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DESCRIPCION

Conjugados de polipéptido de insulina y oligémero, conjugados de polipéptido de proinsulina y oligdmero y métodos
para su sintesis

Campo de la invencion
La presente invencion se refiere a conjugados de insulina y métodos para sintetizar tales conjugados.
Antecedentes de la invencién

El polipéptido de insulina es la principal hormona responsable de controlar el transporte, uso y almacenamiento de
glucosa en el cuerpo. Las células-[beta] de los islotes pancreaticos secretan un precursor de insulina de una sola
cadena, conocido como proinsulina. La protedlisis de la proinsulina resulta en la eliminacién de ciertos aminoacidos
basicos en la cadena de proinsulina junto con el péptido conector (péptido C) para producir el polipéptido de insulina
biol6gicamente activo.

La molécula de insulina se ha conservado mucho en la evolucién y consiste, generalmente, en dos cadenas de
aminoacidos unidas por puentes disulfuro. En la molécula de insulina humana natural, de dos cadenas (PM 5,800
Dalton), la cadena A se compone de 21 residuos de aminoacidos y tiene glicina en el extremo amino terminal y la
cadena B tiene 30 residuos de aminoacidos y fenilalanina en el extremo amino terminal.

La insulina puede existir como un monémero o puede agregarse como un dimero o un hexamero formado a partir de
tres de los dimeros. La actividad bioldgica, es decir, la capacidad de unirse a receptores y estimular las acciones
biolégicas de la insulina, reside en el monémero.

La diabetes es una trastorno biolégico que involucra un metabolismo de carbohidratos incorrecto. La diabetes es el
resultado de la produccion insuficiente de, o la reduccién de la sensibilidad a, la insulina. En personas con diabetes, la
capacidad normal de usar la glucosa se inhibe, lo que conduce al aumento de los niveles de azicar en la sangre
(hiperglucemia). Dado que la glucosa se acumula en la sangre, los niveles excesivos de azicar se excretan en la orina
(glucosuria). Otros sintomas de diabetes incluyen el aumento del volumen y la frecuencia de las micciones, sed,
picazoén, hambre, pérdida de peso, y debilidad.

Existen dos variedades de diabetes. El tipo | es la diabetes mellitus dependiente de insulina, o IDDM. La IDDM se
conocia anteriormente como "diabetes con inicio en la juventud". En la IDDM, la insulina no es secretada por el
pancreas y debe ser proporcionada desde una fuente externa. La diabetes Tipo Il o con inicio en edad adulta puede
controlarse normalmente con la dieta, aunque en algunos casos avanzados, se requiere la administracion de insulina.

La diabetes no tratada conduce a la cetosis, la acumulacion de cetonas, que son productos de la degradacion de las
grasas, en la sangre. Tras la cetosis se produce la acumulacion de acido en la sangre (acidosis), nauseas y vomitos. A
medida que los productos téxicos del metabolismo alterado de carbohidratos y grasas se acumulan, el paciente entra en
coma diabético, lo que conduce a la muerte. Antes del aislamiento de la insulina en la década de 1920, la mayoria de
los pacientes morian poco después de la aparicion de la enfermedad.

El uso de insulina como tratamiento para la diabetes data de 1922, cuando Banting y otros ("Pancreatic Extracts in the
Treatment of Diabetes Mellitus," Can. Med. Assoc. J., 12:141-146 (1922)) demostraron que el extracto activo del
pancreas tenia efectos terapéuticos en perros diabéticos. En ese mismo afio, el tratamiento de un paciente diabético
con extractos pancreaticos resulté en una mejora clinica drastica, salvadora.

Hasta hace poco, se us6 la insulina bovina y porcina casi exclusivamente para tratar la diabetes en seres humanos. En
la actualidad, sin embargo, se conocen numerosas variaciones en la insulina entre especies. Cada variacion difiere de la
insulina humana natural en que tiene sustitucion de aminoacidos en una o mas posiciones en la cadena A y/o la B. A
pesar de estas diferencias la mayoria de las insulinas de mamiferos tienen una actividad especifica comparable. El
advenimiento de la tecnologia recombinante ha permitido la fabricacion a escala comercial de la insulina humana (por
ejemplo, insulina Humulin™ disponible comercialmente de Eli Lilly and Company, Indianapolis, Ind.) o insulina disefiada
por ingenieria genética que tiene actividad biolégica comparable con la de la insulina humana natural.

El tratamiento de la diabetes por lo general requiere inyecciones regulares de insulina. Debido a la inconveniencia de las
inyecciones de insulina, se han realizado enormes esfuerzos para mejorar la administracion de insulina y su
bioasimilacion.

Se han realizado intentos de suministrar insulina mediante la administracion por via oral. Los problemas asociados con
la administracion de insulina por via oral para lograr la euglucemia en pacientes diabéticos se encuentran bien
documentados en la literatura farmacéutica y médica. Las enzimas digestivas en el tracto gastrointestinal degradan
rapidamente la insulina, lo que resulta en productos de degradacion biolégicamente inactivos. En el estobmago, por
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ejemplo, la insulina administrada por via oral sufre protedlisis enzimatica y degradacion acida. Una degradacion
proteolitica comparable de insulina se produce en el intestino. En el lumen, la insulina es atacada por una variedad de
enzimas que incluyen enzimas gastricas y pancreaticas, exopeptidasas y endopeptidasas, y peptidasas del borde en
cepillo. Incluso si la insulina sobrevive a este ataque enzimatico, las barreras bioldgicas que deben atravesarse antes de
que la insulina pueda llegar a sus receptores in vivo pueden limitar su biodisponibilidad después de la administracion de
insulina por via oral. Por ejemplo, la insulina puede tener baja permeabilidad de membrana, lo que limita su capacidad
de pasar desde el lumen intestinal hacia el torrente sanguineo.

Algunos esfuerzos para proporcionar una forma oral de insulina se han enfocado en proporcionar conjugados de
insulina y oligbmeros. La insulina humana y muchas insulinas estrechamente relacionadas que se usan
terapéuticamente contienen tres residuos de aminoacidos que tienen grupos amino primarios libres. Los tres grupos
amino primarios, especificamente los N terminales (grupos alfa amino) de las cadenas A y B (Gli*' y FenB') y el grupo
epsilon amino de la Lis®?°, pueden modificarse por conjugacion con oligémeros. En dependencia de las condiciones de
reaccion, la N-acilacion de una insulina desprotegida conduce a una mezcla compleja de mono, di, y triconjugados (por
ejemplo, insulina monoconjugada en Gli*', insulina monoconjugada en Fen®', insulina monoconjugada en Lis®?°, insulina
diconjugada en Gli*' y Fen®', insulina diconjugada en Gli*' y Lis®%, insulina diconjugada en FenB'! y LisB?°, e insulina
triconjugada en GIi*', FenB', y LisB2°). Cuando un conjugado particular, por ejemplo, insulina monoconjugada en Lis??°,
se desea, puede ser trabajoso y/o caro separar (o purificar) una mezcla compleja de conjugados tal para obtener el
conjugado deseado.

Como resultado, se han realizado varios esfuerzos para sintetizar selectivamente el conjugado de insulina deseado. Por
ejemplo, Muranishi y Kiso, en la solicitud de patente japonesa 1-254,699, proponen una sintesis en cinco etapas para
preparar derivados de insulina con acidos grasos. Los grupos amino A1y B1 de la insulina se encuentran protegidos (o
bloqueados) con p-metoxibenzoxicarbonil azida (pMZ). Después de la acilacién con un éster de acido graso, los grupos
de proteccion (bloqueo) se eliminan para proporcionar insulina monoacilada en Lis(B29) con un acido graso. Como otro
ejemplo, la patente de los Estados Unidos num. 5,750,497 otorgada a Havelund y otros propone tratar la insulina
humana con un reactivo Boc (por ejemplo, di-terc-butil dicarbonato) para formar (A1,B1)-diBoc insulina humana, es
decir, insulina humana en la que el extremo N terminal de ambas cadenas A y B estan protegidas por un grupo Boc.
Después de una purificacion opcional, por ejemplo, por HPLC, se introduce un grupo acilo lipofilico en el grupo €-amino
de la LisB?° al permitir la reaccion del producto con un éster de N-hidroxisuccinimida de la férmula X-OSu en donde X es
el grupo acilo lipofilico a introducir. En la etapa final, se usa acido trifluoroacético para eliminar los grupos Boc y el
producto, insulina humana N82%-X; se aisla.

Varios otros esfuerzos se han realizado para sintetizar preferencialmente el conjugado de insulina deseado para
proporcionar una mezcla de conjugados en la que el conjugado de insulina deseado es el producto preferido. Por
ejemplo, la patente de los Estados Unidos num. 5,646,242 otorgada a Baker y otros, propone una reacciéon que se
realiza sin el uso de grupos protectores de amino. Baker propone la reaccion de un éster graso activado con el grupo ¢-
amino de la insulina en condiciones basicas en un solvente polar. La acilacion del grupo €-amino depende de la
basicidad de la reaccién. A un pH mayor que 9.0, la reaccion acila preferencialmente el grupo e-amino de la lisina B29
sobre los grupos a-amino. Los ejemplos 1 hasta el 4 informan los rendimientos de reaccién de la insulina
monoconjugada como un porcentaje de la cantidad inicial de insulina entre 67.1 % y 75.5 %. En el Ejemplo 5, Baker
propone, ademas, la acilaciéon de la proinsulina humana con palmitato de N-succinimidilo. Las relaciones exactas de
especies aciladas en g-amino respecto a las especies aciladas en a-amino no se calcularon. La suma de todas las
especies aciladas en g-amino dentro del cromatograma correspondia al 87-90 % del area total, mientras que la suma de
todas las sustancias relacionadas (que supuestamente incluyen cualquiera de las especies aciladas en a-amino)
correspondia a <7 % del area total, para cualquier punto en el tiempo dado.

La patente num. WO 02/065985 otorgada a Ekwuribe y otros describe la sintesis de insulina conjugada en Lis B29 con
oligémero de hexil-PEG7 (HIM2) a partir de proinsulina recombinante sin proceso de transpeptidacion.

La presente invencion supera las limitaciones anteriores en la técnica al proporcionar métodos para la sintesis sitio
especifica de conjugados de insulina y oligdmero particulares que son menos trabajosos y/o mas rentables que los
métodos convencionales.

Breve descripcion de la invencion

Cuando se comparan con los esquemas convencionales descritos anteriormente, las modalidades de la presente
invencion proporcionan un esquema de fabricacién comercialmente mas barato y/o de mayor rendimiento para producir
conjugados de insulina y oligdmero cuando la conjugacion sitio especifica es conveniente (por ejemplo, cuando es
conveniente proporcionar una insulina monoconjugada que tiene el oligémero acoplado a la Lis B-29 de la molécula de
insulina). A diferencia de los esquemas convencionales, que proponen la conjugacion selectiva de la insulina mediante
el bloqueo de los extremos N terminales de la insulina con compuestos tales como p-metoxibenzoxicarbonil azida
(Muranishi y Kiso) o mediante el intento de controlar las condiciones de reaccion para reducir pero no eliminar la
conjugacion en los extremos N terminales de la insulina (Baker), las modalidades de la presente invencion acoplan el
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oligémero a la Lis B-29 de proinsulina artificial (por ejemplo, proinsulina acoplada en el extremo N terminal de su cadena
B a un péptido lider).

Después, el péptido C presente y el péptido lider (si esta presente) se escinden del conjugado de proinsulina y
oligébmero para proporcionar insulina monoconjugada en Lis B-29 con el oligdmero. Las modalidades de la presente
invenciéon pueden proporcionar elevada especificidad de sitio para la modificacion en Lis B-29. Los métodos de acuerdo
con las modalidades de la presente invencién que usan polipéptidos de proinsulina pueden proporcionar elevada
conversion a producto modificado en B-29, por ejemplo, con rendimientos tan elevados como 80 % o mas, en
comparacion con los que se obtienen por medio de las rutas de insulina convencionales.

De acuerdo con ciertas modalidades, la invencion proporciona un método para sintetizar un conjugado de polipéptido de
insulina y oligdbmero que incluye poner en contacto un polipéptido de proinsulina artificial, como se describe en la
reivindicacion 1 con un oligdmero que comprende una porcién hidrofilica y una porcion lipofilica en condiciones
suficientes para acoplar el oligémero al polipéptido de proinsulina en Lis29 de la cadena B del polipéptido de proinsulina
y proporcionar un conjugado de polipéptido de proinsulina y oligobmero, en donde las condiciones suficientes para
acoplar el oligémero al polipéptido de proinsulina comprenden la acilacién con un éster de hidroxisuccinimida a la Lis29
de la cadena B de la insulina, y en donde la porcién hidrofilica comprende una porcion de polialquilenglicol, y escindir el
péptido lider y los polipéptidos no insulinicos del conjugado de polipéptido de proinsulina y oligémero con una enzima de
escision para proporcionar el conjugado de polipéptido de insulina y oligémero.

Breve descripcion de las figuras

La Figura 1 ilustra modalidades de una via de sintesis para la preparacion de insulina modificada en Lis B-29 con el uso
de una proinsulina que tiene un péptido lider;

La Figura 2 ilustra un perfil de HPLC de la conjugacién de proinsulina Il;

La Figura 3 ilustra un espectro m.s. de monoconjugado de proinsulina Il purificado;

La Figura 4 ilustra un espectro m.s. de diconjugado de proinsulina Il purificado;

La Figura 5 ilustra un perfil de HPLC de la produccion de monoconjugado de insulina con hexil-PEG7;

La Figura 6 ilustra un espectro m.s. del producto de escision con tripsina de un monoconjugado de proinsulina ll;

La Figura 7 ilustra un perfil de HPLC de insulina(Arg®') con hexil-PEG7 escindida por carboxipeptidasa B;

La Figura 8 ilustra un espectro m.s. del producto de la escision con carboxipeptidasa de conjugado de insulina(Arg®")
acilada en B-29 con hexil-PEG7;

La Figura 9 ilustra un perfil de HPLC de la produccion de insulina-hexil-PEG7 (polidisperso) a partir de monoconjugado
de proinsulina Il escindido por un céctel de enzimas de carboxipeptidasa B y tripsina;

La Figura 10 ilustra un espectro m.s. de insulina-hexil-PEGn (polidisperso) por medio de proinsulina II;

La Figura 11 ilustra un perfil de HPLC de la produccion de insulina acilada en B-29 con hexil-PEG7 por medio de
proinsulina I;

La Figura 12 ilustra un espectro m.s. de insulina acilada en B-29 con hexil-PEG7 por medio de proinsulina I;

La Figura 13 ilustra un espectro m.s. de insulina (producto secundario) derivada de la mezcla de conjugados de
proinsulina I;

La Figura 14 ilustra un perfil de HPLC de monoconjugado A de proinsulina |, monoconjugado B de proinsulina | y
diconjugado de proinsulina I;

La Figura 15 ilustra un perfil de HPLC de la produccién de monoconjugado de insulina con hexil-PEG7 a partir de la
reaccion de diconjugado de proinsulina | con céctel de enzimas de carboxipeptidasa B vy tripsina;

La Figura 16 ilustra un perfil de HPLC de la produccion de insulina (producto secundario) a partir de la reaccién de
monoconjugado A de proinsulina | con coctel de enzimas de carboxipeptidasa B y tripsina;

Las Figuras 17a y 17b ilustran los cromatogramas de HPLC del mapeo peptidico de PEG7 HIM2 producido a partir de
insulina y PEG7 HIM2 producido a partir de proinsulina;

Las Figuras 18a y 18b ilustran los perfiles de biopotencia de MBGA de conjugados con oligdmeros de esta invencion
producidos a partir de insulina;

Las Figuras 19a y 19b ilustran los perfiles de biopotencia de MBGA de conjugados con oligdmeros de esta invencion
producidos a partir de proinsulina;

La Figura 20 ilustra la estructura de un hexaetilenglicol monohexadecil éter activado (oligobmero de hexadecil-PEG6
activado);

La Figura 21 ilustra un espectro de masa de conjugado de Proinsulina Il Mono B con hexadecil-PEG6;

La Figura 22 ilustra un espectro de masa de conjugado de Proinsulina Il Mono A con hexadecil-PEG6;

La Figura 23 ilustra un espectro de masa de diconjugado de Proinsulina Il con hexadecil-PEG6;

La Figura 24 ilustra un cromatograma de HPLC de la reacciéon de conjugacion de hexadecil-PEG6 activado con
proinsulina Il;

La Figura 25 ilustra un espectro de Es-masa para insulina conjugada en LisB29 con oligémero de hexadecil-PEG6;

La Figura 26 ilustra un cromatograma de HPLC de una reaccién con coctel de enzimas de una mezcla de proinsulina I
conjugada con hexadecil-PEGS6;

La Figura 27 ilustra las estructuras de octaetilenglicol monohexadecil éter activado (C16-PEGS8) y tetraetilenglicol
monohexadecil éter activado (C16-PEG4);
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La Figura 28 ilustra un espectro de masa MALDI de conjugado en LisB29 con oligémero de hexil-PEG7 a partir de la
reaccion con coctel de enzimas de los conjugados de proinsulina natural con oligémero de hexil-PEG7;

La Figura 29 ilustra un espectro de masa MALDI de conjugado en FenB1, LisB29 con di(oligémero de hexil-PEG7) a
partir de la reaccion con coctel de enzimas de conjugados de proinsulina natural con oligémero de hexil-PEG7;

La Figura 30 ilustra un espectro de masa MALDI de insulina humana aislada a partir de la reaccién con céctel de
enzimas de monoconjugado de proinsulina Il con oligémero de hexil-PEG7 (proinsulina mono);

La Figura 31 ilustra un espectro de masa MALDI de conjugado de insulina en Lis29 con oligdmero de hexil-PEG7 a
partir de la reaccidon con coctel de enzimas del monoconjugado de proinsulina Il con oligdmero de hexil-PEG7
(proinsulina Il mono);

La Figura 32 ilustra un espectro de masa MALDI de conjugado de insulina en Lis29 con oligdmero de hexil-PEG7 a
partir de la reaccién con céctel de enzimas de diconjugado de proinsulina 1l con oligémero de hexil-PEG7 (Proinsulina Il
Di);

La Figura 33 ilustra la conjugacion a precursor DesTre de una sola cadena;

La Figura 34 ilustra el constructo 1 sin transpeptidacion del precursor de insulina de una sola cadena;

La Figura 35 ilustra un constructo sin transpeptidacion de un precursor de insulina de una sola cadena con un péptido
lider;

La Figura 36 ilustra una ruta directa al conjugado de insulina modificada en Lis B-29 a partir del precursor de insulina de
una sola cadena 3 sin transpeptidacion; y

La Figura 37 ilustra una ruta directa al conjugado de insulina modificada en Lis B-29 a partir de un precursor de insulina
de una sola cadena sin transpeptidacion por medio de un céctel de enzimas.

Descripcion detallada de la invencion

La presente invencion se describira ahora mas completamente de aqui en adelante con referencia a las figuras
acompanfantes, en las que se muestran varias modalidades de la invencion.

Todas las abreviaturas de aminoacidos que se usan en esta descripcion son las aceptadas por la Oficina de Patentes y
Marcas de los Estados Unidos como se expone en 37 C.F.R. § 1.822(b).

Como se usa en la presente descripcion, el término "entre" cuando se usa para describir varios intervalos debe
interpretarse como que incluye los puntos extremos de los intervalos descritos.

Como se usa en la presente descripcion, el término "sustancialmente monodispersa" se usa para describir una mezcla
de compuestos donde al menos aproximadamente el 95 por ciento de los compuestos en la mezcla tienen el mismo
peso molecular.

Como se usa en la presente descripcion, el término "monodispersa” se usa para describir una mezcla de compuestos en
donde aproximadamente el 100 por ciento de los compuestos en la mezcla tienen el mismo peso molecular.

Como se usa en la presente descripcion, el término "polipéptido de insulina" significa un polipéptido que tiene al menos
parte de la actividad biolégica de la insulina (por ejemplo, la capacidad de afectar el cuerpo a través del mecanismo de
accion principal de la insulina). Por ejemplo, un polipéptido de insulina puede ser un polipéptido tal como insulina que
tiene un polipéptido de cadena A y un polipéptido de cadena B acoplado al polipéptido de cadena A por puentes
disulfuro. En varias modalidades de la presente invencion, el polipéptido de insulina puede tener una mayoria de la
actividad bioldgica de la insulina, y puede tener sustancialmente toda la actividad biologica de la insulina, y en algunas
modalidades, tiene toda la actividad biolégica de la insulina. En ciertas modalidades de esta invencion, un polipéptido de
insulina puede tener actividad biolégica de insulina aumentada. El aumento de la actividad con relacion a la insulina esta
presente, por ejemplo, cuando la administracion produce un efecto de disminucion de glucosa que es mayor que el
efecto de disminucion de glucosa de una cantidad de insulina correspondiente.

Como se usa en la presente descripcion, el término "polipéptido de proinsulina” significa un polipéptido de insulina que
esta acoplado a uno o mas polipéptidos no insulinicos (por ejemplo, péptidos lider y/o péptidos conectores o C) por
enlace(s) peptidico(s) que son capaces de escindirse in vitro o in vivo. Por ejemplo, un polipéptido de proinsulina puede
incluir un polipéptido de insulina, tal como insulina, que tiene un polipéptido de cadena A acoplado a un polipéptido de
cadena B por enlaces tales como puentes disulfuro, y un péptido conector acoplado al extremo C terminal del
polipéptido de cadena B y acoplado al extremo N terminal del polipéptido de cadena A por enlaces peptidicos que son
capaces de escindirse in vitro y/o in vivo. Como otro ejemplo, un polipéptido de proinsulina puede incluir un polipéptido
de insulina, tal como insulina, que tiene un polipéptido de cadena A acoplado a un polipéptido de cadena B por enlaces
tales como puentes disulfuro, un péptido conector acoplado al extremo C terminal del polipéptido de cadena B y
acoplado al extremo N terminal del polipéptido de cadena A por enlaces peptidicos que son capaces de escindirse in
vitro y/o in vivo, y un péptido lider acoplado al extremo N terminal del polipéptido de cadena B. Los polipéptidos de
proinsulina ilustrativos incluyen, pero no se limitan a, proinsulina, analogos de proinsulina, fragmentos de proinsulina,
fragmentos de analogos de proinsulina, o cualquiera de proinsulina, analogos de proinsulina, fragmentos de proinsulina,
fragmentos de analogos de proinsulina que tienen un péptido lider; preproinsulina, analogos de preproinsulina,
fragmentos de preproinsulina, fragmentos de analogos de preproinsulina, miniproinsulina, y proteinas de fusion.
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Como se usa en la presente descripcion, el término "insulina" incluye, pero no se limita a, la insulina de cualquiera de
una o mas de las siguientes especies: humano, vaca, cerdo, oveja, caballo, perro, pollo, pato o ballena, asi como
cualquier otra especie actualmente conocida o que se identifique posteriormente por producir insulina. La insulina de
esta invencion puede proporcionarse mediante fuentes naturales, sintéticas, o disefiadas por ingenieria genética (por
ejemplo, recombinantes). En varias modalidades de la presente invencion, la insulina puede ser insulina humana.

Como se usa en la presente descripcion, "precursor de insulina de una sola cadena" o "SCIP" incluye un precursor de
polipéptido de insulina que carece de un péptido C. ElI SCIP puede tener un polipéptido de cadena A y un polipéptido de
cadena B, donde el extremo N o C terminal de la cadena A esta acoplado al extremo C o N terminal de la cadena B
mediante un péptido conector que tiene entre un limite inferior de -10, -9, -8, - 7, -6, -5, -4, -3, -2,-1,0, 1,2, 3,4, 5, 6, 7,
8, 0 9 y un limite superior de 0, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 0 10 residuos de aminoacidos. El SCIP puede incluir, ademas,
una secuencia lider.

Como se usa en la presente descripcion, el término "analogo de insulina" incluye insulina en donde uno o mas de los
aminoacidos se han sustituido mientras conserva parte o toda la actividad de la insulina. El analogo se describe al
sefialar los aminoacidos de sustitucion con la posicion de la sustitucién como un superindice seguido de una descripcion
de la insulina. Por ejemplo, "Pro®?insulina, humana" significa que la lisina que se encuentra tipicamente en la posicion
B29 de una molécula de insulina humana se ha sustituido con prolina. Un analogo de insulina de esta invencion puede
incluir, ademas, un polipéptido de insulina que tiene mas aminoacidos que el nimero de aminoacidos presentes en la
insulina nativa. Los ejemplos de tales analogos pueden incluir, pero no se limitan a, insulina-Arg®¥' (producida como se
describe en el Ejemplo 14 en la presente descripcion, después de la escision con tripsina del péptido C de la proinsulina,
pero antes de la escision con carboxipeptidasa), insulina-Arg”°, que seria el resultado de la escision ineficiente de un
péptido lider de la cadena A, e insulina-Xaa®®, en donde Xaa es cualquier aminoacido, que podria resultar, por ejemplo,
del uso de un péptido C no nativo que se escindié6 de manera ineficiente. Un analogo de insulina de esta invencion
incluye, ademas, un polipéptido de insulina que tiene menos aminoacidos que el nimero de aminoacidos presentes en
la insulina nativa debido a la delecion de aminoacidos y/o un polipéptido de insulina que tiene mas del niumero de
aminoacidos presentes en la insulina nativa debido a la insercion de aminoacidos adicionales en la cadena de
aminoacidos del polipéptido de insulina. Los analogos de insulina de esta invencion pueden incluir, ademas, cualquier
combinacion de los andlogos de insulina descritos para esta invencion

Los analogos de insulina pueden obtenerse por varios medios, como entenderan los expertos en la técnica. Por
ejemplo, ciertos aminoacidos pueden sustituirse por otros aminoacidos en la estructura de la insulina sin pérdida
apreciable de la capacidad de union interactiva con estructuras tales como, por ejemplo, regiones de unioén a antigenos
de anticuerpos o sitios de unién en moléculas de sustrato. Como la capacidad interactiva y la naturaleza de la insulina
definen su actividad bioldgica funcional, ciertas sustituciones de secuencia de aminoacidos pueden hacerse en la
secuencia de aminoacidos y sin embargo mantenerse como un polipéptido con propiedades similares.

Para hacer tales sustituciones, puede considerarse el indice hidropatico de los aminoacidos. La importancia del indice
hidropatico de los aminoacidos en conferir la funcidn bioldgica interactiva en un polipéptido se entiende generalmente en
la técnica. Se acepta que el caracter hidropatico relativo del aminoacido contribuye a la estructura secundaria del
polipéptido resultante, lo que a su vez define la interaccion de la proteina con otras moléculas, por ejemplo, enzimas,
sustratos, receptores, ADN, anticuerpos, antigenos, y similares. A cada aminoacido se le ha asignado un indice
hidropatico en base a sus caracteristicas de hidrofobicidad y carga de la siguiente manera: isoleucina (+4.5); valina
(+4.2); leucina (+3.8); fenilalanina (+2.8); cisteina/cistina (+2.5); metionina (+1.9); alanina (+1.8); glicina (-0.4); treonina (-
0.7); serina (-0.8); triptéfano (-0.9); tirosina (-1.3); prolina (-1.6); histidina (-3.2); glutamato (-3.5); glutamina (-3.5);
aspartato (-3.5); asparagina (-3.5); lisina (-3.9); y arginina (-4.5). Como entenderan los expertos en la técnica, ciertos
aminoacidos pueden sustituirse por otros aminoacidos que tienen un indice hidropatico o puntuaciéon similar y adn
resultar en un polipéptido con actividad bioldgica similar, es decir, aun se obtiene un polipéptido con funcién biolégica
equivalente. Para hacer tales cambios, se prefiere la sustitucion de aminoacidos cuyos indices hidropaticos estan dentro
de +2 entre si, aquellos que estan dentro de +1 entre si se prefieren particularmente, y aquellos dentro de +0.5 entre si
se prefieren aun mas particularmente.

Ademas, en la técnica se entiende que la sustitucion de aminoacidos similares puede hacerse eficazmente en base a la
hidrofilicidad. La patente de los Estados Unidos 4,554,101, proporciona que la mayor hidrofilicidad promedio local de
una proteina, determinada por la hidrofilicidad de sus aminoacidos adyacentes, se correlaciona con una propiedad
biolégica de la proteina. Como se detalla en la patente de los Estados Unidos 4,554,101, los siguientes valores de
hidrofilicidad se han asignado a los residuos de aminoacidos: arginina (+3.0); lisina (+3.0); aspartato (+3.0 + 1);
glutamato (+3.0 + 1); serina (+0.3); asparagina (+0.2); glutamina (+0.2); glicina (0); treonina (-0.4); prolina (-0.5 *+ 1);
alanina (-0.5); histidina (-0.5); cisteina (-1.0); metionina (-1.3); valina (-1.5); leucina (-1.8); isoleucina (-1.8); tirosina (-
2.3); fenilalanina (-2.5); triptéfano (-3.4). Como entienden los expertos en la técnica, un aminoacido puede sustituirse por
otro que tiene un valor de hidrofilicidad similar y aun obtenerse un polipéptido biolégicamente equivalente, y en
particular, inmunolégicamente equivalente. En tales cambios, se prefiere la sustitucion de aminoacidos cuyos valores de
hidrofilicidad estan dentro de +2 entre si, aquellos que estan dentro de *1 entre si se prefieren particularmente, y
aquellos dentro de +0.5 entre si se prefieren aun mas particularmente.
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Como se describié anteriormente, por lo tanto, las sustituciones/inserciones de aminoacidos se basan generalmente en
la similitud relativa de los sustituyentes de la cadena lateral de los aminoacidos, por ejemplo, su hidrofobicidad,
hidrofilicidad, carga, tamafio, y similares. Las sustituciones ilustrativas (es decir, aminoacidos que pueden
intercambiarse sin alterar significativamente la actividad biolégica del polipéptido) que toman en consideracion varias de
las caracteristicas anteriores son muy conocidas para los expertos en la técnica e incluyen, por ejemplo, arginina y
lisina; glutamato y aspartato; serina y treonina; glutamina y asparagina; y valina, leucina e isoleucina.

Como entenderan los expertos en la técnica, los analogos de insulina pueden prepararse mediante una variedad de
técnicas de sintesis de péptidos reconocidas que incluyen, pero no se limitan a, métodos clasicos (solucién), métodos
en fase solida, métodos semisintéticos, y métodos de ADN recombinante.

Los ejemplos de andlogos de insulina humana incluyen, pero no se limitan a, Gli*?! insulina, humana; Gli*?" GIn83
insulina, humana; Ala*?! insulina, humana; Ala*2! GInB3 insulina, humana; GInB® insulina, humana; GInB¥insulina,
humana; Gli*?" GIuB%® insulina, humana; Gli*?' GInB3 GIuB®insulina, humana; GInB® GIuB® insulina, humana; AspB?®
insulina, humana; LisB?8 insulina, humana; LeuB2® insulina, humana; Val®2 insulina, humana; AlaB28 insulina, humana;
AspB2 ProB2° insulina, humana; LisB?® ProP2%insulina, humana; LeuB?® ProB?° insulina, humana; Val®?® ProB2® insulina,
humana; AlaB?® ProB?° insulina, humana, asi como cualquier otro analogo de insulina conocido en la actualidad o que se
identifique posteriormente. Un analogo de insulina puede comprender, ademas, una molécula de insulina que
comprende una cadena B con lisinas adicionales afadidas.

Como se usa en la presente descripcion, el término "fragmento de insulina" incluye un segmento de la secuencia de
aminoacidos que se encuentra en la insulina que conserva parte o toda la actividad de la insulina. Los fragmentos de
insulina se denotan mediante la indicacion de la o las posiciones en una secuencia de aminoacidos seguida de una
descripcion del aminoacido. Por ejemplo, un fragmento de "insulina humana B25-B30" seria la secuencia de seis
aminoacidos correspondiente a las posiciones B25, B26, B27, B28, B29 y B30 en la secuencia de aminoacidos de la
insulina humana.

Como se usa en la presente descripcion, el término "analogo de fragmento de insulina" incluye un segmento de la
secuencia de aminoacidos que se encuentra en la molécula de insulina en donde uno o mas de los aminoacidos en el
segmento se han sustituido, insertado y/o eliminado, y/o uno o mas aminoacidos exdgenos se han insertado, mientras
conserva parte o toda la actividad de la insulina.

Como se usa en la presente descripcion, el término "proinsulina” incluye la proinsulina de cualquiera de una o mas de
las siguientes especies: humano, vaca, cerdo, oveja, caballo, perro, pollo, pato o ballena, asi como cualquier ofra
especie actualmente conocida o que se identifique posteriormente por producir proinsulina. La proinsulina de esta
invencion puede proporcionarse mediante fuentes naturales, sintéticas, o disefiadas por ingenieria genética. En general,
la proinsulina comprende insulina que tiene un péptido C que conecta el extremo N terminal de la cadena A de la
insulina al extremo C terminal de la cadena B de la insulina. La proinsulina puede ser proinsulina humana.

Como se usa en la presente descripcion, el término "analogo de proinsulina” incluye proinsulina en donde uno o mas de
los aminoacidos en la proinsulina se han sustituido, insertado y/o eliminado y/o uno o mas aminoacidos exdgenos se
han insertado, como se describié anteriormente con respecto a los analogos de insulina mientras conserva parte o toda
la actividad de la porcién insulina de la proinsulina. Los analogos de proinsulina con sustituciones se describen al
sefialar los aminoacidos de sustitucion con la posicion de la sustitucién como un superindice seguido de una descripcion
de la proinsulina. Por ejemplo, "Pro®?° proinsulina, humana" significa que la lisina que se encuentra tipicamente en la
posicion B29 de una molécula de proinsulina humana se ha sustituido con prolina.

Como se usa en la presente descripcion, el término "fragmento de proinsulina” incluye un segmento de la secuencia de
aminoacidos que se encuentra en la proinsulina que conserva parte o toda la actividad biolégica de la insulina, analogo
de insulina o porcion de fragmento de insulina del fragmento de proinsulina. Los fragmentos de proinsulina se denotan
mediante la indicacion de la o las posiciones en una secuencia de aminoacidos seguido de una descripcion del
aminoacido. Por ejemplo, un fragmento de "proinsulina humana B25-B35" seria la secuencia de once aminoacidos
correspondiente a las posiciones B25, B26, B27, B28, B29, B30, B31, B32, B33, B34 y B35 en la secuencia de
aminodacidos de la proinsulina humana.

Como se usa en la presente descripcion, el término "analogo de fragmento de proinsulina” incluye un segmento de la
secuencia de aminoacidos que se encuentra en una molécula de proinsulina en donde uno o mas de los aminoacidos en
el segmento se han sustituido, insertado y/o eliminado, y/o uno o mas aminoacidos exdgenos se han insertado, como se
describié anteriormente con referencia a los analogos de insulina mientras conserva parte o toda la actividad de la
insulina, analogo de insulina, fragmento de insulina, o porcion de analogo de fragmento de insulina del fragmento de
proinsulina.

Como se usa en la presente descripcion, el término "preproinsulina” incluye la preproinsulina de cualquiera de una o
mas de las siguientes especies: humano, vaca, cerdo, oveja, caballo, perro, pollo, pato o ballena, asi como cualquier
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otra especie actualmente conocida o que se identifique posteriormente por producir preproinsulina. La preproinsulina de
esta invencion puede proporcionarse mediante fuentes naturales, sintéticas, o disefiadas por ingenieria genética. En
general, la preproinsulina es un polipéptido de una sola cadena (por ejemplo, un polipéptido que tiene un péptido lider
acoplado al extremo N terminal de la cadena B de la insulina y que tiene el extremo C terminal de la cadena B acoplado
al extremo N terminal de la cadena A mediante un péptido conector) en el que la cadena A se acopla a la cadena B
mediante, por ejemplo, puentes disulfuro. La preproinsulina puede ser preproinsulina humana.

Como se usa en la presente descripcion, el término "analogo de preproinsulina” incluye preproinsulina en donde uno o
mas de los aminoacidos en la preproinsulina se han sustituido, insertado y/o eliminado, y/o uno o mas aminoacidos
exogenos se han insertado, como se describid anteriormente con respecto a los analogos de insulina mientras conserva
parte o toda la actividad de la insulina o la porcién de analogo de insulina del analogo de preproinsulina. Un analogo con
sustituciones se describe al sefialar los aminoacidos de sustitucion con la posicion de la sustitucion como un superindice
seguido de una descripcion de la insulina.

Como se usa en la presente descripcion, el término "fragmento de preproinsulina” incluye un segmento de la secuencia
de aminoacidos que se encuentra en la preproinsulina que conserva parte o toda la actividad biologica de la insulina o
porcién de fragmento de insulina del fragmento de preproinsulina. Los fragmentos de preproinsulina se denotan
mediante la indicacion de las posiciones en una secuencia de aminoacidos seguido de una descripcion del aminoacido.

Como se usa en la presente descripcion, el término "analogo de fragmento de preproinsulina” incluye un segmento de la
secuencia de aminoacidos que se encuentra en la molécula de preproinsulina en donde uno o mas de los aminoacidos
en el segmento se han sustituido, insertado y/o eliminado, y/o uno o0 mas aminoacidos exdgenos se han insertado, como
se describié anteriormente con referencia a los analogos de insulina mientras conserva parte o toda la actividad de la
insulina, analogo de insulina, fragmento de insulina o porcion de analogo de fragmento de insulina del analogo de
fragmento de preproinsulina.

Como se usa en la presente descripcion, el término "miniproinsulina” se refiere a un propolipéptido de insulina de una
sola cadena que tiene un polipéptido de cadena A y un polipéptido de cadena B, donde el extremo N o C terminal de la
cadena A se acopla al extremo C o N terminal de la cadena B mediante un péptido conector que tiene entre un limite
inferior de -10, -9, -8, -7, -6, -5, -4, -3,-2,-1,0, 1, 2, 3, 4, 5,6, 7, 8, 0 9 y un limite superior de 0, 1, 2, 3,4, 5,6, 7, 8,9, 0
10 residuos de aminoacidos, y en donde el polipéptido de cadena A se acopla al polipéptido de cadena B por enlaces,
tales como puentes disulfuro. Las miniproinsulinas pueden ser varias miniproinsulinas como entenderan los expertos en
la técnica que incluyen, pero no se limitan a, las descritas en la patente de los Estados Unidos nim. 5,157,021 otorgada
a Balschmidt y otros y la patente de los Estados Unidos nim. 5,202,415 otorgada a Jonassen y otros.

Como se usa en la presente descripcion, el término "péptido C" significa un péptido que tiene la secuencia de
aminoacidos del péptido C de la proinsulina de una de las siguientes especies: humano, mono, vaca, cerdo, oveja,
caballo, perro, pollo, pato o ballena, proporcionado mediante fuentes naturales, sintéticas, o disefiadas por ingenieria
genética. El péptido C puede ser péptido C humano.

Como se usa en la presente descripcion, el término "analogo de péptido C" significa un péptido C en donde uno o mas
de los aminoacidos en el péptido C se han sustituido, insertado y/o eliminado, y/o uno o mas aminoacidos exégenos se
han insertado, como se describié anteriormente con respecto a los analogos de insulina mientras conserva parte o toda
la actividad bioldgica del péptido C. El analogo de péptido C puede comprender el segmento pentapéptido en el extremo
C terminal de un péptido C y/o el segmento nonapéptido que se encuentra en las posiciones 11-19 de un péptido C.
Cuando el analogo de péptido C comprende el segmento pentapéptido, el segmento pentapéptido puede estar en el
extremo C terminal del analogo de péptido C. El analogo de péptido C puede comprender el segmento tetrapéptido en el
extremo C terminal de un péptido C y/o el segmento nonapéptido que se encuentra en las posiciones 11-19 de un
péptido C. Cuando el analogo de péptido C comprende el segmento tetrapéptido, el segmento tetrapéptido puede estar
en el extremo C terminal del analogo de péptido C. El segmento nonapéptido que se encuentra en las posiciones 11-19
de un péptido C como se describié anteriormente puede ser el segmento nonapéptido que se encuentra en las
posiciones 11-19 del péptido C humano.

Como se usa en la presente descripcion, el término "fragmento de péptido C" significa un segmento de la secuencia de
aminoacidos del péptido C que conserva parte, sustancialmente toda, o toda la actividad biologica del péptido C. El
fragmento de péptido C puede comprender el segmento pentapéptido en el extremo C terminal de un péptido C y/o el
segmento nonapéptido que se encuentra en las posiciones 11-19 de un péptido C. Cuando el fragmento de péptido C
comprende el segmento pentapéptido, el segmento pentapéptido puede estar en el extremo C terminal del fragmento de
péptido C. El fragmento de péptido C puede comprender, ademas, el segmento tetrapéptido en el extremo C terminal de
un péptido C y/o el segmento nonapéptido que se encuentra en las posiciones 11-19 de un péptido C. Cuando el
fragmento de péptido C comprende el segmento tetrapéptido, el segmento tetrapéptido puede estar en el extremo C
terminal del fragmento de péptido C. El fragmento de péptido C puede consistir en un péptido seleccionado del grupo
que consiste en el segmento pentapéptido del extremo C terminal de un péptido C, el segmento nonapéptido que se
encuentra en las posiciones 11-19 de un péptido C, y el segmento tetrapéptido del extremo C terminal de un péptido C.
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El segmento nonapéptido que se encuentra en las posiciones 11-19 de un péptido C descrito anteriormente puede ser el
segmento nonapéptido que se encuentra en las posiciones 11-19 del péptido C humano.

Como se usa en la presente descripcion, el término "analogo de fragmento de péptido C" significa un segmento de la
secuencia de aminoacidos del péptido C en donde uno o mas de los aminoacidos en el segmento se han sustituido,
insertado y/o eliminado, y/o uno o mas aminoacidos exdgenos se han insertado, como se describié anteriormente con
referencia a los andlogos de insulina mientras conserva parte, sustancialmente toda, o toda la actividad bioldgica de la
insulina. El analogo de fragmento de péptido C puede comprender el segmento pentapéptido en el extremo C terminal
de un péptido C y/o el segmento nonapéptido que se encuentra en las posiciones 11-19 de un péptido C. Cuando el
analogo de fragmento de péptido C comprende el segmento pentapéptido, el segmento pentapéptido puede estar en el
extremo C terminal del analogo de fragmento de péptido C. El analogo de fragmento de péptido C puede comprender el
segmento tetrapéptido en el extremo C terminal de un péptido C y/o el segmento nonapéptido que se encuentra en las
posiciones 11-19 de un péptido C. Cuando el analogo de fragmento de péptido C comprende el segmento tetrapéptido,
el segmento tetrapéptido puede estar en el extremo C terminal del analogo de fragmento de péptido C. El segmento
nonapéptido que se encuentra en las posiciones 11-19 de un péptido C descrito anteriormente puede ser el segmento
nonapéptido que se encuentra en las posiciones 11-19 del péptido C humano.

Como se usa en la presente descripcion, el término "polipéptido de péptido C" significa un polipéptido que tiene una
utilidad terapéutica y una actividad bioldgica similar a la utilidad terapéutica y la funcionalidad biolégica de los péptidos C
y/o fragmentos de péptidos C descritos en Wahren y otros, "Role of C-peptide in Human Physiology," Am. J. Physiol.
Endocrinol. Metab., 278: E759-E768 (2000) y/o Forst y otros, "New Aspects on Biological Activity of C-peptide in IDDM
Patients," Exp. Clin. Endocrinol. Diabetes, 106: 270-276 (1998).

Por ejemplo, los polipéptidos de péptido C tienen utilidad terapéutica que incluye, pero no se limita a, disminucion de la
hiperfiltracion glomerular, aumento del uso de glucosa en musculo esquelético y/o en todo el cuerpo, mejora de la
funcién nerviosa auténoma, y/o una redistribucion del flujo sanguineo microvascular de la piel. Los polipéptidos de
péptido C tienen actividad bioldgica que incluye, pero no se limita a, la capacidad de estimular la actividad de la ATPasa
Na*-K*, la capacidad de estimular la actividad de oxido nitrico sintasa endotelial, y/o la capacidad de unirse
especificamente a superficies celulares (por ejemplo, en un receptor de superficie acoplado a proteina G) con activacion
posterior de las rutas de sefializacion intracelulares dependientes de Ca?*. Los polipéptidos de péptido C pueden tener
una constante de velocidad de asociacion para la union a células endoteliales, células de los tubulos renales, y
fibroblastos de ~3x10° M-'. Los polipéptidos de péptido C pueden ser péptidos C, analogos de péptido C, fragmentos de
péptido C, o analogos de fragmentos de péptido C.

Como se usa en la presente descripcion, el término "polipéptido de propéptido C" significa un polipéptido de péptido C
acoplado a uno o mas péptidos escindibles para proporcionar el polipéptido de péptido C.

Como se usa en la presente descripcion, el término "polipéptido de cadena A" significa un polipéptido que es
sustancialmente bioldgicamente equivalente a la cadena A de una molécula de insulina. Por ejemplo, los polipéptidos de
cadena A pueden ser andlogos de cadena A, como se describié anteriormente con respecto a los analogos de insulina,
fragmentos de cadena A, o fragmentos de analogos de cadena A.

Como se usa en la presente descripcion, el término "polipéptido de cadena B" significa un polipéptido que es
sustancialmente biolégicamente equivalente a la cadena B de una molécula de insulina. Por ejemplo, los polipéptidos de
cadena B pueden ser analogos de cadena B, como se describié anteriormente con respecto a los analogos de insulina,
fragmentos de cadena B, o fragmentos de analogos de cadena B.

Como se usa en la presente descripcion, el término "péptido o polipéptido” significa una secuencia de aminoacidos de al
menos residuos de aminoacidos.

Como se usa en la presente descripcion, el término "equilibrado anfifilicamente" significa capaz de disolverse
sustancialmente en agua y capaz de penetrar membranas bioldgicas.

Como se usa en la presente descripcion, el término "polialquilenglicol" se refiere a polimeros de polialquilenglicol
lineales o ramificados tales como polietilenglicol, polipropilenglicol, y polibutilenglicol, e incluye el monoalquiléter del
polialquilenglicol. El término "subunidad de polialquilenglicol" se refiere a una sola unidad de polialquilenglicol. Por
ejemplo, una subunidad de polietilenglicol seria -O-CH,-CH,-O-.

Como se usa en la presente descripcion, el término "lipofilico" significa la capacidad de disolverse en lipidos y/o la
capacidad de penetrar, interactuar con y/o atravesar membranas biolégicas, y el término "porcion lipofilica" o "lipéfilo”
significa una porcion que es lipofilica y/o que, cuando se une a otra entidad quimica, aumenta la lipofilicidad de tal
entidad quimica. Los ejemplos de porciones lipofilicas incluyen, pero no se limitan a, alquilos, acidos grasos, ésteres de
acidos grasos, colesterilo, adamantilo y similares.
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Como se usa en la presente descripcién, el término "alquilo de cadena corta" se refiere a porciones de alquilo sustituido
o no sustituido que tienen de uno a cinco atomos de carbono.

Como se usa en la presente descripcion, el término "alquilo de cadena larga" se refiere a porciones de alquilo sustituido
0 no sustituido que tienen seis 0 mas atomos de carbono.

La presente descripcion proporciona, ademas, métodos para sintetizar un conjugado de polipéptido de insulina y
oligébmero que incluyen poner en contacto un polipéptido de proinsulina que comprende un polipéptido de insulina
acoplado a uno o mas péptidos por enlace(s) peptidico(s) capaces de escindirse para producir el polipéptido de insulina
con un oligédmero en condiciones suficientes para acoplar el oligdmero a la porcién de polipéptido de insulina del
polipéptido de proinsulina y proporcionar un conjugado de polipéptido de proinsulina y oligémero, y escindir el uno o mas
péptidos del conjugado de polipéptido de proinsulina y oligdmero para proporcionar el conjugado de polipéptido de
insulina y oligébmero. Por ejemplo, los conjugados de insulina y oligdmero pueden sintetizarse como se describe en los
Ejemplos que se proporcionan mas abajo. Una modalidad de una via de sintesis se proporciona en la Figura 1.

El polipéptido de proinsulina puede ser un analogo de proinsulina que tiene un péptido lider. El analogo de proinsulina
que tiene un péptido lider esta disponible, por ejemplo, de Iltoham Foods, Inc. de Ibaraki Pref, Japén. El péptido lider y el
péptido C del analogo de proinsulina carecen de residuos de lisina. El polipéptido de proinsulina puede ser un
polipéptido de proinsulina que esta disponible por ejemplo, de Biobras de Belo Horizonte, Brasil. El polipéptido de
proinsulina tiene un péptido lider acoplado al extremo N terminal de la cadena B de la proinsulina. El péptido lider
carece de residuos de lisina.

El polipéptido de insulina puede tener un polipéptido de cadena A y un polipéptido de cadena B. El polipéptido de
cadena A puede carecer de residuos de lisina. El polipéptido de cadena B puede comprender un solo residuo de lisina.
El polipéptido de cadena A y el polipéptido de cadena B pueden entrecruzarse, y pueden entrecruzarse con el uso de
uno o mas puentes disulfuro. En algunas modalidades, el polipéptido de cadena A y el polipéptido de cadena B
comprenden cada uno residuos de cisteina, uno o mas de los cuales se acoplan con el uso de uno o mas puentes
disulfuro para entrecruzar el polipéptido de cadena A con el polipéptido de cadena B. El polipéptido de insulina puede
ser insulina, un analogo de insulina, un fragmento de insulina, o un fragmento de analogo de insulina.

El uno o mas péptidos acoplados al polipéptido de insulina pueden comprender un péptido conector acoplado en un
primer extremo al extremo C terminal del polipéptido de cadena B y en un segundo extremo al extremo N terminal del
polipéptido de cadena A. En general, la secuencia de aminoacidos del péptido conector no es critica y el péptido
conector puede ser varios péptidos conectores como entenderan los expertos en la técnica que incluyen, pero no se
limitan a, polipéptidos de péptido C, péptidos C, y los péptidos conectores en las miniproinsulinas. El péptido conector
puede carecer de residuos de lisina. Estas modalidades pueden usar menos reactivos oligoméricos mediante la
reduccioén del nimero de sitios de conjugacion posibles en la molécula de polipéptido de proinsulina.

El uno o mas péptidos acoplados al polipéptido de insulina pueden comprender un péptido lider acoplado al extremo N
terminal del polipéptido de cadena B. En general, la secuencia de aminoacidos del péptido lider no es critica. En
algunas modalidades, el péptido lider carece de residuos de lisina. Estas modalidades pueden reducir la cantidad de
reactivo oligomérico usado al limitar el numero de sitios de conjugacion en la molécula de polipéptido de proinsulina.

El uno o mas péptidos acoplados al polipéptido de insulina pueden comprender un péptido conector como se describid
anteriormente y un péptido lider como se describié6 anteriormente. El uno o mas péptidos pueden consistir
esencialmente en un péptido conector y un péptido lider, o pueden consistir en un péptido conector y un péptido lider.

Los enlaces peptidicos son enlaces que pueden escindirse de varias maneras como entenderan los expertos en la
técnica. Los enlaces peptidicos pueden ser enlaces que pueden escindirse enzimaticamente por enzimas que incluyen,
pero no se limitan a, tripsina, carboxipeptidasa B, trombina, pepsina, y quimotripsina. Los enlaces peptidicos que
pueden escindirse enzimaticamente se entenderan por los expertos en la técnica e incluyen, pero no se limitan a, Arg-
Arg, Tre-Arg, Ala-Arg, Tre-Arg-Arg, Tre-Lis, Arg-Gli, y Arg-Fen.

El oligémero puede ser varios oligdmeros como entenderan los expertos en la técnica. En general, el oligdmero puede
ser cualquier oligdmero capaz de acoplarse a un polipéptido como entenderan los expertos en la técnica. Por ejemplo, el
oligébmero puede ser un oligémero polidisperso como se describe en la patente de los Estados Unidos num. 4,179,337
otorgada a Davis y otros; la patente de los Estados Unidos num. 5,567,422 otorgada a Greenwald; la patente de los
Estados Unidos num. 5,359,030 otorgada a Ekwuribe; la patente de los Estados Unidos num. 5,438,040 otorgada a
Ekwuribe, la patente de los Estados Unidos num. 5,681,811 otorgada a Ekwuribe, y la patente de los Estados Unidos
num. 6,309,633 otorgada a Ekwuribe y otros, Como otro ejemplo, el oligdbmero puede ser un oligémero no polidisperso
como se describe en la solicitud de patente de los Estados Unidos con num. de serie 09/873,731 presentada el 4 de
junio de 2001 por Ekwuribe y otros titulada "Methods of Synthesizing Substantially Monodispersed Mixtures of Polymers
Having Polyethylene Glycol Mixtures"; la solicitud de patente de los Estados Unidos con num. de serie 09/873,797
presentada el 4 de junio de 2001 por Ekwuribe y otros titulada "Mixtures of Drug-Oligomer Conjugates Comprising
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Polyalkylene Glycol, Uses Thereof, and Methods of Making Same"; y la solicitud de patente de los Estados Unidos con
num. de serie 09/873,899 presentada el 4 de junio de 2001 por Ekwuribe y otros titulada "Mixtures of Insulin Drug-
Oligomer Conjugates Comprising Polyalkylene Glycol, Uses Thereof, and Methods of Making Same,".

El oligémero puede comprender, consistir esencialmente en, o consistir en una porcién hidrofilica como entenderan los
expertos en la técnica que incluye, pero no se limita a, polialquilenglicoles tales como polietilenglicol o polipropilenglicol,
polioles polioxietilenados, copolimeros de estos y copolimeros de bloque de estos, siempre y cuando la hidrofilicidad de
los copolimeros de bloque se mantenga. La porcién hidrofilica puede ser una porcién de polialquilenglicol. La porcion de
polialquilenglicol tiene al menos 1, 2, 3, 4, 5, 6 o 7 subunidades de polialquilenglicol. La porciéon de polialquilenglicol
puede tener entre un limite inferior de 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 0 20 y un limite
superior de 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38,
39, 40, 41, 42, 43, 44, 45, 46, 47, 48, 49, 50 o mas subunidades de polialquilenglicol. La porcion de polialquilenglicol
puede tener, ademas, entre un limite inferior de 2, 3, 4, 5, 0 6 y un limite superior de 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15,
16, 17, 18, 19, o 20 subunidades de polialquilenglicol, y/o entre un limite inferior de 3, 4, 5, 0 6 y un limite superior de 5,
6, 7, 8, 9, 10, 11, o 12 subunidades de polialquilenglicol. La porcién de polialquilenglicol puede tener entre un limite
inferior de 4, 5, 0 6 y un limite superior de 6, 7, o 8 subunidades de polialquilenglicol y en ciertas modalidades, la porcion
de polialquilenglicol tiene 7 subunidades de polialquilenglicol. La porciéon de polialquilenglicol del oligémero puede ser
una porcion de polialquilenglicol de alquilo de cadena corta tal como una porciéon de polietilenglicol, una porcién de
polipropilenglicol, o una porcién de polibutilenglicol. Cuando la porciéon de polialquilenglicol es una porcién de
polipropilenglicol, la porcidon puede tener una estructura uniforme (es decir, no aleatoria). Una porcion de
polipropilenglicol ilustrativa que tiene una estructura uniforme es la siguiente:

———O—-(IIH——CHZ—O—(le—CHz—O—(IJH—CHZ—O—-(le—CHz—O—
CH; CH, CH; CH;

Esta estructura uniforme de polipropilenglicol puede describirse como que tiene soélo un atomo de carbono metil
sustituido adyacente a cada atomo de oxigeno en la cadena de polipropilenglicol. Tales porciones uniformes de
polipropilenglicol pueden exhibir caracteristicas tanto lipofilicas como hidrofilicas.

El oligdmero puede comprender una o mas de otras porciones como entenderan los expertos en la técnica que incluyen,
pero no se limitan a, porciones hidrofilicas adicionales, porciones lipofilicas, porciones espaciadoras, porciones
enlazantes, y porciones de terminacion. Las diversas porciones en el oligémero estan acopladas covalentemente entre
si por enlaces hidrolizables o no hidrolizables.

El oligdbmero puede comprender, ademas, una o mas porciones hidrofilicas adicionales (es decir, porciones ademas de
la porcion de polialquilenglicol) que incluyen, pero no se limitan a, azucares, polialquilenglicoles, y copolimeros de
poliamina/PEG. Las porciones de polialquilenglicol adyacentes se consideraran la misma porcion si estan acopladas por
enlaces éter. Por ejemplo, la porcion

— O—CyHs—0-CoHs—O-CoHs—O-CoHs—O-CoHs—O-CoHs——

es una porcion simple de polietilenglicol que tiene seis subunidades de polietilenglicol. Si esta porcion fuera la Gnica
porcién hidrofilica en el oligédmero, el oligdmero no contendria una porcion hidrofilica adicional. Las porciones de
polietilenglicol adyacentes se consideraran porciones diferentes si estan acopladas por un enlace distinto a un enlace
éter. Por ejemplo, la porcion

O
Il
—0—CHy—0—C,Hy—0—CHy—O0—CoHy— C—0—CHy—O—-CoHy—-

es una porcioén de polietilenglicol que tiene cuatro subunidades de polietilenglicol y una porcién hidrofilica adicional que
tiene dos subunidades de polietilenglicol. Los oligdmeros de acuerdo con algunas modalidades de la presente invencion
pueden comprender una porcion de polialquilenglicol y ninguna porcién hidrofilica adicional.

El oligémero puede comprender, ademas, una o mas porciones lipofilicas como entenderan los expertos en la técnica.
La porcién lipofilica tiene al menos 1, 2, 3, 4, 5, o 6 atomos de carbono. La porcién lipofilica puede tener entre un limite
inferiorde 1, 2, 3,4,5,6,7,8,9,10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 0 20 y un limite superior de 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11,
12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, o 30 atomos de carbono. La porcién lipofilica puede
tener, ademas, entre un limite inferior de 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 0 10 y un limite superior de 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13,
14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, o atomos de carbono y/o entre un limite inferior de 3, 4, 5, 6, 7, 8, 0 9 y un limite superior
de4,5,6,7,8,9, 10, 11, 12, 13, o 14 atomos de carbono. La porcion lipofilica puede tener entre un limite inferior de 3,
4,5, 6, 0 7 y un limite superior de 6, 7, 8, 9, o 10 atomos de carbono y en ciertas modalidades, la porcion lipofilica tiene
6 atomos de carbono. La porcién lipofilica puede ser, pero no se limita a, porciones alquilo saturadas o insaturadas,
lineales o ramificadas, porciones de acidos grasos saturados o insaturados, lineales o ramificados, colesterol, y
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adamantano. Las porciones alquilo ilustrativas incluyen, pero no se limitan a, porciones alquilo saturadas, lineales tales
como metilo, etilo, propilo, butilo, pentilo, hexilo, heptilo, octilo, nonilo, decilo, undecilo, dodecilo, tridecilo, tetradecilo,
pentadecilo, hexadecilo, octadecilo, nonadecilo y eicosilo; porciones alquilo saturadas, ramificadas tales como
isopropilo, sec-butilo, terc-butilo, 2-metilbutilo, ferc-pentilo, 2-metilpentilo, 3-metilpentilo, 2-etilhexilo, 2-propilpentilo; y
porciones alquilo insaturadas derivadas de las porciones alquilo saturadas anteriores que incluyen, pero no se limitan a,
vinilo, alilo, 1-butenilo, 2-butenilo, etinilo, 1-propinilo, y 2-propinilo. Las porciones de acidos grasos incluyen, pero no se
limitan a, porciones de acidos grasos insaturados tales como lauroleato, miristoleato, palmitoleato, oleato, elaidato,
erucato, linoleato, linolenato, araquidonato, eicosapentaentoato, y docosahexaenoato; y porciones de acidos grasos
saturados tales como acetato, caproato, caprilato, caprato, laurato, araquidato, behenato, lignocerato, y cerotato.

El oligdmero puede comprender, ademas, una o mas porciones espaciadoras como entenderan los expertos en la
técnica. Las porciones espaciadoras pueden usarse, por ejemplo, para separar una porcion hidrofilica de una porcion
lipofilica, para separar una porcion lipofilica o porcién hidrofilica del polipéptido de proinsulina, para separar una primera
porcién hidrofilica o lipofilica de una segunda porcién hidrofilica o lipofilica, o para separar una porcion hidrofilica o
porcion lipofilica de una porcién enlazante. Las porciones espaciadoras pueden ser, pero no se limitan a, porciones de
azucar, colesterol y glicerina. Las porciones de azucar pueden ser varias porciones de azucar como entenderan los
expertos en la técnica que incluyen, pero no se limitan a, porciones monosacaridicas y porciones disacaridicas. Las
porciones monosacaridicas pueden tener entre 4 y 6 atomos de carbono.

El oligdmero puede comprender, ademas, una o mas porciones enlazantes que se usan para acoplar el oligémero con el
polipéptido de proinsulina como entenderan los expertos en la técnica. Las porciones enlazantes pueden ser, pero no se
limitan a, porciones alquilo y de acidos grasos. La porcion enlazante alquilo puede ser una porcion alquilo saturada o
insaturada, lineal o ramificada como entenderan los expertos en la técnica que incluye, pero no se limita a, metilo, etilo,
propilo, butilo, pentilo, hexilo, heptilo, octilo, nonilo, decilo, undecilo, dodecilo, tridecilo, tetradecilo, pentadecilo,
hexadecilo, octadecilo, nonadecilo, eicosilo, isopropilo, sec-butilo, terc-butilo, 2-metilbutilo, terc-pentilo, 2-metilpentilo, 3-
metilpentilo, 2-etilhexilo, 2-propilpentilo, vinilo, alilo, 1-butenilo, 2-butenilo, etinilo, 1-propinilo, y 2-propinilo. La porcién
alcoxi puede ser varias porciones alcoxi que incluyen, pero no se limitan a, metoxi, etoxi, propoxi, butoxi, pentiloxi,
hexiloxi, heptiloxi, octiloxi, noniloxi, deciloxi, undeciloxi, dodeciloxi, trideciloxi, tetradeciloxi, pentadeciloxi, hexadeciloxi,
octadeciloxi, nonadeciloxi, eicosiloxi, isopropoxi, sec-butoxi, terc-butoxi, 2-metilbutoxi, terc-pentiloxi, 2-metilpentiloxi, 3-
metilpentiloxi, 2-etilhexiloxi, 2-propilpentiloxi, viniloxi, aliloxi, 1-buteniloxi, 2-buteniloxi, etiniloxi, 1-propiniloxi, y 2-
propiniloxi. La porcién enlazante alquilo puede tener entre un limite inferior de 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14,
15, 16, 17, 18, 19, 0 20 y un limite superior de 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25,
26, 27, 28, 29, o 30 atomos de carbono, y puede tener entre 1, 2, 3, 4,05y 8, 9, 10, 11, o 12 atomos de carbono. La
porcién enlazante de acido graso puede ser una porcién de acido graso saturado o insaturado, lineal o ramificado como
entenderan los expertos en la técnica que incluye, pero no se limita a, lauroleato, miristoleato, palmitoleato, oleato,
elaidato, erucato, linoleato, linolenato, araquidonato, eicosapentaentoato, docosahexaenoato, acetato, caproato,
caprilato, caprato, laurato, araquidato, behenato, lignocerato, y cerotato. La porcién enlazante de acido graso puede
tener entre un limite inferior de 1, 2, 3, 4, 5,6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 0 20 y un limite superior de
5,6,7,8,9, 10, 11,12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, o 30 atomos de carbono y puede
tener, ademas, entre 1, 2, 3,4,05y 8, 10, 12, 14 o 16 atomos de carbono.

El oligdmero puede comprender, ademas, una o mas porciones de terminacion en el uno o mas extremos del oligémero,
que no estan acoplados al polipéptido de insulina. La porcién de terminacion puede ser una porcioén alquilo o alcoxi. La
porcion alquilo o alcoxi puede tener entre un limite inferior de 1, 2, 3, 4, 5,6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18,
19, 0 20 y un limite superior de 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, o
30 atomos de carbono. La porcién alquilo o alcoxi puede tener, ademas, entre un limite inferior de 1, 2, 3,4, 5,6,07y
un limite superior de 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, o 14 atomos de carbono, y/o entre un limite inferior de 1, 2, 3,4,05y
un limite superior de 5, 6, 7, 8, 9, o 10 atomos de carbono. En algunas modalidades, la porcién alquilo o alcoxi puede
tener entre un limite inferior de 1, 2, 3, 0 4 y un limite superior de 5, 6, o 7 atomos de carbono. La porcién alquilo puede
ser una porcion alquilo lineal o ramificada, saturada o insaturada como entenderan los expertos en la técnica que
incluye, pero no se limita a, metilo, etilo, propilo, butilo, pentilo, hexilo, heptilo, octilo, nonilo, decilo, undecilo, dodecilo,
tridecilo, tetradecilo, pentadecilo, hexadecilo, octadecilo, nonadecilo, eicosilo, isopropilo, sec-butilo, terc-butilo, 2-
metilbutilo, terc-pentilo, 2-metilpentilo, 3-metilpentilo, 2-etilhexilo, 2-propilpentilo, vinilo, alilo, 1-butenilo, 2-butenilo,
etinilo, 1-propinilo, y 2-propinilo. La porcién alcoxi puede ser varias porciones alcoxi que incluyen, pero no se limitan a,
metoxi, etoxi, propoxi, butoxi, pentiloxi, hexiloxi, heptiloxi, octiloxi, noniloxi, deciloxi, undeciloxi, dodeciloxi, trideciloxi,
tetradeciloxi, pentadeciloxi, hexadeciloxi, octadeciloxi, nonadeciloxi, eicosiloxi, isopropoxi, sec-butoxi, terc-butoxi, 2-
metilbutoxi, terc-pentiloxi, 2-metilpentiloxi, 3-metilpentiloxi, 2-etilhexiloxi, 2-propilpentiloxi, viniloxi, aliloxi, 1-buteniloxi, 2-
buteniloxi, etiniloxi, 1-propiniloxi, y 2-propiniloxi. La porcién de terminacion puede ser una porcion alquilo de cadena
corta tal como metilo, etilo, propilo, isopropilo, butilo, sec-butilo, terc-butilo, pentilo, o terc-pentilo, o una porcién alcoxi de
cadena corta tal como metoxi, etoxi, propoxi, isopropoxi, butoxi, sec-butoxi, terc-butoxi, pentiloxi, o terc-pentiloxi. En
ciertas modalidades, la porcidon de terminacion es metilo o metoxi. Si bien la porcién de terminaciéon puede ser una
porcion alquilo o alcoxi, debe entenderse que la porcion de terminacién puede ser varias porciones como entenderan los
expertos en la técnica que incluyen, pero no se limitan a, azucares, colesterol, alcoholes, acidos grasos y porciones de
mPEG.
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El oligdmero puede comprender la estructura de Férmula I:

A—IL;—G——R—G\;—R—G",—T )

en donde:

A es una porcién activable;

L es una porcién enlazante;

G, G'y G" son individualmente porciones espaciadoras seleccionadas;

R es una porcion lipofilica y R' es una porcién de polialquilenglicol, o R' es la porcion lipofilica y R es la porcién de
polialquilenglicol (solo uno de R o R' debe estar presente y tipicamente, cuando R' esta ausente, G" también estara
ausente y cuando R esta ausente, G también esta ausente);

T es una porcidn de terminacion; y

j, k, my n son individualmente 0 o 1.

La porcién de polialquilenglicol puede tener al menos 1, 2, 3, 4, 5, 6 o 7 subunidades de polialquilenglicol. La porcion de
polialquilenglicol puede tener entre un limite inferior de 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 0 20
y un limite superior de 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35,
36, 37, 38, 39, 40, 41, 42, 43, 44, 45, 46, 47, 48, 49, 50 o mas subunidades de polialquilenglicol. La porcion de
polialquilenglicol puede tener, ademas, entre un limite inferior de 2, 3, 4, 5, 0 6 y un limite superior de 5, 6, 7, 8, 9, 10,
11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, o 20 subunidades de polialquilenglicol, y/o entre un limite inferior de 3, 4, 5, 0 6 y un
limite superior de 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, o 12 subunidades de polialquilenglicol. En ciertas modalidades, la porciéon de
polialquilenglicol tiene entre un limite inferior de 4, 5, o 6 y un limite superior de 6, 7, o 8 subunidades de
polialquilenglicol y la porcion de polialquilenglicol puede tener 7 subunidades de polialquilenglicol. La porcion de
polialquilenglicol del oligdmero puede ser una porcion de polialquilenglicol de alquilo de cadena corta tal como una
porcién de polietilenglicol, una porcion de polipropilenglicol, o una porcién de polibutilenglicol. Cuando la porcion de
polialquilenglicol es una porcion de polipropilenglicol, la porcién puede tener una estructura uniforme (es decir, no
aleatoria). Una porcion de polipropilenglicol ilustrativa que tiene una estructura uniforme es la siguiente:

— 0= CH—CH,—0—CH—CHy— 0~ CH—CHy-O—CH—CH,—0—
CH; CH; CH CH;

Esta estructura uniforme de polipropilenglicol puede describirse como que tiene soélo un atomo de carbono metil
sustituido adyacente a cada atomo de oxigeno en la cadena de polipropilenglicol. Tales porciones uniformes de
polipropilenglicol pueden exhibir caracteristicas tanto lipofilicas como hidrofilicas.

La porcidn lipofilica puede ser una porcion lipofilica como entenderan los expertos en la técnica. La porcién lipofilica
tiene al menos 1, 2, 3, 4, 5, 0 6 atomos de carbono. La porcion lipofilica puede tener entre un limite inferior de 1, 2, 3, 4,
5,6,7,8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 0 20 y un limite superior de 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16,
17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, o 30 atomos de carbono. La porcién lipofilica puede tener, ademas,
entre un limite inferior de 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 0 10 y un limite superior de 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17,
18, 19, 20, 21, o atomos de carbono y/o puede tener entre un limite inferior de 3, 4, 5, 6, 7, 8, 0 9 y un limite superior de
4,5,6,7,8,9, 10, 11, 12, 13, o 14 atomos de carbono. La porcién lipofilica puede tener entre un limite inferior de 3, 4, 5,
6, 0 7 y un limite superior de 6, 7, 8, 9, o 10 atomos de carbono y la porcion lipofilica puede tener 6 atomos de carbono.
La porcidn lipofilica puede ser, pero no se limita a, porciones alquilo saturadas o insaturadas, lineales o ramificadas,
porciones de acidos grasos saturados o insaturados, lineales o ramificados, colesterol, y adamantano. Las porciones
alquilo ilustrativas incluyen, pero no se limitan a, porciones alquilo saturadas, lineales tales como metilo, etilo, propilo,
butilo, pentilo, hexilo, heptilo, octilo, nonilo, decilo, undecilo, dodecilo, tridecilo, tetradecilo, pentadecilo, hexadecilo,
octadecilo, nonadecilo y eicosilo; porciones alquilo saturadas, ramificadas tales como isopropilo, sec-butilo, terc-butilo,
2-metilbutilo, terc-pentilo, 2-metilpentilo, 3-metilpentilo, 2-etilhexilo, 2-propilpentilo; y porciones alquilo insaturadas
derivadas de las porciones alquilo saturadas anteriores que incluyen, pero no se limitan a, vinilo, alilo, 1-butenilo, 2-
butenilo, etinilo, 1-propinilo, y 2-propinilo. Las porciones de acidos grasos incluyen, pero no se limitan a, porciones de
acidos grasos insaturados tales como lauroleato, miristoleato, palmitoleato, oleato, elaidato, erucato, linoleato,
linolenato, araquidonato, eicosapentaentoato, y docosahexaenoato; y porciones de acidos grasos saturados tales como
acetato, caproato, caprilato, caprato, laurato, araquidato, behenato, lignocerato, y cerotato.

Las porciones espaciadoras, G, G'y G" pueden ser porciones espaciadoras como entenderan los expertos en la técnica.
Las porciones espaciadoras pueden ser, pero no se limitan a, porciones de azucar, porciones de colesterol y de
glicerina. Las porciones de azucar pueden ser varias porciones de azucar como entenderan los expertos en la técnica
que incluyen, pero no se limitan a, porciones monosacaridicas y porciones disacaridicas. Las porciones
monosacaridicas pueden tener entre 4 y 6 atomos de carbono. Los oligédmeros de ciertas modalidades no incluyen
porciones espaciadoras (es decir, k, m y n son 0).
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La porcion enlazadora, L, puede usarse para acoplar el oligomero con el farmaco (por ejemplo, un farmaco de insulina)
como entenderan los expertos en la técnica. Las porciones enlazantes pueden ser, pero no se limitan a, porciones
alquilo y de acidos grasos. La porcion enlazante alquilo puede ser una porcion alquilo saturada o insaturada, lineal o
ramificada como entenderan los expertos en la técnica que incluye, pero no se limita a, metilo, etilo, propilo, butilo,
pentilo, hexilo, heptilo, octilo, nonilo, decilo, undecilo, dodecilo, tridecilo, tetradecilo, pentadecilo, hexadecilo, octadecilo,
nonadecilo, eicosilo, isopropilo, sec-butilo, terc-butilo, 2-metilbutilo, terc-pentilo, 2-metilpentilo, 3-metilpentilo, 2-etilhexilo,
2-propilpentilo, vinilo, alilo, 1-butenilo, 2-butenilo, etinilo, 1-propinilo, y 2-propinilo. La porcién alcoxi puede ser varias
porciones alcoxi que incluyen, pero no se limitan a, metoxi, etoxi, propoxi, butoxi, pentiloxi, hexiloxi, heptiloxi, octiloxi,
noniloxi, deciloxi, undeciloxi, dodeciloxi, trideciloxi, tetradeciloxi, pentadeciloxi, hexadeciloxi, octadeciloxi, nonadeciloxi,
eicosiloxi, isopropoxi, sec-butoxi, terc-butoxi, 2-metilbutoxi, terc-pentiloxi, 2-metilpentiloxi, 3-metilpentiloxi, 2-etilhexiloxi,
2-propilpentiloxi, viniloxi, aliloxi, 1-buteniloxi, 2-buteniloxi, etiniloxi, 1-propiniloxi, y 2-propiniloxi. La porcién enlazante
alquilo puede tener entre un limite inferior de 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 0 20 y un
limite superior de 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, o 30 atomos
de carbono, y puede tener entre 1, 2, 3, 4,05y 8, 9, 10, 11, o 12 atomos de carbono. La porcion enlazante de acido
graso puede ser una porcion de acido graso saturado o insaturado, lineal o ramificado como entenderan los expertos en
la técnica que incluye, pero no se limita a, lauroleato, miristoleato, palmitoleato, oleato, elaidato, erucato, linoleato,
linolenato, araquidonato, eicosapentaentoato, docosahexaenoato, acetato, caproato, caprilato, caprato, laurato,
araquidato, behenato, lignocerato, y cerotato. La porcion enlazante de acido graso puede tener entre un limite inferior de
1,2,3,4,5,6,7,8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 0 20 y un limite superior de 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14,
15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, o 30 atomos de carbono y puede tener entre 1, 2, 3,4, 05y 8§,
10, 12, 14 o 16 atomos de carbono.

La porcién de terminacion, T, puede ser una porcion alquilo o alcoxi. La porcién alquilo o alcoxi puede tener entre un
limite inferior de 1, 2, 3,4, 5,6, 7, 8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 0 20 y un limite superior de 5, 6, 7, 8, 9, 10,
11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, o 30 atomos de carbono. La porcién alquilo o
alcoxi puede tener, ademas, entre un limite inferior de 1, 2, 3, 4, 5, 6, o 7 y un limite superior de 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12,
13, o 14 atomos de carbono, y/o entre un limite inferior de 1, 2, 3, 4, 0 5y un limite superior de 5, 6, 7, 8, 9, o 10 atomos
de carbono. En ciertas modalidades, la porcién alquilo o alcoxi puede tener entre un limite inferior de 1, 2, 3, 0 4 y un
limite superior de 5, 6, o 7 atomos de carbono. La porcién alquilo puede ser varias porciones alquilo lineales o
ramificadas, saturadas o insaturadas como entenderan los expertos en la técnica que incluyen, pero no se limitan a,
metilo, etilo, propilo, butilo, pentilo, hexilo, heptilo, octilo, nonilo, decilo, undecilo, dodecilo, tridecilo, tetradecilo,
pentadecilo, hexadecilo, octadecilo, nonadecilo, eicosilo, isopropilo, sec-butilo, terc-butilo, 2-metilbutilo, terc-pentilo, 2-
metilpentilo, 3-metilpentilo, 2-etilhexilo, 2-propilpentilo, vinilo, alilo, 1-butenilo, 2-butenilo, etinilo, 1-propinilo, y 2-propinilo.
Las porciones alcoxi ilustrativas pueden ser varias porciones alcoxi que incluyen, pero no se limitan a, metoxi, etoxi,
propoxi, butoxi, pentiloxi, hexiloxi, heptiloxi, octiloxi, noniloxi, deciloxi, undeciloxi, dodeciloxi, trideciloxi, tetradeciloxi,
pentadeciloxi, hexadeciloxi, octadeciloxi, nonadeciloxi, eicosiloxi, isopropoxi, sec-butoxi, terc-butoxi, 2-metilbutoxi, terc-
pentiloxi, 2-metilpentiloxi, 3-metilpentiloxi, 2-etilhexiloxi, 2-propilpentiloxi, viniloxi, aliloxi, 1-buteniloxi, 2-buteniloxi,
etiniloxi, 1-propiniloxi, y 2-propiniloxi. La porcion de terminacion puede ser una porcion alquilo de cadena corta tal como
metilo, etilo, propilo, isopropilo, butilo, sec-butilo, terc-butilo, pentilo, o terc-pentilo, o una porcién alcoxi de cadena corta
tal como metoxi, etoxi, propoxi, isopropoxi, butoxi, sec-butoxi, terc-butoxi, pentiloxi, o terc-pentiloxi. La porciéon de
terminacion puede ser metilo o metoxi. Si bien la porcién de terminaciéon puede ser una porcién alquilo o alcoxi, debe
entenderse que la porcién de terminacién puede ser varias porciones como entenderan los expertos en la técnica que
incluyen, pero no se limitan a, porciones de azucar, colesterol, alcoholes, porciones de acidos grasos y porciones de
mPEG.

La porcién activable, A, puede ser una porcidon que permite el acoplamiento del oligdmero a un agente activante para
formar un oligdbmero activado capaz de acoplarse con el polipéptido de proinsulina. La porcion activable puede ser
varias porciones activables como entenderan los expertos en la técnica que incluyen, pero no se limitan a, -C(O)-OH,
C(S)-OH, -C(S)-SH, -OH, -SH, y NHa.

El oligomero puede comprender la estructura de Formula II:
A—X(CH2)mY(C2H4O)nR (1

en donde:

A es -C(O)-OH, C(S)-OH, -C(S)-SH, -OH, -SH, o NH_;

X es un atomo de oxigeno o un enlace covalente, con la condicién de que X no sea un atomo de oxigeno cuando A es -
OH;

Y es un éster, un éter, un carbamato, un carbonato, o una porcién de enlace amida, y puede ser una porcion de enlace
éter;

m esta entre un limite inferior de 0, 1, 2, 3, 4, 5,6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 0 20 y un limite superior
de4,5,6,7,8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, o 30, y puede estar entre
un limite inferior de 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8,9, 0 10 y un limite superior de 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19,
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20, 21, 0 22, y puede estar, ademas, entre un limite inferior de 3, 4, 5, 6, 7, 8, 0 9 y un limite superior de 4, 5, 6, 7, 8, 9,
10, 11, 12, 13, o 14, y/o entre un limite inferior de 3, 4, 5, 6, 0 7 y un limite superior de 6, 7, 8, 9, 0 10;

n esta entre un limite inferior de 0, 1, 2, 3, 4, 5,6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 0 20 y un limite superior
de 10,11,12,13,14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 41,
42,43, 44, 45, 46, 47, 48, 49, o0 50, y puede estar entre un limite inferior de 2, 3, 4, 5, 0 6 y un limite superior de 5, 6, 7,
8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 0 20, y puede estar, ademas, entre un limite inferior de 3, 4, 5, 0 6 y un limite
superior de 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, o 12 subunidades de polialquilenglicol, y/o entre un limite inferior de 4, 5, 0 6 y un limite
superior de 6, 7, o 8 subunidades de polialquilenglicol, y en ciertas modalidades, es 7;

m y n no son 0 ambos; y

R es una porcién alquilo, una porcién de azucar, colesterol, adamantano, una porcién de alcohol, o una porcién de acido
graso. La porcion alquilo puede ser porciones alquilo lineales o ramificadas, saturadas o insaturadas como entenderan
los expertos en la técnica que incluyen, pero no se limitan a, metilo, etilo, propilo, butilo, pentilo, hexilo, heptilo, octilo,
nonilo, decilo, undecilo, dodecilo, tridecilo, tetradecilo, pentadecilo, hexadecilo, octadecilo, nonadecilo, eicosilo,
isopropilo, sec-butilo, terc-butilo, 2-metilbutilo, terc-pentilo, 2-metilpentilo, 3-metilpentilo, 2-etilhexilo, 2-propilpentilo,
vinilo, alilo, 1-butenilo, 2-butenilo, etinilo, 1-propinilo, y 2-propinilo. La porcién alquilo puede ser una porcién alquilo de
cadena corta tal como metilo, etilo, propilo, isopropilo, butilo, sec-butilo, terc-butilo, pentilo, o terc-pentilo. La porcién
alquilo puede ser, ademas, alquilo de C¢ a Cs. La porcion alquilo en ciertas modalidades es metilo. La porcién de acido
graso puede ser una porcion de acido graso saturado o insaturado, lineal o ramificado como entenderan los expertos en
la técnica que incluye, pero no se limita a, lauroleato, miristoleato, palmitoleato, oleato, elaidato, erucato, linoleato,
linolenato, araquidonato, eicosapentaentoato, docosahexaenoato, acetato, caproato, caprilato, caprato, laurato,
araquidato, behenato, lignocerato, y cerotato.

El oligdmero puede comprender la estructura de Formula lIl:
A— (CH2)m(OC2H4).OR (1)

en donde:

A es -C(0)-OH, C(S)-OH, -C(S)-SH, -OH, -SH, o NHy;

m esta entre un limite inferior de 0, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9,10,11,12,13,14,15,16,17, 18, 19, 0 20 y un limite superior de 4,
5,6,7,8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19,20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, o 30, y puede estar entre un
limite inferior de 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 0 10 y un limite superior de 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20,
21, 0 22, y puede estar, ademas, entre un limite inferior de 3, 4, 5, 6, 7, 8, 0 9 y un limite superior de 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10,
11, 12, 13, 0 14, y/o entre un limite inferior de 3, 4, 5, 6, o 7 y un limite superior de 6, 7, 8, 9, 0 10;

n esta entre un limite inferior de 0, 1, 2, 3, 4, 5,6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 0 20 y un limite superior
de 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40,
41, 42, 43, 44, 45, 46, 47, 48, 49, 0 50, y puede estar entre un limite inferior de 2, 3, 4, 5, 0 6 y un limite superior de 5, 6,
7,8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, o0 20, y puede estar, ademas, entre un limite inferior de 3, 4, 5, 0 6 y un
limite superior de 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, o 12 subunidades de polialquilenglicol, y/o entre un limite inferior de 4, 5, 0 6 y un
limite superior de 6, 7, o 8 subunidades de polialquilenglicol, y en ciertas modalidades es 7;

m y n no son 0 ambos; y

R es una porcién alquilo, una porcién de azucar, colesterol, adamantano, una porcién de alcohol, o una porcién de acido
graso. La porcion alquilo puede ser porciones alquilo lineales o ramificadas, saturadas o insaturadas como entenderan
los expertos en la técnica que incluyen, pero no se limitan a, metilo, etilo, propilo, butilo, pentilo, hexilo, heptilo, octilo,
nonilo, decilo, undecilo, dodecilo, tridecilo, tetradecilo, pentadecilo, hexadecilo, octadecilo, nonadecilo, eicosilo,
isopropilo, sec-butilo, terc-butilo, 2-metilbutilo, terc-pentilo, 2-metilpentilo, 3-metilpentilo, 2-etilhexilo, 2-propilpentilo,
vinilo, alilo, 1-butenilo, 2-butenilo, etinilo, 1-propinilo, y 2-propinilo. La porcién alquilo puede ser una porcién alquilo de
cadena corta tal como metilo, etilo, propilo, isopropilo, butilo, sec-butilo, terc-butilo, pentilo, o terc-pentilo. La porcién
alquilo puede ser, ademas, alquilo de C1 a Cs. La porcién alquilo en ciertas modalidades es metilo. La porcion de acido
graso puede ser una porcion de acido graso saturado o insaturado, lineal o ramificado como entenderan los expertos en
la técnica que incluye, pero no se limita a, lauroleato, miristoleato, palmitoleato, oleato, elaidato, erucato, linoleato,
linolenato, araquidonato, eicosapentaentoato, docosahexaenoato, acetato, caproato, caprilato, caprato, laurato,
araquidato, behenato, lignocerato, y cerotato.

El oligdmero puede comprender la estructura de Férmula 1V:

0

HO——C-(CH),,(0C,11,),0R av)

en donde:

m esta entre un limite inferior de 1, 2, 3, 4, 5, 6,7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 0 20 y un limite superior de
4,5,6,7,8,9,10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, o 30, y puede estar entre un
limite inferior de 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 0 10 y un limite superior de 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20,
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21, 0 22, y puede estar, ademas, entre un limite inferior de 3, 4, 5, 6, 7, 8, 0 9 y un limite superior de 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10,
11, 12, 13, 0 14, y/o entre un limite inferior de 3, 4, 5, 6, o 7 y un limite superior de 6, 7, 8, 9, 0 10;

n esta entre un limite inferior de 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 0 20 y un limite superior de
10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 41,
42,43, 44, 45, 46, 47, 48, 49, 0 50, y puede estar entre un limite inferior de 2, 3, 4, 5, 0 6 y un limite superior de 5, 6, 7,
8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 0 20, y puede estar, ademas, entre un limite inferior de 3, 4, 5, 0 6 y un limite
superior de 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, o 12 subunidades de polialquilenglicol, y/o entre un limite inferior de 4, 5, 0 6 y un limite
superior de 6, 7, o 8 subunidades de polialquilenglicol, y en ciertas modalidades, es 7; y

R es una porcién alquilo, una porcién de azucar, colesterol, adamantano, una porcién de alcohol, o una porcién de acido
graso. La porcion alquilo puede ser porciones alquilo lineales o ramificadas, saturadas o insaturadas como entenderan
los expertos en la técnica que incluyen, pero no se limitan a, metilo, etilo, propilo, butilo, pentilo, hexilo, heptilo, octilo,
nonilo, decilo, undecilo, dodecilo, tridecilo, tetradecilo, pentadecilo, hexadecilo, octadecilo, nonadecilo, eicosilo,
isopropilo, sec-butilo, terc-butilo, 2-metilbutilo, terc-pentilo, 2-metilpentilo, 3-metilpentilo, 2-etilhexilo, 2-propilpentilo,
vinilo, alilo, 1-butenilo, 2-butenilo, etinilo, 1-propinilo, y 2-propinilo. La porcién alquilo puede ser una porcién alquilo de
cadena corta tal como metilo, etilo, propilo, isopropilo, butilo, sec-butilo, terc-butilo, pentilo, o terc-pentilo. La porcién
alquilo puede ser, ademas, alquilo de C¢ a Cs. La porcién alquilo en ciertas modalidades es metilo. La porcion de acido
graso puede ser una porcion de acido graso saturado o insaturado, lineal o ramificado como entenderan los expertos en
la técnica que incluye, pero no se limita a, lauroleato, miristoleato, palmitoleato, oleato, elaidato, erucato, linoleato,
linolenato, araquidonato, eicosapentaentoato, docosahexaenoato, acetato, caproato, caprilato, caprato, laurato,
araquidato, behenato, lignocerato, y cerotato.

El oligdmero puede comprender la estructura de Férmula V:

0

HO——C~(CH;)5(0C,H,)70CH; V)

El oligbmero puede acoplarse covalentemente al polipéptido de insulina como un farmaco de insulina. Por ejemplo, un
oligébmero puede comprender la estructura Va:

0O
Farmaco de insulina —(.(CH,)s(0C,H,),OCH;

en donde el farmaco de insulina es un polipéptido de insulina como se describe en la presente descripcion. Cuando el
farmaco de insulina es una insulina humana y el conjugado de Férmula Va consiste en un solo oligémero acoplado a la
lisina en la posicion B29 de la insulina humana, el conjugado de insulina y oligémero se denomina HIM2.

El oligébmero puede acoplarse al polipéptido de insulina con el uso de un enlace hidrolizable (por ejemplo, un enlace
éster o carbonato). Un acoplamiento hidrolizable puede proporcionar un conjugado de polipéptido de insulina y
oligébmero que actua como un profarmaco. En ciertos casos, por ejemplo donde el conjugado de polipéptido de insulina y
oligébmero es biolégicamente inactivo (es decir, el conjugado carece de la capacidad de afectar el cuerpo a través del
mecanismo de accion principal del polipéptido de insulina), un acoplamiento hidrolizable puede proporcionar un efecto
de liberacion en el tiempo o de liberacién controlada, lo que proporciona el polipéptido de insulina biolégicamente activo
durante un periodo de tiempo dado a medida que uno o mas oligémeros se escinden de sus conjugados de polipéptido
de insulina y oligébmero bioldgicamente inactivos respectivos para proporcionar el polipéptido de insulina bioldgicamente
activo. En algunas modalidades, el oligémero puede escindirse de un polipéptido de proinsulina o un polipéptido de
insulina para producir insulina. Un enlace hidrolizable puede incluirse dentro del oligémero para producir un profarmaco
que produce una porcioén activa conjugada.

El oligémero puede acoplarse al polipéptido de insulina con el uso de un enlace no hidrolizable (por ejemplo, un enlace
carbamato, amida, o éter). El uso de un enlace no hidrolizable puede preferirse cuando es conveniente permitir que el
conjugado de polipéptido de insulina y oligémero biolégicamente inactivo circule en el torrente sanguineo durante un
periodo de tiempo prolongado, preferentemente, al menos 2 horas. Cuando el oligdmero se acopla al polipéptido de
insulina con el uso de una porcién de enlace que comprende una porcién carbonilo, tal como un éster, un carbamato, un
carbonato, o una porcion de enlace amida, el conjugado de polipéptido de insulina y oligdmero resultante es un
conjugado de polipéptido de insulina y acil oligémero.

Los oligdmeros descritos anteriormente estan disponibles comercialmente o pueden sintetizarse por varios métodos
como entenderan los expertos en la técnica. Por ejemplo, los oligémeros polidispersos pueden sintetizarse por los
métodos que se proporcionan en una o mas de las siguientes referencias: La patente de los Estados Unidos num.
4,179,337 otorgada a Davis y otros; la patente de los Estados Unidos num. 5,567,422 otorgada a Greenwald; la patente
de los Estados Unidos nim. 5,359,030 otorgada a Ekwuribe; la patente de los Estados Unidos nim. 5,438,040 otorgada
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a Ekwuribe, la patente de los Estados Unidos num. 5,681,811 otorgada a Ekwuribe, la patente de los Estados Unidos
nuam. 6,309,633 otorgada a Ekwuribe y otros Los oligdmeros no polidispersos (por ejemplo, sustancialmente
monodispersos y monodispersos) pueden sintetizarse por los métodos que se proporcionan en una o mas de las
siguientes referencias: la solicitud de patente de los Estados Unidos con nim. de serie 09/873,731 presentada el 4 de
junio de 2001 por Ekwuribe y otros titulada "Methods of Synthesizing Substantially Monodispersed Mixtures of Polymers
Having Polyethylene Glycol Mixtures"; la solicitud de patente de los Estados Unidos con num. de serie 09/873,797
presentada el 4 de junio de 2001 por Ekwuribe y otros titulada "Mixtures of Drug-Oligomer Conjugates Comprising
Polyalkylene Glycol, Uses Thereof, and Methods of Making Same"; y la solicitud de patente de los Estados Unidos con
num. de serie 09/873,899 presentada el 4 de junio de 2001 por Ekwuribe y otros titulada "Mixtures of Insulin Drug-
Oligomer Conjugates Comprising Polyalkylene Glycol, Uses Thereof, and Methods of Making Same". Los oligdmeros
pueden ser sustancialmente monodispersos y pueden ser, ademas, monodispersos. Los métodos ilustrativos para
sintetizar oligdmeros monodispersos se proporcionan en los Ejemplos que se proporcionan en la presente descripcion.

El contacto del polipéptido de proinsulina con el oligédmero en condiciones suficientes para proporcionar un conjugado
de polipéptido de proinsulina y oligdbmero puede realizarse con el uso de varias condiciones como entenderan los
expertos en la técnica. El contacto del polipéptido de proinsulina con el oligdmero en condiciones suficientes para
proporcionar un conjugado de polipéptido de proinsulina y oligdmero comprende poner con contacto el oligomero con un
agente activante en condiciones suficientes para proporcionar un oligémero activado; y poner en contacto el oligémero
activado con el polipéptido de proinsulina en condiciones suficientes para proporcionar el conjugado de polipéptido de
proinsulina. El oligédmero activado puede formarse ex situ o in situ.

El agente activante puede ser varios agentes activantes capaces de activar uno o mas de los oligobmeros descritos
anteriormente de manera que el oligdmero sea capaz de reaccionar con funciones hidroxilo y/o funciones amino
nucleofilicas en el polipéptido de proinsulina como entenderan los expertos en la técnica que incluyen, pero no se limitan
a, N-hidroxisuccinimida, p-nitrofenil cloroformiato, 1,3-diciclohexilcarbodiimida, y hidroxibenzotriazida.

El experto en la técnica entendera las condiciones suficientes para acoplar el agente activante al oligdmero para
proporcionar un oligdmero activado. Por ejemplo, el experto en la técnica puede referirse a R.C. Larock,
COMPREHENSIVE ORGANIC TRANSFORMATIONS. A GUIDE TO FUNCTIONAL GROUP PREPARATIONS (2d
Edicion, Nueva York, Wiley-VCH, 1999).

Las condiciones suficientes para acoplar el oligémero activado al polipéptido de proinsulina se entenderan para un
experto en la técnica. Por ejemplo, el polipéptido de proinsulina puede disolverse en un solvente aprotico dipolar, tal
como dimetilsulféxido, para proporcionar una soluciéon de polipéptido de proinsulina. Un agente amortiguador, tal como
trietilamina, puede afadirse a la solucion de polipéptido de proinsulina. El oligobmero activado disuelto en un solvente
anhidro tal como acetonitrilo puede anadirse después a la solucién de polipéptido de proinsulina. El experto en la técnica
puede referirse, ademas, a R.C. Larock, COMPREHENSIVE ORGANIC TRANSFORMATIONS. A GUIDE TO
FUNCTIONAL GROUP PREPARATIONS (2d Edicion, Nueva York, Wiley-VCH, 1999). La relacion molar de oligdmero
activado respecto a polipéptido de proinsulina puede ser mayor que aproximadamente 1:1, mayor que aproximadamente
2:1, mayor que aproximadamente 3:1, mayor que aproximadamente 4:1, y/o mayor que aproximadamente 5:1.

Mas de un oligémero (es decir, una pluralidad de oligémeros) pueden acoplarse a la porcién de polipéptido de insulina
del polipéptido de proinsulina. Alternativamente, el(los) oligémero(s) puede(n) acoplarse a una porcién de polipéptido no
insulinico de un polipéptido de proinsulina, por ejemplo, para facilitar la purificacién de la insulina conjugada. Los
oligdbmeros en la pluralidad pueden ser iguales. Sin embargo, debe entenderse que los oligdmeros en la pluralidad
pueden ser diferentes entre si, o, alternativamente, algunos de los oligdmeros en la pluralidad pueden ser iguales y
algunos pueden ser diferentes. Cuando una pluralidad de oligdmeros se acopla a la porcidon de polipéptido de insulina
del polipéptido de proinsulina, uno o mas de los oligémeros pueden acoplarse a la porcion de polipéptido de insulina del
polipéptido de proinsulina con enlaces hidrolizables y uno o mas de los oligdmeros pueden acoplarse a la porciéon de
polipéptido de insulina del polipéptido de proinsulina con enlaces no hidrolizables. Alternativamente, todos los enlaces
que acoplan la pluralidad de oligémeros a la porcion de polipéptido de insulina del polipéptido de proinsulina pueden ser
hidrolizables, pero tener grados variables de capacidad de hidrdlisis de manera que, por ejemplo, uno o mas de los
oligdbmeros se elimina rapidamente del polipéptido de insulina o porcién de polipéptido de insulina del polipéptido de
proinsulina por hidrolisis en el cuerpo y uno o mas de los oligdmeros se elimina lentamente del polipéptido de insulina o
porcion de polipéptido de insulina por hidrélisis en el cuerpo.

El oligdbmero puede acoplarse a la porcion de polipéptido de insulina del polipéptido de proinsulina y opcionalmente a la
porcion de polipéptido no insulinico del polipéptido de proinsulina en varios residuos nucleofilicos de la porcién de
polipéptido de insulina y/o la porcion de polipéptido no insulinico que incluyen, pero no se limitan a, funciones hidroxilo
y/o funciones amino nucleofilicas. Las funciones hidroxilo nucleofilicas pueden encontrarse, por ejemplo, en los residuos
de serina y/o tirosina, y las funciones amino nucleofilicas pueden encontrarse, por ejemplo, en los residuos de histidina
y/o lisina, y/o en uno o mas extremos N terminales del polipéptido. Cuando un oligdmero se acopla al uno o mas
extremos N terminales del polipéptido de proinsulina, el acoplamiento puede formar una amina secundaria. Cuando el
polipéptido de proinsulina tiene un péptido lider acoplado al extremo N terminal del polipéptido de cadena B, los
extremos N terminales de la molécula de insulina pueden protegerse de la conjugacion (por ejemplo, acilacién). Cuando
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el polipéptido de proinsulina es proinsulina humana que tiene un péptido lider acoplado al extremo N terminal de la
cadena B, por ejemplo, el oligdmero puede acoplarse a las tres funcionalidades amino de la proinsulina: el extremo N
terminal del péptido lider, la funcionalidad amino del residuo de Lis en el péptido C, y la funcionalidad amino de Lis®%°.
Tras la escision del péptido lider y el péptido C, se encuentra que el oligbmero se ha acoplado de manera sitio
especifica a la Lis®?° de la insulina para proporcionar un solo conjugado de insulina, la insulina monoconjugada con un
oligomero en LisB?°.

La escision del uno o mas péptidos del conjugado de polipéptido de proinsulina y oligémero para proporcionar el
conjugado de polipéptido de insulina y oligdmero puede realizarse por varios procesos como entenderan los expertos en
la técnica. En algunas modalidades, la escision del uno o mas péptidos del conjugado de polipéptido de proinsulina y
oligébmero comprende poner con contacto el conjugado de polipéptido de proinsulina y oligdmero con una o mas
enzimas que son capaces de escindir el(los) enlace(s) entre el uno o mas péptidos y el polipéptido de insulina en
condiciones suficientes para escindir el uno o mas péptidos del conjugado de polipéptido de proinsulina y oligémero.
Como se describe en varias referencias, por ejemplo, Kemmler y otros "Studies on the Conversion of Proinsulin to
Insulin," J. Biol. Chem., 246: 6786-6791 (1971), el experto en la técnica entendera como seleccionar las enzimas
adecuadas en vista del(de los) enlace(s) peptidico(s) particular(es) a escindir y como proporcionar condiciones
suficientes para escindir el uno o mas péptidos del conjugado de polipéptido de proinsulina y oligbmero. La una o mas
enzimas pueden comprender, por ejemplo, varias enzimas que incluyen, pero no se limitan a, tripsina, quimotripsina,
carboxipeptidasa B, y mezclas de estas. En ciertas modalidades, la una o mas enzimas son tripsina, carboxipeptidasa B,
y mezclas de estas.

El péptido conector puede tener un residuo aminoacidico terminal en el primer extremo. La escisién del péptido conector
del conjugado de polipéptido de proinsulina y oligdmero puede comprender poner en contacto el conjugado de
polipéptido de proinsulina y oligdmero con una primera enzima en condiciones suficientes para proporcionar un
conjugado de polipéptido de insulina con residuo aminoacidico terminal y oligdmero, y poner en contacto el conjugado
de polipéptido de insulina con residuo aminoacidico terminal y oligdbmero con una segunda enzima en condiciones
suficientes para proporcionar el conjugado de polipéptido de insulina y oligémero. El contacto del conjugado de
polipéptido de proinsulina y oligémero con una primera enzima y el contacto del conjugado de polipéptido de insulina
con residuo aminoacidico terminal y oligdmero con una segunda enzima puede producirse sustancialmente de forma
simultanea, por ejemplo cuando la primera enzima y la segunda enzima se proporcionan en forma de una mezcla o
coctel. En ciertas modalidades, la primera enzima puede ser tripsina y la segunda enzima puede ser carboxipeptidasa B.
El residuo aminoacidico terminal puede ser cualquiera de varios residuos, tales como un residuo de arginina o un
residuo de Glu, el ultimo de los cuales puede escindirse con Glu-C-peptidasa. Por ejemplo, el residuo aminoacidico
terminal puede ser un residuo de arginina cuando el polipéptido de insulina es insulina y el péptido conector es péptido
C humano.

La escision del uno o mas péptidos del conjugado de polipéptido de proinsulina y oligémero proporciona un producto
conjugado de polipéptido de insulina y oligdmero que consiste en un solo conjugado de polipéptido de insulina y
oligébmero (es decir, carece sustancialmente de conjugados de polipéptido de insulina y oligobmero adicionales). El
producto conjugado de polipéptido de insulina y oligdbmero puede consistir, ademas, en un solo monoconjugado de
polipéptido de insulina y oligémero. Por ejemplo, en modalidades descritas anteriormente en las que el polipéptido de
proinsulina comprende un polipéptido de insulina que tiene un polipéptido de cadena A carente de residuos de lisina y
un polipéptido de cadena B que comprende un solo residuo de lisina, el producto conjugado de polipéptido de insulina 'y
oligébmero puede consistir en un solo monoconjugado de polipéptido de insulina y oligémero donde el oligdmero esta
acoplado al residuo de lisina del polipéptido de cadena B. Como otro ejemplo, cuando el polipéptido de proinsulina es
proinsulina con un péptido lider, la escision del péptido C y el péptido lider del conjugado de proinsulina y oligémero
proporciona un monoconjugado de insulina y oligémero, en donde la insulina esta monoconjugada en Lis82°.

Las modalidades de los métodos para sintetizar conjugados de polipéptido de insulina y oligdmero descritos
anteriormente pueden resultar en un rendimiento de conjugados y/o diconjugados de polipéptido de insulina y oligédmero
que es mayor que 75, 76, 77, 78, o 79 por ciento. En ciertas modalidades, el rendimiento es mayor que 80, 81, 82, 83,
84, o 85 por ciento. En ciertas otras modalidades, el rendimiento es mayor que 86, 87, 88, 89, o 90 por ciento. Aln en
otras modalidades, el rendimiento es mayor que 91, 92, 93, 94, o 95 por ciento. Cuando el conjugado de polipéptido de
proinsulina y oligébmero se proporciona al poner en contacto un oligdmero activado con el conjugado de polipéptido de
proinsulina y oligébmero, un exceso de oligbmeros activados puede usarse para lograr mayores rendimientos. Por
ejemplo, los rendimientos descritos en la presente descripcion pueden obtenerse en varias modalidades con el uso de
una relacion molar de oligdmero activado respecto a polipéptido de proinsulina mayor que aproximadamente 2:1, mayor
que aproximadamente 3:1, mayor que aproximadamente 4:1, y/o mayor que aproximadamente 5:1. En algunas
modalidades, rendimientos mayores que 91, 92, 93, 94, o 95 por ciento se obtienen con el uso de una relacién molar de
oligébmero activado respecto a polipéptido de proinsulina mayor que aproximadamente 4:1, y en algunas modalidades,
mayor que aproximadamente 5:1.

Se proporcionan métodos para sintetizar un conjugado de polipéptido de proinsulina y oligdmero que incluyen poner en

contacto un polipéptido de proinsulina que comprende un polipéptido de insulina acoplado a uno o mas péptidos por
enlace(s) peptidico(s) capaces de escindirse para producir el polipéptido de insulina con un oligdbmero en condiciones
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suficientes para acoplar el oligémero a la porcion de polipéptido de insulina del polipéptido de proinsulina y proporcionar
un conjugado de polipéptido de proinsulina y oligémero. Por ejemplo, los conjugados de proinsulina y oligémero pueden
sintetizarse como se describe en los Ejemplos que se proporcionan mas abajo. Una modalidad de una via de sintesis se
proporciona en la Figura 1.

El polipéptido de proinsulina puede ser varios polipéptidos de proinsulina que comprenden un polipéptido de insulina
acoplado a uno o mas péptidos por enlace(s) peptidico(s) capaces de escindirse para producir el polipéptido de insulina
como entenderan los expertos en la técnica que incluye, pero no se limita a, proinsulina, analogos de proinsulina,
fragmentos de proinsulina, analogos de fragmentos de proinsulina, miniproinsulina, SCIP, o proteinas de fusion. El
polipéptido de proinsulina puede ser un analogo de proinsulina que tiene un péptido lider. El analogo de proinsulina que
tiene un péptido lider puede obtenerse, por ejemplo, de Itoham Foods, Inc. de Ibaraki Pref, Japén. El péptido lider y el
péptido C del analogo de proinsulina carecen de residuos de lisina. El polipéptido de proinsulina puede ser un
polipéptido de proinsulina que puede obtenerse, por ejemplo, de Biobras de Belo Horizonte, Brasil. El polipéptido de
proinsulina tiene un péptido lider acoplado al extremo N terminal de la cadena B de la proinsulina. El péptido lider
carece de residuos de lisina.

El polipéptido de insulina puede tener un polipéptido de cadena A y un polipéptido de cadena B. El polipéptido de
cadena A puede carecer de residuos de lisina. El polipéptido de cadena B puede comprender un solo residuo de lisina.
El polipéptido de cadena A y el polipéptido de cadena B pueden entrecruzarse, y pueden entrecruzarse con el uso de
uno o mas puentes disulfuro. El polipéptido de cadena A y el polipéptido de cadena B pueden comprender cada uno
residuos de cisteina, uno o mas de los cuales se acoplan con el uso de uno o mas puentes disulfuro para entrecruzar el
polipéptido de cadena A con el polipéptido de cadena B. El polipéptido de insulina puede ser insulina, un analogo de
insulina, un fragmento de insulina, o un fragmento de analogo de insulina.

El uno o mas péptidos acoplados al polipéptido de insulina pueden comprender un péptido conector acoplado en un
primer extremo al extremo C terminal del polipéptido de cadena B y en un segundo extremo al extremo N terminal del
polipéptido de cadena A. En general, la secuencia de aminoacidos del péptido conector no es critica y el péptido
conector puede ser varios péptidos conectores como entenderan los expertos en la técnica que incluyen, pero no se
limitan a, polipéptidos de péptido C, péptidos C, y los péptidos conectores en las miniproinsulinas. El péptido conector
puede carecer de residuos de lisina.

Estas modalidades pueden usar menos reactivos oligoméricos mediante la reduccion del ndmero de sitios de
conjugacion posibles en la molécula de polipéptido de proinsulina.

Se proporciona un método para sintetizar un conjugado de polipéptido de péptido C y oligémero, que incluye poner en
contacto un polipéptido de propéptido C que comprende un polipéptido de péptido C acoplado a uno o mas péptidos por
enlace(s) peptidico(s) escindibles para producir el polipéptido de péptido C con un oligdmero en condiciones suficientes
para acoplar el oligémero a la porcion de polipéptido de péptido C del polipéptido de propéptido C y proporcionar un
conjugado de polipéptido de propéptido C y oligébmero, y escindir el uno o mas péptidos del conjugado de polipéptido de
propéptido C y oligémero para proporcionar el conjugado de polipéptido de péptido C y oligémero.

El polipéptido de propéptido C puede ser varios polipéptidos de propéptido C como entenderan los expertos en la
técnica. El polipéptido de propéptido C puede ser un polipéptido de proinsulina, y en algunas modalidades, el polipéptido
de propéptido C es proinsulina.

El polipéptido de péptido C puede ser varios polipéptidos de péptido C como entenderan los expertos en la técnica. En
algunas modalidades, el polipéptido de péptido C es péptido C.

El uno o mas péptidos acoplados al polipéptido de péptido C pueden ser varios péptidos como entenderan los expertos
en la técnica. El uno o mas péptidos pueden comprender un polipéptido de insulina y/o el uno o mas polipéptidos
pueden ser un polipéptido de insulina. El polipéptido de insulina puede carecer de residuos de lisina, lo cual puede
reducir la cantidad de reactivos oligoméricos usados para conjugar el polipéptido de propéptido C. El uno o mas
péptidos pueden ser, ademas, insulina o insulina acoplada en el extremo N terminal de la cadena B a un péptido lider.

Los enlaces peptidicos son enlaces que pueden escindirse de varias maneras como entenderan los expertos en la
técnica. Los enlaces peptidicos pueden ser enlaces que pueden escindirse enzimaticamente por enzimas que incluyen,
pero no se limitan a, tripsina, carboxipeptidasa B, trombina, pepsina, y quimotripsina. Los enlaces peptidicos que
pueden escindirse enzimaticamente se entenderan por los expertos en la técnica e incluyen, pero no se limitan a, Arg-
Arg, Tre-Arg, Ala-Arg, Tre-Arg-Arg, Tre-Lis, Arg-Gli, y Arg-Fen.

El oligémero puede ser varios oligdmeros como entenderan los expertos en la técnica. En general, el oligdmero puede
ser cualquier oligdmero capaz de acoplarse a un polipéptido como entenderan los expertos en la técnica. Por ejemplo, el
oligébmero puede ser un oligémero polidisperso como se describe en la patente de los Estados Unidos num. 4,179,337
otorgada a Davis y otros; la patente de los Estados Unidos num. 5,567,422 otorgada a Greenwald; la patente de los
Estados Unidos num. 5,359,030 otorgada a Ekwuribe; la patente de los Estados Unidos num. 5,438,040 otorgada a
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Ekwuribe, la patente de los Estados Unidos num. 5,681,811 otorgada a Ekwuribe, y la patente de los Estados Unidos
num. 6,309,633 otorgada a Ekwuribe y otros Como otro ejemplo, el oligémero puede ser un oligdmero no polidisperso
como se describe en la solicitud de patente de los Estados Unidos con nim. de serie 09/873,731 presentada el 4 de
junio de 2001 por Ekwuribe y otros titulada "Methods of Synthesizing Substantially Monodispersed Mixtures of Polymers
Having Polyethylene Glycol Mixtures"; la solicitud de patente de los Estados Unidos con num. de serie 09/873,797
presentada el 4 de junio de 2001 por Ekwuribe y otros titulada "Mixtures of Drug-Oligomer Conjugates Comprising
Polyalkylene Glycol, Uses Thereof, and Methods of Making Same"; y la solicitud de patente de los Estados Unidos con
num. de serie 09/873,899 presentada el 4 de junio de 2001 por Ekwuribe y otros titulada "Mixtures of Insulin Drug-
Oligomer Conjugates Comprising Polyalkylene Glycol, Uses Thereof, and Methods of Making Same."

El oligdbmero puede comprender, consistir esencialmente en, o consistir en, una porcién hidrofilica como entenderan los
expertos en la técnica que incluye, pero no se limita a, polialquilenglicoles tales como polietilenglicol o polipropilenglicol,
polioles polioxietilenados, copolimeros de estos y copolimeros de bloque de estos, siempre y cuando la hidrofilicidad de
los copolimeros de bloque se mantenga. La porcion hidrofilica puede ser una porcién de polialquilenglicol. La porcion de
polialquilenglicol puede tener al menos 1, 2, 3, 4, 5, 6 o 7 subunidades de polialquilenglicol. La porcion de
polialquilenglicol puede tener entre un limite inferior de 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 0 20
y un limite superior de 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35,
36, 37, 38, 39, 40, 41, 42, 43, 44, 45, 46, 47, 48, 49, 50 o mas subunidades de polialquilenglicol. La porcion de
polialquilenglicol puede tener, ademas, entre un limite inferior de 2, 3, 4, 5, 0 6 y un limite superior de 5, 6, 7, 8, 9, 10,
11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, o 20 subunidades de polialquilenglicol, y/o entre un limite inferior de 3, 4, 5, 0 6 y un
limite superior de 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, o 12 subunidades de polialquilenglicol. La porcién de polialquilenglicol puede
tener, ademas, entre un limite inferior de 4, 5, o0 6 y un limite superior de 6, 7, o 8 subunidades de polialquilenglicol y en
algunas modalidades, la porcion de polialquilenglicol tiene 7 subunidades de polialquilenglicol. La porcién de
polialquilenglicol del oligdmero puede ser una porcion de polialquilenglicol de alquilo de cadena corta tal como una
porcién de polietilenglicol, una porcion de polipropilenglicol, o una porcién de polibutilenglicol. Cuando la porcién de
polialquilenglicol es una porcion de polipropilenglicol, la porcién puede tener una estructura uniforme (es decir, no
aleatoria). Una porcién de polipropilenglicol ilustrativa que tiene una estructura uniforme es la siguiente:

—o—(]:H— CHz—O—(EH—CHZ—Ou(%H—CHZ—O—(IZH—CHQ—O—
CH; CH; CHs CHj

Esta estructura uniforme de polipropilenglicol puede describirse como que tiene soélo un atomo de carbono metil
sustituido adyacente a cada atomo de oxigeno en la cadena de polipropilenglicol. Tales porciones uniformes de
polipropilenglicol pueden exhibir caracteristicas tanto lipofilicas como hidrofilicas.

El oligomero puede comprender una o mas de otras porciones como entenderan los expertos en la técnica que incluyen,
pero no se limitan a, porciones hidrofilicas adicionales, porciones lipofilicas, porciones espaciadoras, porciones
enlazantes, y porciones de terminacion. Las diversas porciones en el oligémero estan acopladas covalentemente entre
si por enlaces hidrolizables o no hidrolizables.

El oligdbmero puede comprender, ademas, una o mas porciones hidrofilicas adicionales (es decir, porciones ademas de
la porcion de polialquilenglicol) que incluyen, pero no se limitan a, azucares, polialquilenglicoles, y copolimeros de
poliamina/PEG. Las porciones de polialquilenglicol adyacentes se consideraran la misma porcion si estan acopladas por
enlaces éter. Por ejemplo, la porcion

— O0—CoHy—0—CyHy—O0—CoHy—0—CoHy— O0—CoHy — O — CoHy —

es una porcion simple de polietilenglicol que tiene seis subunidades de polietilenglicol. Si esta porcion fuera la tUnica
porcién hidrofilica en el oligédmero, el oligdmero no contendria una porcion hidrofilica adicional. Las porciones de
polietilenglicol adyacentes se consideran porciones diferentes si estan acopladas por un enlace distinto a un enlace éter.
Por ejempilo, la porcion

0]
It
—O0—C,H—0—CoH;—O0—CoHy—0—CoHy— C—0— CyH,— 0 CoH,—
es una porcion de polietilenglicol que tiene cuatro subunidades de polietilenglicol y una porcién hidrofilica adicional que

tiene dos subunidades de polietilenglicol. Los oligdbmeros de acuerdo con varias modalidades de la presente invencion
comprenden una porcién de polialquilenglicol y ninguna porcion hidrofilica adicional.

El oligémero puede comprender, ademas, una o mas porciones lipofilicas como entenderan los expertos en la técnica.

La porcidn lipofilica tiene al menos 1, 2, 3, 4, 5, o 6 atomos de carbono. La porcién lipofilica puede tener entre un limite
inferiorde 1, 2, 3,4,5,6,7,8,9,10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 0 20 y un limite superior de 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11,
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12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, o 30 atomos de carbono. La porcion lipofilica puede
tener, ademas, entre un limite inferior de 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 0 10 y un limite superior de 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13,
14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, o atomos de carbono, y/o entre un limite inferior de 3, 4, 5, 6, 7, 8, 0 9 y un limite superior
de 4,5,6,7,8,9, 10, 11, 12, 13, o 14 atomos de carbono. La porcién lipofilica puede tener, ademas, entre un limite
inferior de 3, 4, 5, 6, 0 7 y un limite superior de 6, 7, 8, 9, o 10 atomos de carbono y en ciertas modalidades, la porcion
lipofilica tiene 6 atomos de carbono. La porcidn lipofilica puede ser, pero no se limita a porciones alquilo saturadas o
insaturadas, lineales o ramificadas, porciones de acidos grasos saturados o insaturados, lineales o ramificados,
colesterol, y adamantano. Las porciones alquilo ilustrativas incluyen, pero no se limitan a, porciones alquilo saturadas,
lineales tales como metilo, etilo, propilo, butilo, pentilo, hexilo, heptilo, octilo, nonilo, decilo, undecilo, dodecilo, tridecilo,
tetradecilo, pentadecilo, hexadecilo, octadecilo, nonadecilo y eicosilo; porciones alquilo saturadas, ramificadas tales
como isopropilo, sec-butilo, ferc-butilo, 2-metilbutilo, ferc-pentilo, 2-metilpentilo, 3-metilpentilo, 2-etilhexilo, 2-
propilpentilo; y porciones alquilo insaturadas derivadas de las porciones alquilo saturadas anteriores que incluyen, pero
no se limitan a, vinilo, alilo, 1-butenilo, 2-butenilo, etinilo, 1-propinilo, y 2-propinilo. Las porciones de acidos grasos
incluyen, pero no se limitan a, porciones de acidos grasos insaturados tales como lauroleato, miristoleato, palmitoleato,
oleato, elaidato, erucato, linoleato, linolenato, araquidonato, eicosapentaentoato, y docosahexaenoato; y porciones de
acidos grasos saturados tales como acetato, caproato, caprilato, caprato, laurato, araquidato, behenato, lignocerato, y
cerotato.

El oligdmero puede comprender, ademas, una o mas porciones espaciadoras como entenderan los expertos en la
técnica. Las porciones espaciadoras pueden usarse, por ejemplo, para separar una porcion hidrofilica de una porcion
lipofilica, para separar una porcion lipofilica o porcién hidrofilica del polipéptido de péptido C, para separar una primera
porcién hidrofilica o lipofilica de una segunda porcién hidrofilica o lipofilica, o para separar una porcion hidrofilica o
porcion lipofilica de una porciéon enlazante. Las porciones espaciadoras pueden ser, pero no se limitan a, porciones de
azucar, colesterol y glicerina. Las porciones de azucar pueden ser varias porciones de azucar como entenderan los
expertos en la técnica que incluyen, pero no se limitan a, porciones monosacaridicas y porciones disacaridicas. Las
porciones monosacaridicas pueden tener entre 4 y 6 atomos de carbono.

El oligdmero puede comprender, ademas, una o mas porciones enlazantes que se usan para acoplar el oligémero con el
polipéptido de péptido C como entenderan los expertos en la técnica. Las porciones enlazantes pueden ser, pero no se
limitan a, porciones alquilo y de acidos grasos. La porcion enlazante alquilo puede ser una porcion alquilo saturada o
insaturada, lineal o ramificada como entenderan los expertos en la técnica que incluye, pero no se limita a, metilo, etilo,
propilo, butilo, pentilo, hexilo, heptilo, octilo, nonilo, decilo, undecilo, dodecilo, tridecilo, tetradecilo, pentadecilo,
hexadecilo, octadecilo, nonadecilo, eicosilo, isopropilo, sec-butilo, terc-butilo, 2-metilbutilo, terc-pentilo, 2-metilpentilo, 3-
metilpentilo, 2-etilhexilo, 2-propilpentilo, vinilo, alilo, 1-butenilo, 2-butenilo, etinilo, 1-propinilo, y 2-propinilo. La porciéon
alcoxi puede ser varias porciones alcoxi que incluyen, pero no se limitan a, metoxi, etoxi, propoxi, butoxi, pentiloxi,
hexiloxi, heptiloxi, octiloxi, noniloxi, deciloxi, undeciloxi, dodeciloxi, trideciloxi, tetradeciloxi, pentadeciloxi, hexadeciloxi,
octadeciloxi, nonadeciloxi, eicosiloxi, isopropoxi, sec-butoxi, terc-butoxi, 2-metilbutoxi, terc-pentiloxi, 2-metilpentiloxi, 3-
metilpentiloxi, 2-etilhexiloxi, 2-propilpentiloxi, viniloxi, aliloxi, 1-buteniloxi, 2-buteniloxi, etiniloxi, 1-propiniloxi, y 2-
propiniloxi. La porcién enlazante alquilo puede tener entre un limite inferior de 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14,
15, 16, 17, 18, 19, 0 20 y un limite superior de 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25,
26, 27, 28, 29, o 30 atomos de carbono, y puede tener, ademas, entre 1, 2, 3,4, 05y 8, 9, 10, 11, o 12 atomos de
carbono. La porcién enlazante de acido graso puede ser una porcién de acido graso saturado o insaturado, lineal o
ramificado como entenderan los expertos en la técnica que incluye, pero no se limita a, lauroleato, miristoleato,
palmitoleato, oleato, elaidato, erucato, linoleato, linolenato, araquidonato, eicosapentaentoato, docosahexaenoato,
acetato, caproato, caprilato, caprato, laurato, araquidato, behenato, lignocerato, y cerotato. La porcién enlazante de
acido graso puede tener entre un limite inferior de 1, 2, 3, 4,5, 6, 7, 8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19,0 20 y un
limite superior de 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, o 30 atomos
de carbono y puede tener, ademas, entre 1, 2, 3,4, 05y 8, 10, 12, 14 o 16 atomos de carbono.

El oligdmero puede comprender, ademas, una o mas porciones de terminacion en el uno o mas extremos del oligémero,
que no estan acoplados al polipéptido de péptido C. La porcién de terminacién puede ser una porcion alquilo o alcoxi. La
porcion alquilo o alcoxi puede tener entre un limite inferior de 1, 2, 3,4, 5,6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18,
19, 0 20 y un limite superior de 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, o
30 atomos de carbono. La porcién alquilo o alcoxi puede tener, ademas, entre un limite inferior de 1, 2, 3,4, 5,6,07y
un limite superior de 5, 6, 7, 8, 9,10,11,12,13, o 14 atomos de carbono, y/o entre un limite inferior de 1, 2, 3, 4, 0 5y un
limite superior de 5, 6, 7, 8, 9, o 10 atomos de carbono. En ciertas modalidades, la porcién alquilo o alcoxi puede tener
entre un limite inferior de 1, 2, 3, 0 4 y un limite superior de 5, 6, o 7 atomos de carbono. La porcién alquilo puede ser
una porcion alquilo lineal o ramificada, saturada o insaturada como entenderan los expertos en la técnica que incluye,
pero no se limita a, metilo, etilo, propilo, butilo, pentilo, hexilo, heptilo, octilo, nonilo, decilo, undecilo, dodecilo, tridecilo,
tetradecilo, pentadecilo, hexadecilo, octadecilo, nonadecilo, eicosilo, isopropilo, sec-butilo, terc-butilo, 2-metilbutilo, terc-
pentilo, 2-metilpentilo, 3-metilpentilo, 2-etilhexilo, 2-propilpentilo, vinilo, alilo, 1-butenilo, 2-butenilo, etinilo, 1-propinilo, y
2-propinilo. La porcién alcoxi puede ser varias porciones alcoxi que incluyen, pero no se limitan a, metoxi, etoxi, propoxi,
butoxi, pentiloxi, hexiloxi, heptiloxi, octiloxi, noniloxi, deciloxi, undeciloxi, dodeciloxi, trideciloxi, tetradeciloxi,
pentadeciloxi, hexadeciloxi, octadeciloxi, nonadeciloxi, eicosiloxi, isopropoxi, sec-butoxi, terc-butoxi, 2-metilbutoxi, terc-
pentiloxi, 2-metilpentiloxi, 3-metilpentiloxi, 2-etilhexiloxi, 2-propilpentiloxi, viniloxi, aliloxi, 1-buteniloxi, 2-buteniloxi,
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etiniloxi, 1-propiniloxi, y 2-propiniloxi. La porcion de terminacion puede ser una porcion alquilo de cadena corta tal como
metilo, etilo, propilo, isopropilo, butilo, sec-butilo, terc-butilo, pentilo, o terc-pentilo, o una porcién alcoxi de cadena corta
tal como metoxi, etoxi, propoxi, isopropoxi, butoxi, sec-butoxi, terc-butoxi, pentiloxi, o terc-pentiloxi. En ciertas
modalidades, la porcidon de terminacién es metilo o metoxi. Si bien la porcién de terminaciéon puede ser una porciéon
alquilo o alcoxi, debe entenderse que la porcién de terminacidon puede ser varias porciones como entenderan los
expertos en la técnica que incluyen, pero no se limitan a, azucares, colesterol, alcoholes, acidos grasos y porciones de
PEG.

El oligdmero puede comprender la estructura de Férmula XI:

A—1— G—R-Gp—R—G",

T (X1)

en donde:

A es una porcién activable;

L es una porcién enlazante;

G, G'y G" son individualmente porciones espaciadoras seleccionadas;

R es una porcion lipofilica y R' es una porcién de polialquilenglicol, o R' es la porcion lipofilica y R es la porcién de
polialquilenglicol y sélo uno de Ry R' puede estar presente;

T es una porcidn de terminacion; y

j, k, my n son individualmente 0 o 1.

La porcion de polialquilenglicol puede tener al menos 1, 2, 3, 4, 5, 6 o 7 subunidades de polialquilenglicol. La porcion de
polialquilenglicol puede tener entre un limite inferior de 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 0 20
y un limite superior de 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35,
36, 37, 38, 39, 40, 41, 42, 43, 44, 45, 46, 47, 48, 49, 50 o mas subunidades de polialquilenglicol. La porcion de
polialquilenglicol puede tener, ademas, entre un limite inferior de 2, 3, 4, 5, 0 6 y un limite superior de 5, 6, 7, 8, 9, 10,
11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, o 20 subunidades de polialquilenglicol, y/o entre un limite inferior de 3, 4, 5, 0 6 y un
limite superior de 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, o 12 subunidades de polialquilenglicol. En algunas modalidades, la porcion de
polialquilenglicol puede tener entre un limite inferior de 4, 5, o 6 y un limite superior de 6, 7, o 8 subunidades de
polialquilenglicol y en ciertas modalidades, la porcion de polialquilenglicol tiene 7 subunidades de polialquilenglicol. La
porcién de polialquilenglicol del oligdmero puede ser una porcién de polialquilenglicol de alquilo de cadena corta tal
como una porcion de polietilenglicol, una porciéon de polipropilenglicol, o una porcion de polibutilenglicol. Cuando la
porcién de polialquilenglicol es una porcién de polipropilenglicol, la porcidon puede tener una estructura uniforme (es
decir, no aleatoria). Una porcion de polipropilenglicol ilustrativa que tiene una estructura uniforme es la siguiente:

—0— (]:H-" CH,—0— ?H_ CH,—0— (EH— CH;-O —(ISH“ CHy—0O~—
CH; CH;, CH; CH;s

Esta estructura uniforme de polipropilenglicol puede describirse como que tiene soélo un atomo de carbono metil
sustituido adyacente a cada atomo de oxigeno en la cadena de polipropilenglicol. Tales porciones uniformes de
polipropilenglicol pueden exhibir caracteristicas tanto lipofilicas como hidrofilicas.

La porcidn lipofilica puede ser una porcion lipofilica como entenderan los expertos en la técnica. La porcién lipofilica
tiene al menos 1, 2, 3, 4, 5, 0 6 atomos de carbono. La porcion lipofilica puede tener entre un limite inferior de 1, 2, 3, 4,
5,6,7,8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 0 20 y un limite superior de 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16,
17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, o 30 atomos de carbono. La porcién lipofilica puede tener, ademas,
entre un limite inferior de 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 0 10 y un limite superior de 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17,
18, 19, 20, 21, o atomos de carbono, y/o entre un limite inferior de 3, 4, 5, 6, 7, 8, 0 9 y un limite superior de 4, 5, 6, 7, 8,
9, 10, 11, 12, 13, o 14 atomos de carbono. En algunas modalidades, la porcion lipofilica puede tener entre un limite
inferior de 3, 4, 5, 6, 0 7 y un limite superior de 6, 7, 8, 9, o 10 atomos de carbono y en ciertas modalidades, la porcion
lipofilica tiene 6 atomos de carbono. La porcion lipofilica puede ser, pero no se limita a, porciones alquilo saturadas o
insaturadas, lineales o ramificadas, porciones de acidos grasos saturados o insaturados, lineales o ramificados,
colesterol, y adamantano. Las porciones alquilo ilustrativas incluyen, pero no se limitan a, porciones alquilo saturadas,
lineales tales como metilo, etilo, propilo, butilo, pentilo, hexilo, heptilo, octilo, nonilo, decilo, undecilo, dodecilo, tridecilo,
tetradecilo, pentadecilo, hexadecilo, octadecilo, nonadecilo y eicosilo; porciones alquilo saturadas, ramificadas tales
como isopropilo, sec-butilo, ferc-butilo, 2-metilbutilo, ferc-pentilo, 2-metilpentilo, 3-metilpentilo, 2-etilhexilo, 2-
propilpentilo; y porciones alquilo insaturadas derivadas de las porciones alquilo saturadas anteriores que incluyen, pero
no se limitan a, vinilo, alilo, 1-butenilo, 2-butenilo, etinilo, 1-propinilo, y 2-propinilo. Las porciones de acidos grasos
incluyen, pero no se limitan a, porciones de acidos grasos insaturados tales como lauroleato, miristoleato, palmitoleato,
oleato, elaidato, erucato, linoleato, linolenato, araquidonato, eicosapentaentoato, y docosahexaenoato; y porciones de
acidos grasos saturados tales como acetato, caproato, caprilato, caprato, laurato, araquidato, behenato, lignocerato, y
cerotato.

Las porciones espaciadoras, G, G' y G", son porciones espaciadoras como entenderan los expertos en la técnica. Las
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porciones espaciadoras pueden ser, pero no se limitan a, porciones de azucar, porciones de colesterol y de glicerina.
Las porciones de azUcar pueden ser varias porciones de azucar como entenderan los expertos en la técnica que
incluyen, pero no se limitan a, porciones monosacaridicas y porciones disacaridicas. Las porciones monosacaridicas
pueden tener entre 4 y 6 atomos de carbono. Los oligbmeros de ciertas modalidades no incluyen porciones
espaciadoras (es decir, k, m y n son 0).

La porcion enlazante, L, puede usarse para acoplar el oligémero con el polipéptido de péptido C como entenderan los
expertos en la técnica. Las porciones enlazantes pueden ser, pero no se limitan a, porciones alquilo y de acidos grasos.
La porcién enlazante alquilo puede ser una porcién alquilo saturada o insaturada, lineal o ramificada como entenderan
los expertos en la técnica que incluye, pero no se limita a, metilo, etilo, propilo, butilo, pentilo, hexilo, heptilo, octilo,
nonilo, decilo, undecilo, dodecilo, tridecilo, tetradecilo, pentadecilo, hexadecilo, octadecilo, nonadecilo, eicosilo,
isopropilo, sec-butilo, terc-butilo, 2-metilbutilo, terc-pentilo, 2-metilpentilo, 3-metilpentilo, 2-etilhexilo, 2-propilpentilo,
vinilo, alilo, 1-butenilo, 2-butenilo, etinilo, 1-propinilo, y 2-propinilo. La porcién alcoxi puede ser varias porciones alcoxi
que incluyen, pero no se limitan a, metoxi, etoxi, propoxi, butoxi, pentiloxi, hexiloxi, heptiloxi, octiloxi, noniloxi, deciloxi,
undeciloxi, dodeciloxi, trideciloxi, tetradeciloxi, pentadeciloxi, hexadeciloxi, octadeciloxi, nonadeciloxi, eicosiloxi,
isopropoxi, sec-butoxi, terc-butoxi, 2-metilbutoxi, terc-pentiloxi, 2-metilpentiloxi, 3-metilpentiloxi, 2-etilhexiloxi, 2-
propilpentiloxi, viniloxi, aliloxi, 1-buteniloxi, 2-buteniloxi, etiniloxi, 1-propiniloxi, y 2-propiniloxi. La porcién enlazante
alquilo puede tener entre un limite inferior de 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 0 20 y un
limite superior de 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, o 30 atomos
de carbono, y puede tener, ademas, entre 1, 2, 3,4,05y 8, 9, 10, 11, o 12 atomos de carbono. La porcién enlazante de
acido graso puede ser una porcion de acido graso saturado o insaturado, lineal o ramificado como entenderan los
expertos en la técnica que incluye, pero no se limita a, lauroleato, miristoleato, palmitoleato, oleato, elaidato, erucato,
linoleato, linolenato, araquidonato, eicosapentaentoato, docosahexaenoato, acetato, caproato, caprilato, caprato,
laurato, araquidato, behenato, lignocerato, y cerotato. La porcidon enlazante de acido graso puede tener entre un limite
inferiorde 1, 2, 3,4, 5,6, 7, 8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 0 20 y un limite superior de 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11,
12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, o 30 atomos de carbono y puede tener entre 1, 2, 3,
4,05y8, 10, 12, 14 o 16 atomos de carbono.

La porcién de terminacion, T, puede ser una porcion alquilo o alcoxi. La porcién alquilo o alcoxi puede tener entre un
limite inferior de 1, 2, 3,4, 5,6, 7, 8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 0 20 y un limite superior de 5, 6, 7, 8, 9, 10,
11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, o 30 atomos de carbono. La porcién alquilo o
alcoxi puede tener, ademas, entre un limite inferior de 1, 2, 3, 4, 5, 6, o 7 y un limite superior de 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12,
13, o 14 atomos de carbono, y/o entre un limite inferior de 1, 2, 3, 4, 0 5y un limite superior de 5, 6, 7, 8, 9, o 10 atomos
de carbono. En algunas modalidades, la porcion alquilo o alcoxi puede tener entre un limite inferior de 1, 2, 3, 0 4 y un
limite superior de 5, 6, o 7 atomos de carbono. La porcién alquilo puede ser varias porciones alquilo lineales o
ramificadas, saturadas o insaturadas como entenderan los expertos en la técnica que incluyen, pero no se limitan a,
metilo, etilo, propilo, butilo, pentilo, hexilo, heptilo, octilo, nonilo, decilo, undecilo, dodecilo, tridecilo, tetradecilo,
pentadecilo, hexadecilo, octadecilo, nonadecilo, eicosilo, isopropilo, sec-butilo, terc-butilo, 2-metilbutilo, terc-pentilo, 2-
metilpentilo, 3-metilpentilo, 2-etilhexilo, 2-propilpentilo, vinilo, alilo, 1-butenilo, 2-butenilo, etinilo, 1-propinilo, y 2-propinilo.
Las porciones alcoxi ilustrativas pueden ser varias porciones alcoxi que incluyen, pero no se limitan a, metoxi, etoxi,
propoxi, butoxi, pentiloxi, hexiloxi, heptiloxi, octiloxi, noniloxi, deciloxi, undeciloxi, dodeciloxi, trideciloxi, tetradeciloxi,
pentadeciloxi, hexadeciloxi, octadeciloxi, nonadeciloxi, eicosiloxi, isopropoxi, sec-butoxi, terc-butoxi, 2-metilbutoxi, terc-
pentiloxi, 2-metilpentiloxi, 3-metilpentiloxi, 2-etilhexiloxi, 2-propilpentiloxi, viniloxi, aliloxi, 1-buteniloxi, 2-buteniloxi,
etiniloxi, 1-propiniloxi, y 2-propiniloxi. La porcién de terminacion puede ser una porcion alquilo de cadena corta tal como
metilo, etilo, propilo, isopropilo, butilo, sec-butilo, terc-butilo, pentilo, o terc-pentilo, o una porcién alcoxi de cadena corta
tal como metoxi, etoxi, propoxi, isopropoxi, butoxi, sec-butoxi, terc-butoxi, pentiloxi, o terc-pentiloxi. En ciertas
modalidades, la porcidon de terminacién es metilo o metoxi. Si bien la porcién de terminaciéon puede ser una porcién
alquilo o alcoxi, debe entenderse que la porcién de terminaciéon puede ser varias porciones como entenderan los
expertos en la técnica que incluyen, pero no se limitan a, porciones de azucar, colesterol, alcoholes, porciones de acidos
grasos y porciones de mPEG.

La porcion activable, A, es una porcién que permite el acoplamiento del oligdmero a un agente activante para formar un
oligébmero activado capaz de acoplarse con el polipéptido de proinsulina. La porcion activable puede ser varias
porciones activables como entenderan los expertos en la técnica que incluyen, pero no se limitan a, -C(O)-OH, C(S)-OH,
-C(S)-SH, -OH, -SH, y NH>.

El oligdmero puede comprender la estructura de Formula XII:
A—X(CH2)mY(C2H4O)nR (X1

en donde:

A es -C(O)-OH, C(S)-OH, -C(S)-SH, -OH, -SH, o NHy;

X es un atomo de oxigeno o un enlace covalente, con la condicién de que X no sea un atomo de oxigeno cuando A es -
OH;
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Y es un éster, un éter, un carbamato, un carbonato, o una porcién de enlace amida, y puede ser una porcion de enlace
éter;

m esta entre un limite inferior de 0, 1, 2, 3,4, 5,6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 0 20 y un limite superior
de4,5,6,7,8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16,17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, o 30, y puede estar entre
un limite inferior de 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8,9, 0 10 y un limite superior de 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19,
20, 21, 0 22, y puede estar, ademas, entre un limite inferior de 3, 4, 5, 6, 7, 8, 0 9 y un limite superior de 4, 5, 6, 7, 8, 9,
10, 11, 12, 13, o 14, y/o entre un limite inferior de 3, 4, 5, 6, 0 7 y un limite superior de 6, 7, 8, 9, 0 10;

n esta entre un limite inferior de 0, 1, 2, 3, 4, 5,6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 0 20 y un limite superior
de 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40,
41, 42,43, 4, 5, 46, 47, 48, 49, 0 50, y puede estar entre un limite inferior de 2, 3, 4, 5, 0 6 y un limite superior de 5, 6, 7,
8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 0 20, y puede estar, ademas, entre un limite inferior de 3, 4, 5, 0 6 y un limite
superior de 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 0 12 subunidades de polialquilenglicol. En algunas modalidades, n puede estar entre un
limite inferior de 4, 5, o 6 y un limite superior de 6, 7, o 8 subunidades de polialquilenglicol, y en ciertas modalidades, n
es 7;

m y n no son 0 ambos; y

R es una porcién alquilo, una porcién de azucar, colesterol, adamantano, una porcién de alcohol, o una porcién de acido
graso. La porcion alquilo puede ser porciones alquilo lineales o ramificadas, saturadas o insaturadas como entenderan
los expertos en la técnica que incluyen, pero no se limitan a, metilo, etilo, propilo, butilo, pentilo, hexilo, heptilo, octilo,
nonilo, decilo, undecilo, dodecilo, tridecilo, tetradecilo, pentadecilo, hexadecilo, octadecilo, nonadecilo, eicosilo,
isopropilo, sec-butilo, terc-butilo, 2-metilbutilo, terc-pentilo, 2-metilpentilo, 3-metilpentilo, 2-etilhexilo, 2-propilpentilo,
vinilo, alilo, 1-butenilo, 2-butenilo, etinilo, 1-propinilo, y 2-propinilo. La porcién alquilo puede ser una porcién alquilo de
cadena corta tal como metilo, etilo, propilo, isopropilo, butilo, sec-butilo, terc-butilo, pentilo, o terc-pentilo. La porcién
alquilo puede ser, ademas, alquilo de C4 a Cs. En ciertas modalidades, la porcion alquilo es metilo. La porcién de acido
graso puede ser una porcion de acido graso saturado o insaturado, lineal o ramificado como entenderan los expertos en
la técnica que incluye, pero no se limita a, lauroleato, miristoleato, palmitoleato, oleato, elaidato, erucato, linoleato,
linolenato, araquidonato, eicosapentaentoato, docosahexaenoato, acetato, caproato, caprilato, caprato, laurato,
araquidato, behenato, lignocerato, y cerotato.

El oligdmero puede comprender la estructura de Férmula XIII:
A——CH2)m(OC2H4),OR (X1

en donde:

A es -C(O)-OH, C(S)-OH, -C(S)-SH, -OH, -SH, o NH_;

m puede estar entre un limite inferior de 0, 1, 2, 3,4, 5,6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 0 20 y un limite
superior de 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, o 30, y puede
estar entre un limite inferior de 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 0 10 y un limite superior de 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16,
17, 18, 19, 20, 21, 0 22, y puede estar, ademas, entre un limite inferior de 3, 4, 5, 6, 7, 8, 0 9 y un limite superior de 4, 5,
6,7,8,9, 10, 11, 12, 13, 0 14, y/o entre un limite inferior de 3, 4, 5, 6, o 7 y un limite superior de 6, 7, 8, 9, o0 10;

n puede estar entre un limite inferior de 0, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 0 20 y un limite
superior de 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38,
39, 40, 1,42, 43, 44, 5, 46, 47, 48, 49, o 50, y puede estar entre un limite inferior de 2, 3, 4, 5, 0 6 y un limite superior de
5,6,7,8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 0 20, y puede estar, ademas, entre un limite inferior de 3,4, 5,06y
un limite superior de 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 0 12 subunidades de polialquilenglicol. En algunas modalidades, n puede estar
entre un limite inferior de 4, 5, o0 6 y un limite superior de 6, 7, o 8 subunidades de polialquilenglicol, y en ciertas
modalidades, n es 7;

m y n no son 0 ambos; y

R es una porcién alquilo, una porcién de azucar, colesterol, adamantano, una porcién de alcohol, o una porcién de acido
graso. La porcion alquilo puede ser porciones alquilo lineales o ramificadas, saturadas o insaturadas como entenderan
los expertos en la técnica que incluyen, pero no se limitan a, metilo, etilo, propilo, butilo, pentilo, hexilo, heptilo, octilo,
nonilo, decilo, undecilo, dodecilo, tridecilo, tetradecilo, pentadecilo, hexadecilo, octadecilo, nonadecilo, eicosilo,
isopropilo, sec-butilo, terc-butilo, 2-metilbutilo, terc-pentilo, 2-metilpentilo, 3-metilpentilo, 2-etilhexilo, 2-propilpentilo,
vinilo, alilo, 1-butenilo, 2-butenilo, etinilo, 1-propinilo, y 2-propinilo. La porcién alquilo puede ser una porcién alquilo de
cadena corta tal como metilo, etilo, propilo, isopropilo, butilo, sec-butilo, terc-butilo, pentilo, o terc-pentilo. La porcién
alquilo puede ser, ademas, alquilo de C4 a Cs. En algunas modalidades, la porcion alquilo es metilo. La porcion de acido
graso puede ser una porcion de acido graso saturado o insaturado, lineal o ramificado como entenderan los expertos en
la técnica que incluye, pero no se limita a, lauroleato, miristoleato, palmitoleato, oleato, elaidato, erucato, linoleato,
linolenato, araquidonato, eicosapentaentoato, docosahexaenoato, acetato, caproato, caprilato, caprato, laurato,
araquidato, behenato, lignocerato, y cerotato.

El oligdmero puede comprender la estructura de Férmula XIV:
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HO——C~(CH,),(0C,H,) OR (XIV)

en donde:

m puede estar entre un limite inferior de 0, 1, 2, 3,4, 5,6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 0 20 y un limite
superior de 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, o 30, y puede
estar entre un limite inferior de 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 0 10 y un limite superior de 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16,
17, 18, 19, 20, 21, 0 22, y puede estar, ademas, entre un limite inferior de 3, 4, 5, 6, 7, 8, 0 9 y un limite superior de 4, 5,
6,7,8,9, 10, 11, 12, 13, 0 14, y/o entre un limite inferior de 3, 4, 5, 6, o 7 y un limite superior de 6, 7, 8, 9, 0 10;

n puede estar entre un limite inferior de 0, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 0 20 y un limite
superior de 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38,
39, 40, 41, 42, 43, 44, 45, 46, 47, 48, 49, o 50, y puede estar entre un limite inferior de 2, 3, 4, 5, 0 6 y un limite superior
de5, 6,7,8,9, 10, 11,12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, o0 20, y puede estar, ademas, entre un limite inferior de 3, 4, 5, 0 6
y un limite superior de 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, o 12 subunidades de polialquilenglicol. En algunas modalidades, n puede
estar entre un limite inferior de 4, 5, o 6 y un limite superior de 6, 7, o 8 subunidades de polialquilenglicol, y en ciertas
modalidades, n puede ser 7;

m y n no son 0 ambos; y

R es una porcién alquilo, una porcién de azucar, colesterol, adamantano, una porcién de alcohol, o una porcién de acido
graso. La porcion alquilo puede ser porciones alquilo lineales o ramificadas, saturadas o insaturadas como entenderan
los expertos en la técnica que incluyen, pero no se limitan a, metilo, etilo, propilo, butilo, pentilo, hexilo, heptilo, octilo,
nonilo, decilo, undecilo, dodecilo, tridecilo, tetradecilo, pentadecilo, hexadecilo, octadecilo, nonadecilo, eicosilo,
isopropilo, sec-butilo, terc-butilo, 2-metilbutilo, terc-pentilo, 2-metilpentilo, 3-metilpentilo, 2-etilhexilo, 2-propilpentilo,
vinilo, alilo, 1-butenilo, 2-butenilo, etinilo, 1-propinilo, y 2-propinilo. La porcién alquilo puede ser una porcién alquilo de
cadena corta tal como metilo, etilo, propilo, isopropilo, butilo, sec-butilo, terc-butilo, pentilo, o terc-pentilo. La porcién
alquilo puede ser, ademas, alquilo de C1 a Cs. En ciertas modalidades, la porcion alquilo puede ser metilo. La porcién de
acido graso puede ser una porcion de acido graso saturado o insaturado, lineal o ramificado como entenderan los
expertos en la técnica que incluye, pero no se limita a, lauroleato, miristoleato, palmitoleato, oleato, elaidato, erucato,
linoleato, linolenato, araquidonato, eicosapentaentoato, docosahexaenoato, acetato, caproato, caprilato, caprato,
laurato, araquidato, behenato, lignocerato, y cerotato.

En las diversas modalidades del método para sintetizar conjugados de polipéptido de péptido C y oligémero descrito
anteriormente, el oligdmero se acopla covalentemente al polipéptido de péptido C. En algunas modalidades, el
oligébmero se acopla al polipéptido de péptido C con el uso de un enlace hidrolizable (por ejemplo, un enlace éster o
carbonato). Un acoplamiento hidrolizable puede proporcionar un conjugado de polipéptido de péptido C y oligémero que
actia como un profarmaco. En ciertos casos, por ejemplo donde el conjugado de polipéptido de péptido C y oligdmero
es biolégicamente inactivo (es decir, el conjugado carece de la capacidad de afectar el cuerpo a través del mecanismo
de accion principal del polipéptido de péptido C), un acoplamiento hidrolizable puede proporcionar un efecto de
liberacion en el tiempo o de liberacion controlada, lo que proporciona el polipéptido de péptido C biolégicamente activo
durante un periodo de tiempo dado a medida que uno o mas oligémeros se escinden de sus conjugados de polipéptido
de péptido C y oligbmero biolégicamente inactivos respectivos para proporcionar el polipéptido de péptido C
biolégicamente activo. En modalidades alternativas, el oligdmero se escinde para producir péptido C. En otras
modalidades, el oligdmero se acopla al polipéptido de péptido C con el uso de un enlace no hidrolizable (por ejemplo, un
enlace carbamato, amida, o éter). El uso de un enlace no hidrolizable puede ser preferible cuando es conveniente
permitir que el conjugado de polipéptido de péptido C y oligdbmero biolégicamente inactivo circule en el torrente
sanguineo durante un periodo de tiempo prolongado, preferentemente, al menos 2 horas. Cuando el oligdmero se
acopla al polipéptido de péptido C con el uso de una porcién de enlace que comprende una porcién carbonilo, tal como
un éster, un carbamato, un carbonato, o una porcién de enlace amida, el conjugado de polipéptido de péptido C y
oligémero resultante es un conjugado de polipéptido de péptido C y acil oligémero.

Los oligémeros empleados en los diversos métodos para sintetizar los conjugados de polipéptido de péptido C y
oligébmero descritos anteriormente estan disponibles comercialmente o pueden sintetizarse por varios métodos como
entenderan los expertos en la técnica. Por ejemplo, los oligdmeros polidispersos pueden sintetizarse por los métodos
que se proporcionan en una o mas de las siguientes referencias: La patente de los Estados Unidos num. 4,179,337
otorgada a Davis y otros; la patente de los Estados Unidos num. 5,567,422 otorgada a Greenwald; la patente de los
Estados Unidos num. 5,359,030 otorgada a Ekwuribe; la patente de los Estados Unidos num. 5,438,040 otorgada a
Ekwuribe, la patente de los Estados Unidos num. 5,681,811 otorgada a Ekwuribe, la patente de los Estados Unidos
nuam. 6,309,633 otorgada a Ekwuribe y otros Los oligdmeros no polidispersos (por ejemplo, sustancialmente
monodispersos y monodispersos) pueden sintetizarse por los métodos que se proporcionan en una o mas de las
siguientes referencias: la solicitud de patente de los Estados Unidos con nim. de serie 09/873,731 presentada el 4 de
junio de 2001 por Ekwuribe y otros titulada "Methods of Synthesizing Substantially Monodispersed Mixtures of Polymers
Having Polyethylene Glycol Mixtures"; la solicitud de patente de los Estados Unidos con num. de serie 09/873,797
presentada el 4 de junio de 2001 por Ekwuribe y otros titulada "Mixtures of Drug-Oligomer Conjugates Comprising
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Polyalkylene Glycol, Uses Thereof, and Methods of Making Same"; y la solicitud de patente de los Estados Unidos con
num. de serie 09/873,899 presentada el 4 de junio de 2001 por Ekwuribe y otros titulada "Mixtures of Insulin Drug-
Oligomer Conjugates Comprising Polyalkylene Glycol, Uses Thereof, and Methods of Making Same". Los oligémeros de
acuerdo con las modalidades de la presente invencién pueden ser sustancialmente monodispersos y pueden ser,
ademas, monodispersos. Los métodos ilustrativos para sintetizar oligdmeros monodispersos se proporcionan en los
Ejemplos que se proporcionan en la presente descripcion.

El contacto del polipéptido de propéptido C con el oligémero en condiciones suficientes para proporcionar un conjugado
de polipéptido de propéptido C y oligémero puede realizarse con el uso de varias condiciones como entenderan los
expertos en la técnica. El contacto del polipéptido de propéptido C con el oligdmero en condiciones suficientes para
proporcionar un conjugado de polipéptido de propéptido C y oligémero comprende poner con contacto el oligbmero con
un agente activante en condiciones suficientes para proporcionar un oligémero activado; y poner en contacto el
oligébmero activado con el polipéptido de propéptido C en condiciones suficientes para proporcionar el conjugado de
polipéptido de propéptido C. El oligomero activado puede formarse ex situ o in situ.

El agente activante puede ser varios agentes activantes capaces de activar uno o mas de los oligdbmeros descritos
anteriormente de manera que el oligdmero sea capaz de reaccionar con funciones hidroxilo y/o funciones amino
nucleofilicas en el polipéptido de proinsulina como entenderan los expertos en la técnica que incluyen, pero no se limitan
a, N-hidroxisuccinimida, p-nitrofenil cloroformiato, 1,3-diciclohexilcarbodiimida, y hidroxibenzotriazida.

El experto en la técnica entendera las condiciones suficientes para acoplar el agente activante al oligdmero para
proporcionar un oligdmero activado. Por ejemplo, el experto en la técnica puede referirse a R.C. Larock,
COMPREHENSIVE ORGANIC TRANSFORMATIONS. A GUIDE TO FUNCTIONAL GROUP PREPARATIONS (2d
Edicion, Nueva York, Wiley-VCH, 1999).

Las condiciones suficientes para acoplar el oligdmero activado al polipéptido de propéptido C se entenderan por un
experto en la técnica. Por ejemplo, el polipéptido de propéptido C puede disolverse en un solvente aprotico dipolar, tal
como dimetilsulfoxido, para proporcionar una solucion de polipéptido de propéptido C. Un agente amortiguador, tal como
trietilamina, puede afiadirse a la solucion de polipéptido de propéptido C. El oligdbmero activado disuelto en un solvente
anhidro tal como acetonitrilo puede afiadirse después a la solucién de polipéptido de propéptido C. El experto en la
técnica puede referirse, ademas, a R.C. Larock, COMPREHENSIVE ORGANIC TRANSFORMATIONS. A GUIDE TO
FUNCTIONAL GROUP PREPARATIONS (2d Edicion, Nueva York, Wiley-VCH, 1999). La relacion molar de oligdmero
activado respecto a polipéptido de propéptido C puede ser mayor que aproximadamente 1:1, mayor que
aproximadamente 2:1, mayor que aproximadamente 3:1, mayor que aproximadamente 4:1, y/o mayor que
aproximadamente 5:1.

En las diversas modalidades de métodos para sintetizar los conjugados de polipéptido de péptido C y oligémero
descritos anteriormente, mas de un oligémero (es decir, una pluralidad de oligdmeros) pueden acoplarse a la porcion de
polipéptido de péptido C del polipéptido de propéptido C. En otras modalidades, el(los) oligémero(s) puede(n)
conjugarse a las porciones de polipéptido de péptido C e insulina del polipéptido de propéptido C, por ejemplo, para
facilitar la separacion. Los oligobmeros en la pluralidad pueden ser iguales. Sin embargo, debe entenderse que los
oligdbmeros en la pluralidad pueden ser diferentes entre si, o, alternativamente, algunos de los oligémeros en la
pluralidad pueden ser iguales y algunos pueden ser diferentes. Cuando una pluralidad de oligobmeros se acopla a la
porcién de polipéptido de péptido C del polipéptido de propéptido C, uno o mas de los oligdmeros pueden acoplarse a la
porcién de polipéptido de péptido C del polipéptido de propéptido C con enlaces hidrolizables y uno o mas de los
oligdbmeros pueden acoplarse a la porcién de polipéptido de péptido C del polipéptido de propéptido C con enlaces no
hidrolizables. Alternativamente, todos los enlaces que acoplan la pluralidad de oligémeros a la porcién de polipéptido de
péptido C del polipéptido de propéptido C pueden ser hidrolizables, pero tener grados variables de capacidad de
hidrélisis de manera que, por ejemplo, uno o mas de los oligdmeros se eliminan rapidamente del polipéptido de péptido
C o porcién de polipéptido de péptido C del polipéptido de propéptido C por hidrélisis en el cuerpo y uno o mas de los
oligdmeros se eliminan lentamente del polipéptido de péptido C o porcion de polipéptido de péptido C por hidrdlisis en el
cuerpo.

En las diversas modalidades de los métodos para sintetizar conjugados de polipéptido de péptido C y oligdmero
descritos anteriormente, el oligédmero puede acoplarse a la porcion de polipéptido de péptido C del polipéptido de
propéptido C (y opcionalmente a la porcion de polipéptido de insulina y/o la porcidon de polipéptido lider cuando esta
presente) en varios residuos nucleofilicos de la porcion de polipéptido de péptido C que incluyen, pero no se limitan a,
funciones hidroxilo y/o funciones amino nucleofilicas. Las funciones hidroxilo nucleofilicas pueden encontrarse, por
ejemplo, en los residuos de serina y/o tirosina, y las funciones amino nucleofilicas pueden encontrarse, por ejemplo, en
los residuos de histidina y/o lisina, y/o en uno o mas extremos N terminales del polipéptido. Cuando un oligébmero se
acopla al uno o mas extremos N terminales del polipéptido de proinsulina, el acoplamiento puede formar una amina
secundaria.

La escision del uno o mas péptidos del conjugado de polipéptido de propéptido C y oligdmero para proporcionar el
conjugado de polipéptido de péptido C y oligémero puede realizarse por varios procesos como entenderan los expertos
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en la técnica. La escision del uno o mas péptidos del conjugado de polipéptido de propéptido C y oligdmero comprende
poner con contacto el conjugado de polipéptido de propéptido C y oligdmero con una o mas enzimas que son capaces
de escindir el(los) enlace(s) entre el uno o mas péptidos y el polipéptido de péptido C en condiciones suficientes para
escindir el uno o mas péptidos del conjugado de polipéptido de propéptido C y oligdmero. Como se describe en varias
referencias, por ejemplo, Kemmler y otros "Studies on the Conversion of Proinsulin to Insulin," J. Biol. Chem., 246: 6786-
6791 (1971), el experto en la técnica entendera cémo seleccionar las enzimas adecuadas en vista del(de los) enlace(s)
peptidico(s) particular(es) a escindir y como proporcionar condiciones suficientes para escindir el uno o mas péptidos del
conjugado de polipéptido de propéptido C y oligdbmero. La una o mas enzimas pueden comprender varias enzimas que
incluyen, pero no se limitan a, tripsina, quimotripsina, carboxipeptidasa B, y mezclas de estas. En algunas modalidades,
la una o mas enzimas pueden ser tripsina, carboxipeptidasa B, y mezclas de estas.

La presente descripcion proporciona un método para sintetizar un conjugado de polipéptido de insulina y oligémero que
comprende:

(a) poner en contacto un polipéptido de proinsulina con un oligémero que comprende una porcién hidrofilica y/o una
porcion lipofilica en condiciones suficientes para acoplar el oligémero al polipéptido de proinsulina y proporcionar un
conjugado de polipéptido de proinsulina y oligémero, en donde el polipéptido de proinsulina comprende:

(i) un polipéptido de insulina; y

(ii) uno o mas polipéptidos no insulinicos acoplados al polipéptido de insulina por enlace(s) peptidico(s) capaces de
escindirse para producir el polipéptido de insulina; y

(b) escindir el uno o mas polipéptidos no insulinicos del conjugado de polipéptido de proinsulina y oligémero para
proporcionar el conjugado de polipéptido de insulina y oligémero. El aumento de la actividad con relacién a la insulina
esta presente, por ejemplo, cuando la administracion produce un efecto de disminucion de glucosa que es mayor que el
efecto de disminucion de glucosa de una cantidad de insulina correspondiente.

El polipéptido de proinsulina puede comprender multiples sitios de conjugacion; y puede producirse un polipéptido de
proinsulina con oligdmero que comprende multiples oligémeros y/o el polipéptido de proinsulina puede comprender uno
0 mas sitios de conjugacion en la porcion de polipéptido de insulina de este, y puede producirse un polipéptido de
proinsulina con oligdbmero que comprende uno o mas oligémeros en la porcion de polipéptido de insulina de este. En
otra modalidad, los métodos pueden comprender un conjugado de polipéptido de proinsulina y oligémero en donde uno
o0 mas de los polipéptidos no insulinicos no estan conjugados.

Un polipéptido de proinsulina de los métodos puede comprender al menos un sitio de conjugacion en la porcién de
polipéptido de insulina de este; y al menos un sitio de conjugacion en una o mas porciones de polipéptido no insulinico
de este; y puede producirse un polipéptido de proinsulina con oligdmero que puede comprender al menos un oligémero
acoplado a la porcion de polipéptido de insulina de este; y al menos un oligdmero acoplado a una o mas de las
porciones de polipéptido no insulinico de este.

Los métodos de esta descripcion pueden comprender, ademas, poner en contacto el oligobmero con un agente activante
en condiciones suficientes para proporcionar un oligémero activado capaz de acoplarse a una funcionalidad nucleofilica
en el polipéptido de proinsulina; y poner en contacto el oligobmero activado con el polipéptido de proinsulina en
condiciones suficientes para proporcionar el conjugado de polipéptido de proinsulina y oligbmero. En ciertas
modalidades, los métodos pueden realizarse in situ.

En algunas modalidades de los métodos, la relaciéon molar de oligémero activado respecto a polipéptido de proinsulina
puede ser mayor que aproximadamente 1:1, mayor que aproximadamente 3:1, y/o mayor que aproximadamente 4:1.

El oligémero en los métodos puede comprender una porcion de polietilenglicol y en algunas modalidades, el oligdmero
puede consistir esencialmente en una porcion de polietilenglicol.

En los métodos, el polipéptido de insulina puede comprender un polipéptido de cadena A y un polipéptido de cadena B,
y puede comprender uno o mas polipéptidos no insulinicos que comprenden un péptido conector acoplado en un primer
extremo al extremo C terminal del polipéptido de cadena B y acoplado en un segundo extremo al extremo N terminal del
polipéptido de cadena A. En algunas modalidades, la cadena B puede comprender un sitio de conjugacion en B29, y el
conjugado de polipéptido de insulina y oligdmero puede conjugarse en el sitio de conjugacién B29. En otras
modalidades, el polipéptido de proinsulina puede tener una sola lisina en B29, y el conjugado de polipéptido de insulina
y oligébmero puede ser un monoconjugado en B29. En modalidades adicionales, el oligémero puede acoplarse a la lisina
en la posicion B29 de la insulina y a la fenilalanina en la posicion B1 de la insulina, para formar de esta manera un
diconjugado en B1, B29. El oligdmero puede acoplarse, ademas, en el sitio de conjugacion en B1 en la cadena B de la
insulina, lo que resulta en un conjugado de polipéptido de insulina y oligdbmero que esta conjugado en el sitio de
conjugacion B1. Aun en modalidades adicionales, el péptido conector puede ser un polipéptido de péptido C, que puede
comprender una lisina, y los métodos de esta invencién pueden producir un polipéptido de proinsulina con oligémero en
el que la(s) lisina(s) del polipéptido de péptido C esta(n) acoplada(s) a oligomero(s). En otras modalidades, el péptido
conector puede carecer de residuos de lisina.

Ademas, en los métodos de esta descripcion, el polipéptido de proinsulina puede comprender un péptido lider acoplado
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al extremo N terminal del polipéptido de cadena B y el péptido lider puede comprender una lisina, y puede producirse un
polipéptido de proinsulina con oligémero en el que la(s) lisina(s) del péptido lider esta(n) acoplada(s) a oligémero(s). En
algunas modalidades, el péptido lider puede carecer de residuos de lisina.

En algunas modalidades de los métodos, puede producirse un polipéptido de proinsulina con oligémero que comprende
un oligébmero acoplado en un extremo N terminal del péptido lider y en algunas modalidades, el uno o mas o mas
polipéptidos no insulinicos pueden comprender un péptido lider acoplado al extremo N terminal del polipéptido de
cadena B. El péptido lider puede comprender una lisina y puede producirse un polipéptido de proinsulina con oligémero
en el que la(s) lisina(s) del péptido C esta(n) acoplada(s) a oligobmero(s). En otras modalidades, el péptido lider puede
carecer de residuos de lisina.

En otras modalidades de los métodos, el polipéptido de proinsulina puede comprender un polipéptido de cadena Ay un
polipéptido de cadena B, y el extremo C terminal del polipéptido de cadena B puede acoplarse al extremo N terminal del
polipéptido de cadena A.

En algunas modalidades de los métodos, el polipéptido de proinsulina puede acoplarse en el extremo N terminal de la
cadena B a un péptido lider por un enlace peptidico escindible. En otras modalidades, el polipéptido de insulina puede
ser insulina y el oligdbmero puede acoplarse a la lisina en la posicion B29 de la insulina o el oligdmero puede acoplarse
en la posicion B1y en la posicion B29 de la insulina para formar un diconjugado.

Aun en otras modalidades de los métodos, el polipéptido de insulina puede ser un analogo de insulina que puede ser,
pero no se limita a, Gli*?'insulina, humana; Gli*?' GIn® insulina, humana; Ala®?" insulina, humana; Ala*?' GInB3 insulina,
humana; GInB2 insulina, humana; GInB3° insulina, humana; Gli*2' GluB30 insulina, humana; Gli*2' GInB3 GIuB3? insulina,
humana; GInB® GIuB% insulina, humana; Asp®?® insulina, humana; LisB®insulina, humana; Leu®?® insulina, humana;
Val®?8 insulina, humana; Ala®?8insulina, humana; Asp®?® ProB?® insulina, humana; LisB?8 ProB?° insulina, humana; LeuB??
ProB2? insulina, humana; Val28 ProB2® insulina, humana; AlaB%® ProB2° insulina, humana.

El conjugado de polipéptido de insulina y oligdmero puede estar equilibrado anfifilicamente y/o el oligémero puede estar
presente como una mezcla sustancialmente monodispersa y/o el oligdmero puede estar presente como una mezcla
monodispersa.

La porcion hidrofilica del oligodmero puede ser una porcién de polialquilenglicol y/o la porcion de polialquilenglicol puede
ser una porcion de polietilenglicol. La porcion de polialquilenglicol puede tener entre 1 y 50 subunidades de
polialquilenglicol, entre 3 y 50 subunidades de polialquilenglicol, entre 2 y 10 subunidades de polialquilenglicol, entre 4 y
10 subunidades de polialquilenglicol, y/o al menos 2 subunidades de polialquilenglicol.

La porcion lipofilica puede ser una porcion alquilo o de acido graso y la porcion lipofilica puede tener entre 1 y 28
atomos de carbono, entre 2 y 24 atomos de carbono, entre 3 y 18 atomos de carbono, entre 4 y 12 atomos de carbono,
entre 5y 7 atomos de carbono, y/o entre 4 y 14 atomos de carbono.

La escision de uno o mas polipéptidos no insulinicos del conjugado de polipéptido de proinsulina y oligémero puede
comprender poner en contacto el conjugado de polipéptido de proinsulina y oligdmero con una o mas enzimas que son
capaces de escindir el(los) enlace(s) entre el uno o mas polipéptidos no insulinicos y el polipéptido de insulina en
condiciones suficientes para escindir el uno o mas polipéptidos no insulinicos del conjugado de polipéptido de
proinsulina y oligémero. La una o mas enzimas pueden ser, por ejemplo, tripsina, carboxipeptidasa B, y/o mezclas de
estas.

El péptido conector puede tener un residuo aminoacidico terminal en el primer extremo, y la escision del péptido
conector del conjugado de polipéptido de proinsulina y oligdmero puede comprender poner en contacto el conjugado de
polipéptido de proinsulina y oligdmero con una primera enzima en condiciones suficientes para proporcionar un
conjugado de polipéptido de insulina con residuo aminoacidico terminal y oligébmero; y poner en contacto el conjugado
de polipéptido de insulina con residuo aminoacidico terminal y oligdmero con una segunda enzima en condiciones
suficientes para proporcionar el conjugado de polipéptido de insulina y oligdmero. El residuo aminoacidico terminal
puede ser un residuo de arginina, el polipéptido de insulina puede ser insulina, y el péptido conector puede ser péptido
C humano. En estas modalidades, el contacto del conjugado de polipéptido de proinsulina y oligdbmero con una primera
enzima y el contacto del conjugado de polipéptido de insulina con residuo aminoacidico terminal y oligdmero con una
segunda enzima puede producirse sustancialmente de forma simultdnea. Ademas, la primera enzima y la segunda
enzima pueden proporcionarse en una mezcla que comprende la primera enzima y la segunda enzima y en algunas
modalidades, la primera enzima puede ser tripsina, y la segunda enzima puede ser carboxipeptidasa B.

Los métodos pueden comprender, ademas, modificar quimicamente uno o mas de los oligdmeros del conjugado de
polipéptido de insulina y oligémero, activar uno o mas de los oligdmeros del conjugado de polipéptido de insulina y
oligémero, alargar uno o mas de los oligémeros del conjugado de polipéptido de insulina y oligébmero y/o acortar uno o
mas de los oligémeros del conjugado de polipéptido de insulina y oligémero.
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En los métodos de esta descripcion, el rendimiento de conjugado de polipéptido de insulina y oligdmero puede ser
mayor que 75 por ciento, mayor que 85 por ciento, mayor que aproximadamente 90 por ciento, mayor que 95 por ciento,
y/o mayor que 99 por ciento.

Los métodos de esta descripcion comprenden, ademas, un método para sintetizar un polipéptido de insulina, que
comprende sintetizar un conjugado de polipéptido de insulina y oligdmero como se describe en la presente descripcion e
hidrolizar el(los) oligémero(s) del conjugado de polipéptido y oligdmero para producir el polipéptido de insulina.

En la presente descripcion se proporciona, ademas, un método para sintetizar insulina, que comprende sintetizar un
conjugado de polipéptido de insulina y oligdmero como se describe en la presente descripcion e hidrolizar el(los)
oligémero(s) del conjugado de polipéptido y oligébmero para producir insulina.

En modalidades adicionales, la presente descripcion proporciona un método para sintetizar un conjugado de polipéptido
de insulina y oligdmero que comprende: poner en contacto un polipéptido de proinsulina que comprende un polipéptido
de insulina acoplado a uno o mas polipéptidos no insulinicos por enlace(s) peptidico(s) capaces de escindirse para
producir el polipéptido de insulina con un oligémero que comprende la estructura de Férmula I:

A—L—G—R—GCG»n—R—G"+—T 0]

en donde:

A es una porcién activable;

L es una porcién enlazante opcional;

G, G'y G" son cada una porciones espaciadoras opcionales;

R es una porcion lipofilica y R' es una porcién de polialquilenglicol, o R' es la porcion lipofilica y R es la porcién de
polialquilenglicol, y en donde, (i) R y R' estan ambas presentes, o (ii) R y G estan ausentes y L esta acoplada a G’ si
esta presente 0 a R' si G' no esta presente, o (iii) R' y G" estan ausentes y T esta acoplado a G' si esta presente o a R si
G' no esta presente;

T es una porcidn de terminacion; y

j, k, my n son individualmente 0 o 1;

en condiciones suficientes para acoplar el oligémero a la porcion de polipéptido de insulina del polipéptido de proinsulina
y proporcionar un conjugado de polipéptido de proinsulina y oligémero; y

(b) escindir el uno o mas polipéptidos no insulinicos del conjugado de polipéptido de proinsulina y oligémero para
proporcionar el conjugado de polipéptido de insulina y oligémero.

En ciertas modalidades de los métodos de esta descripcion, R y R' pueden estar ambos presentes; R y G pueden estar
ausentes y L puede acoplarse a G' si esta presente 0 a R' si G' no esta presente; R' puede ser una porcion de
polietilenglicol; R'y G" pueden estar ausentes y T puede acoplarse a G' si esta presente o a R si G' no esta presente; A
puede ser -C(O)-OH, C(S)-OH, -C(S)-SH, -OH, -SH, y/o NHa. L puede ser una porcion alquilo o una porcion de acido
graso; G, G'y G" pueden seleccionarse individualmente de porciones de azulcar, colesterol, y porciones de glicerina; y/o
T puede ser alquilo y alcoxi.

En modalidades especificas de los métodos de esta descripcién, A puede ser una porcién de acido carboxilico; R puede
ser una porcion alquilo que tiene entre 3 y 8 atomos de carbono; R' puede ser un polietilenglicol que tiene entre 4 y 10
subunidades de polietilenglicol; T puede ser un alquilo de cadena corta o alcoxi de cadena corta; y j, k, m y n pueden ser
0. En otras modalidades, A puede ser una porcién de acido carboxilico; R puede ser una porcién alquilo que tiene entre
3 y 8 atomos de carbono; R' puede ser un polietilenglicol que tiene 7 subunidades de polietilenglicol; T puede ser
metoxi; y j, k, m y n pueden ser 0.

En la presente descripcion se proporciona, ademas, un método para sintetizar un conjugado de polipéptido de insulina 'y
oligébmero que comprende: poner en contacto un polipéptido de proinsulina que comprende un polipéptido de insulina
acoplado a uno o mas polipéptidos no insulinicos por enlace(s) peptidico(s) capaces de escindirse para producir €l
polipéptido de insulina con un oligdmero que comprende la estructura de Férmula Il

A—X(CH2)mY(C2H40)aR (I

en donde:

A es -C(O)-OH, C(S)-OH, -C(S)-SH, -OH, -SH, o NHy;

X es un atomo de oxigeno o un enlace covalente, con la condicién de que X no sea un atomo de oxigeno cuando A es -
OH;

Y es un éster, un éter, un carbamato, un carbonato, o una porcién de enlace amida;

m esta entre 0 y 30;

m esta entre 0 y 50;

m y n no son 0 ambos; y
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R es una porcién alquilo, una porcién de azucar, colesterol, adamantano, una porcién de alcohol, o una porcién de acido
graso;

en condiciones suficientes para acoplar el oligémero a la porcion de polipéptido de insulina del polipéptido de proinsulina
y proporcionar un conjugado de polipéptido de proinsulina y oligébmero; y escindir el uno o mas polipéptidos no
insulinicos del conjugado de polipéptido de proinsulina y oligdmero para proporcionar el conjugado de polipéptido de
insulina y oligémero.

Se proporciona, ademas, un método para sintetizar un conjugado de polipéptido de insulina y oligbmero que comprende:
poner en contacto un polipéptido de proinsulina que comprende un polipéptido de insulina acoplado a uno o mas
polipéptidos no insulinicos por enlace(s) peptidico(s) capaces de escindirse para producir el polipéptido de insulina con
un oligébmero que comprende la estructura de Férmula llI:

A-(CH2)m(OC2H,),OR ()

en donde:

A es -C(0)-OH, C(S)-OH, -C(S)-SH, -OH, -SH, o NHy;

m esta entre 0 y 25;

m esta entre 0 y 25;

m y n no son 0 ambos; y

R es alquilo;

en condiciones suficientes para acoplar el oligémero a la porcion de polipéptido de insulina del polipéptido de proinsulina
y proporcionar un conjugado de polipéptido de proinsulina y oligébmero; y escindir el uno o mas polipéptidos no
insulinicos del conjugado de polipéptido de proinsulina y oligdmero para proporcionar el conjugado de polipéptido de
insulina y oligémero.

Adicionalmente se proporciona un método para sintetizar un conjugado de polipéptido de insulina y oligémero que
comprende: poner en contacto un polipéptido de proinsulina que comprende un polipéptido de insulina que tiene un
polipéptido de cadena A y un polipéptido de cadena B, que comprende un residuo de lisina; un péptido conector
acoplado en un primer extremo al extremo C terminal del polipéptido de cadena B y acoplado en un segundo extremo al
extremo N terminal del polipéptido de cadena A; y un péptido lider acoplado al extremo N terminal del polipéptido de
cadena B con un oligémero que comprende la estructura de Férmula IV:

Q

HO——C~(CIH,),(OC,H,) OR av)

en donde:

m esta entre 0 y 30;

m esta entre 0 y 50;

m y n no son 0 ambos; y

R es alquilo;

en condiciones suficientes para acoplar el oligémero al residuo de lisina del polipéptido de cadena B de la porcion de
polipéptido de insulina del polipéptido de proinsulina y proporcionar un conjugado de polipéptido de proinsulina y
oligémero; y escindir enzimaticamente el péptido conector y el péptido lider del conjugado de polipéptido de proinsulina
y oligémero para proporcionar el conjugado de polipéptido de insulina y oligémero.

En los métodos descritos en la presente descripcion, m puede estar entre 3 y 16, entre 4 y 14, y/o entre 5y 10. En
algunas modalidades, n puede estar entre 3y 18, entre 4 y 14 y/o entre 5y 10 y R puede ser un alquilo de cadena corta,
R puede ser un alquilo C1 a C3, y/o R puede ser un metilo.

La presente descripcion proporciona, ademas, un método para sintetizar un conjugado de insulina y oligdmero que

comprende: poner en contacto un polipéptido de proinsulina, que comprende proinsulina acoplada en su extremo N
terminal a un péptido lider, con un oligémero que comprende la estructura de Férmula V:

HO—C~(CHps(OC,H,),0CH; (V)
en condiciones suficientes para acoplar el oligdmero al residuo de lisina B29 de la proinsulina y proporcionar un

conjugado de polipéptido de proinsulina y oligémero; y escindir enzimaticamente el péptido C y el péptido lider del
conjugado de polipéptido de proinsulina y oligédmero para proporcionar el conjugado de insulina y oligémero.
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En los métodos descritos en la presente descripcion, la escision enzimatica del péptido C y el péptido lider del
conjugado de polipéptido de proinsulina y oligémero puede comprender poner en contacto el conjugado de polipéptido
de proinsulina y oligdmero con una primera enzima en condiciones suficientes para proporcionar un conjugado de
(Arg®")-insulina y oligémero; y poner en contacto el conjugado de polipéptido de (Arg3')-insulina y oligémero con una
segunda enzima en condiciones suficientes para proporcionar el conjugado de polipéptido de insulina y oligémero. La
primera enzima puede ser tripsina y la segunda enzima puede ser carboxipeptidasa B.

En la presente descripcion se proporciona, ademas, un método para sintetizar un conjugado de polipéptido de insulina y
acil oligébmero, que comprende escindir enzimaticamente uno o mas polipéptidos no insulinicos de un conjugado de
polipéptido de proinsulina y acil oligémero para proporcionar el conjugado de polipéptido de insulina y acil oligémero.

En otra modalidad, la presente descripcion proporciona un método para sintetizar un conjugado de insulina y acil
oligébmero que comprende escindir enzimaticamente un péptido lider y un péptido C de un conjugado de polipéptido de
proinsulina y acil oligdmero que comprende la siguiente estructura:

Péptido C

\ /

Insulina (O

r

Péptido lider

para proporcionar el conjugado de insulina y acil oligémero que comprende la siguiente estructura:

Insulina Q

HN——C-{CH,)s(OC,H4)»OCH;

En los métodos descritos en la presente descripcion, el péptido lider puede carecer de residuos de lisina y/o la escision
enzimatica del péptido C y el péptido lider del conjugado de polipéptido de proinsulina y acil oligdmero puede
comprender poner en contacto el conjugado de polipéptido de proinsulina y oligémero con una primera enzima en
condiciones suficientes para proporcionar un conjugado de (Arg 3")-insulina y oligémero; y poner en contacto el
conjugado de polipéptido de (Arg®")-insulina y oligbmero con una segunda enzima en condiciones suficientes para
proporcionar el conjugado de polipéptido de insulina y oligbmero. La primera enzima puede ser tripsina y la segunda
enzima puede ser carboxipeptidasa B.

En la presente descripcion se proporciona, ademas, un método para sintetizar un conjugado de polipéptido de
proinsulina y oligémero que comprende poner con contacto un polipéptido de proinsulina con un oligdmero que
comprende una porcion hidrofilica y una porcion lipofilica en condiciones suficientes para proporcionar el conjugado de
polipéptido de proinsulina y oligémero.

Se proporciona, ademas, un método para sintetizar un conjugado de polipéptido de péptido C y oligdbmero que
comprende: poner en contacto un polipéptido de propéptido C que comprende un polipéptido de péptido C acoplado a
uno o mas polipéptidos no insulinicos por enlace(s) peptidico(s) escindible(s) para producir el polipéptido de péptido C
con un oligdmero en condiciones suficientes para acoplar el oligdmero a la porcion de polipéptido de péptido C del
polipéptido de propéptido C y proporcionar un conjugado de polipéptido de propéptido C y oligémero; y escindir el uno o
mas polipéptidos no insulinicos del conjugado de polipéptido de propéptido C y oligbmero para proporcionar el
conjugado de polipéptido de péptido C y oligémero. El polipéptido de péptido C puede ser péptido C, el polipéptido de
propéptido C puede ser un polipéptido de proinsulina, y/o el polipéptido de propéptido C puede ser proinsulina.

Se apreciara que aunque la discusion anterior se enfoca principalmente en polipéptidos de insulina y similares, los
principios de la descripcion pueden aplicarse de igual modo a la fabricacion de otros propolipéptidos. Asi, por ejemplo,
los principios de la descripcién pueden aplicarse a polipéptidos pro-X, donde X puede ser, pero no se limita a, insulina,
hormona paratiroidea (1-34) (PTH (1-34)), péptido natriurético humano de tipo B (hBNP), péptido natriurético atrial
(ANP), péptido similar a glucagén 1 (GLP 1), factor de liberacion de colecistoquinina luminal (LCRF), péptido C, leu-
encefalina, met-encefalina, lisina-leu-encefalina, asi como cualquier otro polipéptido o analogo de un polipéptido
actualmente conocido o que se identifique posteriormente, para el que pueda producirse un propolipéptido y/o pueda
producirse un polipéptido a partir de un propolipéptido de acuerdo con la presente descripcion.

Asi, en una modalidad, la presente descripcion proporciona un método para sintetizar un conjugado de polipéptido X y
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oligémero. El método incluye, generalmente, poner en contacto un polipéptido pro-X con un oligdmero que comprende
una porcion hidrofilica y/o una porcién lipofilica. La etapa de contacto se produce, generalmente, en condiciones
suficientes para acoplar el oligémero al polipéptido pro-X y proporcionar un conjugado de polipéptido pro-X y oligémero.
El polipéptido pro-X incluye, generalmente, un polipéptido X y uno o mas polipéptidos no X acoplados al polipéptido X
por enlace(s) peptidico(s) capaces de escindirse para producir el polipéptido X. Después de la conjugacion, el método
incluye, generalmente, escindir el uno o mas polipéptidos no X del conjugado de polipéptido pro-X y oligdmero para
proporcionar el conjugado de polipéptido X y oligémero.

El polipéptido pro-X puede incluir multiples sitios de conjugacioén, y puede producirse un polipéptido pro-X y oligémero
que comprende multiples oligémeros. El polipéptido pro-X puede incluir uno o mas sitios de conjugacion en la porcion de
polipéptido X de este, y puede producirse un polipéptido pro-X con oligdmero que comprende uno o mas oligdmeros en
la porcién de polipéptido X de este. Los métodos de esta descripcién pueden usarse, ademas, para producir un
conjugado de polipéptido pro-X y oligdmero en donde uno o mas de los polipéptidos no X no estan conjugados.

El polipéptido pro-X puede incluir al menos un sitio de conjugacioén en la porcion de polipéptido X de este. El polipéptido
pro-X puede incluir al menos un sitio de conjugacién en una o mas porciones de polipéptido no X de este. Puede
producirse un polipéptido pro-X con oligdmero que puede incluir al menos un oligdmero acoplado a la porcion de
polipéptido X de este; y al menos un oligémero acoplado a una o mas de las porciones de polipéptido no X de este.

Los métodos de esta descripcidon pueden incluir, ademas, poner en contacto el oligdmero con un agente activante en
condiciones suficientes para proporcionar un oligémero activado capaz de acoplarse a una funcionalidad nucleofilica en
el polipéptido pro-X; y poner en contacto el oligémero activado con el polipéptido pro-X en condiciones suficientes para
proporcionar el conjugado de polipéptido pro-X y oligémero. Los métodos pueden realizarse in situ.

En algunas modalidades de los métodos de esta descripcion, la relacion molar de oligdmero activado respecto a
polipéptido pro-X puede ser mayor que aproximadamente 1:1, mayor que aproximadamente 3:1, y/o mayor que
aproximadamente 4:1.

En algunas modalidades, el oligémero se acopla al polipéptido pro-X en un sitio de conjugacion que esta dentro de 1, 2,
3,4,5,6, 7, 8,90 10 aminoacidos del sitio de hidrdlisis (contando el ultimo péptido que queda después de la hidrdlisis
como el aminoacido 1 del sitio de hidrdlisis).

Los oligdmeros usados pueden incluir una porcién de polietilenglicol y en algunas modalidades, el oligdmero puede
consistir esencialmente en una porciéon de polietilenglicol. La porcién de polietilenglicol puede incluir, en algunas
modalidades 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31,
32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 41, 42, 43, 44, 45, 46, 47, 48, 49 o 50 subunidades de polietilenglicol, y puede ser
lineal, ramificada, y/o en bucle.

En los métodos de esta descripcion, el polipéptido X puede incluir dos o mas cadenas polipeptidicas, y puede incluir uno
0 mas polipéptidos no X acoplados a las cadenas polipeptidicas. Las cadenas polipeptidicas pueden incluir sitios de
conjugacion, tales como amino terminales y/o grupos funcionales conjugables, tales como cadenas laterales de lisina. El
conjugado de polipéptido X y oligémero puede conjugarse en uno o mas de los sitios de conjugacién. En algunas
modalidades, el polipéptido pro-X puede tener una sola lisina, y el conjugado de polipéptido X y oligdmero puede ser un
monoconjugado. Aun en modalidades adicionales, el polipéptido pro-X puede incluir un péptido conector o un
polipéptido de péptido C que conecta una o mas subunidades del polipéptido pro-X. Los métodos pueden producir un
polipéptido pro-X con oligémero en el que la(s) lisina(s) del polipéptido conector o péptido C esta(n) acoplada(s) a
oligémero(s). En otras modalidades, el péptido conector o péptido C puede carecer de residuos de lisina.

El polipéptido pro-X puede incluir un péptido lider acoplado a un extremo N terminal del polipéptido pro-X o una
subunidad de polipéptido de este. El péptido lider puede incluir una o mas lisinas, y puede producirse un polipéptido pro-
X con oligémero en el que la(s) lisina(s) del péptido lider esta(n) acoplada(s) a oligémero(s). En algunas modalidades, el
péptido lider puede carecer de residuos de lisina.

En algunas modalidades de los métodos de esta descripcion, puede producirse un polipéptido pro-X con oligobmero que
comprende un oligdmero acoplado en un extremo N terminal del péptido lider. El uno o mas polipéptidos no X pueden
incluir un péptido lider acoplado a un extremo N terminal del polipéptido X. El péptido lider puede incluir una lisina y
puede producirse un conjugado de polipéptido pro-X y oligémero en el que la(s) lisina(s) del péptido C esta(n)
acoplada(s) a oligémero(s). En otras modalidades, el péptido lider puede carecer de residuos de lisina.

El polipéptido pro-X puede incluir un polipéptido de cadena A y un polipéptido de cadena B, y el extremo C terminal del
polipéptido de cadena B puede acoplarse al extremo N terminal del polipéptido de cadena A.

El polipéptido pro-X puede acoplarse en el extremo N terminal de la cadena B a un péptido lider por un enlace peptidico

escindible. En otras modalidades, el polipéptido X puede ser insulina y el oligémero puede acoplarse a la lisina en la
posiciéon B29 de la insulina.
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El método de la descripcion puede usarse para producir péptidos nativos conjugados, asi como analogos de péptidos
nativos conjugados.

El conjugado de polipéptido X y oligémero puede estar equilibrado anfifilicamente. El polipéptido X con oligémero puede
ser soluble en solventes organicos asi como en agua. El oligbmero puede estar presente como una mezcla
sustancialmente monodispersa y/o el oligémero puede estar presente como una mezcla monodispersa. La porcion
hidrofilica del oligémero puede comprender, consistir esencialmente en o consistir en una porcion de polialquilenglicol
y/o la porcion de polialquilenglicol puede ser una porcion de polietilenglicol. La porcién de polialquilenglicol puede tener
entre 1 y 50 subunidades de polialquilenglicol, entre 3 y 50 subunidades de polialquilenglicol, entre 2 y 10 subunidades
de polialquilenglicol, entre 4 y 10 subunidades de polialquilenglicol, y/o al menos 2 subunidades de polialquilenglicol.

La porcion lipofilica puede ser una porcion alquilo o de acido graso y la porcion lipofilica puede tener entre 1 y 28
atomos de carbono, entre 2 y 24 atomos de carbono, entre 3 y 18 atomos de carbono, entre 4 y 12 atomos de carbono,
entre 5y 7 atomos de carbono, y/o entre 4 y 14 atomos de carbono.

La escision de uno o mas polipéptidos no X del conjugado de polipéptido pro-X y oligédmero puede incluir poner en
contacto el conjugado de polipéptido pro-X y oligdmero con una o0 mas enzimas que son capaces de escindir el(los)
enlace(s) entre el uno o mas polipéptidos no X y el polipéptido X en condiciones suficientes para escindir el uno o mas
polipéptidos no X del conjugado de polipéptido pro-X y oligdbmero. La una o mas enzimas pueden ser, por ejemplo,
tripsina, carboxipeptidasa B, y/o mezclas de estas.

El péptido conector puede tener un residuo aminoacidico terminal en el primer extremo, y la escision del péptido
conector del conjugado de polipéptido pro-X y oligdmero puede incluir poner en contacto el conjugado de polipéptido
pro-X y oligébmero con una primera enzima en condiciones suficientes para proporcionar un conjugado de polipéptido X
con residuo aminoacidico terminal y oligdmero; y poner en contacto el conjugado de polipéptido X con residuo
aminoacidico terminal y oligdmero con una segunda enzima en condiciones suficientes para proporcionar el conjugado
de polipéptido X y oligémero. El residuo aminoacidico terminal puede ser un residuo de arginina, el polipéptido X puede
ser insulina, y el péptido conector puede ser péptido C humano.

El contacto del conjugado de polipéptido pro-X y oligdbmero con una primera enzima y el contacto del conjugado de
polipéptido X con residuo aminoacidico terminal y oligdbmero con una segunda enzima puede producirse
sustancialmente de forma simultanea. Ademas, la primera enzima y la segunda enzima pueden proporcionarse en una
mezcla que comprende la primera enzima y la segunda enzima y en algunas modalidades, la primera enzima puede ser
tripsina, y la segunda enzima puede ser carboxipeptidasa B.

Los métodos de esta descripcion pueden incluir, ademas, modificar quimicamente uno o mas de los oligémeros del
conjugado de polipéptido X y oligémero, activar el uno o mas de los oligdmeros del conjugado de polipéptido X y
oligémero, alargar uno o mas de los oligémeros del conjugado de polipéptido X y oligémero y/o acortar uno o mas de los
oligémeros del conjugado de polipéptido X y oligémero.

En los métodos de esta descripcion, el rendimiento del conjugado de polipéptido X y oligdmero puede ser mayor que 75
por ciento, mayor que 85 por ciento, mayor que aproximadamente 90 por ciento, mayor que 95 por ciento, y/o mayor
que 99 por ciento.

Los métodos de esta descripcion, incluyen, ademas, un método para sintetizar un polipéptido X, que comprende
sintetizar un conjugado de polipéptido X y oligdmero como se describe en la presente descripcion e hidrolizar el(los)
oligémero(s) del conjugado de polipéptido y oligémero para producir el polipéptido X.

En la presente descripcidon se proporciona, ademas, un método para sintetizar un polipéptido X, que comprende
sintetizar un conjugado de polipéptido X y oligdmero como se describe en la presente descripcion e hidrolizar el(los)
oligémero(s) del conjugado de polipéptido y oligémero para producir polipéptido X.

Un producto de los métodos puede ser proinsulina o péptido pro-X conjugado parcialmente escindido, por ejemplo,
escision parcial del péptido C o péptido conector.

Los oligébmeros Uutiles para la conjugacion de polipéptidos pro-X incluyen oligdmeros como se describe en la presente
descripcion, tales como oligémeros de las Férmulas |, 11, 11, IV, V, y VI descritas anteriormente.

Se proporciona una composicion farmacéutica que incluye (i) un conjugado de polipéptido y oligémero que comprende
un propolipéptido que comprende un polipéptido bioactivo acoplado a un péptido por un enlace peptidico que es
escindible in vitro o in vivo para producir el polipéptido bioactivo y (ii) un excipiente farmacéuticamente aceptable.

Se proporcionan, ademas, composiciones farmacéuticas que comprenden un conjugado de polipéptido de proinsulina y
oligébmero de acuerdo con las modalidades de la presente descripcion. Los conjugados de polipéptido de proinsulina y
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oligébmero descritos anteriormente pueden formularse para su administracién en un portador farmacéutico de acuerdo
con técnicas conocidas. Ver, por ejemplo,Remington, The Science and Practice of Pharmacy (9na Ed. 1995).

En la fabricacion de una composicion farmacéutica, el conjugado de propolipéptido y oligdmero se mezcla tipicamente
con, inter alia, un portador farmacéuticamente aceptable. El portador debe ser, por supuesto, aceptable en el sentido de
ser compatible con cualquier otro ingrediente en la composicion farmacéutica y no debe ser perjudicial para el sujeto. El
portador puede ser un sélido o un liquido, o ambos, y se formula, preferentemente, con el conjugado de propolipéptido y
oligébmero como una formulacion de dosis unitaria, por ejemplo, una tableta, que puede contener de aproximadamente
0.01 0 0.5 % a aproximadamente 95 % o 99 % en peso del conjugado de propolipéptido y oligémero. Las composiciones
farmacéuticas pueden prepararse por cualquiera de las técnicas de farmacia muy conocidas, lo que incluye, pero sin
limitarse a, la mezcla de los componentes, lo que incluye opcionalmente uno o mas ingredientes accesorios.

En algunas modalidades, el propolipéptido es proinsulina, un analogo de proinsulina, un fragmento de proinsulina, un
analogo de fragmento de proinsulina, preproinsulina, un analogo de preproinsulina, un fragmento de preproinsulina, o un
analogo de fragmento de preproinsulina y la afeccion tratable es una deficiencia de insulina, tal como diabetes Tipo | o
Tipo Il.

La presente descripcion proporciona, ademas, composiciones farmacéuticas que comprenden los conjugados de
insulina y oligémero y/o péptido C y oligémero y/o conjugados de propéptido de insulina y oligémero de esta invencion
en un portador farmacéuticamente aceptable y métodos para administrar dichas composiciones farmacéuticas a un
sujeto para tratar una deficiencia de insulina o un trastorno asociado con una deficiencia de insulina.

Como se usa en la presente descripcion, un "portador farmacéuticamente aceptable” de acuerdo con la presente
descripcion es un componente tal como un portador, diluyente, o excipiente de una composicidon que es compatible con
los otros ingredientes de la composicion en que puede combinarse con los compuestos y/o composiciones de la
presente descripcion sin eliminar la actividad biolégica de los compuestos o las composiciones, y es adecuado para su
uso en sujetos como se proporciona en la presente descripcion sin efectos secundarios adversos excesivos (tales como
toxicidad, irritacion, respuesta alérgica, y muerte). Los efectos secundarios son "excesivos" cuando su riesgo es mayor
que el beneficio proporcionado por la composicion farmacéutica. Los ejemplos no limitantes de componentes
farmacéuticamente aceptables incluyen, sin limitacion, cualquiera de los portadores farmacéuticos estandares tales
como soluciones salinas reguladas con fosfato, agua, emulsiones tales como emulsiones aceite/agua o emulsiones
agua/aceite, microemulsiones, y varios tipos de agentes humectantes.

Las composiciones farmacéuticas pueden incluir varios excipientes adecuados como entenderan los expertos en la
técnica, tales como los que se encuentran en el National Formulary 19, paginas 2404-2406 (2000). Por ejemplo, las
composiciones farmacéuticas pueden incluir agentes lubricantes tales como, por ejemplo, talco, estearato de magnesio
y aceite mineral; agentes humectantes; agentes emulsionantes y de suspension; agentes aglutinantes tales como
almidones, goma arabiga, celulosa microcristalina, celulosa, metilcelulosa, y jarabe; agentes antiapelmazantes tales
como silicato de calcio; agentes de revestimiento tales como metacrilatos y goma laca; agentes conservantes tales
como hidroxibenzoatos de metilo y propilo; agentes edulcorantes; o agentes saborizantes. Pueden usarse, ademas,
polioles y rellenos inertes. Los ejemplos de polioles incluyen, pero no se limitan a, manitol, sorbitol, xilitol, sacarosa,
maltosa, glucosa, lactosa, dextrosa, y similares. Otros rellenos inertes que pueden usarse abarcan los que se conocen
en la técnica y son utiles en la fabricacion de varias formas de dosificacion. Si se desea, las formulaciones soélidas
pueden incluir otros componentes tales como agentes de carga y/o agentes de granulacion, y similares. Los productos
farmacéuticos de la invencién pueden formularse para proporcionar una liberacion rapida, sostenida, o retrasada del
ingrediente activo después de la administracion a un sujeto mediante el empleo de procedimientos muy conocidos en la
técnica.

La presente descripcion proporciona, ademas, composiciones farmacéuticas que incluyen aquellas adecuadas para la
administracion por via oral, rectal, topica, inhalacion (por ejemplo, por medio de un aerosol) bucal (por ejemplo,
sublingual), vaginal, parenteral (por ejemplo, subcutanea, intramuscular, intradérmica, intraarticular, intrapleural,
intraperitoneal, intracerebral, intraarterial, o intravenosa), topica (es decir, superficies de la piel y las mucosas, que
incluyen las superficies de las vias respiratorias) y transdérmica, aunque la via mas adecuada en cualquier caso dado
dependera de la naturaleza y la gravedad de la afeccion tratada y de la naturaleza del conjugado de farmaco de insulina
y oligémero particular usado.

Las composiciones farmacéuticas adecuadas para la administracion por via oral pueden presentarse en unidades
discretas, tales como capsulas, sellos para medicamentos, pastillas, o tabletas, que contienen cada uno una cantidad
predeterminada de los conjugados de farmaco de insulina y oligémero; como un polvo o granulos; como una solucién o
una suspension en un liquido acuoso o no acuoso; o como una emulsion de aceite en agua o de agua en aceite. Tales
formulaciones pueden prepararse por cualquier método de farmacia adecuado que incluya la etapa de poner en
asociacion el conjugado de farmaco de insulina y oligédmero y un portador adecuado (que puede contener uno o mas
ingredientes accesorios como se sefialé anteriormente). En general, la composicion farmacéutica de la invencion puede
prepararse por mezcla uniforme e intima del conjugado de farmaco de insulina y oligémero con un portador liquido o
solido finamente dividido, o ambos, y después, si es necesario, la conformacion de la mezcla resultante.
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La composicion farmacéutica puede ser una composicion farmacéutica liquida adecuada para la administracién por via
oral. Cuando la composicién farmacéutica es una composicion farmacéutica liquida, la composiciéon puede incluir un
agente amortiguador como se describié anteriormente. Las composiciones farmacéuticas liquidas pueden tener un pH
que es fisiologicamente compatible. Las composiciones farmacéuticas liquidas pueden tener un pH que esta entre 6.2 'y
9.0. En algunas modalidades, las composiciones farmacéuticas liquidas tienen un pH que esta entre un limite inferior de
6.3,6.4,6.5,66,6.7,6.8,6.9,7.0,7.1,7.2,7.3,7.4,7.5,7.6,0 7.7 y un limite superior de 7.9, 8.0, 8.1, 8.2, 8.3, 8.4, 8.5,
8.6, 8.7, 8.8, 0 8.9. En algunas modalidades, las composiciones farmacéuticas liquidas tienen un pH que esta entre 7.0
y 8.5. En otras modalidades, las composiciones farmacéuticas liquidas de acuerdo con modalidades de la presente
invencion tienen un pH que esta entre 7.4 y 8.2.

En otras modalidades la composicién farmacéutica es una composicion farmacéutica soélida adecuada para la
administracion por via oral. La composicién farmacéutica sélida puede prepararse por varios métodos como entenderan
los expertos en la técnica. Por ejemplo, una tableta puede prepararse mediante la compresion o moldeo de un polvo o
granulos que contienen la mezcla de conjugado de farmaco de insulina y oligdmero, opcionalmente con uno o mas
ingredientes accesorios. Las tabletas comprimidas pueden prepararse por compresion, en una maquina adecuada, de la
mezcla en una forma de flujo libre, tal como un polvo o granulos mezclados opcionalmente con un aglutinante,
lubricante, diluyente inerte, y/o agente(s) activo(s) de superficie/dispersantes. Las tabletas moldeadas pueden fabricarse
por moldeo, en una maquina adecuada, de la composicidn en polvo humedecida con un aglutinante liquido inerte.

Las composiciones farmacéuticas adecuadas para la administracion por via bucal (sublingual) incluyen pastillas que
comprenden el conjugado de farmaco de insulina y oligdmero en una base saborizada, usualmente un edulcorante
artificial y acacia o tragacanto; y comprimidos que comprenden el conjugado de farmaco de insulina y oligémero en una
base inerte tal como gelatina y glicerina o sacarosa y acacia.

Las composiciones farmacéuticas pueden comprender soluciones de inyeccion estériles acuosas y no acuosas que
comprenden el conjugado de farmaco de insulina y oligémero, cuyas preparaciones pueden ser isotonicas con la sangre
del receptor previsto. Estas preparaciones pueden contener antioxidantes, amortiguadores, bacteriostaticos y solutos
que hacen la composicion isoténica con la sangre del receptor previsto. Las suspensiones estériles acuosas y no
acuosas pueden incluir agentes de suspension y agentes espesantes. Las composiciones pueden presentarse en
recipientes de dosis unitaria o de multiples dosis, por ejemplo ampulas y frascos sellados, y pueden almacenarse en una
condicién seca por congelacion (liofilizada) que soélo requiere la adicion del portador liquido estéril, por ejemplo, solucion
salina o agua para inyeccion inmediatamente antes del uso.

Las soluciones y suspensiones de inyeccion extemporaneas pueden prepararse a partir de polvos, granulos y tabletas
estériles del tipo descrito anteriormente. Por ejemplo, puede proporcionarse una composicion estéril inyectable, estable,
que comprende el conjugado de farmaco de insulina y oligédmero en una forma de dosificacion unitaria en un recipiente
sellado. El conjugado de farmaco de insulina y oligémero se proporciona en forma de un liofilizado que es capaz de
reconstituirse con un portador farmacéuticamente aceptable adecuado para formar una composicién liquida adecuada
para inyectarla en un sujeto.

Las composiciones farmacéuticas pueden comprender, ademas, un componente amortiguador. El componente
amortiguador puede comprender varios agentes amortiguadores como entenderan los expertos en la técnica. Los
agentes amortiguadores ilustrativos incluyen, pero no se limitan a, acidos inorganicos (por ejemplo, acido fosférico),
acidos organicos (por ejemplo, acido citrico), bases organicas (por ejemplo, tris base (tris(hidroximetil)aminometano),
trolamina (trietanolamina), o histadina), y mezclas de estos. El componente amortiguador puede comprender una base
organica, y puede comprender tris base, trolamina, o una mezcla de estos. En algunas modalidades, el componente
amortiguador comprende un acido organico y una base organica, y puede comprender acido citrico y tris base,
trolamina, o una mezcla de estos. El agente amortiguador puede estar presente en una cantidad que amortiguara la
composicion farmacéutica contra el ambiente acido que puede experimentarse en el intestino como entendera el experto
en la técnica.

La forma de dosificacion unitaria de las composiciones puede encontrarse en el intervalo de aproximadamente 1.0 ug a
aproximadamente 10 gramos del conjugado de farmaco de insulina y oligémero. Cuando el conjugado de farmaco de
insulina y oligdbmero es sustancialmente insoluble en agua, puede emplearse una cantidad suficiente de agente
emulsionante que sea fisioldgicamente aceptable en cantidad suficiente para emulsionar el conjugado de farmaco de
insulina y oligémero en un portador acuoso. Uno de tales agentes emulsionantes Utiles es la fosfatidilcolina.

Las composiciones farmacéuticas adecuadas para la administracion por via rectal pueden presentarse supositorios de
dosis unitaria. Estos pueden prepararse mediante la mezcla del conjugado de farmaco de insulina y oligémero con uno o
mas portadores solidos convencionales, por ejemplo, manteca de cacao, y posterior conformacion de la mezcla
resultante.

Las composiciones farmacéuticas adecuadas para la aplicacion tépica a la piel pueden adoptar la forma de un
ungliento, crema, locién, pasta, gel, rocio, aerosol, parche transdérmico o aceite. Los portadores que pueden usarse
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incluyen, pero no se limitan a, gelatina de petréleo, lanolina, polietilenglicoles, alcoholes, potenciadores transdérmicos, y
combinaciones de dos o mas de estos.

Las composiciones farmacéuticas adecuadas para la administracion transdérmica pueden presentarse como parches
discretos que se adaptan para mantenerse en contacto intimo con la epidermis del receptor durante un periodo de
tiempo prolongado. Las composiciones adecuadas para la administracion transdérmica pueden suministrarse, ademas,
por iontoforesis (ver, por ejemplo, Pharmaceutical Research 3 (6):318 (1986)) y adoptaran, tipicamente, la forma de una
solucién acuosa opcionalmente amortiguada del conjugado de farmaco de insulina y oligdbmero. Las formulaciones
adecuadas comprenden citrato o amortiguador bis\tris (pH 6) o etanol/agua y pueden contener, por ejemplo, de 0.1 a
0.2 M de ingrediente activo.

Se proporcionan, ademas, métodos para tratar una deficiencia de insulina y/o trastornos asociados con una deficiencia
de insulina en un sujeto que necesita este tratamiento mediante la administracién de una cantidad terapéuticamente
eficaz de cualquiera de las diversas composiciones farmacéuticas de la presente descripcion. La cantidad eficaz del
conjugado de farmaco de insulina y oligémero, puede variar un tanto de conjugado a conjugado, y de sujeto a sujeto, y
dependera, por ejemplo, de factores tales como la edad y afeccion del sujeto, la gravedad de la afeccion a tratar y/o la
via de suministro. Una "cantidad terapéuticamente eficaz" apropiada en cualquier caso individual puede determinarse
por un experto en la técnica por referencia a los textos y la literatura pertinentes y/o mediante el uso de experimentacion
de rutina. (Ver, por ejemplo, Remington, The Science and Practice of Pharmacy (9na Ed. 1995). Una cantidad
terapéuticamente eficaz de las composiciones farmacéuticas de esta descripcién puede incluir aquellas cantidades que
resultan en, o mantienen, los niveles de glucosa en sangre en un intervalo normal, como bien conocera el experto en la
técnica.

Un sujeto de esta descripcion puede ser cualquier animal que produce insulina y es por lo tanto susceptible a deficiencia
de insulina y/o trastornos relacionados con una deficiencia de insulina y seran capaces de tratarse con las
composiciones de esta invencion. El sujeto puede ser cualquier mamifero y el mamifero puede ser un ser humano.

En la presente descripcidon se proporcionan, ademas, métodos para tratar una afeccion tratable por un polipéptido
bioactivo en un sujeto que necesita este tratamiento que incluyen administrar al sujeto una cantidad eficaz de un
conjugado de propolipéptido y oligdmero, cuyo conjugado comprende el polipéptido bioactivo acoplado a un péptido por
un enlace peptidico que es escindible in vivo para producir el polipéptido bioactivo, y un oligdmero acoplado a la porciéon
de polipéptido bioactivo del propolipéptido.

Como un ejemplo, una dosis de aproximadamente 1.0 ug/kg a aproximadamente 50 mg/kg, que incluye cualquier
intervalo de dosis entre estos valores, tendra eficacia terapéutica, con todos los pesos calculados en base al peso del
conjugado de insulina y/o farmaco de insulina y oligémero. Los problemas de toxicidad al mayor nivel pueden restringir
las dosis intravenosas a un nivel mas bajo tal como hasta aproximadamente 10 mg/kg, con todos los pesos calculados
en base al peso de la base activa. Una dosis de aproximadamente 10 mg/kg a aproximadamente 50 mg/kg puede
emplearse para la administracion por via oral. Tipicamente, una dosis de aproximadamente 0.5 mg/kg a 5 mg/kg puede
emplearse para inyeccion intramuscular. La frecuencia de administracion puede ser, por ejemplo, de una, dos o tres
veces al dia o segun sea necesario para controlar la afecciéon. El control de la afeccion y la eficacia del tratamiento
puede determinarse facilmente por los expertos en la técnica del estudio y/o tratamiento de deficiencias de insulina y/o
trastornos relacionados. Alternativamente, las composiciones farmacéuticas de esta invencién pueden administrarse por
infusién continua. La duracion del tratamiento depende del tipo de deficiencia de insulina tratada y puede ser por tanto
tiempo como la vida del sujeto.

La presente invencion se describira ahora con referencia a los siguientes ejemplos.
EJEMPLOS
Ejemplo 1

Sintesis de éster 2,5-dioxo-pirrolidin-1-ilico de acido 6-(2-{2-[2-(2-12-[2-(2-metoxietoxi)etoxi]-etoxil-etoxi)-etoxi]-etoxi}-
etoxi)-hexanoico (8)

Hexaetilenglicol monobencil éter (1). Una solucién acuosa de hidroxido de sodio preparada por disolucion de 3.99 g (100
mmol) de NaOH en 4 ml de agua se afiadio lentamente a hexaetilenglicol monodisperso (28.175 g, 25 ml, 100 mmol).
Se afiadié cloruro de bencilo (3.9 g, 30.8 mmol, 3.54 ml) y la mezcla de reaccién se calentd con agitacion a 100 °C
durante 18 horas. Después, la mezcla de reaccion se enfrid, se diluyd con salmuera (250 ml) y se extrajo con cloruro de
metileno (200 ml x 2). Las capas organicas combinadas se lavaron con salmuera una vez, se secaron con Na;SOs, se
filtraron y se concentraron al vacio hasta un aceite pardo oscuro. La mezcla de producto crudo se purifico via
cromatografia instantanea (gel de silice, gradiente de elucidon: acetato de etilo a 9/1 acetato de etilo/metanol) para
producir 8.099 g (70 %) de compuesto monodisperso 1 en forma de un aceite amarillo.

6-Metilsulfoniloxihexanoato de etilo (2). Una solucion de 6-hidroxihexanoato de etilo monodisperso (50.76 ml, 50.41 g,
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227 mmol) en diclorometano seco (75 ml) se enfrid en un bafio de hielo y se colocé en una atmdsfera de nitrodgeno. Se
afiadio trietilamina (34.43 ml, 24.99 g, 247 mmol). Una solucién de cloruro de metanosulfonilo (19.15 ml, 28.3 g, 247
mmol) en diclorometano seco (75 ml) se afiadi6é gota a gota desde un embudo de adicion. La mezcla se agité durante
tres horas y media, se dejo que llegara lentamente a la temperatura ambiente mientras el bafio de hielo se derretia. La
mezcla se filtré a través de gel de silice, y el filtrado se lavé sucesivamente con agua, NaHCOj3; saturado, agua y
salmuera. Los organicos se secaron con Na;SOu, se filtraron y se concentraron al vacio hasta un aceite amarillo palido.
La purificacion final del producto crudo se logré por cromatografia instantanea (gel de silice, 1/1 hexanos/acetato de
etilo) para proporcionar el compuesto monodisperso 2 (46.13 g, 85 %) en forma de un aceite transparente, incoloro. FAB
MS: m/e 239 (M+H), 193 (M-C2HsO).

Ester etilico del acido 6-{2-[2-(2-{2-[2-(2-benciloxietoxi)etoxiletoxil-etoxi)-etoxi)-etoxi}-hexanoico (3). Se suspendié
hidruro sédico (3.225 g o una dispersion al 60 % en aceite, 80.6 mmol) en 80 ml de tolueno anhidro, se colocd en una
atmosfera de nitrégeno y se enfrié en un bafio de hielo. Una solucién del alcohol monodisperso 9 (27.3 g, 73.3 mmol) en
80 ml de tolueno seco se afadio a la suspension de NaH. La mezcla se agitd a 0 °C durante treinta minutos, se dej6 que
llegara a temperatura ambiente y se agité durante otras cinco horas, tiempo durante el cual la mezcla se convirtié en
una solucién parda transparente. El mesilato monodisperso 10 (19.21 g, 80.6 mmol) en 80 ml de tolueno seco se afiadio
a la mezcla de NaH/alcohol, y las soluciones combinadas se agitaron a temperatura ambiente durante tres dias. La
mezcla de reaccion se detuvo con 50 ml de metanol y se filtré a través de alumina basica. El filtrado se concentro al
vacio y se purificé por cromatografia instantanea (gel de silice, gradiente de elucion: 3/1 acetato de etilo/hexanos a
acetato de etilo) para producir el compuesto monodisperso 3 en forma de un aceite amarillo palido (16.52 g, 44 %). FAB
MS: mle 515 (M+H).

Ester etilico del acido 6-{2-[2-(2-{2-[2-(2-hidroxietoxi)etoxiletoxi}-etoxi)-etoxi]-etoxi}-hexanoico (4). Se disolvio éter
bencilico sustancialmente monodisperso 3 (1.03 g, 2.0 mmol) en 25 ml de etanol. A esta solucion se afiadié 270 mg 10
% Pd/C, y la mezcla se coloco en una atmdsfera de nitrégeno y se agitd durante cuatro horas, tiempo en el cual la TLC
mostré la desaparicion completa del material de partida. La mezcla de reaccion se filiré a través de Celita 545 para
eliminar el catalizador, y el filtrado se concentré al vacio para producir el compuesto monodisperso 4 en forma de un
aceite transparente (0.67 g, 79 %). FAB MS: m/e 425 (M+H), 447 (M+Na).

Ester etilico del &cido 6-{2-[2-(2-{2-[2-(2-metilsulfoniletoxi)etoxiletoxi}-etoxi)-etoxil-etoxi}-hexanoico (5). El alcohol
monodisperso 4 (0.835 g, 1.97 mmol) se disolviéd en 3.5 ml de diclorometano seco y se colocé en una atmoésfera de
nitrégeno. Se afiadio trietilamina (0.301 ml, 0.219 g, 2.16 mmol) y la mezcla se enfrié en un bafio de hielo. Después de
dos minutos, se afiadio el cloruro de metanosulfonilo (0.16 ml, 0.248 g, 2.16 mmol). La mezcla se agité durante 15
minutos a 0 °C y después a temperatura ambiente durante 2 horas. La mezcla de reaccion se filtiré a través de gel de
silice para eliminar el cloruro de trietilamonio, y el filtrado se lavé sucesivamente con agua, NaHCO3 saturado, agua y
salmuera. Los organicos se secaron con Na,SO,, se filtraron y se concentraron al vacio. El residuo se purificé por
cromatografia en columna (gel de silice, 9/1 acetato de etilo/metanol) para proporcionar compuesto monodisperso 5 en
forma de un aceite transparente (0.819 g, 83 %). FAB MS: m/e 503 (M+H).

Ester etilico del &acido 6-(2-{2-[2-(2-{2-[2-(2-metoxietoxi)etoxi]-etoxi}-etoxi)-etoxi]-etoxi)-etoxi)-hexanoico  (6). Se
suspendié NaH (88 mg de una dispersion al 60 % en aceite, 2.2 mmol) en tolueno anhidro (3 ml) en N2 y se enfrié a 0
°C. Se afadio dietilenglicol monometil éter monodisperso (0.26 ml, 0.26 g, 2.2 mmol) que se habia secado por medio de
destilacién azeotrépica con tolueno. La mezcla de reaccion se dejo calentar a temperatura ambiente y se agité durante
cuatro horas, tiempo durante el cual la suspension gris turbia se volvié transparente y amarilla y después se volvid
parda. Se afiadié mesilato 5 (0.50 g, 1.0 mmol) en 2.5 ml de tolueno seco. Después de agitar a temperatura ambiente
durante la noche, la reaccion se detuvo por la adicién de 2 ml de metanol y la solucién resultante se filtré a través de gel
de silice. El filtrado se concentré al vacio y el FAB MS: m/e 499 (M+H), 521 (M+Na). La purificaciéon adicional por
cromatografia preparatoria (gel de silice, 19/3 cloroformo/metanol) proporcioné el compuesto monodisperso 6 en forma
de un aceite amairillo transparente (0.302 g 57 %). FAB MS: m/e 527 (M+H), 549 (M+Na).

Acido 6-(2-{2-[2-(2-{2-[2-(2-metoxietoxi)etoxi]-etoxi}-etoxi)-etoxi]-etoxi}-etoxi)-hexanoico (7). El éster monodisperso 6
(0.25 g, 0.46 mmol) se agitdé durante 18 horas en 0.71 ml de NaOH 1 N. Después de 18 horas, la mezcla se concentro al
vacio para eliminar el alcohol y el residuo se disolvié en 10 ml adicionales de agua. La solucion acuosa se acidificé a pH
2 con HCI 2 N y el producto se extrajo en diclorometano (30 ml x 2). Después, los organicos combinados se lavaron con
salmuera (25 ml x 2), se secaron con Na;SO., se filtraron y se concentraron al vacio para producir el compuesto
monodisperso 15 en forma de un aceite amarillo (0.147 g, 62 %). FAB MS: m/e 499 (M+H), 521 (M+Na).

2,5-dioxo-pirrolidin-1-il éster del acido 6-(2-{2-[2-(2-{2-[2-(2-metoxietoxi)etoxi]-etoxi}-etoxi)-etoxi]-etoxi}-etoxi)-hexanoico
(8). El acido monodisperso 7 (0.209 g, 0.42 mmol) se disolvié en 4 ml de diclorometano seco y se afadié a un matraz
seco que ya contiene NHS (N-hidroxisuccinimida) (57.8 mg, 0.502 mmol) y EDC (hidrocloruro de 1-(3-
dimetilaminopropil)-3-etilcarbodiimida) (98.0 mg, 0.502 mmol) en una atmdsfera de N,. La solucion se agitdé a
temperatura ambiente durante la noche y se filtré a través de gel de silice para eliminar el exceso de reactivos y la urea
formada a partir del EDC. El filtrado se concentré al vacio para proporcionar el oligdmero monodisperso activado 8 en
forma de un aceite amarillo oscuro (0.235 g, 94 %). FAB MS: m/e 596 (M+H), 618 (M+Na).
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Ejemplo 2
Sintesis de MPEG7-Cs (14) activado

Mesilato de trietilenglicol monometil éter (9). A una solucién de CHCl, (100 ml) enfriada a 0 °C en un bafio de hielo se
afiadio trietilenglicol monometil éter monodisperso (25 g, 0.15 mol). Después, se afiadi6 trietilamina (29.5 ml, 0.22 mol) y
la solucién se agité durante 15 min a 0 °C, a lo que sigui6 la adicidn gota a gota de cloruro de metanosulfonilo (13.8 ml,
0.18 mol, disuelto en 20 ml de CH,Cl,). La mezcla de reaccién se agitd durante 30 min a 0 °C, se dejoé calentar a
temperatura ambiente, y después se agitd durante 2 h. La mezcla de reaccion cruda se filtr6 a través de Celita (lavada
con CH2Cl, ~200 ml), después se lavo con H2O (300 ml), 5 % NaHCOs (300 ml), H.O (300 ml), NaCl sat. (300 ml), se
seco con MgSO,, y se evapord hasta secarse. Después, el aceite se colocé en una linea de vacio durante ~2 h para
garantizar la sequedad y brindar el compuesto monodisperso 9 en forma de un aceite amarillo (29.15 g, 80 % de
rendimiento).

Heptaetilenglicol monometil éter (10). A una solucion de tetraetilenglicol monodisperso (51.5 g, 0.27 mol) en THF (1 L)
se afadi6 t-butoxido de potasio (14.8 g, 0.13 mol, en pequefas porciones durante ~30 min). Después, la mezcla de
reaccion se agité durante 1 h y después 9 (29.15 g, 0.12 mol) disuelto en THF (90 ml) se afiadi6é gota a gota y la mezcla
de reaccion se agitd durante la noche. La mezcla de reaccion cruda se filtré a través de Celita (lavada con CHCl,, ~200
ml) y se evapord hasta secarse. Después, el aceite se disolvié en HCI (250 ml, 1 N) y se lavo con acetato de etilo (250
ml) para eliminar el exceso de 9. Pueden requerirse lavados adicionales de acetato de etilo (125 ml) para eliminar 9
restante. La fase acuosa se lavd repetidamente con CH,Cl; (volimenes de 125 ml) hasta que la mayor parte del
compuesto 18 se elimind de la fase acuosa. La primera extraccion contendra 9, 10, y producto secundario diacoplado y
debe volver a extraerse con HCI (125 ml, 1 N). Las capas organicas se combinaron y se evaporaron hasta secarse.
Después, el aceite resultante se disolvié en CH,Cl, (100 ml) y se lavo repetidamente con H>O (volumenes de 50 ml)
hasta eliminar 10. Las fracciones acuosas se combinaron, volumen total 500 ml, y se afiadié NaCl hasta que la solucion
se volvio turbia y después se lavd con CH2Cl; (2 x 500 ml). Las capas organicas se combinaron, se secaron con MgSQOy,
y se evaporaron hasta secarse para brindar el compuesto monodisperso 10 en forma de un aceite (16.9 g, 41 % de
rendimiento). Puede ser conveniente repetir una o mas etapas del procedimiento de purificacion para garantizar una
elevada pureza.

8-Bromooctoanato (11). A una solucién de acido 8-bromooctanoico monodisperso (5.0 g, 22 mmol) en etanol (100 ml) se
afiadié H2SO4 (0.36 ml, 7.5 mmol) y la reaccion se calentd a reflujo con agitacion durante 3 h. La mezcla de reaccion
cruda se enfrié a temperatura ambiente y se lavé con H,O (100 ml), NaHCOs3 sat. (2 x 100 ml), H.O (100 ml), se seco
con MgSOs., y se evapor6 hasta secarse para brindar un aceite transparente 11 (5.5 g, 98 % de rendimiento).

Ester de MPEG7-Cs (12). A una soluciéon del compuesto monodisperso 10 (3.0 g, 8.8 mmol) en éter (90 ml) se afadio t-
butéxido de potasio (1.2 g, 9.6 mmol) y la mezcla de reaccién se agitd durante 1 h. La adicion gota a gota del compuesto
monodisperso 11 (2.4 g, 9.6 mmol), disuelto en éter (10 ml), se afiadié y la mezcla de reacciéon se agité durante la
noche. La mezcla de reaccion cruda se filiré a través de Celita (lavada con CH2Cl,;, ~200 ml) y se evapord hasta
secarse. El aceite resultante se disolvié en acetato de etilo y se lavd con H2O (2 x 200 ml), se secéd con MgSOy, y se
evapor6 hasta secarse. Se realizdé cromatografia en columna (silice, acetato de etilo a acetato de etilo/metanol, 10:1) y
brindé el compuesto monodisperso 12 en forma de un aceite transparente (0.843 g, 19 % de rendimiento).

Acido de MPEG--Cs (13). Al aceite del compuesto monodisperso 12 (0.70 g, 1.4 mmol) se afiadié NaOH 1 N (2.0 ml) y la
mezcla de reaccion se agitdé durante 4 h. La mezcla de reaccién cruda se concentro, se acidificé (pH~2), se saturé con
NaCl, y se lavo con CHxCl; (2 x 50 ml). Las capas organicas se combinaron, se lavaron con NaCl sat., se secaron con
MgSO., y se evaporaron hasta secarse para brindar el compuesto monodisperso 13 en forma de un aceite transparente
(0.35 g, 53 % de rendimiento).

Activacion de acido de MPEG7-Cs. El acido de mPEG7-C8 monodisperso 13 (0.31 g, 0.64 mmol) se disolvié en 3 ml de
cloruro de metileno anhidro y después se afadié solucion de N-hidroxisuccinimida (0.079 g, 0.69 mmol) y EDCI-HCI
(135.6 mg, 0.71 mmol) en cloruro de metileno anhidro. La reaccién se agité durante varias horas, después se lavé con
HCI 1 N, agua, se secoé sobre MgSO., se filtré y se concentr6. El material crudo se purificd por cromatografia en
columna, se concentrd para brindar MPEG7-Csg activado monodisperso 14 en forma de un aceite transparente y se seco
por medio de vacio.

Ejemplo 3

Sintesis de MPEG7-C1¢ activado (19)

10-hidroxidecanoato (15). A una solucion de acido 10-hidroxidecanoico monodisperso (5.0 g, 26.5 mol) en etanol (100
ml) se afiadié H,SO4 (0.43 ml, 8.8 mmol) y la reaccién se calentd a reflujo con agitacion durante 3 h. La mezcla de
reaccion cruda se enfrié a temperatura ambiente y se lavé con H20 (100 ml), NaHCOs; sat. (2 x 100 ml), H2O (100 ml),

se seco con MgSOy, y se evapord hasta secarse para brindar el compuesto monodisperso 15 en forma de un aceite
transparente (6.9 g, 98 % de rendimiento).
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Mesilato de 10-hidroxidecanoato (16). A una solucion de CH2Cl»(27 ml) se afiadié 10-hidroxidecanoato monodisperso 15
(5.6 g, 26 mmol) y se enfrié a 0 °C en un bafio de hielo. Después se afiadio trietilamina (5 ml, 37 mmol) y la mezcla de
reaccion se agitdé durante 15 min a 0 °C. Después se afiadié cloruro de metanosulfonilo (2.7 ml, 24 mmol) disuelto en
CHCI; (3 ml) y la mezcla de reaccion se agité a 0 °C durante 30 min, el bafio de hielo se retiré y la reaccion se agitd
durante 2 h adicionales a temperatura ambiente. La mezcla de reaccion cruda se filtr6 a través de Celita (lavada con
CHCl,, 80 ml) y el filtrado se lavé con H2O (100 ml), 5 % NaHCOs3 (2 x 100 ml), H.O (100 ml), NaCl sat. (100 ml), se
seco6 con MgSO,, y se evapord hasta secarse para brindar el compuesto monodisperso 16 en forma de un aceite
amarillento (7.42 g, 97 % de rendimiento).

Ester de MPEG7-C1o (17). A una solucién de heptaetilenglicol monometil éter sustancialmente monodisperso 10 (2.5 g,
7.3 mmol) en tetrahidrofurano (100 ml) se afadié hidruro sédico (0.194 g, 8.1 mmol) y la mezcla de reaccion se agitd
durante 1 h. Después, la adicion gota a gota de mesilato de 10-hidroxidecanoato monodisperso 16 (2.4 g, 8.1 mmol),
disuelto en tetrahidrofurano (10 ml), se afiadio y la mezcla de reaccion se agité durante la noche. La mezcla de reaccion
cruda se filtré a través de Celita (lavada con CH.Cl;, ~200 ml) y se evapord hasta secarse. El aceite resultante se
disolvio en acetato de etilo y se lavd con H2O (2 x 200 ml), se secé con MgSO., se evapord hasta secarse, se sometio a
cromatografia (silice, acetato de etilo/metanol, 10:1), y se sometié a cromatografia (silice, acetato de etilo) para brindar
el compuesto monodisperso 17 en forma de un aceite transparente (0.570 g, 15 % de rendimiento).

Acido de MPEG7-C1o (18). Al aceite de éster de mPEG7-C1o monodisperso 17 (0.570 g, 1.1 mmol) se afiadié NaOH 1 N
(1.6 ml) y la mezcla de reaccion se agité durante la noche. La mezcla de reaccién cruda se concentrd, se acidifico
(pH~2), se saturd con NaCl, y se lavé con CH2Cl»(2 x 50 ml). Las capas organicas se combinaron, se lavaron con NaCl
sat. (2 x 50 ml), se secaron con MgSO., y se evaporaron hasta secarse para brindar el compuesto monodisperso 18
como un aceite transparente (0.340 g, 62 % de rendimiento).

Activacion de acido de MPEG7-Cqo. El acido monodisperso 18 se activé con el uso de procedimientos como se describe
en la presente descripcion para proporcionar oligémero MPEG7-C+o activado 19.

Ejemplo 4
Sintesis de oligdmero C1g(PEGs) activado (22)

Sintesis de oligémero C1s(PEGs) (20). El cloruro de estearoilo monodisperso (0.7 g, 2.31 mmol) se afiadié lentamente a
una mezcla de PEGs monodisperso (5 g, 17.7 mmol) y piridina (0.97 g, 12.4 mmol) en benceno. La mezcla de reaccién
se agité durante varias horas (~5). A la reaccion le siguio TLC con el uso de acetato de etilo/metanol como solvente
revelador. Después la mezcla de reaccion se lavo con agua, se secé con MgSO,, se concentrd y se secd por medio de
vacio. El compuesto monodisperso 20 purificado se analizé por FABMS: m/e 549/ M*H.

Activacion de oligémero C15(PEGg). La activacion de oligomero C1s(PEGs) monodisperso se realizd en dos etapas:

1) Estearoil-PEGs monodisperso 20 (0.8 g, 1.46 mmol) se disolvio en tolueno y se afiadié a una solucién de fosgeno (10
ml, 20 % en tolueno) que se enfrié con un bafio de hielo. La mezcla de reaccién se agité durante 1 h a 0 °C y después
durante 3 h a temperatura ambiente. Después, el fosgeno y el tolueno se destilaron y el cloroformiato de estearoil-PEG6
sustancialmente monodisperso 21 se secé con P,0Os durante la noche.

2) A una solucién de cloroformiato de estearoil-PEGg monodisperso 21 (0.78 g, 1.27 mmol) y TEA (128 mg, 1.27 mmol)
en cloruro de metileno anhidro, se afiadid solucidon de N-hidroxisuccinimida (NHS) en cloruro de metileno. La mezcla de
reaccion se agité durante 16 horas, después se lavd con agua, se secd con MgSOys, se filtrd, se concentrd y se secd via
vacio para proporcionar el oligmero C1g(PEGs) activado monodisperso 22.

Ejemplo 5
Sintesis del oligomero C1s(PEGs) activado (28)

Tetraetilenglicol monobencil éter (23). Al aceite de tetraetilenglicol monodisperso (19.4 g, 0.10 mol) se ahadié una
solucion de NaOH (4.0 g en 4.0 ml) y la reaccioén se agitd durante 15 min. Después se afadio cloruro de bencilo (3.54
ml, 30.8 mmol) y la mezcla de reaccion se calenté a 100 °C y se agit6é durante la noche. La mezcla de reaccion se enfrié
a temperatura ambiente, se diluyd con NaCl (250 ml) sat., y se lavdo con CH2Cl» (2 x 200 ml). Las capas organicas se
combinaron, se lavaron con NaCl sat., se secaron con MgSO,, y se sometieron a cromatografia (silice, acetato de etilo)
para brindar el compuesto monodisperso 23 en forma de un aceite amarillo (6.21 g, 71 % de rendimiento).

Mesilato de tetraetilenglicol monobencil éter (24). A una solucién de CHyCl; (20 ml) se afadio tetraetilenglicol
monobencil éter monodisperso 23 (6.21 g, 22 mmol) y se enfrid a 0 °C en un bafio de hielo. Después se afiadio
trietilamina (3.2 ml, 24 mmol) y la mezcla de reaccién se agité durante 15 min a 0 °C. Después se afadio cloruro de
metanosulfonilo (1.7 ml, 24 mmol) disuelto en CH»Cl; (2 ml) y la mezcla de reaccién se agité a 0 °C durante 30 min, el
bafio de hielo se retird y la reaccion se agitdé durante 2 h adicionales a temperatura ambiente. La mezcla de reaccion
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cruda se filtré a través de Celita (lavada con CH2Cly, 80 ml) y el filtrado se lavé con H20 (100 ml), 5 % NaHCO3 (2 x 100
ml), H2O (100 ml), NaCl sat. (100 ml), y se secé con MgSO,. El aceite amarillo resultante se sometié a cromatografia en
un lecho de silice que contiene carbén activado (10 g) para brindar el compuesto monodisperso 24 en forma de un
aceite transparente (7.10 g, 89 % de rendimiento).

Octaetilenglicol monobencil éter (25). A una solucion de tetrahidrofurano (140 ml) que contiene hidruro sédico (0.43 g,
18 mmol) se afiadié gota a gota una solucién de tetraetilenglicol monodisperso (3.5 g, 18 mmol) en tetrahidrofurano (10
ml) y la mezcla de reaccion se agitd durante 1 h. Después se afiadié mesilato de tetraetilenglicol monobencil éter
monodisperso 24 (6.0 g, 16.5 mmol) disuelto en tetrahidrofurano (10 ml) gota a gota y la mezcla de reaccion se agité
durante la noche. La mezcla de reaccién cruda se filtré a través de Celita (lavada, CH2Cl;, 250 ml) y el filtrado se lavo
con H2O, se secoé con MgSO., y se evapor6 hasta secarse. El aceite resultante se sometié a cromatografia (silice,
acetato de etilo/metanol, 10:1) y se sometié a cromatografia (silice, cloroformo/metanol, 25:1) para brindar el compuesto
monodisperso 25 en forma de un aceite transparente (2.62 g, 34 % de rendimiento).

Sintesis de estearato PEGg-bencilo (26). A una solucion fria agitada de octaetilenglicol monobencil éter monodisperso
25 (0.998 g, 2.07 mmol) y piridina (163.9 mg, 2.07 mmol) se afiadié cloruro de estearoilo monodisperso (627.7 mg, 2.07
mmol) en benceno. La mezcla de reaccién se agité durante la noche (18 horas). Al dia siguiente la mezcla de reaccion
se lavd con agua, se sec6 con MgSOs, se concentré y se secod por medio de vacio. Después, el producto crudo se
sometioé a cromatografia en columna instantanea de gel de silice, con el uso de 10 % de metanol/90 % de cloroformo.
Las fracciones que contienen el producto se combinaron, se concentraron y se secaron por medio de vacio para brindar
el compuesto monodisperso 26.

Hidrogendlisis de estearato-PEGs-bencilo. A una solucion metandlica de estearato-PEGsg-bencilo monodisperso 26
(0.854 g 1.138 mmol) se afadié Pd/C (10 %) (paladio, 10 % en peso en carbdn activado). La mezcla de reaccion se
agitdé durante la noche (18 horas) en hidrogeno. Después, la soluciéon se filtrd, se concentré y se purificé por
cromatografia instantanea en columna con el uso de 10 % de metanol/90 % de cloroformo, las fracciones con R=0.6 se
recogieron, se concentraron y se secaron para proporcionar el acido monodisperso 27.

Activacion de oligémero C1s(PEGg). La activacion en dos etapas de oligobmero de estearato-PEG8 monodisperso 27 se
realizd6 como se describid para estearato-PEGs en el Ejemplo 4 anterior para proporcionar el oligémero C1s(PEGs)
monodisperso activado 28.

Ejemplo 6
Sintesis de oligdmeros de monometil trietilenglicol activados

Una solucion de tolueno que contiene 20 % de fosgeno (100 ml, aproximadamente 18.7 g, 189 mmol de fosgeno) se
enfrid a 0 °C en una atmosfera de N2. EIl mTEG monodisperso (trietilenglicol, monometil éter, 7.8 g, 47.5 mmol) se
disolvio en 25 ml de acetato de etilo anhidro y se afadié a la solucion de fosgeno fria. La mezcla se agité durante una
hora a 0 °C, después se dejo calentar a temperatura ambiente y se agité durante otras dos horas y media. El fosgeno,
acetato de etilo y tolueno restantes se eliminaron por medio de destilacion al vacio para dejar el cloroformiato de mTEG
monodisperso en forma de un residuo aceitoso transparente.

El cloroformiato de nTEG monodisperso se disolvio en 50 ml de diclorometano seco al cual se afiadié TEA (trietilamina,
6.62 ml, 47.5 mmol) y NHS (N-hidroxisuccinimida, 5.8 g, 50.4 mmol). La mezcla se agité a temperatura ambiente en una
atmodsfera seca durante veinte horas, tiempo durante el cual aparecié una gran cantidad de precipitado blanco. La
mezcla se filtrd para eliminar este precipitado y se concentré al vacio. El aceite resultante se incorporé a diclorometano
y se lavd dos veces con agua desionizada fria, dos veces con HCI 1 N y una vez con salmuera. Los organicos se
secaron con MgSOQ., se filtraron y se concentraron para proporcionar el compuesto del titulo monodisperso en forma de
un aceite amarillo claro, transparente. De ser necesario, el éster de NHS puede purificarse adicionalmente por
cromatografia instantanea en gel de silice con el uso de EtOAc como el eluyente.

Ejemplo 7
Sintesis de oligémeros de palmitato-TEG activados

Se disolvié anhidrido palmitico monodisperso (5 g; 10 mmol) en THF seco (20 ml) y se agité a temperatura ambiente. A
la solucién agitada, se afiadio un exceso de 3 mol de piridina seguido de trietilenglicol monodisperso (1.4 ml). La mezcla
de reaccion se agit6é durante 1 hora (el progreso de la reaccion se controlé por TLC; acetato de etilo-cloroformo; 3:7). Al
finalizar la reaccion, el THF se eliminé y el producto se mezclé con 10 % de acido H2SO4 y se extrajo con acetato de
etilo (3 x 30 ml). El extracto combinado se lavé secuencialmente con agua, salmuera, se secé con MgSOQa, y se evapord
para proporcionar oligdmeros de palmitato-TEG monodispersos.

Una solucion de carbonato de N,N'-disuccinimidilo (3 mmol) en DMF (~10 ml) se afiade a una solucién de los oligdmeros
de palmitato-TEG monodispersos (1 mmol) en 10 ml de DMF anhidro mientras se agita. Hidruro sédico (3 mmol) se
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afade lentamente a la mezcla de reaccién. La mezcla de reaccion se agita durante varias horas (por ejemplo, 5 horas).
Se afade éter dietilico para precipitar el oligdmero monodisperso activado del titulo. Este proceso se repite 3 veces y
por ultimo el producto se seca.

Ejemplo 8
Sintesis de oligdmeros de monometil hexaetilenglicol activados

El hexaetilenglicol monometil éter activado monodisperso se preparé de manera analoga al trietilenglicol monodisperso
como se describi6 en la presente descripciéon. Una solucion de fosgeno al 20 % en tolueno (35 ml, 6.66 g, 67.4 mmol de
fosgeno) se enfrié en una atmdsfera de N2 en un bafio de hielo/agua salada. Se disolvio hexaetilenglicol monodisperso
(1.85 ml, 2.0 g, 6.74 mmol) en 5 ml de EtOAc anhidro y se afadié a la solucion de fosgeno via jeringa. La mezcla de
reaccion se mantuvo en agitacion en el bafio de hielo durante una hora, se retiré y se agité durante 2.5 horas
adicionales a temperatura ambiente. El fosgeno, EtOAc, y tolueno se eliminaron por destilacion al vacio, lo que dejo al
cloroformiato de metil hexaetilenglicol monodisperso en forma de un residuo transparente, aceitoso.

El cloroformiato monodisperso se disolvié en 20 ml de diclorometano seco y se colocé en una atmosfera inerte, seca. Se
afiadio trietilamina (0.94 ml, 0.68 g, 6.7 mmol) y después NHS (N-hidroxisuccinimida, 0.82 g, 7.1 mmol), y la mezcla de
reaccion se agitdé a temperatura ambiente durante 18 horas. La mezcla se filtro a través de gel de silice para eliminar el
precipitado blanco y se concentré al vacio. El residuo se incorporé en diclorometano y se lavd dos veces con agua fria,
dos veces con HCI 1 N y una vez con salmuera. Los organicos se secaron con Na;SO., se filtraron y se concentraron.
La purificacion final se hizo por medio de cromatografia instantanea (gel de silice, EtOAc) para obtener el hexaetilen
monometil éter monodisperso activado.

Ejemplo 9
Sintesis de heptaetilenglicol monometil éter activado

8-Metoxi-1-(metilsulfonil)oxi-3,6-dioxaoctano (29). Una solucion de moléculas de ftrietilenglicol monometil éter
monodisperso (4.00 ml, 4.19 g, 25.5 mmol) y trietilamina (4.26 ml, 3.09 g, 30.6 mmol) en diclorometano seco (50 ml) se
enfrié en un bafio de hielo y se colocé en una atmédsfera de nitrégeno. Una solucién de cloruro de metanosulfonilo (2.37
ml, 3.51 g, 30.6 mmol) en diclorometano seco (20 ml) se afiadi6 gota a gota desde un embudo de adicion. Diez minutos
después de concluir la adicion de cloruro, la mezcla de reaccién se retir6 del bafio de hielo y se dejo llegar a
temperatura ambiente. La mezcla se agité durante una hora adicional, tiempo en el cual la TLC (CHCIs con 15 % de
MeOH como el eluyente) no mostro restos de trietilenglicol monometil éter.

La mezcla de reaccion se diluyd con otros 75 ml de diclorometano y se lavé sucesivamente con NaHCOj3 saturado, agua
y salmuera. Los organicos se secaron con Na;SO,, se filtraron y se concentraron al vacio para proporcionar una mezcla
de compuestos monodispersos 29 en forma de un aceite transparente (5.31 g, 86 %).

Heptaetilenglicol monometil éter (30). A una solucion agitada de tetraetilenglicol monodisperso (35.7 mmol) en DMF
seco (25.7 ml), en N2 se afiadi6 en porcion una dispersion de NaH al 60 % en aceite mineral, y la mezcla se agité a
temperatura ambiente durante 1 hora. A la sal sddica resultante del tetraetilenglicol se afiadié una solucién de mesilato
monodisperso 29 (23.36) en DMF seco (4 ml) en una sola porcion, y la mezcla se agité a temperatura ambiente durante
3.5 horas. El progreso de la reaccion se controlé por TLC (12 % de CH3OH-CHCIs). La mezcla de reaccion se diluy6 con
una cantidad igual de HCI 1 N, y se extrajo con acetato de etilo (2 x 20 ml) y se desechd. La extraccién de solucion
acuosa y el tratamiento proporcionaron heptaetilenglicol monometil éter monodisperso 30 (82 -84 % de rendimiento).
Aceite; Rf 0.46 (metanol: cloroformo = 3:22); MS m/z calculada para C1sH320s 340.21 (M*+1), encontrada 341.2.

Activacion de heptaetilenglicol monometil éter. El heptaetilenglicol monometil éter monodisperso 30 se activa por un
procedimiento como se describe en la presente descripcion para activar trietilenglicol monometil éter para proporcionar
el heptaetilenglicol monometil éter activado.

Ejemplo 10

Sintesis de decaetilenglicol monometil éter activado (33)

20-metoxi-1-(metilsulfonil)oxi-3,6,9,12,15,18-hexaoxaeicosano (31). El compuesto monodisperso 31 se obtuvo en
rendimiento cuantitativo a partir del compuesto 30 y cloruro de metanosulfonilo como se describio para 29 en la presente
descripcion, en forma de un aceite; Rf 0.4 (acetato de etilo : acetonitrilo = 1:5); MS m/z calculada para C17H37010 433.21
(M*+1), encontrada 433.469.

Decaetilenglicol monometil éter (32). EI compuesto monodisperso 32 se prepard a partir del compuesto 31 vy

trietilenglicol monodisperso con el uso del procedimiento descrito en la presente descripcion. Aceite; Rf 0.41 (metanol:
cloroformo = 6:10); MS m/z calculada para C21H44011 472.29 (M*+1), encontrada 472.29.
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Activacion de decaetilenglicol monometil éter. El decaetilenglicol monometil éter monodisperso 32 se activa por un
procedimiento como se describié en la presente descripcion para activar trietilenglicol monometil éter para proporcionar
el decaetilenglicol monometil éter activado 33.

Ejemplo 11
Preparacion de insulina conjugada en Lis®?° con oligémero

Conjugacion de proinsulina | recombinante. La proinsulina | recombinante (PM 10,642 Dalton) se obtuvo de Biobras, de
Belo Horizonte, Brasil. Una porcion de 2.32 x 103 mmol de proinsulina | se disolvio en 10 ml de DMSO. A la solucion se
afiadio 324 pl de trietilamina. La solucion resultante se dejo en agitacion durante 5 minutos, y después se afiadié una
solucion de metilheptaetilenglicol activado ((PEG7)-hexiloligémero) (9.30 x 10 mmol) en acetonitrilo. El curso de la
reaccion de conjugacion (acilacion) se controlé por HPLC. Cuando la reaccién parecié concluir, se detuvo por adicion de
3.54 ml de solucién acuosa de acido trifluoroacético al 5 %. Después, la mezcla de reaccién se procesé y se cambio a
amortiguador Tris-HCI 100 mM, pH 7.6. El perfil de HPLC de la mezcla de productos, proinsulina | recombinante
conjugada con oligémero, se muestra en la Figura 11.

(b) Escision con coctel de enzimas de proinsulina | recombinante conjugada con oligémero. Una alicuota de la solucion
en Tris-HCI de la mezcla de productos del Ejemplo 1(a) se analizé6 por HPLC para determinar la concentracion de
polipéptidos. Una solucién de tripsina (tratada con TPCK; de pancreas bovino) se preparé en amortiguador Tris-HCI 100
mM, pH 7.6. Una solucion de carboxipeptidasa B (de pancreas porcino) se preparé en amortiguador Tris-HCI 100 mM,
pH 7.6. Después, la mezcla de productos del Ejemplo 11 (a) (0.424 umol/ml) se dejo reaccionar con tripsina (5.97 x 10*
umol/ml) y carboxipeptidasa B (1.93 x 10 umol/ml). Después de 30 minutos, la reaccién se detuvo por la adicién de
1.58 ml de acido trifluoroacético al 1 % en acetonitrilo. Los productos principales se identificaron por el tiempo de
retencion en HPLC (con relacion a los tiempos de retencion de estandares de referencia conocidos) y analisis espectral
de masa. Asi, se obtuvo insulina (10 %) e insulina conjugada en LisB?° con oligémero de hexil-PEG7 (84 %) (Figuras 11
- 13).

Ejemplo 12
Aislamiento de los productos de conjugacion con oligémero de la proinsulina | recombinante

Se us6 HPLC de fase reversa para aislar los productos principales de la mezcla de productos obtenidos a partir de la
reaccion de conjugacion descrita en el Ejemplo 11 (a). Una columna de HPLC (1.0 cm. d.i. x 25 cm de longitud) se
empaquetdé con una fase estacionaria de C18 disponible comercialmente de utilidad conocida para la separacion de
péptidos y proteinas, y después se incorpord a un sistema de HPLC. El sistema se equilibré6 con amortiguador de
elucion, una mezcla que comprende 72 % de fase movil A (H20 con acido trifluoroacético al 0.1 %) y 28 % de fase movil
B (acetonitrilo con acido trifluoroacético al 0.1 %) que se suministré a un régimen de flujo de 5 ml/min. Una solucion de
la mezcla de productos en amortiguador Tris-HCI 100 mM, pH 7.6, se aplicé a la columna de fase reversa, y los
productos se separaron y se eluyeron con el uso de un gradiente en el cual el componente acetonitrilo del amortiguador
de elucion (fase movil B) se aumento de la siguiente manera:

28 %-30 % de fase movil B durante 60 minutos, después

30 %-32 % de fase movil B durante 30 minutos, después

32 %-36 % de fase movil B durante 40 minutos.

Las fracciones se recogieron y se analizaron individualmente por HPLC para determinar la identidad y pureza del
producto contenido en estas. Después, las fracciones comunes que contienen uno de los cuatro productos
(monoconjugado-A ("monoconjugado de proinsulina | A"), monoconjugado-B ("monoconjugado de proinsulina | B"),
diconjugado ("diconjugado de proinsulina I") y triconjugado ("triconjugado de proinsulina I") se agruparon, y el solvente
se elimind por evaporacion rotatoria. Los analisis por HPLC (Figura 14) y espectro de masa se usaron para determinar
la identidad y pureza de cada aislado.

Ejemplo 13
Escision con coctel de enzimas de conjugados de proinsulina (1) recombinante aislados

Cada conjugado (Proinsulina | Mono A, Mono B, Di, o Tri) que se aislo con el uso del procedimiento descrito en el
Ejemplo 12 se disolvi6 en amortiguador Tris-HClI 100 mM, pH 7.6, y se us6 HPLC analitica para determinar la
concentracion de polipéptidos de la solucién resultante. Una solucion de tripsina (tratada con TPCK; de pancreas
bovino) se prepardé en amortiguador Tris-HClI 100 mM, pH 7.6. Una solucidon de carboxipeptidasa B (de pancreas
porcino) se preparé en amortiguador Tris-HCI 100 mM, pH 7.6. Después, la mezcla cruda (1 mmol) se dejo reaccionar
con tripsina (1.39 x 10 mmol) y carboxipeptidasa B (4.56 x10* mmol). Después de 30 minutos, la reaccion se detuvo
por adicion de acido trifluoroacético al 1 % en acetonitrilo. La mezcla de productos de cada reaccidon se proceso y

42



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2612937713

analiz6 por HPLC. El tiempo de retencion en HPLC con relacién al de los estandares de referencia y el analisis espectral
de masa se usaron para determinar la identidad y pureza de cada producto (Tabla 1).

Tabla 1

Conjugados de proinsulina | y oligomero y productos (o productos esperados) de la escision con
coctel de enzimas de cada uno

Conjugado Producto (productos esperados) Figura
Proinsulina | Mono A |Insulina, (péptido C conjugado en Lis64 con oligdmero de hexil-PEG7), |16
(proinsulina | conjugada en |(diarginal insulina), (monoarginal insulina), (péptido C Arg65Lis®

Lis 64) conjugado con oligémero de hexil-PEG7) y péptido lider

Proinsulina | Mono B |(insulina conjugada en Lis B2 con oligbmero de hexil-PEG7?), |-
(proinsulina | conjugada en |(proinsulina | o proinsulina Des Arg 31, 32 conjugada en Lis B?° con

B29) oligébmero de hexil-PEG7), proinsulina | o proinsulina Des 65, 64

conjugada en Lis B2° con oligémero de hexil-PEG7), péptido lider)

Proinsulina | Di (proinsulina |insulina conjugada en LisB29 con oligémero de hexil-PEG7 (péptido C |15

| conjugada en B29 y Lis conjugado en Lis® con oligomero de hexil-PEG7), (proinsulina | o

64) proinsulina Des 65 conjugada en Lis ®Lis B2° con di(oligomero de hexil-
PEG?7), proinsulina | o proinsulina Des Arg 31, 32 conjugada en Lis
64Lis B2 con di(oligémero de hexil-PEGY)), (péptido lider),, (péptido C
Arg31,32 conjugado en Lis® con oligémero de hexil-PEG?7), (péptido C
Arg32 conjugado en Lis® con oligémero de hexil-PEG7)

Proinsulina | Tri (proinsulina | (insulina conjugada en Lisgzg con oligémero de hexil-PEG7) (péptido C |-

| conjugada en B29, Lis 64 |conjugado en Lis con oligomero de hexil-PEG7) (Arg®'-Arg®2-insulina

y N-amino terminal de |conjugada en Lis B2 con oligdmero de hexil-PEG7, proinsulina | o

péptido lider) proinsulina Des 65 conjugada en Lis ®4Lis B2° con di(oligomero de hexil-
PEG?7), proinsulina | o proinsulina Des Arg 31, 32 conjugada en Lis
64Lis B2%con di(oligomero de hexil-PEG7), , péptido lider-Arg con
oligébmero de hexil-PEG7 y péptido lider con oligémero de hexil-PEG7

Ejemplo 14
Escision con tripsina de conjugados de proinsulina | aislados

Cada conjugado (Proinsulina | Mono A, Mono B, Di, o Tri) que se aislo con el uso del procedimiento descrito en el
Ejemplo 12 se disuelve en amortiguador Tris-HCI 100 mM, pH 7.6, y la solucion resultante se analiza por HPLC para
determinar la concentracion de polipéptidos. Una solucion de tripsina (tratada con TPCK; de pancreas bovino) se
prepara en amortiguador Tris-HCI 100 mM, pH 7.6. Después, cada conjugado (300 mmol) se deja reaccionar con
tripsina (1 mmol). Después de 20 minutos, la reaccion se detiene por adiciéon de acido trifluoroacético al 1 % en
acetonitrilo. Los productos de la reaccion se aislan y analizan por tiempo de retencién en HPLC y analisis espectral de
masa para determinar la identidad. Los productos esperados son insulina(Args) o insulina (Args1) conjugada en Lisgzg
con oligémero de hexil-PEG7 que se ilustran en la Tabla 2.
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Conjugado

Proinsulina | Mono A
(proinsulina | conjugada en
Lis 64)

Proinsulina | Mono B
(proinsulina | conjugada en
B29)

Proinsulina | Di (proinsulina
| conjugada en B29 y Lis
64)

Proinsulina | Tri (proinsulina
| conjugada en B29, Lis 64
y N-amino terminal de
péptido lider)
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Tabla 2

Productos esperados

Insulina-Arg", insulina-Arg®'-Arg®, Des 65, 64 proinsulina | o proinsulina, Des Arg
31,32 proinsulina | o proinsulina, péptido C conjugado en Lis64 con oligémero de
hexil-PEG7 y Arg65-Lis64-péptido C

insulina (Argss) conjugada en Lisgzg con oligomero de hexil-PEG7, insulina-Arg3'-
Arg®?, proinsulina | o proinsulina Des 65, 64 conjugada en Lis 29 con oligémero de
hexil-PEG7, proinsulina | o proinsulina Des Arg 31, 32 conjugada en Lis con
oligémero de hexil-PEG7, y péptido C

insulina (Arg31) conjugada en Lis®?° con oligémero de hexil-PEG7, péptido C Arg65-
Lis64 conjugado con oligémero de hexil-PEG7, insulina-Arg®'- Arg3? conjugada en
LisB?° con oligémero de hexil-PEG7, proinsulina | o proinsulina Des 65 conjugada en
Lis 84Lis B?° con di(oligémero de hexil-PEG?7, proinsulina | o proinsulina Des Arg 31,
32 conjugada en Lis %4Lis B?° con di(oligémero de hexil-PEG7) y péptido C
conjugado en Lis® con oligémero de hexil-PEG7

insulina (Arg31) conjugada en Lisg29 con oligémero de hexil-PEG7, péptido C Arg65-
Lis64 conjugado con oligémero de hexil-PEG7, insulina-Arg®'- Arg3? conjugada en
Lis B2° con oligémero de hexil-PEG?7, proinsulina | o proinsulina Des 65 conjugada en
Lis 4Lis B?° con di(oligémero de hexil-PEG?7, proinsulina | o proinsulina Des Arg 31,

32 conjugada en Lis 84Lis B2° con di(oligémero de hexil-PEGY7), péptido C conjugado
en Lis®% con oligomero de hexil-PEG7 y péptido lider-Arg con oligémero de hexil-
PEG7

Ejemplo 15
Escisién con carboxipeptidasa B de la mezcla de productos de la escision con tripsina

Se retira una alicuota de la mezcla de reaccién que contiene insulina (Arg®') conjugada en LisB?° con oligémero de hexil-
PEG7 (300 mmol) (del Ejemplo 14) en amortiguador Tris-HCI 100 mM, pH 7.6. Una solucién de carboxipeptidasa B (de
pancreas porcino) se prepara en amortiguador Tris-HCI 100 mM, pH 7.6. Se afiade carboxipeptidasa B (1 mmol) a la
mezcla de reaccion. La reaccion se deja continuar durante 15 horas, y después se detiene con adicion de acido
trifluoroacético al 1 % en acetonitrilo. Los productos esperados de cada reaccion se ilustran en la Tabla 3.

Tabla 3

Conjugado Productos esperados

Proinsulina | Mono A |Insulina y péptido C conjugado en Lis con oligdmero de hexil-PEG7

Proinsulina | Mono B Insulina conjugada en Lis®?° con oligomero de hexil-PEG7 y péptido

Proinsulina | Di Insulina conjugada en LisB2° con oligémero de hexil-PEG7 y
péptido C conjugado en Lis con oligémero de hexil-PEG7

Proinsulina | Tri Insulina conjugada en LisB2° con oligémero de hexil-PEG7 y
péptido C conjugado en Lis con oligémero de hexil-PEG7 y

péptido lider conjugado en Lis con oligémero de hexil-PEG7

Ejemplo 16
Preparacion de insulina conjugada en Lis®?° con oligémero

(a) Conjugacion de proinsulina Il recombinante. La proinsulina Il recombinante (PM 11,133 Dalton) se obtuvo de ltoham
Foods, Inc. de Ibaraki Pref, Japén. La proinsulina Il recombinante tenia un péptido lider y un péptido C, ambos carentes
de residuos de lisina. Una porcién de 2.55 x 10°® mmol de proinsulina || recombinante se disolvié en 10 ml de DMSO. A
la solucién se afiadio 355 pl de trietilamina. La solucidn resultante se dejo en agitacion durante 5 minutos, y después se
afiadio una solucién de metilpolietilenglicol activado ((PEGn)-hexiloligémero) (n =7 £ 3 o n =7) (5.10 x 10 mmol) en
acetonitrilo. El progreso de la reaccion se controldé por HPLC. Después que la reaccién parecio concluir, se detuvo por
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adicion de 3.7 ml de solucidon acuosa de acido trifluoroacético al 5 %. Después, la mezcla de reaccion se proceso y se
cambioé a amortiguador Tris-HCI 100 mM, pH 7.6. El perfil de HPLC de la mezcla de productos de proinsulina Il
recombinante conjugada con oligémero se muestra en la Figura 2.

(b) Escision con coctel de enzimas de proinsulina |l recombinante conjugada con oligémero. La solucién en Tris-HCI de
la mezcla de productos del Ejemplo 16(a) se analizé6 por HPLC para determinar la concentracion de polipéptidos en
esta. Una solucion de tripsina (tratada con TPCK; de pancreas bovino) se preparé en amortiguador Tris-HCI 100 mM,
pH 7.6. Una solucién de carboxipeptidasa B (de pancreas porcino) se preparé en amortiguador Tris-HCI 100 mM, pH
7.6. La mezcla de productos (0.399 umol/ml) se dejé reaccionar con tripsina (5.57 x 10* umol/ml) y carboxipeptidasa B
(1.82 x 10*umol/ml). Después de 30 minutos, la reaccién se detuvo por adicion de 550 pl de acido trifluoroacético al 1 %
en acetonitrilo. Los productos principales se identificaron por el tiempo de retencion en HPLC (con relacion al de los
estandares de referencia conocidos) y analisis espectral de masa. Asi, se obtuvo insulina (23 %) e insulina conjugada
en LisB?° con oligomero de hexil-PEGn (60 %) y otros (17 %) (Figuras 9 - 10).

Ejemplo 17
Aislamiento de los productos de conjugacion con oligémero de proinsulina Il recombinante

Cada producto principal de la reaccidon de conjugacion descrita en el Ejemplo 16(a) se aislo con el uso de HPLC de fase
reversa. Una columna (1.0 cm. d.i. x 25 cm. de longitud) se empaquet6 con una fase estacionaria de C18 disponible
comercialmente de utilidad conocida para la resolucion de polipéptidos y proteinas, y después se incorporé a un sistema
de HPLC. El sistema se equilibré con amortiguador de elucién que era una mezcla de 75 % de fase mévil A (H20 con
acido trifluoroacético al 0.1 %) y 25 % de fase movil B (acetonitrilo con &cido trifluoroacético al 0.1 %) que se suministré
a un régimen de flujo de 5 ml/min. La solucién en Tris-HCI de la mezcla de productos del Ejemplo 16(a) se aplicé a la
columna, y los productos principales se separaron y se eluyeron con el uso de un gradiente de elucion en el que la
composicion del amortiguador de elucion cambié de 25 % de fase mévil B a 35 % de fase mévil B durante 120 minutos.
Cada una de las fracciones que se recogieron se analizé por HPLC para determinar la identidad y pureza del producto
contenido en estas. Después, las fracciones comunes de cada producto (monoconjugado de proinsulina Il ("Proinsulina
II Mono") y diconjugado ("Proinsulina Il Di") se agruparon, y el solvente se elimind por evaporacion rotatoria. La
identidad y pureza de cada producto se determiné por HPLC y analisis de espectrometria de masa (Figuras 2 - 4).

Ejemplo 18
Escision con coctel de enzimas de conjugados de proinsulina Il recombinante aislados

Cada conjugado de proinsulina Il (proinsulina Il Mono, Di o Tri) que se aisl6 con el uso del procedimiento descrito en el
Ejemplo 17 se disolvié en amortiguador Tris-HCI 100 mM, pH 7.6, y una alicuota de la solucién se analizé por HPLC
para determinar la concentracion de polipéptidos en esta. Una solucion de tripsina (tratada con TPCK; de pancreas
bovino) se prepardé en amortiguador Tris-HClI 100 mM, pH 7.6. Una solucidon de carboxipeptidasa B (de pancreas
porcino) se prepard en amortiguador Tris-HCI 100 mM, pH 7.6. El conjugado (0.127 pmol/ml) se dejé reaccionar con
tripsina (1.77 x 10*umol/ml) y carboxipeptidasa B (5.77 x 10 umol/ml). Después de 30 minutos, la reaccion se detuvo
por adicién de 250 pl de acido trifluoroacético al 1 % en acetonitrilo. El aislamiento de los productos principales seguido
de la identificacion por el tiempo de retencion en HPLC contra estandares de referencia y analisis espectral de masa
mostré que en la reaccién se produjo insulina o insulina acilada en B-29 con hexil-PEGY. Los productos y rendimientos
de cada reaccion se ilustran en la Tabla 4.

Tabla 4

Conjugado Productos esperados Rendimiento

Proinsulina Il Insulina 15 %

Mono . . . B29 I o
Insulina conjugada en Lis con oligbmero de 85 %
hexil-PEGn

Proinsulina Il Di  |Insulina conjugada en Lis®2® con oligomero de 92 %
hexil-PEGn

Ejemplo 19

Escision con tripsina de conjugados de proinsulina Il aislados
Cada conjugado (proinsulina Il Mono, Di o Tri) del Ejemplo 17 se disolvié en amortiguador Tris-HCI 100 mM, pH 7.6, y la

solucién resultante se analizé por HPLC para determinar la concentracion de polipéptidos en esta. Una solucion de
tripsina (tratada con TPCK; de pancreas bovino) se prepar6 en amortiguador Tris-HCI 100 mM, pH 7.6. Después, cada
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conjugado (0.127 umol/ml) se dejo reaccionar con tripsina (4.23 x 10 ymol/ml). Después de 20 minutos, la reaccion se
detuvo por adicion de 250 pl de acido trifluoroacético al 1 % en acetonitrilo. El aislamiento de los productos principales
seguido de la identificacion por el tiempo de retencion en HPLC y analisis espectral de masa mostré que en la reaccion
se produjo insulina (Arg®") o insulina (Arg® conjugada en LisB?® con oligémero de hexil-PEGn). Los productos y
rendimientos de cada reaccion se ilustran en la Tabla 5.

Tabla 5

Conjugado Productos y (productos esperados) Rendimiento
Proinsulina Il | Insulina -Arg31, (péptido C-Arg), (péptido lider-Arg) -
Mono

Insulina-Arg31 conjugada en Lisgz9 con oligémero de hexil-PEGn |-
Proinsulina Il Di Insulina-Arg31 conjugada en Lisgz9 con oligémero de hexil-PEGn, |-

(péptido C-Arg), (péptido lider-Arg conjugado con oligémero de

hexil-PEGn)

Ejemplo 20

Escisién con carboxipeptidasa B de la mezcla de escision con tripsina

Se retird una alicuota de la mezcla de reaccion con insulina (Arg®') conjugada en Lis®?® con oligémero de hexil-PEG7
(3.10 x 10° mmol) del Ejemplo 19. Una solucién de carboxipeptidasa B (de pancreas porcino) se prepard en
amortiguador Tris-HCI 100 mM pH 7.6. Se afiadié carboxipeptidasa B (1.03 x 1077) a la mezcla de reaccion. La reaccién
se dejo continuar durante 15 horas, y después se detuvo con adiciéon de acido trifluoroacético al 1 % en acetonitrilo.
Después del procesamiento, los productos de la reaccién se analizaron por HPLC. El tiempo de retencion y el analisis
espectral de masa se usaron para determinar la identidad. Insulina (23 %) e insulina conjugada en LisB?° con oligémero
de hexil-PEGn (60 %) (Figuras 5, 7 - 8) se produjeron a partir de la reaccion de monoconjugado de proinsulina Il. Los
productos esperados de la reaccion de diconjugado de proinsulina Il se ilustran en la Tabla 6.

Tabla 6

Conjugado Productos (productos esperados) Rendimiento

Proinsulina Il | Insulina'y 23 %

Mono . : . e
Insulina conjugada en Lis B2° con oligémero de |60 %

hexil-PEGn

Proinsulina Il Di | (insulina conjugada en Lis®?° con oligomero de
hexil-PEGn)

Ejemplo 21
Preparacion de insulina conjugada en Lis®?° con oligémero

(a) Conjugacion de proinsulina humana natural. Se disuelve proinsulina humana natural (Sigma Chemical Co.) (3.20 x
10* mmol) en 5 ml de DMSO. A la solucion se afiade 45 ul de trietilamina. La solucion se deja en agitacion durante 5
minutos antes de afiadir una solucion de PEG7-hexiloligomero activado (6.4 x 10 mmol) en acetonitrilo. Después que la
reaccion ha progresado de manera que el andlisis por HPLC indica que la proinsulina se ha consumido (o la
concentracion de proinsulina ya no disminuye), la reaccion se detiene por adicion de 0.5 ml de solucién acuosa de acido
trifluoroacético al 5 %. Después, la mezcla de reaccidon se procesa y se cambia a amortiguador Tris-HCI 100 mM, pH
7.6.

(b) Escision con coctel de enzimas de proinsulina natural conjugada con oligémero. Una alicuota de la solucién en Tris-
HCI de la mezcla de productos del Ejemplo 21(a) se analiza por HPLC para determinar la concentracion de polipéptidos
en esta. Una solucion de tripsina (tratada con TPCK; de pancreas bovino) se prepara en amortiguador Tris-HCI 100 mM,
pH 7.6. Una solucién de carboxipeptidasa B (de pancreas porcino) se prepara en amortiguador Tris-HCI 100 mM, pH
7.6. Después, la mezcla cruda (1 mol eq.) se deja reaccionar con tripsina (1.39 x 102 mol eq.) y carboxipeptidasa B
(4.56 x 10 mol eq.). Después de 30 minutos, la reaccion se detiene por adicién de acido trifluoroacético al 1 % en
acetonitrilo. La mezcla de productos de la reaccion se procesa y analiza por HPLC. El tiempo de retencion (respecto al
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de los estandares de referencia) y el analisis espectral de masa se usan para determinar la identidad. Los productos
esperados de la reaccion son insulina e insulina conjugada en Lis®?° con oligémero de hexil-PEG?7.

Ejemplo 22
Aislamiento de los productos de conjugacion de proinsulina humana natural

Cada producto principal obtenido de la reaccidon de conjugacion descrita en el Ejemplo 21(a) se aisla con el uso de
HPLC de fase reversa. Una columna (1.0 cm. d.i. x 25 cm. de longitud) se empaqueta con una fase estacionaria de C18
disponible comercialmente de utilidad conocida para la resolucion de polipéptidos y proteinas, y después se incorpora a
un sistema de HPLC. El sistema se equilibra con amortiguador de elucién que comprende una mezcla de 75 % de fase
mavil A (H20 con acido trifluoroacético al 0.1 %) y 25 % de fase movil B (acetonitrilo con acido trifluoroacético al 0.1 %).
La solucion en Tris-HCI de la mezcla de productos del Ejemplo 21(a) se aplica a la columna, y los productos principales
se separan y eluyen con el uso de un gradiente elucion en el cual el porcentaje del componente acetonitrilo aumenta de
25 %-35 % durante 120 minutos. Las fracciones se recogen y analizan por HPLC para determinar la identidad y pureza
del producto en estas. Las fracciones comunes de cada producto se agrupan, y el solvente se elimina por evaporacion
rotatoria. La identidad y pureza de cada pico de producto se determinan por HPLC y espectrometria de masa. Los
productos esperados consisten en 2 monoconjugados de proinsulina humana (Lis B29 o Lis 64), 1 diconjugado de
proinsulina humana (Lis B29, Lis 64) y 1 triconjugado de proinsulina humana (Fen B1, Lis B29, Lis 64). El uso de las
condiciones de conjugacion modificadas del Ejemplo 21 resulta en tres monoconjugados de proinsulina humana (Fen B1
o Lis B29 o Lis 64).

Ejemplo 23
Escision con céctel de enzimas de conjugados de proinsulina humana natural aislados

Cada conjugado que se obtiene con el uso del procedimiento descrito en el Ejemplo 22 se disuelve en amortiguador
Tris-HCI 100 mM, pH 7.6, y la solucion resultante se analiza por HPLC para determinar la concentracion de polipéptidos
en esta. Una solucion de tripsina (tratada con TPCK; de pancreas bovino) se prepara en amortiguador Tris-HCI 100 mM,
pH 7.6. Una solucién de carboxipeptidasa B (de pancreas porcino) se prepara en amortiguador Tris-HCI 100 mM, pH
7.6. Después, la mezcla cruda (1 mol eq.) se deja reaccionar con tripsina (1.39 x 102 mol eq.) y carboxipeptidasa B
(4.56 x 10“*mol eq.). Después de 30 minutos, la reaccion se detiene por adicion de acido trifluoroacético al 1 % en
acetonitrilo. Los productos se procesan y analizan por HPLC. El tiempo de retencién (en comparacion con el de los
estandares de referencia) y el andlisis espectral de masa se usan para determinar identidad. Los productos esperados
de la reaccion son insulina o insulina conjugada en LisB29 con oligémero de hexil-PEG7 o insulina conjugada en LisB29
o FenB1 con di[oligdmero de hexil-PEG7] o péptido C conjugado en Lis64 con oligdmero de hexil-PEG7 o insulina
conjugada en FenB1 con oligémero de hexil-PEG7 o LisB29 o péptido C.

Ejemplo 24
Escision con tripsina de conjugados de proinsulina humana natural aislados

Cada conjugado que se obtiene como se describié en el Ejemplo 22 se disuelve en amortiguador Tris-HCI 100 mM, pH
7.6, y la solucion resultante se analiza por HPLC para determinar la concentracion de polipéptidos en esta. Una solucion
de tripsina (tratada con TPCK; de pancreas bovino) se prepara en amortiguador Tris-HCI 100 mM, pH 7.6. Después, el
conjugado (300 mol eq.) se deja reaccionar con tripsina (1 mol eq.). Después de 20 minutos, la reaccion se detiene por
adicion de acido trifluoroacético al 1 % en acetonitrilo. Los productos se procesan y analizan por HPLC. El tiempo de
retencion y la espectrometria de masa se usan para determinar la identidad. Los productos esperados de la reaccion
son insulina (Arg®') o desTre-insulina o insulina (Args1) conjugada en LisB29 con oligémero de hexil-PEG7 o insulina-
Arg31 conjugada en LisB29, FenB1 con di[oligdmero de hexil-PEG7] o insulina-Arg31 conjugada en FenB1 con
oligémero de hexil-PEG7 o péptido C conjugado en Lis64 con oligdmero de hexil-PEG7 o péptido C-Arg.

Ejemplo 25
Escisién con carboxipeptidasa B de la mezcla de escision con tripsina

Se retira una alicuota de la mezcla de reaccion con tripsina de cada conjugado (300 mmol) del Ejemplo 24. Una solucion
de carboxipeptidasa B (de pancreas porcino) se prepara en amortiguador Tris-HCI 100 mM, pH 7.6. Se afiade
carboxipeptidasa B (1 mmol) a la mezcla de reaccion. La reaccion se deja continuar durante 15 horas, y después se
detiene con adicién de acido trifluoroacético al 1 % en acetonitrilo. Los productos se procesan y analizan por HPLC. El
tiempo de retencion y el andlisis espectral de masa se usan para determinar la identidad. Los productos esperados son
insulina o des Tre-insulina o insulina conjugada en LisB29 con oligémero de hexil-PEG7 o insulina conjugada en FenB1
con oligémero de hexil-PEG7 o insulina conjugada en LisB29, FenB1 con di[oligémero de hexil-PEG7] o péptido C
conjugado en Lis64 con oligémero de hexil-PEG7 o péptido C.
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Ejemplo 26
Preparacion optimizada de insulina conjugada en Lis®?° con oligémero

El analisis de los datos experimentales del Ejemplo 11 indicaron que la insulina conjugada en Lis®?° con oligémero de
hexil-PEG7 y péptido C conjugado en Lis con oligémero de hexil-PEG7 podian obtenerse con alto rendimiento y pureza
al (a) acilar el grupo e-amino de todos los residuos de lisina que estan presentes en un material crudo de proinsulina, y
(b) escindir la proinsulina resultante, completamente conjugada con oligdmero con un coctel de enzimas compuesto de
tripsina y carboxipeptidasa B. La confirmacion experimental de esta hipdtesis se obtuvo de la siguiente manera.

(a) Conjugacion de proinsulina | recombinante. La proinsulina | recombinante (PM 10,642 Dalton) se obtiene de Biobras,
Belo Horizonte, Brasil. Una porcién de 2.32 x 10 mmol de proinsulina | se disuelve en 10 ml de DMSO. A la solucién se
afade 324 pl de trietilamina. La solucion resultante se deja en agitacion durante 5 minutos, y después se afiade una
solucion de metilheptaetilenglicol(PEG7)-hexiloligémero activado (4-6 mol eq.; suficientes para convertir toda la
proinsulina | en triconjugado) en acetonitrilo. El curso de la reaccién de conjugacion (acilacion) se controla por HPLC.
Cuando la reaccion parece concluir (es decir, no se observa proinsulina | no conjugada por HPLC), se detiene por
adicion de 3.54 ml de solucién acuosa de acido trifluoroacético al 5 %. Después, la mezcla de reaccién se procesa y se
cambia a amortiguador Tris-HCI 100 mM, pH 7.6. Se espera que el perfil de HPLC de la mezcla de productos,
proinsulina | recombinante conjugada con oligémero, sélo muestre picos correspondientes a triconjugado (todas las Lis y
extremos N terminales conjugados) y diconjugado.

(b) Escision con coctel de enzimas de proinsulina | recombinante conjugada con oligémero. Una alicuota de la solucion
en Tris-HCI de la mezcla de productos del Ejemplo 16(a) se analiza por HPLC para determinar la concentracion de
polipéptidos. Una solucién de tripsina (tratada con TPCK; de pancreas bovino) se prepara en amortiguador Tris-HCI 100
mM, pH 7.6. Una solucion de carboxipeptidasa B (de pancreas porcino) se prepara en amortiguador Tris-HCI 100 mM,
pH 7.6. Después, la mezcla de productos del Ejemplo 16(a) (0.424 umol/ml) se deja reaccionar con tripsina (5.97 x 10
umol/ml) y carboxipeptidasa B (1.93 x 10 umol/ml). Después de 30 minutos, la reaccion se detiene por la adicién de
1.58 ml de acido trifluoroacético al 1 % en acetonitrilo. Los productos principales se identifican por el tiempo de retencion
en HPLC (con relacion a los tiempos de retencion de estandares de referencia conocidos) y analisis espectral de masa.
Se espera que la insulina conjugada en Lis®?° con oligémero de hexil-PEG7, el tnico conjugado de insulina que esta
presente, se obtenga con un rendimiento cercano a 95 %. El péptido C conjugado en Lis' con oligémero de hexil-PEG7
también se obtiene con un rendimiento casi cuantitativo.

Ejemplo 27
Preparacion de insulina conjugada en Lis®?° con oligémero- escalado a 20 g

(a) Conjugacion de proinsulina | recombinante. La proinsulina | recombinante (PM 10,642 Dalton) se obtuvo de Biobras,
de Belo Horizonte, Brasil. Una porcién de 20 g (1.85 mmol) de proinsulina | se disolvié en 540 ml de acido bérico 50 mM.
La solucion se llevé a pH 9.3 con solucion de hidroxido de sodio 4 N y se afiadié a 120 ml de etanol y se ajusto a pH
10.2 con hidréxido de sodio. A la solucién agitada anterior se afiadié una solucion de metilheptaetilenglicol ((PEG7)-
hexiloligomero) activado (4x 1.85 mmol) en 14 ml de etanol. El curso de la reaccion de conjugacion (acilacion) se
controlé por HPLC y el pH se mantuvo a pH 10.2 con el uso de hidréxido de sodio 4 N. Cuando la reaccion parecio
concluir después de 20 minutos, se detuvo por adicién de acido clorhidrico 4 N a pH 6.8. Después, la mezcla de
reaccion se proceso y se cambié a amortiguador Tris-HCI 100 mM, pH 7.6 por medio de diafiltracion con el uso del
sistema Pellicon Il de Millipore. El perfil de HPLC de la mezcla de productos mostr6 >80 % de di y triconjugados de
proinsulina | recombinante con oligémero.

(b) Escision con coctel de enzimas de proinsulina | recombinante conjugada con oligémero. Una alicuota de la solucion
en Tris-HCI de la mezcla de productos se analizé por HPLC para determinar la concentracion de polipéptidos y se diluyd
a 15 mg/ml equivalente de insulina. Una solucion de tripsina (tratada con TPCK; de pancreas bovino) se prepard en
amortiguador Tris-HCI 100 mM, pH 7.6. Una solucidon de carboxipeptidasa B (de pancreas porcino) se prepard en
amortiguador Tris-HCI 100 mM, pH 7.6. Después, la mezcla de productos (2.64 mmol) se dej6 reaccionar con tripsina
(3.68 x 103mmol) y carboxipeptidasa B (1.20x103mmol) a 15 °C. Después de 55 minutos, la reaccion se detuvo por la
adicion de 4 N de acido clorhidrico a pH ~3. Los productos principales se identificaron por el tiempo de retencién en
HPLC (con relacion a los tiempos de retencion de estandares de referencia conocidos) y analisis espectral de masa.
Asi, se obtuvo insulina conjugada en Lis®?° con oligémero de hexil-PEG7 (80 %) e insulina (7 %). Se obtuvo péptido C
conjugado en Lis64 con oligdmero de hexil-PEG7 como el producto secundario principal de la porcion de péptido C de
los conjugados de proinsulina .

(c) Aislamiento de los productos de escision con céctel de enzimas de conjugacion de proinsulina | recombinante con
oligébmero

Se us6 HPLC de fase reversa para aislar los productos principales de la mezcla de productos obtenidos de la reaccion
de conjugacion. Una columna de HPLC (10 cm. d.i. x 25 cm. de longitud) se empaquetd con una fase estacionaria de
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C18 disponible comercialmente de utilidad conocida para la separacion de péptidos y proteinas, y después se incorporé
a un sistema de HPLC. El sistema se equilibré con amortiguador de elucién, una mezcla que comprende 80 % de fase
maovil A (amortiguador acetato de amonio 10 mM) y 20 % de fase mévil B (acetonitrilo) que se suministré a un régimen
de flujo de 120 ml/min. Una solucién de la mezcla de productos en amortiguador Tris-HCI 100 mM, pH 7.6, se aplico a la
columna de fase reversa, y los productos se separaron y se eluyeron con el uso de un gradiente en el cual el
componente acetonitrilo del amortiguador de elucion (fase movil B) se aumenté de la siguiente manera:

20 %-27 % de fase movil B durante 30 minutos, después

27 %-29 % de fase movil B durante 30 minutos, después

29 %-32 % de fase movil B durante 12 minutos, después

32 %-35 % de fase movil B durante 6 minutos, después

35 %-45 % de fase movil B durante 13 minutos.

Las fracciones se recogieron y se analizaron individualmente por HPLC para determinar la identidad y pureza del
producto contenido en estas. Después, las fracciones comunes que contienen uno de los tres productos (insulina
conjugada en Lisg2g con oligémero de hexil-PEG7 ("PEG7 HIM2")), insulina ("insulina") y péptido C conjugado en Lis64
con oligémero de hexil-PEG7 ("PEG7 Lis-péptido C") se agruparon, y cada grupo se diluyé a 10 % de acetonitrilo con
agua y después se proceso, se cambié a amortiguador acetato de amonio 10 mM, pH 7.4 y se concentrd por medio de
diafiltracion con el uso del sistema Pellicon Il de Millipore. Las soluciones concentradas de PEG7 HIM2 y PEG7-Lis-
péptido C se liofilizaron en un liofilizador de bandejas a polvos blancos de PEG7 HIM2 (4.86 g equivalente de insulina) y
PEG7-Lis-péptido C (3.7 g). El HPLC y el analisis espectral de masa se usaron para determinar la identidad y pureza de
cada aislado. Una muestra de material liofilizado de PEG7 HIM2 se caracterizé posteriormente por pruebas adicionales,
mapeo peptidico y biopotencia (por medio del ensayo de glucosa en sangre de ratén (MBGA)) y se compard con
insulina USP y PEG7 HIM2 obtenidos por medio de conjugacion con el uso de insulina USP.

Ejemplo 28

Comparabilidad del mapeo peptidico, la quimica y la potencia del conjugado de insulina en LisB29 con oligémero de
hexil-PEG7, PEG7 HIMZ2, producido a partir de proinsulina contra el PEG7 HIM2 producido a partir de insulina

A. Método de mapeo peptidico:

Mapeo peptidico por digestion con endoproteinasa Glu-C (proteasa de Staphylococcus aureus V8):

El procedimiento usado se basa en el método descrito en la monografia de USP para insulina humana.
Preparacion de muestras:

Se prepararon soluciones de insulina y conjugado de insulina que tienen una concentracion de ~ 0.5 mg/ml con el uso
de amortiguador HEPES 100 mM, pH 7.5, como diluyente. Las soluciones por HPLC con el uso del método de HPLC
para el analisis de insulina y PEG7 HIM2 para determinar la concentracion con relaciéon a un estandar de insulina. Las
soluciones se almacenaron a +5 °C. La solucion de endoproteinasa Glu-C (de Staphylococcus aureus V8) que tiene una
concentracion de 2 mg/ml se preparé en agua.

Ensayo de prueba:

Se colocé 0.375 ml de solucién de proteina en un frasco, se afiadié 30 pl de solucién de endoproteinasa Glu-C, el frasco
se cerrd y se sello, después se incubd a 25 °C (bafio de agua en agitacion) durante aproximadamente 4 horas. Se
afiadié 405 pl de una solucion 50:50 (v/v) de sulfato de amonio 2.0 M/acido sulfurico 0.5 M al frasco para detener la
reaccion. La muestra se congeld.

Analisis:

Las muestras de reserva se analizaron por el método de HPLC para el andlisis de PEG7 HIM2 e insulina. Todas las
muestras digeridas se analizaron por el método de HPLC V8MAP1 (mas abajo).

Columna: Columna C18 Waters DeltaPak, 150 mm de longitud x 3.9 mm D.l.; 5 um de tamafio de particula, 300 A
tamano de poro de la fase estacionaria

Temperatura de la columna: +40 °C

Longitud de onda de deteccién: 220 nm

Fase movil A: 10 % (v/v) de metanol en agua que contiene 0.1 % TFA

Fase movil B: 10 % (v/v) de metanol en acetonitrilo que contiene 0.1 % TFA

Régimen de flujo: 1 ml/min.

Gradiente:
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Tiempo (minutos) % de Fase movil A % de Fase moévil B
0 89 11
70 67 37
73 89 11
75 89 11
TABLA 7

Principales fragmentos obtenidos por digestion con endoproteinasa Glu-C de muestras de
insulina humana, USP y PEG7 HIM2 producidas a partir de insulina y proinsulina |

Fragmento
Insulina PEG7 HIM2, producido PEG7 HIM2, producido
No. Estructura . . X . . .
humana a partir de insulina a partir de proinsulina |
1 [A5-A17 + B1-B13] 2970 2970 2970
2 [A18-A21 + B14-B21] 1379 1379 1378
3 1116 No presente No presente
[B22-B30]
3' (Nota 1) No presente | 1554 (Nota 2 y 3) 1553 (Nota 2 y 3)
4 [A1-A4] 416 416 416

Notas de la Tabla 7

Nota 1: Fragmento 3' se refiere al pico observado en el mapa peptidico de PEG7 HIM2 que es diferente
del fragmento 3 de la insulina humana.

Nota 2: El cromatograma de HPLC muestra un tiempo de retencion diferente para este fragmento, lo que
sugiere que el fragmento se ha modificado con hexiloligémero. El espectro de masa, que muestra un ion
pseudomolecular que tiene una m/z ("masa") de 1554 unidades de masa atdmica (amu) confirma la
estructura de este fragmento como [B22-B30 + el peso molecular de un solo hexiloligémero]. Nota 3: El
cromatograma de HPLC muestra diferentes tiempos de retencion para este fragmento, lo que sugiere
que el fragmento se ha modificado con hexiloligémero. El espectro de masa, que muestra un ion que
tiene una m/z de 1554, confirma la estructura de este fragmento como [B22-B30 + el peso molecular de
un solo hexiloligémero].

Las Figuras 17a y 17b muestran el perfil de HPLC de la digestion con Glu-C peptidasa (VX proteasa) del conjugado de
insulina en LisB29 con hexiloligdmero de PEG7 (PEG7 HIM2). El pico identificado como "unk" es un fragmento
desconocido que es aparentemente un subproducto minoritario formado en las condiciones de digestion enzimatica. El
fragmento no identificado también esta presente en los cromatogramas de HIM2 pero no se identifica por el nombre.
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B. Comparabilidad quimica:
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Pruebas de control PEG7 HIM2 a partir de PEG7 HIM2 a partir de
insulina USP preproinsulina |

Apariencia (Visual) Polvo blanco Polvo blanco

Identidad:

PM (por MALDI/MS) 6245.2 (M+1) 6244 (M+1)

HPLC Se ajusta Se ajusta

Mapeo peptidico Se ajusta Se ajusta

Pureza (HPLC) 96.1 % 99.3 %

Sustancias relacionadas (HPLC) 3.9% 0.7 %

Contenido de proteina (HPLC) 95.9 % p/p (RH=23 %) 78.6 % p/p (RH=nd)

Humedad (Karl Fisher) 5.7 % plp 8.7 % plp

Acetato (cromatografia idnica) 0.13 % p/p 2.6 % plp

Solventes residuales (GC-MS) ACN 257 ppm ACN 6.2 ppm Etanol 4.3

ppm
lon amonio (cromatografia idnica 0.4 % plp 0.52 % pl/p

nd: no determinado

C. Método de biopotencia: MBGA

Ensayo prolongado de glucosa en sangre en raton (MBGA) Seis grupos de dosis pareadas de 5 ratones CF-1 macho
(Charles River Laboratories; 25-30 g) recibieron inyecciones subcutaneas del conjugado de insulina (articulo de prueba)
o insulina humana recombinante. El articulo de prueba se reconstituyé con agua desionizada y se dosificé a 100, 66.6,
43.3, 30, 20, y 13.3 pg/kg. La insulina se reconstituyé con agua desionizada y se dosificé a 50, 33.3, 21.7, 15, 10, y 6.7
pg/kg. Después de recibir una dosis subcutanea en el cavidad formada por el muslo y la ingle, los animales fueron
devueltos a sus jaulas por 30 minutos a temperatura ambiente y después fueron anestesiados rapidamente y sangrados
terminalmente. Las muestras de sangre se recogieron en tubos de heparina para ensayo de glucosa. Si el ensayo de
glucosa se retrasaba, los tubos se almacenaron en agua con hielo y se recalentaron a temperatura ambiente antes del
ensayo.

La glucosa en plasma se midid con un glucometro (por ejemplo, One Touch® Basic; Lifescan), que se calibré al
comienzo de cada dia de uso de acuerdo con las instrucciones del fabricante. La potencia del conjugado de insulina se
calculd después con relacion a la curva estandar que se genero para la respuesta a insulina humana recombinante. Los
calculos se basaron en el supuesto de que la insulina humana recombinante tiene una potencia de 27.4 IU/mg.

Las Figuras 18a & b y 19a & b muestran los perfiles de biopotencia de MBGA de insulina e insulina PEG7 HIM2.

Pruebas de control PEG7 HIM2 a partir de insulina |PEG7 HIM2 a partir de
USP preproinsulina |
Biopotencia por MBGA 76-94 % 84 %
Ejemplo 29

Preparacion de insulina conjugada en Lisgzg con oligémero e insulina conjugada en LisB29, FenB1-di(oligémero) como
se describe en el Ejemplo 21

(a) Conjugacion de proinsulina humana natural. Se disolvio proinsulina humana natural (Sigma Chemical Co) (3.20 x 10*
mmol) en 5 ml de DMSO. A la solucion se afiadié 45 pl de trietilamina. La soluciéon se dejé en agitacion durante 5
minutos antes de afiadir una solucion de PEG7-hexiloligomero activado (6.4 x 10* mmol) en acetonitrilo. Después que la
reaccion habia progresado de manera que el analisis por HPLC indica que la proinsulina se ha consumido (o la
concentracion de proinsulina ya no disminuye), la reaccion se detuvo por adicion de 0.5 ml de solucion acuosa de acido
trifluoroacético al 5 %. Después, la mezcla de reaccion se proceso y se cambié a amortiguador Tris-HCI 100 mM, pH
7.6.

(b) Escision con coctel de enzimas de proinsulina natural conjugada con oligémero. Una alicuota de la solucién en Tris-
HCI de la mezcla de productos se analizé por HPLC para determinar la concentracién de polipéptidos en esta. Una
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solucion de tripsina (tratada con TPCK; de pancreas bovino) se preparé en amortiguador Tris-HCI 100 mM, pH 7.6. Una
solucion de carboxipeptidasa B (de pancreas porcino) se preparé en amortiguador Tris-HCI 100 mM, pH 7.6.

Después, la mezcla cruda (1 mol. eq.) se dejo reaccionar con tripsina (1.39 x 10 -* mol. eq.) y carboxipeptidasa B (4.56 x
10 mol. eq.). Después de 30 minutos, la reaccion se detuvo por adicién de acido trifluoroacético al 1 % en acetonitrilo.
La mezcla de productos de la reaccion se proceso y analizé por HPLC. El tiempo de retencion (respecto al de los
estandares de referencia) y el analisis espectral de masa se usaron para determinar la identidad. Los productos y
productos esperados de la reaccion fueron insulina, insulina conjugada en LisB29 con oligémero de hexil-PEG7, insulina
conjugada en FenB1, LisB29 con di(oligobmero de hexil-PEG7) y péptido C conjugado en Lis con oligomero de hexil-
PEGY7 (Tabla 8)

Tabla 8

Conjugados en mezcla |[Productos y (productos esperados) PM por espec de
cruda masa
Proinsulina Natural Mono |Insulina 5009 (M+1)
Qn(Eir:érsullna conjugada Des Tre insulina

(péptido C conjugado en Lis64 con oligémero de hexil-

PEG?7),
Proinsulina 1ll  Natural |(diarginal insulina, monoarginal insulina), (péptido C
Mono B (proinsulina |Arg65Lis®* conjugado con oligémero de hexil-PEG?7), (Des
conjugada en Lis29) Arg 31, 32 proinsulina) y (Des 65, 64 proinsulina)
Proinsulina natural Di |Insulina conjugada en Lis con oligémero de hexil-PEG7, 6244 (M+1) (Figura
(proinsulina  conjugada 28)
en LisB29 y Lis64) Péptido C
Proinsulina 11} Tri | (proinsulina Des Arg 31, 32 conjugada en Lis B?° con

(proinsulina  conjugada |oligémero de hexil-PEG7), (proinsulina Des 65, 64

en LisB29, Lis64 vy |conjugada en Lis B?° con oligdmero de hexil-PEG7 ©4),

FenB1) (péptido C Arg31,32 conjugado en Lis® con oligomero de
hexil-PEG7) y (péptido C Arg32 conjugado en Lis® con
oligémero de hexil-PEG7)

Insulina conjugada en FenB1, LisB29 con di[oligdmero de |6682  (M+1)(Figura
hexil-PEG7], péptido C conjugado en Lis64 con oligémero |29)
de hexil-PEG7

(insulina Arg®'-Arg®? conjugada en Lis B2° con oligémero de
hexil-PEG7), (proinsulina Des 65 conjugada en Lis®4Lis B2°
FenB1 con tri(oligémero de hexil-PEG7)), (proinsulina Des
Arg 31, 32 conjugada en Lis %4Lis B29, FenB1 con
tri(oligébmero de hexil-PEG7)),

(péptido C Arg31,32 conjugado en Lis® con oligomero de
hexil-PEG7 ) y (péptido C Arg32 conjugado en Lis® con
oligémero de hexil-PEG7)

Ejemplo 30
Preparacion de insulina conjugada en Lis®?° con oligémero monodispersa

(a) Conjugacion de proinsulina Il recombinante. La proinsulina Il recombinante (PM 11,133 Dalton) se obtuvo de ltoham
Foods, Inc. de Ibaraki Pref, Japén. La proinsulina Il recombinante tenia un péptido lider y un péptido C, ambos carentes
de residuos de lisina. Una porcién de 2.55 x 10" mmol de proinsulina |l recombinante se disolvié en 10 ml de DMSO. A
la solucién se afiadio 355 pl de trietilamina. La solucién resultante se dejo en agitacion durante 5 minutos, y después se
afiadio una solucion de metilheptaetilenglicol activado ((PEG7)-hexiloligomero) (5.10 x 10°mmol) en 0.6 ml de
acetonitrilo. El progreso de la reaccion se controldé por HPLC. Después que la reaccién pareciod concluir, se detuvo por
adicion de 3.7 ml de solucidon acuosa de acido trifluoroacético al 5 %. Después, la mezcla de reaccion se proceso y se
cambio6 a amortiguador Tris-HCI 100 mM, pH 7.6.
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(b) Escision con coctel de enzimas de proinsulina |l recombinante conjugada con oligémero. La solucién en Tris-HCI de
la mezcla de productos se analizé por HPLC para determinar la concentracion de polipéptidos en esta. Una solucion de
tripsina (tratada con TPCK; de pancreas bovino) se preparé en amortiguador Tris-HCI 100 mM, pH 7.6. Una solucion de
carboxipeptidasa B (de pancreas porcino) se preparé en amortiguador Tris-HClI 100 mM, pH 7.6. La mezcla de
productos (0.399 umol/ml) se dejo reaccionar con tripsina (5.57 x 10*umol/ml) y carboxipeptidasa B (1.82 x 10
pmol/ml). Después de 30 minutos, la reaccion se detuvo por adicién de 550 ul de acido trifluoroacético al 1 % en
acetonitrilo. Los productos principales se identificaron por el tiempo de retenciéon en HPLC (con relacién al de los
estandares de referencia conocidos) y analisis espectral de masa. Asi, se obtuvo insulina (8 %) e insulina conjugada en
Lisg29 con oligémero de hexil-PEG7 (60 %) y otros (30 %).

Ejemplo 31
Aislamiento de los productos de conjugacion con oligémero de proinsulina Il recombinante

Cada producto principal de la reaccidon de conjugacion descrita en el Ejemplo 30(a) se aisl6 con el uso de HPLC de fase
reversa. Una columna (1.0 cm. d.i. x 25 cm. de longitud) se empaquet6 con una fase estacionaria de C18 disponible
comercialmente de utilidad conocida para la resolucion de polipéptidos y proteinas, y después se incorporé a un sistema
de HPLC. El sistema se equilibré con amortiguador de elucién que era una mezcla de 75 % de fase mévil A (H20 con
acido trifluoroacético al 0.1 %) y 25 % de fase movil B (acetonitrilo con &cido trifluoroacético al 0.1 %) que se suministréd
a un régimen de flujo de 5 ml/min. La solucién en Tris-HCI de la mezcla de productos del Ejemplo 30(a) se aplicé a la
columna, y los productos principales se separaron y se eluyeron con el uso de un gradiente de elucién en el cual la
composicion del amortiguador de elucion cambi6 de 25 % de fase movil B a 35 % de fase mévil B durante 120 minutos.
Cada una de las fracciones recogidas se analizé por HPLC para determinar la identidad y pureza del producto contenido
en estas. Después, las fracciones comunes de cada producto (monoconjugado de proinsulina Il ("Proinsulina Il Mono") y
diconjugado ("Proinsulina Il Di") se agruparon, y el solvente se elimind por evaporacion rotatoria. La identidad y pureza
de cada producto se determinaron por HPLC y analisis de espectrometria de masa.

Ejemplo 32
Escision con coctel de enzimas de conjugados de proinsulina Il recombinante aislados

Cada conjugado de proinsulina Il (Proinsulina Il Mono, Di o Tri) que se aislé con el uso del procedimiento descrito en el
Ejemplo 30 se disolvié en amortiguador Tris-HCI 100 mM, pH 7.6, y una alicuota de la solucién se analizé por HPLC
para determinar la concentracion de polipéptidos en esta. Una solucion de tripsina (tratada con TPCK; de pancreas
bovino) se prepardé en amortiguador Tris-HClI 100 mM, pH 7.6. Una solucidon de carboxipeptidasa B (de pancreas
porcino) se prepard en amortiguador Tris-HCI 100 mM, pH 7.6. El conjugado (0.127 pmol/ml) se dejé reaccionar con
tripsina (1.77 x 10"'umol/ml) y carboxipeptidasa B (5.77 x 10° umol/ml). Después de 30 minutos, la reaccion se detuvo
por adicién de 250 pl de acido trifluoroacético al 1 % en acetonitrilo. El aislamiento de los productos principales seguido
de la identificacion por tiempo de retencion en HPLC contra estandares de referencia y analisis espectral de masa
mostré que en la reaccion se produjo insulina, insulina acilada en B-29 con hexil-PEG7 y péptido C artificial acilado en
N-amino. Los productos y rendimientos de cada reaccion se ilustran en la Tabla 9 monodispersos.

Tabla 9 monodispersos

Conjugado Productos Rendimiento

Proinsulina Il Mono |Insulina (PM 5808) 8 % (Figura 30)
Insulina conjugada en Lis®2° con oligdmero de hexil-PEG7 |90 % (Figura 31)
(PM 6244)
Péptido C artificial N conjugado con oligémero de hexil-PEG7

Proinsulina Il Di Insulina conjugada en Lis®2° con oligdmero de hexil-PEG7 |92 % (Figura 32)
(PM 6244)

Ejemplo 33

Preparacion de insulina conjugada en Lis®?° con oligémero

(a) Conjugacion de proinsulina Ill recombinante. La proinsulina Ill recombinante (9990 Dalton) se obtuvo de otro
proveedor (Chung Kun Dang Corporation (CKD)). Ver la patente de los Estados Unidos num. 5,952,461, cuyos
contenidos se incorporan en la presente descripciéon en su totalidad como referencia por sus ensefianzas de la
preparacion de proinsulina. Ver, ademas, las siguientes patentes de los Estados Unidos, cuyos contenidos se
incorporan en la presente descripcion en su totalidad por sus ensefianzas de la fabricacion de proinsulina y varios
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analogos de proinsulina y péptido C: patente de los Estados Unidos num. 6,348,327, patente de los Estados Unidos
num. 5,962,267, patente de los Estados Unidos nim. 5,952,461, patente de los Estados Unidos num. 5,840,542, patente
de los Estados Unidos num. 5,473,049, patente de los Estados Unidos num. 5,460,954, patente de los Estados Unidos
num. 5,304,473, patente de los Estados Unidos nim. 5,130,236, patente de los Estados Unidos num. 4,792,602, patente
de los Estados Unidos num. 4,764,592, patente de los Estados Unidos num. 4,654,324, patente de los Estados Unidos
num. 4,652,548, patente de los Estados Unidos nim. 4,652,547, patente de los Estados Unidos num. 4,616,078, patente
de los Estados Unidos num. 4,431,740, patente de los Estados Unidos nim.4,327,072, y patente de los Estados Unidos
num. 3,953,418.

Una porcion de 2.32 x 103 mmol de proinsulina I se disuelve en 10 ml de amortiguador borato (100 mM, pH 9.5). A la
solucion resultante se afiade una solucion de metilheptaetilenglicol activado ((PEG7)-hexiloligémero) (9.30 x 10 mmol)
en 3-6 ml de acetonitrilo. El curso de la reaccion de conjugacion (acilacion) se controla por HPLC. Cuando la reaccion
parece concluir, se detiene por ajuste del pH de la solucion a pH <6 con acido clorhidrico diluido. Después, la mezcla de
reaccion se procesa y se cambia a amortiguador Tris-HCI 100 mM, pH 7.6.

(b) Escisién con coctel de enzimas de proinsulina 11l recombinante conjugada con oligémero

Una alicuota de la solucion en Tris-HCI de la mezcla de productos se analiza por HPLC para determinar la
concentracion de polipéptidos. Una solucién de tripsina (tratada con TPCK; de pancreas bovino) se prepara en
amortiguador Tris-HCI 100 mM, pH 7.6. Una solucidon de carboxipeptidasa B (de pancreas porcino) se prepara en
amortiguador Tris-HCI 100 mM, pH 7.6. Después, la mezcla de productos (0.424 pmol/ml) se deja reaccionar con
tripsina (5.97 x 10* umol/ml) y carboxipeptidasa B (1.93 x 10* umol/ml). Después de 30 minutos, la reaccion se detiene
por la adicion de 1.58 ml de acido trifluoroacético al 1 % en acetonitrilo. Los productos principales se identifican por el
tiempo de retencion en HPLC (con relacién a los tiempos de retencion de estandares de referencia conocidos) y analisis
espectral de masa. Asi, se obtiene insulina e insulina conjugada en Lis®%° con oligomero de hexil-PEG7. La mezcla de
productos de la reaccién se procesa y analiza por HPLC. El tiempo de retencion en HPLC con relacién al de los
estandares de referencia y el andlisis espectral de masa se usan para determinar la identidad y pureza de cada
producto (Tabla 10).

Tabla 10

Conjugados de proinsulina lll y oligémero y productos (o productos esperados) de la escision con coctel
de enzimas de cada uno

Conjugado

Proinsulina Ill Mono
A (proinsulina Il
conjugada en Lis
64)

Proinsulina Ill Mono
B (proinsulina Il
conjugada en B29)

Proinsulina Il Di
(proinsulina 11
conjugada en B29 y
Lis 64)

Proinsulina Il Tri
(proinsulina 11
conjugada en B29,
Lis 64 y N-amino
terminal de péptido
lider)

Ejemplo 34

Productos esperados
Insulina,

péptido C conjugado en Lis64 con oligbmero de hexil-PEG7, diarginal insulina,
monoarginal insulina, péptido C Arg65Lis® conjugado con oligomero de hexil-PEG7, Des
Arg 31, 32 proinsulina, Des 65, 64 proinsulina, Arg-péptido lider y péptido lider

Insulina conjugada en Lis B2° con oligémero de hexil-PEG7, péptido C

Proinsulina o proinsulina Il Des Arg 31, 32 conjugada en Lis B?° con oligémero de hexil-
PEG?, proinsulina o proinsulina Ill Des 65, 64 conjugada en Lis 32° con oligémero de hexil-
PEG?7, péptido C Arg31,32 conjugado en Lis® con oligémero de hexil-PEG7, péptido C
Arg32 conjugado en Lis® con oligémero de hexil-PEG7, Arg-péptido lider y péptido lider

Insulina conjugada en Lisgze con oligomero de hexil-PEG7 péptido C conjugado en Lis®
con oligémero de hexil-PEG7, proinsulina o proinsulina lll Des 65 conjugada en Lis 84Lis 82°
con di(oligébmero de hexil-PEG7), proinsulina o proinsulina Ill Des Arg 31, 32 conjugada en
Lis 64 Lis B2° con di(oligémero de hexil-PEG7)), péptido C Arg31,32 conjugado en Lis® con
oligomero de hexil-PEG7, péptido C Arg32 conjugado en Lis® con oligomero de hexil-
PEG7, Arg-péptido lider y péptido lider

Insulina conjugada en Lisgzg con oligémero de hexil-PEG7 péptido C conjugado en Lis con
oligomero de hexil-PEG?7) insulina-Arg®'-Arg3? conjugada en Lis 82° con oligémero de hexil-
PEG?7, proinsulina o proinsulina Il Des 65 conjugada en Lis %4Lis B2 con di(oligémero de
hexil-PEG7), proinsulina o proinsulina Il Des Arg 31, 32 conjugada en Lis %Lis 3?° con
di(oligbmero de hexil-PEG7), péptido C Arg31,32 conjugado en Lis® con oligomero de
hexil-PEG7, péptido C Arg32 conjugado en Lis® con oligomero de hexil-PEG7, , péptido
lider-Arg conjugado con oligémero de hexil-PEG7 y péptido lider conjugado con oligémero
de hexil-PEG7
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Preparacion de desTre insulina conjugada en Lisg2g9 con oligémero a partir de precursor de desTre insulina de una sola
cadena

(a) Conjugacion de desTre miniproinsulina. Se obtiene el precursor de desTre insulina de una sola cadena recombinante
(desTre miniproinsulina) (PM 5688 Dalton) (Wockhardt). Una cantidad (0.0195 mmol) se disuelve en 5 ml de
amortiguador borato (100 mM, pH 9.5) y el pH se reajusta a pH 9.97. La solucién resultante se afiade a una solucién de
metilheptaetilenglicol activado ((PEG7)-hexiloligomero) (0.024mmol) en 1 ml de etanol. El curso de la reaccion de
conjugacion (acilacion) se controla por HPLC. Cuando la reaccion parece concluir, se detiene por ajuste del pH de la
solucion a pH <6 con acido clorhidrico diluido. Después, la mezcla de reaccién se procesa y se cambia a amortiguador
Tris-HCI 100 mM, pH 7.6. El cromatograma de HPLC de la mezcla de reaccion final muestra la siguiente composicion:
miniproinsulina sin reaccionar (20.7 %), miniproinsulina conjugada en LisB29 (71.1 %) y miniproinsulina diconjugada en
FenB1, LisB29 (6.2 %).

A partir de una porcién de la mezcla de reaccién anterior, cada producto principal de la reaccién de conjugacién descrita
anteriormente se aisla con el uso de HPLC de fase reversa. Una columna (1.0 cm. d.i. x 25 cm. de longitud) se
empaqueta con una fase estacionaria de C18 disponible comercialmente de utilidad conocida para la resolucién de
polipéptidos y proteinas, y después se incorpora a un sistema de HPLC. El sistema se equilibra con amortiguador de
elucion que es una mezcla de 75 % de fase movil A (H20 con 0.1 % 15 20 25 30 acido trifluoroacético) y 25 % de fase
mavil B (acetonitrilo con acido trifluoroacético al 0.1 %) que se suministra a un régimen de flujo de 5 ml/min. La solucién
en Tris-HCI de la mezcla de productos se aplica a la columna, y los productos principales se separan y eluyen con el
uso de un gradiente elucién en el cual la composicion del amortiguador de elucion cambia de 25 % de fase moévil B a 35
% de fase movil B durante 120 minutos. Cada una de las fracciones que se recoge se analizan por HPLC para
determinar la identidad y pureza del producto contenido en estas. Después, las fracciones comunes de cada producto
(miniproinsulina sin reaccionar, monoconjugado de miniproinsulina y diconjugado de miniproinsulina) se agrupan, y el
solvente se elimina por evaporacion rotatoria. La identidad y pureza de cada producto se determina por HPLC y analisis
de espectrometria de masa.

(b) Escisién con coctel de enzimas de desTre miniproinsulina recombinante conjugada con oligémero. Una alicuota de la
solucién en Tris-HCI de la mezcla de productos se analiza por HPLC para determinar la concentracion de polipéptidos.
Una solucion de tripsina (tratada con TPCK; de pancreas bovino) se prepara en amortiguador Tris-HCI 100 mM, pH 7.6.
Una solucion de carboxipeptidasa B (de pancreas porcino) se prepara en amortiguador Tris-HClI 100 mM, pH 7.6.
Después, la mezcla de productos (0.424 pmol/ml) se deja reaccionar con tripsina (5.97 x 10* pmol/ml) y
carboxipeptidasa B (1.93 x 10 umol/ml). Después de 60 minutos, la reaccion se detiene por la adicion de 1.58 ml de
acido trifluoroacético al 1 % en acetonitrilo. Los productos principales se identifican por el tiempo de retencion en HPLC
(con relacién a los tiempos de retencion de estandares de referencia conocidos) y analisis espectral de masa. Asi, se
obtiene desTre insulina conjugada en Lisg2g9 con oligdmero de hexil-PEG7, desTre insulina conjugada en LisB29, FenB1
con di(oligdmero de hexil-PEG7) y desTre insulina. La mezcla de productos de la reacciéon se procesa y analiza por
HPLC. El tiempo de retencion en HPLC con relacion al de los estandares de referencia y el analisis espectral de masa
se usan para determinar la identidad y pureza de cada producto (Tabla 11).

Tabla 11
Conjugados de (desTre miniproinsulina con oligémero y productos (o productos esperados) de la
escision con coctel de enzimas de cada uno
Conjugado Productos esperados

Monoconjugado de miniproinsulina en |DesTre insulina conjugada en Lis29 con oligémero de hexil-PEG7
LisB29

Diconjugado de miniproinsulina en FenB1, |DesTre insulina conjugada en FenB1, Lis29 con di(oligémero de
LisB29 hexil-PEG7)

Ejemplo 35
Preparacion de péptido C conjugado en Lisgs con oligdmero a partir de propéptido C

(a) Conjugacion de propéptido C sintético. El propéptido C sintético (31-65) (Arg-Arg-péptido C humano-Lis-Arg) (PM
3617 Dalton) se adquiere de American Peptide Company, Estados Unidos. Una porcion de 2.32 x 10-3mmol de péptido
C se disuelve en 10 ml de amortiguador borato (100 mM, pH 9.5). A la solucién resultante se afiade una solucion de
metilheptaetilenglicol activado con N-hidroxisuccinimida ((PEG7)-hexiloligémero) (9.30 x 10" mmol) en 3-6 ml de
acetonitrilo. El curso de la reaccion de conjugacion (acilacion) se controla por HPLC. Cuando la reacciéon parece
concluir, se detiene por ajuste del pH de la solucion a pH <6 con acido clorhidrico diluido. Después, la mezcla de
reaccion se procesa y se cambia a amortiguador Tris-HCI 100 mM, pH 7.6.

(b) Escisién con coctel de enzimas de propéptido C conjugado con oligémero 31-65).
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Una alicuota de la solucion en Tris-HCl de la mezcla de productos se analiza por HPLC para determinar la
concentracion de polipéptidos. Una solucién de tripsina (tratada con TPCK; de pancreas bovino) se prepara en
amortiguador Tris-HCI 100 mM, pH 7.6. Una solucidon de carboxipeptidasa B (de pancreas porcino) se prepara en
amortiguador Tris-HCI 100 mM, pH 7.6. Después, la mezcla de productos (0.424 pmol/ml) se deja reaccionar con
tripsina (5.97 x 10* ymol/ml) y carboxipeptidasa B (1.93 x 10”" umol/ml). Después de 30 minutos, la reaccion se detiene
por la adicion de 1.58 ml de acido trifluoroacético al 1 % en acetonitrilo. Los productos principales se identifican por el
tiempo de retencion en HPLC (con relacién a los tiempos de retencion de estandares de referencia conocidos) y analisis
espectral de masa. Asi, se obtiene péptido C humano (33-63) y péptido C conjugado en Lisgs con oligobmero de hexil-
PEG7. La mezcla de productos de la reaccion se procesa y analiza por HPLC. El tiempo de retencién en HPLC con
relacion al de los estandares de referencia y el analisis espectral de masa se usan para determinar la identidad y pureza
de cada producto (Tabla 12).

Tabla 12
Conjugados de propéptido C y oligomero y productos (o productos esperados) de la escision con
coctel de enzimas
Conjugado Productos esperados

Monoconjugado (Lis 64) |Péptido C conjugado en Lis64 con oligdmero de hexil-PEG7, péptido C
de propéptido C |Arg65Lis® conjugado con oligomero de hexil-PEG7, péptido C Arg32,
(conjugado en Lis64) conjugado en Lis64 con oligémero de hexil-PEG7

Conjugado de propéptido |Péptido C,
C (Arg31) (conjugado en Arg31-péptido C

Arg31)
Diconjugado de |Péptido C conjugado en Lis64 con oligbmero de hexil-PEG7, péptido C
propéptido C (conjugado |Arg65Lis® conjugado con oligomero de hexil-PEG7, péptido C Arg32,
en Arg31 y Lis64) conjugado en Lis64 con oligémero de hexil-PEG7

Ejemplo 36

Métodos para sintetizar polipéptidos de insulina acilados con el uso de preparacién de proinsulina de otra insulina
conjugada en Lisgz9 con oligdmero

(a) Conjugacion de proinsulina 1l recombinante. Se obtuvo proinsulina Il recombinante (PM 11134 Dalton). Una porcion
(1.79 x 10" mmol) de proinsulina Il se disolvié en 1 ml de DMSO y se afiadio a trietilamina 0.25 ml, y la solucién se agitd
durante 20 minutos. A la solucién resultante se afiadié una solucién de hexaetilenglicol monohexadecil éter activado
(oligomero de hexadecil-PEGS, Figura 20) (4.49 x 103mmol) en 1 ml de THF. El curso de la reaccion de conjugacion
(acilacion) se controlé por HPLC. Cuando la reaccion parecid concluir, se detuvo con solucion de TFA al 1 %. Después,
la mezcla de reaccion se proceso y se cambié a amortiguador Tris-HCI 100 mM, pH 7.6.

Una pequeifia porcion de la mezcla de reaccion antes del cambio con amortiguador Tris-HCI 100 mM, pH 7.6 se procesé
y analizé por HPLC. Los productos principales se purificaron por HPLC y se analizaron por espectroscopia de masa.
Asi, se obtuvieron dos monoconjugados y un diconjugado de proinsulina II. El tiempo de retencién en HPLC con relacion
al de los estandares de referencia y el andlisis espectral de masa se usaron para determinar la identidad y pureza de
cada producto (Tabla 13).

Tabla 13

Conjugados de proinsulina Il y oligdmero

Conjugado Producto PM Figura

Proinsulina Il Mono B |Proinsulina 1l conjugada en Lisgze con oligobmero de hexadecil- (11666 |21
PEG6

Proinsulina Il Mono A |Proinsulina |l conjugada en péptido lider con oligbmero de (11666 (22
hexadecil-PEG6

Proinsulina Il Di Proinsulina Il conjugada en Lisgzg con hexadeciloligomero y 12198 |23
proinsulina 1l conjugada en péptido lider con oligdmero de

hexadecil-PEG6
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(b) Escision con coctel de enzimas de proinsulina | recombinante conjugada con oligémero de hexadecil-PEG6. Una
alicuota de la solucién en Tris-HCI de la mezcla de productos se analizé por HPLC para determinar la concentraciéon de
polipéptidos. Una solucioén de tripsina (tratada con TPCK; de pancreas bovino) se preparé en amortiguador Tris-HCI 100
mM, pH 7.6. Una solucion de carboxipeptidasa B (de pancreas porcino) se preparé en amortiguador Tris-HCI 100 mM,
pH 7.6. Después, la mezcla de productos (0.05 pumol/ml) se dejo reaccionar con tripsina (1.56 x 10* umol/ml) y
carboxipeptidasa B (0.78 x 10" umol/ml). Después de 30 minutos, la reaccion se detuvo por la adicion de 9 ml de acido
trifluoroacético al 0.1 % en acetonitrilo. Los productos principales se identificaron por tiempo de retencion en HPLC y
analisis espectral de masa (Figuras 25 y 26). Se obtuvo insulina e insulina conjugada en Lisgzg con oligobmero de
hexadecil-PEG6. La mezcla de productos de la reaccidon se procesé y analizé por HPLC. El tiempo de retencion en
HPLC con relacion al de los estandares de referencia y el analisis espectral de masa se usaron para determinar la
identidad y pureza de cada producto (Tabla 14).

Tabla 14

Conjugados de proinsulina Il y oligomero y productos o (productos esperados) de la escision
con coctel de enzimas

Conjugado Productos PM Figura
Proinsulina Il Mono A |Insulina 5809 (M+1) |--

Péptido lider conjugado con oligdbmero de hexadecil- 2035 (M+1) |--
PEGS, (desTre insulina) y (péptido C artificial)

Proinsulina Il Mono B |Insulina conjugada en Lisg2g con oligémero de hexadecil- |6341 (M+1) |23
PEG6 y (péptido lider)

Proinsulina Il Di Insulina conjugada en Lisgzg con oligémero de hexadecil- 6341 (M+1) |23
PEG6, (péptido lider conjugado con oligdmero de
hexadecil-PEG6) y (péptido C artificial)

El tetraetilenglicol monohexadecil éter activado (C16-PEG4) (Figura 27) y el octaetilenglicol monohexadecil éter activado
(C16-PEGS) (Figura 27) se conjugaron con proinsulina Il con el uso de este procedimiento y se sometieron al coctel de
enzimas descrito en la presente descripcion para obtener los productos finales insulina conjugada en Lisgzg con
oligébmero de hexadecil-PEG4 e insulina conjugada en Lisgzg con oligdmero de hexadecil-PEGS, respectivamente.

Ejemplo 37
Preparacion de insulina acilada en Lisgzg

(a) Acilacion de proinsulina | recombinante. Se obtiene proinsulina | recombinante (PM 10,642 Dalton). Una porcion
(1.79 x 103 mmol) de proinsulina | se disuelve en 1 ml de DMSO vy se afiade a trietilamina 0.25 ml, y la solucion se agita
durante 20 minutos. A la solucién resultante se afiade una solucién de éster de N-hidroxisuccinimida de acido palmitico
(CH3(CH2)14C0O2H) (9.30 x 10 mmol) en 1 ml de THF. El curso de la reaccion de conjugacion (acilacion) se controla por
HPLC. Cuando la reaccién parece concluir, se detiene con solucion de TFA al 1 %. Después, la mezcla de reaccion se
procesa y se cambia a amortiguador Tris-HCI 100 mM, pH 7.6.

Una pequeifia porcion de la mezcla de reaccion antes del cambio con amortiguador Tris-HCI 100 mM, pH 7.6 se procesa
y analiza por HPLC. Los productos principales se purifican por HPLC y se analizan por espectroscopia de masa. Asi, se
obtienen dos productos de proinsulina | monoacilados, uno diacilado y uno triacilado. El tiempo de retenciéon en HPLC
con relacion al de los estandares de referencia y el analisis espectral de masa se usan para determinar la identidad y
pureza de cada producto (Tabla 15).

Tabla 15

Conjugados de proinsulina | y oligomero con palmitoilo activado

Conjugado (Producto) PM esperado
Proinsulina | Mono B |(proinsulina | palmitoilada en Lisgzg) 10880
Proinsulina | Mono A |(proinsulina | palmitoilada en Lis64) 10880
Proinsulina | Di (Lisg2g,Lis 64 di(palmitoil) proinsulina 1) 1118
Proinsulina I, Tri (Lisg2g, Lis 64 y N-amino péptido lider tri(palmitoil) proinsulina I) 11356
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(b) Escision con coctel de enzimas de palmitoil proinsulina | recombinante. Una alicuota de la solucion en Tris-HCI de la
mezcla de productos se analiza por HPLC para determinar la concentracion de polipéptidos. Una solucién de tripsina
(tratada con TPCK; de pancreas bovino) se prepara en amortiguador Tris-HCI 100 mM, pH 7.6. Una solucion de
carboxipeptidasa B (de pancreas porcino) se prepara en amortiguador Tris-HCI 100 mM, pH 7.6. Después, la mezcla de
productos (0.05 umol/ml) se deja reaccionar con tripsina (1.56 x 10* umol/ml) y carboxipeptidasa B (0.78 x 10* umol/ml).
Después de 30 minutos, la reaccion se detiene por la adicion de 9 ml de acido trifluoroacético al 0.1 % en acetonitrilo.
Los productos principales se identifican por tiempo de retencion en HPLC y andlisis espectral de masa. Se obtiene
insulina, LisB29-palmitoil insulina y Lis64-palmitoil péptido C. La mezcla de productos de la reaccién se procesa y
analiza por HPLC. El tiempo de retenciéon en HPLC con relacién al de los estandares de referencia y el analisis espectral
de masa se usan para determinar la identidad y pureza de cada producto.

Los ésteres activados de cadena acilo (C2 a C18) se hacen reaccionar con proinsulina | con el uso del procedimiento en
el ejemplo 37(a) y se someten al coctel de enzimas como en el ejemplo 37(b) para obtener los productos finales
insulinas aciladas en Lis B29 y péptidos C acilados en Lis64 correspondientes a la cadena acilo.

Ejemplo 38
Preparacion de insulina a partir de proinsulina carbonilada

(a) Carbonilacion de proinsulina | recombinante. Se obtiene proinsulina | recombinante (PM 10,642 Dalton). Una porcion
(1.79 x 10" mmol) de proinsulina | se disuelve en 1 ml de DMSO y se afiade a trietilamina 0.25 ml, y la solucion se agita
durante 20 minutos. La solucion resultante se afiade a una solucion de éster carbonato de arilo (9.30 x 10 mmol) (éster
carbonato N-hidroxisuccinimida de fenol) en 1 ml de THF. El curso de la reaccion de conjugacion (carbonilacion) se
controla por HPLC. Cuando la reaccion parece concluir, se detiene con soluciéon de TFA al 1 %. Después, la mezcla de
reaccion se procesa para eliminar solventes, N-hidroxisuccinimida y fenol, y se cambia a amortiguador Tris-HCI 100 mM,
pH 7.6.

Una pequeiia porcion de la mezcla de reaccion antes del cambio con amortiguador Tris-HCI 100 mM, pH 7.6 se procesa
y analiza por HPLC. Los productos principales se purifican por HPLC y se analizan por espectroscopia de masa. Asi, se
obtienen dos productos monocarbonilados de proinsulina I, un producto dicarbonilado y uno tricarbonilado. El tiempo de
retencion en HPLC con relacion al de los estandares de referencia y el andlisis espectral de masa se usan para
determinar la identidad y pureza de cada producto (Tabla 16).

Tabla 16

Conjugados de proinsulina | y oligomero con éster carbonato de fenol activado
Conjugado (Producto)

Proinsulina | Mono B | (proinsulina | carbonilada en Lisg2g)

Proinsulina | Mono A | (proinsulina | carbonilada en Lis64)

Proinsulina | Di (proinsulina | Lisgzg,Lis 64 di(carbonilada))

Proinsulina I, Tri (proinsulina | Lisgyg, Lis 64 y N-amino de péptido lider tri(carbonilada))

(b) Escisién con coctel de enzimas de proinsulina | recombinante carbonilada. Una alicuota de la solucion en Tris-HCI de
la mezcla de productos se analiza por HPLC para determinar la concentraciéon de polipéptidos. Una solucién de tripsina
(tratada con TPCK; de pancreas bovino) se prepara en amortiguador Tris-HCI 100 mM, pH 7.6. Una solucion de
carboxipeptidasa B (de pancreas porcino) se prepara en amortiguador Tris-HCI 100 mM, pH 7.6. Después, la mezcla de
productos (0.05 umol/ml) se deja reaccionar con tripsina (1.56 x 10* umol/ml) y carboxipeptidasa B (0.78 x 10* umol/ml).
Después de 30 minutos, la reaccion se detiene por la adicion de 9 ml de acido trifluoroacético al 0.1 % en acetonitrilo.
Después, la mezcla de reaccién se procesa y se cambia a amortiguador fosfato 10 mM, pH 7.2.

Una pequefia porcion de la mezcla de reaccion antes del cambio con amortiguador fosfato 10 mM, pH 7.2 se procesa y
analiza por HPLC. Los productos principales se purifican por HPLC y se analizan por espectroscopia de masa. Los
productos principales se identifican por tiempo de retencién en HPLC y analisis espectral de masa. Se obtiene insulina,
LisB29-Fenilcarbamato de insulina y Lis64-Fenilcarbamato de péptido C. La mezcla de productos de la reaccion se
procesa y analiza por HPLC. El tiempo de retencion en HPLC con relacion al de los estandares de referencia y el
analisis espectral de masa se usan para determinar la identidad y pureza de cada producto.

(c) Escision de insulina carbonilada con enzima elastasa pancreatica. Una alicuota de la solucién en amortiguador
fosfato 0.01 M de la mezcla de productos se analiza por HPLC para determinar la concentracion de polipéptidos. Una
solucion de elastasa pancreatica (Tipo lll; de pancreas porcino) se prepara en amortiguador fosfato 10 mM, pH 7.2.
Después, la mezcla de productos (5x103M) se deja reaccionar con elastasa pancreatica (2.56x10“M) a temperatura
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ambiente. Después de 60 minutos, la reaccion se detiene por la adicion de un volumen igual de acido citrico 0.02 M.
Esta etapa puede lograrse por hidrolisis basica, tal como en un amortiguador alcalino, por ejemplo, a pH 10 o superior
en condiciones controladas.

Los productos principales se identifican por el tiempo de retencion en HPLC y el analisis espectral de masa. Se obtiene
insulina y Lis64-péptido C. La mezcla de productos de la reaccion se procesa y analiza por HPLC. El tiempo de
retencion en HPLC con relacion al de los estandares de referencia y el andlisis espectral de masa se usan para
determinar la identidad y pureza de cada producto.

Ejemplo 39
Optimizacion del proceso de transformacion enzimatica

En una modalidad de la presente invencién, la concentracion de enzima necesaria para escindir péptidos de una
molécula de polipéptido de proinsulina para producir insulina puede reducirse hasta 4000X, mientras se mantiene la
actividad de escision eficaz y especifica. Se emplea un coctel de tripsina-CPB, de acuerdo con los protocolos descritos
en la presente descripcidon para la escision de polipéptidos para producir insulina, en donde la enzima tripsina esta
presente en una cantidad que es >700 mol de tripsina por cada mol de proinsulina, y puede estar presente, por ejemplo,
en la siguiente relacion: 1 mol de proinsulina:1/2000 mol de tripsina. La carboxipeptidasa B (CPB) puede estar presente
en el coctel en una cantidad que es >2000-2200 mol de CPB en comparacién con proinsulina y puede estar presente
por ejemplo en la siguiente relacion: 1 mol de proinsulina:1/4000 mol de CPB. Asi, el coctel de enzimas de tripsina y
CPB puede emplearse de la siguiente manera: 1 mol de sustrato:1/>700 mol de tripsina:1/>2000-2200 mol de CPB vy
puede ser, por ejemplo, 1 mol de sustrato:1/2000 mol de tripsina:1/4000 mol de CPB. La relacion de sustrato, tal como
proinsulina, respecto a tripsina y CPB puede ser cualquier valor por encima o por debajo de los valores descritos en la
presente descripcion, y puede ser, por ejemplo, 1 mol de sustrato:1/750 mol de tripsina, 1 mol de sustrato:1/800 mol de
tripsina, 1 mol de sustrato/850 mol de tripsina 1 mol de sustrato/900 mol de tripsina, 1 mol de sustrato:1/950 mol de
tripsina, 1 mol de sustrato:1/1000 mol de tripsina, 1 mol de sustrato:1/1200 mol de tripsina, 1 mol de sustrato:1/1400 mol
de tripsina, 1 mol de sustrato:1/1500 mol de tripsina, 1 mol de sustrato:1/1600 mol de tripsina, 1 mol de sustrato:1/1700
mol de ftripsina, 1 mol de sustrato:1/1800 mol de tripsina, 1 mol de sustrato:1/1900 mol de tripsina, 1 mol de
sustrato:1/2000 mol de tripsina, 1 mol de sustrato:1/2200 mol de tripsina, 1 mol de sustrato:1/2400 mol de tripsina, 1 mol
de sustrato:1/2500 mol de tripsina, 1 mol de sustrato:1/2600 mol de tripsina, 1 mol de sustrato:1/2800 mol de tripsina, 1
mol de sustrato:1/3000 mol de tripsina, 1 mol de sustrato:1/2100 mol de CPB, 1 mol de sustrato:1/2200 mol de CPB, 1
mol de sustrato:1/2400 mol de CPB, 1 mol de sustrato:1/2500 mol de CPB, 1 mol de sustrato:1/2600 mol de CPB, 1 mol
de sustrato:1/2800 mol de CPB, 1 mol de sustrato:1/3000 mol de CPB, 1 mol de sustrato: 1/3200 mol de CPB, 1 mol de
sustrato:1/3400 mol de CPB, 1 mol de sustrato:1/3600 mol de CPB, 1 mol de sustrato:1/3800 mol de CPB, 1 mol de
sustrato:1/4000 mol de CPB, 1 mol de sustrato: 1/4200 mol de CPB, 1 mol de sustrato:1/4400 mol de CPB, 1 mol de
sustrato:1/4600 mol de CPB, 1 mol de sustrato:1/4800 mol de CPB, 1 mol de sustrato:1/5000 mol de CPB, etc., y/o
cualquier combinacion de estas con respecto a una relacion de sustrato, tripsina'y CPB.

Asi, la presente invencion proporciona, ademas, un método para producir insulina a partir de un polipéptido de
proinsulina, que comprende poner con contacto el polipéptido de proinsulina con un coctel enzimatico para escindir
péptido C y péptido lider del polipéptido de proinsulina, en donde el coctel enzimatico comprende una enzima similar a
tripsina (por ejemplo, las enzimas tripsina, trombina, de Achronabacter lyticus) y una enzima similar a carboxipeptidasa
(por ejemplo, carboxipeptidasa A, carboxipeptidasa B), en condiciones en donde

c) la relaciéon molar de la enzima similar a tripsina respecto a la enzima similar a carboxipeptidasa es 1/>700:1/>2000.

En algunas modalidades de la presente invencion, cuando el sustrato es un polipéptido de proinsulina, la relacion de
enzima tripsina respecto a enzima CPB es una relaciéon de enzimas a la cual la escision del polipéptido de proinsulina se
produce en Arg31 y en residuos de Arg que conectan la cadena B con el péptido lider y que conectan la cadena B con el
péptido C y que conectan la cadena A con el péptido C pero no se produce en un grado significativo (por ejemplo, es
menor que 1 %, 5 % o 10 %) en Arg B22 del polipéptido de proinsulina.

Ejemplo 40
Uso de precursores de insulina de una sola cadena para producir derivado de insulina sin proceso de transpeptidacion

La conjugacion (acilacion) de insulina en el residuo amino de Lis B-29 de la cadena B se hace mediante la reaccion de
la insulina nativa con una entidad activada (por ejemplo, éster N-hidroxisuccinimida de oligémero) (Figura 33) en un
medio de reaccién seleccionado. La selectividad de la reaccion hacia Lis B-29 se reduce fundamentalmente debido a la
acilacion en los grupos amino de Gli A-1 asi como Fen B-1 hacia el éster de N-hidroxisuccinimida. En estas condiciones,
la reacciéon conduce a una mezcla de conjugados de insulina compuesto de modificaciones en Lis B-29 asi como Gli A-1
y B-Fen. Por consiguiente, el conjugado en Lis B-29 se purifica de otros productos por cromatografia a un rendimiento
bajo. Se ha demostrado que el uso de condiciones optimizadas que involucran un medio organico y una base organica y
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una cantidad estequiométrica de N-hidroxisuccinimida mejora la selectividad de acilacion en Lis B-29 respecto a Gli A-1.
Sin embargo, el problema de las modificaciones en otros sitios no puede evitarse con el uso de insulina desprotegida.

En la presente invencién se ha demostrado que el uso de proinsulinas naturales y artificiales (Figuras 34 y 35)
proporciona una ruta Unica para producir derivados de insulina modificados o conjugados en la cadena lateral de Lis de
la cadena B con una selectividad mayor que con la ruta de la insulina. En la(s) proinsulina(s), el extremo amino terminal
de la cadena A de insulina, Gli A-1, esta conectado al extremo carboxilo terminal de la cadena B por medio de un
péptido C. Como la cadena lateral amino de Gli A-1 esta protegida por el péptido C, la reaccion (acilacion) de proinsulina
con éster de N-hidroxisuccinimida modificara selectivamente la cadena lateral amino de Lis (por ejemplo, B-29, insulina
humana) de la cadena B. Tras la escision enzimatica con tripsina y carboxipeptidasa, el conjugado proporcionara
insulina acilada en Lis B-29. La proinsulina se usara como el material de partida en lugar de insulina porque incluso si la
Lis (por ejemplo, Lis 64 de proinsulina natural) en el péptido C esta acilada junto con Lis B-29, la escisién enzimatica
con tripsina y carboxipeptidasa del extremo N terminal del péptido lider, aun se producira en Arg 63, Arg 32 y Arg 31
para proporcionar la insulina acilada en Lis de la cadena B.

Las nuevas secuencias pueden expresarse, ademas, en sistemas de levadura (por ejemplo, Pichia, P. morpha, etc.)
como resultado del péptido C corto (C =0, -1, -2, -3, -4, -5, etc.).

La ventajas del uso de estas nuevas secuencias como el material de partida para proporcionar insulina con Lis
modificada (Figuras 36 y 37) son las siguientes.

1. Como el extremo amino terminal de Gli A-1 esta protegido de la acilacion, el uso de proinsulina proporciona mayor
selectividad por la modificacion de Lis B-29.

2. Los sitios Fen B-1 pueden estar, ademas, bloqueados para la conjugacion en presencia de una secuencia lider en B-
1.

3. La conjugacion en Lis B-29 evita la eliminacién de la Tre B-30 con tripsina y por lo tanto no sera necesario un proceso
de transpeptidacion para introducir Tre en B-30.

4. Ambos conjugados, monoconjugado en Lis B-29 y diconjugado, en B29 y L-1 (péptido lider-1), producen un solo
producto, insulina modificada en B-29 tras la escision.

5. El diconjugado, conjugado en Lis B-29 y Fen B-1 con el uso de precursor de insulina de una sola cadena sin péptido
lider, produce un solo producto, insulina modificada en B-29 y B-1 tras la escision.

6. Esta ruta proporciona una elevada conversiéon a producto B-29 (>80 %) en comparacion con la que se obtiene por
medio de conjugacion con el uso de insulina.

7. Esta ruta puede usarse con cualquier tipo de proinsulina independientemente de la secuencia de la parte no
escindible del espaciador (minipéptido C) entre las cadenas A y B o péptido lider.

8. Esta ruta puede usarse para producir modificacion en la cadena lateral de Lis independientemente de la posicién de
la Lis en la cadena B. Por lo tanto, puede usarse con cualquier tipo de preproinsulina (proinsulina con péptido lider o
proteina de fusion) o miniproinsulina (proinsulina con cadenas de péptido C pequefias) o molécula similar a proinsulina
(por ejemplo, pro LisPro).

9. Esta ruta proporciona una ruta directa a insulina diacilada (modificada) en Lis B-29, Fen B-1 con el uso de un
precursor de insulina de una sola cadena sin un péptido lider (por ejemplo, constructo 1).

10. Esta ruta proporciona un esquema de fabricacion comercialmente mas barato y de alto rendimiento para producir
insulina modificada en Lis B-29 (por ejemplo, HIM2) respecto al uso de insulina o precursores de insulina de una sola
cadena que no contienen Tre.

Secuencias de precursores de insulina de una sola cadena sin transpeptidacion:
Constructo 1: cadena B-Arg-cadena A

Constructo 2: His-Gli-Arg-cadena B-Arg-cadena A

Constructo 3: His-Gli-Arg-cadena B-Arg-Arg-cadena A

Constructo 3: péptido lider-Arg-cadena B-Arg-Ala-Lis-Arg-cadena A

Constructo 4: péptido lider-Arg-cadena B-Arg-Pro-Arg-cadena A

Constructo 5: cadena B-Arg-Arg-cadena A

cadena B y cadena A: cadenas B y A de secuencias de insulina humana y otras (por ejemplo, bovina, porcina, murina,
etc.), o modificaciones de cualquier secuencia de insulina (por ejemplo, Lis28Pro29 insulina) o analogos de insulina sin
uno (por ejemplo, desTre cadena B) o mas aminoacidos o sustitucién de uno o mas aminoacidos.

La presente invencion se ha descrito en la presente descripcion con referencia a varias modalidades. El alcance de la
invencion se define por las siguientes reivindicaciones.
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Reivindicaciones

1.

10.

11.

12.

13.

14.

15.

Un método para sintetizar un conjugado de polipéptido de insulina y oligdmero que comprende:

(a) poner en contacto un polipéptido de proinsulina con un oligdmero que comprende una porcién hidrofilica y
una porcion lipofilica en condiciones suficientes para acoplar el oligémero al polipéptido de proinsulina en la
Lis29 de la cadena B de la proinsulina, y proporcionar un conjugado de polipéptido de proinsulina y oligémero,
en donde las condiciones suficientes para acoplar el oligobmero al polipéptido de proinsulina comprenden la
acilacion con un éster de hidroxisuccinimida a la Lis29 de la cadena B de insulina, y en donde la porcion
hidrofilica comprende una porcion de polialquilenglicol, en donde el polipéptido de proinsulina comprende:

una cadena A y una cadena B de insulina y polipéptidos conectores no insulinicos o residuos de aminoacidos
que conectan las cadenas A y B entre si, en donde el polipéptido de proinsulina con polipéptidos o residuos de
aminoacidos conectores se selecciona de:

(1) His-Gli-Arg-cadena B-Arg-cadena A;

(2) His-Gli-Arg-cadena B-Arg-Arg-cadena A;

(3) péptido lider-Arg-cadena B-Arg-Ala-Lis-Arg-cadena A; o

(4) péptido lider-Arg-cadena B-Arg-Pro-Arg-cadena A; y

(b) escindir el péptido lider y los polipéptidos no insulinicos del conjugado de polipéptido de proinsulina y
oligébmero con una enzima de escision para proporcionar el conjugado de polipéptido de insulina y oligémero.

El método de acuerdo con la reivindicacion 1 en donde:
(a) el polipéptido de proinsulina tiene una sola lisina en B29, y
(b) el conjugado de polipéptido de insulina y oligémero es un monoconjugado en B29.

El método de acuerdo con la reivindicacién 1 en donde:

(a) el péptido lider comprende una lisina, y

(b) la etapa (a) produce un polipéptido de proinsulina con oligémero en el que la(s) lisina(s) del péptido lider
esta(n) acoplada(s) a oligdmero(s).

El método de acuerdo con la reivindicacion 1, en donde el péptido lider carece de residuos de lisina.

El método de acuerdo con la reivindicacion 1, en donde la porcion de polialquilenglicol es una porcién de
polietilenglicol.

El método de acuerdo con la reivindicacion 1, en donde la porcion de polialquilenglicol tiene entre 1 y 50
subunidades de polialquilenglicol.

El método de acuerdo con la reivindicacion 1, en donde la porcion de polialquilenglicol tiene entre 2 y 10
subunidades de polialquilenglicol.

El método de acuerdo con la reivindicacion 1, en donde la porcion de polialquilenglicol tiene al menos 2
subunidades de polialquilenglicol.

El método de acuerdo con cualquier reivindicacion anterior, en donde la porcion lipofilica comprende una
porcion alquilo.

El método de acuerdo con cualquier reivindicacion anterior, en donde la porcion lipofilica tiene entre 1 y 28
atomos de carbono.

El método de acuerdo con cualquier reivindicacion anterior, en donde la porcion lipofilica tiene entre 2 y 24
atomos de carbono.

El método de acuerdo con cualquier reivindicacion anterior, en donde la porcion lipofilica tiene entre 3 y 18
atomos de carbono.

El método de acuerdo con la reivindicacion 1 en donde la etapa de escision (b) resulta en la escision del
conjugado de polipéptido de proinsulina y oligdmero en uno o mas sitios que comprenden un sitio de escision
con tripsina.

El método de acuerdo con la reivindicacion 1 en donde la etapa de escision (b) resulta en la escision del
conjugado de polipéptido de proinsulina y oligdmero en uno o mas sitios que comprenden un sitio de escision
de arginina.

El método de acuerdo con la reivindicacion 1, en donde la escisiéon del uno o mas polipéptidos no insulinicos

del conjugado de polipéptido de proinsulina y oligbmero comprende poner con contacto el conjugado de
polipéptido de proinsulina y oligdbmero con una o mas enzimas que son capaces de escindir el(los) enlace(s)
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entre el uno o mas polipéptidos no insulinicos y el polipéptido de insulina en condiciones suficientes para
escindir el uno o mas polipéptidos no insulinicos del conjugado de polipéptido de proinsulina y oligémero.

El método de acuerdo con la reivindicacion 15, en donde la una o mas enzimas se seleccionan de tripsina,
carboxipeptidasa B, y mezclas de estas.

El método de acuerdo con la reivindicacion 1 en donde el oligémero tiene una formula:
A- (CH2)m(C2H4O)iR (1

en donde:

(a) A es -C(0)-OH;

(b) m esta entre 2 y 22,

)
(c)nestaentre 3y 12;y
(d)R es una porcion alquilo.
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PERFIL DE HPLC DE LA PRODUCCION DE
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