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OZET
HIZLI TUTULUM ICIN INSULIN FORMULASYONLARI
Geligmisg stabkilite ve etkinin hizli baglangicina sahip enjekte

edilebilir insiilin formiilasyonlari burada ac¢iklanmaktadir.

Formilasyonlar subkiitan, intradermal vya da intramiskiller

uygulamavya yénelik olabilir. Tercih edilen dilzenlemede,
formilasyonlar subkiitan enjeksiyon araciligivla
uygulanmaktadir.

Formiilasyonlar bir selatdér ve ¢ézlinme ajani, ve tercihen ek
vardimcili maddeler i1le kombinasyon halinde insilin icgerir.
Tercih edilen diizenlemede, formiilasyen insan insiilini, EDTA
gibi bir c¢inko selatdéri ve sitrik asit ya da sodyum sitrat
gibi bir g¢dzinme ajanini dgerir. Bu formilasyonlar subkitan
enjeksiyon ile uygulandiginda hizl1 bir sekilde kan
dolasiminin icgine emilir. Tercih edilen dizenlemede, insilin,
bir ¢ok kullanimli steril flakonda bir berrak akiskan, ndtr pH
olarak saglanir. Bir alternatif diizenlemede, insilin bir
steril flakonda bir toz olarak saglanir. Bu uygulamadan hemen
once va da uygulama sirasinda su gilbi bir farmasétik olarak
kabul edilebilir tasiyiciyi, EDTA gibi bir c¢inko selatdrii wve
sitrik asit gibi bir cozlinme ajaninini iceren bir
seyrelticiyle karistirilir. Baska bkir dizenlemede, 1insilin
cbzlulmeden sonra kullanima hazir colan, bir dendurulmus karisim

olarak saklanir.
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ISTEMLER

. Insiilin, c¢&zlinme ajani, ve c¢inko selatér iceren bir insiilin

formilasyonu olup, 6zellidi; formilasyonun 7,0 vwve 7,6
Uzerinde bir pH arasainda bir pH’a sahip olmasi ve berrak bir
sulu ¢bdzelti olmasi ve HCI ve sdz konusu ¢inko selatdrle
kombinasyon halinde olan insiline gbdre artairilmis Dbir
iletime ve emilime sahip olmaszi, olup, Srellidi;

formilasyonun hiyaliironik degrade edici enzim igermemesidir.

. Istem 17in formilasyonu olup, ozelligi; formiilasyonun

insiilin, ¢&ziinme ajani, ¢inko selatdr, ve bir vya da daha

fazla vardimci maddeden olusmasidir.

. Istem 1 va da 2'nin formiilasyonu olup, Szellidi;

formilasyonun 7,2 ila 7,671l1k bir pH"a sahip olmasidir.

. Herhangi bir &nceki istemin Tformilasyonu olup, o6zellidi;

formiilasyonun 7,4 va da 7,5'1ik bir pH’a sahip clmasidir.

. Istem 1/in bir formiilasyonu olup, ©6zellidi; c¢inkoe selatériin

etilendiamin-tetraasetik asit (EDTA), EGTA, trisodyum sitrat
(TSC), alginik asit, alfa lipecik asit, dimerkaptosiksinik
asit (DMSA) wve CDTA'dan (1,2-diamincsikloheksantetraasetik

asit) olusan gruptan secilmesidir.

. Istem 57in formiulasyonu olup, 0zelligi; c¢inko selatdrin

etilendiamintetraasetik asit (EDTA) clmasidir.

. Istem 1'in formiilasyonu olup, ©&zelli&i; c¢dziinme ajaninin

asetik asit, askorbik asit, sitrik asit, glutamik, sitksinik,
aspartik, maleik, fimarik, wve adipik asit, va da bunlarin
bir tuzu, tercihen sitrik asit yva da sodyum sitrattan olusan
bir gruptan secilen asit va da asetat, askorbat, sitrat,
glutamat, aspartat, siksinat fumarat, maleat, ve adipat wve
bir metal Grup T grup II metal, tercihen sodyum vya da
potasyum askorbat, sitrat, glutamat, aspartat, siksinat,
fumarat, maleat, ve adipattan olusan bir gruptan seg¢ilen kir

tuz olmasidir.

. Tstem 7'nin formilasyonu olup, o6zelligi; ¢dzinme ajaninin
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magnezyumun bir tuzu olmasidir.

9. Herhangli bir ©&nceki istemin formilasyonu olup, 06zelligi;
insiilin ¢bzeltisinin pH' 1n1 vyaklasik 4'ten 7,0 wve 7,6
Uzerinde bir pH arasinda bir pH a ylikseltilerek
formilasyonun hazirlanmasidar.

10. Istem 17in formilasyonu olup, &zellidi; instlinin insan
insilininden, insilin analcglarindan ve bunlarin
kembinasvonlarindan olusan gruptan secilmesidir.

11. Istem 10"un formilasycnu olup, bzellidi; instlinin
rekombinant insan insiilini olmasidir,

12, Tstem 1'In formilasyonu olup, &zelligi; instilinin bir
birinci kapta bir kuru toz olarak sagdlanmasi ve c¢inko
selatdrinin ve ¢&zlnme ajaninin en azindan birinin bizr
seyreltici i¢eren bir ikinci kapta sadlanmasidir.

13, Tstem 1'in formilasyonu bir diyabetigin tedavisi ig¢in bir
dondurulmus farmasétik olarak kabul edilebilir formiilasyon
olarak sadlanmistir.

14. Istem 1'in formiilasyonu 4°C’de bir berrak sulu c¢ézelti
olarak sadlanmistir.

15. Onceki istemlerin herhangi birine gdre bir enjekte
edilebilir 1insiilin formiulasyonu, bir diyabetik bireyin
tedavisi icgin, s6z  konusu ¢inkc selatdr ve HCI ile
kombinasyon halinde c¢lan instiline kiyasla, instlinin epitel
hicreler aracilidiyla tutulumunu ve 1iletimini artirmada
kullanmak ic¢in insiilini ve etkili bir miktarda bir c¢dzinme

2janini ve bir ¢inko selatdril igerir,
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TARIFNAME

HIZLI TUTULUM ICIN INSULIN FORMULASYONLARI

Bulug enjekte edilebilir hizli etkili ila¢ verme inslilin

formillasyonlarinin genel alanindadir.

ONCEKI TEKNIK

Diyabete genel bakis

Glukoz enerji uUretmek ve vyasami desteklemek icin vicudun tim
hiicrelerinin kullandigi basit bir sekerdir. Insanlar havatta
kalabilmek ig¢in kanlarinda her zaman minimum seviyede glukoza
ihtiyag duyarlar. Vicudun kan glukozu Uretmesinin 1ilk yolu
besinin gindirilmesidir. Kigi bu glukozu besinin
sindirilmesivyle elde etmivyorsa, glukoz dokudaki depolardan
Uretilir wve karaciderden salainir. Vicudun glukoz seviyelerini
insiilin diizenler. Insiilin pankreasin dogal olarak salgiladigy
bir peptit hormonudur. Insilin hayati derecede &nemli bir
enerjl kaynadini saglamak 1ic¢in glukozun viicut hiicrelerine
girmesine yardimci olur.

Sagliklys bkir birey vemede basladidinda, pankreas birinci-faz
insiilin salinimi denilen dodal bkir 1insilin artisi salar.
Yiyecedgin sindirimiyle kana giren glukozu iglemek ic¢in
veterince 1nsiilin saglamaya ek olarak, Dbirinci-faz insilin
salinimi yiyecedin sindirimi gerceklesirken glukoz vyapmayl
durdurmak icin karacidere bir sinyal gbrevi gdrlir. EKaraciger
glukoz Uretmedidgi ve sindirimle glukozu igslemek i¢in vyeterince
ek insiilin oldudu ig¢in, sadlikla bireylerin kan glukozu
seviyeleri nispeten sabit kalir ve kan glukozu seviyeleri cok
yiuksek olmaz.

Diyabet anormal sekilde vyilksek seviyelerde kan glukozu ve

vetersiz seviyelerde insglilin ile karakterize edilen Dbir
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hastaliktir. Diyabetin baslica iki tipi wvardir -Tip 1 ve Tip
2. Tip 1 diyabetinde, wviicut hic¢ instlin fdretmez. Tip 2
diyabetinin erken evresinde, pankreasin insiilin {iretmemesine
ragmen, vya vicut dodru zamanda insiilin dUretmez vya da vicut
hiicreleri 1insiilin direnci olarak bilinen bkir durum o¢lan,
instilini gdrmezden gelir.

Diger semptomlarin gdrilmesinden &nce bile, Tip 2 diyabetinin
ilk etkilerinden biri vyivecek kaynakli birinci-faz insiilin
saliniminin kaybidir Birinci-faz instlin saliniminin
voklugunda, karaciger glukoz yapmayl durdurmak i¢in sinyalini
almayacaktir. Sonug olarak, viicudun vyiyecedin sindirimiyle
veni gluko:z Uretmeye basladida sirada karacider glukoz
iretmeye devam edecektir. Sonu¢ olarak, diyabet hastalarinin
kan glukozu seviyesi vyemekten sonra c¢ok vylikselecektir, bu
hiperglisemi olarak bilinen bir durumdur. Hiperglisemi
glukozun dogal olmayan sekilde kandaki belirli proteinlere
vaplsmasina neden olur, bu da proteinlerin kiciik kan
damarlarinin bitinliduinid korumak icin normal islevini yerine
getirme vetenedini engeller. Her vemekten sonra gdrilen
hiperglisemi ile, kig¢ik kan damarlari en sonunda pargalanir ve
sizinti vyapar. Hipergliseminin wuzun vadeli vyan etkileri
kérliigl, bébrek islevinin kaybini, sinir zedelenmesini ve duyu
kaybini ve periferde zaylf dolasimzi, potansivyel olarak
ekstremitelerde amputasyonu gerektirmeyi icgerir.

Yemekten sonra iki ve U¢ saat arasinda, tedavi edilmemis bir
diyabetidin kan glukozu o kadar yilkselir ki pankreas asiri
biiyik miktarda bir insilin salgilamasi igin bir sinyal alir.
Erken Tip 2 divyabetli bir hastada, pankreas hala cevap
verebilir wve bu blyldk miktardaki insiilini salgilar. Bununla
birlikte, bu durum sindirimin neredeyse bittidi ve kan glukoz
seviyelerinin diismeye basladigi sirada clusur. Bu asiri bkilyik
miktardaki insiilinin 1iki =zararli etkisi wvardir. Birincisi,
zaten kétid durumda olan pankreasin idUzerine uygun olmayan

sekilde agira vyiiklenir, bu da pankreasin daha hizli gekilde
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kétillesmesine ve pankreasin 1insilin Uretemez hale gelmesine
yol acabilir. Ikincisi, sindirimden sconra c¢ok fazla insiilin
hastalik durumunun daha da kétiilestirebilen, kileo aliminda

sebep olur.

Diyabete Yénelik Gilincel Tedaviler ve Bunlarin Kisitlamalaria

Tip 1 divabetli hastalar hic¢ insiilin {retmedikleri ic¢in, Tip 1
diyabeti ig¢in baglica tedavi gunlik yodun instulin tedavisidir.
Tip 2 diyabetinin tedavisi tipik c¢larak diyet ve egzersizin
yonetimi ile baslar. Kisa vadede vardimci olmasina radmen,
valnizca diyet ve egzersizle tedavi Tip 2 divyabetli hastalaran
¢ok biUylk bir c¢odunlugu ic¢in uzun vadede etkili bir ¢dzlim
dedildir. Divet wve egzersiz artik yeterli olmadidinda, tedavi
cesitli  Insilin-icermeyen oral ilaglarla baslar. Bu oral
ilagclar pankreasin iirettigdi insiilin miktarini artirarak,
insiilin-duyarla hiicrelerin duyarlilidina artirarak,
karacierin glukoz c¢iktisini azaltarak ya da bu mekanizmalarain
bazi1 kombinasyonuyla etki ederler. Bu tedaviler hastalidi
etkili bir sekilde yonetme vetenekleri bakimindan
kisitlidirlar ve genellikle kilo alimi ve hipertansiyon gibi,
onemli vyan etkileri wvardir. Instlin-icermeyen tedavilerin
kisitlamalarindan deolayi, Tip 2 divyabetli birgok hasta =zaman
igcerisinde kétillesir ve scnunda metabcelizmalarini desteklemek
i¢in insilin tedavisine gereksinim duyarlar.

Insiilin tedavisi divyabeti tedavi etmek ic¢in 80 vyili askin
siiredir kullanilmaktadir. Bu tedavi genellikle her giin birkag
enjeksiyon uvgulamayi icerir. Bu enjeksivonlar glinde bir va da
iki defa uzun-etkili bazal enjeksiyonun ve vemek-saatinde
hizli etkili bir enjeksiyonun uygulanmasindan olusmaktadir. Bu
tedavli rejimi etkili olarak kabul edilse de, kisitlamalar:
vardir. Ilk olarak, hastalar idnelerin zorludundan  ve
acisindan dolaya kendilerine insilin enjekte etmekten

genellikle hoslanmazlar., Sonug olarak, hastalar recgete edilen
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tedavi rejimlerine yeterince uymamava meyillidir wve siklikla
yanlis bir sekilde ilagla tedavi edilirler.

Daha ¢&énemlisi, dodru sekilde uygulandidinda bile, insiilin
enjeksiyenlara insiilinin dogal zaman-etki profilini
tekrarlamaz. Ozellikle, diyabeti olmayan bir kiside birinci-
faz insiilin saliniminin deodal artisi yivecekten kana glukoz
girdiginde birka¢ dakika ig¢inde kan instlin seviyelerinin
artmasiyla scnuclanir. Aksine, enjekte edilen insiilin, insiilin
artis seviyelerinin regiler insan insiulinin enjekte edilmesini
takiben 80 ila 100 dakika ig¢inde meydana gelmesiyle yavasga
kana girer.

Potansiyel Dbir c¢ézim vyemek vemeden hemen &nce diyabetik
hastalarin damarina insiilinin dogrudan enjeksiyonudur.
Insiilinin intravendz enjeksiyonlarinin calismalarinda,
hastalar yemedgi takiben 3 ila 6 saat boyunca kan glukozlarinin
daha 1iyi bir kentrolini sergilemislerdir. BRununla birlikte,
cesitli medikal sebeplerden &tirid, her yemekten once insiilinin
intraven&z enjeksiyonu pratik bir tedavi degildir.

Insiilin tedavilerindeki ©&nemli gelismelerden biri insiilin
lispro (IL), instlin aspart (IA) wve inslilin glulisin (IG)
giki, hizli-etkili 1instlin analoglarinin 1990’11 vyillarda
tanitilmasiydl., Bununla birlikte, hizli-etkili insiilin
analoglarivla bile, insiilin artis seviyeleri tipik olarak
enjeksiyonu takiben 50 1la 90 dakika ig¢inde olusur. Hizli-
etkili insilin analoglari birinci-faz insiilin  salinimin:i
yveterince taklit etmedidgi i¢in, insiilin tedavisini kullanan
diyabetli hastalar bir yemedin baslangicinda yetersiz insiilin
sevivelerine wve vemeklerin arasinda c¢ok fazla insiiline sahip
olmaya devam ederler. Insiilin verilmesindeki bu gecikme vyemek
baslangicindan sonra erken hiperglisemiyle soconuglanabilir.
Ayrica, yemekler arasinda asiri insiilin hipoglisemi olarak
bilinen anormal sekilde disiik kan glukozu seviyesi ile
sonu¢lanabilir. Hipoglisemi zihin keskinliginin kayba,

konfiizyon, hizli kalp atisi, aglik, terleme wve bayilma ile
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sonuclanabilir. <Cok disiik glukoz seviyelerinde, hipoglisemi
biling kaybi, koma wve hatta &limle scnug¢lanabilir. Amerikan
Diyabet Birligi vya da ADA'ya gé&re, insilin-kullanan diyabetik
hastalar yilda bir defa ortalama 1.2 siddetli hipoglisemik
olay vasamistir, bu c¢laylarin codu hastalarin hastane acil
servisine gitmesini gerektirmistir.

Tnsiilinin kana verilmesi siireci tim glukoz kontroliinde &nemli
bir rol cvynadigi dicin, hizli etkili insiilin analoglarindan
daha hizli bir sekilde kana ulasan enjekte edilebilir bir
instilin insilinine énemli ihtivag¢ vardir.

Bu yilizden, gelismis stabiliteye ve etkinin hizli: baslangicina
sahip hizli etkili enjekte edilebilir insiilin sadlamak bulusun

bir amacidir.

BULUSUN OZETI

Gelismis stabilite wve etkinin hizli baslangicina sahip enjekte

edilebilir insiilin bilesimleri burada aciklanmaktadir.
Formillasyonlar subkiitan, intradermal va da intramiskiller
uygulamaya yonelik olabilir. Tercih edilen dizenlemede,
formulasyonlar subkitan enjeksiyon araciligiyla

uygulanmaktadir. Formiilasyeonlar bir selatdr ve g¢ézinme ajani,
ve tercihen ek vardimci maddeler ile kombinasyon halinde
insiilin igerir. Tercih edilen dizenlemede, formilasyon insan
insilinini, EDTA gibi bir ¢inko selatdriini ve sitrik asit gibi
bir c¢ozlinme ajanini ve sodyum sitrat gibi bir tuzu igerir. Bu
formiilasyonlar subkiitan enjeksiyeon ile uygulandiginda hizl:
bir sekilde kan dolasiminin icine emilir. Ornekler pH'in
fizyolojik pH'a artirilabkilecedini ve vyine de insilinin
¢dzlinmesini ve hizla tutulumunu elde edebilecedini
gbstermektedir. Bir diizenlemede, insiilin steril bir flakonda
bir kuru toz olarak saglanir. Bu su gibi, farmasdétik clarak
kabul edilebilir bir tasiyiciyi, ve tercihen EDTA gibi bir

¢inko gelatdril ve/veya sitrik asit gibi bir g¢éziinme ajanini
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igeren bir seyrelticivle uygulamadan hemen &nce va da uygulama
sirasinda karistirilir. Dider bir dizenlemede, genellikle
yvaklasik 4 pH’da olan, insiilin, ¢dzlilmeden sonra kullanima
hazir olan, dondurulmus bir karisim halinde saklanir. Tercih
edilen dizenlemede, insilin 4°C’'de saklanan, pH 7’de bir sulu

¢dzelti olarak sadlanir.,

SEKILLERIN KISA ACIKLAMASI

Sekil 1 ¢iplak yilizey yiklerini gé&steren ve yikil maskelemek
igin uygun boyuttaki molekillerle (“¢dzlinme ve selatlama
ajanlari”) st {Uste bindirilmis insiilinin d¢ boyutlu bir
sematigidir.

Sekil 2 bir verici odacidindan 12 bir 0.1 mikron filtre 16
dzerinde dlimsizlestirilmis oral epitel hicrelerin 14 4-5
katmanlari aracilidiyla bir alici odacidinin 18 igine instlin
emilimini &lcgmek igin kullanilan transwell cihazinin 10 bir
sematik divagramidair.

Sekil 3a wve 3b ¢dzlinme ajani olarak segilen asitin bir islevi
olarak, 0.45 mg EDTA/ml ile vya da olmaksizin, Sekil 2’nin
transwell sistemindeki <ral epitel hilcreler araciligiyla in
vitro insidlin iletimini (mikroiinite cinsinden kimdlatif
insiilin) karsilastiran grafiklerdir. EDTA 0.45 mg/mL’ de
sabitken asit konsantrasycnlari asagidaki gibki c¢esgsitlilik
gbsterdi: Sekil 3a, Aspartik asit (0.47 mg/mlL), Glutamik asit
(0.74 mg/mL), Siksinik asit (0.41 mg/mL), Adipik asit (0.73
mg/mL) wve Sitrik asit (0.29 mg/mL ve 0.56 mg/mL), pH aralid:
3.2-3.8. Sekil 3b, Maleik (0.32 mg/ml), Fumarik asit (1.28
mg/mL) ve Oksalik asit (0.32 mg/mL), pH aralidir 2-3. Iki zaman
araligdir (10 ve 30 dk) karsilastirmali analiz ic¢in secgildi.
Bulgular ortalama arti vya da eksi standart hata &lglulidir,
n=4,

Sekil 4a ve 4b 0.56 mg EDTA/mL ve asafidaki esmolar (1.50x10°2

Mol) konsantrasyonlarindaki asitler ile va da olmaksizin,
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fakli ¢oézinme ajanlarini karsilastiran, Sekil 2Z2'de gosterilen
transwell sisteminde oral epitel hiicreler aracilidiyla Iin
vitro insiilin iletiminin (mikrolinite cinsinden kimilatif
instulin) grafikleridir: Aspartik asit (0.20 mg/mL), Glutamik
asit (0.22 mg/mlL) wve sitrik asit (0.29%9mg/mL) {Sekil 4a) wve
1.80 mg/mL’de Citrik asit (Sekil 4b). Tki zaman aralidi (10 ve
30 dk) karsilastirmali analiz icin secildi.

Sekil 5 farkli selatdrlerin etkinlidini karsilastirmak icin
Sekil 2'nin transwell sistemini kullanan oral epitel hiicreler
araciligiyla in vitro insilin iletiminin bir grafididir. S$Sekil
5 Hlciilen (kimilatif ins{ilin, mikromoller) oral epitel
hilcreler aracilidiyla ayni molar konsantrasyonundaki (4.84x10°3
Mol}) farkla: selatdrlere eklenen glutamik asit, sitrik asit vya
da HCI ig¢eren bir ¢dzeltiden insilin (1 mg/mL) iletiminin bir
grafididir., Selatérler selatdr (kontrol), EDTA, EGTA, DMSA,
CDTA, ve TS5C dedildi.

Sekil &6 IL (12 U) wve RHI'ye (12 U) kiyasla, ortalama glukoz
infilizyon hizi (GIR)/kg clarak &lgililen, sitrik asit ve EDTA (12
U} ile hazirlanmig insulinin, insan denekleri dzerinde in vivo
farmakodinamik etkisinin bir grafigidir.

Sekil 7 RHI'ye, =zaman i¢indeki{dakika) insilin konsantrasyonu
(mikroUnite/ml), kiyasla, insanlarda sitrik asit ve EDTA ile
hazirlanmis insilinin in vivoe farmokinetik etkisinin
grafididir. Ortalama dederler (*#SEM, n=10). Insilin dozu 12
U/denek 1idi.

Sekil 8 RHI wve IL’ye kiyasla, =zaman icinde (dakika) kan
glukozu (mg/dl) g¢izen; sitrik asit wve EDTA ile hazirlanmis
insiilinin 16 divabetik tip 2 hastalarda in vivo
farmakodinamigin grafigidir. Hasta denevinde kullanilan dozaj
mevcut insilin tedavilerine gdre her hasta i¢in, hastaya o&zel
hazirlanda.

Sekil %A 0.17, 0.51, 1.68, ve 3.62 mg/ml konsantrasyonlarinda
RHI'nin sedimantasyon katsayilarinin bir grafididir.

Sekil 9B 0.15, 0.56, 1.75, ve 3.59 mg/ml konsantrasyonlarinda
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IL'nin sedimantasyon katsayilarinin bir grafididir.

Sekil 9C 0.1l6, 0.56, 1l.66, ve 3.56 mg/ml konsantrasyonlarinda
IA'nin sedimantasycen katsayilarinin bir grafididir.

Sekil 9D 0.15, 0.55, 1.72, ve 3.48 mg/ml konsantrasyonlarinda
CE100-4"1in sedimantasyon katsayilarinin bir grafigidir.

Sekil 10A 0.18, 0.55, wve 1.72 mg/ml konsantrasyonlarinda

RHI'nin sedimantasyon katsayilara icin yikleme
kensantrasyenuna normalize edilen c(s) dagilimlarinin bir
grafigidir.

Sekil 10B ©0.17, 0.57, wve 1.82 mg/ml konsantrasyonlarinda
IL’nin sedimantasyon katsayilari ig¢in ylikleme konsantrasyonun
normalize edilmig c(s} dafilimlarinin bir grafigidir.
Sekil 10C ©.19, 0.54, wve 1.84 mg/ml konsantrasyonlarinda
IA'nin sedimantasyon katsayilari igin yukleme konsantrasyonuna
normalize edilmis c¢(s) dagilimlarinin bir grafigidir.

Sekil 10D 0.18, 0.40, wve 0.84 mg/ml kongantrasyonlarinda

CE100-4"{in sedimantasyon katsayilara icin yvikleme
konsantrasyonuna normalize edilen <(s) dagilimlarinin bir
grafigidir.

Sekil 11 0.18, 0.57, 1.74 wve 3.53 mg/ml konsantrasyonlarinda
kontrol 1instlini pH 7'nin sedimantasyon katsayilari ig¢in
yikleme konsantrasyonun normalize edilmis c¢(s} dadilimlarinin
bir grafigidir.

Sekil 12 CE 100-4, CE 100-7, wve CES 100-7 igin bir seyreltme
islevi olarak insidlin ortalama partikil boyutunun (nm} bir
grafididir.

Sekil 13 diyabetik minyatir domuzda =zaman ig¢inde (dakika)

ELISA ile insiilin konsantrasyonunun (uiinite/ml)bir grafigidir.

BULUSUN AYRINTILI ACIKLAMASI

Burada acg¢iklanan enjekte edilebilir insan insilinin insilin
formiilasyonlari vyemekten hemen &nce vya da vyemedin sonunda

uygulanmaktadir. Tercih edilen dilzenlemede, formiilasyon
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rekcmbinant insan insiilinini genellikle FDA tarafindan givenli
olarak gdriilen belirli igeriklerle birlestirir. Formilasyon
halihazirda ©pazarlanan hizli-etkili 1insiilin analcglarindan
daha hizla kana emilmek icin tasarlanmistir. Insilin
formiilasyonunun ©onemli &dzelliklerinden Dbiri insiilinin alta
molekiil, ya da heksamerik, insiilin formundan ingiilinin
nmonomerik ya da dimerik formuna aAyrismasing, va da
ayrilmasina, olanak sadglamasi ve heksamerik forma tekrar-
birlesmesini engellemesidir. Monomerik va da dimerik formu
destekleyerek, bu formilasyonun insilin arzu edilen biyolojik
etkilerini {dretmek dig¢in wviicudun ig¢ine emilmeden &nce 1insan
vilcudu insiilinin tek bir molekilliin formunda olmasina gerek
duydudunda insiilinin kana daha hizli verilmesine olanak
sagladigi disglinilmektedir. Enjeksiyon ic¢in satilan ¢odu insan
instilini heksamerik formdadir. Bu durum insiilin heksameri
dimerler wve gonrasinda monomerler olusturmak icgin ilk &nce
ayrismak zorunda oldudu ic¢in, vicut ic¢in emilimi daha zor hale

getirir.

I. Tanimlar

Burada kullanildidi sekliyle, “insiilin”, aksi belirtilmedikce,
insan vya da insan-disi, rekombinant, saflastirilmis va da
sentetik inslilin yva da insulin analoglarini anlatmaktadair.
Burada kullanildigi sekliyle, “Insan insiilini”, bir dogal
kaynaktan izole edilmis ya da genetik o¢larak dedistirilmis
mikroorganizmalar tarafindan yapilmis pankreasin salgiladid:
insan peptit hormonudur.

Burada kullanildigi sekliyle, “insan-disi insiilini” insan
insiilini ile aynidir fakat domuz ya da inek gibi bir hayvan
kaynaindandar.

Burada kullanildidi sekliyle, bir insllin analcdu, pankreasin
salgiladigi inslilinden farkli, fakat dogdal inslilinle ayni

iglevi gergeklestirmek i¢in vilcuda uygun olan dedistirilmis
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bir instlindir. Altta vatan DNA’'nin genetil midhendislidi
araciligiyla, 1insiilinin amino asit dizilisi ADME (emilim,
dagilim, metabolizma, ve atilim) Hzelliklerini dedistirmek
icin kullanilabilir. Ornekler insiilin lispro, insilin glarjin,
instilin aspart, {insilin glulisin, instlin detemiri igerir.
Tnsiilin ayni =zamanda, &rnedin, asetilasyonla kimyasal olarak
dedistirilebilir. Burada kullanildidi: sekilde, insan insiilini
analoglari insan instilini ile ayni biveloijik etkivi
gerceklestirebilen dedistirilmis insan instlinidir.

Burada kullanildigi sekliyle, bir “selator” ya da “selatlama
ajani”, g¢inke iyonlarla bir vya da daha fazla bad olusturma
vetenedine sahip olan bir kimyasal bilesidl anlatmaktadair.
Baglar tipik olarak iyonik vya da koordinasyon baglaridir.
Selatdér 1inorganik vya da organik bir bilesik olakilir. Bir
selat kompleksi metal iyonun selatlama ajaninin ikl ya da daha
cok atomunz badlandidi bir koemplekstir.

Burada kullanildidi gseklivyle, “eodzme  ajani’, bir c¢dzicl
icindeki matervyallerin, &rnedin, bir sulu ¢dzelti i1g¢indeki
insilin, cOzinidrliuguni artiran bir bilegiktir. Cozme
ajanlarinin oOrnekleri surfaktanlari: (TWEENS®); etancl gibi,
¢cozuclyl; oksietilen monostearat gibi, misel olusturan
bilesikleri; wve pH-dizenleyici ajanlari icerir.

Burada kullanildidi seklivle, bir “ctzinme ajani”, asadidaki
drneklerde aciklanan epitel hicre transwell plaka tahlili
kullanilarak 6l¢ltilen, 1insilin ve EDTA’ya eklendiginde, ayni
pll'da HCI ve EDTA’ya gdre 1insilinin iletimini ve emilimini
artiran bir asit ya da tuzdur. HCI bir c¢ézinme ajani dedildir
fakat bir ¢dzme ajani olabilir. Sitrik asit wve sodyum sitrat
bu tahlilde &lcglUldiginde ¢dzinme ajanlaridir. Buna en azindan
kismen, bazilarinin heksamerden ayrismasi sirasinda ag¢iga
¢ciktiga inslilin Uzerindeki yliklerin maskelenmesi ile
ulasildigini dilstiniilmektedir.

Burada kullanildigi sekliyle, bir “yardimci madde”, insiilin

igin bir tasiyici olarak kullanilan ya da bkir {irintin imal
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edildidi sirece vyardimci olmak icin kullanildigi bir selatdr
ya da g¢dzinme ajani disinda bir inaktif maddedir. Bu gibi
durumlarda, aktif madde bir yardimci madde ile ¢dzinlir ya da
karistirilir.

Burada kullanildig: sekliyle, bir “fizyclojik pH” 6.8 ve 7.6
arasinda, tercihen 7 wve 7.5 arasinda, en c¢ok tercih edilen
sekilde vyaklasik 7.47tdr.

Burada kullanildidi seklivle, VIAJECT™ bir sitrik asit ve EDTA
gibi bir selatdr gibi bir g¢dzinme ajaniyla formiile edilmigs kir
rekombinant insan insilini dig¢in bhir ticari markadir. Viaject
25 U/mI, (CE 25-4) 25 U/mlL regiiler rekombinant insan insgilini,
1.8 mg/mL Sitrik asit, 1.8 mg/mL disodyum EDTA, 0.82% NACI
(izotonisite) ve 3 mg/mlL m-krezol igerir. Dondurulmus sekilde
saklanan bir sulu g¢ézelti olarak, va da, en azindan birinin
sitrik asit ve FEDTA igerdigi kuru toz insiilini ve
seyrelticiden olusan iki pargalil bir kit halinde saglanir. Hem
sulandirilarak hazirlanmisg karisimin hem de dondurulmus
cbzeltinin pH’1 vyaklasik olarak pHE 4'tiur. Viaject 100U/mL (CE
100-4) 100 U/mL regller rekombinant insan instilini, 1.8 mg/mL
sitrik asit, 1.8 mg/mL discdyum EDTA, 22 mg/mL gliserin, 3
mg/mL m-krezol igerir.

Bu ayni zamanda ya dondurulmus bir sulu ¢ézelti ya da kuru
tozlu insltilin ve sevrelticiden olusan i1ki parcali kit olarak
saglanir. Sulandirilarak hazirlanmis karisimin ve dendurulmus
¢hzeltinin her ikinin pH'1 vyakligsik olarak 4’tiur. Viaject
100U/mL (CE  100-7) 100 U/mL regiller rekombinant 1insan
insilini, 1.8 mg/mL sitrik asit, 1.8 mg/mL disodyum EDTA., 22
mg/mL gliserin, 3 mg/mL m-krezol igerir.

Bu, 4°C’'de saklanabilen vyaklasik 7.4 pH’a sahip bir sulu
¢dzelti olarak saglanir. Asit tuzlara sahip VIAject (CSE 100-
7) 1.8 mg/mL hem EDTA hem de trisodyum sitrati suyva ekleyerek,
sonrasinda 100U/mL insiilin ekleyerek, pH’1 6’ya dislrerek,

sonra pH'1 7.4'e ¢ikartarak vapilir.
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Formiilasyonlar

Formiilasyonlar insiilin, bir selatdr ve bir ¢ézlinme ajan(lar)a
ve, tercihen, Dbir vya da daha c¢ok diJer vyardimci maddeleri
igerir, Tercih edilen dilizenlemede, formiilasyonlar subkiitan
uygulamaya uygundur ve vadli subkiitan dokunun ig¢ine hizli bir
sekilde emilir. Cozlinme ajani ve gelatdr tercihi, hem ¢dzinme
zjaninin hem de gelatdriin konsantrasvonu, ve formiilasyonun
ayarlandid:r pH, hepsinin sistemin etkinligi {lzerinde biylk
etkisi wvardir. Codu kombinasyon etkinlige sahip olsa da,

tercih edilen diizenleme, glivenlidi, stabiliteyi, diizenlevyici

profili, ve performansi iceren pek cok sebepten otiri
secilmistir.
Tercih edilen diizenlemede, formilasyon iceriklerinden en

azindan biri aktif ajan Uzerindeki yikleri maskelemek ig¢in
secilmistir. Bu ingilinin transmembran iletimini ve
keolaylastirabilir wve bdylece hem etkinin baslangicini hem de
insiilin icin biyoyararlanimi artirir. Icerikler ayrica sulu
ortamda hizli bir sekilde ¢dziinen bilegsimler olusturmak ic¢in
de seg¢ilmistir. Tercihen inslilin, etkinin hizli baslangiciyla
(tercihen uygulamayi takiben yaklasik 5 dakika ig¢inde
baslayarak wve uygulamayl takiben vaklasik 15-30 dakikada
artarak) sonuclanacak sekilde hizla emilir ve plazmaya
tasinir.

EDTA gibi, selatdr, insilin g¢dzeltisinden g¢inkoyu c¢ikararak,
insiilinin ig¢ine ¢inkoyu selatlar. Bu durum insiilinin dimerik
ve monomerik formunu almasina sebep clur ve heksamer durumuna
tekrar birlesmevi geciktirir. Orneklerde aciklanan calismalar
ayrisan heksamerin tim beoyutunun g¢inko kompleks insiilin
heksamerinden daha blylik oldugunu, sonrasinda daha kiciik
Uniteler clusturdujunu gb&stermektedir. Heksamerler, dimerler
ve monomerler bir konsantrasycon-odakli dengede mevcut oldudu
igin, monomerler emildikcge, daha g¢ok monomerler olusturulur.

Bu vyiizden, insiilin moncmerleri subkiitan dokudan emildikge, ek
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dimeler daha ¢ok moncmer olusturmak 1c¢in gizlenir. Tamamen
ayrismis monomerik form, bdylece insiilin emiliminin hem hizini
hem de miktarini ©6nemli derecede artiran, heksamerik formun
bir-alti molekiil adirligindan daha az olan bkir agirliga
sahiptir. Selatdr (EDTA gibki) wve/veya ¢dzinme ajaninin(sitrik
asit gibi) insiilinle hidrojen badl olmas1 durumunda,
transmembran iletimini kolaylastirarak ve boylelikle Them
etkinin baslangicini hem de insiilin ic¢in bivoyararlanima
artirarak, insilin dzerindeki yilkl maskeledidi

didsiinilmektedir,

Instilin

Insiilin rekombinant ya da dedal bir kaynaktan saflastirilmis
olabilir. 1Insiilin 1insan vya da insan-dis1 olabilir. Insan
tercih edilmektedir. En cok tercih edilen dizenlemede, insilin
insan rekombinant insilinidir. Rekombinant insan insilini
bircok kaynaktan temin edilebilir. Insiilin ayni zamanda insan
insiilinin amino asit diziligine davyanabilen fakat bir va da
daha fazla amino asitler farkliliklarina, vya da kimyasal
olarak dedistirilmis bir insiiline ya da 1insilin analoduna
sahip olan bir insilin analodu olabilir.

Insilinin deozajlari biyoyararlanimina ve tedavi edilecek
hastaya badlidir. Instlin genellikle insan dozu basina 1.5-100
IU, tercihen 3-50 IU doz araliginda yer alir. Tipik olarak,

instilin 10 IU flakonlarda saglanir.

Céziinme ajanlarz

Belirli asitlerin, va da bunlarin tuzlarin, Sekil 1'de
gbsterildidi {izere, tutulumu ve iletimi artirarak, insiilin
tzerindeki  vylukleri maskeledidi gdrilir. Cozinme ajanlar:
olarak etkili c¢lan bu asitler, asagidaki O&6rneklerde acgiklanan

transwell tahlilinde &lg¢iilen, hidroklorik aside kivasla,
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asetik asit, askorbik asit, sitrik asit, glutamik, aspartik,
sitksinik, fumarik, maleik, ve adipik icerir. O&rnedin, aktif
ajan inslilinse, tercih edilen bir c¢&zlinme ajani sitrik
asittir. Hidroklorik asit ve sodyum hidroksit pH ayarlamasi
igin tercih edilen ajanlardir. HCI formilasyonlarain herhangi
biriyle kombinasyon halinde kullanilabkilir, fakat bir ¢dziinme
ajani dedildir. Asitlerin tuzlari sodyum asetat, askorbat,
sitrat, glutamat, aspartat, siiksinat, fumarat, maleat, ve
adipat ig¢erir. Organik asitlerin tuzlari metal hidroksitler,
metal oksitler, metal karbonatlar ve bikarbonatalar, metal
aminlerin yani sira, amonyum kloriir, amonyum karhonat, vb.
gibi amonyum bazlarini iceren, fakat bununla sinirli olmayan,
cesitli bazlar kullanilarak hazirlanabilir. Uygun metaller tek
degerli vya da cok deferli metal ivyonlari icerir. OCrnekleyici
metal diyonlari lityum, sodyum, ve potasyum gibi Grup I
metalleri; baryum, magnezyum, kalsiyum, wve stronsiyum gibki,
Grup II metalleri; wve allUminyum gibi vari metalleri icerir.
Cok degerli metal iyonlari birden fazla karboksilik asit
grubunu iceren organik asitleri igin arzu edilebilir olabkilir
ciinkii  bu iyonlar Dbirden fazla karboksilik asit grubuna
eszamanli olarak kompleks olusturabilir.

Coziinme ajaninin araligir 9.37 x 104 M ila 9.37 x 107°M sitrik
asit arasindaki instilin ve EDTA ile kombinasyon halinde olan

etkili bir =sitrik asit miktarina karsilik gelir.

Selatérler

Tercih edilen dizenlemede, cinko selatdri instilinle
karigtirilmistir. 3Jelatdr ivyonik va da non-ivyonik olabilir.
Uygun selatérler etilendiamintetraasetik asit (EDTA}, EGTAZ,
aljinik asit, alfa lipoik asit, dimerkaptosiiksinik asit
(DMSA) , CDTA (1,2-dliaminosikloheksantetraasetik asit),
trisodyum sitrat (TSC) ig¢erir. Hidroklorik asit pH’1 ayarlamak

igcin TS8C 1ile birlikte kullanilir, ve islemde, bir ¢dziinme
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ajani olan sitrik asidin olusumuna yol acar.

Tercih edilen dizenlemede, selatdér EDTA’ dar. Selatdr
instlinden c¢inkoyu vakalar, béylelikle instlinin dimerik
formunu heksamerik forma tercih eder wve uygulama alanini
cevreleyen dokulardan (&8rnegin, mukoza, va da vagli doku)
insiilinin emilimini kolaylagtirair, Ek olarak, selator
hidrojeni aktif ajana baglanabilir, béylece instilin
mencmerlerinin  yiik maskelenmesine vardim eder wve insiilin
monomerlerinin transmembran iletimini kolaylastirir.

Selatdrin araligr 2.42 x 107 M ila 9.68 x 1072M EDTA arasindaki
inglilin ve gitrik asgitle kombinasyon halinde olan etkili bir

EDTA miktarina karsilik gelir.

Yardimci maddeler

Farmasétik Dbilesimler aktif bilesiklerin farmasdétik olarak
kullanilabilen preparatlara iglenmesini kolaylastiran yardimca
maddeleri wve vyardimcilari igeren bir vya da daha fazla
fizvolojik o©larak kabul edilebilir tasiyicilara kullanan
gelenaksel bir sekilde formile edilebilir. Ilaclarin
formiilasyonu, ¢&rnedin, Remingtan’in Farmasdtik Bilimleri, Mack
Yayinevi, FEaston, Penisilvanya{197%), wve Liberman, H.A. ve
Lachman, L., Eds., Farmasdtik Dozaj Sekilleri, Marcel Decker,
New York, N.Y. (1980) kitazplarinda tartisilmistair.

Tercih edilen diizenlemede, bir vya da daha fazla ¢dzme ajani
sulu ortamda hizli g¢&zlinmeyli artirmak ic¢in insiilin ajaniyla
yer alir. Uygun c¢dzme ajanlari polisorbatlar, gliserin ve
poloksamerler, non-iyonik ve ivonik surfaktanlar, gida
asitleri ve bazlar (6rnedin, sodyum bikarbonat), ve alkoller,
ve pH kontroltl igin tampon tuzlar gibi 1slatma ajanlarini
icerir.

Dengeleyiciler, ©&rnek vyoluyla, oksidatif tepkimeleri iceren
ila¢ ayrisim tepkimelerini oOnlemek va da geciktirmek ig¢in

kullanilir. Cok sayida dengeleyici kullanilabilir. Uygun
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dengeleyiciler seliloz ve selilloz tirevleri giki,
polisakkaritleri; ve gliserol gibi, basit alkclleri; fenol, m-
krezol wve metilparaben gibi bakteri onleyici ajanlari; sodyum
kloriir, gliserol, ve glukoz gibi, izotonik ajanlari; O&rnek
dogal lesgitinler (6rnedin yumurta sarisi lesitin ya da soya
fasulyesi lesitin} wve sentetik yva da yarisentetik lesintiler
(&rnedin, distearocil-fosfatidilserin,
dipalmiteoilfosfatidilserin ve diarzkidoilfesfatidilserin;
fosfatidilglisercller; fosfatidilinozitoller; kardiolipinler;
spingomyelinler gibi dimiristefilfosfatidilkelin,
dipalmitcilfosfatidilkelin vya da distearcil-fosfatidilkolin;
fosfatidikasitler; fosfatidiletanclaminler;
fosfattidilserinler giki lesitinleri igerir. Bir &rnekte,
dengeleyici gliserollin, bakteri o6nleyici ajanlarin ve 1izotonik

ajanlarin bir kombinasyonu olabilir,

IT. Formilasyonlarin yapim metotlari

Enjekte edilebilir formilasyon insilin, bir sgelatdr, ve bkir
¢hzinme ajani 1g¢erir. Tercih edilen bir dizenlemede, enjekte
edilebilir formiilasyonlar insiilin, EDTA, Sitrik asit, salin
ve/veya gliserin icerir.

Bir diizenlemede, subkiitan enjekte edilebilir formiilasyon bir
cozelti olusturmak ve ¢dzeltiyi sterilize etmek (“sevyreltici”
olarak anilacaktir) 1¢in salini ve gliserini, sitrik asidi ve
EDTA’ y1 karistirarak {Uretilmistir. Insiilin  bir ¢dzelti
olusturmak igin steril bir suya ayri olarak eklenir, stzilir,
ve cok sayida avri steril enjeksivon siselerinin her birine
belirlenmis bir miktari vyerlestirilir. Instilin ¢ézeltisi bir
toz olusturmak 1¢in dondurularak kurutulur wve stabilitesini
korumak i¢in seyrelticiden ayri bir sekilde saklanmalidir.
Uygulamadan  once, seyreltici insiilin enjeksiyon sisesine
eklenir. 1Insulinin o&nceden belirlenmis bir miktari hastaya

deri altindan enjekte edilir, geriye kalan insiilin ¢ézeltisi,
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tercihen sodutmayla, saklanabilir.

Baska bir diizenlemede, instlin seyrelticiyle, pH 4,
birlestirilir <c¢ok-kullanimli enjeksiyon flakonlarina ya da
kartuslarina steril clarak stizullr ve kullanimdan once
dondurulur.

Tercih edilen bir diizenlemede, 1insiilin, flakonlarda va da
kartuslarda, pH 7.07da, bir sulu g¢dzelti olarak hazirlanir ve

4°C"de tutulur.

III. Formillasyonlari Kullanma Metotlara

Formiilasyonlar subkitan va da intramiskiiler enjeksivon yoluyla
uygulanabilir. Formiilasyon hizlica emilmek wve sistemik iletim
i¢in plazmaya iletilmek i¢in tasarlanmistir.

Aktif ajan olarak insiilin ig¢eren formillasyonlar yemekten d&nce
ya da sirasinda tip 1 vya da tip 2 diyabetik Thastaya
uygulanabilir. Hizli emilimden dolayi, bilegimler glikojenin
karacierdeki glukoza ddniistiminti durdurakilir, boylelikle
hiperglisemi, diyabet komplikasyonlarinin ana nedeni ve tip 2
diyabetin ilk semptomu bnlenebilir. Insan instilinin
halihazirda temin edilebilen, standart, subkilitan
enjeksiyonlari arzu edilen etkiden daha azini sadlamak igin
vemekten vaklasik vyarim 1ila bir sazat 6nce uygulanmalidir,
cinkl insilin karaciferde glukozun Uretimini durdurmak igin
yavas emilmektedir. FEk olarak, hastalidin ilerlemesinde eJer
yetersince erken wverilirse, subkiitan insiilin bilesimleri tip 2
diyabetinin ilerlemesini vyavaslatabilir yva da durdurabilir.
Disiik pH formiilasvonunun avantaji BYETTA® (eksenatid), SYMLIN®
(pramlintid) asetat), ve LANTUS® (uzun etkili insilin analoqg)
ile karaistirailabilmesidir, bunlarin hig¢hiri karismazlik ve
¢cbkelmeden dolaya piyasada mevcut olan diger tirdeki
inslilinlerle karisgstirilamaz.

Daha vyliksek pH instlinin avantajil saklama sirasinda daha disitk

pH’da olan insilinlerden daha stabil olmasidair. Mewvcut bulus
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asafidaki sinirlayic-olmayan orneklere istinaden daha ivyi
anlasilacaktir. Asadidaki instilinler &rneklerde kullanildi.
HUMULIN® (RHI) rekombinant insan insiilinidir. Her mililitre
100 Unite regliler rekombinant insan insilini, 0.22% m-krezol,
1.4-1.8% gliserin, pH 7 idigerir. Bu birgok kaynaktan ticari
olarak temin edilebilir.

Eli Lilly (IL)'den HUMALOG®, instilin  lispro enjeksiyon,
insiilin B-zinciri dUzerinde 28 wve 29 konumlarinda olan amino
asitler ters cevrildidinde olusan, bir Lys (B28), Proi(BZ9)
insan instlin analodgu olan bir rekombinant insan insilin
analodudur. IL enjeksiyonunun her mililitresi insiilin lispro
100 inite, 16 mg gliserin, 1.88 mg dibazik sodyum fosfat, 3.15
mg metakrezol, 0.0197 mg c¢inko iyon saglamak icin ayarlanmis
¢inko oksit ig¢eridi, eser miktarda fenol, ve enjeksiyon ig¢in
su dcerir, TInsilin 1lispro 7.0 ila 7.8 pH’a sahiptir.
Hidroklorik asit 10% ve/veya sodyum hidroksit 10% pH" 1
ayarlamak ic¢in eklenebilir. IL'nin bir {dnitesi Regliler insan
insiilininin bir initesivyle ayni glukoz-disiiriici etkivye
sahiptir, fakat etkisi daha hizlidir ve daha kisa sirelidir.
NOVOLOG® (IA) Nove Nordisk 2A/S’den temin edilebilen bir
rekombinant insiilin analodudur. Bu analog BZ8 konumunda
aspartik asitle amino asit prolininin tek bir dedistirimini
icerir, ve rekombinant maya tarafindan iiretilir. 100 Unite
insiilin aspart/ml, 16 mg/ml gliserin, 1.50 mg fenol/ml,

1.72 mg

metakrezol/ml, 19.6 mg ¢inko/ml, 1.25 mg disodyum hidrojen
fosfat dihidrat/ml, 0.58 mg sodyum klorir/ml iceren, 7.2 ila
7.6 pH'a sahip olan, 10% HCI va da NaOH ile avyarlanan bir
steril, sulu ¢dzeltide sadlanir.

VIAJECT™ sitrik asit wve EDTA ile formille edilen Dbir
rekombinant insan instlinidir. Viaject 25 U/mL (CE 25-4) 25
U/mL regller rekombinant insan insilinleri, 1.8 mg/mL Sitrik
asit, 1.8 mg7mL disodyum EDTA, 0.82% NACI (izotonisite) ve 3

mg/ml, m-krezol ig¢erir., Dondurulmusg sgekilde saklanan bir sulu
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cozelti olarak, va da, en azindan birinin sitrik asit wve EDTA
icerdidi kuru toz insiilini ve seyrelticiden olusan iki parcala
bir kit halinde sadlanir. Hem sulandirilarak hazirlanmis
karisimin hem de dondurulmus g¢dzeltinin pH'1 vyaklasik olarak
pH 47tlr. Sulandirilarak hazirlanmis toz &rneklerde kullanilan
seydir, Viaject 100U/ mL (CE 100-4) 100 U/mL regiler
rekembinant insan instlini, 1.8 mg/mL sitrik asit, 1.8 mg/mL
disodyum EDTA, 22 mg/ml gliserin, 3 mg/mL m-krezcl icerir. Bu
aynli zamanda vya dondurulmug bir sulu ¢dzelti va da kuru tozlu
insiillin ve seyrelticiden olusan 1ki parcgali kit olarak
saglanir. Sulandirilarak hazirlanmis karisimin wve dondurulmus
cozeltinin her ikisinin pH’1 vaklasik olarak 4/tidr. Analitik
santrifij wveriler wve malvernde valnizca dondurulmus sulu
¢cdzelti kullanildi. Viaject 100 U/mL (CE 100-7) 100 U/mL
regiiler rekombinant insan instlini, 1.8 mg/mL sitrik asit, 1.8
mg/ml,  disodyum EDTA, 22 mg/ml, gliserin, 3 mg/mL m-krezol
icerir. Bu, 4°C’'de saklanabilen vyaklasik 7.4 pH’a sahip olan
bir sulu ¢dzelti olarak saglanir. Bu domuz c¢alismasinda
kullanildi. Asit tuzlarina sahip olan VIAject (CSE 100-7) =u
iginde hem EDTA hem de trisodyum sitrat ile, 100U/mL insiilin
ve gliserin (22 mg/mL) 1le vyapilir. Son pH sodyum hidroksitle
7.4"e ayarlanir. Bu malvern bilgisi igin son  ornekte

kullanilda.
Ornekler 1: Céziinme Ajaninin Bir Islevi Olarak Epitel Hiicre
Transwell Tahlilini Kullanan Insiilinin Tutulumunun ve

Iletiminin In Nitro Karsilagtirmasi

Materyaller ve Metotlar

OCral epitel hiicreler, Sekil 2'de gdsterildidi idzere coklu (4-5
katman}) Thicre katmalari olusana kadar 1iki hafta boyunca
transwell insertleri {zerinde buyitildi. Iletim c¢alismalari

verici kuyucuduna uygun ¢dzeltileri ekleyerek ve 10 dakika
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sonra alica kuyucudundan numuneleri ¢ikararak yurutuldi.
Cézeltiler sudan, +/- EDTA’dan (0.45 mg/ml), NaCI’dan (0.85%
w/v), 1 mg/ml inslilinden wve pH’1 3.8’de tutmak ig¢in yeterli
miktarda asitten olustu. Alica kuyucuklarindaki instilin

miktari ELISA kullanilarak test edildi.

Bulgular

Sekil 3a ve 3b’'de gbsterilen Dbulgular epitel |Thiicreler
araciligiyla insilin tutulumunu ve iletimini artirmada bazi
asitlerin daha etkili oldudunu gdstermektedir. Bunlar kolayca
test edilebilir wve HCI kullanilarak elde edilen bulgularla
kiyvaslanabilir, bodylelikle test edilebilecek ya da bir ¢dzinme
ajani olarak saptanabilecek (yani, HCI'ye gdre tutulumu ve
iletimi artiran) ya da saptanmayacak herhangi bir aside karsi
bir standart sadlar.

3.2-3.8 araligdinda pH’a sgahip asitlerle elde edilen bulgular
Sekil 3a’da gruplandirilmistir. Daha glUgldl asitler (pH <3)
Sekil 3b’'de gruplandirilmigtir.

Bulgular ayni selatior konsantrasyonuna sahip olan asit
tercihinin hilicre killtiiri yeluyla instlinin iletimi 1tzerinde
dnemli bir etkiye sahip oldugunu ortaya koymustur. Tercih

edilen asit sitrik asittir.
Ornek 2: (éziinme Ajaninin Konsantrasyonunun Bir Islevi Olarak
Epitel Hicre Transwell Tahlilini Kullanan Insiilinin

Tutulumunun ve Iletiminin In Vitro Karsilastirmasi

Meteryaller ve Metotlar

Ornek 1’in materyalleri ve metotlari reaktiflerin farkla
konsantrasyonlari ile kullanildzy. Calismada, asidin ve
selatdrin esmolar konsantrasyonlari eklendi. Cozeltiler sudan,

+/- EDTA’dan (0.56 mg/mL), NaCI’dan (0.85% w/v), 1 mg/mL
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instlinden ve asitten: Aspartik asit (0.20 mg/mL), Glutamik
asit (0.22 mg/mL) vyva da sitrik asit (0.20 mg/ml) olusur.
Sitrik asit selatdrle wve sgelatérsiiz 1.8 mg/ml’lik daha yliksek
bir konsantrasycnda test edildi. Bu veriler, hiicre wverici
odaciklarinin dozlama sonrasil iki zaman araliginda, 10 wve 30

dakika, gbsterilmistir,

Bulgular

Aspartik asit (0.20 mg/mlL}, Glutamik asit (0.22 mg/mL) va da
sitrik asgsitle (0.29 mg/ml) elde edilen bulgular Sekil 4a’da
gdsterilmektedir. Bu durumda, selatériin eklenmesiyle gdriilen
dnemli bir fark yoktu.

Aksine, daha yiksek bir konsantrasyonda, 1.80 mg/mL’de, Sitrik
asit kullanan g¢alisma selatdrin c¢dzeltiye eklenmesi Uzerine
Snemli bir artis (t-testi kargilastirmasi, tek tarafli)
gbstermistir. Bkz. Sekil 1b. Bu her iki bilesenin
konsantrasyonunun tutulumu ve iletimi iyilestirmede dnemli

oldugunu gdstermektedir.
Ornek 3: Selatdrin bir islevi olarak Epitel Hiicre Transwell
Tahlili kullanan Insiilinin Tutulumu ve Iletiminin In Vitro

Kargilagtirmasa

Materyaller ve Metotlar

Cral epitel hiicreler c¢oklu (4-5) hiicre katmanlari olusana
kadar i1ki hafta boyunca transwell insertlerinin izerinde
buyitildia. Iletim calismalara verici kuyucuguna uygun
chzeltileri ekleyerek wve 10, 20 ve 30 dakika sonra alicidan
numuneler ¢ikarilarak yluridtiildd.

Cozeltiler asagidaki sekilde transwell deneylerinden hemen
once hazirlandi: 1.8 mg/ml’de sitrik asit 0.85% w/v salinle

¢dziildi ve sonrasinda agadidaki gelatdrlerden bhiri gdsterilen
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konsantrasyonda bu ¢dzeltiye eklendi:

18 1.80 mg/ml’de EDTA, 1.84 mg/ml’de EDTZ, 0.88 mg/ml’de EDTA
ve 1.42 mg/ml’de EDTA. CDTA sivi formunda kullanildigdi icin,
sitrik asit dodrudan CDTA’ya eklendi. Bu durumlarin her
birinde, selatdrin konsantrasyonu 4.84x10°3 molde sabitti.
Insiilin sonrasinda 1 mg/ml‘de eklendi ve pH gerekirse 3.8'e
tekrar-ayarlandi. pH ayarlamas: ic¢in vyalnizca HCI kullanan
numunelerin kir kontrol seti karsilastirma icin dahil edildi.
Transwell deneyleri her bir ¢ézeltinin 0.2 ml'si vwverici
kuyucuklarina eklenerek yapilda.

Alici kuyucuklarindaki insiilin miktari ELISA kullanilarak test

edildi.

Bulgular

30 dakika insiilin wverilerinin bir grafigi Sekil 5"te
gdsterilmektedir. TSC (trisodyvum sitrat) ile elde edilen
bulgularla kiyaslandidi zaman disinda, sitrik ya da glutamik
a=sit kullanildiginda  Thicreler araciligivyla iletilen Dbiyik
Hlgide daha c¢ok insiilin vardi. TSC durumunda, pH ayarlamasi
i¢in HCI kullanildz, pH 1n ayarlanmasi, bu bulgulara
aciklayacak sekilde sitrik asit olusturdu. Bu bulgularda
g&sterildidi Uzere, tutulumun ve iletimin artirilmasi selatdr

tercihine bagdlidir.

Ornek 4: Domuzda sitrik asit bazli insiilin formilasyonunda

selatorlerin preklinik degerlendirmesi

Materyaller ve Metotlar

Yayinli bir c¢alismayla ilgili olarak, A. Plum, H. Agerso ve L.
Andersen. hizli-etkili insilin analodunun, insilin aspartin,
sicanlarda, kopeklerde ve domuzlarda farmakckinetidi, ve

domuzlarda insiilin aspartin farmakodinamigi. Drug Metab.
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Dispos., 28(2):155-60 (2000), eliminasyondaki bir gecikme
enjeksiyon alanindan daha vyavas emilim anlamina geldidi i¢in,
eliminasyon vari Smrinin insiilin emiliminin ivi bir
belirlevici etkeni oldugu saptandi. Bu yilizden, bir minyatir
domuz caligmasinin bir bolmesiz analizi PK ve PD
parametrelerini, dzellikle eliminasyon yari Omrinid incelemek
icin gerceklestirildi. Divabetik domuz insiilinin dort
formiilasyonundan biriyle deri altindan enjekte edildi. Bu
formilasyonlar bir selatéri (EDTA, EGTA vya da TSC) icerdi wve
dérdinci kontrol yalnizca regiiler insan insilinini RHT igerdi,
hi¢ selatér vyoktu. Sitrik asit (1.8 mg/ml) tim selator
formilasyonlarinda asit clarak kullanildi, ve NaCi ve m-krezol
tim durumlarda izotinisite ve formiilasyon sterillidi ic¢in
eklendi. Selatérler 4.84x10-3 mclun ayni molar
konsantrasyonundayda.,

Domuz bir gece ag¢ birakildil, wve 0.125 U/kg doz FEDTA (n=3)
iceren insan Unsiilini ya da 0.08 U/kg EGTA ya da TSC (n=2)
igceren insan insiilini deri altindan uygulandi. Yiuksek dozla
asirl kan glukozu disirmeden dolayil dozlar azaltildi. EKan
glukozu wve insilin seviyeleri +tim =zaman noktalarinda, doz
sonrasil 8 saate saptandz.

Farmakokinetik modelleme, tniform afirliklandirmayla bir
bélmesiz model kullanan, Win Nonlin ile gerceklestirildi.

Eliminasyon yari Omirler Tablo 1'de kargsilastiraldzi:

Tablo 1: Selatériin Islevi olarak Domuzda Kan Glukozunun
Karsilastirmasi
fneiilin Yari omiir “lamda z” (dk.
+/-sd} Son yari oSmir
RHI/ Selatér yok, 120

Insilin/EDTA 39.1 +/-15.8

Insilin/EGTA 37.5 +/- 8.0

Insiilin/TSC 30.1 +/- 9.0
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Domuzda bu pilot calismada regiller insan insilininin
eliminasyon vyari omri (120 dk) literatlirde g&riilen 1ile
tutarliydi ve verileri dogrulamak ig¢in &lcme ncocktasi olarak
kullanildi. Bu sonraki intravendz uygulamadan blUyik ©&lcglide
daha wuzun oldugu ig¢in, bu enjeksiyonu takiben enjeksiyon
azlanindan devamli yavas emilim oldudunu dodrulamaktadir,

Sitrik asit formiilasyonundaki selatérler bu parametrede agikca
bir azalma g&stermistir, bu da bu {¢ selatdrin, farkla
derecelerde o©lsa da regiler 1insan instulininin emilimini

artirmada etkili oldugunu géstermistir.

Ornek 5: Insan klinik deneyinde EDTA-sitrik asit insiilin

formilasyonunun regiiller insan insiilinine karsilastirmasi.

Materyaller ve Metotlar

Bu c¢alismanin amaci sitrik asit wve EDTA, "CE 25-47 1ile
kombinasyon halinde instlin ig¢eren bir test formilasyonunun
farmakodinamik (PD) Ozelliklerini dederlendirmekti. Besg
dglisemik glukoz-kelepceleri (Biliostator; hedef kan glukozu 90
mg/ml) 10ac¢ birakilmis goéniilliide (cortalama vyas 40 (20-62 yas
araligi); VKI 22.5 (19.2-24.9) kg/m?) gercgeklestirildi. Bir
sabit tedavi sirasivla bir c¢apraz tasaraim kullanarak, 12 IU
Regliler insulin CE 1insUlin fermilasycnunun 12 IUsu  karan

b&dlgesine deri altindan enjekte edildi.

Bulgular

Bulgular Sekil 6 ve 7'de gésterilmektedir. CE 25-4'"Un 3C
enjeksiyonu glukoz tiketim regliler insan insiilininde biylik
blgiide daha hizli bir artis lreten bir zaman-etki profiliyle
sonuglandi. Ortalama farmakokinetik wveriler PD bkulgularini
dogrulamaktadir (Sekil 7).

Bu ¢alisma regiler insan insilinine sitrik asit wve EDTA’nin
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eklenmesinin maksimal konsantrasyona daha hizlai bir =zamanla
(Sekil 7) wve regiiler insan inslline kiyasla daha etkinin daha
hizli bir baslangiciyla (Sekil &) gésterildidi iizere instlinin

emilim hizini gelistirmektedir.

Ornek 6: Tip 1 Diyabetli Hastalarda Yemekten Hemen Once Deri

Altindan Enjekte Edildiginde CE Insiilininin, Insiilin Lispronun

ve Regiiler Insan Insiilininin Farmakokinetigi ve
Farmakodinamigi
Arkaplan ve hedefler: Bu g¢alismanin amaci Tip 1 diyabetli

hastalarda standart bir vemekten sonra tokluk kan glukozu (BG)
eksklirsiyonlari {zerinde CE 25-4, RHI, wve IL’nin etkisini

saptamakty.

Materyaller ve Metotlar

9 hastanin BG’si (5 erkek ve 4 kadin; vyas 40%10 vyas, VKI
24.0+2.0 kg/m?) vyvemedin sindiriminden oénce bir glukoz kelepgesi
(hedef BG 120 mg/dl) araciligiyla stabillestirildi. Glukoz
inflizyonu standart vyemekten wve  1nsiilin dozlamadan &nce
kapatildi. Sabit tedavi sirasiyla bir capraz c¢alisma tasarimi
kullanarak, VI1Aject™ (CEZ25-4) IL vya da RHI'nin ayni hastavya
Szgll dozu séyle ki vemekten hemen ©&nce enjekte edildi.
Sonrasinda, tokluk glukoz eksklrsiyonlari 8 saat boyunca
devamli olarak kontrol edildi wve glukoz inflizyonu BG 60
mg/dl den daha azsa  tekrar baslatilda. Plazma insiilin

seviveleri calisma bovyunca saptandi.
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Bulgular

Ortalama arti ya da eksi standart sapma clarak Tablc 2'de
gésterilen bulgular yemekten sonra tip 2 divabetik hastalara
deri altindan enjeksiyondan sonra insilin Tmax’i, regluler
insan insilinini, inslin arti sitrik asidi wve EDTA (CE) ve
lisproyu karsilastirmaktadir. Tablo 3'te gdsterilen bulgular

ayni test denekleri icin kan glukeozunu karsilastirmaktadar.

Tablo 2: Insiilin Tmax(dk)’nin Kargilastirmasi

Farmakockinetik RHI IL (CE25-4)

Ins Tmax (dk) [143£29* |62+37 43+36%*

*p<.001, bagimli t-testl

Tablo 3: Insilin Farmakokinetik Kan Glukozunun

Kargilagtirmasi
Farmakodinamik (0-180 dk) |[RHT IL CE 25-4
BG TMax (dk.) 93 £ 5o*  |47£28 41+26%*

{(tablonun devamai)

Farmakodinamik (0-180 dk.}RHI IL CE 25-4
BG Max (mg/dL) 185+44 158+33 15727
BG Min (mg/dL) 103121 73+31 87124
BG Max-BG Min (mg/dL) 82£30 84£11* 70X18%*
*p<0.05, bagimli t-testi

Enjeksiyon sconrasi 1 1la 8 saat hipoglisemik olaylarin toplam
sayisl (glukoz inflizyonunu gerektiren saatler} RHI i1le 13, IL
ile 11 wve CE 25-4 formillasyonu ile 4’ti. Bu siirede
hipoglisemiyi onlemek 1ig¢in infize edilen glukozun ortalama
toplam miktari CE 25-4 ile oldudundan RHI ic¢in alt:i kat daha
fazlaydl wve IL ig¢in iki fazlaydi. Grup basina tim hastalar
ig¢in toplanan ncrmal glisemik hedef bélgesinin {dzerindeki wve

altindaki alanlar (BG AUC 140'in vyukarisinda ve 80mg/dL’nin
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alti1 nda) RHI ig¢in 81,895, IL ig¢in 57,423 ve CE 2Z5-4 icgin
38,740 mg/dL*dk idi. Ortalama kan glukozu seviyeleri Sekil
8’de gdsterilmektedir. CE 25-4 standart yemedi takiben kan
glukozundaki artisi tersine c¢evirmekte en hizlaiydi. CE 25-4
ile tedavi edilen hastalar azalmis tokluk glukozu
ekskiirsiyonlari deneyimledi. Aksine, RHI en vyiksek glukoz
ekskilrsivonuna sahipti, ki bu da daha digik emilim hiziyla
tutarlidir. Glukez seviyelerinin defiskenligi (maksimal
minimum dederler arasindaki cortalama fark) CE 25-4 i¢in IL'den
biiyik &lg¢ide azdi, bu da bu tip 1 diyabetli hastalarda CE 25-

47{n daha iyi glisemik kontrolini gdstermektedir.

Ornek 7: Isik Sacilimiyla insiilinlerin Boyutlarinin

Karakterizasyonu

CE 100-4 hastalarda ¢ok hizli bir ekti baslangicina sahiptir,.
Hizli emilim profilinin temelini anlamak icg¢in, in vitro
deneyler piyasada mevcut olan diger rekombinant insan
insiilinlerine ve hizli etkili insiulin analoglarina kiyasla CE
100-4 ile gergeklestirildi. TIsik sacilimi teknikleri sentetik
hilcre disi akiskan tamponda bir seyreltme dizisinin yani sira
orijinal {Urinlere uygulandi. Sconuglar regiler rekombinant
insiilinin wve hizlai etkili analoglarin aksine, CE 100-4'{n
hizli emilim profiliyle tutarli olan, bir 1:3 seyrelticiden
sonra yaklasik olarak bir dimerinki kadar boyutunda azaldigina

gbstermektedir.

Materyaller ve Metotlar

Bu etkinin hizla baslangicinin mekanizmasini agikliga
kavusturmak ig¢in, in vitro deneyler subklitan enjeksiyonu
takiben dogal olarak olusan seyi taklit etmek i¢in bir arag
olarak bir sentetik hiicre disi akiskan tamponda geleneksel

formillasyonun seyrelticisinin etkisini galismak igin
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tasarlandi. Bir 1si1k sac¢ilim teknidi ortalama boyut dadilimini
(nm) dederlendirmek icin kullanildi. Bu in vitro deneylerinde
karsilastirma ig¢in kullanilan ticari hizli etkili vya da
prandiyal instlin formiilasycnlari: IL, IA, RHI wve CE 100-4'"ti.
Boyut karsilastirmasi igin, monomerik (pH 2.0} ve heksamerik
¢inko instilinlerinin (cH ) standart preparasycnlari
standartlar icin kullanildi.

Ticari ins{ilinler Zetasizer nano (Malvern Inst, UK) ile boyut
i¢in karakterize edildi. Bir mL numuneleri cam kivete
verlestirildi ve ¢dzeltideki insilinin bir ortalama wvoliUmetrik
boyut dagilimini (nm) saptamak ig¢in analiz edildi. 3 numunenin
ortalamasi (her numune birkac¢ c¢alismava sahipti) karsilastirma
icin bir temel olarak kullanildi. Ilk tam mukavemet analizini
takiben, bir seyreltici dizisi benzer pH'’a wve hilcre disi
akiskanin tamponluk kapasitesine (ECF, 0.7 mN Much, 1.2 mM
CaCIz, 0.2 mM KCI, 0.5 mM Nz»S04,104 mM NaCI, 28.3 mM NaHCO;)
sahip olan tamponda 1:2 1la 1:16 1le gergeklestirildi.
Crtalama boyut, her bir formiilasyon i¢in
monomer/dimer/heksamer boyutunu anlamak ic¢in piyvasada mevcut
olan insiilinlerin ve CE 100-4"{in her biriyle tum seyrelticiler

i¢in saptandi.

Insgiilinier

RHI, IL, IA, ve CE 100-4.

Seyrelticiler

Steril suda ECF, 0.7mM MgCIz,1,2mM CaCIz,2mM KH:PO4,2Z2mM KCI,
0.5mM NazS04,104 mM NaCI, 28.3 mM NaHCOs.
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Bulgular

Boyut Olg¢im c¢alismalarinda, seyreltilmemis CE 100-4 IL, IA ve
RHI"dan daha buyiktir. Bununla birlikte, bir 1:3
seyrelticivyle, diger ¢alisgilan insiilinler vazklagik 5 nm
heksamerik boyutta kalirken CE 100-4'in ortalama boyutu 2 nm
ile monomerik/dimerik boyuta azaltildi. IL, IA wve RHI dedil
fakat CE 100-4 artirilmis sevyrelticivyle daha da azaltilda.
Seyreltilmemis RHI daha kiicuk gbrinir fakat 1:1 ile
seyreltiginde 5 nm’den daha Dbiyik boyuta biylir ve 1:16
oraninda bir seyreltiye bu boyut aralidinda kalar.
Seyreltilmemis CE 100-4, vyiizey vyikinlli maskeleyerek subkiitan
alanlardan emilim hizini daha da artirmaya varayvabilecek,
muhtemelen sitirk asit wve EDTA zayif bir sekilde vylzeye
cekildigi ig¢in, ¢alisilan diger insilinlerden ilk basta daha
biiyliik gériinmektedir. Yiik emilime bir engel olabilir. Subkiitan
uygulamadan kisa bir slUre sonra, enjekte edilen matervyal ECFE
ile seyreltildidi ig¢in, CE 100-4 oOzdes seyreltilerde hizla
etkili insilin analoglarindan ve RHI'"den daha kigik bir
ortalama boyuta sahiptir.

Ornek 8: Insiilinin Analitik Ultrasantrifiigasyonu

Materyaller ve Metotlar

Bir dizi deney, vuzme etkili mcelar adirlida orantili olan
agirlik ortalamalil sedimentasyon katsayisinin (Svedbergs20°C,
su S(20,w)) bir tahminini saptavyan, analitik
ultrasantrifliigasyon kullanilarak gelistirildi. Bu analize
yénelik 9prosedlir 1g1k sgacilim boeyut saptamasindan biraz
farklivydzi. Ilx olarak, her numune ticari Urininki ile
bilesimde &zdes olan bir seyreltici ile seyreltildi. Bunu elde
etmek igin, bir 3kDa MW ayirma siniri 1ile Centriprep®
Ultracel-3 membran filtre {nitesi(Millipore 1Inc, MA, USA)
insilini seyrelticiden ayirmak ig¢in kullanildxl. Orijinal

seyreltici geri kazanildili wve herhangi bir insilin igeriginin

29



10

15

20

25

30

varlidil i¢in analiz edildi. Onaylanan insilinsiz seyrelticiler
ticari firini seyreltmek i¢in kullanilda.

Bu birinci wveriler dizisi insiilini bir stabil tek tlrler
olarak va da kendi seyrelticisinde heksamerden, dimerden,
moncmerden dedisen biri olarak karakterize etmek icin
kullanildi. Verilerin iki dizisi analitik ultrasantrifilgasyon
kullanilarak elde edildi. Verilerin birinci dizisi
formiilasyonun tam seyrelticisiyle seyreltiden elde edildi.
Ticari preparasyonlarin durumlarinda, bu insilini vya da
analogu seyrelticiden ayiran sentiprep tiliplerden elde edildi.
Siziintli protein igerigi idig¢in kontrel edildi wve son onay
denevylerin birinci asamasinda seyreltici icgin kullanilda.
Numunelerin ikineci dizisi seyreltici vyerine ECF tamponunu
dedistirerek hazirlandi. Bunun calismasi icin, ern cok
konsantre edilen numune 1lk d&nce ECF 1:2 1ile seyreltildi.
Baska seyreltiler sonrasinda FECF ile vyapildi. CE 100-4'iin
durumunda, izoelektrik noktasinin herhangi bir c¢oktirilmis
maddeyi vyok etmek i¢in g¢aprazladigindan emin olmak ic¢in
ECF'nin 1lk seyreltisi 1:4'tid. Bu deneyler subkliitan sonrasi
enjeksiyon ortamini taklit etmeyi amagladi.

Standart kosullara dizeltilmis, her bir yilkleme konsantrasyonu
igin adirlik ortalama sedimentasyon katsayisi icin elde edilen
deferler asafidaki tabloda verilmistir. Hiz analizi bir
Beckman-Coulter XL-analitik ultrasantrifilgasyonla girisim
optikleri kullanarak 20°C wve 55,000 RPM’de vyirutiuldi. Safir
pencerelerle donatilmis ¢ift sektdr sentetik sinir hilicreleri
numune ve referans meniskiislerini eslestirmek icin kullanilda.
Rotor 20°C’de vakum altinda dengelendi ve vyaklasik 1 saatlik
bir siireden sonra 20°C’de rotor 55,000 RPM’ye hizlandirildi.
Interferans taramalari 5 saat boyunca 60 saniye araliklarla
elde edildi

Birgok analitik program her bir numuneye &zgll bilgi elde etmek
igin vwveriler (DeDt+ vers. 2.1.02, wve Sedfit, vers 11.3b3)

Uzerinde ¢alistiraildi. Sedfit programindan veriler asadidaki
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bulgularda gbdsterilmektedir. DcDt  konsantrasyon profilinin
zaman tirevlerini kullanan bir model badimsiz, sedimentasyon
katsayisi dagdilimidir g(s*). Konsantrasyonda bir artisla S’nin
daha vyiksek dederlerine kayma yoksa, meydana gelen tersine
cevrilebilir tepkimeler (yani monomer, dimer heksamer) voktur.
Boyut ve sekil seyreltinin {zerinde dedisirse (heksamerden
dimere  monomere kayarak), mclekil agirliginin tahminini
saptamak miimkiin dedildir, fakat sedimentasvyon katsavisi S (w)
Uzerine BSedfit pregraminda faydali bilgiler elde edilebilir.
Ek clarak, bu program Lamm denklemine bir model bazli sayisal
¢dzim kullanan bireysel wveriler dizisi igin bir dodrudan sinir
modeli {iretir. ? Cdkelti tirlerinin nispi boyutlaraini agiklavan
egriler {dretmek 1¢in slirekli sedimentasyon katsayisina c(s)

karsi sedimentasyon katsayisi (s) g¢izer.

Her bir insilinin insiilin-6zgiil seyrelticiyle seyreltilmesi:

A. RHI

RHI sedimentasyon hizi ultrasantrifiigasycnla analiz igin
génderildi. Tahmini stok  konsantrasyonu 3.745 mg/ml’di.
Seyreltici yukarida ag¢iklandidi sekildevydi.

Sonraki fiziksel dedismezler Sednterp programi kullanilarak

protein igin aminoc asit bilesimlerinden hesaplandi.>

RHI: MWSeq = 5792 Da. N’zo0 = 0.726 ml/g

Seyreltici vyodunludu ve viskozitesi, Sednterp kullanilarak,
sirasiyla, 20°C’de 1.00231 g/ml wve 0.01041 poise olarak
hesaplanda.

Bulgular

Sekil 9A RHI™ nin yikleme konsantrasyonuna normalize edilmis

c(s) dagilimlarinin bir grafigdini gdstermektedir. Normalize
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edilmis grafik igin gbsterilen veri DeDt+’ dan g(s*)
verileriyle tutarladair. Konsantrasyonda bir artisla
sedimentasyonda S’'nin dederlerine belirgin bir kayma vardir.

Standart kosullara dizeltilmis, her bir ylikleme konsantrasyonu
igin agairlaik ortalama sedimentasyon katsayisi igin elde edilen

dederler asadidaki tablcoda verilmistir.

Hucred S(20,w) (Svedbergs) [Kons, (mg/ml)
1 3.05 0.le8
3.00 0.561
3 3.00 1.678
4 2.84 3.624
Sonug:

Bu analizler deney kcsullari altinda RHI’nin 0&ncelikle bir
heksamer olarak mevcut cldudunu belirtmektedir. Heksamerlerin
dimerleri gibi gériinen seyin vani sira, diisiik konsantrasyon
numunelerinde mevcut olan kilcik bir miktar vavas c¢dkelti
materyali vardir.

B. IL

Materyaller wve metotlar yukarida ag¢iklandidi sekildedir.

Bulgular

Sekil SB her bir konsantrasyon icin agirlik ortalama
sedimentasyon katsayilarinin bir grafigidir. Protein seyreltme
izerine ayrisir. FEk olarak, muhtemelen heksamerin bir dimeri
olan daha hizli c¢dkelti tlrlerinin kiiclik bir miktari (<5%)
oldudu gdrilmektedir.

Standart kosullara dizeltilmig, her bir yikleme konsantrasyonu
i¢in agirlik ortalama sedimentasyon katsayisi ig¢in elde edilen

degerler azadidaki tabloda verilmistir.
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Hicre# |5(20,w) (Svedbergs) [Kons. (mg/ml)
1 2.78 0.151

3.02 0.558
3 3.09 1.755
4 3.10 3.595
Sonuglar:

Bu analizler bu deney kosullari altinda, protein numunesinin,

IL'nin bnecelikle bir heksamer olarak mevcut oldudunu

belirtmektedir. Seyreltme lzerine IL'nin ayrismasinin kaniti

vardir, wve mevcut heksamerlerin dimerler olarak gdrinen seyin

kilglik bir miktari wvardir. Calisilan konsantrasyonlar vaklasik

olarak 30um, 100 um, 300upm, ve 600um (monomer iiniteleri) idi.
cC. IA

Materyaller ve Metotlar vyukarida agiklandidi sekildedir.

Bulgular

Sekil 9C vylukleme konsantrasyonuna normalize edilen c¢(s)
dagilimlarinin bir grafidini gdstermektedir. Normalize edilmis
c(s) grafigi igin gbsterilen veriler DecDt+’ dan g(s*)
verileriyle tutarlidir. Disik konsantrasyondaki c(s) edgrileri
konsantrasyon arttikca azalan daha klgik tilrelerin (monomer)
bir katkisini gbsterir. Konsantrasyonda bir artisla
sedimentasyondaki S’'nin daha disik deferlerine ayrica hafif
bir kayma wvardir, Muhtemelen heksamerin bir dimeri olan daha
hizli ¢dkelti tirlerinin kiicliik bir miktari (<5%) vardir.

Standart kosullara dizeltilmis, her bir vylUkleme konsantrasyonu
ig¢in adirlik ortalama sedimentasyon katsayisi igin elde edilen

deferler asgsadidaki tabloda verilmistir.

Fucre# ‘S(ZO,W) (Svedbergs) [Kons. {(mg/ml)
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1 2.72 0.158
2 3.05 0.561
3 3.18 1.655
4 3.14 3.563
Sonuclar:

Bu analizler bu denevin kosullari atinda, IA'nin dncelikle bir
heksamer olarak mevcut oldudunu belirtmektedir. Seyreltme
lzerine IA'nin ayrismasinin kanita vardir, ve menvut
heksamerlerin dimerleri olarak gdriinen geyin kilgilk bir miktara
vardir. Konsantrasyon c¢alismalari vyaklasik c¢larak 30 um,
100um, 300pm, ve 600pm {(monomer {niteleri} idi.
D. CE-100 4
Matervaller ve Metotlar yukarida ag¢iklandidi sekildedir.

Bulgular

CE-100 4 i¢in veritabanlari Sedfit ve c(s) modeli kullanilarak
analiz edildi. Dodgrusunu soylemek gerekirse bu model vyalnizca
etkilegimli olmayan karisimlara uygundur fakat etkilesgimli
tirlerin durumunda ¢dzeltide hangi tirlerin mevcut oldudu
hakkinda vyine de bir fikir wverebilir. Sekil 9D vyiukleme
konsantrasyonunda normalize edilmis ¢(s) dagiliminin bir
grafidini goéstermektedir. C(s) grafidi seyreltme flzerine daha
diiglik 5§ dederlerine dodru belirgin bir kayvma olmasi acisindan
DcDt+’ den g(s*) verileriyle tutarlaidir. Daha yiksek
konsantrasyonlardan c(s) grafikleri CE 100-4"1n bir
heksamerden daha blyik colabilecedini acgik¢a gdsterilmistir.

Standart kosullara dizeltilmisg, her bir ylikleme konsantrasyonu
igin adirlik ortalama sedimentasyon katsayisi icin elde edilen

deferler asafidaki tabloda verilmistir.
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S(20,w) Kons.
Hicre#

{Svedbergs) (mg/ml)
1 1.85 0.153
2 2.41 0.548
3 3.05 1.722
4 3.56 3.484
Sonuc¢lar:

Bu analizler bu deney kosullari altindaki, protein numunesi,
CE 100-4'Un monomerler, dimerler, heksamerler, ve muhtemelen
daha Dbivyik oligomerler arasinda bkir dengede mevcut oldudunu
belirtmektedir. Kensantrasyonlar g¢alismalari vaklasik olarak

30um, 100um, 300um, ve 600um {(monomer initeler) idi.

ECF tamponuyla seyreltme

Ticari preparasyonlar 1:4 oraninda seyreltilmis, CE 100-4
hari¢, ECF ile ilk olarak 1:2 oraninda seyreltildi. Bu pH 4'te
basladidi ig¢in, izoelektrik noktadan ¢okelmeyi ©Snlemek icin
farkl: bir sekilde ele alinmaladir. DiJer ticari insiulinler
zaten pH 77 deydi, bbdylelikle ilk seyreltme 1:2 oranindaydi.

A. RHT

RHI sedimentasyon hizi ultrasantrifiigasyonla analiz icin
verildi. Tahmin edilen stok konsantrasyonu saglanan ECF’ nin
esit bir hacmivyle seyreltmeden sonra 1.87"ydi.

Sonraki fiziksel degismezler Sednterp programi kullanilarak

protein ig¢in amino asit bilesimlerinden hesaplandi.

RHI: MWSQq = 5792 Da, NZO° = O. 726 ml/g

Seyreltici yogunludu ve viskozitesi, Sednterp kullanilarak,
sirasiyla, 20°C"de  1.00273 g/ml wve 0.01043 peise olarak
hesaplandi.
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Analizde kullanilan dg¢ hiicre icin, stok cozeltisi

kullanilarak, seyreltme semasi asagidaki tabloda
gosterilmektedir:
Hacim Stok[Hacim TamponTahmini Kons.
Hicre#|{(ul) (nl) (mg/ml)
1 45 405 0.19
2 150 300 0.62
3 450 -= 1.87

Sedfit, 11.71 wversiyonu, Lamm denklemine model bazli sayisal
chzimler kullanan bireysel veri dizileri dig¢in dodrudan sinir
modelleme programi kullanildza,

Devamli sedimentasyon katsavyi dagilimi, c(=), model
hesaplandi. Ci{s) dagilim grafikleri, dider analiz metotlarina
gdre, keskinlestirildi c¢Unkll diflizyeonun genigleme etkileri
sUrtinme katsayisi 1ig¢in bir ortalama dederin kullanimiyla

kaldirilmistir.

Bulgular

Sekil 10A vlukleme konsantrasyonunda normalize edilmis c(s)
dagilimlarinin bir grafidini gdstermektedir. Normalize edilmis
c(s) grafigi icin gbsterilen veriler DeDt+’ dan g(s*)
verileriyle tutarlidir. C(s}) grafikleri neredeyse tesadifidir
fakat konsantrasyondaki bir artisla sedimentasyonda S nin daha
diisiik dederlerine klugik bir kayma vardir.

Iki en dusik konsantrasyonda kiicik bir miktar daha vyavas
chkelti materyalinin (<1%), ve heksamerin muhtemelen bir
dimeri olan daha kicik bir miktar hizli c¢dkelti tiarlerinin
(<3%) oldudju gdrilmektedir. Artan konsantrasyonla daha disik
tirlerde azalma ve daha hizli tirlerde bir artis konsantrasyon
aralidi c¢alismalarinda RHI'nin kendilidinden birlesmesinde
valniza ¢ok az bir kayma oldudunu isaret etmektedir.
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Standart kosullara dizeltilmis, her bir yikleme konsantrasyonu
icin adirlik ortalama sedimentasyon katsayisi icin elde edilen

degerler asadidaki tablcoda verilmistir.

Hicre# |S(20,w) (Svedbergs) [Kons. (mg/ml}
1 3.25 0.176

2 3.24 0.552

3 3.35 1.721
Sonuclar:

Bu analizler bu deneyin kosullari atinda, RHI'nin &ncelikle
bir heksamer olarak mevcut oldugunu belirtmektedir.
Heksamerlerin dimerleri olarak gérinen seyin vani sira, daha
dilglik konsantrasyon numunelerinde mevcut c¢lan ¢ok kiclk
miktarda daha vyavas c¢oékelme matervali wvardir. Konsantrasyon
calismalari vaklasik olarak 30 uM, 100uM, wve 300pM (monomer
initeleri) idi.

ILMetotlar yukarida ag¢iklandi.

Bulgular

Sekil 10B vylukleme konsantrasyonunda normalize edilmis c¢(s)
dagilimlarinin bir grafigini gdstermektedir. Normalize edilmis
c(s) grafigi igin gdsterilen veriler DchDt+’ dan g(s*)
verileriyle tutarlidir. Dlusik konsantrasyonda c¢(s} egrileri
konsantrasyon arttikga azalan daha kiicik tirlerin {belki
dimer) dnemli bir katkisini gdstermektedir. Ayni zamanda
konsantrasyonda bir artisla sedimentasycenda S’'nin daha dustlik
degerlerine hafif bir kayma vardir.

Ozellikle iki daha vylksek numunelerde belli olan, kucik bir
miktar (<2%) daha hizla cokelti tiirlerinin oldupu
gbrinmektedir.

Standart kosullara diizeltilmis, her bir ylkleme konsantrasyonu
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i¢in adirlik ortalama sedimentasyon katsayisi icin elde edilen

degerler asafidaki tablcda verilmistir.

Hicre# [S(20,w) {Svedbergs) Kons. (mg/ml)
1 3.17 0.167

2 3.12 0.568

3 3.17 1.820
Sonug¢lar:

Bu analizler, bu deneyin kosullari altinda, IL‘nin &ncelikle
bir heksamer olarak mevcut oldudunu belirtmektedir. Seyreltme
lzerine IL'nin Ayrismasinin kanita vardir, ve mevcut
heksamerlerin dimerler olarak gdrinen sevyin kilcik bir miktar
vardir. Konsantrasyon ¢alismalari vaklasik olarak 30uM, 100y,
ve 300uM idi (moncomer {Uniteleri).

Insiilin aspart (IA)

Metcectlar yukarida ag¢iklandi.

Bulgular

Sekil 10C vyikleme konsantrasyonuna normalize edilmis c(s)
dagilimlarinin bir grafidini gdstermektedir. Normalize edilmis
c(s) grafigi icin gbsterilen veriler DeDt+" dan g(s*)
verileriyle tutarladir. Dusiuk konsantrasyonlarda c(s) edgrileri
konsantrasyon arttikca azalan kiicik bir miktar daha kiliclk
turleri {mocnecmer/dimer) g&stermektedir. Ayni zamanda
konsantrasyonda bir artisla sedimentasyonda S'nin daha disiik
dederlerine hafif bir kayma vardir. Grafik seyreltme {iizerine
proteinin az o¢oranda ayrismasini agikga gdstermektedir. Ek
olarak, heksamerin bir dimeri olabilecek kiigiik miktarda (en
vilksek konsantrasyon numunesine yaklasik olarak 3%) bir daha
hizli ¢dkelti tirlerinin oldugu gdrilmektedir.

Standart kosullara dizeltilmis, her bir ylkleme konsantrasyonu
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i¢in adirlik ortalama sedimentasyon katsayisi icin elde edilen

degerler asafidaki tablcda verilmistir.

Hilcre# [8(20,w) (Svedbergs) [Kons. (mg/ml)
1 3.10 0,186

2 3.23 0.544

3 3.24 1.848

Sonug:

Bu analizler, bu deneyin kosullari altinda, IA'nin &ncelikle

bir heksamer olarak mevcut oldudunu belirtmektedir. Seyreltme

lzerine IA'nin ayrismasinin kanita vardir, ve mevcut

heksamerlerin dimerleri olarak gdriinen =seyin kiiclik bir miktari
100u,

vardir. Konsantrasyon ¢alismalari vaklasik olarak 30uM,

ve 300uM idi {(moncmer initeleri}.

D.CE 100-4

Matervaller

Tahmin edilen stok konsantrasyonu saglanan ECEF'nin ¢ hacmivyle

cGzeltinin bir hacminin seyreltilmesinden sonra 0.936 mg/ml
idi.
Metot
Analiz dic¢in kullzsnilan d&rt  hicre ig¢in, stok ¢dzeltisi
kullanan, seyreltme semasl asafidaki tabloda gdsterilmektedir:
Hiicre# [Hacim StoklHacim TamponTahmini Kens.

(ul) (ul) (mg/ml)
1 90 360 0.19
2 200 250 0.42
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3 450 -= 0.94

Bulgular

CE 100-4 dicin wverisetleri Sedfit ve c(s}) modeli kullanilarak
analiz edildi. Acikga konusmak gerekirse bu model valnizca
etkilegimli olmayan karisimlara uygulanabilir fakat
etkilesimli tlrlerin durumunda ¢dzeltide hangili tirlerin mevcut
oldudu hakkinda kir fikir wverebilir. Sekil 10D yikleme
konsantrasyonuna normalize edilen <(s) dagilimlarinin bir
grafigini g&stermektedir. C(s) grafigdi seyreltme iizerine daha
dilsiik 5 dederlerine dodru belirgin bir kayma olmasi agisindan
DcDt+/dan gls*) verilerivyle tutarlidir. Daha yilksek
konsantrasyonlardan c (s} grafikleri CE 100-4"4n bir
heksamerden daha blyik colabilecedini acikga gdstermektedir.

Standart kosullara dizeltilmis, her bir ylikleme konsantrasyonu
igin agirlaik ortalama sedimentasyon katsayisi ig¢in elde edilen

degderler asagidaki tabloda verilmistir.

Hicre# |S(20,w) (Svedbergs) [Kons. (mg/ml)

1 1.61 0.178

2 1.85 0.40

3 3.14 0.84

Bu analizler, bu deneyin kosullari altinda, CE 100-4"{n
monomerler, dimerler, heksamerler, ve muhtemelen yiksek

konsantrasyonda daha biiyik oligomerler arasinda dengede mevcut
oldudunu belirtmektedir. Calisilan konsantrasyonlar vaklasik

olarak 30uM, 70uM, ve 145uM idi (monomer iUniteleri).

HCI pH 2 ya da NaOH pH 7 ile ayarlanmis suda kontroller

Scnraki fiziksel dedismezler Sednterp programi kullanilarak
protein ic¢in aminc asit bilesimleri igin hesaplandi.®
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IC-pH7: MWeeq = 5792 Da, Nzee = 0.72 & ml/g

Seyreltici vyodunlufu ve vwviskozitesi, Sednterp kullanilarak,
sirasiyla, 20°C’de 0.99823 g/ml wve 0.01002 poise olarak
hesaplanda.
i¢ Kontrol IC pH7
Metot
Analizde kullanilan dért hiicre ig¢in NaOH ile su, seyreltici
olarak pH 7 kullanan, seyreltme semasi asadidaki tabloda
gdsterilmektedir:
Hacim StokHacim Tampon|Tahmini Kons.
Hicre# |(pl) (pl) (mg/ml)
1 25 475 0.19
2 75 375 0.62
3 250 250 1.87
3 450 -- 3.745
Devamli sedimentasyon katsayi dagilimi, c(s).
C(s) dailim grafikleri, difer analiz metotlarina gbdre,

keskinlestirildi c¢inkll diflizyonun genisleme etkileri slrtiinme

katsayisi i¢in bir ortalama dederin kullanimiyla
kaldirilmistir,

Bulgular

IC-pH/ 1ig¢in wverisetleri Sedfit wve c(s) medeli kullanilarak
analiz edildi. Ac¢ikga konusmak gerekirse bu model vyalnizca
etkilesgimli olmayan karisimlara uygulanabilir fakat

etkilesimli tilirlerin durumunda ¢dzeltide hangi tiirlerin mevcut
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oldudu hakkinda vyine de bir fikir verebilir. Sekil 11 yikleme
konsantrasyonuna normalize edilen <¢{(s) dagilimlarinin bir
grafiini gbstermektedir. C(s) grafidi seyreltme iizerine daha
diisiik S dederlerine dodru belirgin bir kayma olmasi acgisindan
DcDt+/dan g(s*) verileriyle tutarlidair.

Standart kosullara dizeltilmis, her bir ylikleme konsantrasyonu
icin adirlik ortalama sedimentasyon katsayisi icin elde edilen

dederler asadidaki tablcoda verilmistir.

Hilcre# |S(20,w) (Svedbergs) [Kons. (mg/ml)
1 2.43 0.18
2.90 0.57
3 3.04 1.74
4 3.10 3.52

Analizler, bu deneyin kosullari altinda, numune, IC-pH7'nin,
burada kullanilan Ug¢ en vylksek konsantrasyonlarda heksamerik
durumu fazlasiyla destekleyen, en disiik seyreltmede bir dimer-
heksamer dengesinde mevcut oldugunu belirtmektedir.
Keonsantrasyonlar c¢alismalari vaklasik olarak 30uM, 100uM,
305uM, ve 620uM {(mcnomer Uniteler) idi.

T¢ Kontrol IC pH 2

Metot:

Insiilin yukarida aciklandidi lzere 0.01 N HCI ile seyreltildi.

Bulgular:

IC-pHZ igin verisetleri yilkleme konsantrasyonlarinin &ncelikle
ivi bir tahminini elde etmek igin Sedfit wve c¢(s} modeli
kullanilarak analiz edildi. Her bir yikleme konsantrasyonu
igin adirlik ortalama sedimentasyon katsayisi igin elde edilen

deerler DcDt+ kullanilarak saptanan dederlere oldukga iyi bir
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sekilde uymustur. Sedfit kullanilarak saptandidi seklivle Sso.w

degerlerinin bir tableosu asafida verilmektedir:

Hicre# [S(20,w) (Svedbergs) Kons. (mg/ml)
1 1.2¢6 0.17
2 1.28 0.56
3 1.28 1.77
4 1.28 3.61

Bu analizler, bu deneyin kosullari altinda, IC-pH2’nin ayrica
kendilidinden birlesmeye edilim gbstermeyen tek bir tirler
olarak (blUylik olasilikla insiilin monomer) &Oncelikle mevcut
oldugunu belirtmektedir. Cdzicil kosullarai herhangi bir destek
elektrolitinin eksiklidinden dolayi oldukg¢ga ideal olmayandi.
Calisilan konsantrasyonlar yaklasik clarak 20uM, 97uM, 305uM,

ve 620uM idi (monomer Uniteleri).

Tim Sonuclar, Sedimentasyon analizi

DcDt yazilimini kullanan, RHI'nin molekiil adirlidinin tahmini,
molekil agirliginin tim seyreltme aralidinda bir heksamerle
(35.6F1.6 kbDa) tutarli oldugunu ortaya koymustur. Monomerik
insilin (2.2% nm) i¢in standart olan, pH 2 insidlin igin
kontrol degerleri, seyreltme dizilerinde Dbiiyik &lciide
degismeden kalan 1.28 S(20,w)'lik bir sedimentasyon katsayisi
dederine sahiptir, bu da monomerik durumunu dodrulamaktadir.
Tam konsantrasyonda kontrol stabilize edilmemis insiilin, pH 7
heksameriktir, fakat pH 7 seyrelticide seyreltme ilizerinde
boyutta azalmayla gbsterildigi lzere, daha  kiicik dimer
formlariyla dinamik denge ig¢indedir. IA ve IL heksamer boyut
aralidinda baglar ve ECF’de 1:16 oraninda seyreltmeden sonra
moncmer/dimer formlarinin kicgiik bir popllasyonuna sahiptir. CE
100-4 1ile monomerik/dimerik partikiillerin daha yiiksek bir

orani daha hizli emilim profiliyle tutarlaidir.
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Ornek 10: insiilin pH 7.4’e sodyum sitrat wve EDTA'nin

Eklenmesiyle Insiilin Boyutu iizerine Etkisinin Saptanmasi

CES 100-4'in pH'inda 7’'yve vyikselme domuz modelinde hizlzi
emilim wve Malvern tarafindan boyutunda bir azalma gdsterdidi
icgin, trisodyum sitrat icin gitrik agidin bir yer
dedistirmesinin ayni zamanda pH 7.47te calisip calismavacadini

gérmek icin alternatif bir metot tasarlanmistir.

Materyaller ve Metotlar

Disodyum EDTA (1.8 mg/mL) wve trisodyum sitrat (1.8 mg/mL)
gliserinle (22 mg/mL) suda ¢ézildi. Insiilin 3.8 mg/mL’lik bir
konsantrasyonda ¢&zeltiye eklendi. Sodyum Hidroksit pH'1 7.4'e
yiikseltmek dicin damlatilarak eklendi. Seyreltilmemis materyal
sonrasinda ortalama partikiil boyutu i1c¢in Malvern lzerinde
analiz edildi, wve sonrasinda hiicre disi akiskan tamponla (ECF)
seyreltildi ve seyreltme dizileri Dboyunca her bir noktada

boyutlandiraildzy.

Bulgular

ECF tamponla seyreltilen, CES 100-7, Sodyum Sitrat Insiilin pH
7.4 bir asit ve ndtr ortamda bir sitrik asit formilasyonuyla
karsilastirildi. Bulgular Sekil 12'de gdsterilmektedir. Sekil
12 sitrik asit, pH 7.4'4n yerine sodyum sitrat iceren CE 100-7
pH 7.5, wve CSE 100-7 ic¢in seyreltmenin bir islevi c¢larak
inslilin cortalama partikiiller boyutunun (nm) bir grafigidir.

Bulgular hizli bir gekilde ayrisan insllinin nétr bir pH’da
¢cbzeltide sodyum sitratin, EDTA'nin ve insiilinin
karistirilmasiyla vyaratilabilecedini gostermektedir. Ortalama
partikiil boyutu 1lk c¢larak tipik Dbir Theksamerden daha

biiyliiktiir, bu da biiylik ihtimalle heksamerin avristidini ve
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insiilin meclekillerinin gevsek bkir sekilde Dbkirlesen multimer
formuncda oldudunu belirtmektedir. Enjeksiyon sonrasi bir
ortamda 1:2 seyreltmede (ECF’de seyreltme), insiilin daha kiligik
Unitelere, biliyik ihtimalle insilin dimerlere hizli bir sekilde
ayrisir. Yeni formilasyon tam olarak 1ilk olarak pH 4’te
yvapilan ve sonrasinda pH 7'ye getirilen bir sitrik asit/EDTA

insiilin formilasyonu olarak davranir.

Ornek 1l1: Diyabetik minyatiir domuzda Sitrik asit EDTA insiilin

pH 7

Materyaller ve Metotlar

Insiilin (3.8 mg/ml), disodyum EDTA (1.8 mg/mL), Sitrik Asit
(1.8 mg/mlL), gliserin ve m-krezol (3mg/mL} karistirilarak ve
HCI ile pH 4’'e avarlanarak insiilin hazirlandi. (dzeltinin pH’1
sonrasinda NaOH un eklenmesiyle pH 7've vyilkseltildi. Bu dzetle

7.47 14Kk son pH’a ulasildidinda berraklasan bulanik bir karisim

varatarak insiilinin izoelektrik ncktasa araciligaivyla
formiilasyonu getirdi. CE 100-7 vyemekten ¢&nce domuza bir
prandiyal 1insilin olarak verildi. Alt:i erkek diyabetik

minyatir domuza (30-50 kg) 1ilk o&nce 0.25 U/kg test instlini
uygulandi, sonrasinda hemen 500g standart domuz vemedi ile
beslendi. Kan numuneleri -30, -20, -10, 0 dakikada beslenmeden
dnce, sonrasinda 5, 10, 15, 20, 30,45, 60, 75, 80,120,150,
180, 240, 300, 360,420, 480 dk dozlama sonrasinda elde edildi.
Iki mL kan numuneleri bir damlasinin bir standart glukoz serit
metodu kullanilarak glukoz Slclmini kontrol etmek igin
kullanildidi bir juguler ven kateteri aracilifiyla elde edildi
ve geriye kalan numune K;EDTA ile tedavi edildli wve plazma

numunesi gelecekteki analiz ig¢in donduruldu.
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Bulgular

pH 7 formilasyonunun farmakokinetik profili Sekil 13'te
gdsterilmektedir. Bu c¢ok hizli profil Ornek 6'daki divyabetli
hastalarda gdsterilen wverilerle tutarlidir. Sitrik asit ve
EDTA igeren asit formilasyonunun pH'nin 7’'ye yikselmesi
minyatir divabetik domuzda cok iyi bir performans gdsterdi.

Bu pH deisimi sitrik asitin sodyum sitrata déniusmesi 1ile
sonuglandi. Bu yizden, asit g¢alismalarinin tuz feormu asit

kadar i1iyi galismalidir,
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