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Formulation a action rapide d'insuline comprenant un compose anionique substitue 

[0001] La presente invention concerne une formulation a action rapide d'insuline. 

[0002] Depuis la production d'insuline par genie genetique, au debut des annees 

5 80, les patients diabetiques beneficient d'insuline humaine pour se traiter. Ce produit 

a grandement ameliore cette therapie puisque les risques immunologiques lies a 

I'utilisation d'insuline non humaine en particulier de pore se trouvent elimines. 

Cependant, I'insuline humaine injectee par voie sous-cutanee a un effet 

hypoglycemias seulement apres 60 minutes, ce qui implique que les patients 

10 diabetiques traites avec I'insuline humaine doivent proceder a I'injection 30 minutes 

avant le re pas. 

[0003] Un des problemes a resoudre pour ameliorer la sante et le confort des 

patients diabetiques est de mettre a leur disposition des formulations d'insuline qui 

permettent d'apporter une reponse hypoglycemiante plus rapide que celle de I'insuline 

15 humaine et si possible s'approchant de la reponse physiologique de la personne saine. 

La secretion d'insuline endogene chez I'individu sain est immediatement declenchee 

par I'augmentation de la glycemie. L'objectif est de reduire le plus possible le delai 

entre I'injection d'insuline et le debut du repas. 

[0004] Aujourd'hui, il est admis que la mise a disposition de telles formulations est 

20 utile pour que la prise en charge de la maladie soit la meilleure possible. 

[0005] Le genie genetique a permis d'apporter une reponse avec le 

developpement d'insulines analogues rapides. Ces insulines sont modifiees sur un ou 

deux acides amines pour etre plus rapidement absorbees dans le compartiment 

sanguin apres une injection sous-cutanee. Ces insulines lispro (Humalog®, Lilly), 

25 aspart (Novolog®,Novo) et glulisine (Apidra®, Sanofi Aventis) sont des solutions 

stables d'insuline avec une reponse hypoglycemiante plus rapide que celle de I'insuline 

humaine. Des lors, les patients traites avec ces insulines analogues rapides peuvent 

proceder a I'injection d'insuline seulement 15 minutes avant le repas. 

[0006] Le principe des insulines analogues rapides est de former des hexameres a 

30 la concentration de 100 UI/mL pour assurer la stabilite de I'insuline dans le produit 

commercial tout en favorisant la dissociation tres rapide de ces hexameres en 

monomeres apres injection sous-cutanee afin d'obtenir une action rapide. 

[0007] L'insuline humaine telle que formulee sous sa forme commerciale, ne 

permet pas d'obtenir une reponse hypoglycemiante proche en terme de cinetique de la 

35 reponse physiologique generee par le debut d'un repas (hausse de la glycemie), car a 

la concentration d'usage (100 UI/mL), en presence de zinc et d'autres excipients tels 

que le phenol ou le m-cresol, elle s'assemble sous forme d'hexamere alors qu'elle est 

active sous forme de monomere et de dimere. L'insuline humaine est preparee sous 
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forme d'hexameres pour etre stable pres de 2 ans a 4°C car sous forme de 
monomeres, elle a une tres forte propension a s'agreger puis a fibriller ce qui lui fait 
perdre son activite. De plus sous cette forme agregee, elle presente un risque 
immunologique pour le patient. 

5 [0008] Les dissociations des hexameres en dimeres et des dimeres en monomeres 
retardent son action de pres 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 cinetique de passage des insulines analogues dans le sang, 
ainsi que leur cinetique de reduction de la glycemie, ne sont pas optimales et il existe 

10 un reel besoin d'une formulation ayant un temps d'action encore plus court afin de 
s'approcher des cinetiques de secretion d'insuline endogene chez les personnes saines. 
[00010] La societe Biodel a propose une solution a ce probleme avec une 
formulation d'insuline humaine comprenant de I'EDTA et de I'acide citrique telle que 

decrite dans la demande de brevet US200839365. L'EDTA par sa capacite a complexer 
15 les atomes de zinc et I'acide citrique par ses interactions avec les zones cationiques 

presentes a la surface de l'insuline sont decrits comme destabilisant la forme 
hexamerique de l'insuline et reduisant ainsi son temps d'action. 
[00011] Cependant, une telle formulation presente notamment comme inconvenient 
de dissocier la forme hexamerique de l'insuline qui est la seule forme stable 

20 susceptible de repondre aux exigences de stabilite de la reglementation 
pharmaceutique. 
[00012] On connait egalement au nom de la demanderesse, la demande PCT 
W02010/122385 qui decrit des formulations d'insuline humaine ou analogue et qui 
permet de resoudre les differents problemes evoques ci-dessus par ('addition d'un 

25 polysaccharide substitue comprenant des groupes carboxyles. 
[00013] Cependant, les exigences entrainees par I'usage chronique et intensif voire 

I'usage pediatrique de telles formulations conduisent I'homme de I'art a rechercher a 
utiliser des excipients dont la masse molaire et la taille soient les plus reduites 
possibles pour en faciliter I'elimination. 

30 [00014] Les polysaccharides decrits dans les demandes WO 2010/122385A1 et 
US 2012/094902A1 comme excipients sont des composes constitues de chaines dont 
les longueurs sont statistiquement variables et qui presentent une grande richesse de 
sites d'interaction possibles avec des principes actifs proteiques. Cette richesse 
pourrait induire un manque de specificite en termes d'interaction et une molecule plus 

35 petite et mieux definie pourrait permettre d'etre davantage specifique a ce sujet. 
[00015] En outre, une molecule avec un squelette bien defini est en general plus 
facilement tradable (MS/MS par exemple) dans les milieux biologiques lors 
d'experiences de pharmacocinetique ou d'ADME (administration, distribution, 
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metabolisme, elimination) par rapport a un polymere qui donne generalement un 
signal tres diffus et bruite en spectrometrie de masse. 
[00016] A contrario, il n'est pas exclu qu'une molecule bien definie et plus courte 
puisse presenter un deficit de sites d'interaction possibles avec des principes actifs 

5 proteiques. En effet, en raison de leur taille reduite ils ne presentent pas les memes 
proprietes que les polymeres de type polysaccharide car il y a perte de I'effet 
polymere comme cela est demontre dans les exemples comparatifs de la partie 
experimental, voir notamment les essais de solubilisation de l'insuline au point iso-

electrique et les essais d'interaction avec une proteine modele telle que I'albumine. 
10 [00017] En depit de ces resultats decourageants, la demanderesse a reussi a 

mettre au point des formulations susceptibles d'accelerer l'insuline en utilisant un 
compose anionique substitue en combinaison avec un compose polyanionique. 
[00018] De plus comme dans le cas de I'utilisation de polysaccharides, la nature 
hexamerique de l'insuline n'est pas affectee, done la stabilite des formulations n'est 

15 pas affectee, comme cela est d'ailleurs confirme par les exemples d'etat d'association 
d'insuline humaine et analogue en dichroisme circulaire en presence de compose 
anionique substitue selon I'invention. 
[00019] La presente invention permet de resoudre les differents problemes ci-

dessus exposes puisqu'elle permet notamment de realiser une formulation d'insuline, 
20 humaine ou analogue, capable apres administration, d'accelerer le passage de 

l'insuline humaine ou de ses analogues dans le sang et de reduire plus rapidement la 
glycemie en comparaison des produits commerciaux d'insuline correspondants. 

[00020] L'invention consiste en une composition, en solution aqueuse, comprenant 
25 de l'insuline sous forme hexamerique, au moins un compose anionique substitue et un 

compose polyanionique, non polymerique. 

[00021] On entend par « compose anionique substitue » des composes constitues 
d'un squelette saccharidique forme d'un nombre discret u compris entre 1 et 8 (1 < u 

30 < 8) d'unites saccharidiques identiques ou differentes, liees par des liaisons 
glycosidiques identiques ou differentes, lesdites unites saccharidiques etant choisies 

dans le groupe constitue par les hexoses, sous forme cyclique ou sous forme reduite 
ouverte, ledit compose comportant des groupes fonctionnels carboxyles partiellement 
substitues, les groupes fonctionnels carboxyles non substitues etant salifiables. 

35 
[00022] Dans un mode de realisation, l'insuline est sous forme hexamerique. 

[00023] Dans un mode de realisation, l'insuline est i'insuline humaine. 
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[00024] On entend par insuline humaine une insuline obtenue par synthese ou 
recombinaison dont la sequence peptidique est la sequence de l'insuline humaine, 
incluant les variations alleliques et les homologues. 
[00025] Dans un mode de realisation, l'insuline est une insuline humaine 

5 recombinante telle que decrite dans la Pharmacopee Europeenne et la Pharmacopee 
Americaine. 

[00026] Dans un mode de realisation, l'insuline est une insuline analogue. 
[00027] On entend par insuline analogue une insuline recombinante dont la 
sequence primaire contient au moins une modification par rapport a la sequence 
primaire de I'insuline humaine. 
[00028] Dans un mode de realisation l'insuline analogue est choisie dans le groupe 
constitue par I'insuline lispro (Humalog®), l'insuline aspart (Novolog®, Novorapid®) et 
I'insuline glulisine (Apidra®). 

[00029] Dans un mode de realisation, l'insuline analogue est l'insuline lispro 
(Humalog®). 

[00030] Dans un mode de realisation, l'insuline analogue est l'insuline aspart 
(Novolog®, Novorapid®). 

[00031] Dans un mode de realisation, l'insuline analogue est l'insuline glulisine 
(Apidra®). 

[00032] Dans un mode de realisation, le compose anionique substitue est choisi 
parmi les composes anioniques substitues, a I'etat isole ou en melange, constitues 
d'un squelette forme d'un nombre discret u compris entre 1 et 8 (1 < u < 8) d'unites 

25 saccharidiques identiques ou differentes, liees par des liaisons glycosidiques identiques 
ou differentes, lesdites unites saccharidiques etant choisies dans le groupe constitue 

par les hexoses, sous forme cyclique ou sous forme reduite ouverte, caracterises en 
ce qu'ils sont substitues par : 

30 a) au moins un substituant de formule generale I : 

-[Ri]a—[AA]m Formule I 

• les substituants etant identiques ou differents lorsqu'il y a au moins deux 
substituants, dans lequel : 

35 • le radical -[AA] designe un residu d'acide amine, 

• le radical -Ri~ etant : 

10 

15 

20 
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- soit une liaison et alors a = 0, et le residu d'acide amine -[AA] est 
directement lie au squelette par une fonction G. 

- soit une chaine carbonee et alors a = 1, en C2 a C15 eventuellement 

substitute et/ou comportant au moins un heteroatome choisi parmi 0, N et S 
5 et au moins une fonction acide avant la reaction avec I'acide amine, ladite 

chaine formant avec le residu d'acide amine -[AA] une fonction amide, et est 
fixee sur le squelette a I'aide d'une fonction F resultant d'une reaction entre 
une fonction hydroxyle portee par le squelette et une fonction ou un 

substituant porte par le precurseur du radical -Ri~, 

10 • F est une fonction choisie parmi les fonctions ether, ester ou carbamate, 
• G est une fonction carbamate, 
• m est egal a 1 ou 2, 
• le degre de substitution des unites saccharidiques, j, en -[Ri]a-[AA]m etant 

strictement superieur a 0 et inferieur ou egal a 6, 0 < j < 6 

15 
b) et, eventuellement, un ou plusieurs substituants -R' if 

• le substituant ~R'X etant une chaine carbonee en C2 a C15, eventuellement 
substitute et/ou comportant au moins un heteroatome choisi parmi O, N et S 
et au moins une fonction acide sous forme de sel de cations alcalins ladite 

20 chaine etant liee au squelette par une fonction F' resultant d'une reaction entre 
une fonction hydroxyle portee par le squelette et une fonction ou un 

substituant porte par le precurseur du substituant -R'i, 

• F' est une fonction ether, ester ou carbamate, 

• le degre de substitution des unites saccharidiques, i, en -R'i, etant compris 
25 entre 0 et 6-j, 0 < i < 6-j et, 

• F et F' sont identiques ou differentes, 
• F et G sont identiques ou differentes, 
• i+j < 6. 

* -R'i identique ou different de ~Ri~, 

30 • Les fonctions acides salifiables libres portees par le substituant -R'i sont 
sous forme de sels de cations alcalins, 

• lesdites liaisons glycosidiques identiques ou differentes etant choisies dans le 
groupe constitue par les liaisons glycosidiques de type (1,1), (1,2), (1,3), (1,4) 
ou (1,6), dans une geometrie alpha ou beta, 
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[00033] Dans un mode de realisation, le compose anionique substitue, a I'etat isole 
ou en melange, est choisi parmi les composes anioniques substitues constitues d'un 
squelette saccharidique forme d'un nombre disc ret u compris entre 1 et 8 (1 < u < 8) 
d'unites saccharidiques identiques ou differentes, liees par des liaisons glycosidiques 

5 identiques ou differentes, lesdites unites saccharidiques etant choisies parmi les 
hexoses, sous forme cyclique ou sous forme reduite ouverte, caracterises : 

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

> au moins un substituant de formule generale I : 
10 ~[Ri]a~[AA]m Formule I 

• les substituants etant identiques ou differents lorsqu'il y a au moins deux 
substituants, dans lequel : 

• le radical -[AA]- designe un residu d'acide amine, ledit acide amine etant 
15 choisi dans le groupe constitue de la phenylalanine, I'alpha-methyl-

phenylalanine, la 3,4 dihydroxyphenylalanine, la tyrosine, I'alpha-methyl-
tyrosine, la O-methyl-tyrosine, I'alpha-phenylglycine, la 
4-hydroxyphenylglycine, la 3,5-dihydroxyphenylglycine et leurs sels de cations 
alcalins, lesdits derives etant de configuration absolue L ou D, -[AA] est fixe sur 

20 le squelette de la molecule par I'intermediate d'un bras de liaison -Ri~ ou 
directement lie au squelette par une fonction G, 

• -Ri~ etant : 
soit une liaison G, et alors a = 0, 
soit une chaine carbonee, et alors a = 1, en C2 a C15 

25 eventuellement substitute et/ou comportant au moins un 
heteroatome choisi parmi O, N et S et portant au moins une fonction 
acide avant la reaction avec I'acide amine, ladite chaine formant avec 
le residu d'acide amine 
-[AA] une liaison amide, et est fixee sur le squelette saccharidique a 

30 I'aide d'une fonction F resultant d'une reaction entre une fonction 

hydroxyle portee par le squelette et une fonction portee par le 
precurseur de Ri, 

• F est une fonction ether, ester ou carbamate, 
• G est une fonction carbamate, 

35 • m est egal a 1 ou 2, 

• le degre de substitution, j, en ~[Ri]a-[AA]m etant strictement superieur a 0 
et inferieur ou egal a 6, 0 < j < 6, 
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et, eventuellement, 
> un ou plusieurs substituants -R'i 
• -R'x etant une chaine carbonee en C2 a C15, eventuellement substitute 

et/ou comportant au moins un heteroatome (tels que 0, N et S) et portant au 
5 moins une fonction acide sous forme de sel de cations alcalins ladite chaine 

etant fixee sur le squelette saccharidique par une fonction F' resultant d'une 
reaction entre une fonction hydroxyle portee par le squelette et une fonction 
portee par le precurseur de -R'lf 

• F' est une fonction ether, ester ou carbamate, 
10 • le degre de substitution i, en -R'i, etant compris entre 0 et 6-j, 0 < i < 6-j, 

et, 
• -R'i- identique ou different de -Ri, 
• F et F' identiques ou differentes, 

• F' et G identiques ou differentes 
15 • Les fonctions acides salifiables libres sont sous forme de sels de cations 

alcalins, 

b) lesdites liaisons glycosidiques identiques ou differentes etant choisies dans le 
groupe constitue par les liaisons glycosidiques de type (1,1), (1,2), (1,3), 

20 (1,4) ou (1,6), dans une geometrie alpha ou beta, 
c) i +j < 6 

[00034] Dans un mode de realisation, m est egal a 1. 

25 [00035] Dans un mode de realisation, -Rj et -R'I, identiques ou differents sont une 
chaine carbonee en C2 a C8. 
[00036] Dans un mode de realisation, -Rx et -R'I, identiques ou differents sont une 
chaine carbonee en C2 a C4. 

30 [00037] i et j sont des degres de substitution statistiques et representent le nombre 

moyen de substituants par unite saccharidique. Chaque unite saccharidique possedant 
plusieurs fonctions hydroxyles de reactivite differente, la distribution des substituants 
sur les composes anioniques substitues peut etre differente d'une unite saccharidique 
a une autre au sein d'un meme compose polyanionique. 

35 [00038] Dans un mode de realisation 0,3 < i. 
[00039] Dans un mode de realisation 0,4 < i. 
[00040] Dans un mode de realisation i < 3. 
[00041] Dans un mode de realisation i < 2,5. 
[00042] Dans un mode de realisation 0,3 < j. 
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[00043] Dans un 

[00044] Dans un 

[00045] Dans un 

[00046] Dans un 

[00047] Dans un 

[00048] Dans un 

[00049] Dans un 

[00050] Dans un 

[00051] Dans un 

[00052] Dans un 

[00053] Dans un 

[00054] Dans un 

[00055] Dans un 

[00056] Dans un 

[00057] 
[00058] Dans 
[00059] 
[00060] Dans 
[00061] Dans 

Dans un mode de realisation, 0,7 < i + j < 2,5. 
un mode de realisation, 0,7 < i + j < 2. 

un mode de realisation, 1 < i + j < 2,5. 
un mode de realisation, 1 < i + j < 2. 

[00062] Dans un mode de realisation, -R1 et -R'I sont fixes au squelette par une 

liaison ether. 
[00063] Dans un mode de realisation lorsque -Rl- est une chaine carbonee elle est 

directement fixee sur le squelette par une liaison ether. 
[00064] Dans un mode de realisation, lorsque -Rl- est une chaine carbonee elle 
comporte eventuellement un heteroatome choisi dans le groupe constitue de O, N et 

S. 
[00065] Dans un mode de realisation, -Rl- forme avec le residu d'acide amine AA 
une liaison amide, et est directement fixe sur le squelette par une fonction F ether. 
[00066] Dans un mode de realisation, -Rl- forme avec le residu d'acide amine AA 
une liaison amide, et est directement fixe sur le squelette par une fonction F 

carbamate. 
[00067] Dans un mode de realisation, -Rl- forme avec le residu d'acide amine AA 
une liaison amide, et est directement fixe sur le squelette par une fonction F ester. 

[00068] Dans un mode de realisation, -Rl- et-R'l sont choisis parmi les radicaux 
de formules II et III 
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Rs Rs 

Ri - —f~v"^— R'i" —f-C-)—COOH 
' I 0 'P 

Formule U Formula m, 

dans lesquelles ; 
5 * o et p Identiques on differents, superleurs ou egaux a 1 et infdrieurs ou 

egaux a 12, et 
• -R3, .R3, .R4 et -R'4 identiques ou differents sont choisis dans le groupe 

constitue par un atorre d'hydrogene, un alkyle sature ou insature, Iln6aire, ramlfie ou 
cyclique en CI h C6, un benzyle, un alkyle-aryle en C7 a ClO et comportant 

10 eventuellement des heteroatomes choisis dans le groupe constitue par O, N et/ou S, 
ou des fonctions choisies dans le groupe constltu6 par les fonctions acide 
carboxylique, amine, alcool ou thiol. 

[00069] Dans un mode de realisation,-Rl- avant rattachement & -AA-, est -CHj-
15 COOH. 

[00070] Dans un mode de realisation, les composes anioniques substitues selon 
I'invention, sont caract^rls^s en ce que le radical -R'I est -Ch2-COOH. 
[00071] Dans un mode de realisation, -Rl- avant rattachement Eventual d -AA-r 

est Issu de I'acide citrique. 
20 [00072] Dans un mode de realisation, -Rl- avant rattachement eventual d -AA-, 

est Issu de I'acide malique. 
[00073] Dans un mode de realisation, -R'I est issu de I'acide citrique. 
[00074] Dans un mode de realisation, -R'I est Issu de I'acide malique. 

25 [00075] Dans un mode de realisation, -R1-, avant rattachement a -AA, est choisi 
parmi les groupes suivants, dans lesquels * represente le site de rattachement b F : 

T OH OH 

OH 

.O 

OH 
OH 

ou leurs sels de cations alcalins choisis dans le groupe constitue de Na+ ou K+. 
30 

RECTIFIED SHEET (RULE 91) ISA/EP 
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[00076] Dans un mode de realisation, -R'I est choisi parmi les groupes suivants, 
dans lesquels * represente le site de rattachement a F : 

5 ou leurs sels de cations alcalins choisis dans le groupe constitue de Na+ ou K+. 

[00077] Dans un mode de realisation, le radical -[AA] est un residu de la 
phenylalanine et de ses sels de cations alcalins de configuration absolue L, D ou 
racemique. 

10 [00078] Dans un mode de realisation, le radical -[AA] est un residu d'alpha-methyl-
phenylalanine et de ses sels de cations alcalins de configuration absolue L, D ou 
racemique. 
[00079] Dans un mode de realisation, le radical -[AA] est un residu de la 3,4 
dihydroxyphenylalanine et de ses sels de cations alcalins de configuration absolue L, D 

15 ou racemique. 
[00080] Dans un mode de realisation, le radical -[AA] est un residu de la tyrosine 
et de ses sels de cations alcalins de configuration absolue L, D ou racemique. 
[00081] Dans un mode de realisation, le radical -[AA] est un residu de I'alpha-

methyl-tyrosine et de ses sels de cations alcalins de configuration absolue L, D ou 
20 racemique. 

[00082] Dans un mode de realisation, le radical -[AA] est un residu de la O-methyl-
tyrosine et de ses sels de cations alcalins de configuration absolue L, D ou racemique. 
[00083] Dans un mode de realisation, le radical -[AA] est un residu de I'alpha-
phenylglycine et de ses sels de cations alcalins de configuration absolue L, D ou 

25 racemique. 
[00084] Dans un mode de realisation, le radical -[AA] est un residu de la 4-
hydroxyphenylglycine et de ses sels de cations alcalins de configuration absolue L, D 

ou racemique. 
[00085] Dans un mode de realisation, le radical -[AA] est un residu de la 3,5-

30 dihydroxyphenylglycine et de ses sels de cations alcalins de configuration absolue L, D 
ou racemique. 

G 

OH 
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[00086] Dans un mode de realisation, le radical -[AA] est un residu d'acide amine 
sous forme de melange racemique. 
[00087] Dans un mode de realisation, le radical -[AA] est un residu d'acide amine 
sous forme d'isomeres de configuration absolue D, isoles. 
[00088] Dans un mode de realisation, le radical -[AA] est un residu d'acide amine 
sous forme de d'isomeres de configuration absolue L, isoles. 

[00089] Dans un mode de realisation, u est compris entre 1 et 5. 
[00090] Dans un mode de realisation, u est compris entre 3 et 5. 

[00091] Dans un mode de realisation, u - 8. 

[00092] Dans un mode de realisation, u = 7. 

[00093] Dans un mode de realisation, u = 6. 

[00094] Dans un mode de realisation, u = 5. 

15 [00095] Dans un mode de realisation, u = 4. 

[00096] Dans un mode de realisation, u - 3. 

[00097] Dans un mode de realisation, u - 2. 

[00098] Dans un mode de realisation, u = 1. 

20 [00099] Dans un mode de realisation, les hexoses sont choisis dans le groupe 
constitue du mannose, du glucose, du fructose, du sorbose, du tagatose, du psicose, 
du galactose, de I'allose, de I'altrose, du talose, de I'idose, du gulose, du fucose, du 
fuculose, du rhamnose, du mannitol, du sorbitol et du galactitol (dulcitol). 
[000100] Dans un mode de realisation, les liaisons glycosidiques sont de types (1,4) 

25 ou (1,6). 
[000101] Dans un mode de realisation, le compose anionique substitue, est choisi 
parmi les composes anioniques constitues d'un squelette saccharidique forme d'un 
nombre discret u=2 d'unites saccharidiques identiques ou differentes choisies parmi 
les hexoses liees par une liaison glycosidique de type (1,1). 

30 [000102] Dans un mode de realisation, le compose anionique substitue, est choisi 
parmi les composes anioniques constitues d'un squelette saccharidique forme d'un 
nombre discret u=2 d'unites saccharidiques differentes choisies parmi les hexoses et 
liees par une liaison glycosidique de type (1,1), ledit squelette saccharidique etant 
choisi dans le groupe constitue du trehalose et du sucrose. 

35 [000103] Dans un mode de realisation, le compose anionique substitue, est choisi 
parmi les composes anioniques constitues d'un squelette saccharidique forme d'un 
nombre discret u=2 d'unites saccharidiques identiques ou differentes choisies parmi 
les hexoses liees par une liaison glycosidique de type (1,2). 
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[000104] Dans un mode de realisation, le compose anionique substitue, est choisi 
parmi les composes anioniques constitues d'un squelette saccharidique forme d'un 
nombre discret u=2 d'unites saccharidiques identiques ou differentes choisies parmi 
les hexoses liees par une liaison glycosidique de type (1,2), ledit squelette 

5 saccharidique etant le kojibiose. 
[000105] Dans un mode de realisation, le compose anionique substitue, est choisi 
parmi les composes anioniques constitues d'un squelette saccharidique forme d'un 
nombre discret u=2 d'unites saccharidiques identiques ou differentes choisies parmi 
les hexoses liees par une liaison glycosidique de type (1,3). 

10 [000106] Dans un mode de realisation, le compose anionique substitue, est choisi 
parmi les composes anioniques constitues d'un squelette saccharidique forme d'un 
nombre discret u=2 d'unites saccharidiques identiques ou differentes choisies parmi 
les hexoses liees par une liaison glycosidique de type (1,3), ledit squelette 
saccharidique etant choisi dans le groupe constitue du nigeriose et du laminaribiose. 

15 [000107] Dans un mode de realisation, le compose anionique substitue, est choisi 
parmi les composes anioniques constitues d'un squelette saccharidique forme d'un 
nombre discret u-2 d'unites saccharidiques identiques ou differentes choisies parmi 
les hexoses liees par une liaison glycosidique de type (1,4). 
[000108] Dans un mode de realisation, le compose anionique substitue, est choisi 

20 parmi les composes anioniques constitues d'un squelette saccharidique forme d'un 
nombre discret u=2 d'unites saccharidiques identiques ou differentes choisies parmi 
les hexoses liees par une liaison glycosidique de type (1,4), ledit squelette 

saccharidique etant choisi dans le groupe constitue du maltose, du lactose et de la 
cellobiose. 

25 [000109] Dans un mode de realisation le compose anionique substitue, est choisi 
parmi les composes anioniques constitues d'un squelette saccharidique forme d'un 
nombre discret u=2 d'unites saccharidiques identiques ou differentes choisies parmi 
les hexoses liees par une liaison glycosidique de type (1,6). 
[000110] Dans un mode de realisation, le compose anionique substitue, est choisi 

30 parmi les composes anioniques constitues d'un squelette saccharidique forme d'un 
nombre discret u=2 d'unites saccharidiques identiques ou differentes choisies parmi 
les hexoses liees par une liaison glycosidique de type (1,6), ledit squelette 
saccharidique etant choisi dans le groupe constitue de I'isomaltose, du melibiose et de 
la gentiobiose. 

35 [000111] Dans un mode de realisation, le compose anionique substitue, est choisi 
parmi les composes anioniques constitues d'un squelette saccharidique forme d'un 
nombre discret u=2 d'unites saccharidiques identiques ou differentes choisies parmi 
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les hexoses liees par une liaison glycosidique de type (1,6), ledit squelette 
saccharidique etant I'isomaltose. 
[000112] Dans un mode de realisation, le compose anionique substitue, est choisi 
parmi les composes anioniques constitues d'un squelette saccharidique forme d'un 

5 nombre discret u=2 d'unites saccharidiques dont I'une est sous forme cyclique et 
I'autre sous forme reduite ouverte. 
[000113] Dans un mode de realisation, le compose anionique substitue, est choisi 
parmi les composes anioniques constitues d'un squelette saccharidique forme d'un 
nombre discret u=2 d'unites saccharidiques dont I'une est sous forme cyclique et 

10 I'autre sous forme reduite ouverte, ledit squelette saccharidique etant choisi dans le 
groupe constitue du maltitol et de I'isomaltitol. 

[000114] Dans un mode de realisation, le compose anionique substitue selon 
I'invention, est caracterise en ce que le squelette saccharidique est forme d'un nombre 

15 discret 3 < u < 8 d'unites saccharidiques identiques ou differentes. 

[000115] Dans un mode de realisation, le compose anionique substitue selon 
I'invention, est caracterise en ce qu'au moins une des unites saccharidiques 
identiques ou differentes, qui composent le squelette saccharidique forme d'un 
nombre discret 3 < u < 8 d'unites saccharidiques, est choisie dans le groupe constitue 

20 de motifs hexose relies par des liaisons glycosidiques identiques ou differentes. 
[000116] Dans un mode de realisation, le compose anionique substitue selon 
I'invention, est caracterise en ce que les unites saccharidiques identiques ou 
differentes, qui composent le squelette saccharidique forme d'un nombre discret 3 < u 
< 8 d'unites saccharidiques, sont choisies parmi les hexoses et liees par au moins une 

25 liaison glycosidique de type (1,2). 
[000117] Dans un mode de realisation, le compose anionique substitue selon 

I'invention, est caracterise en ce que les unites saccharidiques identiques ou 
differentes, qui composent le squelette saccharidique forme d'un nombre discret 3 < u 
< 8 d'unites saccharidiques, sont choisies parmi les hexoses et liees par au moins une 

30 liaison glycosidique de type (1,3). 
[000118] Dans un mode de realisation, le compose anionique substitue selon 
I'invention, est caracterise en ce que les unites saccharidiques identiques ou 
differentes, qui composent le squelette saccharidique forme d'un nombre discret 3 < u 
< 8 d'unites saccharidiques, sont choisies parmi les hexoses et liees par au moins une 

35 liaison glycosidique de type (1,4). 
[000119] Dans un mode de realisation, le compose anionique substitue selon 
['invention, est caracterise en ce que les unites saccharidiques identiques ou 
differentes, qui composent le squelette saccharidique forme d'un nombre discret 3 < u 
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< 8 d'unites saccharidiques, sont choisies parmi les hexoses et liees par au moins une 
liaison glycosidique de type (1,6). 

[000120] Dans un mode de realisation, le compose anionique substitue selon 
5 I'invention, est caracterise en ce que le squelette saccharidique est forme d'un nombre 

discret u = 3 d'unites saccharidiques identiques ou differentes. 

[000121] Dans un mode de realisation, le compose anionique substitue selon 
I'invention, est caracterise en ce qu'ils comportent au moins une unite saccharidique 
choisie dans le groupe constitue des hexoses sous forme cyclique et au moins une 

10 unite saccharidique choisie dans le groupe constitue des hexoses sous forme ouverte. 
[000122] Dans un mode de realisation, le compose anionique substitue selon 
I'invention, est caracterise en ce que les trois unites saccharidiques sont identiques. 
[000123] Dans un mode de realisation le compose anionique substitue selon 
I'invention, est caracterise en ce que deux des trois unites saccharidiques sont 

15 identiques. 
[000124] Dans un mode de realisation, le compose anionique substitue selon 
I'invention, est caracterise en ce que les unites saccharidiques identiques sont choisies 
parmi les hexoses dont deux sont sous forme cyclique et une sous forme reduite 
ouverte et liees par des liaisons glycosidique de type (1,4). 

20 [000125] Dans un mode de realisation, le compose anionique substitue selon 
I'invention, est caracterise en ce que les unites saccharidiques identiques sont choisies 
parmi les hexoses dont deux sont sous forme cyclique et une sous forme reduite 
ouverte et liees par des liaisons glycosidique de type (1,6). 
[000126] Dans un mode de realisation le compose anionique substitue selon 

25 I'invention, est caracterise en ce que les unites saccharidiques identiques ou 
differentes sont choisies parmi les hexoses et que I'hexose central est lie par une 
liaison glycosidique de type (1,2) et par une liaison glycosidique de type (1,4). 
[000127] Dans un mode de realisation, le compose anionique substitue selon 
I'invention, est caracterise en ce que les unites saccharidiques identiques ou 

30 differentes sont choisies parmi les hexoses et que I'hexose central est lie par une 
liaison glycosidique de type (1,3) et par une liaison glycosidique de type (1,4). 
[000128] Dans un mode de realisation, le compose anionique substitue selon 
I'invention, est caracterise en ce que les unites saccharidiques identiques ou 

differentes sont choisies parmi les hexoses et que I'hexose central est lie par une 
35 liaison glycosidique de type (1,2) et par une liaison glycosidique de type (1,6). 

[000129] Dans un mode de realisation le compose anionique substitue selon 
I'invention, est caracterise en ce que les unites saccharidiques identiques ou 
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differentes sont choisies parmi les hexoses et que I'hexose central est lie par une 
liaison glycosidique de type (1,2) et par une liaison glycosidique de type (1,3). 
[000130] Dans un mode de realisation, le compose anionique substitue selon 
I'invention, est caracterise en ce que les unites saccharidiques identiques ou 

5 differentes sont choisies parmi les hexoses et que I'hexose central est lie par une 
liaison glycosidique de type (1,4) et par une liaison glycosidique de type (1,6). 
[000131] Dans un mode de realisation, le compose anionique substitue selon 
I'invention, est caracterise en ce que le squelette saccharidique est I'erlose. 
[000132] Dans un mode de realisation, le compose anionique substitue selon 

10 I'invention, est caracterise en ce que les trois unites saccharidiques identiques ou 
differentes sont des motifs hexose choisis dans le groupe constitue par le mannose et 
le glucose. 
[000133] Dans un mode de realisation, le compose anionique substitue selon 

I'invention, est caracterise en ce que le squelette saccharidique est le maltotriose. 
15 [000134] Dans un mode de realisation, le compose anionique substitue selon 

I'invention, est caracterise en ce que le squelette saccharidique est I'isomaltotriose. 

[000135] Dans un mode de realisation, le compose anionique substitue selon 
I'invention, est caracterise en ce que le squelette saccharidique est forme d'un nombre 

20 discret u=4 d'unites saccharidiques identiques ou differentes. 
[000136] Dans un mode de realisation, le compose anionique substitue selon 
I'invention, est caracterise en ce que les quatre unites saccharidiques sont identiques. 
[000137] Dans un mode de realisation, le compose anionique substitue selon 
I'invention, est caracterise en ce que trois des quatre unites saccharidiques sont 

25 identiques. 
[000138] Dans un mode de realisation, le compose anionique substitue selon 
I'invention, est caracterise en ce que les quatre unites saccharidiques sont des motifs 

hexose choisis dans le groupe constitue par le mannose et le glucose. 
[000139] Dans un mode de realisation, le compose anionique substitue selon 

30 I'invention, est caracterise en ce que le squelette saccharidique est le maltotetraose. 
[000140] Dans un mode de realisation, le compose anionique substitue selon 
I'invention, est caracterise en ce que les unites saccharidiques identiques ou 
differentes sont choisies parmi les hexoses et qu'un hexose terminal est lie par une 
liaison glycosidique de type (1,2) et que les autres sont lies entre eux par une liaison 

35 glycosidique de type (1,6). 
[000141] Dans un mode de realisation, le compose anionique substitue selon 
I'invention, est caracterise en ce que les unites saccharidiques identiques ou 
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differentes sont choisies parmi les hexoses et liees par une liaison glycosidique de 
type (1,6). 

[000142] Dans un mode de realisation, le compose anionique substitue selon 
5 I'invention, est caracterise en ce que le squelette saccharidique est forme d'un nombre 

discret u-5 d'unites saccharidiques identiques ou differentes. 
[000143] Dans un mode de realisation, le compose anionique substitue selon 

I'invention, est caracterise en ce que les cinq unites saccharidiques sont identiques. 
[000144] Dans un mode de realisation, le compose anionique substitue selon 

10 I'invention, est caracterise en ce que les cinq unites saccharidiques sont des motifs 
hexose choisis dans le groupe constitue par le mannose et le glucose. 
[000145] Dans un mode de realisation, le compose anionique substitue selon 
I'invention, est caracterise en ce que les unites saccharidiques identiques ou 
differentes sont choisies parmi les hexoses et liees par une liaison glycosidique de 

15 type (1,4). 
[000146] Dans un mode de realisation, le compose anionique substitue selon 
I'invention, est caracterise en ce que le squelette saccharidique est le maltopentaose. 

[000147] Dans un mode de realisation, le compose anionique substitue selon 

20 I'invention, est caracterise en ce que le squelette saccharidique est forme d'un nombre 
discret u=6 d'unites saccharidiques identiques ou differentes. 
[000148] Dans un mode de realisation, le compose anionique substitue selon 
I'invention, est caracterise en ce que les six unites saccharidiques sont identiques. 
[000149] Dans un mode de realisation, le compose anionique substitue selon 

25 I'invention, est caracterise en ce que les unites saccharidiques identiques ou 
differentes sont choisies parmi les hexoses et liees par une liaison glycosidique de 
type (1,4). 
[000150] Dans un mode de realisation, le compose anionique substitue selon 
I'invention, est caracterise en ce que les six unites saccharidiques identiques ou 

30 differentes sont des motifs hexose choisis dans le groupe constitue par le mannose et 
le glucose. 
[000151] Dans un mode de realisation, le compose anionique substitue selon 
I'invention, est caracterise en ce que le squelette saccharidique est le maltohexaose. 

35 [000152] Dans un mode de realisation, le compose anionique substitue selon 

I'invention, est caracterise en ce que le squelette saccharidique est forme d'un nombre 
discret u-7 d'unites saccharidiques identiques ou differentes. 
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[000153] Dans un mode de realisation le compose anionique substitue selon 

I'invention, est caracterise en ce que les sept unites saccharidiques sont identiques. 

[000154] Dans un mode de realisation, le compose anionique substitue selon 

I'invention, est caracterise en ce que les unites saccharidiques identiques ou 

5 differentes sont choisies parmi les hexoses et liees par une liaison glycosidique de 

type (1,4). 

[000155] Dans un mode de realisation, le compose anionique substitue selon 

I'invention, est caracterise en ce que les sept unites saccharidiques sont des motifs 

hexose choisis dans le groupe constitue par le mannose et le glucose. 

10 [000156] Dans un mode de realisation, le compose anionique substitue selon 

I'invention, est caracterise en ce que le squelette saccharidique est le maltoheptaose. 

[000157] Dans un mode de realisation, le compose anionique substitue selon 

I'invention, est caracterise en ce que le squelette saccharidique est forme d'un nombre 

15 discret u-8 d'unites saccharidiques identiques ou differentes. 

[000158] Dans un mode de realisation, le compose anionique substitue selon 

I'invention, est caracterise en ce que les huit unites saccharidiques sont identiques. 

[000159] Dans un mode de realisation, le compose anionique substitue selon 

I'invention, est caracterise en ce que les unites saccharidiques identiques ou 

20 differentes sont choisies parmi les hexoses et liees par une liaison glycosidique de type 

(1,4). 

[000160] Dans un mode de realisation, le compose anionique substitue selon 

I'invention, est caracterise en ce que les huit unites saccharidiques sont des motifs 

hexose choisis dans le groupe constitue par le mannose et le glucose. 

25 [000161] Dans un mode de realisation, le compose anionique substitue selon 

I'invention, est caracterise en ce que le squelette saccharidique est le maltooctaose. 

[000162] Dans un mode de realisation le compose anionique substitue comportant 

un nombre discret de motifs saccharidiques est un compose naturel. 

30 [000163] Dans un mode de realisation, le compose anionique substitue comportant 

un nombre discret de motifs saccharidiques est un compose synthetique. 

[000164] Dans un mode de realisation, le compose anionique substitue selon 

I'invention, est caracterise en ce qu'il est obtenu par degradation enzymatique d'un 

polysaccharide suivie d'une purification. 

35 [000165] Dans un mode de realisation, le compose anionique substitue selon 

I'invention, est caracterise en ce qu'il est obtenu par degradation chimique d'un 

polysaccharide suivie d'une purification. 
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[000166] Dans un mode de realisation, le compose anionique substitue selon 
I'invention, est caracterise en ce qu'il est obtenu par voie chimique, par couplage 
covalent de precurseurs de plus bas poids moleculaire. 
[000167] Dans un mode de realisation, le compose anionique substitue selon 

5 I'invention, est caracterise en ce que le squelette saccharidique est le sophorose. 
[000168] Dans un mode de realisation, le compose anionique substitue selon 
I'invention, est caracterise en ce que le squelette saccharidique est le saccharose. 

[000169] Dans un mode de realisation, le compose anionique substitue selon 
I'invention, est caracterise en ce que le squelette saccharidique est le lactulose. 

10 [000170] Dans un mode de realisation, le compose anionique substitue selon 
I'invention, est caracterise en ce que le squelette saccharidique est le maltulose. 
[000171] Dans un mode de realisation, le compose anionique substitue selon 
I'invention, est caracterise en ce que le squelette saccharidique est le leucrose. 
[000172] Dans un mode de realisation, le compose anionique substitue selon 

15 I'invention, est caracterise en ce que le squelette saccharidique est le rutinose. 
[000173] Dans un mode de realisation, le compose anionique substitue selon 
I'invention, est caracterise en ce que le squelette saccharidique est le isomaltulose. 
[000174] Dans un mode de realisation, le compose anionique substitue selon 
I'invention, est caracterise en ce que le squelette saccharidique est le fucosyllactose. 

20 [000175] Dans un mode de realisation, le compose anionique substitue selon 
I'invention, est caracterise en ce que le squelette saccharidique est le gentianose. 
[000176] Dans un mode de realisation, le compose anionique substitue selon 
I'invention, est caracterise en ce que le squelette saccharidique est le raffinose. 
[000177] Dans un mode de realisation, le compose anionique substitue selon 

25 I'invention, est caracterise en ce que le squelette saccharidique est le melezitose. 
[000178] Dans un mode de realisation, le compose anionique substitue selon 
I'invention, est caracterise en ce que le squelette saccharidique est le panose. 
[000179] Dans un mode de realisation, le compose anionique substitue selon 
I'invention, est caracterise en ce que le squelette saccharidique est le kestose. 

30 [000180] Dans un mode de realisation, le compose anionique substitue selon 
I'invention, est caracterise en ce que le squelette saccharidique est le stachyose. 

[000181] Dans un mode de realisation, le compose polyanionique est un compose 
polyanionique non polymerique (PNP) dont I'affinite pour le zinc est inferieure a 

35 I'affinite de l'insuline pour le zinc et dont la constante de dissociation KdCa ^[compose 
PNP]r [Ca2+]7[(compose PNP)r-(Ca2+)s] est inferieure ou egale a 10 1,s. 
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[000182] Les constantes de dissociation (Kd) des differents composes polyanioniques 
vis a vis des ions de calcium sont determinees par calibration externe a I'aide d'une 
electrode specifique aux ions Calcium (Mettler Toledo) et d'une electrode de reference. 
Toutes les mesures sont effectuees dans 150 mM de NaCI a pH 7. Seules les 

5 concentrations en ions calcium libres sont determinees ; les ions calcium lies au 
compose polyanionique n'induisent pas de potentiel d'electrode. 

[000183] Dans un mode de realisation, le compose polyanionique est choisie dans le 
groupe constitue des polyacides carboxyliques et leurs sels de Na+, K+, Ca2+ ou Mg2\. 

10 [000184] Dans un mode de realisation, le polyacide carboxylique est choisi dans le 
groupe constitue par I'acide citrique, I'acide tartrique, et leurs sels de Na+, K+, Ca2+ ou 
Mg2+. 

[000185] Dans un mode de realisation, le compose polyanionique est choisi dans le 
15 groupe constitue des polyacides phosphoriques et leurs sels de IMa+, K+, Ca2+ ou Mg2+, 

[000186] Dans un mode de realisation, le polyacide phosphorique est le triphosphate 
et ses sels de Na+, K+, Ca2+ ou Mg2+. 

20 [000187] Dans un mode de realisation, le compose polyanionique est I'acide citrique 
et ses sels de Na+, K+, Ca2+ ou Mg2+. 

[000188] Dans un mode de realisation, le compose polyanionique est I'acide tartrique 
et ses sels de Na+, K+, Ca2+ ou Mg2+. 

25 
[000189] Dans un mode de realisation, le compose polyanionique est I'acide 
triphosphorique et ses sels de Na+, K+, Ca2+ ou Mg2+. 

30 [000190] Dans un mode de realisation, le compose polyanionique est un compose 
constitue d'un squelette saccharidique forme d'un nombre discret d'unites 
saccharidiques obtenu a partir d'un compose disaccharide choisi dans le groupe 
constitue par le trehalose, le maltose, le lactose, le saccharose, le cellobiose, 
I'isomaltose, le maltitol et I'isomaltitol. 

35 [000191] Dans un mode de realisation, le compose polyanionique constitue d'un 
squelette saccharidique forme d'un nombre discret d'unites saccharidiques est obtenu 
a partir d'un compose constitue d'un squelette forme d'un nombre discret d'unites 
saccharidiques choisi dans le groupe constitue par le maltotriose, le maltotetraose, le 
maltopentaose, le maltohexaose, le maltoheptaose, le maltooctaose et I'isomaltotriose 
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[000192] Dans un mode de realisation, le compose polyanionique constitue d'un 

squelette saccharidique forme d'un nombre discret d'unites saccharidiques est choisi 

dans le groupe constitue par le carboxymethylmaltotriose, le 

carboxymethylmaltotetraose, le carboxymethylmaltopentaose, le 

5 carboxymethylmaltohexaose, le carboxy methyl maltoheptaose, le 

carboxymethylmaltooactose et le carboxymethylisomaitotriose. 

[000193] Dans un mode de realisation, le ratio (nombre de moles de fonctions acides 

portees par le compose polyanionique / nombre de moles de compose anionique) est 

superieur ou egal a 3. 

10 [000194] Dans un mode de realisation, le ratio (nombre de moles de fonctions acides 

portees par le compose polyanionique / nombre de moles de compose anionique) est 

superieur ou egal a 4. 

[000195] Dans un mode de realisation, le ratio (nombre de moles de fonctions acides 

portees par le compose polyanionique constitue d'un squelette saccharidique / nombre 

15 de moles de compose anionique) est superieur ou egal a 5. 

[000196] Dans un mode de realisation, le ratio (nombre de moles de fonctions acides 

portees par le compose polyanionique constitue d'un squelette saccharidique / nombre 

de moles de compose anionique) est superieur ou egal a 8. 

20 [000197] Dans un mode de realisation, les ratios molaires compose anionique 

substitue/insuline sont compris entre 0,6 et 75. 

[000198] Dans un mode de realisation, les ratios molaires sont compris entre 0,7 et 

50. 

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

25 35. 
[000200] Dans un mode de realisation, les ratios molaires sont compris entre 1,9 et 

30. 

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

30. 

30 [000202] Dans un mode de realisation, le ratio molaire compose anionique 

substitue/insuline est egal a 8. 

[000203] un mode de realisation, le ratio molaire compose anionique 

substitue/insuline est egal a 12. 

[000204] Dans un mode de realisation, le ratio molaire compose anionique 

35 substitue/insuline est egal a 16. 

[000205] Dans un mode de realisation, les ratios massiques compose anionique 

substitue/insuline sont compris entre 0,5 et 10. 
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[000206] Dans un mode de realisation, les ratios massiques sont compris entre 0,6 
et 7. 
[000207] Dans un mode de realisation, les ratios massiques sont compris entre 1,2 
et 5, 

5 [000208] Dans un mode de realisation, les ratios massiques sont compris entre 1,6 
et 4. 

[000209] Dans un mode de realisation, les ratios massiques sont compris entre 2 et 
4. 
[000210] Dans un mode de realisation, le ratio massique compose anionique 

10 substitue/insuline est 2. 
[000211] Dans un mode de realisation, le ratio massique compose anionique 
substitue/insuline est 3. 
[000212] Dans un mode de realisation, le ratio massique compose anionique 
substitue/insuline est 4. 

15 [000213] Dans un mode de realisation, le ratio massique compose anionique 
substitue/insuline est 6 

[000214] Dans un mode de realisation, la concentration en compose anionique 
substitue est comprise entre 1,8 et 36 mg/mL. 

20 [000215] Dans un mode de realisation, la concentration en compose anionique 
substitue est comprise entre 1,8 et 36,5 mg/mL. 

[000216] Dans un mode de realisation, la concentration en compose anionique 
substitue est comprise entre 2,1 et 25 mg/mL. 
[000217] Dans un mode de realisation, la concentration en compose anionique 

25 substitue est comprise entre 4,2 et 18 mg/mL. 
[000218] Dans un mode de realisation, la concentration en compose anionique 
substitue est comprise entre 5,6 et 15 mg/mL. 
[000219] Dans un mode de realisation, la concentration en compose anionique 
substitue est comprise entre 7 et 15 mg/mL. 

30 [000220] Dans un mode de realisation, la concentration en compose anionique 
substitue est 7,3 mg/mL. 

[000221] Dans un mode de realisation, la concentration en compose anionique 
substitue est 10,5 mg/mL. 

[000222] Dans un mode de realisation, la concentration en compose anionique 
35 substitue est 14,6 mg/mL. 

[000223] Dans un mode de realisation, la concentration en compose anionique 
substitue est 21,9 mg/mL. 

21 



WO 2014/076423 PCT/FR2013/052736 

[000224] Dans un mode de realisation, 
est comprise entre 2 et 150 mM. 
[000225] Dans un mode de realisation, 
est comprise entre 2 et 100 mM. 

5 [000226] Dans un mode de realisation, 
est comprise entre 2 et 75 mM. 
[000227] Dans un mode de realisation, 
est comprise entre 2 et 50 mM. 
[000226] Dans un mode de realisation, 

10 est comprise entre 2 et 30 mM. 
[000229] Dans un mode de realisation, 
est comprise entre 2 et 20 mM. 
[000230] Dans un mode de realisation, 
est comprise entre 2 et 10 mM. 

15 [000231] Dans un mode de realisation, 
est comprise entre 5 et 150 mM. 
[000232] Dans un mode de realisation, 
est comprise entre 5 et 100 mM. 
[000233] Dans un mode de realisation, 

20 est comprise entre 5 et 75 mM. 
[000234] Dans un mode de realisation, 
est comprise entre 5 et 50 mM. 
[000235] Dans un mode de realisation, 
est comprise entre 5 et 30 mM. 

25 [000236] Dans un mode de realisation, 
est comprise entre 5 et 20 mM. 
[000237] Dans un mode de realisation, 
est comprise entre 5 et 10 mM. 

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

[000239] Dans un mode de realisation, 
est comprise entre 0,5 et 25 mg/mL. 

35 [000240] Dans un mode de realisation, 
est comprise entre 0,5 et 10 mg/mL. 
[000241] Dans un mode de realisation, 
est comprise entre 0,5 et 8 mg/mL. 

la concentration en compose polyanionique 

la concentration en compose polyanionique 

la concentration en compose polyanionique 

la concentration en compose polyanionique 

la concentration en compose polyanionique 

la concentration en compose polyanionique 

la concentration en compose polyanionique 

la concentration en compose polyanionique 

la concentration en compose polyanionique 

la concentration en compose polyanionique 

la concentration en compose polyanionique 

la concentration en compose polyanionique 

la concentration en compose polyanionique 

la concentration en compose polyanionique 

la concentration en compose polyanionique 

la concentration en compose polyanionique 

la concentration en compose polyanionique 

la concentration en compose polyanionique 
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[000242] Dans un mode de realisation, la concentration en compose polyanionique 
est comprise entre 1 et 30 mg/mL. 

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

[000244] Dans un mode de realisation, la concentration en compose polyanionique 
est comprise entre 2 et 25 mg/mL. 
[000245] Dans un mode de realisation, la concentration en compose polyanionique 

10 est comprise entre 2 et 10 mg/mL. 
[000246] Dans un mode de realisation, la concentration en compose polyanionique 
est comprise entre 2 et 8 mg/mL. 

[000247] Dans un mode de realisation, le compose anionique substitue est le 
15 maltotriosemethylcarboxylate de sodium modifie par le phenylalaninate de sodium, u= 

3, I =* 0,65, j = 1,0. 

[000248] Dans un mode de realisation, le compose anionique substitue est le 
maltotriosemethylcarboxylate de sodium modifie par le phenylalaninate de sodium, u 
= 3,1 = 1,0, j = 0,65. 

20 [000249] Dans un mode de realisation, le compose anionique substitue est le 
maltotriosemethylcarboxylate de sodium modifie par le phenylalaninate de sodium, u 
= 3, I = 0,46, i = 1,2. 
[000250] Dans un mode de realisation, le compose anionique substitue est le 
maltotriosemethylcarboxylate de sodium modifie par le phenylalaninate de sodium, u 

25 = 3, i = 0,35, j = 0,65. 
[000251] Dans un mode de realisation, le compose polyanionique est le 
maltotriosemethylcarboxylate de sodium. 
[000252] Dans un mode de realisation, le compose polyanionique est le citrate de 

sodium. 
30 [000253] Dans un mode de realisation, le compose 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 realisation, le compose polyanionique est le tartrate, sous forme 
acide ou sous forme basique sous forme de sel de sodium ou de sel de potassium 

35 [000254] L'invention concerne egalement une formulation pharmaceutique d'insuline 
comprenant une composition selon I'invention dans laquelle I'insuline est sous forme 
hexamerique. 
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[000255] Dans un mode de realisation, eile concerne une formulation 

pharmaceutique caracterisee en ce que la concentration en insuline est comprise entre 

240 et 3000 pM (40 a 500 UI/mL). 

[000256] Dans un mode de realisation, elle concerne une formulation 

5 pharmaceutique caracterisee en ce que la concentration en insuline est comprise entre 

600 et 3000 pM (100 a 500 UI/mL). 

[000257] Dans un mode de realisation, elle concerne une formulation 

pharmaceutique caracterisee en ce que la concentration en insuline est comprise entre 

600 et 2400 pM (100 a 400 UI/mL). 

10 [000258] Dans un mode de realisation, elle concerne une formulation 

pharmaceutique caracterisee en ce que la concentration en insuline est comprise entre 

600 et 1800 pM (100 a 300 UI/mL). 

[000259] Dans un mode de realisation, elle concerne une formulation 

pharmaceutique caracterisee en ce que la concentration en insuline est comprise entre 

15 600 et 1200 pM (100 a 200 UI/mL). 

[000260] Dans un mode de realisation, elle concerne une formulation 

pharmaceutique caracterisee en ce que la concentration en insuline est 600 pM (100 

UI/mL). 

[000261] Dans un mode de realisation, elle concerne une formulation 

20 pharmaceutique caracterisee en ce que la concentration en insuline est 1200 pM (200 

UI/mL). 

[000262] Dans un mode de realisation, elle concerne une formulation 

pharmaceutique caracterisee en ce que la concentration en insuline est 1800 pM (300 

UI/mL). 

25 [000263] Dans un mode de realisation, elle concerne une formulation 

pharmaceutique caracterisee en ce que la concentration en insuline est 2400 pM (400 

UI/mL). 

[000264] Dans un mode de realisation, elle concerne une formulation 

pharmaceutique caracterisee en ce que la concentration en insuline est 3000 pM (500 

30 UI/mL). 

[000265] L'invention concerne I'utilisation d'au moins un compose anionique 

substitue, ledit compose etant constitue d'un squelette saccharidique forme d'un 

nombre discret u compris entre 1 et 8 (1 < u < 8) d'unites saccharidiques identiques 

35 ou differentes, liees par des liaisons glycosidiques identiques ou differentes, lesdites 

unites saccharidiques etant choisies dans le groupe constitue par les hexoses, sous 

forme cyclique ou sous forme reduite ouverte, ledit compose comportant des groupes 

fonctionnels carboxyles partiellement substitues, les groupes fonctionnels carboxyles 
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non substitues etant salifiables pour preparer une formulation pharmaceutique 
d'insuline humaine, en combinaison avec un compose polyanionique, permettant, 
apres administration, d'accelerer le passage de l'insuline dans le sang et de reduire 
plus rapidement la glycemie par rapport a une formulation exempte de compose 

5 anionique substitue, et eventuellement de composes anioniques. 
[000266] Dans un mode de realisation, I'invention concerne I'utilisation d'au moins 
un compose anionique substitue, ledit compose comportant des groupes fonctionnels 

carboxyles partiellement substitues, les groupes fonctionnels carboxyles non 
substitues etant salifiables, pour preparer une formulation pharmaceutique d'insuline 

10 humaine, en combinaison avec un compose polyanionique, permettant, apres 
administration, d'accelerer le passage de l'insuline humaine dans le sang et de reduire 
plus rapidement la glycemie par rapport a une formulation exempte de compose 
anionique substitue, et eventuellement de composes anioniques. 

15 [000267] Dans un mode de realisation, I'invention concerne I'utilisation d'au moins 
un compose anionique substitue, ledit compose comportant des groupes fonctionnels 
carboxyles partiellement substitues, les groupes fonctionnels carboxyles non 
substitues etant salifiables, pour preparer une formulation d'insuline analogue, en 
combinaison avec un compose polyanionique, permettant, apres administration, 

20 d'accelerer le passage de l'insuline analogue dans le sang et de reduire plus 
rapidement la glycemie par rapport a une formulation exempte de compose anionique 
substitue, et eventuellement de composes anioniques. 

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

25 [000269] On entend par insuline humaine une insuline obtenue par synthese ou 
recombinaison dont la sequence peptidique est la sequence de i'insuline humaine, 
incluant les variations alleliques et les homologues. 
[000270] Dans un mode de realisation, l'insuline est une insuline humaine 
recombinante telle que decrite dans la Pharmacopee Europeenne et la Pharmacopee 

30 americaine. 

[000271] Dans un mode de realisation, l'insuline est une insuline analogue. 
[000272] On entend par insuline analogue une insuline recombinante dont la 
sequence primaire contient au moins une modification par rapport a la sequence 

35 primaire de l'insuline humaine. 
[000273] Dans un mode de realisation l'insuline analogue est choisie dans le groupe 
constitue par l'insuline lispro (Humalog®), l'insuline aspart (Novolog®, Novorapid®) et 
l'insuline glulisine (Apidra®). 
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[000274] Dans un mode de realisation, i'insuline analogue est l'insuline lispro 
(Humalog®). 
[000275] Dans un mode de realisation, l'insuline analogue est I'insuline aspart 
(Novolog®, Novorapid®). 

5 [000276] Dans un mode de realisation, I'insuline analogue est l'insuline glulisine 
(Apidra®). 

[000277] Dans un mode de realisation, I'utilisation est caracterisee en ce que le 
compose anionique substitue, est choisi parmi les composes anioniques substitues & 

10 l etat isole ou en melange, constitues d'un squelette saccharidique forme d'un nombre 
discret u compris entre 1 et 8 (1 < u < 8) d'unites saccharidiques identiques ou 
differentes, liees par des liaisons glycosidiques Identiques ou differentes, lesdites 
unites saccharidiques etant choisies parmi les hexoses, sous forme cyclique ou sous 
forme reduite ouverte, caracterlses en ce qu'lls sont substitues per : 

• les substituants etant identiques ou differents lorsqu'll y a au moins deux 

15 
a) au moins un substituant de formule generate I : 

-[Ri]a-[AA]m Formule I 

20 substituants, dans lequel ; 

le radical -[AA] designe un residu d'acide amine, 

le radical -Ri- etant : 

- soit une liaison et alors a = 0, et le residu d'acide amine -[AA]- est 
directement lie au squelette par une fonction G. 

30 

25 - soit une cha?ne carbonee et alors a = 1, en C2 b C15 eventuellement 
substitute et/ou comportant au moins un heteroatome choisi parmi O, N et S 
et au moins une fonction acide avant la reaction avec I'acide amine, ladite 
chaine formant avec le residu d'acide amine -[AA]- une fonction amide, et est 
fix6e sur le squelette i» I'aide d'une fonction F resultant d'une reaction entre 
une fonction hydroxyle portee par le squelette et une fonction ou un 
substituant porte par le precurseur du radical -Ri-, 

• F est une fonction choisie parmi les fonctions ether, ester ou carbamate, 
• G est une fonction carbamate, 
• m est egal a 1 ou 2, 
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• le degre de substitution des unites saccharidiques, j, en -[Ri]a-[AA]m -etant 
strictement superieur & 0 et Inf^rleur ou egal i 6, 0 < j s 6 

b) et, eventuellement, un ou plusieurs substituants -R'i, 

5 • le substituant -R'i etant une chaine carbonee en C2 £ C15, eventuellement 
substituee et/ou comportant au moins un heteroatome choisi parmi O, N et S 
et au moins une fonction acide sous forme de sel de cations alcalins ladite 
chaine etant liee au squelette par une fonction F' resultant d'une reaction entre 
une fonction hydroxyle portee par le squelette et une fonction ou un 

10 substituant porte par le precurseur du substituant -R'1( 

• F' est une fonction ether, ester, ou carbamate, 

• le degre de substitution des unites saccharidiques, I, en -R'I, etant compris 
entre 0 et 6-j, 0 5 i £ 6-j et, 

• F et F' sont identiques ou differentes, 
IS • F et G sont Identiques ou differentes, 

• i+j £ 6. 

• -R'i identique ou different de -Ri-, 

• Les fonctions acides salifiables llbres portees par le substituant -R'I sont 
sous forme de sels de cations alcalins, 

20 • lesdites liaisons glycosidiques identiques ou differentes etant choisies dans le 
groupe constitue par les liaisons glycosidiques de type (1,1), (1,2), (1,3), (1,4) 
ou (1,6), dans une g£om£trie alpha ou beta, 

[000278] Dans un mode de realisation, ('utilisation est caracterisee en ce que le 
25 compose anionique substitue, d retat isoie ou en melange, est choisi parmi les 

composes anioniques substitues constitues d'un squelette saccharidique forme d'un 
nombre discret u compris entre 1 et 8 (1 < u < 8) d'unites saccharidiques identiques 
ou differentes, liees par des liaisons glycosidiques Identiques ou differentes, lesdites 
unites saccharidiques etant choisies parmi les hexoses, sous forme cyclique ou sous 

30 forme reduite ouverte, caracteris£s : 
a) en ce qu'ils sont substitues de fagon statistique par ; 

> au moins un substituant de formule generals I : 
—[Ri]a—[AA]m Formula I 

35 
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• les substituants etant identiques ou differents lorsqu'il y a au moins deux 
substituants, dans lequel : 

• le radical -[AA]- designs un residu d'acide amine, ledit acide amine etant 
choisi dans le groupe constitue de la phenylalanine, I'alpha-methyl-

5 phenylalanine, la 3,4 dihydroxyphenylalanine, la tyrosine, I'alpha-methyl-
tyroslne, la O-m^thyl-tyroslne, I'alpha-ph^nylglyclne, la 4-
hydroxyphenylglycine, la 3,5-dihydroxyphenylglycine et leurs sels de cations 
alcalins, lesdlts derives etant de configuration absolue L on D, -[AA]- est flx£ 
sur le squelette de la molecule par I'intermediaire d'un bras de liaison -Ri~ ou 

10 directement 116 au 9quelette par une fonction 6, 
• -f*!- etant : 

- soit une liaison G, et alors a = 0, 
soit une chaine carbonee, et alors a = 1, en C2 a CIS 

Eventuellement substitute et/ou comportant au moins un 
15 heteroatome choisi parmi 0, N et S et portant au moins une fonction 

acide avant la reaction avec i'acide amine, ladite chains formant avec 
le residu d'acide amine -[AA]- une liaison amide, et est fixes sur le 
squelette saccharidique d I'aide d'une fonction F resultant d'une 
reaction entre une fonction hydroxyle portee par le squelette et une 

20 fonction portee par le precurseur de Rlf 

• F est une fonction ether, ester ou carbamate, 
• G est une fonction carbamate, 
• m est egal a 1 ou 2, 
• le degre de substitution, J, en -[Ri)a-[AA]m etant strictement superieur d 0 

25 et inferieur ou egal a 6, 0 < j £ 6, 

et, eventuellement, 
> un ou plusieurs substituants -R't 
• -R'i etant une chame carbonee en C2 a CIS, eventuellement substituee 

30 et/ou comportant au moins un heteroatome (tels que O, N et S) et portant au 
moins une fonction acide sous forme de sel de cations alcalins ladite chaine 
etant fixes sur le squelette saccharidique par une fonction F' resultant d'une 
reaction entre une fonction hydroxyle portee par le squelette et une fonction 
portee par le precurseur de -R'lf 

35 • F' est une fonction ether, ester ou carbamate, 
• ie degr^ de substitution i, en -R\, etant compris entre 0 et 6-j, 0 < i £ 6-j, 

et, 
• -R'»- identique ou different de -Rj, 
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• F et F' identiques ou differentes, 
« F' et G identiques ou differentes 
• Les fonctions acides salifiables libres sont sous forme de sels de cations 

alcalins, 
5 

b) lesdites liaisons glycosidiques identiques ou differentes etant choisies dans le 
groupe constitue par les liaisons glycosidiques de type (1,1), (1,2), (1,3), 
(1,4) ou (1,6), dans une geometric alpha ou beta, 

c) i +j £ 6 
10 

[000279] Dans un mode de realisation, m est egal a 1. 

[000280] Dans un mode de realisation, -Rl et -R'I, Identiques ou differents sont une 
chaTne carbonee en CI a C8> 

15 [000281] Dans un mode de realisation, -Rl et -R'i, Identiques ou differents sont une 
chaTne carbonee en CI a C4, 
[000282] Dans un mode de realisation, -Rl et -R'I, Identiques ou differents sont une 
chaine carbonee en CI a C2. 
[000283] II est connu de I'homme de I'art que le deial d'action des Insulines est 

20 dependant de la concentration en insuline, Seules les valeurs de delai d'action des 
formulations ^ 100 UI/mL sont documentees. 
[000284] Les formulations d'insuline humaine « regular» sur le marchg a une 
concentration de 600 pM (100 UI/mL) ont un deial d'action compris entre 50 et 90 
minutes et une fin d'action d'environ 360 a 420 minutes chez I'humain. Le temps pour 

25 attelndre la concentration maxlmele en Insuline dans le sang est compris entre 90 et 
180 minutes chez I'humain. 
[000285] Les formulations d'lnsullnes analogues rapides sur le marche h une 
concentration de 600 pM (100 UI/mL) ont un delai d'action compris entre 30 et 60 
minutes et une fin d'action d'environ 240-300 minutes chez I'humain. Le temps pour 

30 atteindre la concentration maximale en insuline dans le sangest compris entre 50 et 
90 minutes che* i'humain. 

[000286] L'irwention concerne egalement une m6thode de preparation d\me 
formulation d'insuline humaine ayant une concentration en insuline comprise entre 

35 240 et 3000 MM (40 et 500 UI/mL), dont le deial d'action chez I'humain est inferieur d 
celul de la formulation da reference a la meme concentration en insuline en I'absence 
de compose anionique substitue et de compose polyanionique caracterisee en ce 
qu'elle comprend (1) une etape d'add it Ion a ladite formulation d'au moins un compose 
anionique substitue, ledit compose comportant des groupes fonctionnels carboxyles 
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partiellement substitues, les groupes fonctionnels carboxyles non substitues etant 
salifiables, et (2) une etape d'addition a ladite formulation d'au moins un compose 
polyanionique. 
[000287] Dans un mode de realisation, l'insuline est sous forme hexamerique. 

5 [000288] 

[000289] L'invention concerne egalement une methode de preparation d'une 
formulation d'insuline humaine ayant une concentration en insuline comprise entre 
600 et 1200 pM (100 et 200 UI/mL), dont le delai d'action chez I'humain est inferieur 

10 a celui de la formulation de reference a la meme concentration en insuline en 
I'absence de compose anionique substitue et de compose polyanionique caracterisee 

en ce qu'elle comprend (1) une etape d'addition a ladite formulation d'au moins un 
compose anionique substitue, ledit compose comportant des groupes fonctionnels 
carboxyles partiellement substitues, les groupes fonctionnels carboxyles non 

15 substitues etant salifiables, et (2) une etape d'addition a ladite formulation d'au moins 
un compose polyanionique. 
[000290] Dans un mode de realisation, l'insuline est sous forme hexamerique. 

[000291] L'invention concerne egalement une methode de preparation d'une 
20 formulation d'insuline humaine ayant une concentration en insuline de 600 pM (100 

UI/mL), dont le delai d'action chez I'humain est inferieur a 60 minutes caracterisee en 
ce qu'elle comprend (1) une etape d'addition a ladite formulation d'au moins un 
compose anionique substitue, ledit compose comportant des groupes fonctionnels 
carboxyles partiellement substitues, les groupes fonctionnels carboxyles non 

25 substitues etant salifiables, et (2) une etape d'addition a ladite formulation d'au moins 
un compose polyanionique. 
[000292] Dans un mode de realisation, l'insuline est sous forme hexamerique. 

[000293] L'invention concerne egalement une methode de preparation d'une 
30 formulation d'insuline humaine ayant une concentration en insuline de 1200 pM (200 

UI/mL), dont le delai d'action chez I'humain est inferieur d'au moins 10% a celui de la 

formulation de l'insuline humaine a la meme concentration (200 UI/mL) et en 
I'absence de compose anionique substitue et de compose polyanionique caracterisee 
en ce qu'elle comprend (1) une etape d'addition a ladite formulation d'au moins un 

35 compose anionique substitue, ledit compose comportant des groupes fonctionnels 
carboxyles partiellement substitues, les groupes fonctionnels carboxyles non 
substitues etant salifiables, et (2) une etape d'addition a ladite formulation d'au moins 
un compose polyanionique. 
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[000294] Dans un mode de realisation, l'insuline est sous forme hexamerique. 

[000295] L'invention concerne egalement une methode de preparation d'une 
formulation d'insuline humaine ayant une concentration en insuline de 1800 pM (300 

5 UI/mL), dont le delai d'action chez I'humain est inferieur d'au moins 10% a celui de la 

formulation de l'insuline humaine a la meme concentration (300 UI/mL) et en 
I'absence de compose anionique substitue et de compose polyanionique caracterisee 
en ce qu'elle comprend (1) une etape d'addition a ladite formulation d'au moins un 
compose anionique substitue, ledit compose comportant des groupes fonctionnels 

10 carboxyles partiellement substitues, les groupes fonctionnels carboxyles non 
substitues etant salifiables, et (2) une etape d'addition a ladite formulation d'au moins 
un compose polyanionique. 
[000296] Dans un mode de realisation, l'insuline est sous forme hexamerique. 

15 [000297] L'invention concerne egalement une methode de preparation d'une 
formulation d'insuline humaine ayant une concentration en insuline de 2400 pM (400 
UI/mL), dont le delai d'action chez I'humain est inferieur d'au moins 10% a celui de la 
formulation de l'insuline humaine a la meme concentration (400 UI/mL) et en 
I'absence de compose anionique substitue et de compose polyanionique caracterisee 

20 en ce qu'elle comprend (1) une etape d'addition a ladite formulation d'au moins un 
compose anionique substitue, ledit compose comportant des groupes fonctionnels 
carboxyles partiellement substitues, les groupes fonctionnels carboxyles non 
substitues etant salifiables, et (2) une etape d'addition a ladite formulation d'au moins 
un compose polyanionique. 

25 [000298] Dans un mode de realisation, l'insuline est sous forme hexamerique. 

[000299] L'invention concerne egalement une methode de preparation d'une 
formulation d'insuline humaine ayant une concentration en insuline de 3000 pM (500 

UI/mL), dont le delai d'action chez I'humain est inferieur d'au moins 10% a celui de la 
30 formulation de l'insuline humaine a la meme concentration (500 UI/mL) et en 

I'absence de compose anionique substitue et de compose polyanionique caracterisee 
en ce qu'elle comprend (1) une etape d'addition a ladite formulation d'au moins un 

compose anionique substitue, ledit compose comportant des groupes fonctionnels 
carboxyles partiellement substitues, les groupes fonctionnels carboxyles non 

35 substitues etant salifiables, et (2) une etape d'addition a ladite formulation d'au moins 
un compose polyanionique. 
[000300] Dans un mode de realisation, l'insuline est sous forme hexamerique. 
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[000301] L'invention consiste en ia preparation d'une formulation d'insuline humaine 
dite rapide caracterisee en ce qu'elle comprend (1) une etape d'addition a ladite 
formulation d'au moins un compose anionique substitue, ledit compose comportant 
des groupes fonctionnels carboxyles partiellement substitues, les groupes fonctionnels 

5 carboxyles non substitues etant salifiables, et (2) une etape d'addition a ladite 
formulation d'au moins un compose polyanionique. 

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

10 [000303] L'invention concerne egalement une methode de preparation d'une 

formulation d'insuline humaine a une concentration de 600 pM (100 UI/mL) dont le 
delai d'action chez I'humain est inferieur a 60 minutes, de preference inferieur a 45 
minutes, et encore de preference inferieur a 30 minutes caracterisee en ce qu'elle 
comprend (1) une etape d'addition a ladite formulation d'au moins un compose 

15 anionique substitue, ledit compose comportant des groupes fonctionnels carboxyles 
partiellement substitues, les groupes fonctionnels carboxyles non substitues etant 
salifiables, et (2) une etape d'addition a ladite formulation d'au moins un compose 
polyanionique. 

20 [000304] Dans un mode de realisation, l'insuline est sous forme hexamerique, 

[000305] L'invention concerne egalement une methode de preparation d'une 
formulation d'insuline analogue ayant une concentration en insuline comprise entre 
240 et 3000 pM (40 et 500 UI/mL), dont le delai d'action chez I'humain est inferieur a 

25 celui de la formulation de reference a la meme concentration en insuline en I'absence 
de compose anionique substitue et de compose polyanionique caracterisee en ce 
qu'elle comprend (1) une etape d'addition a ladite formulation d'au moins un compose 
anionique substitue, ledit compose comportant des groupes fonctionnels carboxyles 
partiellement substitues, les groupes fonctionnels carboxyles non substitues etant 

30 salifiables, et (2) une etape d'addition a ladite formulation d'au moins un compose 

polyanionique. 
[000306] Dans un mode de realisation, l'insuline est sous forme hexamerique. 

[000307] L'invention concerne egalement une methode de preparation d'une 
35 formulation d'insuline analogue ayant une concentration en insuline comprise entre 

600 et 1200 pM (100 et 200 UI/mL), dont le delai d'action chez I'humain est inferieur 
a celui de la formulation de reference a la meme concentration en insuline analogue 
en I'absence de compose anionique substitue compose anionique substitue et de 
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compose polyanionique, caracterisee en ce qu'elle comprend (1) une etape d'addition 
a ladite formulation d'au moins un compose anionique substitue, ledit compose 
comportant des groupes fonctionnels carboxyles partiellement substitues, les groupes 
fonctionnels carboxyles non substitues etant salifiables, et (2) une etape d'addition a 

5 ladite formulation d'au moins un compose polyanionique. 
[000308] Dans un mode de realisation, l'insuline est sous forme hexamerique. 

[000309] L'invention concerne egalement une methode de preparation d'une 
formulation d'insuline analogue ayant une concentration en insuline de 600 jjmol/L 

10 (100 UI/mL), dont le delai d'action chez I'humain est inferieur a 30 minutes, 
caracterisee en ce qu'elle comprend (1) une etape d'addition a ladite formulation d'au 
moins un compose anionique substitue, ledit compose comportant des groupes 

fonctionnels carboxyles partiellement substitues, les groupes fonctionnels carboxyles 
non substitues etant salifiables, et (2) une etape d'addition a ladite formulation d'au 

15 moins un compose polyanionique. 

[000310] Dans un mode de realisation, l'insuline est sous forme hexamerique. 

[000311] L'invention concerne egalement une methode de preparation d'une 
20 formulation d'insuline analogue ayant une concentration en insuline de 1200 pM (200 

UI/mL), dont le delai d'action chez I'humain est inferieur d'au moins 10% a celui de la 

formulation de l'insuline analogue en I'absence de compose anionique substitue et de 
compose polyanionique caracterisee en ce qu'elle comprend (1) une etape d'addition a 
ladite formulation d'au moins un compose anionique substitue, ledit compose 

25 comportant des groupes fonctionnels carboxyles partiellement substitues, les groupes 
fonctionnels carboxyles non substitues etant salifiables, et (2) une etape d'addition a 
ladite formulation d'au moins un compose polyanionique. 

[000312] Dans un mode de realisation, l'insuline est sous forme hexamerique. 
30 

[000313] L'invention concerne egalement une methode de preparation d'une 

formulation d'insuline analogue ayant une concentration en insuline de 1800 pM (300 
UI/mL), dont le delai d'action chez I'humain est inferieur d'au moins 10% a celui de la 
formulation de l'insuline analogue en I'absence de compose anionique substitue et de 

35 compose polyanionique caracterisee en ce qu'elle comprend (1) une etape d'addition a 
ladite formulation d'au moins un compose anionique substitue, ledit compose 
comportant des groupes fonctionnels carboxyles partiellement substitues, les groupes 
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fonctionnels carboxyles non substitues etant salifiables, et (2) une etape d'addition a 
ladite formulation d'au moins un compose polyanionique. 
[000314] Dans un mode de realisation, l'insuline est sous forme hexamerique. 

5 [000315] L'invention concerne egalement une methode de preparation d'une 
formulation d'insuline analogue ayant une concentration en insuline de 2400 pM (400 
UI/mL), dont le delai d'action chez i'humain est inferieur d'au moins 10% a celui de la 

formulation de l'insuline analogue en I'absence de compose anionique substitue et de 
compose polyanionique caracterisee en ce qu'elle comprend (1) une etape d'addition a 

10 ladite formulation d'au moins un compose anionique substitue, ledit compose 
comportant des groupes fonctionnels carboxyles partiellement substitues, les groupes 
fonctionnels carboxyles non substitues etant salifiables, et (2) une etape d'addition a 
ladite formulation d'au moins un compose polyanionique. 
[000316] Dans un mode de realisation, l'insuline est sous forme hexamerique. 

15 
[000317] L'invention concerne egalement une methode de preparation d'une 
formulation d'insuline analogue ayant une concentration en insuline de 3000 pM (500 
UI/mL), dont le delai d'action chez I'humain est inferieur d'au moins 10% a celui de la 
formulation de l'insuline analogue en I'absence de compose anionique substitue et de 

20 compose polyanionique caracterisee en ce qu'elle comprend (1) une etape d'addition a 
ladite formulation d'au moins un compose anionique substitue, ledit compose 
comportant des groupes fonctionnels carboxyles partiellement substitues, les groupes 
fonctionnels carboxyles non substitues etant salifiables, et (2) une etape d'addition a 
ladite formulation d'au moins un compose polyanionique. 

25 [000318] Dans un mode de realisation, l'insuline est sous forme hexamerique. 

[000319] L'invention consiste en la preparation d'une formulation d'insuline analogue 
dite tres rapide caracterisee en ce qu'elle comprend une etape d'addition a ladite 
formulation d'au moins un compose anionique substitue, ledit compose comportant 

30 des groupes fonctionnels carboxyles partiellement substitues, les groupes fonctionnels 
carboxyles non substitues etant salifiables 
[000320] Dans un mode de realisation, la preparation comprend en outre une etape 
d'addition a ladite formulation d'au moins un compose polyanionique. 
[000321] Dans un mode de realisation, l'insuline est sous forme hexamerique. 

35 
[000322] Dans un mode de realisation l'insuline analogue est choisie dans le groupe 

constitue par l'insuline lispro (Humalog®), l'insuline aspart (Novolog®, Novorapid®) 
et l'insuline glulisine (Apidra®). 
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[000323] Dans un mode de realisation, I'insuline analogue est l'insuline lispro 
(Humalog®). 
[000324] Dans un mode de realisation, l'insuline analogue est l'insuline aspart 
(Novolog®, Novorapid®). 

5 [000325] Dans un mode de realisation, l'insuline analogue est I'insuline glulisine 
(Apidra®). 

[000326] Dans un mode de realisation, l'insuline est une insuline humaine 
recombinante telle que decrite dans la Pharmacopee Europeenne et la Pharmacopee 

10 americaine. 

[000327] Dans un mode de realisation, l'insuline est une insuline analogue choisie 
dans le groupe constitue par l'insuline lispro (Humalog®), l'insuline aspart (Novolog® 
, Novorapid®) et l'insuline glulisine (Apidra®). 

15 [000328] La composition peut de plus etre realisee par simple melange d'une 
solution aqueuse d'insuline humaine ou analogue et d'une solution aqueuse de 
compose anionique substitue en melange avec un compose polyanionique. 
[000329] Dans un mode de realisation, la composition peut etre realisee par simple 
melange d'une solution aqueuse d'insuline humaine ou analogue, d'une solution 

20 aqueuse de compose anionique substitue et de compose polyanionique en solution ou 
sous forme de lyophilisat. 

[000330] Dans un mode de realisation, la composition peut etre realisee par simple 
melange d'une solution aqueuse d'insuline humaine ou analogue, de compose 
anionique substitue sous forme de lyophilisat et de compose polyanionique en solution 

25 ou sous forme de lyophilisat. 

[000331] De preference cette composition est sous forme d'une solution injectable. 
[000332] Dans un mode de realisation, la concentration en insuline humaine ou 
analogue est comprise entre 240 et 3000 jjM (40 a 500 UI/mL). 

30 [000333] Dans un mode de realisation, la concentration en insuline humaine ou 

analogue est comprise entre 600 et 3000 pM (100 a 500 UI/mL). 
[000334] Dans un mode de realisation, la concentration en insuline humaine ou 
analogue est comprise entre 600 et 2400 pM (100 a 400 UI/mL). 
[000335] Dans un mode de realisation, la concentration en insuline humaine ou 

35 analogue est comprise entre 600 et 1800 pM (100 a 300 UI/mL). 
[000336] Dans un mode de realisation, la concentration en insuline humaine ou 
analogue est comprise entre 600 et 1200 pM (100 a 200 UI/mL). 
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[000337] Dans un mode de realisation, la concentration en insuline humaine ou 

analogue est 600 pM (100 UI/mL). 

[000338] Dans un mode de realisation, la concentration en insuline humaine ou 

analogue est 1200 pM (200 UI/mL). 

5 [000339] Dans un mode de realisation, la concentration en insuline humaine ou 

analogue de 600 pM (100 UI/mL) peut etre reduite par simple dilution, en particulier 

pour les applications pediatriques. 

[000340] Dans un mode de realisation, la concentration en insuline humaine ou 

analogue est 1800 pM (300 UI/mL). 

10 [000341] Dans un mode de realisation, la concentration en insuline humaine ou 

analogue est 2400 pM (400 UI/mL). 

[000342] Dans un mode de realisation, la concentration en insuline humaine ou 

analogue est 3000 pM (500 UI/mL). 

[000343] L'invention concerne egalement une formulation pharmaceutique selon 

15 l'invention, caracterisee en ce qu'elle est obtenue par sechage et/ou lyophilisation. 

[000344] Dans un mode de realisation, les compositions selon l'invention 

comprennent en outre I'addition de sels de zinc a une concentration comprise entre 0 

et 500 pM. 

[000345] Dans un mode de realisation, les compositions selon l'invention 

20 comprennent en outre I'addition de sels de zinc a une concentration comprise entre 0 

et 300 pM. 

[000346] Dans un mode de realisation, les compositions selon l'invention 

comprennent en outre I'addition de sels de zinc a une concentration comprise entre 0 

et 200 pM. 

25 [000347] Dans un mode de realisation, les compositions selon l'invention 

comprennent des tampons a des concentrations comprises entre 0 et 100 mM, de 

preference entre 0 et 50 mM ou entre 15 et 50 mM. 

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

[000349] Dans un mode de realisation, les compositions selon I'invention 

30 comprennent en outre des conservateurs. 

[000350] Dans un mode de realisation, les conservateurs sont choisis dans le groupe 

constitue par le m-cresol et le phenol seuls ou en melange. 

[000351] Dans un mode de realisation, la concentration des conservateurs est 

comprise entre 10 et 50 mM. 

35 [000352] Dans un mode de realisation, la concentration des conservateurs est 

comprise entre 10 et 40 mM. 
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[000353] Les compositions selon I'invention peuvent en outre comprendre des 
additifs tels que des agents de tonicite comme la glycerine, le chlorure de sodium 
(NaCI), le mannitol et la glycine. 
[000354] Les compositions selon l'invention peuvent en outre comprendre des 

5 additifs conformes aux pharmacopees comme des tensloactlfs par exemple du 
polysorbate. 
[000355] Les compositions selon l'invention peuvent comprendre en outre tous les 
excipients conformes aux pharmacopees et compatibles avec les insulines utilisees aux 
concentrations d'usage. 

10 [000356] Dans le cas des liberations locale et systemique, les modes 
d'admlnlstratlon envisages sont par vole Intravelneuse, sous-cutanee, Intradermlque 
ou intramusculaire. 
[000357] Les voles d'admlnlstratlon transdermlque, orale, nasale, vaglnale, oculalre, 
buccale, pulmonaire sont egalement envisagees. 

15 [000358] L'invention concerne egalement ^utilisation d'une composition selon 
l'invention pour la formulation d'une solution d'insuline humaine ou analogue de 
concentration de 100 UI/mL d est 1 nee aux pompes & insuline implantables ou 
transportables. 
[000359] L'invention concerne egalement rutlllsatlon d'une composition selon 

20 l'invention pour la formulation d'une solution d'insuline humaine ou analogue de 
concentration de 200 UI/mL destlnee aux pompes a insuline Implantables ou 
transportables, 
[000360] L'invention concerne egalement les composes anioniques substitues, a 
I'etat isole ou en melange, choisis parmi les composes anioniques substitues 

25 constitues d'un squelette saccharidique forme d'un nombre discret u compris entre 1 
et 8 (1 £ u £ 8) d'unites saccharidiques identiques ou differentes, liees par des 
liaisons glycosidiques identiques ou differentes, lesdites unites saccharidiques etant 
choisies parmi les hexoses, sous forme cyclique ou sous forme reduite ouverte, 
caracterl$es en ce qu'lls sont substitues par : 

30 
a) au moins un substituant de formule generale I : 

-[Ri]a-[AA]m Formule I 

• les substituants etant Identiques ou differents lorsqu'll y a au moins deux 
35 substituants, dans lequel : 

• le radical -[AA] d^slgne un residu d'adde amine, 

• le radical -R^ etant : 

RECTIFIED SHEET (RULE 91) ISA/EP 
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- soit une liaison et alors a = 0, et le residu d'acide amine -[AA]- est 
directement lie au squelette par une fonction G. 

- soit une chaine carbonee et alors a = 1, en C2 a CIS eventuellement 
substituee et/ou comportant au moins un heteroatome choisi parmi O, N et S 

5 et au moins une fonction acide avant la reaction avec I'acide amine, ladite 
chaine formant avec le residu d'acide amine -[AA]- une fonction amide, et est 
fixee sur le squelette a I'aide d'une fonction F resultant d'une reaction entre 
une fonction hydroxyle portee par le squelette et une fonction ou un 
substituant porte par le precurseur du radical -Ri~, 

10 • F est une fonction choisie parmi les fonctions ether, ester ou carbamate, 
• G est une fonction carbamate, 
• m est egal a l ou 2, 
• le degre de substitution des unites saccharidiques, j, en -[Ra]tr[AA]m -etant 

strictement superieur a 0 et Inferieur ou egal a 6, 0 < j £ 6 
15 

b) et, eventuellement, un ou plusieurs substituants -R'i, 

• le substituant -R'i etant une chatne carbonee en C2 h C15, eventuellement 
substituee et/ou comportant au moins un heteroatome choisi parmi O, N et S 
et au moins une fonction acide sous forme de sel de cations alcalins ladite 

20 chaine etant liee au squelette par une fonction F' resultant d'une reaction entre 
une fonction hydroxyle portee par le squelette et une fonction au un 
substituant porte par le precurseur du substituant -R'i, 

• F' est une fonction ether, ester ou carbamate, 

• le degre de substitution des unites saccharidiques, i, en -R'lf etant compris 
25 entre 0 et 6-j, 0 < I < 6-j et, 

» F et F' sont identiques ou diff6rentes, 
» F et G sont Identiques ou differentes, 
• l+j < 6. 

• -R'i identique ou different de -Ri~, 

30 • Les fonctions acides salifiables libres portees par le substituant -R'I sont 
sous forme de sels de cations alcalins, 

• lesdites liaisons glycosidiques identiques ou differentes etant choisies dans le 
groupe constitue par les liaisons glycosidiques de type (1,1), (1,2), (1,3), (1,4) 
ou (1,6), dans une geometrie alpha ou beta, 
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[000361] Dans la formule cl-dessus les differentes variables ont les valeurs cltees cl-
dessus. 
[000362] Les composes anioniques substitues selon I'invention peuvent etre obtenus 
par greffage statfstlque des substituants sur le squelette saccharidique. 

5 [000363] Dans un mode de realisation, les composes anioniques substitues choisis 
parmi les composes anioniques substitues par des substituants de formules I ou II 
sont caracterises en ce qu'ils peuvent £tre obtenus par greffage des substituants a 
des positions precises sur les unites saccharidiques par un precede mettant en oeuvre 
des etapes de protectlon/deprotectlon des groupements alcool ou acide carboxylique 

10 naturellement partes par le squelette. Cette strat£gie conduit a un greffage s^lectif, 
notamment reglos6lectlf, des substituants sur le squelette. Les groupements 
protecteurs incluent sans limitation ceux decrits dans I'ouvrage (Wuts, PGM et al., 
Greene's Protective Groups in Organic Synthesis 2007). 
[000364] Le squelette saccharidique peut etre obtenu par degradation d'un 

15 polysaccharide de haut polds mol^culalre. Les voies de degradation Incluent sans 
limitation la degradation chimique et/ou la degradation enzymatique. 
[000365] Le squelette saccharidique peut Egalement &tre obtenu par formation de 
liaisons glycosidiques entre des molecules monosacchariques ou oligosaccharidiques 
en utlllsant une strangle de couplage chimique ou enzymatique. Les strategies de 

20 couplage comptent celles decrites dans la publication (Smoot, JT et al,, Advances in 
Carbohydrate Chemistry and Biochemistry 2009, 62, 162-250) et dans I'ouvrage 
(Lindhorst, TK, Essentials of Carbohydrate Chemistry and Biochemistry 2007, 157-
208). Les reactions de couplage peuvent £tre effectives en solution ou sur support 
solide. Les molecules saccharidiques avant couplage peuvent porter des substituants 

25 d'lnteret et/ou §tre fonctlonnallsees une fols couplees entre elles de fa^on statistlque 
ou r^gioselective. 

[000366] Ainsi, a titre d'exemples, les composes selon l'invention peuvent etre 
obtenus selon I'un des precedes sulvants : 

30 • le greffage statistique des substituants sur un squelette saccharidique 
• une ou plusieurs Stapes de glycosylatlon entre des molecules mono-

saccharidiques ou oligosaccharidiques portant des substituants 
• une ou plusieurs stapes de glycosylatlon entre une ou des molecules mono-

saccharidiques ou oligosaccharidiques portant des substituants et une ou des 
35 molecules mono-saccharldiques ou oligosaccharidiques 

• une ou plusieurs Stapes d'introduction de groupements protecteurs sur des 
alcools ou acides naturellement port6s par le squelette saccharidique suivie 
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d'une ou plusieurs reactions de greffage des substituants et enfin une etape 
d'elimination des groupements protecteurs 

• une ou plusieurs eta pes de glycosylation entre une ou des molecules mono-
saccharidiques ou oligosaccharidiques portant des groupements protecteurs 

5 sur des alcools ou acides naturellement portes par le squelette 
saccharidique, une ou des eta pes de greffage de substituants sur le 
squelette obtenu puis une etape d'elimination des groupements protecteurs 

• une ou plusieurs eta pes de glycosylation entre une ou des molecules mono-

saccharidiques ou oligosaccharidiques portant des groupements protecteurs 
10 sur des alcools ou acides naturellement portes par le squelette 

saccharidique, et une ou des molecules mono-saccharidiques ou 
oligosaccharidiques, une ou des eta pes de greffage de substituants puis une 
etape d'elimination des groupements protecteurs. 

[000367] Les composes selon l'invention, isoles ou en melange, peuvent etre separes 
15 et/ou purifies de differentes manieres, notamment apres leur obtention par les 

precedes ci-dessus decrits. 

[000368] On peut en particulier citer les methodes chromatographiques, notamment 
celles dites « preparatives » ou « preparatrices » comme : 

• les chromatographies eclairs ou « flash chromatography », notamment sur 
20 silice, et 

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

25 [000369] Des methodes de precipitation selective peuvent egalement etre utilisees. 

[000370] L'invention est illustree par les exemples suivants. 
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Exemples 

[000371] Les structures des composes anioniques substitues selon i'invention sont presentees dans le Tableau 1. Les structures des 
polysaccharides contre-exemples sont presentees dans le Tableau 2, 

AA Composes amomques substitues 
R = H, R'i, ~[Ri]a-[AA]m 
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AB Foiysaccharides contre-exempfes 

Polysaccharides 

contre-exempies 
Enchamement saccharidique 

Masse rnoiaire 

moyenne en poids 

(kg/mol) 

Substituant 

-R'i 

Substituant 

- [Rl]a-[AA]m 

Polysaccharides contre-exempies ABl, AB2, AB3, AB4 et AB5: R = H, R'i, ~[Rila-[AA]n 
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AA1. Compose 1 : Ma Itotriosemethy learboxyiate de sodium fonctionnalise par le 
L-phenylalaninate de sodium 
[000372] A 8 g (143 mmol de fonctions hydroxy les) de maltotriose (CarboSynth) 
dissouts dans de I'eau a 65°C est ajoute 0,6 g (16 mmol) de borohydrure de sodium. 

5 Apres 30 min d'agitation, 28 g (238 mmol) de chloroacetate de sodium sont ajoutes. A 
cette solution sont ensuite ajoutes goutte a goutte 24 rrtL de NaOH 10 N (24 mmol) puis 
le melange est chauffe a 65°C pendant 90 minutes. 16,6 g (143 mmol) de chloroacetate 
de sodium sont ensuite ajoutes au milieu reactionnel ainsi que 14 mL de NaOH 10N (14 

mmol) au goutte a goutte. Apres lh de chauffage, le melange est dilue avec de I'eau, 
10 neutralise avec de I'acide acetique puis purifie par ultrafiltration sur membrane PES de 

1 kDa contre de I'eau. La concentration en molecule de la solution finale est determinee 
par extra it sec, puis un dosage acide/base dans un melange eau/acetone 50/50 (V/V) est 
effectue pour determiner le degre de substitution en methylca rboxyiate. 
[000373] D'a pres I'extra it sec : [compose] = 32,9 mg/g 

15 [000374] D'a pres le dosage acide/base, le degre de substitution en methylca rboxyiate 
est de 1,65 par unite saccharidique. 
[000375] La solution de maltotriosemethylcarboxylate de sodium est acidifiee sur une 
resine Purolite (anionique) pour obtenir i'acide maltotriosemethylcarboxylique qui est 
ensuite lyophilise pendant 18 heures. 

20 [000376] 10 g d'acide maltotriosemethylcarboxylique (63 mmol de fonctions acide 

methylcarboxylique) sont solubilises dans le DMF puis refroidis a 0°C. Un melange de 
phenylalaninate d'ethyle, sel d'hydrochlorure (8,7 g, 38 mmol) dans du DMF est prepare. 
3,8 g de triethylamine (38 mmol) sont ajoutes a ce melange. Une solution de NMM 
(6,3 g, 63 mmol) et de EtOCOCI (6,8 g, 63 mmol) est ensuite ajoutee au melange a 0°C. 

25 La solution de phenylalaninate d'ethyle est ensuite ajoutee et le melange agite a 10°C. 
Une solution aqueuse d'imidazole est ajoutee puis le melange chauffe a 30°C. Le milieu 

est dilue avec de I'eau puis la solution obtenue est purifiee par ultrafiltration sur 
membrane PES de 1 kDa contre NaOH 0,1 N, NaCI 0,9% et de I'eau. La concentration en 
molecule de la solution finale est determinee par extrait sec. Un echantillon de solution 

30 est lyophilise et analyse par RMN *H dans D20 pour determiner le degre de substitution 

en methylcarboxylates fonctionnalises par le L-phenylalaninate de sodium. 
[000377] D'a pres I'extra it sec : [compose 1] - 29,4 mg/g 
[000378] D'apres le dosage acide/base, le degre de substitution en methylcarboxylates 
de sodium par unite saccharidique est de 0,65. 

35 [000379] D'apres la RMN *H : le degre de substitution en methylcarboxylates 

fonctionnalises par le L-phenylalaninate de sodium par unite saccharidique est de 1,0. 
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AA2. Compose 2 : Maltotriosemethylcarboxylate de sodium fonctionnalise par le 
L-phenylalaninate de sodium 
[000380] Par un procede similaire a celui utilise pour la preparation du compose 1, un 
maitotrioseca rboxyiate de sodium fonctionnalise par le L-phenylalaninate de sodium est 

5 obtenu. D'apres le dosage acide/base, le degre de substitution en methylcarboxylates de 
sodium par unite saccharidique est de 1,0. 
[000381] D'apres I'extrait sec : [compose 2] = 20,2 mg/g 
[000382] D'apres la RMN ^ : le degre de substitution en methylcarboxylates 
fonctionnalises par le L-phenylalaninate de sodium par unite saccharidique est de 0,65. 

10 
AA3. Compose 3 : Maltotriosemethylcarboxylate de sodium fonctionnalise par le 
L-phenylalaninate de sodium 
[000383] Par un procede similaire a celui utilise pour la preparation du compose 1, un 
maltotriosecarboxylate de sodium fonctionnalise par le L-phenylalaninate de sodium est 

15 obtenu. D'apres le dosage acide/base, le degre de substitution en methylcarboxylates de 
sodium par unite saccharidique est de 0,46. 
[000384] D'apres I'extrait sec : [compose 3] = 7,2 mg/g 
[000385] D'apres la RMN *H : le degre de substitution en methylcarboxylates 
fonctionnalises par le L-phenylalaninate de sodium par unite saccharidique est de 1,2. 

20 

AA4. Compose 4 : Maltotriosemethylcarboxylate de sodium fonctionnalise par le 
L-phenylalaninate de sodium 
[000386] Par un procede similaire a celui utilise pour la preparation du compose 1, un 
maltotriosecarboxylate de sodium fonctionnalise par le L-phenylalaninate de sodium est 

25 obtenu. D'apres le dosage acide/base, le degre de substitution en methylcarboxylates de 
sodium par unite saccharidique est de 0,35. 
[000387] D'apres I'extrait sec : [compose 4] - 3,1 mg/g 
[000388] D'apres la RMN : le degre de substitution en methylcarboxylates 
fonctionnalises par le L-phenylalaninate de sodium par unite saccharidique est de 0,65. 

30 
AA5. Compose 5 : Maltotriosemethylcarboxylate de sodium fonctionnalise par le 
L-phenylalaninate de sodium 
[000389] Par un procede similaire a celui utilise pour la preparation du compose 1, un 
maltotriosemethylcarboxylate de sodium fonctionnalise par le L-phenylalaninate de 

35 sodium est obtenu. 
[000390] D'apres I'extrait sec i [compose 5] = 10,9 mg/g 
[000391] D'apres la RMN ^ : le degre de substitution en methylcarboxylates 
fonctionnalises par le L-phenylalaninate de sodium par unite saccharidique est de 0,40. 
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[000392] Le degre de substitution en methylcarboxylates de sodium par unite 
saccharidique est de 1,25. 

AA6. Compose 6 : Maltotriosemethylcarboxylate de sodium fonctionnalise par le 
5 L-phenylalaninate de sodium 

[000393] A 8 g (143 mmol de fonctions hydroxyles) de maltotriose (CarboSynth) 
dissouts dans de I'eau a 65°C est ajoute 0,6 g (16 mmol) de borohydrure de sodium. 

Apres 30 min d'agitation, 28 g (237 mmol) de chloroacetate de sodium sont ajoutes. A 
cette solution sont ensuite ajoutes goutte a goutte 24 mL de NaOH 10 N (240 mmol). 

10 Apres chauffage a 65°C pendant 90 min, le melange est dilue avec de I'eau, neutralise 

par ajout d'acide acetique puis purifie par ultrafiltration sur membrane PES de 1 kDa 
contre de I'eau. La concentration en compose de la solution finale est determinee par 
extra it sec, puis un dosage acide/base dans un melange eau/acetone 50/50 (V/V) est 
effectue pour determiner le degre de substitution en methylca rboxyiate de sodium. 

15 [000394] D'apres I'extrait sec : [compose] - 14,5 mg/g 
[000395] D'apres le dosage acide/base, le degre de substitution en methylcarboxylates 
de sodium par unite saccharidique est de 1,45. 
[000396] La solution de maltotriosemethylcarboxylate de sodium est acidifiee sur une 
resine Purolite (anionique) pour obtenir I'acide maltotriosemethylcarboxylique qui est 

20 ensuite lyophilise pendant 18 heures. 
[000397] Par un procede similaire a celui utilise pour la preparation du compose 1, un 

maltotriosemethylcarboxylate de sodium fonctionnalise par le L-phenylalaninate de 
sodium est obtenu. 
[000398] D'apres I'extrait sec : [compose 6] - 10,8 mg/g 

25 [000399] D'apres la RMN *H : le degre de substitution en methylcarboxylates 
fonctionnalises par le L-phenylalaninate de sodium par unite saccharidique est de 0,65. 
[000400] Le degre de substitution en methylcarboxylates de sodium par unite 
saccharidique est de 0,8. 

30 AA7. Compose 7 : Maltotriosemethylcarboxylate de sodium fonctionnalise par le 
L-phenylalaninate de sodium 
[000401] Par un procede similaire a celui decrit dans la preparation du compose 1, 8 g 
de maltotriosemethylcarboxylate de sodium caracterise par un degre de substitution en 
methylca rboxyiate de sodium de 1,76 sont synthetises et lyophilises. 

35 [000402] 8 g (58 mmol de fonctions hydroxyles) du lyophilisat et 15 g (129 mmol) de 
chloroacetate de sodium sont dissouts dans I'eau a 65°C. A cette solution sont ajoutes 
goutte a goutte 13 mL de NaOH 10 N (130 mmol) puis le melange est chauffe a 65°C 
pendant 90 minutes. 9 g (78 mmol) de chloroacetate de sodium sont ensuite ajoutes au 
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milieu reactionnel ainsi que 8 mL de NaOH ION (80 mmol) au goutte a goutte. Apres lh 
de chauffage, le melange est dilue avec de i'eau, neutralise par I'acide acetique puis 
purifie par ultrafiltration sur membrane PES de 1 kDa contre de I'eau. La concentration 

en compose de la solution finale est determinee par extrait sec, puis un dosage 
5 acide/base dans un melange eau/acetone 50 / 50 (V/V) est effectue pour determiner le 

degre de substitution en methylcarboxylates de sodium. 
[000403] D'apres I'extrait sec : [compose] = 11,7 mg/g 
[000404] D'apres le dosage acide/base, le degre de substitution en methylcarboxylates 
de sodium par unite saccharidique est de 3,30. 

10 [000405] La solution de maltotriosemethylcarboxylate de sodium est acidifiee sur une 

resine Purolite (anionique) pour obtenir I'acide maltotriosemethylcarboxylique qui est 
ensuite lyophilise pendant 18 heures. 
[000406] Par un procede similaire a celui utilise pour la preparation du Compose 1, un 
maltotriosemethylcarboxylate de sodium fonctionnalise par le L-phenylalaninate de 

15 sodium est obtenu. 
[000407] D'apres I'extrait sec : [compose 7] = 14,9 mg/g 
[000408] D'apres la RMN *H : le degre de substitution en methylcarboxylates 
fonctionnalises par le L-phenylalaninate de sodium par unite saccharidique est de 0,65. 
[000409] Le degre de substitution en methylcarboxylates de sodium par unite 

20 saccharidique est de 2,65. 

AA8. Compose 8 : Maltopentaosemethyica rboxyiate de sodium fonctionnalise 
par le L-phenylalaninate de sodium 
[000410] Par un procede similaire a celui decrit dans la preparation du compose 1 mais 

25 conduit avec du maltopentaose (CarboSynth), 10 g d'acide 
maltopentaosemethylcarboxylique de degre de substitution en acide methylcarboxylique 
de 1,75 par unite saccharidique sont obtenus puis lyophilises. 
[000411] Par un procede similaire a celui utilise pour la preparation du compose 1, un 
maltopentaosemethyica rboxyiate de sodium fonctionnalise par le L-phenylalaninate de 

30 sodium est obtenu. 

[000412] D'apres I'extrait sec : [compose 8] - 7,1 mg/g 
[000413] D'apres la RMN *H : le degre de substitution en methylcarboxylates 
fonctionnalises par le L-phenylalaninate de sodium par unite saccharidique est de 0,75. 
[000414] Le degre de substitution en methylcarboxylates de sodium par unite 

35 saccharidique est de 1,0. 
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AA9. Compose 9 : Maltooctaosemethylcarboxylate de sodium fonctionnalise par 

le L-phinylalaninate de sodium 

[000415] Par un procede similaire a celui decrit dans la preparation du compose 1 mais 

conduit avec du maltooctaose (CarboSynth), 10 g d'acide 

5 maltooctaosemethylcarboxylique de degre de substitution en acide methylcarboxylique 

de 1,65 par unite saccharidique sont obtenus puis lyophilises. 

[000416] Par un procede similaire a celui utilise pour la preparation du compose 1, un 

maltooctaosemethylcarboxylate de sodium fonctionnalise par le L-phenylalaninate de 

sodium est obtenu. 

10 [000417] D'apres I'extrait sec : [compose 9] = 26,3 mg/g 

[000418] D'apres la RMN 1H : le degre de substitution en methylcarboxylates 

fonctionnalises par le L-phenylalaninate de sodium par unite saccharidique est de 0,65. 

[000419] Le degre de substitution en methylcarboxylates de sodium par unite 

saccharidique est de 1,0. 

15 
AAIO. Compose 10: Maltotriosemethylcarboxylate de sodium fonctionnalise par 

le L-tyrosinate de sodium 

[000420] Par un procede similaire a celui decrit dans la preparation du compose 1 mais 

conduit avec le L-tyrosinate de methyle, sel d'acide chlorhydrique (Bachem), un 

20 maltotriosemethylcarboxylate de sodium, caracterise par un degre de substitution en 

methylca rboxyiate de sodium par unite saccharidique de 1,64 est fonctionnalise par le L-

tyrosinate de sodium. 

[000421] D'apres I'extrait sec : [compose 10] = 9,1 mg/g 

[000422] D'apres la RMN 1 H : le degre de substitution en methylcarboxylates 

25 fonctionnalises par le L-tyrosinate de sodium par unite saccharidique est de 0,81. 

Le degre de substitution en methylcarboxylates de sodium par unite saccharidique est de 

0,83. 

AA11. Compose 11: Maltotriosemethylcarboxylate de sodium fonctionnalise par 

30 i'alpha-phenylgiycinate de sodium 

[000423] Par un procede similaire a celui decrit dans la preparation du compose 1, 10 g 

d'acide maltotriosemethylcarboxylique de degre de substitution en acide 

methylcarboxylique par unite saccharidique de 1,64 sont obtenus puis lyophilises. 

[000424] 8 g d'acide maltotriosemethylcarboxylique (50 mmol de fonctions acide 

35 methylcarboxylique) sont solubilises dans le DMF puis refroidis a 0°C. Un melange 

d'alpha-phenylglycinate de sodium (Bachem, 5 g ; 33 mmol) et de triethylamine (33 

mmol) est prepare dans de I'eau. Une solution de NMM (4,9 g ; 49 mmol) et de EtOCOCI 

(5,3 g, 49 mmol) est ensuite ajoutee a la solution d'acide maltotriosemethylcarboxylique 
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a 0°C. La solution d'alpha-phenylglycinate de sodium et de triethylamine est ensuite 
ajoutee et le melange agite a 30°C. Une solution aqueuse d'imidazole (340 g/L) est 

ajoutee apres 90 minutes. Le milieu est dilue avec de I'eau puis la solution obtenue est 
purifiee par ultrafiltration sur membrane PES de 1 kDa contre un tampon NaHC03/Na2C03 

5 pH 10,4 150 mM, NaCI 0,9% et de I'eau. La concentration en compose de la solution 
finale est determinee par extra it sec. Un echantillon de solution est lyophilise et analyse 
par RMN dans D20 pour determiner le degre de substitution en methylcarboxylates 
fonctionnalises par I'alpha-phenylglycinate de sodium. 
[000425] D'apres I'extrait sec : [compose 11] = 9,1 mg/g 

10 [000426] D'apres la RMN ^ : le degre de substitution en methylcarboxylates 

fonctionnalises par I'alpha-phenylglycinate de sodium par unite saccharidique est de 
0,52. 

[000427] Le degre de substitution en methylcarboxylates de sodium par unite 
saccharidique est de 1,12. 

15 
AB Polysaccharides contre-exempies 

ABl. Polysaccharide 1 : Dextra nemethy lea rboxyiate de sodium fonctionnalise 
par le L-phenylalaninate de sodium. 

20 [000428] Le polysaccharide 1 est un dextranemethylcarboxylate de sodium 

fonctionnalise par le L-phenylalaninate de sodium obtenu a partir d'un dextrane de 
masse molaire moyenne en poids 10 kg/mol (DP - 39, Pharmacosmos) selon le procede 
decrit dans la demande de brevet FR 07/02316 publiee sous le numero FR2914305. 
D'apres le dosage acide/base, le degre de substitution en methylcarboxylates de sodium 

25 par unite saccharidique est de 0,6. 
[000429] D'apres la RMN ^ : le degre de substitution en methylcarboxylates 
fonctionnalises par le L-phenylalaninate de sodium par unite saccharidique est de 0,46. 
[000430] Ce polysaccharide correspond au polysaccharide 1 de la demande FR0901478. 

30 AB2. Polysaccharide 2 : Dextranemethylcarboxylate de sodium fonctionnalise 

par le L-phenylalaninate de sodium. 
[000431] Le polysaccharide 2 est un dextranemethylcarboxylate de sodium 
fonctionnalise par le L-phenylalaninate de sodium obtenu a partir d'un dextrane de 
masse molaire moyenne en poids 5 kg/mol (DP = 19, Pharmacosmos) selon le procede 

35 decrit dans la demande de brevet FR 07/02316 publiee sous le numero FR2914305. 
D'apres le dosage acide/base, le degre de substitution en methylcarboxylates de sodium 
par unite saccharidique est de 1,01. 
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[000432] D'apres la RMN ^ : le degre de substitution en methylcarboxylates 
fonctionnalises par le L-phenylalaninate de sodium par unite saccharidique est de 0,64. 

AB3. Polysaccharide 3 : Dextranemethylcarboxylate de sodium fonctionnalise 
5 par le L-phenylalaninate de sodium. 

[000433] Le polysaccharide 3 est un dextranemethylcarboxylate de sodium 

fonctionnalise par le L-phenylalaninate de sodium obtenu a partir d'un dextrane de 
masse molaire moyenne en poids 5 kg/mol (DP = 19, Pharmacosmos) selon le procede 
decrit dans la demande de brevet FR 07/02316 publiee sous le numero FR2914305. 

10 D'apres le dosage acide/base, le degre de substitution en methylcarboxylates de sodium 
par unite saccharidique est de 0,65. 
[000434] D'apres la RMN *1-1 : le degre de substitution en methylcarboxylates 
fonctionnalises par le L-phenylalaninate de sodium par unite saccharidique est de 0,45. 

15 AB4. Polysaccharide 4 : Dextranemethylcarboxylate de sodium fonctionnalise 
par le L-phenylalaninate de sodium. 
[000435] Le polysaccharide 4 est un dextranemethylcarboxylate de sodium 
fonctionnalise par le L-phenylalaninate de sodium obtenu a partir d'un dextrane de 
masse molaire moyenne en poids 10 kg/mol (DP - 39, Pharmacosmos) selon le procede 

20 decrit dans la demande de brevet FR 07/02316 publiee sous le numero FR2914305. 
D'apres le dosage acide/base, le degre de substitution en methylcarboxylates de sodium 
par unite saccharidique est de 1,01. 
[000436] D'apres la RMN : le degre de substitution en methylcarboxylates 
fonctionnalises par le L-phenylalaninate de sodium par unite saccharidique est de 0,64. 

25 
AB5. Polysaccharide 5 : Dextranemethylcarboxylate de sodium fonctionnalise 
par le L-phenylaianinate de sodium. 
[000437] Le polysaccharide 5 est un dextranemethylcarboxylate de sodium 
fonctionnalise par le L-phenylalaninate de sodium obtenu a partir d'un dextrane de 

30 masse molaire moyenne en poids 5 kg/mol (DP = 19, Pharmacosmos) selon le procede 

decrit dans la demande de brevet FR 07/02316 publiee sous le numero FR2914305. 
D'apres le dosage acide/base, le degre de substitution en methylcarboxylates de sodium 
par unite saccharidique est de 0,45. 
[000438] D'apres la RMN ^ : le degre de substitution en methylcarboxylates 

35 fonctionnalises par le L-phenylalaninate de sodium par unite saccharidique est de 0,65. 
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AC Compose polyanionique 

Compose polyanionique 1 : Maltotriosemethylcarboxylate de sodium 
[000439] A 8 g (143 mmol de fonctions hydroxyles) de maltotriose (CarboSynth) 

5 dissouts dans de I'eau a 65°C est ajoute 0,6 g (16 mmol) de borohydrure de sodium. 
Apres 30 min d'agitation, 28 g (238 mmol) de chloroacetate de sodium sont ajoutes. A 
cette solution sont ensuite ajoutes goutte a goutte 24 mL de NaOH 10 N (240 mmol) 
puis le melange est chauffe a 65°C pendant 90 minutes. 16,6 g (143 mmol) de 

chloroacetate de sodium sont ensuite ajoutes au milieu reactionnel ainsi que 14 mL de 
10 NaOH 10 N (140 mmol) au goutte a goutte. Apres lh de chauffage, le melange est dilue 

avec de I'eau, neutralise avec de I'acide acetique puis purifie par ultrafiltration sur 

membrane PES de 1 kDa contre de I'eau. La concentration en compose de la solution 
finale est determinee par extrait sec, puis un dosage acide/base dans un melange 
eau/acetone 50/50 (V/V) est effectue pour determiner le degre de substitution en 

15 methylca rboxyiate de sodium. 
[000440] D'apres I'extrait sec : [compose polyanionique 1] = 32,9 mg/g 
[000441] D'apres le dosage acide/base : le degre de substitution en methylcarboxylates 
de sodium par unite saccharidique est de 1,65. 

20 B Preparation des solutions 

Bl. Solution d'insuline analogue rapide Novolog® 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. 

25 
B2. Solution d'insuline analogue rapide Humalog® a 100 UI/mL. 
[000443] Cette solution est une solution commerciale d'insuline lispro d'Eli Lilly vendue 
sous le nom de Humalog®. Ce produit est une insuline analogue rapide. 

30 B3. Solution d'insuline humaine reguliere Actrapid® a 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 reguliere. 

B4. Solution d'insuline humaine reguliere Humuiin® R a 100 UI/mL. 
35 [000445] Cette solution est une solution commerciale d'insuline humaine d'Eli Lilly 

vendue sous le nom de Humuiin® R. Ce produit est une insuline humaine reguliere. 
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B5. Preparation des solutions d'excipients 

[000446] Les composes polyanioriiques non polymeriques sont selectionnes par mesure 
de leur constante de dissociation vis-a-vis des ions calcium et vis-a-vis de leur propriete 

5 de ne pas destabiliser la forme hexamerique de l'insuline. 
[000447] S'agissant de la constante de dissociation vis-a-vis des ions calcium, elle est 
determinee comme suit. 
[000448] Des solutions contenant 2,5 mM de CaCI2, 150 mM de NaCI et des 
concentrations croissantes de compose polyanionique (comprises entre 0 et 20 mM) sont 

10 preparees. Le potentiel de toutes ces formulations est mesure et les concentrations en 

ions calcium libres dans les formulations determinees. Apres linearisation par la methode 
de Scatchard, les constantes de dissociation sont etablies. Ces donnees permettent de 
comparer I'affinite des carboxylates et des phosphates des differents composes 
polyanioniques pour le Ca. 

15 [000449] S'agissant de leur propriete de de ne pas destabiliser la forme hexamerique 
de l'insuline cette propriete est mesuree par dichroisme circulaire en comparaison de 
l'insuline seule (sans compose anionique ni compose polyanionique), voir les protocoles 
experimentaux dans la partie experimental D. 

20 Preparation d'une solution de citrate de sodium a 1,188 M. 
[000450] Une solution de citrate de sodium est obtenue en solubilisant 9,0811 g de 
citrate de sodium (30,9 mmol) dans 25 mL d'eau dans une fiole jaugee. Le pH est ajuste 
exactement a 7,4 par ajout de 1 mL d'HCI 1 M. La solution est filtree sur 0,22 pm. 

25 Preparation d'une solution de m-cresol 130 mM. 
[000451] Une solution de m-cresol est obtenue en solubilisant 14,114 g de m-cresol 
(130 mmol) dans 986,4 mL d'eau dans une fiole jaugee de 1 L. 

Preparation d'une solution de m-cresol et glycerine (96,6 mM m-cresol et 566 
30 mM glycerine). 

[000452] 73,3 g de la solution de m-cresol a 130 mM sont ajoutes a 5,26 g de glycerine 
et ensuite dilues par ajout de 22,25 g d'eau. La solution obtenue de m-cresol et glycerine 
est homogeneisee pendant 30 minutes puis filtree sur une membrane 0,22 pm. 

35 Preparation 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 filtree sur une 
membrane 0,22 pm. 
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B6. Preparation d'une solution d'insuline humaine a 500 UI/mL. 

[000454] 15 g d'eau sont ajoutes a 563,6 mg d'insuline humaine, puis le pH est abaisse 

a pH acide par ajout de 5,98 g d'HCI 0,1 N. Apres solubilisation complete de l'insuline a 

5 pH acide, la solution est neutralisee a pH 7,2 par ajout de 8,3 mL de NaOH 0,1 N. La 

concentration est ensuite ajustee a 500 UI/mL par ajout de 0,76 g d'eau. La solution est 

enfin filtree sur une membrane 0,22 pm. 

B7. Preparation d'une solution d'insuline lispro a 100 UI/mL en presence du 

10 compose 1 

[000455] Pour un volume final de 100 mL de formulation, avec un ratio massique 

[compose l]/[insuline lispro] de 2,0, les differents reactifs sont additionnes dans les 

quantites specifiees ci-dessous et dans I'ordre suivant : 

[000456] Le pH final est a juste a 7,4 ± 0,4. 

[000457] La solution limpide est filtree sur une membrane 0,22 pm et stockee a 4°C. 

BS. Preparation d'une solution d'insuline lispro a 100 UI/mL en presence du 

20 compose 1 et de citrate 

[000458] Pour un volume final de 100 mL de formulation, avec un ratio massique 

[compose l]/[insuline lispro] de 2,0 et une concentration de 9,3 mM de citrate, les 

differents reactifs sont additionnes dans les quantites specifiees ci-dessous et dans 

I'ordre suivant : 

25 Compose 1 lyophilise 730 mg 

[000459] 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 

30 injectable. 

[000460] Le pH final est a juste a 7,4 ± 0,4. 

[000461] La solution limpide est filtree sur une membrane 0,22 pm et stockee a 4°C. 

B9. Preparation d'une solution d'insuline lispro a 100 UI/mL en presence du 

35 compose 1 et du compose polyanionique 1 

[000462] Pour un volume final de 100 mL de formulation, avec un ratio massique 

[compose l]/[compose polyanionique l]/[insuline lispro] de 2,0/2,0/1, les differents 

reactifs sont additionnes dans les quantites specifiees ci-dessous et dans I'ordre suivant : 

15 
Compose 1 lyophilise 

Solution commerciale Humalog® 100 UI/mL 

730 mg 

100 mL 

Solution commerciale Humalog® 100 UI/mL 

Solution de citrate de sodium a 1,188 M 

100 mL 

783 pL 
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Compose 1 lyophilise 

Compose polyanionique 1 lyophilise 

Solution commerciale Humalog®100 UI/mL 

730 mg 

730 mg 

100 mL 

[000463] Le compose polyanionique 1 peut etre utilise sous la forme acide ou la forme 

5 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 a juste a 7,4 ± 0,4. 

[000465] La solution limpide est filtree sur une membrane 0,22 pm et stockee a 4°C. 

10 BIO. Preparation d'une solution d'insuline lispro a 100 UI/mL en presence du 

compose 1 et du compose polyanionique 1 

[000466] Pour un volume final de 100 mL de formulation, avec un ratio massique 

[compose l]/[compose polyanionique l]/[insuline lispro] de 2,0/5,5/1, les differents 

reactifs sont additionnes dans les quantites specifiees ci-dessous et dans I'ordre suivant : 

15 Compose 1 lyophilise 730 mg 

[000467] Le compose polyanionique 1 peut etre utilise sous la forme acide ou la forme 

basique sous forme de sel de sodium, de sel de potassium ou d'un autre sel compatible 

20 avec une formulation injectable. 

[000468] Le pH final est ajuste a 7,4 ± 0,4. 

[000469] La solution limpide est filtree sur une membrane 0,22 pm et stockee a 4°C. 

Bll. Preparation d'une solution d'insuline lispro a 100 UI/mL en presence du 

25 compose 2 et de citrate 

[000470] Pour un volume final de 100 mL de formulation, avec un ratio massique 

[compose 2]/[insuline lispro] de 2,0 et une concentration de 9,3 mM de citrate, les 

differents reactifs sont additionnes dans les quantites specifiees ci-dessous et dans 

I'ordre suivant : 

30 Compose 2 lyophilise 730 mg 

[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 

35 injectable. 

[000472] Le pH final est ajuste a 7,4 ± 0,4. 

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

Compose polyanionique 1 lyophilise 

Solution commerciale Humalog® 100 UI/mL 

2000 mg 

100 mL 

Solution commerciale Humalog® 100 UI/mL 

Solution de citrate de sodium a 1,188 M 

100 mL 

783 pL 
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B12. Preparation d'une solution d'insuline lispro a 100 UI/mL en presence du 
compose 2 et du compose polyanionique 1 
[000474] Pour un volume final de 100 mL de formulation, avec un ratio massique 
[compose 2]/[compose polyanionique l]/[insuline lispro] de 2,0/2,0/1, les differents 

5 reactifs sont additionnes dans les quantites specifiees ci-dessous et dans I'ordre suivant i 
Compose 2 lyophilise 730 mg 
Compose polyanionique 1 lyophilise 730 mg 
Solution commerciale Humalog®100 UI/mL 100 mL 

[000475] Le compose polyanionique 1 peut etre utilise sous la forme acide ou la forme 
10 basique sous forme de sel de sodium, de sel de potassium ou d'un autre sel compatible 

avec une formulation injectable. 
[000476] Le pH final est ajuste a 7,4 ± 0,4. 
[000477] La solution limpide est filtree sur une membrane 0,22 |jm et stockee a 4°C. 

15 B13. Preparation d'une solution d'insuline lispro a 100 UI/mL en presence du 
compose 2 et du compose polyanionique 1 
[000478] Pour un volume final de 100 mL de formulation, avec un ratio massique 
[compose 2]/[compose polyanionique l]/[insuline lispro] de 2,0/5,5/1, les differents 
reactifs sont additionnes dans les quantites specifiees ci-dessous et dans I'ordre suivant : 

20 Compose 2 lyophilise 730 mg 
Compose polyanionique 1 lyophilise 2000 mg 
Solution commerciale Humalog® 100 UI/mL 100 mL 

[000479] Le compose polyanionique 1 peut etre utilise sous la forme acide ou la forme 
basique sous forme de sel de sodium, de sel de potassium ou d'un autre sel compatible 

25 avec une formulation injectable. 
[000480] Le pH final est ajuste a 7,4 ± 0,4. 
[000481] La solution limpide est filtree sur une membrane 0,22 pm et stockee a 4°C. 

B14. Preparation d'une solution d'insuline lispro a 100 UI/mL en presence du 
30 compose 1. 

[000482] Pour un volume final de 100 mL de formulation, avec un ratio massique 
[compose l]/[insuline lispro] de 4, les differents reactifs sont additionnes dans les 
quantites specifiees : 

Compose 1 sous forme lyophilisee 1460 mg 
35 Solution commerciale Humalog® 100 UI/mL 100 mL 

[000483] Le pH final est ajuste a 7,4 ± 0,4. La solution limpide est filtree sur une 
membrane 0,22 pm et stockee a 4°C. 
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B15. Preparation d'une solution d'insuline lispro a 100 UI/mL en presence du 
compose 2. 
[000484] Pour un volume final de 100 mL de formulation, avec un ratio massique 
[compose 2]/[insuline lispro] de 4, les differents reactifs sont additionnes dans les 

5 quantites specifiees : 
Compose 2 sous forme lyophilisee 1460 mg 
Solution commerciale Humalog® 100 UI/mL 100 mL 

[000485] Le pH final est ajuste a 7,4 ± 0,4. La solution limpide est filtree sur une 
membrane 0,22 pm et stockee a 4°C. 

10 
B16. Preparation d'une solution d'insuline analogue lispro a 100 UI/mL en 
presence du compose 1 et de tartrate de sodium. 
[000486] Pour un volume final de 100 mL de formulation, avec un ratio massique 
[compose l]/[insuline lispro] de 2,0 et une concentration de 80 mM de tartrate de 

15 sodium, les differents reactifs sont additionnes dans les quantites specifiees ci-dessous : 
Compose 1 sous forme lyophilisee 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 
20 forme de sel de sodium, de sel de potassium ou d'un autre sel compatible avec une 

formulation injectable. 
[000488] Le pH final est ajuste a 7,4 ± 0,4. 
[000489] La solution limpide est filtree sur une membrane 0,22 pm et stockee a 4°C. 

25 B17. Preparation d'une solution d'insuline iispro a 100 UI/mL en presence du 
compose 1 et de compose polyanionique 1. 
[000490] Pour un volume final de 100 mL de formulation, avec un ratio massique 
[compose l]/[compose polyanionique l]/[insuline lispro] de 2/4/1, les differents reactifs 
sont additionnes dans les quantites specifiees ci-dessous : 

30 Compose 1 sous forme lyophilisee 730 mg 

Compose polyanionique 1 sous forme lyophilisee 1460 mg 
Solution commerciale Humalog® 100 UI/mL 100 mL 

[000491] Le compose polyanionique 1 peut etre utilise sous la forme acide ou la forme 
basique sous forme de sel de sodium, de sel de potassium ou d'un autre sel compatible 

35 avec une formulation injectable. 
[000492] Le pH final est ajuste a 7,4 ± 0,4. La solution limpide est filtree sur une 
membrane 0,22 pm et stockee a 4°C. 
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BIS, Preparation d'une solution d'insuline lispro a 100 UI/mL en presence du 
compose 1 et de triphosphate de sodium. 
[000493] Pour un volume final de 100 mL de formulation les differents reactifs sont 
additionnes dans les quantites specifiees ci-dessous : 

5 Compose 1 sous forme lyophilisee 730 mg 
Triphosphate de sodium 184 mg 
Solution commerciale Humalog® 100 UI/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 

10 formulation injectable. 

[000495] Le pH final est ajuste a 7,4 ± 0,4. La solution limpide est filtree sur une 
membrane 0,22 pm et stockee a 4°C. 

B19. Preparation d'une solution d'insuline analogue lispro a 100 UI/mL en 
15 presence de compose 2 et de tartrate de sodium. 

[000496] Pour un volume final de 100 mL de formulation, avec un ratio massique 
[compose 2]/[insuline lispro] de 2,0 et une concentration de 80 mM de tartrate de 
sodium, les differents reactifs sont additionnes dans les quantites specifiees ci-dessous : 

Compose 2 sous forme lyophilisee 730 mg 
20 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. 

25 [000498] Le pH final est ajuste a 7,4 ± 0,4. La solution limpide est filtree sur une 
membrane 0,22 pm et stockee a 4°C. 

B20. Preparation d'une solution d'insuline lispro a 100 UI/mL en presence du 
compose 2 et de compose polyanionique 1. 

30 [000499] Pour un volume final de 100 mL de formulation, avec un ratio massique 
[compose 2]/[compose polyanionique l]/[insuline lispro] de 2/4/1, les differents reactifs 
sont additionnes dans les quantites specifiees ci-dessous : 

Compose 2 sous forme lyophilisee 730 mg 
Compose polyanionique 1 sous forme lyophilisee 1460 mg 

35 Solution commerciale Humalog® 100 UI/mL 100 mL 
[000500] Le compose polyanionique 1 peut etre utilise 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 ajuste a 7,4 ± 0,4. La solution limpide est filtree sur une 
membrane 0,22 jjm et stockee a 4°C. 

B21. Preparation d'une solution d'insuline lispro a 100 UI/mL en presence du 
5 compose 2 et de triphosphate de sodium. 

[000502] Pour un volume final de 100 mL de formulation les differents reactifs sont 
additionnes dans les quantites specifiees ci-dessous : 

Compose 2 sous forme lyophilisee 730 mg 
Triphosphate de sodium 184 mg 

10 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 ajuste a 7,4 ± 0,4. La solution limpide est filtree sur une 

15 membrane 0,22 pm et stockee a 4°C. 

B22. Preparation d'une solution d'insuline analogue (insuline lispro) a 200 
UI/mL. 
[000505] La formulation commerciale d'insuline lispro (Humalog®) a ete concentree en 

20 utilisant des tubes de centrifugation AMICGIM Ultra-15 avec une coupure a 3 kDa. Les 

tubes amicon ont tout d'abord ete rinces avec 12 mL d'eau deionisee. 12 mL de la 
formulation commerciale ont ete centrifuges pendant 35 minutes a 4000 g a 20°C. Le 
volume du retentat a ete mesure et la concentration ainsi estimee. Tous les retentats ont 
ete mis en commun et la concentration globale a ete estimee (> 200 UI/mL). 

25 [000506] La concentration de cette solution d'insuline lispro concentree a ete ajustee a 
200 UI/mL par addition de la formulation commerciale d'insuline lispro (Humalog®). La 
formulation d'insuline lispro concentree presente les memes concentrations en excipients 
(m-cresol, glycerine, phosphate) que la formulation commerciale a 100 UI/mL. 
[000507] Le pH final est ajuste a 7,4 ± 0,4. La solution limpide est filtree sur une 

30 membrane 0,22 pm et stockee a 4°C. 

B23. Preparation d'une solution d'insuline lispro a 200 UI/mL en presence du 
compose 1 et de citrate. 
[000508] Pour un volume final de 100 mL de formulation avec un ratio massique 

35 [compose l]/[insuline lispro] de 2, les differents reactifs sont melanges en quantites 
precisees ci-dessous 

Insuline lispro a 200 UI/mL 100 mL 
Lyophilisat de compose 1 1460 mg 
Solution de citrate de sodium a 1,188 M 1566 pL 
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[000509] Le pH final est ajuste a 7,4 ± 0,4.La solution limpide est filtree sur une 
membrane 0,22 pm et stockee a 4°C. 

B24. Preparation d'une solution d'insuline lispro a 200 UI/mL en presence du 
5 compose 1 et de compose polyanionique 1. 

[000510] Pour un volume final de 100 mL de formulation avec un ratio massique 
[compose l]/[compose polyanionique l]/[insu!ine lispro] de 2/2/1, les differents reactifs 
sont melanges en quantites precisees ci-dessous. 

Insuline lispro a 200 UI/mL 100 mL 
10 Lyophilisat de compose 1 1460 mg 

Lyophilisat de compose polyanionique 1 1460 mg 
[000511] Le compose polyanionique 1 peut etre utilise 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. 

15 [000512] Le pH final est ajuste a 7,4 ± 0,4. La solution limpide est filtree sur une 
membrane 0,22 pm et stockee a 4°C. 

B25. Preparation d'une solution d'insuline lispro a 200 UI/mL en presence du 
compose 1 et du compose polyanionique 1. 

20 [000513] Pour un volume final de 100 mL de formulation avec un ratio massique 

[compose l]/[compose polyanionique l]/[insuline lispro] de 2/4/1, les differents reactifs 
sont melanges en quantites precisees ci-dessous. 

Insuline lispro a 200 UI/mL 100 mL 
Lyophilisat de compose 1 1460 mg 

25 Lyophilisat de compose polyanionique 1 2920 mg 
[000514] Le compose polyanionique 1 peut etre utilise 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. 

[000515] Le pH final est ajuste a 7,4 ± 0,4. La solution limpide est filtree sur une 
30 membrane 0,22 pm et stockee a 4°C. 

B26. Preparation d'une solution d'insuline lispro a 200 UI/mL en presence du 
compose 2 et du compose polyanionique 1. 
[000516] Pour un volume final de 100 mL de formulation avec un ratio massique 

35 [compose 2]/[compose polyanionique l]/[insuline lispro] de 2/4/1, les differents reactifs 
sont melanges en quantites precisees ci-dessous. 

Insuline lispro a 200 UI/mL 100 mL 
Lyophilisat de compose 2 1460 mg 
Lyophilisat de compose polyanionique 1 2920 mg 
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[000517] Le compose polyanionique 1 peut etre utilise 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 ajuste a 7,4 ± 0,4. La solution limpide est filtree sur une 

5 membrane 0,22 pm et stockee a 4°C. 

B27. Preparation d'une solution d'insuline humaine a 100 UI/mL en presence du 
compose 1 et de tartrate. 
[000519] Pour un volume final de 100 mL de formulation avec un ratio massique 

10 [compose l]/[insuline humaine] de 2 et 80 mM de tartrate, les differents reactifs sont 
melanges en quantites precisees ci-dessous : 

Insuline humaine a 500 UI/mL 20 mL 
Solution de compose 1 a 36,01 mg/mL 20,27 mL 
Solution 96,6 mM m-cresol/566 mM glycerine 30 mL 

15 Eau 28,95 mL 
Tartrate de sodium 1,552 g 

[000520] 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. 

20 [000521] Le pH final est de 7,4 ± 0,4. Cette solution limpide est filtree sur une 
membrane 0,22 pm puis est placee a +4°C. 

B28. Preparation d'une solution d'insuline humaine a 100 UI/mL en presence du 
compose 1 et de triphosphate. 

25 [000522] Pour un volume final de 100 mL de formulation les differents reactifs sont 
melanges en quantites precisees ci-dessous : 

Insuline humaine a 500 UI/mL 20 mL 
Solution de compose 1 a 36,01 mg/mL 20,27 mL 
Solution 96,6 mM m-cresoi/566 mM glycerine 30 mL 

30 Eau 28,95 mL 
Triphosphate de sodium 184 mg 

[000523] 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. 

35 [000524] Le pH final est de 7,4 ± 0,4. Cette solution limpide est filtree sur une 
membrane 0,22 pm puis est placee a +4°C. 
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B29. Preparation d'une solution d'insuline humaine a 100 UI/mL en presence du 
compose 2 et de tartrate. 
[000525] Pour un volume final de 100 mL de formulation avec un ratio massique 
[compose 2]/[insuline humaine] de 2 et 80 mM de tartrate, les differents reactifs sont 

5 melanges en quantites precisees ci-dessous : 
Insuline humaine a 500 UI/mL 20 mL 

Solution de compose 2 a 36,01 mg/mL 20,27 mL 
Solution 96,6 mM m-cresol/566 mM glycerine 30 mL 
Eau 28,95 mL 

10 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 est de 7,4 ± 0,4. 

15 [000528] Cette solution limpide est filtree sur une membrane 0,22 pm puis est placee a 
+4°C. 

B30. Preparation d'une solution d'insuline humaine a 100 UI/mL en presence du 
compose 2 et de triphosphate. 

20 [000529] Pour un volume final de 100 mL de formulation les differents reactifs sont 
melanges en quantites precisees ci-dessous : 

Insuline humaine a 500 UI/mL 20 mL 

Solution de compose 2 a 36,01 mg/mL 20,27 mL 
Solution 96,6 mM m-cresol/566 mM glycerine 30 mL 

25 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. 

30 [000531] Le pH final est de 7,4 ± 0,4. Cette solution limpide est filtree sur une 
membrane 0,22 jam puis est placee a +4°C. 

B31. Preparation d'une solution d'insuline humaine a 200 UI/mL. 
[000532] La formulation commerciale d'insuline humaine (Humuiin® R) a ete concentree 

35 en utilisant des tubes de centrifugation AMICON Ultra-15 avec une coupure a 3 kDa. Les 
tubes amicon ont tout d'abord ete rinces avec 12 mL d'eau deionisee. 12 mL de la 
formulation commerciale ont ete centrifuges pendant 35 minutes a 4000 g a 20°C. Le 
volume du retentat a ete mesure et la concentration ainsi estimee. Tous les retentats ont 
ete mis en commun et la concentration globale a ete estimee (> 200 UI/mL). 
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[000533] La concentration de cette solution d'insuline humaine concentree a ete ajustee 
a 200 UI/mL par addition de la formulation commerciale d'insuline humaine (Humuiin® 

R). La formulation d'insuline humaine concentree presente les memes concentrations en 
excipients (m-cresol, glycerine) que la formulation commerciale a 100 UI/mL. 

5 [000534] Le pH final est ajuste a 7,4 ± 0,4. La solution limpide est filtree sur une 
membrane 0,22 pm et stockee a 4°C. 

B32. Preparation d'une solution d'insuline humaine a 200 UI/mL en presence du 
compose 1 et de citrate. 

10 [000535] Pour un volume final de 100 mL de formulation avec un ratio massique 
[compose l]/[insuline humaine] de 2, les differents reactifs sont melanges en quantites 
precisees ci-dessous : 

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

15 Solution de citrate de sodium a 1.188 M 1566 pL 
[000536] Le pH final est ajuste a 7,4 ± 0,4. La solution limpide est filtree sur une 
membrane 0,22 pm et stockee a 4°C. 

B33. Preparation d'une solution d'insuline humaine a 200 UI/mL en presence du 
20 compose 1 et du compose polyanionique 1. 

[000537] Pour un volume final de 100 mL de formulation avec un ratio massique 
[compose l]/[compose polyanionique l]/[insuline humaine] de 2/2/1, les differents 
reactifs sont melanges en quantites precisees ci-dessous 

Insuline humaine a 200 UI/mL 100 mL 
25 Lyophilisat du compose 1 1460 mg 

Lyophilisat du compose polyanionique 1 1460 mg 
[000538] Le pH final est ajuste a 7,4 ± 0,4. La solution limpide est filtree sur une 
membrane 0,22 pm et stockee a 4°C. 

30 B34. Preparation d'une solution d'insuline humaine a 200 UI/mL en presence du 
compose 1 et du compose polyanionique 1. 
[000539] Pour un volume final de 100 mL de formulation avec un ratio massique 
[compose l]/[compose polyanionique l]/[insuline humaine] de 2/4/1, les differents 
reactifs sont melanges en quantites precisees ci-dessous 

35 Insuline humaine a 200 UI/mL 100 mL 
Lyophilisat du compose 1 1460 mg 
Lyophilisat du compose polyanionique 1 2920 mg 
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[000540] Le compose polyanionique 1 peut etre utilise 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 ajuste a 7,4 ^ 0,4. La solution limpide est filtree sur une 

5 membrane 0,22 pm et stockee a 4°C. 

B35. Preparation d'une solution d'insuline humaine a 200 UI/mL en presence du 
compose 2 et de citrate. 
[000542] Pour un volume final de 100 mL de formulation avec un ratio massique 

10 [compose 2]/[insuIine humaine] de 2, les differents reactifs sont melanges en quantites 
precisees ci-dessous 

Insuline humaine a 200 UI/mL 100 mL 
Lyophilisat du compose 2 1460 mg 
Solution de citrate de sodium a 1,188 M 1566 pL 

15 [000543] Le pH final est ajuste a 7,4 ± 0,4. La solution limpide est filtree sur une 
membrane 0,22 pm et stockee a 4°C. 

B36. Preparation d'une solution d'insuline humaine a 200 UI/mL en presence du 
compose 2 et du compose polyanionique 1. 

20 [000544] Pour un volume final de 100 mL de formulation avec un ratio massique 

[compose 2]/[compose polyanionique l]/[insuline humaine] de 2/2/1, les differents 
reactifs sont melanges en quantites precisees ci-dessous 

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

25 Lyophilisat du compose polyanionique 1 1460 mg 
[000545] Le compose polyanionique 1 peut etre utilise sous 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. 

[000546] Le pH final est ajuste a 7,4 ± 0,4. La solution limpide est filtree sur une 
30 membrane 0,22 pm et stockee a 4°C. 

B37. Preparation d'une solution d'insuline humaine a 200 UI/mL en presence du 
compose 2 et du compose polyanionique 1. 
[000547] Pour un volume final de 100 mL de formulation avec un ratio massique 

35 [compose 2]/[compose polyanionique l]/[insuline humaine] de 2/4/1, les differents 
reactifs sont melanges en quantites precisees ci-dessous 

Insuline humaine a 200 UI/mL 100 mL 
Lyophilisat du compose 2 1460 mg 
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Lyophilisat du compose polyanionique 1 2920 mg 
[000548] Le compose polyanionique 1 peut etre utilise 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. 

5 [000549] Le pH final est ajuste a 7,4 ± 0,4. La solution limpide est filtree sur une 
membrane 0,22 pm et stockee a 4°C. 

B38. Preparation d'une solution d'insuline humaine a 100 UI/mL en presence de 
compose 2 et de citrate. 

10 [000550] Pour un volume final de 100 mL de formulation avec un ratio massique 

[compose 2]/[insuline humaine] de 2 et 9,3 mM de citrate, les differents reactifs sont 
melanges en quantites precisees ci-dessous : 

Insuline humaine a 500 UI/mL 20 mL 
Solution du compose 2 a 36,01 mg/mL 20,27 mL 

15 Solution 96,6 mM m-cresol/566 mM glycerine 30 mL 
Eau 28,95 mL 
Solution de citrate de sodium a 1,188 M 783 pL 

[000551] 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 

20 injectable. 

[000552] Le pH final est de 7,4 ± 0,4. Cette solution limpide est filtree sur une 
membrane 0,22 pm puis est placee a +4°C. 

B39. Preparation d'une solution d'insuline humaine a 100 UI/mL en presence du 
25 compose 1 et de citrate. 

[000553] Pour un volume final de 100 mL de formulation avec un ratio massique 
[compose l]/[insuline humaine] de 2 et 9,3 mM de citrate, les differents reactifs sont 
melanges en quantites precisees ci-dessous : 

Insuline humaine a 500 UI/mL 20 mL 
30 Solution de compose 1 a 36,01 mg/mL 27 mL 

Solution 96,6 mM m-cresol/566 mM glycerine 30 mL 
Eau 28,95 mL 
Solution de citrate de sodium a 1,188 M 783 pL 

[000554] Pour le citrate, on peut utiliser, la forme acide ou la forme basique sous forme 
35 de sel de sodium, de sel de potassium ou d'un autre se! compatible avec une formulation 

injectable. 
[000555] Le pH final est de 7,4 ± 0,4. Cette solution limpide est filtree sur une 
membrane 0,22 pm puis est placee a +4°C. 
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B40. Preparation d'une solution d'insuline aspart a 100 UI/mL en presence du 
compose 1 et de citrate 
[000556] Pour un volume final de 100 mL de formulation, avec un ratio massique 

5 [compose l]/[insuline aspart] de 2,0 et une concentration de 9,3 mM de citrate, les 
differents reactifs sont additionnes dans les quantites specifiees ci-dessous et dans 
I'ordre suivant : 

Compose 1 lyophilise 730 mg 
Solution commerciale Novolog® 100 UI/mL 100 mL 

10 Solution de citrate de sodium a 1,188 M 783 pL 

[000557] 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. 
[000558] Le pH final est ajuste a 7,4 ± 0,4. 

15 [000559] La solution limpide est filtree sur une membrane 0,22 pm et stockee a 4°C. 

B41. Solution d'insuline analogue rapide Apidra® a 100 UI/mL. 
[000133] 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. 

20 

B42. Preparation d'une solution d'insuline glulisine a 100 UI/mL en presence du 
compose 1 et de citrate 
[000560] Pour un volume final de 100 mL de formulation, avec un ratio massique 
[compose l]/[insuline glulisine] de 2,0 et une concentration de 9,3 mM de citrate, les 

25 differents reactifs sont additionnes dans les quantites specifiees ci-dessous et dans 
I'ordre suivant : 

Compose 1 lyophilise 730 mg 
Solution commerciale d'Apidra® 100 UI/mL 100 mL 
Solution de citrate de sodium a 1,188 M 783 ML 

30 [000561] 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. 
[000562] Le pH final est ajuste a 7,4 ± 0,4. 
[000563] La solution limpide est filtree sur une membrane 0,22 pm et stockee a 4°C. 

35 
B43. Preparation d'une solution d'insuline aspart a 100 UI/mL en presence du 
compose 2 et de citrate 

[000564] Pour un volume final de 100 mL de formulation, avec un ratio 
massique [compose 2]/[insuline aspart] de 2,0 et une concentration de 
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9,3 mM de citrate, ies differents reactifs sont additionnes dans les quantites 
specifiees ci-dessous et dans I'ordre suivant : 

Compose 2 lyophilise 730 mg 
Solution commerciale Novolog® 100 UI/mL 100 mL 

5 Solution de citrate de sodium a 1,188 M 783 pL 
[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 ajuste a 7,4 ± 0,4. 

10 [000567] La solution limpide est filtree sur une membrane 0,22 pm et stockee a 4°C. 

B44. Preparation d'une solution d'insuline glulisine a 100 UI/mL en presence du 
compose 2 et de citrate 
[000568] Pour un volume final de 100 mL de formulation, avec un ratio massique 
[compose 2]/[insuline glulisine] de 2,0 et une concentration de 9,3 mM de citrate, les 
differents reactifs sont additionnes dans les quantites specifiees ci-dessous et dans 
I'ordre suivant : 

Compose 2 lyophilise 730 mg 
Solution commerciale d'Apidra® 100 UI/mL 100 mL 
Solution de citrate de sodium a 1,188 M 783 pL 

[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 ajuste a 7,4 ± 0,4. 
[000571] La solution limpide est filtree sur une membrane 0,22 pm et stockee a 4°C. 

B45. Preparation d'une solution d'insuline lispro a 100 UI/mL en presence du 
compose 5 et de citrate 
[000572] Pour un volume final de 100 mL de formulation, avec un ratio massique 

30 [compose 5]/[insuline lispro] de 2,0 et une concentration de 9,3 mM de citrate, les 
differents reactifs sont additionnes dans les quantites specifiees ci-dessous et dans 

I'ordre suivant : 
Compose 5 lyophilise 730 mg 
Solution commerciale Humalog® 100 UI/mL 100 mL 

35 Solution de citrate de sodium a 1,188 M 783 pL 
[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 ajuste a 7,4 ± 0,4. 
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[000575] La solution limpide est filtree sur une membrane 0,22 pm et stockee a 4°C. 

B46. Preparation d'une solution d'insuline lispro a 100 UI/mL en presence du 
compose 6 et de citrate 

5 [000576] Pour un volume final de 100 mL de formulation, avec un ratio massique 
[compose 6]/[insuline lispro] de 2,0 et une concentration de 9,3 mM de citrate, les 
differents reactifs sont additionnes dans les quantites specifiees ci-dessous et dans 
I'ordre suivant : 

Compose 6 lyophilise 730 mg 
10 Solution commerciale Humalog® 100 UI/mL 100 mL 

Solution de citrate de sodium a 1,188 M 783 pL 
[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. 

15 [000578] Le pH final est ajuste a 7,4 ± 0,4. 
[000579] La solution limpide est filtree sur une membrane 0,22 pm et stockee a 4°C. 

B47. Preparation d'une solution d'insuline lispro a 100 UI/mL en presence du 
compose 7 et de citrate 

20 [000580] Pour un volume final de 100 mL de formulation, avec un ratio massique 

[compose 7]/[insuline lispro] de 2,0 et une concentration de 9,3 mM de citrate, les 
differents reactifs sont additionnes dans les quantites specifiees ci-dessous et dans 
I'ordre suivant : 

Compose 7 lyophilise 730 mg 
25 Solution commerciale Humalog® 100 UI/mL 100 mL 

Solution de citrate de sodium a 1,188 M 783 pL 
[000581] 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. 

30 [000582] Le pH final est ajuste a 7,4 ± 0,4. 
[000583] La solution limpide est filtree sur une membrane 0,22 pm et stockee a 4°C. 

B48. Preparation d'une solution d'insuline lispro a 100 UI/mL en presence du 
compose 8 et de citrate 

35 [000584] Pour un volume final de 100 mL de formulation, avec un ratio massique 
[compose 8]/[insuline lispro] de 2,0 et une concentration de 9,3 mM de citrate, les 
differents reactifs sont additionnes dans les quantites specifiees ci-dessous et dans 
I'ordre suivant : 

Compose 8 lyophilise 730 mg 

69 



WO 2014/076423 PCT/FR2013/052736 

Solution commerciale Humalog® 100 UI/mL 100 mL 
Solution de citrate de sodium a 1,188 M 783 pL 

[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 

5 injectable. 
[000586] Le pH final est ajuste a 7,4 ± 0,4. 
[000587] La solution limpide est filtree sur une membrane 0,22 pm et stockee a 4°C. 

B49. Preparation d'une solution d'insuline lispro a 100 UI/mL en presence du 
10 compose 9 et de citrate 

[000588] Pour un volume final de 100 mL de formulation, avec un ratio massique 

[compose 9]/[insuline lispro] de 2,0 et une concentration de 9,3 mM de citrate, les 
differents reactifs sont additionnes dans les quantites specifiees ci-dessous et dans 
I'ordre suivant : 

15 Compose 9 lyophilise 730 mg 
Solution commerciale Humalog® 100 UI/mL 100 mL 
Solution de citrate de sodium a 1,188 M 783 pL 

[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 

20 injectable. 

[000590] Le pH final est ajuste a 7,4 ± 0,4. 

B50. Preparation d'une solution d'insuline humaine a 100 UI/mL en presence du 
compose 5 et de citrate 

25 [000591] Pour un volume final de 100 mL de formulation, avec un ratio massique 
[compose 5]/[insuline humaine] de 2,0 et une concentration de 9,3 mM de citrate, les 
differents reactifs sont additionnes dans les quantites specifiees ci-dessous et dans 
I'ordre suivant : 

Compose 5 lyophilise 730 mg 
30 Solution commerciale Humuiin® R 100 UI/mL 100 mL 

Solution de citrate de sodium a 1,188 M 783 pL 
[000592] 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. 

35 [000593] Le pH final est ajuste a 7,4 ± 0,4. 
[000594] La solution limpide est filtree sur une membrane 0,22 pm et stockee a 4°C. 
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15 

B51. Preparation d'une solution d'insuline humaine a 100 UI/mL en presence du 
compose 6 et de citrate 
[000595] Pour un volume final de 100 mL de formulation, avec un ratio massique 
[compose 6]/[insuline humaine] de 2,0 et une concentration de 9,3 mM de citrate, les 
differents reactifs sont additionnes dans les quantites specifiees ci-dessous et dans 
I'ordre suivant : 

Compose 6 lyophilise 730 mg 
Solution commerciale Humuiin® R 100 UI/mL 100 mL 

Solution de citrate de sodium a 1,188 M 783 pL 
[000596] 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. 
[000597] Le pH final est ajuste a 7,4 ± 0,4. 
[000598] La solution limpide est filtree sur une membrane 0,22 pm et stockee a 4°C. 

B52. Preparation d'une solution d'insuline humaine a 100 UI/mL en presence du 
compose 7 et de citrate 
[000599] Pour un volume final de 100 mL de formulation, avec un ratio massique 
[compose 7]/[insu!ine humaine] de 2,0 et une concentration de 9,3 mM de citrate, les 

20 differents reactifs sont additionnes dans les quantites specifiees ci-dessous et dans 
I'ordre suivant : 

Compose 7 lyophilise 730 mg 
Solution commerciale Humuiin® R 100 UI/mL 100 mL 
Solution de citrate de sodium a 1,188 M 783 pL 

25 [000600] 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. 
[000601] Le pH final est ajuste a 7,4 ± 0,4. 
[000602] La solution limpide est filtree sur une membrane 0,22 pm et stockee a 4°C. 

30 

B53. Preparation d'une solution d'insuline humaine a 100 UI/mL en presence du 
compose 8 et de citrate 
[000603] Pour un volume final de 100 mL de formulation, avec un ratio massique 

[compose 8]/[insuline humaine] de 2,0 et une concentration de 9,3 mM de citrate, les 
35 differents reactifs sont additionnes dans les quantites specifiees ci-dessous et dans 

I'ordre suivant : 
Compose 8 lyophilise 730 mg 
Solution commerciale Humuiin® R 100 UI/mL 100 mL 

Solution de citrate de sodium a 1,188 M 783 pL 
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[000604] 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. 
[000605] Le pH final est ajuste a 7,4 ± 0,4. 

5 [000606] La solution limpide est filtree sur une membrane 0,22 pm et stockee a 4°C. 

B54. Preparation d'une solution d'insuline humaine a 100 UI/mL en presence du 
compose 9 et de citrate 
[000607] Pour un volume final de 100 mL de formulation, avec un ratio massique 

10 [compose 9]/[insuline humaine] de 2,0 et une concentration de 9,3 mM de citrate, les 
differents reactifs sont additionnes dans les quantites specifiees ci-dessous et dans 
I'ordre suivant : 

Compose 9 lyophilise 730 mg 
Solution commerciale Humuiin® R 100 UI/mL 100 mL 

15 Solution de citrate de sodium a 1,188 M 783 pL 
[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 ajuste a 7,4 ± 0,4. 
20 [000610] La solution limpide est filtree sur une membrane 0,22 pm et stockee a 4°C. 

B55. Preparation d'une solution d'insuline humaine a 100 UI/mL en presence du 
compose 2 
[000611] Pour un volume final de 100 mL de formulation, avec un ratio massique 

25 [compose 2]/[insuline humaine] de 2,0, les differents reactifs sont additionnes dans les 
quantites specifiees ci-dessous et dans I'ordre suivant : 

Compose 2 lyophilise 730 mg 
Solution commerciale Humuiin® R 100 UI/mL 100 mL 

[000612] Le pH final est ajuste a 7,4 ± 0,4. 
30 [000613] La solution limpide est filtree sur une membrane 0,22 pm et stockee a 4°C. 

B56. Preparation d'une solution d'insuline humaine a 100 UI/mL en presence du 
compose 7 
[000614] Pour un volume final de 100 mL de formulation, avec un ratio massique 

35 [compose 7]/[insuline humaine] de 2,0, les differents reactifs sont additionnes dans les 
quantites specifiees ci-dessous et dans I'ordre suivant : 

Compose 7 lyophilise 730 mg 
Solution commerciale Humuiin® R 100 UI/mL 100 mL 

[000615] Le pH final est ajuste a 7,4 ± 0,4. 
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[000616] La solution limpide est filtree sur une membrane 0,22 pm et stockee a 4°C, 

B57. Preparation d'une solution d'insuline lispro a 100 UI/mL en presence du 
compose 10 et de citrate 

5 [000617] Pour un volume final de 100 mL de formulation, avec un ratio massique 
[compose 10]/[insuline lispro] de 2,0 et une concentration de 9,3 mM de citrate, les 
differents reactifs sont additionnes dans les quantites specifiees ci-dessous et dans 
I'ordre suivant : 

Compose 10 lyophilise 730 mg 
10 Solution commerciale Humalog® 100 UI/mL 100 mL 

Solution de citrate de sodium a 1,188 M 783 pL 
[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. 

15 [000619] Le pH final est ajuste a 7,4 ± 0,4. 
[000620] La solution limpide est filtree sur une membrane 0,22 pm et stockee a 4°C. 

B58. Preparation d'une solution d'insuline lispro a 100 UI/mL en presence du 
compose 11 et de citrate 

20 [000621] Pour un volume final de 100 mL de formulation, avec un ratio massique 

[compose ll]/[insuline lispro] de 2,0 et une concentration de 9,3 mM de citrate, les 
differents reactifs sont additionnes dans les quantites specifiees ci-dessous et dans 
I'ordre suivant : 

Compose 11 lyophilise 730 mg 
25 Solution commerciale Humalog® 100 UI/mL 100 mL 

Solution de citrate de sodium a 1,188 M 783 pL 
[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. 

30 [000623] Le pH final est ajuste a 7,4 ± 0,4. 

B59. Preparation d'une solution d'insuline humaine a 100 UI/mL en presence du 
compose 10 et de citrate 
[000624] Pour un volume final de 100 mL de formulation, avec un ratio massique 

35 [compose 10]/[insuline humaine] de 2,0 et une concentration de 9,3 mM de citrate, les 

differents reactifs sont additionnes dans les quantites specifiees ci-dessous et dans 
I'ordre suivant : 

Compose 10 lyophilise 730 mg 
Solution commerciale Humuiin® R 100 UI/mL 100 mL 
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Solution de citrate de sodium a 1,188 M 783 (JL 
[000625] 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. 

5 [000626] Le pH final est ajuste a 7,4 ± 0,4. 
[000627] La solution limpide est filtree sur une membrane 0,22 pm et stockee a 4°C. 

B60. Preparation d'une solution d'insuline humaine a 100 UI/mL en presence du 
compose 11 et de citrate 
[000628] Pour un volume final de 100 mL de formulation, avec un ratio massique 

[compose ll]/[insuline humaine] de 2,0 et une concentration de 9,3 mM de citrate, les 
differents reactifs sont additionnes dans les quantites specifiees ci-dessous et dans 
I'ordre suivant : 

Compose 11 lyophilise 730 mg 
Solution commerciale Humuiin® R 100 UI/mL 100 mL 
Solution de citrate de sodium a 1,188 M 783 pL 

[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 filtree sur une membrane 0,22 pm et stockee a 4°C. 

B61. Preparation d'une solution d'insuline aspart a 200 UI/mL. 
[000632] La formulation commerciale d'insuline aspart (Novolog®) a ete concentree en 

25 utilisant des tubes de centrifugation AMICON Ultra-15 avec une coupure a 3 kDa. Les 
tubes amicon ont tout d'abord ete rinces avec 12 mL d'eau deionisee. 12 mL de la 
formulation commerciale ont ete centrifuges pendant 35 minutes a 4000 g a 20°C. Le 

volume du retentat a ete mesure et la concentration ainsi estimee. Tous les retentats ont 
ete mis en commun et la concentration globale a ete estimee (> 200 UI/mL). 

30 [000633] La concentration de cette solution d'insuline aspart concentree a ete ajustee a 
200 UI/mL par addition de la formulation commerciale d'insuline aspart (Novolog®). La 
formulation concentree d'insuline aspart concentree presente les memes concentrations 
en excipients (m-cresol, glycerine) que la formulation commerciale a 100 UI/mL. 
[000634] En jouant sur le temps de centrifugation et sur la dilution finale avec la 

35 formulation commerciale, il est possible de preparer de la meme maniere des 
formulations d'insuline aspart a 300, 400 ou 500 UI/mL. 
[000635] Le pH final est ajuste a 7,4 ± 0,4. La solution limpide est filtree sur une 
membrane 0,22 pm et stockee a 4°C. 
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B62. Preparation d'une solution d'insuline glulisine a 200 UI/mL. 

[000636] La formulation commerciale d'insuline glulisine (Apidra®) a ete concentree en 

utilisant des tubes de centrifugation AMICON Ultra-15 avec une coupure a 3 kDa. Les 

5 tubes amicon ont tout d'abord ete rinces avec 12 mL d'eau deionisee. 12 mL de la 

formulation commerciale ont ete centrifuges pendant 35 minutes a 4000 g a 20°C. Le 

volume du retentat a ete mesure et la concentration ainsi estimee. Tous les retentats ont 

ete mis en commun et la concentration globale a ete estimee (> 200 UI/mL). 

[000637] La concentration de cette solution d'insuline glulisine concentree a ete ajustee 

10 a 200 UI/mL par addition de la formulation commerciale d'insuline glulisine (Apidra®). La 

formulation d'insuline glulisine concentree presente les memes concentrations en 

excipients (m-cresol, NaCI, TRIS) que la formulation commerciale a 100 UI/mL. 

[000638] En jouant sur le temps de centrifugation et sur la dilution finale avec la 

formulation commerciale, il est possible de preparer de la meme maniere des 

15 formulations d'insuline glulisine a 300, 400 ou 500 UI/mL. 

[000639] Le pH final est ajuste a 7,4 ± 0,4. La solution limpide est filtree sur une 

membrane 0,22 jjm et stockee a 4°C. 

B63. Preparation d'une solution d'insuline aspart a 200 UI/mL en presence du 

20 compose 1 a 14,6 mg/mL et de 18,6 mM de citrate. 

[000640] Pour un volume final de 100 mL de formulation avec un ratio massique 

[compose l]/[insuline aspart] de 2,0 les differents reactifs sont melanges en quantites 

precisees ci-dessous et dans I'ordre qui suit: 

Solution de citrate de sodium a 1.188 M 1566 pL 

[000641] Le pH final est ajuste a 7,4 ± 0,4. La solution limpide est filtree sur une 

membrane 0,22 pm et stockee a 4°C. 

30 B64. Preparation 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 concentrees 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 intermediates) sont preparees sur la base du protocole de I'exemple B62 

35 relatif a la preparation d'une solution d'insuline glulisine a 200 UI/mL. La formulation 

commerciale d'insuline est concentree en utilisant des tubes de centrifugation AMICON 

Ultra-15 avec une coupure a 3 kDa. Les tubes amicon sont tout d'abord rinces avec 12 

mL d'eau deionisee. 12 mL de la formulation commerciale sont centrifuges a 4000g et 

25 
Lyophilisat du compose 1 

Insuline aspart a 200 UI/mL 

1460 mg 

100 mL 

75 



WO 2014/076423 PCT/FR2013/052736 

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 retentat est mesure et la 
concentration ainsi estimee. Tous les retentats sont mis en commun et la concentration 
globale est estimee (> 300, 400 ou 500 UI/mL). 

5 [000643] La concentration de cette solution d'insuline concentree est ajustee a la 
concentration desiree (e.g. 300 UI/mL, 400 UI/mL ou 500 UI/mL) par addition de la 
formulation d'insuline (Humuiin® R, Novolog®, Humalog® ou Apidra®). La formulation 

concentree d'insuline concentree presente les memes concentrations en excipients que la 
formulation commerciale a 100 UI/mL. 

10 [000644] Le pH final est ajuste a 7,4 ± 0,4. La solution limpide est filtree sur une 
membrane 0,22 pm et stockee a 4°C. 

B65. Preparation d'une solution d'insuline glulisine a 200 UI/mL en presence du 
compose 1 et de citrate. 

15 [000645] Pour un volume final de 100 mL de formulation avec un ratio massique 
[compose l]/[insuline glulisine] de 2, les differents reactifs sont melanges en quantites 
precisees ci-dessous et dans I'ordre qui suit: 

Lyophilisat du compose 1 1460 mg 
Insuline glulisine a 200 UI/mL 100 mL 

20 Solution de citrate de sodium a 1.188 M 1566 pL 
[000646] Le pH final est ajuste a 7,4 ± 0,4. La solution limpide est filtree sur une 
membrane 0,22 pm et stockee a 4°C. 

B66. Preparation d'une solution d'insuline aspart a 300 UI/mL en presence du 
25 compose 1 et de citrate. 

[000647] Pour un volume final de 100 mL de formulation avec un ratio massique 
[compose l]/[insuline aspart] de 2,0 les differents reactifs sont melanges en quantites 
precisees ci-dessous : 

Insuline aspart a 300 UI/mL 100 mL 
30 Lyophilisat du compose 1 2190 mg 

Citrate de sodium 720 mg 

[000648] Le pH final est ajuste a 7,4 ± 0,4. La solution limpide est filtree sur une 
membrane 0,22 pm et stockee a 4°C. 

35 
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B67. Preparation d'une solution d'insuline glulisine a 300 UI/mL en presence du 
compose 1 et de citrate. 
[000649] Pour un volume final de 100 mL de formulation avec un ratio massique 
[compose l]/[insuline glulisine] de 2,0 les differents reactifs sont melanges en quantites 

5 precisees ci-dessous : 
Insuline glulisine a 300 UI/mL 100 mL 
Lyophilisat du compose 1 2190 mg 
Citrate de sodium 720 mg 

[000650] Le pH final est ajuste a 7,4 ± 0,4. La solution limpide est filtree sur une 
10 membrane 0,22 pm et stockee a 4°C. 

B68. Preparation d'une solution d'insuline aspart a 400 UI/mL en presence du 
compose 1 et de citrate. 
[000651] Pour un volume final de 100 mL de formulation avec un ratio massique 

15 [compose l]/[insuline aspart] de 2, les differents reactifs sont melanges en quantites 
precisees ci-dessous : 

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

20 [000652] Le pH final est ajuste a 7,4 ± 0,4. La solution limpide est filtree sur une 
membrane 0,22 pm et stockee a 4°C. 

B69. Preparation d'une solution d'insuline glulisine a 400 UI/mL en presence du 
compose 1 et de citrate. 

25 [000653] Pour un volume final de 100 mL de formulation avec un ratio massique 
[compose l]/[insuline glulisine] de 2,0 les differents reactifs sont melanges en quantites 
precisees ci-dessous : 

Insuline glulisine a 400 UI/mL 100 mL 
Lyophilisat du compose 1 2920 mg 

30 Citrate de sodium 960 mg 

[000654] Le pH final est ajuste a 7,4 ± 0,4. La solution limpide est filtree sur une 
membrane 0,22 pm et stockee a 4°C. 

B70. Preparation d'une solution d'insuline aspart a 500 UI/mL en presence du 
35 compose 1 et de citrate. 

[000655] Pour un volume final de 100 mL de formulation avec un ratio massique 

[compose l]/[insuline aspart] de 2,0 les differents reactifs sont melanges en quantites 
precisees ci-dessous : 
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Insuline aspart a 500 UI/mL 100 mL 
Lyophilisat du compose 1 3650 mg 
Citrate de sodium 1200 mg 

[000656] Le pH final est ajuste a 7,4 ± 0,4. La solution limpide est filtree sur une 
5 membrane 0,22 pm et stockee a 4°C. 

B71. Preparation d'une solution d'insuline glulisine a 500 UI/mL en presence du 
compose 1 et de citrate. 
[000657] Pour un volume final de 100 mL de formulation avec un ratio massique 

10 [compose l]/[insuline glulisine] de 2,0 les differents reactifs sont melanges en quantites 

precisees ci-dessous : 
Insuline glulisine a 500 UI/mL 100 mL 
Lyophilisat du compose 1 3650 mg 
Citrate de sodium 1200 mg 

15 [000658] Le pH final est ajuste a 7,4 ± 0,4. La solution limpide est filtree sur une 
membrane 0,22 pm et stockee a 4°C. 

B72. Preparation d'une solution d'insuline humaine a 300 UI/mL en presence du 
compose 1 et de citrate. 

20 [000659] Pour un volume final de 100 mL de formulation avec un ratio massique 

[compose l]/[insuline humaine] de 2,0 les differents reactifs sont melanges en quantites 
precisees ci-dessous : 

Insuline humaine a 300 UI/mL 100 mL 
Lyophilisat du compose 1 2190 mg 

25 Citrate de sodium 720 mg 
[000660] Le pH final est ajuste a 7,4 ± 0,4. La solution limpide est filtree sur une 
membrane 0,22 pm et stockee a 4°C. 

B73. Preparation d'une solution d'insuline lispro a 300 UI/mL en presence du 
30 compose 1 et de citrate. 

[000661] Pour un volume final de 100 mL de formulation avec un ratio massique 
[compose l]/[insuline lispro] de 2,0 les differents reactifs sont melanges en quantites 
precisees ci-dessous : 

Insuline lispro a 300 UI/mL 100 mL 
35 Lyophilisat du compose 1 2190 mg 

Citrate de sodium 720 mg 
[000662] Le pH final est ajuste a 7,4 ± 0,4. La solution limpide est filtree sur une 
membrane 0,22 pm et stockee a 4°C. 
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B74. Preparation d'une solution d'insuline humaine a 400 UI/mL en presence du 
compose 1 et de citrate. 
[000663] Pour un volume final de 100 mL de formulation avec un ratio massique 

5 [compose l]/[insuline humaine] de 2,0 les differents reactifs sont melanges en quantites 
precisees ci-dessous : 

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

10 [000664] Le pH final est ajuste a 7,4 ± 0,4. La solution limpide est filtree sur une 
membrane 0,22 pm et stockee a 4°C. 

B75. Preparation d'une solution d'insuline lispro a 400 UI/mL en presence du 
compose 1 et de citrate. 

15 [000665] Pour un volume final de 100 mL de formulation avec un ratio massique 
[compose l]/[insuline lispro] de 2,0 les differents reactifs sont melanges en quantites 
precisees ci-dessous : 

Insuline lispro a 400 UI/mL 100 mL 
Lyophilisat du compose 1 2920 mg 

20 Citrate de sodium 960 mg 

[000666] Le pH final est ajuste a 7,4 ± 0,4. La solution limpide est filtree sur une 
membrane 0,22 pm et stockee a 4°C. 

B76. Preparation d'une solution d'insuline humaine a 500 UI/mL en presence du 
25 compose 1 et de citrate. 

[000667] Pour un volume final de 100 mL de formulation avec un ratio massique 
[compose l]/[insuline humaine] de 2,0 les differents reactifs sont melanges en quantites 
precisees ci-dessous : 

Insuline humaine a 500 UI/mL 100 mL 
30 Lyophilisat du compose 1 3650 mg 

Citrate de sodium 1200 mg 
[000668] Le pH final est ajuste a 7,4 ± 0,4. La solution limpide est filtree sur une 
membrane 0,22 pm et stockee a 4°C. 
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B77. Preparation d'une solution d'insuline lispro a 500 UI/mL en presence du 
compose 1 et de citrate. 
[000669] Pour un volume final de 100 mL de formulation avec un ratio massique 
[compose l]/[insuline lispro] de 2,0 les differents reactifs sont melanges en quantites 

5 precisees ci-dessous : 
Insuline lispro a 500 UI/mL 100 mL 
Lyophilisat du compose 1 3650 mg 
Citrate de sodium 1200 mg 

[000670] Le pH final est ajuste a 7,4 ± 0,4. La solution limpide est filtree sur une 
10 membrane 0,22 pm et stockee a 4°C. 

B78. Preparation d'une solution d'insuline lispro a 200 UI/mL en presence du 
compose 2 et de citrate. 
[000671] Pour un volume final de 100 mL de formulation avec un ratio massique 
[compose 2]/[insuline lispro] de 2,0 les differents reactifs sont melanges en quantites 
precisees ci-dessous : 

Insuline lispro a 200 UI/mL 100 mL 
Lyophilisat du compose 2 1460 mg 
Solution de citrate de sodium a 1.188 M 1566 pL 

[000672] Le pH final est ajuste a 7,4 ± 0,4. La solution limpide est filtree sur une 
membrane 0,22 pm et stockee a 4°C. 

B79. Preparation d'une solution d'insuline aspart a 200 UI/mL en presence du 
compose 2 et de citrate. 
[000673] Pour un volume final de 100 mL de formulation avec un ratio massique 
[compose 2]/[insuline aspart] de 2,0 les differents reactifs sont melanges en quantites 
precisees ci-dessous : 

Insuline aspart a 200 UI/mL 100 mL 
Lyophilisat du compose 2 1460 mg 
Solution de citrate de sodium a 1.188 M 1566 pL 

[000674] Le pH final est ajuste a 7,4 ± 0,4. La solution limpide est filtree sur une 
membrane 0,22 pm et stockee a 4°C. 

B80. Preparation d'une solution d'insuline glulisine a 200 UI/mL en presence du 
35 compose 2 et de citrate. 

[000675] Pour un volume final de 100 mL de formulation avec un ratio massique 
[compose 2]/[insuline glulisine] de 2,0 les differents reactifs sont melanges en quantites 

precisees ci-dessous : 

15 

20 

25 

30 
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Insuline glulisine a 200 UI/mL 100 mL 
Lyophilisat du compose 2 1460 mg 
Solution de citrate de sodium a 1.188 M 1566 pL 

[000676] Le pH final est ajuste a 7,4 ± 0,4. La solution limpide est filtree sur une 
5 membrane 0,22 pm et stockee a 4°C. 

B81. Preparation d'une solution d'insuline aspart a 300 UZ/mL en presence du 
compose 2 et de citrate. 
[000677] Pour un volume final de 100 mL de formulation avec un ratio massique 

10 [compose 2]/[insuline aspart] de 2,0 les differents reactifs sont melanges en quantites 
precisees ci-dessous : 

Insuline aspart a 300 UI/mL 100 mL 
Lyophilisat du compose 2 2190 mg 
Citrate de sodium 720 mg 

15 [000678] Le pH final est ajuste a 7,4 ± 0,4. La solution limpide est filtree sur une 
membrane 0,22 pm et stockee a 4°C. 

B82. Preparation d'une solution d'insuline glulisine a 300 UI/mL en presence du 
compose 2 et de citrate. 

20 [000679] Pour un volume final de 100 mL de formulation avec un ratio massique 

[compose 2]/[insuline glulisine] de 2,0 les differents reactifs sont melanges en quantites 
precisees ci-dessous : 

Insuline glulisine a 300 UI/mL 100 mL 
Lyophilisat du compose 2 2190 mg 

25 Citrate de sodium 720 mg 
[000680] Le pH final est ajuste a 7,4 ± 0,4. La solution limpide est filtree sur une 
membrane 0,22 pm et stockee a 4°C. 

B83. Preparation d'une solution d'insuline aspart a 400 UI/mL en presence du 
30 compose 2 et de citrate. 

[000681] Pour un volume final de 100 mL de formulation avec un ratio massique 
[compose 2]/[insuline aspart] de 2,0 les differents reactifs sont melanges en quantites 
precisees ci-dessous : 

Insuline aspart a 400 UI/mL 100 mL 
35 Lyophilisat du compose 2 2920 mg 

Citrate de sodium 960 mg 
[000682] Le pH final est ajuste a 7,4 ± 0,4. La solution limpide est filtree sur une 
membrane 0,22 pm et stockee a 4°C. 
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B84. Preparation d'une solution d'insuline glulisine a 400 UI/mL en presence du 
compose 2 et de citrate. 
[000683] Pour un volume final de 100 mL de formulation avec un ratio massique 

5 [compose 2]/[insuline glulisine] de 2,0 les differents reactifs sont melanges en quantites 
precisees ci-dessous : 

Insuline glulisine a 400 UI/mL 100 mL 
Lyophilisat du compose 2 2920 mg 
Citrate de sodium 960 mg 

10 [000684] Le pH final est ajuste a 7,4 ± 0,4. La solution limpide est filtree sur une 
membrane 0,22 pm et stockee a 4°C. 

B85. Preparation d'une solution d'insuline aspart a 500 UI/mL en presence du 
compose 2 et de citrate. 

15 [000685] Pour un volume final de 100 mL de formulation avec un ratio massique 
[compose 2]/[insuline aspart] de 2,0 les differents reactifs sont melanges en quantites 
precisees ci-dessous : 
] Insuline aspart a 500 UI/mL 100 mL 

Lyophilisat du compose 2 3650 mg 
20 Citrate de sodium 1200 mg 

[000686] Le pH final est ajuste a 7,4 ± 0,4. La solution limpide est filtree sur une 
membrane 0,22 pm et stockee a 4°C. 

B86. Preparation d'une solution d'insuline glulisine a 500 UI/mL en presence du 
25 compose 2 et de citrate. 

[000687] Pour un volume final de 100 mL de formulation avec un ratio massique 
[compose 2]/[insuline glulisine] de 2,0 les differents reactifs sont melanges en quantites 
precisees ci-dessous : 

Insuline glulisine a 500 UI/mL 100 mL 
30 Lyophilisat du compose 2 3650 mg 

Citrate de sodium 1200 mg 

[000688] Le pH final est ajuste a 7,4 ± 0,4. La solution limpide est filtree sur une 
membrane 0,22 pm et stockee a 4°C. 

35 
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B87. Preparation d'une solution d'insuline humaine a 300 UI/mL en presence du 
compose 2 et de citrate. 
[000689] Pour un volume final de 100 mL de formulation avec un ratio massique 
[compose 2]/[insuline humaine] de 2, les differents reactifs sont melanges en quantites 

5 precisees 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 ajuste a 7,4 ± 0,4. La solution limpide est filtree sur une 
10 membrane 0,22 pm et stockee a 4°C. 

B88. Preparation d'une solution d'insuline lispro a 300 UI/mL en presence du 
compose 2 et de citrate. 
[000691] Pour un volume final de 100 mL de formulation avec un ratio massique 

15 [compose 2]/[insuline lispro] de 2,0 les differents reactifs sont melanges en quantites 
precisees ci-dessous : 

Insuline lispro a 300 UI/mL 100 mL 
Lyophilisat du compose 2 2190 mg 
Citrate de sodium 720 mg 

20 [000692] Le pH final est ajuste a 7,4 ± 0,4. La solution limpide est filtree sur une 
membrane 0,22 pm et stockee a 4°C. 

B89. Preparation d'une solution d'insuline humaine a 400 UI/mL en presence du 
compose 2 et de citrate. 

25 [000693] Pour un volume final de 100 mL de formulation avec un ratio massique 
[compose 2]/[insuline humaine] de 2,0 les differents reactifs sont melanges en quantites 
precisees ci-dessous : 

Insuline humaine a 400 UI/mL 100 mL 

Lyophilisat du compose 2 2920 mg 
30 Citrate de sodium 960 mg 

[000694] Le pH final est ajuste a 7,4 ± 0,4. La solution limpide est filtree sur une 
membrane 0,22 pm et stockee a 4°C. 

B90. Preparation d'une solution d'insuline lispro a 400 UI/mL en presence du 
35 compose 2 et de citrate. 

[000695] Pour un volume final de 100 mL de formulation avec un ratio massique 
[compose 2]/[insuline lispro] de 2,0 les differents reactifs sont melanges en quantites 
precisees ci-dessous : 
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Insuline lispro a 400 UI/mL 100 mL 
Lyophilisat du compose 2 2920 mg 
Citrate de sodium 960 mg 

[000696] Le pH final est ajuste a 7,4 ± 0,4. La solution limpide est filtree sur une 
5 membrane 0,22 pm et stockee a 4°C. 

B91. Preparation d'une solution d'insuline humaine a 500 UI/mL en presence du 
compose 2 et de citrate. 
[000697] Pour un volume final de 100 mL de formulation avec un ratio massique 

10 [compose 2]/[insuline humaine] de 2,0 les differents reactifs sont melanges en quantites 

precisees ci-dessous : 
Insuline humaine a 500 UI/mL 100 mL 
Lyophilisat du compose 2 3650 mg 
Citrate de sodium 1200 mg 

15 [000698] Le pH final est ajuste a 7,4 ± 0,4. La solution limpide est filtree sur une 
membrane 0,22 pm et stockee a 4°C. 

B92. Preparation d'une solution d'insuline lispro a 500 UI/mL en presence du 
compose 2 et de citrate. 

20 [000699] Pour un volume final de 100 mL de formulation avec un ratio massique 

[compose 2]/[insuline lispro] de 2,0 les differents reactifs sont melanges en quantites 
precisees ci-dessous : 

Insuline lispro a 500 UI/mL 100 mL 
Lyophilisat du compose 2 3650 mg 

25 Citrate de sodium 1200 mg 
[000700] Le pH final est ajuste a 7,4 ± 0,4. La solution limpide est filtree sur une 
membrane 0,22 pm et stockee a 4°C. 

B93. Preparation d'une solution d'insuline lispro a 100 UI/mL en presence du 
30 compose 3 et de citrate 

[000701] Pour un volume final de 100 mL de formulation, avec un ratio massique 
[compose 3]/[insuline lispro] de 2,0 et une concentration de 9,3 mM de citrate, les 
differents reactifs sont additionnes dans les quantites specifiees ci-dessous et dans 
I'ordre suivant : 

35 Compose 3 lyophilise 730 mg 
Solution commerciale Humalog® 100 UI/mL 100 mL 
Solution de citrate de sodium a 1,188 M 783 ML 
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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 ajuste a 7,4 ± 0,4. 

5 [000704] La solution limpide est filtree sur une membrane 0,22 pm et stockee a 4°C. 

B94. Preparation d'une solution d'insuline lispro a 100 UI/mL en presence du 
compose 4 et de citrate 
[000705] Pour un volume final de 100 mL de formulation, avec un ratio massique 

10 [compose 4]/[insuline lispro] de 2,0 et une concentration de 9,3 mM de citrate, les 

differents reactifs sont additionnes dans les quantites specifiees ci-dessous et dans 
I'ordre suivant : 

Compose 4 lyophilise 730 mg 
Solution commerciale Humalog® 100 UI/mL 100 mL 

15 Solution de citrate de sodium a 1,188 M 783 pL 
[000706] 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. 
[000707] Le pH final est ajuste a 7,4 ± 0,4. 

20 [000708] La solution limpide est filtree sur une membrane 0,22 pm et stockee a 4°C. 

B95. Preparation d'une solution d'insuline humaine a 100 UI/mL en presence du 
compose 3 et de citrate 
[000709] Pour un volume final de 100 mL de formulation, avec un ratio massique 

25 [compose 3]/[insuline humaine] de 2,0 et une concentration de 9,3 mM de citrate, les 
differents reactifs sont additionnes dans les quantites specifiees ci-dessous et dans 
I'ordre suivant : 

Compose 3 lyophilise 730 mg 

Solution commerciale Humuiin® R 100 UI/mL 100 mL 
30 Solution de citrate de sodium a 1,188 M 783 pL 

[000710] 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. 

[000711] Le pH final est ajuste a 7,4 ± 0,4. 
35 [000712] La solution limpide est filtree sur une membrane 0,22 pm et stockee a 4°C. 
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B96. Preparation d'une solution d'insuline humaine a 100 UI/mL en presence du 
compose 4 et de citrate 
[000713] Pour un volume final de 100 mL de formulation, avec un ratio massique 
[compose 4]/[insuline humaine] de 2,0 et une concentration de 9,3 mM de citrate, les 

5 differents reactifs sont additionnes dans les quantites specifiees ci-dessous et dans 
I'ordre suivant : 

Compose 4 lyophilise 730 mg 
Solution commerciale Humuiin® R 100 UI/mL 100 mL 

Solution de citrate de sodium a 1,188 M 783 \iL 
10 [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 ajuste a 7,4 ± 0,4. 
[000716] La solution limpide est filtree sur une membrane 0,22 pm et stockee a 4°C. 

15 
C Pharmacodynamic et pharmacocinetique 

CI : Protocole de mesure de la pharmacodynamie des solutions d'insuline 

[000717] 12 pores domestiques d'environ 50 kg, prealablement catheterises au niveau 

20 de la jugulaire, sont mis a jeun 2,5 heures avant le debut de ['experience. Dans I'heure 
precedant I'injection d'insuline, 3 prelevements sanguins sont realises afin de determiner 
le niveau basal de glucose et d'insuline. 
[000718] L'injection d'insuline a la dose de 0,09 Ul/kg pour l'insuline lispro et a la dose 
de 0,125 Ul/kg pour l'insuline humaine et l'insuline aspart est realisee en sous-cutane au 

25 niveau du cou, sous I'oreille de I'animal a I'aide du stylo a insuline Novopen equipe d'une 
aiguille 31 G. 
[000719] Des prelevements sanguins sont ensuite realises toutes les 4 minutes pendant 

20 minutes puis toutes les 10 minutes jusqu'a 3 heures. Apres chaque prelevement, le 
catheter est rince avec une solution diluee d'heparine. 

30 [000720] Une goutte de sang est prelevee pour determiner la glycemie au moyen d'un 
glucometre. 
[000721] Les courbes de pharmacodynamie du glucose sont ensuite tracees et le temps 
necessaire pour atteindre le taux minimum de glucose dans le sang pour chaque pore est 
determine et re porte comme Tmin glucose. La moyenne des Tmin glucose est ensuite 

35 calculee. 
[000722] Le sang restant est collecte dans un tube sec et est centrifuge pour isoler le 
serum. Les taux d'insuline dans les echantillons de serum sont mesures par la methode 
immuno-enzymatique ELISA en sandwich pour chaque pore. 
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[000723] Les coubes de pharmacocinetique sont ensuite tracees. Le temps necessaire 
pour atteindre la concentration maximale d'insuline dans le serum pour chaque pore est 
determine et re porte comme Tmax insuline. La moyenne des Tmax insuline est ensuite 
calculee. 

5 
C2 : Resultats de pharmacodynamie et de pharmacocinetique des solutions d'insulines 
des exemples B2 et 88 

Exemple Insuline j Compose [ Compose 
j polyanionique 

Nombre de | 
cochons | 

B2 Lispro | - | 11 j 
B8 Lispro j 1 | Citrate 9,3 mM £6 j 

[000724] Les resultats de pharmacodynamie obtenus avec les formulations decrites 
10 dans les exemples B2 et B8 sont presentes sur la figure 1. Selon I'invention, I'analyse de 

ces courbes montrent que la formulation de I'exemple B8 comprenant le compose 1 et le 
citrate a 9,3 mM comme excipient (courbe tracee avec les carres correspondant a 
I'exemple B8, Tmin glucose = 30 ± 11 min) permet d'obtenir une action plus rapide que 
celle de la formulation commerciale Humalog® de I'exemple B2 (courbe tracee avec les 

15 triangles correspondant a I'exemple B2, Tmin glucose = 44 ± 14 min). 
[000725] Les resultats de pharmacocinetique obtenus avec les formulations decrites 

dans les exemples B2 et B8 sont presentes sur la figure 2. Selon l'invention, I'analyse de 
ces courbes montre que la formulation de I'exemple B8 comprenant le compose 1 et le 
citrate a 9,3 mM comme excipients (courbe tracee avec les carres correspondant a 

20 I'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 tracee avec les 
triangles correspondant a I'exemple B2 , Tmax insuline = 18 ± 8 min). 

C3 : Resultats de pharmacodynamie et de pharmacocinetique des solutions d'insulines 
25 des exemples B2 et B10 

Exemple Insuline j Compose I Compose 
polyanionique 

| Nombre de 
| cochons 

B2 

B10 

Lispro ! 

Lispro | 1 
| Compose 
| polyanionique 1 

| 11 

| 11 

[000726] Les resultats de pharmacodynamie obtenus avec les formulations decrites 
dans les exemples B2 et BIO sont presentes sur la figure 3. Selon l'invention, I'analyse 
de ces courbes montrent que la formulation de I'exemple B10 comprenant le compose 1 

30 et le compose polyanionique 1 comme excipients a 20 mg/mL (courbe tracee avec les 
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10 

carres correspondant a I'exemple BIO, Tmin glucose = 33 ± 13 min) permet d'obtenir 
une action plus rapide que celle de la formulation commerciale Humalog® de I'exemple B2 
(courbe tracee avec les triangles correspondant a I'exemple B2, Tmin glucose = 44 ± 14 
min). 

[000727] Les resultats de pharmacocinetique obtenus avec les formulations decrites 
dans les exemples B2 et B10 sont presentes sur la figure 4. Selon l'invention, I'analyse 
de ces courbes montre que la formulation de I'exemple B10 comprenant le compose 1 et 
le compose polyanionique 1 comme excipients a 20 mg/mL (courbe tracee avec les 
carres correspondant a I'exemple B10, Tmax insuline = 15 ± 9 min) induit une 
absorption plus rapide de I'insuline lispro que la formulation commerciale Humalog® de 

I'exemple B2 (courbe tracee avec les triangles correspondant a I'exemple B2, Tmax 
insuline = 18 ± 8 min). 

15 
C4 : Resultats de pharmacodynamie et de pharmacocinetique des solutions d'insulines 
des exemples B2 et B7 

Exemple 

B2 
B7 

Insuline 

Lispro 
Lispro 

Compose Compose 
polyanionique 

Nombre de 
cochons 

12 

12" 

[000728] Les resultats de pharmacodynamie obtenus avec les formulations decrites 
dans les exemples B2 et B7 sont presentes figure 5. Selon l'invention, I'analyse de ces 
courbes montre que la formulation de I'exemple B7 comprenant le compose 1 comme 

20 excipient (courbe tracee avec les carres correspondant a I'exemple B7, Tmin glucose = 
41 ± 16 min) induit un debut d'action plus rapide que celle de la formulation 
commerciale Humalog® de I'exemple B2 (courbe tracee avec les triangles correspondant 
a I'exemple B2, Tmin glucose = 50 ± 14 min). 

[000729] Les resultats de pharmacocinetique obtenus avec les formulations decrites 
25 dans les exemples B2 et B7 sont presentes figure 6. L'analyse de ces courbes montre que 

la formulation comprenant le compose 1 comme excipient (courbe tracee avec les carres 
correspondant a I'exemple B2, Tmax insuline = 21 ± 10 min) n'induit pas une absorption 
plus rapide de l'insuline lispro que la formulation commerciale Humalog® de I'exemple B2 

(courbe tracee avec les triangles correspondant a I'exemple B2 (Tmax insuline = 20 ± 9 
30 min). Le compose 1 seul n'est done pas suffisant pour induire une acceleration 

significative de la pharmacocinetique de I'insuline lispro. 
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C5 : Resultats de pharmacodynamie et de pharmacocinetique des solutions d'insulines 
des exemples B1 et B3 

| Exemple j Insuline j Compose ] Compose 
| polyanionique 

| Nombre de 
| cochons 

| Bl Aspart j - 1 | 11 
! S3 f Humaine ! - ! ! ll 

[000730] Les resultats de pharmacodynamie obtenus avec les formulations decrites 

5 dans les exemples B1 et B3 sont presentes sur la figure 7. L'analyse de ces courbes 
montre que la formulation d'insuline humaine de I'exemple B3 (courbe tracee avec les 
carres correspondant a I'exemple B3, Tmin glucose = 61 ± 31 min) a bien une action 
plus lente que celle de la formulation commerciale d'insuline aspart de I'exemple B1 
(courbe tracee avec les triangles correspondant a I'exemple Bl, Tmin glucose = 44 ± 13 

10 min). 
[000731] Les resultats de pharmacocinetique obtenus avec les formulations decrites 
dans les exemples Bl et B3 sont presentes sur la figure 8. L'analyse de ces courbes 
montre que la formulation d'insuline humaine seule de I'exemple B3 (courbe tracee avec 
les carres correspondant a I'exemple B3, Tmax insuline = 36 ± 33 min) induit bien une 

15 absorption plus lente que la formulation commerciale d'insuline aspart (Novolog®) de 
I'exemple Bl (courbe tracee avec les triangles correspondant a I'exemple Bl, Tmax 
insuline = 28 ± 13 min). 

[000732] Ces resultats sont conformes a ceux de la litterature avec une acceleration de 
la baisse de la glycemie et de I'absorption de l'insuline pour un analogue rapide d'insuline 

20 par rapport a une insuline humaine. 

C6 : Resultats de pharmacodynamie et de pharmacocinetique des solutions d'insulines 
des exemples Bl et B39 

f 
Exemple j Insuline Compose Compose 

polyanionique 
Nombre de j 

cochons | 
Bl j Aspart - 14 | 

B39 j Humaine 1 Citrate 9,3 mM 5 | 

25 [000733] Les resultats de pharmacodynamie obtenus avec les formulations decrites 
dans les exemples Bl et B39 sont presentes sur la figure 9. L'analyse de ces courbes 

montre que la formulation a base d'insuline humaine de I'exemple B39 comprenant le 
compose 1 et le citrate a 9,3 mM comme excipients (courbe tracee avec les carres 
correspondant a I'exemple B39, Tmin glucose = 46 ± 9 min) permet d'obtenir une action 

30 similaire a celle de la formulation commerciale d'insuline aspart (Novolog®) de I'exemple 
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10 

15 

Bl (courbe tracee avec les triangles correspondant a I'exemple Bl, Tmin glucose = 53 ± 

24 min). 

[000734] Les resultats de pharmacocinetique obtenus avec les formulations decrites 

dans les exemples Bl et B39 sont presentes sur la figure 10. L'analyse de ces courbes 

montre que la formulation de I'exemple B39 comprenant le compose 1 et le citrate a 9,3 

mM comme excipients (courbe tracee avec les carres correspondant a I'exemple B39, 

Tmax insuline = 20 ± 7 min) induit une absorption de l'insuline humaine similaire a celle 

de la formulation commerciale d'insuline aspart (Novolog®) de I'exemple Bl (courbe 

tracee avec les triangles correspondant a I'exemple Bl, Tmax insuline = 22 ± 10 min). 

[000735] Les parametres de temps de l'insuline aspart (Novolog®) entre les exemples 

C5 et C6 etant similaires, on peut en deduire par extrapolation que la formulation de 

I'exemple B39 induit une acceleration de la baisse de la glycemie et de I'absorption de 

l'insuline humaine par rapport a la formulation commerciale d'insuline humaine (exemple 

B3). 

C7 : Resultats de pharmacodynamie et de pharmacocinetique des solutions d'insulines 

des exemples B2 et Bll 

[000736] Les resultats de pharmacodynamie obtenus avec les formulations decrites 

20 dans les exemples B2 et Bll sont presentes en figure 13. Selon l'invention, l'analyse de 

ces courbes montre que la formulation de I'exemple Bll comprenant le compose 2 et le 

citrate a 9,3 mM comme excipients (courbe tracee avec les carres correspondant a 

I'exemple Bll, Tmin glucose - 32 ± 10 min) permet d'obtenir une action plus rapide que 

celle de la formulation commerciale Humalog® de I'exemple B2 (courbe tracee avec les 

25 triangles correspondant a I'exemple B2, Tmin glucose = 41 ± 21 min). 

[000737] Les resultats de pharmacocinetique obtenus avec les formulations decrites 

dans les exemples B2 et Bll sont presentes en figure 14. Selon l'invention, l'analyse de 

ces courbes montre que la formulation de I'exemple Bll comprenant le compose 2 et le 

citrate a 9,3 mM comme excipients (courbe tracee avec les carres correspondant a 

30 I'exemple Bll, Tmax insuline = 13 ± 5 min) induit une absorption plus rapide de 

l'insuline lispro que la formulation commerciale Humalog® de I'exemple B2 (courbe tracee 

avec les triangles correspondant a I'exemple B2 , Tmax insuline = 22 ± 13 min). 

90 



WO 2014/076423 PCT/FR2013/052736 

C8 : Resultats de pharmacodynamie et de pharmacocinetique des solutions d'insulines 

des exemples Bl et B38 

[000738] Les resultats de pharmacodynamie obtenus avec les formulations decrites 

5 dans les exemples Bl et B38 sont presentes en figure 15. L'analyse de ces courbes 

montre que la formulation a base d'insuline humaine de I'exemple B38 comprenant le 

compose 2 et le citrate a 9,3 mM comme excipients (courbe tracee avec les carres 

correspondant a I'exemple B102, Tmin glucose - 47 ± 30 min) permet d'obtenir une 

action similaire a celle de la formulation commerciale d'insuline aspart (Novolog®) de 

10 I'exemple Bl (courbe tracee avec les triangles correspondant a I'exemple Bl, Tmin 

glucose - 47 ± 15 min). 

[000739] Les resultats de pharmacocinetique obtenus avec les formulations decrites 

dans les exemples Bl et B38 sont presentes en figure 16. L'analyse de ces courbes 

montre que la formulation de I'exemple B38 comprenant le compose 2 et le citrate a 9,3 

15 mM comme excipients (courbe tracee avec les carres correspondant a I'exemple B38, 

Tmax insuline = 22 ± 21 min) induit une absorption de l'insuline humaine similaire a 

celle de la formulation commerciale d'insuline aspart (Novolog®) de I'exemple Bl (courbe 

tracee avec les triangles correspondant a I'exemple Bl, Tmax insuline - 19 ± 12 min). 

[000740] Les parametres de temps de l'insuline aspart (Novolog®) entre les exemples 

20 C5 et C8 etant proches, on peut en deduire par extrapolation que la formulation de 

I'exemple B38 induit une acceleration de la baisse de la glycemie et de I'absorption de 

l'insuline humaine par rapport a la formulation commerciale d'insuline humaine (exemple 

25 C9: Resultats de pharmacodynamie et de pharmacocinetique des solutions d'insulines 

des exemples Bl et B53 

B3). 

Exemple nsuline 

Bl 

B53 Humaine 

Aspart 

Compose 8 

Compose 
Compose Nombre de 

polyanionique cochons 

Citrate 9,3 mM 

12 

8 

91 



WO 2014/076423 PCT/FR2013/052736 

[000741] Les resultats de pharmacodynamie obtenus avec les formulations decrites 
dans les exemples Bl et B53 sont presentes sur la figure 17. L'analyse de ces courbes 
montre que la formulation a base d'insuline humaine de I'exemple B53 comprenant le 
compose 8 et le citrate a 9,3 mM comme excipients (courbe tracee avec les carres 

5 correspondant a I'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 I'exemple Bl (courbe tracee avec les triangles correspondant a I'exemple 
Bl, Tmin glucose = 53 ± 19 min). 

[000742] Les resultats de pharmacocinetique obtenus avec les formulations decrites 
10 dans les exemples Bl et B53 sont presentes sur la figure 18. L'analyse de ces courbes 

montre que la formulation de I'exemple B53 comprenant le compose 8 et le citrate a 9,3 
mM comme excipients (courbe tracee avec les carres correspondant a I'exemple B53, 
Tmax insuline = 19 ± 12 min) induit une absorption de l'insuline humaine similaire a 
celle de la formulation commerciale d'insuline aspart (Novolog®) de I'exemple Bl (courbe 

15 tracee avec les triangles correspondant a I'exemple Bl, Tmax insuline = 19 ± 6 min). 
[000743] Les parametres de temps de l'insuline aspart (Novolog®) entre les exemples 
C5 et C9 etant proches, on peut en deduire par extrapolation que la formulation de 
I'exemple B53 induit une acceleration de la baisse de la glycemie et de I'absorption de 
l'insuline humaine par rapport a la formulation commerciale d'insuline humaine (exemple 

20 B3). 

D Dichroi'sme circulaire 

D1 : Etat d'association de l'insuline lispro evalue par dichroi'sme circulaire en presence du 
25 compose 1 

[000744] Le dichroi'sme circulaire permet d'etudier la structure secondaire et 
quaternaire de l'insuline. Les monomeres d'insuline s'organisent en dimeres et en 
hexameres. L'hexamere est la forme de l'insuline la plus stable physiquement et 
chimiquement. II existe deux formes hexameriques, la forme R6 et la forme T6. L'insuline 

30 lispro presente un signal CD fort a 251 nm caracteristique de la forme hexamerique R6 

(forme la plus stable). La perte du signal CD a 251 nm est reliee a une destabilisation de 
l'hexamere (et done le premier signe de transformation de l'hexamere en dimere). 
[000745] L'EDTA et le melange EDTA/citrate destructurent completement la forme R6 
de l'insuline lispro (figure 11). L'EDTA a done un effet marque sur l'hexamere. 

35 [000746] Au contra ire, le citrate seul, le compose 1 seul ainsi que le melange compose 
1/citrate et compose 1/compose polyanionique 1 n'ont quasiment pas d'impact sur le 
signal CD a 251 nm. Ces composes n'ont done quasiment aucun impact sur la structure 
R6 de l'hexamere et a fortiori sur la structure hexamerique. 
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D2 : Etat d'association de l'insuline humaine evalue par dichroisme circulaire en presence 
du compose 1 

[000747] Le dichroi'sme circulaire permet d'etudier la structure secondaire et 
5 quaternaire de l'insuline. Les monomeres d'insuline s'organisent en dimeres et en 

hexameres. L'hexamere est la forme de l'insuline la plus stable physiquement et 
chimiquement. Le signal CD a 275 nm est caracteristique de la forme hexamerique de 
l'insuline (signal hexamere aux alentours de -300°, signal du dimere entre -200° et -
250° et signal du monomere en-dessous de -200°). La perte du signal CD a 275 nm est 

10 done caracteristique d'une destabilisation de l'hexamere en dimeres ou monomeres. 

[000748] L'EDTA et la combinaison EDTA/citrate ont un impact tres marque sur la 
structure hexamerique de l'insuline humaine (dissociation complete de l'hexamere en 
dimeres, figure 12). Au contraire, le citrate seul, le compose 1 seul, le compose 
polyanionique 1 seul ainsi que les combinaisons compose 1/citrate et compose 

15 1/compose polyanionique 1 n'ont pas d'impact sur la structure hexamerique de l'insuline 
humaine. Contrairement a I'EDTA, les formulations d'insuline humaine comprenant le 
compose 1 et le citrate ou le compose polyanionique 1 ne presentent pas de dissociation 
de l'hexamere de l'insuline humaine. 

20 D3 : Etat d'association de l'insuline lispro evalue par dichroi'sme circulaire en presence 
des composes 1 a 11 

[000749] Le dichroisme circulaire permet d'etudier la structure secondaire et 
quaternaire de l'insuline. Les monomeres d'insuline s'organisent en dimeres et en 
hexameres. L'hexamere est la forme de l'insuline la plus stable physiquement et 

25 chimiquement. II existe deux formes hexameriques, la forme R6 et la forme T6. L'insuline 
lispro presente un signal CD fort a 251 nm caracteristique de la forme hexamerique R6 
(forme la plus stable). La perte du signal CD a 251 nm est reliee a une destabilisation de 
l'hexamere (et done le premier signe de transformation de l'hexamere en dimere). Les 
resultats obtenus sont presentes en figure 19. Cette figure decrit en abscisse : 

30 - A : insuline lispro (100 UI/mL) 

B : insuline lispro + 7,3 mg/mL de compose 2 
- C : insuline lispro + 7,3 mg/mL de compose 2 + citrate a 9,3 mM 

D : insuline lispro + 7,3 mg/mL de compose 1 
E : insuline lispro + 7,3 mg/mL de compose 1 + citrate a 9,3 mM 

35 F : insuline lispro + 7,3 mg/mL de compose 3 
- G : insuline lispro + 7,3 mg/mL de compose 3 + citrate a 9,3 mM 

H : insuline lispro + 7,3 mg/mL de compose 4 
I : insuline lispro + 7,3 mg/mL de compose 4 + citrate a 9,3 mM 
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- J : insuline lispro + 7,3 mg/mL de compose 5 
K : insuline lispro + 7,3 mg/mL de compose 5 + citrate a 9,3 mM 
L : insuline lispro + 7,3 mg/mL de compose 6 

- M : insuline lispro + 7,3 mg/mL de compose 6 + citrate a 9,3 mM 
5 N : insuline lispro + 7,3 mg/mL de compose 7 

- O : insuline lispro + 7,3 mg/mL de compose 7 +citrate a 9,3 mM 
P : insuline lispro + 7,3 mg/mL de compose 8 

- Q : insuline lispro + 7,3 mg/mL de compose 8 + citrate a 9,3 mM 
R : insuline lispro + 7,3 mg/mL de compose 9 

10 - S : insuline lispro + 7,3 mg/mL de compose 9 + citrate a 9,3 mM 
- T : insuline lispro + 7,3 mg/mL de compose 10 
- U : insuline lispro + 7,3 mg/mL de compose 10 + citrate a 9,3 mM 
- V : insuline lispro + 7,3 mg/mL de compose 11 

- W : insuline lispro + 7,3 mg/mL de compose 11 + citrate a 9,3 mM 
15 et en ordonnee le signal dichroisme circulaire a 251 nm (deg.cm2.dmol1). 

[000750] Les composes 1 a 11 seuls ainsi que les composes 1 a 11 en combinaison 
avec le citrate n'ont pas d'impact sur le signal CD a 251 nm de l'insuline lispro. Les 
composes 1 a 11 n'ont done aucun impact sur la structure R6 de l'hexamere et a fortiori 
sur la structure hexamerique de l'insuline lispro. 

20 

D4 : Etat d'association de l'insuline humaine evalue par dichroisme circulaire en presence 
des composes 1 a 11 

[000751] Le dichroisme circulaire permet d'etudier la structure secondaire et 
quaternaire de l'insuline. Les monomeres d'insuline s'organisent en dimeres et en 

25 hexameres. L'hexamere est la forme de l'insuline la plus stable physiquement et 
chimiquement. Le signal CD a 275 nm est caracteristique de la forme hexamerique de 
l'insuline (signal hexamere aux alentours de -300°, signal du dimere entre -200° et -
250° et signal du monomere en-dessous de -200°). La perte du signal CD a 275 nm est 
done caracteristique d'une destabilisation de l'hexamere en dimeres ou monomeres. Les 

30 resultats obtenus sont presentes en figure 20. Cette figure decrit en abscisse : 
[000752] A : insuline humaine (100 UI/mL) 
[000753] B : insuline humaine + 7,3 mg/mL de compose 2 

[000754] C : insuline humaine + 7,3 mg/mL de compose 2 + citrate a 9,3 mM 
[000755] D : insuline humaine + 7,3 mg/mL de compose 1 

35 [000756] E : insuline humaine + 7,3 mg/mL de compose 1 + citrate a 9,3 mM 
[000757] F : insuline humaine + 7,3 mg/mL de compose 3 
[000758] G : insuline humaine + 7,3 mg/mL de compose 3 + citrate a 9,3 mM 
[000759] H : insuline humaine + 7,3 mg/mL de compose 4 
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I : insuline humaine + 7,3 mg/mL de compose 4 + citrate a 9,3 mM 
J 

20 

[000760 

[000761] J : insuline humaine + 7,3 mg/mL de compose 5 
[000762] K : insuline humaine + 7,3 mg/mL de compose 5 + citrate a 9,3 mM 
[000763] L i insuline humaine + 7,3 mg/mL de compose 6 
[000764] M : insuline humaine + 7,3 mg/mL de compose 6 + citrate a 9,3 mM 
[000765] N : insuline humaine + 7,3 mg/mL de compose 7 
[000766] O : insuline humaine + 7,3 mg/mL de compose 7 + citrate a 9,3 mM 
[000767] P : insuline humaine + 7,3 mg/mL de compose 8 
[000768] Q : insuline humaine + 7,3 mg/mL de compose 8 + citrate a 9,3 mM 
[000769] R : insuline humaine + 7,3 mg/mL de compose 9 

[000770] S : insuline humaine + 7,3 mg/mL de compose 9 + citrate a 9,3 mM 
[000771] T : insuline humaine + 7,3 mg/mL de compose 10 
[000772] U : insuline humaine + 7,3 mg/mL de compose 10 + citrate a 9,3 mM 
[000773] V : insuline humaine + 7,3 mg/mL de compose 11 
[000774] W : insuline humaine + 7,3 mg/mL de compose 11 + citrate a 9,3 mM 
et en ordonnee le signal dichroisme circulaire a 275 nm (deg.cm2.dmol"1). 

[000775] Les composes 1 a 11 seuls ainsi que les composes 1 a 11 en combinaison 
avec le citrate n'ont pas d'impact sur le signal CD a 275 nm de l'insuline humaine. Les 
composes 1 a 11 n'ont done aucun impact sur la structure hexamerique de l'insuline 
humaine. 

E Solubilisation d'insulines humaine et analogue au point isoelectrique 

El. Solubilisation de l'insuline humaine a son point isoelectrique 
25 [000776] L'insuline humaine a un point isoelectrique a 5,3. A ce pH de 5,3 l'insuline 

humaine precipite. Un test demontrant la formation d'un complexe de l'insuline humaine 
avec les differents composes est execute au point isoelectrique. Si une interaction existe, 
il est possible de solubiliser l'insuline a son point isoelectrique. 
[000777] Une solution d'insuline humaine a 200 UI/mL est preparee. Des solutions de 

30 composes a differentes concentrations (8, 30 ou 100 mg/mL) dans I'eau sont preparees. 
Un melange equivolume (50/50) entre la solution d'insuline humaine et la solution de 
compose est effectue pour mener a une solution contenant 100 UI/mL d'insuline humaine 
et la concentration desiree en compose (4, 15 ou 50 mg/mL). Le pH des differentes 
solutions est ajuste a pH 5,3 par ajout d'acide acetique 200 mM. 

35 [000778] L'aspect de la solution est documente. Si la solution est turbide, le compose a 
la concentration testee ne permet pas la solubilisation de l'insuline humaine. Si la 
solution est translucide, le compose permet la solubilisation de l'insuline humaine a la 
concentration testee. De cette fagon, la concentration en compose necessaire pour 
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solubiliser I'insuline humaine a son point isoelectrique peut etre determinee. Plus cette 
concentration est basse plus I'affinite du compose pour l'insuline humaine est importante. 
[000779] Les resultats obtenus sont presentes dans le Tableau 3. Les resultats montrent 
que les composes et les polysaccharides ne presentent pas les memes proprietes en 

5 termes de solubilisation de l'insuline humaine. 

Composes 
(exemples) 

ou Polysaccharides 
(contre-exempies) 

Solubilisation de 
l'insuline humaine 
a 100 UI/mL par le 

compose a 4 
mg / m L 

Solubilisation de 
l'insuline humaine 
a 100 UI/mL par le 

compose a 15 
mg/mL 

Solubilisation de 
l'insuline humaine 
a 100 UI/mL par le 

compose a 50 
mg/mL 

Contre exemples 

Polysaccharide 1 Oui Oui Oui 

Polysaccharide 4 Oui Oui Oui 

Polysaccharide 3 Oui Oui Oui 

Polysaccharide 2 Oui Oui Oui 

Polysaccharide 5 

Exemples 

Oui Oui Oui 

Compose 1 Non Non Oui 

Compose 2 Non Non Oui 

Compose 3 Non Non Oui | 

Compose 4 Non Non Oui | 

Compose 6 Non Non Oui 

Compose 8 Non Non Oui j 
Compose 9 Non Non Oui j 

Compose 10 Non Non Oui 

Tableau 3 

E2.Solubilisation de l'insuline lispro a son point isoelectrique 

10 [000780] L'insuline lispro a un point isoelectrique a 5,3. A ce pH l'insuline lispro 
precipite. Un test demontrant la formation d'un complexe de l'insuline lispro avec les 
differents composes est execute au point isoelectrique. Si une interaction existe, il est 
possible de solubiliser l'insuline lispro a son point isoelectrique. 
[000781] La formulation commerciale de l'insuline lispro (Humalog®) est dialysee contre 

15 du tampon P04 1 mM (pH 7). Apres dialyse, la concentration en insuline lispro est 
d'environ 90 UI/mL. Le lyophilisat de compose est pese et solubilise dans la solution 
d'insuline lispro pour mener a des formulations contenant l'insuline lispro a 90 UI/mL et 
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le compose aux concentrations desirees (4, 15 ou 50 mg/mL). Le pH des differentes 
solutions est ajuste a pH 5,3 par ajout d'acide acetique 200 mM. 
[000782] L'aspect de la solution est documente. Si la solution est turbide, le compose a 
la concentration testee ne permet pas la solubilisation de l'insuline lispro. Si la solution 

5 est translucide, le compose permet la solubilisation de l'insuline lispro a la concentration 
testee. De cette fagon, la concentration en compose necessaire pour solubiliser I'insuline 
lispro a son point isoelectrique peut etre determinee. Plus cette concentration est basse 
plus i'affinite de compose pour l'insuline lispro est importante. 

[000783] Les resultats obtenus sont presentes dans le Tableau 4. Les resultats montrent 
10 que les composes et les polysaccharides ne presentent pas les memes proprietes en 

termes de solubilisation de l'insuline lispro. 

Con^posss 
(exemples) 

ou Polysaccharides 
(contre-exempies) 

Solubilisation de 
l'insuline lispro a 
90 UI/mL par le 

compose a 4 
mg/mL 

Solubilisation de 
l'insuline lispro a 
90 UI/mL par le 
compose a 15 

mg/rrsL 

Solubilisation de 
I'insuline lispro a 
90 UI/mL par le 
compose a 50 

mg/mL 

Contre exemples 

Polysaccharide 1 Oui Oui Oui 

Polysaccharide 3 Oui Oui Oui 

Polysaccharide 2 Oui Oui Oui 

Exemples 

Compose 1 

Compose 2 

Non 

Non 

Non 

Non 

Oui 

Oui 

Compose 3 Non Non Oui 

Tableau 4 

15 F Interaction avec I'albumine 

F1 : Afin de determiner les interactions entre les differents polysaccharides ou composes 

et une proteine modele telle que I'albumine, un essai en Centricon (membrane de CutOff 
50 kDa) a ete effectue. Une solution de polysaccharide ou de compose a 7,3 mg/mL a ete 

20 diluee au tiers dans une solution de BSA (albumine du serum bovin) a 20 mg/mL dans le 
PBS (concentration dans le melange : 2,43 mg/mL de polysaccharide ou de compose, 
13,3 mg/mL d'albumine et environ 100 mM de sels). 
[000784] Ce melange a ete centrifuge sur Centricon pour fa ire passer environ la moitie 
du volume a travers la membrane. L'albumine est retenue de fagon quantitative sur la 

25 membrane du Centricon. Les polysaccharides et composes analyses 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] Apres centrifugation le polysaccharide ou compose est dose par UV dans le 
filtrat. Le pourcentage de polysaccharide ou compost lie & I'albumine est calculi par 

5 liquation sulvante : 
[000786] (^[polysaccharide ou compose dans le filtrat en presence 
d'albumine]/[polysaccharide oil compost dans le filtrat en absence d'albumlne])*100 
[000787] Les resultats obtenus sont presentes dans le Tableau 5, On observe tres 
clalrement que les polysaccharides de masse molaire 5-15 kDa sont fortement retenus 

10 par I'albumine dans cet essai. Au contraire, les composes de I'invention de plus faible 
masse molaire sont nettement moins retenus par I'albumine dans cet essal. 

% Polysaccharide ou % Compost 
Polysaccharide ou Compost 116 & la BSA 

Contre exemples 
Polysaccharide 4 97 % 
Polysaccharide 1 95 % 
Polysaccharide 3 77 % 
Polysaccharide 5 86 % 
Polysaccharide 2 82 % 

Exemples 
Compost 2 21 % 
Compost 1 20 % 
Compost 3 27 % 
Compost 4 24% 
Compose 5 24% 
Compose 6 26% 
Compose 7 27% 
Compose 8 27% 
Compost 9 43% 
Compost 11 35% 

Tableau 5 

15 

RECTIFIED SHEET (RULE 91) ISA/EP 
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5 Revendications 

1. Composition en solution aqueuse, comprenant de l'insuline sous forme 
hexamerique, au moins un compose anionique substitue et un compose polyanionique : 

Ledit compose anionique substitue etant choisi parmi les composes anioniques 
10 substitues, a I'etat isole ou en melange, constitues d'un squelette forme d'un 

nombre discret u compris entre 1 et 8 (1 < u < 8) d'unites saccharidiques 

identiques ou differentes, liees par des liaisons glycosidiques identiques ou 
differentes, lesdites unites saccharidiques etant choisies dans le groupe constitue 
par les hexoses, sous forme cyclique ou sous forme reduite ouverte, caracte rises 

15 en ce qu'ils sont substitues par : 

a) au moins un substituant de formule generale I : 
-[Rl]a-[AA]m Formule I 

20 • les substituants etant identiques ou differents lorsqu'il y a au moins deux 
substituants, dans lequel : 

• le radical -[AA]- designe un residu d'acide amine, 
• le radical -Rl- etant : 
• soit une liaison et alors a = 0, et le residu d'acide amine -[AA] est directement 

25 lie au squelette par une fonction G. 
• soit une chaine carbonee et alors a = 1, en C2 a C15 eventuellement substituee 
et/ou comportant au moins un heteroatome choisi parmi O, N et S et au moins une 
fonction acide avant la reaction avec I'acide amine, ladite chaine formant avec le residu 

d'acide amine -[AA] une fonction amide, et est fixee sur le squelette a I'aide d'une 
30 fonction F resultant d'une reaction entre une fonction hydroxyle portee par le squelette et 

une fonction ou un substituant porte par le precurseur du radical -R1-, 
• F est une fonction choisie parmi les fonctions ether, ester ou carbamate, 
• G est une fonction carbamate, 
• m est egal a 1 ou 2, 

35 • le degre de substitution des unites saccharidiques, j, en -[Rl]a-[AA]m etant 
strictement superieur a 0 et inferieur ou egal a 6, 0 < j < 6 

b) et, eventuellement, un ou plusieurs substituants -R'I, 
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• le substituant -R'I etant une chaine carbonee en C2 a C15, eventuellement 
substituee et/ou comportant au moins un heteroatome choisi parmi O, N et S et au 
moins une fonction acide sous forme de sel de cations alcalins ladite chaine etant liee au 
squelette par une fonction F' resultant d'une reaction entre une fonction hydroxyle ou 

5 une fonction acide carboxylique portee par le squelette et une fonction ou un substituant 
porte par le precurseur du substituant -R'I, 
• F' est une fonction ether, ester ou carbamate, 
• le degre de substitution des unites saccharidiques, i, en -R'I, etant compris 
entre 0 et 6-j, 0 < i < 6-j et, 

10 • F et F' sont identiques ou differentes, 
• F et G sont identiques ou differentes, 
• i+j < 6. 

• -R'I identique ou different de -R1-, 

• Les fonctions acides salifiables libres portees par le substituant -R'I sont sous 
15 forme de sels de cations alcalins, 

• lesdites liaisons glycosidiques identiques ou differentes etant choisies dans le 
groupe constitue par les liaisons glycosidiques de type (1,1), (1,2), (1,3), (1,4) ou (1,6), 
dans une geometrie alpha ou beta, 
et 

20 - ledit compose polyanionique etant un compose polyanionique non polymerique 

(PIMP) dont I'affinite pour le zinc est inferieure a I'affinite pour le zinc de l'insuline 
et dont la constante de dissociation KdCa = [compose PNP]r [Ca2+]s/[(compose 
PNP)r-(Ca2+)s] inferieure ou egale a 10 1,s. 

25 2. Composition selon la revendication 1, caracterisee en ce que la molecule 
anionique est choisie dans le groupe constitue des polyacides carboxyliques et leurs sels 

de Na', K+, Ca2+ ou Mg2+-

3. Composition selon la revendication 2, caracterisee en ce que, le polyacide 
30 carboxylique est choisi dans le groupe constitue par I'acide citrique, I'acide tartrique, et 

leurs sels de Na+, K+, Ca2+ ou Mg2+-

4. Composition selon la revendication 1, caracterisee en ce que la molecule 
anionique est choisie dans le groupe constitue des polyacides phosphoriques et leurs sels 

35 de Na+, K+, Ca2+ ou Mg2+.. 

5. Composition selon la revendication 4, caracterisee en ce que le polyacide 
phosphorique est le triphosphate et ses sels de Na1", K+, Ca2+ ou Mg2+ 
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6. Composition selon I'une quelconque des revendications precedentes, 
caracterisee en ce que, le compose polyanionique est un compose constitue d'un 
squelette saccharidique forme d'un nombre discret d'unites saccharidiques est obtenu a 
partir d'un compose disaccharide choisi dans le groupe constitue par le trehalose, le 

5 maltose, le lactose, le saccharose, le cellobiose, I'isomaltose, le maltitol et I'isomaltitol. 

7. Composition selon I'une quelconque des revendications precedentes, 
caracterisee en ce que I'insuline est une insuline humaine. 

10 8. Composition selon I'une des revendications 1 a 6, caracterisee en ce que 
I'insuline est une insuline analogue. 

9. Composition selon la revendication 8, caracterisee en ce que l'insuline 
analogue est choisie dans le groupe constitue par l'insuline lispro (Humalog®), l'insuline 

15 aspart (Novolog®, Novorapid®) et l'insuline glulisine (Apidra®). 

10. Composition selon la revendication 8, caracterisee en ce que l'insuline 
analogue est l'insuline lispro (Humalog®). 

20 11. Composition selon I'une quelconque des revendications precedentes, 
caracterisee en ce que le ratio massique compose anionique substitue/insuline est 
compris entre 0,5 et 10. 

12. Composition selon I'une quelconque des revendications precedentes, 
25 caracterisee en ce que la concentration en compose anionique substitue est comprise 

entre 1,8 et 36 mg/mL. 

13. Composition selon I'une quelconque des revendications precedentes 
caracterisee en ce que le compose anionique substitue, est choisi parmi les composes 

30 anioniques substitues a I'etat isole ou en melange, constitues d'un squelette 

saccharidique forme d'un nombre discret u compris entre 1 et 8 (1 < u < 8) d'unites 
saccharidiques identiques ou differentes, liees par des liaisons glycosidiques identiques 
ou differentes, lesdites unites saccharidiques etant choisies parmi les hexoses, sous 
forme cyclique ou sous forme reduite ouverte, caracte rises en ce qu'ils sont substitues 

35 par : 
a) au moins un substituant de formule generale I : 
-[Rl]a-[AA]m Formule I 
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• les substituants etant identiques ou differents lorsqu'il y a au moins deux 
substituants, dans lequel : 
• le radical -[AA]- designe un residu d'acide amine, 
• le radical -Rl- etant : 

5 soit une liaison et alors a = 0, et le residu d'acide amine -[AA] est directement 
lie au squelette par une fonction G. 

soit une chaine carbonee et alors a = 1, en C2 a C15 eventuellement substituee 
et/ou comportant au moins un heteroatome choisi parmi O, N et S et au moins une 
fonction acide avant la reaction avec I'acide amine, ladite chaine formant avec le 

10 residu d'acide amine -[AA] une fonction amide, et est fixee sur le squelette a I'aide 

d'une fonction F resultant d'une reaction entre une fonction hydroxyle portee par le 
squelette et une fonction ou un substituant porte par le precurseur du radical -R1-, 
• F est une fonction choisie parmi les fonctions ether, ester ou carbamate, 
• G est une fonction carbamate, 

15 • m est egal a 1 ou 2, 
• le degre de substitution des unites saccharidiques, j, en -[Rl]a-[AA]m etant 
strictement superieur a 0 et inferieur ou egal a 6, 0 < j < 6 

b) et, eventuellement, un ou plusieurs substituants -R'I, 
20 • le substituant -R'I etant une chaine carbonee en C2 a C15, eventuellement 

substituee et/ou comportant au moins un heteroatome choisi parmi O, N et S et au 

moins une fonction acide sous forme de sel de cations alcalins ladite chaine etant liee 
au squelette par une fonction F' resultant d'une reaction entre une fonction hydroxyle 
ou une fonction acide carboxylique portee par le squelette et une fonction ou un 

25 substituant porte par le precurseur du substituant -R'I, 
• F' est une fonction ether, ester ou carbamate, 
• le degre de substitution des unites saccharidiques, i, en -R'I, etant compris 
entre 0 et 6-j, 0 < i < 6-j et, 

• F et F' sont identiques ou differentes, 
30 • F et G sont identiques ou differentes, 

• i+j < 6. 

• -R'I identique ou different de -R1-, 
• Les fonctions acides salifiables libres portees par le substituant -R'I sont sous 
forme de sels de cations alcalins, 

35 • lesdites liaisons glycosidiques identiques ou differentes etant choisies dans le 
groupe constitue par les liaisons glycosidiques de type (1,1), (1,2), (1,3), (1,4) ou 
(1,6), dans une geometrie alpha ou beta. 
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14. Composition selon i'une quelconque des revendications 1 a 8, caracterisee en 
ce que le compose polyanionique est choisi dans le groupe constitue des molecules 
anioniques, des polymeres anioniques et des composes constitues d'un squelette forme 
d'un nombre discret u compris entre 1 et 3 (1 < u < 3) d'unites saccharidiques 

5 identiques ou differentes, liees par des liaisons glycosidiques identiques ou differentes 

naturellement porteurs de groupe carboxyles ou substitues par des groupes carboxyles. 

15. Formulation pharmaceutique comprenant une composition selon I'une 
quelconque des revendications precedentes. 

10 

16. Formulation pharmaceutique selon la revendication 11, caracterisee en ce que 
la concentration en insuline est comprise entre 240 et 3000 pM (40 a 500 UI/mL). 

17. Formulation pharmaceutique selon la revendication 12, caracterisee en ce que 
15 la concentration en insuline est comprise entre 600 et 1200 pM (100 et 200 UI/mL). 

18. Utilisation d'au moins un compose anionique fonctionnalise constitues d'un 
squelette forme d'un nombre discret u compris entre 1 et 3 (1 < u< 3) d'unites 
saccharidiques identiques ou differentes, liees par des liaisons glycosidiques identiques 

20 ou differentes, lesdites unites saccharidiques etant choisies dans le groupe constitue par, 
les hexoses, sous forme cyclique ou sous forme reduite ouverte, ledit compose 
comportant des groupes fonctionnels carboxyles partiellement substitues, les groupes 
fonctionnels carboxyles non substitues etant salifiables pour preparer une formulation 
pharmaceutique d'insuline permettant, apres administration, d'accelerer le passage de 

25 l'insuline dans le sang et de reduire plus rapidement la glycemie par rapport a une 
formulation exempte de compose anionique substitue en association avec au moins ledit 
compose polyanionique etant un compose polyanionique non polymerique (PNP) 
dont I'affinite pour le zinc est inferieure a I'affinite pour le zinc de l'insuline et dont la 
constante de dissociation KdCa = [compose PNP]r [Ca2+]s/[(compose PNP)r-

30 (Ca2+)s] inferieure ou egale a 10"1,5. 

19. Utilisation selon la revendication 14, caracterise en ce que le compose 
anionique fonctionnalise est en melange avec un compose polyanionique. 

35 20. Utilisation selon I'une des revendications 14 ou 15, caracterisee en ce que le 
compose anionique substitue, est choisi parmi les composes anioniques substitues 
constitues d'un squelette saccharidique forme d'un nombre discret u compris entre 1 et 8 
(1 < u < 8) d'unites saccharidiques identiques ou differentes, liees par des liaisons 
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glycosidiques identiques ou differentes, lesdites unites saccharidiques etant choisies 

parmi les hexoses, sous forme cyclique ou sous forme reduite ouverte, caracterises : 

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

> au moins un substituant de formule generale I : 

5 -[Ri]a-[AA]m Formule I 

• les substituants etant identiques ou differents lorsqu'il y a au moins deux 

substituants, dans lequel : 

• le radical -[AA]- designe un residu d'acide amine, ledit acide amine etant 

choisi dans le groupe constitue de la phenylalanine, I'alpha-methyl-phenylalanine, 

10 la 3,4 dihydroxyphenylalanine la tyrosine, I'alpha-methyl-tyrosine, la O-methyl-

tyrosine, I'alpha-phenylglycine, la 4-hydroxyphenylglycine, la 3,5-

dihydroxyphenylglycine et leurs sels de cations alcalins, lesdits derives etant de 

configuration absolue L ou D, -[AA]- est fixe sur le squelette de la molecule par 

I'intermediaire d'un bras de liaison -Rj- ou directement lie au squelette par une 

15 fonction G, 

• -Ri- etant : 

soit une liaison G, et alors a = 0, 

soit une chaine carbonee, et alors a = 1, en CI a C15 

eventuellement substituee et/ou comportant au moins un heteroatome 

20 choisi parmi O, N et S et portant au moins une fonction acide avant la 

reaction avec I'acide amine, ladite chaine formant avec le residu d'acide 

amine 

-[AA]- une liaison amide, et est fixee sur le squelette saccharidique a 

I'aide d'une fonction F resultant d'une reaction entre une fonction 

25 hydroxyle portee par le squelette et une fonction portee par le 

precurseur de Rj, 

• F est une fonction ether, ester ou carbamate, 

• G est une fonction ester ou carbamate, 

• m est egal a 1 ou 2, 

30 • le degre de substitution, j, en -[Ri]a~[AA]m etant strictement superieur a 0 et 

inferieur ou egal a 6, 0 < j < 6, 

et, eventuellement, 

> un ou plusieurs substituants -R'i 

• -R'i etant une chaine carbonee en C2 a CIS, eventuellement substituee et/ou 

35 comportant au moins un heteroatome (tels que O, N et S) et portantau moins une 

fonction acide sous forme de sel de cations alcalins ladite chaine etant fixee sur le 

squelette saccharidique par une fonction F' resultant d'une reaction entre une 
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fonction hydroxyle portee par le squelette et une fonction portee par le precurseur 

de -R'i, 
• F' est une fonction ether, ester ou carbamate, 
• le degre de substitution i, en ~R'lf etant compris entre 0 et 6-j, 0 < i < 6-j, et, 

5 • -R'I- identique ou different de -R,, 
• F et F' identiques ou differentes, 
• F' et G identiques ou differentes 
• Les fonctions acides salifiables libres sont sous forme de sels de cations 

alcalins, 

10 b) lesdites liaisons glycosidiques identiques ou differentes etant choisies dans le 
groupe constitue par les liaisons glycosidiques de type (1,1), (1,2), (1,3), (1,4) 
ou (1,6), dans une geometrie alpha ou beta, 

c) i +j < 6 

15 21. Utilisation selon I'une des revendications 15 a 16, caracterisee en ce que le 
compose polyanionique est choisi dans le groupe constitue des molecules anioniques, des 
polymeres anioniques et des composes constitues d'un squelette forme d'un nombre 
discret u compris entre 1 et 3 (1 < u < 3) d'unites saccharidiques identiques ou 
differentes, liees par des liaisons glycosidiques identiques ou differentes naturellement 

20 porteurs de groupe carboxyles ou substitues par des groupes carboxyles. 

22. Methode de preparation d'une formulation d'insuline humaine ayant une 
concentration en insuline comprise entre 240 et 3000 pM (40 et 500 UI/mL), dont le 
delai d'action chez I'humain est inferieur a celui de la formulation de reference a la meme 

25 concentration en insuline en I'absence de compose anionique substitue, caracterisee en 
ce qu'elle comprend une etape d'addition a ladite formulation d'au moins un compose 
anionique comportant des groupes fonctionnels carboxyles partiellement substitues. 

30 23. Methode de preparation d'une formulation d'insuline analogue ayant une 
concentration en insuline comprise entre 240 et 3000 pM (40 et 500 UI/mL), dont le 
delai d'action chez I'humain est inferieur a celui de la formulation de reference a la meme 

concentration en insuline en I'absence de compose anionique substitue, caracterisee en 
ce qu'elle comprend une etape d'addition a ladite formulation d'au moins un compose 

35 anionique comportant des groupes fonctionnels carboxyles partiellement substitues. 
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