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Linh vue ki thuat dwoc dé cap

Sang ché dé cap dén cac chat twong tu insulin & nguoi, duge pham chira cac dan
xuat insulin nay, va vi€c sir dung cdc chat tuong tu nay dé di€u tri hodc ngin ngira cic

tinh trang y té lién quan dén tiéu duong.
Tinh trang k§ thuit ciia sang ché

Liéu phép insulin dé diéu trj bénh tiéu dudong da dugc st dung trong vai thap
ky. Mot trong nhitng cai tién quan trong trong liéu phap insulin 13 su ra doi ctia cac chat

tuong tu insulin tdc dung nhanh.

Insulin c6 dic tinh tu lién két va néng d6 cua n6 dai dién cho mot yéu t6 chinh
cua qua trinh ty lién Két. O néng do cao, dac biét 1a trong duoc phém, insulin s& tu lién
két thanh céc clu tric phén tr dime, hexame, dodecame hodc cao hon. Tuy nhién, dang
hoat dong sinh ly cua insulin 1a dang monome, lién két vi thy thé insulin va gdy ra phan
ung sinh hoc. D6 1a mot thach thire dé gidm su tu lién két cta cac chit tuong tu insulin,

dic biét 1a & ndng do cao trong duwgc phdm.

Tdc d6 tac dong cta insulin phu thude vao tde do hép thu insulin tir mé dudi da.
N6i chung, khi ché pham insulin c6 ban trén thi truong duoc tiém duéi da, ché pham
nay chii yéu bao gébm cac hexame c6 chira hai ion kém. Mic di hai ion kém nay nim
trong hexame 6n dinh phén tir theo hudng suy thoai hoa hoc va vét ly trong ché phim,
do kich thuéc ctia no, insulin hexameric c¢6 toc do khuéch tan thap hon va do dé, tdc dod
hép thu chdm hon so véi céac loai nho hon.

WO02017/032795 va W02017/032798 dé cap dén cac chét twong ty insulin duoc
axyl héa trong ché pham it kém hodc khong chtra kém.

Céc ché pham insulin khong chira kém cho phép hap thu dudi da nhanh hon,
nhung tinh dn dinh vé mat héa hoc va vét Iy cta cac ché pham khong chira kém 1a mot
thach thire, ddc biét 1a & ndng do cao. |

Rét can cic chat twrong ty insulin ¢6 tic dung nhanh, dong thoi du én dinh vé

mat vat ly va héa hoc & néng do cao trong ché phém khong chira kém.
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Bian chit ky thuit ciia sang ché

Theo khia canh rong nhit, sang ché @& cap dén cac chat tuong tu tic dung nhanh
cua insulin nguoi.

Theo mot khia canh, sang ché dé cip dén cac chét twong tu insulin nguoi bao
gé‘im bién ddi axit amin tai vi tri A9 va con bao gém tir 5 dén 10 bién dbi axit amin lién

quan dén insulin nguoi.

Theo mot khia canh, sing ché d& cap dén cac chét trong ty insulin ngudi, trong
d6 chat twong tur bao gdm A9Glu hodc A9Asp va con bao gdbm B3Glu va/hodc desB30

lién quan dén insulin nguoi.

Theo mot khia canh, sang ché @& cap dén céc chét twong tu insulin nguoi, trong
d6 chat twong tur bao gdbm A9Glu hoic A9Asp va con bao gom B3Glu va/hoic desB30
lién quan dén insulin ngudi va/hodc con bao gdm it nhit mot trong sé B26Glu, B27Glu

va/hoac B28Glu.

Theo mdt khia canh, sang ché dé cap dén céc chét tuwong tu insulin nguoi, trong
d6 chét twong tw bao gdbm A9GIu hodic A9Asp va con bao gdbm B3Glu va/hodc desB30
lién quan dén insulin ngudi va/hodc con bao gbm it nhat mot trong s6 B26Glu, B27Glu

va/hodc B28Glu va con bao gébm thém phép thé A21Ala.

Theo mot khia canh, sang ché dé xuét chat tuong tu insulin & dang monome

trong duoc phdm khong chtra kém.

Theo mot khia canh, sdng ché dé xuat chat twong tu insulin o6n dinh vé mat vat

ly va/hodc héa hoc trong durge pham khong chira kém.

Theo khia canh khac, chét twong tu insulin cua sang ché & dang monome, on
dinh vé mit héa hoc va vét 1y, tham chi & ndng do cao, trong dugc phdm khéng chua
kém.

Theo mot khia canh, sang ché dé xuét chat twong tu insulin dugc hép thu nhanh
hon sau khi dung tiém duéi da, nhd d6 chimg minh cong dung 1am sang tiém ning nhur
chét insulin tac dung nhanh (ciing duoc goi 12 insulin bita an hodc qua dudng an).

Theo mot khia canh, sang ché dé cap dén dugc phim khong chira kém bao gdm

chét twong tu insulin cua séng ché va mdt hoac nhi€u ta dugce dugce dung.
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Theo khia canh khéc, chét twong tu insulin cua sang ché 1a tuong thich véi hé

théng phan phéi insulin.

Theo Kkhia canh khéc, chit twong tu insulin clia sing ché 1a tuong thich véi hé
théng phan phéi insulin vong kin.

Theo khia canh khéc, chit twong tr insulin ctia sang ché 1a thich hop dé sur dung
trong bom insulin.

Sang ché co thé con gidi quyét cac vin dé khac ma s& rd rang tir phan mo ta cia
cac phuong an lam vi du.
MO ta vin tit cac hinh vé
Fig. 1 thé hién profin PD vé céac chat tuong tu insulin cia vi du 1 va vi du 2 trong dugc

pham C theo sang ché sau khi ding LYD cho lgn so véi Fiasp® (Insulin Aspart)

Fig. 2 thé hién profin PK vé cac chét tuong tu insulin ctia vi du 1 va vi du 2 trong dugc
pham C theo sang ché sau khi dung LYD cho lgn so véi Fiasp® (Insulin Aspart)
MO ta chi tiét sang ché

Sang ché dé cap dén cac chat tuong tu insulin tdc dung nhanh ¢ dang monome,
cung cép Sur on dinh vé mit hoa hoc va vat ly co thé chép nhan dugc trong dugc phém
khong chtra kém va hép thu nhanh hon sau khi sir dung tiém dudi da so v6i Fiasp®
(Insulin Aspart) ban trén thi truong.
Dinh nghia

Trir khi dugc quy dinh cu thé trong ban md ta, cac thuat ngit & dang sb it cling
bao gém truong hop sb nhiéu.

Thuat nglt “sang ché” va “sang ché hién tai” duogc str dung thay thé cho nhau.

Thuét ngit “khoang” dugc st dung ¢ day nhim muc dich c6 nghia la cdng hodc
trir 10%, chéng han nhu cdng hodc trir 5%. Do d6, thuat ngit “khoang 100 U 1a tir 90
U dén 110 U.

Béang sau day dé xuét néng d6 cua insulin nguoi tinh béng va néng do tuong

tmg theo duong lugng véi insulin nguoi (U):
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I\{éng do cua chat twong ty insulin (tinh Nong d6 cua chét twong tu insulin theo
bang mM) duong luong véi insulin nguoi (U)

0,6 100U

1,2 200U

1,8 300U

2,4 400U

3,0 500U

3,6 600U

Thuét ngit "axit amin" bao gdm axit amin tao protein (hodc ty nhién) (trong 5O
d6 c6 20 axit amin tiéu chudn), cling nhu axit amin khong tao protein (hodc khong tu
nhién). C4c axit amin tao protein 1a cac axit amin ma duoc lién két mot cach tu nhién
thanh cac protein. C4c axit amin chudn 13 c4c axit amin dugc méa héa bang ma di truyén.
Céc axit amin khong tao protein hodc 1a dugce tim thdy trong céc protein, hoic 1a khong
duoc tao ra boi ¢ may trong té bao tiéu chuan (vi du, chiing c6 thé duogc trai qua sy sira
dbi sau khi phién ma3).

Céc gbc axit amin néi chung (trinh tu peptit/protein) nhu dugc sir dung & day,
¢6 thé duge nhan dang béi tén déy du cua ching, ma mot ky tu cda ching, va/hodc ma
ba ky tu cla chung. Ba cach nay la hoan toan twong duwong va co thé st dung thay thé
nhau. Vi du: Axit aspartic dugc thé hién béng Asp hodc D; Axit glutamic dugc thé hién
bang Glu hoic E; Alanin dugc thé hién béi Ala hodc A.

Sau ddy, mdi axit amin clia c4c peptit clia sdng ché ma dong phan quang hoc
khong duoc d& cap thi duoc hiéu nghia 1a ddng phan-L (trir khi dugc quy dinh cu thé khéc).
Céc axit amin 1a cac phan tir chira nhém amin va nhém axit cacboxylic, va, mot cach tuy y,
mdt hogc nhiéu nhém bd sung, thudng dugc goi 1a chudi bén. O day, thuat ngit “gbc axit
amin” 13 axit amin ma tir d6, chinh thirc, nhém hydroxy da dugc loai bé khdéi nhém cacboxy
va/hodc tir do, chinh thirc, nguyén tr hydro da duoc loai bé tir nhém amin.

Thuat ngit “hop chat” duoc st dung & day dé cap dén thuc thé phan t, va do
d6, “cac hop chat” c6 thé co cac nguyén t6 cAu trac khac nhau bén canh nguyén t6 t6i
thiéu da dugc xac dinh cho mdi hop chit hodc nhém céc hop chét. Thuat ngit “hop chat”
ciling c6 nghia bao ham céc dang lién quan dén dugc pham cua n6, nghia 12 sang ché dé

cp dén hop chat nhu dugc xac dinh ¢ ddy hodc mudi, amit, hodc este dugc dung cia no.
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Thuét ngit “insulin & ngudi” nhu duge sir dung & day nghia 1a hoocmon
insulin & ngudi ma cau tric va cic dac tinh ctia né da biét. Insulin & nguoi ¢6 hai chudi
polypeptit, duoc dat tén 1a chudi A va chudi B. Chudi A 1a 21 axit amin peptit va chudi
B 1a 30 axit amin peptit, hai chudi dang duoc ndi béi cac cau disulfit: cau thir nhit
giita xystein & vi tri 7 clia chudi A va xystein & vi tri 7 ctia chudi B, va cau th hai giira
xystein ¢ vi tri 20 cua chudi A va xystein ¢ vi tri 19 cua chudi B. Céu thr ba ¢6 mat

gilta cac xystein & vi tri 6 va 11 cua chuoi A.

Chubi A insulin & nguoi ¢6 trinh ty sau: GIVEQCCTSICSLYQLENYCN
(SEQ ID NO: 1), trong khi chudi B ¢6 trinh ty sau:
FVNQHLCGSHLVEALYLVCGERGFFYTPKT (SEQ ID NO: 2).

Trong co thé ngudi, hoocmon dugce téng hop 1a tién insulin tién chit chudi don
(preproinsulin) gdm co prepeptit c6 24 axit amin theo sau 1a proinsulin chira 86 axit
amin trong cAu tric: prepeptit-B-Arg Arg-C-Lys Arg-A, trong d6 C 1a peptit két ndi co
31 axit amin. Arg-Arg va Lys-Arg la céc diém phén cit dé phan cét ctia peptit két ndi tir
cac chudi A va B.

“Insulin” theo sang ché & ddy duoc hiéu 14 insulin & ngudi hodc insulin tr cac
loai khéc, nhu insulin ¢ lon hoac bo.

“Insulin tdc dong nhanh” dugc st dung & day co nghia la chét tuong tu insulin
theo sang ché bt dau c6 tac dung khoang 15 phut sau khi tiém, dat dinh trong khoang 1
gidy, va tiép tuc tac dung trong 2 dén 4 gio. Céc loai: Insulin glulisin (Apidra), insulin

lispro (Admelog, Humalog), va insulin aspart (Fiasp, NovoLog).

Thuat ngit “peptit insulin”, “hop chit insulin” hoic “insulin” nhu dugc st dung
& day c6 nghia 1a peptit ma hodc 1a insulin & nguoi hodc la chét twong tu hodc la din
xuit ctia né co hoat tinh ctia insulin, cu thé 13, hoat hoa thu thé insulin.
Danh phap
Tén goi clia chét twong tw insulin clia séng ché dugce thuc hién theo nguyén tic sau:

Vi du, chit tuong ty insulin B3E, B27E, B28E, insulin ngudi desB30 chira rang
axit amin & vi tri B3, Asparagin (N) da duoc thay thé bang axit glutamic (E), axit amin

& vi tri B27, Threonine (T) trong insulin nguoi, da dugc thay thé bang axit glutamic (E)
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, axit amin & vi tri B28, Prolin (P) trong insulin nguoi, dad dugc thay thé bang axit

glutamic (E) va axit amin & vi tri B30, threonine, T, trong insulin ngudi, da bi x06a.
Chét twong ty insulin

Thuét ngit “chit twong tr insulin” nhu dugc st dung & day c6 nghia la insulin
& nguoi duoc bién ddi trong d6 mdt hodc nhiéu gbc axit amin cta insulin da dugc thé
béi cac gde axit amin khac va/hodc trong d6 mot hodc nhiéu gdc axit amin da duoc x6a
khoi insulin va/hodc trong d6 mot hodc nhiéu g axit amin da dugc bd sung va/hoic
dugc dua vao insulin. Thuat ngit “chét twong tu insulin” hodc ““cht tuong tu insulin

ngudi” duge st dung thay thé 13n nhau.

Thuét ngit “bién dbi axit amin” dwogc st dung & ddy c6 nghia la thay thé, xoa,
bd sung hodc dua vio clia axit amin va két hop bét ky ciia ching lién quan dén insulin
nguoi.

Céc bién thé trong phan tir insulin dugc biéu thi trang thai chudi (A hodc B), vi

tri, va ma mot hodc ba chit cai cho gdc axit amin thé goc axit amin nguyén ban.

Theo mot phuvong an chét twong tu insulin bao gdm lén dén 10 bién ddi axit
amin (thay thé, x6a, bd sung (bao gdm dua vao) va dang két hop bt ky ciia chiing) lién
quan dén insulin & nguoi, ngodira 1én dén 9, 8, 7, 6, 5, 4, 3, 2 hodc 1 bién déi lién quan
dén insulin & ngudi.

Céc chét trong tu “bao gdm” cac thay ddi cu thé nhat dinh c6 thé bao gdm cac
thay d6i khac nita, khi dugc so v6i chudi insulin nguoi A (SEQ ID s6: 1) va/hoic chubi

B (SEQ ID sb: 2).

Biang “peptit két ndi” hodc “C-peptit” nghia 1a gbc két nbi “C” ctia trinh tu
polypeptit B-C-A cua phan tu proinsulin chudi don. Trong chudi insulin & nguoi, C-
peptit ndi vi tri 30 cta chudi B va vi tri 1 cta chudi A va c6 do dai 1a 35 géc axit amin.
Peptit két ndi bao gbm trinh tur axit amin hai bazo hai dau cubi, vi du, Arg-Arg va Lys-
Arg ma déng vai tro 1a cac diém phan cit dé phan cét clia peptit két ndi tir cac chudi A

va B dé€ tao ra phan tur insulin hai chuoi.

Béng “desB30” hodc “B(1-29)” nghia 1a chudi B insulin tw nhién hodc chit

tuong tu cla ching thiéu axit amin B30 va “A(1-21)” nghia la chudi A insulin ty nhién.
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Do d6, vi du, insulin nguoi desB30 1a chét twong tu insulin nguoi trong d6 axit amin &

vi tri 30 trong chudi B bi x6a.

Thuat ngit “peptit” hoac “polypeptit”, vi du nhu duoc sit dung trong noi dung
ctia sang ché, d& cap dén hop chit ma bao gdm chudi c4c axit amin dugc lién két voi
nhau bang céc lién két amit (hodc peptit). Theo phwong 4n cu thé peptit bao gdm cac

axit amin dugc lién két véi nhau bang céc lién két peptit.

Thuat ngit "dn dinh vé mat hoa hoc" cua ché phém protein nhu dugc st dung &
day dé cap dén nhing thay d6i trong cAu tric protein cdng héa tri dan dén hinh thanh
céc san phim phan hiy hoéa hoc ¢6 tiém ning kém hiéu luc sinh hoc hon va/hodc tiém
nang tang dic tinh sinh mién dich so véi chu trac protein tw nhién. Cac san phdm phan
hiy héa hoc khic nhau ¢6 thé dugc hinh thanh tiry thudc vao loai va ban chét cua protein
tur nhién va moi truong ma protein tiép xuc. Lugng san pham phan huy ho4 hoc ngay
cang tang thuong thay trong qua trinh bao quan va sir dung protein ché phdm. Hau hét
cac protein dé bi khit amit, qua trinh trong d6 nhom amit chudi bén trong gbc glutaminyl
hodc asparaginyl bi thuy phan dé tao thanh axit cacboxylic tw do hogc gbc asparaginyl
dé tao thanh dn xuét isoAsp. Cic con duwdng phan huy khac lién quan dén viéc hinh
thanh cac san pham c6 trong lwong phan tir cao (HMWP) trong d6 hai hodc nhiéu phan
tir protein lién két cong hoa tri v6i nhau thong qua, vi du twong tac chuyén héa va/hoic
disulfua din dén hinh thanh cac san phdm phan giai dime, oligome va polyme lién két
cong hoa tri (Stability of Protein Pharmaceuticals, Ahern TJ & Manning MG, Plenum
Press, New York 1992). Qua trinh oxy hoa c6 thé duge dé cap dén nhu dang bién thé
khéc cta qué trinh phan hiy hoa hoc. Su 6n dinh v& mit hoa hoc ciia ché pham protein
¢6 thé dwgc danh gia bang cach do lugng cic san pham phén hiy hoéa hoc tai cac thoi
diém khac nhau sau khi tiép xuc véi cac diéu kién moi truong khéc nhau (sy hinh thanh
céc san phdm phan huy thuong c6 thé dugc ting tdc bang cach tang nhiét do chang han).
Luong cta timg san pham phan huy riéng 1é thuong dugc xéac dinh bang céach tach cac
san phidm phan huy tuy thudc vao kich thudc phén ti, tinh ky nude, va/hodc dién tich
bang cach str dung céac k§ thuat sic ky khac nhau (vi du: SEC-HPLC va/hodc RP-HPLC).
Vi cac san pham HMWP c6 kha ning sinh mién dich va khong c6 hoat tinh sinh hoc,
nén mic HMWP thép 1a loi thé.

Thuét ngir "6n dinh vé mat vat Iy" cia ché phdm insulin nhu dwgc st dung &

day dé cap dén xu hudng clia protein tao thanh két tu protein bét hoat vé mit sinh hoc

7
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va/hodc khong hoa tan do su tiép xtic ciia protein v6i cing thing co nhiét va/hodc tuong
tac voi cac bé mat va bé mat gdy mit 6n dinh, chang han nhu giao dién va bé mit ky
nuée . Sy 6n dinh vé mit vat ly cua ché phém protein nudc duge danh gia béng cach
kiém tra bing mit thudong va/hoic do do duc sau khi choché phim chira dy trong cac
vét chira thich hop tiép xac (vi du: hop hoic o) cing thang co hoc/vat 1y (vi du nhu
khudy trén) & cac nhiét do khdc nhau trong cac khoang thoi gian khéac nhau. Kiém tra
bing mat thuong cac ché pham duoc thuc hién trong 4nh sang tép trung sdc nét voi nén
tdi. Ché phém dugc phan loai 1a khong 4n dinh vé& mat vat ly dbi véi su két tu protein,
khi n6 cho thdy do duc bang mit thudng trong anh séng ban ngay. Ngoai ra, do duc cua
ché pham c6 thé dwoc dénh gid bing céc phép do do duc don gian béi ngudi c6 hiéu biét
trung binh trong linh vyc k¥ thuat la da biét. Sy 6n dinh vé mat vat 1y ciia cac ché phdm
protein nudc cling co thé duoc danh gia bang cach sir dung téc nhan quang phd hodc dau
do vé trang thai cau triic ctia protein. Tét nhat 1a mAu do 12 mot phan tir nho lién két wu
tién v6i chit phi hop khong phai ty nhién cta protein. Mot vi du vé du do phd phan tir
nhé cAu tric protein 1a Thioflavin T. Thioflavin T la chit nhudém huynh quang da dugc
str dung rong rai dé phat hién cac sgi amyloid. V6i sy hién dién clia cac soi va c6 I€ ca
cac cu hinh protein khic, Thioflavin T lam tang cuc dai kich thich méi & khoang 450
nm va phat xa tang cuong ¢ khoang 482 nm khi li€n két voi dang protein s¢i. Thioflavin

T khong lién két v& ban chat 1a khong phat huynh quang & cdc budc song.

Thuat ngit "nong do cao" ciia ché pham insulin nhu duoc s dung ¢ day dé cap

dén ham luong cua insulin cy thé 1a 200U hogc 16n hon; 1,2 mM hodc 16n hon.

Theo mdt phuong 4n, Sang ché dé cip dén cac chat twong tw insulin nguoi bao
gbm bién doi axit amin tai vi tri A9 va con bao gom tir 1 den 10 bién doi axit amin lién
quan dén insulin nguoi.

Theo mdt phuong 4n, Sang ché dé cép dén chat twong tu insulin bao gébm bién
dbi axit amin tai vi tri A9 lién quan dén insulin ngudi va con bao gobm bien doi axit amin
tai vi tri B3 va/hodc desB30 lién quan dén insulin nguoi.

Theo mot phuong 4n, Sang ché dé cap dén cac chat trong tw insulin nguoi, trong

d6 chét tuong tw bao gdm A9GIu hodc A9Asp.
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Theo mot phuong 4n, Sang ché dé cap dén cac chét tuong ty insulin ngudi trong
d6 chét twong tu bao gdm A9GIu hodc A9Asp va con bao gdm tir 1 dén 10 bién ddi axit

amin lién quan dén insulin nguoi.

Theo mot phuong 4n, Sang ché dé cap dén chit twong tu insulin bao gdm A9Glu
hodc A9Asp lién quan dén insulin ngudi va con bao gbm bién dbi axit amin tai vi tri B3

va/hodc desB30 lién quan dén insulin ngudi.

Theo mot phuong 4n, Sang ché dé cap dén c4c chat twong tw insulin ngudi, trong
d6 chat trong tu bao gdbm A9GIu hoic A9Asp va con bao g6m B3Glu va/hoic desB30

lién quan dén insulin nguoi.

Theo mot phuong an, Sang ché @& cap dén cac chét twong tur insulin ngudi, trong
d6 chét tuong tu bao gdbm A9GIu hosic A9Asp hoic A9GIn va con bao g6m B3Glu hoic

B3Gln va/hoic desB30 lién quan dén insulin ngudi.

Sang ché d& cap dén cac chét twong tr insulin ngudi, trong d6 chét twong tu bao
gdm A9GIu hoic A9Asp va con bao gdm B3Glu va/hoic desB30 lién quan dén insulin

ngudi va con bao gom 5 dén 10 bién doi axit amin lién quan dén insulin nguoi.

Sang ché @& cap dén cac chét twong ty insulin ngudi, trong dé chat twong tu bao
gdm A9Glu hoic A9Asp va con bao gdm B3Glu vi/hoic desB30 lién quan dén insulin

nguoi va con bao gom 1én dén 10 bién do6i axit amin lién quan den insulin nguoi.

Sang ché d& cap dén cac chét twong tu insulin nguoi, trong d6 chat twong tu bao
gdbm A9GIu hoic A9Asp va con bao gdm B3Glu va/hoic desB30 lién quan dén insulin

ngudi va con bao gom 1én dén 8 bién doi axit amin lién quan dén insulin nguoi.

Sang ché dé cap dén cac chat trong tu insulin nguoi, trong d6 chat twong tu bao
gém A9GIu hoic A9Asp va con bao gdm B3Glu va/hoic desB30 lién quan dén insulin

nguoi va con bao gom 1én dén 6 bién doi axit amin lién quan dén insulin nguoi.

Sang ché dé cap dén cac chét trong ty insulin ngudi, trong d6 chat twong tw bao
gém A9Glu hozc A9Asp va con bao gdm B3Glu va/hoic desB30 lién quan dén insulin
ngudi va con bao gdm 1én dén 4 bién ddi axit amin lién quan dén insulin ngudi.

Sang ché dé cap dén cac chat tuong tu insulin ngudi, trong d6 chét twong tw bao
g6m A9Glu hoic A9Asp va con bao gdm B3Glu va/hoic desB30 lién quan dén insulin

ngudi va con bao gom 1én dén 3 bién doi axit amin lién quan dén insulin nguoi.
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Sang ché dé cap dén cac chét twong tu insulin ngudi, trong d6 chét twong tu bao
gébm A9Glu hoic A9Asp va con bao gdm B3Glu va/hoic desB30 lién quan dén insulin

ngudi va con bao gom lén dén 2 bién doi axit amin lién quan dén insulin nguoi.

Theo mot khia canh, sang ché dé cap dén céc chét tuong tu insulin nguoi, trong
do6 chat trong tu bao gdm A9GIu hodc A9Asp va con bao gdm B3Glu va/hoic desB30
lién quan dén insulin ngudi va con bao gbm it nhat mot trong s6 B26Glu, B27Glu

va/hodc B28Glu.

Theo mot khia canh, sang ché dé cap dén cac chét trong tur insulin ngudi, trong
do6 chét twong tu bao gdm A9Glu hodc A9Asp hodc A9GIn va con bao gém B3Glu hoic
B3Gln va/hodc desB30 lién quan dén insulin ngudi va con bao gdm it nhat mot trong sb

B26Glu, B27Glu va/hoac B28Glu.

Theo mot khia canh, sang ché @& cap dén cac chit twong tu insulin nguoi, trong
do6 chat trong tr bao gdm A9GIu hoic A9Asp va con bao gém B3Glu va/hoic desB30
lién quan dén insulin nguoi va/hodc con bao gbm it nhét mot trong s B26Glu, B27Glu

va/hoic B28Glu va bao gdbm thém phép thé A21A.

Theo mot khia canh, sang ché dé cap dén cac chét trong tur insulin ngudi, trong
d6 chét tuong ty bao gdm A9Glu hodc A9Asp hoic A9GIn va con bao g6m B3Glu hodc
B3GIn va/hoic desB30 lién quan dén insulin nguoi va/hodc con bao gdm it nhat mot
trong s6 B26Glu, B27Glu va/hodc B28Glu va bao gdm thém phép thé A21A.

Cac chi dinh duogc
Tiéu duong

Thuat ngft “tiéu dudng” hay “ddi thao duong” bao gbm tiéu duong tuyp 1, tiéu
duong tuyp 2, tiéu duong thai ky (trong khi mang thai) va céc trang thai khac gay ra
tang duong huyét. Thuat ngit duogc sit dung cho su rdi loan chuyén ho4 trong d6 tuyén
tuy san xuét khong du lwong insulin, hogc trong dé cac té bao cia co thé khong dap ting
thich hop véi insulin tir d6 ngdn ngua té bao khoi viéc hép thu glucoza. Két qua 13,

glucoza tich luy trong mau.

Tiéu duong tuyp 1, con goi 1a bénh ddo thao dudng phu thudc insulin (insulin-
dependent diabetes mellitus (IDDM)) va tiéu duong khoi phat vi thanh nién, gay ra boi

su pha huy té bao beta, thuong dan dén thiéu hut insulin hoan toan.
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Tiéu dudng tuyp 2, con dudng goi la tiéu duong khong phu thudc insulin (non-
insulin-dependent diabetes mellitus (NIDDM)) va tiéu duong khéi phat & ngudi trudong
thanh, lién quan dén khang insulin chu yéu va do d6 lién quan dén sy thiéu hut insulin
va/hoic thiéu hut tiét insulin chu yéu véi su khang insulin.

Phuong phap tong hop
Chét tuong ty insulin theo sang ché ¢ thé thu dugc bang cac phuong phép thong

thuong cho viéc diéu ché chét tuong tu insulin, va dac biét 1a cdc phuong phap duoc mo
ta trong céc vi du lam viéc.
Hoat tinh sinh hoc

Chét twong tu insulin theo sing ché c6 tac dung nhanh chéng.

Céc chat trong tu insulin theo sang ché déu c6 4i luc vai thy thé insulin thich
hop dé kich hoat thu thé insulin nham tao ra phan tmg duong huyét cén thiét, tirc 1a c6
thé lam giam lwong duong huyét & dong vat va ngudi Nhu mot thude do vé hoat dong
chirc nang (cht van) cda céc insulin theo sang ché, hoat dong tao lipit trong té bao tao

m& ctia chudt dugce chirmg minh.

Chét twong tw insulin theo sang ché dugc phét hién 6 ty 1¢ 4i luc thu thé insulin
dugc can bang (IR) so v6i thu thé yéu t6 tang truéng giéng insulin 1 (IGF-1R) (IR/IGF-
IR).

Theo mot khia canh, insulintheo sadng ché ¢6 ty 1€ IR/IGF-1R trén 1; trén 1,5;

hodc trén 2,

Theo mdt phuong 4n, chat twong tu insulin ngudi theo séng ché c6 kha ning

lam giam lwgng duong trong mau.

Theo mot phuong an, chét twong tu insulin ngudi theo séng ché hoat héa thu

thé insulin.

Theo mdt phuong én, chét twong tu insulin nguoi theo sang ché giam luong
glucoza trong mau.

Theo mdt phuong an, chét twong tu insulin nguoi theo sang ché co tinh chét ty
lién két giam.

Theo mdt phuwong 4an, chét trong tur insulin ngudi theo séang ché ¢ dang monome.

11
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Theo mdt khia canh séng ché dé xuét chit tuwong tw insulin méi dé str dung lam
thubc, hodc dé sir dung trong san xudt thudc hodc duoc phém. Chét twong tu insulin theo
sang ché dic biét c6 thé hiru ich 1am mot loai thudc diéu tri cac bénh r6i loan chuyén

hoéa bao gdm bénh tiéu duong, dic biét 1a bénh tiéu duong tuyp 1 va tuyp 2.
Céc duoc pham

Sang ché dé cap dén chét twong tu insulin hitu ich lam thuoc, hodc d€ san xuat

duoc pham/thude.

Do do, theo khia canh khac, sang ché dé xuét dugc phém moi bao g@)m luong

co6 hiéu qua diéu tri ctia chét tuwong tu insulin theo sang ché.
Duoc phdm theo sang ché bao gdm tity ¥ mét hodc nhiéu ta duge dugc dung.

Dugc phdm cila sang ché c6 thé con bao gdm céc ta duge khéac thuong duge si
dung trong duogc pham vi du chét bao quan, chat chelat hoa, chét truong luc, chét ting

cudng hip thu.

Theo mot phuong an theo sang ché duoc phim theo séng ché 12 ché phdm dang
nuée, cu thé 1a ché pham chira nuée. Ché pham nay thuong 1a dung dich. Trong phuong

4n khac theo sang ché dugc pham dung dich nude.

Thuét ngit “ché phdm dang nuéc” duge dinh nghia la ché phdm bao gdm it nhit
50% w/w nuéc. Cling nhu vay, thudt ngt “dung dich nu6c” dugce dinh nghia 1a dung

dich bao gdm it nhit 50% w/w nudc.

Theo mot phuong an theo sang ché ché pham insulin bao gom dung dich nuéc
ctia chét twong tu insulin clia séng ché, trong d6 chit tuong tu insulin nay 12 c6 mit &
ndng do khoang tir 0,1 mM dén 20,0 mM; dc biét hon la tir khoang tir 0,2 mM dén 6,0
mM; trong khoang tr 0,3 mM dén 4,0 mM; trong khoang tir 0,6 mM dén 3,6 mM. Theo
mdt phuong an, chét twong tu insulin cua sang ché 12 6 ndng do trong khoang tir 0,6 mM
dén 3,0 mM. Theo mot phwong 4n, chit twong tu insulin cua sang ché 13 & ndng do
khoang 0,6 mM. Theo mot phuong an, chat trong t insulin cia sang ché 1a & ndéng do
khoang 1,2 mM. Theo mot phuong an, chét trong tu insulin cla sang ché 1a & ndng do
khoang 1,8 mM. Theo mdt phuong an, chét twong ty insulin ctia séng ché 13 ¢ ndng do

khoang 2,4 mM. Theo mot phuong 4an, chét tuong tu insulin clia sing ché 12 6 ndng do
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khoang 3 mM. Theo mot phuong an, chét tuong tw insulin cla sang ché 1a & ndng do

khoang 3,6 mM.

Theo mdt phuong an, chét tvong tu insulin cua sang ché 12 & ndng do trong
khoang tir 100U dén 600U. Theo mot phuong én, chét twong tu insulin clia sang ché 1a
& nong do khoang 100U. Theo mt phuong an, chét twong tw insulin cia sdng ché1a &
néng d6 khoang 200U. Theo m¢t phuong an, chét teong tu insulin cua sang ché 1a &
ndng dd khoang 300U. Theo mot phuong éan, chét tuong tu insulin cua sang ché 1a &
ndng d6 khoang 400U. Theo mdt phuong én, chét twong tu insulin cla sang ché 1a &
ndng dd khoang 500U. Theo mt phuong an, chét twong tu insulin clia sédng ché 1a &

ndng do khoang 600U.

Duogc phém cua sang ché c6 thé con bao gém hé dém. Theo mdt phuong an,
ndéng do6 ctia dém la nim trong khoang tir 0,1 mM dén 20 mM. Theo phuong 4n khac
nita ndng do ctia dém néu trén la nam trong khoang tir 0,1 mM dén 10 mM, hodc trong
khoang tir 0,1 mM dén 8 mM, trong khoang tr 1 mM dén 8 mM, hoic trong khoang tur
2 mM dén 8 mM, hoic tir 3 mM dén 7 mM. Theo mot phuong an theo sang ché dém 1a
dém phosphat. Theo mot phuong an cua sang ché, ndng d6 ciia dém phosphat 1a 3mM.
Theo mot phuong an theo sang ché dém 1a Tris. Theo mot phuong an ciia sang ché, nong

do cua dém Tris 1a 7mM.
Theo mot phuong an, duoc pham cuia sang ché c6 thé khong chira dém.

Do pH cua duoc pham tiém dugc theo séng ché 12 ndm trong khoang tir 3 dén
8.5. T6t hon 1a duge phém tiém dugc theo sang ché co do pH nam trong khoang ttr 7,0
dén 8,0. Theo mdt phuong 4n theo sang ché, d6 pH 1a nam trong khoang tr 7,2 dén 7.8,
hodc tir 7,4 dén 7,6. Theo mot phuong 4n cua sang ché, a6 pH 1a 7,0. Theo mot phuong
4n cua sang ché, @6 pH 1a 7,2. Theo mdt phuong an cua sang ché, @6 pH 1a 7.4. Theo
mot phuong an cua sang ché, d6 pH 1a 7,6. Theo mot phuong an cla sang ché, 36 pH 1a

7,8. Theo mdt phuong an cua sang ché, d6 pH 1a 8,0.
Céc ché phdm insulin ctia séng ché c6 thé con bao gdbm chat truong luc.

Theo mot phuong an cua sang ché, chét truong luc 1a glyxerol va/hodc propylen
glycol va/hodc natri clorua cé thé c6 mit & ndng do nim trong khoang tir 0 dén 250 mM,
tir 0 dén 200 mM, hoic tir 0 dén 100 mM. Theo mot phuong én, chét truong luc co thé

c6 mat ¢ néng do khoang 230 mM. Theo mdt phuong éan, chét truong luc co thé c6 mat
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& nong d6 233 mM. Theo mot phuong 4n, chét trrong luc c6 thé c6 mit & ndng do 230
mM. Theo mot phwong an, chét trerong luc co thé c6 mit & ndng d6 khoang 200 mM.
Theo mét phwong an, chét truong luc 6 thé c¢6 mat & ndong d6 200 mM. Theo mot
phuong én, chét truong luc c6 thé c6 mat & nong dd khoang 195 mM. Theo mot phuong
an, chat truong luc co thé c6 mat & néng d6 195 mM. Theo mdt phuong an, chét truong
luc ¢6 thé c6 mat & ndong do khoang 185 mM. Theo mot phuong an, chét truong luc ¢6
thé c6 mat & ndng do 185 mM. Theo mdt phuong an, chét truong luc c¢6 thé c6 mat &
nf“)ng d6 khoang 165 mM. Theo mdt phuong an, chét truong luc ¢co thé c6 mat & néng
dd 163 mM. Theo mdt phuong an, chét truong luc co thé c6 mat & néng dd 130 mM.
Theo mot phwong an, chat trerong luc c6 thé c6 mit & ndng d6 khoang 100 mM. Theo

mot phuong an, chét trrong luc ¢6 thé co mit & noéng do 103 mM.

Céc ché pham insulin ciia sang ché ¢c6 thé con bao gdm chat bio quan duoc
dung. Chéit bao quéan c6 thé c6 mat & luong du dé thu duge hiéu qua bao quéan. Lugng
chat bao quéan trong dugc phém theo sang ché c6 thé dugc xéac dinh tir vi du tai liéu trong
linh vuc va/hodc lugng chit bao quan da biét trong vi du céc san pham thwong mai. Mai
trong sb cac chét bao quan cu thé nay hodc hdn hop cua né cAu thanh nén phuong 4n
khac nhau cua sang ché. Viée sir dung chit bao quan trong céc ché phdm dugc phdm
duogc md ta, vi du nhu & Remington: The Science va Practice of Pharmacy, 19th edition,

1995.

Theo mot phuong an cua sang ché, dugc phém tiém dugc bao gém it nhit mot
hop chét phenolic 1am chat bdo quan. Theo mot phuong an hop chét phenolic dé sir dung
theo sang ché c6 thé c6 mit & 1én dén khoang 6 mg/mL duoc phim tiém duge cudi cing,
cu thé 1én dén khoang 4 mg/mL dugc pham tiém duoc cudi cing. Theo mot phurong 4n
hop chét phenolic dé st dung theo séng ché ¢6 thé c6 mat & lugng 1én dén khoang 4,0
mg/mL dugc pham tiém dugc cubi ciing; cu thé 14 trong khoang tr 0,5 mg/mL dén 4,0
mg/mL; hodc of trong khoang tir 0,6 mg/mL dén 4,0 mg/ml. Theo mdt phuong 4n theo
sang ché chat bao quan 1a phenol. Theo mdt phuong an cia sang ché, dugc pham tiém
duoc bao gdm hdn hop gdm phenol va m-cresol 1am chét bao quan. Theo mot phurong
4n cta sang ché, dugc pham tiém dugc bao gbdm khoang 16 mM phenol (1,5 mg/ml) va
khoang16 mM m-cresol (1,72 mg/ml). Theo mt phuong an cua sang ché, dugc phdm
tiém duoc bao gdm khoang 19 mM phenol (1,79 mg/ml) va khoang 19 mM m-cresol
(2,05 mg/ml).
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Dugc pham clia sang ché ¢6 thé con bao gdm chat chelat héa. Theo mot khia
canh, dugc phdm ciia séng ché ¢6 thé khong bao gdm chit chelat ha. Viéc st dung chat
chelat héa trong ché phdm duoc 1a da biét déi v6i ngudi 6 hiéu biét trung binh trong
linh vuec. Dé thuan tién, tham khao dugc thuc hién v6i Remington: The Science va

Practice of Pharmacy, 19th edition, 1995.

Dugc phdm cia sang ché c6 thé con bao gdm chét tang cuong hép thu. Nhém

chat ting cuong hip thu co thé bao gdm nhung khong gi6i han & hop chét nicotinic.

Theo mot phuong an cua sang ché, dugc phdm bao gém hop chét nicotinic.
Theo mot phuwong an hop chét nicotinic 14 nicotinamit, va/hodc axit nicotinic, va/hodc
mubi cia chung. Theo phuwong én khéc hop chét nicotinic 1a nicotinamit. Theo phuong
4n khéc cua sang ché, hop chat nicotinic c6 mit v6i lugng trong khoang tir 0 mM dén
200 mM; cu thé véi luong trong khoang tir 10 mM dén 200 mM nhu khoang 10 mM,
khoang 20 mM, khoang 40mM, khoang 170 mM.

Theo mdt phuong &n, duoc phim ciia sang ché khong bao gdm hop chat

nicotinic.

Theo mot phuwong 4n cua sang ché, dugc phim bao gdm xitrat & ndng do tir 1
mM dén 50 mM. Thuét ngit xitrat dwoc hiéu 14 bao gdm mudi xitrat cling nhu axit xitric.
Theo mot phuong an cua sang ché, duoc phim bao gOm xitrat & ndéng @ tir 5 mM dén
20 mM. Theo mot phuong &n cua sang ché, xitrat c6 mit & ndng do6 5 mM. Theo mot
phuong 4n cua sang ché, xitrat c6 mit & ndbng do 10 mM. Theo mdt phuong an cia sang
ché, xitrat 6 mat & ndng do 15 mM. Theo mot phwong 4n cta sang ché, xitrat c6 mat &

ndéng do6 20 mM.

Theo mot phwong an cua sang ché, duoc phdm bao gdm nicotinamit va xitrat.
Theo mdt phuong &n cua sang ché, dugc phdm bao gém két hop nicotinamit va xitrat,
trong do6 nicotinamit c6 mat v6i luong trong khoang tir 5 mM dén 200 mM, cu thé véi
lurong trong khoang tir 20 mM dén 200 mM nhu khoang 10 mM, khoang 20 mM, khoang
40mM, khoang 170 mM va xitrat c6 mat ¢ ndng d6 nim trong khodng tir 5 mM dén 20
mM, cu thé & néng dd khoang 5 mM, khoang 10mM, khoang 15 mM, khoang 20mM.
Theo mot phuong &n cua sang ché, duoc phim bao gdm SmM nicotinamit va SmM
xitrat. Theo mdt phuong 4n cia sang ché, dugc phidm bao gbm 10mM nicotinamit va

5mM xitrat. Theo mot phuwong an cua sang ché, dugc pham bao gbdm 20mM nicotinamit
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va SmM xitrat. Theo mdt phuong an cua sang ché, dwgc phim bao gdm 40mM
nicotinamit va 5mM xitrat. Theo mdt phuong 4n cua sang ché, duoc phdm bao gébm
60mM nicotinamit va SmM xitrat. Theo mdt phuong 4n cia sang ché, dugc phdm bao
gbm 80mM nicotinamit va SmM xitrat. Theo mot phwong 4n cuia sang ché, dugc phdm
bao gdm 100mM nicotinamit va SmM xitrat. Theo mot phuong 4n clia sing ché, duoc
pham bao gdm 120mM nicotinamit va SmM xitrat. Theo mét phuong 4n clia sang ché,
dugc phiam bao gdm 140mM nicotinamit va SmM xitrat. Theo mdt phuong 4n cuia sing
ché, dugc phim bao gdm 160mM nicotinamit va SmM xitrat. Theo mdt phuong an cia
sang ché, duoc pham bao gdm 170mM nicotinamit va SmM xitrat. Theo mdt phuong &n
ctia sang ché, duge phim bao gdm SmM nicotinamit va 10mM xitrat. Theo mot phwong
4n cta sang ché, dugc pham bao gdbm 10mM nicotinamit va 10mM xitrat. Theo mot
phuong 4n cua sang ché, duoc pham bao gdm 20mM nicotinamit va 10mM xitrat. Theo
mot phuong an cua sang ché, dugc pham bao gdbm 40mM nicotinamit va 10mM xitrat.
Theo mdt phurong 4n cua sang ché, dugc phim bao gbm 60mM nicotinamit va 10mM
xitrat. Theo mot phuong 4n cua sang ché, duoc phim bao gdm 80mM nicotinamit va
10mM xitrat. Theo mot phuong an ciia sang ché, dugc phim bao gém 100mM
nicotinamit va 10mM xitrat. Theo mot phuong an cia sang ché, dugc pham bao gom
120mM nicotinamit va 10mM xitrat. Theo mdt phuong &n cua sang ché, duoc phém bao
gbm 140mM nicotinamit va 10mM xitrat. Theo mdt phuong an cia sang ché, dugc phim
bao gdm 160mM nicotinamit va 10mM xitrat. Theo mt phuong an ctia sang ché, dugc

pham bao gdm 170mM nicotinamit va 10mM xitrat.

Theo mot phuong an, dugc ph4m bao gém khoang tir 0,6 dén 3,6mM chét twong
tu insulin A9E, B3E, B26E, desB30 hoac A9E, B3E, B27E, B28E, desB30 va con bao
gbém khoang tir 0,6 mg/ml dén 4mg/ml phenol, khoang tr 0,6 mg/ml dén 4mg/ml m-
cresol, khoang tir 0 dén 250 mM glyxerol, khoang tir 0,lmM dén 20mMTris hoic
phostphat, khoang tr 0 mM nicotinamit va c6 tri sb do pH khoang tu 7,0 dén 8.0.

Theo mdt phuong an, duge phém bao gém khoang tir 0,6 dén 3,6mM chét tuong
tu insulin A9E, B3E, B26E, desB30 hoac A9E, B3E, B27E, B28E, desB30 va con bao
g6m khoang tir 0,6 mg/ml dén 4mg/ml of phenol, khoang tir 0,6 mg/ml dén 4mg/ml m-
cresol, khoang tir 0 dén 250 mM glyxerol, khoang tr 0,1mM dén 20mMTris hoic
phostphat, khoang 40 mM nicotinamit va c9 tri s6 d6 pH khoang 7,0 dén 8,0.
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Theo mét phwong 4n, duge phdm bao gbm khoang tir 0,6 dén 3,6mM chét twong
tu insulin A9E, B3E, B26E, desB30 hodc A9E, B3E, B27E, B28E, desB30 va con bao
gbm khoang tr 0,6 mg/ml dén 4mg/ml phenol, khoang tr 0,6 mg/ml dén 4mg/ml m-
cresol, khoang tir 0 dén 250 mM glyxerol, khoang tir 0,1mM dén 20mM.Tris hoic
phostphat, khoang 20 mM nicotinamit, khoang 10 mM of xitrat va co tri s6 do pH
khoang 7,0 dén 8,0.

Duoc pham theo sang ché c6 thé con bao gbm luwong bazo axit amin di dé giam
su hinh thanh két tu béi polypeptit hodc protein trong qua trinh bao quan ché pham.
Thuét ngit "bazo axit amin" dé cap dén axit amin hogc két hop axit amin, trong d6 bét
ky axit amin dd cho nao déu c6 mit & dang bazo ty do hodc ¢ dang mudi cua no.

Sang ché con d& cap dén mot phwong phép viée didu ché ché pham insulin nay.

Céc ché phim insulin ctia sang ché nay c6 thé dugc didu ché bang cach sir dung
bét ky phuong phap nao trong s6 cac phuong phéap dugc cong nhan. Vi du, cac ché pham
c6 thé duoc didu ché bf?mg cach tron dung dich nudce cua cac td duoc voi dung dich nude
ctia chit twong tu insulin, sau d6 do pH duge diéu chinh dén mtrc mong muén va hdn
hop duogc tao thanh thé tich cudi cung véi nude sau do loc vo trung.

Theo mot phuong an, chét trong ty insulin theo sang ché & dang monome trong
dwoc pham.

Theo mét phuong an, chét tuong tw insulin theo sédng ché da giam cac tinh chat
tu lién két trong duge phém.

Theo mot phuong 4n, chét twong tu insulin theo sang ché 6n dinh vé& mat héa
hoc trong dugc pham.

Theo mot phuong an, chét twong tu insulin theo sang ché 6n dinh vé mit vat ly
trong dugc pham.

Theo mot phuong 4n, chit twong tu insulin theo séng ché 6n dinh vé mit hoa
hoc va vat Iy trong dugc pham.

Theo mot phuong an, chét trong ty insulin theo sang ché & dang monome va 6n
dinh v& mit vat Iy trong dugc pham.

Theo mot phuong an, chét twong tu insulin theo sang ché & dang monome va on

dinh vé mit héa hoc trong dugc pham.
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Theo mdt phuwong an, chét twong tu insulin theo sdng ché & dang monome va 6n

dinh vé mat hoa hoc va vt 1y trong duoc phém.

Theo mot phwong an, chét twong tu insulin theo sang ché & dang monome va 6n

dinh vé& mit héa hoc va vat Iy trong duoc pham tham chi & ndng do cao.

Theo mdt phuong an, toc do hép thu dbi véi chét twong tir insulin theo sang ché

1a nhanh hon so v6i Fiasp®.

Theo mot phuong &n, theo sang ché sy khac biét nay sé& cho phép cai thién hon
nita thuét toan dinh luong insulin cho hé théng vong kin dé tang thoi gian trong pham

vi (tirc 1a thoi gian duong huyét ciia bénh nhan & trong pham vi khoe manh).
Céc dugc pham khong chira kém

Céc ché phém thuong bao gém kém dugc thém vao nhu vi du, mudi clorua hoac
axetat dé c6 duoc d6 6n dinh chép nhin dugc cua ché phém duoc phém. Tuy nhién, ngac
nhién phat hién ra ring chét tuong tu insulin clia séng ché, trong khi duy tri kha ning tu
lién két giam, én dinh du v& mat hoa hoc va vat Iy, c6 thé duge bao ché thanh duge pham
¢6 ndng do insulin cao nhung khong bd sung kém, do do bat dau tac dung nhanh hon
cac chét tuong tu insulin can ion Zn*+ dé duy tri du 6n dinh vé mit hoa hoc va vat ly.
Ché phim khong chira kémduoc hép thu nhanh hon tir md duéi da, va do d6 cho phép

sir dung ngoai da.

Tuy nhién, v6i diéu kién céc ta dugc khong chira kém duge dé xuét, cac chét
twong tu insulin theo sang ché trén thuc t& cho phép didu ché duoc pham khong chira
kém. Do do, theo mdt khia canh, sang ché @& xuit “duogc phém khong chira kém” bao
gém chét twong tu insulin cua sang ché, va mot hoic nhiéu ta dugc duge dung, khong

c6 k&m hoac khong c6 thém céc ion kém.

Chét tuong tu insulin cla sang ché bd sung vao tinh 6n dinh vé mat hoéa hoc va
vat Iy ctia dugc pham duge bao ché ma khong b sung ion kém va khong thém chét hoat

dong bé mat.
Theo mdt phuong an, dugc pham ciia sang ché khong chira kém.

Theo mot phuong an, dugc phém bao gém chét twong tu insulin theo sang ché

khong chira kém.
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Theo mot phuong an, chét twong tw insulin theo sang ché & dang monome trong

dugc phim khéng chtra k&m.

Theo mdt phuong 4n, chét twong tu insulin theo sédng ché 6n dinh vé mat hoa

hoc trong duge phdm khong chira kém.

Theo mot phuong én, chét twong ty insulin theo sang ché én dinh vé& mat vat ly

trong dugc pham khéng chira kém.

Theo mdt phuong an, chét twong tu insulin theo sang ché 6n dinh vé mat hoa

hoc va vat Iy trong dugce pham khong chira kém.

Theo mot phwong 4n, chat trong tu insulin theo sang ché & dang monome va 6n

dinh vé mat hoa hoc va vat ly trong duogc phém khong chira kém.

Theo mot phuong éan, chét twong tu insulin theo sang ché & dang monome va 6n
dinh v& mat hoa hoc va vat 1y, thdm chi & néng do cao, trong dugc pham khéng chira

kém.
Phuong phép st dung
Ché phadm theo sang ché c6 thé duoc dung theo cac phwong phép thong thuong:

Dung theo dudng ti€ém c6 thé dwgc thuc hién theo tiém duéi da, trong co, trong
mang bung hodc trong tinh mach bang 6ng tiém, nhu dng tiém dang bit. Theo phwong
an khac, duong tiém c6 thé duoc thuc hién béng bom truyén. Nhu mot tuy chon khéc,
ché pham insulin chira hop chét insulin theo sang ché ciing ¢6 thé dugc didu chinh dé
str dung qua da, vi du bang cach tiém khong dung kim hodc tir miéng dan vi kim, c6 thé

1a miéng dan dién chuyén ion, hodc qua niém mac, vi du: duong dung qua mi€ng.

Duoc phém theo sang ché c6 thé duoc st dung cho bénh nhan can diéu tri nhu
vay tai mot s6 vi tri, vi du, tai cac vi tri tai chd, vi du, c4c vi tri da va niém mac, tai cac
vi tri bo qua su hép thu, vi du, st dung trong déng mach, trong tinh mach, tim, va tai
cac vi tri lién quan dén su hép thy, vi du, st dung trong da, duéi da, trong co hodc trong
bung.

Duoc phém theo séng ché c6 thé duogc str dung trong diéu tri bénh tiéu duong
bing dwong tiém. Lidu lwong thuc té tuy thudc vao ban chét va mic do nghiém trong
cua bénh dang dugc diéu tri, va theo quyét dinh cua bac si, va c6 thé dugc thay dbi béng

céch chudn d¢ lidu lugng cho céac truong hop cu thé theo sdng ché dé tao ra hiéu qua
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diéu tri mong mubn. Duoc phém theo sang ché cling co thé dugc diéu ché dé su dung
trong céac thiét bi y té khac nhau thuong dugce sir dung dé dung insulin, bao gdm cac thiét
bi gibng nhu bt dugc st dung dé didu tri insulin bang cach tiém, liéu phap truyén insulin

duéi da lién tuc bing cach sir dung bom.

Theo mot phuong an dugc pham theo séng ché dugc bao ché trong thiét bi dang

but dé st dung cho liéu phat insulin bang cach tiém.

Theo mot phuong &n dugc pham theo séng ché dugc bao ché trong bom bén

ngoai dé dung insulin.

Theo mot phuong an duoc pham theo sdng ché duoc bao ché trong bom insulin

dé dung insulin.

Theo mdt phuong 4n duge pham theo sang ché thich hop cho bom insulin dé

dung insulin.

Theo mdt phuong an duge phaim theo sang ché thich hop cho bom insulin ma

c6 thé giir chat twong tu insulin twong duong v6i 100-600U insulin ¢ nguoi.
Phuong phép tri liéu

Sang ché dé cap dén thudc dé st dung tri liéu. Cu thé hon, sang ché dé cap dén
viéc st dung chat twong tu insulin theo sdng ché dé diéu tri hodc phong ngira céc tinh

trang y té lién quan dén bénh tiéu duong.

Theo mdt phuwong an, sang ché dé xuét phuong phap dé diéu tri hodc thuyén
giam bénh hoac r6i loan hodc tinh trang cia co thé dong vat sdng, bao gé)m ca con nguoi,
bénh, rdi loan hoic tinh trang nao ¢6 thé dugc luya chon tir mot bénh, r6i loan hodc tinh
trang lién quan dén bénh tiu duong, bénh tiéu duong tuyp 1, bénh tiéu duong tuyp 2,
rdi loan dung nap glucoza, ting dudng huyét , rdi loan lipit mau, béo phi, hoi ching
chuyén hoa (hoi chimg chuyén hoa X, hoi ching khang insulin), ting huyét ap, r6i loan
nhén thic, phuong phép nao bao gdm buédce str dung cho dbi twgng can mot lwong chét
twong tu insulin nguoi theo sang ché ¢6 hiéu qua diéu tri.

Theo mdt phuong &n, sang ché @& xuét phuong phap dé diéu tri hodc thuyén
giam bénh hoac r6i loan hodc tinh trang ctia co thé dong vat séng, bao gém ca con nguoi,
bénh, 161 loan hodc tinh trang nao c6 thé duogc lua chon tir mot bénh, r6i loan hodc tinh

trang lién quan dén bénh tidu duong, bénh tiéu dudng tuyp 1, bénh tiéu dudng tuyp 2,
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rdi loan dung nap glucoza, ting dudng huyét , r6i loan lipit mau, béo phi, hodc hdi chiung

chuyén héa (hoi chimg chuyén héa X, hoi chimg khang insulin).

Theo mot phuong an, sang ché dé xuét phuong phap dé diéu tri hodc thuyén
giam bénh hodc rdi loan hodc tinh trang cta co thé dong vat séng, bao gdbm ca con ngudi,
bénh, 1&i loan hoic tinh trang nao c6 thé duogc lva chon tir mot bénh, rdi loan hoac tinh
trang lién quan dén bénh tiéu duong, cu thé bénh tiéu duong tuyp 1, hodc bénh tiéu

duong tuyp 2.

Theo mdt phuong 4n, sang ché dé cap dén viéc str dung y té clia chét tuong tur
insulin cua sang ché, va dic biét 1a viée st dung cac chét twong tu insulin nhu vay dé
diéu tri, phong ngira hodc thuyén giam céac bénh, rdi loan hodc tinh trang lién quan dén
bénh tiéu dudng, bénh tiéu dudong tuyp 1, bénh tiéu duong tuyp 2, réi loan dung nap
glucoza, tding duong huyét, r6i loan lipid mau, béo phi, hdi chiung chuyén héa (hdi ching
chuyén héa X , hoi chimg khéng insulin), ting huyét 4p, réi loan nhan thirc, phuong
phap bao gém viéc ding cho ddi twong cin mot lugng chit trong tu insulin c6 hiéu qué
diéu tri theo sang ché.

Theo phuong 4n khéic, sang ché @é cap dén viéc str dung chét twong tu insulin
nay dé diéu tri, ngan ngira hoic thuyén giam cac bénh, r6i loan hodc tinh trang lién quan
dén bénh tidu duong, tidu duong tuyp 1, tiéu dudng tuyp 2, hodc r6i loan dung nap
glucoza, phuong phéap bao gbm dung cho ddi tuong can lugng co6 hiéu qua diéu tri cta
chét twong tu insulin ctia sang ché.

Theo phuong 4n khac, sang ché d& cap dén viéc sir dung chét twong tu insulin
nay dé diéu tri hodc ngin ngira hodc 1am thuyén giam bénh, 161 loan hoic tinh trang bénh
lién quan dén tiéu dudng, va cu thé tiéu duong tuyp 1, hodc tiéu duong tuyp 2.

Céac phuong an

Sang ché con duge mo ta boi cac phuong an khong gidi han sau:

1. Chét tuong tu insulin, trong d6 chat twong tw bao gdbm A9E hodc A9D va con bao
gém B3E va/hodc desB30 lién quan dén insulin ngui.
2. Chét tuong tu insulin theo phwong 4n 1, trong do chét twong tu bao gdm A9E hoic

A9D va con bao gdm B3E lién quan dén insulin nguoi.
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3. Chét tuong tu insulin theo phuong an 1, trong do chét twong tu bao gdbm A9E hoic

A9D va con bao gdm desB30 lién quan dén insulin nguoi.

4. Chét tuong tu insulin theo phuong an 1, trong do6 chét twong tir bao gbm A9E hoic

A9D va con bao gdbm B3E va desB30 lién quan dén insulin nguoi.

5. Chét twong tu insulin theo phuong an 2-4, trong d6 chét twong tu con bao gOm it nht
mdt trong s6 B26E, B27E va/hodc B28E.

6. Chét tuong tu insulin theo phuong 4n bét ky trong s6 cac phuong an 2-4, trong d6

chét tuong tw con bao g6m B26E.

7. Chét twong tu insulin theo phuong én bat ky trong sd cac phuong an 2-4, trong d6

chit twong tir con bao gdm B27E.

8. Chét tuong tu insulin theo phuong an bét ky trong sb cac phuong an 2-4, trong d6

chét twong tu con bao gdm B28E.

9. Chét twong tu insulin theo phuong an bét ky trong sb cac phuong an 2-4, trong d6

chét twong tu con bao gébm B26E va B27E.

10. Chét twong ty insulin theo phuong én bét ky trong s6 cac phuong 4n 2-4, trong d6

chét twong tu con bao gdm B26E va B28E.

11. Chét tuong ty insulin theo phuong an bét ky trong s6 cac phuong 4n 2-4, trong d6

chit twong ty con bao gdbm B27E va B28E.

12. Chét twong tu insulin theo phuong an bét ky trong sb cac phuong én 2-4, trong d6
chit twong tw con bao gdbm B26E, B27E va B28E.

13. Chét tuong tu insulin theo phuong 4n bét ky trong sb cac phwong an 5-12, trong d6
chét trong tu bd con bao gb6m phép thé A21A.

14. Chét twong tu insulin theo theorphutorng an bét ky trong sd cac phuong néu trén,
trong d6 chat tuong tu la

A9D, B3E;

AO9E, B3E;

A9D, desB30;

A9E, desB30;

A9D, B3E, desB30;
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A9E, B3E, desB30;

A9D, B3E, B26E;

A9E, B3E, B26E;

A9D, B26E, desB30;

A9E, B26E, desB30;

A9D, B3E, B26E, desB30;

A9E, B3E, B26E, desB30;

A9D, A21A, B3E, B26E;

A9E, A21A, B3E, B26E;

A9D, A21A, B26E, desB30;
A9E, A21A, B26E, desB30;
A9D, A21A, B3E, B26E, desB30;
A9E, A21A, B3E, B26E, desB30;
A9D, B3E, B27E;

A9E, B3E, B27E;

A9D, B27E, desB30;

A9E, B27E, desB30;

A9D, B3E, B27E, desB30;

A9E, B3E, B27E, desB30;

A9D, A21A, B3E, B27E;

A9E, A21A, B3E, B27E;

A9D, A21A, B27E, desB30;
A9E, A21A, B27E, desB30;
A9D, A21A, B3E, B27E, desB30;
A9E, A21A, B3E, B27E, desB30;
A9D, B3E, B28E;

A9E, B3E, B28E;

A9D, B28E, desB30;

A9E, B28E, desB30;

A9D, B3E, B28E, desB30;

A9E, B3E, B28E, desB30;

A9D, A21A, B3E, B28E;
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A9E, A21A, B3E, B28E;

A9D, A21A, B28E, desB30;

A9E, A21A, B28E, desB30;

A9D, A21A, B3E, B28E, desB30;

A9E, A21A, B3E, B28E, desB30;

A9D, B3E, B26E, B27E;

A9E, B3E, B26E, B27E;

A9D, B26E, B27E, desB30;

A9E, B26E, B27E, desB30;

A9D, B3E, B26E, B27E, desB30;

A9E, B3E, B26E, B27E, desB30;

A9D, A21A, B3E, B26E, B27E;

A9E, A21A, B3E, B26E, B27E;

A9D, A21A, B26E, B27E, desB30;
A9E, A21A, B26E, B27E, desB30;
A9D, A21A, B3E, B26E, B27E, desB30;
A9E, A21A, B3E, B26E, B27E, desB30;
A9D, B3E, B27E, B28E;

A9E, B3E, B27E, B28E;

A9D, B27E, B28E, desB30;

A9E, B27E, B28E, desB30;

A9D, B3E, B27E, B28E, desB30;

A9E, B3E, B27E, B28E, desB30;

A9D, A21A, B3E, B27E, B28E;

A9E, A21A, B3E, B27E, B28E;

A9D, A21A, B27E, B28E, desB30;
A9E, A21A, B27E, B28E, desB30;
A9D, A21A, B3E, B27E, B28E, desB30;
A9E, A21A, B3E, B27E, B28E, desB30;
A9D, B3E, B26E, B28E;

A9E, B3E, B26E, B28E;

A9D, B26E, B28E, desB30;
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A9E, B26E, B28E, desB30;

A9D, B3E, B26E, B28E, desB30;

A9E, B3E, B26E, B28E, desB30;

A9D, A21A, B3E, B26E, B2RE;

A9E, A21A, B3E, B26E, B28E;

A9D, A21A, B26E, B28E, desB30;

A9E, A21A, B26E, B28E, desB30;

A9D, A21A, B3E, B26E, B28E, desB30;
A9E, A21A, B3E, B26E, B28E, desB30;
A9D, B3E, B26E, B27E, B28E;

A9E, B3E, B26E, B27E, B28E;

A9D, B26E, B27E, B28E, desB30;

A9E, B26E, B27E, B28E, desB30;

A9D, B3E, B26E, B27E, B28E, desB30;
A9E, B3E, B26E, B27E, B28E, desB30;
A9D, A21A, B3E, B26E, B27E, B28E;
A9E, A21A, B3E, B26E, B27E, B28E;
A9D, A21A, B26E, B27E, B28E, desB30;
A9E, A21A, B26E, B27E, B28E, desB30;
A9D, A21A, B3E, B26E, B27E, B28E, desB30; hoac
A9E, A21A, B3E, B26E, B27E, B28E, desB30.

15. Chét twong tu insulin theo phuong an 14, trong do6 chat tuong tu 1a

A9D, B3E, B26E;

A9E, B3E, B26E;

A9D, B26E, desB30;

A9E, B26E, desB30;

A9D, B3E, B26E, desB30;
A9E, B3E, B26E, desB30;
A9D, A21A, B3E, B26E;
A9E, A21A, B3E, B26E;
A9D, A21A, B26E, desB30;
A9E, A21A, B26E, desB30;
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A9D, A21A, B3E, B26E, desB30;
A9E, A21A, B3E, B26E, desB30;
A9D, B3E, B27E;

A9E, B3E, B27E;

A9D, B27E, desB30;

A9E, B27E, desB30;

A9D, B3E, B27E, desB30;

A9E, B3E, B27E, desB30;

A9D, A21A, B3E, B27E;

A9E, A21A, B3E, B27E;

A9D, A21A, B27E, desB30;
A9E, A21A, B27E, desB30;
A9D, A21A, B3E, B27E, desB30;
A9E, A21A, B3E, B27E, desB30;
A9D, B3E, B28E;

A9E, B3E, B28E;

A9D, B28E, desB30;

A9E, B28E, desB30;

A9D, B3E, B28E, desB30;

A9E, B3E, B28E, desB30;

A9D, A21A, B3E, B28E;

A9E, A21A, B3E, B28E;

A9D, A21A, B28E, desB30;
A9E, A21A, B28E, desB30;
A9D, A21A, B3E, B28E, desB30;
A9E, A21A, B3E, B28E, desB30;
A9D, B3E, B26E, B27E;

A9E, B3E, B26E, B27E;

A9D, B26E, B27E, desB30;
A9E, B26E, B27E, desB30;
A9D, B3E, B26E, B27E, desB30;
A9E, B3E, B26E, B27E, desB30;
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A9D, A21A, B3E, B26E, B27E;

A9E, A21A, B3E, B26E, B27E;

A9D, A21A, B26E, B27E, desB30;
A9E, A21A, B26E, B27E, desB30;
A9D, A21A, B3E, B26E, B27E, desB30;
A9E, A21A, B3E, B26E, B27E, desB30;
A9D, B3E, B27E, B28E;

A9E, B3E, B27E, B28E;

A9D, B27E, B28E, desB30;

A9E, B27E, B28E, desB30;

A9D, B3E, B27E, B28E, desB30;

A9E, B3E, B27E, B28E, desB30;

A9D, A21A, B3E, B27E, B2RE;

A9E, A21A, B3E, B27E, B28E;

A9D, A21A, B27E, B28E, desB30;
A9E, A21A, B27E, B28E, desB30;
A9D, A21A, B3E, B27E, B28E, desB30;
A9E, A21A, B3E, B27E, B28E, desB30;
A9D, B3E, B26E, B28E;

A9E, B3E, B26E, B28E;

A9D, B26E, B28E, desB30;

A9E, B26E, B28E, desB30;

A9D, B3E, B26E, B28E, desB30;

A9E, B3E, B26E, B28E, desB30;

A9D, A21A, B3E, B26E, B28E;

A9E, A21A, B3E, B26E, B28E;

A9D, A21A, B26E, B28E, desB30;
A9E, A21A, B26E, B28E, desB30;
A9D, A21A, B3E, B26E, B28E, desB30;
A9E, A21A, B3E, B26E, B28E, desB30;
A9D, B3E, B26E, B27E, B28E;

A9E, B3E, B26E, B27E, B28E;
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A9D, B26E, B27E, B28E, desB30;

A9E, B26E, B27E, B28E, desB30;

A9D, B3E, B26E, B27E, B28E, desB30;

A9E, B3E, B26E, B27E, B28E, desB30;

A9D, A21A, B3E, B26E, B27E, B28E;

A9E, A21A, B3E, B26E, B27E, B28E;

A9D, A21A, B26E, B27E, B28E, desB30;

A9E, A21A, B26E, B27E, B28E, desB30;

A9D, A21A, B3E, B26E, B27E, B28E, desB30; hoac
A9E, A21A, B3E, B26E, B27E, B28E, desB30.

16. Chét tuong tu insulin theo phwong an 15, trong d6 chét tuong tu 12

A9D, B3E, B26E;

A9E, B3E, B26E;

A9D, B26E, desB30;

A9E, B26E, desB30;

A9D, B3E, B26E, desB30;

A9E, B3E, B26E, desB30;

A9D, A21A, B3E, B26E;

A9E, A21A, B3E, B26E;

A9D, A21A, B26E, desB30;
A9E, A21A, B26E, desB30;
A9D, A21A, B3E, B26E, desB30;
A9E, A21A, B3E, B26E, desB30;
A9D, A21A, B3E, B28E, desB30;
A9E, A21A, B3E, B28E, desB30;
A9D, B3E, B26E, B27E;

A9E, B3E, B26E, B27E;

A9D, B26E, B27E, desB30;

A9E, B26E, B27E, desB30;

A9D, B3E, B26E, B27E, desB30;
A9E, B3E, B26E, B27E, desB30;
A9D, A21A, B3E, B26E, B27E;
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A9E, A21A, B3E, B26E, B27E;

A9D, A21A, B26E, B27E, desB30;
A9E, A21A, B26E, B27E, desB30;
A9D, A21A, B3E, B26E, B27E, desB30;
A9E, A21A, B3E, B26E, B27E, desB30;
A9D, B3E, B27E, B28E;

A9E, B3E, B27E, B28E;

A9D, B27E, B28E, desB30;

A9E, B27E, B28E, desB30;

A9D, B3E, B27E, B28E, desB30;

A9E, B3E, B27E, B28E, desB30;

A9D, A21A, B3E, B27E, B28E;

A9E, A21A, B3E, B27E, B28E;

A9D, A21A, B27E, B28E, desB30;
A9E, A21A, B27E, B28E, desB30;
A9D, A21A, B3E, B27E, B28E, desB30;
A9E, A21A, B3E, B27E, B28E, desB30;
A9D, B3E, B26E, B28E;

A9E, B3E, B26E, B28E;

A9D, B26E, B28E, desB30;

A9E, B26E, B28E, desB30;

A9D, B3E, B26E, B28E, desB30;

A9E, B3E, B26E, B28E, desB30;

A9D, A21A, B3E, B26E, B28E;

A9E, A21A, B3E, B26E, B28E;

A9D, A21A, B26E, B28E, desB30;
A9E, A21A, B26E, B28E, desB30;
A9D, A21A, B3E, B26E, B28E, desB30;
A9E, A21A, B3E, B26E, B28E, desB30;
A9D, B3E, B26E, B27E, B28E,;

A9E, B3E, B26E, B27E, B28E;

A9D, B26E, B27E, B28E, desB30;
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A9E, B26E, B27E, B28E, desB30;

A9D, B3E, B26E, B27E, B28E, desB30;

A9E, B3E, B26E, B27E, B28E, desB30;

A9D, A21A, B3E, B26E, B27E, B28E;

A9E, A21A, B3E, B26E, B27E, B28E;

A9D, A21A, B26E, B27E, B28E, desB30;

A9E, A21A, B26E, B27E, B28E, desB30;

A9D, A21A, B3E, B26E, B27E, B28E, desB30; hodc
A9E, A21A, B3E, B26E, B27E, B28E, desB30.

17. Chét tuvong tu insulin theo phuong 4n 16, trong d6 chét tuong tw 12

A9D, B3E, B26E;

A9E, B3E, B26E;

A9D, B3E, B26E, desB30;

A9E, B3E, B26E, desB30;

A9D, A21A, B3E, B26E;

A9E, A21A, B3E, B26E,

A9D, A21A, B3E, B26E, desB30;
A9E, A21A, B3E, B26E, desB30;
A9D, A21A, B3E, B28E, desB30;
A9E, A21A, B3E, B28E, desB30;
A9D, B3E, B26E, B27E;

A9E, B3E, B26E, B27E;

A9D, B3E, B26E, B27E, desB30;
A9E, B3E, B26E, B27E, desB30;
A9D, A21A, B3E, B26E, B27E;
A9E, A21A, B3E, B26E, B27E;
A9D, A21A, B3E, B26E, B27E, desB30;
A9E, A21A, B3E, B26E, B27E, desB30;
A9D, B3E, B27E, B28E;

AO9E, B3E, B27E, B28E,

A9D, B3E, B27E, B28E, desB30;
A9E, B3E, B27E, B28E, desB30;
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A9D, A21A, B3E, B27E, B28E;

A9E, A21A, B3E, B27E, B28E;

A9D, A21A, B3E, B27E, B28E, desB30;

A9E, A21A, B3E, B27E, B28E, desB30;

A9D, B3E, B26E, B28E;

A9E, B3E, B26E, B28E;

A9D, B3E, B26E, B28E, desB30;

A9E, B3E, B26E, B28E, desB30;

A9D, A21A, B3E, B26E, B28E;

A9E, A21A, B3E, B26E, B28E;

A9D, A21A, B3E, B26E, B28E, desB30;

A9E, A21A, B3E, B26E, B28E, desB30;

A9D, B3E, B26E, B27E, B28E;

A9E, B3E, B26E, B27E, B28E;

A9D, B3E, B26E, B27E, B28E, desB30;

A9E, B3E, B26E, B27E, B28E, desB30;

A9D, A21A, B3E, B26E, B27E, B28E;

A9E, A21A, B3E, B26E, B27E, B28E;

A9D, A21A, B3E, B26E, B27E, B28E, desB30; hoac
A9E, A21A, B3E, B26E, B27E, B28E, desB30.

18. Chét twong tu insulin theo phuong 4n 17, trong d6 chét tuong tu 1a

A9E, B3E, B26E;

A9E, B3E, B27E, B28E;

A9E, B3E, B26E, desB30;

A9E, B3E, B27E, B28E, desB30;
A9D, B3E, B26E, desB30; hodc
A9E, A21A, B3E, B26E, desB30.

19. Chét tuong ty insulin theo phuong 4n 18, trong d6 chét trong tw 1a A9E, B3E, B26E.

20. Chét tuong tu insulin theo phuong 4n 18, trong do chét tuong tu 1a A9E, B3E, B27E,
B28E.
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21. Chét tuong tu insulin theo phuong an 18, trong d6 chét twong tu 12 ASE, B3E, B26E,
desB30.

22. Chét tuong tu insulin theo phuong an 18, trong d6 chét twong tu 1a A9E, B3E, B27E,
B28E, desB30.

23. Chét twong tu insulin theo phuong én 18, trong d6 chét twong tu 1a A9D, B3E, B26E,
desB30.

24. Chét tuong ty insulin theo phuong 4n 18, trong d6 chét twong tu 1a A9E, A21A,
B3E, B26E, desB30.

25. Dugc phdm bao gém chit twong tu insulin theo phwong an bat ky trong s céac

phuong an 1-24, va mot hoac nhiéu ta dugc duge dung.

26. Dugc pham theo phurong 4n 25, bao gbm chét twong tu insulin, 1a A9E, B3E, B26E,
desB30.

27. Dugc pham theo phuong 4n 25, bao gbm chét twong tv insulin, 1a A9E, B3E, B27E,
B28E, desB30.

28. Duogc ph:flm theo phuong &n 25, bao gém chét twong tu insulin, 1a A9D, B3E, B26E,
desB30.

29. Dugc pham theo phuong 4n 25, bao gbm chét trong tw insulin, 1a A9E, A21A, B3E,
B26E, desB30.

30. Duoc pham theo phuong an 25-29, trong d6 chat twong tu insulin ¢6 nong d6 nam

trong khoang tir 0,1mM dén 20,0mM.

31. Dugc pham theo phuong 4n 25-30, trong d6 chét twong tu insulin c6 ndéng do nim

trong khoang tir 0,6mM dén 3,6mM.

32. Dugc phdm theo phuwong 4n 31, trong d6 chét tuwong tu insulin 13 & ndéng do khoang

tr 0,6 mM.

33. Duoc phim theo phwong 4n 31, trong d6 chét twong tv insulin 14 & ndng do khoang

1,2 mM.

34. Dugc pham theo phuong 4n 31, trong d6 chat twong tw insulin 14 & ndng d khoang
1,8 mM.
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35. Dugc pham theo phuong 4n 31, trong d6 chét twong ty insulin 1a & néng do khoang

2,4 mM.

36. Duoc pham theo phuong an 31, trong do chit tuong ty insulin 1a & ndng do khoang
3,0 mM.

37. Dugc pham theo phwong 4n 25-29, trong do6 chét tuong tu insulin 1a & ndng do

khoang 100-600U.

38. Dugc pham theo phuong én 37, trong dé chét tuong tu insulin 1 & ndéng d6 khoang

100U.

39. Duogc phém theo phuong an 37, trong do chét twong tu insulin 1a ¢ n@)ng do khoang

200U.

40. Dugc pham theo phuong 4n 37, trong d6 chét twong tu insulin 1 & ndng dd khoang

300U.

41. Dugc pham theo phwong an 37, trong d6 chét twong tu insulin 13 & ndéng do khoang

400U.

42. Duoc pham theo phuong an 37, trong d6 chét twong tu insulin 1a & nbéng do khoang

500U.

43. Dugc pham theo phwrong an 37, trong d6 chét twong tu insulin 13 & ndng do khoang

600U.
44, Duoc pham theo phuong an 25-43, trong d6 ché phim nay khong chira kém.

45. Dugc pham theo phuong én 25-44, bao gdm hop chat nicotinic, va cu thé 1a

nicotinamit.

46. Dugc pham theo phwong 4n 25-45, bao gbm nicotinamit & ndéng do trong khoang tir
0 mM dén 200 mM.

47. Dugc pham theo phuong an 46, bao gdém 10 mM nicotinamit.
48. Dugc pham theo phuong an 46, bao gbém 20 mM nicotinamit.
49. Dugc pham theo phuong an 46, bao gdm 40 mM nicotinamit.

50. Dugc phim theo phuong én 46, bao gbébm 170 mM nicotinamit.
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51. Dugc pham theo phwong 4n 25-50 cac phuong 4n, bao gdbm trong khoang tir 0,6

mg/ml dén 4mg/ml phenol va/hoic m-cresol.

52. Dugc phdm theo phuong 4n 51, bao gbém khoang tir 1,5 mg/ml phenol va khoéng

1,72 mg/ml m-cresol.

53. Dugc phidm theo phuong an 51, bao gdm khoang tir 1,79 mg/ml phenol va khoang

2,05 mg/ml m-cresol.
54, Duogc phim theo phwong 4n 25-53, bao gdm glyxerol & ndng d6 tir 0 dén 250 mM.

55. Dugc phim theo phwong 4n 54, bao gébm khoang 103 mM, 130mM, 163mM,
185mM, 195mM, 200mM, 230mM hodc 233 mM glyxerol.

56. Dugc phdm theo phurong an 25-55, bao gbm propylen glycol & ndng do khoang 0-
2%.

57. Dugc pham theo phwong 4n 56 bao gbm propylen glycol & ndng do khoang 1,5%.

58. Duoc pham theo phuong 4n 25-57, bao gdbm dém & ndng do khoang tir 0,1 mM dén
20 mM.

59. Dugc pham theo phwong 4n 58, bao gém dém phosphat & ndng do khoang 3 mM.
60. Dugc pham theo phwong 4n 58, bao gbm Tris dém & ndng do khoang 7 mM.

61. Duoc phzflm theo cac phuong an 25-60, ma co tri s6 pH trong pham vi tir 7,0 dén 8.0.
62. Duogc pham theo phurong 4n 61, ma c6 tri s6 pH trong pham vi tir 7,2 dén 7,8.

63. Duogc phém theo phuong é4n 62, ma co tri sb pH trong pham vi tir 7,4 dén 7.6.

64. Dugc pham theo cac phwong an 25-63, bao gdm xitrat.

65. Duoc phdm theo phurong 4n 64, bao gdm xitrat nam & néng d¢ tir 1 mM dén 50 mM.
66. Duoc pham theo phurong 4n 65, bao gbm xitrat ndm & noéng do 5 mM.

67. Dugc pham theo phuong an 65, bao gbm xitrat nim & ndéng d6 10 mM.

68. Dugc pham theo phwong 4n 65, bao gdm xitrat nim & ndng d6 15 mM.

69. Duoc pham theo phuong 4n 65, bao gbm xitrat nam & néng dd 20 mM.

70. Dugc pham theo cic phuwong 4n néu trén, bao gébm 10 mM nicotinamit va 10mM

xitrat.
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71. Duoc pham theo cic phuong 4n néu trén, bao gdbm 20 mM nicotinamit va 10mM

xitrat.

72. Dugc pham theo cdc phwong 4n néu trén, bao gdm 40 mM nicotinamit va 10mM

xitrat.

73. Duoc pham theo cdc phuong 4n néu trén, bao gém 0,6 mM chét twong tu insulin

A9E, B3E, B26E, desB30;
1,5mg/ml phenol;
1,72 mg/ml m-cresol;
233 mM glyxerol;
3mMphostphat;
0 mM nicotinamit; va
dopHla74.

74. Dugc pham theo céc phuong én néu trén, bao gbm 1,2 mM chét tuong tu insulin

A9E, B3E, B26E, desB30;
1,5mg/ml phenol;
1,72 mg/ml m-cresol;
233 mM glyxerol;
3mM phostphat;
0 mM nicotinamit; va
dopH 1a 7.4.

75. Duoc phém theo cac phuong an néu trén, bao gém 1,8 mM chéat twong tu insulin

A9E, B3E, B26E, desB30;
1,5mg/ml phenol;
1,72 mg/ml m-cresol;
233 mM glyxerol;
3mM phostphat;

0 mM nicotinamit; and
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do pH 12 7.4.

76. Dugc phdm theo cdc phuong an néu trén, bao gbém 2,4 mM chét twong tu insulin

A9E, B3E, B26E, desB30;
1,5mg/ml phenol;

1,72 mg/ml m-cresol;
233mM glyxerol;
3mM phostphat;

0 mM nicotinamit; and
do pH 1a 7,4.

77. Duoc pham theo cac phuong 4n néu trén, bao gbém 3,0 mM chét twong tu insulin

A9E, B3E, B26E, desB30;
1,5mg/ml phenol;
1,72 mg/ml m-cresol;
233mM glyxerol;
3mM phostphat;
0 mM nicotinamit; and
do pH 1a 7.4.

78. Duoc phdm theo cdc phuong 4n néu trén, bao gém 0,6 mM chét twong tu insulin

A9E, B3E, B26E, desB30;
1,5mg/ml phenol;

1,72 mg/ml m-cresol;
200mM glyxerol;
3mMphostphat;

40 mM nicotinamit; and

do pH 12 7.4.
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79. Dugc phdm theo cac phwong 4n néu trén, bao gbém 1,2 mM chét twong tu insulin

A9E, B3E, B26E, desB30;
1,5mg/ml phenol;
1,72 mg/ml m-cresol;
200mM glyxerol;
3mM phostphat;
40 mM nicotinamit; and
dopH1a74.

80. Dwoc pham theo cdc phuwong 4n néu trén, bao gbém 1,8 mM chét twong tu insulin

A9E, B3E, B26E, desB30;
1,5mg/ml phenol;
1,72 mg/ml m-cresol;
200mM glyxerol;
3mM phostphat;
40 mM nicotinamit; and
dopHl1a7.4.

81. Duoc phiam theo cac phuong 4n néu trén, bao gbm 2,4 mM chét tuong tu insulin

A9E, B3E, B26E, desB30;
1,5mg/ml phenol;

1,72 mg/ml m-cresol;
200mM glyxerol;
3mM phostphat;

40 mM nicotinamit; va
do pH 1a 7.4.

82. Duoc pham theo c4c phuong 4n néu trén, bao gbém 3,0 mM chét tuong ty insulin

A9E, B3E, B26E, desB30;
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1,5mg/ml phenol;

1,72 mg/ml m-cresol;
200mM glyxerol;
3mM phostphat;

40 mM nicotinamit; va
dopH 1a 7.4.

83. Duoc phim theo céc phuong an néu trén, bao gbém 0,6 mM chét twong tu insulin

A9E, B3E, B26E, desB30;
1,5mg/ml phenol;
1,72 mg/ml m-cresol;
185mM glyxerol;
3mMphostphat;
20 mM nicotinamit;
10 mM xitrat; and
dopH1a74.

84. Duoc pham theo cac phuong 4n néu trén, bao gbm 1,2 mM chét twong tu insulin

A9E, B3E, B26E, desB30;
1,5mg/ml phenol;
1,72 mg/ml m-cresol;
185mM glyxerol;
3mM phostphat;
20 mM nicotinamit;
10 mM xitrat; va
do pH 1a 7.4.

85. Duoc phim theo cac phuong 4n néu trén, bao gdm 1,8 mM chét twong tu insulin

A9E, B3E, B26E, desB30;
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1,5mg/ml phenol;
1,72 mg/ml m-cresol;
185mM glyxerol;
3mM phostphat;

20 mM nicotinamit;
10 mM xitrat; and

do pH 12‘1.7,4.

86. Duoc phdm theo cac phuong an néu trén, bao gbém 2,4 mM chét tuong tu insulin

A9E, B3E, B26E, desB30;
1,5mg/ml phenol;
1,72 mg/ml m-cresol;
185mM glyxerol;
3Mm phostphat;
20 mM nicotinamit;
10 mM xitrat; va
do pH 1a 7.4.

87. Duoc pham theo cac phuong an néu trén, bao gbm 3,0 mM chét tuong ty insulin

A9E, B3E, B26E, desB30;
1,5mg/ml phenol;
1,72 mg/ml m-cresol;
185mM glyxerol;
3mM phostphat;
20 mM nicotinamit;
10 mM xitrat; va

do pH 12 7.4.
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88. Duoc phém theo cac phuorng an néu trén, bao gém 0,6 mM, 1,2mM, 1,8mM, 2,4mM
hodc 3,0mM chét tuong tu insulin A9E, B3E, B27E, B28E, desB30;

1,5mg/ml phenol;
1,72 mg/ml m-cresol;
233mM glyxerol;
3mM phostphat;

0 mM nicotinamit; va
do pH 1a 7,4.

89. Duogc phém theo cac phuong an néu trén, bao gém 0,6 mM, 1,2mM, 1,8mM, 2,4mM
hoic 3,0mM chét twong tu insulin A9E, B3E, B27E, B28E, desB30;

1,5mg/ml phenol;

1,72 mg/ml m-cresol;
200mM glyxerol;
3mM phostphat;

40 mM nicotinamit; va
dopHla74.

90. Duogc phém theo cac phuong an néu trén, bao gém 0,6 mM, 1,2mM, 1,8mM, 2,4mM
hodc 3,0mM chét tuong tu insulin A9E, B3E, B27E, B28E, desB30;

1,5mg/ml phenol;
1,72 mg/ml m-cresol;
185mM glyxerol;
3mM phostphat;

20 mM nicotinamit;
10 mM xitrat; va

do pH 1a 7.4.
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91. Chéit tuong tu insulin theo phuong 4n bét ky trong sb cac phuong an 1-24 hodc mubi
dugc dung cia né hodc dugc phim theo theo diém bét ky trong s6 cac phuong an 25-

90, dé st dung lam thudc.

92. Chét twong tu insulin theo phuong én bét ky trong sb cac phuong 4n 1-24 hoic a
mubi duoc dung ctia n6 hodc dugc pham theo phuong 4n bét ky trong sb cac phurong 4n
25-90, dé sir dung trong ngin nglra hodc thuyén giam hodc didu tri bénh hodc r6i loan
hoac tinh trang cua co thé nguoi, trong d6 bénh, roi loan hodc tinh trang lién quan dén

bénh tiéu duong, cu thé 1a tiéu duong tuyp 1, hoic ti€u dudng tuyp 2.

93. Phuong phap diéu tri, phong nglra hodc thuyén giam bénh hodc rdi loan hogc tinh
trang cua co thé nguoi, trong doé bénh, r6i loan hodc tinh trang lién quan dén bénh tiéu
dudng, cu thé 1a bénh tiéu dudng tuyp 1, hodc bénh tiéu dudng tuyp 2, trong d6 phuong
phép nay bao gbm buéce sir dung cho co thé dong vat séng can diéu tri, luong chét trong
tu insulin c6 hiéu qua diéu tri theo phuong an bét k¥ trong sb cac phuwong dn 1-24 hodc

duoc pham theo phwong 4n bét ky trong s6 cac phurong én 25-90.

Sang ché tham chi con dugc mo ta thém bing cac phuwong 4n khong gi6i han

sau:

1. Chét twong tu insulin, trong d6 chét tuong tu nay bao gdbm A9E hodc A9D va con bao

g6m B3E va/hodc desB30 lién quan dén insulin ngudi.

2. Chét twong tu insulin theo phwong 4n 1, trong do6 chét twong tur con bao gOm it nhat

mot trong s& B26E, B27E va/hoic B28E.

3. Chét tuong tu insulin theo phwong 4n 2, trong d6 chét tuong tw con bao gbm phép thé

A21A.

4. Chét tuong tu insulin theo phuong 4n bét ky trong s6 cac phuong 4n néu trén, trong

do6 chat trong tu 1a:

A9D, B3E;

A9E, B3E;

A9D, desB30;
A9E, desB30;
A9D, B3E, desB30;
A9E, B3E, desB30;
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A9D, B3E, B26E;

A9E, B3E, B26E;

A9D, B26E, desB30;

A9E, B26E, desB30;

A9D, B3E, B26E, desB30;

A9E, B3E, B26E, desB30;

A9D, A21A, B3E, B26E;

A9E, A21A, B3E, B26E;

A9D, A21A, B26E, desB30;
A9E, A21A, B26E, desB30;
A9D, A21A, B3E, B26E, desB30;
A9E, A21A, B3E, B26E, desB30;
A9D, B3E, B27E;

A9E, B3E, B27E;

A9D, B27E, desB30;

A9E, B27E, desB30;

A9D, B3E, B27E, desB30;

A9E, B3E, B27E, desB30;

A9D, A21A, B3E, B27E;

A9E, A21A, B3E, B27E;

A9D, A21A, B27E, desB30;
A9E, A21A, B27E, desB30;
A9D, A21A, B3E, B27E, desB30;
A9E, A21A, B3E, B27E, desB30;
A9D, B3E, B28E;

A9E, B3E, B28E;

A9D, B28E, desB30;

A9E, B28E, desB30;

A9D, B3E, B28E, desB30;

A9E, B3E, B28E, desB30;

A9D, A21A, B3E, B28E;

A9E, A21A, B3E, B28E;
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A9D, A21A, B28E, desB30;

A9E, A21A, B28E, desB30;

A9D, A21A, B3E, B28E, desB30;

A9E, A21A, B3E, B28E, desB30;

A9D, B3E, B26E, B27E;

A9E, B3E, B26E, B27E;

A9D, B26E, B27E, desB30;

A9E, B26E, B27E, desB30;

A9D, B3E, B26E, B27E, desB30;

A9E, B3E, B26E, B27E, desB30;

A9D, A21A, B3E, B26E, B27E;

A9E, A21A, B3E, B26E, B27E;

A9D, A21A, B26E, B27E, desB30;
A9E, A21A, B26E, B27E, desB30;
A9D, A21A, B3E, B26E, B27E, desB30;
A9E, A21A, B3E, B26E, B27E, desB30;
A9D, B3E, B27E, B28E;

A9E, B3E, B27E, B28E;

A9D, B27E, B28E, desB30;

A9E, B27E, B28E, desB30;

A9D, B3E, B27E, B28E, desB30;

A9E, B3E, B27E, B28E, desB30;

A9D, A21A, B3E, B27E, B28E,;

A9E, A21A, B3E, B27E, B28E;

A9D, A21A, B27E, B28E, desB30;
A9E, A21A, B27E, B28E, desB30;
A9D, A21A, B3E, B27E, B28E, desB30;
A9E, A21A, B3E, B27E, B28E, desB30;
A9D, B3E, B26E, B28E;

A9E, B3E, B26E, B28E;

A9D, B26E, B28E, desB30;

A9E, B26E, B28E, desB30;
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A9D, B3E, B26E, B28E, desB30;

A9E, B3E, B26E, B28E, desB30;

A9D, A21A, B3E, B26E, B28E;

A9E, A21A, B3E, B26E, B28E;

A9D, A21A, B26E, B28E, desB30;

A9E, A21A, B26E, B28E, desB30;

A9D, A21A, B3E, B26E, B28E, desB30;

A9E, A21A, B3E, B26E, B28E, desB30;

A9D, B3E, B26E, B27E, B28E;

A9E, B3E, B26E, B27E, B28E;

A9D, B26E, B27E, B28E, desB30;

A9E, B26E, B27E, B28E, desB30;

A9D, B3E, B26E, B27E, B28E, desB30;

A9E, B3E, B26E, B27E, B28E, desB30;

A9D, A21A, B3E, B26E, B27E, B28E;

A9E, A21A, B3E, B26E, B27E, B28E;

A9D, A21A, B26E, B27E, B28E, desB30;
A9E, A21A, B26E, B27E, B28E, desB30;
A9D, A21A, B3E, B26E, B27E, B28E, desB30; hodc
A9E, A21A, B3E, B26E, B27E, B28E, desB30.

5. Chét twong tu insulin theo phwong 4n 4, trong d6 chét tuong tur 1a:

A9E, B3E, B26E;

A9E, B3E, B27E, B28E;

AO9E, B3E, B26E, desB30;

A9E, B3E, B27E, B28E, desB30;
A9D, B3E, B26E, desB30; hodc
A9E, A21A, B3E, B26E, desB30.

6. Chat twong tu insulin theo phuong 4n 5, trong d6 chét tuong tu 12 A9E, B3E, B26E,
desB30.

7. Dugc phdm bao gdm chét twong tu insulin theo phuong 4n bét ky trong s6 cac phuong

4n 1-6, va mot hodc nhiéu ta dugc dugc dung.
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8. Dugc pham theo phwong 4n 7, trong d6 chét tuong tu insulin & ndéng do tir 0,6mM

dén 3mM.
9. Dugc pham theo c4c phwong én 7-8, trong d6 dugc pham nay khong chira kém.

10. Dugc phdm theo cac phuong dn 7-9, bao gdm hop chat nicotinic, va cu thé 1a

nicotinamit.

11. Duoc phim theo cic phuong én 7-9, trong d6 dugc pham nay 12 khéng chtra hop

chat nicotinic, va cu thé la nicotinamit.

12. Chét twong tu insulin theo phuong 4n bét ky trong sd cac phuong an 1-6 & dang

monome trong dugc phim khong chira kém.
13. Chét tuong tu insulin theo phwong 4n 7 is chemically va/hodc physically stable.

14. Chét tuong tu insulin theo phuong 4n bét k¥ trong s6 cac phuong én 1-6 hodc mudi
dugc dung cua n6 hodc dugc pham theo phuong an bét ky trong sd cac phuong 4n 7-11,

dé sir dung lam thude.

15. Phuong phap diéu tri, phong nglra hogc thuyén giam bénh hoac r6i loan hodc tinh
trang cuia co thé nguoi, trong d6 bénh, rdi loan hodc tinh trang lién quan dén bénh tiéu
dudng, cu thé 1a bénh tiéu duong typ 1, hodc bénh tiéu duong typ 2, trong d6 phuong
phép nay bao g6m budc st dung cho co thé dong vat séng can diéu tri, luong chét tuong
tu insulin ¢6 hiéu qua diéu tri theo phuong an bét ky trong s6 cac phuong an 1-6 hodc

dugce phdm theo phwong 4n bét ky trong s6 cac phuong an 7-11.
Vi du thue hién sang ché
Vit liéu va phuong phap

Danh séach cac chit viét tat

ACN axetonitril

ALP - Achromobactor lyticus proteaza

AUC - Dién tich du6i duong cong

Peptit C — peptit két n6i

DCM: diclometan

DIC: diisopropylcacbodiimit
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DIPEA = DIEA — N, N-disopropylethylamin
DMF - N,N-dimetylfocmamit

DMSO — dimety] sulphoxit

Fmoc - florenylmetyloxycacbonyl

Glu (gGlu) — gamma L-glutamyl

HFIP - Hexafluoro-2-propanol

HPLC - Sic ky 16ng hiéu nang cao

IR — Thu thé insulin (Insulin receptor)

IGF-1R Thu thé yéu td ting truéng gidng insulin 1
LC —séc ky long

MALDI-TOF MS - thoi gian bay ion khir hip thu laser dwoc duge hd trg bing

chét nén
MS - phd khdi
NMP - N-metylpyrolidon
PAL - Lién két peptit amit
PCR — phan ting chudi polymeraza
PD — duoc luc hoc (tac dung ha glucoza méu/huyét tuong)
PK — dugc luc hoc (ndng do insulin trong mau/huyét twong so v6i profin thoi
gian)
RT — nhiét do trong phong
tBu — tert-butyl
TFA - axit trifloaxetic; va
TRIS — tris (hydroxy methyl) aminometan.
Phuong phép diéu ché chung
Quy trinh chung (A)

Téng hop pha rdn va tinh ché cac chét tuong tu clia sang ché
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Quy trinh chung dé tong hop pha ran va tinh ché chét twong tu insulin theo sang
ché dugc mo ta chi tiét dudi day va da duoc p dung dé tong hop céc hop chét bd sung
nhu duogc chi ra bén dudi.

Chudi insulin A va B dugc didu ché trén bd tong hop peptit Prelude bang
phuong phap ghép nbi peptit pha rin dua trén Fmoc chung.

Nhua dugc st dung:

Fmoc-Thr(OtBu)-Wang; va Fmoc-Asp-OtBu ghép véi nhya PAL.

Céc axit amin (liét ké bén dudi) va oxyma dugc hoa tan trong DMF dén ndng
d6 0,3 M:

Fmoc-Ala-OH; Fmoc-Arg(Pbf)-OH; Fmoc-Asn(Trt)-OH; Fmoc-Asp(OtBu)-
OH; Fmoc-Cys(Trt)-OH; Fmoc-GlIn(Trt)-OH; Fmoc-Glu(OtBu)-OH; Fmoc-Gly-OH;
Fmoc-His(Trt)-OH; Fmoc-Ile-OH; Fmoc-Leu-OH; Fmoc-Lys(Boc)-OH; Fmoc-Met-
OH; Fmoc-Phe-OH; Fmoc-Pro-OH; Fmoc-Ser(tBu)-OH; Fmoc-Thr(tBu)-OH; Fmoc-
Trp(Boc)-OH; Fmoc-Tyr(tBu)-OH; va Fmoc-Val-OH.

Axit amin dic biét/khéng tu nhién: Boc-Phe-OH; Boc-Gly-OH; va Fmoc-
Cys(Acm)-OH.

Quy trinh

Thang do: 0,25 mmol.

Céc didu kién ghép nbi tiéu chuan dugc st dung trén nhua la: 8 duong luong
axit amin, DIC, collidin va oxyma (etyl (hydroxyimino) xyanoaxetat) trong NMP trong
1 gid, trong truong hop Fmoc-Arg (Pbf) -OH, mdt giao thirc ghép doi (2x1h ) da duoc
st dung.

Céc diéu kién khir bao vé tiéu chudn duoc st dung 1a: 20% piperdin trong NMP
(2x 5,5 ml trong 2x 7,5 phut hogc 2x 10 phut), sau do6 ria bang NMP va DCM.

Su tao thanh disufua A6C-A11C

Nhua duoc xur ly trong 15 phut bang dung dich 0,5% i6t trong DCM/HFIP (30
mL hon hop 1: 1). Sau khi loai bo dung méi béng cach loc, nhua dugc rira béng DCM
(3x20ml) va lam kho trén dong nito.

Su phén cit chudi A tir nhua va hoat hoa A20-Cys thanh S-S-Pyridyl
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Nhua duoc xtt Iy bang dung dich TFA (30mL), triisopropylsilan (1 ml), nudc
(0,75ml) va dithiodipyridin (0,75 g) trong 3 gio, sau d6 dich loc dugc thu thip va thém
vao 150ml ete (tach thanh 6 nhua éng NUNC) dé két tia peptit. Cac ong nay dugc ly
tam & tdc dd 3500 vong/phut trong 3 phut, 16p ete duge gan va budc ete nay duoc lap
lai thém 3 1in nita. Vat liéu tho dwoc két hop va dé kho qua dém & nhiét do trong phong

dé tao ra chudi peptit A mong mudn.
Su phan cit chudi B tir nhya

Nhua duoc xtt Iy bang dung dich TFA (30mL), triisopropylsilan (1 ml), nuéc
(0,75ml) va dithiothreitol (0,5 g) trong 3 gid, sau d6 dich loc dugc thu thip va thém vao
ete (150ml, tach thanh 6 nhuya éng NUNC) dé két tia peptit. C4c éng nay duoc ly tim &
tdc do 3500 vong/phut trong 3 phut, 16p ete dugc gan va budce ete nay dugc 1ap lai thém
3 1An nita. Vat liéu thd dugc dé kho qua dém & nhiét do trong phong dé tao ra chudi
peptit B mong mudn.

Su tao thanh disufua A20C-B19C

Bé sung DMSO (8 mL) va DIPEA (1 mL) viohdn hgp gdm A-chain (0,33 g) va
B-chain (0,33 g) va khudy hdn hop trong 20 min, sau d6 thém timg giot va khudy déu
dén 140 ml dung dich dém trung tinh (nuéc, TRIS (10 mM), amoni sunfat (15 mM),
20% axetonitril) dén tong thé tich khoang 150 ml.

Hon hop nay sau d6 dugc tinh ché bang sic ky pha nguoc st dung thiét 1ap sau

. Cot Phenomenex Gemini 5 pM 5u C18 110A 30x250mm, chay & 20
mL/phut 10% B dén 60% B trong 40 phut

. Chét ria giai A = 10mM TRIS, 15 mM amoni sulfat, pH = 7,3, 20%
ACN trong nude milliQ
. Chét rira giai B=20% nudc miliQ trong axetonitril

Céc phén doan tinh khiét dwgc gop lai, lam dong lanh nhanh va lam kho dong
lanh.
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Su tao thanh disufua A7C-B7C

Chét trung gian da 1am khd dong lanh tir bude trude duoc hoa tan lai trong 5
mL DMSO. B sung axit axetics (20 mL) va nuéc (4 mL), tiép theo 12 iot trong AcOH
(3 mL 40 mM)

Sau tong thoi gian phan tmg 1a 20 phat, phan ang dugc dap tit bang natri
ascorbat 1M, va sau d6 duoc thém vao dung dich da khudy cua (90 mL).
Hon hop nay sau d6 dugc tinh ché bang sic ky pha ngugc st dung thiét 1ap sau

o Cot Phenomenex Gemini 5 uM 5u C18 110A 30x250mm, chay & 20
mL/phtt 10% B dén 45% B trong 40 pht

. Chét rira giai A=0,1% TFA trong nuéc miliQ
. Chét rira giai B=0,1% TFA trong axetonitril

Céc phéan doan tinh khiét dugc gop lai, lam dong lanh nhanh va 1am kho dong

lanh d& cho san phdm mong mudn.

Quy trinh chung (B)

Biéu hién va tinh ché chét twong tu insulin
Biéu hién chét tuong tu insulin & S. cerevisiae

Céc mach chinh insulin peptit, nghia la cdc chét twong tw insulin hai chudi khong
duoc axyl hoa, dé sir dung theo sang ché dugc tao ra theo cach téi t6 hop bang cach biéu
hién trinh tr ADN ma hoéa insulin mach chinh duoc dé cap trong té bao chi thich hop
béng cac k¥ thuat da biét, vi du nhu duge boc 16 trong US 6500645, Mach chinh insulin
peptit dugc biéu hién truc tiép hodc 1a phan tir cua tién chit ma c6 thé c6 phan kéo dai
dAu cudi N 1én chudi B va/hoic peptit két ndi (C-peptit) gita chudi B va chudi A. Phan
kéo dai ddu cubi N va C-peptit nady duoc tich khoi in vitro boi proteaza, vi du
Achromobactor lyticus proteaza (ALP) hoéc trypsin, va sé do do co diém phén tach lan
lwot canh vi tri B1 va Al, twong Gmg. Cac phan kéo dai dau cubi N va cac C-peptit c6
loai phit hop dé str dung theo sang ché dugc boc 16 trong vi du US 5395922, EP 765395
va WO 9828429.

Trinh tu polynucleotit ma héa chit tuong tu tién chat mach chinh insulin peptit

dé st dung theo sang ché co thé duoc diéu ché tong hop bang cac phuong phép da duoc
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thiét 1ap, vi du phuwong phap phosphoamidit dugc mo ta bdi Beaucage va cong su;
Tetrahedron Letters 1981 22 1859-1869; hoac phuong phap dugc mo ta bdi Matthes va
cong su; EMBO Journal 1984 3 801-805. (1981) Tetrahedron Letters 22 1859-1869,
hodc phuong phép dugc md ta boi Matthes et al. (1984) EMBO Journal 3 801-805. Theo
phuong phap phosphoamidit, cic oligonucleotit dugc tdng hop trong vi du bd téng hop
ADN tu dong, dugc tinh ché, ghép cip, va thét dé tao ra cAu tric ADN tong hop. Cach
didu ché cAu trac ADN mong mudn hién tai 1a bang phan tmg chudi polymeraza

(polymerase chain reaction - PCR).

Phuong phap tai to hop sé thong thudng st dung vecto ma c6 kha nang sao chép
trong vi sinh vat hodc té bao chil dugc chon va mang mach chinh insulin peptit ma hoa
chudi polynucleotit tién chat dé st dung theo sang ché. Vecto tai t6 hop co thé 1a vecto
sao chép tu dong, nghia la, vecto ma ton tai dudi dang thuc thé ngoai nhiém séc thé, su
sao chép cua ching doc 1ap voi su sao chép nhiém séc thé, vi du plasmit, thanh phan
ngoai nhiém séc thé, nhiém sic thé nho, hoic nhiém séc thé nhan tao. Vecto c6 thé chua
phuong tién bt ky dé dam bao su tu sao chép. Ngoai ra, vecto ¢o thé 1a vecto ma, khi
duoc dua vao trong té bao chu, dugc lam lién khdi vao trong bd gen va dugc sao chép
cling véi (cac) nhiém sdc thé ma vao trong d6 né dugc lam lién khéi. Hon nita, vecto
don hodc plasmit hodc hai hodc nhiéu vecto hodc plasmit ma cung chtra téng ADN dé
dugc dua vao trong bo gen cua té bao chu, hodc gen nhay cé thé dugc st dung. Vecto
c6 thé 1a cac plasmit thang hozc khép kin va s& t6t hon 1a chta (cac) thanh phan ma cho
phép su 1ién khdi dn dinh cua vecto vao bo gen clia té bao chil hodc su sao chép tu dong

cua vecto trong t€ bao doc 1ap voi b gen.

Vecto biéu hién tai td hop c6 thé 1a vecto c6 kha ndng sao chép trong nAm men.
Céc vi du vé céc trinh tw ma cho phép vecto sao chép trong nam men la cac gen REP 1-

3 sao chép 2 um plasmit ndm men va goc cua su sao chép.

Vecto ¢6 thé chira mot hodc nhiéu gen danh d4u c6 thé lya chon, ma cho phép
lya chon céc té bao dugc chuyén nhiém dé dang hon. Gen danh déu c6 thé lva chon 1a
san phém gen, ma tao ra kha ning khang bioxit hodc vi rit, khang cac kim loai néng,
thé nguyén dudng véi cac sinh vat di tang trudng, va cac kha nang twong tu. Cac vi du
vé cac gen danh déu c6 thé lua chon vi khuén 1 c4c gen dal tir Bacillus subtilis hodc
Bacillus licheniformis, hodc cac gen danh dau ma tao ra kha nang khang khang sinh nhu

ampicillin, kanamycin, chloramphenicol hodc khang tetracycline. Cac gen danh dau ¢co
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thé lua chon dé sir dung trong té bao chii nim dang sgi bao gdm amdS (axetamidaza),
argB (orni-thine carbamoyltransferaza), pyrG (orotidin-5’-phosphat decarboxylaza) va
trpC (anthranilat syn-thaza. Cac gen danh dau phit hop cho céc té bao chi nAm men 13
ADE2, HIS3, LEU2, LYS2, MET3, TRP1, va URA3, Gen danh d4u thich hop cho nim
men 1a gen Schizosaccharomyces pompe TPI (Russell (1985) Gene 40 125-130).

Trong vecto, trinh tw polynucleotit dugc ndi hoat dong v6i trinh tu trg xdc tac
thich hop. Chét tro xdc tac ¢o thé 1a trinh tu axit nucleic bét ky ma thé hién hoat dong
phién ma trong té bao chu theo lua chon bao gém cac chét tro xuc tac dot bién, bi vat,
va lai, va c6 thé thu duoc tir cac gen mi hoa cac polypeptit ngoai té bao hoic trong té

bao cung loai hodc khac loai véi t€ bao chu.

Céc vi du vé céc chat trg xtc tac thich hop dé huéng su phién ma trong té bao
chti vi khuén, 14 cdc chit trg xuc tac thu dugc tir E. coli lac operon, Streptomyces
coelicolor agaraza gen (dagA), Bacillus subtilis levansucraza gen (sacB), Bacillus
licheniformis alpha-amylaza gen (amyL), Bacillus stearothermophilus maltogenic
amylaza gen (amyM), Bacillus amyloliquefaciens alpha-amylaza gen (amyQ), va
Bacillus licheniformis penicillinaza gen (penP). Cac vi du vé cac chét trg xuc tac thich
hop dé huéng su phién ma trong té bao chui ndm dang s¢i 1a céac chét trg xuc tac thu
duoc tir cac gen cho Aspergillus oryzae TAKA amylaza, Rhizomucor miehei aspartic
proteinaza, Aspergillus niger alpha-amylaza trung tinh, va Aspergillus niger axit alpha-
amylaza dn dinh. Trong chét chi men, cac chét tro xuc tac hitu dung 1a cac chét trg xtc

tac Saccharomyces cerevisiae Mal, TPI, ADH, TDH3 hodc PGK.

Mach chinh insulin peptit m héa chudi polynucleotit dé st dung theo sang ché
cling s€ thong thuong dugc nbi hoat dong v6i dau cudi thich hop dau cudi thich hop.
Trong nidm men, dau cudi thich hop 1a dau cudi TPI (Alber et al. (1982) J. Mol. Appl.
Genet. 1 419-434).

Cac quy trinh dugc sir dung dé két hop mach chinh insulin peptit ma héa chudi
polynucleotit dé su dung theo sang ché, chét tro xtc tac va dau cudi, 1an luot, va chén
ching vao trong vecto thich hop chira thong tin can thiét cho su sao chép chét chii trong
duoc chon, da duoc biét dén vé6i nhitng ngudi c6 trinh do trong linh vuc ky thuat. S&
dugc hidu 1a vecto c6 thé c6 thé dugc xay dung bang céach trudc tién chun bi cu trac

ADN chtra toan bd cac mach chinh insulin m3 hoa trinh tw ADN dé su dung theo sang
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ché, va sau d6 chén manh nay vao trong vecto biéu hién thich hop, hodc bang cach chén
ké tiép cdc manh ADN chira thong tin gen cho céac yéu t6 riéng 1¢ (nhu tin hiéu va pro-
peptit (phin kéo dai ddu cudi N ciia chudi B), C- peptit, cdc chudi A- va chudi B-), theo
sau 12 ndi.

Vecto bao gdm mach chinh insulin ma héa chudi polynucleotit dé sir dung theo
sang ché duogc dua vao trong té bao chi, sao cho vecto duge duy tri nhu bo nhidm sic
thé, hodc nhu vecto ngoai nhidm séc thé tw sao chép. Thuat ngi "t bao chii" bao gém
thé hé con bét ky cua té bao cha me ma khong gidng hét véi té bao cha me do cac dot
bién ma xay ra trong qué trinh sao chép. Té bao chu c6 thé 1a vi sinh vat don bao, vi du
sinh vat nhan nguyén thiy, hodc vi sinh vat khong phai don bao, vi du sinh vat nhan
dién hinh. C4c t& bao don bao hitu ich 1a cac té bao vi khudn nhu vi khuin gram duong
bao gdm nhung khong gii han & té bao Bacillus, té bao Streptomyces hodc vi khuan
gram 4m nhu E. coli va Pseudomonas sp. Cac té bao sinh vat nhan dién hinh c6 thé 1a

c4c t€ bao cua loai dong vat c6 vi, con trung, thuc vat hoac nam.

Té bao chu ¢6 thé cu thé 1a té bao ndm men. Sinh vat ndm men c6 thé 1a sinh
vat nAm men thich hop bat ky ma, trong khi nuéi cdy, san ra mach chinh insulin peptit
hodc tién chét ctia n6 vao trong moi trudng nudi cdy. Céc vi du vé cac sinh vat nim men
thich hop bao gom cac gidng duoc chon tir Saccharomyces cerevisiae, Saccharomyces
kluyveri, Schizosaccharomyces pombe, Sacchoromyces uvarum, Kluyveromyces lactis,
Hansenula polymorpha, Pichia pastoris, Pichia methanolica, Pichia kluyveri, Yarrowia
lipolytica, Candida sp., Candida utilis, Candida cacaoi, Geotrichum sp., va Geotrichum

fermentans.

Su bién nap cua cac té bao nAm men c¢6 thé vi du dugc anh hudng béi su tao ra
protoplast theo sau 1a sw bién nap béi cac phuong phap da biét. Mdi trudong duge six
dung dé nuéi cdy cac té bao co thé 1a méi truong thong thuong bét ky thich hgp cho cic

sinh vat ndm men dang phat trién.
Tinh ché chit twong tu insulin

Chét twong ty insulin hodc tién chat duoc tiét ra & day c6 thé dugc hoan nguyén
tir moi trudng bang cac quy trinh thong thudng bao gbm tach té bao nam men khoi moi
truong bang cach ly tim, bang cach loc hodc bang cach bat hodc hip phu chat twong tu

insulin hoic tién chat ctia n6 trén nén trao d6i ion hodc trén pha ngugc lai nén hép thy,
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két thia cic thanh phan c6 protein cua phan ndi phia trén, hodc bang cach loc bang mudi,
vi du amoni sunfat, sau d6 dugc tinh ché bang nhiéu quy trinh sac ky, vi du sac ky trao

doi ion, sac ky ai luyc, v.v.

Su tinh ché va tiéu hoa ctia cac mach chinh insulin peptit theo sdng ché duoc

thuc hién nhu sau:

Tién chat twong tu insulin chuéi don, c6 thé chira phan m¢é rong tdn cung N cta
chudi B va C-peptit duge bién doi gitta chuoi B va chuoi A, dugce tinh ché va cd déc tu
dich no6i ctia moi trudng nudi cdy nam men bang cach trao doi cation (Kjeldsen et al.

(1998) Prot. Expr. Pur. 14 309-316).

Tién chét trong tu insulin chudi don dugc trudng thanh thanh khung peptide
insulin hai chudi bing cach thuy phan bang ALP ¢6 dinh dic hi¢u lysin (Kristensen et
al. (1997) J. Biol. Chem. 20 12978-12983) hoc bang cach sir dung trypsin dé phan cét

phin m& rong & diu N cia chudi B, néu 6, va peptit C.
Thity phan ALP

Nuée giai hap tir budc sdc ky trao doi cation chira tién chit mach chinh insulin
peptit dugc pha loang véi nude dén ndéng do etanol 15-20%. Natri glutamat dugc thém
dén ndng d6 15 mM va pH duoc diéu chinh dén 9,7 bing NaOH. ALP ¢ dinh (4 gam/L)
duoc thém vao theo ty 18 1: 100 (thé tich: thé tich) va qua trinh phan hity dugc phép tién
hanh bing cach khudy nhe & nhiét d6 phong qua dém.

Phan tng phan hity dugc phan tich bang LC phan tich trén hé théng sic ky 1éng
siéu hiéu sudt Waters Acquity st dung cdt C18 va trong lugng phén tir dugce xac nhan
bing phuong phap khéi phd thoi gian bay (MALDI-TOF) (MS)(Bruker Daltonics
Autoflex II TOF/TOF).

ALP dugc lam ¢b dinh duoc loai bé nho viéc loc bang cach sir dung bd loc 0,2
um. Khung peptit insulin hai chudi dugc tinh ché bang HPLC pha dao nguoc (hé thong
Waters 600) trén cot C18 sur dung gradient axetonitril. Insulin mong mudn dugc phuc
hdi bang céch lam dong kho.

D tinh khiét dugc x4c dinh bing LC phan tich trén hé thong Sac ky 16ng siéu
hiéu sudt Waters Acquity st dung cot C18 va trong lugng phén tr duoc xac nhéan boi
MALDI-TOF MS.
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Vidul

Diéu ché bang quy trinh chung (B)

A9E, B3E, B26E, insulin nguoi desB30 (SEQ ID NOS: 3 va 4)
Vidu?2

Diéu ché bang quy trinh chung (B)

A9E, B3E, B27E, B28E, insulin ngudi desB30 (SEQ ID NOS: 3 va 5)
Vidu3

Diéu ché bang quy trinh chung (A)

A9E, B3E, insulin ngudi B26E; (SEQ ID NOS:3 va 6)

Vidu 4

Diéu ché bang quy trinh chung (A)

A9E, B3E, B27E, insulin nguoi B28E; (SEQ ID NOS: 3 va 7)
Vidu5

Diéu ché bang quy trinh chung (B)

A9D, B3E, B26E, desB30 (SEQ ID NOS: 8 va 4)

Vidu6

Piéu ché bang quy trinh chung (B)

A9E, A21A, B3E, B26E, desB30 (SEQ ID NOS: 9 va 4)

Hop chét so sanh 1

B3E, B26E, insulin nguoi desB30;

Hop chét so sanh 2

B3E, B27E, B28E, insulin ngudi desB30;

Hop chit so sanh 3

B28D insulin nguoi (Insulin Aspart)

Hop chét so sanh 4

A21A, B3E, B26E, insulin nguoi desB30
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Vidu7

Ai luc cuia thu thé insulin cua cdc dan xuét insulin dugc chon theo sang ché, duoc do

trén cac thu thé duoc hoa tan

Ai luc lién két twong dbi ctia cac chit twong tu insulin theo sang ché dbi véi thu
thé insulin & ngudi (IR) duge xac dinh bing cach lién két canh tranh trong xét nghiém
do gan bing xa hinh (SPA) (theo Glendorf T et al. (2008) Biochemistry 47 4743-4751).

Tém lai, chudi pha lodng cta chét chuén insulin ngudi va chét turong tu insulin
can thir nghiém dugc thuc hién trong Optiplates 96 giéng (Perkin-Elmer Life Sciences),
sau d6 bd sung insulin ctia ngudi [1251-A14Y], khang thé chudt khang IR 83-7, IR-A
cua nguoi da dugc hoa tan (ban tinh khiét bang sic ky agglutinin mam lua mi tir té bao
than cua chudt déng con (BHK) biéu hién qua mtrc thu thé hoan toan IR-A) va hat SPA
(Hat SPA khang polyvinyltoluen chut, GE Healthcare) trong by dém lién két bao gdm
trong s 100 mM HEPES (pH 7,8), 100 mM NaCl, 10 mM MgSOs va 0,025% (v/v)
Tween 20. Céc dia duoc 1 bang cach lic nhe trong 22-24 giv ¢ 22°C, ly tdm & tbc do
2000 vong/phut trong 2 phut va duoc dém trén TopCount NXT (Perkin-Elmer Life

Sciences).

Dit liéu tir SPA dugc phan tich theo mo hinh hau cAn bdn tham sb (Velund A
(1978) Biometrics 34 357-365), va 4i luc lién két ctia cac chit teong tu duoc tinh toan

s0 v6i tiéu chuén insulin nguoi duoc do trong cing mot dia.

Ai lyc thu thé insulin va dit liéu in vitro khéc cuia cac chét twong tu insulin dugc
chon theo sang ché dugc trinh bay trong Bang 1, bén dudi.
Bang 1: Ai luc thu thé insulin, i luc thu thé IGF-1 va hiéu luc tao lipit chirc ning cua

insulin theo sang ché
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Vi du sb hIRA hIRA mem hIGF1R mem Su tao thanh
(% sov6i | (%sovéiHI) | (% sovoiHI) lipit
HI) Vidu 8 Vidu 8 (% so voi HI)
Vidu7 Vidu9
1 83,2 55,8 10,2 68,2
2 59,5 35,4 16,5 46,5
5 75,5 ND ND ND
6 35,3 ND ND ND
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Két luan, cac chét twong ty insulin theo sang ché ¢6 4i luc cao véi thu thé insulin
va chang c6 thé hoat hoa thu thé va tao ra phan tng chirc nang. Hon nifa, i luc twong
dbi cta cac chét twong tu insulin theo sang ché d6i v6i thu thé IGF-1 thap hon so véi 4i
Iwc v6i thu thé insulin. Diéu nay thé hién loi ich tiém ning lién quan dén su an toan cla
cac chit tuong tu theo séng ché trong thuc hanh 14m sang vi dap tmg phén bao s& thap

hon so véi dap tmg chuyén hoa.
Vidu 8

Ai luc thu thé Insulin va yéu t6 ting truéng gidng insulin 1 cua cac dan Xuat

insulin duoc chon theo sang ché, dugc do trén cac thu the lién két vi mang

IR va IGF-1R con ngudi lién két v6i mang dugc tinh ché tir céc té bao BHK
duoc truyén on dinh bang vecto pZem219B ¢6 chira sy xen IR-A, IR-B hogc IGF-IR
nguoi. Té bao BHK duoc thu hoach va déng nhét trong dém da lanh (25 mM HEPES
pH 7,4, 25 mM CaCl, va 1 mM MgCl,, 250 mg/L bacitracin, 0,1 mM Pefablock). Cac
chét ddng nhit dugc xép 16p trén dém sacaroza 41% (trong lwong/thé tich) va dugce ly
tam trong 75 phut & 95000g ¢ 4°C. Mang huyét twong dugc thu thap, pha lodng 1: 5 véi
dém (nhu trén) va ly tdm lai trong 45 phat ¢ 40000g 6 4°C. Cac vién nay dugc tao huyén
phu lai trong thé tich dém tdi thiéu va dugc rit qua kim (c& 23) ba lan truéc khi bao

quéan & -80°C cho dén khi st dung.

Ai luc lién két twong dbi dbi v6i IR-A, IR-B hodc IGF-1R ngudi lién két véi
mang duoc x4c dinh bang lién két canh tranh trong thiét 1ap SPA. Céc xét nghiém IR
dugc thuc hién 1ap lai trong OptiPlates 96 giéng. Protein mang dugc u voi sy khudy nhe
trong 150 phut & 25°C véi 50 pM insulin nguoi [1251-A14Y] trong tbng thé tich dém
xét nghiém 200 pL (50 mM HEPES, 150 mM NaCl, 5 mM MgSOs4, 0,01% Triton X-
100, 0,1% (trong lwrong/thé tich) HSA (Sigma A1887), chét &rc ché proteaza hoan toan
khong chita EDTA), 50 pg vi cdu PVT phu agglutinat mdm Ita mi (WGA) (GE
Healthcare) va ting ndng d6 phdi tir. Thir nghiém dugc két thuc bang cach ly tim dia &
tdc d6 2000 vong/phut trong 2 phut va hoat d6 phong xa lién két dugc dinh luong bang
cach dém trén TopCount NXT (Perkin-Elmer Life Sciences).

Xét nghiém IGF-1R vé ¢co ban duoc thuc hién nhu dbi vai cac xét nghiém lién
két IR ngoai trir IGF-1R lién két mang va 50 pM IGF-1 nguoi[1251-Tyr31] dugc sir
dung. Dit liéu tir SPA dugc phén tich theo mé hinh hau can bén tham s6 (Velund A
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(1978) Biometrics 34 357-365), va ai luc li€n két cua cac chét trong tu can thir nghiém

dugec tinh todn so voi tiéu chuén insulin ngudi duge do trong cung mot dia.

IR (isoform A), va dit liéu lién két IGF-1R cua cac chit tuong tu insulin dugc

chon theo sang ché duge dua ra trong Bang 1 & trén.
Vidu9
Su tao thanh lipit trong té bao m& chudt

Pé danh gi4 hiéu luc in vitro cia cac chat twong tu insulin theo sang ché, su tao

thanh lipit ¢6 thé sir dung .

Té bao md& so cip cia chudt dugc phan 1ap tir dém m& mao tinh va dugc 1 véi
3H-glucoza trong dém c6 chira vi du 0,1% HSA khong chira chét béo va tiéu chuan
(insulin ngudi, HI) hodc insulin theo sang ché. Glucoza duge dan nhin dugc chuyén doi
thanh lipit c6 thé chiét xuét theo cach phu thudc vao lidu lugng, din dén cic dudng cong
déap tmg lidu ddy du. Két qua dugc biéu thi bang hiéu luc twong dbi (%) v6i gidi han tin

cdy 95% cua insulin theo sang ché so v6i tiéu chuan (HI).
Dit liéu dugc dua ra trong Bang 1 ¢ trén.

Vidu 10

Diéu ché ché pham insulin

Ché phém insulin theo sang ché ¢6 thé duoc didu ché dudi dang dung dich nuée.
Dung dich nuéc dugce tao dang truong, vi du, véi natri clorua va/hodc glyxerol. Hon
nita, moi truong nude co thé chira chat dém va chét bao quan. Tri s6 pH ctia ché pham
duoc diéu chinh dén gia tri mong mudn va c6 thé ndm trong khoang tir 3 dén khoang
8,5, tir khoang 3 dén khoéang 5, hodc khoang 6,5, hodc khoang 7,4, hodc khoang 7,5, tuy
thudc vao diém déng dién, pl, cua chét tuwong tu insulin dugc dé cap.
Diéu ché cac ché pham insulin khong chira kém

Céc chit tuong ti insulin khong chira kém dugc hoa tan trong dung dich nuéc,
trong ché pham cudi cuing chira chét tuong tu insulin tir 0,1 mM dén 10 mM, 16 mM m-
cresol, 16 mM phenol, va lugng nicotinamit va glyxerol thich hop, va do pH dugc diéu
chinh thanh gi4 tri mong muédn (trong khoang 7,0-8,0, do ¢ nhiét d6 phong) bang cach

st dung axit clohydric 1 N/NaOH 1 N . Nudc duge b6 sung vao thé tich cubi cing va
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dung dich dugc loc vo tring qua bd loc 0,2 pm. Ché phim dugc déng vao céc 1o (lo 2
ml dugc niém phong bang cach str dung nap gap, cic lo chira bt duge niém phong bang

nip gap, hoic lo HPLC c6 nip van).

Bang 2: Cac ché pham mau cia ché pham insulin

Ché | Insulin | Phenol o N;‘;;’ftm Gly;eml Prgﬁﬂ Plﬁ‘;fp Tris | ﬁﬁ
pham (mM) | (mM) (mM) | (mM) M gl?;:ol (M) (mM)

A 0,6 16 16 0 2,15 | 233 0 3 7.4

B 0,6 16 16 40 | 1,85 | 200 0 3 7,4

Bl 0,6 16 16 40 1,5 | 163 0 3 7.4 5
B2 0,6 16 16 40 1,5 | 163 0 3 74| 10
B3 0,6 16 16 40 1,2 | 130 0 3 74| 15
B4 0,6 16 16 40 1,2 | 130 0 3 74 20
C 0,6 16 16 170 | 0,95 | 103 0 3 7,4

I 0,6 16 16 40 1,7 | 185 0 3 7,2

I1 0,6 16 16 20 1,7 | 185 0 3 74| 10
L 0,6 16 16 40 0 0 1,5 7 |74

M 0,6 16 16 40 1,8 | 195 0 7 |74

Ml 0,6 16 16 10 1,8 | 195 0 3 74| 10
D 1,2 16 16 40 | 1,85 | 200 0 3 7,4

Dl 1,2 16 16 40 1,5 | 163 0 3 74 1 10
E 1,8 16 16 40 | 1,85 | 200 0 3 7,4

F 2,4 16 16 40 | 1,85 | 200 0 3 7.4

G 3,0 16 16 40 | 1,85 | 200 0 3 7,4

H 3,0 16 16 40 | 1,85 | 200 0 3 7,0

J 3,0 16 16 0 1,8 | 195 0 3 7,0

K 3,0 16 16 0 2,1 | 230 0 3 7,4

K1 3,0 16 16 0 2,1 | 230 0 3 74| 20
O 3,0 19 19 40 1,7 | 185 0 3 7,2

P 3,0 19 19 40 1,7 | 185 0 3 7,6

Q 3,0 19 19 40 1,7 | 185 0 3 8.0

Vidull

Su tu lién két cia cac ché phém insulin duoc do bang tan xa tia X goc nho (SAXS)
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Dit liéu SAXS duogc st dung dé e tinh trang thai tu lién két cia cac chat tuong

tu insulin theo sang ché trong céac diéu kién khac nhau.

Dudng cong tan xa ctia mdi thit nghiém dwgc md ta bang ban kinh trung binh

hdi chuyén (Rg) va kich thudc cuc dai (Dmax).

Hon nita, luong twong ddi cia monome, dime va céc loai 16n hon trong dudng
cong tan xa dugc ude tinh bang cach sir dung thuc té 1a profin tdn xa SAXS c6 su dong
gop cuong do tu tAt ca cac thanh phan riéng 1é trong hon hop da thanh phan. Bang cach
str dung cac cuong do (hé s6 tao dang) tir mdi thanh phan, c6 thé u6c tinh phan thé tich
g6p phan ctia mdi thanh phan trong hén hop. Mot hé phuong trinh tuyén tinh str dung
thuat toan binh phwong nho nhat khéng 4m hodc khong gi¢i han dugc st dung dé giam
thiéu su khac biét giita duong cong tdn xa thuc nghiém va tinh toan. Hé s6 tao dang
dugc tinh toédn tur chu truc tinh thé cia monome, dime, hexame, v.v. Cic phén thé tich

duogc biéu thi bing phan tram (%).
Két qua thu duge tir cac dan xut cua sang ché va cac din xut ctia tinh trang k¥
thuat duoc thé hién trong Bang 3, duéi day.

Bang 3: Dit liéu SAXS cuia céc din xudt theo sang ché va cac chat tuong tu insulin so

sanh

Vi du sb Ché pham Cong thirc SAXS * nhu dugc mo ta
trong vi du 10
M D+>D
1 A 100 0
1 B 100 0
1 C 100 0
1 I 99 1
1 11 100 0
1 L 98 2
1 M 100 0
1 M1 100 0
1 D 100 0
1 DI 97 3
1 E 100 0
1 F 100 0
1 G 100 0
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1 H 79 21
1 0 90 10
1 P 100 0
1 Q 100 0
1 Bl 100 0
1 B2 100 0
1 B3 100 0
1 B4 100 0
2 A 100 0
2 I 100 0
2 B 100 0
2 L 100 0
2 M 100 0
2 0 100 0
2 P 100 0
2 Q 100 0
5 B 98 2
5 G 95 5
6 B 91 9
Chét so sanh 1 B 97 3
Chét so sanh 1 B4 95 5
Chét so sanh 1 G 77 23
Chét so sanh 1 H 4 96
Chét so sanh 2 A 100 0
Chét so sanh 2 J 0 100
Chét so sanh 2 K 87 13
Chét so sanh 2 K1 0 100
Chét so sanh 3 A# 35 65
Chét so sanh 3 B# 0 100
Chét so sanh 3 A+7Zn 0 100
Chét so sanh 4 A 86 14
Chét so sanh 4 K 42 58
Chét so sanh 4 B4 87 13
Chét so sanh 4 K1 0 100

*) M: Phan trim céac loai monome trong thanh phan; D: Phan trim céc loai dime trong
ché pham >D: Phan trim c4c loai dime 16n hon trong ché pham; >D:

#) ndbng d6 phostphat 7 mM thay vi 3 mM
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Két luan, cac chét twong tu insulin theo sang ché it tu lién két hon céac hop chét
so sanh theo két qua SAXS. Su khac biét nay rd rang hon & ndng do cao hon ctia cic
chat twong tu insulin theo sang ché. Do do, mong doi rr?mg cac chét tuong tu insulin theo
sang ché s& dugc hép thu nhanh hon sau khi tiém dudi da cac ché phdm c6 ndng do dic
biét cao.

Vidu 12
Phan tich d6 6n dinh vé mit vat 1y cho cac ché pham insulin

Céc ché pham (1 ml) ctia cac chét trong tu insulin theo sang ché nhu dugec md
ta trong vi du 10 duoc chuyén vao lo 2 ml va dugc day kin bang cach st dung nép gip.
Cac lo duoc u dat nam & 30°C. Cu 2 ngay mot 14n, mot canh tay robot s& chon lo va
chup anh lo dimg v6i anh sang nén 10000 lux. Céc hinh anh thu dugc dugc phén tich
su hién dién cia cac hat bang thuat toan phan tich pixel. Ngay dau tién khi cac hat dugc

phat hién dugc dua ra trong bang dudi day.

Bang 4. tinh 6n dinh vat Iy va héa hoc ctia cac chét tuong tur insulin theo sang

ché trong cac ché pham c6 lién quan vé mat 1am sang

Vi du s6 Ché pham Thoi gian trd 6n | Hinh thanh HMWP (4
dinh vat Iy (ngay) tudn & 37°C)
1 A >35 0,1
1 B >35 0.2
1 C >35 0.2
1 I >35 0,1
1 L ND 0,2
1 M ND 0,4
1 D >35 0,3
1 E >35 0,8
1 F >35 1,3
1 G >35 1,9
1 H 30 1,6
1 0 >35 1,6
1 P >35 3,8
1 Q >35 8,6
1 Bl >35 0,1
1 B2 >35 0,8
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1 B3 >35 0,6
1 B4 >35 0,1
2 A >35 0,1
2 I >36 0.1
2 B >40 0,1
2 L >40) 0,1
2 M >40 0,1
2 0 >36 0,7
2 P >36 0,6
2 Q >36 1,1
5 B >35 0,4
6 B >35 -0,1
6 G 15 2,1%
Chét so sanh 1 B 12 1,9
Chét so sanh 1 B4 2 1,7%
Chét so sanh 1 G 2 3,5%
Chét so sanh 1 H 4 3,2%
Chét so sanh 2 A >36 0.8
Chét so sanh 2 J 24 2,4%
Chét so sanh 2 K 13 3,9%
Chét so sanh 2 K1 5 1,1%
Chét so sanh 3 A# 53 1,6%
Chét so sanh 3 B# 3,3 1,8%
Chét so sanh 3 A+7Zn >43 0,5
Chét so sanh 4 A 14 1,6*
Chét so sanh 4 B4 4 2,9%

#) ndng do phostphat 7 mM thay vi 3 mM

ND: Khong xéac dinh
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*) HMWP dugc xac dinh trong chat ndi dbi voi cac mau chira céc hat; cac hat khong

duogc hoa tan.

Két luan, cac chét twong tu insulin theo sang ché c6 d6 6n dinh vat ly cao hon

trong cac ché pham khong chira Zn c6 lién quan ve€ mat lam sang, dac biét lIa & nong do

insulin cao.

Vi du 13

Phéan tich d0 6n dinh vé mat héa hoc cho cac ché pham insulin

Ham luong HMWP
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Céc protein trong lugng phén tir cao (HMWP) dugc tach ra khoi dang monome
clia insulin bang sic ky loai trir kich thuge st dung cot Waters Insulin HMWP (125A,
10 pm, WAT 201549, 7,8 x 300 mm) véi luu luong 0,5 ml/phit cia dung dich rira giai
chtta 50% (v/v) isopropanol, 600 mM NaCl, 20 mM NaH2PO4 va phat hién tia cyc tim

& budc song 215 nm.
Thé tich tiém thong thuong 1a 5 pl ché pham insulin 600 pM.
Két qua dugc thé hién trong Bang 4, trén déy.

Vidu 14

Profin PK/PD tiém duéi da ¢ lon LYD

Céc chét tuong tu insulin theo sang ché c6 thé dugc thir nghiém bing céach tiém
dudi da cho lgn, vi du: so sanh v6i insulin aspart trong ché pham 14m sang (FIASP®)
hoiic so sanh v6i cac chit twong tu insulin twong tw ctia phuong phép trude theo quy
trinh ndy. Cac chét tuong tu co thé duoc kidm tra cac thong s6 duge dong hoc va/hoic

duoc luc hoc.
Céc phuong phap chung duoc sir dung

Trong qua trinh gdy mé dé dat dng thong tinh mach vinh vién, lon dugc kiém
tra bang siéu &m v6i va may quét siéu am Esaote kiéu "MyLabFive" va loai dau do tuyén
tinh"LA435 6-18 MHz".

Giita ¢ gifta tai va xuong béa vai, & bén phai va bén trdi, dién tich 2 x 2 cm
khong ¢6 co ndm duéi va thich hop dé tiém duéi da duge xac dinh va danh diu bang

hinh xam.
Lich cho dn
Nhitng con lon dugc nhin dn (khong 4n sang) trudc khi thi nghiém.

Nhiing con lgn ¢ trong chudng binh thudng ctia chiing trong toan b thi nghiém
va ching khong duoc kich thich. Nhitng con lon dugc nhin an cho dén khi léy mau mau
sau 5 gio, nhung khong dugc tiép can v6i nude. Sau 5 gioy 14y mau mau, lon duge cho

an thac an va tao.
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Liéu luong tiém dudi da

Penfill dugc gin trong NovoPen Echo® v6i kim Novofine 30G 8mm, sir dung
6ng ndi chuyén tiép kim c6 do sdu 5Smm, duoc st dung cho mdi con lon. Mdi con lon
dugc dinh lidu 10U = 60 microL ché phém chtra chét twong tu insulin 600 nmol/ml.

Lon duoc tiém phan liéu vao 16p du6i da & bén phai hodc bén trdi (d6i dién véi
éng thong) cia ¢ va kim duoc gitt trong 16p dudi da tbi thiéu 10 gidy sau khi tiém dé
dam bao su ling dong ctia hop chét.

Diéu tri ha duong huyét

Sau khi tiém dudi da, dung dich glucoza phai sin sang cho tiém tinh mach dé
ngin ngua ha duong huyét, tuc 12 4-5 6ng tiém (20 mL) chta day glucoza 20% vo tring,
sdn sang dé st dung. Chén doan ha dudng huyét dua vao cac triéu ching lam sang va
do duomng huyét trén may do duong huyét (Glucocard X-meter).

Diéu tri gdm c6 tiém tinh mach cham 50-100 ml glucoza 20% (10-20 g glucoza).
Glucose dugc truyén theo timng phan trong vong 5-10 phiit cho dén khi c6 tac dung.
L4y miu mau

Kiém tra tinh thong sudt cua dng thong tinh mach canh trude khi tién hanh thi
nghiém véi NaCl 0,9% vo trung khong bd sung heparin 10 IU/mL.

Truéc va sau khi dung thube, mau mau sé& duge liy trong chudng tir 6ng thong
tinh mach trung tdm vao céc thoi diém sau:

Du doan (-15, -5), 3,6, 9, 12, 15, 20, 30, 40, 50, 60, 80, 100, 120, 150, 180, 240,
300 phut.

Céc mau duoc 1y bang mot cong tic dong chay. 4-5 ml mau thai dugc rat ra va
loai bé trude khi 14y mau.

MAu méu 0,8 ml dwoc thu thap vao cac ong trang EDTA dé phan tich glucoza
va insulin.

Sau mdi miu mau, rira 6ng thong bang 5 ml NaCl 0,9% vo trung ma khong can
thém 10 IU/mL heparin.

Ong duge nghiéng nhe tdi thiéu 10 lan dé dam bao tron di mau va chat chong

dong mau (EDTA) va sau mdt phut, né dugce dit trén da udt. Cac 6ng nay duoc quay
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trong 10 phut & 3000 vong/phit va 4°C trong vong 1 gio sau khi 14y mau. Cac mau duoc

bao quan trén da w6t cho dén khi nhé giot.

K§ thuat vo trung dugc yéu cAu dé tranh vi khudn phat trién trong 6ng thong

lam tang nguy co dong mau.
DPoéng 6ng thong sau thi nghiém

Sau khi mau cudi cing duge thu thip vao nhitng ngay dung thude, diéu tri tinh
mach don 1é véi 1 ml cho mdi 10 kg Pentrexyl® (1 g ampicillin hoa tan trong 10 ml
NaCl 0,9%) dugc dung chim. qua 6ng thong dung dé 14y mAu mau. Sau didu tri nay,

ng thong dugc rira bang 10 ml NaCl 0,9%.

Céac b6ng thong duge dong lai bang 0,5 ml TauroLockHep500 dugc bom qua

mang nhu mdt khéa cho 6ng thong.
Phan tich mau méu

Glucoza huyét twong: 10 ul huyét twong durgc nho giot vao 500 ul dung dich dé
do ndéng do glucoza trong huyét trong trong may phan tich tw dong BIOSEN.

Insulin huyét twong: 1 x 50 ul huyét tuong dugc nhé giot vao 6ng Micronic®
0,65 ml (thiét 1ap ELISA/LOCI/SPA) dé phan tich.

Huyét trong dugc bao quén dong lanh & -20°C.

Tinh toan PK: Dién tich duéi duong cong (AUC) dén vo cung va AUC, AUCO-
5, AUC0-10, AUCO0-15, AUCO0-20 va AUC0-30 mot phin, dugc tinh bang phan tich
khong ngan ap dung phwong phép tinh toan nhét ky tuyén tinh trong Phoenix 64
(Certara, Hoa Ky¥). Ty 1¢ gitta AUC/AUCinf mot phén duge sir dung 1am thude do tbe

do hép thu dua trén cac dic tinh iv tuong tu dbi voi cac chét tuong ty insulin ¢ lon LYD.

Fig 1 va Fig 2 thé hién rang cac chét twong tu clia sing ché phii hop hon dé sir
dung trong bom insulin hon FIASP® vi thdi gian bt dau téc dung ctia chiing nhanh hon
so v6i FIASP®; mtrc glucoza t6i thiéu cho céc chit twong tu insulin theo sang ché thap
hon so véi FIASP®. Hon nita, hiéu tng bu tic dung nhanh hon dbi voi cac chat tuong
tu insulin theo sang ché khi so sanh v4i FIASP®, dd bu tac dong nhanh hon c6 1¢i cho

bom insulin.
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Trong mot s6 d4u hiéu k¥ thuat cua sang ché da dugc minh hoa va duge mo ta
o day, co nhiéu su cai bién, thay thé, thay ddi, va tuong duong s€ xuét hién déi véi nguoi
¢6 trinh do trung binh trong linh vuc k¥ thuat. Do d6, can phai hiéu ring yéu cau bao ho
duge dinh kém nham muc dich bao gdm tit ca cac sira d6i va céc su thay doi nhu vay

nhu 12 ndm trong tinh than that su theo sang ché.
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YEU CAU BAO HQ
1. Chét twong tu insulin, trong d6 chét trong tu nay bao gdbm A9E hodc A9D va con bao

g6m B3E va/hodc desB30 lién quan dén insulin nguoi.

2. Chét tuong tur insulin theo didm 1, trong d6 chit twong tu nay con bao gom it nhit

mdt trong s& B26E, B27E va/hoic B28E.

3. Chét tuong tu insulin theo diém 2, trong d6 chit twong ty ndy con bao gbm phép thé

A21A.

4. Chét twong tu insulin theo diém bét ky trong s6 cac diém néu trén, trong do chét twong

tu nay la:

A9D, B3E;

A9E, B3E;

A9D, desB30;

A9E, desB30;

A9D, B3E, desB30;

A9E, B3E, desB30;

A9D, B3E, B26E;

A9E, B3E, B26E;

A9D, B26E, desB30;

A9E, B26E, desB30;

A9D, B3E, B26E, desB30;
A9E, B3E, B26E, desB30;
A9D, A21A, B3E, B26E;
A9E, A21A, B3E, B26E;
A9D, A21A, B26E, desB30;
A9E, A21A, B26E, desB30;
A9D, A21A, B3E, B26E, desB30;
A9E, A21A, B3E, B26E, desB30;
A9D, B3E, B27E;

A9E, B3E, B27E;

A9D, B27E, desB30;

A9E, B27E, desB30;
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A9D, B3E, B27E, desB30;

A9E, B3E, B27E, desB30;

A9D, A21A, B3E, B27E;

A9E, A21A, B3E, B27E;

A9D, A21A, B27E, desB30;
A9E, A21A, B27E, desB30;
A9D, A21A, B3E, B27E, desB30;
A9E, A21A, B3E, B27E, desB30;
A9D, B3E, B28E;

A9E, B3E, B28E;

A9D, B28E, desB30;

A9E, B28E, desB30;

A9D, B3E, B28E, desB30;

A9E, B3E, B28E, desB30;

A9D, A21A, B3E, B28E;

A9E, A21A, B3E, B28E;

A9D, A21A, B28E, desB30;
A9E, A21A, B28E, desB30;
A9D, A21A, B3E, B28E, desB30;
A9E, A21A, B3E, B28E, desB30;
A9D, B3E, B26E, B27E;

A9E, B3E, B26E, B27E;

A9D, B26E, B27E, desB30;

A9E, B26E, B27E, desB30;

A9D, B3E, B26E, B27E, desB30;
A9E, B3E, B26E, B27E, desB30;
A9D, A21A, B3E, B26E, B27E;
A9E, A21A, B3E, B26E, B27E;
A9D, A21A, B26E, B27E, desB30;
A9E, A21A, B26E, B27E, desB30;

A9D, A21A, B3E, B26E, B27E, desB30;
A9E, A21A, B3E, B26E, B27E, desB30;
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A9D, B3E, B27E, B28E;

A9E, B3E, B27E, B28E;

A9D, B27E, B28E, desB30;

A9E, B27E, B28E, desB30;

A9D, B3E, B27E, B28E, desB30;

A9E, B3E, B27E, B28E, desB30;

A9D, A21A, B3E, B27E, B28E;

A9E, A21A, B3E, B27E, B28E;

A9D, A21A, B27E, B28E, desB30;
A9E, A21A, B27E, B28E, desB30;
A9D, A21A, B3E, B27E, B28E, desB30;
A9E, A21A, B3E, B27E, B28E, desB30;
A9D, B3E, B26E, B28E;

A9E, B3E, B26E, B28E;

A9D, B26E, B28E, desB30;

A9E, B26E, B28E, desB30;

A9D, B3E, B26E, B28E, desB30;

A9E, B3E, B26E, B28E, desB30;

A9D, A21A, B3E, B26E, B28E;

A9E, A21A, B3E, B26E, B28E;

A9D, A21A, B26E, B28E, desB30;
A9E, A21A, B26E, B28E, desB30;
A9D, A21A, B3E, B26E, B28E, desB30;
A9E, A21A, B3E, B26E, B28E, desB30;
A9D, B3E, B26E, B27E, B28E;

A9E, B3E, B26E, B27E, B28E;

A9D, B26E, B27E, B28E, desB30;
A9E, B26E, B27E, B28E, desB30;
A9D, B3E, B26E, B27E, B28E, desB30;
A9E, B3E, B26E, B27E, B28E, desB30;
A9D, A21A, B3E, B26E, B27E, B28E;
A9E, A21A, B3E, B26E, B27E, B28E;
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A9D, A21A, B26E, B27E, B28E, desB30;

A9E, A21A, B26E, B27E, B28E, desB30;

A9D, A21A, B3E, B26E, B27E, B28E, desB30; hoac
A9E, A21A, B3E, B26E, B27E, B28E, desB30.

5. Chét twong tur insulin theo diém 4, trong d6 chét tuong tu nay la:

A9E, B3E, B26E;

A9E, B3E, B27E, B28E;

A9E, B3E, B26E, desB30;

A9E, B3E, B27E, B28E, desB30;
A9D, B3E, B26E, desB30; hodc
A9E, A21A, B3E, B26E, desB30.

6. Chét tuwong tu insulin theo diém 5, trong do chét tuong tu nay la A9E, B3E, B26E,
desB30.

7. Chit twong tu insulin theo diém 5, trong d6 chét twong tu nay 1a A9E, B3E, B27E,
B28E, desB30.

8. Duogc phdm bao gdm chét twong tu insulin theo diém bt ky trong s cac diém tir 1

dén 7, va moOt hodc nhicu ta dugc dugce dung.

9. Dugc phim theo diém 8, trong do6 chét twong tu insulin c6 ndng do tir 0,6mM dén

3mM.

10. Dugc phdm theo diém bat ky trong sé cac diém trr 8 dén 9, trong d6 dugc pham nay

khong chira kém.

11. Dugc phdm theo diém bét ky trong s cac diém tir 8 dén 10, trong d6 dugc phdm

ndy bao gom hop chat nicotinic, va cu thé la nicotinamit.

12. Dugc phim theo diém bét ky trong s cac diém tir 8 dén 10, trong d6 dugc pham

nay khong chira hop chat nicotinic, va cu thé la nicotinamit.

13. Chét tuwong tu insulin theo diém bét ky trong s6 cac diém tir 1 dén 7, trong d6 chat

twong tu insulin nay ¢ dang monome trong dugc pham khéng chtra kém.

14. Chat twong t insulin theo diém bat ky trong s6 cac diém tir 1 dén 7, trong d6 chat trong

tu insulin nay 6n dinh vé mit hoa hoc va/hoic vat Iy trong duoc ph'flm khong chira kém.
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