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Linh vuc k§ thuat duwgc dé cap

Sang ché d& cap chung dén ché pham diéu tri bénh dé sir dung ngoai duong
tiéu hoa. Cu thé, sang ché lién quan dén viéc st dung cac dung méi phéan cuc khong
proton dé didu ché ché phém didu tri bénh 6n dinh bang cach hoa tan tic nhin diéu
tri bénh (hoat chét) trong hé dung méi phin cuc khéng proton ma khong can siy
kho peptit tir dung dich dém trong nudc trude khi hoa tan trong hé dung mdi phan
cuc khong proton. Ngoai hoat chét ndy, (c4c) ta duge lam n dinh cfing ¢4 thé dugc

chira trong ché phém, cu thé 13 ta duoc dn dinh ion hoa.
Tinh trang ky thuit ciia sang ché

Peptit duge hoa tan trong cac dung mdi phan cuc khong proton ¢d thé thé hién
d6 &n dinh va do hoa tan dugc ting cudng so véi dung dich chira nude (xem US
2014/0005135 va US 8,697,644); tuy nhién, viéc hoa tan truc tiép mot sd peptit
trong dung méi phan cyuc khong proton thuong khong phai la phuong phap co thé
thue hién duge dé didu ché ché phAm didu tri bénh va én dinh do khong c6 do 6n
dinh khi bao quan. Mét vi du cu thé 1a glucagon, hormon peptit géc 29 axit amin
duogc st dung dé diéu tri ching giam glucoza huyét. Glucagon ¢6 diém déng dién
bang xép xi 7,0, va phén tr nay vé co ban khong hoa tan & do pH trung tinh. Do do,
dung dich chtra nuéc phai duge tao thanh trong mdi trudng axit hoac kiém trudce
khi phan tit ndy c6 thé dugc hoa tan & céc ndng do c6 lién quan dén diéu tri bénh.
Tuy nhién, dung dich axit va kiém thiic day cac con duong thoai bién glucagon, va
phan tir glucagon thudong xuyén c6 xu hudng tao soi nho va tao thanh cac khéi két
tu gidng gel trong dung dich axit lodng. Do dd, do su khong 6n dinh cta phan tt
glucagon, nén cac chét tri liéu sdn c6 hién nay duge ban dudi dang bot da 1am kho
lanh ma phai dugc hoan nguyén bang cach st dung chét pha lodng ngay trudc khi

st dung. Ngugc lai, phan tir glucagon co6 thé thé hién d6 6n dinh va d6 hoa tan dugc
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ting cuong trong cic dung mdi phén cyc khong proton, nhu dimetyl sulfoxit
(DMSO).

Ngoai cac peptit va protein, c4c dung mdi phan cuc khdng proton ciing c6 thé
ting cudng d6 hoa tan va do 4n dinh cua thube phén tr nho diéu tri bénh so v&i
dung dich chira nudc. Vi dy, thubc phan tir nhé diazepam c6 d§ hoa tan v6 cung
thap trong nuéc & dd pH trung tinh (< 2 mg/mL). Dé tang cudng d6 6n dinh cla
diazepam, d6 pH cta dung dich chita nudc 1 axit hodc kiém, 14n lugt 1am ting tde
do thty phan va thoai bién. Nguoc lai, diazepam hoa tan rat t6t trong cac dung moi
phan cuc khong proton dimetyl sulfoxit (DMSO) va n-metyl pyrolidon (NMP), voi
d6 hoa tan it nhit & mirc cudong do 16n hon trong DMSO va NMP so véi nude trung
tinh (> 50 mg/mL). Ngoai ra, khi khong c6 mat t& duogc trong ché pham, phan tir
diazepam co thé dn dinh trong DMSO va NMP, thé hién d6 on dinh trong thdi gian
it nhét 6 thang trong cac dung mdi phan cuc khong proton trong cac didu kién bao

quan duge ting cudng (40°C, RH 75%) (xem patent My s6 9,125,805).

Didu ché ché phdm peptit khong chita nude thong qua sy hoa tan truc tiép cla
peptit trong dung moi phan cyc khong proton dd dugc mé ta trong tinh trang k¥
thut. Vi du, McMullen (Pon yéu ciu cip patent Anh s6 2,119,248 A, du6i déy 1a
McMullen ‘248) md ta viéc pha ché cac dung dich insulin bang cach hoa tan truc
tiép céc tinh thé insulin trong DMSO. Stevenson et al. (patent M¥ s6 5,932,547,
duédi day 1a Stevenson ‘547), boc 10 cac ché phdm peptit dugce didu ché bang cach
hoa tan truc tiép peptit trong dung méi phén cuc khong proton, nhu DMSO hoac
dimetylformamit (DMF). Cac ché pham dugc mo ta boi Stevenson ‘547 1a cac dung
dich duge didu ché bing cach hoa tan tryc tiép bot peptit nhan dugc tir nha san xudt
hodc nha cung cap trong dung moi khong chira nude, va khong bao gdm viéc sir
dung t4 duoc 1am én dinh dugc bd sung vao ché phim dé thiét dat profin ion hoa
chép nhan duge d& ngan chin su thodi bién vat 1y vi/hosic héa hoc ctia phan tir diéu
tri bénh. Trong khi hoa tan tryc tiép phén tir diéu tri bénh trong cac dung moi phan
cuc khong proton nhu DMSO cé thé cai thién d6 hoa tan so voi nude, phan tir nay
van dé bi anh hudéng boi nhiéu con dudng thodi bién vat 1y va héa hoc. Do do, viée

hoa tan truc tiép trong hé dung mdi phan cyc khong proton duge tim thiy khong
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phai 1a con dudng thich hop d2 didu ché cac ché phdm 6n dinh chua nhiéu phan tir
diéu tri bénh. La mot vi du, & céc néng dd c6 lién quan dén diéu tri bénh (vi du, 5
mg/mL, hodc xép xi 0,45% (trong lugng/trong lugng)), cac dung dich dugc pha ché
béang cach hoa tan truc tiép bt glucagon trong DMSO ban dAu c6 thé tao ra cac ché
phim mot pha, trong, nhung cubi cling s& tao ra cac khéi két tu khong hoa tan trong
thoi gian 24 gid & nhiét do trong phong. Do d6, viéc hoa tan truc tiép mot s peptit
trong dung mbi phan cuc khong proton khong phai la phwong phap co thé thuc hién
dugc @8 didu ché ché phAm didu tri bénh on dinh.

Céc ché pham theo séng ché ciing khac biét v6i cac ché pham duge md ta boi
Prestrelski et al. (patent My sb 8,697,644, duési day la Prestrelski ‘644), bdc 10 céac
ché phdm peptit duoc didu ché bang cach siy kho hoat chét (vi du, peptit) tir dung
dich dém trong nudc, va sau d6 hoan nguyén bot peptit trong dung moéi phén cuc
khong proton. Theo phuong phap nay, profin ion héa ma phan tir nay thu duogc
trong dung dich dém trong nuéc ma né duoc lam kho c6 thé duge gitt lai ca trong
bot va sau d6 hoa tan trong hé dung méi phan cuc khong proton. Kha nang cua
peptit dé giit lai profin ion héa ciia né & trang thai khé tur dung dich chtra nude cubi
cung ma n6 duge lam kh6 duge dé cap dén du6i dang “ghi nhé d6 pH.” Tuy nhién,
huéng tiép can ndy cin dén budc sdy kho truée khi hoan nguyén trong dung mdi
phén cyc khong proton, nhu sdy thang hoa hodc sdy phun, trong d6 t& duoc lam 6n
dinh s& cAn phai duoc bao vé phan tir khoi cée stress gap phai trong khi sdy kho (v
du, stress do nhiét, stress co hoc, stress bé mat). Hon nita, ngoai budc séy kho lam
tang chi phi dang ké, ca vé thoi gian va phi tdn, dbi véi con dudng phat trién san
phim, 13 c4c thong s6 van hanh va céc thanh phan clia ché phim can thiét dé say
kho phén tr thuong phai dugc 51 wu d6i v6i tac nhan didu tri bénh cu thé, trong khi
chuyén tir viéc san xuét va xtr 1y trén quy m6 phong thi nghiém sang quy md 16n
can dén phuong phép phat trién va t6i wu khac.

Do d6, vAn can dén nén ché phim ma két hop do 6n dinh va d6 hoa tan dugc
tao ra bodi cac hé dung moi phan cuc khong proton, nhung don gian hoéa va/hodc

thic ddy con dudng phét trién san phim bang cach loai bo yéu cau 1am kho phan tir
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diéu tri bénh tir dung dich chira nuédc trude khi hoan nguyén trong hé dung moéi

phan cuc khong proton c6 kha nang tuong thich sinh hoc.
Ban chit k§ thuit ciia sing ché

Céc phan tir didu tri bénh thuong cin dén profin ion hoa t6i wu hodc c6 loi dé
thé hién d6 6n dinh kéo dai khi duge hoa tan trong hé dung mdi phan cuc khong
proton. Sang ché huéng dén phat hién bit ngd rang profin ion héa t6i wu hogc c6 lgi
cua phéan tir didu tri bénh c6 thé thu duoc bang su hoa tan truc tiép tac nhan diéu tri
bénh trong hé dung m6i phan cyc khdng proton chua néng dd xac dinh cua it nhét
mot t4 duoc 6n dinh ion héa. Céc phuong én nhét dinh cia sang ché dé cap dén cac
phuong phép didu ché ché phdm 6n dinh chira it nhdt mot phan tir diéu tri bénh
duoc hoa tan trong hé dung méi phan cuc khong proton, ma khong can dén phan tir
diéu tri bénh duogc séy kho trudc d6 tir dung dich dém trong nude trude khi hoan

nguyén trong hé dung mdi phan cuc khong proton.

Céc tac gia sang ché da phat hién ra giai phap dé khic phuc cac van dé vé do
6n dinh hiéu qua va tinh phic tap cla viéc san xuét bd sung ma cé thé xuét hién khi
tac nhan diéu tri bénh dugc hoa tan truc tiép trong cac dung moi phan cuc khong
proton hodc dugc séy kho tir dung dich chtta nudc trude khi duoc hoan nguyén
trong dung mdi phan cyc khong proton. Dung dich nay xuit hién khi hoa tan truc
tiép tac nhan didu tri bénh (vi du, bot thu duge tir nha san xuét hodc nha cung cap
thuong mai) cling v6i mot luong hitu hiéu cta t4 duge 6n dinh ion héa dé thiét lap
su ion hoa thich hgp cta tdc nhan diéu tri bénh trong hé dung mdi phan cyc khong

proton.

Cu thé, kha ning loai bo budc say khd peptit tir dung dich dém trong nudc, vi
du théng qua budc dong khd, trude khi hoan nguyén trong h¢ dung mdi phén cuc
khéng proton dugc thuc hién dé tiét kiém chi phi va thoi gian dang ké thong qua
cac giai doan mé rong san pham khéc nhau. DA biét rd ring viée phat trién phuong
phép sdy kho 12 bude xi Iy cAn nhiéu thoi gian va dét do thuong phai dugc bién doi
dé pht hop v6i mdi phan ti diéu tri bénh. Hon nita, trong khi san xuét, kha ning

thiét ké quy mo 16n budc sdy khd duoc lam phirc tap bang cach st dung thiét bi
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va/hodc dung cu khéac dang ké véi cac thiét bi va/hoic dung cu duoc stt dung & quy
md phong thi nghiém, trong d6 cac bude xir Iy ban diu dugc nghién ciru va ti wu
héa. Do d6, kha ning diéu ché ché pham peptit didu tri bénh on dinh théng qua su
hoa tan tryuc tiép hoat chét trong hé dung mdi phan cyc khong proton, khi khong c6
bude siy kho ndy, s& tao thuin lgi cho viéc md rong quy mo va san xut bang cach
loai bd bude xir 1y ton thdi gian va d4t tién. Hon nita, trong khi siy khd, tdc nhan
diéu tri bénh duogc tiép xic v&i nhidu stress hon so véi tac nhan c6 thé 1am thodi
bién phan tr, va lam bn dinh cac ta duge (vi du, cc disacarit nhu trehaloza va
sucroza) thudng duge bd sung vao ché phim ban du dé bao vé chéng lai su thoai
bién cta tac nhan hoat héa trong quy trinh sdy kho. Viéce st dung cac ta duge 1lam
4n dinh bd sung b'ﬁlng cach loai bo budc séy kho, cu thé 13 céc ta duoc thuong duoc
bao gém dé tao ra d6 6n dinh trong buéde séy kho, c6 thé duoc giam thiéu, nho d6
cho phép toan by quy trinh bao ché dugc don gidn hoa.

Mot phat hién bb sung bdi cac tic gia sang ché 1a viée c6 thé didu ché cac
dung dich dn dinh chita (c4c) tdc nhan diéu tri bénh dugc hoa tan trong cic dung
moi phan cuc khong proton khong chira nuéce (vi dy, DMSO), béng cach bd sung
lugng xac dinh cta hop chét, hodc hdn hop ctia cac hop chét, ma c6 chic ning lam
t4 dugc 6n dinh ion hoa. Khong bi rang budc boi ly thuyét, nén cho rﬁng t4 duge én
dinh ion héa c6 thé dong vai trd lam ngudn proton (vi dy, phén tir c6 thé chuyén
proton cho phén tu diéu tri bénh) trong hé dung mdi phén cuc khdng proton ma c6
thé bd sung proton vao cac nhom tao ion trén phéan tir diéu tri bénh sao cho phan tu
diéu tri bénh mang profin ion héa c6 do 4n dinh vat 1y va hoa hoc duge cai thién
trong hé dung méi phan cuc khong proton. Theo mét khia canh, sang ché @ xuat
ché phim &n dinh dé tiém ngoai dudng tiéu hoa. Theo cach khéc, sy phan phéi qua

da nhu thong qua viéc ting dung khu tru trén da c6 thé dugc str dung.

Céac phuong an nhét dinh dé cap dén ché phém chira tic nhan diéu tri bénh bao
gdm tac nhan didu tri bénh & ndng d¢ it nhat, hau hét, hoac khoang 0,1, 1, 10, 50,
hodc 100 mg/mL dén 150, 200, 300, 400, hodc 500 mg/ml hodc 1én dén gii han
hoa tan ctia tic nhan diéu tri bénh trong hé dung méi phén cuc khong proton bao

gom nong do6 cta it nhat mot t& duge on dinh ion hda ma cung cap d6 on dinh vat ly
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va héa hoc cho tac nhan didu trj bénh. Theo cac khia canh nht dinh, téc nhan diéu
tri bénh 13 peptit. Theo céac khia canh khac, tac nhan diéu tri bénh 13 phan tir nho.
Ché pham nay c6 thé bao gom ta dugc bn dinh ion hoa & ndng d6 it nhét, t6i da,
ho#c khoang 0,01, 0,1, 0,5, 1, 10, hodc 50 mM dén 10, 50, 75, 100, 500, 1000 mM,
hoac 1én dén giéi han hoa tan cia t4 dugc 4n dinh ion héa trong hé dung moi phan
cuc khong proton. Theo céc khia canh nhét dinh, t4 duoc lam bn dinh ndéng d6 ion
héa ndm trong khoang tir 0,1 mM dén 100 mM. Theo c4c phuong an nhét dinh, ta
duoc bn dinh ion héa cé thé 13 axit vo co thich hgp, nhu axit clohydric. Theo cac
khia canh nhét dinh, ta dugc dn dinh ion héa c6 thé 14 axit hitu co, nhu axit amin,
d&n xuit axit amin, hodc mudi ctia axit amin hogc dAn xuét axit amin (cac vi du bao
gbm glyxin, trimetylglyxin (betain), glyxin hydroclorua, va trimetylglyxin (betain)
hydroclorua). Theo mét khia canh khic, axit amin c6 thé 1a glyxin hodc din xut
axit amin trimetylglyxin. Theo céc khia canh nhét dinh, peptit c6 it hon 150, 100,
75, 50, hodc 25 axit amin. Theo cac khia canh khic, hé dung modi khéng proton
chita DMSO. Dung méi khéng proton ¢ thé duogc khir oxy, vi du, DMSO duge khir
oxy. Theo cac phuong an nhét dinh, ché phim c6 thé duoc diu ché bing cach bd
sung trudce hét t4 duge 6n dinh ion héa vao hé dung méi phan cuc khong proton,
sau d6 bd sung phéan tir diéu tri bénh. Theo cach khac, phan tir diéu tri bénh c6 thé
duoc hoa tan ban dau trong hé dung moi phén cuc khong proton sau do bd sung ta
duoc 6n dinh ion héa. Theo mét khia canh khéc, ta dugc 4n dinh ion hoéa va phan tir
didu tri bénh c6 thé dugc hoa tan ddng thoi trong hé dung méi phan cuc khong
proton. Theo cac khia canh nhét dinh, tac nhan diéu tri bénh 13 glucagon hoac mudi
cua no.

Céc phuong an khic cua sang ché d& cép dén cac phuong phap bao ché 6n
dinh téc nhan didu tri bénh (vi du, peptit hogc phan tir nhd) bao gdm céc bude: (a)
tinh toan hodc xac dinh ta duoc dn dinh ion hoa thich hop hodc ncA)ng dd proton can
@ dat duoc profin ion héa 6n dinh cla tic nhan diéu trj bénh dich (vi du, (cac)
peptit hodc (cac) phén tir nho) trong hé¢ dung moi phén cuc khong proton; (b) tron it
nhét mdt t4 duoc 6n dinh ion hoéa v6i hé dung mdi phan cyc khong proton dé thu

duroc moi truong ion héa thich hop ma tao ra profin ion hoa duogc xac dinh trong
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budc (a); va (c) hoa tan (cac) tdc nhan diéu tri bénh dich trong dung mdi khong
proton ¢6 moi truong thich hop dé 1am 6n dinh vt Iy va hda hoc tac nhén didu tri
bénh. Theo khia canh khong giéi han nhét dinh, tic nhan didu tri bénh 13 én dinh
héa hoc hodc vat ly trong thoi gian it nhét hodc khoang 0,25, 0,5, 1, 2, 3, 4, hodc 5
nim & nhiét dd trong phong. Theo céc khia canh nhét dinh, viéc hoa tan tdc nhin
didu tri bénh va bd sung ta dugc bn dinh ion hoéa vao hé dung mdi phan cyc khdng
proton co thé dugc tién hanh theo tht tu bét ky hoic ddng thoi, do d6 ta dugc on
dinh ion héa co thé dugc tron trude sau khi hoa tan tac nhan diéu tri bénh, hodc tic
nhan didu tri bénh c6 thé dugc hoa tan sau d6 bd sung ta dugc 6n dinh ion hoa vao
dung dich, hodc t4 dugc &n dinh ion héa va tic nhan diéu tri bénh c6 thé dugc bd
sung ho#ic hoa tan trong hé dung mdi phén cyc khong proton ddng thoi. Theo mot
khia canh khAc, toan b luong thanh phin (vi dy, tic nhan didu tri bénh hodc ta
duoc 6n dinh ion héa) khong can duogc tron & thoi didm cu thé; tic 13, phﬁn cua mot
hoiic nhidu thanh phan c6 thé duoc tron 1An thi nhit, 1an thit hai, hoge dong thoi, va
phin khac duge tron & thoi diém khac, lan thir nhat, 14n thir hai, hogc dong thoi.
Theo céc khia canh nhét dinh, tic nhan didu trj bénh c6 thé 1a peptit, va td duoc on
dinh ion hoa c6 thé 1a axit vo co thich hop, nhu axit clohydric, axit sulfuric, va/hoac
axit nitric. Theo cac khia canh nhit dinh, (c4c) peptit c6 it hon 150, 100, 75, 50,
ho#c 25 axit amin. N(‘“)ng d6 cua tac nhan diéu tri bénh va/hoic ta duge 4n dinh ion
héa dugc bd sung vao dung dich ¢ thé nim trong khoang 0,01, 0,1, 1, 10, 100,
1000 mM, hoac 1én dén giéi han d¢ tan cta no, bao gém tat ca cac gia tri va cac
khoang gia tri trong d6. Theo céc khia canh nhét dinh, hé dung moi phan cyc khong
proton duge khir oxy. Theo mdt khia canh khac, hé dung moi phan cuc khong

proton chura, co ban gém ¢0, hoac gém c¢6 DMSO hodc DMSO duogc khir oxy.

Theo mot khia canh khac, séng ché md ta phuong phép diéu tri hodc ngin
chin tinh trang bénh ly, bénh, 161 loan, v.v. bao gém bude cho d6i tuong can didu
tri st dung (céc) ché phim theo sang ché véi luong hitu hidu dé diéu tri hodc ngin
chin tinh trang bénh ly, bénh, rdi loan, v.v.. Lidu dung thich hop bét ky clia tac
nhan diéu tri bénh (vi du, protein, peptit, hodc phan tir nho) c6 thé duogc st dung

trong cac phuong phép theo sang ché. Lidu dung duoc st dung, tat nhién, s& thay
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dbi phu thudc vao cac yéu t8 da biét, nhu cac dic tinh dugc ly cta hop chét, mudi,
hodc hdn hop cu thé; d6 tudi, stc khoe, hoic cn niang cla d6i twong; ban chat va
muc d6 cla céc triéu tring; cac dic tinh chuyén héa cta thudc va bénh nhén, loai
phuong phap diéu tri ddng thoi; tAn sult diéu tri; hodc tic dung mong mudn. Theo
cac khia canh nhét dinh, chimg giam glucoza huyét ¢6 thé duoc diéu tri béng cach

st dung ché phdm duoc mo t& & ddy bao gdm mot lugng hitu hiéu cua glucagon.

Ché phim én dinh duge mb ta & ddy 12 hitu ich dé tiém tac nhan diéu tri bénh
bét k¥ (protein, peptit, va/hodic phan tir nhd) ngoai dudng tiéu héa c6 d6 6n dinh
hodc do hoa tan kém hodc bi han ché trong mdi trudng nude. Theo cac khia canh
nhit dinh, ché phdm nhu duge mé ta & ddy dugc tao ra trong ché phim c6 thé tiém.
Ché pham c6 thé tiém nay c6 thé dugc st dung trong 16p biéu bi, 16p da hodc 16p
dudi da cta dong vat. Theo cac khia canh nhét dinh, cac ché phém nay dugc su

dung trong da.

Do d6, theo mdt s6 phuong 4n, tac nhan hodc peptit diéu tri bénh hoic mubi
cta n6 dugc chon tir nhom bao gbdm glucagon, pramlintit, insulin, leuprolit, chat
cht vin LHRH, hormon parathyroit (PTH), amylin, ddc td botulinum, hematit,
peptit dang tinh bdt, cholecystikinin, conotoxin, peptit rc ché da day, nhan t6 phat
trién gibng insulin, yéu t6 gidi phéng hormon sinh trudng, yéu td khéng khuén,
glatirame, peptit-1 giéng glucagon (GLP-1), chit chi van GLP-1, exenatit, cac chét
twong tu cua chung, va hdn hop cta ching. Theo mdt phuong an duge uu tién,
peptit 12 glucagon hodc chét twong tu glucagon hodc chét gia peptit glucagon. Theo
mdt phuong 4n khac, peptit 1a hormon parathyroit. Theo mot phuong an khac nita,
peptit 13 leuprolit. Theo mdt phuong an khac nia, peptit 1a glatirame. Theo mot
phuong an khéc nita, peptit thix nhét 14 pramlintit va peptit thir hai 13 insulin. Theo

mdt phuong an khéac nita, peptit thi nhét 13 glucagon va peptit thir hai 1a exenatit.
Céc dinh nghia
Thuét ngit “hoda tan” nhu duge sit dung trong ban m6 ta dung dé chi quy trinh

ma (céc) vat liéu ¢ trang thai khi, ran, hodc 1dng tré thanh (cac) thanh phén hoa tan,

(cac) thanh phan dugc hoa tan, cia dung moi, tao thanh dung dich chira khi, chét
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long, hoac chét rin trong dung moi. Theo céac khia canh nhét dinh, tic nhan hoic ta
duoc diéu tri bénh, vi duy, ta dugc 4n dinh ion hoéa, c6 mit véi lugng so sanh duge
véi d6 tan duge gi6i han clia nd hodc duge hoa tan hoan toan. Thuét ngit “hoa tan”
dung dé chi khi, chat long, hodc chét rin dugc két hop vao dung moi dé tao ra dung
dich.

Thuét ngt “t4 duge” nhu duge st dung trong ban mé ta dung dé chi chét tu
nhién hoac téng hop dugc bao ché cung véi hoat chét hoic thanh phﬁn diéu tri bénh
(thanh phan khong phai 12 hoat chét) ctia dugce pham, dugc bao gdm nhim muc dich
Jam &n dinh, xép thanh khdi, hodc tao ra sw ting cuong diéu tri bénh dbi véi hoat
chit & dang lidu dung cudi cung, nhu tao thuan loi cho su hép thu thudc, lam giam
d6 nhdt, ting cuong do hoa tan, diéu chinh tinh truvong, 1am giam bét sy kho chiu &
vi tri tiém, lam giam nhi¢t 4o két déng, hoic ting cudng do 6n dinh. Céc ta duge
cling c6 thé hitu ich trong quy trinh san xudt, d8 hd tro viée xir Iy chét ¢ hoat tinh
¢6 lién quan nhu bang cach hd tro cac dic tinh dé chay hodc khong dinh cua bot,
ngoai viéc hd tro d6 6n dinh in vitro nhu ngin chin sy bién tinh hodc két tu trong

thoi gian st dung duge mong doi.

“Thudc phén tir nhd” trong ngft canh cua sang ché 1a céc hop chét c6 hoat tinh
sinh hoc (va mudi cua ching) ma cé thé mang lai tic dung mong mudn, cé loi,
va/hodc dugc ly cho d6i tuong. “Thubc phén t&r nho” nay 1a cac hop chét hitu co
hodic vb co. Do d6, thude phan tir nhd trong ngft canh cta sang ché khong phai 1a
hop chét polyme. Thong thudng, thudc phan tir nhé c6 trong lugng phén tir nhd hon
khoang 1000 Dalton. Thudc phan tir nho da biét 12 “nhay 4m” trong d6 chung ting
1én khong én dinh khi c6 mit nuée. Ngoai ra, mubi ¢6 thé duoc sir dung véi thude
phan tir nhd d& dugc bibt boi ngudi 6 hidu biét trung binh vé linh vyc k¥ thuat nay
va bao gém cac mudi vai axit vo co, axit hitu co, bazo vo co, hodc bazo hitu co.

Thuét ngit “tac nhan didu tri bénh” bao gdm cic protein, peptit, thudc phan tir
nhé, va mudi duoc dung ctia né. Céc mudi hitu ich da dugc biét boi ngudi co hiéu
biét trung binh v& linh vuc k§ thuit ndy va bao gém cac mudi véi axit vb co, axit
hitu co, bazo vd co, hodc bazo hitu co. Téc nhin diéu tri bénh hitu ich theo sang ché

1a cac hop chét protein, peptit, va phén tir nhé ma anh hudng dén tac dung mong
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mubn, c6 loi va thuong 13 tic dung dugc ly khi sir dung cho nguoi hodc dong vat,

mdt minh hodc két hop véi ta duge hodic thanh phﬁn tro khac.

Thuét ngit “peptit” va “hop chét peptit” ding dé chi axit amin hodc polyme
gibng axit amin (c4c chét gia peptit) 1én dén khoang 200 gdc axit amin dugc lién
két cung nhau bdi amit (CONH) hodc cac mbi lién két khac. Theo cac khia canh
nhét dinh, peptit c6 thé 1én dén 150, 100, 80, 60, 40, 20, hodc 10 axit amin.
“Protein” va “hop chit protein” dung dé chi polyme 16n hon 200 gbc axit amin
duge lién két cung nhau béng cac mbi lién két amit. Céc chét twong tu, cc dan
xuét, chét chu van, chét d6i khang, va cac mudi duge dung ctia cac hop chit bt ky
trong sb cac hop chét peptit hodc protein dugc bdc 16 & day dugc bao gém trong céc
thuit ngtt nay. Cac thuit ngit cling bao gdm cac hop chét peptit, protein, hop chat
peptit, va protein ma cé cac D-axit amin, cdc axit amin dugc cai bién, dugc tao dan
xuét, hodc ¢6 trong tu nhién trong cAu hinh D hodc L va/hodc cac don vi gia peptit

1a mot phan cau tric clia chung.

“Chét tuong tu” va “chét gibng,” ding dé chi peptit hodc protein, ding dé chi
peptit hodc protein dugc cai bién trong d6 mdt hodc nhiéu gbc axit amin clia peptit
hodc protein dugc thay thé bing cac gdc axit amin khac, hodc trong d6 mét hodc
nhidu gdc axit amin dugc x6a bod khoi peptit hodc protein, hodc trong d6 mét hodc
nhidu gbc axit amin duge bb sung vao peptit hodc protein, hodc hén hop bt ky cta
céc cai bién ndy. Viéc bd sung, x6a bd, hodc thay thé cac gdc axit amin c6 thé dién
ra & thoi diém bat ky, hodc nhidu thoi diém, cing véi chu tric co ban bao gé)m
peptit, gdbm dAu cudi N cia peptit hodc protein va/hodc & dAu cudi C ctia peptit hoic

protein.

“DAn xuét,” lién quan dén peptit hodc protein g, ding dé chi peptit hodc
protein géc duoc cai bién v& mat héa hoc hodc chét trong tu ctia ching, trong do it
nhit mot phin tir thé khong c6 mat trong peptit hodc protein gdc hozc chit tuong tu
ctia ching. Mot vi du khong gidi han nay la peptit hodc protein gbc dugc cai bién
cdng hoa tri. Cac cai bién dién hinh 13 cac amit, hydrat cacbon, nhém alkyl, nhém

axyl, este, nhom PEG hoa (pegylation) va cac nhém tuong tu.
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“Dung dich mét pha” ding dé chi dung dich dugc diéu ché tir tc nhén diéu tri
bénh duge hoa tan trong dung moi, hodc hé dung mdi (vi dy, hdn hop cua hai hodc
nhiéu dung méi), trong d6 tc nhin diéu tri bénh dugc hoa tan hoan toan trong dung
mdi va khong co chét tao hat ¢6 thé nhin théy duoc nita, sao cho dung dich c6 thé
duoc md ta 14 trong v& mit quang hoc. Dung dich mét pha ciing c6 thé dugc d& cap
dén dudi dang “hé mot pha,” va dugc phan bigt voi “hé hai pha” trong d6 hé hai

pha bao gém chét tao hat (vi du, bot) duoc tao huyén phu trong chét luu.

“Uc ché” hodc “lam giam” hodc dang ngit phap bét ky ctia cac thuét ngft nay
bao gom viéc trc ché hoan toan ho#c giam c6 thé do duoc dé dat dugc két qua mong

muon.

“Hiéu qua” hodc “didu tri” hodc “ngin chin” hodc dang ngit phap bét ky cta
c4c thudt ngit nay thich hop dé dat duoc két qua mong mudn, dugec mong doi, hodc

duoc du dinh.

“P$ n dinh hoa hoc,” ding d& chi téc nhan diéu tri bénh, ding dé chi ty 18
phﬁn tram chdp nhan dugc cla cac san phém thoai bién dugc tao ra bang cac con
dudong héa hoc nhu con dudng oxy héa va/hode thuy phan va/hoac phin doan
va/hoic thodi bién héa hoc khac. Cu thé, ché phdm duge xem 1 6n dinh vé mét hoa
hoc néu khong cé nhiéu hon khoang 20% san phim bi hong dugc tao ra sau mot
ndm bao quan & nhiét dd bao quan duge du dinh cla san phém (vi dy, nhiét do
trong phong); hodac bdo quan san phidm & nhiét do 25°C/ d6 Am twong d6i 60%
trong thoi gian mot nam; hodc bao quan san phém & nhiét do 40°C/do 4m tuong dbi
75% trong thoi gian mot thang, va t5t hon 13 ba thang. Theo mot s6 phuong 4n, ché
phdm 4n dinh hoa hoc ¢6 it hon 30%, it hon 25%, it hon 20%, it hon 15%, it hon
10%, it hon 5%, it hon 4%, it hon 3%, it hon 2%, hodc it hon 1% san phém bi hong
duoc tao ra sau khoang thoi gian bao quan kéo dai & nhiét d6 bao quan dugc du

dinh cta san pham.

“Do bn dinh vat Iy,” ding d& chi tac nhan diéu tri bénh, ding dé chi ty 1& phan
tram c6 thé chép nhin dugc cua cac khdi két tu (vi du, dime, trime va cac dang 16n

hon) dugce tao thanh. Cu thé, ché phém duoc xem la dn dinh vat ly néu khong c6
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nhiéu hon khoang 15% khbi két tu duoc tao ra sau thdi gian mot ndm bao quan &
nhiét d6 bao quan dugc du dinh cla san pham (vi du, nhiét do trong phong); hodc
bao quan san phim & nhiét d6 25°C/d6 4m tuong d6i 60% trong thoi gian mdt nam;
ho#c bao quan san phém & nhiét d6 40°C/d6 4m tuong dbi 75% trong thoi gian mot
thang, va t6t hon 13 ba thang. Theo mét s6 phuong an, ché phdm 6n dinh vé mit vat
Iy ¢6 it hon it hon 15%, it hon 10%, it hon 5%, it hon 4%, it hon 3%, it hon 2%,
hodc it hon 1% khdi két tu duoc tao ra sau khoang thoi gian bao quan kéo dai &

nhiét do bao quan duge du dinh cua san phém.

“Ché phdm 6n dinh” dung dé chi ché phim trong d6 it nhat khoang 65% tac
nhén diéu tri bénh (vi du, peptit hodc mubi ctia ching) 4n dinh héa hoc va vt 1y sau
thoi gian hai thang bao quan & nhiét do trong phong. Cac ché phim dugc uwu tién
dic bidt 1a cac ché phim trong d6 it nhat khoang 80%, 85%, 90%, 91%, 92%, 93%,
94%, 95%, 96%, 97%, 98%, hodc 99% tac nhan didu trj bénh on dinh hoa hoc va
vat ly giit lai trong cac diéu kién bao quéan nay. Cac ché phim én dinh duogc wu tién
dac biét 1a cac ché phém khéng thé hién sy thoai bién sau khi btrc xa vo trung (vi

du, tia gama, beta, hodc electron).

Nhu duoc st dung & ddy, “st dung ngoai duong tiéu hoa” dung dé chi viéc sir
dung tac nhéan didu tri bénh cho bénh nhan thong qua duong diung khac véi 6ng

thirc 3n - duong dung khong phai bang dudng tiéu hoa.

Nhu duge st dung & day, “tiém ngoai duong ti€u hoa” dung dé chi viéc str
dung tac nhén diéu tri bénh (vi du, peptit hogc phén tir nho) thing qua viéc tiém
dudi hodc qua mét hodc nhiéu 16p da hodc mang nhéy ctua dong vat, nhu nguoi.
Viéc tiém ngoai duong tiéu hoa ti€u chudn duge dua vao ving dudi da, trong co,
hoic trong da cia ddng vét, vi du, ngudi. Céc vi tri sdu nay dugc hudng dich do cac
md mé rong dé dang hon so véi vi tri da ndng dé cung cap céc thé tich tiém can

thiét d& phan phéi tac nhan didu tri bénh tét nhat, vi dy, tir 0,1 dén 3,0 cc (mL).

Thuat ngit “trong da” bao gdm viéc st dung trong 16p biéu bi, da hodc dudi
da.
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Nhu duge sir dung & ddy, thuit ngfr “dung méi phan cuc khong proton” dung
d& chi dung mdi phan cuc ma khong chira hydro axit va do d6 khong dong vai trd
1am chét cho lién két hydro. Cac dung m6i khong proton c6 cuc gbm, nhung khéong
giéi han & dimetylsulfoxit (DMSO), dimetylformamit (DMF), etyl axetat, n-metyl
pyrolidon (NMP), dimetylaxetamit (DMA), va propylen cacbonat.

Nhu duogc sit dung & ddy, thuat nglt “hé dung mdi phan cyc khong proton™
ding dé chi dung dich trong d6 dung mdi la mot dung moéi phan cuc khong proton
(vi dy, DMSO nguyén chét), hodc hdn hop cta hai hodc nhidu dung mdi phan cyuc
khong proton (vi dy, hdn hgp ctia DMSO va NMP).

Nhu duge st dung ¢ day, “hoi 4m du” c6 thé ding dé chi hoi 4m du trong bot
thudc sau khi bao ché bai nha san xudt/nha cung cap. Bot dién hinh thuong c¢6 ham
luong hoi 4m du 1én dén 10% (trong luong/trong lugng). Khi bdt nay dugc hoa tan
trong hé dung mdi phan cuc khong proton, hoi 4m du trong bdt dugc két hop vao
ché pham. Ngoai ra, cc dung m6i phan cuc khong proton cling ¢6 thé chira mitc do
nhit dinh ctia hoi dm du. Vi dy, binh dugc m& méi chira DMSO mitc USP ¢6 the
chira 1én dén hoi 4m 0,1% (trong lugng/trong lugng). Hoi Am du khac véi “hoi &m
bd sung,” trong d6 nudc duoc bd sung c6 chi y vao ché phém, vi du d thich hop
lam ddng dung moi, hodc @2 lam giam diém két dong ctia hé dung mdi phan cuc
khéng proton. Hoi 4m ciing ¢6 thé dugc dua vao ché pham trong khi bd sung ta
duoc dn dinh ion héa (vi dy, thong qua viée bd sung axit khodng tir dung dich khéi
chtra nuée (vi dy, HC1 1N)). Ham luong 4m tbng s6 (% trong lugng/trong luong,
trr khi c6 quy dinh khac) trong ché pham ngay sau khi diéu ché 1a do phan gop

chung tir ca hoi am du va hoi am bo sung.

Thuat ngit “khoang” hodc “xép xi” hoac “gén nhu khong thay dbi” duogc dinh
nghfa nhu duge hidu béi ngudi c6 hiéu biét trung binh v& inh vyc k¥ thuat nay, va
theo mot phuong 4n khong gidi han, cac thuat ngit dugc xac dinh 1a trong khoang
10%, t6t hon 13 trong khoang 5%, t5t hon nita 13 trong khoang 1%, va t6t nhat 14
trong khoang 0,5%. Hon nita, “gan nhu khong chira nuéc” dung dé chi it hon 5%,

4%, 3%, 2%, 1%, hodc it hon vé trong lugng hodc thé tich nudc.
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Phin hop thanh, t4 dugc hodc thanh phn “dugc dung” 13 mdt thinh phin
thich hop dé sir dung cho ngudi va/hodc dong vt ma khong co tac dung phu bat loi
qué mitc (nhu dic tinh doc, su kich thich va phan tng di Ging) twong xtmg v6i ty 1€
¢6 loi/nguy hiém hop ly.

“Chét mang dugc dung” dung dé chi dung méi dugc dung, tdc nhan tao hén
dich, hoac chit din thudc dé phéan phéi hop chét thudc theo séang ché cho dong vat
¢ vu nhu nguoi.

Nhu duoc st dung & day, “ta duoc 4n dinh ion héa” 13 t4 dugc ma thiét lap
va/hoic duy tri trang thai ion héa ddc biét cho tic nhan diéu tri bénh. Theo céc khia
canh nhit dinh, t& dugc dn dinh ion hoa c6 thé, hoic gbm, phan tir ma chuyén it
nhit mdt proton trong cac didu kién thich hop hodc 13 ngudn proton. Theo dinh
nghia ctia Bronsted-Lowry, axit 1a phan tr ¢6 thé chuyén proton cho mot phén tu
khac, bang cach nhan proton proton dugc chuyén c6 thé dugc phan loai thanh bazo.
Nhu duge st dung trong sang ché, va s& duoc hidu boi ngudi c6 hiéu biét trung
binh, thuit ngit “proton” ding dé chi ion hydro, cation hydro, hodc H*. Ion hydro
khong cé céc electron va bao gbm cac nhan thudng chi gdm proton (dbi véi chat
ddng vi hydro phd bién nhét, proti). Cu thé, phan ti c6 thé chuyén proton cho tac
nhén diéu tri bénh dugc xem la nguén axit hoac proton, khong ké dén viéc xem xét
xem liéu nod ¢6 duge ion hoa hoan toan, hau nhu duge ion héa, ion héa mot ph?ln,
hau nhu khéng duge ion hoéa, hodc khdng duge ion hda hoan toan trong dung méi

phén cyc khong proton hay khong.

Nhu duoc st dung & day “axit khoang” 1a axit thu dugc tir mot hodc nhiéu
hop chit vo co. Do d9, axit khoang cling c6 thé duoc dé cap dén dudi dang “axit vd
c0.” Axit khodng co thé 13 monoaxit hodc da axit (vi du, diaxit, triaxit, v.v..). Cac vi
du v& cac axit khoang gdm axit clohydric (HC), axit nitric (HNO3), axit sulfuric
(H2S04), va axit phosphoric (H3PO4).

Nhu dugce st dung & ddy “axit hitu co” 1a hop chit hitu co v6i cac tinh chat
axit (tic 13 ¢6 thé c6 chirc ning lam ngudn proton). Axit carboxylic, nhu axit axetic

hodc axit xitric, 12 mdt vi du vé axit hitu co. Céc vi du vé axit hitu co da biet khac
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gém, nhung khéng gi6i han &, rugu, thiol, enol, phenol, va axit sulfonic. Axit hitu

co ¢b thé 1a monoaxit hodc da axit (vi dy, diaxit, triaxit, v.v.).

“Profin tich dién,” “trang théi tich dién,” “su ion héa,” “trang thai ion hda,” va
“profin ion héa” co6 thé duoc st dung thay thé cho nhau va ding dé chi trang thai

ion héa do su bd sung proton va/hogc loai bd proton ciia nhém tao ion ctia peptit.

Nhu duoc st dung & day, “dong ché phim” 1a ché phim chira hai hodc nhiéu
tac nhan didu tri bénh hoa tan trong hé dung mdi phan cyc khong proton. Tac nhan
didu tri bénh c6 thé thudc cing mot nhém (vi dy, ddng ché phdm chira hai hodc
nhidu peptit tri liéu, nhw insulin va pramlintit), hodc tic nhan didu tri bénh c6 thé
thudc cdc nhdém khac nhau (vi du, dé)ng ché phém chira mot hodc nhiéu phéan t&r nho
didu tri bénh va mdt hodc nhidu phan tir peptit diéu tri bénh, nhu GLP-1 va
lisofylin).

Viéc stir dung dang sb it khi duoc sir dung két hop véi thuat ngfr “chira” trong
cac diém yéu ciu bao hd va/hodc ban mo ta co6 thé dung dé chi mdt, nhung cling

phtt hop v6i nghia “mét hodc nhieu,” “it nhat mot,” va “mot hodc nhieéu hon mot.”

Céc tir “bao gdm” (va dang ngit phép bét ky ctia nd), “c6” (va dang ngit phap
bét ky ctia no), “gdbm” (va dang ngit phap bét ky ctia n6) hogic “chtra” (va dang ngit
phap bt ky ctia nd) 1a bao gdm hodc dugc két thic mé va khong loai trir cc yéu tb

hoiic céac bube clia phuong phap bd sung, khong dugc trich dan.

Céc dbi tugng, du hidu va uu diém khéc cia sang ché s& tro nén rd rang tir
phan mo ta chi tiét dudi day. Tuy nhién, nén dugc hidu rang phan mo ta chi tiét va
cac vi dy, trong khi chi rd cac phuong 4n cta sang ché, dugc dua ra chi bang cach
minh hoa. Ngoai ra, dugc du tinh réng céc thay doi va céc cai bién trong pham vi
clia sang ché s& tré nén 13 rang d6i voi nguoi c6 hidu biét trung binh vé linh vuc k§
thuét nay tir phan md ta chi tiét nay.

MBS ta vin tit cdc hinh vé

Céc hinh v& sau diy tao ra mdt phan cua sang che va duge bao gdm de chung

minh céc khia canh di biét cia sang ché. Sang ché cé thé dugc hi€u rd hon bang
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céch tham khao mot hodc nhidu hinh v& nay két hop véi phan mb ta chi tiét vé céac

phuong 4n ctia ban md ta dugce thé hién ¢ day.

FIG. 1 (anh bén trai) thé hién sy tao thanh c4c hat khong hoa tan khi glucagon
duge hoa tan truc tiép trong DMSO & 5 mg/mL (nhu duge mo ta boi Stevenson)
sau thoi gian 24 gid ¢ nhiét do trong phong. Anh trén phia bén phai thé hién ché
phim duoc didu ché bing cach hoa tan glucagon trong DMSO (& ndng d6 5
mg/mL) véi glyxin hydroclorua 5 mM, van trong sau thdi gian bao quan it nhét sau
tudn & nhiét d 40°C.

FIG. 2 thé hién tic dung cla néng do HCl dbi voi do 4n dinh cta pramlintit
khi duoc hoa tan trong DMSO.

Mo ta chi tiét sang ché

Khi duoc didu ché dudi dang dung dich chita nude, cac phan tir nho, peptit, va
protein tiéu chudn c¢6 thé d& bi anh huong boi cac con dudng thoai bién héa hoc va
vat Iy. B6i voi nhiéu phan tir trong sb cac phén tir diéu tri bénh nay, cac con dudng
thoai bién cin nudc (vi du, thiy phén, raxemic hoa, loai nhém amit) khong thé
tranh dugce va do d6 phan tir nay khong duoc lam 6n dinh mdt cach thich hgp. Do
d6, nhidu tic nhan didu tri bénh khong thé duge didu ché dudi dang dung dich on
dinh d8 tiém ngoai dudng tiéu hoa, va thay vi d6 duge didu ché dudi dang bot ma

duoc hoan nguyén ngay trudc khi st dung.

P& khéc phuc tinh khéng én dinh ma nhidu phan tir diéu tri bénh thé hién
trong nude, cac ché phdm c6 thé duge didu ché trong d6 téc nhan diéu tri bénh dugc
hoa tan trong chét 1ong khong chita nude ¢ kha nang twong thich sinh hoc, nhu
dung mdi phén cuc khong proton. Céc vi du tir phén tinh trang k¥ thudt dugc md ta
& trén, cu thé 13 Stevenson 547 bdc 10 cac ché phém duoc didu ché bﬁ“mg cach hoa
tan truc tiép bot peptit trong dung moi phan cuc khong proton, va Prestrelski ‘644
ma boc 16 bude 1am khd bdt peptit tir dung dich dém trong nude trude khi hoa tan

trong DMSO.

Viée st dung cac dung mdi phan cuc khong proton dé dicu che ché pham dieu

tri bénh khong chira nuée dé e ché nhiéu con duong thoai bien pho bién, cu the 1a
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cac con dudng can c6 nude, cb thé cai thién dang ké do 4n dinh cta (c4c) phan tir
diéu tri bénh dugc hoa tan hodc duge 1am hoa tan. Tuy nhién, cac véAn d@ s& ton tai
v6i cac ché phidm va phuong phap duoc bdc 16 trong tinh trang k§ thuat. Cu thé,
viéc hoa tan truc tiép phan tu diéu tri bénh trong dung mdi phén cyc khdng proton
khong phai 1 huéng tiép can thich hop @& didu ché cac ché phdm 6n dinh ctia hiu
hét cac phan tlr diéu tri bénh; viéc hoa tan leuprolit dugc mo ta trong Stevenson
‘547 1a mot ngoai 1&. Nhu duoc luu y & phén trude, va s& duge mo ta chi tiét hon
trong céac vi du dudi ddy, khi duoc hoa tan tryc tiép trong DMSO & ndng do bang 5
mg/mL, glucagon hormon peptit s€ tao ra cac khdi két tu khong hoa tan trong mot
ngdy bdo quan ¢ nhiét d6 trong phong. D&i v6i ché pham chi chira glucagon va
DMSO, 5 mg/mL tuong ung véi xap xi 0,45% (trong lwong/trong luong) hop chét
peptit, chira rang ngay ca & cac ndng do twong d6i thap, viéc hoa tan tryc tiép trong
hé dung mdi phin cuc khong proton khong thé tu ngin chin sy két tu va/hoic
gelatin héa vat 1y cta phén tir diéu tri bénh. Hon nita, cic phén tir diéu tri bénh co
thé khéng tao ra cac khdi két tu khong hoa tan trong hé dung mdi phan cyc khong
proton co thé thién vé su thoai bién hda hoc khi dugce hoa tan truc tiép trong hé

dung mdi phan cuc khong proton.

Khong bi rang budc bai ly thuyét, nén cho rﬁng dé thé hién d6 hoa tan hodc dd
&n dinh t6i wu hogic dugc tang cudng khi duge bao ché trong h¢ dung méi phan cyc
khéng proton, phén tir diéu tri bénh c6 thé can dén profin ion hoa riéng. Profin ion
hoa 1 trang thai tich dién thu dugc thong qua viéc bd sung proton va/hodc loai bo
proton clia cic nhom tao ion cuia phan tr diéu tri bénh. Vi duy, viéc bd sung proton
ctia gbc axit amin sinh ion (vi dy, arginin, lysin) bao gdm peptit tri liéu s& mang
toan b dién tich dwong trén cac phan tit trong dung dich. Cac luc day tinh dién
trong khoang thoi gian tuong d6i dai gitra cac phan tu tich dién duong ¢ thé @c ché
cac tuong tac ky nude trong khoang thoi gian ngén ma cé thé din dén su két tu
va/hodc gelatin hoa vat ly. Do dé, khi khong bb sung proton day du (tic 13, profin
jon hoa tdi vu hoic co lgi), cac phén tlr diéu tri bénh duoc hoa tan trong hé dung
mdi phan cuc khong proton ¢ thé khong 8n dinh vé mat vat ly va dAn dén su tao

thanh cac khdi két tu hoa tan va/hodc khong hoa tan. Do dd, c6 thé cin thiét dé gém
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it nhat mot t& duge véi ndng do du dé déng vai trd 1am tic nhan lam 6n dinh ion
héa c6 kha nang anh hudng dén profin ion héa dbi v6i @6 6n dinh vat ly va/hoic
hoéa hoc dugce cai thi€n véi hoat chét trong hé dung méi phan cyc khong proton.
Nhu s& dugce giai thich trong céac ph?m sau day, va dugc minh hoa bz“mg cac vi du
khac nhau, néng d6 thich hop cua (cac) ta duoc 4n dinh ion héa phai duoc bd sung
vao dung dich phu thudc vao cac yéu t6 khac nhau gbm, nhung khéng giéi han &,
cAu triic hda hoc cua ta duge 6n dinh ion héa, cAu trac hoa hoc ctia (cac) hoat chét,
n(‘A)ng d6 cta (cac) hoat chét, hé dung mdi duoc st dung, sy c6 mit cua cac dung
moi, va su ¢ mat cia cac ta duge hoac thanh phﬁn ché phém bd sung va cac néng

do tuong ung cta ching.

Céc ché phim va phuong phap dugc bdc 10 bai Prestrelski ‘644 duge chi dinh
8 thit dit profin ion hoa ti wu dbi voi cac phan tir didu tri bénh trude khi ching
dugc hoa tan trong hé dung méi phan cyc khong proton. Nhu duge bdc 16 boi
Prestrelski ‘644, bot peptit tir nha cung cAp/nha san xuét dugc hoa tan ban dau trong
dung dich dém trong nudc, trong d6 d6 pH ctia dung dich peptit chira nu6c duge
tao dém duoc cai dat dbi v6i dung dich c6 do dn dinh va d6 hoa tan t8i wu dbi véi
peptit cu thé. Peptit sau d6 duoc sdy kho (vi du, thong qua k§ thuat sdy dong kho
hodc sdy phun) thanh bt tir dung dich chira nuée dé cho profin ion hda ctia phan tur
peptit trong bdt co thé bang véi profin ion héa cua phan tir peptit trong dung dich
chtta nuge duge sdy kho tir d6. Khi bot peptit sau d6 duge hoa tan trong hé dung
moi phan cyc khdng proton, profin ion héa ctia phan tir peptit co thé gin bang véi
profin ion héa ctia phén tir peptit trong bot. Do d6, profin ion héa ctia phén tir peptit
trong hé dung mdi phan cuc khdng proton gin bang véi profin ion héa cua phan tir

peptit trong dung dich dém trong nudc.

Phuong phap bao ché duoc boc 16 boi Prestrelski ‘644 (duogc goi 12 “bd nhd
pH” trong patent ‘644) c6 thé khic phuc cac van dé vé do on dinh (ttc 13, sy thoai
bién vat 1y va héa hoc) gip phai khi phan tir diéu tri bénh dugc hoa tan truc tiép
trong hé dung m6i phin cuc khong proton. Tuy nhién, nhu cAu cta viéc lam khd
phan tir diéu tri bénh tir dung dich dém trong nudc dé t6i wu hoa profin ion hoéa cla

phan tir va truyén bd nhé pH trude khi né duge hoa tan trong dung mdi phan cuc

-19-



36235

khong proton phai chiu cac chi phi bd sung dang k&, ca vé thoi gian va phi tbn, dbi
v6i con dudng phét trién ctia ché pham. Cu thé, quy trinh sdy kho di biét dé mang
cac stress khac nhau ddi v6i phan tir diéu tri bénh, va céac ta duoc bd sung (vi du,
chit bao vé dong lanh nhu trehaloza va sucroza, va/hodc cic chit hoat dong bé mit
nhu polysorbat 80) phai dugc bao gbm trong dung dich chira nudc v6i luong da dé
bao v€ phan tir diéu tri bénh, nhd d6 1am ting chi phi va tinh phic tap cua ché
phim. Hon nita, quy trinh sdy khé (vi du, sy phun, sdy thing hoa) thuong phai
duoc t6i wu héa dbi voi phéan tir didu tri bénh da cho, ca & quy mo phong thi nghiém
trong khi nghién ctru va phat trién ban dau, trong d6 quy trinh nay duoc phét trién
ban diu, va sau d6 trong quy md san xuét 1a quy trinh dugc mé réng quy md va
duoc chuyén vao céc thiét bi va phuong tién ¢6 kha nang san xuét cac mé co quy
mo thuong mai. Do d06, sy két hop cia su phat trién va t6i wu hoa ban dau quy trinh
séy kho dbi voi phan tir didu tri bénh di cho, duge két hop véi thoi gian va chi phi
¢6 lién quan dén ca viée chuyén phwong phép va két hop budc bd sung trong quy
trinh san xuét co6 thé 1a rit dt. Do d6, cin c6 phuong phap tao ra (cac) phan tir diéu
tri bénh véi profin ion hoa thich hop trong hé dung moi phan cuc khong proton ma
khong cin sy khd phan tir tir dung dich dém trong nuéce trong d6 d6 pH cia dung

dich chira nudc duge diéu chinh dé tao ra profin ion hda thich hop d6i v6i phan tir.

Céc tac gia sang ché d3 cung cép dung dich ma tao ra do 4n dinh va d6 hoa tan
tang dugc thé hién bang nhiéu phén tir diéu tri bénh trong cac dung mdi phan cuc
khéng proton khi chiing mang profin ion héa thich hgp hoéc t61 wu, nhung khong
phai sy kho bt tir dung dich chita nude trude khi hoa tan trong hé dung méi phan
cuc khong proton. Dung dich nay van hoa tan ion hoéa (cac) ta duge lam 4n dinh
truc tiép trong dung mdi phén cyc khong proton, dugc két hop voi viéc hoa tan
phan tr peptit hodc phéan tir nho truc tiép trong dung moi phén cuc khong proton.
Khong bi rang budc béi ly thuyét, nén cho rang bang cach tao ra lugng du cua ta
duoc 6n dinh ion héa dé dat dugc profin ion hda thich hop hodc t51 wu ca phan tir
didu tri bénh, luc dy tinh dién gitra cac phan tir diéu tri bénh mang clng tinh phan
cuc tich dién (tc la tich dién 4m hodc duong) c6 thé 1a da do 1én dé ngan chén sy

thoai bién vat Iy (vi du, thong qua su tuong tac ky nudc trong khoang ngén giita cac
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phén tir ma dan dén sy két tu). Diéu nay dic biét quan trong db1 véi cac phan tir ma
thé hién xu huéng két tu trong dung dich, cu thé 1a ndng do ctia phan tir trong dung
dich tang 1én. Hon nira, bang céach kiém soat va tdi wu mirc d6 ion héa (tuc 13, )
sung proton hodc loai bo proton) ctia tdc nhén diéu tri bénh, su thoai bién hoa hoc
c6 thé bi giam thiéu, nhu, vi dy, su du thira cua bd sung proton c6 thé thic déy tinh
khong 6n dinh thong qua céc phan ng thodi bién nhu oxy héa (vi du, oxy hoa cac
gbc methionin) va phin doan (vi du, sw phan cat ctia khung peptit). Do do, d6i véi
mot sb phén tr diéu tri bénh, ¢6 thé 1a profin ion hoa 81 wu hoac ¢ loi dat duogc
thong qua viéc bd sung proton dé cho cac phan ung thoai bién vat 1y va/hoic hoa
hoc duge giam thidu. DSi véi peptit tri liéu, mirc d6 bd sung proton cin thiét dé lam
4n dinh, va do d6 luong ta duoc 4n dinh ion hoa can dén trong dung dich, s& phu
thudc vao, trong sb cac yéu t§ khac, cAu truc co ban (tic 13, trinh ty axit amin) va

ndng do6 clia peptit trong dung dich.

M&di phan tir ma c6 chirc niang lam ta dugc on dinh ion héa s& thé hién xu
hudng nhat dinh dé chuyén cac proton vao (c4c) phan tix diu tri bénh trong hé dung
mdi da cho; xu hudng dé chuyén proton nay c6 th duoc @& cap dén dudi dang ndng
do6 axit twong tmg cua phan tu. Dbi véi ndng dd c¢d dinh cta phan tir chuyén proton,
(va dé don gian hoéa, nén cho rang chi cac phan tir monoaxit trong vi du nay) c6
néng do axit hon ddm dac hon s€ bd sung proton vao phén tir didu tri bénh dén muc
d6 16n hon so voi axit yéu. Do do, ndng d6 cua phan tu chuyén proton di cho (ta
dugc 6n dinh ion héa) can dé dat dugc profin ion hoa thich hgp hodc t8i wu dbi véi
cac phan tir diéu tri bénh s& ty 1& nghich véi ndng d6 axit ctia nd. Céac khia canh

khong gi¢i han nay va céc khia canh khac ctia séng cheé duoc thao luan & day.

Theo cac khia canh nhit dinh, dung mdi phan cuc khdng proton c6 thé duogc
Khir oxy trude khi didu ché ché phim. Nhidu k§ thuat khac nhau c6 the duge st
dung trong ngft canh cta sang ché dé khir oxy hoic loai bo oxy khéi cac dung mdi
phan cyc khong proton (khur khi hoac khir oxy). Vi du, dugce du tinh réng viéc khur
oxy c6 thé, nhung khong gi6i han &, loai bo oxy ma dugc hoa tan trong dung mdi
phan cuc khong proton long bang mot minh chét long, bang chét 1éng va cac phin

ttr chit tan khéc (vi du, mixen, xyclodextrin, v.v.), hodc bang mdt minh céc phén tir
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chét tan khac. Cac vi du khong gidi han vé céc k¥ thuat khir oxy gém viéc dat dung
moi phan cuc khong proton trong didu kién 4p suét giam va/hodc gia nhiét chét long
dé 1am giam d6 hoa tan cua khi hoa tan, chung cht phan doan, khir khi mang, thay
thé bang khi tro, st dung chét khir, chu ky déng bang-bom-tan bang, hodc bdo quan
trong thoi gian dai trong vat chira bang chét gié. Theo mdt phuong 4n, dung moi
phan cyuc khéng proton duoc khir oxy bang khir khi chan khong. Theo mét phuong
an khac dung moi phan cuc khong proton duge khir oxy béang céch st dung bd khu
khi. Trong mét truong hop, bo khir khi 13 dang khay hodc bo khur khi dang ting.
Trong mdt trudng hop khac, bd khir khi 13 bo khir khi dang phun. Theo mot phuong
4n khac nita, dung mdi phin cyc khong proton duge khur oxy bang céach st dung
mang tach khi-long. Trong mdt trudong hop, dung mdi phan cyc khong proton duogc
khtr khi bang cach st dung mang tach khi-long va ap sudt giam. Theo mot phuong
an, khi khong phai oxy (vi du, N2) dugc suc qua chét long dé thay thé hoac 1am
giam oxy trong dung mdi phén cuc khong proton. Trong mét truong hop, khi dugce
suc qua dung mdi phan cyc khong proton 1a agon, heli, nito, khi tro, va/hodc khi
hydro, t5t hon 13 khi nito. Trong mdt trudng hop khéc, khi dugce suc qua dung moi
phan cuc khong proton str dung cot cAt khi. Theo mdt phuong an khac nita, dung
moi phan cuc khong proton duoc khir oxy bang mot hoic nhiéu (chat) khir. Cac vi
du khéng gidi han vé céc chat khur gém amoni sulfit, khi hydro, kim loai khir oxy
hoat hoéa, ddng, thiéc, cadimi, hop kim kim loai Wood (50% bitmut, 25% chi,
12,5% thiéc, va 12,5% cadimi), v.v.. Theo mét phwrong an khac nita, dung mdi phan
cuc khong proton dugce khir khi bang chu ky déng bang-bom-tan bang (vi du, it
nhét 1, 2, 3, hodc nhiéu chu ky ¢6 thé dugc st dung). Trong mot trudng hop, chu ky
déng bang-bom-tan bing bao gdm budc dong bang dung moi phan cuc khong
proton dudi nito léng, dat trong chan khong, va sau do lam tan dung méi trong
nuée Am. Theo modt phuong 4n, dung moi phén cuc khong proton dugc khir oxy
bing cach bao quan trong thdi gian dai trong vat chira thép, thuy tinh, hozc gd.
Theo mdt phuong 4n khac, dung mdi phan cyc khong proton dugc nghién bang

séng 4m, dugc nghién bang séng siéu dm, hodc dugce khuay trong khi khir oxy.
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Ngay khi duoc xtt ly hodc duge khir oxy, cic dung méi phan cuc khong
proton cé thé ¢6 it hon 0,1 mM oxy hoa tan, t8t hon 14 it hon 0,05 mM oxy hoa tan.
Céc phuong phap da biét boi ngudi c6 hiéu biét trung binh vé linh vyc k§ thuat nay
¢c6 thé duoc st dung dé x4c dinh luong oxy hoa tan trong dung mdi phin cuc khong
proton nhét dinh (vi dy, dung cy do oxy hoa tan hodc thiét bi do c6 thé duoc st
dung nhu d4u do oxy hoa tan c6 ban trén thi truong béi Vernier (Beaverton,

Oregon, USA)).

Theo cac khia canh nhét dinh, cac ché phém duoc boc 16 trong sang ché c6 thé
duoc didu ché va/hodc duge bit kin dudi khi tro. Cac phuong phép thong thuong
bao gdm bude l4p day lai hé théng dong kin vat chra chinh (vi du, cac lo nho) dé
tao ra khoang cach dé chira thém khi tro (vi du, nito, agon). Hé théng dong kin vat
chira phu (vi dy, cac ti nho bﬁng 14 kim loai duoc bit kin) cling cé thé dugce bit kin

trong moi truong khi tro.
I. T4c nhan didu tri bénh

Téc nhan diéu tri bénh trong ngft canh cta sang ché bao gdm peptit hodc hop
chét protein, thube phan tr nho, va mubi duge dung ctia né. Khi tac nhan didu tri
bénh c6 mit trong dung moi phéan cuc khong proton duge khir oxy, d6 6n dinh cta
tac nhan diéu tri bénh co thé con duge ting cudng so v4i cung tac nhan diéu tri
bénh c6 trong dung mdi phan cuc khong proton khong dugce xur ly. Do 6n dinh ting
¢6 thé duoc cho 14 do, it nhat mdt phin, sy gidm sw thoéi bién oxy hoa ctia tic nhan
diéu tri bénh hoic su thoai bién oxy héa ctia dung méi phan cuc khdng proton, hodc
ca hai. Nguoi co hiéu biét trung binh trong linh vuc k¥ thuat nay nhén thdy rang tac
nhén didu tri bénh 1a thich hop d& didu tri cdc bénh hoic tinh trang bénh Iy nhét
dinh va s& c6 kha ning st dung céc luong hitu hi¢u cua tac nhan didu tri bénh trong
ché phim nhu duoc mé ta & day dé diéu tri bénh hogc tinh trang bénh Iy.

Céac vi du khong gi6i han vé peptit va protein (va mudi cta ching) c6 thé
duoc st dung trong ngit canh cla sang ché gdbm, nhung khong giéi han ¢, glucagon,
pramlintit, insulin, leuprolit, chit chu van hormon giai phéng ndi tiét t6 (LHRH),

hormon parathyroit (PTH), amylin, angiotensin(1-7), ddc td botulinum, hematit,
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peptit dang tinh bot, peptit trc ché da day, nhan t6 phat trién giéng insulin, yéu t6
giai phong hormon sinh- truéng, yéu t& khang khuan, glatirame, peptit-1 gidng
glucagon (GLP-1), chit cht van GLP-1, exenatit, cic chat twong ty cia ching, chét
tuong tu amylin (pramlintit), va hdn hop cta chung. Theo mot s6 khia canh duoc

wu tién, tic nhan didu tri bénh 14 glucagon, insulin va/hodc pramlintit.

Céc vi du khong gidi han v& thubc phan tir nho (va mudi ctia ching) ma ¢ thé
duoc st dung trong nglt cadnh cua sang ché gdm, nhung khong gi¢i han 6,
epinephrin, benzodiazepin, catecholemin, “triptan,” sumatriptan, novantron, cac
phan tir nho héa tri (vi dy, mitoxantron), cic phén tu nho corticosteroit (vi du,
metylprednisolon, beclomethason dipropionat), cdc phan tir nho trc ché mién dich
(vi dy, azathioprin, cladribin, xyclophosphamit monohydrat, methotrexat), cac phan
tr nho chéng viém (vi duy, axit salixylic, axit axetylsalixylic, lisofylin, diflunisal,
cholin magie trisalixylat, salixylat, benorylat, axit flufenamic, axit mefenamic, axit
meclofenamic, axit triflumic, diclofenac, fenclofenac, alclofenac, fentiazac,
ibuprofen, flurbiprofen, ketoprofen, naproxen, fenoprofen, fenbufen, suprofen,
indoprofen, axit tiaprofenic, benoxaprofen, pirprofen, tolmetin, zomepirac,
clopinac, indomethaxin, sulindac, phenylbutazon, oxyphenbutazon, azapropazon,
feprazon, piroxicam, isoxicam), cdc phéan tit nho dugc su dung dé diéu tri céc rdi
loan cta hé than kinh (vi dy, ximetidin, ranitidin, famotidin, nizatidin, tacrin,
21inblasti, metrifonat, rivastigmin, selegilen, imipramin, fluoxetin, olanzapin,
sertindol, risperidon, valproat semisodi, gabapentin, carbamazepin, topiramat,
phenytoin), cdc phn tit nho dugc sir dung dé diu tri bénh ung thu (vi du,
vincristin, 21linblastin, paclitaxel, docetaxel, xisplatin, irinotecan, topotecan,
gemxitabin, temozolomit, imatinib, bortezomib), statin (vi duy, atorvastatin,
amlodipin, rosuvastatin, sitagliptin, simvastatin, fluvastatin, pitavastatin, lovastatin,
pravastatin, simvastatin), va cac din xuét cla taxan khac, cac phan tr nho duoc st
dung dé didu tri vi khudn lao tuberculosis (vi du, rifampixin), phan tir nho céac chét
khang ndm (vi dy, fluconazol), cac tac nhan chbng lo au phan tir nho va céc tac
nhén chéng co giat phan t nho (vi du, lorazepam), cac tdc nhan chbng cholinergic

phén ti nho (vi du, atropin), cac thubc chat chi van B phan tir nho (vi du, albuterol
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sulfat), cac chdt &n dinh dudng bao phéan tir nhé va céc tac nhan phan tir nho duge
st dung dé diéu tri bénh di ung (vi du, cromolyn natri), phan tir nho tdc nhan gy
mé va tic nhan chdng loan nhip tim phén ti nho (vi du, lidocain), phan tir nhé cac
chét khang sinh (vi dy, tobramyxin, xiprofloxaxin), cac chét chéng chimg dau nira
dau phan tr nho (vi du, sumatriptan), va céc thubc khang histamin phan t&t nho (vi

du, diphenhydramin). Theo cdc phuong an dugc wu tién, phén tir nho 12 epinephrin.

Téc nhan didu tri bénh theo sang ché ¢ thé duoc st dung trong da dé ngin
chan, chin doan, 1am gidm bét, diéu tri, hodc chita bénh. Cac vi du vé céc protein
va céc hop chét ¢ protein ma c6 thé duoc bao ché va duoc sir dung trong hé théng
phan phéi theo sdng ché bao gbém céc protein c6 hoat tinh sinh hoc hodc c6 thé dugc

st dung dé didu tri bénh hodc cac tinh trang bénh ly khac.

MBJi trong sb cac peptit, protein, va thudc phan tir nhé da dé cap o trén da
duoc biét va c6 ban trén thi trudng tir cdc nha san xuét va nguén khac nhau. Hon
nita, luong peptit, protein, hodc thudc phan tir nhé trong céc ché phim liéu luong c6
thé thay dbi phu thudc vao lugng chdp nhén duoc hién tai, nhu ciu cua dbi
tuong/bénh nhan (vi du, do tudi, stc khoe, trong lwong, ban chit va mtrc d6 cua

triéu triing), va cac yéu tb tuong tu.

T4c nhan didu tri bénh dwoc cung cAp bodi nha san xuit hodc ngudn thuong
mai thudng duge tao ra dudi dang bot dé hoa tan vao ché phém nhu dugc mo ta &
day. Nhidu k¥ thuat da biét c6 thé duoc st dung dé tao ra tac nhan dang bot dé hoa

tan.

Liéu ding thich hop bt ky clia peptit hodc céc peptit co thé dugc bao ché
trong cac ché phim 6n dinh theo sang ché. Nhin chung, peptit (hodc, theo cac
phuong an bao gdm hai hogc nhiéu peptit, mdi trong s6 céc peptit) c6 mit trong ché
pham véi lugng ndm trong khoang tir khoang 0,5 mg/mL dén khoang 100 mg/mL.
Theo mdt s6 phuwong 4n, peptit c6 mat trong ché pham véi luong ndm trong khoang
tir khoang 10 mg/mL dén khoang 60 mg/mL. Theo cac phuong 4n khéc, peptit ¢6
mit trong ché pham véi lugng ndm trong khoang tir khoang 20 mg/mL dén khoang

50 mg/mL. Theo cac phuong an khéc nita, peptit c6 mdt trong ché pham véi lugng
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nim trong khoang tir khoang 5 mg/mL dén khoang 15 mg/mL. Theo cac phuong 4n
khac nita, peptit c6 mit trong ché pham véi lugng nim trong khoang tir khoang 0,5
mg/mL dén khoang 2 mg/mL. Theo cic phuong 4n khac nira, peptit c6 mat trong
ché phdm véi lugng nim trong khoang tir khoang 1 mg/mL dén khoang 50 mg/mL.
Ngoai ra, s& 10 rang voi ngudi ¢ hidu biét trung binh rang liéu luong clia peptit c6
thé thay dbi phu thudc vao peptit duoc sir dung va bénh, roi loan hoic tinh trang
bénh Iy dugc diéu tri.

Theo mdt s6 phuong &n, cac ché pham theo séng ché con chira cht chdng oxy
héa. Theo cac phuong an khac, cac ché pham nay con chira chét tao chelat. Theo

cac phuong an khac nita, cac ché pham theo sang ché con chira chit bao quan.
II. Ché pham

Céc ché phdm theo sang ché gdm tac nhan diéu tri bénh c6 trong hé dung mdi
phan cuc khdng proton chira it nhét mot t4 duoc 6n dinh ion héa. Tac nhan didu tri
bénh ¢6 thé duge hoa tan (vi dy, duge hoa tan mot phéin ho#c toan bd) hodc dugce
tao hdn dich (hoan toan hodc mot phan) trong hé dung moi phén cuc khong proton.
Hon nita, ché phém ¢6 thé duogce tao clu tric dudi dang dung dich mdt pha, bot nhdo

hodc huyén phi dic, gel, nhii tuong, hogc hon dich.

Theo mdt sb phwong 4n, tdc nhan diéu tri bénh cé mit trong dung mdi phan
cuc khong proton tirc 1a “nguyén chit,” tic 13, khong chita ddng dung moi. Theo
cac phuong an khac, tdc nhan diéu tri bénh c6 mit trong hé dung mdi la hén hop
ctia hai hodc nhidu dung méi phan cuc khong proton (tirc 13, hé dung mdi phén cuc
khong proton). Mot vi du 1a hdn hop 75/25 (% thé tich/thé tich) ctia hon hop chira
DMSO va NMP. Theo mdt s phuong 4n, tuy nhién, ddng dung méi c6 thé duge st
dung, trong d6 trong mot hodc nhiéu dung mdi phan cuc khdng proton cé thé duogc
tron véi ddng dung mdi. Céc vi du khong gidi han vé cac dong dung moi gbm nuéc,
etanol, propylen glycol (PG), glyxerol, va hdn hop cua ching. Theo céc khia canh
nhét dinh, nudc co thé dugc loai trir hodc gidi han cu thé duéi dang ddng dung mdi,
tirc 1a ddng dung moi ndy ¢ thé 1a dong dung mdi khong chira nude. Déng dung

mdi cb thé c6 trong ché phim véi lugng nam trong khoang tir khoang 0,5% (trong
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luong/thé tich) dn khoang 50% (trong luong/thé tich), vi du, khoang 1%, khoang
5%, khoang 10%, khoang 15%, khoang 20%, khoang 25%, khodng 30%, khoang
35%, hodc khoang 40% (trong lwong/thé tich). Theo mot s6 phuong 4n, ddng dung
mdi c6 mit trong ché phdm véi luong nam trong khoang tir khoang 10% (trong
luong/thé tich) dén khoang 50% (trong luong/thé tich), tr khoang 10% (trong
luong/thé tich) dén khoang 40% (trong luong/thé tich), tr khoang 10% (trong
luong/thé tich) dén khoang 30% (trong lwong/thé tich), tir khoang 10% (trong
luogng/thé tich) dén khoang 25% (trong lwong/thé tich), tir khoang 15% (trong
lugng/thd tich) dén khoang 50% (trong lugng/thé tich), tir khoang 15% (trong
lugng/thé tich) dén khoang 40% (trong luong/thé tich), tir khoang 15% (trong
luong/thé tich) dén khoang 30% (trong lwong/thé tich), hodc tir khoang 15% (trong
lugng/thé tich) dén khoang 25% (trong lugng/thé tich).

Hon nita, cac ché phém theo sang ché c6 thé gém mot hodc nhidu céc ta duge
khac ngoai ta dugce 4n dinh ion hoéa. Theo mot s6 phuong 4n, céc t4 duge khac duge
chon tir duong, tinh bdt, ruou dudng, chét chéng oxy hoa, chét tao chelat, va chét
bao quan. Cac vi du vé céc ta duoc dudng thich hop gdm, nhung khong giéi han &
trehaloza, glucoza, sucroza, v.v... Céc vidu v& tinh bot thich hop dé 1am bn dinh ta
duge gdm, nhung khong gi6i han @, tinh bot hydroxyethyl (HES). Céc vi du vé
rugu dudng thich hop (cling dwoc dé cip dén duéi dang ruou polyhydric) dé 1am 6n
dinh ta duoc gém, nhung khong gi6i han ¢, manitol va sorbitol. Cac vi du. vé chét
chéng oxy héa thich hop gbm, nhung khong gi6i han ¢, axit ascorbic, xystein,
methionin, monothioglyxerol, natri thiosulphat, sulfit, BHT, BHA, ascorbyl
palmitat, propyl galat, N-axetyl-L-xystein (NAC), va Vitamin E. Céc vi du vé céc
chét tao chelat thich hop gém, nhung khong giéi han &, EDTA, mudi dinatri EDTA
(edetat dinatri), axit tartaric va mudi ctia ching, glyxerin, va axit xitric va mubi ctia
chung. Cac vi du vé cac mudi v6 co thich hop gém natri clorua, kali clorua, canxi
clorua, magie clorua, canxi sulfat, va magie sulfat. Cac vi du vé chét bao quan thich
hop gdm, nhung khdng giéi han &, ruou benzyl, metyl paraben, propyl paraben, va
hdn hop cua chung. Céac thanh phan ché phim bd sung gém thudc gy té cuc b,

lidocain ho#c procain nhu vdy. Theo mot s6 phuong 4n, t4 dugc lam én dinh bd
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sung ¢4 mit trong ché phim véi lugng nim trong khoang tir khoang 0.1% (trong
luong/thé tich) dén khoang 60% (trong luong/thé tich), tir khoang 1% (trong
luong/thé tich) dén khoang 50% (trong luong/thé tich), khoang 1% (trong
lwong/thé tich) dén khoang 40% (trong lwong/thé tich), khoang 1% (trong
luong/thé tich) dén khoang 30% (trong lwong/thé tich), khoang 1% (trong
lwong/thé tich) dén khoang 20% (trong luong/thé tich), khoang 5% (trong
lwong/thé tich) dén khoang 60% (trong lwong/thé tich), khoang 5% (trong

lwong/thé tich) dén khoang 50% (trong luong/thé tich), khoang 5% (trong

g & 8 8 &g g &

luong/thé tich) dén khoang 40% (trong luong/thé tich), khoang 5% (trong
luong/thé tich) dén khoang 30% (trong luong/thé tich), tir khoang 5% (trong
luong/thé tich) dén khoang 20% (trong luong/thé tich), tir khoang 10% (trong
lugng/thd tich) dén khoang 60% (trong luong/thé tich), tir khoang 10% (trong
luong/thé tich) dén khoang 50% (trong luong/thé tich), tir khoang 10% (trong
lwong/thé tich) dén khoang 40% (trong luong/thé tich), tir khoang 10% (trong
luong/thé tich) dén khoang 30% (trong luong/thé tich), hodc tir khoang 10% (trong
lwong/thé tich) dén khoang 20% (trong luong/thé tich). Theo mdt s6 phuong 4n, ta
duoc 1am bn dinh bd sung c6 mit trong ché phém véi luong 1a khoang, tdi da, hodc
itnhdt1a 1,2, 3,4, 5,6, 7, 8,9, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50, 55, hodc 60%
(trong lwong/thé tich).

III. Phuong phap diéu tri bénh

Theo mot khia canh khéc, séng ché dé xuét phuong phap didu tri bénh, tinh
trang bénh ly, hodc r6i loan béng céch cho d6i tuong str dung tac nhan diéu tri bénh
dé diéu tri bénh, tinh trang bénh 1y, hodc 161 loan trong ché phém 4n dinh nhu duoc
mod ta & day voi lugng hitu hiéu dé diéu tri, lam giam bét, hodc ngin nglra bénh,

tinh trang bénh 1y, hodc rbi loan.

Theo mdt sd phuong an, phuong phap diéu tri bénh theo sang ché bao gdm
bude didu tri ching giam glucoza huyét bang céch cho d6i tuong bi giam glucoza
huyét sir dung tic nhan didu tri bénh dé lam giam glucoza huyét trong ché pham 6n
dinh nhu duge md ta & ddy voi lugng hitu higu dé diu tri ching giam glucoza

huyét. Theo mot s6 phuong é4n, dbi twong tur dugc cho st dung ché phim 6n dinh
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chita glucagon. Theo céac khia canh nh4t dinh, ching giam glucoza huyét c6 thé
duge gly ra boi bénh dai dudng hodc bénh khong li€n quan dén bénh dai duong,
tinh trang bénh ly, va ri loan.

Nhu dugc mé ta bdi Workgroup of the American Diabetes Association and
the Endocrine Society, (Seaquist, et al, (2013), Diabetes Care, Vol 36, cac trang
1384 - 1395) vé gi4 tri mot ngudng cua ching giam glucoza huyét d6i véi ndng do
glucoza trong huyét twong ma dinh rd chimg gidm glucoza huyét & bénh dai duong
thuong khong dugc chi dinh do ngudng glyxemic d6i v6i cac tridu trimg cua ching
giam glucoza huyét (trong s6 cac dap tmg khac) thay d6i @& lam giam ndng d6
glucoza trong huyét twong sau chimg gidm glucoza huyét ngay truée d6 va d6i véi
ndéng d glucoza trong huyét tuong cao hon & bénh nhén bi bénh dai dudng duoc
kiém so4t kém va ching giam glucoza huyét hiém khi xay ra.

Tuy nhién, gid tri canh bao c6 thé dinh r3 ring viéc chi y dén ca bénh nhan va
diu dudng vién dén su t6n hai c6 thé ¢6 lién quan dén ching giam glucoza huyét.
Bénh nhén c6 nguy co bi gidm glucoza huyét (tc 13, cac bénh nhan dugc diéu tri
bang sulfonylure, glinit, hodc insulin) nén dugc canh bdo vé kha ning tién trién
chirng giam glucoza huyét & ndng d6 glucoza trong huyét twong tu kiém tra - hoic
glucoza duéi da kiém tra glucoza lién tuc bang < 70 mg/dL (< 3,9 mmol/L). Do n6
cao hon ngudng glyxemic dbi véi cac triéu trimg & cac ca thé khong bi bénh dai
dudng va céc c4 thé bi bénh dai duong duge kiém soét tot, thudng cho phép thoi
gian dé ngin chin giai doan giam glucoza huyét 1am sang va tao ra bién nao d6 doi

v&i d6 chinh xé4c han ché cia thiét bi theo d&i & cac mirc glucoza thép.

Tinh trang cta ching gidm glucoza huyét nghiém trong 12 mot trudng hop can
dén su hd tro ctia mdt ngudi khac dé sir dung tich cuc hydrat cacbon, glucagon,
hodc thuc hién céc hoat dong hi€u chinh khac. Néng d6 glucoza trong huyét tuong
c6 thé khéng c6 san trong mdt trudng hop, nhung viéc khdi phuc hé than kinh sau
khi tra lai glucoza trong huyét tuong dén mtc binh thudng duogc xem 12 bang ching
ddy du rang truong hop ndy dugce gdy ra boi ndng do glucoza trong huyét twong
thip. Thong thudng, cac trudong hop ndy bt dAu xuét hién & ndng do glucoza trong

huyét tuong < 50 mg/dL (2,8 mmol/L). Chimg giam glucoza huyét & muc triéu
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trimg d& dugc ching minh bang tai liéu 12 mot truong hop trong khi cac triéu trimg
dién hinh cta ching giam glucoza huyét di kém véi ndng d6 glucoza trong huyét
tuong dugc do < 70 mg/dL (< 3,9 mmol/L). Chitng gidm glucoza huyét khong c6
triéu trimg bi bénh 1a mot trudng hop khong di kém véi céc trigu trung dién hinh
ctia ching giam glucoza huyét nhung véi ndng d6 glucoza trong huyét twong duoc
do <70 mg/dL (< 3,9 mmol/L). Ching giam glucoza huyét & mirc triéu trimg c6 thé
xay ra la mét truong hop trong khi cic tri€u tring dién hinh cho chimg giam
glucoza huyét khong di kém véi viéc x4c dinh glucoza trong huyét twong nhung ¢
1& duge gdy ra boi ndng d6 glucoza trong huyét twong < 70mg/dL (< 3,9mmol/L).
Chung giam glucoza huyét gia 13 mot trudng hop trong d6 ngudi bi bénh dai duong
b4o cdo triéu trimg bit ky trong sd cic triéu tring dién hinh cta ching giam
glucoza huyét v6i nong do glucoza trong huyét twong dugc do > 70 mg/dL ( >

3,9mmol/L) nhung dat dén murc do.

Con dugc bao gém trong cac chi din c6 thé duogc didu tri boi sang ché 1a su
suy giam tuy dong c6 lién quan dén ching giam glucoza huyét (HAAF). Nhu dugce
md ta boi Philip E. Cryer, Perspectives in Diabetes, Mechanisms of Hypoglycemia-
Associated Autonomic Failure and Its Component Syndromes in Diabetes,
Diabetes, Vol. 54, pp. 3592-3601 (2005), “ching gidm glucoza huyét do diéu tri
ngay trudc do gay ra ca su didu hoa nguoc glucoza khuyét (bang cach 1am giam cac
dap ung vdi epinephrin d6i v6i mirc da cho cua ching giam glucoza huyét sau d6
khi thiét dit cac lwong giam khong ton tai trong insulin va lugng gia khong tn tai
trong glucagon) va sy khong cé y thirc vé chimg giam glucoza huyét (bang cach
lam gidm su giao cam thugng thin va cac dap Ung triéu trimg tao md than kinh tao
thanh ddi v6i mic da cho cta chitg gidm glucoza huyét sau d6) va do d6 vong
ludn quén cta chimg giam glucoza huyét.” HAAF anh hudng bdi bénh dai dudng
typ 1 va typ 2 tang cudng. Ngoai ra, sang ché ciing c6 thé diéu tri ching gidm

glucoza huyét & bénh nhén sau khi cly té bao tiéu dao.

Céc ché phdm theo sang ché ciing c6 thé dugc st dung dé diéu tri ching gidm
glucoza huyét do ting insulin huyét, d cap nhiéu dén tinh trang bénh ly va cac tac

dong clia mirc glucoza trong méu thap gy ra boi sy tang insulin qua mic. Loai

-30-



36235

giam glucoza huyét do ting tit insulin huyét ning, nhung dién hinh 13 thoang qua,
phé bién nhét phat sinh tir viéc s dung insulin ngoai sinh & bénh nhan bi bénh dai
duong typ 1. Loai giam glucoza nay c6 thé dugc xac dinh 1 chimg giam glucoza
huyét do st dung thudc, va 1a yéu t5 han ché su kiém soéat duong huyét cua bénh
dai duong typ 1 va typ 2. Ching gidm glucoza huyét v& dém (ha dudng huyét ban
dém) 1a mét dang ha duong huyét do st dung thubc gy ra phd bién phat sinh &
nhitng bénh nhin dung insulin ngoai sinh. Tuy nhién, chimg gidm glucoza huyét do
tang insulin huyét cing c6 thé phét sinh do insulin ndi sinh, vi du trong ching ting
tiét insulin bAm sinh, u insulin (cac khdi u tiét insulin), chimg giam glucoza huyét
do tip luyén gy ra va ching gidm glucoza huyét phan tmg. Chung gidm glucoza
huyét phan tmg la chimg giam glucoza huyét khong do bénh dai dudng, va do
dudng trong mau thap xudt hién sau bita an - thuong trong khoang bbn gid sau khi
an. Chung giam glucoza huyét phan tng cfing c6 thé dugc dé cap dén dudi dang
chimng giam glucoza huyét sau dn. Céc triéu tring va dau hiéu cta chimg giam
glucoza huyét phan {mg c6 thé bao gdm tinh trang doi, tinh trang yéu 6t, sy run,
budn ngu, d8 md hoi, hdn loan va lo du. Phiu thuat da day (vi du, phﬁu thuat giam
cén) 1a m6t nguyén nhan co thé ¢6, do thirc dn phiu thuit sau d6 c6 thé chuyén qua
nhanh vao rudt non. Cac nguyén nhan bd sung bao gébm céac thiéu hut enzym lam

cho co thé kho nghién thitc an, hoic ting tinh nhay d6i v6i hormon ephinephrin.

Theo mot sb phuong 4n, bénh, tinh trang bénh ly, hodc r6i loan dugc didu tri
bang ché pham 6n dinh theo sang ché 1 tinh trang bénh ly dai duong. Céac vi du vé
tinh trang bénh ly dai dudng gém, nhung khong gidi han ¢, bénh dai dudng typ 1,
bénh dai duong typ 2, bénh dai duong thai ky, bénh tién d4i duong, chimg ting
glucoza huyét, chimg giam glucoza huyét, va hdi chimg chuyén héa. Theo mot s6
phuong &n, bénh, tinh trang bénh ly, hodc r6i loan 13 chimg gidm glucoza huyét.
Theo mot s6 phuong an, bénh, tinh trang bénh 1y, hodc 161 loan 1 bénh dai duong.

Theo mdt sd phuong 4n, phuong phap diéu tri bénh theo sang ché bao gdm
buéc didu tri bénh dai duong bing cach cho ddi tugng bi bénh dai dudng st dung
tac nhan didu tri bénh trong ché phdm 6n dinh nhu dugc md ta & déy voi lugng hitu

hiéu dé diéu tri bénh dai dudng. Theo mot sb phuong an, dbi tuong nay duge cho
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sit dung ché phim 6n dinh chira insulin. Theo mot s6 phuong 4n, d6i tuong dugc
cho st dung ché phim 6n dinh chira pramlintit. Theo mot s6 phuong 4n, ddi tugng
dugc cho sit dung ché phim bn dinh chtra insulin va pramlintit. Theo mot s6
phuong an, dbi twong duoc cho st dung ché phém 4n dinh chira exenatit. Theo mot
s6 phuong 4an, d6i tugng dugce cho st dung ché phidm 6n dinh chira glucagon va

exenatit.

Theo cac khia canh nhit dinh, epinephrin c6 thé dugc sir dung cho ddi tugng
¢ nguy co hodc bi nghi ngd phan vé. Epinephrin dugc chi dinh la phuong phap
didu tri ndi bat clia cac phan tng di tng typ I ma co thé xuét hién tir nhiéu ngudn,
gbm, nhung khéng gidi han &, thuc phdm, thudc va/hodc céc chat gy di img khéc,
liu phap mién dich gdy di ing, chét kiém tra chin doan, ngdi con tring va vét can,

va phan vé tu giac hodc do tip luyén gly ra.

Liéu lugng dugc stt dung d6i véi peptit hodc thudc phan tir nhd nhu duge md
ta & day dé diéu tri bénh, tinh trang bénh ly, hodc 161 loan (vi dy, tinh trang bénh ly
dai duong, chung gidm glucoza huyét, hodc phan v&) phu hop véi cac lidu lwong va
ché d theo lich trinh duge thuc hién béi ngudi ¢ hidu biét trung binh vé linh vuc
k¥ thuat nay. Huéng dan chung vé tht ca cac tac nhan dugc 1y duge st dung trong
cac phuong phap ndy duoc dé xudt trong Goodman and Gilman's The
Pharmacological Basis of Therapeutics, 11 th Edition, 2006, supra, va trong
Physicians' Desk Reference (PDR), vi du, trong the 65th (2011) hoac 66th (2012)
Eds., PDR Network, LLC, mdi tai lidu dugc dua vao day bé'lng cach vién dan. Liéu
luong thich hop cua thube peptit dé diéu tri bénh, tinh trang bénh ly, hodc 161 loan
nhu duge mo ta & diy sé thay ddi theo cac yéu t& khac nhau, gdm sy bao ché ché
phﬁm, dap Ung cla bénh nhén, tinh nghiém trong cla tinh trang bénh ly, trong
lugng cua dbi tuong, va quyét dinh cta bac sy k& don. Cac liéu hitu hiéu cua cac
ché pham dugc mo ta& phén phéi lugng thudc peptit c6 hiéu qua v& mit y té. Liéu
lwong ¢6 thé dugc ting 1én hodc giam di theo thoi gian, nhu duge yéu cAu boi ting

bénh nhan ho#ic dugce xac dinh boi nhan vién'y té.

Viéc x4c dinh luong hodc lieu luong hitu hi€u s€ nam trong kha nang cua

ngudi 6 hiéu biét trung binh, ddc biét déi véi phan mo ta chi tiet duge dé xuat &
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day. Nhin chung, cac ché phim d& phan phdi cic lidu lwong ndy c6 thé chira mét,
hai, ba, bdn, hoic nhidu phan tr nho, peptit, hodc cac chit tuong tu peptit (nodi
chung 13 “peptit,” trir khi cac chét twong tu peptit duoc loai trir mdt cach rd rang),
trong d6 mdi peptit c6 mat & ndéng do tir khoang 0,1 mg/mL 1én dén gidi han hoa
tan cta peptit trong ché phim. Nong d6 nay t5t hon 13 nam trong khoang tr khoang
1 mg/mL dén khoang 100 mg/mL. Theo céc khia canh nhit dinh, ndng d6 nay la
khoang 1 mg/mL, khoang 5 mg/mL, khoang 10 mg/mL, khoang 15 mg/mL, khoang
20 mg/mL, khoing 25 mg/mL, khoang 30 mg/mL, khoang 35 mg/mL, khoang 40
mg/mL, khoang 45 mg/mL, khoang 50 mg/mL, khoang 55 mg/mL, khoang 60
mg/mL, khoang 65 mg/mL, khoang 70 mg/mL, khoang 75 mg/mL, khoang 80
mg/mL, khoang 85 mg/mL, khoang 90 mg/mL, khoang 95 mg/mL, hodc khoang
100 mg/mL. C4c ndng do cta cac phan tir nho da biét d6i v6i nhan vién y t€ va co
thé duoc thiét 1ap va thuc hién bﬁng cach st dung phﬁn mb ta dugc dé xuit ¢ day,
vi du, tir 0,01 mg/ml dén 500 mg/ml, hodic & cac lidu lugng bang 5, 10, 25, 50, 75,
100, 200, 500, dén 1000 mg bao gém tAt ca cac gia tri va c4c khoang gia tri trong
do.

Céc ché phim theo séang ché c6 thé dugc ding duéi da, trong da, hodc trong
co (vi du, bang cach tiém hodc bing cach truyén). Theo mdt s6 phuong 4n, ché
phadm nay dugc dung dudi da. Ché phim nay ciing c6 thé duoc phan phédi qua da,
nhu bé“tng cach bdi cuc bd ché phém 1én da (vi duy, rac ché phém l1én da hodc nap ché

pham 1én trén miéng dap da va dan miéng dan da 1én da).

Céc ché phdm theo séng ché c6 thé duoc sir dung bang cach truyén hodc tiém
bang cach st dung dung cu thich hop bat ky. Vi duy, ché phim theo sang ché c6 thé
dugc dit vao éng tiém (vi du, 6ng tiém duogc db dﬁy trude), dung cu phun dang bit,
dung cu ty phun, hodc dung cu bom. Theo mot s6 phuong 4an, dung cu phun 1a dung
cu bom phun da 1iéu hodc dung cu tu phun da lidu. Ché phém ¢6 trong dung cu theo
kidu nhu vdy 13 ché phim c6 thé d& dang chay khoi kim tiém khi khéi dong thiét bi
phun, nhu but tiém epinephrin tw dong, dé phan phéi thubc peptit. Dung cu tu
tiém/b1t thich hop gém, nhung khéng giéi han &, cac dung cu tu tiém/but duge san
xuft boi Becton-Dickenson, Swedish Healthcare Limited (SHL Group), YpsoMed
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Ag, va cac cdng ty tuong tur. Dung cu bom thich hgp gém, nhung khong gidi han 6,
cac dung cu bom dugc san xuit boi Tandem Diabetes Care, Inc., Delsys

Pharmaceuticals va cac cong ty tuong tu.

Theo mdt s§ phuong 4n, cic ché pham theo sing ché dugc tao ra dé dang dé

stt dung trong lo nho, éng, hodc dng tiém dugc d6 day trude.

Theo mét sd phuong an, ché phém 6n dinh duoc st dung d8 bao ché thube dé
didu tri chimg giam glucoza huyét. Theo mot s6 phuong 4n, ché phim 6n dinh nay
chira glucagon hoic mudi ctia né (vi dy, glucagon axetat). Theo mot s6 phuong 4n,

ché phim n dinh bao gdm glucagon va exenatit.

Theo mdt sb phuong an, ché phém 4n dinh duoc st dung dé bao ché thube dé
didu tri bénh dai dudng. Theo mdt sb phuong an, ché phidm 6n dinh chira insulin.
Theo mdt s6 phuong an, ché pham dn dinh chira exenatit. Theo mot s§ phuong an,
ché phdm 4n dinh chita pramlintit. Theo mot sd phuong 4n, ché pham On dinh chia

insulin va pramlintit.
I'V. B¢ kit/vat chira

Bo kit cling dugc du tinh 13 duge sit dung theo cac khia canh nhét dinh ca
sang ché. Vi dy, ché phdm theo sang ché c6 thé dugc bao gdm trong bd kit. B kit
6 thé bao gém vat chra. Theo mot khia canh, vi du, ché phém ¢ thé duoc chira
trong vat chira di dugc st dung cho ddi tugng ma khong hoan nguyén hoic pha
lofing ché pham. Tt 13, ché phim dugc st dung c6 thé duoc bao quan trong vat
chra va d& dang duoc sir dung néu can. VAt chita ndy c6 thé 14 dung cu. Dung cu ¢
thé 1a 6ng tiém (vi du, 6ng tiém duoc d6 da“ly truéce), dung cu phun dang but, dung
cu tu phun, dung cu cé thé bom hoic st dung ché phﬁm (vi dy, bom ngoai tu dong
hodc khong ty ddng, bom c6 thé céy vao co thé, v.v..) hodc tai truyén. Dung cu tu
phun/but ty dong gém, nhung khong gidi han &, cac dung cu tu phun/but dugc san
xuét boi Becton-Dickenson, Swedish Healthcare Limited (SHL Group), YpsoMed
Ag, va cac cong ty tuong tu. Cac dung cu bom thich hop gbm, nhung khong giéi
han 6, cac dung cy bom dugc san xuat béi Tandem Diabetes Care, Inc., Delsys

Pharmaceuticals va cac cong ty tuong tu.
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Vi du thwe hién sing ché

Nhiéu ché phdm chira peptit va phan tit nhé duge didu ché bang cach sir dung
cac phuong phap duge bdc 10 trong sang ché va ciing thong qua cac phuong phép
duogc boc 16 trong tinh trang k¥ thudt (vi dy, hoa tan truc tiép peptit trong hé dung
mdi phan cuc khong proton, va 1lam khd peptit tir dung dich dém trong nudc trude
khi hoa tan trong hé dung moi phan cuc khong proton). Nhu dugce thé hién trong
céc vi du dudi day, cac ché phim duoc didu ché bing cac phuong phap theo séng
ché tao ra d6 6n dinh vat ly va héa hoc ma da vugt qua duge quan sat thong qua su

hoa tan truc tiép bot peptit trong hé dung moi phan cyc khong proton.

Mot sb phuong 4n cua sang ché s& dugc mé ta chi tiét hon béng cac vidu cu
thé. Céc vi du sau day dugc cung cép chi nhim muc dich minh hoa, va khong duoc
ding d& gi6i han sang ché theo cach bt ky. Vi du, ngudi ¢6 hiéu biét trung binh
trong linh vue k¥ thuit ndy s& dé dang nhan ra rang cac thong s6 théng thudng khic

nhau c6 thé dugc thay dbi hodc dugce cai bién v& co ban tao ra cac két qua tuong tu.
Vidul

Trong vi du nay, dung dich glucagon dugc didu ché bang cach hoa tan glyxin
hydroclorua (CAS s 6000-43-7) truc tiép trong DMSO (CAS ad 67-68-5) & céc
nff)ng d6 5 mM, 10 mM, va 20 mM, sau d6 hoa tan bot glucagon (MW = 3483
g/mol; Bachem AG, san pham s6 4074733) dén ndng do peptit bang 5 mg/mL. Céc

dung dich mau da diéu ché duogc thé hién trong bang 1:

Bang 1: Céc dung dich miu glucagon dugc diéu ché bang cach hoa tan ca glyxin

hydroclorua va bdt glucagon truc tiép trong DMSO

Nong d6 glucagon Dung mdi T4 duge duoc bd sung

5 mg/mL DMSO Glyxin Hydroclorua 5 mM
5 mg/mL DMSO Glyxin Hydroclorua 10 mM
5 mg/mL DMSO Glyxin Hydroclorua 20 mM
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Phwong phép sic ky léng hiéu suit cao pha dao (RP-HPLC) duoc st dung dé
danh gia d6 on dinh héa hoc 12 phuong phap gradien véi cac pha dong A va B
tuong tmg gdm c6 0,1% (thé tich/thé tich) TFA (axit trifloaxetic) trong nudc va
0,1% (thé tich/thé tich) TFA trong axetonitril. Co&t C8 (BioBasic™-8;
ThermoScientific) (4,6 mm I.D. x chiéu dai 250 mm, ¢& hat 5 pm) duge st dung
v6i nhidt d6 cot bang 37°C, tbc d6 dong 1,0 mL/phit, thé tich phun mau 6-pL va

bude song phat hién 280-nm.

Ché phdm miu dugc diéu ché bing cach bién ddi ndéng do cta glyxin
hydroclorua dugc bit kin trong cac lo nho CZ 2-mL (Crystal-Zenith, West
Pharmaceuticals, PA, USA) véi cac nut cao su duge phtt FluroTec® 13-mm (nut cao
su butyl dwoc phil bing mang flocacbon, dugc san xuét béi West Pharmaceuticals)
va dugc bao quan & nhiét d6 40°C trong thoi gian 6 tudn. Cac dung dich duge so
sanh v&i 5 mg/mL ché phdm glucagon duoc didu ché thong qua viéc siy kho (lam
khé lanh) tir dung dich dém khong d& bay hoi va hoan nguyén trong DMSO (céc
cong thirc ghi nhé d6 pH dugc mé ta trong Prestrelski ‘644), hodc bang cach hoa
tan truc tiép bot glucagon trong DMSO (phwong phép ndy dugc mé ta trong
Stevenson ‘547). Do 6n dinh ctia ché phdm dwgc danh gid thong qua RP-HPLC
nhu dwoc md ta & trén va duoc thé hién dudi dang d6 tinh khiét cta glucagon trong

bang 2.

Viéc quan sat bang mét thudng chi ra ring sau sau tudn (42 ngay) bao quan &
nhiét 46 40°C, dung dich miu chita glyxin hydroclorua dudi dang té duoc ché pham
van trong va khong mau, va khong cé bat ky su két tia va/hoic gelatin héa nao.

Bang 2: D6 6n dinh (dugc cung cAp dudi dang d6 tinh khiét cua peptit) ctia 5
mg/mL dung dich glucagon dugc bao quan ¢ nhiét 4o 40°C
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Nong d6 glyxin HCI ]SIE)I nhé do Hoa tan truc tiép
?i;ef thoil s M [10mM  |20mM | Chéphdm | Trong DMSO
Ngay 1 | 100% 100% 100% 100% Gel duoc tao ra

Ngay 14 | 99,7% 99,5% 99,3% 99,4%

Ngay 42 | 97,8% 97,0% 97,0% 96,8% ---

Trong thdi gian 24 gid & nhiét d6 trong phong, 5 mg/mL dung dich glucagon
(x4p xi 0,45% trong lugng/trong lugng) dugc didu ché bang cach hoa tan truc tiép
bét glucagon trong DMSO thé hién su két tu vat ly, nhu duge luu y bang su tao
thanh cta vat liéu khong hoa tan (FIG. 1). Ngugc lai, dung dich dugc didu ché béng
5 mg/mL bdt glucagon dugc hoa tan trong DMSO véi sy ¢6 mit cta glyxin HCI 5,0
mM vAn trong (tirc 12 khong c6 két tia) va khong mau trong sudt giai doan 1 (6 tudn
O nhiét do 40°C). Ché phém glucagon dugc lam khé lanh truéc d6 tir dung dich
dém trong nuéc (46 pH=3,0) chtra 1,0 mg/mL glucagon, 2,0 mM glyxin va 1,0%
(trong lwong/thé tich) trehaloza truéc khi hoan nguyén dén ndng d6 ban dau glp 5
1an bing DMSO (tic 13, ché phim trong hé dung mdi phén cuc khong proton sau
khi hoan nguyén 1a glucagon 5,0 mg/mL, glyxin 10,0 mM, va trehaloza 5,0% (trong
lwong/thé tich)) ciing thé hién d6 tinh khiét ctia glucagon bing xap xi 97% sau sau
tudn bao quan & nhiét do 40°C.

Ché phdm duoc didu ché bang phwong phap theo sdng ché tao ra d6 6n dinh
dugc ting cudng so véi cac phuong phéap trong tinh trang k¥ thuat vé viéc hoa tan
truc tiép bot peptit trong dung moi phan cuc khong proton. Hon nifa, cic ché phim
theo sang ché c¢6 thé tao ra mdt con dudng khac dé diéu ché ché phdm glucagon 6n
dinh, c6 dd dam dic cao trong hé dung mdi phan cyc khong proton ma khong can
sdy kho peptit tir dung dich dém trong nudc trude khi hoan nguyén bdt trong hé
dung méi phan cuc khong proton.

Vidu2

Trong vi du nay, dung dich glucagon dugc didu ché & ndng d6 bang 5 mg/mL

bang cach hoa tan bot glucagon (Bachem AG, san phim s6 4074733) trong DMSO
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ma duge bao gdm céc nong d6 khic nhau cua axit clohydric duoc bd sung, nim
trong khoang tir 0,001 M (1 mM) dén 0,01 M (10 mM). Dé giam thiéu luong nudc
duge b sung vao ché phdm, HC1 5 N duogc sir dung dé diéu ché HC1 10 mM va 5,6
mM trong dung dich DMSO, trong khi HCI 1 N dugc st dung dé diéu ché cac dung
dich 3,2 mM, 1,8 mM, va 1,0 mM. Nhu 12 mét vi dy, HCI 10 mM trong dung dich
DMSO duogc didu ché bang cach bd sung 20 pL HCl 5 N vao 9,98 mL DMSO
(nguyén chét), trong khi HC1 1,0 mM trong dung dich DMSO duoc didu ché bang
cach bd sung 10 pL HCI 1 N vao 9,99 mL DMSO (nguyén chat). Cdc miu cta mdi
ché phim dugc bao quéan trong céc lo nhé CZ 2 mL (0,5 mL mAu trén mdi lo nho)
va dugc u ¢ nhiét 6 40°C.

Sau ca 28 va 58 ngay bao quan, do dn dinh héa hoc ciia peptit duge danh gia
béng RP-HPLC va dd tinh khiét dugce bio céo trong bang 3. Viéc bd sung HCI 1,0
mM la chua da dé ngin chin su tao thanh cla céc khéi két tu khong hoa tan trong 5
mg/mL dung dich glucagon, va do d6 do dn dinh héa hoc cia cic miu ndy chua
duge do. Nguge lai, phan tir glucagon thé hién su thoai bién hoa hoc twong dbi
nhanh khi HCI 10 mM dugc bb sung vao dung dich. Viéc lam gidm néng a6 HCI
duoc bd sung trong dung dich 1am ting toan bo do 4n dinh cta phan tir glucagon,
v6i cac dung dich HCI 3,2 mM va 1,8 mM thé hién do 6n dinh cao nhét trong

khoang thoi gian dugc nghién curu.

Bang 3: P9 6n dinh (dwoc cung cép dud6i dang do tinh khiét ctia peptit) ctia dung
dich Glucagon-DMSO 5 mg/mL dugc bao quan & nhiét do 40°C

Glucagon Eg Slll]nzuqc Ngay 28 Ngay 58
5mg/mlL | 10,0mM | 36,9% 0%

5mg/mL | 5,6 mM 90,8% 85,3%
5mg/mL |3,2mM 98,0% 96,8%
5mg/mL | 1,8 mM 98,3% 97,4%
om0t | e GRS
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Vidu3

Dung dich miu duoc didu ché bang cach hoa tan bot glucagon (Bachem AG,
San phdm s& 4074733) dén ndng d6 bang 5 mg/mL trong DMSO ma chita cac ndng
d6 duoc bd sung khac nhau ctia glyxin hydroclorua (CAS s6 6000-43-7), betain
hydroclorua (CAS sé 590-46-5), hogc axit clohydric (1 N; CAS s6 7647-01-0). Céc
ndng d6 khac nhau cua mdi t4 duoc 6n dinh ion héa duoc st dung dé didu ché cac
ché phédm miu duoc liét ké trong bang 4. Cac mAu ciia mdi ché phim duoc bao
quan trong cac 1o nhod CZ va duge G ¢ nhiét d6 40°C. Sau 28 ngay bao quan do 6n
dinh héa hoc cua peptit glucagon duogc danh gia bing RP-HPLC va d6 tinh khiét
duoc bao céo trong bang 4. Vi du ndy ching minh réng kha ning chuyén proton clia
t4 duoc n dinh ion héa bd sung (tic 13 ‘dd bén’ cia nd) co thé anh huong dén ndng
d6 can thiét dé 1am 6n dinh phan tir diéu tri bénh. Glucagon dugc chon 1a peptit
mau do xu huéng tao gel ctia né (tic 1a tao ra cic khéi két tu khong hoa tan) khi
phan tir ndy khéng du d& bd sung proton vao. Nodng d6 1én dén 2 mM glyxin
hydroclorua 1a chua du dé ngan chin sy tao thanh cta céc khéi két tu khong hoa tan
trong dung dich, du ndng d6 ndy cia ca betain hydroclorua va axit clohydric 1a du
dé ngan chin su tao thanh cua céc khéi két tu khong hoa tan sau 28 ngay bao quan
& nhiét do 40°C.
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Bang 4: D6 n dinh (dugc cung cAp duéi dang % d6 tinh khiét ctia peptit) ctia dung
dich Glucagon-DMSO 5 mg/mL dugc bao quan ¢ nhiét d6 40°C trong thoi gian 28

ngay
Bot Tadugedn | NoP&A0 o/ po tinh khiét
C . . dugc bd \ .
glucagon | dinh ion héa cua peptit
sung
. Céc khoi két tu
5mg/mL | Glyxin HCI 0,5 mM khong hoa tan
. Céac khoi ket tu
5 mg/mL | Glyxin HCI 1,0 mM khong hoa tan
. Céc khoi ket tu
5 mg/mL | Glyxin HCI 2,0 mM khong hoa tan
5mg/mL | Glyxin HCI 3,0 mM 98,5%
5 mg/mL | Glyxin HCI 4,0 mM 98,6%
5mg/mL | Glyxin HCI 5,0 mM 99,1%

Céac khdi két tu

5mg/ml. | Betain HCI 0,5 mM khong hoa tan

5 mg/ml. | Betain HCI 2,0 mM 98,6%
5 mg/mL | Betain HCI 5,0 mM 98,4%

Céc khdi két tu
5mg/mL. | HCI 1,0 mM khong hoa tan
5mg/mlL. | HCI 1,8 mM 98,3%
5mg/mL | HCI 3,2 mM 98,0%

Vidu4

Céc vi du sau day ching minh d6 6n dinh ctia dung dich glucagon dugc diéu
ché theo phuong phép cua sang ché véi su c6 mit cia thanh phan ché phim dugc
bd sung (vi dy, cc tic nhan bét hoat, t& duoc). Dung dich mau duge didu ché bang
cach hoa tan bdt glucagon (Bachem AG, san phim sb 4074733) dén ndng do bang 5
mg/mL trong DMSO ma chtta khoang 3,2 mM HCl duogc b sung (tir dung dich gbc
chtta HC1 1 N). Céc ndng d6 khac nhau ctia hoi 4m dugc bd sung vao dung dich
ndy, cling nhu 5,5% (trong lwong/thé tich) manitol (CAS s6 69-65-8), va 1% (thé
tich/thé tich) ruou benzyl (CAS s6 100-51-6). Cac méu thu nghiém dugc nghién

ctru duoc liét ké trong bang 5.
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Céac mAu cta mdi ché pham dugc bao quan trong céc lo nhd CZ va duge G &
nhiét d6 nhiét d6 trong phong (tir 22 dén 23°C). Sau 180 ngay bao quan do 6n dinh
héa hoc cua peptit glucagon dugc danh gia bang RP-HPLC (theo phuong phap
dugc mo ta trong vi dy 1) va do tinh khiét ctia glucagon dugc béo céo trong bang 5.
Vi du nay chimg minh ring cc thanh phan ché phim b6 sung (vi dy, hoi 4m, céc
tac nhan bét hoat, t4 duoc) c6 thé dugc bao gdm trong ché phdm va vin tao ra ché
phim 6n dinh sau x4p xi 6 thang bao quan & nhiét do nhiét do trong phong.

Bang 5: D6 6n dinh ctia dung dich Glucagon-DMSO 5 mg/mL duoc bao quan &
nhiét do nhiét do trong phong trong thoi gian 180 ngay. Do 4n dinh duoc tao ra dd
tinh khiét ctia glucagon duéi dang phén tram nhw dwoc danh gid bang RP-HPLC

Eéf ?uizqc Manitol | o 1 benzyl | % D6 tinh
Glucagon {)%Iill]nc;uqc (% the g?ogg/?}%é (% .thév khiét ctia

tich/thé tich) tich/thé tich) | glucagon

tich)
5mg/mL | 3,2 mM 0% 0% 0% 98,2
5mg/mL | 3,2 mM 1% 0% 0% 98,3
Smg/mlL |3,2mM 3% 0% 0% 98,1
5mg/mL | 3,2mM 5% 0% 0% 98,4
5mg/mL | 3,2mM 1% 5,5% 0% 98,6
5mg/mlL | 3,2mM 3% 5,5% 0% 97,7
5mg/mL | 3,2mM 5% 5,5% 0% 98.9
5mg/mL | 3,2mM 1% 5,5% 1% 95,3
5mg/mL | 3,2mM 3% 5,5% 1% 96,9
Smg/mlL | 3,2mM 5% 5,5% 1% 97,1
Vidu5

Vi du sau day ching minh su anh hudng ctua ndng d6 peptit ddi véi luong ta

duoc 6n dinh ion hoa can thict d€ lam 6n dinh ché pham.

Dung dich mau duge diéu ché bang cach hoa tan bot glucagon & céc néng do

nim trong khoang tir 20 dén 50 mg/mL (Bachem AG, san pham s6 4074733) trong
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DMSO chtra cic ndng dd khac nhau ctia HC1 duoc bd sung (tir dung dich gbc 1 N
(CAS sb 7647-01-0)). Cac miu thir nghiém dugc nghién ciru duge liét ké trong
bang 6. Cac ché pham dugc bao quan trong cac lo nhd CZ 2 mL (0,5 mL dung dich
mAu trén mdi lo nho) va duoc dit trong budng 6n dinh & nhiét 4§ 40°C / RH 75%.
Do 6n dinh vat 1y cla cac miu dugc dénh gid thong qua viée khao sét bing mét
thudng va cha y sy ¢6 mat hodc khong c6 mat cia cac hat khong hoa tan. Nong o
16n hon ctia peptit can dén ndng d6 cao hon cia ta dugc 4n dinh ion héa (HCI trong
vi du) dé ngan chin sy két tu va sy tao thanh cta céc khéi két tu khong hoa tan. Do
bn dinh héa hoc cua peptit duoc danh gia bang RP-HPLC (theo phwong phap duoc
mo ta trong vi du 1) va d9 tinh khiét cta glucagon duge bao cdo trong bang 6 (luu y
ring cac ché phdm nay chira céc hat khong hoa tan khong dugc nghién ctru bang
RP-HPLC).

Bang 6: Do 6n dinh vt 1y va héa hoc ctia dung dich Glucagon-DMSO chira
axit clohydric dugc bd sung va dugc bdo quan & nhiét do 40°C / RH 75% trong thoi

gian 84 ngay
A 0 O 1 2
N hoam i | OAE
(mM) Glucagon

20 10,0 - Céac hat khong hoa tan

20 12,6 97,7% Dung dich trong va khong mau
25 12,6 --- Cac hat khong hoa tan

25 15,8 97,6% Dung dich trong va khong mau
30 15,1 - Céc hat khong hoa tan

30 19,0 97,5% Dung dich trong va khong mau
40 25,3 - Cac hat khong hoa tan

40 31,8 97,9% Dung dich trong va khong mau
50 31,6 --- Céc hat khong hoa tan

50 39,8 97,9% Dung dich trong va khong mau
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Vidub6

Céc vi du sau day ching minh do 4n dinh cua dung dich glucagon duge diéu
ché theo phuong phip cla sing ché voi axit nitric, axit sulfuric, axit phosphoric,

hodc axit xitric 1am t4 dugc on dinh ion hoa.

Dung dich miu duoc didu ché bang cach hoa tan bt glucagon (Bachem AG,
san pham s6 4074733) dén ndng d6 bang 5 mg/mL trong DMSO chura céc ndng do6
khac nhau ctia HNO3 duge bd sung (axit nitric duge bd sung tir dung dich 1 M ma
duoc didu ché tir 70% (trong lugng/trong luong) dung dich gbc (CAS sb 7697-37-
2)). Cac mau thir nghiém dugc nghién ctru duoc liét ké trong bang 7. Cac ché phdm
duge bao quan trong cc lo nho CZ 2 mL (0,5 mL dung dich mau trén mdi lo nho)
duoc bit kin béng nit cao su duge phi FluroTec® va dugc dat trong buéng én dinh
& nhiét do 40°C / RH 75%. Sau 56 ngay bao quan, do dn dinh hoéa hoc cua peptit
glucagon dugc danh gia bang RP-HPLC (theo phuong phap duge md ta trong vi du
1) va d¢ tinh khiét ctia glucagon dugc bao cdo trong bang 7.

Bang 7: B9 4n dinh cta dung dich Glucagon-DMSO 5 mg/mL chura axit nitric dugc
bd sung va duge bao quan & nhiét do 40°C / RH 75% trong thoi gian 56 ngay. Do
on dinh duoc tao ra dudi dang do tinh khiét ctia glucagon nhur duge danh gia bang

RP-HPLC
(FNOs] 1 o, 45 tinh khiét ctia
Glucagon | dugc bo
Glucagon
sung ,
Cac khoi ket tu

5mg/ml | 1,0mM khong hoa tan

5mg/mL |2,0mM 96,2%
5mg/mL | 5,0 mM 94,8%
5mg/mL | 7,5 mM 86,5%
5mg/mL | 10,0 mM | 78,6%

Dung dich miu duoc didu ché bang cach hoa tan bdt glucagon (Bachem AG,
san pham s6 4074733) dén ndng d6 bang 5 mg/mL trong DMSO chira cac ndéng d6
khac nhau cta axit sulfuric dugc bd sung (tr 1 N (0,5 M) dung dich gbc (CAS sb
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7664-93-9)) va trehaloza 5% (trong lwong/thé tich) (tir dihydrat; CAS s6 6138-23-
4). Céc mAu thir nghiém dugc nghién ctiu dugce liét ké trong bang 8. Cac ché phim
mau duoc bao quan trong cac 1o nhé CZ 2 mL (0,5 mL dung dich mau trén mdi lo
nho) duoc bit kin bang nit cao su duge phu FluroTec® va duoc dit trong budng 6n
dinh & nhiét d6 40°C / RH 75%. Sau 84 ngdy bao quan do dn dinh héa hoc cua
peptit glucagon dugc danh gia bing RP-HPLC (theo phwong phéap dugc md ta trong
vi du 1) va d9 tinh khiét ctia glucagon dugce béo céo trong bang 8.
Bang 8: P9 6n dinh ctia dung dich Glucagon-DMSO 5 mg/mL chira axit sulfuric
duoc bd sung va trehaloza 5% (trong lu'c,mg/thé tich) va dugc bao quan ¢ nhiét do
40°C / RH 75% trong thoi gian 84 ngay. Do 4n dinh duoc tao ra dudi dang do tinh
khiét cta glucagon nhu dugce danh gia bang RP-HPLC

[FLSOI 1 o, 45 tinh khiét
Glucagon | dugc bo ,
cua Glucagon
sung
Céc khoi ket tu
5mg/ml | 2,0 mM khong hoa tan

5mg/mL | 4,0 mM 95,3%
5mg/mL | 5,0mM 95,2%
5mg/mL | 6,3 mM 94,3%
5 mg/mL | 7,9 mM 93,3%
5mg/mL | 10,0mM |92,3%
5mg/mL | 12,6 mM | 87,2%

Dung dich miu duge didu ché bang cach hoa tan bt glucagon (Bachem AG,
san phém s6 4074733) dén ndng do bang 5 mg/mL trong DMSO chura cac ndéng do
khac nhau cua axit phosphoric duoc bd sung (axit phosphoric duge bd sung tir dung
dich 1 M ma dugc diéu ché tir dung dich géc 85% (trong lugng/trong lugng) (CAS
sb 7664-38-2)). Cac mau thir nghiém dugc nghién ctru duoc liét ké trong bang 9.
Céc ché pham miu duoc bdo quan trong céc lo nhé CZ 2 mL (0,5 mL dung dich
mAu trén mbi lo nho) duogc bit kin béng nut cao su duoc pht FluroTec® va duoc dat

trong budng 6n dinh & nhiét 4o 40°C / RH 75%. Sau 80 ngay bao quan do 6n dinh
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héa hoc cua peptit glucagon dugc danh gia bang RP-HPLC (theo phwong phap
duoc mé ta trong vi du 1) va d6 tinh khiét cta glucagon duge bao cdo trong bang 9.
Bang 9: D6 6n dinh ctia dung dich Glucagon-DMSO 5 mg/mL chira axit phosphoric
duge bd sung va dugc bao quan & nhiét do 40°C / RH 75% trong thoi gian 80 ngay.
D6 6n dinh duoc tao ra duéi dang do tinh khiét ctia glucagon nhu dwoc danh gid

bang RP-HPLC
[FPOsl 104 do tinh khiét
Glucagon |dugc bo| .,
cua Glucagon
sung
Céc khoi két tu
>mg/ml | 10mM khong hoa tan

5 mg/mL | 20 mM 85,4%
5mg/mL |40 mM 88,8%
5mg/mL | 60 mM 89,6%
5mg/mL | 80 mM 88,7%
5mg/mL | 100 mM 89,1%

Dung dich miu dugc didu ché bang cach hoa tan bdt glucagon dén ndng do
bang 5 mg/mL trong DMSO chua céc ndéng dd khac nhau cta axit xitric dugc bd
sung (CAS 36 77-92-9) ma dugc hoa tan tryc tiép trong DMSO nguyén chat. Cac
mau thir nghiém dugc nghién ciru dugc liét ké trong bang 10. Céc ché phém mau
duogc bao quan trong cac 1o nho CZ 2 mL (0,5 mL dung dich mau trén mdi lo nhd)
duoc bit kin béng ndt cao su duoc phi FluroTec® va duoc dat trong budng 4n dinh
& nhiét d6 40°C / RH 75%. Sau 65 ngay bao quan do dn dinh héa hoc cua peptit
glucagon dugc danh gia béng RP-HPLC (theo phuong phap dugc mb ta trong vi du

1) va d tinh khiét cia glucagon dugc béo céo trong bang 10.
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Bang 10: D6 6n dinh ctia dung dich Glucagon-DMSO 5 mg/mL chira axit xitric
dugc bd sung va duoc bao quan & nhiét 4 40°C / RH 75% trong thoi gian 65 ngay.
D6 bn dinh duoc tao ra dudi dang do tinh khiét cta glucagon nhu duge danh gid

bang RP-HPLC
[CeHsO7] % D9 tinh
Glucagon | dugc bo khiet cua
sung Glucagon

5mg/mL | 2,5mM 90,4%
5mg/mL | 5,0 mM 86,8%
5mg/mL. | 10,0 mM 82,3%
5mg/mL | 15,0 mM 78,1%
5 mg/mL | 20,0 mM 74,0%

Vi dy nay chiing minh ring cac axit khéc nhau, bao gbm ca axit hitu co va axit
vd co, ¢b thé duge stt dung lam t4 duoc dn dinh ion héa. Nong do yéu clu cla ta
dugc 6n dinh ion héa nhit dinh s& thay d6i phu thudc vao céc thong s6 ché pham
khéc nhau bao gém (cac) API, (c4c) ndng d6 ctia API, sy ¢6 mit cia cac thanh phan
ché phém khac (vi dy, hoi 4m, ta duoc), va ndng d6 axit cta ta dugc 4n dinh ion

héa trong hé dung mdi da cho.
Vidu?7

Ché phdm chira cac chét trong tu amylin, pramlintit, dugc didu ché & ndng do
bang 1 mg/mL bang cach hoa tan bdt pramlintit axetat (trong lugng phan tir =
3949,4; CAS s6 196078-30-5; ChemPep, Inc., Wellington, FL) trong DMSO véi sy
cé mit cta glyxin hydroclorua 5 mM (CAS s6 6000-43-7) hodc axit xitric 5 mM,
khan (CAS sb 77-92-9). Dé so sanh, bdt pramlintit axetat duoc hoa tan truc tiép
trong DMSO & cung ndng dd (nhung khong c6 ta dugc bd sung). Cac miu clia mdi
ché phém duoc bao quan trong cac lo nhd CZ va dugc u & nhiét 4o 40°C. Cac dung
dich mAu van trong (tirc 13, khdng c6 cac khéi két tu khong hoa tan) va khdng mau
trong toan bd giai doan thir nghiém. Sau 14 va 28 ngay bao quan, do 6n dinh hoa

hoc cua peptit duge danh gia bang RP-HPLC theo phuong phap dugc md ta trong
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vi du 1. Nhu dugce thé hién trong bang 11, viéc bao gém ca glyxin HCl 5 mM va
axit xitric 5 mM tao ra d6 6n dinh duogc ting cudng so véi cac dung dich chi chira

pramlintit va DMSO.

Bang 11: B§ 4n dinh cta cac dung dich Pramlintit-DMSO dugc bao quan ¢ nhiét
d6 40°C (duoc cung cip dudi dang phan tram d6 tinh khiét ciia peptit)

Nong dd

cta bot T4 duge Ngay 0 Ngay 14 Ngay 28

Pramlintit

1 mg/mL Khoéng co 100% 77,5% 49,1%

1 mg/mL 5 mM Glyxin HC1 | 100% 100% 100%

1 mg/mL 5 mM Axit xitric 100% 91,1% 76,6%
Vidu 8

Ché pham chira chét trong tu amylin, pramlintit, dugc didu ché bang cach hoa
tan bot pramlintit axetat trong DMSO (dén ndng d6 bang 1 mg/mL) va cic ndng d6
khac nhau cua axit clohydric ndm trong khoang tir 0,00001 M (0,01 mM) dén 0,1 M
(100 mM) dugc bd sung vao ché phdm nay. HC1 5 N duge st dung dé diéu ché 100
mM va HCI 10 mM trong dung dich DMSO, trong khi HCI 1 N duogc st dung dé
didu chd 1 mM, 0,1 mM, va 0,01 mM HCI trong dung dich DMSO. La mdt vi du,
ddi v6i HC1 100 mM trong dung dich DMSO, 10 pL HC1 1 N dugc bd sung vao
9,99 mL, DMSO. Cac mAu ctia mdi ché pham dugc bao quan trong cac lo nho CZ va
duoc 1 & nhiét do 40°C. Sau 31 ngay bao quan, 4o dn dinh hoéa hoc ctia peptit dugc
d4nh gi4 bang RP-HPLC theo phuong phap duoc m6 ta trong vi du 1. Cac dung
dich mAu van trong (tirc 12 khong chira vét liéu khong hoa tan) va khong mau trong
toan bo giai doan thir nghiém. Tuy nhién, nhu dugc thé hién trong bang 12, viéc bd
sung mdt lugng xac dinh cua HC1 (HC1 1 mM trong DMSO) tao ra d6 6n dinh duoc
ting cuong cua peptit, 1am giam thiéu sy thodi bién héa hoc so véi cac ché phim

mau khéc.
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Bang 12: B9 dn dinh (duoc cung cp dudi dang % d6 tinh khiét ctia peptit) clia
dung dich Pramlintit-DMSO 1 mg/mL dugc bao quan & nhigt do 40°C

Pramlintit E(%Ks:lll]nzur?li/l Ngay 0 | Ngay 31
1 mg/mL 100 100% 0%

1 mg/mL 10 100% 72,9%

1 mg/mL 1 100% 100,0%
1 mg/mL 0,1 100% 72,8%

1 mg/mL 0.01 100% 43,2%

Vidu9

Dé nghién ctru thém muc HCI duge bd sung c6 kha ning lam én dinh céc
dung dich chtta pramlintit trong DMSO, cac ché phim chira chat tuong ty amylin,
pramlintit, duoc didu ché & ndng do bing 5 mg/mL bang cich hoa tan bt pramlintit
axetat trong DMSO véi su c¢6 mit cua néng d6 khac nhau cua axit clohydric dugc
bd sung vao dung dich DMSO, ndm trong khoang tir 0,00032 (0,32 mM) dén
0,00316 M (3,16 mM). Ndng d6 cta HCI nghién ctru duge thé hién trong bang 13.
0,5 mL thé tich cta cac dung dich dugc bao quan trong céc lo nho CZ 2 mL va
duoc dit trong th 0 ¢ nhiét d§ duogc cai dat dén 40°C. Céc ché phém mau van trong
(tic 13 khong chira vit liéu khong hoa tan) va khong mau trong toan bd giai doan
thir nghiém. D6 on dinh clia peptit trong ché pham (dugc danh gia bang RP-HPLC
theo phwong phap duge md ta trong vi du 1) sau 31 ngay bao quéan dugc thé hién

dudi day trong bang 13.
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Bang 13: D6 6n dinh (dugc cung cAp dudi dang % d6 tinh khiét cta peptit) ctia
dung dich Pramlintit-DMSO 5 mg/mL dugc bao quan ¢ nhiét do 40°C trong thoi
gian 31 ngay

Nong d6 ctia bot [HC1] dwoc bd | D tinh khiét
Pramlintit sung mM cua Peptit

5 mg/mL 3,16 69,0%

5 mg/mL 1,78 87,3%

5 mg/mL 1,26 94,9%

5 mg/mL 1,00 97,7%

5 mg/mL 0,79 97,0%

5 mg/mL 0,56 90,5%

5 mg/mL 0,32 59,2%

Viéc 1ap d6 thi dit liéu trong bang 13 chira ring c6 thé c6 mot khoang tdi uu
cta ta duge 6n dinh ion hoa bb sung trong d6 do dn dinh cua peptit duoc tdi wu héa
(xap xi 1,00 mM trong vi du nay) (FIG. 2). Nhu dugc luu y trén FIG. 2 (trong dé
truc X thé hién ndng d6 ctia HCI duoc bd sung (mM) véi thang loga), 1éch xa khoi
ndng d6 t6i rru ca HC1 duoc bd sung (bang cach 1am ting hodc giam ndng d6 coa

HC) thic ddy sy thodi bién héa hoc vi/hogc vat 1y trong phan tir pramlintit hoa tan.
Vidu10

Néng dd cuia ta duoc 4n dinh ion hoa cAn thiét dé 1am 6n dinh peptit d cho s&
phu thudc vao céc thong sb ché phém khac nhau, bao gém ca trinh tu axit amin cta
peptit va ndng d6 ctia peptit trong dung dich. Trong vi du nay, cdc dung dich chia
pramlintit axetat trong DMSO dugc didu ché & hai ndng d6 khic nhau: 1 mg/mL va
5 mg/mL. Ta dugc dn dinh ion hoéa dugc bd sung vao dung dich l1a HCI trong nuéc
(ndng d6 5 N va 1 N), dé thu duoc ndng d6 HCI duge bd sung cubi cling dugc chi
13 trong cOt bén trai. Cic miu sau d6 dugc bao quan trong thoi gian 1 thang ¢ nhigt
dd 40°C. Nhu dugc luu y trong bang 14, d6 4n dinh ctia phan tir pramlintit nhu
duge dénh gia bang RP-HPLC theo phuong phap dugc mo ta trong vi du 1 chi ra

rang sy ting nong do thudc gap 5 lan can dén sy ting tuong Umg xap xi vé ndng do
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ctia HCI duge bd sung cin thiét dé 1am 6n dinh phén tt, 12 dung dich pramlintit 1
mg/mL thé hién do 6n dinh t6i da ctia HCI 1,00 mM (hodc nim trong khoang 0,56
mM va 1,78 mM HCI), trong khi dung dich 5 mg/mL thé hién d¢ 6n dinh i da
quanh gia tri 3,16 mM va 5,62 mM HCI).

Bang 14: D tinh khiét ctia Pramlintit nhu dugc dénh gia bang RP-HPLC sau 31
ngay bao quan ¢ nhiét do 40°C

Nong do HCl | Pramlintit Pramlintit
dugc bo sung | (1 mg/mL) (5 mg/mL)
10,00 mM --- 83,5%
5,62 mM --- 99,3%
3,16 mM 79,2% 100,0%
1,78 mM 96,3% 88,5%
1,00 mM 100,0% 68,9%
0,56 mM 96,0% 57,7%
0,32 mM 67,3% 56,8%

* Pi voi cac dung dich dic pramlintit 1 mg/mL, cac mAu duge chuin bi & ndng d6
HCI 13 5,62 mM va 10,0 mM 1a ché phim thé hién d¢ én dinh giam 1a ndng d6 HCI
tang tir 1,78 mM dén 3,16 mM.

Vidull

Trong vi du ndy, bdt insulin (& nguoi tai td hop) (CAS s6 11061-68-0) dugce
hoa tan dén ndng do bang 3,5 mg/mL trong DMSO. Sau khi hoa tan bét insulin,
ndng d6 khic nhau cua axit clohydric duge bd sung vao cac dung dich mau. Nong
d6 ctia HCI duge bd sung ndm trong khoang tir 0,010 M (10 mM) dén 0,00032 M
(0,32 mM). Ndng d HCI nghién ciru dugc thé hién trong bang 15. 0,5 mL phan
phén uéc cta dung dich insulin mau duoc bao quan trong lo nho CZ 2-mL va dugc
dat trong t 0 & nhiét d6 dugc cai dat dén 40°C. Viéc quan sat bang mit thudng cac
dung dich sau bao quan cho thdy ring ching van trong (tirc 1a khong chira vt ligu
khong hoa tan) va khong mau trong subt giai doan 0. P9 4n dinh héa hoc clia peptit

trong ché phdm duge danh gia bing RP-HPLC theo phuong phap dugc mo ta trong
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vi du 1 sau 14 ngay bao quan va cac két qua (duoc cung cAp dudi dang d6 tinh khiét
ctia peptit) nhu dugc thé hién duéi ddy trong bang 15.
Bang 15: D6 bn dinh (dwoc cung cAp dudi dang dd tinh khiét cua peptit) cua dung
dich Insulin-DMSO 3,5 mg/mL dugc bao quan ¢ nhiét 46 40°C trong thoi gian 2

tudn
Nong dd bdt Insulin [HCI] mM Dq@ tinh khiét
cua Insulin
3,5 mg/mL 10,0 70,7%
3,5 mg/mL 5,6 72,4%
3,5 mg/mL 3,2 74,7%
3,5 mg/mL 1,8 88,1%
3,5 mg/mL 1,0 95,5%
3,5 mg/mL 0,6 97,3%
3,5 mg/mL 0,3 94,7%

Vidu 12

Vi du sau diy ching minh rang kha ning 4p dung cla sang ché dbi véi viéc
didu ché cac ddng ché pham. Bot insulin (& ngudi téi 6 hop) (CAS s6 11061-68-0)
dwoc hoa tan dén ndng d6 cubi cling bang 3,5 mg/mL trong DMSO (nguyén chat),
ndng do khic nhau cua axit clohydric duge bb sung vao dung dich tao thanh. Nong
6 bd sung ctia HCI nim trong khoang tir 0,010 M (10 mM) dén 0,00032 M (0,32
mM) nhu duoc thé hién trong bang 16. Bot pramlintit axetat (CAS s 196078-30-5)
sau d6 dugc bd sung vao cac dung dich nay dén ndng do bang 1,0 mg/mL. Do do,
mdi trong sé cac dung dich miu sau d6 chira 3,5 mg/mL bdt insulin va 1,0 mg/mL
bdt pramlintit dugc hoa tan trong DMSO ma chira néng d6 xac dinh ctia HCI bd
sung. 0,5 mL phan phan udc cua cac dung dich mAu ddng ché phim duoc dit trong
cac lo nhd CZ 2-mL, va duge bao quan & nhiét d6 nhiét do trong phong (tur 22 dén
23°C). P6 6n dinh ctia peptit trong ché phdm duogc dénh gia bang RP-HPLC (theo
phuong phép duge mé ta trong vi du 1) sau 52 ngay bao quan va cac két qua nay

duoc thé hién trong bang 16. Nhu véi céc vi du trude huéng dén cac ché pham chira
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mot minh APL cac ddng ché phim nay ciing thé hién ndng d6 HCI dugc bd sung

ma tao ra d6 6n dinh t8i wu cho ca hai peptit.

Bang 16: D6 6n dinh cia cac ddng ché pham (dugc cung cdp dudi dang do tinh
khiét cua peptit) chira 3,5 mg/mL bot insulin va 1,0 mg/mL bdt pramlintit duwoc hoa
tan trong DMSO va dugc bao quan ¢ nhi¢t do nhiét do trong phong (tir 22 dén
23°C) trong thoi gian 52 ngay

Nong do ctia bt | Nong d6 cia bot | [HCI] | D tinh
Insulin Pramlintit duogc bo | khiet ket
sung hop

3,5 mg/mL 1,0 mg/mL 32mM | 87,4%
3,5 mg/mL 1,0 mg/mL 1,8mM | 92,9%
3,5 mg/mL 1,0 mg/mL 1,0mM | 98,1%
3,5 mg/mL 1,0 mg/mL 0,6 mM | 88,8%
3,5 mg/mL 1,0 mg/mL 0,3mM | 87,5%

Viduy 13

Vi du sau ddy chimg minh ring kha ning 4p dung cla sang ché d6i véi viee
didu ché cac ché phdm 6n dinh chira cac phan tir nhd. Bot epinephrin (tir bitartrat)
(CAS sb 51-42-3) dugc hoa tan dén ndng d6 API bing 10 mg/mL (xap xi 55 mM)
trong DMSO (nguyén chét) ma ndng d6 khac nhau cua axit clohydric (tr dung dich
gbe 1 N) duge bd sung vao. Nong do bd sung cua HCI ndm trong khoang tir 1 mM
dén 100 mM, nhu duoc thé hién trong bang 17. 0,5 mL phin phan wéc ctia cac dung
dich epinephrin dugc bao quan trong cac lo nho thily tinh 2-mL (Loai 1) va dugc
d3t trong céc budng bn dinh v6i nhiét do bang 40°C va d6 4m tuong ddi bang 75%.
Céc mAu nay duoc diéu ché trong moi trudong xung quanh va duge bao quan trong
cac lo nho duge bit kin béng nit cao su duoc pht FluroTec® dudi khi xung quanh

(lwu ¥ ring cac mAu ciing c6 thé dugc lap day duéi khi tro (nito, agon)).

D6 4n dinh cua phan tir nhé trong ché phim duge dénh gid bing RP-HPLC
sau 1 thang bdo quan va céc két qua nay dugc thé hién trong bang 17. Dbi véi phép

phén tich HPLC, 1 lit dung dich chita nu6c dugc chudn bi gém ¢6 0,05 M natri
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phosphat monobazo, 519 mg natri 1-octansulfonat, 45 mg edetat dinatri, v6i d6 pH
dugc diéu chinh dén 3,8 bang cach sit dung H3POs. Pha dong gbm c6 85:15 (thé
tich/thé tich) hdn hgp ctia dung dich chita nudc v6i methanol. Cot BDS Hypersil C8
(chidu dai 4,6 mm I.D. x 150 mm) duoc st dung véi thé tich phun 20-pL va buéc
séng phat hién 280-nm. Trude khi sir dung, pha dong duoc loc dudi chan khong
qua bd loc ni 16ng 0,45-pm va cac dung dich mau epinephrin 10 mg/ml dugc pha
loding 200 14n vé&i pha dong (vi dy, 5 pL thé tich mAu trong téng thé tich 1 mL). Do
céc dung dich epinephrin dé bi phai mau mot phan, do su bién ddi cta phan tir
epinephrin thong qua sy oxy héa thanh chét didu khién su chay mau (duge dic
trung boi sy phai mau hdng ctia dung dich) va/hodc melanin (dugc déc trung boi su
phai mau vang/nau cta dung dich), mau sic ctia cac dung dich mAu duoc khao sat
bang miat thuong. Nhu duge luu y trong bang 17, viée bd sung ndng d6 déng mol
xép xi ctia HCI (50 mM) vao dung dich epinephrin ngan chan su phai mau khi duoc

bit kin trong cac diéu kién xung quanh.

Hon nita, epinephrin trong dung dich chta nudc ciing bi anh hudong boi su
chuyén héa cia chét ddng phan 1ap thé hoat héa sinh hoc (L-epinephrin) thanh dang
bét hoat (D-epinephrin). Do d6, d6 tinh khiét dbi quang ctia cic dung dich DMSO
cling dugc nghién ctru thong qua RP-HPLC khong d6i xtmg. Pha dong 1a hon hop
95:5 (thé tich/thé tich) cta dung dich chira nugc (NaCl 0,20 M, axit axetic bang
0,05%) va axetonitril. Cot khong dbi xung (Shodex ORpak CDBS-453; 4,6 mm
I.D. va chidu dai 150 mm) duoc st dung v6i nhiét d6 cot bang 10°C, toc d6 dong
bang 0,5 mL/phut, va budc séng phat hién 280-nm. Trude khi st dung, pha dong
dugc loc dudi chan khong qua bd loc ni 16ng 0,45-pm va 10 mg/mL dung dich mau
dugc pha lodng 200 14n bang pha dong HPLC khong di xtmg. D6 tinh khiét ddi
quang (dugc cung cAp dudi dang L-epinephrin 12 ty 18 phan trim ctia epinephrin

tdng sb) duogc liét ké trong bang 17.

Luu y rang khi epinephrin bitartrat duoc hoa tan truc tiép trong DMSO, dugc
md ta trong tinh trang k§ thuét (vi du, patent My s6 9,125,805), dung dich thé hién
su phai mau manh. Viéc bb sung HCI vao ché phém trc ché mrc d6 phai mau, cho

dén khi & 50 mM HCI dugc bd sung (1a dang mol xAp xi v6i ndng d6 clia phan tit
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epinephrin trong 10 mg/mL dung dich), dung dich nay van trong va khéng mau
trong toan b giai doan bao quan 1 thang. 3 75 va 100 mM HCI dugc bd sung, cac

dung dich nay thé hién su phai mau dang Kké.

Bang 17: D6 6n dinh ctia 10 mg/mL dung dich epinephrin dugc gift trong mdi
trudng khi xung quanh dugc bao quan & nhiét do 40°C va RH 75% trong thoi gian

1 thang
A n [HCI] o/ A7 4t \ : AL e
Nong d6 2 % d6 tinh | Mau dung dich | D¢ tinh khiet
. . duoc bo A £
Epinephrin khiét doi quang
sung

10 mg/mL 0 mM 92,6% D6 sdm 100%

10 mg/mL 1 mM 94,9% Hong sim 100%

10 mg/mL 10mM | 98,5% Hong nhat 100%

10 mg/mL 25mM | 100,0% Hodng rat nhat | 100%
10 mg/mL 50 mM 100,0% Khoéng mau 100%

10 mg/mL 75 mM 91,6% Nau 97,4%
10 mg/mL 100 mM | 74,8% Nau sim 93,1%
Vidu 14

Vi du sau day chimg minh rang kha ning 4p dung cua sang ché d6i vai vide
didu ché c4c ché phém én dinh chita cic phan tir nhd duge két hop véi viée bit kin
cac lo nhd mau trong diéu kién khi tro. Bt epinephrin (tir bitartrat) (CAS s6 51-42-
3) dugc hoa tan dén ndéng d6 API cubi cing bang 10 mg/mL (xAp xi 55 mM) trong
DMSO (nguyén chét), dugc bd sung ndng d6 khac nhau cua axit clohydric (tlr dung
dich gbc 1 N). Néng d6 duge bd sung cia HCI nam trong khoang tir 1 mM dén 100
mM, nhu duoc thé hién trong bang 18. 0,5 mL phf?m phan ugc cta cac dung dich
epinephrin dwgc bao quan trong cac lo thiy tinh 2-mL (Loai 1) va duoc dat trong
buéng 4n dinh voi nhiét do br‘?lng 40°C va do 4m tuong débi bz‘?mg 75%. Cac miu nay
dugc chudn bi trong mdi trudng xung quanh nhung duge bit kin dudi khi tro
(agon), dudi dang Epinephrin da biét 12 bi anh hudng bdi cac phan Umg thoai bién

do oxy hda.
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D6 6n dinh ctia phan tir nho trong ché phém va dugc bit kin duéi khi tro duoc
d4nh gi4 bang RP-HPLC sau 1 thang bao quan va céc két qua nay duoc thé hién
trong bang 18. Do 6n dinh héa hoc duoc phan tich thong qua HPLC dugec mé ta
trong vi du 13. Do dung dich epinephrin dé bi phai mau mot phan dugc ting cudng
su thoai bién, do sy bién dbi ctia phan tir epinephrin thong qua sy oxy hda thanh
chit diéu khién su chay méau (duoc dic trung boi su phai mau hdng ctia dung dich)
va/hodc melanin (duge dic trung boi phai mau vang/nau cuia dung dich), mau séc
cta cac dung dich miu duge khao sat bang mat thuong. Nhu dugce luu y trong bang
18, viéc bit kin céc lo nhd mau dudi khi tro (agon trong vi du cu thé nay), tc ché su
phai mau hdng dugc luu y & trén trong vi du 11, trong d6 céc lo nho mau duoc giit
trong moi truong khi xung quanh. Tuy nhién, viéc bd sung luong du HCI vao ché
phim (vi duy, ndng d6 dang mol déng ké & trén so v6i API phan tir nho), su phai

mau vang sAm/nu tuong ty duge luu y 14 véi cac dung dich tir vi du 10.

Puoc md ta trong vi du 13, phép phéan tich HPLC khong d6i ximg cling duoc
tién hanh trén cic mau epinephrin dugc 14p ddy agon. Trude khi st dung, pha dong
duoc loc dudi chan khong qua bd loc ni 16ng 0,45-pm va 10 mg/mL dung dich mau
dugc pha lodng 200 14n bing pha dong HPLC khong d6i xtmg. D6 tinh khiét do6i
quang (duoc cung clp dudi dang L-epinephrin 1 ty 1& phan tram cla epinephrin

tbng s) duoc liét ké trong bang 18.

Khi epinephrin (tlr bitartrat) dugc hoa tan truc tiép trong DMSO va duoc bit
kin trong céac lo nho thuy tinh dudi khi agon, dung dich nay van thé hién su phai
mau, nhung sy phai mau bi giam bdt so v6i cac mau duoc gitt trong mdi truong
xung quanh. Viéc bd sung HCI vao ché phém thé hién mtrc d6 phai mau; HCI duge
bb sung trong khoang tir 10 dén 50 mM (50 mM la dang mol xap xi v6i phén tit
epinephrin), dung dich van trong va khong mau trong toan bd giai doan bao quan 1
thang. G 75 va 100 mM HCI bd sung, cac dung dich dugc quan sat bi méat mau
nhanh chéng.
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Bang 18: Do 4n dinh hoéa hoc ctia 10 mg/mL dung dich epinephrin dugc bit kin
duéi khi agon dugce bao quan & nhiét d6 40°C va RH 75% trong thdi gian 1 thang

Nodng 6 Ejioccl]bé %do tinh | Mau ciia dung | D d6 tinh

Epinephrin . khiet dich khiét doi quang
sung

l0mg/ml. | 0mM  |100,0% | Hdng nhat 100,0%

10 mg/mL 1 mM 100,0% | Hdng rAtnhat |100,0%
10 mg/mL 10mM | 100,0% | Khong mau 100,0%
10 mg/mL  [25mM | 100,0% | Khong mau 100,0%
10mg/mL  |50mM | 100,0% | Khong mau 100,0%

10 mg/mL 75 mM 93,9% Vang 97,3%
10 mg/mL 100 mM | 91,1% Cam 91,1%
Vidu 15

Vi du sau day ching minh rang kha ning 4p dung cla sang ché véi vide didu
ché cac ché phdm 6n dinh chita c4c phén tir nho. Bot epinephrin (tir bitartrat) (CAS
s 51-42-3) duoc hoa tan dén ndng do cha API bing 3 mg/mL (xap xi 16 mM)
trong DMSO (nguyén chét) dugc bd sung ndng dd khéc nhau cua axit clohydric (tir
dung dich goc 1 N). Nbng d dugc bd sung cta HCI nam trong khoang tir 0 mM
dén 25 mM, nhu dugc thé hién trong bang 19. 0,5 mL phan phan udc cia dung dich
epinephrin dugc bao quan trong binh thiy tinh 2-mL (Loai 1) va dugc dat trong
budng 6n dinh véi nhiét do bang 40°C va do Am tuong dbi bang 75%. Céc mau nay
duoc didu ché trong moi trudng xung quanh va dugc bit kin trong cac lo nho trong
moi truong khi xung quanh (luu y rang mau ndy cling c6 th duoc 14p ddy dudi khi
tro (vi dy, nito, agon)).

D6 n dinh cta phan ti nhd trong ché phim duge danh gia bang RP-HPLC
sau 16 tudn bao quan dugc md ta trong vi du 13 va céc két qua dugc thé hién trong
bang 19. Trude khi phén tich, dung dich mau epinephrin 3 mg/mL duoc pha lodng
xap xi 30 lan v6i pha dong (vi du, 33 pL thé tich mAu trong tdng thé tich mau 1
mL). Nhu dugc luu y trong bang 19, viée bd sung ndng do dang mol x4p xi ctia HCI
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(16,4 mM) vao epinephrin bitartat rc ché dung dich mau khéi phai mau khi duoc

bit kin dudi cac diéu kién xung quanh trong thoi gian x4p xi 16 tuan (114 ngay).

Do tinh khiét d6i quang cta cic dung dich DMSO-epinephrin ciing duoc
nghién ciru bing RP-HPLC khong dbi xtmg dugc md ta trong vi du 13. Trude khi
phén tich, 3 mg/mL dung dich mau dugc pha lodng 30 1dn bang pha dao HPLC
khong dbi ximg. Do tinh khiét d6i quang (duoc cung cAp dudi dang L-epinephrin 12
ty 18 phan trim ctia epinephrin tdng sb) duoc liét ké trong bang 19.

Viéc bb sung HCI vao ché phém thé hién mic d6 phai mau, cho dén khi &
16,4 mM HCI duoc bd sung (14 x4p xi dang mol v6i phéan tir epinephrin), dung dich
vAn trong va khong mau trong sudt giai doan bao quan 16 tuan. O 20 va 25 mM
HCI dugc bd sung, cac dung dich thé hién su phai mau nhat.
Bang 19: D6 6n dinh hoa hoc cia 3 mg/mL dung dich epinephrin dugc giit trong
méi trudong khi xung quanh duge bao quan & nhiét 46 40°C va RH 75% trong thoi
gian 16 tudn

Nodng d6 [HCI | o/ g5 inh | Mau séc cia | D6 tinh khiét déi
Epinephrin dugc bo khiét dung dich quang
sung
3 mg/mL 0 mM 74% Néu 99%
3 mg/mL 1 mM 76% Do sdm 99%
3 mg/mL 5 mM 96% Vang sim 100%
3 mg/mL 10 mM 100% NAu nhat 100%
3 mg/mL 15 mM 100% Khong mau 100%
3 mg/mL 20 mM 97% Vang rét nhat 96%
3 mg/mL 25 mM 90% Néu nhat 92%
x x ¥

Tht ca cac ché phdm va/hoic phuong phép duge md ta va duoc bao hd trong
ban md ta c6 thé dugce tao ra va dugc thuc hién ma khong can thir nghiém qua mirc
theo quan diém ctia sang ché. Trong khi cac ché pham va phuong phap theo sang
ché duoc mo ta theo mot s phuong 4n, s& rd rang d6i v6i ngudi ¢6 hiéu biét trung

binh v& linh vuc k§ thuat nay rang cac bién thé c6 thé duoc ung dung dbi véi céc
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ché pham va phuong phép va trong cac budc hodc trong trinh tw cuia cic bude cla
phuong phip duge bde 10 trong ban md ta ma khong tach roi khoi nglt canh va
pham vi clia sang ché. Cu thé hon, s& rd rang rang céc tic nhan da biét c6 lién quan
ca vé mit hoéa hoc va sinh Iy déu c6 thé duogc thay thé cho cac tac nhan dugec md ta
trong ban mo ta trong khi dat dugc cac két qua tuong tu hodic tuong duong. Tét ca
céc phan thay thé va cac cai bién tuong tu s& 18 rang dbi véi ngudi b hiéu biét
trung binh v& linh vuc k¥ thuét nay dudng nhu ndm trong pham vi va ngit canh cua

sang ché dugc mo ta & day.
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YEU CAU BAO HQ
1. Ché phdm glucagon 6n dinh chia:

(a) peptit glucagon hodc mubi cia nd, trong dé peptit glucagon nay hozc mudi
cua né khong dugc diéu ché béng cach séy kho véi su ¢6 mat cia dung dich dém
khong dé bay hoi c6 d6 pH nam trong khoang tir 2 dén 4;

(b) ta duge 4n dinh ion héa, trong d6 ta duogc on dinh ion hoéa nay 13 axit
khoang; va

(¢) dung mdi phén cuc khdng proton;

trong do6 (i) peptit glucagon hodc mudi ctia né dugc hoa tan trong dung mdi
khong proton vé6i lugng tir khoang 0,1 mg/mL 1én dén gidi han hoa tan clia peptit
glucagon hodc mubi cta né, va (ii) ta duge On dinh ion héa duogc hoa tan trong dung
moi khong proton véi luong dé 6n dinh sy ion hoa cua peptit glucagon hodc mudi
cua no.

2. Ché phém theo diém 1, trong d6 ta duge 4n dinh ion hoa 13 & n@)ng d6 ndm trong
khoang tir 0,1 mM dén nho hon 100 mM.

3. Ché pham theo diém 1, trong d6 axit khoang dugc chon tir axit clohydric, axit
sulfuric, hodc axit nitric.

4. Ché pham theo diém 1, trong d6 dung moi khdng proton 1a DMSO.

5. Ché phim theo diém 1, trong d6 dung méi khong proton la dung mdi khong
proton dugc khir oxy.

6. Ché pham theo diém 5, trong d6 dung mdi khong proton duge khir oxy la DMSO
dugc khtr oxy.

7. Ché phém theo diém 1, trong d6 ta duoc 4n dinh ion hoa 13 axit sulfuric va dung
moéi khong proton 1a DMSO.

8. Ché phim theo diém 1, trong d6 ham lugng am nho hon 10, 5, hodc 3%.

9. Ché pham theo diém 1, trong d6 ché pham nay con chira chét bao quan & lugng
nhé hon 10, 5, hodc 3% trong lugng/thé tich.

10. Ché pham theo didm 9, trong d6 chét bao quan 1a rugu benzyl.

11. Ché phim theo diém 1, trong d6 ché pham nay con chtra disacarit & lwong nho

hon 10, 5, hodc 3% trong luqng/thé tich.
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12. Ché pham theo diém 11, trong d6 disacarit 14 trehaloza.
13. Phuong phap bao ché peptit glucagon dn dinh bao gbm céc budc:

(a) x4c dinh profin ion hoéa thich hop dbi véi peptit glucagon hoic mudi cta
n6 trong hé dung moéi phan cyc khong proton;

(b) tron it nhat mot ta duogc n dinh ion héa véi dung méi khong proton dé tao
ra n6ng d6 thich hop cta it nhét mot t4 dugc dn dinh ion héa dé thiét 1ap profin ion
héa duge xac dinh trong bude (a); va

(¢) hoa tan peptit glucagon hodéc mudi ctia nd trong dung mdi khong proton cd
néng d6 cua ta dugc 4n dinh ion héa thich hop dé lam 4n dinh vat Iy va héa hoc
peptit glucagon hodc mubi cua né trong thoi gian it nhat mdt ndm & nhiét do trong
phong.

14. Phuong phap theo diém 13, trong d6 t4 duoc 4n dinh ion héa 13 axit clohydric,
axit nitric, axit sulfuric, hoic hén hop ctia ching.

15. Phuong phép theo diém 13, trong d6 ndng d6 cia ta dugc on dinh ion héa nam
trong khoang tir 0,1 mM dén 100 mM.

16. Phuong phap theo diém 13, trong d6 dung mdi khdng proton 1a DMSO.
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FIG. 1
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