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Linh vwe k§ thuat dwge dé cap

Séang ché dé cap dén duoc phdm chira insulin @ sir dung trong diu tri bénh
tidu duong dé chéng lai sy 1éch lac trong mirc glucoza huyét sau bita in va didu tri cip
ching tang duodng huyét. Duoc phim nay chtra insulin ngudi hodc chit twong tu
insulin va treprostinil. Dugc phdm nay c6 tdc do hép thu insulin tir vi tri tiém nhanh
hon so véi cac dugc ph'fim chira insulin c6 ban trén thi truong, va du 4n dinh dé bao
quan trong thoi gian dai. Dugc phim nay hitu dung dé tao ra hoat tinh insulin trong

bita #n hodc diéu tri cAp ching ting dudng huyét khi can insulin.
Tinh trang ky thuit cia sang ché

Profin tdc dung theo thdi gian cia insulin 1a quan trong dé kiém soat mirc
glucoza huyét sau an. O céc c4 th khée manh, tuyén tuy tiét ra nhidu insulin dé dép
ung véi thire dn dugc hép thu, diéu nay din dén murc insulin huyét tang trong vai phut.
O cac ca thé mic bénh tiéu duong typ 1 va & céc ca thé nhét dinh méc bénh tiéu dudng
typ 2, can phai sit dung insulin. Tuy nhién, insulin dugc st dung di vao mau cham. Su
khéi dAu qué cham va su gidi phéng khong du insulin khi bat dau bita &n din dén
ching ting dudng huyét sau bita an. Thoi gian tdc dung qué dai va insulin du thira

gifta c4c bita an gdy ra chimg ha duong huyét sau an va c6 thé gop phén 1am ting can.

D3 ¢6 nhitng nd luc 1am gidm tac dung theo thoi gian clia cac san phim insulin.
Nhitng nd luc trude day @& phat trién cac san phim nhu vay bao gdm sy phat trién cac
chit twong tu insulin “tic dung nhanh” méi, nhu insulin lispro (HUMALOG®) va
insulin aspart (NOVOLOG®), ma dat dugc tac dung nhanh thdng qua cac thay d6i vé
trinh ty axit amin tir trinh ty cAc chudi axit amin amin trong insulin ngudi. Mot chét
tuong tu khac, insulin glulisin (APIDRA®), thiéu k&m va khong tao ra cac hexame 6n
dinh. APIDRA® do d6 cin chét lam dn dinh bd sung, polysorbat 20. Cac chét trong tu
insulin tac dung nhanh c6 ban tir nhitng ndm 1990 va d4u nhitng nim 2000. Ngay ca
v6i céc chét goi la cht twong ty insulin tic dung nhanh, khong dat duge mdc insulin
tbi da’;‘: cho dén 50-90 phut sau khi tiém. Mirc ndy chdm hon so véi insulin dugc gidi
phéng béi tuyén tuy c6 chtrc ning binh thuong va khdng phai lc nao cling phu hop
v6i profin hép thu hydrat cacbon.
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Céach khac @ dat duoc tic dung nhanh da dugc kham phé 1a tim kiém nhing
thanh phan cai thién profin tdc dung theo thoi gian cia insulin khi dugc clp cling véi
insulin. Vi du, vao nhitng ndm 1980 da c6 tuyén b rang prostaglandin E; d4y nhanh
su hép thu insulin khi dugc ding két hop véi insulin. Williams, e al., 1 Diabetic Med.
109-13 (1984). Tuy nhién, prostaglandin E1 khong dn dinh vé mit héa hoc, chi tan &
muc tbi thiéu trong nuéc, va nhanh chong bi chuyén hoéa, ddy 1a cac dic diém khong
mong mubn dé sir dung trong ché pham insulin. Mt tic nhan khac dugc tuyén b6 1a
dAy nhanh sy hp thu insulin 13 chét trc ché proteaza aprotinin, nhung aprotinin khong
thich hop dé st dung 13p lai nhidu 14n do kha ning gay ra c4c phan img mién dich cia
n6. D.R. Owens, et al., 25 Br. J. Clin. Pharmac. 453-456 (1988). Gan day hon, da c6
tuyén bd rﬁng 6 thé dat duoc sy khéi déu tac dung nhanh hon so véi céc li¢u phap
insulin d& c6 bang cach bd sung hop chit nicotin, nhu nicotinamit, va axit amin

arginin, va tly y axit glutamic. Xem Patent My sb 8,324,157.

Tuy nhién, van con nhu cAu vé ché phdm insulin, dugc dy dinh dé st dung khi
in, ma: c6 kha ning hp thu insulin tir vi tri tiém nhanh hon va sy khoi déu tac dung
nhanﬁ hon so védi cac san phém insulin d3 c6; dn dinh vé& mit héa hoc va vat ly trong
qué trinh bdo quan lau dai dé giam thidu cac nguy co vé an toan va dam bao sy chinh
x4c va hiéu luc cua lidu; khong gay dau dén mtrc khong chép nhan duogc & vi tri tiém;
va/hoiic doi hoi s6 thanh phin vi/hodic ta dugc & muc t6i thiéu dé dat dugc cai thign vé

tac dung theo thoi gian trong khi van du 6n dinh.
Ban chét ky thuit ciia sang ché

Sang ché huéng dén viéc cung cép cac ché phim dap tng dugc nhitng nhu cau
nay. Cu thé, sang ché @ xuét ché phdm chira insulin va treprostinil ma c6 kha néng
hép thu insulin vao m4u nhanh hon. Ché pham theo sang ché ciing tao ra sy khai phat
tac dL_ing va/hodc su hip thu nhanh hon so véi cac san phém insulin hién c6 ban trén
thi truong. Ngoai ra, cac ché phdm theo séng ché @a 6n dinh. Ngoai ra, viéc sit dung
cac ché pham theo séng ché khong giy dau & muc khong chdp nhan dugc tai vi tri
tiém. Cac ché phdm theo sang ché dat dugc nhitng hiéu qua nay trong khi ding véi s6

luong thanh phén bd sung & mirc t6i thiéu.

Theo khia canh tht nhit, sang ché dé xuat ché phim chta insulin va

treprostinil.
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Theo mot phuong an, insulin dugc chon tir nhom gbm insulin ngudi, hodc bién
thé ciu trac, thé dot bién, hoic chét twong tu tac dung nhanh cua insulin ngudi, nhu
insulin lispro, insulin aspart va insulin glulisin. Theo m¢t phuong an dugc uu tién,
insulin 12 insulin lispro. Theo mdt phuong an, ndng o insulin lispro tir khoang 40 dén
khoang 500 IU/mL. Tét hon, néu ndng do insulin lispro 1a 100 TU/mL hodc 200
[U/mL.

Luong treprostinil trong ché phim phai du dé din dén sy khéi dAu tic dung
va/hodc hip thu nhanh hon so véi clia ché pham insulin khong chira treprostinil. Noéng
do treprostinil dugc st dung trong ché phim theo sang ché ndm trong khoang tir
khoang 0,01 dén khoang 30 uM, cu thé 1a tir khoang 0,05 dén khoang 26 pM, tir
khoang 0,05 dén 0,3 uM, tir khoang 0,1 dén 0,5 pM, tir khoang 0,3 dén 1,5 uM, tir
khodng 0,5 dén 5,1 uM, tir khoang 1,5 dén 5,9 uM, tir khoang 5,1 dén 128 pM, tir
khodng 5,9 dén 20 pM, tir khoang 12,8 dén 24 pM, tir khoang 20 dén khoang 26 UM,
hoic tir khoang 26 dén 30 uM, cu thé 1a khoang 0,05, 0,1, 0,3, 0,5, 1,5, 5,1, 5,9, 12,8,
20, 24 hodc 26 pM. Insulin va treprostinil c6 mdt & dang ché phim phdi hop lidu ¢b
dinh.

Theo mot phuong an cia sang ché, ché phidm nay chira mot hodc nhiéu chét
béo quan. Theo mot phuong an duoc wu tién, mot hodc nhiéu chit bao quan dugc chon
tir nhom gdm phenol, meta-cresol, va rugu benzylic. Tét hon, néu chét bao quén la
meta-cresol. Theo mdt phuong én, ndng d6 meta-cresol tir khoang 2,5 mg/mL dén

khoang 3,8 mg/mL. Tét hon, néu ndng dd meta-cresol 1a khoang 3,15 mg/mL.

Theo mot phuong én cua sing ché, ché phim nay chua chét tao truong lyc.
Theo mot phuong an, chét tao truong luc duge chon tir nhém gdm glyxerol va natri
clorua. Theo mot phuong an dugc wu tién, chét tao truong luc 1a glyxerol. Theo mot
phuong an dugce uu tién khac, ndng d6 glyxerol tir khoang 5 dén khoang 20 mg/mL.
Tt hon, néu ndng @ glyxerol 1a khoang 16 mg/mL.

Theo mdt phuong an, ché phdm nay c6 thé chira thém mot hodc nhidu chat 6n
dinh. Theo mdt phuong an duoc wu tién, mot hodc nhidu chat 1am &n dinh dugce chon
tr nhom gE‘)m k&m, natri clorua, canxi clorua, va arginin. T6t hon, néu chit lam 6n
dinh 1a k&m. K&m oxit ¢6 thé dugc ciing cip trong ché phim véi lugng du a8 tao ra sb

nguyén tr kém mong mudn. Ché phdm theo céc phuong 4n nhét dinh cta sang ché
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chira kém vdi ty 18 khoang 2-4 nguyén tir kém trén sau phén tir insulin. Cac ché phdm
dugc uu tién nhét dinh s& c6 khoang 2,5-3,5 nguyén tir kém trén sdu phan t insulin.
Theo céc phuong 4n nhét dinh, ndng d6 kém tir khoang 0,00525 mg/mL dén khoang
0,131 mg/mL. T6t hon, néu khi ndng d6 insulin 13 khoang 100 IU/mL, thi ndng d6
k&m 1a khoang 0,0197 mg/mL.

Theo mét phuong 4n, ché phdm nay con c6 thé chira thém chit dém. Theo céc
phudng 4an nhat dinh, chit dm dugc chon tir nhém gﬁ”)m cac chit dém phosphat, nhu
natri phosphat dibazo, TRIS (2-amino-2-hydroxymetyl-propan-1,3-diol; Trometamin)
hogic natri axetat. Theo cdc phwong 4n duogc wu tién nhét dinh, chit dém 1 phosphat

hodc TRIS.

Theo céc phuong 4n nhit dinh cia sang ché, @6 pH cia ché pham tir khoang
7,0 @én khoang 7,8. T6t hon, néu d6 pH 1 khoang 7,4.

Theo mét phuong an, ché phim nay chira insulin lispro véi ndng do tir khoang
40 dén khoang 500 IU/mL, treprostinil véi ndng do tir khoang 0,01 dén khoang 30
uM, meta-cresol v6i ndng do tir khoang 2,5 dén khoang 3,8 mg/mL, glyxerol véi ndéng
d6 tir khoang 5 dén khoang 20 mg/mL, kém vé6i ndng dd tir khoang 0,00525 dén
khoang 0,131 mg/mL, va d6 pH cua ché phadm tir khoang 7,0 dén khoang 7,8. Theo
mdt phuong an dugc uu tién, néng dd insulin 13 khoang 100 IU/mL, ndng d6
treprostinil tir khoang 0,05 dén khoang 26 uM, ndéng d6 kém 13 khoang 0,0197 mg/mL,
ndng d6 meta-cresol 1 khoang 3,15 mg/mL, ndng dd glyxerol 1 khoang 16 mg/mL,
va d6 pH cta ché phdm 13 khoang 7.4.

Ban mo ta boc 10 phwong phép didu tri bénh tiéu duong bao gbm buéc cho
ngudi cin didu trj st dung lidu hitu hiéu ché phim bit ky trong sb cac ché phdm néu

trén.

Theo khia canh thir ba, sang ché d& xudt ché phim bét ky trong s& cic ché
phim néu trén dé sit dung lam thudc. Theo mot phurong 4n, viée sir dung ché phim 1a
str dung trong diéu tri bénh tiéu dudng. Ban mo ta ciing boc 10 viéc str dung ché phém

bét ky trong s6 cac ché phdm néu trén dé san xuét thude dé diéu trj bénh ticu duong.

Theo khia canh thi ba, sang ché dé& xuét vat phdm san xuét chira ché phim bét
k¥ trong sb cac ché phdm néu trén. Theo mot phuong 4n, vat phim san xuét 13 lo diing

nhiéu 1an. Theo mot phuong 4n khac, vat phdm san xuét 13 but tiém tai st dung duoc.
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Theo mot phuong an khéc, vat phim san xudt 1a dung cu bom d8 didu tri truyén

lién tuc insulin duéi da.

Theo mot khia canh khac, sang ché @& xuét insulin dé sur dung Kkét hop véi
treprostinil. Theo mdt khia canh khac, sang ché d& xuét treprostinil d8 sir dung két hop
v6i insulin.

M6 ta chi tiét sang ché

Profin khoi dau cua tac dung va/hodc sy hép thu san phém insulin c6 thé dugc
xac dinh theo nhidu cach. Chang han, ndng do insulin trong huyét thanh c6 thé x4c
dinh duoc béng cach tinh todn cac thong sb duoc dong hoc lién quan dén tac dung theo
thori gian, nhu thoi gian dé dat ndng do insulin t&i da (Tmax), cfing nhu nong 49
insulin t6i da (Cmax), va thoi gian dé phoi nhiém insulin hoan toan, do dugc dudi
dang tong dién tich duéi dudng cong ndng d6 insulin tr 0 dén v6 cung (AUCinf).
Tuong tu, toc do truyén glucoza (glucose infusion rate - GIR) can d& duy tri ndng do
glucoza binh thudng trong huyét thanh sau khi st dung la sé do truc tiép tac dung
dugce luc hoc cua insulin. Sang ché d& xuit sy hép thu insulin vao mdu nhanh hon
va/hoic su khoi déu tac dung nhanh hon so véi céc sdn phém insulin c6 ban trén thi
truong nhu duge phan éanh, ching han, qua Tmax ngén hon, thoi gian dé dat 50%
Cmax ngén hon (50% Tmax s6m), thoi gian 8 50% Cmax duoc thanh thai ngin hon
(50% Tmax mudn), thoi gian dé dat 10%, ‘20% hodc 50% AUCinf ngén hon, thoi gian
dé dat GIR t6i da hodc 50% GIR tdi da ngén hon, va/hodc cac thong s6 dugc dong hoc
va/hodc duge luc hoc khac ma phan 4nh kha nédng hép thu hodc tdc dyng nhanh hon

cua insulin.

Nhu duge sit dung & day, thust ngit “ché phdm” chi ché phim phdi hop insulin
va treprostinil lidu cb dinh, trong d6 insulin, treprostinil, va cac thanh phan hoic ta

duge bit ky khéc, duge két hop trong mot dang bao ché phéi hop duy nhét.

Nhu duge st dung & day, “insulin” chi insulin nguoi hodc bién thé ciu truc, thé
dot bién, hoiic chét twong tu tdc dung nhanh cia insulin ngudi ma co6 hoat tinh chirc
ning cua insulin ngudi nhung khoi d4u tac dung nhanh hon. Cac chét tuong tu tac
dung nhanh cu thé ctia insulin ngudi 1 insulin lispro, insulin aspart, va insulin glulisin.
Insulin dung trong céc san phim thuong mai c6 thd duoc san xuit bang cac phuong

phap ADN tai t6 hop hodc bang cach tbng hop hoa hoc. Cac phuong phap tdi t6 hop 14
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d4 bibt r& va rat duoc wu tién. Phan tir insulin ngudi (CAS No. 11061-68-0) gdm hai

chudi axit amin, A va B, trinh tu cta chiing 1a da biét 10.
Chudi A cua insulin ngudi ¢6 trinh ty axit amin nhu sau:

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

Chudi B cuia insulin nguoi ¢6 trinh ty axit amin nhu sau:

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

Cac chudi nay duoc ndi bing hai lién két disulfua: CysA7-CysB7 va CysA20-CysB19.
Chudi A c6 mdt lién két disulfua ndi chudi & CysA6-CysAll. Insulin ngudi c6 cong

thtre thue nghiém Cas7H383NesO77S6 va phén tir lwgng 1a 5808.

Insulin lispro (d6i khi goi 1a KPB), dugc chit trong HUMALOG®, ging véi
insulin ngudi & trinh ty axit amin chinh clia n6 trir sy dao ngugc trinh tu prolin-lysin
tu nhién trén chudi B & céc vi tri 28 va 29 (insulin nguoi 28B-L-Lysin-298-L-prolin).
Insulin lispro (CAS No. 133107-64-9) da thé hién 1 c6 hiéu lyc ngang bang v&i
insulin ngudi trén co s& phén tir gam nhung hiu qua cla no sau khi tiém duéi da 1a
nhanh hon va trong khoang thoi gian ngén hon so véi cua insulin ngudi hoa tan dugc
tiém. HUMALOG® chira m-cresol 1am chit bao quan va chit 1am &n dinh, chét tao
trwong luc (glyxerin), chét &ém (natri phosphat dibazo), chit 1am 6n dinh (k&m oxit)
va diéu chinh d6 pH cho chét dan.

Phan ti insulin lispro gdm chudi A cta insulin ngudi (SEQ ID NO. 1) dugc lien
két ngang v6i chudi B cua insulin lispro, trinh ty axit amin ctia n6 duoc dua ra trong
SEQ ID NO: 3, duéi day:

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

Cong thirc héa hoc cua insulin lispro 13 Czs7H3ssNesO7786 va phan t&r luong cia nd
1a khoang 5808. Mdt don vi insulin lispro twong duong vdi 0,0347 mg insulin lispro.

Insulin aspart (CAS No. 116094-23-6), dugc chét trong NOVOLOG®, la mdt

chat twong tu insulin khéi dau nhanh khéc. Cau trac cia né gbm chudi A cia insulin
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‘nguoi (SEQ ID NO: 1) va chudi B trong d6 Pro & vi tri B28 dugc thay bang Asp

(insulin ngudi Pro-B28-Asp), nhu theo trinh tu axit amin sau:

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

Insulin aspart (insulin ngudi 282 axit aspartic) co cong thirc thuc nghiém
C256H381N65079S6 va phéan tit lwgng khoang 5826. Mot don vi insulin aspart tuwong

g véi 6 nmol, twong Gng véi 0,035 mg insulin aspart khan khong chira mudi.

Insulin glulisin (CAS No. 207748-29-6), dugc chét trong APIDRA®, 1a mdt
chét twong tu insulin khéi dAu nhanh kh4c nita. Phan tir insulin glulisin gdm chudi A
cua insulin nguoi (SEQ ID NO. 1) va chudi B cai bién (Asn-B3-Lys, Lys-B29-Glu) so

v6i insulin ngudi, theo trinh ty axit amin sau déy:

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

Insulin glulisin (insulin ngudi 3B-lysin-29B-axit glutamic) c6 cong thire thyuc
nghiém CassH384NssO78S6 va phén tir lugng 1 5823. Mot don vi insulin glulisin tuong

ung voi khoang 0,0349 mg insulin glulisin.

So d6 sau ddy minh hoa céc trinh ty axit amin va céc lién két disulfua cua
insulin ngudi va clia cac dugc chét trong san phim insulin tic dung nhanh ma hién da
duoc chip thuan dé sir dung trong didu tri sy sai 1éch ndng do glucoza huyét trong bita

-

an:
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Chubi insulin A ngwéi

Gly lle Val Glu Gin Cr CJS Thr Ser lle Cys Ser Leu Tyr Gin LeuGlu Asn

Tyr Crs Asn

Chudi insulin B ngwoi, véi cac vi tri dwgc thé hién cho cic
| chAt twong tir insulin nhat dinh

Phe Val Asn Gin His Leu Cys Gly Ser His Leu Val Glu Ala Leu Tyr

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

Céc ché phim theo sang ché c6 ndng do insulin nam trong khoang tir 0,24 dén
3 mM (40 - 500 TU/mL; 1,4 mg/mL - 17,5 mg/mL). Céc ché phim theo séng ché c6
thé c6 ndng do cu thé 1a 40, 100, 200, 300, 400, va 500 IU/mL (1,4, 3,5, 7, 10,5, 14, va
17,5 mg/mL). Céc ché phédm dugc wu tién c6 ndng d9 12 100 IU/mL hogc 200 TU/mL.

Céc cai thién vé profin tic dung theo thdi gian cla céc chét twong tu insulin
trén diy dugc ching to trong sang ché dat dugc thong qua viéc sit dung lugng nhéd
chét twong tu prostaxyclin treprostinil (CAS No. 81846-19-7). Danh phap héa hoc ciia
treprostinil 13 axit (1R,2R,3aS,9aS)-[[2,3,3a,4,9,9a—Hexahydro-2-hydroxy-1-[(3 S)-3-
hydroxyoctyl]-1H-benz[f]inden-5-ylJoxy]axetic. Chét nay c6 phan tir lugng 1a 390,52
va cong thirc phan tir 1a C23H340s. Treprostinil la thanh phén hoat tinh ctia dugc phim
thwong mai c6 ban véi tén thuong mai Remodulin®, Tyvaso® va Orenitran™, ma
duoc chi dinh dé didu tri bénh ting huyét 4p dong mach phdi dé loai bo cac trigu
chiing c6 lién quan dén luyén tdp (Remodulin®) va dé cai thién kha ning luyén tip
(Tyvaso® va Orenitran™). Tyvaso® va Orenitran™ 13n lugt c6 dang lidu hit va dang
lidu diing dudng ubng, va Remodulin® dugc chi dinh dé dung dudi da hogc trong tinh
mach nhu truyén lién tuc. Remodulin® hién c6 néng do liéu 1, 2,5, 5 va 10 mg/mL, va
mdi mL ciing chita 3 mg metacresol, 6,3 mg natri xitrat, 5,3 mg (néng d 1,2,5vas

mg/mL) hogc 4,0 mg (ndng d6 10 mg/mL) natri clorua, va nuéc dé tiém.
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Puong dung cua céc ché phdm theo sing ché thuong 13 tu st dung bing cach
tiém duéi da, vi dy, bing xi lanh hodc but tiém, hodc bang cach truyén lién tuc insulin
dué6i da bing dung cu bom insulin, cfing c6 thé dung theo dudng trong tinh mach, qua
da, hodc trong mang bung. Tét hon, néu duong ding 1a ty st dung bing cach tiém
duéi da. Lidu hoat chit duoc tiém s& duge x4c dinh béi bénh nhén c¢é tham khéo y
kién ctia bac si.

Céc ché phdm nay 14 vo tring khi dugc san xuét 1in du. Khi ché pham dugc
cung cip trong lo hoic 6ng ding nhidu 13n, chit hoic hdn hop cac chét bao quan
chdng vi sinh vat ma tuong thich véi cac thanh phan khic cia dang bao ché thuong
dugc bd sung dé dap ting cic yéu cau theo quy dinh va yéu ciu v& bao quan chéng vi
sinh vt trong dugc dién. Xem U.S. Pharmacopeia Monographs. Insulin lispro
injection. USP29-NF24; British Pharmacopeia Monographs 2008 Volume III: Insulin
aspart injection; U.S. Pharmacopeia Monographs. Insulin assays; va U.S.
Pharmacopeia general chapters. USP29-NF24. Rockville, MD: U.S. Pharmacopeial
Convention; 2005. Antimicrobial effectiveness testing; pp. 2499-2500. Cac chit bio
quan dugc wu tién 12 cac axit aryl va cac hop chét phenol, hogc hdn hop cac chét nay.
Nong do hitu hi€u c6 thé x4c dinh dugc d& dang bing cic phuong phap néu trén. Cac
chit bao quan thuong dung nhit trong céc sén phim insulin 1& phenol, m-cresol, va
rugu benzylic. Cac ché phém thuong mai hién co, ch?mg han, chira 3,15 mg/mL m-
cresol (HUMALOG® va APIDRA®), 1,72 mg/mL m-cresol va 1,50 mg/mL phenol
(NOVOLOG®), va 2,5 mg/mL m-cresol (HUMULIN® R U-500).

Mong muén khi st dung ché phim cang gan phit hop véi truong luc cia (tic
1a, d6 thAm théu) cua dich thé & vi tri tiém cang tdt vi cac dung dich ma khong gﬁn
déng truong véi cac dich thé c6 thé gy ra cam gidc dau nhéi khi st dung. Do do,
mong mudn ring cic ché phim nay gin nhu déng truong véi céc dich thé & vi tri tiém.
Néu d6 thdm thau cia ché pham khi khong c6 chét tao truong luc di nho hon so véi
d6 thAm thiu cua mé (d8i véi mau, khoang 300 mOsmol/kg; yéu ciu ciia European
Pharmacopeia vé d6 thAm thau 13 > 240 mOsmol/kg), thi chét tao truong luc thudng
cin dugc bd sung vao dé ting truong lyc cua ché phim dén khoang 300 mOsmol/kg.
Céc chét tao trwong luc thudng 1a glyxerol (glyxerin) va natri clorua. Luong chét tao
truong luc dé bd sung vao dé dang xac dinh dugc bing cac k§ thuat chuln.

Remington: The Science and Practice of Pharmacy, David B. Troy and Paul Beringer,
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eds., Lippincott Williams & Wilkins, 2006, pp. 257-259; Remington: Essentials of
Pharmaceutics, Linda Ed Felton, Pharmaceutical Press, 2013, pp. 277-300.

Néu can, ché phém c6 thé chira thém mot hoic nhiéu chit 1am 4n dinh, nhu
k&m, natri clorua, canxi clorua, va arginin. Kém Ia chit 1am 6n dinh thudng ding, va
kém oxit c6 thé dugc bd sung dé tao ra sd nguyén tir kém mong muén. Mot s6 ché
phim insulin thuong mai c6 khoang 2,4 nguyén tr kém trén sdu phan tu insulin
(HUMULIN® R U-500), va mdt s6 ché phim c¢6 khoang 3,0 nguyén tif kém trén sdu
phén tir insulin (HUMALOG®, NOVOLOG®).

Néu cén, chit dém c6 thé dugc dua vao. Vi du vé céc chit dém nhu vay 1a chét
dém phosphat, nhu natri phosphat dibazo, TRIS hogc natri axetat. C4c chit dém
phosphat hodc TRIS dugc uu tién.

Do pH cua ché phdm insulin thuong mai thudng nam trong khoangtir 7,2 dén
7,6, trong d6 7,4 + 0,1 1a 6 pH dich phé bién. Do pH theo sang ché thuong tir 7,0 dén
7,8 va dugc didu chinh bang céc axit va bazo thich hop vé mit sinh 1y, thudng 12 axit

clohydric 10% va natri hydroxit 10%. Tét hon, néu do pH 12 khoang 7.4.

Theo mot phuong an, profin khéi d4u tac dung va/hodc hép thu cta cac ché
ph4m theo séng ché nhanh hon it nhit 20% so vé6i cac ché phdm chira ciing loai insulin
nhung khong chtta treprostinil, nhuw dugc xéac dinh, ching han, bang: cac thong sd
dugc dong hoc, bao gdbm nhung khong bi gi6i han & Tmax, 50% Tmax som, 50%
Tmax mudn, Cmax, va/hodc thoi gian dé dat 10%, 20% hodc 50% téng AUCinf;
va/hodc cac thong s6 dugc luc hoc, nhu thoi gian dé dat GIR t6i da hoic thoi gian dé
dat 50% GIR t6i da. Theo mot phwong an khdc, profin khoi déu tac dung va/hodc hép
thu cta cac ché phdm theo sdng ché nhanh hon it nhét 25% so véi cac ché phim chura
cing loai insulin nhung khong chira treprostinil, nhur xac dinh, ching han bang céc
thong s6 dugc dong hoc va/hodc duge luc hoc, bao gbm céc thong s6 néu trén. Theo
mdt phuong an khac, profin khai d4u tac dung va/hodc hép thu cia céac ché phim theo
sang ché nhanh hon it nhit 30% so véi cac ché phim chira cung loai insulin nhung
khong chua treprostinil, nhu xé4c dinh, chéng han béng cac thong sb dugc dong hoc

va/hodc dugc luc hoc, bao gom céc thong so néu trén.

Séang ché ciing bao gbm danh myc cac phuong 4n khong gidi han sau day, cac

phuong an ndy dugc mo ta tiép trong ban md ta:
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Dugc pham chira insulin, treprostinil, mdt hodc nhiéu chét bao quan, chét tao

trrong luc, mot hodc nhidu chét 1am bn dinh, va tiy ¥, chét dém.

Duogc phém chtra insulin, treprostinil, mot hodc nhidu chit bao quan, chét tao
truong luc, mot hogc nhidu chit lam én dinh, va tiy ¥, chit dém, trong d6 insulin duge
chon tir nhém gém insulin nguoi, insulin lispro, insulin aspart va insulin glulisin, m{t
hotic nhidu chit bio quan dugc chon tir nhém gbdbm phenol, meta-cresol, va rugu
benzylic, chét tao truong luc duge chon tir nhém gf‘)m glyxerol va natri clorua, mot
hodc nhiéu chit 1am 6n dinh duoc chon tir nhém gém k&m, natri clorua, canxi clorua,

va arginin va chit dém duoc chon tir nhém gém phosphat, TRIS hodc natri axetat.

Dugc phém chira insulin, treprostinil, mot hodc nhiéu chét bao quan, chét tao
troong lyc, mft hodc nhidu chét 1am 6n dinh, va tuy ¥, chét dém, trong d6 insulin 1a
insulin lispro, chit bao quan la meta-cresol, chét tao truong luc 1a glyxerol, chéit 1am

6n dinh 12 k&m, va chat dém 1a TRIS.

Duoc phém chtra insulin, treprostinil, mot hodc nhidu chit bao quan, chét tao
truong lyc, mot hodc nhidu chét 1am én dinh, va tuy ¥, chét dém, trong d6 insulin 12
insulin lispro, chét bao quan 1a meta-cresol, chét tao truong luc 12 glyxerol, chit 1am

6n dinh 12 kém, va chit dém 1a phosphat.

Dugc phém chtra insulin, treprostinil, mot hodc nhiéu chét bao quan, chét tao
truong lyc, mot hodc nhidu chét 1am én dinh, va tuy ¥, chét dém, trong d6 insulin 12
insulin lispro, chit bao quan 1a meta-cresol, chét tao truong luc 12 natri clorua, chét

1am &n dinh 12 kém, va cht dém 1a TRIS.

Duoc phém chira insulin, treprostinil, mot hoac nhiéu chit bao quan, chét tao
treong luc, mot hodc nhidu chét 1am én dinh, va tuy ¥, chét dém, trong d6 insulin 1a
insulin lispro, chit bao quan 1a meta-cresol, chét tao truong luc 1a glyxerol, chit 1am

4n dinh 12 kém, va chit dém 14 phosphat.

Duoc phém chtra insulin, treprostinil, mdt hodc nhiéu chét bao quan, chét tao
troeong lyc, mot hodc nhidu chat 1am 4n dinh, va tuy ¥, chit dém, trong d6 insulin 1a
insulin lispro, chit bao quan 1a meta-cresol, chét tao truong luc 13 natri clorua, chat
lam 6n dinh 1a kém, va chit dém 12 phosphat, va trong do6 ndng do insulin lispro tir
khoéng 40 dén khoang 500 IU/mL, ndng do treprostinil tir khoang 0,01 dén khoang 30
uM, ndng d6 kém tir khoang 0,00525 mg/mL dén khoang 0,131 mg/mL, ndng do
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meta-cresol tir khoang 2,5 mg/mL dén khoang 3,8 mg/mL, va ndng do glyxerol tir
khoang 5 dén khoang 20 mg/mL.

Duoc phém chtra insulin, treprostinil, mt hodc nhiéu chit bao quan, chét tao
treong lyc, mot hodc nhidu chit 1am 6n dinh, va ty ¥, chit dém, trong d6 insulin 1a
insulin lispro, chit bao quan 13 meta-cresol, chét tao truong lyc 13 natri clorua, chét
lam dn dinh 13 k&m, va chit dém 13 phosphat, va trong dé ndng dd insulin lispro 13
khoang 100 IU/mL, ndng dd treprostinil 1a khoang 0,05 dén khoang 26 pM, ndéng d6
kém la khoang 0,0197 mg/mL, ndng dd meta-cresol 1a khoang 3,15 mg/mL, va ndéng
dd glyxerol 12 khoang 16 mg/mL.

Duoc phém chira insulin, treprostinil, mot hodc nhidu chét bao quén, chét tao
truong luc, mot hodc nhidu chét lam 6n dinh, va tuy ¥, chit dém, trong @6 insulin 12
insulin lispro, chit bao quan 12 meta-cresol, chét tao trwong luc 13 natri clorua, chét
Jam &n dinh 12 k&m, va cht dém 1a TRIS, va trong d6 ndng do insulin lispro 12 khoang
100 TU/mL, ndng dd treprostinil 12 khoang 0,05 dén khoang 26 uM, ndng dd kém la
khoang 0,0197 mg/mL, ndng d6 meta-cresol 1a khoang 3,15 mg/mL, va ndéng
glyxerol 12 khoang 16 mg/mL, va trong d6 d6 pH cua ché phim 13 khoang 7,4.

Dugc phim chira ché phim bit ky néu trén trong d6 sy khéi ddu tac dung
va/hodc profin hép thu ctia ché phim nhanh hon it nhét 20% so v6i cac ché phim chira
cing loai insulin nhung khong chira treprostinil, nhu dugc xac dinh, ching han bing
Tmax, 50% Tmax sém, 50% Tmax mudn, Cmax, thoi gian dé dat 10%, 20% hodc
50% AUCinf, thoi gian dé dat GIR t5i da, va/hodc hogc thoi gian dé dat 50% GIR tbi
da. Dugc phdm chira ché phim bét ky néu trén trong d6 sy khéi déu tac dung va/hodc
profin hép thu cla ché phim nhanh hon it nhéit 25% so véi cac ché phdm chira cing
loai insulin nhung khdng chira treprostinil, nhu duoc xé4c dinh, ching han bang Tmax,
50% Tmax sém, 50% Tmax mudn, Cmax, thoi gian dé dat 10%, 20% hodc 50%
AUCinf, thoi gian d& dat GIR t6i da, vd/hojic hojc thoi gian dé dat 50% GIR t6i da.
Dugc phim chira ché pham bt ky néu trén trong d6 sy khoi dau tac dung va/hodc
profin hép thu cta ché phdm nhanh hon it nhét 30% so véi cac ché phdm chira cing
loai insulin nhung khong chita treprostinil, nhu dugc xac dinh, ching han bang Tmax,
50% Tmax sém, 50% Tmax mudn, Cmax, thoi gian dé dat 10%, 20% hodc 50%
AUCinf, thoi gian dé dat GIR i da, va/hodc hogc thoi gian dé dat 50% GIR t6i da.
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Duoc phdm chta ché pham b4t ky néu trén trong dé ché phim nay dugc st

dung bang cach tiém dudi da.

Ban mb ta boc 16 phuong phép didu tri bénh tiéu dudng bao gom viée cho
ngudi can diéu tri st dung lidu hitu hiéu duogc phém chira insulin, treprostinil, mot
hodc nhiéu chéit bao quan, chét tao truong luc, mot hodc nhiéu chét 1am 6n dinh, va tiy
¥, chit dém, trong d6 insulin 14 insulin lispro, chét bao quan 13 meta-cresol, chét tao
truong luc 13 glyxerol hodc natri clorua, chit 1am én dinh 13 k&m, va chit dém 1a
phosphat hodc TRIS, va trong d6 sy khoi déu tac dung va/hodc profin hép thu cla ché
phim nay nhanh hon it nhit 20% so véi cac ché phdm chira cing loai insulin nhung
khong chira treprostinil, nhu dugc xac dinh, chéng han béng Tmax, 50% Tmax sém,
50% Tmax muodn, Cmax, thoi gian dé dat 10%, 20% hodc 50% téng AUCinf, thoi gian
dé dat GIR ti da va/hodc thdi gian dé dat 50% GIR t6i da. Ban md ta ciing boc 10
phuong phap didu tri bénh tiéu duong bao gbm viéc cho ngudi can diéu tri sir dung
liéu hitu hiéu duoc phém chtra insulin, treprostinil, mot hodc nhiéu chit bao quan, chét
tao truong luc, mot hodc nhidu chit 1am 6n dinh, va ty ¥, chit dém, trong d6 insulin
1a insulin lispro, chét bao quéan 12 meta cresol, chét tao truong luc 1a glyxerol hodc
natri clorua, chit 1am én dinh 13 kém, va chit dém 1a phosphat hodc TRIS, va trong d6
su khoi dau tac dung va/hogc profin hép thu ctia ché phdm nay nhanh hon it nhit 25%
so v6i cac ché phim chira cing loai insulin nhung khong chira treprostinil, nhu dugc
x4c dinh, ching han b%mg Tmax, 50% Tmax sém, 50% Tmax mudn, Cmax, thoi gian
dé dat 10%, 20% hodc 50% téng AUCinf, thoi gian dé dat GIR t6i da va/hodic thdi gian
dé dat 50% GIR t5i da. Ban mé ta ciing boc 16 phuong phap diéu tri bénh tiéu duong
bao gém viéc cho ngudi can diéu tri st dung lidu hitu hiéu dugc phém chira insulin,
treprostinil, mot hodc nhiéu chét bao quén, chét tao truong luc, mdt hodc nhiu chit lam
én dinh, va tly y, chit dém, trong d6 insulin 1a insulin lispro, chét bao quan 13 meta-
cresol, chét tao truong luc 1a glyxerol hogc natri clorua, cht 1am 6n dinh 12 k&m, va chét
dém 13 phosphat hodc TRIS, va trong d6 sy khoi déu tac dung va/hodc profin hép thu
ctia ché phim nay nhanh hon it nhét 30% so véi cac ché phidm chita cing loai insulin
nhung khong chtra treprostinil, nhu dwgc xéc dinh, chéng han bang Tmax, 50% Tmax
sém, 50% Tmax mudn, Cmax, thoi gian dé dat 10%, 20% hodc 50% téng AUCinf, thoi
gian d& dat GIR t6i da vi/hozc thoi gian dé dat 50% GIR t6i da.
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Vi du thyc hién sang ché

Sang ché dugc minh hoa tiép bing cic vi dy sau day, cac vi du nay khong

nhim gi6i han pham vi cia sang ché.
Thir nghiém @0 dn dinh

Thir nghiém d6 én dinh duoc tién hanh dé danh gia do 6n dinh cia insulin
lispro khi duogc ddng bao ché véi treprostinil. Cac mau do dd én dinh duge chuén bj
bing cich két hgp ché phdm insulin lispro (Lilly Material # QA415Q) va
Remodulin®(United Therapeutics, Batch 922017), san phim c6 ban trén thi truong
chira 1 mg/mL treprostinil, 3 mg/mL m-cresol, 6,3 mg natri xitrat, 5,3 mg/mL natri
clorua, va nudc dé tiém. M&i millilit ché pham dugc dit 6n dinh chira insulin lispro
100 don vi, 16 mg glyxerin, 2,13 mg natri phosphat dibazo, 3,18 mg m-cresol, 0,0197
mg ion kém, 0,01 mg treprostinil, 0,063 mg natri xitrat, 0,053 mg natri clorua, 0,0024
mg natri hydroxit, va nuéc Mini-Q. Dy pH dugc diéu chinh dén do pH cubi 1a 7,4
bang cach bd sung dung dich nuéc axit clohydric 1 N va/hogc natri hydroxit 1 N.

Dung dich nay dugc loc bang bd loc Steriflip Vacuum 50 ml bing mang PES
0,22 pM (Cat#: SCGP00525, EMD Minipore, Binerica, MD) va phan b6 vao céc lo
nhép nhay 7 mL véi nép ddy bang ure tring c6 ren v6i dém nut ban vién 14 nhom (lo
va nép: Cat#:03-340-4A, Kimble Chase, Rockwood, TN), 1an lugt duge 0 & 5°C,
25°C, 30°C va 37°C, va rit ra dé phan tich & thoi diém ban ddu, céc thoi diém 1 tuén,
2 tudn, 3 tuln, 4 tudn va 36 ngdy. Céac mau ciing dugc rat ra dé phan tich vao céc thoi

diém 44, 54 va 66 ngay dbi véi cac dung dich duge u & 5°C, 25°C va 30°C.

Phuong phép sic ky loai trir theo kich ¢& cao 4p (High pressure size-exclusion
chromatography - HP-SEC) duoc sut dung d dénh gi4 d6 6n dinh cua protein va dinh
luong céac dang c6 phén tir luong cao trong timg ché phim bang cach sit dung hé théng
Agilent 1200 phét hién bing UV & budc song 214 nm (Agilent Technologies, Santa
Clara, CA). Timg mau (5 pL) dugc tiém 1én cot Tosoh TSKgel G2000SWxI (Tosoh
Bioscience LLC, King of Prussia, PA; 3000 mm X 7,8 mm) va tach & tdc d6 dong 0,5
mL/phut bang cach st dung pha dong chira 10 mM natri phosphat, 10% axetonitril
(ACN), va 300 mM NaCl ¢ do pH=7.4. Ty 1¢ phan trim c6 phén tr luong cao (%
HMW) duogc tinh toan bing cach chia dién tich dinh sic kj HMW & budc song 214
nm cho téng dién tich dinh.
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Két qua SEC (% HMW) dugc dua ra trong bang sau.

Thoi diém Diéu kién bao quin

5°C 25°C 30°C 37°C

0 0,09 0,09 0,09 0,09
7 0,10 0,12 0,14 0,20
14 0,11 0,15 0,18 0,24
21 0,13 0,16 0,28 0,43
28 0,13 0,18 0,26 0,52
36 0,145 0,163 0,333 0,927
44 0,076 0,368 0,676 N/A
54 0,138 0,463 0,78 N/A
66 0,364 0,356 0,525 N/A

Mitc tao thanh HMW 1a duéi 1% déi véi tht ca cac mdu cho dén 36 ngay &
37°C va 66 ngay & 30°C, cho thiy nguy co mét bn dinh thép.

Phuong phap phén tich sic ky léng hiéu niang cao dao pha (Reversed phase
high-performance liquid chromatography - RP-HPLC) dugc tién hanh dé danh gia do
tinh khiét cta protein & cc thoi diém én dinh bang hé théng Agilent 1200 phét hién
bing UV & 214 nm (Agilent Technologies, Santa Clara, CA). Ting méu (5 pL) dugc
tach & 60 °C bang thiét bi Symmetry Shield RP18 4,6 x 100 mm (3,5 uM) (Waters,
Huntingdon Valley, PA) véi tdc do dong 0,9 mL/phut véi pha dong A (axit trifloaxetic
0,1% (TFA) trong nugc) va pha dong B (0,1% TFA trong axetonitril). Gradien pha
dong B 6 0, 3, 5, 20, 25, 27 va 30 phut 1an luot 12 10, 10, 20, 45, 90, 10 va 10%.

Nong d¢ insulin dugc tinh toan bang cach tich phan dién tich dinh insulin va so

sanh v6i chuén insulin lispro. Két qua, bdo cdo theo IU/mL, dugc dua ra dudi day.

Thei didm Diéu kién bao quan
(ngay) 5°C 25°C 30°C 37°C
0 103,2 103,2 103,2 103,2
14 101,8 105,3 104,2 103,2
21 102,7 107,2 105,2 103,2
28 102,9 105,8 103,4 102,2
36 103,4 105,4 102,4 102,6

-16-



25119

44 103,1 103,7 103,4 N/A
54 102,6 103,7 104,5 N/A
66 102,8 105,0 104,6 N/A

Quan sat thdy lugng mAt mét insulin t6i thiéu néu c6 dbi véi tht ca cac miu cho
dén 36 ngay & 37 °C va 66 ngdy & 30 °C.

T¥ 16 phén trim mAu ngoai dinh chinh dugc tinh todn bang cach chia dién tich
dinh sic ky chinh cho tbng dién tich dinh. Két qua (% ngoai dinh chinh) dugc dua ra

dudi day.
Thoi fiiém Diu kién bao quéan
(ngay)

590 e 30°C 37°C

0 04 0,4 0,4 0,40

1 03 1,4 1,5 2,40

o1 0.5 12 1,5 2,35

Y 0.7 1.4 2,0 2,93

36 0.5 1,1 1,8 2,29

m 0.8 1.6 2,5 N/A

51 1.1 1,9 2,6 N/A

py 12 23 3,2 N/A

Ty 16 phin trim ngoai dién tich dinh chinh la dudi 3% ddi v6i tét ca cac mau &
37°C trong 36 ngdy va dudi 3,5% d6i véi tht ca cdc mau & 30°C trong 66 ngay, diéu
ny 1a chip nhén dugc dbi vdi cc ché pham insulin.

Nghién ctru dugc dong hoc va dugc lyc hoc

St dung mudi ldm lgn duc Yucatan nho da thién, méic bénh tiéu duong (do
alloxan gy ra) (trung binh 20 thang tudi va thé trong trung binh 42 kg) da lip cac
cdng tiép can mach trudc d6. Cac dong vat bi tiéu dudng nay dugc nhét riéng va duoc
thy y udng nuéc sach & moi thoi diém. Chiing duoc cho an hai bira mdi ngay theo ché
d6 an nudi nhét S-9 va duge cho dung insulin co ban duy tri thich hop va qua bita dn
hai 14n mdi ngay d8 kiém so4t tinh trang tiéu dudng cua chung.

Céc d6i tuong thir nghiém (ché phdm A, B va C trong bang dudi ddy) dugc bao
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ché va van chuyén qua dém trong bao bi lanh dén vi tri thtr nghiém. Péi chung insulin

Humalog 12 nguyén liéu thuong mai 100 IU/mL dugc bao quan & vi tri thir nghiém.

Tén ché phim

Ché pham

Insulin lispro +
treprostinil 1 ng

(Ché phdm A)

94 U/mL insulin lispro (3,5 mg/mL)
13 ng/mL treprostinil (~1 ng/lgn
hoac 0,026 ng/kg)

7 mM natri phosphat

16 mg/mL glyxerin

3,15 mg/mL m-cresol

0,3 mM kém

dopH 7.4

insulin lispro +
treprostinil 10 ng
(Ché phdm B)

93 U/mL insulin lispro (3,5 mg/mL)
128 ng/mL treprostinil (~10 ng/lgn
hoac 0,26 ng/kg)

7 mM natri phosphat

16 mg/mL glyxerin

3,15 mg/mL m-cresol

0,3 mM kém

do pH 7.4

insulin lispro +
treprostinil 400 ng
(Ché phdm C)

93 U/mL insulin lispro (3,5 mg/mL)
5 pg/mL treprostinil (~400 ng/lon
hoac 10 ng/kg)

7 mM natri phosphat

16 mg/mL glyxerin

3,15 mg/mL m-cresol

0,3 mM kém

do pH 7,4

Humalog

100 U/mL insulin lispro

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

3,15 mg/mL meta-cresol

0,3 mM kém

do pH 7,4
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Céac dbi tuong thir nghiém dugc bao quan trong ti lanh cho dén khi cho ding
lidu va sau d6 dua trd lai ta lanh sau khi viéc cho dung lidu & tit ca cac dong vat hoan
thanh. Trong giai doan cho ding lidu cic dbi twong thir nghiém duoc gitt trong hdp

cach ly khi khong dugc hut ra.

Thir nghiém nay 1a thiét k& lai bbn cach. Thiét ké nay cho phép mdi dong vat
riéng 18 duoc ding mot trong sb ba dbi twong thir nghiém va insulin d6i chimg bang
céch cho ding liéu mot déi twong thir nghiém vao mdi ngay thir nghiém (4 1dn mdi 1an

cach nhau 7 ngay).

Vao ngay trude khi thir nghi€ém, cac dong vat nay duge cho dn mot nira khau
phén hing ngay cua chung va dugc ding 0,2 U/kg Humalog Mix 75/25 Insulin lam
lidu duy tri budi sang ciia chiing. T4t ca cac dong vt thir nghiém dugc cho nhin in qua
dém va khong dugc ding insulin budi t&i hodc biva an cia ching trude khi ding thudce

vao ngay thir nghiém.

Vao budi sang ngdy thir nghiém, tht ca cac dong vat duoc cot chit vao dai biang
va dugc tiép can qua cac cdng tiép can mach cuia chiing (duge tao ra d 14y miu méu)
va kiém tra v& d0 mé. Céc dong vat nay duge chia ngiu nhién vao cic nhém didu tri (4
nhém n=3-4 mdi nhém tao ra n=15 cho mdi nhém didu tri truéc khi loai ra bét ky).
Sau khi thu hai m3u mau mbc co s& (-30 va -20 phut), cac dong vat dugc dua tré lai
béi rao cua ching va cho dn ~300 g ché d6 an S-9. Hai dong vat bi loai ra khoi nhom
didu tri bang insulin lispro + treprostinil 10 ng vi khéng déap tng tiéu chudn vé glucoza
huyét méc co s& trén 200 mg/dL, va mdt dong vat bi loai ra khéi viéc phan tich dit liéu
ctia nhom d6 vi gid trj liéu insulin truée >10000 pM, dan dén n=12 cho nhém didu tri.
Mot dong vat bi loai ra khoi nhom diéu trj bé‘mg insulin lispro + treprostinil 1 ng vi
khong dap tmg tiéu chudn vé glucoza huyét méc co so trén 200 mg/dL, dan dén n=14
cho nhom diéu trj dé.

Hai muoi phut sau khi bita &n dwgc ti€u thu hoan toan, cac dong vat duoc tiém
duéi da bing d6i twong thir nghiém 0,2 U/kg (dya trén ndng d6 insulin, trung binh 9
don vi/lgn) vao bén sudn (0 phit) bang xi lanh insulin Terumo (0,5 ml kim 1/2”). Tht
ca dong vat thir nghiém dugc cho tuy y tiép can nudc sach trong subt giai doan thu

mau con lai.

Huyét 4p duoc kiém tra bing dung cu Cardell Monitor (bang vong do huyét ap
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thl y trén dudi) & -30 va 0 (truéc khi ding lidu) phit 1am mdc co s& va sau d6 & 30 va
60 phut sau khi ding lidu. Ba lin do lién tiép dugc tién hanh ¢ mdi thoi diém +/- 5

phit. Dit liéu dugc trinh bay 1a trung binh cta ba s6 do cho mdi lgn riéng r&.

Loat miu méu (2,0 mL mdi miu) dugc thu thap tir mdi dong vét & céc thoi
diém sau: -30, -20 (sau d6 ngay sau khi cho &n), 0 (ngay truéc khi diung lidw), 5, 10,
15, 30, 45, 60, 75, 90, 105, 120, 150, 180, 240, va 360 phut sau khi ding lidu dudi da
(sc).

Khong quan sat thdy bién cb bat lgi trong khoang thoi gian thir nghi¢m.
Glucoza huyét duge theo ddi theo thoi gian thuc bang dudng ké cAm tay va tit ci cac
dong vat dugc quan sat thudong quy vé& c4c diu hiéu 1am sang cta chung ha dudng
huyét. Huyét 4p dugc ghi lai & cac thoi diém -30 va 0 phit dé 1am gid tri moc co s¢ va
sau d6 theo dai & 30 va 60 phut sau khi ding liéu dé danh gié ty 18 ha huyét 4p. Khong

c6 thay dbi dang ké nao xay ra. Khong c¢6 luu y nao ve phan tng tai vi tri tiém cuc bJ.

Cac mAu méau (chét chdng dong: khong [huyét thanh]) dugc gitt & nhigt 46 moi
truong trong it nhét 30 phut nhung khong qué 2 gid dé cho phép dong mau. Huyét
thanh sau d6 dugc tach ra bing cach ly tAm va chia thanh hai phén phan uéc va bao

quan lanh déng & khoang -70° C.

Nong d6 glucoza trong huyét twong duge xac dinh bang thiét bi Cobas ¢311
Clinical Chemistry Analyzer tu dong (Roche Diagnostics, Indianapolis, Indiana). Tién
hanh phén tich phwong sai mot chiéu tiép theo 13 thir nghiém Dunnett dé so sanh trung
binh nhom bang JMP 9 Statistical Discovery bing SAS trén glucoza so véi d6i ching
Humalog véi d0 tin cdy & p<0,05. Nong d6 glucoza trong huyét thanh (mg/dL) sau khi
didu tri bang cac ché pham dbi ching va céac ché pham thir nghiém (0,2 U/kg & thoi

diém 0) dugc dua ra trong Bang sau day.
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Humalog insulin lisprc? + insulin lispro. + insulin lispro +
1 ng treprostinil | 10 ng treprostinil |400 ng treprostinil
Thoi , ) ] ,
gian Tr}lng Sais6 | Trung | Saiso | Trung | Saiso Trung | Sai 5o
binh | chuan | binh chuan binh chuan binh chuan
(phut)
-30 2856 | 94 303,3 11,1 299.8 12,7 299,3 13,9
-20 2955 | 9,5 316,2 12,5 311,2 14,4 3123 13,5
0 304,1 | 9,0 327,2 12,2 325.5 14,6 320,5 15,5
5 310,7 | 9.4 331,0 11,5 335.3 14,7 320,6 16,0
10 311,3 | 9,5 331,0 11,9 325,2 12,9 312,9 16,2
15 316,99 | 7,8 3323 12,4 314,2 14,8 304,1 16,0
30 287,6 | 15,2 | 293,8 23,2 263,5 24.8 233,5 22,8
45 260,7 | 19,9 | 2453 28,0 196.,9 26,4 178,9 23,5
60 234,1 | 23,0 | 210,8 28,0 148.,0 24,4 136,0 22,8
75 202,6 | 24,6 | 1549 26,1 103,9 18,9 98,9 20,8
90 161,1 | 224 | 1124 20,4 71,4 15,5 68,7 16,8
105 127,6 | 20,5 91,4 16,9 58,1 13,7 51,7 11,3
120 115,2 | 19,5 69,8 12,9 53,5 14,3 454 10,4
150 97,1 17,5 55,6 9,9 47,7 9,8 50,1 11,1
180 79,4 16,5 50,1 11,3 62,9 16,6 60,4 17,0
240 82,2 18,5 62,4 14,8 88,4 21,5 84,5 22,9
360 130,5 | 24,7 | 1223 233 163,2 28,2 144,1 26,0

Insulin cOng véi treprostinil dan dén su gia ting phy thuc lidu déap ung ha

glucoza so v6i Humalog don ddc. Insulin cdng véi treprostinil cling din dén mirc

do ha glucoza 16n hon tir méc co s6 so véi Humalog don doc. D thay d6i glucoza

trung binh tir mdc co s& (mdc co s& = trung binh cua céc mau & -30 va -20 phat) &

Tmax trung vi cia Humalog (90 phut) 1a -129 mg/dL d6i v6i Humalog, -197 mg/dL

d6i véi insulin lispro +1 ng treprostinil, -234 mg/dL d6i véi insulin lispro + 10 ng

Treprostinil, va -237 mg/dL dbi véi insulin lispro + 400 ng treprostinil. Vigc so

sanh glucoza trung binh bang phuong phap Dunnett ching to su khac bigt c6 y

nghia thdng ké giita mau insulin lispro + 400 ng treprostinil so voi dbi chimg

Humalog ngay & thoi diém 45 phut (p= 0,01438). Pén thoi diém 60 phit va qua 150
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phut sy giam glucoza d6i vé6i insulin lispro + 400 ng treprostinil va insulin lispro +
10 ng treprostinil khac biét v& mit théng ké so voi d6i chirng Humalog. Khong c6
" sw khac biét 1 rang hodc v& mit thng ké (Dunnett) trong huyét 4p tdm thu hodc
tAm truong trung binh & méc co s& (-30 & 0 phit) hogc sau khi diéu tri bing liéu

bét ky trong s6 ba lidu insulin lispro + treprostinil so v6i d6i chimg Humalog.

Vé mit dugc dong hoc, mirc insulin dbi voi tht ca cac miu PK huyét thanh
dwoc x4c dinh bang thir nghiém mién dich (radioimmunoassay - RIA) insulin tbng
s6. Gi6i han dinh luong trén va dudi cia thir nghiém 14n luot 13 20 pM va 5000 pM.
Céc gia tri dudi gigi han dinh lugng dudi duge 14y 14 20 pM. Céc phép phén tich
duoc dong hoc khong ngén dugc tién hanh bing cach sir dung Phoenix WinNonlin

v6.3.

Ch é' h évim Tmax Cmax AUCINF CL/F
P (phat) | (M) | (phat*nM) | (mL/phit/ke)
Trung
83,7 0,732 117 11,4
binh ’ 73
Humalog Sai 6
N=15 chuén 13,0 0,0964 11,0 1,01
Trung vi 90,0 0,699 106 11,3
o Trung 75,0 0,922 127 10,1
insulin lispro + binh
treprostinil 1 ng Sai s
(Ché phim A) chuin 12,9 0,0759 9,63 0,838
N=14
Trung vi 60,0 0,898 137 8,78
o Trung 48,8 1,53 154 8,57
insulin lispro + binh
treprostinil 10 ng Sai sb
X 1A Y 5,58 247 15,4 0,711
(ChéphimB) | chudn Sl ’
N=12
Trung vi 45,0 1,15 131 9,14
insulin lispro + Trung
treprostinil 400 ng | binh 49,0 1,20 144 8,95
(Ché pham C) Sai s6
_ . 6,46 127 12,0 0,578
N=15 chuan ’ 0 ’
Trung vi 30,0 1,14 134 8,98
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Céc chit viét tit Tmax - thoi gian dé dat néng dd insulin tdi da, Cmax - né)ng do
insulin t6i da, AUCINF - dién tich du6i dudng cong ndng d6 insulin tir 0 dén vo cing,
CL/F - @0 thanh thai/d0 sinh kha dung.

Viéc két hop insulin lispro véi treprostinil dan dén su gia ting phy thudc lidu vé
profin dugc dong hoc cua insulin, so véi Humalog don doc. Céc gia tri Tmax trung vi
1a 90 phut, 60 phut, 45 phat va 30 phut 14n luot dbi véi Humalog don doc, insulin
lispro + treprostinil 1 ng, insulin lispro + treprostinil 10 ng va insulin lispro +
treprostinil 400 ng. Viéc bd sung treprostinil cling din dén su gia ting Cmax cla
insulin so v6i Humalog don doc. Cmax sém hon va cao hon phii hop v6i mong doi vé
téc do hép thu tang. Téng mirc phoi nhiém véi insulin (AUCr) cao hon khoang 30%

ddi vé6i ca ba nhém chira treprostinil, so voi Humalog don doc.

Téng hop lai, su gia ting c& profin dugc dong hoc clia insulin va profin glucoza
thu dugc khi treprostinil dugc st dung cing véi insulin lispro cho thdy ring
treprostinil tao thuan 1¢i cho vi€c hép thu insulin nhanh hon, so v6i Humalog don ddc.
Nhitng cai thién vé tac dung theo thoi gian dat dugc ma khong c6 dnh huong 1 rang
nao dén huyét ap & cac dong vat nay.

Céc nghién ctru dugc md ta trén diy chiung to ring viéc bd sung lugng nhd
treprostinil vao ché phadm chtra insulin lispro c6 thé tao ra Tmax sém hon va Cmax cao
hon trong profin duge dong hoc cua insulin ciing nhur hi¢u qua gidm glucoza sém hon

va 16n hon, va cic ché phdm nhu vay dd on dinh.
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Trinh ty
Chubi A insulin ngudi

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

Chudi B insulin ngudi

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

Chudi B insulin lispro

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

Chudi B insulin aspart

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

Chudi B insulin glulisin

Phe Val Lys Gln His Leu Cys Gly Ser His Leu Val Glu Ala Leu Tyr Leu Val Cys Gly
Glu Arg Gly Phe Phe Tyr Thr Pro Glu Thr (SEQ ID NO: 5).
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YEU CAUBAO HQ
1. Dugc phdm chira insulin va treprostinil, trong d6 ndng do treprostinil 1a tir 0,01 dén
30 uM.

2. Duoc phém theo diém 1, trong d6 insulin dugc chon tir nhém gém insulin nguoi,

insulin lispro, insulin aspart va insulin glulisin.
3. Dugc phim theo diém 2, trong d6 insulin 14 insulin lispro.

4. Dugc phim theo diém bAt k¥ trong s cac diém tir 1 dn 3, trong d6 ndng dd insulin

13 tir 40 dén 500 TU/mL.

5. Dugc phdm theo diém bAt ky trong sb cac diém tir 1 dén 4, trong d6 ndng @b insulin

1a khoang 100 IU/mL.

6. Dugc phim theo diém bét ky trong sb cac diém tir 1 dén 5, trong d6 ndng do

treprostinil 12 tir 0,05 dén 26 M.

7. Dugc phdm theo diém bat ky trong s6 cac didm tir 1 dén 6, trong d6 dugc phdm

ndy chira thém mot hogc nhiéu chat bao quan.

8. Dugc phim theo diém 7, trong d6 mot hodc nhidu chét bao quan dwgc chon tir

nhom gdm phenol, meta-cresol, va rugu benzylic.
9. Dugc phdm theo diém 8, trong d6 chét bio quan 12 meta-cresol.

10. Dugc phdm theo diém 9, trong d6 ndng do meta-cresol 1a tir 2,5 mg/mL dén 3,8
mg/mL.

11. Dugc phadm theo diém 10, trong d6 ndng dd meta-cresol 12 khoang 3,15 mg/mL.

12. Dugc phdm theo diém bét ky trong s6 cac diém tir 1 dén 11, trong d6 dugc phim

nay chira thém chét tao truong luc.

13. Duogc phém theo diém 12, trong d6 chét tao truong luc dugc chon tir nhom gém

glyxerol va natri clorua.

14. Dugc phdm theo diém 13, trong d6 chét tao truong luc 1a glyxerol.

15. Dugc phim theo diém 14, trong d6 ndng do glyxerol 1a tir 5 dén 20 mg/mL.

16. Duoc phdm theo diém bét ky trong sb cac diém tr 1 dén 15, trong d6 duoc phim

ndy chira thém mét hogc nhiéu cht lam 6n dinh.
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17. Duogc phém theo diém 16, trong d6 mot hoic nhidu chit 1am &n dinh dugc chon tir

nhém gdm kém, natri clorua, canxi clorua, va arginin.
18. Dugc phe‘im theo diém 17, trong d6 chét 1am 6n dinh 13 kém.

19. Dugc phim theo didm 18, trong d6 ndng do kém 14 tir 0,00525 mg/mL dén 0,131
mg/mL.

20. Dugc phim theo diém bét ky trong sb cac didm tir 1 dén 19, trong @6 dugc phim

nay chira thém chét dém.

21. Dugc phim theo diém bét ky trong s cac diém tir 1 dén 20, trong d6 d6 pH cua
ché phém 1a tir 7,0 dén 7.8.

22. Dugc phim theo diém bét k¥ trong s cac diém tir 1 dén 21, trong d6 @6 pH cia

ché pham 14 khoang 7,4.
23. Dugc phdm chira:

a. insulin lispro v6i ndng do tlr 40 dén 500 IU/mL,

b. treprostinil v6i ndng dd tir 0,01 dén 30 uM,

c. meta-cresol véindng dd tir 2,5 dén 3,8 mg/mL,

d. glyxerol v6i ndng do tir 5 dén 20 mg/mL,

e. kém voindng do tir 0,00525 dén 0,131 mg/mL, va

f. d0 pH cua duoc phém 1a tir 7,0 dén 7,8.
24. Dugc phim theo diém 23, trong d6 ndéng d6 insulin lispro 13 khoang 100 IU/mL;
ndng do treprostinil 1a tir 0,05 dén 26 pM; ndng d meta-cresol 1a khoang 3,15
mg/mL; d0 pH cua dugc phém 12 khoang 7,4.
25. Vat phim san xuét chtra dugc phdm theo diém bét ky trong s céc diém tir 1 dén
24,
26. Vat phdm san xuét theo diém 25, trong d6 vét phdm nay 14 lo ding nhiéu 14n.
27. Vét phim san xuét theo diém 25, trong d6 vat phidm nay 13 bt tiém tai sir dung
duoc.
28. Vit phdm sin xuét theo diém 25, trong d6 vat phdm nay 1a dung cu bom 8 truyén

insulin lién tuc duéi da.
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<210> 1

<211> 21

<212> PRT

<213> Nguoi hién dai

<400> 1

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

Glu Asn Tyr Cys Asn
20

<210> 2
<211> 30

<212> PRT

<213> Ngudi hién dai

<400> 2

Phe Val Asn Gln His Leu Cys Gly Ser His Leu Val Glu Ala Leu Tyr
1 5 10 15

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

<210> 3

<211> 30

<212> PRT

<213> Trinh ty nhdn tao

<220>
<223> Cu trac tdng hop

<400> 3

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

<210> 4

<211> 30

<212> PRT

<213> Trinh ty nhédn tao

<220>
<223> Cau trac tdéng hop

<400> 4

Phe Val Asn Gln His Leu Cys Gly Ser His Leu Val Glu Ala Leu Tyr
1 5 10 15

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

<210> 5

<211> 30

<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> Cau tric tdng hop

<400> 5

Phe Val Lys Gln His Leu Cys Gly Ser His Leu Val Glu Ala Leu Tyr
1 5 10 15

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