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DESCRIPCION
Insulinas prolongadas con péptidos
Campo de esta invencion
La presente invencion se refiere a insulinas a las que se conecta un oligémero de aminoacidos.
Antecedentes de la invencion

Muchos péptidos y proteinas son atractivos como candidatos para farmacos, debido a sus altas bioactividades y
selectividades de receptor. Los farmacos peptidicos y proteicos se administran generalmente por medio de inyeccio-
nes y esto puede conducir a una baja aceptacion del paciente. Por ello, existe una necesidad de vias de administra-
cion alternativas. La administracion a través de las vias pulmonares u orales es posible, pero por lo general es com-
plicada por una baja biodisponibilidad debido a una actividad proteolitica elevada en los érganos pertinentes, y debi-
do a una mala absorcion a través del tejido relevante. Ademas, en el cuerpo humano, los farmacos peptidicos y
proteicos se eliminan con frecuencia rapidamente de la circulacion mediante una actividad proteolitica o por elimina-
cion a través de la via renal o hepatica. Por lo tanto, generalmente se desea o es necesario manipular el farmaco
mediante formulacién o derivatizacion, con el fin de lograr una semivida adecuada in vivo.

El documento de solicitud de patente DD 257 197 se refiere a complejos no covalentes de insulina con poliglicina.

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

Un aspecto de esta invencion es mejorar la absorcion de las insulinas través de los tejidos humanos.

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

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

Otro aspecto de esta invencion es encontrar insulinas que tengan una estabilidad quimica satisfactoria.
Otro aspecto de esta invencion es encontrar insulinas que tengan una estabilidad proteolitica satisfactoria.
Otro aspecto de esta invencion es encontrar insulinas que tengan una solubilidad satisfactoria.
Definiciones

En este documento, el término "insulina" incluye una insulina de cualquier especie, tal como insulina porcina, insulina
bovina e insulina humana y complejos de las mismas, tales como complejos de zinc que incluyen dimeros y oligéme-
ros, por ejemplo, hexameros de las mismas. Ademas, el término "insulina" en este documento incluye los denomina-
dos "analogos de insulina". Un analogo de insulina es una molécula de insulina que tiene una o varias mutaciones,
sustituciones, deleciones y/o adiciones en las cadenas de aminoacidos A y/o B con respecto a la molécula de insuli-
na humana natural. Mas especificamente, uno o varios de los residuos de aminoacidos se pueden haber intercam-
biado con otro residuo de aminoacido y/o uno o varios residuos de aminoacidos se pueden haber delecionado y/o
uno o dos residuos de aminoacidos se pueden haber afiadido, con la condicidon de que dicho analogo de insulina
tenga una actividad suficiente de insulina. Los analogos de insulina son preferiblemente aquellos en los que uno o
varios de los residuos de aminoacidos de origen natural, preferiblemente uno, dos o tres de ellos, han sido sustitui-
dos por otro residuo de aminoacido codificable. Por lo tanto, la posicién 28 de la cadena B se puede modificar desde
el residuo Pro natural a una entre Asp, Lys o lle. En otra realizacion, la Lys en la posicion B29 se modifica a Pro;
también, la Asn en la posicién A21 se puede modificar a Ala, GIn, Glu, Gly, His, lle, Leu, Met, Ser, Thr, Trp, Tyr o
Val, en particular a Gly, Ala, Ser o Thry, preferiblemente, a Gly. Ademas, la Asn en la posicion B3 se puede modifi-
car a Lys. Otros ejemplos de analogos de insulina son la insulina humana desB30 y la insulina humana desB1.
Ejemplos de analogos de insulina se describen en los siguientes documentos de patentes y equivalentes de las
mismas: US 5.618.913, EP 254.516, EP 280.534, US 5.750.497 y US 6.011.007. Ejemplos de analogos de insulina
especificos son la insulina aspart (es decir, insulina humana Assza) y la insulina lispro (es decir, insulina humana
Lys®?® Pro®%). En un aspecto de esta invencion, la expresion analogos de insulina no incluye moléculas de insulina
que tienen adiciones de la cadena A y/o B, lo que indica que la cadena A consiste en no mas de 21 residuos de
aminoacidos y la cadena B consiste en no mas de 30 residuos de aminoacidos. En otro aspecto de esta invencion, la
expresion analogos de insulina no incluye moléculas de insulina en las que mas de 6 residuos de aminoacidos, pre-
feriblemente no mas de 4 residuos de aminoacidos e incluso mas preferido, preferiblemente no mas de 2 residuos
de aminodacidos, se han intercambiado, en comparacion con la insulina humana. En otro aspecto de esta invencion,
la expresion analogos de insulina no incluye moléculas de insulina en las que mas de 2 residuos de aminoacidos,
preferiblemente no mas de 1 residuo de aminoacidos, se delecionan o se han delecionado, en comparacion con la
insulina humana.

En este documento, la expresion "un residuo de insulina" incluye la insulina, tal y como se ha definido anteriormente,
a partir de la cual se ha eliminado un atomo de hidrégeno de un grupo amino y/o un grupo hidroxi se ha eliminado de

2



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2 558 987 T3

un grupo carboxi.

En este documento, se han utilizado para los aminoacidos los codigos de 1 o 3 letras conocidos, empleados gene-
ralmente.

La expresion "residuo de aminoacido" incluye un aminoacido a partir del cual se ha eliminado un atomo de hidrégeno
del grupo amino y/o se ha eliminado un grupo hidroxi del grupo carboxi. En este documento, los aminoacidos son,
preferiblemente, aminoacidos (alfa) codificables.

El término "oligébmero™ en este documento incluye unidades de repeticion de monémeros (residuos de aminoacidos).
El nimero de mondmeros en los oligémeros puede ser de hasta 800.

La expresion "oligdmero de aminoacidos" en el presente documento incluye una cadena de aminoacidos, preferible-
mente aminoacidos (alfa) codificables, de secuencia bastante uniforme. Ejemplos de tales oligdmeros de aminoaci-
dos son homo-oligémeros, por ejemplo, de glicina, o unidades de repeticion de dipéptidos o tripéptidos.

La expresion "residuo de oligdmero de aminoacidos" en el presente documento incluye un oligémero de aminoacidos
a partir del cual se ha eliminado un atomo de hidrégeno del grupo amino y/o se ha eliminado un grupo hidroxi del
grupo carboxi, es decir, un monémero del oligémero.

La expresion "aminoacido codificable" en el presente documento incluye un aminoacido que puede estar codificado
por un triplete ("codon") de nucleodtidos.

In vivo, la insulina humana se sintetiza como un precursor monocatenario denominado proinsulina (prepro-insulina)
que consiste en un prepéptido que tiene 24 aminoacidos seguido de proinsulina que contiene 86 aminoacidos con la
siguiente configuracion: prepéptido-B-Arg-Arg-C-Lys-Arg-A, en donde A y B son las cadenas A y B de la insulina,
respectivamente, C es el llamado péptido de conexion que tiene 31 aminoacidos y en donde estan los 3 puentes
disulfuro entre los residuos de Cys. En esta memoria, el término insulina de cadena sencilla incluye la molécula
prepéptido-B-Arg-Arg-C-Lys-Arg-A, en donde las cadenas A y B se corresponden a las cadenas A y B, respectiva-
mente, del analogo de insulina en cuestion. En este documento, dicho péptido de conexién también se puede deno-
minar el péptido C.

El término "tratamiento” tal y como se emplea en la presente memoria, significa la prevencion, el control y el cuidado
de un paciente con el fin de combatir una enfermedad, un trastorno o una afeccion. El término se entiende que inclu-
ye la prevencion de la enfermedad, el retraso de la progresion de la enfermedad, el trastorno o la afeccion, el alivio o
la asistencia de los sintomas y complicaciones, y/o la cura o la eliminacion de la enfermedad, el trastorno o la afec-
cion. El paciente que se va a tratar es preferiblemente un mamifero, en particular un ser humano.

El término "hidrofobicidad" en el presente documento se utiliza como hidrofobicidad en relacién con la insulina
humana y se mide mediante HPLC tal y como se describe para el "ensayo V".

Compendio de la invencion

Esta invencion describe insulinas a las que se fija uno o varios oligdmeros de aminoacidos y, en esta memoria, tales
productos se denominan insulinas prolongadas. De este modo, se modulan las propiedades biofisicas de la insulina
prolongada, tales como polaridad, solubilidad y tamafio. Las propiedades biofisicas de la insulina prolongada se
pueden perfeccionar mediante la variaciéon del tipo de aminoacido en el oligémero fijado, asi como la longitud del
oligémero. Estas propiedades biofisicas alteradas de las insulinas prolongadas de la invencion dan como resultado
un perfil de accion prolongado, después de la administracion al paciente y productos que son adecuados para la
administracion oral o pulmonar.

Descripcion de las realizaciones preferidas

Se ha encontrado inesperadamente, que las largas prolongaciones con oligdmeros de aminoacidos de los extremos
C-terminales de las cadenas A o B de insulinas (y el extremo N-terminal de la cadena B) - insulinas prolongadas de
este invencion - tienen propiedades interesantes: a) tienen afinidades hacia el receptor de la insulina que estan con-
servadas en gran medida y b) muestran perfiles de accién prolongada después de la administracion in vivo.

Formalmente, las insulinas prolongadas de esta invencion se construyen a partir de una insulina tal y como se ha
definido anteriormente y uno o varios oligdmeros de aminoacidos. En las insulinas prolongadas de esta invencion, un
extremo del oligdmero de aminoacidos esta fijado al residuo de insulina a través de un enlace peptidico, pero el otro
extremo de dicho oligémero de aminoacidos no esta fijado al residuo de insulina.

El oligbmero de aminoacidos, por ejemplo, puede estar fijado al residuo de insulina por métodos recombinantes.
Tales métodos son conocidos de por si y, por ejemplo, se describen a continuacion.

Las insulinas prolongadas de la invencion, por ejemplo, se pueden producir mediante la expresiéon de una secuencia
de ADN que codifica la insulina prolongada de la invencion en cuestion, en una célula hospedadora adecuada me-
diante una técnica bien conocida tal y como se describe, por ejemplo, en el documento de patente de EE.UU. n°
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6500645. La insulina prolongada de la invencion o bien se expresa directamente como una sola cadena de insulina
que comprende un péptido C o un enlace peptidico que conecta el extremo C-terminal de la cadena B con el extre-
mo N-terminal de la cadena A, o como una molécula precursora que comprende también una sola cadena de insuli-
na pero que también contiene una prolongacion del precursor N-terminal en la cadena B. Esta prolongacion del pre-
cursor N-terminal puede tener la funcidon de aumentar el rendimiento del producto expresado directamente y puede
tener una longitud de hasta 15 residuos de aminoacidos. La prolongacién del precursor N-terminal se va a escindir in
vitro después del aislamiento a partir del caldo de cultivo y, por lo tanto, tendra un sitio de escisién (Lys o Arg)
proximo al extremo N-terminal de la cadena B. Las prolongaciones del precursor N-terminal del tipo adecuado en la
presente invencion se describen en el documento de Patente de EE.UU. n° 5.395.922 y en el documento de Patente
Europea n°® 765.395A. Un ejemplo de una prolongacion del precursor de este tipo es EEAEAEAPK. Esta prolonga-
cion del precursor se separa por escision del precursor de insulina de cadena sencilla por protedlisis, por ejemplo,
con tripsina o proteasas de tipo tripsina. Esta escision también separa por escision el péptido C (o, si no hay péptido
C, se escinde el enlace entre el extremo N-terminal de la cadena A (por ejemplo, A1) y el extremo C-terminal de la
cadena B (por ejemplo, B30)) y por lo tanto convierte el precursor de insulina de cadena sencilla en moléculas de
insulina maduras de dos cadenas. Las insulinas prolongadas de la invencién no contienen tales prolongaciones del
precursor y las insulinas prolongadas de la invencion son todas moléculas de insulina maduras de dos cadenas.

La secuencia de polinucleétidos que codifica el polipéptido de insulina prolongado respectivo, se puede preparar
sintéticamente por métodos convencionales establecidos, por ejemplo, el método de fosforamidita descrito por Be-
aucage et al. (1981) Tetrahedron Letters 22:1859-1869, o el método descrito por Matthes et al. (1984) EMBO Journal
3:801-805. De acuerdo con el método de la fosforamidita, los oligonucleétidos se sintetizan, por ejemplo, en un sinte-
tizador automatico de ADN, se purifican, se duplican y se ligan para formar la estructura artificial de ADN sintético.
Una forma actualmente preferida para preparar la estructura artificial de ADN es mediante la reaccion en cadena de
la polimerasa (PCR).

Las secuencias de polinucleétidos también pueden ser de origen genémico mixto, ADNc y sintético. Por ejemplo,
una secuencia gendmica o de ADNc que codifica un péptido lider, se puede unir a una secuencia genémica o de
ADNCc que codifica las cadenas A y B, después de lo cual la secuencia de ADN se puede modificar en un sitio inser-
tando oligonucledtidos sintéticos que codifican la secuencia de aminoacidos deseada, para una recombinacion
homodloga de acuerdo con procedimientos bien conocidos o preferiblemente generando la secuencia deseada por
PCR usando oligonucleétidos adecuados.

El vector recombinante capaz de replicarse en el microorganismo o la célula hospedadora seleccionada y que es
portador de una secuencia de polinucleétidos que codifica el polipéptido de insulina prolongada en cuestion, puede
ser un vector de replicaciéon auténoma, es decir, un vector que esta en forma de una entidad extracromosémica,
cuya replicacion es independiente de la replicacion cromosémica, por ejemplo, un plasmido, un elemento extracro-
mosémico, un mini-cromosoma o un cromosoma artificial. El vector puede contener cualquier medio para asegurar la
autorreplicacion. Alternativamente, el vector puede ser uno que, cuando se introduce en la célula hospedadora, se
integra en el genoma y se replica junto con el(los) cromosoma(s) en el que se ha integrado. Ademas, se puede em-
plear un Unico vector o plasmido o dos o mas vectores o plasmidos que contienen juntos el ADN total que se va a
introducir en el genoma de la célula hospedadora, o un transposoén. El vector puede ser un plasmido lineal o circular
cerrado y contendra preferiblemente un(os) elemento(s) que permite la integracion estable del vector en el genoma
de la célula hospedadora o la replicacién autonoma del vector en la célula, independientemente del genoma.

En una realizacion, el vector de expresion recombinante es capaz de replicarse en levadura. Ejemplos de secuen-
cias que permiten que el vector se replique en la levadura son los genes de replicacion del plasmido de levadura de
2 ym, REP 1-3y el origen de replicacion.

Los vectores pueden contener uno o varios marcadores seleccionables que permiten una seleccién sencilla de las
células transformadas. Un marcador seleccionable es un gen cuyo producto proporciona resistencia biocida o virica,
resistencia a metales pesados, prototrofia a auxétrofos y similares. Ejemplos de marcadores bacterianos seleccio-
nables son los genes dal de Bacillus subtilis o Bacillus licheniformis, o marcadores que confieren resistencia a anti-
bidticos tales como la resistencia a ampicilina, kanamicina, cloranfenicol o tetraciclina. Los marcadores selecciona-
bles para uso en una célula hospedadora fuingica filamentosa incluyen amdS (acetamidasa), argB (ornitina carba-
moiltransferasa), pyrG (orotidina-5'-fosfato descarboxilasa) y trpC (antranilato sintasa). Los marcadores adecuados
para células hospedadoras de levadura son ADE2, HIS3, LEU2, LYS2, MET3, TRP1 y URA3. Un marcador selec-
cionable muy adecuado para la levadura es el gen TPI de Schizosaccharomyces pompe (Russell (1985) Gene
40:125-130).

En el vector, la secuencia de polinucleétidos esta conectada funcionalmente a una secuencia de promotor adecua-
do. El promotor puede ser cualquier secuencia de acido nucleico que muestre actividad transcripcional en la célula
hospedadora de eleccion, incluyendo promotores mutantes, truncados e hibridos, y se puede obtener a partir de
genes que codifican polipéptidos extracelulares o intracelulares, tanto homdélogos como heterdlogos, para la célula
hospedadora.

Ejemplos de promotores adecuados para dirigir la transcripcion en una célula hospedadora bacteriana son los pro-
motores obtenidos a partir del operdn lac de E. coli, el gen de la agarasa (dagA) de Streptomyces coelicolor, €l gen
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de la levansucrasa (sacB) de Bacillus subtilis, el gen de la alfa-amilasa (amyL) de Bacillus licheniformis, el gen de la
amilasa maltogénica (amyM) de Bacillus stearothermophilus, el gen de la alfa-amilasa (amyQ) de Bacillus amyloli-
quefaciens y el gen de la penicilinasa (penP) de Bacillus licheniformis. Ejemplos de promotores adecuados para
dirigir la transcripcion en una célula hospedadora fungica filamentosa son los promotores obtenidos a partir de los
genes para la TAKA amilasa de Aspergillus oryzae, la proteinasa aspartica de Rhizomucor miehei, la alfa-amilasa
neutra de Aspergillus niger y la alfa-amilasa estable al acido de Aspergillus niger. En un hospedador de levadura, los
promotores utiles son los promotores de Saccharomyces cerevisiae Ma1, TPI, ADH o PGK.

La estructura artificial de polinucleétidos también estara normalmente conectada funcionalmente a un terminador
adecuado. En la levadura, un terminador adecuado es el terminador TPI (Alber et al. (1982) J. Mol. Appl. Genet.
1:419-434).

Los procedimientos empleados para ligar las secuencias de polinucleétidos individuales contenidas en el vector de
expresion, tales como ADN que codifica el polipéptido de insulina deseado, el promotor y el terminador, respectiva-
mente, y para insertarlos en un vector adecuado que contiene la informacidon necesaria para la replicacién en el
hospedador seleccionado, son bien conocidos por las personas expertas en la técnica. Se entendera que el vector
se puede construir o bien preparando primero una estructura artificial de ADN que contiene la secuencia de ADN
completa que codifica las insulinas de cadena sencilla de la invencion, e insertando posteriormente este fragmento
en un vector de expresion adecuado, o insertando secuencialmente fragmentos de ADN que contienen informacion
genética para los elementos individuales (tales como la sefial, el propéptido, el péptido de conexion, las cadenas Ay
B) seguido de ligacion.

El vector que comprende una secuencia de polinucleétidos de este tipo se introduce en la célula hospedadora de
modo que el vector se conserva como un integrante cromosémico o como un vector extracromosémico autorrepli-
cante, tal y como se ha descrito anteriormente. La expresion "célula hospedadora" comprende cualquier progenie de
una célula progenitora que no es idéntica a la célula progenitora debido a mutaciones que tienen lugar durante la
replicacion. La célula hospedadora puede ser un microorganismo unicelular, por ejemplo, un microorganismo proca-
riota o no unicelular, por ejemplo, un eucariota. Las células unicelulares Utiles son células bacterianas tales como
bacterias gram positivas que incluyen, pero no se limitan a, una célula de Bacillus, una célula de Streptomyces o
bacterias gram negativas tales como E. coliy Pseudomonas sp. Las células eucariotas pueden ser células de mami-
fero, insecto, planta u hongo. En una realizacion preferida, la célula hospedadora es una célula de levadura. El orga-
nismo de levadura empleado en el procedimiento de la invencidon puede ser cualquier organismo de levadura ade-
cuado que, en cultivo, produce grandes cantidades de insulina de cadena sencilla de la invencion. Ejemplos de or-
ganismos de levadura adecuados son cepas seleccionadas a partir de las especies de levadura Saccharomyces
cerevisiae, Saccharomyces kluyveri, Schizosaccharomyces pombe, Sacchoromyces uvarum, Kluyveromyces lactis,
Hansenula polymorpha, Pichia pastoris, Pichia methanolica, Pichia kluyveri, Yarrowia lipolytica, Candida sp., Candi-
da utilis, Candida cacaoi, Geotrichum sp. y Geotrichum fermentans.

La transformacion de las células de levadura se puede efectuar, por ejemplo, mediante la formacion de protoplastos
seguida de transformacion de una manera conocida de por si. El medio usado para cultivar las células puede ser
cualquier medio convencional adecuado para el crecimiento de organismos de levadura. El polipéptido de insulina
secretado, en donde una proporcion significativa del mismo estara presente en el medio en una forma procesada
correctamente, se puede recuperar del medio por procedimientos convencionales, incluyendo la separacion de las
células de levadura del medio mediante centrifugacion, filtracién o capturando el precursor de insulina con una ma-
triz de intercambio idnico o con una matriz de absorcién de fase inversa, precipitando los componentes proteinicos
del material sobrenadante o el filtrado por medio de una sal, por ejemplo, sulfato de amonio, seguido de purificacion
a través de una variedad de procedimientos cromatograficos, por ejemplo, cromatografia de intercambio idnico,
cromatografia de afinidad o similares.

En una realizacion, la semivida in vivo de ciertas insulinas prolongadas de esta invencion se mejora, volviéndolas
adecuadas para una administracién una vez por semana.

En una realizacion, la semivida in vivo de ciertas insulinas prolongadas de esta invencion se mejora, volviéndolas
adecuadas para una administracién dos veces al dia.

En una realizacion, la semivida in vivo de ciertas insulinas prolongadas de esta invencion se mejora, volviéndolas
adecuadas para una administracién una vez al dia.

En una realizacion, la semivida in vivo de ciertas insulinas prolongadas de esta invencion se mejora, volviéndolas
adecuadas para una administracién dos veces al dia.

En una realizacion, la semivida in vivo de ciertas insulinas prolongadas de esta invencion se mejora, volviéndolas
adecuadas para una administracion tres veces al dia.

En otra realizacion, la hidrofobicidad de las insulinas prolongadas de la invencién es <25.

En otra realizacion, la hidrofobicidad de las insulinas prolongadas de la invencioén es <20.
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En otra realizacion, la hidrofobicidad de las insulinas prolongadas de la invencién es <15.
En otra realizacion, la hidrofobicidad de las insulinas prolongadas de la invencién es <10.
En otra realizacion, la hidrofobicidad de las insulinas prolongadas de la invencion es <5.
En otra realizacion, la hidrofobicidad de las insulinas prolongadas de la invencion es <1.
En otra realizacion, la hidrofobicidad de las insulinas prolongadas de la invencioén es <0,5.
En otra realizacion, la hidrofobicidad de las insulinas prolongadas de la invencioén es <0,1.
En otra realizacion, la hidrofobicidad de las insulinas prolongadas de la invencién es <0,05.
En otra realizacion, la hidrofobicidad de las insulinas prolongadas de la invencién es <0,01.
Administraciéon farmacéutica

El compuesto de esta invencion, es decir, la insulina prolongada, se puede administrar, por ejemplo, por via sub-
cutanea, oral o pulmonar.

Para la administracion subcutanea, una insulina prolongada de esta invencion se formula de forma analoga a la
formulacion de insulinas conocidas. Ademas, para la administracion subcutanea, una insulina prolongada de esta
invencion se administra de forma analoga a la administracion de insulinas conocidas y, en general, los médicos
estan familiarizados con este procedimiento.

Para la administracion oral, una insulina prolongada de esta invencion se formula de forma analoga a la formulacion
de otros medicamentos que se van a administrar por via oral. Ademas, para la administraciéon oral, una insulina pro-
longada de esta invencion se administra de forma analoga a la administracion de medicamentos orales conocidos y,
principalmente, los médicos estan familiarizados con dicho procedimiento.

Para los productos pulmonares, se proporcionan los siguientes detalles:

La insulina prolongada de esta invencion se puede administrar por inhalacion en forma de dosis eficaz para
aumentar los niveles de insulina circulante y/o para reducir los niveles de glucosa circulante. Tal administra-
cion puede ser eficaz para el tratamiento de trastornos como la diabetes o la hiperglucemia. Alcanzar dosis
eficaces de insulina requiere la administracion de una dosis inhalada de mas de aproximadamente 0,5 pg/kg
a aproximadamente 50 ug/kg de una insulina prolongada de esta invencion. Una cantidad terapéuticamente
eficaz puede estar determinada por un médico con conocimientos, que tendra en cuenta factores que inclu-
yen el nivel de insulina, los niveles de glucosa en sangre, la condicion fisica del paciente, el estado pulmonar
del paciente o similares.

De acuerdo con la invencion, una insulina prolongada de esta invencién se puede administrar por inhalacion para
lograr una absorcion de la misma. La administracion por inhalacion puede dar lugar a una farmacocinética compara-
ble a la administracion subcutanea de insulina. La inhalacién de una insulina prolongada de esta invencion conduce
a un aumento del nivel de insulina circulante, seguido por una caida de los niveles de glucosa en la sangre. Diferen-
tes dispositivos de inhalaciéon proporcionan normalmente una farmacocinética similar a cuando se comparan tama-
fios de particulas similares y niveles similares de deposicion pulmonar.

De acuerdo con la invencion, una insulina prolongada de esta invencion se puede administrar a través de cualquiera
entre una variedad de dispositivos de inhalacion conocidos en la técnica para la administracion de un agente terap-
éutico por inhalacion. Estos dispositivos incluyen inhaladores dosificadores, nebulizadores, generadores de polvo
seco, pulverizadores y similares. Preferiblemente, una insulina prolongada de esta invenciéon se administra con un
inhalador de polvo seco o un pulverizador. Existen diversas caracteristicas deseables de un dispositivo de inhalacién
para la administracion de una insulina prolongada de esta invencion. Por ejemplo, la administracion con el dispositi-
vo de inhalaciéon es muy fiable, reproducible y precisa. El dispositivo de inhalacién deberia suministrar particulas
pequenias, por ejemplo, de menos de aproximadamente 10 ym, por ejemplo, de aproximadamente 1-5 ym, para una
buena capacidad respiratoria. Algunos ejemplos especificos de dispositivos de inhalacion dlsponlbles en el mercado
adecuados para la puesta en practica de esta invencién son Turbohaler® (Astra), Rotahaler (Glaxo), Diskus®

(Glaxo), |nhalador Spiros® (Dura), dispositivos comerC|aI|zados por Inhale Therapeutics, AERX® (Aradigm), el nebuli-
zador Ultravent® (Mallinckrodt), el nebullzador Acorn 11° (Marquest Medical Products), el inhalador dosificador Vento-
lin® (Glaxo), el inhalador de polvos Spinhaler® (Fisons) o similares.

Como reconoceran los expertos en la técnica, la formulacion de una insulina prolongada de esta invencion, la canti-
dad de formulacién suministrada y la duracién de la administracion de una sola dosis, dependen del tipo de dispositi-
vo de inhalacién empleado. Para algunos sistemas de administracion en aerosoles, tales como nebulizadores, la
frecuencia de la administracion y la duracion del tiempo durante el cual se activa el sistema, dependeran principal-
mente de la concentracion de una insulina prolongada de esta invencion en el aerosol. Por ejemplo, periodos de
administracion mas cortos se pueden usar con concentraciones mas altas de una insulina prolongada de esta inven-

6



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2 558 987 T3

cion en la solucién del nebulizador. Dispositivos tales como los inhaladores dosificadores pueden producir concen-
traciones de aerosol mas elevadas, y pueden actuar durante periodos mas cortos para administrar la cantidad de-
seada de una insulina prolongada de esta invencion. Dispositivos tales como inhaladores de polvos, administran el
agente activo hasta que una carga dada de agente es expulsada del dispositivo. En este tipo de inhalador, la canti-
dad de una insulina prolongada de esta invencion en una cantidad dada de polvo, determina la dosis administrada
en una sola administracion.

El tamano de particula de una insulina prolongada de esta invencion en la formulacion suministrada por el dispositivo
de inhalacién, es decisivo con respecto a la capacidad de la insulina para llegar a los pulmones, y preferentemente a
las vias respiratorias inferiores o alveolos. Preferiblemente, la insulina prolongada de esta invencion se formula de
manera que al menos aproximadamente 10% de la insulina de esta invencion administrada se deposite en el
pulmén, preferiblemente aproximadamente 10 a aproximadamente 20% o mas. Se sabe que la eficacia maxima del
depdsito pulmonar para los seres humanos con respiracion por la boca se obtiene con tamafios de particula de
aproximadamente 2 um a aproximadamente 3 uym. Cuando los tamafios de particula son superiores a aproximada-
mente 5 ym, el depdsito pulmonar disminuye sustancialmente. Los tamarfios de particula inferiores a aproximada-
mente 1 ym causan una disminucion del deposito pulmonar, y se vuelve dificil administrar particulas con masa sufi-
ciente para que sean terapéuticamente eficaces. Por lo tanto, las particulas de una insulina prolongada de esta in-
vencion administradas por inhalacién tienen un tamafio de particula preferiblemente inferior a aproximadamente 10
pum, mas preferiblemente en el intervalo de aproximadamente 1 um a aproximadamente 5 um. La formulacién de una
insulina prolongada de esta invencion se selecciona para obtener el tamafio de particula deseado en el dispositivo
de inhalacion elegido.

Ventajosamente para la administracion como polvo seco, los compuestos de esta invencion se preparan en forma de
particulas con un tamario de particula de menos de aproximadamente 10 um, preferiblemente de aproximadamente
1 ym a aproximadamente 5 ym. El tamafo de particula preferido es eficaz para la administracién en los alvéolos de
los pulmones del paciente. Preferiblemente, el polvo seco esta compuesto en gran parte de particulas producidas de
modo que una mayoria de las particulas tengan un tamafio en el intervalo deseado. Ventajosamente, al menos
aproximadamente 50% del polvo seco esta formado a base de particulas que tienen un diametro menor de aproxi-
madamente 10 uym. Tales formulaciones se pueden conseguir por secado con pulverizacién, molienda o condensa-
cion del punto critico de una soluciéon que contiene una insulina prolongada de esta invencion y otros ingredientes
deseados. Otros métodos también adecuados para generar particulas utiles en la presente invencion, son conocidos
en la técnica.

Las particulas normalmente se separan de una formulacion de polvo seco en un recipiente y después se transportan
al pulmén de un paciente a través de una corriente de aire portador. Tipicamente, en los inhaladores de polvo seco
actuales, la fuerza para separar el sélido es suministrada exclusivamente por la inhalacién del paciente. Un inhalador
de polvo seco adecuado es el Turbohaler® fabricado por Astra (Sedertalje, Suecia). En otro tipo de inhalador, el flujo
de aire generado por la inhalacién del paciente activa un motor impulsor que desaglomera las particulas de analogo
de insulina monomérica. El inhalador Dura Spiros® es un dispositivo de este tipo.

Las formulaciones de una insulina prolongada de esta invencion para la administracion desde un inhalador de polvo
seco incluyen tipicamente un polvo seco finamente dividido que contiene una insulina prolongada de esta invencion,
pero el polvo también pueden incluir un agente de carga, un vehiculo, un excipiente, otro aditivo o similares. Los
aditivos pueden incluirse en una formulacion de polvo seco de una insulina prolongada de esta invencion, por ejem-
plo, para diluir el polvo seguin sea necesario para la administracion desde el inhalador de polvo particular, para facili-
tar el procesamiento de la formulacion, para proporcionar propiedades ventajosas del polvo a la formulacién, para
facilitar la dispersion del polvo desde el dispositivo de inhalacion, para estabilizar la formulacion (por ejemplo, anti-
oxidantes o tampones), para proporcionar sabor a la formulaciéon o similares. Ventajosamente, el aditivo no afecta
negativamente a las vias respiratorias del paciente. La insulina de esta invencion se puede mezclar con un aditivo a
nivel molecular o la formulacion sélida puede incluir particulas de una insulina prolongada de esta invenciéon, mez-
cladas o recubiertas sobre las particulas del aditivo. Los aditivos tipicos incluyen monosacaridos, disacaridos y poli-
sacaridos; alcoholes de azucar y otros polioles, tales como, por ejemplo, lactosa, glucosa, rafinosa, melecitosa, lacti-
tol, maltitol, trehalosa, sacarosa, manitol, almidéon o combinaciones de los mismos; tensioactivos, tales como sorbito-
les, difosfatidilcolina o lecitina; o similares. Tipicamente un aditivo, tal como un agente de carga, esta presente en
una cantidad eficaz para un fin descrito anteriormente, con frecuencia en aproximadamente 50% a aproximadamen-
te 90% en peso de la formulacién. Agentes adicionales conocidos en la técnica para la formulaciéon de una proteina,
tal como una proteina de analogo de insulina, también se pueden incluir en la formulacion.

Un pulverizador que incluye una insulina prolongada de esta invencion se puede producir impulsando una suspen-
sion o solucidn de una insulina prolongada de esta invencion a través de una boquilla a baja presion. El tamario de la
boquilla y la configuracion, la presion aplicada y la tasa de alimentacion de liquido se pueden seleccionar para lograr
la salida y el tamafio de particula deseados. Un electropulverizador se puede producir, por ejemplo, con un campo
eléctrico en conexion con una alimentacion capilar o por boquilla. Ventajosamente, las particulas de una insulina
prolongada de esta invencién administradas con un pulverizador tienen un tamafio de particula inferior a aproxima-
damente 10 um, preferiblemente en el intervalo de aproximadamente 1 ym a aproximadamente 5 pym.

Las formulaciones de una insulina prolongada de esta invencion adecuadas para uso con un pulverizador, incluyen
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normalmente una insulina prolongada de esta invencién en una solucién acuosa a una concentracion de aproxima-
damente 1 mg hasta aproximadamente 20 mg de una insulina prolongada de esta invencién, por ml de solucion. La
formulacion puede incluir agentes tales como un excipiente, un tampoén, un agente de isotonicidad, un conservante,
un tensioactivo y, preferiblemente, zinc. La formulacion también puede incluir un excipiente o un agente para la es-
tabilizacion de la insulina de esta invencion, tal como un tampdn, un agente reductor, una proteina a granel o un
hidrato de carbono. Las proteinas a granel utiles en la formulacion de las insulinas de esta invencion incluyen albu-
mina, protamina o similares. Los hidratos de carbono tipicos utiles en la formulacién de las insulinas de esta inven-
cion incluyen sacarosa, manitol, lactosa, trehalosa, glucosa o similares. La insulina de esta formulacion de la inven-
cion también puede incluir un agente tensioactivo, que puede reducir o evitar la agregacion inducida por la superfi-
cie, de la insulina de esta invencién, causada por atomizacion de la solucién en la formacién de un aerosol. Se pue-
den emplear diversos tensioactivos convencionales, tales como ésteres de acidos grasos de polioxietileno y alco-
holes, y ésteres de acidos grasos de sorbitol polioxietileno. Las cantidades generalmente variaran entre aproxima-
damente 0,001 y aproximadamente 4% en peso de la formulacion. Los tensioactivos especialmente preferidos para
los fines de esta invencién son monooleato de sorbitan polioxietileno, polisorbato 80, polisorbato 20 o similares.
Agentes adicionales conocidos en la técnica para la formulacién de una proteina tal como una proteina del analogo
de insulina, también se pueden incluir en la formulacién.

Una insulina prolongada de esta invencién se puede administrar mediante un nebulizador, tal como un nebulizador
de chorro o un nebulizador ultrasénico. Normalmente, en un nebulizador de chorro se utiliza una fuente de aire com-
primido para crear un chorro de aire a alta velocidad a través de un orificio. A medida que el gas se expande mas
alla de la boquilla, se crea una region de baja presion que atrae una solucidon de una insulina prolongada de esta
invencion a través de un tubo capilar conectado a un depdsito de liquido. La corriente de liquido desde el tubo capi-
lar se cizalla en filamentos inestables y gotitas a medida que sale del tubo, creando el aerosol. Se puede emplear
una gama de configuraciones, velocidades de flujo y tipos de deflectores para lograr las caracteristicas de rendi-
miento deseadas, a partir de un nebulizador de chorro dado. En un nebulizador ultrasénico, la energia eléctrica de
alta frecuencia se utiliza para crear una energia vibracional, mecanica, empleando normalmente un transductor pie-
zoeléctrico. Esta energia se transmite a la formulacion de insulina de esta invencion, ya sea directamente o a través
de un fluido de acoplamiento, creando un aerosol que incluye la insulina de esta invencién. Ventajosamente, las
particulas de una insulina prolongada de esta invencién administrada con un nebulizador, tienen un tamafo de parti-
cula inferior a aproximadamente 10 um, preferiblemente en el intervalo de aproximadamente 1 ym a aproximada-
mente 5 um.

Las formulaciones de una insulina prolongada de esta invencion, adecuadas para uso con un nebulizador ya sea de
chorro o ultrasénico, incluyen normalmente una insulina prolongada de esta invencion en una solucion acuosa a una
concentracion de aproximadamente 1 mg a aproximadamente 20 mg de una insulina prolongada de esta invencion
por ml de solucién. La formulacion puede incluir agentes tales como un excipiente, un tampon, un agente de isotoni-
cidad, un conservante, un tensioactivo y, preferiblemente, zinc. La formulaciéon también puede incluir un excipiente o
un agente para la estabilizacion de la insulina de esta invencién, tal como un tampdn, un agente reductor, una pro-
teina a granel o un hidrato de carbono. Las proteinas a granel Utiles en la formulacion de las insulinas de esta inven-
cion incluyen albumina, protamina o similares. Los hidratos de carbono tipicos utiles en la formulacion de las insuli-
nas de esta invencion incluyen sacarosa, manitol, lactosa, trehalosa, glucosa o similares. La insulina prolongada de
la formulacion de esta invencion también puede incluir un agente tensioactivo, que puede reducir o evitar la agrega-
cion inducida por superficie de la insulina prolongada de esta invencién, causada por la atomizacion de la solucion
en la formacion de un aerosol. Se pueden emplear diversos tensioactivos convencionales, tales como ésteres de
acidos grasos de polioxietileno y alcoholes, y ésteres de acidos grasos de sorbitol polioxietileno. Las cantidades
generalmente variaran entre aproximadamente 0,001 y aproximadamente 4% en peso de la formulacién. Los tensio-
activos especialmente preferidos para los fines de esta invencién son monooleato de sorbitan polioxietileno, polisor-
bato 80, polisorbato 20 o similares. También se pueden incluir en la formulacién, agentes adicionales conocidos en
la técnica para la formulacion de una proteina tal como una proteina del analogo de insulina.

En un inhalador dosificador (MDI), un propelente, una insulina prolongada de esta invencion y cualquier excipiente u
otros aditivos estan contenidos en un recipiente como una mezcla que incluye un gas comprimido licuado. El accio-
namiento de la valvula dosificadora libera la mezcla en forma de aerosol, que contiene preferentemente particulas en
el intervalo de tamafio de menos de aproximadamente 10 um, preferiblemente de aproximadamente 1 um a aproxi-
madamente 5 ym. El tamafo de particula deseado del aerosol se puede obtener mediante el empleo de una formu-
lacion de una insulina prolongada de esta invencion, producida por diversos métodos conocidos por los expertos en
la técnica, que incluyen la molienda por chorro, el secado por pulverizacion, la condensacion del punto critico o simi-
lares. Los inhaladores dosificadores preferidos incluyen los fabricados por 3M o Glaxo y que emplean un propelente
de hidrofluorocarbono.

Las formulaciones de una insulina prolongada de esta invencion para uso con un dispositivo de inhalador dosifica-
dor, generalmente incluiran un polvo finamente dividido que contiene una insulina prolongada de esta invencion
como una suspension en un medio no acuoso, por ejemplo, suspendido en un propelente con ayuda de un tensioac-
tivo. El propelente puede ser cualquier material convencional empleado para este fin, tal como un clorofluorocarbo-
no, un hidroclorofluorocarbono, un hidrofluorocarbono o un hidrocarburo, que incluye triclorofluorometano, diclorodi-
fluorometano, diclorotetrafluoroetanol y 1,1,1,2-tetrafluoroetano, HFA-134a (hidrofluroalcano-134a), HFA-227 (hidro-
fluroalcano-227) o similares. Preferentemente, el propelente es un hidrofluorocarbono. El tensioactivo se puede
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seleccionar para estabilizar la insulina prolongada de esta invencién como una suspension en el propelente, para
proteger el agente activo frente a la degradacion quimica y similares. Los tensioactivos adecuados incluyen trioleato
de sorbitan, lecitina de soja, acido oleico o similares. En algunos casos, se prefieren aerosoles en solucién que em-
plean disolventes tales como etanol. Agentes adicionales conocidos en la técnica para la formulacion de una protei-
na tal como una proteina del andlogo de insulina, también se pueden incluir en la formulacion.

Un experto en la técnica reconocera que los métodos de la presente invencion pueden lograrse mediante una admi-
nistracion pulmonar de una insulina prolongada de esta invencion a través de dispositivos no descritos en el presen-
te documento.

La presente invencion también describe una composicion farmacéutica o una formulaciéon que incluye una insulina
prolongada de esta invencion y que es adecuada para la administracion por inhalacién. De acuerdo con la invencion,
una insulina prolongada de esta invencion se puede utilizar para la preparacion de una formulacién o un medicamen-
to adecuado para la administracion por inhalaciéon. La invencién también describe métodos para la preparaciéon de
formulaciones que incluyen una insulina prolongada de esta invencién en una forma que es adecuada para la admi-
nistracion por inhalacion. Por ejemplo, una formulacion en polvo seco se puede preparar de varias maneras, usando
técnicas convencionales. Las particulas en el intervalo de tamafio apropiado para un depédsito maximo en el tracto
respiratorio inferior, se pueden obtener mediante micronizacién, molienda, secado por pulverizacién o similares. Y
una formulacion liquida se puede preparar disolviendo una insulina prolongada de esta invencién en un disolvente
adecuado, tal como agua, a un pH apropiado, incluyendo tampones u otros excipientes.

Por lo tanto, en una realizacion, esta invencion describe un método para administrar una insulina prolongada de esta
invencion que comprende administrar una cantidad eficaz de dicho compuesto a un paciente que lo requiere, por
medios pulmonares; y, preferiblemente, dicho compuesto es inhalado por la boca de dicho paciente.

Otro objeto de la presente invencién es proporcionar una formulacion farmacéutica que comprende una insulina
prolongada de acuerdo con la presente invencion que esta presente en una concentracion de 0,1 mg/ml a 500
mg/ml, y en donde dicha formulacién tiene un pH de 2,0 a 10,0. La formulacién puede comprender ademas uno o
varios inhibidores de proteasas, un sistema de tampodn, conservantes, agentes de tonicidad, agentes quelantes,
estabilizadores y tensioactivos. En una realizacion de la invencion, la formulacién farmacéutica es una formulacion
acuosa, es decir, una formulacion que comprende agua. Tal formulacién es normalmente una solucién o una sus-
pensioén. En una realizacion adicional de la invencion, la formulacién farmacéutica es una solucién acuosa. La expre-
sion "formulacion acuosa" se define como una formulacion que comprende al menos 50% (peso/peso) de agua.
Asimismo, la expresion "solucion acuosa" se define como una solucién que comprende al menos 50% (peso/peso)
de agua, y la expresion "suspension acuosa" se define como una suspension que comprende al menos 50% (pe-
so/peso) de agua.

En otra realizacion, la formulacién farmacéutica es una formulacion liofilizada, a la que el médico o el paciente afia-
den disolventes y/o diluyentes antes del uso.

En otra realizacion, la formulacién farmacéutica es una formulacién seca (por ejemplo, seca por congelacion o seca
por aspersion) lista para el uso sin ninguna disolucion previa.

En un aspecto adicional, la invencién describe una formulacién farmacéutica que comprende una solucién acuosa de
una insulina prolongada de la presente invencion y un tampon, en donde dicha insulina prolongada esta presente en
una concentracion de 0,1 mg/ml o superior, y en donde dicha formulacién tiene un pH de aproximadamente 2,0 a
aproximadamente 10,0.

Las formulaciones destinadas a uso oral pueden prepararse de acuerdo con cualquier método conocido, y tales
formulaciones pueden contener uno o varios agentes seleccionados a partir del grupo que consiste en agentes edul-
corantes, agentes aromatizantes, agentes colorantes y agentes conservantes, con el fin de proporcionar preparacio-
nes farmacéuticamente elaboradas y agradables al paladar. Los comprimidos pueden contener el ingrediente activo
en una mezcla con excipientes farmacéuticamente aceptables no téxicos que son adecuados para la preparacion de
comprimidos. Estos excipientes pueden ser, por ejemplo, diluyentes inertes, tales como manitol, maltodextrina, ca-
olin, carbonato de calcio, carbonato de sodio, lactosa, fosfato calcico o fosfato sddico; agentes de granulacion y
disgregantes, por ejemplo, almidon de maiz; agentes aglutinantes, por ejemplo, almidén, gelatina, polimeros o aca-
cia; y agentes lubricantes, por ejemplo, estearato de magnesio, acido estearico o talco. Los comprimidos pueden
estar sin recubrir o pueden estar recubiertos mediante técnicas conocidas para retrasar la desintegracion o la libera-
cion del polipéptido terapéuticamente activo.

Las formulaciones administrables por via oral de la presente invencién se pueden preparar y administrar de acuerdo
con métodos bien conocidos en la quimica farmacéutica, véase Remington Pharmaceutical Sciences, 172 ed. (A.
Osol compilador, 1985).

En un aspecto de la invencién, las composiciones farmacéuticas de la presente invencién se pueden administrar por
medio de formas de dosificacion sdlidas, tales como comprimidos y capsulas. Los comprimidos se pueden preparar
mediante granulacion en hiumedo, mediante granulacion en seco, por compresion directa o granulacion por fusion.
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Los comprimidos para esta invencién se pueden preparar utilizando técnicas de formacién de comprimidos conven-
cionales. Un método general de preparacion implica la mezcla de una insulina prolongada, un diluyente soluble en
agua, un aglutinante hidrofilo y opcionalmente una porcion de un desintegrante. Esta mezcla se granula a continua-
cion con una soluciéon acuosa del aglutinante hidréfilo o una soluciéon acuosa del aglutinante hidréfilo y agente ten-
sioactivo y se muele, si es necesario. Los granulos se secan y se reducen a un tamafio adecuado. Cualquier otro
ingrediente, tal como lubricantes, (por ejemplo, estearato de magnesio) y disgregantes adicionales, se afiaden a los
granulos y se mezclan. Esta mezcla se comprime después hasta un tamafio adecuado y se da forma empleando
magquinaria de formaciéon de comprimidos convencional, tal como una prensa de comprimidos rotatoria. Los compri-
midos se pueden recubrir con una pelicula mediante métodos bien conocidos en la técnica.

Las formulaciones para uso oral también se pueden presentar como capsulas de gelatina dura o blanda en donde el
ingrediente activo se mezcla con un diluyente sélido inerte, por ejemplo, tal como manitol, maltodextrina, carbonato
de calcio, carbonato de sodio, lactosa, caolin, fosfato calcico o fosfato de sodio, o una capsula de gelatina blanda en
donde el ingrediente activo se mezcla con agua o un medio oleoso, por ejemplo, aceite de cacahuete, parafina liqui-
da o aceite de oliva.

Las capsulas para esta invencién se pueden preparar utilizando métodos convencionales. Un método general de
preparacion implica mezclar un péptido terapéuticamente activo, alginato, un diluyente soluble en agua, un agluti-
nante hidrofilo y opcionalmente una porcion de un disgregante. Esta mezcla se granula a continuacién con una solu-
cion acuosa del aglutinante hidréfilo o una solucién acuosa del aglutinante hidréfilo y un tensioactivo en agua, y se
muele, si es necesario. Los granulos se secan y se reducen hasta un tamafio adecuado. Cualquier otro ingrediente,
tal como un lubricante, se afiade a los granulos y se mezcla. La mezcla resultante se introduce después en una
capsula de gelatina rigida de tamafio adecuado, empleando una maquinaria de llenado de capsulas convencional.

En una realizacion adicional de la invencion, el tampdn se selecciona a partir del grupo que consiste en acetato de
sodio, carbonato de sodio, citrato, glicilglicina, histidina, glicina, lisina, arginina, dihidrégeno fosfato sédico, hidrégeno
fosfato disodico, fosfato sddico y tris(hidroximetil)-aminometano, bicina, tricina, acido malico, succinato, acido malei-
co, acido fumarico, acido tartarico, acido aspartico o mezclas de los mismos. Cada uno de estos tampones especifi-
cos constituye una realizacion alternativa de la invencion.

En una realizacién adicional de la invencion, la formulacion comprende ademas un conservante farmacéuticamente
aceptable. El conservante esta presente en una cantidad suficiente para obtener un efecto de conservacién. La can-
tidad de conservante en una formulacién farmacéutica es bien conocida por el experto y se puede determinar a par-
tir, por ejemplo, de publicaciones en la materia y/o de la cantidad conocida de conservante, por ejemplo, en produc-
tos comerciales. Cada uno de estos conservantes especificos constituye una realizacion alternativa de la invencion.
El uso de un conservante en composiciones farmacéuticas es bien conocido por la persona experta. Para facilitar, se
hace referencia a Remington: The Science and Practice of Pharmacy, 192 edicion, 1995.

En una realizacion adicional de la invencion, la formulacién comprende ademas un agente quelante. El uso de un
agente quelante en composiciones farmacéuticas es bien conocido por la persona experta. Para facilitar, se hace
referencia a Remington: The Science and Practice of Pharmacy, 192 edicion, 1995.

En una realizacion adicional de la invencién la formulacion comprende ademas un estabilizador. El término "estabili-
zador" tal y como se utiliza en esta memoria, se refiere a productos quimicos afiadidos a formulaciones farmacéuti-
cas que contienen polipéptidos, con el fin de estabilizar el péptido, es decir, para aumentar la vida util y/o en uso de
tales formulaciones. El uso de un estabilizador en composiciones farmacéuticas es bien conocido por la persona
experta. Para facilitar, se hace referencia a Remington: The Science and Practice of Pharmacy, 192 edicion, 1995.

En una realizaciéon adicional de la invencion la formulacién comprende ademas un tensioactivo. El término "tensioac-
tivo" tal y como se usa en esta memoria se refiere a cualquier molécula o ion que esta comprendido en una parte
soluble en agua (hidrdfila), la cabeza, y un segmento soluble en grasa (lipdfilo). Los tensioactivos se acumulan prefe-
riblemente en interfases, en donde la parte hidréfila se orienta hacia el agua (fase hidréfila) y la parte lipdfila hacia la
fase lipofila o hidrofoba (es decir, vidrio, aire, aceite, etc.). La concentracion a la cual los tensioactivos comienzan a
formar micelas se conoce como la concentracion micelar critica o CMC. Ademas, los tensioactivos disminuyen la
tension superficial de un liquido. Los tensioactivos también son conocidos como compuestos anfipaticos. El término
"detergente" es un sinénimo utilizado para tensioactivos en general. El uso de un tensioactivo en composiciones
farmacéuticas es bien conocido por la persona experta. Para facilitar, se hace referencia a Remington: The Science
and Practice of Pharmacy, 192 edicién, 1995.

En una realizacién adicional de la invencion, la formulacion comprende, ademas, inhibidores de proteasa.

Es posible que otros ingredientes puedan estar presentes en la formulacion farmacéutica de insulina prolongada de
la presente invencion. Tales ingredientes adicionales pueden incluir agentes humectantes, emulsionantes, antioxi-
dantes, agentes de carga, modificadores de la tonicidad, agentes quelantes, iones metalicos, vehiculos oleaginosos,
proteinas (por ejemplo, albumina sérica humana, gelatina o proteinas) y un zwitterion (por ejemplo, un aminoacido
tal como betaina, taurina, arginina, glicina, lisina e histidina). Tales ingredientes adicionales, por supuesto, no deben
afectar adversamente a la estabilidad global de la formulacién farmacéutica de la presente invencion.
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Para ser mas precisos, esta invencion también describe las siguientes realizaciones:

a) El método tal y como se describe en esta memoria, en el que la insulina prolongada de esta invencion se
administra a las vias respiratorias inferiores del paciente.

b) El método tal y como se describe en esta memoria, en el que la insulina prolongada de esta invencion se
deposita en los alvéolos.

c) El método tal y como se describe en esta memoria, en el que la insulina prolongada de esta invencion se
administra como una formulacién farmacéutica que comprende la insulina prolongada de esta invencion en un
vehiculo farmacéuticamente aceptable.

d) El método tal y como se describe en esta memoria, en el que la formulacién se selecciona a partir del gru-
po que consiste en una solucién en un medio acuoso y una suspension en un medio no acuoso.

e) El método tal y como se describe en esta memoria, en el que la formulaciéon se administra en forma de ae-
rosol.

f) El método tal y como se describe en esta memoria, en el que la formulacion esta en forma de un polvo se-
co.

g) El método tal y como se describe en esta memoria, en el que la formulacion tiene un tamafio de particula
de menos de aproximadamente 10 micras.

h) El método tal y como se describe en esta memoria, en el que la formulacion tiene un tamafio de particula
de aproximadamente 1 a aproximadamente 5 micras.

i) El método tal y como se describe en esta memoria, en el que la formulacion tiene un tamafio de particula de
aproximadamente 2 a aproximadamente 3 micras.

j) El método tal y como se describe en esta memoria, en el que al menos aproximadamente 10% de la insuli-
na prolongada de esta invenciéon administrada, se deposita en el pulmén.

k) El método tal y como se describe en esta memoria, en el que la insulina prolongada de esta invencion se
administra desde un dispositivo de inhalacion adecuado para la administracion pulmonar y es capaz de depo-
sitar el analogo de insulina en los pulmones del paciente.

1) EI método tal y como se describe en esta memoria, en donde el dispositivo se selecciona a partir del grupo
que consiste en un nebulizador, un inhalador dosificador, un inhalador de polvo seco y un pulverizador.

m) El método tal y como se describe en esta memoria, en el que el dispositivo es un inhalador de polvo seco.
n) El método tal y como se describe en esta memoria, en el que el dispositivo es un nebulizador.

o) El método tal y como se describe en esta memoria, en el que el dispositivo es un inhalador dosificador.

p) El método tal y como se describe en esta memoria, en el que el dispositivo es un pulverizador.

q) El método tal y como se describe en esta memoria, en el que el accionamiento del dispositivo administra
desde aproximadamente 3 ug/kg a aproximadamente 20 ug/kg de una insulina prolongada de esta invencion,
preferiblemente desde aproximadamente 7 ug/kg a aproximadamente 14 ug/kg de una insulina prolongada de
esta invencion.

r) El método tal y como se describe en esta memoria, en el que dicha insulina prolongada de esta invencion
es cualquiera de los compuestos mencionados especificamente en cualquiera de los ejemplos de esta memo-
ria.

s) Un método tal y como se describe en esta memoria, para tratar la diabetes que comprende administrar una
dosis eficaz de una insulina prolongada de esta invencion a un paciente que requiere la misma, por medios
pulmonares.

t) El método tal y como se describe en esta memoria, en el que la insulina prolongada de esta invencion es
cualquiera de las insulinas prolongadas especificas de esta invencion, mencionadas especificamente en este
documento, especialmente en los ejemplos especificos de este documento.

A pesar de que las realizaciones anteriores se describen en esta memoria especificamente en relaciéon con un méto-

do, se aplican analogamente al producto o a la formulacién que se va a utilizar.

Caracteristicas preferidas de esta invencion
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Resumiendo, las caracteristicas de esta invencion son las siguientes:

1. Una insulina prolongada que es un residuo de insulina (como se ha definido anteriormente) fijado a uno o a
varios residuos de oligémeros de aminoacidos que contienen al menos 5 residuos de aminoacidos, preferi-
blemente al menos 10 residuos de aminoacidos, mas preferiblemente al menos 15 residuos de aminoacidos y
no mas de 800 residuos de aminoacidos, preferiblemente no mas de 300 residuos de aminoacidos, preferi-
blemente no mas de 100 residuos de aminoacidos, preferiblemente no mas de 50 residuos de aminoacidos,
mediante un enlace amida, preferiblemente mediante un enlace peptidico.

2. La insulina prolongada del parrafo anterior, en donde el residuo de oligdmero de aminoacidos se compone
de residuos de aminoacidos codificables.

3. La insulina prolongada del parrafo anterior, en donde el residuo de oligdmero de aminoacidos no contiene
un residuo de lisina.

4. La insulina prolongada de cualquiera de los parrafos anteriores posibles, en donde el residuo de oligdmero
de aminoacidos se compone de residuos de aminoacidos elegidos entre el grupo que consiste en los residuos
Gly, Glu, Pro y Ser. Estos residuos de aminoacidos pueden ser iguales o diferentes y pueden estar dispues-
tos en cualquier orden.

5. La insulina prolongada del parrafo anterior, en donde el residuo de oligémero de aminoacidos se compone
de residuos Gly.

6. La insulina prolongada de cualquiera de los parrafos anteriores posibles, en donde la cantidad de residuos
Gly en el residuo de oligémero de aminoacidos es de al menos un 80% (peso/peso).

7. La insulina prolongada de cualquiera de los parrafos anteriores posibles, en donde la cantidad de residuos
Gly en el residuo de oligémero de aminoacidos es de al menos un 80% (en numero).

8. La insulina prolongada de cualquiera de los parrafos anteriores posibles, en donde la cantidad de residuos
Gly en el oligdbmero de aminoacidos es de al menos un 85% (en numero).

9. La insulina prolongada de cualquiera de los parrafos anteriores posibles, en donde la cantidad de residuos
Gly en el residuo de oligémero de aminoacidos es de al menos un 90% (en numero).

10. La insulina prolongada de cualquiera de los parrafos anteriores posibles, en donde la cantidad de resi-
duos Gly en el residuo de oligédmero de aminoacidos es de al menos un 95% (en nimero).

11. La insulina prolongada de cualquiera de los parrafos anteriores posibles, en donde el residuo de oligéme-
ro de aminoacidos es (Gly),, (Gly-Pro-Pro),, (Pro-Pro-Gly),, (Gly-Ser),, (Ser-Gly)n, (Gly-Glu), o (Glu-Gly),, en
donde n es un ndmero entero que indica el nimero apropiado de residuos de aminoacidos.

12. La insulina prolongada de cualquiera de los parrafos anteriores posibles, en donde el residuo de oligéme-
ro de aminoacidos esta fijado a un residuo de aminoacido en una de las posiciones B1, A21, B29 o B30 de la
insulina, siempre que dicho aminoacido esté en una posiciéon terminal antes de la fijacion del residuo de
oligémero. Si el aminoacido en dicha posicion B1, A21, B29 o B30 no esta en una posicion terminal, el resi-
duo de oligébmero de aminoacidos se fija a un residuo de aminoacido en una de las posiciones B0, B(-1), A22,
A23, B31 0 B32 de la insulina.

13. La insulina prolongada de cualquiera de los parrafos anteriores posibles, en donde cualquier oligémero fi-
jado al extremo C-terminal de la cadena B termina con un residuo de arginina.

14. La insulina prolongada de cualquiera de los parrafos anteriores posibles, en donde el residuo de oligéme-
ro de aminoacidos esta fijado a un residuo de aminoacido en una de las posiciones B29 o B30 de la insulina,
con la condicion de que dicho aminoacido esté en una posicion terminal antes de la fijacion del oligémero y
en donde dicho oligémero termina con un residuo de arginina.

15. La insulina prolongada de cualquiera de los parrafos anteriores posibles, en donde el residuo de insulina
contiene no mas de 51 residuos de aminoacidos.

16. La insulina prolongada de cualquiera de los parrafos anteriores posibles, en donde el residuo de insulina
es insulina humana que tiene una o varias de las siguientes modificaciones opcionales: A14: E o D; A21: G, A
0Q; B3:Q, SoT,; B25: H; B28: D o E; B30: des (es decir, desB30).

17. La insulina prolongada de cualquiera de los parrafos anteriores posibles, en donde el residuo de insulina
es un residuo de insulina humana, insulina humana desB30, insulina aspart, insulina humana A21 Gly, insuli-
na humana A21 Gly desB30, Lispro o glulisina.

18. La insulina prolongada de cualquiera de los parrafos anteriores posibles, en donde solamente se fija un
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solo residuo de oligémero al residuo de insulina.

19. La insulina prolongada de cualquiera de los parrafos anteriores posibles, excepto el tltimo, en donde se fi-
jan exactamente dos residuos de oligémero al residuo de insulina.

Los siguientes ejemplos se ofrecen a modo de ilustracion, pero no como una limitacion.
Procedimientos generales:

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

Todos los plasmidos de expresion son del tipo C-POT, similares a los descritos en el documento EP 171142, que se
caracterizan porque contienen el gen de la triosa fosfato isomerasa (POT) de Schizosaccharomyces pombe con el
fin de seleccionar y estabilizar plasmidos en S. cerevisiae. Los plasmidos también contienen el promotor y termina-
dor de la triosa fosfato isomerasa de S. cerevisiae. Estas secuencias son similares a las secuencias correspondien-
tes en el plasmido pKFN1003 (descrito en el documento WO 90/10075) ya que todas son secuencias, excepto la
secuencia del fragmento EcoRI-Xbal, que codifican la proteina de fusion del lider y el producto de insulina. Con el fin
de expresar diferentes proteinas de fusion, el fragmento EcoRI-Xbal de pKFN1003 se sustituye simplemente por un
fragmento EcoRI-Xbal que codifica la fusion lider-insulina de interés. Tales fragmentos EcoRI-Xbal se pueden sinte-
tizar usando oligonucleoétidos sintéticos y PCR segun técnicas convencionales.

Los transformantes de levadura se prepararon por transformacién de la cepa hospedadora de S. cerevisiae MT663
(MATalMATa pep4-3ipep4-3 HIS4lhis4 tpi::LEU2/tpi::LEU2 Cir'). La cepa de levadura MT663 se deposité en la
“Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen” en conexién con la presentacion del documento WO
92/11378 y recibié el nimero de depdsito DSM 6278.

MT663 crecid sobre YPGaL (1% de extracto de levadura Bacto, 2% de Bacto peptona, 2% de galactosa, 1% de
lactato) hasta una D.O. a 600 nm de 0,6. Se recogieron 100 ml de cultivo mediante centrifugacion, se lavaron con 10
ml de agua, se centrifugaron de nuevo y se resuspendieron en 10 ml de una solucién que contenia sorbitol 1,2 M,
NaEDTA 25 mM pH = 8,0 y 6,7 mg/ml de ditiotreitol. La suspension se incubé a 30°C durante 15 minutos, se centri-
fugo 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 suspensién 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 transformacion, 1 ml de células suspendi-
das en CAS se mezclé con aprox. 0,1 mg de ADN de plasmido y se dejé a temperatura ambiente durante 15 minu-
tos. Se afiadié 1 ml de (20% de polietilenglicol 4000, CaCl, 10 mM, Tris HCI 10 mM, pH = 7,5) y se dejé la mezcla
durante otros 30 minutos a temperatura ambiente. La mezcla se centrifugé y el sedimento se resuspendié en 0,1 ml
de SOS (sorbitol 1,2 M, 33% v/v de YPD, CaCl; 6,7 mM) y se incubd a 30°C durante 2 horas. A continuacion, la
suspension se centrifugd y el sedimento se resuspendié en 0,5 ml de sorbitol 1,2 M. A continuacion, se afiadieron 6
ml de agar superior (el medio SC de Sherman et al. (1982) Methods in Yeast Genetics, Cold Spring Harbor Laborato-
ry) que contenian sorbitol 1,2 M mas 2,5% de agar) a 52°C y la suspension se vertié en la parte superior de placas
que contenian el mismo medio de agar solidificado, que contenia sorbitol. La cepa MT663 de S. cerevisiae transfor-
mada con los plasmidos de expresioén, se cultivd en YPD durante 72 horas a 30°C.

Los precursores de insulina prolongada (precursores de cadena sencilla) tienen la siguiente prolongacion del extre-
mo N-terminal de la cadena B: EEAEAEAPK y contienen el siguiente péptido C: DGK.

El precursor de insulina prolongada se convirtié en el analogo correspondiente de insulina desB30 de cadena doble,
a través de una proteasa especifica de lisina (ALP) de Achromobacter lyticus, inmovilizada sobre Sefarosa (EC
3.4.21.50). Para cada precursor de analogo de insulina, se transfirieron 3 ml de material sobrenadante del cultivo de
levadura a un nuevo tubo y se afiadieron 666 ul de ALP, disueltos en NaHCO3; 0,2 M pH 9,1. La solucién tenia un
valor de pH de aproximadamente 8,1, que esta dentro del intervalo de pH éptimo para la enzima y la mezcla se in-
cubd durante 1,5 h bajo agitacion suave.

Produccién, purificacién y caracterizacion de las insulinas prolongadas de la invencion

Se produjeron una variedad de precursores de insulina tal y como se ha descrito anteriormente y se aislaron del
medio de cultivo y se purificaron.

Estas insulinas prolongadas se sometieron a ensayo para estudiar la actividad biolégica de la insulina tal y como se
mide mediante la afinidad de la unién al receptor de insulina humana con respecto a la de la insulina humana, tal y
como se describe a continuacion. Puede ser una ventaja evaluar las afinidades de unién de las insulinas antes de la
purificacion. Esto se puede realizar sometiendo a ensayo los sobrenadantes del cultivo.

Las insulinas prolongadas de esta invencion se pueden purificar mediante el empleo de uno o varios de los siguien-
tes procedimientos que son tipicos en la técnica. Estos procedimientos - si es necesario - pueden estar modificados
con respecto a los gradientes, pH, sales, concentraciones, flujo, columnas y asi sucesivamente. Dependiendo de
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factores tales como el perfil de impurezas, la solubilidad de las insulinas en cuestion, etcétera, estas modificaciones
pueden ser facilimente reconocidas y realizadas por una persona experta en la técnica.

Después de la HPLC acida o el desalado, los compuestos se aislan por liofilizacion de las fracciones puras.

Después de la HPLC neutra o la cromatografia de intercambio anidnico, los compuestos se desalan, se precipitan a
pH isoeléctrico o se purifican mediante HPLC acida.

Procedimientos de purificacion tipicos:

El sistema de HPLC es un sistema Gilson que consiste en lo siguiente: Modelo 215 Liquid Handler, bomba modelo
322-H2 y detector modelo 155 UV. La deteccion se realiza tipicamente a 210 nm y 280 nm.

El sistema FPLC purificador Akta (Amersham Biosciences) consiste en lo siguiente: bomba modelo P-900, detector
modelo UV-900 UV, modelo de pH pH/C-900 y detector de la conductividad, colector de fracciones modelo Frac-950.
La deteccion de UV se realiza tipicamente a 214 nm, 254 nm y 276 nm.

HPLC &cida:

Columna: Macherey-Nagel SP 250/21 Nucleusil 300-7 C4

Caudal: 8 ml/min,
Tampén A: 0,1% de TFA en acetonitrilo
Tampon B: 0,1% de TFA en agua.
Gradiente: 0,0 - 5,0 min: 10% de A

5,00 - 30,0 min: 10% de A hasta 90% A
30,0-35,0 min: 90% de A
35,0-40,0 min: 100% de A
HPLC neutra:
Columna: Phenomenex, Jupiter, C4 5 um 250 x 10,00 mm, 300 A
Caudal: 6 ml/min

Tampoén A: TRIS 5 mM, (NH4)2S04 7,5 mM, pH = 7,3, 20% de CH3CN
Tampon B: 60% de CH3CN, 40% de agua
Gradiente: 0-5 min: 10% de B,

5-35 minutos: 10-60% de B
35-39 min: 60% de B,
39-40 min: 70% de B
40-43,5 min: 70% de B

Cromatografia de intercambio aniénico:

Columna: RessourceQ, 6 ml

Caudal: 6 ml/min

Tampén A: 0,09% de NHsHCO3, 0,25% de NH4OAc, 42,5% de etanol pH 8,4
Tampén B: 0,09% de NHsHCO3, 2,5% de NH4OAc, 42,5% de etanol pH 8,4

Gradiente: 100% de A hasta 100% de B durante 30 volimenes de columna
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Desalacion:
Columna: HiPrep 26/10
Caudal: 10 ml/min, 6 volimenes/columna
Tampoén: NH;sHCO3; 10 mM

Las siguientes insulinas de la invencion se han preparado como se ha descrito anteriormente:
Ejemplo 1.
Insulina humana A22-27G desB30

* ok ok ok k%

S 8
I I
HG | VEQC(IDTS | CSLYQLENYCIZNGGGGGG'OH
s
]
35

S
7/
5

H'FVNDHLCIIGSHLVEALYLV(l_‘.GERGFFYTF’K-OH
MALDI-MS (matriz: acido sinapinico); m/z: 6048,8, Calculado: 6050.
Ejemplo 2.
Insulina humana A22-33G desB30

S
s

5 s
HG VEQ|C?T s1¢sLval ENYﬁ:Néééééééééééé-oH
3
7
H-FVNQHL(T‘,GSHLVEALYLVCGERGFFYTPI'('OH
Precursor de cadena sencilla DGK:
MALDI-MS (matriz: acido sinapinico); m/z: 7628, Calculado: 7629.
Ejemplo 3.
Insulina humana A22-39G desB30

§ S
i i
HFVNQHLCGSHLVEALYLVCGERGFFYTPK-OH
MALDI-MS (matriz: acido sinapinico); m/z: 6765, Calculado: 6734.
Ejemplo 4.

Insulina humana A22-45G desB30

S 3
HG IV EQ(IJCIDTS I (':s LyaQL ENYgNGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGOH
: 3
H-FYNQHLCGSHLVEALYLVYCGERGFFY TPKOH

MALDI-MS (matriz: acido sinapinico); m/z: 7074, Calculado: 7075.
Ejemplo 5.
Insulina humana A21Q A22-39[GPP]s desB30

8

5

s
/

g
|
#FVYNQHLCGSHLVEALYLVCGERGFFYTPKoH

—Cnmtn
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MALDI-MS (matriz: acido sinapinico); m/z: 7228, Calculado: 7228.
Ejemplo 6.
Insulina humana A21Q A22-39[GS]s desB30

S 3
| |
HG | VEQC(ISTS ICSLYQL ENY(IJQGSGSGSGSGSGSGSGSGS-OH
g

s
’

5 s
| |
HFVNQHLCGSHLVEALYLVCGERGFFYTPK-oH

MALDI-MS (matriz: acido sinapinico); m/z: 7017, Calculado: 7017.
Ejemplo 7.
Insulina humana A21Q A22-39[GE]s desB30

s
|

—

#GIVEQCCTSICSLYQL ENYCIIQGEGEGEGEGEGEGEGEGE'OH

i
5 A
i i
HFVNQHLCGSHLVEALYLVCGERGFFYTPK-OH
MALDI-MS (matriz: acido sinapinico); m/z: 7394, Calculado: 7395.
Ejemplo 8.

Insulina humana A21Q, A22-A45G, desB30

WG| VEQC?TS ICS LYC)LENY(|3QGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGG'OH
? S

'
3

[
HEFVNQHLCGSHLVEALYLVCGERGFFYTPK- o+
MALDI-MS (matriz: acido sinapinico); m/z: 7060, Calculado: 7090.

—

Ejemplo 9.
Insulina humana A21Q, A22-A51G, desB30

5
| Kok koK R xox ok % % 3 maw k¥ ko2 oxow k% ok 2 oaw

WG | VEQC(|3TS ICSLYQL ENY?QGGGGGGGGGGGGG GGGGGGGGGEGEEGEGEE GG+

s
[ 7/
3 5

H-FVNQHL&GSHLVEALYLVCl:GERGFFYTF’K-OH
MALDI-MS (matriz: acido sinapinico); m/z: 7433, Calculado: 7432.
Ejemplo 10.

Insulina humana A21Q, A22-A57G, desB30

WG | VEQC(llTS I CSLYQLENY(EQGGGGGGGGGGGG GGGGGGGGGGEEGGEGGGGEELGGEG ™
? S

/
g

—

HFVNQHLCGSHLVEA LYLV(llGERGF FYTPK-on
MALDI-MS (matriz: acido sinapinico); m/z: 7774, Calculado: 7774.
Ejemplo 11.

Insulina humana A21Q, A22-A45G, B(-6)-(-1G), desB30
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ok

5 5
| I * kW w Wk ok ok ok K R F o k% % ¥
HG VEQCCllTS ICS LYQLENY(IZQGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGG'OH
S\S S\
ok ok w % ok | |
HFGGGGGGFVNQHLCGSHLVEALYLVCGERGFFYTPK-on

MALDI-MS (de precursor de cadena sencilla: prolongacion N-terminal de la cadena B: EEAEAEAPK, péptido C:
DGK. Matriz: acido sinapinico); m/z: 8669, Calculado: 7432.

8

Ejemplo 12.
Insulina humana A21Q, A22-A45G, B(-12)-(-1)G, desB30

5 5
HG | VEQC(IZTS ICS LYQLENY(IZQGGGGGGGGGGGG'OH
3 3
4

s
S

L L T I I R ] I I
HGGGGGGGGGGGGFVNQHLCGSHLVEALY LVCGERGFFYTPK-ox

MALDI-MS (de precursor de cadena sencilla: prolongacion N-terminal de la cadena B: EEAEAEAPK, péptido C:
DGK. Matriz: acido sinapinico); m/z: 9012, Calculado: 9011.

Ejemplo 13.
Insulina humana A21Q, A22-A45G, B(-18)-(-1)G, desB30

5 5
| | Kok ok k kK Kk h kK k&
HG VEQC(IJTS ICS LYQLENY?QGGGGGGGGGGGG'O”
S s
]
5

s
5

****************** | |
HGGGEGEEEGEEEGEEEGGGGEEFVNQHLCGSHLVEALY LVCGERGFFY T PK-oH

MALDI-MS (de precursor de cadena sencilla: prolongacion N-terminal de la cadena B: EEAEAEAPK, péptido C:
DGK. Matriz: acido sinapinico); m/z: 9354, Calculado: 9353.

Ejemplo 14.
Insulina humana A14E, A21Q, A22-A45G, B(-6)-(-1)G, B25H, desB30

* ok k

3 5
| | . T
HG | VEQCCI:TS ICSLEQL ENY(I:QGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGG'OH
S\S S\
ok ko ok % I | o
HGGGGEGFVNQHLCGSHLVEALYLVCGERGFHYTRK-on

MALDI-MS (de precursor de cadena sencilla: prolongacion N-terminal de la cadena B: EEAEAEAPK, péptido C:
DGK. Matriz: acido sinapinico); m/z: 8598, Calculado: 8596.

8

Ejemplo 15.
Insulina humana A14E, A21Q, A22-A45G, B(-12)-(-1)G, B25H, desB30

S 35
I | * ok Kk K k ¥ K kK * K Kk K ¥ K K K k Kk K k kK & Kk kX
HG | VEQC(|3TS ICSLEQL ENY(IZQGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGG-OH
S\\-S 5\_\5

HGGEGGGGGEEEGEEGFVNQHLCGSHLVEALY LVCGERGFHY TP K-on

MALDI-MS (de precursor de cadena sencilla: prolongacion N-terminal de la cadena B: EEAEAEAPK, péptido C:
DGK. Matriz: acido sinapinico); m/z: 8942, Calculado: 8937.

Ejemplo 16.
Insulina humana A14E, A21Q, A22-A45G, B(-18)-(-1)G, B25H, desB30
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ey VEQ(I:(l: CsLEQL ENY(IJQGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGG
T —
W GGGGGGGGGGGGGGGGGGFVNOHL(llGSH LVEALY LVC‘)GERGFHYTPK o
MALDI-MS (matriz: acido sinapinico); m/z: 8075, Calculado: 8073.
Ejemplo 17.

Insulina humana A14E, A21Q, A22-A45G, B25H, desB30

5

—f)

I * L R R L I I L T T I I e
HGIVEQCCTSICSLEQL ENY(EQGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGG'OH
bS]

s/
3

\ .
HEVNQHLCGSHLVEALYLVCGERGFHYTPK:on

MALDI-MS (matriz: acido sinapinico); m/z: 7046, Calculado: 7046.

—_— 0 —

Ejemplo 18.
Insulina humana A14E, A21Q, A22G-A51G, B25H, desB30

*******************************

I i
wG VEQC(l.TTS |CSLEQL ENYCQGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGG oH
s

S
| 4
) 3

H'FVNQHL&GSHLVEALYLVCl:GERGFltiYTPK'OH
MALDI-MS (matriz: acido sinapinico); m/z: 7390, Calculado: 7388.
Ejemplo 19.

Insulina humana A14E, A21Q, A22-A57G, B25H, desB30

HGIVEQCCTS ICSLEQLENYCAGGGGGGGGGLEGEEEGGEGGEELGGGEGGGEGEGGG
e g
i

/

[
“FVNQHLCGSHLVEALYLVCGERGFHYTPKor
Ejemplo 20.
Insulina humana A14E, A21Q, A22-A62G, B25H, desB30

5 S
| P S A L U T
HGIVEQCCTS | CSLEQLENYCIIQGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGOH

5

/
5

[ .
HFYNQHLCGSHLVEALYLVCGERGFHYTPK-o

— et

Otras insulinas preferidas de la invencion que se pueden preparar de forma similar incluyen:

insulina humana A21 G A22-27G desB30
insulina humana A21 G A22-33G desB30
insulina humana A21 G A22-39G desB30
insulina humana A21 G A22-45G desB30
insulina humana A21 G A22-51G desB30
insulina humana A21 G A22-57G desB30
insulina humana A21 G A22-61G desB30

insulina humana A21 Q A22-27G desB30
insulina humana A21 Q A22-33G desB30
insulina humana A21 Q A22-39G desB30
insulina humana A21 Q A22-45G desB30
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insulina humana A21 Q A22-51G desB30
insulina humana A21 Q A22-57G desB30
insulina humana A21 Q A22-61G desB30

insulina humana A14E A21 G A22-27G B25H desB30
insulina humana A14E A21 G A22-33G B25H desB30
insulina humana A14E A21 G A22-39G B25H desB30
insulina humana A14E A21 G A22-45G B25H desB30
insulina humana A14E A21 G A22-51G B25H desB30
insulina humana A14E A21 G A22-57G B25H desB30
insulina humana A14E A21 G A22-61G B25H desB30

insulina humana A14E A21 Q A22-27G B25H desB30
insulina humana A14E A21 Q A22-33G B25H desB30
insulina humana A14E A21 Q A22-39G B25H desB30
insulina humana A14E A21 Q A22-45G B25H desB30
insulina humana A14E A21 Q A22-51G B25H desB30
insulina humana A14E A21 Q A22-57G B25H desB30
insulina humana A14E A21 Q A22-61G B25H desB30

insulina humana A21G A22-39[GPP]s desB30

insulina humana A14E, A21 G A22-39[GPP]s B25H, desB30
insulina humana A21G A22-39[GPP]y desB30

insulina humana A14E, A21 G A22-39[GPP]s B25H, desB30
insulina humana A21G A22-39[GS]y desB30

insulina humana A14E, A21 G A22-39[GS]s B25H, desB30
insulina humana A21G A22-39[GE]y desB30

insulina humana A14E, A21 G A22-39[GE]s B25H, desB30
insulina humana A14E, A21Q, A22-39[GPP]s B25H, desB30
insulina humana A21Q, A22-39[GPP]y desB30

insulina humana A14E, A21Q A22-39[GPP]y B25H, desB30
insulina humana A21Q, A22-39[GS]s desB30

insulina humana A14E, A21Q, A22-39[GS]s B25H, desB30
insulina humana A21Q, A22-39[GE]s desB30

insulina humana A14E, A21Q, A22-39[GE]y B25H, desB30

Ejemplo 21.

El resultado de la instilacion intratraqueal en ratas de gotas de insulina del ejemplo 8 anterior, se proporciona en la
Fig. 1.

Métodos farmacolégicos
Ensayo (I)
Unién al receptor de insulina de las insulinas de la invencion.

La afinidad de las insulinas de la invencion hacia el receptor de la insulina humana se puede determinar mediante un
ensayo de captura de anticuerpos en placa de microtitulacion con ensayo SPA (ensayo de proximidad del centelleo).
Se mezclan perlas que se unen a anticuerpo SPA-PVT, reactivo anti-raton (Amersham Biosciences, n° de Cat.
PRNQO0017) con 25 ml de tampon de union (HEPES 100 mM pH 7,8; cloruro de sodio 100 mM, MgSO4 10 mM,
0,025% de Tween-20). La mezcla de reactivos para una sola Optiplaca de Packard (Packard n° 6005190) se compo-
ne de 2,4 yl de un receptor de insulina humana recombinante purificado, diluido 1:5000 - (menos) exén 11, una can-
tidad de una solucién madre de insulina humana A14 Tyr[125I] correspondiente a 5000 cpm por cada 100 pl de
mezcla de reactivos, 12 pl de una dilucién 1:1000 de anticuerpo F12, 3 ml de perlas de SPA y tampdn de unién has-
ta un total de 12 ml. A continuacioén se afiade un total de 100 pl y se realiza una serie de diluciones a partir de mues-
tras apropiadas. A la serie de diluciones se afiaden entonces 100 pl de mezcla de reactivos y las muestras se incu-
ban durante 16 horas con agitacion suave. Las fases se separan después por centrifugacion durante 1 min y se hace
un recuento de las placas en un Top-counter. Los datos de la union se ajustan utilizando el algoritmo de regresiéon no
lineal en GraphPad Prism 2.01 (programa informatico GraphPad, San Diego, CA).

N° de Ejemplo Unidn relativa al receptor de insulina
1 44%
2 41%
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N° de Ejemplo Unidn relativa al receptor de insulina
3 30%
4 25%
8 14%
9 17%
10 20%
11 14%
12 16%
13 13%
14 10%
15 11%
16 7,2%
17 12%
18 12%
19 14%
20 2%

Ensayo (Il)
Potencia de las insulinas de la invencién con relacién a la insulina humana.

Ratas Wistar se utilizan para someter a ensayo la eficacia de la reduccion de la glucosa en sangre de las insulinas
de la invencion, después de una administraciéon en bolo i.v. Después de la administracién de cualquiera de las insuli-
nas de la invencion o la insulina humana, se controla la concentracion de glucosa en la sangre

Ensayo (lll)
Determinacion en cerdos del T50% de las insulinas de la invencion.

Tsov €s el tiempo transcurrido hasta que desaparece el 50% de un derivado de insulina que se va a someter a ensa-
yo, marcado con A14 Tyr(125l), desde el sitio de la inyeccion, tal como se mide con un contador y externo

Se siguen los principios de cuidado de animales de laboratorio, se emplean cerdos hembra no diabéticos, LYYD
exentos de patégenos, especificos, cruce de razas Landrace Danesa, Yorkshire y Duroc (Holmenlund, Haarloev,
Dinamarca) para estudios farmacocinéticos y farmacodinamicos. Los cerdos estan conscientes, tienen 4-5 meses de
edad y pesan de 70-95 kg. Los animales se mantienen en ayunas durante una noche, 18 h antes del experimento.

Las preparaciones formuladas de insulinas prolongadas marcadas en TyrA14 con 125l se inyectan por via sc. en
cerdos tal y como se ha descrito anteriormente (Ribel, U., Jgrgensen, K, Brange, J, y Henriksen, U. The pig as a
model for subcutaneous insulin absorption in man. Serrano-Rios, M y Lefébvre, P. J. 891-896. 1985. Amsterdam;
Nueva York; Oxford, Elsevier Science Publishers. 1985 (Conference Proceeding)).

Al principio de los experimentos, se inyecta una dosis 60 nmol de la insulina prolongada de acuerdo con la invencion
(compuesto de prueba) y una dosis 60 nmol de insulina (ambas marcadas con 125| en TyrA14) en dos sitios distin-
tos en el cuello de cada cerdo.

La desaparicion del marcador radiactivo del sitio de la inyeccion sc. se controla usando una modificacion del método
de recuento gamma externo tradicional (Ribel, U. Subcutaneous absorption of insulin analogues. Berger, M. y Gries,
F. A. 70-77 (1993). Stuttgart; Nueva York, Georg Thime Verlag (Conference Proceeding)). Con este método modifi-
cado es posible medir continuamente la desaparicion de la radiactividad de un depésito subcutaneo durante varios
dias, utilizando un dispositivo portatil inalambrico (Scancys Laboratorieteknik, Veerlase, DK-3500, Dinamarca). Las
mediciones se realizan a intervalos de 1 min, y el recuento de valores se corrige para la actividad de fondo.

Ensayo (IV)
Administracion pulmonar de insulinas prolongadas a ratas

La sustancia del ensayo se administrara en una dosis por via pulmonar a través del método de instilacion de gotas.
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Resumiendo, las ratas Wistar machos (ap. 250 g) se anestesian con ap. 60 ml de fentanilo/dehidrodenzperidol/-
dormicum, administrado como una dosis de cebado de 6,6 ml/kg sc y seguida de 3 dosis de mantenimiento de 3,3
ml/kg sc con un intervalo de 30 min. Diez minutos después de la induccion de la anestesia, se obtienen muestras
basales de la vena de la cola (t = -20 min) seguidas por una muestra basal inmediatamente antes de la dosificacion
de la sustancia del ensayo (t = 0). En t = 0, la sustancia del ensayo se administra en una dosis intratraqueal en un
pulmén. Una canula especial con terminacion redondeada esta montada en una jeringa que contiene 200 ul de aire y
la sustancia del ensayo (1 ml/kg). A través del orificio, la canula se introduce en la traquea y avanza hasta uno de los
bronquios principales - justo al pasar la bifurcacion. Durante la insercion, el cuello se palpa desde el exterior para
asegurar el posicionamiento intratraqueal. El contenido de la jeringa se inyecta, seguido de 2 s de pausa. A partir de
entonces, la canula se extrae lentamente de nuevo. Las ratas se mantienen anestesiadas durante la prueba (mues-
tras de sangre durante un maximo de 4 horas) y son sacrificadas después del experimento.

Ensayo (V)
Hidrofobicidad de las insulinas prolongadas de acuerdo con la invencion

La hidrofobicidad (indice hidréfobo) de las insulinas prolongadas de la invencion en relaciéon con la insulina humana,
k're;, S8 midié en una columna de HPLC LiChrosorb RP18 (5 pm, 250x4 mm) mediante elucién isocratica a 40°C,
usando mezclas de A) tampon de fosfato sédico 0,1 M, pH 7,3, que contenia 10% de acetonitrilo y B) 50% de aceto-
nitrilo en agua, como eluyentes. La elucion se superviso siguiendo la absorcion UV del eluato a 214 nm. El tiempo de
muerto, se encontré mediante la inyeccion de nitrato de sodio 0,1 mM. El tiempo de retencién para la insulina huma-
na, thumana, S€ ajustd a al menos 21y, variando la relacion entre las soluciones Ay B. K'rel = (tinsulina ~t0)/(thumana -to)-

LISTADO DE SECUENCIAS
<110> Novo Nordisk A/S
<120> INSULINAS PROLONGADAS CON AMINOACIDOS
<130> 7517.000-EP
<160> 8
<170> Patentln versién 3.4

<210>1
<211>27

< 212> PRT

< 213> Artificial

<220>
< 223> Secuencia de aminoacidos artificial

<400> 1
Gly Il= vzl Glu Gln Cys Cys Thr Ser Ile Cys Ser Leu Tyr Gln Leu
1 5 1c 15

Glu Asn Tyr Cys Rsn Gly Gly Gly Gly Gly Gly
20 25

<210> 2
<211>29
<212>PRT

< 213> Artificial

<220>
< 223> Secuencia de aminoacidos artificial
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<400> 2
Pre ¥al Asn CGln His Leu Cys CGly Ser His lLeu Val Glu Ala
1 5 1c
Zen Val Cys &ly Glu Arg Gly Fhe Fhe Tyr Thr Fro Lys
20 25
<210>3
<211>33
<212> PRT
< 213> Atrtificial
<220>
< 223> Secuencia de aminoacidos artificial
<400> 3
Gly Ils ¥zl Clu Gln Cys Cys Thr Ser Ile Cys Sex Leu Tyr
1 S 10

Glu Esn Tyr Cys Asn CGly Gly CGly Gly Gly Gly Gly Cly Gly
20 25 30

Gly

<210> 4
<211>39
<212>PRT

< 213> Artificial

<220>
< 223> Secuencia de aminoacidos artificial

<400> 4
Gly Ils vzl ¢lu Gln Cys Cys Thr Ser Ile Cys Ser Leu Tyr
1 5 10

Glu Asn Tyr Cys Rsn zly Gly Gly Gly Gly Gly Gly Sly Gly
20 25 20

Gly Gly Gly Gly Gly Gly Gly
35

<210>5
<211>45
<212>PRT

< 213> Artificial

<220>
< 223> Secuencia de aminoacidos artificial

22
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<400> 5
Gly Il=s vel Glu Gln Cys Cys Thr Ser Iles Cys Ser Leu Tyr Gln Leu
1 S 10 15

Glu Asn Tyr Cys Ban Gly Gly Gly Gly Gly Gly Gly Gly Gly Gly Gly
20 25 30

Gly Gly Gly ¢ly Gly Cly Gly CGly Gly Cly Gly Gly Sly
35 40 45

<210>6
<211>39
<212>PRT

< 213> Artificial

<220>
< 223> Secuencia de aminoacidos artificial

<400> 6
Gly Ils vzl Glu Gln Cys Cys Thr Ser Ile Cys Ser Leu Tyr Gln Leu
1 5 1c 15

Glu Asn Tyr Cys Gln Gly Pro Pro Gly Fro Fro Gly Pro Pro Gly Fro
20 25 20

Pro Gly 2ro Pro Gly Pro Pro

<210>7
<211>39
<212>PRT

< 213> Artificial

<220>
< 223> Secuencia de aminoacidos artificial

<400>7
Gly Ils Val Clu Gln Cys Cys Thr Ser Ile Cys S5er Zeu Tyr Gln Leu
1 5 10 15

Glu Asn Tyr Cys Gln Zly Ser CGly
20

Sar Zly Ser Gly Ser Gly Ser Gly
20

Mo
(S0 ()

Ser Gly Cly Ser Cly Ser

[FSRN sl
[N}
—

<210> 8
<211>39
<212>PRT

< 213> Artificial

<220>
< 223> Secuencia de aminoacidos artificial

<400> 8
Gly Ile val 5lu Sln Cys Cys Thr Ser Ile Cys Ser Leu Tyr Gln Zeu
1 5 10 15
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Glu 2Zsn Tyr Cys Gln Gly Glu Gly Glu CGly Glu Gly Slu Gly Zlu Gly
20 25 20

Glu Gly Glu &ly Glu &ly Glu
33
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REIVINDICACIONES

1. Una insulina prolongada en donde una insulina se fija a uno o a varios residuos de oligémero de aminoaci-
dos que contienen al menos 5 residuos de aminoacidos, preferiblemente al menos 10 residuos de aminoacidos y no
mas de 800 residuos de aminoacidos, preferiblemente no mas de 300 residuos de aminoacidos, preferiblemente no
mas de 100 residuos de aminoacidos, preferiblemente no mas de 50 residuos de aminoacidos, mediante un enlace
amida, preferiblemente a través de un enlace peptidico.

2. La insulina prolongada segun la reivindicacion precedente, en donde el oligémero de aminoacidos se com-
pone de los residuos de aminoacidos codificables.

3. La insulina prolongada segun la reivindicacion precedente, en donde el oligémero de aminoacidos se com-
pone de residuos de aminoacidos elegidos entre el grupo que consiste en los residuos Gly, Glu, Pro y Ser.

4. La insulina prolongada segun la reivindicaciéon precedente, en donde la cantidad de residuos Gly en el
oligbmero de aminoacidos es de al menos 80% (peso/peso).

5. La insulina prolongada segun la reivindicacion precedente, en donde el oligémero de aminoacidos se com-
pone de residuos Gly.

6. La insulina prolongada segun cualquiera de las reivindicaciones precedentes posibles, en donde el oligome-
ro de aminoacidos es (Gly)n, (Gly-Pro-Pro),, (Pro-Pro-Gly),, (Gly-Ser),, (Ser-Gly),, (Gly-Glu), o (Glu-Gly),, en donde
n es un nimero entero que proporciona el nimero apropiado de residuos de aminoacidos.

7. La insulina prolongada segun cualquiera de las reivindicaciones precedentes posibles, en donde el oligome-
ro de aminoacidos se fija a un residuo de aminoacido en una de las posiciones B1, A21, B29 o B30 de la insulina,
con la condicién de que dicho aminoacido esté en una posicion terminal antes de la fijacion del oligémero.

8. La insulina prolongada segun cualquiera de las reivindicaciones precedentes posibles, en donde la insulina
es insulina humana que tiene una o varias de las siguientes modificaciones opcionales: en la posicion A14: E o D; en
la A21: G, Ao Q; en la posicion B3: Q, S o T; en la posicion B25: H; en la posicion B28: D o E; y en la posicion B30:
des.

9. La insulina prolongada segun cualquiera de las reivindicaciones precedentes posibles, en donde la insulina
es insulina humana, insulina humana desB30, insulina aspart, insulina humana A21Gly, insulina humana A21Gly
desB30 e insulina humana LysB28ProB29.
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Fig. 1

* % % % ¢« Hypnorm/Dormicum (-10, 20, 50 y 95 min)

LILEL) L LJ
-10 10 30 60

L] L] L]
120 180 240 360
tiempo (min)

—— vehiculo it

~¥ Insulina Aspart 10 nmol/kg it
g INsulina Aspart 15 nmol/kg it

wde Insulina de la invencion 10 nmol/kg it
=g |nsulina de la invencién 20 nmol/kg it

- Insulina de la invencion 40 nmol/kg it
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