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Descriere:
(Descrierea se publica in varianta redactati de solicitant)

Prezenta inventie se referd la o compozitic de insulind farmaceuticd pentru utilizare in
tratamentul diabetului pentru a contracara excursiile glucozei postprandiale in singe si pentru tratamentul
acut al hiperglicemiei. Compozitia include insulind umand sau un analog de insulind, si concentratii
specifice de citrat, in unele cazuri incluzand addugarea de clorurd de sodiu, zinc si, optional, clorurd de
magneziu si/sau surfactant. Compozitia are o absorbtic mai rapidd a insulinei din situsurile de injectie
decat compozitiile comerciale de insulind existente. Compozitia este utild pentru aigurarea activitdtii
insulinei in timpul mesei sau a unui tratament acut pentru hiperglicemie atunci cand este necesard
insulina.

Profilul de actiune in timp al insulinei este important pentru controlarea nivelurilor de glucoza
postprandiald in singe. La indivizii sdnitosi, pancreasul secreti un impuls de insulind ca raspuns la
alimentele absorbite, care conduce la niveluri crescute ale insulinei in singe in cateva minute. La indivizii
cu diabet de tip 1 si la anumiti indivizi cu diabet de tip 2, trebuie s le fie administratd insulind. Totusi,
insulina administrata intrd incet in singe. Eliberarea inadecvati de insulind si debutul care este prea lent la
inceputul unei mese conduce la hiperglicemie in timpul sau imediat dupd masd. Durata de actiune prea
lung3 si insulina excesiva intre mese cauzeaza hipoglicemie postprandiala.

Au existat eforturi anterioare de a reduce timpul de actiune al produselor cu insulind. Eforturile
timpurii de a dezvolta astfel de produse au inclus dezvoltarea de noi analogi de insulin ,.,care actioncaza
rapid“, cum ar fi insulina lispro (HUMALOG®), insulina aspart (NOVOLOG®), si insulina glulizini
(APIDRA®). Insulina lispro si insulina aspart obtin actiune rapidd prin modificiri in secventele de
aminoacizi din secventele catenclor de aminoacizi din insulina umani. Insulina glulizind include de
asemenea modificdri in secventele catenelor de aminoacizi din insulina umand, si de asemenea i lipseste
zincul si nu formeazi hexameri de stabilizare. Analogii de insulind care actioncaza rapid au devenit
disponibili in anii 1990 si la inceputul anilor 2000. Chiar cu asa numiti analogi de insulind care actioneaza
rapid, totusi, nivelul maxim de insulind nu este atins pani la 50-90 minute dupd injectic. Acesta este mai
lent decat insulina care este eliberatd de un pancreas care functioneazi normal si nu se potriveste
intotdeauna cu profilele de absorbtie ale carbohidratilor.

O alta cale de a obtine o actiune rapida care a fost explorata este utilizarea de ingrediente sau
excipienti care imbunititesc profilul de actiune in timp al insulinei cand sunt furnizati in combinatie cu
insulina.

De exemplu, US2013/0231281 divulgd compozifii apoase care cuprind o insulind si o anumita
oligozaharidd, fic singure sau in combinatic cu un compus polianionic. Compusul polianionic este un
polimer anionic selectat din grupul constind din selectia din grupul constind din acid
dextranmetilcarboxilic, acid poliglutamic, acid poliaspartic, PAA (acid poliacrilic), alginat, acid
hialuronic, polimeri pe baza de acid glucuronic sau pe bazi de acid galacturonic si sdrurile lor, sau este un
compus anionic selectat din grupul constind din acid citric, acid aspartic, acid glutamic, acid malic, acid
tartric, acid succinic, acid adipic, acid oxalic, trifosfat, polifosfat, si sirurile lor. Intr-o realizare, compusul
polianionic este citrat de sodiu. Compusii polianionici sunt mentionati ca imbunititind performanta
compozifiilor care confin oligozaharidd chiar atunci cand oligozaharida singura sau compusul polianionic
singur nu au nici un efect asupra actiunii in timp. Nu este divulgat nici un rezultat al actiunii in timp a
insulinei pentru compozitiile care contin citrat dar care nu au o oligozaharida.

In plus, US2012/0178675 si US2014/0113856 divulgd compozitii care contin insulini in
combinatie cu un chelator de zinc cum ar fi acidul etilendiaminotetraacetic (EDTA) si care sunt descrise
ca agenti de ,,dizolvare/stabilizare®, cum ar fi acidul citric sau citratul de sodiu. US2014/0113856 afirma
cd studiile clinice timpurii pe astfel de compozitii au prezentat discomfort la locul injectiei, si
intentioneazd si creascad tolerabilitatea la locul injectiei prin addugarea unui compus care contine
magneziu. Astfel de compusi cu magneziu includ siruri anorganice, cum ar fi hidroxidul de magneziu,
sulfatul de magneziu, clorura de magneziu, bromura de magneziu, iodura de magneziu, pirofosfatul de
magneziu, sulfatul de magneziu heptahidrat si oxidul de magneziu; si sdruri organice, cum ar fi EDTA de
magneziu, lactat de magneziu, aspartat de magneziu, acetat de magneziu, carbonat de magneziu, citrat de
magneziu, si gluconat de magneziu. US2012/0178675 si US2014/0113856 nu divulgd rezultatele actiunii
in timp a insulinei pentru compozitiile care contin acid citric sau citrat dar nu contin EDTA. Cu toate
acestea, un poster din 2012 al destinatarului acelor aplicatii, a comparat profilul de actiune in timp al unei
compozifii de insulind lispro care contine citrat si nu contine EDTA cu al compozitiilor care contin
concentratii variabile de EDTA si citrat, si acel poster afirmd cd “[c]itratul singur in formulare este
insuficient pentru a imbundtati profilul de absorbtie [al insulinei lispro];* si cd “[a]mbele chelarea
zincului cu EDTA (pentru a gribi dezasamblarea hexamerului analogului de insulind mai putin stabil) si
citratul (pentru a masca sarcina suprafetei i preveni reagregarea) sunt necesare peste o concentratie de
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prag pentru a ameliora rata de absorbtie subcutanati®. Roderike Pohl, si colab., ,,Development of Ultra-
Rapid-Acting Prandial Insulin Analogs Requires Chelation of Zinc Ions and Charge Masking to Increase
the Rate of Subcutaneous Absorption®, disponibile la
http://files.shareholder.com/downloads/BIOD/3315705516x0x602912/3C955886-6 AA4-4D66-BD33-
3FFB4C906B25/EASD_Poster_September_2012_FINAL.pdf.

US2015/0065423 descric compozitii care cuprind o peptidd si un agent vasodilatator (de
exemplu, nitroglicerind) si, optional, care sunt descrise ca ,,agenti de mascare ai sarcinii“, cum ar fi
citratul, o diketopiperazini, un derivat de diketopiperazind, EDTA, di-arginind piperazind, o sare de
piperazind diarginind, un izomer de piperazind di-arginind, un ester de piperazind di-arginind si orice
combinatic a acestora. Nu este divulgata nici o compozitic care contine citrat dar care nu are un agent
vasodilatator.

Stadiul anterior al tehnicii, in mod colectiv, nu prezintd o formulare de insulind ultra rapida cu
excipientii i concentratiile specifice ale acestora inclusi in prezenta inventie.

In ciuda eforturilor descrise mai sus, rimine o necesitate pentru compozitii de insulind, destinate
pentru utilizare in timpul mesei, care au o absorbtie mai rapidd a insulinei in singe de la locul injectiei;
debut mai rapid de actiune decat produsele de insulinid existente; si stabilitate chimica si fizicd in timpul
depozitirii. Prezenta inventie urmareste si furnizeze compozitii care si indeplineasca aceste necesitati.

Prezentii inventatori au descoperit in mod surprinzitor cd, compozitiile care contin anumite
concentratii de citrat au o absorbtie a insulinei in singe si/sau debut de actiune mai rapide decét
compozifiile disponibile comercial de insulind existente. Stabilitatea chimica si fizicd a compozitiilor sub
anumite conditii este mentinutd, fird eliminarea imbunitatirilor de actiune in timp, prin includerea in
compozitii a anumitor concentratii de agenti pentru stabilizare, cum ar fi zinc, clorurd de sodiu, si,
optional, clorurd de magneziu si/sau surfactant.

Corespunzitor, prezenta inventie furnizeazd compozitii farmaceutice cuprinzand insulind intr-o
concentratic de la aproximativ 100 pand la aproximativ 200 IU/mL, citrat intr-o concentratic de la
aproximativ 15 pand la aproximativ 35 mM, zinc intr-o concentratic de la aproximativ 0,3 pani la
aproximativ 0,8 mM, si un conservant; si in care compozitia nu include EDTA sau orice oligozaharida. In
anumite realiziri, compozitiile farmaceutice cuprind suplimentar clorurd de magneziu intr-o concentratic
de pani la aproximativ 5 mM.

Intr-o altd realizare, prezenta inventie furnizeazi in general compozitii cuprinzind o insulind si
concentratii specifice de citrat si agenti pentru stabilizare.

In anumite realiziri, compozitiile farmaceutice din prezenta inventie cuprind insulini lispro, intr-
o concentratic de la aproximativ 100 pani la aproximativ 200 IU/mL; citrat, intr-o concentratic de la
aproximativ 15 pand la aproximativ 25 mM; clorurd de magneziu, intr-o concentratic de la aproximativ 3
pand la aproximativ 8 mM; zinc, intr-o concentratic de la aproximativ 0,3 pand la aproximativ 0,8 mM;
cloruri totald, intr-o concentratic de la aproximativ 20 pand la aproximativ 25 mM; poloxamer 188, intr-o
concentratic de la aproximativ 0,06 pana la aproximativ 0,09 % m/v; si metacresol, intr-o concentratic de
aproximativ 2,8 pani la aproximativ 3,5 mg/mL; si in care pH-ul compozitici este de la aproximativ 7,0
panila 7.8.

In anumite realiziri, compozitiile farmaceutice din prezenta inventie cuprind insulin lispro, intr-
o concentratic de la aproximativ 100 pani la aproximativ 200 IU/mL; citrat, intr-o concentratic de la
aproximativ 15 pand la aproximativ 25 mM; clorurd de magneziu, intr-o concentratic de la aproximativ 3
pand la aproximativ 8 mM; zinc, intr-o concentratic de la aproximativ 0,3 pand la aproximativ 0,8 mM;
clorura de sodiu, intr-o concentratic de la aproximativ 1 pand la aproximativ 20 mM; poloxamer 188, intr-
o concentratic de la aproximativ 0,06 pani la aproximativ 0,09% m/v; si metacresol, intr-o concentratie
de la aproximativ 2,8 pani la aproximativ 3,5 mg/mL; si in care pH-ul compozitici este de la aproximativ
7,0 pandla 7.8.

In plus, prezenta inventic fumizeazi o compozitie farmaceutici din prezenta inventie pentru
utilizare in terapie. Mai special, prezenta inventie furnizeazd o compozitic farmaceuticd din prezenta
inventie pentru utilizare in tratamentul diabetului.

In plus, prezenta inventie furnizeazi un articol de fabricare cuprinzand o compozitie
farmaceutici din prezenta inventie. In particular, prezenta inventie furnizeazi un articol de fabricare
cuprinzand o compozitic farmaceutici din prezenta inventie in care articolul de fabricare este o fiold cu
utilizari multiple. In particular, prezenta inventic furnizeazi un articol de fabricare cuprinzand o
compozitic farmaceuticd din prezenta inventiec in care articolul de fabricare este un stilou injector
reutilizabil. In particular, prezenta inventie furnizeaza un articol de fabricare cuprinzand o compozitic
farmaceuticd din prezenta inventie in care articolul de fabricare este un dispozitiv cu pompa pentru terapia
de perfuzie subcutanata continud cu insulind.

Intr-o realizare, insulina este selectati din grupul constand din insulini umani, sau o varianti
structurald, mutant, sau analog de insulind umand care actioneaza rapid, cum ar fi insulina lispro, insulina
aspart sau insulina glulizin. Intr-o realizare preferatd, insulina este insulini lispro.
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Intr-o realizare, conservantul este selectat din grupul constind din fenol si meta-cresol.
Preferabil, conservantul este meta-cresol. Intr-o realizare, concentratia de meta-cresol este de la
aproximativ 2,5 mg/mL pana la aproximativ 3,8 mg/mL. Preferabil, concentratia de meta-cresol este de
aproximativ 3,15 mg/mL.

Intr-o realizare, compozitia cuprinde in plus un agent de tonicitate. Intr-o realizare, agentul de
tonicitate este glicerolul. In anumite realiziri, concentratia de glicerol este de la aproximativ 1 pani la
aproximativ 16 mg/mL.

Intr-o realizare, compozitia cuprinde in plus un tampon. In anumite realiziri, tamponul este
fosfat de sodiu.

In anumite realiziri compozitia cuprinde in plus un agent suplimentar de stabilizare. In anumite
realizdri compozitia cuprinde in plus un surfactant.

Intr-o realizare, pH-ul compozitiei este de la aproximativ 7,0 pani la aproximativ 7.8. In anumite
realiziri preferate, pH-ul compozitiei este de la aproximativ 7,3 pani la aproximativ 7.5. In anumite
realiziri preferate, pH-ul compozitiei este de aproximativ 7.4.

In anumite realiziri, compozitia farmaceutici prevede o absorbtic a insulinei in sange si/sau
debutul de actiune care este cu cel putin 10%, cel putin 20%, cel putin 30%, cel putin 40%, sau cel putin
50% mai rapid decat pentru compozitiile de analogi de insulind care actioneaza rapid care nu contin citrat,
cand s-a mdsurat printr-unul sau mai multi parametri farmacocinetici sau farmacodinamici relevanti
pentru actiunea in timp, cum ar fi: timpul pand la concentratia maxima de insulind (Tmax); timpul pentru
a ajunge la jumdtate din concentrati maxima de insulind (%> Tmax timpuriu); timpul pentru a ajunge la
jumitate din concentratia maximi de insulind in timpul fazei de scidere a curbei concentratiei functie de
timp (Y2 Tmax tarziu); timpul intre 2 Tmax timpuriu si tirziu (Tmax de raspandire); procentajul din doza
totald de insulind absorbitd la diferite momente de timp pe baza ariei fractionale de sub curba de
concentratie a insulinei (de exemplu, AUCo-30min, AUCo-60min, AUC0-120 min, AUCo-180min); timpul pentru a
ajunge la jumitate din concentratia totald de insulind (T50); timpul pentru a ajunge la rata maxima de
perfuzie cu glucozi (GIRmax), timpul pentru a ajunge la jumitate din rata maxima de perfuzie cu glucoza
(%2 GIRmax timpuriu); timpul pentru a ajunge la jumitate din rata maximi de perfuzie cu glucoza in
timpul fazei de scddere a curbei concentratiei in functie de timp (2 GIRmax tarziu); procentajul de
glucoza totald perfuzatd la diferite momente de timp pe baza ariei fractionale de sub curba GIR (de
exemplu, GIRo-30min, GIR0-60min, GIR0-120 min, GIR0-180min)-

In anumite realiziri, compozitia farmaceuticd prevede o absorbtic a insulinei in sange si/sau
debutul de actiune care este intre 10% si 50% mai rapid decat pentru compozitiile de analogi de insulini
care actioneaza rapid care nu contin citrat, cind s-a mdsurat prin unul sau mai multi parametri
farmacocinetici sau farmacodinamici relevanti pentru actiunea in timp, cum ar fi cei descrisi mai sus.

In anumite realiziri, compozitia farmaceutici este stabild pentru a permite depozitarea de cel
putin 24 luni la 2-8°C. In anumite realiziri, compozitia farmaceutici este stabili pentru a permite
utilizarca de pani la 28 zile la temperaturi de pana la 30°C pentru fiole sau cartuse in stilouri injectoare
reutilizabile. In anumite realiziri, compozitia farmaceutici este stabila pentru a permite depozitarea de cel
putin 36 luni la 2-8°C. In anumite realiziri, compozitia farmaceutici este stabild pentru a permite
utilizarca de pani la 32 zile la temperaturi de pana la 30°C pentru fiole sau cartuse in stilouri injectoare
reutilizabile. In anumite realiziri, compozitia este stabili pentru a permite utilizarea intr-un dispozitiv cu
pompa pentru terapia prin perfuzie subcutanatd continud cu insulind terapic de pana la 7 zile.

Intr-o realizare, compozitia farmaceutici cuprinde insulini lispro, intr-o concentratic de
aproximativ 100 IU/mL; citrat, intr-o concentratiec de aproximativ 15 mM; zinc, intr-o concentratic de
aproximativ 0,3 mM; clorurd de sodiu, intr-o concentratic de aproximativ 15 mM; clorurd de magneziu,
intr-o concentratic de aproximativ 5 mM; metacresol, intr-o concentratie de aproximativ 3,15 mg/mL; si
glicerol, intr-o concentratic de aproximativ 7,6 mg/mL.

Intr-o alti realizare, compozitia farmaceutica cuprinde insulini lispro, intr-o concentratic de
aproximativ 100 IU/mL; citrat, intr-o concentratiec de aproximativ 25 mM; zinc, intr-o concentratic de
aproximativ 0,3 mM; clorurd de sodiu, intr-o concentratic de aproximativ 15 mM; clorurd de magneziu,
intr-o concentratic de aproximativ 5 mM; metacresol, intr-o concentratie de aproximativ 3,15 mg/mL; si
glicerol, intr-o concentratic de aproximativ 4,5 mg/mL.

Intr-o alti realizare, compozitia farmaceutica cuprinde insulini lispro, intr-o concentratic de
aproximativ 100 IU/mL; citrat, intr-o concentratic de aproximativ 35 mM; zinc, intr-o concentratic de
aproximativ 0,3 mM; clorurd de sodiu, intr-o concentratic de aproximativ 23 mM; clorurd de magneziu,
intr-o concentratie de aproximativ 5 mM; si metacresol, intr-o concentratic de aproximativ 3,15 mg/mL.

Intr-o alti realizare, compozitia farmaceutici cuprinde insulini lispro, intr-o concentratic de
aproximativ 100 IU/mL; citrat, intr-o concentratiec de aproximativ 25 mM; zinc, intr-o concentratic de
aproximativ 0,3 mM; clorurd de sodiu, intr-o concentratic de aproximativ 25 mM; si metacresol, intr-o
concentratie de aproximativ 3,15 mg/mL.
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Intr-o alti realizare, compozitia farmaceutica cuprinde insulini lispro, intr-o concentratic de
aproximativ 100 IU/mL; citrat, intr-o concentratiec de aproximativ 15 mM; zinc, intr-o concentratic de
aproximativ 0,3 mM; clorurd de sodiu, intr-o concentratic de aproximativ 15 mM; clorurd de magneziu,
intr-o concentratic de aproximativ 5 mM; metacresol, intr-o concentratie de aproximativ 3,15 mg/mL; si
glicerol, intr-o concentratic de aproximativ 7,6 mg/mL; si in care compozitia farmaceuticd prevede o
absorbtie a insulinei in sange si/sau debutul de actiune care este intre 10% si 20%, intre 20% si 30%, intre
30% si 40% sau intre 40% si 50% mai rapid decat pentru comporzitiile de analogi de insulini care
actioneaza rapid care nu contin citrat, cAnd s-a misurat prin unul sau mai multi parametri farmacocinetici
sau farmacodinamici relevanfi pentru actiunea in timp, cum ar fi cei descrisi mai sus.

Intr-o alti realizare, compozitia farmaceutica cuprinde insulini lispro, intr-o concentratic de
aproximativ 100 IU/mL; citrat, intr-o concentratiec de aproximativ 25 mM; zinc, intr-o concentratic de
aproximativ 0,3 mM; clorurd de sodiu, intr-o concentratic de aproximativ 15 mM; clorurd de magneziu,
intr-o concentratic de aproximativ 5 mM; metacresol, intr-o concentratie de aproximativ 3,15 mg/mL; si
glicerol, intr-o concentratic de aproximativ 4,5 mg/mL; si in care compozitia farmaceuticd prevede o
absorbtic a insulinei in sange si/sau debutul de actiune care este intre 10% si 50% mai rapid decat pentru
compozitii de analogi de insulini care actioneaza rapid care nu contin citrat, cAnd s-a mdasurat prin unul
sau mai multi parametri farmacocinetici sau farmacodinamici relevanti pentru actiunea in timp, cum ar fi
cei descrisi mai sus.

Intr-o alti realizare, compozitia farmaceutica cuprinde insulini lispro, intr-o concentratic de
aproximativ 100 IU/mL; citrat, intr-o concentratiec de aproximativ 35 mM; zinc, intr-o concentratic de
aproximativ 0,3 mM; clorurd de sodiu, intr-o concentratic de aproximativ 23 mM; clorurd de magneziu,
intr-o concentratie de aproximativ 5 mM; si metacresol, intr-o concentratie de aproximativ 3,15 mg/mL;
si in care compozitia farmaceutica prevede o absorbtic a insulinei in sdnge si/sau debutul de actiune care
este intre 10% si 50% mai rapid decat pentru compozitii de analogi de insulind care actioneaza rapid care
nu contin citrat, cand s-a madsurat prin unul sau mai multi parametri farmacocinetici sau farmacodinamici
relevanti pentru acfiunea in timp, cum ar fi cei descrisi mai sus.

Intr-o alti realizare, compozitia farmaceutica cuprinde insulini lispro, intr-o concentratic de
aproximativ 100 IU/mL; citrat, intr-o concentratiec de aproximativ 25 mM; zinc, intr-o concentratic de
aproximativ 0,3 mM; clorurd de sodiu, intr-o concentratic de aproximativ 25 mM; si metacresol, intr-o
concentratic de aproximativ 3,15 mg/mL; si in care compozitia farmaceutici prevede o absorbtic a
insulinei in sange si/sau debutul de actiune care este intre 10% si 50% mai rapid decat pentru compozitii
de analogi de insulind care actioneaza rapid care nu contin citrat, cind s-a masurat prin unul sau mai multi
parametri farmacocinetici sau farmacodinamici relevanti pentru actiunea in timp, cum ar fi cei descrisi
mai sus.

Cand este utilizat aici, termenul ,,compozitic™ se referd la o combinatie dintre insulind si celelalte
ingrediente sau excipienti in care insulina si alte ingrediente sau excipienti sunt combinate intr-o singurd
formulare combinata.

Cand este utilizat aici, ,,insulind™ inseamnd insulind umand sau o variantd structurald, mutant,
sau analog de insulind umand care actioneaza rapid, care are activitate functionald de debut mai rapid de
actiune decéat insulina umani. Analogi particulari de insulind umand care actioneazi rapid sunt insulina
lispro, insulina aspart, si insulina glulizinid. Insulina pentru produscle comerciale poate fi produsi
utilizand metode de ADN recombinant sau prin sintezd chimicd. Metodele recombinante sunt bine
cunoscute si sunt puternic preferate. O moleculd de insulind umana (CAS nr. 11061-68-0) consta din doud
catene de aminoacizi, A si B, ale ciror secvente sunt bine cunoscute.

Cattna A de insulinA umani arc urmitoarca secventd de  aminoacizi:
Gly Ile Val Glu Gln Cys Cys Thr Ser Ile Cys Ser Leu Tyr Gln Leu Glu Asn Tyr Cys Asn (SEQ ID NO:
1).

Cattna B de insulini wumanid are urmitoarca secventi de  aminoacizi:
Phe Val Asn Gln His Leu Cys Gly Ser His Leu Val Glu Ala Leu Tyr Leu Val Cys Gly Glu Arg Gly Phe
Phe Tyr Thr Pro Lys Thr (SEQ ID NO: 2).

Catenele sunt imbinate prin doud legituri disulfurd: CysA7-CysB7 si CysA20-CysB19. Catena
A are o legiturd disulfurd intracatenard la CysA6-CysAll. Insulina umand are formula empiricd
Ca57H383N 6507756 Si o masid moleculard de 5808.

Insulina lispro, substanta medicamentoasi din HUMALOG?®, este identica cu insulina umani in
termeni ai secventei sale primare de aminoacizi cu exceptia unei inversiuni a secventei prolind-lizina
naturale pe catena B la pozitiile 28 si 29 (insulini umani 28P-L-Lizind-29®-L-prolind). S-a aritat ci
insulina lispro (CAS nr. 133107-64-9) este echipotentd cu insulina umani pe o bazd molard, dar efectul
sdu dupa injectia subcutanati este mai rapid si de mai scurtd durati decat cel al insulinei umane solubile
injectate. HUMALOG® contine m-cresol ca conservant si un agent stabilizator, un modificator de
tonicitate (glicerol), un agent de tamponare (fosfat de sodiu dibazic), un stabilizator (oxid de zinc) si
ajustare a pH-ului pentru vehicul.
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O moleculi de insulini lispro constd din catena A de insulind umani (SEQ ID nr. 1) reticulati cu
catena B de insulind lispro, a cirei secventd de aminoacizi este datd de SEQ ID NO:3, de mai jos:
Phe Val Asn Gln His Leu Cys Gly Ser His Leu Val Glu Ala Leu Tyr Leu Val Cys Gly Glu Arg Gly Phe
Phe Tyr Thr Lys Pro Thr (SEQ ID NO: 3).

Formula chimicd a insulinei lispro este Cas7Hz33NgsO7786 1 masa sa moleculard este de
aproximativ 5808. O unitate de insulind lispro este echivalentd cu pani la 0,0347 mg insulind lispro.

Insulina aspart (CAS nr. 116094-23-6), substanta medicamentoasa din NOVOLOG?®, este un alt
analog de insulini cu debut rapid. Structura sa consti din catena A de insulind umani (SEQ ID nr. 1) si o
catend B in care Pro la B28 este inlocuit cu Asp (insulind umand Pro-B28-Asp), cum sc¢ reflectd in
urméitoarea secventd de aminoacizi:

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

Insulina aspart (28® acid aspartic-insulind umand) are formula empirici CaseHzs1NesO70S6 si 0
masd moleculard de aproximativ 5826. O unitate de insulind aspart corespunde pind la 6 nmol,
corespunzator cu 0,035 mg insulini aspart anhidra fard sare.

Insulina glulizind (CAS nr. 207748-29-6), substanta medicamentoasd din APIDRA®, este inca
un alt analog de insulini cu debut rapid. O moleculd de insulind glulizini constd din catena A de insulind
umand (SEQ ID nr. 1) si o catend B modificatd (Asn-B3-Lys, Lys-B29-Glu) comparativ cu insulina
umang, cum se reflecti in urmatoarea secventd de aminoacizi:
Phe Val Lys Gln His Leu Cys Gly Ser His Leu Val Glu Ala Leu Tyr Leu Val Cys Gly Glu Arg Gly Phe
Phe Tyr Thr Pro Glu Thr (SEQ ID NO: 5).

Insulina glulizind (3®-lizind-29%-acid glutamic-insulini umand) are formula empirici
CossH33aNeaO73S6 51 0 masd moleculard de 5823. O unitate de insulind glulizind corespunde cu
aproximativ pand la 0,0349 mg de insulind glulizina.

Urmatoarele schemd ilustreaza secventele de aminoacizi si legiturile disulfurd ale insulinei
umane si ale analogilor de insulind care actioneaza rapid care sunt in prezent aprobati pentru utilizare in
tratarea excursiilor glucozei din sange in timpul mesei:

Catena A de insulind umand

Gy He Val Ghy Gl Cys ML Thy Ser e Oys Ser Lou Tor Gin Lea Ght Asn )

Ter Oy Aon

Lafena B de insylind smand, oy sabstitolfi prezentate pestry asunul
analogi de insuling

Pl Val San Gl Mis Leo O Gy Ser His Leu Val Glo Al Bea Tyr
Eyg {nhviizing)

iy {ghulizing)
Aap {aspurt)
Eovs Pros laprad

fen Vi {T}]*zs iy Gl Arg Gy Phe Phe Ter Thy Pro ko Ty

Compozitiile prezentei inventii au concentratii de insulind de la aproximativ 100 panid la
aproximativ 200 IU/mL. Anumite compozitii cuprind aproximativ 100 IU/mL. Anumite compozitii
cuprind aproximativ 200 IU/mL.

Imbunititirile in profilul de actiune in timp al analogilor de insulini referiti mai sus demonstrate
in prezenta inventic sunt obtinute prin utilizarea anumitor concentratii specifice de citrat si fard
necesitatea  nici  unui  agent  chelator  suplimentar, cum ar fi cei  descrisi
in US2012/0178675 i US2014/0113856 (de exemplu, EDTA), nici unui agent vasodilatator suplimentar,
cum ar fi cei descrisi in US2015/0065423 (de exemplu, nitroglicerind), sau nici unei alte oligozaharide,
cum ar fi cele descrise in US2013/0231281.

Ionul citrat are denumirea chimicd 2-hidroxipropan-1,2,3-tricarboxilat, formula moleculard
CsHsO73, si masd moleculard de 189. Ionul citrat este distribuit pe larg in plante si animale si este o
componentd carc aparc natural a dictei. Este un metabolit comun in metabolismul oxidativ si o
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componentd importantd a osului. Un numir de citrati sunt GRAS (priviti in general ca siguri) de citre
Administratia Alimentelor si Medicamentelor din S.U.A pentru utilizare in alimente, incluzind
urmitoarele:

;Substan‘;é GRAS {Formula (m.w.)

ACldClmC .................................................................................................................................. 77_92_9 ,

;Citrat de sodiu i{CeHsNazO7 (258,07) 168-04-2 i
Citrat de potasiu monohidrat CoHs07K; (324.41) 6100056 184,1625

Diferiti compusi care confin citrat sunt de asemenea inclusi ca ingrediente in produsele
medicamentoase parenterale in conformitate cu baza de date de ingrediente inactive a Administratiei
Alimentelor si Medicamentelor din S.U.A., incluzind de exemplu, acid citric, acid citric monohidrat, acid
citric anhidru, citrat de sodiu, citrat de trisodiu anhidru, citrat de trisodium dihidrat. Compusul citrat
particular utilizat in compozitiile prezentei inventii poate fi forma acidica sau diferite forme de sare, in
special sdruri alcaline (de exemplu, sodiu si potasiu) si/sau mono sau dihidrati ai acestora. Dintre acestea,
este preferat citratul de sodiu. In unele realiziri, concentratia de citrat in compozitiile prezentei inventii
variazi de la aproximativ 15 mM pani la aproximativ 35 mM. In realizirile preferate, concentratia de
citrat variazi de la aproximativ 15 pani la aproximativ 30 mM. In anumite realiziri preferate,
concentratia de citrat variaza de la aproximativ 15 pani la aproximativ 25 mM. In anumite realiziri,
concentratia de citrat variaza de la aproximativ 15 pand la aproximativ 20 sau de la aproximativ 20 pana
la aproximativ 25 mM. Anumite compozitii au concentratii de citrat de aproximativ 15, aproximativ 20,
aproximativ 25, aproximativ 30 sau 35 mM.

Desi s-a descoperit cd addugarea de citrat conduce la imbunatitiri ale actiunii in timp, addugarea
de citrat conduce de asemenea la pasivitifi mai mari din punctul de vedere al stabilitatii. Astfel, pentru a
avea o stabilitate suficientd chimica si fizic pentru depozitarea pe termen lung si utilizare, compozitiile
prezentei inventii cuprind suplimentar agenti de stabilizare, cum ar fi zinc, magneziu, clorurd si
surfactanti.

Oxidul de zinc poate fi addugat pentru a furniza stoichiometria doritd a ionilor de zinc.
Hexamerii de insulini au 2 situsuri specifice de legare a zincului de afinitate ridicatd. Tonii de zinc
incorporati in astfel de hexameri sunt cei la care se face uncori referire ca zinc ,,legat™. Formularile care
confin zinc disponibile in prezent includ intre aproximativ 2 si 4 ioni de zinc pe hexamer de insulind.
Unele compozitii comerciale de insulind au aproximativ 2,4 ioni de zinc la sase molecule de insulind
(HUMULIN® R U-500), si unele au aproximativ 3,0 ioni de zinc la sase molecule de insulini
(HUMALOG®, NOVOLOG®). Formuldrile 100 U/mL de insulini lispro (HUMALOG®) si insulinii aspart
(NOVOLOG®) au aproximativ 3,0 ioni de zinc la sase molecule de insulini, care corespund cu o
concentratie de aproximativ 0,3 mM. Formulirile de 200 U/ml disponibile in prezent de HUMALOG® au
aproximativ 3,5 ioni de zinc la sase molecule de insulind, care corespund cu o concentratic de zinc de
aproximativ 0,7 mM. Formularea de 100 U/ml disponibila in prezent de insulind umana vandutd de Eli
Lilly and Company (HUMULIN® R) contine aproximativ 2,3 ioni de zinc la sase molecule de insuling,
care corespunde cu o concentrafie de zinc de aproximativ 0,23 mM.

Compozitiile prezentei inventii au o concentratic de zinc suficientd pentru a furniza cel putin
suficienti ioni de zinc pentru moleculele de insulind pentru a forma hexameri de stabilizare. Astfel,
compozitiile prezentei inventii trebuie sd includa suficient zinc pentru a furniza cel putin 2 ioni de zinc pe
hexamer de insulind. Compozitiile prezentei inventii au o concentrafie de zinc de la aproximativ 0,3 mM
pand la aproximativ 0,8 mM. Cand concentrafia de insulind este 100 IU/mL, concentratia de zinc in
anumite realizari din prezenta inventie este de aproximativ 0,3 mM (aproximativ 3,0 Zn ioni/sase
molecule de insulind). Pentru concentratii de insulind de aproximativ 100 U/mL, aproximativ 200 U/mL,
aproximativ 300 U/mL sau aproximativ 500 U/mL, concentratia minima de zinc necesard pentru a furniza
2 ioni de zinc pe hexamer de insulind ar fi de aproximativ 0,2 mM, aproximativ 0,4 mM, aproximativ 0,6
mM sau respectiv aproximativ 1 mM.

Includerea de exces de zinc - adicd, mai mult zinc decat ar fi legat in hexamerii de insulind -
poate fi utilizatd pentru a stabiliza suplimentar compozitiile prezentei inventii. Astfel zincul este uncori
cel la care se face referire ca zinc ,liber” sau ,nelegat™. In anumite compozitii ale prezentei inventii,
includerea excesului de zinc liber sau nelegat a fost gasiti ca avind un efect de stabilizare. Compozitiile
avand aproximativ 100 U/mL de insulini lispro si concentratii de zinc de pana la aproximativ 1 mM -
care ar constitui aproximativ 0,2 mM legat si aproximativ 0,8 mM nelegat sau zinc liber - au fost gasite
ambele ci actioneazd rapid si stabil. Includerea de prea mult zinc liber sau nelegat, totusi, poate atenua
imbundtatirile actiunii in timp. De exemplu, o compozitie avind aproximativ 100 U/mL de insulind lispro
cu o concentratie de zind de aproximativ 5 mM - care ar constitui aproximativ 4,8 mM zinc nelegat - a
fost gasitd cd nu are imbunatatirile de actiune in timp vazute la compozitiile cu concentratii mai scizute
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de zinc. In anumite realiziri, concentratia de zinc este de aproximativ 0,6, aproximativ 0,7, sau
aproximativ 0,8 mM.

Includerea de magneziu (Mg*?) in compozitiile prezentei inventii a fost de asemenea gisitd ca
avand un efect de stabilizare. Ionii de magneziu pot fi furnizati intr-o varietate de maniere, cum ar fi prin
addugarca de clorurd de magneziu, care are o formuld moleculard de MgCl, si masa moleculard de
95,211.

In timp ce magneziul poate avea efecte de stabilizare in anumite compozitii, concentratiile care
depasesc concentratia de citrat vor conduce la precipitarca insulinei. Astfel, cantitatca maximd de
magneziu care poate fi inclusi este limitatd de cantitatea de citrat care este inclusd. De exemplu, cind
MgCl, a utilizat un agent de stabilizare in compozitiile prezentei inventii, raportul molar dintre magneziu
si citrat variaza de la aproximativ 1:10 pana la aproximativ 1:2. Preferabil raportul molar dintre clorura de
magneziu si citrat variaza de la aproximativ 1:5 pind la aproximativ 1:3. Astfel, de exemplu, pentru a
obtine un raport molar dintre magneziu si citrat de la aproximativ 1:10 pana la aproximativ 1:2 intr-o
compozitie in care concentratia de citrat este intre aproximativ 10 pind la aproximativ 30 mM,
concentratia de magneziu ar fi intre aproximativ 1 si aproximativ 15 mM. In mod similar, pentru a obtine
un raport molar dintre magneziu si citrat de aproximativ 1:5 pand la aproximativ 1:3 intr-o compozitie in
care concentratia de citrat este 25 mM, concentratia de magneziu ar varia de la 5 pand la 8,3 mM. In
anumite realiziri, concentratia de magneziu variazi de la aproximativ 1 pani la aproximativ 15 mM. In
anumite realiziri, concentratia de magneziu variazd de la aproximativ 1 pand la aproximativ 5, de la
aproximativ 5 pand la aproximativ 10 sau de la aproximativ 10 pana la aproximativ 15 mM. Concentratia
de clorurd de magneziu in anumite realizdri din prezenta inventie variazd de la 1 pand la aproximativ 5
mM (~0,48 mg/mL). In anumite realiziri, concentratia de magneziu este de aproximativ 5 mM.

Includerea anumitor concentratii de ioni de clorurd (Cl) in compozitii ale prezentei inventii a
fost de asemenea gésitd ca avand un efect de stabilizare. Ionii de clorurd pot fi furnizati intr-o varietate de
maniere, inclusiv prin utilizarea de MgCl, pentru a furniza magneziu, cum s-a descris mai sus, sau prin
addugarea de clorurd de sodiu. Compozitiile anumitor realiziri din prezenta inventic cuprind clorurd de
sodiu. Formula moleculari a clorurii de sodiu este NaCl si masa sa moleculard este 58,44. Clorura de
sodiu este utilizatd in unele formulari disponibile in prezent de analogi de insulind care actioneaza rapid,
cum ar fi APIDRA® (insulini glulizini), care cuprinde 5 mg/mL cloruri de sodiu, NOVOLOG® (insulini
aspart), care cuprinde 0,58 mg/mL clorura de sodiu.

In timp ce adiugarea anumitor cantititi de clorurd, de exemplu, prin includerea in compozitic a
excipientilor care contin clorurd cum ar fi MgCl, sau NaCl, a fost gisitd ca avand un efect de stabilizare,
daca continutul total de clorurd al compozitiei este prea ridicat, insulina din compozitie poate cristaliza la
temperaturi scdzute. Astfel, continutul total de clorura al compozitiei trebuie sa fie luat in consideratie.

Pentru a determina continutul total de clorurd al unei compozitii, cineva trebuie s ia in
consideratiec nu doar ionii de clorurd care pot fi addugati la compozitie prin adjugarea de clorurd de
magneziu si/sau clorurd de sodiu ca agenti pentru stabilizare, ci de asemenea prin addugarea de alte
componente, de exemplu cu ingredientul activ farmaceutic de insulind in vrac (API), prin addugarca de
cantitdti mici de HCI care pot fi necesare pentru ajustiri ale pH-ului, si/sau in legiturd cu furnizarea de
Zn, care poate fi addugat in forma de o solutie preparata prin solubilizarea oxidului de zinc (ZnO) cu HCL

In anumite realiziri, clorura de sodiu este utilizati pentru a furniza cantitatea de clorurd
suplimentara necesard pentru a atinge concentratia tintd de clorurd sau intervalul de concentratie - adica,
cantitatea de clorurd de sodiu care trebuie addugatd este determinatd scdzind din concentrafia tintd de
clorura cantitatea de clorurd furnizatd prin addugarea de alte componente, cum ar fi prin addugarea de
insulind API, clorurd de magneziu si/sau orice HCI care ar putea fi necesar pentru ajustiri ale pH-ului
si/sau solubilizarea oxidului de zinc. De exemplu, daci concentrafia tintd de clorurd dintr-o formulare este
de aproximativ 20 mM, si 15 mM de clorurd este prevazutd intr-o combinatic de insulind vrac API,
clorurd de magneziu, si HCI utilizat pentru ajustéri ale pH-ului, trebuie sd se adauge 5 mM de clorura de
sodiu. Persoancle calificate in domeniu vor intelege cd cantitatea de clorurd de sodiu care trebuie si fie
addugata in astfel de formulari poate fi determinata prin: (1) fie calculidnd prospectiv cantitatea de clorura
suplimentara care va fi necesard pe baza continutului teoretic de clorurd addugata prin alte surse; sau (2)
fie preparand o formulare a tuturor excipientilor cu exceptia clorurii de sodiu, masurind confinutul de
clorurd al acelei formulari, si calculdnd diferenta intre acea cantitate §i concentratia {intitd de clorurd sau
intervalul de concentratie. Continutul de clorurd al unei formuldri apoase poate fi misurat utilizind o
varietate de tehnici cunoscute, cum ar fi prin titrare sau metode cu lelctrozi selectivi de ioni.

In plus, s-a descoperit de asemenea ci problemele de cristalizare la temperatur scizuti asociate
cu concentratiile de clorurd relativ ridicate sunt sensibile la concentratiile de citrat. Astfel, compozitiile
prezentei inventii avand concentratii de citrat 1a capatul inferior al intervalului previzut aici, pot fi mai
tolerante la concentratii de clorurd relativ mai ridicate decit compozitiile care au concentratii de citrat la
capatul superior al intervalului prevazut aici. De exemplu, s-a observat cd addugarea de concentratii de
clorurd de sodiu de pana la 50-75 mM la formuliri care contin 25 mM citrat conduce la probleme de
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cristalizare la temperaturd scizut, dar astfel de probleme nu sunt observate consistent nici cand 50 mM
clorurd de sodiu se adaugd la o formulare citrat de 15 mM sau nici cand 25 mM clorurd de sodiu se
adauga la o formulare citrat de 25 mM.

Din motive de claritate, cand s-au utilizat aici, termenii ,,clorurd™ sau ,,total cloruri® se¢ referi la
cantitatea totald de ioni de clorurd dintr-o compozitie furnizatd in legiturd cu adiugarea oricdrei
componente, de exemplu, sursele de ioni de clorurd dintr-o compozitie care este declaratd cad cuprinde 25
mM clorurd sau total clorurd includ orice clorurd furnizati prin addugarea de MgCl,, NaCl si/sau orice
HCI necesar pentru ajustéri ale pH-ului sau solubilizarea de ZnO. Pe de alti parte, termenii ,.clorurd de
magneziu®, ,MgCl,"“, ,.clorurd de sodiu® si ,,NaCl“ se referd la cantitatea din aceste sdruri particulare care
se adaugd la o compozitic. Astfel, intr-o compozitic care este descrisi ca cuprinzand 5 mM clorurd de
magneziu si 10 mM clorurd de sodiu, de exemplu, concentratia de clorurd, sau de total clorurd, include
cantitatea combinata de ioni de clorurd furnizafi de citre clorura de magneziu, clorura de sodiu si orice
alta sursa, cum ar fi HCL

In anumite realiziri din prezenta inventie, concentratia totald de cloruri variazi de la
aproximativ 10 pani la aproximativ 60 mM. In anumite realiziri, concentratia totald de clorurd variazi de
la aproximativ 15 pani la aproximativ 35 mM. In anumite realiziri, concentratia totali de clorurd variazi
de 1a aproximativ 20 pani la aproximativ 25 mM. In anumite realiziri, concentratia totali de cloruri este
de aproximativ 20 mM, aproximativ 21 mM, aproximativ 22 mM, aproximativ 23 mM, aproximativ 24
mM sau aproximativ 25 mM.

In anumite realiziri din prezenta inventie, compozitia cuprinde clorurdi de sodiu intr-o
concentratic care variazi de la aproximativ 1 pani la aproximativ 50 mM. in anumite realiziri,
concentratia de clorurd de sodiu este de la aproximativ 1 pani la aproximativ 25 mM. In anumite realizAri,
concentratia de clorurd de sodiu variazd de la aproximativ 1 pand la aproximativ 20 mM. Concentratia de
clorurd de sodiu in anumite realiziri din prezenta inventic variazd de la aproximativ 15 mM (~0,88
mg/mL) pani la aproximativ 25 mM (~2,0 mg/mL). In anumite realiziri, concentratia de cloruri de sodiu
este de aproximativ 1, aproximativ 2, aproximativ 3, aproximativ 4, aproximativ 5, aproximativ 6,
aproximativ 7, aproximativ §, aproximativ 9, aproximativ 10, aproximativ 11, aproximativ 12,
aproximativ 13, aproximativ 14, aproximativ 15, aproximativ 16, aproximativ 17, aproximativ 18§,
aproximativ 19 sau aproximativ 20 mM.

Daca necesar pentru a obtine suficientd stabilitate chimica si fizicd, compozitia poate cuprinde
suplimentar unul sau mai mulfi agenti suplimentari pentru stabilizare. Exemplele de agenti pentru
stabilizare includ surfactantii. S-a descoperit in mod surprinzitor cd combinatiile de surfactanti si
magneziu ca agenti pentru stabilizare pot avea efecte stabilizatoare mai mari decat aditive sau sinergice in
compozitiile prezentei inventii.

Exemplele de surfactanti divulgate pentru utilizare in compozitiile farmaceutice parenterale
includ polisorbati, cum ar fi polisorbat 20 (TWEEN® 20), polietilen glicoli cum ar fi PEG 400, PEG 3000,
TRITON™ X-100, polictilen glicoli cum ar fi polioxietilen (23) lauril eter (numir CAS: 9002-92-0,
vandut sub numele comercial BRIJ®), acizi grasi alcoxilati, cum ar fi MYRIJ™, polipropilen glicoli,
copolimeri bloc cum ar fi poloxamerul 188 (numir CAS 9003-11-6, vandut sub numele comercial
PLURONIC® F-68) si poloxamerul 407 (PLURONIC® F127), sorbitan alchil esteri (de exemplu,
SPAN®), ulei de ricin polietoxilat (de exemplu, KOLLIPHOR®, CREMOFOR®) si trehalozi si derivati ai
acesteia, cum ar fi trehalozi laurat ester. In anumite realiziri, surfactantul este selectat din grupul
constand din polioxictilen (23) lauril eter, poloxamer 188 si trehaloza laurat ester. Un surfactant preferat
este poloxamerul 188. In anumite realiziri, concentratia de surfactant, cum ar fi poloxamerul 188, variazi
de la aproximativ 0,001 pand la aproximativ 2% m/v, de la aproximativ 0,001 péana la aproximativ 0,2%
m/v, de la aproximativ 0,03 pand la aproximativ 0,12% m/v, sau de la aproximativ 0,06 pani la
aproximativ 0,09% m/v. In anumite realiziri, concentratia de poloxamer 188 este de aproximativ 0,06,
aproximativ 0,07, aproximativ 0,08 sau aproximativ 0,09 % m/v.

In plus, compozitiile prezentei inventii includ unul sau mai multi conservanti, care asiguri
proprietdti antimicrobiene si pot asigura beneficii suplimentare de stabilitate. Compozitiile sunt sterile
cand sunt produse pentru prima dat, totusi, cAnd compozitia este previzutd intr-o fiold sau cartus cu
utilizari multiple, un compus antimicrobian conservant sau amestec de compusi care este compatibil cu
celelalte componente ale formuldrii sunt de obicei addugati la o rezistentd suficientd pentru a indeplini
cerinfele regulatoare si de conservare antimicrobiene farmacopoiale. Vezi U.S. Pharmacopeia
Monographs. Insulin lispro injection. USP29-NIF24; British Pharmacopeia Monographs 2008 Volume I11:
Insulin aspart injection; U.S. Pharmacopeia Monographs. Insulin assays; si U.S. Pharmacopeia general
chapters. USP29-NF24. Rockville, MD: U.S. Pharmacopeial Convention; 2005. Antimicrobian
effectiveness testing; pp. 2499-2500. Conservantii preferafi sunt acizii aril si compusii fenolici, sau
amestecuri de astfel de compusi.

Compozitiile prezentei inventii include astfel unul sau mai multi conservanti. Concentratiile
eficiente pot fi constate cu usurintd utilizind metodele referentiate mai sus. Conservantii utilizafi in mod



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

MD/EP 3233108 T2 2022.09.30
11

obisnuit in produsele cu insulind includ fenol (nr. CAS 108-95-2, formuld moleculard CsHsOH, masd
moleculard 94,11,), si m-cresol (nr. CAS 108-39-4, molecular formula C;HgO, masi moleculard 108,14).
Compozitiile comerciale prezente, de exemplu, congin 3,15 mg/mL m-cresol (HUMALOG® si
APIDRA®), 1,72 mg/mL m-cresol si 1,50 mg/mL fenol (NOVOLOG®), si 2,5 mg/mL m-cresol
(HUMULIN® R U-500). Compozitiile prezentei invenfii includ unul sau mai mul{i conservanti. Intr-o
realizare conservantul este selectat din grupul constand din fenol si metacresol si amestecuri ale acestora.
Preferabil conservantul este metacresol. In anumite realiziri concentratia de metacresol este de la
aproximativ 2,5 mg/mL pand la aproximativ 3,8 mg/mL. Preferabil concentratia de metacresol este de
aproximativ 3,15 mg/mlL..

Este de dorit si se potriveascd aproximativ tonicitatea (adicd, osmolalitatea) fluidelor corporale
la locul injectiei cat mai aproape posibil cand administrarca compozitiilor datorate solutiilor care nu sunt
aproximativ izotonice cu fluidele corporale poate produce o senzatic de usturime dureroasd cind se
administreazd. Astfel, este de dorit ca compozitiile sd fie aproximativ izotonice cu fluidele corporale la
locurile de injectic. Dacd osmolalitatea unei compozitii in absenta unui agent de tonicitate este suficient
de scidzutd fatd de osmolalitatea tesutului (pentru singe, aproximativ 300 mOsmol/kg; cerinfa
Farmacopeei Europene pentru osmolalitate este > 240 mOsmol/kg), apoi un agent de tonicitate ar trebui
sd fic in general adiugat pentru a creste tonicitatea compozitiei pand la aproximativ 300 mOsmol/kg.
Agentii tipici pentru tonicitate sunt glicerolul (glicerind) si clorura de sodiu. Daca addugarea unui agent
de tonicitate este necesard, este preferat glicerolul. Cantitatea de agent de tonicitate care se adaugd este cu
usurintd determinati utilizand tehnici standard. Remington: The Science and Practice of Pharmacy, David
B. Troy si Paul Beringer, eds., Lippincott Williams & Wilkins, 2006, pp. 257-259; Remington: Essentials
of Pharmaceutics, Linda Ed Felton, Pharmaceutical Press, 2013, pag. 277-300. In anumite realiziri
concentratia de glicerol este de la aproximativ 1 pana la aproximativ 16 mg/mL.

In anumite realiziri, compozitia farmaceutici este stabild sub conditii de depozitare si utilizare.
Cand s-a utilizat aici, termenul ,,stabil” se referd la ambele stabilitati chimica si fizica, cum s-a indicat, de
exemplu, printr-o pierdere a potentei insulinei de mai putin de 5%, formarea de A-21 desamido a nu mai
mult de 1,5%, dezvoltarea de substante altele decat insulini si A-21 desamido (la care se face referire
colectiv ca alte substante inrudite (ORS)) de nu mai mult de 4%, formarca de masd moleculard mare
(HMW) de mai putin de 1,5 %, si intretinerea unei solufii clare si incolore fard precipitate. Astfel de
proprietdti pot fi misurate prin tehnici cunoscute, incluzandu-le de exemplu, pe cele rezumate in studiile
descrise mai jos. In anumite realiziri, compozitia farmaceutici este stabild pentru a permite depozitarea
pe cel putin 24 Iuni la 2-8°C. In anumite realiziri, compozitia farmaceutici este stabild pentru a permite
utilizarca pani la 28 zile la temperaturi de pand la 30°C pentru fiole sau cartuge in stilouri injectoare
reutilizabile. In anumite realiziri, compozitia farmaceutici este stabild pentru a permite depozitarea pe cel
putin 36 luni la 2-8°C. In anumite realiziri, compozitia farmaceutici este stabild pentru a permite
utilizarea pand la 32 zile la temperaturi de pand la 30°C pentru fiolele sau cartusele din stilourile
injectoare reutilizabile. In anumite realiziri, compozitia este stabild pentru a permite utilizarea intr-un
dispozitiv cu pompd pentru terapia prin perfuzie subcutanati continud cu insulini de pani la 7 zile.

Citratul, care cum s-a notat mai sus se adaugd pentru a contribui la imbunatitirile actiunii in
timp, este de asemenea cunoscut cd are proprietiti de tamponare la anumite niveluri de pH, dar dacd se
doreste, poate fi inclus un compus de tamponare suplimentar. Exemple de astfel de compusi de tamponare
sunt tampoanc fosfat, cum ar fi fosfat de sodiu dibazic, sau acetat de sodin i
tristhidroximetil)aminometan (TRIS). Tampoanele fosfat sau TRIS sunt preferate. PH-ul pentru
compozifiile comerciale cu insulind este uzual in intervalul de la 7.2 pand la 7,6, cu 7,4 + 0,1 ca pH tintd
comun. PH-ul compozitiilor prezentei inventii este de obicei de la 7,0 pand la 7.8 si este ajustat utilizind
acizi si baze adecvate fiziologic, de obicei acid clorhidric 10% si hidroxid de sodiu 10%. Preferabil, pH-ul
este de aproximativ 7,4.

Calea de administrare pentru compozitiile prezentei inventii va fi de obicei prin injectie
subcutanata autoadministrati, de exemplu, prin utilizarea unei seringi sau a unui dispozitiv stilou, sau prin
terapie prin perfuzie subcutanati continud cu insulini cu un dispozitiv cu pompa pentru insulind, desi pot
fi de asemenea utilizate cdile intravenoasd, intradermald, sau intraperitoneald. Preferabil, calea de
administrare este prin injectic subcutanati autoadministrati. Doza de agent activ injectat va fi determinata
de citre pacient in consultatie cu medicul pacientului.

Realizdrile suplimentare din prezenta inventie le include pe cele descrise mai jos:

Compozitia farmaceutici a oricdrora din realizarile descrise mai sus, in care insulina este selectatid din
grupul constand din insulini umani, insulin lispro, insulind aspart sau insulind glulizoni.

Compozitia farmaceutica a oricdrora din realizarile descrise mai sus, in care insulina este insulind lispro.
Compozitia farmaceutici a oricarora din realizarile descrise mai sus, in care concentratia de insulind este
de aproximativ 100 U/mL.

Compozitia farmaceuticd a oricirora din realizarile descrise mai sus, in care concentratia de citrat este de
la aproximativ 15 pand la aproximativ 30 mM.
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Compozitia farmaceutica a oricirora din realizdrile descrise mai sus, in care concentratia de citrat este de
la aproximativ 15 pand la aproximativ 25 mM.

Compozitia farmaceuticd a oricirora din realizarile descrise mai sus, in care concentratia de citrat este de
la aproximativ 15 pand la aproximativ 20 mM.

Compozitia farmaceuticd a oricirora din realizdrile descrise mai sus, in care concentratia de citrat este de
la aproximativ 20 pand la aproximativ 25 mM.

Compozitia farmaceuticd a oricirora din realizdrile descrise mai sus, in care raportul molar dintre
magneziu i citrat este de la aproximativ 1:10 pand la aproximativ 1:2.

Compozitia farmaceuticd a oricdrora din realizirile descrise mai sus, in care raportul molar dintre
magneziu i citrat este de la aproximativ 1:5 pana la aproximativ 1:3.

Compozitia farmaceutica a oricarora din realizérile descrise mai sus, in care concentratia de magneziu
este de la aproximativ 1 pand la aproximativ 15 mM.

Compozitia farmaceutica a oricirora din realizérile descrise mai sus, in care concentratia de magneziu
este de la aproximativ 1 pand la aproximativ 5 mM.

Compozitia farmaceutica a oricarora din realizérile descrise mai sus, in care concentratia de magneziu
este de la aproximativ 5 pand la aproximativ 10 mM.

Compozitia farmaceutica a oricarora din realizérile descrise mai sus, in care concentratia de magneziu
este de la aproximativ 10 pani la aproximativ 15 mM.

Compozitia farmaceutica a oricdrora din realizarile descrise mai sus, in care concentratia de magneziu
este de la aproximativ 3 pand la aproximativ 8 mM.

Compozitia farmaceuticd a oricirora din realizarile descrise mai sus, in care concentrafia de magneziu
este prevazuta prin includerea de clorurd de magneziu.

Compozitia farmaceuticd a oricdrora din realizarile descrise mai sus, in care concentratia totald de clorurd
este de la aproximativ 10 pani la aproximativ 60 mM.

Compozitia farmaceuticd a oricdrora din realizarile descrise mai sus, in care concentratia totala de clorurd
este de la aproximativ 15 pani la aproximativ 35 mM.

Compozitia farmaceuticd a oricadrora din realizirile descrise mai sus, in care concentratia totala de clorura
este de la aproximativ 15 pani la aproximativ 30 mM.

Compozitia farmaceuticd a oricdrora din realizarile descrise mai sus, in care concentratia totala de clorurd
este de la aproximativ 20 pani la aproximativ 25 mM.

Compozitia farmaceutica a oricdrora din realizarile descrise mai sus, in care compozitia cuprinde clorurd
de sodiu intr-o concentratie care variazi de la aproximativ 1 pand la aproximativ 50 mM.

Compozitia farmaceutica a oricdrora din realizarile descrise mai sus, in care compozitia cuprinde clorurd
de sodiu intr-o concentratie care variaza de la aproximativ 1 pani la aproximativ 25 mM.

Compozitia farmaceutica a oricdrora din realizarile descrise mai sus, in care compozitia cuprinde clorurd
de sodiu intr-o concentratie care variaza de la aproximativ 1 pani la aproximativ 20 mM.

Compozitia farmaceutici a oricirora din realizirile descrise mai sus, in care concentratia de surfactant
este de la aproximativ 0,001 pana la aproximativ 0,2 % m/v.

Compozitia farmaceutica a oricdrora din realizdrile descrise mai sus, in care surfactantul este poloxamer
188.

Compozitia farmaceuticd a oricarora din realizirile descrise mai sus, in care concentratia de poloxamer
188 este de la aproximativ 0,003 pana la aproximativ 0,2 % m/v.

Compozitia farmaceuticd a oricarora din realizérile descrise mai sus, in care concentratia de poloxamer
188 este de la aproximativ 0,03 pand la aproximativ 0,12 % m/v.

Compozitia farmaceuticd a oricarora din realizérile descrise mai sus, in care concentratic de poloxamer
188 este de la aproximativ 0,06 pani la aproximativ 0,09 % m/v.

Compozitia farmaceutica a oricirora din realizarile descrise mai sus, in care conservantul este selectat din
grupul constand din fenol si metacresol.

Compozitia farmaceutica a oricdrora din realizarile descrise mai sus, in care conservantul este metacresol.

Compozitia farmaceutica a oricirora din realizdrile descrise mai sus, in care concentratia de metacresol
este de la aproximativ 2,5 pani la aproximativ 3,8 mg/mL.

Compozitia farmaceutici a oricdrora din realizdrile descrise mai sus, care cuprinde in plus un agent de
tonicitate.

Compozitia farmaceuticd a oricirora din realizdrile descrise mai sus, care cuprinde glicerol ca agent de
tonicitate.

Compozitia farmaceutica a oricarora din realizdrile descrise mai sus, care cuprinde glicerol ca agent de
tonicitate intr-o concentratic de la aproximativ 1 pani la aproximativ 16 mg/mL.

Compozitia farmaceutici a oricarora din realizdrile descrise mai sus, care cuprinde in plus un tampon
suplimentar.

Compozitia farmaceutici a oricirora din realizérile descrise mai sus, in care pH-ul compozitiei este de la
aproximativ 7,0 pand la aproximativ 7,8.
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Compozitia farmaceuticd a oricirora din realizirile descrise mai sus, in care compozitia prevede o
absorbtie a insulinei in singe care este cu cel putin 20% mai rapidd decat pentru compozitiile care contin
aceeasi insulind dar care nu contin citrat.
Compozitia farmaceutic a oricdrora din realizirile descrise mai sus, in care compozitia prevede un debut
de actiune care este cu cel putin 20% mai rapid decat pentru compozitiile care contin aceeasi insulina dar
care nu contin citrat.
Compozitia farmaceuticd a oricirora din realizirile descrise mai sus, in care compozitia prevede o
absorbtie a insulinei in singe care este cu cel putin 30% mai rapidd decat pentru compozitiile care contin
aceeagsi insulinil dar care nu contin citrat.
Compozitia farmaceutic a oricdrora din realizirile descrise mai sus, in care compozitia prevede un debut
de actiune care este cu cel putin 30% mai rapid decat pentru compozitiile care contin aceeasi insulina dar
care nu contin citrat.
Compozitia farmaceutica a oricdrora din realizdrile descrise mai sus, in care compozitia este stabild pentru
a permite depozitarea de cel putin 24 luni la 2-8°C.
Compozitia farmaceutica a oricdrora din realizdrile descrise mai sus, in care compozitia este stabild pentru
a permite utilizarea de pani la 28 zile la temperaturi de pand la 30°C pentru fiole sau cartuse in stilouri
injectoare reutilizabile.
Compozitia farmaceutica a oricdrora din realizdrile descrise mai sus, in care compozitia este stabild pentru
a permite depozitarea de cel putin 36 luni la 2-8°C.
Compozitia farmaceutica a oricdrora din realizdrile descrise mai sus, in care compozitia este stabild pentru
a permite utilizarea de pani la 32 zile la temperaturi de pana la 30°C pentru fiole sau cartuse in stilouri
injectoare reutilizabile.
Compozitia farmaceutica a oricdrora din realizdrile descrise mai sus, in care compozitia este stabild pentru
a permite utilizarea intr-un dispozitiv cu pompd pentru terapia prin perfuzie subcutanati continud cu
insulind pentru pani la 7 zile.
Compozitia farmaceutica a oricirora din realizérile descrise mai sus, in care compozitia nu include nici un
agent chelator suplimentar.
Compozitia farmaceuticd a oricdrora din realizirile descrise mai sus, in carc compozitia nu include
EDTA, acid tetraacetic de etilen glicol (EGTA), acid alginic, acid alfa lipoic, acid dimercaptosuccinic
(DMSA), sau acid 1,2-diaminociclohexantetraacetic (CDTA).
Compozitia farmaceutica a oricirora din realizérile descrise mai sus, in care compozitia nu include nici un
agent vasodilatator.
Compozitia farmaceutica a oricirora din realizdrile descrise mai sus, in care compozitia nu include nici o
nitroglicerind.
Compozitia farmaceuticd a oricdrora din realizirile descrise mai sus, in carc compozitia nu include
adenozind, factor de hiperpolarizare derivat din endoteliu, un inhibitor de fosfodiesteraza de tip 5 (PDES),
un deschizitoe al canalului de potasiu, prostaciclind, forskolind, nitroglicerind, un agent de formare al
oxidului nitric, nitrit amil, sau nitroprusida.
Compozitia farmaceutica a oricirora din realizdrile descrise mai sus, in care compozitia nu include nici o
oligozaharida.
Compozitia farmaceutica a oricdrora din realizirile descrise mai sus pentru utilizare in terapie.
Compozitia farmaceuticd a oricdrora din realizdrile descrise mai sus pentru utilizare in tratamentul
diabetului.
Compozitia farmaceutica a oricarora din realizérile descrise mai sus pentru utilizare in fabricarea unui
medicament pentru tratamentul diabetului.
O fiold cu utilizare multipld care cuprinde oricare din compozitiile farmaceutice ale oricdrora din
realizirile descrise mai sus.
Un stilou injector reutilizabil care cuprinde oricare din compozitiile farmaceutice ale oricdrora din
realizirile descrise mai sus.
Un dispozitiv cu pompa pentru terapia prin perfuzie subcutanatd continud cu insulind care cuprinde
oricare din compozitiile farmaceutice ale oricdrora din realizirile descrise mai sus.

Inventia este ilustratd mai departe prin urmétoarele exemple.
EXEMPLE
Studii farmacocinetice si farmacodinamice
Insulini lispro formulata cu 35 mM citrat, 0,3 mM zinc, S mM MgCl: si 23 mM NaCl

Porcii miniaturali Yucatan cu diabet (indus cu Alloxan), castrati, masculi cu porturi de acces
vascular montate anterior au fost utilizati sub supravegherea echipei si veterinarilor. Animalele cu diabet
sunt gazduite individual si au acces la apa proaspitd in orice moment. Ele sunt alimentate cu doud mese
pe zi la o dietd standard si primesc insulina bazald si prandiala de intretinere adecvatd de doud ori pe zi
pentru a gestiona afectiunea lor diabetica.




10

15

20

25

30

MD/EP 3233108 T2 2022.09.30
14

Articolul de test (compozitia A din tabelul de mai jos) a fost formulata si expediata la locul de
test si controlul Humalog® al insulinei a fost o fiold comerciald pe situs la situsul de test:
Tabelul 1.
‘Nume §C0mpozitia formularii

..................................................................................................................................................................................................................................

1108 U/mL insulini lispro

........................................................... 35mMCItmt
i5 mM MgCl,
23 mM NaCl

:0,3 mM zinc

§3,15 mg/mL m-cresol

‘pH 7.4

§1,88 mg/mL fosfat de sodiu dibazic

16 mg/mL glicerol

EHumalog® 3, 15 mg/mL meta-cresol

............................................................................................................................................................................................................................

50,3 mM zinc
\pH 7.4

In ziua de dinaintea studiului, animalele au fost alimentate cu jumitate din ratia lor zilnici si au
primit 0,2 U/kg insulini Humalog® Mix 75/25 la administrarea lor de intretinere de dimineati. Toate
animalele de studiu au fost alimentate peste noapte si nu au primit insulina sau masa lor de scara inainte
de administrarea medicamentului din ziua studiului.

In dimineata studiului, toate animalele au fost plasate in curele pentru restrictionare si le-au fost
accesate porturile lor de acces vascular (echipate pentru recoltarca unei mostre de sange) si verificate
pentru permeabilitate. Animalele au fost plasate aleator in grupurile de tratament. Acesta a fost un proiect
longitudinal complet cu n=13. Un animal nu a participat la grupul de tratament cu compozitia A rezultind
n=12 pentru acel grup de tratament.

Dupa ce au fost colectate doud probe de sange ale liniei de bazi (-30 si -20 min), animalele au
fost intoarse la tarcurile lor si au fost alimentate ~300 g. La doudzeci de minute dupd prezentarea mesei
consumate complet, animalele au fost injectate cu articol de test subcutanat in flanc (0 min) cu o seringi
cu insulind Terumo (0,3 sau 0,5 ml cu ac de1/2%). Toate animalele de studiu au avut acces la apa curata,
proaspita pe perioada de recoltare a singelui rimasa.

Probe seriale de sange (2,0 mL fiecare) au fost colectate de la fiecare animal la urmitoarele
momente de timp: -30, -20 (apoi imediat alimentate), 0 (chiar inainte de dozd), 5, 10, 15, 30, 45, 60, 75,
90, 105, 120, 150, 180, 240, si 360 minute dupa dozareca SC.

Probele de singe (anticoagulant: nici unul [ser]) au fost mentinute la temperatura ambianta timp
de cel putin 30 minute dar nu mai mult de 2 ore pentru a permite coagularea. Serul a fost apoi separat prin
centrifugare si divizat in doud alicote si depozitate congelate la aproximativ -70°C.

Concentratiile de glucoza sericd au fost determinate utilizAnd un analizor de chimie clinicd
AU480 automat (Beckman Coulter, Inc., Brea, California). Alicota pentru PK a fost expediata la EMD
Millipore Corp., St. Charles, MO pe gheati uscati printr-un serviciu de expediere in ziua urmatoare si a
inclus un manifest detaliat al mostrei.

Datele glucozei serice sunt reprezentate in Tabelul 2 de mai jos ca Medie (mg/dL) +/- SEM in
afara de cazul cand se specifica altfel.

Tabelul 2.

‘Humalog® iCompozitie A \
e R g
b — g —

-20 3118 296,0

0 3218 \ 3114

p——— T g—
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umalog® :Compozitie A

Pentru a compara statistic modificarea glucozei serice sub diferite formulari la diferite momente
de timp, a fost utilizatd analiza derivatelor. Modificarea glucozei din sange la fiecare moment de timp este
caracterizatd de catre derivata de prim ordin (modificarea directionald instantd) la momentul curent de

5 timp. Polinoamele de pani la ordinul 10 se potrivesc cu datele cursului de timp pentru fiecare animal
individual. Ordinea optimd a polinomului este selectatd utilizind Criteriul de informatie Bayesian (BIC).
Rata modificarii la fiecare moment de timp este calculatd ca derivata curbei polinomiale ajustate la acel
moment de timp. O dati ce sunt obfinute derivatele, modelul ANOVA este ajustat pentru a compara
diferitele formulari la fiecare moment de timp. Variatia de la animal la animal este luatd in considerare
10 pentru modelul ANOVA. Contrastele sunt construite pentru a compara diferitele formulari si valorile p
sunt ajustate utilizdnd pachetul R ,multcomp™. Animale sunt dozate dupd momentul 0; prin urmare,
momentul 0 nu este inclus in analizd. Pentru momentele de timp de dupd 150 minute, nu exista destul
momente de timp pentru a estima robust derivata, prin urmare, aceste momente de timp sunt de asemenea
excluse din analiza statistica.
15 Compozitia A a condus la o scddere semnificativ (p <0,01) mai rapida in glucoza serica la 5, 10,
si 15 minute post dozi in comparatic cu Humalog®.

Nivelurile de insulind pentru mostrele PK serice pentru grupurile de tratament cu compozitia A
si Humalog® sunt misurate utilizind o RIA totald de insulini. Limitele inferioard si superioard de
cuantificare pentru test sunt de 20 pM si respectiv 5000 pM. Valorile sub limita inferioard de cuantificare

20 sunt presupuse ca fiind de 20 pM. Analizele farmacocinetice necompartimentale sunt efectuate utilizind
Phoenix WinNonlin v6.3.

Tabelul 3.
ENume i CL/F
:(mL/min/kg)
Huma10g®N=13Med1e .............. :
fMedianz'l
CompozmeAN=12Med1e ..............
: SE .........................................
'Medianz'l

....................................................................................................................................................................................................................................

EAbreV1er1 Tmax - imp pana la concentratla maximd, Cmax - concentra‘gle maxima, AUCINF aria de sub
icurba de la 0 la infinit, CL/F - eliminare/biodisponibilitate i

Tmax medie si mediand sunt cu 55% si 72% mai timpurii in Compozitia A, respectiv, decit cu
25 Humalog.
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Insulina lispro formulata cu 25-35 mM citrat, 0,285 mM zinc, 5 mM MgCl: si 15-23 mM NaCl

Un studiu de compozitii care cuprinde concentratii variabile de citrat si zinc, clorurd de
magneziu si clorurd de sodiu este efectuat pe porcii miniaturali Yucatan masculi cu diabet (indus cu
Alloxan), castrati, urmand procedurile generalele descrise mai sus.

Articolele de test (Compozitiile A' si B din tabelul de mai jos) sunt formulate si expediate la
situsul de test, si controlul cu insulind Humalog® este o fiold comerciald pe situs la situsul de test:
Tabelul 4.

Nume Compozitia formularii

...................................................................................................................................................................................................................................

135 mM citrat
5 mM MgCl,
23 mM NaCl

.................................................................................................................................................................................................................................

: 3
...................................................................................................................................................................................................................................

§2,99 mg/mL m-cresol

1,79 mg/mL fosfat de sodiu dibazic

.................................................................................................................................................................................................................................

...................................................................................................................................................................................................................................

§95 U/mL insulini lispro
25 mM citrat

...................................................................................................................................................................................................................................
3 t 1

3

...................................................................................................................................................................................................................................

11,79 mg/mL fosfat de sodiu dibazic

15,2 mg/mL glicerol

.................................................................................................................................................................................................................................

100 U/mL KPB
1,88 mg/mL fosfat de sodiu dibazic

16 mg/mL glicerol

.................................................................................................................................................................................................................................

: 3
...................................................................................................................................................................................................................................

..................................................................................................................................................................................................................................

Studiul este conceput ca un proiect longitudinal complet pe 21 de porci pentru a studia toti porcii
pe toate tratamentele (n=21). Un animal este exclus din grupul de tratament cu Humalog® pentru glucoza
din sange a linieci de baa <200 mg/dl, si un animal este exclus din grupul de tratament cu
Humalog® pentru un port non-brevet, astfel ca n=19 pentru acel grup de tratament. Un animal este exclus
din grupul de tratament cu compozitia A' pentru o dozi lipsd raportatd la momentul injectiei, astfel n=20
pentru acel grup de tratament. Un animal este exclus din grupul de tratament cu compozitia B pentru
glucoza din sange a liniei de bazd <200 mg/dl, astfel n=20 pentru acel grup de tratament.

Datele referitoare la glucoza serica sunt prezentate in Tabelul 5 de mai jos ca medie (mg/dL) +/-

SEM.
Tabelul 5.

............................................................................................... CompozmeA ................................. CompozmeB
“Timp (min) AVG SEM AVG SEM

-30 288 3 8.7 284,1 114 _
s T S T
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Humalog® Compozitie A' Compozitic B

Pentru a compara statistic modificarea glucozei serice sub diferite formulari la diferite momente
de timp, a fost utilizatd analiza derivatelor, urmand in general procedura descrisa mai sus. Compozitiile A'
si B au condus fiecare la sciderea semnificativ mai rapida (p < 0,01) in glucoza sericd la 5, 10, si 15
minute post dozi in comparatie cu Humalog®.

Concentratiile de insulind sericd si parametrii PK sunt generate si analizate in general cum s-a
descris mai sus, si rezultatele PK sunt furnizate in Tabelul 6 de mai jos.
Tabelul 6.
.Compus Tmax Cmax AUCwnr (min*nM)  CL/F (mL/min/kg) |
(min)  {(nM)

52,9

Rezultatele Tmax mediane sunt cu 33% si 67% mai timpurii in Compozitiile A' si B decat
Humalog®, si Tmax medie este cu 48% mai timpuric in Compozitia B decat in Humalog.
Insulini lispro formulata cu 15 mM citrat, 0,285 mM zinc, S mM MgCI2 si 15 mM NaCl

Un studiu pe compozitii cuprinzind citrat, zinc, clorurd de magneziu si clorurd de sodiu este
efectuat pe porcii miniaturali Yucatan masculi cu diabet (indus cu Alloxan), castrafi urmand procedurile
generalele descrise mai sus. Compozitia C a fost formulata si expediatd la situsul de test, si controlul cu
Humalog® este o fiold comerciali.
Tabelul 7.

Nume ompozitia formulirii

: 3
...................................................................................................................................................................................................................................

§95 U/mL insulini lispro
§15 mM citrat

..................................................................................................................................................................................................................................
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Nume Compozitia formulirii

§1,79 mg/mL fosfat de sodiu dibazic

15,2 mg/mL glicerol

.................................................................................................................................................................................................................................

1,88 mg/mL fosfat de sodiu dibazic

EHumalog® 16 mg/mL glicerol

.................................................................................................................................................................................................................................

...................................................................................................................................................................................................................................

{0,3 mM zinc

pH 7.4

Studiul este conceput ca proiect longitudinal complet pe 13 porci pentru a studia toti porcii pe
toate tratamentele (n=13). Un animal este exclus din grupul de tratament cu compozitia C pentru glucoza
din sange a linici de bazd <200 mg/dl, si un animal este exclus din grupul de tratament cu compozitia C
pentru o dozA lipsa raportatd la momentul injectici, conducand la n=11 pentru acel grup de tratament.

Datele referitoare la glucoza sericad sunt prezentate in Tabelul 8 de mai jos ca medie (mg/dL) +/-

SEM.
Tabelul 8.

Compozitia C a produs o deplasare in profilul glucozei in comparatie cu profilul de control cu
Humalog®.

Concentratiile de insulind sericd si parametrii PK sunt generate si analizate in general cum s-a
descris mai sus, si rezultatele PK sunt furnizate in Tabelul 9 de mai jos.
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Tabelul 9.
ECompus Tmax gAUClNF (min* nM) CL/F (mL/min/kg)
' (min) :
‘ﬁ;i;;;gl‘;;g@s‘ﬁ‘_“i‘g .................. T 646123 ...................................
s 921109
: Mediana 1600 12,1
\Compozifie CN=11  Medie 464 | _ 136
E e 820158
Mediani 45,0 13,0

Tmax medie si mediand sunt cu 28% si 25% mai timpurii in Compozitia C, respectiv, decit cu
Humalog.
Insulina lispro formulata cu 25 mM citrat, 0,285 mM zinc si 25 mM NaCl

Un studiu pe compozitii cuprinzind 25 mM citrat, zinc si clorurd de sodiu este efectuatd pe
porcii miniaturali Yucatan masculi cu diabeti (indus cu Alloxan), castrati, urmand procedurile generale
descrise mai sus.

Articolul de test (Compozitia D din tabelul de mai jos) este formulat si expediat la situsul de test,
si controlul cu insulini Humalog® a fost o fiold comerciali pe situs la situsul de test:
Tabelul 10.

‘Nume iCompozitie formulare

: b H
.................................................................................................................................................................................................................................

;Compozit;ie D 196 U/mL insulin lispro
3 25 mM citrat

..................................................................................................................................................................

..................................................................................................................................................................

§0,285 mM zinc
%2,99 mg/mL m-cresol

1,79 mg/mL fosfat de sodiu dibazic

15,2 mg/mL glicerol ‘
: PH 74
‘Humalog® 100 U/mL KPB

B

..................................................................................................................................................................

16 mg/mL glicerol

3,15 mg/mL meta-cresol

0,3 mM zinc

..................................................................................................................................................................

Acest studiu constd din trei doze (0,1, 0,2, si 0,4 Unititi/Kg) de Compozitic D in comparatie cu
Humalog® la aceleasi doze. Studiul este conceput ca proiect longitudinal complet pe 21 de porci pentru a
studia toti porcii pe toate tratamentele (n=21). Pentru doza de 0,4 Unit/kg, doud animale au fost excluse
(unul pentru boald si unul pentru non-permeabilitatea portului) din grupul de tratament cu compozitia D
rezultand n=19 pentru acel grup de tratament. Un animal a fost exclus din grupul de tratament cu 0,4
U/Kg Humalog® (pentru non-permeabilitatea portului) rezultind n=20 pentru acel grup de tratament.
Toate celelalte doze n=21 pentru fiecare tratament.

Datele referitoare la glucoza serica sunt prezentate in Tabelul 11 ca medie (mg/dL) +/- SEM.
Tabelul 11.

EHumalog® 0,1 gCompozme D Humalog® 0,2 Compozme D Humalog® 0,4 Compozrgle D
U/KG 0,1 U/KG gU/Kg 0 2 U/Kg §U/Kg 0 4 U/Kg

R SRR SRR RN SR RN, SRR RN SRR, SRR RS SR RN

30 13062 7.7 3103 93 13010 §7,2 5302,3 7.6 3198 100 3163 114
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‘Humalog® 0,1 Compozitie D iHumalog®0,2 iCompozitie D iHumalog® 0,4 Compozitie D:
{0,1 UKG : ‘ '

Pentru a compara statistic modificarea glucozei serice sub diferite formuldri la diferite momente
de timp, a fost utilizatd analiza derivatelor, urmand in general procedura descrisd mai sus. Toate cele trei
doze de Compozitic D (0,1, 0,2, si 0,4 U/kg) conduc la o scddere semnificativ (p < 0,01) mai rapida a
nivelului de glucozd in singe la momentele de timp 5, 10 si 15 minute cind este comparat cu
Humalog® la aceleasi respective doze.

Pentru analiza farmacocineticd, unsprezece porci au fost alesi aleator utilizand o unealtd de
randomizare. Nivelurile de insulind pentru mostrele PK serice pentru acei porci sunt misurate utilizand o
RIA de insulind totald. Limitele inferioard si superioard de cuantificare pentru test sunt 20 pM si 5000
pM, respectiv. Valorile sub limita inferioard de cuantificare sunt presupuse a fi de 20 pM. Analizele
farmacocinetice non-compartimentale sunt efectuata utilizind Phoenix WinNonlin v6.3.

Tabelul 12.

.......................................................

EO,I U/kg Humalog®

0.1 U/Kg ComporziticD |

H

10,2 U/Kg Humalog®

H

0,2 U/Kg Compozitic D

b
H
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ECompus Tmax Cmax (nM) ;AUCnr (min*nM) {CL/F (mL/min/kg)
(min) H
0’4U/KgHumalog® VT 751,57 ................... 197 .................................. 13’4 ...................................
SE ..................... 11’1 ................ 0,435 ................. 5 1,31’17 ...................................
, Mediand {75 0,952 159 15,0
o,4U/Kchmp(,ZmeD L 48,6 ............... 3’19 327 .................................. 8 ,58
SE13,2 ............... 0’97546,60,961 ................................
Mediana 45 2,16 304 7.89

Valorile Tmax mediane sunt cu 67%, 50% si 40% mai timpurii in grupurile cu compozitic D de
0,1 U/Kg, 0,2 U/Kg si 0,4 U/Kg in comparatie cu acele aceleasi doze cu Humalog®. Valorile Tmax medii
au fost cu 20% si 35% mai timpurii in grupurile cu compozitie D de 0,1 U/Kg si 0,4 U/Kg in comparatie
cu acele aceleasi doze cu Humalog®. Expunerea totald si Cmax apar mai mari pentru Compozitia D decat
pentru Humalog® la doze de 0,2 U/kg si 0,4 U/kg.

Insulind umanai, insulin aspart si insulini glulizina formulate cu 25 mM citrat, si S mM MgCl:

Un studiu pe compozitii care cuprind trei insuline diferite, 25 mM citrat si clorurd de magneziu
este efectuat pe porci miniaturali Yucatan masculi, cu diabeti (indus cu Alloxan), castrafi urmand
procedurile generalele descrise mai sus.

Articolul de test (Compozitia E din tabelul de mai jos) este formulata prin addugarea suficienta
de citrat si cloruri de magneziu la fiola comerciali de HUMULIN-R®, NOVOLOG® si APIDRA® pentru
a atinge o concentratic de 25 mM citrat si 5 mM clorurd de magneziu:
Tabelul 13.

ompozitia formularii

1100 U/mL insulind aspart
10,58 mg/mL NaCl

§16 mg/mL glicerol

........................................................................................................................................

§1,5 mg/mL fenol

%1,72 mg/mL m-cresol

19,6 wW/mL Zn

Compozitie E 97 U/mL insulina aspart

3

25 mM citrat

SmM MgCl12

10,56 mg/mL NaCl
15,5 mg/mL glicerol
1,46 mg/mL fenol

1,67 mg/mL m-cresol

19,0 pg/mL Zn
pH 7,2-7,6

100 U/mL insulini umani

R

§16 mg/mL glicerol

%2,5 mg/mL m-cresol
§0,015 mg/mL Zn

5 PH 7,0-7.8

Apidra® 100 U/mL insulini glulizind

15 mg/mL metacresol
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Nume Compozitia formulirii

5 mg/mL NaCl
0,01 mg/mL polisorbat 20

Studiul este conceput ca proiect longitudinal complet pentru a studia toti porcii pe toate
tratamentele (n=20). Datele referitoare la glucoza sericd sunt prezentate in Tabelul 14 ca medie (mg/dL)
+/- SEM.

Tabelul 14.

‘Timp (min)

Formularea care contine citrat de insulind aspart produce o deplasare in profilul glucozei in
comparatie cu controlul cu Novolog®.

Insulini lispro formulata cu concentratii variabile de citrat, MgCl:, zinc, surfactant si NaCl

Un studiu pe compozitii care cuprind concentratii variabile de citrat, clorurd de magneziu, zinc,
surfactant si/sau clorurd de sodiu este efectuati pe porci miniaturali Yucatan masculi, cu diabet (indus cu
Alloxan), castrati, urmand procedurile generalele descrise mai sus.

Compozitia de test J din tabelul de mai jos este preparatd din ingredientul farmaceutic activ de
insulind lispro vrac (API), si articolele de test I si K din tabelul de mai jos sunt preparate prin addugarca
de citrat si a agentilor indicati pentru stabilizare la o fiold de produs medicamentos Humalog®, si
expediate la situsul de test, si controlul cu insulinid Humalog® este o fiold comerciald pe situs la situsul de
test.

Tabelul 15.

Nume Compozitia formularii
lCompozi‘;ie I 91,4 U/mL insulini lispro
- 25 mM citrat V

...................................................................................................................................................................

|5 mM MgCI2
|15 mM NaCl
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Nume Compozitia formularii

..........................................................................................................................................................

1 ,6 mg/mL glicerini
Compozitie J 97,6 U/mL insulini lispro

|5 mM MgCl2
15 mM NaCl

..................................................................................................................................................................

.................................................................................................................................................................................................................................

Compozitiec K 94 U/mL
l 25 mM citrat

...................................................................................................................................................................

%0,51 mM zinc
10.07% m/v P88
15,2 mg/mL glicerina

Humalog® 100 U/mL KPB
l 1,88 mg/mL fosfat de sodiu dibazic

16 mg/mL glicerol

....................................................................................................................................................................

Studiul este conceput ca proiect longitudinal complet pentru a studia toti porcii pe toate
tratamentele (n=19). Un animal este exclus din fiecare grup de tratament cu compozitiile 1, J si K pentru
defectiunea portului sau afectiunilor animalului conducind la n=18 pentru acele grupuri de tratament.
Datele referitoare la glucoza serica sunt prezentate in Tabelul 16 ca medie (mg/dL) +/- SEM.

Tabelul 16.

...................................................................................................................................................................................................................................

: {Humalog® §Compozi‘;ie I §Compozi‘;ie J | Compozitie K
Timp (min) AVG ~ SEM |AVG SEM  AVG 'SEM AVG SEM
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§Compozi‘;ie I §Compozi‘;ie J C mpozitic K

2147 241 1919 (217
1852 287 11629 {199

Formuldrile care contin citrat produc o deplasare in profilul glucozei in comparatic cu
controalele cu Humalog®.

Concentratiile de insulini serici si parametrii PK pentru Humalog® si Compozitiile J si K sunt
generate §i analizate in general cum s-a descris mai sus, si rezultatele PK sunt furnizate in Tabelul 17 de

mai jos.

Tabelul 17. _
Formulare ‘Tmax (min) {5 Tmax 15 Tmax tarziu  |Raspandire Tmax | T50 (min) :
timpuriu (min)  i(min) (min) s
Humalog®  Medie 57,2 20,1 1161 141 105
4 § E § 2,8 T H 3

.....................................

.CompoziticJ] ~Medie

SE

\;Compozi‘;ie K %Medie

: B

Rezultatele au indicat ¢4, Compozitiile J si K au debut PK mai rapid decat Humalog®.
Studii de stabilitate
Insulinii lispro formulati cu concentratii variabile de citrat, clorura de sodiu si cloruri de
magneziu.

Un studiu de stabilitate acceleratd al perioadei de valabilitate este efectuatd pentru a evalua
stabilitatea insulinei lispro cand este coformulatd cu diferite concentratii de citrat, clorurd de sodiu, si,
optional, clorurd de magneziu. Mostrele de stabilitate avind compozitiile stabilite in tabelul de mai jos
sunt preparate fie prin formularea ingredientului farmaceutic activ al insulinei lispro cu ceilalti excipienti
indicati in tabelul de mai jos (Compozitiile L, M si N) sau fie prin addugarea de citrat si clorurd de sodiu
la o fiold de produs medicamentos Humalog® (Compozitic O).

Tabelul 18.
‘Nume §C0mpozitia formularii

..................................................................................................................................................................................................................................

iCompozitiec L {100 U/mL insulini lispro

o
5 mM MgCL
23 mM NaCl

e e e e e e e e e e e e

..............................................................................................................................................................

£ R R R RENR |

" 25 mM citrat
i5 mM MgCl,

..............................................................................................................................................................

50,3 mM zinc

§3,15 mg/mL m-cresol

§4,49 mg/mL glicerol

..............................................................................................................................................................

2 3
...................................................................................................................................................................................................................................

ECompozi‘;ie N §100 U/mL insulin lispro
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ENume C mpozitia formularii

5 mM MgCly
{15 mM NaCl

§§,15 mg/mL m-cresol

§7,62 mg/mL glicerol

D T e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e

..............................................................................................................................................................

§1,88 mg/mL fosfat de sodiu dibazic

§3,15 mg/mL m-cresol

16 mg/mL glicerol

e e e e e e e e e e e

EHumalog® 100 U/mL KPB
: §1,88 mg/mL fosfat de sodiu dibazic

..............................................................................................................................................................

53, 15 mg/mL meta-cresol

50,3 mM zinc

..................................................................................................................................................................................................................................

Solutiile sunt filtrate utilizind o membrand PVDF de 0,22 microni (Cat# SLGV013SL, Millex,
Millipore) si distribuite in fiole de sticld (Cat# NC4015-1, National Scientific, Thermo Scientific Inc.) cu
capace superioare cu surub (Cat# C4015-67A, National Scientific, Thermo Scientific Inc.), incubate la 2
pand la 8°C si 30°C respectiv. Mostre din temperatura de incubare de 30°C au fost extrase pentru analiza
la initial, momentele de timp de 8, 16, 27, 36, 44, 54 si 66 zile. Mostre din temperatura de incubare de
5°C sunt extrase pentru analiza la initial, momentele de timp de 27, 36, 44, 54 i 66 zile.

Analiza cromatograficd de lichide de inaltd performantd cu excludere dimensionald (SEC-
HPLC) este efectuatd pentru a evalua potenta proteinei si a cuantifica speciile cu masa moleculard mare in
ficcare compozitic la momentele de timp de stabilitate utilizand un detector UV la 276 nm. Fiecare mostra
(10 pL) este separatd la temperatura camerei prin utilizarea unei coloane de particule Sepax Zenix-C
SEC-80, 7,8 x 300 mm, 3 pm (catalog# 233080-7830) la un debit de 1,0 mL /minut cu ¢luare izocraticd a
fazei mobile (0,1% TFA, 50% ACN) pe un timp de rulare de 25 minute. Concentratiile de insulind sunt
calculate prin compararea ariei maximului insulinei cu o arie standard a insulinei lispro si ajustarea pentru
puritate determinatd prin HPLC cu fazi inversa. Rezultatele, raportate in IU/mL, sunt date mai jos.
Tabelul 19.

Temperaturd de incubare de 30°C

| zio iz Zi27  Zi36
T T ey vy T T
e
CompozitieN (102,95 102,34 104,75
‘CompozitieO 19344 19424 9727 |
T T TR Ty IR T e
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Tabelul 20.
ETemperaturé de incubare de 4°C
Compoz1‘;1eL10293 ................................................................. 10259 .............
‘Compozitie M 103,45 \ 199,56
CompozmeNlO325 10428
Compozmeo ............................................................. T 9587 ...............
EHumalog® 97,82 299,74

Pierderea de insulind pentru mostrele care contin citrat si control cu Humalog® este mai mic3 de
5% pentru toate mostrele pand la 66 zile 1a 4°C si 30°C.

Procentajul de masd moleculard mare (%GHMW) este calculat prin integrarea ariei totale% a
tuturor maximelor care elueaza inainte de maximul principal. Rezultatele (% HMW) sunt date in tabelele
de mai jos.

Tabelul 21.

.................................................................................................................................................................................................................................

Temperaturd de incubare de 30°C
' Zi0  Zi§  Zil6  Zi27  Zi36  (Zid4  Zi54  Zi66

Compozitie L 0,18 10,27 0,37 0,40 0,45 0.50 063 |
eV T AT e o . ST T r— e
e e T T e ET e T
Compozitie O 1029 0,44 0.53 0.62 0,65 077 087 |
e i e ey T S .
T A o e e o e e
\QTemperaturé de incubare de 4°C
ZIO .................. o 21362144
o T T i S
‘Compozitie M 0,19 0,17 0,18 0,15
cOmpozmeNom .................. 018016019 ................

P e T e T \ |
‘Humalog® 0,30 10,34 035 0,34 0,32 10,35

Formarea HMW este mai micd de 1% pentru toate mostrele care contin citrat si control cu
Humalog® pand la 66 zile 1a 4°C si 30°C.

Analiza cromatograficd de lichide de inaltd performanti (RP-HPLC) cu fazi inversd este
efectuatd pentru a evalua puritatea proteinei in fiecare compozitic 1a momentele de timp de stabilitate
utilizand un detector UV la 214 nm. Fiecare mostrd (5 pL) este separatd la 40°C prin utilizarea unei
coloane HPLC Waters BioSuite C18 PA-B, 3,5um, 2,1 x 150mm (Part #186002435), sau a unei coloanc
comparabile, la un debit de 0,6 mL/minut cu fazi mobild A (50mM sulfat, pH 2,3 + 20% acetonitril (v/v))
si fazd mobild B (50mM sulfat, pH 2.3 + 50% acetonitril (v/v)). Gradientul fazei mobile B 1a 0, 3, 15, 21,
26, 27, 27,5 si 35,0 min este 21, 25, 25, 30, 80, 80, 21 si respectiv 21%. Procentajul mostrei exterioare a
maximului principal si A-21 desamido este determinat prin sciderea procentajului maximului principal si
procentajului A-21 desamido din 100 de procente. Colectiv, aceste maxime sunt considerate alte substante
inrudite (ORS). Rezultatele (% exterior al maximului principal si A-21 si desamido) sunt date mai jos.
Tabelul 23.

................................................................................................................................................................................................................................

......................................................................................................................................................................................................

: Zio  zi8  Zil6 2127 i 36 Zi 44 Zi 54
Comp.L 052 071 096 11,20 11,69 1,65 12,03

........................................................................................................................................................................................................

11,70 11,63 2,02
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T mperaturd de incubare de 30°C

'Tabelul 24.

ETemperatura de incubare de 4°C

.............................................................................................................................................................................................................................

.........................................................................................................................

ECompozi‘;ie L

ECompozi‘;ie M

R RS S RReREERRRRRRRRRRRRRRPRRRRRE. RERRRRRRRRRRRRRRRRRRRRRRRRRRRS

ECompozi‘;ie N

R R R R R R e R R YR R R

ECompozit;ie 0]

EHumalo g® 0,87

ORS pentru toate mostrele care contin citrat si control cu Humalog® este mai mic de 1,5% la 4°C
pentru 66 zile si mai mic de 3,0% la 30°C pentru 66 zile.

Stabilitatea fizica a insulinei lispro formulata cu 25 mM citrat, 0,3 mM zinc, 5 mM MgClz, 0,09 %
poloxamer si concentratii variabile de clorura

O formulare stoc concentratd lispro este preparatd cuprinzind 200 U/mL insulina lispro/mL, 32
mg glicerind/mL, 6,30 mg metacresol/mL, 0,6 mM zinc in apa pentru operatiuni sterile vrac. Formularea
este pH-ajustatd cu acid clorhidric pentru a dizolva insulina lispro si apoi ajustatd cu hidroxid de sodiu la
pH de 7.45.

Formuldrile de test sunt apoi preparate prin diluarea concentratelor de insulind lispro cu tampon
de citrat de sodiu, pulbere hexahidrat de clorurd de magneziu, solutic de poloxamer 188, si clorurd de
sodiu granulard si q.s. cu apa pentru operatiunile sterile vrac la o compozitic de 25 mM citrat, 5 mM
MgCls, 0,09% poloxamer 188, 100 unitati/mL lispro, 16 mg/mL glicerind, 3,15 mg/mL Metacresol, si 0,3
mM zinc cu clorurd totald de 23,2 (Compozitic P) sau de 17,7 (Compozitic Q) mM.

Formuldrile sunt filtrate steril i apoi transferate volumetric in fiole de sticld de 10 mL cu o
umplere de 7 mL, inchise cu dop, si etansate prin sertizare.

In a treisprezece zi a studiului accelerat de stabilitate (30°C, agitat la 75 de misciri pe minut
(spm)) fiolele suferd o inspectie vizuald in zilele 2, 4, 8 si 13. Fiolele care contin o solutie clard si incolora
fara precipitat sunt considerate notate ca ,.trecute®, in timp ce o fiold care contine particule sau o solutie
care nu este clard si/sau decoloratd este inregistrate ca ,,picatd™. Datele sunt furnizate mai jos in Tabelul

25.

Tabelul 25.

Compozitic P 100% Trecutd 100% Trecutd 100% Trecutd 50% trecuta
§Compozi‘;ie Q £100% Trecutd 1100% Trecuti :100% Trecuti §O% trecutd

Stabilitatea fizica a insulinei lispro formulata cu 25 mM citrat, 0,3 mM zinc, 0,09% poloxamer si 23
mM cloruri totald cu si fira magneziu

O formulare stoc concentrati lispro este preparatd cuprinzind 200 U/mL insulind lispro, 32 mg
glicerind/mL, 6,30 mg metacresol/mL, si 0,6 mM zinc in apd pentru operatiuni sterile vrac. Formularea
este pH-ajustata cu acid clorhidric pentru a dizolva insulina lispro si apoi ajustata cu hidroxid de sodiu la
pH de 7.45.

Formulirile de test sunt preparate prin diluarea concentratelor lispro cu tampon de citrat de
sodiu, solutie de poloxamer 188, clorurd de sodiu granulard, optional, cu pulbere hexahidrat de clorura de
magneziu, si q.s. cu apd pentru operatiunile sterile vrac la compozitii de 25 mM citrat, 0,09% m/v
poloxamer 188, 100 unititi/mL lispro, 16 mg/mL glicerind, 3,15 mg/mL Metacresol, 0,3 mM zinc, 23
mM total clorura si fie 0 (Compozitic R) sau 5 (Compozitic S) mM MgCls.

Formuldrile de test sunt filtrate steril si apoi transferate volumetric in fiole de sticld de 10 mL cu
o umplere de 7 mL, inchise cu dop, si etansate prin sertizare.

Fiolele sunt supuse la a treisprezece zi a studiului accelerat de stabilitate 1a o inspectie vizuald
periodica urmand in general metoda descrisd mai sus. Datele sunt furnizate mai jos in Tabelul 26.
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Tabelul 26.

Compozitie ~ {Zi2 (n=2) Zi 4 (n=2) 1Zi 8 (n=4) Zi 10 (n=4) 1Zi 13 (n=4)

'S 1100% Trecutd 1100% Trecutd  100% Trecutd 100% trecuti  50% trecuti |
R 1100% Trecutd  |50% Trecuti 0% Trecuti  (N/A N/A

Rezultatele sustin cd magneziul imbunitateste stabilitatea Compozitiei S fatd de Compozitia R.
Stabilitatea fizica a insulinei lispro formulata cu 25 mM citrat, 5§ mM MgClz, 20 mM cloruri, 0,6
mM zing, 0,09 % poloxamer

A 69 zi a studiului accelerat al duratei de valabilitate este efectuatd pe o formulare cuprinzand
100 U/mL insulind lispro, 5 mM MgCl,, 20 mM clorurd, 0,6 mM zinc, 0,09 % m/v poloxamer 188, 5
mg/mL glicerind i 3,15 mg/mL m-cresol (Compozitie T).

O formulare concentratd vrac este preparatd prin dizolvarea de glicerind, metacresol, lispro si
oxid de zinc in apd pentru operatiuni sterile vrac prin addugarea de HCI pana la un pH mai scizut. Dupa
ajustarea pH-ului pand la 7,4 - 7,5 cu NaOH, se adaugd o solutic de concentratic adecvata de citrat si
agenti suplimentari pentru stabilizare pentru a obtine concentratia excipientului tintd final a Compozitiei
T. Aceasta solutic este alcituitd din tampon de citrat de sodiu, clorurd de zinc, hexahidrat de clorurd de
magneziu, si poloxamer 188 in apd pentru operatiuni sterile vrac. Dupa ajustarca pH-ului pana la 7.4 -
7,5, dacd necesar, se adaugd solutie de clorurd de sodiu pentru a obtine concentratia tintd de clorura totala.
Formularea este apoi q.s. la volum cu apa pentru operatiuni sterile vrac.

Formuldrile sunt filtrate steril i apoi transferate volumetric in fiole de sticld de 10 mL cu o
umplere de 10,3 mL, inchise cu dop, si etansate prin sertizare. Fiolele sunt depozitate static si in pozifie
verticald 1la 30°C si inspectate vizual, urménd in general metoda descrisd mai sus, la zilele 36 si 69. Toate
fiolele inspectate la fiecare moment de timp au trecut (n=3 pentru ziua 36 si n=5 pentru ziua 69). Aceste
rezultate sustin cd, Comporzitia T rdmane clard si incolord fard precipitate intr-un studiu accelerat al
duratei de valabilitate.

Insulini lispro formulati cu concentratii variabile de citrat, magneziu, clorura, zinc, surfactant,
glicerini si TRIS

Stabilitate fizicd a urmitoarelor sapte formuldri este testatd intr-un studiu simulat de 32 zile pe
un pacient in uz:

Tabelul 27.

Compozitie Citrat MgCl, Total Zn, Glicerini TRIS, m-cresol

: (mM) (mM) Cl- H(mM) (mg/mL) (mM) (mg/mL)

(mM) ¢ : :

U 25 5 21 06 5 0 13,15 _
B T R rra TR T e T
X 20 5 20 06 3,15

Y 20 5 20 10,6 13,15
e S TR P T Fras P
T — e Pra T TR Yo Arums T A

Solutiile stoc lispro concentrate sunt preparate prin dizolvarea de cantitdti adecvate de glicerind,
metacresol, lispro, oxid de zinc si, optional, TRIS in apd pentru operatiuni sterile vrac prin addugarea de
HCI pana 1a un pH mai scizut. Compozitiile din cele doud solutii concentrate sunt dupd cum urmeaza: (1)
200 U/mL lispro, 12 mM total clorurd, 10 mg/mL glicerind, 6,3 mg/mL Metacresol, 0,6 mM total zinc; si
(2) 200 U/mL lispro, 51 mM total clorurd, 2,6 mg/mL glicerind, 6,3 mg/mL Metacresol, 0,6 mM total
zinc, 80 mM TRIS. Solutiile sunt apoi pH-ajustate pand la 7,4 - 7,5 cu NaOH sau HCI si umplute la
volum cu apd pentru operatiuni sterile vrac.

Compozitiile de test sunt preparate prin diluarea solutiilor stoc lispro prin addugarea secventiala
de tampon de citrat de sodiu, zinc in solutic de HCI, hidroxid de sodiu pentru ajustarea pH-ului, solutie
hexahidrat de clorurd de magneziu, solutie de poloxamer 188, si solutie de clorurd de sodiu. Compozitiile
sunt filtrate steril si apoi volumetric q.s. la volum cu apd pentru operatiuni sterile vrac. Compozitiile sunt
transferate volumetric in fiole din sticd de 10 mL cu o umplere de 10,3 mL, inchise cu dop, si ctansate
prin sertizare.

Compozitiile sunt depozitate la 30°C si supuse la conditii simulate de dozare in utilizare de 3 ori
pe zi, cum s-a descris in urmitoarele etape: se obtine o seringd de insulind si se extrag 8 unititi de aer; se
insercazd acul in fiold in timp ce fiola este in pozitie verticald; se asigurd ca varful acului sd nu atinga
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solutia de insulind; se injecteaza aerul in fiold; in timp ce se mentine acul in fiold, se intorc fiola si seringa
cu susul in jos; sc extrag 8 unititi de compozitic; dacd existd bule de aer in seringd, se miscd incet
plonjorul pentru a impinge bulele inapoi in fiold; se ajusteazi plonjorul seringii astfel ca dozajul final sd
fic de 8 unitdti; se indeparteaza seringa si se plaseaza fiola inapoi in incubatorul de 30°C.

Inspectiile vizuale, urmand in general metoda descrisd mai sus, sunt efectuate in zilele 15, 20,
25, 28 si 32. Datele sunt furnizate in Tabelul 28.

\Tabelul 28. _ _

Compozitie  15Zile (n=5)  20Zile (n=5)  125Zile (n=5) 28 Zile (n=5) (32 Zile (n=5)
UlOO%TrecutalOO%Trecuta ........ "1"6'65%'"T'}é'éﬁt'é{"""f'é'(')%"ﬁ'enéﬁ'{éi ............ é'di%'ﬂééﬁém":
W ........................... §iﬁﬁ%ﬁé&ﬁiﬁm"""é'iiib‘(?/};'%}é'é{i{éi ........ §'i‘6‘6i%'%£ééﬁ‘t£"“"“5‘166'6‘/;;"%};;,‘5;{5 ........ §'i‘6'6i%'ﬁéé{i‘t£ ......
X 100% Trecutd ~ i100% Trecutd  100% Trecutd  100% Trecutd  {100% Trecutd

Y 100% Trecutd  :100% Trecutd  100% Trecuti  :80% Trecutd  :67% Trecutd

z .............................. T "1"6'65%"ffé'éﬁiéi'""mg'é'(')%"ﬁ'e"é{i{éi ........... : IO%TrecutaO%Trecuta
AAlOO%Trecuta ........ §§6‘5/;;'ﬁéé{i{ém"""‘E'éﬁ%"f}ééﬁig .......... ZO%TrecutaO%Trecuta ...........

Colectiv, studiile descrise mai sus demonstreazd cd compozitiile de insulind cu anumit
concentratii specifice de citrat si alti excipienti cum ar fi zinc, magneziu, clorurd si surfactant au debut de
actiune mai timpuriu, precum si efecte de scidere a glucozei mai timpurii, §i in anumite realiziri sunt
stabile chimic si fizic.

Secvente

Catena A de insulind umani

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

Catena B de insulind umana

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

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

Glu Arg Gly Phe Phe Tyr Thr Lys Pro Thr (SEQ ID NO: 3).
Catena B de insulini aspart
Phe Val Asn GlIn His Leu Cys Gly Ser His Leu Val Glu Ala Leu Tyr Leu Val Cys Gly

Glu Arg Gly Phe Phe Tyr Thr Asp Lys Thr (SEQ ID NO: 4).
Catena B de insulina glulizini
Phe Val Lys Gln His Leu Cys Gly Ser His Leu Val Glu Ala Leu Tyr Leu Val Cys Gly

Glu Arg Gly Phe Phe Tyr Thr Pro Glu Thr (SEQ 1D NO: 5).
Listi de secvente

<110> Eli Lilly si Company
<120> COMPOZITII DE INSULINA CARE ACTIONEAZA RAPID
<130> X20221

<150> 62/092407

<151> 16-12-2014

<160> 5

<170> Versiune patentln 3.5
<210>1

<211> 21

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 1
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Gly Ile Val Glu Gln Cys Cys Thr Ser Ile Cys Ser Leu Tyr Gln Leu

1 5

Glu Asn Tyr Cys Asn
20

<210>2

<211> 30

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 2

10

15

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

1 5

10

15

Leu Val Cys Gly Glu Arg Gly Phe Phe Tyr Thr Pro Lys Thr

20
<210> 3
<211> 30
<212> PRT
<213> Secventi artificiala
<220>
<223> constructie sintetici
<400> 3

25

30

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

1 5

10

15

Leu Val Cys Gly Glu Arg Gly Phe Phe Tyr Thr Lys Pro Thr

20
<210> 4
<211> 30
<212> PRT
<213> Secventa artificiala
<220>
<223> constructie sintetici
<400> 4

25

30

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

1 5

10

15

Leu Val Cys Gly Glu Arg Gly Phe Phe Tyr Thr Asp Lys Thr

20
<210> 5
<211> 30
<212> PRT
<213> Secventa artificiala
<220>
<223> constructie sintetici
<400> 5

25

30

Phe Val Lys Gln His Leu Cys Gly Ser His Leu Val Glu Ala Leu Tyr

1 5

10

15

Leu Val Cys Gly Glu Arg Gly Phe Phe Tyr Thr Pro Glu Thr

20

25

30
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(57) Revendiciri:

1. O compozitie farmaceuticd cuprinzand:

a. o insulind, intr-o concentratie de aproximativ 100 pani la aproximativ 200  IU/mL;
b. citrat, intr-o concentratie de la aproximativ 15 pana la aproximativ 35 mM;

¢. zinc, intr-o concentratic de la aproximativ 0,3 pand la aproximativ 0,8 mM; si

d. un conservant; si

in care compozitia nu include EDTA sau nici o oligozaharida.

2. Compozitia farmaceuticd in conformitate cu revendicarea 1, cuprinzind in plus clorurd de
magneziu intr-o concentratic de pand la aproximativ 5 mM.

3. Compozitia farmaceuticd in conformitate cu revendicarea 1, in care insulina este insulina
lispro.

4. Compozitia farmaceuticd in conformitate cu revendicarca 1 in care concentratia de citrat este
de la aproximativ 15 pana la aproximativ 25 mM.

5. Compozitia farmaceutica in conformitate cu revendicarea 1, in care conservantul este selectat
dintre fenol sau metacresol.

6. Compozitia farmaceuticA in conformitate cu revendicarea 5, in care conservantul este
metacresol.

7. Compozitia farmaceutica in conformitate cu revendicarea 6, in care concentratia de metacresol
este de la aproximativ 2,5 pani la aproximativ 3,8 mg/mL.

8. Compozitia farmaceuticd in conformitate cu revendicarea 1, cuprinzand in plus un agent de
tonicitate.

9. Compozitia farmaceuticd in conformitate cu revendicarea 8, in care agentul de tonicitate este
glicerolul.

10. Compozitia farmaceutica in conformitate cu revendicarea 1 in care pH-ul compozitiei este de
la aproximativ 7,0 pani la aproximativ 7.8.

11. Compozitia farmaceuticd in conformitate cu revendicarea 1, in care compozitia prevede o
absorbtie a insulinei in singe care este cu cel putin 20% mai rapidd decat pentru compozitiile care contin
aceeasi insulind dar care nu contin citrat.

12. Compozitia farmaceutica conform oricareia dintre revendicdrile 1 pani la 11 pentru utilizare
in terapie.
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13. Compozitia farmaceuticd conform oricireia dintre revendicdrile 1 pand la 11 pentru utilizare
in tratamentul diabetului.

14. Un articol de fabricare cuprinzand oricare din compozitiile farmaceutice din revendicdrile 1
panila 11.

15. Articolul de fabricare conform revendicarii 14 care este o fiold cu utilizari multiple.
16. Articolul de fabricare conform revendicarii 14 care este un stilou injector reutilizabil.

17. Articolul de fabricare conform revendicdrii 14 care este un dispozitiv cu pompd pentru
terapia prin perfuzie subcutanati continud cu insulind.

Agentia de Stat pentru Proprietatea Intelectuala
str. Andrei Doga nr. 24, bloc 1, MD-2024, Chisinau, Republica Moldova
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