH dugc didu chinh bing HCI/NaOH 0,2N

D6 6n dinh ctia duge pham dich
Bing cach két hop tAt ca cac két qua néu trén, do én dinh tét dugc x4c nhan dbi véi
duoc phdm néu trén nhu sau:
Bang 18 .Thir nghiém mién dich-FSH
Két qua vé& do én dinh cta thir nghiém mién dich FSH khi dugc bao quéan trong 3
thang & 25+2°C/60+d6 4m tuong ddi (RH) 5% va 12 thang & 5+3°C:

Két qua thir nghiém mién dich FSH khi dugc bao quan & 25+2°C/60+5% RH, va 12

thang & 5+£3°C.
FSH [% ban du] 25°C+ 2°C/60+5% RH 5°C+ 3°C
Dugc phim | Bandau | 1thang 2 thang 3 thang 3thang 12 thang
J-01 100 95,2 95,9 98,8 96,8 100,5

Céac két qua nay xac nhan do 4n dinh nhu dugc x4c dinh béi thir nghiém mién dich
FSH.
Bang 19. Thir nghiém mién dich hCG
Két qua vé d6 én dinh cta thir nghiém mién dich hCG khi dugc bao quan trong 1
thang & 25+2°C/60+5% RH dugc liét ké trong Bang 19 va 12 thang & 5+3°C.

Két qua thir nghiém mién dich hCG khi dugc bao quan & 25+2°C/60+5% RH va 12 thang

& 5+3°C.
hCG [% ban d4u] 25°C+ 2°C/60+5% RH 5°C+ 3°C
Dugc phim Ban déu 1 thang 3 thang 12 thang
J-01 | 100 88,3 94,1 89,5
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Céhc két qua nay xac nhan do 4n dinh nhu dugc xac dinh béi thi nghiém mién dich
hCG.

Bang 20. Protein da dugc oxy hoa

Két qua vé d6 6n dinh coa luong protein d3 duge oxy héa [% mirc gia ting so véi

ban dau] khi duoc bao quéan trong 3 thang & 25+2°C/60+5% RH va 12 thang & 5+3°C.

Két qua cua cac protein di dugc oxy héa khi duge bao quan & 25+2°C/60+5% RH va 12

thang & 5+3°C.
Céc protein da dugc
oxy héa
[% mtrc gia tang so Vi
ban dau] 25°C+ 2°C/60+5% RH 5°C+ 3°C
Dugc phdm I thaing 2 thang 3 thang [3 thang 12 thang
J-01 1,8 5,7 7,9 2,6 1

Két qua vé do o6n dinh cia d0 pH khi dugc bio quan trong 3 thang &
25+2°C/60+5%RH va 12 thang & 5+3°C c6 do pH 6n dinh.

Béang 21. Két qua ctia d6 pH khi duge bao quan & 25+2°C/60+5% RH va 12 thang &

5+3°C.
bo pH 25°C+£2°C/60+5% RH 5°C+3°C
Dugc phim Ban | 1 thang 2 thang 3 thang 3 thang 12 thang
dau
J-01 6,9 6,7 6,8 6,7 6,7 6,8

Vidu4
Ngoai cac thir nghiém trén, cac tac gia sang ché ciing di thuc hién nghién ctru thir
nghiém sinh hoc (6 thang bao quan & 25°C d6i véi cac mé DoE).

Thtr nghi€ém sinh hoc FSH (Steelman-Pohley)
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Két qua vé d6 6n dinh cia FSH thir nghiém sinh hoc khi duge bao quan trong 6
thang & 25+2°C/60+5% RH dugc dua ra trong Bang 22.

Bang 22. Két qua thir nghiém sinh hoc FSH khi dugc bao quin & 25+2°C/60+5% RH.

Mo ta dy da vé tit ca cac duoc pham duoc dua ra trong bang 11.

FSH [% hiéu luc da néu

(600IU/ml)] 25°C£ 2°C/60+5% RH

Dugc phdm ' 6 thang
D-01 98,8
D-02 100,7
D-03 102,0
D-04 ' 104,7
D-05 103,4
D-06 101,0
D-07 | 102,6
D-08 104,9

Céac két qua ndy xac nhéan do én dinh, nhu duoc xac dinh boi thir nghiém sinh hoc
FSH.

Thir nghiém sinh hoc LH (ting khéi luong tinh dich)
Két qua vé do 6n dinh ciia thir nghiém sinh hoc LH khi dugc bao quan trong 6 thang
& 254+2°C/60+5% RH dugc liét ké trong Bang 23.
Bang 23. Két qua thir nghiém sinh hoc LH khi dugc bao quan &
25+2°C/60+5% RH. Mb ta dy du vé tht ca céc dugc phim duge dua ra trong

bang 11.
LH [% hiéu luc da néu
(600IU/ml)] 25°C+ 2°C/60+5% RH
Duoc phdm 6 thang
D-01 , 87,8
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LH [% hiéu luc da néu
(600IU/ml)] 25°C+ 2°C/60+5% RH
D-02 101,3
D-03 90,9
D-04 95,6
D-05 97,5
D-06 95,0
D-07 973
D-08 100,1

Céc két qua nay xac nhan d6 6n dinh, nhu duge x4c dinh boi thi nghiém sinh hoc
LH. |

Ngoai ra, thanh phan ctia Vi du 3 ciing dugc thir nghiém trong thir nghiém sinh hoc
FSH va LH, véi két qua nhu sau:

Két qua vé do on dinh cua thir nghiém sinh hoc FSH khi dugc bao quan trong 3
thang & 25+2°C/60+5% RH va 12 thang ¢ 5+3°C dugc dua ra trong Bang 24:
Bang 24: Két qua thir nghiém sinh hoc FSH khi dugc bao quan & 25+2°C/60+5% RH va

12 thang & 5+3°C.

FSH [% hi€u lyc da
néu(625IU/ml)] 25°C+ 2°C/60+5% RH _ 5°C+£3°C

Dugc phim Ban dau 1thong 2thang 3thang | 3thing 12 thang

J-01 94,7 93,6 94,5 97,6 95,8 96,1

Cac két qua nay xac nhan ring d6 on dinh dugc x4c dinh boi thir nghiém sinh hoc
FSH.

Két qua vé do on dinh cia thir nghiém sinh hoc LH khi dugc bao quan trong 3 thang
& 25+2°C/60+5% RH va 12 thang & 5+3°C dugc liét ké trong Bang 25.
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Bang 25 Két qué thir nghiém sinh hoc LH khi duge bao quan & 25+2°C/60+5% RH va 12

thang & 5+£3°C.
LH [% hiéu luc da néu
(6251U/ml)] 25°C+ 2°C/60+5% RH 5°C+ 3°C
Duoc phim Ban déu 1thang 2thang 3thang | 3thang 12 thang
J-01 102,1 102,2 99,0 100,0 101,5 100,0

Céc két qua ndy x4c nhan d6 6n dinh di dugc xac dinh bdi thir nghiém sinh hoc LH.

-55-



35262

8. Cac chir viét tit va dinh nghia

BP Dugc dién Anh

DoE Thiét ké thir nghiém

DS Duogc chat

FSH Hormon kich thich nang trimg trimg

hCG Gonadotropin kich thich t6 mang dém ctia ngudi
hMG Gonadotropin cua phu nit man kinh

hMG-HP Gonadotropin ctiia phu nit man kinh dugc tinh ché & muc do cao

JP Duogc dién Nhat |

LH Hormon tao hoang thé
MD Da liéu

NF Dugc thu qudc gia
PH Eur Dugc dién chau Au
PS 20 Polysorbat 20

UsP Dugc dién My

WEFI Nuéc ding dé tiém
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DANH MUC TRINH TU

<110> Ferring B.V.

<120> DUQC PHAM DANG LONG CHUA GONADOTROPIN VA PHUONG PHAP LAM ON DINH DUQC PHAM DANG
LONG NAY

<130> HE183650
<160> 4
<170> BiSSAP 1.3

<210> 1
<211> 116
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>
<221> SIGNAL
<222> 1..24

<223> peptit din dau

<400> 1

Met Asp Tyr Tyr Arg Lys Tyr Ala Ala Ile PH e Leu Val Thr Leu Ser
15 10 15

Val PH e Leu His Val Leu His Ser Ala Pro Asp Val Gln Asp Cys Pro
20 25 30

Glu Cys Thr Leu Gln Glu Asn Pro PH e PH e Ser Gln Pro Gly Ala Pro
35 40 45

Ile Leu Gln Cys Met Gly Cys Cys PH e Ser Arg Ala Tyr Pro Thr Pro
50 55 60

Leu Arg Ser Lys Lys Thr Met Leu Val Gln Lys Asn Val Thr Ser Glu
65 70 75 80

Ser Thr Cys Cys Val Ala Lys Ser Tyr Asn Arg Val Thr Vval Met Gly
85 90 95

Gly PH e Lys Val Glu Asn His Thr Ala Cys His Cys Ser Thr Cys Tyr
100 105 110

Tyr His Lys Ser
115

<210> 2
<211> 129
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>
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<223> peptit din diu

<400> 2

Met Lys Thr Leu
1 5 10 15

Cys Cys Asn Ser
20 25 30

Glu Glu Cys Arg
35 40 45

Tyr Cys Tyr Thr
50 55 60

Ile Gln Lys Thr
65 70 75 80

Val Pro Gly Cys
85 90 95

Ala Thr Gln Cys
100 105 110

Thr Val Arg Gly
115 120 125

Glu

<210> 3
<211> 165
<212> PRT

Gln PH e PH e PH e Leu PH e Cys Cys Trp Lys Ala Ile

Cys Glu Leu Thr Asn Ile Thr Ile Ala Ile Glu Lys

PH e Cys Ile Ser Ile Asn Thr Thr Trp Cys Ala Gly

Arg Asp Leu Val Tyr Lys Asp Pro Ala Arg Pro Lys

Cys Thr PH e Lys Glu Leu Val Tyr Glu Thr Val Arg

Ala His His Ala Asp Ser Leu Tyr Thr Tyr Pro Val

His Cys Gly Lys Cys Asp Ser Asp Ser Thr Asp Cys

Leu Gly Pro Ser Tyr Cys Ser PH e Gly Glu Met Lys

<213> Homo sapiens

<220>
<221> SIGNAL
<222> 1..20

<223> peptit din diu

<400> 3

Met Glu Met PH e Gln Gly Leu Leu Leu Leu Leu Leu Leu Ser Met Gly

1 5 10 15

Gly Thr Trp Ala
20 25 30

Asn Ala Thr Leu
35 40 45

Val Asn Thr Thr
50 55 60

Leu Gln Gly Val
65 70 75 80

Ser Lys Glu Pro Leu Arg Pro Arg Cys Arg Pro Ile

Ala Val Glu Lys Glu Gly Cys Pro Val Cys Ile Thr

Ile Cys Ala Gly Tyr Cys Pro Thr Met Thr Arg Val

Leu Pro Ala Leu Pro Gln Val Val Cys Asn Tyr Arg

Asp Val Arg PH e Glu Ser Ile Arg Leu Pro Gly Cys Pro Arg Gly Val

85 90 95
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Asn Pro Val Val Ser Tyr Ala Val Ala Leu Ser Cys Gln Cys Ala Leu
100 105 110

Cys Arg Arg Ser Thr Thr Asp Cys Gly Gly Pro Lys Asp His Pro Leu
115 120 125

Thr Cys Asp Asp Pro Arg PH e Gln Asp Ser Ser Ser Ser Lys Ala Pro
130 135 140

Pro Pro Ser Leu Pro Ser Pro Ser Arg Leu Pro Gly Pro Ser Asp Thr
145 150 155 160

Pro Ile Leu Pro Gln
165

<210> 4
<211> 141
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>
<221> SIGNAL
<222> 1..20

<223> peptit din d&du

<400> 4

Met Glu Met Leu Gln Gly Leu Leu Leu Leu Leu Leu Leu Ser Met Gly
15 10 15

Gly Ala Trp Ala Ser Arg Glu Pro Leu Arg Pro Trp Cys His Pro Ile
20 25 30

Asn Ala Ile Leu Ala Val Glu Lys Glu Gly Cys Pro Val Cys Ile Thr
35 40 45

Val Asn Thr Thr Ile Cys Ala Gly Tyr Cys Pro Thr Met Met Arg Val
50 55 60

Leu Gln Ala Val Leu Pro Pro Leu Pro Gln Val Val Cys Thr Tyr Arg
65 70 75 80

Asp Val Arg PH e Glu Ser Ile Arg Leu Pro Gly Cys Pro Arg Gly Val
85 90 95

Asp Pro Val Val Ser PH e Pro Val Ala Leu Ser Cys Arg Cys Gly Pro
100 105 110

Cys Arg Arg Ser Thr Ser Asp Cys Gly Gly Pro Lys Asp His Pro Leu
115 120 125

Thr Cys Asp His Pro Gln Leu Ser Gly Leu Leu PH e Leu
130 135 140

-5O-



35262

YEU CAU BAO HO
1. Dugc phdm gonadotropin dang léng chira gonadotropin, arginin véi lugng nam trong
khoang tir 50 dén 160mM, vi metionin v6i luong nim trong khoang tir 0,05 dén
1,5mg/ml, trong d6 dugc phim nay khéng chira chit dém bd sung, va trong d6 d pH ciia
duoc phdm ndy nim trong khoang tir 6,0 dén 7,5.
2. Dugc phidm theo diém 1, trong d6 gonadotropin nay 14 hCG (gonadotropin kich thich
t6 mang dém cuia ngudi), va tuy ¥ 1a FSH va/hozc LH.
3. Duoc phim theo diém 1 hoic 2, trong d6 gonadotropin nay 14 hMG (gonadotropin ctia
ph[i nt man kinh).
4. Dugc phdm theo diém bt ky trong s6 cac diém tir 1 dén 3, trong d6 gonadotropin nay
1a FSH, LH va/hodc hCG cua nguoi, dugc léy tir nuée tiéu cia nguoi.
5. Dugc phim theo diém bét ky trong s6 cac diém tir 1 dén 3, trong d6 gonadotropin nay
12 FSH, LH va/hodc hCG tai to hop.
6. Dugc phim theo diém bét ky trong s6 cac diém néu trén, trong d6 dugc phim nay con
chira chét bao quan, t6t hon 13 phenol.
7. Dugc phim theo diém bét k¥ trong s6 cac diém néu trén, trong d6 dugc phim nay con
chira chit hoat dong bé mat, t5t hon 13 polysorbat, con tot hon nira 13 polysorbat 20.
8. Duoc phém theo diém 6 hoic 7, trong do chét bao quén, tdt hon 1a phenol, c6 mat vai
lwong nim trong khoang tir 4 dén 6mg/ml, t6t hon 14 véi lugng Smg/ml.
9. Duoc phém theo diém 7 hoic 8, trong do chét hoat dong bé mat, tot hon 12 polysorbat
20, c6 mit v6i lugng nim trong khoang tir 0,001 dén 0,05mg/ml, tot hon 14 véi lugng
0,005mg/ml.
10. Dugc phim theo diém bét ky trong s6 cac diém néu trén, trong d6 t6t hon néu arginin
nay la L-arginin HCL
11. Dugc phidm theo diém bét ky trong sd cac diém néu trén, trong 6 hMG c6 mit v6i
lwong ndm trong khoang tir 300 dén 900IU/ml, t&t hon 14 nim trong khoang tir 500 dén
700IU/ml.
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12. Dugc phim theo diém bat ky trong sb cac diém néu trén, trong d6 duogc phdm nay
duoc cAu thanh boi:

- 625IU/ml hMG
- 0,15mg/ml metionin
- 150mM arginin
- 5mg/ml phenol
- 0,005mg/ml polysorbat 20
- nude dung dé tiém (WFI), va
- trong d6 duoc phdm nay c6 d6 pH 12 6,8+/-0,3.
, 13. Phuong phap 1am 6n dinh duoc phim dang 16ng chira hMG bao gdm céc bude:
- 14y mAu nudc tidu tir ngudi phu nit,
- chiét h(MG ra khoi miu nay,

- pha trén dich chiét nay v&i arginin va metionin, v6i lugng nhu duge xé4c dinh theo

diém bat ky trong s0 cac diém néu trén,

- tuy ¥ bd sung phenol va polysorbat véi lugng nhu duge xac dinh theo diém bat ky

trong sO cac diém néu trén,

- diéu chinh d6 pH cta duoc phim nay sao cho d6 pH nim trong khoang tir 6,0 dén
7,5,

- khong bd sung chat dém.
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Thé tich cia HCI/'NaOH
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