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ES 2611040 T3

DESCRIPCION
Derivados de insulina
Campo de esta invencion

La presente invencion se refiere a derivados de insulina novedosos que son Utiles en el tratamiento de la diabetes y
aspectos relacionados.

Antecedentes de esta invencion

En el hombre, la insulina reduce la glucosa en sangre y se usa para el tratamiento de la diabetes tipo 1 y tipo 2, con
el objetivo de ajustar la glucosa en sangre a niveles sanos. En las personas sanas, los niveles de glucosa en sangre
se regulan cerca de 5 mM durante el estado de ayuno, mientras que pueden producirse valores de hasta 10 mM
durante unas pocas horas tras una comida. Los niveles de glucosa en sangre se ven influenciados por muchos
factores tales como el momento y el caracter de las comidas y las administraciones de insulina, el ejercicio,
infecciones y mas. La glucosa en sangre puede fluctuar ampliamente y de manera impredecible en pacientes con
diabetes (por ejemplo, en el intervalo de 1-30 mM). Por tanto, podria ser util si un farmaco de insulina administrado
pudiese autoajustar su actividad o disponibilidad para adaptarse al nivel de glucosa en sangre en cualquier momento
dado. Especificamente, una insulina sensible a la glucosa de este tipo deberia tener poca o ninguna actividad o
disponibilidad durante situaciones de escasa glucosa en sangre (por debajo de aproximadamente 3 mM, es decir,
hipoglucemia), y alta actividad o disponibilidad en respuesta a mucha glucosa en sangre (por encima de
aproximadamente 10 mM, es decir, hiperglucemia).

La liberacion de insulina modulada en funcidon de la glucosa desde depdsitos subcutaneos de insulina se ha
perseguido mediante varios principios, pero los depdsitos subcutaneos generalmente sufren de problemas de
retardo (retraso) de distribuciones de compuesto entre el tejido y el torrente sanguineo. El retardo de las
fluctuaciones de glucosa desde la sangre al tejido subcutaneo es de aproximadamente 15 minutos, y el retardo del
farmaco de insulina desde la liberacién en el tejido subcutaneo hasta la aparicion en la circulacion esta en el
intervalo de %2-2 horas. El descubrimiento de métodos para la formacion de insulina sensible a la glucosa como
depdsitos circulantes podria ser ventajoso, porque se eliminaria el retardo hasta y desde el tejido subcutaneo. La
union reversible a proteinas circulantes tales como la albumina sérica puede ayudar a prolongar la actividad in vivo
de los farmacos. La unién a la albdmina como principio de protracciéon se ha aprovechado para la insulina y otros
péptidos mediante la conjugacion del farmaco con acidos grasos, diacidos grasos o compuestos relacionados,
incorporados opcionalmente mediante diversos ligantes.

Segun el titulo, el documento US 5.478.575 se refiere a polimeros que tienen grupos acido bencenoboroénico y a
complejos de insulina de los mismos de un tipo de respuesta a azucar.

Segun las reivindicaciones 1, el documento WO 01/92334 (Novo Nordisk A/S) se refiere a un derivado de insulina
que contiene un grupo sensible a la glucosa.

Segun las reivindicaciones 1, WO 03/048195 (Novo Nordisk A/S) se refiere a un derivado de insulina que comprende
un grupo sensible a la glucosa y un radical poliol.

Objetos de esta invencion

Un aspecto de esta invencion se refiere a la provision de derivados de insulina que, tras la administracion,
suministren insulina en funcién de la concentracion de glucosa en el tejido.

Un aspecto de esta invencion se refiere a la provision de derivados de insulina que tengan poca o ninguna
actividad/disponibilidad durante situaciones de niveles de glucosa en sangre bajos, por ejemplo a niveles por debajo
de aproximadamente 3 mM de glucosa.

Otro aspecto de esta invencion se refiere a la provision de derivados de insulina que tengan una
actividad/disponibilidad alta en respuesta a niveles de glucosa en sangre altos, por ejemplo, por encima de
aproximadamente 10 mM de glucosa.

Otro aspecto de esta invencion se refiere a la provision de métodos para la formacién de insulina sensible a la
glucosa como depdsitos circulantes.

Otro aspecto de esta invencion se refiere a la provisién de derivados de insulina que tengan unién a albumina
sensible a la glucosa.

Otro aspecto de esta invencion se refiere a la provision de actividad de la insulina basada en la glucosa y/o la
liberacién modulada en la circulacién/el torrente sanguineo.
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El objeto de esta invencion es superar o mejorar al menos una de las desventajas de la técnica anterior, o
proporcionar una alternativa util.

Definiciones

El término “insulina humana” tal como usa en el presente documento significa la hormona insulina humana, cuya
estructura y propiedades se conocen ampliamente. La insulina humana tiene dos cadenas polipeptidicas,
denominadas cadena A y cadena B, que consisten en 21 y 30 aminoacidos, respectivamente.

El término “insulina” o insulina natural tal como usa en el presente documento cubre la insulina humana e insulinas
de otras especies distintas del ser humano.

El término “analogo de insulina” tal como usa en el presente documento cubre una insulina modificada en la que uno
0 mas residuos de aminoacido se han sustituido (intercambiado) por otros residuos de aminoacido y/o en la que uno
0 mas residuos de aminoacido se han delecionado de la insulina y/o en la que uno o mas residuos de aminoacido se
han afiadido a y/o se han insertado en la insulina.

En una realizacién un analogo de insulina comprende menos de 8 modificaciones (sustituciones, deleciones,
adiciones (incluyendo inserciones) y cualquier combinacion de las mismas) en relacién con la insulina original,
alternativamente menos de 7 modificaciones en relacién con la insulina original, alternativamente menos de 6
modificaciones en relacion con la insulina original, alternativamente menos de 5 modificaciones en relacion con la
insulina original, alternativamente menos de 4 modificaciones en relacién con la insulina original, alternativamente
menos de 3 modificaciones en relaciéon con la insulina original, alternativamente menos de 2 modificaciones en
relacién con la insulina original.

Las modificaciones en la molécula de insulina se designan indicando la cadena (A o B), la posicién y el cédigo de
una o tres letras para el residuo de aminoacido que sustituye al residuo de aminoacido nativo.

Por “desB30” quiere decirse insulina natural o un analogo de la misma que carece del residuo de aminoacido en
B30.

Un derivado de insulina es una insulina que porta un grupo diferente de los residuos de aminoacido naturales y
analogos de insulina que portan un grupo diferente de los residuos de aminoacido naturales.

Un residuo de aminoacido es un aminoacido del que se ha eliminado un atomo de hidrégeno de un grupo amino y/o
se ha eliminado un grupo hidroxilo de un grupo carboxilo.

En el presente documento, un residuo de insulina o un residuo de analogo de insulina es insulina o un analogo de
insulina en el que se ha eliminado un atomo de hidrégeno de uno o dos grupos amino.

El término alquilo tal como usa en el presente documento cubre un grupo alquilo lineal o ramificado, que contiene
preferiblemente 1-8 atomos de carbono, mas preferiblemente 1-4 atomos de carbono, tales como metilo, etilo,
propilo e isopropilo. En el presente documento, el término “alquilo C+-C3” cubre un grupo alquilo con de 1 a 3 atomos
de carbono tales como metilo, etilo, propilo e isopropilo.

Un grupo o radical alquileno es el radical divalente correspondiente a un grupo alquilo. Por tanto, el término
“alquileno C4-C3” cubre un grupo alquileno con de 1 a 3 atomos de carbono tales como metileno, etileno, propileno e
isopropileno.

El término grupo alcanoilo (o grupo acilo) es un grupo derivado mediante la eliminaciéon de un grupo hidroxilo de un
grupo carboxilico. Un grupo alcanoilo puede ilustrarse mediante la formula general R’-CO- (o R'C (=0)-) en la que R’
es un grupo alquilo. El grupo alquilo presente en el grupo alcanoilo es un grupo alquilo lineal o ramificado que puede
contener 6-22 atomos de carbono, preferiblemente 10-20 atomos de carbono.

Sumario de la invencion

Esta invencion se refiere a los compuestos cubiertos por las reivindicaciones mas adelante.

Breve descripcion de las figuras

La Figura 1 muestra el perfil cromatografico del compuesto del ejemplo 2 eluido a partir de una columna de albumina
usando tampon sin glucosa y tampoén de glucosa 50 mM (solucién salina tamponada con fosfato, pH 7,4).
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La Figura 2 muestra el desplazamiento en tiempos de retencién de la elucion del compuesto del ejemplo 2 a partir de
una columna de albumina en funcién de concentraciones de glucosa en el intervalo de 0-50 mM (experimentos por
duplicado, series 1y 2).

La Figura 3 muestra los perfiles farmacocinéticos tras la administracion i.v. de insulina del ejemplo 22 (es decir, un
compuesto segun esta invencion), insulina del ejemplo 24 (es decir, un compuesto sin grupo -B(OH).) o vehiculo en
ratas Wistar alimentadas y anestesiadas, véase el ejemplo 30.

La Figura 4 muestra los perfiles farmacocinéticos tras la administracion i.v. de insulina del ejemplo 22 6 24 o
vehiculo en ratas Wistar alimentadas y anestesiadas (log insulinas), véase el ejemplo 30.

La Figura 5 muestra los perfiles farmacocinéticos tras la administracion i.v. de insulina del ejemplo 22 6 24 o
vehiculo en ratas ZDF alimentadas y anestesiadas, véase el ejemplo 30.

La Figura 6 muestra los perfiles farmacocinéticos tras la administracion i.v. de insulina del ejemplo 22 6 24 o
vehiculo en ratas ZDF alimentadas y anestesiadas (log insulinas), véase el ejemplo 30.

Descripcion detallada de esta invencion

Como se deduce de la reivindicacion 1, en los derivados de insulina novedosos, el radical de insulina (denominado
Ins) es un residuo de insulina o un residuo de analogo de insulina. Dicho analogo de insulina puede ser un analogo
de insulina que tiene el residuo de lisina natural en la posicion B29 o un analogo de insulina que tiene un residuo de
lisina conectado al extremo C-terminal de la cadena A, es decir, un analogo de |nsuI|na A22Lys En los derivados de
insulina novedosos de esta invencioén, un radical de férmula general -X-Y-Z y/o x-y'-z' (en las que los simbolos
son tal como se mencionan mas adelante) esta(n) unido(s) a un grupo €-amino en un residuo de Lys (K) en un
analogo de insulina.

Por tanto, en un aspecto, esta invencion se refiere a derivados de insulina de férmula general la: Ins-X-Y-Z en la que
Ins, X, Y y Z son tal como se definen en el presente documento (y n es 1 y m es cero). En los compuestos de
férmula la, el radical -X-Y-Z esta conectado a un grupo €-amino presente en un residuo de lisina en B29 o un grupo
€-amino presente en un residuo de lisina en A22.

En otro aspecto esta |nvenC|on se refiere a derivados de insulina de féormula general Ib: Z"-Y'-X"-Ins-X-Y-Z en la que
Ins, X, X', Y, Y', Zy Z" son tal como se definen en eI presente documento (y n y m son ambos 1). En los
compuestos de formula Ib, los radicales -X-Y-Z y -X'-Y'-Z" estan conectados a un grupo €-amino presente en un
residuo de lisina en B29 y un grupo e-amino presente en un residuo de lisina en A22.

Tanto en el radical de férmula general -CO-(alquileno C4-C3)-CH(COOH)-NH- como en el radical de férmula general
CO-(alquileno C4-C3)-SO,-NH- cada uno de los cuales se ilustran en la presente mediante los simbolos X y X', el
grupo amino esta conectado al radical Yy y, por consiguiente, el grupo carbonilo del mismo esta conectado a Ins .

El grupo w-aminoalcanoilo ilustrado mediante los simbolos Y e Y'es un grupo/radical divalente. En una reallza0|on
el grupo amino en dicho grupo w-aminoalcanoilo esta conectado al grupo ilustrado mediante el simbolo X (o X' )Y,
S|multaneamente el grupo carbonilo en dicho grupo w-aminoalcanoilo esta conectado al grupo ilustrado mediante el
simbolo Z (o Z ). En una reallzaC|on el grupo amino en dicho grupo w-aminoalcanoilo esta conectado al grupo
ilustrado mediante el simbolo Z (o Z A S|multaneamente el grupo carbonilo en dicho grupo w-aminoalcanoilo esta
conectado al grupo ilustrado mediante el simbolo X (o X' )-

Elementos estructurales que incorporan motivos de acido graso asi como boronatos se sintetizan y se conjugan con
insulina y analogos de insulina. Las insulinas sensibles a la glucosa pueden administrarse mediante inyeccion
subcutanea, en la que la formacion de depdsitos contribuira a una actividad prolongada. El perfil de actividad de la
insulina unida a albumina de manera sensible a la glucosa en la circulacién se modulara mediante la concentracion
de glucosa en sangre en cualquier momento dado.

Los derivados de insulina de esta invencion son de accion duradera debido a la unién a albumina, y en algunos
casos una tendencia aumentada a la oligomerizacion en el depdsito subcutaneo, garantizando una difusion lenta a la
circulacién. En la circulacién, la union a albumina sensible a la glucosa regula la fraccion libre del derivado de
insulina de esta invencién de una manera dependiente de la glucosa. La afinidad por los receptores de insulina de
los compuestos de esta invencién esta dentro del intervalo deseado.

Produccion de analogos de insulina y compuestos de esta invencion

La produccion de polipéptidos, por ejemplo, analogos de insulina, se conoce ampliamente en la técnica. Los
analogos de insulina pueden producirse, por ejemplo, mediante la sintesis de péptidos clasica, por ejemplo, sintesis
de péptidos en fase sdélida usando quimica de t-Boc o Fmoc u otras técnicas ampliamente establecidas, véase, por
ejemplo, Greene y Wuts, “Protective Groups in Organic Synthesis”, John Wiley & Sons, 1999. El analogo de insulina
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también puede producirse mediante un método que comprende cultivar una célula huésped que contiene una
secuencia de ADN que codifica para el analogo y capaz de expresar el analogo de insulina en un medio nutritivo
adecuado en condiciones que permiten la expresion del analogo de insulina. Pueden usarse varios métodos
recombinantes en la produccion de insulina humana y analogos de insulina humana. Tres ejemplos no limitativos de
métodos que pueden usarse en la produccion de insulinas en microorganismos tales como, por ejemplo, Escherichia
coliy Saccharomyces cerevisiae se dan a conocer, por ejemplo, en el documento WO 2008/034881. Para analogos
de insulina que comprenden residuos de aminoacido no naturales, la célula recombinante debe modificarse de modo
que los aminoacidos no naturales se incorporen al analogo, por ejemplo mediante el uso de mutantes de ARNt. Por
tanto, en resumen, los analogos de insulina se preparan de manera analoga a la preparacion de los analogos de
insulina conocidos.

Ademas, los compuestos de esta invencion se preparan de una manera en si conocida, por ejemplo, de manera
analoga a la preparacion de los compuestos conocidos o de manera analoga a la preparacion de compuestos
similares.

Uso de los compuestos de esta invencion

La via de administracion puede ser cualquier via que transporte de manera eficaz un compuesto de esta invencion
hasta el lugar deseado o apropiado en el cuerpo, tal como via parenteral, por ejemplo, via subcutanea, via
intramuscular o via intravenosa. Alternativamente, un compuesto de esta invencién puede administrarse por via oral,
via pulmonar, via rectal, via transdérmica, via bucal, via sublingual o via nasal.

Para la administracion por via parenteral, un compuesto de esta invenciéon se formula de manera andloga a la
formulacién de las insulinas conocidas. Ademas, para la administracién por via parenteral, un compuesto de esta
invencion se administra de manera analoga a la administracion de las insulinas conocidas y los médicos estan
familiarizados con este procedimiento.

La administracion parenteral puede realizarse por medio de una jeringuilla, opcionalmente una jeringuilla de tipo
pluma. Alternativamente, la administracién parenteral puede realizarse por medio de una bomba de infusion.

Las composiciones inyectables que contienen un compuesto de esta invencién pueden prepararse usando las
técnicas convencionales de la industria farmacéutica que implican disolver y mezclar los componentes segun sea
apropiado para dar el producto final deseado. Por tanto, segin un procedimiento, un compuesto de esta invencion
se disuelve en una cantidad de agua que es algo menor que el volumen final de la composicién que va a prepararse.
Se afiaden un agente isotonico, un conservante y un tampén segun se requiera y se ajusta el valor de pH de la
disolucion, si es necesario, usando un acido, por ejemplo, acido clorhidrico, o una base, por ejemplo, hidréxido de
sodio acuoso, segun sea necesario. Finalmente, se ajusta el volumen de la disolucion con agua para dar la
concentracion deseada de los componentes.

De manera mas precisa, una preparacion de insulina de esta invencion, por ejemplo una disolucion o suspension,
puede prepararse disolviendo un compuesto de esta invencion en un medio acuoso en condiciones ligeramente
acidas, por ejemplo, en una concentracion en el intervalo de aproximadamente 240 a aproximadamente 2400
nmoles/ml. El medio acuoso se convierte en isoténico, por ejemplo, con cloruro de sodio o glicerol. Ademas, el
medio acuoso puede contener iones zinc, tampones tales como acetato y citrato, y conservantes tales como m-
cresol o fenol. El valor de pH de la disolucién se ajusta hacia la neutralidad sin acercarse demasiado al punto
isoeléctrico del compuesto de esta invencién con el fin de evitar la precipitacién. El valor de pH de la preparacién de
insulina final depende de qué compuesto de esta invencion se use, la concentracion de iones zinc y la concentracion
del compuesto de esta invencion. La preparacion de insulina se convierte en estéril, por ejemplo, mediante filtracion
esteéril.

Las preparaciones de insulina de esta invenciéon se usan de manera similar al uso de las preparaciones de insulina
conocidas.

La cantidad de un compuesto de esta invenciéon que debe administrarse, la determinacién de la frecuencia con la
que administrar un compuesto de esta invencion, y la eleccion de qué compuesto o compuestos de esta invencion
administrar, opcionalmente junto con otro compuesto antidiabético, se decide consultando a un médico que esté
familiarizado con el tratamiento de la diabetes.

Caracteristicas preferidas de esta invencion

Para resumir y complementar las afirmaciones anteriores, las caracteristicas de esta invencion son las siguientes:

1. Derivados de insulina que tienen la férmula general I:

(Z"Y X" ) Ins-(X-Y-2), )
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en la que n es cero 0 1; m es cero o 1; con la condicién de que n y m no sean ambos cero;

Ins representa insulina o un analogo de insulina tal como se define en el presente documento del que se ha
eliminado un atomo de hidrogeno de un grupo g-amino presente en un residuo de lisina en B29 o presente en un
residuo de lisina en A22 y en el que el grupo amino presente en el residuo de aminoacido N-terminal en la cadena A
y/o B, opcionalmente, esta sustituido con uno o dos grupos alquilo (preferiblemente metilo o etilo), en el que el/los
grupo(s) de formula general -X-Y-Z y/o -X'-Y'-Z" esta(n) unido(s) a un grupo we-amino en un residuo de Lys (K) en
la molécula de insulina;

X y X', independientemente entre si, es un enlace, un radlcal de férmula general -CO-(alquileno C4-C3)-CH(COOH)-
NH- en la que el grupo amino esta conectado al radical Y/Y' o un radical de férmula general -CO-(alquileno C4-Cs)-
SO2-NH- en la que el grupo amino esta conectado al radical YIY';

YeY', independientemente entre si, es un grupo w-aminoalcanoilo que contiene de 6 a 22 atomos de carbono y en
el que un atomo de hidrégeno se ha eliminado del grupo w-amino; y

Zy Z' independientemente entre si, es un grupo de una de las dos siguientes féormulas generales,
-S0O,-Ar o0 -CO-Ar,

en las que Ar es un grupo fenilo sustituido con uno o mas grupos -B(OH); y, opcionalmente, sustituido con uno o
mas atomos de halégeno.

2. Un compuesto segun la clausula anterior, en el que el radical denominado -CO-(alquileno C4-C3)-CH(COOH)-NH-
para el simbolo X y/o X' es un radical y-glutamilo que tiene la férmula —CO-CHa-CH,-CH(COOH)-NH-.

3. Un compuesto segun una cualquiera de las clausulas anteriores, en el que X y X' son iguales y ambos son un
enlace.

4. Un compuesto segun una cualquiera de las clausulas anteriores, en el que uno de Xy X" es un enlace,

5. Un compuesto segun una cualquiera de las clausulas anteriores, en la medida posible, en el que Xy X" son
iguales y ambos son un radical de férmula general -CO-(alquileno C4-C3)-CH(COOH)-NH-.

6. Un compuesto segun una cualquiera de las clausulas anteriores, en la medida posible, por ejemplo la clausula 1,
enel que Xy X' son iguales y ambos son un grupo y-glutamilo.

7. Un compuesto segun una cualquiera de las clausulas anteriores, en la medida posible, en el que X o X" son
iguales y ambos son un radical de férmula general -CO-(alquileno C4-C3)-CH(COOH)-NH-.

8. Un compuesto segun una cualquiera de las clausulas anteriores, en la medida posible, en el que X o X" es un
grupo y-glutamilo.

9. Un compuesto segun una cualquiera de las clausulas anteriores, en la medida posible, por ejemplo la clausula 1,
en el que X y X' son iguales y ambos son un grupo butiroilsulfonilamina (-CO-CH,-CH,-CH,-SO2-NH-) en el que el
grupo amino esta conectado al radical YIY'.

10. Un compuesto seguin una cualquiera de las clausulas anteriores, en el que el grupo w-aminoalcanoilo (Y y/o Y")
contiene de 10 a 20 atomos de carbono.

11. Un compuesto seguin una cualquiera de las clausulas anteriores, en el que el grupo w-aminoalcanoilo (Y y/o Y")
contiene de 12 a 18 atomos de carbono.

12. Un compuesto seguin una cualquiera de las clausulas anteriores, en el que el grupo w-aminoalcanoilo (Y y/o Y")
contiene de 13 a 17 atomos de carbono.

13. Un compuesto segun una cualqmera de las clausulas anteriores, en la medida posible, en el que el radical alquilo
del grupo w-aminoalcanoilo (Y y/o Y! ) es un grupo alquilo lineal.

14. Un compuesto segun una cualqwera de las clausulas anterlores en la medida posible, en el que el grupo amino
en el grupo w-aminoalcanoilo (Y y/o Y! ) esta conectado a Z y/o A y el grupo carbonilo del grupo w-aminoalcanoilo
(Y y/o Y") esta conectado a X y/o X'.

15. Un compuesto segun una cualquiera de las clausulas anteriores, en la medida posible, en el que el Ar presente
en Z y/o Z' porta uno o dos grupos -B(OH)..
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16. Un compuesto segun una cualquiera de las clausulas anteriores, en la medida posible, en el que el Ar presente
en Z ylo Z' porta sélo un grupo -B(OH)..

17. Un compuesto segun una cualquiera de las clausulas anteriores, en la medida posible, en el que el Ar presente
enZylo Z' porta so6lo un grupo -B(OH), que esta en la posicion meta o para en relacion con el radical -SO»- o -CO-
del radical -SO»-Ar o -CO-Ar, respectivamente.

18. Un compuesto segun una cualquiera de las clausulas anteriores, en la medida posible, en el que el Ar presente
en Z ylo Z' porta dos grupos -B(OH), que estan en la posicion meta en relacién con el radical -SO2- 0 -CO- del
radical -SO,-Ar o -CO-Ar, respectivamente.

19. Un compuesto segun una cualquiera de las clausulas anteriores, en la medida posible, en el que el Ar presente
enZylo Z porta uno o dos atomos de halégeno.

20. Un compuesto segun la clausula anterior, en la medida posible, en el que el Ar presente en Z y/o Z' porta uno o
dos atomos de fluor.

21. Un compuesto segun la clausula anterior, en la medida posible, en el que el Ar presente en Z y/o Z' porta uno o
dos atomos de cloro.

22. Un compuesto segun una cualquiera de las clausulas posibles anteriores, en el que Z y/o Z' se elige del grupo
que consiste en los siguientes grupos (en los que la linea discontinua es el punto de unién):

23. Un compuesto segun una cualquiera de las clausulas anteriores, en la medida posible, en el que m y n son cada
uno 1y los grupos de féormula general -X-Y-Z 'y -X'-Y"-Z" son idénticos.

24. Un compuesto segun una cualquiera de las clausulas anteriores, en la medida posible, en el que Ins es insulina
humana, una insulina natural de otra especie distinta del ser humano o un analogo de insulina humana en el que uno
0 mas residuos de aminoacido se han sustituido (intercambiado) por otros residuos de aminoacido, en el que uno o
mas residuos de aminoacido se han delecionado de la insulina y/o en el que uno o mas residuos de aminoacido se
han afadido y/o insertado y, preferiblemente, dicho analogo de insulina comprende menos de 8 modificaciones
(sustituciones, deleciones, adiciones (incluyendo inserciones) y cualquier combinaciéon de las mismas) en relacion
con insulina humana, alternativamente menos de 7 modificaciones en relacion con insulina humana,
alternativamente menos de 6 modificaciones en relacion con insulina humana, alternativamente menos de 5
modificaciones en relacion con insulina humana, alternativamente menos de 4 modificaciones en relaciéon con
insulina humana, alternativamente menos de 3 modificaciones en relacion con insulina humana, alternativamente
menos de 2 modificaciones en relacion con insulina humana.

25. Un compuesto seguin una cualquiera de las clausulas posibles anteriores, en el que un atomo de hidréogeno se
ha eliminado de un grupo g-amino presente en un residuo de lisina en B29 y un atomo de hidrégeno se ha eliminado
de un grupo g-amino presente en un residuo de lisina en A22.

26. Un compuesto segun una cualquiera de las clausulas posibles anteriores, en el que el residuo de insulina
denominado “Ins” tiene E (Glu) en la posicion A14, y/o K (Lys) en la posicion A22, y/o H (His) en la posicion B25, y/o
R (Arg) en la posicion B29 y/o ningun residuo de aminoacido en la posicion B30.
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27. Un compuesto segun una cualquiera de las clausulas posibles anteriores, en el que el residuo de insulina
denominado “Ins” se elige del grupo de insulina humana, insulina humana desB30, insulina humana A14E-B25H-
desB30, insulina humana A22K-desB30 e insulina humana A14E-A22K-B25H-desB30.

28. Un compuesto segun una cualquiera de las clausulas posibles anteriores, en el que el residuo de insulina
denominado “Ins” se elige del grupo de insulina humana A22K, B29R, desB30 e insulina humana A14E, A22K,
B25H, B29R, desB30 e insulina humana A22K, desB30.

29. Un compuesto segun una cualquiera de las clausulas posibles anteriores, en el que el residuo de insulina
denominado “Ins” se elige del grupo de insulina humana A22K, B29R, desB30 e insulina humana A14E, A22K,
B25H, B29R; insulina humana A14E, A22K, B25H; insulina humana A14E, B25H:; insulina humana A22K, B29R; e
insulina humana A22K.

30. Un compuesto segun una cualquiera de las clausulas anteriores, en la medida posible, en el que n y m son cada
uno 1, y los grupos denominados -X-Y-Z estan unidos al grupo €-amino en un residuo de Lys (K) en las posiciones
A22 y B29 en la molécula de insulina.

31. Un compuesto segun una cualquiera de las reivindicaciones de producto anteriores, en la medida posible, que es
uno cualquiera de los compuestos mencionados especificamente en la memoria descriptiva anterior tal como en los
ejemplos especificos, especialmente uno cualquiera de los ejemplos 1 y siguientes mas adelante.

32. Un compuesto segun una cualquiera de las clausulas anteriores, en la medida posible, seleccionado del grupo
que consiste en insulina humana B29N®-15-(4-boronobencenosulfonilamino)pentadecanoil-desB30; insulina humana
A22N*-16-(2,3-difluoro-4-boronobenzoilamino)hexadecanoil-B29N(epsilon)-16-(2,3-difluoro-4-

boronobenzoilamino)hexadecanoil-A14E-A22K-B25H-desB30; insulina humana B29N-12-(3-
boronobencenosulfonilamino)dodecanoil-desB30; insulina humana B29N¢-16-(2,3-difluoro-4-
boronobenzoilamino)hexadecanoil-y-L-glutamil-desB30; insulina humana B29N*-16-(3,5-
diboronobenzoilamino)hexadecanoil-desB30; insulina humana B29N¢-16-(2,3-difluoro-4-
boronobenzoilamino)hexadecanoil-desB30; insulina humana B29N¢-16-(3-fluoro-4-
boronobenzoilamino)hexadecanoil-desB30; insulina humana B29N¢-16-(3-fluoro-4-
boronobenzoilamino)hexadecanoil-y-L-glutamil-desB30; insulina humana B29N¢-16-(2,6-difluoro-4-
boronobenzoilamino)hexadecanonil-desB30; insulina humana A1(N,N-dimetil), B1(N,N-dimetil), B29N‘-15-(4-
boronobencenosulfonil-amino)pentadecanoil-desB30; insulina humana A22N-16-(3,5-
diboronobenzoilamino)hexadecanoil-A22K-B29R-desB30; insulina humana A22N*-16-(3,5-
diboronobenzoilamino)hexadecanoil-A14E-A22K-B25H-B29R-desB30; insulina humana A22N*-16-(3,5-
diboronobenzoilamino)hexadecanoil-L-y-glutamil-A14E-A22K-B25H-B29R-desB30; insulina humana B29-N*-{4-[16-
(3-boronobencenosulfonilamino)hexadecanoilsulfamoil]butanoil}-desB30; insulina humana A22N*-15-(3,5-
diboronobenzoilamino)pentadecanoil-B29N¢-15-(3,5-diboronobenzoilamino)pentadecanodioil-A14E-A22K-B25H-
desB30; insulina humana A22NF-15-(3,5-diboronobenzoilamino)pentadecanoil-B29N*-15-(3,5-
diboronobenzoilamino)pentadecanodioil-A22K-desB30; insulina humana B29N*-16-(3,5-
diboronobenzoilamino)hexadecanoil-L-y-glutamil-A14E-B25H-desB30; insulina humana A22NF-15-(3,5-
diboronobenzoilamino)pentadecanoil-y-L-glutamil-B29N*-15-(3,5-diboronobenzoilamino)pentadecanodioil-y-L-
glutamil-A14E-A22K-B25H-desB30; insulina humana B29N*-{4-[16-(3-

boronobencenosulfonilamino)hexadecanoilsulfamoillbutanoil}-A14E-B25H-desB30; insulina humana A22N*-12-(3,5-
diboronobenzoilamino)dodecanoil-B29N¢-12-(3,5-diboronobenzoilamino)dodecanodioil-A14E-A22K-B25H-desB30;
insulina humana A22N*-12-(3,5-diboronobenzoilamino)dodecanoil-B29N-12-(3,5-
diboronobenzoilamino)dodecanodioil-A22K-desB30; e insulina humana B29N¢-16-(2,3-difluoro-4-
boronobenzoilamino)hexadecanoil-A14E-B25H-desB30.

33. Un compuesto segun una cualquiera de las clausulas anteriores, en la medida posible, seleccionado del grupo
que consiste en insulina humana A22N°-12-(3,5-diboronobenzoilamino)dodecanoil-gamma-L-glutamil-B29N*-12-(3,5-
diboronobenzoilamino)dodecanodioil-gamma-L-glutamil-A22K-desB30; insulina humana A22N*-12-(3,5-
diboronobenzoilamino)dodecanoil-gamma-L-glutamil-B29N¢-12-(3,5-diboronobenzoilamino)dodecanodioil-gamma-L-
glutamil-A14E-A22K-B25H-desB30; insulina humana B29N-16-(2,6-difluoro-4-boronobenzoilamino)pentadecanoil-
A14E-B25H-desB30; insulina humana B29N-16-(2,6-difluoro-4-boronobenzoilamino)hexadecanoil-A14E-B25H-
desB30; e insulina humana B29N-16-(4-boronobenzoilamino)hexadecanoil-A14E-B25H-desB30.

34. Un compuesto segun una cualquiera de las clausulas anteriores, en la medida posible, que es insulina humana
B29N¢-16-(2,3-difluoro-4-boronobenzoilamino)hexadecanoil-A14E-B25H-desB30.

35. Un compuesto segin una cualquiera de las reivindicaciones de producto anteriores para su uso como
medicamento o para su uso en un medicamento.

36. Un compuesto segun una cualquiera de las reivindicaciones de producto anteriores para tratar la diabetes o el
uso de un compuesto segun una cualquiera de las reivindicaciones de producto anteriores para la preparacion de un
medicamento para el tratamiento de la diabetes.
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37. El uso de un compuesto segun una cualquiera de las clausulas de producto anteriores para la preparacion de
una composicion farmacéutica.

38. El uso segun la clausula anterior, cuya composicion puede usarse para el tratamiento de la diabetes.
Los siguientes ejemplos se ofrecen a modo de ilustracion, no de limitacion.

En los ejemplos, en primer lugar se facilita la denominacion sistematica del compuesto de esta invencion y luego una
ilustracion quimica de la férmula quimica.

En, por ejemplo, el ejemplo 1, el radical de insulina se ilustra mediante la expresion “insulina humana desB29,
desB30”. Sin embargo, esto no quiere decir que no haya un aminoacido en B29 en el compuesto del ejemplo 1,
porque el residuo de aminoacido en B29 que es lisina se ilustran en el radical quimico conectado al radical “insulina
humana desB29, desB30".

En los compuestos de esta invencion que tienen tanto un sustituyente de férmula general -X-Y-Z como un
sustituyente de férmula general -X1-Y1-Z1, como, por ejemplo, en el ejemplo 2, se deduce de la denominacion
sistematica del compuesto que tanto el residuo de aminoacido A22Lys como el residuo de aminoacido B29Lys estan
sustituidos. Incluso aunque el radical de insulina en la férmula quimica se ilustre mediante la expresién “insulina
A14E, A22K, B25H, desA22, desB29, desB30”, esto no quiere decir que no haya ningun residuo de aminoacido en
las posiciones A22 y B29, porque los residuos de aminoacido en A22 y en B29 que son lisina se ilustran en el radical
quimica conectado al radical “insulina A14E, A22K, B25H, desA22, desB29, desB30” (véase, por ejemplo, el nUmero
“2” que aparece ftras el paréntesis en la formula).

En los nombres de compuestos, B2ON® y A22\ indican que el grupo siguiente en el nombre esta conectado al grupo
g-amino del residuo de aminoacido presente en la posicidon B29 o A22, respectivamente.

Ejemplo 1

Insulina humana B29N¢-15-(4-boronobencenosulfonilamino)pentadecanoil-desB30

. 0O
HO, & /\/W\/\/\vf\v)l\
HO oH
ingulina humana desB29, desB30 —H OH

Ester mono-terc-butilico del acido hexadecanodioico

Se suspendi6 acido hexadecanodioico (40,0 g, 140 mmol) en tolueno (250 ml) y se calentd la mezcla hasta reflujo.
Se afadié di-terc-butilacetal de N,N-dimetilformamida (76,3 g, 375 mmol) gota a gota a lo largo de 4 horas. Se
sometio la mezcla a reflujo durante la noche. Se eliminé el disolvente a vacio a 50°C, y se suspendio el material en
bruto en diclorometano/acetato de etilo (500 ml, 1:1) y se agité durante 15 min. Se recogieron los sélidos mediante
filtracion y se trituraron con diclorometano (200 ml). Se evaporaron los filirados a vacio para dar hexadecanodioato
de mono-terc-butilo en bruto, 30 gramos. Se suspendid este material en diclorometano (50 ml), se enfrié con hielo
durante 10 min y se filtr6. Se elimind el disolvente a vacio para dejar 25 gramos de hexadecanodioato de mono-terc-
butilo en bruto, que se recristalizé en heptano (200 ml) para dar hexadecanodioato de mono-terc-butilo, 15,9 g
(33%). Alternativamente a la recristalizacion, el mono-éster puede purificarse mediante cromatografia en silice con
acetato de etilo/heptano. "H-RMN (CDCls) &: 2,35 (t, 2H), 2,20 (t, 2H), 1,65-1,55 (m, 4H), 1,44 (s, 9H), 1,34-1,20 (m,
20 H).

Ester terc-butilico del acido 15-isocianatopentadecanoico
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Se disolvié hexadecanodioato de mono-terc-butilo (2,0 g, 5,8 mmol) en tetrahidrofurano (50 ml). Se afadio
trietilamina (2,04 ml, 14,6 mmol) y se enfrié la mezcla con hielo y se mantuvo bajo gas de nitrogeno. Se afiadié
formiato de isoclorobutilo (1,6 ml, 11,7 mmol) gota a gota a lo largo de 15 min y se agité la mezcla en un bafio de
hielo durante 1,5 horas. Se afiadi6 azida de sodio (6,5 g, 105 mmol) y se agit6 la mezcla en un bafio de hielo durante
30 min. Se afiadio tolueno (100 ml) y se lavé la fase organica con agua (2x50 ml) y se secé sobre MgSO, y se filtro.
Se calentd la mezcla en un bafio de aceite hasta 105°C durante 2 horas y entonces se evapord a vacio para
proporcionar éster terc-butilico del acido 15-isocianatopentadecanoico (1,94, 98%).

CL-EM: 287,3 Da (MH" - terc-butilo)
'H-RMN (CDCl3) 5: 3,29 (t, 2H), 2,20 (t, 2H), 1,62-1,57 (m, 4H), 1,44 (s, 9H), 1,33-1,24 (m, 20 H).

Ester terc-butilico del dcido 15-aminopentadecanoico

Se disolvié éster terc-butilico del acido 15-isocianatopentadecanoico (1,91 g, 5,6 mmol) en tetrahidrofurano (20 ml),
se traté con NaOH acuoso 1 M (10 ml) y se agit6é a temperatura ambiente durante 1 hora. Se afiadi6é agua (50 ml) y
se extrajo la mezcla con acetato de etilo (2x 50 ml). Se secd la disolucién sobre MgSQO4 y se evaporé a vacio para
proporcionar éster terc-butilico del &cido 15-amino-pentadecanoico en bruto (1,54 g, 88%).

CL-EM: 314,5 Da (MH+).

Se disolvié el producto en bruto (1,26 g, 4,0 mmol) en éter (90 ml) y se tratdé con acido 4-tolueno-sulfénico (688 mg,
3,6 mmol) en éter (25 ml). Se almacend la mezcla a 5°C durante la noche y se recogié el precipitado mediante
filtracion y se seco (1,1 g, 63%). Se disolvio el tosilato (1,1 g, 2,3 mmol) en éter, se lavo dos veces con Na,COs3 0,2
M, con agua, se secd sobre MgSO, y se evaporé a vacio para proporcionar éster terc-butilico del acido 15-
aminopentadecanoico (630 mg, 92%).

Ester terc-butilico del acido 15-(4-boronobencenosulfonilamino)pentadecanoico

Se pulverizé éster de N-metildietanolamina del acido 4-sulfinilfenilborénico de litio (100 mg, 0,364 mmol; P. Vedsg,
P.H. Ol,esen, T. Hoeg-Jensen, Synlett 2004, 892) mediante espatula, se suspendié en diclorometano (2 ml), se traté
con N-clorosuccinimida (49 mg, 0,364 mmol) y se agité la mezcla durante 1 hora. Se afadié N,N-diisopropiletilamina
(62 ul, 0,364 mmol) y éster terc-butilico del acido 15-aminopentadecanoico (114 mg, 0,364 mmol) y se agitd la
mezcla durante la noche. Se elimind el disolvente a vacio. Se afiadié acetato de etilo y se lavé la mezcla dos veces
con HCI 0,2 M, agua, salmuera, se secé MgSO., se filtrd y se eliminé el disolvente a vacio para proporcionar éster
terc-butilico del acido 15-(4-boronobencenosulfonilamino)pentadecanoico (152 mg, 84%).

CL-EM: 442,4 Da (MH" - terc-butilo).

Ester terc-butilico del acido 15-(4-pinacolilboronobencenosulfonilamino)pentadecanoico

Se disolvié éster terc-butilico del acido 15-(4-boronobencenosulfonilamino)pentadecanoico (152 mg, 0,306 mmol) en
acetato de etilo (3 ml), se trat6é con pinacol (43 mg, 0,367 mmol) y MgSO4 (44 mg, 0,367 mmol), y se agité durante
30 min. Se lavd la mezcla dos veces con agua, con salmuera, se seco sobre MgSQ,, se filtré y se elimino el
disolvente a vacio para proporcionar éster terc-butilico del acido 15-(4-
pinacolilboronobencenosulfonilamino)pentadecanoico (142 mg, 80%).

"H-RMN (CDCls) &: 7,94 (d, 2H), 7,84 (d, 2H), 4,34 (t, 1H), 2,93 (m, 2H), 2,20 (t, 2H), 1,63-1,52 (m, 4H), 1,44 (s, 9H),
1,31-1,19 (m, 20 H).

Acido 15-(4-pinacolilboronobencenosulfonilamino)pentadecanoico

Se traté éster terc-butilico del acido 15-(4-pinacolilboronobencenosulfonilamino)pentadecanoico (142 mg, 0,245
mmol) con acido trifluoroacético (6 ml) durante 30 minutos. Se eliminé el disolvente a vacio para proporcionar acido
15-(4-pinacolilboronobencenosulfonilamino)pentadecanoico (128 mg, 100%). 'H-RMN (CDCls) &: 7,94 (d, 2H), 7,83
(d, 2H), 6,72 (sa, 1H), 2,93 (t, 2H), 2,37 (t, 2H), 1,64 (m, 2H), 1,44 (m, 2H), 1,33-1,18 (m, 20 H).

Ester de N-hidroxisuccimida del acido 15-(4-pinacolilboronobencenosulfonilamino)pentadecanoico

Se disolvieron acido 15-(4-pinacolilboronobencenosulfonilamino)pentadecanoico (128 mg, 0,244 mmol) y N-
hidroxisuccinimida (28 mg, 0,244 mmol) en acetonitrilo (1 ml), se enfriaron con bafio de hielo y se trataron con N,N'-
diciclohexilcarbodiimida (50 mg, 0,244 mmol). Se dej6 la mezcla durante la noche, se filtro y se eliminé el disolvente
a vacio para proporcionar éster de N-hidroxisuccimida del acido 15-(4-
pinacolilboronobencenosulfonilamino)pentadecanoico (129 mg, 86%).

10
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"H-RMN (CDCls) &: 7,93 (d, 2H), 7,83 (d, 2H), 4,36 (sa, 1H), 2,92 (t, 2H), 2,84 (s, 4H), 2,60 (t, 2H), 1,63-1,52 (m, 4H),
1,33-1,20 (m, 20 H).

Insulina humana B29N-15-(4-boronobencenosulfonilamino)pentadecanoil-desB30

Se disolvio insulina humana desB30 (500 mg, 88 uM) en Na,COs; 0,1 M (5 ml) y se traté con éster de N-
hidroxisuccimida del acido 15-(4-pinacolilboronobencenosulfonilamino)pentadecanoico (65 mg, 105 uM) en
acetonitrilo (5 ml). Tras 30 min, se ajustd el pH a 5,5 usando HCI 1 M y se recogi6é el precipitado mediante
centrifugacion. Se purificd el producto mediante RP-HPLC en una columna C18 usando tampdn A: acido
trifluoroacético al 0,1% en agua, tampodn B: acido trifluoroacético al 0,1% en acetonitrilo, gradiente del 26 al 60% de
B a lo largo de 40 min. Se evaporaron parcialmente en vacio las combinaciones de producto y se liofilizaron
proporcionando insulina humana B29N*-15-(4-boronobencenosulfonilamino)pentadecanoil-desB30 (95 mg, 21%).

CL-EM: 1524,4 Da [M + 4H - 2x agua]“; tampon A: acido trifluoroacético al 0,1% en agua; tampén B: acido
trifluoroacético al 0,1% en acetonitrilo, gradiente del 10 al 90% de B a lo largo de 10 min.

Pureza mediante HPLC acida: 99,3%; columna C8, tampoén A: acido trifluoroacético al 0,1% en agua; tampon B:
acetonitrilo al 80%/agua, gradiente del 25 al 80% de B a lo largo de 20 min.

Pureza mediante HPLC neutra: 99,5%; columna C8, tampdn A: tris 10 mM, sulfato de amonio 15 mM en acetonitrilo
al 20%/agua; tampon B: acetonitrilo al 80%/agua.

Los compuestos en los siguientes ejemplos se prepararon de manera similar a la descrita anteriormente.
Ejemplo 2

Insulina  humana  A22N°-16-(2,3-difluoro-4-boronobenzoilamino)hexadecanoil-B29N-16-(2,3-difluoro-4-borono-
benzoilamino)hexadecanoil-A14E-A22K-B25H-desB30

insulina A14E, A22K, B25H, desA22, desB29, de=sB30 {—n\j‘OH }2

NH
vy “WW\NM
O °

Ejemplo 3

Insulina humana B29N¢-12-(3-boronobencenosulfonilamino)dodecanoil-desB30

JiF_'.!H
HO—B
?f 0
- —N/V\MNY
H i NH
ingulina humana desEB29, desB30 —H OH

Ejemplo 4
Insulina humana B29N¢-16-(2,3-difluoro-4-boronobenzoilamino)hexadecanoil-y-L-glutamil-desB30

11
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HO\B | | H\i
H d’ | /\/\/\/\/\/\/\/\n/ oH
: . O MNH

=

insulina humana desB29, desB30 —N OH
O
Ejemplo 5
5
Insulina humana B29N*-16-(3,5-diboronobenzoilamino)hexadecanoil-desB30
HC. _ .OH
B
HO 0 .
? O
OH HN \/“\/\/\/"\/\\/\\/\/Jk
NH
insulina humana desB29, desB30 —H OH
o
10 Ejemplo 6
Insulina humana B29N*-16-(2,3-difluoro-4-boronobenzoilamino)hexadecanoil-desB30
F F o
. H _ -
2 NWWM :
B - NH
HO O
insulina humana desB29, desB30 —H 0OH
Q

15
Ejemplo 7

Insulina humana B29N-16-(3-fluoro-4-boronobenzoilamino)hexadecanoil-desB30

12
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~OH

F

0% "NH
K/\/\/\/\/\N\Fﬂ

NH

insulina humana desB29, de=sB30 —N OH
O
Ejemplo 8
5 Insulina humana B29N*-16-(3-fluoro-4-boronobenzoilamino)hexadecanoil-y-L-glutamil-desB30
HO..__.OH
F

07 "NH (o]

ingulina humana desB29, desB30 —pN OH
H o

Ejemplo 9
10
Insulina humana B29N®-16-(2,6-difluoro-4-boronobenzoilamino)hexadecanonil-desB30

13



ES 2611040 T3

OH
HO—B

insulina humana desB29, desB30 —H OH

Ejemplo 10

5 Insulina humana A1(N,N-dimetil), B1(N,N-dimetil), B29N-15-(4-boronobencenosulfonilamino)pentadecanoil-desB30

H @ ’\/\-/W\/\/\.i
O35 3

insulina humana A1-H,H-dimetil, B1-H,H-dimetil, desB29, desB30 -—-—H

En este compuesto, el grupo amino presente en A1Gly y presente en B1Phe del radical de insulina se ha sustituido
10  por un grupo N,N-dimetilamino.

Ejemplo 11
Insulina humana A22/N\-16-(3,5-diboronobenzoilamino)hexadecanoil-A22K-B29R-desB30
15 : O
O N ¢
HG"‘E}. E}"DH
OH OH

insulina humana desA2Z2K, B29R, desB30 -—H

14
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Ejemplo 12

Insulina humana A22/N\-16-(3,5-diboronobenzoilamino)hexadecanoil-A14E-A22K-B25H-B29R-desB30

OLN X
MH
HO.g g-OH
OH  OH
A22K
inzulina humana A14E, desA22K, B25H, B29R, desBid —] OH
H
O
5
Ejemplo 13
Insulina humana A22/N\-16-(3,5-diboronobenzoilamino)hexadecanoil-L-y-glutamil-A14E-A22K-B25H-B29R-desB30
10
QH ¢H
Ho® B-oH HO
H O
C" N
H

insulina humana A14E, desA22K, B25H, B29R, desB30 —N
H

Ejemplo 14

15  Insulina humana B29N*-{4-[16-(3-boronobencenosulfonilamino)hexadecanoilsulfamoil]butanoil}-desB30

15
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HO, _OH

L

8] MH

insulina humana desB29, desB30 —N oH

Ejemplo 15

5 Insulina humana A22N*-15-(3,5-diboronobenzoilamino)pentadecanocil-B29N*-15-(3,5-
diboronobenzoilamino)pentadecanodioil-A14E-A22K-B25H-desB30

OH oM
Ho® B-or
4] .
HN’!'LWWN o
H
ingulina A14E, A22K, B25H, desA2?2, desB29, desB30 {'H r CH }2

10 Ejemplo 16

Insulina humana A22N*-15-(3,5-diboronobenzoilamino)pentadecanocil-B29N*-15-(3,5-
diboronobenzoilamino)pentadecanodioil-A22K-desB30

HO" ‘OH

HN

insulina A22K, desA22K, desB29, desB30 {—N OH}.‘,
H o
15

Ejemplo 17

Insulina humana B29N-16-(3,5-diboronobenzoilamino)hexadecanoil-L-y-glutamil-A14E-B25H-desB30
20

16
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HO. __.OH
B

HO._ o] 5

? \/\/\/\/\./\/\/\)L
OH HM
NH

insulina A14E, B25H, de=B29, desB30 —H OH

Ejemplo 18

5 Insulina humana A22N*-15-(3,5-diboronobenzoilamino)pentadecanoil-y-L-glutamil-B29N*-15-(3,5-
diboronobenzoilamino)pentadecanodioil-y-L-glutamil-A14E-A22K-B25H-desB30

H : oo
i - [+
HO W
o : -
HN g ":’-F. g g

insulina AM4E, A22K, B25H, desA22H, desB29, desB30 {a.}_al OH }z
o

10 Ejemplo 19

Insulina humana B29N*-{4-[16-(3-boronobencenosulfonilamino)hexadecanoilsulfamoil]butanoil}-A14E-B25H-desB30

HD\B ~OH
O
s7 N~
Fih H
00
o NH
insulina A14E, B25H, desB29, desB30 —N OH
H
0
15
Ejemplo 20
Insulina humana A22N*-12-(3,5-diboronobenzoilamino)dodecanoil-B29N-12-(3,5-
diboronobenzoilamino)dodecanodioil-A14E-A22K-B25H-desB30
20

17
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insulina A14E, A22K, B25H, desA22K, desB29, desB3 —n\jﬂﬂ Ja _ DH. ?H

i
WN &
H

o

Ejemplo 21

5 Insulina humana A22N*-12-(3,5-diboronobenzoilamino)dodecanoil-B29N¢-12-(3,5-diboronobenzoilamino)-
dodecanodioil-A22K-desB30

H .
inzulina A22K, desA22K, de=B29, desB30 {—N\/TLQH}:.! ?H . L‘[JH
Ho~ B E’f‘m—g

*_'”xl.r/\/\./\/;\/\/\ .

Q

TI=

10 Ejemplo 22

Insulina humana B29N¢-16-(2,3-difluoro-4-boronobenzoilamino)hexadecanoil-A14E-B25H-desB30

F F :
s n\/\/\/\/\/\/\/\i
B

s . NH
HO

insulina A14E, B25H, de=B29, desB30 -'—H
' 0

15
Ejemplo 23

La afinidad de albumina de los derivados de insulina de acidos grasos de boronato frente a la albumina sérica
humana puede evaluarse mediante la elucion de los compuestos a través de una columna cromatografica que porta
20 albumina inmovilizada (Chromtech Inc, columna HSA 50.3). La sensibilidad a la glucosa de la unién insulina-
albumina puede determinarse ajustando los niveles de glucosa en el tampdn de elucién y determinan el
desplazamiento en el tiempo de retencion en funcién de la concentracion de glucosa, tabla 1 mas adelante.

Tampodn A: fosfato 10 mM, KCI 2,7 mM, NaCl 137 mM, pH 7,4 en agua.
25
Tampon B: fosfato 10 mM, KCI 2,7 mM, NaCl 137 mM, pH 7,4 en agua-iPrOH (1:1).

T 37°C, flujo 0,7 ml/min, 20 ul de muestras 10 uM, monitor UV 220 nm.

Gradiente: tiempo (minutos) | Porcentaje B
0 0
5 40
15 50

18
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16 0
20 0

La afinidad de glucosa de los elementos estructurales de boronato puede medirse en el ensayo competitivo de rojo
de alizarina-sodio (Tetrahedron, 58, 5291-5300 (2002)).

5 La siguiente tabla muestra los tiempos de retencion de algunos compuestos de esta invencion sin glucosa y con
glucosa 50 mM en el eluyente. Los compuestos marcados con un asterisco se eluyeron con un gradiente de hasta el
70% de tampon B.

Numero de ejemplo A Rt, minutos
4 1,8
6 2,8
9 2,5
14 0,8
15* 1,0
16 * 0,7
22 1,5

10  En el presente documento, iPrOH designa isopropanol.

Ejemplo 24
Insulina humana B29N-16-(2,3-difluoro-4-hidroxibenzoilamino)hexadecanoil-A14E-B25H-desB30
15 c . | . o
H()A@_“/H\/\.N\/\/\/\/\VJKNH
O . : '
OH

insulina A14E, B25H, de=B29, desB30 —H
Q

Se disolvio la insulina del ejemplo 22 (50 mg) en peroxido de hidrégeno acuoso (500 mM, 5 ml) a temperatura

ambiente y se dej6 durante 20 horas. Se aisl6 la insulina del ejemplo 24 mediante isoprecipitacion a pH 5,5 y se
20  purific6 mediante HPLC tal como se describe en el ejemplo 1; CL-EM [M4+] =1519,0 Da.

Ejemplo 25

Insulina humana A22N*-12-(3,5-diboronobenzoilamino)dodecanoil-gamma-L-glutamil-B29N*-12-(3,5-
25  diboronobenzoilamino)dodecanodioil-gamma-L-glutamil-A22K-desB30

19



ES 2611040 T3

insulina AZZK, desAZ2K, desB23, desB30 {—-n\iOHJE

H
O
HL?J-.,;E Eli.-GH
OH OH
Ejemplo 26
5 Insulina humana A22N*-12-(3,5-diboronobenzoilamino)dodecanoil-gamma-L-glutamil-B29N*-12-(3,5-
diboronobenzoilamino)dodecanodioil-gamma-L-glutamil-A14E-A22K-B25H-desB30
insulina B14E, 822K, desf22K, B25H, desB29, des B30 {—@BH k
HW, o
HO ! JL\/\/\/W\/N o
[
T
]
H'.'.Tl'-hII3 ?..-DH
QH OH

10 Ejemplo 27

Insulina humana B29N®-16-(2,6-difluoro-4-boronobenzoilamino)pentadecanoil-A14E-B25H-desB30

insulina A14E, B25H, desB29, desB30 -‘"-H

15
Ejemplo 28

Insulina humana B29N®-16-(2,6-difluoro-4-boronobenzoilamino)hexadecanoil-A14E-B25H-desB30
20
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i H
i N\/\/\/‘\/\/\/\/\j\
-

; MH
HO 0

inzulina A14E, B25H, desB29, desB30 —H

Ejemplo 29

Insulina humana B29N¢-16-(4-boronobenzoilamino)hexadecanoil-A14E-B25H-desB30

hH

insulina A14E, B25H, de=sB29, desBE30 —H

Ejemplo 30

Bolo i.v. de una insulina dependiente de la glucosa del ejemplo 22 o una insulina no dependiente de la
glucosa del ejemplo 24 o vehiculo en ratas Wistar y ratas ZDF (UIR100205-0143)

Materiales y métodos: Se anestesiaron 30 ratas Wistar macho alimentadas (250 g) y 30 ratas ZDF macho
alimentadas (350 g, de 12 semanas de edad) usando Hypnorm-Dormicum (0,081 mg/ml de citrato de fentanilo
(VetaPharma Ltd.), 1,25 mg/ml de midazolam (Roche) 2 ml/kg como dosis de cebado y 1 mi/kg adicional en el
momento -5 min antes de la dosificacion de la sustancia de prueba, y después 1 ml/kg cada 45 minutos (4 veces).
Las ratas Wistar muestran un nivel de glucosa en sangre inicial en torno a 6-7 mmol/l, mientras que las ratas ZDF
muestran un nivel en torno a 20-25 mmol/l.

Tanto las ratas Wistar como las ratas ZDF se asignaron a 5 grupos, 6 ratas en cada uno (es decir 10 grupos en
total). Se les administré una dosis a los animales con una inyeccion intravenosa en una vena de la cola (1 ml/kg) de
o bien vehiculo (tampén fosfato 5 mM, NaCl 140 mM, 70 ppm de polisorbato 20, pH 7,4) o bien insulina del ejemplo
22 (es decir, un compuesto segun la presente invencion) o bien insulina del ejemplo 24 (es decir, un compuesto que
corresponde al compuesto del ejemplo 22, pero que carece del grupo -B(OH);). Se sometieron a prueba dos dosis
de cada analogo: 1,2 nmol/kg o 3,6 nmol/kg en ratas Wistar, y 3,6 nmol/kg o 7,2 nmol/kg en ratas ZDF. Se tomaron
muestras de sangre de 100 pl (punciodn capilar en la punta de la cola) para la determinacion de la insulina en plasma
en tubos Microvette a los 3, 15, 30, 60, 120, 180 y 240 minutos tras la dosificacion de insulina.

Las figuras 3-6 muestran los perfiles de eliminaciéon en plasma de los dos analogos (cada uno en dos dosis) tras una
inyeccion de bolo i.v. a ratas Wistar y ratas ZDF.

Cuando se estimaron parametros farmacocinéticos usando el programa WinNonlin 5.2 (tabla a continuacion), la
insulina del ejemplo 22 tuvo un tiempo de residencia medio (MRT) en ratas Wistar de 158 + 42 min (dosis baja) y 121
+ 10 min (dosis alta), mientras que la insulina del ejemplo 24 tiene un MRT de 178 + 22 min (dosis baja) y 175 + 27
min (dosis alta). Los valores correspondientes para ratas ZDF fueron, para la insulina del ejemplo 22, 144 + 21 min y
179 + 16 min y, para la insulina del ejemplo 24, 224 + 24 min y 203 + 14 min. Hay una diferencia estadistica

21
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significativa entre la insulina del ejemplo 22 y 24 cuando se comparan las dosis altas de estas insulinas, tanto en
ratas Wistar como en ratas ZDF (p<0,05 prueba de la t de Student). Para la dosis baja s6lo se observaron
diferencias significativas entre la insulina del ejemplo 22 y 24 en las ratas ZDF (p<0,05). Se observaron diferencias
significativas correspondientes cuando se compararon las semividas de eliminacion de la insulina del ejemplo 22 y
24. La insulina dependiente de la glucosa del ejemplo 22 (es decir, un compuesto segun la presente invencion) se
elimina por tanto mas rapidamente que el andlogo de insulina no dependiente de la glucosa del ejemplo 24 en
condiciones de mucha glucosa en sangre.

Insulina del Dosis Vz (ml/kg) CL MRT (min) T (min) Observaciones
ejemplo (nmol/kg) (ml/kg/min)
22 1,2 MEDIA 72 0,37 158 132 n=6
DE 11 0,05 42 30 Wistar
22 24 MEDIA 90 0,51 144 124 n=6
DE 19 0,13 21 19 ZDF
22 3,6 MEDIA 80 0,49 121 112 n=6
DE 9 0,06 10 5 Wistar
22 7,2 MEDIA 144 0,67 179 148 n=6
DE 29 0,11 16 13 ZDF
24 1,2 MEDIA 80 0,39 178 143 n=5
DE 6 0,05 22 16 Wistar
24 24 MEDIA 111 0,44 224 177 n=6
DE 15 0,08 24 20 ZDF
24 3,6 MEDIA 90 0,43 175 140 n=6
DE 13 0,02 27 24 Wistar
24 7,2 MEDIA 117 0,49 203 166 n=6
DE 8 0,02 14 12 ZDF

Prueba de la T, dosis baja, Wistar 0,13 0,52 0,33 0,64
Prueba de la T, dosis baja, ZDF 0,06 0,32 0,00 0,00
Prueba de la T, dosis alta, Wistar 0,20 0,05 0,00 0,02
Prueba de la T, dosis alta, ZDF 0,07 0,01 0,02 0,04

22



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2611040 T3

REIVINDICACIONES

1.- Un derivado de insulina de formula general I: (Z'-Y"-X")n-Ins-(X-Y-Z), en la que n es cero o 1; m es cero o 1; con
la condicién de que n y m no sean ambos cero; Ins representa insulina o un analogo de insulina tal como se define
en el presente documento del que se ha eliminado un atomo de hidrégeno de un grupo g-amino presente en un
residuo de lisina en B29 y/o presente en un residuo de lisina en A22 y en la que el grupo amino presente en el
residuo de aminoacido N-terminal en la cadena A y/o B, opcionalmente, esta sustituido con uno o dos grupos alquilo
(preferiblemente metilo o etilo), en la que el/los grupo(s) de formula general -X-Y Z ylo -X'-Y'-Z" esta(n) unido(s) a
un grupo g-amino en un residuo de Lys (K) en la molécula de insulina; X'y X', independientemente entre si, es un
enlace, un radical de formula general -CO-(alquileno C4-C3)-CH(COOH)- NH en la que el grupo amino esta
conectado al radical Y/Y' o un radlcal de formula general -CO- (alquﬂeno C1-C3)-SO2-NH-, en la que el grupo amino
esta conectado al radical Y/Y'; Y e Y', independientemente entre si, es un grupo w-aminoalcanoilo que contiene de
6 a 22 atomos de carbono y en el que un atomo de hidrégeno se ha eliminado del grupo w-amino; y Z y Z'
independientemente entre si, es un grupo de una de las dos siguientes féormulas generales, -SO2-Ar o -CO-Ar, en Ias
que Ar es un grupo fenilo sustituido con uno o mas grupos -B(OH). y, opcionalmente, sustituido con uno o mas
atomos de haldgeno.

2.- El derivado de insulina segun la reivindicacion 1 que tiene la formula general I: (Z'-Y'-X")m-Ins-(X-Y-2), en la que
n es cero o 1; m es cero o 1; con la condicién de que n y m no sean ambos cero; Ins representa insulina o un
analogo de insulina tal como se define en el presente documento del que se ha eliminado un atomo de hidréogeno de
un grupo g-amino presente en un residuo de lisina en B29 y/o presente en un residuo de lisina en A22 y en la que el
grupo amino presente en el residuo de aminoacido N-terminal en la cadena A y/o B, opcionalmente, esta sustituido
con uno o dos grupos alquilo (preferiblemente metilo o etilo), en la que el/los grupo(s) de formula general -X-Y-Z y/o -
X'-Y'-Z" esta(n) unido(s) a un grupo €-amino en un residuo de Lys (K) en la molécula de insulina; X y X',
|ndepend|entemente entre si, es un enlace, un grupo y-glutamilo en el que el grupo amino esta conectado al radlcal
YY" 0 un radlcal de férmula general -CO- (alqulleno C1-C3)-SO,-NH-, en la que el grupo amino esta conectado al
radical Y/Y'; Y e Y', independientemente entre si, es un grupo w-aminoalcanoilo que contlene de 6 a 22 atomos de
carbono y en el que un atomo de hidrégeno se ha eliminado del grupo w-amino; y Z 'y VA independientemente entre
si, es un grupo de una de las dos siguientes formulas generales, -SO;-A o —CO-Ar, en Ias que Ar es un grupo fenilo
sustituido con uno o mas grupos -B(OH); y, opcionalmente, sustituido con uno o mas atomos de halégeno.

3.- Un compuesto segun una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en la medida posible, seleccionado del
grupo que consiste en insulina humana B29N*-15-(4-boronobencenosulfonilamino)pentadecanoil-desB30; insulina
humana A22N*-16-(2,3-difluoro-4-boronobenzoilamino)hexadecanoil-B29N (epsilon)-16-(2,3-difluoro-4-
boronobenzoilamino)hexadecanoil-A14E-A22K-B25H-desB30; insulina humana B29N-12-(3-
boronobencenosulfonilamiho)dodecanoil-desB30; insulina humana B29N¢-16-(2,3-difluoro-4-
boronobenzoilamino)hexadecanoil-y-L-glutamil-desB30; insulina humana B29N*-16-(3,5-
diboronobenzoilamino)hexadecanoil-desB30; insulina humana B29N¢-16-(2,3-difluoro-4-
boronobenzoilamino)hexadecanoil-desB30; insulina humana B29N¢-16-(3-fluoro-4-
boronobenzoilamino)hexadecanoil-desB30; insulina humana B29N¢-16-(3-fluoro-4-
boronobenzoilamino)hexadecanoil-y-L-glutamil-desB30; insulina humana B29N¢-16-(2,6-difluoro-4-
boronobenzoilamino)hexadecanonil-desB30; insulina humana A1(N,N-dimetil), B1(N,N-dimetil), B29N‘-15-(4-
boronobencenosulfonilamino)pentadecanoil-desB30; insulina humana A22N*-16-(3,5-
diboronobenzoilamino)hexadecanoil-A22K-B29R-desB30; insulina humana A22N*-16-(3,5-
diboronobenzoilamino)hexadecanoil-A14E-A22K-B25H-B29R-desB30; insulina humana A22N*-16-(3,5-
diboronobenzoilamino)hexadecanoil-L-y-glutamil-A14E-A22K-B25H-B29R-desB30; insulina humana B29-N*-{4-[16-
(3-boronobencenosulfonilamino)hexadecanoilsulfamoil]butanoil}-desB30; insulina humana A22N*-15-(3,5-
diboronobenzoilamino)pentadecanoil-B29N¢-15-(3,5-diboronobenzoilamino)pentadecanodioil-A14E-A22K-B25H-
desB30; insulina humana A22NF-15-(3,5-diboronobenzoilamino)pentadecanoil-B29N-15-(3,5-
diboronobenzoilamino)pentadecanodioil-A22K-desB30; insulina humana B29N*-16-(3,5-
diboronobenzoilamino)hexadecanoil-L-y-glutamil-A14E-B25H-desB30; insulina humana A22NF-15-(3,5-
diboronobenzoilamino)pentadecanoil-y-L-glutamil-B29N*-15-(3,5-diboronobenzoilamino)pentadecanodioil-y-L-
glutamil-A14E-A22K-B25H-desB30; insulina humana B29N*-{4-[16-(3-
boronobencenosulfonilamino)hexadecanoilsulfamoillbutanoil}-A14E-B25H-desB30; insulina humana A22N*-12-(3,5-
diboronobenzoilamino)dodecanoil-B29N¢-12-(3,5-diboronobenzoilamino)dodecanodioil-A14E-A22K-B25H-desB30;

insulina humana A22N*-12-(3,5-diboronobenzoilamino)dodecanoil-B29N-12-(3,5-
diboronobenzoilamino)dodecanodioil-A22K-desB30; insulina humana B29N¢-16-(2,3-difluoro-4-
boronobenzoilamino)hexadecanoil-A14E-B25H-desB30; insulina humana A22N*-12-(3,5-

diboronobenzoilamino)dodecanoil-gamma-L-glutamil-B29N¢-12-(3,5-diboronobenzoilamino)-dodecanodioil-gamma-L-
glutamil-A22K-desB30; insulina humana A22N*-12-(3,5-diboronobenzoilamino)dodecanoil-gamma-L-glutamil-B29N*-
12-(3,5-diboronobenzoilamino)dodecanodioil-gamma-L-glutamil-A14E-A22K-B25H-desB30; insulina humana B29N*-
16-(2,6-difluoro-4-borono-benzoilamino)pentadecanoil-A14E-B25H-desB30; insulina humana B29N-16-(2,6-difluoro-
4-boronobenzoilamino)hexadecanoil-A14E-B25H-desB30; e insulina humana B29N¢-16-(4-borono-
benzoilamino)hexadecanoil-A14E-B25H-desB30.
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4.- Un derivado de insulina segun una cualquiera de las reivindicaciones anteriores para su uso como medicamento.

5.- Un derivado de insulina segun una cualquiera de las reivindicaciones de producto anteriores para su uso en el
tratamiento de la diabetes.

24
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n=6,6,656
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