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ES 2395738 T3

DESCRIPCION
Derivado de insulina.
CAMPO DE LA INVENCION

[0001] La presente invencion se refiere a derivados novedosos de insulina humana los cuales son solubles en
valores de pH fisioldgico y tienen un perfil de accién prolongado. La invencion también se refiere a métodos para
proporcionar estos derivados, a composiciones farmacéuticas que los contienen, a métodos para tratar la diabetes e
hiperglicemia utilizando los derivados de insulina de la invencién y al uso de estos derivados de insulina en el
tratamiento de la diabetes e hiperglicemia.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

[0002] Actualmente, el tratamiento de la diabetes, tanto la diabetes tipo 1 como la diabetes tipo 2, depende en un
grado creciente del comunmente llamado tratamiento intensivo con insulina. De acuerdo con este régimen, los
pacientes son tratados con multiples inyecciones diarias de insulina que comprenden una o dos inyecciones diarias
de insulina de accién prolongada para cubrir el requerimiento basico de insulina complementado por inyecciones en
bolo de insulina de accién rapida para cubrir el requerimiento de insulina relacionado con los alimentos.

[0003] Las composiciones de insulina de accién prolongada son bien conocidas en la técnica. De esta manera, un
tipo principal de composiciones de insulina de accion prolongada comprende suspensiones acuosas inyectables de
cristales de insulina o insulina amorfa. En estas composiciones, los compuestos de insulina utilizados son
tipicamente insulina protamina, insulina zinc o insulina protamina zinc.

[0004] Ciertas desventajas estan asociadas con el uso de suspensiones de insulina. De esta manera, a fin de
asegurar una dosificacion precisa, las particulas de insulina deben ser suspendidas de manera homogénea al
agitarlas suavemente antes de que un volumen definido de la suspension sea retirado de un vial o sea expulsado de
un cartucho. También, para el almacenamiento de suspensiones de insulina, la temperatura se debe mantener
dentro de limites mas estrechos que aquellos para las soluciones de insulina a fin de evitar la formaciéon de grumos o
coagulacion.

[0005] Mientras que al principio se creia que las protaminas no eran inmundgenas, ahora ha resultado que las
protaminas pueden ser inmundgenas en el hombre y que su uso para fines médicos puede conducir a la formacion
de anticuerpos. También, se ha descubierto evidencia de que el complejo de protamina-insulina es inmundgeno por
si mismo. Por lo tanto, con algunos pacientes se debe evitar el uso de composiciones de insulina de accion
prolongada que contienen protaminas.

[0006] Otro tipo de composiciones de insulina de accion prolongada son soluciones que tienen un valor de pH
inferior al pH fisioloégico del cual se precipitara la insulina debido a la elevacion en el valor de pH cuando se inyecta
la solucién. Una desventaja con estas soluciones es que la distribucién de tamafo de particula del producto
precipitado que se forma en el tejido con la inyeccién y de esta manera el perfil de liberacién de la medicacion,
depende del flujo de sangre en el sitio de inyeccion y otros parametros de una manera algo impredecible. Una
desventaja adicional es que las particulas sdlidas de la insulina pueden actuar como un irritante local que causa la
inflamacién del tejido en el sitio de la inyeccion.

[0007] La solicitud de patente internacional publicada bajo el numero WO 2005/012347 (Novo Nordisk A/S) tiene que
ver con derivados de insulina los cuales tienen una cadena lateral unida a ya sea el grupo a-amino del residuo de
aminoacido N-terminal de la cadena B o el grupo e-amino de un residuo de Lys presente en la cadena B.

[0008] La solicitud de patente internacional No. EP2006/050593 (Novo Nordisk A/S) da a conocer derivados de
insulina que tienen un grupo aromatico en la cadena lateral.

[0009] La solicitud de patente no. EP2006/050594 (Novo Nordisk A/S), da a conocer derivados de insulina que
tienen un PEG en la cadena lateral.

[0010] Otros derivados de insulina se dan a conocer en la solicitud de patente japonesa abierta a la inspeccion
publica No. 1-254699 (Kodama Co., Ltd.) y el documento WO 95/07931 (Novo Nordisk A/S).

[0011] Sin embargo, aun existe la necesidad de insulina que tenga un perfil de accién mas prolongado que los
derivados de insulina conocidos hasta ahora.

RESUMEN DE LA INVENCION

[0012] En un aspecto de la invencion, un derivado de insulina es uno que tiene una férmula
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X, Q X Q, X Q

en donde Ins es una fracciéon de insulina precursora y Q1-Q2-[CH2]n-X1-[CH2]n-Q3-[CH2]n-X2-[CH2]n-Q4-[CH2]n-Xs-
[CH2]n-Qs-[CH2]n-Z es un sustituyente y donde la Ins esta unida al sustituyente por via de un enlace de amida entre
el grupo a-amino del residuo de aminoacido N-terminal de la cadena B de Ins o un grupo g-amino de un residuo de
Lys presente en la cadena A o B de Ins y un grupo CO en Q1 o Q2 del sustituyente;

cada n es independientemente 0, 1, 2, 3, 4,5 6 6;

Q1 es:

Q; es:

e una amida de aminoacido de un aminoéacido con un acido carboxilico en la cadena lateral o un aminoacido
con una cadena lateral sin carga, el residuo el cual forma, con su grupo de acido carboxilico, un grupo
amida junto con el grupo a-amino del residuo de aminoacido N-terminal de la cadena B de Ins o junto con el
grupo g-amino de un residuo de Lys presente en la cadena Ao B de Ins o

¢ una cadena compuesta de dos, tres o cuatro residuos de amida de a-aminoacido o de aminoacido como
se ha especificado anteriormente unidos por via de enlaces de amida, cuya cadena - por via de un enlace
de amida - se une al grupo a-amino del residuo de aminoacido N-terminal de la cadena B de Ins o al grupo
g-amino de un residuo de Lys presente en la cadena A o B de Ins o

e un enlace

e -COCH(CONHy)-

o -COCH2N(CH2CONH_)-

o -COCH2N(CH2CONH2)COCH2N(CH2CONHy)

e -COCH2CH2N(CH2CH2CONHy>)-

o -COCH2CH2N(CH2CH2CONH3)-COCH2CH2N(CH2CH2CONH>)-

L4 -COCHzN(CHzCHzCONHz)-

L -COCHzCHzN(CHzCONHz)-

¢ -COCH20CH2CONH-

e -CO-((CR°R®)1.6-NH-CO)1.4-;

e -CO-((CR°R%)1.6-CO-NH)14-, donde R°® puede ser independientemente H, -CHs, -(CH2)1.6CH3 0 -CONHz y

R® puede ser independientemente H, -CHgs, -(CHz)1.6CHs; 0

e un enlace

con la condicién de que
- por lo menos uno de Q1 0 Q2 no sea un enlace, y
- Q2 no sea -CO-(CH2),-CO-NH- cuando n es 0 0 1, X1 es un enlace y Qs es (CH2CH20),-, (CH2CH20)3-
(0] (CHQCHQOCHQCHZCHZCHZO)' Yy
- si una amina en Q4 o Q2 forma un enlace con el resto del sustituyente, la amina debe enlazarse al resto
del sustituyente por via de un grupo carbonilo;

Qs, Q4 y Qs pueden ser independientemente entre si

CHz-

e -(CH2)m- donde m es un numero entero en el intervalo de 6 a 32;

e una cadena de hidrocarburo divalente que comprende 1, 2 6 3 grupos -CH=CH- y un nimero de grupos -
suficiente para proporcionar un numero total de atomos de carbono en la cadena en el intervalo de 4 a 32;

e -CO-((CR°R®)1.4-NH-CO)-;

e -(CO-(CR°R%)1.6-CO-NH)14-, donde R°® puede ser independientemente H, -CHs, -(CH2)1.6CHs 0 -CONHz y
R® puede ser independientemente H, -CHs, -(CH2)1.6CHs;

e -CO-(CH2)o-3-Ar-(CHz)o-3- donde Ar puede ser arileno o heteroarileno, el cual puede ser sustituido por uno
o dos grupos seleccionados del grupo que consiste en -CHs, -(CH)1.6-CHs, -CONR'R? 0 -SO,NR'R?, donde
R’ y R” pueden ser independientemente entre si H, -CH3z 0 -(CH)4.6-CHj3;

. (CH2CH20)y-; (CH2CH2CH20)y-; (CH2CH2CH2CH20)y-; (CH2CH20CH2CH2CH2CH20),~ o}
(CH2CH2CH0OCH2CH2CH2CH20),~; -(CH20CHy),- donde y es 1-20;

e arileno o heteroarileno, el cual puede ser sustituido por uno o dos gruzpos seleccionados del grupo que
consiste en -CHs, -(CH)1.6-CHs, -CONR'R? 0 -SO.NR'R?, donde R' y R” pueden ser independientemente
entre si H, -CH3 o -(CH)1.6-CHs3;

e una cadena de la formula

-(CH2)s-Y1-(Arv1-Y2-(CH2)w-Y3-(Ar)2-Y4-(CH2)-Ys-(Ar)z-Ye-(CH2)-

en donde Ar es como se definiera anteriormente, Y1 - Yg pueden ser independientemente entre si O, S,
S=0, SO, o un enlace; donde s, w, t y z son independientemente entre si cero o un niumero entero de 1 a
10 de manera que la suma de s, w, t y z esté en el intervalo de 4 a 30 y v4, V2 ¥ v3 pueden ser
independientemente entre si cero o 1 con la condicion de que Y1 - Ys N0 se unan entre si y que la estructura
-O-(CHz2)1-O- no ocurra; o

e un enlace;

con la condicion de que por lo menos uno de Qs - Qs no sea un enlace;

X1, X2 ¥ X3 son independientemente entre si
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e O;

«-C=0

e un enlace;

« NCOR', donde R puede ser H, -CHs 0 -(CH)1.6-CHs; 0

(] ]
"‘MM/J'I\ )L‘Nf
I |
R o R
donde R es hidrégeno, C1.3-alquilo, Cz-3-alquenilo o Cy.3-alquinilo;

con la condicion de que X1, X2 y X3 no se puedan enlazar a Z y cuando Xi, X2 y X3 sean O, entonces X1, Xz
y X3 no se enlazan directamente a O en Q3, Qs y Qs

Z es:

-COOH;

-CO-Asp;

-CO-Glu;

-CO-Gly;

-CO-Sar;

-CH(COOH)y;

-N(CH2COOH)y;

-SO3H

-OSO3H

-OPO3H,

-P03H2 (o]

-tetrazol-5-ilo o

-O-Wjy,
donde W1 es arileno o heteroarileno, el cual puede ser sustituido por uno o dos grupos seleccionados del grupo que
consiste en tetrazo-5-lilo, -COOH, -SO3H, -(CH2)1.6-SO3H, -(CH2)1.6-O-PO3sH2, -CONR®R* 0 -SO,NR®R*, donde R® y
R* pueden ser independientemente entre si H, -(CH2)1.6-SO3sH 0 -(CH3)1.s-O-PO3Hz; con la condiciéon de que cuando
Z sea -O-W1 entonces Q4 debe estar presente
y cualquier complejo de Zn*" del mismo.

[0013] En un aspecto de la invencion, Q2 del derivado de insulina se selecciona del grupo que consiste en

o -COCH(CONH2)-
o -COCH,N(CH,CONH,)-

o -COCH2N(CH2CONH2)COCH2N(CH2CONHy)

e -COCH2CH2N(CH2CH2CONHy)-

e -COCH2CH2N(CH2CH2CONH,)-COCH2CH2N(CH2CH2CONHy)-

o -COCH2N(CH2CH2CONHy)-

e -COCH2CH2N(CH2CONHy)-

e -COCH,0OCH,CONH-;

¢ -CO-((CR°R®)1.6-NH-CO)1.4-; 0

e -CO-((CR°R%)16-CO-NH)14-, donde R® puede ser independientemente H, -CHs, -(CH2)1.6CHs 0 -CONH; y
R® puede ser independientemente H, -CHgs, -(CH2)1.6CHs.

[0014] En un aspecto de la invencion, Qs es -(CH2)m- donde m es un nimero entero en el intervalode 6 a32o0de 8 a
20o0mes 12,13, 14, 150 16.

[0015] En un aspecto de la invencion, Q+, Q4, Qs, X1, X2 y X3 son enlaces y n es cero.

[0016] En un aspecto de la invencion, Qs es -(CH2)m- donde m es un nimero entero en el intervalode 6 a320de 8 a
20o0mes 12,13, 14,150 16, Q1, Q4, Qs, X4, X2y X3 son enlaces, n es cero y Z es -COOH.

[0017] En un aspecto de la invencion, uno de Q3, Q4 0 Qs es (CH2CH20)y-; (CH2CH2CH20)y-; (CH2CH2CH2CH20)y-;
(CH2CH20CH,CH>CH>CH20),~ 0 (CH2CH,CH>OCH,CH>CH,CH20),-; -(CH20OCH,),- donde y es 1-20.

[0018] En un aspecto de la invencion Q3 es
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e -CO-((CR°R®).4-NH-CO)-;

e -(CO-(CR°R®)1.6-CO-NH)1.4-, donde R® puede ser independientemente H, -CHs, -(CH2)1.6CHs 0 -CONH, y
R® puede ser independientemente H, -CHs, -(CH2)1.sCH3;

o -CO-(CH2)o-3-Ar-(CHz)o-3- donde Ar puede ser arileno o heteroarileno, el cual puede ser sustituido por uno
o dos grupos seleccionados del grupo que consiste en -CHs, -(CH)1.6-CHs, -CONR'R? 0 -SOZNR1R2, donde
R'y R? pueden ser independientemente entre si H, -CHs 0 -(CH)16-CHs; 0

e un enlace

e -(CH2)m- donde m es un numero entero de 4 a 22;

e una cadena de hidrocarburo divalente que comprende 1, 2 6 3 grupos -CH=CH- y un ndmero de grupos -
CH_- suficiente para proporcionar un niumero total de atomos de carbono en la cadena en el intervalo de 4 a
22;

e arileno o heteroarileno, el cual puede ser sustituido por uno o dos grugnos seleccionados del grupo que
consiste en -CHs, -(CH)46-CHs, -CONR'R? 0 -SO.NR'R?, donde R' y R” pueden ser independientemente
entre si H, -CH3 o -(CH)1.6-CH3; 0

e una cadena de la formula

-(C HQ)S-Y1 -(AI‘)V1 -Yz-(C HQ)W-Y3-(AI’)V2—Y4—(CH 2)t-Y5—(AI')V3—Y6-(C Hz)z—

en donde Ar es como se definiera anteriormente, Y1 - Ys pueden ser independientemente entre si O, S,
S=0, SO o un enlace; donde s, w, t y z son independientemente entre si cero o un nimero entero de 1 a
10 de manera que la suma de s, w, t y z esté en el intervalo de 4 a 30 y v4, V2 ¥ V3 pueden ser
independientemente entre si cero o 1 con la condicion de que Y1 - Ys N0 se unan entre si y que la estructura
-O-(CH_2)1-O- no ocurra;

e O;
¢ -C=0
« NCOR', donde R’ puede ser H, -CHs 0 -(CH)1.6-CHs; 0

H‘“‘riaj\ in

R R

o

donde R es hidrégeno, C1.3-alquilo, Cz.3-alquenilo o Cy.3-alquinilo;
con la condicién de que cuando X sea O, entonces X1 no se enlaza directamente a O en Qq;

X2, X3y Qs son enlaces;

[0019] Todos los valores de n son cero; y

Z es:

-COOH;
-CO-Asp;
-CO-Glu;
-CO-Gly;
-CO-Sar;
-CH(COOH);
-N(CH2COOH)y;
-SOzH

-OSOsH
-OPO3H;
-P03H2 (0]
-tetrazol-5-ilo o
-O-W4,

donde W1 no es arileno o heteroarileno, el cual puede ser sustituido por uno o dos grupos seleccionados del grupo
que consiste en tetrazo-5-lilo, -COOH, -SO3H, (CH2)1.6-SO3H, -(CHz)1.6-O-PO3Hz, -CONR®R* 0 -SO,NR’R*, donde
R? y R, pueden ser independientemente entre si H, -(CH2)1.6-SO3H 0 -(CH2)1.6-O-PO3sHy;

y cualquier complejo de Zn*" del mismo.

[0020] En un aspecto de la invencion Z es -COOH.

[0021] En un aspecto de la invencion, la insulina precursora del derivado de insulina es un analogo de insulina.
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[0022] En un aspecto de la invencion, la insulina precursora se selecciona del grupo que consiste en: insulina
humana desB30, insulina humana GlyA21, insulina humana GlyA21desB30, insulina humana GlyA21ArgB31ArgB32,
insulina humana LysB3GIluB29, insulina humana LysB28ProB29 e insulina humana ThrB29LysB30.

[0023] En un aspecto de la invencion, se proporciona una composicién farmacéutica para el tratamiento de la
diabetes en un paciente necesitado de este tratamiento, que comprende una cantidad terapéuticamente efectiva de
un derivado de insulina de acuerdo con la invencién.

[0024] En un aspecto de la invencion, se proporciona un método para producir una composicién farmacéutica que
comprende una cantidad terapéuticamente efectiva de un derivado de insulina de acuerdo con la invencién, en
donde hasta aproximadamente 10 atomos de zinc por 6 moléculas de derivado de insulina se agregan a la
composicion farmacéutica.

[0025] En un aspecto de la invencion, se proporciona un método para tratar la diabetes en un paciente necesitado de
este tratamiento, que comprende administrar al paciente una cantidad terapéuticamente efectiva de un derivado de
insulina de acuerdo con la invencion.

[0026] En un aspecto de la invencion, el derivado de insulina se administra por via pulmonar.

[0027] En un aspecto de la invencién, se proporciona una mezcla de un derivado de insulina de acuerdo con la
invencion y un analogo de insulina de accion rapida seleccionado del grupo que consiste en insulina humana
AspB28; insulina humana LysB28ProB29 e insulina humana LysB3GluB29.

[0028] En un aspecto de la invencion, el derivado de insulina se selecciona del grupo que consiste en:
N2%_)-carboxi-pentadecanoil-y-L-glutamilamida-insulina humana desB30,
N2%_)-carboxi-pentadecanoil-y-amino-butanoil-insulina humana desB30,
N2%_)-carboxi-tetradecanoil-y-L-glutamilamida-insulina humana desB30,
-w-carboxi-tridecanoil-y-L-glutamilamida-insulina humana desB30,
N2%_)-carboxi-pentadecanoil-y-alanilo-insulina humana desB30,
NEBzg-w-carboxi-pentadecanoiI—y—L-aspartiIamida-insulina humana desB30,
-w-carboxi-pentadecanoil-y-aminohexanoil-insulina humana desB30,
NEBZg-u)-carboxi-pentadecanoiI-B-aminopentanoil-insulina humana desB30,
N2°_10-(4-carboxifenoxi)-decanoil-y-L-glutamilamida-insulina humana desB30,
N2%_4-[11-(4-carboxifenil)undecanoilamino]butirilo-insulina humana desB30,
NEBZQ-(S-(S-{4-[3-(7-carboxiheptanoiIamino)propoxi]butoxi}-propiIcarbamoiI)-propionil-y-glutamilamida)-
insulina humana desB30,
NEBzg-w-carboxi-tridecanoiI-y-amino-butanoil-insulina humana desB30,
-w-carboxi-undecanoil-y-amino-butanoil-insulina humana desB30,
-w-carboxi-tetradecanoil-y-amino-butanoil-insulina humana desB30,
N52%_{4[10-(4-carboxi-fenoxi)-decanoilamino]-butirilo}-insulina desB30,
N2°_{4-[(14-carboxi-tetradecanoilamino)-metil]-benzoil}-insulina desB30,
N2°_[16-(4-carboxi-fenoxi)-hexadecanoil]-insulina desB30,
N2°_{4-[(15-carboxipentadecanoilamino)benzoil]-insulina humana desB30 y
NEBZQ-{4-[(15-carboxi-pentadecanoilamino)-metil]-benzoil}- insulina desB30.

NEB29

NEBZQ

NEBZQ
NEBZQ

DEFINICIONES

[0029] Por “analogo de insulina” como se utiliza en este documento se propone un polipéptido el cual tiene una
estructura molecular la cual puede derivarse formalmente de la estructura de una insulina de origen natural, por
ejemplo aquella de la insulina humana, al suprimir y/o intercambiar por lo menos un residuo de aminoacido que se
encuentra en la insulina de origen natural y/o agregar por lo menos un residuo de aminoacido. Los residuos de
aminoacidos agregados y/o intercambiados pueden ser ya sea residuos de aminoacidos codificables u otros
residuos de origen natural o residuos de aminoacidos netamente sintéticos.

[0030] En aspectos de la invencion, se ha modificado un maximo de 17 aminoacidos. En aspectos de la invencion,
se ha modificado un maximo de 15 aminoacidos. En aspectos de la invencién, se ha modificado un maximo de 10
aminoacidos. En aspectos de la invencion, se ha modificado un maximo de 8 aminoacidos. En aspectos de la
invencion, se ha modificado un maximo de 7 aminoacidos. En aspectos de la invencién, se ha modificado un maximo
de 6 aminoacidos. En aspectos de la invencién, se ha modificado un maximo de 5 aminoacidos. En aspectos de la
invencion, se ha modificado un maximo de 4 aminoacidos. En aspectos de la invencion, se ha modificado un maximo
de 3 aminoacidos. En aspectos de la invencién, se ha modificado un maximo de 2 aminoacidos. En aspectos de la
invencion, se ha modificado 1 aminoacido.
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[0031] Con “insulina desB30”, “insulina humana desB30” se propone una insulina natural o un analogo de la
misma que carece del residuo de aminoacido B30. Similarmente, la “insulina desB29desB30” o la “insulina
humana desB29desB30” significa una insulina natural o un analogo de la misma que carece de los residuos de
aminoacidos B29 y B30.

[0032] Con “B1”, “A1” etcétera se propone el residuo de aminoacido en la posicidon 1 en la cadena B de insulina
(contado desde el extremo N-terminal) y el residuo de aminoacido en la posicion 1 en la cadena A de insulina
(contado desde el extremo N-terminal), respectivamente. El residuo de aminoacido en una posicién especifica
también se puede indicar como por ejemplo PheB1 lo cual significa que el residuo de aminoacido en la posiciéon B1
es un residuo de fenilalanina.

[0033] Con “insulina” como se utiliza en este documento se propone insulina humana, insulina de porcino o insulina
de bovino con conexiones de disulfuro entre CysA7 y CysB7 y entre CysA20 y CysB19 y una conexién de disulfuro
interna entre CysA6 y CysA11.

[0034] Por “insulina precursora” se propone una insulina de origen natural tal como la insulina humana o insulina
de porcino. Alternativamente, la insulina precursora puede ser un analogo de insulina.

[0035] La expresion “sin carga” significa que no estaria presente un grupo o grupos que asumirian una carga en un
intervalo de pH de 4 a 9. Por ejemplo, no estan presentes acidos carboxilicos libres.

[0036] Con la “fraccion disfuncionalizada, grasa” se propone una cadena de carbono de 6 a 32 atomos de
carbono que comprende dos grupos funcionales seleccionados de carboxi, amino o hidroxilo.

[0037] EI término “amida no conectiva” se propone para describir una funcién de amida presente en una cadena
lateral o grupo lateral de un residuo presente en el sustituyente, de tal manera que el enlace de amida no se utilice
para conectar los residuos del sustituyente. Se debe entender que un residuo del sustituyente ademas de la amida
no conectiva puede comprender grupos de amida adicionales, por ejemplo amidas que se enlazan a otros residuos
del sustituyente.

[0038] Un “residuo de aminoacido amida” significa una amida alfa-carboxi de un aminoacido o si el aminoacido
contiene un acido carboxilico en la cadena lateral, “aminoacido amida” significa amida de ya sea el grupo alfa-
carboxi o amida del grupo carboxi de cadena lateral, como se especifique.

[0039] Cuando un derivado de insulina de acuerdo con la invencién se establece que es “soluble en valores de pH
fisiol6gico” significa que el derivado de insulina se puede utilizar para preparar composiciones de insulina que se
disuelven completamente en valores de pH fisioldgico. Esta solubilidad favorable puede ser ya sea debido a las
propiedades inherentes del derivado de insulina solo o un resultado de una interaccion favorable entre el derivado de
insulina y uno o mas ingredientes contenidos en el vehiculo.

[0040] EI término “sin embotamiento” como se utiliza en este documento significa que cuando se elaboran en una
formulacion tanto la insulina de accién rapida como la insulina acilada tienen un perfil de accién el cual es idéntico o
sustancialmente idéntico con el perfil de accion, cuando se administra la insulina de accion rapida y la insulina
acilada en formulaciones separadas.

[0041] La expresion “insulina de peso molecular alto” o “hmw” significa que el peso molecular de un complejo de
insulina humana, de un analogo de insulina o de un derivado de insulina es superior a la albumina de suero humano,
superior a un complejo dodecamérico de un analogo de insulina o de un derivado de insulina o mayor que
aproximadamente 72 kDalton.

[0042] La expresion “insulina de peso molecular intermedio” o “mmw” significa que el peso molecular de un
complejo de insulina humana, de un analogo de insulina o de un derivado de insulina es de aproximadamente un
hexamero de insulina a aproximadamente un dodecamero de insulina entre 24 y 80 kDalton.

[0043] La expresion “insulina de peso molecular bajo” o “imw” significa que el peso molecular de una insulina
humana, un analogo de insulina o un derivado de insulina es inferior a 24 kDalton.

[0044] Las siguientes abreviaturas se han utilizado en la especificacion y los ejemplos:

CVv volumen de columna

HPLC Cromatografia Liquida de Alto Rendimiento

HSA albumina de suero humano

LC cromatografica liquida

MALDI lonizacién por Desorciéon con Rayo Laser Asistida con Matriz
MS espectrometria de masas

RT temperatura ambiente
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SEC cromatografia de exclusion de tamafio
SPA Ensayo de Proximidad de Centelleo
Tris tris(hidroximetil)Jaminometano

O.D. densidad optica = absorbancia
monomero X2 insulina humana AspB9 GluB27

DIEA: N,N-diisopropiletilamina

DMF: N,N-dimetilformamida

Sar: Sarcosina (N-metil-glicina)

tBu: terc-butilo

TSTU: tetrafluoroborato de O-(N-succinimidil)-1,1,3,3-tetrametiluronio
THF: Tetrahidrofurano

EtOAc: Acetato de etilo

DIPEA: Diisopropiletilamina

TEA: trietilamina

TFA: acido trifluoracético

DCM: diclorometano

RT: temperatura ambiente

PEG: polietilenglicol

GIR: Velocidad de infusién de glucosa

[0045] Todos los titulos y subtitulos se utilizan en este documento por conveniencia Unicamente y de ninguna
manera se deben considerar como limitantes de la invencion.

[0046] El uso de cualquiera y la totalidad de ejemplos, o el lenguaje ejemplar (por ejemplo, “tal como”) proporcionado
en este documento, se propone solamente para ilustrar mejor la invenciéon y no posee una limitacion sobre el
alcance de la invencién a menos que se reclame lo contrario. Ningun lenguaje en la especificacion se debe
considerar como que indica que algun elemento no reivindicado es esencial para la practica de la invencion.

[0047] Esta invencion incluye todas las modificaciones y equivalentes del contenido citado en las reivindicaciones
anexas a la presente como es permitido por la ley aplicable.

DESCRIPCION DE LA INVENCION

[0048] La presente invencion se basa en el reconocimiento de que tener un sustituyente en una molécula de
derivado de insulina donde Unicamente se carga el grupo terminal, juega un papel importante para la duraciéon de
accion in vivo de insulinas de accion prolongada y para la miscibilidad de insulina de accién prolongada con insulina
de accidn rapida sin embotamiento.

[0049] Ventajosamente, los derivados de insulina de acuerdo con la invencion son solubles en valores de pH
fisiolégico, tienen una potencia la cual es comparable con aquella de la insulina humana y se pueden mezclar con
insulinas de accion rapida sin embotamiento. Los perfiles de accién individuales de insulinas mezcladas basales y de
bolos se retienen en formulaciones que contienen concentraciones de Zn(ll) de hasta o menos de aproximadamente
3 Zn(ll) por hexamero de insulina lo cual limita el riesgo de precipitaciones en la formulacién, en comparacion con
formulaciones que contienen mas de 3 Zn(ll) por hexamero de insulina.

[0050] Un derivado de insulina puede tener una férmula

Ins—Q;—0Q X Q. X Q X Q

en donde Ins es una fracciéon de insulina precursora y Q1-Q2-[CHz2]:-X1-[CH2]n-Q3-[CH2]1-X2-[CH2]n-Q4-[CH2]n-X3-
[CH2]-Qs-[CH2]n-Z es un sustituyente y donde la Ins esta unida al sustituyente por via de un enlace de amida entre
el grupo a-amino del residuo de aminoacido N-terminal de la cadena B de Ins o un grupo g-amino de un residuo de
Lys presente en la cadena A o B de Ins y un grupo CO en Q1 o Q2 del sustituyente;
cada n es independientemente 0, 1, 2, 3, 4,5 6 6;
Qq es:
e un aminoacido amida de un aminoacido con un acido carboxilico en la cadena lateral o un aminoacido con
una cadena lateral sin carga, el residuo el cual forma, con su grupo de acido carboxilico, un grupo amida
junto con el grupo a-amino del residuo de aminoacido N-terminal de la cadena B de Ins o junto con el grupo
g-amino de un residuo de Lys presente en la cadena Ao B de Ins o
e una cadena compuesta de dos, tres o cuatro residuos de a-aminoacido amida o aminoacido como se
especificara anteriormente unidos por via de enlaces de amida, la cadena la cual - por via de un enlace de
amida - se une al grupo a-amino del residuo de aminoacido N-terminal de la cadena B de Ins o al grupo ¢-
amino de un residuo de Lys presente en la cadena A o B de Ins o
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e un enlace

e -COCH(CONHy)-
o -COCH2N(CH2CONHy)-
e -COCH2N(CH2CONH2)COCH2N(CH2CONHy)
¢-COCH,CH2N(CH2CH2CONHy)-
o -COCH2CH2N(CH2CH2CONH3)-COCH2CH2N(CH2CH2CONH>)-
o -COCH2N(CH2CH2CONHa)-
o -COCH2CH2N(CH2CONHa)-
e -COCH,0CH>CONH-
e -CO-((CR°R®)1.6-NH-CO)1.4-;
e -CO-((CR°R%)1.6-CO-NH)14-, donde R® puede ser independientemente H, -CHs, -(CH2)1.6CH3z 0 -CONHz y
R® puede ser independientemente H, -CHgs, -(CHz)1.6CHs3; 0
e un enlace
con la condicién de que
- por lo menos uno de Q1 0 Q2 no sea un enlace, y
- Q2 no sea -CO-(CH2)2-CO-NH- cuando n es 0 0 1, X1 es un enlace y Q3 es (CH2CH20),-, (CH2CH20)3-
o}
(CHzCHzOCHzCHzCHzCHzO)- y
- si una amina en Q4 o Q2 forma un enlace con el resto del sustituyente, la amina debe enlazarse al resto
del
sustituyente por via de un grupo carbonilo;

Qs, Q4 y Qs pueden ser independientemente entre si

e -(CH2)m- donde m es un numero entero en el intervalo de 6 a 32;

e una cadena de hidrocarburo divalente que comprende 1, 2 o 3 grupos -CH=CH- y un nimero de grupos -
CH_- suficiente para proporcionar un numero total de atomos de carbono en la cadena en el intervalo de 4 a
32;

e -CO-((CR°R®)1.4-NH-CO)-;

e -(CO-(CR°R%)1.6-CO-NH)14-, donde R® puede ser independientemente H, -CHs, -(CH2)1.6CHs 0 -CONH; y
R® puede ser independientemente H, -CHs, -(CHz2)1.6CHs;

o -CO-(CH2)o-3-Ar-(CHz)o-3- donde Ar puede ser arileno o heteroarileno, el cual puede ser sustituido por uno
o dos grupos seleccionados del grupo que consiste en -CHs, -(CH)1.6-CHs, -CONR'R? 0 -SO,NR'R?, donde
R'y R? pueden ser independientemente entre si H, -CHs 0 -(CH)1.6-CHs;

. (CH2CH20)y~; (CH2CH2CH20)y~; (CH2CH2CH2CH20)y-; (CH2CH20CH2CH,CH,CH,0),~ o}
(CH2CH2CH20CH2CH20H2CH20)y-; -(CHzOCHz)y- donde yes 1-20;

¢ arileno o heteroarileno, el cual puede ser sustituido por uno o dos grujpos seleccionados del grupo que
consiste en -CHs, -(CH)16-CHs, -CONR'R? 0 -SOzNR1R2, donde R’ y R® pueden ser independientemente
entre si H, -CH3 0 -(CH)1.6-CH3; o

e una cadena de la formula

-(CHz)S-Y1 -(Ar)v1 -Yz-(C Hz)w-Y3-(AF)v2-Y4-(CHz)t-Ys-(Ar)vg,-Ye-(C Hz)z-

en donde Ar es como se definiera anteriormente, Y1 - Ys pueden ser independientemente entre si O, S,
S=0, SOz 0 un enlace; donde s, w, t y z son independientemente entre si cero o un nimero entero de 1 a
10 de manera que la suma de s, w, t y z esté en el intervalo de 4 a 30 y v4, v2 ¥ v3 pueden ser
independientemente entre si cero o 1 con la condicion de que Y1 - Ys N0 se unan entre si y que la estructura
-O-(CHg2)1-O- no ocurra; o

e un enlace;

con la condicién de que por lo menos uno de Q3 - Qs no sea un enlace;
X1, X2 ¥y X3 son independientemente entre si

e O;

e -C=0

e un enlace;

« NCOR', donde R puede ser H, -CHs 0 -(CH)1.6-CHs; 0
[

(8] (8]
R o R

donde R es hidrégeno, C1.3-alquilo, Cz.3-alquenilo o Cz.3-alquinilo; con la condicién de que
- X4, X2 ¥ X3 no se puedan enlazara Zy
- cuando X1, X2 y X3 sean O, entonces Xj, X2 y X3 no se enlazan directamente a O en Q3, Qs y Qs
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-COOH,;

-CO-Asp;

-CO-Glu;

-CO-Gly;

-CO-Sar;

-CH(COOH)y;

-N(CH2COOH)y;

-SOzH

-OSOsH

-OPO3H2

-POsHz2 0

-tetrazol-5-ilo o

-O-Wj,
donde W1 es arileno o heteroarileno, el cual puede ser sustituido por uno o dos grupos seleccionados del grupo que
consiste en tetrazo-5-lilo, -COOH, -SO3H, -(CH2)1.6-SO3H, -(CH2)1.6-O-PO3H2, -CONR®R* 0 -SO,NR®R*, donde R® y
R* pueden ser independientemente entre si H, -(CH2)1.6-SO3H 0 -(CHa)1.6-O-POsH,; con la condicion de que cuando
Z sea -O-W1 entonces Q1 debe estar presente;
y cualquier complejo de Zn?* del mismo.

[0051] 2.Un derivado de insulina que tiene la formula

Ins—Q;—Q X Q X Q A Q Fa

en donde Ins es una fraccion de insulina precursora y Q1-Q2-[CH2]n-X1-[CH2]n-Q3-[CH2]n-X2-[CH2]n-Q4-[CH2]n-X3-
[CH2]n-Qs-[CH2]n-Z es un sustituyente y donde la Ins esta unida al sustituyente por via de un enlace de amida entre
el grupo a-amino del residuo de aminoacido N-terminal de la cadena B de Ins o un grupo g-amino de un residuo de
Lys presente en la cadena A o B de Ins y un grupo CO en Q1 0 Q2 del sustituyente;
cada n es independientemente 0, 1, 2, 3, 4,5 6 6;
Q; es:
¢ un aminoacido amida de un aminoacido con un &cido carboxilico en la cadena lateral o un aminoacido con
una cadena lateral sin carga, el residuo el cual forma, con su grupo de acido carboxilico, un grupo amida
junto con el grupo a-amino del residuo de aminoacido N-terminal de la cadena B de Ins o junto con el grupo
g-amino de un residuo de Lys presente en la cadena Ao B de Ins o
e una cadena compuesta de dos, tres o cuatro residuos de a-aminoacido amida o aminoacido como se
especificara anteriormente unidos por via de enlaces de amida, la cadena la cual - por via de un enlace
de amida - se une al grupo a-amino del residuo de aminoacido N-terminal de la cadena B de Ins o al grupo
g-amino de un residuo de Lys presente en la cadena Ao B de Ins o
e un enlace
Qg es:
¢ -COCH(CONHy)-
e -COCH2N(CH2CONH_)-
e -COCH2N(CH2CONH2)COCH,;N(CH>CONHy)
e -COCH2CH2N(CH2CH2CONHy>)-
e -COCH2CH2N(CH2CH2CONH2)-COCH>CH>N(CH2,CH>,CONH»)-
e -COCH2N(CH>CH2CONHy)-
e -COCH2CH2N(CH2CONHa)-
e -COCH,0OCH,CONH-
o -CO-((CR°R®)1.6-NH-CO)1.4-;
e -CO-((CR°R%)16-CO-NH)14-, donde R°® puede ser independientemente H, -CHs, -(CH2)1.6CHs 0 -CONH; y
R® puede ser independientemente H, -CHjs, -(CH2)1.6CH3; 0
e un enlace
con la condicion de que
- por lo menos uno de Q1 0 Q2 no sea un enlace, y
- Q2 no sea -CO-(CH3)2-CO-NH- cuando n es 0 0 1, X1 es un enlace y Qs es (CH2CH20)z-, (CH2CH20)3-
o}
(CH2CH,OCH2CH,CH2CH20)- y
- si una amina en Q1 o Q2 forma un enlace con el resto del sustituyente, la amina debe enlazarse al
resto del sustituyente por via de un grupo carbonilo;
Qs, Q4 y Qs pueden ser independientemente entre si
e -(CH2)m- donde m es un numero entero en el intervalo de 6 a 32;

10
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e una cadena de hidrocarburo divalente que comprende 1, 2 o 3 grupos -CH=CH- y un ndmero de grupos -
CH_- suficiente para proporcionar un niumero total de atomos de carbono en la cadena en el intervalo de 4 a
32;
e -CO-((CR°R®).4-NH-CO)-;
e -(CO-(CR°R%)1.6-CO-NH)14-, donde R°® puede ser independientemente H, -CHs, -(CH2)1.6CHs 0 -CONHz y
R® puede ser independientemente H, -CH3s, -(CH2)1.sCH3;
o -CO-(CH2)o-3-Ar-(CHz)o-3- donde Ar puede ser arileno o heteroarileno, el cual puede ser sustituido por uno
o dos grupos seleccionados del grupo que consiste en -CHs, -(CH)1.6-CHs, -CONR'R? 0 -SOZNR1R2, donde
R' y R” pueden ser independientemente entre si H, -CH3 0 -(CH)1.6-CH3;
L] (CHzCHzO)y-; (CHQCHzCHzO)y-; (CHQCHzCHzCHzO)y-; (CHzCHzOCHzCHzCHzCHzO)y- (0]
(CH2CH2CH>0OCH2CH2CH2CH20)y-; -(CH20CH.),- donde y es 1-20;
e arileno o heteroarileno, el cual puede ser sustituido por uno o dos gruzpos seleccionados del grupo que
consiste en -CHjs, -(CH)16-CHs, -CONR'R? 0 -SO,NR'R?, donde R' y R” pueden ser independientemente
entre si H, -CH3 0 -(CH)4.6-CHj3; 0
¢ una cadena de la férmula
-(C HQ)S-Y1 -(AI‘)V1 -Yz-(C HQ)W-Y3-(AI’)V2—Y4—(CH 2)t-Y5—(AI')V3—Y6-(C Hz)z—

en donde Ar es como se definiera anteriormente, Y1 - Ys pueden ser independientemente entre si
0, S, S=0, SO, o un enlace; donde s, w, t y z son independientemente entre si cero o un numero entero de
1 a 10 de manera que la suma de s, w, t y z esté en el intervalo de 4 a 30 y v4, V2 y v3 pueden ser
independientemente entre si cero o 1 con la condicion de que Y1 - Ys N0 se unan entre si y que la estructura
-O-(CH2)1-O- no ocurra; o
e un enlace;

con la condicion de que

- por lo menos uno de Qs - Qs no sea un enlace y
- Q2 no es -CO-((CHz)1.6-NH-CO)1.4- cuando uno de Qs - Qs es arileno o heteroarileno o una cadena de la

formula

- (CH2)s-Y1-(CsHa)v1-Y2-(CH2)w-Y3-(CsHa)v2-Y4-(CH2)-Y5-(CeHa)va-Ye-(CH2)-;

X1, X2 ¥y X3 son independientemente entre si

e O;

e-C=0

e un enlace;

« NCOR', donde R puede ser H, -CHs 0 -(CH)1.6-CHs; 0

O 4]
R o R

donde R es hidrégeno, C1.3-alquilo, Cz.3-alquenilo o Cy.3-alquinilo;
con la condicién de que
- X1, X2 y X3 no se puedan enlazara Zy
- cuando X1, X2 y X3 sean O, entonces X1, X2 y X3 no se enlazan directamente a O en Q3, Qs y Qs

-COOH;
-CO-Asp;
-CO-Glu;
-CO-Gly;
-CO-Sar;
-CH(COOH);
-N(CH2COOH)y;
-SOzH

-OSOsH
-OPO3H;
-P03H2 (0]
-tetrazol-5-ilo o
-O-W4,

donde W1 es arileno o heteroarileno, el cual puede ser sustituido por uno o dos grupos seleccionados del grupo que
consiste en tetrazo-5-lilo, -COOH, -SOsH, -(CH2)1.6-SOsH, -(CH2)1.6-O-PO3sH2, -CONR®R* 0 -SO,NR®R*, donde R® y
R* pueden ser independientemente entre si H, -(CH2)1.6-SO3H 0 -(CH.)1.6-O-PO3sH>; con la condicidon de que cuando
Z sea -O-W, entonces Q1 debe estar presente;

11
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y cualquier complejo de Zn*" del mismo.

[0052] 3.Un derivado de insulina que tiene la formula

ns—Q—0Q X Q X Q X Q

en

donde Ins es una fraccion de insulina precursora y

Q1—Q2—[CH2]n-—X1—[CH2]s—Q3—[CH2]i—Xo—{CH2]i—Q4—[CH2]i—Xs— [CH2]ni—Qs—[CH2]n—Z es un
sustituyente y donde la Ins esta unida al sustituyente por via de un enlace de amida entre el grupo o-amino del
residuo de aminoacido N-terminal de la cadena B de Ins o un grupo e-amino de un residuo de Lys presente en la
cadena A o B de Ins y un grupo CO en Q4 o Q2 del sustituyente;

cada n es independientemente 0, 1, 2, 3, 4, 5 0 6;

Q1 es:

Q; es:

e un aminoacido amida de un aminoacido con un acido carboxilico en la cadena lateral o un aminoacido con
una cadena lateral sin carga, el residuo el cual forma, con su grupo de acido carboxilico, un grupo amida
junto con el grupo a-amino del residuo de aminoacido N-terminal de la cadena B de Ins o junto con el grupo
g-amino de un residuo de Lys presente en la cadena Ao B delInso

e una cadena compuesta de dos, tres o cuatro residuos de a-aminoacido amida o aminoacido como se
especificara anteriormente unidos por via de enlaces de amida, la cadena la cual - por via de un enlace de
amida - se une al grupo a-amino del residuo de aminoacido N-terminal de la cadena B de Ins o al grupo ¢-
amino de un residuo de Lys presente en la cadena Ao B de Ins o

e un enlace

o -COCH(CONHy)-
o -COCH2N(CH2CONH_y)-
o -COCH2N(CH2CONH2)COCH2N(CH2CONHy)
e -COCH2CH2N(CH2CH2CONHy>)-
o -COCH2CH2N(CH2CH2CONH3)-COCH2CH2N(CH2CH2CONH>)-
o -COCH2N(CH2CH2CONH3)-
o -COCH2CH2N(CH2CONHz)-
¢ -COCH;0CH>CONH-
e -CO-((CR°R®)1.6-NH-CO)1.4-;
e -CO-((CR°R%)1.6-CO-NH)14-, donde R® puede ser independientemente H, -CHs, -(CH2)1.6CH3 0 -CONH; y
R® puede ser independientemente H, -CHgs, -(CHz)1.6CHs; 0
e un enlace
con la condicién de que
- por lo menos uno de Q1 0 Q2 no sea un enlace, y
- Q2 no sea -CO-(CHz),-CO-NH- cuando n es 0 0 1, X4 es un enlace y Q3 es (CH2CH>0),-,
(CH2CH20)3- (0] (CHzCHzOCHzCHzCHzCHzO)- Yy
- si una amina en Q1 o Q2 forma un enlace con el resto del sustituyente, la amina debe enlazarse
al
resto del sustituyente por via de un grupo carbonilo;

Qs, Q4 y Qs pueden ser independientemente entre si

e -(CH2)m- donde m es un numero entero en el intervalo de 6 a 32;

e una cadena de hidrocarburo divalente que comprende 1, 2 o 3 grupos -CH=CH- y un nimero de grupos -
CH_- suficiente para proporcionar un numero total de atomos de carbono en la cadena en el intervalo de 4 a
32;

e -CO-((CR°R®)1.4-NH-CO)-;

e -(CO-(CR°R®)16-CO-NH)1.4-, donde R® puede ser independientemente H, -CHs, -(CH2)1.6CHz 0 -CONH; y
R® puede ser independientemente H, -CHs, -CH2)1.6CHs;

o -CO-(CH2)o-3-Ar-(CH2)o-3- donde Ar puede ser arileno o heteroarileno, el cual puede ser sustituido por uno
o dos grupos seleccionados del grupo que consiste en -CHs, -(CH)1.6-CHs, -CONR'R? 0 -SO,NR'R?, donde
R' y R” pueden ser independientemente entre si H, -CH3 0 -(CH)1.6-CHs;

. (CH2CH20)y-; (CH2CH2CH20)y-; (CH2CH2CH2CH20)y-; (CH2CH20CH2CH2CH2CH20),~ o]
(CH2CH2CH,0OCH2CH2CH2CH20)y-; -(CH20CH>)y- donde y es 1-20;

e arileno o heteroarileno, el cual puede ser sustituido por uno o dos gruzpos seleccionados del grupo que
consiste en -CHzs, -(CH)1.6-CHs, -CONR'R? 0 -SO:NR'R?, donde R' y R® pueden ser independientemente
entre si H, -CH3 o -(CH)1.6-CH3; 0

e una cadena de la formula

-(C H2)5'Y1 -(AI’)V1 -Yz-(C HQ)W-Y3-(AF)\,2—Y4—(CH z)t-Ys—(Ar)v3—Ye-(C Hz)z—

en donde Ar es como se definiera anteriormente, Y1 - Ys pueden ser independientemente entre si O, S,
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S=0, SO o un enlace; donde s, w, t y z son independientemente entre si cero o un ndmero entero de 1 a
10de manera que la suma de s, w, t y z esté en el intervalo de 4 a 30 y v4, V2 y v3 pueden ser

independientemente entre si cero o 1 con la condicion de que Y4 - Ys no se unan entre si y que la
estructura -O-(CH>)4-O- no ocurra; o
e un enlace;

con la condicién de que
- por lo menos uno de Qs - Qs no sea un enlace y
- Q1 0 Q2 comprenda una amida no conectiva cuando uno de Qs - Qs es arileno, heteroarileno o
una cadena de la formula -(CHz)s-Y1-(C6H4)V1-Y2-(CHQ)W-Y3-(C5H4)V2-Y4-(CHz)(-Ys-(C6H4)V3-Y5-
(CH2),~;
X1, X2 y X3 son independientemente entre si
e O;
¢ -C=0
e un enlace;
« NCOR', donde R puede ser H, -CHs 0 -(CH)1.6-CHs; 0
°

O 0
I |
R o R

donde R es hidrégeno, C4.3-alquilo, Cz-3-alquenilo o Cz.3-alquinilo; con la condicion de que
- X1, X2 y X3 no se puedan enlazaraZy
- cuando X1, X2 y X3 sean O, entonces Xi, X2 ¥ X3 no se enlazan directamente a O en Q3, Qs y Qs

-COOH;
-CO-Asp;
-CO-Glu;
-CO-Gly;
-CO-Sar;
-CH(COOH)y;
-N(CH2COOH)y;
-SO3H

-OS0Os3H
-OPO3H,
-POsH2 0
-tetrazol-5-ilo o
-O-Wjy,

donde W1 es arileno o heteroarileno, el cual puede ser sustituido por uno o dos grupos seleccionados del grupo que
consiste en tetrazo-5-lilo, -COOH, -SO3H, -(CH2)1.6-SO3H, -(CH2)1.6-O-PO3H2, -CONR®R* 0 -SO,NR®R*, donde R® y
R* pueden ser independientemente entre si H, -(CH3)1.s-SO3H 0 -(CH3)1.s-O-PO3Ha; con la condicién de que cuando
Z sea -O-W, entonces Q1 debe estar presente;

y cualquier complejo de Zn?* del mismo.

[0053] 4.Un derivado de insulina que tiene la formula

Ins—Q;—Q, X, Q, \[\,]/KE r Q, \H/K:a Q, Z

en donde Ins es una fraccion de insulina precursora y Q4-Q2-[CHz]s-X1-[CH2]n-Q3-[CH2]n-X2-[CH2]n-Q4-[CH2]n-X3-
[CH2]n-Qs-[CH2]s-Z es un sustituyente y donde la Ins esta unida al sustituyente por via de un enlace de amida entre
el grupo a-amino del residuo de aminoacido N-terminal de la cadena B de Ins o un grupo ge-amino de un residuo de
Lys presente en la cadena A o B de Ins y un grupo CO en Q1 o Q2 del sustituyente;

cada n es independientemente 0, 1, 2, 3, 4, 50 6;
Q1 es:
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e un aminoacido amida de un aminoacido con un acido carboxilico en la cadena lateral o un aminoacido con
una cadena lateral sin carga, el residuo el cual forma, con su grupo de acido carboxilico, un grupo amida
junto con el grupo a-amino del residuo de aminoacido N-terminal de la cadena B de Ins o junto con el grupo
g-amino de un residuo de Lys presente en la cadena Ao B deInso

e una cadena compuesta de dos, tres o cuatro residuos de a-aminoacido amida o aminoacido como se
especificara anteriormente unidos por via de enlaces de amida, la cadena la cual - por via de un enlace de
amida - se une al grupo a-amino del residuo de aminoacido N-terminal de la cadena B de Ins o al grupo ¢-
amino de un residuo de Lys presente en la cadena Ao B deIns o

e un enlace

¢ -COCH(CONH,)-
o -COCH2N(CH2CONHy)-
e -COCH2N(CH2CONH2)COCH2N(CH2CONHy)
e -COCH2CH2N(CH2CH2CONHy)-
o -COCH2CH2N(CH2CH2CONH3)-COCH2CH2N(CH2CH2CONH>)-
o -COCH2N(CH2CH2CONHy)-
o -COCH2CH2N(CH2CONHy)-
e -COCH20CH>CONH-
e -CO-((CR°R%)1.6-CO-NH)14-, donde R°® puede ser independientemente H, -CHs, -(CH2)1.6CH3s 0 -CONHz y
R® puede ser independientemente H, -CHgs, -(CHz)1.6CHs; 0
e un enlace
con la condicién de que
- por lo menos uno de Q1 0 Q2 no sea un enlace, y
- Q2 no sea -CO-(CHz),-CO-NH- cuando n es 0 0 1, X4 es un enlace y Q3 es (CH2CH>0),-,
(CH2CH20)3- (0] (CH20H200H2CH2CH2CHQO)- y
- si una amina en Q1 o Q2 forma un enlace con el resto del sustituyente, la amina debe enlazarse
al
resto del sustituyente por via de un grupo carbonilo;

Qs, Q4 y Qs pueden ser independientemente entre si

e -(CH2)m- donde m es un numero entero en el intervalo de 6 a 32;
¢ una cadena de hidrocarburo divalente que comprende 1, 2 o 3 grupos -CH=CH- y un ndmero de
grupos -CH»- suficiente para proporcionar un numero total de atomos de carbono en la cadena en
el intervalo de 4 a 32;
e -CO-((CR°R®)1.6-NH-CO)-;
e -(CO-(CR°R®)16-CO-NH)1.4-, donde R® puede ser independientemente H, -CHs, -(CH2)1.6CH3z 0 -CONH; y
R® puede ser independientemente H, -CHs, -(CHz2)1.6CHs;
o -CO-(CHz)o-3-Ar-(CH2)o-3- donde Ar puede ser arileno o heteroarileno, el cual puede ser sustituido por
uno o dos grupos seleccionados del grupo que consiste en -CHs, -(CH)1.6-CHs, -CONR'R? 0 -SO.NR'R?,
donde R" y R? pueden ser independientemente entre si H, -CHz 0 -(CH)1.6-CHs;
. (CH2CH20)y~; (CH2CH2CH20)y~; (CH2CH2CH2CH20)y-; (CH2CH20OCH2CH,CH,CH,0),~ o}
(CH2CH2CH20CH2CH20H2CH20)y-; -(CHzOCHz)y- donde yes 1-20;
¢ arileno o heteroarileno, el cual puede ser sustituido por uno o dos gru2pos seleccionados del grupo que
consiste en -CH3, -(CH)16-CHs, -CONR'R? 0 -SOzNR1R2, donde R’ y R® pueden ser independientemente
entre si H, -CH3 0 -(CH)1.6-CHs; o
e una cadena de la formula
-(C Hz)s-Y1 -(Ar)v1 -Yz-(C HQ)W-Y3-(AF)V2-Y4-(CHz)t-Ys-(Al')v;rYe-(C Hz)z-
en donde Ar es como se definiera anteriormente, Y1 - Ys pueden ser independientemente entre si O, S,
S=0, SOz 0 un enlace; donde s, w, t y z son independientemente entre si cero o un nimero entero de 1 a
10 de manera que la suma de s, w, t y z esté en el intervalo de 4 a 30 y v4, v2 ¥ vs pueden ser
independientemente entre si cero o 1 con la condicion de que Y1 - Ys N0 se unan entre si y que la estructura
-O-(CH2)1-O- no ocurra; o
e un enlace;

con la condicién de que por lo menos uno de Q3 - Qs no sea un enlace;
X1, X2 ¥y X3 son independientemente entre si

e O;

e -C=0

e un enlace;

« NCOR', donde R puede ser H, -CHs 0 -(CH)1.6-CHs; 0
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(0] 0
I |
R o R

donde R es hidrégeno, C1.3-alquilo, Cz.3-alquenilo o C».3-alquinilo;
con la condicién de que
- X1, X2 y X3 no se puedan enlazaraZy
- cuando X1, X2 y X3 sean O, entonces Xj, X2 y X3 no se enlazan directamente a O en Q3, Qs y Qs

-COOH;

-CO-Asp;

-CO-Gluy;

-CO-Gly;

-CO-Sar;

-CH(COOH)y;

-N(CH2COOH)y;

-SOzH

-OSO3H

-OPO3H;

-POsHz 0

-tetrazol-5-ilo o

-O-Wjy,
donde W1 es arileno o heteroarileno, el cual puede ser sustituido por uno o dos grupos seleccionados del grupo que
consiste en tetrazo-5-lilo, -COOH, -SO3H, -(CH2)1.6-SO3H, -(CH2)1.6-O-PO3H2, -CONR®R* 0 -SO,NR®R*, donde R® y
R* pueden ser independientemente entre si H, -(CHz)1.6-SO3H 0 -(CH2)1.6-O-PO3sHa; con la condicién de que cuando
Z sea -O-W1 entonces Q1 debe estar presente
y cualquier complejo de Zn?* del mismo.

[0054] 5. Un derivado de insulina de acuerdo con los parrafos 1-4, en donde Q1 es un aminoacido amida de un
aminoacido con un acido carboxilico en la cadena lateral o un aminoacido con una cadena lateral sin carga, el
residuo de aminoacido amida o el residuo de aminoacido tiene de 2 a 10 atomos de carbono.

[0055] 6. Un derivado de insulina de acuerdo con cualquiera de los parrafos 1-5, en donde Q1 se selecciona del
grupo que consiste en B-D-Asp-amida, 3-L-Asp-amida, y-L-Glu-amida y y-D-Glu-amida.

[0056] 7. Un derivado de insulina de acuerdo con los parrafos 1-4, en donde Q1 es una cadena compuesta de dos,
tres o cuatro residuos de a-aminoacido amida o residuos de aminoacido con una cadena lateral sin carga.

[0057] 8.Un derivado de insulina de acuerdo con los parrafos 1-4 o 7, en donde Q4 es una cadena de dos residuos
de aminoacido amida seleccionados del grupo que consiste en -L-Asp-amida-B-L-Asp-amida, B-L-Asp-amida-y-L-
Glu-amida, y-L-Glu-amida-y-L-Glu-amida, y-L-Glu-amida-p-L-Asp-amida, p-L-Asp-amida-f-D-Asp-amida, B-L-Asp-
amida-y-D-Glu-amida, y-L-Glu-amida-y-D-Glu-amida, y-L-Glu-amida-B-D-Asp-amida, p-D-Asp-amida-B-L-Asp-amida,
B-D-Asp-amida-y-L-Glu-amida, y-D-Glu-amida-y-L-Glu-amida, v-D-Glu-amida-p-L-Asp-amida, p-D-Asp-amida-3-D-
Asp-amida, B-D-Asp-amida-y-D-Glu-amida, y-D-Glu-amida-y-D-Glu-amida, y-D-Glu-amida-B-D-Asp-amida.

[0058] 9. Un derivado de insulina de acuerdo con cualquiera de los parrafos 1-8, en donde Q2 es un enlace.

[0059] 10. Un derivado de insulina de acuerdo con cualquiera de los parrafos 1-3 o 5-8, en donde Q2 es -CO-
((CR°R®)1.6-NH-CO)1.4-.

[0060] 11. Un derivado de insulina de acuerdo con el parrafo 10, donde Q2 se selecciona del grupo que consiste en -
CO-((CH2)2-NH-CQ)4-, -CO-((CHz2)3-NH-CO)1- y -CO-((CH2)4- NH-CO)1-, -CO-((CH2)s-NH-CO);1-.

[0061] 12. Un derivado de insulina de acuerdo con los parrafos 1, 3 0 10-11, en donde Q1 es un enlace.

[0062] 13. Un derivado de insulina de acuerdo con los parrafos 1-3, en donde

Q es:
¢ un aminoacido amida de un aminoacido con un &cido carboxilico en la cadena lateral o un aminoacido con
una cadena lateral sin carga, el residuo el cual forma, con su grupo de acido carboxilico, un grupo amida
junto con el grupo a-amino del residuo de aminoacido N-terminal de la cadena B de Ins o junto con el grupo

15



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2395738 T3

g-amino de un residuo de Lys presente en la cadena Ao B deInso
e una cadena compuesta de dos, tres o cuatro residuos de a-aminoacido amida o aminoacido como se
especificara anteriormente unidos por via de enlaces de amida, la cadena la cual - por via de un enlace de
amida - se une al grupo a-amino del residuo de aminoacido N-terminal de la cadena B de Ins o al grupo ¢-
amino de un residuo de Lys presente en la cadena Ao B de Ins o
e un enlace
Q; es:
e -COCH(CONHy)-
o -COCH2N(CH2CONH_)-
e -COCH2N(CH2CONH2)COCH2N(CH2CONHy)
e -COCH2CH2N(CH2CH>CONHy>)-
o -COCH2CH2N(CH2CH2CONH3)-COCH2CH2N(CH2CH2CONH>)-
o -COCH2N(CH2CH2CONHa)-
o -COCH2CH2N(CH2CONHy)-
e -COCH20CH>CONH-
e -CO-((CR°R®)1.6-NH-CO)1.4-;
e -(CO-(CR®R®)14-CO-NH)1.4-, donde R® puede ser H, -CHs, -(CH2)1.6CHs 0 -CONH; y R® puede ser H, -CHs,
- (CH2)1.eCH3; (o]
e un enlace
con la condicion de que por lo menos uno de Q1 o Q2 no sea un enlace y que si una amina en Qq o Q2 forma un
enlace con el resto del sustituyente, la amina debe enlazarse al resto del sustituyente por via de un grupo carbonilo;
Qs es
e -(CH2)m- donde m es un numero entero en el intervalo de 6 a 32;
e una cadena de hidrocarburo divalente que comprende 1, 2 o 3 grupos -CH=CH- y un nimero de grupos -
CH_- suficiente para proporcionar un niumero total de atomos de carbono en la cadena en el intervalo de 4 a
32;0
e una cadena de hidrocarburo divalente de la formula -(CHz)sCsH4(CH2)w- en donde v y w son numeros
enteros o uno de éstos es cero de manera que la suma de s y w esta en el intervalo de 6 a 30;
X1 puede ser -C=0 o un enlace;
Q4, Qs, X2 y X3 son enlaces;
Todos los valores de n son cero; y
Zes:
-COOH;
-CO-Asp;
-CO-Glu;
-CO-Gly;
-CO-Sar;
-CH(COOH)y;
-N(CH2COOH)y;
-SOzH
-OSOzH
-OPO3H,
-P03H2 (o]
-tetrazol-5-ilo o
y cualquier complejo de Zn*" del mismo.

[0063] 14. Un derivado de insulina de acuerdo con el parrafo 13, en donde Q¢ es un aminoacido amida de un
aminoacido con un acido carboxilico en la cadena lateral o un aminoacido con una cadena lateral sin carga, el
residuo de aminoacido amida o el residuo de aminoacido tiene de 2 a 10 atomos de carbono.

[0064] 15. Un derivado de insulina de acuerdo con cualquiera de los parrafos 13-14, en donde Q1 se selecciona del
grupo que consiste en B-D-Asp-amida, B-L-Asp-amida, y-L-Glu-amida y y-D-Glu-amida.

[0065] 16. Un derivado de insulina de acuerdo con el parrafo 13, en donde Q1 es una cadena compuesta de dos, tres
o cuatro residuos de a-aminoacido amida y/o residuos de aminoacido con una cadena lateral sin carga.

[0066] 17. Un derivado de insulina de acuerdo con los parrafos 13 o 16, en donde Q1 es una cadena de dos residuos
de aminoacido amida seleccionados del grupo que consiste en -L-Asp-amida-B-L-Asp-amida, B-L-Asp-amida-y-L-
Glu-amida, y-L-Glu-amida-y-L-Glu-amida, y-L-Glu-amida-p-L-Asp-amida, p-L-Asp-amida-f-D-Asp-amida, B-L-Asp-
amida-y-D-Glu-amida, y-L-Glu-amida-y-D-Glu-amida, y-L-Glu-amida-B-D-Asp-amida, B-D-Asp-amida-f-L-Asp-amida,
B-D-Asp-amida-y-L-Glu-amida, y-D-Glu-amida-y-L-Glu-amida, y-D-Glu-amida-B-L-Asp-amida, B-D-Asp-amida-§3-D-
Asp-amida, B-D-Asp-amida-y-D-Glu-amida, y-D-Glu-amida-y-D-Glu-amida, y-D-Glu-amida-p-D-Asp-amida.

[0067] 18. Un derivado de insulina de acuerdo con cualquiera de los parrafos 13-17, en donde Q2 es un enlace.
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[0068] 19. Un derivado de insulina de acuerdo con los parrafos 13-17, en donde Q2 se selecciona del grupo que
consiste en

¢ -COCH(CONHy)-

e -COCH2N(CH2CONH_)-

¢ -COCH2N(CH2CONH2)COCH2N(CH2CONHz)

e -COCH2CH2N(CH2CH2CONHy>)-

o -COCH2CH2N(CH2CH2CONH3)-COCH2CH2N(CH2CH2CONH>)-

o -COCH2N(CH2CH2CONHa)-

o -COCH2CH2N(CH2CONHa)-

e -COCH20CH2CONH-;

¢ -CO-((CR°R®)1.6-NH-CO)1.4-; 0

e -CO-((CR°R%)1.6-CO-NH)14-, donde R°® puede ser independientemente H, -CHs, -(CH2)1.6CHs 0 -CONHz y

R® puede ser independientemente H, -CH3, -CH2)1.sCHs.

[0069] 20. Un derivado de insulina de acuerdo con el parrafo 19, en donde Q2 se selecciona del grupo que consiste
en -COCH;0OCH2CONH-, -CO-((CHz2)2-NH-CO)1-, -CO-((CH2)3-NH-CO);-, -CO-((CH2)4-NH-CO)4- y -CO-((CH2)s-NH-
CO)s-.

[0070] 21. Un derivado de insulina de acuerdo con los parrafos 13 o 19-21, en donde Q1 es un enlace.
[0071] 22. Un derivado de insulina de acuerdo con cualquiera de los parrafos 13-21, en donde X4 es -C=0.

[0072] 23. Un derivado de insulina de acuerdo con cualquiera de los parrafos 13-22, en donde Q3 es -(CHz)m- donde
m es un numero entero en el intervalo de 6 a 32 o de 8 a 20.

[0073] 24. Un derivado de insulina de acuerdo con el parrafo 23, donde m es 12, 13, 14, 150 16.

[0074] 25. Un derivado de insulina de acuerdo con los parrafos 13-22, en donde Qs es una cadena de hidrocarburo
divalente que comprende 1, 2 o 3 grupos -CH=CH- o un ndmero de grupos -CH;- suficiente para proporcionar un
numero total de &tomos de carbono en la cadena en el intervalo de 4 a 32.

[0075] 26. Un derivado de insulina de acuerdo con cualquiera de los parrafos 13-25, en donde Z es -COOH.

[0076] 27. Un derivado de insulina de acuerdo con cualquiera de los parrafos 13-25, en donde Z es -CH(COOH),.
[0077] 28. Un derivado de insulina de acuerdo con cualquiera de los parrafos 13-25, en donde Z es -N(CH2COOH),.
[0078] 29. Un derivado de insulina de acuerdo con cualquiera de los parrafos 13-25, en donde Z es -SO3zH.

[0079] 30. Un derivado de insulina de acuerdo con cualquiera de los parrafos 13-25, en donde Z es -PO3H.

[0080] 31. Un derivado de insulina de acuerdo con cualquiera de los parrafos 13-30, en donde el derivado de insulina
se selecciona del grupo que consiste en
NEBZQ-w-carboxi-pentadecanoiI-y-L-gIutamilamida-insulina humana desB30,
-w-carboxi-pentadecanoil-y-amino-butanoil-insulina humana desB30,
-w-carboxi-tetradecanoil-y-L-glutamilamida-insulina humana desB30,
-w-carboxi-tridecanoil-y-L-glutamilamida-insulina humana desB30,
-w-carboxi-pentadecanoil-p-alanilo-insulina humana desB30,
N‘Bzg-w-carboxi-pentadecanoiI-y-L-aspartiIamida-insuIina humana desB30,
NB2°_-carboxi-pentadecanoil-e-aminohexanoil-insulina humana desB30,
NEBzg-w-carboxi-pentadecanoil-8-aminopentanoil—insuIina humana desB30,
-w-carboxi-tridecanoil-y-amino-butanoil-insulina humana desB30,
NB2°_-carboxi-undecanoil-5-amino-butanoil-insulina humana desB30,
NEB29-w-carboxi-tetradecanoil—y-amino-butanoil-insulina humana desB30,

NsB29

[0081] 32. Un derivado de insulina de acuerdo con el parrafo 2 o0 4, en donde

Qs es
e -CO-((CR°R®)1.4-NH-CO)-;
e -(CO-(CR°R%)1.6-CO-NH)14-, donde R® puede ser independientemente H, -CHs, -(CH2)1.6CHs 0 -CONH; y
R® puede ser independientemente H, -CHgs, -(CH2)1.6CH3;
o -CO-(CH2)o-3-Ar-(CHz)o-3- donde Ar puede ser arileno o heteroarileno, el cual puede ser sustituido por uno
o dos grupos seleccionados del grupo que consiste en -CHs, -(CH)1.6-CHs, -CONR'R? 0 -SO;NR'R?, donde
R"y R? pueden ser independientemente entre si H, -CHs 0 -(CH)1.6-CHs; 0
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e un enlace

Qs es
e -(CH2)m- donde m es un numero entero de 4 a 22;
e una cadena de hidrocarburo divalente que comprende 1, 2 o 3 grupos -CH=CH- y un nimero de grupos -
CH_- suficiente para proporcionar un numero total de atomos de carbono en la cadena en el intervalo de 4 a
22;
¢ arileno o heteroarileno, el cual puede ser sustituido por uno o dos gruzpos seleccionados del grupo que
consiste en -CHj3, -(CH)16-CHs, -CONR'R? 0 -SOgNR1R2, donde R’ y R® pueden ser independientemente
entre si H, -CH3 o -(CH)1.6-CH3; 0
e una cadena de la férmula
-(C H2)5'Y1 -(AI’)V1 -Yz-(C HQ)W-Y3-(AI')V2—Y4—(CH z)t-Ys—(AI')V:;—Ye-(C Hz)z—

en donde Ar es como se definiera anteriormente, Y1 - Yg pueden ser independientemente entre si O, S, S=0, SOz o
un enlace; donde s, w, t y z son independientemente entre si cero o un nimero entero de 1 a 10 de manera que la
suma de s, w, t y z esté en el intervalo de 4 a 30 y v4, V2 y v3 pueden ser independientemente entre si cero o 1 con la
condicion de que Y1 - Yg no se unan entre si y que la estructura -O-(CHz)1-O- no ocurra;
X1 es

e O;

¢ -C=0

« NCOR', donde R puede ser H, -CHs 0 -(CH)1.6-CHs; 0

. O 0
s A

[ R

o

donde R es hidrégeno, C1.3-alquilo, Cz.3-alquenilo o Cy.3-alquinilo;
con la condicién de que cuando X1 sea O, entonces X1 no se enlaza directamente a O en Qq;

X2, X3y Qs son enlaces;
Todos los valores de n son cero; y
Z es:

-COOH;

-CO-Asp;

-CO-Glu;

-CO-Gly;

-CO-Sar;

-CH(COOH)y;

-N(CH2COOH)s;

-SO3H

-OSOzH

-OPO3H;

-POsH> 0

-tetrazol-5-ilo o

-O- W4y,
donde W1 es arileno o heteroarileno, el cual puede ser sustituido por uno o dos grupos seleccionados del grupo que
consiste en tetrazo-5-lilo, -COOH, -SO3H, -(CH2)1.6-SO3H, -(CH2)1.6-O-PO3H2, -CONR®R* 0 -SO,NR®R*, donde R® y
R*, pueden ser independientemente entre si H, -(CH2)16-SO3H 0 -(CH2)1.6-O-PO3sHy;
y cualquier complejo de Zn?* del mismo.

[0082] 33. Un derivado de insulina de acuerdo con los parrafos 2, 4 6 32, en donde Q¢ es un aminoacido amida de
un aminoacido con un acido carboxilico en la cadena lateral o un aminoacido con una cadena lateral sin carga, el
residuo de aminoacido amida o el residuo de aminoacido tiene de 2 a 10 atomos de carbono.

[0083] 34. Un derivado de insulina de acuerdo con los parrafos 2, 4 o 33, en donde Q1 se selecciona del grupo que
consiste en 3-D-Asp-amida, B-L-Asp-amida, y-L-Glu-amida y y-D-Glu-amida.

[0084] 35. Un derivado de insulina de acuerdo con los parrafos 2, 4 o 34, en donde Q4 es una cadena compuesta de
dos, tres o cuatro residuos de a-aminoacido amida o residuos de aminoacido con una cadena lateral sin carga.

[0085] 36. Un derivado de insulina de acuerdo con los parrafos 2, 4 o 35, en donde Q4 es una cadena de dos
residuos de aminoacido amida seleccionados del grupo que consiste en p-L-Asp-amida-f-L-Asp-amida, B-L-Asp-
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amida-y-L-Glu-amida, y-L-Glu-amida-y-L-Glu-amida, y-L-Glu-amida-B-L-Asp-amida, B-L-Asp-amida-f3-D-Asp-amida, [3-
L-Asp-amida-y-D-Glu-amida, y-L-Glu-amida-y-D-Glu-amida, y-L-Glu-amida-B-D-Asp-amida, B-D-Asp-amida-p-L-Asp-
amida, B-D-Asp-amida-y-L-Glu-amida, y-D-Glu-amida-y-L-Glu-amida, y-D-Glu-amida-B-L-Asp-amida, 3-D-Asp-amida-
B-D-Asp-amida, B-D-Asp-amida-y-D-Glu-amida, y-D-Glu-amida-y-D-Glu-amida, y-D-Glu-amida-B-D-Asp-amida.

[0086] 37. Un derivado de insulina de acuerdo con cualquiera de los parrafos 2, 4 o 32-36, en donde Q2 es un
enlace.

[0087] 38. Un derivado de insulina de acuerdo con los parrafos 2, 4 o 32-36, en donde Q2 es —CO-CH,-(CHCONH,)-
NH-CO; -CO-(CH2)2-(CHCONH3)-NH-CO)- 0 —CO-(CH2)3-(CHCONH,)-NH-CO)-.

[0088] 39. Un derivado de insulina de acuerdo con los parrafos 2, 4 o 38, en donde Q1 es un enlace.

[0089] 40. Un derivado de insulina de acuerdo con los parrafos 32-39, en donde Q3 es -(CHz)s-Y1-(Ar)y1-Y2-(CHz)w-
Y3- (Ar)2-Ya-(CH2)-Ys-(Ar)3-Ye-(CH2)- en donde Ar es como se definiera anteriormente, Y1 - Ye pueden ser
independientemente entre si O, S, S=0, SOz o0 un enlace; donde s, w, t y z son independientemente entre si cero o
un numero entero de 1 a 10 de manera que la suma de s, w, t y z esté en el intervalo de 4 a 30 y v1, v2 y v3 pueden
ser independientemente entre si cero o 1 con la condicion de que Y1 - Ys no se unan entre si y que la estructura -O-

(CH_2)4-O- no ocurra.

[0090] 41. Un derivado de insulina de acuerdo con cualquiera del parrafo 40, en donde por lo menos dos de v+, v2 0
V3 SON Cero.

[0091] 42. Un derivado de insulina de acuerdo con cualquiera de los parrafos 40-41, en donde Y1 - Ys son enlaces.

[0092] 43. Un derivado de insulina de acuerdo con cualquiera de los parrafos 40-41, en donde por lo menos uno de
Yi-YsesOoS.

[0093] 44. Un derivado de insulina de acuerdo con cualquiera de los parrafos 40-41 o0 43, en donde Y1 es O 0 Sy vy
es uno.

[0094] 45. Un derivado de insulina de acuerdo con cualquiera de los parrafos 40-44, en donde ses 6,7,8,96
10.

[0095] 46. Un derivado de insulina de acuerdo con cualquiera de los parrafos 40-45, en donde Xi, X2, X3, Q4 y Qs
son enlaces y Ar es CgHa.

[0096] 47. Un derivado de insulina de acuerdo con cualquiera de los parrafos 32-46, en donde n es cero.

[0097] 48. Un derivado de insulina de acuerdo con cualquiera de los parrafos 32-47, en donde Z es -COOH.

[0098] 49. Un derivado de insulina de acuerdo con cualquiera de los parrafos 32-47, en donde Z es -CH(COOH),.
[0099] 50. Un derivado de insulina de acuerdo con cualquiera de los parrafos 32-47, en donde Z es -N(CH2COOH),.
[0100] 51. Un derivado de insulina de acuerdo con cualquiera de los parrafos 32-47, en donde Z es -SOsH.

[0101] 52. Un derivado de insulina de acuerdo con cualquiera de los parrafos 32-47, en donde Z es -POsH.

[0102] 53. Un derivado de insulina de acuerdo con cualquiera de los parrafos 32-47, en donde Z es -O-W+, donde W
es arileno o heteroarileno, el cual puede ser sustituido por uno o dos grupos seleccionados del grupo que consiste
en tetrazo-5-lilo, -COOH, -SOsH, -(CHz)1.6-SO3H, ~(CH2)1.6—O—POsH,, -CONR™R™ 0 -SO,NR™R™, donde R"™ y R™
pueden ser independientemente entre si H, -(CH2)1.6-SO3H 0 -(CH2)1.6—0O—PO3H>.

[0103] 54. Un derivado de insulina de acuerdo con cualquiera de los parrafos 32-53, en donde el derivado de insulina
es N°¥2°-10-(4-carboxifenoxi)-decanoil-y-L-glutamilamida-insulina humana desB30.

[0104] 55. Un derivado de insulina de acuerdo con el parrafo 1, en donde Q1 es un aminoacido amida de un
aminoacido con un &cido carboxilico en la cadena lateral o un aminoacido con una cadena lateral sin carga, el
residuo de aminoacido amida o el residuo de aminoacido que tiene de 2 a 10 4tomos de carbono.

[0105] 56. Un derivado de insulina de acuerdo con cualquiera de los parrafos 1 o 55, en donde Q1 se selecciona del
grupo que consiste en -D-Asp-amida, B-L-Asp-amida, y-L-Glu-amida y y-D-Glu-amida.
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[0106] 57. Un derivado de insulina de acuerdo con el parrafo 1, en donde Q1 es una cadena compuesta de dos, tres
o cuatro residuos de a-aminoacido amida o residuos de aminoacido con una cadena lateral sin carga.

[0107] 58. Un derivado de insulina de acuerdo con los parrafos 1 o 57, en donde Q1 es una cadena de dos residuos
de aminoacido amida seleccionados del grupo que consiste en B-L-Asp-amida-B-L-Asp-amida, B-L-Asp-amida-y-L-
Glu-amida, y-L-Glu-amida-y-L-Glu-amida, y-L-Glu-amida-B-L-Asp-amida, B-L-Asp-amida-B-D-Asp-amida, B-L-Asp-
amida-y-D-Glu-amida, y-L-Glu-amida-y-D-Glu-amida, y-L-Glu-amida-p-D-Asp-amida, -D-Asp-amida-B-L-Asp-amida,
B-D-Asp-amida-y-L-Glu-amida, y-D-Glu-amida-y-L-Glu-amida, y-D-Glu-amida-B-L-Asp-amida, (-D-Asp-amida-§3-D-
Asp-amida, 3-D-Asp-amida-y-D-Glu-amida, y-D-Glu-amida-y-D-Glu-amida, y-D-Glu-amida-B-D-Asp-amida.

[0108] 59. Un derivado de insulina de acuerdo con cualquiera de los parrafos 1 o 55-58, en donde Q2 es un enlace.
[0109] 60. Un derivado de insulina de acuerdo con cualquiera de los parrafos 1 o 55-58, en donde Q2 se selecciona
del grupo que consiste en -CO-(CR°R%)1.6-NH-CO- y -(CO-(CR°R®)1.6-CO-NH)14-, donde R® puede ser
independientemente H, -CHs, -(CH2)1.6CH3 0 -CONH3 y R® puede ser independientemente H, -CHs, -(CH2)1.6CHs.

[0110] 61. Un derivado de insulina de acuerdo con los parrafos 1 o 60, donde Q> es -CO-((CHz)3-NH-CO)-, -CO-CH,-
(CHCONH3)-NH-CO; -CO-((CH2)2-(CHCONH2)-NH-CO)- o -CO-((CHz)3-(CHCONH2)-NH-CO)-.

[0111] 62. Un derivado de insulina de acuerdo con los parrafos 1 o0 60-61, en donde Q1 es un enlace.

[0112] 63. Un derivado de insulina de acuerdo con los parrafos 55-62, en donde Qs es -(CHz)s-Y1-(Ar)y1-Y2-(CHz)w-
Ys3- (Ar)2-Y4-(CH2)-Ys-(Ar)ys-Ye-(CH2),- en donde Ar es como se definiera anteriormente, Y1 - Ys pueden ser
independientemente entre si O, S, S=0, SO, o un enlace; donde s, w, t y z son independientemente entre si cero o
un numero entero de 1 a 10 de manera que la suma de s, w, t y z esté en el intervalo de 4 a 30 y v4, V2 y v3 pueden
ser independientemente entre si cero o 1 con la condicién de que Y+ - Yg no se unan entre si y que la estructura -O-
(CHz2)1-O- no ocurra.

[0113] 64. Un derivado de insulina de acuerdo con el parrafo 63, en donde por lo menos dos de v+, v2 0 v3 Son cero.
[0114] 65. Un derivado de insulina de acuerdo con cualquiera de los parrafos 63-64, en donde Y - Ys son enlaces.

[0115] 66. Un derivado de insulina de acuerdo con cualquiera de los parrafos 63-64, en donde por lo menos uno de
Yi-YeesOo0S.

[0116] 67. Un derivado de insulina de acuerdo con cualquiera de los parrafos 63-64 o 66, en donde Y1 es O 0 Sy vq
€s uno.

[0117] 68. Un derivado de insulina de acuerdo con cualquiera de los parrafos 63-67, en donde s es 6, 7, 8, 9 0 10.

[0118] 69. Un derivado de insulina de acuerdo con cualquiera de los parrafos 55-68, en donde X1, X2, X3, Q4 ¥y Qs
son enlaces y Ar es CgHa.

[0119] 70. Un derivado de insulina de acuerdo con cualquiera de los parrafos 55-69, en donde n es cero.

[0120] 71. Un derivado de insulina de acuerdo con cualquiera de los parrafos 55-70, en donde Z es -COOH.

[0121] 72. Un derivado de insulina de acuerdo con cualquiera de los parrafos 55-70, en donde Z es -CH(COOH)..
[0122] 73. Un derivado de insulina de acuerdo con cualquiera de los parrafos 55-70, en donde Z es -N(CH>,COOH)s.
[0123] 74. Un derivado de insulina de acuerdo con cualquiera de los parrafos 55-70, en donde Z es -SOsH.

[0124] 75. Un derivado de insulina de acuerdo con cualquiera de los parrafos 55-70, en donde Z es -PO3zH.

[0125] 76. Un derivado de insulina de acuerdo con cualquiera de los parrafos 55-70, en donde Z es -O-W+, donde W
es arileno o heteroarileno, el cual puede ser sustituido por uno o dos grupos seleccionados del 9rupo que consiste
en tetrazo-5-lilo, -COOH, -SOsH, -(CHz)16-SOsH, -(CHz)1.6-O-POsH,, -CONR'?R™ 0 -SO,NR™R", donde R™ y R™
pueden ser independientemente entre si H, -(CH2)1.6-SO3H 0 -(CH2)1.6-O-PO3Hs>.

[0126] 77. Un derivado de insulina de acuerdo con cualquiera de los péarrafos 1 o 565-70, en donde el derivado de
insulina se selecciona del grupo que consiste en N5829-10-(4-carboxifenoxi)—decanoil-y—L-gIutamilamida-insulina
humana desB30, N5829-4-[1 1-(4-carboxifenil)undecanoilamino]butirilo-insulina humana desB30.

[0127] 78. Un derivado de insulina de acuerdo con el parrafo 3, en donde Q4 es un aminoacido amida de un
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aminoacido con un acido carboxilico en la cadena lateral que tiene de 2 a 10 atomos de carbono.

[0128] 79. Un derivado de insulina de acuerdo con cualquiera de los parrafos 3 o 77, en donde Q1 se selecciona del
grupo que consiste en -D-Asp-amida, B-L-Asp-amida, y-L-Glu-amida y y-D-Glu-amida.

[0129] 80. Un derivado de insulina de acuerdo con el parrafo 3, en donde Q4 es una cadena de dos residuos de
aminoacido amida seleccionados del grupo que consiste en B-L-Asp-amida-B-L-Asp-amida, p-L-Asp-amida-y-L-Glu-
amida, y-L-Glu-amida-y-L-Glu-amida, y-L-Glu-amida-p-L-Asp-amida, pB-L-Asp-amida-p-D-Asp-amida, B-L-Asp-amida-
y-D-Glu-amida, y-L-Glu-amida-y-D-Glu-amida, y-L-Glu-amida-B-D-Asp-amida, B-D-Asp-amida-B-L-Asp-amida, B-D-
Asp-amida-y-L-Glu-amida, y-D-Glu-amida-y-L-Glu-amida, y-D-Glu-amida-B-L-Asp-amida, [-D-Asp-amida-B-D-Asp-
amida, B-D-Asp-amida-y-D-Glu-amida, y-D-Glu-amida-y-D-Glu-amida, y-D-Glu-amida-B-D-Asp-amida.

[0130] 81. Un derivado de insulina de acuerdo con cualquiera de los parrafos 3 o 77-79, en donde Q2 es un enlace.

[0131] 82. Un derivado de insulina de acuerdo con los parrafos 3 o 77-80, en donde Q2 se selecciona del grupo que
consiste en

e -COCH(CONHy)-

o -COCH2N(CH2CONH_y)-

o -COCH2N(CH2CONH2)COCH2N(CH2CONHy)

L] -COCHzCHzN(CHzCHzCONHz)-

e -COCH2CH2N(CH2CH2CONH>)-COCH,CH2N(CH2CH2CONH>)-

L] -COCHzN(CHzCHzCONHz)-

L -COCHzCHzN(CHzCONHz)-

¢ -COCH;0CH2CONH-;

¢ -CO-((CR°R®)16-NH-CO)1.4-; 0

e -CO-((CR°R%)1.6-CO-NH)14-, donde R°® puede ser independientemente H, -CHs, -(CHz2)1.6CHs 0 -CONH; y

R® puede ser independientemente H, -CHs, -(CH2)1.6CH3 con la condicién de que Q2 comprenda una amida

no conectiva si Q¢ es un enlace.

[0132] 83. Un derivado de insulina de acuerdo con los parrafos 3 u 82, en donde Q1 es un enlace.

[0133] 84. Un derivado de insulina de acuerdo con los parrafos 78-83, en donde Q3 es -(CHz)s-Y1-(Ar)y1-Y2-(CHz)w-
Ys- (Ar)vz-Y4-(C Hz)t-Y5-(AI')V3-Ye-(CHz)z-

en donde Ar es como se definiera anteriormente, Y1 - Ys pueden ser independientemente entre si O, S, S=0, SO, o
un enlace; donde s, w, t y z son independientemente entre si cero o un nimero entero de 1 a 10 de manera que la
suma de s, w, ty z esté en el intervalo de 4 a 30 y v4, v2 y v3 pueden ser independientemente entre si cero 0 1 con la
condicion de que Y1 - Ys no se unan entre si y que la estructura -O-(CH>)¢-O- no ocurra.

[0134] 85. Un derivado de insulina de acuerdo con el parrafo 84, en donde por lo menos dos de v+, v2 0 v3 son cero.
[0135] 86. Un derivado de insulina de acuerdo con cualquiera de los parrafos 84-85, en donde Y1 - Ys son enlaces.

[0136] 87. Un derivado de insulina de acuerdo con cualquiera de los parrafos 84-85, en donde por Io menos uno de
Yi-YsesOoS.

[0137] 88. Un derivado de insulina de acuerdo con cualquiera de los parrafos 84-85 u 87, en donde Y1 es O 0 Sy vq
es uno.

[0138] 89. Un derivado de insulina de acuerdo con cualquiera de los parrafos 84-88, en donde ses 6, 7, 8, 9 0 10.

[0139] 90. Un derivado de insulina de acuerdo con cualquiera de los parrafos 78-89, en donde Xi, Xz, X3, Qs ¥y Qs
son enlaces y Ar es CgHa.

[0140] 91. Un derivado de insulina de acuerdo con cualquiera de los parrafos 78-90, en donde n es cero.

[0141] 92. Un derivado de insulina de acuerdo con cualquiera de los parrafos 78-91, en donde Z es -COOH.

[0142] 93. Un derivado de insulina de acuerdo con cualquiera de los parrafos 78-91, en donde Z es -CH(COOH),.
[0143] 94. Un derivado de insulina de acuerdo con cualquiera de los parrafos 78-91, en donde Z es -N(CH2COOH),.
[0144] 95. Un derivado de insulina de acuerdo con cualquiera de los parrafos 78-91, en donde Z es -SOzH.

[0145] 96. Un derivado de insulina de acuerdo con cualquiera de los parrafos 78-91, en donde Z es -POsH.
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[0146] 97. Un derivado de insulina de acuerdo con cualquiera de los parrafos 78-91, en donde Z es -O-W+, donde W
es arileno o heteroarileno, el cual puede ser sustituido por uno o dos grupos seleccionados del grupo que consiste
en: tetrazo-5-lilo, -COOH, -SO3H, -(CH2)1.6-SOsH, -(CHz)1.6-O-POsH,, -CONR™R™ o -SO,NR'™R', donde R y R™
pueden ser independientemente entre si H, -(CH2)1.6-SO3H 0 -(CH2)1.6-O-PO3H>.

[0147] 98. Un derivado de insulina de acuerdo con cualquiera de los parrafos 3 o 78-97, en donde el derivado de
insulina se selecciona del grupo que consiste en: NSBZQ-1O—(4—carboxifenoxi)-decanoiI—y-L-gIutamilamida-insulina
humana desB30, N**2°-4-[11-(4-carboxifenil)undecanoilamino]butirilo-insulina humana desB30 y N*®%°-{4-[10-(4-
carboxifenoxi)-decanoilamino]-butirilo}-insulina desB30.

[0148] 99. Un derivado de insulina de acuerdo con los parrafos 1 o 2, en donde Q1 es un aminoacido amida de un
aminoacido con un &cido carboxilico en la cadena lateral o un aminoacido con una cadena lateral sin carga, el
residuo de aminoacido amida o el residuo de aminoacido tiene de 2 a 10 atomos de carbono.

[0149] 100. Un derivado de insulina de acuerdo con cualquiera de los parrafos 1, 2 0 99, en donde Q1 se selecciona
del grupo que consiste en B-D-Asp-amida, B-L-Asp-amida, y-L-Glu-amida y y-D-Glu-amida.

[0150] 101. Un derivado de insulina de acuerdo con el parrafo 1 o 2, en donde Q1 es una cadena compuesta de dos,
tres o cuatro residuos de a-aminoacido amida o aminoacido con cadenas laterales sin carga.

[0151] 102. Un derivado de insulina de acuerdo con los parrafos 1, 2 0 101, en donde Q1 es una cadena de dos
residuos de aminoacido amida seleccionados del grupo que consiste en B-L-Asp-amida-f-L-Asp-amida, B-L-Asp-
amida-y-L-Glu-amida, y-L-Glu-amida-y-L-Glu-amida, y-L-Glu-amida-B-L-Asp-amida, 3-L-Asp-amida-3-D-Asp-amida, [3-
L-Asp-amida-y-D-Glu-amida, y-L-Glu-amida-y-D-Glu-amida, y-L-Glu-amida-B-D-Asp-amida, B-D-Asp-amida-B-L-Asp-
amida, B-D-Asp-amida-y-L-Glu-amida, y-D-Glu-amida-y-L-Glu-amida, y-D-Glu-amida-B-L-Asp-amida, -D-Asp-amida-
B-D-Asp-amida, 3-D-Asp-amida-y-D-Glu-amida, y-D-Glu-amida-y-D-Glu-amida, y-D-Glu-amida-B-D-Asp-amida.

[0152] 103. Un derivado de insulina de acuerdo con cualquiera de los parrafos 99-102, en donde Q2 es un enlace.

[0153] 104. Un derivado de insulina de acuerdo con cualquiera de los parrafos 1, 2 o 99-102, en donde Q: se
selecciona del grupo que consiste en -CO-((CR°R®)1.6-NH-CO)- y -(CO-(CR’R®)1.-CO-NH)14-, donde R® puede ser
independientemente H, -CHs, -(CH2)1.6CH3 0 -CONH_; y R® puede ser independientemente H, -CHs, -(CH2)1.sCHs3;

[0154] 105. Un derivado de insulina de acuerdo con cualquiera de los parrafos 1, 2 0 99-104, en donde Q2 es -CO-
CHz-(CHCONH;)-NH-CO; -CO-(CH3)2-(CHCONH_)-NH-CO)- 0 -CO-(CHz)3-(CHCONH:)-NH-CO)-.

[0155] 106. Un derivado de insulina de acuerdo con los parrafos 1, 2 o 104-105, en donde Q1 es un enlace.

[0156] 107. Un derivado de insulina de acuerdo con cualquiera de los parrafos 99-106, en donde uno de Qs3, Q4 0 Qs
es -(CH2)m- donde m es un nuimero entero en el intervalo de 1 a 32 0 1-12.

[0157] 108. Un derivado de insulina de acuerdo con el parrafo 107, en donde mes 4, 5, 6, 8,9, 10 u 11.

[0158] 109. Un derivado de insulina de acuerdo con cualquiera de los parrafos 99-108, en donde uno de Q3, Q4 0 Qs
es (CHzCHzO)y-; (CHQCHQCHQO)V-; (CHzCHzCHzCHzO)y-;
(CH2CH20CH2CH2CH2CH20)y- 0 (CH2CH2CH2OCH2CH2CH2CH20),~; -(CH20CHz)y- donde y es 1-20.

[0159] 110. Un derivado de insulina de acuerdo con el parrafo 109, en donde uno de Qz, Q4 0 Qs es (CH2CH.O)y- o
(CH2CH,OCH2CH>CH2CH,0), en donde y esté en el intervalo de 1-12, 2-4 o 2-3.

[0160] 111. Un derivado de insulina de acuerdo con cualquiera de los parrafos 109-110, en donde y es 1.

[0161] 112. Un derivado de insulina de acuerdo con cualquiera de los parrafos 99-111, en donde X4, X2 y X3 son
independientemente entre si
e O;
¢ -C=0
e un enlace;
« NCOR', donde R puede ser H, -CHs 0 -(CH)1.6-CHs; 0
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0 0

R R

u]
donde R es hidrégeno, C1.3-alquilo, Cz-3-alquenilo o Cy.3-alquinilo;

[0162] 113. Un derivado de insulina de acuerdo con cualquiera de los parrafos 99-112, en donde Xi, X2 y X3 son:

(] (]

R R

o

donde R es hidrégeno, C1.3-alquilo, Cz-3-alquenilo o Cy-3-alquinilo;

[0163] 114. Un derivado de insulina de acuerdo con cualquiera de los parrafos 99-113, en donde X es

]

)’I\ -~
donde R es Hy en donde Xz es

NN

A

donde R es H.

[0164] 115. Un derivado de insulina de acuerdo con cualquiera de los parrafos 99-114, en dondenes 0, 1, 2 0 3.
[0165] 116. Un derivado de insulina de acuerdo con cualquiera de los parrafos 99-115, en donde Z es -COOH.
[0166] 117. Un derivado de insulina de acuerdo con cualquiera de los parrafos 99-115, en donde Z es -CH(COOQOH),.

[0167] 118. Un derivado de insulina de acuerdo con cualquiera de los parrafos 99-115, en donde Z es -
N(CH2COOQOH),.

[0168] 119. Un derivado de insulina de acuerdo con cualquiera de los parrafos 99-115, en donde Z es -SO3H.
[0169] 120. Un derivado de insulina de acuerdo con cualquiera de los parrafos 99-115, en donde Z es -PO3H.

[0170] 121. Un derivado de insulina de acuerdo con cualquiera de los parrafos 1-2 0 99-120 en donde el derivado de
insulina es NSBZQ-(3-(3-{4-[3-(7-carboxiheptanoiIamino)propoxi]butoxi}-propiIcarbamoiI)-propionil-y-glutamilamida)-
insulina humana desB30.

[0171] En un aspecto de la invencién, Q4 es un aminoacido amida de un aminoacido con un acido carboxilico en la
cadena lateral o un aminoacido con una cadena lateral sin carga, el residuo de aminoacido amida o el residuo de
aminoacido tiene de 2 a 10 atomos de carbono.

[0172] Q1 también puede ser una cadena compuesta de dos, tres o cuatro aminoacido amida de un aminoacido con
un acido carboxilico en la cadena lateral y/o un aminoacido con una cadena lateral sin carga. La cadena de
aminoacidos puede comprender por lo menos un aminoacido que contiene una amida. De esta manera, Q1 se puede
seleccionar, por ejemplo, del grupo que comprende B-L-Asp-amida, 3-D-Asp-amida, y-L-Glu-amida y y-D-Glu-amida.
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[0173] En un aspecto, Q1 es una cadena compuesta de dos residuos de aminoacido sin carga, la cual tiene de 4 a 10
atomos de carbono. Los aminoacidos pueden comprender una amida. Los ejemplos de estos residuos de
aminoacidos son B-L-Asp-amida-B-L-Asp-amida, B-L-Asp-amida-y-L-Glu-amida, y-L-Glu-amida-y-L-Glu-amida, y-L-
Glu-amida-p-L-Asp-amida, B-L-Asp-amida-B-D-Asp-amida, p-L-Asp-amida-y-D-Glu-amida, y-L-Glu-amida-y-D-Glu-
amida, y-L-Glu-amida-p-D-Asp-amida, 3-D-Asp-amida-f-L-Asp-amida, -D-Asp-amida-y-L-Glu-amida, y-D-Glu-amida-
y-L-Glu-amida, y-D-Glu-amida-B-L-Asp-amida, B-D-Asp-amida-f-D-Asp-amida, B-D-Asp-amida-y-D-Glu-amida, y-D-
Glu-amida-y-D-Glu-amida, y-D-Glu-amida-B-D-Asp-amida.

[0174] En un aspecto de la invencién, Q1 es una cadena compuesta de tres residuos de aminoacido que tienen
independientemente de 4 a 10 atomos de carbono, donde por lo menos uno de los residuos de aminoacido de la
cadena se selecciona del grupo de residuos que tienen una amida. La combinacion de los tres aminoacido amidas
puede ser cualquiera combinaciéon de [B-L-Asp-amida, B-D-Asp-amida, y-L-Glu-amida y y-D-Glu-amida, lo cual
significa que son posibles 64 combinaciones diferentes.

[0175] En un aspecto adicional, Qi es una cadena compuesta de cuatro residuos de aminoacido, que tienen
independientemente de 4 a 10 atomos de carbono, donde por lo menos uno de los residuos de aminoacido de la
cadena se selecciona del grupo de residuos que tienen una amida. La combinacion de los cuatro aminoacido amidas
puede ser cualquier combinacién de B-L-Asp-amida, B-D-Asp-amida, y -L-Glu-amida y y-D-Glu-amida, lo cual
significa que son posibles 256 combinaciones diferentes.

[0176] 122. Un derivado de insulina que tiene un sustituyente unido a la insulina humana desB30 en ya sea el grupo
a-amino del residuo de aminoacido N-terminal de la cadena B o en un grupo g-amino de un residuo de Lys presente
en la cadena A o B de la insulina humana desB30, sustituyente el cual comprende por lo menos una fraccion
difuncionalizada grasa con aproximadamente 6 a aproximadamente 32 atomos de carbono y un conector sin carga
de la férmula -CO-((CHz2)1.s-NH-CO)1.4 €l cual une la fraccion difuncionalizada grasa a la insulina humana desB30, en
donde la fraccion difuncionalizada grasa comprende un grupo aromatico.

[0177] 123. Un derivado de insulina de acuerdo con el parrafo 122, en donde el conector sin carga se selecciona del
grupo que consiste en: -CO-CH,-NH-CO, -CO-(CHz),-NH-CO, -CO- (CHz)3-NH-CO y -CO-(CH2)1-NH-CO.

[0178] 124. Un derivado de insulina de acuerdo con los parrafos 122 o 123, en donde la fraccién difuncionalizada
grasa es T-(CHz)s-Y1(Arh1-Y2-(CH2)w-Y3-(Ar)2-Y4-(CH2)-Ys-(Arhs-Ys-CH2)~-T en donde

o Ar puede ser arileno o heteroarileno, el cual puede ser sustituido por uno o dos grupos seleccionados del
grupo que consiste en -CHs, -(CH)1s-CHs, -CONR'R? o -SONR'R?, donde R' y R? pueden ser
independientemente entre si H, -CHz 0 -(CH)1.6-CHs;

* Y1 - Ys pueden ser independientemente entre si O, S, S=0O, SO o un enlace;

e s, w, t y z son independientemente entre si cero o un nimero entero de 1 a 10 de manera que la suma de
s, w, ty z esté en el intervalo de 4 a 30,

® v1, V2 y v3 pueden ser independientemente entre si cero o 1 con la condicién de que Y1 - Yg no se unan
entre si y que la estructura -O-(CHz)1-O- no ocurra; y

o T es un grupo funcional seleccionado de los grupos carboxi, amino o hidroxilo.

[0179] 125. Un derivado de insulina de acuerdo con los parrafos 122-124, en donde el derivado de insulina es NeB2.
4-[11-(4-carboxifenil)undecanoilamino]butirilo-insulina humana desB30.

[0180] 126. Un derivado de insulina que tiene un sustituyente unido a una fraccién de insulina precursora en ya sea
el grupo a-amino del residuo de aminoacido N-terminal de la cadena B o en un grupo g-amino de un residuo de Lys
presente en la cadena A o B de la fraccion de insulina precursora, sustituyente el cual comprende por lo menos una
fraccion difuncionalizada grasa con aproximadamente 6 a aproximadamente 32 atomos de carbono y un conector sin
carga el cual une la fraccién difuncionalizada grasa a la insulina precursora, con la condicidén de que el conector sin
carga no comprenda -(CO-(CH2)1.s-NH-COQ)4.4- si el sustituyente de insulina comprende un grupo aromatico y que el
sustituyente no comprenda uno o mas residuos seleccionados del grupo de -CO-(CHz),-CO-NH-(CH2CH20),-, -CO-
(CH2)2-CO-NH-CH2-(CH2CH20),-, -CO-(CH2)2-CO-NH-(CH2CH-0)s- y -CO-(CH3)2>-CO-NH-CH2-
(CH2CH>OCH2CH,CH2CH20)-.

[0181] 127. Un derivado de insulina que tiene un sustituyente unido a una fraccién de insulina precursora en ya sea
el grupo a-amino del residuo de aminoacido N-terminal de la cadena B o en un grupo g-amino de un residuo de Lys
presente en la cadena A o B de la fraccidon de insulina precursora, sustituyente el cual comprende por lo menos
una fraccion difuncionalizada grasa con aproximadamente 6 a aproximadamente 32 atomos de carbono y un
conector sin carga el cual une la fraccién difuncionalizada grasa a la insulina precursora, con la condicion de
que el sustituyente no comprenda uno o mas residuos seleccionados del grupo de -CO-(CH3)2-CO-NH-
(CH2CH20)2-, -CO-(CH2)2-CO-NH-CH2-(CH2CH»0),-, -CO-(CH2)2-CO-NH-(CH2CH20)3- y -CO-(CH2)2-CO-NH-
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CHy-(CH,CH20CH,CH,CH2CH,0)-.

[0182] 128. Un derivado de insulina que tiene un sustituyente unido a una fraccion de insulina precursora en ya sea
el grupo a-amino del residuo de aminoacido N-terminal de la cadena B o en un grupo e-amino de un residuo de Lys
presente en la cadena A o B de la fraccién de insulina precursora, sustituyente el cual comprende por o menos una
fraccion difuncionalizada grasa con aproximadamente 6 a aproximadamente 32 atomos de carbono y un conector sin
carga el cual une la fraccion difuncionalizada grasa a la insulina precursora, con la condicion de que el sustituyente
no comprenda uno o mas residuos seleccionados del grupo de -CO-(CH2)2-CO-NH-(CH2CH>0),-, -CO-(CHz),-CO-
NH-CH2-(CH2CH20),-, -CO-(CH2)2-CO-NH-(CH2CH20);- y -CO-(CHz)2-CO-NH-CH,-(CH2CH20CH2CH2CH2CH-0)-
caracterizado por el conector sin carga que se selecciona del grupo que consiste en

e un aminoacido amida de un aminoacido con un &cido carboxilico en la cadena lateral o un aminoéacido con
una cadena lateral sin carga, el residuo el cual forma, con su grupo de acido carboxilico, un grupo amida
junto con un grupo a-amino del residuo de aminoacido N-terminal de la cadena B de Ins o junto con el
grupo g-amino de un residuo de Lys presente en la cadena Ao B de Ins o

e una cadena compuesta de dos, tres o cuatro residuos de a-aminoacido amida o aminoacido como se
especificara anteriormente unidos por via de enlaces de amida, la cadena que - por via de un enlace de
amida- se une al grupo a-amino del residuo de aminoacido N-terminal de la cadena B de Ins o al grupo ¢-
amino de un residuo de Lys presente en la cadena A o B de Ins

¢ -COCH(CONHy)-

o -COCH2N(CH2CONH_)-

e -COCH2N(CH2CONH2)COCH2N(CH2CONHy)

e -COCH2CH2N(CH2CH2CONHy>)-

o -COCH2CH2N(CH2CH2CONH3)-COCH2CH2N(CH2CH2CONH>)-

o -COCH2N(CH2CH2CONHy)-

o -COCH2CH2N(CH2CONHy)-

¢ -COCH20CH,CONH-; o

e -CO-((CR°R%)1.6-CO-NH)14-, donde R°® puede ser independientemente H, -CHs, -(CH2)1.6CHs 0 -CONH; y
R® puede ser independientemente H, -CHs, -(CH2)1.6CH3s con la condicion de que si una amina en el
conector sin carga forma un enlace con el resto del sustituyente, la amina debe enlazarse al resto del
sustituyente por via de un grupo carbonilo.

[0183] 129. Un derivado de insulina que tiene un sustituyente unido a una fracciéon de insulina precursora en ya sea
el grupo a-amino del residuo de aminoacido N-terminal de la cadena B o en un grupo g-amino de un residuo de Lys
presente en la cadena A o B de la fraccion de insulina precursora, sustituyente el cual comprende por o menos una
fraccion difuncionalizada grasa con aproximadamente 6 a aproximadamente 32 atomos de carbono y un conector sin
carga el cual une la fraccién difuncionalizada grasa a la insulina precursora, con la condiciéon de que el conector sin
carga no comprenda -(CO-(CH2)1.6-NH-CQ)4.4- si el sustituyente de insulina comprende un grupo aromatico y que el
sustituyente no comprenda uno o mas residuos seleccionados del grupo de -CO-(CHz)2-CO-NH-(CH2CH20),-, -CO-
(CH2)2-CO-NH-CH2-(CH2CH20),-, -CO-(CH2)2-CO-NH-(CH2CH-0)s- y -CO-(CH3)2-CO-NH-CH>-
(CH2CH,OCH2CH,>CH,CH-0)- caracterizado por el conector sin carga que se selecciona del grupo que consiste en

e un aminoacido amida de un aminoacido con acido carboxilico en la cadena lateral o un aminoacido con

una cadena lateral sin carga, el residuo el cual forma, con su grupo de acido carboxilico, un grupo amida

junto con un grupo a-amino del residuo de aminoacido N-terminal de la cadena de B de Ins o junto con el

grupo g-amino de un residuo de Lys presente en la cadena Ao B de Ins o

e una cadena compuesta de dos, tres o cuatro residuos de a-aminoacido amida o aminoacido como se

especificara anteriormente unidos por via de enlaces de amida, la cadena que - por via de un enlace de

amida- se une al grupo a-amino del residuo de aminoacido N-terminal de la cadena B de Ins o al grupo &-

amino de un residuo de Lys presente en la cadena A o B de Ins,

¢ -COCH(CONHy)-

o -COCH2N(CH2CONH_)-

e -COCH2N(CH2CONH2)COCH2N(CH2CONHy)

o -COCH,CH2N(CH2CH2CONHy>)-

o -COCH2CH2N(CH2CH2CONH_)-COCH2CH2N(CH2CH2CONHy>)-

o -COCH,N(CH2CH2CONH_)-

o -COCH,CH2N(CH2CONH_)-

¢ -COCH20CH>CONH-

¢ -CO-((CR°R®)1.6-NH-CO)1.4-; 0
. éCO-((CR5R6)1.6-CO-NH)1.4-, donde R® puede ser independientemente H, -CHs, -(CHz)1.6CHs 0 -CONH; y
R

puede ser independientemente H, -CHs, -(CH2)1.6CHs, con la condicion de que si una amina en el conector
sin carga forma un enlace con el resto del sustituyente, la amina debe enlazarse al resto del sustituyente por via de
un grupo carbonilo.
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[0184] 130. Un derivado de insulina que tiene un sustituyente unido a una fraccion de insulina precursora en ya sea
el grupo a-amino del residuo de aminoacido N-terminal de la cadena B o en un grupo g-amino de un residuo de Lys
presente en la cadena A o B de la fraccién de insulina precursora, sustituyente el cual comprende por lo menos una
fraccion difuncionalizada grasa con aproximadamente 6 a aproximadamente 32 atomos de carbono y un conector sin
carga el cual une la fraccion difuncionalizada grasa a la insulina precursora, con la condicion de que el sustituyente
no comprenda uno o mas residuos seleccionados del grupo de -CO-(CH2)2-CO-NH-(CH2CH>0),-, -CO-(CHz),-CO-
NH-CH2-(CH2CH20),-, -CO-(CH2)2-CO-NH-(CH2CH20)3- y -CO-(CH>)2-CO-NH-CH>-(CH2CH,OCH2CH,CH>CH>0)-
caracterizado por el conector sin carga que se selecciona del grupo que consiste en

e un aminoacido amida de un aminoéacido con acido carboxilico en la cadena lateral o un aminoacido con
una cadena lateral sin carga, el residuo el cual forma, con su grupo de acido carboxilico, un grupo amida
junto con un grupo a-amino del residuo de aminoacido N-terminal de la cadena de B de Ins o junto con el
grupo g-amino de un residuo de Lys presente en la cadena Ao B de Ins o

e una cadena compuesta de dos, tres o cuatro residuos de a-aminoacido amida o aminoacido como se
especificara anteriormente unidos por via de enlaces de amida, la cadena que - por via de un enlace de
amida- se une al grupo a-amino del residuo de aminoacido N-terminal de la cadena B de Ins o al grupo e-
amino de un residuo de Lys presente en la cadena A o B de Ins,

e -COCH(CONHy)-

o -COCH2N(CH2CONH_y)-

o -COCH2N(CH2CONH2)COCH2N(CH2CONHy)

o -COCH2CH2N(CH2CH2CONHy>)-

o -COCH2CH2N(CH2CH2CONH3)-COCH2CH2N(CH2CH2CONH>)-

L] -COCHzN(CHzCHzCONHz)-

L -COCHzCHzN(CHzCONHz)-

¢ -COCH20CH>CONH-

¢ -CO-((CR°R®)16-NH-CO)1.4-; 0

e -CO-((CR°R%)1.6-CO-NH)14-, donde R°® puede ser independientemente H, -CHs, -(CH2)1.6CHs 0 -CONHz y
R® puede ser independientemente H, -CHs, -(CH2)1.6CHs, con la condicion de que si una amina en el
conector sin carga forma un enlace con el resto del sustituyente, la amina debe enlazarse al resto del
sustituyente por via de un grupo carbonilo.

[0185] 131. Un derivado de insulina que tiene un sustituyente unido a una fraccién de insulina precursora en ya sea
el grupo a-amino del residuo de aminoacido N-terminal de la cadena B o en un grupo g-amino de un residuo de Lys
presente en la cadena A o B de la fraccion de insulina precursora, sustituyente el cual comprende por lo menos una
fraccion difuncionalizada grasa con aproximadamente 6 a aproximadamente 32 atomos de carbono y un conector sin
carga el cual une la fraccion difuncionalizada grasa a la insulina precursora, con la condicion de que una amida no
conectiva esté presente en el conector si el sustituyente comprende un grupo aromatico y que el sustituyente no
comprenda uno o mas residuos seleccionados del grupo de -CO-(CH2)2-CO-NH-(CH>CH20),-, -CO-(CH>)2-CO-NH-
CHaz-(CH2CH20)2-, -CO-(CH2)2-CO-NH-(CH2CH20)3- y -CO-(CHz2)2-CO-NH-CH2-(CH2CH20CH2CH2CH2CH0)-.

[0186] 132. Un derivado de insulina que tiene un sustituyente unido a una fracciéon de insulina precursora en ya sea
el grupo a-amino del residuo de aminoacido N-terminal de la cadena B o en un grupo g-amino de un residuo de Lys
presente en la cadena A o B de la fraccion de insulina precursora, sustituyente el cual comprende por lo menos una
fraccion difuncionalizada grasa con aproximadamente 6 a aproximadamente 32 atomos de carbono y un conector sin
carga el cual une la fraccion difuncionalizada grasa a la insulina precursora, con la condiciéon de que la fraccion
difuncionalizada grasa sea una cadena alifatica, una amida no conectiva esta presente en el conector.

[0187] 133. Un derivado de insulina de acuerdo con los parrafos 121-129, en donde el sustituyente se une al grupo
o~-amino del residuo de aminoacido N-terminal de la cadena B de la insulina precursora.

[0188] 134. Un derivado de insulina de acuerdo con el parrafo 121-129, en donde el sustituyente se une al grupo e-
amino de un residuo de Lys presente en la cadena A o B de la insulina precursora.

[0189] 135. Un derivado de insulina de acuerdo con los parrafos 121-129 o 131, en donde el sustituyente se une al
grupo g-amino del residuo de Lys en la posicién B29 presente en la cadena B de la insulina precursora.

[0190] 136. Un derivado de insulina de acuerdo con el parrafo 132, en donde el sustituyente se une al grupo g-amino
del residuo de Lys en la posicién B29 en la insulina humana desB30.

[0191] 137. Un derivado de insulina de acuerdo con cualquiera de los parrafos 121-129, en donde el conector
comprende una amida o una amida N-sustituida de la formula -CONR'R?, donde R’ y R, pueden ser
independientemente entre si hidrogeno, metilo, etilo, propilo o isopropilo.

[0192] 138. Un derivado de insulina de acuerdo con el parrafo 134, donde R’ y R® son hidrégeno.
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[0193] 139. Un derivado de insulina de acuerdo con los parrafos 121-129, en donde el conector comprende una
amida no conectiva.

[0194] 140. Un derivado de insulina de acuerdo con cualquiera de los parrafos 121-129, en donde el sustituyente
comprende uno o mas residuos de etilenglicol, propilenglicol y/o butilenglicol que contienen independientemente en
cada terminacion un grupo seleccionado de -NH; y -COOH, el cual se utiliza para conectar los componentes
individuales del sustituyente.

[0195] 141. Un derivado de insulina de acuerdo con los parrafos 121-129, en donde el sustituyente comprende por lo
menos un grupo aromatico.

[0196] 142. Un derivado de insulina de acuerdo con cualquiera de los parrafos 1-141, en donde la insulina
precursora es insulina humana o insulina de porcino.

[0197] 143. Un derivado de insulina de acuerdo con cualquiera de los parrafos 1-141, en donde la insulina
precursora es un analogo de insulina.

[0198] 144. Un derivado de insulina de acuerdo con el parrafo 143, en donde el residuo de aminoacido en la posicion
B30 de la insulina precursora es Lys o ha sido suprimido.

[0199] 145. Un derivado de insulina de acuerdo con los parrafos 143-44, en donde la insulina precursora es la
insulina humana desB30.

[0200] 146. Un derivado de insulina de acuerdo con cualquiera de los parrafos 143-145, en donde el residuo de
aminoacido en la posicién B1 de la insulina precursora ha sido suprimido.

[0201] 147. Un derivado de insulina de acuerdo con cualquiera de los parrafos 143-146, en donde el residuo de
aminoacido en la posicién A21 de la insulina precursora es Gly o Asn.

[0202] 148. Un derivado de insulina de acuerdo con cualquiera de los parrafos 143-147, en donde el residuo de
aminoacido en la posicién B3 de la insulina precursora es Lys.

[0203] 149. Un derivado de insulina de acuerdo con cualquiera de los parrafos 143-148, en donde el residuo de
aminoacido en la posicion B28 de la insulina precursora es Asp o Lys.

[0204] 150. Un derivado de insulina de acuerdo con cualquiera de los parrafos 143-149, en donde el residuo de
aminoacido en la posicién B29 de la insulina precursora es Pro o Thr.

[0205] 151. Un derivado de insulina de acuerdo con el parrafo 149, en donde la insulina precursora es la insulina
humana AspB28.

[0206] 152. Un derivado de insulina de acuerdo con el parrafo 147, en donde la insulina precursora es la insulina
humana GlyA21 o la insulina humana GlyA21desB30 o la insulina humana GlyA21ArgB31ArgB32.

[0207] 153. Un derivado de insulina de acuerdo con el parrafo 148, en donde la insulina precursora es la insulina
humana LysB3GluB29.

[0208] 154. Un derivado de insulina de acuerdo con los parrafos 149-150, en donde la insulina precursora es la
insulina humana LysB28ProB29.

[0209] 155. Un derivado de insulina de acuerdo con los parrafos 144 y 150, en donde la insulina precursora es la
insulina humana ThrB29LysB30.

[0210] 156. Un complejo de zinc de un derivado de insulina de acuerdo con cualquiera de los parrafos anteriores en
donde dos iones de zinc, tres iones de zinc, cuatro iones de zinc, cinco iones de zinc, seis iones de zinc, siete iones
de zinc, ocho iones de zinc, nueve iones de zinc o diez iones de zinc se enlazan por seis moléculas de derivado de
insulina.

[0211] 157. Una composicidon farmacéutica para el tratamiento de diabetes en un paciente necesitado de este
tratamiento, que comprende una cantidad terapéuticamente efectiva de un derivado de insulina de acuerdo con los
parrafos 1-155 o un complejo de zinc de acuerdo con el parrafo 156 junto con un portador farmacéuticamente
aceptable.

[0212] 158. Una composicion farmacéutica para el tratamiento de diabetes en un paciente necesitado de este

tratamiento, que comprende una cantidad terapéuticamente efectiva de un derivado de insulina de acuerdo con los
parrafos 1-155 o un complejo de zinc de acuerdo con el parrafo 156 en una mezcla con una insulina
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[0213] o un analogo de insulina el cual tiene un comienzo de accion rapido, junto con un portador farmacéuticamente
aceptable.

[0214] 159. Un método para tratar la diabetes en un paciente necesitado de este tratamiento, que comprende
administrar al paciente una cantidad terapéuticamente efectiva de un derivado de insulina de acuerdo con los
parrafos 1-155 o un complejo de zinc de acuerdo con el parrafo 156 junto con un portador farmacéuticamente
aceptable.

[0215] 160. Un método para tratar la diabetes en un paciente necesitado de este tratamiento, que comprende
administrar al paciente una cantidad terapéuticamente efectiva de un derivado de insulina de acuerdo con los
parrafos 1-155 o un complejo de zinc de acuerdo con el parrafo 156 en una mezcla con una insulina o con un
analogo de insulina el cual tiene un comienzo de accién rapido, junto con un portador farmacéuticamente aceptable.

[0216] 161. Un método de acuerdo con los parrafos 138 o 139 para el tratamiento pulmonar de la diabetes.

[0217] 162. El uso de un derivado de insulina de acuerdo con los parrafos 1-155 o un complejo de zinc de acuerdo
con el parrafo 156 para la manufactura de una composicion farmacéutica para el uso en el tratamiento de la diabetes
tipo 1, diabetes tipo 2 y otros estados que causan hiperglicemia.

[0218] 163. El uso de un derivado de insulina de acuerdo con los parrafos 1-155 o un complejo de zinc de acuerdo
con el parrafo 156 en una mezcla con una insulina o un analogo de insulina el cual tiene un comienzo de accion
rapido para la manufactura de una composicion farmacéutica para el uso en el tratamiento de la diabetes tipo 1,
diabetes tipo 2 y otros estados que causan hiperglicemia.

[0219] 164. Una mezcla de un derivado de insulina de acuerdo con los parrafos 1-155 o un complejo de zinc de
acuerdo con el parrafo 156 y un analogo de insulina de accion rapida seleccionado del grupo que consiste en
insulina humana AspB28; insulina humana LysB28ProB29 e insulina humana LysB3GIluB29.

[0220] 165. Un derivado de insulina, en donde el derivado de insulina se selecciona del grupo que consiste en:
NEBZQ-w-carboxi-pentadecanoiI-y-L-qutamiIamida-insulina humana desB30,
-w-carboxi-pentadecanoil-y-amino-butanoil-insulina humana desB30,
-w-carboxi-tetradecanoil-y-L-glutamilamida-insulina humana desB30,
-w-carboxi-tridecanoil-y-L-glutamilamida-insulina humana desB30,
-w-carboxi-pentadecanoil-p-alanilo-insulina humana desB30,
NEBZQ-w-carboxi-pentadecanoiI-y-L-aspar‘[iIamida-insulina humana desB30,
N®2°_)-carboxi-pentadecanoil-e-aminohexanoil-insulina humana desB30,
N®2%_-carboxi-pentadecanoil-3-aminopentanoil-insulina humana desB30,
N®82%_10-(4-carboxifenoxi)-decanoil-y-L-glutamilamida-insulina humana desB30,
N®2°_4-[11-(4-carboxifenil)undecanoilamino]butirilo-insulina humana desB30,
NB2%_(3-(3-{4-[3-(7-carboxiheptanoilamino)propoxi]outoxi}-propilcarbamoil)-propionil-y-glutamilamida)-insulina
humana desB30,

NB2°_-carboxi-tridecanoil-y-amino-butanoil-insulina humana desB30,
N2°_)-carboxi-undecanoil-y-amino-butanoil-insulina humana desB30,
-w-carboxi-tetradecanoil-y-amino-butanoil-insulina humana desB30,
N®%°_{4-[10-(4-carboxi-fenoxi)-decanoilamino]-butirilo}-insulina desB30,
NEBZQ-{4-[(14-carboxi-tetradecanoiIamino)-metil]-benzoiI}-insulina desB30,
N82°_[16-(4-carboxi-fenoxi)-hexadecanoil]-insulina desB30,
N2%_{4[(15-carboxipentadecanoilamino)benzoil]-insulina humana desB30 y
9-{4-[(1 5-carboxi-pentadecanoilamino)-metil]-benzoil}- insulina desB30
[0221] 166. Un derivado de insulina como se describe en los ejemplos.

NEBZQ
NEBZQ
NEBZQ
NEBZQ

NsB29

NsB2

[0222] La invencidn sera resumida adicionalmente en los siguientes parrafos:

[0223] 1a. Un derivado de insulina que tiene un sustituyente unido a una fraccién de insulina precursora en ya sea el
grupo a-amino del residuo de aminoacido N-terminal de la cadena B o en un grupo g-amino de un residuo de Lys
presente en la cadena B de la fraccidon de insulina precursora, el sustituyente el cual comprende por lo menos una
fraccion difuncionalizada grasa con aproximadamente 6 a aproximadamente 32 atomos de carbono y un conector sin
carga el cual une la fraccién difuncionalizada grasa a la insulina precursora, con la condiciéon de que el conector sin
carga no comprenda -(CO-(CHz)2-s-NH-CQO)4.4- si el sustituyente de insulina comprende un grupo aromatico.

[0224] 2a. Un derivado de insulina de acuerdo con el parrafo 1a, en donde el sustituyente se une al grupo a-amino
del residuo de aminoacido N-terminal de la cadena B de la insulina precursora.

[0225] 3a. Un derivado de insulina de acuerdo con el parrafo 1a, en donde el sustituyente se une al grupo g¢-amino
de un residuo de Lys presente en la cadena B de la insulina precursora.
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[0226] 4a. Un derivado de insulina de acuerdo con los parrafos 1a o 3a en donde el sustituyente se une al grupo e-
amino del residuo de Lys en la posicién B29 presente en la cadena B de la insulina precursora.

[0227] 5a. Un derivado de insulina de acuerdo con el parrafo 4a, en donde el sustituyente se une al grupo g-amino
del residuo de Lys en la posicion B29 en la insulina humana LysB29desB30

[0228] 6a. Un derivado de insulina de acuerdo con cualquiera de los parrafos 1a-5a, en donde el conector
comprende una amida o una amida N-sustituida de la formula -CONR;Rs, donde R; y Rs, pueden ser
independientemente entre si hidrogeno, metilo, etilo, propilo o isopropilo.

[0229] 7a. Un derivado de insulina de acuerdo con el parrafo 6a, donde R7 y Rg son hidrégeno.

[0230] 8a. Un derivado de insulina de acuerdo con el parrafo 1, en donde el conector comprende una amida.

[0231] 9a. Un derivado de insulina de acuerdo con cualquiera de los parrafos 1a-7a, en donde el sustituyente
comprende uno o mas residuos de etilenglicol, propilenglicol y/o butilenglicol que contienen independientemente en

cada terminacién un grupo seleccionado de -NH; y -COOH.

[0232] 10a. Un derivado de insulina de acuerdo con los parrafos 1a-7a, en donde el sustituyente comprende por lo
menos un grupo aromatico.

[0233] 11a. Los derivados de insulina de acuerdo con el parrafo 1a que tienen la formula

NN N NN N

en donde Ins es la fraccidon de insulina precursora la cual por via del grupo a-amino del residuo de aminoacido N-
terminal de la cadena B o un grupo g-amino de un residuo de Lys presente en la cadena B de la fraccion de insulina
se enlaza a Q1 0 Q2 en el sustituyente;

cada n es independientemente 0, 1, 2, 3,4, 5 6 6;

Q; es:

Ins—Q;—Q

* un residuo de a-aminoacido amida que tiene un grupo de acido carboxilico en el sustituyente, el residuo el
cual forma, con uno de sus grupos de acido carboxilico, un grupo amida junto con el grupo a-amino del
residuo de aminoacido N-terminal de la cadena B o junto con el grupo €-amino de un residuo de Lys
presente en la cadena B de la insulina precursora;
e una cadena compuesta de dos, tres o cuatro residuos de a-aminoacido amida unidos por via de enlaces
de amida, la cadena la cual - por via de un enlace de amida - se une al grupo a-amino del residuo de
aminoacido N-terminal de la cadena B o al grupo g-amino de un residuo de Lys presente en la cadena B de
la insulina precursora, los residuos de aminoacido de W se seleccionan del grupo de residuos de
aminoacido que tienen un sustituyente neutro y residuos de aminoacido que tienen un grupo de acido
carboxilico en el sustituyente de manera que W tiene por lo menos un residuo de aminoacido el cual tiene
un grupo de acido carboxilico en el sustituyente; o
e un enlace

Q: es:
¢ -COCH(CONHy)-
e -COCH2N(CH2CONH_)-
e -COCH2N(CH2CONH2)COCH,;N(CH>CONHy)
e -COCH2CH2N(CH2CH2CONHy>)-
e -COCH2CH2N(CH2CH2CONH3)-COCH>CH>N(CH2,CH>,CONH»)-
e -COCH2N(CH>CH2CONHy)-
e -COCH2CH2N(CH2CONHa)-
. -(CO-(CHQ)Q.G-NH-CO)1.4-;
. -(CO-(CHQ)Q.G-CO-NH)1.4-;
e -(CO-(CRgR10)1-6-CO-NH)4.4-, donde Rg y R1o, pueden ser independientemente entre si H, -CHs, -
(CH2)1.6CH3 0 -CONHg; o
e un enlace
con la condicion de que por lo menos uno de Q1 0 Q2 no sea un enlace;
Qs, Q4 y Qs pueden ser independientemente entre si
e -(CH2)m- donde m es un numero entero en el intervalo de 1 a 32;
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¢ una cadena de hidrocarburo divalente que comprende 1, 2 o 3 grupos -CH=CH- y un nimero de grupos -
CH.- suficiente para proporcionar un nimero total de atomos de carbono en la cadena en el intervalo de 4 a
32;

. (CH2CH20)y~; (CH2CH2CH20)y-; (CH2CH2CH2CH20)y-; (CH2CH2,OCH2CH2CH2CH20),- o}
(CHzCHzCHzOCHzCHzCHzCHzO)y-; -(CHzOCHz)y- donde yes 1-20;

¢ -(CR3R4)1-6-(NHCO-(CR3R4)1-6-NHCO)12-(CR3R4)16 0 -(CR3R4)1-6-(CONH-(CR3R4)1-6-CONH)12-(CR3R4)1-6-
, ~(CR3R4)1-6-(NHCO-(CR3R4)1.6-CONH)12-(CR3R4)1-6- 0 -(CR3R4)1-6-(CONH-(CR3R4)1.6-NHCO)1.2-(CR3R4)1-6
donde R3 y R4 pueden ser independientemente entre si e independientemente para cada atomo de carbono
H, -COOH u OH,

¢ -(CRsRe)16-, donde Rs y Rs pueden ser independientemente entre si e independientemente para cada
atomo de carbono H, -COOH, (CH2)1.sCOOH,;

¢ -((CR1R2)16-NR15-CO)1.4-, donde R1, Rz y Ris pueden ser independientemente entre si H, -CHs, -CH4.
6CH3, -SO3H, -(CH2)1.6-SO3H, -(CH)1.6-O-PO3sH2, 0 CONH, y Ris puede ser arileno el cual puede ser
sustituido por uno o dos grupos de R4, R> como se definiera anteriormente;

¢ NR15 donde R1s es como se definiera anteriormente;

¢ arileno o heteroarileno, el cual puede ser sustituido por uno o dos grupos seleccionados del grupo que
consiste en -COOH, -CH3,CH1.6CH3, -SO3H, -(CH2)p, SOsH, -CONR1R, donde Rs y Ry, pueden ser
independientemente entre si H, -CHs, -(CH)1.6-CH3, -SO3H, -(CH2)1.6-O-PO3H2 0 CONHy;

e una cadena de hidrocarburo divalente de la féormula —(CH2)s-Y1-(CeHa)v1 -Y2- (CH2)w-Y3- (CeHa)vo-Yas-
(CH2)-Y5-(CsHa)vz-Ys- (CH2)z donde Y1 - Yg pueden ser independientemente entre si O; S o un enlace;
donde s, w, ty z esta en el intervalo de 4 a 30 y v4, v2y v3 pueden ser independientemente entre si cero o 1
con la condicion de que Y1 - Ys N0 se unan entre si; o

e un enlace;

con la condicién de que Qs - Qs sean diferentes;
X1, X2 y X3 son independientemente entre si:

e O;
¢ -C=0
e un enlace; o

O o
a?J\ /l'\,r,f

R R

o

donde R es hidrégeno, C1.3-alquilo, Cz.3-alquenilo o Cy.3-alquinilo;

-COOH;

-CO-Asp;

-CO-Glu;

-CO-Gly;

-CO-Sar;

-CH(COOQH)y,

-N(CH2COOH)y;

-SOzH

-OSOzH

-OPO3H;

-POsH> 0

-tetrazol-5-ilo o

-O-Wjy,

donde W1 es arileno o heteroarileno, el cual puede ser sustituido por uno o dos grupos seleccionados del
grupo que consiste en -COOH, -SO3zH, -(CHz)1.6-SO3H, -CONR13R14 0 -SO2NR12R14, donde Riz y Ria,
pueden ser independientemente entre si H, -SO3H, -(CH2)1.6-SO3H, -(CH2)1.6-O -PO3zH,, -CONH; o tetrazo-
5-lilo; y cualquier complejo de Zn* del mismo.

[0234] 12a. Un derivado de insulina de acuerdo con el parrafo 11a, en donde Q1 es un residuo de aminoacido amida
que tiene de 4 a 10 atomos de carbono.

[0235] 13a. Un derivado de insulina de acuerdo con cualquiera de los parrafos 11a-12a, en donde Q1 se selecciona
del grupo que consiste en 3-D-Asp-amida, B-L-Asp-amida, y-L-Glu-amida y y-D-Glu-amida.
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[0236] 14a. Un derivado de insulina de acuerdo con el parrafo 11a, en donde Q1 es una cadena de residuos de
aminoacido amida.

[0237] 15a. Un derivado de insulina de acuerdo con los parrafos 11a o 14a, en donde Q; es una cadena de dos
residuos de aminoacido amida seleccionados del grupo que consiste en B-L-Asp-amida-p-L-Asp-amida, B-L-Asp-
amida-y-L-Glu-amida, y-L-Glu-amida-y-L-Glu-amida, y-L-Glu-amida-p-L-Asp-amida, B-L-Asp-amida-3-D-Asp-amida, [3-
L-Asp-amida-y-D-Glu-amida, y-L-Glu-amida-y-D-Glu-amida, y-L-Glu-amida-pB-D-Asp-amida, B-D-Asp-amida-B-L-Asp-
amida, B-D-Asp-amida-y-L-Glu-amida, y-D-Glu-amida-y-L-Glu-amida, y-D-Glu-amida-B-L-Asp-amida, 3-D-Asp-amida-
B-D-Asp-amida, 3-D-Asp-amida-y-D-Glu-amida, y-D-Glu-amida-y-D-Glu-amida, y-D-Glu-amida-B-D-Asp-amida.

[0238] 16a. Un derivado de insulina de acuerdo con cualquiera de los parrafos 11a-15a, en donde Q2 es un enlace.

[0239] 17a. Un derivado de insulina de acuerdo con cualquiera de los parrafos 11a-15a, en donde Q2 se selecciona
del grupo que consiste en -(CO-(CHz)2-6-NH-CO)1.4-; -(CO-(CHz2)2-6-CO-NH)1.4-.

[0240] 18a. Un derivado de insulina de acuerdo con el parrafo 17a, en donde Q: se selecciona del grupo que
consiste en -(CO-(CH3)2-NH-COQO)+- 0 -(CO-(CH2)3-NH-CO)1.4-.

[0241] 19a. Un derivado de insulina de acuerdo con los parrafos 17a-18a, en donde Q1 es un enlace.

[0242] 20a. Un derivado de insulina de acuerdo con el parrafo 11a en donde

Q; es:
¢ un residuo de a-aminoacido amida que tiene un grupo de acido carboxilico en el sustituyente, el residuo el
cual forma, con uno de sus grupos de acido carboxilico, un grupo amida junto con el grupo a-amino del
residuo de aminoacido N-terminal de la cadena B o junto con el grupo e-amino de un residuo de Lys
presente en la cadena B de la insulina precursora;
e una cadena compuesta de dos, tres o cuatro residuos de a-aminoacido amida unidos por via de enlaces
de amida, la cadena la cual - por via de un enlace de amida - se une al grupo a-amino del residuo de
aminoacido N-terminal de la cadena B o al grupo e-amino de un residuo de Lys presente en la cadena B de
la insulina precursora, los residuos de aminoacido de W se seleccionan del grupo de residuos de
aminoacido que tienen un sustituyente neutro y residuos de aminoacido que tienen un grupo de acido
carboxilico en el sustituyente de manera que W tiene por lo menos un residuo de aminoacido el cual tiene
un grupo de acido carboxilico en el sustituyente; o
e un enlace

Q es:
o -COCH(CONHy)-
o -COCH2N(CH2CONH_)-
o -COCH2N(CH2CONH2)COCH2N(CH2CONHy)
o -COCH2CH2N(CH2CH2CONHy>)-
o -COCH2CH2N(CH2CH2CONH2)-COCH2CH2N(CH2CH2CONH>)-
o -COCH2N(CH2CH2CONHy)-
o -COCH2CH2N(CH2CONHy)-
L] -(CO-(CHQ)z.e-NH-CO)1.4-;
L] -(CO-(CHQ)z.e-CO-NH)1.4-;
e -(CO-(CRgR10)1-6-CO-NH)4.4-, donde Rg y R1o, pueden ser independientemente entre si H, -CHs, -(CH2)1-
6CH3 0 -CONH;; o
e un enlace
con la condicion de que por lo menos uno de Q1 0 Q2 no sea un enlace;

Qs es

¢ -(CHz)m- donde m es un numero entero en el intervalo de 6 a 32;
¢ una cadena de hidrocarburo divalente que comprende 1, 2 o 3 grupos -CH=CH y un nimero de grupos -
CH_- suficiente para proporcionar un nimero total de atomos de carbono en la cadena en el intervalo de 4 a
32;0
e una cadena de hidrocarburo divalente de la féormula -(CH2)sCsH4(CH2)w- en donde v y w son nimeros
enteros o uno de éstos es cero de manera que la suma de s y w esta en el intervalo de 6 a 30;
X1 puede ser -C=0 o un enlace;
Qq4, Qs, X2 y X3 son enlaces;
Todos los valores de n son cero; y
Zes:
-COOH;
-CO-Asp;
-CO-Glu;
-CO-Gly;
-CO-Sar;
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-CH(COOQH)y,
-N(CH2COOH)y;
-SOsH

-OSO3H
-OPO3H;
-PO3H> 0
-tetrazol-5-ilo

y cualquier complejo de Zn*" del mismo.

[0243] 21a. Un derivado de insulina de acuerdo con el parrafo 20a, en donde Q1 es un residuo de aminoacido amida
que tiene de 4 a 10 atomos de carbono.

[0244] 22a. Un derivado de insulina de acuerdo con cualquiera de los parrafos 20a-21a, en donde Q1 se selecciona
del grupo que consiste en B-D-Asp-amida, B-L-Asp-amida, y-L-Glu-amida y y-D-Glu-amida.

[0245] 23a. Un derivado de insulina de acuerdo con el parrafo 20a, en donde Q1 es una cadena de residuos de
aminoacido amida.

[0246] 24a. Un derivado de insulina de acuerdo con los parrafos 20a o 23a, en donde Q1 es una cadena de dos
residuos de aminoacido amida seleccionados del grupo que consiste en p-L-Asp-amida-p-L-Asp-amida, B-L-Asp-
amida-y-L-Glu-amida, y-L-Glu-amida-y-L-Glu-amida, y-L-Glu-amida-B-L-Asp-amida, 3-L-Asp-amida-3-D-Asp-amida, [3-
L-Asp-amida-y-D-Glu-amida, y-L-Glu-amida-y-D-Glu-amida, y-L-Glu-amida-B-D-Asp-amida, B-D-Asp-amida-B-L-Asp-
amida, pB-D-Asp-amida-y-L-Glu-amida, y-D-Glu-amida-y-L-Glu-amida, y-D-Glu-amida-B-L-Asp-amida, [3-D-Asp-amida-
B-D-Asp-amida, 3-D-Asp-amida-y-D-Glu-amida, y-D-Glu-amida-y-D-Glu-amida, y-D-Glu-amida-B-D-Asp-amida.

[0247] 25a. Un derivado de insulina de acuerdo con cualquiera de los parrafos 20a-24a, en donde Q2 es un enlace.
[0248] 26a. Un derivado de insulina de acuerdo con cualquiera de los parrafos 21a-25a, en donde X; es -C=0.

[0249] 27a. Un derivado de insulina de acuerdo con cualquiera de los parrafos 20a-26a, en donde Q2 se selecciona
del grupo que consiste en CO(CONH2)CH-; -(CO-(CH2)26-NH-CQO)14-; -(CO-(CH2)2-6-CO-NH)1-4-.

[0250] 28a. Un derivado de insulina de acuerdo con cualquiera de los parrafos 20a o 27a, en donde Q3 se selecciona
del grupo que consiste en -(CO-(CHz)2-NH-CO)-, -(CO-(CH2)3-NH-CO);-, -(CO-(CH2)4-NH-CO)+- 0 -(CO-(CH2)5-NH-
CO)4-.

[0251] 29a. Un derivado de insulina de acuerdo con los parrafos 27a o 28a, en donde Q1 es un enlace.

[0252] 30a. Un derivado de insulina de acuerdo con cualquiera de los parrafos 20a-29a, en donde Qs es -(CH2)n- donde
m es un numero entero en el intervalo de 6 a 32 o de 8 a 20.

[0253] 31a. Un derivado de insulina de acuerdo con los parrafos 30a, donde m es 12, 13, 14, 15 0 16.
[0254] 32a. Un derivado de insulina de acuerdo con cualquiera de los parrafos 20a-31a, en donde Z es -COOH.
[0255] 33a. Un derivado de insulina de acuerdo con cualquiera de los parrafos 20a-31a, en donde Z es -CH(COOH),.

[0256] 34a. Un derivado de insulina de acuerdo con cualquiera de los parrafos 20a-31a, en donde Z es -
N(CH2COOH)s.

[0257] 35a. Un derivado de insulina de acuerdo con cualquiera de los parrafos 20a-31a, en donde Z es -SO3H.
[0258] 36a. Un derivado de insulina de acuerdo con cualquiera de los parrafos 20a-31a, en donde Z es -PO3H.

[0259] 37a. Un derivado de insulina de acuerdo con cualquiera de los parrafos anteriores seleccionado del grupo que
consiste en N5829-w-carboxi—pentadecanoiI—y—L—gIutamilamida—insulina humana desB30, NB2°_y-carboxi-
pentadecanoil-y-amino-butanoil-insulina humana desB30, NEBzg-w-carboxi-tetradecanoil-y-L-gIutamilamida-insulina
humana desB30, NEBzg-w-carboxi-tridecanoiI-y-L-qutamiIamida-insuIina humana desB30, NE2_)-carboxi-
pentadecanoil-p-alanilo-insulina humana desB30, NEBZQ-w-carboxi-pentadecanoil-y-L-aspartiIamida-insulina humana
desB30, NEBzg-w-carboxi-pentadecanoiI-g-aminohexanoil—insulina humana desB30, N‘BZQ-w—carboxi-pentadecanoil-é-
aminopentanoil-insulina humana desB30.

[0260] 38a. Un derivado de insulina de acuerdo con el parrafo 11a, en donde
Qi es:
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¢ un residuo de a-aminoacido amida que tiene un grupo de acido carboxilico en el sustituyente, el residuo el
cual forma, con uno de sus grupos de acido carboxilico, un grupo amida junto con el grupo a-amino del
residuo de aminoacido N-terminal de la cadena B o junto con el grupo e-amino de un residuo de Lys
presente en la cadena B de la insulina precursora;

e una cadena compuesta de dos, tres o cuatro residuos de a-aminoacido amida unidos por via de enlaces
de amida, la cadena la cual - por via de un enlace de amida - se une al grupo a-amino del residuo de
aminoacido N-terminal de la cadena B o al grupo g-amino de un residuo de Lys presente en la cadena B de
la insulina precursora, los residuos de aminoacido de W se seleccionan del grupo de residuos de
aminoacido que tienen un sustituyente neutro y residuos de aminoacido que tienen un grupo de &cido
carboxilico en el sustituyente de manera que W tiene por lo menos un residuo de aminoacido el cual tiene
un grupo de acido carboxilico en el sustituyente; o

e un enlace

¢ -COCH(CONHy)-

e -COCH2N(CH2CONH_)-

o -COCH2N(CH2CONH2)COCH2N(CH2CONHy)

e -COCH2CH2N(CH2CH2CONHy)-

o -COCH2CH2N(CH2CH2CONH3)-COCH2CH2N(CH2CH2CONH>)-

o -COCH2N(CH2CH2CONHy)-

e -COCH2CH2N(CH2CONHy)-

o -(CO-(CH2)2.6-NH-COQO)1.4-;

o -(CO-(CH2)2-6-CO-NH)1.s-;

o -(CO-(CRgR10)1-6-CO-NH)4.4-, donde Rg y R1o, pueden ser independientemente entre si H, -CHs, -(CH2)1-
6CH3 (0] -CONHQ; (0]

e un enlace

con la condicién de que por lo menos uno de Q1 0 Q2 no sea un enlace;

¢ -((CR1R2)1-sNR15-CQO)1.4-, donde R1, Rz y R1s pueden ser independientemente entre si H, -CHs, -CH1.,6CHs,
-SO3H, -(CHz2)1.6-SO3H, -(CHz2)1.6-O-POsH> o CONH: y R15 puede ser arileno el cual puede ser sustituido por
uno o dos grupos de R4, Rz es como se definiera anteriormente;

¢ NR15 donde R15 es como se definiera anteriormente,

e un enlace

e -(CH2)m donde m es un numero entero de 4 a 22;

¢ una cadena de hidrocarburo divalente que comprende 1, 2 0 3 grupos -CH=CH- y un nimero de grupos

-CHo,- suficiente para proporcionar un nimero total de atomos de carbono en la cadena en el intervalo de 4
a

22;

e arileno o heteroarileno, el cual puede ser sustituido por uno o dos grupos seleccionados del grupo que

consiste en -COOH, -CHs, -CHpCH3, -SO3H, -(CH2)p-SO3H, -CONR1R2 0 -SO2NR1Rz, donde R1 y Ry
pueden

ser independientemente entre si H, -CHs, -(CH)1.6-CH3, -SO3H, -(CH2)1.6-SO3H, -(CH2),-O-PO3H2 0 CONHy;
o}

¢ una cadena de hidrocarburo divalente de la férmula -(CH2)s-Y1-(CeHa)v1-Y2-(CH2)w-Y3-(CeHa)v2-Y4-(CH2)- Y5

(CeHa)va-Ys-(CH2)--

en donde Y1 - Ye pueden ser independientemente entre si O; S o un enlace; donde s, w, ty z son

independientemente entre si cero o un numero entero de 1 a 10 de manera que la suma de s, w, ty z esté
en

el intervalo de 4 a 30 y vy, v2 y v3 pueden ser independientemente entre si cero o 1 con la condiciéon de que
Y-

Ys no se unan entre si; 0

e O;

¢ -C=0

e un enlace; o
[

R R

o
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donde R es hidrégeno, C1.3-alquilo, Cz-3-alquenilo o Cy.3-alquinilo; y X2, X3 y Qs son enlaces;
Todos los valores de n son cero; y
e Zes:
-COOH;
-CO-Asp;
-CO-Glu;
-CO-Gly;
-CO-Sarr;
-CH(COOH)y;
-N(CH2COOH)y;
-SOzH
-OSO3H
-OPO3H;
-POsHz 0
-tetrazol-5-ilo o
-O-Wjy,
donde W1 no es arileno o heteroarileno, el cual puede ser sustituido por uno o dos grupos
seleccionados del grupo que consiste en -COOH, -SO3H, -(CH2)16-SO3H, -CONR13R14 0 -SO2NR12R 14,
donde Riz y Ris, pueden ser independientemente entre si H, -SOsH, -(CH2)16-SOsH, -(CHz2):-
6—0O—PO3H,, —CONH> o tetrazo-5-lilo;
y cualquier complejo de Zn“" del mismo.

[0261] 39a. Un derivado de insulina de acuerdo con el parrafo 38a, en donde Q1 es un residuo de aminoacido amida
que tiene de 4 a 10 atomos de carbono.

[0262] 40a. Un derivado de insulina de acuerdo con cualquiera de los parrafos 38a-39a, en donde Q1 se selecciona
del grupo que consiste en 3-D-Asp-amida, 3-L-Asp-amida, y-L-Glu-amida y y-D-Glu-amida.

[0263] 41a. Un derivado de insulina de acuerdo con el parrafo 38a, en donde Q1 es una cadena de residuos de
aminoacido amida.

[0264] 42a. Un derivado de insulina de acuerdo con los parrafos 38a o 41a, en donde Q4 es una cadena de dos
residuos de aminoacido amida seleccionados del grupo que consiste en B-L-Asp-amida-f-L-Asp-amida, B-L-Asp-
amida-y-L-Glu-amida, y-L-Glu-amida-y-L-Glu-amida, y-L-Glu-amida-B-L-Asp-amida, B-L-Asp-amida-3-D-Asp-amida, [3-
L-Asp-amida-y-D-Glu-amida, y-L-Glu-amida-y-D-Glu-amida, y-L-Glu-amida-B-D-Asp-amida, B-D-Asp-amida-B-L-Asp-
amida, B-D-Asp-amida-y-L-Glu-amida, y-D-Glu-amida-y-L-Glu-amida, y-D-Glu-amida-B-L-Asp-amida, [3-D-Asp-amida-
B-D-Asp-amida, 3-D-Asp-amida-y-D-Glu-amida, y-D-Glu-amida-y-D-Glu-amida, y-D-Glu-amida-B-D-Asp-amida.

[0265] 43a. Un derivado de insulina de acuerdo con cualquiera de los parrafos 38a-42a, en donde Q2 es un enlace.

[0266] 44a. Un derivado de insulina de acuerdo con cualquiera de los parrafos 38a-42a, en donde Q2 se selecciona
del grupo que consiste en CO(CONH32)CH-; -(CO-(CH2)2.6-NH-CO)1.4- y -(CO-(CHz2)2.6-CO-NH)1.4-.

[0267] 45a. Un derivado de insulina de acuerdo con el parrafo 44a, en donde Q4 es un enlace.

[0268] 46a. Un derivado de insulina de acuerdo con cualquiera de los parrafos 38a, 44a o 45a, en donde Q32 se
selecciona del grupo que consiste en -(CO-(CH2)2-NH-CO)+- 0 -(CO-(CH2)3-NH-CO)4.4-.

[0269] 47a. Un derivado de insulina de acuerdo con el parrafo 37a, en donde Q4 es -(CH2)s-Y1-(CeHa)v1-Y2-(CH2)w-Y3-
(CeHa)vo-Ya-(CH2)-Y5-(CeHa)va-Y6-(CH2).- en donde Y1 - Yg pueden ser independientemente entre si O; S o un
enlace; donde s, w, t y z son independientemente entre si cero o un nimero entero de 1 a 10 de manera que la
suma de s, w, t y z esté en el intervalo de 4 a 30 y v4, v2 y v3 pueden ser independientemente entre si cero o 1 con la
condicion de que Y1 - Yg no se unan entre si.

[0270] 48a. Un derivado de insulina de acuerdo con cualquiera de los parrafos 37a o 46a, en donde por lo menos
dos de v, V2 0 V3 SON cero.

[0271] 49a. Un derivado de insulina de acuerdo con cualquiera de los parrafos 38a, 47a 0 48a, en donde Y1 - Yg son
enlaces.

[0272] 50a. Un derivado de insulina de acuerdo con cualquiera de los parrafos 38a, 47a o 48a, en donde por lo
menos unode Y1-Yses O o0 S.

[0273] 51a. Un derivado de insulina de acuerdo con cualquiera de los parrafos 38a 0 47a-48a, en donde Y1es O 0 S
Y Vi €S uno.

34



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2395738 T3

[0274] 52a. Un derivado de insulina de acuerdo con cualquiera de los parrafos 38a-51a, en donde Z es -COOH.
[0275] 53a. Un derivado de insulina de acuerdo con cualquiera de los parrafos 38a-51a, en donde Z es -CH(COOH),.
[0276] 54a. Un derivado de insulina de acuerdo con cualquiera de los parrafos 38a-51a, en donde Z es -N(CH2.COOH)s.
[0277] 55a. Un derivado de insulina de acuerdo con cualquiera de los parrafos 38a-51a, en donde Z es -SO3H.
[0278] 56a. Un derivado de insulina de acuerdo con cualquiera de los parrafos 38a-51a, en donde Z es -PO3H.

[0279] 57a. Un derivado de insulina de acuerdo con cualquiera de los parrafos 38a-51a, en donde Z es -O-W4, donde
W, es arileno o heteroarileno, el cual puede ser sustituido por uno o dos grupos seleccionados del grupo que
consiste en -COOH, -SOsH, -(CH2)16-SOsH, -CONR13R1s o -SO2NR12R1s, donde Riz y Ris pueden ser
independientemente entre si H, -SO3H, -(CH2)1.6-SO3H, -(CH2)1.6-O-PO3H2,-CONH o tetrazo-5-lilo.

[0280] 58a. Un derivado de insulina de acuerdo con cualquiera de los parrafos 1a-19a o 38a-57a, en donde el
derivado de insulina se selecciona del grupo que consiste en N5529—10-(4—carboxifenoxi)-decanoiI-y-L-qutamiIamida-
insulina humana desB30, N8329-4—[1 1-(4-Carboxifenil) undecanoilamino]butirilo-insulina humana desB30.

[0281] 59a. Un derivado de insulina de acuerdo con el parrafo 11a en donde

Q es:
e un residuo de a-aminoacido amida que tiene un grupo de 4cido carboxilico en el sustituyente, el residuo el
cual forma, con uno de sus grupos de acido carboxilico, un grupo amida junto con el grupo a-amino del
residuo de aminoacido N-terminal de la cadena B o junto con el grupo g¢-amino de un residuo de Lys
presente en la cadena B de la insulina precursora;
e una cadena compuesta de dos, tres o cuatro residuos de a-aminoacido amida unidos por via de enlaces
de amida, la cadena la cual - por via de un enlace de amida - se une al grupo a-amino del residuo de
aminoacido N-terminal de la cadena B o al grupo g-amino de un residuo de Lys presente en la cadena B de
la insulina precursora, los residuos de aminoacido de W se seleccionan del grupo de residuos de
aminoacido que tienen un sustituyente neutro y residuos de aminoacido que tienen un grupo de &cido
carboxilico en el sustituyente de manera que W tiene por lo menos un residuo de aminoacido el cual tiene
un grupo de acido carboxilico en el sustituyente; o
e un enlace

Qz es:
¢ -COCH(CONHy)-
e -COCH2N(CH2CONH_)-
¢ -COCH2N(CH2CONH2)COCH2N(CH2CONH_)
L] -COCHzCHzN(CHzCHzCONHz)-
e -COCH2CH2N(CH2CH2CONH,)-COCH,CH2N(CH2CH2CONH>)-
L] -COCHzN(CHzCHzCONHz)-
L -COCHzCHzN(CHzCONHz)-
L] -(CO-(CHQ)z.e-NH-CO)1.4-;
o -(CO-(CH2)2-6-CO-NH)1-s-;
e -(CO-(CRgR10)1-6-CO-NH)4.4-, donde Rg y R1o, pueden ser independientemente entre si H, -CHs, -(CH2)1-
BCHa (0] 'CONHZ; (0]
e un enlace
con la condicion de que por lo menos uno de Q1 0 Q2 no sea un enlace;

n es independientemente 2 6 3;

Qs, Qs y Qs pueden ser independientemente entre si

. (CH2CH20)y~; (CH2CH2CH20)y-; (CH2CH2CH2CH20)y-; (CH2CH20CH2CH2CH2CH20),- o}
(CH2CH2CH20CH2CH2CH2CH20),-; -(CH2.0OCH>),- donde y es 1-20;

® -(CHz)m- donde m es un numero entero en el intervalo de 1 a 32;

¢ una cadena de hidrocarburo divalente que comprende 1, 2 o 3 grupos -CH=CH- y un nimero de grupos -
CH_- suficiente para proporcionar un numero total de atomos de carbono en la cadena en el intervalo de 4 a
32;

¢ -(CR3R4)1-6-(NHCO-(CR3R4)1-6-NHCO)12-(CR3R4)16 0 -(CR3R4)1-6-(CONH-(CR3R4)1-6-CONH)12-(CR3R4)1-6-
, -(CR3R4)1-6-(NHCO-(CR3R4)1.6-CONH)12-(CR3R4)1-6- 0 -(CR3R4)1-6-(CONH-(CR3R4)1.6-NHCO)1.2-(CR3R4)1-6
donde R3 y R4 pueden ser independientemente entre si e independientemente para cada atomo de carbono
H, -COOH u OH,

¢ -(CRsRe)1-6-, donde Rs y Rs pueden ser independientemente entre si e independientemente para cada
atomo de carbono H, -COOH, (CH2)1.sCOOH; o

e un enlace;
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con la condicién de que Qs - Qs sean diferentes;
X1, X2 y X3 son independientemente entre si:

e O;

¢ -C=0

e un enlace; o

(]

O 0
| |
R a R

donde R es hidrégeno, C1.3-alquilo, Cz-3-alquenilo o Cy.3-alquinilo; y

Zes:
-COOH;
-CO-Asp;
-CO-Glu;
-CO-Gly;
-CO-Sar;
-CH(COOH)a,
-N(CH2COOH)y;
-SOzH
-OSOzH
-OPO3H;
-POsHz 0
-tetrazol-5-ilo

y cualquier complejo de Zn*" del mismo.

[0282] 60a. Un derivado de insulina de acuerdo con el parrafo 59a, en donde Q1 es un residuo de aminoacido amida
que tiene de 4 a 10 atomos de carbono.

[0283] 61a. Un derivado de insulina de acuerdo con cualquiera de los parrafos 59a-60a, en donde Q1 se selecciona
del grupo que consiste en B-D-Asp-amida, B-L-Asp-amida, y-L-Glu-amida y y-D-Glu-amida.

[0284] 62a. Un derivado de insulina de acuerdo con el parrafo 59a, en donde Q1 es una cadena de residuos de
aminoacido amida.

[0285] 63a. Un derivado de insulina de acuerdo con los parrafos 59a o 62a, en donde Q4 es una cadena de dos
residuos de aminoacido amida seleccionados del grupo que consiste en B-L-Asp-amida-f-L-Asp-amida, B-L-Asp-
amida-y-L-Glu-amida, y-L-Glu-amida-y-L-Glu-amida, y-L-Glu-amida-B-L-Asp-amida, 3-L-Asp-amida-3-D-Asp-amida, [3-
L-Asp-amida-y-D-Glu-amida, y-L-Glu-amida-y-D-Glu-amida, y-L-Glu-amida-B-D-Asp-amida, B-D-Asp-amida-B-L-Asp-
amida, pB-D-Asp-amida-y-L-Glu-amida, y-D-Glu-amida-y-L-Glu-amida, y-D-Glu-amida-B-L-Asp-amida, [3-D-Asp-amida-
B-D-Asp-amida, 3-D-Asp-amida-y-D-Glu-amida, y-D-Glu-amida-y-D-Glu-amida, y-D-Glu-amida-B-D-Asp-amida.

[0286] 64a. Un derivado de insulina de acuerdo con cualquiera de los parrafos 59a-63a, en donde Q2 es un enlace.

[0287] 65a. Un derivado de insulina de acuerdo con cualquiera de los parrafos 59a-63a, en donde Q2 se selecciona
del grupo que consiste en CO(CONH3)CH-; -(CO-(CHz)2.6-NH-CO)14-; -(CO-(CH2)2-6-CO-NH)1.4-;

[0288] 66a. Un derivado de insulina de acuerdo con cualquiera de los parrafos 59a o 65a, en donde Q2 se selecciona
del grupo que consiste en -(CO-(CHz)2-NH-CO);- 0 -(CO-(CH2)3-NH-CO)1.s-.

[0289] 67a. Un derivado de insulina de acuerdo con los parrafos 65a o 66a, en donde Q1 es un enlace.

[0290] 68a. Un derivado de insulina de acuerdo con cualquiera de los parrafos 59a-67a, en donde uno de Qs, Q4 0
Qs es -(CH2)m- donde m es un numero entero en el intervalo de 1 a 32 0 1-12.

[0291] 69a. Un derivado de insulina de acuerdo con cualquiera de los parrafos 59a-67a, en donde uno de Qs, Qs 0
Qs es (CH2CH20)y~; (CH2CH2CH20)y-; (CH2CH2CH2CH20)y-; (CH2CH20CH2CH2CH.CH20),- o]
(CH2CH2CH20CH2CH2CH2CH20)y~; -(CH20CHy)y- donde y es 1-20.

[0292] 70a.Un derivado de insulina de acuerdo con el parrafo 69a, en donde uno de Q3, Qs 0 Qs es (CH2CH20)y- 0
(CH2CH,OCH2CH,>CH2CH,0) en donde y esta en el intervalo de 2-12, 2-4 0 2-3.
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[0293] 71a. Un derivado de insulina de acuerdo con cualquiera de los parrafos 59a, 69a o 70a, en donde y es 1.
[0294] 72a. Un derivado de insulina de acuerdo con cualquiera de los parrafos 59a-71a, en donde Z es -COOH.
[0295] 73a. Un derivado de insulina de acuerdo con cualquiera de los parrafos 59a-71a, en donde Z es -CH(COOH),.
[0296] 74a. Un derivado de insulina de acuerdo con cualquiera de los parrafos 59a-71a, en donde Z es -N(CH>,COOH)s.
[0297] 75a. Un derivado de insulina de acuerdo con cualquiera de los parrafos 59a-71a, en donde Z es -SO3H.
[0298] 76a. Un derivado de insulina de acuerdo con cualquiera de los parrafos 59a-71a, en donde Z es -PO3H.
[0299] 77a. Un derivado de insulina de acuerdo con cualquiera de los parrafos 1a-19a o 59a-76a seleccionado del
grupo que consiste en NsBzg-(B-(B-{4-[3-(7-carboxiheptanoilamino)propoxi]butoxi}propiIcarbamoil)—propionil-y-
glutamilamida)-insulina humana desB30.

[0300] 78a. Un derivado de insulina de acuerdo con cualquiera de los parrafos 1a-77a, en donde la insulina
precursora es insulina humana o insulina de porcino.

[0301] 79a. Un derivado de insulina de acuerdo con cualquiera de los parrafos 1a-77a, en donde la insulina
precursora es un analogo de insulina.

[0302] 80a. Un derivado de insulina de acuerdo con cualquiera de los parrafos 78a-79a, en donde el residuo de
aminoacido en la posicién B30 de la insulina precursora es Lys o ha sido suprimido.

[0303] 81a. Un derivado de insulina de acuerdo con el parrafo 80a, en donde la insulina precursora es la insulina
humana desB30.

[0304] 82a. Un derivado de insulina de acuerdo con cualquiera de los parrafos 78a-81a, en donde el residuo de
aminoacido en la posicion B1 de la insulina precursora ha sido suprimido.

[0305] 83a. Un derivado de insulina de acuerdo con cualquiera de los parrafos 78a-82a, en donde el residuo de
aminoacido en la posicién A21 de la insulina precursora es Gly o Asn.

[0306] 84a. Un derivado de insulina de acuerdo con cualquiera de los parrafos 78a-83a, en donde el residuo de
aminoacido en la posiciéon B3 de la insulina precursora es Lys.

[0307] 85a. Un derivado de insulina de acuerdo con cualquiera de los parrafos 78a-84a, en donde el residuo de
aminoacido en la posicién B28 de la insulina precursora es Asp o Lys.

[0308] 86a. Un derivado de insulina de acuerdo con cualquiera de los parrafos 78a-85a, en donde el residuo de
aminoacido en la posicion B29 de la insulina precursora es Pro o Thr.

[0309] 87a. Un derivado de insulina de acuerdo con el parrafo 85a, en donde la insulina precursora es la insulina
humana AspB28.

[0310] 88a. Un derivado de insulina de acuerdo con el parrafo 83a, en donde la insulina precursora es la insulina
humana GlyA21 o GlyA21desB30 o la insulina humana GlyA21ArgB31ArgB32.

[0311] 89a. Un derivado de insulina de acuerdo con el parrafo 84a, en donde la insulina precursora es la insulina
humana LysB3GIluB29.

[0312] 90a. Un derivado de insulina de acuerdo con los parrafos 85a-86a, en donde la insulina precursora es la
insulina humana LysB28ProB29.

[0313] 91a. Un derivado de insulina de acuerdo con los parrafos 80a y 86a, en donde la insulina precursora es la
insulina humana ThrB29LysB30.

[0314] 92a. Un complejo de zinc de un derivado de insulina de acuerdo con cualquiera de los parrafos anteriores en
donde cada hexamero de insulina enlaza dos iones de zinc, tres iones de zinc o cuatro iones de zinc,

[0315] 93a. Una composicion farmacéutica para el tratamiento de diabetes en un paciente necesitado de este
tratamiento, que comprende una cantidad terapéuticamente efectiva de un derivado de insulina de acuerdo con
cualquiera de los parrafos anteriores junto con un portador farmacéuticamente aceptable.

[0316] 94a. Una composicion farmacéutica para el tratamiento de diabetes en un paciente necesitado de este
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tratamiento, que comprende una cantidad terapéuticamente efectiva de un derivado de insulina de acuerdo con
cualquiera de los parrafos anteriores en una mezcla con una insulina o un analogo de insulina el cual tiene un
comienzo de accion rapido, junto con un portador farmacéuticamente aceptable.

[0317] 95a. Un método para tratar la diabetes en un paciente necesitado de este tratamiento, que comprende
administrar al paciente una cantidad terapéuticamente efectiva de un derivado de insulina de acuerdo con los
parrafos 1a-94a junto con un portador farmacéuticamente aceptable.

[0318] 94a. Un meétodo para tratar la diabetes en un paciente necesitado de este tratamiento, que comprende
administrar al paciente una cantidad terapéuticamente efectiva de un derivado de insulina de acuerdo con

[0319] los parrafos 1a-94a en una mezcla con una insulina o con un analogo de insulina el cual tiene un comienzo de
accion rapido, junto con un portador farmacéuticamente aceptable.

[0320] 97a. Un método de acuerdo con los parrafos 95a o 96a para el tratamiento pulmonar de la diabetes.

[0321] 98a. Una mezcla de un derivado de insulina de acuerdo con cualquiera de los parrafos 1a-92a y un analogo
de insulina de accion rapida seleccionado del grupo que consiste en la insulina humana AspB28; insulina humana
LysB28ProB29 e insulina humana LysB3GIluB29.

[0322] 99a. Un derivado de insulina como se describe en los ejemplos.

[0323] El producto de partida para la acilacion, la insulina precursora o el analogo de insulina o un precursor del
mismo se puede producir por medio de ya sea la sintesis de péptidos bien conocida o por medio de la produccion
recombinante bien conocida en microorganismos transformados, adecuados. De esta manera, el producto de partida
de insulina se puede producir por medio de un método el cual comprende cultivar una célula hospedante que
contiene una secuencia de ADN que codifica el polipéptido y que es capaz de expresar el polipéptido en un medio
de nutrientes adecuado bajo condiciones que permiten la expresion del péptido, después de lo cual el péptido
resultante se recupera del cultivo.

[0324] ElI medio utilizado para cultivar las células puede ser cualquier medio convencional adecuado para el
crecimiento de las células hospedantes, tal como un medio minimo o complejo que contiene complementos
apropiados. Los medios adecuados estan disponibles de proveedores comerciales o se pueden preparar de acuerdo
con recetas publicadas (por ejemplo en los catalogos de the American Type Culture Collection). El péptido producido
por las células entonces se puede recuperar del medio de cultivo por medio de procedimientos convencionales que
incluyen separar las células hospedantes del medio por medio de la centrifugacion o filtracién, precipitar los
componentes proteinaceos del sobrenadante o producto filtrado por medio de una sal, por ejemplo sulfato de
amonio, la purificacién por medio de una variedad de procedimientos cromatograficos, por ejemplo la cromatografia
de intercambio i6nico, cromatografia de filtracion en gel, cromatografia de afinidad o similares, dependiendo del tipo
de péptido en cuestion.

[0325] La secuencia de ADN que codifica la insulina precursora puede ser convenientemente de origen genémico o
de ADNc, por ejemplo se puede obtener por medio de la preparacion de una coleccién gendmica o de ADNc y la
seleccion de secuencias de ADN que codifican la totalidad o parte del polipéptido por medio de la hibridacion
utilizando sondas sintéticas de oligonucleétidos de acuerdo con técnicas estandar (véase, por ejemplo, Sambrook, J,
Fritsch, EF y Maniatis, T, Molecular Cloning: A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory Press, Nueva
York, 1989). La secuencia de ADN que codifica la insulina precursora también se puede preparar de manera
sintética por medio de métodos estandar establecidos, por ejemplo el método de fosfoamidita descrito por Beaucage
y Caruthers, Tetrahedron Letters 22 (1981), 1859 - 1869 o el método descrito por Matthes y colaboradores, EMBO
Journal 3 (1984), 801 - 805. La secuencia de ADN también se puede preparar por medio de la reacciéon en cadena
de la polimerasa utilizando cebadores especificos, por ejemplo como se describe en la Patente Norteamericana No.
4,683,202 o en Saiki y colaboradores, Science 239 (1988), 487 - 491.

[0326] La secuencia de ADN se puede insertar en cualquier vector el cual se puede sujetar convenientemente a
procedimientos de ADN recombinante y la seleccidn del vector dependera frecuentemente de la célula hospedante
en la cual se debe introducir. De esta manera, el vector puede ser un vector de replicacion auténoma, es decir un
vector el cual existe como una entidad extracromosémica, la replicacion del cual es independiente de la replicacion
cromosomica, por ejemplo un plasmido. Alternativamente, el vector puede ser uno el cual, cuando se introduce en
una célula hospedante, se integra en el genoma de la célula hospedante y se replica junto con el(los) cromosoma(s)
en el cual (los cuales) se ha integrado.

[0327] El vector es por ejemplo un vector de expresion en el cual la secuencia de ADN que codifica la insulina
precursora se une de manera operable a segmentos adicionales requeridos para la transcripcion del ADN, tal como
un promotor. El promotor puede ser cualquier secuencia de ADN la cual muestre actividad de transcripciéon en la
célula hospedante preferida y se puede derivar de genes que codifican proteinas ya sea homoélogas o heterdlogas a
la célula hospedante. Los ejemplos de promotores adecuados para dirigir la transcripcién del ADN que codifica la
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insulina precursora en una variedad de células hospedantes son bien conocidos en la técnica, véase por ejemplo
Sambrook y colaboradores, supra.

[0328] La secuencia de ADN que codifica la insulina precursora también puede estar conectada de manera operable,
si es necesario, a un terminador adecuado, sefiales de poliadenilacion, secuencias intensificadoras de la
transcripcion y secuencias intensificadoras de la traduccion. El vector recombinante de la invencion puede
comprender ademas una secuencia de ADN que hace posible que el vector se replique en la célula hospedante en
cuestion.

[0329] EI vector también puede comprender un marcador seleccionable, por ejemplo un gen el producto del cual
complementa un defecto en la célula hospedante o un gen el cual confiere resistencia a un farmaco, por ejemplo
ampicilina, canamicina, tetraciclina, cloranfenicol, neomicina, higromicina o metotrexato.

[0330] Para dirigir un péptido de la presente invencion dentro de la ruta secretora de las células hospedantes, una
secuencia de sefial secretora (también conocida como una secuencia lider, secuencia prepro o secuencia pre) se
puede proporcionar en el vector recombinante. La secuencia de sefal secretora se une a la secuencia de ADN que
codifica el péptido en el marco de lectura correcto. Las secuencias de sefial secretora se colocan cominmente 5’
con respecto a la secuencia de ADN que codifica el péptido. La secuencia de sefial secretora puede ser aquella
asociada normalmente con el péptido o puede ser de un gen que codifica otra proteina secretada.

[0331] Los procedimientos utilizados para ligar las secuencias de ADN que codifican la insulina precursora, el
promotor y opcionalmente la secuencia terminadora y/o de sefal secretora, respectivamente, y para insertarlas en
los vectores adecuados que contienen la informaciéon necesaria para la replicacion, son bien conocidos para las
personas expertas en la técnica (véase, por ejemplo, Sambrook y colaboradores, supra).

[0332] La célula hospedante en la cual se introduce la secuencia de ADN o el vector recombinante puede ser
cualquier célula que sea capaz de producir el presente péptido e incluye bacterias, levadura, hongos y células
eucarioticas superiores. Los ejemplos de células hospedantes adecuadas que son bien conocidas y utilizadas en la
técnica son, sin limitacion, lineas de células de E. coli, Saccharomyces cerevisiae o de BHK de mamifero o de CHO.

[0333] La molécula de insulina precursora entonces se convierte en los derivados de insulina de la invencién por
medio de la introduccién del sustituyente relevante en ya sea la posiciéon B1 o en la posicion de Lys seleccionada en
la cadena B. El sustituyente se puede introducir por medio de cualquier método conveniente y muchos métodos se
dan a conocer en la técnica anterior para la acilacion de un grupo amino. Mas detalles apareceran a partir de los
siguientes ejemplos.

[0334] Los derivados de insulina de acuerdo con la invencion se pueden proporcionar en la forma de compuestos
esencialmente libres de zinc o en la forma de complejos de zinc. Cuando se proporcionan complejos de zinc de un
derivado de insulina de acuerdo con la invencién, dos iones de Zn?", tres iones de Zn?*, cuatro iones de Zn**, cinco
iones de Zn?*, seis iones de Zn%", siete iones de Zn?*, ocho iones de Zn?*, nueve iones de Zn?" o diez iones de Zn*"
se pueden enlazar por seis moléculas de derivado de insulina. Las soluciones de complejos de zinc de los derivados
de insulina contendran mezclas de estas especies.

[0335] En un aspecto, la invencion se refiere a una composicion farmacéutica que comprende una cantidad
terapéuticamente efectiva de un derivado de insulina o un complejo de zinc del derivado de insulina de acuerdo con
la invencién opcionalmente junto con un portador farmacéuticamente aceptable y/o un aditivo farmacéuticamente
aceptable, la composicidon que se puede proporcionar para el tratamiento de la diabetes tipo 1, diabetes tipo 2 y otros
estados que causan hiperglicemia en pacientes necesitados de este tratamiento.

[0336] En un aspecto de la invencion, se proporciona un método para tratar la diabetes tipo 1, diabetes tipo 2 y otros
estados que causan hiperglicemia en un paciente necesitado de este tratamiento, que comprende administrar al
paciente una cantidad terapéuticamente efectiva de una composiciéon farmacéutica que comprende el derivado de
insulina o un complejo de zinc del derivado de insulina de acuerdo con la invencion opcionalmente junto con un
portador farmacéuticamente aceptable y/o aditivos farmacéuticamente aceptables.

[0337] En un aspecto de la invencion, se proporciona un método para la manufactura de una composicion
farmacéutica para el uso en el tratamiento de la diabetes tipo 1, diabetes tipo 2 y otros estados que causan
hiperglicemia, la composicion comprende un derivado de insulina o un complejo de zinc del derivado de insulina de
acuerdo con la invenciéon opcionalmente junto con un portador farmacéuticamente aceptable y/o aditivos
farmacéuticamente aceptables.

[0338] En un aspecto de la invencion, se proporciona una composicion farmacéutica para el tratamiento de la diabetes
tipo 1, diabetes tipo 2 y otros estados que causan hiperglicemia en un paciente necesitado de este tratamiento, la
composicion comprende una cantidad terapéuticamente efectiva de un derivado de insulina o un complejo de zinc del
derivado de insulina de acuerdo con la invencion en una mezcla con una insulina o un analogo de insulina el cual tiene
un comienzo de accion rapido, opcionalmente junto con portadores y/o aditivos farmacéuticamente aceptables.
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[0339] En un aspecto de la invencion, se proporciona un método para tratar la diabetes tipo 1, diabetes tipo 2 y otros
estados que causan hiperglicemia en un paciente necesitado de este tratamiento, que comprende administrar al
paciente una cantidad terapéuticamente efectiva de una composicién farmacéutica que comprende el derivado de
insulina o un complejo de zinc del derivado de insulina de acuerdo con la invenciéon en una mezcla con una insulina
0 un andlogo de insulina el cual tiene un comienzo de accién rapido, opcionalmente junto con un portador
farmacéuticamente aceptable y/o aditivos farmacéuticamente aceptables.

[0340] En un aspecto de la invencion, se proporciona un método para la manufactura de una composicion
farmacéutica para el uso en el tratamiento de la diabetes tipo 1, diabetes tipo 2 y otros estados que causan
hiperglicemia, la composiciéon comprende una cantidad terapéuticamente efectiva de un derivado de insulina o un
complejo de zinc del derivado de insulina de acuerdo con la invencion en una mezcla con una insulina o un analogo
de insulina el cual tiene un comienzo de accion rapido, opcionalmente junto con un portador farmacéuticamente
aceptable y/o aditivos farmacéuticamente aceptables.

[0341] En un aspecto, la invencién proporciona una composicion farmacéutica que es una mezcla de un derivado de
insulina o un complejo de zinc del derivado de insulina de acuerdo con la invencién y un analogo de insulina de
accion rapida seleccionado del grupo que consiste en la insulina humana AspB28; insulina humana LysB28ProB29 e
insulina humana LysB3GIluB29.

[0342] Un aspecto de la invencion se refiere a una composicion farmacéutica que comprende una cantidad
terapéuticamente efectiva de un derivado de insulina o un complejo de zinc del derivado de insulina de acuerdo con
la invencién opcionalmente junto con un portador farmacéuticamente aceptable y/o un aditivo farmacéuticamente
aceptable, la cual se puede proporcionar para el tratamiento pulmonar de la diabetes tipo 1, diabetes tipo 2 y otros
estados que causan hiperglicemia en pacientes necesitados de este tratamiento.

[0343] En un aspecto, la invencion se refiere a la aplicacién de una composicién farmacéutica para el tratamiento
pulmonar de la diabetes tipo 1, diabetes tipo 2 y otros estados que causan hiperglicemia en un paciente necesitado
de este tratamiento, la composicidon farmacéutica comprende una cantidad terapéuticamente efectiva de un derivado
de insulina o un complejo de zinc del derivado de insulina de acuerdo con la invencion opcionalmente en una mezcla
con una insulina o un analogo de insulina el cual tienen un comienzo de accion rapido y opcionalmente junto con
portadores y/o aditivos farmacéuticamente aceptable.

[0344] En un aspecto de la invencion, se proporciona un método para la manufactura de una composicion
farmacéutica para el uso en el tratamiento de la diabetes tipo 1, diabetes tipo 2 y otros estados que causan
hiperglicemia, la composicién se utiliza por la ruta pulmonar y comprende una cantidad terapéuticamente efectiva de
un derivado de insulina o un complejo de zinc del derivado de insulina de acuerdo con la invencion, opcionalmente
en una mezcla con una insulina o analogo de insulina el cual tiene un comienzo de accién rapido y opcionalmente
junto con un portador farmacéuticamente aceptable y/o aditivos farmacéuticamente aceptables.

[0345] El derivado de insulina de acuerdo con la invencion y el analogo de insulina de accién rapida se pueden
mezclar en una relaciéon de aproximadamente 90/10%; aproximadamente 70/30% o aproximadamente 50/50%.

[0346] En un aspecto, la invencién se refiere a una composicién farmacéutica que comprende un derivado de
insulina de acuerdo con la invencion el cual es soluble a valores de pH fisiolégico.

[0347] En un aspecto, la invencion se refiere a una composicion farmacéutica que comprende un derivado de
insulina de acuerdo con la invencion, el cual es soluble a valores de pH en el intervalo de aproximadamente 6,5 a
aproximadamente 8,5.

[0348] En un aspecto, la invencién se refiere a una composicion farmacéutica con un perfil de accion prolongado, la
cual comprende un derivado de insulina de acuerdo con la invencion.

[0349] En un aspecto, la invencion se refiere a una composicion farmacéutica la cual es una solucién que contiene
de aproximadamente 120 nmol/ml a aproximadamente 2400 nmol/ml, de aproximadamente 400 nmol/ml a
aproximadamente 2400 nmol/ml, de aproximadamente 400 nmol/ml a aproximadamente 1200 nmol/ml, de
aproximadamente 600 nmol/ml a aproximadamente 2400 nmol/ml o de aproximadamente 600 nmol/ml a
aproximadamente 1200 nmol/ml de un derivado de insulina de acuerdo con la invencion o de una mezcla del
derivado de insulina de acuerdo con la invencion con un analogo de insulina de accion rapida.

COMPOSICIONES FARMACEUTICAS

[0350] Los derivados de insulina de esta invencion de la férmula reclamada, por ejemplo, se pueden administrar por
la ruta subcutanea, oral o pulmonar.

[0351] Para la administracion subcutanea, los compuestos de la formula se elaboran de manera analoga con la
formulacion de insulinas conocidas. Ademas, para la administracién subcutanea, los compuestos de la formula se
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administran de manera analoga con la administracion de insulinas conocidas y, generalmente, los médicos estan
familiarizados con este procedimiento.

[0352] Los derivados de insulina de esta invencién se pueden administrar por medio de la inhalacion de una manera
efectiva en la dosis para incrementar los niveles de insulina en circulacidon y/o para disminuir los niveles de glucosa
en circulacion. Esta administracion puede ser efectiva para tratar trastornos tales como diabetes o hiperglicemia. El
logro de dosis efectivas de insulina requiere la administracion de una dosis inhalada de un derivado de insulina de
esta invencion de mas de aproximadamente 0,5 ng/kg a aproximadamente 50 pg/kg. Una cantidad terapéuticamente
efectiva puede ser determinada por un practicante experto, quien tomara en cuenta factores que incluyen el nivel de
insulina, los niveles de glucosa en la sangre, la condicion fisica del paciente, el estado pulmonar del paciente o
similares.

[0353] La administracion por medio de la inhalacién puede dar por resultado una farmacocinética comparable a la
administracion subcutanea de insulinas. Los diferentes dispositivos de inhalacién proporcionan tipicamente una
farmacocinética similar cuando se comparan tamafos de particulas similares y niveles similares de deposicién en los
pulmones.

[0354] De acuerdo con la invencion, el derivado de insulina de esta invencién se puede suministrar por medio de
cualquiera de una variedad de dispositivos de inhalaciéon conocidos en la técnica para la administracién de un agente
terapéutico por medio de la inhalacion. Estos dispositivos incluyen inhaladores de dosis medidas, nebulizadores,
generadores de polvo seco, pulverizadores y similares. Un derivado de insulina de esta invenciéon se suministra por
medio de un inhalador de polvo seco o un pulverizador. Existen varias caracteristicas deseables de un dispositivo de
inhalacién para administrar un derivado de insulina de esta invencion. Por ejemplo, el suministro por medio del
dispositivo de inhalacién es ventajosamente confiable, reproducible y preciso. El dispositivo de inhalacion debe
suministrar particulas pequefas, por ejemplo, menores que aproximadamente 10 um, por ejemplo aproximadamente
1-5 um, para una buena posibilidad de respiracion. Algunos ejemplos especificos de dispositivos de inhalacion
comercialmente disponibles %ue son adecuados para la practica de esta invencion son Turbohaler™? (Astra),
Rotahaler™ (Glaxo), Diskus™® (Glaxo), inhalador Spiros™® (Dura), dispositivos comercializados por Inhale
Therapeutics, AERX"™ (Aradigm), el nebulizador Ultravent™™ (Mallinckrodt), el nebulizador Acorn I (Marquest
Medical Products), el inhalador de dosis medidas Ventolin¥® (Glaxo), el inhalador de polvo Spinhaler™® (Fisons) o
similares.

[0355] Como reconoceran aquellas personas expertas en la técnica, la formulacién del derivado de insulina de esta
invencion, la cantidad de la formulacién suministrada y la duracién de la administracion de una dosis individual
dependera del tipo de dispositivo de inhalacién empleado. Para algunos sistemas de suministro de aerosol, tales
como nebulizadores, la frecuencia de administracion y la longitud de tiempo durante el cual se activa el sistema
dependeran principalmente de la concentracion del conjugado de insulina en el aerosol. Por ejemplo, los periodos
mas cortos de administracién se pueden utilizar en concentraciones mas altas de conjugado de insulina en la
solucion de nebulizador. Los dispositivos tales como inhaladores de dosis medidas pueden producir concentraciones
de aerosol mas altas y se pueden operar durante periodos mas cortos para suministrar la cantidad deseada de
conjugado de insulina. Los dispositivos tales como inhaladores de polvo suministran el agente activo hasta que se
expele una carga dada de agente del dispositivo. En este tipo de inhalador, la cantidad de derivado de insulina de
esta invencion en una cantidad dada del polvo determina la dosis suministrada en una administracion individual.

[0356] El tamaiio de particula del derivado de insulina de esta invencién en la formulacién suministrada por el
dispositivo de inhalacién es critico con respecto a la capacidad de la insulina para entrar en los pulmones y dentro
de las vias aéreas inferiores o alvéolos. El derivado de insulina de esta invencién se puede formular de manera que
por lo menos aproximadamente 10% del conjugado de insulina suministrado sea depositado en los pulmones, por
ejemplo de aproximadamente 10 a aproximadamente 20% o mas. Se sabe que la eficiencia maxima de la deposicion
pulmonar para humanos que respiran por la boca se obtiene con tamafios de particula de aproximadamente 2 um a
aproximadamente 3 um. Cuando los tamafos de particula son superiores a aproximadamente 5 um, la deposicién
pulmonar disminuye sustancialmente. Los tamafios de particula inferiores a aproximadamente 1 um causan que la
deposicion pulmonar disminuya y hacen dificil que el suministro de particulas con masa suficiente sea
terapéuticamente efectivo. De esta manera, las particulas del derivado de insulina suministradas por medio de la
inhalacién tienen un tamafo de particula menor que aproximadamente 10 um, por ejemplo en el intervalo de
aproximadamente 1 um a aproximadamente 5 um. La formulacion del derivado de insulina se selecciona para
producir el tamafio de particula deseado en el dispositivo de inhalacion seleccionado.

[0357] Ventajosamente para la administracion como un polvo seco, un derivado de insulina de esta invencién se
prepara en una forma particulada con un tamafio de particula menor que aproximadamente 10 um, por ejemplo de
aproximadamente 1 a aproximadamente 5 um. El tamafo de particula es efectivo para el suministro a los alvéolos
de los pulmones del paciente. El polvo seco se compone en gran medida de particulas producidas de manera que la
mayoria de las particulas tiene un tamafio en el intervalo deseado. Ventajosamente, por lo menos aproximadamente
50% del polvo seco esta hecho de particulas que tienen un diametro menor que aproximadamente 10 um. Estas
formulaciones se pueden lograr por medio del secado por pulverizacién, molienda o condensacién de punto critico
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de una solucion que contiene un conjugado de insulina y otros ingredientes deseados. Otros métodos que también
son adecuados para generar particulas utiles en la presente invencion son conocidos en la técnica.

[0358] Las particulas se separan usualmente de una formulaciéon de polvo seco en un recipiente y luego se
transportan al interior de los pulmones de un paciente por via de una corriente de aire portadora. Tipicamente, en los
inhaladores de polvo seco actuales, la fuerza para desintegrar el solido es proporcionada solamente por la
inhalacion del paciente. En otro tipo de inhalador, el flujo de aire generado por la inhalacién del paciente activa un
motor impulsor el cual desaglomera las particulas.

[0359] Las formulaciones de derivados de insulina de esta invencién para la administracién desde un inhalador de
polvo seco incluyen tipicamente un polvo seco finamente dividido que contiene el derivado, pero el polvo también
puede incluir un agente de carga, portador, excipiente, otro aditivo o similares. Los aditivos se pueden incluir en una
formulacion de polvo seco de conjugado de insulina, por ejemplo, para diluir el polvo como se requiera para el
suministro desde el inhalador de polvo particular, para facilitar el proceso de la formulacién, para proporcionar las
propiedades ventajosas del polvo a la formulacion, para facilitar la dispersion del polvo del dispositivo de inhalacion,
para estabilizar la formulacion (por ejemplo, antioxidantes o tampones), para proporcionar sabor a la formulacién o
similares. Ventajosamente, el aditivo no afecta de manera adversa las vias aéreas de un paciente. El derivado de
insulina se puede mezclar con un aditivo a un nivel molecular o la formulaciéon sélida puede incluir particulas del
conjugado de insulinas mezcladas con o revestidas sobre particulas del aditivo. Los aditivos tipicos incluyen mono-,
di- y polisacaridos; alcoholes de azucar y otros polioles, tales como, por ejemplo, lactosa, glucosa, rafinosa,
melicitosa, lactitol, maltitol, trehalosa, sacarosa, manitol, almidén o combinaciones de los mismos; surfactantes, tales
como sorbitoles, difosfatidil-colina o lecitina; o similares. Tipicamente, un aditivo, tal como un agente de carga, esta
presente en una cantidad efectiva para el proposito descrito anteriormente, de manera frecuente de
aproximadamente 50% a aproximadamente 90% en peso de la formulacién. Los agentes adicionales conocidos en la
técnica para la formulacion de una proteina tal como una proteina analoga de insulina también se pueden incluir en
la formulacion.

[0360] Una pulverizaciéon que incluye los derivados de insulina de esta invenciéon se pueden producir al forzar una
suspension o solucion de conjugado de insulina a través de una boquilla bajo presién. El tamafio y la configuracion
de la boquilla, la presién aplicada y la velocidad de alimentacion de liquido se pueden seleccionar para lograr el
rendimiento y tamafio de particula deseados. Una electropulverizaciéon se puede producir, por ejemplo, por medio de
un campo eléctrico en conexidon con una alimentacién capilar o de boquilla. Ventajosamente, las particulas de
conjugado de insulina suministradas por un pulverizador tienen un tamafio de particula menor que aproximadamente
10 um, por ejemplo en el intervalo de aproximadamente 1 um a aproximadamente 5 um.

[0361] Las formulaciones de derivados de insulina de esta invencién que son adecuadas para el uso con un
pulverizador incluiran tipicamente el derivado de insulina en una solucién acuosa en una concentracion de
aproximadamente 1 mg a aproximadamente 20 mg de conjugado de insulina por ml de solucién. La formulacion
puede incluir agentes tales como un excipiente, tampoén, agente de isotonicidad, conservador, surfactante y por
ejemplo zinc. La formulacion también puede incluir un excipiente o agente para la estabilizacion del derivado de
insulina, tal como un tampodn, agente de reduccion, proteina en masa o carbohidrato. Las proteinas en masa que son
utiles en la formulacion de conjugados de insulina incluyen albumina, protamina o similares. Los carbohidratos
tipicos que son utiles en la formulacion de conjugados de insulina incluyen sacarosa, manitol, lactosa, trehalosa,
glucosa o similares. La formulacion de derivado de insulina también puede incluir un surfactante, el cual puede
reducir o prevenir la agregacion inducida por la superficie del conjugado de insulina causada por la atomizacién de la
solucion en la formacion de un aerosol. Se pueden emplear varios surfactantes convencionales, tales como ésteres
y alcoholes de polioxietilen-acidos grasos y ésteres de polioxietilen-sorbitol-acidos grasos. Las cantidades variaran
generalmente entre aproximadamente 0,001 y aproximadamente 4% en peso de la formulacion.

[0362] Las composiciones farmacéuticas que contienen un derivado de insulina de acuerdo con la presente
invencién también se pueden administrar por la ruta parenteral a pacientes necesitados de este tratamiento. La
administracion parenteral se puede realizar mediante una inyeccion subcutanea, intramuscular o intravenosa por
medio de una jeringa, opcionalmente una jeringa tipo lapicero. Alternativamente, la administracion parenteral se
puede realizar por medio de una bomba de infusion. Las opciones adicionales son administrar la insulina por la ruta
nasal o pulmonar, por ejemplo en composiciones, polvos o liquidos, disefiados especificamente para el propdsito.

[0363] Las composiciones inyectables de los derivados de insulina de la invencion se pueden preparar utilizando las
técnicas convencionales de la industria farmacéutica las cuales implican disolver y mezclar los ingredientes como
sea apropiado para proporcionar el producto final deseado. De esta manera, de acuerdo con un procedimiento, un
derivado de insulina de acuerdo con la invencion se disuelve en una cantidad de agua la cual es algo menor que el
volumen final de la composicion para ser preparada. Un agente isoténico, un conservador y un tampén se agregan
como se requiera y el valor de pH de la solucion se ajusta - si es necesario - utilizando un acido, por ejemplo acido
clorhidrico o una base, por ejemplo hidroxido de sodio acuoso como sea necesario. Finalmente, el volumen de la
solucion se ajusta con agua para proporcionar la concentracion deseada de los ingredientes.
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[0364] En un aspecto adicional de la invencion, el tampon se selecciona del grupo que consiste en acetato de sodio,
carbonato de sodio, citrato, glicilglicina, histidina, glicina, lisina, arginina, fosfato diacido de sodio, fosfato acido de
disodio, fosfato de sodio y tris(hidroximetil)-aminometano, bicina, tricina, dcido malico, succinato, acido maleico,
acido fumarico, acido tartarico, acido aspartico o mezclas de los mismos. Cada uno de estos tampones especificos
constituyen un aspecto alternativo de la invencién.

[0365] En un aspecto adicional de la invencion, la formulacion comprende ademas un conservador
farmacéuticamente aceptable el cual se puede seleccionar del grupo que consiste en fenol, o-cresol, m-cresol, p-
cresol, p-hidroxibenzoato de metilo, p-hidroxibenzoato de propilo, 2-fenoxietanol, p-hidroxibenzoato de butilo, 2-
feniletanol, alcohol bencilico, clorobutanol y tiomerosal, bronopol, acido benzoico, imidurea, clorohexidina,
deshidroacetato de sodio, clorocresol, p-hidroxibenzoato de etilo, cloruro de benzetonio, clorfenesina (3p-
clorfenoxipropan-1,2-diol) o mezclas de los mismos. En un aspecto adicional de la invencioén, el conservador esta
presente en una concentracion de 0,1 mg/ml a 20 mg/ml. En un aspecto adicional de la invencion, el conservador
esta presente en una concentracion de 0,1 mg/ml a 5 mg/ml. En un aspecto adicional de la invencién, el conservador
esta presente en una concentracion de 5 mg/ml a 10 mg/ml. En un aspecto adicional de la invencion, el conservador
esta presente en una concentracion de 10 mg/ml a 20 mg/ml. Cada uno de estos conservadores especificos
constituye un aspecto alternativo de la invencién. El uso de un conservador en composiciones farmacéuticas es bien
conocido para la persona experta. Por conveniencia, se hace referencia a Remington: The Science and Practice of
Pharmacy, 19? edicién, 1995.

[0366] En un aspecto adicional de la invencion, la formulacién comprende ademas un agente isoténico el cual se
puede seleccionar del grupo que consiste en una sal (por ejemplo cloruro de sodio), un azucar o alcohol de
azucar, un aminoacido (por ejemplo glicina, L-histidina, arginina, lisina, isoleucina, acido aspartico, triptéfano,
treonina), un alditol (por ejemplo glicerol (glicerina), 1,2-propanodiol (propilenglicol), 1,3-propanodiol, 1,3-
butanodiol) polietilenglicol (por ejemplo PEG400) o mezclas de los mismos. Se puede utilizar cualquier azucar tal
como mono-, di- o polisacaridos o glucanos solubles en agua, que incluyen por ejemplo fructosa, glucosa,
manosa, sorbosa, xilosa, maltosa, lactosa, sacarosa, trehalosa, dextrano, pululano, dextrina, ciclodextrina,
almidon soluble, almidén de hidroxietilo y carboximetilcelulosa-Na. En un aspecto, el aditivo de azucar es
sacarosa. El alcohol de azucar se define como un hidrocarburo de 4 a 8 atomos de carbono que tiene por lo
menos un grupo --OH e incluye, por ejemplo, manitol, sorbitol, inositol, galactitol, dulcitol, xilitol y arabitol. En un
aspecto, el aditivo de alcohol de azucar es manitol. Los azicares o alcoholes de azicar mencionados
anteriormente se pueden utilizar individualmente o en combinacion. No existe un limite fijo para la cantidad
utilizada, siempre y cuando el azlcar o alcohol de azicar sea soluble en la preparacién liquida y no afecte de
manera adversa los efectos de estabilizacion logrados utilizando los métodos de la invencion. En un aspecto, la
concentracion de azucar o alcohol de azucar esta entre aproximadamente 1 mg/ml y aproximadamente 150
mg/ml. En un aspecto adicional de la invencién, el agente isotonico estd presente en una concentracién de 1
mg/ml a 50 mg/ml. En un aspecto adicional de la invencién, el agente isoténico esta presente en una
concentracion de 1 mg/ml a 7 mg/ml. En un aspecto adicional de la invencién, el agente isoténico esta presente
en una concentracién de 8 mg/ml a 24 mg/ml. En un aspecto adicional de la invencion, el agente isotdnico esta
presente en una concentracion de 25 mg/ml a 50 mg/ml. Cada uno de estos agentes isotdnicos especificos
constituye un aspecto alternativo de la invencion. El uso de un agente isotdnico en composiciones farmacéuticas es
bien conocido para la persona experta. Por conveniencia, se hace referencia a Remington: The Science and Practice
of Pharmacy, 19 edicién, 1995.

[0367] Los agentes isotdnicos tipicos son cloruro de sodio, manitol, sulfona de dimetilo y glicerol y los conservadores
tipicos son fenol, m-cresol, p-hidroxibenzoato de metilo y alcohol bencilico.

[0368] Los ejemplos de tampones adecuados son acetato de sodio, glicilglicina, HEPES (acido 4-(2-hidroxietil)-1-
piperazinetanosulfonico) y fosfato de sodio.

[0369] Una composicion para la administracion nasal de un derivado de insulina de acuerdo con la presente
invencion se puede preparar, por ejemplo, como se describe en la Patente Europea No. 272097 (de Novo Nordisk
A/S).

[0370] Las composiciones que contienen derivados de insulina de esta invencion se pueden utilizar en el tratamiento
de estados los cuales son sensibles a la insulina. De esta manera, se pueden utilizar en el tratamiento de la diabetes
tipo 1, diabetes tipo 2 e hiperglicemia por ejemplo como se observa algunas veces en personas lesionadas
seriamente y personas quienes se han sometido a una cirugia mayor. El nivel de dosis 6ptimo para cualquier
paciente dependera de una variedad de factores que incluyen la eficacia del derivado de insulina especifico
empleado, la edad, peso corporal, actividad fisica y dieta del paciente, de una posible combinacién con otros
farmacos y de la gravedad del estado que es tratado. Se recomienda que la dosificacion diaria del derivado de
insulina de esta invencién sea determinada para cada paciente individual por aquellas personas expertas en la
técnica de una manera similar como para las composiciones de insulina conocidas.

[0371] Donde sea oportuno, los derivados de insulina de esta invencion se pueden utilizar en una mezcla con otros
tipos de insulina, por ejemplo analogos de insulina con un comienzo de accién mas rapido. Los ejemplos de estos
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analogos de insulina se describen por ejemplo en las solicitudes de Patente Europea que tienen los numeros de
publicacion EP 214826 (Novo Nordisk A/S), EP 375437 (Novo Nordisk A/S)y EP 383472 (Eli Lilly & Co.).

[0372] La presente invencion se ilustra adicionalmente por medio de los siguientes ejemplos los cuales, sin embargo,
no se deben considerar como limitantes del alcance de la proteccion.

DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

[0373]

Figura 1: Cromatografia de exclusidon de tamario del derivado de insulina en el ejemplo 2 en una mezcla con insulina
asparta (insulina humana B28Asp). El contenido de insulina en cada pico individual se cuantifica por medio de la
HPLC. El derivado de insulina y Asparta en formulaciones con ya sea 2,1 de Zn(ll) por hexamero o 6 de Zn(ll) por
hexamero se eluye como dos fracciones separadas (insulina de peso molecular alto e insulina de peso molecular
intermedio, respectivamente). Los experimentos de SEC se realizan de acuerdo con el ejemplo 20.

Figura 2: Perfil de accion de anclaje después de la inyeccion subcutanea del derivado de insulina descrito en el
ejemplo 2 en diferentes concentraciones y con diferentes concentraciones de Zn(ll) que demuestran que el perfil de
accion del derivado de insulina es similar si el derivado de insulina se administra con 2,3 o 6 de Zn(ll) por seis de
insulina o como formulaciones de 600 uM o 1200 uM. El experimento de anclaje se realiza de acuerdo con el
ejemplo 21.

Figura 3: Perfil de accién de anclaje después de la inyeccién subcutanea del derivado de insulina descrito en el
ejemplo 2 en una mezcla con insulina Asparta 0 como inyecciones individuales, que demuestran que no existe un
embotamiento significativo de los perfiles de accion de insulina individuales. El experimento de anclaje se realiza de
acuerdo con el ejemplo 21.

Figura 4: Perfil de accion de anclaje después de la inyeccion subcutanea del derivado de insulina en el ejemplo 2 en
tres dosis que demuestran el efecto prolongado de la acciéon de insulina. El experimento de anclaje se realiza de
acuerdo con el ejemplo 21.

EJEMPLOS
Ejemplo 1
Sintesis de NSBzg-m-carboxi-pentadecanoiI-y-L-untamilamida-insulina humana desB30
[0374]
]
N
HO NH,
O
8] MNH
) . OH
ireuling humana DesB29, DesB30 —H
O

Paso 1: Hexadecandioato de mono-terc-butilo

[0375] EI &cido hexadecadioico (40,0 g, 140 mmol) se suspendid en tolueno (250 ml) y la mezcla se calent6 a reflujo.
El di-terc-butil acetal de N,N-dimetilformamida (76,3 g, 375 mmol) se agregd gota a gota durante 4 horas. La mezcla
se calentd a reflujo durante toda la noche. El solvente se retird in vacuo a 50°C y el material crudo se suspendié en
DCM/AcOEt (500 ml, 1:1) y se agitd durante 15 minutos. Los sdlidos se recolectaron por medio de la filtracion y se
trituraron con DCM (200 ml). Los productos filtrados se evaporaron in vacuo para proporcionar el hexadecandioato
de mono-terc-butilo crudo, 30 gramos. Este material se suspendié en DCM (50 ml), se enfrié con hielo durante 10
minutos y se filtr6. El solvente se retird in vacuo para dejar 25 gramos de hexadecandioato de mono-terc-butilo
crudo, el cual se recristalizé a partir de heptano (200 ml) para proporcionar el hexadecandioato de mono-terc-butilo,
15,9 g (33%).
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[0376] 'H-NMR (CDCls) &: 2,35 (t, 2H), 2,20 (t, 2H), 1,65-1,55 (m, 4H), 1,44 (s, 9H), 1,34-1,20 (m, 20 H).

Paso 2: Hexadecandioato de succinimidil-terc-butilo

[0377] EI éster mono-terc-butilico (2 g, 5,8 mmol) se disolvié en THF (20 ml) y se traté con TSTU (2,1 g, 7,0 mmol) y
DIEA (1,2 ml, 7,0 mmol) y se agité durante toda la noche. La mezcla se filtré y el producto filtrado se evaporé in
vacuo. El residuo se disolvié en AcOEt y se lavo dos veces con HCI 0,1 M y agua frios. El secado sobre MgSO, y la
evaporacion in vacuo proporcionaron el hexadecandioato de succinimidil-terc-butilo, 2,02 g (79%).

[0378] "H-NMR (CDCls) 5: 2,84 (s, 4H), 2,60 (t, 2H), 2,20 (t, 2H), 1,74 (p, 2H), 1,56 (m, 2H), 1,44 (s, 9H), 1,40 (m,
2H), 1,30-1,20 (m, 18H).

Paso 3: o-terc-butil-carboxi-pentadecanoil-L-glutamilamida

[0379] El hexadecandioato de succinimidil-terc-butilo (100 mg, 0,227 mmol) se disolvié en DMF (2 ml) y se trato con
L-glutamilamida (37 mg, 0,25 mmol) y DIEA (58 pl, 0,34 mmol) y la mezcla se agitd durante toda la noche. El
solvente se evapord in vacuo y el producto crudo se disolvio en AcOEt y se lavé dos veces con HCI 0,2M, con agua
y salmuera. El secado sobre MgSO. y la evaporacion in vacuo proporcionaron la w-terc-butil-carboxi-pentadecanoil-
L-glutamil-amida, 85 mg (80%).

[0380] "H-NMR (CDCl3) &: 6,98 (s, 1H), 6,60 (d, 1H), 5,88 (s, 1H), 4,69 (m, 1H), 2,55-2,41 (m, 2H), 2,25-2,18 (m, 2H),
2,14 (m, 1H), 1,93 (m, 1H), 1,65-1,54 (m, 4H) 1,44 (s, 9H), 1,27 (amplio, 20H).

Paso 4: éster y-succinimidilico de la o-terc-butil-carboxi-pentadecanoil-L-glutamilamida

[0381] La w-terc-butil-carboxi-pentadecanoil-L-glutamilamida (85 g, 0,181 mmol) se disolvié en THF (1 ml) y se traté
con TSTU (65 g, 0,217 mmol) y DIEA (37 ul, 0,217 mmol) y se agité durante toda la noche. La mezcla se filtro y el
producto filtrado se evaporé in vacuo. El residuo se disolvid en AcOEt y se lavé dos veces con HCI 0,1 M y agua
frios. El secado sobre MgSO. y la evaporacion in vacuo proporcionaron el éster y-succinimidilico de la w-terc-butil-
carboxi-pentadecanoil-L-glutamilamida, 91 mg (89%).

[0382] 'H-NMR (CDCl3) &: 6,59 (s, 1H), 6,41 (d, 1H), 5,56 (s, 1H), 4,62 (m, 1H), 3,02-2,94 (dd, 2H), 2,84 (s, 4H),
2,71-2,58 (m, 2H), 1,76 (m, 1H), 1,53-1,63 (m, 4H), 1,44 (s, 9H), 1,25 (amplio, 20H).

Paso 5: N*®%_g-carboxi-pentadecanoil-y-L-glutamilamida-insulina humana desB30

[0383] La insulina humana desB30 (500 mg, 0,088 mmol) se disolvio en Na,COz 100 mM (5 ml, pH 10,2) a
temperatura ambiente. El éster y-succinimidilico de w-terc-butil-carboxi-pentadecanoil-L-glutamilamida (57 mg, 0,105
mmol), se disolvié en acetonitrilo (5 ml) y se agregd subsecuentemente a la soluciéon de insulina. Después de 30
minutos, se agregé metilamina 0,2 M (0,5 ml). El pH se ajusté por medio de HCI a 5,5 y el producto precipitado
isoeléctrico se recolecto por medio de la centrifugacion y se sec6 in vacuo para proporcionar 423 mg. El rendimiento
de acoplamiento fue 42% (HPLC-FI, columna C4; Tampon A: MeCN al 10% en TFA al 0,1%-agua, Tampo6n B: MeCN
al 80% en TFA al 0,1%-agua; gradiente de 20% a 90% de B en 16 minutos). El producto protegido se disolvié en
TFA al 95% (12 ml), se dejoé durante 30 minutos y se evaporé in vacuo. El producto crudo se disolvié en agua y se
liofilizo.

[0384] La N":Bzg-co-carboxi-pentadecanoil—y-L—qutamilamida—insulina humana desB30 se purificé por medio de la
HPLC-FI en una columna C4, tampdn A: EtOH al 20% + TFA al 0,1%, tampo6n B: EtOH al 80% + TFA al 0,1%;
gradiente de 15-60% de B, seguido por la HPLC en una columna C4, tampdn A: Tris 10 mM + sulfato de amonio 15
mM en EtOH al 20%, pH 7,3, tampdn B: EtOH al 80%, gradiente de 15-60% de B. Las fracciones recolectadas se
desalinizaron en Sep-PakMR con acetonitrilo al 70% + TFA al 0,1%, se neutralizaron por la adiciéon de amoniaco y se
liofilizaron. El rendimiento no optimizado fue 50 mg, 12%. La pureza evaluada por medio de la HPLC fue >98%.
CLEM 6102,8; C274H412N6603036 requiere 6103,1.

Ejemplo 2

Sintesis de N***°-¢-carboxi-pentadecanoil-y-amino-butanoil-insulina humana desB30

[0385]
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]
n\/\j\
HO JW\/\/\/\/\/\( NH

o

insuling humana DesB29, Da-sEISIII—H OH

o

[0386] Este compuesto se preparo a partir de acido hexadecandioico y acido y-aminobutirico, en analogia al ejemplo
1.

[0387] Ester succinimidilico del acido o-terc-butil-carboxi-pentadecanoil-y-amino-butirico

[0388] "H-NMR (CDClI3) &: 5,80 (m, 1H), 3,36 (dd, 2H), 2,84 (s, 4H), 2,65 (t, 2H), 2,21-2,13 (m, 4H), 1,99 (p, 2H), 1,44
(s, 9H), 1,66-1,51 (m, 6H), 1,25 (br, 20H).

N*B2%_»-carboxi-pentadecanoil-y-amino-butanoil-insulina_humana desB30 LCMS 6059,9; Ca73H411N65079Se requiere
6060,1.

Ejemplo 3

£B29

Sintesis de N*"“"-w-carboxi-tetradecanoil-y-L-glutamilamida-insulina humana desB30

[0389]

O O
JL\/\/\AAN\/JLH i
M

0° "NH

insuling humana DesBEXS, DesB3) =y CH

H o

[0390] Este compuesto se prepard a partir de acido pentadecandioico y L-glutamilamida en analogia al ejemplo 1.
[0391] LCMS 6088,2; C273Ha10NesOs0Ss requiere 6089,1.
Ejemplo 4

Sintesis de N***°-¢-carboxi-tridecanoil-y-L-glutamilamida-insulina humana desB30

[0392]
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nsuling humana DesBES, DesB30 —N OH
H

o

[0393] Este compuesto se preparo a partir de acidotetradecandioico y L-glutamilamida en analogia al ejemplo 1.

5
[0394] LCMS 6075,3; C272H408Ne6080Ss requiere 6075,1.
Ejemplo 5
Sintesis de N***-@-carboxi-pentadecanoil-B-alanilo-insulina humana desB30
10
[0395]
] O
HO PN
H NH
O
. . OH
inzulina humana DesBE29. DesE30—N
O

[0396] Este compuesto se preparo a partir de acido hexadecandioico y -alanina en analogia al ejemplo 1.
15 [0397] LCMS 6044,8; C272H4090Ne5079S6 requiere 6046,1.
Ejemplo 6

Sintesis de N***°-¢-carboxi-pentadecanoil-y-L-aspartilamida-insulina humana desB30

20
[0398]
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0

HD\(\/\/\/\/\/\-/\J\ MH
0 J:J\’_rnni

o NH-

OH

irmuding hmana DasB2%, DB'EHE':I—H
0

[0399] Este compuesto se preparo a partir de acido hexadecandioico y L-aspartilamida en analogia al ejemplo 1.
[0400] LCMS 6088,8; C273H410NesOs0Ss requiere 6089, 1.
Ejemplo 7

NgBZQ

Sintesis de -o-carboxi-pentadecanoil-e-aminohexanoil-insulina humana desB30

[0401]

O
MNH

OH
insuling hemana DesE20, DesB30 —H

[0402] Este compuesto se prepard a partir de acido hexadecandioico y acido e-amino-hexanoico en analogia al
ejemplo 1.

[0403] LCMS 6086,1; C275H415N5507985 requiere 6088,1.

Ejemplo 8
Sintesis de NSBzg-m-carboxi-pentadecanoiI-8-aminopentanoil-insulina humana desB30

[0404]
(]

inzudina humana DesB29, DesB30 —H OH

Q
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[0405] Este compuesto se prepard a partir de acido hexadecandioico y acido d-amino-pentanoico en analogia al
ejemplo 1.

[0406] LCMS 6074,2, C274H413N6507986 requiere 6074,1.
Ejemplo 9

Sintesis de N**%-10-(4-carboxifenoxi)-decanoil-y-L-glutamilamida-insulina humana desB30

[0407]
(]
HO O
N
O/W\/\/\", : NHI

':l 5

HN (]
insulina humana DesB29, DesB30 —H OH

Paso 1: Ester terc-butilico del acido 4-hidroxi-benzoico

[0408] El acido 4-hidroxi-benzoico (3 g, 21,7 mmol) se agitd en tolueno (35 ml, secado sobre tamices moleculares).
La solucion se calentd a 80°C bajo N2 y se agrego di-terc-butil-acetal de N,N-dimetilformamida (10,42 mL, 43,4
mmol) durante aproximadamente 5 minutos. La mezcla se agit6 a 80°C durante 1 hora y 10 minutos y se enfrié a
temperatura ambiente. La solucién se lavd con agua, dos veces con NaHCO3 saturado y NaCl saturado (15 ml cada
una), se seco sobre MgSO4 y se concentrd para producir un aceite color amarillo (2,77 g). El producto se purificd por
medio de la cromatografia con evaporacion instantanea (380 g de silice, eluyente: AcOEt/heptano 4.6 (2 L) y
AcOEt/heptano 1:1 700 mL) para producir cristales color blanco (2,07 g, rendimiento del 49%).

[0409] HPLC-MS m/z: 217 (M+23).
[0410] "H-NMR (CDCls, 400 MHz) 7,90 (d, 2H), 6,85 (d, 2H), 6,10 (s, 1H), 1,59 (s, 9H).

Paso 2: Ester terc-butilico del acido 4-(9-metoxicarbonilnoniloxi)benzoico

[0411] El éster terc-butilico del acido 4-hidroxibenzoico (500 mg, 2,57 mmol) y el éster metilico del acido 10-
bromodecanoico (683 mg, 2,57 mmol) se disolvieron en acetonitrilo y se agregé K>COs (712 mg, 5,15 mmol). La
mezcla se calenté a reflujo bajo nitrégeno durante 16 horas y se enfri6 a temperatura ambiente. Los soélidos se
filtraron y el producto filtrado se concentré bajo vacio. El residuo resultante se disolvié en AcOEt (50 ml) y agua (25
mL). Las fases se separaron y la fase organica se sec6 sobre MgSO, y se concentrd para producir un aceite incoloro
(874 mg, rendimiento del 90%).

[0412] HPLC-MS m/z: 402 (M+23).

[0413] 'H-NMR (CDCls, 400 MHz) 7,92 (d, 2H), 6,87 (d, 2H), 3,99 (t, 2H), 3,67 (s, 3H), 2,31 (t, 2H), 1,72-1,83 (m,
2H), 1,59-1,69 (m, 2H), 1,58 (s, 9H), 1,40-1,50 (m, 2H), 1,23-1,40 (amplio, 8H).

Paso 3: Ester terc-butilico del acido 4-(9-carboxinoniloxi)benzoico
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[0414] EI éster terc-butilico del acido 4-(9-metoxicarbonilnoniloxi)benzoico (858 mg, 2,27 mmol) se disolvié en THF
(5 ml) y se agregd NaOH 1 N (2,27 mmol). La mezcla se agité durante 16 horas. Se agregé AcOEt (40 mL) y HCI 1 N
(2,38 ml) en agua (25 ml). Las fases se separaron y la fase organica se secé sobre MgSO4 y se concentré bajo vacio
para producir un sélido color blanco (781 mg, rendimiento del 95%).

[0415] HPLC-MS m/z: 387 (M+23).

[0416] "H-NMR (CDCls, 400 MHz) 7,92 (d, 2H), 6,87 (d, 2H), 3,99 (t, 2H), 2,35 (t, 2H), 1,73-1,84 (m, 2H), 1,60-1,69
(m, 2H), 1,58 (s, 9H), 1,39-1,51 (m, 2H), 1,24-1,39 (amplio, 8H).

Paso 4: Ester terc-butilico del acido 4-[9-(2,5-dioxopirrolidin-1-iloxicarbonil)noniloxi]-benzoico

[0417] El éster terc-butilico del acido 4-(9-carboxinoniloxi)benzoico (779 mg, 2,14 mmol) se disolvié en THF (15 mL)
y se agrego DIEA (366 pl, 2,14 mmol). La mezcla se enfrié a 0°C y se coloco bajo nitrégeno y se agregdé HSTU. La
mezcla se agité a 0°C durante 30 minutos y a temperatura ambiente durante 16 horas. La muestra se concentrd bajo
vacio y se agrego AcOEt (40 ml). La mezcla se lavé con HCI 0,2 N (2 x 25 ml), se sec6 sobre MgSQO4 y se concentrd
bajo vacio para producir un soélido color ligeramente amarillo. El sélido se recristalizé a partir de AcOEt para producir
un polvo color blanco (276 mg, rendimiento del 28%). El licor madre se concentré para producir un residuo cristalino
(430 mg, rendimiento del 43%). Datos para el polvo color blanco:

[0418] HPLC-MS m/z: 484 (M+23).

[0419] "H-NMR (CDCls, 300 MHz) 7,93 (d, 2H), 6,88 (d, 2H), 3,99 (t, 2H), 2,83 (s, 4H), 2,61 (t, 2H), 1,67-1,88 (m,
4H), 1,58 (s, 11H, 9H tedrico + agua), 1,27-1,52 (m, 10H).

Paso 5: Ester terc-butilico del acido 4-[9-((S)-1-carbamoil-3-carboxipropilcarbamoil)noniloxilbenzoico

[0420] EI éster terc-butilico del acido 4-[9-(2,5-dioxopirrolidin-1-iloxicarbonil)noniloxilbenzoico (200 mg, 0,433 mmol)
se agité en DMF (2 mL) y se agregé H-Glu-NHz (63 mg). La mezcla no homogénea se agité a temperatura ambiente
durante 16 horas. El analisis de LC/MS indicé que la reaccion no habia llegado a su consumacion. Se agregdé H-Glu-
NH2 (20 mg) y mas de DMF (2 ml) y la mezcla se agitdé durante 2 dias a temperatura ambiente. La muestra se
concentré bajo vacio y se agregdé AcOEt (50 ml). La solucion se agregé con HCI 0,2 N (2 x 25 ml) y agua (25 mL), se
seco sobre MgSO4 y se concentré bajo vacio para producir un sélido color blanco (180 mg, rendimiento del 86%).

[0421] HPLC-MS m/z: 493 (M+1).

Paso 6: Ester terc-butilico del acido 4-{9-[(S)-1-carbamoil-3-(2,5-dioxopirrolidin-1-iloxicarbonil)-
propilcarbamoil]noniloxitbenzoico

[0422] La activacion de HSTU se realizé de manera similar a aquella descrita para el éster terc-butilico del acido 4-
[9-(2,5-dioxopirrolidin-1-iloxicarbonil)noniloxilbenzoico. El producto se purificd por medio de la cromatografia con
evaporacion instantanea (AcOE:heptano 1:1 y AcOEt) para producir 18 mg.

[0423] HPLC-MS m/z: 590 (M+1).

NSBZQ

Paso 7: -10-(4-carboxifenoxi)decanoil-y-L-glutamilamida-insulina desB30

[0424] La insulina desB30 (126 mg, 0,022 mmol) se disolvié al agregar Na;COs 100 mM (1,5 mL) y acetonitrilo (1,5
mL) en un matraz de fondo redondo con capacidad para 10 ml. El éster terc-butilico del acido 4-{9-[(S)-1-carbamoil-
3-(2,5-dioxopirrolidin-1-iloxicarbonil)propilcarbamoil]-noniloxi}-benzoico (14 mg, 0,022 mmol) se agregd en
acetonitrilo (750 uL) y se agregé Na;COs (750 uL) de manera que la solucién final fue NaCO3; 100 mM/acetonitrilo
50:50. La solucién se agité a temperatura ambiente durante 1 hora. La solucién se transfirié a un tubo de centrifuga
con capacidad para 15 ml, lavando con agua Milli-Q (6 ml). La solucion se enfrié sobre hielo y el pH se ajusté a 5,1
por medio de la adicion de HCI 1 N, lo cual condujo la precipitacién. El tubo se centrifugd a 5000 rpm durante 10
minutos a 10°C. El solvente se decanté del soélido. EI TFA/agua 95:5 (2,5 ml) se agregd al sélido. La solucion se
vertié en un matraz de fondo redondo, lavando con mas TFA/agua 95:5 (2,5 ml). La solucién se agité durante 30
minutos a temperatura ambiente y se concentrd bajo vacio. Se agregé DCM y se retiré dos veces y el matraz se
coloco bajo vacio a temperatura ambiente. El producto se purificé por medio de la HPLC preparativa (columna C18,
acetonitrilo/agua/TFA al 0,05%). Las fracciones relevantes se acumularon (dos lotes) y se diluyeron 1:1 con agua.
Las soluciones se enfriaron sobre hielo y la precipitacion se indujo al ajustar el pH a aproximadamente 5 con NaOH
1 N. Las muestras se centrifugaron (5000 rpm, 10 minutos, 5°C). El liquido se decantd y los granulos se liofilizaron
para producir un sélido color blanco (22 mg + 12 mg).

[0425] MALDI-MS (acido alfa-ciano-4-hidroxicinamico) m/z: 6128,7 (M = 6125,1).

[0426] HPLC-MS m/z: 1532,8 ((M+4)/4 = 1532,2).
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Ejemplo 10

Sintesis de la N*®%-4-[11-(4-carboxifenil)-undecanoilaminolbutirilo-insulina humana desB30

[0427]
L]

HO 0
N~
NH
0

insuling humana DesB29, DesBﬂﬂ—H (]

Paso 1: Ester terc-butilico del &cido 4-yodobenzoico

[0428] El acido 4-yodobenzoico (10 g, 40,3 mmol) se disolvié en tolueno seco (100 ml, secado sobre tamices
moleculares). La solucion se calentd a 70°C bajo un flujo de nitrdgeno. Una solucién de di-terc-butil-acetal de N,N-
dimetilformamida (24,6 g, 121 mmol) en tolueno (25 mL) se agregé durante aproximadamente 30 minutos. La
reaccion se mezclé durante 16 horas. En algun punto fallé la unidad de calentamiento, de manera que la reaccion se
enfrio de 70°C a temperatura ambiente. La solucién se calenté a 70°C y se mezcl6 durante 5 horas. La muestra se
concentré bajo vacio y se agregé AcOEt (400 ml). La solucion entonces se lavé con NaHCOs3 saturado/agua 1:1 (150
ml) y NaHCO3 saturado, agua y NaCl saturado (75 mL cada uno). La fase organica se secé (MgSO4) y se concentro
bajo vacio para producir un aceite color marrén claro.

[0429] HPLC-MS m/z: 327 (M+23).
[0430] "H-NMR (CDCls, 400 MHz) § 7,77 (d, 2H), 7,69 (d, 2H), 1,58 (s, 9H).

Paso 2: Ester metilico del acido 11-yodoundecanoico

[0431] EI éster metilico del acido 11-bromo-undecanoico (20,2 g, 72,3 mmol) se disolvié en acetona (200 ml). Se
agrego yoduro de sodio (54 g, 361 mmol) y la reaccion se calento a reflujo bajo nitrégeno durante 16 horas. Después
del enfriamiento a temperatura ambiente, las sales se filtraron. El producto filtrado se concentré bajo vacio y se
agrego agua (200 ml). La solucion se extrajo con AcOEt (2 x 100 ml) agregando algo de NaCl saturado para ayudar
en la separacion de fases. Los extractos organicos se acumularon y se lavaron con agua (100 ml) mas un NaCl poco
saturado y NaCl saturado (50 mL). Se secaron sobre MgSO4. La solucién fue de color rojo-anaranjado. Se agregaron
tres cucharaditas de carbdn vegetal activado. Después del mezclado, la solucion se filtré a través de un lecho de
celite"R. El producto filtrado se concentrd bajo vacio para producir un aceite color amarillo claro (20,96 g, 89%).

[0432] HPLC-MS m/z: 327 (M+1).

[0433] "H-NMR (CDCls, 300 MHz) & 3,67 (s, 3H), 3,19 (t, 2H), 2,30 (t, 2H), 1,74-1,89 (m, 2H), 1,53-1,70 (m, 2H),
1,34-1,46 (m, 2H), 1,28 (amplio, 10H).

Paso 3: Ester terc-butilico del acido 4-(10-metoxicarbonildecil)benzoico

[0434] Toda la cristaleria se secé antes del uso. El THF se sec6 sobre tamices moleculares. Se agregé LiCl a 150°C
durante 1 hora, luego se almacené en una botella cerrada. Todas las soluciones de reacciéon se hicieron bajo
nitrégeno y las soluciones se transfirieron por via de una jeringa. El éster terc-butilico del acido 4-yodobenzoico (1,2
g, 3,95 mmol) se disolvié en THF (3 ml) y se enfrié a -30°C. Se agregé cloruro de isopropil-magnesio (4,34 mmol, 2M
en THF) durante 5 minutos y la solucién se agité durante 1 hora a temperatura ambiente entre -18°C a -25°C. La
solucion se enfrio a -22°C y luego se agregd una mezcla de CuCN (0,389 g, 4,34 mmol) y LiCl (0,368 g, 8,68 mmol)
en THF (4,2 ml). El recipiente de reaccion se retird del enfriamiento y se dejé calentar a temperatura ambiente
(aproximadamente 10 minutos). Se agrego6 trimetilfosfito (0,95 mL) y después de la agitaciéon durante 5 minutos a
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temperatura ambiente, se agregé una solucion de éster metilico del acido 11-yodoundecanoico (1,0 g, 3,16 mmol) en
THF (3 ml). La solucién se mezclé a temperatura ambiente durante 16 horas. Se agregdé NH.Cl saturado (3 ml) y la
solucion se vertié en agua (60 mL). La solucion se extrajo con AcOEt (3 x 35 ml). Los extractos organicos se
acumularon y se lavaron con agua (30 mL) utilizando NaCl algo saturado para ayudar en la separacion de fases. El
solvente se retiré bajo vacio para producir un residuo bifasico. Se agregé AcOEt (aproximadamente 2 ml) y el matraz
se remolined suavemente. No todo el residuo espeso color blanco se disolvié. La fraccion la cual se disolvio se
agregd a una columna de silice (50 g) y se eluyéd con AcOEt: heptano 1:11. Las fracciones apropiadas se
concentraron bajo vacio para producir un aceite (1,25 g). El aceite se disolvid en acetona (30 mL) y se agregd
piperidina (1 mL). Se agregd Nal (0,8 g) y la mezcla se agitd y se calento a reflujo durante 16 horas. La mezcla se
concentrd bajo vacio y se dividio entre AcOEt (50 mL) y HCI 1 N (25 mL). La fase organica se lavé con HCI 1 N (2 x
25 mL), se seco sobre MgSO4 y se concentré bajo vacio para producir un aceite incoloro (1,1 g). El producto se
purificé por medio de la cromatografia con evaporacion instantanea (eluyente:AcOE:heptano 1:11, 150 g de silice)
para producir un aceite incoloro (0,72 g, 61%).

[0435] HPLC-MS m/z: 399 (M+23).

[0436] "H-NMR (CDCls, 300 MHz) & 7,90 (d, 2H), 7,21 (d, 2H), 3,66 (s, 3H), 2,64 (t, 2H), 2,30 (t, 2H), 1,48-1,70 (m,
13H), 1,27 (amplio, 12H).

Paso 4: Ester terc-butilico del acido 4-(10-carboxidecil)lbenzoico

[0437] El compuesto se prepar6 en forma analoga al procedimiento utilizado en la preparacion del éster terc-butilico
del acido 4-(9-carboxinoniloxi)benzoico para producir un sélido color blanco. (0,68 g).

[0438] HPLC-MS m/z: 385 (M+23).

[0439] "H-NMR (CDCls, 300 MHz) & 7,90 (d, 2H), 7,21 (d, 2H), 2,64 (t, 2H), 2,34 (t, 2H), 1,53-1,71 (m, 13H), 1,28
(amplio, 12H).

Paso 5: Ester terc-butilico del acido 4-[10-(2,5-dioxopirrolidin-1-iloxicarbonil)decil]lbenzoico

[0440] El compuesto se prepard en forma analoga al procedimiento utilizado en la preparacion del éster terc-butilico
del acido 4-[9-(2,5-dioxopirrolidin-1-iloxicarbonil)noniloxi]benzoico.

[0441] HPLC-MS m/z: 482 (M+23).

[0442] "H-NMR (CDCls, 400 MHz) & 7,89 (d, 2H), 7,21 (d, 2H), 2,76-2,93 (m, 4H), 2,54-2,68 (m, 2H), 1,67-1,81 (M, 2H),
1,52-1,66 (m, 11H), 1,35-1,43 (M, 2H), 1,19-1,35 (amplio, 10H).

Paso 6: Ester terc-butilico del acido 4-[10-(3-carboxi-propilcarbamoil)decil]benzoico

[0443] El éster terc-butilico del acido 4-[10-(2,5-diopirrolidin-1-iloxicarbonil)decil]lbenzoico (300 mg, 0,65 mmol) se
disolvié en DMF (3 ml) y acido 4-amino-butirico (67 mg, 0,65 mmol). La mezcla se agité durante 16 horas bajo
nitrégeno. El solvente se retiré bajo vacio y se agregd AcOEt (35 ml). La solucion se lavé con HCI 0,2 N y agua (15
ml de cada uno). Se agregé NaHCOs3 saturado (no propuesto) a la fase organica. Se agregé DCM (50 ml). Algo de la
fase organica se retiré y se agregé DCM (100 ml) a la fase acuosa y se dejo reposar durante toda la noche. La
mezcla se enfrid sobre hielo y el pH se ajusté a 1,9 con HCI 4 N. La fase organica se aisld, se sec6 sobre MgSO4 y
se concentro bajo vacio para producir un aceite (220 mg, rendimiento del 76%).

[0444] HPLC-MS m/z: 470 (M+23).

[0445] "H-NMR (CDCls, 400 MHz) § 7,89 (d, 2H), 7,21 (d, 2H), 5,79 (amplio, 1H), 3,27-3,40 (m, 2H), 2,64 (t, 2H), 2,40
(t, 2H), 2,18 (t, 2H), 1,78-1,91 (m, 2H), 1,51-1,61 (m, 13H), 1,35-1,43 (M, 2H), 1,17-1,36 (amplio, 12H).

Paso 7: Ester terc-butilico del acido 4-{10-[3-(2,5-dioxo-pirrolidin-1-iloxicarbonil \propilcarbamoilldecil}-benzoico

[0446] El compuesto se prepard en forma analoga al procedimiento utilizado en la preparacion del éster terc-butilico
del &cido 4-[9-(2,5-dioxopirrolidin-1-iloxicarbonil)noniloxilbenzoico, pero se utilizé TSTU en lugar de HSTU. La
precipitacion (DCM/Heptano) produjo cristales color blanco (180 mg, rendimiento del 70%).

[0447] HPLC-MS m/z: 568 (M+23).

[0448] "H-NMR (CDCls, 400 MHz) & 7,89 (d, 2H), 7,21 (d, 2H), 5,83 (amplio, 1H), 3,30-3,43 (m, 2H), 2,85 (amplio,
4H), 2,57-2,73 (m, 4H), 2,15 (t, 2H), 1,92-2,07 (m, 2H), 1,56-1,64 (m, 13H), 1,18-1,36 (amplio, 12H).
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Paso 8: -4-[11-(4-carboxifenil)Jundecanoilamino]-butiril-insulina humana desB30

[0449] EI compuesto se prepar6 en forma analoga al procedimiento utilizado en la preparaciéon del ejemplo 9 para
producir 30 mg.

[0450] MALDI-MS (acido alfa-ciano-4-hidroxicinamico) m/z: 6067 (M = 6080, el estandar de referencia (M=5706)
mostré M-13).

[0451] HPLC-MS m/z: 1520,9 ((M+4)/4 = 1521).
Ejemplo 11

Sintesis de la N=B2°_(3-(3-{4-[3-(7-carboxiheptanoilamino)propoxilbutoxilpropilcarbamoil)-propionil-y-

glutamilamida)-insulina humana desB30

[0452]

]

]
H H
HGJ\/M MWDWGMNJ\/\H,H\:iH H
H i ‘
’ D j\

] MH

nsuna DﬂaBEB.[ﬁlauﬂ-M—H OH

Paso 1: Acido N-{3-[4-(3-terc-butoxicarbonilaminopropoxi)-butoxil-propil}succindmico

[0453]123-0000-3007
8]

CH " O H
H C’L J‘NMQ’WGW”NUH
™0
s H
o

[0454] La 1-(terc-butoxicarbonilamino)-4,9-dioxa-12-dodecanamina (5,0 g, 16,45 mmol) se disolvié en THF (30 mL),
se agrego6 anhidrido succinico (1,81 g, 18,1 mmol) en acetonitrilo (10 mL) y la mezcla se calenté a 60°C durante 4
horas y se agité subsecuentemente a temperatura ambiente durante toda la noche.

[0455] La mezcla se evaporé a sequedad y se agregd EtAc (50 mL).

[0456] La fase de EtAc se lavé con HCI (0,1 M) 3 veces, se secé con MgSO4 y subsecuentemente la fase organica
se evaporo a sequedad lo cual proporcioné 5,86 g (88%) de un aceite espeso.

[0457] LCMS: Rt 2,86 minutos; m/z (M+1) 405. Calculado: 405.
[0458] Este producto se utilizd sin purificacién adicional.

Paso 2: Ester 2,5-dioxo-pirrolidin-1-ilico del éster terc-butilico del acido octanodioico

[0459]
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[0460] EI éster mono-terc-butilico del acido octanodioico (3,14 g, 13,63 mmol) se disolvio en THF (100 mL). Se
agreg6 TSTU (4,9 g, 16,3 mmol) y el pH se ajusté a 8,5 con DIPEA (2,85 mL).

[0461] La mezcla se agité bajo nitrégeno durante toda la noche, se evapord a sequedad, se disolvio en EtAc (50 mL)
y se extrajo subsecuentemente 2 veces con HCL (0,1 M). La fase organica se secd con MgSQO., se filtro y se
evaporé dando por resultado un aceite color ligeramente amarillo (5 g, que contenia pequefas cantidades de
solvente).

[0462] LCMS: Rt 6,56 minutos; m/z (M+1) 328. Calculado: 328.

Paso 3: Ester terc-butilico del acido 7-(3-{4-[3-(3-carboxipropionilamino)propoxi]butoxi}propilcarbamoil)-heptanoico

[0463] 123-0000-3012
o]

Heg | o H
3 :J_“_ H""'ﬁ..--"‘"":."‘"‘h..-"‘"“-..-r e OH
HE™ ™0

[0464] El acido N-{3-[4-(3-terc-butoxicarbonilaminopropoxi)-butoxi]-propil}succinamico (4,60 g, 11,37 mmol) se agité
con TFA (20 mL) a temperatura ambiente durante 60 minutos, después de la evaporacion el residuo se elimin6 con
DCM (30 mL x2) y se evapord a sequedad.

[0465] EIl aceite resultante se disolvié en acetonitrilo (30 mL) y se agrego éster 2,5-dioxo-pirrolidin-1-ilico del éster
terc-butilico del acido octanodioico (4,46 g, 13,6 mmol) en DMF (20 mL).

[0466] El pH se ajusté a 8,5 con DIPEA y la mezcla se agité durante toda la noche bajo nitrégeno. La mezcla se
evapord subsecuentemente a sequedad y se disolvié de nuevo en EtOAc (50 mL). La fase de EtOAc se extrajo x3
con HCI (0,1 M), la capa organica se sec6 sobre sulfato de magnesio, se filtré y se evapord dando por resultado un
aceite cristalino color ligeramente amarillo (6,5 g, contenido de residuos de solvente).

[0467] LCMS: Rt 4,31 minutos; m/z (M+1) 517. Calculado: 517.

[0468] EI producto crudo se utilizé para la reaccién adicional sin purificacién adicional.

Paso 4: Ester terc-butilico del &acido 7-[3-(4-(3-[3-((S)-1-carbamoil-3-carboxipropilcarbamoil)propionilamino]-
propoxitbutoxi)propilcarbamoil]-heptanoico

[0469] 0123-0000-3078

H
o
0 H o §
o H 0 H =0
0
H,N

[0470] El éster terc-butilico del acido 7-(3-{4-[3-(3-carboxipropionilamino)propoxi]butoxi}propilcarbamoil)-heptanoico
(2,4 g), el producto crudo del paso 3 se disolvié en THF (60 mL), se agregé TSTU (2,11 g, 6,97 mmol) junto con
DMF (10 mL), el pH se ajusto a 8,2 con DIPEA (0,8 mL). La mezcla se agité durante toda la noche bajo nitrégeno.

[0471] La mezcla se evaporo y el residuo se disolvié en EtOAc el cual se extrajo con HCI (0,1 M) 3 veces. La capa
organica se seco con sulfato de magnesio, se filtré y el producto filtrado se evapord para proporcionar 3,2 g de un
aceite.

[0472] LCMS: Rt 4,57 minutos; m/z 614, que corresponde al acido activado.
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[0473] Este producto crudo se disolvid en acetonitrilo (40 ml) y se agregé amida del acido L-glutamico (0,6 g, 4,1
mmol) junto con DMF (5 mL), el pH se ajusto a 8,2 con DIPEA (1,4 mL).

[0474] La mezcla se agitd a temperatura ambiente durante toda la noche, la filtracion seguida por la evaporacion
proporcioné un aceite espeso color amarillo.

[0475] Este se extrajo entre EtOAc y HCI (0,1 M) como se reportara anteriormente y la capa seca, resultante de
EtOAc proporcioné 1,66 g de producto crudo con la evaporacion.

[0476] LCMS: Rt 3,62 minutos; m/z (M+1) 645. El producto crudo se purific6 por medio de la HPLC preparativa
utilizando acetonitrilo/agua/TFA al 0,1% como eluyente en una columna C18 (Jones, Kromasil RP18 5um 15x225
mm). Gradiente: 0,0-10,0 minutos, 35% de acetonitrilo A; 10,0 - 30,0 minutos 35-90% de A; El producto se recolectd
en fracciones de 16-18 minutos. Las fracciones combinadas se evaporaron generando el producto deseado (1,0 g).
LCMS: Rt 3,59 minutos; m/z (M+1) 645, calculado 645.

Paso  5:  N52°(3-(3-{4-[3-(7-carboxiheptanoil-amino)propoxilbutoxilpropilcarbamoil)-propionil-y-L-glutamilamida)-
insulina humana desB30

[0477] EI éster terc-butilico del acido 7-[3-(4-{3-[3-((S)-1-carbamoil-3-carboxipropilcarbamoil)propionilamino]-
propoxi}butoxi)-propilcarbamoillheptanoico del paso 4 (1,0 g, 1,55 mmol) se disolvié en THF (20 mL), se agrego
TSTU (0,51 g, 1,7 mmol) y el pH se ajusté a >8 con DIPEA (0,27 mL).

[0478] La mezcla se agitd durante toda la noche bajo nitrégeno. La evaporacion seguida por la extraccion entre
EtOAc y HCI (0,1 M), el secado de la fase organica (MgSO4) seguido por la evaporacién a sequedad proporcionaron
21 mg de aceite, LCMS: Rt. 4,34 minutos, m/z 742.

[0479] Este producto crudo se disolvié en acetonitrilo (10 mL), el pH se ajusté a 8 con Na>COs (0,1 M) y se agregé a
una solucion de insulina humana desB30 (1 g) disuelta en una solucién de Na;COs (15 mL, pH 10,2).

[0480] La mezcla se agitd bajo nitrdgeno a temperatura ambiente durante 1 hora. Luego el pH se ajusté a 5,4 por
medio de HCI (2M) dando por resultado la precipitacion. La mezcla se filtrd, el producto filtrado se secd por
congelamiento y el producto precipitado se secé in vacuo durante toda la noche.

[0481] Ambas fracciones se purificaron en Gilson"R utilizando acetonitrilo/agua/TFA al 0,1% como eluyente en una
columna C18 (Jones, Kromasil RP18 5 um 15x225 mm).

[0482] Gradiente: 0,0-5,0 minutos 35% de acetonitrilo (A); 5,0 - 25,0 minutos 35-90% de A; El producto se recolectd
en fracciones de 12-15 minutos. Las fracciones combinadas se evaporaron, se disolvieron de nuevo en agua y se
secaron por congelamiento produciendo 27 mg del producto deseado.

[0483] LCMS: Rt. 7,76 minutos, m/z 1570

[0484] MALDI-MS (&cido sinapinico): 6277; CagoHa22NesOsaSe requiere 6277.

Ejemplo 12

Sintesis de N***°-w-carboxi-tridecanoil-y-amino-butanoil-insulina humana desB30

[0485]

H
insulina humana DesB29, DesB30 —N o

o

[0486] Este compuesto se prepard a partir de acido tetradecandioico y acido y-amino-butirico en analogia al ejemplo
1.

[0487] LCMS 6032,1, C271H407N6507936 requiere 6032,0.
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Ejemplo 13

Sintesis de N***-@-carboxi-undecanoil-5-amino-butanoil-insulina humana desB30

[0488]
OH O

H

OH
o

[0489] Este compuesto se prepard a partir de acido dodecandioico y acido y-amonobutirico en analogia al ejemplo 1.

insulina humana DesB29, DesB30 —N

[0490] LCMS 6003,8, C269H403N6507986 requiere 6004,0.
Ejemplo 14

Sintesis de N***-@-carboxi-tetradecanoil-y-amino-butanoil-insulina humana desB30

[0491]

\n/"'\/'-\/\/\/\/\./‘\“/ NH

o 0

insulina humana DesB29, DesBED—H OH

o

[0492] Este compuesto se preparé a partir de acido pentadecandioico y acido y-aminobutirico en analogia al ejemplo
1.

[0493] LCMS 6045,6, C272H09Ne5079S6 requieres 6046,1.
Ejemplo 15

NgBZQ

Sintesis de -{4-[10-(4-carboxi-fenoxi)-decanoilamino]-butirilo}-insulina desB30

[0494]

56



ES 2395738 T3

HO
N
G/\/\/\/\/\"/
(]
HM O
inguling humana DesB29, DesBI0—M oH

o

[0495] Este compuesto se prepard a partir de éster terc-butilico del acido 4-(9-metoxicarbonilnoniloxi)benzoico en
analogia a los ejemplos 9y 10.

5 [0496] LCMS: 6095,6, C276H400Ns5079S6 requiere 6094,1.

Ejemplo 16
Sintesis de N*?°-{4-[(14-carboxi-tetradecanoilamino)-metil]-benzoil}-insulina desB30
10
[0497]
0 &
Hﬂwwn
H Ch
MNH
insulina humana DesB29, DE‘SEED—H OH

o

15 [0498] Este compuesto se prepard a partir de acido 4-aminometilbenzoico en analogia al ejemplo 1.
[0499] LCMS: 6082,0, C275H406NssOs1Ss requiere 6082,1.
Ejemplo 17

20
Sintesis de N®*°{16-(4-carboxi-fenoxi)-hexadecanoil]-insulina desB30

[0500]
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£
GWM’“VM
MNH
HO
a
insulina humana DesB29, DESEED_H OH
O

Paso 1: Ester metilico del acido 16-bromohexadecanoico

[0501] EI acido 16-bromohexadecanoico (6 g, 17,9 mmol) se disolvi6 en metanol (35 mL), tolueno (100 mL) y
trimetilortoformiato (20 mL). Se agregd Amberlyst 15 y la mezcla se agité bajo nitrégeno durante 16 horas a 55°C. La
mezcla se concentrd y se disolvié en metanol (aproximadamente 50 mL) y DCM (30 mL). La resina se filtro y el
producto filtrado se concentrd. El volumen se incrementd a aproximadamente 40 mL con metanol. El enfriamiento
produjo cristales los cuales se filtraron, se lavaron con metanol frio y se secaron para producir cristales color blanco
(5,61 g, rendimiento del 90%).

[0502] "H-NMR (DMSO, 300 MHz) 3,57 (s, 3H), 3,52 (t, 2H), 2,28 (t, 2H), 1,78 (m, 2H), 1,50 (m, 2H), 1,37 (m, 2H).
[0503] El resto de los pasos se realizé en analogia al ejemplo 9.

[0504] LCMS: 6081 ,2, C276H410N6407986 requiere 6081 ,1.

Ejemplo 18

Sintesis de NSBZQ-{4-[(15-carboxipentadecanoil-amino)benzoil]-insulina humana desB30

[0506]
]
HO
\H/\A/VV\/\/\)J\NH
]
i MNH

insuina humana DesB29, DesB30—N CH

o

Paso 1: Acido 4-(15-terc-butoxicarbonil-pentadecanoilamino)benzoico

[0506] El acido hexadecadioico de hexadecandioato de mono-terc-butilo (400 mg, 1,17 mmol) se disolvié en NMP (6
ml). Se agregé clorhidrato de 1-(3-dimetilaminopropil)-3-etilcarbodiimida (223 mg, 1,17 mmol) y 1-hidroxi-7-
azabenzotriazol (156 mg, 1,17 mmol) y la mezcla se calenté a 50 grados celcius durante 90 minutos. Se agregd
acido 4-aminobenzoico (320 mg, 2,34 mmol) y DIEA (0,6 mL, 3,51 mmol) y la mezcla se agité6 bajo un flujo de
nitrégeno durante toda la noche. La mezcla se transfirio, se separé entre NaHCO3; acuoso saturado (50 mL) y éter
dietilico (100 mL). Se agregé NaHSO4 (50 mL, 10% en agua) y la fase organica se aislo, se seco (MgSO,) y el
solvente se retird in vacuo. El producto crudo se recristalizé a partir de etanol para proporcionar el 4cido 4-(15-terc-
butoxicarbonilpentadecanoilamino)-benzoico.
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[0507] "H-NMR (DMSO-ds) 3: 10,18 (s, 1H), 7,87 (d, 2H), 7,69 (d, 2H), 2,33 (t, 2H), 2,15 (t, 2H), 1,58 (t, 2H), 1,46 (t,
2H), 1,38 (s, 9H)m 1,31-1,20 (m, 20H).

Paso 2: Ester 2,5-dioxo-pirrolidin-1-ilico del acido 4-(15-terc-butoxicarbonil-pentadecanoilamino)-benzoico

[0508] El acido 4-(15-terc-butoxicarbonilpentadecanoilamino)-benzoico (29 mg, 0,063 mmol) se convirtié al éster
succinimidilico utilizando TSTU de manera similar a aquella descrita anteriormente.

[0509] HPLC-MS, m/z = 559 (M+23, M+Na).

Paso 3: N®®%_{4-[(15-carboxipentadecanoilamino)-benzoill-insulina humana desB30

[0510] La insulina humana desB30 (355 mg, 0,062 mmol) se disolvio en DMSO (3,5 mL), se agrego trietilamina
(0,622 mmol, 0,087 mL). El éster 2,5-dioxo-pirrolidin-1-ilico del acido 4-(15-terc-butoxicarbonil-pentadecanoilamino)-
benzoico (28,3 mg, 0,051 mmol) se disolvi6 en DMSO (0,5 mL y se agrego). La mezcla se agité6 cuidadosamente
durante 30 minutos a temperatura ambiente. La mezcla se congel6 por medio del enfriamiento con un bafo de hielo
y se agrego agua (7 mL) y la mezcla se dejo reposar a temperatura ambiente hasta que la mezcla congelada se
habia disuelto. El pH se ajusté a pH = 5,3 utilizando HCI 1 N y el producto precipitado se aislé6 por medio de una
centrifuga, se lavd una vez con agua seguido por la centrifuga. Se agregé acido trifluoroacético (15 mL) y la mezcla
se agitd durante 30 minutos, se vertié en éter dietilico (50 mL) mientras se mantenia en enfriamiento sobre un bafio
de hielo. El producto crudo se aislé por medio de una centrifuga y se disolvié en TRIS 10 mM + (NH4)2S0O4 15 mM en
EtOH al 20%, pH 7,3 y se sujetd a la purificacién en un purificador AKTAMR empleando una HPLC de fase inversa,
Jupiter 5269“%, C4 250/20 mm, 15 uM, 300 A. El tampdn consistié en el tampén A TRIS 10 mM + (NH4)2S04 15 mM
en EtOH al 20%, pH 7,3 y un tampdn B de EtOH al 80%. El producto se eluyd con un gradiente de 15-60% de B con
8 ml/minuto. Las fracciones que contenian producto se recolectaron y el pH se ajusté a pH = 5,2. La NSBZQ-{4-[(15-
carboxipentadecanoilamino)benzoil]-insulina humana desB30 se aislo por medio de centrifugas y se liofilizo.

[0511] LCMS: 6092,0, C276H409Ns5079S6 requiere 6094,1.
Ejemplo 19

Sintesis de N*®?°-(4-[(15-carboxi-pentadecanoil-amino)-metil]-benzoill-insulina desB30

[0512]

=T

HO

OH
ingsuding humana DesB29, DesB30 —H

o

Paso 1: Acido 4-[(15-terc-butoxicarbonilpentadecanoilamino)metillbenzoico

[0513] EI éster 2,5-dioxo-pirrolidin-1-ilico del éster terc-butilico del acido hexadecanodioico (370 mg, 0,842 mmol) se
disolvi6 en NMP (8 mL), se agregd acido 4-aminometil-benzoico (127,2 mg, 0,842 mmol), la mezcla se agité a
temperatura ambiente durante toda la noche, seguida por el calentamiento durante 2 horas a 50 grados celcius.
Después del enfriamiento a temperatura ambiente, la mezcla se vertié en agua. El producto aislado por medio de la
filtracion se seco y se utilizé para el siguiente paso sin ninguna purificacion adicional.

[0514] 'H-NMR (DMSO-ds) (sefiales seleccionadas) &: 7,88 (d, 2H), 7,34 (d, 2H), 4,31 (d, 2H), 2,15 (m, 4H), 1,47 (m,
4H), 1,38 (s, 9H), 1,23 (s amplio, 2H), 1,38 (S, 9H).
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[0515] HPLC-MS: m/z = 498 (M+Na).

Paso 2: N®®%_{4-[(15-carboxi-pentadecanoilamino)-metil]-benzoil}-insulina desB30

[0516] El &cido 4-[(15-terc-butoxicarbonilpentadecanoilamino)metillbenzoico se convirtié al éster succinimidilico y se hizo
reaccionar con la insulina humana DesB30 de manera similar a aquella descrita anteriormente. El producto se purificé en
un purificador AKTAVR empleando una HPLC de fase inversa, Jupiter 5269 C4 250/20 mm, 15 uM, 300 A. El tampén
consistié en el tampén A TRIS 10 mM + (NH4).SO4 15 mM en EtOH al 20%, pH 7,3 y un tampdn B de EtOH al 80%. El
producto se eluyé con un gradiente de 15-60% de B con 8 ml/minuto. Seguido por la purificacion con HPLC-FI en Waters
Prep LCZOOOMR, en una columna C18, 5cmx20cm, flujo 20 mi/minuto utilizando acetonitrilo/agua gradiente de 36-42% que
contenia TFA al 0,1%. Las fracciones que contenian el producto se recolectaron y se liofilizaron. Al material liofilizado se
agrego agua (7,2 mL) y el pH se ajust6 a 8,98 con NaOH 1 N+0,1 N. El pH se ajusté nuevamente a 5,2-5,5 con HCI 0,1 N.
El producto se precipito, se aislo por medio de una centrifuga y se liofilizd para proporcionar el compuesto del titulo.

[0517] LCMS: 6108,0, C277H411Ng5079S6 6108,1.
Ejemplo 20:

Hidrofobicidad, afinidad hacia albumina, autoasociacién y miscibilidad de insulinas de accién prolongada y
accioén corta

Andlisis de propiedades de autoasociacion de los derivados de insulina de la invencién

[0518] La capacidad de los derivados de insulina de la invencion para autoasociarse en complejos grandes pero
solubles se analiza utilizando la cromatografia de exclusién de tamario (SEC, por sus siglas en inglés):

Columna: SuperosewI 6 PC 3,2/30, CV = 2,4 ml (Amerham Biosciences)
Temperatura: 37°C

Tampon de SEC: NaCl 140 mM, TrisHCI 10 mM, NaN3 al 0,01%, pH 7,5
Volumen de inyecciéon: 20 pl

Flujo: 0,05 ml/minuto

Tiempo de conduccion: 60 minutos y equilibrio de 100 minutos adicionales

[0519] Para este analisis, los derivados de insulina de la invencion estan en una solucién que consiste en el derivado
0,6 mM, 2,1 de Zn**/hexamero, fenol 16 mM, fosfato 7 mM, pH 7.,8. El tiempo de retencion del derivado entonces se
compara con los tiempos de retencion de las siguientes moléculas estandar: Azul de dextrano (> 5 MDa, Kav 0,0),
Tiroglobulina (669 kDa, Kav 0,28), Ferritina (440 kDa, Kay 0,39), Ovalbumina (44,5 kDa, Kay 0,56), Ribonucleasa
(13,7 kDa, Kay 0,69) y una segunda referencia de Albumina (66 kDa, Kay 0,53), hexamero Co(lll)-insulina (35 kDa,
Kav 0,61) e insulina monomérica X2 (6 kDa, Kay 0,73).

[0520] La siguiente ecuacion se utiliza para determinar el valor Ky, para el derivado:
Kav = (t-to)/(Vi/ (f+tq-to))

Donde t es el tiempo de retencion para un pico proporcionado, to es el tiempo de retencién para el Azul de dextrano,
Vi es el volumen de columna total (en este punto 2,4 ml), f es el flujo (en este punto 0,04 ml/minuto) y t4 es el tiempo
de retencién para el Azul de dextrano sin la columna en el sistema.

[0521] El valor Kay indica el grado de autoasociacion de un derivado, es decir un valor Ky, similar al valor K,y para el
hexamero Co(lll)-insulina y el monémero de insulina X2 muestra una propensiéon baja o nula del derivado para
formar complejos autoasociados grandes, mientras que un valor Kay muy pequefio cercano a cero o aun negativo

muestra una gran propension del derivado para la autoasociacién en complejos solubles, grandes.

Datos de hidrofobicidad sobre derivados de insulina de acuerdo con la invencién

[0522] La hidrofobicidad (indice hidréfobo) de los derivados de insulina de la invencion con relaciéon a la insulina
humana, k're, se midié en una columna de HPLC LiChrosorb RP18 (5 um, 250x4 mm) por medio de una elucion
isocratica a 40°C utilizando mezclas de A) tampon de fosfato de sodio 0,1 M, pH 7,3, que contiene acetonitrilo al
10% y B) acetonitrilo al 50% en agua como eluyentes. La elucién se supervisé al seguir la absorciéon de luz
ultravioleta del material eluido a 214 nm. El tiempo de validez to, se descubrid al inyectar nitrato de sodio 0,1 mM. El
tiempo de retencién para la insulina humana, thumana, S€ ajustd a por lo menos 2y al variar la relaciéon entre las
soluciones A 'y B. K'rei= (tderivado-to)/(thumana-to). LOS valores K'rel encontrados para una variedad de derivados de insulina
de acuerdo con la invencion se proporcionan en la Tabla 1.
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Ensayo de Afinidad hacia Albumina de Suero Humano

[0523] La constante de enlace relativa del analogo de 1251-TyrA14 a la albumina de suero humano inmovilizada en
particulas Minileak™® y medida a 23°C (detemir = 1 en tampdn de solucién salina).

Miscibilidad de insulinas de accién prolongada y accion corta analizada por medio de la cromatografia de exclusién
de tamano de mezclas de insulina

[0524] SEC: Miscibilidad de la Insulina Asparta (3 de Zn/6 de insulina, glicerol al 1,6%, fenol 16 mM y m-cresol 16
mM, cloruro de sodio 10 mM, fosfato 7 mM, pH 7,4) e insulina de accidn prolongada (2,1 o 6 de Zn/6 de insulina)
30:70, medida al recolectar fracciones de SEC (como se describiera anteriormente) y cuantificar por medio de la
HPLC la presencia de insulinas de accion prolongada y accién rapida en la fraccion de peso molecular alto (fraccién
2, PM > HSA) en la fraccion de peso molecular bajo (fraccion 3, PM = HSA), respectivamente.

Cuatro fracciones se recolectaron al tamafio de 16 minutos después del retardo, de las cuales la fraccion 2 [16-32
minutos] (pico 1) contienen una forma asociada mas grande que la albumina (32 minutos corresponden a Kay 0,46) y
la fraccion 3 (pico 2) contiene formas dihexaméricas, hexaméricas, diméricas y monoméricas de insulina.

HPLC: Cromatografia de fase inversa en una columna Zorbax Eclipse XDB-C18 2,1*15 mm (1,8 um) gradiente
eluido con el tampén A: fosfato de sodio 0,2 M, fosfato de sodio 0,04 M, acetonitrilo al 10%, pH 7,2 y tampon B:
acetonitrilo al 70% a 30°C, 19-34% de B en 4,5 minutos, condicién inicial repentina lineal en 5 minutos, tiempo de
conduccioén de 7 minutos, flujo de 0,5 ml/minuto, volumen de inyeccion de 14 uL y deteccién de luz ultravioleta a 276
nm utilizando la referencia de Insulina Asparta de 609 uM para ambos analogos.

Compuesto | Hidrofobicidad con Afinidad hacia Afinidad haciala Auto-asociacion: Kay
relacion a lainsulina receptores de albumina de suero (% de area de pico)
humana insulina con relacion humano con relacion
alainsulina humana a lainsulina determir
+++ 0,0 (87%)
Ejemplo 1
++ 1,366 ++ 37% ++1,9 0,74 (13%)
Ejemplo 2 ++ 1,933 ++ 35% ++2,2 +++ 0,0 (94%)
0,75 (6%)
+++ 0,08 (76%)
Ejemplo 3
++ 1,095 ++ 30% +0,37 0,74 (24%)
++ 0,15 (77%)
Ejemplo 4
+++ 0,716 +++ 52% + 0,069 0,74 (23%)
+++ 0,02 (93%)
Ejemplo 5
++ 1,75 ++ 30% ++ 1,93 0,76 (7%)
Ejemplo 6
++ 1,617 ++ 33% ++ 1,36 +++ 0,01 (90%)
Ejemplo 7
++ 2,936 ++ 37% +++ 2,62 +++ 0,01 (90%)
Ejemplo 8 ++ 2,461 ++ 38% ++ 1,95 n.a.
) +++ 0,05 (90%)
Ejemplo 9 +++ 0,738 ++ 58% + 0,06
0,75 (10%)
Ejemplo 10 ++ 1,803 ++43% +0,33 ++ 0,26 (48%)
Ejemplo 11 +++ 0,435 ++ 43% n. a. n. a.
++ 0,17 (44%)
Ejemplo 12 +++ 0,989 +++ 49% +0,25
0,7 (56%)
Ejemplo 13 +++ 0,552 +++ 59% + 0,03 + 0,69 (100%)
Ejemplo 14 ++ 1,61 ++48% n. a. n. a.
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. ++ 0,28 (42%)
Ejemplo 15 ++ 1,09 ++47% +0,14
0,72 (58%)
) ++ 0,3 (28%)
Ejemplo 16 ++ 2,21 +++ 88% ++1,9
0,52 (72%)
. ++ 0,12 (87%)
Ejemplo 17 +15,9 ++12% +++ 2,97
0,79 (13%)
) ++ 0,33 (24%)
Ejemplo 18 ++ 4,16 ++ 36% +++ 5,83
0,5 (76%)
. ++ 0,33 (24%)
Ejemplo 19 ++ 3,73 ++ 42% +++ 5,27
0,51 (76%)

Leyenda de la Tabla:

Hidrofobicidad con relacion a la insulina humana: k’rel <1: +++, 1-10: ++, >10: + (HI =1)

Afinidad hacia receptores de insulina con relacion a la insulina humana: <5%: +, 5-50%: ++, >50%: +++

Afinidad hacia la albumina de suero humano con relacion a la insulina detemir: <0,5: +, 0,5-2; ++, > 2: +++
Autoasociacion: Kay < 0,1: +++, Ky, <0,55: ++ y Kay 20,55: + Ky, = 0,55 para albumina de suero humano, Ks, = 0,63
para el Co(lll)-hexamero de insulina humana, Ka, = 0,72 para el analogo de insulina monomérico X2.

n.a. = no analizado.

Ejemplo 21:

Anclaje euglicémico de glucosa después de la administracion s.c. de preparaciones de insulina a cerdos

[0525] Las cerdas, 60-90 kg, se mantuvieron en ayuno durante 18 horas. Durante los experimentos, las cerdas
estuvieron libres para moverse en sus corrales. Una dosis de insulina se administré s.c, dependiendo del tamafo de
la dosis se dividié frecuentemente en dos depdsitos. Cada cerda se mantuvo euglicémica en sus niveles de glucosa
en ayuno individuales durante hasta 24 horas por una infusion intravenosa de velocidad variable de una solucion de
glucosa al 20%. La infusion se suministré a través de un catéter insertado en la vena yugular. Dependiendo de los
cambios en las concentraciones de glucosa en el plasma observadas durante la supervision frecuente de glucosa en
el plasma, los ajustes necesarios de la infusion de glucosa se hacen empiricamente. Las muestras de sangre se
recolectan en tubos de vidrio de EDTA cada 15-30 minutos, el plasma se separa para las mediciones de glucosa e
insulina. La h%;F!ucosa se determina dentro de 1,5 minutos de la toma de muestras de sangre con un analizador de
glucosa YSI™ (Yellow Springs Instruments) (método de glucosa oxidasa). Los perfiles de la velocidad de infusion de
glucosa promedio (GIR, por sus siglas en inglés) y los perfiles de insulina en el plasma promedio se hacen para cada
preparacion de insulina. (las Figuras 2-4 muestran el promedio + SEM).

METODOS FARMACOLOGICOS
Ensayo (I)
Enlace al receptor de insulina de los derivados de lainsulina de la invencion

[0526] La afinidad de los analogos de insulina de la invencion hacia el receptor de insulina humana se determiné por
medio de un ensayo SPA (Ensayo de Proximidad de Centelleo) ensayo de captura de anticuerpos en placas de
microtitulo. Las perlas de enlace de anticuerpos SPA-PVT, reactivo anti-raton (Amersham Biosciences, No. de
catalogo PRNQO0017) se mezclaron con 25 ml de tampén de enlace (HEPES 100 mM pH 7,8; cloruro de sodio 100
mM, MgSOs 10 mM, Tween-20 al 0,025%). La mezcla de reactivos para una placa individual Packard Optiplate
(Packard No. 6005190) esta compuesta de 2,4 ul de un receptor de insulina humana recombinante purificado diluido
1:5000 - exon 11, una cantidad de una solucion madre de insulina humana A14 Tyr[125I] que corresponde a 5000
cpm por 100 ul de mezcla de reactivos, 12 ul de una dilucién 1:1000 del anticuerpo F12, 3 ml de perlas de SPA y
tampodn de enlace para un total de 12 ml. Entonces se agregdé un total de 100 ul y se hace una serie de diluciones de
muestras apropiadas. A la serie de diluciones entonces se agregd 100 ul de mezcla de reactivos y las muestras se
incubaron durante 16 horas mientras se agitaban suavemente. Las fases entonces se separaron por medio de la
centrifugacion durante 1 minuto y las placas se contaron en un dispositivo Topcounter. Los datos de enlace se
ajustaron utilizando el algoritmo de regresion no lineal en el programa GraphPad Prism 2,01 (GraphPad Software,
San Diego, CA).

Ensayo (Il)

Potencia de los derivados de insulina de lainvencién con relacién a la insulina humana
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[0527] Las ratas macho Sprague Dawley que pesan 238-383 g en el dia del experimento se utilizan para el
experimento de anclaje. Las ratas tienen libre acceso al alimento bajo condiciones ambientales controladas y ayunan
durante toda la noche (desde 3 pm) antes del experimento de anclaje.

Protocolo Experimental

[0528] Las ratas se aclimatan en las instalaciones para animales durante por lo menos 1 semana antes del
procedimiento quirdrgico. Aproximadamente 1 semana antes del experimento de anclaje, los catéteres Tygon se
insertan bajo anestesia de halotano en la vena yugular (para la infusién) y la arteria carétida (para la toma de
muestras de sangre) y se exponen hacia el exterior y se fijan sobre la parte posterior del cuello. A las ratas se les
administra Estreptocilina vet. (Boehringer Ingelheim; 0,15 ml/rata, i.m.) después de la cirugia y se colocan en una
unidad para el cuidado de animales (25°C) durante el periodo de recuperacion. A fin de obtener la analgesia, la
Anorfina (0,06 mg/rata, s.c.) se administra durante la anestesia y el Rimadyl (1,5 mg/kg, s.c.) se administra después
de la recuperacion completa de la anestesia (2-3 horas) y nuevamente una vez al dia durante 2 dias.

[0529] La técnica de anclaje empleada se adapta de (1). A las 7 am en el dia del experimento en ayunas durante
toda la noche (desde 3 pm del dia previo) las ratas se pesan y se conectan a las jeringas de toma de muestras y el
sistema de infusion (bombas Harvard 22 Basic, Harvard y jeringa de vidrio Perfectum Hypodermic, Aldrich) y luego
se colocan en jaulas de anclaje individuales donde descansan durante aproximadamente 45 minutos antes del inicio
del experimento. Las ratas son capaces de moverse libremente en su alojamiento usual durante el experimento
completo y tuvieron libre acceso al agua potable. Después de un periodo basico de 30 minutos durante el cual se
midieron los niveles de glucosa en el plasma en intervalos de 10 minutos, el derivado de insulina para ser sometido
a prueba y la insulina humana (un nivel de dosis por rata, n = 6-7 por nivel de dosis) se infusionaron (i.v.) a una
velocidad constante durante 300 minutos. Los niveles de glucosa en el plasma se miden en intervalos de 10 minutos
completamente y la infusion de glucosa acuosa al 20% se ajusta por consiguiente a fin de mantener la euglicemia.
Las muestras de eritrocitos resuspendidos de cada rata se acumularon y se regresaron en volumenes de
aproximadamente Yz por via del catéter de la carétida.

[0530] En cada dia del experimento, las muestras de las soluciones de los derivados de insulina individuales para
ser sometidas a prueba y la solucion de insulina humana se toman antes y al final de los experimentos de anclaje y
las concentraciones de los péptidos se confirmaron por medio de la HPLC. Las concentraciones en el plasma de
insulina y péptido C de rata asi como también del derivado de insulina para ser sometido a prueba y la insulina
humana se miden en puntos de tiempo relevantes antes y al final de los estudios. Las ratas se sacrifican al final del
experimento utilizando una sobredosis de pentobarbital.

[0531] Compuestos de prueba y dosis: Las insulinas para ser sometidas a prueba se diluyen de una solucion madre
que contiene 97 uM del derivado de insulina en fosfato 5 mM, pH 7,7. La concentracion final en la solucién lista para el
uso es 0,45 uM del derivado de insulina, 5 mM de fosfato, 100 mM de cloruro de sodio, 0,007% de polisorbato 20. EI pH
fue 7,7 y la velocidad de infusion i.v. fue 15 y 20 pmol-minuto™-kg™.

[0532] Una soluciéon madre de insulina humana que se utiliza como compuesto de referencia se formulé en un medio
similar y se infusioné i.v. en 6, 15 0 30 pmol-minuto'1-kg'1.

[0533] Ambas soluciones madre se almacenan a -20°C y se descongelan durante toda la noche a 4°C antes del uso.
Las soluciones se voltean al revés suavemente varias veces 15 minutos antes de que sean transferidas a las
jeringas de infusion.

Ensayo (ll1)
Determinaciéon en cerdos del valor Tsoy de los derivados de insulina de lainvencién

[0534] El valor Tso% es el tiempo cuando 50% de la cantidad inyectada del derivado etiquetado con A14 Tyr[125l] de
una insulina para ser sometida a prueba ha desaparecido del sitio de inyecciéon como se mide con un contador y
externo.

[0535] Se siguen los principios del cuidado de animales de laboratorio, las cerdas no diabéticas LYYD, libres de
agentes patdgenos especificas, cruzadas de Danish Landrace, Yorkshire y Duroc, se utilizan (Holmenlund, Haarloev,
Dinamarca) para estudios farmacocinéticos y farmacodinamicos. Las cerdas estan conscientes, tienen 4-5 meses de
edad y pesan 70-95 kg. Los animales se mantienen en ayuno durante toda la noche durante 18 horas antes del
experimento.

[0536] Las preparaciones formuladas de derivados de insulina etiquetados en TyrA14 con | se inyectan s.c. En las
cerdas como se describiera previamente (Ribel, U., Jargensen, K, Brange, J y Henriksen, U. The pig as a model for
subcutaneous insulin absorption in man. Serrano-Rios, M y Lefébvre, P. J. 891-896. 1985. Amsterdam; Nueva York;
Oxford, Elsevier Science Publishers. 1985 (Conference Proceeding)).
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[0537] Al inicio de los experimentos, una dosis de 60 nmol del derivado de insulina de acuerdo con la invencion
(compuesto de prueba) y una dosis de 60 nmol de insulina detemir (ambos etiquetados con 25 en Tyr A14) se
inyectan en dos sitios separados en el cuello de cada cerda.

[0538] La desaparicion de la etiqueta radioactiva del sitio de inyeccion s.c. se supervisa utilizando una modificacion
del método de gamma-conteo externo tradicional (Ribel, U. Subcutaneous absorption of insulin analogues. Berger,
M. y Gries, F. A. 70-77 (1993). Stuttgart; Nueva York, Georg Thime Verlag (Conference Proceeding)). Con este
método modificado, es posible medir continuamente la desaparicion de radioactividad de un depésito subcutaneo
durante varios dias utilizando un dispositivo portatil inalambrico (Scancys Laboratorieteknik, Veerlgse, DK-3500,
Dinamarca). Las mediciones se realizan en intervalos de 1 minuto y los valores contados son corregidos por la
actividad de fondo.
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REIVINDICACIONES

1. Derivado de insulina, caracterizado porque tiene una formula

o NN N

en donde Ins es una fraccion de insulina precursora y Q4-Q2-[CHz]:-X1-[CH2]n-Q3-[CH2]1-X2-[CH2]n-Q4-[CH2]-X3-
[CH2]n-Qs-[CH2]n-Z es un sustituyente y donde la Ins esta unida al sustituyente por via de un enlace de amida entre
el grupo a-amino del residuo de aminoacido N-terminal de la cadena B de Ins o un grupo g-amino de un residuo de
Lys presente en la cadena A o B de Ins y un grupo CO en Q1 0 Q2 del sustituyente;

Ins—ﬂ1—ﬂz

Qq es:
e un enlace

Q2 es:
+-CO-((CR°R%)1.6-CO-NH)14-, donde R® puede ser H, -CHs, -(CHz)1.6CHs 0 -CONH; y R® puede ser H, -CHs,
-(CH2)16CHs;
con la condiciéon de que si una amina en Q2 forma un enlace con el resto del sustituyente, la amina debe
enlazarse al resto del sustituyente por via de un grupo carbonilo;

Qs es:

e -(CH2)m- donde m es un numero entero en el intervalo de 6 a 32;
e una cadena de hidrocarburo divalente que comprende 1, 2 6 3 grupos -CH=CH- y un nimero de grupos -
CH_- suficiente para proporcionar un niumero total de atomos de carbono en la cadena en el intervalo de 4 a
32;0
e una cadena de hidrocarburo divalente de la formula —(CH2)sCeH4(CH2)w — donde v y w son numeros
enteros o uno de ellos es cero de manera que la suma de s y w esta en el intervalo de 6 a 30;
X1 puede ser —C=0 o un enlace;
Q4, Qs, X2 Y X3 son enlaces;
n es cero; y
Z es:
-COOH;
-CO-Asp;
-CO-Glu;
-CO-Gly;
-CO-Sar;
-CH(COOH)y;
-N(CH2COOH)s;
-SOzH
-OS0Os3H
-OPO3H,
-PO3H2 (o]
-tetrazol-5-ilo
y cualquier complejo de Zn*" del mismo
donde el derivado de insulina es mezclable con insulina de accion rapida sin embotamiento.

2. Derivado de insulina de conformidad con la reivindicacion 1, caracterizado porque Q2 se selecciona del grupo que
consiste en -COCH2OCH2CONH-, -CO-((CH2)2 -NH-CQO)4-, -CO-((CHz)3 —NH-CO)1-, -CO-((CH2)4 -NH-CO);- y -CO-
((CH2)s =NH-CO);-.

3. Derivado de insulina de conformidad con cualquiera de las reivindicaciones 1-2, caracterizado porque Qs es -
(CH2)m- donde m es un numero entero en el intervalo de 6 a 32 o de 8 a 20.

4. Derivado de insulina de conformidad con la reivindicacion 3, caracterizado porque m es 12, 13, 14, 150 16.

5. Derivado de insulina de conformidad con las reivindicaciones 1-2, caracterizado porque Qs es una cadena de
hidrocarburo divalente que comprende 1, 2 6 3 grupos -CH=CH- y un nimero de grupos -CH.- suficiente para dar un
numero total de atomos de carbono en la cadena en el intervalo de 4 a 32.

6. Derivado de insulina de conformidad con las reivindicaciones 1-13, donde Z es -COOH.

7. Derivado de insulina de conformidad con cualquiera de las reivindicaciones 1-13, donde Z es -CH(COOH),.

8. Derivado de insulina de conformidad con cualquiera de las reivindicaciones 1-13, donde Z es -N(CH2COOQOH),-.
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9. Derivado de insulina de conformidad con cualquiera de las reivindicaciones 1-13, donde Z es -SO3H.
10. Derivado de insulina de conformidad con cualquiera de las reivindicaciones 1-13, donde Z es -POsH.

11. Derivado de insulina de conformidad con cualquiera de las reivindicaciones 1-10, donde el derivado de insulina
se selecciona del grupo que consiste en:

-w-carboxi-pentadecanoil-y-amino-butanoil-insulina humana desB30,
-w-carboxi-pentadecanoil-B-alanil-insulina humana desB30,
9-w-carboxi-pentadecanoiI-B—L-aspartiIamida—insulina humana desB30,
-w-carboxi-pentadecanoil-e-aminohexanoil-insulina humana desB30,
-w-carboxi-pentadecanoil-6-aminopentanoil-insulina humana desB30,
29-w-carboxi-tridecanoiI-y-amino-butanoil-insulina humana desB30,
-w-carboxi-undecanoil-y-amino-butanoil-insulina humana desB30,

EBzg-w-carboxi-te’[radecanoiI-y-amino-bu’[anoil-insulina humana desB30,
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Andlisis SEC de una mezcla del derivado de insulina del gjemplo 2 con insulina
asparta en una proporcion de 70/30 con 2,1 Zn(ll) por 6 derivados de insulina

Ejemplo 2 Asparta
i 20
iy o, ! o,
o i~y B96% ;};ﬁl 100%
= 01 il s
H , 2 fu:m\\
oY
0. ! "'r; \\m‘“" 2 do . £
b T T T [T 1 I [ T T T T°1 T T T F I [T T 11
bof ety 0 W £ il 0,50 &1L
Minutos

Analisis SEC de una mezcla del derivado de insulina del ejemplo 2 con insulina
asparta en una proporcion de 70/30 con 6 Zn{l1) por 6 derivados de insulina

Ejemplo 2 Asparta
3 :
i _ .
- 2.40] fif_\\ 97% ™~ 100%
H ,] %
2.9 1 ,}"‘l \"\“., 4 7 \\_“ - 4
o 1 r 1+ rt 1 1 &1
0.6 WL pakEs] 3-:1};& 40,18 e 800
Minutos . .
Fig. 1/4
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Perfil de accidn del derivado de insulina del ejemplo 2 en diferentes concentraciones
y formulaciones de Zn.

2
B
4 Ee AT SO
e el
2
[+ ol
LE ] 12 18 )
R Derivado de insuling del ejemplo 2: 2716nmiol, 3G0W1, 600uM, 2,3 Zn/6 derivados de insuling.
N=6
Derivado de insuling del ejernplo 2: 216nmol, 3601,600uM | & Zn/6 derivados de insulina.
B4 M=5
Dervado de insuling del ejemplo 2: 216nmal, 180p1, 1200pM, 2,3 Zn/E derivados de
o insulina. M=6§
Dierivado de insulina del gjemplo 2: 218nmal, 1801, 1200uM, & Zr/6 derivados de insulina.
R =5

Fig. 2/4
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Anclaje después de inyeccion subcutanea en cerdos de insulina asparta mezclada con el derivado de
insulina del ejemplo 2, oinsulina asparta y el derivado de insulina del ejemplo 2 inyectados por separado.

GIR mgikg min

8 5 : iz 18 24

Dosis 324nmol, derivado de insulina del ejemplo 2 con 2,3 zn/6 derivados de
insulina, insulina asparta 3 Zn/6 derivados de insulina, concentracion G00uUM

Dosis 324nmol, derivado de insulina del ejemplo 2 con 3,6 zn/6 derivados de
RENRRE insulina, concentracion 180+420uM

Dosis 324nmol, derivado de insulina del ejemplo 2 con 4,6 zn/6 derivados de
insulina, concentracion 180+420uM

Fig. 3/4
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Anclaje tras inyeccion subcutanea en cerdos del gjemplo 2 en tres dosis diferentes.

H—H{Lii

E{'}"*'I"I-:E;M

r=12

12 18 24
Hora

Dosis 648nmol, concentracion 1200uM, derivado de insulina del ejemplo 2 con 3

Zn/6 derivados de insulina

Dosis 432nmol, concentracion 1200uM, derivado de insulina del ejemplo 2 con 3
Zn/6 derivados de insulina

Dosis 216nmol, concentracion 1200pM, 3 Zn/6 derivados de insulina

Fig. 4/4
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