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Formulation a action rapide d‘insuline comprenant un composé anionique substitué

[0001] La présente invention concerne une formulation & action rapide d'insuline.
[0002] Depuis la production d'insuline par génie génétique, au début des années
80, les patients diabétiques bénéficient d'insuline humaine pour se traiter. Ce produit
a grandement amélioré cette thérapie puisque les risques immunologiques liés &
Vutilisation d’insuline non humaine en particulier de porc se trouvent éliminés.
Cependant, [insuline humaine injectée par voie sous-cutanée a un effet
hypoglycémiant seulement aprés 60 minutes, ce qui impligue que les patients
diabétiques traités avec linsuline humaine doivent procéder & linjection 30 minutes
avant le repas.

[0003] Un des probléemes a résoudre pour améliorer la santé et le confort des
patients diabétiques est de mettre a leur disposition des formulations d’insuline qui
permettent d'apporter une réponse hypoglycémiante plus rapide que celle de linsuline
humaine et si possible s'approchant de la réponse physioclogique de la personne saine.
La sécretion d'insuline endogéne chez l'individu sain est immédiatement déclenchée
par l'augmentation de la glycémie. L'objectif est de réduire le plus possible e délai
entre l'injection d'insuline et le début du repas.

[0004] Aujourd’'hui, il est admis que la mise & disposition de telles formulations est
utile pour que la prise en charge de la maladie soit la meilleure possible.

[0005] Le génie génétiqgue a permis d'apporter une réponse avec le
développement d’insulines analogues rapides. Ces insulines sont modifiées sur un ou
deux acides aminés pour étre plus rapidement absorbées dans le compartiment
sanguin aprés une injection sous-cutanée. Ces insulines lispro (Humalog®, Lilly),
aspart {Novolog®,Novo) et giulisine (Apidra®, Sanofi Aventis) sont des solutions
stables d'insuline avec une réponse hypoglycémiante plus rapide que celle de V'insuline
humaine. Dés lors, les patients traités avec ces insulines analogues rapides peuvent
procéder a l'injection d’insuline seulement 15 minutes avant le repas.

[0006] Le principe des insulines analogues rapides est de former des hexaméres a
la concentration de 100 UI/mL pour assurer la stabilité de Vinsuline dans le produit
commercial tout en favorisant la dissociation tres rapide de ces hexaméres en
monomeéres apreés injection sous-cutanée afin d’obtenir une action rapide.

[0G07] L'insuline humaine telle que formulée sous sa forme commerciaie, ne
permet pas d’obtenir une réponse hypoglycémiante proche en terme de cinétique de Ia
réponse physiclogique générée par le début d'un repas (hausse de la glycémie), car &
la concentration d'usage (100 UI/mL), en présence de zinc et d'autres excipients tels
que le phénol ou le m-crésol, elle s’assemble sous forme d’hexamere alors qu'elle est

active sous forme de monomére et de dimére. Linsuline humaine est préparée sous
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forme d’hexameres pour étre stable prés de 2 ans & 4°C car sous forme de
monomeres, elle a une trés forte propension & s'agréger puis a fibriller ce qui lui fait
perdre son activité. De plus sous cette forme agrégde, elle présente un risque
immunologigue pour le patient.

tOOOS] Les dissociations des hexaméres en dimeres et des dimeres en monomeres
retardent son action de prés de 20 minutes comparativement a une insuline analogue
rapide (Brange J., et al, Advanced Drug Delivery Review, 35,1999, 307-335).

[0009] En outre, la cindtique de passage des insulines analogues dans le sang,
ainsi que leur cinétique de réduction de ia glycémie, ne sont pas optimales et il existe
un réel bescin d’une formulation ayant un temps d‘action encore plus court afin de
s’approcher des cinétiques de sécrétion d'insuline endogéne chez les personnes saines.
[00010] La société Biodel a proposé une solution & ce probléme avec une
formulation d'insuline humaine comprenant de 'EDTA et de lacide citrique telle que
décrite dans ia demande de brevet US200839365. L'EDTA par sa capacité a complexer
les atomes de zinc et l'acide citrique par ses interactions avec les zones cationiques
présentes a la surface de linsuline sont décrits comme déstabilisant la forme
hexamerique de I'insuline et réduisant ainsi son temps d’action.

[00011] Cependant, une telle formulation présente notamment comme inconvénient
de dissocier la forme hexamérique de Finsuline qui est la seule forme stable
susceptible de répondre aux exigences de stabilité de la réglementation
pharmaceutique.

[00012] On connait également au nom de la demanderesse, la demande PCT
W02010/122385 qui décrit des formulations d'insuline humaine ou analogue et qui
permet de résoudre les différents problémes évoqués ci-dessus par laddition d'un
polysaccharide substitué comprenant des groupes carboxyles.

[00013] Cependant, les exigences entrainées par I'usage chronique et intensif voire
'usage pédiatrique de telles formulations conduisent 'homme de l'art a rechercher &
utiliser des excipients dont la masse molaire et la taille soient les plus réduites
possibles pour en faciliter "élimination.

[00014] Les polysaccharides daécrits dans les demandes WO 2010/122385A1 et
US 2012/094902A1 comme excipients sont des composés constitués de chaines dont
les longueurs sont statistiguement variables et qui présentent une grande richesse de
sites d’interaction possibles avec des principes actifs protéiques. Cette richesse
pourrait induire un manque de spécificité en termes d'interaction et une molécule plus
petite et mieux définie pourrait permettre d'étre davantage spécifique a ce sujet.
[00015] En outre, une molécule avec un squelette bien défini est en général plus
facilement tracable (MS/MS par exemple) dans les milieux biologiques lors

d'expériences de pharmacocinétique ou d’ADME (administration, distribution,
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métabolisme, élimination) par rapport & un polymeére qui donne généralement un
signal trés diffus et bruité en spectrométrie de masse.

[00016] A contrario, il n‘est pas exclu qu'une molécule bien définie et plus courte
puisse présenter un déficit de sites d'interaction possibles avec des principes actifs
protéiques. En effet, en raison de leur taille réduite ils ne présentent pas les mémes
propriétés que les polyméres de type polysaccharide car il y a perte de leffet
polymeéere comme cela est démontré dans les exemples comparatifs de la partie
experimentale, voir notamment les essais de solubilisation de Vinsuline au point iso-
électrique et les essais d'interaction avec une protéine modéle telle que 'albumine.
[00017] En dépit de ces résultats décourageants, la demanderesse a réussi a
mettre au point des formulations susceptibles d’accélérer Vinsuline en utilisant un
composé anionique substitué en combinaison avec un composé polyanionique.

[00018] De plus comme dans le cas de l'utilisation de polysaccharides, [a nature
hexamerique de !'insuline n’'est pas affectée, donc la stabilité des formulations n'est
pas affectée, comme cela est d'ailleurs confirmé par les exemples d’'état d'association
d'insuline humaine et analogue en dichroisme circulaire en présence de compose
anionigue substitué selon linvention.

[00019] La présente invention permet de résoudre les différents problémes ci-
dessus exposes puisqu’elle permet notamment de réaliser une formulation d'insuline,
humaine ou analogue, capable aprés administration, d'accélérer le passage de
insuline humaine ou de sas analogues dans le sang et de réduire plus rapidement la

gliycémie en comparaison des produits commerciaux d'insuline correspondants.

[00020] Linvention consiste en une composition, en solution aqueuse, comprenant
de linsuline sous forme hexamerique, au moins un composé anionigue substitué et un

composé polyanionigue, non polymérigue.

[00021] On entend par « composé anionique substitué » des composés constitués
d’un squelette saccharidique formé d'un nombre discret u comprisentre 1 et 8 (1 < u
< 8) d'unités saccharidiques identiques ou différentes, liées par des liaisons
glycosidiques identiques ou différentes, lesdites unités saccharidiques étant choisies
dans le groupe constitué par les hexoses, sous forme cyclique ou sous forme réduite
ouverte, ledit composé comportant des groupes fonctionnels carboxyles partiellement

substitués, les groupes fonctionnels carboxyles non substitués étant salifiables.

[00022] Dans un mode de réalisation, I'insuline est sous forme hexamérigue.

[00023] Dans un mode de réalisation, I'insuline est l'insuline humaine,



10

15

30

WO 2014/076423 PCT/FR2013/052736

[00024] On entend par insuline humaine une insuline obtenue par synthese ou
recombinaison dont la séquence peptidigue est la séquence de linsuline humaine,
incluant les variations alléliques et les homologues.

[00025] Dans un mode de reéalisation, linsuline est une insuline humaine
recombinante telle que décrite dans la Pharmacopée Européenne et la Pharmacopée

Américaine.

[00026] Dans un mode de réalisation, 'insuline est une insuline analogue.

[00027] On entend par insuline analogue une insuline recombinante dont Ia
séquence primaire contient au moins une modification par rapport a la séquence
primaire de l'insuline humaine.

[00028] Dans un mode de réalisation l'insuline analogue est choisie dans le groupe
constitué par l'insuline lispro (Humalog®), Vinsuline aspart (Novolog® Novorapid®) et
Vinsuline glulisine (Apidra®).

[00028] Dans un mode de réalisation, l'insuline analogue est linsuline lispro
(Humalog®).

[00030] Dans un mode de réalisation, Vinsuline analogue est linsuline aspart
(Novolog® Novorapid®).

[00031] Dans un mode de réalisation, Vinsuline analogue est linsuline glulisine
(Apidra®).

[00032] Dans un mode de réalisation, le composé anionigue substitué est choisi
parmi les composés anioniques substitués, a I'état isolé cu en mélange, constitués
d'un squelette formé d’'un nombre discret u compris entre 1 et 8 (1 € u < B8) d'uniteés
saccharidiques identiques ou différentes, liées par des liaisons glycosidigues identiques
ou différentes, lesdites unités saccharidiques étant choisies dans le groupe constitué
par les hexoses, sous forme cyclique ou sous forme réduite ouverte, caractérisés en
ce qu’ils sont substitués par :

a) au moins un substituant de formule générale I :

~[Ri]a~[AA]L Formule I

® les substituants étant identiques ou différents lorsqu’il v a au moins deux

substituants, dans lequel :
® le radical ~[AA] désigne un résidu d’acide aminé,

® le radical -R;- étant :
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— soit une liaison et alors a = 0, et le residu d'acide aminé -[AA] est

directement lié au squelette par une fonction G.

-~ soit une chaine carbonée et alors a = 1, en C2 a C15 éventuellement
substituée et/ou comportant au moins un hétéroatome choisi parmi O, N et S
et au moins une fonction acide avant la réaction avec l'acide aminé, ladite
chaine formant avec le résidu d'acide aminé -[AA] une fonction amide, et est
fixée sur le squelette a l'aide d'une fonction F résultant d‘une réaction entre
une fonction hydroxyle portée par le squelette et une fonction ou un

substituant porté par le précurseur du radical -Ry—,

s F est une fonction choisie parmi les fonctions éther, ester ou carbamate,

® G est une fonction carbamate,

) m est égal a 1 ou 2,

® le degré de substitution des unités saccharidiques, j, en -[R,],~-[AA],, étant

strictement supérieur 38 0 et inférieurou égala6,0<j <6

b) et, éventuellement, un ou plusieurs substituants -R’y,

® le substituant -R’; étant une chaine carbonée en C2 a C15, éventuellement
substituée et/ou comportant au moins un hétéroatome choisi parmi O, N et S
et au moins une fonction acide sous forme de sel de cations alcalins ladite
chaine étant liée au squelette par une fonction F’ résultant d’une réaction entre
une fonction hydroxyle portée par le squelette et une fonction ou un

substituant porté par le précurseur du substituant -R’y,
® F' est une fonction éther, ester ou carbamate,

® le degré de substitution des unités saccharidigues, i, en -R’;, étant compris
entre 0 et 6-j, 0 < i < 6-j et

® F et F' sont identiques ou différentes,

F et G sont identiques ou différentes,
® i+] < 6.

® -R’, identique ou différent de -Ry—,

Les fonctions acides salifiables libres portées par le substituant -R’; sont

sous forme de sels de cations alcalins,

lesdites liaisons glycosidiques identiques ou différentes étant choisies dans le
groupe constitue par les liaisons glycosidiques de type {1,1), (1,2), (1,3), (1,4}
ou (1,6), dans une géométrie alpha ou béta,
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[00033] Dans un mode de réalisation, le composé anionique substitué, a I’état isolé
ou en melange, est choisi parmi les composés anioniques substitués constitués d'un
squelette saccharidique formé d’un nombre discret u compris entre 1 et 8 (1 s u < 8)
d'unités saccharidiques identiques ou différentes, liées par des liaisons glycosidigues
identiques ou différentes, lesdites unités saccharidiques étant choisies parmi les
hexoses, sous forme cycligue ou sous forme réduite ouverte, caractérisés :

a) en ce qu’ils sont substitués de facon statistique par :

» au moins un substituant de formule générale I :
~[Ri]a~[AA]m Formute [

® les substituants étant identiques ou différents lorsqu’il y a au moins deux
substituants, dans lequel :
® le radical ~[AA]- désigne un résidu d'acide aminé, ledit acide aminé étant
choisi dans le groupe constitué de la phénylalanine, [lalpha-méthyl-
phénylalanine, la 3,4 dihydroxyphénylalanine, la tyrosine, Valpha-méthyl-
tyrosine, la O-méthyl-tyrosine, I'alpha-phényliglycine, la
4-hydroxyphényliglycine, la 3,5-dihydroxyphénylglycine et leurs sels de cations
alcalins, lesdits dérivés étant de configuration absolue L ou D, -[AA] est fixé sur
le squelette de la molécule par lintermédiaire d’un bras de liaison ~-Ry~ ou
directement lié au squelette par une fonction G,
. -Ry~ étant :
- soit une liaison G, et alors a = 0,
- s0it une cha?he carbonée, et alors a=1, en C2 & Ci15
éventuellement substituée et/ou comportant au moins un
hétéroatome choisi parmi O, N et S et portant au moins une fonction
acide avant la réaction avec l'acide aminé, ladite chaine formant avec
le résidu d’acide amineé
-[AA] une liaison amide, et est fixée sur le squelette saccharidique a
l'aide d'une fonction F résultant d’une réaction entre une fonction
hydroxyle portée par le squelette et une fonction portée par le
précurseur de Ry,

® F est une fonction éther, ester ou carbamate,

s G est une fonction carbamate,

e m est égal a 1 ou 2,

® le degré de substitution, j, en -[R;],~[AA], étant strictement supérieur & 0

et inférieurcu égal a6, 0 <j < 6,
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et, éventuellement,

> un ou plusieurs substituants -R’;

® -R’; étant une chaine carbonée en C2 a C15, éventuellement substituée
et/ou comportant au moeins un hétéroatome (tels que O, N et S) et portant au
moins une fonction acide sous forme de sel de cations alcalins ladite chaine
étant fixée sur le squelette saccharidique par une fonction F' résultant d’'une
réaction entre une fonction hydroxyle portée par le squelette et une fonction
portée par le précurseur de -R’y,

o F’ est une fonction éther, ester ou carbamate,

® le degré de substitution i, en —R’;, étant compris entre 0 et 6-j, 0 < i < 6-j,
et,

® ~R’~ identique ou différent de -R,,

® F et F' identiques ou différentes,

s F’ et G identiques ou différentes

® Les fonctions acides salifiables libres sont sous forme de sels de cations
alcalins,

b} lesdites liaisons glycosidiques identigues ou différentes étant choisies dans le
groupe constitué par les liaisons glycosidiques de type (1,1), (1,2), (1,3),
(1,4) ou (1,6), dans une géométrie alpha ou béta,

c) i+j<#6

[00034] Dans un mode de réalisation, m est égal a 1.

[00035] Dans un mode de réalisation, -R, et -R’1, identiques ou différents sont une
chaine carbonée en C2 & C8.
[00036] Dans un mode de réalisation, -R, et -R’1, identiques ou différents sont une
chaine carbonée en C2 a C4.

[00037] i et ] sont des degrés de substitution statistiques et représentent e nombre
moyen de substituants par unité saccharidique. Chague unité saccharidigue possédant
plusieurs fonctions hydroxyles de réactivité différente, la distribution des substituants
sur les composeés anioniques substitués peut étre différente d’'une unité saccharidique
a une autre au sein d'un méme composé polyanionique.

[00038] Dans un mode de réalisation 0,3 < i.

[00039] Dans un mode de réalisation 0,4 < i.

[00040] Dans un mode de réalisationi < 3.

[00041] Dans un mode de réalisationi < 2,5.

[00042] Dans un mode de réalisation 0,3 < j.
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[00043] Dans un mode de réalisation 0,4 < j.

[00044] Dans un mode de réalisation j < 2.

[00045] Dans un mode de réalisation j < 1,8.

[00046] Dans un mode de réalisation, onaietjtelsque0<i+j<6.
[00047] Dans un mode de réalisation, 0 <i + j < 5.
[00048] Dans un mode de réalisation, 0 < i+ j < 4.
[00049] Dans un mode de réalisation, 0 < i+ j £ 3.
[00050] Dans un mode de réalisation, 0 <i +j < 2,5.
[00051] Dans un mode de réalisation, 0 < i + j < 2.
[00052] Dans un mode de réalisation, 0,5 <i +j < 3.
[00053] Dans un mode de réalisation, 0,5 < i+ j < 2,5.
[00054] Dans un mode de réalisation, 0,5 < i+ j < 2.
[00055] Dans un mode de réalisation, 0,6 <i + j < 3,5.
[00056] Dans un mode de réalisation, 0,8 <i +j < 2,5.

[00057] Dans un mode de réalisation, 0,7 < i+ i< 2,5
[00058] Dans un mode de réalisation, 0,7 i +j < 2.
[00059]

[00060] Dans un mode de réalisation, 1 < i+ j < 2,5.

[00061] Dans un mode de réalisation, 1 < i+ j < 2.

[00062] Dans un mode de réalisation, -R1 et -R’1 sont fixés au squelette par une
liaison éther.

[00063] Dans un mode de réalisation lorsque -R1- est une chaine carbonée elle est
directement fixée sur le squelette par une liaison éther.

[00064] Dans un mode de réalisation, lorsque -R1- est une chalne carbonée elle
comporte éventueliement un hétéroatome choisi dans le groupe constitué de O, N et
S.

[00065] Dans un mode de réalisation, ~R1~ forme avec le résidu d'acide aminé AA
une liaison amide, et est directement fixé sur le squelette par une fonction F éther.
[00066] Dans un mode de réalisation, -R1- forme avec le résidu d’acide aminé AA
une liaison amide, et est directement fixé sur le squelette par une fonction F
carbamate.

[00067] Dans un mode de réalisation, ~R1~- forme avec le résidu d'acide aminé AA

une liaison amide, et est directement fixé sur le squelette par une fonction F ester.

[00068] Dans un mode de réalisation, -R1- et—-R'1 sont choisis parmi les radicaux
de formules II et III
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Formule 11 Formule III,

dans lesquelles ;

+ 0 et p identiques ou différents, supérieurs ou égaux a 1 et inférieurs ou
égaux a 12, et

¢ -Rj3 .R3 .R4 et -R’; identiques ou différents sont choisis dans le groupe
constitué par un atome d’hydrogéne, un alkyle saturé ou insaturé, linéaire, ramifié ou
cyclique en C1 & CG6, un benzyle, un alkyle-aryle en C7 a C10 et comportant
éventuellement des hétéroatomes choisis dans le groupe constitué par O, N etjou 5,
ou des fonctions cholsies dans le groupe constitué par les fonctions aclde
carboxyliqgue, amine, alcool ou thiol.

[00069] Dans un mode de réalisation,-R1~- avant rattachement & -AA-, est ~CH;-
COOQH.

[00070] Dans un mode de réalisation, les composés anioniques substitués selon
Finvention, sont caractérisés en ce que le radical —R’1L est ~CH,~COOH.

{00071] ©Dans un mode de réafisation, ~-R1- avant rattachement éventual a -AA-,
est issu de I'acide citrique.

[00072] Dans un mode de réalisation, -R1- avant rattachement éventuel a -AA-,
est Issu de l'acide malique. .

[00073] Dans un mode de réalisation, ~R’1 est issu de l'acide cltrique.

[00074] Dans un mode de réallsation, —R'l est Issu de |'acide malique,

[00075]1 Dans un mode de réalisation, -R1-, avant rattachement & —-AA, est choisi
parmi les groupes suivants, dans lesquels * représente le site de rattachement a F :

' 0O
* - »
-
OH
@] O @) o
' O
H H H OH
OH

ou leurs sels de cations alcalins choisis dans le groupe constitué de Na* ou K*.

RECTIFIED SHEET (RULE 91) ISA/EP
9
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[00076] Dans un mode de réalisation, —-R’y; est choisi parmi les groupes suivants,
dans lesquels * représente le site de rattachement a F :
10

. . |
L o o o \i N “OH
xf’ \\QQ;""{ : a N ,.{5{3 L o
| T =

QH OH OH

OH
ou leurs sels de cations alcalins choisis dans le groupe constitué de Na* ou K*.

[00077] Dans un mode de réalisation, le radical ~[AA] est un résidu de la
phénylalanine et de ses sels de cations alcalins de configuration absolue L, D ou
racémique.

[00078] Dans un mode de réalisation, le radical -[AA] est un résidu dalpha-méthyl-
phénylalanine et de ses sels de cations alcalins de configuration absolue L, D ou
racémique.

[00079] Dans un mode de réalisation, le radical -[AA] est un résidu de la 3,4
dihydroxyphénylalanine et de ses seis de cations alcalins de configuration absolue L, D
ou racémique.

[00080] Dans un mode de réalisation, le radical ~[AA] est un résidu de la tyrosine
et de ses sels de cations alcalins de configuration absolue L, D ou racémique.

[00081] Dans un mode de réalisation, le radical -[AA] est un résidu de l'alpha-
methyl-tyrosine et de ses sels de cations alcalins de configuration absclue L, D ou
racémique.

[00082] Dans un mode de réalisation, le radical ~[AA] est un résidu de la O-méthyi-
tyrosine et de ses sels de cations alcalins de configuration absolue L, D ou racémique.
[00083] Dans un mode de réalisation, le radical -[AA] est un résidu de l'alpha-
phénylglycine et de ses sels de cations alcalins de configuration absolue L, D ou
racémique.

[00084] Dans un mode de réalisation, le radical ~-[AA] est un résidu de la 4-
hydroxyphénylglycine et de ses sels de cations alcalins de configuration absolue L, D
ou racémique.

[00085] Dans un mode de réalisation, le radical -[AA] est un résidu de la 3,5-
dihydroxyphenylglycine et de ses sels de cations alcalins de configuration absolue L, D

ou racémique.

10
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[00086] Dans un mode de réalisation, le radical -[AA] est un résidu d'acide aminé
sous forme de mélange racémique.

[00087] Dans un mode de réalisation, le radical -[AA] est un résidu d’acide aminé
sous forme d'isoméres de configuration absolue D, isolés.

[00088] Dans un mode de réalisation, le radical -[AA] est un résidu d’acide aminé

sous forme de d’isoméres de configuration absolue L, isolés.

[000829] Dans un mode de réalisation, u est compris entre 1 et 5.

[00090] Dans un mode de réalisation, u est compris entre 3 et 5.

[00081] Dans un mode de réalisation,
[00092] Dans un mode de réalisation,
[00093] Dans un mode de réalisation,
[00094] Dans un mode de réalisation,
[00095] Dans un mode de réalisation,
[00096] Dans un mode de realisation,

[{00097] Dans un mode de realisation,

[ el ool ool ol ol ool vt
it

[00098] Dans un mode de réalisation,

[00099] Dans un mode de réalisation, les hexoses sont choisis dans le groupe
constitué du mannose, du glucose, du fructose, du sorbose, du tagatose, du psicose,
du galactose, de l'allose, de l'altrose, du talose, de Vidose, du gulose, du fucose, du
fuculose, du rhamnose, du mannitol, du sorbitol et du galactitol (dulcitol).

[000100] Dans un mode de réalisation, les liaisons glycosidiques sont de types (1,4)
ou {1,6).

[000101] Dans un mode de réalisation, le composé anionique substitué, est choisi
parmi les composés anioniques constitués d'un squelette saccharidique formé d'un
nombre discret u=2 d‘unités saccharidiques identiques ou différentes choisies parmi
les hexoses liées par une liaison glycosidique de type (1,1).

{000102] Dans un mode de réalisation, le composé anionique substitué, est choisi
parmi les composés anioniques constitués d’un squelette saccharidique formeé d’un
nombre discret u=2 d'unités saccharidiques différentes choisies parmi les hexoses st
lites par une liaison glycosidique de type (1,1), ledit squelette saccharidique étant
choisi dans le groupe constitué du tréhalose et du sucrose.

[000103] Dans un mode de réalisation, le compose anionique substitue, est choisi
parmi les composés anioniques constitués d'un squelette saccharidique formeé d’un
nombre discret u=2 d'unités saccharidigues identiques ou différentes choisies parmi

les hexoses liées par une liaison glycosidigue de type (1,2).
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[000104] Dans un mode de réalisation, le composé anionigue substitué, est choisi
parmi les composés anioniques constitués d'un sguelette saccharidique formé d'un
nombre discret u=2 d'unités saccharidigues identiques ou différentes choisies parmi
les hexoses liées par une Haison glycosidiqgue de type (1,2}, ledit squelette
saccharidigue étant le kojibicse.

[000105] Dans un mode de réalisation, le composé anionigue substitué, est choisi
parmi les composés anioniques constitués d'un squelette saccharidique formé d'un
nombre discret u=2 d'unités saccharidiques identiques ou différentes choisies parmi
les hexoses lides par une liaison glycosidique de type (1,3).

[000106] Dans un mode de réalisation, le composé anionique substitué, est choisi
parmi les composés anioniques constitués d’'un squelette saccharidique formé d'un
nombre discret u=2 d’unités saccharidiques identiques ou différentes choisies parmi
les hexoses liées par une liaison glycosidique de type (1,3), ledit squelette
saccharidique étant choisi dans le groupe constitué du nigeriose et du laminaribiose,
[000107] Dans un mode de réalisation, le composé anionique substitué, est choisi
parmi les composés anioniques constitués d'un squelette saccharidique formé d'un
nombre discret u=2 d'unités saccharidiques identiques ou différentes choisies parmi
les hexoses liées par une liaison glycosidique de type (1,4).

[000108] Dans un mode de réalisation, le composé anionigue substitué, est choisi
parmi les composés anioniques constitués d’un squelette saccharidique formé d'un
nombre discret u=2 d‘unités saccharidigues identiques ou différentes choisies parmi
les hexoses liées par une liaison glycosidique de type (1,4), ledit squelette
saccharidique étant choisi dans le groupe constitué du maltose, du lactose et de la
cellobiose.

[0001098] Dans un mode de réalisation le composeé anionique substitué, est choisi
parmi les composés anioniques constitués d’un squelette saccharidique formé d'un
nombre discret u=2 d’unités saccharidiques identiques ou différentes choisies parmi
les hexoses liées par une liaison glycosidigque de type (1,6).

[000110] Dans un mode de réalisation, le composé anionique substitué, est choisi
parmi les composés anioniques constitués d'un squelette saccharidique formé d’un
nombre discret u=2 d'unités saccharidiques identiques ou differentes choisies parmi
les hexoses liées par une liaison glycosidiqgue de type (1,6), ledit squelette
saccharidique étant choisi dans le groupe constitué de l'isomaltose, du mélibiose et de
la gentiobiose.

[0001111 Dans un mode de réalisation, le composé anionique substitue, est choisi
parmi les composés anionigues constitués d'un squelette saccharidique formeé d’un

nombre discret u=2 d'unités saccharidigues identiques ou différentes choisies parmi
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les hexoses liées par une liaison glycosidique de type (1,8), ledit squelette
saccharidique étant l'isomaltose.

[000112] Dans un mode de réalisation, le composé anionique substitué, est choisi
parmi les composés anioniques constitués d'un squelette saccharidigue formé d'un
nombre discret u=2 d’unités saccharidiques dont 'une est sous forme cyclique et
l'autre sous forme réduite ouverte.

[000113] Dans un mode de réalisation, le composé anionique substitué, est choisi
parmi les composés anioniques constitués d'un squelette saccharidique formé d'un
nombre discret u=2 d'unités saccharidiques dont 'une est sous forme cyclique et
l‘autre sous forme réduite ouverte, ledit squelette saccharidique étant choisi dans le

groupe constitué du maititol et de Iisomailtitol.

[000114] Dans un mode de réalisation, le composé anionique substitué selon
l'invention, est caractérisé en ce que le squelette saccharidique est formeé d'un nombre
discret 3 < u < 8 d'unités saccharidiques identiques ou différentes.

[000115] Dans un mode de réalisation, le composé anionique substitué selon
Vinvention, est caractérisé en ce qu'au moins une des unités saccharidigues
identiques ou différentes, qui composent le squelette saccharidique formé d'un
nombre discret 3 < u < 8 d'unités saccharidiques, est choisie dans le groupe constitué
de motifs hexose reliés par des liaisons glycosidiques identigues ou différentes.
[000116] Dans un mode de réalisation, le composé anionique substitué selon
invention, est caractérisé en ce que les unités saccharidiques identiques ou
différentes, qui composent le squelette saccharidique formé d’'un nombre discret 3 < u
< 8 d’'unités saccharidiques, sont choisies parmi les hexoses et liées par au moins une
liaison glycosidique de type (1,2).

[000117] Dans un mode de réalisation, e composé anionique substitué selon
invention, est caractérisé en ce que les unités saccharidiques identiques ou
différentes, qui composent le squelette saccharidique formé d’'un nombre discret 3 < u
< 8 d'unités saccharidigues, sont choisies parmi les hexoses et liées par au moins une
liaison glycosidigue de type (1,3).

[000118] Dans un mode de réalisation, le composé anionique substitué selon
'invention, est caractérisé en ce que les unités saccharidiqgues identiques ou
différentes, qui composent le squelette saccharidique formé d'un nombre discret 3 < u
< 8 d'unités saccharidiques, sont choisies parmi les hexoses et lides par au moins une
liaison glycosidique de type (1,4).

[000119] Dans un mode de réalisation, le composé anionigue substitué selon
invention, est caractérisé en ce que les unités saccharidiques identiques ou

différentes, qui composent le squelette saccharidique formé d’un nombre discret 3 < u
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< 8 d'unités saccharidiques, sont choisies parmi les hexoses et liées par au moins une

liaison glycosidigue de type (1,6).

[000120] Dans un mode de réalisation, le composé anionique substitué seion
invention, est caractérisé en ce que le squelette saccharidigue est forme d’un nombre
discret u=3 d’unités saccharidiques identiques ou différentes.

[000121] Dans un mode de réalisation, le composé anionigque substitué selon
I'invention, est caractérisé en ce qu’ils comportent au moins une unité saccharidique
choisie dans le groupe constitué des hexoses sous forme cyclique et au moins une
unité saccharidique choisie dans le groupe constitué des hexoses sous forme ouverte.
[000122] Dans un mode de réalisation, le composé anionique substitué selon
Vinvention, est caractérisé en ce que les trois unités saccharidiques sont identigues.
[000123] Dans un mode de réalisation le composé anionique substitugé selon
'invention, est caractérisé en ce que deux des trois unités saccharidiques sont
identiques.

[000124] Dans un mode de réalisation, le composé anionique substitué selon
'invention, est caractérisé en ce que les unités saccharidigues identiques sont choisies
parmi les hexoses dont deux sont sous forme cyclique et une sous forme réduite
ouverte et lides par des liaisons glycosidique de type (1,4).

[000125] Dans un mode de réalisation, le composé anionique substitué selon
invention, est caractérisé en ce que les unités saccharidiques identiques sont choisies
parmi les hexoses dont deux sont sous forme cycliqgue et une sous forme réduite
ouverte et liees par des liaisons glycosidigue de type (1,6).

[000126] Dans un mode de réalisation le composé anionique substitué selon
invention, est caractérisé en ce que les unités saccharidiques identiques ou
différentes sont choisies parmi les hexoses et que I'hexose central est lié par une
liaison glycosidigue de type (1,2) et par une liaison glycosidique de type (1,4).
[000127] Dans un mode de réalisation, le composé anionique substitué selon
Finvention, est caractérisé en ce que les unités saccharidiques identiques ou
différentes sont choisies parmi les hexoses et que 'hexose central est lie par une
llaison glycosidique de type (1,3) et par une liaison glycosidique de type (1,4).
{000128] Dans un mode de réalisation, le composé anionique substitué selon
Finvention, est caractérisé en ce que les unités saccharidiqgues identiques ou
différentes sont choisies parmi les hexoses et que 'hexose central est lié par une
liaison glycosidique de type (1,2) et par une liaison glycosidique de type (1,6).
[000128] Dans un mode de reéalisation le composé anionique substitué selon

invention, est caractérisé en ce que les unités saccharidigues identiques ou
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différentes sont choisies parmi les hexoses et que I'hexose central est lié par une
liaison glycosidique de type (1,2) et par une liaison glycosidique de type (1,3).
[000130] Dans un mode de réalisation, le composé anionigue substitué selon
invention, est caractérisé en ce que les unités saccharidigues identiques ou
différentes sont choisies parmi les hexoses et que 'hexose central est lié par une
liaison glycosidique de type (1,4) et par une liaison glycosidique de type (1,6).
[000131] Dans un mode de réalisation, le composé anionigue substitué selon
Vinvention, est caractérisé en ce que le squelette saccharidigue est V'erlose.

{000132] Dans un mode de réalisation, le composé anionique substitué selon
Finvention, est caractérisé en ce que les trois unités saccharidigues identigues ou
différentes sont des motifs hexose choisis dans le groupe constitué par le mannose et
le glucose.

[000133] Dans un mode de réalisation, le composé anionique substitué selon
Vinvention, est caractérisé en ce que le squelette saccharidique est le maltotriose.
[000134] Dans un mode de réalisation, le composé anionique substitué selon

I'invention, est caractérisé en ce que le squelette saccharidigue est 'isomaltotriose.

[000135] Dans un mode de réalisation, le composé anionique substitué selon
I'invention, est caractérisé en ce que le squelette saccharidigue est formé d'un nombre
discret u=4 d’'unités saccharidiques identiques ou différentes.

[000136] Dans un mode de réalisation, le composé anionique substitué selon
Finvention, est caractérisé en ce que les quatre unités saccharidigues sont identiques.
[000137] Dans un mode de réalisation, le composé anionique substitué selon
invention, est caractérisé en ce gue trois des guatre unités saccharidiques sont
identigues.

[000138] Dans un mode de réalisation, le composé aniconigue substitué selon
'invention, est caractérisé en ce que les quatre unités saccharidiques sont des motifs
hexose choisis dans le groupe constitué par le mannose et le glucose.

[000139] Dans un mode de réalisation, le composé anionique substitué selon
{'invention, est caractérisé en ce que le squelette saccharidique est le maltotétraose.
[000140] Dans un mode de réalisation, le composé anionique substitué selon
Finvention, est caractérisé en ce que les unités saccharidiques identiques ou
différentes sont choisies parmi les hexoses at qu’un hexose terminal est lié par une
liaison glycosidique de type {1,2) et que les autres sont liés entre eux par une liaison
glycosidique de type (1,6).

[000141] Dans un mode de réalisation, le composé anionique substitué selon

invention, est caractérisé en ce que les unités saccharidiques identiques ou
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différentes sont choisies parmi les hexoses et liées par une liaison glycosidique de
type (1,6).

[000142] Dans un mode de réalisation, le composé anionique substitué selon
l'invention, est caractérisé en ce que le sqguelette saccharidique est formé d’'un nombre
discret u=35 d’unités saccharidiques identiques ou différentes.

[000143] Dans un mode de réalisation, le composé anionique substitué selon
Vinvention, est caractérisé en ce que les cing unités saccharidiques sont identiques.
[000144] Dans un mode de réalisation, le composé anionigue substitué selon
invention, est caractérisé en ce que les cing unités saccharidigues sont des motifs
hexose choisis dans le groupe constitué par le mannose et le glucose.

[000145] Dans un mode de réalisation, le composé anionigue substitué selon
invention, est caractérisé en ce que les unités saccharidiques identigues ou
difféerentes sont choisies parmi les hexoses et liées par une liaison glycosidique de
type (1,4).

[000146] Dans un mode de réalisation, le composé anionique substitué selon

I'invention, est caractérisé en ce que le squelette saccharidique est le maltopentaose.

[000147] Dans un mode de réalisation, le composé anionique substitué selon
I'invention, est caractérisé en ce que le squelette saccharidique est formé d'un nombre
discret u=6 d’unités saccharidiques identiques ou différentes.

[000148] Dans un mode de realisation, le composé anionigque substitué selon
I'invention, est caractérisé en ce que les six unités saccharidiques sont identiques.
[000149] Dans un mode de réalisation, le composé anionigue substitué selon
Finvention, est caractérisé en ce que les unités saccharidiques identiques ou
différentes sont choisies parmi les hexoses et liées par une liaison glycosidique de
type (1,4).

[000150] Dans un mode de réalisation, le composé anionigue substitué selon
'invention, est caractérisé en ce que les six unités saccharidiques identiques ou
différentes sont des motifs hexose choisis dans le groupe constitué par le mannose et
le glucose.

[000151] Dans un mode de realisation, le composé aniocnigue substitué selon

I'invention, est caractérisé en ce que le squelette saccharidique est le maltohexaose.
[000152] Dans un mode de réalisation, le composé anionique substitué selon

invention, est caractérisé en ce que le squelette saccharidique est formé d'un nombre

discret u=7 d’unités saccharidiques identiques ou différentes.
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[000153] Dans un mode de réalisation le composé anionique substitué selon
I'invention, est caractérisé en ce gue les sept unités saccharidiques sont identiques.
[000154] Dans un mode de réalisation, le composé anionigue substitué selon
invention, est caractérisé en ce que les unités saccharidiques identiques ou
différentes sont choisies parmi les hexoses et liées par une liaison glycosidique de
type (1,4).

[000155] Dans un mode de réalisation, le composé anionique substitué selon
Vinvention, est caractérisé en ce que les sept unités saccharidiques sont des motifs
hexose choisis dans le groupe constitué par le mannose et le glucose.

[000156] Dans un mode de réalisation, le composé anionique substitué selon

{'invention, est caractérisé en ce que le squelette saccharidique est le maltoheptaose.

[0600157] Dans un mode de réalisation, le composé anionique substitué selon
invention, est caractérisé en ce que le squelette saccharidique est formé d'un nombre
discret u=8 d’unités saccharidiques identiques ou différentes.

[000158] Dans un mode de réalisation, le compose anionigque substitué selon
Vinvention, est caractérisé en ce que les huit unités saccharidigques sont identiques.
[000159] Dans un mode de réalisation, le composé anionigue substitué selon
'invention, est caractérisé en ce que les unités saccharidigues identiques ou
différentes sont choisies parmi les hexoses et liées par une liaison glycosidique de type
(1,4).

[000160] Dans un mode de réalisation, le composé anionique substitué selon
linvention, est caractérisé en ce que les huit unités saccharidiques sont des mootifs
hexose choisis dans le groupe constitué par le mannose et le glucose.

[000161] Dans un mode de réalisation, le composé anionigue substitué selon

Vinvention, est caractérisé en ce que le squelette saccharidigue est le maltooctaose.

[000162] Dans un mode de réalisation le composé anionique substitué comportant
un nombre discret de motifs saccharidiques est un composé naturel,

[000163] Dans un mode de réalisation, le composé anionique substitué comportant
un nombre discret de motifs saccharidiques est un composé synthétigue.

[000164] Dans un mode de réalisation, le composé anionigue substitué selon
I'invention, est caractérisé en ce qu'il est obtenu par dégradation enzymatique d'un
polysaccharide suivie d'une purification.

[000165] Dans un mode de réalisation, le compose anionique substitué selon
Vinvention, est caractérisé en ce qu'il est obtenu par dégradation chimigue d'un
polysaccharide suivie d'une purification.

17



10

15

20

25

30

WO 2014/076423 PCT/FR2013/052736

[000166] Dans un mode de réalisation, le composé anionique substitué selon
Finvention, est caractérisé en ce qu’il est obienu par voie chimique, par couplage
covalent de précurseurs de plus bas poids moléculaire.

[000167] Dans un mode de réalisation, le composé anionique substitué selon
Finvention, est caractérisé en ce que le squelette saccharidique est le sophorose.
[000168] Dans un mode de réalisation, le composé anionigue substitué selon
I'invention, est caractérisé en ce que le squelette saccharidique est le saccharose.
[000169] Dans un mode de réalisation, le composé anionique substitué selon
invention, est caractérisé en ce que le squelette saccharidique est le lactulose.
[000170] Dans un mode de réalisation, le composé anionique substitué selon
I'invention, est caractérisé en ce que le squelette saccharidigue est le maltulose.
[000171] Dans un mode de réalisation, le composé anionique substitué selon
invention, est caractérisé en ce que le squelette saccharidique est le leucrose.
[000172] Dans un mode de réalisation, le composé anionique substituée selon
Finvention, est caractérisé en ce gue le squelette saccharidique est le rutinose.
[000173] Dans un mode de réalisation, le composé anionique substitué selon
I'invention, est caractérisé en ce que le squelette saccharidique est le isomaltulose.
[000174] Dans un mode de réalisation, le composé anionique substitué selon
invention, est caractérisé en ce que le squelette saccharidique est le fucosyllactose.
[000175] Dans un mode de réalisation, le composé anionique substitué selon
l'invention, est caracterisé en ce que le squelette saccharidique est le gentianose.
[000176] Dans un mode de réalisation, le composé anionigque substitué selon
invention, est caractérisé en ce que le squelette saccharidigue est le raffinose.
[0600177] Dans un mode de réalisation, le composé anionique substitué selon
I'invention, est caractérisé en ce que le squelette saccharidique est le mélézitose.
[000178] Dans un mode de réalisation, le composé anionique substitué selon
'invention, est caractérisé en ce que le squelette saccharidigue est le panose.
[000179] Dans un mode de réalisation, e composé anionique substitué selon
l'invention, est caractérisé en ce que le squelette saccharidique est le kestose.
[000180] Dans un mode de réalisation, le composé anionique substitué selon

I'invention, est caractérisé en ce que le squelette saccharidigue est le stachyose.

[000181] Dans un mode de réalisation, le composé polyanionigue est un composé
polyanionique non polymérique {PNP) dont I'affinité pour le zinc est inférieure 3
I'affinité de l'insuline pour le zinc et dont la constante de dissociation Kdc, =[composé

PNP]" [Ca®*1%/[(composé PNP)'-(Ca**)*] est inférieure ou égale & 107>,
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[000182] Les constantes de dissociation (Kd) des différents composés polyanionigues
vis a vis des ions de calcium sont déterminées par calibration externe & V'aide d'une
électrode spécifique aux ions Calcium (Mettler Toledo) et d'une électrode de référence.
Toutes les mesures sont effectuées dans 150 mM de NaCl a pH 7. Seules les
concentrations en ions calcium libres sont déterminées ; les ions calcium liés au

composé polyanionique n’'induisent pas de potentiel d'électrode.

[000183] Dans un mode de réalisation, le composé polyanionique est choisie dans le
groupe constitué des polyacides carboxyliques et leurs sels de Na*, K*, Ca** ou Mg?"..
[000184] Dans un mode de réalisation, le polyacide carboxylique est choisi dans le
groupe constitué par l'acide citrique, I'acide tartrique, et leurs sels de Na*, K*, Ca** ou
Mg**.

[000185] Dans un mode de réalisation, le composé polyanionique est choisi dans le
groupe constitué des polyacides phosphoriques et leurs sels de Na*, K*, Ca** ou Mg**.
[000186] Dans un mode de réalisation, le polyacide phosphorique est le triphosphate
et ses sels de Na*, K*, Ca’* ou Mg**.

[000187] Dans un mode de réalisation, le composé polyanionique est l'acide citrique
et ses sels de Na*, K*, Ca** ou Mg?*.

[000188] Dans un mode de réalisation, le composé polyanionique est 'acide tartrique
et ses sels de Na*, K*, Ca’* ou Mg?*.

[000189] Dans un mode de réalisation, le composé polyanionique est lacide
triphosphorique et ses sels de Na*, K*, Ca** ou Mg?*,

[000190] Dans un mode de réalisation, le composé polyanionique est un composé
constitué d'un squelette saccharidique formé d'un nombre discret d’unités
saccharidiques obtenu a partir d'un composé disaccharide choisi dans le groupe
constitué par le tréhalose, le maltose, le lactose, le saccharose, le celiobiose,
'isomaltose, le maititol et l'isomaltitol.

[000191] Dans un mode de réalisation, le composé polyanionique constitué d’un
squelette saccharidique formé d‘un nombre discret d’unités saccharidiques est obtenu
a partir d’'un composé constitué d'un squelette formé d'un nombre discret d’'unités
saccharidiques choisi dans le groupe constitué par le maltotriose, le maltotétraose, le

maltopentaose, le maltohexaose, le maltoheptaose, le maltooctaose et l'isomaltotriose
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[000192] Dans un mode de réalisation, le composé polyanionigue constitué d'un

squelette saccharidique formé d'un nombre discret d’unités saccharidiques est choisi

dans e groupe constitué par ie carboxyméthyimaltotriose, le
carboxyméthylmaltotétraose, le carboxyméthylmaltopentaose, le
carboxyméthyimaltohexaose, le carboxyméthylmaltoheptaose, le

carboxymeéthylmaltooactose et le carboxymeéthylisomaltotriose.

[000193] Dans un mode de réalisation, le ratio (nombre de moles de fonctions acides
portées par le composé polyanionigue / nombre de moles de composé anionique) est
supérieur ou égal a 3.

[000194] Dans un mode de réalisation, le ratio (nombre de moles de fonctions acides
portées par le composé polyanionique / nombre de moles de composé anionique) est
supérieur ou égal a 4.

[000195] Dans un mode de réalisation, le ratio (nombre de moles de fonctions acides
portées par le composé polyanionique constitué d’un squelette saccharidique / nombre
de moles de composé anionigue) est supérieur ou égal a 5.

[000196] Dans un mode de réalisation, le ratio (nombre de moles de fonctions acides
portées par le composé polyanionigue constitué d'un squelette saccharidique / nombre

de moles de compose anionigue) est supérieur ou égal a 8.

[000197] Dans un mode de réalisation, les ratios molaires composé anionigue
substitué/insuline sont compris entre 0,6 et 75.

{000198] Dans un mode de réalisation, les ratios molaires sont compris entre 0,7 et
50.

[000199] Dans un mode de réalisation, les ratios molaires sont compris entre 1,4 et
35.

[000200] Dans un mode de réalisation, les ratios molaires sont compris entre 1,9 et
30.

[000201] Dans un mode de réalisation, les ratios molaires sont compris entre 2,3 et
30.

[000202] Dans un mode de réalisation, le ratio molaire composé anionique
substitué/insuline est égal a 8,

[000203] un mode de réalisation, le ratio molaire composé anionique
substitué/insuline est égal a 12.

[000204] Dans un mode de réalisation, le ratio molaire composé anionigue
substitué/insuline est égal & 16.

[000205] Dans un mode de réalisation, les ratios massiques composé anionigue

substitué/insuline sont compris entre 0,5 et 10.
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[000206] Dans un mode de réalisation, les ratios massiques sont compris entre 0,6

et 7.
[000207]
et 5,
[000208]
et 4.
[000209]
4.
[000210]

substitué/insuline est 2.

Dans un mode de réalisation,

[000211] Dans un mode de réalisation,
substitué/insuline est 3.
[000212] Dans un mode de réalisation,
substitué/insuline est 4.
[000213] Dans un mode de réalisation,

substitué/insuline est 6

[000214] Dans un mode de realisation, la
substitué est comprise entre 1,8 et 36 mg/mL.

[000215] Dans un mode de réalisation, la

concentration

concentration

substitué est comprise entre 1,8 et 36,5 mg/mL.

[000216]

substitué est comprise entre 2,1 et 25 mg/mL.

Dans un mode de réalisation, la

[000217] Dans un mode de réalisation, la
substitué est comprise entre 4,2 et 18 mg/mL.
[000218]

substitué est comprise entre 5,6 et 15 mg/mL.

Dans un mode de réalisation, la

[000212] Dans un mode de réalisation, la
substitué est comprise entre 7 et 15 mg/mL.
[000220] Dans un mode de réalisation, la
substitué est 7,3 mg/mL.

[000221] Dans un mode de réalisation, la
substitué est 10,5 mg/mL.

[000222] Dans un mode de réalisation, ia
substitué est 14,6 mg/mL.

[000223] Dans un mode de réalisation, la

substitué est 21,9 mg/mL.
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[000224]) Dans un mode de réalisation,
est comprise entre 2 et 150 mM.
[000225] Dans un mode de réalisation,
est comprise entre 2 et 100 mM,
[000226] Dans un mode de réalisation,
est comprise entre 2 et 75 mM,

[000227] Dans un mode de réalisation,
est comprise entre 2 et 50 mM.,

[000228] Dans un made de réalisation,
est comprise entre 2 et 30 mM.

[000229] Dans un modea de rdalisation,
est comprise entre 2 et 20 mM.

[000230] Dans un mode de réalisation,
est comprise entre 2 et 10 mM.

[000231] Dans un mode de réalisation,
est comprise entre 5 et 150 mM.
[000232] Dans un mode de réalisation,
est comprise entre 5 et 100 mM.
[000233] Dans un mode de réalisation,
est comprise entre 5 et 75 mM,

[000234] Dans un mode de réallsation,
est comprise entre 5 et 50 mM,

[000235] Dans un mode de réalisation,
est comprise entre 5 et 30 mM,

[000236] Dans un mode de réalisation,
est comprise entre 5 et 20 mM.

[000237] Dans un mode de réallsation,
est comprise entre 5 et 10 mM.

[000238] Dans un mode de réalisation,
est comprise entre 0,5 et 30 mg/mL.

[000239] Dans un mode de réalisation,
est comprise entre 0,5 et 25 mg/mL.
[000240] Dans un mode de réalisation,
ast comprise entra 0,5 et 10 mg/mL.
[000241] Dans un mode de réalisation,
est comprise entre 0,5 et 8 mg/mL.
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{000242] Dans un mode de réalisation, la concentratlon en compasé polyanionique
est comprise entre 1 et 30 mg/mL.

[000243] Dans un mode de réalisation, la concentration en composé polyanionique
est comprise entre 1,5 et 25 mg/mL.

[000244] Dans un mode de réalisation, la concentration en composé polyanionique
est comprise entre 2 et 25 mg/mL.

[000245] Dans un mode de réalisation, la concentration en composé polyanlonique
est comprise entre 2 et 10 mg/mL.

{000246] Dans un mode de réalisation, la concentration en composé polyanionique
est comprise entre 2 et 8 mg/mL.

[000247]) Dans un mode de réalisation, le composé anionique substitué est le
maltotrioseméthylcarboxylate de sodium modifié par le phénylalaninate de sodium, u=
3,1=0,651=1,0.

[000248] Dans un mede de réalisation, l¢ composé anionique substitué est le
maltotrioseméthylcarboxylate de sodlum modifié par le phénylalaninate de sodium, u
=3,1=1,0,)=0,65.

[000249] Dans un mode de réalisation, le composé anionique substitué est le
maltotriosemethylcarboxylate de sodium modifié par le phénylalaninate de sodlum, u
=3,1=046,j=1,2.

[000250] Dans un mode de réalisation, le composé anlonigue substitué est le
maltotrioseméthylcarboxylate de sodlum modifié par le phénylalaninate de sodium, u
=3,i=0,35,j=0,65,

(0002511 Dans un mode de réalisation, le composé polyanionique est le
maltotrioseméthylcarboxylate de sodium,

[000252] Dans un mode de réalisation, le composé polyanlonique est le citrate de
sodium,

[000253] Dans un mode de réallsation, le composé polyanionique est le triphosphate
sous forme acide ou sous forme basique sous forme de sel de sodium ou de sel de
potassium. ,

Dans un mode de réalisation, le composé polyanionique est le tartrate, sous forme
acide ou sous forme baslque sous forme de sel de sodlum ou de sel de potassium
[000254] Liinvention concerne également une formulation pharmaceutique d'insuline
comprenant une composlition selon linvention dans laquelle l'insuline est sous forme

hexamérique.
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[000255] Dans un mode de réalisation, elle concerne une formulation
pharmaceutique caractérisée en ce que la concentration en insuline est comprise entre
240 et 3000 uM (40 a 500 UI/mL).

[000256] Dans un mode de réalisation, elle concerne une formulation
pharmaceutique caractérisée en ce que la concentration en insuline est comprise entre
600 et 3000 uM (100 a 500 UI/mL).

[000257] Dans un mode de reéalisation, elle concerne une formulation
pharmaceutigue caractérisée en ce que la concentration en insuline est comprise entre
600 et 2400 pM (100 a 400 UI/mL).

[000258] Dans un mode de réalisation, elle concerne une formulation
pharmaceutique caractérisée en ce que la concentration en insuline est comprise entre
600 et 1800 yM (100 a 300 Ul/mL).

[000259] Dans un mode de réalisation, elle concerne une formulation
pharmaceutique caractérisée en ce que la concentration en insuline est comprise entre
600 et 1200 yM (100 a 200 UI/mL).

[000260] Dans un mode de réalisation, elle concerne une formulation
pharmaceutique caractérisée en ce que la concentration en insuline est 600 uM (100
Ul/ml).

[000261] Dans un mode de réalisation, elle concerne une formulation
pharmaceutique caractérisée en ce que la concentration en insuline est 1200 yM (200
Ul/mL).

[000262] Dans un mode de réalisation, elle concerne une formulation
pharmaceutique caractérisée en ce que la concentration en insuline est 1800 yM (300
UI/mL).

{000263] Dans un mode de realisation, elle concerne une formulation
pharmaceutigue caractérisée en ce gue la concentration en insuline est 2400 uM (400
UI/mL).

[000264] Dans un mode de realisation, elle concerne une formulation
pharmaceutique caractérisée en ce que la concentration en insuline est 3000 yM (500
UI/mL).

[{000265] LUinvention concerne [utilisation d’au meins un composé anionigue
substitué, ledit composé étant constitué d'un squelette saccharidique formé d’un
nombre discret u compris entre 1 et 8 (1 < u < 8) d'unités saccharidiques identiques
ou différentes, liées par des liaisons glycosidiques identiques ou différentes, lesdites
unités saccharidiques étant choisies dans le groupe constitué par les hexoses, sous
forme cycligue ou sous forme réduite ouverte, ledit composé comportant des groupes

fonctionnels carboxyles partiellement substitués, les groupes fonctionnels carboxyles
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non substitués étant salifiables pour préparer une formulation pharmaceutique
d'insuline humaine, en combinaison avec un composé polyanionique, permettant,
aprés administration, d’accélérer le passage de l'insuline dans le sang et de réduire
plus rapidement la glycémie par rapport a une formulation exempte de composé
anionique substitué, et éventuellement de composés anioniques.

[000266]1 Dans un mode de réalisation, l'invention concerne V'utilisation d’au moins
un composé anionique substitué, ledit composé comportant des groupes fonctionnels
carboxyles partiellement substitués, les groupes fonctionnels carboxyles non
substitués étant salifiables, pour préparer une formulation pharmaceutique d'insuline
humaine, en combinaison avec un composé polyanionique, permettant, aprés
administration, d’accélérer le passage de linsuline humaine dans le sang et de réduire
plus rapidement la glycémie par rapport a une formulation exempte de composé

anionique substitué, et éventueliement de composés anionigues.

[000267] Dans un mode de réalisation, invention concerne {utilisation d'au moins
un compose anionique substitué, ledit composé comportant des groupes fonctionnels
carboxyles partiellement substitués, les groupes fonctionnels carboxyles non
substitués étant salifiables, pour préparer une formulation d'insuline analogue, en
combinaison avec un composé polyanionique, permettant, aprés administration,
d'accélerer le passage de linsuline analogue dans le sang et de réduire plus
rapidement la glycémie par rapport a une formulation exempte de composé anionique

substitué, et éventuellement de composés anionigues.

[000268] Dans un mode de réalisation, l'insuline est I'insuline humaine.

[000269] On entend par insuline humaine une insuline obtenue par synthése ou
recombinaison dont la séquence peptidique est la séquence de Vinsuline humaine,
incluant les variations alléliques et les homologues.

[000270] Dans un mode de réalisation, linsuline est une insuline humaine
recombinante telle que décrite dans la Pharmacopée Européenne et la Pharmacopée

américaine,.

[000271] Dans un mode de réalisation, I'insuline est une insuline analogue.

f000272] On entend par insuline analogue une insuline recombinante dont la
séquence primaire contient au moins une modification par rapport a la séquence
primaire de l'insuline humaine.

[000273] Dans un mode de réalisation Vinsuline analogue est choisie dans le groupe
constitué par l'insuline lispro (Humalog®), linsuline aspart (Novolog® Novorapid®) et

I'insuline glulisine (Apidra®).
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[000274] Dans un mode de réalisation, linsuline analogue est I'Insuline lispro
(Humalog®).
[000275] Dans un mode de réalisatlon, I'insuline analogue est !'insuline aspart
(Novolog® Novorapid®),

5 [000276] Dans un mode de réalisation, lInsuline analogue est Vinsuline glulisine
(Apidra®).

[000277] Dans un mode de réalisation, lutilisation est caractérisée en ce que le
composé anionique substitué, est choisi parml les composés anioniques substitués a

10  (état isolé ou en mélange, constituds d'un squelette saccharidique formé d’'un nombre
discret u compris entre 1 et B8 (1 < u = 8) dunités saccharidiques identiques ou
différentes, liées par des lialsons glycosidiques identiques ou différentes, lesdites
unités saccharidiques dtant choisies parmi les hexoses, sous forme cyclique ou sous
forme rédulte ouverte, caractérisés en ce qu'ils sont substitués par :

15
a) au moins un substituant de formule générale I :
-[R11:-[AA]w Formule I
. les substituants étant identiques ou différents lorsqull y a au moins deux
20 substituants, dans lequel ;
. le radical ~[AA] désigne un residu d'acide aming,
. le radical -R;- étant ;
- soit une lisison et alors a = 0, et le résidu dacide aminé -[AA]- est
directement llé au squelette par une fonctlon G.

25 - s0it une chaine carbonde et alors @ = 1, en C2 & C15 éventuellement
substituée et/ou comportant au moins un hétéroatome choisi parmi O, N et &
et au moins une fonctlon acide avant la réaction avec l'aclde aminé, ladlte
chaine formant avec le résidu d’aclde aminé -[AA]- une fonction amide, et est
fixée sur le squelette A Vaide d'une fonction F résultant d'une réaction entre

30 une fonction hydroxyle portée par le squelette et une fonction ou un

substituant porté par le précurseur du radical =R,-,

. F est une fonction choisie parmi les fonctions éther, ester ou carbamate,
. G est une fonctlon carbamate,
. m est égala 1l ou 2,
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. le degré de substitution des unités saccharidiques, j, en ~[R;]a-[AA]m ~€tant
strictement supérieur a 0 et Inférleur ou égal 26,0 < j <6

b) et, éventuellement, un ou plusieurs substituants —-R';,

. le substituant -R’; étant une chaine carbonée en C2 & C15, éventuellement
substituée et/ou comportant au moins un hétéroatome chaisi parmi O, N et S
et au moins une fonction aclde sous forme de sel de cations aicalins ladite
chaine étant liée au squelette par une fonction F' résultant d'une réaction entre
une fonction hydroxyle portée par le squelette et une fonction ou un

substituant porté par le précurseur du substituant -R’y,
. F’ est une fonction éther, ester, ou carbamate,
. le degré de substitution des unités saccharldiques, |, en -R’;, étant compris

entre 0 et 6-j, 0 s i = 6-jet,

) F et F’ sont identiques ou différentes,

. F et G sont identiques ou différantes,

. i+j € 6.

- -R'; identique ou différent de -R;-,

- Les fonctions acides sallfiables libres portées par le substituant -R’1L sont
sous forme de sels de cations alcaling,

- lesdites liaisons glycosidigues identiques ou différentes étant choisies dans le

groupe constltué par les liaisons glycosidiques de type (1,1), (1,2), (1,3), (1,4)
ou (1,6), dans une géométrie alpha ou béta,

[000278] Dans un mode de réalisation, Vutilisation est caractérisée en ce que le
composé anionique substitué, a I'état isolé ou en mélange, est cholsi parml les
composés anioniques substitués constitués d'un squelette saccharidique formé d’un
nombre discret u compris entre 1 et 8 (1 £ u < 8) d'unités saccharidiques identiques
ou différentes, liées par des llaisons glycosidiques identiques ou différentes, lesdites

unités saccharidiques étant choisies parmi les hexoses, sous forme cyclique ou sous
forme réduite ouverte, caractérisés :

a) en ce qu'ils sont substitués de fagon statistique par :

> au moins un substituant de formule générale I ;
-[R1l:-[AA]m Formule I
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les substituants étant identiques ou différents lorsqu'il y a au moins deux
substituants, dans lequel :
fe radical —~[AA]= désigne un résidu d'acide aming, ledit acide aminé étant
choisi dans le groupe constitué de la phénylalanine, Ialpha-méthyl-
phénylalanine, la 3,4 dihydroxyphénylalanine, la tyrosine, lalpha-méthyl-
tyrosine, la O-méthyl-tyrosine, l'alpha~phénylglycine, la 4-
hydroxyphénylglycine, la 3,5-dihydroxyphénylglycine et leurs sels de cations
alcalins, lesdits dérivés étant de canflguration absolue L ou D, -[AA]- est flxé
sur le squelette de la molécule par Vintermédiaire d'un bras de liaison ~R;- ou
directement ilé au squelette par une fonction G,
-R,~ &tant !
~ solt une llaison G, et alors a = 0,
-~ soit une chaine carbonée, et alors a=1, en C2 a Ci15§
éventuellement substituée et/ou compartant au moins  un
hétéroatome choisi parmi O, N et S et portant au moins une fonction
aclde avant la réaction avec Vacide aminég, ladite chaine formant avec
le résidu d'acide aming -[AA]- une liaison amide, et est fixée sur le
squelette saccharidique a l'alde d’une fonctlon F résuliant d‘une
réaction entre une fonction hydroxyle portée par le squelette et une
fonction portée par le précurseur de R,,
F est une fonction éther, ester ou carbamate,
G est une fonction carbamate,
m est égal a 1 ou 2,
le degré de substitution, §, en —[R;1).-[AA]m étant strictement supérieur 3 0
et inférieurouégal 36,0 <j 56,

et, éventuellement,

»

uh ou plusleurs substituants —-R’y

-R’; étant une chaine carbonée en C2 a C15, éventuellement substituée
et/ou comportant au moins un hétéroatome (tels que O, N et S) et portant au
moins une fonction acide sous forme de sel de cations alcalins ladite chaine
étant fixée sur le squelette saccharidique par une fonction F’ résultant dune
réactlion entre une fonction hydroxyle portée par le squelette et une fonction
portée par le précurseur de -R’,,

F’ est une fonction éther, ester ou carbamate,

e degré de substitution i, en =R’;, étant compris entre 0 et 6-j, 0 £ i £ 6-j,
et,

-R"— identique ou différent de -R,,
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. F et F’ identiques ou différentes,

. F’ at G ldentigques ou différantes

. Les fonctions acides salifiables libres sont sous forme de sels de cations
alcalins,

b) lesdltes liaisons glycosidiques identiques ou différentes étant choisles dans le
groupe constitué per les liaisons glycosidiques de type (1,1), (1,2), (1,3),
(1,4) ou (1,6), dans une géométrie alpha ou béta,

c) itji=6

[000279] Dans un mode de réalisation, m est égal a 1.

[000280] Dans un mode de réalisatlon, -R1 et -R’1, Identiques ou différents sont une
chaine carbonée en C1 a C8,

t000281] Dans un mode de réalisation, -R1 et -R’1, Identiques ou différents sont une
chaine carbonée en C1 & C4,

[000282] Dans un mode de réalisatlon, -R1 et -R’1, Identiques ou différents sont une
chaine carbonée en C1 a C2,

[000283] Ii est conny de homme de Vart que le délal d'action des Insulines est
dépendant de la concentration en insuline, Seules les valeurs de délai d'action des
formulations & 100 UI/mL sont documentées.

[000284] Les formulations d’insuline humaine « regular » sur le marché a une
concantration de 600 pM (100 UI/mL) ont un délal d’action compris entre 50 et 90
minutes et une fin d’action d‘environ 360 & 420 minutes chez I'humain. Le temps pour
attaindre la concentration maximale en Insullne dans le sang est compris entre 90 et
180 minutes chez '"humain,

{000285] Les formulations d’Insulines analogues rapildes sur le marché a une
concentration de 600 pM (100 UI/mL) ont un délai d'action compris entre 30 et 60
minutes et une fin d’actlon d’environ 240-300 minutes chez I'humain. Le temps pour
atteindre la concentration maximale en insuline dans le sangest compris entre 50 et
90 minutes chez 'humain.

(0002861 LUinvention concerne également une méthode de préparation d'une
forrnulation d’insuline humalne ayant une concentration en insuline comprise entre
240 et 3000 UM (40 et 500 UI/mL), dont le délal d'action chez 'humaln ast inférieur a
celul de la formulation de référance a la méme concentration en insuline en I'absence
de composé anionique substitué et de composé polyanionique caractérisée en ce
qu'elle comprend (1) une étape d’additlon a ladite formulation d’au moins un composé
anionique substitué, ledit camposé comportant des groupes fonctionnels carboxyles
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partiellement substitués, les groupes fonctionnels carboxyles non substitués étant
salifiables, et (2) une étape d'addition & ladite formulation d’au moins un composé
polyanionique.

[000287] Dans un mode de réalisation, l'insuline est sous forme hexamérique.
[000288]

[000289] LUinvention concerne également une méthode de préparation d'une
formulation d’insuline humaine ayant une concentration en insuline comprise entre
600 et 1200 pM (100 et 200 Ul/mL), dont le délai d’action chez 'humain est inférieur
a celui de la formulation de référence & la méme concentration en insuline en
I'absence de composé anionigue substitué et de composé polyanionique caractérisée
en ce qu'elle comprend (1) une étape d’addition & ladite formulation d'au moins un
compose anionique substitue, ledit composé comportant des groupes fonctionnels
carboxyles partiellement substitués, les groupes fonctionnels carboxyles non
substitués étant salifiables, et (2) une étape d’'addition a ladite formulation d’au moins
un composé polyanionique,

[000290] Dans un mode de réalisation, l'insuline est sous forme hexameérique.

[000291] L'invention concerne également une méthode de préparation d'une
formulation d'insuline humaine ayant une concentration en insuline de 600 yM (100
UI/mL), dont le délai d'action chez 'humain est inférieur a8 60 minutes caractérisée en
ce qu'elle comprend (1) une étape d'addition a ladite formulation d'au moins un
composé anionigue substitué, ledit composé comportant des groupes fonctionnels
carboxyles partiellement substitués, les groupes fonctionnels carboxyles non
substitués étant salifiables, et (2) une étape d'addition a ladite formulation d’au moins
un composé polyanionique.

[000292] Dans un mode de réalisation, 'insuline est sous forme hexamerigue.

[000293] Linvention concerne également une méthode de préparation d'une
formulation d'insuline humaine ayant une concentration en insuline de 1200 uM (200
UI/mL), dont le délai d'action chez 'humain est inférieur d’au moins 10% a celui de la
formulation de linsuline humaine & la méme concentration (200 Ul/mL) et en
I'absence de composé anionique substitué et de composé polyanionigue caractérisée
en ce qu'elle comprend (1) une étape d’addition a ladite formulation d’au moins un
composé anionigue substitué, ledit composé comportant des groupes fonctionnels
carboxyles partiellement substitués, les groupes fonctionnels carboxyles non
substitués étant salifiables, et (2) une étape d’addition a ladite formulation d’au moins

un composé polyanionique.
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[000294] Dans un mode de réalisation, I'insuline est sous forme hexameérique.

[000295] Linvention concerne également une méthode de préparation d'une
formulation d'insuline humaine ayant une concentration en insuline de 1800 uM (300
UI/mL), dont le délai d’action chez 'humain est inférieur d’au moins 10% a celui de la
formulation de linsuline humaine a la méme concentration (300 UI/mL) et en
l'absence de composé anionique substitué et de composé polyanionique caractérisée
en ce gu'elle comprend (1) une étape d’addition a ladite formulation d’au moins un
composé anionique substitué, ledit composé comportant des groupes fonctionnels
carboxyles partiellement substitués, les groupes fonctionnels carboxyles non
substitués étant salifiables, et (2) une étape d’addition a ladite formulation d'au moins
un compose polyanionique.

[000296] Dans un mode de réalisation, l'insuline est sous forme hexameérigue,

[000297] Llinvention concerne également une méthode de préparation d'une
formulation d’insuline humaine ayant une concentration en insuline de 2400 uM (400
UI/mL), dont le délai d’action chez 'humain est inférieur d’au moins 10% a celui de la
formulation de Vinsuline humaine a la méme concentration (400 UI/mL) et en
I'absence de composé anionique substitué et de composé polyanionique caractérisée
en ce gu'elle comprend (1) une étape d'addition a ladite formulation d’au moins un
composé anionique substitué, ledit composé comportant des groupes fonctionnels
carboxyles partiellement substitués, les groupes fonctionnels carboxyles non
substitués étant salifiables, et (2) une étape d’addition a ladite formulation d’au moins
un composé polyanionigque.

[000298] Dans un mode de réalisation, l'insuline est sous forme hexameérique.

[000299] Ll'invention concerne également une méthode de préparation d'une
formulation d'insuline humaine ayant une concentration en insuline de 3000 pM (500
Ul/mL), dont le délai d’action chez I'humain est inférieur d’au moins 10% a celui de la
formulation de linsuline humaine & la méme concentration (500 UI/mL) et en
I'absence de composé anionique substitué et de composé polyanionigue caractérisee
en ce gqu'elle comprend (1) une étape d’addition a ladite formulation d'au moins un
composé anionique substitué, ledit composé comportant des groupes fonctionnels
carboxyles partiellement substitués, les groupes fonctionnels carboxyles non
substitués étant salifiables, et (2) une étape d’addition a ladite formulation d'au moins
un compose polyanionigue.

[000300] Dans un mode de réalisation, l'insuline est sous forme hexamérigue.
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[000301] Linvention consiste en la préparation d'une formulation d’insuline humaine
dite rapide caractérisée en ce qu'elle comprend (1) une étape d’addition a ladite
formulation d'au moins un composé anionigue substitué, ledit composé comportant
des groupes fonctionnels carboxyles partiellement substitués, les groupes fonctionnels
carboxyles non substitués étant salifiables, et (2) une étape d’addition a ladite

formulation d’au moins un compoesé polyanionique.

[000302] Dans un mode de realisation, l'insuline est sous forme hexamerigue.

[000303] Linvention concerne également une méthode de préparation d'une
formulation d'insuline humaine & une concentration de 600 yM (100 UI/mL) dont le
délai d’action chez 'humain est inférieur a8 60 minutes, de préférence inférieur a 45
minutes, et encore de préférence inférieur a 30 minutes caractérisée en ce qu'elle
comprend (1) une étape d'addition a ladite formulation d'au moins un composé
anionique substitué, ledit composé comportant des groupes fonctionnels carboxyles
partiellement substituéds, les groupes fonctionnels carboxyles non substitués étant
salifiables, et (2) une étape d'addition a ladite formulation d’au moins un composé
polyanionique.

[000304] Dans un mode de réalisation, Vinsuline est sous forme hexamérique.

[000305] L'invention concerne eégalement une méthode de préparation d'une
formulation d'insuline analogue ayant une concentration en insuline comprise entre
240 et 3000 pM (40 et 500 UI/mL), dont le délai d'action chez 'humain est inférieur &
celui de la formulation de référence a la méme concentration en insuline en I'absence
de composé anionique substitué et de composé polyanionique caractérisée en ce
qu’elie comprend (1) une étape d'addition a ladite formulation d’au moins un composé
anionigue substitué, ledit composé comportant des groupes fonctionnels carboxyles
partiellement substitués, les groupes fonctionnels carboxyles non substitués étant
salifiables, et (2) une étape d’addition a ladite formulation d'au moins un composé
polyanionique.

[000306] Dans un mode de réalisation, l'insuline est sous forme hexamérigue.

[000307] Linvention concerne également une méthode de préparation d'une
formulation d'insuline analogue ayant une concentration en insuline comprise entre
600 et 1200 uM (100 et 200 UI/mL), dont le délai d'action chez 'humain est inférieur
a celui de la formulation de référence a la méme concentration en insuline analogue

en l'absence de composé anionique substitué composé anionique substitué et de
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compose polyanionique, caractérisée en ce qu’elle comprend (1) une étape d'addition
a ladite formulation d’au moins un composé anionique substitué, ledit composé
comportant des groupes fonctionnels carboxyles partiellement substitués, les groupes
fonctionnels carboxyles non substitués étant salifiables, et (2) une étape d’addition &
ladite formulation d’au moins un composé polyanionique.

[000308] Dans un mode de réalisation, I'insuline est sous forme hexamerique.

[000309] Linvention concerne également une méthode de préparation d'une
formulation d'insuline analogue ayant une concentration en insuline de 600 ymol/L
(100 Ul/mL), dont le délai d’action chez V'humain est inférieur a 30 minutes,
caractérisée en ce qu'elle comprend (1) une étape d’'addition a ladite formulation d’au
moins un composé anionique substitué, ledit composé comportant des groupes
fonctionnels carboxyles partiellement substitués, les groupes fonctionnels carboxyles
non substitués étant salifiables, et (2) une étape d’addition & ladite formulation d'au

mains un composé polyanionigue.

[000310] Dans un mode de réalisation, l'insuline est sous forme hexameérigue.

[000311] Uinvention concerne également une méthode de préparation d'une
formulation d'insuline analogue ayant une concentration en insuline de 1200 yM (200
UI/mL), dont le délai d’action chez I'humain est inférieur d’au moins 10% a celui de la
formulation de l'insuline analogue en l'absence de composé anionique substitué et de
composé polyanionique caractérisée en ce gu'elle comprend (1) une étape d'addition &
ladite formulation d'au moins un composé anionique substitué, ledit composé
comportant des groupes fonctionnels carboxyles partiellement substitués, les groupes
fonctionnels carboxyles non substitués étant salifiables, et (2) une étape d’addition a

ladite formulation d’au moins un composé polyanionique.

[000312] Dans un mode de réalisation, l'insuline est sous forme hexamérique.

[000313] Llinvention concerne également une méthode de préparation d'une
formulation d’'insuline analogue ayant une concentration en insuline de 1800 uyM (300
UI/mL), dont le délai d’action chez I’humain est inférieur d’au moins 10% a celui de la
formulation de ['insuline analogue en 'absence de composé anionigue substitué et de
composé polyanionique caractérisée en ce qu'elle comprend (1) une étape d'addition a
ladite formulation d’'au moins un composé anionique substitué, ledit composé

comportant des groupes fonctionnels carboxyles partiellement substitués, les groupes
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fonctionnels carboxyles non substitués étant salifiables, et (2) une étape d’addition a
ladite formulation d’au moins un composé polyanionique.

[000314] Dans un mode de réalisation, l'insuline est sous forme hexameérique.

[000315] LUinvention concerne egalement une méthode de préparation d'une
formulation d'insuline analogue ayant une concentration en insuline de 2400 M (400
UI/mL), dont le délai d'action chez 'humain est inférieur d’au moins 10% a celui de la
formulation de l'insuline analogue en I'absence de composé anionique substitué et de
composé polyanionique caractérisée en ce qu'elle comprend (1) une étape d'addition &
ladite formulation d‘au moins un composé anionique substitué, ledit composé
comportant des groupes fonctionnels carboxyles partiellement substitués, les groupes
fonctionnels carboxyles non substitués étant salifiables, et (2) une étape d’addition a
ladite formulation d’au moins un composé polyanionique.

[000316] Dans un mode de réalisation, l'insuline est sous forme hexamérique.

[000317] Uinvention concerne également une méthode de préparation d'une
formulation d'insuline analogue ayant une concentration en insuline de 3000 uM (500
UI/mL), dont le délai d’action chez I'humain est inférieur d’au moins 10% a celui de la
formulation de l'insuline analogue en 'absence de composé anionique substitué et de
composé polyanionique caractérisée en ce qu’elle comprend (1) une étape d’addition a
ladite formulation d’au moins un composé anionique substitué, ledit composé
comportant des groupes fonctionnels carboxyles partiellement substitués, les groupes
fonctionnels carboxyles non substitués étant salifiables, et (2) une étape d’addition a
ladite formulation d’au moins un composé polyanionique.

[000318] Dans un mode de réalisation, 'insuline est sous forme hexameérigue.

[000319] L'invention consiste en la préparation d'une formulation d'insuline analogue
dite tres rapide caractérisée en ce qu'elle comprend une étape d’addition a ladite
formulation d'au moins un composé anionigue substitué, ledit composé comportant
des groupes fonctionnels carboxyles partiellement substitués, les groupes fonctionnels
carboxyles non substitués étant salifiables

[000320] Dans un mode de réalisation, la préparation comprand en outre une étape
d’addition a ladite formulation d'au moins un composé polyanionigue,

[000321] Dans un mode de réalisation, l'insuline est sous forme hexamérique.
[000322] Dans un mode de réalisation Vinsuline analogue est choisie dans le groupe

constitué par linsuline lispro (Humalog®), {insuline aspart (Novolog®, Novorapid®)

et l'insuline glulisine (Apidra®).

34



10

15

20

30

35

WO 2014/076423 PCT/FR2013/052736

[000323] Dans un mode de réalisation, Vinsuline analogue est Vinsuline lispro
{(Humalog®).

[000324] Dans un mode de réalisation, linsuline analogue est linsuline aspart
(Novolog®, Novorapid®).

[000325] Dans un mode de réalisation, l'insuline analogue est linsuline glulisine
(Apidra®).

[000326] Dans un mode de réalisation, Vinsuline est une insuline humaine
recombinante telle que décrite dans la Pharmacopée Européenne et la Pharmacopée
américaine.

[000327] Dans un mode de réalisation, l'insuline est une insuline analogue choisie
dans le groupe constitué par linsuline lispro (Humalog®), l'insuline aspart (Novolog®

, Novorapid®) et l'insuline glulisine {(Apidra®).

[000328] La composition peut de plus étre réalisee par simple melange d'une
solution aqueuse d’insuline humaine ou analogue et d’une solution aqueuse de
composé anionigue substitué en mélange avec un composé polyanionique.

[{000329] Dans un mode de réalisation, la composition peut étre réalisée par simple
mélange d‘une solution aqueuse d'insuline humaine ou analogue, d'une solution
aqueuse de composé anionique substitué et de composé polyanionigue en solution ou
sous forme de lyophilisat.

[000330] Dans un mode de réalisation, la composition peut étre réalisée par simple
mélange d'une solution aqueuse d'insuline humaine ou analogue, de composé
anionique substitué sous forme de lyophilisat et de composé polyanionique en solution

ou sous forme de lyophilisat.

[000331] De préférence cette composition est sous forme d’une solution injectable.
[000332] Dans un mode de réalisation, la concentration en insuline humaine ou
analogue est comprise entre 240 et 3000 uM {40 a 500 UI/mL).

[000333] Dans un mode de réalisation, la concentration en insuline humaine ou
analogue est comprise entre 600 et 3000 uM (100 a 500 Ul/mL).

[000334] Dans un mode de réalisation, la concentration en insuline humaine ou
analogue est comprise entre 600 et 2400 uM (100 a 400 UI/mL).

[000335] Dans un mode de réalisation, la concentration en insuline humaine ou
analogue est comprise entre 600 et 1800 uM (100 & 300 UI/mL).

[000336] Dans un mode de réalisation, la concentration en insuline humaine ou
analogue est comprise entre 600 et 1200 uM (100 & 200 Ul/mL).
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[000337] Dans un mode de réalisation, la concentration en insuline humaine ou
analogue est 600 yM (100 UI/mL}.

[000338] Dans un mode de réalisation, la concentration en insuline humaine ou
analogue est 1200 yM (200 Ul/mL).

[000339] Dans un mode de réalisation, la concentration en insuline humaine ou
analogue de 600 uM (100 UI/mL) peut étre réduite par simple dilution, en particulier
pour les applications pédiatriques.

[000340] Dans un mode de realisation, la concentration en insuline humaine ou
analogue est 1800 pM (300 Ul/ml).

[000341] Dans un mode de réalisation, la concentration en insuline humaine ou
analogue est 2400 pM (400 UI/mL}.

[000342] Dans un mode de réalisation, la concentration en insuline humaine ou
analogue est 3000 uM (500 UI/mL).

[000343] Uinvention concerne également une formulation pharmaceutique selon
invention, caractérisée en ce qu'elle est obtenue par séchage et/ou lyophilisation.
[000344] Dans un mode de réalisation, les compositions selon {invention
comprennent en outre 'addition de sels de zinc a une concentration comprise entre 0
et 500 pM.

[000345] Dans un mode de réalisation, les compositions selon Vinvention
comprennent en outre 'addition de sels de zinc 8 une concentration comprise entre 0
et 300 pM.

[000346] Dans un mode de réalisation, les compositions selon [linvention
comprennent en outre 'addition de sels de zinc a une concentration comprise entre 0
et 200 uM.

[000347] Dans un mode de réalisation, les compositions selon linvention
comprennent des tampons & des concentrations comprises entre 0 et 100 mM, de
préférence entre 0 et 50 mM ou entre 15 et 50 mM.

[000348] Dans un mode de réalaistion le tampon est le Tris.

[000349] Dans un mode de réalisation, les compositions selon Vinvention
comprennent en outre des conservateurs.

{000350] Dans un mode de raalisation, les conservateurs sont choisis dans le groupe
constitué par le m-crésol et le phénol seuls ou en mélange.

[000351] Dans un mode de réalisation, la concentration des conservateurs est
comprise entre 10 et 50 mM.

[000352] Dans un mode de réalisation, la concentration des conservateurs est

comprise entre 10 et 40 mM,
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[000353] Les compositions selon l'Invention peuvent en outre comprendre des
additifs tels que des agents de tonicité comme la glycérine, le chlorure de sodlum
(NaCl), le mannitol et |a glycine.

[000354] Les compositions selon linvention peuvent en outre comprendre des
addltifs conformes aux pharmacopées comme des tensloactifs par exemple du
polysorbate,

[000355] Les compositions selon I'Invention peuvent comprendre en outre tous les
excipients conformes aux pharmacopges et compatibles avec les insulines ytilisées aux
concentrations d’'usage.

[000356] Dans le cas des libérations locale et systémique, les modes
d’administration envisagés sont par vole intraveineuse, sous-cutanée, Intradermique
ou intramusculaire.

[000357] Les voles d’administration transdermique, orale, nasale, vaginale, oculaira,
buccaie, pulmonaire sont également envisagées.

[000358] L'invention concerne également (‘utilisation d'une composition selon
l'invention pour la formulation d’'une solution d‘insuline humaine ou analogue de
concentration de 100 UI/mL destinée aux pompes a Insuline implantables ou
transportables.

[000359] L'invention concerne également [‘utllisation d'une composition selon
linvention pour la formuiation d'une solution d‘insutine humaine ou analogue de
concentration de 200 UI/mL destinée aux pompes & Insuline Implantables ou
transportables,

[000360] L’Invention concerne également les composés anfoniques substitués, a
'état isolé ou en melange, choisis parmi les composés anioniques substitués
constitués d‘un squelette saccharidique formé d'un nombre discret u compris entre 1
et 8 (1 = u = 8) d'unités saccharidiques identiques ou différentes, liées par des
llalsons glycosidiques identiques ou différentes, lesdites unltés saccharidiques étant
choisies parmi les hexoses, sous forme cycliqgue ou sous forme réduite ouverte,
caractérisds en ce qu'lls sont substitués par :

a) au molns un substituant de formule générale 1 :

~-[R:]a-[AAIm Formule I

. les substituants étant identiques ou différents lorsqull y a au molns deux
substituants, dans lequel :

. le radical ~[AA] désigne un résidu d'acide aminé,

. le radical -R;- étant !
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- solt une llalson et alors a = 0, et le résidu d’aclde aminé -[AA]- est
directement lié au squelette par une fonction G,

- soit une chaine carbonée et alors a = 1, en C2 a Cl5 éventuellement
substituée et/ou comportant au molns un hétéroatome cholsl parmi O, N et §
et au meins une fonction acide avant la réaction avec l‘acide aming, ladite
chaine formant avec le résidu d'acide aminé -[AA)- une fonctlon amide, et est
fixée sur le squelette a I'aide d'une fonction F résultant d'une réaction entre
une fonction hydroxyle portée par le squelette et une fonction ou un
substituant porté par le précurseur du radical -R;~,

F est une fonction cholsle parml les fonctions éther, ester ou carbamate,

G est une fonction carbamate,

m est égal & 1 ou 2,

le degré de substitution des unités saccharidiques, j, en ~[R,],~[AA]y —étant
strictement supérieur 4 0 et Infériaurou dgal a6, 0<j<s 6

et, éventuellement, un ou plusieurs substituants -R’;,

le substituant -R’; étant une chaine carbonée en C2 4 C15, éventuellement
substituée et/ou comportant au moins un hétéroatome choisi parmi O, N et S
et au moins une fonction acide sous forme de sel de cations alcalins ladite
chaine étant liée au squelette par une fonction F’ résultant d’une réaction entre
une fonction hydroxyle portée par le squelette et une fonctlon ou un
substituant porté par le précurseur du substituant -R'y,

F' est une fonction éther, ester ou carbamate,

le degré de substitution des unités saccharidigues, i, en -R'y, étant compris
entre D et 6-j, 0 £ i < 6-] et, '

£ et F’ sont identiques ou différentes,
F et G sont identiques ou différentes,
I+j = 6.

-R’; identigue ou différent de -R;~,

Les fonctions acides salifiables libres portées par le substitvant -R’1 sont
sous forme de sels de catlons alealins,

lesdites liaisons glycosidiques identiques ou différentes étant choisies dans le
groupe constitué par les llalsons glycosidiques de type (1,1), (1,2), (1,3), (1,4)
ou (1,6), dans une géométrie alpha ou béta,
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[000361] Dans la formule cl-dessus les différentes varlables ont les valeurs citées cl-
dessus.

[000362] Les composés anionlques substitués selon Iinvention peuvent étra obtenus
par greffage statistique des substituants sur le squelette saccharldique.

[000363] Dans un mode de réalisation, les composés anloniques substitués cholsis
parmi les composés anioniques substitués par des substituants de formules 1 ou Il
sont caractérisés en ce qu'ils peuvent 8tre obtenus par greffage des substituants a
des positions précises sur les unités saccharidiques par un pracgdé mettant en ccuvre
des étapes de protection/déprotection des groupements alcool ou acide carboxylique
naturellament portés par le squelette. Cette stratégie conduit 8 un greffage sélectif,
notammaeant réglosélectif, des substituants sur le squelette. Les groupemaeants
protecteurs incluent sans limitation ceux décrits dans Vouvrage (Wuts, PGM et al,,
Greene's Protective Groups in Organlc Synthesis 2007).

[000364] Le squelette saccharidique peut étre obtenu par dégradation d’un
polysaccharide de haut polds moléculaire. Les voies de dégradation incluent sans
limitation la dégradation chimique et/ou la dégradation enzymatique,

[000365] Le squelette saccharidique peut également &tre obtenu par formation de
liaisons glycosidiques entre des molécules monosacchariques ou oligosaccharidiques
en utilisant une stratégle de couplage chimique ou enzymatiqua. Les stratégles de
couplage comptent celles décrites dans la publication (Smoot, IT et al,, Advances in.
Carbohydrate Chemistry and Blochemistry 2009, 62, 162-250) et dans l‘ouvrage
(Lindhorst, TK, Essentials of Carbohydrate Chemistry and Biochemistry 2007, 157-
208). Les rdactions de couplage peuvent étre effectudes en solution ou sur support
solide. Les molécules saccharidigues avant couplage peuvent porter des substituants
d'intérét et/ou &tre fonctionnalisées une fols couplées entre elles de fagon statistique
ou régiosélective,

[000366] Ainsi, A titre d'exemples, ies composés selon linvention peuvent &tre
obtenus selon I'un des procédés sulvants :
= |e greffage statistique des substituants sur un squelette saccharidique
= une ou plusleurs étapes de glycosylation entre des molécules mono-
saccharidiques ou oligosaccharidiques portant des substituants
= une ou plusleurs étapes de glycosylation entre une ou des molécutes mono-
saccharidiques ou oligosaccharidiques portant des substituants et une ou des
molécules mono-saccharidiques ou oligosaccharldigues
* une ou plusieurs étapes d'introduction de groupements protecteurs sur des
alcools ou acldes naturellemant portés par le squelette saccharidique suivie
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d’une ou plusieurs réactions de greffage des substituants et enfin une étape
d'élimination des groupements protecteurs

une ou plusieurs étapes de glycosylation entre une ou des molécules mono-
saccharidiques ou oligosaccharidiques portant des groupements protecteurs
sur des alcools ou acides naturellement portés par le squelette
saccharidique, une ou des étapes de greffage de substituants sur le
squelette obtenu puis une étape d’élimination des groupements protecteurs
une ou plusieurs étapes de glycosylation entre une ou des molécules mono-
saccharidiques ou oligosaccharidiques portant des groupements protecteurs
sur des alcools ou acides naturellement portés par e squelette
saccharidique, et une ou des molécules mono-saccharidiques ou
oligosaccharidiques, une ou des étapes de greffage de substituants puis une

étape d’élimination des groupements protecteurs.

[000367] Les composeés selon 'invention, isolés ou en mélange, peuvent étre séparés

aet/ou purifiés de différentes maniéres, notamment aprés leur obtention par les

procédés ci-dessus décrits.

[000368] On peut en particulier citer les méthodes chromatographiques, notamment

celles dites « préparatives » ou « préparatrices » comme :

les chromatographies éclairs ou « flash chromatography », notamment sur
silice, et

Les chromatographies du type HPLC (high performance liquid
chromatography) (Chromatographie liguide haute performance), en
particulier RP-HPLC ou « reverse phase HPLC » (Chromatographie liquide
haute performance en phase inverse).

[000369] Des méthodes de précipitation sélective peuvent également étre utilisées.

[000370] L'invention est illustrée par les exemples suivants.
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Exempies

[000371] Les structures des composés anioniques substitués selon l'invention sont présentées dans le Tableau 1. Les structures des

polysaccharides contre-exemples sont présentées dans le Tableau 2.

AA Composés anioniques substitués
R=H, Ry, "[Ri}a"[AA]m

Enchainement Substituant Substituant

Composé i i -
saccharidique ~R’, =R -TAAL

v
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AAL. Composé 1 Maltotrioseméthyicarboxyiate de sodium fonctionnalisé par le
L-phénylalaninate de sodium

[000372] A 84g (143 mmol de fonctions hydroxvles) de maltotricse (CarboSynth)
dissouts dans de 'eau & 65°C est ajouté 0,6 g (16 mmol) de borohydrure de sodium.
Aprés 30 min d'agitation, 28 g (238 mmol) de chloroacétate de sodium sont ajoutés. A
cette solution sont ensuite ajoutés goutte a goutte 24 mL de NaOH 10 N (24 mmol) puis
le mélange est chauffé a 65°C pendant 90 minutes. 16,6 g (143 mmol) de chloroacétate
de sodium sont ensuite ajoutés au milieu réactionnel ainsi que 14 mL de NaOH 10N (14
mmol) au goutte a goutte. Aprés 1h de chauffage, le mélange est dilué avec de l'eau,
neutralisé avec de l'acide acétique puis purifié par ultrafiltration sur membrane PES de
1 kDa contre de 'eau. La concentration en molécule de la solution finale est déterminée
par extrait sec, puis un dosage acide/base dans un mélange eau/acétone 50/50 (V/V) est
effectué pour déterminer le degré de substitution en méthylcarboxylate.

[000373] D'aprés P'extrait sec : {[composé] = 32,9 mg/g

{000374] D'aprés le dosage acide/base, le degré de substitution en méthylcarboxylate
est de 1,65 par unité saccharidigue.

[000375] La solution de maltotricseméthylcarboxylate de sodium est acidifiée sur une
résine Purolite (anionique) pour obtenir Vacide maltotrioseméthylcarboxyligue qui est
ensuite lyophilisé pendant 18 heures.

[000376] 10 g d'acide maltotricseméthyicarboxylique (63 mmol de fonctions acide
méthylcarboxylique) sont solubilisés dans le DMF puis refroidis & 0°C. Un mélange de
phénylalaninate d'éthyle, sel d’hydrochlorure (8,7 g, 38 mmol) dans du DMF est préparé.
3,8 g de triethylamine (38 mmol) sont ajoutés a ce mélange. Une solution de NMM
(6,3 g, 63 mmol) et de EtOCOCI (6,8 g, 63 mmol) est ensuite ajoutée au mélange a 0°C.
La solution de phénylalaninate d’'éthyle est ensuite ajoutée et le mélange agité a 10°C.
Une solution aqueuse d'imidazole est ajoutée puis le mélange chauffé a 30°C. Le milieu
est dilué avec de l'eau puis la solution obtenue est purifiée par ultrafiltration sur
membrane PES de 1 kDa contre NaOH 0,1 N, NaCl 0,9% et de l'eau. La concentration en
molécule de la solution finale est déterminée par extrait sec. Un échantillon de solution
est lyophilisé et analysé par RMN *H dans D,0 pour déterminer le degré de substitution
en méthylcarboxylates fonctionnalisés par le L-phénylalaninate de sodium.

[000377] D'apres P'extrait sec : [composé 1] = 29,4 mg/g

[000378] D’aprés le dosage acide/base, le degré de substitution en méthylcarboxylates
de sodium par unité saccharidique est de 0,65.

[000379] D'aprés la RMN'H: le degré de substitution en méthylcarboxylates

fonctionnalisés par le L-phénylalaninate de sodium par unité saccharidique est de 1,0.
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AA2. Composé 2 : Maltotrioseméthylcarboxylate de sodium fonctionnalisé par le
L-phénylalaninate de sodium

[000380] Par un procédé similaire & celui utilisé pour la préparation du composé 1, un
maltotriosecarboxylate de sodium fonctionnalisé par le L-phénylalaninate de sodium est
obtenu. D'aprés le dosage acide/base, le degré de substitution en méthyicarboxylates de
sodium par unité saccharidigue est de 1,0.

[000381] D’apres 'extrait sec : [composé 2] = 20,2 mg/g

[000382] D'aprés la RMN'H: le degré de substitution en méthylcarboxylates

fonctionnalisés par le L-phénylalaninate de sodium par unité saccharidique est de 0,65.

AA3. Composé 3 : Maltotrioseméthylicarboxylate de sodium fonctionnalisé par le
L-phénylalaninate de sodium

[000383] Par un procedeé similaire a celui utilisé pour la preparation du composé 1, un
maltotriosecarboxylate de sodium fonctionnalisé par le L-phénylalaninate de sodium est
obtenu. D'apreés le dosage acide/base, le degré de substitution en méthyicarboxylates de
sodium par unité saccharidigue est de 0,46.

[000384] D'aprés Vextrait sec : [composé 3] = 7,2 mg/g

[000385] D'aprés la RMN'H: le degré de substitution en méthylcarboxylates
fonctionnalisés par le L-phénylalaninate de sodium par unité saccharidique est de 1,2.

AAd, Composé 4 : Maltotrioseméthylcarboxylate de sodium fonctionnalisé par le
L-phénylalaninate de sodium

[000386] Par un procédeé similaire & celui utilisé pour la préparation du composé 1, un
maltotriosecarboxylate de sodium fonctionnalisé par le L-phénylalaninate de sodium est
obtenu. D'aprés le dosage acide/base, le degré de substitution en méthylcarboxylates de
sodium par unité saccharidique est de 0,35.

[000387] D’apreés Vextrait sec : [composé 4] = 3,1 mg/g

[000388] D'aprés la RMN'H: le degré de substitution en méthylcarboxylates

fonctionnalisés par le L-phénylalaninate de sodium par unité saccharidigue est de (,65.

AAS. Composé 5 : Maltotrioseméthyicarboxylate de sodium fonctionnalisé par le
L-phénylalaninate de sodium

[000389] Par un procédé similaire & celui utilisé pour la préparation du composé 1, un
maltotrioseméthylcarboxylate de sodium fonctionnalisé par le L-phénylalaninate de
sodium est obtenu.

[000390] D’apres i‘extrait sec : [composé 5] = 10,9 mg/g

[000391] D'aprés la RMN'H: le degré de substitution en méthylcarboxylates

fonctionnalisés par le L-phénylalaninate de sodium par unité saccharidique est de 0,40.
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[000392] Le degré de substitution en méthyicarboxylates de sodium par unité
saccharidique est de 1,25.

AASG. Composé 6 : Maltotriosemeéthyicarboxyiate de sodium fonctionnalisé par le
L-phénylalaninate de sodium

[000383] A 8g (143 mmol de fonctions hydroxyles) de maltotriose (CarboSynth)
dissouts dans de l'eau & 65°C est ajouté 0,6 g (16 mmol) de borohydrure de sodium.
Aprés 30 min d’agitation, 28 g (237 mmol} de chloroacétate de sodium sont ajoutés. A
cette solution sont ensuite ajoutés goutte a goutte 24 mbL de NaOH 10 N (240 mmol).
Aprés chauffage a 65°C pendant 90 min, le mélange est dilué avec de V'eau, neutralisé
par ajout d'acide acétique puis purifié par ultrafiltration sur membrane PES de 1 kDa
contre de Veau. La concentration en composé de la solution finale est déterminée par
extrait sec, puis un dosage acide/base dans un mélange eau/acétone 50/50 (V/V) est
effectué pour déterminer le degré de substitution en méthylcarboxylate de sodium.
[000394] D'apres 'extrait sec : [composé] = 14,5 mg/g

[000395] D'aprés le dosage acide/base, le degré de substitution en méthylcarboxylates
de sodium par unité saccharidique est de 1,45.

[000396] La solution de maltotriosemeéthyicarboxylate de sodium est acidifiée sur une
résine Purolite (anionique) pour obtenir l'acide maltotrioseméthylcarboxylique qui est
ensuite lyophilisé pendant 18 heures.

[000397] Par un procéde similaire a celui utilisé pour la préparation du composé 1, un
maltotrioseméthylcarboxylate de sodium fonctionnalisé par le L-phénylalaninate de
sodium est obtenu.

[000398] D’apres 'extrait sec : [composé 6] = 10,8 mg/g

[000399] D'aprés la RMN'H: le degré de substitution en méthylcarboxylates
fonctionnalisés par le L-phénylalaninate de sodium par unité saccharidique est de 0,65.
[000400] Le degré de substitution en méthylcarboxylates de sodium par unité
saccharidique est de (,8.

AA7. Composé 7 : Maltotrioseméthylcarboxylate de sodium fonctionnalisé par le
L-phénylalaninate de sodium

[000401] Par un procédé similaire a celui décrit dans la préparation du composé 1, 8 g
de maltotricseméthylcarboxylate de sodium caractérisé par un degré de substitution en
méthylcarboxylate de sodium de 1,76 sont synthétisés et lyophilisés.

[000402] 8 g (58 mmol de fonctions hydroxyles) du lyophilisat et 15 g (129 mmol) de
chioroacétate de sodium sont dissouts dans I'eau a 65°C. A cette solution sont ajoutés
goutte & goutte 13 mL de NaOH 10 N (130 mmol) puis le mélange est chauffé a 65°C

pendant 90 minutes. 9 g (78 mmol) de chloroacétate de sodium sont ensuite ajoutés au
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milieu réactionnel ainsi que 8 mL de NaOH 10N (80 mmol) au goutte a goutte. Aprés 1h
de chauffage, le mélange est dilué avec de l'eau, neutralisé par l'acide acétique puis
purifié par ultrafiltration sur membrane PES de 1 kDa contre de I'eau. La concentration
en composé de la solution finale est déterminée par extrait sec, puis un dosage
acide/base dans un mélange eau/acétone 50 / 50 (V/V) est effectué pour déterminer le
degré de substitution en méthyicarboxylates de sodium.

[000403] D’aprés 'extrait sec : [composé] = 11,7 mg/g

[000404] D’apres le dosage acide/base, le degré de substitution en méthylcarboxylates
de sodium par unité saccharidigue est de 3,30.

[000405] La solution de maltotrioseméthylcarboxylate de sodium est acidifiée sur une
résine Purolite (anionique) pour obtenir 'acide maltotrioseméthylcarboxylique qui est
ensuite lyophilisé pendant 18 heures.

[000406] Par un procédé similaire a celui utilisé pour la préparation du Composé 1, un
maltotrioseméthylcarboxylate de sodium fonctionnalisé par le L-phénylalaninate de
sodium est obtenu.

[000407] D'aprés l'extrait sec : [composé 7] = 14,9 mg/g

[000408] D'aprés la RMN'H : le degré de substitution en méthylcarboxylates
fonctionnalisés par le L-phénylalaninate de sodium par unité saccharidique est de 0,65.
[000409] Le degré de substitution en méthylcarboxylates de sodium par unité
saccharidique est de 2,65.

AAS. Composé 8 : Maltopentaoseméthyicarboxylate de sodium fonctionnalisé
par le L-phénylalaninate de sodium

[000410] Par un procédé similaire a celui décrit dans la préparation du composé 1 mais
conduit avec du maltopentaose {CarboSynth), 10 g d’acide
maltopentacseméthyicarboxylique de degré de substitution en acide méthylcarboxylique
de 1,75 par unité saccharidique sont obtenus puis lyophilisés.

[000411] Par un procédé similaire a celui utilisé pour la préparation du composé 1, un
maitopentaosemethyicarboxylate de sodium fonctionnalisé par le L-phénylalaninate de
sodium est obtenu.

[000412] D'aprés 'extrait sec : [compose 8] = 7,1 mg/g

[000413] D'aprés la RMN!H: le degré de substitution en méthylcarboxylates
fonctionnalisés par le L-phénylalaninate de sodium par unité saccharidigue est de (,75.
[000414] Le degré de substitution en méthylcarboxylates de sodium par unité
saccharidigue est de 1,0.
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AA9. Composé 9 : Maltooctaoseméthylcarboxylate de sodium fonctionnalisé par
le L-phénylalaninate de sodium

[000415] Par un procédé similaire a celui décrit dans la préparation du composé 1 mais
conduit avec du maitooctacse (CarboSynth), 10 g d'acide
maltooctaoseméthylcarboxylique de degré de substitution en acide meéthylcarboxylique
de 1,65 par unité saccharidique sont obtenus puis lyophilisés.

[000416] Par un procédé similaire a celui utilisé pour la préparation du composé 1, un
maltooctaoseméthylcarboxylate de sodium fonctionnalisé par le L-phénylalaninate de
sodium est obtenu.

[000417] D'aprés 'extrait sec : [composé 8] = 26,3 mg/g

[000418] D’aprés la RMN'H: le degré de substitution en méthylcarboxylates
fonctionnalisés par le L-phénylalaninate de sodium par unité saccharidique est de 0,65.
[000419] Le degré de substitution en méthylcarboxylates de sodium par unité
saccharidique est de 1,0.

AAL1D. Composé 10: Maltotrioseméthyicarboxylate de sodium fonctionnalisé par
ie L-tyrosinate de sodium

[000420] Par un procédé similaire & celui décrit dans la préparation du composé 1 mais
conduit avec le L-tyrosinate de méthyle, sel d’acide chlorhydrique (Bachem), un
maltotrioseméthylcarboxylate de sodium, caractérisé par un degré de substitution en
méthylcarboxylate de sodium par unité saccharidique de 1,64 est fonctionnalisé par le L-
tyrosinate de sodium.

[000421] D'apras l'extrait sec : [composé 10] = 9,1 mg/g

[000422] D'aprés la RMNH: le degré de substitution en méthylcarboxylates
fonctionnalisés par le L-tyrosinate de sodium par unité saccharidique est de 0,81.

Le degre de substitution en méthylcarboxylates de sodium par unité saccharidique est de
0,83.

AA1ll. Composé 11: Maltotrioseméthylcarboxylate de sodium fonctionnalisé par
I'alpha-phénylglycinate de sodium

[000423] Par un procéde similaire a celui décrit dans la préparation du composé 1, 10 g
dacide maltotrioseméthylcarboxyligue de degré de substitution en acide
méthylcarboxylique par unité saccharidique de 1,64 sont obtenus puis lyophilisés.
[000424] 8 g dacide maltotriocseméthyicarboxylique (50 mmol de fonctions acide
méthylcarboxylique) sont solubilisés dans le DMF puis refroidis 8 0°C. Un mélange
d’alpha-phénylglycinate de sodium (Bachem, 5 g ; 33 mmol) et de triéthylamine (33
mmol) est préparé dans de I'eau. Une solution de NMM (4,9 ¢ ; 49 mmol) et de EtOCOCI

(5,3 g, 49 mmol) est ensuite ajoutée a la solution d'acide maltotrioseméthyicarboxylique
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a 0°C. La solution d'alpha-phényiglycinate de sodium et de triéthylamine est ensuite
ajoutée et le mélange agité a 30°C. Une solution aqueuse d'imidazole (340 g/L) est
ajoutée aprés 90 minutes. Le milieu est dilué avec de I'eau puis la solution obtenue est
purifiée par ultrafiltration sur membrane PES de 1 kDa contre un tampon NaHCOQ1/Na,CO;
pH 10,4 150 mM, NaCl 0,9% et de l'eau. La concentration en composé de la solution
finale est déterminée par extrait sec. Un échantilion de solution est lyophilisé et analysé
par RMN 'H dans D,0 pour déterminer le degré de substitution en méthylcarboxylates
fonctionnalisés par l'alpha-phénylglycinate de sodium.

[000425] D'apreés l'extrait sec : [composé 11] = 9,1 mg/g

[000426] D'aprés la RMN'H: le degré de substitution en méthylcarboxylates
fonctionnalisés par l'alpha-phénylglycinate de sodium par unité saccharidique est de
0,52.

[000427] Le degré de substitution en méthylcarboxylates de sodium par unité
saccharidique est de 1,12.

AB Polysaccharides contre~-exemples

AB1. Polysaccharide 1: Dextraneméthyicarboxylate de sodium fonctionnalisé
par le L-phénylalaninate de sodium.

[000428] Le polysaccharide 1 est un dextraneméthylcarboxylate de sodium
fonctionnalisé par le L-phénylalaninate de sodium obtenu a partir d’'un dextrane de
masse molaire moyenne en poids 10 kg/mol {(DP = 39, Pharmacosmos) selon le procédé
décrit dans la demande de brevet FR 07/02316 publiée sous le numéro FR2914305.
D'aprés le dosage acide/base, le degré de substitution en méthylcarboxylates de sodium
par unité saccharidique est de 0,6.

[000429] D'aprés la RMN'H: le degré de substitution en méthylcarboxylates
fonctionnalisés par le L-phénylalaninate de sodium par unité saccharidique est de 0,46.

{000430] Ce polysaccharide correspond au polysaccharide 1 de la demande FR0901478.

AB2. Polysaccharide 2: Dextraneméthyicarboxylate de sodium fonctionnalisé
par le L-phénylalaninate de sodium.

[000431] Le polysaccharide 2 est un dextraneméthylcarboxylate de sodium
fonctionnalisé par le L-phénylalaninate de sodium obtenu a partir d’'un dextrane de
masse molaire moyenne en poids 5 kg/mol (DP = 19, Pharmacoesmos) selon le procédé
décrit dans la demande de brevet FR 07/02316 publiée sous le numéro FR2914305.
D'aprés le dosage acide/base, le degré de substitution en méthylcarboxylates de sodium
par unité saccharidigue est de 1,01.
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[000432] Daprés la RMN'H: le degré de substitution en méthylcarboxylates
fonctionnalisés par le L-phénylalaninate de sodium par unité saccharidique est de 0,64.

AB3. Polysaccharide 3: Dextraneméthyicarboxyiate de sodium fonctionnalisé
par le L-phénylalaninate de sodium.

[000433] Le polysaccharide 3 est un dextraneméthylcarboxylate de sodium
fonctionnalisé par le L-phénylalaninate de sodium obtenu & partir d'un dextrane de
masse molaire moyenne en poids 5 kg/mol {(DP = 19, Pharmacosmos) selon le procédé
décrit dans la demande de brevet FR 07/02316 publiée sous le numéro FR2914305.
D'aprés le dosage acide/base, le degré de substitution en méthylcarboxylates de sodium
par unité saccharidique est de §,65.

[000434] D'aprés la RMN !'H: le degré de substitution en méthylcarboxylates
fonctionnalisés par le L-phénylalaninate de sodium par unité saccharidique est de 0,45.

AB4. Polysaccharide 4 : Dextraneméthylcarboxylate de sodium fonctionnalisé
par le L-phénylalaninate de sodium.

[000435] Le polysaccharide 4 est un dextraneméthyicarboxylate de sodium
fonctionnalisé par le L-phénylalaninate de sodium obtenu a partir d’'un dextrane de
masse molaire moyenne en poids 10 kg/mol (DP = 39, Pharmacosmos) selon le procédé
décrit dans la demande de brevet FR 07/02316 publiée sous le numéro FR2914305.
D‘apres le dosage acide/base, le degré de substitution en méthylcarboxylates de sodium
par unité saccharidique est de 1,01.

[000436] D'aprés la RMN'H: le degré de substitution en méthylcarboxylates
fonctionnalisés par le L-phénylalaninate de sodium par unité saccharidique est de 0,64.

AB5. Polysaccharide 5 : Dextraneméthyicarboxyiate de sodium fonctionnalisé
par le L-phénylalaninate de sodium.

[000437] Le  polysaccharide 5 est un dextraneméthylcarboxylate de sodium
fonctionnalisé par le L-phénylalaninate de sodium obtenu a partir d'un dextrane de
masse molaire moyenne en poids 5 kg/mol (DP = 19, Pharmacosmos) selon le procédé
décrit dans la demande de brevet FR 07/02316 publiée sous le numéro FR2914305.
D'aprés le dosage acide/base, le degré de substitution en méthylcarboxylates de sodium
par unité saccharidique est de 0,45.

[000438] D'aprés la RMN!H: le degré de substitution en méthylcarboxylates

fonctionnalisés par le L-phénylalaninate de sodium par unité saccharidigue est de 0,65.
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AC Composé polvanionigue

Composé polyanionique 1 : Maltotrioseméthylcarboxylate de sodium

[000439] A 8g (143 mmol de fonctions hydroxyles) de maltotriose (CarboSynth)
dissouts dans de l'eau a 65°C est ajouté 0,6 g (16 mmol) de borohydrure de sodium.
Aprés 30 min d’agitation, 28 g (238 mmol) de chioroacétate de sodium sont ajoutés. A
cette solution sont ensuite ajoutés goutte a goutte 24 mb de NaOH 10 N (240 mmol)
puis le mélange est chauffé a 65°C pendant 90 minutes. 16,6 g (143 mmol) de
chloroacétate de sodium sont ensuite ajoutés au milieu réactionnel ainsi que 14 mL de
NaOH 10 N (140 mmol) au goutte a goutte. Apres 1h de chauffage, le mélange est dilué
avec de l'eau, neutralisé avec de l‘acide acétique puis purifié par ultrafiltration sur
membrane PES de 1 kDa contre de {'eau. La concentration en composé de la solution
finale est déterminée par extrait sec, puis un dosage acide/base dans un mélange
eau/acétone 50/50 (V/V) est effectué pour déterminer le degré de substitution en
méthylcarboxylate de sodium.

[000440] D’apres l'extrait sec : [composé polyanionique 1] = 32,9 mg/g

[000441] D'aprés le dosage acide/base : le degré de substitution en méthylcarboxylates
de sodium par unité saccharidigue est de 1,65,

B Préparation des solutions

Bi. Solution d'insuline analogue rapide Novoiog® a 100 UI/mL.
[000442] Cette solution est une solution commerciale d'insuline aspart de Novo Nordisk

vendue sous le nom de Novolog®. Ce produit est une insuline aspart analogue rapide.

B2. Solution d’insuline analogue rapide Humalog® & 100 UI/mL.
[000443] Cette solution est une scolution commerciale d'insuline lispro d'Eli Lilly vendue

sous le nom de Humalog®. Ce produit est une insuline analogue rapide.

B3. Solution d’insuline humaine réguliére Actrapid® & 100 UI/mL.
[000444] Cette solution est une solution commerciale d'insuline humaine de Novo

Nordisk vendue sous le nom d’'Actrapid®. Ce produit est une insuline humaine réguliére.
B4. Solution d'insuline humaine réguliére Humulin® R & 100 UI/mi.

[000445] Cette solution est une solution commerciale d'insuline humaine d'Eli Lilly

vendue sous le nom de Humulin® R, Ce produit est une insuline humaine réguliére.
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B5. Préparation des solutions d’excipients

[000446] Les composés polyanioniques non polymeérigues sont sélectionnés par mesure
de leur constante de dissociation vis-a-vis des ions calcium et vis-a-vis de leur propriété
de ne pas déstabiliser {a forme hexamérique de l'insuline.

[000447] S’agissant de la constante de dissociation vis-a-vis des ions calcium, elle est
déterminée comme suit.

[000448] Des solutions contenant 2,5 mM de CaCi2, 150 mM de NaCl et des
concentrations croissantes de composé polyanionique (comprises entre § et 20 mM) sont
préparées. Le potentiel de toutes ces formulations est mesuré et les concentrations en
ions calcium libres dans les formulations déterminées. Aprés linéarisation par la méthode
de Scatchard, les constantes de dissociation sont établies. Ces données permettent de
comparer laffinité des carboxylates et des phosphates des différents composés
polyanioniques pour le Ca.

[000449] S’agissant de leur propriété de de ne pas déstabiliser la forme hexamérique
de l'insuline cette propriété est mesurée par dichroisme circulaire en comparaison de
I'insuline seule (sans composé anionique ni composé polyanionique), voir les protocoles
expérimentaux dans la partie expérimentale D.

Préparation d'une solution de citrate de sodium a 1,188 M.
[000450] Une solution de citrate de sodium est obienue en solubilisant 39,0811 g de
citrate de sodium (30,9 mmol) dans 25 mL d’eau dans une fiole jaugée. Le pH est ajusté

exactement a 7,4 par ajout de 1 mbL d’HCl 1 M. La solution est filtrée sur 0,22 ym.

Préparation d'une solution de m~crésol 130 mM.
[000451] Une solution de m-crésol est obtenue en solubilisant 14,114 g de m-crésol

(130 mmol) dans 986,4 mlL d’eau dans une fiole jaugée de 1 L.

Préparation d’'une solution de m-crésol et glycérine (96,6 mM m-crésol et 566
mM glycérine).

[000452] 73,3 g de la solution de m-crésol & 130 mM sont ajoutés a 5,26 g de glycérine
et ensuite dilués par ajout de 22,25 g d'eau. La solution obtenue de m-crésol et glycérine

est homogénéisée pendant 30 minutes puis filtrée sur une membrane 0,22 pm.

Préparation d'une solution de Tween 20 a 32,7 mM.

[000453] Une solution de Tween 20 est obtenue en solubilisant 2,0079 g de Tween 20
(1,636 mmol) dans 50 mL d'eau dans une fiole jaugee. La solution est filtrée sur une
membrane §,22 ym,
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B6. Préparation d'une solution d’insuline humaine a 500 UI/mL.

[000454] 15 g d'eau sont ajoutés a 563,6 mg d’insuline humaine, puis le pH est abaissé
a pH acide par ajout de 5,98 g d’'HCI 0,1 N. Apres solubilisation compléte de l'insuline a
pH acide, la solution est neutralisée 8 pH 7,2 par ajout de 8,3 mbL de NaOH 0,1 N. La
concentration est ensuite ajustée a 500 UI/mL par ajout de 0,76 g d'eau. La solution est

enfin filtrée sur une membrane 0,22 ym.

B7. Préparation d'une solution d’'insuline lispro &8 100 UI/mL en présence du
composé 1
[000455] Pour un volume final de 100 mL de formulation, avec un ratic massique
[composé 1]/[insuline lispro] de 2,0, les différents réactifs sont additionnés dans les
quantités spécifiées ci-dessous et dans l'ordre suivant :

Composeé 1 lyophilisé 730 mg

Solution commerciale Humalog® 100 Ul/mL 100 mL
[000456] Le pH final est ajusté & 7,4 £ 0,4,
[000457] La solution limpide est filtrée sur une membrane 0,22 ym et stockée a 4°C.
B8. Préparation d'une solution d’insuline lispro & 100 UI/mL en présence du
composé 1 et de citrate
[000458] Pour un volume final de 100 mlL de formulation, avec un ratic massique
[composé 11/[insuline lispro] de 2,0 et une concentration de 9,3 mM de citrate, les
différents réactifs sont additionnés dans les quantités spécifiées ci-dessous et dans

{'ordre suivant :

Composé 1 tyophilisé 730 mg
Solution commerciale Humalog® 100 Ul/mL 100 mL
Solution de citrate de sodium a 1,188 M 783 ulL

[000459] Pour le citrate, on peut utiliser, la forme acide ou {a forme basique sous forme
de sel de sodium, de sel de potassium ou d'un autre sel compatible avec une formulation
injectable.

[000460] Le pH final est ajusté a 7,4 + 0,4.

{000461] La solution limpide est filtrée sur une membrane (0,22 ym et stockée a 4°C.

BS. Préparation d'une solution d'insuline lispro a 100 UI/mL en présence du
composé 1 et du composé polyanionique 1

[000462] Pour un volume final de 100 mbL de formulation, avec un ratio massigue
[composé 1]1/[composé polyanionique 1]/[insuline lispro] de 2,0/2,0/1, les différents

réactifs sont additionnés dans les quantités spécifiées ci-dessous et dans 'ordre suivant :
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Composé 1 lyophilisé 730 mg
Composé polyanionique 1 lyophilisé 730 mg
Solution commerciale Humalog®100 UI/mL 100 mL

[000463] Le composé polyanionique 1 peut étre utilisé sous la forme acide ou la forme
basique sous forme de sel de sodium, de sel de potassium ou d'un autre sel compatible
avec une formulation injectable,

[000464] Le pH final est ajusté a 7,4 £ 0,4.

[000465] La solution limpide est filtrée sur une membrane 0,22 um et stockée a 4°C.

B10. Préparation d'une solution d’insuline lispro a 100 UI/mlL en présence du
composeé 1 et du composé polyanionique 1

[000466] Pour un volume final de 100 mL de formulation, avec un ratio massigue
[composé 1]1/[composé polyanionique 1]/[insuline lispro] de 2,0/5,5/1, les différents

réactifs sont additionnés dans les quantités spécifiées ci-dessous et dans "ordre suivant :

Composé 1 lyophilisé 730 mg
Composé polyanionique 1 lyophilisé 2000 mg
Solution commerciale Humalog® 100 Ul/mL 100 mL

[000467] Le composé polyanionique 1 peut étre utilisé sous la forme acide ou la forme
basique sous forme de sel de sodium, de sel de potassium ou d’un autre sel compatible
avec une formulation injectable.

[000468] Le pH final est ajusté 4 7,4 + 0,4.

[000469] La solution limpide est filtrée sur une membrane 0,22 um et stockée a 4°C.

Bii. Préparation d'une solution d’insuline lispro & 100 UI/mlL en présence du
composé 2 et de citrate

[000470] Pour un volume final de 100 mbL de formulation, avec un ratio massique
[composé 2}/[insuline lispro] de 2,0 et une concentration de 9,3 mM de citrate, les
différents réactifs sont additionnés dans les quantités spécifiees ci-dessous et dans
'ordre suivant :

Composé 2 lyophilisé 730 mg
Solution commerciale Humalog® 100 UI/mL 100 mL
Solution de citrate de sodium a 1,188 M 783 pyL

[000471] Pour le citrate, on peut utiliser, la forme acide ou la forme basique sous forme
de sel de sodium, de sel de potassium ou d’un autre sel compatible avec une formulation
injectable.

[000472] Le pH final est ajusté a 7,4 + 0,4.

[000473] La solution limpide est filtrée sur une membrane 0,22 ym et stockee a 4°C.

56



10

15

20

25

WO 2014/076423 PCT/FR2013/052736

Bi2. Préparation d'une solution d’'insuline lispro & 100 UI/mlL en présence du
composé 2 et du composé polyanionique 1

[000474] Pour un volume final de 100 mbL de formulation, avec un ratic massique
[composé 2}/[composé polyanionique 1]/{insuline lispro] de 2,0/2,0/1, les différents

réactifs sont additionnés dans les quantités spécifiées ci-dessous et dans |'ordre suivant :

Composé 2 lyophilisé 730 mg
Composé polyanionique 1 lyophilisé 730 mg
Solution commerciale Humalog®100 Ul/mL 100 mL

[000475] Le composé polyanionique 1 peut étre utilisé sous la forme acide ou la forme
basique sous forme de sel de sodium, de se! de potassium ou d’'un autre sel compatible
avec une formulation injectable.

[000476] Le pH final est ajusté 4 7,4 + 0,4.

[000477] La solution limpide est filtrée sur une membrane 0,22 pym et stockée a 4°C.

B13. Préparation d’'une solution d’insuline lispro & 100 UI/mlL en présence du
composé 2 et du composé polyanionique 1

[000478] Pour un volume final de 100 mkb de formulation, avec un ratioc massique
[composé 2]/[composé polyanionique 1]/[insuline lispro] de 2,0/5,5/1, les différents

réactifs sont additionnés dans les quantités spécifiées ci-dessous et dans ['ordre suivant :

Composé 2 lyophilisé 730 mg
Composé polyanionigue 1 lyophilisé 2000 mg
Solution commerciale Humalog® 100 UI/mL 100 mL

[000479] Le composé polyanionigue 1 peut étre utilisé sous la forme acide ou la forme
basique sous forme de sel de sodium, de sel de potassium ou d'un autre sel compatible
avec une formulation injectable.

[000480] Le pH final est ajusté a 7,4 £+ 0,4.

[000481] La solution limpide est filtrée sur une membrane 0,22 um et stockée a 4°C.

Bi4. Préparation d'une solution d’insuline lispro a8 100 UI/mL en présence du
composeé i.
[000482] Pour un volume final de 100 mL de formulation, avec un ratio massique
[composé 1)/{insuline lispro] de 4, les différents réactifs sont additionnés dans les
guantiteés specifiées :

Composé 1 sous forme lyophilisée 1460 mg

Solution commerciale Humalog® 100 Ul/mL 100 mL
[000483] Le pH final est ajusté a 7,4 = 0,4. La solution limpide est filtrée sur une
membrane 0,22 uym et stockée a 4°C.
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B15. Préparation d'une solution d’insuline lispro 3 100 UI/mL en présence du
composeé 2.
[000484] Pour un volume final de 100 mlL de formulation, avec un ratic massique
[composé 2]/[insuline lispro] de 4, les différents reéactifs sont additionnés dans les
quantités spécifiées :

Composé 2 sous forme lyophilisée 1460 mg

Solution commerciale Humalog® 100 Ul/mL 100 mL
[000485] Le pH final est ajusté a 7,4 *+ 0,4. La solution limpide est filtrée sur une
membrane (0,22 um et stockeée a 4°C.

B16. Préparation d'une solution d’insuline analogue lispro a8 100 UI/mL en
présence du composé 1 et de tartrate de sodium.

[000486] Pour un volume final de 100 mlL de formulation, avec un ratio massique
[composé 1]/[insuline lispro] de 2,0 et une concentration de 80 mM de tartrate de

sodium, les différents réactifs sont additionnés dans les quantités spécifiées ci-dessous :

Composé 1 sous forme lyophilisée 730 mg
Solution commerciale Humalog® 100 UI/mL 100 mL
Tartrate de sodium 1,552 g

[000487] Pour le tartrate, on peut utiliser, la forme acide ou la forme basique sous
forme de sel de sodium, de sel de potassium ou d’'un autre sel compatible avec une
formulation injectable.

[000488] Le pH final est ajusté a 7,4 = 0,4.

[000489] La solution limpide est filtrée sur une membrane 0,22 ym et stockée a 4°C.

B17. Préparation d'une solution d'insuline lispro & 100 UI/mL en présence du
composé 1 et de composé polyanionique 1.

[000490] Pour un volume final de 100 mL de formulation, avec un ratio massigue
[composé 1]/[composé polyanionigue 1]/[insuline lispro] de 2/4/1, les différents réactifs

sont additionnés dans les quantités spécifiées ci-dessous

Composé 1 sous forme lyophilisée 730 mg
Composé polyanionique 1 sous forme lyophilisée 1460 mg
Solution commerciale Humalog® 100 UI/mL 100 mbL

[000491] Le composé polyanionique 1 peut étre utilisé sous la forme acide ou la forme
basique sous forme de sel de sodium, de sel de potassium ou d’'un autre sel compatible
avec une formulation injectable.

[000492] Le pH final est ajusté a 7,4 * 0,4. La solution limpide est filtrée sur une
membrane 0,22 pm et stockée a 4°C.
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B18. Préparation d'une scolution d’insuline lispro & 100 UI/ml en présence du
composé 1 et de triphosphate de sodium.
[000493] Pour un volume final de 100 mL de formulation les différents réactifs sont

additionnés dans les quantités spécifiées ci-dessous :

Composé 1 sous forme lyophilisée 730 mg
Triphosphate de sodium 184 mg
Solution commerciale Humalog® 100 Ul/mL 100 mL

[000494] Pour le triphosphate, on peut utiliser, la forme acide ou la forme basique sous
forme de sel de sodium, de sel de potassium ou d’un autre sel compatible avec une
formulation injectable.

[000495] Le pH final est ajusté & 7,4 = 0,4. La solution limpide est filtrée sur une
membrane 0,22 um et stockée a 4°C.

B19. Préparation d'une solution d'insuline analogue lispro & 100 UI/mL en
présence de composé 2 et de tartrate de sodium.

[000496] Pour un volume final de 100 mb de formulation, avec un ratio massigue
[composé 2]/[insuline lispro] de 2,0 et une concentration de 80 mM de tartrate de

sodium, les différents réactifs sont additionnés dans les quantités spécifiées ci-dessous :

Composé 2 sous forme lyophilisée 730 mg
Solution commerciale Humalog® 100 UI/mL 100 mL
Tartrate de sodium 1,552 g

[000497] Pour le tartrate, on peut utiliser, la forme acide ou la forme basique sous
forme de sel de sodium, de sel de potassium ou d'un autre sel compatible avec une
formulation injectable.

[000498] Le pH final est ajusté a 7,4 * 0,4. La solution limpide est filtrée sur une
membrane 0,22 pm et stockée a 4°C.

B20. Préparation d'une solution d’insuline lispro & 100 UI/mL en présence du
composé 2 et de composé polyanioniqgue 1.

{0004938] Pour un volume final de 100 mL de formulation, avec un ratioc massigue
[composé 2]/[composé polyanionique 1]/[insuline lispro] de 2/4/1, les différents réactifs
sont additionnés dans les guantités spécifiées ci-dessous :

Composé 2 sous forme lyophilisée 730 mg
Composé polyanionique 1 sous forme lyophilisée 1460 mg
Sojution commerciale Humalog® 100 Ul/mL 100 miL

[000500] Le composé polyanionique 1 peut étre utilisé sous la forme acide ou la forme
basique sous forme de sel de sodium, de sel de potassium ou d'un autre sel compatible
avec une formulation injectable.
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[000501] Le pH final est ajusté & 7,4 £ 0,4. La solution limpide est filtrée sur une
membrane 0,22 ym et stockée a 4°C.

B21. Préparation d’une solution d’insuline lispro & 100 UI/mL en présence du
composé 2 et de triphosphate de sodium.
[000502] Pour un volume final de 100 mlL de formulation les difféerents réactifs sont

additionnés dans les quantités spécifiées ci-dessous :

Composé 2 sous forme lyophilisée 730 mg
Triphosphate de sodium 184 mg
Solution commerciale Humalog® 100 UI/mL 100 mL

[000503] Pour le triphosphate, on peut utiliser, la forme acide ou la forme basique sous
forme de sel de sodium, de sel de potassium ou d'un autre sel compatible avec une
formulation injectable,.

[000504] Le pH final est ajusté a 7,4 + 0,4. La solution limpide est filtrée sur une
membrane 0,22 ym et stockeée a 4°C.

B22. Préparation d'une solution d’'insuline analogue {insuline lispro) a 200
UI/mi.

[000505] La formulation commerciale d'insuline lispro {(Humalog®) a été concentrée en
utilisant des tubes de centrifugation AMICON Ultra-15 avec une coupure 38 3 kDa. Les
tubes amicon ont tout d'abord été rincés avec 12 mbL d'eau déionisée. 12 mL de la
formulation commerciale ont été centrifugés pendant 35 minutes a 4000 g a 20°C. Le
volume du rétentat a été mesuré et la concentration ainsi estimée. Tous les rétentats ont
été mis en commun et la concentration globale a été estimée (> 200 UI/mL).

[000506] La concentration de cette solution d’insuline lispro concentrée a été ajustée a
200 UI/mL par addition de la formulation commerciale d’insuline lispro (Humalog®). La
formulation d’insuline lispro concentrée présente les mémes concentrations en excipients
(m-crésol, glycérine, phosphate) que la formulation commerciale 8 100 Ul/mL.

[000507] Le pH final est ajusté a 7,4 £ 0,4. La solution limpide est filtrée sur une
membrane 0,22 um et stockée & 4°C.

B23. Préparation d'une solution d’insuline lispro a 200 UI/mL en présence du
composé 1 et de citrate.

[000508] Pour un volume final de 100 mb de formulation avec un ratic massique
[composé 1]/[insuline lispro] de 2, les différents réactifs sont mélangés en guantités
précisées ci-dessous

Insuline lispro a 200 UI/mL 100 mL
Lvophilisat de composé 1 1460 mg
Solution de citrate de sodium & 1,188 M 1566 yb
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[000509] Le pH final est ajusté & 7,4 * 0,4.La solution limpide est filtrée sur une
membrane 0,22 um et stockée a 4°C.

B24. Préparation d'une solution d'insuline lispro & 200 UI/ml en présence du
composé 1 et de composé polyanionigue 1.

[000510] Pour un volume final de 100 mL de formulation avec un ratio massique
[composé 1]/[composé polyanionique 1]/[insuline lispro] de 2/2/1, les différents réactifs

sont meélangés en guantités précisées ci-dessous.

Insuline lispro & 200 UI/mL 100 mL
Lyophilisat de composé 1 1460 mg
Lyophilisat de composé polyanionique 1 1460 mg

[000511] Le composé polyanionique 1 peut étre utilisé sous |a forme acide ou la forme
basique sous forme de sel de sodium, de sel de potassium ou d'un autre sel compatible
avec une formulation injectable,

[000512] Le pH final est ajusté a 7,4 + 0,4. La solution limpide est filtrée sur une
membrane 0,22 um et stockée a 4°C.

B25. Préparation d'une solution d’insuline lispro & 200 UI/mL en présence du
composé 1 et du composé polyanionique 1.

[000513] Pour un volume final de 100 mlL de formulation avec un ratic massigue
[composé 1]/[composé polyanionique 13/[insuline lispro] de 2/4/1, les différents réactifs

sont mélangés en quantités précisées ci-dessous.

Insuline lispro & 200 Ul/mL 100 mL
Lyophilisat de composé 1 1460 mg
Lyophilisat de composé polyanionique 1 2820 mg

[000514] Le composé polyanionigue 1 peut étre utilisé sous la forme acide ou {a forme
basigue sous forme de sel de sodium, de sel de potassium ou d'un autre sel compatible
avec une formulation injectable.

[000515] Le pH final est ajusté & 7,4 * 0,4. La solution limpide est filtrée sur une
membrane 0,22 ym et stockée a 4°C.

B26. Préparation d'une solution d'insuline lispro & 200 UI/mL en présence du
composé 2 et du composé polyanionique 1.

[000518] Pour un volume final de 100 mbl de formulation avec un ratic massique
[composé 2]/[composé polyanionique 11/[insuline lispro] de 2/4/1, les différents réactifs

sont melangés en guantités precisées ci-dessous.

Insuline lispro & 200 UI/mL 100 mL
Lyophilisat de composé 2 1460 mg
Lyophilisat de composé polyanionique 1 2820 mg

61



10

15

25

30

35

WO 2014/076423 PCT/FR2013/052736

[000517] Le composé polyanionique 1 peut étre utilisé sous la forme acide ou la forme
basique sous forme de sel de sodium, de sel de potassium ou d'un autre sel compatible
avec une formulation injectable.

[000518] Le pH final est ajusté & 7,4 + 0,4. La solution limpide est filtrée sur une

membrane 0,22 ym et stockée 3 4°C.

B27. Préparation d'une solution d'insuline humaine 3 100 UI/mL en présence du
composé 1 et de tartrate.

[000519] Pour un volume final de 100 mL de formulation avec un ratio massique
[composé 11/[insuline humaine] de 2 et 80 mM de tartrate, les différents réactifs sont

melangés en quantités précisées ci-dessous :

Insuline humaine a 500 Ul/mL 20 mL
Solution de composé 1 a 36,01 mg/mL 20,27 mL
Solution 96,6 mM m-crésol/566 mM glycérine 30 mL
Eau 28,95 mL
Tartrate de sodium 1,5582¢

[000520] Pour le tartrate, on peut utiliser, la forme acide ou la forme basigue sous
forme de sel de sodium, de sel de potassium ou d'un autre sel compatible avec une
formulation injectable,

[000521] Le pH final est de 7,4 £ 0,4. Cette solution limpide est filtrée sur une

membrane 0,22 ym puis est placée a +4°C.

B28. Préparation d’une solution d’insuline humaine 3 100 UI/mL en présence du
composé 1 et de triphosphate.
[000522] Pour un volume final de 100 mi de formulation les différents réactifs sont

mélangés en quantités précisées ci-dessous :

Insuline humaine a 500 UI/mL 20 mL
Solution de composé 1 a 36,01 mg/mL 20,27 mL
Solution 96,6 mM m-crésol/566 mM glycérine 30 mL
Eau 28,85 mlL
Triphosphate de sodium 184 mg

[000523] Pour le triphosphate, on peut utiliser, la forme acide cou la forme basique sous
forme de sei de sodium, de sel de potassium ou d'un autre sel compatible avec une
formulation injectable,

[000524] Le pH final est de 7,4 + 0,4. Cette solution limpide est filtrée sur une

membrane 0,22 um puis est placée a +4°C.
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B29. Préparation d'une solution d’insuline humaine 3 100 UI/mL en présence du
composé 2 et de tartrate.

[000525] Pour un volume final de 100 mbL de formulation avec un ratico massique
[composé 2])/[insuline humaine] de 2 et 80 mM de tartrate, les différents réactifs sont

mélangés en quantités précisées ci-dessous :

Insuline humaine & 500 UI/mL 20 mbL
Solution de composé 2 a 36,01 mg/mL 20,27 mL
Solution 96,6 mM m-crésol/566 mM glycérine 30 mL
Eau 28,95 mL
Tartrate de sodium 1,552 g

[000526] Pour le tartrate, on peut utiliser, la forme acide ou la forme basique sous
forme de sel de sodium, de sel de potassium ou d’un autre sel compatible avec une
formulation injectable.

{000527] Le pH final estde 7,4 £ 0,4.

[000528] Cette solution limpide est filtrée sur une membrane 0,22 ym puis est placée a
+4°C,

B30. Préparation d'une solution d’'insuline humaine & 100 UI/mL en présence du
composé 2 et de triphosphate.
[000529] Pour un volume final de 100 mL de formulation les différents réactifs sont

mélangés en quantités précisées ci-dessous :

Insuline humaine a 500 UI/mL 20 mbL
Solution de composé 2 & 36,01 mg/mL 20,27 mL
Solution 96,6 mM m-crésol/566 mM glycérine 30 mbL
Eau 28,95 mL
Triphosphate de sodium 184 mg

{000530] Pour le triphosphate, on peut utiliser, la forme acide ou la forme basique sous
forme de sel de sodium, de sel de potassium ou d'un autre sel compatible avec une
formulation injectable.

[000531] Le pH final est de 7,4 *+ 0,4. Cette solution limpide est filtrée sur une

membrane 0,22 ym puis est placée a +4°C.

B31. Préparation d'une solution d'insuline humaine & 200 UI/mL.

[000532] La formulation commerciale d'insuline humaine (Humulin® R) a été concentrée
en utilisant des tubes de centrifugation AMICON Ultra-15 avec une coupure a 3 kDa. Les
tubes amicon ont tout d'abord été rincés avec 12 mb d'eau déionisée. 12 mlL de la
formulation commerciale ont été centrifugés pendant 35 minutes a 4000 g & 20°C. Le
volume du rétentat a été mesuré et la concentration ainsi estimée. Tous les rétentats ont

été mis en commun et la concentration globale a été estimée (> 200 UI/mL).
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[000533] La concentration de cette solution d'insuline humaine concentrée a été ajustée
& 200 Ul/mL par addition de la formulation commerciale d'insuline humaine (Humulin®
R). La formulation d'insuline humaine concentrée présente les mémes concentrations en
excipients (m-crésol, glycérine) que la formulation commerciale 2 100 UI/mL.

[000534] Le pH final est ajusté & 7,4 + 0,4. La solution limpide est filtrée sur une
membrane 0,22 ym et stockée a 4°C,

B32. Préparation d'une solution d’'insuline humaine 3 200 UI/mL en présence du
composé 1 et de citrate.
[000535] Pour un volume final de 100 mL de formulation avec un ratic massique
[composé 1]/[insuline humaine] de 2, les différents réactifs sont mélangés en quantités
précisées ci-dessous :

Insuline humaine a 200 UI/mL 100 mL

Lyophilisat du composé 1 1460 mg

Solution de citrate de sodium a 1.188 M 1566 uL
[000536] Le pH final est ajusté & 7,4 + 0,4. La solution limpide est filtrée sur une
membrane 0,22 ym et stockée & 4°C,

B33. Préparation d'une solution d'insuline humaine 3 200 UI/mL en présence du
composé 1 et du composé polyanionique 1.

[000537] Pour un volume final de 100 mbL de formulation avec un ratioc massigue
[composé 1]/[composé polyanionique 1]/[insuline humaine] de 2/2/1, les différents

réactifs sont mélangés en quantités précisées ci-dessous

Insuline humaine 3 200 Ul/mL 100 mL
Lyophilisat du composé 1 1460 mg
Lyophilisat du composé polyanionigue 1 1460 mg

[600538] Le pH final est ajusté a 7,4 + 0,4. La solution limpide est filirée sur une
membrane 0,22 uym et stockée a 4°C.

B34. Préparation d'une solution d’insuline humaine a 200 UI/mlL en présence du
composé 1 et du composé polyanionique 1.

[000539] Pour un volume final de 100 mlL de formulation avec un ratio massigue
[composé 1]/[composé polyanionique 1}/[insuline humaine]l de 2/4/1, les différents

réactifs sont meélangés en quantités précisées ci-dessous

Insuline humaine & 200 Ul/mL 100 mL
Lyophilisat du composé 1 1460 mg
Lyophilisat du composé polyanionique 1 2920 mg
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[000540] Le composé polyanionique 1 peut &tre utilisé sous la forme acide ou la forme
basique sous forme de sel de sodium, de sel de potassium ou d'un autre sel compatible
avec une formulation injectable.

[000541] Le pH final est ajusté & 7,4 * 0,4. La solution limpide est filtrée sur une
membrane 0,22 um et stockée a 4°C.

B35, Préparation d’une solution d’insuline humaine & 200 UI/mL en présence du
composé 2 et de citrate.
[000542] Pour un volume final de 100 mbL de formulation avec un ratioc massigue
[composé 2]/[insuline humaine] de 2, les différents réactifs sont mélangés en quantités
précisées ci-dessous

Insuline humaine & 200 Ul/mL 100 mL

Lyophilisat du composé 2 1460 mg

Solution de citrate de sodium & 1,188 M 1566 yL
[000543] Le pH final est ajusté a 7,4 = 0,4. La solution limpide est filtrée sur une
membrane 0,22 um et stockée a 4°C.

B36. Préparation d'une solution d'insuline humaine & 200 UI/mL en présence du
composé 2 et du composé polyanionique 1.

[000544] Pour un volume final de 100 mbL de formulation avec un ratioc massigue
[composé 2]/[composé polyanionique 1]/[insuline humaine] de 2/2/1, les différents

réactifs sont mélangés en quantités précisées ci-dessous

Insuline humaine a 200 UI/mL 100 mL
Lyophilisat du compose 2 1460 mg
Lyophilisat du composé polyanionique 1 1460 mg

[000545] fe composé polyanionigue 1 peut étre utilisé sous la forme acide ou la forme
basique sous forme de sel de sodium, de sel de potassium ou d'un autre sel compatible
avec une formulation injectable.

[000546] Le pH final est ajusté a 7,4 + (0,4. La solution limpide est filtrée sur une

membrane 0,22 um et stockée a 4°C.

B37. Préparation d’une solution d'insuline humaine 3 200 UI/mL en présence du
composé 2 et du composé polyanionique 1.
[000547] Pour un volume final de 100 mlL de formulation avec un ratio massique
[compose 2]/[composé polyanionigue 1]/[insuline humaine] de 2/4/1, les différents
réactifs sont mélangés en quantités précisées ci-dessous

Insuline humaine & 200 UI/mL 100 mL

Lyophilisat du composé 2 1460 mg
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Lyophilisat du composé polyanionique 1 2820 mg
[000548] Le composé polyanionique 1 peut étre utilisé sous la forme acide ou la forme
basique sous forme de sel de sodium, de sel de potassium ou d'un autre sel compatible
avec une formulation injectable.
[000549] Le pH final est ajusté a 7,4 £ 0,4. La solution limpide est filtrée sur une

membrane 0,22 um et stockée a 4°C.

B38. Préparation d’'une solution d'insuline humaine & 100 UI/mL en présence de
composé 2 et de citrate.

[000550] Pour un volume final de 100 mlL de formulation avec un ratio massique
[composé 2]/[insuline humaine] de 2 et 9,3 mM de citrate, les différents réactifs sont

mélangés en quantités précisées ci-dessous :

Insuline humaine & 500 UI/mL 20 mL
Solution du composé 2 a 36,01 mg/mL 20,27 mL
Solution 96,6 mM m-crésol/566 mM glycérine 30 mL
Eau 28,95 mL
Solution de citrate de sodium & 1,188 M 783 ul

[000551] Pour le citrate, on peut utiliser, Ia forme acide ou la forme basique sous forme
de sel de sodium, de sel de potassium ou d’un autre sel compatible avec une formulation
injectable.

[000552] Le pH final est de 7,4 * 0,4. Cette solution limpide est filtrée sur une

membrane 0,22 ym puis est placée a +4°C.

£39. Préparation d'une solution d’insuline humaine 3 100 UI/mL en présence du
composé 1 et de citrate,

[000553] Pour un volume final de 100 mbL de formulation avec un ratio massique
[composé 1]/[insuline humaine] de 2 et 9,3 mM de citrate, les différents réactifs sont

mélangés en quantités précisées ci-dessous :

Insuline humaine & 500 Ul/mL 20 mL
Solution de composé 1 & 36,01 mg/mL 27 mL
Solution 96,6 mM m-crésol/566 mM glycérine 30 mL
Eau 28,95 mL
Solution de citrate de sodium a 1,188 M 783 uL

[000554] Pour le citrate, on peut utiliser, la forme acide ou la forme basique sous forme
de sel de sodium, de sel de potassium ou d’un autre sel compatible avec une formulation
injectable.

[000555] le pH final est de 7,4 = 0,4. Cette solution limpide est filtrée sur une
membrane 0,22 ym puis est placée a +4°C,
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B40. Préparation d'une solution d’insuline aspart & 100 UI/mL en présence du
composé 1 et de citrate |

[000556] Pour un volume final de 100 mbL de formulation, avec un ratic massique
[composé 1]/[insuline aspart] de 2,0 et une concentration de 9,3 mM de citrate, les
différents réactifs sont additionnés dans les quantités spécifiées ci-dessous et dans
'ordre suivant :

Composé 1 lyophilisé 730 mg
Solution commerciale Novolog® 100 UI/mL 100 mi
Solution de citrate de sodium a 1,188 M 783 ul

[000557] Pour le citrate, on peut utiliser, la forme acide ou la forme basigue sous forme
de sel de sodium, de sel de potassium ou d’un autre sel compatible avec une formulation
injectable.

[000558] Le pH final est ajusté a 7,4 + 0,4,

[000559] La solution limpide est filtrée sur une membrane 0,22 pm et stockée a 4°C.

B41. Solution d’'insuline analogue rapide Apidra® 3 100 UI/mL.
f000133] Cette solution est une solution commerciale d'insuline glulisine de Sanofi-

Aventis vendue sous le nom d'Apidra®. Ce produit est une insuline analogue rapide.

B42. Préparation d'une sclution d'insuline glulisine 3 100 UI/mL en présence du
composé 1 et de citrate

[000560] Pour un volume final de 100 mbL de formulation, avec un ratic massique
[composé 1])/[insuline glulisine] de 2,0 et une concentration de 9,3 mM de citrate, les
différents réactifs sont additionnés dans les quantités spécifiées ci-dessous et dans
Fordre suivant :

Composé 1 lyophilisé 730 mg
Solution commerciale d’Apidra® 100 Ul/mL 100 mlL
Solution de citrate de sodium a 1,188 M 783 pb

[000561] Pour le citrate, on peut utiliser, la forme acide ou la forme basigue sous forme
de sel de sodium, de sel de potassium ou d’un autre sel compatible avec une formulation
injectable.

[000562] Le pH final est ajusté a 7,4 £+ 0,4.

[000563] La solution limpide est filtrée sur une membrane 0,22 ym et stockée a 4°C.

B43. Préparation d’une solution d’insuline aspart &8 100 UI/mL en présence du
compose 2 et de citrate
[000564] Pour un volume final de 100 mlL de formulation, avec un ratio

massique [composé 2]1/[insuline aspart] de 2,0 et une concentration de
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9,3 mM de citrate, les différents réactifs sont additionnés dans les quantités

spécifiées ci-dessous et dans l'ordre suivant :

Composé 2 lyophilisé 730 myg
Solution commerciale Novolog® 100 Ul/mL 100 mL
Solution de citrate de sodium a 1,188 M 783 ul

[000565] Pour le citrate, on peut utiliser, la forme acide ou la forme basique sous forme
de sel de sodium, de sel de potassium ou d'un autre sel compatible avec une formulation
injectable.

[000566] Le pH final est ajusté a 7,4 £ 0,4.

[000567] La solution limpide est filirée sur une membrane 0,22 ym et stockée a 4°C.

B44. Préparation d'une solution d'insuline glulisine & 100 UI/ml en présence du
composé 2 et de citrate

[000568] Pour un volume final de 100 mlL de formulation, avec un ratic massique
[composé 2]/[insuline glulisine] de 2,0 et une concentration de 9,3 mM de citrate, les
difféerents réactifs sont additionnés dans les quantités spécifiees ci-dessous et dans

Vordre suivant :

Composé 2 lyophilisé 730 mg
Solution commerciale d’Apidra® 100 UI/mL 100 mL
Solution de citrate de sodium a 1,188 M 783 pb

[000569] Pour le citrate, on peut utiliser, la forme acide ou la forme basique sous forme
de sel de sodium, de sel de potassium ou d'un autre sel compatible avec une formulation
injectable.

[000570] Le pH final est ajusté a2 7,4 = 0,4.

[000571] La solution limpide est filtrée sur une membrane 0,22 ym et stockée a 4°C.

B45. Préparation d'une solution d’insuline lispro a 100 UI/mL en présence du
composé 5 et de citrate

[000572] Pour un volume final de 100 mL de formulation, avec un ratic massique
[composé 5]/[insuline lispro] de 2,0 et une concentration de 9,3 mM de citrate, les
différents réactifs sont additionnés dans les quantités spécifiées ci-dessous et dans

Vordre suivant :

Composé 5 lvophilisé 730 mg
Solution commerciale Humalog® 100 UI/mL 100 mL
Solution de citrate de sodium a 1,188 M 783 ul

[000573] Pour le citrate, on peut utiliser, la forme acide ou la forme basique sous forme
de sel de sodium, de sel de potassium ou d’un autre sel compatible avec une formulation
injectable.

[000574] Le pH final est ajusté a 7,4 + 0,4.
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[000575] La solution limpide est filtrée sur une membrane 0,22 um et stockée & 4°C.

B46. Préparation d’une solution d’insuline lispro a8 100 UI/mL en présence du
composé 6 et de citrate

[000576] Pour un volume final de 100 mbL de formulation, avec un ratio massigue
[compose 6]/[insuline lispro] de 2,0 et une concentration de 9,3 mM de citrate, les
différents réactifs sont additionnés dans les quantités spécifiées ci-dessous et dans

'ordre suivant

Composé 8 lyophilisé 730 mg
Solution commerciale Humalog® 100 UI/mL 100 mL
Solution de citrate de sodium a 1,188 M 783 ul

[000577] Pour le citrate, on peut utiliser, la forme acide ou la forme basique sous forme
de sel de sodium, de sel de potassium ou d'un autre sel compatible avec une formulation
injectable.

[000578] Le pH final est ajusté & 7,4 + 0,4.

[000579] La solution limpide est filtrée sur une membrane 0,22 ym et stockée a 4°C.

B47. Préparation d'une scolution d’insuline lispro &@ 100 UI/mlL en présence du
composé 7 et de citrate

[000580] Pour un volume final de 100 mL de formulation, avec un ratio massique
f[composé 7]/[insuline lispro] de 2,0 et une concentration de 9,3 mM de citrate, les
différents réactifs sont additionnés dans les quantités specifiées ci-dessous et dans

Vordre suivant :

Composé 7 lyophilisé 730 mg
Solution commerciale Humalog® 100 UI/mL 100 mL
Solution de citrate de sodium a 1,188 M 783 uL

[0005811 Pour le citrate, on peut utiliser, la forme acide ou la forme basigue sous forme
de sel de sodium, de sel de potassium ou d’un autre sel compatible avec une formulation
injectable.

[000582] Le pH final est ajusté & 7,4 £+ 0,4.

[000583] La solution limpide est filtrée sur une membrane 0,22 um et stockée a 4°C,

B48. Préparation d'une solution d’insuline lispro a 100 UI/mL en présence du
composé 8 et de citrate

[000584] Pour un volume final de 100 mL de formulation, avec un ratio massique
[composé 8]/[insuline lispro] de 2,0 et une concentration de 9,3 mM de citrate, les
différents réactifs sont additionnés dans les quantités spécifiées ci-dessous et dans
Vordre suivant :

Composé 8 lyophilisé 730 mg
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Solution commerciale Humalog® 100 UI/mL 100 mL

Solution de citrate de sodium a 1,188 M 783 L
[000585] Pour le citrate, on peut utiliser, la forme acide ou la forme basique sous forme
de sel de sodium, de sel de potassium ou d'un autre sel compatible avec une formulation
injectable.
[000586] Le pH final est ajusté & 7,4 + 0,4.
[000587] La solution limpide est filtrée sur une membrane 0,22 ym et stockée a 4°C.

B49. Préparation d’'une solution d’insuline lispro a 100 UI/mlL en présence du
composé 9 et de citrate

[O00588] Pour un volume final de 100 mL de formulation, avec un ratio massique
[composé 9])/[insuline lispro] de 2,0 et une concentration de 9,3 mM de citrate, les
différents réactifs sont additionnés dans les quantités spécifiées ci-dessous et dans
'ordre suivant :

Composé 9 lyophilisé 730 mg
Solution commerciale Humaiog® 100 Ul/mL 100 mL
Solution de citrate de sodium a 1,188 M 783 ul

[000589] Pour le citrate, on peut utiliser, la forme acide ou la forme basique sous forme
de sel de sodium, de sel de potassium ou d'un autre sel compatible avec une formulation
injectable.

[000590] Le pH final est ajusté & 7,4 % 0,4.

B50. Préparation d’une solution d’insuline humaine 3 100 UI/mL en présence du
composé 5 et de citrate

[000591] Pour un volume final de 100 mL de formulation, avec un ratic massique
[composé 5]/[insuline humaine] de 2,0 et une concentration de 9,3 mM de citrate, les
différents réactifs sont additionnés dans les quantités spécifiées ci-dessous et dans

'ordre suivant :

Composé 5 lyophilisé 730 mg
Solution commerciale Humulin® R 100 Ul/mL 100 mL
Solution de citrate de sodium & 1,188 M 783 uk

[000592] Pour le citrate, on peut utiliser, la forme acide ou la forme basigue sous forme
de sel de sodium, de sel de potassium ou d'un autre sel compatible avec une formulation
injectable.

[000593] Le pH final est ajusté a 7,4 + 0,4.

[000594]1 La solution limpide est filtrée sur une membrane 0,22 um et stockee a 4°C.
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B51. Préparation d’une solution d’'insuline humaine 3 100 UI/mi en présence du
composé 6 et de citrate

[000595] Pour un volume final de 100 mL de formulation, avec un ratic massigue
[comnposé 6]/[insuline humaine] de 2,0 et une concentration de 9,3 mM de citrate, les
différents réactifs sont additionnés dans les quantités spécifiées ci-dessous et dans

Vordre suivant :

Composé 6 lyophilisé 730 mg
Solution commerciale Humulin® R 100 UI/mL 100 mL
Solution de citrate de sodium a 1,188 M 783 ul

[000596] Pour le citrate, on peut utiliser, la forme acide ou {a forme basique sous forme
de sel de sodium, de sel de potassium ou d’un autre sel compatible avec une formulation
injectable.

[000597] Le pH final est ajusté & 7,4 + 0,4.

[000598] La solution limpide est filtrée sur une membrane 0,22 pm et stockée & 4°C,

B52. Préparation d'une solution d'insuline humaine & 100 UI/mlL en présence du
composeé 7 et de citrate

[000599] Pour un volume final de 100 mL de formulation, avec un ratio massique
f[composé 7)/[insuline humaine] de 2,0 et une concentration de 9,3 mM de citrate, les
différents réactifs sont additionnés dans les quantités spécifiées ci-dessous et dans
Vordre suivant :

Compose 7 lyophilisé 730 mg
Solution commerciale Humulin® R 100 UI/mL 100 mL
Solution de citrate de sodium 3 1,188 M 783 uL

[000600] Pour le citrate, on peut utiliser, la forme acide ou la forme basigue sous forme
de sel de sodium, de sel de potassium ou d’un autre sel compatible avec une formulation
injectable.

[000601] Le pH final est ajusté a3 7,4 £+ 0,4.

[000602] La solution limpide est filtrée sur une membrane 0,22 um et stockée a 4°C.

B53. Préparation d’'une solution d'insuline humaine & 100 UI/mL en présence du
composé B et de citrate

[000603] Pour un volume final de 100 mL de formulation, avec un ratio massique
[composé 81/[insuline humaine] de 2,0 et une concentration de 9,3 mM de citrate, les
différents réactifs sont additionnés dans les quantités spécifiées ci-dessous et dans
'ordre suivant :

Composé 8 lyophilisé 730 mg
Solution commerciale Humulin® R 100 UI/mL 100 mL
Solution de citrate de sodium a 1,188 M 783 ul.
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[000604] Pour le citrate, on peut utiliser, la forme acide ou la forme basigue sous forme
de sel de sodium, de sel de potassium ou d'un autre sel compatible avec une formulation
injectable.

[000605] Le pH final est ajusté a 7,4 £ 0,4.

[000606] La solution limpide est filtrée sur une membrane 0,22 uym et stockée & 4°C,

B54. Préparation d'une solution d'insuline humaine & 100 UI/mL en présence du
composé 9 et de citrate

[000607] Pour un volume final de 100 mL de formulation, avec un ratio massique
[composé 9]/[insuline humaine] de 2,0 et une concentration de 9,3 mM de citrate, les
différents réactifs sont additionnés dans les quantités spécifiées ci-dessous et dans

'ordre suivant :

Composé 9 lyophilisé 730 mg
Solution commerciale Humulin® R 100 UI/mL 100 mL
Solution de citrate de sodium a 1,188 M 783 L

[000608] Pour le citrate, on peut utiliser, la forme acide ou la forme basique sous forme
de sel de sodium, de sel de potassium ou d’'un autre sel compatible avec une formulation
injectable.

{000609] Le pH final est ajusté & 7,4 + 0,4.

[000610] La solution limpide est filtrée sur une membrane 0,22 ym et stockée a 4°C.

B55. Préparation d'une solution d'insuline humaine & 100 UI/mL en présence du
composé 2
[000611] Pour un volume final de 100 mbL de formulation, avec un ratio massique
[composé 2]/[insuline humaine] de 2,0, les différents réactifs sont additionnés dans les
guantités spécifiées ci-dessous et dans l'ordre suivant :

Composé 2 lyophilisé 730 mg

Solution commerciale Humulin® R 100 Ul/mL 100 mL
[000612] Le pH final est ajusté & 7,4 + 0,4.

[000613] La solution limpide est filtrée sur une membrane 0,22 pm et stockée & 4°C.

B56. Préparation d'une solution d'insuline humaine 3 100 UI/mL en présence du
composé 7
[000614] Pour un volume final de 100 mL de formulation, avec un ratic massique
[composé 7]/[insuline humaine] de 2,0, les différents réactifs sont additionnés dans les
guantités spécifidées ci-dessous et dans l'ordre suivant :

Composeé 7 lyophilisé 730 mg

Solution commerciale Humulin® R 100 Ul/mL 100 mL
[000615] Le pH final est ajusté a 7,4 + 0,4.
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[000616] La solution limpide est filtrée sur une membrane 0,22 um et stockée & 4°C,

Y

B57. Préparation d’'une solution d'insuline lispro & 100 UI/mlL en présence du
composé 10 et de citrate

[000617] Pour un volume final de 100 mL de formulation, avec un ratio massique
[composé 10])/[insuline lispro] de 2,0 et une concentration de 9,3 mM de citrate, les
difféerents réactifs sont additionnés dans les quantités spécifiées ci-dessous et dans
Fordre suivant :

Composé 10 lyophilisé 730 mg
Solution commerciale Humalog® 100 UI/mL 100 mL
Solution de citrate de sodium 4 1,188 M 783 uL

[000618] Pour le citrate, on peut utiliser, la forme acide ou la forme basique sous forme
de sel de sodium, de sel de potassium ou d’un autre sel compatible avec une formulation
injectable.

[000619] Le pH final est ajusté a 7,4 + 0,4.

[000620] La solution limpide est filtrée sur une membrane 0,22 ym et stockée a 4°C.

B58. Préparation d'une solution d'insuline lispro & 100 UIl/miL en présence du
composé 11 et de citrate

[000621] Pour un volume final de 100 mlL de formulation, avec un ratic massique
[composé 11)/[insuline lispro] de 2,0 et une concentration de 9,3 mM de citrate, les
différents réactifs sont additionnés dans les quantités spécifiées ci-dessous et dans

'ordre suivant :

Composé 11 lyophilisé 730 mg
Solution commerciale Humalog® 100 Ul/mL 100 mL
Solution de citrate de sodium 3 1,188 M 783 ul

[000622] Pour le citrate, on peut utiliser, la forme acide ou la forme basique sous forme
de sel de sodium, de sel de potassium ou d'un autre sel compatible avec une formulation
injectable.

[000623] Le pH final est ajusté a 7,4 £ 0,4.

B59. Préparation d'une solution d’insuline humaine a 100 UI/mL en présence du
compeosé 10 et de citrate
[000624] Pour un volume final de 100 mL de formulation, avec un ratio massigue
[composé 10]/[insuline humaine] de 2,0 et une concentration de 9,3 mM de citrate, les
différents réactifs sont additionnés dans les quantités spécifiées ci-dessous et dans
l‘ordre suivant :

Composé 10 lyophilisé 730 mg

Solution commerciale Humulin® R 100 UI/mL 100 mL
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Solution de citrate de sodium & 1,188 M 783 ul
[000625] Pour le citrate, on peut utiliser, {a forme acide ou la forme basigue sous forme
de sel de sodium, de sel de potassium ou d'un autre sel compatible avec une formulation
injectable.
[000626] Le pH final est ajusté a 7,4 + 0,4.

[000627] La solution limpide est filtrée sur une membrane 0,22 pm et stockée a 4°C.

B60. Préparation d'une solution d'insuline humaine & 100 UI/mL en présence du
composé 11 et de citrate

[000628] Pour un volume final de 100 mlL de formulation, avec un ratio massique
[composé 11]/[insuline humaine] de 2,0 et une concentration de 9,3 mM de citrate, les
différents réactifs sont additionnés dans les quantités spécifiées ci-dessous et dans

Vordre suivant :

Composé 11 lyophilisé 730 mg
Solution commerciale Humulin® R 100 UI/mL 100 mL
Solution de citrate de sodium a 1,188 M 783 uL

[000629] Pour le citrate, on peut utiliser, la forme acide ou la forme basique sous forme
de sel de sodium, de sel de potassium ou d’un autre sel compatible avec une formulation
injectable.

[000630] Le pH final est ajuste a 7,4 % 0,4.

[000631] La solution limpide est filtrée sur une membrane 0,22 ym et stockée a 4°C,

B61. Préparation d'une solution d’'insuline aspart 8 200 UI/ml.

[000632] La formulation commerciale d’insuline aspart (Novolog®) a été concentrée en
utilisant des tubes de centrifugation AMICON Ultra-15 avec une coupure a 3 kDa. Les
tubes amicon ont tout d'abord été rincés avec 12 mbL d’eau déionisée. 12 mL de la
formulation commerciale ont été centrifugés pendant 35 minutes a 4000 g & 20°C. Le
volume du rétentat a été mesuré et la concentration ainsi estimée. Tous les rétentats ont
été mis en commun et la concentration globale a été estimée (> 200 UI/mL).

[000633] La concentration de cette solution d'insuline aspart concentrée a été ajustée a
200 Ul/mL par addition de la formulation commerciale d'insuline aspart (Novolog®). La
formulation concentrée d'insuline aspart concentrée présente les mémes concentrations
en excipients (m-crésol, glycérine) que la formulation commerciale a 100 Ul/mL.
[000634] En jouant sur le temps de centrifugation et sur la dilution finale avec la
formulation commerciale, il est possible de préparer de la méme maniere des
formulations d’'insuline aspart a 300, 400 ou 500 UI/mL.

[000635] Le pH final est ajusté & 7,4 £ 0,4. La solution limpide est filtrée sur une
membrane 0,22 pm et stockée a 4°C.
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B62. Préparation d'une solution d’insuline glulisine 3 200 UI/mL.

[000636]1 La formulation commerciale d'insuline giulisine (Apidra®) a été concentrée en
utilisant des tubes de centrifugation AMICON Ultra-15 avec une coupure a 3 kDa. Les
tubes amicon ont tout d'abord été rincés avec 12 mL d'eau déionisée. 12 mL de la
formulation commerciale ont été centrifugés pendant 35 minutes a8 4000 g a 20°C. lLe
volume du rétentat a été mesuré et la concentration ainsi estimée. Tous les rétentats ont
é&té mis en commun et la concentration globale a été estimée (> 200 UI/mL).

{000637] La concentration de cette solution d'insuline glulisine concentrée a été ajustée
a 200 Ul/mL par addition de la formulation commerciale d'insuline glulisine (Apidra®). La
formulation d’insuline glulisine concentrée présente les mémes concentrations en
excipients (m-crésol, NaCl, TRIS) que la formulation commerciale 8 100 UI/mL.

[000638] En jouant sur le temps de centrifugation et sur la dilution finale avec la
formulation commerciale, il est possible de préparer de la méme maniére des
formulations d'insuline glulisine a 300, 400 ou 500 Ul/mL.

[000639] Le pH final est ajusté &8 7,4 + 0,4. La solution limpide est filtrée sur une
membrane 0,22 um et stockée a 4°C.

B63. Préparation d'une solution d’insuline aspart 3 200 UI/mL en présence du
composé 1 & 14,6 mg/mi et de 18,6 mM de citrate.
[000640] Pour un volume final de 100 mbL de formulation avec un ratio massique
[compose 1]/[insuline aspart] de 2,0 les différents réactifs sont mélangés en quantités
précisées ci-dessous et dans l'ordre gui suit:

Lyophilisat du composé 1 1460 mg

Insuline aspart & 200 UI/mL 100 mL

Solution de citrate de sodium & 1.188 M 1566 pL
[000641] Le pH final est ajusté a 7,4 * 0,4. La solution limpide est filtrée sur une
membrane 0,22 ym et stockée a 4°C.

B64. Préparation d'une solution d’'insuline humaine, d'insuline lispro, d'insuline
aspart ou d'insuline glulisine a 300, 400 et 500 UI/mL.

[000642] Des formulations concentrées d'insuline humaine, d'insuline lispro, d’'insuline
aspart ou d'insuline glulisine a 300 UI/mL, 400 UI/mL ou 500 UI/mL (ainsi qu‘a toutes
concentrations intermédiaires) sont préparées sur la base du protocole de l'exemple B62
relatif & la préparation d'une solution d’insuline glulisine & 200 Ul/mL. La formulation
commerciale d'insuline est concentrée en utilisant des tubes de centrifugation AMICON
Ultra-15 avec une coupure & 3 kDa. Les tubes amicon sont tout d’abord rincés avec 12

mL d'eau déionisée. 12 mL de la formulation commerciale sont centrifugés & 4000g et
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20°C, En jouant sur le temps de centrifugation il est possible d'ajuster la concentration
finale en insuline dans la formulation. Le volume du rétentat est mesuré et la
concentration ainsi estimée. Tous les rétentats sont mis en commun et la concentration
globale est estimée (> 300, 400 ou 500 UI/mL).

[000643] La concentration de cette solution d’insuline concentrée est ajustée a la
concentration désirée (e.g. 300 Ul/mL, 400 UI/mL ou 500 UI/mL) par addition de la
formulation d'insuline (Humulin® R, Novolog®, Humalog® ou Apidra®). La formulation
concentrée d'insuline concentrée présente les mémes concentrations en excipients que la
formulation commerciale a3 100 Ul/mL.

[000644] Le pH final est ajusté a 7,4 + 0,4. La solution limpide est filtrée sur une

membrane 0,22 uym et stockée a 4°C.

B65. Préparation d'une solution d’insuline glulisine 3 200 UI/mlL en présence du
composé 1 et de citrate.
[000645] Pour un volume final de 100 mbL de formulation avec un ratio massique
f[composé 1]/[insuline glulisine] de 2, les différents réactifs sont mélangés en quantités
précisées ci-dessous et dans lordre qui suit:

Lyophilisat du composé 1 1460 mg

Insuline glulisine a8 200 UI/mL 100 mi

Solution de citrate de sodium a 1.188 M 1566 pL
[000646] Le pH final est ajusté a 7,4 * 0,4. La solution limpide est filtrée sur une

membrane 0,22 pm et stockée a 4°C,

B66. Préparation d'une solution d’insuline aspart & 300 UI/mL en présence du
composé 1 et de citrate.

[000647] Pour un volume final de 100 mlL de formulation avec un ratio massigue
[composé 1}/[insuline aspart] de 2,0 les différents réactifs sont mélangés en quantités

précisées ci-dessous :

Insuline aspart a 300 UI/mL 100 mL
Lyophilisat du composé 1 2190 mg
Citrate de sodium 720 mg

[000648] Le pH final est ajusté a 7,4 + 0,4. La solution limpide est filtrée sur une
membrane 0,22 pm et stockée 3 4°C.
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B67. Préparation d’une solution d’'insuline glulisine & 300 UI/mL en présence du
composé 1 et de citrate.

[000649] Pour un volume final de 100 mi de formulation avec un ratio massique
[composé 1]/[insuline glulisine] de 2,0 les différents réactifs sont mélangés en quantités

précisées ci-dessous :

Insuline glulisine a 300 Ul/mL 100 mt
Lyophilisat du composé 1 2190 mg
Citrate de sodium 720 mg

[000650] Le pH final est ajusté & 7,4 + 0,4. La solution limpide est filirée sur une
membrane 0,22 um et stockée a 4°C.

B68. Préparation d'une solution d’insuline aspart &8 400 UI/mL en présence du
composé 1 et de citrate.

[000651] Pour un volume final de 100 mbL de formulation avec un ratio massigue
fcomposé 1}/[insuline aspart] de 2, les différents réactifs sont mélangés en quantités
précisées ci-dessous ;

Insuline aspart & 400 UI/mL 100 mL
Lyophilisat du composé 1 2920 mg
Citrate de sodium 960 mg

[000652] Le pH final est ajusté & 7,4 + 0,4. La solution limpide est filtrée sur une

membrane 0,22 uym et stockée a 4°C.

B69. Préparation d'une solution d'insuline glulisine a 400 UI/mL en présence du
composé 1 et de citrate.

[000653] Pour un volume final de 100 mb de formulation avec un ratio massique
[composé 1]/[insuline glulisine] de 2,0 les différents réactifs sont mélangés en guantités

précisees ci-dessous :

Insuline glulisine & 400 UI/mL 100 mL
Lyophilisat du composé 1 2920 mg
Citrate de sodium 960 mg

[000654] Le pH final est ajusté a 7,4 + 0,4. La solution limpide est filtrée sur une

membrane 0,22 um et stockée a 4°C.

B70. Préparation d'une solution d’'insuline aspart 8 500 UI/mL en présence du
composé 1 et de citrate.

[000655] Pour un volume final de 100 mbL de formulation avec un ratio massique
[composé 1]/[insuline aspart] de 2,0 les différents réactifs sont mélangés en quantités
précisées ci-dessous :
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Insuline aspart & 500 Ul/mL 100 mi
Lyophilisat du composé 1 3650 mg
Citrate de scdium 1200 mg

[000656] Le pH final est ajusté a 7,4 £ 0,4. La solution limpide est filtrée sur une
membrane 0,22 ym et stockée a 4°C,

B71. Préparation d'une solution d’insuline glulisine & 500 UI/mL en présence du
composé 1 et de citrate.

[000657] Pour un volume final de 100 mlL de formulation avec un ratic massique
[composé 1])/[insuline glulisine] de 2,0 les différents réactifs sont mélangés en quantités

précisées ci-dessous :

Insuline glulisine & 500 UI/mL 100 mL
Lyophilisat du composé 1 3650 mg
Citrate de sodium 1200 myg

[000658] Le pH final est ajusté & 7,4 + 0,4. La solution limpide est filtrée sur une
membrane 0,22 um et stockée a 4°C.

B72. Préparation d’une solution d’insuline humaine a 300 UI/mL en présence du
composé 1 et de citrate.

[000659] Pour un volume final de 100 mb de formulation avec un ratic massique
[composé 1]/[insuline humaine] de 2,0 les différents réactifs sont mélangés en quantités

précisées ci-dessous :

Insuline humaine & 300 UI/mL 100 mL
Lyophilisat du composé 1 2190 mg
Citrate de sodium 720 mg

[000660]1 Le pH final est ajusté a 7,4 £ 0,4. La solution limpide est filtrée sur une
membrane 0,22 pm et stockée a 4°C.

B73. Préparation d'une solution d’insuline lispro &8 300 UI/mL en présence du
composé 1 et de citrate.

[000661] Pour un volume final de 100 mlL de formulation avec un ratio massique
[composé 1]/[insuline lispro] de 2,0 les différents réactifs sont mélangés en quantités
précisées ci-dessous :

Insuline lispro a 300 UI/mL 100 mL
Lyophilisat du composé 1 2190 mg
Citrate de sodium 720 mg

[000662] Le pH final est ajusté a 7,4 + 0,4. La solution limpide est filtrée sur une
membrane 0,22 um et stockée a 4°C.
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B74. Préparation d‘une solution d’insuline humaine 3 400 UI/miL en présence du
composé 1 et de citrate. )

[000663] Pour un volume final de 100 mlL de formulation avec un ratio massique
[composé 1]/[insuline humaine] de 2,0 les différents réactifs sont meélangés en quantités

précisées ci-dessous :

Insuline humaine & 400 Ul/mL 100 mL
Lyophilisat du compose 1 2920 mg
Citrate de sodium 960 mg

[000664] Le pH final est ajusté a 7,4 £+ 0,4. La solution limpide est filtrée sur une

membrane 0,22 ym et stockée a 4°C.

B75. Préparation d’'une solution d’insuline lispro 8 400 UI/mL en présence du
composé 1 et de citrate.

[000665] Pour un volume final de 100 mbL de formulation avec un ratic massique
[composé 1]/[insuline lispro] de 2,0 les différents réactifs sont mélangés en quantités

précisées ci-dessous :

Insuline lispro a 400 UI/mL 100 mL
Lvophilisat du composé 1 2920 mg
Citrate de sodium 960 mg

[000666] Le pH final est ajusté & 7,4 + 0,4. La solution limpide est filtrée sur une
membrane 0,22 um et stockée a 4°C,

B76. Préparation d’'une solution d’insuline humaine a 500 UI/ml en présence du
composé 1 et de citrate.

[000667] Pour un volume final de 100 mb de formulation avec un ratic massique
[composé 1]/[insuline humaine] de 2,0 les différents réactifs sont mélangés en quantités
précisees ci-dessous :

Insuline humaine & 500 UI/mL 100 mL
Lyophilisat du composé 1 3650 mg
Citrate de sodium 1200 mg

[000668] Le pH final est ajusté a 7,4 + 0,4. La solution limpide est filtrée sur une
membrane 0,22 pym et stockée a 4°C.
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B77. Préparation d'une solution d’insuline lispro a 500 Ul/mlL en présence du
composé 1 et de citrate.

[000669] Pour un volume final de 100 mlL de formulation avec un ratio massique
[composé 1}/[insuline lispro] de 2,0 les différents reactifs sont mélangés en quantités

précisées ci-dessous :

Insuline lispro a 500 UI/mL 100 mL
Lyophilisat du composé 1 3650 mg
Citrate de sodium 1200 mg

[000670]1 Le pH final est ajusté & 7,4 + 0,4. La solution limpide est filtrée sur une
membrane 0,22 um et stockée a 4°C.

B78. Préparation d'une solution d'insuline lispro a 200 UI/mL en présence du
composé 2 et de citrate.
[000671] Pour un volume final de 100 mlL de formulation avec un ratio massique
[composé 2])/[insuline lispro] de 2,0 les différents réactifs sont mélangés en quantités
précisées ci-dessous

Insuline lispro a 200 Ul/mL 100 mL

Lyophilisat du composé 2 1460 mg

Solution de citrate de sodium a 1.188 M 1566 ul
[000672] Le pH final est ajusté a 7,4 + 0,4. La solution limpide est filtrée sur une

membrane 0,22 pym et stockée a 4°C.

B79. Préparation d'une solution d’insuline aspart 3 200 UI/mL en présence du
composé 2 et de citrate.
[000673] Pour un volume final de 100 mbL de formulation avec un ratio massique
[composeé 2]/[insuline aspart] de 2,0 les différents réactifs sont mélangés en quantités
précisées ci-dessous :

Insuline aspart a 200 Ul/mL 100 mL

Lyophilisat du composé 2 1460 mg

Solution de citrate de sodium & 1.188 M 1566 pL
[000674] Le pH final est ajusté & 7,4 + 0,4. La solution limpide est filtrée sur une

membrane 0,22 ym et stockée a 4°C.

B80. Préparation d’'une solution d'insuline glulisine & 200 UI/mL en présence du
composé 2 et de citrate.

[000675] Pour un volume final de 100 mlL de formulation avec un ratic massique
[composé 2]/[insuline glulisine] de 2,0 les différents réactifs sont mélangés en quantites

precisées ci-dessous
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Insuline glulisine & 200 Ul/mL 100 mL

Lyophilisat du composé 2 1460 mg

Solution de citrate de sodium a 1.188 M 1566 ulL
[000676] Le pH final est ajusté & 7,4 + 0,4. La solution limpide est filtrée sur une
membrane 0,22 ym et stockée & 4°C.

B81. Préparation d'une solution d’insuline aspart 3 300 UI/miL en présence du
composé 2 et de citrate.

[000677] Pour un volume final de 100 mL de formulation avec un ratio massique
[composé 2]/[insuline aspart] de 2,0 les différents réactifs sont mélangés en quantités

précisées ci-dessous

Insuline aspart a 300 UI/mL 100 mL
Lyophilisat du composé 2 2190 mg
Citrate de sodium 720 mg

[000678] Le pH final est ajusté a 7,4 + 0,4. La solution limpide est filtrée sur une
membrane 0,22 um et stockée a 4°C.

B82. Préparation d’'une solution d’insuline glulisine a 300 UI/mL en présence du
composé 2 et de citrate.

[000679] Pour un volume final de 100 mL de formulation avec un ratio massique
[composé 21/[insuline glulisine] de 2,0 les différents réactifs sont mélangés en quantités
précisées ci-dessous :

Insuline glulisine & 300 UI/mL 100 mL
Lyophilisat du compose 2 2190 mg
Citrate de sodium 720 mg

[000680] Le pH final est ajusté a 7,4 * 0,4. La solution limpide est filtrée sur une
membrane 0,22 um et stockée a 4°C.

B83. Préparation d’'une solution d’insuline aspart 8 400 UI/mlL en présence du
composé 2 et de citrate.

[000681] Pour un volume final de 100 mlL de formulation avec un ratic massique
[composé 2}/[insuline aspart] de 2,0 les différents réactifs sont mélangés en quantités

précisées ci-dessous :

Insuline aspart a 400 UI/mL 100 mL
Lyophilisat du composé 2 2920 mg
Citrate de sodium 960 mg

[000682] Le pH final est ajusté a 7,4 * 0,4. La solution limpide est filtrée sur une
membrane 0,22 pym et stockée 3 4°C.
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B84. Préparation d'une solution d'insuline glulisine 3 400 UI/mL en présence du
composé 2 et de citrate.

[000683] Pour un volume final de 100 mbL de formulation avec un ratio massique
[composé 2]/[insuline glulisine] de 2,0 les différents réactifs sont mélangés en quantités

précisées ci-dessous :

Insuline glulisine & 400 UI/mL 100 mL
Lyophilisat du composé 2 2920 mg
Citrate de sodium 960 mg

[000684] Le pH final est ajusté a 7,4 + 0,4. La solution limpide est filtrée sur une

membrane 0,22 um et stockée a 4°C.

B85. Préparation d’une solution d’insuline aspart 3 500 UI/mL en présence du
composé 2 et de citrate.

[000685] Pour un volume final de 100 mL de formulation avec un ratio massigque
[composé 2]/[insuline aspart] de 2,0 les différents réactifs sont mélangés en quantités

précisées ci-dessous :

] Insuline aspart & 500 UI/mL 100 mb
Lyophilisat du composé 2 3650 mg
Citrate de sodium 1200 mg

[000686] Le pH final est ajusté a 7,4 £ 0,4. La solution limpide est filtrée sur une

membrane 0,22 ym et stockée a 4°C.

B86. Préparation d'une solution d’insuline glulisine & 500 UI/mL en présence du
composé 2 et de citrate.

[000687] Pour un volume final de 100 mL de formulation avec un ratio massique
[composé 2]/[insuline glulisine] de 2,0 les différents réactifs sont mélangés en quantités
précisées ci-dessous

Insuline glulisine & 500 UI/mL 100 mL
Lyophilisat du composé 2 3650 mg
Citrate de sodium 1200 mg

[000688] Le pH final est ajusté a 7,4 + 0,4. La solution limpide est filtrée sur une

membrane 0,22 um et stockée a 4°C.
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B87. Préparation d’une solution d’insuline humaine a 300 UI/mi en présence du
composé 2 et de citrate.

[000689] Pour un volume final de 100 mbL de formulation avec un ratio massique
fcomposé 2)/[insuline humaine] de 2, les différents réactifs sont mélangés en quantités

précisées ci-dessous :

Insuline humaine a 300 UI/mL 100 mL
Lyophilisat du compose 2 2190 mg
Citrate de sodium 720 mg

[000690] Le pH final est ajusté a 7,4 £+ 0,4. La solution limpide est filtrée sur une

membrane 0,22 um et stockée & 4°C.

B88. Préparation d'une solution d’insuline lispro a 300 UI/mL en présence du
composé 2 et de citrate.

[000691] Pour un volume final de 100 mbL de formulation avec un ratio massique
[composé 2])/[insuline lispro] de 2,0 les différents réactifs sont mélangés en quantités
précisées ci-dessous :

Insuline lispro & 300 Ul/mL 100 mL
Lyophilisat du composé 2 2190 mg
Citrate de sodium 720 myg

[000692] Le pH final est ajusté & 7,4 + 0,4. La solution limpide est filtrée sur une

membrane 0,22 um et stockée a 4°C.

B89. Préparation d'une solution d'insuline humaine 3 400 UI/mL en présence du
composé 2 et de citrate.

[000693] Pour un volume final de 100 mb de formulation avec un ratio massique
[composé 2}/[insuline humaine] de 2,0 les différents réactifs sont mélangés en quantités

précisées ci-dessous :

Insuline humaine a 400 UI/mL 100 mL
Lyophilisat du composé 2 2920 mg
Citrate de sodium 960 mg

[000694] Le pH final est ajusté a 7,4 = 0,4. La solution limpide est filtrée sur une
membrane 0,22 pm et stockée a 4°C,

B90. Préparation d’une solution d'insuline lispro a 400 UI/mL en présence du
composé 2 et de citrate.

[000695] Pour un volume final de 100 miL de formulation avec un ratioc massique
[composé 2]/[insuline lispro] de 2,0 les différents réactifs sont mélangés en quantités

précisées ci-dessous :
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Insufine lispro a 400 UI/mL 100 mi
Lyophilisat du composé 2 2920 mg
Citrate de sodium 960 mg

[000696] Le pH final est ajusté a 7,4 £ 0,4. La solution limpide est filtrée sur une

membrane 0,22 ym et stockée a 4°C,

B91i. Préparation d'une solution d’insuline humaine & 500 UI/mL en présence du
composé 2 et de citrate.

[000697] Pour un volume final de 100 mbL de formulation avec un ratic massique
[composé 2]/[insuline humaine] de 2,0 les différents réactifs sont mélangés en quantités

précisées ci-dessous :

Insuline humaine a 500 Ul/mL 100 mL
Lyophilisat du composé 2 3650 mg
Citrate de sodium 1200 mg

[000698] Le pH final est ajusté a 7,4 + 0,4. La solution limpide est filtrée sur une
membrane 0,22 um et stockée a 4°C.

B92. Préparation d'une solution d'insuline lispro & 500 UI/mL en présence du
composé 2 et de citrate.

[000699] Pour un volume final de 100 mbL de formulation avec un ratic massique
[composé 2]/[insuline lispro] de 2,0 les différents réactifs sont mélangés en quantités

précisées ci-dessous .

Insuline lispro a 500 UI/mL 100 mL
Lyophilisat du composé 2 3650 mg
Citrate de sodium 1200 mg

[000700] Le pH final est ajusté & 7,4 + 0,4. La solution limpide est filtrée sur une
membrane 0,22 um et stockée a 4°C.

B93. Préparation d'une solution d’insuline lispro 38 100 UI/mL en présence du
composé 3 et de citrate

[000701] Pour un volume final de 100 mbL de formulation, avec un ratio massique
[composé 3]/[insuline lispro] de 2,0 et une concentration de 9,3 mM de citrate, les
différents réactifs sont additionnés dans les quantités spécifiées ci-dessous et dans
'ordre suivant :

Composé 3 lyophilisé 730 mg
Solution commerciale Humalog® 100 UI/mL 100 mL
Solution de citrate de sodium & 1,188 M 783 pL
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[000702] Pour le citrate, on peut utiliser, la forme acide ou la forme basique sous forme
de sel de sodium, de sel de potassium ou d'un autre sel compatible avec une formulation
injectable.

[000703] Le pH final est ajusté a 7,4 + 0,4,

[000704] La solution limpide est filtrée sur une membrane 0,22 um et stockée a 4°C.

B94. Préparation d’une solution d’insuline lispro a 100 UI/mL en présence du
composé 4 et de citrate

{000705] Pour un volume final de 100 mi de formulation, avec un ratic massique
[composé 4]/[insuline lispro] de 2,0 et une concentration de 9,3 mM de citrate, les
différents réactifs sont additionnés dans les quantités spécifiées ci-dessous et dans

{'ordre suivant :

Composé 4 lyophilisé 730 mg
Solution commerciale Humalog® 100 UI/mkL 100 mL
Solution de citrate de sodium a 1,188 M 783 ul

[000706] Pour le citrate, on peut utiliser, Ia forme acide ou la forme basique sous forme
de sel de sodium, de sel de potassium ou d'un autre sel compatible avec une formulation
injectable.

[000707] Le pH final est ajusté a 7,4 + 0,4.

[000708] La solution limpide est filtrée sur une membrane 0,22 um et stockée a 4°C.

B9S. Préparation d'une solution d'insuline humaine & 100 UI/mL en présence du
composé 3 et de citrate
[000709] Pour un volume final de 100 ml de formulation, avec un ratic massique
[composé 3])/[insuline humaine] de 2,0 et une concentration de 9,3 mM de citrate, les
différents réactifs sont additionnés dans les quantités spécifiées ci-dessous et dans
'ordre suivant :

Composé 3 lyophilisé 730 mg

Solution commerciale Humulin® R 100 UI/mL 100 mL

Solution de citrate de sodium & 1,188 M 783 uL
[000710] Pour e citrate, on peut utiliser, la forme acide ou la forme basique sous forme
de sel de sodium, de sel de potassium ou d'un autre sel compatible avec une formulation
injectable.
[000711] Le pH final est ajusté a2 7,4 + 0,4.

[000712] La solution limpide est filtrée sur une membrane 0,22 ym et stockée a 4°C.
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B96. Préparation d’'une solution d'insuline humaine 38 100 UI/mL en présence du
composé 4 et de citrate
[000713] Pour un volume final de 100 mlL de formulation, avec un ratic massigue
[composé 4]/[insuline humaine] de 2,0 et une concentration de 9,3 mM de citrate, les
différents réactifs sont additionnés dans les quantités spécifiées ci-dessous et dans
'ordre suivant :

Composé 4 lyophilisé 730 mg

Solution commerciale Humulin® R 100 Ul/mL 100 mL

Solution de citrate de sodium a 1,188 M 783 ul
[000714] Pour le citrate, on peut utiliser, la forme acide ou la forme basique sous forme
de sel de sodium, de sel de potassium ou d’un autre sel compatible avec une formulation
injectable,
[000715] Le pH final est ajusté & 7,4 + 0,4.

[000716] La solution limpide est filtrée sur une membrane 0,22 ym et stockée a 4°C.

C Pharmacodynamie et pharmacocinétique

C1 : Protocole de mesure de la pharmacodynamie des solutions d'insuline

[000717] 12 porcs domestigues d’environ 50 kg, préalablement cathétérisés au niveau
de la jugulaire, sont mis a jeun 2,5 heures avant le début de ['expérience. Dans I'heure
précédant l'injection d'insuline, 3 prélévements sanguins sont réalisés afin de déterminer
le niveau basal de glucose et d'insuline.

[000718] L'injection d'insuline & la dose de 0,09 Ul/kg pour {'insuline lispro et a la dose
de 0,125 Ul/kg pour V'insuline humaine et {'insuline aspart est réalisée en sous-cutané au
niveau du cou, sous l'oreille de 'animal a 'aide du stylo a insuline Novopen équipé d'une
aiguille 31 G.

[000719] Des prélévements sanguins sont ensuite réalisés toutes les 4 minutes pendant
20 minutes puis toutes les 10 minutes jusqu’a 3 heures. Aprés chaque prélévement, le
cathéter est rincé avec une solution diluée d’héparine.

[000720] Une goutte de sang est prélevée pour déterminer la glycémie au moyen d'un
glucometre.

[000721] Les courbes de pharmacodynamie du glucose sont ensuite tracées et le temps
nécessaire pour atteindre le taux minimum de glucose dans le sang pour chaque porc est
déterminé et reporté comme Tmin glucose. La moyenne des Tmin glucose est ensuite
calculée.

[000722] Le sang restant est collecté dans un tube sec et est centrifugé pour isoler le
sérum. Les taux d'insuline dans les échantilions de sérum sont mesurés par la méthode
immuno-enzymatique ELISA en sandwich pour chaqgue porc.
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[000723] Les coubes de pharmacocinétique sont ensuite tracées. Le temps nécessaire
pour atteindre la concentration maximale d’'insuline dans le sérum pour chaque porc est
déterminé et reporté comme Tmax insuline. La moyenne des Tmax insuline est ensuite
calculée.

€2 : Résultats de pharmacodynamie et de pharmacocinétique des solutions d'insulines
des exemples B2 et B8

. ' i Composé ' Nombre de
Exemple Insuline Composé N
polyanionigue cochons
B2 Lispro - - ] 11
B8 _ Lispro 1 i Citrate 9,3 mM 10

[000724] Les résultats de pharmacodynamie obtenus avec les formulations décrites
dans les exemples B2 et B8 sont présentés sur la figure 1. Selon l'invention, I'analyse de
ces courbes montrent que la formulation de 'exemple B8 comprenant le composé 1 et le
citrate & 9,3 mM comme excipient (courbe tracée avec les carrés correspondant a
'exemple B8, Tmin glucose = 30 £ 11 min) permet d’obtenir une action plus rapide que
celle de la formulation commerciale Humalog® de l'exemple B2 (courbe tracée avec les
triangles correspondant a 'exemple B2, Tmin glucose = 44 + 14 min).

[000725] Les résultats de pharmacocinétique obtenus avec les formulations décrites
dans les exemples B2 et B8 sont présentés sur la figure 2. Selon Vinvention, {‘analyse de
ces courbes montre que la formulation de 'exempie B8 comprenant le composé 1 et le
citrate a 9,3 mM comme excipients (courbe tracée avec les carrés correspondant 3
'exemple B8, Tmax insuline = 11 + 6 min) induit une absorption plus rapide de l'insuline
lispro que la formulation commerciale Humalog® de I'exemple B2 (courbe tracée avec les

triangles correspondant a 'exemple B2 , Tmax insuline = 18 + 8 min).

€3 : Résultats de pharmacodynamie et de pharmacocinétique des solutions d'insulines

des exemples B2 et B10

. p Composé Nombre de
Exemple Insuline Compose . .
polyanionique cochons
B2 Lispro - - 11
B1i0O Lispro 1 Compgse i1
_ polyanionique 1

[000726] Les résultats de pharmacodynamie obtenus avec les formulations décrites
dans les exemples B2 et B10 sont présentés sur la figure 3. Selon linvention, {'analyse
de ces courbes montrent gue [a formulation de 'exemple B10 comprenant le composé 1

et le composé polyanionique 1 comme excipients a 20 mg/mL (courbe tracée avec les
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carrés correspondant a 'exemple B10, Tmin glucose = 33 + 13 min) permet d’obtenir
une action plus rapide que celle de la formulation commerciale Humalog® de I'exemple B2
(courbe tracée avec les triangles correspondant a 'exemple B2, Tmin glucose = 44 + 14
min)}.

[000727] Les résultats de pharmacocinetique obtenus avec les formulations décrites
dans les exemples B2 et B10 sont présentes sur la figure 4. Selon linvention, 'analyse
de ces courbes montre que la formulation de exemple B10 comprenant le composé 1 et
le composé polyanionique 1 comme excipients a 20 mg/mL (courbe tracée avec les
carrés correspondant a l'exemple B10, Tmax insuline = 15 * 9 min) induit une
absorption plus rapide de l'insuline lispro que la formulation commerciale Humalog® de
'exemple B2 {courbe tracée avec les triangles correspondant a l'exempie B2, Tmax
insuline = 18 + 8 min).

C4 : Résultats de pharmacodynamie et de pharmacocinétique des solutions d'insulines
des exemples B2 et B7

. . Composé Nombre de V
Exemple Insuline Composé N
 polyanionique cochons
B2 Lispro | - 12
B7 Lispro 1 12

[000728] Les résuitats de pharmacodynamie obtenus avec les formulations décrites
dans les exemples B2 et B7 sont présentés figure 5. Selon Vinvention, l'analyse de ces
courbes montre que la formulation de 'exemple B7 comprenant le composé 1 comme
excipient (courbe tracée avec les carrés correspondant a 'exemple B7, Tmin glucose =
41 4+ 16 min) induit un début d'action plus rapide que celle de la formulation
commerciale Humalog® de I'exemple B2 (courbe tracée avec les triangles correspondant
a 'exemple B2, Tmin glucose = 50 + 14 min).

{000729] Les résultats de pharmacocinétique obtenus avec les formulations décrites
dans les exemples B2 et B7 sont présentés figure 6. L'analyse de ces courbes montre que
la formulation comprenant fe composé 1 comme excipient {courbe tracée avec les carrés
correspondant a l'exemple B2, Tmax insuline = 21 * 10 min) n’induit pas une absorption
plus rapide de l'insuline lispro que la formulation commerciale Humalog® de l'exemple B2
{courbe tracée avec les triangles correspondant & I'exemple B2 (Tmax insuline = 20 + 9
min). Le composé 1 seul n‘est donc pas suffisant pour induire une accélération

significative de la pharmacocinétique de V'insuline lispro.
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C5 : Résultats de pharmacodynamie et de pharmacocinétique des solutions d'insulines
des exemples B1 et B3

. . Composé Nombre de
Exemple Insuline Composé .
polyanionique cochons
Bl Aspart - - 11
B3 . Humaine - - i1

[000730] Les résuitats de pharmacodynamie obtenus avec les formulations décrites
dans les exemples Bl et B3 sont présentés sur la figure 7. L'analyse de ces courbes
montre que la formulation d'insuline humaine de 'exemple B3 (courbe tracée avec les
carrés correspondant & 'exemple B3, Tmin glucose = 61 + 31 min) a bien une action
plus lente que celle de la formulation commerciale dinsuline aspart de P'exemple Bl
(courbe tracée avec les triangles correspondant a I'exemple B1, Tmin glucose = 44 £ 13
min).

[000731] Les résultats de pharmacocinétigue obtenus avec les formulations décrites
dans les exemples B1 et B3 sont présentés sur la figure 8. L'analyse de ces courbes
montre que la formulation d'insuline humaine seule de I'exemple B3 (courbe tracée avec
les carrés correspondant a 'exemple B3, Tmax insuline = 36 £ 33 min) induit bien une
absorption plus lente que la formulation commerciale d’insuline aspart (Novolog®) de
'exemple B1 (courbe tracée avec les triangles correspondant a 'exemple B1l, Tmax
insuline = 28 £ 13 min).

[000732] Ces résultats sont conformes a ceux de la littérature avec une accélération de
la baisse de la glycémie et de I'absorption de l'insuline pour un analogue rapide d'insuline

par rapport a une insuline humaine.

€6 : Résultats de pharmacodynamie et de pharmacocinétique des solutions d’insulines
des exemples B1 et B38

' . i , Composé Nombre de
Exemple Insuline Composé . .
polyanionique cochons
B1 Aspart - - 3 i4
777777 B39 | Humaine 1 | Citrate 9,3 mM 5

[000733] Les résultats de pharmacodynamie obtenus avec les formulations décrites
dans les exemples Bl et B39 sont présentés sur la figure 9. L'analyse de ces courbes
montre que la formulation a base d'insuline humaine de V'exemple B39 comprenant le
composé 1 et le citrate a 9,3 mM comme excipients (courbe tracée avec les carrés
correspondant a l'exemple B39, Tmin glucose = 46 * 9 min) permet d’obtenir une action

similaire & celle de la formulation commerciale d’insuline aspart (Novolog®) de I'exemple
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B1 (courbe tracée avec les triangles correspondant a 'exemple B1, Tmin glucose = 53 %
24 min).

[000734] Les résultats de pharmacocinétique obtenus avec les formulations décrites
dans les exemples Bl et B39 sont présentés sur la figure 10. L'analyse de ces courbes
montre que la formulation de I'exemple B39 comprenant le composé 1 et le citrate a 9,3
mM comme excipients (courbe tracée avec les carrés correspondant a 'exemple B39,
Tmax insuline = 20 £ 7 min) induit une absorption de l'insuline humaine similaire & celle
de la formulation commerciale d'insuline aspart (Novolog®) de l'exemple B1 (courbe
tracée avec les triangles correspondant a 'exemple B1, Tmax insuline = 22 % 10 min).
[000735] Les paramétres de temps de l'insuline aspart {(Novolog®) entre les exemples
C5 et C6 étant similaires, on peut en déduire par extrapolation que la formulation de
I'exemple B39 induit une accélération de la baisse de la glycémie et de 'absorption de
Vinsuline humaine par rapport & la formulation commerciale d'insuline humaine (exemple
B3).

€7 : Résultats de pharmacodynamie et de pharmacocinétique des solutions d’insulines
des exemples B2 et Bi1l

. . Composé Mombre de
Exemple Insuline Composé ..
polyanionique cochons
B2 Lispro - 26
Bi1 Lispro , 2 Citrate 9,3 mM 23

[000736] Les résultats de pharmacodynamie obtenus avec les formulations décrites
dans les exemples B2 et B11 sont présentés en figure 13. Selon Vinvention, I'analyse de
ces courbes montre que la formulation de 'exemple B11 comprenant le composé 2 et le
citrate & 9,3 mM comme excipients (courbe tracée avec les carrés correspondant a
exemple B11, Tmin glucose = 32 £ 10 min) permet d’'obtenir une action plus rapide que
celle de la formulation commerciale Humalog® de I'exemple B2 (courbe tracée avec les
triangles correspondant a 'exemple B2, Tmin glucose = 41 + 21 min).

[000737] Les résultats de pharmacocinétique obtenus avec les formulations décrites
dans les exemples B2 et B11 sont présentés en figure 14. Selon l'invention, {'analyse de
ces courbes montre gue la formulation de 'exemple B11 comprenant le composé 2 et le
citrate 2 9,3 mM comme excipients (courbe tracée avec les carrés correspondant a
Fexemple Bll, Tmax insuline = 13 * 5 min) induit une absorption plus rapide de
Vinsuline lispro que la formulation commerciale Humalog® de I'exemple B2 (courbe tracée

avec les triangles correspondant a 'exemple B2 , Tmax insuline = 22 £ 13 min).
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C8 : Résultats de pharmacodynamie et de pharmacocinétique des solutions d’insulines
des exemples Bl et B38

. , Composé Nombre de
Exemple Insuline Compose .
polyanionique cochons
B1 Aspart | - . 37
B38 Humaine 2 Citrate 9,3 mM 31

[000738] Les résultats de pharmacodynamie obtenus avec les formulations décrites
dans les exemples Bl et B38 sont présentés en figure 15. L'analyse de ces courbes
montre que la formulation a base d'insuline humaine de I'exemple B38 comprenant le
composé 2 et le citrate @ 9,3 mM comme excipients (courbe tracée avec les carrés
correspondant a P'exemple B102, Tmin glucose = 47 = 30 min) permet d’obtenir une
action similaire & celle de la formulation commerciale d'insuline aspart (Novolog®) de
'exemple Bl (courbe tracée avec les triangles correspondant a l'exemple B1, Tmin
glucose = 47 £ 15 min).

[000739] Les résultats de pharmacocinétique obtenus avec les formulations décrites
dans les exemples Bl et B38 sont présentés en figure 16. L'analyse de ces courbes
montre gue la formulation de l'exemple B38 comprenant le composé 2 et le citrate & 9,3
mM comme excipients (courbe tracée avec les carrés correspondant & l'exemple B38,
Tmax insuline = 22 % 21 min) induit une absorption de linsuline humaine similaire a
celle de la formulation commerciale d'insuline aspart (Novolog®) de I'exemple B1 (courbe
tracée avec les triangles correspondant a 'exemple B1, Tmax insuline = 19 £ 12 min).
[000740] Les paramétres de temps de linsuline aspart (Novolog®) entre les exemples
C5 et C8 étant proches, on peut en déduire par extrapolation que la formulation de
I'exemple B38 induit une accélération de la baisse de la glycémie et de V'absorption de
insuline humaine par rapport a la formulation commerciale d'insuline humaine (exemple
B3).

€9: Résultats de pharmacodynamie et de pharmacocinétique des solutions d’insulines
des exemples Bl et B53

. . Composé Nombre de
Exemple Insuline Composé L.
polyanionique cochons
Bl Aspart - ~ 12
B53 Humaine Composé 8 Citrate 9,3 mM 8
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[000741] Les résultats de pharmacodynamie obtenus avec les formulations décrites
dans les exemples B1 et B53 sont présentés sur la figure 17. L'analyse de ces courbes
montre gue la formulation & base d’insuline humaine de I'exemple B53 comprenant le
composé 8 et le citrate &8 9,3 mM comme excipients (courbe tracée avec les carrés
correspondant a l'exemple B53, Tmin glucose = 63 £ 36 min) permet d'obtenir une
action quasi aussi rapide de celle de la formulation commerciale d'insuline aspart
{Novolog®) de 'exemple B1 (courbe tracée avec les triangles correspondant & 'exemple
Bi, Tmin glucose = 53 %+ 19 min).

[000742] Les résultats de pharmacocinétique obtenus avec les formulations décrites
dans les exemples Bl et B53 sont présentés sur la figure 18. L'analyse de ces courbes
montre gque la formulation de 'exemple B33 comprenant le composé 8 et e citrate 3 9,3
mM comme excipients (courbe tracée avec les carrés correspondant a l'exemple B53,
Tmax insuline = 19 £ 12 min) induit une absorption de linsuline humaine similaire a
celie de la formulation commerciale d’insuline aspart (Novolog®) de 'exemple Bl {courbe
tracée avec les triangles correspondant & l'exemple B1, Tmax insuline = 19 £ 6 min).
[000743] Les paramétres de temps de l'insuline aspart (Novolog®) entre fes exemples
C5 et C9 étant proches, on peut en déduire par extrapolation que la formulation de
'exemple B53 induit une accélération de la baisse de la glycémie et de l'absorption de
I'insuline humaine par rapport a la formulation commerciale d'insuline humaine (exemple
B3).

D Dichroisme circulaire

D1 : Etat d’association de l'insuline lispro évalué par dichroisme circulaire en présence du
composé 1

[000744] Le dichroisme circulaire permet d’studier la structure secondaire et
guaternaire de Vlinsuline. Les monomeres d'insuline s'organisent en dimeres et en
hexameres. L'hexamére est la forme de linsuline la plus stable physiquement et
chimiquement. Il existe deux formes hexameriques, la forme R6 et la forme T6. L'insuline
lispro présente un signal CD fort & 251 nm caractéristique de la forme hexamérique R6
(forme la plus stable). La perte du signal CD & 251 nm est reliée a une déstabilisation de
I'nexamére (et donc le premier signe de transformation de 'hexamére en dimére).
[000745] L'EDTA et le mélange EDTA/citrate déstructurent complétement la forme R6
de Vinsuline lispro (figure 11). L'EDTA a donc un effet marque sur 'hexamére.

[000746] Au contraire, le citrate seul, le composé 1 seul ainsi que le mélange composé
1/citrate et composé 1/composeé polyanionique 1 n‘ont quasiment pas d'impact sur le
signal CD a 251 nm. Ces composés n'ont donc quasiment aucun impact sur la structure

R6 de I'hexamere et a fortiori sur la structure hexamerigue.
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D2 : Etat d’association de linsuline humaine évalué par dichroisme circulaire en présence
du composé 1

[000747] Le dichroisme circulaire permet d’étudier la structure secondaire et
guaternaire de linsuline. Les monomeéres d’insuline s'organisent en diméres et en
hexameéres. L'hexameére est la forme de linsuline la plus stable physiquement et
chimiquement. Le signal CD a 275 nm est caractéristique de la forme hexameérique de
insuline (signal hexamere aux alentours de -300°, signal du dimére entre -200° et -
250° et signal du monomeére en-dessous de -200°). La perte du signal CD a 275 nm est
donc caractéristique d’'une déstabilisation de I'hexameére en diméres ou monomeres.
[000748] LEDTA et la combinaison EDTA/citrate ont un impact trés marqué sur la
structure hexamérique de Vinsuline humaine (dissociation compléte de l'hexameére en
dimeres, figure 12). Au contraire, le citrate seul, le composé 1 seul, le composé
polyanionique 1 seul ainsi que les combinaisons composé 1/citrate et composé
1/composé polyanionique 1 nont pas d'impact sur la structure hexamerique de l'insuline
humaine. Contrairement a 'EDTA, les formulations d'insuline humaine comprenant le
composé 1 et le citrate ou le composé polyanionique 1 ne présentent pas de dissociation
de I'hexamére de l'insuline humaine,

D3 : Etat d'association de l'insuline lispro évalué par dichroisme circulaire en présence
des composés 1 a 11

[000749] Le dichroisme circulaire permet d’étudier la structure secondaire et
guaternaire de linsuline. Les monomeéres d'insuline s'organisent en dimeres et en
hexameéres. L'hexamére est la forme de linsuline la plus stable physiquement et
chimiguement. Il existe deux formes hexameérigues, la forme R6 et la forme T6. L'insuline
lispro présente un signal CD fort a 251 nm caractéristique de la forme hexamérique R§
(forme la plus stable). La perte du signal CD a 251 nm est reliée a une déstabilisation de
'hexamére (et donc le premier signe de transformation de I'hexameére en dimere). Les
résultats obtenus sont présentés en figure 19. Cette figure décrit en abscisse :

- A insuline lispro (100 Ul/mL)

. insuline lispro + 7,3 mg/mi de composé 2

: insuline lispro + 7,3 mg/mL de composé 2 + citrate a 9,3 mM

: insuline lispro + 7,3 mg/mL de composé 1
: insuline Hspro + 7,3 mg/mlL de composé 3

: insuline lispro + 7,3 mg/mL de composé 3 + citrate 8 9,3 mM

B
C
D
- E :insuline lispro + 7,3 mg/mL de composé 1 + citrate a 9,3 mM
F
G
H : insuline lispro + 7,3 mg/mL de compose 4
I:

insuline lispro + 7,3 mg/mL de compose 4 + citrate 3 9,3 mM
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insuline lispro + 7,3 mg/mL de composé 5

: insuline lispro + 7,3 mg/mL de composé 5 + citrate a 9,3 mM
: insuline lispro + 7,3 mg/mL de composé 6

: insuline lispro + 7,3 mg/mL de composé 6 + citrate & 9,3 mM
: insuline lispro + 7,3 mg/mL de compose 7

: insuline lispro + 7,3 mg/mL de composé 7 +citrate a 9,3 mM

1

K

L

M

N

O
- P insuline lispro + 7,3 mg/mL de composé 8

Q : insuline lispro + 7,3 mg/mL de composé 8 + citrate a 9,3 mM

R : insuline lispro + 7,3 mg/mil. de composé 2

S : insuline lispro + 7,3 mg/mL de composé 9 + citrate 8 9,3 mM

T : insuline lispro + 7,3 mg/mL de composé 10

U : insuline lispro + 7,3 mg/mL de composé 10 + citrate & 9,3 mM

-V :insuline lispro + 7,3 mg/mL de composé 11

- W :insuline lispro + 7,3 mg/mL de composé 11 + citrate a8 9,3 mM
et en ordonnée le signal dichroisme circulaire 3 251 nm (deg.cm®.dmol™).
[000750] Les composés 1 & 11 seuls ainsi que les composés 1 a 11 en combinaison
avec le citrate n'ont pas d'impact sur le signal CD & 251 nm de linsuline lispro. Les
composés 1 & 11 n'ont donc aucun impact sur la structure R6 de 'hexamére et a fortiori

sur la structure hexameérique de l'insuline lispro.

D4 : Etat d'association de l'insuline humaine évalué par dichroisme circulaire en présence
des composés 15 11

[000751] Le dichroisme circulaire permet d’étudier la structure secondaire et
quaternaire de linsuline. Les monomeres d'insuline s'organisent en diméres et en
hexameéres. L'hexameére est la forme de linsuline la plus stable physiquement et
chimiguement. Le signal CD a 275 nm est caractéristique de la forme hexamérique de
I'insuline (signal hexameére aux alentours de -300°, signal du dimére entre -200° et -
250° et signal du monomére en-dessous de -200°). La perte du signal CD & 275 nm est
donc caractéristique d’une déstabilisation de 'hexameére en dimeéres ou monomeéres. Les
résultats obtenus sont présentés en figure 20. Cette figure décrit en abscisse :

[000752] A : insuline humaine (100 UI/mL)

[000753]
[000754]
[000755]

B : insuline humaine + 7,3 mg/mL de composé 2
C
D
[000756] E : insuline humaine + 7,3 mg/mL de composé 1 + citrate 8 9,3 mM
F
G
H

: insuline humaine + 7,3 mg/mL de composé 2 + citrate a 2,3 mM

: insuline humaine + 7,3 mg/mL de composé 1

[000757]
[000758]
[000759]

: insuline humaine + 7,3 mg/mL de composé 3
: insuline humaine + 7,3 mg/mL de composé 3 + citrate 2 3,3 mM

: insuline humaine + 7,3 mg/mL de composé 4
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[000760] I: insuline humaine + 7,3 mg/mL de composé 4 + citrate 3 9,3 mM
[000761] 1 : insuline humaine + 7,3 mg/mL de composé 5
[000762] K : insuline humaine + 7,3 mg/mL de composé 5 + citrate a8 9,3 mM
[000763] L : insuline humaine + 7,3 mg/mlL de composé 6

[000764] M : insuline humaine + 7,3 mg/mL de composé 6 + citrate & 9,3 mM
[000765] N : insuline humaine + 7,3 mg/mL de composé 7

[000768] O : insuline humaine + 7,3 mg/mL de composeé 7 + citrate 8 9,3 mM
[000767] P : insuline humaine + 7,3 mg/mL de composé 8

[000768] Q : insuline humaine + 7,3 mg/mlL de composé 8 + citrate 4 9,3 mM
[000768] R : insuline humaine + 7,3 mg/ml de composé 9

[000770] S :insuline humaine + 7,3 mg/mL de composé 9 + citrate 4 9,3 mM
[000771] T : insuline humaine + 7,3 mg/mL de composé 10

[000772] U : insuline humaine + 7,3 mg/mL da composé 10 + citrate a 2,3 mM

[000773] V : insuline humaine + 7,3 mg/mL de composé 11

[000774] W : insuline humaine + 7,3 mg/mL de composé 11 + citrate 3 9,3 mM

et en ordonnée le signal dichroisme circulaire & 275 nm (deg.cm?.dmol™).

[000775] Les composés 1 a 11 seuls ainsi que les composés 1 a 11 en combinaison
avec le citrate n‘ont pas d'impact sur le signal CD a 275 nm de linsuline humaine. Les
composés 1 & 11 n‘ont donc aucun impact sur la structure hexameérique de linsuline

humaine.

E Solubilisation d'insulines humaine et analogue au point iscélectrique

Ei. Solubilisation de 'insuline humaine & son point isoélectrigque

[000776] Linsuline humaine a un point isoélectrique a 5,3. A ce pH de 5,3 linsuline
humaine précipite. Un test démontrant la formation d’un complexe de l'insuline humaine
avec les différents composés est exécuté au point isoélectrique. Si une interaction existe,
il est possible de solubiliser V'insuline & son point isoélectrigue.

[000777] Une solution d’'insuline humaine a 200 UI/mL est préparée. Des solutions de
composés a différentes concentrations (8, 30 ou 100 mg/mL) dans 'eau sont préparées.
Un mélange équivolume (50/50) entre la solution d'insuline humaine et la solution de
composé est effectué pour mener & une solution contenant 100 UI/mL d'insuline humaine
et la concentration désirée en composé (4, 15 ou 50 mg/mL). Le pH des différentes
solutions est ajusté a pH 5,3 par ajout d’acide acétique 200 mM,

[000778] L'aspect de la solution est documenté. Si la solution est turbide, le composé &
la concentration testée ne permet pas la solubilisation de Vinsuline humaine. Si la
solution est translucide, le composé permet la solubilisation de linsuline humaine 3 la

concentration testée. De cette fagon, la concentration en composé nécessaire pour
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solubiliser l'insuline humaine & son point iscélectrique peut é&tre déterminée. Plus cette
concentration est basse plus I'affinite du compeosé pour Vinsuline humaine est importante.
[000779] Les résultats obtenus sont présentés dans le Tableau 3. Les résultats montrent
que les composés et les polysaccharides ne présentent pas les mémes propriétés en
termes de solubilisation de insuline humaine.

. Solubilisation de Solubilisation de Solubilisation de
Composés o . . ’ . . ’ . .
(exemples) Finsuline humaine | Vinsuline humaine | Vinsuline humaine
P . a 100 UI/mL parleia 100 UL/ mL parleia 100 UI/mL parle
ou Polysaccharides N PN PN
(contre-exemples) compose a 4 composé a 15 composé a 50
1 P mg/mL mg/mlL mg/mi
. Contre exemples
Polysaccharide 1 Qui Qui Oui
Polysaccharide 4 Oui Oui Oui
Polysaccharide 3 Oui Oui Oui
Polysaccharide 2 Oui Oui | Oui
Polysaccharide 5 Oui Oui Oui
Exemples |
Composé 1 Non Non Oui
Composeé 2 Non Non Oui
Composé 3 Non Non Qui
Composé 4 Non Non Qui
Composé 6 Non Non Qui
Composé 8 Non Non Qui
Composé 9 Non Non Cui
Composé 10 Non Non Oui

Tableau 3

E2.Solubilisation de l'insuline lispro a son point isoélectrigue

[000780] Linsuline lispro a un point isoélectrique & 5,3. A ce pH Vlinsuline lispro
précipite. Un test démontrant la formation d'un complexe de Vinsuline lispro avec les
différents composés est exécuté au point isoélectrique. Si une interaction existe, il est
possible de solubiliser {'insuline lispro a son point isoélectrigue.

[000781] La formulation commerciale de Vinsuline lispro (Humalog®) est dialysée contre
du tampon PO; 1 mM (pH 7). Aprés dialyse, la concentration en insuline lispro est
d’environ 90 Ul/mlL. Le lyophilisat de composé est pesé et solubilisé dans la solution

d'insuline lispro pour mener a des formulations contenant l'insuline lispro a 90 Ul/mL et
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le composé aux concentrations désirées (4, 15 ou 50 mg/mL). Le pH des différentes
solutions est ajusté & pH 5,3 par ajout d’acide acétique 200 mM.

[000782] L’aspect de la solution est documenté. Si la solution est turbide, le composé a
la concentration testée ne permet pas la solubilisation de l'insuline lispro. Si la solution
est translucide, le composé permet la solubilisation de l'insuline lispro a la concentration
testée. De cette fagon, la concentration en composé nécessaire pour solubiliser l'insuline
lispro & son point isoélectrique peut étre déterminée. Plus cette concentration est basse
plus l'affinité de composé pour l'insuline lispro est importante.

[000783] Les résultats obtenus sont présentés dans le Tableau 4. Les résultats montrent
gue les composés et les polysaccharides ne présentent pas les mémes propriétés en

termes de solubilisation de Vinsuline lispro.

. Solubilisation de | Solubilisation de | Solubilisation de
Composés v . . . . . R . R .
(exemples) Vinsuline lispro & | Vinsuline lispro a | I'insuline lispro a
pies) 90 UI/mL parle | 90 UI/mL parfe | 90 UI/mL parle
ou Polysaccharides £ s s . s
(contre-exemples) composé a 4 composé a 15 composé a 50
P mg/mi mg/mil mg/miL
Contre exemples
Polysaccharide 1 ; Oui Oui Oui
Polysaccharide 3 j Oui Oui Oui
Polysaccharide 2 Cui Oui Qui
Exemples
Composé 1 Non Non Oui
"""""""" Oui
Composé 2 Non Non
Composé 3 Non Non ] Oui
Tableau 4

F Interaction avec I'albumine

Fi : Afin de déterminer les interactions entre les différents polysaccharides ou composés
et une protéine modéle telie que l'albumine, un essai en Centricon (membrane de CutOff
50 kDa) a été effectué. Une solution de polysaccharide ou de composé & 7,3 mg/mL a éte
diluée au tiers dans une solution de BSA (albumine du sérum bovin) a 20 mg/mL dans le
PBS (concentration dans le mélange : 2,43 mg/mL de polysaccharide ou de composé,
13,3 mg/mlL d’albumine et environ 100 mM de sels).

[000784]

du volume a travers la membrane. L'albumine est retenue de fagon quantitative sur la

Ce mélange a été centrifugé sur Centricon pour faire passer environ la moitié

membrane du Centricon. Les polysaccharides et composés analysés seuls passent en
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grande partle & travers la membrane (pour les polysaccharides ayant des masses
molaires les plus importantes, environ 20% du polysaccharide est retenu),

[000785] Aprés centrifugation le polysaccharide ou composé est dosé par UV dans le
filtrat, Le pourcentage de polysaccharide ou composé lié & l'albumine est calculé par
I'dquation sulvante :

{000786] (1-[polysaccharide ou composé dans |e filtrat en  présence
d‘albumine]/[polysaccharide ou composé dans le flltrat en absence d’albumine])*100
[000787] Les résultats obtenus sont présentés dans le Tableau 5. On observe trés
clairement que les palysaccharides de masse molaire 5-15 kDa sont fortement retenus
par lalbumine dans cet essai. Au contraire, les composés de linvention de plus faible
masse molaire sont nettement moins retenus par 'albumine dans cet essal. '

% Polysaccharide ou % Compaosé
Polysaccharide ou Compogé iié a fa BSA
Contre exemples
Polysaccharide 4 97 %
Polysaccharide 1 95 %
Polysaccharide 3 77 %
Polysaccharide 5 86 %
Polysaccharide 2 82 %
Exemples
Composé 2 21 %
Composé 1 20 %
Composé 3 27 %
composé 4 24%
Composé 5 24%
Composé 6 26%
Composé 7 27%
Camposé 8 27%
composgé 9 43%
Composé 11 I5%
Tableau 5

RECTIFIED SHEET (RULE 91) ISA/EP
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Revendications

1. Composition en solution aqgueuse, comprenant de linsuline sous forme

hexameérigue, au moins un composé anionique substitué et un composé polyanionique :

- Ledit composé anionique substitué étant choisi parmi les composés anioniques
substitués, a l'état isolé cu en mélange, constitués d'un squelette formé d'un
nombre discret u compris entre 1 et 8 (1 < u < 8) d'unités saccharidiques
identiques ou différentes, liées par des liaisons glycosidiques identiques ou
différentes, lesdites unités saccharidiques étant choisies dans le groupe constitué
par les hexoses, sous forme cyclique ou sous forme reduite ouverte, caractérisés
en ce gu'ils sont substitués par :

a) au moins un substituant de formule générale I :
-[R1]a-[AA]m Formule I
® les substituants étant identiques ou différents lorsqu’il vy a au moins deux

substituants, dans lequel :

® le radical -[AA]- désigne un résidu d'acide aming,
® le radical -R1- étant :
[ soit une liaison et alors a = 0, et le résidu d’acide aminé -[AA] est directement

lié au squelette par une fonction G.

O soit une chaine carbonée et alors a = 1, en C2 & C15 éventuellement substituée
et/ou comportant au moins un hétéroatome choisi parmi O, N et S et au moins une
fonction acide avant la réaction avec 'acide aminé, ladite chaine formant avec le résidu
d’acide aminé -[AA] une fonction amide, et est fixée sur le squelette & l'aide d'une
fonction F résultant d’une réaction entre une fonction hydroxyle portée par le squelette et

une fonction ou un substituant porté par le précurseur du radical ~R1-,

® F est une fonction choisie parmi les fonctions éther, ester ou carbamate,

® G est une fonction carbamate,

® m est égal a 1 ou 2,

® le degré de substitution des unités saccharidiques, j, en -[R1]la-[AA]m étant

strictement supérieur a 0 et inférieurou égal 36, 0<j < 6

b) et, éventuellement, un ou plusieurs substituants -R’1,
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® le substituant -R'1 étant une chaine carbonée en C2 a C15, éventuellement
substituée et/ou comportant au moins un hétéroatome choisi parmi O, N et S et au
moins une fonction acide sous forme de sel de cations alcalins ladite chaine étant liée au
squelette par une fonction F’ résultant d’'une réaction entre une fonction hydroxyle ou
une fonction acide carboxylique portée par le squelette et une fonction ou un substituant
porté par le précurseur du substituant -R’1,

® F’ est une fonction éther, ester ou carbamate,

® le degré de substitution des unités saccharidiques, i, en -R'l, étant compris
entre 0 et 6-j, 0 <1 < 6-j et,

® F et F’' sont identiques ou différentes,

® F et G sont identiques ou différentes,

® i+] < 6.

® -R’1 identigue ou différent de -R1-,

® Les fonctions acides salifiables libres portées par le substituant -R‘1 sont sous

forme de sels de cations alcalins,

® lesdites liaisons glycosidigues identiques ou différentes étant choisies dans le

groupe constitué par les liaisons glycosidiques de type (1,1), (1,2), (1,3), {1,4) ou (1,6),

dans une géomeétrie alpha ou béta,

et

- ledit composé polyanionique étant un composé polyanionique non polymérique

(PNP) dont 'affinité pour le zinc est inférieure & l'affinité pour le zinc de l'insuline
et dont la constante de dissociation KdCa ={composé PNP]r [Ca2+]s/[(composé
PNP)r-(Ca2+)s] inférieure ou égale & 107>,

2. Composition selon la revendication 1, caractérisée en ce que la molécule
anionigue est choisie dans le groupe constitué des polyacides carboxyliques et leurs sels
de Na*, K*, Ca?* ou Mg**

3. Composition selon la revendication 2, caractérisée en ce que, le polyacide
carboxyligue est choisi dans le groupe constitué par l'acide citrique, 'acide tartrique, et
leurs sels de Na™*, K*, Ca®* ou Mg’*

4. Composition selon la revendication 1, caractérisée en ce que la molécule
anionique est choisie dans le groupe constitué des polyacides phosphoriques et leurs sels

de Na+, K+, Ca2+ ou Mg2+..

5. Composition selon la revendication 4, caractérisée en ce que le polyacide

phosphorique est le triphosphate et ses sels de Na*, K*, Ca’* ou Mg**

100



10

15

20

25

35

WO 2014/076423 PCT/FR2013/052736

6. Composition selon ['une guelconque des revendications précédentes,
caractérisée en ce que, le composé polyanionique est un composé constitué d’'un
squelette saccharidique formé d'un nombre discret d’unités saccharidiques est obtenu a
partir d’un composé disaccharide choisi dans le groupe constitué par le tréhalose, le

maltose, le lactose, le saccharose, le cellobiose, 'isomaltose, le maltitol et I'isomaltitol.

7. Composition selon [‘une quelconque des revendications précédentes,

caractérisée en ce que l'insuline est une insuline humaine.

8. Composition selon l'une des revendications 1 & 6, caractérisée en ce que

Vinsuline est une insuline analogue.

g, Compaosition selon la revendication 8, caractérisée en ce que [insuline
analogue est choisie dans le groupe constitué par l'insuline lispro (Humalog®), linsuline

aspart (Novolog®, Novorapid®) et l'insuline glulisine (Apidra®).

10. Composition selon la revendication 8, caractérisée en ce que linsuline

analogue est Vinsuline lispro {(Humalog®).
P

11, Composition selon [une quelcongue des revendications précédentes,
caractérisée en ce que le ratic massique composé anionique substitué/insuline est

compris entre 0,5 et 10.

12. Composition selon l'une quelconque des revendications précédentes,
caractérisée en ce que la concentration en composé anionique substitué est comprise
entre 1,8 et 36 mg/mL.

13. Composition selon {une quelconque des revendications précédentes
caractérisée en ce que le composé anionique substitué, est choisi parmi les composés
anioniques substitués a Veétat isclé ou en mélange, constitués d'un sqgueletie
saccharidique formé d'un nombre discret u compris entre 1 et 8 (1 < u < 8) d'unités
saccharidiques identiques ou différentes, liées par des liaisons glycosidiques identiques
ou différentes, lesdites unités saccharidiques étant choisies parmi les hexoses, sous
forme cycliqgue ou sous forme réduite ouverte, caractérisés en ce qu'ils sont substitués
par :

a) au moins un substituant de formule générale 1 :

-[R1iJa-[AA]lm Formulel
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° les substituants étant identiques ou différents lorsqu’il y a au moins deux
substituants, dans lequel :
® le radical —-[AA]- désigne un résidu d’acide aminég,
® le radical -R1- étant :

soit une liaison et alors a = 0, et le résidu d'acide aminé -[AA] est directement
lié au squelette par une fonction G.

soit une chaine carbonée et alors a = 1, en C2 & C15 éventuellement substituée
et/ou comportant au moins un hétéroatome choisi parmi O, N et S et au moins une
fonction acide avant la réaction avec l'acide aminé, ladite chaine formant avec le
résidu d’'acide aminé -[AA] une fonction amide, et est fixée sur le squelette a l'aide
d'une fonction F résultant d'une réaction entre une fonction hydroxyle portée par le

squelette et une fonction ou un substituant porté par {e précurseur du radical -R1-,

® F est une fonction choisie parmi les fonctions éther, ester ou carbamate,

8 G est une fonction carbamate,

® mest égal a 1 ou 2,

® le degré de substitution des unités saccharidiques, j, en -[R1ja-[AA]m étant

strictement supérieur a 0 et inférieurocu égal36,0<j<6

b) et, éventuellement, un ou plusieurs substituants -R'1,

® le substituant -R'1l étant une chaine carbonée en C2 & C15, éventuellement
substituée et/ou comportant au moins un hétércatome choisi parmi O, N et S et au
moins une fonction acide sous forme de sel de cations alcalins ladite chaine étant liée
au squelette par une fonction F’ résultant d’une réaction entre une fonction hydroxyle
ou une fonction acide carboxylique portée par le squelette et une fonction ou un
substituant porté par le précurseur du substituant -R'1,

® F' est une fonction éther, ester ou carbamate,

® le degré de substitution des unités saccharidiques, i, en -R'L, étant compris
entre 0 et 6-, 01 < 6-j et

e F et F' sont identiques ou différentes,

® F et G sont identiques ou différentes,

J i+j < 6.

® -R‘1 identique ou différent de ~-R1-,

® Les fonctions acides salifiables libres portées par le substituant -R’1 sont sous

forme de sels de cations alcalins,

e lesdites liaisons glycosidigues identiques ou différentes étant choisies dans le
groupe constitué par les liaisons glycosidiques de type (1,1), (1,2), (1,3}, (1,4) ou
(1,6), dans une géometrie alpha ou béta.
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14, Composition selon 'une guelconque des revendications 1 a 8, caractérisée en
ce gue le composé polyanionique est choisi dans le groupe constitué des molécules
anioniques, des polyméres anioniques et des composés constitués d'un squelette formé
d’'un nombre discret u compris entre 1 et 3 (1 £ u <€ 3) d’unités saccharidiques
identiques ou différentes, liées par des liaisons glycosidiques identiques ou différentes

naturellement porteurs de groupe carboxyles ou substitués par des groupes carboxyles.

15. Formulation pharmaceutique comprenant une composition selon lune
quelconque des revendications précédentes.

16. Formulation pharmaceutique selon la revendication 11, caractérisée en ce que
la concentration en insuline est comprise entre 240 et 3000 uM (40 a 500 UI/mL).

17. Formulation pharmaceutigue selon la revendication 12, caractérisée en ce que
a concentration en insuline est comprise entre 600 et 1200 uyM (100 et 200 UI/mi).

18. Utilisation d’au moins un composé anionigue fonctionnalisé constitués d'un
squelette formé d'un nombre discret u compris entre 1 et 3 (1 < u< 3) d'unités
saccharidiques identiques ou différentes, liées par des liaisons glycosidiques identiques
ou différentes, lesdites unités saccharidiques étant choisies dans le groupe constitué par,
les hexoses, sous forme cycligue ou sous forme réduite ouverte, ledit composé
comportant des groupes fonctionnels carboxyles partiellement substitués, les groupes
fonctionnels carboxyles non substitués étant salifiables pour préparer une formulation
pharmaceutique d’insuline permettant, aprés administration, d’accélérer le passage de
insuline dans le sang et de réduire plus rapidement la glycémie par rapport & une
formulation exempte de composé anionique substitué en association avec au moins ledit
composé polyanionique étant un composé polyanioniqgue non polymérique (PNP)
dont l'affinité pour le zinc est inférieure a l'affinité pour le zinc de linsuline et dont la
constante de dissociation KdCa =[composé PNP], [Ca’’l./[(composé PNP)-
{Ca?*)*] inférieure ou égale & 1077,

19, Utilisation selon la revendication 14, caractérisé en ce que le composé

anionique fonctionnalisé est en mélange avec un composé polyanionique.

20. Utilisation selon 'une des revendications 14 ou 15, caractérisée en ce que le
composé anionique substitué, est choisi parmi les composés anioniques substitués
constitués d'un squelette saccharidigue formé d’un nombre discret u compris entre 1 et 8

{1 £ u < 8) d’unités saccharidiques identiques ou différentes, lides par des liaisons
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glycosidiques identiques ou différentes, lesdites unités saccharidiques eétant choisies

parmi les hexoses, sous forme cyclique ou sous forme réduite ouverte, caractérisés :

a)

en ce qu’'ils sont substitués de fagon statistique par :
> au moins un substituant de formule générale 1 :
-[Ri]Ja~[AA]m Formule I
les substituants étant identiques ou différents lorsqu’il y a au moins deux
substituants, dans lequel :
le radical -[AA]- désigne un résidu d’acide aminé, ledit acide aminé étant
choisi dans le groupe constitué de la phénylalanine, 'alpha-méthyl-phényialanine,
la 3,4 dihydroxyphénylalanine la tyrosine, l'alpha-méthyl-tyrosine, la O-méthyl-
tyrosine, {'alpha-phénylgiycine, fa 4-hydroxyphénylglycine, la 3,5~
dihydroxyphényiglycine et leurs sels de cations alcalins, lesdits dérivés étant de
configuration absolue L ou D, -[AA]- est fixé sur le squelette de la molécule par
Vintermédiaire d’un bras de liaison ~R,~ ou directement lié au squelette par une
fonction G,
-R;— étant :
- soit une liaison G, et alors a = {,
— soit une chaine carbonée, et alors a=1, en C1 & C(Ci15
éventuellement substitude et/ou comportant au moins un hétéroatome
choisi parmi O, N et S et portant au moins une fonction acide avant la
réaction avec l'acide aminé, ladite chaine formant avec le résidu d’acide
aming
-[AA]- une liaison amide, et est fixée sur le squelette saccharidique a
l'aide d'une fonction F résultant d'une réaction entre une fonction
hydroxyle portée par le squelette et une fonction portée par le
précurseur de Ry,
F est une fonction éther, ester ou carbamate,
G est une fonction ester ou carbamate,
m est égal a 1 ou 2,
le degré de substitution, j, en -[R1],~[AAl. étant strictement supérieur a § et

inférieurou égal 36,0 <j < 6,

et, éventuellement,

N

»

un ou plusieurs substituants R’y

-R’y étant une chaine carbonée en C2 3 C15, éventuellement substituée et/ou
comportant au moins un hétéroatome (tels que O, N et S) et portantau moins une
fonction acide sous forme de sel de cations alcalins ladite chaine étant fixée sur le

squelette saccharidique par une fonction F’ résultant d’'une réaction entre une
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fonction hydroxyle portée par le squelette et une fonction portée par le précurseur

de -R’y,

® F’ est une fonction éther, ester ou carbamate,

® le degré de substitution i, en ~R’y, étant compris entre 0 et 6-j, 0 £ i < 6-, et,

® -R’;- identique ou différent de -R4,

* F et F' identiques ou différentes,

® F' et G identiques ou différentes

e Les fonctions acides salifiables libres sont sous forme de sels de cations
alcalins,

b) lesdites liaisons glycosidigues identiques ou différentes étant choisies dans le
groupe constitué par les liaisons glycosidiques de type (1,1), (1,2), (1,3), (1,4)
ou (1,6), dans une géométrie alpha ou béta,

<) i+j <86

21. Utilisation selon 'une des revendications 15 a 16, caractérisée en ce que le
composé polyanionique est choisi dans le groupe constitué des molécules anioniques, des
polyméres anioniques et des composés constitués d’un squelette formé d'un nombre
discret u compris entre 1 et 3 (1 < u £ 3) dunités saccharidiques identiques ou
différentes, liées par des liaisons glycosidiques identiques ou différentes naturellement

porteurs de groupe carboxyles ou substitués par des groupes carboxyles.

22. Méthode de préparation d'une formulation d'insuline humaine ayant une
concentration en insuline comprise entre 240 et 3000 uM (40 et 500 UI/mL), dont le
délai d’action chez I'humain est inférieur a celui de la formulation de référence a la méme
concentration en insuline en l'absence de composé anionique substitue, caractérisée en
ce qu'elle comprend une étape d'addition a ladite formulation d’au moins un composé

anionique comportant des groupes fonctionnels carboxyles partiellement substitués,

23. Methode de préparation d'une formulation d’insuline analogue ayant une
concentration en insuline comprise entre 240 et 3000 uM (40 et 500 UI/mL), dont le
délai d'action chez 'humain est inférieur a celui de la formulation de référence a la méme
concentration en insuline en l'absence de composé anionigue substitué, caractérisée en
ce qu’'elle comprend une étape d’addition 3 ladite formulation d’au moins un composé

anionique comportant des groupes fonctionnels carboxyles partiellement substitués.
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