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SOLICITUD DE

PATENTE DE INVENCION
PCT ENTRADA EN FASE NACIONAL

21. EXPEDIENTE No.

54. TITULO: coMPOSICION FARMACEUTICA QUE COMPRENDE LN
AGONISTA DE GLP-1 Y METIONINA

52. CLASIF!CACION INTERNACIONAL: as1K 38/26, A61P 3/10,

A61K 47/18
71. SOLICITANTE: SANOFI-AVENTIS DEUTSCHLAND GMBH
DOMICILIO: Briiningstrasse 50, 65929  Frankfurt,
ALEMANIA
74. APODERADO: DRA. MARGARITA CASTELLANGS A.
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SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO
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i
No. 12-077071- -00000-0000
Fecha: 2012-05-10 14:51:16 Dep. 2020 DIRNUEVASCR ~——1

Tra. 11 PATENTEIYII Eve: 378 FASENACIONALI

DlRECCléN DE NUE Act. 411 PRESENTACION Folios: 88

SOLICITUD FASE NACIONAL -PCT

1 | (12) TIPO DE SOLICITUD X Patgnte de invencion _ Patgnte de Modelo de Utilidad
_X_ Capitulo { __ Capitulo It
2 | DATOS SOLICITUD INTERNACIONAL PCT (86)
‘Solicitud Internacional No. PCT/EP201 0/067249 Fecha 11/11/2010
Publicacion Internacional v 9044058082 A1 Fecha  19/05/2011

No.

3 | (54) TITULO DE LA INVENCION (200 caracteres o espacios maximos)

COMPOSICION FARMACEUTICA QUE COMPRENDE UN AGONISTA DE GLP-1 Y METIONINA

4 I CLASIFICACION INTERNACIONAL (51) CIP

A61K 38/26, A61P 3/10, A61K 47/18

5 (71) SOLICITANTE (S) ___ Esta persona también es inventor. Para datos adicionales utilizar hoja de informacion

compiementaria

APELLIDOS O RAZON SOCIAL NOMBRE IDENTIFICACION TIPO
' SANOFI-AVENTIS DEUTSCHLAND GMBH

6 I DATOS DEL SOLICITANTE

DIRECCION Briiningstrasse 50 No. TELEFONO

CIUDAD 65929 Frankfurt E-

MAIL
DEPARTAMENTO/ESTADO NACIONALIDAD O ALEMANIA
; LUGAR DE

PAIS DE RESIDENCIA ALEMANIA CONSTITUCION
7 {72) INVENTOR (ES) Para datos adicionales utilizar hoja de informacién

complementaria

APELLIDOS NOMBRES NACIONALIDAD

1. BRUNNER-SCHWARZ ANETTE ALEMANA
2. MULLER WERNER ALEMANA
3. SIEFKE-HENZLER VERENA ALEMANA
4.
5.
6.
DIRECCION DE CORREO ELECTRONICO:
8 | DATOS INVENTOR (ES)

PAIS RESIDENCIA DEPARTAMENTO/ESTADO CIUDAD DIRECCION
1. ALEMANIA 65926 Frankfurt am Main | c/o Sanofi-Aventis Deutschland GMBH
2. ALEMANIA 65926 Frankfurt am Main | c/o Sanofi-Aventis Deutschland GmbH
3. ALEMANIA 65926 Frankfurt am Main | c/o Sanofi-Aventis Deutschland GMBH
4.
5.
6.

OTRO(S) SOLICITANTE(S) Y/O (OTRO(S)) INVENTOR(ES)

[ Los demas solicitantes y/o (demas) inventores se indican en una hoja a continuacion.

9 | (74) . REPRESENTANTE _X_APODERADO
APELLIDOS NOMBRES IDENTIFICACION
CASTELLANOS ABONDANO MARGARITA C.C . 39.779.654 TP .70.818
No.
DIRECCION CALLE 94 A No. 7 A-09 TELEFONO 7560770
CIUDAD BOGOTA E-MAIL info@castellanosyco.co
. No. DE
PAIS COLOMBIA PROTOCOLO EN

LA OFICINA




10 | (30) DECLARACIONES DE PRIORIDAD _X_ SI __NO
(33) PAIS DE ORIGEN cODIGO PAIS (31) NOMERO (32) FECHA
(AAAA/MM/DD)
1. ALRMANIA DE 10 2009 052 832.6 2009/11/13
2. AEMNIA IE 10 2010 O11 919.9 2010/03/18
3.
11 | DECLARACION SOBRE USO DE RECURSOS GENETICOS O BIOLOGICOS

Declaro que el objeto de la presente solicitud de patente fue obtenido a partir de recursos genéticos o biolégicos de los que
cualquiera de los paises miembros de la Comunidad Andina es pais de ongen.

sl _X_NO

Nota: En caso afirmativo debera anexar copia del contrato de acceso de recursos genéticos o productos derivados, o certificado o nimero de
registro, expedido por la Autoridad competente.

12

, DECLARACION SOBRE USO DE CONOCIMIENTOS TRADICIONALES

Declaro que el objeto de la presente solicitud de patente fue obtenido a partir de conocimientos tradicionales de comunidades
indigenas, afroamericanas o locales de paises miembros de la Comunidad Andina.

Ost _X_NO

Nota: En caso afirmativo debera anexar la licencia o autorizacion de uso de conocimiento tradicional, o certificado, o numero de registro
expedido por la Autoridad competente.

13

I REDUCCION DE TASAS

Declaro que carezco de medios econdémicos para presentar la solicitud de patente.
1si _X_ NO

Nota: En caso de ser persona natural y carecer de medios econémicos, y por lo tanto, aplique la reduccion de tasas a que se refiere la
resolucion vigente en tarifas, debe firmar la presente solicitud bajo la gravedad de juramento.

Micro, pequeiias y medianas empresas Universidades publicas o privadas Entidades sin animo de lucro

[] Copia simple de la declaracién de renta [ Copia acto de reconocimiento [ Copia de registro vigente en Camara de
del afio inmediatamente anterior, 0 en su institucional emitido por el Ministerio de comercio.

defecto prueba documental idonea. Educacion. Acreditacion Colciencias. [ Hoja de informacién complementaria.
[J Documento de constancia de [ Otros, especificar

cumplimiento con lo establecido en la ley 905

de 2004.

14

AUTORIZACION DE NOTIFICACION ENLINEA [JSI _X _NO

Manifiesto que he leido y entendido perfectamente los términos y condiciones de uso de medios electrénicos para las notificaciones en linea a
través de Internet de los actos administrativos proferidos por la Superintendencia de Industria y Comercio que deben ser notificados
personalmente y, en consecuencia, autorizo el servicio de notificacion a través de internet.

®.

COMPROBANTE DE PAGO O PAGO ELECTRONICO N° 12-0062125, 120042127 Fecha: il 2, 2012

FIRMA DEL SOLICITANTE, DEL APODERADO O DEL REPRESENTANTE LEGAL

15 ) s . . . . o
Junto a cada firma, indicar el nombre del firmante y su calidad (si tal calidad no es obvia al leer el petitorio)
MARGARIJA CASTELLANOS ABONDANO - APODERADO s
16 ORDEN Y RELACION DE DOCUMENTOS QUE ACOMPANAN LA SOLICITUD
Documentacion Técnica Documentacién Juridica
Solicitud Internacional en castellano
1. X_ Descripcién N° de folios: 29 9. L Poderes, si fuera el caso.
2. X_ Reivindicaciones N° Reivindicaciones: 20 10. Documento que legalmente pruebe la cesién del inventor al
3. X_ Dibujos y/o figuras N° folios: solicitante 0 a su causante.
X 1. Copia del contrato de acceso de recursos genéticos o productos
4. A Resumen. - . h - .
I - b i derivados, certificado o nimero de registro, si fuera el caso.
5. ___ Certificado de deposito de material biologico si fuera el . . . o .
caso. 12. Copia de la licencia o autorizacién de Conocnmlel_'\tos
) . - L Tradicionales, certificado o niimero de registro, si fuera el caso.
6. ___ Listado de secuencias de nucleétidos y/o aminoacidos 13 D t dita | istenci tacion legal
en forma digital si fuera el caso. . ocumento que acredita la existencia y representacion legal,
cuando el solicitante es persona juridica.
7. __ Ardefinal 12x12. - -
. 14. X Comprobante de pago de la tasa de presentacion de la solicitud.
8. ___ Anexo formato digital. -_— S L
15. Comprobante de pago por reivindicacion de prioridad.
16. Comprobante de pago de la tasa por concepto de excedente
de palabras en la publicacion.
17. _X_ Comprobante de pago por reivindicacién adicional a 10.




SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO

NIT : 800.176.089-2
-/ -

Industria y Comercio

STLPERINTENDENCIA

Bogota D.C., Abril 30 de 2012 - 14:35:23

_RECIBIDO DE : CASTELLANOS Y Y CO

NI 800.174.641

*** Soporte del Pago ***

TIPQ PAGQ BANCQ CUENTA No. PAGQ FECHA PAGQO VR PAGQO
CONSIGNACION BANCO DE BOGOTA 062754387 449660046 30/04/2012 8.970.000.00
o *** Conceptos Pagados ***
__ CANT _RENTISTICO CONCEPTO Ve UNDITARIO V. CONCEPTO
' 50005-01-01 SOLICITUDES 1 TRAMITES DE SOL. DE PATENTE DE 590.000.00 590.000.00
INVENCION $590.000.00

SON: **QUINIENTOS NOVENTA MIL PESOS MONEDA CORRIENTE***

plicado al Expediente No.

SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO

R
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Act. 411 PRESENTACION Folios: 88

Sede Centro: Carrera 13 No. 27 - 00 Pisos 3,4,5 y 10 Bogota, D.C.- Colombia
Web: www.sic.gov.co e-mai: info@sic.gov.co Conmutador: (571) 5870000 Fax: (571) 5870284 Linea: 018000-910165 Call Center: (571) 6513240
. Abril 30 de 2012 - 14:35:25
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CIIPO PAGO BANCO CUENTA No PAGQO FECHA PAGO VR PAGQO
CONSIGNACION BANCO DE BOGOTA 062754387 449660046 30/04/2012 8.970.000.00
*** Conceptos Pagados ***
CANT._ RENTISTICO CONCEPTO Ve UNDITARIO  Vr CONCEPTO
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. Abril 30 de 2012 - 14:35:25




COLOMBIA

PODER )
El (los) suscrito (s) ' 4
Sanofi-Aventis Déutschland GmbH

Domiciliado (s) en

Bruningstrasse 50, 65929 Frankfurt,
Alemania

Por e presente confleren a XIMENA
CASTELLANOS A y/o MARGARITA.
CASTELLANOS A. abogadas con oflcinas en.la
Calle 94A No. 7A-09, Bogota - Colombia para

y para obtener la proteccién de .mi (nuestra)
propiedad Industrial y con este fin autorizamos a
dichos apoderados para que nos representen ante
cualesquiera autoridades o personas de los drdenes
administrativo, contencioso - administrativo -y
judicial en todo lo relacionado con los sigulentes
actos y gestiones:

a) Obtencién de patentes de invencion, modelos
y dibujos industriales; régistro de marcas de fabrica.
de servicio, colectivas o defensivas; depésitos de
nombres y ensefias comerciales; su renovacion,
prérroga, inscripcién de traspaso y camblo de
nombre o domicilio, cancelacién voluntaria y -el
registro de licencias de uso ds esos derechos; b)
Obtenclén de registros sanitarios; ¢) Acciones de
oposicién, cancelacién, nulidad, medidas cautelares
y en general los juicios civiles, penales,
administrativos o contencioso - administrativos que
promovamos O se nhos promuevan, pudiendo en
todos los actos y gestiones arriba menclonados
sustituir éste mandato, transigir, desistir, recibir,
cancelar, renunciar, aceplar notificaciones Yy
nombrar apoderados judiciales y extrajudiciales.

Dado y firmado en Fraikfurt

sl  18-08-11

CASTELLANOS

VOLLMACHT

Der die Unterzeichnenden (n)
Sanofi-Aventis Deutschland GmbH

_Wohnhaft in

BriningstraBe 50, 65929 Frankfurt

Alemania .

hiermit bevolimachtigt (en) XIMENA CASTELLANOS
A. undfoder MARGARITA CASTELLANOS A mit
Buro In der Calls 94A No. 7A-09, Bogoté - Coombia,
zu

und zur Gewaehrung des Schutzes meines (unseres)
industrislien Engentums und zu diesem Zweck
ermaechfigen wir die genannten Bevollmaechtigten,
damit si uns vertreten vor jedweder Behoerds oder

. Person der Verwaltung, im Verwaltungsstreitve fahren

und vor Gericht in allen Handlugen und Betreibungen
In folgedem Zusammenhang:

a) Erlangung von Erfindungs-, Modefl-und Industriellen
Zeichnungspatenten; Registrierung von Fabrikmarken,
Service-Kollektiv- und Schuts marken: Hinterlegung
von Handelsnamen und Zeichen; deren Ernelierung,
Verlaengerung, Einschreibungihrer Uebertragung und
Namenséder Wohnsitzwechsel, frelwillige Loeschung
und-die Lizenzregistrierung zum Gebrauch der obigen
Rachte; .b) Erlangung ron Sanitaren Registor )
Handlungen im Zusammenhang mit Widerspruch,
Loeschung, Unguelttigkeit, vorbeugende Massnahmen
und, allgemein Zivil, Straf, Verwahunos—oder
Verwaltungsstreltprozesse, die wir einleiten oder
welche gegen uns eingeleitet werden, wobei in allen\

oben genannten Handlungen und Betreibungen dieses

Mandat ersetzt werden Kann, Vergleiche geschlassen,
verzichtet, entgengenommen, kazelliert, aufgegeben,
Zustellungen angenommen und gerichtiiche und
aussergerichtliche Bevollmaechtigte emannt werden
koennen.

Ausgestelit und unterzeichnet in

Datum
Sanofi- A\{ntls Deutsch]/
£

g+

GmbH

ﬂ({a (VA }L‘
Go /

ABOGADOS EN PROPIEDAD INTELECTUAL
LCALLE 94 A No. 7 A—08/P.0. BOX 6348
TELEFONO (57 1) 756 07 70/ FAX (57 1) 755 01 58
BOGOTA D,C. COLOMBIA
info@castellanosyco.com



No. 139 of the Roll of Deeds for 2011

I, the undersigned Dr. Oleg de Lousanoff, Notary in Frankfurt am Main (Federal Republic of
Germany), hereby certify that

address at: Industriepark Hochst, Building K 801, 65926 Frankfurt am Main
(Germany), personally known to me,

})} Dr. Michael Bankmann, date of birth: September 29, 1959, having his business

and

Mr. Dieter Breuer, date of birth: May 01, 1950, having his business address at:

Industriepark Héchst, Building K 801, 65926 Frankfurt am Main (Germany),
who is personally known to me,

have subscribed the signatures on the foregoing page of the annexed document in my presence.

To document the power of representation regarding Sanofi-Aventis Deutschland GmbH,
(formerly: Aventis Pharma Deutschiand GmbH), Frankfurt am Main, a certified copy of an
instrument dated July 18, 2005 granting Handlungsvollmacht” to Dr. Dieter Breuer for Sanofi-

her certify that the electronic Commercial Register maintained by the local court in
rt am Main - which [ have inspected - shows under docket number HRB 40661 the
tion of Sanofi-Aventis Deutschland GmbH, Frankfurt am Main and of Dr. Michael
n as Officer with statutory power of attorney (“Prokurist”™), with joint Power of

52129124_11)\7\



o Beglaubigte Abschrifit - Q/)

Gruppe

sanofi aventis

Aventls Pharma Deutschland GmbH - D-85828 Frankfurt am Main

Persdnlich/Vertraulich P
Herm '

Dieter Breuer

Patent A. License Department Frankfurt

K 801

18.07.2005

Sehr geehrter Herr Breuer,

wir freuen uns, lhnen mitzuteilen, dass sich die GeschaftsfGhrung entschlossen hat, fr unser
Untemmehmen Aventis Pharma Deutschland GmbH

gemass § 54 Abs. 1 HGB zu erteilen.

HANDLUNGSVOLLMACHT

Diese Volimacht berechtigt Sie, alle Geschafte und Rechtshandliungen vorzunehmeh, die Ihre
Position als Leiter Patentverwaitung gewdhnlich mit sich bringt. Die Einschrankung des § 54 Abs. 2
HGB ist zu beachten.

Sle sind ermichtigt, innerhalb lhres Aufgabengebietes im Rahmen der jeweils gUitigen
Unterschriftsrichtlinie von Aventis Pharma Deutschland GmbH zu zeichnen. Hierbei ist nach § 57
HGB der Zusatz ,i.V." vor lhrem Namen zu verwenden.

Die Handlungsvolimacht kann jederzeit von der Gesellschaft widerrufen werden. Sie erlischt mit
Beendigung des Arbeitsverhaltnisses mit der Geselischaft.

Wir hoffen auf eine weiterhin gute Zusammenarbeit und verbleiben
mit freundlichen GrGRen

Aventis Pharma Deutschiand GmbH

%‘\ G . i ‘/{ .
Dieter Kohi pp[z:igitte Fuchs

~

Aventls Pharma Deutschiand GmbH - Ein Unternehmen der sanofi-aventis Gruppe - Brigitte Fuchs - HR Frankfurt & CS - industriepark Hachst -
D-85826 Frankfurt am Main - Telefon O 68/ 3 05-73 52 - Fax 0 69 / 3 05-1 88 69 - Brigitte. Fuchs@sanofl-avents.com - www.sanofi-aventis.com -

Vorsitzander des Aufsichisrsts: Hanspeter Spek
GeschifisiGhver: Dr. Heinz-Wemar Meler (Varsitzender), Dr. Matihias Braun, Dielar Kohl, Dr. Mertin Siewert, Prof. Dr. Giniher Wass, Or. Jean-Yves Wessaly
Sitz der G ft: Frankfurt am Main - Handelsreg! Frankfurt am Main, Abt. B Nr. 40661




Statement of Fees
Value: EUR 38.000,00 pursuant to § 30 I KostO

Fee pursuant to §§ 141, 45 1 KostO EUR 27,00
Fee pursuant to §§ 141, 32, 58 I KostO EUR 27,00
Fee pursuant to §§ 141, 551, 33 KostO EUR 10,00
Fee pursuant to § 150 No. 1 KostO EUR 13,00
Flat fee for copies pursuant to §§ 141, 136 1 No. 1, IT KostO EUR 0,50
Postage pursuant to § 152 I Nr. 1 a) KostO EUR 1,45
Subtotal EUR 78,95
VAT 19 % pursuant to § 151a KostO EUR 15,00
Total EUR 93,95
Notary
—

APOSTILLE

(Convention de la Haye du 5 octob

1. Land: Bundesrepublik Deutschland
Diese offentliche Urkunde
. ist unterschrieben von Dr. Oleg de Lousanoff
. in seiner Eigenschaft als amtlich bestellter Notar
. sie ist versehen mit dem Siegel/Stempel des(der)
Notars

HWN

Bestatigt

5. in Frankfurt/Main 6/am 24.08.11

.7. durch den Herrn Prasidentef des fandgerichts
8. unter Nr. 91 Ea A 7934

9. Siegel/Stempel rschrift

62129124_1.00C *



Traduccidén Oficial del 1Idioma Inglés de la certificacion
adjunta (No. 139 del Registro de Actas para el afio 2011) al
poder que Sanofi-Aventis Deutschland GmbH, domiciliada en
Frankfurt am Main, Alemania, otorga a Ximena Castellanos A.

y/0 Margarita Castellanos A.

Registro de Actas No. 139 para el afio 2011

Yo, el suscrito Dr. Oleg de Lousanoff, Notario en Frankfurt am
Main, RepUblica Federal de Alemania, mediante este documento

certifico que

el Dr. Michael Bankmann

fecha de nacimiento: 29 de Septiembre de 1959,

con domicilio comercial en: Industriepark Hochst,
Edificio K 801, 65926 Frankfurt am Main, Alemania,

quien es conocido perscnalmente por el suscrito Notario,

el Sefior Dieter Breuer,

fecha de nacimiento: 01 de Mayo de 1950

con domicilio comercial en: Industriepark Hochst,
Edificio K 801, 65926 Frankfurt am Main, Alemania,

quien es conocido personalmente por el suscrito Notario,

suscribieron en mi presencia las firmas, que aparecen en el

documento adjunto.

Con el fin de documentar el poder de representacidén con
respecto a Sanofi-Aventis Deutschland GmbH (anteriormente
llamada: Sanofis Pharma Deutschland GmbH), con domicilio en
Franxfurt am Main, se adjunta una copia certificada de un
instrumento fechado el dia 18 de Julio de 2005, mediante el

cual se otorga “Poder Especial” al Sefior Dieter Breuer para



-~

Sanofi-Aventis Deutschland GmbH. Mediante el presente docu-
mento certifico que la copia adjunta de dicho instrumento
de “Poder Especial” es una copia auténtica del original, 1la

cual me fue presentada y yo tuve a la vista.

Certifico ademéds que, con base en la revisién que yo llevé a
cabo personalmente, el Registro Comercial Electrdnico que es
llevado por el Juzgado Municipal de Frankfurt am Main muestra
bajo la minuta Numero HRB 40661 el registro de la compaifiia
Sanofi-Aventis Deutschland GmbH, domiciliada en Frankfurt am
Main, y que el Sefior Dr. Michael Bankmann es un funcionario
de dicha compafiia quien tiene poder estatutario (“Apoderado”),

con poder colectivo de representacién.

El Notario informé a las personas comparecientes acerca de lo
dispuesto en la Seccidén 3, Subseccidén 1, Numeral 7 de la Ley
Federal Alemana de Notarizacidén. Las personas comparecientes

declararon acto seguido que de conformidad con tal disposicién

el Notario no tiene impedimento alguno.

El documento “Poder” adjunto no fue redactado por mi. Yo
domino el idioma Alemdn. Yo no revisé la versién no-Alemana
del texto que aparece firmada ni tampococ he constatado su

concordancia con la versidén Alemana.

Frankfurt am Main, 18 de Agosto de 2011

Dr. Oleg de Lousanoff
Notario en Frankfurt am Main

(Firma y Sello Oficial)

/0
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Nota de Gastos

Valor del negocio: EUR 38.000,00 art. 30 I Disp. Imp.

Impuesto
Impuesto
Impuesto
Impuesto
Impuesto

Impuesto

segun art.
segln art.

segun art.

segin art

art. 141,

segun art.

19% IVA segun art.

Total

141 45I Disp. Impuestos EUR
141, 32, 58I Disp. Imp. EUR
141, 55I, 33 Disp. Imp. EUR
150 No. 1 Disp. Imp. EUR
1361 No. 1,I1 Disp. Imp. EUR
15211 la) Disp. Imp. EUR
151 a Disp. Imp. EUR

EUR

Dr. Oleg de Lousanoff

Notario en Frankfurt am Main

[Aparece Apostilla en Alemdn fechada
24.08.11 que legaliza la firma del Dr.

Lousanoff Notario en Frankfurt am Main bajo el

(Firma y Sello Oficial)

No. 91 Ea A 7934]

M.A/M%f

27,00
27,00
10,00
13,00

0,50

1,45
15,00
93,95

Oleg de

JOSE MIGUEL MENDEZ
Traductor Oficia!

Res, 711 de Moye 1968 minvustitIa

el dia

(]



Traduccidén Oficial del Alemdn de la Fotocopia Autenticada de
una comnunicacién (“Poder Especial”) fechada el 18.07.2005 y de
la Apostille adjuntas al poder gue Sanofi-Aventis Deutschland

GmbH otorga a Ximena Castellanos y/o Margarita Castellanos.

Fotocopia Autenticada

Grupo
sanofi aventis

Aventis Pharma Deutschland GmbH ¢ D-65929 Frankfurt am Main
Personal/Confidencial

Sefior Dieter Breuer

Departamento Patentes

K 801

18.07.2005
Muy Apreciado Seficr Breuer:

Nos alegra comunicarle a Usted que la Gerencia de la sociedad

ha decidido otorgarle
PODER ESPECIAL

para nuestra empresa Aventis Pharma Deutschland GmbH de

conformidad con el Articulo 54 inciso 1 Cédigo de Comercio.

Este poder lo autoriza a Usted a realizar todos los negocios y
actos legales que habitualmente conlleva su posicién como
Director de 1la Administracién de Patentes. Es de tener
presente la restriccidén conforme al Articulo 54 inciso 2 del

Cédigo de Comercio.

Usted queda habilitado para firmar, dentro del &ambito de sus
tareas en el marco de las normas vigentes sobre firmas de
Aventis Pharma Deutschland GmbH. De conformidad con el
Articulo 57 del Coédigo de Comercio, Usted debe emplear la

abreviatura “e. r.” (= en representacién) antes de su nombre.

[Z



£l Poder Especial puede ser revocado en cualquier momento por

la sociedad. Dicho poder caduca al terminar Usted su relacidn

laboral con la sociedad.

Esperamos que el buen trabajo conjunto siga como hasta ahora y

nos despedimos de Usted con saludos cordiales.
Aventis Pharma Deutschland GmbH

Dieter Kohl (firma) Por poder: Brigitte Fuchs (firma)
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4. Y lleva el sello oficial: del Notario

Confirmado

5. En: Frankfurt/Main

6. El dia: 24.08.11

7. Por: El Sefior Presidente del Tribunal Regional
8. Bajo el No. 91 Ea A 7934

9. Sello: EL PRESIDENTE TRIBUNAL REGIONAL

EN FRANKFURT AM MAIN

AN 7l

ADOLF WATZKE
Traductor Oficial
Res. 2438 Minjusticia
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Beschreibung
Pharmazeutische Zusammensetzung umfassend einen GLP-1-Agonisten und Methionin

Gegenstand der vorliegenden Anmeldung ist eine flissige Zusammensetzung
umfassend einen GLP-1-Agonisten oder/und ein pharmakologisch tolerierbares Salz
davon und gegebenenfalls mindestens einen pharmazeutisch akzeptablen Hilfsstof,

wobei die Zusammensetzung dadurch gekennzeichnet ist, dass sie Methionin enthalt.

Ein weiterer Gegenstand ist die erfindungsgemale Zusammensetzung zur Behandlung
von Diabetes mellitus. Noch ein weiterer Gegenstand ist die Verwendung einer
erfindungsgemafien Zusammensetzung zur Herstellung eines Arzneimittels zur
Behandlung von Diabetes mellitus. Ein weiterer Gegenstand der vorliegenden
Anmeldung ist ein Verfahren zur Herstellung einer erfindungsgemalfien
Zusammensetzung, umfassend Formulieren eines GLP-1-Agonisten oder/und eines
pharmakologisch tolerierbaren Salzes davon mit Methionin und gegebenenfalls
mindestens einem pharmazeutisch akzeptablen Hilfsstoff. Noch ein weiterer
Gegenstand ist ein Verfahren zur Behandlung eines Patienten mit einer
erfindungsgemafien Zusammensetzung, umfassend Verabreichen der

Zusammensetzung an den Patienten.

Ubliche Zusammensetzungen von GLP-1-Verbindungen enthalten ein
Isotonisierungsmittel, einen Puffer zur Einstellung des pH-Wertes und einen

Konservierungsstoff.

WQ02001/04156 (Zealand Pharmaceuticals) offenbart eine flissige Zusammensetzung
aus des Ser*®-Exendin-4(1-39)-NH,), Natriumdihydrogenphosphat und

Konservierungsmitteln.

WO 2004/035623 (Zealand Pharmaceuticals) offenbart eine filissige Zusammensetzung
umfassend ein stabilisiertes Exendin, 50 mM Histidin, 100 bis 200 mM Saccharose,

Mannitol oder einen anderen akzeptablen Zucker, 20 mM Methionin, 20 mM Asparagin-
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Glutamin oder Asp mit einem pH von 5,3. Die Stabilisierung wird durch bestimmte
Modifikationen der Aminosaurebausteine von Exendin-4(1-39) bewirkt, z.B. an den
Positionen GIn13, Met14, Trp25 oder Asn28.

WO 2005/021022 (Novo Nordisk) offenbart eine flissige Zusammensetzung
umfassend acetyliertes GLP-1, Phenol als Konservierungsstoff, Mannitol und Glycerin

als Isotonisierungsmittel und optional einen Puffer.

WO 2006/051110 (Novo Nordisk) offenbart fliissige Zusammensetzungen, welche
Liraglutid (GLP-1-Verbindung), Poloxamer 188 oder Poloxamer 407 (Pluronic F-127) als
oberflachenaktive Substanz, Phenol, Propylenglycol und Natriumphosphat (pH 7,7)
enthalt. Zugabe von Poloxamer-188 oder Poloxamer-407 fiihrten zu einer

Stabilisierung.

Exendine sind eine Gruppe von Peptiden, welche die Blutglucosekonzentrationen
senken konnen. Exendine weisen eine gewisse Ahnlichkeit der Sequenz zu GLP-1 (7-
36) auf (53%, Goke et al. J. Biol Chem 268, 19650-55). Exendin-3 und Exendin-4
stimulieren einen Anstieg der zelluldren cAMP-Produktion in Azinuszellen des
Meerschweinchenpankreas durch Interaktion mit Exendinrezeptoren (Raufman, 1996,
Reg. Peptides 61:1-18). Exendin-3 bewirkt im Gegensatz zu Exendin-4 einen Anstieg
der Amylasefreisetzung in Azinuszellen des Pankreas. Exendine wirken als GLP-1-

Agonisten.

Glucagon-like peptide 1 (GLP-1) ist ein endokrines Hormon, welches die Insulinantwort
nach oraler Aufnahme von Glucose oder Fett erhéht. GLP-1 senkt generell die
Glucagonkonzentrationen, verlangsamt die Magenentieerung, stimuliert die (Pro-
)insulin-Biosynthese, erhdht die Empfindlichkeit gegeniiber Insulin und stimuliert die
Insulin-unabhéngige Glycogen-Biosynthese (Holst (1999), Curr. Med. Chem 6:1005,
Nauck et al. (1997) Exp Clin Endocrinol Diabetes 105: 187, Lopez-Deigado et al. (1998)
Endocrinology 139:2811). Humanes GLP-1 weist 37 Aminoséaurereste auf (Heinrich et
al., Endocrinol. 115:2176 (1984), Uttenthal et al., J
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Clin Endocrinol Metabol (1985) 61:472). Aktive Fragmente von GLP-1 schliefen GLP-1
(7-36) und GLP-1(7-37) ein. |

Exendin-3, Exendin-4 und Exendinagonisten wurden fur die Behandlung von Diabetes
mellitus und die Pravention von Hyperglykd3mie vorgeschlagen, wobei sie die
Magenmotilitdt und -entleerung vermindern (US 5,424,286 und WO98/05351).

Exendin-Analoga kénnen gekennzeichnet sein durch Aminosauresubstitutionen
und/oder C-terminalen Trunkierung der nativen Exendin-4-Sequenz. Derartige Exendin-
Analoga sind beschrieben in WO 99/07404, WO 99/25727 und WO 99/25728.

Die Festphasensynthese von AVE0010 ist in WO 01/04156 A1 beschrieben. AVEQ010
weist die Sequenz: desPro36Exendin-4(1—39)—Ly56—NH2 auf. Diese Substanz ist als

SEQ ID NO:93 in WO 01/04156 veroffentlicht:

H-G-E-G-T-F-T-8-D-L-S-K-Q-M-E-E-E-A-V-R-L-F4-E-W-L-K-N-G-G-P-S-S-G-A-P-P-S-
K-K-K-K-K-K-NH, (SEQ ID NO:1)

Exendin-4 (39 AS) weist die Sequenz auf:

H-G-E-G-T-F-T-S-D-L-S-K-Q-M-E-E-E-A-V-R-L-F--E-W-L-K-N-G-G-P-S-S-G-A-P-P-P-
S-NH, (SEQ ID NO:2)

Exendin-3 weist die Sequenz auf (J. Bio. Chem., 267, 1992, 7402-7405):
H-His-Ser-Asp-Gly-Thr-Phe-Thr-Ser-Asp-Leu-Ser-Lys-GIn-Met-Glu-Glu-Glu-Ala-Val-

Arg-Leu-Phe-lle-Glu-Trp-Leu-Lys-Asn-Gly-Gly-Pro-Ser-Ser-Gly-Ala-Pro-Pro-Pro-Ser-
NH» (SEQ ID NO: 3)
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GLP-1 weist die Sequenz auf:

H-A-E-G-T-F-T-8-D-V-S-8-Y-L-E-G-Q-A-A-K-E-F-I-A-W-L-V-K-G-R-NH,
(SEQ ID NO: 4)

Die Aufgabe der vorliegenden Erfindung bestand darin, die Stabilitit von fliissigen
Formulierungen umfassend einen GLP-1-Agonisten zu erhéhen. Insbesondere soll die
physikalische und chemische Integritat verbessert werden. Diese Aufgabe wurde

dadurch gelost, dass der GLP-1-Agonist mit Methionin formuliert wurde.

Es wurde gefunden, dass Methionin die Lagerstabilitat einer Zusammensetzung
umfassend einen GLP-1-Agonisten wie AVEO010 erhéhen kann. Methionin beeinflusst

die physikalische Integritat dieser Zusammensetzungen nicht.

Es wurde Uberraschenderweise gefunden, dass durch den Zusatz von Methionin die
Lagerstabilitat einer erfindungsgemaRen Zusammensetzung verbessert werden kann,
indem der Anteil der Oxidationsprodukte von Methionin, der Proteine mit hohem
Molekulargewicht und der gesamten Verunreinigungen verringert wird. Diese Parameter
sind einzeln oder zusammen ein Maf flr die chemische Integritat der

Zusammensetzungen.

Ferner wurde Uberraschenderweise gefunden, dass die biologische Aktivitat der
erfindungsgemanen Zusammensetzungen durch den Zusatz von Methionin erhéht

wurde.

Die Stabilitat von pharmazeutisch wirksamen Polypeptiden kann durch verschiedene
Mechanismen beeintrachtigt werden. Hierzu gehért der pH, die Temperatur, Licht und
die Wirkungen bestimmter Bestandteile.

Eine Reihe Ublicher Bestandteile von Formulierungen von GLP-1-Agonisten kénnen
nachteilig flr die chemische oder/und physikalische Integritit und die Lagerstabilitat von

Formulierungen sein, welche einen GLP-1-Agonisten enthalten. Dies sind zum Beispiel

|8
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Polysorbat 20, Polysorbat 80, Poloxamer 188, Benzalkoniumchlorid und Lysin. Die
erfindungsgemafien Zusammensetzungen sind daher bevorzugt frei von diesen

Bestandteilen.

Ein Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist eine flissige Zusammensetzung
umfassend einen GLP-1-Agonisten oder/und ein pharmakologisch tolerierbares Salz
davon und gegebenenfalls mindestens einen pharmazeutisch akzeptablen Hilfsstoff,

wobei die Zusammensetzung dadurch gekennzeichnet ist, dass sie Methionin enthait.

Die erfindungsgemafe Zusammensetzung enthalt Methionin vorzugsweise in einer
Menge von 0,5 mg/mL bis 20 mg/mL, stérker bevorzugt in einer Menge von 1 mg/mL
bis 5 mg/mL. Methionin kann in der D-Form eingesetzt werden. Ebenso kann Methionin
in der L-Form eingesetzt werden. Ebenso kdnnen Gemische der D- und der L-Form in

beliebigen Proportionen eingesetzt werden.

Insbesondere ist die erfindungsgemafie Zusammensetzung frei von Tensiden, wie
Polyolen und Partial- und Fettsdureester und -ether mehrwertiger Alkohole wie des
Glycerins und Sorbitols. Die erfindungsgemafien Zusammensetzungen sind
insbesondere frei von Partial- und Fettséureester und -ether des Glycerins und Sorbitols

ausgewahlt aus einer Gruppe umfassend Span®, Tween®, I\/lyrj®, Brij®, Cremophor®.

Ferner sind die erfindungsgemafien Zusammensetzung insbesondere frei von Polyolen
ausgewahlt werden aus der Gruppe Polypropylenglycole, Polyethylenglycole,
Poloxamere, Pluronics, Tetronics. Insbesondere ist die erfindungsgemafe
Zusammensetzung frei von mindestens einer Substanz ausgewéhlt aus Polysorbat,

Polysorbat und Poloxamer.

Insbesondere ist die erfindungsgeméafie Zusammensetzung im wesentlichen frei,

bevorzugt frei von Polysorbat, wie z. B. Polysorbat 20.

Insbesondere ist die erfindungsgeméfie Zusammensetzung im wesentlichen frei,

bevorzugt frei von Polysorbat 80.

/9
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Insbesondere ist die erfindungsgeméaie Zusammensetzung im wesentlichen frei,

bevorzugt frei von Poloxamer, wie z. B. Poloxamer 188.

Insbesondere ist die erfindungsgemafie Zusammensetzung im wesentlichen frei,

bevorzugt frei von Benzalkoniumchlorid.

Insbesondere ist die erfindungsgemaie Zusammensetzung im wesentlichen frei,

bevorzugt frei von Histidin.

Insbesondere ist die erfindungsgemate Zusammensetzung im wesentlichen frei,

bevorzugt frei von EDTA, insbesondere Natrium-EDTA.

Die erfindungsgeméaie Zusammensetzung kann eine oder mehrere Substanzen
enthalten, welche Ublicherweise zur Pufferung des pH-Wertes verwendet werden
(Puffersubstanzen). Beispiele derartiger Puffersubstanzen sind Acetat, Citrat und
Phosphat z.B. in Mengen von bis zu 5 mg/ml, bis zu 4 mg/ml, bis zu 3 mg/mi oder bis zu

2 mg/mil.
Die erfindungsgemafe Zusammensetzung kann ebenso im wesentlichen frei von
Puffersubstanzen sein. Ebenso kann die erfindungsgemane Zusammensetzung frei von

Puffersubstanzen sein.

Die erfindungsgemaRe Erfindung kann im wesentlichen frei von Citrat, Acetat und/oder

Phosphat sein, oder auch frei von Citrat, Acetat und/oder Phosphat sein.

Insbesondere ist die erfindungsgemaRe Zusammensetzung im wesentlichen frei,
bevorzugt frei von Histidin und Natrium-EDTA.

Insbesondere enthélt die erfindungsgemane Zusammensetzung kein Insulin.
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Die pharmazeutische Zusammensetzung der vorliegenden Erfindung kann einen
saurem oder physiologischen pH aufweisen. Ein saurer pH Bereich liegt vorzugsweise
im Bereich von pH 1 -6,8, pH 3,5 - 6,8, oder pH 3,5 — 5. Ein physiologischer pH liegt
bevorzugt im Bereich von pH 2,5 -8,5, starker bevorzugt pH 4,0 bis 8,5, noch starker
bevorzugt pH 4,0 bis 6,0. Besonders bevorzugt ist ein pH-Wert von etwa 4,5. Zur
Einstellung des pH-Wertes sind physiologisch unbedenkliche verdinnie Séauren

(typischerweise HCI) bzw. Laugen (typischerweise NaOH) geeignet.

Die erfindungsgemaie Zusammensetzung kann ein geeignetes Konservierungsmittel
enthalten. Geeignete Konservierungsmittel sind z.B. Phenol, m-Kresol, Benzylalkohol

und/oder p-Hydroxybenzoesadureester. Bevorzugt ist m-Kresol.

Ferner kann die erfindungsgemale Zusammensetzung geeignete Isotonisierungsmittel
enthalten. Geeignet sind z.B. Glycerin, Dextrose, Lactose, Sorbitol, Mannitol, Glucose,

NaCl, Calcium- oder Magnesium-Verbindungen wie CaCl, etc. Die Konzentrationen von

Glycerin, Dextrose, Lactose, Sorbitol, Mannitol und Glucose liegen ublicherweise im
Bereich von 100 — 250 mM, NaCl in einer Konzentration von bis zu 150 mM. Bevorzugt

ist Glycerin.

Insbesondere ist die Zusammensetzung zur parenteralen Verabreichung vorgesehen.
Die erfindungsgemafie Zusammensetzung ist vorzugsweise eine injizierbare
Zusammensetzung, starker bevorzugt zur subkutanen Injektion. Insbesondere ist die

Zusammensetzung der vorliegenden Erfindung zur Injektion einmal téglich geeignet.

Insbesondere weist die erfindungsgemafe Formulierung nach einer Lagerung von 1
Monat, 2 Monaten, 4 Monaten oder 6 Monaten bei einer Temperatur von +5°C oder
25°C eine Aktivitat von wenigstens 80 %, wenigstens 90 %, wenigstens 95 %, oder

wenigstens 98% der Aktivitat zum Ausgangszeitpunkt auf.

"Aktivitat" bedeutet in der vorliegenden Anmeldung die Aktivitat des GLP-1-Agonisten,
welcher in der erfindungsgemaRen Formulierung eingesetzt wird. Verfahren zur

Bestimmung der Aktivitat eines GLP-1-Agonisten sind dem Fachmann bekannt.
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Vorzugsweise weist die erfindungsgemale Zusammensetzung eine biologische
Aktivitat des GLP-1-Agonisten von wenigstens 89% oder wenigstens 90% bei Lagerung
fur 6 Monate bei 25°C auf. Die erfindungsgeméale Zusammensetzung weist
vorzugsweise eine biologische Aktivitat des GLP-1 -Agonisten von wenigstens 45% oder

wenigstens 50% bei Lagerung fiir 6 Monate bei 40°C auf.

Die erfindungsgemafie Formulierung weist insbesondere nach Lagerung von 1 Monat, 2
Monaten, 3 Monaten, 4 Monaten oder 6 Monaten eine chemische Integritat auf.
Chemische Integritat bedeutet insbesondere, dass sie nach einer Lagerung bei einer
Temperatur von +5°C, 25°C oder 40°C wenigstens 80 %, wenigstens 90 %, wenigstens
95 %, oder wenigstens 98% des Wirkstoffs zum Ausgangszeitpunkt in im wesentlichen

chemisch unverénderter Form enthilt.

Chemische Integritat kann die chemische Integritat des GLP-1-Agonisten bedeuten.
GLP-1-Agonisten kénnen einen Methioninrest enthalten (z.B. Position 14 in AVE0010).
Chemische Integritat des GLP-1-Agonisten bedeutet insbesondere, dass die Oxidation
dieses Methioninrestes verhindert wird. Hierbei bedeutet chemische Integritat
insbesondere, dass der Anteil an oxidiertemn Methionin in Bezug auf das gesamte
Methionin im GLP-1-Agonisten beij Lagerung fir 1, 2, 3, 4 oder 6 Monate kleiner als
0,7%, kleiner als 0,6%, kleiner als 0,5 %, kleiner als 0,4% oder kleiner als 0,3 % ist. Die
Lagerung kann z.B. bei 5°C, 25°C oder 40°C erfolgen. Bevorzugt ist eine Lagerung flr
6 Monate bei 5°C, wobei der Anteil an oxidiertem Methionin kleiner als 0.3% ist. Ebenso
bevorzugt ist eine Lagerung fiir 6 Monate bei 25°C, wobei der Anteil an oxidiertem
Methionin kleiner als 0,7%, kleiner als 0,6%, kleiner als 0,5 %, kleiner als 0,4% oder
kleiner als 0,3 % ist. ist. Ebenso bevorzugt ist eine Lagerung fir 6 Monate bei 40°C,
wobei der Anteil an oxidiertem Methionin kleiner als 1 %, kleiner als 0,7%, kieiner als
0,6%, kleiner als 0,5 %, kleiner als 0,4% oder kleiner als 0,3 % ist.

Chemische Integritat kann ein moglichst geringer Anteil an gesamten Verunreinigungen
in der erfindungsgematen Formulierung bedeuten. Der Anteil der gesamten

Verunreinigungen in Bezug auf die Gesamtmasse des in der Formulierung
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vorhandenen GLP-1-Agonisten bei Lagerung flir 6 Monate bei 40°C ist insbesondere

kleiner als 50%, kleiner als 10% bei Lagerung bei 25°C oder/und kleiner als 1,8% bei

Lagerung bei 5°C.

Chemische Integritat kann ein moéglichst geringer Anteil an Proteinen mit hohem
Molekulargewicht in der erfindungsgemaRen Formulierung bedeuten. Der Anteil an
Proteinen mit hohem Molekulargewicht in Bezug die Gesamtmasse des in der
Formulierung vorhandenen GLP-1-Agonisten bei Lagerung fur 6 Monate bei 40°C ist
insbesondere kleiner als 5%, kleiner als 4%, kleiner als 3% oder kleiner als 2%. Bei
Lagerung fir 6 Monate bei 25°C ist der Anteil an Proteinen mit hohem Molekulargewicht
in Bezug die Gesamtmasse des in der Formulierung vorhandenen GLP-1-Agonisten

insbesondere kleiner als 0,8%, kieiner als 0,7% oder kleiner als 0,6%.

Die erfindungsgemanie Formulierung weist insbesondere nach Lagerung von 1 Monat, 2
Monaten, 4 Monaten oder 6 Monaten eine physikalische Integritat auf. Physikalische
Integritat bedeutet insbesondere, dass sie nach einer Lagerung bei einer Temperatur
von +5°C, 25°C oder 40°C wenigstens 80 %, wenigstens 90 %, wenigstens 95 %, oder
wenigstens 98% des Wirkstoffs zum Ausgangszeitpunkt in im wesentlichen physikalisch

unveranderter Form enthalt.

Physikalische Integritat kann die Integritét des GLP-1-Agonisten bedeuten.
Physikalische Integritat bedeutet insbesondere, dass der GLP-1-Agonist keine

Aggregationen bilden, wie z.B. Fibrillen.

Der GLP-1-Agonist ist bevorzugt ausgewahlt aus der Gruppe bestehend aus Exendin-3
und Analoga und Derivaten davon, Exendin-4 und Analoga und Derivaten davon, und
wobei der GLP-1-Agonist starker bevorzugt ausgewahit ist aus der Gruppe bestehend

aus AVEQ010 und Exendin-4.

Exendin-3, Analoga und Derivate von Exendin-3, Exendin-4 und Analoga und Derivate
von Exendin-4 konnen in WO 01/04156, WO 98/30231, US 5,424,286, in der EP-
Anmeldung 99 610043.4 und in WO 2004/005342 gefunden werden. Diese Dokumente
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sind hierin durch Bezugnahme eingeschlossen ist. Das in diesen Dokumenten
beschriebene Exendin-3, Exendin-4 und die dort beschriebenen Analoga und Derivate
davon kdnnen mittels der hierin beschriebenen Verfahren synthetisiert werden, wobei
ggf. nach Abschluss des Verfahrens Modifikationen durchgefiihrt werden.

Die Sequenzen von AVEOO010 (SEQ ID NO:1), Exendin-4 (SEQ ID NO:2) und Exendin-3
(SEQ ID NO:3) zeigen einen hohen Grad an Ubereinstimmung. Die Sequenzen von
AVE0010 und Exendin-4 sind in den Positionen 1-37 identisch. Die Sequenz 1-39 aus
Exendin-4 ist an 37 der 39 Positionen (94%) identisch mit der Exendin-3-Sequenz an
den Positionen 48-86. Anhand der Sequenzen kann der Fachmann hierin angegebene
Positionsangaben, welche sich auf eine bestimmte Sequenz beziehen (z.B. auf die
Sequenz von AVEO010 oder Exendin-4), ohne weiteres auf andere Sequenzen -

umrechnen.
Analoga und Derivate von Exendin-3 oder/und Exendin-4 enthalten insbesondere eine

modifizierte Aminosduresequenz. Es kénnen zum Beispiel einzelne Aminosiuren
deletiert sein (z.B. desPro36, desPro37, desAsp28, desMet(0)14 in Exendin-4 und den

entsprechenden Positionen in Exendin-3). Ebenso kénnen einzelne Positionen ersetzt
werden (z. B. Met(O)M, Trp(02)25, IsoAsp28, Asp28 Pro38 in Exendin-4 und den
entsprechenden Positionen in Exendin-3), wobei auch nicht-natlirliche Aminosauren wie

Met(O) (Methioninsulfioxid oder Methioninsulfon), Trp(Oy) (N-Formylkynurenin)

oder/und IsoAsp (B-Aspartat oder Isoaspartat) eingesetzt werden kénnen. Nicht-
natUrliche Aminosauren kbnnen ohne weiteres in Form entsprechender
Aminosaurebausteine in die Sequenz eingefiihrt werden.

Ferner kénnen der C-Terminus oder/und der N-Terminus modifiziert sein, z.B. durch

eine zusatzliche Sequenz wie -(Lys)-, -(Lys)o-, -(Lys)s-, -(Lys)g-, -(Lys)s-, -(Lys)g-,
-Asn-(Glu)g-, wobei -(Lys)g-, -(Lys)5-, (Lys)g- , -Asn-(Glu)s- bevorzugt sind. Die
Carboxylgruppe am C-Terminus ist bevorzugt als Saureamidgruppe (-NH») modifiziert.

Ggf. wird die Modifikation am C-Terminus oder/und am N-Terminus als weiterer

Verfahrensschritt nach Abschluss der Synthese durchgefiihrt.
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Pharmazeutisch tolerierbare Salze kénnen in einem weiteren Verfahrensschritt nach
Abschluss der Synthesezyklen des erfindungsgemafien Verfahrens hergesteiil werden.
Die Herstellung von pharmazeutisch tolerierbaren Salzen von Peptiden ist dem

Fachmann bekannt. Ein bevorzugtes pharmazeutisch tolerierbares Salz ist Acetat.

Der GLP-1-Agonist ist vorzugsweise ausgewahlt aus der Gruppe bestehend aus
Exendin-4, Analoga und Derivaten von Exendin-4 und pharmakologisch tolerierbaren

Salzen davon.

Ein weiterer bevorzugter GLP-1-Agonist ist ein Analogon von Exendin-4 ausgewahit aus

einer Gruppe bestehend aus:

H-desPro°®-Exendin-4-Lysg-NH,,

H-des(Pro®37)-Exendin-4-Lys ;-NH,

H-des(Pro36’37)—Exendin-4-Lys5-NH2 und pharmakologisch tolerierbe_lren Salzen

davon.

Ein weiterer bevorzugter GLP-1-Agonist ist ein Analogon von Exendin-4 ausgewahlt aus

einer Gruppe bestehend aus:
desPro38[Asp28)Exendin-4 (1-39),
desPro36[1soAsp28|Exendin-4 (1-39),
desPro36[l\/|et(O)14,Asp28]Exendin-4 (1-39),
desProS®[Met(0)14,1soAsp28)Exendin-4 (1-39),
desPro30[Trp(0,)%0 Asp?8iExendin-2 (1-39),
desPro36{Trp(02)25,IsoAsp28]Exendin—2 (1-39),
desPro36[Mét(O)14Trp(02)25,Asp28]Exendin-4 (1-39),

desPro36[Met(O)14Trp(02)25,lsoAsp28]Exendin—4(1—39) und pharmakologisch

tolerierbaren Salzen davon.
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Ein weiterer bevorzugter GLP-1-Agonist ist ein Analogon von Exendin-4 ausgewahlt aus

einer Gruppe wie im vorigen Absatz beschrieben, bei denen an die C-Termini der

Analoga von Exendin-4 das Peptid -Lysg-NH, angefiigt ist.

Ein weiterer bevorzugter GLP-1-Agonist ist ein Analogon von Exendin-4 ausgewahlt aus

einer Gruppe bestehend aus:

H-(Lys)6--desPr036[Asp28]Exendin-4(1-39)-Ly56-NH2,
desAsp28Pro36,Pro37,Pr038Exendin-4(1 -39)-N Ho,
H-(Lys)B—desPro36,Pro37,Pro38[Asp28]Exendin—4(1—39)—NH2,
H—Asn—(GIu)5desPr036,Pro37,Pro38[Asp28]Exendin—4(1-39)-NH2,
desProS6,Pr037,Pro38[Asp28]Exendin-4(1-39)-(Lys)6-NH2,
H-(Lys)G-desPro%,Pro37,Pro38[Asp28]éxendin-4(1-39)-(Lys)6-NH2,
H-Asn-(Glu)g-desPro™0 Pro%7 Pro38(asp28iExendin-4(1 -39)-(Lys)g-NHo,
H-(Lys)g-desPro ®[Trm(05)2% Asp28|Exendin-4(1 -39)-Lysg-NH,,
H-desAsp28 Pro36,Pro37,Pro38[Trp(02)25]Exendin—4(1—39)—NH2,
H-(Lys)6~desPro36,Pro37,Pro38[Trp(02)25,Asp28]Exendin-4(1 -39)-NH,
H-Asn-(Glu )5-desPro36,Pro37,Pro38[Trp(02)25,Asp28]Exendm-4(1-39)-NH2,
desPro36,Pro37,Pr038[Trp(02)25,Asp28]Exendin—4(1 -39)-(Lys)g-NH.,

H-(Lys)G-desPro%,Pro37,Pro38[Trp(02)25,Asp28]Exendin-4(1-39)-(Lys)6-NH2, |

H-Asn-(Glu )5—deSPr036,Pro37,Pr038[Trp(02)25,Asp28]Exendin-4(1—39)-(Lys)6~N Ho,

H-(Lys)6-desPro36[Met(0)14,Asp28]Exendin-4(1-39)-Lys6-NH2,
desMet(0)1% Asp?8 pro 36,Pro37,Pro38Exendin-4(1-39)-NH2,
H-(Lys)g-desPro 8 pro 37,Pro38[Met(O)14,Asp28]Exendin—4(1 -39)-NH,,

H-Asn-(Glu)g-desPro™® Pro%7 Pro38viet(0) 14 Asp28) Exendin-4(1-39)-NH,),

26
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desPro38 Pro37 Pro38[Met(0) 4 Asp?8|Exendin-4(1-39)-(Lys)g-NHs,
H-(Lys)g-desPro®®,Pro’ Pro38Met(0) 14 Asp?®lExendin-4(1-39)-Lys5-NH.,
H-Asn-(Glu)s-desProS® Pro3’ Pro 8 Met(0) 14, Asp?®) Exendin-4(1-39)-(Lys)g-NHs,
H-(Lys)g-desPro ®Met(0) 14, Trp(0,)?° Asp?|Exendin-4(1-39)-Lysg-NHy,
desAsp28Pro36,Pr037,Pro38[Met(O)14, Trp(02)25]Exendin~4(1—39)-NH2,
H-(Lys)g-desPro®® Prod’ Pro®8Met(0) 1, Trp(0,)2°,Asp28|Exendin-4(1-39)-NH,,
H-Asn-(Glu)s-desPro>0 Pro’ Pro®8Met(0) 14, Asp?®] Exendin-4(1-39)-NH,,,
desPro38 Pro37 Pro38Met(0) 14, Trp(04)2° Asp?8|Exendin-4(1-39)-(Lys)g-NHo,

H-(Lys)g-desProS8:Pr037 pro38imet(0) 14 Trp(0,)2° Asp?®IExendin-4(1-39)-(Lys) -
NH,,

H-Asn-(Glu)g-desProS,Pro3” Pro®8Met(0) 14, Trp(0,)?°, Asp?8jExendin-4(1-39)-

(Lys)g-NH» und pharmakologisch tolerierbaren Salzen davon.

Ebenso kann der GLP-1-Agonist ausgewahlt sein aus GLP-1 und Analoga und

Derivaten von GLP-1. Ein weiterer bevorzugter GLP-1-Agonist ist ausgewahit aus einer

Gruppe bestehend aus Argo? Lys2S(NE(y-glutamyl(N®-hexadecanoyl)))GLP-1(7-37)

[Liraglutide] und einem pharmakologisch tolerierbaren Salz davon.

Ein weiterer bevorzugter GLP-1-Agonist ist AVEO010. AVEOO10 weist die Sequenz
desPro36Exendin—4(1-39)—Lys6-NH2 auf (SEQ ID NO:1). Ebenso sind-pharmakologisch

tolerierbare Salze von AVE0Q10 bevorzugt.
Der GLP-1-Agonist, z. B. das AVEQ010, wird insbesondere in einer Menge von 0,01
mg/mi bis 0,5 mg/ml oder 0,05 mg/ml bis 1,5 mg/mi eingesetzt.

In einer besonderen Ausflhrungsform umfasst die erfindungsgemafe Formulierung die

folgenden Bestandteile:

27
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(a) desPro36Exendin—4(1-39)—Ly86-NH2 (z.B. etwa 0,1 mg/mL),

(b) Natriumacetat-Trihydrat (etwa 3,5 mg/mL),
(c) m-Kreso'l (etwa 2,7 mg/mL),
(d)

)

d) L-Methionin (etwa 3 mg/mL),

5 e) 85%iges Glycerin (etwa 18 mg/mL),

(
(f) etwa 0,1N Salzsaure, soweit zur Einstellung eines pH-Wertes von etwa 4,5
erforderlich,

(g) etwa 0,1N NaGH-L&sung, soweit zur Einstellung eines pH-Wertes von etwa 4,5
erforderlich, und

10 (h) Wasser.

i . Insbesondere besteht die erfindungsgemalie Formulierung aus den genannten

Bestandteilen (a) bis (h).

15 "Etwa" bedeutet in der vorliegenden Anmeldung, dass die Bestandteile z. B. innerhalb

der Bereiche von +10, +20, oder +30 % um die angegebenen Zahlenwerte in den

erfindungsgemaRen Zusammensetzungen vorhanden sein kdnnen.

Sofern die erfindungsgemafe Zusammensetzung mehr als einen GLP-1-Agonisten

20 umfasst, so werden diese GLP-1-Agonisten unabhangig voneinander ausgewahlt.

Eine geeignete Verpackung fiir die erfindungsgemane Zusammensetzung istz. B. eine

Spritze oder ein GlasgefaR mit einem geeigneten Verschluss, aus denen bei Bedarf

. einzelne therapeutisch wirksame Dosen entnommen werden kénnen. Ebenso geeignet
25  sind Injektionsstifie (.Stifte”, ,Pens")

zur Verabreichung, welche einen Behlter (z. B.
eine Patrone)

umfassen, welcher eine erfindungsgemaRe pharmazeutische
Zusammensetzung enthélt,

Ein weiterer erfindungsgemaRer Gegenstand ist ein Verfahren zur Behandlung eines

30  Patienten mit einer erfindungsgemaRen Zusammensetzung, umfassend Verabreichen

der Zusammensetzung an den Patienten.

2K
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Die erfindungsgemale Zusammensetzung ist insbesondere zur Behandlung von
Diabetes mellitus vorgesehen, insbesondere zur Behandlung von Diabetes mellitus Typ
| oder Typ II. Weitere mogliche indikationen sind Symptome, welche mit Diabetes
mellitus assoziiert sind. Bevorzugt wird die erfindungsgemafe Zusammensetzung zur
Einstellung der niichternen, der postprandialen oder/und der postabsorptiven
Plasmaglucosekonzentration, zur Verbesserung der Glucosetoleranz, zur Pravention
einer Hypoglykamie, zur Pravention eines Funktionsverlustes der B-Zellen des
Pankreas, zur Gewichtsabnahme oder/und zur Pravention einer Gewichtszunahme

eingesetzt.

Ein weiterer erfindungsgemaner Gegenstand ist die Verwendung einer
erfindungsgemanen Zusammensetzung zur Herstellung eines Arzneimittels zur
Behandlung von Diabetes mellitus, insbesondere von Typ | oder Typ II, oder/und von

damit assoziierten Symptomen, wie hierin beschrieben.

Ein weiterer erfindungsgemafer Gegenstand ist ein Verfahren zur Herstellung einer
erfindungsgeméRen Zusammensetzung umfassend Formulieren eines GLP-1-
Agonisten oder/und eines pharmakologisch tolerierbares Salzes davon mit Methionin

und gegebenenfalls mindestens einem pharmazeutisch akzeptablen Hilfsstoff.

Ein weiterer Gegenstand der Erfindung ist die Verwendung der erfindungsgemafen
Zusammensetzung zusammen mit der Verabreichung von Metformin, Sulfonylharnstoff
oder Glitazonen, einem langwirksamen Insulin/Insulinderivat und/oder einer
Kombination davon, insbesondere in einer add-on Therapie zur Verabreichung von

Metformin.

Ein weiterer Gegenstand der Erfindung ist die Verwendung der erfindungsgemafen
Zusammensetzung in Patienten, deren Blutzucker nicht hinreichend durch die Gabe von
Metformin, Sulfonylharnstoff oder Glitazonen, einem langwirksamen
Insulin/insulinderivat und/oder einer Kombination davon, kontrolliert bzw. eingestelit

werden kann.
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Ein weiterer Gegenstand der Erfindung ist die Verwendung der erfindungsgemaien
Zusammensetzung in Patienten mit Diabetes Typ Il als Zusatz zu einer Diat, um die

Blutzuckereinstellung/Kontrolie zu verbessern.

Insbesondere enthalt die Zusammensetzung des Pro® Exendin-4(1-39)-Lysg-NH,
(AVEOO10) Liraglutide und/oder ein pharmakologisch tolerierbares Salz zusammen mit

Methionin und/oder ein pharmakologisch tolerierbares Salz.

Als langwirksames Insulinderivat wird insbesondere Lantus®, N&82° _tetradecanoyl! des

(B30) Humaninsulin oder Insuman® genannt.

Besonders bevorzugt ist die add-on Therapie mit Metformin und/oder einem
langwirksamen Insulin/Insulinderivat und/oder einem pharmakologisch toierierbarem
Salz davon zur Behandiung von Diabetes Typ Il und/oder Obesity, insbesondere von
Patienten, die jinger sind als 50 Jahre und/oder einen BodymaR Index von mindestens

30 haben.

In der vorliegenden Erfindung beinhaltet die add-on Therapie insbesondere die _
Behandlung von Diabetes Typ Il mit Metformin und AVEQ010. Metformin und AVE0Q010
kann verabreicht werden in einem Zeitintervall von 24 h. Metformin und AVE0010 kann
jeweils verabreicht werden in einer one-a-day Dosierung. Metformin und AVEQ010
konnen verabreicht werden mittels verschiedener Verabreichungswege. Metformin kann
oral verabreicht werden, AVEQQ10 subkutan.

Die Patienten, die mit der erfindungsgemaRen add-on Therapie behandelt wurden
kénnen einen HbA1c Wert von 7 % bis 10 % haben. Sie haben bevorzugt ein Alter von
18 bis 50 Jahren.

Die Verwendung in der erfindungsgemanen add-on Therapie ist insbesondere
anwendbar an Patienten, bei denen Diabetes Typ Il nicht hinreichend mit Metformin

alleine kontrolliert werden kann.
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Insbesondere wird Metformin mindestens 1,0 g/Tag, bevorzugt mindestens 1,5 g/Tag

fir 3 Monate verabreicht.
Die Erfindung wird weiterhin durch die folgenden Beispiele und Figuren erlautert.
Legenden

Die Figuren 1 und 2 zeigen den prozentuélen Gehalt an oxidiertem Methionin Met(ox) in
Bezug auf das gesamte in AVE0010 vorhandene Methionin nach Lagerung bet
unterschiedlichen Temperaturen. 1: Ausgangszeitpunkt t0. 2: Lagerung far 1 Monat. 3:
Lagerung fir 3 Monate. 3: Lagerung fiir 6 Monate. Figur 1: Ansatz 894. Figur 2: Ansatz
897.

Die Figuren 3 und 4 zeigen den prozentualen Gehalt an-Proteinverunreinigungen mit
hohem Molekulargewicht (in Bezug auf AVE0010) nach Lagerung bei unterschiedlichen
Temperaturen. 1: Ausgangszeitpunkt t0. 2: Lagerung fir 1 Monat. 3: Lagerung fur 3
Monate. 3: Lagerung fir 6 Monate. Figur 3: Ansatz 894. Figur 4. Ansatz 897.

Die Figuren 5 und 6 zeigen den prozentualen Gesamtgehalt an Verunreinigungen (in
Bezug auf AVEQO10) nach Lagerung bei unterschiedlichen Temperaturen. 1:
Ausgangszeitpunkt t0. 2: Lagerung fir 1 Monat. 3: Lagerung fir 3 Monate. 3: Lagerung
fir 6 Monate. Figur 5: Ansatz 894. Figur 6: Ansatz 897.

Beispiel 1

Flissige Zusammensetzung umfassend AVE0010 und Methionin

Ziel der Untersuchung ist die Beurteilung der chemischen oder/und physikalischen
Stabilitadt von Formutierungen von AVEQO010 (Losung zur Injektion, 0,1 mg/ml) mit und

ohne Methionin, wenn das Produkt in Patronen unter Langzeitbedingungen und

beschleunigten Bedingungen fiir bis zu 6 Monate gelagert wird.

3
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Folgende Zusammensetzungen werden getestet:

PCT/ER2010/06724Y

Zusammensetzung A (2 parallele Ansatze AVEO0010_09 894 A und

AVE0010_09_897 A)

Substanz

Spezifikation geman

Menge pro Einheit

Arzneibuch
AVEQ010 Sanofi-Aventis 0,10 mg
Natriumacetat-Trihydrat Ph.Eur./USP 3,50 mg
m-Kresol Ph.Eur./USP 2,70 mg
85%iges Glycerin Ph.Eur/USP 18,00 mg
0,1N Salzséure Ph.Eur./USP ad pH4,5
0,1N NaOH-Losung Ph.Eur./USP adpH4,5
Wasser zur Injektion (Wfl) | Ph.Eur./USP ad 1,0 mi

Zusammensetzung B (2 parallele Ansatze AVEQ01 0_09 894 Bund

AVE0010_09_897_B)

Substanz

Spezifikation geman

Menge pro Einheit

Arzneibuch
AVEQO10 Sanofi-Aventis 0,10 mg
Natriumacetat-Trihydrat Ph.Eur/USP 3,50 mg
m-Kresol Ph.Eur/USP 2,70 mg
L-Methionin Ph.Eur /USP 3,00 mg
85%iges Glycerin Ph.Eur/USP 18,00 mg
0,1N Salzsaure Ph.Eur/USP adpH45
0,1N NaOH-L8sung Ph.Eur/USP ad pH 4,5
Wasser zur Injektion (Wfl) |Ph.Eur./USP ad 1,0 ml

3
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Vertrieb vorgesehen sind

Bezeichnung

Beschreibung

Injektionskartusche

Kartusche, 3 mi farblos, Typ I-Glas (Ph.Eur.), SAP-Nr. 100922

Bordeldecke! und
darin eingelegt
eine graue

Dichtungsscheibe

7,5 mm

Bordeldeckel: Aluminium

Dichtungsscheibe (aufen): Isoprengummi, Mat. Nr. 7773/35
Dichtungsscheibe (innen): Brombutylgummi, , Mat. Nr. 4780/40
Typ I-Verschlufy (Ph.-Eur./USP)

SAP-Nr. 164571

Kolbenstopfen

9,2x 11 mm
Brombutylgummi, schwarz
SAP-Nr. 120521

Lagerzeiten, Lagerbedingungen, Testzeitpunkte sind in der folgenden Tabelle

zusammengefasst.
Bedingung Testintervalle (Monate)

0 1 3 6
Langzeitlagerung
+5+3°C X X X X
Beschleunigte Bedingungen
(Temperatur, Luftfeuchtigkeit)
+25 + 2°C/60 + 5% RH X X X
+40 £ 2°C/75 £ 5% RH X X | X

Die Formulierungen werden liegend gelagert. RH bedeutet relative Luftfeuchte.

Testzeitpunkt 0 ist der Ausgangszeitpunkt. Die Messergebnisse zum Zeitpunkt 0

33



10

15

20

25

30

3f

WO 2011/058082 PCT/EP2010/067249

20

werden als Referenz flr alle getesteten Bedingungen verwendet. Wahrend der Tests

werden die Proben bei +5 + 3°C gelagert.

Die physikalische und chemische Stabilitat der gelagerten Formutierungen wird anhand

der folgenden Tests bestimmt.

Beschreibung

Klarheit der Lésung und deren Farbe

pH

Chemische Stabilitat (Reinheit und Verunreinigungen, bestimmt durch HPLC,
insbesondere Anteil der Oxidationsprodukte und der gesamten Verunreinigungen)
Proteine mit hohem Molekulargewicht, bestimmt durch HPSEC

Sichtbare Partikel

bio!ogische Aktivitat der Formulierungen

Ergebnisse

Die Formulierungen wurden getrennt fir die parallelen Ansatze (894 und 897) auf

folgende Parameter untersucht:

Biologische Aktivitdt von AVE0010. Bei 5°C und 25°C betrug die Aktivitat auch
nach 6 Monaten mindestens 96% der Ausgangsaktivitat. Die Aktivitaten der
erfindungsgeméRen Zusammensetzungen waren gréRer als die Aktivitaten der
Vergleichszusammensetzungen. Bei 40 °C betrug die Aktivitdt nach 6 Monaten in
Abwesenheit von Methionin etwa 43%. In Anwesenheit von Methionin betrug die

Aktivitat etwa 51 %, war also deutlich groRer als in Abwesenheit von Methionin.

Oxidationsprodukte. Die Messungen wurden auf einem HPLC-Geréat (Typ alliance)
von Water Systems durchgefiihrt, wobei die 100%-Peakflachenmethode verwendet
wurde. Zur Trennung wurde ein Gradient aus 0,1 % TFA und Acetonitril als mobile
Phase und eine C18-Umkehrphasensiure (Jupiter) als feste Phase verwendet. Bei
5 °C betrug der Anteil an oxidiertem Methionin Met{ox) in AVEOO10 in Abwesenheit



10

15

20

25

30

WO 2011/058082 PCT/EP2010/067249

21

von Methionin 0,3 %. Bei 25 °C betrug der Anteif von 0,6 - 0,8 %, bei 40 °C 1,3 %.
Enthielt die Formulierung Methionin, so war der Anteil an oxidiertem Methionin
deutlich geringer. Er betrug bei allen getesteten Bedingungen maximal 0,2 %. Bei 25
°C war der Anteil aiso nur etwa 1/4 bis 1/3 der Gehaltes in Abwesenheit von
i\/iethibnin, bei 40°C sogar nur etwa 1/6 (siehe Figuren 1 und 2).

Proteine mit hohem Molekulargewic-ht. Bei 5°C betrug der Anteil zwischen 0,1
und 0,3 % und blieb wahrend der gesamten Lagerzeit im wesentlichen unverandert.
Bei 25°C stieg der Anteil in Abwesenheit von Methionin auf 0,9 bzw. 1,3 % an. In
Anwesentheit von Methionin betrug der Anteil 0,4 bis 0,5 %, war also weniger als
halb so grofk. Bei 40°C betrug der Anteil in Abwesenheit von Methionin 5,4 % bzw.
8.2%, wahrend er in Anwesentheit von Methionin nur 1,6 bzw. 1,7 % betrug, also

deutlich geringer war (siehe Figuren 3 und 4).

Gesamte Verunreinigungen. Bei 5°C stiegen die gesamten Verunreinigungen uber
die Lagerzeit von 6 Monaten geringflgig von 1,2 bis 1,8 bzw. 1,9 % an
(Abwesenheit von Methionin). War Methionin vorhanden, so war der Anstieg etwas
geringer. Bei 25 °C wurde ein Anstieg auf 10,6 % bzw. 11,8 % beobachtet. In
Anwesenheit von Methionin lagen die Werte unter 10%. Bei 40°C stieg der Anteil auf
bis zu 54 % an (ohne Methionin). War Methionin vorhanden, so betrug der Anteil nur

etwa 47 % (siehe Figuren 5 und 6).

Die %-Werte sind Gehaltwerte (%-Werte von Verunreinigungen) der

Oxidationsprodukte, der Summe von Verunreinigungen und der héher molekularen
Proteine (HMWP).

Alle Werte sind per HPLC bestimmt worden, mit der sogenannten 100 %-Methode.
Dabei handelt es sich im Speziellen um eine Reverse-Phase-HPLC (C 18 column),
bei der eine Gradienten-Methode der mobilen Phase benutzt wurde:

a) 0,1 % TFA, 15 % ACNund b) 0,1 % TFA, 75 % ACN.

Detektion bei 215 nm (UV).

Die hoch molekularen Proteine (HMWP) sind detektiert worden mit HPSEC,

beschrieben in der Européischen Pharmacopoe 6.0 flr injezierbare Insulin

35
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Die Daten sind in den folgenden Tabellen zusammengefasst.

PCT/REP2010/067249

Mittelwerte AVE0O10 09 894 A + B

AVE0010_09_894 A

AVE0010_09_894 B

5°C to 1Mon. {3Mon. |6Mon. |t 1Mon. |3 Mon. |6 Mon.
Gesamte Verunreinigungen 1,2 1,5 2,1 1,8 1,1 1,3 1.5 1,7
Test AVE0010 101,5199.6 1980 [97,8 |101,1 [100,5 99,4 98,6
Protgine mit hohem 0,3 10,3 0,4 0,3 0,2 0,2 0,2 0,3
Molekulargewicht
Oxidationsprodukte 0,3 0,4 0,4 0,3 0,1 0,2 0,1 0,1
25°C to 1Mon. |[3Mon. {6Mon. |tg TMon. |3 Mon. {6 Mon.
Gesamte Verunreinigungen 1,2 3,0 6,4 11,8 11 2,5 . 57 9,8
Test AVE0010 101,56197,9 .[94,0 88,6 [101,1 98,7 [94.8 90,9
Proteine mit hohem 0,3 1[04 0,6 1,3 0,2 0,3 0,3 0,5
Molekulargewicht
Oxidationsprodukte 0,3 0,4 0,5 0,8 0,1 0,2 0,2 0,2
40°C to 1Mon. {3Mon. [6Mon. |to 1Mon. |3 Mon. |6 Mon.
Gesamte Verunreinigungen 1,2 13,4 (34,3 |54,1 1.1 121 30,4 46,8
Test AVEO010 101,5187,1 66,6 42,5 [101,1 (88,8 70,8 50,9
Proteine mit hohem 0’3 1,0 2’6 6’2 0,2 0,5 019 1 ,7
Molekulargewicht
Oxidationsprodukte 0,3 0,6 0,9 1,3 0,1 0,2 0,2 0,2 i
Mittelwerte AVE0010 09 897 A + B

AVEQ010_09_897 A AVE0010_09_897 B !
5°C to 1Mon. |3Mon. [6Mon. |t, 1Mon. |3 Mon. |6 Mon. !
Gesamte Verunreinigungen 1,2 1,6 1,8 1,9 1,0 1,3 1,5 1,7 |
Test AVE0010 99,2 98,2 97,5 (96,7 (99,5 [992 98,0 |97,1
Proteine mit hohem 0,1 0,1 O,'] 0,2 0,1 0,1 0,1 0,1
Molekulargewicht
Oxidationsprodukte 0,3 0,3 0,3 0,3 0,1 0,1 0,1 0,1
25°C tg 1Mon. {3Mon. [BMon. i TMon. |3 Mon. |6 Mon.
Gesamte Verunreinigungen 1 2 3’3 6’7 10,6 1 ,O 2’7 5,8 9,‘]
Test AVE0O10 99,2 1966 (92,8 |87,4 [995 97,8 1936 90,0
Proteine mit hohem 0.1 02 05 0.9 0.1 0.1 02 04
Molekulargewicht ' ’ ' ’ ' ' ’ '
Oxidationsprodukte 0,3 0,4 0,5 0,6 0,1 0,1 0,2 0,2

J6
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40°C to 1Mon. {3Mon. |6Mon. |to 1Mon. {3 Mon. {6 Mon.
Gesamt-Verunreinigungen 1 ’2 1371 33,5 53,9 1 ’O 11 ’8 29’8 47]0
Test AVE0D10 99,2 186,8 66,5 |426 99,5 88,0 |70,7 1|51,0
Proteine mit hohem 0,1 0,8 2,2 5,4 0,1 0,4 0,9 1,6
Molekulargewicht
Oxidationsprodukte 0,3 0,5 0,8 1,3 0,1 0,1 0,2 0,2

Schiussfolgerung

Der Anteil dér Oxidationsprodukte, der Proteine mit hohem Molekulargewicht und der
gesamten Verunreinigungen sind einzeln oder zusammen ein Maf fir die chemische
Integritat der Zusammensetzungen. Aus den oben beschriebenen Ergebnissen mit den
Beispielzusammensetzungen folgt, dass die erfindungsgemafen flissigen
Zusammensetzungen umfassend ,
* einen GLP-1-Agonisten oder/und ein pharmakologisch tolerierbares Salz davon
(insbesondere AVEQ010 oder/und ein pharmakologisch tolerierbares Salz davon),
+ gegebenenfalls mindestens einen pharmazeutisch akzeptablen Hilfsstoff,
* und Methionin,
eine verbesserte Stabilitdt oder/und chemischen Integritat aufweisen. Der Anteil an
oxidiertem Methionin, an Gesamtverunreinigungen und an Proteinen mit hohem
Molekulargewicht ist in den erfindungsgeméfien Zusammensetzungen geringer als in
den Vergleichszusammensetzungen. Die erfindungsgemafie Zusammensetzung
(Ansatze 894_B und 897 _B) und die Vergleichszusammensetzungen (Ansatze 894 A
und 897 _A) unterscheiden sich durch das Vorhandensein von Methionin. Daher kann
die Verbesserung der Stabilitdt oder/und chemischen Integritat auf den Bestandteil

Methionin in den erfindungsgemalien Zusammensetzungen zurtckgefuhrt werden.
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Beispiel 2

In einem weiteren Versuch wurde untersucht, wie sich Na-EDTA und Histidin in einer

erfindungsgemaien Zusammensetzung auswirken.

24

Zusammensetzung B (wie in Beispiel 1)

PCT/EP2010/067249

Substanz Spezifikation geman Menge pro Einheit
Arzneibuch

AVEQO010 Sanofi-Aventis 0,10 mg
Natriumacetat-Trihydrat Ph.Eur./USP 3,50 mg

m-Kresol Ph.EGr/JUSP 2,70 mg
L-Methionin Ph.Eur/USP 3,00 mg

85%iges Glycerin Ph.Eur./USP 18,00 mg

0,1N Saizsdure Ph.Eur./USP ad pH4,5

0,1N NaOH-Lésung Ph.Eur/USP ad pH 4,5
Wasser zur Injektion (Wfl) |Ph.Eur./USP ad 1,0 ml

Zusammensetzung C

Substanz Spezifikation gemas Menge pro Einheit
Arzneibuch

AVEQQ10 Sanofi-Aventis 0,10 mg
Natriumacetat-Trihydrat Ph.Eur./JUSP 3,50 img
EDTA Natrium Ph.Eur./USP 1,00 mg
m-Kresol Ph.Eur./USP 2,70 mg
L-Methionin Ph.Eur/USP 3,00 mg
L-Histidin ) Ph.Eur /USP 3,10 mg
85%iges Glycerin Ph.Eur./USP 18,00 mg
0,1N Salzsaure Ph.Eur/USP adpH 4,5
0,1N NaOH-Lésung Ph.Eur/USP ad pH 4,5
Wasser zur Injektion (Wfl) |Ph.Eur/USP ad 1,0 mi
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Nach einem Standard-Studiendesign wurden Kaninchen mit Zusamménsetzung B oder
C oder einer Saline Uber den subkutanen (s.c.) oder intramuskularen (i.m.) Weg
behandelt. Jeweils die Halfte der Kaninchen wurde nach 24 h oder 120 h getotet, um
die akuten oder subakuten Wirkungen der Verabreichung histologisch zu bestimmen.
Aullerdem wurde bestimmt, ob eine Reparatur/Regeneration moglicher Veranderungen
stattfindet.

Bei subkutaner Injektion von Zusammensetzung C zeigten die Tiere nach 24 him
Unterschied zur Salinekontrolle eine leichte bis moderate inflammatorische Reaktion im
subkutanen Bindegewebe. 120 h nach subkutaner Injektion war eine klare Tendenz zur
Reparatur der beobachteten Verénderungen durch eine fibroblastische Reaktion zu
beobachten. Damit konnte die Vertraglichkeit noch als moderat (anstatt als

unvertraglich) beurteilt werden.

Bei Zusammensetzung B zeigten die Tiere nach subkutaner Injektion keine oder

minimale Unterschiede zur Salinekontrolle (gute Vertraglichkeit).

Nach intramuskularer injektion von Zusammensetzung C zeigten die Tiere eine
muskuldre Nekrose (multifocal oder disseminiert), welche klar von den Salinekontrolien
zu unterscheiden war, bei denen nur der Injektionskanal als klar umschriebener
nekrotischer Bereich sichtbar war. Nach 120 h wurde bei Zusammensetzung C eine
Mineralisierung des nekrotischen muskularen Gewebes beobachtet, welche sogar bei
der Sektion der Tiere zu sehen war. Obwohl kleine bzw. fokale Mineralisierungen bei
Kaninchen an unterschiedlichen Stellen nicht ungewshnlich sind, waren die
Mineralisierungen nach Injektion von Zusammensetzung C klar mit den nekrotischen
Bereichen assoziiert. Damit ist die Reversibilitat der durch die Injektion hervorgerufenen
Lasionen mehr als fraglich. Aufgrund dieser Befunde wurde die Zusammensetzung C

nach intramuskularer Injektion in Kaninchen als unvertraglich beurteilt.

Zusammensetzung B zeigte nach intramuskularer injektion eine gute Vertraglichkeit

(keine oder minimale Unterschiede zur Salinekontrolle).
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Aus diesen Daten folgt, dass die Zusammensetzung B im Vergleich zu
Zusammensetzung C eine verbesserte Vertraglichkeit bei intramuskularer oder
subkutaner Verabreichung aufwies. Die subkutane Injektion ist der bevorzugte
Verabreichungsweg flr die in dieser Anmeldung beschriebenen Zusammensetzungen
umfassend einen GLP-1-Agonisten, insbesondere AVE0010.

Damit kénnen die erfindungsgemaien Zusammensetzungen, welche einen GLP-1-
Agonisten umfassen, insbesondere AVEQ010, frei von EDTA oder/und Histidin sein.

Ebenso kénnen die erfindungsgemanen Zusammensetzungen im Wesentlichen frei von
EDTA und Histidin sein.
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Patentanspruche:

1. Flussige Zusammensetzung umfassend einen GLP-1-Agonisten oder/und ein
pharmakologisch tolerierbares Salz davon und gegebenenfalls mindestens einen
pharmazeutisch akzeptablen Hilfsstoff, dadurch gekennzeichnet, dass sie Methionin

enthalt.

2. Flissige Zusammensetzung gemal Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass sie
einen pharmazeutisch akzeptablen Konservierungsstoff enthalt, insbesondere m-

Kresol.

3. Fliissige Zusammensetzung geman Anspruch 1 oder 2, dadurch gékennzeichnet,

dass sie Glycerin enthalt.

4. Flissige Zusammensetzung gemaf einem der vorhergehenden Anspriche,

dadurch gekennzeichnet, dass sie einen pH-Wert von 3,5 bis 5 aufweist.

5. Flussige Zusammensetzung geman einem der vorhergehenden Anspriche,
dadurch gekennzeichnet, dass sie Methionin in einer Menge von 0,5 mg/mL bis 20

mg/mL enthalt, bevorzugt in einer Menge von 1 mg/mL bis 5 mg/mL.

6. Flussige Zusammensetzung gemaf einem der vorhergehenden Anspriche,
dadurch gekennzeichnet, dass sie nach einer Lagerung von 6 Monaten bei einer

Temperatur von +25°C eine chemische Integritat aufweist.
7. Flussige Zusammensetzung gemafd einem der vorhergehenden Anspriche,

dadurch gekennzeichnet, dass sie nach einer Lagerung von 6 Monaten bei einer

Temperatur von +25°C eine physikalische Integritét aufweist.

8. Fliussige Zusammensetzung geman einem der vorhergehenden Anspriiche,
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dadurch gekennzeichnet, dass der GLP-1-Agonist ausgewahlt ist aus der Gruppe
bestehend aus GLP-1 und Analoga und Derivaten davon, Exendin-3 und Analoga
und Derivaten davon, Exendin-4 und Analoga und Derivaten davon, und wobei der

GLP-1-Agonist bevorzugt ausgewahlt ist aus der Gruppe bestehend aus

desPro?’BExendin—4(1 -39)-Lysg-NH, und Exendin-4.

9. Flissige Zusammensetzung gemalk einem der vorhergehenden Anspriiche,

dadurch gekennzeichnet, dass sie die folgenden Bestandteile aufweist:

(a) desPro36Exendin-4(1-39)—Ly86—NH2,

(b) Natriumacetat,

(c) m-Kresol,

(d) L-Methionin,

(e) 85%iges Glycerin,

(f) etwa 0,1N Salzsaure, soweit zur Einstellung eines pH-Wertes von etwa 4,5
erforderlich,

(g) etwa 0,1N NaOH-L6sung, soweit zur Einstellung eines pH-Werfes von etwa 4,5
erforderlich, und

(h) Wasser.

10.Zusammensetzung nach einem der vorhergehenden Anspriiche,

dadurch gekennzeichnet, dass es eine injizierbare Zusammensetzung ist.

11.Zusammensetzung nach einem der vorhergehenden Anspriiche zur Behandiung von
Diabetes mellitus.

12.Verwendung einer Zusammensetzung nach einem der Ansprlche 1 bis 11 zur

Herstellung eines Arzneimittels zur Behandiung von Diabetes mellitus, insbesondere
Diabetes Typ Il

13.Verfahren zur Herstellung einer Zusammensetzung nach einem der Anspriiche 1 bis

11, umfassend Formulieren eines GLP-1-Agonisten oder/und eines
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pharmakologisch tolerierbaren Salzes davon mit Methionin und gegebenenfalis

mindestens einem pharmazeutisch akzeptablen Hilfsstoff.

14 .Verfahren zur Behandlung eines Patienten mit einer Zusammensetzung gemaf
5 einem der Ansprlche 1 bis 11, umfassend Verabreichen der Zusammensetzuny &is

den Patienten.

' 15.Verwendung der Zusammensetzung geméaf einem der vorhergehenden Anspriiche
1 bis 11, dadurch gekennzeichnet, dass diese zusammen mit einer Verabreichung
10 von Metformin, einem Sulfonylharnstoff, einem Glitazone und/oder einem
langwirksamen Insulin/insulinderivat und/oder einer Kombination davon und/oder

einem pharmakologisch tolerierbaren Salz erfolgt.

16.Verwendung nach Anspruch 15, dadurch gekennzeichnet, dass es sich um eine
15 add-on Therapie in Patienten handelt, die keine hinreichende Blutzuckerkontrolle mit
Metformin, einem Sulfonytharnstoff, einem Glitazone und/oder einem langwirksamen

Insulin/insulinderivat erreichen konnte.

17 Verwendung der Zusammensetzung gemaf der Anspriche 15 oder 16, dadurch
. 20 gekennzeichnet, dass die behandelten Patienten einen HbA1c Wert von 7 % bis 10

% haben.

i 18.Verwendung der Zusammensetzung gemaf der Anspriche 15, 16 oder 17 zur
Behandlung von Diabetes Typ Il und/oder Obesity.
25
19. Verwendung der Zusammensetzung gemaf der Anspriche 1 bis 11 zur
Verabreichung in Patienten mit Diabetes Typ Il als Zusatz zu einer Diat, um die

Blutzuckerkontrolle zu verbessem.

30 20. Verwendung der Zusammensetzung geman der Anspriiche 1 bis 19 zur

Verabreichung in Patienten einmal taglich.
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Oxidationsprcdukte
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Descripcion ,

Composicion farmacéutica que comprende un agonista de GLP-1 vy
metionina.

La presente solicitud se refiere a una composicién liquida que comprende un
agonista de GLP-1 y/o una sal farmacologicamente tolerable del mismo v,
opcionalmente, al menos un excipiente farmacéuticamente aceptable, en el que la
composicion comprende metionina.

La presente solicitud se refiere ademas a la composicién de acuerdo con la
presente invencion para tratar diabetes mellitus. La presente solicitud se refiere
ademas al uso de una composicién de acuerdo con la presente invencion en la
fabricacion de un compuesto farmacéutico para tratar diabetes mellitus. La presente
solicitud se refiere ademas a un método para fabricar una composicion de acuerdo
con la presente invencion, que comprende formular un agonista de GLP-1 y/o una
sal farmacologicamente tolerable del mismo con metionina y, opcionalmente, al
menos un excipiente farmacéuticamente aceptable. La presente solicitud se refiere
ademas a un método para tratar a un paciente con una composicion de acuerdo
con la presente invencién, que comprende administrar la composicion al paciente.

Las composiciones habituales de compuestos de GLP-1 comprenden un
modificador de tonicidad, un tampén para ajustar el pH y un conservante.

El documento WO 2001/04156 (Zealand Pharmaceuticals) describe una
composicion liquida de Ser*-exendina-4 (1-39)-NH,), dihidrogenofosfato sédico y
conservantes. _

El documento WO 2004/035623 (Zealand Pharmaceuticals) describe una
composicion liquida que comprende una exendina estabilizada, histidina 50 miM,
sacarosa de 100 a 200 mM, manitol u otro azlcar aceptable, metionina 20 mM,
asparagina-glutamina o Asp 20 mM, a un pH de 5,3. La estabilizacion se efectia
mediante ciertas modificaciones de los constituyentes basicos de los aminoacidos
de exendina-4 (1-39), por ejemplo, en las posiciones GIn13, Met14, Trp25 o Asn28.

El documento WO 2005/021022 (Novo Nordisk) describe una composicion
liquida que comprende GLP-1 acetilado, fenol como conservante, manitol y glicerol
como un modificador de tonicidad y, opcionalmente, un tampon.

El documento WO 2006/05110 (Novo Nordisk) describe composiciones
liqguidas que comprenden liraglutida (compuesto GLP-1), poloxamero 188 o
poloxamero 407 (Pluronic F-127) como una sustancia superficialmente activa, fenol,

propilenglicol, y fosfato sédico (pH 7,7). La adicion de poloxamero-188 o
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poloxdmero-407 condujo a estabilizacion.

Las exendinas son un grupo de péptidos que pueden reducir las
concentraciones de glucosa en sangre. Las exendinas tienen una cierta similitud
con la secuencia de GLP-1 (7-36) (53%, Goke et al. J. Biol. Chem 268, 19650-55).
La exendina-3 y exendina-4 estimulan un aumento de la produccién de AMPc
celular en las celulas acinares de pancreas de cobaya interaccionando con
receptores de exendinas (Raufman, 1996, Reg. Peptides 61:1-18). La exendina-3, a
diferencia de la exendina-4, efectlia un aumento en la liberacién de amilasa en las
celulas acinares del pancreas. Las exendinas actlian como agonistas de GLP-1,

El péptido similar a glucagon 1 (GLP-1) es una hormona endocrina que
potencia la respuesta a la insulina tras la ingestion oral de glucosa o grasa. En
general, GLP-1 disminuye las concentraciones de glucagén, ralentiza el vaciado
gastrico, estimula la sintesis de (pro)insulina, potencia la sensibilidad a insulina, y
estimula la sintesis de glucogeno independiente de insulina (Holst (1999), Curr.
Med. Chem 6:1005, Nauck et al. (1997) Exp Clin Endocrinol Diabetes 105: 187,
Lépez-Delgado et al. (1998) Endocrinology 139:2811). El GLP-1 humano tiene 37
restos aminoacidicos (Heinrich et al., Endocrinol. 115:2176 (1984), Uttenthal et al.,
J. Clin Endocrinol Metabol (1985) 61:472). Los fragmentos activos de GLP-1
incluyen GLP-1 (7-36) y GLP-1 (7-37).

Se han propuesto exendina-3, exendina-4 y los agonistas de exendina para
el tratamiento de la diabetes mellitus y Ia prevencién de hiperglucemia, reduciendo
la motilidad gastrica y el vaciado gastrico (documentos US 5.424.286 y WO
98/05351).

Los analogos de exendina pueden caracterizarse por sustituciones de
aminoacidos y/o truncamiento C-terminal de la secuencia nativa de exendina-4.
Tales anélogos de exendina se describen en los documentos WO 99/07404, WO
99/25727 y WO 99/25728.

La sintesis en fase solida de AVE0010 se describe en el documento WO
01/04156 A1. AVE0O10 tiene la secuencia: desPro®exendina-4 (1-39)-Lysg-NH,.
Esta sustancia se ha publicado como SEC ID N° 93 en el documento WO 01/04156:
H-G-E-G-T-F-T-S-D-L-$-K-Q-M-E-E-E-A-V-R-L-F-I-E-W-L-K-N-G-G-P-S-S-G-A-P-
P-S-K-K-K-K-K-K-NH, (SECIDN° 1)

La exendina-4 (39 AS) tiene la secuencia:
H-G-E-G-T-F-T-S-D-L-S-K-Q-M-E-E-E-A-V-R-L-F-|-E-W-L-K-N-G-G-P-S-S-G-A-P-
P-P-S-NH,  (SECID N°2)
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La exendina-3 tiene la secuencia (J. Bio. Chem., 267, 1992, 17402-7405):
H-His-Ser-Asp-Gly-Thr-Phe-Thr-Ser-Asp-Leu-Ser-Lys-GIn-Met-Glu-Glu-Glu-Ala-Val-
Arg-Leu-Phe-lle-Glu-Trp-Leu-Lys-Asn-Gly-Gly-Pro-Ser-Ser-Gly-Ala-Pro-Pro-Pro-
Ser-NH, (SEC ID N°:3)

GLP-1 tiene la secuencia:
H-A-E-G-T-F-T-S-D-V-S-S-Y-L-E-G-Q-A-A-K-E-F-I-A-W-L-V-K-G-R-NH,

(SEC ID N° 4),

Un objeto de la presente invencidbn es aumentar la estabilidad de
formulaciones liquidas que comprenden un agonista de GLP-1. Mas
particularmente, un objeto de la presente invencion es mejorar la integridad fisica y
quimica. Hemos descubierto que este objeto se logra formulando el agonista de
GLP-1 con metionina.

Se descubrid que la metionina es capaz de aumentar la estabilidad durante
el almacenamiento de una composicion que comprende un agonista de GLP-1 tal
como AVEQ0010. La metionina no afecta a la integridad fisica de estas
compaosiciones.

Se descubrid que, sorprendentemente, la adicion de metionina es capaz de
mejorar la estabilidad durante el almacenamiento de una composicion de acuerdo
con la presente invencion reduciendo la proporcion de productos de oxidacion de
metionina, de proteinas de alto peso molecular, y de impurezas totales. Estos
parametros, individualmente o en conjunto, una medida de la integridad quimica de
las composiciones. |

Se encontré ademas que, sorprendentemente, la actividad bioldgica de las
composiciones de acuerdo con la presente invencién aumenta con la adicion de
metionina.

La estabilidad de los polipéptidos farmacéuticamente activos puede verse
afectada por diversos mecanismos. Estos incluyen pH, temperatura, luz y los
efectos de ciertos constituyentes.

Un intervalo de constituyentes habituales de formulaciones de agonistas de
GLP-1 puede ser desventajoso para la integridad quimica y/o fisica y la estabilidad
durante el almacenamiento de formulaciones que comprenden un agonista de GLP-
1. Estos son, por ejemplo, polisorbato 20, polisorbato 80, poloxamero 188, cloruro
de benzalconio y lisina. Las composiciones de acuerdo con la presente invencion,
por tanto, estan preferiblemente libres de estos constituyentes.

La presente invencion, en consecuencia, proporciona una composicion
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liquida que comprende un agonista de GLP-1 y/b una sal farmacologicamente
tolerable del mismo vy, opcionalmente, al menos un excipiente farmacéuticamente
aceptable, en el que la composicidbn comprende metionina.

La 'composicién de acuerdo con la presente invenciébn comprende
preferiblemente metionina en una cantidad que varia entre 0,5 mg/ml a 20 mg/ml,
mas preferiblemente en una cantidad que varia entre 1 mg/ml y 5 mg/ml. Puede
usarse la metionina en la forma D. De igual forma, puede usarse la metionina en
forma L. De igual forma pueden usarse mezclas de la forma D y la forma L en
cualquier proporcion deseada.

Mas particularmente, la composicion de acuerdo con la presente invencion
esta libre de tensioactivos, tales como polioles y ésteres de &cidos grasos y
parciales y éteres de alcoholes polihidricos tales como los del glicerol y sorbitol. Las
composiciones de acuerdo con la presente invencion estan mas particularmente
libres de ésteres de &cidos grasos y parciales y éteres de glicerol y sorbitol
seleccionados entre el grupo que consiste en Span®, Tween®, Myri®, Brij®,
Cremophor®. Ademas, las composiciones de acuerdo con la presente invencion
estan mas particularmente libres de polioles seleccionados entre el grupo que
consiste en propilenglicoles, polietilenglicoles, poloxameros, Pluronics, Tetronics.
Mas particularmente, la composicion de acuerdo con la presente invencion esta
libre de al menos una sustancia seleccionada entre el grupo que consiste en
polisorbato, polisorbato y poloxamero.

Mas particularmente, la composicion de acuerdo con la presente invencion
estad sustanciaimente libre, preferiblemente libre, de polisorbato, tal como por
ejemplo polisorbato 20.

Mas particularmente, la composicion de acuerdo con la presente invencion
esta sustancialmente libre, preferiblemente libre, de polisorbato 80.

Mas particularmente, la composicién de acuerdo con la presente invencion
esta sustancialmente libre, preferiblemente libre, de poloxamero, tal como por
ejemplo poloxamero 188.

Mas particularmente, la composicion de acuerdo con la presente invencion
esta sustancialmente libre, preferiblemente libre, de cloruro de benzalconio.

Mas particularmente, la composicion de acuerdo con la presente invencion
esta sustancialmente libre, preferiblemente libre, de histidina.

Mas particularmente, la composicion de acuerdo con la presente invencién

esta sustancialmente libre, preferiblemente libre, de EDTA, mas particularmente
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La composicion de acuerdo con la presente invencidn puede comprender
una o mas sustancias que se usan habitualmente para tamponar el pH (sustancias
tampodn).

Son ejemplos de tales sustancias tampdn acetato, citrato, fosfato, por
ejemplo, en cantidades de hasta 5 mg/ml, hasta 4 mg/ml, hasta 3 mg/ml o hasta 2
mg/mi.

La composiciéon de acuerdo con la presente invencién puede de igual forma
estar sustancialmente libre de sustancias tampdn. De igual forma, la composicion
de acuerdo con la presente invencion puede estar libre de sustancias tampon.

La composicibn de acuerdo con la presente invencion puede estar
sustancialmente libre de citrato, acetato y/o fosfato, o bien libre de citrato, acetato
y/o fosfato.

Mas particularmente, la composicidn de acuerdo con la presente invencion
esta sustancialmente libre, preferiblemente libre, de histidina y EDTA sodico.

Mas particularmente, no hay insulina presente en la composicion de acuerdo
con la presente invencion.

La composicion farmaceutica de la presente invencién puede tener un pH
acido o fisiologico. Un intervalo de pH acido esta preferiblemente en el intervalo de
pH 1-6,8, pH 3,5-6,8, o pH 3,5-5. Un pH fisiologico esta preferiblemente en el
intervalo de pH 2,5-8,5, mas preferiblemente pH 4,0 a 8,5, ain mas preferiblemente
pH 4,0 a 6,0. Un pH especialmente preferido es de aproximadamente 4,5. Para
ajustar el pH son adecuados los acidos diluidos fisiolégicamente seguros
(tipicamente HCI) y alcalis (habitualmente NaOH).

La composicion de acuerdo con la presente invencién puede comprender un
conservante adecuado. Son conservantes adecuados, por ejemplo, fenol, m-cresol,
alcohol bencilico, y/o ésteres de p-hidroxibenzoato. Se prefiere m-cresol.

Ademas, la composicién de acuerdo con la presente invencién puede
comprender modificadores de tonicidad adecuados. Son modificadores de tonicidad
adecuados, por ejemplo, glicerol, dextrosa, lactosa, sorbitol, manitol, glucosa, NaCl,
compuestos de calcio 0 magnesio tales como CaCl,, etc. Las concentraciones de
glicerol, dextrosa, lactosa, sorbitol, manitol y glucosa estan habitualmente en el
intervalo de 100 a 250 mM, NaCl en una concentracion de hasta 150 mM. Se
prefiere el glicerol.

Mas particularmente, se pretende que la composicidn se administre por via
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parenteral. La composicion de acuerdo con la presente invencidon es
preferiblemente una composicion inyectable, mas preferiblemente para inyeccion
subcutanea. Mas particularmente, la composicion de la presente invencion es
adecuada para inyeccion una vez al dia.

Mas particularmente, la formulacién de acuerdo con la presente invencién
tiene, despues de almacenamiento durante 1 mes, 2 meses, 4 meses 0 6 meses a
una temperatura de + 5°C o 25°C, una actividad de al menos 80%, al menos 90%,
al menos 95%, o al menos 98% de la actividad al comienzo del almacenamiento.

En la presente solicitud, “actividad” se refiere a la actividad del agonista de
GLP-1 que se usa en la formulacion de acuerdo con la presente invencion. La
persona experta en la técnica conoce los métodos para determinar la actividad de
un agonista de GLP-1.

Preferiblemente, la composiciéon de acuerdo con la presente invencién tiene
una actividad biolégica de agonista de GLP-1 de al menos 89% o al menos 90%
después de un almacenamiento durante 6 meses a 25°C. La composiciéon de
acuerdo con la presente invencion tiene preferiblemente una actividad biolégica de
agonista de GLP-1 de al menos 45% o al menos 50% después de un
almacenamiento durante 6 meses a 40°C.

Mas particularmente, la formulacién de acuerdo con la presente invencién
presenta integridad quimica después del almacenamiento durante 1 mes, 2 meses,
3 meses, 4 meses 0 6 meses. La integridad quimica significa, mas particularmente,
que después del almacenamiento a una temperatura de +5°C, 25°C o 40°C la
formulacién comprende al menos 80%, al menos 90%, al menos 95%, o al menos
98% de la sustancia activa en comparacion con el comienzo del almacenamiento,
de una forma sustancialmente no modificada quimicamente.

La integridad quimica puede significar la integridad quimica del agonista de
GLP-1. Los agonistas de GLP-1 pueden comprender un resto metionina (por
ejemplo, la posicion 14 en AVE0010). La integridad quimica del agonista de GLP-1
significa, mas particularmente, que se evita la oxidacion del resto metionina. Aqui,
la integridad quimica significa, mas particularmente, que la proporcién de metionina
oxidada con respecto al contenido total de metionina del agonista de GLP-1
después de almacenamiento durante 1, 2, 3, 4 6 6 meses esta por debajo de 0,7%,
por debajo de 0,6%, por debajo de 0,5%, por debajo de 0,4%, o por debajo de
0,3%. El almacenamiento puede efectuarse, por ejemplo, a 5°C, 25°C, o 40°C. Se

prefiere el almacenamiento durante 6 meses a 5°C, en cuyo caso la proporcion de
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metionina oxidada estd por debajo de 0,3%. De igual forma se prefiere
almacenamiento durante 6 meses a 25°C, en cuyo caso la proporcion de metionina
oxidada esta por debajo de 0,7%, por debajo de 0,6%, por debajo de 0,5%, por
debajo de 0,4% o por debajo de 0,3%. De igual forma, se prefiere el
almacenamiento durante 6 meses a 40°C, en cuyo caso la proporcién de metionina
oxidada esta por debajo de 1%, por debajo de 0,7%, por debajo de 0,6%, por
debajo de 0,5%, por debajo de 0,4%, o por debajo de 0,3%.

La integridad quimica puede significar una proporcion muy baja de
impurezas totales en la formulacién de acuerdo con la presente invenciéon. La
proporcion de impurezas totales con respecto a la masa completa del agonista de
GLP-1 presente en la formulacion después del almacenamiento durante 6 meses a
40°C esta, mas particularmente, por debajo de 50%, por debajo de 10% después
del almacenamiento a 25°C, y/o por debajo de 1,8% después del almacenamiento a
5°C.

La integridad quimica puede significar una proporcién muy baja de proteinas
de alto peso molecular en la formulacion de acuerdo con la presente invencion. La
proporcion de proteinas de alto peso molecular con respecto a-la masa completa
del agonista de GLP-1 presente en la formulacion después del almacenamiento
durante 6 meses a 40°C esta, mas particularmente, por debajo de 5%, por debajo
de 4%, por debajo de 3%, o por debajo de 2%. Después del almacenamiento
durante 6 meses a 25°C, la proporcién de proteinas de alto peso molecular con
respecto a la masa completa del agonista de GLP-1 presente en la formulacién
esta, mas particularmente, por debajo de 0,8%, por debajo de 0,7%, o por debajo
de 0,6%.

Mas particularmente, la formulacién de acuerdo con la presente invencion
muestra integridad fisica después de almacenamiento durante 1 mes, 2 meses, 4
meses, 0 6 meses. La integridad fisica significa, mas particularmente, que después

del almacenamiento a una temperatura de +5°C, 25°C, o 40°C la formulacion

. comprende al menos 80%, al menos 90%, al menos 95% o al menos 98% de la

sustancia activa, en comparacion con el comienzo del almacenamiento de una
forma sustancialmente no modificada fisicamente.

La integridad fisica puede significar la integridad del agonista de GLP-1. La
integridad fisica significa, mas particularmente, que el agonista de GLP-1 no forma
agregados, tales como, por ejemplo, fibrillas.

El agonista de GLP-1 se selecciona preferiblemente entre el grupo que
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consiste en exendina-3 y analogos y derivados de la misma, exendina-4 y analogos
o derivados de la misma y, en cuyo caso, el agonista de GLP-1 se selecciona mas
preferiblemente entre el grupo que consiste en AVE0010 y exendina-4.

La exendina-3, los analogos y derivados de exendina-3, exendina-4 y los
analogos y derivados de exendina-4 pueden encontrarse en los documentos WO
01/04156, WO 98/30231, US 5.424.286, solicitud EP 99 610043.4 y documento WO
2004/005342. Estos documentos se incorporan a la presente memoria por
referencia. La exendina-3, exendina-4 y analogos y derivados de las mismas
descritos en estos documentos pueden sintetizarse mediante los métodos descritos
en los mismos, después de lo cual se realizan modificaciones opcionalmente.

Las secuencias de AVEOO10 (SEC ID N° 1), exendina-4 (SEC ID N° 2) y
exendina-3 (SEC ID N° 3) muestran un alto grado de similitud. Las secuencias de
AVEOQ010 y exendina-4 son idénticas en las posiciones 1-37. La secuencia 1-39 de
exendina-4 esta en 37 de 39 posiciones (94%) idéntica a la secuencia de exendina-
3 en las posiciones 48-86. Con referencia a las secuencias, una persona experta en
la materia puede convertir faciimente las posiciones especificadas en la presente
memoria, que se refieren a una secuencia particular (por ejemplo, la secuencia de
AVEOQOO010 o exendina-4), en otras secuencias.

Los analogos y derivados de exendina-3 y/o exendina-4 contienen mas
particularmente una secuencia de aminoacidos modificada. Por ejemplo, los
aminoacidos individuales pueden delecionarse (por ejemplo, desPro36, desPro37,
desAsp28, desMet(O)14 en exendina-4 y las posiciones correspondientes en
exendina-3). De igual forma, las posiciones individuales pueden sustituirse (por
ejemplo, Met(O)", Trp(0,)?, IsoAsp®, Asp® Pro® en exendina-4 y las posiciones
correspondientes en exendina-3), en cuyo caso pueden usarse aminoacidos no
naturales tales como Met(O) (sulféxido de metionina o metionina sulfona), Trp(O,)
(N-formilquinurenina), y/o IsoAsp (B-aspartato o isoaspartato). Los aminoacidos no
naturales pueden insertarse facilmente en la secuencia, en forma de los
constituyentes basicos de los aminoacidos correspondientes.

Adicionalmente, el extremo C y/o el extremo N puede modificarse, por
ejemplo mediante una secuencia adicional tal como -(Lys)-, -(Lys),-, -(Lys)s-, -
(Lys)s-, ~(Lys)s-, (Lys)s-, -Asn-(Glu)s-, en cuyo caso se prefieren -(Lys),-, -(Lys)s-, -
(Lys)e-, -Asn-(Glu)s-. El grupo carboxilo en el extremo C se modifica preferiblemente
a un grupo amida (-NH,). Opcionalmente, la modificacion del extremo C y/o el
extremo N se realiza como una etapa adicional tras completarse la sintesis.
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Las sales farmacéuticamente tolerables pueden fabricarse en una etapa
adicional después de completarse los ciclos de sintesis del método de acuerdo con
la presente invencion. La fabricacion de sales farmacéuticamente tolerables de
péptidos la conoce una persona experta en la materia. Una sal farmacéuticamente
tolerable preferida es acetato.

El agonista de GLP-1 se selecciona preferiblemente entre el grupo que
consiste en exendina-4, anadlogos y derivados de exendina-4 y sales
farmacologicamente tolerables de la misma.

Un agonista de GLP-1 preferido adicional es un analoge de exendina-4
seleccionado entre el grupo que consiste en:

H-desPro®*-exendina-4-Lyss-NH,,

H-des(Pro®***)-exendina-4-Lys,-NH,,

H-des(Pro***')-exendina-4-Lyss-NH, y sales farmacologicamente tolerables
de las mismas.

Un agonista de GLP-1 preferido adicional es un analogo de exendina-4
seleccionado entre el grupo que consistente en:

desPro®[Asp®lexendina-4 (1-39),

desPro*[IsoAsp®®jexendina-4 (1-39),

desPro*[Met(0)"* Asp®|exendina-4 (1-39),

desPro®*[Met(0)",IsoAsp®lexendina-4 (1-39),

desPro®[Trp(0.)%, Asp®lexendina-2 (1-39),

desPro*[Trp(0,)% IsoAsp®lexendina-2 (1-39),

desPro*®*[Met(0)"“Trp(02)® Asp®lexendina-4 (1-39),

desPro®[Met(0)"“Trp(0,)%,IsoAsp?lexendina-4 (1-39), y sales
farmacologicamente tolerables de los mismos.

Un agonista de GLP-1 preferido adicional es un analogo de exendina-4
seleccionado entre un grupo como se ha descrito en el parrafo anterior, en el que el
péptido -Lyse-NH; se une a los extremos C de los anélogos de exendina-4.

Un agonista de GLP-1 preferido adicional es un analogo de exendina-4
seleccionado entre el grupo que consistente en:

H-(Lys)s-desPro*[Asp®]exendina-4 (1-39)-Lyss-NH,,

desAsp?®Pro®* Pro® Pro**exendina-4 (1-39)-NH,,

H-(Lys)s-desPro®,Pro® Pro®[Asp®|exendina-4 (1-39)-NH,,

H-Asn-(Glu)sdesPro®,Pro®” Pro*[Asp®|exendina-4 (1-39)-NH.,,

desPro®,Pro® ,Pro*[Asp®lexendina-4 (1-39)-(Lys)s-NH,,
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H-(Lys)s-desPro® Pro® Pro*[Asp®Jexendina-4 (1-39)-(Lys )s-NH,,
H-Asn-(Glu)s-desPro®,Pro® ,Pro*[Asp®lexendina-4 (1-39)-(Lys)e-NH,,
H-(Lys)s-desPro®*[Trp(0,)? Asp®lexendina-4 (1-39)-Lyss-NH,,
H-desAsp®*Pro® Pro® Pro®[Trp(0,)*]exendina-4 (1-39)-NH,,
H-(Lys)s-desPro® Pro® Pro®[Trp(0,)% Asp®lexendina-4 (1-39)-NH.,
H-Asn-(Glu)s-desPro®,Pro® ,Pro®[Trp(0,)*, Asp®|exendina-4 (1-39)-NH,,
desPro® Pro® Pro®[Trp(0,)% Asp®lexendina-4 (1-39)-(Lys)s-NH,,
H-(Lys)s-desPro®®, Pro®  Pro®*[ Trp(0,)*° Asp®®|exendina-4 (1-39)-(Lys)s-NHs,
H-Asn-(Glu)s-desPro®,Pro® ,Pro®[Trp(0,)*® Asp®|exendina-4  (1-39)-(Lys)s-

NHo,
' H-(Lys)s-desPro®®[Met(O)" Asp®|exendina-4 (1-39)-Lyse-NH,,
desMet(0)" Asp®® Pro * Pro® Pro®exendina-4 (1-39)-NH,,
H-(Lys)s-desPro®,Pro® ,Pro®*[Met(0)" Asp®]|exendina-4 (1-39)-NH,,
H-Asn-(Glu)s-desPro®, Pro® Pro*[Met(0)"* Asp®Jexendina-4 (1-39)-NH,,
desPro®,Pro*,Pro®[Met(0)",Asp®]exendina-4 (1-39)-(Lys)s-NH,,
H-(Lys)e-desPro®,Pro® Pro*[Met(0)" Asp®lexendina-4 (1-39)-Lyse-NHs,
H-Asn-(Glu)s-desPro® Pro® Pro®[Met(0)", Asp®lexendina-4  (1-39)-(Lys)e-
NH;,
H-(Lys)s-desPro®*[Met(0)™, Trp(0,)® Asp®Jexendina-4 (1-39)-Lyss-NH,,
desAsp®®Pro®,Pro® Pro*[Met(0)", Trp(0,)®lexendina-4 (1-39)-NH,
H-(Lys)s-desPro®®,Pro®’,Pro**[Met(0)", Trp(02)?° Asp®lexendina-4  (1-39)-
NH_,

H-Asn-(Glu)s-desPro®,Pro® Pro**[Met(0)" Asp®Jexendina-4 (1-39)-NH,,

desPro® Pro® Pro*[Met(0)", Trp(0,)® Asp®Jexendina-4 (1-39)-(Lys)s-NHs,

H-(Lys)e-desPro®®,Pro Pro*[Met(0)", Trp(0,)* Asp®lexendina-4  (1-39)-
(Lys)s-NHs,

H-Asn-(Glu)s-desPro®,Pro,Pro*[Met(0)", Trp(0,)® Asp®lexendina-4  (1-
39)-(Lys)e-NH; y sales farmacolégicamente tolerables de los mismos.

De igual forma, el agonista de GLP-1 puede seleccionarse entre el grupo
que consiste en GLP-1y analogos y derivados de GLP-1. Un agonista de GLP-1
preferido adicional se selecciona entre el grupo que consiste en Arg® LysZ(N*(y-
glutamil(N*-hexadecanoil)))GLP-1 (7-37) [liraglutida] y una sal farmacologicamente
tolerable de la misma.

Un agonista de GLP-1 preferido adicional es AVE0010. AVEQO10 tiene la
secuencia desPro*®exendina-4 (1-39)—Lyse-NH2 (SEC ID N° 1). De igual forma, se
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prefieren las sales farmacoldgicamente tolerables de AVE0010.

El agonista de GLP-1, por ejemplo AVE0010, se usa mas particularmente en
una cantidad que varia de 0,01 mg/ml a 0,5 mg/ml o de 0,05 mg/mi a 1,5 mg/ml.

En una realizacion particular, la formulacion de acuerdo con la presente
invencion comprende los siguientes constituyentes:

(a) desPro*exendina-4 (1-39)-Lyss-NH, (por ejemplo, aproximadamente 0,1 mg/ml),
(b) acetato sodico trihidrato (aproximadamente 3,5 mg/ml),

(c) m-cresol (aproximadamente 2,7 mg/ml),

(d) L-metionina (aproximadamente 3 mg/ml),

(e) glicerol al 85% (aproximadamente 18 mg/ml),

(f) acido clorhidrico aproximadamente 0,1 N, si se requiere un ajuste a un pH de
aproximadamente 4,5,

(9) solucién de NaOH aproximadamente 0,1 N, si se requiere un ajuste a un pH de
aproximadamente 4,5, y

(h) agua.

Mas particularmente, la formulacion de acuerdo con la presente invencion
consiste en los constituyentes mencionados en (a) a (h).

En la presente solicitud, “aproximadamente” significa que los constituyentes
pueden estar presentes, por ejemplo, dentro de los intervalos de +10, +20 o0 £30%
alrededor de los valores especificados en las composiciones de acuerdo con la
presente invencion.

Si la composicion de acuerdo con la presente invencion comprende mas de
un agonista de GLP-1, entonces estos agonistas de GLP-1 se seleccionan
independientemente entre si.

El envasado adecuado para la composicion de acuerdo con la presente
invencién es, por ejemplo, una jeringa o un recipiente de vidrio con un cierre
adecuado, desde el que las dosis individuales terapéuticamente eficaces pueden
extraerse segun sea necesario. Son igualmente adecuados los lapices de inyeccion
para administrar las dosis; dichos l4pices comprenden un recipiente (por ejemplo,
un cartucho) que contiene una composicién farmacéutica de acuerdo con la
presente invencion.

La presente invenciéon proporciona adicionalmente un método para tratar a
un paciente con una composicion de acuerdo con la presente invencion, que
comprende administrar la composicion al paciente.

La composicion de acuerdo con la presente invencion esta destinada més
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particularmente para tratar diabetes mellitus, mas particularmente para tratar
diabetes mellitus tipo | o tipo Il. Otras posibles indicaciones son sintomas que estan
asociados con diabetes mellitus. Preferiblemente, la.composicion de acuerdo con la
presente invencion se usa para controlar la concentracion de glucosa en plasma en
ayuno, posprandial y/o post-absorcion, para mejorar la tolerancia a glucosa, para
evitar la hipoglucemia, para evitar la pérdida funcional de las células B del pancreas,
para efectuar la pérdida de peso y/o para evitar la ganancia de peso.

La presente invencidbn proporciona adicionalmente el uso de una
composicién de acuerdo con la presente invencion en la fabricacion de un
compuesto farmacéutico para tratar diabetes mellitus, mas particularmente de tipo |
o de tipo Il y/o los sintomas asociados con la misma, como se describe en la
presente memoria.

La presente invencion proporciona adicionalmente un método para fabricar
una composicion de acuerdo con la presente invencion, que comprende formular un
agonista de GLP-1 y/o una sal farmacologicamente tolerable del mismo con
metionina y, opcionalmente, al menos un excipiente farmacéuticamente aceptable.

La presente invencion proporciona adicionalmente el uso de la composicion
de acuerdo con la presente invencion junto con la administracién de metformina,
sulfonilurea o glitazonas, una insulina/derivado de insulina de accién prolongada,
y/o una combinacién de los mismos, mas particularmente como una terapia de
adicion en la administracion de metformina.

La presente invencion proporciona adicionalmente el uso de la composicion
de acuerdo con la presente invencién en pacientes cuyos niveles de azlcar en
sangre no pueden controlarse suficientemente mediante la administracion de
metformina, sulfonilurea o glitazonas, una insulina/derivado de insulina de accién
prolongada y/o una combinacion de los mismos.

La presente invencién proporciona adicionalmente el uso de la composicion
de acuerdo con la presente invencion en pacientes con diabetes de tipo Il como un
complemento a la dieta para mejorar el control de azlcar en sangre.

Mas particularmente, la composicion comprende desPro**exendina-4 (1-39)-
Lyse-NH, (AVE0010), liraglutida y/o una sal farmacolégicamente tolerable junto con
metionina y/o una sal farmacolégicamente tolerable.

Mas particularmente, Lantus®, N***-tetradecanoil des(B30)insulina humana
o Insuman® es (itil como un derivado de insulina de accion prolongada.

Se prefiere especialmente la terapia de adicion con metformina y/o
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insulina/derivado de insulina de accién prolongada y/o una sal farmacolégicamente
tolerable del mismo para tratar diabetes tipo Il y/u obesidad, mas particularmente en
pacientes que son menores de 50 anos y/o tienen un indice de masa corporal de at
menos 30.

En la presente invencibn, la terapia de adicién implica mas particularmente
el tratamiento de diabetes tipo Il con metformina y AVE0010. La metformina y el
AVEOO010 pueden administrarse en un intervalo de tiempo de 24 horas. Cada uno
de metformina y AVEOO10 pueden administrarse en una dosificaciéon de una vez al
dia. La metformina y el AVEO010 pueden administrarse por diferentes vias de
administracion. La metformina puede administrarse por via oral, el AVE0010 por via
subcutanea.

Los pacientes tratados con la terapia de adicion de acuerdo con la presente
invencion pueden tener un valor de HbA1c¢c en el intervalo de 7% a 10%.
Preferiblemente estan en el intervalo de edad de 18 a 50 afios.

El uso de la terapia de adicion de acuerdo con la presente invencion es mas
particularmente aplicable a pacientes en los que la diabetes tipo Il no puede
controlarse suficientemente con metformina sola.

Mas particularmente, la metformina se administra de la siguiente manera: al
menos 1,0 g/dia, preferiblemente al menos 1,5 g/dia durante 3 meses.

La invencion se aclara adicionalmente mediante los siguientes ejemplos y
figuras.

Leyendas

Las Figuras 1 y 2 muestran el contenido porcentual de metionina oxidada
Met(ox) con respecto al contenido total de metionina de AVEO010 después del
almacenamiento a diferentes temperaturas. 1: inicio del almacenamiento t0. 2:
almacenamiento durante 1 mes. 3: almacenamiento durante 3 meses. 3:
almacenamiento durante 6 meses. Figura 1: lote 894. Figura 2: lote 897.

Las Figuras 3 y 4 muestran el contenido porcentual de impurezas proteicas
de alto peso molecular (con respecto a AVEQ010) después del almacenamiento a
diferentes temperaturas. 1: inicio del almacenamiento t0. 2: almacenamiento
durante 1 mes. 3: almacenamiento durante 3 meses. 3: almacenamiento durante 6
meses. Figura 3: lote 894. Figura 4: lote 897.

Las Figuras 5 y 6 muestran el contenide porcentual de todas las impurezas
(con respecto a AVE0010 ) después del almacenamiento a diferentes temperaturas.

1. inicio del almacenamiento t0. 2: almacenamiento durante 1 mes. 3:
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almacenamiento durante 3 meses. 3: almacenamiento durante 6 meses. Figura 5:
lote 894. Figura 6: lote 897.
Ejemplo 1
Composicion liquida que comprende AVEOO10 y metionina

El propdsito del estudio es la evaluacion de la estabilidad quimica y/o fisica
de las formulaciones de AVEOO10 (solucion para inyeccion, 0,1 mg/ml ) con y sin
metionina, cuando el producto se almacena en cartuchos en condiciones a largo
plazo y condiciones aceleradas durante hasta 6 meses.

Se ensayaron las siguientes composiciones:
Composicion A (2 lotes paralelos: AVE0010_09_894_ Ay AVE0010_09 897 A)

Sustancia Especificacion de acuerdo [Cantidad por unidad
con la farmacopea

AVEO0010 Sanofi-Aventis 0,10 mg

Acetato sodico trihidrato  [Ph. Eur./USP 3,50 mg

m-Cresol Ph. Eur./USP 2,70 mg

Glicerol al 85% Ph. Eur./USP 18,00 mg

Acido clorhidrico 0,1 N Ph. Eur./USP hasta pH 4,5

Solucion de NaOH 0,1 N {Ph. Eur./USP Hasta pH 4,5

Agua para inyeccion (Api) [Ph. Eur./USP Hasta 1,0 ml

Composicion B (2 lotes paralelos: AVE0010_09_894 By AVEOO10_09 897 B)

Sustancia Especificacion de acuerdo |Cantidad por unidad
con fa farmacopea

AVE0010 Sanofi-Aventis 0,10 mg

Acetato sddico trihidrato  |Ph. Eur./USP 3,50 mg

m-Cresol Ph. Eur./USP 2,70 mg

L.-Metionina Ph. Eur./JUSP 3,00 mg

Glicero! al 85% Ph. Eur./JUSP 18,00 mg

Acido clorhidrico 0,1 N Ph. Eur./USP hasta pH 4,5

Solucion 0,1 N de NaOH |Ph. Eur./USP hasta pH 4,5

Agua para inyeccion (Api) [Ph. Eur./USP hasta 1,0 ml
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Las formulaciones se almacenan en unidades que estan destinados a

estudios clinicos y para venta y distribucion.

Término

Descripcion

Cartucho para lapiz

de inyeccién

Cartucho, de 3 ml incoloro, vidrio de tipo | (Ph. Eur.), nimero
SAP 100922 |

gris

Tapa corrugada e
insertada dentro de

un disco de sellado

7,5 mm

Tapa corrugada: aluminio

Disco de sellado (exterior): goma de isopreno, nimero de
material 7773/35

Disco de sellado (interior): goma de bromobutilo, numero de
material 4780/40

Cierre Tipo | (Ph. Eur./USP)

Numero SAP 164571

Embolo

9,2x 11 mm
Goma de bromobutilo, negra
Numero SAP 120521

Los tiempos de almacenamiento, condiciones de almacenamiento y puntos
temporales se resumen en la siguiente tabla.

Condicién Intervalo de ensayo (meses)

0 1 3 6
Almacenamiento a largo plazo
+51+3°C X X X X
Condiciones aceleradas (temperatura,
humedad)
+25 + 2°C/60 + 5% HR X X X
+40 £ 2°C/75 £ 5% HR X X

Las formulaciones se almacenan horizontalmente. HR significa humedad

relativa. El punto temporal 0 es el inicio del almacenamiento. Las mediciones en el

punto temporal O se usan como una referencia para todas las condiciones
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ensayadas. Durante los ensayos, las muestras se almacenan a + 5 + 3°C.
La estabilidad fisica y quimica de las formulaciones almacenadas se
determina con ayuda de los siguientes ensayos:
e Descripcion
» Transparencia de la solucién y color de la misma
. pH
e Estabilidad quimica (pureza e impurezas, determinadas por HPLC, mas
particularmente la proporcion de productos de oxidacion y de impurezas totales)
* Proteinas de alto peso molecular, determinadas por HPSEC
e Particulas visibles

* Actividad biologica de las formulaciones
Resultados

Las formulaciones se estudiaron por separado para los lotes paralelos (894
y 897) con respecto a los siguientes parametros:
e Actividad biolégica de AVE0010. A 5°C y 25°C la actividad después de 6 meses
era al menos 96% de la actividad inicial. Las actividades de las composiciones de
acuerdo con la presente invencién eran mayores que las actividades de las
composiciones comparativas. A 40°C, la actividad después de 6 meses en ausencia
de metionina era de aproximadamente 43%. En presencia de metionina, la actividad
era de aproximadamente 51% vy, de esta manera, era claramente mayor que en
ausencia de metionina.
» Productos de oxidacion. Las mediciones se realizaron en un instrumento de
HPLC (modelo: alliance) de Water Systems, usando el método de 100% del area de
pico. Para la separacion, se usaron un gradiente de TFA al 0,1% y acetonitrilo como
fase movil y una columné de fase inversa C18 (Jupiter) como la fase estacionaria. A
5°C, la proporcion de metionina oxidada Met(ox) en AVEOO10 en ausencia de
metionina era de 0,3%. A 25°C, la proporcién estaba en el intervalo de 0,6-0,8%, a
40°C al 1,3%. Cuando la formulacion comprendia metionina, la proporcién de
metionina oxidada era distintivamente menor. Nunca fue menor de 0,2% en todas
las condiciones ensayadas. A 25°C, la proporcion era, por tanto, aproximadamente
de so6lo 1/4 a 1/3 del contenido en ausencia de metionina, incluso a 40°C
aproximadamente solo 1/6 (véanse las Figuras 1y 2).
« Proteinas de alto peso molecular. A 5°C, la proporcion era entre 0,1y 0,3% y
permaneci6 sustancialmente sin cambios durante todo el tiempo de

almacenamiento. A 25°C, la proporcién subié en ausencia de metionina a 0,9 y
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1,3%, respectivamente. En presencia de metionina, la proporcion era de 0,4 a 0,5%
y, de esta manera, menos de la mitad de alta. A 40°C, la proporcion en ausencia de
metionina era 5,4% y 6,2% respectivamente, mientras -que en presencia de
metionina era solo de 1,6 y 1,7% reépectivamente y, de esta manera, era
claramente menor (véanse las Figuras 3y 4).

» Impurezas totales. A 5°C, las impurezas totales subieron por encima del tiempo
de almacenamiento de 6 meses ligeramente de 1,2 a 1,8 0 1,9% (ausencia de
metionina). Cuando la metionina estaba presente, el aumento fue un poco menor. A
25°C, se observo un aumento de 10,6% y 11,8%, respectivamente. En presencia de
metionina, los valores estaban por debajo de 10%. A 40°C, la proporcidn subio
hasta 54% (sin metionina). Cuando fa metionina estaba presente, la proporcion era
de aproximadamente solo 47% (véanse las Figuras 5 y 6).

Los valores porcentuales son los valores de contenido (valores porcentuales
de impurezas) de los productos de oxidacion, de las impurezas totales y de
proteinas de alto peso molecular (PAPM).

Todos los valores se determinaron por HPLC con el método denominado del
100%. Aqui, en particular, implica HPLC en fase inversa (columna C18), en la que
se uso6 un método de gradiente para la fase mévil:

a) TFA al 0,1%, ACN al 15% y b ) TFA al 0,1%, ACN al 75%.
Deteccién a 215 nm (UV).

Las proteinas de alto peso molecular (PAPM) se detectaron por HPSEC,

descrito en la Farmacopea Europea 6.0 para preparaciones de insulina inyectables.

Los datos se resumen en las siguientes tablas:

Valores Medios: AVE0010_09 894 A+ B

AVE0010_09 894 A AVE0010_09 894 B
5°C to 1Mes |3 Meses |6 Meses [to 1 Mes |3 Meses |6 Meses
Impurezas Totales 1,2 {15 21 1,8 1,1 1.3 1,5 1,7
Ensayo AVE0010 101,5|99,6 98,0 97,8 101,1 [100,5 (994 98,6
Proteinas de alto peso 0,3 10,3 0.4 0,3 0,2 0,2 0,2 0,3
molecular
Productos de oxidacién [0,3 (0,4 04 0,3 0,1 0,2 0,1 0,1
25°C to 1Mes |3 Meses |6 Meses |ty 1Mes |3 Meses |6 Meses
Impurezas Totales 1,2 13,0 6,4 11,8 1,1 2,5 57 9.8
Ensayo AVE0010 101,5]97.,9 94,0 88,6 101,17 |98,7 94,8 90,9
Proteinas de alto peso 0,3 {04 0,6 1,3 0,2 0,3 0,3 0,5
molecular
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Productos de oxidacion |0,3 (04 0,5 0,8 0,1 0,2 0,2 0,2
40°C to 1 Mes |3 Meses |6 Meses (to 1 Mes |3 Meses |6 Meses
Impurezas Totales 1,2 13,4 34,3 541 1,1 12,1 30,4 46,8
Ensayo AVE0Q010 101,5(87,1 66,6 42,5 101,1 |88,8 |70,8 50,9
Proteinas de alto peso 0,3 1,0 2,6 6,2 0,2 0,5 0,9 1,7
molecular
Productos de oxidacion  |0,3 (0,6 0,9 1,3 0,1 0,2 0,2 0,2
Valores Medios: AVE0010_09 897_A+B

AVE0010_09_897_A AVE0010_09_897_B
5°C to 1 Mes |3 Meses |6 Meses |ty 1Mes |3 Meses |6 Meses
Impurezas Totales 1,2 (1,6 1,8 1.9 1,0 1,3 1,5 1,7 -
Ensayo AVE0O010 99,2 98,2 97,5 96,7 99,5 99,2 98,0 97,1
Proteinas de alto peso 0.1 0,1 0.1 0,2 0,1 0,1 0,1 0,1
molecular
Productos de oxidacion (0,3 (0,3 0,3 0,3 0,1 0,1 0,1 0,1
25°C to 1 Mes |3 Meses |6 Meses |t 1Mes |3 Meses (6 Meses
Impurezas Totales 1,2 13,3 6,7 10,6 1,0 2,7 5,8 9,1
Ensayo AVEQ010 99,2 |96,6 92,8 87,4 99,5 97.8 93,6 90,0
Proteinas de alto peso 0,1 0,2 0,5 0,9 0,1 0,1 0,2 0.4
molecular
Productos de oxidacion |0,3 0,4 0,5 0,6 0,1 0,1 0,2 0,2
40°C to 1Mes |3 Meses (6 Meses |fo 1Mes |3 Meses |6 Meses
Impurezas Totales 1,2 (13,1 33,5 53,9 1,0 11,8 29,8 47,0
Ensayo AVEO010 99,2 86,8 66,5 42,6 99,5 88,0 70,7 51,0
Proteinas de alto peso 0,1 10,8 2,2 54 0.1 04 0,9 1,6
molecular
Productos de oxidaciéon 0,3 {0,5 0,8 1,3 0,1 0,1 0,2 0,2

Conclusién

La proporcién de productos de oxidacion, de proteinas de alto peso
molecular y de impurezas totales, individualmente o conjuntamente, son una
medida de la integridad quimica de las composiciones. A partir de los resultados

descritos anteriormente con las composiciones ejemplares, se deduce que las

composiciones liquidas de acuerdo con fa presente invencion que comprenden

o un agonista de GLP-1 y/o una sal farmacolégicamente tolerable del mismo (mas

particularmente, AVE0010 y/o una sal farmacol6égicamente tolerable del mismo),
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 opcionalmente, al menos un excipiente farmacéuticamente aceptable,
¢ y metionina
tienen estabilidad y/o integridad quimica mejoradas. La proporcidon de metionina
oxidada, de impurezas totales y de proteinas de alto peso molecular es menor en
las composiciones de acuerdo con la presente invencidn que en las composiciones
comparativas. La composicion de acuerdo con la presente invencion (lotes 894 By
897 B ) y las composiciones comparativas (lotes 894 A y 897 _A) difieren en la
presencia/ausencia de metionina. Por lo tanto, la estabilidad y/o la integridad
quimica mejoradas pueden atribuirse al constituyente metionina en las
composiciones de acuerdo con la presente invencion.
Ejemplo 2

En un experimento adicional, se estudid cémo el EDTA sddico y la histidina
tenian un efecto en una composicion de acuerdo con la presente invencion .

Composicion B (como en el Ejemplo 1)

Sustancia Especificacion de acuerdo |Cantidad por unidad
con la farmacopea

AVEQ010 Sanofi-Aventis 0,10 mg

Acetato sodico trihidrato  |Ph. Eur./JUSP 3,50 mg

m-Cresol : Ph. Eur/USP 2,70 mg

L-Metionina Ph. Eur./USP 3,00 mg

Glicerol al 85% Ph. Eur./JUSP 18,00 mg

Acido clorhidrico 0,1 N Ph. EurVUSP hasta pH 4,5

Solucién de NaOH 0,1 N {Ph. Eur./USP hasta pH 4,5

Agua para inyeccion (Api) |Ph. Eur./USP hasta 1,0 ml

Composicion C

Sustancia Especificacion de acuerdo |Cantidad por unidad

con la farmacopea

AVEO0010 Sanofi-Aventis 0,10 mg
Acetato sodico trihidrato  |Ph. Eur./USP 3,50 mg
EDTA sddico Ph. EurvUSP 1,00 mg
m-Cresol . {Ph. Eur./USP 2,70 mg

L-Metionina Ph. Eur./USP 3,00 mg
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L-Histidina Ph. Eur./USP 3,10 mg
Glicerol al 85% Ph. Eur/USP 18,00 mg
Acido clorhidrico 0,1 N Ph. Eur./USP hasta pH 4,5
Soluciéon de NaOH 0,1 N |Ph. Eur./JUSP hasta pH 4,5
Agua para inyeccion (Api) |Ph. Eur./USP hasta 1,0 m|

En un disefio experimental convencional, se trataron conejos con la
composicion B o C o una solucién salina por via subcutanea (s.c.) o intramuscular
(i.m.). En cada caso, la mitad de los conejos se sacrificaron después de 24 horas o
120 horas para determinar los efectos agudos o subagudos de la administracion
histolégicamente. También, se determind si habia ocurrido la reparacion/
regeneracion de cualquier cambio.

Despueés de la inyeccion subcutanea de la composicion C, los animales
mostraron despues de 24 horas, en contraste con el control de solucién salina, una
reaccion inflamatoria de ligera a moderada en el tejido conectivo subcutaneo.
Después de la inyeccidn subcutanea 120 horas antes, era observable una clara
tendencia para los cambios observados de reparacion por reaccion fibroblastica. De
esta manera, la compatibilidad atn podia considerarse como moderada (en lugar
de como incompatible).

Con la composicién B, después de la inyeccién subcutanea, los animales
mostraron diferencias nulas o minimas con el control de solucién salina (buena
compatibilidad).

Después de la inyeccién intramuscular de la composicién C, los animales
presentaron necrosis muscular (multifocal o diseminada), diferenciandose
claramente de los controles de solucion salina, en que solo el sitio de inyeccion era
visible como un area necroética claramente circunscrita. Con la composicion C, la
mineralizacién del tejido muscular necrotico se observd después de 120 horas,
visible incluso en una necropsia de los animales. Aunque la mineralizacién pequefia
o focal en diversos sitios en conejos no deja de ser habitual, la mineralizacion
despues de la inyeccion de la composicion C estaba claramente asociada con las
areas necroticas. De esta manera, la reversibilidad de las lesiones provocada por la
inyeccion es mas que cuestionable. Basandose en estos hallazgos, la composicion
C después de la inyeccion intramuscular en conejos se considerd como
incompatible.
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La composicion B, después de la inyeccidn intramuscular, mostré una buena
compatibilidad (diferencias nulas 0 minimas con el control de solucién salina).

A partir de estos datos, se deduce que la composicion B, comparada con la
composicion C, tenia una compatibilidad mejorada en la administracién
intramuscular o subcutanea. La inyeccion subcutanea es la via de administracion
preferida para las composiciones que comprenden un agonista de GLP-1, mas
particularmente AVEOQ10, descritas en esta solicitud.

De esta manera, las composiciones de acuerdo con la presente invencion,
que comprenden un agonista de GLP-1, mas particularmente AVE0010, pueden
estar libres de EDTA y/o histidina. De igual forma, las composiciones de acuerdo

con la presente invencion pueden estar sustancialmente libres de EDTA e histidina.
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REIVINDICACIONES

1. Una composicién liquida que comprende un agonista de GLP-1 y/o una sal
farmacologicamente tolerable del mismo y, opcionalmente, al menos un excipiente

farmacéuticamente aceptable, en la que la composicion comprende metionina.

2. ‘La composicién liquida de acuerdo con la reivindicacion 1, en la que la
composicion comprende un conservante farmacéuticamente aceptable, mas

particularmente m-cresol.

3. La composicion liquida de acuerdo con la reivindicacion 1 6 2, en la que la

composicion comprende glicerol.

4. La composicion liquida de acuerdo con una cualquiera de las
reivindicaciones anteriores, en la que la composicion tiene un pH en el intervalo de
3,5a5.

5. La composicion liquida de acuerdo con una cualquiera de las
reivindicaciones anteriores, en la que la composicién comprende metionina en una
cantidad que varia de 0,5 mg/ml a 20 mg/ml, preferiblemente en una cantidad que

varia de 1 mg/mi a 5 mg/ml.

6. La composicion liquida de acuerdo con una cualquiera de las
reivindicaciones anteriores, en la que la composicion presenta integridad quimica

después del almacenamiento durante 6 meses a una temperatura de +25°C.

7. La composicion liquida de acuerdo con una cualquiera de las
reivindicaciones anteriores, en la que la composicion presenta integridad fisica

despues del almacenamiento durante 6 meses a una temperatura de +25°C.

8. La composicion liquida de acuerdo con una cualquiera de las
reivindicaciones anteriores, en la que el agonista de GLP-1 se selecciona entre el
grupo que consiste en GLP-1 y analogos y derivados del mismo, exendina-3 y
analogos y derivados de la misma, exendina-4 y analogos y derivados de la misma,

en la que el agonista de GLP-1 se selecciona preferiblemente entre el grupo que
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consistente en desPro*®exendina-4 (1-39)-Lyss-NH, y exendina-4.

9. La composicion liquida de acuerdo con una cualquiera de las
reivindicaciones anteriores, en la que la composicion tiene los siguientes
constituyentes:

(a) desPro®®exendina-4 (1-39)-Lysg-NH,,

(b) acetato sodico,

(c) m-cresol,

(d) L-metionina,

(e) dlicerol al 85%,

(f) acido clorhidrico aproximadamente 0,1 N, si se requiere un ajuste a un pH de
aproximadamente 4,5,

(g) solucion de NaOH aproximadamente 0,1 N, si se requiere un ajuste a un pH de

aproximadamente 4,5, y

. (h) agua.

10. La composicién de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones

anteriores, en la que la composicién es una composicion inyectable.

11. La composicién de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones

anteriores para tratar diabetes mellitus.

12. El uso de una composicion de acuerdo con una cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 11 en la fabricacién de un compuesto farmacéutico para tratar

diabetes mellitus, mas particularmente diabetes tipo II.

13. Un método para fabricar una composicion de acuerdo con una cualquiera de
las reivindicaciones 1 a 11, que comprende formular un agonista de GLP-1 y/o una
sal farmacologicamente tolerable del mismo con metionina y, opcionalmente, al

menos un excipiente farmacéuticamente aceptable.

14. Un método para tratar a un paciente con una composicion de acuerdo con
una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 11, que comprende administrar la

composicion al paciente.
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15. El uso de la composicion de acuerdo con una cualquiera de las
reivindicaciones anteriores 1 a 11 junto con la administracion de metformina, una
sulfonilurea, una glitazona y/o insulina/derivado de insulina de accién prolongada

y/o una combinacion de los mismos y/o una sal farmacolégicamente tolerable.

16. El uso de acuerdo con la reivindicacion 15, que comprende una terapia de
adicién en pacientes en los que no podria conseguirse un control de azlcar en
sangre suficiente con metformina, una sulfonilurea, una glitazona y/o

insulina/derivado de insulina de accién prolongada.

17. El uso de la composicion de acuerdo con la reivindicacion 15 6 16, en el que

los pacientes tratados tienen un valor de HbA1c en el intervalo de 7% a 10%.

18. El uso de la composicion de acuerdo con la reivindicacion 15, 16 6 17 para

tratar diabetes tipo Il y/o u obesidad.

19. El uso de la composicion, de acuerdo con las reivindicaciones 1 a 11 para
administracion en pacientes con diabetes tipo Il como un complemento a la dieta

para mejorar el control del azGicar en sangre.

20. El uso de la composicion, de acuerdo con las reivindicaciones 1 a 19 para

administracion en pacientes una vez al dia.
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Resumen

Una composicion liquida que comprende un agonista de GLP-1 y/o una sal
farmacologicamente tolerable del mismo y, opcionalmente, al menos un excipiente
farmacéuticamente aceptable, en el que la composicion comprende metionina,
como terapia de adicion con metformina y/o con insulina/derivados de insulina de

accidn prolongada cuando sea apropiado.
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Productos de oxidacién:
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Proteinas de alto peso molecular:
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Proteinas de alto peso molecular:

Figura 4
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1. Una composicién liquida que comprende un agonista GLP-1 y/o una sal farmacolégicamente tolerable del mismo y,
opcionalmente, al menos un excipiente farmacéuticamente aceptable, en el que la composicion comprende metionina.

2. La composicion liquida como se reivindica en la reivindicacién 1, en la que la composicién comprende un conservante
farmacéuticamente aceptable, mas particularmente m-cresol.

3. La composicidn liquida de acuerdo con la reivindicacion 1 6 2, en la que la composicion comprende glicerol.

4 La composicion liquida de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en la que la composicion
tiene un pH en el intervalo de 3,5 a 5.
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comprende metionina en una cantidad que varia de 0,5 mg/ml a 20 mg/ml, preferiblemente en una cantidad que varia de 1 mg/ml
a5 mg/ml.

6. La composicion fiquida de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en la que la composicion
presenta integridad quimica después del almacenamiento durante 6 meses a una temperatura de +25°C.

7. La composicion liquida de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en la que la composicion
presenta integridad fisica después del aimacenamiento durante 6 meses a una temperatura de 25°C.

8. La composicion liquida de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en la que el agonista de
GLP-1 se selecciona entre el grupo que consiste en GLP-1 y analogos y derivados del mismo, exendina-3 y analogos y
derivados de la misma, exendina-4 y analogos y derivados de la misma, en la que el agonista de GLP-1 se selecciona
preferiblemente entre ef grupo que consiste en desPro®exendina-4(1-39)-Lyss-NH2 y exendina 4.

9. La composicion liquida de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en la que la composicion
tiene los siguientes constituyentes:

a)  desPro%exendina-4(1-39)-Lyss-NH>

(b) acetato sadico

(¢) m-cresol

(d) L-metionina

(e) Glicerol al 85%

() Acido clorhidrico aproximadamente 0,1 N, si se requiere un ajuste a un pH de aproximadamente 4,5

(9) Solucion de NaOH, aproximadamente 0,1 N, si se requiere un ajuste a un pH de aproximadamente 4,5, y

(h) Agua.
10. La composicion de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en la que la composicion es una
composicion inyectable.
1. La composicién de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones anteriores para tratar diabetes mellitas.
12. El uso de una composicion de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 11 en la fabricacion de un
compuesto farmacéutico para tratar diabetes mellitas, méas particularmente diabetes tipo Il.
13. Un método para fabricar una composicion de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 11, que

comprende formular un agonista de GLP-1 y/o una sal farmacoldgicamente tolerable del mismo con metionina y, opcionalmente,
al menos un excipiente farmacéuticamente aceptable.

14. Un método para tratar a un paciente con una composicion de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1a 11,
que comprende administrar la composicion al paciente. ...
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