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Linh vwe k§ thuit dwoe dé cip

* Séng ché dé cap dén duoc pham chia insulin dé st dung trong diéu tri bénh tiéu
dudng dé chdng lai su sai 16ch vé mirc glucoza huyét sau bita in va diéu tri cip ching
taing dudng huyét. Dugc phdm chira insulin ngudi hodc chit tuong tu insulin, xitrat,
treprostinil va chét 6n dinh, ¢6 tde do hép thu insulin tir vi tri tiém nhanh hon so véi
cac duoc phém chira insulin thuong mai hién c6 va 4n dinh hon @ su dung trong
thwong mai. Duoc phdm nay hiru dung dé tao ra hoat tinh insulin trong bita in, dé
ding trong viée truyén insulin dudi da lién tuc (continuous subcutaneous insulin

infusion - CSII) hozc didu tri cdp ching tang dudng huyét khi can insulin,

Tinh trang ky thuét ciia sang ché

Profin tdc dung theo thoi gian cda insulin 14 quan trong dé kiém soat murc
glucoza huyét sau bira an. O céc c4 thé khoe manh, tuyén tuy tiét ra nhidu insulin dé
dap tmg véi thirc an duge hip thu, diéu ndy dan dén mac insulin huyét twong ting
trong vai phut. O céc c4 thé mic bénh tidu dudng typ 1 va & cac ca thé méc bénh tiéu
dudng typ 2 nhét dinh, can phai st dung insulin; tuy nhién insulin dugc st dung tir
khoang duéi da di vao mau chdm. Sy giai phong chdm insulin va khoi phat tic dung
qué chim khi bét ddu bita 3n din dén su tang dudng huyét trong hogc ngay sau bita in.
Khoang thoi gian tac dung kéo dai tir khoang duéi da dén dén insulin du thira gifta cic
bita &n ma c6 thé gy ra chimg ha dudng huyét sau bita an.

P4 ¢6 nhimg nd luc ddy nhanh tic dung theo thdi gian cia cdc san pham
insulin. Cac nd luc trude ddy dé phat trién cac san phidm nhu vay bao gdm phét trién
céc chit tuong tu insulin tic dung nhanh méi, nhu insulin lispro (HUMALOG®),
insulin aspart (NOVOLOG®), va insulin glulisine (APIDRA®). Insulin lispro va
insulin aspart dat dugc tac dung nhanh thong qua céc thay d6i vé trinh tu axit amin tir
insulin ngudi ma 1am yéu di giao dién dime-dime va thay d6i d6 6n dinh hexame trong
diéu kién dudi da. Insulin glulisine ciing bao gbm céac thay ddi vé trinh tw cia céc
chudi axit amin trong insulin ngudi; tuy nhién, ché phdm thuong mai ctia né thiéu kém

va khong tao ra cic hexame dn dinh. Chét tuong tu insulin khéc cling duoc tuyén b 1a
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tac dung nhanh, nhung vin dang trong qué trinh phat trién, Fluorolog, bao gdm nguyén
ttr flo don gén véi gbc Phe & vi tri 24 cta chudi B insulin.

Céc chit twong tu insulin tic dung nhanh insulin lispro, aspart va glulisine c6
ban tir nhiing ndm 1990 va diu nhimg nam 2000. Tuy nhién, ngay ca véi cac chét goi
13 chat tuong tu insulin tdc dung nhanh, khéng dat dugc mutrc insulin huyét tuong tdi
da cho dén 50-90 phut sau khi tiém duéi da. Viéc ndy chdm hon so véi su giai phéng
insulin ndi sinh tr tuyén tuy ¢6 chitc ning binh thuwong va khéng phai lic nao cling
pht hop véi profin hip thu glucoza.

Céach khac dé dat duoc tdc dung nhanh di dwoc khdm pha 13 viéc st dung
nhitng thanh phﬁn hodc ta dugc cai thién profin hoat dong theo thoi gian cia insulin
khi dugc cung cAp cing v6i insulin. Vi du, tai liéu U.S. 8,324,157 tuyén bd rang c6 thé
dat duoc su khoi dau tac dung nhanh hon so v6i cac liéu phép insulin da cé béng cach
bd sung hop chit nicotin, nhu nicotinamit, va axit amin arginin, va tly y axit glutamic.
US2013/0231281 bdc 16 cac ché phém chira insulin va céac oligosacarit, don doc hodc
két hop v&i hop chit polyanion va tuyén bd ring cdc ché phdm nhu vay tac dung
nhanh. US2014/0113856 bdc 16 céc ché phim chira insulin két hop véi chét tao chelat
kém, nhu axit etylendiamintetraaxetic (EDTA), mot t& dugc khic dugc md ta trong
cong bd nay dudi dang chét “hoa tan/dn dinh”, nhu axit xitric hodc natri xitrat, va hop
chit chtra magie, va tuyén bd ring céc ché phidm nhu vay c6 tdc d6 hip thu nhanh hon
va giam dén tir ndng do dinh. US2015/0065423 md ta cac ché phim chira peptit va
chét gian mach, bdc 16 danh muc céac chét gidn mach thudc ba loai khac nhau, va dua
ra cac dit lidu v& ché phdm chua insulin lispro va nitroglyxerin va tuyén b ring céc
ché phidm nhu vay tic dung nhanh.

Bét ké c¢6 nhitng nd luc nay nhitng nd luc khac, vin con nhu ciu vé ché phdm
chtta insulin ma c6 td¢ do hip thu insulin vao méau tir vi tri tiém nhanh hon, khéi dau
va/hodc bu tac dung nhanh hon so véi céc san pham insulin hién c6, va c6 dd 6n dinh
héa hoc va vat ly trong qua trinh bdo quan va trong diéu kién sir dung. Sang ché huéng

dén viéc cung cap cac ché pham dap ing dugc mot hodc nhiéu nhu cau nay.

Ban chit ky thuét ciia sang ché
Muc dich ctia séng ché 13 d& xuét ché phim chira nong do nhit dinh cua ca
xitrat va treprostinil ¢ profin tdc dung theo thoi gian nhanh hon so véi céc ché pham

insulin hién c¢6 bén trén thi trudng, va d6 o6n dinh héa hoc va vat lycta cac ché pham
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chita cac ndng do d6 cta ca xitrat va treprostinil ¢6 thé dwoc duy tri ma khong 1am mat
nhitng céi thién v& tic dung theo thdi gian, bing cach dua vao ché phdm kém va mét
hodc nhidu cht &n dinh nhu chit hoat dong bé mit, magie clorua hozc natri clorua.

Theo do, sang ché @& xuit duogc phém chtra: insulin; xitrat, véi néng do tu
khoang 5 dén khoang 25 mM; treprostinil, véi ndng do tir khoang 0,04 dén khoang 20
ng/mL; k&m, véi ndng do du dé tao ra it nhét 2 ion kém trén sdu phén tir insulin; chét
bdo quan; va mot hodc nhidu chit én dinh bd sung; va ¢ d pH khoang 7,0 dén
khoang 7,8 & nhiét do trong phong.

Theo c4c phuong 4n nhét dinh, dugc phim nay chira insulin lispro, véi ndng do
tir khoang 100 dén khoang 200 U/mL; xitrat, véi ndng d6 tir khoang 15 dén khoang 25
mM; treprostinil, véi ndng d tir khoang 0,5 dén khoang 2 pg/mL; kém, v6i ndbng dd
tir khoang 0,2 dén khoang 1 mM; m-cresol, v6i ndng do tir khoang 2,5 dén khoang 3,8
mg/mL; poloxamer 188, v&i ndng dd tir khoang 0,03 dén khoang 0,12% khéi
luong/thé tich; magie clorua, véi ndng d6 du tao ra t 16 mol magie clorua so véi xitrat
khoang 1:3; glyxerol, v6i ndng do tir khoang 1 dén khoang 2 mg/mL; va c6 d6 pH tur
khoang 7,0 dén khoang 7,8 & nhiét do trong phong.

Theo c4c phuong 4n nhét dinh, duoc phdm nay chira: insulin lispro, véi ndng do
khoang 100 U/mL; xitrat, véi ndéng dd khoang 15 mM; treprostinil, véi néng do
khoang 1 pg/mL; k&m, véi ndng dd khoang 0,6 mM; poloxamer 188, v&i ndng do
khoang 0,09% khdi lwong/thé tich; magie clorua, véi ndng d6 khoang 5 mM; m-
cresol, voi nong d6 khoang 3,15 mg/mL; glyxerol, véi ndng do khoang 1,61 mg/mL;
va c¢6 d6 pH khoang 7,4.

Theo céc phuong 4n nhit dinh, duge phim nay chira: insulin lispro, véi ndng do
khoang 200 U/mL; xitrat, v6i ndng d6 khoing 15 mM; treprostinil, véi ndéng do
khoang 1 pg/mL; kém, véi ndng dd khoang 0,8 mM; poloxame 188, véi noéng dod
khoang 0,06 dén 0,12% khbi luqng/thé tich; magie clorua, v6i néng do khoang 5 mM,;
m-cresol, véi néng do khoang 3,15 mg/mL; glyxerol, voi néng d6 khoang 1,61
mg/mL; va c¢6 d pH khoang 7,4.

Theo cac phwong an nhét dinh, dugc phim nay chira insulin lispro, véi ndng do
tir khoang 100 dén khoang 200 U/mL; xitrat, véi ndng do tir khoang 15 dén khoang 25
mM; treprostinil, véi ndng d tir khoang 0,5 dén khoang 2 pg/mL; va kém, véi ndng
d6 tir khoang 0,2 dén khoang 2 mM.
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Theo cac phuong an nhit dinh, dugc phdm nay chia insulin lispro, véi ndng d6
tir khoang 100 dén khoang 200 U/mL; xitrat, v6i ndng do tir khoang 15 dén khoang 25
mM; treprostinil, véi ndng do tir khoang 0,5 dén khoang 2 pg/mL; kém, véi ndng do
tir khoang 0,2 d&n khoang 2 mM; va magie, v6i ndng dd du tao ra ty 1é mol magie so
Vi xitrat tir khoang 1:1 dén khoang 1:5.

Theo cac phuong é4n nhét dinh, duoc phim nay chua: insulin lispro, véi ndng do
khoang 100 U/mL; xitrat, v6i ndéng d6 khoang 15 mM; treprostinil, véi nong do
khoang 1 pg/mL; k&m, véi ndng d6 khoang 0,6 mM; va magie, v6i ndng d khoang 5
mM.

Theo c4c phuong 4n nhit dinh, dugc phim nay chira: insulin lispro, véi ndng do
khoang 100 U/mL; xitrat, v6i ndng d6 khoang 15 mM; treprostinil, véi ndng do
khoang 1 pg/mL; k&m, véi nong d6 khoang 0,6 mM; magie, vé6i ndng d6 khoang 5
mM; va m-cresol, véi ndng do khoang 3,15 mg/mL.

Theo c4c phuong 4n nhit dinh, dugc phim nay chira: insulin lispro, véi ndng do
khoang 100 U/mL; xitrat, v6i ndng dd khoang 15 mM; treprostinil, véi noéng do
khoang 1 pg/mL; k&m, véi ndng d6 khoang 0,6 mM; magie, vé6i ndng d6 khoang 5
mM; m-cresol, vi ndng d6 khoang 3,15 mg/mL; va glyxerol, véi ndng d6 khoang 12
mg/mL.

Theo c4c phuong 4n nhét dinh, duge phdm nay chira: insulin lispro, véi ndng do
khoang 100 U/mL; xitrat, v6i ndng d6 khoang 15 mM; treprostinil, véi ndéng do
khoang 1 pg/mL; k&m, véi ndng d6 khoang 0,6 mM; magie, véi ndéng d6 khoang 5
mM; m-cresol, v&i ndng do khoang 3,15 mg/mL; va tong néng dd clorua khoang 10
dén khoang 50 mM; va cé d6 pH khoang 7,4

Theo c4c phuong 4n nhét dinh, duge phdm nay chira: insulin lispro, véi ndng d6
khoang 100 U/mL; xitrat, véi ndng do khoang 15 mM; treprostinil, v6i ndng dd
khoang 1 pg/mL; k&m, véi ndng dd khoang 0,6 mM; magie, véi ndng d6 khoang 5
mM; m-cresol, v6i nong d khoang 3,15 mg/mL; glyxerol, véi ndng d6 khoang 12
mg/mL; va tbng ndng dd clorua khoang 10 dén khoang 50 mM.

Theo cac phuong 4n nhét dinh, dugc phdm nay chira: insulin lispro, véi ndng do
khoang 100 U/mL; xitrat, véi ndng d6 khoang 15 mM; treprostinil, véi noéng dd
khoang 1 pg/mL; k&m, véi nong d6 khoang 0,6 mM; magie, véi ndng d6 khoang 5
mM; m-cresol, v6i ndng d6 khoang 3,15 mg/mL; glyxerol, véi ndng do khoang 12
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mg/mL; va téng ndng d6 clorua khoang 10 dén khoang 50 mM; va c6 do pH khoang
7.4.

Theo cac phuong 4n nhit dinh, duge phim nay chira insulin lispro, véi ndng do
khoang 100 U/mL; xitrat, v&i néng do 15 mM; treprostinil, véi néng d0 1 pg/mL;
kém, v6i ndng d6 khoang 0,3 mM; phosphat, véi ndng d6 khoang 7mM; glyxerol, véi
ndng d6 khoang 16 mg/mL & d6 pH 7,4.

Theo céc phwong 4n nhit dinh, dwoc phidm nay chira: insulin lispro, véi ndng do
khoang 200 U/mL; xitrat, véi né)ng d6 khoang 15 mM; treprostinil, vé&i néng dé
khoang 1 pg/mL; va kém, véi néng do khoang 0,7 dén khoang 1,7 mM.

Theo c4c phuong 4n nhét dinh, dwoc phim nay chira: insulin lispro, véi ndng do
khoang 200 U/mL; xitrat, v6i ndng d6 khoang 15 mM; treprostinil, véi ndng dd
khoang 1 pg/mL; k&m, v&i ndng d6 khoang 0,8 mM; va magie véi ndng d6 khoang 5
dén khoang 10 mM.

Theo cac phuwong an nhét dinh, dwoc pham nay chira: insulin lispro, véi ndng do
khoang 200 U/mL; xitrat, véi ndng d6 khoang 15 mM; treprostinil, véi ndng do
khoang 1 pg/mL; kém, véi ndng d6 khoang 0,8 mM; va magie véi ndng d6 khoang 5
mM.

Theo cic phuwong 4n nhét dinh, duoc phim nay chira: insulin lispro, véi ndng dod
khoang 200 U/mL; xitrat, véi néng d6 khoang 15 mM; treprostinil, véi ndng do
khoang 1 pg/mL; k&m, véi ndng dd khoang 0,8 mM; magie véi ndng dd khoang 5 dén
khoang 10 mM; va tdng ndng dd clorua khoang 10 dén khoang 50 mM.

Theo cac phuong 4n nhét dinh, duoc pham nay chira: insulin lispro, véi ndng do
khoang 200 U/mL; xitrat, véi ndng dd khoang 15 mM; treprostinil, véi ndng do
khoang 1 pg/mL; kém, v&i ndng d6 khoang 0,8 mM; magie v6i ndng do khoang 5 dén
khoang 10 mM; va glyxerol v6i ndng d6 khoang 12 mg/mL.

Theo cac phuong 4n nhét dinh, dwoc pham nay chira: insulin lispro, véi ndng do
khoang 200 U/mL; xitrat, véi néng d6 khoang 15 mM; treprostinil, véi noéng do
khoang 1 pg/mL; k&m, v6i ndng do khoang 0,8 mM; magie v6i ndng do khoang 5 dén
khoang 10 mM; glyxerol v6i ndng dd khoang 12 mg/mL; va tdng ndng do clorua
khoang 10 dn khoang 50 mM.

Theo céc phuong 4n nhét dinh, duoc phdm nay chira: insulin lispro, v6i nong do

khoang 200 U/mL; xitrat, véi ndng do khoang 15 mM; treprostinil, véi ndng do
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khoang 1 pg/mL; kém, véi ndng d6 khoang 0,7 dén khoang 1,7 mM; va m-cresol, véi
ndng dd khoang 3,15 mg/mL.

Theo c4c phuong 4n nhat dinh, dugc phidm nay chira: insulin lispro, véi ndng do
khoang 200 U/mL; xitrat, v6i ndng do khoang 15 mM; treprostinil, véi ndng do
khoang 1 pg/mL; k&m, v6i ndng d6 khoang 0,8 mM; magie v6i ndng d6 khoang 5 dén
khoang 10 mM; va m-cresol v6i ndng d6 khoang 3,15 mg/mL.

Theo céc phuong 4n nhét dinh, dwoc phim nay chira: insulin lispro, véi ndng do
khoang 200 U/mL; xitrat, v6i ndng do khoang 15 mM; treprostinil, véi ndng dod
khoang 1 pg/mL; k&m, v6i ndng d6 khoang 0,8 mM; magie v6i ndng d khoang 5 dén
khoang 10 mM; tdng ndng do clorua khoang 10 dén khoang 50 mM; va m-cresol, véi
ndng d6 khoang 3,15 mg/mL.

Theo c4c phuong 4n nhit dinh, duge phim nay chia: insulin lispro, v6i ndng d6
khoang 200 U/mL; xitrat, v6i ndng d6 khoang 15 mM; treprostinil, véi nong do
khoang 1 pg/mL; k&m, v6i ndng do khoang 0,8 mM; magie v6i ndng d6 khoang 5 dén
khoang 10 mM; glyxerol véi ndng do khoang 12 mg/mL; va m-cresol, v6i ndng dd
khoang 3,15 mg/mL.

Theo céc phuong 4n nhét dinh, dwoc phdm nay chira: insulin lispro, véi ndng do
khoang 200 U/mL; xitrat, v6i ndng dd khoang 15 mM; treprostinil, véi néng do
khoang 1 pg/mL; k&m, v6i ndng dd khoang 0,8 mM; magie v6i ndng do khoang 5 dén
khoang 10 mM; glyxerol véi ndng d6 khoang 12 mg/mL; va téng ndng do clorua
khoang 10 dén khoang 50 mM; va m-cresol, véi ndng d6 khoang 3,15 mg/mL.

Theo c4c phuong 4n nhét dinh, dugc phdm nay chira: insulin lispro, v6i ndng do
khoang 200 U/mL; xitrat, véi ndng d6 khoang 15 mM; treprostinil, véi ndng do
khoang 1 pg/mL; kém, v6i ndng do khoang 0,8 mM; magie véi ndng d6 khoang 5
mM; glyxerol v6i ndng d6 khoang 12 mg/mL; va téng ndng do clorua khoang 10 dén
khoang 50 mM; va m-cresol, v6i ndng d6 khoang 3,15 mg/mL.

Ban md ta boc 10 phuong phap diu tri bénh tidu dudng bao gdm viéc cho
ngudi can didu tri st dung lidu hitu hiéu dugce phdm theo sang ché.

Ngoai ra, sang ché @ xuét duoc phém: dé su dung trong diéu tri. Cu thé hon,
sang ché d& xuét dugc phim dé s dung trong diéu tri bénh tiéu dudng. Sang ché ciing

de xuat viéc st dung dugc pham dé san xuat thuoc dé diu tri bénh tiu dudng.



33638

Ngoai ra, sang ché d& xuét vat phdm san xuét chra dugc phim. Cu thé hon,
theo céc khia canh nhét dinh, vat phAm san xuét 13 lo ding nhiéu 14n, bng, but tiém tai
stt dung duoc, dung cu dang but ding mot 1an, bom d& truyén insulin duéi da lién tuc

hoc hé nip day cho vat chira dé ding cho bom truyén insulin duéi da lién tuc.

MO ta chi tiét sing ché

Khi duge st dung trong ban md ta, thust ngit “ché phdm” chi t& hop insulin va
cac thanh phin hodc ta dugc khac trong d6 insulin va céc thanh phan hoic ta dugc
khéc ndm trong dang bao ché két hop duy nhét, thuong 1a ché pham dang nuée.

Nhu dugc st dung & day, “insulin” chi insulin nguoi hodc bién thé ciu truc,
protein dot bién, hodc dang tuwong tw tAc dung nhanh cla insulin ngudi ma cé hoat tinh
chitc nang cta insulin ngudi nhung khoi dAu tac dung nhanh hon. C4c dang tuong tu
tdc dung nhanh cu thé cua insulin ngudi 13 insulin lispro, insulin aspart, va insulin
glulisine. Insulin ding trong cdc san phdm thuwong mai c6 thé dugc san xuét bang cac
phuong phap ADN t4i t6 hop hodc bang cach tbng hop héa hoc. Cac phuwong phap tai
t6 hop 1a da biét 13 va rét dugc wu tién. Phan tir insulin ngudi (CAS No. 11061-68-0)
gdm hai chudi axit amin, A va B, trinh tu ctia chiing 13 d3 biét r8.

Chudi A cta insulin ngudi ¢ trinh ti axit amin nhu sau:

Gly Ile Val Glu GlIn Cys Cys Thr Ser Ile Cys Ser Leu Tyr Gln Leu Glu Asn Tyr Cys
Asn (SEQ ID NO: 1).

Chudi B cua insulin ngudi ¢é trinh tu axit amin nhu sau:

Phe Val Asn Gln His Leu Cys Gly Ser His Leu Val Glu Ala Leu Tyr Leu Val Cys Gly
Glu Arg Gly Phe Phe Tyr Thr Pro Lys Thr (SEQ ID NO: 2).

Céc chudi ny duoc ndi bing hai lién két disulfua: CysA7-CysB7 va CysA20-CysB19.
Chudi A c6 mot lién két disulfua ndi chudi & CysA6-CysAll. Insulin ngudi c6 cong
thirc thuc nghiém C257H383N65077S6 va phéan tir lugng 5808.

Insulin lispro, dugc chét trong HUMALOG®, giéng véi insulin nguoi 6 trinh tu
axit amin chinh cua né trir sy ddo nguoc trinh tu prolin-lysin tw nhién trén chudi B &
céc vi tri 28 va 29 (insulin ngudi 28B-L-Lysin-29B-L-prolin). Insulin lispro (CAS No.
133107-64-9) da thé hién 13 c6 hiéu luc ngang bang véi insulin ngudi trén co s& phan
tr gam nhung higu qua cua n6 sau khi tiém dudi da 1a nhanh hon va trong khoang thoi

gian ngin hon so véi cia insulin ngudi hoa tan duge tiém. HUMALOG® chira m-
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cresol 1am chit bao quan va chét dn dinh, chét tao truong luc (glyxerol), tic nhan dém
(natri phosphat dibazo), chit én dinh (k&m oxit) va diéu chinh d6 pH cho chat dan.

Phén ttr insulin lispro bao gdm chudi A insulin ngudi (SEQ ID NO. 1) dugc lién
két ngang v6i chudi B insulin lispro, trinh tu axit amin ctia né duoc dua ra trong SEQ
ID NO:3, sau day:

Phe Val Asn Gln His Leu Cys Gly Ser His Leu Val Glu Ala Leu Tyr Leu Val Cys Gly
Glu Arg Gly Phe Phe Tyr Thr Lys Pro Thr (SEQ ID NO: 3).

Cong thirc hoa hoc cua insulin lispro 1a C257H383N65077S6 va phén tir lugng cta nd
la khoang 5808. Mot don vi insulin lispro twong duong véi 0,0347 mg insulin lispro.

Insulin aspart (CAS No. 116094-23-6), duoc chit trong NOVOLOG®, 13 mot
dang twong tu insulin khoi dAu nhanh khac. CAu tric ciia né gdm chudi A cta insulin
ngudi (SEQ ID NO: 1) va chudi B trong d6 Pro & vi tri B28 duge thay bing Asp
(insulin ngudi Pro-B28-Asp), nhu theo trinh tu axit amin sau:

Phe Val Asn Gln His Leu Cys Gly Ser His Leu Val Glu Ala Leu Tyr Leu Val Cys Gly
Glu Arg Gly Phe Phe Tyr Thr Asp Lys Thr (SEQ ID NO: 4).

Insulin aspart (insulin nguoi 28B axit aspartic) c¢6 cong thitc thuc nghiém
C256H381N65079S6 va phan tir lugng khoang 5826. Mot don vi insulin aspart twong
ung vGi 6 nmol, tuong Umg véi 0,035 mg insulin aspart khan khong chira mubi.

Insulin glulisine (CAS No. 207748-29-6), dugc chét trong APIDRA®, 1a mot
dang tuwong tw insulin khoi ddu nhanh khéc nita. Phéan tit insulin glulisine gdm chudi A
ctia insulin nguoi (SEQ ID NO: 1) va chudi B cai bién (Asn-B3-Lys, Lys-B29-Glu) so
véi insulin nguoi, theo trinh ty axit amin sau day:

Phe Val Lys Gln His Leu Cys Gly Ser His Leu Val Glu Ala Leu Tyr Leu Val Cys Gly
Glu Arg Gly Phe Phe Tyr Thr Pro Glu Thr (SEQ ID NO: 5).

Insulin glulisine (insulin nguoi 3B-lysin-29B-axit glutamic) c6 cong thirc thuc
nghiém C258H384N64078S6 va phan tir lugng 5823. Mot don vi insulin glulisine
tuwong mg v6i khoang 0,0349 mg insulin glulisine.

So dd sau day md ta trinh ty axit amin va c4c lién két disulfua cua insulin ngudi
va clia cac chit tuong tu insulin tic dung nhanh ma da dugc phé duyét dé str dung

trong didu tri su 1éch lac mirc glucoza huyét trong bita an:
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Chubdi A insulin ngwai

Gly Ile Val Glu GIn Crs CJS Thr Ser Ile Cys Ser Leu Tyr Gln Leu Glu Asn

Tyr Cys Asn

Chudi B insulin ngudi, véi cac vi tri thé dwoc thé hién cho cac chit
twong tw insulin nhat dinh

Phe Val Asn Gln His Leu CJS Gly Ser His Leu Val Glu Ala Leu Tyr

Lys (glulisine)
Leu Val Cys Gly Glu Arg Gly Phe Phe Tyr Thr Pro Lys Thr
Glu (glulisine)
Asp (aspart)
Lys Pro (lispro)

Theo céc phuong 4n nhét dinh, ché phém theo sang ché c6 ndng do insulin tir
khoang 40 dén khoang 500 U/mL. Theo c4c phuong én nhét dinh, ché phim theo sdng
ché c6 ndng do insulin tir khoang 100 dén khoang 500 U/mL. Theo cic phuong an
nhét dinh, ché phim theo sang ché c6 ndng do insulin tir khodng 100 dén khoang 300
U/mL. Theo cac phuong 4n nhat dinh, ché phim theo séng ché c6 ndng d6 insulin tir
khoang 100 dén khoang 200 U/mL. Theo cdc phuong 4n wu tién nhit dinh, ché phdm
ndy chira khoang 100 U/mL hogc khoang 200 U/mL.

Theo mdt phuong an, insulin duge chon tir nhém gdm insulin nguoi, hodc bién
thé cAu trdc, protein dot bién, hoic dang twong tw tic dung nhanh cua insulin nguoi,
nhu insulin lispro, insulin aspart hodc insulin glulisine. Theo mét phuong an dugc vu
tién, insulin 12 insulin lispro.

Céc cai thién v& profin tac dung theo thdi gian cla insulin dugc chimg t6 trong
sang ché dat dugc théng qua viée sir dung cac ndng do6 cu thé nhét dinh cua xitrat va
treprostinil.

Thuat ngit “xitrat” chi hop chit bt ky chira ion xitrat, ma c6 tén héa hoc2-
hydroxypropan-1,2,3-tricarboxylat, cong thirc phan tir CeHsO773, va phan tr luong
189. Ton xitrat dugc phan bd rong rii & thuc vat va dong vat va 1a thanh phan c6 trong

tu nhién cta ché d6 dinh dudng. Ion nay la chit chuyén héa thong thudng trong
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chuyén héa oxy hoa va 13 thanh phan quan trong clia xuong. Mot s xitrat dugc coi 14
an toan (GRAS - generally regarded as safe) boéi FDA My (the U.S. Food and Drug

Administration) dé sir dung trong thuc phdm, bao gdm céc xitrat sau:

Chét GRAS Cong thirc (phan tir lugng) CASNo. |21CFR

Axit xitric CsHs07(192,12) 77-92-9 184.1033
Natri xitrat CsHsNa3;O7 (258,07) 68-04-2 184.1751
Kali xitrat monohydrat | CsHsO7K3 (324,41) 6100-05-6 | 184.1625

Nhiéu hop chit chira xitrat khéc nhau cfing ¢6 trong céc dugce phim dung ngoai
duong tiéu hda theo co s¢ dit liéu U.S. Food and Drug Administration Inactive
Ingredients, bao gém chéng han, axit xitric, axit xitric monohydrat, axit xitric khan,
natri xitrat, trinatri xitrat khan, trinatri xitrat dihydrat. Hop chét xitrat cu thé duoc sir
dung trong céc ché phdm theo séng ché c6 thé ¢ dang axit hodc cac dang mubi khac
nhau, dac biét 1a mudi kim loai kiém (vi du, natri va kali) va/hodc mono hodc dihydrat
ctia ching. Trong s& nay, natri xitrat dwoc wu tién.

D3 phat hién ring ndng do xitrat ma cé thé duoc s dung trong céc ché pham
vira tac dung nhanh va vira én dinh ndm trong khoang tir khoang 5 dén khoang 25 mM.
Céc ché phdm nhét dinh c6 ndng dd xitrat khoang 15, khoang 20 hodc khoang 25 mM.
D3 phat hién réng ndng dd xitrat cao hon ¢ thé tao ra nhidu cai thién hon vé thc dung
theo thoi gian, nhung ciing ¢6 thé din dén nguy co 16n hon trén quan diém d6 6n dinh.
Do d6, céc ché phdm véi ndng d xitrat & can trén cua khoang cdn c6 cac chat 6n dinh
bd sung dé c6 do 6n dinh héa hoc va vat ly trong thoi gian bdo quan va sir dung dai,
nhu dwoc md ta chi tiét hon sau day.

Treprostinil 1a chat twong tu tdng hop ctia prostaxyclin, va c¢6 tén hoa hoc axit
(1R,2R,3a8,9aS)-[[2,3,3,4,9,9a-Hexahydro-2-hydroxy-1-[(3S)-3-hydroxyoctyl]-1H-
benz[flinden-5-yl]oxy]axetic (CAS No. 81846-19-7), phan tir Iugng 390,52 va cong
thirc phan tir C23H340s. Treprostinil 1a thanh phan hoat tinh ctia dugc phim thuong mai
c6 ban voi tén thwong mai Remodulin®, Tyvaso® va Orenitran™, ma duoc chi dinh
d2 diéu tri bénh tang huyét 4p dong mach phdi & loai bd céc triéu chimg c6 lién quan
dén luyén tip (Remodulin®) va dé cai thién kha niang luyén tp (Tyvaso® va
Orenitran™). Tyvaso® va Orenitran™ 14n lugt c6 dang lidu hit va dang lidu ding

dudng udng, va Remodulin® dugce chi dinh dé dung dudi da hozc trong tinh mach nhu

-11-



33638

truyén lién tuc. Remodulin® hién c6 ndng d6 liu 1, 2,5, 5 va 10 mg/mL, va mdi mL
chira 3 mg m-cresol, 6,3 mg natri xitrat, 5,3 mg (néng d6 1, 2,5 va 5 mg/mL) hoac 4,0
mg (ndng d6 10 mg/mL) natri clorua, va nudc dé tiém.

Gibng nhu xitrat, treprostinil dwoc dwa vao d& gép phan cai thién profin tac
dung theo thoi gian cla insulin. Tuy nhién, khon gidng nhu xitrat, viéc ting ndng dd
treprostinil khong dwoc thiy 1a ¢6 anh hudng tiéu cuc dén do 6n dinh. Tuy nhién, nho
hidu qua gisn mach t8t cia treprostinil, néng do treprostinil trong céc ché pham theo
sang ché khong dugc qua cao vi s& gy ra cic tac dung hé thdng khong mong mubn.

Hon nira, lugng insulin, va do do thé tich ché phém, dugc st dung cho dbi
twong nhét dinh & thoi diém nhit dinh dwoc chudn d dva trén mirc glucoza huyét clia
dbi twong va/hodc mure hip thu carbohydrat du ligu. Két qua 13, tong luong treprostinil
cip s& thay ddi theo 1an tiém. Chang han, trong mot s§ trudmg hop bénh nhan tiéu
dudng 6 thé chi mudn st dung 1 don vi insulin, ma c6 thé tong thé tich tiém chi 1a 10
ul tr ché phém insulin lispro 100 U/mL. Mat khéc, cadc dung cu tiém hién c6 tao ra
lidu cao dén 80 U trong mot 1dn tiém — tdng thé tich tiém cua lidu nhu vy tir ché
phém 100 U/mL s& cao hon trén mdt bac vé& do 16n so véi 1 don vi lidu, va mot sb
bénh nhan tiéu duong typ 2 ¢6 thé cin liéu trén 100 don vi insulin, thudng can nhiéu
hon mét 1an tiém.

Do d6, trong cac ché phdm trong d6 insulin va treprostinil déu c6 mit trong
dang bao ché két hop duy nhét, ndng do treprostinil cin phai da @& gép phan cai thién
tac dung theo thoi gian, ngay céa khi cAn 1idu insulin tuong d6i nho, nhung phai khong
qua cao dé gy ra tac dung hé théng khéng mong mudn khi can liéu insulin twong ddi
cao. Theo c4c phuong 4n nhét dinh, ché pham nay chira treprostinil véi ndng do tir
khoang 0,1 dén khoang 50 uM, hoic khoang 0,04 dén khoang 20 pg/mL. Theo céc
phuong 4n nhét dinh, ché phdm nay chia treprostinil véi ndng do tir khoang 0,04 dén
khoang 10 pg/mL. Nong do treprostinil dwgc uu tién trong céc ché phdm insulin c6
ndng d6 insulin ndm trong khoang tlr khoang 100 dén khoang 200 U/mL 14 tir khoang
0,5 dén khoang 2 pg/mL. Theo céc phuong an nhét dinh, ndng d6 treprostinil 1a
khoang 1 pg/mL.

Nhu duge mé ta trén day, trong khi viéc bd sung xitrat din dén cai thién vé tac
dung theo thoi gian, didu nay cling c6 thé gbp phén vao nguy co cao hon tir quan diém

d6 on dinh. Do d6, cac ché pham theo sing ché can c6 mdt hodc nhicu chat on dinh
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trén day va vuot ra ngoai nhiing chét duoc dua vao trong cac ché phdm hién c6 ban
trén thi trudng cua cac chét twong tu insulin tdc dung nhanh, nhu kém du, chét hoat
dong bé mit, cac hop chit chira magie, nhw magie clorua, va cac hop chét chira clorua,
nhu magie clorua va/hodc natri clorua.

Déi v6i kém, cac ché phim theo sang ché can phai chira kém, t6i thidu v6i ndng
d6 tao ra it nhat luong ion kém & dé cac phan tir insulin tao ra hexame 6n dinh, ma ¢
2 vi trf lién két kém dic hiéu, i luc cao. Xem, vi du, BioMetals 18:295-303 (2005), ¢
trén http://rd.springer.com/article/10.1007/s10534-005-3685-y. Cac ion kém dugc két
hop vao cac hexame insulin nhu vay doi khi dugc goi 1a ké€m “lién két”. Do d6, cac
ché phim theo sang ché cin phai chira di kém dé tao ra it nhit 2 ion k&m trén mot
hexame cua insulin. Theo cdc phwong 4n nhét dinh cia séang ché ¢6, ching han, ndng
dd insulin khoang 100 U/mL, khoéng 200 U/mL, khodng 300 U/mL hodc khoang 500
U/mL, néng d6 k&m tbi thiéu can dé tao ra 2 ion k&ém trén mdt hexame insulin ¢ thé
1an luot 14 khoang 0,2 mM, khoang 0,4 mM, khoang 0,6 mM hodc khoang 1 mM.

Tuy nhién, viéc dua kém du — tirc 13 nhidu k&m hon c6 thé dugc lién két & 2 vi
tri lién két k&m dic hiéu, i luc cao trong cac hexame insulin duge md ta trén day — ¢
thd dugc st dung dé 1am én dinh thém ché pham. K&m nhw vay doi khi duoc goi 1a
kém “tu do” hodc “khong lién két”. Cac ché phdm chita kém hién c6 gbm tir khoang 2
dén 4 ion k&m trén mdt hexame cua insulin. Vi du, cic ché phém insulin lispro
(HUMALOG®) va insulin aspart NOVOLOG®) 100 U/mL c6 khoéang 3 ion kém trén
séu phan tir insulin, twong tmg v&i ndng d6 khoang 0,3 mM. Ché phim HUMALOG®
200 U/mL hién c6 c6 khoang 3,5 ion kém trén sau phén tir insulin, twong mg véi ndng
d6 k&m khoang 0,7 mM. Ché phim insulin ngudi 100 U/mL hién c¢6 cua hang Eli Lilly
and Company (HUMULIN® R) chira khoang 2,3 ion k&m trén sdu phan tir insulin,
tuong mg véi ndng dd kém khoang 0,23 mM.

Trong cac ché phim nhat dinh theo sang ché, viéc dua vao k&m du ty do hodc
khong lidn két — tirc 13, kém khong duoc lién két & 2 vi trf lién két kém ddc hiéu, 4i luc
cao trong cac hexame insulin dugc md ta trén ddy — da dugce phdt hién 1a c6 hi€u qua
dn dinh. Céc ché phdm c6 khoang 100 U/mL insulin lispro va ndng d6 k&m khong qué
khoang 1 mM — ma s€ tao ra khoang 0,2 mM k&m lién két va khoang 0,8 mM k&m
khong lién két hodic tu do — dd duoc phat hién 12 vira tic dung nhanh va vira on dinh.

Tuy nhién, viéc dua qua nhiéu k&m tw do hodc khong lién két vao c6 the 1am giam su
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céi thién téc dung theo thoi gian. Chéng han, ché pham chtra khoang 100 U/mL insulin
lispro véi ndng d k&m khoang 5 mM — ma c6 thé tao ra khoang 4,8 mM kém khong
lién két — duoc phat hién 13 khong c6 nhiing cai thién vé tic dung theo thdi gian quan
sat duoc & cac ché phidm véi ndng d kém thap hon. Theo cic phuong 4n nhit dinh,
ndng d6 k&m nim trong khoang tir khoang 0,2 dén khoang 2 mM, khoang 0,3 dén
khoang 1,7 mM, khoang 0,7 dén khoang 1,7 mM, khoang 0,4 dén khoang 1 mM,
khoang 0,4 dén khoang 0,8 mM hoac khoang 0,6 dén khoang 0,9 mM. Theo cac
phuong 4n nhit dinh thanh phan kém 14 khoang 0,3, khoang 0,4, khoang 0,5, khoang
0,6, khoang 0,7, khoang 0,8, khoang 0,9, khoang 1, khoang 1,25 hodc khoang 1,7 mM.
Theo cac phuong 4n nhét dinh chira khoang 100 U/mL insulin lispro, ndng d6 kém 1a
khoang 0,6 mM. Theo cic phuong 4n nhét dinh chira khoang 200 U/mL insulin lispro,
ndng d6 k&m 12 khoang 0,8 mM.

Mot chit én dinh khéc ¢6 thé duoc str dung 1a chét hoat dong bé mat. Vi du vé
cac chit hoat dong bé mit duge bdc 10 dé su dung trong cac dugc phém dung ngoai
dudng tidu héa bao gdm polysorbat, nhu polysorbat 20 (TWEEN® 20), polyetylen
glycol nhu PEG 400, PEG 3000, TRITON™ X-100, polyetylen glycol nhu
polyoxyetylen (23) lauryl ete (s6 CAS: 9002-92-0, dugc bén véi tén thuong mai
BRII®), c4c axit béo alkoxy héa, nhu MYRI™, polypropylen glycol, copolyme khéi
nhu poloxame 188 (s6 CAS 9003-11-6, dugc ban véi tén thuong mai PLURONIC® F-
68) va poloxame 407 (PLURONIC® F127), céac este sorbitan alkyl (vi du, SPAN®),
dAu thiu dau polyetoxy héa (vi du, KOLLIPHOR®, CREMOPHOR®) va trehaloza va
céc din xuét cua ching, nhu este trehaloza laurat. Theo cac phuong an nhét dinh, chat
hoat dong bé mit dugc chon tir nhém gdm polyoxyetylen (23) lauryl ete, poloxame
188 va este trehaloza laurat. Poloxame 188 dugc wu tién nhit. Theo céc phuong 4n
nhit dinh, ndng do chét hoat dong bé mit ndm trong khoang tir khoang 0,003 dén
khodng 2% khéi lwong/thé tich, khoang 0,003 dén khoang 0,3% khdi luong/thé tich
hoac khoang 0,01 dén khoang 0,2% khéi luqng/thé tich. Theo cac phuong an dugc uu
tién trong d6 chat hoat dong bé mit 1a poloxame 188, ndng d poloxame 188 nam
trong khoang tir khoang 0,06 dén khoang 0,12% khéi luong/thé tich. Theo cac phuong
4n nhét dinh, ndng dd poloxame 188 1 khoang 0,06% khdi lwong/thé tich. Theo cic
phuong an khéc, ndng d6 poloxame 188 1a khoang 0,09% khdi lwong/thé tich. Theo
cac phuong &n khac, ndng do poloxame 188 1a khoang 0,12% khéi lwong/thé tich.
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Mot chét 6n dinh khac ma c6 thé duoc sir dung trong cac ché phém theo sang
ché 12 magie, ma c6 thé duoc cung cép vi du bang cch bd sung hop chét chira magie
nhu magie clorua, ¢6 cong thirc phin tr MgClz va phén tir lugng 95,211. Trong khi
MgClL ¢6 thé c6 tac dung on dinh trong cac ché phim nhét dinh, ndng do ion clorua
(CI) cao c6 thé din dén két tinh insulin & nhiét do thip, va ndng d6 magie (Mg*?) vuot
qué ndng do xitrat s& din dén két tia insulin. Do d6, lugng magie clorua t6i da ma ¢6
thé dua vao bi giéi han béi lugng xitrat duge dua vao. Theo cac phuong 4n nhit dinh,
khi MgCl, duge sir dung dé tao ra magie lam chit 6n dinh trong céc ché phim theo
sang ché, ty 16 mol magie clorua so véi xitrat ndm trong khoang tir khoang 1:2 dén
khoang 1:10. Theo cac phuong 4n nhét dinh ty 186 magie ndm trong khoang tir khoang
1:1 dén khoang 1:5. Tt hon néu ty 16 mol magie clorua so véi xitrat nim trong khoang
tir khoang 1:3 dén khoang 1:5. Theo cic phuong an nhit dinh, ndng d6 magie nim
trong khoang tir khoang 1 dén khoang 15 mM. Theo cc phuong 4n nhit dinh, ndng d6
magie ndm trong khoang tir khoang 1 dén khoang 5 mM, khoang 5 dén khoang 10 mM
hoic khoang 10 dén khoang 15 mM. Theo cic phuong 4n nhét dinh, ndng d6 magie 12
khoang 2,5, khoang 5, khoang 7,5 hoac khodng 10 mM.

Mo6t chat én dinh khac ma cé thé duoc st dung trong céc ché phim theo sang
ché 1 hop chat chira clorua, nhu natri clorua, ¢6 cong thitrc phén tir NaCl va phan tit
lugng 58,44. Natri clorua dugc st dung trong mot s6 ché phém hién cé cua chét tuong
tu insulin tac dung nhanh, nhu APIDRA® (insulin glulisine), ma chita 5 mg/mL natri
clorua va NOVOLOG® (insulin aspart), chita 0,58 mg/mL natri clorua. Theo cac
phuong an nhit dinh cua sang ché trong d6 natri clorua dugc sit dung lam chét 6n
dinh, ndng do natri clorua nam trong khoang tr khoang 1 dén khoang 50 mM. Theo
céc phuong 4n nhét dinh cua sing ché trong d6 natri clorua dugc st dung lam chét 6n
dinh, ndng d0 natri clorua nim trong khoang tir khoéng 10 dén khoang 40 mM. Theo
c4c phuong 4n nhit dinh, nbng do natri clorua ndm trong khoang tir khoang 15 dén
khoang 25 mM. Theo céc phuong an nhat dinh, ndng do natri clorua 1a khodng 1,
khoang 2, khoang 3, khoang 4, khoang 5, khoang 6, khoang 7, khoang 8, khoang 9,
khoang 10, khoang 11, khoang 12, khoang 13, khoang 14, khoang 15, khodng 16,
khoéang 17, khoang 18, khoang 19 hodc khoang 20 mM.

Ca MgCl, va NaCl dan dén su bd sung ion clorua (CI), va néu tdng ham lugng

clorua ctia ché phdm qua cao, insulin trong ché phim c6 thé két tinh & nhiét do thp va
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cling c6 thé din dén mAt dn dinh & nhiét do cao. Do d6, nu MgCl va/hoic NaCl dugce
st dung lam chét 6n dinh, téng ham lugng clorua cua ché phém can phai dugc xem
xét. Vide xac dinh tdng lwong clorua ¢ trong ché phim néu MgCl, va/hodc NaCl
dwoc st dung 1am chét én dinh cling phai xem xét thuc té ring céc ion clorua ciing c6
thé duoc bd sung vao ché phdm qua viéc bd sung céc thanh phan khéc, vi du véi thanh
phin duoc tinh (active pharmaceutical ingredient API) insulin lwong 16n, qua viéc bd
sung luong nhé HCI ma c6 thé can dé didu chinh do pH, va/hodc lién quan dén viéc
cung cip Zn, ma ¢ thé duge bd sung vao & dang dung dich dugce didu ché bang cach
hoa tan k&m oxit (ZnO) bang HCI. Do d6, tong ndng do clorua tir tit ca cac ngudn can
phai dugc xem xét néu MgCly va/hoic NaCl duge sir dung 1am chét én dinh. V& mit
ndng do, da quan sat thdy sy két tinh insulin & nhiét do thip trong céc ché phdm chira
khoang 100 mM NaCl, nhung khéng quan sat thiy vén @& nhu vay trong cac ché phim
chira tong lwong clorua khong qua khoang 30 mM. Ngoai ra, cac vén dé két tinh &
nhiét do thip c6 lién quan dén ndng do clorua twong dbi cao cling da dugc phat hién 13
nhay véi ndng do xitrat. Do d6, c4c ché phém theo sang ché c¢6 ndng dd xitrat & can
dudi cta khoang da dua ra trong ban mo ta co6 thé d& dung hoa ndng dd clorua twong
dbi cao hon so véi cac ché phdm c6 ndng do xitrat & can trén cua khoang da dua ra
trong ban mé ta. Chéng han, viéc bd sung ndng do natri clorua cao & mirc 50-75 mM
vao ché phim chira 25 mM xitrat da dugc thiy 1a din dén cac van @& két tinh & nhiét
do thdp, nhung céc vn d& nhw vay khong quan sat thdy lién tuc khi 50 mM natri
clorua duge bd sung vao ché phdm chira 15 mM xitrat hogc khi 25 mM natri clorua
duoc bd sung vao ché phdm chira 25 mM xitrat. Téng lugng clorua dugc bd sung vao
qua viéc st dung NaCl va/hodac MgCl, lam chét én dinh can khong qua khoang 50
mM. Theo cac phuong an nht dinh cta sang ché, tong ndng do clorua, tir tat ca cac
ngudn, nim trong khoang tir khodng 10 dén khoang 50 mM. Theo c4c phuong 4n nhét
dinh, tdng ndng d6 clorua nim trong khoang tir khoang 13 dén khoang 45 mM. Theo
céc phuong an nhat dinh, tbng ndng d6 clorua nam trong khoang tr khoang 20 dén
khoang 25 mM. Theo céc phuong an nhét dinh, tdng ndng do clorua nim trong khoang
tir khoang 15 dén khoang 35 mM. Theo cac phwong an nhét dinh, tdng ndng d6 clorua
nim trong khoang tir khoang 20 dén khoang 25 mM. Theo cic phuong 4n nhéit dinh,
tdng ndng dd clorua 1a khoang 15 mM, khoang 16 mM, khoang 17 mM, khoang 18
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mM, khoang 19 mM, khoang 20 mM, khoang 21 mM, khoang 22 mM, khoidng 23
mM, khodng 24 mM hodc khoang 25 mM.

Theo cac phuong 4n nhit dinh, ché phidm nay c6 thé bao gdm nhiéu hon mot
chét én dinh bd sung d& dam bao ché phdm duy tri dugc profin én dinh chip nhan
dugc vé mat thuong mai. Té hop céc chét dn dinh dwoc wu tién ma c6 thé duge su
dung trong c4c ché phdm theo sang ché bao gdm k&m du va magie. T hop cac chét dn
dinh dwoc wu tién khéc ma c6 thé dugc sir dung trong cdc ché phim theo séng ché bao
gém kém, chét hoat dong bé mit, nhu poloxame 188, va magie clorua hodc natri
clorua.

Céc ché pham theo sang ché bao g@)m mdt hodc nhidu chét bao quan, ma tao ra
d3c tinh khéng vi sinh vét va c¢6 thé ciing tao ra loi ich vé o 6n dinh. Tuy nhién, cac
ché pham 13 v6 tring khi méi duoc tao ra, khi ché phim dugc cung cép trong 1o hodc
6ng dung nhiéu 14n, chat hodc hdn hop cac chét bao quan khang vi sinh vat ma tuwong
thich v6i céc thanh phin khéc cta dang bio ché thudng duoc bd sung véi ndng d6 du
d8 dap tmg céc yéu cau theo quy dinh va yéu cAu v& bao quan chéng vi sinh vit trong
dugc dién. Xem U.S. Pharmacopeia Monographs. Insulin lispro injection. USP29-
NF24; British Pharmacopeia Monographs 2008 Volume III: Insulin aspart injection;
U.S. Pharmacopeia Monographs. Insulin assays; va U.S. Pharmacopeia general
chapters. USP29-NF24. Rockville, MD: U.S. Pharmacopeial Convention; 2005.
Antimicrobial effectiveness testing; pp. 2499-2500. C4c chét bao quan dugc wu tién 1a
cac axit aryl va cac hop chét phenol, hoic hdn hop cac chit nay. Nong do hiru hidu c6
thé x4c dinh duoc d& dang bang cac phuwong phap néu trén. Céc chét bao quan thudong
dung trong céac san phm insulin bao gdm phenol (CAS No. 108-95-2, cdng thirc phén
tir CéHsOH, phan tir luong 94,11,), va m-cresol (CAS No. 108-39-4, cong thirc phan tir
C7HsO, phén tir luong 108,14). Cac ché phim thwong mai hién cd, chéng han, chira
3,15 mg/mL m-cresol (HUMALOG® va APIDRA®), 1,72 mg/mL m-cresol va 1,50
mg/mL phenol NOVOLOG®), va 2,5 mg/mL m-cresol (HUMULIN® R U-500).
Theo mdt phuong 4n, chit bao quan duge chon tlr nhém gdm phenol va m-cresol. Tét
hon néu chit bao quan 13 m-cresol. Theo c4c phuong an nhit dinh ndng dd m-cresol 1a
tir khoang 2,5 dén khoang 3,8 mg/mL. Tét hon néu ndng d6 m-cresol 12 khoang 3,15
mg/mL.
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Mong mudn khi sir dung ché pham cang gan phu hop véi trwong luc cua (tc 13,
d6 thdm thau) cta dich thé & vi trf tiém cang tdt vi cac dung dich ma khong gin déng
truong voi cac dich thé ¢ thé giy ra cam gidc dau nhéi khi sit dung. Do d6, mong
mubn ring céc ché phim nay gan nhu ding truong véi céc dich thé & vi trf tiém. Néu
d6 thdm théu cua ché phém khi khong c6 tac nhan tao truong lyc du nhoé hon so véi do
thAm thiu cua md (d6i véi mau, khoang 300 mOsmol/kg; yéu cau ctia European
Pharmacopeia vé d6 thdm thau 14 > 240 mOsmol/kg), thi tdc nhén tao truong luc
thudng cin duge bd sung vio dé ting truong luc cla ché phdm dén khoang 300
mOsmol/kg. Do thidm théu cta ché phim dugc xac dinh loai va ndng do cac ta dugc
khac trong ché phim, bao gdm (céc) chat 6n dinh. Do dd, ndng do cia tit ca cac ta
duoc khéc nhau trong ché phdm phai duoc dénh gia dé xac dinh xem can phai bd sung
tac nhan tao truong luc hay khong va cac danh gia va xdc dinh nhu vy la dé dang
dugc thuc hién bang cac k¥ thuat chudn. Xem tai liéu Remington: The Science and
Practice of Pharmacy, David B. Troy and Paul Beringer, eds., Lippincott Williams &
Wilkins, 2006, pp. 257-259; Remington: Essentials of Pharmaceutics, Linda Ed
Felton, Pharmaceutical Press, 2013, pp. 277-300. Cac tic nhén tao truong luc thudong
1a glyxerol (glyxerin), manitol va natri clorua. Néu viéc bd sung chat tao truong luc 14
can thiét, wu tién glyxerol. Theo cic phuong 4n nhit dinh ndéng do glyxerol 1 tr
khoang 1 dén khoang 16 mg/mL. Theo c4c phuong 4n nhit dinh, ndng do glyxerol 1a
tr khoang 1 dén khoang 2 mg/mL, khoang 3 dén khoang 4 mg/mL, khoang 5 dén
khoang 6 mg/mL, khoang 7 dén khoang 8 mg/mL, khoang 9 dén khoang 10 mg/mL,
khoang 11 dn khoang 12 mg/mL, khoang 13 dén khoang 14 mg/mL, hodc khoéng 15
dén khoang 16 mg/mL. Theo céc phuong 4n nhéit dinh, ndng do glyxerol 1a khoang 5,
khoang 12 hoéc khoang 16 mg/mL.

Xitrat, nhu d4 luu ¥ trén day duoc bd sung d8 g6p phén cai thién tac dung theo
thoi gian, cling dugc biét 1a c6 dic tinh dém, nhung néu mudn ché dém bd sung c6 thé
duge dua vao. Vi du vé cac chat dém nhu viy 1a dém phosphat, nhu natri phosphat
dibazo, natri axetat va tris(hydroxymetyl)aminometan, hodc TRIS. Néu chét dém bd
sung 13 can thiét, @&m TRIS hodc phosphat duoc wu tién. PO pH cta cic ché pham
insulin thwong mai thuong ndm trong khoang tur 7,2 dén 7.6, trong d6 7,4 £ 0,1 1a do
pH dich phé bién. Do pH theo sang ché thudong tir khoang 7,0 d&én khoang 7,8 va dugc
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didu chinh bing cac axit va bazo thich hop vé mit sinh 1y, thudng 1a axit clohydric
10% va natri hydroxit 10%. Tt hon, néu d6 pH 12 khoang 7,4.

Puodng ding cta cac ché phim theo sang ché thuong 13 tu str dung bing cach
tiém dudi da, vi du, bing xi lanh hogc bt tiém, hogic bing cach truyén lién tuc insulin
dudi da bing dung cu bom insulin, ciing c6 thé ding theo dudng trong tinh mach, qua
da, hodc trong mang bung.

Nhu da Ivu y trén day, sang ché cling d& xuét vat phdm san xuit chira dugc
pham. Theo céc phuong 4n nhit dinh, vat phim san xuat 13 lo ding nhiéu 14n. Theo
cac phuong an khac, vat phdm san xuét 6ng nap trudc ding nhidu 1an. Theo cac
phuong an khac, vat phim san xuét 12 bat tiém tai st dung dugc. Theo cac phuong dn
khac, vat phim san xudt 1a dung cu dang bat ding mot lan. Theo cac phuong 4n khéc,
vat pham san xut 12 dung cu bom dé didu tri truyén lién tuc insulin dudi da. Theo mdt
phuong 4n khéc, vat pham san xudt 14 hé théng nép day dung cu chira dé st dung trong
dung cu bom dé diu tri truyén lién tuc insulin duéi da.

Theo mot phuong 4n, sing ché d& xuét duoc phim chia: insulin; xitrat, véi
ndng do tir khoang 5 dén khoang 25 mM; treprostinil, véi ndng dd tir khoang 0,04 dén
khoang 20 pg/mL; k&m, v6i nong do d d8 tao ra it nhit 2 ion kém trén sau phan t&
insulin; chit bao quan; va mdt hodc nhidu chét 6n dinh bd sung; va c6 d pH khoang
7,0 dén khoang 7,8 & nhiét do trong phong.

Theo cac phuong 4n nhét dinh, ndng dd k&m ndm trong khoang tir khoang 0,2
dén khoang 2 mM. Theo cac phuong 4n nhat dinh, ndng dd k&m 14 tir khoang 0,2 dén
khoang 1 mM. Theo cac phuong an nhit dinh, néng dd k&m 14 tir khoang 0,6 dén
khoang 0,8 mM. Theo céc phuong an nhat dinh, néng d6 kém 1a khoang 0,6 mM. Theo
céc phuong 4n nhét dinh, ndng dd k&m 1 khoang 0,7 mM. Theo cac phuong dn nhét
dinh, ndng d6 kém 1a khoang 0,8 mM. Theo céc phuong &n nhét dinh, néng d0 k&m la
khoang 0,9 mM.

Theo cac phuong an nhét dinh, mot hozc nhiéu chét én dinh bd sung dugc chon
tir nhém gdm chit hoat dong bé mit, magie clorua va natri clorua.

Theo c4c phwong 4n nhat dinh, mot hodc nhidu chét 6n dinh bd sung bao gdm
chét hoat dong bé mit, ma c6 mit véi ndéng d6 khoang 0,003 dén khoang 2% khéi
luong/thé tich. Theo cac phuong é4n nhét dinh, chit hoat dong bé mit 14 poloxame 188.
Theo cdc phuong 4n nhit dinh, ndng dd poloxame 188 1a tir khoang 0,06 dén khoang
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0,12% khdi luong/thé tich. Theo cac phuong 4n nhét dinh, ndng d6 poloxame 188 1a
khoang 0,06% khéi lwong/thé tich. Theo cic phuong 4n nhét dinh, ndng dd poloxame
188 1a khoang 0,09% khéi lugng/thé tich. Theo c4c phuong 4n nhét dinh, ndng do
poloxame 188 1a khoang 0,12% khéi luong/thé tich.

Theo cac phuwong 4n nhét dinh, mdt hoic nhidu chat én dinh bd sung bao gdm
magie clorua, c6 mit véi ndng dd du tao ra ty 1& mol magie clorua so véi xitrat tir
khoang 1:2 dén khoang 1:10. Theo c4c phuong 4n nhit dinh, ty 16 magie ndm trong
khoang tir khoang 1:1 dén khoang 1:5. Theo céc phuong 4n nhét dinh, ty 1¢ mol magie
clorua so véi xitrat 13 tir khoang 1:3 dén khoang 1:5. Theo c4c phuong én nhéit dinh,
ndng d6 magie nim trong khoang tir khoang 1 dén khoang 15 mM. Theo c4c phuong
4n nhit dinh, ndng d6 magie nim trong khoang tir khoang 1 dén khoang 5 mM,
khoang 5 dén khoang 10 mM hozc khoang 10 dén khoang 15 mM. Theo cic phuong
4n nhét dinh, néng do magie 1a khoang 2,5, khoang 5, khoang 7,5 hodc khoang 10
mM.

Theo cac phuong an nhit dinh, mdt hodc nhiéu chit on dinh bd sung bao gém
natri clorua, ma c6 mit véi ndng d6 khoang 10 dén khoang 40 mM. Theo cac phuong
4n nhét dinh, ndng do natri clorua 1a tir khoang 15 dén khoang 25 mM. Theo céc
phuong 4n nhét dinh, tong ndéng d6 clorua khéng qua khoang 50 mM. Theo cic
phuong 4n nhét dinh, tong ndng do clorua nim trong khoang tir khoang 10 dén khoang
50 mM. Theo cac phwong 4n nhat dinh, tbng ndng dd clorua nim trong khoang tir
khoang 13 dén khoang 45 mM. Theo céc phuong an nhit dinh, tdng nong d6 clorua
nam trong khoang tir khoang 20 dén khoang 25 mM. Theo c4c phuong én nhét dinh,
tdng ndng do clorua nim trong khoang tir khodng 15 dén khoang 35 mM. Theo cic
phuong 4n nhét dinh, tng ndéng d6 clorua ndm trong khoang tir khoang 20 dén khoang
25 mM. Theo céc phwong 4n nhat dinh, tong ndng do clorua 1a khoang 15 mM, khoang
16 mM, khoang 17 mM, khoang 18 mM, khoang 19 mM, khodng 20 mM, khodng 21
mM, khoang 22 mM, khoang 23 mM, khoang 24 mM hodc khoang 25 mM.

Theo cac phuong an nhit dinh, ndng d6 insulin 1 tir khoang 100 dén khoang
500 U/mL. Theo c4c phuong an nhét dinh, ndng d9 insulin 1a tr khodng 100 dén
khoang 300 U/mL. Theo cic phuong 4n nhit dinh, ndng d6 insulin 13 khoang 100
U/mL hodc khoang 200 U/mL. Theo cac phuong an nhét dinh, insulin 13 insulin lispro.
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Theo céc phuong 4n nhit dinh, ndng do xitrat 13 tir khoang 10 dén khoang 25
mM. Theo cic phuong 4n nhit dinh, ndng do xitrat 12 khoang 15 mM.

Theo céc phuong 4n nhét dinh, ché phidm nay chira treprostinil véi ndng do tir
khoang 0,04 dén khoang 20 pg/mL. Theo cdc phuong é&n nhit dinh, ndng do
treprostinil 13 tir khoang 0,04 dén khoang 10 pug/mL. Theo céc phuong 4n nhét dinh,
ndng do treprostinil 13 tir khoang 0,5 dén khoang 2 pg/mL. Theo cdc phuong én nhit
dinh, ndng d treprostinil 12 khoang 1 pg/mL.

Theo céc phuong 4n nhéit dinh, chit bio quan 1a m-cresol. Theo céc phuong 4n
nhét dinh, néng d6 m-cresol 13 tir khoang 2,5 dén khoang 3,8 mg/mL. Theo cic
phwong 4n nhét dinh, ndng d m-cresol 14 khoang 3,15 mg/mL.

Theo céc phuong 4n nhét dinh, ché phdm nay chira thém chit tao trwong luc.
Theo cac phuong 4n nhét dinh, chit tao truong luc 13 glyxerol. Theo cac phuong 4n
nhit dinh, ndng do glyxerol 14 tir khoang 1 dén khoang 15 mg/mL. Theo cac phuong
4n nhét dinh, ndng do glyxerol 1a tir khoang 1 dén khoang 2 mg/mL.

Theo cac phuong 4n nhét dinh, duoc phim nay tao ra kha ning hép thu insulin
vao mau, va kha ning khai ddu tic dung va/hodc khoang thoi gian tac dung nhanh hon
it nhit 20% so v&i cac ché phdm chira cting insulin nhung khong chira xitrat hogc
treprostinil, khi do bang mét hodc nhiéu théng sé dugc luc hoc hodc duge dong hoc
lién quan dén tac dung theo thdi gian, nhu: thdi gian dé t61 da hoa ndng do6 insulin
(Tmax); thoi gian dé dat mot nira ndng do insulin t6i da (%2 Tmax sém); thoi gian aé
dat mdt nira ndng do insulin téi da trong pha giam cta dudng cong ndng do theo thoi
gian (% Tmax mudn); thoi gian gifta % Tmax sém va mudn (khoang Tmax); ty 1€ phin
trdm tdng liéu insulin dwoc hip thu & cac thoi gian khéc nhau dua trén phén ving nim
dudi dudng cong ndng do insulin (vi du, AUCo-30 phits AUCo-60 phits AUCo-120 phit, AUCo.
180 phat); thoi gian dé dat mot nira tong ndng do insulin (T50); thoi gian dé dat toc do
truyén glucoza téi da (GIRmax), thoi gian dé dat mot nira téc do truyén glucoza ti da
(%2 GIRmax sém); thoi gian dé dat mot nira tde d6 truyén glucoza tdi da trong pha
giam cta dudng cong ndng d6 theo thoi gian (4 GIRmax mudn); ty 18 phan trim téng
glucoza duogc truyén & cac thdi gian khéc nhau dya trén phén ving nim dudi dudong
cong GIR (vi du, GIRo-30 phats GIR0-60 phit; GIR0-120 phut, GIR0-180 phitt)-

Theo céac phuong an nhit dinh, duoc pham nay tao ra kha ning hép thu insulin

vao mau, kha nang khoi du tic dung va/hoic khodng thoi gian tac dung nhanh hon it
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nhét 30%, it nhat 40% hoic it nhit 50% so v6i cac ché phdm chita cling insulin nhung
khong chira xitrat hodc treprostinil, khi do b?ing mot hodc nhiéu thong s6 dugc dong
hoc hodc dugc luc hoc duge mo ta trén day.

Theo céc phuong 4n nhit dinh, dugc pham nay tao ra kha ning hép thu insulin
vao mau, kha ning khéi dau tdc dung va/hodc khoang thoi gian tic dung nhanh hon tir
khoéang 20 dén khoang 50%, tir khoang 20 dén khoang 30%, tir khoang 30 dén khoang
40% hogc tir khoang 40 dén khoang 50% so véi cac ché phidm chira clng insulin
nhung khong chira xitrat hodc treprostinil, khi do bang mot hodc nhiéu théng s& duge
dong hoc hodc duge lyc hoc duge mo ta trén day.

Theo c4c phuong 4n nhat dinh, dugc phim nay khong chira chit tao chelat bd
sung bét ky, nhu EDTA, chit gian mach bd sung bét ky, nhu nitroglyxerin, va/hodc
céc oligosacarit bét ky.

Theo céc phuong 4n nhét dinh, dugc phim nay n dinh dé cho phép bao quan it
nhét 24 thang & 2-8°C va 1én t6i 28 ngay st dung & nhiét do 1én t¢i 30°C d6i véi cac lo
hoic 6ng trong but tiém tai s dung dugce. Theo cac phuong an nhét dinh, duoc phdm
nay dn dinh dé cho phép bao quéan it nhat 36 thang & 2-8°C va 1én t6i 28 ngay sir dung
& nhiét do 1én t6i 30°C dbi véi cac lo hodc dng trong but tiém tai st dung duoc.

Theo céc phuong 4n nhét dinh, ché phdm nay On dinh dé cho phép sir dung
trong dung cu bom dé didu tri truyén lién tuc insulin duéi da trong 1én téi 7 ngay.

Céc phuong an khéc cua sang ché bao gdm cac phuong 4n duge md ta sau day:

1. Dugc pham chira: insulin; xitrat; va treprostinil.

2. Duogc phdm theo phwong 4n néu trén, trong d6 insulin dwgc chon tir nhém
gbm insulin ngudi, insulin lispro, insulin aspart hogc insulin glulisine.

3. Duoc phdm theo phuong 4n bét ky trong sd cac phuong 4n néu trén, trong
d6 insulin 1a insulin lispro.

4. Duoc phim theo phuong 4n bét ky trong sb cac phuong 4n néu trén, trong
d6 ndng d6 insulin 12 tir khoang 100 dén khoang 500 U/mL.

5. Dugc phdm theo phwong an bét ky trong s& cac phuong an néu trén, trong
d6 ndng o insulin 13 tir khodng 100 dén khoang 300 U/mL.

6. Dugc phim theo phuong 4n bét ky trong sd cac phuong an néu trén, trong

d6 ndng do insulin 14 tir khoang 100 dén khoang 200 U/mL.

-22-



33638

7. Duoc phim theo phuong 4n bét ky trong sd cac phuong 4n néu trén, trong
d6 ndng d6 insulin 13 khoang 100 U/mL.

8. Duoc phdm theo phuong 4n bét ky trong sd cac phuong 4n néu trén, trong
d6 ndng o insulin 12 khoang 200 U/mL.

9. Dugc phim theo phwong 4n bét k¥ trong sb cac phwong 4n néu trén, trong
d6 ndng do xitrat 14 tir khoang 5 dén khoang 25 mM.

10. Dugc phidm theo phuong 4n bat ky trong s& cac phuong an néu trén, trong
d6 ndng do xitrat 12 tir khoang 15 dén khoang 25 mM.

11. Dugc phidm theo phuong 4n bat k¥ trong s6 cac phuong 4n néu trén, trong
d6 ndng do xitrat 14 tir khoang 15 dén khoang 20 mM.

12. Duoc pham theo phuong 4n bét ky trong sb cac phuong 4n néu trén, trong
d6 ndng do xitrat 1a khoang 5, khoang 10, khoang 12, khoang 15, khoang 18, khoang
20 hodc khoang 25 mM.

13. Duoc phdm theo phuong an bét ky trong sd cac phuong 4n néu trén, trong
d6 ndng do xitrat 1a khoang 15 mM.

14. Duoc pham theo phuong an bét ky trong sb cic phuong 4n néu trén, trong
d6 ndng o treprostinil 13 tir khoang 0,04 dén khoang 20 pg/mL.

15. Duoc phdm theo phuong an bét ky trong sd cac phuong 4n néu trén, trong
d6 ndng do treprostinil 13 tir khoang 0,04 dén khoang 10 pg/mL.

16. Dugc pham theo phuong 4n bét ky trong sd cac phuong 4n néu trén, trong
d6 ndng dd treprostinil 14 tir khoang 0,5 dén khoang 10 pg/mL.

17. Duoc pham theo phuong an bat k¥ trong sd cac phuong én néu trén, trong
d6 ndng dd treprostinil 13 tir khoang 0,5 dén khoang 2 pg/mL.

18. Dugc phdm theo phwong 4n bat k¥ trong sd cac phuong 4n néu trén, trong
d6 ndng dd treprostinil 1a khoang 0,5, khoéng 0,6, khoang 1, khoang 2, khoing 2,3,
khoang 9,3 hoac khoang 10 pg/mL.

19. Dugc phim theo phuong an bét ky trong sb cac phuong 4n néu trén, trong
d6 ndng dd treprostinil 1a khoang 1 pg/mL.

20. Dugc phim theo phuong 4n bét ky trong sd cac phuong 4n néu trén, trong
d6 duge phim nay chira thém k&m.

21. Dugc phim theo phuong 4n bét ky trong s6 cac phuong 4n néu trén, trong

d6 ndng dd kém 14 tir khodng 0,2 dén khoang 2 mM.
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22. Duoc phim theo phwong 4n bat ky trong s6 cac phuong 4n néu trén, trong
d6 ndng d6 kém 14 tir khoang 0,3 dén khoang 1,7 mM.

23. Dugc phdm theo phuong 4n bt ky trong s6 cac phuong 4n néu trén, trong
d6 ndng d6 kém 12 tir khoang 0,7 dén khoang 1,7 mM.

24. Dugc phidm theo phwong 4n bét ky trong s6 cac phuong 4n néu trén, trong
d6 ndng d6 k&m 1a tir khoang 0,3 dén khoang 1 mM.

25. Dugc pham theo phwong 4n bét ky trong s6 cac phuong 4n néu trén, trong
d6 ndng do k&m 12 tir khoang 0,4 dén khoang 0,8 mM.

26. Duoc phdm theo phuong 4n bét ky trong sb cac phuong 4n néu trén, trong
d6 ndng d6 kém 1a khoang 0,3, khoang 0,4, khoang 0,5, khoang 0,6, khoang 0,7
khoéang 0,8, khoang 0,9 mM, khoang 1,25 hodc khoang 1,7 mM.

27. Dugc phdm theo phwong 4n bét ky trong s6 cic phuong 4n néu trén, trong
d6 ndng @ kém 12 khoang 0,6 mM.

28. Dugc phim theo phuong 4n bat ky trong sb cac phuong 4n néu trén, trong
d6 ndng dd kém 14 khoang 0,7 mM.

29. Duoc phdm theo phwong an bét ky trong sb cac phuong 4n néu trén, trong
d6 ndng d6 kém 1a khoang 0,8 mM.

30. Dugc phdm theo phuong 4n bt ky trong s6 cac phuong 4n néu trén, trong
d6 ndng d6 kém 1a khoang 0,9 mM.

31. Dugc phdm theo phwong 4n bét ky trong sb cic phuong 4n néu trén, trong
d6 duoc phdm nay chira thém magie.

32. Dugc phim theo phuong 4n bét ky trong sb cac phuong 4n néu trén chira
magie ma cd mat voi ndng d6 du tao ra ty 1é mol magie so véi xitrat tir khoang 1:2 dén
khoang 1:10.

33. Dugc phim theo phuong an bét ky trong sb cac phuong 4n néu trén chira
magie ma cd mat véi ndng do du tao ra ty 16 mol magie so v6i xitrat tir khoang 1:1 dén
khoang 1:5.

34. Dugc phim theo phuong 4n bét k¥ trong sb cac phuong 4n néu trén, trong
d6 ty 1& mol magie so vdi xitrat 1a tir khoéng 1:3 dén khoang 1:5.

35. Duoc phim theo phwong an bét ky trong s6 cac phuong 4n néu trén chira

magie v6i ndng do tir khoang 1 dén khoang 15 mM.
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36. Duoc phim theo phuong 4n bit ky trong sb cdc phuong 4n néu trén chita
magie v&i ndng do tir khoang 2,5 dén khoang 10 mM.

37. Duoc phim theo phuong 4n bat ky trong s6 cac phuong 4n néu trén chira
magie v&i ndng do tir khoang 5 dén khoang 10 mM.

38. Dugc pham theo phuong 4n bét ky trong sd cic phuong 4n néu trén chira
magie v&i ndng do tir khoang 2,5 dén khoang 7,5 mM.

39. Duoc phim theo phwong 4n bat ky trong s& cac phuong 4n néu trén chira
magie Vi néng do6 khoang 2,5, khoang 5, khoang 7,5 hodc khoang 10 mM.

40. Dugc pham theo phuong 4n bét ky trong sb cic phuong 4n néu trén chira
magie trong d6 magie duoc cung cAp dudi dang magie clorua.

41. Dugc phim theo phuong 4n bét ky trong sd cdc phuong an néu trén, trong
d6 duge phim nay chira thém natri clorua.

42. Dugc phim theo phuong 4n bét ky trong sd cdc phuong 4n néu trén, trong
d6 duoc phdm nay chira natri clorua véi ndng d ndm trong khoang tir khoang 1 dén
khoang 50 mM.

43. Dugc phim theo phuong 4n bét ky trong sd cic phuong 4n néu trén, trong
d6 duoc pham nay chia natri clorua véi ndng d6 nam trong khoang tlr khoang 10 dén
khoang 40 mM.

44. Dugc phim theo phuong an bét ky trong sb cac phuwong an néu trén, trong
d6 duoc phidm nay chira natri clorua véi ndng d6 nam trong khoang tir khoang 15 dén
khoang 25 mM.

45. Dugc pham theo phuong 4n bét ky trong s6 cac phuong 4n néu trén, trong
d6 dugc phim nay chira natri clorua véi ndng d6 ndm trong khoang tir khoéng 1 dén
khoang 20 mM.

46. Dugc pham theo phuong 4n bat k¥ trong s6 cac phwong 4n néu trén, trong
d6 duge pham nay chira natri clorua véi ndéng d6 khoang 1, khoang 2, khoang 3,
khoang 4, khoang 5, khoang 6, khoang 7, khoang 8, khoang 9, khoang 10, khoang 11,
khoang 12, khoang 13, khoang 14, khoang 15, khoang 16, khoang 17, khoang 18,
khoang 19 hodc khoang 20 mM.

47. Duoc phdm theo phuong an bit ky trong sb cac phuong 4n néu trén, trong

do6 tong nong d6 clorua la tir khoang 1 dén khoang 100 mM.
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48. Duoc phim theo phuong 4n bét ky trong sd cac phuong an néu trén, trong
do6 tong nong do clorua la tir khoang 10 dén khoang 100 mM.

49. Duoc phim theo phuong 4n bét ky trong sd cac phuong 4n néu trén, trong
d6 tdng ndng do clorua nim trong khoang tir khoang 10 dén khoang 50 mM.

50. Dugc phdm theo phwong 4n bat ky trong sb cac phuong an néu trén, trong
d6 tdng ndng do clorua nim trong khoang tir khoang 13 dén khoang 45 mM.

51. Dugc phdm theo phuong an bét ky trong sb cac phuong 4n néu trén, trong
d6 tbng ndng do clorua nim trong khoang tir khoang 16 dén khoang 35 mM.

52. Dugc phdm theo phwong 4n bét ky trong sb cac phuong 4n néu trén, trong
d6 tng nong do clorua nim trong khoang tir khoang 20 dén khoang 25 mM.

53. Theo cac phuong 4n nhét dinh, tong ndng d6 clorua 1a khodng 15 mM,
khoang 16 mM, khoang 17 mM, khoang 18 mM, khoang 19 mM, khoang 20 mM,
khoang 21 mM, khoang 22 mM, khoang 23 mM, khoang 24 mM hodc khoang 25 mM.

54. Duoc pham theo phuong 4n bét ky trong s cac phuong 4n néu trén, trong
d6 duoc phém nay con chtra thém chét hoat dong bé mit.

55. Dugc pham theo phuong an bét ky trong sb cac phuong 4n néu trén, trong
d6 duoc phdm nay con chita thém poloxame 188.

56. Dugc phim theo phuwong 4n bét ky trong s cac phuong 4n néu trén chua
poloxame 188 véi ndng d6 khoang 0,003 dén khoang 2% khbi luong/thé tich.

57. Dugc phim theo phuong an bét ky trong sb cac phuong 4n néu trén chia
poloxame 188 v&i ndng d khoang 0,003 dén khoang 0,3% khéi luong/thé tich.

58. Dugc phim theo phwong an bét ky trong sb cac phwong 4n néu trén chira
poloxame 188 v&i ndng dd khoang 0,01 dén khoang 0,2% khdi lwong/thé tich.

59. Duoc phdm theo phuong 4n bét ky trong s cac phuong 4n néu trén chua
poloxame 188 véi ndng do khoang 0,06 dén khoang 0,12% khéi lugng/thé tich.

60. Dugc phdm theo phuong an bét ky trong s6 cac phwong 4n néu trén, trong
d6 dwoc phim nay con chira thém chit bao quan.

61. Duoc phim theo phwong 4n bét ky trong s& cac phuong 4n néu trén chia
chét bao quan duge chon tir nhém gdm m-cresol va phenol.

62. Dugc phim theo phuong 4n bét ky trong s& cac phuong 4n néu trén chia

chét bao quan la m-cresol.

-26-



33638

63. Dugc phim theo phuong 4n bat ky trong sd cac phuong an néu trén chira m-
cresol v6i ndng do tir khoang 2,5 dén khoang 3,8 mg/mL.

64. Duoc phim theo phuwong 4n bat ky trong s6 cac phuong 4n néu trén, chira
m-cresol v6i ndng d6 khoang 3,15 mg/mL.

65. Dugc phim theo phuong 4n bét ky trong sd cac phuong 4n néu trén, trong
dé dugce phém nay con chira thém chét tao truong luc.

66. Dugc phdm theo phuong 4n bat ky trong s& cdc phuong 4n néu trén chia
chét tao trwong luc 14 glyxerol.

67. Duoc phim theo phuong 4n bit k¥ trong s& cac phuong 4n néu trén, trong
d6 chura glyxerol véi ndng d6 tir khoang 1 dén khoang 20 mg/mL.

68. Duoc phim theo phuong 4n bit k¥ trong sd cac phuong 4n néu trén, trong
d6 chura glyxerol véi nong do tir khoang 1 dén khoang 15 mg/mL.

69. Dugc pham theo phwong 4n bét ky trong sb cac phwong 4n néu trén chua
glyxerol v6i ndng d6 tir khoang 1 dén khoang 2 mg/mL, khoang 3 dén khoang 4
mg/mL, khoang 5 dén khoang 6 mg/mL, khoang 7 dén khoang 8 mg/mL, khoang 9 dén
khoang 10 mg/mL, khoang 11 dén khoang 12 mg/mL, khoang 13 dén khoang 14
mg/mL hoic khoang 15 dén khoang 16 mg/mL.

70. Duoc phdm theo phuong 4n bat ky trong s& cac phuong 4n néu trén chita
glyxerol v6i ndng d6 khoang 5, khoang 12 hoic khoang 16 mg/mL.

71. Dugc pham theo phwong 4n bét ky trong sd cac phuong 4n néu trén chua
glyxerol véi ndng d6 khoang 12 mg/mL.

Sang ché duogc minh hoa tiép bang cac vi du sau day, cac vi du nay khong nham

gi6i han pham vi clia sang che.

Vi du thwc hién sang ché
Nghién ctru duge dong hoc va dugc luc hoc
Insulin lispro dugc bao ché véi 0,5 pg/ml treprostinil va/hodc 15 mM natri xitrat

Lon duc Yucatan nhé méc bénh tidu duong (do alloxan gdy ra), da thién (d0
tudi trung binh 23 thing, khdi luong co thé trung binh 45 kg) véi cac cdng tiép can
mach da lép ti trude duoc str dung voi su gidm st clia nhén vién va béc si thu y. Cac
dong vat bi tiéu duong nay dugc nhdt riéng va duoc udng nudce sach & moi thoi diém.

Ching duoc cho in hai bita mdi ngay theo ché d6 #n tiéu chudn va dugc cho dung
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insulin co ban duy tri thich hop va qua bita dn hai 14n mdi ngay dé kiém soat tinh trang
tiéu dudng ciia chiing.

Ché phim thir nghiém (c4c ché phdm A, B va C trong bang sau) dugc bao ché
bang cach bd sung lugng xitrat va/hogc treprostinil da chi ra vao lo chira Humalog®.
Luong treprostinil can thiét duge rit ra tir lo chra Remodulin® 1 mg/mL. M&i mL
Remodulin® chiing chira 3 mg m-cresol, 6,3 mg natri Xitrat va 5,3 mg natri clorua, do
d6 viée bd sung treprostinil vao cac ché phim thir nghiém cfing dan dén bd sung luong
nho céc td duoc nay, cling nhu pha lodng cac tad duge cuia Humalog® chut it. Tuy
nhién, nhitng lugng nhé nhu vay khong dugce cho 1a anh hudng dén céc dic tinh cua
ché phdm va do d6 khéng dugc thé hién trong bang 1 sau day.
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Tén Ché phim

100 don vi/ml insulin lispro
0,5 pg/ml treprostinil

1,88 mg/ml phosphat

Ché phim A 3,15 mg/mL m-cresol

16 mg/ml glyxerol

0,3 mM Zn

dopH 7,4

98 don vi/ml insulin lispro
15 mM natri xitrat

1,88 mg/ml phosphat
Ché phdm B 3,15 mg/mL m-cresol

16 mg/ml glyxerol

0,3 mM Zn

do pH 7,4

98 don vi/ml insulin lispro
15 mM natri xitrat

0,5 pg/ml treprostinil
1,88 mg/ml phosphat
3,15 mg/mL m-cresol

16 mg/ml glyxerol

0,3 mM Zn

do pH 7,4

100 U/mL insulin lispro
1,88 mg/ml phosphat

16 mg/mL glyxerol

3,15 mg/mL meta-cresol
0,3 mM kém

dopH 7.4

Ché phdm C

Humalog®

Vao ngay trudce khi thit nghiém, cac dong vat nay dugc cho &n mot nira khéiu
phin hing ngay cta ching va dugc cho ding 0,2 U/kg Humalog® Mix 75/25 Insulin
khi dung liéu duy tri budi sing ctia chiing. T4t ca cac dong vat thtr nghiém dugce cho
nhin 4n qua dém va khong duoc ding insulin budi toi hodc bita an ctia ching trudc khi
ding thudc vao ngay thir nghiém.

Vao budi sang ngay thir nghiém, tit ca cac dong vat duge cdt chat vao dai biang
va duoge tiép can qua cac cong tiép can mach cta chiing (dugc tao ra dé 14y mau mau)

va kiém tra vé d0 m¢. Cac dong vat nay dugc chia ngau nhién thanh cdc nhém diéu tri.
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Thir nghiém 13 thiét k& chéo hoan toan véi n=20. Hai trong s& bdn phan khong
thuc hién dugc & mdt dong vat do céng khong mé, do do céac ché phém Ava Cco
n=19 trong khi ché phdm B va Humalog® c6 n=20.

Sau khi thu thap hai miu méau méc co s (-30 va -20 phut), cac dong vat dugc
dua trd lai chudng va duoc cho an ~300 g. Hai muoi phut sau khi bita dn duoc tiéu thu
hoan toan, cac dong vat nay dugc tiém ché pham thir nghiém dudi da vao suon bén (0
phut) bang xi lanh chita insulin ctia Terumo (0,3 hogc 0,5 ml bang kim 1/2”). Tét ca
cac dong vat dugce cho tiép can nudc sach, maéi trong sudt thoi ky thu mau mau con lai.

Loat mAu mau (2,0 mL mdi miu) dugc thu thap tir mdi dong vat & cac thoi
diém sau: -30, -20 (sau d6 cho an ngay), 0 (ngay trude khi dimg lidw), 5, 10, 15, 30, 45,
60, 75, 90, 105, 120, 150, 180, 240, va 360 phut sau khi dung lidu duéi da.

Céc mAu mau (chit chéng doéng: khong [huyét thanh]) dugc gitt & nhiét 46 moi
truong trong it nhit 30 phit nhung khong quéa 2 gid d cho phép dong mau. Huyét
thanh sau d6 duoc tach ra bang cach ly tim va chia thanh hai phan phan udc va bao
quan lanh dong ¢ khoang -70°C.

Nong do glucoza trong huyét thanh dugc xac dinh bing thiét bi phan tich tu
dong AU480 Clinical Chemistry Analyzer (Beckman Coulter, Inc., Brea, California).
Phin phin udc dé nghién ctu PK dugc chuyenr dén EMD Millipore Corp., St.
Charles, MO trén d4 kho bang dich vu chuyén hang ngay hom sau va gdm ca bang ké
mAu chi tiét.

Dit lidu vé& glucoza trong huyét thanh dugc thé hién trén bang 2 sau day dudi
dang gia tri trung binh (mg/dL) +/- sai sd chuén cua gid tri trung binh (standard error
of the mean - SEM) trir khi dugc chi dinh khac.
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Béang 2.

Humalog® Ché phdim A | Ché phdim B | Ché phim C
Thoi gian | Trun, Trun, Trun Trun,
ohity | binh | SEM oinh | SEM | pinh - | SEM | i | SEM
-30 2902 8,6 |2868 |90 [2892 |8,1 2832 |84
-20 297,6 8,5 12992 [102 2976 |90 |297,5 |75
0 311,3 8,6 |311,0 10,7 |3122 9,5 [309,6 |74
5 318,1 |89 3168 |10,0 |319,0 |96 [3149 |8,
10 3189 | 8,6 |3153 |11.4 |3052 |11,7 |[2957 |103
15 3123 |92 2976 |13,5 |2766 |128 |2651 |11,6
30 297,1 (9,8 |251,9 |18,6 |[2203 [162 |2055 |17,0
45 2883 12,0 |233,1 |16,7 |[204,5 |18,5 |209.8 |17,1
60 2441 | 14,7 [187,9 [17,5 [178,5 |18,6 |1592 |20,
75 231,5 | 153 |166,6 |182 |[169,0 |20,4 |1463 |204
90 204,6 15,6 |1457 [18,5 [157,7 [21,4 |1332 |21,1
105 181,9 | 15,9 |127,0 |18,1 |[144,7 |21,4 |118,7 |189
120 1533 [162 |111,4 [17,3 |[1282 [21,1 |111,7 |185
150 1202 | 16,8 |[864 |158 |1157 [20,0 |102,9 |159
180 101,5 | 16,5 |764 |14,5 |1063 |182 |97,0 |13,2
240 82,8 122 [923 |142 |100,7 |133 |986 |123
360 90,3 |144 [130,5 |182 |111,8 |172 |1263 |17,0

Ndng d6 insulin trong huyét thanh dé phan tich PK dugc xic dinh bang tong

RIA insulin. Gigi han dinh lugng trén va dudi cua thir nghiém 1an luot 13 20 pM va

5000 pM. Céc gia tri dudi gidi han dinh lugng dudi duge 14y 14 20 pM. Céc phép phan

tich dugc dong hoc khong ngan dugc tién hanh bang cach sir dung Phoenix WinNonlin

v6.3. Céc thong sb PK thu dugc tir ndng do insulin trong huyét thanh dugc dua ra trén

bang 3 sau day.

Bang 3.
Ché phim Tmax | % cwcdai | % cwe dai Khoang T50
P (phat) [sém (phut)|mudn (phit)| Tmax(phit)| (phut)
Gia tri trung
Humalog® binh (SE) 71,3 (7,3)| 29,6 (4,1) | 175(14) 145 (14) 127 (6)
Gia tri trung
A binh (SE) 74,2 (7,6)| 24,1 (3,8) | 146 (12) 122 (13) 102 (5)
Gia tri trung
B binh (SE) 55,5(7,8)| 16,5(4,9) | 130 (12) 113 (14) 100 (6)
Gia tri trung
C binh (SE) 42,1 (6,6)| 15,9(3,9) | 98,5(13,4) | 82,6 (13,6) |83,4 (5,7)
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Nghién ctru ndy cing c¢b rang cac ché pham theo sang ché c6 tac dung theo thdi

gian vé mat duge dong hoc va/hoac duge luc hoc duoc cai thién.

Insulin lispro dugc bao ché véi 10 mM xitrat va/hodc 10 mg/mL treprostinil

Nghién ctru trén céc ché phdm chira ndng do xitrat thay déi va/hogc 10 pg/mL
treprostinil dugc tién hanh & lon duc Yucatan nho, méc bénh tiéu duong (do alloxan
géy ra), d4 thién (d6 tudi trung binh 1a 24 thang, khdi lugng co thé trung binh 1a 43 kg)
sau do thudng 1a cac quy trinh dugc md ta trén day.

Ché phim thir nghiém (cac ché pham D-H trong bang sau) dugc bao ché bang
cach bd sung lugng xitrat vi/hodc treprostinil da chi ra vao lo chita Humalog®. Nhu
v6&i nghién ctru dd md ta trén day, lugng treprostinil can thiét duoc rit ra tir lo chira
Remodulin® 1 mg/mL, sao cho viéc bd sung treprostinil vao ché phim thir nghiém
cling din dén bd sung lugng nho m-cresol, natri xitrat va natri clorua, ciing nhu pha
lodng céc ta dugc Humalog® chut it. Tuy nhién, nhitng lwong nhé nhu vdy khong
duogc cho 1a anh hudng dén cac dic tinh cua ché phém va do d6 khong duogc thé hién
trong bang 4 sau day.

Bang 4.

Tén Ché phim

99,7 U/ml insulin lispro
5 mM xitrat

0,3 mM kém

3,15 mg/mL meta-cresol
16 mg/ml glyxerin

1,88 mg/ml phosphat

Ché phdm D

99,2 U/ml insulin lispro
10 mM xitrat

0,3 mM kém

3,15 mg/mL meta-cresol
16 mg/ml glyxerin

1,88 mg/ml phosphat

Ché phim E

99,2 U/ml insulin lispro
10 pg/ml treprostinil
Ché pham F 0,3 mM kém

3,15 mg/mL meta-cresol
16 mg/ml glyxerin

1,88 mg/ml phosphat
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100,2 U/ml Insulin lispro
5 mM xitrat

10 pg/ml treprostinil
Ché phdm G 0,3 mM k&m

3,15 mg/mL meta-cresol
16 mg/ml glyxerin

1,88 mg/ml phosphat

99,6 U/ml Insulin lispro
10 mM xitrat

10 pg/ml treprostinil
Ché phim H 0,3 mM kém

3,15 mg/mL meta-cresol
16 mg/ml glyxerin

1,88 mg/ml phosphat
100 U/mL KPB

1,88 mg/mL natri phosphat dibazo
16 mg/mL glyxerol

3,15 mg/mL meta-cresol
0,3 mM kém

dopH 7,4

Humalog®

Nghién ctru ndy duoc thiét k& dudi dang thiét ké chéo hoan toan 19 lon, trong
d6 mdi lon duoc nghién ctru trén timg ché pham thir nghiém. Mgt vai dong vat khong
tham gia vao nghién ctru do cdng khéng mé do d6 ché pham D va E c6 n=18 trong khi
céc ché phdm F-H c6 n=19 va Humalog® n=17.

Dit liéu vé glucoza trong huyét thanh dwgc thé hién trén bang 5 sau day dudi

dang gia tri trung binh (mg/dL) +/- SEM) trir khi dugc chi dinh khac.
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Bang 5.

Humalog® | Ché phim D | Ché phdm E | Ché phdm F | Ché phim G | Ché phim H
Thoi
gian T;i‘;lr}‘lg SEM Tbri‘:lr;g SEM T;i‘;rl‘lg SEM th;l‘;lg SEM Tbri‘;r;lg SEM Tbri‘;rlllg SEM
(phut)
30 3405 |82 [3402] 89 [321,2| 7,3 [3352]| 8,5 |337,4| 7,5 |331,8] 10,1
20 |344,4 |80 [341,3] 9.2 |3262| 7,8 [339.8| 7,7 |344,6] 6,7 |338,6] 11,0
0 362,6 | 7,7 1353,2] 103 [339,4] 9,5 [357,8| 7,9 |354,7| 7,9 [349,1| 11,4
5 377,6 | 7,9 |370,6| 9,8 [349,5| 11,9 |367,9| 8,0 [369,1| 8,5 |3682| 12,4
10 376,7 | 8,4 [360,7| 9,3 [329,6| 12,0 |361,0| 11,1 |361,9] 9,0 |345,6] 13,4
15 372,4 [10,1(341,7| 13,2 [307,6| 13,7 |348,1| 12,3 |342,6| 9,1 |321,6] 14,6
30 339,8 [17,9292,2| 17,3 |256,6| 18,5 |304,1| 14,7 [299,0| 12,9 | 276,4| 20,6
45 301,5 |21,8]251,1| 21,0 [230,9] 20,9 | 263,1| 18,0 | 254,6| 16,0 | 237,3| 24,2
60 272,4 25,7]22421 21,3 |207,3| 20,1 |230,9| 21,6 | 230,3| 18,3 | 208,8| 26,4
75 253,0 26,7 (202,3| 22,6 [178,2] 19,3 | 197,2| 22,8 | 196,9| 20,3 | 168,5| 25,2
90 220,2 28,3 ]186,1| 23,0 [164,6| 20,5 | 173,4| 23,5 | 173,6] 21,4 | 153,8| 26,2
105 | 195,6 (27,6 |148,2 20,0 [ 144,3 | 19,6 | 148,6| 23,1 | 147,6] 20,9 | 131,8| 24,2
120 | 184,4 [27,5]133,3] 19,1 [129,9| 18,2 | 130,0| 22,6 | 124,9| 20,4 | 115,4| 23,0
150 | 1582 [24,8|114,1| 17,7 |104,6| 18,5 | 101,4| 18,6 | 98,8 | 16,8 | 90,1 | 18,3
180 | 1343 [22,0]102,7] 16,5 | 86,1 | 158 | 90,8 | 17,5 | 92,2 | 14,6 | 76,8 | 15,9
240 | 1224 [19,7] 93,7 | 16,4 | 752 | 12,4 | 93,5 | 15,0 | 91,1 | 17,5 | 74,4 | 11,7
360 | 118,4 [17,1]104,0] 15,8 | 90,7 | 15,1 [113,9] 13,7 |113,7] 14,1 | 105,1] 11,1

Ndng do insulin trong huyét thanh va cic thong s6 PK cua dbi chimg

Humalog® va céc ché pham E, F va H duogc tao ra va phén tich nhin chung nhw da mo

ta trén day, va két qua PK dugc dua ra trong bang 6 sau day.

Bang 6.
Ché phim Tmax | Y%cwcdai | %2 cwedai | Khoang T50
P (phat) | sém (phit) |mudn (phut)| (phit) (phut)
Gid tri trung
Humalog® binh (SE) 69,7 (12,5)( 17,8 (4,1) 155 (16) 138 (16) | 113 (7)
Gia tri trung
E binh (SE) 53,8 (10,3) 6,46 (0,55) | 151 (15) 144 (15) | 104 (5)
Gia tri trung
F binh (SE) 54,2 (7,29)| 23,1 (4,8) 110 (11) |87,1(10,8) 89,4 (5,7)
Gia tri trung
H binh (SE) 39,5 (4,95) 9,85 (1,77) | 109 (11) 99,6 (11,5)|90,7 (5,5)

Nghién ctru nay cung cb ring cac ché phim theo séng ché c6 tac dung theo thdi

gian vé mit dugc dong hoc va/hodc duge luc hoc duge cdi thién.
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Insulin lispro dugc bao ché véi 15 mM xitrat va 0,6-9,3 pg/mL treprostinil

Nghién ctru trén cac ché pham chira 15 mM xitrat va/hodc ndng do treprostinil
thay dbi duoc tién hanh & lon duc Yucatan nhd, mic bénh tiéu duong (do alloxan gay
ra), d4 thién (d0 tudi trung binh 14 25 thang, khdi lugng co thé trung binh 1a 43 kg) sau
d6 thuong 1a cac quy trinh duge mo ta trén day.

Ché phidm thir nghiém (cac ché phdm I-M trong bang sau) dugc bao ché bing
cach bd sung luong xitrat vi/hogc treprostinil da chi ra, cling nhu MgCl va/hodc NaCl
trong cac ché phdm duge chi 18 sau day vao lo chira Humalog®. Nhur v6i nghién ctru
da md ta trén day, lugng treprostinil cin thiét dugc rat ra tir lo chira Remodulin® 1
mg/mL, sao cho viéc bd sung treprostinil vao ché phdm thir nghiém cfing dan dén bd
sung lugng nhé m-cresol, natri xitrat va natri clorua, cling nhu pha loadng céc ta dugc
Humalog® chit it. Tuy nhién, nhitng lugng nho nhu vay khong duoc cho 1a anh
huéng dén cac dic tinh cta ché pham va do d6 khong duoc thé hién trong bang 7 sau
day.

Bang 7

Tén Ché pham

99,1 U/ml Insulin lispro

15 mM xitrat

5 mM MgCI2

15 mM NaCl

0,3 mM kém

3,15 mg/mL meta-cresol

1,88 mg/mL natri phosphat dibazo
16 mg/ml glyxerin,

99,8 U/ml Insulin lispro

9,30 pg/ml treprostinil

0,3 mM kém

3,15 mg/mL meta-cresol

1,88 mg/mL natri phosphat dibazo
16 mg/ml glyxerin

Ché pham I

Ché pham J
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Tén Ché phim

99,6 U/ml Insulin lispro

15 mM xitrat

5 mM MgCI2

15 mM NaCl

Ché phdm K | 0,60 pg/ml treprostinil

0,3 mM kém

3,15 mg/mL meta-cresol

1,88 mg/mL natri phosphat dibazo
16 mg/ml glyxerin

100,4 U/ml Insulin lispro

15 mM xitrat

5 mM MgCl2

15 mM NaCl

Ché phdm L 2,30 pg/ml treprostinil

0,3 mM kém

3,15 mg/mL meta-cresol

1,88 mg/mL natri phosphat dibazo
16 mg/ml glyxerin

100,3 U/ml Insulin lispro

15 mM xitrat

5 mM MgCl2

15 mM NaCl

Ché phdm M 9,30 pg/ml treprostinil

0,3 mM kém

3,15 mg/mL meta-cresol

1,88 mg/mL natri phosphat dibazo
16 mg/ml glyxerin

100 U/mL KPB

1,88 mg/mL natri phosphat dibazo
16 mg/mL glyxerol

3,15 mg/mL meta-cresol

0,3 mM kém

do pH 7,4

Humalog®

Nghién ctru nay duoc thiét ké duéi dang thiét ké chéo hoan toan 17 lon, trong
d6 mbi lon duoc nghién clru trén timg ché pham thir nghiém. Mot s6 dong vat khong

tham gia vao nghién ctr do cdng khong mé& hodc mirc glucoza & moc co s¢ thap. Dt
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liéu cho Humalog® 13 n=17, ché phAm I 1a n=17, ché phdm J 1a n = 16, ché phdm K 1a
n=15, ché phim L 12 n=16 va ché phdm M la n=16.

Dit liéu v& glucoza trong huyét thanh dugc thé hién trén bang 8 sau day dudi
dang gia tri trung binh (mg/dL) +/- SEM trtr khi duoc chi dinh khéc.
Bang 8.

Humalog® |Ché pham I |[Ché phdm J |Ché phim K|Ché phdm L |Ché phdm M

Thoi Trung Trung Trung Trung Trung Trung
St [oind SEM linh [S*M lbinh [SEM foinh |SEM loinh [SEM fpinh [SEM

-30 302,5(7,0 |324,0 |7,2 |322,4|11,0 |319,6{10,4 |337,6 [13,6 |321,6 |7.9
-20 310,7 7,8 {330,7 |7,6 |330,3 10,3 |324,5|12,1 |345,3 |13,8 |325,4 |7,6

0 321,9 (8,6 |338,5 19,3 |340,1 (11,9 |335,9|11,7 |357,0 |15,7 |332,2 |89
5 335,6 [9,4 [353,8 19,2 [356,9 |12,6 |346,2 (12,0 [371,2 |15,7 |346,4 [9,2
10 340,3 9,8 [347,0 [9,6 |356,7 |11,7 |337,7 (14,4 |365,6 |16,5 [339,2 |11,8
15 326,6 9,7 [315,6 10,9 |340,1 |10,7 |306,5|13,7 |339,0 |17,3 |302,4 |13,4
30 276,6 (17,6 [264,1 |17,9 |271,9 (15,5 |240,0|15,4 |274,7 |23,1 |244,0 |20,6
45 241,2 (22,9 (2202 [20,2 |237,5 |14,4 |197,9 [20,8 [226,7 |26,8 |195,1 |22,6
60 202,1 [26,0 [186,9 |21,5 |192,9 [17,8 |160,3 |21,4 {1959 |27,5 [157,9 |23,6
75 182,5 27,2 {159,9 [22,1 |155,7 |19,8 |140,9 21,2 |171,4 |28,1 [136,8 |22,7
90 158,0 [27,4 |141,2 |23,9 |133,0 |19,2 |119,5|21,5 |153,2 [27,4 |122,0 |21,1

105 142,7 25,2 |127,1 |23,2 |118,0 {19,8 |105,3 19,8 |132,6 |25,6 |[115,9 |20,3
120 122,8 23,6 |115,8 21,6 |98,7 |18,5 |94,5 |17,3 |121,8 [24,8 |99,3 |18,6
150 107,9 [21,6 [101,3 |18,2 |72,5 |15,7 |82,8 |14,3 |110,3 |21,7 |87,6 17,1
180 90,4 (17,1 (98,6 |[182 |66,4 (11,9 |79,2 |11,2 |101,8 |20,4 |88,2 |15/4
240 83,4 (14,5 |96,5 |16,8 72,0 (8,0 97,1 |11,8 |111,2 22,2 1983 143
360 86,0 [18,6 (96,1 [13,3 [122,2]16,5 [149,5]19,8 [156,8 |21,2 |125,4 |20,4
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Nong db insulin trong huyét thanh va cac théng sé PK duoc tao ra va phéan tich

nhin chung nhu d3 mé ta trén day, va két qua PK duoc dua ra trong bang 9 sau day.

Bang 9.
Ché phém Tm'flx l/2 cuc df_ﬂ %Acuc da’i Khofjlng TSf)
(phut) som (phut) [ mudn (phut) | (phut) (phut)
Humalog® gfhtzisté‘;ng 60,0 (7,6) | 22,9(58) | 152(17) |129(18)| 107 (7)
I gfh“(isté‘)mg 571(9,5) | 16,0(3,5 | 144(16) |128(17)| 102 (5)
J gfhtr(isté‘)‘“g 553(53) | 13,7(15) | 139(9) | 125(9) |96,8 (4,6)
K ginéhtr(istg)mg 55,0 (6,2) | 158(22) | 136(10) |120(11)|91,1 (4,8)
L gfhtr(isté‘)mg 50,0 (7,2) | 132(21) | 121(10) |108(10)[90,7 (6,6)
M S‘Ifhtr(lsté‘)mg 52,5(7,4) | 11,7(1,5) | 139(18) |127(18)]99,0 (7,4)

Nghién ctru ndy ctng c¢d rang cac ché phdm theo séng ché c6 tac dung theo thoi

gian vé& mit dugce dong hoc va/hodc duoc luc hoc dugc céi thién.

Insulin lispro dugc bao ché véi 10 pg/mL treprostinil va 15 hodc 25 mM xitrat

Nghién ctru trén cac ché phim chira 10pg/mL treprostinil va 15 hodc 25 mM
xitrat duoc tién hanh & lon duc Yucatan nho, méc bénh tiéu dudng (do alloxan gay ra),
da thién (d6 tudi trung binh 13 33 thang, khéi Iugng co thé trung binh la 49 kg) sau do
thudng 1a cac quy trinh dugc mo ta trén day.

Ché phdm thir nghiém (céc ché phidm N va O trong bang sau) dugc bao ché
bang cach bd sung lugng xitrat, treprostinil, NaCl va MgCl» dé chi ra vao lo chira
Humalog®. Nhu véi nghién ciru da mé ta trén day, luong treprostinil can thiét dugc
rit ra tr lo chra Remodulin® 1 mg/mL, sao cho viéc bd sung treprostinil vao ché
phim thtr nghiém ciing dan dén bd sung lugng nho m-cresol, natri xitrat va natri
clorua, cling nhu pha lodng cac t4 dugc Humalog® chut it. Tuy nhién, nhiing lugng
nho nhu vay khong dugc cho 1a anh huéng dén céc dic tinh cla ché phim va do dé
khong duoc thé hién trong bang 10 sau day.
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Tén

Ché phim

Ché phim N

99,5 U/ml Insulin lispro
10 pg/ml treprostinil

15 mM xitrat

5 mM MgCl;

15 mM NaCl

16 mg/ml glyxerin

Ché pham O

99,6 U/ml insulin lispro
10 pg/ml treprostinil

25 mM xitrat

5 mM MgCl,

15 mM NaCl

16 mg/ml glyxerin

Humalog®

100 U/mL KPB

1,88 mg/mL natri phosphat dibazo

16 mg/mL glyxerol

3,15 mg/mL meta-cresol
0,3 mM kém

dopH 7,4

Nghién ctru ndy duoc thiét ké dudi dang thiét ké chéo hoan toan 20 lon, trong
d6 mbi lon dugc nghién ctru trén ting ché phém thr nghiém. Mot dong vat khong
tham gia vao nh6m ché pham N do cdng khéng mé hodc mic glucoza mbc co s thap,
dit liéu 1a n=19 cho nhém d6. Dit liéu vé glucoza trong huyét thanh duogc thé hién trén

bang 11 sau ddy dudi dang gia tri trung binh (mg/dL) +/- SEM trir khi dugc chi dinh

khéc.
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Bang 11.
Humalog® Ché phim N Ché pham O

(Tp};l‘l’,l‘t)glan Trung binh | SEM | Trung binh | SEM | Trung binh | SEM
30 338 s4 | 3363 | 94 | 3233 | 92

20 3326 | 90 | 3447 | 95 | 3360 | 92

0 3431 88 | 3540 | 99 | 3466 | 102
5 3533 | 9.8 | 3645 | 108 | 3552 | 109
10 3558 | 9.8 | 35L1 | 91 | 3423 | 114
s 3552 | 106 | 3407 | 11,6 | 3256 | 13.8
30 3170 | 129 | 2933 | 159 | 2700 | 17.9
45 2014 | 190 | 2548 | 192 | 2397 | 210
60 2556 | 210 | 2209 | 213 | 2161 | 228
75 2398 | 239 | 1952 | 217 | 1938 | 22.8
90 2057 | 237 | 138 | 226 | 1726 | 227
105 1844 | 228 | 1560 | 215 | 1586 | 227
120 1620 | 217 | 1391 | 194 | 1459 | 217
150 1353 | 205 | 1071 | 182 | 1168 | 194
180 1192 | 184 | 861 | 165 | 1048 | 183
240 84.1 133 | 833 | 131 | 808 | 148
360 634 | 114 | 1086 | 142 | 861 10,8

N6i chung, c4c nghién ciru duge md ta trén ddy cing co rang cac ché pham theo
séng ché c6 tac dung duge dong hoc va/hodc duge luc hoc nhanh hon so véi cac ché

pham thuong mai cta cac san pham tuong tu insulin hién co.

Thir nghiém d6 6n dinh

D6 6n dinh cua insulin lispro khi dugc bao ché véi mot khoang nong do xitrat,
treprostinil va cac ta dugc khac duge danh gia. Ché pham ctia cic dang bao ché 1am vi

du, duoc thé hién trong bang 12 dudi day, duge bao ché bang cach bao ché dugc chit

insulin lispro véi cac ta dugce khac da chi ra.
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Ché phim

Ché pham P

100 U/mL insulin lispro
15 mM xitrat

10 pg/mL treprostinil
0,65 mM kém

5 mM MgCl,

0,06% Poloxame 188
3,15 mg/mL m-cresol
17,5 mM glyxerol

do pH 7,4

Ché pham Q

100 U/mL insulin lispro
20 mM xitrat

10 pg/mL treprostinil
0,65 mM kém

6,6 mM MgCl,

0,06% Poloxame 188
3,15 mg/mL m-cresol
15,68 mM glyxerol

do pH 7,4

Ché pham R

100 U/mL insulin lispro
25 mM xitrat

10 pg/mL treprostinil
8,3 mM MgCl,

0,65 mM kém

0,06% Poloxame 188
3,15 mg/mL m-cresol
13,82 mM glyxerol

do pH 7,4

Céc dung dich dugc loc bang bo loc Steriflip Vacuum 50 ml bing mang PES
0,22 uM (Cat#: SCGP00525, EMD Millipore, Billerica, MD) va phan phdi vao céc lo
10-mL véi nép gap hodc éng insulin thuy tinh 3-mL, sau d6 4 lan lugt & 4°C va 30°C.
Cac miu 4°C duge bao quan khong khudy dong trong 64 ngdy, trong khi cac méau
30°C dugc G khong khudy dong trong 36 ngay, sau d6 1 giai doan st dung trong 28
ngdy. Trong md phong viée sit dung, vat chira duoc 10n nguoc va mau duge it ra tlr
timg lo hodc dng ba ldn mdt ngay trong 28 ngay. Hai 14n rat mau dugc thuc hién &
timg thoi diém vao cic ngdy trudc hodc sau thir bay, chil nhat hodc ngay nghi. Cac
phan phan uéc 80 pL duge rut ra tir mdi lo bang xi lanh insulin Terumo U-100 (1/2 cc

27 G x %) va 30 uL duoc rit ra tir mdi 6ng bang but tiém HumaPen Luxura HD st

dung kim Comfort Point 6mm (31 G x 4”).
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Cac mau duoc thu thap tir ngdy 36 (ngdy 1 cla giai doan st dung & 30°C), ngdy
50 va ngdy 64 dwoc phan tich bing phwong phap sic ky 1ong hidu ning cao dao pha
(reversed-phase high-performance liquid chromatography - RP-HPLC) va phuong
phap sic ky loai trir theo kich thudc (size exclusion chromatography - SEC) phan tich.

T4t ca cac ché phim ciing duoc danh gia trong cac dng insulin thiy tinh 3 mL &
37°C trong khi lic & ~100 vong/phit. Didu kién nay duoc du dinh dé biéu thi do 6n
dinh trong lidu phap truyén insulin duéi da lién tuc. Cac miu diém cudi tir diéu kién
nay duoc phan tich bing phuong phap RP-HPLC va SEC.

Viéc phén tich bing RP-HPLC duoc thuc hién d& d4nh gia d6 tinh khiét ctia
protein trong timg ché phdm & céc thoi diém 6n dinh bang cach sit dung thiét bi phat
hién UV & 214 nm. Mdi mu (5 pL) dugc tach biang cach sir dung cot Zorbax 300SB-
C18, Rapid Resolution 4,6 X 150 mm 3,5-micromet (Part # 863973-902) & 40°C véi
tbc d6 dong 0,6 mL/phut va pha dong A (50 mM sulfat, d6 pH=2,3 + 20% axetonitril
(thé tich/thé tich)) va pha dong B (50 mM sulfat, 46 pH 2,3 + 50% axetonitril (thé
tich/thé tich)). Gradien ctia pha dong B ¢ 0, 0, 3, 15, 20, 26, 27, 27,5 va 35,0 phut lan
luot 1a 21, 25, 25, 30, 80, 80, 21 va 21%. Ham Iugng insulin dugc tinh toan bﬁng RP-
HPLC bang cach két hop tich phan cta cac dién tich dinh insulin chinh va dién tich
A21 sau d6 chia cho chuén insulin lispro. Su méat mét insulin ciia cac mau ché pham so
v6i dbi chimg Humalog® 1a nho hon 5% dbi vdi tht ca cac mau trong téi 64 ngay &
4°C va 30°C. Ty 1¢ phén trdm mAu ndm ngoai dinh chinh véi A21 dugc tinh todn bing
céch chia dién tich dinh chinh theo phan tich sic ky cho tong dién tich dinh va trir dién
tich do va A21 cho 100. Ty 1& phin trim ngoai dién tich dinh chinh 1a duéi 1,76% dbi
v6i tat ca cac miu ¢ 4°C trong 64 ngdy va dudi 2,48% d6i voi tht ca cac miu & 30°C
trong 64 ngay.

Dbi v6i phan tich SEC, mdi miu (5 pL) duogc tach bang cot Sepax Zenix-C
SEC-80, 7,8 x 300 mm, hat 3 um (catalog# 233080-7830) & 5°C va tde dd dong 1,0
mL/phtt v6i bude giai hdp dang dong pha dong (0,1% TFA, 50% ACN) véi thoi gian
chay 25 phut.

Ty 1& phan trim polyme cao phan tit (%HMWP) dugc tinh todn béng céach lay
tich phan tdng dién tich theo phan trim ciia tit ca céc dinh giai hép trude dinh chinh.
Két qua (% HMWP) duoc dua ra trong bang sau. Thanh phén 1a dudi 1% déi véi tat ca
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céc mau trong t6i 64 ngay & 4°C va 30°C, va thanh phan trong cac mau HMWP chua

xitrat 12 twong dwong véi thanh phdn HMWP trong mau d6i chimg Humalog®.

Bang 13. Céc lo dugc bao quan ¢ 4°C: ham lugng insulin, don vi/mL.

Ché phim Ngay 36 | Ngay 50 | Ngay 64
P 100,07 99,89 99,36
Q 100,06 99,88 99,38
R 100,03 99,85 99,29

Bang 14. Cac lo dugc bao quan ¢ 4°C: céc chit c6 lién quan khéc, phan trim.

Ché phim Ngay 36 | Ngay 50 | Ngay 64
p 0,92 1,05 1,17

Q 0,93 1,07 1,12
R 0,96 1,09 1,32

Bang 15. Cac lo dugc bao quan & 4°C: chét cao phén tir, phan trim.

Ché phim Ngay 36 | Ngay 50 | Ngay 64
p 0,17 0,19 0,21

Q 0,16 0,20 0,22
R 0,16 0,20 0,21

Béang 16. Cac lo duge bao quan ¢ 30°C: ham lugng insulin, don vi/mL.

Ché phﬁm Ngay 36 | Ngay 50 | Ngay 64
P 98,77 98,60 98,47

Q 98,67 98,50 98,46
R 98,82 98,65 98,46

Bang 17. Céc 1o dugc bao quan & 30°C: cac chat c6 lién quan khéc, phan tram.

Ché phim Ngay 36 | Ngay 50 | Ngay 64
P ’ 1,23 1,40 1,53
Q 1,33 1,50 1,54
R 1,18 1,35 1,54

Bang 18. Cac lo dugc bao quan & 30°C: chit cao phan tir, phan trim.

Ché phim Ngay 36 | Ngay 50 | Ngay 64
P 0,33 0,41 0,46
Q 0,29 0,39 0,43
R 0,29 0,38 0,43
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Bang 19. Cac cdt 3-mL dugc bao quan 14 ngay ¢ 37°C c6 lic.

%Cac chat co

Ché phim %HMW | Ponviml |, .
’ lién quan khac
P 0,33 98,24 1,32
Q 0,34 97,88 1,54
R 0,30 97,66 1,59

Nghién ctru bd sung vé d6 én dinh dugc tién hanh trong d6 cic ché phim chura

insulin lispro va xitrat, treprostinil, k&m va céc t4 dugc khac véi nong do khac nhau

trong c4c dicu kién khac nhau. Hai muoi bon ché pham chira xitrat va hai cheé pham

d6i ching khéng chira xitrat duoc bao ché. Ndng db xitrat, magie clorua, Zn, clorua

tdng sb, treprostinil va poloxame trong céc ché phdm nay duoc chi ra trong bang 20

sau day.

Bang 20. Céac ché pham dugc thir nghiém

Hop ’chét Xitrat | MgCL, | Téng Zn | Toéng clorua | Treprostinil | Poloxame
SO (mM) | (mM) (mM) (mM) (ng/mL) 188%
S 0 0 0,3 10 0 0
T 0 0 0,3 20 0 0
U 12 2,5 0,4 10 2 0
\4 12 2,5 0,8 13 0 0
X 12 7,5 0,4 20 0 0
Y 12 7,5 0,8 23 2 0
Z 15 5 0,6 20 1 0
AA 18 2,5 0,4 10 0 0
BB 18 2,5 0,8 13 2 0
CC 18 7,5 0,4 20 2 0
DD 18 7,5 0,8 23 0 0
EE 15 5 0,6 16 1 0,045
FF 15 5 0,6 16 1 0,045
GG 15 5 0,6 25 1 0,045
HH 15 5 0,6 30 1 0,045
II 15 5 0,6 50 1 0,045
JJ 15 5 0,6 100 1 0,045
KK 15 5 0,6 20 1 0,06
LL 12 2,5 04 10 0 0,09
MM 12 2,5 0,8 13 2 0,09
NN 12 7,5 0,4 20 2 0,09
00 12 7,5 0,8 23 0 0,090
PP 18 2,5 0,4 10 2 0,09
QQ 18 2,5 0,8 13 0 0,09
RR 18 7,5 0,4 20 0 0,090
SS 18 7,5 0,8 23 2 0,090
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Dé bao ché cac ché phim, dung dich gbc lispro dac dugce chuin bi chita 200
don vi insulin lispro/mL, 24,2 mg glyxerin/mL, 6,30 mg metacresol/mL, va 0,6 mM
k&m trong nudc dé thao tac v6 tring lwong 16n. Dung dich gbc nay dugc didu chinh do
pH bang axit clohydric d& hoa tan insulin lispro va sau d6 diéu chinh bang natri
hydroxit dén d6 pH = 7,40.

Céc ché phdm chua xitrat duoc bao ché bang cach pha lodng dung dich lispro
dic bang dung dich gbc ta duoc: natri xitrat, magie clorua, kém oxit, treprostinil, va
poloxame 188 véi thé tich thich hop. Pé dat dugc ham lugng clorua dich, dung dich
gbc natri clorua dugc bd sung vao mot sb ché phdm. Dung dich nay dugc didu chinh
d6 pH dén 7,30 — 7,50 bang axit clohydric hozc natri hydroxit sau d6 13 lugng di nude
dé thao tac vo tring luong 16n.

Céc ché phdm khong chia xitrat duoce biao ché bang cach pha lodng dung dich
lispro dic bang nudc dé thao tac vo tring lwong 16n véi lugng thich hop hodc nude daé
thao tac vo trung lugng 16n va natri clorua véi lugng thich hop. Dung dich nay dugc
diéu chinh d6 pH dén 7,30 — 7,50 bang axit clohydric hogc natri hydroxit sau do6 1a
luong du nude dé thao tac vo tring lwong 16n.

Céc ché phim duoc loc vo trung va sau d6 duoc chuyén c6 do thé tich sang cac
lo thuy tinh 10 mL véi luong nap 10,3 mL, day nap, va bit bang nép gap. Hai muoi lo
duoc nap mbi mé.

Nghién ctru nay bao gdm budce dwa cac lo clia tiing ché phim vao mot trong sb

ba diéu kién khac nhau, nhu duge md ta sau day.

Bang 21.

Tinh trang bénh Mo ta

Péi ching (n=5) Bao quan tinh, & vi tri thing dimg & 5°C trong 39
ngay

Diéu kién bét loi v& nhiét | M6 phong vén tit didu kién bét loi khi van chuyén

dd (n=5) sau d6 bao quan tinh, ¢ vi tri thang dimg & 30°C
trong 32 ngay

Diéu kién bat loi tinh Ify | M6 phéng vén tit didu kién bét loi khi van chuyén

(n=5) sau d6 1a mo6 phong viéc st dung ctia bénh nhin
trong 32 ngay, gifta nhitng lan st dung liéu bao
quéan & vi tri thang dimg & 30°C

Nhu duoc chi ra trong bang trén day, cac diéu kién bét 1oi v& nhiét do va didu

kién bét loi tich lily bao gdm dau tién 1 dua cic lo vao trang thai md phong vén tat
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didu kién bét loi khi van chuyén, ma dugc thuc hién nhu dwgc md ta trong tai liéu
International Safe Transit Association (ISTA) Procedure 3A (2008). Déi véi didu kién
bat loi v& nhiét do, sau d6 cac lo dugc dua vio bao quan tinh ¢ vi tri thing dimg &
30°C. Dbi voi didu kién bét loi tich Iily, sau d6 cic lo dugc dua vao trang thai md
phong viée st dung ctia bénh nhan. Mo phong viéc sir dung cuia bénh nhan duge thyuc
hién bang c4ch rt 8 don vi khong khi vao xi lanh insulin bt ky, ludn kim vao lo trong
khi lo & vi tri théng ding, dam bao r%mg dau kim khong cham vao dung dich insulin,
bom khong khi vao lo, dbe nguoc lo va xi lanh, rat ra 8 don vi dung dich san phém,
loai bd bong bong khi bt ky trong xi lanh bang cach di chuyén pit tong tir tir dé day
bong bong trd lai lo (1dp lai bude nay néu can) va didu chinh pit tong ctia xi lanh sao
cho lidu cudi 12 8 don vi, 14y xi lanh ra, va dit lo trd lai may 4 & 30°C. Quy trinh nay
dwoc l1ap lai cho ba lidu mot ngdy trong 32 ngay. Khi khong duoc chia lidu, céc lo
duoc bao quan thang dimg & 30°C.

D6 6n dinh héa hoc duge kidm tra bing phuong phép sac ky loai trir theo kich
thuéc (SEC) va HPLC dao pha (RP-HPLC). Viéc phan tich bang RP-HPLC dugc thyc
hién dé danh gia d6 tinh khiét ctia protein trong timg ché phim bing cach sir dung thiét
bi phét hién UV & 214 nm. M&i miu (5 uL) duge tach bang cach sir dung cot Halo
Peptide ES-C18, 4,6 X 150 mm 2,7-micromet (Part # 92124-702) & 40°C voi the do
dong 1,0 mL/phtit va pha dong A (50 mM sulfat, @6 pH=2,3 + 20% axetonitril (thé
tich/thd tich)) va pha dong B (50 mM sulfat, dd pH 2,3 + 50% axetonitril (thé tich/thé
tich)). Gradien ctia pha dong B ¢ 0, 2, 17, 22, 25, 29, 29,5 phut va 35 phut lan luot 14
25,25, 27, 40, 90, 90, 25 va 25%. Ham luong insulin dugc tinh toan b%tng cach két hop
tich phan ctia cac dinh insulin chinh va dién tich dinh B3 sau d6 chia cho chudn insulin
lispro. Péi v6i phan tich SEC, m&i mu (50 pL) tich bang ct Sepax Zenix-C SEC-80,
7,8 x 300 mm, hat 3 um (catalog# 233080-7830) & 5°C va tbc d6 dong 1,0 mL/phut
v6i bude giai hip déng dong pha dong (0,1% TFA, 50% ACN) voéi thoi gian chay 25
phtt. Ty 18 phan trim polyme cao phan tir (%HMWP) dugc tinh todn bang cach lay
tich phan téng dién tich theo phan trim cua tit c cac dinh giai hdp truée dinh chinh.
Mot lo mdi ché phdm PP va QQ dugc dua vao diéu kién bét loi tich liiy khong thé
duoc léy mau do ¢6 su tao hat. TAt céa cac lo khac duoc thir nghiém, va moi két qua
déu ndm trong chuin chip nhan cta insulin lispro d6i véi ca hai hidu luc (95 — 105

U/mL) va HMWP (NMT 1,5%).
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D% bn dinh vat 1y duoc danh gi bing cach thir nghiém hinh thiic bé ngoai bang
mét thudng trong d6 cac mu dugc kiém tra bing mét thuong. Cac miu duge xép loai
1a dat néu trong sudt, khong mau, va gﬁn nhu khdng chira cac hat nhin tha?'ly duogc. Tht
c& cac mAu cua moi ché phdm déu dat trong thir nghiém hinh thirc bé ngoai bang mét
thudng & moi thoi diém trong didu kién di chimg va diéu kién bat loi vé nhiét do. Két
qua cua thir nghiém hinh thirc b& ngoai bing mit thudng trong didu kién bét loi tich

Ity duoc dua ra trong bang 22 sau day.

Béang 22.

Ché phdm |21 ngay (n=5) | 24 ngay (n=5) | 28 ngay (n=5) | 32 ngay (n=5)
S 100% Dat 100% Dat 100% Dat 100% Dat
T 100% Dat 100% Dat 80% Dat 100% Dat
U 100% Dat 100% Dbat 100% Dat 100% Dat
A% 100% Dat 100% Dat 100% Dat 100% Dat
X 100% Dat 100% Dat 100% DPat 100% Dat
Y 100% Dat 100% DPat 100% Dat 100% Dat
Z 100% Dat 100% Dat 100% Dat 100% Dat

AA 100% Dat 100% Dat 100% Dat 100% Dat
BB 100% Dat 100% Dat 100% Dat 100% Dat
CcC 100% Dat 100% Dat 100% Dat 100% Dat
DD 100% Dat 100% Dat 100% Dat 100% Dbat
EE 100% Dat 100% Dat 40% Dbat 0% Dbat
FF 100% Dat 100% Dat 100% Dat 0% Dat
GG 100% Dat 80% Dat 0% Dat 0% Dbat
HH 100% Dat 100% Dat 0% DPat 0% Dat
II 100% Dat 100% Dat 0% Dat 0% Dat
JJ 100% Dat 100% Dat 0% bat 0% bat
KK 100% Dat 100% Dat 0% Dat 0% DPat
LL 60% Dat 60% Dat 40% Pat 0% bat
MM 100% Dat 100% Dat 100% Dat 20% Dat
NN 100% Dat 100% Dat 100% Dat 80% Dat
00 100% Dat 100% Dat 100% Dat 100% Dat
PP 20% Dat 0% Dat 0% Dat 0% Dbat
QQ 80% Dat 80% Dat 20% Dat 0% Dat
RR 100% Dat 100% Dat 100% Dat 0% Dat
SS 100% Dat 100% DPat 100% Dat 0% DPat

Tét ca cac lo ché phidm U, V, X, Y, Z, AA, BB, CC DD va OO dat trong thu

nghiém didu kién bat loi tich liiy cho dén ngay 32 clia md phong viée sir dung ctia
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bénh nhan. T4t ca céc lo ché phdm FF, MM, NN, RR va SS dat trong thi nghiém diéu
kién bét loi tich 1ity cho dén ngay 28. T4t ca cac lo ché pham EE, HH, II, JJ va KK dat
cho dén ngay 24. Tét ca cac lo ché phim GG dat cho dén ngay 21.

Cac thtr nghiém dugc md ta trén day cung cb ring cac ché phdm nay 6n dinh vé
mat hoa hoc va vat ly trong didu kién bao quan trong tu lanh va didu kién bat loi vé
nhiét do, va cac ché phém nhét dinh theo sang ché du én dinh dé str dung trong thuong
mai ngay ca khi md phong trong thir nghiém dung trong 32 ngay.

Trinh tu

Chudi A insulin ngudi

Gly Ile Val Glu Gln Cys Cys Thr Ser Ile Cys Ser Leu Tyr Gln Leu Glu Asn Tyr Cys
Asn (SEQ ID NO: 1).

Chudi B insulin ngudi
Phe Val Asn Gln His Leu Cys Gly Ser His Leu Val Glu Ala Leu Tyr Leu Val Cys Gly
Glu Arg Gly Phe Phe Tyr Thr Pro Lys Thr (SEQ ID NO: 2).

Chudi B insulin lispro
Phe Val Asn Gln His Leu Cys Gly Ser His Leu Val Glu Ala Leu Tyr Leu Val Cys Gly
Glu Arg Gly Phe Phe Tyr Thr Lys Pro Thr (SEQ ID NO: 3).

Chudi B insulin aspart
Phe Val Asn Gln His Leu Cys Gly Ser His Leu Val Glu Ala Leu Tyr Leu Val Cys Gly
Glu Arg Gly Phe Phe Tyr Thr Asp Lys Thr (SEQ ID NO: 4).

Chudi B insulin glulisine

Phe Val Lys Gln His Leu Cys Gly Ser His Leu Val Glu Ala Leu Tyr Leu Val Cys Gly
Glu Arg Gly Phe Phe Tyr Thr Pro Glu Thr (SEQ ID NO: 5).
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YEU CAU BAO HQ
1. Dugc pham chira:
a. insulin;
b. xitrat, v6i ndng do tir khoang 5 dén khoang 25 mM;
treprostinil, v6i ndng d6 tir khoang 0,04 dén khoang 20 pg/mL;

B

k&m, v4i ndng do du dé tao ra it nhat 2 ion k&m trén sdu phéan tir insulin;

chat bdo quan; va

4

f. mdt hodc nhiéu chat 6n dinh bd sung dugc chon tir nhom gom céc hop chét
chira magie va natri clorua;

va ¢6 do pH khoang 7,0 dén khoang 7,8 & nhiét do trong phong.

2. Duoc phém theo didm 1, trong d6 ndng dd kém la tir khoang 0,2 dén khoang 2
mM.

3. Duoc phém theo diém 1 hoic 2, trong d6 né)ng d6 k&m la tir khoang 0,2 dén khoang
1 mM.

4. Dugc phim theo diém bét ky trong sb cac didm tir 1 dén 3, trong d6 ndng d6 kém
14 tir khoang 0,6 dén khoang 0,8 mM.

5. Duoc phém theo diém bt ky trong s6 cac diém tir 1 dén 4, trong d6 mot hodc nhiéu

chit dn dinh b sung bao gdm hop chét chira magie.

6. Duoc phém theo diém 5, trong d6 hop chét chua magie c6 mat véi néng do tao ra

ty 1€ mol magie so vdi xitrat tir khodng 1:2 dén khoang 1:10.

7. Dugc phédm theo diém 6, trong d6 ty 1& mol magie so véi xitrat Ia tir khoang 1:3

dén khoang 1:5.
8. Duoc phim theo diém 6 hodc 7, trong d6 hop chét chra magie 12 magie clorua.

9. Dugc phim theo diém bit ky trong s§ cac diém tir 1 dén 8, trong d6 ndng do

insulin 12 tir khoang 100 dén khoang 300 U/mL.

10.Duoc phim theo diém bét ky trong s céac diém tr 1 dén 9, trong d6 ndng dd
insulin khoang 100 U/mL hodc khoang 200 U/mL.

11.Dugc phim theo diém bat ky trong s§ cac diém tir 1 d&én 10, trong d6 insulin 1a

insulin lispro.

-49-



33638

12.Dugc phédm theo diém bét ky trong s6 cac diém tir 1 dén 11, trong d6 ndng do xitrat
1a tir khoang 10 dén khoang 25 mM.

13.Duoc phdm theo diém bét ky trong s6 cac diém tir 1 dén 12, trong d6 ndng dod

treprostinil 13 tir khoang 0,04 dén khoang 10 pg/mL.

14.Dugc phim theo diém bat ky trong sb cac diém tir 1 dén 13, trong d6 nong do
treprostinil 13 tir khoang 0,5 dén khoang 2 pug/mL.

15.Duoc phdm theo diém bt k¥ trong sb céc diém tir 1 dén 14, trong d6 chét bio quan

14 m-cresol.

16.Duoc phim theo diém 15, trong d6 ndng dd m-cresol 1a tir khoang 2,5 dén khoang
3,8 mg/mL.

17.Dugc phim theo diém bat ky trong s6 cac diém tir 1 dén 16, trong d6 mdt hozic

nhiéu chat 6n dinh b6 sung bao gdbm natri clorua.

18.Duoc phdm theo diém 17, trong d6 natri clorua c6 mat véi ndéng do tir khoang 1

dén khoang 50 mM.

19.Dugc phim theo diém bat ky trong sb cac diém tir 1 dén 18, trong d6 tdng ndng do

clorua 1 tir khoang 10 dén khoang 50 mM.

20.Duoc phim theo diém bét k¥ trong s céc diém tir 1 dén 19, trong d6 duoc phdm

nay con chira thém chét chét tao truong luc.
21.Duoc phim theo diém 20, trong d6 chét tao truong luc 14 glyxerol.

22.Duoc phdm theo diém 21, trong d6 ndng dd glyxerol 12 tir khoang 1 dén khoang 15
mg/mL.
23.Dugc pham chira:
a. insulin lispro, véi ndng d tir khoang 100 dén khoang 200 U/mL;
b. xitrat, v6i ndng do tir khoang 5 dén khoang 25 mM,;
c. treprostinil, véi ndng do tir khoang 0,5 dén khoang 2 pg/mL; va

d. k&m, véindng d6 tir khoang 0,2 mM dén khoang 2 mM.

24.Duoc phim theo diém 23, trong d6 ndng do xitrat 14 tir khoang 15 dén khoang 25
mM.
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25.Duoc phim theo didm 23 hodc 24, trong d6 ndng d6 kém 14 tir khoang 0,6 dén
khoang 0,9 mM.

26.Duoc phim theo diém bit ky trong $6 céac diém tir 23 dén 25, trong d6 dwoc phim
nay con chira thém hop chit chira magie, véi ndng do tao ra ty 1é mol magie so véi

xitrat tir khoang 1:3 dén khoang 1:5.

27.Dugc phim theo diém bét ky trong s6 céc diém tir 1 dén 26, trong d6 dugc phim
nay c6 do pH khoang 7.4.

28.Dugc phim theo diém 23, trong do:

a. insulin lispro c6 ndng d6 khoang 100 U/mL;
b. xitrat c6 ndng d6 khoang 15 mM;
c. treprostinil c6 ndng d6 khoang 1 ug/mL; va
d. k&m c6 ndng dd khoang 0,6 mM;
va duoc phdm nay con chira thém:
e. magie clorua v6i ndng do khoang 5 mM;
f. m-cresol, voi ndng d6 khoang 3,15 mg/mL;
g. glyxerol, v6i ndng do khoang 12 mg/mL;
va c¢6 d0 pH khoang 7.4.
29.Duoc pham theo diém 23, trong dé:
a. insulin lispro c6 ndng d6 khoang 200 U/mL;
b. xitrat c6 ndng dd khoang 15 mM;
treprostinil c6 ndng dd khoang 1 pg/mL; va
d. k&m c6 ndng dd khoang 0,8 mM;

°

va dugc phim nay con chira thém:
e. magie clorua v6i ndng do khoang 5 mM;
f. m-cresol, voi néng do khoang 3,15 mg/mL; va
g. glyxerol, véi ndng d6 khoang 12 mg/mL;
va c6 do pH khoang 7.4.

30. Duogc pham chua:

a. insulin;

b. xitrat, v6i ndng dd tir khoang 5 dén khoang 25 mM;
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c. treprostinil, véi ndng d6 tir khoang 0,04 dén khoang 20 pg/mL;

d. chit bao quan;

e. chit 6n dinh chira k&m, v6i ndng do du dé tao ra it nhét 2 ion k&m trén séu

phan tr insulin;
va ¢6 do pH tir khoang 7,0 d&n khoang 7,8 & nhiét do trong phong.
31.Vat phim san xuit chira dugc phdm theo diém bt ky trong sb cac diém tir 1 dén
30.

32.Vat phim san xuét theo diém 31, trong d6 vat phim nay 1 lo ding nhiéu lan.
33.V4at phim san xut theo diém 31, trong d6 vat phim nay 14 6ng dung nhiéu lan.
34.Vat phim san xuit theo diém 31, trong d6 vat phdm nay 14 bat tiém tai st dung

duoc.

35.Vat phdm san xuét theo diém 31, trong d6 vt phdm ndy la dung cu dang but dung

mot lan.

36.Vat phim san xuét theo diém 31, trong d6 vat phdm nay 12 dung cu bom dé truyén

insulin lién tuc dudi da.

37.V4t phdm san xuét theo diém 31, trong d6 vt phdm nay 13 hé nap déy cho vat

chira dung trong dung cy bom dé truyén insulin lién tuc duéi da.
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<213> Nguoi hién dai

<400> 1

Gly Ile Val Glu Gln Cys Cys Thr Ser Ile Cys Ser Leu Tyr Gln Leu
1 5 10 15

Glu Asn Tyr Cys Asn
20

<210> 2

<211> 30

<212> PRT

<213> Nguoi hién dai

<400> 2
Phe Val Asn Gln His Leu Cys Gly Ser His Leu Val Glu Ala Leu Tyr

1 5 10 15

Leu Val Cys Gly Glu Arg Gly Phe Phe Tyr Thr Pro Lys Thr
20 25 30

<210> 3
<211> 30
<212> PRT

<213> Trinh tuy nhén tao

<220>
<223> Ciu tric tdng hop

<400> 3

Phe Val Asn Gln His Leu Cys Gly Ser His Leu Val Glu Ala Leu Tyr
1 5 10 15
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Leu Val Cys Gly Glu Arg Gly Phe Phe Tyr Thr Lys Pro Thr
20 25 30

<210> 4
<211> 30
<212> PRT

<213> Trinh tyu nhin tao

<220>
<223> Ciu trac tdng hop

<400> 4
Phe Val Asn Gln His Leu Cys Gly Ser His Leu Val Glu Ala Leu Tyr

1 5 10 15

Leu Val Cys Gly Glu Arg Gly Phe Phe Tyr Thr Asp Lys Thr
20 25 30

<210> 5
<211> 30
<212> PRT

<213> Trinh tu nhin tao

<220>
<223> Ciu tric téng hop

<400> 5
Phe Val Lys Gln His Leu Cys Gly Ser His Leu Val Glu Ala Leu Tyr

1 5 10 15

Leu Val Cys Gly Glu Arg Gly Phe Phe Tyr Thr Pro Glu Thr
20 25 30





