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DESCRIPCION

Analogos de la insulina que contienen una fraccion acilo y alquilenglicol

Campo de esta invencion

La presente invencion se refiere a nuevos analogos de la insulina acilados.

Antecedentes de esta invencion

La insulina es una hormona polipeptidica secretada por las células B del pancreas. La insulina consta de dos
cadenas polipeptidicas denominadas cadenas A y B que estan unidas entre si por dos puentes disulfuro
intercatenarios. En la insulina humana, porcina y bovina, las cadenas A y B contienen 21 y 30 residuos de
aminoacidos, respectivamente. Sin embargo, existen variaciones de una especie a otra entre los residuos de
aminoacidos presentes en las diferentes posiciones en las dos cadenas. El uso ampliamente generalizado de la
ingenieria genética ha hecho posible preparar analogos de las insulinas de origen natural mediante intercambio de
uno o mas residuos de aminoacidos.

La insulina se utiliza para el tratamiento de la diabetes y de las enfermedades asociadas a la diabetes o que son
consecuencia de ella. La insulina es esencial para mantener la regulacion metabdlica normal. Habitualmente, la
insulina se administra mediante inyecciones. Desafortunadamente, muchos diabéticos no estan dispuestos a
emprender un tratamiento intensivo debido al malestar asociado a las muchas inyecciones necesarias para
mantener un estrecho control de la glucemia. Luego de la administracion oral, la insulina se degrada rapidamente en
el tubo gastrointestinal y no es absorbida en el torrente sanguineo. Por consiguiente, se han investigado rutas
alternativas para administrar la insulina como las vias oral, rectal, transdérmica y nasal. Hasta ahora, sin embargo,
estas vias de administracion no han resultado en una absorcién de la insulina suficientemente eficaz.

Durante décadas, se ha contado con preparaciones de insulina tanto de accién prolongada como de accién rapida y
muchos pacientes reciben 2 a 4 inyecciones por dia. En las ultimas décadas, ha resultado que es extremadamente
importante para un paciente diabético mantener un control estricto de la glucemia.

La solicitud de patente internacional que tiene el nUmero de publicacion WO 2007/096431 que fue publicada el 30 de
agosto de 2007 (Novo Nordisk A/S) describe insulinas que tienen la cadena lateral compleja sin porciones
alquilenglicol. La solicitud de patente internacional con el nimero de publicacion WO 2006/- 082205 (Novo Nordisk
A/S) describe insulinas que tienen una cadena lateral compleja unida a un aminoacido en la cadena B. De acuerdo
con la reivindicacién 1, US 6,444,641 B1 se refiere a un analogo acido graso-acilado de la insulina que consiste en
un analogo de la insulina que esta unido a una cadena acilo graso mediante un enlace amida, donde dicho analogo
graso de la insulina tiene un punto isoeléctrico que es superior al punto isoeléctrico de la insulina. De acuerdo con la
reivindicacion 1, WO 2006/082205 (Novo Nordisk A/S) se refiere a derivados de la insulina que tienen una cadena
lateral unida a un grupo a-amino del residuo de aminoacido N-terminal de la cadena B o a un grupo €-amino de un
residuo de Lys presente en la cadena B de la molécula de insulina original. Pharm. Res. 21 (2004), 1498-1504, se
ocupa de los mecanismos de protraccion de la insulina detemir.

Definiciones

En este documento, el término insulina abarca las insulinas de origen natural, por €j., la insulina humana, asi como
los analogos de la insulina.

En este documento, la expresion residuo de aminoacido abarca un aminoacido del que fue eliminado un atomo de
hidrégeno de un grupo amino y/o del que fue eliminado un grupo hidroxi de un grupo carboxi y/o del que fue
eliminado un atomo de hidrégeno de un grupo mercapto. De manera imprecisa, un residuo de aminoacido puede ser
denominado un aminoacido.
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En este documento, la expresion residuo peptidico abarca un péptido del que fue eliminado un atomo de hidrégeno
de un grupo amino y/o del que fue eliminado un grupo hidroxi de un grupo carboxi y/o del que fue eliminado un
atomo de hidrogeno de un grupo mercapto. De manera imprecisa, un residuo peptidico puede ser denominado un
péptido.

En este documento, la expresion analogo de la insulina abarca un polipéptido que tiene una estructura molecular
que formalmente puede ser derivada de la estructura de una insulina de origen natural, por €j., la insulina humana,
eliminando y/o sustituyendo (reemplazando) uno o mas residuos de aminoacidos presentes en la insulina natural y/o
agregando uno o mas residuos de aminoacidos al residuo de aminoacido A21. Preferentemente, los residuos de
aminoacidos agregados y/o sustituidos son residuos de aminoacidos codificables. Por ejemplo, la cadena A puede
ser extendida en su extremo C-terminal, por ejemplo, mediante 1, 2, 3 0 4 residuos de aminoacidos (en comparacion
con la insulina humana) cuyas posiciones se indican como A22, A23, A24 y A25, respectivamente. Aun cuando el
analogo de la insulina tenga una extension en la posicion A21/A22, puede haber eliminaciones en otras posiciones
de dicho analogo de la insulina. Similarmente a la insulina humana, en el analogo de la insulina de esta invencion, el
residuo de aminoacido A21 esta unido a un residuo de Cys en la posicion 20 donde dicho residuo de Cys participa
en la formaciéon de un puente disulfuro intercatenario. En este documento, también se usa la expresién insulina
original o analogo de la insulina original para el analogo de la insulina. Principalmente, el término original se usa para
diferenciarla de un andlogo de la insulina que tiene una cadena lateral que, por ejemplo, puede ser introducida
quimicamente por acilacion.

En este documento términos como A1, A2, A3 etc. indican la posicion 1, 2 y 3, respectivamente, en la cadena A de
la insulina (contando desde el extremo N-terminal). De manera similar, términos como B1, B2, B3 etc. indican la
posicion 1, 2 y 3, respectivamente, en la cadena B de la insulina (contando desde el extremo N-terminal).
Empleando cédigos de una letra para los aminoacidos, términos como A21A, A21G y A21Q indican que el
aminoacido en la posicion A21 es A, G y Q, respectivamente. Empleando los cdédigos de tres letras para los
aminoacidos, las expresiones correspondientes son AlaA21, GlyA21 y GInA21, respectivamente.

En este documento términos como desB29 y desB30 indican un analogo de la insulina que carece del residuo de
aminoacido B29 o B30, respectivamente.

La numeracion de las posiciones en los analogos de la insulina y las cadenas A y B se hace de manera que el
compuesto original sea la insulina humana con la numeracion utilizada para ésta.

En este documento, el término "codificable" en relaciéon con expresiones como aminoacido, residuo de aminoacido,
péptido o residuo peptidico se usa para indicar un aminoacido, un residuo de aminoacido, un péptido o un residuo
peptidico que puede ser codificado por un triplete ("coddn") de nucleétidos, vide ingenieria genética.

En este documento, el término mutacién abarca cualquier cambio en la secuencia de aminoacidos (sustituciones e
inserciones con aminoacidos codificables asi como eliminaciones).

Con insulina de accién rapida o insulina en bolo se quiere dar a entender una insulina que tiene un inicio de accion
rapido similar o mas rapido que el de la insulina humana regular y/o una duracién de la accién similar o ligeramente
mayor que la de la insulina humana regular.

Con insulina de accién prolongada o insulina basal se quiere dar a entender una insulina que tiene una duracién de
accion mas prolongada que la insulina humana normal o regular.

Por elevada estabilidad fisica se quiere dar a entender que la tendencia a la fibrilacion es menor del 50% de la de la
insulina humana. La fibrilacién se puede describir como el retraso en el tiempo antes de que se inicie la formacion de
fibrilla en determinadas condiciones.

Un polipéptido con afinidad por el receptor de la insulina y el receptor IGF-1 es un polipéptido capaz de interaccionar

con el receptor de la insulina y un receptor IGF-1 humano en un ensayo de unién adecuado. Dichos ensayos de

receptores son bien conocidos en el area y se describen con mas detalle en los ejemplos. Los analogos de la

insulina acilados de esta invencion no se uniran al receptor IGF-1 o tendran una afinidad mas bien baja por
3
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dicho receptor. Mas precisamente, los analogos de la insulina acilados de esta invencion tendran una afinidad por el
receptor IGF-1 de practicamente la misma magnitud o menor que la de la insulina humana.

A beneficio de la conveniencia, a continuacién se indican entre paréntesis los nombres de los aminoacidos con los
codigos de tres letras y los cadigos de una letra habituales: Glicina (Gly & G), prolina (Pro & P), alanina (Ala & A),
valina (Val & V), leucina (Leu & L), isoleucina (lle & I), metionina (Met & M), cisteina (Cys & C), fenilalanina (Phe &
F), tirosina (Tyr & Y), triptéfano (Trp & W), histidina (His & H), lisina (Lys & K), arginina (Arg & R), glutamina (GIn &
Q), asparragina(Asn & N), acido glutamico (Glu & E), acido aspartico (Asp & D), serina (Ser & S) y treonina (Thr & T).
Si, debido a errores de digitacion, existen desviaciones de los cédigos empleados habitualmente, aplican los cédigos
empleados habitualmente. Los aminoacidos presentes en las insulinas de esta invencién son preferentemente
aminoacidos que pueden ser codificados por un acido nucleico. Los aminoacidos como Glu y Asp pueden estar en la
formaa, vy, LoD.

Las abreviaturas siguientes se usaron en la memoria y los ejemplos: Da es Dalton (peso molecular), kDa es kilo-
Dalton (= 1000 Da), PM es peso molecular, OSu es 1-succinimidiloxi = 2,5-dioxopirrolidin-1-iloxi, RT es temperatura
ambiente, SA es acido sinapinico y Su es 1-succinimidilo = 2,5-dioxopirrolidin-1-ilo, DCM es diclorometano, DIEA (y
DIPEA) es N,N-diisopropiletilamina, TSTU es tetrafluoroborato de N,N,N’,N-tetrametil-O-(N-succinimidil)uronio, Tris
es tris(hidroxi-metil)aminometano, CV es volumen de la columna, NMP es N-metilpirrolidin-2-ona, OTBU es tert-
butoxi, OEG es el aminoacido acido 8-amino-3,6-dioxaoctanoico, HSA es seroalbimina humana, TNBS es acido
2,4 ,6-trinitrobencenosulfénuico, HOBT (O HOBt) es 1-hidroxibenzotriazol, HOAt es 1-hidroxi-7-azabenzotriazol,
NaOH es hidroxido de sodio, DMF es N,N-dimetilformamida, THF es tetrahidrofurano, TFA es acido trifluoroacético,
mmol es milimoles, Fmoc es fluoren-9-ilmetoxicarbonilo, OEG es acido 8-amino-3,6-dioxaoctanoico (o un residuo de
éste), gGlu (en este documento también se designa yGlu) es acido gamma-glutamico, y en el ejemplo 48, por
conveniencia, se usan las anotaciones siguientes para especificar la secuencia de fracciones acilo de las insulinas
de la invencion y del estado anterior de la técnica: C18 octadecanodioilo, C20 es eicosanodioilo, gGlu es acido
gamma-glutamico, PEG3 es acido 3-(2-{2-[2-(2-aminoetoxi)etoxi]etoxi}-etoxi)propionico, PEG5 es acido 3-{2-[2-(2-{2-
[2-(2-aminoetoxi)etoxi]etoxi}etoxi)etoxi]etoxi}-propidnico y PEG7 es acido 3-[2-(2{2-[2-(2-{2-[2-(2-
aminoetoxi)etoxiletoxi}etoxi)etoxi]-etoxi}etoxi)etoxi]propionico (las estructuras/secuencias completas se pueden
encontrar en los ejemplos).

Objetivos de esta invencion

El objetivo de esta invencion es superar o mejorar al menos una de las desventajas del estado anterior de la técnica,
0 proporcionar una alternativa util.

Un objetivo de esta invencion es proporcionar derivados de la insulina que tengan buena biodisponibilidad.

Otro objetivo de la invencién es proporcionar derivados de la insulina, que se puedan utilizar como insulinas de
rapida accion.

Otro objetivo de esta invencion es proporcionar derivados de la insulina que se puedan administrar por via pulmonar.

Otro objetivo de esta invencion es proporcionar derivados de la insulina que tengan un perfil de accién prolongada.

Otro objetivo de esta invencion es proporcionar derivados de la insulina, que se puedan utilizar como insulinas
basales.

Otro objetivo de esta invencion es proporcionar derivados de la insulina, que tengan elevadas afinidades de union al
receptor de la insulina.

Otro aspecto de esta invencion es mejorar la vida media in vivo de las insulinas.

Otro objetivo de esta invencion es proporcionar derivados de la insulina que tengan una menor tendencia que la
4
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insulina humana a dar lugar a condiciones hipoglucémicas.

Otro aspecto de esta invencion es encontrar insulinas que tengan una estabilidad fisica satisfactoria, especialmente
después de 2 afios de almacenamiento.

Otro aspecto de esta invencidn es encontrar insulinas que tengan una estabilidad quimica satisfactoria,
especialmente después de 2 afios de almacenamiento.

Otro aspecto de esta invencidon es encontrar insulinas que tengan una estabilidad proteolitica satisfactoria,
especialmente después de 2 afios de almacenamiento.

Otro aspecto de esta invencion es encontrar insulinas que tengan una solubilidad satisfactoria.

Resumen de esta invencion

En resumen, esta invencién se refiere a un analogo de la insulina acilado donde dicho analogo de la insulina
contiene un residuo de aminoacido unido al extremo C terminal del residuo de aminoacido A21 o un residuo
peptidico de hasta 4 residuos de aminoacidos unido al extremo C terminal del residuo de aminoacido A21,
caracterizado porque una fraccién acilo que contiene una fraccion alquilenglicol esta unida a un residuo de lisina en
la posicion A22 o unida a un residuo de lisina presente en el residuo peptidico unido al extremo C terminal del
residuo de aminoacido A21. Por consiguiente, el analogo de la insulina contiene un aminoacido en la posicion A22.

Se encontrd sorprendentemente que las insulinas de la invencién (analogos de la insulina acilados que contienen
una o mas porciones alquilenglicol) poseen mayor afinidad de unién al receptor de la insulina que los analogos de la
insulina acilados similares sin porciones alquilenglicol, cuando se mide en ensayos de union al receptor de la
insulina conducidos en altas concentraciones de HSA (seroalbumina humana), por ej. 4.5% de HSA.

Descripcion de las realizaciones preferidas

Sorprendentemente, los analogos de la insulina acilados de esta invencion muestran una buena biodisponibilidad y
elevada afinidad por el receptor de unién a la insulina en presencia de altas concentraciones de HSA.

El analogo de la insulina presente en un analogo de la insulina acilado segun esta invencion puede ser ilustrado
formalmente como insulina humana que tiene un residuo de aminoacido unido C-terminalmente al residuo de
aminoacido en la posicion A21 o como insulina humana que tiene un residuo peptidico de hasta 4 residuos de
aminoacidos unido C-terminalmente al residuo de aminoacido en la posicion A21 y, opcionalmente, en el que uno o
mas de los residuos de aminoacidos en las posiciones A1-A21 y B1-B30 han sido eliminados o sustituidos por otro
residuo de aminoacido. Segun la nomenclatura, el residuo de aminoacido unido al residuo de aminoacido en la
posicion A21 esta en la posicion A22. Analogamente, los residuos de aminoacidos presentes en el residuo peptidico
unido al residuo de aminoacido en la posicién A21 estan en las posiciones A22, A23, A24 o A25.

Los analogos de la insulina acilados de esta invencion pueden, formalmente, ser preparados a partir de un analogo
de la insulina y una fraccion acilo que contiene alquilenglicol que tiene la férmula colectiva (1): Acy-AA1,-AA2,-AA3,-,
en la que Acy, AA1, AA2, AA3, n, my p son los definidos en este documento, por €;j., eliminando formalmente un
atomo de hidrégeno de un grupo amino del analogo de la insulina y uniendo la cadena lateral de férmula (1) en ese
lugar.

En los analogos de la insulina acilados de esta invencion, la fraccion acilo que contiene alquilenglicol de formula (1)
se une a un residuo de lisina en una posicion que esta en el lado o extremo C terminal del residuo de aminoacido
A21. Por ejemplo, la fraccion acilo que contiene alquilenglicol de férmula (I) se puede unir a un residuo de lisina en la
posicion A22. Si la fraccion acilo que contiene alquilenglicol de férmula (I) se une a un residuo peptidico que esta
unido al residuo de aminoacido en la posicién A21, la fraccién acilo que contiene alquilenglicol de formula (1) se une
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a un residuo de lisina en cualquiera de las posiciones A22, A23, A24 o A25.

Como se menciond en este documento, el grupo acilo presente en la formula Acy-AA1,-AA2,-AA3p-, se origina a
partir de un acido graso o un diacido graso.

En este documento, la expresion "acido graso" abarca acidos carboxilicos alifaticos, lineales o ramificados, que
tienen al menos dos atomos de carbono y que son saturados o insaturados. Los ejemplos no limitantes de acidos
grasos son acido miristico, acido palmitico y acido estearico.

En este documento, la expresion "diacido graso" abarca acidos dicarboxilicos alifaticos, lineales o ramificados, que
tienen al menos dos atomos de carbono y que son saturados o insaturados. Los ejemplos no limitantes de diacidos
grasos son acido succinico, acido hexanodioico, acido octanodioico, acido decanodioico, acido dodecanodioico,
acido tetradecanodioico, acido hexadecanodioico, acido heptadecanodioico, acido octadecanodioico y acido
eicosanodioico.

El residuo de aminoacido ciclico neutro denominado AA1 es un aminoacido que contiene un anillo carbociclico de 6
miembros saturado, que contiene opcionalmente un heteroatomo de nitrégeno, y, preferentemente, el anillo es un
anillo ciclohexano o un anillo piperidina. Preferentemente, el peso molecular de este aminoacido ciclico neutro se
encuentra en el intervalo entre aproximadamente 100 y aproximadamente 200 Da.

El residuo de aminoacido acido denominado AA2 es un aminoacido con un peso molecular de hasta
aproximadamente 200 Da que contiene dos grupos acido carboxilico y un grupo amino primario o secundario.

El residuo de aminoacido neutro que contiene alquilenglicol denominado AA3 es una fraccidon alquilenglicol,
opcionalmente una fraccioén oligo- o polialquilenglicol que contiene una funcionalidad acido carboxilico en un extremo
y una funcionalidad grupo amino en el otro extremo.

En este documento, la expresion fraccion alquilenglicol abarca las fracciones oligo- y polialquilenglicol asi como las
fracciones monoalquilenglicol. Los polialquilenglicoles contienen cadenas a base de polietilenglicol, a base de
polipropilenglicol y a base de polibutilenglicol, es decir, cadenas basadas en la unidad repetitiva -CH>.CH,O-, -
CH>CH,CH20- o -CH,CH,CH,CH,O-. La fraccion alquilenglicol puede ser monodispersa (con longitud/peso
molecular bien definidos) asi como polidispersa (con longitud/peso molecular promedio menos definidos). Las
fracciones monoalquilenglicol comprenden -OCH,CH-0O-, -OCH,CH,CH»0- o -OCH,CH,CH,CH,O- que contienen
grupos diferentes en cada extremo.

Como se menciona en este documento, el orden en el cual aparecen AA1, AA2 y AA3 en la fraccion acilo de férmula
(1) (Acy-AA1,-AA2,-AA3,-) puede ser intercambiado de manera independiente. Consecuentemente, la formula Acy-
AA1,-AA2,-AA3,- también abarca fracciones como, por €j., la formula Acy-AA2,-AA1,-AA3p- vy la férmula Acy-AA3,-
AA2,-AA1,-, en las que Acy, AA1, AA2, AA3, n, my p son los definidos en este documento.

Como se menciona en este documento, las uniones entre las fracciones Acy, AA1, AA2 y/o AA3 son enlaces amida
(-CONH- donde -CO- se origina a partir de una de las fracciones Acy, AA1, AA2 y AA3 y -NH- se origina a partir de
una de las fracciones AA1, AA2 y AA3).

Realizaciones preferidas de la invencion.

En una realizacion, la insulina original de la invenciéon puede, aparte de la lisina en la posicion A22 y aparte de
cualquier residuo peptidico de hasta 4 aminoacidos unido C terminalmente al residuo de aminoacido A21 y aparte de
las mutaciones B29R y/o desB30, comprender una o mas de las mutaciones siguientes. En este documento, se
indica primero la posicion en la cadena A o B, y después, se indican el posible o los posibles residuos de
aminoacidos como coédigos de una letra. En una realizacion, hay 5 mutaciones, en otra realizacion, hay 4
mutaciones, en otra realizacion, hay 3 mutaciones, en otra realizacion, hay 2 mutaciones, en otra realizacion, hay 1
mutacion y en otra realizacion, no hay ninguna mutacion, aparte de la lisina en la posicion A22 y aparte de cualquier
residuo peptidico de hasta 4 aminoacidos unido C terminalmente al residuo de aminoacido A21 y aparte de las
6
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mutaciones B29R y/o desB30:

A4: AoQ.

A5: L.

A8: R,N,Q E,H,LoW.

A9: RolL.
A14: EoD.
A15: AoT.
A16: M.

A17: DoF.

A18: R,L,I,DoV.

A21: GoA.

B3:A, R H ILL,LM,F,W,Y,SoT.

B10: DoE.

B25: Y, H o desB25.

B26: Q, E, S 0 desB26.

B27: H L MWoY.

B28: DoE.

En otra realizacion preferida la insulina original de la invencion contiene las mutaciones A4A o A4Q.

En otra realizacion preferida la insulina original de la invencion contiene la mutacién A5L.

En otra realizacion preferida la insulina original de la invencion contiene la mutacion A8L, A8N, A8Q, A8E, A8H, A8L
o A8W. En otra realizacion preferida la insulina original de la invencién contiene la mutacion A8H.

En otra realizacion preferida la insulina original de la invencion contiene la mutacién A9R o A9L. En otra realizacion
preferida la insulina original de la invencion contiene la mutacion A9L.
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En otra realizacion preferida la insulina original de la invencién contiene la mutacion A14E o A14D.

En otra realizacion preferida la insulina original de la invencion contiene la mutacion A15A o A15T.

En otra realizacion preferida la insulina original de la invencién contiene la mutacion A16M.

En otra realizacion preferida la insulina original de la invencién contiene la mutacion A17D o A17F.

En otra realizacion preferida la insulina original de la invencion contiene la mutacion A18R, A18L, A18Il, A18D o
A18V. En otra realizacion preferida la insulina original de la invencién contiene la mutacion A18L o A18V. En otra
realizacion preferida la insulina original de la invencion contiene la mutacion A18I.

En otra realizacion preferida la insulina original de la invencion contiene la mutacion A21G o A21A.

En otra realizacion preferida la insulina original de la invencion contiene la mutacion B3A, B3R, B3H, B3I, B3L, B3M,
B3F, B3W, B3Y, B3S o B3T.

En otra realizacion preferida la insulina original de la invencién contiene la mutacion B10D o B10E.

En otra realizacion preferida la insulina original de la invencion contiene la mutacion B25Y, B25H o desB25.

En otra realizacion preferida la insulina original de la invencion contiene la mutacion B26Q, B26E, B26S o desB26.

En otra realizacién preferida la insulina original de la invencion contiene la mutacion B27H, B27L, B27M, B27W o
B27Y. En ofra realizacion preferida la insulina original de la invencion contiene la mutacién B27W o B27Y.

En otra realizacion preferida la insulina original del invencion contiene la mutacién B28D o B28E.

En otra realizacion preferida la insulina original de la invencién contiene la mutacion A21Q, B1Q, desB1, B3Q, B3S,
B3T, B13Q o desB27.

Los ejemplos especificos no limitantes de los analogos de la insulina original que pueden estar presentes en los
analogos de la insulina acilados de esta invenciéon comprenden los siguientes, en los que se indican las desviaciones
de la insulina humana:

A22K, B29R, desB30

A14E, A22K, B25H, B29R, desB30

A8H, A22K, B29R, desB30

A18L, A22K, B29R, desB30
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A18l, A22K, B29R, desB30

A18D, A22K, B29R, desB30

A5L, A22K, B29R, desB30

A8H, A18L, A22K, B29R, desB30

A8H, A18L, A22K, B10E, B29R, desB30

A5L, A8H, A17D, A18L, A22K, B10E, B29R, desB30

A8H, A22K, B10E, B29R, desB30

A5L, A8H, A17D, A22K, B10E, B29R, desB30

A22K, B27Y, B29R, desB30

AL, A22K, B29R, desB30

A4A, A22K, B29R, desB30

A4Q, A22K, B29R, desB30

A16L, A22K, B29R, desB30

A17F, A22K, B29R, desB30

A17D, A22K, B29R, desB30

A18V, A22K, B29R, desB30

A22K, B10D, B29R, desB30

A22K, B10E, B29R, desB30
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A22K, B27W, B29R, desB30

A22K, B27Y, B29R, desB30

A22K, B28E, B29R, desB30

A22K, B27Y, B28E, B29R, desB30

A8H, A22K, B28E, B29R, desB30

A22K, desB26, B28E, B29R, desB30

A22K, desB25, B29R, desB30

A22K, desB26, B29R, desB30

A22K, B28E, B29R, desB30

A22K, B28D, B29R, desB30

A9L, A22K, B28E, B29R, desB30

A4A, A22K, B28E, B29R, desB30

A4Q, A22K, B28E, B29R, desB30

AS5L, A22K, B28E, B29R, desB30

A16L, A22K, B28E, B29R, desB30

A17F, A22K, B28E, B29R, desB30

A17D, A22K, B28E, B29R, desB30

A18V, A22K, B28E, B29R, desB30

10
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A22K, B10D, B28E, B29R, desB30

A22K, B10E, B28E, B29R, desB30

A22K, B27W, B28E, B29R, desB30

A22G, A23K, B29R, desB30

A22G, A23G, A24K, B29R, desB30

A22G, A23G, A24G, A25K, B29R, desB30

A21Q, A22G, A23G, A24K, B29R, desB30

A21G, A22G, A23G, A24K, B29R, desB30

A21Q, A22G, A23G, A24G, A25K, B29R, desB30

A21G, A22G, A23G, A24G, A25K, B29R, desB30

A21G, A22K, B29R, desB30 insulina humana

A21G, A22G, A23K, B29R, desB30

A21G, A22G, A23G, A24K, B29R, desB30

A21G, A22G, A23G, A24G, A25K, B29R, desB30

A21Q, A22K, B29R, desB30

A21Q, A22G, A23K, B29R, desB30

A21Q, A22G, A23G, A24K, B29R, desB30

A21Q, A22G, A23G, A24G, A25K, B29R, desB30

11
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A14E, A21Q, A22K, B25H, B29R, desB30

A14E, A21G, A22K, B25H, B29R, desB30

A14E, A21Q, A22G, A23K, B25H, B29R, desB30

A14E, A21G, A22G, A23K, B25H, B29R, desB30

A14E, A21Q, A22G, A23G, A24K, B25H, B29R, desB30

A14E, A21G, A22G, A23G, A24K, B25H, B29R, desB30

A14E, A21Q, A22G, A23G, A24G, A25K, B25H, B29R, desB30

A14E, A21G, A22G, A23G, A24G, A25K, B25H, B29R, desB30

A22K, B3Q, B29R, desB30

A22K, B3S, B29R, desB30

A22K, B3T, B29R, desB30

A22K, B1Q, B29R, desB30

A18Q, A22K, B29R, desB30

A22K, desB1, B3Q, B29R, desB30

A22K, B28D, B29R, desB30

A22K, desB27, B28E, B29R, desB30

A22K, B28R, desB29, desB30

A22K, B3Q, B28E, B29R, desB30

12
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A22K, B13Q, B29R, desB30

A22K, desB1, B29R, desB30

A21Q, A22G, A23K, B29R, desB30

A21Q, A22G, A23G, A24K, B29R, desB30
A21Q, A22G, A23G, A24G, A25K, B29R, desB30
A21A, A22K, B29R, desB30

A21A, A22G, A23K, B29R, desB30

A21G, A22G, A23K, B29R, desB30

A21A, A22G, A23G, A24K, B29R, desB30

A21G, A22G, A23G, A24K, B29R, desB30
A21G, A22G, A23G, A24G, A25K, B29R, desB30
A21A, A22G, A23G, A24G, A25K, B29R, desB30
A21Q, A22K, B3Q, B29R, desB30

A21A, A22K, B3Q, B29R, desB30

A21G, A22K, B3Q, B29R, desB30

Los ejemplos especificos no limitantes de las fracciones acilo de férmula Acy-AA1,-AA2,-AA3p- que pueden estar
presentes en los analogos de la insulina acilados de esta invencion son los siguientes:

O\/\ N\/\ ’\/o\i
o N/\’O\/\O/\]’N\/\O/\’O\/u\ O N/\’ 0’\1’ o
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10 En una realizacion, la fraccion denominada AA3 se elige entre los compuestos siguientes de los cuales se ha
eliminado un atomo de hidrégeno del grupo amino y se ha eliminado un grupo hidroxi del grupo carboxi:
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HQN/\’E \/EIO OH 2 rog
r

en el que r es un numero entero en el intervalo 1-100, €N el que r es un nimero entero en el intervalo 1-
preferentemente 1-10, mas preferentemente 3. 100, preferentemente 1-10, mas preferentemente 1.

0] 0]

HzN\/\/{o?\}O\/\/\)LOH HQN’\»E)\/ﬂO/\/lLOH

r

en el que t es un numero entero en el intervalo 1-150, en el que r es un numero entero en el intervalo 1-

preferentemente 20-70, mas preferentemente 43. 100, preferentemente 1-10, mas preferentemente 5-
7.
ik I
H N\/\/o\/\/\o/\/\NWOH
H s
o]

en el que s es un numero entero en el intervalo 1-30,
preferentemente 1-10, mas preferentemente 1.

Cualquiera de los ejemplos especificos no limitantes anteriores de fracciones acilo de formula Acy-AA1,-AA2,-AA3p-
puede estar unido a un grupo épsilon-amino de un residuo de lisina presente en cualquiera de los ejemplos
especificos no limitantes anteriores de analogos de la insulina dando por consiguiente otros ejemplos especificos de
analogos de la insulina acilados de esta invencion.

Las insulinas originales se pueden preparar de manera conocida per se. Por ejemplo, se pueden producir
expresando una secuencia de ADN que codifique la insulina de cadena Unica en cuestién, en una célula huésped
adecuada, por técnicas bien conocidas como la dada a conocer, por €j., en EP 1,246,845. La insulina se expresa en
una célula huésped transformada como una molécula precursora que es convertida en la molécula de insulina
deseada por procesos enzimaticos y quimicos in vitro como los dados a conocer, por €j., en EP 163,529 y EP
214,826. La molécula precursora se puede expresar con una extension N-terminal que posteriormente es escindida
como se da a conocer, por €j., en EP 1246,845. Los ejemplos de extensiones N-terminales del tipo adecuado en la
presente invencion son, por €j., los dados a conocer en la patente de Estados Unidos N° 5,395,922 y en la patente
EP N° 765,395. Mas especificamente, se puede hacer referencia a WO 2006/082205, desde la pagina 37, linea 31,
hasta la pagina 39, linea 29.

El analogo de la insulina original se puede convertir en un analogo de la insulina acilado de esta invencion
introduciendo el grupo deseado de férmula Acy-AA1,-AA2,-AA3,- en el residuo de lisina del analogo de la insulina.
El grupo deseado de férmula Acy-AA1,-AA2,-AA3,- se puede introducir mediante cualquier método conveniente y
muchos métodos se dan a conocer en el estado anterior de la técnica para dichas reacciones. Aparecen mas
detalles en los ejemplos siguientes.

Los analogos de la insulina acilados de esta invencion se pueden proporcionar en forma de compuestos
esencialmente exentos de zinc o en forma de complejos de zinc. Cuando se proporcionan complejos de zinc de un
analogo de la insulina acilado de esta invencion, dos iones Zn2+, tres iones Zn?* o cuatro iones Zn?' pueden estar
unidos a cada hexamero de insulina. Las soluciones de complejos de zinc de los analogos de la insulina acilados de
esta invencién contendran mezclas de dichas especies.

En ofro aspecto, esta invencion se refiere a una composicidon farmacéutica que contiene una cantidad
terapéuticamente eficaz de un analogo de la insulina acilado de esta invencion junto con un portador
farmacéuticamente aceptable, que se puede utilizar para el tratamiento de la diabetes tipo 1, la diabetes tipo 2 y
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otras afecciones que causan hiperglucemia en pacientes que necesitan dicho tratamiento. Un analogo de la insulina
acilado de esta invencion se puede emplear para la fabricacién de una composicion farmacéutica destinada al
tratamiento de la diabetes tipo 1, la diabetes tipo 2 y otras afecciones que causan hiperglucemia. Dichas
composiciones se preparan de manera conocida per se.

En otro aspecto de esta invencion, se proporciona una composicion farmacéutica para tratar la diabetes tipo 1, la
diabetes tipo 2 y otras afecciones que causan hiperglucemia en un paciente que necesita dicho tratamiento, que
consiste en una cantidad terapéuticamente eficaz de un analogo de la insulina acilado de esta invencién mezclado
con una insulina o un analogo de la insulina que tenga un inicio de accién rapido, junto con portadores y aditivos
farmacéuticamente aceptables.

En otro aspecto, esta invencion se refiere a una aplicacion pulmonar para tratar la diabetes tipo 1, la diabetes tipo 2
y otras afecciones que causan hiperglucemia en un paciente que necesita dicho tratamiento, que consiste en una
cantidad terapéuticamente eficaz de un analogo de la insulina acilado de esta invencion, opcionalmente mezclado
con una insulina o un analogo de la insulina que tenga un inicio de accién rapido, junto con portadores y aditivos
farmacéuticamente aceptables.

En un aspecto, esta invencion proporciona una composicion farmacéutica que es una mezcla de un analogo de la
insulina acilado de esta invencion y un analogo de la insulina de rapida accion elegido del grupo que consiste en
AspB28 insulina humana; LysB28 ProB29 insulina humana y LysB3 GIluB29 insulina humana.

Los analogos de la insulina acilados de esta invencion y el analogo de la insulina de rapida accion se pueden
mezclar en una proporcion de aproximadamente 90/10%; aproximadamente 70/30% o aproximadamente 50/50%.

En otro aspecto de la invencioén, se proporciona un método para tratar la diabetes tipo 1, la diabetes tipo 2 y otras
afecciones que causan hiperglucemia en un paciente que necesita dicho tratamiento, que comprende administrar al
paciente una cantidad terapéuticamente eficaz de un analogo de la insulina acilado de esta invencién junto con un
portador farmacéuticamente aceptable y aditivos farmacéuticamente aceptables.

En otro aspecto de la invencioén, se proporciona un método para tratar la diabetes tipo 1, la diabetes tipo 2 y otras
afecciones que causan hiperglucemia en un paciente que necesita dicho tratamiento, que comprende administrar al
paciente una cantidad terapéuticamente eficaz de un analogo de la insulina acilado de esta invencién mezclado con
una insulina o un andlogo de la insulina que tenga un inicio de accién rapido, junto con un portador
farmacéuticamente aceptable y aditivos farmacéuticamente aceptables.

En otro aspecto de la invencién, se proporciona una composicion farmacéutica para el tratamiento de la diabetes en
un paciente que necesita dicho tratamiento, que consiste en una cantidad terapéuticamente eficaz de un analogo de
la insulina acilado de esta invencién mezclado con una insulina o un analogo de la insulina que tenga un inicio de
accion rapido, junto con un portador farmacéuticamente aceptable. En otro aspecto de la invencion se proporciona
una composicion farmacéutica segun la invencion destinada a la administracion pulmonar.

En otro aspecto, la presente invencién se refiere a insulinas aciladas de esta invenciéon que tienen afinidades de
union al receptor de la insulina como las descritas aqui, medidas en presencia de HSA (por ejemplo en presencia de
0.5%, 1%, 1.5%, 2%, 2.5%, 3%, 3.5%, 4% o 4.5% de HSA), que son >3%, mas preferentemente >5%, mas
preferentemente >10%, mas preferentemente >15%, mas preferentemente >20%, mas preferentemente >30%, mas
preferentemente >40%, mas preferentemente >50%, mas preferentemente >60% medidas en relacion con la insulina
humana.

En otro aspecto, la presente invencion se refiere a analogos de la insulina acilados de esta invencion que tienen una
hidrofobicidad general que es esencialmente similar a la de la insulina humana.

En otro aspecto, los analogos de la insulina acilados de esta invencion tienen un indice hidrofébico, k', €n el

intervalo entre aproximadamente 0.02 y aproximadamente 10, entre aproximadamente 0.1 y aproximadamente 5;

entre aproximadamente 0.5 y aproximadamente 5; entre aproximadamente 0.2 y aproximadamente 2; entre

aproximadamente 0.2 y aproximadamente 1; entre aproximadamente 0.1 y aproximadamente 2; o entre
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aproximadamente 0.5 y aproximadamente 2. La hidrofobicidad (indice hidrofébico) de los analogos de la insulina
acilados de esta invencién con respecto a la insulina humana, k'r;, se midié en una columna de HPLC LiChrosorb
RP18 (5 pm, 250 x 4 mm) mediante elucidn isocratica a 40 °C usando mezclas de A) tampon de fosfato de sodio 0.1
M, pH 7.3, que contenia 10% de acetonitrilo, y B) 50% de acetonitrilo en agua, como eluyentes. La elucion se
monitoreo siguiendo la absorcion UV del eluido a 214 nm. El tiempo de evacuacion, to, se encontrd inyectando nitrato
de sodio 0.1 mM. El tiempo de retencién para la insulina humana, thumana, S€ ajustd a al menos 2t, variando la
proporcion entre las soluciones A 'y B. K'rei= (tderivado-to)/(thumana-to)-

En otro aspecto, la invencién se refiere a una composicion farmacéutica que contiene un analogo de la insulina
acilado de esta invencion que es soluble a valores de pH fisiolégicos.

En otro aspecto, la invencién se refiere a una composicion farmacéutica que contiene un analogo de la insulina
acilado de esta invencién que es soluble a valores de pH en el intervalo entre aproximadamente 6.5 y
aproximadamente 8.5.

En otro aspecto, la invencion se refiere a una composicion farmacéutica con un perfil de accién prolongada que
contiene un analogo de la insulina acilado de esta invencion.

En otro aspecto, la invencién se refiere a insulinas con accién hepatoselectiva o hepatopreferencial.

En otro aspecto, la invencién se refiere a una composicion farmacéutica que es una solucidon que contiene entre
aproximadamente 120 nmol/ml y aproximadamente 2400 nmol/ml, entre aproximadamente 400 nmol/ml y
aproximadamente 2400 nmol/ml, entre aproximadamente 400 nmol/ml y aproximadamente 1200 nmol/ml, entre
aproximadamente 600 nmol/ml y aproximadamente 2400 nmol/ml o entre aproximadamente 600 nmol/ml y
aproximadamente 1200 nmol/ml de un analogo de la insulina acilado de esta invencion o de una mezcla de un
analogo de la insulina acilado de esta invencioén junto con un analogo de la insulina de rapida accion.

Uso de los compuestos de esta invencion

La via de administracién puede ser cualquier via que transporte eficazmente un compuesto de esta invencioén al
lugar deseado o apropiado del organismo, como la via parenteral, por ejemplo, subcutanea, intramuscular o
intravenosa. Alternativamente, un compuesto de esta invencion se puede administrar por via oral, pulmonar o nasal.

Para la administracion parenteral, un compuesto de esta invencion se formula analogamente a las formulaciones de
la insulina conocidas. Ademas, para la administraciéon parenteral, un compuesto de esta invencién se administra
analogamente a la administracion de insulinas conocidas y los médicos estan familiarizados con este procedimiento.

La administracion parenteral se puede realizar por medio de una jeringa, opcionalmente una jeringa semejante a una
lapicera. Alternativamente, la administracion parenteral se puede realizar por medio de una bomba de infusion.

Las composiciones inyectables de un compuesto de esta invencidon se pueden preparar usando las técnicas
convencionales de la industria farmacéutica que implican disolver y mezclar los ingredientes segun sea apropiado
para dar el producto final deseado. Por lo tanto, segun un procedimiento, un compuesto de esta invencion se
disuelve en una cantidad de agua que es algo menor que el volumen final de la composicién que se va preparar. Se
agregan un agente isoténico, un conservante y un tampon, segin sea necesario, y el valor del pH de la solucién se
ajusta, si fuera necesario, utilizando un acido, por ejemplo, acido clorhidrico, o una base, por ejemplo, hidroxido de
sodio acuoso, segun sea necesario. Finalmente, el volumen de la solucidon se ajusta con agua para dar la
concentracion deseada de los ingredientes.

Mas precisamente, una preparacion de insulina de esta invencion, por ejemplo una solucién o suspension, se puede

preparar disolviendo un compuesto de esta invencién en un medio acuoso en condiciones ligeramente acidas, por

ejemplo, en una concentracion en el intervalo entre aproximadamente 240 y aproximadamente 1200 nmol/ml. El

medio acuoso se hace isoténico, por ejemplo, con cloruro de sodio o glicerol. Ademas, el medio acuoso puede

contener iones de zinc en concentraciones de hasta aproximadamente 20 ug de Zn™" por unidad de actividad de la
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insulina, tampones como de acetato y citrato, y conservantes como m-cresol o fenol. El valor de pH de la solucién se
ajusta hacia la neutralidad sin llegar demasiado cerca del punto isoeléctrico del compuesto de esta invencion para
evitar la precipitacion. El valor de pH de la preparacion de insulina final depende del nimero de cargas que,
opcionalmente, hayan sido cambiadas en el compuesto de esta invencion, la concentracion de iones zinc, la
concentracion del compuesto de esta invencion y el compuesto de la invencién elegido. La preparacion de insulina
se esteriliza, por ejemplo, mediante esterilizacion por filtracion.

Las preparaciones de insulina de esta invencién se usan de manera similar a la empleada para las preparaciones de
insulina conocidas.

La cantidad a administrar de un compuesto de esta invencién, la determinacion de la frecuencia de administracion
de un compuesto de esta invencion, y la eleccion de cual compuesto o compuestos de esta invencion administrar,
opcionalmente junto con otro compuesto antidiabético, se decide en consulta con un facultativo que esté
familiarizado con el tratamiento de la diabetes.

Composiciones farmacéuticas

Los analogos de la insulina acilados de esta invencion se pueden administrar por via subcutanea, oral o pulmonar.

Para la administracion subcutanea, los analogos de la insulina acilados de esta invencion se formulan de manera
similar a las formulaciones de insulina conocidas. Ademas, para la administracion subcutanea, los analogos de la
insulina acilados de esta invencion se administran de manera similar a la administracion de las insulinas conocidas
y, en general los médicos estan familiarizados con este procedimiento.

Los analogos de la insulina acilados de esta invencion se pueden administrar por inhalacion en una dosis eficaz para
aumentar los niveles de insulina circulantes y/o para disminuir los niveles de glucosa circulantes. Dicha
administracion puede ser eficaz para tratar trastornos como la diabetes o la hiperglucemia. Lograr dosis eficaces de
insulina requiere la administracion de una dosis inhalada en el intervalo entre aproximadamente 0.5 pg/kg y
aproximadamente 50 pg/kg de un analogo de la insulina acilado de esta invencién. Una cantidad terapéuticamente
eficaz puede ser determinada por un facultativo con conocimientos que tendra en cuenta factores que incluyen el
nivel de insulina, la glucemia, el estado fisico del paciente, el estado pulmonar del paciente o aspectos similares.

Los analogos de la insulina acilados de esta invencidon se pueden administrar por inhalacion para lograr una
absorcion lenta y/o una menor depuracion sistémica de éstos. Los diferentes dispositivos de inhalacion proporcionan
habitualmente una farmacocinética similar cuando se comparan particulas de tamafios semejantes y niveles de
depdsito en los pulmones semejantes.

Los analogos de la insulina acilados de esta invencion se pueden administrar mediante cualquiera de una serie de
dispositivos de inhalacidn conocidos en el area para la administracion de un agente terapéutico por inhalacion. Estos
dispositivos incluyen inhaladores de dosis fija, nebulizadores, generadores de polvo seco, pulverizadores y similares.
Preferentemente, los analogos de la insulina acilados de esta invencion se administran mediante un inhalador de
polvo seco o un pulverizador. Existen varias caracteristicas deseables en un dispositivo de inhalacién para la
administracion de los analogos de la insulina acilados de esta invencién. Por ejemplo, la administracion mediante el
dispositivo de inhalacion es ventajosamente confiable, reproducible y exacta. El dispositivo de inhalacion debe
administrar particulas pequefias o aerosoles, por €j., menores de aproximadamente 10 pym, por ejemplo de
aproximadamente 1-5 ym, para una buena respirabilidad. Algunos ejemplos especificos de dispositivos de |nhaIaC|on
comermales adecuados para la practica de esta invencion son Cyclohaler, Turbohaler™ (Astra), Rotahaler® (Glaxo),
Diskus® (Glaxo), |nhalador Spiros™ (Dura), dispositivos comermahzados por Inhale Therapeutics, AERx™ (Aradigm),
el nebullzador Ultravent® (Mallinckrodt), el nebullzador Acorn 1I® (Marquest Medical Products), el inhalador de dosis
fija Ventolin® (Glaxo), el inhalador de polvo Spinhaler® (Fisons), o similares.

Como reconoceran los expertos, la formulacion de los analogos de la insulina acilados de esta invencion, la cantidad
de la formulacion administrada y la duracién de la administracion de una dosis Unica, dependen del tipo de
dispositivo de inhalacion empleado. Para algunos sistemas de suministro de aerosol, como los nebulizadores, la
frecuencia de administracion y el tiempo durante el cual el sistema esta activado dependeran principalmente de la
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concentracion de los analogos de la insulina acilados en el aerosol. Por ejemplo, a mayores concentraciones de los
analogos de la insulina acilados en la solucion del nebulizador se pueden usar periodos mas breves de
administracion. Los dispositivos como los inhaladores de dosis fija pueden producir mayores concentraciones de
aerosol y se pueden operar durante periodos de tiempo mas breves para suministrar la cantidad deseada de un
analogo de la insulina acilado de esta invencion. Los dispositivos como los inhaladores de polvo suministran el
principio activo hasta que se expele una determinada carga del farmaco desde el dispositivo. En este tipo de
inhalador, la cantidad de analogos de la insulina acilados de esta invencion en una determinada cantidad del polvo
determina la dosis suministrada en una Unica administracion.

El tamafio de particula de los analogos de la insulina acilados de esta invencion en la formulacién suministrada
mediante el dispositivo de inhalacion es fundamental con respecto a la capacidad de la insulina para llegar a los
pulmones, y preferentemente a las vias respiratorias inferiores o los alveolos. Preferentemente, los analogos de la
insulina acilados de esta invencién se formulan de manera que al menos aproximadamente 10% de los analogos de
la insulina acilados suministrados se deposite en el pulmén, preferentemente entre aproximadamente 10 vy
aproximadamente 20%, o mas. Las particulas del analogo de la insulina acilado suministrado por inhalacion tienen
un tamano de particula preferentemente menor de aproximadamente 10 uym, mas preferentemente en el intervalo
entre aproximadamente 1 ym y aproximadamente 5 ym. La formulaciéon del analogo de la insulina acilado se elige
para obtener el tamafio de particula deseado en el dispositivo de inhalacion elegido.

De manera ventajosa para la administracion como un polvo seco, un analogo de la insulina acilado de esta invencion
se prepara en forma particulada con un tamafio de particula menor de aproximadamente 10 um, preferentemente
entre aproximadamente 1 y aproximadamente 5 um. El tamafio de particula preferido es eficaz para la
administracion en los alveolos del pulmén del paciente. Preferentemente, el polvo seco esta compuesto en gran
medida por particulas producidas de modo que la mayoria tengan un tamafio de particula en el intervalo deseado.
Ventajosamente, al menos aproximadamente 50% del polvo seco consiste en particulas que tienen un diametro
menor de aproximadamente 10 pm. Dichas formulaciones se pueden lograr mediante secado por aspersion,
molienda, micronizacién, o punto de condensacion critico de una solucidon que contenga un analogo de la insulina
acilado de esta invencién y otros ingredientes deseados. Se conocen otros métodos también adecuados para
generar particulas Utiles para la invencion actual.

Generalmente las particulas se separan de una formulacion en polvo seco en un recipiente y después son
transportadas al interior del pulmén de un paciente a través de un sistema portador de corriente de aire.
Habitualmente, en los inhaladores de polvo seco actuales, la fuerza para desintegrar el sélido es proporcionada
Unicamente por la inhalacion del paciente. En otro tipo de inhalador, el flujo de aire generado por la inhalacion del
paciente activa un motor impulsor que desaglomera las particulas.

Las formulaciones de analogos de la insulina acilados de esta invencién para administracion desde un inhalador de
polvo seco incluyen generalmente un polvo seco finamente dividido que contiene el derivado, pero el polvo también
puede incluir un incrementador de volumen, un portador, un excipiente, otro aditivo o similares. Se pueden incluir
aditivos en una formulacién en polvo seco de un analogo de la insulina acilado, por €j., para diluir el polvo segin sea
necesario para el suministro desde el inhalador de polvo particular, para facilitar el procesamiento de la formulacion,
para proporcionar propiedades del polvo ventajosas para la formulacion, para facilitar la dispersion del polvo desde
el dispositivo de inhalacion, para estabilizar la formulacion (por ejemplo, antioxidantes o tampones), para
proporcionar sabor a la formulacion, o propésitos semejantes. Convenientemente, el aditivo no afecta adversamente
a las vias respiratorias del paciente. El analogo de la insulina acilado se puede mezclar con un aditivo a nivel
molecular o la formulacion soélida puede incluir particulas de un analogo de la insulina acilado mezclado o recubierto
con particulas del aditivo. Los aditivos tipicos incluyen mono, di y polisacaridos; alcoholes de azucares y otros
polioles, por €j. lactosa, glucosa, rafinosa, melezitosa, lactitol, maltitol, trehalosa, sacarosa, manitol, almidén o sus
combinaciones; surfactantes como sorbitoles, difosfatidilcolina o lecitina, o similares. Habitualmente un aditivo, como
un incrementador de volumen, esta presente en una cantidad eficaz para uno de los propdsitos descritos antes, a
menudo entre aproximadamente 50% y aproximadamente 90% en peso de la formulacion. También se pueden
incluir en la formulacion otros agentes conocidos para la formulacion de una proteina como una proteina analoga a
la insulina.

Se puede producir un aerosol que contenga los analogos de la insulina acilados de esta invencion forzando a
presiéon una suspension o solucidon de un analogo de la insulina acilado a través de una boquilla. El tamafio y la
configuracion de la boquilla, la presion aplicada y la velocidad de alimentacion del liquido se pueden elegir para
lograr la salida y el tamafio de particula deseados. Se puede producir una electronebulizacion, por ej., mediante un
campo eléctrico conectado a una alimentacién capilar o por boquilla. Convenientemente, las particulas del
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conjugado de la insulina suministradas por un pulverizador tienen un tamafio de particula menor de
aproximadamente 10 um, preferentemente en el intervalo entre aproximadamente 1 ym y aproximadamente 5 pm.

Las formulaciones de analogos de la insulina acilados de esta invencion adecuados para utilizar con un pulverizador
contendran habitualmente los analogos de la insulina acilados en una solucién acuosa a una concentracion entre
aproximadamente 1 mg y aproximadamente 500 mg de un analogo de la insulina acilado por ml de solucion.
Dependiendo del analogo de la insulina acilado elegido y de otros factores conocidos por el asesor médico, el limite
superior puede ser menor de, por €j., 450, 400, 350, 300, 250, 200, 150, 120, 100 o 50 mg del analogo de la insulina
acilado por ml de solucién. La formulacion puede contener agentes como un excipiente, un tampoén, un agente de
isotonicidad, un conservante, un surfactante, y preferentemente, zinc. La formulaciéon también puede contener un
excipiente o un estabilizante del analogo de la insulina acilado, como un tampdn, un reductor, una proteina
incrementadora del volumen o un carbohidrato. Las proteinas incrementadoras del volumen utiles en la formulacion
de conjugados de la insulina incluyen albdmina, protamina o similares. Los carbohidratos utiles en la formulacion del
analogo de la insulina acilado incluyen sacarosa, manitol, lactosa, trehalosa, glucosa o similares. La formulacion de
los analogos de la insulina acilados también puede contener un surfactante, que puede reducir o prevenir la
agregacion inducida por la superficie del conjugado de la insulina, causada por la atomizaciéon de la solucion al
formar un aerosol. Se pueden emplear diversos surfactantes convencionales, como ésteres de polioxietileno de
acidos grasos y alcoholes, y ésteres de polioxietilensorbitol de acidos grasos. Las cantidades variaran generalmente
entre aproximadamente 0.001 y aproximadamente 4% en peso de la formulacion.

Las composiciones farmacéuticas que contienen un analogo de la insulina acilado de esta invencién también se
pueden administrar por via parenteral a los pacientes que necesitan un tratamiento de ese tipo. La administracion
parenteral se puede realizar por inyeccion subcutanea, intramuscular o intravenosa por medio de una jeringa,
opcionalmente una jeringa en forma de lapicera. Alternativamente, la administracion parenteral se puede realizar por
medio de una bomba de infusion.

Las composiciones inyectables de los analogos de la insulina acilados de esta invencion se pueden preparar usando
las técnicas convencionales de la industria farmacéutica que implican disolver y mezclar los ingredientes segun sea
apropiado para dar el producto final deseado. Por lo tanto, segun un procedimiento, un analogo de la insulina
acilado se disuelve en una cantidad de agua que sea algo menor que el volumen final de la composicion que se va
preparar. Se agregan zinc, un agente isoténico, un conservante y/o un tampoén, segun sea necesario, y el valor del
pH de la solucion se ajusta, si fuera necesario, utilizando un acido, por €j., acido clorhidrico, o una base, por €j.,
hidréxido de sodio acuoso, segun sea necesario. Finalmente, el volumen de la solucién se ajusta con agua para dar
la concentracion deseada de los ingredientes.

En ofra realizacion de esta invencion, el tampon se elige del grupo que consiste en acetato de sodio, carbonato de
sodio, citrato, glicilglicina, histidina, glicina, lisina, arginina, fosfato acido de sodio, fosfato disddico, fosfato
monosadico, y tris(hidroximetil)-aminometano, bicina, tricina, acido malico, succinato, acido maleico, acido fumarico,
acido tartarico, acido aspartico o sus mezclas. Cada uno de estos tampones especificos constituye una realizacion
alternativa de esta invencion.

En otra realizacion de esta invencioén la formulacién contiene ademas un conservante farmacéuticamente aceptable
que se puede elegir 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
timerosal, bronopol, acido benzoico, imidurea, clorhexidina, deshidroacetato de sodio, clorocresol, p-hidroxibenzoato
de etilo, cloruro de bencetonio, clorfenesina (3-(4-clorofenoxi)-1,2-propanodiol) o sus mezclas. En otra realizacion de
esta invencion el conservante esta presente en una concentracion entre aproximadamente 0.1 mg/ml y 20 mg/ml. En
otra realizaciéon de esta invencion el conservante esta presente en una concentracion entre aproximadamente 0.1
mg/ml y 5 mg/ml. En ofra realizacién de esta invencion el conservante esta presente en una concentracion entre
aproximadamente 5 mg/ml y 10 mg/ml. En otra realizacion de esta invencion el conservante esta presente en una
concentracion entre aproximadamente 10 mg/mly 20 mg/ml. Cada uno de estos conservantes especificos constituye
una realizacién alternativa de esta invencion. El uso de un conservante en composiciones farmacéuticas es bien
conocido por los expertos. Por conveniencia se hace referencia a Remington: The Science and Practice of
Pharmacy, 192 Edicion, 1995.

En ofra realizacion de esta invencion, la formulacion contiene ademas un agente isotonico que se puede elegir del
grupo que consiste en una sal (por €j., cloruro de sodio), un azucar o un alcohol de azuicar, un aminoacido (por
ejemplo, L-glicina, L-histidina, arginina, lisina, isoleucina, acido aspartico, triptéfano o treonina), un alditol (por e;.
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glicerol (glicerina), 1,2-propanodiol (propilenglicol), 1,3-propanodiol o 1,3-butanodiol), polietilenglicol (por e;j.,
PEG400) o sus mezclas. Se puede emplear cualquier azicar como mono, di o polisacaridos, o glucanos solubles en
agua, incluidos por ejemplo fructosa, glucosa, manosa, sorbosa, xilosa, maltosa, lactosa, sacarosa, trehalosa,
dextrano, pululano, dextrina, ciclodextrina, almidén soluble, hidroxietil almidon y carboximetilcelulosa de sodio. En
una realizacion, el aditivo azicar es sacarosa. El alcohol de azlcar se define como un hidrocarburo C4-C8 que tiene
al menos un grupo -OH e incluye, por ej., manitol, sorbitol, inositol, galactitol, dulcitol, xilitol y arabitol. En una
realizacion, el aditivo alcohol de azlcar es manitol. Los azlcares o alcoholes de aziicares mencionados antes se
pueden utilizar individualmente o en combinacion. No existen limites fijos para la cantidad empleada, en tanto el
azucar o el alcohol de azucar sea soluble en la preparacion liquida y no afecte adversamente los efectos
estabilizantes logrados utilizando los métodos de esta invencién. En una realizacion, la concentracion del aztcar o
del alcohol de azucar es entre aproximadamente 1 mg/ml y aproximadamente 150 mg/ml. En otra realizacion de esta
invencion el agente isotdnico esta presente en una concentracion entre aproximadamente 1 mg/ml y 50 mg/ml. En
otra realizacion de esta invencion el agente isotdnico esta presente en una concentracion entre aproximadamente 1
mg/ml y 7 mg/ml. En ofra realizacién de esta invencion el agente isotonico esta presente en una concentracion entre
aproximadamente 8 mg/ml y 24 mg/ml. En otra realizacion de esta invencién el agente isoténico esta presente en
una concentracion entre aproximadamente 25 mg/ml y 50 mg/ml. Cada uno de estos agentes isotonicos especificos
constituye una realizacion alternativa de esta invencion. El uso de un agente isotonico en composiciones
farmacéuticas es bien conocido por los expertos. Por conveniencia se hace referencia a Remington: The Science
and Practice of Pharmacy, 192 Edicién, 1995.

Los agentes isotdnicos tipicos son cloruro de sodio, manitol, dimetilsulfona y glicerol y los conservantes tipicos son
fenol, m-cresol, p-hidroxibenzoato de metilo y alcohol bencilico.

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

Una composicion para la administracion nasal de un analogo de la insulina acilado de esta invencion se puede
preparar, por €j., como se describe en la patente europea N° 272097.

Las composiciones que contienen analogos de la insulina acilados de esta invencion se pueden usar en el
tratamiento de afecciones que sean sensibles a la insulina. Por lo tanto, se pueden emplear en el tratamiento de la
diabetes tipo 1, la diabetes tipo 2 y la hiperglucemia, por ejemplo como se ha visto a veces en personas seriamente
lesionadas y en personas que han sido sometidas a una cirugia mayor. El nivel de dosificacion 6ptimo para cualquier
paciente dependera de diversos factores que incluyen la eficacia del derivado de la insulina especifico empleado, la
edad, el peso corporal, la actividad fisica y la dieta del paciente, de una posible combinacién con otros farmacos y de
la gravedad de la afeccion a tratar. Se recomienda que la dosis diaria del analogo de la insulina acilado de esta
invencion sea determinada por los expertos para cada paciente en particular de manera similar que para las
composiciones de insulina conocidas.

Caracteristicas importantes de esta invencion

En resumen, algunas caracteristicas de esta invencion son las siguientes:

1. Un analogo de la insulina acilado donde dicho analogo de la insulina contiene un residuo de lisina unido C-
terminalmente al residuo de aminoacido A21 o a un residuo peptidico de hasta 4 residuos de aminoacidos que
comprende un residuo de lisina, donde dicho residuo peptidico esta unido C-terminalmente al residuo de
aminoacido A21, caracterizado porque una fraccién acilo que contiene una fraccién alquilenglicol esta unida al
residuo de lisina en la posiciéon A22 o unida al residuo de lisina presente en el residuo peptidico que esta unido
al extremo C terminal del residuo de aminoacido A21 y donde hay una sola lisina (K, Lys) en el analogo de la
insulina.

2. Un analogo de la insulina acilado, de acuerdo con la clausula 1, en el que la fraccion acilo tiene la formula
general I:

23



10

15

20

25

30

35

ES 2 548 304 T3

Acy-AAT-AA2,-AA3,- ),

en la que

n es 0 o un nimero entero en el intervalo 1-3,

m es 0 o un nimero entero en el intervalo 1-6,

pes1,203,

Acy es un acido graso o un diacido graso que contiene aproximadamente 8-24 atomos de
carbono del cual, formalmente, se ha eliminado un grupo hidroxi de un grupo carboxi del
acido graso o de uno de los grupos carboxi del diacido graso,

AA1 es un aminoacido ciclico neutro del cual, formalmente, se ha eliminado un atomo de
hidrégeno del grupo amino y se ha eliminado un grupo hidroxi del grupo carboxi,

AA2 es un aminoacido acido del cual, formalmente, se ha eliminado un atomo de hidrégeno
del grupo amino y se ha eliminado un grupo hidroxi del grupo carboxi,

AA3 es un aminodacido neutro que contiene alquilenglicol del cual, formalmente, se ha
eliminado un atomo de hidrégeno del grupo amino y se ha eliminado un grupo hidroxi del
grupo carboxi,

el orden en el cual aparecen AA1, AA2 y AA3 en la formula puede ser intercambiado de
manera independiente,

las uniones entre Acy, AA1, AA2 y/o AA3 son enlaces amida (peptidicos), y

la unién a la insulina original puede ser a partir del extremo C-terminal de un residuo AA1,
AA2 o AA3 de la fraccién acilo de férmula (1) o a partir de la o las cadenas laterales de un
residuo AA2 presente en la fraccion de formula (1).

3. Un analogo de la insulina acilado donde dicho analogo de la insulina contiene un residuo de lisina unido C-
terminalmente al residuo de aminoacido A21 o a un residuo peptidico de hasta 4 residuos de aminoacidos que
comprende un residuo de lisina donde dicho residuo peptidico esta unido C-terminalmente al residuo de
aminoacido A21, caracterizado porque una fraccion acilo que contiene una fraccién alquilenglicol esta unida al
residuo de lisina en la posicién A22 o unida a un residuo de lisina presente en el residuo peptidico que esta
unido al extremo C terminal del residuo de aminoacido A21 y donde hay una sola lisina (K, Lys) en el analogo
de la insulina y donde la fraccion acilo que contiene una fraccion alquilenglicol tiene la féormula general |: Acy-
AA1,-AA2,,-AA3,- (1), en la que n es 0 o un nimero entero en el intervalo 1-3, m es 0 o un ndmero entero en el
intervalo 1-6, p es 1, 2 0 3, Acy es un acido graso o un diacido graso que contiene aproximadamente 8-24
atomos de carbono del cual, formalmente, se ha eliminado un grupo hidroxi del grupo carboxi o de uno de los
grupos carboxi, AA1 es un aminoacido ciclico neutro del cual, formalmente, se ha eliminado un atomo de
hidrégeno del grupo amino y se ha eliminado un grupo hidroxi del grupo carboxi, AA2 es un aminoacido acido
del cual, formalmente, se ha eliminado un atomo de hidrogeno del grupo amino y se ha eliminado un grupo
hidroxi del grupo carboxi, AA3 es un aminoacido que contiene alquilenglicol neutro, del cual, formalmente, se ha
eliminado un atomo de hidrégeno del grupo amino y se ha eliminado un grupo hidroxi del grupo carboxi, el orden
en el cual aparecen AA1, AA2 y AA3 en la formula puede ser intercambiado de manera independiente, las
uniones entre Acy, AA1, AA2 y/o AA3 son enlaces amida (peptidicos), y la unién a la insulina original puede ser
desde el extremo C-terminal de un residuo AA1, AA2 o AA3 de la fraccion acilo de férmula (1) o desde la cadena
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o cadenas laterales del residuo AA2 presente en la fraccion de férmula (1).

4. Un analogo de la insulina acilado, segun cualquiera de las posibles clausulas precedentes, en el que Acy se
origina a partir de un acido graso o un diacido graso con 14 a 20 atomos de carbono, preferentemente 16 a 20
atomos de carbono, mas preferentemente 16 a 18 atomos de carbono, alternativamente 18 a 20 atomos de
carbono y especificamente 8, 10, 12, 14, 16, 17, 18, 20, 22 o 24 atomos de carbono.

5. Un analogo de la insulina acilado, segun cualquiera de las posibles clausulas precedentes, en el que Acy se
origina a partir de un acido de carboxilico.

6. Un analogo de la insulina acilado, segun cualquiera de las posibles clausulas precedentes, en el que Acy es
acido tetradecanodioico, acido pentadecanodioico, acido hexadecanodioico, acido heptadecanodioico, acido
octadecanodioico o acido eicosanodioico del cual se ha eliminado un grupo hidroxi.

7. Un analogo de la insulina acilado, segun cualquiera de las posibles clausulas precedentes, en el que Acy es
acido hexadecanodioico, acido octadecanodioico o acido eicosanodioico del cual se ha eliminado un grupo
hidroxi.

8. Un analogo de la insulina acilado, segun cualquiera de las posibles clausulas precedentes, en el que AA1 se
elige entre:

HNT H N, WK HN 0
g ey
Oy, O
o o OH

(CH,),

enelqueqesO,1,2, 304,y del cual, formalmente, se ha eliminado un atomo de hidrogeno del grupo amino y
se ha eliminado un grupo hidroxi del grupo carboxi.

9. Un analogo de la insulina acilado, segun cualquiera de las clausulas precedentes, en el que AA1 es

7,
HN"

OH

del cual, formalmente, se ha eliminado un atomo de hidrogeno del grupo amino y se ha eliminado un grupo
hidroxi del grupo carboxi.

10. Un analogo de la insulina acilado, segun cualquiera de las posibles clausulas precedentes, en el que AA2 se
elige entre Glu, Asp, D-Glu, D-Asp, yGlu, yAsp, y-D-Glu, y-D-Asp o cualquiera de los compuestos siguientes:
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Q@ 0, OH
OH
|)LOH OH )\ lj
HN OH  HN OH O o] HN oH
V"\Tr ~ \/\-I.r' Y \_/\Fr-
0 0 . OH y Q

en el que las flechas indican el punto de unién al grupo amino de AA1, AA2 o AA3 y del cual, formalmente, se
ha eliminado un atomo de hidrégeno del grupo amino y se ha eliminado un grupo hidroxi del grupo carboxi.

11. Un analogo de la insulina acilado, segun las clausulas precedentes, en el que AA2 es yGlu.

12. Un analogo de la insulina acilado, segun cualquiera de las posibles clausulas precedentes, en el que AA3 se
elige entre cualquiera de los compuestos siguientes:

HEN A0~ OWOH
H Q

S

o OH
H N/\‘E \/E|o

BTy
o
HZN/\'EO \/EIO/\)LOH
r.
0

HzN\/\/*EO/\?[?\/\/\)LOH

HZN/\/*EO/\}O\/\/\/'LOH

H
Hj;N\/\/O\/\/\O /\/\NWOH
H
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" 0 0
HEN\/EO/\%O\/\NJK/O\)}OH
1 H S

0

H H
HEN\/\/O\/\ 0O O/\n/:l—OH
o o ®

o]

H H
H‘IEN\/\/O\/\O’\/O\/\/N\"/\)%OH

o s
O

H
HEN\/\O/\/O\/\NWOH
H

0 S

0O o)
H
HEN\/\O/\/O\/\NJ\/O\/LL}OH
H s

r es un numero entero en el intervalo 1-100, preferentemente 1-10,
s es un numero entero en el intervalo 1-30, preferentemente 1-10,
t es un numero entero en el intervalo 1-150, preferentemente 20-70,

y del cual, formalmente, se ha eliminado un atomo de hidrégeno del grupo amino y se ha eliminado un grupo
hidroxi del grupo carboxi.

13. Un analogo de la insulina acilado, segun la clausula precedente, enelqueres 1,2, 3,4,5,7, 11,23 0 27.

14. Un analogo de la insulina acilado, segun cualquiera de las posibles clausulas precedentes, en el que s es 1,
2,3,4,10, 20 o0 30.

15. Un analogo de la insulina acilado, segun cualquiera de las posibles clausulas precedentes, en el que el
numero entero t se elige de modo que el peso molecular promedio de la férmula anterior en la que aparece el
numero entero t sea 2000 Da, 3400 Da o 5000 Da.

16. Un analogo de la insulina acilado, segun cualquiera de las posibles clausulas precedentes, en el que la
fraccién acilo de formula Acy-AA1,-AA2,-AA3p-, en la que Acy, AA1, AA2, AA3, n, m y p son los definidos antes,
esta unida a un residuo de lisina en la posicion A22.

17. Un analogo de la insulina acilado, segun cualquiera de las posibles clausulas precedentes, en el que la
fraccién acilo de férmula Acy-AA1,-AA2,-AA3p-, en la que Acy, AA1, AA2, AA3, n, m y p son los definidos antes,
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esta unida a un residuo de lisina en la posicion A23.

18. Un analogo de la insulina acilado, segun cualquiera de las posibles clausulas precedentes, en el que la
fraccién acilo de férmula Acy-AA1,-AA2,-AA3p-, en la que Acy, AA1, AA2, AA3, n, m y p son los definidos antes,
esta unida a un residuo de lisina en la posicion A24.

19. Un analogo de la insulina acilado, segun cualquiera de las posibles clausulas precedentes, en el que la
fraccién acilo de férmula Acy-AA1,-AA2,-AA3p-, en la que Acy, AA1, AA2, AA3, n, m y p son los definidos antes,
esta unida a un residuo de lisina en la posicion A25.

20. Un analogo de la insulina acilado, segun cualquiera de las posibles clausulas precedentes, en el que el
analogo de la insulina contiene 52 residuos de aminoacidos.

21. Un analogo de la insulina acilado, segun cualquiera de las posibles clausulas precedentes, en el que el
analogo de la insulina contiene 51 residuos de aminoacidos.

22. Un analogo de la insulina acilado, segun cualquiera de las posibles clausulas precedentes, en el que el
analogo de la insulina contiene 53 residuos de aminoacidos.

23. Un analogo de la insulina acilado, segun cualquiera de las posibles clausulas precedentes, en el que el
analogo de la insulina contiene 54 residuos de aminoacidos.

24. Un analogo de la insulina acilado, segun cualquiera de las posibles clausulas precedentes, en el que el
analogo de la insulina contiene 50 residuos de aminoacidos.

25. Un analogo de la insulina acilado, segun cualquiera de las posibles clausulas precedentes, en el que el
analogo de la insulina contiene 49 residuos de aminoacidos.

26. Un analogo de la insulina acilado, segun cualquiera de las posibles clausulas precedentes, en el que sdélo
uno de los residuos de aminoacidos en las posiciones A1-A21 y B1-B30 del analogo de la insulina se aparta de
los residuos de aminoacidos presentes en la insulina humana.

27. Un analogo de la insulina acilado, segun cualquiera de las posibles clausulas precedentes, en el que sdélo
dos de los residuos de aminoacidos en las posiciones A1-A21 y B1-B30 del analogo de la insulina se apartan de
los residuos de aminoacidos presentes en la insulina humana.

28. Un analogo de la insulina acilado, segun cualquiera de las posibles clausulas precedentes, en el que sdélo
tres de los residuos de aminoacidos en las posiciones A1-A21 y B1-B30 del analogo de la insulina se apartan de
los residuos de aminoacidos presentes en la insulina humana.

29. Un analogo de la insulina acilado, segun cualquiera de las posibles clausulas precedentes, en el que sdélo
cuatro de los residuos de aminoacidos en las posiciones A1-A21 y B1-B30 del analogo de la insulina se apartan
de los residuos de aminoacidos presentes en la insulina humana.

30. Un analogo de la insulina acilado, segun cualquiera de las posibles clausulas precedentes en el que no hay
ningun residuo de aminoacido unido al extremo N terminal de los residuos de aminoacidos presentes en la
posicion A1 o B1 ni ningun residuo de aminoacido unido al extremo C terminal de los residuos de aminoacidos
presentes en la posicion B30.

31. Un analogo de la insulina acilado, segun cualquiera de las posibles clausulas precedentes, en el que el
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residuo de aminoacido en la posicion A14 del analogo de la insulina es E.

32. Un analogo de la insulina acilado, segun cualquiera de las posibles clausulas precedentes,
residuo de aminoacido en la posicion A18 del analogo de la insulina es Q.

33. Un analogo de la insulina acilado, segun cualquiera de las posibles clausulas precedentes,
residuo de aminoacido en la posicion A21 del analogo de la insulina es A, G o Q.

34. Un analogo de la insulina acilado, segun cualquiera de las posibles clausulas precedentes,
residuo de aminoacido en la posicion A22 del analogo de la insulina es Ko G.

35. Un analogo de la insulina acilado, segun cualquiera de las posibles clausulas precedentes,
residuo de aminoacido en la posicion A22 del analogo de la insulina es K.

en el que el

en el que el

en el que el

en el que el

36. Un analogo de la insulina acilado, segun la clausula precedente, en el que el residuo de aminoacido en la
posicion A22 del analogo de la insulina es Ky en el que no hay ninguiin residuo de aminoacido unido al extremo

C terminal de dicho residuo de aminoacido A22K.

37. Un analogo de la insulina acilado, segun cualquiera de las posibles clausulas precedentes,
residuo de aminoacido en la posicion A23 del analogo de la insulina es Ko G.

38. Un analogo de la insulina acilado, segun cualquiera de las posibles clausulas precedentes,
residuo de aminoacido en la posicion A24 del analogo de la insulina es Ko G.

39. Un analogo de la insulina acilado, segun cualquiera de las posibles clausulas precedentes,
residuo de aminoacido en la posicion A25 del analogo de la insulina es K.

40. Un analogo de la insulina acilado, segun cualquiera de las posibles clausulas precedentes,
residuo de aminoacido en la posiciéon B1 del analogo de la insulina es Q o esta ausente.

41. Un analogo de la insulina acilado, segun cualquiera de las posibles clausulas precedentes,
residuo de aminoacido en la posicion B3 del analogo de la insulinaes Qo T.

42. Un analogo de la insulina acilado, segun cualquiera de las posibles clausulas precedentes,
residuo de aminoacido en la posicion B13 del analogo de la insulina es Q.

43. Un analogo de la insulina acilado, segun cualquiera de las posibles clausulas precedentes,
residuo de aminoacido en la posicion B25 del analogo de la insulina es H.

44. Un analogo de la insulina acilado, segun cualquiera de las posibles clausulas precedentes,
residuo de aminoacido en la posicion B27 del analogo de la insulina esta ausente.

45. Un analogo de la insulina acilado, segun cualquiera de las posibles clausulas precedentes,
residuo de aminoacido en la posicion B28 del analogo de la insulina es D, E o R.

46. Un analogo de la insulina acilado, segun cualquiera de las posibles clausulas precedentes,

residuo de aminoacido en la posicion B28 es R y el residuo de aminoacido en la posicion B29 es P.

47. Un analogo de la insulina acilado, segun cualquiera de las posibles clausulas precedentes,
29
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residuo de aminoacido en la posicion B29 del analogo de la insulina es R.

48. Un analogo de la insulina acilado, segun cualquiera de las posibles clausulas precedentes, en el que el
residuo de aminoacido en la posicion B30 del analogo de la insulina esta ausente.

49. Un analogo de la insulina acilado segun cualquiera de las posibles clausulas precedentes, en el que el
residuo de aminoacido en la posicion A14 del analogo de la insulina es Y o E, el residuo de aminoacido en la
posicion A18 del analogo de la insulina es N o Q, el residuo de aminoacido en la posicion A21 del analogo de la
insulina es N, A, G o Q, el residuo de aminoacido en la posicion A22 del analogo de la insulina es K o G, el
residuo de aminoacido en la posicion A23 del analogo de la insulina esta ausente, es K o G, el residuo de
aminoacido en la posicion A24 del analogo de la insulina esta ausente, es K o G, el residuo de aminoacido en la
posicion A25 del analogo de la insulina esta ausente o es K, el residuo de aminoacido en la posicién B1 del
analogo de la insulina es F, Q o esta ausente, el residuo de aminoacido en la posicion B3 del analogo de la
insulina es N, Qo T, el residuo de aminoacido en la posicién B13 del analogo de la insulina es E o Q, el residuo
de aminoacido en la posicién B25 del analogo de la insulina es F o H, el residuo de aminoacido en la posicion
B27 del analogo de la insulina es T o esta ausente, el residuo de aminoacido en la posicion B28 del analogo de
la insulina es P, D, E o R, el residuo de aminoacido en la posicién B29 del analogo de la insulinaes Ko Ry el
residuo de aminoacido en la posicion B30 del analogo de la insulina es T o esta ausente.

50. Un analogo de la insulina acilado, segun cualquiera de las posibles clausulas precedentes, en el que todos
los residuos de aminoacidos del analogo de la insulina son residuos de aminoacidos codificables.

51. Un analogo de la insulina acilado, segun cualquiera de las posibles clausulas precedentes, en el que AA2 es
gGlu.

52. Un analogo de la insulina acilado, segun cualquiera de las posibles clausulas precedentes, en el que la
fraccion acilo de formula general Acy-AAl,-AA2,-AA3,- tiene una de las formulas generales Acy-AA3-, Acy-AA2-
AA3-, Acy-AA2-AA3-AA2-, Acy-AA2-(AA3)2-, Acy-AA2-(AA3),-AA2 o Acy-AA3-AA2- en las que Acy, AA2 y AA3
son, cada uno, los definidos en este documento.

53. Un analogo de la insulina acilado, segun cualquiera de las posibles clausulas precedentes, que es
cualquiera de los compuestos mencionados especificamente en este documento, por €j., los compuestos
descritos en los ejemplos especificos del mismo.

54. Un compuesto segun cualquiera de las posibles clausulas de producto precedentes para usar como un
medicamento o para usar en un medicamento.

55. Un compuesto segun cualquiera de las posibles clausulas de producto precedentes, para tratar la diabetes o
el uso de un compuesto segun cualquiera de las posibles reivindicaciones del producto precedentes para la
preparacion de un medicamento destinado al tratamiento de la diabetes.

Ejemplos

Procedimientos generales:

Construccion de vectores de expresion, transformacion de células de levadura y expresion de los precursores de la
insulina de la invencion

Todos los plasmidos de expresion son del tipo C-POT, similares a los descritos en EP 171142, que se caracterizan
por contener el gen de la triosa fosfato isomerasa (POT) de Schizosaccharomyces pombe con el propdsito de la
seleccion de plasmidos y la estabilizacion en S. cerevisiae. Los plasmidos también contienen el promotor y el
terminador de la triosa fosfato isomerasa de S. cerevisiae. Estas secuencias son semejantes a las secuencias
correspondientes en el plasmido pKFN1003 (descritas en WO 90/10075) como lo son todas las secuencias excepto
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la secuencia del fragmento EcoRI-Xbal que codifica la proteina de fusion del lider y el producto de la insulina. Para
expresar diferentes proteinas de fusion, el fragmento EcoRI-Xbal de pKFN1003 es simplemente reemplazado por un
fragmento EcoRI-Xbal que codifica la fusion lider-insulina de interés. Dichos fragmentos EcoRI-Xbal se pueden
sintetizar usando oligonucledtidos sintéticos y PCR segun técnicas estandar.

Se prepararon transformantes de levadura por transformacién de la cepa huésped S. cerevisiae cepa MT663
(MATalMATa pep4-3/pep4-3 HIS4/his4 tpi::LEU2/tpi::LEU2 Cir’). La cepa de levadura MT663 fue depositada en
Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen en relacién con la presentacion WO 92/11378 y recibio
el numero de depdsito DSM 6278.

Se cultivd MT663 en YPGaL (extracto de levadura Bacto al 1%, Bacto peptona al 2%, galactosa al 2%, lactato al 1%)
hasta una D.O. a 600 nm de 0.6. Se recogieron 100 ml de cultivo por centrifugacion, se lavaron con 10 ml de agua,
se volvieron a centrifugar y suspender en 10 ml de una solucién que contenia sorbitol 1.2 M, Na,EDTA 25 mM pH =
8.0 y 6.7 mg/ml de ditiotreitol. La suspensién se incubd a 30 °C durante 15 minutos, se centrifugd y las células se
resuspendieron en 10 ml de una solucién que contenia sorbitol 1.2 M, Na;EDTA 10 mM, citrato de sodio 0.1 M, pH 0
5.8 y 2 mg de Novozym®234. La suspension se incubé a 30 °C durante 30 minutos, las células se recogieron por
centrifugacion, se lavaron en 10 ml de sorbitol 1.2 My 10 ml de CAS (sorbitol 1.2 M, CaCl, 10 mM, Tris HCI 10 mM
(pH = 7.5) y se resuspendieron en 2 ml de CAS. Para la transformacién, 1 ml de las células suspendidas en CAS se
mezclaron con aproximadamente 0.1 mg de ADN plasmidico y se dejaron a temperatura ambiente durante 15
minutos. Se agregd 1 ml de (polietilenglicol 4000 al 20%, CaCl, 10 mM, Tris HCI 10 mM, pH = 7.5) y la mezcla se
dejo durante otros 30 minutos a temperatura ambiente. La mezcla se centrifugd y el sedimento se resuspendioé en
0.1 ml de SOS (sorbitol 1.2 M, YPD al 33% v/v, CaCl, 6.7 mM) y se incubd a 30 °C durante 2 horas. Después se
centrifugo la suspension y el sedimento se resuspendio en 0.5 ml de sorbitol 1.2 M. Después, se agregaron 6 ml de
agar de la parte superior (el medio SC de Sherman et al. (1982) Methods in Yeast Genetics, Cold Spring Harbor
Laboratory) que contenia sorbitol 1.2 M mas 2.5% de agar) a 52 °C y la suspension se vertio sobre la parte superior
de placas que contenian el mismo medio de agar solidificado que contenia sorbitol. La cepa MT663 de S. cerevisiae
transformada con plasmidos de expresion se cultivé en YPD durante 72 h a 30 °C.

Produccion, purificacion y caracterizacion de los analogos de la insulina acilados de esta invencion

Los ejemplos siguientes se refieren a compuestos intermedios y productos finales identificados en la memoria y en
los ejemplos. La preparacion de los analogos de la insulina acilados de esta invencion se describe en detalle
utilizando los ejemplos siguientes, pero las reacciones quimicas y los esquemas de purificacion descritos se dan a
conocer en términos de su aplicabilidad general a la preparaciéon de los derivados de la insulina de la invencion.
Ocasionalmente, la reaccion puede no ser aplicable segun se describe para cada compuesto incluido en el alcance
divulgado de la invencion. Los compuestos para los cuales ocurre esto, seran facilimente reconocidos por los
expertos. En esos casos, las reacciones se pueden llevar a cabo exitosamente mediante modificaciones
convencionales conocidas por los técnicos, es decir, mediante proteccion adecuada de los grupos que interfieren,
cambiando a otros reactivos convencionales o por modificacion rutinaria de las condiciones de reaccién.
Alternativamente, otras reacciones dadas a conocer en este documento o de lo contrario convencionales, seran
aplicables a la preparacion de los compuestos correspondientes de la invencion. En todos los métodos preparativos,
todos los materiales de partida son conocidos o se pueden preparar facilmente a partir de materiales de partida
conocidos utilizando métodos conocidos per se. Todas las temperaturas se indican en grados Celsius y a menos que
se indique lo contrario, todas las partes y porcentajes son en peso cuando se refieren a cantidades y todas las
partes son en volumen cuando se refieren a solventes y eluyentes.

Los analogos de la insulina acilados de esta invencién se pueden purificar empleando uno o mas de los
procedimientos siguientes que son tipicos en el area. Estos procedimientos se pueden modificar, si fuera necesario,
en lo que respecta a gradientes, pH, sales, concentraciones, flujo, columnas, etc. Dependiendo de factores como el
perfil de impurezas, la solubilidad de las insulinas en cuestidn, etcétera, estas modificaciones pueden ser
reconocidas y realizadas facilmente por un técnico con experiencia.

Procedimiento general para la sintesis en fase sdlida de reactivos de acilaciéon de férmula general (11):

(1n: Acy-AA1,-AA2,-AA3,-Act,
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en la que Acy, AA1, AA2, AA3, n, my p son los definidos antes y Act es el grupo saliente de un éster activo, como
ésteres de N-hidroxisuccinimida (OSu), o 1-hidroxibenzotriazol, y donde los acidos carboxilicos dentro de la fraccion
acilo son protegidos como ésteres tert-butilicos.

Los compuestos de formula general (Il) segun la invencion se pueden sintetizar sobre un soporte sélido usando
procedimientos muy conocidos por los técnicos de sintesis de péptidos en fase solida. Este procedimiento
comprende la union de un aminoacido protegido con Fmoc a una resina de 2-clorotritilcloruro de poliestireno. La
union se puede llevar a cabo, por €j., utilizando el aminoacido N-protegido libre en presencia de una amina terciaria,
como trietilamina o N,N-diisopropiletilamina (véanse las referencias mas adelante). El extremo C-terminal (que esta
unido a la resina) de este aminoacido esta en el extremo de la secuencia de sintesis que se esta acoplando a las
insulinas originales de la invencion. Luego de la unién del aminoacido-Fmoc a la resina, el grupo Fmoc es eliminado
empleando, por ej., aminas secundarias, como piperidina o dietilamina, seguido del acoplamiento de otro (o el
mismo) aminoacido protegido con Fmoc y eliminacion. Esta secuencia de sintesis se termina acoplando (a, w)-
diacidos grasos protegidos con mono-tert-butilo como ésteres mono-tert-butilicos de los acidos hexadecanodioico,
heptadecanodioico, octadecanodioico o eicosanodioico. La escision de los compuestos de la resina se lleva a cabo
usando acidos diluidos como 0.5-5% de TFA/DCM (acido trifluoroacético en diclorometano), acido acético (por e;.
10% en DCM, o HOAc/trifluoro-etanol/DCM 1:1:8), o hexafluoroisopropanol en DCM (véase por ej."Organic
Synthesis on Solid Phase", F.Z. Dorwald, Wiley-VCH, 2000. ISBN 3-527-29950-5, "Peptides: Chemistry and Biology",
N. Sewald & H.-D. Jakubke, Wiley-VCH, 2002, ISBN 3-527-30405-3 o "The Combinatorial Cheemistry Catalog" 1999,
Novabiochem AG, y las referencias citadas alli). Esto asegura que los ésteres tert-butilicos presentes en los
compuestos como grupos protectores del acido carboxilico no sean eliminados. Finalmente, el grupo carboxi C-
terminal (liberado de la resina) se activa, por ej., como el éster de N-hidroxisuccinimida (OSu) y se usa directamente,
o después de la purificacion, como reactivo de acoplamiento en la unién a las insulinas originales de la invencion.
Este procedimiento se ilustra en el Ejemplo 4.

Alternativamente, los reactivos de acilacion de férmula general (ll) anteriores se pueden preparar por sintesis en
fase en soluciéon como se describe mas adelante.

Los diacidos grasos protegidos con mono-tert-butilo, como los ésteres mono-tert-butilicos del acido
hexadecanodioico, heptadecanodioico, octadecanodioico o eicosanodioico se activan como por ej. ésteres-OSu
segun se describe mas adelante o como cualquier otro éster activado conocido por los técnicos como ésteres-HOBt
o HOAt-. Este éster activo se acopla con uno de los aminoacidos AA1, AA2 protegido con mono-tert-butilo o AA3 en
un solvente adecuado como THF, DMF, NMP (o una mezcla de solventes) en presencia de una base adecuada
como DIPEA o ftrietilamina. El producto intermedio se aisla por ejemplo por procedimientos extractivos o por
procedimientos cromatograficos. El producto intermedio resultante se somete nuevamente a activacion (como se
describio antes) y a acoplamiento con uno de los aminoacidos AA1, AA2 protegido con mono-tert-butilo o AA3 como
se describi6 antes. Este procedimiento se repite hasta que se obtiene el producto intermedio protegido deseado Acy-
AA1,-AA2,-AA3,-OH. Este es activado a su vez para obtener los reactivos de acilacién de formula general (I1) Acy-
AA1,-AA2,,-AA3,-Act. Este procedimiento se ilustra en el Ejemplo 9.

Procedimiento general (A) para la preparacion de analogos de la insulina acilados de esta invencion
El procedimiento general (A) se describe a continuacion y se ilustra en los primeros ejemplos:
Ejemplo 1, Procedimiento general (A):

A22K(N-Hexadecanodioil-(3-(2-{2-[2-(2-aminoetoxi)etoxiletoxi}etoxi)propionil-yGlu), B29R, desB30 insulina humana
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Esta insulina se preparé de manera similar a la insulina descrita en WO 2006/082205, ejemplo 3, usando A22K,
B29R desB30 insulina humana en vez de desB30 insulina humana.

LC-MS (electronebulizacion); m/z: 1627 (M+4)/4; 1302 (M+5)*/5.
Ejemplo 2, Procedimiento general (A):

A22K(N-Hexadecanodioil-(2-aminoetil-PEG2000-ilacetil)), B29R desB30 insulina humana

A __OH
»—G | V E Q TTSICSLYQLENYCN—H/\(
8
|
T
c

»—F V NQH L GSHLVEALYLVCGERGFFYTP R-OH

Paso 1:

Se disolvio 2,5-dioxopirrolidin-1-il éster tert-butil éster del acido hexadecanodioico (218 mg, 0.497 mmol) en DCM (10
mL), se agrego propilamina-PEG-acido carboxilico PM 2000 (SUNBRIGHT® PA-20HC de NOF coporation, 1000 mg,
aproximadamente 0.497 mmol) y la mezcla se agité en atmdsfera de nitrégeno toda la noche. La mezcla de reaccioén
se transfirié a una columna de gel de silice y se eluyé con DCM con un gradiente de etanol (0-10 %), para obtener el
producto intermedio tert-butilhexadecanodioilpropilamina-PEG-acido carboxilico (PM 2000).

Paso 2: Sintesis de A22K(N‘-Hexadecanodioil-(2-aminoetil-PEG2000-ilacetil)), B29R desB30 insulina humana.

Se disolvié tert-Butilhexadecanodioilpropilamina-PEG-acido carboxilico (PM 2000) (72 mg, 0.031 mmol) en THF (4
mL), DIPEA (6.3 pL, 0.037 mmol) y TSTU (11.1 mg, 0.037 mmol) y la mezcla se agit6 toda la noche en atmoésfera de
nitrégeno, se agregé DMSO (1 mL) y la mezcla se agregé a una solucion de A22K, B29R desB30 insulina humana
(180 mg, 0.031 mmol) disuelta junto con trietilamina (43 pL, 0.31 mmol) en DMSO (2 mL). La mezcla se enfrio en
hielo y se le agregd agua (15 mL), el pH se ajusto primero a 5.2 con HCI 1 N y después se volvié a juntar a pH 7-8
con amoniaco al 1% en agua. La mezcla se purificd6 en HPLC preparativa usando un gradiente de 35-75% de
acetonitrilo en agua que contenia 0.1% de TFA. Las fracciones se analizaron en LC-MS y las fracciones que
contenian el producto deseado se juntaron, y el solvente se elimind al vacio seguido de liofilizacion. El material
liofilizado se traté con TFA/agua 95:5 durante 30 minutos y el solvente se elimind al vacio. El producto crudo se
purificdé usando cromatografia de intercambio anionico (columna Ressource Q, 1 ml (Amersham Biosciences) y
elucion con un gradiente de acetato de amonio (0.25% a 1.25% en 25 CV) en 42.5% de EtOH, 0.25% de TRIS, pH
7.5, seguido de HPLC preparativa empleando una columna Jupiter C4, de 5 p eluida con un gradiente de 30-70% de
acetonitrilo/agua que contenia 0.1% de TFA, en 90 minutos, para dar el compuesto del titulo. HPLC-MS: m/z
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alrededor de 1360 (M'/6).
Ejemplo 3, Procedimiento general (A):

A22K(NF-3-(3-{4-[3-(5-Carboxipentanoilamino)propoxi]butoxi}propilcarbamoil )propionil-yGlu), B29R, desB30 insulina
humana

@)

H o]
HOJK/\/\WN\/\/O\/\/\O/\/\NJK/\I( \‘)LOH
(o}

NH

H—GIVEQCCTSICSLYQLENYCNN

S

———|

=FVNQHLCGSHLVEALYLVCGERGFFYTPR-o~

Esta insulina se preparé de manera similar a la insulina descrita en WO 2006/082205, ejemplo 8, usando A22K,
B29R desB30 insulina humana en vez de desB30 insulina humana y usando éster mono-tert-butilico del acido
hexanodioico en vez de éster mono-tert-butilico del acido octanodioico.

MALDI-TOF MS (matriz: acido sinapinico); m/z: 6411.
Ejemplo 4, Procedimiento general (A):

A22K(N*-[2-(2-[2-(2-[2-(Octadecanodioil-yGlu)amino]etoxi)etoxilacetilamino)etoxi]etoxi)acetil]), B29R, desB30
insulina humana

HO xn/\/\/\/\/\/\/\/\)L

H
o N/\/O\/\o/\n,N\/\O/\,O\)L

s O
/
S

) S
] I
wG VEQC?TS ICSLYQL ENY(IJN—m OH
|

I
»FVNQHLCGSHLVEALYLVCGERGFFYTPRon
MALDI-TOF MS (matriz: acido sinapinico); m/z: 6581.

El reactivo de acilacién para la preparacion de esta insulina se preparé como se describe a continuacion:
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Resina de partida: resina de 2-clorotritilo, 1.60 mmol/g
Se hincho 1.0 g de la resina durante 30 minutos en DCM (10 ml).
1. Acilacién con acido Fmoc-8-amino-3,6-dioxaoctanoico:

5 Se disolvié 0.39 g (0.63 eq, 1.0 mmol) de acido Fmoc-8-amino-3,6-dioxaoctanoico (Fmoc-OEG-OH) en DCM (15 ml)
y se agrego a la resina. Se le agregé gota a gota N,N-diisopropiletilamina (DIEA) (0.44 ml, 2.5 mmol). La mezcla de
reaccion se agitd en vortex durante 30 min y después se le agregé metanol (2 ml) y la mezcla se volvié a agitar en
vortex durante otros 15 min. La resina se filtrd y se lavo con NMP (2 x 8 ml) y DCM (8 x 8 ml).

Se agrego piperidina al 20%/NMP (8 ml), se dej6 en reposo durante 10 min, se repiti6é una vez.

10 Se filtro y se lavo con NMP (2 x 8 ml), DCM (3 x 8 ml) y NMP (5 x 8 ml).
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Una prueba TNBS positiva dio resinas coloreadas de rojo.

2. Acilacién con acido Fmoc-8-amino-3,6-dioxaoctanoico:

Se disolvié 0.78 g (2 eq, 2.0 mmol) de acido Fmoc-8-amino-3,6-dioxaoctanoico en NMP/DCM 1:1 (10 ml). Se agregd
lentamente 0.28 g (2.2 eq, 2.4 mmol) de HOSu seguido de la adicién de 0.37 ml (2.2 eq, 2.4 mmol) de DIC. La
mezcla de reaccion se dejo en reposo durante 1 hora y después se agrego a la resina y finalmente se agrego 0.407
ml (2.2 eq) de DIEA. La mezcla se agit6 en vortex durante 16 horas, se filtro y se lavé con NMP (2 x 8 ml), DCM (3 x
8 ml) y NMP (5 x 8 ml).

Una prueba TNBS positiva dio resinas incoloras.

Se agrego piperidina al 20%/NMP (10 ml), se dejé en reposo durante 10 min, se repitié una vez.

Se filtro y se lavé con NMP (2 x 8 ml), DCM (3 x 8 ml) y NMP (5 x 8 ml).

Una prueba TNBS positiva dio resinas coloreadas de rojo.

Acilacion con Fmoc-Glu-OtBu:

Se disolvié 0.86 g (2 eq, 2.0 mmol) de Fmoc-Glu-OtBu en NMP/DCM 1:1 (10 ml). Se le agregd 0.32 g (2.2 eq, 2.4
mmol) de HOBT seguido de la adicién de 0.37 ml (2.2 eq, 2.4 mmol) de DIC. La mezcla de reaccion se dejé en
reposo durante 20 min y después se transfirio a la resina y finalmente se le agregé 0.407 ml (2.2 eq) de DIEA. La
mezcla se agitd en vortex durante 16 horas, se filtré y se lavé con NMP (2 x 8 ml), DCM (3 x 8 ml) y NMP (5 x 8 ml).

Una prueba TNBS positiva dio resinas incoloras.

Se agrego piperidina al 20%/NMP (10 ml), se dejé en reposo durante 10 min, se repitié una vez.

Se filtro y se lavé con NMP (2 x 8 ml), DCM (3 x 8 ml) y NMP (5 x 8 ml).

Una prueba TNBS positiva dio resinas coloreadas de rojo.

Acilacion con éster mono tert-butilico del acido octadecanodioico:

Se disolvié 0.75 g (2 eq, 2.0 mmol) de éster mono tert-butilico del acido octadecanodioico en NMP/DCM 1:1 (10 ml).
Se agreg6 lentamente 0.32 g (2.2 eq, 2.4 mmol) de HBOT seguido de la adicion de 0.37 ml (2.2 eq, 2.4 mmol) de
DIC. La mezcla de reaccion se dejo en reposo durante 20 min y después se transfirié a la resina y finalmente se le
agregd 0.41 ml (2.2 eq) de DIEA. La mezcla se agité en vortex durante 16 horas, se filtrd y se lavo con NMP (2 x 8
ml), DCM (3 x 8 ml) y NMP (5 x 8 ml).

Escision con TFA:

Se agregaron 8 ml de TFA al 5%/DCM a la resina y la mezcla de reaccién se agitdé en vortex durante 2 horas, se

filtré y se recogio el filtrado. Se agregdé mas TFA al 5%/DCM (8 ml) a la resina, y la mezcla se agit6 en vortex durante

10 min, se filtré y la resina se lavé con DCM (2 x 10 ml). Se ajusté el pH de los filtrados y los lavados combinados a

un pH basico utilizando 800 ul de DIEA. La mezcla se evapord al vacio produciéndose un aceite (3.5 g). Se agrego

éter dietilico (30 ml) y el aceite no disuelto se separ6 por decantacién y se evaporé al vacio. Esto produjo 1.1 g de

éster tert-butilico del acido 17-{(S)-1-tert-butoxicarbonil-3-[2-(2-{[2-(2-
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carboximetoxietoxi)etilcarbamoillmetoxi}etoxi)etilcarbamoil]-propilcarbamoiltheptadecanoico  (nombre  alternativo:
octadecanodioil-Glu(OEG-OEG-OH)-OTBU) de tert-butilo como un aceite.

LC-MS (Sciex100 API): m/z = 846.6 (M+1)".

Activacion de OSu:

El octadecanodioil-Glu(OEG-OEG-OH)-OTBU de tert-butilo (0.63 g) anterior se disolvié en THF (35 ml). Se le agregd
DIEA (0.255 ml, 2 eq.) seguida de TSTU (0.45 g, 2 eq.), y la mezcla se agité a temperatura ambiente durante 16
horas. La mezcla se particiond entre acetato de etilo (250 ml) y NaHSO4 acuoso (3 x 100 ml). La fase organica se
sec6 (MgSO4) y se concentré al vacio para obtener 0.65 g de éster fert-butilico del acido 17-((S)-1-tert-
butoxicarbonil-3-{2-[2-({2-[2-(2,5-dioxopirrolidin-1-iloxicarbonilmetoxi)-
etoxi]etilcarbamoil}metoxi)etoxiletilcarbamoil}propilcarbamoil )heptadecanoico (nombre alternativo: octadecanodioil-
Glu(OEG-OEG-0OSu)-OTBU) de tert-butilo como un aceite.

LC-MS: m/z = 943.4 (M+1)".

Ejemplo 5, Procedimiento general (A):

A22K(NF-3-(3-{4-[3-(13-Carboxitridecanoilamino)propoxi]butoxi}propilcarbamoil )propionil-yGlu), B29R, desB30
insulina humana

(o] H o] H O
HOJK/\/\/\/\/\/\rN\/\/O\/\/\OvNJ\/\n/N\:)LOH
i B
O™ 'NH
i i
#G | VEQC({;TS ICS LYQLENY(IZN—” OH
O
s
]

S
/
s s

I [ .
~FVNQHLCGSHLVEALYLVCGERGFFYTPR-o+

LC-MS (electronebulizacién): m/z = 1630, (M + 4)*/4
Ejemplo 6, Procedimiento general (A):

A22K(NF-[2-(2-[2-(2-[2-(Eicosanodioil-yGlu)amino]etoxi)etoxilacetilamino)etoxiletoxi)acetil]), B29R, desB30 insulina
humana
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MALDI-MS (matriz: acido sinapinico); m/z: 6606.

Ejemplo 7, Procedimiento general (A):

A14E, A22K(N-[2-(2-[2-(2-[2-(Octadecanodioil-yGlu)aminoletoxi)etoxilacetilamino)etoxiletoxi)-acetil]), B25H, B29R,
5 desB30 insulina humana
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LC-MS (electronebulizacion): m/z = 1634, (M+4)'/4
Ejemplo 8, Procedimiento general (A):

A22K(N-Octadecanodioil-yGlu-[2-(2-{2-[2-(2-aminoetoxi)etoxi]acetilamino}etoxi)etoxilacetil), desB29, desB30

10 insulina humana
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Se disolvieron 63 mg de A22K(N*-octadecanodioil-yGlu-[2-(2-{2-[2-(2-aminoetoxi)etoxi]acetilamino}etoxi)etoxi]-acetil),
B29R, desB30 insulina humana (ejemplo 4) en tampén Tris, pH 8 (50 mM, 10 mL), y se le agregd carboxipeptidasa B
inmovilizada en gel de sefarosa en tampoén Tris, pH 8 (50 mM, 0.2 mL) que contenia 20% de etanol y la mezcla se
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agité suavemente durante 16 horas a temperatura ambiente. Se agregd mas carboxipeptidasa B inmovilizada en gel
de sefarosa en tampén Tris, pH 8 (50 mM, 0.8 mL) que contenia 20% de etanol y la mezcla se agité suavemente
durante 24 horas. La mezcla se filtr6 y el filtro se lavo con tampdn Tris, pH 8 (50 mM, 0.8 mL) que contenia 20% de
etanol. Los filtrados y los lavados combinados se liofilizaron. El residuo se purificé por HPLC para dar la insulina del
titulo

MALDI-TOF MS: m/z = 6424
Ejemplo 9, Procedimiento general (A):

A14E, A22K(N*-Eicosanodioil-yGlu-(3-(2-{2-[2-(2-aminoetoxi)etoxi]etoxi}etoxi)propionil)), B25H, B29R, desB30
insulina humana
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Preparacion del reactivo de acilacion N-hidroxisuccinimidil éster tert-butil éster del acido 19-{1-tert-bButoxicarbonil-3-
[2-(2-{2-[2-(2-carboxietoxi)etoxi]-etoxi}etoxi)etilcarbamoil]propilcarbamoil}nonadecanoico y acoplamiento a la insulina
original:

N-hidroxisuccinimida éster tert-butil éster del acido eicosanodioico:

o o CH,
’OJJ\/\/\/\/\/\/\/\/\/\H/O_P—C}‘L’
N I ch,

0

Se mezclaron éster tert-butilico del acido eicosanodioico ( 5 g, 12.54 mmol) y TSTU (4.53 g, 15.05 mmol) en THF
(50 mL), se agregd DIPEA (2.62 mL) y la mezcla turbia resultante se agité a temperatura ambiente durante 2 h,
después se agregé DMF ( 30 mL) que resulté en una solucion transparente que luego se agité durante toda la
noche. La mezcla resultante se evapord casi hasta sequedad y el residuo se mezcloé con acetonitrilo frio lo que
resulté en la precipitacién de un precipitado. Este se separd por filtracién y se secé al vacio durante toda la noche,
produciendo 6.01 g (97 %) de N-hidroxisuccinimidil éster fert-butil éster del acido eicosanodioico.

MS (electronebulizacion): m/z: 440 (M-56 (tBu)).

Ester 1-tert-butilico del acido 2-(19-tert-butoxicarbonilnonadecanoilamino)pentanodioico

CH, O O CH
HC ? H J<dH3
H,C™ O 0" "CH;

O
O” "OH
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Se disolvié 2,5-dioxo-pirrolidin-1-il éster tert-butil éster del acido eicosanodioico (6.01 g, 12.124 mmol) en THF (150
mL) y se mezclé con una suspension de H-Glu-OtBu (2.71 g, 13.33 mmol) en DMF/agua (1/1, 40 mL). Esto resultd
en una solucién tipo gel que se calentd para dar una solucién transparente que se agitd a temperatura ambiente
durante 3 h. Después la solucién se evaporo, se agregaron 100 mL de agua y la mezcla se calent6é a 60 °C lo que
resultd en una solucién que cristalizé al enfriar. El precipitado se recristalizé de acetonitrilo y los cristales se secaron
al vacio. Rendimiento 6.82 g (96%).

MS (electronebulizacion): m/z 584 (M+1).

5-(2,5-Dioxo-pirrolidina-1-il) éster 1-tert-butil éster del acido 2-(19-tert-
butoxicarbonilnonadecanoilamino)pentanodioico

CH, 0 o cH

H3Cﬂ\3 Kll kéHs

H,C” 0 0" "CH,
o

0”0

Oﬁo

Se disolvio éster 1-tert-butilico del acido 2-(19-tert-butoxicarbonilnonadecanoilamino)pentanodioico (6.52 g, 11.17
mmol) en THF (100 mL), se agregd DIPEA (2.14 mL) seguido de una soluciéon de TSTU (3.70 g, 12.29 mmol) en
acetonitrilo (25 mL). La mezcla se agit6 toda la noche a temperatura ambiente, luego se evaporo, lo que resulté en
un residuo amarronado que se recristalizd de acetonitrilo. Después de enfriar toda la noche a 5 °C se formé un
polvo. Este se disolvié en THF, se secé con MgSOs,, se filtré y se evapord hasta sequedad para obtener 6.17 g (81
%) del compuesto del titulo.

MS (electronebulizacién): m/z 681 (M+1).

Ester tert-butilico del acido 19-{1-tert-butoxicarbonil-3-[2-(2-{2-[2-(2-
carboxietoxi)etoxi]etoxi}etoxi)etilcarbamoil]propilcarbamoil}nonadecanoico

H. O O CH
H3Ci N H kéHs
H,C~ O 07 CH;

o o)

o N/\/O\/\O/\/O\/\O/\)LOH
H

Se disolvio 5-(2,5-Dioxo-pirrolidin-1-il) éster 1-tert-butil éster del acido 2-(19-tert-
butoxicarbonilnonadecanoilamino)pentanodioico (0.56 g, 0.822 mmol) en THF (20 mL), se agregé acido 3-(2-{2-[2-(2-
amino-etoxi)-etoxi]etoxi}etoxi)propidnico (0.22 g, 0.82 mmol) en THF (20 mL) y la mezcla se agité a temperatura
ambiente durante 3 h. El analisis por LCMS indicd que la reaccion habia finalizado (MS: m/z 831 (M+1)) y la mezcla
de reaccion se us6 directamente para la reaccion siguiente con TSTU.

Ester tert-butilico del acido 19-(1-tert-butoxicarbonil-3-{2-[2-(2-{2-[2-(2,5-dioxo-pirrolidin-1-
iloxicarbonil)etoxi]etoxi}etoxi)-etoxiletilcarbamoil}propilcarbamoil)nonadecanoico
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Se mezclaron éster tert-butilico del acido 19-{1-tert-butoxicarbonil-3-[2-(2-{2-[2-(2-
carboxietoxi)etoxi]etoxi}etoxi)etilcarbamoil]propilcarbamoil}nonadecanoico (0.68 g de solucién cruda en THF 40 mL,
0.82 mmol) y TSTU (0.296 g, 0.982 mmol), se ajusto el pH por adicion de DIPEA (0.171 mL) y la mezcla resultante
se agitd a temperatura ambiente toda la noche. Esto resultd en una solucion transparente que se evapor6 hasta
sequedad y se tratd con éter dietilico, lo que produjo 1.2 g de compuesto del titulo como una masa cerosa que se
uso sin purificaciéon adicional.

MS (electronebulizacion): m/z 816 ( M-2 tBu) ( calc. 816).

Acoplamiento del éster ftert-butilico del acido 19-(1-tert-butoxicarbonil-3-{2-[2-(2-{2-[2-(2,5-dioxo-pirrolidin-1-
iloxicarbonil)etoxi]etoxi}etoxi)-etoxiletiicarbamoil}propilcarbamoil)nonadecanoico a A14E, A22K, B25H, B29R,
desB30 insulina humana:

Se disolvido A14E, A22K, B25H, B29R, desB30 insulina humana (0.3 g, 0.052 mmol) en una mezcla de acetonitrilo (4
mL) y Na;COs (0.1 M, 10 mL), se ajustd el pH a 10.6 con NaOH (1 M). Se agreg6 a la solucion éster tert-butilico del
acido 19-(1-tert-butoxicarbonil-3-{2-[2-(2-{2-[2-(2,5-dioxo-pirrolidin-1-iloxicarbonil)etoxi]etoxi}etoxi)etoxi]-
etilcarbamoil}propilcarbamoil)nonadecanoico (0.048 g, 0.052 mmol) en acetonitrilo (4 mL), y la mezcla se agitd
suavemente a temperatura ambiente durante 1 h. Se agregaron 5 gotas de solucion de metilamina (40% en MeOH)
y la mezcla se agit6 durante otros 5 min. Después se agreg6 acido acético (glacial, 5 mL) en una porcién y la mezcla
resultante se purificé por HPLC preparativa (columna C18, 3 cm, gradiente 0-7 min 20% de acetonitrilo, 7-32 min 20-
100% de acetonitrilo, 32-37 min 100% de acetonitrilo).

Las fracciones puras se juntaron y se liofilizaron.

El compuesto resultante se disolviéo en TFA (30 mL) y se agit6 a temperatura ambiente durante 2 h, después se
agregaron acetonitrilo (20 mL) y agua (20 mL) y la mezcla se purificd por HPLC preparativa (columna C18, 3 cm,
gradiente 0-7 min 20% de acetonitrilo, 7-32 min 20-60% de acetonitrilo, 32-37 min 60% de acetonitrilo).

Las fracciones puras se juntaron y se liofilizaron.

Repurificacion por HPLC (columna C18, 3 cm, gradiente 0-7 min 25% de acetonitrilo, 7-47 min 25-60% de
acetonitrilo, 47-52 min 60% de acetonitrilo), las fracciones puras se juntaron y se liofilizaron. Esto dio 13 mg de
producto final.

MS (electronebulizacién): m/z 6520 (calc.6520).
Ejemplo 10, Procedimiento general (A):

A18L, A22K(N-Octadecanodioil-yGlu-[2-(2-{2-[2-(2-aminoetoxi)etoxi]acetilamino}etoxi)etoxilacetil), B29R, desB30
insulina humana
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MS (electronebulizacién): m/z: 6578 (Calc.: 6578).

Ejemplo 11, Procedimiento general (A):

A8H, A22K(N°‘-Octadecanodioil-yGlu-[2-(2-{2-[2-(2-aminoetoxi)etoxi]acetilamino}etoxi)etoxilacetil), B29R, desB30
5 insulina humana

OH

? O\/\O/\IrN\/\O/\’O\)LNH

wG | VEQCCHS ICSLYQLENYCN—N OH
| I H g
i /

“-FVNQHLCGSHLVEALYLVCGERGFFYTPR-o
MALDI-TOF MS: m/z: 6615 (Calc.: 6615).

Ejemplo 12, Procedimiento general (A):

A22K(N-Octadecanodioil-yGlu-[2-(2-{2-[2-(2-aminoetoxi)etoxi]lacetilamino}etoxi)etoxilacetil-yGlu), B29R, desB30

10 insulina humana
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MS (electronebulizacién): m/z = 1677 (m+4)/4.
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Ejemplo 13, Procedimiento general (A):

A22K(N-Eicosanodioil-yGlu-(3-{2-[2-(2-{2-[2-(2-amino-etoxi)etoxi]etoxi}etoxi)etoxiletoxi}-propionil)), B29R, desB30
insulina humana
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MS (electronebulizacién): m/z = 6653 (Calc.: 6653).

Ejemplo 14, Procedimiento general (A):

A22K(N-Octadecanodioil-yGlu-(3-(2-{2-[2-(2-aminoetoxi)etoxi]etoxi}etoxi)propionil)), B29R, desB30 insulina humana

(0] H (0]
HO \‘(\/\/\/\/\/\/\/\)LOH
o O

fo) ﬁ/\/o\/\o/\/o\/\o/\)kNH

S S
+G | VEQCCTS | CSLYQLENYCN-N"r-OH
! L HO
i { .
+EVNOHLOGSHLVEALYLVOGERGF FYTPRox
MALDI-TOF MS: m/z = 6535 (Calc.: 6535)

Ejemplo 15, Procedimiento general (A):

A14E, A22K(N°-Octadecanodioil-yGlu-(3-[2-(2-{2-[2-(2-{2-[2-(2-aminoetoxi)etoxi]etoxi}etoxi)-
etoxi]etoxi}etoxi)etoxi]propionil)), B25H, B29R, desB30 insulina humana
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MS (electronebulizacién): m/z = 1667.9 (m+4)/4.

Ejemplo 16, Procedimiento general (A):

A14E, A22K(N-Eicosanodioil-yGlu-yGlu-(3-[2-(2-{2-[2-(2-{2-[2-(2-aminoetoxi)etoxi]etoxi}etoxi)-

etoxi]etoxi}etoxi)etoxi]propionil)), B25H, B29R, desB30 insulina humana
o 4 o
HO N\"/\/\/\/\/\/\/\/\/\)LOH
o)
H ©
o N A,

C‘;\E/\/O\/\O/\/O\/\O/\/O\/\o/\/o\/\ox\j\l\m

s (o]

/

i i .
“G1VEQCCTS | CSLEQLENYCN—)
| .o
+FVNQHLCGSHLVEALYLVCGERGFHYTPRor
MALDI-TOF MS: m/z = 6824 (Calc.: 6825)

Ejemplo 17, Procedimiento general (A):

A14E, A22K(N*-Octadecanodioill-yGlu-(3-(2-{2-[2-(2-aminoetoxi)etoxi]etoxi}etoxi)propionil)}-yGlu), B25H,
desB30 insulina humana
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MALDI-TOF MS: m/z = 6620 (Calc.: 6621)

Ejemplo 18, Procedimiento general (A):

A22K(NF-Octadecanodioil-yGlu-[2-(2-{2-[2-(2-aminoetoxi)etoxilacetilamino}etoxi)etoxilacetil), B28E, B29R, desB30
insulina humana

O H (0}
HO N{\MNW\/\)LOH
(@] H 0
o NAVOVAOAYNVAOAVOVLNH
H 0]

OH

S (0]

s S
I I
WG| VEQC?TS ICS LYQLENYCliN—ﬁ
S
] ’

S

—

| . x
*FVNQHLCGSHLVEALYLVCGERGFFYTER-o+
MALDI-TOF MS: m/z = 6610 (Calc.: 6610)

Ejemplo 19, Procedimiento general (A):

A22K(N-Octadecanodioil-yGlu-[2-(2-{2-[2-(2-{2-[2-(2-aminoetoxi)etoxi]acetilamino}etoxi)etoxil-
acetilamino}etoxi)etoxilacetil), B29R, desB30 insulina humana
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MALDI-TOF MS: m/z = 6724 (Calc.: 6724)

Las insulinas de los ejemplos siguientes se pueden preparar usando procedimientos similares:

Ejemplo 20:

A14E, A22K(N-[2-(2-[2-(2-[2-(Eicosanodioil-yGlu)amino]etoxi)etoxilacetilamino)etoxiletoxi)-acetil]), B25H, B29R,
desB30 insulina humana

Ejemplo 21:

A22K(N-Octadecanodioil-(3-(2-{2-[2-(2-aminoetoxi)etoxiletoxi}etoxi)propionil-yGlu), B29R, desB30 insulina humana

Ejemplo 22:

A22K(N-Eicosanodioil-(3-(2-{2-[2-(2-aminoetoxi)etoxiletoxi}etoxi)propionil-yGlu), B29R, desB30 insulina humana

Ejemplo 23:

A22K(N-Octadecanodioil-(2-aminoetil-PEG2000-ilacetil)), B29R desB30 insulina humana

Ejemplo 24:

A22K(N-Eicosanodioil-(2-aminoetil-PEG2000-ilacetil)), B29R desB30 insulina humana

Ejemplo 25:

A22K(N-3-(3-{4-[3-(15-Carboxipentadecanoilamino)propoxi]butoxi}propilcarbamoil)propionil-yGlu), B29R, desB30
insulina humana

Ejemplo 26:

A22K(Ne-3-(3-{4-[3-(17-Carboxiheptadecanoilamino)propoxi]butoxi}propilcarbamoil)propionil-yGlu), B29R desB30
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insulina humana

Ejemplo 27:

A22K(N-Tetradecanodioil-(3-(2-{2-[2-(2-aminoetoxi)etoxi]etoxi}etoxi)propionil-yGlu), B29R, desB30 insulina humana

Ejemplo 28:

A8H, A22K(N-Octadecanodioil-yGlu-[2-(2-{2-[2-(2-{2-[2-(2-aminoetoxi)etoxi]acetilamino}etoxi)etoxi] -
acetilamino}etoxi)etoxilacetil), B29R, desB30 insulina humana

Ejemplo 29:

A18L, A22K(N-Octadecanodioil-yGlu-[2-(2-{2-[2-(2-{2-[2-(2-aminoetoxi)etoxi]acetilamino}etoxi)-
etoxi]acetilamino}etoxi)etoxilacetil), B29R, desB30 insulina humana

Ejemplo 30:

A22K(N-Octadecanodioil-yGlu-[2-(2-{2-[2-(2-{2-[2-(2-{2-[2-(2-aminoetoxi)etoxi]acetilamino}-
etoxi)etoxi]acetilamino}etoxi)etoxilacetilamino}etoxi)etoxilacetil), B29R, desB30 insulina humana

Ejemplo 31:

A8H, A22K(N-Octadecanodioil-yGlu-[2-(2-{2-[2-(2-{2-[2-(2-{2-[2-(2-aminoetoxi)etoxi]acetilamino}-
etoxi)etoxi]acetilamino}etoxi)etoxilacetilamino}etoxi)etoxilacetil), B29R, desB30 insulina humana

Ejemplo 32:

A18L, A22K(N°-Octadecanodioil-yGlu-[2-(2-{2-[2-(2-{2-[2-(2-{2-[2-(2-aminoetoxi)etoxi]acetilamino}-
etoxi)etoxi]acetilamino}etoxi)etoxilacetilamino}etoxi)etoxilacetil), B29R, desB30 insulina humana

Ejemplo 33:

A8H, A22K(N-Eicosanodioil-yGlu-[2-(2-{2-[2-(2-{2-[2-(2-aminoetoxi)etoxi]acetilamino}etoxi)-
etoxi]acetilamino}etoxi)etoxilacetil), B29R, desB30 insulina humana

Ejemplo 34:

A8H, A22K(N-Eicosanodioil-yGlu-[2-(2-{2-[2-(2-{2-[2-(2-aminoetoxi)etoxi]acetilamino}etoxi)-
etoxi]acetilamino}etoxi)etoxilacetil), B29R, desB30 insulina humana

Ejemplo 35:

A18L, A22K(N-Eicosanodioil-yGlu-[2-(2-{2-[2-(2-{2-[2-(2-aminoetoxi)etoxi]acetilamino}etoxi)-
etoxi]acetilamino}etoxi)etoxilacetil), B29R, desB30 insulina humana
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Ejemplo 36:

A22K(NF-Eicosanodioil-yGlu-[2-(2-{2-[2-(2-{2-[2-(2-{2-[2-(2-
aminoetoxi)etoxilacetilamino}etoxi)etoxilacetilamino}etoxi)etoxilacetilamino}etoxi)-etoxi]acetil), B29R, desB30 insulina
humana

Ejemplo 37:

A8H, A22K(N-Eicosanodioil-yGlu-[2-(2-{2-[2-(2-{2-[2-(2-{2-[2-(2-aminoetoxi)etoxi]acetilamino}-
etoxi)etoxi]acetilamino}etoxi)etoxilacetilamino}etoxi)etoxilacetil), B29R, desB30 insulina humana

Ejemplo 38:

A18L, A22K(N*-Eicosanodioil-yGlu-[2-(2-{2-[2-(2-{2-[2-(2-{2-[2-(2-aminoetoxi)etoxi]acetilamino}-
etoxi)etoxi]acetilamino}etoxi)etoxijacetilamino}etoxi)etoxilacetil), B29R, desB30 insulina humana

Ejemplo 39:

A8H, A22K(N-Hexadecanodioil-yGlu-[2-(2-{2-[2-(2-{2-[2-(2-aminoetoxi)etoxi]acetilamino}etoxi)etoxi]-
acetilamino}etoxi}etoxi]acetil), B29R, desB30 insulina humana

Ejemplo 40:

A8H, A22K(N-Hexadecanodioil-yGlu-[2-(2-{2-[2-(2-{2-[2-(2-aminoetoxi)etoxi]acetilamino}etoxi)etoxi] -
acetilamino}etoxi)etoxilacetil), B29R, desB30 insulina humana

Ejemplo 41:

A18L, A22K(N*-Hexadecanodioil-yGlu-[2-(2-{2-[2-(2-{2-[2-(2-aminoetoxi)etoxi]acetilamino}-
etoxi)etoxi]acetilamino}etoxi)etoxi]acetil), B29R, desB30 insulina humana

Ejemplo 42:

A22K(N-Hexadecanodioil-yGlu-[2-(2-{2-[2-(2-{2-[2-(2-{2-[2-(2-aminoetoxi)etoxi]acetilamino}-
etoxi)etoxi]acetilamino}etoxi)etoxilacetilamino}etoxi)etoxilacetil), B29R, desB30 insulina humana

Ejemplo 43:

A8H, A22K(N-Hexadecanodioil-yGlu-[2-(2-{2-[2-(2-{2-[2-(2-{2-[2-(2-aminoetoxi)etoxi]-
acetilamino}etoxi)etoxilacetilamino}etoxi)etoxilacetilamino}etoxi)etoxilacetil), B29R, desB30 insulina humana

Ejemplo 44:

A18L, A22K(N-Hexadecanodioil-yGlu-[2-(2-{2-[2-(2-{2-[2-(2-{2-[2-(2-aminoetoxi)etoxi]-
acetilamino}etoxi)etoxi]acetilamino}etoxi)etoxilacetilamino}etoxi)etoxilacetil), B29R, desB30 insulina humana
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Ejemplo 45:

A22K(Nf-Hexadecanodioil-yGlu-[2-(2-{2-[2-(2-aminoetoxi)etoxi]acetilamino}etoxi)etoxilacetil), B29R, desB30 insulina
humana

Ejemplo 46:

A8H, A22K(N‘-Hexadecanodioil-yGlu-[2-(2-{2-[2-(2-aminoetoxi)etoxilacetilamino}etoxi)etoxi]-acetil), B29R, desB30
insulina humana

Ejemplo 47:

A18L, A22K(N*-Hexadecanodioil-yGlu-[2-(2-{2-[2-(2-aminoetoxi)etoxi]acetilamino}etoxi)etoxilacetil), B29R, desB30
insulina humana

Ejemplo 48:
Unidn al receptor de la insulina de los derivados de la insulina de esta invencién

La afinidad de los analogos de la insulina acilados de esta invenciéon por el receptor de la insulina humana se
determiné mediante un ensayo de captura de anticuerpo en una placa de microtitulacion de ensayo SPA (Ensayo de
centelleo por proximidad). Se mezclaron perlas de unién al anticuerpo SPA-PVT vy reactivo anti-ratébn (Amersham
Biosciences, Cat No. PRNQO0017) con 25 ml de tampén de union (HEPES 100 mM pH 7.8; cloruro de sodio 100 mM,
MgSO4 10 mM, Tween-20 al 0.025%). La mezcla de reactivo para una unica placa Optiplate Packard (Packard No.
6005190) estuvo compuesta por 2.4 yl de receptor de la insulina humana recombinante purificado diluido 1:5000
(con o sin exén 11), una cantidad de solucién madre de A‘I4Tyr[125l]-insulina humana correspondiente a 5000 cpm
por 100 pl de mezcla de reactivo, 12 pyl de una dilucion 1:1000 de anticuerpo F12, 3 ml de perlas de SPA y tampon
de union hasta un total de 12 ml. Después se agregé un total de 100 pl de mezcla de reactivo a cada pocillo de la
placa Optiplate Packard y se prepar6é una serie de diluciones del derivado de la insulina en la Optiplate de las
muestras apropiadas. Después las muestras se incubaron durante 16 horas mientras se agitaban suavemente.
Luego las fases se separaron por centrifugacion durante 1 min y las placas se contaron en un Topcounter. Los datos
de unidon se ajustaron usando el algoritmo de regresion no lineal en el GraphPad Prism 2.01 (GraphPad Software,
San Diego, CA).

Afinidades por el receptor de la insulina de las insulinas seleccionadas de la invencion:

Ej. |Afinidad por RI-A (0% | Afinidad por RI-A (4.5% |Modificacion Insulina original (todas desB30
N° de HSA) de HSA) insulina humana)

100% 100% desB30 insulina humana

102% ND A22K, B29R

24.7% ND A14E, A22K, B25H, B29R

9.2% 0.16% C18-gGlu desB30
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Afinidad por RI-A (0% |Afinidad por RI-A (4.5% |Modificacion

de HSA)

168%

161 %

ND

149%

148%

162%

339%

417%

22.4%

132%

190%

145%

23%

28%

ND

175%

de HSA)

2.8%

14.0%

30%

1.4%

14.9%

13.4%

23.6%

63%

5.0%

ND

ND

27%

ND

ND

5.2%

10.9%

C18-gGlu

C18-gGlu-OEG-OEG

C18-gGlu-OEG-OEG-
OEG

C20-gGlu

C20-gGlu-OEG-OEG

C18-gGlu-OEG-OEG

C18-gGlu-OEG-OEG

C18-gGlu-OEG-OEG

C18-gGlu-OEG-OEG

C18-gGlu-OEG-OEG

C18-gGlu-OEG-OEG-
gGlu

C18-gGlu-PEG3

C18-gGlu-PEG3-gGlu

C18-gGlu-PEG7

C20-gGlu-PEG3

C20-gGIu-PEG5

50

Insulina original (todas desB30
insulina humana)

A22K, B29R

A22K, B29R

A22K, B29R

A22K, B29R

A22K, B29R

A22K, B28E, B29R

A18L, A22K, B29R

A8H, A22K, B29R

A14E, A22K, B25H, B29R

A22K

A22K, B29R

A22K, B29R

A14E, A22K, B25H, B29R

A14E, A22K, B25H, B29R

A14E, A22K, B25H, B29R

A14E, A22K, B25H, B29R
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Ej. |Afinidad por RI-A (0% | Afinidad por RI-A (4.5% |Modificacion Insulina original (todas desB30
N° de HSA) de HSA) insulina humana)

16 |25% ND C20-gGlu-gGlu-PEG7 A14E, A22K, B25H, B29R
Ejemplo 49:

Efecto reductor de la glucemia en ratas luego de la inyeccién en bolo i.v. de los derivados de la insulina de esta
invencion

Se anestesiaron ratas Wistar machos, 200-300 g, en ayunas durante 18 h, utilizando Hypnorm-Dormicum s.c. (1.25
mg/ml Dormicum, 2.5 mg/ml fluanisona, 0.079 mg/ml de citrato de fentanilo) 2 ml/kg como dosis de preparacion
(para el tiempo -30 min antes de la dosificacion de la sustancia de prueba) y 1 ml/kg adicional cada 20 minutos.

Los animales se dosificaron con una inyeccion intravenosa (vena de la cola), 1 ml/kg, de control y compuestos de
prueba (rango de dosis usual 0.125-20 nmol/kg). Se extrajeron muestras de sangre para la determinacion de la
concentracion de glucosa en sangre entera en tubos de vidrio de 10 pl heparinizados, mediante puncién de los
vasos capilares de la punta de la cola para los tiempos -20 min y 0 min (antes de la dosificacion), y para los tiempos
10, 20, 30, 40, 60, 80, 120 y 180 después de la dosificacion. Se midieron las concentraciones de glucemia luego de
la diluciéon en tampdn de andlisis por el método de la glucosa oxidasa inmovilizada utilizando un autoanalizador EBIO
Plus (Eppendorf, Alemania). Se hicieron curvas de concentracion de glucosa plasmatica media (media + SEM) para
cada dosis y cada compuesto.

Ejemplo 50:

Potencia de los analogos de la insulina acilados de esta invencion con respecto a la insulina humana

Se usaron ratas Sprague Dawley machos que pesaban 238-383 g el dia del experimento, para el experimento de
clamp (pinzamiento). Las ratas tuvieron acceso libre al alimento en condiciones ambientales controladas y se
dejaron en ayunas toda la noche (desde las 3 pm) antes del experimento de clamp.

Protocolo experimental:

Las ratas se aclimataron en las instalaciones para animales durante al menos 1 semana antes del procedimiento
quirdrgico. Aproximadamente 1 semana antes del experimento de clamp, se les introdujeron catéteres Tygon bajo
anestesia con halotano en la vena yugular (para infusion) y la arteria carétida (para extraccion de muestras de
sangre) y se exteriorizaron y fijaron en la parte de atras del cuello. Las ratas recibieron Streptocilin vet. (Boehringer
Ingelheim; 0.15 ml/rata, i.m.) luego de la cirugia y fueron colocadas en una unidad de cuidado de animales (25 °C)
durante el periodo de recuperacion. Para obtener analgesia, se les administré Anorphin (0.06 mg/rata, s.c.) durante
la anestesia y Rimadyl (1.5 mg/kg, s.c.) luego de la recuperacion total de la anestesia (2-3 h) y nuevamente una vez
por dia durante 2 dias.

A las 7 am del dia del experimento, después de una noche en ayunas (desde las 3 pm del dia anterior) las ratas se
pesaron y se conectaron a las jeringas de extraccion de muestras y al sistema de infusion (bombas basicas Harvard
22, Harvard, y jeringa hipodérmica de vidrio Perfectum, Aldrich) y después se colocaron en jaulas para clamp
individuales, donde permanecieron durante casi 45 minutos antes del inicio del experimento. Las ratas pudieron
moverse libremente en su lecho de paja habitual durante todo el experimento y tuvieron acceso libre a agua para
beber. Después de un periodo basal de 30 min durante el cual se midieron los niveles de glucosa plasmatica a
intervalos de 10 min, se infundieron (i.v.) el derivado de la insulina a analizar y de la insulina humana (un nivel de
dosis por rata, n = 6-7 por nivel de dosis) a una velocidad constante durante 300 min. Los niveles de glucosa
plasmatica se midieron a intervalos de 10 min de principio a fin y la infusién de glucosa acuosa al 20% se ajusto
concordantemente para mantener la euglucemia. Se juntaron las muestras de eritrocitos resuspendidos de cada rata
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y se les retornaron en volimenes de aproximadamente %2 ml a través del catéter carotideo.

Cada dia de experimento, se tomaron muestras de las soluciones de los derivados de la insulina individuales a
analizar y de la solucion de insulina humana, antes y al final de los experimentos de clamp, y las concentraciones de
los péptidos se confirmaron por HPLC. Las concentraciones plasmaticas de péptido C e insulina de rata asi como
del derivado de la insulina a analizar y de la insulina humana se midieron a los tiempos correspondientes, antes y al
final de los estudios. Las ratas se sacrificaron al final del experimento usando una sobredosis de pentobarbital.

Ejemplo 51:

Administracion pulmonar de derivados de la insulina a ratas

La sustancia de prueba se dosificé pulmonarmente por el método de instilacion de gotas. En resumen, se
anestesiaron  ratas  Wistar machos (aprox. 250 g) con aproximadamente 60 ml de
fentanilo/deshidrodenzperidol/dormicum administrados como una dosis de preparacion s.c. de 6.6 ml/kg y seguido
de 3 dosis de mantenimiento de 3.3 ml/kg s.c. con un intervalo de 30 min. Diez minutos después de la induccion de
la anestesia, se obtuvieron muestras basales de la vena de la cola (t = -20 min) seguido de una muestra basal
inmediatamente antes de la administracion de la sustancia de prueba (t = 0). At = 0, la sustancia de prueba se
administré intratraquealmente en un pulmén. Se monté una canula especial con extremos redondeados en una
jeringa que contenia 200 pl de aire y la sustancia de prueba (1 ml/kg). A través del orificio, la canula se introdujo en
la traquea y se llevo hasta uno de los bronquios principales apenas pasando la bifurcacion. Durante la introduccion,
se palpo el cuello desde el exterior para asegurar el posicionamiento intratraqueal. El contenido de la jeringa se
inyect6 seguido de una pausa de 2 segundos. A continuacion, la canula se extrajo lentamente. Las ratas se
mantuvieron anestesiadas durante la prueba (se extrajeron muestras de sangre por hasta 4 u 8 h) y se sacrificaron
luego del experimento.

Listado de secuencias

SEQ ID N°: 1 es la cadena A1-A21 de los ejemplos 1-6, 8, 12-14, 18 y 19. SEQ ID N°: 2 es la cadena B1-B29 de los
ejemplos 1-6, 10-14 y 19. SEQ ID N°: 3 es la cadena A1-A21 de los ejemplos 7, 9 y 15-17. SEQ ID N°: 4 es la
cadena B1-B29 de los ejemplos 7, 9y 15-17. SEQ ID N°: 5 es la cadena A1-A21 del ejemplo 10. SEQ ID N°: 6 es la
cadena A1-A21 del ejemplo 11. SEQ ID N°: 7 es la cadena B1-B29 del ejemplo 18. SEQ ID N°: 8 es la cadena B1-
B28 del ejemplo 8.

Organizacion solicitante

Calle:

Ciudad:

Estado:

Pais:

Cadigo postal:

Numero de teléfono:

Numero de fax:
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Direccién de correo electronico:

<110> Nombre de la organizacién: Novo Nordisk A/S

Proyecto de la solicitud

<120> Titulo: Analogos de la insulina con una fraccion acilo y alquilenglicol

5 <130> Referencia del archivo de la solicitud: 7701.204-WO

<140> Numero actual de la solicitud:

<141> Fecha actual de presentacién: - -

Secuencia

<213> Nombre del organismo : Artificial

10 <400> Cadena presecuencia :

GIVEQCCTSI CSLYQLENYC N 21

<212> Tipo : PRT

<211> Longitud : 21 Nombre de la secuencia : 1 Descripcién de la secuencia :

Secuencia

15 <213> Nombre del organismo : Artificial

<400> Cadena presecuencia :

FVNQHLCGSH LVEALYLVCG ERGFFYTPR 29

<212> Tipo : PRT

<211> Longitud : 29

20 Nombre de la secuencia : 2

Descripcion de la secuencia :

53



10

15

20

ES 2 548 304 T3

Secuencia

<213> Nombre del organismo : Artificial

<400> Cadena presecuencia :

GIVEQCCTSI CSLEQLENYC N 21

<212> Tipo : PRT

<211> Longitud : 21

Nombre de la secuencia : 3

Descripcion de la secuencia :

Secuencia

<213> Nombre del organismo : Artificial

<400> Cadena presecuencia :

FVNQHLCGSH LVEALYLVCG ERGFHYTPR

<212> Tipo : PRT

<211> Longitud : 29

Nombre de la secuencia : 4

Descripcion de la secuencia :

Secuencia

<213> Nombre del organismo : Artificial

<400> Cadena presecuencia :

GIVEQCCTSI CSLYQLELYCN 21

<212> Tipo : PRT
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<211> Longitud : 21

Nombre de la secuencia : 5

Descripcion de la secuencia :

Secuencia

5 <213> Nombre del organismo : Artificial

<400> Cadena presecuencia :

GIVEQCCHSI CSLYQLENYC N 21

<212> Tipo : PRT

<211> Longitud : 21

10 Nombre de la secuencia : 6

Descripcion de la secuencia :

Secuencia

<213> Nombre del organismo : Artificial

<400> Cadena presecuencia :

15 FVNQHLCGSH LVEALYLVCG ERGFFYTER 29

<212> Tipo : PRT

<211> Longitud : 29

Nombre de la secuencia : 7

Descripcion de la secuencia :

20 Secuencia

<213> Nombre del organismo : Artificial
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<400> Cadena presecuencia :

FVNQHLCGSH LVEALYLVCG ERGFFYTP 28

<212> Tipo : PRT

<211> Longitud : 28

Nombre de la secuencia : 8

Descripcion de la secuencia :
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REIVINDICACIONES

1. Un analogo de la insulina acilado que contiene:

un residuo de lisina unido C-terminalmente al residuo de aminoacido en la posicion A21; o

hasta 4 residuos de aminoacidos que comprenden un residuo de lisina, donde dichos residuos peptidicos
estan unidos C-terminalmente al residuo de aminoacido en la posicion A21; y

donde dicho analogo de la insulina se caracteriza porque una fraccion acilo que contiene una fraccion
alquilenglicol esta unida al residuo de lisina en la posicion A22, o unido a hasta 4 residuos de aminoacidos
que comprenden el residuo de lisina que esta unido al extremo C terminal del residuo de aminoacido en la
posicion A21;

donde hay un solo residuo de lisina (K, Lys) en el andlogo de la insulina; y

donde el residuo de aminoacido en la posicion B30 del analogo de la insulina esta ausente.

2. El andlogo de la insulina acilado de acuerdo con la reivindicacion 1, en el que la fraccion acilo tiene la férmula
general I:

Acy-AAT-AA2,-AA3, ),

en la que

n es 0 o un nimero entero en el intervalo 1-3;

m es 0 o un nimero entero en el intervalo 1-6;

pes1,203;

Acy es un acido graso o un diacido graso que contiene entre 8 y 24 atomos de carbono de los cuales se ha
eliminado un grupo hidroxi de un grupo carboxi del acido graso o de uno de los grupos carboxi del diacido
graso;

AA1 es un aminoacido ciclico neutro del cual se ha eliminado un atomo de hidrégeno del grupo amino y se
ha eliminado un grupo hidroxi del grupo carboxi;

AA2 es un aminoacido acido del cual se ha eliminado un atomo de hidrogeno del grupo amino y se ha
eliminado un grupo hidroxi del grupo carboxi;

AA3 es un aminoacido neutro que contiene alquilenglicol del cual se ha eliminado un atomo de hidrégeno
del grupo amino y se ha eliminado un grupo hidroxi del grupo carboxi;

el orden en el cual aparecen AA1, AA2 y AA3 en la féormula puede ser intercambiado de manera
independiente,
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las uniones entre Acy, AA1, AA2 y/o AA3 son enlaces amida (peptidicos), y la unién a la insulina original
puede ser desde el extremo C-terminal del residuo AA1, AA2 o AA3 en la fraccién acilo de férmula (1), o
desde una de las cadenas laterales del residuo AA2 presente en la fraccion acilo de férmula (1).

3. El analogo de la insulina acilado de acuerdo con la reivindicacion 2, en el que Acy es un acido graso o un diacido
5 graso que contiene entre 14 y 20 atomos de carbono, del cual se ha eliminado un grupo hidroxi de un grupo carboxi
del acido graso o de uno de los grupos carboxi del diacido graso.

4. El analogo de la insulina acilado de acuerdo con la reivindicacién 2, en el que Acy es un acido dicarboxilico del
cual se ha eliminado un grupo hidroxi del grupo carboxi del acido graso o de uno de los grupos carboxi del diacido
graso.

10 5. El andlogo de la insulina acilado de acuerdo con la reivindicacion 2, en el que Acy es acido tetradecanodioico,
acido pentadecanodioico, acido hexadecanodioico, acido heptadecanodioico, acido octadecanodioico o acido
eicosanodioico, del cual se ha eliminado un grupo hidroxi.

6. El andlogo de la insulina acilado de acuerdo con la reivindicacion 2, en el que Acy es acido hexadecanodioico,
acido octadecanodioico o acido eicosanodioico, del cual se ha eliminado un grupo hidroxi.

15 7. El analogo de la insulina acilado de acuerdo con la reivindicacion 2, en el que AA1 se elige entre:

HNT H N, N HN 0
oy
OH OH O\j )LOH
0 0 OH ,

(CH,),

del cual se ha eliminado un atomo de hidrogeno del grupo amino y se ha eliminado un grupo hidroxi del grupo
carboxi,yenelqueqesO,1,2,304.

8. El analogo de la insulina acilado de acuerdo con la reivindicacion 7, en el que AA1 es:

oy 40,

H,N
OH

20 ;

del cual se ha eliminado un atomo de hidrégeno del grupo amino y se ha eliminado un grupo hidroxi del grupo
carboxi.

9. El analogo de la insulina acilado de acuerdo con la reivindicacion 2, en el que AA2 se elige entre yGlu, BAsp o
cualquiera de los compuestos siguientes:
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0 Q
OH

OH OH A\

HN OH HN OH O O

\/j:l;’ g \/\gf i

OH o

del cual se ha eliminado un atomo de hidrégeno del grupo amino y se ha eliminado un grupo hidroxi del grupo
carboxi, y donde las flechas indican el punto de unién al grupo amino de AA1, AA2 o AA3.

10. El anadlogo de la insulina acilado de acuerdo con la reivindicacion 9, en el que AA2 es yGlu, del cual se ha
5 eliminado un atomo de hidrégeno del grupo amino y se ha eliminado un grupo hidroxi del grupo carboxi.

11. El analogo de la insulina acilado de acuerdo con la reivindicacion 2, en el que AA3 se elige entre cualquiera de
los compuestos siguientes:

HfN/\/O\/\O/\ﬂ,OH
H o}

S

3

o) OH

O
IPNCUS S W
r

10

0O

HzN\/\/*EO/\}O\/\/\)LOH

t

)
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H (o} (o}
H£N\/‘[o/\]»o\/\NJl\/o\/uﬂ*0H
6 H s

H (o] 0]
H N\/'EO/\}O\/\NJ\/O\)L}OH
10 H s

H H
HEN\/\/O\/\O/\/O\/\/N\H/\O/H’OH
o} o3

3

o}

H H
H—EN\/\/O\/\O/\/O\/\/NMOH

o) S

o

H
HEN\/\ O/\,o\/\NJ\/\n,:I,oH
H s

o}

H

O o]
H
HEN\/\O/\,O\/\NJ\,O\)L}OH
H s

r es un numero entero en el intervalo 1-100;
s es un numero entero en el intervalo 1-30;
t es un nimero entero en el intervalo 1-150;

y del cual se ha eliminado un atomo de hidrégeno del grupo amino y se ha eliminado un grupo hidroxi del grupo
carboxi.

12. El analogo de la insulina acilado de acuerdo con la reivindicacion 11, enelqueres 1, 2, 3,4, 5,7, 11, 23 0 27.
13. El analogo de la insulina acilado de acuerdo con la reivindicaciéon 11, en el que s es 1, 2, 3, 4, 10, 20 o 30.

14. El analogo de la insulina acilado de acuerdo con la reivindicacion 2, en el que la fraccién acilo de férmula Acy-
AA1,-AA2,-AA3,-, en la que Acy, AA1, AA2, AA3, n, my p son los definidos antes, esta unida a un residuo de lisina
en la posicion A22.

15. El analogo de la insulina acilado de acuerdo con la reivindicacion 2, en el que la fraccién acilo de férmula Acy-
AA1,-AA2,-AA3,-, en la que Acy, AA1, AA2, AA3, n, my p son los definidos antes, esta unida a un residuo de lisina
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en la posicion A23.

16. El analogo de la insulina acilado de acuerdo con la reivindicacion 2, en el que la fraccién acilo de férmula Acy-
AA1,-AA2,-AA3,-, en la que Acy, AA1, AA2, AA3, n, my p son los definidos antes, esta unida a un residuo de lisina
en la posicion A24.

17. El analogo de la insulina acilado de acuerdo con la reivindicacion 2, en el que la fraccién acilo de férmula Acy-
AA1,-AA2,-AA3,-, en la que Acy, AA1, AA2, AA3, n, my p son los definidos antes, esta unida a un residuo de lisina
en la posicion A25.

18. El andlogo de la insulina acilado de acuerdo con la reivindicacion 2, en el que el residuo de aminoacido en la
posicion A14 del analogo de la insulina es E.

19. El andlogo de la insulina acilado de acuerdo con la reivindicacion 2, en el que el residuo de aminoacido en la
posicion A22 del analogo de la insulina es Ko G.

20. El analogo de la insulina acilado de acuerdo con la reivindicacion 19, en el que el residuo de aminoacido en la
posicion A22 del analogo de la insulina es K.

21. El analogo de la insulina acilado de acuerdo con la reivindicaciéon 19, en el que el residuo de aminoacido en la
posicion A22 del analogo de la insulina es K y en el que no hay ningun residuo de aminoacido unido al extremo C
terminal de dicho residuo de aminoacido A22K.

22. El analogo de la insulina acilado de acuerdo con la reivindicacion 2, en el que el residuo de aminoacido en la
posicion B28 del analogo de la insulina es D, E o R.

23. El analogo de la insulina acilado de acuerdo con la reivindicacion 2, en el que el residuo de aminoacido en la
posicion B29 del analogo de la insulina es R.

24. El analogo de la insulina acilado de acuerdo con la reivindicacion 2, en el que la fraccion acilo de férmula general
Acy-AA1:,-AA2,-AA3,- tiene una de las férmulas generales Acy-AA3-, Acy-AA2-AA3-, Acy-AA2-AA3-AA2-, Acy-AA2-
(AA3)2-, Acy-AA2-(AA3)2-AA2 o Acy-AA3-AA2-, en las que Acy, AA2 y AA3 son, cada uno, los definidos en la
reivindicacion 2.

25. El analogo de la insulina acilado de acuerdo con la reivindicacién 1, que es cualquiera de los compuestos
siguientes:

A22K(N-hexadecanodioil-(3-(2-{2-[2-(2-aminoetoxi)etoxi]etoxi}etoxi)propionil-yGlu), B29R, desB30 insulina
humana;

A22K(N-hexadecanodioil-(2-aminoetil-PEG2000-ilacetil)), B29R, desB30 insulina humana;

A22K(NF-3-(3-{4-[3-(5-carboxipentanoilamino)propoxi]butoxi}propilcarbamoil)propionil-yGlu), B29R, desB30
insulina humana;

A22K(NF-[2-(2-[2-(2-[2-(octadecanodioil-yGlu)amino]etoxi)etoxilacetilamino)etoxi]-etoxi)acetil]), B29R,
desB30 insulina humana;

A22K(NF-3-(3-{4-[3-(13-carboxitridecanoilamino)propoxi]butoxi}propilcarbamoil )-propionil-yGlu), B29R,
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desB30 insulina humana;

A22K(NF-[2-(2-[2-(2-[2-(eicosanodioil-yGlu)amino]etoxi)etoxilacetilamino)etoxiletoxi)acetil]), B29R, desB30
insulina humana;

A14E, A22K(N*-[2-(2-[2-(2-[2-(octadecanodioil-yGlu)amino]etoxi)etoxilacetilamino)etoxiletoxi)-acetil]), B25H,
B29R, desB30 insulina humana

A22K(NF-octadecanodioil-yGlu-[2-(2-{2-[2-(2-aminoetoxi)etoxilacetilamino}etoxi)-etoxilacetil), desB29,
desB30 insulina humana;

A14E, A22K(N*-eicosanodioil-yGlu-(3-(2-{2-[2-(2-aminoetoxi)etoxiletoxi}etoxi)propionil)), B25H, B29R,
desB30 insulina humana;

A18L, A22K(N*-octadecanodioil-yGlu-[2-(2-{2-[2-(2-aminoetoxi)etoxi]acetilamino}-etoxi)etoxilacetil), B29R,
desB30 insulina humana;

A8H, A22K(N‘-octadecanodioil-yGlu-[2-(2-{2-[2-(2-aminoetoxi)etoxi]acetilamino}etoxi)-etoxilacetil), B29R,
desB30 insulina humana;

A22K(N-octadecanodioil-yGlu-[2-(2-{2-[2-(2-aminoetoxi)etoxi]acetilamino}etoxi)-etoxilacetil-yGlu), B29R,
desB30 insulina humana;

A22K(N-eicosanodioil-yGlu-(3-{2-[2-(2-{2-[2-(2-amino-etoxi)etoxi]etoxi}etoxi)etoxiletoxi}-propionil)),  B29R,
desB30 insulina humana;

A22K(Nf-octadecanodioil-yGlu-(3-(2-{2-[2-(2-aminoetoxi)etoxi]etoxi}etoxi)propionil)), B29R, desB30 insulina
humana;

A14E, A22K(N-octadecanodioil-yGlu-(3-[2-(2-{2-[2-(2-{2-[2-(2-aminoetoxi)etoxi]etoxi}-
etoxi)etoxi]etoxi}etoxi)etoxi]propionil)), B25H, B29R, desB30 insulina humana;

A14E, A22K(N¢-eicosanodioil-yGlu-yGlu-(3-[2-(2-{2-[2-(2-{2-[2-(2-aminoetoxi)etoxi]-
etoxi}etoxi)etoxiletoxi}etoxi)etoxi]propionil)), B25H, B29R, desB30 insulina humana;

A14E, A22K(N®-octadecanodioill-yGlu-(3-(2-{2-[2-(2-aminoetoxi)etoxi]etoxi}etoxi)-propionil)-yGlu), B25H,
B29R, desB30 insulina humana;

A22K(Nf-octadecanodioil-yGlu-[2-(2-{2-[2-(2-aminoetoxi)etoxilacetilamino}etoxi)-etoxilacetil), B28E, B29R,
desB30 insulina humana;

A22K(Nf-octadecanodioil-yGlu-[2-(2-{2-[2-(2-{2-[2-(2-aminoetoxi)etoxi]acetilamino}-etoxi)etoxi]-
acetilamino}etoxi)etoxi]acetil), B29R, desB30 insulina humana;

A14E, A22K(N*-[2-(2-[2-(2-[2-(eicosanodioil-yGlu)amino]etoxi)etoxi]acetilamino)etoxiletoxi)-acetil]), B25H,
B29R, desB30 insulina humana;

A22K(NF-octadecanodioil-(3-(2-{2-[2-(2-aminoetoxi)etoxi]etoxi}etoxi)propionil-yGlu), B29R, desB30 insulina

62



10

15

20

25

30

ES 2 548 304 T3

humana;

A22K(N-eicosanodioil-(3-(2-{2-[2-(2-aminoetoxi)etoxi]etoxi}etoxi)propionil-yGlu), B29R, desB30 insulina
humana;

A22K(Nf-octadecanodioil-(2-aminoetil-PEG2000-ilacetil)), B29R, desB30 insulina humana;

A22K(N-eicosanodioil-(2-aminoetil-PEG2000-ilacetil)), B29R, desB30 insulina humana;

A22K(NF-3-(3-{4-[3-(15-carboxipentadecanoilamino)propoxi]butoxi}propilcarbamoil )propionil-yGlu), B29R,
desB30 insulina humana;

A22K(NF-3-(3-{4-[3-(17-carboxiheptadecanoilamino)propoxi]butoxi}propilcarbamoil )propionil-yGlu), B29R,
desB30 insulina humana;

A22K(N-tetradecanodioil-(3-(2-{2-[2-(2-aminoetoxi)etoxi]etoxi}etoxi)propionil-yGlu), B29R, desB30 insulina
humana;

A8H, A22K(N-octadecanodioil-yGlu-[2-(2-{2-[2-(2-{2-[2-(2-aminoetoxi)etoxi]-
acetilamino}etoxi)etoxilacetilamino}etoxi)etoxilacetil), B29R, desB30 insulina humana;

A18L, A22K(N-octadecanodioil-yGlu-[2-(2-{2-[2-(2-{2-[2-(2-amino-
etoxi)etoxi]acetilamino}etoxi)etoxilacetilamino}etoxi)etoxilacetil), B29R, desB30 insulina humana;

A22K(NF-octadecanodioil-yGlu-[2-(2-{2-[2-(2-{2-[2-(2-{2-[2-(2-aminoetoxi)etoxi]-
acetilamino}etoxi)etoxilacetilamino}etoxi)etoxilacetilamino}etoxi)etoxilacetil), B29R, desB30 insulina
humana;

A8H, A22K(N-octadecanodioil-yGlu-[2-(2-{2-[2-(2-{2-[2-(2-{2-[2-(2-aminoetoxi)etoxi]-
acetilamino}etoxi)etoxilacetilamino}etoxi)etoxilacetilamino}etoxi)etoxilacetil), B29R, desB30 insulina
humana;

A18L, A22K(N-octadecanodioil-yGlu-[2-(2-{2-[2-(2-{2-[2-(2-{2-[2-(2-aminoetoxi)etoxi]-
acetilamino}etoxi)etoxilacetilamino}etoxi)etoxilacetilamino}etoxi)etoxilacetil), B29R, desB30 insulina
humana;

A8H, A22K(N-eicosanodioil-yGlu-[2-(2-{2-[2-(2-{2-[2-(2-aminoetoxi)etoxi]-acetilamino}-
etoxi)etoxi]acetilamino}etoxi)etoxilacetil), B29R, desB30 insulina humana;

A8H, A22K(N-eicosanodioil-yGlu-[2-(2-{2-[2-(2-{2-[2-(2-aminoetoxi)etoxi]-acetilamino}-
etoxi)etoxi]acetilamino}etoxi)etoxi]acetil), B29R, desB30 insulina humana;

A18L, A22K(N*-eicosanodioil-yGlu-[2-(2-{2-[2-(2-{2-[2-(2-aminoetoxi)etoxi]-acetilamino}-
etoxi)etoxilacetilamino}etoxi)etoxi]acetil), B29R, desB30 insulina humana;

A22K(N-eicosanodioil-yGlu-[2-(2-{2-[2-(2-{2-[2-(2-{2-[2-(2-aminoetoxi)etoxi]acetil-
amino}etoxi)etoxilacetilamino}etoxi)etoxilacetilamino}etoxi)-etoxilacetil), B29R, desB30 insulina humana;

A8H, A22K(N*-eicosanodioil-yGlu-[2-(2-{2-[2-(2-{2-[2-(2-{2-[2-(2-aminoetoxi)etoxi]-
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acetilamino}etoxi)etoxi]acetilamino}etoxi)etoxilacetilamino}etoxi)etoxilacetil), B29R, desB30 insulina

humana;
A18L, A22K(N*-eicosanodioil-yGlu-[2-(2-{2-[2-(2-{2-[2-(2-{2-[2-(2-aminoetoxi)etoxi]-
acetilamino}etoxi)etoxilacetilamino}etoxi)etoxilacetilamino}etoxi)etoxilacetil), B29R, desB30 insulina
humana;
A8H, A22K(N°*-hexadecanodioil-yGlu-[2-(2-{2-[2-(2-{2-[2-(2-aminoetoxi )etoxi]-

acetilamino}etoxi)etoxilacetilamino}etoxi)etoxilacetil), B29R, desB30 insulina humana;

A8H, A22K(N-hexadecanodioil-yGlu-[2-(2-{2-[2-(2-{2-[2-(2-aminoetoxi)etoxi]acetil-
amino}etoxi)etoxilacetilamino}etoxi)etoxilacetil), B29R, desB30 insulina humana;

A18L, A22K(N*-hexadecanodioil-yGlu-[2-(2-{2-[2-(2-{2-[2-(2-amino-etoxi)
etoxi]acetilamino}etoxi)etoxilacetilamino}etoxi)etoxilacetil), B29R, desB30 insulina humana;

A22K(N-hexadecanodioil-yGlu-[2-(2-{2-[2-(2-{2-[2-(2-{2-[2-(2-aminoetoxi )etoxi]-
acetilamino}etoxi)etoxilacetilamino}etoxi)etoxilacetilamino}etoxi)etoxilacetil), B29R, desB30 insulina

humana;A8H, A22K(N-hexadecanodioil-yGlu-[2-(2-{2-[2-(2-{2-[2-(2-{2-[2-(2-aminoetoxi )etoxi]-
acetilamino}etoxi)etoxi]acetilamino}etoxi)etoxilacetilamino}etoxi)etoxilacetil), B29R, desB30 insulina
humana;
A18L, A22K(N*-hexadecanodioil-yGlu-[2-(2-{2-[2-(2-{2-[2-(2-{2-[2-(2-aminoetoxi)etoxi]-
acetilamino}etoxi)etoxilacetilamino}etoxi)etoxilacetilamino}etoxi)etoxilacetil), B29R, desB30 insulina
humana;

A22K(N-hexadecanodioil-yGlu-[2-(2-{2-[2-(2-aminoetoxi)etoxi]acetilamino}etoxi)-etoxi]acetil), B29R, desB30
insulina humana;

A8H, A22K(N‘-hexadecanodioil-yGlu-[2-(2-{2-[2-(2-aminoetoxi)etoxi]acetilamino}etoxi)etoxilacetil), B29R,
desB30 insulina humana; y

A18L, A22K(N*-hexadecanodioil-yGlu-[2-(2-{2-[2-(2-aminoetoxi)etoxi]acetilamino}-etoxi)etoxilacetil), B29R,
desB30 insulina humana.

26. Un compuesto de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 25 para usar como un medicamento.

27. Un compuesto de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 25, para la preparacion de un medicamento
destinado el tratamiento de la diabetes.
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