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DESCRIPCION
Composiciones farmacéuticas estables que comprenden liraglutida y degludec
CAMPO DE LA INVENCION

La presente invencion se refiere al campo de las composiciones farmacéuticas. Mas especificamente, la invencién
se refiere a composiciones farmacéuticas que comprenden dos péptidos farmacéuticamente activos diferentes.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

La diabetes mellitus es un trastorno metabdlico en el que se pierde parcial 0 completamente la capacidad de utilizar
la glucosa. Desde la introduccién de la insulina en la década de 1920, se han realizado esfuerzos continuos para
mejorar el tratamiento de la diabetes mellitus. Dado que las personas que padecen diabetes son objeto de un trata-
miento crénico durante varias décadas, existe una gran necesidad de formulaciones de insulina seguras, convenien-
tes y que mejoren la calidad de vida.

En el tratamiento de la diabetes mellitus, se han sugerido y utilizado muchas variedades de formulaciones de insuli-
na, tales como insulina regular, insulina isofanica (designada NPH), suspensiones de insulina con zinc (tales como
Semilente®, Lente® y UItraIente®) e insulina isofanica bifasica. Algunas de las formulaciones de insulina disponibles
comercialmente se caracterizan por un inicio rapido de la accién y otras formulaciones tienen un inicio relativamente
lento, pero muestran una accién mas o menos prolongada. Las formulaciones de insulina de accion rapida son nor-
malmente soluciones de insulina, mientras que las formulaciones de insulina de accion retardada pueden ser sus-
pensiones que contienen insulina en forma cristalina y/o amorfa, precipitada mediante la adicion de sales de zinc
solas o mediante la adicion de protamina o por medio de una combinaciéon de ambas. En la ultima década se ha
desarrollado una serie de analogos de insulina humana. Estan disefiados para perfiles de accion particulares, es
decir, accién rapida o prolongada.

Otro péptido que se espera que se vuelva muy importante en el tratamiento de la diabetes es el péptido similar al
glucagén tipo 1 (GLP-1). GLP-1 humano es un péptido de 37 residuos de amino4cidos que se origina a partir de
preproglucagon, el cual se sintetiza, entre otros, en las células L en el ileo distal, en el pancreas y en el cerebro.
GLP-1 es una hormona intestinal importante con funcién reguladora en el metabolismo de la glucosa y la secrecion y
el metabolismo gastrointestinales. GLP-1 estimula la secrecion de insulina de una manera dependiente de la gluco-
sa, estimula la biosintesis de insulina, favorece el rescate de células beta, disminuye la secrecion de glucagon, el
vaciamiento géastrico y la ingesta de alimentos. Ya que la poblacion con diabetes de tipo 2 estd aumentando rapida-
mente a nivel mundial, existe una necesidad mucho mayor de una administracién mas sencilla de farmacos mas
eficaces. Una formulacion de combinacién que comprenda un péptido de insulina y un péptido GLP-1 con una rela-
cion fija de los dos agentes farmacéuticos puede ser un tratamiento muy eficaz, asi como una que requiera menos
inyecciones cuando se administra al mismo paciente.

Un tratamiento combinado de la diabetes que requiere insulina, que comprende la administracion de insulina'y GLP-
1 se describe en el documento WO 95/31214. Una formulacién mezclada previamente de compuestos de GLP-1 e
insulina basal se describe en el documento WO 03/020201. Composiciones farmacéuticas estables al almacena-
miento, que comprenden GLP-1, una insulina basal y tensioactivos se describen en el documento WO 2006/051103.

BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

La Figura 1 muestra la estabilidad fisica de cuatro composiciones farmacéuticas evaluadas por medio de una
prueba estresada acelerada.

Las Figuras 2-4 muestran los resultados de una prueba de rotacion.

Las Figuras 5-8 muestran las propiedades farmacocinéticas (PK) de formulaciones de combinacion fija con el
andalogo de insulina, insulina humana NEB29-(N°-(HOOC(CH2)14CO)-v-GIu) desB30 vy liraglutida, examinadas en
cerdos.

COMPENDIO DE LA INVENCION

Un objeto de la presente invencién es proporcionar una combinacion fija una vez al dia, estable al almacenamiento,
de un compuesto GLP-1 y un compuesto de insulina basal con propiedades PK/PD no modificadas de los péptidos
combinados, en comparacién con los componentes activos individuales.

La invencién se define en las reivindicaciones.

Mas especificamente, la invencién se refiere a una composicion farmacéutica soluble para administracion parenteral
gue comprende un compuesto insulinotrépico GLP-1, un péptido de insulina basal, aditivos farmacéuticamente acep-
tables y zinc, en donde el contenido en zinc es desde 6 iones de Zn por 6 moléculas de insulina hasta 12 iones de
Zn por 6 moléculas de insulina, en donde el compuesto insulinotrépico GLP-1 es Arg®, Lys®(N°-(y-Glu(N°-
hexadecanail)))-GLP-1(7-37) y el péptido de insulina basal es insulina humana NEBzg-(N“-(HOOC(CH2)14CO)-V-GIu)
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desB30, y en donde el pH de dicha composicién farmacéutica esta entre pH 7 y pH 9.
En una realizacion, el contenido en zinc esta entre 6 y 12 iones de zinc por 6 moléculas de insulina.
En otra realizacion, el contenido en zinc esta entre 6 y 10 iones de zinc por 6 moléculas de insulina.

En una realizacién adicional, el contenido en zinc estad entre 7y 12; 7y 11; 7y 10 o 7 y 9. El pH de la composicion
farmacéutica en cualquiera de las realizaciones anteriores sera normalmente superior al neutro y estara normalmen-
teentre 7y 9.

En una realizacion, el pH de la composicién farmacéutica esta entre pH 7,4 y pH 9; entre pH 7,4 y pH 8,5 o entre pH
7,4y pH 8,2.

En otra realizacion, el pH de la composicion farmacéutica esta entre pH 7,5 y pH 8,5; entre pH 7,5y pH 8,2 o0 entre
75y7,7.

En otra realizacion, el pH de la composicion farmacéutica es desde pH 7,6 a pH 8,2. En una realizacion adicional, el
pH estd entre 7,7y 8,2.

En otra realizacion, el pH estara entre 7,7 y 9.

En otra realizacion, el pH estara entre 7,7 y 8,9.
En otra realizacion, el pH estara entre 7,7 y 8,8.
En otra realizacion, el pH estara entre 7,7 y 8,7.
En otra realizacion, el pH estara entre 7,7 y 8,6.
En otra realizacion, el pH estara entre 7,7 y 8,5.
En otra realizacion, el pH estara entre 7,7 y 8,4.
En otra realizacion, el pH estara entre 7,7 y 8,3.
En otra realizacion, el pH estaréa entre 7,7y 8,2.
En otra realizacion, el pH estara entre 7,7 y 8,1.
En otra realizacion, el pH estara entre 7,7 y 8.

La expresion "péptido GLP-1", tal como se emplea en esta memoria, significa GLP-1 (7-37), un analogo de GLP-1 (7-
37), un derivado de GLP-1 (7-37) o un derivado de un analogo de GLP-1 (7-37). Los derivados de GLP-1 pueden ser
compuestos GLP1 acilados tales como los descritos en los documentos WO 98/08871 o WO 2006/097537.

En una realizacion, el compuesto GLP-1 es un analogo de GLP-1 acilado tal como Arg?"‘, LysZG(NE-(v-GIu(N“-
hexadecanoil)))-GLP-1(7-37).

En una realizacion, la insulina basal es insulina humana N®2°-(N®-(HOOC(CH2)14CO)-y-Glu) desB30.

En una realizacién adicional, la composicién farmacéutica comprende una combinacion fija de Arg®, Lys®®(N*-(y-
Glu(N%-hexadecanoil)))-GLP-1(7-37) y una insulina basal acilada que es insulina humana N%%-(N%
(HOOC(CH2)14C0O)-y-Glu) desB30 junto con adyuvantes adecuados, farmacéuticamente aceptables cuya composi-
cion contiene entre 6 y 12; o entre 6 y 10 iones de zinc por 6 moléculas de insulina.

En una realizacién adicional, la invencion se refiere a una composicion farmacéutica que contiene una combinacion
fija de Arg®*, Lys?®(N"(y-Glu(N°-hexadecanoil)))-GLP-1(7-37) e insulina humana N*®?-(N®-(HOOC(CH2)14C0)-y-Glu)
desB30 junto con adyuvantes adecuados, farmacéuticamente aceptables, en donde el contenido en zinc esta entre 6
y 12; 6y 11; 0 entre 6 y 10 iones de zinc por 6 moléculas de insulina.

El pH puede ser en cualquiera de las realizaciones anteriores 7,4; 7,5; 7,6; 7,8; 7,9; 8; 8,1; 8,2; 8,3; 8,4 u 8,5. En otra
realizacién, el pH esta entre 7,4y 8,2 0 entre 7,5y 8. En aln otra realizacién, el pH esta entre 7,6 y 8.

Un aspecto adicional de la presente descripcion se relaciona con un método para la preparacion de una composicion
farmacéutica de acuerdo con una cualquiera de las realizaciones anteriores, que comprende disolver dicha insulina
basal y mezclarla por adicién con un conservante y un modificador de la isotonicidad, a continuacién, afiadir zinc y
finalmente mezclar por adicion con el péptido insulinotrépico disuelto.

En una realizacion, el método comprende las siguientes etapas: 1) disolver la insulina basal en una solucién acuosa
tampdn y un agente de isotonicidad, 2) afiadir zinc, opcionalmente por etapas, 3) ajustar el pH, 4) almacenar la solu-



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES2612736T3

cion a una temperatura entre aproximadamente 4-5°C y a temperatura ambiente y 5) afiadir el compuesto GLP-1.

En un aspecto adicional, la presente descripcién se refiere a un método para el tratamiento de la hiperglucemia que
comprende la administracién parenteral de una cantidad eficaz de la composicion farmacéutica de acuerdo con una
cualquiera de las realizaciones anteriores, a un mamifero que requiere tal tratamiento.

En un aspecto adicional, la presente descripcion se refiere a un método para el tratamiento de la obesidad, la defi-
ciencia de células beta, IGT o dislipidemia, que comprende la administraciéon parenteral de una cantidad eficaz de la
composicion farmacéutica de acuerdo con una cualquiera de las realizaciones anteriores a un mamifero que requie-
re tal tratamiento.

Otro aspecto de la presente descripcion se refiere al uso de una composicién farmacéutica estable al almacenamien-
to que comprende una mezcla de un compuesto insulinotrépico GLP-1 y una insulina basal, cuya composicién con-
tiene al menos 6 atomos de zinc por 6 moléculas de insulina, para el tratamiento de la hiperglucemia mediante ad-
ministracion parenteral.

En otro aspecto, la descripcién se refiere a un método para la reduccién de peso que comprende administrar una
cantidad eficaz de una composicién farmacéutica que comprende una mezcla de un compuesto insulinotrépico GLP-
1 y unainsulina basal, cuya composicion contiene al menos 6 &tomos de zinc por 6 moléculas de insulina.

DESCRIPCION DE LA INVENCION

Esta invencion se refiere a la administracién de una mezcla fija de una insulina basal y un compuesto insulinotrépico
GLP-1 a pacientes con diabetes de tipo 2. Cuando un compuesto GLP-1 y una insulina basal se combinan en una
Unica formulacion, los pacientes se ahorran una inyecciéon en comparacion con las dos inyecciones independientes,
requeridas para la administraciéon de los dos componentes de forma separada y, lo mas importante, se espera una
serie de efectos sinérgicos positivos cuando se administra un analogo de insulina basal y un compuesto GLP-1 al
mismo tiempo.

En una mezcla de este tipo, el componente activo individual, la insulina basal y el compuesto GLP-1, deben conser-
var su perfil PK atractivo, conocido a partir del mono tratamiento. Por ejemplo, el analogo de insulina basal, insulina
humana NEBZQ-(N“-(HOOC(CH2)14CO)-v-GIu) desB30 tiene un Perfil atractivo, adecuado para la administracion una
vez al dia. Del mismo modo, el anadlogo de GLP-1, Arg“, Lys 6(NE-(\(-GIugN"-hexadecanoiI)))-GLP-1(7-37) se admi-
nistra una vez al dia. Por lo tanto, la combinacion de insulina humana N 9-(N°-(HOOC(CH2)14CO)-v-GIu) desB30 y
liraglutida constituye una combinacidn atractiva de un analogo de insulina basal y un analogo de GLP-1.

Sin embargo, la mezcla inmediata de andlogos de insulina acilados, tales como insulina humana N‘Bzg-(N“-
(HOOC(CH.)14CO)-y-Glu) desB30 con un compuesto GLP-1 tal como Arg>, Lys®(N*-(y-Glu(N®-hexadecanoil)))-GLP-
1(7-37) da como resultado en ambos una formulacion menos estable fisicamente y con propiedades PK alteradas de
la insulina acilada. Sin embargo, una formulacién comercial tiene que tener una estabilidad fisica elevada. Ademas,
si las propiedades PK de la insulina basal se alteran demasiado, se puede producir una pérdida de su alcance de 24
horas.

La mayoria de las insulinas basales se pueden formular con zinc para tener una PK y estabilidad fisica satisfactorias.
Por ejemplo, se ha observado que la insulina humana NsBzg-(N“-(HOOC(CH2)14CO)-y-Glu) desB30 es capaz de unir-
se a mas de los tradicionales 2-3 iones de zinc por 6 de insulina. Para que la insulina humana N®%-(N°-
(HOOC(CH2)14C0O)-y-Glu) desB30 tenga un perfil éptimo una vez al dia, son necesarios 2-3 iones de zinc adicionales
(un total de 5-6 iones de zinc por 6 moléculas de insulina).

Se ha encontrado que Args4, Lysze(NE-(v-GIu(N“-hexadecanoiI)))-GLP-1(7-37) tiene una unién al zinc de baja afinidad
y que tanto la inestabilidad fisica como las propiedades PK de la insulina humana NEBzg-(N“-(HOOC&CHZ)MCO)-v-
Glu) desB30 estan influidas por ello en una mezcla de los dos componentes. En una mezcla de Arg3 , LysZG(NE-(v-
Glu(N®-hexadecanoil)))-GLP-1(7-37) e insulina humana N*®%-(N®-(HOOC(CH,)14CO)-y-Glu) desB30, es por la union
a estos iones de zinc adicionales por la que Arg*, Lys®(N°-(y-Glu(N®-hexadecanoil)))-GLP-1(7-37) compite con la
insulina humana N°®%-(N®-(HOOC(CH.)14CO)-y-Glu) desB30.

Se ha encontrado que la adicién de mas iones de zinc a la mezcla de insulina humana NEBzg-(N“-(HOOC(CH2)14CO)-
y-Glu) desB30 con Arg®, Lyszs(Ns-gy-GIu(N“-hexadecanoiI)))-GLP-1(7-37) mejora la estabilidad fisica y mejora el
perfil PK de la insulina humana N¥2°-(N°-(HOOC(CH5)14CO)-y-Glu) desB30 frente al perfil deseado obtenido con 5 -
6 iones de zinc por molécula de insulina para la insulina humana NEBzg-(N“-(HOOC(CH2)14CO)-v-GIu) desB30 sola.

La expresion "compuesto GLP-1", tal y como se emplea en esta memoria, significa GLP-1 (7-37), analogos insulino-
tropicos del mismo y derivados insulinotrépicos del mismo. Los compuestos GLP-1 también incluyen compuestos de
exendina tales como la exendina-3 y la exendina-4 y analogos de las mismas, tales como ZP10 o ZP10A que es un
analogo de exendina-4 con 6 residuos de lisina afiadidos al extremo C-terminal de la molécula, véase Cristian Thor-
kildsen et al., The Journal of Pharmacology and Experimental Therapeutics, vol 307, n® 2 (2003), 490-496.

Se utiliza un sistema simple para describir fragmentos y analogos de GLP-1. Asi, por ejemplo, GIyS-GLP-1(7-37)
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designa un analogo de GLP-1 (7-37) obtenido formalmente a partir de GLP-1 (7-37), sustituyendo el residuo de ami-
noacido de origen natural en la posicién 8 (Ala), por Gly. Del mismo modo, Lys34(N£-tetradecanoiI)-GLP-1(7-37) de-
signa GLP-1 (7-37) en donde el grupo amino € del residuo Lys en la posicién 34, ha sido tetradecanoilado. Los do-
cumentos de publicaciones PCT WO 98/08871 y WO 99/43706 describen derivados estables de analogos de GLP-1,
gue tienen un sustituyente lipéfilo. Estos derivados estables de analogos de GLP-1 tienen un perfil de accién prolon-
gada, en comparacion con los correspondientes analogos de GLP-1.

El término "insulinotrépico”, tal y como se utiliza en esta memoria, haciendo referencia a un péptido o a un compues-
to, significa la capacidad de estimular la secrecién de insulina como respuesta a un nivel de glucosa en plasma in-
crementado. Los péptidos y los compuestos insulinotrépicos son agonistas del receptor de GLP-1. La propiedad
insulinotropica de un compuesto se puede determinar por ensayos in vitro o in vivo, conocidos en la técnica.

La concentracién del compuesto GLP-1 en la composicién farmacéutica de acuerdo con la invencién puede estar
entre aproximadamente 1y 25, entre 2y 15, entre 2y 10, entre 2y 8 o entre 2y 6 mg/mL.

La concentracion de la insulina basal estara entre 1y 25, entre 1,5y 15, entre 1,5y 12; entre 1,5y 8; entre 2 y 15,
entre 2y 10, entre 2y 8; entre 2y 7; y entre 3y 6 mg/mL.

En una realizacion, la concentracion de la insulina basal ser4 de 2 mg/mL.
En otra realizacion, la concentracion de la insulina basal serd de 4 mg/mL.
En otra realizacion, la concentracion de la insulina basal serd de 8 mg/mL.

En una realizacion de la invencion, la concentracion de Arg®, Lys?(N®-(y-Glu(N®-hexadecanoil)))-GLP-1(7-37) esta
en el intervalo desde 2 mg/ml a 10 mg/ml y la concentracion de insulina basal se encuentra en el intervalo desde 3
mg/ml a 5 mg/mL.

En otra realizacion de la invencion, la concentracion de Arg®*, Lys?*(N*-(y-Glu(N®-hexadecanoil)))-GLP-1(7-37) esta
en el intervalo desde 2 mg/ml a 10 mg/ml y la concentracion de insulina basal se encuentra en el intervalo desde 7
mg/ml a 9 mg/mL.

Cuando se mezclan las formulaciones de la combinacién, el orden de la adicion de cada componente individual es
importante. Como primera etapa, se mezcla el agua, el tampon (si es diferente de tampodn fosfato), el modificador de
la isotonicidad. A continuacién, se afiade una cantidad apropiada de la solucién abastecedora del analogo de insuli-
na basal y se mezcla suavemente. A continuacion, se afiade el conservante, por ejemplo, fenol y la mezcla se mez-
cla suavemente durante aproximadamente 15-60 minutos. Como siguiente etapa, se aflade una parte del zinc en
una cantidad correspondiente a una concentracién de 3 iones de zinc por 6 moléculas de insulina. Después, la mez-
cla se mezcla suavemente durante al menos 5 minutos. Como siguiente etapa se afiade la cantidad restante de
iones de zinc hasta la concentracién deseada. A continuacion, se ajusta el pH si est4 fuera del intervalo de pH
deseado. A continuacion, se afiade una cantidad apropiada de la solucion abastecimiento de compuesto GLP-1 para
llegar a la concentracion final deseada y se ajusta el pH al valor deseado.

En una realizacién del procedimiento para preparar la composicién farmacéutica, el conservante se afiade antes de
afadir cualquier cantidad de zinc a la mezcla. Por tanto, en una realizacion, el orden de adicion de los componentes
individuales es: 1) insulina basal, 2) conservante, 3) zinc y 4) compuesto GLP-1. En una realizacion, el zinc se afiade
en varias etapas, por ejemplo, hasta 3-4 etapas.

La estabilidad fisica se evalué mediante ensayos de fibrilacion con tioflavina T y por la prueba de rotacion de Penfill.
La unidn de zinc al compuesto GLP-1 se estudié con 1 D H-RMN.

El equilibrio de la autoasociacion de la insulina en ausencia y presencia de compuesto GLP-1 y en presencia de una
concentracion creciente de zinc, se estudié usando un método de cromatografia de exclusion por tamafio con detec-
cion de fluorescencia (para identificar el compuesto GLP-1 en el cromatograma).

Las propiedades PK de las formulaciones de combinacion se evaluaron utilizando modelos de apariencia estandar
en cerdos.

La composicion farmacéutica de acuerdo con la invencion, ademas de los componentes activos, contendra los adyu-
vantes habituales farmacéuticamente aceptables, tales como un agente de isotonicidad, un tampén, un conservante
y un estabilizador.

Los conservantes farmacéuticamente aceptables son conservantes seleccionados a partir del grupo que consiste en
fenol, o-cresol, m-cresol, p-cresol, p-hidroxibenzoato de metilo, p-hidroxibenzoato de propilo, 2-fenoxietanol, p-
hidroxibenzoato de butilo, 2-feniletanol, alcohol bencilico, clorobutanol y tiomersal, bronopol, acido benzoico, imidu-
rea, clorohexidina, deshidroacetato de sodio, clorocresol, p-hidroxibenzoato de etilo, cloruro de bencetonio, clorfe-
nesina (3p-clorfenoxipropano-1,2-diol) o mezclas de los mismos.
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En una realizacion, el conservante es una mezcla de fenol y m-cresol. En otra realizacion, el conservante es fenol. El
uso de un conservante en composiciones farmacéuticas es bien conocido por la persona experta. Por razén de con-
veniencia, se hace referencia a Remington: The Science and Practice of Pharmacy, 192 edicién, 1995.

La formulacién de acuerdo con la presente invenciéon comprendera normalmente un agente isotonico tal como mani-
tol, sorbitol, glicerol, propilenglicol o una mezcla de los mismos. En una realizacion, el agente de isotonicidad no es
una sal. El uso de un agente isoténico en composiciones farmacéuticas es bien conocido por la persona experta. Por
razén de conveniencia, se hace referencia a Remington: The Science and Practice of Pharmacy, 192 edicion, 1995.

La composicién farmacéutica de acuerdo con la invencién también puede comprender un tampoén. El tampén se
puede seleccionar a partir de un tampon que es un tampdén zwitterionico, glicil-glicina, TRIS, bicina, HEPES, MOBS,
MOPS, TES y mezclas de los mismos. Otros tampones adecuados son acetato de sodio, carbonato de sodio, citrato,
histidina, glicina, lisina, arginina, dihidrogeno fosfato de sodio, hidrogeno fosfato disédico, fosfato sédico y
tris(hidroximetil)-aminometano, tricina, acido malico, succinato, acido maleico, fumarico acido, acido tartarico, acido
aspartico o mezclas de los mismos.

La formulacién farmacéutica de acuerdo con la presente invencion preferiblemente no contendrd un tampén que se
une a zinc, tal como un tampoén fosfato.

La composicion también puede comprender un compuesto quelante de zinc, que puede actuar como un tampon zinc
para los iones de zinc libres en las formulaciones. Esto permitird un aumento de la concentracion de zinc con una
formacion relativamente baja de diheptdmeros de liraglutida. Tales compuestos quelantes de zinc pueden incluir
(pero no se limitan a los mismos), histidina, imidazol, citrato o derivados de los mismos.

En una realizacion, el agente quelante de zinc es histidina.
En otra realizacion, el agente quelante de zinc es imidazol.

La adiciéon de un agente quelante de zinc de este tipo es preferiblemente inferior a 10 mM, méas preferiblemente
inferior a 5 mM, mas preferiblemente inferior a 2 mM, mas preferiblemente inferior a 1 mM, més preferiblemente
inferior a 0,5 mM.

La expresion "composicion farmacéutica estable al almacenamiento”, tal como se utiliza en la presente memoria,
significa una composicion farmacéutica que es estable durante al menos el periodo que es requerida por las agen-
cias reguladoras en relacion con proteinas terapéuticas. Preferiblemente, una composicion farmacéutica estable al
almacenamiento es estable durante al menos un afio a 5°C. La estabilidad incluye una estabilidad quimica asi como
una estabilidad fisica.

La expresion "insulina basal", tal y como se usa en la presente memoria, significa un péptido de insulina que tiene un
tiempo de accion de mas de 8 horas en modelos convencionales de diabetes. Preferiblemente, la insulina basal tiene
un tiempo de accion de al menos 9 horas. Preferiblemente, la insulina basal tiene un tiempo de accion de al menos
10 horas. Preferiblemente, la insulina basal relacionada con la comida tiene un tiempo de accion en el intervalo de 9
a 15 horas. Preferiblemente, la insulina relacionada con la comida tiene un tiempo de accién similar al observado
para las composiciones farmacéuticas comerciales de insulina NPH e insulina humana N®%_tetradecanoilo
des(B30).

La expresion "cantidad eficaz", tal y como se usa en la presente memoria, significa una dosificacion que es suficiente
para que el tratamiento del paciente sea eficaz en comparacion con una falta de tratamiento.

La expresién "farmacéuticamente aceptable”, tal y como se usa en la presente memoria, significa adecuada para
aplicaciones farmacéuticas normales, es decir, que no da lugar a ningin evento adverso en los pacientes, etc.

El término "tampdn” tal y como se usa en la presente memoria, se refiere a un compuesto quimico en una composi-
cion farmacéutica que reduce la tendencia del pH de la composicion a cambiar con el tiempo, como ocurriria de otra
manera debido a reacciones quimicas. Los tampones incluyen compuestos quimicos tales como fosfato de sodio,
TRIS, glicina y citrato de sodio.

El término "conservante”, tal y como se usa en la presente memoria, se refiere a un compuesto quimico que se afia-
de a una composicidn farmacéutica para prevenir o retrasar la actividad microbiana (crecimiento y metabolismo).

La expresion "agente de isotonicidad", tal como se utiliza, se refiere a un compuesto quimico en una composicion
farmacéutica que sirve para modificar la presién osmoética de la composicion farmacéutica, de manera que la presion
osmdtica se aproxima mas a la del plasma humano. Los agentes de isotonicidad incluyen NaCl, glicerol, manitol, etc.

El término "estabilizador", tal y como se usa en la presente memoria, se refiere a compuestos quimicos afiadidos a
composiciones farmacéuticas que contienen péptido, con el fin de estabilizar el péptido, es decir, para incrementar la
vida util y/o el tiempo de uso de tales composiciones. Ejemplos de estabilizadores usados en formulaciones farma-
céuticas son L-glicina, L-histidina, arginina, polietilenglicol y carboximetilcelulosa.
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La expresion "péptido de insulina”, tal y como se usa en la presente memoria, significa un péptido que es o bien
insulina humana o un analogo o un derivado de la misma con actividad de insulina.

La expresion "insulina humana", tal y como se usa en la presente memoria, significa la hormona humana cuya es-
tructura y propiedades son bien conocidas. La insulina humana tiene dos cadenas polipeptidicas que estan conecta-
das por puentes disulfuro entre residuos de cisteina, a saber, la cadena A y la cadena B. La cadena A es un péptido
de 21 aminoéacidos y la cadena B es un péptido de 30 aminoéacidos, en donde las dos cadenas estan conectadas por
tres puentes disulfuro: uno entre las cisteinas en la posiciéon 6 y 11 de la cadena A, el segundo entre la cisteina en la
posicion 7 de la cadena Ay la cisteina en la posicion 7 de la cadena B, y el tercero entre la cisteina en la posicién 20
de la cadena Ay la cisteina en la posiciéon 19 de la cadena B.

El término "analogo”, tal y como se usa en la presente memoria, en referencia a un péptido significa un péptido modi-
ficado, en donde uno o varios residuos de aminoacidos del péptido han sido sustituidos por otros residuos de ami-
noacidos y/o en donde uno o varios residuos de aminoacidos han sido delecionados del péptido y/o en donde uno o
varios residuos de aminoacidos han sido delecionados del péptido y/o en donde uno o varios residuos de aminoci-
dos han sido afiadidos al péptido. Tal adicion o delecién de residuos de aminoéacidos puede tener lugar en el extre-
mo N-terminal del péptido y/o en el extremo C-terminal del péptido.

Los analogos de insulina no comprenden normalmente mas de aproximadamente 7 mutaciones, mas normalmente
no mas de 5 e incluso mas normalmente a lo sumo 3 mutaciones, en comparacion con la insulina humana.

A lo largo de los afios se ha descrito una cantidad bastante extensa de modificaciones de la cadena A y/o B de la
insulina. Por tanto, la posicion 28 de la cadena B se puede maodificar desde el residuo Pro natural a Asp, Lys o lle, y
Lys en la posicién B29 también se puede modificar a Pro.

Ademas, Asn en la posicién A21 se puede modificar a Ala, Gin, Glu, Gly, His, lle, Leu, Met, Ser, Thr, Trp, Tyr o Val,
en particular a Gly, Ala, Ser o Thr y en particular a Gly. Ademas, Asn en la posicion B3 se puede modificar a Lys o
Asp. Otros ejemplos de andlogos de insulina son insulina humana des(B30), analogos de insulina en donde se ha
eliminado uno o ambas de B1 y B2; analogos de insulina en donde la cadena A y/o la cadena B tienen una extension
N-terminal y analogos de insulina en donde la cadena A y/o la cadena B tienen una extension C-terminal. Ademas, el
residuo de aminoacidos natural en la posicion A18 se puede cambiar a un residuo GIn, o uno o varios de los resi-
duos de aminoacidos en las posiciones B26-B30 se pueden delecionar.

El término "derivado", tal y como se usa en el presente documento, en relaciéon con un péptido parental significa una
proteina parental modificada quimicamente o un anélogo de la misma, en donde al menos un sustituyente no esti
presente en la proteina parental o un analogo de la misma, es decir, una proteina parental que se ha modificado
covalentemente. Las modificaciones tipicas son amidas, carbohidratos, grupos alquilo, grupos acilo, ésteres, PEGi-
laciones y similares. Ei'emplos de derivados de la insulina humana son insulina humana éster metilico de treonina®*
e insulina humana N****-tetradecanoilo des(B30).

La expresion "punto isoeléctrico” tal y como se usa en la presente memoria, significa el valor del pH, en donde la
carga neta total de una macromolécula tal como un péptido, es cero. En los péptidos puede haber varios grupos
cargados, y en el punto isoeléctrico la suma de todas estas cargas es cero. A un pH superior al punto isoeléctrico, la
carga neta total del péptido sera negativa, mientras que a valores de pH inferiores al punto isoeléctrico, la carga neta
total del péptido sera positiva.

EJEMPLOS
EJEMPLO 1

Una formulacién tipica de la combinacion fija que consiste en el analogo de insulina, insulina humana NEBZQ-(NG-
(HOOC(CH,)14CO)-y-Glu) desB30 y el analogo de GLP-1 Arg®, Lys?(N°-(y-Glu(N°-hexadecanoil)))-GLP-1(7-37),
liraglutida, se prepard del modo siguiente. Se prepararon soluciones de abastecimiento apropiadas en agua, del
anélogo de insulina y del analogo de GLP-1. Las concentraciones de péptido de las dos soluciones eran tipicamente
de aproximadamente 10 mM y el pH se ajusté a aproximadamente pH 7,7 para la solucién de abastecimiento del
analogo de insulina y a aproximadamente pH 8,2 para la solucién de abastecimiento de liraglutida. Estos ajustes del
pH se realizaron utilizando soluciones de NaOH o HCIO4 con concentraciones maximas de 1,0 N.

Los siguientes excipientes se mezclaron a partir de soluciones de abastecimiento apropiadas en agua, en este or-
den: 1) agua, 2) glicerol (modificador de la isotonicidad), 3) analogo de insulina, 4) fenol. La adicion de fenol antes
del zinc era decisiva; de otro modo se formaba un gel. Después de 15 minutos, se afiadi6 el acetato de zinc en tres
porciones: en primer lugar, una cantidad de zinc que correspondia a una concentracion de 3 iones de zinc/6 molécu-
las de andlogo de insulina; en segundo lugar, una cantidad de zinc que correspondia a una concentracion 3 iones de
zinc/6 moléculas de analogo de insulina; y en tercer lugar cualquier cantidad de zinc adicional. La solucion se equili-
bré durante 5 minutos después de cada adicion. Se midié el pH y se ajusté a pH 8,2 como se ha descrito anterior-
mente. Esta solucién se dej6é equilibrar durante aproximadamente 48 horas a 4°C, antes de afiadir una cantidad
apropiada de la solucion de abastecimiento de liraglutida. Finalmente, se midi6 el pH y si era necesario se ajusté a
pH 8,2. Después de este procedimiento se prepard una formulacién tal y como se describe en la Tabla 1.
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Tabla 1
Compuesto Concentracion de Concentracion final Volumen afiadido Orden de la
abastecimiento (mM) (mM) (ml) mezcla
Anélogo de insulina 8,64 0,60 0,972 3
Acetato de zinc 9,54 0,80" 1,174° 52
Fenol 500 50 1,4 4
Glicerol 200 16 1,12 2
Liraglutida 9,95 1,6 1,6 6%
Agua n.a. n.a. 7,083 1

Y Correspondiente a 8 Zn**/6 moléculas de analogo de insulina

2 se afiadi6 en tres porciones: 0,441 ml, 0,440 ml, 0,293 ml, con 5 minutos entre cada una y después de la dltima
adicion

% La solucién se equilibré a 4°C durante aproximadamente 48 horas antes de la adicién de liraglutida

Ejemplo 2

Se ha descrito que el mecanismo de accién prolongada del analogo de insulina, insulina humana N®%-(N°-
(HOOC(CHz2)14C0)-y-Glu) desB30 depende de la formacion de autoasociaciones en presencia de méas de 3 iones de
zinc por 6 moléculas de anélogo de insulina. Por lo tanto, si una formulacién del analogo de insulina, insulina huma-
na N®®%-(N°-(HOOC(CH2)14CO)-y-Glu) desB30 contiene una fraccion significativa del analogo en forma mondémera,
se espera que la formulacién muestre un componente de accidn rapida no deseable. Por otra parte, un contenido
elevado en monémero de anélogo de insulina podria comprometer la estabilidad fisica de la formulacién. La presen-
cia del analogo de GLP-1, liraglutida, en una combinacion fija con el analogo de insulina, insulina humana N*%°-(N°-
(HOOC(CH2)14C0O)-y-Glu) desB30 puede alterar el equilibrio de la autoasociacion del analogo de insulina hacia el
estado monomérico, con una formacion simultanea de un complejo de unién de liraglutida y zinc. Se ha demostrado
que la liraglutida forma un autoensamblaje heptadmero en condiciones de formulacion relevantes y, en presencia de
concentraciones equimolares de iones de zinc, se forma un diheptamero de liraglutida unida a zinc.

Las formulaciones que contienen tanto el analogo de insulina, insulina humana NSBZQ-(N“-(HOOC(CH2)14CO)-y-GIu)
desB30 como liraglutida se analizaron mediante un método de cromatografia de exclusién por tamafio (SEC) con
deteccién por fluorescencia. El método SEC utilizaba una columna de Superosa 12 10/300GL, se inyectaron mues-
tras de 50 pl y el flujo era de 0,8 ml/min. Dos métodos, que incluian y excluian fenol se utilizaron con el disolvente
NaCl 140 mM, Tris/HCI 10 mM, pH 7,7, +/- fenol 2 mM. La deteccion se realizé mediante un canal con absorcion a
276 nm (medicion de la cantidad de péptido total) y otro canal con deteccion de la fluorescencia (excitacion a 310
nm, emision a 380 nm), que era especifico de liraglutida.

En algunas condiciones, una cuantificacion especifica era imposible debido a las condiciones experimentales. En
este caso, la cantidad de anélogo de insulina en la forma monomérica se cuantificé en relacion con la cantidad total
de péptido.

Las formulaciones se prepararon como se ha descrito en el Ejemplo 1. Cuatro formulaciones, cada una con analogo
de insulina 0,3 mM y 0,6 mM, respectivamente, se prepararon con contenidos de zinc que correspondian a 6, 8, 10 y
12 iones de zinc por 6 moléculas de analogo de insulina. Estas ocho formulaciones se almacenaron a 4°C y 37°C.

Todas las formulaciones contenian analogo de insulina 0,3 o 0,6 mM, acetato de zinc, liraglutida 1,6 mM, fenol 50
mM, glicerol 174 mM, pH 8,2.

Las formulaciones almacenadas se analizaron utilizando métodos tanto SEC con fenol como SEC sin fenol, después
de 0, 2, 4 y 8 semanas de almacenamiento (W). Las Tablas 2 y 3 muestran las cantidades de analogo de insulina en
la forma monomérica. Las areas sombreadas indican las condiciones en las que no fue posible una cuantificacion
exacta. Por lo tanto, la cuantificacién se realiz6 también para el mondémero de analogo de insulina con respecto al
contenido total de péptido. Esto se muestra en la Tabla 4 y la Tabla 5
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Tabla 2
% de mondmero de Ins
SEC con fenol Ins 0,3 mM Ins 0,6 mM
4°C | 37°C | 4°C | 37°C
ow | 251 | 251 7,9 7,9
6 Zn/6 ins 2W | 59,7 55,1 19,4 17,8
4W
ow | 16,1 16,1 2,8
8 Zn/6 ins 2W | 49,0 | 42,6 | 10,3
4W
ow 7,9 7,9 1,5
10 Zn/6 ins 2W | 36,8 | 32,2 2,2
4W
ow | 6,0 6,0
12 Zn/6 ins 2W | 243 23,8
4w
Tabla 3
% de mondmero de Ins
SEC sin fenol Ins 0,3 mM Ins 0,6 mM
4°C 37°C 4°C 37°C
ow 66,4 66,4 27,9 27,9
6 Zn/6 ins 2w | 86,3 80,9 29,8 33,6
4w
ow 51,9 51,9 7,0
8 Zn/6 ins 2W | 72,8 68,5 16,1
4w
oW | 28,3 28,3 2,0
10 Zn/6 ins 2W | 56,7 55,1 31
4w
ow | 14,5 14,5
12 Zn/6 ins 2W | 35,0 39,9
4W
Tabla 4

% de mondmero de Ins de péptido total

SEC con fenol Ins 0,3 mM Ins 0,6 mM
4°C 37°C 4°C 37°C
ow 3,8 3,8 2,0 2,0
6 Zn/6 Ins 2W 8,2 7,0 4,8 4,2
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% de mondmero de Ins de péptido total
SEC con fenol Ins 0,3 mM Ins 0,6 mM
4°C 37°C 4°C 37°C
4W 12,4 54 4,7 2,9
8W 7.8 55 4,5 3,4
ow 2,2 2,2 0,8 0,8
2W 7,0 5,6 2,6 2,5
8 Zn/6 Ins
4W 6,8 4,2 2,3 1,8
8w 6,5 4,3 2,8 1,9
ow 1,1 1,1 04 0,4
2W 5,2 4,3 0,6 0,8
10 Zn/6 Ins
4W 49 2,9 0,4 0,6
8w 5,0 3,5 0,8 11
ow 0,9 0,9 0,8 0,8
2W 3,6 3,3 0,5 0,7
12 Zn/6 Ins
4W 3,2 2,3 0,2 0.4
8w 4.2 29 0,4 0,5
Tabla 5
% de mondmero de Ins de péptido total
SEC sin fenol Ins 0,3 mM Ins 0,6 mM
4°C 37°C 4°C 37°C
ow 16,3 16,3 7,5 7,5
2W 16,6 12,1 8,3 8,8
6 Zn/6 Ins
4W 10,1 8,8 6,3 55
8w 13,1 10,8 9,1 8,1
ow 8,4 8,4 2,0 2,0
2W 11,3 10,1 4,3 5,0
8 Zn/6 Ins
4w 8,3 7,4 2,9 3,0
8w 11,1 9,1 4,9 4,9
ow 45 4,5 0,5 0,5
2w 8,5 8,3 0,8 13
10 Zn/6 Ins
4W 6,3 5,6 0,4 0,8
8W 8,7 7,3 1,3 2,4
ow 2,3 2,3 0,7 0,7
2W 5,6 6,1 0,8 11
12 Zn/6 Ins
4w 4,3 4,1 0,2 0,5
8w 6,9 7,0 0,6 14

La cantidad de diheptamero de liraglutida que se unia a zinc se midi6 facilmente utilizando la deteccién con fluores-
5 cencia. La Tabla 6 y la Tabla 7 muestran las cantidades medidas en las muestras analizadas.

10
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Tabla 6
% de diheptdmero de liraglutida total
SEC con fenol Ins 0,3 mM Ins 0,6 mM
4°C 37°C 4°C 37°C
ow 0 0 0 0
2w 0 0 0 0
6 Zn/6 Ins
4W 0 0 0 0
8w 0 0 0 0
ow 0 0 0 0
A 0 0 0 0,3
8 Zn/6 Ins
4w 0 0 0 0,4
8w 0 0 0 0,4
ow 0 0 0 0
2w 0 0 0 1,2
10 Zn/6 Ins
4W 0 0 0 15
8w 0 0 0,1 2,1
ow 0 0 0,4 04
2w 0 0 0,6 15,4
12 Zn/6 Ins
4w 0 0 0,4 15,2
8w 0 0,1 0,8 15,6
Tabla 7
% de diheptamero de liraglutida
SEC sin fenol Ins 0,3 mM Ins 0,6 mM
4°C 37°C 4°C 37°C
ow 0 0 0 0
2W 0 0 0 0
6 Zn/6 Ins
4W 0 0 0 0
8w 0 0 0 0,1
ow 0 0 0 0
2W 0 0 0 0,3
8 Zn/6 Ins
4W 0 0 0 0,2
8w 0 0 0 0,4
ow 0 0 0 0,1
2W 0 0 0 1,3
10 Zn/6 Ins
4W 0 0 0 1,1
8w 0 0 0 2,4
ow 0 0 0,3 0,3
2W 0 0 0,5 16,7
12 Zn/6 Ins
4W 0 0 0,3 13,5
8w 0 0,1 0,8 17,7

11
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Ejemplo 3

Siguiendo el procedimiento del Ejemplo 1, se prepararon cuatro formulaciones con las composiciones mostradas en
la Tabla 8. En la formulacién 3, se afiadié el tampén glicilglicina junto con el agua. En la formulacion 4, se afiadio el
tampon fosfato después de afiadir el acetato de zinc. Esto se realiz6 con el fin de minimizar la precipitacion de fosfa-
to de zinc. El analogo de insulina utilizado era insulina humana NEBZQ-(N“-(HOOC(CH2)14CO)-v-GIu) desB30.

La estabilidad fisica de las cuatro composiciones farmacéuticas se evalué por medio de una prueba estresada acele-
rada. La prueba estresada se realiz6 como una prueba de rotacion. Se afadieron 50 ul de aire a cada uno de los 5
cartuchos (viales de vidrio) de cada formulacion. Los cartuchos se hicieron girar con una frecuencia de 30 rotaciones
por minuto durante 4 horas diarias. La inspeccion de los cartuchos se realizé diariamente o segun era necesario. La
turbidez de la formulacién se caracteriz6 mediante una medicion nefelométrica y se especificéd en unidad de turbidez
nefelométrica (NTU), del inglés "Nephelometric Turbidity Unit". La inestabilidad fisica de la proteina se caracteriz6
por mediciones de turbidez elevada.

Esta prueba de rotacién se muestra en la Figura 1. Se puso de manifiesto que la formulacion con el analogo de insu-
lina y liraglutida combinados y formulados a pH 7,7 (Formulacion 3) era menos estable que el analogo de insulina
formulado solo a pH 7,4 (Formulacion 1) y probablemente tenia una estabilidad inaceptable para un desarrollo adi-
cional. La Formulacién 4 también contenia la combinacién de anélogo de insulina y liraglutida, pero se formul6 a pH
8,2. Esta formulacion tenia solo una estabilidad fisica marginalmente inferior que el analogo de insulina solo. Por lo
tanto, esta comparacion ilustraba que la combinacion de analogo de insulina y liraglutida sin ninguna optimizacion
daba como resultado una formulacién inestable. Sin embargo, el aumento del pH a pH 8,2, daba lugar a una estabi-
lidad fisica mucho mejor, comparable a la del anélogo de insulina solo.

Tabla 8
Formulacién 1 | Formulacién 2 | Formulacion 3 | Formulacion 4

Analogo de insulina (mM) 0,6 n.a. 0,6 0,6
Acetato de zinc (mM) 0,6 n.a. 0,6 0,6
Liraglutida (mM) n.a. 1,6 1,6 1,6
Fenol (mM) 16 58 40 40
m-cresol (mM) 16 n.a. n.a. n.a.
Glicerol (mM) 174 174 174 174
NaCl (mM) 10 n.a. 10 10
Fosfato (mM) n.a. 8 n.a. 8

Glicilglicina (mM) n.a. n.a. 8 n.a.
pH 7.4 7,7 7,7 8,2

Ejemplo 4

En otra prueba de rotacion realizada como se ha descrito en el Ejemplo 3, se sometieron a ensayo cuatro formula-
ciones de combinacién que contenian tanto el analogo de insulina, insulina humana NEBQQ-(N"-(HOOC(CH2)14CO)-V-
Glu) desB30, como liraglutida y dos referencias con el analogo de insulina y liraglutida solos.

Las formulaciones se prepararon como se ha descrito en el Ejemplo 1 y sus composiciones se muestran en la Tabla
9.

Tabla 9
Form.1 |Form.2| Form.3 Form. 4 Form. 5 Form. 6

Analogo de insulina (mM) 0,6 n.a. 0,6 0,6 0,6 0,3
Acetato de zinc (mM) 0,6 (=6 n.a. 08(=8 [1,0(=10 | 1,2(=12 | 0,5(=10

Zn“'/6 ins) Zn“'16 ins) | Zn*'/6 ins) | Zn*'/6 ins) | Zn?'/6 ins)
Liraglutida (mM) n.a. 1,6 1,6 1,6 1,6 1,6
Fenol (mM) 16 58 50 50 50 50
m-cresol (mM) 16 n.a. n.a. n.a. n.a. n.a.

12
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Form.1 |Form.2| Form.3 Form. 4 Form. 5 Form. 6
Glicerol (mM) 174 174 174 174 174 174
NaCl (mM) 10 n.a. n.a. n.a. n.a. n.a.
Fosfato (mM) n.a. 8 n.a. n.a. n.a. n.a.
pH 7,4 8,2 8,2 8,2 8,2 8,2

Los resultados de la prueba de rotacion se muestran en las Figuras 2-4.

La Formulacién 3 contenia 8 iones de zinc/6 moléculas de analogo de insulina y tenia una estabilidad comparable a
ambas referencias con el analogo de insulina (con 6 iones de zinc/6 moléculas de analogo de insulina) y liraglutida
solos. La Formulacién 6 solo contenia analogo de insulina 0,3 mM pero requeria 10 iones de zinc/6 moléculas de
anélogo de insulina con el fin de mostrar una estabilidad similar a la referencia. Esto indicaba que era necesario un
contenido en zinc mas alto en relacion con la cantidad de analogo de insulina, con el fin de conseguir la misma esta-
bilidad que la referencia de analogo de insulina solo con 6 iones de zinc/6 moléculas de analogo de insulina.

Ejemplo 5

Las propiedades farmacocinéticas (PK) de las formulaciones de combinacidn fija con el analogo de insulina, insulina
humana N®?°-(N®-(HOOC(CH2)14C0)-y-Glu) desB30 vy liraglutida fueron examinadas en cerdos. Las apariciones de
los dos péptidos en la corriente sanguinea se midieron mediante técnicas de ensayo convencionales durante hasta
72 horas después de la inyeccion. Para mayor claridad, sin embargo, solo se muestran las primeras 24 horas para el
analogo de insulina. Los resultados se muestran en la Figura 5 y la Figura 6 como medias de las seis réplicas y se
muestran con error estandar de la media. Tres formulaciones de combinacion y dos referencias se prepararon como
se ha descrito en el Ejemplo 1. Sus composiciones se muestran en la Tabla 10. La curva de apariencia PK para el
andlogo de insulina se muestra en la Figura 5 y la curva de apariencia PK para liraglutida se muestra en la Figura 6.

Tabla 10
Form.1 |Form.2| Form.3 Form. 4 Form. 5

Analogo de insulina (mM) 0,6 n.a. 0,6 0,6 0,6
Acetato de zinc (mM) 0,6 0,8 1,0 1,2

CoCHN L L IN  CN o2

Zn“'/6 ins) Zn“'/6 ins) | Zn“'/6 ins) | Zn“"/6 ins)

Liraglutida (mM) n.a. 1,6 1,6 1,6 1,6
Fenol (mM) 50 50 50 50 50
Glicerol (mM) 174 174 174 174 174
pH 8,2 8,2 8,2 8,2 8,2

La aparicion del analogo de insulina en la combinacion es decisiva por varias razones: Un componente de accion
rapida dara lugar a un efecto de inicio temprano inesperado. Un aumento de la biodisponibilidad también dara lugar
a un mayor efecto reductor de glucosa en sangre y, posteriormente, se requerira un ajuste de la dosis. Es interesan-
te llegar a la conclusion de que la formulacion de combinacion 3 (formulada con 8 iones de zinc/6 moléculas de anéa-
logo de insulina) mostraba una curva de apariencia de insulina muy similar, en comparacion con la curva para el
andlogo de insulina solo (Formulacién 1). Por lo tanto, una formulacién de combinacion con 8 iones de zinc/6 molé-
culas de analogo de insulina mostraba propiedades PK de insulina muy similares, en comparacion con el analogo de
insulina solo. Todas las formulaciones de combinacion mostraban curvas de apariencia de liraglutida muy similares
(Formulaciones 3-5).

Ejemplo 6

Las propiedades farmacocinéticas (PK) de otras formulaciones de combinacion fija con el analogo de insulina, insuli-
na humana NEBZQ-(N"-(HOOC(CH2)14CO)-V-GIu) desB30 vy liraglutida en una relacion diferente, se examinaron igual-
mente en cerdos. Esta relacién permite suministrar al paciente una mayor cantidad de analogo de insulina en rela-
cion con liraglutida, en una sola inyeccion. Una dosis igual de insulina fue administrada a los cerdos tanto de la refe-
rencia de andlogo de insulina (Formulaciéon 1) como de las combinaciones (Formulaciones 3-5). Las apariciones de
los dos péptidos en la corriente sanguinea se midieron mediante técnicas de ensayo convencionales durante hasta
72 horas después de la inyeccion. Sin embargo, para mayor claridad, solo se muestran las primeras 6 y 24 horas,
respectivamente. Los resultados se muestran en la Figura 7 y la Figura 8 como medias de las seis réplicas y se
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muestran con error estandar de la media. Tres formulaciones de combinacion y dos referencias se prepararon como
se ha descrito en el Ejemplo 1. Sus composiciones se muestran en la Tabla 11. La curva de apariencia PK para el
analogo de insulina se muestra en la Figura 7 y la curva de apariencia PK para liraglutida se muestra en la Figura 8.

Tabla 11
Form.1 |Form.2| Form.3 Form. 4 Form. 5
Analogo de insulina (mM) 0,6 n.a. 1,2 1,2 1,2
Acetato de zinc (mM) 0,6 1,2 1.4 1,6
(=6 n.a. (=6 =7 |(=82n*l6
Zn*'/6 ins) Zn*'16 ins) | Zn*'/6 ins) ins)
Liraglutida (mM) n.a. 1,6 1,6 1,6 1,6
Fenol (mM) 50 50 50 50 50
Glicerol (mM) 214 214 214 214 214
pH 8,2 8,2 8,2 8,2 8,2

En comparacion con el analogo de insulina de referencia (Formulacion 1), la combinacién con 6 Zn**/6 moléculas de
insulina (Formulacién 3) mostraba un hombro menor con un inicio mas temprano que el pico principal de la referen-
cia. El aumento del contenido en zinc a 7 Zn**/6 moléculas de insulina (Formulacién 4) dio como resultado una curva
de apariencia de analogo de insulina mucho més similar a la de la insulina de referencia (Formulacién 1). El aumento
del contenido en zinc en mas de 8 Zn*/6 moléculas de insulina (Formulacién 5), no dio como resultado ninguna
mejora adicional. No se encontraron diferencias estadisticamente significativas entre las curvas de apariencia PK
para liraglutida en las tres combinaciones (Formulaciones 3-5) y liraglutida sola (Formulacién 2). Esto indicaba que
un contenido en zinc de 7 Zn*'/6 moléculas de insulina para la combinacion de analogo de insulina 1,2 mM - liraglu-
tida 1,6 mM, era preferible con el fin de obtener una curva de apariencia PK similar para el analogo de insulina en la
combinacion, en comparacion con el analogo solo.

Ejemplo 7

La influencia del pH sobre el contenido en analogo de insulina, monémero de insulina humana N%2°-(N°-
(HOOC(CH2)14C0O)-y-Glu) desB30, en combinaciones con liraglutida, fue investigada. Se prepararon tres formulacio-
nes como se ha descrito en el Ejemplo 1, pero se ajustaron a pH 8,2, pH 7,7 y pH 7,4. La composicion de las tres
formulaciones era: analogo de insulina 0,6 mM, acetato de zinc 0,8 mM (8 iones de zinc por 6 moléculas de analogo
de insulina), liraglutida 1,6 mM, fenol 50 mM, glicerol 214 mM. Después de la preparacion, las formulaciones se
almacenaron a 4°C durante algunas semanas antes de la primera medicién en el punto de tiempo 0 semanas. A
partir de ahi las formulaciones se almacenaron a 5°C y 37°C y se analizaron después de 2 y 4 semanas adicionales
de almacenamiento a las dos temperaturas. Las formulaciones se analizaron usando el método SEC descrito en el
Ejemplo 2. Se usaron ambas versiones, con y sin fenol.

Los contenidos relativos en mondmero de analogo de insulina en comparacion con analogo de insulina total, medi-
dos mediante el analisis SEC con fenol y sin fenol, se muestran en la Tabla 12 y la Tabla 13, respectivamente. En
ambos métodos SEC y a ambas temperaturas, un pH decreciente daba como resultado un menor contenido en mo-
némero de analogo de insulina en cada punto de medicion temporal. Esto indicaba que el pH es un factor importante
para controlar y modular el contenido en mondémero de insulina en las combinaciones con liraglutida. Un contenido
inferior en mondmero de insulina se podria obtener mediante el uso de un pH inferior a pH 8,2, por ejemplo pH 7,7.

Tabla 12

SEC con fenol % de mondémero de Ins ‘

ow 2W AV, |
pH 8,2 (4°C) 12,4 8,1 8,8 |
pH 7,7 (4°C) 2,5 2,8 2,8 |
pH 7,4 (4°C) 1,1 1,2 1,1 |
pH 8,2 (37°C) 12,4 8,2 7.8 |
pH 7,7 (37°C) 2,5 31 2,3 |
pH 7,4 (37°C) 1,1 1,5 1,1 ‘
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Tabla 13

SEC sin fenol % de mondémero de Ins

ow 2W 4w
pH 8,2 (4°C) 12,5 13,7 13,6
pH 7,7 (4°C) 1,7 3,5 4,3
pH 7,4 (4°C) 0,7 1,3 1,6
pH 8,2 (37°C) 12,5 15,2 17,6
pH 7,7 (37°C) 1,7 41 4,6
pH 7.4 (37°C) 0,7 1,9 2,0

Los contenidos en diheptdmero de liraglutida también se midieron de una manera similar y estos resultados se
muestran en la Tabla 14 y la Tabla 15 para el método SEC con fenol y sin fenol, respectivamente.

Tabla 14
SEC con fenol % de diheptdmero de liraglutida
ow 2W ANy
pH 8,2 (4°C) 0,0 0,1 0,1
pH 7,7 (4°C) 0,1 0,1 0,1
pH 7,4 (4°C) 0,8 0,4 0,4
pH 8,2 (37°C) 0,0 0,4 0,6
pH 7,7 (37°C) 0,1 4,6 6,1
pH 7,4 (37°C) 0,8 18,0 21,6
Tabla 15
SEC sin fenol % de diheptamero de liraglutida
ow 2W 4w
pH 8,2 (4°C) 0,0 0,0 0,0
pH 7,7 (4°C) 0,1 0,1 0,1
pH 7,4 (4°C) 0.9 04 0,3
pH 8,2 (37°C) 0,0 0,3 0,5
pH 7,7 (37°C) 0,1 4.4 5,2
pH 7,4 (37°C) 0,9 16,6 19,0

Ejemplo 8

El estudio descrito en el Ejemplo 7 también contenia una formulacion de combinacién del analogo de insulina, ana-
logo de insulina NEBZQ-(N“-(HOOC(CHZ)14CO)-V-GIu) desB30 - liraglutida que contenia una concentracion baja de
histidina. Se intentd que el aminoacido actuara como un tampoén zinc en presencia de un mayor contenido en zinc.
La Formulacion 1 se componia de analogo de insulina 0,6 mM, acetato de zinc 0,8 mM (8 iones de zinc por 6 molé-
culas de anélogo de insulina), liraglutida 1,6 mM, fenol 50 mM, glicerol 214 mM, con un pH ajustado a pH 8,2. La
Formulacién 2 se componia de anélogo de insulina 0,6 mM, acetato de zinc 1,0 mM (10 iones de zinc por 6 molécu-
las de analogo de insulina), liraglutida 1,6 mM, fenol 50 mM, glicerol 214 mM, histidina 0,5 mM, pH ajustado a pH
8,2. Ambas formulaciones fueron producidas basicamente como se ha descrito en el Ejemplo 1, la histidina se afia-
dié como el excipiente final después de liraglutida. Las formulaciones se analizaron como se ha descrito en el Ejem-
plo 2y el Ejemplo 7.

Los contenidos relativos en monémero de analogo de insulina en comparacion con el analogo de insulina total, me-
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didos por el analisis SEC con fenol y sin fenol, se muestran en la Tabla 16 y la Tabla 17, respectivamente. La For-
mulacién 2 con 10 iones de zinc/6 moléculas de insulina e histidina 0,5 mM presente, contenia menos monémero de
insulina a lo largo del tiempo a ambas temperaturas que la Formulacion 1 con solo 8 iones de zinc/6 moléculas de

insulina.
5 Tabla 16
SEC con fenol % de mondémero de Ins
ow 2W 4w
Formulacién 1 (4°C) 12,4 8,1 8,8
Formulacién 2 (4°C) 3,2 3,0 3,1
Formulacion 1 (37°C) 12,4 8,2 7,8
Formulacion 2 (37°C) 3,2 3,7 34
Tabla 17
‘SEC sin fenol % de mondmero de Ins
} ow | 2w 4w
Formulacion 1 (4°C) 12,5 13,7 13,6
Formulacion 2 (4°C) 2,4 4.0 45
Formulacion 1 (37°C) | 12,5 15,2 17,6
Formulacion 2 (37°C) 2,4 51 6,3

Los contenidos en diheptamero de liraglutida también se midieron de una manera similar y estos resultados se
10 muestran en la Tabla 18 y la Tabla 19 para el método SEC con fenol y sin fenol, respectivamente.

Tabla 18
SEC con fenol % de diheptamero de liraglutida
ow 2W 4w
Formulacién 1 (4°C) 0,0 0,1 0,1
Formulacion 2 (4°C) 0,1 0,2 0,2
Formulacion 1 (37°C) 0,0 0,4 0,6
Formulacion 2 (37°C) 0,1 1,9 3,6
Tabla 19
SEC sin fenol % de diheptamero de liraglutida
ow 2W 4w
Formulacion 1 (4°C) 0,0 0,0 0,0
Formulacion 2 (4°C) 0,1 0,1 0,1
Formulacion 1 (37°C) 0,0 0,3 0,5
Formulacion 2 (37°C) 0,1 1,8 3,0

15 Ejemplo 9
El estudio descrito en el Ejemplo 7 también contenia una combinacién de analogo de insulina, insulina humana

NEBZQ-(N“-(HOOC(CH2)14CO)-V-GIu) desB30 - liraglutida compuesta por analogo de insulina 0,3 mM, acetato de zinc
0,8 mM (16 iones de zinc por 6 moléculas de analogo de insulina), liraglutida 1,6 mM, fenol 50 mM, glicerol 214 mM,
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ajustada a pH 8,2.

Los contenidos relativos de monémero de analogo de insulina en comparaciéon con analogo de insulina total, medi-
dos por el andlisis SEC con fenol y sin fenol (como se ha descrito en el Ejemplo 2) se muestran en la Tabla 20 y la
Tabla 21, respectivamente.

5 Tabla 20
SEC con fenol |% de monémero de Ins |
ow 2W 4W |
4°C 7,9 7,0 6,8 |
37°C 7.9 6,2 5,9 \
Tabla 21

SEC sin fenol |% de monémero de Ins
ow 2W 4w
4°C 71 8,3 8,6
37°C 71 8,6 10,0

Los contenidos en diheptamero de liraglutida también se midieron de una manera similar y estos resultados se
10 muestran en la Tabla 22 y la Tabla 23 para el método SEC con fenol y sin fenol, respectivamente.

Tabla 22
SEC con fenol |% de diheptamero de liraglutida
ow 2W 4w
4°C 0,1 0,1 0,1
37°C 0,1 18 2,7
Tabla 23

SEC sin fenol |% de diheptamero de liraglutida

ow 2W 4w
4°C 0,1 0,1 0,1
37°C 0,1 1,9 2,5

15 Ejemplo 10

Se prepararon formulaciones que combinaban la insulina glargina y el analogo de exendina-4 ZP10 (también cono-
cido como AVE0010). El analogo de exendina-4 ZP10 se describe en Thorkildsen et al. (2003), JPET 307: 490-496 y
tiene el nombre sisteméatico [des-Pro38]exendina-4-(1-39)il-Lys-Lys-Lys-Lys-Lys-Lys-NH2. A partir de soluciones de
abastecimiento apropiadas se prepararon las siguientes composiciones mediante dilucion en agua: la Formulacion 1
20 consistia en insulina glargina 0,6 mM, acetato de zinc 0,46 mM (4,6 zinc/6 insulina glargina), ZP10 60 uM. La Formu-
lacién 2 consistia en insulina glargina 0,6 mM, acetato de zinc 0,6 mM (6 zinc/6 insulina glargina), ZP10 60 pM. Am-
bas formulaciones se ajustaron a aproximadamente pH 4,0 usando HCIl y NaOH y se almacenaron a temperatura
ambiente durante tres dias. Después del almacenamiento, ambas formulaciones todavia tenian aproximadamente
pH 4,0. Las dos formulaciones conservaron soluciones claras inmediatamente después de la preparacion y después
25 del almacenamiento a temperatura ambiente.
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REIVINDICACIONES

1. Una composicién farmacéutica soluble para administracion parenteral, que comprende un compuesto insulinotré-
pico GLP-1, un péptido de insulina basal, aditivos farmacéuticamente aceptables y zinc, en donde el contenido en
zinc es desde 6 iones de Zn por 6 moléculas de insulina hasta 12 iones de Zn por 6 moléculas de insulina, en donde
el compuesto insulinotrépico GLP-1 es Arg®*, Lys®(N*-(y-Glu(N*-hexadecanoil)))-GLP-1(7-37) y el péptido de insulina
basal es insulina humana NEBZQ-(N“-(HOOC(CH2)14CO)-V-GIu) desB30, y en donde el pH de dicha composicién far-
macéutica esta entre pH 7 y pH 9.

2. La composicion farmacéutica segun la reivindicacion 1, en la que el contenido en zinc esta entre 6 y 10 iones de
zinc por 6 moléculas de insulina.

3. La composicién farmacéutica segun cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en la que el contenido en
zinc esta entre 7 y 10 iones de zinc por 6 moléculas de insulina.

4. La composicion farmacéutica segun cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en la que el pH de dicha
composicion farmacéutica esta entre pH 7,7 y pH 8,9.

5. La composicion farmacéutica segun cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en la que el pH de dicha
composicion farmacéutica esta entre pH 7,7 y pH 8,5.

6. La composicion farmacéutica segin cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en la que el pH de dicha
composicion farmacéutica es 8,2, 8,3, 8,4 u 8,5.

7. Una composicion farmacéutica segun cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en la que la concentracion
de la insulina basal se encuentra en el intervalo desde 1,5 a 8 mg/ml y la concentraciéon del compuesto GLP-1 se
encuentra en el intervalo desde 2 a 10 mg/ml.

8. Una composicion farmacéutica segun cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en la que los aditivos far-
macéuticamente aceptables comprenden un conservante que es fenol.

9. Una composicién farmacéutica segun cualquiera de las reivindicaciones precedentes, que comprende adicional-
mente histidina.
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Figura 1
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Figura 2
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Figura 3
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Figura 4
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