BAN MO TA SANG CHE THUOC BANG POC QUYEN SANG CHE

e |11 1]
CUC SO HU'U TRi TUE
1-0023318
51y A61K 9/08; A61K 31/4172; A61K (13) B
31/195; A61K 31/198
(21) 1-2013-04052 (22) 01/06/2012
(86) PCT/KR2012/004369 01/06/2012 (87) W02012/165917 06/12/2012
(30) 10-2011-0053890 03/06/2011 KR
(45) 27/04/2020 385 (43) 25/04/2014 313A

(73) LG LIFE SCIENCES LTD. (KR)

(Sinmunno 2-ga) 58, Saemunan-ro, Jongno-gu, Seoul 110-062, Republic of Korea
(72) CHOI, Suk Young (KR); KO, Youn Kyung (KR); SO, Jin Eon (KR)
(74) Cong ty Luat TNHH Pham va Lién danh (PHAM & ASSOCIATES)

(54) CHE PHAM DANG LONG CHUA ETANERCEPT

(57) Sang ché dé cap dén che pham dang long chtra etanercept (protein dung hop p75
sTNFR:Fc tai to hop) c6 tinh 6 on dinh khi cat gitr, va cy thé hon 1a d&én che pham dang long
chira mot hodc nhiéu chit lam 6n dinh duoc chon tir nhém bao gom metionin, lysin,
histidin, va cidc mudi duoc dung cua n6 véi lugng du dé lam giam su tao ra san phém phu
clia etanercept trong khi cat giit. Ché pham dang long theo sang ché 1am giam mot cach
hiéu qua do su tao ra cac san pham phuy ciia etanercept va duy tri mot cach on dinh cac hiéu
qua dugc tinh cua n6 trong khoang thoi gian cat giit dai. Nho vay, khong can phai co qua
trinh hoan nguyén trudc khi cung cip, va ché pham vo trung nay co thé duoc cp cho bénh
nhan dé dam bao an toan cho bénh nhan. Do vay, né c6 thé dugc ap dung cho céac linh vuc
can diéu tri bang etanercept.
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Linh vire k§ thuit dwoe dé cip

Sang ché @& cép dén ché phdm dang long chira etanercept (protein dung
hop p75 sTNFR:Fc tai tb hop), va cu thé hon 13 dén ché phdm dang 16ng chira mot
hodc nhiéu chit 1am 6n dinh dugc chon tir nhém bao g@)m metionin, lysin,
histidin, va cic mudi duoc dung ciia n6 véi luong da dé 1am giam cac san phim

phu ctia etanercept trong khi cit gitr.

Tinh trang k§ thuit cia sang ché

Etanercept 1a mot chét didu bién qua trinh viém sinh hoc ¢6 chirc niang nhu
mot chét tc ché canh tranh cia TNF-a, gén két v6i thu thé TNF-o ctia bé mat té
bao, dé wrc ché cac dap tmg mién dich thong qua trung gian TNF-a.. Etanercept 1a
mot dai phan tir ¢6 trong luong phén tir khoang 150kDa, va 1a mot homodimer ctia
hai protein dung hop Fc dugc lién két bi mot cdu ndi disulfua, mdi protein dung
hop Fec ¢6 mot thu thé p75 TNF hoa tan ciia ngudi duoc ndi ghép vai phan Fe cia
globulin mién dich ctia ngudi G phan nhém 1 (Goldenberg, Clinical Therapeutics,
21(1): 75-87, 1999; Moreland et al., Ann. Intern. Med., 130(6): 478-486, 1999).

Protein dung hop prototypic (nguyén mau) nay lan dau tién duge tong hop
vao nhing nim diu 1990 bdi Bruce A. Beutler & University of Texas
Southwestern Medical Center, va ciia hing Amgen duéi tén thuong mai Enbrel
vao nam 2002. Etanercept 1a mot chét (rc ché TNF-ading dé diéu tribénh viém da
khép dang thip, bénh vay nén, va bénh viém cot sdng dinh khdp, va didu tri bénh
viém mach trong cac thir nghiém 1am sang, bénh Alzheimer, va bénh Crohn.

Ciing nhu cac duge chét protein, cic duge chit khang thé c6 chu ky ban
tdn rat ngan, va su bién chit hod hoc va vat Iy c6 thé d& dang xay ra do nhiét do
khéng thuan loi, tmg suét cit, sy rung, su dong bang-tan bang, tiép xuc vdi tia cuc
tim, su thay dbi do pH qué mirc, cac dung moi hitu co, va su 6 nhiém vi sinh vét.
Su bién chit hoa hoc bao gE‘)m su phén ly dime, su oxy hda, su khir amit, su déng
phén hoa, va su polyme héa, chiing bi tic dong boi cac axit amin cdu thanh khang

thé va cac diéu kién ciia dung méi chira khang thé (d6 mubi, d6 pH va nhiét do).
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Su bién chét vat 1y bao gém su méat cAu tric bac ba, su Két tu cOng hoa tri/khdng
cong hoéa tri va sy bam dinh ctia cdc monome, ma bi tdc dong bdi cac mang ky
nudce trén bé mit protein bi bién dbi béi céc moi trudng bao quanh chira khang thé
nhu cdc dung moi, cac cAu tric protein phtrc tap nhu sy phan bd dién tich, va do
bén nhiét. Su bién chét vét Iy hodc hoa hoc cua khang thé s& giy ra su that thoat
c4c hoat tinh sinh 1y hoc ctia n6. Do su bién chét nay 14 mot quy trinh khong thuén
nghich, nén sau khi bj bién chat, cac khang thé khong thé hdi phuc duge dic tinh
tu nhién cta chung v& trang thai ban dau, din dén viéc lam gidm céac hi€u qua tri
liéu cia ching. Ciing dd c6 su két tu clia cdc monome gy ra cac dap Gng mién
dich. Do d6, nhiéu nghién ctu da va dang dugc thuc hién trén cac ché phém
khéng thé chira lugng hitu hiéu sinh 1y hoc ma khong c6 cac khdi két tu (Ishikawa
et al., Biol. Pharm. Bull., 33(8): 1413-1417, 2010; Levin et al., The Development
of Therapeutic Monoclonal Antibody Products, editors. Boston (MA): BioProcess
Technology Consultants, Inc, Chapter 9).

Hién c6 nhiéu phuong phap d& ngin ngira su bién chét protein trong cac
ché phim dang léng. Trong mét sé dugc chit 14 protein, cac vin d& vé& do dn dinh
duoc khic phuc béng cach lam déng kho nhanh. Vi dy, Patent M§ s6 7,592,004 dé
cap dén ché phém dugc 1am kho nhanh chira daclizumab duge 1am 6n dinh béng
céch st dyng 5 t6i 25mM dung dich d&&m histidin (d6 pH nim trong khoang tir 5,5
dén 6,5), tir 0,005 t6i 0,03% chét hoat dong bé mat khong ion, polysorbat va 100
t6i 300mM duong khong khir, sucroza. Cong bb Patent M§ sb 2010-0158925 dé
cip dén ché phim dugc lam khé nhanh chtra cetuximab dugc lam 6n dinh bang
cach sir dung dung dich dém histidin va axit lactobionic. Tuy nhién, quy trinh lam
dong khd nhanh tao cic g suit dong lanh va 1am kho nhu sy hinh thanh c4c tinh
thé d4, thay d6i d6 pH, va ndng do cao cta chét hoa tan, va cac g sut nay c6
thé gay ra su bién chit khang thé. Ngoai ra, do cAn phai c6 thiét bi lam dong kho
nhanh cong suit 16n cho quy trinh 1am déng kho nhanh trong qud trinh san xut,
nén chi phi san xuét cao s& gia ting ddi voi viée san xut quy mo 16n. Viéc hoa
tan san phdm d3 dugc lam khong kho nhanh trong moi trrong nude ti€t trung
trude khi sir dung ciling duge xem nhu mot su bét tién.

Mot phuong 4n khac nhdm giai quyét cac han ché nay 13 chit 1am én dinh
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dugc bd sung trong cac ché phim dang 16ng nhim cai thién d6 dn dinh cta khang
thé. D3 biét cac chit hoat dong bé mit, cac albumin huyét thanh, cac polysacarit,
c4c axit amin, cic polyme, cic mubi hodc cac chit trong tu 14 cac chat 1am dn
dinh cho céc protein bao gém cac khang thé (Wang, Int. J. Pharm., 185: 129-188,
1999; Wang et al., J. Pharm. Sci., 96(1): 1-26, 2007).

Cong b patent My s6 2011-0070231 d& cap dén ché phim dang 16ng 6n
dinh ciia khang thé IgG, trong d6 dugc phdm léng bn dinh nay chira daclizumab
v6i lugng 16n hon hodc béng 50mg/mL trong 20 t6i 60mM clia dung dich dém
sucxinat (d6 pH nim trong khoang tir 5,5 dén 6,5), tir 0,02 t6i 0,04% polysorbat,
va tir 75 t61 150mM natri clorua.

Cong bd patent My sb 2011-0020328 dé cap dén luong hiru hiéu tri liéu
ctia ché phdm khang thé khang CD20, trong d6 ché phidm duogc én dinh nay bao
gém tr 10 té1 100mM natri axetat, tir 25 t6i 100mM natri clorua, tir 0,5 t61 5%
bazo tu do arginin, tir 0,02 t6i 0,2 mM EDTA va tir 0,01 t6i 0,2% polysorbat 80,
va d6 pH ctia né nam trong khoang tir 5,0 dn 7,0.

Patent My s& 7,785,592 d& cap dén ché phdm én dinh, trong dé
palivizumab véi lugng 16n hon hodc bang 75mg/mL dugc 1am én dinh bang cach
str dung dung dich dém histidin va glyxin ma khong cin cac mudi ion va mot chat
hoat dong bé mit, va do on dinh ctia n6 duoc duy tri ¢ nhiét do nam trong khodng
tir 2 t6i 8°C trong it nhét 15 thang.

Patent My s6 6,991,790 d& cap dén ché pham duoc trong nuée dn dinh,
chira mot lugng hiru hi€u tri li€u cua khang thé, dung dich dém axetat c6 do pH
nam trong khoang tir 4,8 dén 5.5, chét hoat dong bé mat, va rugu polyhydric ma
khong can chit déng trorong nhu natri clorua.

Patent My s6 7,648702 dé cap dén ché phim dang l16ng, trong d6 protein
dung hop cua thu thé yéu t6 gy hoai tir khdi u p75 cua ngudi duge lién két véi
phan Fc cua globulin mién dich ciia ngudi G1 (IgG1) duogc 1am 6n dinh bang cach
st dung 10 t6i 200mM L-arginin 1dm chat ngin ngira sy két ty. Patent nay dua ra
mdt phuong 4n duy nhét st dung etanercept 1am hoat chét.

Tuy nhién, dé bao ché céac ché phﬁm bn dinh, cac chit 1am n dinh thich

hop s& dugce sir dung trén co s& xem xét cac dic tinh vat 1y ciia mdi hoat chat. Néu
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c4c chét 1am 6n dinh dugc sit dung két hop, thi su canh tranh gifta chiing va céc
tac dung nguoc c6 thé din dén cac tic dung khéng mong mudn. Ngoai ra, cic
ndng do ciia cac khang thé s& phai nim trong khoang thich hop dé 1am 6n dinh, va
cac ndng d6 cta chiing 14 twong dbi cao hon so véi cic ndng d6 clia cac duoc chat
1a protein. Do viy, nhiéu nd luc va giai phdp 1 cin thiét nhim 1am 6n dinh cac
khang thé trong cic dung dich (Shire et al.,, J. Pharm. Sci., 93(6): 1390-1402,
2004).

C6 mdt vai nghién ctru vé& cic ché phdm dang long 6n dinh chira
etanercept, va c6 duy nhit mot phuong phap 1am 6n dinh etanercept ma cac tac
gia sang ché da biét 1a sir dung L-arginin trong ché phim dang léng. Do d6, c6
nhu ciu cdp bach nhim phat trién mot ché pham dang 16ng méi c6 thé duy tri mot
cach 6n dinh hoat tinh cta etanercept trong mot khoang thoi gian dai va c¢6 hiéu

qua hon veé d on dinh cda etancercept so v6i ché pham d3 biét chira L-arginin.

Bin chit k§ thuit ciia sing ché

Céc tac gia sang ché dd c¢6 nhiéu nd lyc nhim phat trién phuong phép bao
ché ché phim dang 16ng c6 kha ning duy tri mét cach 6n dinh hoat tinh cia
etanercept. Két qua 13, ho da tim ra mot hodc nhiéu chit 1am &n dinh dugc chon tir
nhém bao gdm metionin, lysin, va histidin thé hién tic dung dang ké vé kha ning
1am 6n dinh etanercept trong dung dich, nhd d6 hoan tit sang ché nay.

Mot muc dich cta sang ché 13 dé xuét ché phdm dung dich nuée, chira cac
chét 1am n dinh dé 1am gidm su hinh thanh cia cac san phdm phu ctia etanercept
trong khi ct giit trong mot dung dich va duy tri hoat tinh ciia né trong mét
khoang thoi gian dai.

Ché pham dang 16ng theo sang ché c6 thé ngin ngira mot cach hiéu qua su
hinh thanh cta cac san phdm phu cia etanercept va duy tri mot cach 6n dinh cac
hiéu qua duoc tinh cta né trong khoang thoi gian cit giir dai. Do d6, khong cin
phai c6 qua trinh hoan nguyén trude khi cung cip, va ché phdm v tring nay c6
thé duogc cép cho bénh nhan d& dam bao an toan cho bénh nhan. Do vay, n6 dugc
du liéu dé ap dung cho cac linh vuc doi hoi viée diéu tri béng etanercept.

Theo mdt khia canh dé dat dugc muc dich néu trén, sang ché dé xuat che
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phém dang 16ng, chira mot hodc nhiéu chat 1am 6n dinh duoc chon tir nhém bao
gém metionin, lysin, histidin, va cac mudi duoc dung ctia nd.

Ché phdm theo sang ché c6 thé 1a ché phdm dang léng chira etanercept
chira etanercept; va mdt hodc nhiéu chéit 1am 6n dinh duge chon tir nhém bao gém
metionin, lysin, histidin, va céc mubi duge dung cda nd.

Ché phdm nay c6 d6 dn dinh cit giir cao bang cach khir cic san phdm phu
ctia etanercept duoc tao ra do su bién chét trong khi cit gitr.

Dé 1am chét 1am 6n dinh, metionin, lysin, histidin, hodc cic mudi duoc
dung ctia né ¢6 thé c6 mit trong ché phdm véi lwong ndm trong khoang tir 0,1 dén
250mM.

Etanercept trong ché phim c6 thé c¢6 mit v6i lugng nim trong khoang tir 1
dén 100mg/mL.

Ché phém nay co thé con bao gff)m mdt hodic nhiéu chit liéu duoc chon tir
nh6m bao gdm chét dém, chit ding trurong, ta dugc, va chat bio quan.

Chét dém c6 thé dugc chon tir nhém bao g@)m xitrat, phosphat, sucxinat,
tartrat , fumarat, gluconat, oxalat, lactat, axetat, histidin, va Tris, va c6 thé ¢c6 mit
v6i lvong nim trong khoang tir 0,1 dén 100mM.

Chét dang truong c6 thé duoc chon tir nhém bao gdm natri clorua, kali
clorua, axit boric, natri borat, manitol, glyxerin, propylen glycol, polyetylen
glycol, maltoza, sucroza, erytritol, arabitol, xylitol, sorbitol, va glucoza, va c6 thé
¢6 mit voi luong nam trong khoang tir 1 dén 1000mM.

Ché pham etanercept theo sang ché c6 thé 1a ché phdm dang Iéng, chira
etanercept v6i lwong nim trong khoang tir 1 dén 100mg/mL, metionin hodc cac
mudi dugc dung cia nd véi luong nam trong khoang tir 0,1 dén 250mM, chét
dém phosphat véi lrong ndm trong khoang tir 0,1 dén 100mM, va natri clorua véi
lwong nim trong khoang tir 1 dén 1000mM.

Ché phidm etanercept theo sang ché c6 thé 1a ché phdm dang 16ng, chira
etanercept v6i lrong nam trong khoang tir 1 dén 100mg/mL, lysin hodc cic mubi
dugce dung clia n6 vé6i luong nam trong khoang tir 0,1 dén 250mM, chit dém
phosphat véi lugng nim trong khoang tir 0,1 dén 100mM, va natri clorua véi

lwong nim trong khoang tir 1 dén 1000mM.
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Ché pham etanercept theo sing ché c¢6 thé 1a ché phdm dang 1ong, chira
etanercept v6i luong ndm trong khoang tir 1 dén 100mg/mL, histidin hodc céc
mudi dugc dung ciia n6 véi lwong nam trong khoang tir 0,1 dén 250mM, chit
dém phosphat v4i lugng nam trong khoang tir 0,1 dén 100mM, va natri clorua véi
lwong ndm trong khoang tir 1 dén 1000mM.

Ché phim etanercept theo sang ché c¢6 thé 13 ché phdm dang long, chira
etanercept v6i luong ndm trong khoang tir 1 dén 100mg/mL, histidin hodc céc
mubi dugc dung ciia né vé6i lugng nim trong khoang tir 0,1 dén 250mM, lysin
hodc cac mudi dugc dung cua n6 véi lugng nam trong khoang tir 0,1 dén 250mM,
chat dém phosphat v6i lugng ndm trong khoang tir 0,1 dén 100mM, va natri
clorua véi lugng nim trong khoang tir 1 dén 1000mM.

Ché phdm etanercept theo sang ché c¢6 thé 1a ché phdm dang léng, chira
etanercept v6i luong ndm trong khoang tir 1 dén 100mg/mL, histidin hodc céc
mudi  dugc dung cua n6 voi lugng nam trong khoang tur 0,1 dén 250mM,
metionin hodc cac mudi dugc dung cia né véi lugng nam trong khoang tir 0,1
dén 250mM, chét dém phosphat v4i lugng nim trong khoang tir 0,1 dén 100mM,
va natri clorua vé6i luong nam trong khoang tir 1 dén 1000mM.

Ché phim etanercept theo sang ché c6 thé 1a ché phim dang léng, chira
etanercept v6i lwong ndm trong khoang tir 1 dén 100mg/mL, metionin hodc céc
mudi duge dung cta né voi lugng ndm trong khoang tir 0,1 dén 250mM, lysin
hoidc cac mudi duge dung cua n6 véi luong nam trong khoang tir 0,1 dén 250mM,
chat dém phosphat véi luong nam trong khoang tir 0,1 dén 100mM, va natri

clorua véi lwgng nim trong khoang tir 1 dén 1000mM.

MBS ta chi tiét sang ché

Duéi day, sang ché s& duge mo ta mét cach chi tiét hon.

Sang ché da dugc ching t6 & viée 1an du tién metionin, lysin, histidin va
cac mudi dugc dung cia né c6 tic dung lam giam su hinh thanh cta cac san
pham phu cla etanercept trong dung dich va duy tri mot cach 6n dinh hoat tinh
clia n6 trong khoang thoi gian cét giit dai, va do vy dé xuét viéc dung ching lam

céc chit 1am 6n dinh luong hiru hiéu dugc phdm cua etanercept.
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DPé bao ché cac ché phém dn dinh, cac chit 1am én dinh thich hop s€ duogc
sir dung trén co s& xem xét cac dic tinh vat 1y ctia mdi hoat chit. Ty thudc vao
su khac nhau vé loai, ndng do, va su két hop cua cac chét liéu dugc bao gb6m trong
ché pham, su canh tranh giita cac chét lidu trong ché phdm c6 thé din dén cac tac
dung khong duge mong mubn. Do vay, kho cé thé bao ché duogc mot ché phém
dic hiéu thube 6n dinh.

Trén co s& cac xem xét néu trén, cac tic gia sang ché da nhan thiy rang ché
phém dang 1éng chira mdt hodc nhiéu chit 1am én dinh duoc chon tir nhém bao
gém metionin, lysin, va histidin, va céc mudi duoc dung cta né lam tang d6 bén
cét giff clia etanercept so v6i cac ché phdm khong c6 céc chat 1am én dinh, boi
viéc 1am giam c4c san phadm phu cta etanercept trong khi cét giit trong mot dung
dich.

Dic biét, theo mot phuong 4n ciia sang ché, nham nghién ctru chit 1am én
dinh tdi wu cho viée bao ché ché phim dang 1ong 6n dinh clia etanercept, cac axit
amin, c4c chat hoat dong bé mit, va cac polyme khac nhau dugc sir dung dé kiém
tra cac hiéu qua 1am on dinh cta chung. Két qua 13, lysin, histidin, metionin, hodc
su két hop ctia chung da ching t6 céc tac dung rd rét trong viée 1am 6n dinh
etanercept bdi viéc ngin nglra sur bién chit ctia né trong khi cét gift trong mot
dung dich & nhiét do cao.

Hon thé, ché phém theo sang ché da duoc chi ra 13 ¢6 cac hiéu qua lam on
dinh etanercept tuong dwong hozc cao hon so véi ché phim chira L-arginin 1a mot
ché phrflm bn dinh d3 biét coa etanercept (Patent M¥ ) 7,648,702). Cu thé,
metionin da dugc chi ra 1a c6 tic dung lam on dinh etanercept tdt hon rat nhiéu so
v6i L-arginin.

Dic biét, cac san phém phu cta etanercept dugc tao ra trong khi cAt gifr
dugc kiém tra boi phép sdc ky loai trir kich thude (SE-HPLC: Size Exclusion-
HPLC). Két qua 13, so véi tng luong céc tap chit cua ché phim etanercept dugc
bao ché bang cach sir dung L-arginin lam chét 1am én dinh theo Patent My sb
7,648,702, ché phdm duoc bao ché nho st dung lysin 1am chit 1am én dinh c6
ham luong cic tap chit twong dwong, va ché phdm dugc bao ché nho s dung

histidin hoic metionin lam chét 1am &n dinh c¢6 ham lugng céc tap chét thép hon
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(xem Bang 2). Phép phan tich sic ky twong tac ky nude (HI-HPLC: Hydrophobic
Interaction-HPLC) ciing cho cac két qua twong tu. Nhitng két qua nay chimg t6
rang histidin, lysin, va metionin ngan ngira su bién chit cia etanercept dé trc ché
su tao ra cac san phim phu ciia né (xem Bang 3).

Do d6, ché phdm dang 16ng theo sang ché c6 thé duy tri mét cach én dinh
cac hiéu qua dugc tinh cua etanercept trong mot khoang thoi gian dai béi viée 1am
gidm mot cAch hidu qua sy hinh thanh ciia cac san phdm phu cia etanercept.

Khi dugc st dung trong Ban md ta, thuit ngit "etanercept (protein dung
hop p75 sTNFR:Fc tai t6 hop)" ding dé chi protetin 1 mot dang homodimer g6m
hai protein dung hop Fc duoc lién két boi cac cdu ndi disulfua, mbi protein dung
hop Fc gdm moéth thy thé 75 kilodalton (p75) TNF (yéu t6 gdy hoai tir khéi u) hoa
tan ctia ngudi duge ndi ghép véi phan Fe cua IgG1 cia ngudi.

Dic biét, etanercept 1a mot dang homodimer gdém hai protein dung hop Fc
dugc lién két béi 3 cac cau ndi disulfua, mdi protein dung hop Fc gdm phin gén
két phéi tir ngoai bao cua thu thé p75 TNF hoa tan ciia ngudi dugce lién két véi
phin Fc ctia IgG1 ctia nguoi. Phin Fe cia etanercept chtra ving CH2, vung CH3
va viing ban 18, nhung khéng gém ving CH1 cta IgG1. Etanercept ndy c6 thé ¢
trong lugng phan tir khoang 150 kilodalton (kDa). Etanercept nay c6 thé duoc ban
duéi tén thuong mai ENBREL® (Amgen Inc., Thousand Oaks, CA.), va ¢6 sb
CAS 185243-69-0.

Etanercept c6 thé dugc tao ra boi k§ thuat tai t6 hop ADN, nhung khong
chi gi6i han & k¥ thuat nay.

Etanercept theo sang ché 1a mot chét diéu bién qua trinh viém sinh hoc ¢6
chirc nang nhur mdt chét e ché canh tranh cia TNF-o, gén két v6i thu thé TNF-¢
bé mat té bao, dé trc ché cac dap tng mién dich thong qua trung gian TNF-a, va
dugc st dung dé diéu tribénh viém da khép dang thip, bénh vay nén, va bénh
viém cot sdng dinh khép, va didu tri bénh viém mach trong céc thtr nghiém 1am
sang, bénh Alzheimer, va bénh Crohn.

Trong ché phim dang 16ng theo sang ché, etanercept c6 méat vgi lugng hitu
hiéu trj liéu. Tét hon 14, etanercept c6 mat vai lugng nam trong khoang tir 1 dén

100mg/ml.
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Khi dugc st dung trong Ban mo ta, thut ngit "ché phdm dang 1ong da lam
6n dinh" hodc "ché phdm dang 16ng 6n dinh" dung dé chi ché phdm duy tri dugc
tinh toan ven va tinh déng nhét vat ly va héa hoc cta hoat chit tri liéu, 12
etanercept, trong khi cit giir trong mét dung dich. Cac phép do phan tich v& d6 én
dinh ctia etanercep ¢6 thé dugc thuc hién béi thir nghiém do én dinh protein da
duge 4p dung rong rai trong linh vuc k¥ thuat nay. P6 én dinh c6 thé duge do &
mot nhiét d6 duoc dinh trude trong mot khoang thdi gian duoc dinh trude. Dé thi
nghiém nhanh, ché phém c6 thé duge cht gitt & mot nhiét do cao hodc "duogc ting
cao", vi du, 40°C trong 2 tudn t6i 1 thang hoic lau hon, va do on dinh phu thudc
thoi gian ctia né duge do tai thoi diém nay.

Khi duge sir dung trong Ban mé ta, thudt ngit "chit 1am én dinh" ding dé
chi mét chit hoa hoc dic thu c6 tuong tac véi phan td sinh hoc va/hoac ta duoc
chung trong ché phém dé cai thién d6 dn dinh cua né. Néi chung, chit 1am 6n
dinh bao vé cho cic protein khong bi cac tng sudt gay ra bdi bé miat chung khong
khi/dung dich va tmg suit gdy ra boi dung dich/bé mit do su bién chét protein.
Theo sang ché nay, chit lam 6n dinh 12 m6t 12 mot thanh phin lam gidm su hinh
thanh ctia cac san phdm phu cia etanercept trong khi cit gift trong mQt dung dich
dé duy tri hoat tinh ctia n6 trong mot khoang thoi gian dai, va t6t hon 12 mét hodc
nhiéu chit dugc chon tir nhém bao gdm metionin, lysin, histidin va cac mudi
dugc dung cia nd.

Dé lam céc axit amin, cd dang L 14n dang D déu dugc bao gém trong pham
vi clia sang ché. Khong chi cac axit amin nhu metionin, lysin, va histidin, ma ca
céc chit tuong tu, cac solvat, cadc hydrat va cac chét dé)ng tach thé, va cac mubi
dugc dung ctia né déu nam trong pham vi clia sang ché mién 13 chung c6 tac dung
gan nhu twong duong.

Khi duge st dung trong Ban md ta, thuat ngit "mubi dugc dung" ding dé
chi cac hop chét duge didu ché dudi dang cic mudi cia cic axit amin, nhu
metionin, lysin, va histidin, nim trong khoang liru gifr cac chtc ning cia ching
nhu céc chét 1am 8n dinh theo sang ché. Dac biét, n6 c6 thé tao ra mot mudi béng
cach cOng axit, va vi du, né cé thé tao ra mubi vai mot axit vo co (vi du, axit

clohydric, axit hydrobromic, axit phosphoric, axit nitric, axit sulphuric, v.v.), cac
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axit carboxylic hitu co (vi dy, axit axetic, axit halo axetic nhu axit trifloaxetic, axit
propionic, axit maleic, axit sucxinic, axit malic, axit xitric, axit tartric, axit
salixylic), cdc dudng axit (axit glucuronic, axit galacturonic, axit gluconic, axit
ascorbic), cic polysacarit c6 tinh axit (vi du, axit hyaluronic, chondroitin sulfat,
arginin axit), cdc axit sulfonic hitu co bao gdm dudng este cia axit sulfonic nhu
chondroitin sulfat (vi du, axit metan sulfonic, axit p-toluen sulfonic).

Khi dugce str dung trong Ban md ta, thuat ngit "cac chit twong tu" ding dé
chi cac hop chit ¢ cac chirc ning trong tir nhu cac axit amin, nhu metionin,
lysin, va histidin, dugc st dung lam cac chéit 1am én dinh theo sang ché. Theo
sang ché nay, cac axit amin nhu metionin, lysin, va histidin s& bao gdm céc chit
tuong tu cia ching. Theo sang ché ndy, cc vi du vé cac chat trong tu ¢6 thé bao
gdm cic chit twong tu metionin, tic 13, selenometionin, axit hydroxy metyl
butanoic, ethionin, va triflometionin, nhung khong chi gidi han trong sb nay.

Khi dugc st dung trong Ban mo ta, thuat ngit "céc san phdm phu" ding dé
chi céc san phdm khong duoc mong mudn 1am suy giam ty 18 cua hoat chit tri
liéu, 14 etanercept, trong ché phdm. Cac san phdm phu tiéu biéu bao gbm "cac san
phim c6 trong lugng phan tir thip" duoc tao ra do su bién chét cia etanercept boi
su khtr amin hodc su thuy phan, ctia cac "san pham c6 trong lwrong phan ti cao"
nhu céc oligome va cac két tap, hodc hdn hop cua chung.

Khi dugc sir dung trong Ban mo ta, thuat ngit "san phdm c6 trong luong
phan tir cao" bao gém cac manh etanercept ma sau d6 két tu do su bién chét (vi
du, duoc tao ra bai su thoai bién polypeptit do sy khitr amin hodc su thuy phén)
hoic hdn hop cia chiing. Thong thuong, cic san phim c6 trong lugng phén tir cao
1a cac phiic chét ¢ trong lwong phén tir cao hon so v6i monome tri liéu 1a
etanercept, va c6 thé co trong lwong phan tir trénkhoang 150 kDa.

Khi duge st dung trong Ban mé ta, thuit ngit "cic san phim cé trong
lwong phén tir thap" bao gdm, vi du, cc polypeptit tri lidu dugce tao ra béi sy khit
amin ho#c sy thuy phén, tic 13, cdc méanh etanercept. Thong thudng, cic san phdm
c6 trong lwgng phan tir thip 13 cac phic chit ¢6 trong lwong phén ti thdp hon so
v6i monome tri liéu 14 etanercept, va ¢ thé c6 trong lwong phén ti dudi khoang

150 kDa.
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Ché pham dang I6ng theo sang ché chira m6t hodc nhidu chét lam dn dinh
dugc chon tir nhém bao gém metionin, lysin, histidin, va cac mudi dugc dung cda
né. Pic biét, ché phim dang 16ng bao gdm metionin, lysin, hoic histidin lam chét
lam én dinh, hodc hai chit 1am n dinh nhu metionin va lysin, metionin va
histidin, hodc lysin va histidin, hodc ba chét 1am &n dinh nhu metionin, lysin, va
histidin. Trong ché pham bao gdm sy két hop cta cac axit amin néu trén, cdc mubi
dugc dung clia metionin, lysin, histidin mét cach twong Gng cé thé duoge tiép vao,
hodc metionin, lysin, va histidin cé thé & cac dang dugc cai bién cua ciac mubi
duoc dung mét cach tuong tmg. Tt hon, néu ché phdm dang 1éng chira chét lam
6n dinh 12 metionin, lysin, histidin, metionin va lysin, metionin va histidin, hodc
lysin va histidin, va t5t hon nira 13 metionin.

Metionin 12 mdt axit amin khéng thay thé, va c6 cong thic héa hoc
CsH;1NO,S va trong lugng phén tr 1a 149,21. Metionin 1a mét axit amin khong
phan cuc, va chtra nhém thioete (-S-CHs) & manh bén cia nd. N6 ¢6 tri sb pK;
béng 2,28, tri sb pK, béng 9,21, va tri s6 diém déng dién (PI) béng 5,74. Metionin
ngan chin su oxy héa cia cac khang thé trong cac ché phim dang 16ng dé 1am én
dinh cac khang thé béi viéc canh tranh véi cic gdc metionin trong cac khang thé
@& phan g v6i cac gbe hydroxyl tw do (Lam et al., J. Pharm. Sci., 86(11): 1250-
1255, 1997; Wang, Int. J. Pharm., 185: 129-188, 1999).

Lysin 12 mét axit amin khong thay thé, va c¢6 cong thirc hoa hoc CgH;4N,0,
va trong lugng phan tir 1a 146,19. Lysin 13 mot axit amin co ban, va c6 tri sb pK,4
b?mg 2,18, tri sb pK, béng 8,95, tri sb pK; bﬁng 10,53 va tri s6 PI béng 9,74.

Histidin 12 mot axit amin khong thay thé c6 nhém chirc imidazol ¢6 dién
tich dwong & manh bén cia nd, va c6 cong thirc héa hoc C¢HgN30, va trong lugng
phan tir 13 155,15. Histidin 14 mot axit amin co ban, va c6 tri sb pK; béng 1,82, tri
s6 pK, bang 9,17, tri s6 pK; bang 6,0 va tri s6 PI bang 7,59.

Trai lai, L-arginin c6 trong ché pham thuwong mai da biét cia etanercept la
mot axit amin khong thay thé, va c6 cong thirc héa hoc C¢H14N,0, va trong lugng
phén tir 1a 174,2. Arginin 1a mét axit amin co ban, va co tri sb pK; bffmg 2,17, tri
s& pK, bang 9,04, tri s6 pK; bing 12,48 va tri s§ PI bing 10,76. Cu thé 13,

metionin, lysin, va histidin dugc str dung lam chit 1am 6n dinh theo sang ché 1a
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hoan toan khac véi arginin 14 m6t chét 1am 6n dinh da biét cho etanercept vé cu
truc, cong thirc hoa hoc, cac dic tinh vét ly, va xu huéng ion hod. Sang ché dé
xuét 1dn du tién viéc cac axit amin nhu metionin, lysin, va histidin 1a céac chét
1am 6n dinh thich hop cho etanercept.

Ham luong cia chat 1am n dinh trong ché phdm dang 1dng theo séang ché
ndm trong khoang tir 0,1 dén 250mM, t6t hon 13 ndm trong khoang tir 1 dén
100mM, va tét hon nita 13 nim trong khoang tir 5 dén 50mM.

Ché phim dang léng theo sang ché c6 thé con bao gdm chét liéu bat ky
thudng c6 mit trong cac ché pham dugc chét 12 protein hodc cic duge chat khang
thé dé 1am tang d6 bn dinh cia etanercept tuy thudc vao mot hodc nhiéu chit 1am
dn dinh duge chon tir nhém bao gdm metionin, lysin, histidin, va cidc mudi duge
dung ciia n6 trir khi ching 1am thoai bién chitc ning theo sang ché. Vi du, L-
arginin da biét 1a mot chit 1am dn dinh cho etanercept c6 thé duoc bd sung vao
ché phim dang 16ng theo sang ché.

Ché phim dang 1ong theo sang ché co thé con bao gdm chét dém ngoai
chét 1am 6n dinh. Khi dugc st dung trong Ban mé ta, thuat ngit "chat dém" dung
@& chi thanh phan cai thién tinh ding trrong va d6 bén hoéa hoc clia ciia ché phim,
va ¢6 chirc ning duy tri d6 pH thich hop vé mit sinh 1y hoc. Chat dém ngan khong
choché phdm dang 16ng bi thay ddi d6 pH mot cach nhanh chéng dé duy tri d6 pH
ctia dung dich dé 1am 4n dinh cho etanercept. Cac vi du duoc vu tién v& chit dém
bao gém xitrat, phosphat, sucxinat, tartrat, fumarat, gluconat, oxalat, lactat, axetat,
histidin, va Tris, nhung khong chi gi6i han trong sé nay. Theo mot phuong an cu
thé, chit dém 1a dung dich dém phosphat. Chit dém c6 thé dugc sir dung mot
minh hoac & dang Két hop cta hai hoac nhiéu chét.

Theo c4c phuong 4n khac nhau theo sing ché, ché phim sé& phai c6 d6 pH
nim trong khoang tir 5 dén 7,5 hodc d6 pH nam trong khoang tir 5,8 dén 6,8. Theo
mot phwong 4n cu thé, ché phim nay c6 d6 pH nim trong khoang tir 6,0 dén 6.6.
Céc khoang nim giita cac khoang d6 pH néu trén, vi du, khoang do pH tir 5,2 dén
6,4 (vi du, dd pH = 6,2) cling dugc du liéu cAu thanh mot phuong 4n theo séng
ché. Vi du, cac khoang gia tri st dung to hop ctia bit ky trong sb céc tri sb néu

trén 12 cac gidi han trén va/hodc gidi han duéi 1a duge du liéu dé bao gdom trong
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pham vi ctia sang ché. Néu cin, d6 pH c6 thé dugc didu chinh béi k¥ thuat da biét
trong linh vuc k¥ thudt nay. Vi du, do pH c6 thé duoc didu chinh t6i khoang mong
mubdn bat ky bang cach bd sung HC1 hodc bing cach bd sung histidin, néu can.

Theo mdt phuong 4n khac, chit dém c6 mit véi ndng d6 nim trong khoang
tir 0,1 dén 100mM, t6t hon 14 ndm trong khoang tir 1 dén 50mM, va tot hon nita la
nim trong khoang tir 5 dén 25mM. Céc khoing nim gifta cac ndng dd néu trén
cling duoc du liéu 12 mot phan cla séng ché. Vi du, cac khoang ndng db sir dung
t6 hop ciia bat ky trong sb cac ndng dd néu trén 1a cic gidi han trén va/hodc gisi
han duéi 13 dugc du lidu dé bao gdm trong pham vi ctia sing ché. Theo mot
phuong 4n cu thé, chit dém s& c6 mit voi lugng di dé duy tri d6 pH théa déng vé
mat sinh ly hoc.

Ché phdm dang 1éng theo sang ché ¢ thé con bao gdm chét ding truong
ngoai chit 1am 6n dinh. Khi dugc st dung trong Ban mo ta, thuét ngir "chét déng
truong" ding dé chi thanh phan c6 chitc ning duy tri mot phén tinh déng truong
ctia ché phém va muc protein, va mot phén duy tri muc, ty 1€, hodc ham lugng
phén trim cta polypeptit ¢6 hoat tinh tri liéu c6 mit trong ché phdm. Chét ding
trrong ¢ 4p sudt thAm thiu gibng nhu cia huyét twong, va vi viy c6 thé xdm
nhdp qua dudng tinh mach vao di tuong ma khong lam thay dbi ap suét thdm
thdu cta huyét turong cta dbi twong. Thue vay, theo mot phuong 4n cla sing ché,
chét ding truong c6 mit véi lugng du dé 1am cho ché pham thich hop dé xam
nhip qua duong tinh mach. Thuong 13, chét dng truong con c6 tac dung nhu mot
chit don. Nhu vay, chit ding truong ¢ thé cho phép protein vuot qua cic g
suét khac nhau nhu déng dong va cit.

Chét ding truong c6 tac dung duy tri 4p sudt thdm thau thich hop trong co
thé, khi etanercept trong dung dich dugc cdp vao co thé. Cac vi du vé chit ding
truong co thé bao gém cac chét thuong dugc str dung nhu natri clorua, kali clorua,
axit boric, natri borat, manitol, glyxerin, propylen glycol, polyetylen glycol,
maltoza, sucroza, erytritol, arabitol, xylitol, sorbitol, va glucoza, nhung khong chi
gi6i han trong s nay. Theo mot phuong 4n cu thé, chit ding trrong 1a NaCl. Cac
chét déng truong nay co thé dugc st dung mdt minh hodc & dang két hop cta hai

hodc nhi€u trong s6 ching.
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Theo mét phuong an khéc nira, chit déng trrong (vi du, NaCl) ¢6 mat véi
ndéng &6 nim trong khoang tir 1 dén 1000mM, t6t hon 13 ndm trong khoang tir 10
dén 500mM, va tét hon nita 12 nim trong khoang tir 50 dén 250mM. Cac khoang
nim gitra cic ndng dd néu trén ciing duge du liéu 1a mot phin cia sang ché. Vi
du, cac khoang ndng do str dung td hop cua bat ky trong sd cac ndng do néu trén
14 c4c gidi han trén va/hodc gidi han duéi 13 duge du liéu dé bao gdm trong pham
vi ctia sang ché. Chit déng trrong cin dugc c6 mit vé6i lugng du dé duy tri su
tham th4u ctia ché phim.

Ché phim dang 16ng theo sang ché ¢6 thé con bao gdm ta duge duge dung,
va cac vi du vé ta duge nay c6 thé bao gdbm dudng va céc rugu polyhydric, céc
chat hoat dong bé mit, cic polyme hodc twong tu. Cac vi du vé dudng va cac rugu
polyhydric c¢6 thé bao gbém sucroza, trehaloza, lactoza, maltoza, galactoza,
manitol, sorbitol, glyxerol, cac vi du v& cac chét hoat dong bé mit c¢6 thé bao gém
cic chit hoat dong bé mit khéng ion nhu polysorbat 20, polysorbat 80, va
poloxamer, va Céac vi du vé cic polyme c6 thé bao gbm dextran, polyetylen
glycol, carboxyl metylxenluloza, axit hyaluronic, va xyclodextrin.

Ché phim dang 16ng theo sang ché c6 thé con bao gdm chét bao quan. Chét
bao quan chi mot chit hoa hoc duoc bd sung vao cic ché phdm duge chit khéng
khuidn. Cic vi du vé chdt bao quan c6 thé bao gdm benzalkoni clorua,
benzetonium, chlorhexidin, phenol, m-crezol, rugu benzyl, metylparaben,
propylparaben, clorobutanol, o-crezol, p-crezol, cloro-cresol, phenylmercuric
nitrat, thimerosal, va axit benzoic, nhung khong chi giéi han trong s nay. Céc
chét bao quan nay cé thé duoc st dung m{t minh hodc & dang két hop cda hai
hodc nhiéu trong s chiing.

Theo mét phuong 4n cu thé, ché phim theo sang ché 1a ché phim dang
1ong 6n dinh chira etanercept véi luong nim trong khoang tir 1 dén 100mg/mL,
metionin hodc cac mudi dugc dung cda n6 véi lugng nam trong khoang tir 0,1
dén 250mM, chét dém phosphat v6i lugng nim trong khoang tir 0,1 dén 100mM,
va natri clorua vé6i lugng nam trong khoang tir 1 d&&n 1000mM. Dic biét hon, ché
pham theo sang ché 13 ché phim dang 16ng én dinh chta etanercept v4i lugng

nim trong khoang tir 1 &n 100mg/mL, metionin hoic cac mudi duoc dung cua
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n6 véi lugng nam trong khoang tir 0,1 dén 100mM, chét dém phosphat véi lugng
nam trong khoang tir 0,1 d&én 50mM, va natri clorua véi luong ndm trong khoang
tir 1 dén 500mM, & d6 pH nam trong khoang tir 6,0 dén 6,6.

Theo mot phuong 4n cu thé, ché phdm theo sing ché 1a ché phdm dang
long 6n dinh chira etanercept véi luong nim trong khoang tir 1 dén 100mg/mL,
histidin hodc cac mudi duge dung ctia né véi lugng nam trong khoang tir 0,1 dén
250mM, chit dém phosphat véi lugng nim trong khoang tir 0,1 dén 100mM, va
natri clorua véi luong nam trong khoang tir 1 dén 1000mM. DPic biét hon, ché
phim theo sang ché 1a ché phdm dang 1ong én dinh chita etanercept voi luong
nim trong khoang tir 1 dén 100mg/mL, histidin hodc cdc mudi dugc dung cia n6
v6i lugng ndm trong khoang tir 0,1 dén 100mM, chit dém phosphat v&i luong
nim trong khoang tir 0,1 dén 50mM, va natri clorua véi lugng nam trong khoang
tir 1 dén 500mM, & d6 pH nam trong khoang tir 6,0 dén 6,6.

Theo médt phuong 4n cu thé, ché pham theo sing ché 1a ché phdm dang
16ng 6n dinh chira etanercept véi lugng niam trong khoang tir 1 dén 100mg/mL,
lysin hodc céc mudi duge dung cda n6 véi lugng nam trong khoang tir 0,1 dén
250mM, chit dém phosphat v6i lugng nam trong khoang tir 0,1 dén 100mM, va
natri clorua véi lugng nam trong khoang tir 1 dén 1000mM. Dic biét hon, ché
phdm theo sang ché 1a ché phdm dang 16ng On dinh chira etanercept vé6i luong
nam trong khoang tir 1 dén 100mg/mL, lysin hodc céc mudi duge dung ctia no
v6i lugng ndm trong khoang tir 0,1 dén 100mM, chit dém phosphat véi lwong
nam trong khoang tir 0,1 dén 50mM, va natri clorua v6i lwgng nim trong khoang
tir 1 dén 500mM, & d6 pH nam trong khoang tir 6,0 dén 6,6.

Theo mdt phwong 4n cu thé, ché pham theo sang ché 13 ché phdm dang
long 6n dinh chira etanercept véi lugng nim trong khoang tir 1 dén 100mg/mL,
histidin hodc cac mudi dugc dung ciia né véi lugng nam trong khoang tir 0,1 dén
250mM, lysin hodc cic mudi duoc dung cia n6 véi lwong nam trong khoang tir
0,1 dén 250mM, chit dém phosphat v6i luong nim trong khoang tir 0,1 dén
100mM, va natri clorua véi lwgng nim trong khoang tir 1 d&én 1000mM. Pic biét
hon, ché phdm theo sang ché 1a ché pham dang 16ng 6n dinh chira etanercept voi

luong nim trong khoang tir 1 dén 100mg/mL, histidin hodc cac mudi duge dung
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clia n6 véi lugng nam trong khoang tir 1 dén 50mM, lysin hodc ciac mubi dugc
dung ctia n6 véi lwong nam trong khoang tir 1 dén 100mM, chit dém phosphat véi
luong nim trong khoang tir 0,1 d&én 50mM, va natri clorua véi lugng nim trong
khoang tir 1 dén 500mM, & d6 pH nam trong khoang tir 6,0 dén 6,6.

Theo mot phuong 4n cu thé, ché phim theo sing ché 13 ché phidm dang
1ong 6n dinh chira etanercept véi lugng nidm trong khoang tir 1 &én 100mg/mL,
histidin hodc cic mudi duoc dung ctia n6 véi luong ndm trong khoang tir 0,1 dén
250mM, metionin hodc cic mudi duoc dung ctia né véi lugng nim trong khoang
tir 0,1 dén 250mM, chét dém phosphat véi lwong nim trong khoang tir 0,1 dén
100mM, va natri clorua véi lugng nam trong khoang tir 1 dén 1000mM. Dic biét
hon, ché phim theo sang ché 1a ché phim dang léng 6n dinh chira etanercept vé6i
luong nam trong khoang tir 1 d&én 100mg/mL, histidin hodc cic mudi dugc dung
clia n6 v6i lwong nim trong khoang tir 1 dén 50mM, metionin hodc cac mudi
dugc dung cia né véi luong nim trong khoang tir 1 dén 100mM, chit dém
phosphat v&i lrgng nam trong khoang tir 0,1 dén 50mM, va natri clorua véi luong
nam trong khoang tir 1 &én 500mM, & d6 pH nam trong khoang tir 6,0 dén 6,6.

Theo mot phuong 4n cu thé, ché pham theo sang ché 1a ché phim dang
1ong 6n dinh chira etanercept véi lugng nam trong khoang tir 1 dén 100mg/mL,
metionin hodc cic mubi duoc dung ctia né véi luong nim trong khoang tir 0,1
dén 250mM, lysin hodc cac mudi dugc dung cua né véi luong nam trong khoang
tir 0,1 dén 250mM, chat dém phosphat véi lugng nim trong khoang tir 0,1 dén
100mM, va natri clorua véi luong nam trong khoang tir 1 dén 1000mM. Dic biét
hon, ché phim theo sang ché 1a ché pham dang 1dng én dinh chira etanercept vdi
lwong nim trong khoang tir 1 dén 100mg/mL, metionin hodc cic mudi dugc dung
clia n6 véi lugng nim trong khoang tir 1 dén 50mM, lysin hodic cic mubi duge
dung ctia né véi lugng nim trong khoang tir 1 dén 50mM, chét dém phosphat véi
luong nam trong khoang tir 0,1 dén 50mM, va natri clorua v6i luong nim trong
khoang tir 1 dén 500mM, & d6 pH nim trong khoang tir 6,0 dén 6,6.

Ché phim theo sang ché c6 thé duoc s dung dé didu tri bénh ma
etanercept c6 hidu qua tri liéu cho no. Etanercept 13 chit diéu bién qu4 trinh viém

sinh hoc dé trc ché céc dap tmg mifn dich théng qua trung gian TNF-o, va ché
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phém theo séang ché duoc sir dung dé diéu tribénh viém da khép dang thap, bénh
vay nén, bénh viém cot séng dinh khép, bénh viém mach, bénh Alzheimer, hodc
bénh Crohn, nhung khéng chi gii han trong s nay. Ché phim theo sang ché ¢
thé dugc cip qua duong miéng hoic ngoai dudng tidu héa, tic 1a dudi da, trong
co, trong mang bung, trong b bung, qua da, va/hodc trong tinh mach, nhung khong
chi gi6i han trong s nay.

Theo mét khia canh khac, sang ché @ xudt phuong phap ning cao dd én
dinh cua etanercept bing cach str dung ché phim dang 16ng chira mét hodc nhiéu
chét 1am 6n dinh dugc chon tir nhém bao gE‘)m metionin, lysin, histidin, va cac
mubi duoc dung ctia no.

Ché phim dang 10ng c6 thé 1am ting d6 bén cit giit ctia etanercept boi viée
lam gidm cac san phim phu ciia etanercept tao ra do su bién chit trong khi cit

gifr.

Vi du thue hién sang ché
Duéi day, sang ché s& duge mo ta chi tiet hon bang cach vién dan téi cac vi
du. Tuy nhién, cac vi dy nay chi nham muc dich minh hoa, va sadng ché khong

duoc du liéu dé bi gidi han boi cac vi du nay.

Vidul
Thi nghiém d6 dn dinh cta ché phém etanercept trong nudc tiy thude vao viéc bd
sung chit 1am 6n dinh

Pé nghién ctru chit 1am n dinh t6i wu cho viée bao ché ché phdm trong
nuée 6n dinh cia etanercept, chit 1am 6n dinh 1 histidin duoc bd sung vao dung
dich phosphat 5SmM ma etanercept dd dugc bd sung vao d6 véi ndng do
50mg/mL, va natri clorua duoc bd sung vao d6 dé 1am chéit déng truong dé bao
ché Ché phim 1.

Ngoai ra, etanercept duoc bd sung vao dung dich phosphat 10mM véi ndng
d6 50mg/mL, va natri clorua dugc bd sung vao d6 dé lam chit ding truong. Sau
d6, mbi trong sd lysin, arginin, metionin, glyxin, polysorbat 20, polysorbat 80,

poloxamer 188, propylen glycol, protamin sulfat, sucroza, va guanidin HCIl duoc
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bd sung vao dé bao ché cac Ché phim tir 2 t&i 12.

Sau cling, natri clorua ding 1am chit déng truong dugc bd sung vao dung
dich phosphat 10mM ma etanercept duoc bd sung vao d6 véi ndng d6 50mg/mL
dé bao ché ché phdm khong c6 chat 1am 6n dinh. Thanh phin chét 1am 6n dinh
ctia cac ché phim duge thé hién trong Bang 1 dudi ddy. M&i 0,5mL ché phim da
bao ché duogc dé trong cic bom tiém bang thay tinh loai 1,0mL, d4y kin, va cat
gitt & 50°C.

Béang 1
| Thanh phan chat 1am 6n dinh
Ché pham 1 Histidin 10mM
Ché pham 2 Lysin 25mM
Ché phim 3 IArginin 25mM
Ché pham 4 Metionin 25mM
Ché pham 5 Glyxin 1%
Ché pham 6 Tween 20 0,1%
Ché pham 7 Tween 80 0,1%
Ché pham 8 F68 0,1%
Ché phdm 9 Propylen glycol 0,1%
Ché pham 10 Protamin sulfat 0,03%
Ché pham 11 Sucroza 2%
Ché pham 12 Guanidin HC10,2%
Ché pham khong c6 chatlam 6n dinh -

O ngay thi bay sau khi cat gitt & 50°C, cac Ché phim tir 1 t6i 12 va Ché
pham khong c6 chat 1am 6n dinh trong Bang 1 dugc phén tich bing SE-HPLC dé
kiém tra cac loai clia c4c san phdm c6 trong lwong phan tir thip va céc sin phdm
c6 trong lugng phén tir cao nhu cac oligome va céac két tap duoc tao ra do su bién
chét clia etanercept, va tong luong ciia cac san phdm nay dwoc thé hién 1a tdng
lwong tap chét. Ngoai ra, su thay ddi cAu tric cla etanercept duge kiém tra bing
HI-HPLC. trong HI-HPLC, cac chét lién quan t&i etanercept tach thanh 4 pic, bao
gém Pic trude, Pic 1, Pic 2, va Pic 3. Pic truéc va Pic 1 thé hién cho céc san phém
c6 trong lugng phan tir thap, Pic 2 1 etanercept, va Pic 3 1a cac dime c6 hoat tinh
hay su két tu thép. Do vy, téng lugng Pic trudce, Pic 1, va Pic 3 dugc thé hién 1a
tdng lugng tap chat. Cac két qua 1an lugt dugc thé hién trong cac Bang 2 va 3.

Bang 2
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Tong lugng tap chat theo SE-HPLC (%)

Ngay 0 Ngay 7
Ché pham 1 4,6 222
Ché pham 2 4,7 24,8
Ché pham 3 4,6 242
Ché pham 4 4,6 20,8
Ché phim 5 4,6 28,5
Ché pham 6 4,7 294
Ché pham 7 4,6 29,0
Ché pham 8 4,6 28.8
Ché pham 9 4,7 27,8
Ché pham 10 4,6 29,4
Ché phdm 11 4,8 284
Ché pham 12 4,7 27,5
Ché phdm khong c6 chat 1am 6n dinh 4,7 30,2
Béang 3
Tong luong tap chat theo HI-HPLC (%)
Ngay 0 Ngay 7

Ché pham 1 14,7 33,7
Ché phiam 2 14,6 34,9
Ché pham 3 15,0 34,3
Ché pham 4 15,2 30,3
Ché pham 5 14,8 36,6
Ché pham 6 15,2 35,5
Ché pham 7 15,2 36,2
Ché pham 8 15,4 35,5
Ché phdm 9 15,2 35,1
Ché pham 10 15,0 36,9
Ché pham 11 14,9 35,1
Ché pham 12 15,1 34,8
Ché phdm khong cé chat lam 6n dinh 14,4 41,9

Nhu dugc thé hién bing cic két qua SE-HPLC trong Béang 2, khi cit gitt &

50°C trong 7 ngay, Ché phim 1 chtra histidin 1am chat 1am 6n dinh c6 téng luong

tap chat 12 22,2%, Ché phdm 2 chira lysin 1am chat 1am 6n dinh c6 téng lugng tap

chét 12 24,8%, Ché phim 3 chira arginin 1am chit 1am on dinh c6 téng Iwong tap

chét 12 24,2%, Ché phém 4 chtra metionin 1am chét 1am én dinh c6 téng lugng tap

chét 14 20,8%. T4t ca ching déu c6 téng luong tap chit thip hon dang ké khi so

v6i Ché phim khong c6 chit 1am 6n dinh c6 tong lwong tap chit 14 30,2%. Khi

cac ché phim nay dugc so sanh v6i Ché phdm 3 sir dung L-arginin lam chét 1am
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6n dinh (Patent My s6 7,648,702), Ché phdm 2 chtra lysin c6 téng luong tap chit
tuong duong 13 24,8%, va Ché phidm 1 chtra histidin va Ché phim 4 chira
metionin 14n luot c6 tong lugng tap chét 13 22,2% va 20,8%.

Céc két qua HI-HPLC trong Bang 3 1a twong tu véi cac két qua SE-HPLC.
Ché phém khong cé chit 1am 4n dinh c6 téng lugng tap chét 12 41,9%. Trai lai,
viéc mdi Ché pham 1, 2, 3, va 4 14n luot c¢6 tdng luong tap chit 1a 33,7%, 34,9%,
34,3%, va 30,3% chimng té réng histidin, lysin, L-arginin, va metionin dugc bd
sung trong mdi ché pham déu c6 tac dung ngan ngira su bién chét cia etanercept.
Cu thé, viéc Ché phdm 4 chtra metionin c6 tong luong tap chét thap nhét, chimg t6
ring metionin ¢6 hidu qua nhét trong viéc 1am 6n dinh etanercept.

Do d6, sang ché da chimg té rang lysin, histidin, va metionin c6 cic tac
dung 1am 6n dinh etanercept boi viéc ngan ngira su bién chét cia né, trong duong
hodc cao hon so v6i L-arginin, va cu thé, metionin 1a c6 hiéu qua lam dn dinh

etanercept hon so v§i L-arginin.

“Vidu?2
Thir nghiém d6 6n dinh ciia ché phdm etanercept trong nudc tity thude vao ndng
dd metionin

Pé nghién ctru ndng d6 t6i wu clia metionin dé lam 6n dinh etanercept,
120mM natri clorua duoc bd sung vao cic dung dich phosphat 10mM, va mdi
25mM va 12,5mM metionin duoc bd sung vao do, tiép do, etanercept véi néng do
50mg/mL ciing dugc bd sung vao dé bao ché cac Ché phdm 13 va 14, mot cach
tuong tng. Theo viéc bao ché ché phdm etanercept trong nudc thwong phim,
25mM L-arginin dugc bd sung vao natri clorua 100mM va 1% sucroza trong dung
dich phosphat 10mM, va etanercept dugc bd sung vao véi ndng d6 50mg/mL dé
bao ché ché phdm dbi chimg. Mdi 0,5mL ché phdm dugc dé trong cic bom tiém
bang thuy tinh loai 1,0mL, day kin, va cit giit & 40°C, 25°C va 4°C. Thanh phan
ctia cac ché pham trong nudc da bao ché duoc thé hién trong Bang 4 duéi day.

Béang 4

Thanh phan
Ché phdm 13 [Etanercept 50mg/mL, dung dich phosphat 10mM, NaCl 120mM,
metionin 25mM (d6 pH=6,3)
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Ché pham 14 [Etanercept 50mg/mL, dung dich phosphat 10mM, NaCl 120mM,
metionin 12,5mM (d6 pH=6,3)

Ddi chimg Etanercept 50mg/mL, dung dich phosphat 25mM, NaCl 100mM,
sucroza 1%, L-arginin 25mM (40 pH=6,3)

Sau khi Ché phdm 13, Ché pham 14, va ché pham dbi chimg dugc ct giit &
40°C trong 1 va 3 tudn, va & 25°C va 4°C trong mdi 4 va 8 tudn, tdng luong tap
chét cua ching duoc do duoc bing SE-HPLC va HI-HPLC, nhu & Vi 1. Cac két
qua 1an luot duge thé hién trong cic Bang 5 va 6.

Bang 5

Téng luong tap chat theo SE-HPLC (%)
40°C 25°C 4°C
0 tudn | 1 tudn |3 tudn| O tudn |4 tudn | 8 tudn |0 tudn |4 tudn| 8 tuin
Ché phdm 13 5,5 11,5 | 20,5 | 5.5 148 | 188 | 55 | 88 | 10,2
Ché pham 14 | 5,5 12,5 | 22,0 | 5.5 16,0 | 199 | 55 | 89 | 10,5
Dbi chimg 55 134 | 233 | 55 162 | 204 | 55 | 88 | 10,3

Bang 6

Tong lugng tap chat theo HI-HPLC (%)
40°C 25°C 4°C
Otudn |1 tudn | 3 tudn | 0 tudn | 4 tudn |8 tudn |0 tudn| 4 tudn |8 tudn
Ché pham 13 10,0 | 159 | 21,6 | 10,0 | 15,3 18,5 | 10,0 | 11,0 | 11,9
Chépham 14 | 99 | 17,0 | 233 | 99 | 16,7 | 19,8 [ 9,9 | 11,3 | 11,6
D6 chimg 10,2 | 18,0 | 25,5 | 10,2 | 174 | 20,6 |10,2| 10,0 | 11,9

Nhu duge thé hién bang cac két qua trong cac Bang 5 va 6, Ché phim 13
va Ché phém 14 chira chét 1am 6n dinh 12 metionin thé hién su tao tao chét thép
trong tat ca cac diéu kién cét gitr 40°C, 25°C va 4°C, khi so vi nhém ché phdm
d6i chimg dugc bao ché theo phuong phap bao ché ché phim etanercept trong
nuéce thuong phdm. Pic biét, cac két qua SE-HPLC va HI-HPLC cho thdy rang
Ché phidm 13 chira 25mM metionin va Ché phim 14 chira 12,5mM metionin thé
hién su tao tap chét thép hon & 40°C va 3 tudn, va & 25°C va 8 tuln, va su tao tap
chét twong duong & 4°C va 8 tuin, khi dugc so sanh vé6i ché phdm dbi ching.

Nhimng két qua nay ching to ring ché phdm chtra metionin theo sang ché 1a mot
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ché phadm 6n dinh hon dé duy tri hoat tinh etanercept trong mot khoang thoi gian
dai so v&i ché pham thuong phdm.

Két luan 13, sang ché da ching t6 rang ché phim etanercept trong nuéc
chtra metionin ngin ngira su bién chét cia etanercept dé duy tri hoat tinh cia né
trong mot khoang thoi gian dai, va metionin 13 rit ¢6 hiéu qua dé 1am chét 1am én

dinh trong ché phim etanercept trong nudc.

Vidu3
Thir nghiém d6 6n dinh cta ché phdm etanercept trong nuéc chira histidin va
lysin, hodc histidin va metionin

Histidin 5mM va lysin 25mM lam chét 1am 6n dinh dugc bd sung vao dung
dich phosphat 10mM ma etanercept da dugc bd sung vao d6 véi ndng dod
50mg/mL, va natri clorua dugc bd sung vao d6 dé lam chit déng truong dé bao
ché Ché phim 15.

Ngoai ra, Histidin SmM va metionin 25mM lam chit lam 6n dinh duoc bd
sung vao dung dich phosphat 10mM ma etanercept da dugc bd sung vao d6 véi
ndng d6 50mg/mL, va natri clorua duge bd sung vio d6 dé 1am chat ding truong
dé bao ché Ché phim 16.

Sau clng, natri clorua 1am chit ding truong duoc bd sung vao dung dich
phosphat 10mM va etanercept dugc bd sung vao d6 véi ndng do 50mg/mL dé bao
ché ché phdm khong c¢6 chit 1am 6n dinh.

MB&i 0,5mL ché phdm da bao ché dugc dé trong cac bom tiém bing thiy
tinh loai 1,0mL, d4y kin, va cit gitt & 50°C.

Thanh phan chit 1am 6n dinh ctia cac ché phim dugc thé hién trong Bang 7

duéi day.
Bang 7

Thanh phan chit 1am 6n dinh
Ché pham 15 Histidin 5mM + Lysin 25mM
Ché pham 16 Histidin 5SmM + Metionin 25mM
Ché phim khong c6 chit 1am 6n dinh -

O ngay thir bay sau khi cit giit & 50°C, cac Ché pham 15, 16 va Ché phdm

-23-



23318

khong c6 chit 1am 6n dinh trong Bang 7 dugc phan tich bing SE-HPLC nhu & Vi

du 1 d& x4c dinh tdng luong tap chét cia ching. Cac két qua duoc thé hién trong

Bang 8.
Béang 8
Toéng luong tap chit theo SE-HPLC (%)
0 ngay 7 ngay
Ché pham 15 4,7 21,5
Ché pham 16 4,7 20,9
Ché phdm khong c6 chét 1am 6n dinh 4,7 30,2

Nhu dugce thé hién bing cac két qua SE-HPLC trong Béng 8, khi cét gitr &
50°C trong 7 ngdy, Ché phim 16 chta histidin 1am chit 1am 6n dinh c6 tong
luong tap chat 13 21,5%, va c6 téng luong tap chét thip hon dang ké, khi dugc so
sanh v6i Ché phdm khong c6 chét 1am on dinh c6 téng lwong tap chat 1a 30,2%.
Va Ché phdm 16 s c6 téng luong tap chét thip hon dang ké, khi dugc so sanh véi
Ché phdm 1 chira 10mM histidin ¢6 téng lugng tap chit 1 22,2%, va Ché phim 2
chira lysin 25mM c6 téng lwong tap chét 13 24,8%.

Tirc 13, sang ché da chimg t6 rang ché phim chira histidin va lysin ¢6 céc
tac dung m§ man dang ké dé ngan ngira sy bién chét cuia etanercept béi viée 1am
giam tdng luong tap chét khi cét gifr, khi dugc so sanh v&i Ché phdm khong ¢
chat 1am én dinh va mdi ché phém chira histidin, lysin, va metionin mot cach
trong Ung.

Ngoai ra, nhu duoc thé hién bang cac két qua SE-HPLC trong Bang 8, khi
ct gitr & 50°C trong 7 ngdy, Ché pham 16 chira histidin 1am chat 1am 6n dinh c6
tdng lugng tap chét 1a 20,9%, thap hon dang ké, khi duge so sanh véi Ché phdm
khong c6 chat 1am 6n dinh c6 téng lugng tap chét 1 30,2%. Cu thé, Ché pham 16
c6 tdng lugng tap chit thdp hon so véi Ché pham 15 chira histidin va lysin lam
chét 1am én dinh.

Tuc 13, sang ché da chung t6 ring ché phdm chira histidin va metionin c6
tac dung dang ké t6i viéc ngin ngira sy bién chét cua etanercept béi viéc 1am giam

tdng lwong tap chit khi cit giit, so v4i Ché pham khong c¢6 chat 1am 6n dinh.
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Vidu4
Thr nghiém do 4n dinh cua ché phém etanercept trong nudc chira metionin va
lysin

Metionin 12,5mM va lysin 12,5mM lam chét 1am on dinh dugc bd sung
vao dung dich phosphat 10mM ma etanercept dugc bd sung viao d6 véi ndng do
50mg/mL, v natri clorua dugc bd sung vao d6 dé lam chét ding truong dé bao
ché ché pham 17.

Ngoai ra, natri clorua lam chét déng truong dugc bd sung vao dung dich
phosphat 10mM va etanercept dugc bd sung vao d6 véi ndng do 50mg/mL dé bao
ché ché phim khong c¢6 chat lam 6n dinh.

M&i 0,5mL ché phdm da bao ché duge dé trong cac bom tiém bang thiy
tinh loai 1,0mL, d4y kin, va cit gift & 50°C. Céc thanh phan chét 1am 4n dinh cta
céc ché phim dugc thé hién trong Bang 9 dudi day.

Bang 9

Thanh phan chit lam 6n dinh

Ché pham 17 Metionin 12,5mM +Lysin 12,5mM

Ché pham khong c6 chét 1am 6n dinh |-

O ngay thir bay sau khi cit giit & 50°C, Ché pham 17, va Ché phim khong
c¢6 chéat 1am 6n dinh tron Bang 9 duoc phan tich bing SE-HPLC nhu & Vi du 1 dé
x4c dinh tdng luong tap chit cia chung. Céc két qua dugc thé hién trong Bang 10.
Bang 10

Tong luong tap chét theo SE-HPLC (%)
0 ngay 7 ngay
Ché pham 17 52 27,0
Ché phém khong co chét 1am 6n dinh 5,2 32,8

Nhu duoc thé hién bang cac két qua SE-HPLC trong Bang 10, khi cit gitr &
50°C trong 7 ngdy, Ché phim 17 chira metionin va lysin lam chét 1am dn dinh c6
tbng lugng tap chét 13 27%, thip hon dang ké, khi dugc so sanh v6i Ché phim
khong c6 chét 1am n dinh c6 téng lugng tap chét 12 32,8%.

Ttc 13, sang ché da ching té rang ché pham chira metionin va lysin c6 tac
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dung dang ké t6i viéc ngin ngilra su bién chat cla etanercept bodi viéc lam giam

téng lwong tap chit khi cat gitr, so v&i ché phim khéng c6 chit 1am én dinh.
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YEU CAU BAO HO

1. Ché phim dang 16ng cua etanercept, chira etanercept; va

mot hodc nhiéu chit 1am én dinh duge chon tir nhém bao gém metionin, lysin,
histidin, va cdc mudi duoc dung ciia n6 ¢6 mit véi lugng ndm trong khoang tir 0,1
mM dén 250 mM;

trong d6 ché phdm nay c6 d6 bén cét giir clia etanercept cao hon so v6i ché phdm
khoéng c6 chét 1am én dinh, béi viéc 1am gidm céc san phim phu cua etanercept

duoc tao ra do su bién chét trong khi cit gifr.

2. Ché pham dang léng theo diém 1, trong d6 chat 1am 6n dinh 12 metionin hogc

céc mudi duge dung cia né.

3. Ché phdm dang l6ng theo diém 1, trong d6 etanercept c6 mit véi luong nim

trong khoang tir 1 mg/mL dén 100 mg/mL.

4. Ché pham dang 1ong theo diém 1, trong d6 ché phim nay con chira mét hodc
nhiéu nguyén liéu dugc chon tir nhém bao gém chit dém, chét déng truong, ta

dugc, va chat bao quan.

5. Ché pham dang léng theo diém 4, trong d6 chit dém dugc chon tir nhém bao
gf”)m xitrat, phosphat, sucxinat, tartrat, fumarat, gluconat, oxalat, lactat, axetat,

histidin, va Tris.

6. Ché phdm dang 16ng theo diém 4, trong d6 chit dém c6 mit vé6i lugng nim

trong khoang tir 0,1 mM dén 100 mM.

7. Ché phdm dang 1éng theo diém 4, trong d6 chit ding truong dugc chon tir
nhom bao gém natri clorua, kali clorua, axit boric, natri borat, manitol, glyxerin,
propylen glycol, polyetylen, glycol, maltoza, sucroza, erytritol, arabitol, xylitol,

sorbitol, va glucoza.
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8. Ché phim dang 16ng theo diém 4, trong d6 chat ddng trrong c6 mit véi lugng

nim trong khoang tir ImM dén 1000mM.

9. Ché pham dang léng theo diém 1, chira etanercept v6i lugng nam trong khoéng
tr 1 mg/mL dén 100 mg/mL, metionin hodc cac mubi duge dung cda né vai lugng
nim trong khoang tir 0,1 mM dn 250 mM, dung dich dém phosphat véi luong
nim trong khoang tir 0,1 mM dén 100 mM, va natri clorua véi lugng nim trong
khoang tir 1 mM dén 1000 mM.

10. Ché phim dang léng theo diém 1, chtra etanercept v6i luong nim trong
khoang tir 1 mg/mL dén 100 mg/mL, histidin hodc cac mubi duge dung cia no
v6i luong nam trong khoang tir 0,1 mM dén 250 mM, dung dich dém phosphat
v6i leong ndm trong khoang tir 0,1 mM dén 100 mM, va natri clorua vé6i luong

nim trong khoang tir 1 mM dén 1000 mM.

11. Ché phdm dang léng theo diém 1, chira etanercept véi lugng nim trong
khoang tir 1 mg/mL dén 100 mg/mL, lysin hodc cic mudi dugc dung cta nd véi
lwong nim trong khoang tir 0,1 mM dén 250 mM, dung dich dém phosphat véi
luong ndm trong khoang tir 0,1 mM dén 100 mM, va natri clorua véi Iugng nim

trong khoang tir 1 mM dén 1000 mM.

12. Ché phidm dang léng theo diém 1, chira etanercept véi lugng nim trong
khoang tir 1 mg/mL dn 100 mg/mL, histidin hodc cic mudi duoc dung cia né
v6i luong ndm trong khoang tir 0,1 mM dén 250 mM, lysin hodc cac mudi duoc
dung ctia n6 v6i luong nam trong khoang tir 0,1 mM dén 250 mM, dung dich dém
phosphat véi lugng nam trong khoang tir 0,1 mM dén 100 mM, va natri clorua véi
luong nam trong khoang tir 1 mM dén 1000 mM.

13. Ché phdm dang léng theo diém 1, chira etanercept véi luong nim trong

khoang tir 1 mg/mL dén 100 mg/mL, histidin hodc cac mudi duoc dung cia né
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v6i lugng nam trong khoang tir 0,1 mM dén 250 mM, metionin hodc cic mudi
dugc dung clia né vé6i luong ndm trong khoang tir 0,1 mM dén 250 mM, dung
dich dém phosphat v4i Iugng nim trong khoang tir 0,1 mM dén 100 mM, va natri
clorua v&i luong nam trong khoang tir 1 mM dén 1000 mM.

14. Ché pham dang 16ng theo diém 1, chita etanercept vé6i lugng nim trong
khoang tir 1 mg/mL dén 100 mg/mL, metionin hoic cac mudi dugc dung cia nd
v6i lugng nim trong khoang tr 0,1mM dén 250mM, lysin hodc céac mudi duge
dung ciia n6 vé6i lugng nim trong khoang tir 0,1mM dén 250mM, dung dich dém
phosphat vé6i luong nim trong khoang tir 0,ImM dn 100mM, va natri clorua vé6i
luong nim trong khoang tir 1mM dén 1000mM.
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