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DESCRIPCION
Formulaciones de insulina
Campo de esta invencion

Esta invencion se refiere a formulaciones farmacéuticas de insulina que se pueden emplear para prevenir, tratar y
curar la diabetes, y a aspectos relacionados con la misma de forma natural.

Antecedentes de esta invencion
La insulina es una hormona polipeptidica secretada por las células B del pancreas.

La insulina se utiliza para el tratamiento de la diabetes y enfermedades relacionadas con la misma o que son el resul-
tado de la misma. La insulina es esencial para mantener una regulacion metabodlica normal. Desde la introduccion de
la terapia con insulina hace 90 afios, se ha salvado, prolongado y mejorado la vida de millones de pacientes con diabe-
tes. En las ultimas décadas, ha quedado de manifiesto que para un paciente diabético es extremadamente importante
mantener un control estricto del nivel de glucosa en sangre.

En Prog. Biophys. Mole. Biol. 91 (2006), 199 y ss., hay una visién general de las diferentes formas de insulina.

Por lo general, la insulina se administra por medio de inyecciones (por via subcutanea). En Nat. Reviews Drug Disc. 1
(2002), 529 y ss., hay una visidon general de rutas alternativas para la administracion de insulina.

En el documento WO 2009/115469, se mencionan analogos de insulina acilados en los que un aminoacido hidréfobo
ha sido sustituido por aminoacidos hidréfilos. En el documento WO 2009/115469, no se mencionan formulaciones
farmacéuticas de insulina especificas inyectables.

En el documento WO 2008/015099, se mencionan insulinas extendidas, PEGiladas. En el documento WO
2008/015099, no se mencionan formulaciones farmacéuticas de insulina especificas.

En resumen, el documento WO 02/067969 se refiere a formulaciones de insulina que estan estabilizadas ya que con-
tienen dos especies de insulina diferentes y, al parecer, la descripcidon se centra en la insulina lispro que es una de las
dos especies de insulina.

Durante décadas, se han desarrollado y comercializado formulaciones de insulina con diferentes propiedades y esas
formulaciones se han preparado utilizando una gran variedad de aditivos. Se presume que en las formulaciones co-
mercializadas de insulina neutra, ninguna contiene insulina que esté en forma mondmera.

Muchos pacientes tienen que administrarse de 2-4 inyecciones de insulina al dia, por ejemplo, para el tratamiento
basal y el tratamiento prandial.

En 2007 habia 246 millones de diabéticos en el mundo. En 2025, se espera que el niUmero ascienda a aproximada-
mente 380 millones.

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 a proporcionar formulaciones de insulina que tienen un contenido relativa-
mente alto en insulina, por ejemplo, una concentracion de insulina superior a aproximadamente insulina 1,5 mM, prefe-
riblemente superior a aproximadamente insulina 3 mM, y mas preferiblemente superior a aproximadamente 4 mM vy
una concentracion inferior a aproximadamente insulina 9 mM.

Otro aspecto de esta invencién se refiere a proporcionar formulaciones de insulina que tienen una estabilidad quimica
suficiente.

Otro aspecto de esta invencion se refiere a proporcionar formulaciones de insulina que tienen una estabilidad fisica
suficiente.

Otro aspecto de esta invencion se refiere a proporcionar formulaciones de insulina que tienen una viscosidad suficien-
temente baja.

Otro aspecto de esta invencion se refiere a proporcionar formulaciones de insulina que tienen una solubilidad suficien-
te.

Otro aspecto de esta invencion se refiere a proporcionar formulaciones de insulina que tienen un patrén de oligomeri-
zacion suficientemente estable.

Otro aspecto de esta invencion se refiere a proporcionar formulaciones de insulina en donde la insulina que esta pre-
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sente en una concentracion relativamente alta, esta en forma disuelta con un valor de pH de aproximadamente 6 o
superior a aproximadamente 6, preferiblemente con un valor de pH de aproximadamente 6,5 o superior a aproxima-
damente 6,5, mas preferiblemente con un valor de pH de aproximadamente 7 o superior a aproximadamente 7, incluso
mas preferiblemente con un valor de pH de aproximadamente 7,4 o superior a aproximadamente 7,4 e inferior a un
valor de pH de aproximadamente 8,2.

Definiciones

El término "diabetes" o "diabetes mellitus" incluye la diabetes de tipo 1, la diabetes de tipo 2, la diabetes gestacional
(durante el embarazo) y otras afecciones que provocan hiperglucemia. El término se utiliza para un trastorno metabdli-
co en el que el pancreas produce una cantidad insuficiente de insulina, o en el que las células del cuerpo no respon-
den adecuadamente a la insulina, evitando de ese modo que las células absorban la glucosa. Como resultado, la glu-
cosa se acumula en la sangre.

La diabetes de tipo 1, también denominada diabetes mellitus insulinodependiente (DMID) y diabetes de comienzo
juvenil, esta causada por la destruccion de las células 8, lo que conduce por lo general a una carencia absoluta de
insulina. La diabetes de tipo 2, también conocida como diabetes mellitus no insulinodependiente (DMNID) y diabetes
de comienzo en la edad adulta, se asocia con una resistencia predominante a la insulina y, por lo tanto, con una ca-
rencia relativa de insulina y/o un defecto predominantemente en la secrecion de insulina con resistencia a la insulina.

En este documento, el término "formulacion" se emplea como sinénimo del término "composicion".

La fuerza iénica de una solucién es una medida de la concentracion de iones en esa solucién. Los compuestos ioni-
cos, cuando se disuelven en agua, se disocian en iones. La concentracion total de electrolitos en solucién afectara a
propiedades importantes, tales como la disociacion o la solubilidad de diferentes sales. Una de las principales carac-
teristicas de una solucién con iones disueltos es la fuerza idnica. La fuerza ionica (de aqui en adelante designada "I")
de una solucioén es una funcién de la concentraciéon de fodos los iones presentes en esa solucion:

en donde c¢; es la concentracion molar del ion i (moI-dm'S), z; es el numero de carga de ese ion, y la suma se toma de
todos los iones en la solucién. Para un electrolito 1:1 tal como cloruro de sodio, la fuerza i6nica es igual a la concentra-
cion, pero para MgSO. la fuerza idnica es cuatro veces mayor. Generalmente, los iones multivalentes contribuyen
fuertemente a la fuerza ionica.

En este documento, se emplean las siguientes abreviaturas: "Ac" para acetato, "yGlu" o "gGlu" para gamma L-
glutamilo con la formula -CO-CH,CH2-CH(COOH)-NH-; "HMWP" para péptidos de alto peso molecular; "OEG" para el
aminoacido con la formula NH2-(CHz)2-O-(CHz)2-O-CH2-COOH correspondiente al grupo -NH-(CHz)2-O-(CHz)2-O-CHz-
CO-, también designado [2-(2-aminoetoxi)etoxilmetilcarbonilo; y "ThT" se utiliza para tioflavina T.

Descripcion detallada de esta invencion

Se ha encontrado de manera sorprendente que formulaciones de los derivados de insulina de acuerdo con la presente
invencion, cumplen muchos de los objetos anteriores. Por ejemplo, tales formulaciones son solubles y tienen un perfil
farmacocinético deseado.

Los derivados de insulina que han de ser estabilizados de acuerdo con la presente invencion, se seleccionan a partir
del grupo que consiste en insulina humana A14E, B16H, B25H, B29K((N‘-eicosanodioil-yGlu-[2-(2-{2-[2-(2-
aminoetoxi)etoxilacetilamino}etoxi)etoxijacetilo)), desB30; insulina humana A14E, B16H, B25H, B29K(N*-
hexadecanodioil-yGlu), desB30; insulina humana A14E, B16H, B25H, B29K(N*-eicosanodioil-yGlu), desB30; e insulina
humana A14E, B25H, desB27, B29K(N*-octadecanodioil-yGlu), desB30.

El derivado de insulina, insulina humana A14E, B16H, B25H, B29K((N*-eicosanodioil-yGlu-[2-(2-{2-[2-(2-
aminoetoxi)etoxilacetilamino}etoxi)etoxilacetilo)), desB30, también se puede designar insulina humana A14E, B16H,
B25H, B29K(N*-eicosanodioil-yGlu-OEG-OEG), desB30 que tiene la siguiente formula:

0O H OH
HO NYWV\/WVNO
(o]

H o]
o u/\,o\,\o»\gN\/\o/\,o\)\NH

s

I
TSICSLEQLENY?N-ON

s
s
s

s
|
#GIVEQC

—am0m()

| .
N'FVNQHLCGSHLVEALHLVCGERGFHYTP-H OH

La formulaciéon farmacéutica que contiene el derivado de insulina para uso de acuerdo con la invencién comprende
ademas de 1 a 2% (peso/peso) de glicerol; de 16 a 35 mM de fenol; de 16 a 35 mM de m-cresol; de 3,5 a 5,5 moles de
iones de zinc por seis moles de dicho derivado de insulina; y no mas de 75 mM de cloruro de sodio.
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Las formulaciones farmacéuticas se pueden preparar mezclando el derivado de insulina para uso de acuerdo con la
invencion con fenol, m-cresol, iones de zinc, opcionalmente, uno o varios compuestos que proporcionan la fuerza iéni-
ca deseada y, opcionalmente, glicerol, todos en las cantidades mencionadas en esta memoria descriptiva.

La fuerza iénica deseada se puede obtener mediante la adicién de cloruro de sodio y/o acetato de sodio, y/o TRIS (2-
amino-2-hidroximetil-1,3-propanodiol) y/o arginina en cantidades apropiadas en las cantidades mencionadas en esta
memoria descriptiva.

En un aspecto de la presente invencion, las formulaciones farmacéuticas se pueden preparar mezclando el derivado
de insulina para uso de acuerdo con la invencion, con glicerol, fenol, m-cresol, iones de zinc y, opcionalmente, cloruro
de sodio en cantidades apropiadas, y estos ingredientes pueden estar presentes en las cantidades indicadas en las
reivindicaciones, preferiblemente 4,2 mM del derivado de insulina, aproximadamente 1,6% (peso/peso) de glicerol,
aproximadamente 25 mM de fenol, aproximadamente 25 mM de m-cresol, aproximadamente 4,5 Zn/6 moles de deri-
vado de insulina, aproximadamente 20 mM de cloruro de sodio y teniendo un valor de pH de aproximadamente 7,4.

Las formulaciones farmacéuticas se preparan de forma isoténica mediante la adicion de cloruro de sodio y glicerol.

Dentro del campo de la insulina, es comun proporcionar las cifras para la cantidad de zinc presente, como la cantidad
de iones de zinc que estan presentes por seis moles de la insulina o del derivado de insulina que esta presente en la
preparacion. A veces, dichos seis moles de insulina o de derivado de insulina se refieren, de forma incorrecta, a un
hexamero, a pesar de que no todas las moléculas de insulina participan en la formacion de una configuracion de
hexamero y, en tales casos, la cantidad de zinc presente en realidad es la cantidad de iones de zinc presentes por seis
moles de insulina o del derivado de insulina, independientemente de si dichas insulinas o derivados de insulina partici-
pan en la formacion de una configuracion de hexamero o no. Para este calculo, no se tiene que considerar en qué
forma estan presentes dichos iones de zinc.

Es deseable que, después de la inyeccion de la formulacion de insulina, los derivados de insulina se asocien entre si
para formar, en particular, dimeros, hexameros, dihexameros (dodecameros) y multihexameros. En esta memoria, el
término multihexameros incluye conjuntos de insulina que contienen mas de 12 moléculas del derivado de insulina. Se
cree que después de la inyeccion de la formulacion de esta invencion en seres humanos, los multihexameros se dis-
ociaran debido a una difusion de los aditivos en la formulacion y que los dimeros liberados se disociaran rapidamente
en monomeros.

Un modelo de oligomerizacion suficiente de una formulacion significa que el patron permanece sustancialmente sin
cambios, a través de la vida util de la formulacién. Ademas, dicha formulacién puede consistir en varios componentes,
es decir, dodecamero mas monémero o hexamero mas monémero, pero no dodecamero, hexamero, dimero mas
monomero y no oligémeros diferentes no especificados que varian desde dodecameros a monémeros.

Las formulaciones de insulina se administran a los pacientes de una manera conocida de por si, por ejemplo, depen-
diendo de los conocimientos generales del paciente combinados con los conocimientos generales del médico. Esta
invencion es mejor utilizarla segun convenga al paciente. El modo de uso final depende por tanto de las capacidades
del producto y de la disposicion y las preferencias del paciente. Esto es debido al hecho de que el efecto de cualquier
producto de insulina depende de la necesidad de insulina del paciente individual y de la sensibilidad a las acciones
farmacodinamicas de dicha insulina y, por ultimo, también de las preferencias del paciente en una situacion dada.
Estas condiciones pueden cambiar con el tiempo, tanto en términos de periodos mas largos (afios) como del dia a dia.
El nivel de dosis 6ptimo para cualquier paciente dependera de una variedad de factores que incluyen la edad, el peso
corporal, la actividad fisica y la dieta del paciente, de una posible combinacién con otros farmacos, y de la gravedad de
la afeccidon que se va a tratar. Se recomienda que el régimen de dosificacion sea determinado para cada paciente de
forma individual por los expertos en la técnica de una manera similar a como se hace ahora para formulaciones cono-
cidas de insulina.

Las enfermedades y afecciones que son los objetivos principales de esta invencion son la diabetes mellitus (tipo 1 0 2)
u otros trastornos caracterizados por hiperglucemia, pero también enfermedades metabdlicas y trastornos en general,
en donde los efectos metabdlicos de la insulina tienen una relevancia clinica o son de interés, tales como pre-diabetes,
intolerancia a la glucosa, sindrome metabdlico, obesidad, caquexia, pérdida/muerta de células beta in vivo, apetito
excesivo e inflamacién. Todos estos tipos de trastornos son conocidos porque se benefician o se cree que se benefi-
cian de un estado metabdlico estable en el sujeto que tiene la enfermedad o el trastorno.

Para poner en practica esta invencién, se puede administrar una preparacion de insulina por via parenteral a pacientes
que requieren un tratamiento de este tipo. La administracion parenteral se puede realizar mediante inyeccion subcuta-
nea, intramuscular o intravenosa por medio de una jeringa, opcionalmente una jeringa tipo pluma. Alternativamente, la
administracion parenteral se puede realizar por medio de una bomba de infusiéon. Otras opciones son administrar la
composicion de insulina por via nasal o pulmonar, preferiblemente en composiciones, polvos o liquidos, disefiados
especificamente para esa finalidad.

Caracteristicas preferidas de esta invenciéon

Para resumir y complementar las afirmaciones anteriores, las caracteristicas y clausulas de esta invencion son las
siguientes:
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1. Una formulacion en la que el derivado de insulina se selecciona a partir del grupo que consiste en insulina
humana A14E, B16H, B25H, B29K((N*-eicosanodioil-yGlu-[2-(2-{2-[2-(2-
aminoetoxi)etoxilacetilamino}etoxi)etoxilacetilo)), desB30, insulina humana A14E, B16H, B25H, B29K(N®-
hexadecanodioil-yGlu), desB30; insulina humana A14E, B16H, B25H, B29K(N*-eicosanodioil-yGlu), desB30; e
insulina humana A14E, B25H, desB27, B29K(N‘-octadecanodioil-yGlu), desB30, preferiblemente insulina
humana A14E, B16H, B25H, B29K((N*-eicosanodioil-yGlu-[2-(2-{2-[2-(2-
aminoetoxi)etoxilacetilamino}etoxi)etoxi]acetilo)), desB30.

2. La formulacion de acuerdo con la clausula 1, que contiene una cantidad de un derivado de insulina que es
superior a aproximadamente 1,2 mM, preferiblemente superior a aproximadamente 2,1 mM, y mas preferible-
mente superior a 3,8 mM.

3. La formulacion de acuerdo con una de las clausulas precedentes, que contiene una cantidad de un derivado
de insulina, que es inferior a aproximadamente 9 mM, preferiblemente inferior a aproximadamente 7,1 mM, y
mas preferiblemente inferior a aproximadamente 6 mM.

4. La formulacion de acuerdo con una cualquiera de las clausulas precedentes, que contiene aproximadamente
2,1 mM de un derivado de insulina para uso de acuerdo con la invencion.

5. La formulacién de acuerdo con una cualquiera de las clausulas precedentes, que contiene aproximadamente
4,2 mM de un derivado de insulina de la formula general 1.

6. La formulacién de acuerdo con una cualquiera de las clausulas precedentes, que contiene una cantidad de
glicerol en el intervalo de aproximadamente 1 a aproximadamente 2% (peso/peso).

7. La formulacién de acuerdo con una cualquiera de las clausulas precedentes, que contiene aproximadamente
1,6% (peso/peso) de glicerol.

8. La formulacién de acuerdo con una cualquiera de las clausulas precedentes, que contiene una cantidad de
fenol que es superior a aproximadamente 16, preferiblemente superior a aproximadamente 20 mM.

9. La formulacién de acuerdo con una cualquiera de las clausulas precedentes, que contiene una cantidad de
fenol que es inferior a aproximadamente 35 mM, preferiblemente inferior a aproximadamente 30 mM.

10. La formulacién de acuerdo con una cualquiera de las clausulas precedentes, que contiene aproximadamen-
te 25 mM de fenol.

11. La formulacién de acuerdo con una cualquiera de las clausulas precedentes, que contiene una cantidad de
m-cresol, que es superior a aproximadamente 16 mM, preferiblemente superior a 20.

12. La formulacién de acuerdo con una cualquiera de las clausulas precedentes, que contiene una cantidad de
m-cresol, que es inferior a aproximadamente 35 mM, preferiblemente inferior a aproximadamente 30 mM.

13. La formulacién de acuerdo con una cualquiera de las clausulas precedentes, que contiene aproximadamen-
te 25 mM de m-cresol.

14. La formulacién de acuerdo con una cualquiera de las clausulas precedentes, que contiene una cantidad de
iones de zinc por seis moles de derivado de insulina que es superior a aproximadamente 3,5, preferiblemente
superior a aproximadamente 4, mas preferiblemente superior a aproximadamente 4,2.

15. La formulacién de acuerdo con una cualquiera de las clausulas precedentes, que contiene una cantidad de
iones de zinc por seis moles de derivado de insulina que es inferior a aproximadamente 5,5, preferiblemente in-
ferior a aproximadamente 5,1, mas preferiblemente inferior a aproximadamente 5, y aun mas preferible inferior
a aproximadamente 4,8.

16. La formulacién de acuerdo con una cualquiera de las clausulas precedentes, que contiene aproximadamen-
te 4,5 iones de zinc por seis moles de derivado de insulina.

17. La formulacién de acuerdo con una cualquiera de las clausulas precedentes, que tiene una fuerza iénica
superior a aproximadamente 1, preferiblemente superior a 10.

18. La formulaciéon de acuerdo con una cualquiera de las clausulas precedentes, que tiene una fuerza idénica in-
ferior a aproximadamente 150 mM, preferiblemente inferior a aproximadamente 120, mas preferiblemente infe-
rior a aproximadamente 100.

19. La formulacién de acuerdo con una cualquiera de las clausulas precedentes, que contiene una cantidad de
cloruro de sodio, que es superior a aproximadamente 1 mM, preferiblemente superior a aproximadamente 10
mM.

20. La formulacion de acuerdo con una cualquiera de las clausulas precedentes, que contiene una cantidad de
cloruro de sodio, que es inferior a aproximadamente 75 mM, preferiblemente inferior a aproximadamente 50
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mM, mas preferiblemente inferior a aproximadamente 30 mM.

21. La formulacién de acuerdo con una cualquiera de las clausulas precedentes, que contiene aproximadamen-
te 20 mM de cloruro de sodio.

22. La formulacion de acuerdo con una cualquiera de las clausulas precedentes, que contiene una cantidad de
acetato de sodio que es superior a aproximadamente 1 mM, preferiblemente superior a aproximadamente 10
mM.

23. La formulacién de acuerdo con una cualquiera de las clausulas precedentes, que contiene una cantidad de
acetato de sodio que es inferior a aproximadamente 150 mM, preferiblemente inferior a aproximadamente 120
mM, mas preferiblemente inferior a aproximadamente 100 mM.

24. La formulacién de acuerdo con una cualquiera de las clausulas precedentes, que tiene un valor de pH que
es superior a aproximadamente 6,5, preferiblemente superior a aproximadamente 6,8, mas preferiblemente su-
perior a aproximadamente 7, y ain mas preferiblemente superior a aproximadamente 7,2.

25. La formulacion de acuerdo con una cualquiera de las clausulas precedentes, que tiene un valor de pH que
es inferior a aproximadamente 8, preferiblemente inferior a aproximadamente 7,8, mas preferiblemente inferior
a aproximadamente 7,6.

26. La formulacion de acuerdo con una cualquiera de las clausulas precedentes, que tiene un valor de pH de
aproximadamente 7,4.

27. La formulacion de acuerdo con una cualquiera de las clausulas precedentes, que contiene una cantidad de
Zn por seis moles de derivado de insulina en el intervalo de aproximadamente 4 a aproximadamente 5,1, y que
tiene un valor de pH en el intervalo de aproximadamente 7 a aproximadamente 8,2.

28. La formulacion de acuerdo con una cualquiera de las clausulas precedentes, que contiene una cantidad de
Zn por seis moles de derivado de insulina en el intervalo de aproximadamente 4 a aproximadamente 5,1, y que
tiene un valor de pH en el intervalo de aproximadamente 7 a aproximadamente 7,8.

29. La formulacién de acuerdo con una cualquiera de las clausulas precedentes, que contiene desde aproxima-
damente 2,1 a aproximadamente 6 mM del derivado de insulina, desde aproximadamente 3 a aproximadamente
5 iones de zinc por seis moles del derivado de insulina, y que tiene una fuerza idénica desde aproximadamente
10 a aproximadamente 100.

30. La formulacioén de acuerdo con una cualquiera de las clausulas precedentes, que contiene desde aproxima-
damente 2,1 a aproximadamente 6 mM del derivado de insulina, desde aproximadamente 3 a aproximadamente
5 iones de zinc por seis moles del derivado de insulina, y que tiene una fuerza iénica desde aproximadamente
20 a aproximadamente 80.

31. La formulacion de acuerdo con una cualquiera de las clausulas precedentes, que contiene aproximadamen-
te 4,2 mM del derivado de insulina, aproximadamente 1,6% (peso/peso) de glicerol, aproximadamente 25 mM
de fenol, aproximadamente 25 mM de m-cresol, aproximadamente 4,5 iones de zinc por seis moles de derivado
de insulina, aproximadamente 20 mM de cloruro de sodio, y que tiene un valor de pH de aproximadamente 7,4.

32. La formulacion de acuerdo con una cualquiera de las clausulas precedentes, que contiene aproximadamen-
te 3,8-5,2 mM del derivado de insulina, aproximadamente 1,3-1,8% (peso/peso) de glicerol, aproximadamente
22-28 mM de fenol, aproximadamente 22-28 mM de m-cresol, aproximadamente 3,8-5 iones de zinc por seis
moles de derivado de insulina, aproximadamente 10-30 mM de cloruro de sodio, y que tiene un valor de pH de
aproximadamente 7,2-8,2.

33. La formulacién de acuerdo con una cualquiera de las clausulas precedentes, en donde una parte principal
de la misma, por ejemplo, 50% (peso/peso), del derivado de insulina esta en forma de monémero.

34. La formulacién de acuerdo con una cualquiera de las clausulas precedentes, en donde el analogo de insuli-
na para uso de acuerdo con la invencién es insulina humana A14E, B16H, B25H, B29K(N®-hexadecanodioil-
yGlu), desB30.

35. La formulacién de acuerdo con una cualquiera de las clausulas precedentes, en donde el analogo de insuli-
na para uso de acuerdo con la invencion es insulina humana A14E, B16H, B25H, B29K(N*-eicosanodioil-yGlu),
desB30.

36. La formulacién de acuerdo con una cualquiera de las clausulas precedentes, en donde el analogo de insuli-
na para uso de acuerdo con la invencion es insulina humana A14E, B25H, desB27, B29K(N-octadecanodioil-
yGlu), desB30.

37. La formulacién de acuerdo con una cualquiera de las clausulas precedentes, en donde el analogo de insuli-
na para uso de acuerdo con la invencion es insulina humana A14E, B16H, B25H, B29K((N*-eicosanodioil-gGlu-
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[2-(2-{2-[2-(2-aminoetoxi)etoxi]acetilamino}etoxi)etoxi]acetilo)), desB30.

38. La formulacién de acuerdo con una cualquiera de las clausulas precedentes, en donde el derivado de insu-
lina, después de la inyeccion, esta en una forma multihexamera o una parte principal del mismo, preferiblemen-
te mas del 50% del mismo, incluso mas preferiblemente mas del 75% (peso/peso) del mismo, esta en forma
multihexamera.

39. La formulacion de acuerdo con una cualquiera de las clausulas precedentes, cuyas formulaciones contienen
menos del 5%, preferiblemente menos del 1%, incluso mas preferiblemente menos del 0,1%, (peso/peso) de
material sélido.

Ejemplo 1
Objetivo

El objetivo de este experimento era medir la estabilidad quimica y fisica como una funcién de la concentracion de zinc
en la formulacién con insulina humana A14E, B16H, B25H, B29K((N*-eicosanodioil-gGlu-[2-(2-{2-[2-(2-
aminoetoxi)etoxilacetilamino}etoxi)etoxi]acetilo)), desB30.

Formulacion

La insulina humana A14E, B16H, B25H, B29K((N*-eicosanodioil-gGlu-[2-(2-{2-[2-(2-
aminoetoxi)etoxilacetilamino}etoxi)etoxi]acetilo)), desB30 se disolvié en agua MilliQ hasta tener una concentracion final
de 26,2 mM con un valor de pH de aproximadamente 8. Se afadi6 fenol, cresol, cloruro de zinc (Zn) y glicerol en el
orden mencionado de acuerdo con la concentracion de Zn/6 insulinas (en lo sucesivo abreviado como "ins") en la tabla
de abajo, proporcionando una concentracion final de insulina de 7,1 mM.

La distribucion de las especies segun lo observado por SEC a pH neutro, se midi6 utilizando el Método 1.
La estabilidad fisica de las formulaciones se midi6 como tiempo de retardo en el ensayo de tioflavina T.

La estabilidad quimica de las formulaciones se midi6 como aumento de proteina de alto peso molecular (HMWP) y
desamidaciones después de un almacenamiento durante dos semanas a 37°C, con respecto a la cantidad de HMWP y
desamidacién medida después de dos semanas de almacenamiento a 4°C. El contenido en HMWP después de dos
semanas de almacenamiento a 4°C es de 0,6%. El contenido en desamidaciones después de dos semanas de alma-
cenamiento a 4°C es de 5,4%.

HMWP se midio utilizando el método 1 de HMWP.

La formacion de impurezas relacionadas con la insulina tales como desamidaciones, se midié usando cromatografia
de fase inversa (UPLC).

La cantidad de desamido A21 y B3 se determiné como el area de absorbancia medida en porcentaje del area total de
absorbancia determinada después de la elucion de los conservantes.

Tabla 1
Insulina 7,1 | Dihexameros | Hexamero | Oligémeros |Tiempo de | Formacién de HMWP Formacién de desami-
mM (% del total) (% del | mas pequefios |retardoen | Aumento de HMWP dacion
fenol 16 mM total) que el hexa- | horas en | después de almacena- | Incremento de la desa-
cresol 20 mero (% del | el ensayo | miento a 37°C durante midacién después de
mM total) THT dos semanas. Se re- | almacenamiento a 37°C
1,6% de stan los valores a 4°C | durante dos semanas.
glicerol pH Se restan los valores a
7.4 4°C
0 Zn/6 ins 0 3 97 3 3,2 13,8
1,2 Zn/6 ins 2 62 37 6,7 1,4 4,7
2,32Zn/6ins 11 81 7 45 0,4 1,2
3,52Zn/6 ins 50 41 8 45 0,4 0,9
4,7 Zn/6 ins 74 18 8 45 0,5 1,1
5,9 Zn/6 ins 53 13 33 45 0,5 1,3
7,1 Zn/6 ins 29 41 29 45 0,7 1,6
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Se puede concluir lo siguiente

Basandose en la tabla anterior, se puede concluir que la oligomerizacién aumenta y disminuye como una funcion de la
concentracion de zinc. La mayor cantidad de hexamero esta en formulaciones que contienen 2,3 Zn/6 insulinas. La
mayor cantidad de dihexameros esta en formulaciones que contienen entre 3,5 Zn/6 ins y 5,9 Zn/6 ins. Un aumento de
la concentracion de Zn desde 5,9 Zn/6 insulinas a 7,1 Zn/6 insulinas disminuye la cantidad de dihexameros.

La estabilidad fisica es 6ptima en una formulacién que es superior a 2,3 Zn/6 ins, puesto que el tiempo de retardo en el
ensayo ThT aumenta como una funcién de la concentracion de zinc, y es 6ptima cuando es superior a 2,3 Zn/6 ins y la
recuperacion después del ensayo ThT aumenta al 100% cuando la formulacion contiene 2,3 Zn/6 ins o mas.

La estabilidad quimica aumenta como una funcién de la concentracion de zinc; ya que la formaciéon de HMWP es 6pti-
ma en formulaciones que contienen de 2,3 Zn/6 insulinas a 5,9 Zn/6 ins. La formacién de desamidacion es igualmente
6ptima en formulaciones que contienen de 2,3 Zn/6 insulinas a 5,9 Zn/6 ins.

La oligomerizacion de la insulina esta ligada con la estabilidad fisica y quimica de la muestra. Las formulaciones que
contienen principalmente mondémeros de insulina (0 y 1,2 Zn/6 ins) tienen una estabilidad fisica y quimica baja. Las
formulaciones que contienen especies de dihexameros parece que son la conformaciéon mas estable quimicamente.

Ejemplo 2
Objetivo

El objetivo de este experimento era medir la estabilidad quimica y fisica como una funcién de la concentracién de insu-
lina humana A14E, B16H, B25H, B29K((N*-eicosanodioil-gGlu-[2-(2-{2-[2-(2-
aminoetoxi)etoxilacetilamino}etoxi)etoxilacetilo)), desB30 en una formulacion fija. Se ha mostrado que la estabilidad de
la insulina depende del grado de oligomerizacion; la insulina hexamera con zinc es mas estable que la insulina sin zinc
(Brange y Langkjaer 1992). Puesto que la oligomerizacion también esta impulsada por la dilucién, la concentracion de
insulina en la muestra puede influir en la estabilidad.

Formulacion

Insulina humana A14E, B16H, B25H, B29K((N®-eicosanodioil-gGlu-[2-(2-{2-[2-(2-
aminoetoxi)etoxilacetilamino}etoxi)etoxi]acetilo)), desB30 se disolvié en agua MilliQ hasta un valor de pH de aproxima-
damente 8. Se afiadio fenol, cresol, cloruro de zinc (Zn) y glicerol en el orden mencionado, dando como resultado una
formulacion final que contenia: 4,7 Zn/6 insulinas, 1,6% de glicerol, fenol 16 mM, cresol 20 mM, NaCl 20 mM, pH, 7,4 y
la concentracion de insulina indicada en la tabla a continuacion.

La estabilidad fisica de las formulaciones se midié como el tiempo de retardo en horas en el ensayo de tioflavina T
(ThT) y la recuperacion de insulina se midio por HPLC después del ensayo ThT de muestras recién preparadas.

La estabilidad quimica de las formulaciones se midid6 como incremento de HMWP y desamidaciones después de dos
semanas de almacenamiento a 37°C, con respecto a la cantidad de HMWP y desamidacion medida después de dos
semanas de almacenamiento a 4°C. HWMP se midi6 utilizando el método 1 de HMWP. La formacion de desamidacion
se midio utilizando cromatografia de fase inversa. El contenido en HMWP después de un almacenamiento durante dos
y cinco semanas a 4°C es del 0,4-0,5%. El contenido en desamidacion después de dos semanas de almacenamiento a
4°C es del 5,4%.

Tabla 2
Insulina | Tiempo Formacién de Aumento de Aumento de Formacién de Formacién de
fenol 16 | de retar- HMWP HMWP después | HMWP después desamidacion desamidacion
mM doen Incremento de almacena- de almacena- Incremento de la | Incremento de la
cresol 20 | horas en después de miento a 30°C miento a 37°C desamidacion desamidacion
mM el ensa- | almacenamiento durante cinco durante 45 dias. | después de alma- | después de alma-
1,6% de | yo ThT | a 37°C durante semanas. Se Se restan los cenamiento a cenamiento a
glicerol dos semanas. | restan los valores | valores a 4°C 37°C durante dos | 30°C durante dos
4.7 Zn/6 Se restan los a4°C semanas. Se semanas. Se
ins. valores a 4°C restan los valores | restan los valores
NaCl 20 a4°C a4°C
mM pH
7.4
insulina 45 0,3
0,51 mM
insulina 45 0,5 0,6 1 1,4 1,5
3,5 mM
insulina 45 0,3 0,5 1 1,2 1
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Insulina | Tiempo Formacién de Aumento de Aumento de Formacién de Formacién de
fenol 16 | de retar- HMWP HMWP después | HMWP después desamidacion desamidacion
mM doen Incremento de almacena- de almacena- Incremento de la | Incremento de la
cresol 20 | horas en después de miento a 30°C miento a 37°C desamidacién desamidacién
mM el ensa- | almacenamiento durante cinco durante 45 dias. | después de alma- | después de alma-
1,6% de | yo ThT | a 37°C durante semanas. Se Se restan los cenamiento a cenamiento a
glicerol dos semanas. | restan los valores | valores a 4°C 37°C durante dos | 30°C durante dos
4.7 Zn/6 Se restan los a4°C semanas. Se semanas. Se
ins. valores a 4°C restan los valores | restan los valores
NaCl 20 a4°C a4°C
mM pH
7.4
51 mM
insulina 45 0,5 0,4 1 1 1,3
7,1 mM
Degludec 10 0,03 0,07 0,29

Basandose en la tabla anterior, se puede concluir que la estabilidad fisica de las formulaciones era similar en el inter-
valo de concentracion de insulina 0,51-7,1 mM.

La formacion de HMWP es similar para la insulina humana A14E, B16H, B25H, B29K((N*-eicosanodioil-gGlu-[2-(2-{2-
[2-(2-aminoetoxi)etoxi]acetilamino}etoxi)etoxilacetilo)), desB30 en el intervalo analizado de concentracion de insulina
0,51-7,1 mM después de dos semanas a 37°C. La desamidacion y el desarrollo de HMWP también son similares en el
intervalo de concentracion de insulina 3,5 mM-7,1 mM y el intervalo de tiempo de 5 semanas a 30°C y 45 dias a 37°C.
Por otra parte, el desarrollo de HMWP es bajo, ya que el 1% de HMWP se forma solo en 45 dias y las desamidaciones
son igualmente bajas, ya que solo se forma 1-1,5% de HMWP.

Ejemplo 3

El objetivo del estudio era investigar la estabilidad en condiciones de formulacién que variaban el pH, NaCl y Zn como
se especifica a continuacion en la tabla de resultados. Las formulaciones que tenian los nimeros 1-12 en la Tabla 3,
contenian insulina 7 4,2 mM, fenol 25 mM, m-cresol 20 mM, asi como los ingredientes mencionados en la Tabla 3 a
continuacioén. El control de excipiente de NovoRapid® (formulacién n® 13 en la Tabla 3) consistia en insulina aspart 600
MM, acetato de zinc 0,3 mM, NaCl 20 mM, fenol 16 mM, cresol 16 mM, 1,6% de glicerol y fosfato 7 mM (pH 7,4).

Tabla 3

Diferentes formulaciones para los experimentos en esta prueba y resultados medidos de la estabilidad fisica y quimica

insulina 4,2 mM Tiempo de retardo en horas % de HMWP des- | % de HMWP | Estabilidad quimica

fenol 25 mM medido en el ensayo de tiofla- | pués de 12 semanas | después de medida como % de
cresol 20 mM vina T (ThT) a4°C 12 semanas | formacion de HMWP.
a 30°C Diferencia a las 12
semanas entre 30°C-
4°C
1) 2 Zn/6 ins, 7 0,6 2,4 1,8
NaCl 20 mM, 1,6% de
glicerol, pH 6,6
2) 2 Zn/6 ins, 22 0,7 1,2 0,5
NaCl 20 mM, 1,6% de
glicerol, pH 8,2
3) 2 Zn/6 ins, 9 0,7 1,9 1,2
NaCl 75 mM, 1% de
glicerol, pH 7,4
4) 2 Zn/6 ins, 25 0,6 1,2 0,6
NaCl 150 mM, pH 8,2
5) 3 Zn/6 ins, 14 0,6 2,2 1,6
NaCl 20 mM, 1,6% de
glicerol, pH 6,6
6) 4 Zn/6 ins, NaCl 75 45 0,6 1,6 1

mM, 1% de glicerol,
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Diferentes formulaciones para los experimentos en esta prueba y resultados medidos de la estabilidad fisica y quimica

insulina 4,2 mM Tiempo de retardo en horas % de HMWP des- | % de HMWP | Estabilidad quimica

fenol 25 mM medido en el ensayo de tiofla- | pués de 12 semanas | después de medida como % de
cresol 20 mM vina T (ThT) a4°C 12 semanas | formacion de HMWP.
a 30°C Diferencia a las 12
semanas entre 30°C-
4°C
pH 8,2
7)4 Zn/6 ins, 45 0,6 1,6 1
NaCl 150 mM, pH 7,4
8) 5 Zn/6 ins, 29 0,5 1,6 1,1
NaCl 20 mM, 1,6% de
glicerol, pH 6,6
9) 5 Zn/6 ins, NaCl 20 45 0,6 1,4 0,8
mM, 1,6% de glicerol,
pH7,4
10) 5 Zn/6 ins, 45 0,7 1,9 1,2
NaCl 20 mM, 1,6% de
glicerol, pH 8,2
11) 5 Zn/6 ins, 45 0,6 2 1,4
NaCl 100 mM, pH 6,6
12) 5 Zn/6 ins, 45 0,7 2,2 1,5
NaCl 100 mM, pH 8,2
13) NovoRapid® con- 1 1 1,8 0,8

trol de excipiente

La conclusiéon a partir de las tablas anteriores es que el tiempo de retardo en ThT de la formulacién se incrementa
como una funcién del contenido en zinc y es éptimo cuando la formulacidon contiene mas de 4 atomos de Zn por 6
moléculas de insulina. Otra conclusioén es que la formaciéon de HMWP de la insulina 7 esta dentro del intervalo de No-
voRapid en las formulaciones sometidas a ensayo.

Ejemplo 4
Objetivo

El objetivo de este experimento era medir la estabilidad quimica y fisica como una funcién de la concentracion de zinc
en la formulacién con insulina 7, insulina 3, insulina 6, insulina 2 e insulina 8, a una concentracion de insulina de 4,2
mM.

Formulacion

La insulina 7, la insulina 3, la insulina 6, la insulina 2 y la insulina 7 se disolvieron en agua MilliQ hasta tener una con-
centracion final de aproximadamente 9 mM a un valor de pH de aproximadamente 8. Se afiadid fenol, cresol, acetato
de zinc (Zn), cloruro de sodio y glicerol en el orden mencionado de acuerdo con la concentraciéon de Zn/6 insulinas (en
lo sucesivo abreviado como "ins") en la tabla siguiente, dando como resultado una concentracion final de la insulina de
insulina 4,2 mM, cloruro de sodio 20 mM, fenol 25 mM, cresol 25 mM, pH 7,4.

Tendencia a la fibrilacion medida por el tiempo de retardo en ThT en horas como se ha especificado en la
"seccion métodos".

La estabilidad quimica de las formulaciones se midi6 como un aumento de la proteina de alto peso molecular
(HMWP) aumento de impurezas relacionadas con la insulina, después de un almacenamiento durante ocho semanas
(s) a 37°C con respecto a la cantidad de HMWP después de un almacenamiento a 4°C. HMWP se midié usando el

método 1. En este documento, la letra "s" se utiliza como una abreviatura de semana.

10
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Tabla 4

La cantidad de monémero se midié utilizando filtracion en gel natural, Método 2.

Insulina | hexamero | % de moné- % de mono- | % de formacion | % de formacion Tiempo de
de Zn mero4°C4s | mero37°C4s de HMWP 8 s de impurezas 8 s | retardo en ThT
37°C 37°C en horas
insulina 7 3 21,7 19,7 0,8 3 4
3,5 30,4 27,5 0,9 4 4,3
4,5 45,4 41,4 0,9 4 6,7
5,5 54,7 45,3 0,9 5 16
6 58,3 47,0 0,9 4 22
insulina 3 3 2,3 1,9 1,2 2,6 45
3,5 2,2 1,6 1,1 2,5 45
4,5 2,4 1,4 0,8 2,5 45
5,5 6,7 1,4 0,9 2,4 45
6 13,1 1,3 0,9 1,1 45
insulina 6 3 2,3 2,2 1,1 4.4 9
3,5 2,1 1,8 0,9 3,4 20,6
4,5 3,7 1,4 0,8 2,8 45
5,5 25,0 1,1 0,7 2,0 45
6 33,8 1,2 0,6 1,7 45
insulina 2 3 74,0 71,1 2,1 9,2 7,3
3,5 66,3 64,7 1,9 8,6 9,7
4,5 58,9 57,9 1,6 7,2 13
5,5 60,8 50,9 1,3 8,4 28,3
6 64,1 44,6 1,2 8,8 45
insulina 8 3 2,1 2,0 0,5 4,4 6,7
3,5 1,6 1,6 0,4 3,7 10
4,5 2,0 1,3 0,4 2,8 45
5,5 16,3 1,4 0,4 2,7 45
6 17,4 1,4 0,4 2,5 45
NovoRapid 1,6 11,6
Conclusion.

Cuando la insulina 7, la insulina 3, la insulina 6, insulina 2 y la insulina 8 se formulan como insulina 4,2 mM con zinc en
el intervalo de 3 zinc/6 ins a 6 zinc/6 ins, tienen tiempos de retardo mas largos en ThT, menos formaciéon de HMWP y
menos formacién de impurezas que NovoRapid.

Ejemplo 5
Objetivo

El objetivo de este experimento era medir la estabilidad quimica y fisica como una funcién de la concentracion de insu-
lina con una concentracion fija de zinc en la formulaciéon que contenia insulina 7, insulina 3 insulina 6, insulina 2 e insu-
lina 8. Se ha mostrado que la estabilidad de la insulina depende del grado de oligomerizacion; la insulina hexamera
con zinc es mas estable que la insulina sin zinc (Brange y Langkjaer 1992). Ya que la oligomerizacion también esta
impulsada por la dilucién, la concentracion de insulina en la muestra puede influir en la estabilidad.

11
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Formulacion

La insulina 7, la insulina 3, la insulina 6, la insulina 2 y la insulina 8 se disolvieron en agua MilliQ con un valor de pH de
aproximadamente 8. Se afadi6 fenol, cresol, acetato de zinc (Zn), cloruro de sodio y glicerol en el orden mencionado,
dando como resultado una formulacion final que contenia: 4,5 Zn/6 insulinas, 1,6% de glicerol, fenol 25 mM, cresol 25
mM, NaCl 20 mM, pH 7,4 y la concentracion de insulina indicada en la siguiente tabla.

La estabilidad quimica de las formulaciones se midi6 como un incremento de la proteina de alto peso molecular
(HMWP) incremento de impurezas relacionadas con la insulina, después de un almacenamiento durante ocho sema-
nas a 37°C con respecto a la cantidad de HMWP después de un almacenamiento a 4°C. HMWP se midié utilizando el
Método 1.

La cantidad de impurezas de tipo desamidacion se midié como un aumento de impurezas medido por cromatografia de
fase inversa después de ocho semanas a 37°C, con respecto a la cantidad de impurezas medida después de un alma-
cenamiento durante ocho semanas a 4°C.

Tendencia a la fibrilacion medida por el tiempo de retardo en ThT en horas como se ha especificado en la
"seccion métodos".

Tabla 5

La cantidad de mondmero se midié en el Método 2 de filtraciéon en gel natural en eluyente con fenol.

Insulina Concentracion de % de mondémero a % de HMWP formada en |% de Purezaen8 s a | THT
insulina 4°C4s 8sa3d7°C 37°C

insulina 7 2,1 80,7 0,85 7 3
4,2 60,0 0,83 5 5,7
8,4 25,4 0,64 4 10

insulina 3 2,1 4.1 0,49 3 45
4,2 2,4 0,40 3 45
8,4 1,6 0,29 3 45

insulina 6 2,1 21,7 0,42 4 38
4,2 16,7 0,45 3 33
8,4 3,9 0,55 2 23

insulina 2 2,1 88,8 1,27 9 13,7
4,2 69,3 1,36 9 10
8,4 40,3 1,32 7 6,3

insulina 8 2,1 4.4 0,40 4 45
4,2 2,6 0,16 4 45
8,4 1,9 0,29 3 45

NovoRapid 0,6 1,39 12

Conclusion

Cuando la relacion de zinc se fija a 4,5 Zn/6 ins, la insulina 7, la insulina 3, la insulina 6, la insulina 2 y la insulina 8
tienen mayor cantidad de monémero a una concentracién mas baja de insulina que una mayor. Esto se corresponde
con tiempos de retardo en ThT en general mas largos a concentraciones de insulina mas altas y mayor estabilidad
quimica a concentraciones de insulina mas altas.

Ademas, la insulina 7, la insulina 3, la insulina 6, insulina 2 y la insulina 8 tienen tiempos de retardo mas largos en el
ensayo ThT, menor formacion de HMWP y de impurezas que NovoRapid, a pesar de un contenido en monémeros de
hasta el 80% cuando se analizaban por filtracion en gel natural.

Ejemplo 6
Objetivo

12
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El objetivo de este experimento era investigar la oligomerizacion mediante cromatografia de exclusion por tamafio
como una funcién del contenido en NaCl en la formulacién que contenia insulina 7 con insulina 4,2 mM y cantidades
fijas de zinc/6 insulinas. Por otra parte, el objetivo era medir la estabilidad fisica y quimica.

Formulacion

La insulina 7 se disolvié en agua MilliQ con un valor de pH de aproximadamente 8. Se afiadio fenol, cresol, acetato de
zinc (Zn) y glicerol en el orden mencionado, dando como resultado una formulacion final que contenia: 4,5 Zn/6 insuli-
nas, fenol 25 mM, cresol 25 mM, pH 7,4 una concentracion de insulina de 4,2 mM y cloruro de sodio (NaCl), acetato de
zinc y glicerol como se indica en la siguiente tabla.

La estabilidad fisica se evalué mediante la medicién de

1. Tendencia a la fibrilacion. Medida por el ensayo de tioflavina T. La tendencia a la fibrilacién se midié en el
ensayo de tioflavina T (THT) como el tiempo de retardo hasta la fibrilacion. El ensayo THT se midié como se
ha descrito sobre muestras recién preparadas.

2. Radios de los oligémeros en nm y formaciéon de agregados inferiores a 4 ym mediante dispersion
de luz dinamica.

La estabilidad quimica de las formulaciones se midi6 como el incremento de proteina de alto peso molecular
(HMWP) incremento de impurezas relacionadas con la insulina después de un almacenamiento durante cuatro sema-
nas (4 s) a 37°C, con respecto a la cantidad de HMWP después de un almacenamiento a 4°C.

La HMWP se midio utilizando el método 2 de HMWP.

La formacién de impurezas relacionadas con la insulina del tipo desamidaciones se midié utilizando cromatografia de
fase inversa (UPLC)

La cantidad de monémero se midié en el Método 2 de filtracion en gel natural en eluyente sin fenol.

Tabla 6

Formacién de HMWP y tiempo de retardo hasta la fibrilaciéon en el ensayo THT de la insulina 7

Zinc/6 ins, contenido | % de mondémero | % de mondémero Formacioén de Tiempos de Formacioén de
en NaCl y contenido SEC sin fenol SEC confenol | HMWP en % 4s | retardoen THT | HMWPen % 4 s
en glicerol 37°C en horas 37°C
4 7n/6 ins 61 48 0,4 15,6 0,89

NaCl 20 mM,

1,6% de glicerol

4 7n/6 ins 49 33 0,39 19,2 0,8
NaCl 50 mM,
1,1% de glicerol

4 7n/6 ins 46 30 0,43 22,0 0,81
NaCl 75 mM,
0,7% de glicerol

4 7n/6 ins 45 29 0,49 23,0 0,87
NaCl 120 mM

527Zn/6 ins 78 48 0,52 22,0 0,85
NaCl 20 mM,

1,6% de glicerol

527Zn/6 ins 68 36 0,41 27,7 0,84
NaCl 50 mM
1,1% de glicerol
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Formacién de HMWP y tiempo de retardo hasta la fibrilaciéon en el ensayo THT de la insulina 7

Zinc/6 ins, contenido | % de mondmero | % de mondémero Formacioén de Tiempos de Formacioén de
en NaCl y contenido SEC sin fenol SEC confenol | HMWP en % 4s | retardoen THT | HMWPen % 4 s
en glicerol 37°C en horas 37°C
527Zn/6 ins 62 32 0,40 30,9 0,79

NaCl 75 mM

0,7% de glicerol

527Zn/6 ins 64 32 0,35 29,6 0,77
NaCl 120 mM

6 Zn/6 ins 86 44 0,35 34,2 0,8
NaCl 20 mM
1,6% de glicerol

6 Zn/6 ins 77 37 0,28 40,4 0,73
NaCl 50 mM
1,1% de glicerol

6 Zn/6 ins 77 35 0,33 45,0 0,73
NaCl 75 mM
0,7% de glicerol

6 Zn/6 ins 62 28 0,40 45,0 0,73
NaCl 120 mM

7 Zn/6 ins 58 34 0,45 45,0 0,95
NaCl 20 mM

1,6% de glicerol

Conclusion

La cantidad de monémero de insulina 7 disminuye como una funcion de la concentracion de cloruro de sodio con un
gran efecto de la adicion, tan solo hasta NaCl 50 mM.

La degradacion quimica medida como formacién de HMWP y formacién de impurezas es baja en todas las formulacio-
nes a pesar del contenido en mondémeros.

Los tiempos de retardo en THT aumentan con el contenido en zinc y el contenido en cloruro de sodio.

Tabla 7

Promedio de los radios hidrodindmicos Ri prom. en nm e intensidad normalizada lnem prom. en 10° cuentas/s (4°C).
Nota: Las muestras no se midieron en t = 0.

Insulina Zinc/6 ins, contenido en NaCl y contenido en glicerol Rn prom. (nm) | lnorm pror;1. (10°
cts
2s 4s 2s 4s
Degludec 1,14 1,15 1,44 1,76
NovoRapid 2,49 2,49 1,94 2,27
4 Zn/6 ins
NaCl 20 mM, 1,6% de glicerol 2,35 2,32 7,52 7,53
Insulina 7 4 7n/6 ins
NaCl 50 mM, 1,1% de glicerol 2,96 3,02 14,7 16,1
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Promedio de los radios hidrodindmicos Ri prom. en nm e intensidad normalizada lnem prom. en 10° cuentas/s (4°C).
Nota: Las muestras no se midieron en t = 0.

Insulina Zinc/6 ins, contenido en NaCl y contenido en glicerol Rh prom. (nm) | lnom prom. (10°
cts)

2s 4s 2s 4s

4 7Zn/6 ins
NaCl 75 mM, 0,7% de glicerol 3,41 3,49 18,0 19,5

4 7Zn/6 ins
NaCl 120 mM 4,11 4,16 21,7 23,4

52Zn/6 ins
NaCl 50 mM, 1,1% de glicerol 3,07 3,11 13,3 14,8

52Zn/6 ins
NaCl 75 mM
0,7% de glicerol 3,39 3,49 20,0 20,1

52Zn/6 ins
NaCl 120 mM 3,79 3,94 21,9 22,2

6 Zn/6 ins
NaCl 50 mM
1,6% de glicerol 2,90 3,03 15,6 16,7

6 Zn/6 ins
NaCl 75 mM
1,1% de glicerol 3,23 3,41 17,9 19,8

6 Zn/6 ins
NaCl 120 mM
0,7% de glicerol 3,88 3,85 24,3 23,1

7 Zn/6 ins
NaCl 20 mM 2,52 2,14 18,0 8,24
1,6% de glicerol

52Zn/6 ins
NaCl 20 mM
1,6% de glicerol 2,18 2,28 7,85 6,56

6 Zn/6 ins
NaCl 20 mM,
1,6% de glicerol 2,04 1,99 5,64 4,65

Tabla 8

Promedio de los radios hidrodinamicos Ry prom. en nm e intensidad normalizada lnem prom. en 10° cuentas/s (37°C).

Zinc/6 ins, contenido en NaCl y contenido en glicerol Rn prom. lnorm prom. (10°
(nm) cts)
Insulina 2s 4s 2s 4s
Degludec 1,14 | 1,14 1,44 1,50
NovoRapid 2,49 | 2,46 1,94 1,94
4 7Zn/6 ins
NaCl 20 mM, 1,6% de glicerol 2,35 | 2,26 7,52 10,6
4 7Zn/6 ins
NaCl 50 mM, 1,1% de glicerol 2,96 | 2,99 14,7 15,6
Insulina 7 4 7Zn/6 ins
NaCl 75 mM, 0,7% de glicerol 3,41 | 3,43 18,0 18,9
4 7Zn/6 ins
NaCl 120 mM 411 | 4,03 21,7 23,0
52Zn/6 ins 3,07 | 3,02 13,3 16,4
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Promedio de los radios hidrodinamicos Ry prom. en nm e intensidad normalizada lnem prom. en 10° cuentas/s (37°C).

Zinc/6 ins, contenido en NaCl y contenido en glicerol Rn prom. lnorm prom. (10°
(nm) cts)

NaCl 50 mM
1,1% de glicerol

52Zn/6 ins
NaCl 75 mM
0,7% de glicerol 3,39 | 3,47 20,0 19,6

52Zn/6 ins
NaCl 120 mM 3,79 | 3,88 21,9 215

6 Zn/6 ins
NaCl 50 mM
1,6% de glicerol 2,90 | 2,90 15,6 15,7

6 Zn/6 ins
NaCl 75 mM
1,1% de glicerol 3,23 | 3,23 17,9 18,1

6 Zn/6 ins
NaCl 120 mM
0,7% de glicerol 3,88 | 3,87 24,3 22,4

7 Zn/6 ins
NaCl 20 mM 1,6% de glicerol 2,52 | 2,40 18,0 12,7

52Zn/6 ins
NaCl 20 mM, 1,6% de glicerol 2,18 | 2,11 7,85 10,7

6 Zn/6 ins
NaCl 20 mM, 1,6% de glicerol 2,04 | 1,96 5,64 9,73

Conclusion
e El radio hidrodinamico se incrementa al aumentar la concentracion de sal.
e La concentracion de Zn tiene un impacto menor sobre el tamafio, excepto a 7 Zn por 6 Ins.

e No hay un efecto significativo sobre el tamafio de los oligémeros y la estabilidad fisica por la temperatura de
incubacion.

Ejemplo 7
Objetivo

El objetivo de este experimento era medir la estabilidad quimica y fisica en funcion de la concentracion de cloruro de
sodio y acetato de sodio en la formulacién con insulina 7 4,2 mM.

Formulacion

La insulina 7 se disolvio en agua MilliQ hasta una concentracion final de aproximadamente 9 mM con un valor de pH
de aproximadamente 8. Se afiadio fenol, cresol, acetato de zinc (Zn), cloruro de sodio, acetato de sodio y glicerol en el
orden mencionado, dando como resultado una formulacién final que contenia: 4,5 Zn/6 insulinas, fenol 25 mM, cresol
25 mM, pH 7,4 una concentracion de insulina de 4,2 mM vy cloruro de sodio (NaCl), acetato sédico (NaAc) y glicerol
como se indica en la siguiente tabla.

La estabilidad fisica se valoré mediante la medicién de

3. Tendencia a la fibrilacion. Medida por el ensayo de tioflavina T. La tendencia a la fibrilacion se midio en el ensayo
de tioflavina T (THT) como el tiempo de retardo hasta la fibrilaciéon. El ensayo THT se midié como se ha descrito en
muestras preparadas recientemente.

4. Radios de los oligobmeros en nm y formacion de agregados inferiores a 4 ym mediante dispersion de luz
dinamica.

La estabilidad quimica de las formulaciones se midi6 como el incremento de proteina de alto peso molecular
(HMWP) incremento de impurezas relacionadas con la insulina después de un almacenamiento durante cuatro sema-
nas (4 s) a 37°C, con respecto a la cantidad de HMWP después de un almacenamiento a 4°C.
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La HMWP se midio utilizando el método 2 de HMWP.

La formacién de impurezas relacionadas con la insulina del tipo desamidaciones se midié utilizando cromatografia de
fase inversa (UPLC)

La cantidad de monémero se midié en el Método 2 de filtracion en gel natural en eluyente con fenol

Tabla 9

Formacién de HWMP, Formacién de impurezas y tiempo de retardo hasta la fibrilacion en el ensayo THT

Insulina Contenido en | % de monémero SEC | Formacién de impu- Formacion de Tiempo de retardo
NaCl, NaAc con fenol 4 s rezas 4 s 37°C HMWP 4 s 37°C en THT en horas
NaCl 20 mM, 70% 5 0,65 17,3
1,6% de glicerol
NaCl 50 mM, 68% 5 0,54 25,3
1,24% de glicerol
NaCl 75 mM, 45% 4 0,52 27,3
0,85% de glicerol
NaCl 100 mM, 42% 4 0,53 31,3
0,46% de glicerol
Insulina 7 1 Nacl 20 mMm, 45% 5 0,51 25,6

acetato 30 mM,
1,24% de glicerol

NaCl 50 mM, 38% 4 0,52 29,6
acetato 30 mM,
0,46% de glicerol

NovoRapid 6,6 0,95 2

Tabla 10

Promedio de los radios hidrodinamicos R, prom, en nm e intensidad normalizada lnem_prom, en 10° cuentas/s (4°C)

R prom, (nm) lnorm prom, (10° cts)
Insulina Contenido en NaCl, NaAc Os 4s 8s Os 4s 8s
NovoRapid 2,37 2,27 2,36 2,35 2,61 3,13
NaCl 20 mM,
1,6% de glicerol 2,04 2,00 1,99 417 9,91 9,71
NaCl 50 mM,
1,24% de glicerol 3,09 2,91 2,93 7,79 15,1 13,6
NaCl 75 mM,
0,85% de glicerol 3,52 3,37 3,42 17,8 18,2 17,6
NaCl 100 mM,
0,46% de glicerol 3,61 3,54 3,51 18,9 19,4 17,9
. NaCl 20 mM,
Insulina 7 acetato 30 mM,
1,24% de glicerol 3,09 2,98 2,95 14,6 13,4 14,5
NaCl 50 mM,
acetato 30 mM,
0,46% de glicerol,
fenol 25 mM,
cresol 20 mM 3,53 3,51 3,70 17,0 17,8 19,2
NaCl 50 mM,
acetato 30 mM,
0,46% de glicerol, 3,55 3,48 3,09 10,8 16,8 17,7
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Tabla 11

Promedio de los radios hidrodindmicos R, prom. en nm e intensidad normalizada lnom prom. en 10° cuentas/s (37°C)

R prom. (nm) lnorm prom. (10° cts)
Insulina Contenido en NaCl, NaAc Os 4s 8s Os 4s 8s
NovoRapid 2,37 2,26 2,34 2,35 2,34 3,35
NaCl 20 mM,
1,6% de glicerol 2,04 2,08 1,98 417 8,04 5,20
NaCl 50 mM,
1,24% de glicerol 3,09 3,00 2,92 7,79 15,1 13,5
NaCl 75 mM,
0,85% de glicerol 3,52 3,45 3,41 17,8 17,2 9,95
NaCl 100 mM,
0,46% de dlicerol 3,61 3,60 3,56 18,9 19,3 12,2
Insulina 7 NaCl 20 mM
acetato 30 mM,
1,24% de glicerol 3,09 3,06 2,98 14,6 16,0 15,4
NaCl 50 mM,
acetato 30 mM,
0,46% de glicerol,
fenol 25 mM,
cresol 20 mM 3,53 3,64 3,58 17,0 18,6 18,1
NaCl 50 mM,
acetato 30 mM,
0,46% de glicerol 3,55 3,56 3,54 10,8 18,9 17,7

Conclusion:
e El radio hidrodinamico se incrementa con el aumento de la fuerza iénica.

e Cambio muy pequefio en el tamafio y la intensidad de la dispersién a lo largo del tiempo (similar o mejor que

NovoRapid)
e Ningun efecto significativo sobre el tamafio de los oligédmeros y la estabilidad fisica por la temperatura de in-
cubacion.
Conclusion

Cuando la insulina 7 a una concentracion de insulina 4,2 mM y 4,5 de zinc/6 moles de insulina se formula con un au-
mento de la concentracién de cloruro de sodio o cloruro de sodio combinado con acetato, disminuye el contenido en
monomero cuando se analiza por filtracion en gel natural.

El efecto del cloruro de sodio y el acetato de sodio es similar, la fuerza iénica total disminuye la cantidad de monéme-
ros.

Ejemplo 8
Objetivo

El objetivo de este experimento era medir la estabilidad quimica y fisica de la insulina 7 como una funcién de la con-
centracion de cloruro de sodio.

Formulacion

La insulina 7 se disolvié en agua MilliQ hasta un valor de pH de aproximadamente 8. Se afiadié fenol, cresol, acetato
de zinc (Zn) y glicerol en el orden mencionado, dando como resultado una formulacion final que contenia: 4,5 Zn/6
insulinas, fenol 25 mM, cresol 25 mM, pH 7,4 y cloruro de sodio como se indica en la siguiente tabla.

La estabilidad fisica de las formulaciones se midi6é usando tres ensayos diferentes que abordaban diferentes aspec-
tos de la estabilidad fisica.

1. El tiempo de retardo hasta la fibrilacion se midié como tiempo de retardo en horas en el ensayo de tioflavi-
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na T (ThT) y la recuperacion de la insulina se midié6 mediante HPLC después del ensayo THT.

2. La agregacion y la formacion de particulas en un intervalo de tamafio inferior a 4 ym se midié mediante
dispersion de luz dinamica (DLS).

3. La agregacion y la formacion de particulas en un intervalo de tamafio superior a 4 um se midid6 mediante

5 formacion de imagenes por microscopia de flujo (MFI) de las formulaciones mediante una estimacion de la
concentracion de particulas de proteina por particula de MFI en funcién del tiempo de incubacion y la tempe-
ratura.

La estabilidad quimica de las formulaciones se midié como un incremento de proteina de alto peso molecular (HMWP)
incremento de impurezas relacionadas con insulina después de un almacenamiento durante cuatro semanas (4 s) a
10 37°C con respecto a la cantidad de HMWP después de un almacenamiento a 4°C.

HMWP se midio utilizando el Método 2 de HMWP.

La formacion de impurezas relacionadas con la insulina de tipo desamidaciones se midié usando cromatografia de
fase inversa (UPLC).

Tabla 12

Medicion mediante formacion de imagenes por microscopia de flujo de la formacién de particulas.

[NaCl] Temp 7 dias 10 dias 14 dias 28 dias 59 dias 96 dias
API (mM) (°C) (n°mL) (ECD> 4 pm, Cir*AR*IntSTD <70)
NovoRapid 20 4 38 57 71 59 308 522
30 61 54 688
37 57 107 94 168 206 678
45 119 80 46 126 162 1424
20 4 50 27 40 46 25 21
30 27 88 63
37 36 101 84 48 184 38
45 32 48 78 88 149 208
50 4 42 75 134 61 38
30 117 180
Insulina 7 37 36 84 90 55 157
45 59 71 71 161 130
75 4 19 36 157 52 73 61
30 15 166 201
37 32 48 36 40 134 61
45 57 34 29 55 120 182
15
Tabla 13

Promedio de los radios hidrodindmicos Ri prom, en nm e intensidad normalizada lnem prom, en 10° cuentas/s (4°C),

Insulina NaCl en mM | Glicerol en % Rh prom, (nm) lnorm prom, (10° cts)
0d | 5d |[10d|2s |4s [ 8s |0d | 5d |[10d| 2s | 4s | 8s
NovoRapid 2,51 (2,51 2,46 |2,43 12,36 (2,40 (2,34 12,25 (1,98 | 1,97 | 2,01 |1,48
Insulina 7 20 1,6 2,15|2,11 2,18 | 2,06 | 2,29 (2,22 |6,72 /9,52 /19,37 | 1,0,9 | 8,51 | 10,2
50 1,1 3,07 [ 3,04 3,00 3,01|3,09 3,09 139 (16,6 16,7 | 16,7 |13,5 15,0
75 0,7 3,37 (3,37 13,38 | 3,38 | 3,48 /13,44 1 18,0 (18,1 /19,2 | 19,0 |19,1 | 18,8
Tabla 14
Promedio de los radios hidrodindmicos R, prom. en nm e intensidad normalizada lnem prom. en 10° cuentas/s (30°C).
Insulina NaCl en mM Glicerol en % Rh prom. (nm) lnorm prom. (10° cts)
Os 4s 8s Os 4s 8s
NovoRapid 2,51 2,36 2,41 2,34 1,56 1,71
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Promedio de los radios hidrodinamicos R, prom. en nm e intensidad normalizada lnem prom. en 10° cuentas/s (30°C).

Insulina NaCl en mM Glicerol en % Rh prom. (nm) lnorm prom. (10° cts)

20 1,6 2,15 2,13 2,22 6,72 9,07 9,16

Insulina 7 50 1,1 3,07 3,24 3,06 13,9 17,4 16,1

75 0,7 3,37 3,27 3,47 18,0 17,2 18,6

Tabla 15
Promedio de los radios hidrodindmicos Rs prom. en nm e intensidad normalizada lnem prom. en 10° cuentas/s (37°C).
Insulina NaCl en mM | Glicerol en % Rh prom. (nm) lnorm prom. (10° cts)

0d | 5d |[10d| 2s |4s | 8s |0d | 5d (10d|2s |4s | 8s
NovoRapid 2,51 2,46 | 2,49 (2,44 |2,50 2,45 2,34 12,80 |1,96 | 1,51 |2,46 | 2,05
20 1,6 2,15 2,13 |2,16 |2,09 | 2,24 | 2,20 |6,72 |9,48 | 9,17 | 8,93 |8,34 | 8,58
Insulina 7 50 1,1 3,07 | 3,06 |3,05 3,06 |3,03 3,03 (13,9159 |16,4 16,4 |16,9 | 13,8
75 0,7 3,37 13,48 | 3,42 | 3,46 | 3,43 3,39 |18,0 | 18,4 |18,5 18,5 18,0 | 18,7

En esta memoria, la letra "d" es una abreviatura para dias.

Tabla 16

Promedio de los radios hidrodinamicos R, prom. en nm e intensidad normalizada lnem prom. en 10° cuentas/s (45°C).

Insulina NaCl en mM | Glicerol en % Rh prom. (nm) lnorm prom. (10° cts)
0d | 5d |[10d| 2s |4s | 8s |0d | 5d (10d|2s |4s | 8s
NovoRapid 2,51 2,41 2,43 |2,39 2,34 11,64 |1,77 | 1,44
20 1,6 2,15 /2,19 2,21 |2,03 |2,02 /11,99 |6,72 |7,31 | 7,35 10,1 |10,6 | 9,72
Insulina 7 50 1,1 3,07 3,02 3,02 3,06 281 293|139 (134 [156 159 861 10,7
75 0,7 3,37 13,40 (3,37 | 3,41 (3,41 3,30 (18,0 | 17,2 |17,4 |17,3 |18,4 | 17,6
Conclusion

e Las muestras forman un oligémero cuyo tamafio depende de la concentracion de sal.
e Los oligbmeros se mantienen estables durante todo el experimento.

e Latemperatura no afecta al tamafio de los oligdmeros y a la estabilidad en las condiciones especificadas.
Métodos

La estabilidad quimica de las formulaciones se midi6 como un aumento de la proteina de alto peso molecular
(HMWP) aumento de las impurezas relacionadas con insulina después de un almacenamiento durante ocho semanas
(s) a 37°C, con respecto a la cantidad de HMWP después de un almacenamiento a 4°C.

Método 1 para la medicion de HMWP.

HMWP se midié del modo siguiente. La determinacion cuantitativa de péptido (mondémero), asi como el contenido en
HMWP se realizé en Waters (300 x 7,8 mm, n° de pieza wat 201549) con un eluyente que contenia: L-arginina HCI 4
mM, NaCl 496 mM, NaH;PO4 10 mM, H3sPOs 5 mM, 50% (volumen/volumen) de 2-propanol con un caudal de 0,5
ml/min y 50°C. La deteccion se realizé con un detector de absorbancia sintonizable (Waters 486) a 276 nm. El volumen
de inyeccion fue de 2 pl y se incluyd un patron de insulina humana 600 uM. Se determind la cantidad de HWMP como
porcentaje del area en relacion con el area total de insulina en el cromatograma.

Método 2 para la medicion de HMWP.

HMWP se midi6 del modo siguiente. La determinacion del contenido en HMWP en relacion con el contenido en péptido
monomero se realizé en Waters (150 x 4,5 mm, n° de pieza wat) con un eluyente que contenia: L-arginina HCI 4 mM,
NaCl 496 mM, NaH.PO4 10 mM, H3PO, 5 mM, 50% (volumen/volumen) de 2-propanol con un caudal de 0,5 ml/min y
50°C. La deteccion se realizé con un detector de absorbancia sintonizable (Waters 486) a 276 nm. Se incluy6 un
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patron de insulina humana 600 uM. Se determiné la cantidad de HWMP como porcentaje del area en relacion con el
area total de insulina en el cromatograma.

La formacién de impurezas relacionadas con insulina del tipo desamidaciones, se midié del modo siguiente.
Cromatografia de fase inversa (UPLC)

La determinacion de las impurezas relacionadas con insulina se realizé en un sistema de UPLC utilizando una colum-
na Phenomenex Kinetix RP C18 de 2,1 x 150 mm, tamafio de particula de 1,7 um con un caudal de 0,3 ml/min, a 50°C,
deteccion a 220 nm. La elucion se realizé con una fase moévil que consistia en lo siguiente: A. 10% (v/v) de acetonitrilo,
hidrégeno fosfato de diamonio 0,09 M pH 3,6 B. 80% (volumen/volumen) de acetonitrilo. Gradiente: 0-7 min, lineal
cambio 85%/15% de A/B hasta 74%/26% de A/B, 7-34 min lineal cambio hasta 60%/40% de A/B, 34-36 min lineal
cambio hasta 20%/80% de A/B, 36-38 min gradiente isocratico hasta 20%/80% de A/B, 38-39 min lineal cambio hasta
85%/15% de A/B, 39-42 min gradiente isocratico hasta 85%/15% de A/B.

Introduccion general a ensayos ThT de fibrilaciéon para la evaluacion de la estabilidad fisica de formulaciones
de proteinas

La estabilidad fisica baja de un péptido puede conducir a la formacién de fibrillas de amiloide, que se observan como
estructuras macromoleculares de tipo filiforme bien ordenadas en la muestra, dando como resultado eventualmente la
formacion de un gel. Esta tradicionalmente se ha medido mediante inspeccion visual de la muestra. Sin embargo, ese
tipo de mediciéon es muy subjetiva y dependiente del observador. Por lo tanto, la aplicacion de una pequefia sonda
indicadora de molécula es mucho mas ventajosa. La tioflavina T (ThT) es una sonda de este tipo y tiene una fluores-
cencia caracteristica distinta cuando se une a fibrillas [Naiki et al. en Anal. Biochem. 177 (1989), 244-249; y LeVine en
Methods. Enzymol. 309 (1999), 274-284].

La evolucion temporal de la formacion de fibrillas se puede describir por una curva sigmoidea con la siguiente expre-
sion [Nielsen et al. en Biochemistry 40 (2001), 6036-6046]:

frtmgt
F—f}+mif+mr—]

Ecuacion (1)

en donde, F es la fluorescencia de ThT en el momento t. La constante to es el tiempo necesario para alcanzar el 50%
del maximo de fluorescencia. Los dos parametros importantes que describen la formacion de fibrillas son el tiempo de
retardo calculado por to - 27 y la constante de tasa aparente kp = 1/1.

La formacion de un producto intermedio del péptido parcialmente plegado se sugiere como un mecanismo iniciador
general de la fibrilacién. Unos pocos de esos productos intermedios forman un nucleo para constituir un molde sobre el
que se pueden ensamblar mas productos intermedios y se produce la fibrilacion. El tiempo de retardo se corresponde
con el intervalo en el que se forma la masa critica del nucleo y la constante de tasa aparente es la tasa con la que la
fibrilla misma se forma.

Preparacion de la muestra

Las muestras se prepararon justo antes de cada ensayo. Cada composiciéon de la muestra se describe en los ejem-
plos. El pH de la muestra se ajusté al valor deseado utilizando cantidades apropiadas de NaOH y HCI concentrado. La
tioflavina T se afnadié a las muestras a partir de una solucién madre en H,O hasta una concentracion final de 1 uM.

Partes alicuotas de la muestra de 200 pl se colocaron en una placa de microtitulacion de 96 pocillos (Packard OptiPla-
te™-96, poliestireno blanco). Normalmente se colocaron cuatro (u ocho) réplicas de cada muestra (que correspondian
a una condicién de la prueba) en una columna de los pocillos. La placa se sell6 con Scotch Pad (Qiagen).

Incubacion y medicion de la fluorescencia

La incubacién a una temperatura dada, agitando y la medicion de la emision de fluorescencia de ThT se realizaron en
un lector de placas de fluorescencia Fluoroskan Ascent FL (Thermo Labsystems). La temperatura se ajusté a 37°C. La
placa se incubd sin agitacion (sin estrés fisico externo) o con agitacion orbital ajustada a 960 rpm con una amplitud de
1 mm. La medicién de la fluorescencia se realizé utilizando excitacion a través de un filtro de 444 nm y la medicion de
la emision a través de un filtro de 485 nm. Cada ejecucion se inicié mediante incubacién de la placa a la temperatura
del ensayo durante 10 min. La placa se midié cada 20 minutos durante un periodo de tiempo deseado. Entre cada
medicion, la placa se agitd y se calenté como se ha descrito. El ensayo se realiz6 hasta 45 horas.

Medicion de la concentracion por HPLC: Recuperacion

Después de completar el ensayo ThT, se agruparon las cuatro u ocho réplicas de cada muestra y se centrifugaron a
20.000 rpm durante 30 minutos a 18°C. El material sobrenadante se filtré a través de un filtro de 0,22 ym y una parte
alicuota se transfirié a un vial de HPLC.

La concentracion de péptido en la muestra inicial y en el material sobrenadante filtrado se determiné mediante HPLC
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de fase inversa usando un patrén apropiado como referencia. La fraccion del porcentaje de la concentracion de la
muestra filtrada constituida en relacién con la concentraciéon de la muestra inicial, se refirid como recuperacion.

Manejo de datos

Los puntos de medicion se guardaron en formato Microsoft Excel para su posterior procesamiento y el dibujo de curvas
y el ajuste se realiz6 utilizando GraphPad Prism. La emisién de fondo de ThT en ausencia de fibrillas era insignificante.
Los puntos de datos son tipicamente una media de cuatro u ocho muestras y se muestran con barras de error de des-
viacion estandar. Solo los datos obtenidos en el mismo experimento (es decir, las muestras en la misma placa) se
presentan en el mismo grafico, asegurando una medida relativa de la fibrilacion entre los experimentos.

El conjunto de datos se puede ajustar a la Ecuacion (1). Sin embargo, el tiempo de retardo antes de la fibrilacion se
puede determinar mediante inspeccién visual de la curva, identificando el punto de tiempo en el que la fluorescencia
de ThT aumenta significativamente por encima del nivel de fondo. Si no se observaba un aumento de la fluorescencia
de ThT para ninguna de las réplicas en una muestra dentro del tiempo del ensayo de 45 horas, se asignaba un tiempo
de retardo de 45 horas.

Estabilidad fisica medida mediante Dispersion de Luz Dinamica (DLS)
Dispersion de luz dinamica

En la dispersion de luz dinamica, las fluctuaciones en microsegundos de la luz de laser dispersa que incide sobre una
muestra acuosa, se detecta y se transforma en coeficientes de difusion (Ds) de la especie individual a través de la fun-
ciéon denominada de autocorrelacion. Por conveniencia, los coeficientes de difusién se indican normalmente en radios
hidrodinamicos (Rx), suponiendo que la muestra consiste en una especie esférica. Ademas, a partir de los radios, se
obtiene una estimacion empirica del peso molecular. La dispersién de luz dindmica es un método altamente sensible,
que puede determinar pequefios cambios en el tamafo, asi como pequefas cantidades de especies agregadas que no
sean deseables en formulaciones farmacéuticas.

La intensidad estatica promedio registrada por el detector también sirve como una medida general de la estabilidad
fisica de la muestra ya que el desarrollo de especies mas grandes aumenta drasticamente la intensidad de la disper-
sion.

Método: dispersion de luz dinamica

Las muestras se prepararon en tampon fosfato 20 mM pH 7,5 y tenian concentraciones de 0,9 mg/ml o 45,5 mg/ml
(11,5 y 0,23 mM, respectivamente). Las mediciones se realizaron en un lector de placas Wyatt (Santa Barbara, CA)
DynaPro DLS a 25°C, y las muestras se mantuvieron a 37°C entre las mediciones. Las muestras se midieron durante
un maximo de dos semanas en los puntos de tiempo indicados en la Tabla 1. Las mediciones se realizaron por tripli-
cado o quintuplicado en 25-ul en placas de microtitulacion de 384 pocillos de Corning 3540 (Corning, NY) selladas con
una lamina de plastico transparente (Thermo Fischer Scientific, Waltham, MA) con veinte adquisiciones de 10 segun-
dos por medicion. Las curvas de autocorrelacion estaban ajustadas con un ajuste de regularizacion en Dynamics
7.1.7.16 y los coeficientes de difusion resultantes se transformaron en radios hidrodinamicos y masa molecular asu-
miendo una forma esférica y una relacion empirica entre el tamafio y la masa. Las intensidades de la dispersion se
normalizaron con respecto a la intensidad del laser y la sensibilidad del detector.

Formacion de particulas superiores a 4 pym, medida por formacion de imagenes por microscopia de flujo (MFI).

Las soluciones se incubaron en cartuchos Penfill® a las temperaturas indicadas en la tabla. Después de los periodos
de incubacion indicados, los cartuchos Penfill® se vaciaron en tubos Falcon de 14 ml. Se analizé 2 x 1 ml de la muestra
en el sistema de MF15200+Bot1. La concentracién de particulas similares a proteinas se midié (ECD> 4 ym y Circula-
ridad*Relacion de Aspecto*IntensidadSTD <70) para eliminar por filtrado la variabilidad de Penfill® a Penfil® en la con-
centracion de gotitas de tipo aceite de silicona.

Distribucion de especies segun lo observado por SEC a pH neutro.
Método 1

El tampdn de ejecucion era NaCl 150 mM, fenol 2 mM y Tris 10 mM pH 7,6. Un patrén del PM comprendia una insulina
monomera (X2) (19,0 min), insulina hexamera sin disociacion (Co(lll)HI ("HI" es insulina humana)) (16,0 min), HSA
(14,0 min) y HSA-dimero (12,5 min), se utilizé para la asignacién de especies. El limite de exclusién de la columna era
de 2x106 Da. La envuelta cromatografica se integro y los dihexameros se definieron como AUC 12,5 min - 14,3 min,
los hexameros como 14,3 min - 16,0 min y los oligdmeros mas pequefios que hexameros como 16,0 min -21,0 min.

Método 2

Columna, BEH200, 1,7 ym, columna 4,6 x 150 mm de Waters con flujo de 0,3 ml/min a 22°C de fenol 8 mM en el
método con fenol o fenol 0 MM en el método sin fenol, NaCl 140 mM, Tris/HCI 10 mM pH 7,4. La distribucion de espe-
cies es detectada por UWis y se evalla frente a patrones del PM de proteinas correspondientes.

22



10

15

20

ES 2 594 303 T3

LISTADO DE SECUENCIAS
<110> Novo Nordisk A/S
<120> Formulaciones de insulina
<130> 8489.000-EP
<160> 2
<170> Patent In versién 3.5

<210>1

<211> 21

< 212> PRT

< 213> Secuencia artificial

<220>
< 223> Cadena A del analogo de insulina del ejemplo 1.

<400> 1

Gly Ile Vval Glu Gln Cys Cys Thr Ser Ile Cys Ser Leu Glu Gln Leu
1 5 10 15
Glu Asn Tyr Cys Asn 20

<210> 2

<211>29

< 212> PRT

< 213> Secuencia artificial

<220>
< 223> Cadena B del analogo de insulina del ejemplo 1.

<400> 2
Phe Val Asn Gln His Leu Cys Gly Ser His Leu Val Glu Ala Leu His
1 5 10 15

Leu Val Cys Gly Glu Arg Gly Phe His Tyr Thr Pro Lys
20 25
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REIVINDICACIONES

1. Una formulacién farmacéutica que contiene

un derivado de insulina seleccionado a partir del grupo que consiste en

insulina humana A14E, B16H, B25H, B29K((N*-eicosanodioil-yGlu-[2-(2-{2-[2-(2-
aminoetoxi)etoxilacetilamino}etoxi)etoxi]acetilo)), desB30;

insulina humana A14E, B16H, B25H, B29K(N*-hexadecanodioil-yGlu), desB30;

insulina humana A14E, B16H, B25H, B29K(N*-eicosanodioil-yGlu), desB30; e

insulina humana A14E, B25H, desB27, B29K(N*-octadecanodioil-yGlu), desB30; y

de 1 a 2% (peso/peso) de glicerol; de 16 a 35 mM de fenol; de 16 a 35 mM de m-cresol; de 3,5 a 5,5 moles de iones
de zinc por seis moles de dicho derivado de insulina; y no mas de 75 mM de cloruro de sodio.

2. La formulacion farmacéutica segun la reivindicacion 1, en la que el derivado de insulina es insulina humana A14E,
B16H, B25H, B29K((N*-eicosanodioil-yGlu-[2-(2-{2-[2-(2-aminoetoxi)etoxi]acetilamino}etoxi)etoxi]acetilo)), desB30.

3. La formulacién farmacéutica segun la reivindicacion 1, en la que el derivado de insulina es insulina humana A14E,
B16H, B25H, B29K(N*-hexadecanodioil-yGlu), desB30.

4. La formulacion farmacéutica segun la reivindicacion 1, en la que el derivado de insulina es insulina humana A14E,
B16H, B25H, B29K(N*-eicosanodioil-yGlu), desB30.

5. La formulacion farmacéutica de acuerdo con la reivindicacion 1, en la que el derivado de insulina es insulina humana
A14E, B25H, desB27, B29K(N*-octadecanodioil-yGlu), desB30.

6. La formulacién farmacéutica segun una cualquiera de las reivindicaciones 1-5, en la que la cantidad de derivado de
insulina es superior a 1,2 mM.

7. La formulacion farmacéutica segun una cualquiera de las reivindicaciones 1-5, en la que la cantidad de derivado de
insulina es superior a 2,1 mM.

8. La formulacién farmacéutica segun una cualquiera de las reivindicaciones 1-7, en la que la cantidad de derivado de
insulina es inferior a 9 mM.

9. La formulacién farmacéutica segun una cualquiera de las reivindicaciones 1-7, en la que la cantidad de derivado de
insulina es inferiora 7,1 mM.

10. La formulacién farmacéutica seguin una cualquiera de las reivindicaciones 1-7, en la que la cantidad de derivado de
insulina es inferior a 6 mM.

11. La formulacién farmacéutica segun la reivindicacion 1, que contiene

de 2,1 a 5,2 mM del derivado de insulina;

de 0,5 a 1,8% (peso/peso) de glicerol;

de 22 a 28 mM de fenol;

de 22 a 28 mM de m-cresol;

de 3,8 a 5 iones de zinc por seis moles de derivado de insulina;
de 10 a 90 mM de cloruro de sodio; y

que tiene un valor de pH de 7,2 a 8,2.

12. La formulacién farmacéutica segun la reivindicacion 1, que contiene

4,2 mM del derivado de insulina;

1,6% (peso/peso) de glicerol;

25 mM de fenol;

25 mM de m-cresol;

4.5 iones de Zn por seis moles de dicho derivado de insulina;
20 mM de cloruro de sodio; y

que tiene un valor de pH de 7 4.

13. La formulacién farmacéutica segun la reivindicacion 1, que contiene

4,2 mM del derivado de insulina;

0,7% (peso/peso) de glicerol;

25 mM de fenol;

25 mM de m-cresol;

4,5 iones de zinc por seis moles de derivado de insulina;
75 mM de cloruro de sodio; y

que tiene un valor de pH de 7 4.
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