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Linh vue ky thuit dwoc dé cip

Séng ché dé cap dén dugc phim chira insulin dé tiém ngoai dudng tiéu hoa dé
chéng lai su léch lac vé glucoza mau trong bita &n va sau bita &n. Dugc pham nay chira
insulin va hop chit polyphosphat, va c¢6 su hép thu insulin tir cac vi tri tiém nhanh hon
S0 Vi cac ché phém insulin thuong mai hién c6. Dugc phém nay hfru ich dé tao ra

nhanh chong hoat tinh insulin khi insulin 1a can thiét, vi du, khi thtrc an duoc tiéu hoa.

Tinh trang k§ thuit cia sang ché

Bénh dai thao duong 14 réi loan man tinh dugc dic trung bdi ching tang glucoza
huyét do thiéu hut sy tiét insulin, hoat tinh insulin, hodc c& hai. Bénh dai thao duong
typ 1 dugc ddc trung boi kha nang tiét insulin rat thap hodc khong c6 kha nang tiét
insulin, va bénh nhan méc bénh dai thao duong typ 1 can co insulin dé séng duoc. O
bénh dai thdo duong typ 2, céc tac dung két hop cia su suy giam tiét insulin va tinh
khang insulin dan dén murc glucoza mau tang. O it nhat mdt phan ba s bénh nhan mic
bénh déi thao duong typ 2, bénh tién trién dén yéu cdu tuyét dbi can didu tri bang insulin.

Profin hoat tinh theo thoi gian cua insulin 1a quan trong dé kiém soat murc glucoza
méu sau bita an. O céc cd thé khoe manh, tuyén tuy tiét ra nhidu insulin dé dap ung voi
thirc an duoc hip thu, diéu nay dan dén muc insulin méu tang trong vai phit. O céc cd
thé mic bénh dai thao duong typ 1 va & cac ca thé nhit dinh mac bénh dai thdo duong
typ 2, insulin can phai dugc dung. Tuy nhién, insulin dugc dung di vao méau chdm hon
so voi insulin duoc tiét ndi sinh, va sy khoi dAu chim c6 thé dan dén ching tang glucoza
huyét trong giai doan sém sau bita an. Thdi gian tic dung qué dai co thé dan dén insulin
thira gilta cac bita an, didu nay gdy ra chung giam glucoza huyét muon sau bita in
va’hodc chung tang can.

D3 ¢6 nhitng nd luc trude diy dé thac diy tac dung theo thoi gian cia céc séan
pham insulin. Cac chét tuong tu insulin “tic dung nhanh” c6 bén trén thi trudng tir
nhiing ndm 1990 va dau nhitng nam 2000. Tham chi dugc goi 1a cac chit twong tu
insulin “tdc dung nhanh”, nhu insulin lispro (HUMALOG®), insulin aspart
(NOVOLOG®) va insulin glulisin (APIDRA®), nhung ndng do insulin tudn hoan 16n
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nhét khong dat duoc cho dén 50-90 phit sau khi tiém. Pidu nay khong di nhanh dé phu
hop véi profin hap thu hydrat cacbon.

Nghién ctu da duoc thuc hién gan day hon trong nd luc phét trién san pham c6
profin tac dung theo thoi gian nhanh hon so vdi cdc san pham néu trén. Vi du,
US2014/0378383 boc 16 ché phdm insulin chira td hop gdm hop chét anion duge thé
céu thanh tir khung sacarit dugc tao ra tur 1 dén 8 don vi sacarit hexoza c6 cac nhém
chue cacboxyl dugc thé mot phan v6i hop chat polyanion, va tuyén b rang t6 hop nay
lam cho ¢6 kha nang thuc ddy insulin di vao trong mau. Tuong tu, US2015/0231160
boc 16 ché pham insulin chtra td hop goém oligosacarit va hop chét polyanion, va tuyén
b6 rang to hop nay cho phép su gidm dang ké vé thoi gian dé bat dau tac dung cla ché
pham chtra chét tuong tu insulin tac dung nhanh. Mdi tai liéu ndy md ta mot day céc
hop chit polyanion, bao gbm axit polyphosphoric nhu triphosphat, nhung khong co ché
pham dugc md td ma chua triphosphat nhung ciing khong chtra hop chat anion dugc
thé, nhu thuat ngt do duogc st dung trong US2014/0378373, hodc oligosacarit, nhu
duoc md ta trong US2015/0231160, va khong c6 dit lidu duge cung cip vé dugc dong
hoc hoac dugc luc hoc cua cac ché phém chtra triphosphat hodc axit polyphosphoric
khac bat ky. US2014357554 va US2015273022 mo ta céac ché phdm dugc cho 1a co su
khoi dau tac dung insulin nhanh ma chta EDTA, xitrat, va cac hop chat chira magie,
mdt vi du vé& hop chét nay la magie pyrophosphat. Hop chat magie duoc cho la lam
giam dén muc toi thiéu su kich tng & vi tri tiém “nhung khong lam thay d6i tde do hép
thu duéi da,” va khong c6 dit liéu vé cac ché phdm chira magie pyrophosphat dugc md
ta.

Van ¢6 nhu cdu vé cac ché phdm chura insulin, dugc du dinh dé str dung vio gio
an, ma cé su hép thu insulin nhanh hon tir vi tri ti€ém va su khoi d4u tac dung nhanh hon

s0 vGi cac san pham insulin thuong mai hién co.

Ban chat ky thuit ciia sang ché

Sang ché nham dap ting cdc nhu cdu nay bang cach dé xuat cac ché pham chira
insulin duoc dung ma c6 sy hip thu insulin vao trong méu nhanh hon va sy khéi dau
tac dung nhanh hon so véi1 cdc san pham insulin thuong mai hién co.

Theo khia canh thir nhét ctia sang ché, sang ché @ xudt duoc phdm chira insulin

va hop chat polyphosphat dugc chon tir nhom bao gdm pyrophosphat, trimetaphosphat,

-3



34608

triphosphat, va tetraphosphat, voi diéu kién ché pham nay khong chira multime sacarit
hodac EDTA.

Theo céc phuong an nhat dinh, ndng do polyphosphat 1 tir khoang 5 dén khoang
50 mM. Theo cac phuong an nhit dinh, ndng do polyphosphat 1a khoang 10 dén khoang
30 mM. Theo cac phuong an nhat dinh, ndng dd polyphosphat 1a khoang 20 dén khoang
25 mM. Theo cac phuong an nhit dinh, ndng d6 polyphosphat dugc chon tr nhém bao
gdm 3, 10, 15, 20, 25 hodc 30 mM.

Theo céc phuong 4n nhét dinh, ché phdm nay con chita kém. Theo cac phuong
an nhét dinh, ndng do k&m 1 tir khoang 0,2 dén khoang 5 mM.

Theo céc phuong an nhat dinh, ché phdm nay con chira chét diéu chinh do truong.
Theo cac phuong 4n nhat dinh, chét diéu chinh do truong la glyxerol.

Theo cac phuong an nhét dinh, ché pham nay con chira mot hodc nhiéu chét bao
quan. Theo cac phuong an nhét dinh, mot hodc nhiéu chit bao quan dugc chon tir nhém
bao gdm phenol, meta-cresol, va rugu benzylic.

Theo cac phuong an nhat dinh, insulin duge chon tir nhém bao gbm insulin
ngudi, insulin lispro, insulin aspart va insulin glulisin. Theo cac phuong an nhét dinh,
ndng do insulin la tir khoang 40 dén khoang 500 IU/ml. Theo cac phuong 4n nhat dinh,
ndng do insulin 1a tir khoang 100 dén khoang 200 TU/ml.

Ban md ti ndy mé ta& phuong phap diéu tri bénh d4i thao dudng bao gdm viée
cho ngudi can diéu tri ding mot trong s6 cac ché pham duoc md ta trén ddy voi lidu co
hi¢u qua.

Theo mot khia canh khéc ciia sang ché, sang ché dé xuit mot trong sb cac ché
pham dugc mo ta trén day dé sir dung lam thudc.

Theo mot khia canh khac cua sang ché, sang ché dé xuit mot trong s6 cac ché
pham dugc mo ta trén day dé str dung trong viéc diéu tri bénh dai thao duong.

Theo mot khia canh khac clia sang ché, sang ché dé xut vat pham san xuat bao
gdm mot trong s6 cac ché phdm dugc mb ta trén day. Theo cdc phuong an nhét dinh,
vét pham san xuat 1a lo dung nhiéu l4n. Theo cac phuong 4n nhét dinh, vat pham san
xuét 1a but nap sin thude, dimg mot lan. Theo cac phuong 4n nhat dinh, vat pham san
xuét 1a but dung lai duge. Theo cdc phuong an nhét dinh, vat phAm san xuat 1a dung cu
tiém tu dong. Theo cdc phuong an nhét dinh, vat phdm san xuat 1a bom dé truyén insulin

lién tuc dudi da (continuous subcutaneous insulin infusion - CSII).
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M ta chi tiét sang ché

Khi dugc st dung trong ban mo ta nay, “multime sacarit” c6 nghia la hop chét
bat ky chua nhiéu hon mot don vi sacarit duogc gin két cung nhau, bao gbm, vi du, cic
hop chat anion dugc thé duoc mo ta trong US2014/0378383 va céc oligosacarit dugc
mo ta trong US2015/0231160.

Khi duogc st dung trong ban mo ta nay, thuat ngr “khong chira multime sacarit
hoic EDTA” ¢6 nghia 14 ché pham nay khong chtra multime sacarit hoac EDTA, hogc
chi chira mot luong khdng ddng ké cac multime sacarit hoac EDTA sao cho profin tac
dung theo thoi gian cia insulin khong bi anh hudng.

Khi dugc st dung trong ban md ta nay, “insulin” c6 nghia la insulin nguoi hodc
bién thé cAu truc, thé dot bién, hodc chét twong tu cda insulin ngudi ma c6 hoat tinh
chirc ndng cua insulin nguol. Cac chét tuong tu cua insulin ngudi bao gb6m, nhung
khong chi gi¢i han &, insulin lispro, insulin aspart, va insulin glulisin, hoac cac chét
tuong tu insulin “tac dung nhanh” khéc. Insulin dung trong cac san pham thuwong mai
¢6 thé dugc san xuét bang cach sir dung phuong phap ADN tai td hop hoac bang cach
tong hop hoa hoc. Céc phuong phép téi td hop la da duoc biét rd va rat duoc uu tién.
Phéan tr insulin nguoi (CAS No. 11061-68-0) bao g6m hai chudi axit amin, A va B, ma
trinh tu cta chung da duge biét rd. Cac chudi nay duoc nbi bang hai lién két disulfua:
CysA7-CysB7 va CysA20-CysB19. Chudi A c6 lién két disulfua noi chudi & CysA6-
CysAll.

Chudi A cta insulin nguoi 6 trinh ty axit amin nhu sau:

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

Chudi B ctia insulin ngudi ¢6 trinh ty 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).

Insulin lispro (CAS No. 133107-64-9), hoat chét thudc trong HUMALOG®, da
duoc thé hién 1a ¢6 hiéu luc twong duong voi insulin nguoi trén co s¢ mol nhung hiu
qua cua no sau khi tiém dudi da la nhanh hon va trong khoang thoi gian ngan hon so
v4i cua insulin nguoi hoa tan duogc tiém. Kiéu dong hoc nhit quéan véi Tmax va thoi
gian ban thai ngan hon va véi Cmax cao hon dugc quan sat thdy dbi véi insulin lispro

khi duoc so sanh véi insulin ngudi. Insulin lispro twong dwong vé mét sinh hoc voi
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insulin trong mot vai thir nghiém in vifro bao gdm gan két v6i thu thé insulin trong cac
té bao limphd dugc nudi cdy, nhau thai ngudi va gan nguoi, va sy van chuyén glucoza
trong té bao tao md. HUMALOG® chira m-cresol lam chét bao quan va chat lam on
dinh, chét diéu chinh d6 truong (glyxerin), chét dém (dinatri phosphat), chit 1am dén
dinh (kém oxit) va didu chinh do pH déi véi chat dan.

Phén t insulin lispro bao g6m chudi A cua insulin ngudi dugc lién két ngang
v6i chudi B cua insulin lispro, trinh tu axit amin cua né duge néu trong SEQ ID NO:3,
dudi 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).
M&ét don vi insulin lispro 1a tuong duwong véi 0,0347mg insulin lispro.

Insulin aspart (CAS No. 116094-23-6), hoat chét thudc trong NOVOLOG®, 1a
mot chit twong tu insulin khoi dAu nhanh khac. Céu truc cia né bao gdm chudi A cua
insulin nguo1 va chét tuong tu chudi B nhu dugc phan anh trong trinh ty 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).

Mot don vi cta insulin aspart twong Ung véi 6 nmol, twong tmg v6i 0,035 mg insulin
aspart khan khong chura mudi.

Insulin glulisin (CAS No. 207748-29-6), hoat chat thudc trong APIDRA®, la
mot chit tuong tu insulin khoi d4u nhanh khac nita. Phan tir insulin glulisin bao gom
chudi A cua insulin ngudi va chudi B bién ddi so véi insulin ngudi, nhu duge phan anh
trong trinh ty axit amin sau:

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).
Mot don vi cta insulin glulisin twong ung xép xi v6i 0,0349 mg insulin glulisin.

Céc ché pham theo sing ché c6 cac nong do insulin nam trong khoang tur 0,24
dén 3 mM (40 - 500 IU/ml; 1,4 mg/ml — 17,5 mg/ml). Cac ché phém theo sang ché co
kha nang co céc néng do cu thé 1a 40, 100, 200, 300, 400, va 500 IU/ml (1,4, 3.5, 7,
10,5, 14, va 17,5 mg/ml). Cac néng do dugce vu tién 1a 100 va 200 IU/ml.

Cac polyphosphat 1a cac anion vo co, da dién tich, da hoa tri céu thanh tir 2 nhom
phosphat hoac nhiéu hon duoc lién két cong hoa tri thong qua lién két P-O-P. Chung

duoc sur dung rong rai trong chit ty rira, thuc pham, m§ pham, va cdc tmg dung y sinh
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dudi dang céac chét tao chelat, chit dém, va chét lién két ngang, trong sb cac muc dich
sir dung khac. Mot s6 polyphosphat “néi chung duoc coi 1a an toan” bdi Cuc quan ly
Duogc pham va Thuc pham Hoa Ky dé st dung trong thuc phdm (generally regarded as
safe - “GRAS”), bao gém, vi du, cac chét duoc liét ké trong bang 1 dudi day.

Chét GRAS Cong thuc (rong | o AqNo, |21 CFR
luong phén tir)

Canxi pyrophosphat CapPp07 (254,1) 7790-76-3 | 182,8223
Kali pyrophosphat K4P07 (330,3) 7320-34-5 | Khong
Kali tripolyphosphat K5P307( (453,5) 13845-36-8 | Khong
Natri axit pyrophosphat NapHpPr07 (221,9) | 7758-16-9 | 182,1087
Natri pyrophosphat NayP07 (265.9) 7722-88-5 | 182,6760
Natri tetraphosphat NagP4013 (469.8) | 14986-84-6 | Khong
Natri trimetaphosphat Na3P309 (305,9) 7785-84-4 | Khong
Natri tripolyphosphat NasP3010 (367.9) | 7758-29-4 ig%izig

Bang 1. Cac vi du vé cac polyphosphat GRAS.

Triphosphat da dugc dung lam chét lién két ngang trong cac chét mang nano trén
co sO polyme, ddc biét la cac chit mang nano trén co s& chitosan, dé phéan phdi qua
miéng, mili, ngoai duong tiéu hoa, hodc qua da mot pham vi 16n cac trong tai quan trong
vé mat y hoc, nhu céac khang nguyén, duoc chét chong ung thu, vat lidu di truyén, va
protein, bao gém insulin. Kouchak, et al., “Effect of different molecular weights of
chitosan on preparation and characterization of insulin loaded nanoparticles by ion
gelation method,” 4 Internat’l J. Drug Dev. & Res. 271 (2012). Tuy nhién, khong gidng
sang ché nay, cac chét mang nhu vdy nham thuc day profin tac dung theo thdi gian cua
insulin dugc dung.

Cac polyphosphat duoc thé hién trong ban mo ta nay 1a hiru ich dé 1am tang toc
d6 hap thu insulin tir cdc vi tri tiém l1a pyrophosphat (diphosphat, [03-P-0-P-03]4,
P>0O7) va triphosphat ([03-P-0-(PO7)-0-P-03]-, P301¢). Hiéu qua trén su hép thu
insulin duogc tin tuong la duoc tao ra boi cac polyphosphat nay cling nhu
trimetaphosphat (P30g)~ va tetraphosphat (P401376). Hop chét polyphosphat cu thé
duoc st dung co thé & dang axit hodc cac dang mudi khac nhau, dic biét 1a cac mudi

kidm (vi du, natri va kali). Pyrophosphat, triphosphat, trimetaphosphat va tetraphosphat,
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va cac mudi khac nhau cua ching, dic biét 1a céac mubi kiém (vi du, natri va kali) va
kim loai kiém thd (vi du, canxi va magie) cta chung ¢6 thé duoc sir dung trong sang
ché. Trong s cac mudi nay, triphosphat va cac mubi cta no 1a duoc uu tién. Nong do
polyphosphat trong céac ché pham nam trong khoang tir S mM dén 50 mM, cu thé 1a S,
10, 15, 20, 25, 30, 35, 40 hodc S0 mM. Cac ché phdm nhat dinh c6 céc nong do
polyphosphat nam trong khoang tir 10 mM dén 30 mM. Cac ché phdm nhét dinh c6 cac
ndng do polyphosphat nam trong khoang tir 15 mM dén 25 mM.

Céc ché pham insulin thuong mai c6 khoang 2,4 nguyén tir kém trén séu phén tu
insulin (HUMULIN® R U-500), va mot 36 ché pham c6 khoang 3,0 nguyén tir k&m trén
sau phan tir insulin (HUMALOG®, NOVOLOG®). Céac phuong an nhét dinh theo sang
ché bao gém kém & ndng d6 du dé thu dugce khoang 2-4 nguyén tir k&m trén sdu phén
ttr insulin. Cac phuong an khac bao gom kém & ndng do lén dén khoang 5 mM. Theo
cac phuong an nhét dinh, ndng d6 kém nim trong khoang tir khoang 0,2 dén khoang 5
mM. Theo céc phuong an nhit dinh, ndng do kém nim trong khoang tir khoang 0,5 dén
khoang 2 mM. Theo céc phuong an nhit dinh, ndng do kém duge chon tir nhom bao
¢0m 0.2, 0,3, 0.4,0.5,0,6,0,7,0,8,0,9, 1, 1,3 va 2 mM.

Céac ché pham nay la vo trung khi dAu tién duoc san xuat. Khi duge cung cap
trong lo hodc 6ng dung nhiéu 1n, hop chat hodc hon hop céc hop chét bao quan khang
khuan ma tuong hop véi céc thanh phan khéc cta ché phdm thuong duge b6 sung vao
& muc do du dé dap tmg cic yéu cau bao quan khéang khuén ctia co quan quan ly va
trong duoc 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. Cac chét bao quan duoc uu tién 1a
cac axit aryl va cac hop chét phenol, hodc cac hdn hop cta cac hop chit nay. Céac chit
bao quan dugc st dung phd bién nhét trong cic san pham insulin 1a phenol, m-cresol,
va rugu benzylic. Cac nong do c6 hiéu qué co thé duoc xac dinh mot cach dé dang bang
cac phuong phap néu trén. Cac ché phdm thuong mai hién c6, vi du, 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).
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Do pH cua cac ché pham insulin theo sang ché thuong 1a tr 7,0 dén 7.8 va no
duoc didu chinh bang cach str dung céc axit va cac bazo thich hop vé mit sinh 1y, thuong
12 dung dich axit clohydric 10% va natri hydroxit 10%. B pH déi voi cac ché pham
insulin thuong mai thuong nim trong khoang tir 7,2 dén 7,6, v6i 7,4 0,1 1a do pH dich
pho bién.

Mong mudn lam gan phu hop do truong (tuc 14, nong do molal ddng tham ap)
ciia dich thé & vi trf tiém cang gan cang tt khi dung cac ché phdm do céc dung dich
khong gan dang trwong véi dich thé ¢ thé tao ra cam giac dau nhire khi duge dung. Do
d6, mong mudn rang cac ché pham gan dang truong voi dich thé & cac vi tri tiém. Néu
ndng do molal dong thim ap ctia ché pham khi khong c6 chét diéu chinh do truong la
dt nhé hon ndng do molal dong thidm 4p ctia mo (ddi voi méu, khoang 300 mOsmol/kg;
yéu cau ctia Duoc dién chau Au dbi véi nong do molal dong thdm ap 1a > 240
mOsm/kg), thi chit diéu chinh do truong néi chung can dugc bd sung vao dé lam tang
do truong cia ché pham dén khoang 300 mOsmol/kg. Céc chét diéu chinh do truong
dién hinh 1a glyxerol (glyxerin) va natri clorua. Luong chit didu chinh do truong can
bd sung dugc xac dinh mot cach dé dang béng cac k¥ thuat chuén. 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.

Céc ché pham theo sang ché thuong duoc dung dudi da, theo nhiéu lan tiém hang
ngay (multiple daily injection - MDI) tir but nap san thude, dung mot lan, but ¢6 thé tai
str dung, but tiém tu dong, lo dung nhiéu lan hoac bom dé CSIL

Céc phuong an bd sung theo sang ché bao gdm céc phuong phap duge mo ta
dudi day:

1. Duoc pham chtra insulin va hop chét polyphosphat dugc chon tir nhom bao
gdm pyrophosphat, triphosphat, trimetaphosphat va tetraphosphat.

2. Duoc pham theo phuong an bét ky trong sb cac phuong an néu trén, trong do
dugc pham nay khong chira multime sacarit hoac EDTA.

3. Duoc phdm theo phuwong én bét ky trong sb cac phuong an néu trén, trong do
hop chét polyphosphat 1a triphosphat.

4. Duoc pham theo phuong an bét ky trong sb céc phuong an néu trén, trong do

hop chit polyphosphat la pyrophosphat.
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5. Duoc pham theo phuong an bat ky trong s6 cac phuong an néu trén, trong do
nong do polyphosphat la tir khoang 5 dén khoang 50 mM.

6. Dugc pham theo phuong an bat ky trong s6 cac phuong an néu trén, trong do
ndng do polyphosphat la tir khoang 10 dén khoang 30 mM.

7. Duoc pham theo phuong 4n bat ky trong s6 cac phuong an néu trén, trong do
néng do polyphosphat dugc chon tir nhém bao gém 5,10, 15, 20, 25, 30, 35, 40 va 50
mM.

8. Duoc phidm theo phuong dn bét ky trong s6 cac phuong 4n néu trén, trong d6
duoc phidm nay con chira kém.

9. Duoc phdm theo phuong dn bat ky trong s6 cac phuong 4n néu trén, trong do
nong do kém la tir khoang 0,2 dén khoang 5 mM.

10. Duoc pham theo phuong dn bét ky trong s6 cac phuong an néu trén, trong do
nong do kém nim trong khoang tir khoang 0,5 dén khoang 2 mM.

11. Dugc pham theo phuong 4n bét ky trong sd cac phuong an néu trén, trong dé
néng do kém duoc chon tir nhom bao g6m 0,2,0,3,0,4,0,5,0,6,0,7,0,8,09,1, 1,3, 2
va 5 mM.

12. Dugc pham theo phuong én bét ky trong s6 cac phuong an néu trén, trong do
duoc phdm nay con chia chét diéu chinh do truong.

13. Dugc pham theo phuong an bat ky trong s6 cac phuong 4n néu trén, trong do
duoc phdm nay con chira chét diéu chinh do truong ma 1a glyxerol.

14. Dugc phdm theo phuong én bét ky trong s6 cac phuong 4n néu trén, trong do
duoc pham nay con chira mot hodc nhiéu chat bao quan.

15. Dugc pham theo phuong an bét ky trong s6 cac phuong 4n néu trén, trong do
mdt hodc nhidu chat bao quan duge chon tir nhom bao gdm phenol, meta-cresol, va
ruou benzylic.

16. Dugc pham theo phuong én bét ky trong s6 cac phuong 4n néu trén, trong do
insulin duoc chon tir nhém bao goém insulin ngudi, insulin lispro, insulin aspart va
insulin glulisin.

17. Dugc pham theo phuong an bét ky trong sb cac phuong 4n néu trén, trong do
ndng do insulin 1a tir khoang 40 dén khoang 500 IU/ml.

18. Dugc pham theo phuong 4n bat ky trong s6 cac phuong an néu trén, trong d6

ndng do insulin 1a tir khoang 100 dén khoang 200 IU/ml.
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19. Duoc pham theo phuwong én bat ky trong sd cac phuong 4n néu trén, dé su
dung lam thudc.

20. Dugc phim theo phuong 4n bat ky trong s6 cac phuong an néu trén, dé sir
dung trong viéc diéu tri bénh dai thao duong.

21. Dugc pham theo phuong 4n bét ky trong s6 cac phuong an néu trén, trong dé
duoc pham nay chtra hon hop g6m hai hoic nhiéu hop chét polyphosphat dugc chon tir
nhom bao gém pyrophosphat, triphosphat, trimetaphosphat va tetraphosphat.

22. V4t pham san xuat bao gbém dugc pham bat ky trong s6 cac duoc pham duoc
mo ta trén day.

23. Lo ding nhiéu lan chtra duge phdm bt ky trong s& cac duge pham dugc md
ta trén day.

24. Bt tiém dung lai dugc chtra duoc phém bét ky trong sb cac duogc phém dugc
mo ta trén day.

25. But tiém nap san thude, ding mot lAn chtra duoc phdm bét ky trong sé cac
dugc phém duoc mo ta trén day.

26. But tiém tu dong chira dugc phim bét ky trong sd cac duoc pham duge md
ta trén day.

27. Bom dé CSII chira dugc pham bét ky trong s6 cac duoc pham duge mo ta
trén day.

Ban md ta nay con md ta phuong phap diéu tri bénh dai thdo dudng bao gdm
viéc cho nguoi can diéu tri dung dugc pham theo phuong an bat ky trong s6 cac phuong

an néu trén véi licu c6 hi€u qua.

Vi du thye hién sang ché
Cac nghién citu dwge dong hoc (Pharmacokinetic - PK) va duwge lwe hoc
(Pharmacodynamic - PD)
Nghién ctru 1. 25 mM Pyrophosphat hodc 25 mM Triphosphat

Str dung mudi lam con lon Yucatan duc nho, da thién, méc bénh dai thdo duong
(do alloxan gdy ra) (tudi trung binh 17 thang tudi va can nang trung binh 40 kg) da duoc
lap trude cac cong tiép nhan vao mach mau. Cac con lon mac bénh dai thio duong duoc
nhdt mot cach riéng ré va duoc tiép can voi nude moi tuy thich & moi thoi diém. Ching

duoc cho an hai bita mdi ngay theo ché do &n nudi nhot S-9 va nhan insulin co ban duy
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tri thich hop va trong bira dn hai 14n mdi ngay dé quan ly tinh trang dai thdo duong cua
chung.

Céc vat pham thir nghiém (ché phdm A va B) dugc bao ché va dugc van chuyén
qua dém trong bao bi lanh dén dia diém nghién ctru. Chiing dugc bao quan lanh cho dén
thoi diém dung lidu va sau do, duoc dua trd lai ti lanh sau khi viéc ding lidu cho tat ca
cac con lon da hoan thanh. Trong giai doan dung lidu, cac vat phém thr nghiém duoc
gift trong hop cach ly khi khong duoc ldy ra. D6i chimg insulin HUMALOG® la tir lo

thuong mai.

Tén ché phim Thanh phén ché phim
3,5 mg/ml insulin lispro

7 mM natri phosphat

0,3 mM

3,15 mg/ml m-cresol

16 mg/ml glyxerin

pH 7,4

92 U/ml insulin lispro (3,2 mg/ml)
7 mM natri phosphat
insulin lispro + 25 | 0,3 mM kém

mM Pyrophosphat | 3,15 mg/ml m-cresol

(ché pham A) 6,33 mg/ml glyxerin

25 mM natri pyrophosphat
pH 7.4

94 U/ml insulin lispro (3,3 mg/ml)
7 mM natri phosphat
insulin lispro + 25 | 0,3 mM k&m

mM  Triphosphat | 3,15 mg/ml m-cresol

(ché phdm B) 4,49 mg/ml glyxerin

25 mM natri triphosphat
pH 7.4

Béng 2. C4c thanh phdn cta cac vat pham thir nghiém va déi chimg.

HUMALOG

Nghién ctru nay dugc thiét ké dudi dang thiét ké chéo ba céch. Thiét ké nay cho
phép mdi con lon riéng r& nhén mdi trong sb ba vat pham thir nghiém bang cach dung
liéu mot vat phdm thir nghiém vao mdi ngay nghién ciru (3 lan, mdi lan cach nhau 7
ngay). Vao ngay trude nghién ctu, cac con lon duge cho dn mét nua khiu phan hang
ngay cla ching va dugc nhén 0,2 U/kg Humalog Mix 75/25 Insulin ¢ lan ding duy tri
budi sang cua ching. Tét ca cac dong vat nghién ciru dugc cho nhin dn qua dém va
khong dugc nhén insulin budi tdi hodc bira an clia ching trudce khi ding thudc vao ngay

nghién ctru.
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Vao budi sang ctia nghién ctru, tht ca cac con lon duoc cot chat bang day va dugc
tiép nhan qua cic cong tiép nhan vao mach mau cta ching (duoc trang bi cho viée lay
mau mau) va dugc kiém tra vé tinh trang md. Cac dong vét dugc chia mot cach ngau
nhién vao cac nhom diéu tri (3 nhém n=5 mdi nhoém thu duge n=15 mdi diéu tri).

Sau khi hai mau mau co sé duoc thu lai (-30 va -20 phut), cac dong vat dugc dua
tr& vé chudng nhdt ctia ching va duge cho &n ché do an S-9 ~300 g. Hai muoi phut sau
khiﬂéIﬁénb&aénduqcﬁéuthuhoéntoaycécconlqnduqct@nnvétph&nthﬁnghﬁn1
dudi da vao bén suon (0 phut) bang bom tiém insulin Terumo (0,5 ml kim 1/2”). Vi¢c
dung lidu bao gdm mot l4n tiém 0,2 U/kg hoat tinh insulin. Tét ca cac dong vat nghién
cuu dugc tiép can tuy thich véi nude sach, mdi trong toan bo giai doan 1éy mau con lai.

Loat miu mau (2,0 ml mdi mau) duge thu lai tir mdi con lon tai cic thoi diém
nhu sau: -30, -20 (sau d6 cho dn ngay), 0 (ngay trudc khi dung liéu), 5, 10, 15, 30, 45,
60, 75, 90, 105, 120, 150, 180, 240, va 360 phut sau khi dung lidu dudi da. Cac mau
méu (thudc chéng dong: khong [huyét thanh]) duoc gitt ¢ nhiét dd méi trudng trong it
nhat 30 phut nhung khong qué 2 gio dé cho phép dong mau. Sau do, huyét thanh dugc
tach ra bang cach ly tim va dugc chia thanh hai phan phan udc va dugce bao quan dong
lanh & nhiét do xép xi -70°C.

Céac ndng do glucoza huyét thanh dugc xéc dinh bang cach st dung mdy phén
tkﬁlhéalénlséng(iobas0311tufd@ng(RocheIﬁagnosﬁcs,huﬁanapohs)l{aiconlqn
bi loai khéi nhom didu tri bing Humalog thu dugc n=13 dbi véi vat pham thir nghiém
d6. Mot con lon bi loai do khong déap tmg cac tiéu chuén d6i vai glucoza co sé 1a >200
mg/dl va con lgn kia khong tham gia do vAn d& mo cong. Cac ndng do glucoza huyét
thanh (mg/dl) sau khi diéu tri béng cac ché phém chtra insulin lispro (0,2 U/kg tai thoi

diém 0) duoc dua ra trong bang 3 dudi day.

Ché pham A Ché pham B
Humalog (n=15) (n=15)
(n=13) 25 mM 25 mM
pyrophosphat triphosphat
Thoi bo bo Do
: Trung . Trung . Trung A
gian | | b gy | 6h )y | eh
(phut) chuén chun chuan
-30 293 46 270 77 292 43
-20 297 47 293 40 299 46
0 322 52 304 48 306 45
5 325 45 312 52 309 48
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Ché pham A Ché pham B
Humalog (n=15) (n=15)
(n=13) 25 mM 25 mM
pyrophosphat triphosphat
Thm Trung ?Q Trung ?Q Trung ?Q
gian | | Meeh b | e by | leeh
(phut) chuan chuan chuan
10 313 51 245 48 238 50
15 285 60 201 47 189 53
30 216 80 133 56 108 56
45 165 80 99 63 70 51
60 131 87 70 45 52 54
75 104 80 57 39 44 52
90 83 70 44 35 35 42
105 68 62 40 33 34 36
120 58 52 37 34 35 38
150 49 43 38 38 38 27
180 48 40 47 48 4d 33
240 69 44 70 73 74 59
360 143 73 113 87 151 106

Bang 3. Cac nong do glucoza huyét thanh (mg/dl).

Céc ndng dd insulin huyét thanh dugc x4c dinh bang cach str dung thir nghiém
mién dich phong xa (radioimmunoassay - RIA) canh tranh. Trong RIA, ma do ca insulin
ndi sinh cua lgn va insulin ngoai sinh, insulin huyét thanh chiém chd 1251-insulin dé
génkétvdihmuhncﬁachu@thngkhéngchu@tcéng.Phﬁchqpkhéngthédugckétdm
&mgdﬁqmmnmghméHMmh@Gcmuwkmmgdm@hmgiﬁcgﬁﬂmn@Mqu@
trén va duéi cia RIA 1an luot 1a 5000 va 20 pM, trong huyét thanh duoc tach bang than
xr Iy bang nhiét. Phan tich dugc dong hoc khong chia ngén duge thue hién bang cach
s&dungPhomﬁxVVﬁﬁ«nﬂJn63.Cécuisédudigéihmndhﬁﬂuqngduéiduch@qﬁi
s6 12 20 pM dé tinh toén. Cac mau trén gi6i han dinh lugng trén dugc pha loang va dugc
phén tich lai hodc dugc bod qua. Nhu dd néu trén, mot con lon tir nhom diéu tri b?mg
HUMALOG khong tham gia vao nghién ctru do van dé mo cbng, thu duge n=14 aoi

vdi vat phém thir nghiém do.

Ché phim Tmax Cmax AUCoo CL/F
P (phut) (nM) (phat*nM) |(ml/phut/kg)
Trung
Humalog (n=14) binhtSE 61,1+11,1 | 1,30+£0,25 | 141£21,2 | 12,1£1,97
Trung vi 45,0 1,08 142 8,43
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Ché phim Tmax Cmax AUCow CL/F
P (phut) (M) | (phut*nM) [(ml/phit/kg)
Ché pham A (n=15) |, \TU8 | 323476 | 129£0,12 | 113£10,7 | 10,6+1,12
25 mM Pyrophosphat binh=5E
YIOPROSPRA Frnevi | 30,0 1,30 107 11,1
Ché pham B (n=15) | . .""18 | 14341,88 | 2,93£0,34 | 220+31,4 |6,88+0,764
25 mM Triphosphat binh::5E
Phosp Trungvi | 15,0 2,53 159 7,56

Bang 4. Dit lidu PK. Céc tir viét tit = Tmax — thdi gian ¢ ndng do 16n nhat, Cmax —
ndng do 16n nhat, AUCINF — dién tich dudi duong cong tir 0 dén vo cuc, CL/F — do
thanh thai/dd sinh kha dung.

Dit liéu PK/PD chimg to riang pyrophosphat hogc triphosphat thiic day tac dung
theo thoi gian va lam giam Tmax so v6i HUMALOG. Ché pham A véi pyrophosphat
¢6 Tmax ma nhanh hon ~47% so véi HUMALOG (nhanh hon ~33% theo Tmax trung
vi) va ¢6 Cmax trung binh so sanh dugc véi HUMALOG. Ché pham B véi triphosphat
¢6 Tmax trung binh nhanh hon ~77% so véi HUMALOG (nhanh hon ~67% theo Tmax
trung vi) va Cmax cao hon ~125% so v6i Humalog. Cac ché phdm chira 25 mM
pyrophosphat hodc 25 mM triphosphat tao ra Tmax nhanh hon va Cmax cao hon so voi
HUMALOG.

Nghién ciru 2. Anh hwéng ciia ndng dd triphosphat dén PK/PD

St dung muoi bdn con lon Yucatan duc nho, da thién, méc bénh dai thdo duong
(do Alloxan gdy ra) (tudi trung binh 14 théng tudi va can ning trung binh 35 kg) da
duoc lap trude cac cdng tiép nhan vao mach mau. Cac con lon mic bénh dai thao duong
duoc nhdt mot cach riéng ré va duge tiép cin v4i nude mai tuy thich & moi thoi diém.
Chung dugc cho an hai bita mdi ngay theo ché d6 an nu6i nhdt S-9 va nhan insulin co
ban duy tri thich hop va trong bita dn hai lAn mdi ngay dé quan ly tinh trang dai thao
duong cua chung.

Cac vat phém thir nghiém dugc bao ché va duoc van chuyén qua dém trong bao
bi lanh. Ching dugc bao quan lanh cho dén thoi diém dung liéu va sau do, dugc dua tro
lai tu lanh sau khi viéc dung lidu cho tAt ca cac con lon da hoan thanh. Trong giai doan
dung lidu, cic vat pham thir nghiém duoc gitt trong hop cach ly khi khong duoc lay ra.

Pébi ching HUMALOG la lo thuong mai.
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2 Thanh phin ché phim

3,5 mg/ml insulin lispro

7 mM natri phosphat, do pH 7,4
HUMALOG | 0,3 mM phén ta Zn

16 mg/ml glyxerin

3,15 mg/ml m-cresol

3,5 mg/ml insulin lispro

Ché pham C: | 7 mM natri phosphat

insulin lispro | 0,3 mM kém

+ 5 mM 13,70 mg/ml glyxerin

triphosphat 3,15 mg/ml m-cresol

5 mM natri triphosphat, d6 pH 7,4
3,5 mg/ml insulin lispro

Ché phim D: | 7 mM natri phosphat

insulin lispro | 0,3 mM kém

+ 10 mM 11,40 mg/ml glyxerin

triphosphat 3,15 mg/ml m-cresol

10 mM natri triphosphat, do pH 7,4
3,5 mg/ml insulin lispro

Ché pham E: | 7 mM natri phosphat

insulin lispro | 0,3 mM ké&m

+20 mM 6,79 mg/ml glyxerin

triphosphat 3,15 mg/ml m-cresol

20 mM natri triphosphat, do pH 7.4

Bang 5. Céc thanh phan clia cac vat pham thir nghiém va d6i ching.

Nghién ctru nay dugc thiét ké 1a thiét ké chéo bdn chiéu cho phép nay cho phép
mdi con lon riéng r& nhan mdi trong 50 ba vét pham thir nghiém va d6i chung bang cach
ding liéu mot vat pham thir nghiém vao mdi ngay nghién ctru (4 1an, mdi 1an cach nhau
7 ngay).

Vio ngay trude nghién ciru, cac con lon duge cho an mot nira khiu phén hing
ngay cia chiung va duge nhén 0,2 U/kg Humalog Mix 75/25 Insulin 6 lan dung duy tri
bubi sang ctia chiing. Tét ca cac dong vat nghién ctru dugce cho nhin dn qua dém va
khong dugc nhén insulin budi tdi hodc bira an cua chung trudce khi dung thudc vao ngay
nghién clru.

V4o budi sang ctia nghién ciru, tAt ca cac con lon duge cot chat bang day va dugc
tiép nhén qua cic cong tiép nhan vao mach mau cua chiing (dugc trang bi cho vige lay
mau mau) va duoc kiém tra vé tinh trang mé. Cac dong vat dugc chia mot cach ngau

nhién vao cac nhom diéu tri (4 nhém n=3-4 mdi nhém thu duge n=14 mdi diéu tri). Hai
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con lon khong bao gi¢ tham gia vao nghién ctru theo quan sat cua bac sy thi 'y ma khién
téng s6 n=14 bi giam xuéng con n=12 trudc céc loai trir khac bat ky. Mot con lgn bi
loai khoi nhom HUMALOG va hai con lon bi loai khoi nhom insulin lispro +
Triphosphat 10 mM vi khong déap ting céc ti€u chudn bao gdm, nho d6 1an luot thu duogc
n=11 va n=10 ddi v4i cdc nhém do.

Sau khi hai mau méu co sé duoc thu lai (-30 va -20 phut), cac dong vat dugc dua
tr& vé chudng nhdt ctia ching va duge cho dn ché d6 an S-9 ~300 g. Hai muoi phit sau
khi thé hién bira an dugc tiéu thu hoan toan, cac con lon dugc tiém vat pham thir nghiém
dudi da vao bén suon (0 phut) béng bom tiém insulin Terumo (0,5 ml, kim 1/27). Tt
ca cac dong vat nghién ctru duoc tiép can tuy thich vdi nudce sach, méi trong toan bd
giai doan ldy mau con lai.

Loat miu méu (2,0 ml mdi mau) duoc thu lai tir moi con lon tai cac thoi diém
nhu sau: -30, -20 (sau d6 cho dn ngay), 0 (ngay trudce khi dung lidu), 5, 10, 15, 30, 45,
60, 75, 90, 105, 120, 150, 180, 240, va 360 phut sau khi dung lidu dudi da. Cac mau
mau (thubc chdng dong: khong [huyét thanh]) dugc gilt ¢ nhiét dd moi trudng trong it
nhét 30 phut nhung khong qua 2 gio dé cho phép dong mau. Sau do, huyét thanh duoc
tach ra bang cach ly tim va dugc chia thanh hai phan phan udc va duge bao quan dong
lanh & nhiét do xap xi -70°C. Céc phan phan uéc duoc van chuyén trén da kho bang
dich vu vén chuyén vao ngay tiép theo.

Céc ndng do insulin huyét thanh dugc xéc dinh bang cach st dung thir nghiém
mién dich phéng xa (RIA) canh tranh, nhu dugc mo6 ta trén day. D liéu dugc phan tich
bing cach phan tich dugc dong hoc khong chia ngan str dung Phoenix WinNonLin 6.3,
nhu duoc md ta trén day. Cac ndng do glucoza huyét thanh duoc xéc dinh bang cach st
dung may phan tich hoa lam sang Cobas ¢311 tu dong (Roche Diagnostics, Indianapolis,
Indiana).

Céc két qua glucoza huyét thanh (mg/dl) dugc thé hién trong bang 6 dudi day.

Ché pham C | Ché pham D Ché pham E
insulin lispro + | insulin lispro + | insulin lispro +
HUMALOG 5 mM 10 mM 20 mM
triphosphat triphosphat triphosphat
Thoi Trung by Trung by Trung by Trung bo
gian . léch . 1&ch X lécb . léch
(phut) binh chuan binh chuan binh chuan binh chuéan
-30 287 63 266 49 283 43 285 34
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Ché pham C Ché pham D Ché pham E
insulin lispro + | insulin lispro + | insulin lispro +

HUMALOG 5 mM 10 mM 20 mM
triphosphat triphosphat triphosphat

w20 e | o8| Trung || Trng |
(phut) binh chuin binh chuin binh chuin binh chuin
-20 299 65 275 52 295 40 292 37
0 306 65 280 54 294 43 299 43
5 314 64 281 53 294 43 300 49

10 320 61 252 47 266 39 256 52
15 314 59 221 45 232 40 215 56
30 305 65 161 50 171 44 146 59
45 277 73 141 57 141 47 114 59
60 246 74 126 64 126 60 99 61

75 219 73 113 63 113 60 96 63
90 183 76 106 73 102 57 92 63
105 160 71 95 63 99 57 96 63
120 140 72 82 60 94 55 93 60
150 117 72 77 52 81 51 96 58
180 105 80 77 59 72 48 106 71

240 133 93 115 83 99 67 163 101
360 219 93 164 94 163 94 197 92

Bang 6. Cac két qua glucoza huyét thanh (mg/dl).

Céc thong s6 PK duédi dang ham cia ndng do triphosphat dugc thé hién trong bang 7

dudi day.

Ché pham Tmax Cmax AUCINF CL/F

P (phut) (nM) | (phat*nM) |(ml/phut/kg)
Humalog Trung binhl 5 ¢ 60| 089% 1 157412 1034089
- + SE 0,098

Trung vi 60 1,03 119 10,2

Ché pham C: Trung binh 1,05+
nsulinlispro+ 5 | +SE |20 F 1301 (g3 | 13225 [ 1L6=13
giﬁ ;‘pho‘gphat Trungvi | 37,5 112 120 9.97

Ché pham D: Trung binh

7+
insulin lispro + 10| = SE 28,0+£10,6(1,23+£0,15| 12729 | 12,0+ 1,5

mM triphosphat | .o vi | 15,0 121 98,6 12,2
N=10

Ché pham E: Trung binh

e 20| L5p | 129+25 |L67£0,14) 116213 | 118+ 1.2
;‘i/[l ;“phOSphat Trungvi | 10,0 1,84 109 11,0
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Bang 7. Dir liéu PK. Céc tu viét tat: Tmax — thoi gian & ndng dd insulin 16n nhat, Cmax
_ ndng do insulin 16n nhit, AUCIe — dién tich dudi dudng cong tir 0 dén vo cuc, CL/F
— d0 thanh thai/d¢ sinh kha dung

Triphosphat ¢ 5, 10, hodc 20 mM trong cac ché pham tuong tu nhu HUMALOG
thuc ddy téac dung theo thoi gian va lam giam Tmax va tang Cmax so voi HUMALOG®
va dung la theo cach phu thudc liéu.

Nghién ctru 3. Anh hwéng dén cac insulin thwong mai khac nhau

Str dung mudi 1lam con lgn Yucatan duc nho, da thién, méac bénh dai thao dudong
(do Alloxan gdy ra) da duoc lap trudc cic cdng tiép nhan vao mach mau dé nghién ciu
anh huong cua triphosphat dén profin tic dung theo thoi gian cta glucoza huyét thanh
va insulin huyét thanh cua céc insulin thuong mai khac nhau. Viéc nuoi nhét va ché do
dinh dudng cta cac con lon va viéc van chuyén va bao quan céc vat phém thtr nghiém
va dbi chung 1a nhu dugc md ta trén ddy trong céc nghién cttu 1 va 2.

Céc vat pham thir nghiém (céc ché phdm F, G va H trong bang dudi day) duoc
bao ché bang cach bd sung du triphosphat vao cac lo thuong mai la HUMULIN-R®,
NOVOLOG® va APIDRA® dé dat ndng d6 1a 20 mM triphosphat. Luu y ring cic nong
do ctia cac thanh phan khac dugc liét ké trong bang dudi ddy phan anh cac ndng do cla
cac thanh phén do trong cac lo thuong mai ctia cac san pham doé; cac ndng do chua duge

didu chinh dé tinh dén su pha loang nhe do viéc bd sung triphosphat.

Tén che

phém Thanh phan ché pham

3,5 mg/ml insulin lispro

7 mM natri phosphat, d6 pH 7,4
HUMALOG | 0,3 mM Zn

16 mg/ml glyxerin

3,15 mg/ml m-cresol

100 don vi/ml insulin aspart
19,6 mcg/ml kém

16 mg/ml glyxerin

Ché phém F:
NOVOLOG + 1,50 mg/ml phenol
1,72 mg/ml m-cresol
20 mM 1,25 mg/ml dinatri hyd
triphosphat > g/ml dinatr1 hydro

phosphat dehydrat
0,58 mg/ml natri clorua
20 mM natri triphosphat
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2 Thanh phén ché phim

100 don vi/ml insulin glulisin
Ché pham G: | 3,15 mg/ml m-cresol
APIDRA + 20 | 6 mg/ml trometamin,

mM 5 mg/ml natri clorua
triphosphat 0,01 mg/ml polysorbat 20

20 mM natri triphosphat

100 don vi/ml insulin

Ché pham H: 16 me/ml .
HUMULIN + mg/ml glyxerin

2,6 mg/ml m-cresol
20 mM 0,23 mM Zn
triphosphat ’

20 mM natri triphosphat

Bang 8. Cac thanh phan cia cac vat pham thir nghiém va doi chimg,

Nghién ctu nay la thiét ké chéo bén chiéu cho phép nay cho phép mdi con lon
riéng ré& nhan moi trong s§ ba vét pham thir nghiém va d6i chung bang cich dung liéu
mdt vt pham thir nghiém vao mdi ngay nghién ctru (4 1an, mdi 14n cach nhau 7 ngay).
Cac dong vat dugce chuin bi cho nghién ctru nhu duge mo ta trén day lién quan dén cac
nghién ctru 1 va 2.

Céc dong vat duge chia mot cach ngau nhién vao cac nhom diéu tri (4 nhom n=3-
4 mdi nhom thu duoc n=15 mdi diu tri). Mot con lon bi loai khéi nhém HUMULIN
R+ 20mM triphosphat va NOVOLOG+20 mM triphosphat do hong cong, thu duge
n=14 d6i v6i cac nhom diéu tri ¢6. Mot con lgn bi loai khoi nhom HUMALOG do hong
cbng va mot con lon bi loai khoi nhém HUMALOG vi khéng dap (g céc tiéu chuan
bao gdm, thu duogc n=13 d6i v6i nhom do.

Viéc thu cac mau méu co so, tiém vat pham thir nghiém, thu cic mau mau va
chuén bi, van chuyén va do cac mau mau va huyét thanh duoc thuc hién nhu dugc mo
ta trén day lién quan dén cac nghién ctru 1 va 2.

Céc ndng do glucoza huyét thanh dugc xéac dinh bang cach st dung médy phén
tich hoa 1am sang AU480 tu dong (Beckman Coulter). Cac két qua glucoza huyét thanh
(mg/dl) duoc thé hién trong bang 9 dudi dy.
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Ché pham F: Ché phdm G: Ché pham H:
HUMALOG HUMULIN + APIDRA + 20 NOVOLOG +
20 mM : . 20 mM
triphosphat mM triphosphat triphosphat
Thén Trung 1?6 Trung }?6 Trung EA)Q Trung ?6
gian | o= | deeh | i S| deeh | Tl 1ech | 1eeh
(phut) chuan chuan chuan chuan
-30 343 39 335 62 336 45 343 56
-20 360 38 356 64 350 45 355 58
0 372 43 368 61 366 42 367 48
5 386 37 371 63 378 39 373 51
10 362 39 315 64 307 37 296 50
15 348 39 274 65 276 45 255 50
30 274 65 209 73 201 63 177 56
45 239 82 187 85 169 76 139 59
60 190 90 184 101 143 76 118 67
75 173 82 185 110 130 79 113 76
90 150 77 175 115 114 67 105 82
105 136 67 164 118 104 64 103 84
120 129 68 164 124 102 68 102 82
150 116 67 145 123 94 68 94 78
180 111 73 134 122 91 65 92 71
240 131 80 120 108 107 65 103 74
360 174 101 116 111 149 86 149 88

Béang 9. Cac két qua glucoza huyét thanh (mg/dl).

Céac ndng do insulin huyét thanh duge x4c dinh bang cach st dung thr nghiém
mién dich phong xa (RIA) canh tranh, nhu dugce mo ta trén déy lién quan dén cac nghién
ctu 1 va 2. Dit liéu dugce phan tich béng cach phan tich dugc dong hoc khong chia ngén

st dung Phoenix WinNonLin. Céac thong s6 duoc dong hoc dudi dang ham cua noéng do

triphosphat duoc thé hién trong bang 10 dudi day.
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Ché pham Tmax Cmax AUCKNE CL/F
P (phtit) (M) | (phat*nM) | (ml/phut/kg)

HUMALOG Trufgsgmh 58,8+ 7,49 [1,12+0,176| 129 9,27 | 9,88 + 0,669
N=13 Trung vi 60 1,00 120 9,99
Ché pham F: Trung binh
TUMULIN 20 PP 22,5 29,55 | 145 £ 0,230| 173+ 14,6 | 7,48+ 0,527
;1241 f‘phOSphat Trungvi | 7,50 1,12 159 7,54
Ché pham G: Trung binh
o | p | 1774402 [1.65£0,196] 166 11,7 | 775 + 0,527
triphosphat N=15 Trung vi 10,0 1,52 153 7,85
Ché pham H: Trung binh N N
OVOLOG £ 20 PR 27,95 10,8 1,100,111 121+ 12,7 | 10,9+ 0,784
1@41 flph“phat Trungvi | 12,5 0,980 108 11,1

Bang 10. D@ liéu PK. Cac tir viét tat: Tmax — thoi gian ¢ ndng do insulin 16n nhit, Cmax
_ ndng d¢ insulin 16n nhit, AUCe — dién tich dudi duong cong tir 0 dén vo cuc, CL/F
— d0 thanh thai/d0 sinh kha dung.

Dit lieu PK/PD chimng té ring viéc st dung triphosphat trong céac ché phim
insulin thuong mai khac nhau thuc diy tac dung theo thoi gian va lam giam Tmax so
v6i HUMALOG ma khong chtta triphosphat. Tét ci cac ché pham chita 20 mM
triphosphat tao ra Tmax nhanh hon so v6i HUMALOG riéng ré€. Cac ché phim chira
APIDRA va HUMULIN véi 20 mM triphosphat tao ra Cmax cao hon so voi
HUMALOG riéng ré.

Nghién ctru I[Aim sang

Nghién ctru 1dm sang duogc thuc hién dé nghién cru anh hudéng duoc dong hoc
va duogc luc hoc cua cac ché pham theo sang ché. Nghién ctru nay duoc thiét ké dudi
dang nghién ctru chéo 5 giai doan dé so sanh cac anh hudng sau khi ding lidu duéi da
(subcutaneous - SC) 4 ché phdm chira cac ndng do triphosphat khac nhau véi insulin
lispro, so voi ché pham insulin lispro khong chura triphosphat. Céc vt pham thir nghiém
duoc bao ché bing cach bd sung céc du lugng triphosphat va magie clorua vao ché
pham thwong mai U200 1a insulin lispro dé dat duoc cac ndng do duoc chi ra trong bang

11 dudi day:
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Tén ché pham | Thanh phan ché pham
100 don vi/ml insulin lispro
7 mM natri phosphat
HUMALOG 0,3 mM Zn
16 mg/ml glyxerin
3,15 mg/ml m-cresol
Ché pham I + 10 mM triphosphat
Ché pham J +20 mM triphosphat
Ché pham K + 30 mM triphosphat
X 1R + 30 mM triphosphat
Ché pham L +7.5mM I\/Eg Clzp

Bang 11. Céac thanh phén ctia cac vat pham thtr nghiém va dbi chimg. Ngoai insulin
lispro, ché pham HUMALOG U-200 ma triphosphat va MgCla duoc b sung vao dé tao
ra cac vt pham thir nghiém con chtra 5 mg/ml trometamin, 16 mg/ml glyxerin, 3,15
mg/ml m-cresol va 0,046 mg/ml Zn*".

Cac dbi tuong khée manh duge tuyén chon va moi d6i trong duoc ngau nhién
hoa vao trinh tu didu tri, bao gom 15 liéu SC don vi don cua insulin lispro riéng ré va
15 lidu SC don vi insulin don ctia mdi trong s6 cac ché pham thir nghiém. Cén it nhat
la 3 ngay gilta cac lan dung lidu d6i vi mot dbi twong riéng.

Céac mau mau dugc léy & nhiéu thoi diém dé xac dinh cac néng do huyét thanh
cta insulin lispro theo thoi gian. Cac ndng do huyét thanh cta insulin lispro duge do
bang cach str dung phuong phap thir nghiém hép thu mién dich dugc lién két enzym da
duoc phé duyét dic hicu dbi v6i insulin lispro. Céc phén tich dugc dong hoc duge thuc
hién bang cach st dung cac phwong phap phén tich chuén khong chia ngan st dung
Phoenix® phién ban 7.0 (hodc cao hon) va phan mém S-PLUS® (phién ban 8.2). Céc
ndng do insulin lispro huyét thanh tu do dugc st dung dé tinh toan céac thong s6 duogc

dong hoc. Céc két qua dugc thé hién trong bang 12 dudi day.
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Ty 1¢ thit nghi¢m:doi
chiéu
Diéu tri Trung binh LS | (95% CI)
Humalog 1,78
‘ Ché pham I 0,12 0,07 (0,04, 0,10)
Z}l}‘m t")"”‘“ Ché pham J 0,10 0,05 (0,04, 0,08)
Ché pham K 0,09 0,05 (0,03, 0,07)
Ché pham L 0,08 0,04 (0,03, 0,07)
Humalog 19,06
50% Trmax Ché pham I 6,04 0,32 (0,26, 0,38)
sém Ché phdm J 5,04 0,26 (0,23, 0,31)
(phut) Ché pham K 4,73 0,25 (0,21, 030)
Ché phdm L 4,58 0,24 (0,20, 0,29)
Humalog 19,87
Ché pham I 136,98 6,89 (5,44, 8,74)
gﬁﬁ;‘i‘;@ Ché phafun J 155,78 7,84 (6,19, 9,93)
Ché pham K 156,21 7,86 (6,21, 9,96)
Ché pham L 157,25 7,92 (6,27, 10,00)
Humalog 120,07
Ché pham I 371,42 3,09 (2,63, 3,64)
éii‘ﬁ,;i);’l‘j;” Ché phé}m J 393,84 3,28 (2,79, 3,86)
Ché pham K 397,06 3,31(2,81, 3,89)
Ché phadm L 393,79 3,28 (2,79, 3,85)
Humalog 168,28
50% timax Ché pham I 86,10 0,51 (0,45, 0,58)
mudn Ché pham J 82,10 0,49 (0,42, 0,57)
(phut) Ché phdm K 80,80 0,48 (0,44, 0,52)
Ché phdm L 84,52 0,50 (0,45, 0,56)

Bang 12. Dit lidu PK. Céc tir viét tit: LS — binh phuong tdi thiéu, CI — khoang tin cdy,
Tiensi i — thori gian dén khoi dau ciia sy xudt hién insulin, 50% Tmaxs6m — thoi gian dén
mot ntra ndng do dugc chét 16n nhit sém, AUC0-15phay — dién tich dudi dudng cong tir
thoi diém 0 dén 15 phit, AUC(o-30pma0 — dién tich dudi duong cong tir thoi diém 0 dén
30 phut, 50% tmax mudn — thoi gian dén mot nira néng do duoc chat 16m nhéat muon. Tri
s& P ddi voi tat ca cac vat pham thir nghiém so véi ddi chimg Humalog <0,0001.

Céc két qua thé hién céc ché pham chira triphosphat c6 cac thong s6 duoc dong

hoc duoc thic day so véi d6i ching khong chira triphosphat.
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Ngoai ra, kep glucoza dang dudong huyét 5 gio duge thuc hién trong moi giai
doan dé cho phép danh gia dép tng luc hoc glucoza véi mdi diéu tri. Trong dénh gia
nay, tdc do truyén glucoza (glucose infusion rate - GIR) theo thoi gian dugc sur dung
lam thudc do anh hudng cia insulin. Ham lam tron d6 thi phén tan trong sb cuc bd
(locally weighted scatterplot smoothing - LOESS) dugc &p dung d6i véi tt ca cac profin
GIR theo thoi gian riéng trong mdi nhom va/hodc giai doan diéu tri bang cach str dung
phin mém S-PLUS phién ban 8.2. D liéu duoc khép déi v6i mdi dbi twong duoc st
dung dé tinh toan cac thong s6 luc hoc glucoza.

Viéc phén tich dir liéu cho thiy céc ché pham chira triphosphat c6 cac thong 50
duoc luc hoc dugc cai thién so voi d6i chung khong chira triphosphat. Cac nghién ctru
duoc md ta trén day chung to rang viéc bd sung cac lugng nho cac polyphosphat nhat
dinh nhu pyrophosphat hodc triphosphat vao cac ché pham insulin ¢6 thé tao ra Tmax

sém hon va Cmax cao hon trong profin duge dong hoc cua insulin.
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Cac trinh tu

Chudi A cua insulin nguoi

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

Chudi B cta insulin nguoi
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 cta 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 cua 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 cta insulin glulisin

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 HO

. Duogc phdm chira insulin va triphosphat, trong d6 ndng do triphosphat 1a tir khoang

10 dén khoang 30 mM, véi didu kién dugc phdm nay khong chtra hop chét anion
duoc thé c6 cdu tric khong phai sacarit, multime sacarit hoac EDTA.

Duoc pham theo diém 1, trong d6 nong dd triphosphat 12 tir khoang 20 dén khoang
25 mM.

Duoc pham theo diém 1, trong d6 ndng do triphosphat 1a khoang 20 mM.

Duoc phim theo diém 1, trong d6 dugc phdm nay con chira k&m.

Dugc phim theo diém 4, trong d6 ndng do kém la tir khoang 0,2 dén khoang 5 mM.
Dugc phdm theo diém 1, trong d6 dugc pham nay con chua chét diéu chinh do

truong.

. Duogc pham theo diém 6, trong d6 chat diéu chinh do truong la glyxerol.

Duoc pham theo diém 1, trong d6 dugc pham nay con chira mot hodc nhiéu chit bao
quan.

Duoc phérn theo diém 8, trong d6 mot hodc nhiéu chét bao quan dugc chon tir nhom
bao gdm phenol, meta-cresol, va ruou benzylic.

Duoc pham theo diém 1, trong d6 insulin dugc chon tir nhém bao gbm insulin ngudi,
insulin lispro, insulin aspart va insulin glulisin.

Duoc pham theo diém 1, trong d6 ndng do insulin 1a tir khoang 40 dén khoang 500
[U/ml.

Duogc phim theo diém 11, trong d6 ndng do insulin 1a tir khoang 100 dén khoang
200 IU/ml.

Vat phim san xuat bao gdm dugc phim theo diém 1, trong d6 vat pham san Xuét
nay dugc chon tr nhom bao gé)m lo dung nhiéu 14n, but tiém dung lai duoc, but nap
sin thude, dung mot lan, dung cu tiém tu dong hodc bom dé truyén insulin lién tuc

dudi da (continuous subcutaneous insulin infusion - CSII).
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<210> 1
<211> 21
<212> PRT

<213> Homo sapiens
<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> Homo sapiens
<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 ty nhén tao

<220>
<223> chu truc tdéng 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 tu nhé&n tao

<220>
<223> ciu truc téng 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 ty nhén tao

<220>
<223> c&u truc tdéng 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
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