(12) BAN MO TA SANG CHE THUOC BANG POC QUYEN SANG CHE

o comnesmoemeroe O IMIMNYTAN
CUC SO HUU TRi TUE
1-0036335
A61K 31/337; GOIN 33/15; GOIN (13) B
(51)  30/36; GOIN 30/72; GOIN 1/42; GOIN
24/08
(21) 1-2016-03237 (22) 28/07/2016

(86) PCT/KR2016/008262 28/07/2016 (87) WO2017018814 02/02/2017

(30) 10-2015-0106624 28/07/2015 KR

(45) 25/07/2023 424 (43) 25/05/2017 350A

(73) SAMYANG HOLDINGS CORPORATION (KR)
31, Jong-ro 33-gil, Jongno-gu, Seoul 03129, Republic of Korea

(72) KIM, Hye Rim (KR); KIM, Ji Yeong (KR); MIN, Bum Chan (KR); SEO, Min Hyo
(KR); CHOI, Ho Joon (KR).

(74) Cong ty Luat TNHH Pham va Lién danh (PHAM & ASSOCIATES)

(54) PHUONG PHAP PHAN TiCH CAC CHAT CO LIEN QUAN CUA DUQC PHAM
CHUA CHAT MANG POLYME

(57) Sang ché dé cap dén phuong phap phan tich cac chat c6 lién quan trong duoc pham

chira copolyme khoi ludng tinh chira chat mang duoc chat dang polyme 1a khoi ua nude va

khéi ky nuéc, cac chét c6 lién quan dugc xac dinh nho d6, va phuong phap danh gia duoc

pham bang cach sir dung cac chit nay.
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Linh vwe k§ thuit dwoc dé cap

Sang ché dé cap dén phuong phép phén tich cac chét ¢6 lién quan cta dugc phdm
chira chit mang duoc chit dang polyme, va dic biét hon 13, phuong phép phén tich céc
chét c6 lién quan trong dugc pham chira copolyme khéi ludng tinh bao gdm chit mang
duoc chét dang polyme 12 khéi wa nude va khéi ky nuée, cac chét c6 lién quan dugc xac
dinh nh¢ d6, va phuong phap dénh gia dugc phim bing cach sit dung chung. Theo mot
phuong 4n cia sang ché, ¢ thé phén tich dugc céc tap chét di duoc tao ra trong thubc

thanh pham, v.v. mét cach chuan xéc va chinh xéc.

Tinh trang ky thuit ctia sang ché

Qua trinh hoa tan duoc chét it hoa tan trong nudc 12 k§ thudt quan trong dé phan
phéi duoc chét vao co thé bang cach ding qua dudng miéng hodc ding ngoai dudng tiéu
héa. Cac phuong phap hoa tan nhu vay bao gbm phuong phap bd sung chit hoat dong bé
mat vao dung dich nuéce dé tao ra c4c mixen va sau d6 biy duoc chét it hoa tan trong
nudc ndy vao trong do.

Copolyme khéi Iudng tinh ding 1am chat hoat dong bé mat bao gdm khdi polyme
ua nude va khéi polyme ky nude. Do khéi polyme wa nuéce niy tiép xuc truc tiép vdi cac
protein trong mau va mang t¢ bao in vivo, nén polyetylen | glycol hodc

monometoxypolyetylen glycol, v.v. ¢6 tinh tuong hgp sinh hoc duoc st dung. Khbi
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polyme ky nuéc ndy cai thién duoc 4i luc cho dugc chit ky nudc, va polylactit,
polyglycolit, poly(lactic-glycolit), polycaprolacton, axit polyamin hodc polyorthoeste, v.v.
c6 dic tinh d& b vi sinh vt pha hay dugc st dung. Cu thé, cac din xuét polylactit dd va
dang dugc dung cho chit mang duoc chit & cac dang khac nhau do ching c6 d6 twong
hop sinh hoc m§ m#n va duge thity phan thanh axit lactic khéng doc in vive. Cac dan xuét
polylactit cé cac dac tinh vat 1y khac nhau tuy thudc vao phan tr luong cta ching, va
dugc phat trién & cac dang khac nhau nhu vi cAu, hat nano, gel polyme va tac nhan cr?'ly
ghép.

Patent M s6 6,322,805 boc 16 duoc phdm ding dé phan phdi duoc chét it hoa tan
trong nu6c chira chdt mang dugce chét loai mixen polyme va dugc chét it hoa tan trong
nudce, trong do chét mang dugc chét loai mixen polyme nay dugc tao ra tir copolyme hai
khdi hozc ba khéi ma khong duoc lién két ngang béi tac nhan tao lién két ngang va chira
it nhat mot polyme ky nuéc dé bi vi sinh vit pha hiy dugc chon tir nhém bao gém
polylactit, polyglycolit, poly(lactit-glycolit), polycaprolacton va cac din xuét ctia ching
va poly(alkylen oxit) 1am polyme wa nudc, trong d6 duoc chat it hoa tan trong nudc nay
dugc biy vat Iy trong chit mang dugc chit va dugc hoa tan, va trong d6 chit mang duoc
chét loai mixen polyme ndy tao ra dung dich nuSc trong sudt trong nuée va phén phéi
mot céch c6 hiéu qua dugc chét it hoa tan trong nudc nay vao co thé.

Tuy nhién, dugc phém néu trén c6 xu huéng lam ting luong cac chat cb lién quan
ma thoi gian bao quan chung lai bi giam. D& phan tich cac chét c6 lién quan trong duoc
pham nay, phuong phap phan tich sir dung cot C18 duoc sir dung, nhung né khéng du kha |

ning phén giai dé tach mot s6 chat c6 lién quan. Cu thé, do d phan giai cua 10-deaxetyl-
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7-epipaclitaxel (tap chit B) — 12 mot trong s6 cic chét cé lién quan dai dién cia
paclitaxel—va paclitaxel bang 0,95 hosc nho hon, nén ching khéng dugc tich mot cach
hoan toan va cin phai cai thién duoc d6 phan giai ciia chiing. Ngoai ra, hai tap chét chua
bibt dugc thé hién & RRT 1,14 13 céac chét c6 lién quan quan sat dugc trong thir nghiém
bao quan trong thoi gian dai sau thang hodc dai hon hoic thir nghiém trong didu kién khit
khe d3 phat hién dugc mot pic, ma khong dugce tach ra khéi nhau. Hon thé nira, dé phan
tich luong rat nho chit c6 lién quan bang phuong phap tuong tu, luong tiém mau cin phai
ting 1én v4i lugng 16n hon so véi lugng dung cho thir nghiém vé ham luong.

Do d6, cin phai phat trién phuong phap phan tich ma c6 thé tach dugc céc tap
chét trong qua trinh san xuét va dua dugc phim ra thi trudng, va di nhay sao cho luong
rat nho cua ting chét c6 lién quan c6 thé dugc xac dinh mot cach chinh xac ma khong can

tang lugng tiém mau.

Ban chit ky thuit ciia sing ché

Mot muc dich cia sing ché 13 d& xuit phuong phép phan tich céc chét co lién
quan ctia duoc phdm chira chit mang duoc chat dang polyme, c6 d6 phan gidi va do nhay
cai thién va dé str dung.

Muc dich khac ciia sang ché 12 d& xuét chit c6 lién quan d3 dugc phan tich va xac
dinh dugc bang phuong phap néu trén.

Muc dich khéc nfta ciia sang ché 13 dé xuét phuong phap danh gia dugc phdm
chira chit mang dugc chét dang polyme bang cach sir dung chat c6 lién quan néu trén 1am

chat chuan.
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Theo mdt khia canh, sang ché d& xuit phuong phap phan tich cac chét c6 lién
quan cia dugc phim dang mixen polyme, bao gdm cac bude: (1) chuén bi miu dé phan
tich 12 dugc phim dang mixen polyme bao gdm copolyme khéi ludng tinh bao gdm khéi
ua nudc (A) va khéi ky nude (B), va dugc chét it hoa tan trong nudc; va (2) phan tich
mAu d3 duge chudn bi ndy bang phuong phép sic ky 1ong hidu ning cao (HPLC) theo cac
didu kién (a) va (b) sau:

(a) pha tinh gdm cAc hat x6p c6 ¢& hat 14 4 pm hogc nho hon; va

(b) cot c¢b duong kinh trong 1a 5 mm hodc nhé hon va chiéu dai 12 50 mm hoic
dai hon.

Theo khia canh khac, sang ché d& xuit hop chit c6 cong thire 1c sau:

Cong thuc 1c

Van theo khia canh khéac, ééng ché d& xuét phuong phap danh gid dugc phdm
dang mixen polyme bao gébm budc danh gia dugc phdm dang mixen polyme bao gdm
copolyme khéi ludng tinh bao gdm khdi ua nude (A) va khdi ky nude (B), va duge chét it
hoa tan trong nudc 1a paclitaxel hodc doxetaxel, bing céch sir dung chat chudn 13 hop chét

¢6 cong thirc 1 sau hodc hop chat c6 cong thic 2 sau:
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Cong thic 1

€2

'8
o

trong d6

R; 12 H hodc COCHj;, va R; 14 phenyl hodc O(CHj)s.

Theo mdt phuong 4n cia sang ché, cac tap chit di dugc tao ra trong thudc thanh
phim, v.v. ¢6 thé dugc phan tich mot cach chinh xac bing cach sir dung cac chét c6 lién

quan ciia duoc phdm chira chit chuén 13 chét mang polyme va dugc chat it hoa tan trong
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nude. Ngodi ra, qua trinh tao ra cac chit c¢6 lién quan vé co ban c6 thé ngin can duge, nhd
d6 cubi ciing 12 1am giam duogc luong cc chit c6 lién quan.
MO ta vin tit cac hinh vé

Fig.1 13 sic ky dd thu dugc khi phan tich HPLC dbi véi duoc phdm dang mixen
polyme chira paclitaxel dung trong Vi du thit nghiém 1-1, da dugc dung trong thir nghiém
tang toc trong thodi gian 6 thang.

Fig.2 12 sic ky dd thu duoc va phc;)‘ cua phan tich LC/MS/MS dugc thuc hién trong
Vi du thir nghiém 1-2 cta cac chét c6 lién quan tach dugc trong Vi du thir nghiém 1-1:

(a) RRT 1,10+0,02 (1,08~1,12) (sau, RRT 1,10 dugc sir dung thay thé cho RRT
1,10+0,02)

(b) RRT 1,12+0,02 (1,10~1,14) (sau, RRT 1,12 duoc sir dung thay thé cho RRT
1,12+0,02)

Fig.3 13 sic ky dd thu duoc khi phan tich HPLC déi vé6i san phdm phan tmg da
duogc tao ra thu dugce trong Vi du thir nghiém 2:

(a) Dugc phdm dang mixen polyme chira paclitaxel

(b) Paclitaxel

(c) San phdm phan ting cta paclitaxel va L-lactit

(d) San pham phan Gng cia paclitaxel va D-lactit

Fig.4 1 séc ky db thu dugc ciia phéan tich LC/MS/MS d6i v6i san phidm phén tmg
da duogc tao ra thu dugce trong Vi du thir nghiém 3:

(a) Paclitaxel

(b) San phim phan tng cla paclitaxel va L-lactit
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(c) San phdm phan tng ciia paclitaxel va D-lactit

Fig.5 thé hién cc két qua ctia phan tich LC/MS/MS ddi vé6i chét c6 lién quan thu
dugc ¢ vi tri RRT 0,87+0,02 (sau, RRT 0,87 dugc st dung thay thé cho RRT 0,87+0,02)
trong Vi duy tht nghiém 1-1.

Fig.6 thé hién cac két qua cia phan tich LC/MS/MS d6i véi nguyén lidu thu dugc
& RRT 0,87 bang cich cho paclitaxel phan tmg véi axit va sit dung phuong phép phan
tich twong tu nhu phuong phap néu trong Vi du thu nghié.m 5.

Fig.7 thé hién cic két qua cha viéc quét ion clia san phim trong phan tich
LC/MS/MS dbi véi nguyén liéu thu duge & RRT 0,87 bang cach cho paclitaxel phan tmg
véi axit va st dung phuong phap phén tich tuong tu nhu phuong phap néu trong Vi du
thir nghiém 5, cling v6i két qua phén tich cia chit c6 lién quan & vi trf RRT 0,87 trong
dugc phdm dang mixen polyme chira paclitaxel:

(a) Két qua phan tich dugc phdm dang mixen polyme chira paclitaxel sau khi thir
nghiém ting t6c trong thoi gian sau thang

(b) Két qua phan tich nguyén liéu thu duoc & RRT 0,87 bang cach cho paclitaxel
phan ung véi axit va st dung phuong phap phén tich tuong tu

Fig.8 thé hién cac két qua cia phan tich "H NMR trong phén tich NMR dbi véi
nguyén liéu thu duoc & RRT 0,87 bang cach cho paclitaxel phan tng véi axit va éfr dung
phuong phap phén tich tuong tu nhu phuong phép néu trong Vi du thit nghiém 5.

Fig.9 thé hién cic két qua ctia phan tich *C NMR trong phan tich NMR ddi vé6i
nguyén liéu thu duge & RRT 0,87 bing cach cho paclitaxel phan tng vdi axit va st dung

phuong phép phén tich tuong tu nhu phuong phép néu trong Vi du thir nghiém 5.
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Fig.10 thé hién cac két qua ctia phan tich COSY (Quang phd trong quan) trong
phan tich NMR d6i véi nguyén lidu thu dugc & RRT 0,87 bing cach cho paclitaxel phan
ung vdi1 axit va st dung phuong phép phén tich tuong tu nhu phuong phap néu trong Vi
du thtr nghiém 5.

Fig.11 thé hién céc két qua cta phan tich HMBC (Quang phd twong quan lién két
da di vong) trong phan tich NMR d6i v6i nguyén lidu thu duoc & RRT 0,87 bing cach cho
paclitaxel phan Ung vdi axit va st dung phuong phép phéan tich tutong tu nhu phuong

phép néu trong Vi du thit nghiém 5.

MBS ta chi tiét sang ché

Séang ché duoc giai thich mét cach chi tiét hon sau.

Trong ban md ta ndy, thuat ngit “chét ¢6 lién quan” dugc ding dé chi loai tap chét
ctia hoat chit chinh, ¢6 thé c6 trong quy trinh tong hop nguyén lidu thé hoic trong thudc
thanh phdm va duoc sir dung dé dénh gia chat luong, v.v. cia thube thanh phim nay.

Phuong phap phan tich cac chit ¢6 lién quan cta duoc phim dang mixen polyme
theo mdt phuong 4n cia sang ché bao gdm céc bude: (1) chudn bi mau dé phan tich 13
dugc phdm dang mixen polyme bao gém copolyme khdi ludng tinh bao gdm khéi ua
nudce (A) va khdi ky nuéde (B), va duoc chit it hoa tan trong nudc; va (2) phan tich miu
da duoc chuén bi ndy bang phuong phép sic ky 1ong hiéu nang cao (HPLC) theo cac didu
kién (a) va (b) sau:

(a) pha tinh gdm c4c hat xdp c6 c& hat 13 4 pm hozc nho hon; va
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(b) cdt c6 dudng kinh trong 13 5 mm hodc nhé hon va chidu dai 13 50 mm hodc
dai hon.

Theo mot phuong 4n ctia sang ché, pha tinh gém cac hat x5p c6 thé 13 pha tinh
pentaflophenyl.

Theo mot phuong 4n cia sang ché, c6 thé st dung sic ky long hiéu ning cao
(HPLC) bf?mg cach ding (a) pha tinh gdm cac hat x6p c6 c¢& hat nim trong khoang tir 1,5
dén 4 pm; va (b) cot c6 dudng kinh trong nim trong khoang tir 2 dén 5 mm va chidu dai
nim trong khoang tir 50 dén 250 mm.

Theo mét phuong 4n ciia sang ché, phuong phép phén tich cic chét c6 lién quan
theo sang ché c6 thé con bao gém (3) phén tich dinh tinh cic chat c6 lién quan di dugc
tach ra trong budc (2) néu trén bang LC/MS (Séc ky 16ng/Phd khéi), LC/MS/MS (Sic ky
16ng/Phé khéi lién tiép), NMR hoic t6 hop clia chiing.

Trong budc phén tich dinh tinh néu trén khic, LC/MS hoic LC/MS/MS ¢6 thé 13
phuong phép sir dung (c) pha tinh ODS lai (octadexyl-silic oxit) va (d) cdt c6 duong kinh
trong 1a 10 mm hodc nho hon va chiéu dai 12 500 mm hoac ngén hon. Theo mot vi du, cot
c¢6 dudng kinh trong ndm trong khoang tir 1 dén 10 mm va chiéu dai nim trong khoang tir
10 dén 150 mm c6 thé duoc st dung.

Theo mot phuong 4n clia sang ché, phuong phép phén tich cac chét c6 lién quan
c6 thé sit dung bd do UV dé phét hién céac chit c6 lién quan.

Dugc phdm ding trong phuong 4n ciia sang ché bao gbém, cac hop phan cén thiét,
chat mang polyme 13 cbpolyme khdi ludng tinh bao gdm khdi wa nudc (A) va khdi ky

nudce (B), va dugc chét it hoa tan trong nude duoc by trong chit mang niy.

-10-
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Theo mét phuong 4n cia sang ché, copolyme khéi ludng tinh bao gdm copolyme
hai khéi kidu A-B gdm khdi wa nudc (A) va khébi ky nuée (B), hosic copolyme ba khéi
kiéu B-A-B.

Theo mét phuong 4n cla sing ché, copolyme khéi ludng tinh cé thé chira khéi wa
nuéc véi lugng ndm trong khoang tir 20% dén 95% khéi lugng, va cu thé hon 14 nim
trong khoang tir 40% dén 95% khédi lwong, tinh theo tdng khdi lugng copolyme. Ngoai ra,
copolyme khéi ludng tinh c6 thé chira khéi ky nuéce véi lugng nim trong khoang tir 5%
dén 80% khdi lugng, va cu thé hon 12 nim trong khodng tir 5% dén 60% khbi luong, tinh
theo tong khéi luwgng copolyme.

Theo mdt phuong 4n cia sang ché, copolyme khéi ludng tinh c6 thé ¢ phan tir
lwong trung binh nim trong khoang tir 1000 dén 50000 Dalton, va cu thé hon 13 nim
trong khoang tir 1500 dén 20000 Dalton.

Theo mot phuong 4n cia sang ché, khdi ua nudce 13 polyme ¢6 d tuong hop sinh
hoc va ¢6 thé bao gém mot hodc nhiéu chit duoc chon tir nhém bao gém polyetylen
glycol hodc cac din xuét cta chiing, polyvinylpyrolidon, rugu polyvinylic, polyacrylamit
va td hop cua chung, va cu thé hon, né ¢6 thé chira modt hodc nhiéu chét dugc chon tir
nhém bao gdm polyetylen glycol, monometoxypolyetylen glycol va t6 hop cua chung.
Khéi wa nuéc c6 thé ¢ phan tir lugng trung binh ndm trong khoang tir 200 dén 20000
Dalton, va cu thé hon 12 ndm trong khoang tir 200 dén 10000 Dalton.

Theo mot phuong 4n clia sang ché, khdi ky nudc 12 polyme cé dic tinh dé bi vi
sinh vat pha hity va c6 thé 1 polyme gém cac monome c6 ngudn gbe tir axit alpha (a)-

hydroxy. Cu thé, né c6 thé chira mot hoic nhiu chit dugc chon tir nhém bao gdm

-11-
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polylactit, polyglycolit, axit polymandelic, polycaprolacton, polydioxan-2-on, axit
polyamin, polyorthoeste, polyanhydrit, polycacbonat va t6 hop ctia ching, va cu thé hon,
né c6 thé bao gém mot hodc nhidu chit duoc chon tir nhém bao g@)m polylactit,
polyglycolit, polycaprolacton, polydioxan-2-on va t6 hop ctia chiing. Khéi ky nudc cé thé
c6 phan tir luong trung binh ndm trong khoang tir 200 dén 20000 Dalton, va cu thé hon 12
nim trong khoang tir 200 dén 10000 Dalton.

Theo mdt phuong 4n cua sang ché, copolyme khéi ludng tinh bao gdbm khéi
polyme ky nudc 13 poly(axit alpha (a)-hydroxy) co thé duoc téng hop bang phuong phap
polyme héa md vong di biét nhd st dung polyme ua nuéc c6 nhém hydroxyl lam chét
khoi mao, va lacton monome 13 axit alpha (a)-hydroxy. Vi du, L-lactit hodc D,L-lactit ¢
th8 dugc polyme héa bing cich md vong trong dé polyetylen glycol hodc
monometoxypolyetylen glycol ua nuéc ¢ nhém hydroxyl lam chét khoi mao. Viéc tong
hop copolyme hai khéi hodc ba khéi c6 thé dugc thuc hién theo s& Iugng nhém hydroxyl
tdn tai trong khdi ua nudc 13 chét khoi mao. Trong qua trinh polyme hod mé vong, chét
xUc tac hitu co kim loai nhu thiéc oxit, chi oxit, thiéc octoat, antimon octoat, v.v. ¢6 thé
dugc st dung, va tbt hon néu thiéc octoat ¢ tinh twong hop sinh hoc dugce sir dung trong
quy trinh diu ché polyme dé dung trong y khoa.

Theo mdt phuong an cia sang ché, dugc chit it hoa tan trong nude di dugce biy
trong chit mang polyme c6 thé 13 tc nhan trj ung thu, cu thé hon 13 tac nhan tri ung thu
taxan. Theo mdt phuong an cla sang ché, taxan c6 thé & dang khan hodc dang hydrat hoa,

va dang v6 dinh hinh hoic dang két tinh. Ngoai ra, taxan c6 thé duoc chiét tir thuc vat

-12-
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trong tir nhién, hodc thu dugc bing quy trinh ban téng hop hoic phurong phap nubi ciy té
bao thuc vat, v.v.

Téc nhan tri ung thu taxan c6 thé 13 mot hodc nhidu tic nhan dugc chon tir nhém
bao gdm paclitaxel, doxetaxel, 7-epipaclitaxel, t-axetylpaclitaxel, 10-desaxetylpaclitaxel,
10-desaxetyl-7-epipaclitaxel, 7-xylosylpaclitaxel, 10-desaxetyl-7-glutarylpaclitaxel, 7-
N,N-dimetylglyxylpaclitaxel, 7-L-alanylpaclitaxel va cabazitaxel, va cu thé hon, né c6 thé
1a paclitaxel, doxetaxel hodc t6 hop ctia chung.

Duoc phdm theo mdt phuong 4n cua sang ché c6 thé bao gdm dugc chit it hoa
tan trong nudc véi luong nam trong khoang tur 0,1 dén 50 phﬁn khdi lugng, va cu thé hon
12 ndm trong khoang tir 0,5 dén 30 phin khdi luong, tinh theo 100 phan khéi lugng
copolyme khdi ludng tinh. Néu lugng duogc chat it hoa tan trong nuéc 13 qua nho so véi
khéi luong cua copolyme khéi ludng tinh, thi ty 1& khdi luong gitra copolyme ludng tinh
d3 duoc dung va dugc chat 13 cao va do d6 thoi gian dé hoan nguyén c6 thé tang 1én. Mt
khac, néu luong duoc chit it hoa tan trong nude 12 qua 16n, thi mot van dé c6 thé gap phai
14 duoc chét it hoa tan trong nude bi két tia nhanh.

Theo mot phuong 4n cta sang ché, chat cé lién quan phat hién duoc trong
phuong phép phan tich chit c6 lién quan theo sang ché c6 thé bao gdm hop chit c6 cong
thtrc 1 sau:

Cong thuc 1

-13-
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trong do

R; 1a H hodc COCHj, va R; 1a phenyl hodc O(CHjs)s.

Hop chat c6 cong thirc 1 néu trén cé thé bao gdbm hop chit c6 cong thirc 1a sau,
hop chét cé cong thirc 1b sau, hodc ca hai hop chét nay:

Cong thuc la
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Cong thuc 1b
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Theo mot phuong an cta sang ché, duoc chét it hoa tan trong nudc 1a paclitaxel,
va chét c6 lién quan c6 thé bao gdm hop chét c6 cong thirc 1c sau:

Cong thuc 1c

Hop chfit c6 cong thirc 1c¢ c6 thé bao gébm hop chit cé cong thic 1d sau, hop chét
c6 cong thiic 1e sau, hoic ca hai hop chét nay:

Cong thuac 1d
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Theo mot phuong 4n cia sang ché, chit c6 lién quan phét hién dugc theo mot
phuong 4n cua sang ché co thé bao gdm hop chét c6 cong thirc 2 sau:

Cong thtc 2
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(W)

trong dé

R, 1a H hodac COCHj3;, va R, 1a phenyl hodc O(CHj3)s.

Theo mot phuong an cua sang ché, dugc chét it hoa tan trong nudc 12 paclitaxel,
va chét c6 lién quan c6 thé bao gdm hop chét c6 cong thirc 2a sau:

Cong thuc 2a

Theo khia canh khac cia sang ché, phuong phap danh gia duoc phdm dang mixen
polyme bao gdm buéc danh gid dugc phdm dang mixen polyme chira copolyme khéi
ludng tinh bao gdm khdi wa nudce (A) va khdi ky nude (B), va duoc chét it hoa tan trong
nuée 13 paclitaxel hodc doxetaxel, bing cach sir dung chét chuén 13 hop chit dugc thé

hién & cong thirc 1 néu trén hodc hop chét duoc thé hién & cong thirc 2 néu trén.
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Hop chét c6 cong thirc 1 néu trén cé thé bao gdm hop chét c6 cong thirc 1a, hop
chat c6 cong thizc 1b, hoic ca hai hop chat ndy.

Theo mét phuong 4n ctia sang ché, trong phuong phép d4nh gia dugc phdm dang
mixen polyme néu trén, dugc chét it hoa tan trong nudc 13 paclitaxel, va chit chuin cé thé
13 hop chit duoc thé hién & cong thitc 1c hoic cong thitc 2a néu trén.

Hop chat c6 cong thirc 1¢ néu trén cé thé bao gdm hop chit ¢ cong thirc 1d, hop
chat c6 cong thirc le, hodc ca hai h0’p chét nay.

Nhu duogc sir dung trong ban md ta nay, lugng “ban dau” ctia duoc chit it hoa tan
trong nudc c6 nghia 13 khéi luong ciia duoc chit it hoa tan trong nude duge dua vao khi
duoc phém nay dugc bao ché.

Trong phuong phép danh gia dugc phdm dang mixen polyme theo mot phuong an
cua sang ché, c6 thé nhén théiy réng tiéu chun chét lugng dugc théa man néu dugc phém
nay chia chét c6 lién quan c6 cong thic 1 (ddc biét 1, cong thic 1c) c6 mat vdi lugng
bé‘mg 0,8 phén khéi lugng hodc nhé hon, tdt hon 12 0,65 phe‘in khdi luong hodc nhoé hon,
t6t hon nita 12 0,5 phan khéi lugng hoic nho hon, con tét hon nita 12 0,35 phan khéi luong
hodc nhé hon, va t6t nhét 13 0,2 phan khéi lugng hozc nhod hon, tinh theo 100 phin khéi
lugng cua lugng ban du cta dugc chit it hoa tan trong nudce khi né dugce bao quan & diéu
kién tang tdc (40°C) trong 6 thang.

Trong phuong phép danh gia dugc phdm dang mixen polyme theo mét phuong 4n
clia sang ché, c6 thé nhan thiy ring tiéu chuan chit luong duoc théa méin néu duge phim
chira chit c6 lién quan c6 cong thirc 1a (dic biét 13, cong thic 1d) c6 mit voi luong bing

0,3 phan khdi lrong hodc nhé hon, tét hon 13 0,25 phan khéi lwong hodc nhé hon, tt hon
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nira 13 0,2 phan khéi lwvong hodc nhd hon, con tét hon nita 12 0,15 phan khéi luong hoic
nho hon, va tét nhat 13 0,1 phan khéi luong hodc nho hon, tinh theo 100 phin khéi luong
ctia lugng ban dau cia duoc chét it hoa tan trong nude, khi né duoc bao quan & didu kién
tang tdc (40°C) trong 6 thang,.

Trong phuong phap danh gia dugc phdm dang mixen polyme theo mdt phuong 4n
cua sang ché, c6 thé nhan théy ré‘mg tiéu chuén chit luong dugc thoa min néu duge phém
chtra chét c6 lién quan c6 cong thuc 1b (ddc biét lé, cong thic 1e) c6 mat véi lugng b;"mg
0,5 phﬁn khéi lugng hoac nho hon, tdt hon 13 0,4 phé‘m khéi lugng hodc nho hon, 6t hon
nita 13 0,3 phén khéi lugng hodc nho hon, con t8t hon nira 12 0,2 ph?m khdi lugng hodc
nhé hon, va t8t nhat 12 0,1 phﬁn khéi lugng hodc nhd hon, tinh theo 100 phﬁn khdi luong
cua luong ban dau cua dugc chit it hoa tan trong nude, khi né dugc bao quan & diéu kién
tang téc (40°C) trong 6 thang.

Theo phuong 4n dugc uu tién vé phuong phap danh gia dugc phdm dang mixen
polyme theo mot phuong an cua sang ché, c6 thé nhén thiy ring tiéu chudn chét lugng
duoc théa man néu duge phém chtra chit c6 lién quan c6 cong thirc 1 (dac biét 1a, cong
thirc 1¢) c6 mat véi luong nhé hon 0,8 phan khdi lwong, dic biét 13 nhé hon 0,7 phan khéi
lugng, tinh theo 100 phén khéi luong cua luong ban dau cua dugc chét it hoa tan trong
nuée khi né dugc bao quan & didu kién ting tdc (40°C) trong 6 thang.

Theo phuong é4n dugc uu tién, co thé nhan thfiy réng tiéu chuin chit lugng duoc
thoa man néu dugc phdm chira chét c6 lién quan cé cong thirc 1a (dic biét 13, cong thirc

1d) c6 mit véi luong nho hon 0,25 phan khéi luong, dic biét 1a nho hon 0,22 phan khbi
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lugng, tinh theo 100 phén khéi luong cua lugng ban dau cua duoc chét it hoa tan trong
nuée khi n6 dugc bao quan & didu kién ting tdc (40°C) trong 6 thang.

Theo phuong 4n dugc wu tién, c6 thé nhan thiy ring tiéu chudn chit lugng duoc
théa min néu duogc phém chira chét c6 lién quan cé céng thuc 1b (ddc biét 1a, cong thic
le) c6 mat v6i Iwgng nhé hon 0,55 phan khdi Iugng, dic biét 12 nhé hon 0,48 phin khéi
lugng, tinh theo 100 ph?m khéi luong ban diu cua dugce chét it hoa tan trong nudc, khi
duoc bao quan & diu kién tang téc (40°C) trong 6 thang.

C6 thé nhan thiy rang tiéu chuin chit luong duge thoa man néu dugc phim theo
mot phuong 4n cua sang ché chira chat c6 lién quan c cong thire 1 (dic biét 13, cong thirc
1¢) ¢6 mat vé6i luong bang 1,0 phin khéi lwong hodc nhé hon, t6t hon 13 0,6 phan khdi
lugng hoac nho hon, t6t hon nira 12 0,4 ph?m khdi lugng hodc nhé hon, con t6t hon nira 12
0,2 phan khéi lwong hodc nho hon, va tét nhét 13 0,16 phan khéi lugng hodc nhé hon, tinh
theo 100 phén khéi luong cta lugng ban diu cua dugc chét it hoa tan trong nudc, khi
duogc bao quan & didu kién nghiém ngit (80°C) trong 3 tuén.

Theo phuong &n dugc uu tién, co thé nhan thiy ring tiéu chudn chit lugng duoc
thoa min néu duoc phim chira chét c6 lién quan cé cong thirc 1a (dic biét 13, cong thic
1d) ¢4 mit véi lugng bing 0,5 phin khéi Ivong hodic nhé hon, t6t hon 13 0,3 phan khdi
luong hodic nhé hon, t6t hon nita 12 0,2 phan khdi lugng hodc nhé hon, con tét hon nita 13
0,1 phan khédi lrong hodc nhé hon, va tét nhat 12 0,08 phan khdi lugng hoic nhé hon, tinh
theo 100 phan khdi lwong cia lugng ban ddu ctia duge chét it hoa tan trong nudc, khi nd

duoc bao quan & didu kién nghiém ngat (80°C) trong 3 tuan.
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Theo phuong an dugce wu tién, cd thé nhan théy réng tiéu chuin chét Ivong dugc
thoa mén néu duoc phém chtra chét c6 lién quan cé cong thirc 1b (dic biét 13, cong thic
le) c6 mat véi lugng béng 0,5 ph@m khéi lugng hodc nho hon, t8t hon 12 0,3 phﬁn khdi
luong hodc nhé homn, tdt hon nita 13 0,2 phan khdi lugng hodc nhé hon, con tot hon nita 1a
0,1 phin khéi Ivgng hodc nhd hon, va tot nhat 13 0,08 phan khéi lugng hodc nho hon, tinh
theo 100 phin khdi lrong ban du ctia dugc chat it hoa tan trong nude khi né duge bao
quan & diéu kién nghiém ngit (80°C) trong 3 tuln.

Theo phuong an dugce uu tién, co thé nhan théy ré’mg tiéu chudn chét lugng duoc
thoa mén néu dugc phdm theo mot phuong 4n cla sang ché chira chit c6 lién quan c6
cong thirc 1 (dic biét 13, cong thic 1c) c6 mit v6i luong nho hon 0,45 phén khéi luong,
tinh theo 100 phin khéi lugng ciia lugng ban dau ciia duge chét it hoa tan trong nuéc, khi
n6 dugc bao quan & didu kién nghiém ngit (80°C) trong 3 tuln.

Theo phuong an dugce uu tién, cd thé nhén thdy rang tiéu chuin chit luong duge
thoa man néu dugc phidm theo mot phuong an cla sang ché chira chét c6 lién quan co
cong thic la (ddc biét 13, cong thitc 1d) c6 miat voi lugng nhd hon 0,18 phén khéi luong,
tinh theo 100 phan khdi lwrong ban dau ctia duge chét it hoa tan trong nudc, khi né duge
bao quan & didu kién nghiém ngit (80°C) trong 3 tuan.

Theo phuong an dugc uu tién, co thé nhan thiy rang tiéu chuén chét luong duoc
thoa mén néu dugc phdm theo mot phuong 4n cla sang ché chira chit c6 lién quan c6
cong thire 1b (dic bidt 13, cong thirc le) c6 mit voi lugng nhd hon 0,27 phan khéi luong,
tinh theo 100 phén khéi luong ban ddu ciia dugc chat it hoa tan trong nudc, khi nd dugce

bao quéan & didu kién nghiém ngat (80°C) trong 3 tuln.

-21-



36335

Trong phuong phép d4nh gia dugc phdm dang mixen polyme theo mét phuong 4n
cua sang ché, c6 thé nhan théy réng tiéu chudn chét lugng dugce thoa man néu dugc phém
chita chéit ¢6 lién quan c6 cong thirc 2 (dic biét 13, cong thirc 2a) c6 mét véi lugng béng
0,3 phﬁn khéi lugng hodc nhd hon, tdt hon 14 0,25 phén khéi luong hozc nhé hon, tét hon
nita 13 0,2 phan khdi lrgng hodc nhé hon, cdn tét hon nita 12 0,15 phan khdi lrgng hodc
nhé hon, va t6t nhat 12 0,1 phan khéi lugng hodc nho hon, tinh theo 100 phan khéi Iwvong
ban d4u ctia dugc chat it hoa tan trong nuéc, khi né dwoc bao quan & didu kién ting tbc
(40°C) trong 6 thang.

Theo phuong 4n dwgc uu tién, c6 thé nhan thiy ring tiéu chuin chét lugng duge
thoa man néu duoc phidm theo mot phuong 4n cua sang ché chtra chét c6 lién quan co
cong thirc 2 (dic biét 13, cong thirc 2a) c6 mit v6i lugng nho hon 0,27 phan khéi luong,
dac biét 12 nho hon 0,19 phan khdi luong, tinh theo 100 phin khéi luong ban ddu cua
dugc chat it hoa tan trong nuée, khi né duoc bao quan & didu kién tang toc (40°C) trong 6
thang.

C6 thé nhéan thdy ring tiéu chuin chét luong dugc théa man néu duoc phim theo
mot phuong 4n cta sang ché chira chit ¢0 lién quan c6 cong thirc 2 (ddc biét 13, cong thirc
2a) c6 mit véi lugng bang 1,0 phan khdi lugng hodc nho hon, tét hon 13 0,8 phan khdi
lwong hodc nhé hon, t6t hon nita 13 0,6 phan khdi luong hodc nhé hon, con tbt hon nira 13
0,4 phan khéi lwong hozc nho hon, va tét nhit 13 0,2 phan khéi luong hodc nhod hon, tinh
theo 100 phﬁn khdi lugng ban dau cua duoc chét it hoa tan trong nudc, khi né dugce bao

quan & didu kién nghiém ngit (80°C) trong 3 tudn.
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Theo phuong 4n duge uu tién, c¢6 thé nhan thiy rang tiéu chuan chit luong duge
thoa mén néu dugc phdm theo mot phuong 4n cta sang ché chira chét cé lién quan c6
cong thirc 2 (dic biét 13, cong thirc 2a) c6 mit véi lugng nhé hon 0,76 phin khéi lugng,
tinh theo 100 phan khéi lwong ban dau ciia duge chét it hoa tan trong nuée, khi né duoc
bao quan & diéu kién nghiém ngit (80°C) trong 3 tuln.

Vi du thwe hién séng ché

Sang ché dugc giai thich chi tiét hon bang cac vi du sau ddy. Tuy nhién, cac vi du
nay chi nhim muc dich minh hoa sing ché, va pham vi ctia sang ché khong chi gi6i han &
céc vi du ndy theo cach bt ky.
Vi du thir nghiém 1-1: T4ch cdc chit c6 lién quan bing phwong phap sic ky 16ng

16,7mL nudc khir ion (DW) dugc nap vao lo nhé chirta 100mg ché phim dang
mixen polyme chira paclitaxel, duoc ding dé thir nghiém ting tdc trong sau thang (nhiét
do: 40°C), va cac thanh phan dugc hoa tan hoan toan, va tong lugng chét 16ng duoc 14y ra
va dugc chuyén vao binh ciu dung tich 20ml, va dat t6i dong di dugc danh du 1 thu
dugc téng thé tich 20mL (5,0 mg/ml). 2mL chét 10ng nay duoc 14y ra va duge chuyén dén
binh cdu dung tich 10ml, va db axetonitril dé dat t6i dong d3 dugc danh ddu dé thu duoc
téng thé tich 10mL (1 mg/ml). D4i v6i ché phdm néu trén, chét ¢6 lién quan duoc tich va
thu gom theo phén doan bang cach sir dung phuong phap sic ky 1ong sau.

Céc diéu kién dé tién hanh sic k¥ 1ong

1) Cot: Poroshell 120 PFP (4,6 x 150 mm, 2,7 pm, Agilent)

2) Pha dong: A: DW / B: Axetonitril

Thoi gian (phit) | %A | %B
0,00 65 | 35
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25,00 45 | 55
28,00 45 | 55
30,00 65 | 35
35,00 65 | 35

3) Téc d6 chay: 0,6mL/phit
4) Thé tich tiém: 10 pul
5) Bo do: Quang phd ké hap thu UV (Budc séng xac dinh: 227 nm)
Séc ky dd thu duoc khi phan tich HPLC duoc thé hién trén Fig.1.
Vi du thir nghiém 1-2: Phan tich dinh tinh cdc chit c6 lién quan & RRT 1,10
va 1,12 bing cach s dung LC/MS/MS
Céac chét ¢6 lién quan da dugc tach trong Vi du thir nghiém 1-1 (RRT: 1,10+0,02
(1,08~1,12) va 1,12+0,02 (1,10~1,14)) dugc phan tich dinh tinh bing cach quét MS cia
quang phd ké sic ky 1ong-khéi (LC/MS/MS). Béi véi LC/MS/MS, sic ky long 1200 diy
va quang ph ion héa phun dién tir 6400 diy (Agilent, US) dugc st dung. Cac diéu kién
dé phan tich 1a nhu sau.

Céc diéu kién dé tién hanh sic k¥ 1dng

1) Coét: Cadenza HS-C18 (3,0 x 150 mm, 3 pum, Imtakt)

2) Pha dong: A: amoni axetat 0,5mM vdi axit axetic 0,03% / B: Axetonitril

Thoi gian (phut) | %A | %B
0,00 80 | 20
4,00 55 | 45
9,00 55 | 45
9,10 80 | 20
15,00 80 | 20

3) Téc @6 chay: 0,4mL/phut

4) Thé tich tiém: 2 pl
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5) B6 do: Quang phd ké hip thu UV (Buéc séng xac dinh: 227 nm)

Céc diéu kién dé phan tich quang phd ion hda phun dién ti

1) Ion hoé: Ion héa phun dién tr, Duong tinh (ESI+)

2) Phuong phap MS: Quét MS2 / Qét ion clia san pham
3) Ngudn ion: Dong tia Agilent ESI

4) Khi phun mu (4p suét): Nito (35 psi)

5) Dién ap phun ion: 3500 V

6) Nhiét d6 khi sdy khé (tbc do chay): 350°C (7 L/phut)
7) Nhiét d6 khi bao (téc @6 chay): 400°C (10 L/phit)
8) Dién thé phan manh: 135 V

9) Pién thé voi: 500 V

10) Pién thé tang toc té bao: 7V

I11)EMV: 0V

12) Nang lugng va cham: 22 V

13) Ion tién than: m/z 1020,2

14) Khoang quét khbi: m/z 100~1500

Chéat dé phan tich, ma dugc tach va dua vao giai doan phéat hién, dugc thiét lap
cho chay trong quang phd ké khdi, va & thoi diém nay ion da dugc phat hién ctia chét c6
lién quan dugc phéan tich dinh tinh bé.ng cach lga chon ion dic trung cua phé khoi
[M+Na].

Séc ky db thu duoc va phd cia viéc phan tich LC/MS/MS dugc thé hién trén
Fig.2.

Vi du thi¥ nghiém 2: Tao ra phdn &ng ciia paclitaxel va lactit va phan tich
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HPLC sian phzzlm phan Gng

Trong cac chat c6 lién quan ma duoc thu gom theo phan doan tur ché phim dang
mixen polyme chira paclitaxel trong Vi du thir nghiém 1-1, nhiéu polyme cing cé mit va
do d6 phan tich dinh tinh ching gip rat nhiéu kho khin. Do viéc phan tich dinh tinh trong
cac vi du thtt nghi€m 1-2 dugc thuc hién sau do, cac chét c6 lién quan duoc gia dinh 13
cac hop chit duoc san xudt bing cach két hop paclitaxel va lactit. Do d6, thir nghiém tao
ra phan g bing cich bd sung truc tiép lactit vao paclitaxel va phén tich san phim phan
ung duoc thuc hién dé khéng dinh xem cAc chét c6 lién quan gia dinh dugc san xut.

Truéc tién, mdi Smg paclitaxel va 3mg L-lactit/D-lactit dugc hoa tan trong 1mL
dung dich axetonitril (ACN):DW=70:30 (thé tich/thé tich), v sau d6 c4c dung dich nay
dugc trén v6i nhau. Dung dich ndy dugce chuyén vao lo LC va dugc phén tich bﬁng
HPLC. Sic ky db thu duoc khi phén tich HPLC dugc thé hién trén Fig.3.

Béng cach phén tich, c6 thé khing dinh ring d6 13 hop chét ciia td hop paclitaxel
va L-lactit d3 duogc rira giai trude tién trén sic ky d6 va hop chat cta té hop paclitaxel va
D-lactit dugc rra giai sau d6. Hon thé nita, trong trudng hop thir nghiém st dung cliing
mdt luong nhu vay, c6 thé khing dinh ring t& hop paclitaxel va D-lactit dugc tao ra nhiéu
hon so véi tb hop paclitaxel va L-lactit. Tir d6, mau sic ky d6 tuong tu ¢ thé dugc khing
dinh 12 ché phdm dang mixen polyme chira paclitaxel, ma dugc dung @ thir nghiém ting
téc trong sau thang.

Vi du thir nghiém 3: Phén tich dinh tinh sin phdm phan @ng ciia paclitaxel
va lactit bing cach sit dung LC/MS/MS

Bing cach sit dung LC/MS/MS, miu chi chtra paclitaxel dugc quét MS trudc
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tién, va do d6, m/z 854,2 amu (don vi khéi nguyén tir) 1a [M+H]" va m/z 876,2 amu 13
[M+Na]* c6 mat. Sau d6, khi L-lactit va D-lactit dugc bd sung vio paclitaxel, m/z 1020,0
amu, khong thé hién trong mAu chi chira paclitaxel, xuat hién va d3 khing dinh dugc ring
cuong dd ctia nd dugc ting 1én mot cach lién tuc khong theo thoi gian. Phd thu duoc khi
~ phan tich LC/MS/MS dugc thé hién trén Fig.4.

T d6, c6 thé khéng dinh lai réng cAu tric cia chat c6 lién quan thu dugc trong
Vi dy thtr nghiém 1-1 13 hop chét c6 1020,0 amu 13 [M+Na]" dugc san xuét boi t6 hop
paclitaxel va chit ddng phan lactit.

Tir cac két qua cia Vi du thir nghiém 2 va 3 va hiéu biét thong thudng vé phan
tng trong linh vuc hoé hitu co, c6 thé nhan thy ring chét ¢ lién quan ctia ché phdm

dang mixen polyme 13 hop chét sau dugc san xut boi td hop paclitaxel va lactit.

Dang tb hop cﬁﬁ paclitaxel va lactit: Cs3HsoNO15 (998,03 g/mol)

Vi du thir nghiém 4: Phén tich dinh tinh ciia chit c6 lién quan & RRT 0,87
bing cich si dung LC/MS/MS

Chét c6 lién quan da dugc tach trong Vi du thtr nghiém 1-1 (RRT: 0,87+0,02

(0,85~0,89)) dugc phan tich dinh tinh bing cach quét MS va quét ion clia san phim bing
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quang phd ké sic ky 1éng-khdi (LC/MS/MS). Trong thiét bi sau, d6i véi LC/MS/MS, sic
ky long 1200 ddy va quang phd ion héa phun dién tir 6400 diy (Agilent, US) duoc sir
dung. Cac diéu kién dé phén tich 12 nhu sau.

Céc diéu kién dé tién hanh sfc k¥ 14ng

1) Cét: Poroshell 120 PFP (4,6 x 150 mm, 2,7 pm, Agilent)

2) Pha dong: A: DW / B: Axetonitril

Thoi gian (phut) | %A | %B
0,00 65 | 35
25,00 45 | 55
28,00 45 | 55
30,00 65 | 35
35,00 65 | 35

3) Téc d6 chay: 0,6mL/phit
4) Thé tich tiém: 10 pl
5) B do: Quang phd ké hip thu UV (Budc song xac dinh: 227 nm)

Céc diéu kién dé quang phd ion hoa phun dién tir

1) Ion hoa: Ton héa phun dién tir, Duong tinh (ESI+)

2) Phuong phép MS: Quét MS2 / Viéc quét ion ctia san pham
3) Ngudn ion: Dong tia Agilent ESI

4) Khi phun mt (4p suét): Nito (35 psi)

5) Bién 4p phun ion: 3500 V

6) Nhiét d6 khi siy khé (tbc d6 chay): 350°C (7 L/phit)
7) Nhiét d6 khi bao (tbc d6 chay): 400°C (10 L/phut)
8) Pién thé phan manh: 135V

9) Pién thé voi: 500 V
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10) Pién thé tang tbc té bao: 7V

11) EMV: 0V

12) Nang lugng va cham: 22 'V

13) Ion tién than: m/z 894,2

14) Khoang quét khéi: m/z 100~1500

Chét dé phan tich, ma di dugc tach va di ra tir giai doan phan tich, dugc thiét 1ap
d& chay vao quang phd ké, va & thoi didm d6 ion d3 duogc phét hién cta chét c6 lién quan
duoc phan tich dinh tinh bing cach lwa chon ion dic trung ctia phd khdi [M+Nal.

Vi du thir nghiém 5: Phéin tich LC/MS/MS chit c6 lién quan & RRT 0,87

trong hén hop chira paclitaxel da dwoc xir Iy b%ng axit

Tir viéc phén tich dinh tinh ché phdm dang mixen polyme chta paclitaxel trong
Vi du thir nghiém 4, chat c6 lién quan duoc gia dinh 12 nguyén liéu tao ra khi paclitaxel
duoc xir 1y bing axit. D& khing dinh didu nay, hop chit dugc diéu ché bing cach b sung
HCI IN vao paclitaxel va dugc phan tich bang LC/MS/MS. Cac két qua phan tich
LC/MS/MS duge thé hién trén Fig.6, va két qua cta viéc quét ion ciia san phdm khi phan
tich LC/MS/MS dugc thé hién trén Fig.7 cting v6i cac két qua cia paclitaxel.

Theo két qua phan tich nay, trén sic ky dd, nguyén liéu thu dugc & RRT 0,87 tir
hén hop thu duge bing cach cho paclitaxel phan tmg vvc’)'i axit c6 pic HPLC giéng nhau
mdt cach chudn x4c nhu pic ctia chét ¢ lién quan (RRT: 0,87+0,02 (0,85~0,89)) trong
ché phdm dang mixen polyme chira paclitaxel theo mot phuong 4n ciia sang ché ma dugc
dua vao thir nghiém ting tdc trong sau thang. Ngoai ra, do hai nguyén liéu ndy cé phd

quét ion cia san phidm nhu nhau & RRT 0,87 (Fig.7), nén c6 thé khing dinh ring hai
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nguyén liéu niy c6 cing cau tric.
Vi du thir nghiém 6: Phan tich NMR chit c6 lién quan & RRT 0,87 theo cling
mét phwong phap phén tich trong hén hgp chira paclitaxel da dwge xir 1y bing axit
P8 kiém tra cAu tric hoa hoc cta chit cé lién quan & RRT 0,87 theo cing mot
phuong phap phén tich trong hdn hgp chira paclitaxel d3 dugce xit 1y bang axit thu dugc
bing cach bd sung HCI 1N vao paclitaxel, ciing mot chat c6 lién quan dugc tach ra va thu
gom theo phan doan, va dugc phan tich bang Quang phd NMR. Trong phan tich NMR, két
qua cta viéc phan tich "H NMR duoc thé hién trén Fig.8, két qua cla viéc phan tich °C
NMR duge thé hién trén Fig.9, két qua cta viéc phan tich COSY (Quang phé twong quan)
dugc thé hién trén Fig.10, va két qua cta viéc phan tich HMBC (Quang phé tuong quan
lién két da di vong) duoc thé hién trén Fig.11.
Theo két qua phan tich, c6 thé khing dinh ring nguyén liéu ndy c6 mit & RRT
0,87 theo cing mdt phuong phap phén tich bang cach cho paclitaxel phan Umg vé6i axit
(tirc 13, chit c6 lién quan (RRT: 0,87+0,02 (0,85~0,89)) trong ché phdm dang mixen
| polyme chua paclitaxel theo mft phuong &n cia sang ché ma duoc dung cho thir nghiém

tang tdc trong s4u thang) 13 hop chét c6 dang t6 hop cua paclitaxel va nude sau.

Q
Q

?:IHIIIII Y]
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Dang td hop cua paclitaxel va mot phan tir nuéc: Cy7H53NOq5 (871,94 g/mol)

Cac didu kién @8 tién hanh NMR (Quang phd cong hudng tir hat nhén)

1.'H

1) Thiét bi NMR: Brucker DRX-300, AVANCE-400 dugc trang bi bd phan kiém
soat nhiét do

2) MAu/Dung mdi: 1~10 mg miu/0,6mL cloform-d trong éng NMR c6 mat do
quang 5 mm (Trong tit ca cac thir nghiém NMR, cling mot m§u dugc st dung.)

3) Pau do: Brucker 5 mm QNP hozc méu do kép C-H

4) Bé rong ctia xung proton 90°/géc kich thich/Thoi gian thu nhén: 10,0~11,0
ngiay/30°/~5,0 gidy

5) Lam cham thoi gian nghi/Sé 1an quét: 1,0~5,0 gidy/4~64

2.5c

1) Pau do: Brucker 5 mm QNP hoic mau do kép C-H

2) B& rong cua xung cacbon 90°/Géc kich thich/Thoi gian thu nhén: 10,0
pgidy/30°/2,0~3,0 gidy

3) Khoang 1am cham thoi gian nghi/Sé 14n quét: 2,0~5,0 gidy/nhiéu hon 5000

3. COSY

1) Thiét bi NMR: Brucker AVANCE-400

2) Pau do: Brucker 5 mm QNP

3) Trinh tu nhip: cosygp trinh tu nhip

4) Bé rong ctia xung proton 90°/Thoi gian thu nhan: 11,0 pgidy/0,4~1,6 gidy

5) Khoang 1am cham thoi gian nghi/S6 1an quét/Sé 1an thir nghiém d6i véi ol:
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0,5~2,0 gidy/32~48/400~500

4. HMBC

1) Thiét bi NMR: Brucker AVANCE-400

2) Pau do: Brucker 5 mm inverse probe

3) Trinh tg nhip: trinh tg nhip inv4gptp (@61 v6i HMQC)/ trinh tu nhip
inv4gplprnd (ddi vc’yi‘HMBC)

4) Bé rong ciia xung proton 90°/Bé réng ciia xung cacbon 90°/Thoi gian thu
nhan: 7,5 pgidy/17~18 ngiay/0,15~0,2 giay

5) Khoang 1am chdm thdi gian nghi/S6 1an quét ddi véi HMQC/SS 14n quét
vHMBC/ S 14n thir nghiém d6i véi o1: 1,0~2,0 gidy/32~96/224/128~256

6) Nhiét do/ 1/2(JCH): 300K/ 3,5 mgidy
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YEU CAU BAO HO

1.  Phuong phap phan tich c4c chét c6 lién quan ctia dugc phidm dang mixen polyme,

trong d6 chét c6 lién quan bao gdm hop chit c6 cong thirc 1 sau day:
[Cong thtc 1]

ER
/\u.*’ N

HG
/ [+]
e

trong do R, 1a H hoac COCH;, va R, 1a phenyl hodac OC(CHj3)s; va
trong d6 phuong phap dé phan tich nay bao gdm:

=8
>

(1) diéu ché miu dé phan tich dugc phdm dang mixen polyme chtra copolyme khbi
ludng tinh chira khdi wa nudc (A) va khdi ky nuée (B), va duge chét hoa tan it
trong nudc; va

(2) phan tich miu d3 dugc chudn bi bang phép sic ky long tinh ting cao (High
Performance Liquid Chromatography: HPLC) bang cach sir dung céc diéu kién
(a) va (b)sau day:

(a) pha tinh pentaflophenyl ctia cac hat xp c6 ¢& hat 13 4um hozc nhé hon; va
(b) cot c6 dudng kinh trong 13 5Smm hoic nhoé hon va chidu dai 13 50mm hoic 16n

hon.

2. Phuong phap dé phén tich cic chit c6 lién quan ctia duge pham dang mixen polyme

theo diém 1, trong d6 phép sic ky long tinh ning cao 13 phuong phép st dung pha
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tinh cta cac hat xdp ¢6 ¢ hat 13 1,5 dén 4pm; va cot c6 duong kinh trong 13 2 dén

5mm va chiéu dai 12 50 dén 250mm.

Phuong phap @ phén tich cic chét c6 lién quan cia dugc pham dang mixen polyme
theo diém 1, phuong phap nay con bao gdm budc phén tich dinh tinh cac chit ¢6
lién quan d3 dugc phan tich trong budc (2) biang cic phuong phap LC/MS,
LC/MS/MS, NMR hozc hdn hop ctia ching.

Phuong phap dé phén tich cic chét c6 lién quan cia duge pham dang mixen polyme
theo diém 3, trong d6 LC/MS hodc LC/MS/MS 1a phuong phap st dung (c) pha
tinh ODS lai héa; va (d) cdt c6 dudng kinh trong 1a 10mm hoédc nho hon va chiéu

dai 1a 500mm hodc nho hon.

Phuong phap dé phén tich cic chét ¢6 lién quan ciia duge pham dang mixen polyme

theo diém 1, trong d6 detecto UV duoc st dung dé phat hién chét c6 lién quan.

Phuong phap d phén tich cac chét c6 lién quan cia duge pham dang mixen polyme
theo diém bat ky trong s cac diém tir 1 dén 5, trong d6 khéi wa nuée (A) bao gdm
mot hodc nhidu chit dugc chon tir nhém bao gdm polyetylen glycol hodc dan xuét
ciia ching, polyvinylpyrolidon, rugu polyvinylic, polyacrylamit va hdn hop cua
ching; va khdi ky nudc (B) bao gdm mét hodc nhidu chit dugc chon tir nhém bao
gdm polylactit, polyglycolit, axit polymandelic, polycaprolacton, polydioxan-2-on,
axit polyamino, polyorthoeste, polyanhydrit, polycarbonat va hdn hop ctia ching.

Phuong phap dé phén tich cac chit c6 lién quan ctia duge phdm dang mixen polyme
theo diém 6, trong d6 khdi ua nudc (A) 1a polyetylen glycol hoic
monometoxypolyetylen glycol; va khéi ky nuéc (B) 12 polylactit.

Phuong phap dé phén tich cac chét c6 lién quan cia duge pham dang mixen polyme

theo diém bat ky trong sb cac diém tir 1 dén 5, trong d6 khéi wa nudc (A) cb sb
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khdi Iugng phan tir trung binh 13 ndm trong khoang tir 200 dén 20.000 Dalton; va
khdi ky nuéc (B) c6 sb khéi lwong phan tir trung binh 13 nim trong khoang tir 200
dén 20.000 Dalton.

Phuong phép dé phén tich cc chét c6 lién quan cia duo'c’ phidm dang mixen polyme
theo diém bét ky trong s6 cac diém tir 1 dén 5, trong d6 duoc phim hoa tan it trong

nuée 13 tac nhan chéng ung thur.

Phuong phap dé phan tich cac chat c6 lién quan ctia duoc phdm dang mixen polyme

theo diém 9, trong d6 tac nhan chdng ung thu 13 tic nhan chdng u thu taxan.

Phuong phép dé phan tich cic chét c¢6 lién quan cia duge phdm dang mixen polyme
theo diém 10, trong d6 tac nhan chéng u thu taxan 12 mot hodc nhiéu chét duoc
chon tlr nhém bao gdm paclitaxel, doxetaxel, T-epipaclitaxel, t-axetylpaclitaxel, 10-
desaxetylpaclitaxel, 10-desaxetyl-7-epipaclitaxel, 7-xylosylpaclitaxel, 10-desaxetyl-
7-glutarylpaclitaxel, 7-N,N-dimetylglyxylpaclitaxel, 7-L-alanylpaclitaxel va

cabazitaxel.

Phuong phdp dé phan tich cic chit c6 lién quan cua dugc phdm dang mixen
polyme theo diém 1, trong d6 chét c6 lién quan con bao gdm hop chét c6 Cong

thire 2 sau day day:
[Cong thic 2]

o) ; o] H:C
R2 )kﬁ Tt

&4
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trong d6
R, 1a H hoic COCHs;, va R, 14 phenyl hodc OC(CHj3)s.

Phuong phap dé phan tich cac chét c6 lién quan cia dugc phidm dang mixen
polyme theo diém 12, trong d6 dugc phim hoa tan it trong nuéc 12 paclitaxel, hop
chit c6 Cong thirc 1 12 Hop chét c6 cong thiic 1c sau déy, va hop chit c6 Cong

thirc 2 13 Hop chét c6 Cong thirc 2a sau day day:
[Cong thurc 1c]

CHa

i o "§ \\3 '}'_x
i !
S =

Phuong phép d phan tich céc chat c6 lién quan cia dugc phdm dang mixen

polyme theo diém 1, trong d6 hop chét c6 Cong thirc 1 bao gbm hop chat c6 Cong
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thirc 1a sau d4y d4y, hop chét c6 Cong thirc 1b sau ddy day, hodc ca hai cong thic
nay:
[Cong thirc 1a]

FO
B

R2

trong dé R, 1a H hodac COCHjs, va R; 1a phenyl hodac OC(CHs)s.

Phuong phap danh gia dugc phdm dang mixen polyme, bao gdm budc danh gia
dugc phdm dang mixen polyme, dugc phdm nay chita copolyme khéi ludng tinh
chtra khéi wa nudc (A) va khdi ky nuée (B), va paclitaxel hodc doxetaxel 1é1fn
duogc chit hoa tan it trong nudc, bang cach str dung hop chit c6 cong thic 1 sau

day 1am chét ban dau:
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[Cong thirc 1]

trong do
R1 lIaH hOE:iC COCH:),, va R2 1a phenyl hOé:lC OC(CH3)3

16.  Phuong phép dénh gia dugc phdm dang mixen polyme theo diém 15, trong d6
dugc phdm hoa tan it trong nuéc 13 paclitaxel, hop chat c6 Cong thirc 1 13 Hop

chét c¢6 cong thirc 1¢ sau day:
[Cong thuc 1c]

17.  Phuong phdp d4nh gia duoc phdm dang mixen polyme theo didm 16, trong d6
duoc phém dugc cdng nhan 1a théa man ti€u chudn chét lugng néu n6 chira, khi

duoc bao quan & 40°C trong 6 thang, hop chét ¢ Cong thirc 1 véi lugng 0,8 phin
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khéi luong hodc nho hon, hodc dua trén 100 phan khdi Iugng cia lugng ban dau

cua dugc pham hoa tan it trong nude.

Phuong phap dénh gi4 duoc phdm dang mixen polyme theo diém 17, trong d6
dugc phém dugc cong nhan 1a thdéa man ti€u chuén chét luong néu né chira hop

chét c6 Cong thirc 1a v6i lugng 0,3 phan khdi luong hozc nhd hon, va hop chit c6

Cong thirc 1b v6i luong 0,5 phan khéi luong hoic nho hon:
[Cong thuc 1a]

trong d6 R; 1a H hodc COCHs, va R, 12 phenyl hodc OC(CHj)s.
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19. Ché phim dé danh gia dugc phim dang mixen polyme chira copolyme khéi ludng
tinh chira khdi wa nuéc (A) va khdi ky nuée (B), va paclitaxel hodc doxetaxel as
dugc chit hoa tan it trong nude, ché phidm nay chira hop chat c6 cong thirc 1 sau
day:

[Cbng thuc 1]

trong d6 R; 1a H hoic COCHj, va R, 1a phenyl hodc OC(CHs)s.

20. Ché phim dé danh gia duoc pham dang mixen polyme theo diém 19, trong d6 hop
chét c6 Cong thirc 1 bao gdm hop chat c6 Cong thirc 1a sau day ddy, hop chat c6

Cong thice 1b sau day day, hodc cd hai cong thirc nay:
[Cong thuc 1a]

J\%

()lmuu

[Cong thuc 1b]
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trong d6 R, 1a H hodc COCHj, va R, 1a phenyl hodc OC(CHj;);.

21.  Ché phim dé danh gia dugc phim dang mixen polyme theo diém 19, trong d6 hop

chét c6 Cong thic 1 12 Hop chét c6 cong thirc 1c sau day:
[Cbng thuc 1c]

CHa

22.  Ché phim dé danh gi4 duoc phdm dang mixen polyme theo diém 21, trong d6 hop
chét c6 Cong thirc 1c bao gdm hop chét c6 Cong thirc 1d sau day day, hop chét c6

Cong thirc 1e sau day day, hodc ca hai cong thirc nay:
[Cong thuc 1d]
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[Cong thuc 1e]

23.  Hop chét ¢6 cong thic lc sau ddy dé danh gid duoc pham dang mixen polyme
chira copolyme khéi ludng tinh chita khéi wa nudce (A) va khéi ky nuée (B), va

paclitaxel hoic doxetaxel 1am dugc chét hoa tan it trong nudec:

[Cong thure 1c]
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S4 1in v6i khdi lucng theo dlen tich (m/z)
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