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(57) Abstract : The invention relates to an in-
jectable solution having a pH of 7, and inclu-
ding at least one type of basal insulin, the pI of
which is between 5.8 and 8.5. The invention
relates to a composition in the form of an in-
jectable aqueous solution, the pH of which is
between 6.0 and 8.0, including at least: a) one
type of basal insulin, the isoelectric point (pI)
of which is between 5.8 and 8.5; and b) a dex-
tran substituted with radicals having carboxy-
late fillers and hydrophobic radicals of formula
I or II, where R is -OH or is selected from the
group consisting of the radicals o-(f-[A]-
COOH), o-(g-[B]-k-[D])m, D comprising at
least one alkyl chain comprising at least 8 car-
bon atoms, where R is -OH or a radical -(f-
[A]-COOH),, and R' is selected from the group
consisting of the radicals o-CH2NH-[E](-0-
[F]): and o-C(O)NH-[E](-o-[F])..

(57) Abrégé : Solution injectable a PH 7 Com-
prenant au moins une insuline basale dont le PI
est compris entre 5,8 et 8,5. L'invention
concerne une composition sous forme d'une
[Suite sur la page suivante]
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TR), OAPI (BF, B, CF, CG, CI, €M, GA, GN, GQ, GW, - _ avant l'expiration du délai prévu pour la modification des
ML, MR, NE, SN, TD, TG). revendications, sera republiée si des modifications sont
Publiée : recues (régle 48.2.h))

— avec rapport de recherche internationale (Art. 21(3))

solution aqueuse injectable, dont le pH est compris entre 6,0 et 8,0, comprenant au moins : ¢ a) une insuline basale dont le point
isoélectrique pl est compris entre 5,8 et 8,5 et; * b) un dextrane substitué par des radicaux porteurs de charges car- boxylates et des
radicaux hydrophobes de formule 1 ou I : dans laquelle, * - - R est -OH ou choisi dans le groupe constitué par les radicaux : ¢ o -
(f-[A]-COOH), ¢ o -(g-[B]-k-[D])m, D comportant au moins une chaine alkyle comportant au moins 8 atomes de carbone, dans la-
quelle, *. R est -OH ou un radical -(f-[A]-COOH),, * - R' est choisi dans le groupe constitué par les radicaux : * - o -CH2NH-[E](-
0-[F]): * 0 -C(O)NH-[E](-0-[F]):
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SOLUTION INJECTABLE D'AU MOINS UNE INSULINE BASALE

[00011 LYinvention concerne les thérapies par injection d’insuline(s) pour traiter le
diabéte,

[0002] VLUinsulinothérapie, ou thérapie du diabete par injection d'insuline, a connu
ces derniéres années des progrés remarquables gréce notamment & la mise au point
de nouvelles insulines offrant une correction de la glycémie des patients, ce qui
permet de mieux simuler 'activité physioclogique du pancreas.

[0003] Pour couvrir ses besoins journaliers en insuline, un patient diabétique
dispose, actuellement, de fagon schématisée, de deux types dinsulines ayant des
actions complémentaires : les insulines prandiales (ou insulines dites a action rapide)
et les insulines basales (ou insulines dites a action lente).

[0004] Les insulines prandiales permettent une prise en charge rapide
{métabolisation et/ou stockage) du glucose apporté lors des repas et coliations. Le
patient doit s’injecter une insuline prandiale avant chaque prise alimentaire, soit
environ 2 & 3 injections par jour. Les insulines prandiales les plus utilisées sont :
Iinsuline humaine recombinante, NovolLog® (insuline aspart de NOVO NORDISK),
Humalog® (insuline lispro de ELI LILLY) et Apidra® (insuline glulisine de SANOFI-
AVENTIS).

[0005] Les insulines basales assurent le maintien de 'homéostasie glycemigue du
patient, en dehors des périodes de prise alimentaire. Elles agissent essentiellement
pour bioguer la production endogéne de glucose (glucose hépatique). La dose
journaliére d'insuline basale correspond généralement & 40-50 % des besoins totaux
journaliers en insuline, Selon linsuline basale utitisée, cette dose est dispensée en 1
ou 2 injections, réguliérement réparties au cours de la journée. Les insulines basales
les plus utilisées sont Levemir® (insuline detemir de NOVO NORDISK) et Lantus®
(insuline glargine de SANOFI-AVENTIS).

[0006] On notera pour étre exhaustif que la NPH (insuline NPH pour Neutral
Protamine Hagedorn ; Humuline NPH®, Insulatard®) est la plus ancienne insuline
basale. Cette formulation est le résultat d'une précipitation de l'insuline humaine
{anionique & pH neutre) par une protéine cationique, la protamine. Ces microcristaux
sont dispersés dans une suspension aqueuse et se dissolvent lentement aprés
injection sous-cutanée. Cette dissolution lente assure une libération prolongée de
Iinsuline, Cependant cette libération n’assure pas une concentration constante
d'insuline au cours du temps. Le profil de libération est en forme de cloche et dure
seuiement entre 12 et 16 heures. Elle est donc injectée deux fois par jour. Cette



10

15

20

25

30

35

WO 2013/021143 PCT/FR2012/051880

insuline basale NPH est bien moins performante que les insulines basales modernes,
Levemir® et Lantus®. La NPH est une insuline basale & action intermédiaire.

[0007] Le principe de la NPH a évolué avec l'apparition des insulines analegues
rapides pour donner des produits appelés « Premix » offrant & la fois une action rapide
et une action intermédiaire. NovoLog Mix® (NOVO NORDISK) et Mumalog Mix® (ELI
LILLY) sont des formulations comprenant une insuline analogue rapide, Novolog® et
Humalog®, complexée partieliement par la protamine. Ces formulations contiennent
ainsi des microcristaux d'insuline dont ['action est dite intermédiaire et une partie
d'insuline restée soluble dont {‘action est rapide. Ces formulations offrent bien
{'avantage d’une insuline rapide mais elles ont aussi le défaut de la NPH, ¢.-a-d. une
durée d'action limitee entre 12 et 16 heures et une insuline libérée en « cloche ».
Cependant, ces produits permettent au patient de s’injecter en une seule fois une
insuline basale a action intermédiaire avec une insuline prandiale a action rapide. Or

nombreux soni les patients soucieux de réduire leur nombre d'injections.

[0008] Les insulines basales actuellement commercialisées et actuellement en
développement clinique peuvent étre classées en fonction de la solution technique qui
permet d‘obtenir Vaction prolongée et a ce jour deux approches sont utilisées,

[0009] La premiére, celle de Vinsuline detemir est la liaison a l'atbumine in vivo. 1
s'agit d'un analogue, soluble a pH 7, qui comprend une chaine latérale d'acide gras
{tetradecanoyl) fixée a la position B29 qui, in vivo, permet a cette insuline de
s'associer & l'albumine. Son action prolongée est principaiement due & cette affinité
pour ‘albumine aprés injection sous-cutanée.

[00010] Cependant son profil pharmacocinétiqgue ne permet pas de couvrir une
journée, ce qui fait gu'elle est le plus souvent utilisée en deux injections par jour.
[00011] D'autres insulines basales sofubles & pH 7, comme Degludec® sont
actuellement en développement. Degludec® comprend également une chaine latérale
d'acide gras fixée sur {insuline (hexadecandioyl-y-L-Glu).

f00012] La seconde, celle de {insuline glargine, est fa precipitation a pH
physiciogique. Il s’agit d’un analogue de linsuline humaine obtenu par élongation de
la partie C-terminale de la chaine B de I'insuline humaine par deux résidus d’arginine,
et par substitution du résidu d'asparagine A2%, par un résidu de glycine
(US 5,656,722). L'addition des deux résidus d'arginine a été pensée pour ajuster le pl
(point iscéltectrique) d‘insuline glargine au pH physiologigue, et ainsi rendre cet

analogue de l'insuline insoluble en milieu physiologique.

[00013] La substitution de I'A21 a été pensee afin de rendre l'insuline glargine stable
a pH acide et pouvoir ainsi (a formuler sous forme de solution injectable a pH acide.
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l.ors de l'injection sous-cutanée, le passage de linsuline glargine d’un pH acide {pH 4-
4,5) a un pH physiologique {pH neutre) provogue sa précipitation sous la peau. La
redissolution iente des micro-particules dinsuline glargine assure une action fente et
prolongée.

f00014] L'effet hypoglycémiant de linsuline glargine est quasi-constant sur une
duree de 24 heures ce qui permet & la plupart des patients de se limiter 3 une seule
injection par jour,

[00015] Liinsuline glargine est considérée aujourd’hui comme la meitleure insuline
basale commercialisée.

[00016] Cependant le pH acide des formuiations des insulines basales, dont le point
isoélectrique est compris entre 5,8 et 8,5, de type insuline glargine, empéche toute
combinaison pharmaceutique avec d'autres protéines et en particulier les insulines
prandiales car ces dernieres ne sont pas stables a pH acide.

[00017] Cependant, personne n'a a ce jour, cherché a solubiliser ces insulines
basales dont le point isoélectrique est compris entre 5,8 et 8,5 de type insuline
glargine, & pH neutre, tout en maintenant une différence de solubilité entre le milieu
in-vitro (le contenant) et le milieu in-vivo (sous la peau), indépendamment du pH.
[60018] En effet, le principe de fonctionnement des insulines basales, de type
insuline glargine, exposé ci-dessus a savoir qu’elles sont solubles & pH acide et
précipitent & pH physiologique détourne I'homme de l'art de toute solution dans
laguelle lI'insuline de type insuline glargine serait solubilisée a pH 6-8 tout en gardant

sa propriété essentielle qui est de précipiter en milieu sous cutané,

[00019] Par allleurs, Iimpossibilité de formuler une insuline prandiale, a pH acide,
tient au fait gqu’une insuline prandiale subit, dans ces conditions, une réaction
secondaire de déamidation en position A21 ; ce qui ne permet pas de repondre &
Mexigence de la Pharmacopée US, & savoir moins de 5 % de produit secondaire aprés
4 semaines & 30°C.

[00020] De plus, ce pH acide des formulations des insulines basales, dont le point
isoélectrique est compris entre 5,8 et 8,5, de type insuline glargine, empéche méme
toute combinaison extemporanée avec les insulines prandiales & pH neutre.,

[00021] Une étude clinique récente, présentee au 69th Scientific Sessions of the
American Diabetes Association, New Orleans, Louisiana, 5-9 Juin 2009, a permis de
vérifier cette limitation d'usage d'insuline glargine. Une dose d’insuline glargine et une
dose d'insuline prandiale (en l‘occurrence, linsuline lispro} ont été mélangées juste
avant injection (E. Cengiz et ai.,, 2010 ; Diabetes care - 33(5);1009-12). Cette
expérience a permis de mettre en évidence un retard significatif dans les profils

pharmacocinétique et pharmacodynamique de l'insuline prandiale, pouvant donner lieu
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a des hyperglycémies postprandiales et & des hypoglycémies nocturnes. Cette étude
confirme bien lincompatibitité de |'insuline glargine avec les insulines a action rapide

actuellement commercialisées,

[00022] D‘ailleurs la notice d'utilisation de Lantus®, le produit commercial & base
d'insuline glargine de la société SANOFI-AVENTIS, indique explicitement aux
utllisateurs de ne pas réaliser de mélange avec une solution d'insuline prandiale,
quelle qu'elle soit, en raison du risque sérieux de modifier la pharmacocinétique et la
pharmacodynamique de l'insuline glargine et/ou de 'insuline prandiale mélangée.
{00023] Pourtant, d'un point de vue thérapeutique, des études cliniques rendues
publiques lors des 70emes séances scientifiques annuelles de American Diabetes
Association (ADA) de 2010. abstract 2163-P0O et abstract numéro 0001-LB, en
particulier celles menées par la société SANOFI-AVENTIS, ont montré que les
traitements qui associent Lantus®, insuline glargine, et une insuline prandiale sont
bien plus efficaces que les traitements a base de produits du type « Premix », Novolog
Mix® ou Humalog Mix®,

[00024] S’'agissant des combinaisons d'insuline glargine et d'insuline rapide, la
société Biodel, a décrit notamment dans la demande de brevet US 7,718,609 des
compositions comprenant une insuline basafe et une insuline prandiale a un pH
compris entre 3,0 et 4,2 en présence d’'un agent chélatant et de polyacides. Ce brevet
enseigne comment rendre compatible une insuline prandiale a pH acide en présence
d'une insuline de type insuline glargine. Il n'‘enseigne pas comment préparer une
combinaison d'insuline de type insuline glargine et d’une insuline prandiale a pH
neutre.

[00025] De l'analyse des compositions décrites dans fa littérature et les brevets il
apparait que 'insolubilité a pH 7 des insulines basales du type insuline glargine est un
prérequis pour avoir son action lente. De ce fait, toutes les solutions proposées pour
les combiner a ¢'autres produits comme les insulines prandiales sont basées sur des
essais de solubilisation ou stabilisation des insulines prandiales & pH acide, voir par
exemple WO 2007/121256 et WO 2009/021955.

De fagon surprenante, fes compositions selon linvention permettent de solubiliser a
pH 7 une insuline basale dont le point isoélectrique est compris entre 5,8 et 8,5.

De fagon surprenante les compositions selon l'invention permettent un maintien de la
durée de activité hypoglycémiante de l'insuline basale dont le point isoélectrigue est
compris entre 5,8 et 8,5 malgré sa solubilisation a pH 7 avant injection. Cette

propriété remarquable provient du fait que linsuline de type insuline glargine
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solubilisée & pH 7 dans ia composition de l'invention précipite en milieu sous-cutané

par un changement de composition du milieu. L'élément déclenchant la précipitation

de linsuline de type insuline glargine n’est plus la modification de pH mais une

modification de composition de l'environnement lors du passage de la composition

pharmaceutique au milieu physiologique.
[00026] La présente invention, en résolvant ce probléme de solubilité & pH 7

permet :

de proposer une composition injectable, destinée au traitement du diabéte,
comprenant une insuline basale dont le point isoélectrigue est compris entre 5,8 et
8,5, sous la forme d'une solution homogéne a pH 7, tout en conservant son
activité biologique et son profil d’action;

de proposer une composition sous la forme d’une formulation comprenant une
combinaison d’une insuiine basale dont le point iscélectrique est compris entre 5,8
et 8,5 et d'une insuline prandizale sans modification du profil d‘activité de l'insuline
prandiale soluble a pH 6-8 et instable a pH acide tout en maintenant le profil
d’action basale propre a l'insuline basale ;

de proposer une composition injectable, destinée au traitement du diabeéte,
comprenant en outre une combinaisaon d‘une insuline basale dont le point
isoélectrigue est compris entre 5,8 et 8,5 et un dérivé ou un analogue d'une
hormone gastro intestinale comme le GLP-1 ou « glucagon like peptide-1 » ;

aux patients de diminuer le nombre de leurs injections ;

aux dites compositions d’&tre conformes aux exigences des Pharmacopées

américaines et européennes.

[00027] De fagon surprenante, dans les combinaisons de l'insuline de type insuline

glargine avec une insuline prandizle, objets de l'invention, l'action rapide de |'insuline

prandiale est préservée malgré la précipitation de linsuline de type insuline glargine

en milieu sous-cutané.
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{00028] L'invention concerne une camposition sous forme d'une solution agueuse
P

injectable, dont le pH est compris entre 6,0 et 8,0, comprenant au moins :

a)

b)

une insuline basale dont le point isoélectrique pl est compris entre 5,8 et
8,5;
un dextrane substitué par des radicaux porteurs de charges carboxylates

et des radicaux hydrophcbes de formule I ou de formuie 11 @

O
o%;
%(:\
R

Formule I

dans lagueile,

R est ~OH ou choisi dans le groupe constitué par les radicaux :
o -(f-[A]-COOH),,
o -{g-[B]-k-[D])m, D comportant au moins une chaine alkyle comportant

au moins 8 atomes de carbone ;

n représente le degré de substitution des unités glucosidigues par

-f-[A]-COOH et 0,1 < n < 2

m représente le degré de substitution des unités glucosidiques par

-g-[B]-k-{D]et0 < m < 0,5 ;

q représente le degré de polymérisation en unités glucosidigues, c'est-a-

dire le nombre moyen d'unités glucosidiques par chaine de polysaccharide

et 3<q=50;

-(-[A]-COOH),

o -A- est un radical linéaire ou ramifié comprenant 1 a 4 atomes de
carbone ; ledit radical -A-

o étant lié & une unité glucesidique par une fonction £ choisie dans le
groupe constitué par les fonctions éther, ester et carbamate ;

-(g-[B]-k-[DD)m ;

o -B- est un radical au moins divalent linéaire ou ramifié comprenant 1 a
4 atomes de carbone ; ledit radical -B- :

o étant lié & une unité glucosidique par une fonction g choisie dans le

groupe constitué par les fonctions éther, ester et carbamate ;
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o étant lié & un radical -D par une fonction k ; k choisie dans le groupe
constitué par les fonctions ester, amide, et carbamate ; ledit radicai -
D:
« étant un radical -X(-/-Y),, X étant un radical au moins
5 divalent comprenant de 1 a 12 atomes choisis dans le
groupe constitué par des atomes de C, N ou O,
éventuellement porteur de fonctions carboxyle ou amine
et/ou issu d’un acide aminé, d'un dialcool, d'une diamine
ou d’un mono- ou poiyéthyléne glycol mono- ou
10 diamine ; Y étant un groupe alkyle, linéaire ou cyclique,
un alkylaryle ou un arylalkyle, en C8 a C30,
éventuellement substitué par un ou plusieurs groupes
alkyles en C1 a C3; p 2 1 et/ une fonction choisie dans
le groupe constitué par les fonctions ester, amide et
15 carbamate ;

» [, g etk etant identiques ou différentes ;
« les fonctions acides libres étant sous forme de sels de cations alcalins choisis

dans le groupe constitué par Na* et K¥;
+ etlorsque p = 1, si Y est un alkyle en C8 a C14, alors g*m = 2, si Y est un
20 alkyle en C15, alors g*m = 2 ; et si Y est un alkyle en C16 & C20, alors

g*rm=1,;

« etlorsque p = 2, sl Y est un alkyle en C8 & C9, alors g*m = 2 et, si Y est

alkyle en C10 & C16, alors g*m = 0,2,

@)
R R
R
25 Formule [l
dans laguelie,
¢ R est -OH cu un radicat -{f-]A]-COOH), :
o -A- est un radical lindaire ou ramifié comprenant 1 a 4 atomes de
carbone ; ledit radical -A- :

30 o étant lié & une unité glucosidique par une fonction f cheisie dans le

groupe constitué par les fonctions éther, ester ou carbamate ;
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o n représente le degré de substitution des unités glucosidiques par

-f-[A]-COOH et 0,1 s n<2;

* R’ est choisi dans e groupe constitué par les radicaux :
o ~C(OINH-[E]-{0~[F]} ;
o —CHaN(L).-[E}-(o-[F]): ;
dans lesquels,
o zestun entier positif égala 1 ou 2,
o L est choisi dans le groupe constitué de :

« ~Hetzestégalal,et/ou

» —[A}-COQOH et z est égal a 1 cu 2, si f est une fonction éther,

» ~CO-[A]-COOH et z est égal a 1 si f est une fonction ester, et

» -CO-NH-[AJ-COOH et z est egal a 1 si f est une fonction
carbamate ;

o -[El-(0-[F])

» -E- est un radical au moins divalent linéaire ou ramifié
comprenant 1 a 8 atomes de carbone et comprenant
éventuellement des hétéroatomes tels que O, Nou S ;

» -F- étant un groupe alkyle, lindaire ou cyclique, un alkylaryle ou
un arylalkyle, en C12 a C30, éventuellement substitué par un ou
plusieurs groupes alkyles en C1 4 C3 ;

» o est une fonction choisie dans le groupe constitué par les
fonctions éther, ester, amide ou carbamate ;

* t est un entier positif égala 1 ou 2 ;

¢ @ représente le degré de polymérisation en unités glucosidigues, c'est-a-dire [e
nombre moyen d‘unités glucosidiques par chaine de polysaccharide et 3 < g <
50 ;

» les fonctions acides libres étant sous forme de sels de cations alcalins choisis
dans le groupe constitué par Na* et K*;

+ lorsque z = 2, I'atome d’azote est sous forme d'un ammonium quaternaire.

[00029] Dans un mode de réalisation, lorsgue p = 1, si ¥ est un groupe en C21 &

€30, alors g*m = 1.
[00030] Dans un mode de realisation, lorsque p = 1, si Y est un groupe en C21 2

C30, alors g*m = 0,1.
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[00031] Dans un mode de réalisation le radical -(~[A]-COOH), est tel que :
« -A- est un radical comprenant 1 atome de carbone ; ledit radical -A- étant lié a

une unité glucosidique par une fonction f éther.

5 [00032] Dans un mode de réalisation le radical -(g-{B]-k-[D1)n est tel que :
¢ -B- est un radical comprenant 1 atome de carbone ; ledit radical -B- étant lié
a une unité glucosidigue par une fonction g éther, et,

+ X est un radical issu d‘un acide aminé.

[00033] Dans un mode de réalisation le radical -(/~[A]-COOH), est tel que :
10 ¢ -A- est un radical comprenant 1 atome de carbone ; ledit radical -A- étant lié a
une unité glucosidique par une fonction f éther, et,
o le radical -(g-[B]}-k-[D])m, est tel que :
¢« -B- est un radical comprenant 1 atome de carbone ; ledit radical -B- étant lié
a une unite glucosidique par une fonction g éther, et,
15 + X est un radical issu d’un acide aminé,

+ k est une fonction amide.

[00034] Dans un mode de réalisation, le dextrane substitué par des radicaux

porteurs de charges carboxylates et des radicaux hydrophobes est de formule 111 :

0
o%q/
Wf\
R

20 Formule III
dans laquelle,
¢ R est ~0OH ou choisi dans le groupe constitué par les radicaux
o -{f[A]-COOH), ;
o ~-(g-[B]-k-[D])m, D comportant au moins une chafne alkyle comportant
25 au moins 8 atomes de carbone ;

s n représente le degré de substitution des unités glucosidiques par
-~[A]-COOH et 0,1 £ n<2,;
« m représente le degré de substitution des unités glucosidiques par

30 -g-iB]-k-[D]et0<m <£0,5;
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e q représente le degré de polymérisation en unités glucosidiques, c’est-a-
dire le nombre moyen d'unités glucosidiques par chaine de polysaccharide
et3=<q=<50;

o -{f[A]-COOH), :

o -A- est un radical linéaire ou ramifié comprenant 1 a 4 atomes de
carbone ; ledit radical -A- :

o étant lié a une unité glucosidigue par une fonction f choisie dans e
groupe constitue par les fonctions éther, ester et carbamate ;

* {g-[BI-k-[DDm:

o -B- est un radical au moins divalent linéaire ou ramifié comprenant 1 &
4 atomes de carbone ; ledit radical -B- :
o étant lié a une unité glucosidigue par une fonction g choisie dans le
groupe constitue par ies fonctions ether, aster et carbamate ;
o étant lié a un radical -D par une fonction k ; k choisie dans le groupe
constitué par les fonctions ester, amide, et carbamate ; ledit radical -
D
« étant un radicai -X(-/-Y);, X etant un radical au moins
divalent comprenant de 1 & 12 atomes choisis dans le
groupe constitué par des atomes de C, N ou O,
éventuellement porteur de fonctions carboxyle ou amine
et/ou issu d’'un acide aming, d'un dialcool, d’une diamine
ou d'un mono- ou polyéthylene glycol mono- ou
diamine ; Y étant un groupe alkyle, linéaire ou cyclique,
un alkylaryle ou un arylalkyle, en C8 a C20,
éventuellement substitué par un ou plusieurs groupes
alkyles en C1 & C3 ; p = 1 et / une fonction choisie dans
le groupe constitué par les fonctions ester, amide et
carbamate ;

f, g et k étant identiques ou différentes ;

les fonctions acides libres étant sous forme de sels de cations alcalins choisis

dans le groupe constitué par Na* et K* ;

et lorsque p = 1, si Y est un alkyle en C8 a C14, alors g*m = 2, si Y est un

atkyle en C15, alors g*m = 2, et si Y est un alkyle en C16 a C2Q, alors

gtrm=1;

et lorsgue p 2 2, si Y est un alkyle en C8 & C11, alors g*m = 2 et, si Y est

alkyle en C12 a C16, alors g*m 2 0,3,
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[00035] Dans un mode de réalisation, le dextrane substitué par des radicaux
porteurs de charges carboxylates et des radicaux hydrophobes est de formule IV :

0

o)f

M q
R

Formule IV

dans laquelie,

R est -OH ou choisi dans le groupe constitué par les radicaux :
o ~(f-[A]-COOH), ;
o ~(g-[B]-k-[D])m, D comportant au mains une chaine alkyle comportant
au moins 8 atomes de carbone ;
n représente le degré de substitution des fonctions hydroxyles ~OH par
-f-[A]-COOH par unité glucosidique ; et 0,1 € n < 2;
m représente le degré de substitution des fonctions hydroxyles -OH par
-g-[B]-k-[D] par unité glucosidique ; et 0 <m < 0,5 ;
q représente le degré de polymérisation en unités glucosidiques, c’est-a-
dire le nombre moyen d’unités glucosidiques par chaine de polysaccharide
et3<q<50; '
-(f-[A]-COOH)a ;
o -A- est un radical linéaire ou ramifié comprenant 1 & 4 atomes de
carbone ; ledit radical -A- : _‘
o étant lié a une unité glucosidique par une fonction f choisie dans le
groupe constitué par les fonctions éther, ester et carbamate ;
-(g-[B1-k-[DD)m ;
o -B- est un radical au moins divalent linéaire ou ramifié¢ comprenant 1 &
4 atomes de carbone ; ledit radical -B- :
o étant lié a une unité glucosidique par une fonction g choisie dans le
groupe constitué par les fonctions éther, ester et carbamate ;
o étant lié & un radical -D par une fonction k ; k choisie dans le groupe
constitué par les fonctions ester, amide, et carbamate ; ledit radical -
D:
o étant un radical -X(-/-Y),, X étant un radical au moins
divalent comprenant de 1 & 12 atomes choisis dans le
groine constitué par des atomes de C, N ou O,
éventuellement porteur de fonctions carboxyle ou amine
et/ou issu d’un acide aminé, d’un dialcool, d’'une diamine
ou d'un mono- ou polyéthyléne glycol mono- ou

FEUILLE RECTIFIEE (REGLE 91) ISA/EP
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diamine ; Y étant un groupe alkyle, lindaire ou cyclique,
un alkylaryle ou un arylalkyle, en C8 & C30,
éventuellement substitué par un ou plusieurs groupes
alkyles en C1 & C3 ; p = 1 et/ une fonction choisie dans
le groupe constitué par les fonctions ester, amide et
carbamate ;

e [, g et k étant identiques ou différentes ;

+ les fonctions acides libres étant sous forme de sels de cations alcalins choisis
dans le groupe constitué par Na* et K¥;

+ etlorsque p = 1, si Y est un alkyle en C8 & C14, alors g*m = 2, si Y est un
alkyle en C15, alors g*m = 2; et si Y est un alkyle en C16 a C30, alors
Q*m==1;

s et lorsque p = 2, si Y est un alkyle en C8 a C9, alors g*m = 2 et, si Y est

alkyle en C10 a C16, alors g*m = G,2.

[00036] La structure dessinée correspond a la représentation couramment utilisée
pour représenter le dextrane qui est un polysaccharide constitué en majorité
d’enchainements (1,6) entre unités glucosidiques ce qui est la représentation adoptée.
Le dextrane contient également des enchainements (1,3) a environ 5% en général
qui ne sont volontairement pas représentés, mais qui sont bien sdr inclus dans la

portée de l'invention.

[00037] On entend par insuline basale dont le point iscélectrique est compris entre
5,8 et 8,5 une insuline insoluble a pH 7 et dont la durée d‘action est comprise entre 8

et 24 heures ou supérieure dans les modeles standards de diabéte.

[00038] Ces insulines basales dont le point isoélectrigue est compris entre 5,8 et 8,5
sont des insulines recombinantes dont la structure primaire a été modifiée
principalement par introduction d’aminoacides basiques comme {"Arginine ou la Lysine,
Elles sont décrites par exemple dans fes brevets, demandes de brevets ou publications
suivants WO 2003/053339, WO 2004/096854, US 5,656,722 et US 6,100,376.

[00039] Dans un mode de réalisation, {'insuline basale dont le point isoélectrique est

compris entre 5,8 et 8,5 est l'insuline glargine,

[00040) Dans un mode de realisation les compositions selon {‘invention comprennent
100 UI/ml (soit environ 3,6 mg/mL) dinsuline basale dont le point isoélectrigue est

compris entre 5,8 et 8,5.
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[00041] Dans un mode de realisation les compaositions selon invention comprennent
40 UI/mL dinsuline basale dont e point isoélectrique est compris entre 5,8 et 8,5.

[00042] Dans un mode de réalisation les compositions selon Finvention comprennent
200 UI/mL d'insuline basale dont le point isoélectrique est compris entre 5,8 et 8,5.

f000431 Dans un mode de realisation les compositions sefon l'invention comprennent
300 UI/mL d'insuline basale dont le point isoélectrigue est compris entre 5,8 et 8,5.

[00044] Dans un mode de réalisation les compositions selon I'invention comprennent
400 Ul/ml d'insuline basale dont le point isoélectrique est compris entre 5,8 et 8,5.

[00045} Dans un mode de réalisation les compositions selon l'invention comprennent

500 UI/mL d'insuline basale dont le point isoélectrique est compris entre 5,8 et 8,5.

{00046] Dans un mode de realisation ie ratio massique entre I‘insuline basale, dont le
point isoélectrigue est compris entre 5,8 et 8,5, et |le dextrane substitue, soit dextrane

substitué/insuline basale, est compris entre 0,2 et 5.

[00047] Dans un mode de réalisation le ratio massique entre l'insuline basaie, dont fe
point Isoélectrigue est compris entre 5,8 et 8,5, et le dextrane substitué, soit dextrane
substitué/insuline basale, est compris entre 0,2 et 4.

[00048] Dans un mode de réalisation le ratio massique entre l'insuline basale, dont le
point isoelectrique est compris entre 5,8 et 8,5, et te dextrane substitue, soit dextrane

substitué/insuline basale, est compris entre 0,2 et 3.

[00049] Dans urt mode de réalisation le ratio massique entre Vinsuline basale, dont fe
point isoélectrique est compris entre 5,8 et 8,5, et le dextrane substitué, scit dextrane
substitué/insuline basale, est compris entre 0,5 et 3,

{00050] Dans un mode de réalisation ie ratio massique entre linsuline basale, dont e
point iscélectrique est compris entre 5,8 et 8,5, et le dextrane substitué, soit dextrane
substitué/insuline basale, est compris entre 0,8 et 3

[00051] Dans un mode de realisation le ratio massique entre {'insuline basale, dont ie
point isoélectrique est compris entre 5,8 et 8,5, et le dextrane substitué, soit dextrane

substitué/insuline basale, est compris entre 1 et 3.

[00052] Dans un mode de réalisation la concentration en dextrane substitué est

comprise entre 1 et 100 mg/ml.

[00053] Pans un mode de réalisation la concentration en dextrane substitué est

comprise entre 1 et 80 mg/mil.
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[00054] Pans un mode de réalisation la concentration en dextrane substitue est

comprise entre 1 et 60 mg/mil.

[00055] Dans un mode de réalisation la concentration en dextrane substitué est

comprise entre 1 et 50 mg/ml.

[00056] Dans un mode de réalisation la concentration en dextrane substitué est

comprise entre 1 et 30 mg/ml,

[00057] Dans un mode de réalisation la concentration en dextrane substitué est

comprise entre 1 et 20 mg/ml.

[00058] Dans un mode de réalisation la concentration en dextrane substitué est

comprise entre 1 et 10 mg/mi.

[00059] Dans un mode de réalisation |a concentration en polysaccharide est comprise

entre 5 et 20 mag/ml.

[00060] bans un mode de réalisation |la concentration en polysaccharide est comprise

entre 5 et 10 mg/ml,

[00061]

[00062] Dans un made de réalisation les compositions selon l'invention comprennent
en outre une insuline prandiale. Les insulines prandiales sont solubies a pH 7.

[00063] On entend par insuline prandiale une insuline dite rapide cu « regular ».

[00064] Les insulines prandiales dites rapides sont des insulines qui doivent répondre
aux besoins provoqués par lingestion des protéines et des glucides durant un repas,

elles deoivent agir en moins de 30 minutes.

[00065] Dans un mode de réalisation les insulines prandiales dites « regular » sont
choisies dans le groupe comprenant Humulin® ({insuline humaine) et Novolin® (insuline
humaine).

[00066] Les insulines prandiales dites trés rapides (fast acting) sont des insulines qui
sont obtenues par recombinaison et qui sont modifiées pour diminuer teur temps
d’action.

[00067] Dans un mode de réalisation les insulines prandiales dites trés rapides (fast
acting) sont choisies dans le groupe comprenant l'insuline lispro (Humalog®), I'insuline
glulisine (Apidra®) et 'insuline aspart (Novolog®).

[00068] Dans un mode de réalisation les compositions selon l'invention comprennent
au total 100 UI/mL (scit environ 3,6 mg/ml) d'insuline avec une combinaison
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dinsuline prandiale et dinsuline basale dont le point isoélectrique est compris entre
5,8 et 8,5.

[00069] Dans un mode de réalisation les compositions selon l'invention comprennent
au total 40 UI/mlL d‘insuline avec une combinaison d’insuline prandiale et d'insuline

basale dont le point isoélectrique est compris entre 5,8 et 8,5.

[00070] Dans un mode de réalisation les compositions selon l'invention comprennent
au fotal 200 Ul/ml. d'insuline avec une combinaison d'insuline prandiale et d'insuline

basale dont le point isoélectrigue est compris entre 5,8 et 8,5.

[00071] Dans un mode de réalisation les compositions selon invention comprennent
au total 300 UI/mL d'insuline avec une combinaison d'insuline prandiale et d'insuline

basale dont le point isoélectrique est compris entre 5,8 et 8,5.

[00072] Dans un mode de réalisation les compositions selon |'invention comprennent
au total 400 UI/mL d'insuline avec une combinaison d'insuline prandiale et dinsuline

basale dont {e point isoélectrique est compris entre 5,8 et 8,5.

[Q0073] Dans un mode de réalisation les compositions selon {'invention comprennent
au total 500 UI/mi dinsuline avec une combinaison dinsuline prandiale et d'insuline

basale dont le point isoélectrique est compris entre 5,8 et 8,5.

[00074] Dans un mode de réalisation les compositions selon l'invention comprennent
au total 600 UI/mL d'insuline avec une combinaison d’insuline prandiale et d'insuline

basate dont le point isoélectrique est compris entre 5,8 et 8,5.

[00075] Dans un mode de réalisation les compositions selon Finvention comprennent
au total 700 UIl/mL d'insuline avec uhe combinaison diinsuline prandiale et d'insuline

basale dont le point isoélectrique est compris entre 5,8 et 8,5.

[00076] Pans un mode de réalisation les compositions selon l'invention comprennent
au total 800 UI/mL d'insuline avec une combinaison d'insuline prandiale et d’insuline

basale dont le point iscélectrique est compris entre 5,8 et §,5.

[00077] Les proportions entre {insuline basale dont le point isoélectrique est compris
entre 5,8 et 8,5 et l'insuline prandiale exprimées en pourcentage par rapport a ia
guantité dinsuline totale sont par exemple de 25/75, 30/70, 40/60, 50/50, 60/40,
70/30, 80/20, 90/10 pour des formulations teiles que décrites ci-dessus de 40
a 800 UI/mL. Cependant toute autre proportion peut étre réalisée.

[00078] Pour une formulation & 100 Ul/mlL en insutine totale, les proportions entre
Vinsuline basale dont le point isoélectrique est compris entre 5,8 et 8,5 et l'insuline
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prandiale sont par exemple en Ul/mL de 25/75, 30/70, 40/60, 50/50, 60/40, 70/30,
80/20, 90/10. Cependant toute autre proportion peut étre réalisée.

f00079] bans un mode de réalisation, la composition selon l'invention contient en

outre un GLP-1, un analogue ou un dérivé de GLP-1.

[00080] Dans un mode de réalisation, les analogues ou dérivés de GLP-1 sont choisis
dans le groupe constitué par I'exenatide ou Byetta®, développé par Eli Lilly & Co et
Amylin Pharmaceuticals, le liraglutide ou Victoza® développé par Novo Nordisk, ou le
lixisenatide ou Lyxumia® developpé par Sanofi, leurs analogues ou dérivés et feurs

sels pharmaceutiguement acceptables.

[00081] Dans un mode de réalisation, {"analogue ou dérivé de GLP-1 est I'exenatide
ou Byetta® ses analogues ou dérivés et leurs sels pharmaceutiquement acceptables.

[00082] Dans un mode de réalisation, ‘anatogue ou dérive de GLP-1 est le liraglutide
ou Victoza® ses analogues ou dérivés et leurs sels pharmaceutiquement acceptables.

[00083] Dans un mode de réalisation, l'analogue ou dérivé de GLP-1 est le

lixisenatide ou Lyxumia® ses analogues ou dérivés et leurs sels pharmaceutiquement

acceptables.,

[00084] On entend par « analogue », lorsqu’il est utilise par référence & un peptide
ou une protéing, un peptide ou une protéine dans lequel un ou plusieurs résidus
d'acides aminés constitutifs ont été substitués par d'autres résidus d'acides aminés
et/ou dans lequel un ou plusieurs résidus d‘acides aminés constitutifs ont éteé
supprimés et/ou dans lequel un ou plusieurs résidus d‘acides aminés constitutifs ont
été ajoutés. Le pourcentage d'homologie admis pour la présente définition d'un

analogue est de 50 %.

f00085] On entend par « dérivé », lorsqu'il est utilisé par référence a un peptide ou
une protéine, un peptide ou une protéine ou un analogue chimiguement meodifié par
un substituant qui n'est pas présent dans le peptide ou la protéine ou 'analogue de
référence, c'est-a-dire un peptide ou une protéine qui a été modifié par création de

liaisons covalentes, pour intreduire des substituants.

(000861 Dans un mode de réalisation, la concentration en GLP-1, en analogue ou en
dérivé de GLP-1 est comprise dans un intervalle de 0,01 a 10 mg/mL.

[00087] Dans un mode de réalisation, la concentration en exenatide, ses analogues
ou dérivés et leurs sels pharmaceutiquement acceptables est comprise dans un

intervaile de 0,05 a 0,5 mg/mL,
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[00088] Dans un mode de réalisation, la concentration en liraglutide, ses analogues
ou dérivés et leurs sels pharmaceutiquement acceptabies est comprise dans un

intervalle de 1 4 10 mg/mL.

[00089] Dans un mode de reéalisation, la concentration en lixisenatide ses analogues
ou dérivés et leurs sels pharmaceutiquement acceptables est comprise dans un

intervalle de 0,01 a 1 mg/mL.

[00090] Dans un mode de réalisation, les compositions selon linvention sont
réalisées par mélange de solutions commerciales d'insuline basale dont le point
isoélectrique est compris entre 5,8 et 8,5 et de solutions commerciales de GLP-1,

d‘analogue ou de dérivé de GLP-1 en ratios volumigues compris dans un intervalie de

10/90 & 90/10.

[00091] Dans un mode de réalisation, ta composition selon Iinvention comprend une
dose journaliére d'insuline basale et une dose journaliére de GLP-1, d‘analogue ou de
dérivé de GLP-1.

[00092] Dans un mode de réalisation, les compositions sefon l'invention comprennent
500 Ul/mL d'insuline basale dont le point isoélectrique est compris entre 5,8 et 8,5 et
de 0,05 a 0,5 mg/mL d'exenatide.

[00093] Dans un mode de réalisation, les compositions selon l'invention comprennent
500 UI/mL d‘insuline basale dont le point isoélectrique est compris entre 5,8 et 8,5 et

de 1 & 10 mg/ml de liraglutide.

[00094] Dans un mode de réalisation, fes compositions selon Finvention comprennent
500 UI/mL d'insuline basale dont le point isoélectrique est compris entre 5,8 et 8,5 et
de 0,05 a 0,5 mg/mLb de lixisenatide.

[00095] Dans un mode de réalisation, les compositions sefon I'invention comprennent
100 UI/mi d'insuline basale dont le point isoélectrique est compris entre 5,8 et 8,5 &t
de 0,05 a 0,5 mg/mL d’exenatide.

[00G96] Dans un mode de réalisation, les compositions selon I'invention comprennent
100 UI/mL d'insuline basale dont le point isoélectrique est compris entre 5,8 et 8,5 et
de 1 a 10 mg/mL de liraglutide.

[00097] Dans un mode de réalisation, les compositions selon l'invention comprennent
100 UI/mL d'insuline basale dont le peint isoélectrigue est compris entre 5,8 et 8,5 et
de 0,05 a4 0,5 mg/mL de lixisenatide.
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[00098] Dans un mode de réalisation, les compositions selon {'invention comprennent
40 UI/mL d‘insuline basale dont le point isoélectrique est compris entre 5,8 et 8,5 et

de 0,05 a 0,5 mg/mL d'exenatide.

[00099] Dans un mode de réalisation, les compositions selon l'invention comprennent
40 Ul/mL d'insuline basale dont le point isoélectrique est compris entre 5,8 et 8,5 et

de i a 10 mg/mL de liragiutide.

[G0D100] Dans un mode de réalisation, les compositions sefon 'invention comprennent
40 UI/mL d'insuline basale dont le point isoélectrique est compris entre 5,8 et 8,5 et

de 0,05 a 0,5 mg/mL de lixisenatide.

[000101] Dans un mode de réalisation, les compositions selon l'invention comprennent
200 UI/mL d'insuline basale dont le point isoélectrique est compris entre 5,8 et 8,5 et
de 0,05 3 0,5 mg/mL d'exenatide.

{000102] Dans un mode de realisation, les compositions selon I'invention comprennent
200 UI/mL d'insuline baszle dont le point iscélectrique est compris entre 5,8 et 8,5 et
de 1 & 10 mg/mL de liraglutide.

[000103] Dans un mode de réalisation, les compositions selon l'invention comprennent
200 UI/mL d'insuline basale dont le point isoélectrigue est compris entre 5,8 et 8,5 et
de 0,05 & 0,5 mg/mL de lixisenatide.

[000104] Dans un mode de réalisation, les compositions selon l'invention comprennent

en outre des sels de zinc a une concentration comprise entre 0 et 5000 M.

[000105] Dans un mode de réalisation, les compositions selon I'invention comprennent
en outre des sels de zinc a une concentration comprise entre 50 et 4000 pM.

[000106] Dans un mode de réalisation, les compositions selon l'invention comprennent

en outre des sels de zinc a une concentration comprise entre 200 et 3000 M.

[000107] Dans un mode de réalisation, les compositions selen Pinvention comprennent

en outre des sels de zinc & une concentration comprise entre 0 et 1000 M.

[000108] Dans un mode de réalisation, les compositions selon l'invention comprennent

en outre des sels de zinc a une concentration comprise entre 20 et 600 LM,

[000109] Dans un mode de réalisation, les compositions selon l'invention comprennent

en outre des sels de zinc & une concentration comprise entre 50 et 500 M.

[000110] Dans un mode de réalisation, les compositions sefon {'invention comprennent

des tampons choisis dans le groupe comprenant le Tris, les citrates et les phosphates
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a des concentrations comprises entre 0 et 100 mM, de préférence entre 0 et 50 mM ou

entre 15 et 50 mM,

[000111] Dans un mode de réalisation, les compasitions sefon Finvention comprennent

en outre des conservateurs.

[000112] Dans un mode de réalisation, les conservateurs sont choisis dans le groupe

constitue par le m-crésol et le phénol seuls ou en mélange.

[000113] Dans un mode de réalisation, la concentration des conservateurs est

comprise entre 10 et 50 mM.

[000114] Dans un mode de réalisation, la concentration des conservateurs est

comprise entre 10 et 40 mM.

[000115] Les compositions selon Iinvention peuvent en outre comprendre des additifs
tels que des agents de tonicité comme la glycérine, NaCl, le mannitol et la glycine.

[000116] Les compositions selon l'invention peuvent en outre comprendre des additifs
conformes aux pharmacopées comme des tensioactifs par exemple du polysorbate.

[000117] Les compositions selon l'invention peuvent comprendre en outre tous les
excipients conformes aux pharmacopées et compatibies avec les insulines utilisées aux

concentrations d'usage,

[000118] Dans un mode de réalisation, 0,3 < n < 1,7.
[000119] Dans un mode de réalisation, 0,7 £ n < 1,5,

[000120] Dans un mode de realisation, 0,9 < n < 1,2.

[000121] Dans un mode de réalisation, 0,01 < m < 0,5.
[000122] Dans un mode de réalisation, 0,02 < m = 0,4.
[000123] Dans un mode de réalisation, 0,03 £ m < 0,3,

[000124] Dans un mode de réafisation, 0,05 < m < 0,2,

[000125] Dans un mode de réalisation, 3 5 q 5 50.
[C00126] Dans un mode de réafisation, 3 < g < 40.

[000127] Dans un mode de réalisation, 3 = g < 30.
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[000128] Dans un mode de réalisation, 3 £ q 5 20

[000129] Dans un mede de realisation, 3 < g < 10.

[000130] Dans un mode de réalisation le radical -(f-[A]-COOH), est choisi dans le
groupe constitué par les enchainements suivants, f ayant la signification donnée ci-

@] @]
— f\/[-k /\/U\
OH - f OH

[000131] Dans un mode de réalisation le radical -{g-[B]-k-[D])n est choisi dans le
groupe constitué par les enchainements suivants ; g, k et D ayant les significations

dessus !

données ci-dessus :

[000132] Dans un mode de réalisation, D est tel, que le radical X est un radical au
moins divalent issu d‘un acide aminé.

[000133] Dans un mode de réalisation, D est tel, que le radical X est un radical au
moins divalent issu d’'un acide aminé choisi dans le groupe constitué par la glycine, la
leucine, la phénylalanine, la lysine, l'isoleucine, 1'alanine, Iz valine, |'acide aspartique
et I'acide glutamigue.

{000134] Les radicaux issus d'acides aminés peuveni é&ire soit lévogyre soit
dextrogyre.

[000135) Dans un mode de réalisation, D est tel, gue fe radical X est un radical au

moins divalent issu d’un mono- ou polyéthyléne glycol.

[000136] Dans un moede de réalisation, D est tel, que le radical X est un radical au
moins divalent issu de I'éthyléne glycol.
[000137] Dans un mode de realisation, b est tel, que le radical X est un radical au
moins divalent issu d‘un polyéthyléne glycol choisi dans le groupe constitué par fe
diethyléne glycol et le triethyléne glycol.
[000138] Dans un mode de réalisation, D est tef, que le radical X est un radical au

moins divalent issu d’un monao- cu polyéthyléne giycol amine.
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[000139] Dans un mode de réalisation, D est tel, gue le radical X est un radical au
moins divalent issu d'un mono- ou polyéthyléne giycol amine choisi dans le groupe

constitué par I'éthanclamine, le diéthyléne glycol amine et le triéthyléne glycol amine,

[000140] Dans un mode de réalisation, D est tel, que le radical X est un radical au

moins divatent issu dun mono- ou polyéthyléne glycol diamine.

[000141] Pans un mode de réalisation, O est tel, que fe radical X est un radical au
moins divalent issu de "éthylénediamine.
[000142] Dans un mode de réalisation, D est tel, que le radical X est un radical au

moins divalent issu d'un mono- ou polyéthyléne glycol diamine choisi dans le groupe
constitué parle diéthyléne glycol diamine et le triéthyléne glycol diamine.

[000143] Dans un mode de réalisation, D est tel, que le groupe Y est un groupe alkyle
issu d’'un alcool hydrophobe,

[000144] Dans un mode de realisation, D est tel, que le groupe Y est un groupe alkyte
issu dun alcool hydrophobe, choisi dans le groupe constitué par I'octanol (alcool
caprylique), le 3,7-diméthyloctan-1-of, le décanol (alcool décylique), le dodécanol
(alcoo!l lauryiique), e tétradécanol (alcool myristilique) et I'hexadécano! (alcool
cétylique).

[000145] Dans un mode de réalisation, D est tel, que le groupe Y est un groupe alkyle
issu d'un acide hydrophobe.

[000146] Dans un mode de réalisation, D est tel, que le groupe Y est un groupe alkyle

issu d'un acide hydrophobe, choisi dans le groupe constitué par l‘acide décancigue,

l'acide dodécanoique, 'acide tétradécanoique et I'acide hexadécanoique.

[000147] Dans un mode de réalisation, © est tel, que le groupe Y est un groupe issu
d’un stérol,

[000148] Dans un mode de réalisation, D est tel, que le groupe Y est un groupe issu
d’un stérol, choisi dans le groupe constitué par le cholestérol et ses dérivés.

f000149] Dans un mode de réalisation, D est tel, que e groupe Y est un groupe issu
d'un tocophérol,

[000150] Dans un mode de réalisation, D est tel, que le groupe Y est un groupe issu
d'un dérivé du tocophérol, choisi parmi le racémique, I'isomére L ou l'isomeére D de |'x-
tocophérol.

[000151] Dans un mode de realisation, D est tel, que le radical X est issu de la
glycine, p = 1, le groupe Y est issu de l'octanol et la fonction / est une fonction ester.
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[000152] Dans un mode de réalisation, D est tel, que le radical X est issu de la
glycine, p = 1, le groupe Y est issu du dodécanol et [a fonction / est une fonction ester.

[000153] Dans un mode de réalisation, D est tel, que le radical X est issu de la
glycine, p = 1, le groupe Y est issu de |'hexadécanol et la fonction / est une fonction

ester.

[000154] bans un mode de réalisation, D est tel, que le radical X est issu de la
phénylalanine, p = 1, le groupe Y est issu de Foctanol et la fonction / est une fonction
ester.

f000155] Dans un mode de réalisation, D est tel, que le radical X est issu de la
phénylalanine, p = 1, le groupe Y est issu du 3,7-diméthyloctan-1-ol et la fonction /
est une fonction ester,

[000156] Dans un mode de réalisation, D est tel, que le radical X est issu de l'acide
aspartique, p = 2, les groupes Y sont issus de FPoctanol et les fonctions / sont des
fonctions esters.

[000157] Dans un mode de réalisation, D est tel, que le radical X est issu de l'acide
aspartique, p = 2, les groupes Y sont issus du décanol et les fonctions / sont des
fonctions esters.

[000158] Dans un mode de réalisation, D est tel, que le radical X est issu de lacide
aspartique, p = 2, ies groupes Y sont issus du dodécanoi et les fonctions / sont des
fonctions esters,

[000159] Dans un mode de realisation, D est tel, gue le radical X est issu de
I'éthylénediamine, le groupe Y est issu de l'acide dodécanoique et la fonction / est une
fonction amide.

[000160] Dans un mode de réalisation, D est tel, que le radical X est issu du
diéthyléne glycol amine, p = 1, le groupe Y est issu de l'acide dodécancigue et la
fonction / est une fonction ester.

[000161] Pans un mode de realisation, D est tel, que le radical X est issu du
triéthyiéne glycol diamine, p = 1, le groupe Y est issu de |'acide dodécanoique et la
fonction / est une fonction amide,

[000162] Dans un mode de réalisation, D est tel, que le radical X est issu du
triéthyténe glycol diamine, p = 1, le groupe Y est issu de {'acide hexadécanoique et la
fonction [ est une fonction amide.

[000163] Dans un mode de réalisation, D est tel, que le radical X est issu du de la
leucine, p = 1, e groupe Y est issu du cholestérol et la fonction  est une fonction

aster.
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[000164] Dans un mode de réalisation, D est tel, que X est issu de "éthylénediamine,
p =1, le groupe Y est issu du cholestérol et la fonction [ est une fonction carbamate.

[000165] Dans un mode de réalisation, le radical E est un radical au moins divalent
issu d'un acide aminé choisi dans le groupe constitué par la glycine, la leucine, la
phénylalanine, Ia lysine, l'isoleucine, I'alanine, la valine, la sérine, ta thréonine, I'acide

aspartique et 'acide glutamique.

[0001i66] Les radicaux issus d’acides aminés peuvent étre soit 1évogyre soit

dextrogyre.

[000167] Dans un mode de réalisation, le radical E est un radical au moins divalent
issu d‘un mono- ou polyethylene glycol amine.

[000168] Dans un mode de réalisation, le radical E est un radical au moins divalent
issu d'un mono- ou poiyéthyléne glycol amine choisi dans le groupe constitué par

"éthanolamine, le diéthyléne glycol amine et le triéthylene glycol amine.

[000169] Dans un mode de réalisation, le radical E est un radical au mains divalent
issu d’un mono- ou polyéthylene glycol diamine.

[000170] Dans un mode de réalisation, le radical E est un radical au moins divalent
issu de I'éthylénediamine,.

[000171] Dans un mode de realisation, |le radical E est un radical au moins divalent
issu d'un mono- ou polyéthyléne glycol diamine choisi dans le groupe constitue parle
diéthylene glycol diamine et {e triéthyténe glycol diamine.

[000172] Dans un mode de réalisation, le groupe F est un groupe alkyle issu d'un
alcool hydrophobe.

[000173] Dans un mode de réalisation, le groupe F est un groupe issu d'un alcool
hydrophobe, choisi dans le groupe constitué par ie dodécanol (alcool faurylique), ie

tetradécanol (aicool myristilique) et 'hexadécanol (alcool cétyligue).

[000174] Dans un mode de réalisation, le groupe F est un groupe issu dun acide

hydrophobe.

[000175]) Dans un mode de réalisation, le groupe F est un groupe issu d’un acide
hydrophobe, choisi dans le groupe constitué par Vacide dodécanoique, l'acide

tétradécanoigue et I'acide hexadécanocique.
[000176] Dans un mode de réatisation, le groupe F est un groupe issu d'un stérof.

[000177] Dans un mode de réalisation, le groupe F est un groupe issu d‘un stérol,
choisi dans le groupe constitué par le cholestérol et ses dérivés.
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[000178] Dans un mode de réalisation, le groupe F est un groupe issu d'un tocophérol.

[000179] Dans un mode de réalisation, le groupe F est un groupe issu d'un dérivé du
tocophérol, choisi parmi le racémique, I'isomére L ou l'isomere D de |'a-tocophérol.

{000180] Dans un mode de réalisation, le radical E est issu de I'éthylénediamine,

t = 1, o est une fonction carbamate, et le groupe F est issu du cholestérol.

[000181] Dans un mode de réalisation :
o -{f-[A]-COOH), est tel que, A est le radicai -CH,- et f est une fonction
éther ;
o -(g-[B]-k-[D})m est tel que, g est une fonction éther, B est le radical -CH,-,
k est une fonction amide et D est tel, que X est issu de la glycine, f est une
fonction ester et Y est issu de l'octanol ;

o =38, n=09etm=0,2

[000182] Dans un mode de réalisation
o -(fIA]-COOH), est tel que, A est e radical -CH,- et f est une fonction
éther ;
o -(g-IB]-k-[D])m est tel que, g est une fonction éther, B est le radical -CH;-,
k est une fonction amide et D est tel, que X est issu de la glycine, p = 1,
! est une fonction ester et ¥ est issu de I'hexadecanol ;

o g=19,n=10etm=0,1.

f000183] bans un mode de réalisation :
o ~(f~[A]-COOH)}, est tel que, A est le radical -CH,- et f est une fonction
éther ;
o -(g-[B]-k-[D])m est tel que, g est une fonction éther, B est le radical -CH,-,
k est une fonction amide et D est tel, que X est issu de la phenylalanine,
p = 1,/ est une fonction ester et Y est issu de l'octanal ;
o g=38,n=10etm=20,1.

[000184] Dans un mode de réalisation :
o ~(Ff-[A]-COOH), est tel que, A est le radical -CH»- et f est une fonction
ether ;
o -(g-[B]-k-[D})m est tel que, g est une fonction éther, B est le radical -CH,-,
k est une fonction amide et D est tel, que X est issu de la phénylalanine,
p =1, /est une fonction ester et Y est issu de 'octanol ;
¢ q=19,n=1,0etm = 0,2
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[000185] Dans un mode de réalisation :
o -~{f~[A]-COOH), est tel que, A est le radicai -CH;- et f est une fonction
éther ;
o -{g-IB]-k-[D])m est tel que, g est une fonction éther, B est le radical -CH,-,
k est une fonction amide et D est tel, que X est issu de {a phénylalanine,
p = 1, /est une fonction ester et Y est issu du 3,7-diméthyloctan-1-of ;

o g¢=238,n=10etm=0,1.

[000186] Dans un mode de réalisation :
o -~({f~[A]-COOH), est tel que, A est le radical -CH,- et f est une fonction
éther ;
o ~(g-[BI-k-[D])m est tel que, g est une fonction éther, B est le radical ~CH,-,
k est une fonction amide et D est tel, que X est issu de |'acide aspartique,
p = 2, / sont des fonctions esters et Y sont issus de |‘octanol ;

c q=238,n=1,05etm=0,05

{0001871 Dans un mode de réalisation :
o -{f-[A]-COOH), est tel que, A est le radical -CH,- et f est une fonction
éther ;
o ~(g-[B]-k-[D])m est tel que, g est une fonction éther, B est le radical ~CH,-,
k est une fonction amide et D est tel, que X est issu de l'acide aspartique,
p = 2, / sont des fonctions esters et Y sont issus du décanol ;
o =238 n=105etm=0,05.

[000188] Dans un mode de réalisation :
o =(f~[A]-COOH), est tel que, A est le radical ~-CH,~ et f est une fonction
ether ;
o -(g-[B]-k-[D]m est tel que, g est une fonction éther, B est le radical -CH»-,
k est une fonction amide et D est tel, que X est issu de l'acide aspartique,
p = 2, / sont des fonctions esters et Y sont issus du dodécanol ;
o g=139, n=1,05etm= 0,05,

[000189] Dans un mode de realisation :
o -{f-[A]-COOH), est tel gue, A est le radical -CH;- et f est une fonction
éther ;
o -(g-[B]-k-[D1)y est tel que, g est une fonction éther, B est e radical -CH,-,
k est une fonction amide et D est tel, que X est issu de |'éthylénediamine,

p = 1, / est une fonction amide et Y est issu de 'acide dedécancique ;
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o q=38,n=10etm=0,1.

[000190] Bans un mode de réalisation :
o ~(f-[A]-COOH), est tel que, A est le radical -CH,-CH,- et f est une fonction
ester ;
o -{g-[B]-k-[D])m est tel que, g est une fonction ester, B est le radical -CH;-
CH»-, k est une fonction amide et D est tel, que X est issu de la glycine,
p = 1, / est une fonction ester et Y est issu du dodécanol ;

o g=38,n=13etm=0,1.

[000191] Dans un mode de réalisation :
o -{f-[A]-COOH), est tel que, A est le radical -CH,- et f est une fonction

carbamate ;

o -(g-[B]-4-ID1)n, est tel que, g est une fonction carbamate, B est le radical
-CH,-, k est une fonction amide et D est tel, gue X est issu de {'acide
aspartigue, p = 2, / sont des fonctions esters et ¥ sont issus de l"octanal ;

o q=38,n=13etm=0,1.

[000192] Dans un mode de réalisation :
o ~(F~[A]-COOH), est tel que, A est le radical -CH,- et f est une fonction
éther ;
o -(g-[B]-k-[D])n est tel que, g est une fonction éther, B est le radical -CH,-,
k est une fonction amide et D est tel, que X est issu de l'acide aspartique,
p = 2, / sont des fonctions esters et Y sont issus du dodécanaol ;
o g=4,n=09 etm = 0,07.

[000193] Dans un mode de réalisation :

o ~(F-[A}-COOH), est tel que, A est le radical -CHy- et f est une fonction
éther ;

o -(g-[B1-k-ID]),, est tel que, g est une fonction éther, B est le radical -CHs-,
k est une fonction amide et D est tel, que X est issu du diéthyléne giycol
amine, p=1, / est une fonction ester et Y est issu de lacide
dodécanoique ;

o q=238,n=10etm=0,1.

{000194] Dans un mode de réalisation :
o -(F[A]-COOH), est tel gue, A est le radicai -CH;- et f est une fonction

éther ;
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o -{(g-[B]-k-[D])m est tel que, g est une fonction éther, B est le radical -CH,-,
k est une fonction amide et D est tel, que X est issu du triéthyléne glycol
diamine, p=1, [/ est une fonction amide et Y est issu de l'acide
dodécanoique ;

o =38, n=10etm=0,1.

[000195] Dans un mode de réalisation :

o -(f-{A]-COOH), est tel que, A est le radical -CH,- et f est une fonction
éther :

o -{g-[B]-k-ID])m est tel que, g est une fonction éther, B est le radical ~CH,-,
k est une fonction amide et D est tel, que X est issu triéthyléne glycol
diamine, p=1, [/ est une fonction amide et Y est issu de l|'acide
hexadécanoigue ;

c g=38n=1,05em~=0,05.

[000196] Dans un mode de réalisation :
o -{f-[A]-COCH), est tel que, A est le radical -CH,- et f est une fonction
éther ;
o ~{g-[B)-k-ID])m est tel que, g est une fonction éther, B est le radical -CH,-,
k est une fonction amide et D est tel, que X est issu de la glycine, p = 1,
{ est une fonction ester et Y est issu de I'hexadécanol ;

o q=19,n=105etm= 0,05.

[000197] Dans un mode de réalisation :
o -(f-[A]-COOH), est tel que, A est le radical -CH;- et £ est une fonction
éther ;
o -{g-{B]-k-[D])m est tel que, g est une fonction éther, B est le radical -CH,-,
k est une fonction amide et D est tel, que X est issu de la glycine, p = 1,
[ est une fonction ester et Y est issu de F'hexadécanol ;

o gq=38 n=4037etm=0,05.

[300198] Dans un mode de réalisation
o -(fF-[A]-COOH), est tel que, A est le radical -CH;- et f est une fonction
éther ;
o -(g-[B]-k-[D])m est tel que, g est une fonction éther, B est le radical -CHy~,
k est une fonction amide et D est tel, que X est issu de la leucine, p =1,/
est une foncticn ester et Y est issu du cholestérol ;
o q=19,n=1,61etm = 0,04.



10

15

20

25

30

0 2013/021143 PCT/FR2012/051880

28

[000199] bans un mode de réalisation :
o -(f-[A]l-COOH), est tel que, A est le radical -CH;- et f est une fonction
éther ;
o -(g-[Bl-k-[D])n, est tel que, g est une fonction éther, B est le radical -CH;-,
k est une fonction amide et D est tel, que X est issu de la leucine, p = 1,/
est une fonction ester et Y est issu du cholestérol ;
o q=19, n=1,06etm = 0,04,

[000200] Dans un mode de réalisation :
o -(f-[A]-COCH), est tel que, A est le radical -CH,- et f est une fonction
éther ;
o ~(g-[B]-k-ID]}. est tel que, g est une fonction éther, B est le radical -CH;-,
k est une fonction amide et D est tel, que X est issu de la leucine, p =1,/
est une fonction ester et Y est issu du cholestérol ;
o =19, n=0,66 et m= 0,04,

[000201] Dans un mode de réalisation :
o -(F-[A]-COOH), est tel que, A est le radical -CH,- et f est une fonction
éther ;
o ~(g-[B]-k-[D])m est tel que, g est une fonction éther, B ast le radical -CH,-,
k est une fonction amide et D est tel, que X est issu de la leucine, p =1,/
est une fonction ester et Y est issu du cholestérol ;
o g=19, n=046etm = 0,04,

[000202] Dans un mode de réalisation :
o -(f-[A]-COOH), est tel que, A est le radical -CH,- et F est une fonction
éther ;
o -(g-{B]-k-[D])y est tet que, g est une fonction éther, B est le radical -CH;-~,
k est une fonction amide et D est tel, que X est issu de |a teucine, p = 1, /
est une fonction ester et Y est issu du cholestérol ;
c q=4,n=1,61etm=0,05.

[000203] Dans un mode de réalisation :
o -(f-[A]-COOH), est tel que, A est ie radical -CH;- et f est une fonction
éther ;
o -(g-[B]-k-[D1)s est tel que, g est une fonction éther, B est le radical -CH,-,
k est une fonction amide et D est tel, que X est issu de I'éthylénediamine,

p = 1,/ est une fonction carbamate et Y est issu du cholestérol ;
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o =19, n=1,61etm =0,04.

10002041 Dans un mode de réalisation :
o ~(f~[A]-COOH), est tel que, A est le radical -CH,- et f est une fonction

carbamate ;
o -(g-[B]-k-[D])m est tel que, g est une fonction carbamate, B est le radical -
CH,-, k est une fonction amide et D est tel, que X est issu de la leucine,
= 1, / est une fonction ester et Y est issu du cholestérol ;

o q=19,n=196etm=0,04.

[000205] Dans un mode de réalisation :
o -{f-[A]-COOH), est tel que, A est le radical -CH,- et f est une fonction
éther ;
o -[E]-(o-[F]) est tel que, E est issu de I'éthylénediamine, ¢ est une fonction
carbamate et F est issu du cholestérol ;
o qQ=19etn= 1,65,

[000206] Dans un mode de réalisation :
o -(f~[A]-COOH), est tel que, A est le radical -CH;- et f est une fonction
ether ;
o -{g-[B]-.£-[D])m est tel que, g est une fonction éther, B est le radical -CH-,
k est une fonction amide et D est tel, que X est issu de la leucine, p = 1,/
est une fonction ester et Y est issu du cholestérol ;
c q=238,n=099etm=0,05.

[000207] Dans un mode de réalisation :
o -(f~[A]-COOH), est tel que, A est le radical ~-CH;- et f est une fonction
éther ;
o ~{g-[B]-k-ID]). est tel que, g est une fonction éther, B est le radicat -CH;-,
k est une fonction amide et D est tel, que X est issu de "acide aspartique,
p = 2, / sont des fonctions esters et Y sont issus du dodécanol ;
o g=4,n=141etm=0,16.

[000208] Dans un mode de réalisation :
o -(f[A]-COOH), est tel que, A est le radical -CH;- et f est une fonction
éther ;
o -(g-[B]-k-{D])n est tel que, g est une fonction éther, B est le radical -CH,-,
k est une fonction amide et D est tel, que X est issu de l'acide aspartique,

p = 2, [ sont des fonctions esters et Y sont issus du dodécanol ;
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o gq=4,n=150etm=0,07.

[000208] bans un mode de réalisation :
o -{f[A]-COOH), est tel que, A est le radical -CH,- et f est une fonction
éther ;
5 o -(g-[B]-k-[D1). est tel que, g est une fonction éther, B est le radical -CHa-,
k est une fonction amide et D est tel, que X est issu de |'acide aspartique,
p = 2,/ sont des fonctions esters et Y sont issus du décanol ;

o gq=4,n=105etm= 0,05,

[000210] Dans un mode de réalisation les compositions selon l'invention cemprenne
10 un dextrane choisi dans le groupe constitué par les dextranes de formule I, III ou IV

suivants :
- Dextraneméthylcarboxylate de sodium modifié par le glycinate d'octyle,
- Dextraneméthylcarboxylate de sodium modifié par fe glycinate de cétyle,
- Dextranemethylcarboxylate de sodium modifie par le phénylalaninate
15 d'octyle,
- Dextraneméthylcarboxylate de sodium modifié par le phénylalaninate de
3,7-diméthyle-1-octyle,
- Dextraneméthylcarboxylate de sodium modifié par I'aspartate de dioctyle,
- Dextraneméthylcarboxylate de sodium modifié par i‘aspartate de didécyle,
20 - Dextraneméthylcarboxylate de sodium modifié par [|'aspartate de
dilauryle,
- Dextraneméthyicarboxylate de sodium modifié  par e N-(2-
aminoéthyl)dodécanamide,
- Dextranesuccinate de sodium modifié par le glycinate de lauryle,
25 - N-méthylcarboxylate de sodium dextrane carbamate modifie par
Vaspartate de dicctyle,
- Dextraneméthylcarboxylate de sodium modifié par ['aspartate de
dilauryle,
- Dextraneméthylcarboxylate de sodium modifié par le 2-{2-amino-
30 éthoxy)éthyle dodécanoate,

- Dextraneméthylcarboxylate de sodium modifié par le 2-(2-{2-
[dodécanoylamino]éthoxy }éthoxy)éthylamine,
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- Dextraneméthylcarboxylate de sodium modifié par le 2-(2-{2-
[hexadécanoylamino]éthoxy }éthoxy)éthylamine,

- Dextraneméthylcarboxylate de sodium modifié par le leucinate de

cholestéryle,

- Dextraneméthylcarboxylate de  sodium  modifié  par  le  1-

éthylénediaminecarboxylate de cholestéryle,

- N-méthylcarboxylate de sodium dextrane carbamate modifié par le

leucinate de cholestéryle.

[000211] Dans un mode de réalisation {es compositions selon Finvention comprenne
un dextrane choisi dans le groupe constitué par le dextrane de formule II suivant :

- Dextraneméthylcarboxylate de  sodium  modifie par e 1-
éthylénediaminecarboxylate de cholestéryle greffé par amination

réductrice sur le bout de chafne réducteur.

[000212] L'invention concerne également des fermulations unidoses a pH compris
entre 6,6 et 7,8 comprenant une insuline basale dont le peint isoélectrique est compris

entre 5,8 et 8,5 et une insuline prandiale,

[000213] L'invention concerne également des formulations unidoses a pH compris
entre 7 et 7,8 comprenant une insuline basale dont le point isoélectrique est compris

entre 5,8 et 8,5 et une insuline prandiale,

[000214] Dans un mode de réalisation, l'insuline basale dont e point isoélectrique est

compris entre 5,8 et 8,5 est 'insuline glargine,

[000215] Dans un mode de réalisation, ['insuline prandiale est choisie dans le groupe

comprenant Humulin® (insuline humaine) et Novotin® (insuline humaine).

[000216] Dans un mode de réalisation, linsutine prandiale est choisie dans le groupe
comprenant linsuline lispro (Humalog®), linsuline glulisine (Apidra®) et I'insuline

aspart (Novol.og®) .

{000217] La solubilisation a pH compris entre 6,6 et 7,8 des insulines basales dont le
point isoélectrique est compris entre 5,8 et 8,5, par les polysaccharides de formule I,
11, 1T ou 1V, peut &tre constatée et contrblée de maniére simple, a 'ceil nu, gréce & un
changement d'aspect de la selution

f000218] La solubilisation & pH compris entre 7 et 7,8 des insulines basaies dont le

point isoélectrique est compris entre 5,8 et 8,5, par les polysaccharides de formule [,



10

15

20

25

30

35

WO 2013/021143 PCT/FR2012/051880

32

11, IIl cu IV, peut &tre constatée et contrélée de maniére simple, & 'eell nu, gréce & un
changement d’aspect de la solution.

[000219] Par ailleurs et de fagon toute aussi importante, la demanderesse a pu
verifier qu’une insuline basale dont le point isoélectrique est compris entre 5,8 et 8,5,
solubilisée en présence d'un polysaccharide de formule I, II, III ou IV n'‘avait en rien
perdu son action d'insuline lente.

[000220] La préparation d'une composition selon linvention présente 'avantage de
pouvoir étre réalisée par simple mélange d’une solution aqueuse d'insuline basale dont
le point isoélectrique est compris entre 5,8 et 8,5, d’'une solution de d'insuline
prandiaie, et d'un polysaccharide de formule I, II, III ou 1V, en solution aqueuse ou
sous forme lyophilisée. Si nécessaire, le pH de la préparation est ajusté a pH 7.
[000221] La préparation d'une composition selon l'invention présente {‘avantage de
pouvoir étre réalisée par simple mélange d’une solution agueuse d'insuline basale dont
le point iscélectrique est compris entre 5,8 et 8,5, d’'un polysaccharide de formule 1,
I1, I ou IV en solution aqueuse ou sous forme lyophilisée, et d’une insufine prandiale
en solution aqueuse ou sous forme lyophilisee.

[000222] Dans un mode de réalisation le mélange d'insuline basale et de
polysaccharide est concentre par ultrafiltration avant le melange avec Finsuline
prandiale en solution agueuse ou sous forme lyophilisée,

[000223] Si nécessaire, la composition du melange est ajustée en excipients tels que
glycérine, m-crésol, chlorure de zinc, ef tween par ajout de solutions concentrées de
ces excipients au sein du mélange. Si nécessaire, le pH de la préparation est ajusté a

7.
f000224] Description des figures :

[000225] Les figures 1 a 6 présentent les résultats obtenus sous forme de courbes de
pharmacodynamie du glucose. L'axe des ordonnées représente le Dglucose (exprimé
en mM) en fonction du temps post injection (exprimé en minutes),

[000226] Figure 1 : Courbes Moyenne + eécart-type de la moyenne pour les
administrations séquentielles de Apidra® et Lantus® (o) en comparaison avec une
composition selon Iinvention Polysaccharide 4/Lantus®/Apidra® (75/25) (=).

[000227] Figure 2 : Courbes individuelles Apidra® Lantus® (testé sur 6 porcs).
[000228] Figure 3 : Courbes individuelles Polysaccharide 4/Apidra®/Lantus® {testé sur
6 porcs).

[000229] Figure 4 : Courbes Moyenne + écart-type de la moyenne pour les
administrations séquentielles de Humalog® et Lantus® (o) en comparaison avec
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I‘administration d'une composition selon I'inventicn
Polysaccharide 4/Humalog®/Lantus® (»).

[000230] Figure 5 : Courbes individuelles Humaleg® Lantus® (testé sur 6 porcs).
{000231] Figure 6 : Courbes individuelles Polysaccharide 4/Humalog®/Lantus® (testé

sur 5 porcs).

[000232] Les figures 7 & 12 présentent les résultats obtenus sous forme de courbes de
pharmacodynamie du glucose. L’'axe des ordonnées représente le Dglucose (exprimé
en mM) en fonction du temps post injection (exprimé en heures).

[000233] Figure 7 : Courbes Moyenne + écart-type de la moyenne pour les
administrations séquentielles de Humalog® (100 Ul/ml, 0,13 Ul/kg) et Lantus® (100
Ul/mi, 0,4 Ul/kg) ( ~*® )} en comparaison avec une composition seton linvention
décrite dans i'exemple B28 (0,53 UI/kg) ( ~=).

[000234] Figure 8 : Courbes Moyenne 4+ écart-type de la moyenne pour les
administrations séquentielies de Humafog® (100 UI/mi, 0,13 Ul/kg) et Lantus® (100
Ul/ml, 0,4 Ul/kg) (% ) en comparaison avec une composition selon [invention
décrite dans 'exemple B27 (0,47 Ul/kg) ( —*=).

f000235] Figure 9 : Courbes Moyenne + écart-type de la moyenne pour les
administrations séquentielles de Humalog® (100 UI/ml, 0,13 Ul/kg) et Lantus® (100
Ul/mi, 0,4 Ul/kg) ( -®- ) en comparaison avec une composition selon
Finventiondécrite dans I'exemple B29 (0,53 UI/kg) ( —®).

[000236] Figure 10: Courbes Mayenne + écart-type de la moyenne pour les
administrations séquentielles de Humalog® (100 Ul/ml, 0,13 Ul/kg) et Lantus® (100
Ul/mf, 0,4 Ul/kg) (®* ) en comparaison avec une composition sefon linvention
décrite dans I'exemple B31 (0,48 UL/kg) { —™).

[000237] Figure 11 : Courbes Moyenne + écart-type de la moyenne pour les
administrations séquentielles de Humalog® {160 Ul/ml, 0,24 Ul/kg) et Lantus® (100
Ul/mi, 0,4 Ul/kg) (") en comparaison avec une camposition selon linvention
décrite dans 'exemple B30 (0,64 Ul/kg) { —=).

[000238] Figure 12 : Courbes Movenne 4+ écart-type de la moyenne pour les
administrations séquentielles de Humalog® {160 UI/ml, 0,13 Ul/kg) et Lantus® (100

ui/ml, 0,4 Ul/kg) ("™ ) en comparaison avec une composition selon linvention

décrite dans l'exemple B32 (0,53 Ul/kg) { —=).
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Exemples

Partie A Polysaccharides

[000239] Le Tableau 1 ci-aprés présente, de facon non limitative, des exemples de

polysaccharides utilisables dans les compositions selen 'invention.

SUBSTITUANTS
POLYSACCHARIDES -f~A-COONa NOM USUFL
~g-B-k-D
(=]
N @®
\‘O/\ﬂ/o Na
Polysaccharide 1 0 Cextraneméthylcarboxylate de

q: 38 sedium modifié par le

n: g9

0
H\)k glycinate d’octyle
m: 0,2 “‘o/ﬁr 0/\H(,/
0O

Polysaccharide 2

q:19
n:1i,0 &

m: 0,1 \\‘O/w"/o Na
Polysaccharide 16

q:19 © Dextraneméthylcarboxylate de

n: 1,05

sodium maodifié par le
m: 0,05

O
A
‘O/Y O/\HH/ glycinate de cétyle
@]

Polysaccharide 17

q:38
n: 0,37
m: 0,05
)
" @
“‘O/\[ro Na
Polysaccharide 3 e

q: 38

Q
n: 10,0 ﬁ Dextraneméthylcarboxylate de
m:0,1
O/\H/ o/\H{,/ sodium modifié par le
Polysaccharide 4 0 phénylalaninate d'octyle

q:1¢%

n:i0

m: 0,2
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Polysaccharide 5
q: 38
n:i0
m: 0,1

Dextraneméthyicarboxylate de
sodium modifié par le
phénylalaninate de 3,7-
diméthyle-1-octyle

Polysaccharide 28

q:4
n: 1,50
m: 0,07

Polysaccharide 6 o) Dextraneméthylcarboxylate de
. H . Jpy
g:38 . N sodium modifié par 'aspartate
niTos | e
m: 90,05 @ de dioctyle
© O\/HN
0]
S
. ®
“‘O © Na
Polysaccharide 7
e
q:38
n:1,05 0 .
m : 0,05 ﬁ Dextranemeéthylcarboxylate de
O/Y O/\Hx/ sodium modifié par I'aspartate
Polysaccharide 29 3 O\/H\ de didécyle
H
q:4
n: 1,05 9
m: 0,05
Polysaccharide 8
e
“ g e
g:19 0 Na
n: 1,05
m : 0,05 0
o Dextraneméthylcarboxylate de
Polysaccharide 27 H sodium modifié par |'aspartate
".\ W
q:4 0/\”/ 0 w | de dilauryle
n:i4l
m: 0,16 o0 o\/Hh
O
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®
N ]
‘*.O/YO Nz
Polysaccharide 9 O Dextraneméthyicarboxylate de
q:38 0 sodium modifié par le N-{2-
’ H . . .
n: 1,0 N aminoéthyl)dodecanamide
m: 0,1 0 \/\N/LLH/
H 10
0
o]
o
“-\OL\‘(O Na
Polysaccharide 10 © Dextranesuccinate de sodium
0 o]
q:38 ﬁ\)L modifié par le glycinate de
n:i,3
m: 0,1 0 O/\Hm/ lauryle
o]
8]
e
O/IkN/\ro e
H
G N-méthylcarboxylate de

Polysaccharide 11 o o
q:38 sodium dextrane carbamate

n:1,3 o)J\H/\”/ 0/\Hn/ modifié par I'aspartate de
m: 0,1
0 oL _ A | dioctyle

Dextraneméthylcarboxylate de
Polysaccharide 12 o Y Y
sodium modifié par 'aspartate

H
qg: 4 . N
26 \‘O/\“/ o ™47 | de dilauryle

n:ao,
m: 0,07

O
o] \!@
.‘0/\[]/ - Dextraneméthylcarboxylate de
Polysaccharide 13 ) Y Y
sodium modifié par le 2-(2-
gq: 38 P (
n:i,0 . A amino-éthoxy)éthyle
. WN\/\ /\/OW y)éthy
m: 0,1 0 o .
dodecanoate
o) 0
9
“\O/YO N?
Dextraneméthylcarboxylate de
Polysaccharide 14 0 4 14

sodium modifié par le 2-(2-{2-

q: 38 H H
n: 1,0 \\O/YN\/{/\O/\}\/NW(H% [dodécanoylaminc]éthoxy }éth
m: 0,1 ,

o ) 0 oxy)éthylamine
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Polysaccharide 15
g . 38
n: 1,05
m: 0,05

Dextraneméthylcarboxylate de
sodium modifié par le 2-(2-{2-
[hexadécanoylamino]éthoxy}eé

thoxy)éthylamine

Polysaccharide 18

q: 19
n: 1,61
m: 0,04
Polysaccharide 19

q:19
n. 1,06
m : 0,04
Polysaccharide 20

gq: 19
n: 0,66
m: 0,04
Polysaccharide 21

g 19
n. 06,46
m: 0,04

Polysaccharide 22

G 4
n:l1,61
m: 0,04

Polysaccharide 26

q: 38
n: 0,99
m: 0,05

Dextraneméthyicarboxylate de
sodium modifié par le

leucinate de cholestéryle

Polysaccharide 23
q: 19
n: 161
m . 0,04

Dextraneméthyicarboxylate de
sodium modifié par le 1-
éthylénediaminecarboxylate de

cholestéryle

Polysaccharide 24
q:19
n:1,96
m : 0,04

N-méthylcarboxylate de
sodium dextrane carbamate
modifié par le leucinate de

cholestéryle
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SUBSTITUANTS

POLYSACCHARIDES -f-A-COONa NOM USUEL
-[E]-o-IF]

Dextraneméthylcarboxylate de

sodium modifié parle 1-
Polysaccharide 25

q:19
n:1,65

éthylénediaminecarboxylate de

cholestéryle greffé par

amination réductrice sur le

bout de chaine réducteur

Tableau 1

Exemple Al : Préparation du Polysaccharide 1

[000240] 16 g (soit 296 mmol d'hydroxyles) de dextrane de masse molaire moyenne
en poids d'environ 10 kg/mol (g = 38, PHARMACOSMOS) sont solubiliseés dans de 'eau
a 420 g/L. A cette sclution sont ajoutés 30 mL de NaOH 10 N (296 mmol). Le mélange
est porté & 35°C, puis 46 g (396 mmol) de chloroacétate de sodium sont ajoutés. La
température du milieu réactionnel est portée 3 60°C a 0,5°C/min, puis maintenue 4
60°C pendant 100 minutes. Le milieu réactionnel est dilué avec 200 mi d'eau,
neutralisé a 'acide acétique et purifié par ultrafiltration sur membrane PES de 5 kDa
contre 6 volumes d'eau. La solution finale est dosée par extrait sec pour déterminer la
concentration en polysaccharide ; puis dosée par dosage acide/base dans de
I'eau/acétone 50/50 {V/V) pour déterminer te nombre moyen de motifs
méthyicarboxylates par unité glucesidique,

[000241] D'apreés I'extrait sec ; [polysaccharide] = 31,5 mg/g

[000242] D'aprés le dosage acide/base: fe nombre moyen de motifs
méthylcarboxylates par unité glucosidique est de 1,1.

[000243] La solution de dextraneméthylcarboxylate de sodium est passee sur une
résine Purolite (anionigue) pour obtenir le dextraneméthyicarboxylique acide qui est
ensuite lyophilisé pendant 18 heures,

[000244] Le glycinate d’octyle, sel d'acide paratoluénesulfonique est obtenu selon le
procedé decrit dans le brevet US 4,826,818.

[000245] 10 g de dextraneméthylcarboxylique acide (44,86 mmol méthylcarboxylique
acide) scnt solubilisés dans le DMF a 60 g/L puis refroidis a 0°C. 3,23 g de glycinate
d'octyle, sel d’acide paratoluénesulfonique (8,97 mmol) est mis en suspension dans du
DMF a 100 g/L. 0,91 g de triéthylamine (8,97 mmol) est ensuite ajouté & cette
syspension. Une fois la solution de poiysaccharide a 0°C, une solution de NMM
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{5,24 g, 51,8 mmoi) dans le DMF (530 g/L) et 5,62 g (51,8 mmol) de EtOCOC| sont
ensuite ajoutés, Aprés 10 minutes de réaction, la suspension glycinate d'octyle est
ajoutée. Le milieu est ensuite maintenu a 10°C pendant 45 minutes. Le milieu est
ensuite chauffé a 30°C. Une solution d'imidazole {10,38 g dans 17 mL d’eau) et 52 mL
d’eau sont ajoutés dans le milieu réactionnel. La solution de polysaccharide est
ultrafiltrée sur membrane PES 10 kDa contre 15 volumes de solution NaCl 0,9 % et 5
volumes d'eau, La concentration de [a solution de polysaccharide est déterminée par
extrait sec. Une fraction de sclution est lyophilisée et analysée par RMN 'H dans D;0
pour déterminer le degré de substitution des méthylcarboxylate en glycinate d'octyie
par unité glucosidigue.

f000246] D'aprés 'extrait sec ; [Polysaccharide 1] = 36,4 mg/g

[000247] D'apreés le dosage acide/base : n = 0,9

[000248] D'aprés la RMN *H : m = Q,2.

Exemple A2 : Préparation du Polysaccharide 2

[000249] Le glycinate de cétyle, sel d’acide paratoluénesulfonique est obtenu selon le
procéde décrit dans le brevet US 4,826,818,

[000250] Par un procédé similaire & celui décrit & ['Exemple Al, un
dextraneméthylcarboxylate de sodium, synthétisé sefon le procéde deécrit dans
'Exempie Al en utilisant un dextrane de masse moléculaire moyenne en poids
d’environ 5 kg/mol (g = 19, PHARMACOSMOS), modifié par fe glycinate de cétyle est
obtenu,

[000251] D’aprés |’extrait sec : [Polysaccharide 2] = 15,1 mg/g

[000252] D'aprés le dosage acide/base : n = 1,05

[000253] D'aprés la RMN *H : m = 0,05.

Exempie A3 ; Préparation du Polysaccharide 3

[000254] Le phénylalaninate d'octyle, sel d'acide paratoluénesulfonique est obtenu
sefon ie procédé decrit dans le brevet US 4,826,818.

[000255] Par un procédé similaire & celui décrit a |'Exemple Al, un
dextranemethylcarboxylate de sodium, synthétisé selon fe procédé décrit dans
Exemple Al en utilisant un dextrane de masse moléculaire moyenne en poids
d'environ 10 kg/mol (g = 38, PHARMACOSMOS), modifie par le phénylalaninate
d'octyle est obtenu.

[000256] D'aprés I'extrait sec ; [Polysaccharide 3] = 27,4 mg/g

[000257] D'aprés e dosage acide/base : n = 1,0

[000258] D'aprés la RMN *H : m = 0,1.
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Exemple A4 : Préparation du Polysaccharide 4

[000259]Par un procéde similaire a celui décrit & [Exemple A3, un
dextraneméthyicarboxylate de sodium, synthétisé selon le procédé décrit dans
VExemple Al en utilisant un dextrane de masse moléculaire moyenne en poids
d'environ 5 kg/mol (g = 19, PHARMACOSMOS), modifié par le phénylalaninate d’octyle
est obtenu.

[000260] D'aprés Pextrait sec : [Polysaccharide 4] = 21,8 mg/g

{000261] D'aprés le dosage acide/base : n = 1,0

[000262] D'aprés la RMN 'H : m = 0,2.

Exemple A5 : Preparation du Polysaccharide 5

[000263] Le phényilalaninate de 3,7-dimethyie-1-octyle, sel d'acide
paratoluénesulfonigue est obtenu selon le procédé décrit dans le brevet US 4,826,818,
[000264] Par un procédé similaire a celui décrit & [I'Exemple Al, un
dextraneméthylcarboxylate de sodium, synthétisé selon le procéde décrit dans
'Exemple Al en utilisant un dextrane de masse moléculaire moyenne en poids
d’environ 10 kg/mol (q = 38, PHARMACOSMOS), modifié par le phénylalaninate de
3,7-diméthyle-1-octyle est obtenu.

[000265] D'aprés {'extrait sec : [Polysaccharide 5] = 24,3 mg/g

[000266)] D'apres le dosage acide/base : n = 1,0

[000267] D'aprés [a RMN 'H ' m = 0,1,

Exemple A6 : Préparation du Polysaccharide 6

[000268] L'aspartate de dioctyle, sel d'acide paratoluénesulfonigue est obtenu selon le
procede décrit dans fe brevet US 4,826,818,

[000269] Par un procédé similaire & celui décrit & [I'Exemple Al, un
dextraneméthylcarboxylate de sodium, synthétisé selon le procédé décrit dans
I'Exemple Al en utilisant un dextrane de masse moléculaire moyenne en poids
d‘environ 10 kg/mol {q = 38, PHARMACOSMOS), modifié par l'aspartate de dioctyle
est obtenu.

[000270] D’apres |'extrait sec : [Polysaccharide 6] = 22,2 mg/g

[000271] D’aprés le dosage acide/base : n = 1,05

[000272] D'aprés la RMN 'H @ m = 0,05,

Exemple A7 : Préparation du Polysaccharide 7

[000273] L'aspartate de didécyle, sel d'acide paratoluénesulfonique est obtenu selon le
procédé décrit dans le brevet US 4,826,818,

[0002741Par un procédé similaire & celui décrit a VExemple AL, un
dextraneméthyicarboxylate de sodium, synthétisé selon le procédé décrit dans
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I'Exemple Al en utilisant un dextrane de masse moieculaire moyenne en poids
d’environ 10 kg/mol (g = 38, PHARMACOSMOS), modifié par |'aspartate de didécyle
est obtenu.

{000275] D'aprés 'extrait sec : [Polysaccharide 7] = 19,8 mg/g

[000276] D'apres le dosage acide/base : n = 1,05

[000277] D'aprés la RMN *H : m = 0,05.

Exemple A8 : Préparation du Polysaccharide 8

[000278] L'aspartate de dilauryle, sel d'acide paratoluénesulfonique est obtenu selon
le procédé décrit dans le brevet US 4,826,818,

[000279] Par un procédé similaire a celui décrit a VExemple Al, un
dextraneméthylcarboxylate de sodium, synthétisé selon le procédé décrit dans
I'Exemple Al en utilisant un dextrane de masse moléculaire moyenne en poids
d’environ 5 kg/mol (g = 19, PHARMACQOSMOS}, maodifié par I'aspartate de dilauryle est
obtenu.

[0002801 D'aprés 'extrait sec : [Polysaccharide 8] = 22,8 mg/g

[000281] D'aprés le dosage acide/base : n = 1,05

[000282]) D'aprés la RMN 'H : m = 0,05.

Exemple A9 : Préparation du Polysaccharide 9

[000283] Le N-(2-amincéthyl)dodécanamide est obtenu selon fe procéde décrit dans le
brevet US 2,387,201 a partir du méthyle ester de V'acide dodécanoique (SIGMA) et de
I'éthylénediamine (ROTH).

[000284] Par un procédé similaire & celui décrit a |I'Exemple Al, un
dextraneméthylcarboxylate de sodium, synthétise selon le procédé decrit dans
I'Exemple A1 en utilisant un dextrane de masse maolécuiaire moyenne en poids
d'environ 10 kg/mol (q = 38, PHARMACOSMOS), modifié par le N-(2-
amincethyl)dodécanamide est obtenu.

[000285] D'aprés |'extrait sec : [Polysaccharide 9] = 23,8 mg/qg.

[000286] D'apres le dosage acide/base : n = 1,0

[000287] D'aprés fa RMN 'M : m = 0,1.

Exemple A1Q : Préparation du Polysaccharide 10

[000288] Le dextranesuccinate de sodium est obtenu & partir d'un dextrane de masse
molaire moyenne en poids ¢‘environ 10 kg/mol (g = 38, PHARMACOSMOS) selon ia
methode décrite dans I'article de Sanchez-Chaves et al., 1998 (Manuel et al., Polymer
1998, 39 (13), 2751-2757). D'aprés la RMN 'H dans D,0/NaOD, le nombre moyen de

groupements succinates par unité glucosidique est de 1,4,
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[000289] Le glycinate de lauryle, sel d'acide paratoluénesulfonique est obtenu selon le
procédé décrit dans le brevet US 4,826,818,

[000290] Par un procédé similaire & celui décrit a 'Exemple Al, un dextranesuccinate
de sodium modifié par le giycinate de lauryle est obtenu.

[000291] D'aprés |'extrait sec : [Pelysaccharide 10] = 16,1 mg/g

[000292] D’aprés le dosage acide/base : n = 1,3

[000293] D'aprés Ja RMN *H : m = 0,1,

Exempie All : Préparation du Polysaccharide 11

[000294] L'aspartate de dioctyle, sel d‘acide paratoluénesulfonique est obtenu selon le
procédeé décrit dans le brevet US 4,826,818.

[000295] 12 ¢ (soit 0,22 mol d'hydroxyles) de dextrane de masse molaire moyenne
en poids d’environ 10 kg/mol (q = 38, PHARMACOSMOS) sont solubilisés dans un
mélange DMF/DMSO. Le mélange est porté & 80°C sous agitation. 3,32 g (0,03 moi)
de 1,4-diazabicyclo[2.2.2]octane puis 14,35 g (0,11 mol) d’éthyle isocyanatoacétate
sont progressivement introduits. Aprés 5h de réaction, le milieu est dilué en eau et
purifié par diafiltration sur membrane PES de 5 kD contre NaOH 0,IN, NaCl 0,9% et
de Peau. La solution finale est dosée par extrait sec pour déterminer la concentration
en polysaccharide; puis dosée par dosage acide/base dans de |'eau/acetone 50 / 50
(V/V) pour déterminer le nombre moyen de motifs N-méethylcarboxylates carbamates
par unité glucosidique.

{000296] D'aprés P'extrait sec : [polysaccharide] = 30,5 mg/g

[000297] D'aprés le dosage acide/base: le nombre moyen de motifs N-
méthylcarboxylates carbamates par unité glucosidigue est de 1,4.

[000298] Par un procédé similaire a celui décrit & I'Exemple Al, un N-
méthylcarboxylate de sodium dextrane carbamate modifié par 'aspartate de dioctyle
est obtenu.

f000299] D'aprés Fextrait sec : [Polysaccharide 11] = 17,8 mg/g

[0003007 D'aprés [e dosage acide/base : n = 1,3

[000301] D’aprés la RMN 'H : m = 0,1.

Exemple A12 : Préparation du Polysaccharide 12
[000302] L'aspartate de dilauryle, sel d’acide paratoluénesulfenique est obtenu selon
le procédé décrit dans ie brevet US 4,826,818.
[000303] Par un procédé similaire a celui décrit & ['Exemple Al, un
dextraneméthylcarboxyiate de sodium, synthétisé selon le procédé décrit dans
FExemple Al en utilisant un dextrane de masse moléculaire moyenne en poids
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d’environ 1 kg/mol (g = 4, PHARMACOSMOS), modifié par I'aspartate de dilauryle est
obtenu.

{000304] D'aprés |'extrait sec : [Polysaccharide 12] = 12,3 mg/g

[000305] D'aprés le dosage acide/base : n = 0,96

[000306] D'aprés la RMN 'H : m = 0,07.

Exemple A13 : Préparation du Polysaccharide 13

[0003071 Le 2-(2-amino-éthoxy)éthyle dodécanoate, sel d'acide paratoluénesulfonique
est obtenu selon le procédé décrit dans le brevet US 4,826,818,

[000308] Par un procédé similaire & celui décrit a I'Exemple Al, un
dextraneméthylcarboxylate de sodium, synthétisé selon le procédé décrit dans
I'Exemple Al en utilisant un dextrane de masse moléculaire moyenne en poids
d'environ 10 kg/mol {q = 38, PHARMACOSMOS), modifié par le 2-(2-amino-
éthoxy)éthyle dodécanoate est obtenu.

[000309] D'apres 'extrait sec : [Polysaccharide 13] = 25,6 mg/g

[000310} D'aprés le dosage acide/base : n = 1,0

[000311] D'aprés la RMN 'H : m = Q,1.

Exemple Al4 : Préparation du Polysaccharide 14

[000312] Le 2-(2~{2-[dodécanoylaminoléthoxy}éthoxy}éthylamine est obtenu selon le
procédé décrit dans le brevet US 2,387,201 a partir du méthyl ester de l'acide
dodécanoigque (SIGMA) et du triéthyléneglycol diamine (HUNSTMAN).

f000313]Par un procédé similaire & celui décrit a VExemple Al, un
dextraneméthylcarboxylate de sodium, synthétisé selon le procédé décrit dans
I'Exemple Al en utilisant un dextrane de masse moléculaire moyenne en poids
d’environ 10 kg/mol (g = 38, PHARMACOSMOS), modifieé par le 2-(2-{2~
[dodécanoylamino]éthoxy }éthoxy)éthylamine est obtenu.

[000314] D’apres |'extrait sec : [Polysaccharide 141 = 24,9 mg/g

[000315] D'aprés {e dosage acide/base : n = 1,0

[000316] D'aprés la RMN *H : m = 0,1.

Exempie A15 : Préparation du Polysaccharide 15

[000317] Le 2-(2-{2-[hexadécanoylamino]ethoxyFéthoxy)éthylamine est obtenu selon
le procédé décrit dans le brevet US 2,387,201 & partir du méthyl ester de l'acide
palmitique {SIGMA) et du triéthyléneglycol diamine (HUNSTMAN}.

[000318] Par un procédé similaire a celui décrit a I'Exemple A1, un
dextraneméthylcarboxylate de sodium, synthétisé selon le procédé décrit dans

I'Exemple Al en utilisant un dextrane de masse moléculaire moyenne en poids
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d'environ 10 kg/mel (q = 38, PHARMACOSMOS), modifié par le 2-{2-{2-
[hexadecanoylamino]éthoxy}éthoxy)éthylamine est obtenu.

[000319] D'aprés 'extrait sec : [Polysaccharide 15] = 22,2 mg/g

[000320] D’apres le dosage acide/base 1 n = 1,05

1000321] D’aprés la RMN 'H : m = 0,05.

Exemple Al6 : Préparation du Polysaccharide 16

[000322] Le glycinate de cétyle, sel d’acide paratoluenesulfonique est obtenu selon le
procédé décrit dans ie brevet US 4,826,818,

[000323]Par un procédé similaire & celui decrit & ['Exemple Al, un
dextraneméthylcarboxylate de sodium, synthétisé selon le procédé décrit dans
I'Exemple Al en utilisant un dextrane de masse moléculaire moyenne en poids
d‘environ 5 kg/mol (g = 19, PHARMACOSMOS), modifié par le glycinate de cétyle est
obtenu.

[000324] D'apres l'extrait sec : [Polysaccharide 16] = 23 ma/g

[000325] D'aprés le dosage acide/base : n = 1,05

f000326] D'aprés la RMN *H : m = 0,05.

Exemple Al7 ! Préparation du Polysaccharide 17

[000327] 10 g (soit 185 mmol d’hydroxyles) de dextrane de masse molaire moyenne
en poids d‘environ 10 kg/mol (g = 38, PHARMACOSMOS) sont solubilisés dans de |'eau
4 420 g/L. A cette solution sont ajoutés 19 mL de NaOH 10 N (185 mmol). Le mélange
est porté & 35°C, puis 8,6 g (74 mmol) de chloroacétate de sodium sont ajoutés. La
température du milieu réactionnel est portée & 60°C a 0,5°C/min, puis maintenue a
60°C pendant 100 minutes. Le milieu réactionnel est dilué avec 200 ml. d'eau,
neutralisé a |'acide acétique et purifié par ultrafiltration sur membrane PES de 5 kDa
contre 6 volumes d'eau. La solution finale est dosée par extrait sec pour déterminer la
concentration en polysaccharide ; puis dosée par dosage acide/base dans de
l'eau/acétone 50 /50 (V/V) pour déterminer le nombre moyen de motifs
méthylcarboxylates par unite glucosidique.

f000328] D'apres I'extrait sec : [polysaccharide] = 35,1 mg/g

[000329] D'aprés le dosage acide/base: le nombre moyen de motifs
méthylcarboxylates par unité glucosidique est de 0,42.

[000330] La solution de dextraneméthyicarboxylate de sodium est passée sur une
résine Purolite (anionigue) pour obtenir le dextraneméthylcarboxylique acide gui est
ensuite tyophilisé pendant 18 heures.

[000331] Le glycinate de cétyle, sel d’acide paratolugnesulfonique est obtenu selon le
procédé décrit dans ie brevet US 4,826,818,
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[000332] Par un procédé similaire a celui décrit a ['Exemple Al, un
dextraneméthylcarboxylate de sodium modifié par le glycinate de cétyle est obtenu.
[000333] D’aprés l'extrait sec : [Polysaccharide 17] = 18 mg/g

[000334] D’‘aprés le desage acide/base : n = 0,37

[000335] D‘aprés la RMN *H : m = 0,05,

Exempte A18 : Préparation du Polysaccharide 18

10 g de dextraneméthylcarboxylate de sodium caractérisé par un degré de
substitution en méthylcarboxyiate de 1,10 par unité glucosidique sont synthétisés a
partir d'un dextrane de masse molaire moyenne en poids de 5 kg/moi (g = 19,
PHARMACOSMOS), sefon un procédé similaire a celui décrit pour e Polysaccharide 1,
puis lyophilisés.

8 g (soit 64 mmol d'hydroxyles) de dextraneméthylcarboxylate de sodium caractérisé
par un degré de substitution en méthyicarboxylate de 1,05 par unité glucosidique sont
solubilisés dans de 1"eau & 1000 g/L. 6 mL de NaOH 10 N (64 mmoi)} sont ajoutés. Le
mélange est chauffé a 35°C, et 7,6 ¢ de chicroacétate de sedium (&5 mimol) sont
ajoutés, Le mélange est progressivement porté a une température de 60°C, et est
maintenu & cette température pendant 100 minutes suppiémentaires. Le mélange est
dilué avec de {'eau, neutralisé par l'acide acétique puis purifié par ultrafiltration sur
membrane PES de 5 kDa contre de 'eau. La solution finale est dosee par extrait sec
pour déterminer la concentration en polysaccharide puis dosée par dosage acide/base
dans de l'eau/acétone 50/ 50 (V/V) pour déterminer le nombre moyen de motifs
méthylcarboxylates par unité glucesidique.

D'aprés I'extrait sec : {polysaccharide] = 45,8 mg/g

D'aprés e dosage acide/base : le nombre moyen de motifs méthylcarboxytates par
unité gtucosidigue est de 1,65.

La solution de dextraneméthylcarboxylate de sodium est passée sur une résine
Purolite (anionique) pour obtenir le dextraneméthylcarboxylique acide qui est ensuite
lyophilisé pendant 18 heures.

Le leucinate de cholestéryle, sel d‘acide paratoluénesulfonique est obtenu selon le
procédé décrit dans le brevet US 4,826,818.

Par un procédé similaire & celui décrit & I'Exemple Al, un dextraneméthyicarboxylate
de sodium modifié par le leucinate de cholesteryle est obtenu.

D’aprés 'extrait sec : [Polysaccharide 18] = 21 mg/g

D’aprés le dosage acide/base : n = 1,61

D'aprés la RMN 'H : m = 0,04,
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Exemple A19 : Préparation du Polysaccharide 19

Par un procédé similaire & celui décrit a I'Exemple Al, un dextraneméthylcarboxylate
de sodium, synthétisé selon le procedé decrit dans I'Exemple AL en Utilisant un
dextrane de masse moléculaire moyenne en poids d'environ 5 kg/mol (g = 19,
PHARMACOSMOS), modifié par le leucinate de cholestryle est obtenu.,

D'aprés 'extrait sec : {Polysaccharide 19] = 19,4 mg/g

D’aprés le dosage acide/base : n = 1,06

D’aprés la RMN 'H : m = 0,04.

Exemple A20 : Préparation du Polysaccharide 20

16 g (soit 296 mmol d'hydroxyles) de dextrane de masse molaire moyenne en poids
d'environ 5 kg/mol {q = 19, PHARMACOSMOS) sont solubilisés dans de l'eau &
420 g/L. A cette solution sont ajoutés 30 mL de NaOH 10 N {296 mmol). Le melange
est porté a 35°C, puis 26 g (222 mmol) de chloroacétate de sodium sont ajoutées. La
température du milieu réactionnel est progressivement portée a 60°C, puis maintenue
4 60°C pendant 100 minutes. Le milieu réactionnel est dilué avec de I'eau, neutralisé a
l'acide acétique et purifié par ultrafiltration sur membrane PES de 5 kDa contre de
{'eau. La solution finale est dosée par extrait sec pour déterminer la concentration en
polysaccharide puis dosée par dosage acide/base dans de l'eau/acétone 50 / 50 (V/V)
pour déterminer [e nombre moyen de motifs méthylcarboxylates par unité
glucosidigue.

D’'aprés l'extrait sec : [polysaccharide] = 33,1 mg/g

D’aprés le dosage acide/base : le nombre moyen de motifs méthylcarboxylates par
unité glucosidigue est de 0,70.

La solution de dextraneméthylcarboxylate de sodium est passée sur une résine
Purolite (anionique) pour obtenir le dextraneméthylcarboxylique acide qui est ensuite
lyophilise pendant 18 heures,

Par un procédé similaire a celui décrit a I'Exemple Al, un dextraneméthylcarboxylate
de sodium modifié par le leucinate de cholestéryie est obtenu.

D'apres l'extrait sec : [Polysaccharide 207 = 18,9 mg/g

D'apres le dosage acide/base : n = 0,66

D’aprés fa RMN 'H : m = 0,04.

Exemple A21 : Preparation du Polysaccharide 21

16 g (soit 296 mmol d'hydroxyles) de dextrane de masse molaire moyenne en poids
d'environ 5 kg/mol (q = 19, PHARMACOSMQS) sont solubilisés dans de l'eau 2
420 g/L. A cette solution sont ajoutés 30 mL de NaOH 10 N (296 mmol). Le mélange
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est porté & 35°C, puis 18 g {158 mmol) de chloroacétate de sodium sont ajoutés. La
température du milieu réactionnel est progressivement portée a 60°C, puis maintenue
4 60°C pendant 100 minutes. Le milieu réactionnel est dilué avec de l'eau, neutralisé a
I'acide acétique et purifié par ultrafiltration sur membrane PES de 1 kDa contre de
l'eau. La solution finaie est dosée par extrait sec pour déterminer la concentration en
polysaccharide puis dosée par dosage acide/base dans de I'eau/acétone 50 / 50 (V/V)
pour déterminer le nombre moyen de motifs méthylcarboxylates par unité
glucosidigue.

D'aprés I'extrait sec : [polysaccharide] = 52,6 mg/g

D’aprés le dosage acide/base : le nombre moyen de motifs méthylcarboxylates par
unité giucosidique est de 0,50,

La solution de dextraneméthylcarboxylate de sodium est passée sur une résine
Purolite (anionique) pour obtenir le dextraneméthyicarboxylique acide qui est ensuite
lyophilisé pendant 18 heures.

Par un procédé similaire & celui décrit a 'Exemple Al, un dextraneméthylcarboxylate
de sodium modifié par le leucinate de cholestéryle est obtenu.

D’aprés l'extrait sec : [Polysaccharide 21] = 18,9 mg/g

D’aprés le dosage acide/base : n = 0,46

D'aprés fa RMN 'H : m = 0,04.

Exemple A22 : Préparation du Polysaccharide 22

Par un procédé similaire a celui décrit & I'Exemple A18, un dextraneméthylcarboxylate
de sodium, synthétisé selon le procédé décrit dans I'Exemple A18 en utilisant un
dextrane de masse moléculaire moyenne en poids d'environ 1 kg/mel (g = 4,
PHARMACOSMOS), modifié par le leucinate de cholesteryle est obtenu.

D’aprés l'extrait sec : [Polysaccharide 221 = 20,2 mg/g

D'aprés e dosage acide/base : n = 1,61

D'aprés la RMN *H : m = 0,04.

Exemple A23 : Preparation du Polysaccharide 23

Le chlorhydrate de 1-éthylénediaminecarboxylate de cholestéryle est obtenu selon le
procedé décrit dans le brevet (Akiyoshi, K et al, WO 2010/053140).

Par un procédé similaire & celui décrit a I'Exemple A18, un dextraneméthylcarboxylate
de sodium, synthétisé selon le procédé décrit dans 'Exemple A18 en utilisant un
dextrane de masse moléculaire moyenne en poids d'environ 5 kg/mol (g = 19,
PHARMACOSMOS), modifié par le 1-éthylénediaminecarboxylate de cholestéryle est
obtenu.

D’aprés l'extrait sec ; [Polysaccharide 23] = 20,1 mg/g
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D’aprés le dosage acide/base : n = 1,61
D'aprés la RMN *H : m = 0,04.

Exemple A24 : Préparation du Polysaccharide 24

12 g (soit 0,22 mol d’hydroxyles) de dextrane de masse molaire moyenne en poids
denviron 5 kg/mol (q = 19, PHARMACOSMOS) sont solubilisés dans un mélange
DMF/DMSO. Le mélange est porté a 80°C sous agitation. 3,32 g (0,03 mol) de 1,4-
diazabicyclo[2.2.2]octane puis 26,8 g (0,21 mol) d'éthyle isocyanatoacétate sont
progressivement introduits. Aprés 5h de réaction, le mifieu est dilué en eau et purifié
par diafiltration sur membrane PES de 5 kD contre NaCH 0,1N, NaCl 0,9% et de l'eau.
La solution finale est dosée par extrait sec pour déterminer la concentration en
polysaccharide; puis dosée par dosage acide/base dans de |'eau/acétone 50 / 50 {V/V)
pour determiner le nombre moyen de motifs N-méthyicarboxylates carbamates par
unité glucosidique,

D’apres l'extrait sec ; [polysaccharide] = 30,1 mg/g

D'aprés le dosage acide/base : le nhombre moyen de motifs N-méthylcarboxylates
carbamates par unité glucosidique est de 2,0,

Par un procédé similaire a celui décrit & 'Exemple Al, un N-méthylcarboxylate de
sodium dextrane carbamate medifié par le leucinate de cholestéryie est obtenu,
D'aprés l'extrait sec : [Polysaccharide 24] = 17,9 mg/g

f000336] D'apres le dosage acide/base : n = 1,96

[000337] D‘aprés la RMN H : m = 0,04,

Exemple A25 : Préparation du Pclysaccharide 25

Le chlorhydrate de 1-éthylénediaminecarboxylate de cholestéryle est obtenu selon le
procédé décrit dans le brevet (Akiyoshi, K et ai. WO 2010/053140).

10 g de dextrane de masse molaire moyenne en poids d’environ 5 kg/mol (q = 19,
PHARMACOSMOS, 3,2 mmol de bouts de chaines) sont sofubilisés dans du DMSQ a
80°C. 4,8 g de chlorhydrate de 1-éthylénediaminecarboxylate de cholestéryle (9,5
mmol), 0,96 g de triéthylamine (9,5 mmol) et 2,0 g de cyanoborohydrure de scdium
{32 mmol) sont ajoutés au milieu réactionnel qui est agité a 80°C pendant 24 heures.
Aprés refroidissement, le mélange est précipité dans du dichlorométhane puis dans de
l'acétone et séché sous vide. D‘aprés la RMN 'MH, un dextrane modifié en bout de
chaine par le 1-éthylénediaminecarboxylate de cholestéryle est obtenu. Un
dextraneméthylcarboxylate de sodium caractérisé par un degré de substitution en
méthylcarboxylate de 1,65 par unité glucosidique et modifié en bout de chaine par le
1-ethylenediaminecarboxylate de cholestéryle a été synthétisé par un procedé
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similaire a celui décrit dans 'exemple A18 en utilisant le dextrane modifié en bout de
chaine par le 1-éthylénediaminecarboxylate de cholestéryle,

D’aprés I'extrait sec : [Polysaccharide 25] = 13,7 mg/g

D'aprés le dosage acide/base : n = 1,65

D'aprés la RMN *H : chaque chaine de polymére porte un groupement 1-
éthylénediaminecarboxylate de cholestéryie greffé sur le bo(it de chafne réducteur.

Exemple A26 : Préparation du Polysaccharide 26

[000338] Le leucinate de cholestérel, sel d'acide paratoluénesulfonique est obtenu
selon le procédé décrit dans le brevet US 4,826,818.

[000339] Par un procédé similaire a celui décrit a VExemple Al, un
dextraneméthylcarboxylate de sodium, synthétisé selon le procédé décrit dans
VExemple Al en utilisant un dextrane de masse moiéculaire moyenne en poids
d'environ 10 kg/mel (g = 38, PHARMACOSMOS), modifié par le leucinate de
cholestérol est obtenu.

[000340] D'apres Pextrait sec : [Polysaccharide 26] = 26,6 mg/g

[000341] D’'apres le dosage acide/base : n = 0,99

[000342] D'aprés la RMN 'H : m = 0,05.

Exemple A27 : Préparation du Polysaccharide 27

L'aspartate de dilauryle, sel d’acide paratoluénesulfonigue est obtenu selon e procédé
décrit dans le brevet US 4,826,818,

Par un procédé simitaire a celui décrit a I'Exemple Al, un dextraneméthylcarboxylate
de sodium, synthétisé selon le procédé décrit dans I'Exemple Al18 en utilisant un
dextrane de masse moleculaire moyenne en poids d'environ 1 kg/mol (g = 4,
PHARMACOSMOS), modifié par |‘aspartate de dilauryle est obtenu,

[000343] D’aprés I'extrait sec : [Polysaccharide 27] = 16,7 mg/g

[000344} D'aprés le dosage acide/base : n = 1,41

[000345] D’aprés la RMN 'H : m = 0,16.

Exemple A28 : Préparation du Polysaccharide 28

[000346] L'aspartate de dilauryle, sel d’acide paratoluénesuifonique est obtenu selon
le procédé décrit dans le brevet US 4,826,818,

[000347} Par un procédé similaire a celui décrit & FExemple AL, un
dextraneméthylcarboxylate de sodium, synthétisé sefon le procédé décrit dans
'Exemple A18 en utilisant un dextrane de masse moléculaire moyenne en poids
d'environ 1 kg/mol (g = 4, PHARMACOSMQS), modifié par Faspartate de dilauryle est

obtenu.



10

15

20

25

30

35

WO 2013/021143 PCT/FR2012/051880

50

[000348] D'aprés 'extrait sec : [Polysaccharide 28] = 25 mg/g
{0003497 D'apres |le dosage acide/base : n = 1,50
[000350] D’aprés la RMN 'H : m = 0,07.

Exemple A29 : Préparation du Polysaccharide 29

f000351] L'aspartate de didecyle, sel d'acide paratofuénesulfonique est obtenu selon le
procédé décrit dans le brevet US 4,826,818,

[000352] Par un procédé similaire a celui décrit & FPExemple AL, un
dextraneméthylcarboxylate de sodium, synthétisé selon le procédé décrit dans
I'Exemple Al en utilisant un dextrane de masse moléculaire moyenne en poids
d'enviren 1 kg/mol {q = 4, PHARMACOSMOS), modifié par 'aspartate de didécyle est
obtenu,

[000353] D'aprés I'extrait sec : [Polysaccharide 29] = 15 mg/g

{000354] D'aprés le dosage acide/base : n = 1,05

[000355] D'aprés la RMN 'H : m = 0,05.

[000356] Exemples
Partie B Mise en évidence des propriétés des compositions selon invention

Exemple B1 : Solution d’insuline analogue rapide (Novolog®) & 100 UI/mL
[000357] Cette sclution est une solution commerciale d’insuline aspart commaercialisée
par la société Novo Nordisk sous le nom de Novolog® aux USA et Novorapid® en

Europe. Ce produit est une insuline analogue rapide.

Exemple B2 : Solution d'insuline analogue rapide (Humalog®) & 100 UI/mL
[000358] Cette solution est une solution commerciale d'insuline lispro commercialisée
par la société Eli Lilly sous le nom de Humalog®. Ce produit est une insuline analogue

rapide,

Exemple B3 : Solution d'insuline analogue rapide (Apidra®) & 100 UI/mL
[000359] Cette solution est une solution commerciale dinsuline glulisine
commercialisée par la société Sanofi-Aventis sous le nom Apidra®. Ce produit est une

insuline analogue rapide.
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Exemple B4 : Solution d'insuline analogue lente {Lantus®) & 100 Ul/mL
[000360] Cette solution est une solution commerciale d'insuline glargine
commercialisée par |a société Sanofi-Aventis sous le nom de Lantus®. Ce produit est

une insuline analogue lente.

Exemple B5 : Solution d‘insuline humaine (ActRapid®) & 100 Ui/mL
{000361] Cette sofution est une solution commerciale de Novo Nordisk vendue sous le

nom d’Actrapid®. Ce produit est une insuline humaine.

Exemple B6 ! Solubilisation de Lantus® a 100 Ul/mL et & pH 7 & I'aide d’un dextrane
substitué

[000362] 20 mg de Polysaccharide 4 décrit a 'exemple A4 sont peseés précisément. Ce
lyophilisat est repris par 2 mL de Lantus® dans sa formulation commerciate. Un
précipité provisoire apparait mais la solution devient limpide au bout d'environ 30
minutes. Le pH de cette sotution est de 6,3, l.e pH ast ajusté & 7 avec une solution de
soude 0,1 N, Cette solution limpide est filtrée sur 0,22 um puis est placée & +4°C.

Exemple B7 : Préparation d'une composition dextrane substitué/Lantus®/Apidra®
75/25 & pH 7

[0003631A 0,75 ml de la solution de Polysaccharide 4/Lantus® préparée & I'exemple
B6 est ajouté 0,25 mL d‘Apidra® (dans sa formulation commerciale) pour former 1 mL
dune composition & pH 7. La composition est limpide attestant de la bonne solubilité
de Lantus® et d'Apidra® dans ces conditions de formulation. Cette solution limpide est

filtrée sur 0,22 Um puis est placée & +4°C.

Exemple B8 : Préparation d'une composition dextrane substi%cué/Lantus®/Humalog®
75/25apH 7

[000364] A 0,75 ml de la solution de Polysaccharide 4/Lantus® préparée & 'exemple
B6 est ajouté 0,25 mL d'Humalog® (dans sa formutation commerciale) pour former 1
mL d'une composition 8 pH 7. La composition est limpide attestant de la bonne
solubitité de Lantus® et d’'Humalog® dans ces conditions de formulation. Cette solution

limpide est filtrée sur 0,22 Jm puis est placée & +4°C.

Exemple B9 : Préparation d'une composition dextrane substitué/Lantus®/Novolog®
75/25 4 pH 7

[000365] A 0,75 ml de la solution de Polysaccharide 4/Lantus® préparée a I'exempie
B6 est ajouté 0,25 mL de Novolog® (dans sa formulation commerciale) pour former
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1 mL dune composition a pH 7. La composition est limpide attestant de la bonne
salubilité de Lantus® et de Novolog® dans ces conditions de formulation. Cette solution

limpide est filtrée sur 0,22 um puis est placée & +4°C,

Exemple B10 : Préparation d'une composition dextrane substitué/Lantus®/ActRapid®
75/25apH 7

[000366] A 0,75 mL de la solution de Polysaccharide 4/Lantus® préparée & 'exemple
B6 est ajouté 0,25 mL d'ActRapid® (dans sa formulation commerciale) pour former 1
mL d'une composition a pH 7. La composition est limpide attestant de fa bonne
solubilité de Lantus® et d’ActRapid® dans ces conditions de formulation. Cette solution

limpide est fiitrée sur 0,22 um puis est placée a +4°C.

Exemple B11l : Préparation d'une composition dextrane substitué/Lantus®/Apidra®
60/40apH 7

[000367]1A 0,6 mL de la solution de Polysaccharide 4/Lantus® préparée a l'exemple
B6 est ajoutés 0,4 mL d’'Apidra® (dans sa formulation commerciale) pour former 1 mL
d'une composition a pH 7. La composition est limpide attestant de la bonne solubitité
de Lantus® et d'Apidra® dans ces conditions de formulation. Cette solution limpide est

filtrée sur 0,22 um puis est placée a +4°C.

Exemple B12 : Préparation d’'une composition dextrane substitué/Lantus®/Apidra®
40/60apH 7

[000368] A 0,4 mL de la solution de Polysaccharide 4/Lantus® préparée a l'exemple
B6 est ajouté 0,6 mlL d'Apidra® (dans sa formulation commerciale) pour former 1 mib
d'une composition a pH 7. La composition est limpide attestant de la bonne solubilité
de Lantus® et d’Apidra® dans ces conditions de formulation. Cette sclution limpide est

filtrée sur 0,22 ym puis est placee a +4°C.

Exemple B13 ; Précipitation de Lantus®

[000369] 1 mL de Lantus® est ajouté dans 2 mL d’une solution de PBS contenant 20
mg/mL de BSA (bovine serum albumin). Le mélange PBS/BSA simule la composition
du milieu sous-cutané. Un précipité apparalt ce qui est en bon accord avec le
mécanisme de fonctionnement de Lantus® (précipitation a Vinjection due a
'augmentation du pH).

[000370] Une centrifugation a 4000 trs/min est effectuée pour séparer le précipité du
surnageant. Ensuite Lantus® est dosé dans le surnageant. Il en résulte que 86% de

Lantus® se retrouve sous une forme précipitée.
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Exemple B14 : Précipitation d’une composition dextrane substitué/Lantus®

[000371]1 mL de solution Polysaccharide 4/Lantus® préparée & |'exemple B6 est
ajouté dans 2 mlL d‘une solution de PBS contenant 20 mg/mL de BSA (bovine serum
albumin). Le mélange PBS/BSA simule la composition du milieu sous-cutané. Un
précipité apparait.

[000372] Une centrifugation & 4000 trs/min est effectuée pour séparer le précipité du
surnageant. Ensuite Lantus® est dosé dans le surnageant. 1l en résulte que 85% de
Lantus® se retrouve sous une forme précipitée. Ce pourcentage de précipitation de

Lantus® est identique & celui obtenu pour le contrdle décrit dans I'exemple B13.

[000373] Des essais de solubilisation et précipitation identigues a ceux décrits aux
exemples B6 et B14 ont été effectués avec d’autres dextranes substitués a la méme
concentration de 10 mg/mL de polysaccharide pour 100 UI/mL de Lantus®. 20 mg de
potysaccharide sous forme de lyophilisat sont pesés précisément. Ce Iyophilisat est
repris par 2 mL de Lantus® dans sa formulation commerciale. Un précipité provisoire
apparait mais la solution devient limpide au bout d'environ 30 minutes a guelques
heures (selon fa nature du polysaccharide). Le pH de cette solution est de 6,3. Le pH
est ajusté & 7 avec une solution de soude 0,1 N. Cette solution limpide est filtrée sur
0,22 um puis est placée a +4°C. Les résultats sont résumes dans fe tableau 2.

Polysaccharide no Sgéuﬁ;!:‘stizgn Précipitation de Lantus® préz{;ifgtion
2 Oui Oui 85
1 Oui Oui Nor mesuré
4 Cui Cui 87
3 Qui Oui Non mesuré
5 Oui Oui g4
6 Oul Oui Non mesuré
7 Ouli Qui Non mesuré
8 Oui Oui Non mesuré
9 Oui Oui 94
10 Oui Oui Non mesuré
15 Cui Oui Non mesuré
14 Oui Qui Non mesuré
13 Oui Out Non mesuré
12 Oui Oui Non mesure
11 Oui Oul Non mesure
16 Qui Oui Non mesuré
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17 Oui Qui Non mesuré
18 Qui QOui Non mesuré
19 Qui Oui Non mesuré
20 Oui Oui Non mesuré
21 Qui QOui Non mesuré
22 Qui Oui Non mesuré
23 Oui Qui Non mesuré
24 Qui Qui Non mesuré
25 Cui Oui Non mesuré
26 Qui Oui Non mesuré

Tableau 2

Exemple B15 : Précipitation d'une composition dextrane substitué/Lantus®/Apidra®
75/25 & pH 7

i mL de la composition dextrane substitué/Lantus®/Apidra® 75/25 {contenant 7,5
mg/mL de polysaccharide, 75 UI/mL de Lantus® et 25 UI/mL d'Apidra®) préparée &
I'exemple B7 est ajouté dans 2 ml d'une solution de PBS contenant 20 mg/mL de BSA
(bovine serum albumin). Le mélange PBS/BSA simule la composition du milieu sous-
cutané. Un précipité apparalt.

[000374] Une centrifugation & 4000 trs/min est effectuée pour séparer le précipité du
surnageant, Ensuite Lantus® est dosé dans le surnageant. lLes pourcentages de
précipitation de Lantus® sont similaires au contrdle décrit dans 'exemple B13.

Exemple B16 : Précipitation de différentes compositions en faisant varier ia nature du

dextrane substitué

[000375] D'autres essais dans les mémes conditions que celles de I'exemple B15 ont

été effectués en présence d'autres dextranes substitués.
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[000376] Les résultats sont regroupés dans le tableau 3 suivant et on observe que la

solubilisation et {a précipitation de Lantus® sont conservées.

Solubilisation Pourcentage de précipitation
Poltysaccharide n® Lantus®/Apidra® de Lantus®
75/25

2 Oui 85

1 Oui Non mesuré

4 Oui 87

3 Oui Non mesuré

5 Qui 86

6 Oui Non mesuré

7 Qui Non mesuré

8 Oui Non mesuré

9 Oui 86

10 Oui 85

15 Oui 87

14 Oui 86

13 Qui 88

12 Ouli a1

18 Oui Non mesuré

15 Qui Non mesuré

20 Oui Non mesuré

21 Oui Non mesuré

22 Cui Non mesure

23 Oui Non mesuré

24 Oui Non mesuré

s Oui Non mesuré

26 Oui Non mesuré

Tableau 3

Exemple B17 : Précipitation de différentes compositions en faisant varier ta nature de

Iinsuline prandiale

[000377] Des compositions sont préparées en méiangeant 0,75 mi de |la solution de

Polysaccharide 4/Lantus® préparée & l'exemple B6 avec 0,25 mL d'une insuline

prandiale pour former 1 mbL de composition dextrane substitué/Lantus®/insuline
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prandiale (contenant 7,5 mg/mL de polysaccharide, 75 UI/mL de Lantus® et 25 Ul/mL
d'insuline prandiale).

[000378] Cette composition est ajoutée dans 2 mL de PBS contenant 20 mg/mi. de
BSA (bovine serum albumin). Le mélange PBS/BSA simule la composition du milieu
sous-cutané. Un précipite apparait,

[000379] Une centrifugation a 4000 trs/min est effectuée pour séparer le précipité du
surnageant. Ensuite Lantus® est dosé dans fe surnageant. En présence des 4 insuiines
prandiales testées, Lantus® précipite a environ 90%. Ce pourcentage de précipitation
de Lantus® est similaire au contrdle décrit dans I'exemple B13, les résultats sont

regroupés dans le tableau 4,

Nature de l'insuline prandiale Sclubitisation Pourcentage de précipitation de
Lantus®/insutine Lantus®

prandiale 75/25

Apidra® Qui 88

Novolog® Qui 92

Humalog® Qui 89

ActRapig® Oui 90
Tableau 4

Exemple B18 : Préparation d’'une solution d'insuline analogue lente (glargine)
concentrée,

Une solution commerciale d'insutine gilargine commercialisée par la société Sanofi-
Aventis sous le nom de Lantus® est concentrée par ultrafiltration sur une membrane 3
kDa en cellulose régénérée (Amicon® Uitra-15 commercialisée par la société
Millipore). A l'issue de cette étape d'ultrafiltration la concentration en insuline glargine
est dosée dans le rétentat par chromatographie liquide en phase inverse {(RP-HPLC).
La concentration finate en insuline glargine est ensuite ajustée par Fajout de solution
commerciale de glargine & 100 UI/mL pour obtenir la concentration finale souhaitée.
Ce procédé permet dobtenir des solutions concentrées de glargine notées Cgargine @
diverses concentrations supérieures a 100 Ul/mL, telles que Cglargine = 200, 250, 300
et 333 IU/mL. Les solutions concentrées sont fiitrées sur 0,22 um puis stockées a

+4°C,

Exemple B19 : Dialyse d'une solution commerciale d'insuline analogue rapide (lispro).
Une solution commerciale d'insuline lispro commercialisée par 1a société Lilly sous le
nom d’Humalog® est dialysée par ultrafiltration sur une membrane 3 kDa en cellulose

régénérée (Amicon® Ultra-15 commercialisée par la société Millipore), La dialyse est
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realisée dans un tampon phosphate 1 mM a pH 7. A l'issue de cette étape de dialyse la
concentration  Cuymaiog gisyse €N lispro  dans le rétentat est déterminée par
chromatographie liquide en phase inverse (RP-HPLC). La solution dialysée est

conservée dans un congélateur & -80°C.

Exemple B20 : Lyophilisation d'une solution d’insuline analogue rapide (lispro) sous sa
forme commerciale,

Un volume Viymang d'une solution dinsuline rapide lispro a une concentration de 100
UI/mL dans sa forme commerciale est placée dans un lyogard®préalablement stérilisé
dans un autoclave. Le lyogard® est placé dans un congélateur & -80°C pendant
environ 1h avant de subir une lyophilisation pendant une nuit a8 une température de
20°C et une pression de 0,31 mbar.

Le iyophitisat stérile ainsi obtenu est conservé 3 température ambiante,

Exempie B21 : Lyophilisation d'une solution commerciale d’insuline analogue rapide
(lispro) dialysée.

Un volume Vigmaios dialyss d’une solution d'insuline rapide lispro obtenu selon 'exemple
B19 & une concentration de Cuymalg dialyss €St placée dans un lyogard® préalablement
stérilisé dans un autoclave. Le Iyogard® est placé dans un congélateur & -80°C
pendant environ 1h avant de subir une lyophilisation pendant une nuit & une
température de 20°C et une pressien de ¢,31 mbar.

Le lyophilisat stérile ainsi obtenu est conserve a temperature ambiante.

Exemple B22: Préparation d’'une composition dextrane substitué/glargine a pH 7 a
l‘aide d'un dextrane substitué, suivant un procédé utilisant glargine sous forme liguide
(en solution) et un polysacharide scus forme solide {lyophilisée).

Une masse mMyeys de Polysaccharide 18 est pesée précisément. Ce lyophilisat est repris
par un volume Vgyarqne d'une solution concentrée de glargine préparée selon I'exemple
B18 de maniére a obtenir une compasition présentant une concentration de
polysaccharide Cpoys (MG/mML) = Mpoiys./Vgiargine €F Une concentration en giargine Calargine
{Ul/mL). La solution est opalescente. Le pH de cette solution est d’environ 6,3. Le pH
est ajusté & 7 par ajout de NaOH concentrée puis la solution est placée en statique
dans une étuve & 37°C pendant environ 1 heure. Un volume Vs qgiargine de cette

solution visuellement limpide est placée & +4°C,

Exemple B23: Préparation d’une composition dextrane substitué/gfargine 8 pH 7 &
l'aide d'un dextrane substitué, suivant un procédé utilisant glargine sous forme liquide

(en solution) et un polysacharide sous forme liquide (en solution).
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A une solution mére de Polysaccharide 20 a pH 7 présentant une concentration
Crerepolys. SONT ajoutées des solutions concentrées de m-crésol, glycérine et tween 20
de maniére a obtenir une solution de polysaccharide de concentration Cmerepolys fexcipients
(mg/mL) en présence de ces excipients a des teneurs équivalentes a celles décrites
dans la solution commerciale Lantus® en flacon de 10 mL.

Dans un pot stérile, un volume Vi d’Uune solution commerciale d'insuline lente
glargine commercialisée sous ie nom de Lantus® & une concentration de 100 IU/mL
est ajoutée a un volume V merepolys/excipients d'Une solution de polysaccharide a la
concentration Crarepolys.sexcipients {Mg/mL). Un trouble apparait. Le pH est ajusté a pH 7
par ajout de NaOH 1M et |a solution est pfacée en statique dans une étuve a 37°C

pendant environ 1h. Cette solution visuellement limpide est placée a +4°C,

Exemple B24 : Préparation d'une composition polysaccharide/glargine concentrée a
pH=7 a |'aide d'un dextrane substitué, suivant un procédé de concentration d'une
composition diluée,

Une composition Polysaccharide 20/glargine diluée & pH 7 décrite dans l'exemple B23
est concentrée par ultrafiltration sur une membrane 3 kDa en cellulose régénérée
(Amicon® Ultra-15 commercialisée par la société Millipore). A l'issue de cette etape
d’uitrafiltration, le rétentat est limpide et la concentration en insuline glargine dans la
composition est dosée par chromatographie en phase inverse (RP-HPLC). Si
necessaire, la concentration en insuline glargine dans la composition est ensuite
ajustée a la valeur souhaitée par dilution dans une solution d'excipients m-
cresol/Glycérine/tween20 présentant, pour chaque espéce une concentration
équivalente & celie décrite dans la solution commerciale Lantus® (en flacon de 10 mL).
Cette solution a pH 7, visuellement limpide, présentant une concentration en glargine
Coargine (UI/mL) et une concentration en polysaccharide Cpoys(mg/mL), est placée &
+4°C,

Exemple B25 : Préparation d'une composition dextrane substitué/giargine/lispro a pH
7, a partir d'une insuline rapide lispro sous sa forme commerciaie.

Un volume Vpoysach./glargine de solution de polysaccharide/glargine pH 7 présentant une
concentration en glargine Cgiagine (UI/mL) et une concentration de Polysaccharide 18
Cpaiys. (Mg/mL) préparé selon I'exemple B22 est ajouté sur un lyophilisat d'insuline
lispro obtenu par lyophilisation d’un volume Vi, dont 1a préparation est decrite dans
I'exemple B19, de telle maniére que le ratio Vpoysach.sglargine / Vispro = 100 / Ciispro 0U Ciispro
est la concentration en Hspro (UI/mL) visée dans la composition. La solution est

timpide. La teneur en zinc de la formulation est ajustée a la concentration Cgne (UM)
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souhaitée par ajout d'une solution concentrée de chlorure de zinc. Le pH final est
ajuste & 7 par ajout de NaOH ou HC! concentré,

ta formulation est limpide, attestant de |la bonne solubilité de glargine et lispro dans
ces conditions de formulaticn. Cette solution est filtrée sur (4,22 pm et placée a +4°C.

Exemple B26 : Préparation d'une composition dextrane substitué/glargine/lispro a pH
7, a partir d’'une insuline rapide lispro obtenue par dialyse d’une solution commerciale,
Un volume Vogiysachsglargine d€ solution de polysaccharide/glargine pH 7 présentant une
concentration en glargine Cyamgine {UI/mL) et une concentration de Polysaccharide 20
Cooys. (Mg/mL) prépare sefon 'exemple B24 est ajouté sur un lyophilisat d'insuline
lispro obtenu par lyophifisation d'un volume Vuymaeg diavse Gont la préparation est
décrite dans I'exemple B21, de telle maniére que le ratio Vpeiysach sglargine/ Viumaiog dilyse =
Chiumatog diatyse/ Ciispro OU Crumalog dislyse €5t 1a concentration en lispro (UI/mL) obtenue a
Iissue de la dialyse de la solution commerciale, étape decrite dans |'exemple B19, et
Ciispro €5t 12 concentration en lispro (UI/mi.) visée dans la composition. La solution est
limpide. La teneur en zinc de fa formulation est ajustée a la concentration Cune (UM)
souhaitée par ajout d'une sclution concentrée de chlorure de zinc. Le pH final est
ajusté a 7 par ajout de NaCH ou HCI concentre.

La formulation est fimpide, attestant de la bonne solubitité de glargine et lispro dans
ces cenditions de formulation. Cette solution est filtrée sur 0,22 ym et placée & +4°C.

Exemple B27 : Préparation d'une composition dextrane substitué/glargine/lispro & pH
7 preésentant une concentration en glargine de 200 UI/mL et une concentration de
lispro de 33 Ul/mL (proportion en pourcentage d’insuline : 85/15 en glargine/lispro}.
Une solution de giargine concentrée a 200 UI/mL est préparée sefon Vexemple Bi8.
Une composition Polysaccharide 18 (13 mg/mL)/glargine 300 UI/mL pH 7 est préparée
a partir du Polysaccharide 18 et selon le mode de préparation décrit a I'exemple B22.
Cette composition Pofysaccharide 18/glargine 200 UI/mL est ajoutée a un lyophilisat
d'insuline lispro obtenu par lyophilisation de la solution d‘analogue rapide sous sa
forme commerciale, selon le mode de préparation décrit dans 'exemple B25. La
solution est limpide. La teneur en zinc de |la formulation est ajustée a la concentration
Ciine {(EM) = 750 UM par ajout d’une solution concentrée de chlorure de zinc, Le pH
final est ajusté a 7 par ajout de NaQOH ou HCI concentré.

Cette composition est décrite dans le tableau 5.

Exemple B28 : Préparation d’une composition dextrane substitué/glargine/lispro a pH
7 présentant une concentration en glargine de 200 Ul/mL et une concentration de
lispro de 66 UI/mL {(proportion en pourcentage d'insuline : 75/25 en glargine/lispro).
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Une solution de glargine concentrée a 200 UI/mbL est préparée selon I'exemple B18.
Une composition Polysaccharide 18 {13 mg/mL)/glargine 300 UI/mL pH 7 est préparée
& partir du Polysaccharide 18 et selon le mode de préparation décrit a I'exemple B22.
Cette composition Polysaccharide 18/glargine 200 UI/mL est ajoutée & un lyophilisat
d'insuline lispro obtenu par lyophilisation de la solution d‘analogue rapide sous sa
forme commerciale, selon le mode de préparation décrit dans l'exemple B25. La
solution est limpide. La teneur en zinc de la formulation est ajustée a la concentration
Caine {PM) = 1500 uM par ajout d'une solution concentrée de chlorure de zinc, Le pH
final est ajusté & 7 par ajout de NaOH ou HCI concentre.

La formulation est limpide, attestant de ia bonne solubilité de glargine et lispro dans
ces conditions de formulation. Cette solution est filtrée sur 0,22 um et placée & +4°C.

Cette composition est décrite dans le tableau 5.

Exemple B29 . Préparation d’une composition dextrane substitué/glargine/lispro a pH
7 présentant une concentration en glargine de 300 UI/mbL et une concentration en
lispro de 100 UL/mL (proportion en pourcentage dinsuline ; 75/25 en glargine/lispro).
Une solution de glargine concentrée a 300 UI/mL est préparée selon l'exemple B1i8.
Une composition Polysaccharide 18 (23 mg/mL)/giargine 300 UI/mL pH 7 est préparée
a partir du Polysaccharide 18 et selon le mode de préparation décrit a Fexemple B22.
Cette composition Polysaccharide 18/glargine 300 UI/mL est ajoutée a un lyophifisat
d'insuline lispro obtenu par lyophilisation de la solution d'analogue rapide sous sa
forme commerciale, selon le mode de préparation décrit dans 'exemple B25. La
solution est limpide. La teneur en zinc de la formulation est ajustée & la concentration
Canc (UM} = 2000 pM par ajout d'une solution concentrée de chlorure de zinc. Le pH
final est ajusté & 7 par ajout de NaOH ou HCI concentré.

La formulation est limpide, attestant de la benne solubilité de glargine et lispro dans
ces conditions de formulation. Cette solution est filtrée sur 0,22 um et placée & +4°C,

Cette composition est décrite dans le tableau 5.

Exemple B30 : Préparation d'une composition dextrane substitué/glargine/lispro & pH
7 présentant une concentration en glargine de 250 UI/mL et une concentration en
lispro de 150 UI/mL (proportion en pourcentage d'insuline : 63/37 en glargine/lispro).
Une solution de glargine concentrée & 300 UI/mL est préparée selon 'exemple B18.
Une composition Polysaccharide 18 (19 mg/mL)/glargine 300 Ul/mL pH 7 est preparee
a partir du Polysaccharide 18 et selon le mode de préparation décrit & exemple B22.
Cette composition Polysaccharide 18/glargine 250 UI/mL est ajoutée a un lyophilisat
d'insuline lispro obtenu par lyophilisation de la solution d’analogue rapide sous sa

forme commerciale, selon fe mode de préparation décrit dans l'exemple B25. la
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solution est limpide. La teneur en zinc de la formulation est ajustée & la concentration
Coine (M) = 1500 uM par ajout d'une solution concentrée de chlorure de zinc. Le pH
final est ajusté a 7 par ajout de NaOH ou HC| concentre.

La formulation est limpide, attestant de la bonne solubilité de glargine et lispro dans
ces conditions de formulation. Cette solution est filtrée sur 0,22 pm et placée a +4°C.

Cette composition est décrite dans le tableau 5.

Exemple B31 : Préparation d’'une composition dextrane substitué/glargine/lispro a pH
7 preésentant une concentration en glargine de 333 UI/ml et une concentration en
lispro de 67 UI/mL (proportion en pourcentage d‘insuline : 83/17 en glargine/lispro).
Une solution de glargine concentrée a 333 Ul/mi. est préparée selon {'exemple Bi8.
Une compaosition Polysaccharide 18 (20 mg/mL)/glargine 300 UI/mL pH 7 est préparée
a partir du Polysaccharide 18 et selon le mode de préparation décrit & 'exemple B22,
Cette composition Polysaccharide 18/glargine 333 Ul/mL est ajoutée & un lyophilisat
d'insuline lispro obtenu par lyophilisation de la solution d’analogue rapide sous sa
forme commerciale, selon le mode de préparation décrit dans |'exemple B25. La
solution est limpide. La teneur en zinc de fa formulation est ajustée a la concentration
Caine (M) = 2000 uM par ajout d’une solution concentrée de chlorure de zinc. Le pH
final est ajusté & 7 par ajout de NaQH ou HCI concentré.

La formulation est limpide, attestant de la bonne solubilité de glargine et lispro dans
ces conditions de formulation. Cette solution est filirée sur 0,22 pm et placée a +4°C.

Cette composition est décrite dans le tableau 5.

Exemple B32 : Préparation d'une composition dextrane substitué/glargine/lispro a pH
7 présentant une concentration en glargine de 300 UI/mL et une concentration en
lispro de 100 Ul/mL (proportion en pourcentage d'insuline : 75/25 en glargine/lispro).
Une solution de glargine concentrée a 300 UI/mL est préparée selon 'exemple B18.
Une composition Polysaccharide 19 {23 mg/mL)/glargine 300 UI/ml pH 7 est préparée
a partir du Polysaccharide 19 et selon le mode de préparation décrit a I'exemple B22.
Cette composition Polysaccharide 19/glargine 300 Ul/mL est ajoutée a un lyophilisat
d’insuline lispro obtenu par lyephilisation de la solution d‘analogue rapide sous sa
forme dyalisée, selon le mode de préparation décrit dans 'exemple B26. La solution
est limpide. tLa teneur en zinc de la formuiation est ajustée a la concentration Cyipc
(M) = 3000 UM par ajout d'une solution concentrée de chlorure de zinc. Le pH final
est ajusté a 7 par ajout de NaOH ou MCl concentré.

La formulation est limpide, attestant de la bonne solubilité de glargine et lispro dans
ces conditions de formulation. Cette solution est filtrée sur 0,22 um et placée & +4°C.

Cette composition est décrite dans le tableau 5.
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Exemple B33 : Préparation d'une composition dextrane substitué/glargine/lispro & pH
7 présentant une concentration en glargine de 300 UI/mL et une concentration en
lispro de 100 UI/mL (proportion en pourcentage d'insuline : 75/25 en glargine/lispro).
Une composition Polysaccharide 20 (23 mg/mL)/glargine 300 UI/mL pH 7 est préparée
a partir du Polysaccharide 20 et selon le mode de préparation décrit a I'exempie B23.
Cette composition Polysaccharide 20/glargine 300 UI/mL est ajoutée & un lyophilisat
d'insuline fispro obtenu par Iyophilisation de la solution d‘anafogue rapide issue de la
dialyse d'une solution commerciale, selon le mode de préparation décrit a I'exemple
B26. La sofution est limpide. La teneur en zinc de la formulation est ajustée a la
concentration Cune (M) = 1500 uM par ajout d'une solution concentrée de chlorure de
zinc. Le pH final est ajusté a 7 par ajout de NaOH ou HCI concentré.

La formulation est fimpide, attestant de la bonne solubilité de glargine et lispro dans
ces conditions de formulation. Cette solution est fittrée sur 0,22 um et placée & +4°C,

Cette composition est décrite dans le tableau 5.

Exemple Polysaccharide | Cpaiysacn. Colargine Cispro Colargine/ | pH

nNe nNe (mg/mL) | (UL/mL) | (UI/ml) Ciispro
(%/%)

B27 18 13 200 33 85/15 7
B28 18 13 200 66 75/25 7
B29 18 23 300 100 75/25 7
B30 18 19 250 150 63/37 7
B31 18 20 333 67 83/17 7
B32 1% 23 300 100 75/25 7
B33 20 23 300 100 75/25 7

Tableau 5 : Compositions dextrane substitué/glargine/lispro a pH 7.

Exemple B34 : Précipitation de différentes compaositions dextrane
substitué/glargine/lispro & pH 7 présentant différentes concentrations en insulines

giargine et lispro et différentes proportions relatives des 2 insulines,

1 mL de composition dextrane substitué/Lantus®/Humalog® préparée & I'exemple B27
a B33 est ajouté dans 2 mL d'une solution de PBS contenant 20 mg/mL de BSA
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{bovine serum albumin). Le mélange PBS/BSA simule la composition du milieu sous-

cutané, Un précipité apparait.

Une centrifugation a 4000 trs/min est effectuée pour separer le précipité du

surnageant. Ensuite lLantus® est dosé dans le surnageant. Les pourcentages de

5  précipitation de Lantus® sont similaires au contréle décrit dans |'exemple B13. Les
résultats sont résumés dans le tableau 6
Exemple | Polysac- | Cpolysach. | Cgurgine | Cispro | Calargine/ | Solubilis | Precipita %
N© charide | (mg/mi) Clispro ation de | tion de | Precipita
Ne (UI/mL) | (U1 | (%/%) | glargine | glargine tion
mL) et de
lispro &
pH 7
B27 18 i3 200 33 85/15 oul oul 96
B28 18 13 200 66 75/25 QUI oul 86
B29 18 23 300 100 75/25 Ul QU1 91
B30 18 i9 250 150 63/37 ouI QUI a0
B31 18 20 333 67 83/17 oul QuUI 93
B32 19 23 300 100 75/25 OUI QuUI 98
B33 20 23 300 100 75/25 OUl OuUl Non
mesuré
Tableau 6
10 Exemple B35 : Stabilité chimique des compositions :

15

[000380] Les compositions dextrane substitué/Lantus®/insuline prandiale décrites aux
exemples B7, B27, B28 et B29 ainsi que les contrdles correspondants sont placés a
30°C pendant 4 semaines. La réglementation requiert $5% d'insuline native (non

dégradée) aprés 4 semaines & 30°C.
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[000381] Aprés 4 semaines, les formulations étudiées remplissent ie cahier des

charges défini par la réglementation. Les résultats sont regroupés dans le tableau 7.

Compositions Pourcentage de glargine natif | Pourcentage d'insuline
aprés 4 semaines a 30°C prandiale native apres

4 semaines a 30°C

Lantus® {formulation 97 na

commerciale)

Apidra® (formulation na 95

commerciate)

Humaltog® (formulation na 98

commerciale)

B7 96 98

B27 97 99

B28 a5 97

B29 a8 100
Tableau 7

[000382]0On obtient donc, quelque soit la formulation étudiée, un pourcentage
dinsuline native supérieur & 95%, ce qui est conforme aux exigences de la

réglementation.

Exemple B36 : Injectabilité des solutions

[000383] Toutes les compositions préparées sont injectables avec les systémes
habituels d'injection d'insuline. Les solutions décrites dans fes exemples B7 & B12 ainsi
que les compositions décrites dans les exemples B27 & B33 sont injectées sans aucune
difficulté aussi bien avec des seringues a insuline écguipées d’aiguilles de 31 Gauge
qu’avec des stylos a insuline de Nove Nordisk, commercialisés sous le nom de

Novopen®, équipés d'aiguilles de 31 Gauge.

Exemple B37 : Protocole de mesure de la pharmacadynamie des solutions d'insuline
Des études pré-cliniques ont été réalisées sur porcs en vue d'‘évaluer deux

compaositions selon Finvention :
[000384] Lantus® / Apidra® (75/25), formulée avec le Polysaccharide 4 (6 mg/mL)

décrit & I'exemple B7, et
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[000385] Lantus® / Humalog® (75/25), formulée avec le Polysaccharide 4 (6 mg/ml)

décrit a I'exemple B8.

[000386] Les effets hypoglycemiants de ces compositions ont été comparés par
rapport & des injections réalisées avec des injections simultanées, mais séparées, de

Lantus® (pH 4) puis d‘une insuline prandiale Apidra® ou Humalog®.

[000387] Six cochons domestiques d’environ 50 kg, préalablement cathétérisés au
niveau de ia jugulaire, sont mis a jeun 2 & 3 heures avant le début de l'expérience.
Dans I'heure précédant l'injection d’insuline, 3 prélévements sanguins sont réalisés
afin de déterminer le niveau basal de glucose.

[000388] L'injection dinsuline a la dose de 0,4 Ul/kg est réalisée en injection sous-
cutanée au niveau du cou, sous l'oreille de l'animal a Vaide du stylo a insuline
Novopen® équipé d'une aiguille 31 G.

[000389] Des préiévements sanguins sont ensuite réalisés apres 4, 8, 12, 16, 20, 30,
40, 50, 60, 90, 120, 240, 360, 480, 600, 660 et 720 minutes. Aprés chaque
prélévement, le cathéter est rincé avec une solution diluée d’héparine,

[000390] Une goutte de sang est prélevée pour déterminer la glycémie au moyen d'un
glucometre, Les courbes de pharmacodynamie du glucose sont ensuite tracées,
[000391] Les résultats obtenus sont présentés sous forme de courbes de
pharmacodynamie du glucose représentées aux Figures 1 & 6.

[000392] Lantus® / Apidra® (75/25), formulée avec le Polysaccharide 4 (6 mg/mL).
[000393] Figure 1: Courbes Moyenne -+ écart-type de la moyenne pour les
administrations séquentielles de Apidra® et Lantus® en comparaison avec une
composition selon l'invention Polysaccharide 4/ Lantus® /Apidra® (75/25)

[000394] Figure 2 : Courbes individuelles Apidra® Lantus®

[000395] Figure 3 : Courbes individuelles Polysaccharide 4/Apidra®/Lantus®

[000396] La Figure 1 présente les courbes moyennes de chute de glycémie ainsi que
les ecarts-type de la moyenne pour les porcs testés pour chaque formulation. La chute
de glycémie dans les 30 premiéres minutes est similaire pour ies deux formulations
indiquant que la présence d'un polysaccharide ne perturbe pas le caractére rapide
d'Apidra®,

[000397] En revanche, entre 80 min et 10 h {600 minutes) [administration
séquentielle de Apidra® et Lantus® induit une chute de giucose hétérogéne avec une
reponse en plateau homogéne sur trois porcs et une réponse hétérogéne sur les trois
autres porcs (Figure 2), Au contraire, tes 6 porcs testés avec la formutation
Polysaccharide 4/Apidra®/Lantus® ont une réponse homogéne (figure 3). Ceci se
traduit par I'analyse des coefficients de variation {CV) entre 60 min et 10 h qui sont
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en moyenne de 54% (entre 21% et 113%) pour le contréle Apidra® Lantus® et de
12% (entre 5% et 25%) pour Polysaccharide 4/Apidra®/Lantus®,

[000398] Lantus®/Humalog® (75/25), formulée avec le Polysaccharide 4 (6 mg/ml).
[000399] Figure 4 : Courbes Moyenne + écart-type de la moyenne pour les
administrations séquentielles de Humalog® et Lantus® en comparaison avec
l'administration d'une composition selon linvention
Polysaccharide 4/Humalog®/Lantus®

[000400] Figure 5 : Courbes individuelles Humalog® Lantus®

[000401] Figure 6 @ Courbes individuelles Polysaccharide 4/Humatog®/Lantus®
[000402] La figure 4 présente les courbes moyennes de chute de glycémie ainsi que
les écart-types de la moyenne pour les porcs testés sur chaque formulation. La chute
de glycémie dans les 30 premiéres minutes est similaire pour les deux formulations
indiquant que la présence de Polysaccharide 4 ne perturbe pas le caractére rapide
d'Humalog®. En revanche, entre 60 min et 8 h (480 minutes), l'administration
séguentielle de Humalog® et Lantus® induit une chute de glucose hétérogéne avec une
réponse en plateau homogéne sur quatre porcs et une reponse hétérogéne sur les
deux autres porcs (Figure 5). Au contraire, les 5 porcs testés avec la formulation
Polysaccharide 4/Humalog®/Lantus® ont une réponse homogéne (figure 6). Ceci se
traduit par 'analyse des coefficients de variation (CV) sur les données de chute de
glycemie entre 60 min et 8h qui sont en moyenne de 54% (entre 31% et 72%) pour
le contréle Humalog® Lantus® et de 15% (entre 6% et 28%) pour Polysaccharide
4/Humalog®/Lantus®. La présence de Polysaccharide 4 réduit donc fortement la

variabilité de Lantus® sur la chute de glycémie.

Exemple B38 : Protocole de mesure de la pharmacodynamie des solutions d’insuline.
Des études pré-cliniques ont été réalisées sur chiens en vue d'évaluer 6 compositions
selon Vinvention :

[000403] Les effets hypoglycemiants de ces compositions ont été comparés par
rapport & des injections réalisées avec des injections simultanées, mais séparees, de
Lantus® & 100 Ul/ml (pH 4) puis d'une insuline prandiale Humalog® & 100 Ul/ml.

[000404] 10 chiens domestiques {Beagle) d’environ 12 kg sont mis & jeun 18 heures
avant le début de Vexpérience, Dans l'heure précédant linjection d'insuline, 3
prélévements sanguins sont realisés afin de determiner le niveau basal de giucose.

[000405] L'injection d'insuline & la dose de 0,53 Ul/kg (sauf mention contraire
reportée dans les exemples ci-dessous) est réalisée en Injection sous-cutanée au
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niveau du cou de I'animal a {'aide du stylo a insuline Novopen® égquipé d'une aiguille

31 G.

[000406] Des prélévements sanguins sont ensuite réalisés aprés 10, 20, 30, 40, 50,
60, 90, 120, 180, 240, 300, 360, 420, 480, 540, 600, 660, 720, 780, 840, 900, 960
minutes. Les premiers prélévements sont réalisés via un cathéter (jusqu’a 180 min),
puis directement au niveau de la jugulaire. Aprés chaque prélévement, le cathéter est
rincé avec une solution diluée d'héparine.

[G00407] Une goutte de sang est prélevée pour déterminer la glycémie au moyen d'un
giucométre. Les courbes de pharmacoedynamie du glucose sont ensuite tracées.
f000408] Les résultats obtenus sont présentés sous forme de courbes de
pharmacodynamie du glucose représentées aux Figures 7 a 12,

La solution de I'exemple B28.

[000409] Figure 7 : Courbes Movyenne + écart-type de la moyenne pour les
administrations séquentielles de Humalog® (100 Ul/mi, 0,13 UI/kg) et Lantus® (100
U1/mi, 0,4 Ul/kg) en comparaison avec une composition selon l'invention décrite dans
'exemple B28 (0,53 UI/kg).

f000410] La Figure 7 présente les courbes moyennes de chute de glycémie ainsi que
les écarts-type de la moyenne pour les chiens testés pour chague formuiation. Les
deux courbes sont similaires jusqu’a 12 heures avec une chute rapide de glycémie
indiquant que le polysaccharide n‘influe pas sur l‘effet rapide d’Humalog®, un retour
marqué entre le pic d0 & Humalog® et le plateau d( & glargine puis un plateau du
glargine jusqu’'a 12h indiquant que ’effet basal de glargine est bien conserveé.

La solution de l'exemple B27.

[000411] Figure 8 : Courbes Moyenne + écart-type de la moyenne pour les
administrations séquentielles de Humalog® (100 UI/ml, 0,13 Ul/kg) et Lantus® (100
Ul/mi, 0,4 Ul/kg) en comparaison avec une composition selon l'invention décrite dans
l'exempie B27 (0,47 Ul/kg).

[000412] La Figure 8 présente les courbes moyennes de chute de glycémie ginsi gue
les écarts-type de {a moyenne pour les chiens testés pour chaque formulation. Dans
cette comparaison, la dose d‘insuline basale {(Lantus®) est identique alors que la dose
d'Humalog® est deux fois plus faible pour la combinaison par rapport au contréle. La
chute de glucose est plus importante dans le cas de la formulation B27 par rapport au
contrdie alors que ce contrdle contient deux fois plus de Humatog®. En revanche, la
durée du plateau est plus faible dans le cas de fa combinaison par rapport au contréle,
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Ce qui indique que, dans cette composition, une partie de Lantus® n’est pas précipitée

a Vinjection et agit avec Humalog®.

La solution de I'exemple B29.

[0004131Figure 9: Courbes Moyenne + écart-type de la moyenne pour les
administrations séquentielles de Humalog® (100 Ul/mi, 0,13 Ul/kg) et Lantus® (100
Ul/ml, 0,4 UL/kg) en comparaison avec une composition selon l'inventiondécrite dans
I'exemnple B29 (0,53 Ul/kg).

[000414] La Figure 9 présente les courbes moyennes de chute de glycémie ainsi que
les écarts-type de la moyenne pour les chiens testés pour chaque formulation. Les
deux courbes sont simitaires avec une chute rapide de glycémie indiquant que le
polysaccharide n'influe pas sur l'effet rapide d’Humang®, un retour marqué entre le
pic di & Humalog® et le plateau d & Lantus® puis un plateau du Lantus® jusqu’a 13h

indiquant que I'effet basal de glargine est bien conservé.

La solution de 'exemple B31.

[000415] Figure 10 : Courbes Moyenne + écart-type de la moyenne pour les
administrations séquentielles de Humalog® (100 Ul/mi, 0,13 Ul/kg) et Lantus® (100
Ul/ml, 0,4 Ul/kg) en comparaison avec une composition selon linvention décrite dans
l'exemple B31 (0,48 Ul/kg).

[00041i6] La Figure 10 présente les courbes moyennes de chute de glycémie ainsi que
les écarts-type de la moyenne pour les chiens testés pour chaque formulation. Dans
cette comparaison, la dose d‘insuline basale (Lantus®) est identique alors que la dose
d’ Humalog® est deux fois plus faible pour fa combinaison par rapport au contrdle. La
chute de glucose est plus importante dans le cas du contrdle par rapport a la
combinaison correspondant & 'exemple B31. Cette réponse était attendue compte
tenu de la concentration deux fois plus faible d’Humalog® dans la combinaison
comparée au contréle. Par ailleurs, fa durée du plateau de Lantus® est identique dans
le cas de la combinaison par rapport au contréle. Ceci indique que dans cette
composition, et par comparaison avec la composition décrite dans l'exemple B29
(Figure 9), il est possible de moduler la quantité d'Humalog® dans la combinaison sans

modifier I'effet basal de Lantus®.

La solution de {'exemple B30.

[000417] Figure 11 : Courbes Moyenne + écart-type de la moyenne pour fes
administrations séquentielles de Humalog® (100 UI/ml, 0,24 UI/kg) et Lantus® (100
Ui/ml, 0,4 UI/kg) en comparaison avec une composition selon I'invention décrite dans
I'exemple B30 (0,64 Ul/kg).
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[000418] La Figure 11 présente les courbes moyennes de chute de glycémie ainsi que
les écarts-type de la moyenne pour les chiens testés pour chaque formulation. Les
deux courbes sont similaires avec une chute rapide de glycémie indiguant que le
polysaccharide n'influe pas sur 'effet rapide d’Humalog®, un retour marqué entre le
pic di & Humalog® et [e plateau di & Lantus® puis un plateau du Lantus® jusqu’a 10h

indiquant que l'effet basal de glargine est bien conserve.

La solution de 'exemple B32,

[000419] Figure 12 : Courbes Moyenne + écart-type de la moyenne pour les
administrations séquentieiles de Humalog® (100 UI/ml, 0,13 Ul/kg) et Lantus® (100
Ul/ml, 0,4 UI/kg) en comparaison avec une composition selon linvention décrite dans
I'exempte B32 (0,53 Ul/kg).

[000420] La Figure 12 présente les courbes moyennes de chute de glycémie ainsi que
les écarts-type de la moyenne pour les chiens testés pour chaque formulation. Les
deux courbes sont similaires jusqu‘a 10 heures avec une chute rapide de glycémie
indiquant que le polysaccharide n'influe pas sur l'effet rapide d'Humalog®, un retour
marqué entre le pic di & Humalog® et le plateau d{i & Lantus® puis un plateau de

giargine indiquant que l'effet basal de glargine est conservé jusqu’a 10h.

En conclusion, les Figues 7 & 12 montrent qu'en modutant la composition du
polysacharide, les concentrations de lispro et de glargine, il est possible d'obtenir des
profils identiques & une double injection avec des proportions différentes d'insuline
rapide et d’insuline basale. 1l est aussi possible de moduler la durée de linsuline
basale sans impacter l'insuline rapide ou de moduler la quantité d'insuline rapide sans

impacter 'effet de I'insuline basale.

[600421] Exemples
Partie C: Mise en évidence des propriétés des compaositions comprenant un

analogue ou un dérivé de GLP-1 selon linvention.

Exemple C1 : Solution de GLP-1 analogue Exenatide (Byetta®) & 0,25 mg/mL
[000422] Cette solution est une solution d’Exenatide commercialisée par la société Eli

Lilty and Company sous le nom de Byetta®.

Exemple C2 : Solution de GLP-1 dérivé Liraglutide (Victoza®) & 6mg/mL
[000423] Cette solution est une solution de Liraglutide commercialisee par la société

Novo Nordisk sous le nom de Victoza®.
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Exemple C3 : Solubilisation de Lantus® & 100 UI/mL et & pH 7 a l'aide d'un dextrane
substitué a la concentration de 10 mg/mL

[0004243 20 mg d’un dextrane substitué choisi parmi ceux décrits dans le tableau 1
sont pesés précisément. Ce lyophilisat est repris par 2 mb de [a sclution d'insuline
Glargine de l'exemple B4 afin d'obtenir une soflution dont fa concentration en
polysaccharide est égale & 10 mg/mL. Aprés agitation mécanique sur rouleaux a
température ambiante, la solution devient {impide. Le pH de cette solution est de 6,3.
Le pH est ajusté & 7 avec une sclution de soude 0,1 N, Cette solution limpide est

filtrée sur membrane (0,22 pum) puis est placée a +4°C.

[000425] Généralisation : Des sojutions limpides de Lantus & 100 Ul/mL et & pH 7 ont
également été obtenues avec des concentrations en dextranes substitués de 20 et
40 mg/mL en suivant le méme protocole que celui decrit dans Pexemple C3. Ainsi, une
masse de polysaccharide lyophilisé parmi ceux décrits dans le tableau 1 est pesée
précisément. Ce lyophilisat est repris par la solution d'insuline Glargine de I'exemple
B4 de maniéere a obtenir une solution dont fa concentration en dextrane substitué est
de 20 ou 40 mg/mL comme décrit dans le tableau 8. Aprés agitation mécanique sur
rouleaux a température ambiante, la solution devient limpide. Le pH de cette solution
est inférieur & 7. Le pH est ensuite ajusté & 7 avec une solution de soude 0,1 N, Cette
solution finale limpide est filtrée sur membrane (0,22 um) puis est placee a +4°C.

Concentration finale en
dextrane substitué

Masse de dextrane
substitué pesée {mg)

Volume de {a solution

d’'insuline Glargine de

{(mg/mL} Fexemple B4 ajouté (mL)
10 20 2
20 40 2
40 80 2

Tabieau 8 : Préparation d'une solution de Lantus® & 100 UI/mL et & pH 7 & 'aide d'un
dextrane substitué & la concentration de 10, 20, ou 40 mg/mL

Exemple C4 : Préparation d’'une composition Lantus®/Byetta® 70/30 a pH 7,5
[0004261A 0,21 ml de la solution dinsuline Glargine de l'exemple B4 est ajouté
0,09 mL de la solution d’Exenatide de l'exemple Ci pour obtenir 0,3 mbL d'une
composition dont le pH est de 4,5 au mélange. La composition contenant 70 UI/mL de
Lantus® et 0,075 mg/mL de Byetta® est limpide attestant de la bonne solubilité de
Lantus® et de Byetta® dans ces conditions de formulation (pH 4,5). Le pH est ensuite
ajusté a 7,5 avec une solution de soude 0,1 N. La composition devient alors trouhle
attestant de la mauvaise solubilité de la composition Lantus®/Byetta®a pH 7,5.
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[000427] Des compositions Lantus®/Byetta® 70/30 ont également été préparées & pH
45 -5,5-6,5 - 8,5 et 9,5 en suivant un protocole similaire & celui décrit dans
'exemple C4. Pour chacune de ces compositions, a 0,21 mL de la solution d'insuline
Glargine de l'exemple B4 est ajouté 0,09 mL de la solution d’Exenatide de {'exemple
C1 pour obtenir 0,3 mL d'une composition dont le pH est de 4,5 au mélange. La
composition est limpide attestant de la bonne solubilité de Lantus® et de Byetta® dans
ces conditions de formulation (pH 4,5). Le pH est ajusté a 5,5 ou 6,5 ou 8,5 ou 9,5
avec une solution de soude 0,1 N. Aprés ajustement du pH, la composition a 5,5 est
légérement trouble, les compositions 6,5 - 7,5 et 8,5 sont trés troubles et la
composition & pH 9,5 est limpide. Ces compositions sont placées a +4°C pendant 48h.
Aprés 48h & +4°C, seule la composition & pH 4,5 reste limpide. L'aspect visuel aprés
48h des compositions Lantus®/Byetta® 70/30 & différents pH est résumé dans [e

tableau 9.
Compositions Lantus®/Byetta® 70/30 a différents pH

pH Aspect Visuel a t = 48h

4,5 Limpide

5,5 Présence d’un précipité

6,5 Présence d'un précipité

7,5 Présence d'un précipité

8,5 Présence d'un précipité

9,5 Présence d’un précipité

Tableau 9 : Aspect visuel aprés 48h des compositions
Lantus®/Byetta® 70/30 & différents pH

Exemple C5 : Préparation d’une composition Lantus®/Victoza® 70/30 a pH 7,5

[000428]A 0,21 mL de la solution d'insuline Glargine de I'exemple B4 est ajouté
0,09 mL de la solution de Liraglutide de l'exemple C2 pour obtenir 0,3 mlL d'une
composition dont fe pH est de 7 au méiange. La composition contenant 70 Ul/mL de
glargine et 1,8 mg/mL d’Exenatide est trouble attestant de la mauvaise solubilite de la
composition Lantus®/Victoza® dans ces conditions de formulation. l.e pH est ajusté a
7,5 avec une solution de soude 0,1 N. Aprés ajustement du pH, la composition reste

trouble. Cette composition est placée a +4°C pendant 48h.

[000429] Des compositions Lantus®/Victoza® 70/30 ont également été préparées a pH
4,5 - 5,5 - 6,5 - 85 et 9,5 en suivant un protocole similaire & celui décrit dans
'exemple C5, Pour chacune de ces compositions, a3 0,21 mL de la solution d'insuline
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Glargine de l'exemple B4 sont ajoutés 0,09 mL de ia solution de Liraglutide de
I'exemple C1 pour obtenir 0,3 mL dune composition dont le pH est de 7. la
composition est trouble attestant de la mauvaise solubilité de fa composition
Lantus®/Victoza® dans ces conditions de formulation (pH 7). Le pH est ajusté & 4,5 ou
5,5 ou 6,5 avec une solution d'acide chlorhydrigue 0,1 N ou & pH 9,5 avec une
solution de soude 0,1 N. Aprés ajustement du pH, les compositions a pH 4,5 - 5,5 et
6,5 sont troubles, attestant de la mauvaise solubilité de la composition
Lantus®/Victoza® dans ces conditions de formulation. Ces compositions sont placees a
+4°C pendant 48h. Aprés 48h a 4°C, seule la composition & pH 9,5 est limpide.
L"aspect visuel aprés 48h des compositions Lantus®/Victoza® 70/30 a différents pH est

résume dans le tableau 10,

Compositions Lantus®/Victoza® 70/30 a différents pH

pH Aspect Visuel a t = 48h

4,5 Présence d‘un précipité

5,5 Présence d'un précipité

6,5 Présence d‘un précipité

7,5 Présence d‘un précipité

8,5 Présence d'un précipité

9,5 Limpide

Tableau 10 : Aspect visuel apres 48h des compaositions
Lantus®/Victoza® 70/30 3 différents pH

Exemple C6: Préparation d’une composition dextrane substitue-
Lantus®/Byetta®70/30 & pH 7

[000430]A 0,21 mL de la solution de dextrane substitué/Lantus® préparée &
I'exemple C3 est ajouté 0,09 mL de la solution d'Exenatide de l'exemple C1 pour
obtenir 0,3 mL d‘une composition & pH 5,3. Le pH est ajusté a 7 avec une solution de
soude 0,1 N, La composition contenant 7 mg/mL de polysaccharide, 70 UI/mL de
Lantus® et 0,075 mg/mL de Byetta® est limpide attestant de la bonne solubilité de
Lantus® et de Byetta® en présence du dextrane substitué a pH 7. Cette solution

tfimpide est placée a +4°C.

[000431] Générzalisation : Des compositions dextrane substitué-Lantus®/Byetta® a pH
7 ont également été préparées & des ratios volumiques Vianws/Veyera d€ 90/10, 50/50,
30/70, et 10/90 en suivant le méme protocole que celui décrit dans |'exemple Cé6.
Ainsi, & un volume Viamws de la solution de dextrane substitué/Lantus® préparée a
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I'exemple C3 est ajouté un volume Vpyena de la solution d’Exenatide de I'exemptle C1
pour obtenir une composition dont le pH est ajusté & 7 avec une solution de soude 0,1
N. Les compositions obtenues (voir tableau 11) sont limpides attestant de la bonne
solubilité de Lantus® et de Byetta® en présence d'un dextrane substitué & pH 7. Ces

solutions limpides sont placées & +4°C.

Exemple C7: Préparation d’une composition dextrane substitué-Lantus®/Byetta®
100/50 a pH 7

[000432] 0,150 ml de la solution d’Exenatide de I'exemple C1 sont lyophilisés, puis
0,3 mL d‘une solution de dextrane substitué/Lantus® préparée & I'exemple C3 sont
ajoutés au lyophilisat afin d’obtenir une composition dont le pH est ajusté & 7 avec
une solution de soude 0,1 N. La composition contenant 10mg/mL de polysaccharide,
100 UI/mL de Lantus® et 0,125 mg/mL de Byetta® est limpide attestant de la bonne
solubilité de Lantus® et de Byetta® en présence du dextrane substitué a pH 7. Cette

solution impide est placée a +4°C.

Lantus® [polysaccharide n°] Byetta®

UL/mL ma/mL {mg/ml) (mg/mL)

100/50 100 3,5 10 0,125
90/10 90 3,15 9 0,025
70/30 70 2,45 7 0,075
50/50 50 1,75 5 0,125
30/70 30 1,05 3 0,175

Tableau 11 : Concentrations finales des compositions obtenues aux exemples C6 et C7
en Lantus®, dextrane substitué et Byetta®

Exemple C8: Préparation d'une composition dextrane substitué-Lantus®/Victoza®
70/30 & pH 7

[000433]A 0,21 mL de la solution de dextrane substitué/Lantus® préparée a
I'exemple C3 est ajouté 0,09 mL de la selution de Liraglutide de I'exemple C2 pour
obtenir 0,3 mL d‘une composition & pH 7,6. Le pH est ajusté a 7 avec une solution
d'acide chlorhydrique 0,1 N. La composition contenant 7 mg/ml de polysaccharide, 70
UI/mL de Lantus® et 1,8 mg/mL de Victoza® est limpide attestant de la bonne
solubilité de Lantus® et de Victoza® en présence du dextrane substitué a pH 7. Cette

solution limpide est placée a +4°C.

[000434] Généralisation : Des compositions dextrane substitué-Lantus®/Victoza® a pH
7 ont également été préparées a des ratios volumiques Vianws/Vvicoza de 90/10, 50/50,
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30/70, et 90/10 en suivant le méme protocole que celui décrit dans I'exemple C6.
Ainsi, & un volume Vinws de la solution de dextrane substitué/Lantus® préparée 3
I'exemple B3 est ajouté un volume Vyieoza de 12 solution de Liraglutide de 'exemple C2
pour obtenir une composition dont le pH est ajusté a 7 avec une solution d'acide
chlorhydrique 0,1 N.

[000435] Les compositions obtenues voir tableau 12 sont limpides attestant de la
bonne solubilité de Lantus® et de Victoza® en présence d’un dextrane substitué a pH
7. Ces solutions limpides sont placées a +4°C.

Exemple C9: Préparation d'une composition dextrane substitué-Lantus®/Victoza®
100/50 a pH 7

[000436] 0,150 mL de la solution de Liraglutide de I'exemple C2 sont lyophilisés, puis
0,3 mL d’une solution de dextrane substitué/Lantus® préparée 3 ‘exemple C3 sont
ajoutés au lyophilisat afin d’ obtenir une composition dont le pH est ajusté a 7 avec
une solution de soude 0,1 N. La composition contenant 10 mg/mb de polysaccharide
100 UI/mL de Lantus® et 3 mg/mL de Victoza®est limpide attestant de la bonne
solubilité de Lantus® et de Victoza® en présence du dextrane substitué a pH 7. Cette
solution limpide est placée a +4°C.

Lantus® [polysaccharide n®°) ) ®
Victoza® (mg/mL)
Ul/mL mg/mL (mg/mL)
100/50 100 3,5 10 3
90/10 90 3,15 9 0,6
70/30 70 2,45 7 1,8
50/50 50 1,75 5 3
30/70 30 1,05 3 4,2

Tableau 12 : Concentrations finales des compoasitions obtenues aux exemples C8 et C9
en Lantus®, dextrane substitué et Victoza®

Exemple C10 : Préparation d'une  composition dextrane  substitué-
Lantus®/Apidra®/Byetta® 60/20/20 & pH 7 ‘

[000437]20 mg de Polysaccharide 4 lyophilisé décrit a l'exemple A3 sont pesés
précisément. Ce lyophilisat est repris par 2 mL de la solutibn d’insuline Glargine de
'exemple B4. Aprés agitation mécanique sur rouleaux a température ambiante, la
solution devient limpide. Le pH de cette solution est de 6,3. Le pH est ajusté a 7 avec
une solution de soude 0,1 N. A 0,6 mL de la solution dextrane substitué/Lantus®
préparée précédemment sont ajoutés 0,2 mL de la solution d'Exenatide de 'exemple
Cl et 0,2 mL de la solution d'insuline Glulisine de I'exemple B3 pour obtenir 1 mL
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d'une composition a pH 7. La composition contenant 6 mg/mlL de polysaccharide, 60
UI/mL de Lantus®, 20 UI/mL d'Apidra® et 0,05 mg/mL de Byetta® est limpide
attestant de la bonne solubilité de Lantus®, d'Apidra® et de Byetta®en présence du
dextrane substitué a pH 7. Cette solution limpide est filtrée sur membrane (0,22 ym)

puis est placée a +4°C.

Exemple C11 : Précipitation de Lantus®

[000438] 0,250 mL de Lantus® est ajouté dans 0,5 mL d'une solution de PBS
{Phosphate Buffer Solution, solution de tampon phosphate) contenant 20 mg/ml de
BSA (Bovine Serum Albumin, albumine de serum bovin). Le mélange PBS/BSA simule
la composition du milieu sous-cutané,

[000439} Un précipité apparalt ce qui est en bon accord avec le mécanisme de
fonctionnement de Lantus® (précipitation & I'injection due a I'augmentation du pH).
[000440] Une centrifugation & 4000 trs/min est effectuée pour séparer le précipité du
surnageant. Ensuite Lantus® est dosé dans e surnageant. II en résulte que 90% de

Lantus® se retrouve sous une forme précipitée.

Exemple C12 : Précipitation d’une composition dextrane substitué/tantus®

[000441] 0,250 mL de solution dextrane substitué/Lantus® préparée a I'exemple C3
est ajouté dans 0,5 mL d'une solution de PBS contenant 20 mg/mL de BSA. Le
mélange PBS/BSA simule la composition du milieu sous-cutane. Un précipité apparait.
[0004427F Une centrifugation & 4000 trs/min est effectuée pour séparer le précipité du
surnageant. Ensuite Lantus® est dosé dans le surnageant. 1l en résulte que 90% de
Lantus® se retrouve sous une forme précipitée. Ce pourcentage de précipitation de

Lantus® est identique & celui obtenu pour le contrdle décrit dans Fexemple C11.

Exemple C13 : Précipitation d‘une composition dextrane substitué-Lantus®/Byetta®
[000443] 0,250 mL de la composition dextrane substitué-Lantus®/Byetta® préparée a
‘'exemple C6 est ajouté dans 0,5 mL d'une solution de PBS contenant 20 mg/mi de
BSA. Le mélange PBS/BSA simule la composition du milieu sous-cutané. Un precipité
apparait,

[000444] Une centrifugation a 4000 trs/min est effectuée pour séparer le précipité du
surnageant. Ensuite Lantus® et Byetta® sont dosés dans le surnageant. Le
pourcentage de précipitation de Lantus® est simitaire au contrdle décrit dans I'exemple

C11.
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Exemple C14 : Précipitation d'une composition dextrane substitué-Lantus®/Victoza®
70/30

[000445] 0,250 mL de la composition dextrane substitué-Lantus®/Victoza® préparée &
'exemple C8 est ajouté dans 0,5 mbL d'une solution de PBS contenant 20 mg/mL de
BSA (bovine serum albumin). Le mélange PBS/BSA simule la composition du milieu
sous-cutané. Un précipité apparait.

Une centrifugation & 4000 frs/min est effectuée pour séparer le précipité du
surnageant. Ensuite Lantus® et Victoza® sont dosés dans le surnageant. Le

pourcentage de précipitation de Lantus® est similaire au contréie décrit dans l'exemple

Cl1.

Exemple C15 : Précipitation de différentes compositions en faisant varier la nature du
dextrane substitue

[000446] D'autres essais dans les mémes conditions que ceux des exemples C13 et
C14 ont été effectués en présence d'autres dextranes.

[000447] Des résultats avec au phus 20 mg/mlL de dextrane substitue et une
composition Lantus®/Byetta® 70/30 sont regroupés dans le tableau 13 suivant, On
observe que la solubilisation et la précipitation de Lantus® sont conservées,

Polysaccharide n® Solubilisation Pourcentage de
Lantus®/Byetta® précipitation de
70/30 Lantus®
1 Oui 94
2 Oui 96
5 Oui 88
7 Oui 95
10 Oui Non mesuré
11 Oui 81
14 Qui Non mesuré
16 Oui 96
26 Oui 81
27 Oui 96
28 Oui 96
29 Oui 95

Tableau 13 : Résultats des essais de solubilisation et de précipitation obtenus avec au
plus 20 mg/mL de dextrane substitué et une composition Lantus®/Byetta® 70/30
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[000448] Des résultats avec au plus 20 mg/mL de dextrane substitué et diverses
compositions Lantus®/Byetta® sont regroupés dans le tableau 14 suivant. On observe

que ia solubilisation et la précipitation de Lantus® sont conservées.

Pourcentage de
Polysaccharide n® Ratio =olubilisation précipitation de
Lantus®/Byetta® Lantus®/Byetta®
Lantus®

4 100G/50 Oui 95
4 90/10 Qui 94
4 70/30 Qui 95
4 50/50 Qui 90
4 38/70 Oui 82
8 100/50 Oui 96
8 90/10 Qui 94
8 70/30 Oui 96
8 50/50 Oui 90
8 30/70 Oui 81

Tableau 14 : Résultats des essais de solubilisation et de précipitation obtenus avec au
pius 20 mg/mL de dextrane substitué et diverses compositions Lantus®/Byetta®

[000449] Des résuitats avec au plus 40 mg/mL de dextrane substitué et une
composition Lantus®/Victoza® 70/30 sont regroupés dans le tableau 15 suivant, On
observe que la solubilisation et la précipitation de Lantus® sont conservées.
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Polysaccharide n® Solubitisation Pourcentage de
Lantus®/Victoza® précipitation de
70/30 Lantus®
1 Oui 95
2 Qui 97
5 Oui Non mesuré
7 Qui 97
10 Qui Non mesuré
11 Qui Non mesuré
14 Qui 90
16 Qui 97
26 Oui 74
27 Oui 96
28 Oui 95
29 Oui 94

Tableau 15 : Résultats des essais de solubilisation et de précipitation obtenus avec au
plus 40 mg/mL de dextrane substitué et une composition Lantus®/Victoza® 70/30

[000450] Des résultats avec au pius 20 mg/mL de dextrane substitué et diverses
compositions Lantus®/Victoza® sont regroupés dans le tableau 16 suivant. On observe
que la solubilisation et la précipitation de Lantus® sont conservées.

Potysaccharide n® Ratio Solubilisation Pourcentage de
Lantus®/Victoza® Lantus®/Victoza® précipitation de
Lantus®
4 90/16 Qui 94
4 70/30 Qui Non mesure
4 50/50 Oui 90
4 30/70 Oui 86
8 100/50 Oui 93
8 90/10 Oui 95
8 70/30 Oui 98
8 50/50 Gui 89
8 30/70 Oui 85

Tableau 16 : Résultats des essais de solubilisation et de précipitation obtenus avec au
plus 20 mg/ml. de dextrane substitué et diverses compositions Lantus®/Victoza®
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Exemple Cl6 Précipitation  d’'une  composition  dextrane  substitué-
Lantus®/Apidra®/Byetta® 60/20/20 & pH 7

[000451]0,250 mL de la composition dextrane substitué-Lantus®/Apidra®/Byetta®
préparée a 'exemple C10 sont ajoutés dans 0,5 mbL d'une solution de PBS contenant
20 mg/mL de BSA. Le mélange PBS/BSA simule la composition du milieu sous-cutané.
Un précipité apparait.

Une centrifugation & 4000 trs/min est effectuée pour séparer [e précipité du
surnageant. Ensuite, Lantus® est dosé dans le surnageant. Le pourcentage de

précipitation de Lantus® est similaire au contrdle décrit dans I'exemple C11.
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REVENDICATIONS

1. Composition sous forme d’une solution aqueuse injectable, dont le pH est compris

entre 6,0 et 8,0, comprenant au moins

a)

b)

une insuline basale dont le point isoélectrique pl est compris entre 5,8 et
8,5;
un dextrane substitué par des radicaux porteurs de charges carboxylates

et des radicaux hydrophobes de formule I ou de formule II :

0

o/)(

M !
R

Formule 1

dans faquelle,

R est ~OH ou choisi dans le groupe constitué par [es radicaux ;
o -(F[A]-CCOH), ;
o -(g-[B]-k-[DD)m D comportant au moins une chaine alkyle comportant

au moins 8 atomes de carbone ;

n représente le degré de substitution des unités glucosidiques par

-f-[A]-COOHet0,1 2=ns2;

m représente le degré de substitution des unités glucosidiques par

-g-[Bj-&k-[D]et0O<m<0,5;

q représente le degré de polymérisation en unités glucosidigues, c'est-a-

dire {e nombre moyen d’'unités glucesidiques par chaine de polysaccharide

et 3=<q=<50;

-{f-[A]-COOH), ;

o -A- est un radical linéaire ou ramifié comprenant 1 a 4 atomes de
carbone ; ledit radical -A- :

o étant lié a une unité glucesidique par une fonction F choisie dans le
groupe constitué par les fonctions éther, ester et carbamate ;

-(g-[B]-k-[D])m ;

o -B- est un radical au moins divalent lingaire ou ramifié comprenant 1 &
4 atomes de carbone ; ledit radical -B- :

o étant lié a une unité glucosidique par une fonction g choisie dans le
groupe constitué par les fonctions éther, ester et carbamate ;
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o étant lie & un radical -D par une fonction k ; k choisie dans le groupe
constitué par les fonctions ester, amide, et carbamate ; ledit radical -
b
s étant un radical -X{-/-Y),, X étant un radical au moins
5 divalent comprenant de 1 a 12 atomes choisis dans le
groupe constitué par des atomes de C, N ou O,
éventuellement porteur de fonctions carboxyle ou amine
et/ou issu d’un acide aminé, d‘un dialcool, d'une diamine
ou dun mono- ou polyéthyléne giycol mono- ou
10 diamine ; Y étant un groupe alkyle, lineaire ou cyclique,
un alkylaryle ou un arylalkyle, en C8 & C30,
éventuellement substitué par un ou plusieurs groupes
alkyles en C1 8 C3 ; p = 1 et / une fonction choisie dans
le groupe constitué par les fonctions ester, amide et
15 carbamate ;
s [, g et k étant identiques ou différentes ;
+ les fonctions acides libres étant sous forme de sels de cations alcalins choisis
dans le groupe constitué par Na* et K™ ;
+ etlorsque p = 1, si Y est un alkyle en C8 a Ci4, alors g*m 2 2, si Y est un
20 alkyle en C15, alors g*m = 2 ; et si Y est un alkyle en Ci6 a C20, alors
g*rmz=1;
s et lorsque p = 2, si Y est un alkyle en C8 & C9, alors g*m = 2 et, si Y est
alkyle en €10 & C16, alors g*m = 0,2 ;

Formule il

25 dans laquelle,

* R est —OH ou un radical -(f-[A]-COOH),:
o ~A~ est un radical linéaire ou ramifié comprenant 1 a2 4 atomes de
carbone ; ledit radical -A- :
o etant lié a une unité glucosidique par une fonction f choisie dans le
30 groupe constitué par les fonctions éther, ester ou carbamate ;
o n représente le degré de substitution des unités glucosidiques par
-f-fA]-COOHet 0,1 s n<=2;
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e R'est choisi dans le groupe constitué par les radicaux :
o ~C(OINH-[E]-(0-[F]) ;
o —CHxN(L)[E]-(0-[F]): ;

dans lesquels,

oz est un entier positif égal 4 1 ou 2,

o L est choisi dans le groupe constitué de :

H et z est égal a 1, et/ou

-[A]-COOH et z est égal a 1 ou 2, si f est une fonction éther,
-CO-[A]-COOH et z est égal a 1 si f est une fonction ester, et
~CO-NH-[A]-COOH et z est égal a 1 si f est une fonction

carbamate ;

o -[E]-(o-[F])e:

-E- est un radical au meins divalent linéaire ou ramifié
comprenant 1 a 8 atomes de carbone et comprenant
éventuetlement des hétéroatomes tels que O, Nou §, ;

-F- étant un groupe alkyle, linéaire ou cyclique, un alkylaryle ou
un arylalkyle, en C12 & C30, éventuellement substitué par un ou
plusieurs groupes alkyles en C1 3 C3 ;

o est une fonction choisie dans le groupe constitué par les
fonctions éther, ester, amide ou carbamate ;

t est un entier positif égal a 1 ou 2 ;

« g représente le degré de polymeérisation en unités glucosidiques, c’est-a-dire le

nombre moyen d’unités glucosidigues par chaine de polysaccharide et 3 £ g =

50 ;

» les fonctions acides libres étant sous forme de sels de cations alcalins choisis

dans le groupe constitué par Na™ et K*;
« fjorsque z = 2, I'atome d'azote est sous forme d'un ammonium guaternaire.

Composition selon [a revendication 1, caractérisée en ce que le dextrane substitué

par des radicaux porteurs de charges carboxylates et des radicaux hydrophobes est

choisi parmi fes dextranes de formule 1.

Compesition selon la revendication 1, caractérisée en ce que le dextrane substitué
par des radicaux porteurs de charges carboxylates et des radicaux hydrophobes est

choisi parmi les dextranes de formule I1.

Composition selon {'une guelconque des revendications 1 & 2, caractérisée en ce
que le dextrane substitué par des radicaux porteurs de charges carboxylates et des
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radicaux hydrophobes est choisi parmi les dextranes de formule I dans laquelle, le
radical -(f-[A]-COOH), est choisi dans le groupe constitué par les enchainements
suivants, f ayant la signification donnée ci-dessus :

®) 0

OH —f CH

. Composition selon {'une quelconque des revendications 1 & 2 et 4, caractérisée en

ce que le dextrane substitué par des radicaux porteurs de charges carboxylates et
des radicaux hydrophobes est cholsi parmi les dextranes de formule I dans laquelle,
le radical -(g-[B]-k-[D])m est choisi dans le groupe constitué par les enchainements
suivants ; g, k et D ayant les significations données ci-dessus :

. Composition selon 'une quelconque des revendications 1 2 2 et 4 a 5, caractérisée

en ce que le dextrane substitué par des radicaux porteurs de charges carboxylates

et des radicaux hydrophobes est choisi parmi les dextranes de formule I dans

laquelle, le radical -(g-[B]-k-[D])m est tel que :

e -B- est un radical comprenant 1 atome de carbone ; ledit radical -B- étant lié a
une unité glucosidique par une fonction g éther, et, X est un radical issu d‘un

acide aminé.

. Composition selon I'une quelconque des revendications 1 & 2 et 4 & 6, caractérisée

en ce que le dextrane substitué par des radicaux porteurs de charges carboxylates
et des radicaux hydrophobes est choisi parmi les dextranes de formule I dans
laquelle, le radical X est un radical au moins divalent issu d’'un acide aminé choisi
dans le groupe constitué par la glycine, la phénylalanine, fa lysine l'isoleucine,
l'alanine, la valine, l'acide aspartique et Vacide glutamique.

. Composition selon Fune quelconque des revendications 1 a 2 et 4 & 7, caractérisée

en ce que le dextrane substitué par des radicaux porteurs de charges carboxylates
et des radicaux hydrophobes est choisi parmi les dextranes de formule I dans
laquelle, le groupe Y est choisi dans le groupe constitué d’un alcool hydrophobe,
d‘un acide hydrophobe, d'un stérol ou d‘un tocophérol.

FEUILLE RECTIFIEE (REGLE 91) ISA/EP
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Composition selon {"'une quelconque des revendications 1 & 2 et 4 & 8, caraciérisée
en ce que le dextrane substitué par des radicaux porteurs de charges carboxylates
et des radicaux hydrophobes est choisi parmi les dextranes de formule I dans
laquelle, le groupe Y est un stérol choisi parmi les dérives du cholestérol.

Composition selon I'une quelcongue des revendications 1 et 3, caractérisée en ce
que le dextrane substitué par des radicaux porteurs de charges carboxylates et des
radicaux hydrophobes est choisi parmi les dextranes de formule II dans laquelle, le

groupe R’ est tel gue, le radical —E- est issu d’une diamine,

Composition selon 'une quelconque des revendications 1, 3 et 10, caractérisée en
ce gue le dextrane substitué par des radicaux porteurs de charges carboxylates et
des radicaux hydrophobes est choisi parmi les dextranes de formule II dans
taquelle, le groupe R’ est tel que, le groupe —-F- est issu d‘un derive du cholestérol.

Composition sefon I'une guelcongue des revendications 1 & 2 et 4 & 9, caractérisée
en ce que le dextrane substitué par des radicaux porteurs de charges carboxylates
et des radicaux hydrophobes est choisi dans le groupe constitué par les dextranes

de formule I suivants :
- Dextraneméthylcarboxylate de sodium modifié par le glycinate d'octyle,
- Dextraneméthylcarboxytate de sodium modifié par le glycinate de cétyle,

- Dextraneméthylcarboxylate de sodium modifié par le phénylalaninate

d'octyle,

- Dextranemeéthylcarboxylate de sodium modifié par le phenylalaninate de

3,7-dimethyle-1-octyle,
- Dextraneméthylcarboxylate de sodium modifié par l'aspartate de dioctyle,
- Dextraneméthylcarboxylate de sodium modifié par I'aspartate de didécyle,

- Dextraneméthylcarboxylate de sodium modifié par I|‘aspartate de

dilauryle,

- Dextraneméthylcarboxylate de sodium  modifié  par le N-(2-

aminoéthyl)dodécanamide,
- Dextranesuccinate de sodium modifié par le glycinate de lauryle,

- N-méthylcarboxylate de sodium dextrane carbamate modifié par

'agpartate de dioctyle,
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- Dextraneméthylcarboxylate de sodium modifie par |'aspartate de

dilauryie,

- Dextraneméthylcarboxylate de sodium modifié par le 2-(2-amino-
éthoxy)éthyle dodécanoate,

- Dextraneméthylcarboxylate de sodium modifie par le 2-(2-{2~
[dodécanoylamino]éthoxy }éthoxy)éthylamine,

- Dextraneméthylcarboxylate de sodium modifié par le 2-{2-{2-
[hexadécanoylamino]éthoxy}éthoxy)éthylamine,

- Dextraneméthylcarboxylate de sodium modifié par le leucinate de

cholestéryle,

- Dextranméthylcarboxylate de sodium modifié par le 1-
éthylénediaminecarboxylate de cholestéryle,

- N-méthylcarboxylate de sodium dextrane carbamate modifié par le

leucinate de cholestéryle.

Composition selon F'une guelconque des revendications 1, 3, 10 et 11, caractérisee
en ce que le dextrane substitue par des radicaux porteurs de charges carboxylates
et des radicaux hydrophobes est choisi dans le groupe constitué par les dextranes

de formule I et est ie :

- Dextranméthylcarboxylate de sodium modifié par le 1-
éthylénediaminecarboxylate de cholestéryle greffé par amination
réductrice sur le bout de chaine réducteur.

Composition selon l‘une quelconque des revendications précédentes, caractérisee
en ce que l'insuline basale dont le point isoélectrique est compris entre 5,8 et 8,5

est I'insuline glargine.

Composition selon Fune quelconque des revendications précédentes, caractérisée
en ce qu'elie comprend entre 40 Ul/mL et 500 Ul/mL d’insuline basale dont le point

isoélectrique est compris entre 5,8 et 8,5.

Composition selon {'une quelconque des revendications précédentes, caractérisée

en ce qu'elle comprend en outre une insuline prandiale.

Composition selon I'une quelconque des revendications précédentes, caractérisée
en ce qu’elle contient entre 40 et 800 UI/mL d'insuline totale.
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Composition selon l'une quelconque des revendications 16 et 17, caractérisée en ce
qu’elle contient des proportions exprimées en pourcentage entre l'insuline basale
dont le peint isoélectrique est compris entre 5,8 et 8,5 et une insuline prandiale de
25/75, 30/70, 40/60, 50/50, 60/40, 70/30, 80/20, 90/10,

Composition selon l'une quelcongue des revendications 1 a 15, caractérisée en ce

gu’elle comprend en outre un GLP-1, un analogue ou un dérivé de GLP-1.

Composition selon 'une quelconque des revendications précédentes, caractérisée

en ce qu'elle comprend en outre des sels de zinc a une concentration comprise

entre 0 et 5000 uM.

Composition selon l'une quelconque des revendications précedentes, caractérisée
en ce qu'elle comprend des tampons choisis dans le groupe comprenant le Tris, les
citrates et les phosphates & des concentrations comprises entre 0 et 100 mM, de

préférence entre 0 et 50 mM,

Composition selon l'une quelconque des revendications 16 & 18, caractérisée en ce
que ladite insuline prandiale est choisie dans groupe formé par 'insuline humaine,

Finsuline glulisine, Iinsuline lispro et I'insuline aspart.

Formulation unidose contenant une composition selon |‘une gquelconque des
revendications 1 a 18 et 20 & 22, 3 pH compris entre 6,6 et 7,8 et une insuline

prandiale.

Formulation unidose contenant une composition selon {‘une qgueiconque des
revendications 1 & 15 et 19 4 21, & pH compris entre 6,6 et 7,8 et un GLP-1, un

dérivé ou un analogue de GLP-1.

Formulation unidose selon la revendication 23, caractérisece en ce que l'insuline

prandiale est choisie dans le groupe comprenant de {'insuline humaine.

Formulation unidose selon la revendication 23, caractérisée en ce que linsuline
prandiale est choisie dans le groupe comprenant l'insuline lispro, l'insuline glulisine

et I'insufine aspart.
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