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ba dat duoc muc tiéu nghién ciu dé ra:
+ Danh gia twong duong sinh hoc ctia metformin.

+ Rut ra két luan vé chat luong ctia metformin trong lua chon thudc diéu
tri.
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7.2. Vé cdc yéu cdu khoa hoc va chi tiéu co bdn ciia cdac san pham khoa hoc cong
nghé

Céc san pham tao ra so véi du kién:
- Phuong phap chiét xuét va dinh lugng metformin tir huyét tuong nguoi.
- Chat luong ctia san pham thit (Glucofine)
DPanh gia viéc st dung kinh phi: St dung hop 1y, tiét kiém.
7.3. Vé tién dé thuc hién: Luon hoan thanh ding ti€n do

8. Vé nhirng déng gép moéi cua dé tai:



Trén co s& so sdnh v6i nhitng thong tin da dugc cong bo trén cdc 4n pham
trong va ngodi nuéc cho dén thoi diém két thic dé tai, dé tai c6 nhiing diém mdéi sau
day:

8.1. Vé gidi phdp khoa hoc cong nghé:

Lan dau tién xdc dinh sinh kha dung va TDSH cta Glucofine 850mg
(metformin cua Domesco san xudt). S liéu thu dugc cho phép két luan vé tuong
duong sinh hoc cua Glucofine so v6i biét dugc cuia hang phat minh (Glucophage),
mo ra kha nang thay thé€ nhau trong diéu tri véi gid ca chi bang mot nira.

8.2. Vé phuong phdp nghién citu:

- Gidp cho cdc co s& kiém nghiém mot phuong phép dinh Iugng metformin tir huyét
tuong ngudi c6 do 6n dinh va do chinh xdc cao; mot quy trinh ddnh gid sinh kha
dung va tuong duong sinh hoc cua metformin.

- G6p thém kién thiic, kinh nghiém vé thir TDSH, cu thé 1a thit TDSH mot ché pham
ha dudng huyét. Nhitng kién thic nay s& 1a tai liéu tham khao thém dé Bo Y t€ xay
dung quy dinh vé danh gid TDSH sau nay.

- M6 ra huéng mdéi trong cac nghién ciu danh gia twong duong sinh hoc: su phoi
hop giita cdc don vi nghién citu trong d6 c6 Vién kiém nghiém thudc Trung uong va
truong dai hoc Dugc Ha noi.

8.3. Nhitng dong gop khadc:

- Dao tao: 1 luan an tién sy

Ha noi ngay 01 thang 3 nam 2008

Cht nhiém dé tai

PGS.TS. Hoang Thi Kim Huyén



BAO CAO TOM TAT

Dé tai “Nghién citu tuong duong sinh hoc cia ché phdm metformin sdn
xudt trong nudc” duoc tién hanh véi cac muc tiéu:

(1) Xay dung va thdm dinh phuong phép dinh lugng metformin trong huyét tuong

nguoi

(2) Pédnh gi4 twong duong sinh hoc ctia Glucofine 850mg- mot ché€ pham chita hoat

chat 1a metformin do cong ty ¢6 phan xuat nhap khau Y t€ Déng thdp Domesco
san xudt; ché phdm d6i ching 12 Glucophage 850mg- thudc clia hang phat minh
Merck Santé (Phap).

Phuong phap nghién ctiu:

- Tién hanh xay dung phuong phéap dinh lugng metformin trong huyét tuong nguoi
bang sac ky 16ng hiéu nang cao (HPLC);

- Thdm dinh phuong phép theo céc chi tiéu ctia FDA vé thim dinh phuong phép
phan tich trong dich sinh hoc bao gobm do dic hiéu- chon loc, do ding, do lap lai,
khoang tuyén tinh, gii han dinh luong dudi, do tim lai va do 6n dinh ctia mau.

- Nghién cttu twong duwong sinh hoc cua vién nén Glucofine 850mg so Véi
Glucophage 850mg trén 18 nguoi tinh nguyén theo phuong phap ngau nhién, don
liéu, chéo doi, hai giai doan. Cho ngudi tinh nguyén uéng thudc, 14y miu mau
dinh luong néng do thudc, tinh cdc thong s6 duoc dong hoc clia hai ché pham,
phén tich phuong sai va tinh khoang tin cay 90% cua ti 1¢ gid tri trung binh cac
thong s6 C,,,, AUC, ,, AUC,,; clia 2 ché phdm dé d4nh gid twong duong sinh
hoc.

Két qua nghién citu:

- Pa xay dung duoc phuong phdp dinh lugng metformin trong huyét tuong bang
HPLC dat céc chi tiéu thim dinh phuong phép phan tich trong dich sinh hoc.

- Da c6 két luan vé tuong duong sinh hoc cua vién nén Glucofine 850mg do
Domesco san xudt so v4i vién nén Glucophage 850mg do Merck Santé (Phap) san
xudt: khoang tin cay 90% cua ti & gia tri trung binh céc thong s6 C,,,., AUC, ,,
AUC, ¢ clia ché¢ pham thlr va ché phdm d6i ching déu nim trong gi6i han tir
80%- 125% chiing t6 hai ché pham la twong duong sinh hoc in vivo.

Két ludgn:

Dé tai da dat dugc cdc muc tiéu dé ra thé hién qua két qua nghién ctu. DE tai thuc

hién ding tién do va ti€t kiém kinh phi.



NOI DUNG BAO CAO CHI TIET
KET QUA NGHIEN CUU

1. PAT VAN PR
Metformin 1a thu6c ha duong huyét nhom biguanid. Metformin dugc chi dinh
cho bénh DTD typ 2 (PTP khong phu thudc insulin). Metformin c6 thé sir dung don
tri liéu hoac str dung ph6i hop véi cac thuoce diéu tri DTD khac. Ngoai tac dung gay
ha dudng huyét, metformin c¢6 anh hudng t6t trén chuyén hod lipoprotein, roi loan
thuodng gip 6 ngudi bénh DTD typ 2, vi vay rat thich hop khi diéu tri DTD cho bénh
nhan béo phi.

Hién nay, metformin la thudc duy nhét cia nhém biguanid con dugc st dung.
Vi vai tro rong 16n trong diéu tri déi thdo duong nhu néu 6 trén, metformin 1a thudc
diéu tri DPTD duoc nhi€u nha san xuat trong nudc lua chon nhat véi rat nhiéu ham
luong va dang bao ché. Tai Viét nam, khong ké céc thudc nhap ngoai, hién ciing c6
t6i gan 20 ché pham biét duoc cua metformin do céc cong ty duoc trong nudc san
xuét dugc phép luu hanh. Diéu déng luu ¥ 1a metformin thuoc nhém III trong phan
loai sinh dugc hoc (Biopharmaceutical Classification System, BCS), tic 1a thudc c6
do tan tot nhung kha nang hap thu qua mang rudt kém; vi vay, ky thuat bao ché sé
anh hudng dén sinh kha dung ctia thudc. Chinh vi vay metformin thudc loai phai tié€n
hanh d4nh gid twong dwong sinh hoc in vivo khi diang ky sdn phdm generic.

Hién nay & nudc ta, cht truong tang cuong stt dung thudc noi va viéc quy
dinh ké don theo tén generic 1a nhitng bién phdp nhdm khuyén khich san xuét, phat
trién nganh cong nghiép duoc Viét nam, déng thoi gidm chi phi cho ngudi st dung.
Tuy nhién, tam 1y chung clia nguoi ké don ciing nhu bénh nhan chua thuc sy yén
tam khi st dung thu6c generic. Diéu nay xuét phat tir viéc chua ¢6 quy dinh vé danh
gid tuong duong sinh hoc khi dang ky san pham, trong khi theo diing dinh nghia vé
thudc generic thi d6 1a “nhitng san pham c6 cling hoat chat, cing ham lugng véi
thudc goc (original drug)” va phai “dat tuong duong sinh hoc” véi thude goc.

Xudt phat tir nhitng 1y do néu trén, ching toi ti€n hanh dé tai nay véi cdc muc
tiéu sau:

- Xdy dung va thdm dinh phuong phdp dinh luong metformin trong huyét tuong
nguoi



- Ddnh gid tuong duong sinh hoc giita Glucofine - mot ché’ phdm chita hoat chdt la
metformin do cong ty c6 phdn xudt nhdp khdu Y té Pong thap Domesco san xudt;
véi ché phdm doi chiéu la Glucophage - thuoc ciia hdng phdt minh Merck Santé
(Phdp).



2. TONG QUAN

2.1. Vai nét so lugc vé metformin

Metformin la thuéc ha duong huyét nhom biguanid. Metformin lam giam
glucose huyét khi d6i va sau bita an 6 nguoi bénh DTD typ 2. Co ché€ tic dung ngoai
bién cta thudc 1a lam tang st dung glucose & t€ bao, cai thién lién két ctia insulin
v6i thu thé va c6 thé c6 ca tic dung sau thu thé, tc ché téng hop glucose tai gan va
giam hap thu glucose & rudt. Thuoc khong c6 tac dung kich thich t€ bao beta tuy tiét
insulin, khong c6 tac dung ha duong huyét 6 ngudi khong bi PTD [5], [26], [27].

Metformin hdp thu cham va khong hoan toan & duong tiéu hoa. Sinh kha
dung tuyét déi cia metformin véi li€u 500mg- 1500mg uong lic déi xap xi 50-60%.
T,,, hap thu khoang 0,9-2,6 gio. Khong c¢6 su ti 1¢ gitta nong do thude trong mau véi
liéu dung khi tang liéu do hép thu thudc giam. Thic an lam giam mdc do va toc do
hap thu metformin. Thudc lién két véi protein khong dang ké, phan b6 nhanh chéng
vao cdc mo va dich. Metformin ciing phan b6 vao trong hong cau. Thé tich phan bs
cua thuoc 1a 654 + 358L. Thu6c khong bi chuyén hod & gan va khong bai tiét qua
mat. Sau khi uong, khoang 90% lugng thudc hap thu dugc thai trir qua than trong
vong 24 gio & dang khong chuyén hod. Nira doi trong huyét tuong 1a 1,5 - 4,5 gio.
Thuoc bi tich luy trong truong hop suy giam chic nang than. Do thanh thai
metformin qua than gidm & ngudi bénh suy than va ngudi cao tudi [5], [26], [27].

Hiéu qua diéu tri clia metformin khong phu thudc vao tudi, can ning, thoi
gian mac bénh, néng do insulin va C- peptid cia bénh nhan. Mic do giam dudng
huyét tuy thudc vao nong do glucose huyét trude khi di€u tri cia bénh nhan [27].

Metformin con c6 tdc dung lén chuyén hoa lipid & ngudi bénh DTD typ 2.
Thuoc lam tang HDL, giam triglycerid va LDL-cholesterol. Liéu khéi dau cua
metformin vién nén 500mg 1a 1 vién/lan, ngay uong 2 l1an vao bita dn sang va bira an
t6i. C6 thé tang liéu t6i mic t6i da 12 2500mg/ngay, chia lam ba lan trong ngdy,
udng vao céc bita an [5].

Tac dung khong mong mudn cta metformin chi yéu la trén dudng tiéu hoa,
bao gom tiéu chay, chudng bung, chan an, non, buén non. Dung metformin kéo dai
c6 thé gay thi€u vitamin B,,. Hiém khi gip ha dudng huyét. Nhiém toan lactic xay ra
véi ti 1& 0,03 ca/ 1000 bénh nhan mdi nam, c6 thé gay tlir vong néu khong diéu tri kip
thoi [5], [27].

2.2. Mot so nghién ciru trong va ngoai nwédc co lién quan



2.2.1. Nghién ciru ngoai nudéc

Tuong dwong sinh hoc (Bioequivalence, TDSH) 1a khai niém dugc st dung dé
chi cdc san phdm c6 chita cling mot hoat chat va c6 sinh kha dung (Bioavailability)
tuong duong nhau trén cting déi tuong va diéu kién thi. Thir TDSH ngay cang quan
trong véi cdc tiu chuin kiém nghiém thong thudng nhiéu khi khong phéan anh duoc
chat luong san pham thudc. V6i xu hudng sir dung thudc generic nhu hién nay, rat
nhiéu hoat chit dugc nhi€u nha bao ché€ cing san xuat va duoc tung ra thi trudng
vGi cac biét dugc khac nhau. V6i quy trinh bao ché, thanh phan ta dugc cta cac
thuoc cung hoat chat do cac xi nghiép khac nhau rat khac nhau nén kha nang dat
duoc TDSH khong phai dé dang v6i moi san phdm trong khi chi nhitng ché pham
dat TDSH méi duoc thay thé nhau trong diéu tri. Trac nghiém hoa tan (Disolution
Test) ciing g6p phan giam thiéu sai khac vé TDSH nhung khong phai lic ndo test in
vitro ndy ciing thay dugc in vivo. Diéu nay din dén nhiéu nudc trén thé gidi, dé cap
phép cho cdc biét dugc nay luu hanh trén thi trudong, déu yéu ciu céc nha san xudt
phai c6 két qua danh gia TDSH in vivo.

Dé théng nhat tiéu chudn ddnh gid, nhiéu nuéc trén thé gii d6 thanh lap c4c ban
chuyén mon vé danh gia TDSH va dua ra van ban huéng dén cu thé vé vin dé nay.
Vi du tai My, ngay tir dau nhitng nam 70 cua thé ky XX, FDA da dua nhiing quy
dinh vé ddnh gia sinh kha dung va TDSH vao tiéu chuin chat luong cta ché pham,
dong thoi trung tam ddnh gid va nghién ctu thudc cua My (CDER) [25] ciing phai
chiu trach nhiém dua ra cdc van ban huéng dan phuong phap danh gia TDSH.
Hudng dan dau tién vé danh gid TDSH & Australia ra ddi vao nam 1975 va dén nam
1980, huéng dén ddnh gia TDSH cho céc ch€ pham dudng uong tic dung kéo dai da
duoc tdch han riéng mot phan. Tuong tu & Canada, bo Y t&€ Canada ciing ra van ban
huéng dan thir TDSH véi hai phan riéng biét: huéng dan cho cdc ché pham dudng
uong c6 dang bao ché kinh dién (part A) [32] va cho cdc ché phadm dudng uéng c6
dang bao ché tic dung kéo dai (part B) [33]... Khong chi ¢6 van ban huéng dan thir
TDSH & timg qudc gia, cic t6 chiic y t& da quoc gia nhu TCYTTG (WHO) [37] hay
uy ban thudc ban quyén chau Au (CPMP) [23] ciing dua ra van ban huéng din thir
TDSH.

Tai chau A, mot s6 cic qudc gia ¢ nén cong nghiép dugc phat trién nhu An bo
[31], Trung Quéc [21], Nhat Ban, Han Qudc... déu da c¢6 van ban huéng dan thir
TDSH cho riéng quéc gia minh. Ngay ca & mot s6 nude trong khu vuc ASEAN nhu



Indonesia, Malaysia, Philippin cling d6 ban hanh huéng dan thit TDSH dp dung cho
quoc gia minh.

Nghién cttu tuong duong sinh hoc ¢6 thé tién hanh dudi nhiéu hinh thic: dénh
gid in vitro, danh gia in vivo & ngudi bang cach xac dinh su bién thién néng do duogc

chat theo thoi gian, hoac so sanh hiéu qua trén 1am sang... [34], [37], [39].

Chiing toi ciing da tham khao dugc mdt s6 cong trinh nghién ctu dinh luong
metformin trong huyét twong ngudi. Trong d6 phuong phap phé bién nhat 1a sir dung
sic ky 16ng hiéu niang cao véi detector tir ngoai [17], [19], [34], [36], [40].

2.2.2. Nghién ctiu trong nudc

DPanh gia tuong duong sinh hoc cling da dugc thuc hién & mot s6 don vi nghién
cttu nhu Vién Kiém nghiém, truong Pai hoc Duge Ha noi, truong Pai hoc Y Duoc
thanh ph6é H6 Chi Minh.... [1-4], [6-13], [15], [16]. Tuy nhién chiing t6i chua thay
cong bo mot két qua nghién ciu nao vé ddnh gid tuong duong sinh hoc cua
metformin ca in vitro va in vivo.

Truong Pai hoc Dugec Ha Noi, trong d6 ¢c6 B0 mon Dugc 1am sang, da va
dang ti€n hanh mot s6 nghién ctiu danh gia sinh kha dung/ twong duong sinh hoc.
Céac nghién ctu chu yéu tap trung vao danh gia so sinh nhiing dang bao ché tac
dung kéo dai (dang bao ch€ hién dai) do truong dai hoc Duoc san xuat véi cac vién
cung cu tao bao ché cua cac hang c6 uy tin trén thi truong, vi du vién theophylin
tdc dung kéo dai cau tao c6t (matrix), ciu tao pellet "boi dan" véi vien Theostat clia
hang Anova, Euphylin cua Laboratoires BYK LA.., vién Nifedipin cau tao cot véi
vién Adalat retard ctia hang Bayer.. [11], [13]. Cac nghién cttu gan day nhat cua bo
mon Duogc 1am sang la danh gia twong duong sinh hoc ctua Rifampicin trong vién
thu6c chong lao c6 dinh liéu va danh gid tuong duong sinh hoc cua vién Omeprazol
san xuét trong nudc, déu nham phuc vu cho cic bénh vién quyét dinh dua vao danh
muc thuéc trong trudng hop mot hoat chat ¢6 nhiéu biét duoc véi gia ca chénh léch.

Nhiéu don vi nghién ctu nhu vién Kiém nghiém, phan vién kiém nghiém
thanh phé H6 Chi Minh, céc trudong dai hoc Y Dugc ciing da tién hanh nhiéu cong
trinh nghién ctu nham dinh luong thudc trong dich sinh hoc. Tuy nhién chiing toi
cling chua thdy phuong phap dinh Iwgng metformin trong huyét tuong nao dugc
cong bo.



3. POI TUONG VA PHUONG PHAP NGHIEN CUU

3.1. POI TUONG NGHIEN CUU
3.1.1. Nguoi tinh nguyén
¢ So luong nguoi tinh nguyén: 18
Ngudi tinh nguyén khoé manh dugc lua chon theo cdc tiéu chudn sau:
e Tiéu chudn lua chon
- Nam gidi, tudi 18 — 25 tudi, can ning 55- 65kg.
- Chi s6 khoi lugng co thé (BMI) tir 18 — 23.
- Nguoi khoé manh binh thuong, dugc xac dinh 1a khoé manh dua trén dit liéu 1am
sang va can lam sang sau:
+ Chtic nang gan (xét nghiém ASAT, ALAT, bilirubin trong méu)
+ Chtc nang than (xét nghiém ure, creatinin trong mau)
+ Cédc xét nghiém huyét hoc (s6 lugng hong cau, s6 lugng bach cau, cong thiic
bach cau, hemoglobin)
+ Glucose mau, HIV, HBsAg
Tdt cd cdc xét nghiém trén déu phdi cho két qud trong gidi han binh thuong, HIV
va HBSAg phdi dm tinh.
- Khong udng ruou hay str dung bat ky loai thudc nao 72h trude khi bat dau va trong
sudt qua trinh nghién ctu.
e Tiéu chudn loai tric:
- Dang méic bénh (man tinh hodc cép tinh).
- C6 tién str di tng thudc.
- Nghién ma tuy, nghién thuoc 14, nghién ruou.
- C6 tién sir mac bénh tim mach, than kinh hoéc noi tiét.
- Tham gia vao bat ctt mot nghién ctiu 1am sang nao trong vong 30 ngay trudc khi
bat dau nghién ciu.
3.1.2. Thuéc nghién ciru
- Ché pham thir: Glucofine 850mg
- Ché phidm d6i chiéu: Glucophage 850mg
Trong dé cuong nghién cttu c¢6 ghi chon ché phdm d6i chiéu 1a Glucophage 850mg
do Lipha Pharmaceutical Industries (Phap) san xuit. Thuc chit day 1a cong ty san
xudt nhuong quyén ctia Merck Santé. Cdc ché pham Glucophage Iuu hanh trén thi



trudng tai thoi diém nghién ctu déu ghi tén nha san xuat 1a Merck Santé. S6 dang ky
luu hanh clia ché phdm doi chi€u trong nghién ciu chinh 1a clia ché phdm da duoc
dé cap t6i trong dé cuong.

Mot sé dac diém cua hai biét duoc ding trong nghién citu

Pic diém Ché pham thiy Ché pham déi chiéu
Hoat chat - Ham luong Metformin 850mg Metformin 850mg
Biét duoc Glucofine Glucophage
Dang bao ché Vién nén bao phim Vién nén bao phim
Cong ty c6 phan XNK vy t€
Nha san xuat X Merck Santé (Phap)
Dong thap (Domesco)
S6 dang ky V154-H12-05 VN-1928-06
S6 16 210907 106951
Ngay san xudt 09/2007 07/2006
Han st dung 09/2010 07/2011

* Pdc diém ciua ché phdm metformin nghién ciru

Céc thudc st dung trong nghién citu nay khong phai 1a nhitng ché pham mdi,
day 1a nhiing thudc dang st dung dié€u tri cho bénh nhan. Céc 16 thu6c cua hai ché
pham dua vao nghién cttu déu c6 phi€u ki€ém nghiém cho thay ca hai ché pham déu
dat tiéu chuin vé dinh lugng, do dong déu khaoi luong, do hoa tan theo tiéu chuéin
qui dinh ctia duoc dién (phu luc 8).

3.2. Vat liéu va phuong tién nghién ciru:
3.2.1. May moc thiét bi

- Hé thong mdy sac ky 1ong hiéu nang cao Agilent 1100 series

- MaAy li tam: Hettich EBA20

- May lic siéu am: Bandelin SONOREX

- Can phan tich: Presia XT220A (Thuy Sy) v6i do chinh x4c 0,1mg

- T lanh sau - 40°C: Sanyo

- May do pH510: CyberScan (EUTECH).

- Cac dung cu thi nghiém khac: May loc, pipet tu dong, pipet thuy tinh chinh
xac, cac dung cu thuy tinh thi nghiém.
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3.2.2.

Hoa chat thi nghiém:

Metformin (Chat d6i chi€u quoc gia, Vién kiém nghiém thudc trung wong )
Acetonitril (dung cho HPLC, Merck, Dtic)

Methanol (dung cho HPLC, VRM International )

NaOH (loai tinh khiét phan tich, Merck, Dc)

Kali dihydrophosphat (loai tinh khiét phan tich, Merck, Dic)
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3.3. PHUONG PHAP NGHIEN CUU
3.3.1 Xay dung va thim dinh phuong phap dinh lugng metformin trong huyét
tuong
3.3.1.1. Xdy dung phuong phap
C6 nhiéu phuong phdp dinh luong metformin trong huyét tuong, chiing toi
chon phuong phép sac ky long hiéu nang cao (HPLC) do phuong phdp nay c6 do
chinh xac cao, thoi gian phan tich hgp ly va chi phi chdp nhan dugc. Phuong phap
xUr Iy mau huyét tuong va chuong trinh sac ky duoc nghién cttu nhu sau:
»  Phuong phdp xit [y mdu: Tham khdo cac tai liéu va nghién ctu da cong bo, tién
hanh khao sat cac phuong phap chiét tach metformin tir huyét tuong.
»  Chuong trinh sdc ky
Khao sat phuong phdp phan tich trén hé thong sic ky HPLC Agilent 1100
series voi cdc diéu kién sic ky khdc nhau vé cot sic ky, pha dong, luu lugng
dong, thé tich tiém, budc séng hip thu cuc dai dé phan tich. Tir két qua khdo
sat, chon nhitng diéu kién sic ky thich hop dé tién hanh dinh luong metformin
trong huy€t tuong nguoi tinh nguyén.
3.3.1.2. Thdm dinh phuong phdp
Thiam dinh phuong phéap phan tich da lua chon theo céc tiéu chuin vé thim
dinh phuong phap phan tich trong dich sinh hoc. [24]
Tién hanh thim dinh phuong phdp dua trén cdc mau :
+ MAu chuén:
Dung dich chuén goc: 3,2 mg/ml
Dung dich chuén lam viéc : 64 pg/ml
Maiu chuén: Pha dung dich chu4n 1am viéc v6i huyét tuong trang dé thu dugc
cac miu chudn c6 néng do metformin tir 1/20 hodc 1/40 C,,, (miu LLOQ); t6i
khoang 2 -3 lan C,,,, (mau ULOQ).
+ Mau trang: Huyét tuong trang khong chita metformin.
+ Mau thir: Huyét tuong ngudi tinh nguyén sau khi uéng vién metformin 850mg.
+ MAu QC: Chuén bi twong tu nhu cdc miu chuan. Mau QC chuén bi tir dung dich
chudn goc doc lap véi dung dich chuidn goc dé pha méau chuin. Theo quy dinh clia
huéng dan, mau QC gém 3 loai & 3 néng do khéc nhau.
Mau LQC c6 néng do = 3 1an noéng do mau LLOQ.
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Mau MQC c6 nong do = 50-80% nong do Cmax.
Mau HQC ¢6 nong do = 60-80% nong do mau ULOQ.
% Tinh ddc hiéu - chon loc cua phuong phdp:

XU 1y mau theo qui trinh duoc lya chon. Tién hanh sac ky v6i cdc mau (miu
tring, miu chudn va mau tht).

Quy trinh phan tich phai dam bao c¢6 kha nang phat hién va phan biét
metformin véi céc tap chat c6 trong miu. Pdp ing clia mAu trang tai thoi diém trung
v6i thoi gian luu chia metformin khong vuot qud 20% dap tng cia miu chuan.

% DPuong chudn va khodng tuyén tinh

Tién hanh phan tich cac mau chuin metformin trong huyét twong tir 1/20 hoic
1/40 cua gia tri C,,, du kién (tham khao trong céc tai liéu da duoc cong bo) téi
khoang 2 lan noéng do C,,,. Tu ddp ung pic cia metformin va nong do tuong tng,
xay dung phuong trinh héi quy va hé s6 tuyén tinh. Dudng chuén phdi c6 hé s
tuong quan 16n hon 0,98 va it nhat 75% s6 diém cta dudng chuin bao gom ca mau
nong do thap nhat va ndng do cao nhat phai ¢6 do ding nam trong khoang tir 85 dén
115%, rieng diém thap nhat ctia dudng chuéin cho phép sai s6 khong qué 20%.

% Gidi han dinh luong duoi (LLOQ)

Tién hanh sic ky cidc miu tring va miu chuin c6 néng do bang 1/30 - 1/10
noéng do C,,.. Ghi lai d4p tng pic clia miu tring va mau chuén.

Néng do duge coi 1a LLOQ néu trén sic ky d6 miu chuén & noéng do d6 cho
pic metformin tach biét véi céc pic tap, c6 do dung trong khoang 80 - 120%, do lap
lai v6i RSD nho hon 20%, ddp tng pic metformin 16n hon 5 1an ddp ung ctia mau
trang.

s Do diing - dé chinh xdc trong ngay va khdc ngay.

- Do ddng: Tién hanh sac ky cdc 16 mau QC bao gém LQC, MQC, HQC, mbi 16
gom it nhdt 5 mau doc 1ap c6 cung nong do. Xac dinh két qua dinh lugng ciac mau
QC theo dudng chuin pha trong huyét tuong trang, tién hanh trong cung diéu kién.
Xéc dinh do ding clia phuong phéap biang cach so sdnh gi4 tri trung binh cla céc 14n
dinh luong ctia moi ndng do véi gia tri thuc c6 trong mau. Do ding tai mdi néng do
phai nam trong khoang 85 - 115%.

- Do chinh x4c trong ngay: X4c dinh do léch chuin twong doi (RSD) gifta cdc lan
dinh lugng cua moéi nong do duge phan tich trong cung ngay. Gid tri RSD phai
khong qua 15%.
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- Do chinh x4c gilta ngay: Tuong tu nhu khi x4ac dinh do chinh x4c trong ngay. Tinh
RSD cua két qua dinh lugng cho médi mau QC trong it nhit 3 ngay phéan tich. RSD
phai khong qua 15%.

s Do timlai

Tién hanh sic ky cac mau LQC, MQC va HQC theo qui trinh da xay dung.
Song song tién hanh dinh lugng véi cac mau chuin pha trong pha dong c6 nong do
twong ting. Xac dinh do tim lai bang cdch so sdnh két qua dinh lugng metformin
trong cdc miu QC c6 qua chiét tdch so v6i néng do metformin trong miu chuin pha
trong pha dong.

Do tim lai can khong qua 110% va khong thap hon 30%. RSD cua gia tri do
tim lai tai cdc nong do khong quéa 15% va do tim lai trung binh tai cdc nong do khac
nhau khong qué 15%.

% D¢ on dinh ciia mdu thii:
+ Do 6n dinh ctia metformin trong huyét twong:

Xac dinh do 6n dinh ctia metformin sau 3 chu ky dong - ra dong; trong qué
trinh xr Iy mau va trong qua trinh bao quan dai ngay trén cac mau LQC va HQC.
+ Do 6n dinh sau ba chu ky dong- ra dong:

Bdo quan cac méiu & cac nhiét do -35°C trong 24 gio, 14y ra dé tan & nhiét do
phong. Sau khi da tan chay hoan toan, dé mau tr& lai dong lanh trong 12 - 24 gio.
Lap lai chu ky dong ra dong 2 1an nita. Tién hanh phan tich mau sau l1an ra dong thi
3. Két qua dinh lugng metformin c6 trong mau sau 3 chu ky dong - ra dong phai
tuong duong véi lugng metformin ¢6 trong mau phan tich ngay sau khi ra dong.

+ Do 6n dinh trong qu4 trinh x{r Iy miu:

So sanh nong do metformin c6 trong mau dugc chiét tich ngay sau khi ra dong
va trong miu c6 ndng do tuong tng duoc chiét tach sau khi rd dong va dé & nhiét do
phong thém 4 gio. Két qua phai sai khac khong c6 y nghia thong ké.

+ Do 6n dinh dai ngay:

Bao quan mau trong diéu kién -35°C. Phan tich x4dc dinh néng do metformin
trong céc mau tai thoi diém ban ddu va sau 30 ngay bao quan (1a khoang thoi gian
phit hgp dé€ phan tich hét s6 mau huyét tuong ngudi tinh nguyén). So sdanh két qua tai
hai thoi diém nay phai khdc nhau khong c6 y nghia thong keé.

3.3.2. Nghién citu danh gia tuong duong sinh hoc ciia ché pham metformin san

xuat trong nudc
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3.3.2.1. Thiét ké nghién citu:

Thiét k& nghién ctu ngau nhién, don li€u, chéo doi, hai giai doan trén nguoi
tinh nguyén.
Thiét ké nghién ctru ngdau nhién:
- 18 ngudi tinh nguyén duoc ma hoa tir A dén T.
- Chia ngau nhién 18 nguoi tinh nguyén thanh 2 nhém, nhém 1 va nhém 2.
- Sau khi c6 két qua chia nhém, lén danh sich mo6i nhém theo ma ngudi tinh
nguyén.
Thiét ké nghién citu chéo doi, hai giai doan:

Mobi nguoi tinh nguyén déu trai qua 2 giai doan, cdch nhau 1 tuidn, mdi giai
doan uong mot trong hai thuoc sau:
- Vién nén metformin 850 mg (biét duoc Glucofine do Domesco san xuat).
- Vién nén metformin 850 mg (biét dugc Glucophage do Merck Santé san xudt).
Trinh tu cac giai doan thir nghiém ctia cac nhém nhu sau:

Giai doan I ERErE—— II
. . Nghi gitra hai
Nhoém 1 Glucofine 850 mg . Glucophage 850 mg
GD (1 tuan) i
Nhoém 2 Glucophage 850 mg Glucofine 850 mg

3.3.2.2. Cho nguoi tinh nguyén uong thuoc, ldy mau mau:
» Uéng thudc

- Nguodi tinh nguyén phai nhin an tr 20h t6i hom trudc ngay l1ay mau.

- Ngay 1dy mau, ngudi tinh nguyén dugc cho udng thudc trong khoang 6-7h sing,
uong thudc véi 200 ml nude tinh khiét dong chai.

- Sau khi uong thuéc, nguoi tinh nguyén s€ duoc cho uong khoang 100ml dung dich
glucose 10% vao céc thoi diém 0,5; 1,5; 2; 2.5; 3,5 va 5h.

- Nguoi tinh nguyén dugc udéng nudc tinh khiét dong chai tuy theo nhu cau (trir
trong khoang 1h truéc va 1h sau khi uéng thudc), duge an trua Sh sau va an toi
12h sau khi uéng thudc. Nguoi tinh nguyén duoc di lai trong thoi gian 14y mau,
nhung khong dugc hoat dong thé Iuc manh.

- Trong sudt thoi gian nghién ctru, nguoi tinh nguyén khong duogc dung thém bat ca
loai thudc nao khac.

- Cho uo6ng thudc va giam sat viéc uéng thudc 1a nguoi cia nhém nghién ciu.

» Ldy va xit ly mau mau:
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- Lich 14y m4u mdu: Du kién ban dau, méi ngudi tinh nguyén dugc 14y méau 14 diém
tai cdc thoi di€ém trude khi uéng (0 h) va 0.5, 1.0, 1.5, 2.0, 2.5, 3.0, 3.5, 4.0, 5.0,
6.0, 8.0, 12.0 va 24.0 h sau khi uéng metformin. Tuy nhién sau khi khao st so bo
thady AUC,,, dat trén 80% AUC,,,, ching toi quyét dinh chi 1dy mau 13 thoi
diém, két thuc tai 12.0 h sau khi uong thudc.

- S6 lugng mau mdi miu: 3 ml mau tinh mach.

- X{r Iy mAu m4u thu duoc: miu mau duoc chuyén vao 6ng nghiém da trang heparin
dé chong dong. Trong vong 15 phiit sau khi 1ay, mau dugc ly tam trong 15 phiit
vé6i toc do 6000 vong/phut dé tach huyét twong. Huyét twong tach ra cho vao ong
nghiém, nit kin, ddn nhin c6 ma hod mau, bdo quan - 35°C cho dén khi dinh
luong.

- Viéc kham 1am sang, xét nghiém, udng thudc, 18y mau mau dugc thuc hién tai
Bénh vién Viét Nam — Cuba trong thang 10 nam 2007: Lay mau, theo doi stc
khoé nguoi tinh nguyén va xu tri cap ctu cac tinh huong bat thuong trong qua
trinh thir nghiém do bac si va y ta khoa Noi ciia bénh vién dam nhan. Céc tac dung
bét 1gi clia thudc (ADE) va céac bién phap xt tri can thiét duoc ghi nhan. Nguoi
ctia nhom nghién ctu ¢6 trach nhiém giam sat viéc 18y mau va tién hanh xt 1y
mau mau sau khi 14y.

3.3.2.3. Phdn tich dinh luong nong do metformin bang phuong phdip HPLC

St dung phuong phéap dinh lugng metformin huyét tuong da duoc xay dung va
thim dinh dé€ dinh lugng metformin trong cdc méu huyét twong ctia ngudi tinh

nguyén. Phan tich miu dugc tién hanh ngay sau khi 18y d cdc mau, trong thang 10-

11 nam 2007.

3.3.2.4. Phdn tich duoc dong hoc va ddinh gid tuong duong sinh hoc cua vién

Glucofine:
- Tix néng do do duogc, xay dung dudng cong nong do - thoi gian chia mdi ché pham.
- X4c dinh c4c thong s6 duoc dong hoc clia méi dang ché phdm
+ C,..x - NOng do toi da cua metformin trong huyét tuong
+ T, - Thoi gian dat C_
+ AUC, ;, - Dién tich duéi dudong cong néng do thoi gian tir thoi diém 0 dén
12 gio (thoi diém 14y miu mdu cudi cling ), theo qui tic hinh thang:

t — L
AUC, ,= Clz.tl {Z (C, +c:m;.(ti+1 t.)]
i—2
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+ AUC ., dién tich dudi dudng cong nong do thoi gian tir thoi diém 0 dén

vO cung, tinh theo cong thiic:

C t - (Ci+Cy)(tu-t)), C
AUC g jpp = 121 +[Z 12 : +/~t_t
i

z

+ Thoi gian bén thi T, = L%ZZ
(A,: hing s6 toc do thai trir)
Hai thong s6 C,,,,, Tpax 18y truc ti€p tr s6 liéu cua thuc nghiém. Cac thong s6 con lai
dugc xédc dinh nho phan mém Kinetica 4.4.
- Banh gia tuong duong sinh hoc:

Thong qua so sanh cac thong s6 duge dong hoc chinh 1a C,,,, AUC,_,, AUC,.
¢ cua thudc thlr véi thuée doi chi€u. Phan tich phuong sai (ANOVA), xac dinh
khoang tin cay (CI) 90% cta su sai khéc giita hai gia tri trung binh ctia hai ché phim
nghién cttu. Céc thong s6 trén dugc chuyén logarith tu nhién. Khoang tin cay 90%
cta ty 1& gia tri trung binh cidc thong s6 dugc dong hoc gilta vién Glucofine va
Glucophage tinh theo cong thiic sau:

2
_ 100 x e,uGIuconfine ~ HGlucophage it(O,l;n)X szm

Glucofine /Glucophage —

Cl

Véi:

- 1 1a gid tri trung binh clia thong s6 da chuyén logarith.

- to.1. n — tra tr bang Student t-test vdi bac tu do n va mic y nghia 0,1.

- S— Can bac 2 cua binh phuong sai so trung binh thu dugc tr két qua phan tich

phuong sai cua thiét k& chéo doi, don liéu.

- N — S6 nguoi tinh nguyén.

Két luan ché pham dat twong duong sinh hoc néu khoang tin cay 90% cua ty lé
céc gid tri trung binh cta C,,,, AUC, ;,, AUC,,; gilta 2 ch&€ pham nim trong giGi
han 80% — 125%.
3.3.2.5. Thong qua héi dong dao ditc
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Dé dam bdo van dé dao dic trong nghién cttu Y- sinh hoc, toan bo noi dung dé
tai bao gébm dé cuong nghién ctiu va cdc biéu miu lién quan da dugc nhém nghién
cttu va nha tai tro dé trinh 1én hoi dong dao diic theo ding cac qui dinh va hudng
dan vé GCP. Nghién citu dugc tién hanh sau khi da duoc hoi dong dao diic xem xét
va chap nhan ngay 20 thang 10 nam 2006 (phu luc 7).
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4. KET QUA NGHIEN CUU VA BAN LUAN

4.1. XAY DUNG VA THAM PINH PHUONG PHAP PHAN TICH METFORMIN
TRONG HUYET TUONG
4.1.1. Xay dung phuong phap phan tich metformin trong huyét tuong
- X1t Iy mdu: chon phuong phdp tia protein huyét tuong. Cdc dung moi duoc nghién
citu dé tua protein bao gom:
+ Acid trichloroacetic 5%, tiéu chudn HPLC
+ Acetonitril tinh khiét, tieu chuain HPLC
Nghién cttu trén cac dung moi thay, acetonitril c6 kha nang két tia protein dudi
dang tia bong, khi li tam dé dang tdch duoc dich chiét.
Lay 1 ml huyét tuong, thém 1,5 ml acetonitril, 1ic bing may lac trong 2 phuit.
Sau d6 li tam trong 15 phiit, toc d6 6000 vong/phiit. Dich li tam dugc loc qua mang
loc 0,45 um 16i dugc tiém vao cot sic ki.
- Chuong trinh sdc ky
»  Xdc dinh cot sdc ky:

Khao sat cac cot:

Cot siac ky Zorbax SB-C18 (sir dung phuong phép tao cap ion).

Cot CN (Zorbax SB-CN, Cot VertiSep UPS CN HPLCO).

Két qua: Dua vao tinh thuan tién cta phuong phap, thoi gian luu, hinh dang pic
va kha nang tach clia metformin ching toi lua chon cot VertiSep UPS CN HPLC
(4,6x150mm, kich thuéc hat Spm)

» Xdc dinh pha dong:
Str dung hé pha dong gdbm dém phosphat va acetonitril véi pH dém va ty 1¢ pha

dong khic nhau, ching t6i lua chon dugc pha dong la acetonitril:dém phosphat pH
6,0 ty 1&¢ 70:30. Hé pha dong nay dam bao tach tot metformin, hinh dang pic dep va
thoi gian Iuu hgp 1y (khoang 9 phiit). Nong do dém chiing toi lya chon 1a 0,05M dua
trén co s& cac tham khao cac nghién ctu trude do [19], [34].

» Lua chon budc song phat hién

Dua trén céc tai liéu da cong bo két hop véi quét phd hap thu tir ngoai, chiing
to1 lya chon bude song phu hop cho phuong phép dinh luong 1a 234 nm.
»  Xdc dinh luu luong dong:
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Khao sat su thay déi luu lugng dong tr 0,5-1,5 ml/phit, chiing toi Iva chon
duoc luu lugng dong 1 ml/phit dé pic tach tot va thoi gian luu hgp 1y (khoang 9
phut).

Tur cdc két qua nghién citu trén, chiing toi da lua chon dugc cdc diéu kién sic
ky nhu sau:

- Pha tinh: Cot VertiSep UPS CN HPLC (4,6x150mm, kich thuéc hat Sum).

- Pha dong: ACN : bém phosphat pH 6,0 (0,05M) = 70:30

- Detector UV buéc séng 234 nm

- Thé tich tiém mau: 60 pl

- Luu lwgng dong: 1ml/phut

- Thoi gian phan tich cho 1 mau 1a: 12 phat

Chuong trinh sac ky trén cho phép tich pic metformin ra khoi cac pic tap huyét
tuong, pic thu dugc ¢6 hinh dang can do6i, nhon. Thoi gian phan tich 12 phit/mau la
thuan lgi dé c6 thé dinh lugng nhiéu miu trong ciing mot ngay, phu hgp cho nghién
ctru twong duong sinh hoc ¢6 s6 luong mau can phan tich rét 16n.

4.1.2. Tham dinh phuong phap phan tich Metformin trong huyét tuong
Cac tiéu chuan theo FDA dugc tham dinh bao gém:
4.1.2.1. Do chon loc.

Phan tich cac méu trang, mau chudn (néng do 2400 ng/ml) va mau thir dugc
chuén bi nhu trén. K&t quéa phan tich cho két qua cdc sic dé nhu sau:
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Hinh 4.2: Sic d6 mau huyét tuong c6 metformin (v6i nong do 2400 ng/ml)
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Hinh 4.3: Sidc d6 mau huyét tuong nguoi tinh nguyén
trudc khi uéng thuoc
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Hinh 4.4: Sic do mau huyét tuong nguoi tinh nguyén
tai thoi diém 4 gio sau khi uéng thuoc(1639ng/ml).
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Trén sic d6 mau chudn (hinh 4.2) xudt hién mot pic c6 thoi gian luu khoang 8,8
phiit, x4c dinh 12 metformin. Mau trang khong c6 pic tai vi tri nay (hinh 4.1). Sac d6
mAu huyét twong clia ngudi tinh nguyén truée khi uéng thudc tai thoi diém khoang 8
va 9 phut khong xuét hién cac pic trung thoi gian luu véi pic metformin (hinh 4.3),
nhung sau khi uong thudc (hinh 4.4) thay c6 xuat hién pic tai thoi diém 8,7 phut.
Thoi gian luu cla pic xuat hién trong mau thir tring véi thoi gian luu ctia metformin
trong mau chuin. Nhu vay phuong phap phan tich di dam bao nhan dién, phan biét
duoc metformin va khong bi anh hudng boi céac tap chat c6 trong huyét tuong, c6 do
chon loc- dac hiéu tot.

4.1.2.2. Do tuyén tinh:

Phan tich cdc miu chuin metformin trong huyét tuong c6 néng do 50, 100,
200, 400, 800, 1600, 2400, 3200 ng/ml theo quy trinh da xay dung. Xic dinh su
tuong quan gitta nong do metformin trong huyét twong va ty 1é dién tich pic
metformin do dugc. Két qua nhu sau:

Bang 4.1: Su phu thugc giita dién tich pic va nong do
metformin chuin pha trong huyét tuong

Nong do thuc
50 100 200 400 | 800 | 1600 | 2400 | 3200
(ng/ml)
Dién tich
' 11,44 | 16,58 | 25,80 | 50,22 99,50 | 178,59 | 259,72 | 349,41
(mAU.s)
400
350 -
300 -
=
~ 250 A
5
o 200 -
:g 150 | y= 0.12067X +7.2144
= R? = 0.9994
100 A
50 +
O T T T
0 1000 2000 3000 4000
Néng dd (ng/ml)

23




Hinh 4.5: Su phu thugéc giira dién tich pic vao nong dé dung dich metformin

Két qua cho thdy nong do cua metformin trong huyét tuong cé tuong quan
tuyén tinh vé6i ddp ting (dién tich pic) trong khoang tir 50 - 3200 ng/ml (dudng chuén
c6 hé s6 tuong quan R=0,9997). Phuong trinh hoi quy 1a y = 0,1067x + 7,2144.

4.1.2.3. Gioi han dinh luong duoi (LLOQ)

Phan tich cdc mau tring vd miu chuén c6 nong do thdp nhat trong khoang
tuyén tinh (50 ng/ml). Xéc dinh ddp tng pic cia miu chudn, méu tréng. Tinh néng
do metformin trong méiu chuén tir dién tich pic metformin va dudng chuén, tir d6
xac dinh do ding bang cach so sdnh vdi gia tri thuc c6 trong mau. Két qua xac dinh
gia tri LLOQ cua phuong phap dugc trinh bay trong bang 4.2.

Bang 4.2. Két qua xac dinh giéi han dinh lugng duéi (LLOQ)

Pap ing cia | Ham Po ding so
Mau STT | mau chuin so | luong | véinong do Théng ké
v6i mau trang | (ng/ml) thue(%)
1 >5 lan 50,50 101,00
2 > 5 lan
o i B e R s
(50 ng/ml) 4 > 5 lan 56,39 112’78 5D =6,07
. ’ ’ RSD =11,53
5 >5 lan 49,16 98,32
6 >5 lan 58,45 116,90

Két qua trong bang trén cho thiy ring d4p ting clia mau chuén tai khoang thoi
gian luu ctia metformin (n6ng do 50 ng/mL) cao gap trén 5 lan d4p Gng mau trang.
Tinh néng do6 metformin trong mau chuin dwa vao dudng chuin 1am trong ngdy,
thady do ding so véi nong do thuc 1a tir 86 t6i 117% va do lap lai sau 6 1an phan tich
RSD 1a 11,53%. Nhu vay miu chuin chita metformin c6 nong do 50 ng/ml ddp ting
yéu cau la gi6i han dinh luong dudi cua phuong phap phan tich dich sinh hoc. Gia tri
LLOQ cua phuong phap dugc xac dinh la 50 ng/ml.

4.1.2.4. Do dung, do chinh xdc

s D¢ ding , do chinh xdc trong ngay
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Tién hanh phan tich vé6i cac mau LQC (200ng/ml), MQC (1600ng/ml) va HQC
(2400ng/ml). Mdi loai mau QC lam 6 mau doc 1ap ciing nong do, thu dugc két qua

nhu sau:

Bang 4.3: Két qua khao sat d¢ ding, do chinh xac trong ngay

- . Do diang so voi , X
Mau STT | Ham luong . Thong ké
nong do thuc(%)
1 204,14 102,07
e
’ ’ SD =1,78
(200 ng/ml) 4 200,92 100,46
RSD =1,74%
5 210,23 105,12
6 206,76 103,38
1 1620,18 101,26
woc 3 i | im0
’ ’ SD = 3,32
(1600 ng/ml) 4 1754,49 109,66
RSD = 3,09%
5 1735,43 108,46
6 1771,24 110,70
1 2774,98 115,02
2 2679,95 111,66
HQC 3 2604,57 108,52 T. Binh = 110,25%
(2400 ng/ml)| 4 2551,76 106,32 SD = 3,26
5 2672,26 111,34 RSD =2,95%
6 2606,65 108,61

Két qua khao sat cho thiy phuong phap dinh lugng cé do ding tot (tur 102,27-
110,35%), d6 1éch nam trong giGi han cho phép (= 15%); do lap lai trong ngay véi
gia tri RSD nho (1,74-3,09%), ddp tng yéu ciu vé do ding, chinh xdc clia phuong
phép phan tich trong dich sinh hoc.

s D¢ ding va do chinh xdc khdc ngay

Tién hanh phan tich cic LQC, MQC, HQC duogc chuén bi tuong tu nhu xdc
dinh do ding , do chinh xac trong ngay theo phuong phap da xay dung, moi ndng do
lam 6 mau doc 1ap, trong 5 ngay lién ti€p. Xac dinh nong do metformin trong cac

25



méiu QC duva vao dudng chudn ti€n hanh song song trong ting ngay. Két qua xdc

dinh do ding, do chinh xac khac ngay cua phuong phap dugce trinh bay & bang sau:

Bang 4.4: Két qua khao sat do ding, do chinh xac khac ngay

LQC (200ng/ml) MQC(1600ng/ml) HQC(2400ng/ml)
Po Po Po
Ham luong ) Ham luong ., Ham luong .
dang duang dang
(ng/ml) (ng/ml) (ng/ml)
(%) (%) (%)
Trung binh 220,06 110,03 1756,83 109,80 2716,00 113,17
SD 15,78 7,89 55,97 3,50 115,79 4,82
RSD% 717 3,19 4,26

Két qua thuc nghiém cho thdy & ca ba nong do (200, 1600, 2400 ng/ml),
phuong phap déu cho do ding nam trong khoang gidi han cho phép (85-115%) va
do6 chinh xac khac ngay véi gid tri RSD nho hon 10% (3,19-7,17%) chiing to
phuong phap dugc nghién ctu c¢6 do ding, do chinh xac cao, dap tng yéu cau doi

v6i phuong phdp phan tich trong dich sinh hoc.

4.1.2.4. D6 tim lai

Chuén bi cdc miu LQC, MQC, HQC va cac mau chuin c6 néng do tuong ting

1a 200, 1600, va 2400 ng/ml pha trong pha dong. Xu 1y cdc mau metformin pha

trong huyét tuong theo phuong phdp da xay dung va sic ky xac dinh néng do

metformin. Song song dinh Iuong cdc miu chuin metformin pha trong pha dong.

Xdéc dinh do tim lai bang cach so sdnh két qua lugng metformin ciia méu QC ¢ qua

chiét tdch v miu chuin khong qua chiét tach (pha trong pha dong). Két qua duoc

trinh bay trong bang sau.

Bang 4.5. Két qua xac dinh d¢ tim lai

26




Mau LQC(200ng/ml) Mau MQC(1600ng/ml) Mau HQC(2400ng/ml)
STT | MET/ | MET/ | D¢ tim | MET/ | MET/| P¢tim | MET/ | MET/ | Po tim
HT PD lai (%) HT Pb lai (%) HT Pb lai (%)
1 19,7 18,6 105,9 164,5 | 173,8 94,6 239 262,2 91,2
2 19,2 19,8 97,0 165,1 | 166,4 99,2 2714 | 261,44 103,8
3 19,9 20,9 95,2 155,8 | 176,6 88,2 284,3 | 266,9 106,5
4 19,8 20,7 95,7 1548 | 171,3 90,4 268,4 | 269,1 99,7
5 19,6 21 93,3 157,1 | 173,5 90,5 258,8 | 2624 98,6
6 20,6 21,6 95,4 156 | 1682 92,7 250,1 | 255,8 97,8
Trung binh 97.1 92,6 99,6
SD 4,5 3,9 5,3
RSD (%) 4,6 4,2 53

Két qua cho thdy & ca ba nong do 200, 1600, va 2400 ng/ml, phuong phap déu
cho do tim lai cao (tir 92,6 tGi 99,6%); do lap lai t6t (RSD nho hon 10%), va do tim
lai tai cac nong do chénh léch nhau duégi 10%. Do vay, phuong phdp x{r Iy mau da
xay dung 1a phit hop dé chiét tdch metformin tir huyét tuong ngudi tinh nguyén.

4.1.2.5. Do on dinh ciia mdu trong huyét tuong

% D¢ on dinh sau 3 chu ky dong — rd dong
Tién hanh pha cdc mau LQC va HQC sau d6 xt Iy va chay sac ky theo diéu
kién da chon. Xdc dinh néng do metformin trong c4dc mau tir dudng chuén tién hanh
song song trong ngay. Két qua xac dinh nong d6 metformin trong cdc mau LQC,
HQC sau 3 chu ky dong — ra dong va cadc mau ti€n hanh phan tich ngay sau khi ra
dong duoc trinh bay trong bang 4.6

Bang 4.6: Két qua khao sat d¢ 6n dinh
sau 3 chu ki dong-ra dong cua huyét tuong
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Két qua dinh lugng MET (ng/ml)

. Mau LQC(200ng/ml) Mau HQC(2400ng/ml)
Giai doan STT ) _ \ _
Nong do Thong ké Nong do Thong ké
(ng/ml) (ng/ml)
1 212,27 2507,79
Phan tich 2 227,06 TB = 218,19 2588,68 TB = 2539,96
ngay ban dau | 3 221,26 SD =17,29 2523,09 SD = 35,09
4 212,16 2540,27
1 205,39 2389,17
Sau 3 chu ky TB = 206,78 TB = 2520,25
X . 2 217,71 2580,38
dong - ra SD =17,80 SD = 88,51
3 199,24 256547
dong P=0,076 P =0,693
4 204,76 2545,96

Két qua P > 0,05 cho thdy mau huyét tuong 6n dinh qua 3 chu ky dong — ra dong.

< Do on dinh trong qud trinh xi ly mdu

DPanh gid do 6n dinh trong qué trinh x{t Iy mau trén cdc miu LQC, HQC. So

sanh nong do metformin trong cac mau LQC va HQC xur Iy mau theo quy trinh Iua

chon ngay sau khi tan chdy hoan toan & nhiét do phong va cac mau LQC va HQC dé

thém 4 gio sau khi tan chay hoan toan & nhiét do phong. Két qua nghién ctu trinh

bay & bang 4.7

Bang 4.7: Két qua khao sat d¢ on dinh trong qua trinh xir li mau

Két qua dinh luong MET (ng/ml)
Giaidoan | STT | Mau LQC(200ng/ml) | Mau HQC(2400ng/ml)
Nong do | Thong ké Nong do Thong ké
1| 21227 2507,79
Méu duoe xirly | 2 | 227,06 | TB=218,19 | 258868 | TB=2539,96
ngay 3 | 22126 | SD=7,29 | 252309 | SD=3509
4| 212,16 254027
Maudugexitly | 1| 2037 | o 5aias 202 | igassie7
saudgivsan | 2 | 25523 ’ 2588.4 ’
hi tamehay 5 |3 21547 SP=1721 [sssi| SD=47.22
) P = 0,209 P =0,697
nhiét do phong | 4 | 22325 248552
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Két qua cho thiy nong do metformin trong mau LQC va HQC duogc x{r 1y mau
ngay theo quy trinh so v6i ndong do metformin trong mau LQC va HQC dugc xtr 1y
mau sau 4 gi¢ sau khi tan chay & nhiét do phong khac nhau khong cé y nghia thong
ké (P> 0,05). Diéu nay cho thdy metformin 6n dinh trong qua trinh xir 1y mau.

% D¢ on dinh dai ngay

DPanh gia do on dinh dai ngay clia metformin trong huyét twong trén cdc miu
LQC va HQC tai thoi diém ban dau va sau 30 ngdy bao quan & —35°C theo quy trinh
da xay dung. Két qua thu dugc trong bang 4.8

Bang 4.8: Két qua khao sat do 6n dinh dai ngay

Giai — Két qua dinh luong metformin (ng/ml)*
doan Mau LQC(200ng/ml) Mau HQC(2400ng/ml)
1 212,27 2507,79
Mau 2 227,06 TB = 218,19 2588,68 TB = 2539,96
ban dau 3 221,26 SD = 7,29 2523,09 SD = 35,09
4 212,16 2540,27
_— ; ;1)22451 TB = 213,17 ji;igj TB = 2528,74
au
. ’ SD =5,78 ’ SD = 35,85
ngay | 3 | 219,33 254631
P=0,321 P=0,672
4 212,34 2568,72

(*): Nong do dugc xac dinh tir dudng chudn mdi ngdy

Két qua cho thdy nong do metformin trong cdc mau huyét tuong LQC va HQC

bao quan & —35°C sau 30 ngdy so v6i nong do metformin trong mau méi pha khéc

biét khong ¢6 y nghia thong ké (P>0,05). Nhu vay metformin 6n dinh trong huyét
tuong trong 30 ngay & diéu kién bao quan - 35°C.

Nhan xét chung
Két qua tham dinh do dac hiéu- chon loc, do ding, do lap lai, khoang tuyén tinh,
gidi han dinh luong dudi, do tim lai va do 6n dinh cho thdy phuong phdp da xay
dung dap Gng cac yéu cau ctia mot phuong phap phan tich trong dich sinh hoc.
Phuong phép c6 thé dp dung dé dinh luong metformin trong mau ngudi tinh nguyén
trong cac nghién ctu danh gia sinh kha dung va tuong duong sinh hoc cua cac ché
pham chita metformin.
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4.2. PANH GIA TUONG PUONG SINH HOC TREN NGUOI TINH
NGUYEN KHOE MANH

Trong phan nay, ching to6i cho nguoi tinh nguyén uéng thudc va 14y mau theo quy
dinh ctia nghién ctiu, sau do ti€n hanh:

- Dinh luong néng d6 metformin trong huyét tuong médi nguoi tinh nguyén tai 13
thoi diém 1y miu theo phuong phap vira xay dung.
- Xéc dinh cac thong s6 dugc dong hoc cua ting ca thé: C,,y Toao Tip AUC) 1,
AUCq -
- Phan tich céc s6 liéu thu dugc, danh gia tuong duong sinh hoc.
4.2.1. Pac diém nguoi tinh nguyén trong mau nghién ciu

Bang 4.9. Mot s6 chi so cua 18 nguoi tinh nguyén

Pac diém Trung binh SD Pham vi
Can nang (kg) 57,00 2,40 55 -64
Chiéu cao (cm) 1,67 0,03 1,60 -1,72
Tubi (nim) 21,61 0,98 19 -24
BMI 20,50 0,90 19,61- 22,23

Nhdn xét:

Tat ca 18 nguoi tinh nguyén dugc chon déu 1a nam gidi, c6 cdc chi s6 huyét
hoc, sinh hod va lam sang déu trong giGi han binh thudng; c6 can nang va chiéu cao
trung binh ctia ngudi Viét nam véi BMI nam trong khoang ngudi binh thudng theo
tiéu chudn cia WHO va tiéu chudn danh cho ngudi chau A (IDI&WPRO) (18,5 —
22.,5).

4.2.2. Nong do metformin trong huyét tuong

Ma hod va trinh tu thtr ctia tirng ngudi tinh nguyén duoc trinh bay ¢ phu luc 3.

Nhu da trinh bay & phan 3.3.2.2, sau khi khao sét so bo thdy AUC, ,, dat trén
80% AUC,,,;, chiing t6i quyét dinh chi 1ay mdu 13 thoi diém, két thiic tai 12 h sau
khi uéng thudc.
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Néng do metformin trong huyét tuong ngudi tinh nguyén khi diing ché pham
thu (Glucofine) dugc trinh bay trong bang 4.10 va ctia ngudi tinh nguyén khi dung
ché pham déi ching (Glucophage) dugc trinh bay trong bang 4.11. Hinh 4.8 1a d6
thi biéu dién néng do thudc theo thoi gian ctia 2 ché€ pham nghién ciu.
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Bang 4.10: Nong do thudc trong huyét tuong (ng/ml) nguoi tinh nguyén

khi dung ché pham thir (Glucofine)

Ma Trinh Thoi diém lay mau (h)
tutha | 0 (05| 1 |1,5| 2 (25| 3 |35 4 5 6 8 12
A | T-R | 0 |3597| - |4020(3670|3135|2469|2064 |1826|1305| 938 | 531 | 185
B | R-T | o | 899|826 (1599|2121| - [2237]|1759|1557|1305| 991 | 578 | 228
C | R-T | o | 641 |1703|2135|2765|2858 (2574|2188 [1862| - |1609|1027| 535
D | R-T | o | - [1554|1533|1749|1653|1697|1625[1509|1153| 856 | 543 | 185
E | T-R | 0 | 500|928 |1463|1744|1917|2208|2230|1909|1538|1408 | 975 | 209
F 1 T-R 10 | 431 [1118]1530(1989|2575|2793|3294 [3166 (2237|1825 | 940 | 460
G | R-T | 0 [1343]1823]2112]2094|2390|2677|3381|2764 2203|1564 | 839 | 245
H | T-R | 0 |1518]1806|1846|2112(2404|2183|2136|2085|1589|1062| 666 | 179
K | R-T | o [1259]1791|2061 |2474|2704|2545|2568 | 1735|1513|1018| 612 | 287
L | T-R | ¢ |1033|1268|1227|1301 | 1411 [1432]1227|1263| 985 | 868 | 570 | 254
M | R-T | o | 674 |1359[1602|1870|2157|2135| 1844|1639 |1221| 857 | 498 | 191
N | T-R | 0 |1149|1863|2200|2526 | 2487 [2252(1900 | 1831|1433 |1122| 647 | 277
O | R-T | o |414 |1456 (2375|2369 (270528202801 (2708|2239 |1712| 926 | 327
P 1 T-R | 0 | 561|868 |1281[1493|1601|1638|1720[1956|1930(1094| 699 | 200
Q | R-T | 0 | 794 |1114]1134|1195|1412|1490|1399 | 1418|1078 | 731 | 490 | 188
RO|R-T | o | 780 |1198[1362(1399 1383|1341 |1571|1346| 998 | 807 | 494 | 209
S | T-R | o | 827 [1482]1987(2450|2900 3065|2708 |2501 |2248 | 1426| 783 | 376
T | T-R | o |1838(2192(2143[2754|2754 (2452|2229 |1872|1439| 975 | 700 | 274
TB 0 11074]1432(1867 2115|2261 [2223|2147 [1941|1554|1159| 695 | 267
SD 0 1763|396 | 657 | 617 | 586 | 515 | 608 | 525 | 452 | 340 | 178 | 101
CV% NAL 71 | 28 | 35 | 29 | 26 | 23 | 28 | 27 | 29 | 29 | 26 | 38

Ghi chii : (-) mdu mdu bi hong trong qud trinh ldy mdu, khong ¢6 mdu dé xdc

dinh nong do
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Bang 4.11: Nong do thuoc trong huyét tuong (ng/ml) nguoi tinh nguyén
khi dung thuoc doi chiing (Glucophage)
Ma Trinh Thoi diém lay mau (h)
tuthe | 0 (05| 1 |1,5| 2 |25 3 |35 4 5 6 8 | 12
A T-R 0 |1624(3155(3541|4402|3680|3118|2590(2225(1492(1004 | 499 | 128
B R-T | 0 | 652 |1429({2014(2457|2840|2732(2496|2270|1751[1201| 576 | 213
C R-T | 0 | 676 [1707|1882|1887(2248|2151|1960 (1847 (1493|1091 660 | 199
D R-T | 0 |1252]1640(1520(1675]|19822074 (2034 (1795|1440 986 | 660 | 220
E T-R 0 2050 - [2356(2957(2928(2661|2656|2431(1787|1073| 592 | 155
F T-R 0 [1994(2751|4311|4720(3291 (3469|2966|2450(1754|1016| 475 | 102
G R-T | 0| 73 |1059(1209(1345|1534|1455[1577|1392|1209| 788 | 529 | 185
H T-R | 0 | 727 |1259[1658 (196625272630 |1982|1893|1505[1198| 796 | 298
K R-T | 0 |1220|1574{1774(1804|1491|1279(1128|1088| 959 | 573 | 393 | 223
L T-R 0 |1291(1291(1320|1427|1429 (1661|1783 1745|1228 | 941 | 545 | 243
M R-T | 0 | 149 |1145[1488(2216|2613|2289(1978|1979| - |990 | 721 | 236
N T-R | 0 [1170|1951]2592 (3212 (3255|2894 |2836(2746(2333|1820|1239| 766
0] R-T [ 0 |1081]1560(1595| - |1959|1840|1675(1719|1632(1108| 701 | 229
P T-R 0 | 631 | 870 |1328|1444(1924(2101|2363|2286(2173|1884|1453| 629
Q R-T | 0 | 690 |1105({1831(1728|1672|1690|1577|1412|1210| 774 | 393 | 237
R R-T | 0 |1004|1507|1554(1404|1400|1454(1609 (1492|1307 | 887 | 582 | 264
S T-R | 0 |1080]|1493[1817(1856|2444|2463|2468|2308|1793[1168| 805 | 353
T T-R 0 [1122(2274|2746|2804 (2660 (2661|2159|1916(1555|1039| 667 | 267
TB 0 [1027(1634(2030|2312|2327(2257|2102 19441566 |1086| 683 | 275
SD 0 | 533|605 818 |1015| 700 | 619 | 502 | 435 | 351 | 321 | 271 | 166
CV% NA| 52 | 37 | 40 | 44 | 30 | 27 | 24 | 22 | 22 | 30 | 40 | 60

Ghi chii : (-) mdu mdu bi hong trong qud trinh ldy mdu, khong ¢6 mdu dé xdc

dinh nong do
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Hinh 4.6: Do thi biéu dién nong do metformin theo thoi gian
cta Glucophage (trung binh + do léch chudn)
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Hinh 4.7: Do thi biéu dién nong do metformin theo thoi gian

cta Glucofine (trung binh + do léch chudn)
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Hinh 4.8: Do thi biéu dién nong do metformin theo thoi gian
cua 2 ché pham nghién citu

4.2.3. Cac thong s6 dugce dong hoc cuiia 2 ché pham nghién citu

Tir nong d6 metformin trong huyét tuong thu dugc, xac dinh dugc cac thong s6
duoc dong hoc cua ting ca thé: C,,,, T, duoc 14y truc tiép tir s6 liéu thuc nghiém,
xtr 1y bang phan mém Kinetica 4.4 thu dugc céc thong s6 AUC, 5, AUCy s Tp.
Két qua duoc trinh bay trong bang 4.12. va 4.13.
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Bang 4.12: Cac thong so dugc dong hoc

cua nguoi tinh nguyén khi dung thuoc thir (Glucofine)

Thong s6 DPH

Ma Tfinh tu C T AUC,.;, | AUCyip | AUC,,,/AUC,: | AZ | Ty

thit thuge | ™ | T e
(ng/ml) | (h) |(ng.h/ml) |(ng.h/ml) (Y | (h)
A T-R 4020 1,5 17228 17910 96 027 | 2,6
B R-T 2237 3,0 11798 12729 93 0,24 | 2,8
C R-T 2858 2,5 16967 19878 85 0,18 | 3,8
D R-T 1749 2,0 10696 11411 94 0,26 | 2,7
E - 2230 3,5 13505 14181 95 0,33 | 2,1
F - 3294 3,5 17709 19470 91 0,24 | 29
G R-T 3381 3,5 17193 17985 96 0,31 | 2,2
H T-R 2404 2,5 13836 14436 96 0,30 | 2,3
K R-T 2704 2,5 14304 15659 91 0,21 | 3,3
L T-R 1432 3,0 9788 11028 89 0,20 | 34
M R-T 2157 2,5 11280 12041 94 0,25 | 2,8
N T-R 2526 2,0 14008 15164 92 0,23 | 3,0
(0 R-T 2820 3,0 17437 18603 94 0,28 | 2,5
P - 1956 4,0 11844 12558 94 0,29 | 24
Q R-T 1490 3,0 9223 10056 92 0,23 | 3,0
R R-T 1571 3,5 9515 10438 91 0,22 | 3,1
S T-R 3065 3,0 16875 18313 92 0,24 | 29
T T-R 2754 2,0 14959 16020 93 0,25 | 2,8
TB 2480 2,8 13787 14882 93 0,25 | 2,8
SD 708 0,7 2992 3264 3 0,04 | 04
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CV%

29

24

22

22

15

15,5

Bang 4.13: Cac thong so6 dugc dong hoc ctia nguoi tinh nguyén

khi diing thuoc doéi chitng (Glucophage)

Thong s6 DDH
Ma frinh tl:I C T AUC AUC,; Az T

thu thuoc X ax 0-12 O-inf AUCy1,/AUCy ¢ 12
(ng/ml) | (h) | (ng.h/ml) |(ng.h/ml) (Y | (h)

A - 4402 2,0 17197 17569 98 0,34 | 2,0
B R-T 2840 2,5 14494 15181 95 0,30 23
C R-T 2248 2,5 12914 13620 95 0,29 | 24
D R-T 2074 3,0 12572 13422 94 0,26 | 2,7
E T-R 2957 2,0 15926 16409 97 032 2,1
F - 4720 2,0 18162 18428 99 0,38 1,8
G R-T 1577 3,5 9364 10100 93 0,25 | 2,7
H - 2630 3,0 13871 15193 91 0,23 | 3,0
K R-T 1804 2,0 9329 10748 87 0,16 | 45
L - 1783 3,5 11032 12053 92 0,23 | 3,0
M R-T 2613 2,5 12720 13682 93 0,25 2,8
N -R 3255 2,5 21196 25828 82 0,16 | 44
0] R - 1959 2,5 12666 13542 94 0,27 | 2,6
P - 2363 3,5 17411 21075 83 0,18 | 3.9
Q R-T 1831 1,5 10140 11047 92 0,23 | 3,0
R R-T 1609 3,5 10876 12182 89 0,20 34
S T-R 2468 3,5 15029 16800 89 0,20 | 3,5
T T-R 2804 2,0 15121 16301 93 0,23 | 3,1
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TB 2552 2,6 13890 15177 92 0,25 | 3,0
SD 880 0,7 3258 3922 5 0,06 | 0,7
CV% 34 25 23 26 5 25 | 253

Tu két qua trong bang 4.12 va 4.13 cho thay:

- Vién thir Glucofine khi diung & liéu don 850 mg c6 nong do metformin dat cuc dai
trong huyét tuong C,,Ja 2480 ng/ml (SD= 708), tai thodi diém T, 1a 2,8 h
(SD=0,7) trong khi vién chiing Glucophage c6 C,, 1a 2552 ng/ml (SD= 880), tai
thoi diém 12 T, 12 2,6 gid (SD=0,7).

- Vién thir Glucofine c6 dién tich du6i dudng cong tir thdi diém 0 dén thoi diém cudi
cung 14y mau AUC, , 1a 13787 ng.h/ml (SD = 2.992) va dién tich dudi dudng
cong tir thoi diém 0 cho dén khi thudc thai trir hét AUC, ;¢ 1a 14882 ng.h/ml (SD =
3264). Trong khi do, vién ching Glucophage c6 cic gid tri tuong ting 1a AUC,, =

13890 ng.h/ml (SD = 3258) va AUC,.,,= 15177 ng.h/ml (SD = 3922).

- Vién thtr Glucofine c6 thoi gian ban thai trong huyét twong T, = 2,8 h (SD=0,4)

va hing s6 toc do thai trir trong huyét tuong Az = 0,25 h' (SD = 0,04). Trong khi
do, vién chiing Glucophage c6 T,, =3,0 h (SD =0,7) va Az = 0,25 h' (SD = 0,06).

4.2.4. Phan tich cac so liéu thu duogc va danh gia tuong duong sinh hoc

Tir két qua xac dinh cdc thong s6 dugc dong hoc ctia thudc thir va thude doi chiing,

ti€én hanh phan tich thong ké:

X Phdn bé cua cdc thong s6 C.,,,, AUC, ;, AUC,,;,;
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Hinh 4.9 . Do thi biéu dién su dao dong cac thong s6 dugc dong hoc
(trung vi, phan vi 25%, gia tri min-max)
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Bi€u dién mo ta ba thong s6 dugc dong hoc chinh nhu trong hinh 4.9 cho
thdy su sai khéc clia timg thong s6 C,,,,, AUC, ;,, AUC,, giita hai ch€ phdm nghién
ctu 1a khong nhiéu.

% Phdn tich phuong sai va xdc dinh khodng tin cdy 90%

Két qua phan tich thong ké ANOVA danh gid anh hudng cua 4 yéu t6: ché
pham, giai doan, trinh tu tht, ngudi tinh nguyén dén céc gia tri C,,,, AUC, ;,, AUC,.
in¢ duoc trinh bay trong phu luc 2. Tir d6, xac dinh khoang tin cay 90% cua ty 1é cac
gid tri trung binh cua C,,,, AUC, ,, AUC,,, giita 2 ch€ pham. Két qua thu duoc
trinh bay trong bang 4.14.
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Bang 4.14. Khoang tin cay 90% cua ty lé C,,,,, AUC, 15, AUC ¢

(V6i s6 liéu chuyén dang logarith tu nhién)

Thong s6

Duoc dong hoc

Trung binh

(Glucofine/Glucophage)

Khoang tin cay 90%

Gi6i han duéi

Giéi han trén

C,.. 0,9810 86,8% 110,8%
AUC,. 0,9948 89,1% 111,0%
AUC, ., 0,9857 87,5% 111,1%

Nhu vay c6 thé thiy khoang tin cdy 90% cua ty 1& céc gid tri C,,,,, AUC ,,

AUC,,, cia 2 ché phdm déu nam trong khoing 80-125%. Vién nén Glucofine

850mg tuong duong sinh hoc in vivo vé6i vién nén Glucophage 850mg.

4.2.5. Cac tac dung bat loi cua thudc gap trong nghién citu

Cac tac dung bat loi ctia thudc (ADE) gap phai trong qua trinh cho ngudi tinh

nguyén udng thudc vdi timg thude cu thé dugc trinh bay trong bang 4.15.

Bang 4.15: Tac dung bat loi cua thuéc nghién ciru

S6 nguoi tinh nguyén

Tac dung Nhém uong thudc thir Nhoém uong thuoc doi
bat loi (Glucofine) ching (Glucophage)
(n=18) (n=18)
Pau bung kem di
.. 4 3
ngoai
Cam giac kho chiu & { 1

bung

C6 thé thdy tac dung bat loi gap phai khi uéng metformin tuong tu nhau déi véi hai
ché pham nghién cttu. C4c tdc dung trén déu thodng qua, xuat hién khoang 2- 4 gio

sau khi uéng thudc va tu hét sau do, khong can c6 su can thiép ctia nhan vién y té.
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BAN LUAN:

% Vé phuong phap dinh luong metformin:

DPé dinh lugng dugc metformin trong huyét tuong ngudi tinh nguyén, ting dung
cho cac nghién ctu sinh kha dung va tuong duong sinh hoc, chiing t6i da xay dung
duogc phuong phédp dinh luong bang HPLC véi detector UV, xir I§ mau biang phuong
phap tha protein. Vi metformin 1a mot chat rat phan cuc nén viéc tach metformin ra
khoi dich sinh hoc biang cdc dung moi hitu co rat khd. Tua protein 1a phuong phap
thuong duoc su dung trong truong hgp nay. Trong nghién ctu cua ching toi, tua
protein bang acetonitril 12 mot phuong phdp hiéu qua (v6i hiéu suét chiét trén 90%),
don gidn, nhanh gon, khong doi hoi trang thiét bi dic biét, dé dang trién khai va
mang lai hiéu qua kinh t€ cao khi ma téng s6 miu trong nghién cttu TDSH la rat 16n.

Phuong phdp dinh lugng metformin trong dich sinh hoc bang HPLC da duoc
cong bd trong mot so tai lieu [19], [34-36], [39], [40]. Tuy nhién & day chiing toi da
xay dung dugc mot phuong phap HPLC véi cot CN, phit hop diéu kién thuc t€ ctua
Viét nam dé dinh lugng metformin trong huyét tuong ngudi va da thaim dinh phuong
phdp dat yéu cau diy da theo cac chi tiéu ciia FDA bao gom: tinh chon loc - dac
hiéu, do ding, do chinh xdc, khoang tuyén tinh, giéi han dinh luong, do tim lai va
do 6n dinh cha mau.

Tham khéo cdc tai liéu da cong bo vé duoc dong hoc cia metformin thay gid
Cax trung binh thu duge sau khi uéng vién nén metformin 500mg dao dong tir 680
dén 1007 ng/ml, v6i gia tri C,,, 16n nhat thu duoc la 1590ng/ml [34], [36], [39],
[40]. Gia tri C
1700ng/ml [35]. Can c trén dac tinh ctia metformin 1a thude khong c6 su ti 1€ giita

max thu duoc sau khi udng vién 850mg duoc bdo cdo la khoang
nong do trong méau vdi liéu dung khi tang liéu do hap thu thudc giam, chiing toi da
quyét dinh khao sat khoang tuyén tinh tir 50 t6i 3200ng/ml véi ba nong do QC dugc
luya chon 1a LQC bang 200ng/ml, MQC bang 1600ng/ml va HQC bang 2400ng/ml;
va thu duoc két qua dat yéu cau.

Gia tri LLOQ trong phuong phap cua chiing toi 1a 50 ng/ml, cling tuong tu nhu
ctia cac phuong phap da duoc cong bo [19], [34], [36], [39], [40]. Két qua dinh
lugng mau huyét twong cta 18 ngudi tinh nguyén cho thay LLOQ xap xi 1/50 nong
do C,,..x» cho phép xdc dinh nong do thudc trong huyét twong ngudi tinh nguyén ngay
tai ca thoi diém sau 5 14n thoi gian ban thai cta thudc (1/32 C,,,)-

Khao sat do 6n dinh ciing cho thdy metformin trong méu én dinh sau 3 chu ky
dong-ra dong, trong qua trinh xtt 1y mau (4 gio & nhiét do phong) va trong thoi gian
dai (-35°C trong 30 ngay). Thoi gian 30 ngay di dé toan bo s6 miu cia 18 ngudi
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tinh nguyén trong nghién ctru dugc phan tich hét. Chinh vi vay, két qua nghién citu
la dang tin cay.

Thoi gian trién khai sic ky cho mot miu huyét tuong trong nghién ctu la 12
phit, cho phép dinh lugng toan bo s6 lugng mau ctia mot nguoi tinh nguyén trong
cing mot ngay lam viéc (khoang 8gid), phit hop dé ap dung cho nghién cdu TDSH
trong di€u kién Viét nam.

% Vé danh gia tuong duong sinh hoc ciia vién nén Glucofine 850mg.

Dé ¢6 dugc két qua chinh xdc, phit hgp, mot nghién citu TDSH phai c6 thiét k&
phil hop. Két qua thuc nghiém cho thiy vdi thiét k€ ngau nhién, don li€u, chéo doi,
hai giai doan, nghién cttu da cho két qua phut hgp. Chuong trinh 18y mau véi 13 mau
mdau cua moéi nguoi tinh nguyén da cho dudong cong nong do thudc trong mau theo
thoi gian phan anh dugc cac thong s6 duoc dong hoc clia thude, dam bao c6 it nhat
3 diém & pha hép thu, 3 diém xung quanh C,, v 6 diém & pha thai trir. Thoi gian
14y miu méu két thidc tai thoi diém 12h 1a hoan toan phi hop vi dam bao AUC, ,
dat trén 80% clia AUC,,,, dong thoi c6 thé hoan thanh 14y miu mdu trong mot
ngy, thuan loi cho viéc t6 chiic nghién cttu.

K&t qua phan tich phuong sai va xac dinh khoang tin cay 90% cho thay vién
nén Glucofine 850mg tuong duong sinh hoc véi Glucophage 850mg ctia nha phat
minh. Nghién ctu tién hanh trén 18 ngudi tinh nguyén, phan tich phuong sai cho
thiy su khdc nhau giita cdc c4 thé khong 4nh hudng c6 y nghia théng ké dén céc
thong s6 dugc dong hoc. Nhu vay véi metformin, c6 thé 4p dung huéng din cla
Asean [18] hodc duoc dién Trung Quéc [21], tién hanh thir nghiém TDSH & miic t6i
thiéu trén 18 nguoi, vira dam bao tiéu chuin dao dic trong nghién ctu, vira tiét kiém
chi phi nghién ctu.

Trén thi truong hién cé khoang 20 biét dugc metformin do cac cong ty duoc
pham trong nu6c san xuat. Tuy nhién do bo Y t€ chua ban hanh qui dinh vé thir
TDSH khi dang ki san phdm nén hau hét cac thudc nay déu chua dugc thir TDSH.
Mic du kha nang TDSH clia cdc ché phdm metformin kh4 16n, nhung véi trinh do
k¥ thuat bao ché con chua déng déu & cdc co sd san xudt duoc phdm trong nuéc,
viéc thit TDSH truée khi cho phép luu hanh cua cdc ché€ phdm metformin 1a can
thiét. Qui trinh nghién cttu ctia ching to6i & day hoan toan phu hop dé dp dung
nghién cttu TDSH cho c4c ché pham metformin tai Viét nam.
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5.KET LUAN VA PE XUAT
5.1. KET LUAN

Dé tai nghién ciu da xay dung dugc phuong phdp dinh luong metformin trong
huyét twong bing HPLC. Tién hanh thdm dinh cho thdy phuong phép dat c4c tiéu
chuén ctia huéng dan vé thdm dinh phuong phdp phén tich trong dich sinh hoc.

Nghién ctru twong duong sinh hoc cua vién nén Glucofine 850 mg do cong ty
c6 phan xuat nhap khau y t€ Péng thap (Domesco) san xuat, duoc tién hanh trén 18

nguoi tinh nguyén khoé manh béng cach chéo doi cho két quéa nhu sau:

Glucofine

Glucophage

Cmax + SD (Hg/ ml)

2480 + 708

2552 + 880

AUC,_, = SD (ng.h/ml)

13787 +2992

13890 + 3258

AUC, s = SD (ng.h/ml)

14882 +3264

15177 + 3922

T, .. +SD (h) 2,8+0,7 2,6 0,7
T,, + SD (h) 2,804 3,0+0,7
Az + SD (h) 0,25+ 0,04 0,25 + 0,06
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Trén co s& phan tich phuong sai, xac dinh khoang tin cay 90% cho thay gia tri C,,,,
AUC, ,, AUC, ¢ cua thuoc thlr va thuoc doi ching tuong duong nhau. Nhu vay,
vién nén Glucofine 850 mg do cong ty c6 phan xuat nhap khiu y t&€ Dong thap
(Domesco) san xuat twong dwong sinh hoc in vivo véi vién doi ching 1a vién nén

Glucophage 850mg do cong ty Merck Santé (Phap) san xuat.
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5.2. PE XUAT

Bo Y t€ nén sém ban hanh quy dinh thir twvong duwong sinh hoc khi dang ky san
pham generic dé bao dam chat lugng ctia thudc san xudt trong nudc ciing nhu thudc
nhap kh4u, chinh diéu nay s& 1am cho quy dinh ké don theo tén generic méi thuc su

¢6 co so khoa hoc.

CO QUAN CHU TRI PE TAI
TRUONG DPAI HOC DUJC HA NOI

HIEU TRUONG CHU NHIEM PE TAI
Lé Viét Hung Hoang Thi Kim Huyén
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QUY TRINH PHAN TiCH METFORMIN TRONG HUYET TUONG

1. Hoa chat, thiét bi

Chit chudn:

- Metformin chat doi chi€u hodc chudn lam viéc

Dung méi, hod chdt:

- Acetonitril, methanol dung cho HPLC - Merck

- Céc hod chat khéc dat tiéu chuén tinh khiét phan tich ding trong chiét tach

va chay sac ki.

- Huyét twong: dung huyét tuong trang clia ngudi tinh nguyén khoé manh

Thiét bi va dung cu phdn tich:

Cic thiét bi da duoc hiéu chudn theo quy dinh dat tiéu chuin dung cho phan

tich

- Hé thong may sic ky 1ong hiéu nang cao Agilent 1100 series hodc tuong

duong.

- May li tam, mdy ldc siéu am, can phan tich.

- Tu lanh sau (- 20°C t6i -80°C), mdy do pH.

- C4c dung cu thi nghiém khac: May loc, pipet tu dong, pipet thuy tinh chinh
x4c, cac dung cu thuy tinh thi nghiém.

2. Mau thir

Mau thir 1a huyét tuong clia ngudi sau khi da ding ché pham metformin

L4y mau mau bénh nhan hay nguoi tinh nguyén vao 6ng nghiém c6 chita san

chat chong dong. Lac nhe 3-4 1an dé chong dong, li tam 5000vong/phiit dé

tach 14y huyét tuong ngay sau khi 1ay mau.

Cho huyét twong vao cdc ong PE c6 nap kin ghi nhan va bao quéan & ti lanh

sau -35°C cho dén khi phan tich. Mau 6n dinh trong vong 30 ngay.

3. Chuan bi mau chuan mau thir
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- Dung dich chudn goc: Hoa tan metformin trong methanol dé thu duoc dung
dich c6 nong do chinh xac khoang 3,2 mg/ml.

- Mdu chudn: Pha diy nong do tir 50 ng/ml t6i 3200 ng/ml tir dung dich
chuén goc.

- Mdu trang: Huyét tuong trang clia bénh nhan / nguoi tinh nguyén trude khi
diing ch€ pham chita metformin.

- Mau thii: Huyét twong bénh nhan / ngudi tinh nguyén sau khi ding ché
pham chita metformin.

4. Tién hanh:

- Xu Iy mau: Mau huyét tuong dugc tan chay ¢ nhiét do phong truée khi phan
tich. Lay chinh xédc 1 ml huyét tuong (chuén/thir), thém vao chinh xéc 1,5 ml

acetonitril , sau d6 tién hanh nhu so do sau:

1 ml huyét tuong
+ 1,5 ml Acetonitril

f Lac xoay 2 phit
Hén dich
Ly tam 6000
) vong/ phut
A trong 15 phut

Dich trong

Loc qua mang
loc 0,45 um

<&
€

A 4

Chay sac ky

So do 1: Quy trinh chiét tach metformin trong huyét tuong
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- Dinh luong metformin: Xac dinh luong metformin chiét duoc bang phuong

phap sac 1y 16ng hiéu nang cao (HPLC) véi céc diéu kién sau:

Pha tinh: Cot VertiSep UPS CN HPLC (4,6x150mm, kich thudc hat
Sum).

Pha dong: ACN : Bém phosphat pH 6,0 (0,05M) = 70:30

Detector UV buéc séng 234 nm

Thé tich tiém mau: 60 pl

Luu luong dong: 1ml/phuit

( C6 thé diéu chinh diéu kién phdn tich néu can dé cé ddp iing tot nhdt ).

Tién hanh sic ky cdc mau chudn, miu tridng, miu thir theo cdc diéu kién trén.

Ghi lai ddp tung va tinh két qua dua vao dudng chuin trong tiing ngay phan

tich. Sac ky do c6 gia tri xem xét su phan biét ctia pic metformin déi véi céc

pic c6 trong huyét tuong.

5. Ho so bao cdo

- Ghi chép chi tiét cdc diéu kién thir nghiém, s6 liéu chudn bi cdc dung dich

chuén, két qua, sic ky d6. Luu ho so goc.

- Bdo céo két qua can ghi rd diéu kién phan tich, thong tin vé chat chudn, thiét

bi va cac so liéu tinh toan dugc.
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PHAN TICH PHUONG SAI VA KHOANG TIN CAY 90%
(X 1y trén phan mém Kinetica 4.4)

Bang PL2. Phan tich phuong sai doi vé6i InC,,,,

Nguén bién thien Bac tu Tong binh | Trung binh binh F p
do phuong phuong
Giai doan 1 0,057 0,0571 1,30 | 0,270
Nguoi tinh nguyén
(trinh tu thir) 16 1,860 0,1162 2,65 | 0,030
Ché pham 1 0,003 0,0033 0,08 | 0,787
Trinh tu thir 1 0,529 0,5292 12,08 | 0,003
Sai sO 16 0,701 0,0438
Téng 35 3,150
Hé so bién thién c4 thé (CV): 2,69 %
Bang PL3. Phan tich phuong sai do6i véi InAUC, ,,
Nguén bién thién Bac tu Tong binh Trung binh binh F p
do phuong phuong
Giai doan 1 0,036 0,0364 1,02 | 0,327
Nguoi tinh nguyén
(trinh t thi) 16 0,785 0,0491 1,38 | 0,265
Ché phim 1 0,000 0,0002 0,01 0,935
Trinh tu th 1 0,402 0,4023 11,29 | 0,004
Sai s6 16 0,570 0,0356
Tong 35 1,794
He so bién thién c4 thé (CV): 1,99%
Bang PL4. Phan tich phuong sai déi vé6i InAUC , .
Nguén bién thién Bactu | Tong binh | Trung binh binh F P
do phuong phuong
Giai doan 1 0,034 0,0343 0,82 | 0,380
Nguoi tinh nguyén
(trinh tu thif) 16 0,745 0,0466 1,11 0,421
Ché pham 1 0,002 0,0019 0,04 | 0,836
Trinh tu thr 1 0,400 0,3997 9,50 | 0,007
Sai s0 16 0,673 0,0421
Téng 35 1,855
Hé so bién thién c4 thé (CV): 2,14 %
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Phu luc 3

Bang PL 3. Két qua phan nhom ngau nhién cua nghién citu chéo doi

Nguoi tinh nguyén Giai doan
STT Ma Trinh tu thir Giai doan I Giai doan II
1 A T-R T R
2 B R-T R T
3 C R-T R T
4 D R-T R T
5 E T-R T R
6 F T-R T R
7 G R-T R T
8 H T-R T R
9 K R-T R T
10 L T-R T R
11 M R-T R T
12 N T-R T R
13 0 R-T R T
14 P T-R T R
15 Q R-T R T
16 R R-T R T
17 S T-R T R
18 T T-R T R
Ghi chu: T (test- thuoc thir): Glucofine

R (reference- thuoc doi chiing): Glucophage
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BANG THEO DOI THOI PIEM LAY MAU MAU NGUOI TINH

NGUYEN
Giai doan .....

Ho tén nguoi tinh nguyén: .........coooivivvvviieniiveiivvnieeenn W ID
Ngay thlr NZNIEM & ..ot it e et e e e e eanaaas

TRUGC UONE: ... .ttt ettt e e e e e et e et e e aeenes seraeessaeenn e

Mau | Thoi diém Du tinh Thoi diém thuc Ghi chu

0 0 Uodng thudc

1 30'

2 60'

3 90'

4 2h

5 2h30

6 3h

7 3h30

10 6h

11 8h

12 12h

NGUOI THEO DOI
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. M3au 2
PHIEU THEO DOI SUC KHOE NGUOI TINH NGUYEN
Dé tai "Nghién citu ddnh gid tuong duong sinh hoc ctia ché phdm
metformin san xudt trong nudc "'

Giai doan: Ngay:
Thudc:
Liéu dung: 850mg
Puong dung: uéng

HO 160 NTN: «oueuneeeeneeeeneneneeenennennns Tuéi ........ Gidi
Dia chi lién lac:

Tinh trang siic khoé truée khi uong thuoc:
Mach Huyét ap Nhip thé

Tinh trang siic khoé sau khi uong thuoc (trong thoi gian 1ay mau mau)
( M6 td nhiing dién bién bdt thuong xdy ra: thoi diém, triéu chiing, cdc bién
phap da can thiép)

Két luan vé tinh trang siic khoé nguoi tinh nguyén trong thoi gian thir nghiém

TRUGNG NHOM NGHIEN CUU BS TRUC
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PON TINH NGUYEN THAM GIA NGHIEN CUU

Tén toi la: Gioéi:

Ngay thang nam sinh:

Dia chi noi cu tra: Dién thoai:

Nghé nghiép:

Noi cong tac: bién thoai:

Dong y tinh nguyén tham gia dé tai:
" Nghién ciru ddnh gid twong dwong sinh hoc ciia ché pham
metformin sdn xudt trong nudc"’

Sau khi dugc thong bdo vé viéc tuyén ngudi tham gia nghién ctu cia bo mon
Dugc lam sang trudong dai hoc Duoc Ha noi, toi da doc ban dé cuong nghién
ctu va hiéu rd cdc muc tiéu, ndi dung nghién ctu nhu sau:

1. MUC TIEU VA NOI DUNG NGHIEN cUU
1.1. Muc tiéu nghién ciru

Danh gia twong duong sinh hoc giita mot ch€ pham metformin san xuét
trong nuéc (Glucofine) v6i ch€ pham metformin c¢6 uy tin nhat trén thi trudng
(Glucophage)
1.2. Noi dung nghién citu
1.2.1. Thuéc nghién citu
- Ché pham doi chiéu:
Glucophage vién nén 850mg ctia cong ty Merck Santé (Phap), biét dugc c6 uy tin
hang dau cta metformin trén thi truong thé gidi.
- Ché pham thir: Glucofine vién nén 850mg do cong ty c6 phan xuat nhap khiu y
t€ Domesco san xuét.
Ca hai 16 thuoc dua vao nghién citu ctia ché€ pham thir va ché pham doi chiéu déu
dang luu hanh trén thi trudong, c6 han sir dung tuong duong nhau va dat yéu cau vé
do dong déu ham lugng va do hoa tan.
1.2.2 . Thiét ké nghién ciiu

Nghién ctu don li€u, chéo doi, hai giai doan, ngau nhién trén nguoi tinh nguyén.
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* Thiét ké cu thé:
e 18 nguoi tinh nguyén di tiéu chudn nghién cttu duoc chia ngiu nhién thanh 2
nhém, mdi nhém 9 ngudi.
e Nghién ctu chéo doi 2 giai doan, cac giai doan cach nhau 1 tuan.
e Madi giai doan ngudi tinh nguyén uéng 1 vién Metformin 850mg
+ Nguoi tinh nguyén phai nhin déi qua dém (it nhat 1a10h).
+ Uong thudc lic 6-7h sang v6i 200 ml nudc tinh khi€t dong chai.
+ Sau khi uong thudc, nguoi tinh nguyén s€ duogc cho uong khoang 100ml
dung dich glucose 10% vao cdc thoi diém 0,5; 1,5; 2; 2,5; 3,5 va 5h (ldy mau
mdu trudc réi udng glucose). Nhitng ngudi cé bi€u hién tut dudng huyét sé
duoc xu tri theo qui trinh cip ciu cua khoa Cip ciu, bénh vién Viét nam-
Cuba.
+ Nguoi tinh nguyén dugc uong nudc tinh khiét dong chai tuy theo nhu cau
(trtr trong khoang 1h trudc va 1h sau khi uoéng thudc), duoc an trua Sh sau va
an toi 12h sau khi uong thuoc. Nguoi tinh nguyén duoc di lai trong thoi gian
14y m4u, nhung khong duoc hoat dong thé luc manh.
e Giai doan 1: nhém 1 uéng Glucofine, nhém 2 uéng Glucophage.
Giai doan 2: nhém 1 uéng Glucophage, nhém 2 uéng Glucofine.
Hai giai doan duoc ti€n hanh cidch nhau mot tudn dé thai trir hét thudc cla giai
doan trudc (t,,, cua metformin khoang 1,5 - 4,5h) .
e Trong suot thoi gian nghién ctu, nguoi tinh nguyén khong duoc dung thém bat
ct loai thuoc nao khac.
* Ldy mdu mdu
- Lich 18y mau mau:
Méi ngudi tinh nguyén duoc 14y mau 13 di€m tai cac thoi diém trude khi
uong (0 h) va 0.5, 1.0, 1.5, 2.0, 2.5, 3.0, 3..5, 4.0, 5.0, 6.0, 8.0, 12.0 h sau
khi uéng metformin.
- S6 luong mau ctia mdi miu 1a 3ml mau tinh mach, chong dong bing heparin;
trong vong 15 phiit sau khi 14y, ly tam m4u dé tach huyét tuong.
- Huyét tuong tach ra cho vao 6ng nghiém bang nhua, nit kin, din nhan c¢6 ma
hod mau, bao quan trong ti lanh sau - 40°C cho dén khi dinh lugng.
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* Noi tién hanh thir nghiém: Bénh vién Viét Nam - Cu Ba
1.3. Lua chon nguoi tinh nguyén

Tiéu chudn lita chon nguoi tinh nguyén.

- Nguoi khoé manh binh thuong

- Nam gi6i, tudi 18 — 25 tudi, can ning 55- 65kg.

- Chi s6 khoi luong co thé (BMI) tir 18 —22.

- Puogc xac dinh 1a khoé manh dua trén dit liéu 1am sang va can lam sang sau:
+ Cac xét nghiém huyét hoc (s6 luong hong céu, s6 luong bach cau,
cong thic bach cdu, hemoglobin, s6 luong tiéu cau, thoi gian mau
chay- mau dong)

+ Chtic nang gan (xét nghiém ASAT, ALAT, bilirubin trong méu)

+ Chuc nang than (xét nghiém ure, creatinin trong mau)

+ Glucose mau

+ HIV, HBsAg
Tat ca cac xét nghiém trén déu phai cho két qua trong giGi han binh thudng,
HIV va HBSAg phai am tinh.

- Khong udng rugu hay sir dung bat ky loai thu6c nao 72h trude khi bat dau va

trong suot qua trinh nghién ctu.

Tiéu chudn loai trir:

- Pang mic bénh (man tinh hoic cép tinh).

- Tién st di ing thuoc.

- Nghién ma tuy, nghién thuoc 14, nghién ruou.

- Tién sir mac bénh tim mach, than kinh hoéc noi tiét.

- Tham gia vao bat cit mot nghién ctru 1am sang nao trong vong 30 ngay trudc
khi bat dau nghién citu.

2. TONG QUAN VE THUOC DUNG TRONG NGHIEN CUU

Metformin la thudc ha duong huyét nhom biguanid. Metformin lam giam

glucose huyét 6 ngudi bénh DTD typ 2. Co ché tac dung ngoai bién cta thudc

12 1am tang st dung glucose & t€ bao, cai thién lién két ctia insulin véi thu thé

va c6 thé ¢6 ca tac dung sau thu thé, ic ché téng hop glucose tai gan va giam

hép thu glucose & rudt. Thude khong cé tac dung kich thich t€ bao beta tuy tiét

insulin, khong ¢6 tac dung ha duong huyét 6 nguoi khong bi DTD
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- Tdc dung khéng mong muon:

Nhitng ADR thudng gap nhat ciia metformin 1a vé tiéu hod. Nhiing tic
dung nay lién quan dén li€u va thuong xady ra vao lic bat dau diéu tri va
thuong 1a nhat thoi.

- Hay gap ADR >1/100
. Tiéu hod: chan an, budén noén, non, ia chay, day thugng vi, tdo
boén, ¢ néng
. Da: Ban, may day, cam thu véi anh sang
. Chuyén hod: giam néng do vitamin B,,

- Tt gap 1/1000 < ADR < 1/100
. Huyét hoc: Loan san mau, thi€u mau bat san, thi€umau tan
huyét, suy tuy, gidm tiéu c4u, mat bach cau hat
. Chuyén hod: Nhiém toan lactic

Nhiing tdc dung khong mong muodn trén sé hét khi ngliing thuoc

- Liéu diéu tri thong thuong: 500mg — 3.000 mg/24h

3. QUYEN LOI VA NGHIA VU CUA polI TUGNG THAM GIA NGHIEN

Cuu

3.1. Quyén loi cua doi tuong tham gia nghién citu:

- Duoc cung cip day du thong tin vé nghién ctru ma minh tham gia.

- C6 quyén viét don tinh nguyén tham gia nghién ctu hoic don phuong
cham dut viéc ti€p tuc tham gia nghién ctu.

- Cac thong tin cd nhan cua doi tugng nghién ctu ciing nhu cac két qua
nghién cttu s€ duogc gitt bi mat trong ho so nghién ctu. Tén cua doi tuong
tham gia nghién cttu s€ khong dugc cong bd cong khai trong cac bao cao
két qua nghién ctru hoac trong cac tap chi, bao chuyén nganh néu khong
duoc su dong ¥ cua doi tuong nghién ciu.

- Pugc kham lam sang va 1am céc xét gnhiém can 1lam sang mién phi dé xac
dinh tinh trang sttic khoe¢.

- Duoc nhan tién bdi dudng: khi hoan thanh 2 giai doan th nghiém udng
thuéc va 18y mdu, ngudi tinh nguyén sé€ dugc nhan sd tién thi lao la
1.200.000d (mot triéu hai tram nghin dong chan). Trong trudng hop chdm
dut tham gia nghién ctu trude thoi han, s6 tién boi dudng sé dugc chi tra
phu thudc vao miic do hoan tat cong viéc.
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- Khi ¢6 tai bién trong qua trinh nghién ctu, dugc xu tri kip thoi. Nhiing
truong hop nang sé dugc di€u tri tai bénh vién, moi chi phi cho diéu tri s&
dugc chi tra theo bao hiém.

- Thoi gian theo ddi doi tuong thir nghiém vé tic dung phu kéo dai ti€p tuc
24h sau khi 148y mau 1an cudi.

3.2. Nghia vu cua doi twong tham gia nghién ciru:

- Viét don tinh nguyén tham gia nghién cttu (don viét tay), bao gom:
. Cam két thuc hién ding cac qui trinh, yéu cau ctia nghién ctu
. Trong truong hop khong mudn ti€p tuc tham gia nghién ctru, phai cé
thong bdo trudc bang ban viét tay cho bén nghién ctiu.

- Trong qua trinh tham gia nghién ctu, khong dugc dong thoi tham gia mot

nghién citu khac hoic st dung céc thudc dé diéu tri mot bénh nao do.
- Cung cap thong tin phan hoi chinh xédc vé nghién citu thir nghiém.

Toi da doc k§ va hiéu 16 cac thong tin trén, hiéu rd cidc quyén loi va trdch
nhiém ctia doi tugng tham gia nghién citu, t6i nhan thdy minh du tiéu chudn
dé tham gia nghién cu. Toi lam don nay véi y thitic hoan toan tu nguyén xin
dugc tham gia vao nghién ctu nay.

Toi xin cam doan thuc hién ding nhiing qui dinh ctia quy trinh nghién ctu dé
ra.

Hanoi, ngay thiang nam
2007
(Ky va ghi 1o ho tén)

Chiing toi da thong bdo diy da thong tin trén cho doi tugng tham gia nghién
clru, AONG ¥ ti€P NNAN.......ceivieiiiietecreeeeeeee et tham gia vao
nghién ctu. Ching t6i cam két thuc hién nhitng di€u da néu trén.
Hanoi,ngay  thdng nam
2007
Thay mat nhém nghién ctu
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(Ky va ghi r0 ho tén)

Toi xin chiu trdch nhiém vé hau qua cua nhiing sai sét thuc hién khong ding
nhu trong ban cam két néu trén.
Ha noi, ngay thiang nam
2007
Chti nhiém dé tai
(Ky va ghi r0 ho tén)

Thong qua Hoi dong dao diic
Ngay: thiang  nam 2006
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