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DESCRIPCION
Solucién farmacéutica de albumina unida no covalentemente e insulina acilada
CAMPO DE LA INVENCION

La presente invencion se refiere a una solucion farmacéutica inyectable de una insulina acilada que, después de la
inyeccion subcutanea, no precipita o precipita sélo en una cantidad inferior o poco importante.

ANTECEDENTES DE ESTA INVENCION

La diabetes mellitus es un trastorno metabodlico en el cual la posibilidad de utilizar la glucosa se ha perdido
parcialmente o por completo (designadas diabetes 2 y diabetes 1, respectivamente). En todo el mundo,
aproximadamente 5% de toda la poblacién padecen diabetes y el trastorno se aproxima a proporciones epidémicas.
Desde la introducciéon de la insulina a principios de los afios 1920, se han realizado esfuerzos continuos para
mejorar el tratamiento de la diabetes mellitus. Dado que muchas personas que padecen diabetes estan sometidas a
tratamiento cronico durante varias décadas, existe gran necesidad de formulaciones de insulina seguras, comodas, y
que mejoren la calidad de vida.

En el tratamiento de la diabetes mellitus, se han sugerido y utilizado muchas variedades de formulaciones de
insulina, tales como insulina regular, insulina iséfana (designada NPH), suspensiones insulina-cinc, tales como
Semilente®, Lente® y Ultralente®) e insulina iséfana bifasica. Algunas de las formulaciones de insulina comerciales
disponibles se caracterizan por un comienzo de accién rapido y otras formulaciones tienen un comienzo
relativamente lento pero exhiben una accion mas o menos prolongadas. Las proporciones de insulina de accion
rapida son usualmente soluciones de insulina, mientras que las soluciones de insulina de accioén retardada pueden
ser suspensiones que contienen insulina en forma cristalina y/o amorfa precipitada por adicion de sales de cinc solas
o por adicién de protamina o por una combinacién de ambas. Recientemente, se han puesto también en el mercado
formulaciones de insulina soluble de accion prolongada, y en tales formulaciones la insulina puede ser una insulina
acilada.

Algunas insulinas y andlogos de insulina inventados con anterioridad que estan acilados con una cadena de acido
graso con afinidad alta para albumina tienen - debido a su disefio analogo - alta hidrofobicidad o valor pl modificado
(comparado con el de la insulina humana). La inyeccion subcutanea de una insulina acilada de este tipo puede dar
como resultado precipitacion por salado o formacion de oligémeros de la insulina acilada. Lamentablemente, la
insulina acilada precipitada se solubiliza sélo parcialmente en el subcutis. Un inconveniente de esto es que estas
insulinas, una vez inyectadas, tienen biodisponibilidad limitada y, por tanto, es dificil controlar la administracion de
insulina.

Se ha encontrado que es extremadamente importante para un paciente diabético controlar todo lo posible el nivel de
glucosa en sangre. Un buen control del nivel de glucosa en sangre reducira - ademas de controlar la enfermedad
diabética - el riesgo de complicaciones tales como enfermedades cardiovasculares, amputacion de piernas y
ceguera.

En J. Histochem. Cytochem. 36 (1988), 359-65, se estudié la dinamica de receptores de complejos oro-insulina,
estabilizados con seroalbimina bovina. En dicho documento no se menciona formulacion farmacéutica alguna.

Las reivindicaciones de US 2.789.080 se refieren a una composicion acuosa que comprende insulina y una albumina
animal esterificada. Alternativamente, la albumina puede estar amidificada. Dado que esta patente reivindica
prioridad desde 1953, la insulina de que se trata es probablemente insulina de porcino o bovino.

La reivindicacion 1 US 4.492.684 se refiere a una composicién que comprende una matriz de albumina parcialmente
reticulada e insulina, consiguiéndose dicha reticulacion por el uso de aldehido glutarico, que da como resultado
enlaces covalentes.

La reivindicacion 1 de 4.963.526 se refiere a una composicion Gtil como forma de dosificacion oral de insulina,
derivandose dicha composicion de una composicion liquida bifasica de coacervato. Conforme a la reivindicacion 3
de dicho documento, dicha composicién puede contener, por ejemplo, albumina. Aparentemente, no se menciona en
el mismo insulina acilada alguna.

La reivindicacién 1 de US 6.051.551 se refiere a un método de tratamiento de la diabetes, que comprende
administrar una insulina o analogo de insulina humana acilada con acido graso por inhalacién. Conforme a las
columnas 11 y 12 de dicho documento, formulaciones adecuadas para uso con un pulverizador o un nebulizador
pueden incluir también un agente para estabilizacion de la proteina insulina acilada con acido graso, tal como, por
ejemplo, una proteina a granel. Proteinas a granel incluyen, por ejemplo, albumina. La albumina no se utiliza en
ninguno de los ejemplos practicos de dicho documento.
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La reivindicacién 1 de WO 92/19260 se refiere a una solucién de hormona peptidica, conteniendo dicha solucion
seroalbumina en una cantidad capaz de estabilizar la hormona a fin de prevenir la precipitacion de la misma. En el
unico ejemplo experimental de dicha solicitud, se utiliza la hormona insulina, de una especie desconocida.

La reivindicacién 20 de WO 02/064115 se refiere a una formulacion de insulina en polvo fabricada por liofilizacion de
una dispersion de una formulacion liquida de insulina conforme a la reivindicacion 1 del documento a la que se ha
afadido un crioprotector que, por ejemplo, es albumina. En el documento no se menciona ninguna insulina acilada.

La reivindicacion 1 de WO 2008/013938 se refiere a una formulacién aerosolubilizable que comprende un derivado
de insulina. En la pagina 34 del documento, se menciona albimina como uno de los muchos ingredientes posibles
en la formulacion aerosolubilizable.

La reivindicacion 1 en WO 2008/034881 se refiere a nuevos analogos de insulina resistentes a las proteasas que se
han desarrollado para administracion oral a pacientes que prefieren dicha ruta de administracion. La preparacion de
formulaciones orales se describe en el documento en las paginas 31-34 y, en la pagina 34, se menciona albumina
como uno de los muchos ingredientes posibles en la formulacion oral.

US 2006/0019874 describe ciertos complejos catiénicos de conjugados de compuestos de insulina y su formulacion
y utilizacion.

OBJETOS DE ESTA INVENCION

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

Otro aspecto de esta invencion se refiere al suministro de una formulacion farmacéutica acuosa soluble que puede
utilizarse para tratar la diabetes y que puede utilizarse facilmente para controlar o prevenir la diabetes.

Otro aspecto de esta invencion se refiere al suministro de una formulacién farmacéutica acuosa soluble que contiene
una insulina acilada que, después de la inyeccién subcutanea, no precipita o precipita sélo en una cantidad menor o
insignificante.

Otro aspecto de esta invencion se refiere al suministro de una formulacién farmacéutica acuosa soluble que contiene
una insulina acilada que, después de la inyeccion subcutanea, no se oligomeriza con albumina en el sitio de
inyeccion para formar un oligdmero con peso molecular alto, v.g., un peso molecular de 440 kDa, o se oligomeriza
s6lo en una cantidad poco importante o menor.

Otro aspecto de esta invencion se refiere al suministro de una formulacién farmacéutica acuosa soluble que contiene
una insulina acilada que tiene un perfil farmacéutico mas prolongado comparado con el perfil de la formulacion
analoga con un contenido de albumina relativamente mayor.

Otro aspecto de esta invencion se refiere al suministro de una formulacion que facilita la regulacion del grado de
prolongacion.

Otro aspecto de esta invencion se refiere al suministro de una formulacién en la cual el grado de prolongacion puede
estar regulado mas convenientemente que en una formulacion correspondiente que no contiene albumina.

Otro aspecto de esta invencion se refiere al suministro de una formulacién de insulina para la cual es mas facil que
para las preparaciones de insulina conocidas prever el grado de prolongacion.

Otro aspecto de esta invencion se refiere al suministro de una formulacién acilada de insulina para la cual es mas
facil prever el grado de prolongacion que para las preparaciones de insulina conocidas.

DEFINICIONES

Resumidamente, el término insulina acilada abarca insulina existente naturalmente y analogos de insulina en los
cuales un resto que contiene un grupo acilo se ha unido al grupo amino en un residuo lisina. Usualmente, tales
grupos acilo se originan a partir de acidos grasos, tanto mono- como diacidos, que contienen al menos 16 atomos de
carbono y, preferiblemente, que contienen no mas de 38 atomos de carbono, mas preferiblemente no mas de 24
atomos de carbono, mas preferiblemente no mas de 22 atomos de carbono, mas preferiblemente no mas de 20
atomos de carbono. Dicho resto que contiene un grupo acilo puede contener también otros grupos tales como un
resto alquilen-glicol. Preferiblemente, la insulina y/o analogo de la misma existente naturalmente que esta acilado
contiene solamente un residuo lisina simple. Un residuo lisina de este tipo puede estar unido, por ejemplo, al
aminoacido A21, en cuyo caso el residuo lisina se encuentra en la posicion A22. Muchas insulinas aciladas han sido
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descritas en la ultima década vy las insulinas aisladas son una clase de insulinas que son conocidas por el operario
experto en la técnica. Una férmula general del resto acilo conectado a la insulina o analogo de la misma es: -X-CO-
(CH2)s-R, en donde n es un numero entero comprendido en el intervalo de 14 a 24, R es etilo o carboxi, -(CH2)»-R es
una cadena lineal, y X es un enlace o un enlazador. En una realizacion, el término "insulina acilada" abarca las
insulinas aciladas descritas en WO 2009/022005 y WO 2009/022013, que se incorporan ambas por referencia. En
este caso, las insulinas aciladas estan, por ejemplo, abarcadas por la reivindicacion 1 en cada una de estas
publicaciones. La reivindicacion 1 en WO 2009/022005 reza como sigue: "Un analogo de insulina acilada en el cual
el analogo de insulina comprende un residuo lisina conectado en posicion C-terminal al residuo de aminoacido A21 o
un residuo peptidico de hasta 4 residuos de aminoacido que comprenden un residuo lisina, residuo peptidico que
esta conectado en posicion C-terminal al residuo de aminoacido A21, caracterizado por que un resto acilo que
comprende un resto alquilenglicol esta unido al residuo lisina en la posicion A22 o unido a un residuo lisina presente
en el residuo peptidico que esta unido al extremo C-terminal del residuo de aminoacido A21 y en el cual existe
solamente una lisina (K, Lys) en el analogo de insulina". Una explicaciéon mas detallada de dichas insulinas aciladas
puede encontrarse en las dos Ultimas solicitudes PCT mencionadas que se incorporan por referencia. En una
realizacion, el término "insulina acilada" abarca las insulinas aciladas descritas en WO 2007/096431, por ejemplo en
la reivindicacion 1 en combinacién con la reivindicacion 3. Por tanto, en este caso, el término "insulina acilada"
abarca un derivado de insulina que comprende una insulina parental y un sustituyente, en el cual el sustituyente esta
unido a un grupo g-amino de un residuo Lys presente en la cadena A de la insulina parental en la posicion A8, A8,
A9, A10, A12, A14, A15, A17, A18, A21, A22, A23 o0 A24 o a un grupo g-amino de un residuo Lys en la cadena B de
la insulina parental en la posicién B1, B2, B3, B4, B20, B21 o B22, en donde el sustituyente comprende un grupo
acilo que tiene de 6 a 40 atomos de carbono, y, preferiblemente, el sustituyente tiene la formula general CH3-(CH>),-
CO-, donde n es un numero entero comprendido en el intervalo de 4 a 38, y en donde el término "insulina parental”
es un analogo de insulina que contiene solamente un residuo Lys en la cadena A y/o la cadena B. Una explicacion
mas detallada de dichas insulinas aciladas puede encontrarse en las Ultimas solicitudes PCT mencionadas que se
incorporan por referencia. En ofra realizacion, el término "insulina acilada" cubre las insulinas aciladas descritas en
EP 1.991.576 B1, especialmente en la reivindicacién 1 de dicho documento y una explicaciéon mas detallada de
dichas insulinas aciladas puede encontrarse en la Ultima patente EP mencionada que se incorpora por referencia.

En esta memoria, el término "analogos de insulinas existentes naturalmente" y "analogo de insulina" abarca insulina
humana en la cual uno o mas residuos de aminoacido de la insulina se han sustituido por otros residuos de
aminoacido y/o en la cual se han delecionado uno o mas residuos de aminoacido de la insulina y/o en la cual uno o
mas residuos de aminoacido se han afadido y/o insertado en la insulina. Los aminoacidos a los que se refiere esta
invencion son, preferiblemente, aminoacidos que pueden estar codificados por un triplete ("codon") de nucleétidos,
véase ingenieria genética. En este caso, los aminoacidos son, dados por sus cédigos comunes de tres letras,
preferiblemente: Gly, Pro, Ala, Val, Leu, lle, Met, Cys, Phe, Tyr, Trp, His, Lys, Arg, GIn, Asn, Glu, Asp, Ser y Thr. En
una realizacion, un analogo de insulina comprende menos de 8 modificaciones (sustituciones, deleciones, adiciones
(con inclusidon de inserciones) y cualquier combinacion de las mismas) con relacion a la insulina parental,
alternativamente menos de 7 modificaciones con relaciéon a la insulina parental, alternativamente menos de 6
modificaciones con relacién a la insulina parental, alternativamente menos de 5 modificaciones con relacién a la
insulina parental, alternativamente menos de 4 modificaciones con relacién a la insulina parental, alternativamente
menos de 3 modificaciones con relacién a la insulina parental, alternativamente menos de 2 modificaciones con
relacion a la insulina parental.

En este caso, se utilizan las abreviaturas siguientes: "OEG" para acido 8-amino-3,6-dioxaoctanoico; "gGIu" (o "yGlu"
0 "y-Glu") para acido gamma-glutamico y "HSA" para seroalbimina humana. "Milli-Q" se refiere a agua que ha sido
purificada y desionizada en alto grado por un sistema de purificacion de agua fabricado por Millipore Corporation. El
sistema monitoriza la concentracion ionica por medida de la resistencia eléctrica del agua. La mayoria de los
sistemas Milli-Q dispensan el agua a través de un filtro de membrana de 0,22 pm.

En este caso, el término constante dimera de insulina se utiliza para la concentracién de insulina en la que mas de
90% de la insulina se encuentra en la forma dimera. Por debajo de esta concentracion, una cantidad creciente de
insulina se encuentra en la forma mondmera.

SUMARIO DE LA INVENCION

Se ha encontrado que ciertas insulinas aciladas que se describen en la presente invencion precipitan en el tejido
subcutaneo después de la inyeccion subcutanea de una formulaciéon soluble con baja concentracién ionica, por
ejemplo, inferior a NaCl 50 mM. Probablemente, la precipitacion esta causada por el aumento de concentracion
iénica hasta NaCl 150 mM en el subcutis y esta asociada con biodisponibilidad baja.

Sorprendentemente, se ha encontrado que la adicién de albumina, por ejemplo, seroalbumina, a la formulacion de
insulina (antes de administrar la misma) puede evitar la precipitacion de las formulaciones de insulina acilada de la
invencion después de la inyeccion subcutanea. Probablemente, la razén para el sorprendente efecto obtenido por la
presente invencion es que la interaccion entre albumina y la cadena acilo de la insulina acilada en la solucion
propuesta para inyeccion a un paciente impide la precipitacion de la insulina acilada y restablece la biodisponibilidad
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de la insulina acilada después que ha tenido lugar la inyeccion (aunque esta invencion no se limita a que esta sea la
razon para el efecto de inventiva observado).

Adicionalmente, se ha encontrado que la estequiometria de albumina frente a insulina acilada en la formulacion
puede utilizarse para controlar el estado de agregacion del complejo insulina-albimina en la formulacién, y por tanto,
el grado de prolongacion después de la inyeccion subcutanea.

En una realizacion, esta invencion aborda insulinas aciladas que interaccionan con albumina con una constante de
fijacion de al menos 1 mM y, mas tarde, precipitan o se agregan después de la inyeccidon subcutanea. Insulinas
aciladas incluyen, por ejemplo, las insulinas aciladas en el aminoacido A22K (insulinas aciladas A22K), como se
describe en esta memoria.

DESCRIPCION DETALLADA DE ESTA INVENCION

Se hace resaltar que la materia objeto que no esta abarcada por el alcance de las reivindicaciones no forma parte de
la invencién aqui reivindicada.

Resumidamente, esta invencion se refiere a formulaciones que contienen albumina y una insulina acilada por
salificacion en la que la albumina no esta unida covalentemente a la insulina acilada por salificaciéon. Las insulinas
aciladas por salificacion se pueden dividir en 3 subgrupos de insulinas aciladas. Las insulinas aciladas que tienen
una solubilidad baja en una solucién de NaCl 150 mM que contiene 3 iones cinc por 6 moléculas de insulina, es decir
una solubilidad inferior a 30%, como se define especificamente en el test A mas adelante, son insulinas aciladas por
salificacion. Adicionalmente, también las insulinas aciladas que forman un oligémero insulina-albimina con un peso
molecular superior a 440.000, como se define especificamente en el Test B mas adelante, son insulinas aciladas por
salificacion. Adicionalmente, también las insulinas aciladas que tienen una solubilidad baja en una solucion de NaCl
150 mM que no contienen cinc, es decir, una solubilidad inferior a 50%, como se define especificamente en el test C
mas adelante, son insulinas aciladas por salificacion.

Se ha descubierto que, para ciertas insulinas aciladas, infer alia, insulinas aciladas que tienen una solubilidad baja
en una solucién de NaCl 150 mM con o sin iones cinc como se define en esta memoria, es dificil dar una prediccién
satisfactoria del perfil de glucosa en sangre en un paciente después de administracién subcutanea de las mismas.
Es sabido que es muy importante el hecho de que el perfil de glucosa en sangre no varie mucho durante el diay la
noche dado que, en caso contrario, esto pueda dar lugar a complicaciones diabéticas tardias tales como ceguera,
amputacion de piernas y otras enfermedades graves. Sorprendentemente, se ha encontrado ahora que si una
formulacién de insulina acilada de este tipo contiene albumina, es mucho mas facil predecir el perfil de glucosa en la
sangre del paciente.

Analogamente, se ha descubierto que para ciertas otras insulinas aciladas, intfer alia, insulinas aciladas que forman
con albumina un oligémero que tiene un peso molecular superior a 440.000 como se define en esta memoria, es
dificil también hacer una prediccion satisfactoria del perfil de glucosa en sangre en un paciente después de
administracion subcutanea de las mismas. Sorprendentemente, se ha encontrado ahora que si una formulacién de
insulina acilada de este tipo contiene albumina, es mucho mas facil predecir el perfil de glucosa en sangre.

La nueva formulacion de esta invencion es una solucion farmacéutica acuosa que contiene albumina y una insulina
acilada por salificacion en la que la albumina no esta unida covalentemente a la insulina acilada por salificacion,
formulaciéon que debe administrarse al paciente por inyeccion.

Si una formulacién de una insulina acilada como se define en esta memoria que no contiene albumina se inyecta a
un paciente, puede ocurrir precipitacion de la insulina acilada, y esta precipitacion puede ser debida a la
concentracion ionica del fluido intersticial combinada con la presencia de la cadena acilo en la superficie de la
insulina, por ejemplo el hexamero de insulina. Sorprendentemente, esta reaccion puede evitarse cuando se inyecta a
un paciente una formulacion de una insulina acilada que contiene albumina.

A continuacién se da una explicacion de las interacciones tal como se supone que tienen lugar. Sin embargo, esta
invencion no esta limitada a las interacciones que tengan lugar exactamente como se expone a continuacion.

La formulacién farmacéutica de esta invencion contiene insulina acilada y albumina. Adicionalmente, la formulacion
de esta invencion puede contener los componentes siguientes: un tampdn, un conservante, un agente isoténico,
acetato de cinc y/o un estabilizador fisico y/o quimico. La albumina tiene hasta 7 sitios de fijacién de lipido
diferentes, dependiendo del tamafio y la estructura del lipido. La insulina acilada puede unirse a albamina por la via
de la cadena acilo en uno o mas de los sitios de fijacion de lipido de la albumina. La invencion es el descubrimiento
sorprendente de que la co-formulacién con albumina puede dar como resultado estabilizacién de la cadena acilo de
la insulina acilada, evitando o reduciendo con ello las reacciones indeseables tales como precipitacion y agregacion
de la insulina acilada.
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Después la inyeccion a un paciente de una formulacion de insulina acilada que no contiene cantidad alguna de
albumina, las insulinas aciladas pueden precipitar y/o agregarse como resultado de la concentracion iénica en la
formulacién o en el subcutis. La concentracion idnica en el subcutis es aproximadamente cloruro de sodio 150 mM
que define la concentracién en una solucién isoténica. La precipitacion de insulina acilada en el subcutis puede dar
como resultado una predictibilidad disminuida del tiempo de accién de la insulina acilada y una disminucion de la
biodisponibilidad de la insulina acilada. Un problema técnico y trabajo farmacéutico consiste en producir una
formulacién farmacéutica de una insulina acilada con biodisponibilidad y tiempo de accién predecibles, que dan
como resultado un perfil decreciente de glucosa en sangre reproducible para el paciente diabético. Adicionalmente,
una formulacién farmacéutica que esta disefiada para contener insulina acilada soluble en concentracion iénica alta
puede tener una vida util limitada, debido a la precipitacion fisica de la insulina acilada en la formulaciéon. Un
segundo problema técnico consiste en producir una formulacién farmacéutica fisicamente estable que contiene
insulina acilada en alta concentracion iénica.

La solucién técnica a los dos problemas es que la presencia de albumina en las formulaciones evita que la insulina
acilada precipite después de la inyeccién, probablemente como resultado de aumento en la concentracion idnica,
v.g., por inyeccion en el subcutis.

La precipitacion de insulina acilada en cloruro de sodio 150 mM se evita por adicién de albumina a la formulacién en
una cantidad estequiométrica comprendida en el intervalo de aproximadamente 1 a aproximadamente 10 moles de
insulinas aciladas por mol de albumina, preferiblemente en el intervalo de aproximadamente 1 a aproximadamente 6
moles de insulinas aciladas por mol de albumina.

La constante de formacién del dimero de insulina esta comprendida en el intervalo micromolar de insulina humana.
Insulinas aciladas con constantes de formacién de dimero en el mismo intervalo que para la insulina humana forman
dimeros y las cadenas acilo de las insulinas aciladas interaccionan con moléculas de albumina diferentes en la ratio
de 2 moles de insulina acilada para 2 moles de complejos de albumina. Cuando estan presentes en la formulacion
atomos de cinc, pueden formarse hexameros de cinc con insulina acilada y las cadenas acilo de estos hexameros
pueden interaccionar con diferentes moléculas de albumina con formacion de complejos hexamero de insulina-
albumina. El perfil farmacéutico de una formulacién con albumina y un hexamero de insulina de cinc acilada
dependera por tanto de la ratio estequiométrica entre albumina e insulina acilada, y la existencia resultante de
oligébmeros de hexameros de insulina acilada con moléculas de albumina.

La estabilidad quimica y fisica de la insulina acilada en la formulacién puede depender, en alto grado, de la
formacion del hexamero R6. Por tanto, es deseable la presencia de al menos 2 iones cinc, al menos 2 iones cloruro,
y al menos 6 moléculas de fenol o cresol por mol de insulina acilada. Una formulacién de este tipo contendra, por
tanto, cantidades en exceso de acetato de cinc, cloruro de sodio, fenol y cresol. Dado que la albumina puede fijar el
cinc, la formulaciéon quimicamente estable con albumina contendra con preferencia desde aproximadamente 3 a
aproximadamente 7 iones cinc por 6 moléculas de insulina acilada, lo que puede asegurar la formacion del
hexamero R6 de insulina acilada y la interaccion cinc-albumina. La estabilidad quimica de la albumina esta limitada
por la formacion de dimeros covalentes de albumina. Por ejemplo, la adicion de estabilizadores como caprato de
sodio y/o detergentes como polisorbato 20 y polisorbato 80 reducen la formacién de dimeros de albdmina. La
formulacion combinada de insulina acilada/albumina puede contener, por tanto, caprato de sodio y polisorbato
ademas de cinc, fenol, cresol y cloruro de sodio.

Ademas, se ha encontrado sorprendentemente que las propiedades de las formulaciones de esta invenciéon pueden
mejorarse si se afiade nicotinamida a las formulaciones. En una realizacién, las formulaciones de esta invencion
contienen desde aproximadamente nicotinamida 20 mM a aproximadamente 200 mM, combinada con caracter
opcional con arginina aproximadamente 5 mM a aproximadamente 50 mM, y con preferencia desde nicotinamida
aproximadamente 40 mM a aproximadamente 150 mM, combinada opcionalmente con arginina desde
aproximadamente 10 mM a aproximadamente 30 mM.

Aunque esta invencion se refiere a una formulacion que contiene albumina y una insulina acilada como se define en
esta memoria en la que no existe unién covalente alguna entre la albumina y dicha insulina acilada, dicha
formulacién puede contener en una realizacién especifica una insulina acilada a la que esta unida albumina
covalentemente. En una realizacién de este tipo, la secuencia de aminoacidos de la insulina acilada puede ser la
misma o diferente de la secuencia de aminoacidos de la insulina a la que la albumina esta unida covalentemente.

En una realizacion preferida de esta invencion, no existe material precipitado alguno en la formulacién de esta
invencion. No obstante, formulaciones de insulina que contienen a la vez insulina en forma disuelta e insulina en
forma no disuelta (precipitada) han estado en el mercado durante décadas y son conocidas por el operario experto
en la técnica. En este caso, en una realizacion de esta invencion, la formulaciéon contiene a la vez insulina disuelta e
insulina no disuelta.

La formulacion puede realizarse como sigue: se disuelve polvo de insulina acilada en agua Milli-Q a pH 7,4. Pueden
afiadirse tampon de fosfato, acetato de cinc, cloruro de sodio, fenol, cresol, glicerol y albiumina en el orden indicado
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o en cualquier otro orden deseado o conveniente para producir las concentraciones finales disefiadas para la
formulacion.

El grado de prolongacion es, hasta cierto punto, dependiente de la ratio molar entre la insulina acilada y la albumina.
Generalmente, una cantidad relativamente mayor de insulina dara como resultado una tasa de absorcion mas
prolongada, es decir, una mayor duracién de accion, debido probablemente al mayor tamafio del agregado insulina-
albdmina.

En una realizacidon de esta invencion, la misma se refiere a una formulacion farmacéutica que contiene un analogo
de insulina acilada y albumina en cantidades definidas por la solubilidad de la insulina, lo que significa que no da
como resultado precipitacion o precipita sélo en un grado inferior o poco importante y en el cual la insulina no esta
unido covalentemente a albumina.

En ofra realizacion de esta invencion, la misma se refiere a una formulacion farmacéutica que contiene un analogo
de insulina acilada y albumina en cantidades estequiometrias definidas por el perfil farmacéutico de prolongacion, lo
que significa que depende del perfil farmacéutico de prolongacion deseado y en la cual la insulina no esta unida
covalentemente a la albumina o esta unida solo en un grado poco importante.

Como se ha mencionado anteriormente, la nueva formulacién de esta invencién contiene también albumina. La
albumina puede ser albumina de cualquier especie, por ejemplo, albumina humana o albimina humana des1(Asp),
v.g. Albagén. Preferiblemente, la albiumina es de origen recombinante.

En la formulacion de esta invencion, la albumina no esta unida covalentemente a otras moléculas quimicas, o la
albumina esta unida soélo en una cantidad de aproximadamente 5% (peso/peso) o menos a dichas otras moléculas,
preferiblemente menos de 2%, mas preferiblemente menos de 1%. En una realizacion, la albumina no esta unida
covalentemente a la insulina acilada o esta unida sélo en una cantidad de aproximadamente 5% (peso/peso) o
menos a la insulina acilada, preferiblemente menos de 2%, y mas preferiblemente menos de 1%.

En una realizacion, la insulina acilada es una insulina acilada en el grupo €-amino en la cadena lateral lisina presente
en una extension del aminoacido del extremo terminal C de la cadena A de insulina y analogos de la misma como se
describe en WO 2009/022005 o WO 2009/022013.

En otra realizacion, la insulina acilada se selecciona de las siguientes:

Nombre Nombre alternativo

Insulina  humana  A22K(N-hexadecanodioil-(3-(2-{2-[2-(2-amino-etoxi)-
etoxi]etoxi}etoxi)propionil-yGlu), B29R, desB30

Insulina humana A22K(N‘-hexadecanodioil-(2-aminoetil-PEG2000-il-acetil)),
B29R desB30

Insulina  humana  A22K(N®-3-(3-{4-[3-(5-carboxipentanoilamino)-propoxi]-
butoxi}propilcarbamoil)propionil-yGlu), B29R, desB30

Insulina humana A22K(N*-[2-(2-[2-(2-[2-(octadecanodioil-yGlu)amino]-etoxi)- | Insulina humana A22K(N*(octadecano-
etoxi]acetilamino)etoxi]-etoxi)acetil]), B29R, desB30 dioil-yGlu-OEG-OEG)), B29R, desB30

Insulina humana A22K(N®-3-(3-{4-[3-(13-carboxitridecanoil-amino)-propoxi]-
butoxi}propilcarbamoil)-propionil-yGlu), B29R, desB30

Insulina humana A22K(N°-[2-(2-[2-(2-[2-(eicosanodioil-yGlu)amino]etoxi)- | Insulina humana A22K(N(eicosano-

etoxi]acetilamino)etoxi]-etoxi)acetil]), B29R, desB30 dioil-yGlu-OEG-OEG)), B29R, desB30
Insulina humana A14E, A22K(N°-[2-(2-[2-(2-[2-(octadecanodioil-yGlu)- | Insulina humana A14E, A22K(N(octa-
amino]etoxi)etoxi]acetilamino)etoxi]-etoxi)acetil]), B25H, B29R, desB30 decanodioil-yGlu-OEG-OEG)), B25H,

B29R, desB30

Insulina humana A22K(N-octadecanodioil-yGlu-[2-(2-{2-[2-(2-aminoetoxi)- | Insulina humana A22K(N(octadecano-
etoxi]acetilamino}etoxi)etoxil-acetil), desB29, desB30 dioil-yGlu-OEG-OEGQG)), desB29,
desB30

Insulina humana A14E, A22K(N‘-eicosanodioil-yGlu-(3-(2-{2-[2-(2-amino-
etoxi)etoxi]etoxi}etoxi)propionil)), B25H, B29R, desB30

Insulina humana A18L, A22K(N‘-octadecanodioil-yGlu-[2-(2-{2-[2-(2-amino- |Insulina humana A18L, A22K(N(octa-
etoxi)etoxi]acetilamino}etoxi)-etoxilacetil), B29R, desB30 decanodioil-yGlu-OEG-OEG)), B29R,
desB30
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Nombre Nombre alternativo

Insulina humana A8H, A22K(N‘-octadecanodioil-yGlu-[2-(2-{2-[2-(2-amino- |Insulina humana A8H, A22K(N‘(octa-

etoxi)etoxi]acetilamino}etoxi)-etoxilacetil), B29R, desB30 decanodioil-yGlu-OEG-OEG)), B29R,
desB30

Insulina humana A22K(N-octadecanodioil-yGlu-[2-(2-{2-[2-(2-amino- | Insulina humana A22K(N*(octadecano-

etoxi)etoxilacetilamino}etoxi)etoxi]-acetil-yGlu), B29R, desB30 dioil-yGlu-OEG-OEG-yGlu)), B29R,
desB30

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

Insulina humana A22K(N*-octadecanodioil-yGlu-(3-(2-{2-[2-(2-amino-
etoxi)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)etoxilpropionil)), B25H,
B29R, desB30

Insulina humana 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 A14E, A22K(N®-octadecanodioil-yGlu-(3-(2-{2-[2-(2-amino-
etoxi)etoxi]etoxi}etoxi)propionil)-yGlu), B25H, B29R, desB30

Insulina humana A22K(N-octadecanodioil-yGlu-[2-(2-{2-[2-(2-amino- | Insulina humana A22K(Nf(octadecano-

etoxi)etoxilacetilamino}etoxi)-etoxilacetil), B28E, B29R, desB30 dioil-yGlu-OEG-OEG)), B28E, B29R,
desB30

Insulina  humana  A22K(N‘-octadecanodioil-yGlu-[2-(2-{2-[2-(2-{2-[2-(2- |Insulina humana A22K(N-octa-

aminoetoxi)etoxilacetilamino}etoxi)-etoxilacetilamino}etoxi)etoxilacetil), decano-dioil-yGlu-OEG-OEG-OEGQG)),

B29R, desB30 B29R, desB30

Insulina humana A14E, A22K(N’-[2-(2-[2-(2-[2-(eicosanodioil-yGlu)amino]- |Insulina  humana  A14E, A22K-

etoxi)etoxi]acetilamino)etoxi]-etoxi)acetil]), B25H, B29R, desB30 (NF(eicosanodioil-yGlu-OEG-OEG)),

B25H, B29R, desB30

Insulina humana A22K(N*-octadecanodioil-(3-(2-{2-[2-(2-amino-etoxi)-etoxi]-
etoxi}etoxi)propionil-yGlu), B29R, desB30

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

Insulina humana A22K(N*-octadecanodioil-(2-aminoetil-PEG2000-ilacetil)),
B29R desB30

Insulina  humana  A22K(N*-eicosanodioil-(2-aminoetil-PEG2000-ilacetil)),
B29R desB30

Insulina  humana  A22K(Ne-3-(3-{4-[3-(15-carboxipentadecanoil-amino)-
propoxi]butoxi}propilcarbamoil)-propionil-yGlu), B29R desB30

Insulina  humana  A22K(Ne-3-(3-{4-[3-(17-carboxiheptadecanoil-amino)-
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- |Insulina humana8H, A22K(N‘(octa-

aminoetoxi)etoxi]acetilamino}-etoxi)etoxilacetilamino}etoxi)etoxilacetil), decanodioil-yGlu-OEG-OEG)), B29R,
B29R, desB30 desB30
Insulina humana A18L, A22K(N*-octadecanodioil-yGlu-[2-(2-{2-[2-(2-{2-[2-(2- | Insulina humana A18L, A22K(N*(octa-
aminoetoxi)etoxi]acetilamino}-etoxi)etoxilacetilamino}etoxi)etoxilacetil), decanodioil-yGlu-OEG-OEG)), B29R,
B29R, desB30 desB30

Insulina humana A22K(N*-octadecanodioil-yGlu-[2-(2-{2-[2-(2-{2-[2-(2-{2-[2-
(2-aminoetoxi)etoxilacetilamino}-etoxi)etoxilacetilamino}etoxi)etoxi]-acetil-
aminoletoxi)etoxi]acetil), B29R, desB30

Insulina humana A8H, A22K(N‘-octadecanodioil-yGlu-[2-(2-{2-[2-(2-{2-[2-(2- |Insulina humana A8H, A22K(N‘(octa-
{2-[2-(2-aminoetoxi)etoxi]-acetilamino}etoxi)-etoxiJacetilamino}etoxi)-etoxi]- | decanodioil-yGlu-OEG-OEG-OEG)),
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Nombre
acetilamino}-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)etoxi]-acetilamino}etoxi)-
etoxilacetilamino}etoxi)-etoxiJacetil), B29R, desB30

Insulina humana A8H, A22K(N‘-eicosanodioil-yGlu-[2-(2-{2-[2-(2-{2-[2-(2-
aminoetoxi)etoxilacetilamino}etoxi)-etoxilacetilamino}etoxi)etoxilacetil),
B29R, desB30

Insulina humana A8H, A22K(N‘-eicosanodioil-yGlu-[2-(2-{2-[2-(2-{2-[2-(2-
aminoetoxi)etoxilacetilamino}etoxi)-etoxilacetilamino}etoxi)etoxilacetil),
B29R, desB30

Insulina humana A18L, A22K(N‘-eicosanodioil-yGlu-[2-(2-{2-[2-(2-{2-[2-(2-
aminoetoxi)etoxilacetilamino}etoxi)-etoxilacetilamino}etoxi)etoxilacetil),
B29R, desB30

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

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

Insulina humana A8H, A22K(N‘-hexadecanodioil-yGlu-[2-(2-{2-[2-(2-{2-[2-(2-
aminoetoxi)etoxilacetilamino}-etoxi)etoxilacetilamino}etoxi)etoxilacetil),
B29R, desB30

Insulina humana A8H, A22K(N‘-hexadecanodioil-yGlu-[2-(2-{2-[2-(2-{2-[2-(2-
aminoetoxi)etoxilacetilamino}-etoxi)etoxilacetilamino}etoxi)etoxilacetil),
B29R, desB30

Insulina humana A18L, A22K(N*-hexadecanodioil-yGlu-[2-(2-{2-[2-(2-{2-[2-
(2-aminoetoxi)etoxilacetilamino}-etoxi)etoxilacetilamino}etoxi)etoxi]-acetil),
B29R, desB30

Insulina humana A22K(N°‘-hexadecanodioil-yGlu-[2-(2-{2-[2-(2-{2-[2-(2-{2-[2-
(2-aminoetoxi)etoxilacetilamino}-etoxi)etoxi]-acetilamino}etoxi)etoxi]-
acetilamino}-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)-etoxilacetilamino}etoxi)-
etoxi]acetilamino}ethoxy)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)etoxi]acetil), B29R, desB30

Insulina humana A22K(N-hexadecanodioil-yGlu-[2-(2-{2-[2-(2-amino-
etoxi)etoxilacetilamino}etoxi)etoxil-acetil), B29R, desB30

Insulina humana A8H, A22K(N*-hexadecanodioil-yGlu-[2-(2-{2-[2-(2-amino-
etoxi)etoxi]acetilamino}etoxi)etoxilacetil), B29R, desB30

Insulina humana A18L, A22K(N*-hexadecanodioil-yGlu-[2-(2-{2-[2-(2-amino-
etoxi)etoxi]acetilamino}etoxi)etoxi]acetil), B29R, desB30

Nombre alternativo
B29R, desB30

Insulina humana A18L, A22K(N*(octa-
decanodioil-yGlu-OEG-OEG-OEGQG)),
B29R, desB30

Insulina humana A8H, A22K(N‘(eico-
sanodioil-yGlu-OEG-OEG-OEGQG)),
B29R, desB30

Insulina humana A18L, A22K(N*(eico-
sanodioil-yGlu-OEG-OEG-OEGQG)),
B29R, desB30

Insulina humana A22K(N(eicosano-
dioil-yGlu-OEG-OEG-OEG-OEG)),
B29R, desB30

Insulina humana A8H, A22K(N‘(eico-
sanodioil-yGlu-OEG-OEG-OEG-
OEG)), B29R, desB30

Insulina humana A18L, A22K(N*(eico-
sanodioil-yGlu-OEG-OEG-OEG-
OEG)), B29R, desB30

Insulina humana A8H, A22K-
(Nf(hexadecanodioil-yGlu-OEG-OEG-
OEG)), B29R, desB30

Insulina humana A8H, A22K-
(Nf(hexadecanodioil-yGlu-OEG-OEG-
OEG)), B29R, desB30

Insulina humana  A18L, A22K-
(Nf(hexadecanodioil-yGlu-OEG-OEG-
OEG)), B29R, desB30

Insulina  humana  A22K(N‘(hexa-
decano-dioil-yGlu-OEG-OEG-OEG-
OEG)), B29R, desB30

Insulina humana A8H, A22K(N‘(hexa-
decanodioil-yGlu-OEG-OEG-OEG-
OEG)), B29R, desB30

Insulina humana A18L, A22K(N‘(hexa-
decanodioil-yGlu-OEG-OEG-OEG-
OEG)), B29R, desB30

Insulina  humana  A22K(N‘(hexa-
decano-dioil-yGlu-OEG-OEG)), B29R,
desB30

Insulina humana A8H, A22K(N‘(hexa-
decanodioil-yGlu-OEG-OEG)), B29R,
desB30

Insulina humana A18L, A22K(N‘(hexa-
decanodioil-yGlu-OEG-OEG)), B29R,
desB30

La albumina puede unirse covalentemente a una insulina acilada. Sin embargo, es importante que, en las
formulaciones de esta invencion, nada o menos de 5% de albiumina esta unida covalentemente a la insulina acilada.
El operario experto en la técnica conoce el modo de unir albimina covalentemente a insulina. Por ejemplo, la
albumina puede unirse covalentemente a la insulina por el uso de reactivos de reticulacion, v.g. aldehidos y ésteres
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de N-hidroxisuccinimida. El operario experto en la técnica conoce también el modo de evitar que la albumina se una
covalentemente por completo a la insulina. Si, por ejemplo, se mezclan a la temperatura ambiente insulina acilada
que carece de grupos reactivos y albumina y a valores de pH neutro, v.g. aproximadamente 7, no es de esperar que
tenga lugar unién covalente alguna entre la insulina acilada y la albdmina.

Adicionalmente, la formulacion de esta invencién puede contener otros ingredientes utilizados cominmente en
formulaciones de insulina. Ejemplos de tales ingredientes son tampones, por ejemplo, acetato, citrato, fosfatos, acido
maldnico, arginina o Tris, conservantes, por ejemplo, fenol, m-cresol o 4-hidroxi-benzoato de metilo, iones cinc y un
acido o una base utilizados para regular el valor del pH, por ejemplo acido clorhidrico o hidréxido de sodio, agentes
isotonicos, por ejemplo, glicerol, manitol o propilenglicol, estabilizadores, por ejemplo, polisorbato 20, polisorbato 80
o caprato de sodio.

Los dispositivos de inyeccion son jeringuillas que cada vez mas frecuentemente son dispositivos de tipo pluma. Otra
clase de dispositivos de inyeccion son los dispositivos de bomba que se colocan en el cuerpo y que permanecen
estacionarios durante dias o semanas.

La formulacion de esta invencién se utiliza analogamente al uso de las formulaciones de insulina conocidas. El
médico esta familiarizado por el tratamiento de pacientes con diabetes, y el médico conocera el modo de utilizar la
formulacion de esta invencién, es decir, analogamente a la administracion de otras formulaciones de insulina.
Asimismo, el médico y muchos pacientes diabéticos conoceran el modo de inyectar las nuevas formulaciones.

CARACTERISTICAS PREFERIDAS DE ESTA INVENCION
Para resumir y complementar las exposiciones anteriores, las caracteristicas de esta invencién son como sigue:

1. Una formulacién farmacéutica inyectable que contiene una insulina acilada y albumina caracterizada por
que al menos 80% (peso/peso) de la insulina acilada esta disuelto y en la cual no mas de 5% (peso/peso) de
la insulina est& unido covalentemente a albumina.

2. Una formulacion farmacéutica que contiene una insulina acilada y albumina en la cual al menos 80%
(peso/peso) de la insulina acilada esta disuelto y en la cual no mas de 5% (peso/peso) de la insulina esta
unido covalentemente a albumina para uso por inyeccion.

3. Una formulacién farmacéutica, opcionalmente inyectable, conforme a una cualquiera de las clausulas
anteriores, en la cual la insulina acilada es una insulina acilada por salificacion.

4. Una formulacion farmacéutica, opcionalmente inyectable, conforme a una cualquiera de las clausulas
anteriores, en la cual la insulina acilada por salificacién es una insulina acilada que tiene una solubilidad en
una solucion de NaCl 150 mM que contiene 3 iones cinc por 6 moléculas de insulina inferior a 30%, como se
define especificamente en el test A de esta memoria, preferiblemente superior a 50% en una solucion cloruro
de sodio 150 mM que contiene 3 iones cinc por 6 moléculas de insulina y muy preferiblemente superior a 60%
en una solucion de cloruro de sodio 150 mM que contiene 3 iones cinc por 6 moléculas de insulina.

5. Una formulacién farmacéutica, opcionalmente inyectable, conforme a una cualquiera de las clausulas
anteriores en la extension posible, en la cual la insulina acilada por salificacién es una insulina acilada que
forma un oligdbmero insulina-albimina con un peso molecular superior a 440.000, como se define
especificamente en el test B de esta memoria.

6. Una formulacion farmacéutica, opcionalmente inyectable, conforme a una cualquiera de las clausulas
anteriores en la extension posible, en la cual la insulina acilada por salificacién es una insulina acilada que
tiene una solubilidad en una solucién de NaCl 150 mM que no contiene cinc o contiene menos de 30%, como
se define especificamente en el test C en esta memoria.

7. Una formulacién farmacéutica, opcionalmente inyectable, conforme a una cualquiera de las clausulas
anteriores en la extension posible, en la cual la insulina acilada por salificacion es una insulina acilada
mencionada especificamente en WO 07/096431, es decir, los compuestos mencionados en dicho documento
con los nombres insulina humana N*®-miristil LysA8 ArgB29 desB30, insulina humana N miristil LysA9
ArgB29 desB30, insulina humana N**'’-miristil LysA10 ArgB29 desB30, insulina humana N“'*-miristil
LysA12 ArgB29 desB30, insulina humana N*"-miristil LysA14 ArgB29 desB30, insulina humana N*'°-
miristil LysA15 ArgB29 desB30, insulina humana NA_miristil LysA17 ArgB29 desB30, insulina humana
N8 miristil LysA18 ArgB29 desB30, insulina humana N**?'-miristil LysA21 ArgB29 desB30, insulina
humana N“?*-miristil LysA22 ArgB29 desB30, insulina humana N*'-miristil LysB1 ArgB29 desB30, insulina
humana N®®2-miristil LysB2 ArgB29 desB30, insulina humana N*®*-miristil LysB3 ArgB29 desB30, insulina
humana N®*-miristil LysB4 ArgB29 desB30, insulina humana N*®*-miristil LysB20 ArgB29 desB30, insulina
humana N®%'-miristil LysB21 ArgB29 desB30, insulina humana N®%-miristil LysB22 ArgB29 desB30,
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insulina humana N#¢-(- carboxipentadecanoil-y-Glu LysA8 ArgB29 desBSO insulina humana N#°-w-carboxi-
pentadecanoil-y-Glu LysA9 ArgB29 desB30, insulina humana N -w-carbOX|pentadecanon-y -Glu LysA10
ArgB29 desBSO insulina humana N**'2-w-carboxi- -pentadecanoil-y-Glu LysA12 ArgB29 desB30, |nsuI|na
humana N° 4-w-carboxipentadecanon -y-Glu  LysA14 ArgB29 desBSO insulina humana N%
carboxipentadecanoil-y-Glu LysA15 ArgB29 desB30, insulina humana NA_ - carboxipentadecanoil- y-GIu
LysA17 ArgB29 desBSO insulina humana N#'-- carboxipentadecanoil- y-GIu LysA18 ArgB29 desB30
insulina humana N“?'-w-carboxi- -pentadecanoil-y-Glu LysA21 ArgB29 desBSO insulina humana N#?%-(-
carboxipentadecanoil-y-Glu LysA22 ArgBZQ desB30, insulina humana N®'-w- carboxipentadecanoil- y-GIu
LysB1 ArgBZQ desB30, insulina humana N®%-w- carboxipentadecanoil-y-Glu LysB2 ArgBZQ desB30, insulina
humana N3-- carboxipentadecanoil-y-Glu LysB3 ArgBZQ desB30, insulina humana N®*-w- carboxipenta-
decanoil-y-Glu LysB4 ArgB29 desBSO insulina humana N®%°-(- carboxipenta-decanoil-y-Glu LysB20 ArgB29
desBSO insulina humana N -w-carboxmentadecanon y-Glu LysB21 ArgBZQ desB30, insulina humana
NP2 - carboxipentadecanoil-y-Glu LysB22 ArgB29 desBSO |nsuI|na humana N**?%-(- carboxipentadecanoil-
y-Glu LysA22 GlyA21 ArgB29 desB30, |nsuI|na humana N#?--carboxipentadecanoil-y-Glu LysA22 AlaA21
ArgB29 desB30, |nsuI|na humana N“%-w-carboxi- -pentadecanoil-y-Glu LysA22 GInA21 ArgB29 desB30,
insulina humana N“%-w-carboxipenta-decanoil-y-Glu LysA23 GlyA21 GlyA22 ArgB29 desB30, insulina
humana N#%.- -carboxipenta-decanoil-y-Glu LysA23 AlaA21 GlyA22 ArgB29 desB30, insulina humana
N#%_y-carboxipenta-decanoil-y-Glu LysA23 GInA21 GlyA22 ArgB29 desB30, insulina humana N*?*-w-
carboxipenta-decanoil-y-Glu LysA24 GlyA21 GlyA22 GlyA23 ArgB29 desB30, insulina humana N*%-w
carboxipentadecanoil-y-Glu LysA24 AlaA21 GlyA22 GlyA23 ArgB29 desB30, insulina humana N£A24
carboxipentadecanoil-y-Glu LysA24 GInA21 GlyA22 GlyA23 ArgB29 desB30 insulina humana N#
carboxiheptadecanoil-y-Glu LysA22 ArgB29 desB30, |nsuI|na humana N#%.- carboxiheptadecanoil- y-GIu
LysA23 GlyA22 ArgB29 desB30, insulina humana N“2_y-carboxihepta-decanoil-y-Glu LysA23 GlyA21
GlyA22 ArgB29 desB30, insulina humana N*%-w-carboxihepta-decanoil-y-Glu LysA23 AlaA21 GlyA22
ArgB29 desB30, insulina humana N#%_(y-carboxihepta-decanoil-y-Glu LysA23 GInA21 GlyA22 ArgB29
desB30, insulina humana N*?*-w-carboxihepta-decanoil-y-Glu LysA24 GlyA21 GlyA22 GlyA23 ArgB29
desB30, insulina humana N‘A24wcarbOX| -heptadecanoil-y-Glu LysA24 AlaA21 GlyA22 GlyA23 ArgB29
desB30, insulina humana N #4_w-carboxiheptadecanoil-y-Glu LysA24 GInA21 GlyA22 GlyA23ArgB29
desB30, insulina humana N**%2-3-carboxi-5-hexadecanodioilaminobenzoil LysA22 ArgB29 desB30, insulina
humana N**?2-3-carboxi-5-octadecanodioilaminobenzoil LysA22 ArgB29 desB30, insulina humana N#%2.10-
(3,5-di-carboxifenoxi)decanoil-y-Glu LysA22 ArgB29 desB30 e insulina humana N“?%-4-[10-(3,5-di-
carboxifenoxi)decanoilamino]butiril LysA22 ArgB29 desB30.

8. Una formulacién farmacéutica, opcionalmente inyectable, conforme a una cualquiera de las clausulas
anteriores en la extension posible, en la cual la insulina acilada por salificacion es cualquiera de las insulinas
aciladas mencionadas en la tabla anterior.

9. Una formulacién farmacéutica, conforme a una cualquiera de las clausulas anteriores en la extension
posible en la cual al menos 85% (peso/peso) de la insulina acilada esta disuelto.

10. Una formulacién, conforme a una cualquiera de las clausulas anteriores en la extension posible, en la
cual al menos 90% (peso/peso) de la insulina acilada esta disuelto.

11. Una formulacion conforme a una cualquiera de las clausulas anteriores en la extension posible, en la cual
al menos 95% (peso/peso) de la insulina acilada esta disuelto.

12. Una formulacion conforme a una cualquiera de las clausulas anteriores en la extensién posible, en la cual
al menos 99% (peso/peso) de la insulina acilada esta disuelto.

13. Una formulacion conforme a una cualquiera de las clausulas anteriores en la extensién posible, en la cual
al menos 99,9% (peso/peso) de la insulina acilada esta disuelto.

14. Una formulacién conforme a la clausula anterior en la cual toda la insulina acilada estéa disuelta.

15. Una formulacién conforme a una cualquiera de las clausulas anteriores en extensién posible, en la cual no
mas de 1% (peso/peso) de la insulina acilada esta unido covalentemente a albumina.

16. Una formulacién conforme a una cualquiera de las clausulas anteriores en la extension posible, en la que
no mas de 0,1% (peso/peso) de la insulina acilada esta unida covalentemente a albumina.

17. Una formulacién conforme a una cualquiera de las clausulas anteriores en la extension posible, en la que
ninguna cantidad de insulina esta unida covalentemente a albumina.
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18. Una formulacion conforme a una cualquiera de las clausulas anteriores en la extension posible, en la cual
la ratio molar entre albumina e insulina acilada estd comprendida en el intervalo que va desde
aproximadamente 1:3 a aproximadamente 1:10, con preferencia desde aproximadamente 1:5 a
aproximadamente 1:7.

19. Una formulacién conforme a una cualquiera de las clausulas anteriores que es inyectable.
20. Una formulacién conforme a una cualquiera de las clausulas anteriores que es isoténica.

21. Una formulaciéon conforme a una cualquiera de las clausulas de utilizacién anteriores en la extension
posible, caracterizado por que la insulina acilada es insulina humana A22K(N‘(eicosanodioil-yGlu-OEG-
OEG)), B29R, desB30.

22. Una formulacién conforme a una cualquiera de las clausulas anteriores en la extension posible,
caracterizada por que la albumina es seroalbumina humana o Albagén.

23. Una formulacién conforme a una cualquiera de las clausulas anteriores en la extension posible,
caracterizada por que la albumina es seroalbumina humana.

24. Una formulaciéon conforme a una cualquiera de las clausulas anteriores en la extension posible que
contiene cloruro de sodio, preferiblemente en una cantidad comprendida en el intervalo de aproximadamente
2 a aproximadamente 50 mM, con preferencia desde aproximadamente 5 a aproximadamente 20 mM.

25. Una formulacién conforme a una cualquiera de las clausulas anteriores en la extensién posible que
contiene glicerol, en el intervalo de aproximadamente 20 a aproximadamente 200 mM, con preferencia desde
aproximadamente 50 a aproximadamente 200 mM, y de modo aun mas preferible aproximadamente 174 mM.

26. Una formulaciéon conforme a una cualquiera de las clausulas anteriores en la extension posible que
contiene iones cinc, preferiblemente en una cantidad comprendida en el intervalo de aproximadamente 2
atomos de cinc por 6 moléculas de insulina acilada a aproximadamente 10 atomos de cinc por 6 moléculas de
insulina acilada, con preferencia desde aproximadamente 3 atomos de cinc por 6 moléculas de insulina
acilada a aproximadamente 6 atomos de cinc por 6 moléculas de insulina acilada.

27. Una formulaciéon conforme a una cualquiera de las clausulas anteriores en la extension posible que
contiene fenol, con preferencia en una cantidad comprendida en el intervalo de aproximadamente 5 a
aproximadamente 60 mM, con mas preferencia desde aproximadamente 8 a aproximadamente 30 mM, y con
preferencia desde aproximadamente 10 a aproximadamente 20 mM.

28. Una formulaciéon conforme a una cualquiera de las clausulas anteriores en la extension posible que
contiene m-cresol, con preferencia en una cantidad comprendida en el intervalo de aproximadamente 5 a
aproximadamente 50 mM, con mas preferencia desde aproximadamente 8 a aproximadamente 30 mM, y con
mas preferencia desde aproximadamente 10 a aproximadamente 20 mM.

29. Una formulaciéon conforme a una cualquiera de las clausulas anteriores en la extension posible que
contiene caprato de sodio, con preferencia en una cantidad comprendida en el intervalo de aproximadamente
2 a aproximadamente 50 mM, con mas preferencia desde aproximadamente 5 a aproximadamente 30 mM.

30. Una formulacion conforme a una cualquiera de las clausulas anteriores en la extensién posible que
contiene polisorbato 20, preferiblemente en una cantidad comprendida en el intervalo que va desde
aproximadamente 0,001% a aproximadamente 0,1%, con preferencia desde aproximadamente 0,005% a
aproximadamente 0,05%.

31. Una formulacion conforme a una cualquiera de las clausulas anteriores en la extensién posible que
contiene polisorbato 80, preferiblemente en una cantidad comprendida en el intervalo de aproximadamente
0,001% a aproximadamente 0,1%, con preferencia desde aproximadamente 0,005% a aproximadamente
0,05%.

32. Una formulacion conforme a una cualquiera de las clausulas anteriores en la extensién posible que
contiene nicotinamida, preferiblemente en una cantidad comprendida en el intervalo de aproximadamente 10
mM a aproximadamente 200 mM, mas preferiblemente en el intervalo de aproximadamente 20 mM a
aproximadamente 200 mM y aun mas preferiblemente en el intervalo que va desde aproximadamente 40 mM
a aproximadamente 150 mM.

33. Una formulacion conforme a una cualquiera de las clausulas anteriores en la extensién posible que
contiene arginina, preferiblemente en una cantidad comprendida en el intervalo de aproximadamente 5 mM a
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aproximadamente 50 mM, mas preferiblemente en el intervalo de aproximadamente 10 mM a
aproximadamente 30 mM.

34. Una formulacién como se describe en una cualquiera de los ejemplos especificos anteriores.
35. Una formulaciéon conforme a una cualquiera de las clausulas anteriores para administracion subcutanea.

36. El uso de albumina para evitar la precipitacién o evitar la precipitacion en una cantidad inferior o poco
importante en una formulacién farmacéutica acuosa de una insulina acilada después de la inyeccion
subcutanea, caracterizado por que se afiade albumina a dicha solucién acuosa de una insulina acilada antes
que la solucion se inyecte subcutaneamente.

37. El uso conforme a la clausula que antecede, caracterizado por que dicha solucién es isoténica.

38. El uso conforme a una cualquiera de las clausulas de uso precedentes, caracterizado por que dicha
solucion es isoténica.

39. El uso conforme a una cualquiera de las clausulas de uso anteriores en la extensién posible,
caracterizado por que la insulina acilada es insulina humana A22K(N(eps)-eicosanodioil-gGlu-OEG-OEG)),
B29R, o desB30.

40. El uso de una insulina acilada y albumina para la fabricacién de un medicamento para la prevencion o el
tratamiento de la diabetes por inyeccién, caracterizado por que la solucién a inyectar contiene una insulina
acilada y albumina conforme a cualquiera de las clausulas precedentes.

Ejemplo 1

Se administraron a cerdos cantidades iguales de Insulina humana A22K(N®(eicosanodioil-yGlu-OEG-OEG)), B29R,
desB30, por administracion subcutanea. La concentracion de insulina en la sangre se midié después de la inyeccion
y el resultado se muestra en las Figura 1y 2. El grafico en Fig. 1 muestra la concentracion de insulina medida desde
el tiempo 0 a los 1500 minutos después de la inyeccion, y el grafico en Fig. 2 muestra la concentraciéon de insulina
medida a los primeros 100 minutos después de la inyeccion. En las figuras, se utilizan las abreviaturas siguientes:
"ins" es insulina, "PK" es farmacocinético, y "SEM" es el valor medio del error estandar. Se investigaron las
formulaciones siguientes:

1a): 300 uM de Insulina humana A22K(N®(eicosanodioil-yGlu-OEG-OEG)), B29R, desB30, fosfato 7 mM,
P37,4, seroalbumina de cerdo 300 uM, NaCl 150 mM, 0 Zn/hexamero de insulina (designada "Formulacion
con Albumina" en Figs. 1 y 2). 1b): Insulina humana A22K(N¢(eicosanodioil-yGlu-OEG-OEG)), B29R, desB30
600 pM, fosfato 7 mM, pH 7,4, glicerol 174 mM, fenol 30 mM, 3 Zn/hexamero de insulina (designada
"Formulacién con 3 Zn/6 ins" en Figs. 1 y 2). 1c): Insulina humana A22K(N*(eicosanodioil-yGlu-OEG-OEG)),
B29R, desB30 600 mM, fosfato 7 mM, pH 7,4, 174 mM glicerol, 0 Zn/6 moléculas de insulina (designado
"Formulaciéon With 0 Zn/6ins" en Figs. 1 y 2). 1d): 600 mM A22K(N*(eicosanodioil-yGlu-OEG-OEG)), B29R,
Insulina humanadesB30, fosfato 7 mM, pH 7,4, NaCl 150 mM, 0 Zn/6 moléculas de insulina (designada
"Formulacion con NaCl 150 mM" en Figs. 1 y 2). Las conclusiones de la investigacion anterior son como
sigue:

La insulina acilada en suspensién con cloruro de sodio isoténico da como resultado la concentracion
minima de insulina en la sangre de las 4 formulaciones.

La insulina acilada soluble con y sin cinc en la formulaciéon, da como resultado concentraciones de insulina
comparables en la sangre.

La insulina acilada soluble co-formulada con albumina de cerdo y cloruro de sodio isoténico, da como resultado la
concentracion maxima de insulina en la sangre, es decir, mas de dos veces mayor que las otras tres formulaciones.
Se ve que la co-formulacién con albumina aumenta la biodisponibilidad de insulina acilada e impide la aplicacién de
la insulina acilada en cloruro de sodio isoténico.

Ejemplo 2

Una solucion de 45 pL de insulina humana A22K(Nf(eicosanodioil-yGlu-OEG-OEG)), B29R, desB30 660 mM,
(abreviada como A22K(N(eps)eicosanodioilo) en la Tabla 1) en formulaciéon conforme a la Tabla 1 se mezclé con 5
ML de solucién de cloruro de sodio en concentracion conforme a la Tabla 1. 48 horas después, se mezclaron las dos
soluciones, y se determind la cantidad de insulina acilada precipitada después de filtracion. La determinacion de la
concentracion se llevo a cabo por medida de HPLC de la insulina en solucién. La cantidad en porcentaje de insulina
acilada soluble en relacién con la cantidad total de insulina acilada presente en la solucién de test tiene que ser
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superior a 30% para una concentracion de cloruro de sodio de 150 mM, preferiblemente superior a 50% para cloruro
de sodio 150 mM y muy preferiblemente superior a 60% para 160 uM.

Tabla 1

Formulacion: insulina 600 uM, fosfato 7 mM pH 7,4, fenol 30 mM concentraciéon de NaCl, en mM | % de insulina en solucién

Insulina humana, 3 Zn/ 6 insulina I 0 | 100
| 5 | 76
| 10 | 92
| 25 | 75
| 50 | 75
| 75 | 86
| 00 | 98
| 125 | 87
| 150 | 84
| 175 | 78
| 200 | 84
A22K(N(eps)eicosanodioilo, 0 Zn/ 6 insulina | 0 | 97
| 5 | 82
| 10 | 81
| 25 | 75
| 50 | 62
| 75 | 44
| 100 | 28
| 125 | 20
| 150 | 12
| 175 | 0
| 200 | 0
A22K(N(eps)eicosanodioilo, 3 Zn/ 6 insulina | 0 | 71
| 5 | 66
| 10 | 70
| 25 | 71
| 50 | 74
| 75 | 90
| 100 | 50
| 125 | 34
| 150 | 23
| 175 | 0
| 200 | 0
A22K(N(eps)eicosanodioilo, 0 Zn/ 6 insulina, 600 yM HSA | 0 | 77
| 5 | 75
| 10 | 77
| 25 | 65
| 50 | 63
| 75 | 70
| 100 | 84

14



10

15

20

25

30

35

ES 2552401 T3

Formulacién: insulina 600 uM, fosfato 7 mM pH 7,4, fenol 30 mM concentracion de NaCl , en mM | % de insulina en solucion
125 68
150 100
175 66
200 77
A22K(N(eps)eicosanodioilo 3 Zn/ 6 insulina, 600 yM HSA 0 95
5 86
10 71
25 91
50 Nd
75 Nd
100 Nd
125 89
150 91
175 71
200 80

La conclusion de la investigacion anterior es como sigue:

La investigacion de la solubilidad de insulina humana A22K(N‘(eicosanodioil-yGlu-OEG-OEG)), B29R,
desB30 en cantidades crecientes de cloruro de sodio muestra que la presencia de albumina previene la
precipitacion de insulina observada en caso contrario en cloruro de sodio 150 yM (isotonicidad). Una insulina
no acilada como la Insulina humana no esta precipitada en cloruro de sodio isoténico. Adicionalmente, la
solubilidad de la Insulina humana A22K(N*(eicosanodioil-yGlu-OEG-OEG)), B29R, desB30 es mayor en
presencia de cinc que en ausencia de cinc.

Ejemplo 3

Una solucion de 500 pl de insulina humana A22K(N(eicosanodioil-yGlu-OEG-OEG)), B29R, desB30 en la
formulacion conforme a la Tabla 2 se mezcld con solucion de cloruro de sodio o glicerol en concentracion conforme
a la Tabla 2, obteniéndose una concentracion final de insulina de 600 uM. Una vez que se mezclaron las dos
soluciones, la solubilidad de la insulina acilada se juzgd a simple vista, por inspeccion visual, y determinacion de la
precipitacion. La recuperacion de la insulina y el tamafio de los complejos insulina-albumina formados en las
muestras se midieron por filtracion en gel nativo (cromatografia de inclusion de tamafos, véase la descripcion del
método méas adelante). Unicamente las muestras que contenian glicerol como agente isoténico se caracterizaron por
filtracion en gel nativo. La recuperacion de la insulina acilada con y sin albimina se midié como el area del pico
cromatografico con relacion al area de las filas de dilucion de estandares de albumina.

Cromatografia de Exclusion de Tamafos (SEC), descripcion del método: SEC por eluyente no disociante para medir
multihexameros mayores que el dihexamero (> tamarfio de albumina). Superosa 6PC 3.2/30 (GE Life Sciences) 3,2
por 300 mm (V1 = 2,4 mL) se eluyd con solucién salina isoténica (NaCl 140 mM + Tris/HCI 10 mM + acida de sodio
0,01%, pH 7,7 a 23°C, correspondiente a 7,3 a 37°C) a 80 pyL/min y 37°C. La deteccion UV se realizd a 276 nm, y el
volumen de inyeccion de 20 uL (bucle de 22,7 pL) se utiliz6 como volumen de inyeccion estandar (0,9% de volumen
total de columna). Se utilizé un tiempo de ejecucion de 32 min seguido por un tiempo de equilibraciéon de 48 min para
eluir fenol + m-cresol (tiempo de ejecucion total 80 min). Comparese la grafica de 6 - 32 min. El tamafio de los
complejos insulina-albimina se estim6 a partir de los tiempos de retencién de los marcadores proteinicos:
tiroglobulina, Mw 669 kDa, ferritina, Mw 440 kDa, seroalbumina humana, Mw 60 kDa, ovoalbumina 44 kDa,
hexamero de insulina de cobalto, Mw 36 kDa, mondémero de insulina, Mw 6 kDa.
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Tabla 2

Formulacion: insulina humana | Agente Precipitado |Filtracion |Filtracion con |Filtracion  con

A22K(N*(eicosanodioil-gGlu-OEG-OEG)), |isotdnico de insulina |con gel |gel SEC. |gel SEC.

B29R, desB30 600 yM, fosfato 7 mM pH | glicerol 174 SEC Tiempo de |Estimacion de

7.4, fenol 30 mM mM o NaCl retencion  en |Mw (kDa)
150 mM min

3 Zn/ 6 insulina Glicerol No 20% Nd Nd
NaCl Si

3 Zn/ 6 insulina, 200 uM HSA Glicerol No 100% 22,6 70
NaCl No

3 Zn/ 6 insulina, 120 yM HSA Glicerol No 100% 19,7 440
NaCl No

3 Zn/ 6 insulina, 80 uM HSA Glicerol No 100 % 17,6 669
NaCl No

3 Zn/ 6 insulina, 60 uM HSA Glicerol No 100 % 17,6 669
NaCl yes

3 Zn/ 6 insulina, 30 uM HSA Glicerol No Nd Nd Nd
NaCl yes

0 Zn/ 6 insulina Glicerol No 20 % Nd Nd
NaCl Si

0 Zn/ 6 insulina, 200 uM HSA Glicerol No 100 % 21,7 130
NaCl No

0 Zn/ 6 insulina, 120 yM HSA Glicerol No 100 % 21,7 130
NaCl No

0 Zn/ 6 insulina, 80 uM HSA Glicerol No 100 % 25/21,7 6/130
NaCl No

0 Zn/ 6 insulina, 60 uM HSA Glicerol No 100 % 25/21,7 6/130
NaCl yes

0 Zn/ 6 insulina, 30 uM HSA Glicerol No 30 % Nd Nd
NaCl Si

1Zn/ 6 insulina Glicerol No Nd Nd Nd
NaCl Si

1 Zn/ 6 insulina, 200 yM HSA Glicerol No Nd Nd Nd
NaCl No

1 Zn/ 6 insulina, 120 yM HSA Glicerol No 100 % 21,4 130
NaCl No

1 Zn/ 6 insulina, 80 yM HSA Glicerol No 100 % 25/18,2 6/550
NaCl No

1 Zn/ 6 insulina, 60 yM HSA Glicerol No 100 % 25/17,8 6 /669
NaCl yes

1 Zn/ 6 insulina, 30 yM HSA Glicerol No Nd Nd Nd
NaCl Si
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Formulacion: insulina humana | Agente Precipitado |Filtracion |Filtracion con |Filtracion  con
A22K(N*(eicosanodioil-gGlu-OEG-OEG)), |isotdnico de insulina |con gel |gel SEC. |gel SEC.
B29R, desB30 600 uM, fosfato 7 mM pH |glicerol 174 SEC Tiempo de |Estimacién de
7,4, fenol 30 mM mM o NaCl retencion  en |Mw (kDa)
150 mM min
4 Zn/ 6 insulina Glicerol No Nd Nd Nd
NaCl Si
4 Zn/ 6 insulina, 200 yM HSA Glicerol No Nd Nd Nd
NaCl No
4 Zn/ 6 insulina, 120 yM HSA Glicerol No 100 % 19,4 440
NaCl No
4 Zn/ 6 insulina, 80 yM HSA Glicerol No 100 % 18,2 550
NaCl No
4 Zn/ 6 insulina, 60 .uM HSA Glicerol No 100 % 17,5 669
NaCl yes
4 Zn/ 6 insulina, 30 yM HSA Glicerol No Nd Nd Nd
NaCl Si
6 Zn/ 6 insulina Glicerol No Nd Nd Nd
NaCl Si
6 Zn/ 6 insulina, 200 yM HSA Glicerol No Nd Nd Nd
NaCl No
6 Zn/ 6 insulina, 120 yM HSA Glicerol No Nd Nd Nd
NaCl No
6 Zn/ 6 insulina, 80 yM HSA Glicerol No 100 % 19,2 440
NaCl No
6 Zn/ 6 insulina, 60 yM HSA Glicerol No 100 % 18,8 500
NaCl No
6 Zn/ 6 insulina, 30 yM HSA Glicerol No Nd Nd Nd
NaCl Si

La conclusion de la investigacion anterior es como sigue:

La solubilidad de Insulina humana A22K(N*(eicosanodioil-yGlu-OEG-OEG)), B29R, desB30 se investigd en
cloruro de sodio isotonico (150 uM) como funcién de la concentracion de cinc y albumina. En presencia de
albimina, la Insulina humana A22K(N*(eicosanodioil-yGlu-OEG-OEG)), B29R, desB30 forma un precipitado.
En presencia del minimo de albumina en la cantidad estequiométrica de 7,5 moles de insulinas aciladas a 1
mol de albumina, la insulina acilada es soluble en el intervalo de concentraciones de cinc 0-6 atomos de
cinc/6 insulinas.

En filtracion con gel nativo, en la que la fase movil es Tris 10 mM, NaCl 140 mM, la recuperacion de Insulina humana
A22K(N¥(eicosanodioil-yGlu-OEG-OEG)), B29R, desB30 se investigd para formulaciones con glicerol como agente
isotonico en funcion de la concentracion de cinc y albumina. En ausencia de albumina, la recuperacion de insulina
acilada se reducia, indicando precipitacion de insulina en la fase movil. En presencia de albumina, la recuperacion
de la insulina acilada correspondia al 100%. El tiempo de retencién de la insulina acilada mezclada con albumina se
reducia con la concentracion decreciente de albumina. Para formulaciones sin cantidad alguna de cinc, se midi6 el
complejo albumina-insulina acilada, estando constituido por dos moléculas de albumina oligomerizadas por un
dimero de insulina acilada. Para formulaciones con 1 ion cinc por hexamero de insulina, se midié el complejo
insulina-albumina hasta el tamafio de 2 moléculas de albumina oligomerizadas por un dimero de insulina acilada en
la ratio de 5 moléculas de insulina por molécula de albumina. Para las ratios de 7,5 y 10 moléculas de insulina por
molécula de albumina, se detectaron dos picos, correspondiendo uno de ellos a insulina mondémera y
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correspondiendo el otro al tamafio de varios hexameros de insulina acilada que fijaban varias moléculas de
albumina.

Para formulaciones con 3, 4 y 6 iones cinc por molécula de insulina, se formaban grandes oligoméros
correspondientes al tamafio de varios hexameros de insulina acilada que fijaban varias moléculas de albdmina.

Se llega a la conclusion de que, en la ratio minima de 7,5 moléculas de insulina por molécula de albumina, la
albumina mantiene la insulina acilada soluble, tanto en una formulaciéon con NaCl 150 mM como también en la
filtracién con gel nativo.

Adicionalmente, se muestra que el dimero de insulina acilada forma un complejo con 2 moléculas de albumina. En
presencia de 1 ion Zn por 6 moléculas de insulina y albumina, una fraccion de la insulina acilada en los hexameros
esta fijada a la albumina, y una fraccion de la insulina acilada se encuentra en forma monémera unida a albumina.
En presencia de 3, 4 6 6 iones cinc por 6 moléculas de insulina, no se detecta insulina monémera alguna y se
forman grandes oligémeros hexamero de insulina-albumina.

Ejemplo 4

Se disuelve Insulina humana A22K(N°(eicosanodioil-yGlu-OEG-OEG)), B29R, desB30 en Milli-Q, obteniéndose
muestras conforme a la Tabla 3 que contienen Tris 7 mM de pH 7,4; 1,6% glicerol; fenol 30 mM; 3 Zn por 6
moléculas de insulina; 1 seroalbimina humana por 4 moléculas de insulina; NaCl 150 mM . La solucién de test se
filtra a través de un filtro de 0,2 ym, y la concentracion de insulina resultante en el sobrenadante se midié por HPLC
estandar en fase inversa utilizando Insulina humana como referencia.

La cantidad resultante de insulina soluble se consigna en la Tabla 3.

Tabla 3

Concentracion de insulina antes de la | Cantidad de insulina en solucion después de la filtracion, en
filtracion porcentaje

300 uM 100
600 uM 100
1200 pM 100
1800 pM 100

La conclusién del experimento anterior es que la adicién de albimina en cantidades estequiométricas de 1 molécula
de albumina por 4 moléculas de insulina en NaCl 150 mM da como resultado una molécula de insulina soluble en
concentraciones de 300 yM, 600 yM, 1200 uM y 1800 pM.

Ejemplo 5

Se administraron a cerdos cantidades iguales de Insulina humana A22K(N®(eicosanodioil-yGlu-OEG-OEG)), B29R,
desB30 por administracion subcutanea. La concentracion de insulina en la sangre se midié después de la inyeccion,
y el resultado se muestra en las Figs. 3 y 4. El grafico de Fig. 3 muestra el resultado desde el tiempo 0 a los 1500
minutos después de la inyeccion, y el grafico de Fig. 4 ilustra los primeros 300 minutos después de la inyeccion. En
las figuras, se utilizan las abreviaturas siguientes: "ins" es insulina, "PK" es farmacocinético, y "SEM" es el valor
medio del error estandar. Se investigaron las formulaciones siguientes:

1a): Insulina humana A22K(N*(eicosanodioil-yGlu-OEG-OEG)), B29R, desB30 600 uM, seroalbumina de
cerdo 150 mM, 3 Zn/hexamero de insulina, 1 Zn/seroalbumina de cerdo, glicerol 174 mM, fenol 30 mM, pH
7.4.

1b): Insulina humana A22K(N*(eicosanodioil-yGlu-OEG-OEG)), B29R, desB30 600 uM, seroalbumina de
cerdo 150 mM , 3 Zn/hexamero de insulina , 1 Zn/seroalbumina de cerdo, arginina 30 mM, nicotinamida 120
mM, fenol 30 mM, pH 7,4.

La conclusién del experimento anterior es que la adicion de nicotinamida aumenta adicionalmente la
biodisponibilidad de la insulina acilada.

Ejemplo 6
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Se administraron a cerdos cantidades iguales de Insulina humana A22K(N®(eicosanodioil-yGlu-OEG-OEG)), B29R,
desB30 por administracion subcutanea. La concentracion de insulina en la sangre se midié después de la inyeccion,
y el resultado se muestra en las Figuras 5 y 6. El grafico de la Figura 5 muestra el resultado desde el tiempo 0 a
1500 minutos después de la inyeccion y el grafico de Fig. 6 ilustra los primeros 300 minutos después de la inyeccion.
En las figuras, se utilizan las abreviaturas siguientes: "ins" es insulina, "PK" es farmacocinético, y "SEM" es el valor
medio del error estandar. Se investigaron las formulaciones siguientes:

1a): Insulina humana A22K(N*(eicosanodioil-yGlu-OEG-OEG)), B29R, desB30 600 uM, seroalbumina de
cerdo 150 pM, 3 Zn/hexamero de insulina, 1 Zn/seroalbumina de cerdo, glicerol 174 mM, fenol 30 mM, pH
7,4,

1b): Insulina humana A22K(N®(eicosanodioil-yGlu-OEG-OEG)), B29R, desB30 600 uM, 3 Zn/hexamero de
insulina, 1 Zn/seroalbumina de cerdo, arginina 30 mM, 120 mM nicotinamida, fenol 3 mM, pH 7,4.

La conclusion del experimento anterior es que la adicién de albumina aumenta la biodisponibilidad de la insulina
acilada.

Ejemplo 7

Una solucion de 45 uL de 1) Insulina humana A22K(N°(eicosanodioil-yGlu-OEG-OEG-OEG-OEG)), A18L, B29R,
desB30 600 pM abreviada a A22K(N°(C20-yGlu-OEG-OEG-OEG-OEG)), A18L, B29R, 2) Insulina humana
A22K(N*(octadecanodioil-yGlu-OEG-OEG)), A18L, B29R, desB30 (abreviada a A18L, A22K, insulina humana
NepsC18, yGlu-OEG-OEG), o 3) Insulina humana A22K(N(eps)eicosanodioil-yGlu-OEG-OEG)), desB29-30
abreviada a A22K(N*(C20-yGlu-OEG-OEG)), desB29-30, en formulacion conforme a la Tabla 4 se mezcl6 con 5 pL
de solucién de cloruro de sodio en concentracién conforme a la Tabla 4. 48 horas después, se mezclaron las dos
soluciones y se determiné la cantidad de insulina acilada precipitada después de filtracion. La determinacion de la
concentracion se llevd a cabo por medida de HPLC de insulina en solucion. La cantidad en porcentaje de insulina
acilada soluble en relacién con la cantidad total de insulina acilada presente en la solucién de test tiene que ser
superior a 30% para una concentracion de cloruro de sodio de 150 mM, preferiblemente superior a 50% para cloruro
de sodio 150 M y de modo muy preferible superior a 60% para 150 uM.

Tabla 4

Formulacion: insulina 600 uM, acetato de cinc 300 uM, fosfato 7 |Concentraciéon de NaCl, | % insulina en

mM pH 7,4, fenol 30 mM en mM solucion
A22K(N*(C20-yGIu-OEG, OEG, OEG-OEG)), A18L, B29R 0 100
5
10
25
50 100
75 100
100
125 46
150
175 13
200 13
A18L, A22K, Neps C18-yGlu-OEG-OEG 0 100
5
10 100
25
50 100
75
100 100
125 75
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Formulacion: insulina 600 uM, acetato de cinc 300 uM, fosfato 7 |Concentraciéon de NaCl, | % insulina en

mM pH 7.4, fenol 30 mM en mM solucion
150
175 58
200 50
A22K(N(C20-yGlu-OEG-OEG)), desB29-30 0
5 100
10 100
15 100
20 100
34 15
62 7
100 3
Ejemplo 8

Una solucion de 45 pL de 1) Insulina humana A22K(N°(octadecanodioil-yGlu-OEG-OEG)), A18L, B29R, desB30
humana 630 uM (abreviada a A18L, A22K, insulina humana NepsC18-yGlu-OEG-OEG), o 2) Insulina humana
A22K(N(eps)eicosanodioil-yGlu-OEG-OEG)), desB29-30 abreviada a A22K(N*(C20-yGlu-OEG-OEG)), desB29-30,
en formulacién conforme a la Tabla 5 se mezclé con 5 L de solucién de cloruro de sodio en concentraciéon conforme
a la Tabla 5. 48 horas después, se mezclaron las dos soluciones y se determind la cantidad de insulina acilada
precipitada después de filtracién. La determinacion de la concentracion se llevé a cabo por medida de HPLC de
insulina en solucién. La cantidad en porcentaje de insulina acilada soluble en relacion con la cantidad total de
insulina acilada presente en la solucion de test tiene que ser superior a 30% para una concentracion de cloruro de
sodio de 150 mM, preferiblemente superior a 50% para 150 M cloruro de sodio, y muy preferiblemente superior a
60% para 150 pM.

Tabla 5

Formulacién: insulina 600 uM, fosfato 7 mM pH 7,4, fenol 30 | Concentracion de NaCl en |% Insulina en
mM mM solucion
A18L, A22K, Neps C18-yGlu-OEG-OEG 0 100

5

10 100

25

50 100

75

100 23

125 20

150 20

175 13

200 7
A22K(N(C20-yGlu-OEG-OEG)), desB29-30 0 100

5

10 27

20 27

34 23

50 13
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Formulacién: insulina 600 uM, fosfato 7 mM pH 7,4, fenol 30 | Concentracion de NaCl en | % Insulina en
mM mM solucion

62 3

100 3
Test A

Test para solubilidad de una insulina acilada en presencia de cinc.

Este test se realiza como sigue: Se disuelven 4 mg de la insulina acilada a testar en agua Milli-Q obteniéndose una
concentracion final de 600 uM que contiene acetato de cinc suministrado a una concentracion final de tres iones cinc
por 6 moléculas de insulina y fenol hasta una concentracion final de 30 mM. El valor de pH se ajusta a 7,4 utilizando
NaOH 1 N. Se afiade cloruro de sodio a una concentraciéon final de 150 mM. La solucion de test se mezcla por
rotacion suave y se incuba 1 hora a la temperatura ambiente. La solucion de test se filtra a través de un filtro de 0,2
pm y la concentracion de insulina en el filtrado se mide por HPLC estandar en fase inversa utilizando Insulina
humana como referencia.

Si la concentracion de insulina es inferior a 30% de la concentracion inicial después de centrifugacion, esta insulina
acilada esta entre las abarcadas por la presente invencion, cuando se mezcla con albumina.

Test B
Test para el peso molecular de un oligémero insulina-albumina

Este test se realiza como sigue: Se disuelven 4 mg de la insulina acilada a testar en Milli-Q obteniéndose una
concentracion final de 600 uM que contiene acetato de cinc suministrado a una concentracion final de tres iones cinc
por 6 moléculas de insulina. Se afiade seroalbuina humana a una concentracion final de 150 pyM y fenol a una
concentracion final de 30 mM. El valor del pH se ajusta a 7,4 utilizando NaOH 1 N. La solucién de test se aplica a
una columna de filtracién en gel equilibrada en Tris pH 7,4, NaCl 140 mM, y el peso molecular de los oligémeros en
la solucion de test se mide utilizando los estandares de peso molecular y el método de filtracion en gel descrito por
Jonassen, |., Havelund, S., Ribel, U., Plum, A., Loftager, M., Hoeg-Jensen, T., Vglund, A., y Markussen, J. en:
Pharmaceutical Research, 2006; 23, 1; 49-55.

Las insulinas aciladas que forman agregados de 440 kDa o mayores en la solucion de test descrita estan abarcadas
por la presente invencién, cuando se mezclan con albumina.

Test C
Test para solubilidad de una insulina acilada en ausencia de cinc.

Este test se realiza como sigue: 4 mg de la insulina acilada a testar se disuelven en Milli-Q obteniéndose una
concentracion final de 600 uM que contiene fenol en una concentracion final de 30 mM. El valor del pH se ajusta a
7.4 utilizando NaOH 1 N. Se anade cloruro de sodio a una concentracion final de 150 mM. La solucién de test se
mezcla por rotacion suave y se incuba durante 1 hora a la temperatura ambiente. La solucion de test se filira a
través de un filtro de 0,2 uym y la concentracion de insulina en el filtrado se mide por HPLC estandar en fase inversa
utilizando Insulina humana como referencia. Si la concentracion de insulina es inferior a 50% de la concentracion
inicial después de centrifugacion, esta insulina acilada se encuentra entre las abarcadas por la presente invencion,
cuando se mezcla con albumina.
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REIVINDICACIONES

1. Una formulacién farmacéutica inyectable que contiene una insulina acilada y albumina, caracterizada por
que al menos 99% (peso/peso) de la insulina acilada esta disuelto, en la cual no mas de 1% (peso/peso) de la
insulina esta unido covalentemente a albumina, en la cual la insulina acilada es una insulina acilada por salificacion,
que tiene una solubilidad inferior a 30% determinada en una solucién de NaCl 150 mM, que contiene 3 iones cinc
por 6 moléculas de insulina conforme al test A de esta invencion, y en la cual la ratio molar entre albumina e insulina
acilada esta comprendida en el intervalo de 1:3 a 1:10.

2. La formulacion farmacéutica inyectable conforme a la reivindicacion 1, en la cual la ratio molar entre albumina
e insulina acilada esta comprendida en el intervalo de aproximadamente 1:5.

3. La formulacion farmacéutica inyectable conforme a la reivindicacion 1, en la cual la ratio molar entre albumina
e insulina acilada esta comprendida en el intervalo de aproximadamente 1:7.

4. La formulacion farmacéutica inyectable conforme a una cualquiera de las reivindicaciones 1-3, en la cual al
menos 99,9% (peso/peso) de la insulina acilada esta disuelto.

5. La formulacion farmacéutica inyectable conforme a una cualquiera de las reivindicaciones 1-3, en la cual la
totalidad de la insulina acilada esta disuelto.

6. La formulacién farmacéutica inyectable conforme a una cualquiera de las reivindicaciones 1-5, en la cual no
mas de 0,1% (peso/peso) de la insulina acilada esta unido covalentemente a albumina.

7. La formulacién farmacéutica inyectable conforme a una cualquiera de las reivindicaciones 1-5, en la cual no
esta unida covalentemente cantidad alguna de insulina a albdmina.

8. La formulacion farmacéutica inyectable conforme a una cualquiera de las reivindicaciones anteriores que
contiene una insulina acilada y albumina, en la cual la totalidad de la insulina acilada esta disuelto y en la cual no
existe union covalente alguna entre la insulina acilada y la albumina, para uso por inyeccion.

9. Una formulacién farmacéutica inyectable que contiene una insulina acilada y albumina, caracterizada por
que al menos 99% (peso/peso) de la insulina acilada esta disuelto, en la cual no mas de 1% (peso/peso) de la
insulina esta unido covalentemente a albumina, en la cual la insulina acilada es una insulina acilada por salificacién
que forma un oligdbmero insulina-albimina con un peso molecular superior a 440.000, como se define
especificamente en el Test B de esta memoria, y en la cual la ratio molar entre albumina e insulina acilada esta
comprendida en el intervalo de 1:3 a 1:10.
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