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DESCRIPCION

Conjugado de insulina usando un fragmento de inmunoglobulina

Campo de la técnica

La presente divulgacion se refiere a un conjugado de insulina que tiene una duracion y estabilidad in vivo mejoradas,
que se prepara uniendo covalentemente insulina con una regién Fc de inmunoglobulina a través de un polimero no
peptidilo, una formulaciéon de accién prolongada que comprende el mismo y un procedimiento de preparacion del
mismo. La divulgaciéon proporciona un procedimiento para tratamiento en un sujeto que tiene un trastorno de
deficiencia de insulina, tal como diabetes. El conjugado de insulina de la presente divulgacion mantiene la actividad
in vivo del péptido a un nivel relativamente alto y aumenta notablemente la semivida en suero del mismo, mejorando
asi en gran medida el cumplimiento del farmaco con el tratamiento con insulina.

Técnica anterior

La insulina, un péptido secretado por las células beta pancreaticas, desempefia un papel central en el control de los
niveles de glucosa en sangre en el cuerpo. Cuando la insulina no se secreta adecuadamente o la insulina secretada
no funciona en el cuerpo, el nivel de glucosa en la sangre no esta regulado y, por lo tanto, se produce diabetes. Esta
diabetes se denomina diabetes tipo Il. La diabetes tipo | se produce cuando el pancreas no produce suficiente
insulina para aumentar el nivel de glucosa en la sangre.

La diabetes tipo Il generalmente se trata con agentes hipoglucémicos orales sintetizados quimicamente y, en
algunos casos, los pacientes son tratados con insulina. Mientras tanto, la diabetes tipo | requiere tratamiento con
insulina.

El procedimiento de tratamiento de insulina actualmente utilizado es la inyeccion de insulina antes / después de las
comidas. Sin embargo, tal inyeccién de insulina debe administrarse continuamente tres veces al dia, lo que provoca
dolor o molestia para los pacientes. Se han realizado varios intentos de superar el problema. Uno de ellos es un
procedimiento para administrar un farmaco peptidico mediante inhalacién oral o nasal. mejorando su permeabilidad
a la membrana. De manera indeseable, el procedimiento mostré una eficiencia de administracion muy baja, en
comparacion con las formulaciones inyectables, y, por lo tanto, todavia existen muchas dificultades para mantener la
actividad in vivo del farmaco peptidico en el nivel requerido.

Mientras tanto, habia un procedimiento para retrasar la absorcion del farmaco después de una inyeccién subcutanea
de una gran cantidad del farmaco, con el fin de mantener el nivel en sangre mediante una sola inyeccion diaria.
Algunos de los medicamentos desarrollados (Lantus, Sanofi-aventis) se han aprobado y ahora se utilizan para los
pacientes. Ademas, Ademas, se han llevado a cabo estudios para prolongar la accion, lo que conduce al desarrollo
de Levemir (Novo Nordisk) preparado mediante la modificacion de la insulina con acido graso, en el que la acciéon
prolongada se produce mediante la autoasociacion de moléculas de insulina en el sitio de inyeccion y a través de la
union reversible a la albumina en la sangre. Sin embargo, estos procedimientos generan dolores en el lugar de la
inyeccion y las inyecciones diarias también causan considerable incomodidad al paciente.

Se han hecho muchos esfuerzos para mejorar la estabilidad en suero de los farmacos peptidicos y mantener los
farmacos en la sangre a niveles elevados durante un periodo de tiempo prolongado, maximizando de este modo la
eficacia farmacéutica de los farmacos. Estas formulaciones de accién prolongada de farmacos peptidicos necesitan
aumentar la estabilidad de los farmacos peptidicos y mantener los titulos a niveles suficientemente altos sin provocar
respuestas inmunes en los pacientes. Para la preparacion de las formulaciones de accion prolongada de farmacos
peptidicos, se usd convencionalmente un polimero con alta solubilidad, tal como polietilenglicol (PEG), para
modificar quimicamente la superficie de un farmaco peptidico.

El PEG se une no especificamente a un sitio especifico o a varios sitios de un péptido diana para dar un efecto de
aumentar el peso molecular de un péptido y, por tanto, inhibir la pérdida por el rifidn y evitar la hidrélisis, sin causar
efectos secundarios. Por ejemplo, en el documento WO 2006/076471 se describe que un péptido natriurético de tipo
B (BNP), que se une a NPR-A activa la produccion de GMPc y conduce a una reduccion de la presién arterial, y,
como resultado, se utiliza como agente terapéutico para la insuficiencia cardiaca congestiva, esta unido a PEG,
manteniendo asi su actividad fisiolégica. En la patente de Estados Unidos n.° 6.924.264 se describe que el PEG se
une al residuo de lisina de una exendina-4 para aumentar su tiempo de residencia in vivo. Este procedimiento
aumenta el peso molecular de PEG vy, por lo tanto, aumenta el tiempo de residencia in vivo del farmaco peptidico.
Sin embargo, a medida que aumenta el peso molecular, se reduce notablemente el titulo del farmaco peptidico y se
reduce también la reactividad con el péptido. Por consiguiente, disminuye indeseablemente el rendimiento.

En el documento WO 02/46227 se describe una proteina de fusién preparada mediante acoplamiento de GLP-1, una
exendina-4 o un analogo de la misma con seroalbumina humana o un fragmento de inmunoglobulina (Fc) usando
una tecnologia de recombinacion genética. En la patente de Estados Unidos n.° 6.756.480 se describe una proteina
de fusion Fc preparada mediante acoplamiento de una hormona paratiroidea (PTH) y un analogo de la misma con la
region Fc. Estos procedimientos pueden abordar problemas como el bajo rendimiento de pegilacion y la no
especificidad, pero todavia tienen un problema en que el efecto de aumentar la semivida en sangre no es tan notable
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como se esperaba y, en algunos casos, los titulos también son bajos. Con el fin de maximizar el efecto de aumentar
la semivida en sangre, se han utilizado diversos tipos de enlazadores peptidicos, pero existe la posibilidad de
provocar una respuesta inmune. Ademas, si se utiliza un péptido que tiene enlaces disulfuro, tal como BNP, existe
una alta probabilidad de mal plegamiento y, si se usa un péptido que tiene restos de aminoacidos de origen no
natural, puede producirse mediante recombinacion genética solo con gran dificultad.

En el documento WO 2005/047334 se desvela un fragmento Fc de IgG util como vehiculo farmaco, junto con un
vector recombinante que expresa el fragmento Fc de IgG, un transformante transformado con el vector recombinante
y un procedimiento para preparar un fragmento Fc de IgG, que comprende cultivar el transformante. Cuando se
conjuga con un determinado farmaco, el fragmento Fc de IgG mejora la duracién de la accion in vivo del farmaco y
reduce reduccion de actividad in vivo del farmaco.

En el documento WO 2006/107124 se desvela fragmento Fc modificado por un polimero no peptidico, una
composicion farmacéutica que comprende el fragmento Fc modificado por el polimero no peptidico como vehiculo,
un complejo del fragmento Fc y un farmaco a través de un enlazador y una composicidon farmacéutica que
comprende dicho complejo. El fragmento Fc modificado por un péptido no péptido carece de inmunogenicidad y
funciones efectoras, y mantiene la actividad in vivo de un farmaco conjugado con el mismo.

En el documento WO 2008/082274 se desvela un conjugado de péptido insulinotrépico que tiene una duracion in
vivo mejorada de eficacia y estabilidad, que comprende un péptido insulinotrépico, un polimero no péptido y una
region Fc de inmunoglobulina, que estan unidos covalentemente entre si, y un uso de los mismos. El conjugado de
péptido insulinotrépico de la presente invencion tiene una semivida en sangre aumentada.

Divulgacion
Problema de la técnica

En este sentido, que conduce a la presente divulgacion, se ha llevado a cabo una investigacion intensiva y
exhaustiva sobre el desarrollo de un procedimiento capaz de maximizar simultdneamente la semivida en suero y la
actividad in vivo de la insulina, que ha dado como resultado el hallazgo de que una region Fc de inmunoglobulina, el
polimero no peptidilo y la insulina se unen selectivamente al sitio entre si mediante un enlace covalente, aumentando
de este modo notablemente la semivida en suero, en comparaciéon con el procedimiento de fusién en el marco
conocido.

[Solucién de la técnica]

Es un objeto de la presente divulgacion proporcionar un excelente conjugado de insulina que mantiene la actividad in
vivo de la insulina y prolonga notablemente la semivida en suero del mismo, una formulacién de accion prolongada
que comprende el mismo y un procedimiento de preparacion del mismo.

Efectos ventajosos

El conjugado de insulina de la presente divulgacion mantiene la actividad in vivo del péptido a un nivel relativamente
alto y aumenta notablemente la semivida en suero del mismo, mejorando asi en gran medida el cumplimiento del
farmaco con el tratamiento con insulina.

Descripcion de los dibujos

La figura 1 es el resultado del analisis farmacocinético del conjugado de insulina-PEG-Fc de inmunoglobulina;

La figura 2 es el resultado de la comparacion de las eficacias in vivo entre los conjugados de derivado de
insulina-PEG-Fc de inmunoglobulina; y

La figura 3 es el resultado de analizar un 90 % o mas de la pegilacién en la fenilalanina (B1F) de la cadena beta
del conjugado insulina-PEG-Fc de inmunoglobulina usando una columna de exclusion por tamario.

Las figuras 4a a 4c son el resultado del analisis de la union especifica de cadena beta del conjugado insulina-
PEG-Fc de inmunoglobulina.

Mejor modo

En un aspecto para lograr los objetos anteriores, la presente divulgacion proporciona un conjugado de insulina que
se prepara uniendo insulina con una regiéon Fc de inmunoglobulina a través de un polimero no peptidilo, en el que el
polimero no peptidilo esta unido al extremo amino de la cadena beta de la insulina.

En la presente divulgacion, la insulina es un péptido que es secretado por el pancreas en respuesta a los niveles
elevados de glucosa en la sangre, para captar la glucosa en el higado, el musculo o el tejido adiposo y convertirlo en
glucogeno, y para detener el uso de la grasa como fuente de energia, y, por lo tanto, funciona controlando el nivel de
glucosa en sangre. Este péptido incluye agonistas, precursores, derivados, derivados, fragmentos y variantes de los
mismos, y, preferentemente, insulina nativa, de accién corta o de accién prolongada.

La insulina natural se refiere a una hormona secretada por el pancreas para estimular la absorciéon de glucosa e
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inhibir la descomposicion de la grasa, y, por lo tanto, funciona controlando el nivel de glucosa en sangre. La insulina
se forma a partir de un precursor que no tiene funcién de regular el nivel de glucosa en sangre, conocido como
proinsulina, a través de su procesamiento. Las secuencias de aminoacidos de la insulina son las siguientes:

Cadena alfa:

Gly-Ile-Val-Glu-Gln-Cys-Cys-Thr-Ser-Ile-Cys-Ser-Leu-Tyr-Gln

-Leu-Glu-Asn-Tyr-Cys-Asn (SEQ ID NO. 1)
Cadena beta:

Phe-Val-Asn-Gln-His-Leu-Cys-Gly-Ser-His-Leu-Val-Glu-Ala-Leu
-Tyr-Leu-Val-Cys-Gly- Glu-Arg-Gly-Phe-Phe-Tyr-Thr-Pro-Lys-Thr (SEQ
ID NO. 2)

El agonista de la insulina significa un compuesto que se une al receptor de la insulina para mostrar la actividad
bioldgica igual a la de la insulina, que es irrelevante para la estructura de la insulina.

El derivado de insulina significa un péptido que tiene una homologia de secuencia de aminoacidos con la insulina
nativa de al menos un 80 %, que puede tener algunos grupos en el resto de aminoacido quimicamente sustituidos
(por ejemplo, alfa-metilacion, alfa-hidroxilacién), delecionados (por ejemplo, desaminacién) o modificados (por
ejemplo, N-metilacién) y que tiene una funcién de regular el nivel de glucosa en sangre en el cuerpo.

El fragmento de insulina significa un fragmento que tiene uno o mas aminoacidos afiadidos o delecionados en el
extremo N-terminal o el extremo C-terminal de la insulina nativa, en el que se pueden afnadir aminoacidos de origen
no natural (por ejemplo, aminoacido de tipo D) y que tiene una funcion de regulacion del nivel de glucosa en sangre
en el cuerpo.

La variante de la insulina significa un péptido que tiene una o mas secuencias de aminoacidos diferentes de las de la
insulina natural y que tiene una funcion de regulacion del nivel de glucosa en sangre en el cuerpo.

Cada uno de los procedimientos de preparacion para los agonistas, derivados, derivados, fragmentos y variantes de
la insulina se pueden usar individualmente o en combinacién. Por ejemplo, la presente divulgacion incluye un péptido
que tiene uno o mas aminoacidos diferentes de los del péptido nativo y desaminacién del resto de aminoacido en N-
terminal, y tiene la funcién de regular el nivel de glucosa en sangre en el cuerpo.

En una realizacién especifica, la insulina utilizada puede producirse mediante una tecnologia de recombinacion y
también se puede sintetizar usando un procedimiento de sintesis en fase sélida.

Ademas, la insulina utilizada se caracteriza por que un polimero no peptidilo esta unido al extremo amino de la
cadena beta de la insulina. Este polimero no peptidilo se usa como enlazador. La modificacion en la cadena alfa de
la insulina conduce a una reduccién en la actividad y la seguridad. Por lo tanto, el polimero no peptidilo como
enlazador esta unido al extremo amino de la cadena beta de la insulina, con el fin de mantener la actividad de la
insulina y mejorar la seguridad.

El término "actividad", tal como se usa en el presente documento, significa la capacidad de la insulina para unirse al
receptor de insulina, y significa que la insulina exhibe su accion a través de la union al receptor de insulina.

Dicha unién del polimero no peptidilo al extremo amino de la cadena beta de la insulina puede conseguirse mediante
el control del pH, y preferentemente, en el intervalo de 4,5 a 7,5.

El término "extremo N-terminal", tal como se usa en el presente documento, puede usarse indistintamente con
"region N-terminal".

En un ejemplo especifico, se prepara un conjugado insulina-PEG-Fc de inmunoglobulina uniendo PEG al N-terminal
de una region Fc de inmunoglobulina y acoplando selectivamente el extremo N-terminal de la cadena beta de la
insulina al mismo. La semivida en suero del conjugado insulina-PEG-Fc de inmunoglobulina preparado se
incrementé notablemente hasta aproximadamente 18 horas y mostré un efecto hipoglucémico en modelos animales
de enfermedad. Por lo tanto, se puede preparar una nueva formulacion de insulina de acciéon prolongada que
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mantiene la actividad in vivo de la insulina.

La region Fc de inmunoglobulina es segura para su uso como vehiculo de farmaco porque es un polipéptido
biodegradable que se metaboliza in vivo. Ademas, la region Fc de la inmunoglobulina tiene un peso molecular
relativamente bajo, en comparacion con las moléculas de inmunoglobulina completas, y, por lo tanto, es ventajosa
en la preparacion, purificacion y rendimiento del conjugado. La regién Fc de la inmunoglobulina no contiene un
fragmento Fab, que es altamente no homogéneo debido a diferentes secuencias de aminoacidos de acuerdo con las
subclases de anticuerpo, y, por lo tanto, puede esperarse que la region Fc de la inmunoglobulina pueda aumentar
considerablemente la homogeneidad de las sustancias y ser menos antigénica.

La expresion "region Fc de inmunoglobulina”, tal como se usa en el presente documento, tal como se usa en el
presente documento, se refiere a una proteina que contiene la regién constante 2 de la cadena pesada (CH2) y a la
region constante 3 de la cadena pesada (CH3) de una inmunoglobulina, excluyendo las regiones variables de las
cadenas pesada y ligera, la regidon constante 1 de la cadena pesada (CH1) y la regiéon constante 1 de la cadena
ligera (CL1) de la inmunoglobulina. También puede incluir una region de bisagra en la region constante de la cadena
pesada. Ademas, region Fc de inmunoglobulina puede contener una parte o toda la regién Fc que incluye la region
constante 1 de la cadena pesada (CH1) y / o la region constante 1 de la cadena ligera (CL1), excluyendo las
regiones variables de las cadenas pesada y ligera, siempre que tenga una funcion fisiolégica sustancialmente similar
o mejor que el de la proteina nativa. Ademas, puede ser un fragmento que tiene una deleciéon en una parte
relativamente larga de la secuencia de aminoacidos de CH2 y / o CH3. Esto es, la region Fc de inmunoglobulina
puede comprender 1) un dominio CH1, un dominio CH2, un dominio CH3 y un dominio CH4, 2 ) un dominio CH1 y
un dominio CH2, 3 ) un dominio CH1 y un dominio CH3, 4 ) un dominio CH2 y un dominio CH3, 5) una combinacion
de uno o mas dominios y una region bisagra de inmunoglobulina (o una porcién de la region bisagra), y 6) un dimero
de cada dominio de las regiones constantes de la cadena pesada y la regién constante de la cadena ligera.

Ademas, a region Fc de inmunoglobulina incluye un derivado de la secuencia (mutante) de la misma, asi como una
secuencia de aminoacidos nativa. Un derivado de la secuencia de aminoacidos tiene una secuencia que es diferente
de la secuencia de aminoacidos nativa debido a una delecién, una insercién, una sustitucion no conservadora o
conservadora o combinaciones de las mismas de uno o mas restos de aminoacidos. Por ejemplo, en una Fc de IgG,
los restos de aminoacidos conocidos por ser importantes en la union, en las posiciones 214 a 238, 297 a 299, 318 a
322 0 327 a 331, se pueden usar como una diana adecuada para la modificacion. Ademas, son posibles otros varios
derivados, incluyendo derivados que tienen una deleciéon de una regiéon capaz de formar un enlace disulfuro, una
delecion de varios restos de aminoacidos en el extremo N-terminal de una forma Fc nativa o una adicién de un resto
de metionina en el extremo N-terminal de una forma Fc nativa. Ademas, para eliminar las funciones efectoras, se
puede producir una deleciéon en un sitio de unién del complemento, tal como un sitio de unién C1g-y un sitio de
CCDA. Las técnicas para preparar dichos derivados de la secuencia de la region Fc de inmunoglobulina se desvelan
en los documentos WO 97/34631 y WO 96/32478.

En la materia se conocen intercambios de aminoacidos en proteinas u péptidos, que generalmente no alteran la
actividad de moléculas, (H.Neurath, R.L.Hill, The Proteins, Academic Press, Nueva York, 1979). Los intercambios
que se producen mas habitualmente son Ala/Ser, Val/lle, Asp/Glu, Thr/Ser, Ala/Gly, Ala/Thr, Ser/Asn, Ala/Val,
Ser/Gly, Thy/Phe, Ala/Pro, Lys/Arg, Asp/Asn, Leu/lle, Leu/Val, Ala/Glu y Asp/Gly, en ambas direcciones.

La region Fc, si se desea, se puede modificar mediante fosforilacion, sulfatacion, acrilacion, glicosilacion, metilacion,
farnesilacion, acetilacion, amidacion, y similares.

Los derivados de Fc mencionados anteriormente son derivados que exhiben actividades bioldgicas idénticas a las de
la regién Fc de la presente divulgacion o una mejor estabilidad estructural, por ejemplo, contra el calor, pH o
similares.

Ademas, estas regiones Fc se pueden obtener a partir de formas nativas aisladas de seres humanos y otros
animales, incluyendo vacas, cabras, cerdos, ratones, conejos, hamsteres, ratas y cobayas, o pueden ser
recombinantes o derivados de los mismos, obtenidos de células animales transformadas o microorganismos. En el
presente documento, se pueden obtener a partir de una inmunoglobulina nativa mediante el aislamiento de las
inmunoglobulinas enteras de los organismos humanos o animales y, después, el tratamiento de los mismos con una
enzima proteolitica. La papaina digiere la inmunoglobulina nativa en las regiones Fab y Fc, y el tratamiento con
pepsina dio lugar a la produccion de fragmentos de pF'c y F(ab)2. Estos fragmentos pueden someterse a, por
ejemplo, cromatografia de exclusién por tamafio para aislar los fragmentos Fc o pF’c'.

Preferentemente, una region Fc derivada de ser humano es una region Fc de inmunoglobulina recombinante que se
obtiene a partir de un microorganismo.

Ademas, la region Fc de inmunoglobulina puede estar en forma de cadenas de azucar nativos, el aumento de
cadenas de azUcar en comparacion con una forma nativa o disminucion de las cadenas de azlcar en comparacion
con la forma nativa, o pueden estar en una forma desglicosilada. El aumento, disminucién o eliminaciéon de las
cadenas de azucar de Fc de inmunoglobulina puede conseguirse mediante procedimientos convencionales usados
en la técnica, tales como un procedimiento quimico, un procedimiento enzimatico, y un procedimiento de ingenieria
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genética utilizando un microorganismo. La eliminacién de las cadenas de azucar de una regién Fc da como resultado
una fuerte disminucion de la afinidad de union con el complemento (c1q) y una disminucién o pérdida de la
citotoxicidad mediada por células dependiente de anticuerpo o la citotoxicidad dependiente del complemento, con lo
que no se incluyen respuestas inmunitarias innecesarias in vivo. En este sentido, una region Fc de inmunoglobulina
en una region Fc de inmunoglobulina desglicosilada o aglicosilada puede ser mas adecuada como un vehiculo de
farmacos.

El término "desglicosilacion”, tal como se usa en el presente documento, significa eliminar enzimaticamente restos
de azucar de una region Fc, y el término "aglicosilaciéon” significa una region Fc no glicosilada producida en forma no
glicosilada por un procariota, preferentemente E. coli.

Ademas, la region Fc de inmunoglobulina puede ser una region Fc que deriva de IgG, IgA, IgD, IgE e IgM, o que se
hace por combinaciones de los mismos o sus hibridos. Preferentemente, deriva de IgG o IgM, que estan entre las
proteinas mas abundantes en la sangre humana y, lo mas preferentemente, de IgG, que se sabe que potencia la
semivida de las proteinas de unién a ligando.

El término "combinacion”, tal como se usa en el presente documento, significa que los polipéptidos que codifican
regiones Fc de inmunoglobulina de cadena sencilla del mismo origen estan unidos a un polipéptido de cadena
simple de un origen diferente para formar un dimero o multimero. Esto es, se puede formar un dimero o multimero a
partir de dos o mas fragmentos seleccionados del grupo que consiste en los fragmentos Fc de IgG, Fc de IgA, Fc de
IgM, Fc de IgM, Fc de IgD Fcy Fc de IgE.

El término "hibrido", tal como se usa en el presente documento, significa que las secuencias que codifican dos o mas
regiones Fc de inmunoglobulina de origen diferente estan presentes en una regién Fc de inmunoglobulina de cadena
sencilla. Son posibles diversos tipos de hibridos. Esto es, los hibridos del dominio puede estar compuesto por de uno
a cuatro dominios seleccionados del grupo que consiste en CH1, CH2, CH3 y CH4 de Fc de IgG, Fc de IgM, Fc de
IgA, Fc de IgE y Fc de IgD, y puede incluir una region bisagra.

Por otra parte, la IgG se divide en las subclases IgG1, IgG2, IgG3, e IgG4, y la presente divulgacion incluye
combinaciones o hibridos de los mismos. Se prefieren las subclases IgG2 e IgG4 vy, el mas preferido es la region Fc
de IgG4 que rara vez tiene funciones efectoras, tales como la citotoxicidad dependiente del complemento (CDC).

Como vehiculo del farmaco de la presente divulgacion, la region Fc de inmunoglobulina mas preferente es la region
Fc aglicosilada derivada de 1IgG4 humana. La region Fc derivado de ser humano es mas preferente que una region
Fc no derivada de ser humano, que puede actuar como un antigeno en el cuerpo humano y producir respuestas
inmunitarias indeseables, tales como la produccién de nuevos anticuerpos contra el antigeno.

La expresion "polimero no peptidilo", tal como se usa en el presente documento, se refiere a un polimero
biocompatible que incluye dos o mas unidades que se repiten unidas entre si mediante cualquier enlace covalente
con exclusion de un enlace peptidico.

El polimero no peptidilo es polietilenglicol.

El enlazador peptidico que se utiliza en la proteina de fusiéon obtenida mediante un procedimiento de fusién dentro
del marco convencional tiene inconvenientes en cuanto a que se puede escindir facilmente in vivo mediante una
enzima proteolitica y, por lo tanto, no se puede obtener un efecto suficiente de aumentar la semivida en suero del
farmaco activo por una vehiculo como se esperaba. Sin embargo, en la presente divulgacion, el polimero que tiene
resistencia a la enzima proteolitica puede usarse para mantener la semivida en suero del péptido similar a la del
vehiculo. Por lo tanto, en la presente invencién se puede usar cualquier polimero no peptidilo sin limitaciones,
siempre que se trate de un polimero que tenga la funcién mencionada anteriormente, es decir, un polimero con
resistencia a la enzima proteolitica in vivo. El polimero no peptidilo tiene un peso molecular en el intervalo de 1 a 100
kDa, y, preferentemente, de 1 a 20 kDa. El polimero no peptidilo, unido a la region Fc de inmunoglobulina, puede ser
un polimero o una combinacién de diferentes tipos de polimeros.

El polimero no peptidilo tiene un grupo reactivo capaz de unirse a la region Fc de inmunoglobulina y el farmaco
proteico.

El polimero no peptidilo tiene un grupo reactivo en ambos extremos, que se selecciona, preferentemente, del grupo
que consiste en un grupo reactivo aldehido, un grupo propionaldehido, un grupo butiraldehido, un grupo maleimida,
y un derivado de succinimida. El derivado de succinimida puede ser propionato de succinimidilo, carbonato de
hidroxisuccinimidilo, de succinimidilcarboximetilo o de succinimidilo. En particular, cuando el polimero no peptidilo
tiene un grupo reactivo en ambos extremos, es eficaz en la unién en ambos extremos con un polipéptido activo y una
inmunoglobulina con las reacciones no especificas minimas. Un producto final generado mediante alquilacion
reductora por un enlace aldehido es mucho mas estable que cuando se une mediante un enlace amida. El grupo
reactivo aldehido se une de forma selectiva a un extremo N-terminal a un pH bajo y se une a un residuo de lisina
para formar un enlace covalente a un pH alto, tal como un pH de 9,0.

Los grupos reactivos en ambos extremos del polimero no peptidilo pueden ser iguales o diferentes. Por ejemplo, el
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polimero no peptidico puede poseer un grupo maleimida en un extremo y un grupo aldehido, un grupo
propionaldehido o un grupo butiraldehido en el otro extremo. Cuando un polietilenglicol que tiene un grupo hidroxi
reactivo en ambos extremos del mismo se usa como el polimero no peptidilo, el grupo hidroxi puede activarse para
diversos grupos reactivos mediante reacciones quimicas conocidas, o un polietilenglicol que tiene un grupo reactivo
modificado disponible en el mercado puede usarse para preparar el conjugado de proteina.

En otro aspecto, la presente divulgacion proporciona una formulacion de insulina de accion prolongada que
comprende el conjugado de insulina de la presente divulgacion.

El término "administracion”, tal como se usa en el presente documento, significa la introducciéon de una cantidad
predeterminada de una sustancia en un paciente mediante un cierto procedimiento adecuado. El conjugado se
puede administrar a través de cualquiera de las rutas comunes, siempre que pueda llegar a un tejido deseado. Se
contemplan diversos modos de administracion, incluyendo intraperitoneal, intravenosa, intramuscular, subcutanea,
intradérmica, oral, tdpica, intranasal, intrapulmonar e intrarrectal, pero la presente divulgacion no esta limitada a
estos modos de administraciéon de ejemplo. Sin embargo, ya que los péptidos son digeridos después de la
administracion oral, los principios activos de una composicién para administracion oral deben estar recubiertos o
formularse para la proteccion contra la degradacion en el estdmago. Preferentemente, el conjugado puede
administrarse en una forma inyectable. Ademas, la formulacion de accion prolongada puede administrarse usando
un cierto aparato capaz de transportar los principios activos a una célula diana.

La formulacién de accion prolongada que comprende el conjugado de la presente divulgacion puede incluir vehiculos
farmacéuticamente aceptables. Para administracion oral, el vehiculo farmacéuticamente aceptable puede incluir un
aglutinante, un lubricante, un disgregante, un excipiente, un solubilizante, un agente dispersante, un estabilizante, un
agente de suspension, un agente colorante y un perfume. Para preparaciones inyectables, el vehiculo
farmacéuticamente aceptable puede incluir un agente tampén, un agente conservante, un analgésico, un
solubilizante, un agente isotonico, y un estabilizante. Para las preparaciones para la administracion topica, el
vehiculo farmacéuticamente aceptable puede incluir una base, un excipiente, un lubricante, y un agente conservante.
La formulacion de accion prolongada de la presente divulgacion se puede formular en diversas formas de
dosificaciéon en combinacién con los vehiculos farmacéuticamente aceptables mencionados anteriormente. Por
ejemplo, para administracion oral, la formulacion de accion prolongada puede formularse en comprimidos, trociscos,
capsulas, elixires, suspensiones, jarabes u obleas. Para preparaciones inyectables, la formulacion de accion
prolongada se puede formular en una ampolla de una sola dosis o un envase multidosis. La formulacién de accion
prolongada también puede formularse en soluciones, suspensiones, comprimidos, pildoras, capsulas y
preparaciones de liberacion sostenida.

Ejemplos del vehiculo, el excipiente y el diluyente adecuados para las formulaciones incluyen lactosa, dextrosa,
sacarosa, sorbitol, manitol, xilitol, eritritol, maltitol, almidén, goma arabiga, alginato, gelatina, fosfato de calcio, silicato
de calcio, celulosa, metilcelulosa, celulosa microcristalina, polivinilpirrolidona, agua, metilhidroxibenzoato,
propilhidroxibenzoato, talco, estearato de magnesio y aceites minerales. Ademas, las formulaciones incluyen,
ademas, cargas, gentes anticoagulantes, lubricantes, humectantes, perfumes y antisépticos.

La formulacién de accion prolongada de la presente divulgacion puede determinarse mediante varios factores
relacionados, que incluyen los tipos de enfermedades a tratar, las vias de administracion, la edad del paciente, el
sexo, el peso y la gravedad de la enfermedad, asi como por los tipos de farmaco como componente activo. Dado
que la composicidon farmacéutica tiene una excelente duracién y titulo in vivo, puede reducir notablemente la
frecuencia de administracion y la dosis de farmacos farmacéuticos.

La formulacion de accién prolongada mantiene la duracion y la estabilidad in vivo de la insulina a un nivel muy alto y,
de este modo, se utiliza eficazmente para el tratamiento de la diabetes dependiente de insulina.

En todavia otro aspecto, la presente divulgacion proporciona un procedimiento para preparar un conjugado de
insulina, que comprende las etapas de:

(1) unir covalentemente un polimero no peptidilo que tiene un grupo reactivo de derivados de aldehido,
maleimida o succinimida en cada extremo del mismo, con un grupo amina o un grupo tiol de la region Fc de la
inmunoglobulina;

(2) aislar un conjugado de la mezcla de reaccion de (1), en el que el conjugado comprende la region de Fc de
inmunoglobulina unida covalentemente con el polimero no peptidilo; y

(3) unir covalentemente la insulina al otro extremo del polimero no peptidilo del conjugado aislado para producir
un conjugado peptidico que comprende la regidon Fc de la inmunoglobulina e insulina, que estan unidos a cada
extremo del polimero no peptidilo.

Preferentemente, el polimero no peptidilo de la etapa (1) tiene un derivado de aldehido reactivo en el extremo del
mismo y, mas preferentemente, tres grupos de aldehido reactivo.

En todavia otro aspecto, la presente divulgacion proporciona un procedimiento para preparar un conjugado de
insulina, que comprende las etapas de:
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(1) unir covalentemente un polimero no peptidilo que tiene un grupo reactivo aldehido en cada extremo del
mismo al extremo N-terminal de la Fc de inmunoglobulina a pH 6,0;

(2) aislar un conjugado de la mezcla de reaccion de (1), en el que el conjugado comprende la region de Fc de
inmunoglobulina unida covalentemente con el polimero no peptidilo en su extremo N-terminal; y

(3) unir covalentemente la insulina al otro extremo del polimero no peptidilo del conjugado aislado para producir
un conjugado peptidico que comprende la regidon Fc de la inmunoglobulina e insulina, que estan unidos a cada
extremo del polimero no peptidilo.

En todavia otro aspecto, la presente divulgacion proporciona un procedimiento para preparar un conjugado de
insulina, que comprende las etapas de:

(1) unir covalentemente un polimero no peptidilo que tiene un grupo reactivo de derivados de aldehido,
maleimida o succinimida en cada extremo del mismo, con un grupo amina o un grupo tiol de la insulina;

(2) aislar un conjugado de la mezcla de reaccion de (1), en el que el conjugado comprende la insulina unida
covalentemente con el polimero no peptidilo; y

(3) unir covalentemente una regién Fc de inmunoglobulina al otro extremo del polimero no peptidilo del
conjugado aislado para producir un conjugado peptidico que comprende la regién Fc de la inmunoglobulina e
insulina, que estan unidos a cada extremo del polimero no peptidilo.

En todavia otro aspecto, la presente divulgacion proporciona un procedimiento para preparar un conjugado de
insulina, que comprende las etapas de:

(1) unir covalentemente un polimero no peptidilo que tiene un grupo reactivo aldehido en cada extremo del
mismo con un grupo amina de insulina;

(2) aislar un conjugado de la mezcla de reaccion de (1), en el que el conjugado comprende la insulina unida
covalentemente con el polimero no peptidilo; y

(3) unir covalentemente una regién Fc de inmunoglobulina al otro extremo del polimero no peptidilo del
conjugado aislado para producir un conjugado peptidico que comprende la regién Fc de la inmunoglobulina e
insulina, que estan unidos a cada extremo del polimero no peptidilo.

En todavia otro aspecto, la presente divulgacion proporciona un procedimiento para tratar a un sujeto que tiene un
trastorno de deficiencia de insulina, comprendiendo el procedimiento administrar al sujeto una cantidad eficaz de la
formulacion de accion prolongada. Preferentemente, el trastorno por deficiencia de insulina es diabetes.

Tal como se usa en el presente documento, un sujeto puede ser un mamifero, por ejemplo, un ser humano, un
primate no humano, un caballo, una oveja, un gato, un perro, una vaca o un cerdo.

Modo

A continuacion, en el presente documento se puede obtener una mejor comprension de la presente divulgacion
mediante los ejemplos siguientes que se exponen para ilustrar, pero que no deben interpretarse como limitantes de
la presente invencion.

Ejemplo 1. Purificacion de la region Fc de la inmunoglobulina pegilada

Para la pegilacion de la Fc de inmunoglobulina en su extremo N-terminal, se utilizé PEG PropionALD 5K (3) (PEG
que tiene tres grupos propilaldehido, NOF, Japén) para realizar la pegilacion haciendo reaccionar la Fc de
inmunoglobulina y PEG a 4 °C durante 4,5 horas y a una relacion molar de 1:2, con una concentracion de Fc de
inmunoglobulina de 10 mg/ml. En ese momento, la reaccién se realizé en una solucién tampoén de fosfato de potasio
100 mM a pH 6,0 y se afadié a la misma SCB (NaCNBH3) 20 mM como agente reductor. Se purificé una Fc de
inmunoglobulina mono-PEGilada a partir de la solucion de reaccion usando una columna Source 15Q (GE
Healthcare).

Ejemplo 2. Preparacion de conjugado de insulina-PEG-Fc de inmunoglobulina

Para preparar un conjugado de insulina-PEG-Fc de inmunoglobulina con un 90 % o mas de pegilacion en la
fenilalanina (B1F) de la cadena beta de la insulina, se hicieron reaccionar la Fc de inmunoglobulina mono-PEGilada
obtenida en el ejemplo 1 y la insulina a una relacion molar de 4:1 y a 4 °C durante 20 horas, con una concentracion
de proteina total de 20 mg/ml. En ese momento, la reaccién se realizé en una solucién tampon de fosfato de potasio
100 mM a pH 6,0 y se afadidé a la misma SCB 20 mM como agente reductor. Una vez completada la reaccion, la
solucién de reaccién se sometié a purificacién primaria usando una columna Source 15Q. A continuacion, se llevé a
cabo purificacion secundaria utilizando una columna Source 151SO para obtener un conjugado insulina-PEG-Fc de
inmunoglobulina. Se usé una columna de exclusién por tamafio para analizar un 90 % o mas de la pegilacion de B1F
del conjugado de insulina-PEG-Fc de inmunoglobulina obtenido y los resultados se muestran en la figura 3.

Ejemplo 3. Preparacion de conjugado de insulina lispro (Humalog)-PEG-Fc de inmunoglobulina

Se hicieron reaccionar la Fc de inmunoglobulina mono-PEGilada obtenida en el ejemplo 1 y la insulina lispro a una
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relacion molar de 4:1 y a 4 °C durante 20 horas, con una concentracion de proteina total de 20 mg/ml. En ese
momento, la reaccion se realizé en una solucion tampon de fosfato de potasio 100 mM a pH 6,0 y se afiadio a la
misma SCB 20 mM como agente reductor. Una vez completada la reaccion, la purificacion se realizé de la misma
manera que en el ejemplo 2.

Ejemplo 4. Preparacion de conjugado de insulina glargina (Lantus)-PEG-Fc de inmunoglobulina

Se hicieron reaccionar la Fc de inmunoglobulina mono-PEGilada obtenida en el ejemplo 1 y la insulina glargina a una
relacion molar de 4:1 y a 4 °C durante 20 horas, con una concentracion de proteina total de 20 mg/ml. En ese
momento, la reaccion se realizé en una solucion tampon de fosfato de potasio 100 mM a pH 6,0 y se afiadio a la
misma SCB 20 mM como agente reductor. Una vez completada la reaccion, la purificacion se realizé de la misma
manera que en el ejemplo 2.

Ejemplo 5. Preparacion de conjugado de insulina detemir (Levemir)-PEG-Fc de inmunoglobulina

Se hicieron reaccionar la Fc de inmunoglobulina mono-PEGilada obtenida en el ejemplo 1 y la insulina detemir a una
relacion molar de 4:1 y a 4 °C durante 20 horas, con una concentracion de proteina total de 20 mg/ml. En ese
momento, la reaccion se realizé en una solucion tampon de fosfato de potasio 100 mM a pH 6,0 y se afiadio a la
misma SCB 20 mM como agente reductor. Una vez completada la reaccion, la purificacion se realizé de la misma
manera que en el ejemplo 2.

Ejemplo 6. Medicion de la semivida de eliminacion in vivo del conjugado de insulina de accion prolongada

Para analizar la duracion in vivo del conjugado de insulina de accion prolongada, se usaron ratas SD macho
normales para realizar el analisis farmacocinético. Se inyectd a las ratas SD macho normales por via subcutanea
insulina nativa y el conjugado de insulina de accién prolongada a una dosis de 100 pg/kg (basada en insulina) una
vez y, luego, se midieron los cambios dependientes del tiempo en el nivel de suero usando un kit de ELISA y se
calcularon los parametros farmacocinéticos a partir de los valores medidos usando software Winnolin 5.2. La
semivida de eliminacion in vivo del conjugado de insulina de accién prolongada fue de 17,67 horas, que es
aproximadamente 30 veces mas larga que la insulina nativa de 0,58 horas (figura 1).

Ejemplo 7. Ensayo de eficacia in vivo sobre el conjugado de derivado de insulina

Para comparar la eficacia in vivo entre los conjugados de derivados de insulina, se usaron ratas con diabetes
inducida con estreptozotocina para analizar sus efectos hipoglucémicos. Se mantuvo en ayuno a las ratas normales
durante 16 horas y se les inyecto por via intraperitoneal estreptozotocina en solucién tampén de acido citrico 10 mM
(pH 4,5) a una dosis de 60 mg/kg para inducir diabetes. Cuando el nivel de glucosa en sangre de las ratas alcanz6
500 mg/dl o mayor, se inyect6 a las ratas por via subcutanea el conjugado de insulina, el conjugado de insulina
detemir o el conjugado de insulina lispro a una dosis de 0,5 mg/kg una vez y, después, se compararon sus efectos
hipoglucémicos. Los efectos hipoglucémicos del conjugado de insulina y del conjugado de insulina lispro se
mantuvieron durante aproximadamente 4 dias después de la inyeccion y, 5 dias después de la inyeccion, aumento el
nivel de glucosa en sangre. El conjugado de insulina detemir también mostré los efectos hipoglucémicos, pero los
efectos fueron menores que los del conjugado de insulina o el conjugado de insulina lispro a la misma dosis (figura
2).

Ejemplo 8. Identificacion del sitio de union del conjugado de insulina-PEG 5 K-Fc de insulina

Con el fin de identificar el sitio de unién de la insulina a PEG 5 K -Fc de inmunoglobulina, se realizé el mapeo de Glu-
C. Se anadieron 20 yg de endoproteinasa Glu-C (1 mg/ml) a 100 pg de insulina-PEG 5 K-Fc de inmunoglobulina (1
mg/ml). La solucion de reaccion fue HEPES 50 mM a pH 7,5 y la mezcla se hizo reaccionar a 25 °C durante 8 horas.
Posteriormente, se afiadieron 10 pyl de HCI 1 N para terminar la reaccién. EI mapeo se realiz6 mediante
cromatografia HPLC inversa. Los resultados mostraron el cambio maximo en el extremo N-terminal de la cadena
beta de insulina, lo que indica que PEG 5K-Fc de inmunoglobulina se une al extremo N-terminal de la cadena beta
de la insulina (figuras 4a-c).

Columna: Jupiter C18 4,6 x 250 mm, 5 ym (Phenomenex)

Fase movil A: 20 % de NaSO4 0,1 M (pH 2,0), 10 % de CAN

Fase movil B: 20 % de NaSO4 0,1 M (pH 2,0), 40% de CAN

Gradiente 0 %de B en 10 min > 0-10 % de B en 5 min > 10-70 % de B en 60 min
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<110> HANMI HOLDINGS CO., LTD.

<120> Conjugado de insulina usando un fragmento de inmunoglobulina
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<160> 2

<170> Kopatentin 1.71
<210> 1

<211> 21

<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 1

Gly Ile Val Glu Gln Cys Cys Thr Ser Ile Cys Ser Leu Tyr Gln Leu

1 5 10 15
Glu Asn Tyr Cys Asn
20
<210> 2
<211> 30
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 2

Phe Val Asn Gln His Leu Cys Gly Ser His Leu Val Glu Ala Leu Tyr
1 5 10 15

Leu Val Cys Gly Glu Arg Gly Phe Phe Tyr Thr Pro Lys Thr
20 25 30
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REIVINDICACIONES

1. Un conjugado de insulina preparado mediante la unién de insulina con una regién Fc de inmunoglobulina a través
de un polietilenglicol, en el que el polietilenglicol esta unido al amino terminal de la cadena beta de insulina.

2. El conjugado de insulina de acuerdo con la reivindicacion 1, en el que la insulina es insulina nativa, insulina lispro,
insulina detemir o insulina glargina.

3. El conjugado de insulina de acuerdo con la reivindicacion 1, en el que un extremo del polietilenglicol esta unido al
grupo amina del amino terminal de la cadena beta de insulina y el otro extremo del polietilenglicol esta unido a un
grupo amina o grupo tiol de la regién Fc de la inmunoglobulina.

4. El conjugado de insulina de acuerdo con la reivindicacion 1, en el que la region Fc de inmunoglobulina esta
aglicosilada.

5. El conjugado de insulina de acuerdo con la reivindicacion 1, en el que la regién Fc de inmunoglobulina esta
compuesta por de uno a cuatro dominios seleccionados del grupo que consiste en los dominios CH1, CH2, CH3 y
CH4.

6. El conjugado de insulina de acuerdo con la reivindicacién 5, en el que la regiéon Fc de inmunoglobulina comprende
ademas una region bisagra.

7. El conjugado de insulina de acuerdo con la reivindicacion 1, en el que la regién Fc de inmunoglobulina es una
region Fc derivada de 1gG, IgA, IgD, IgE o IgM.

8. El conjugado de insulina de acuerdo con la reivindicacion 7, en el que cada dominio de la regién Fc de
inmunoglobulina es un dominio hibrido de un origen diferente derivado de una inmunoglobulina seleccionada del
grupo que consiste en IgG, IgA, IgD, IgE e IgM.

9. El conjugado de insulina de acuerdo con la reivindicacion 7, en el que la regién Fc de inmunoglobulina es un
dimero o un multimero compuesto por inmunoglobulinas de cadena sencilla del mismo origen.

10. El conjugado de insulina de acuerdo con la reivindicacion 7, en el que la regidon Fc de inmunoglobulina es una
region Fc de 1gG4.

11. El conjugado de insulina de acuerdo con la reivindicacion 10, en el que la regién Fc de inmunoglobulina es una
region Fc de 1IgG4 aglicosilada humana.

12. El conjugado de insulina de acuerdo con la reivindicacion 1, en el que el grupo reactivo del polietilenglicol se
selecciona del grupo que consiste en un grupo aldehido, un grupo propionaldehido, un grupo butiraldehido, un grupo
maleimida y un derivado de succinimida.

13. El conjugado de insulina de acuerdo con la reivindicacion 12, en el que el derivado de succinimida es propionato
de succinimidilo, carbonato de succinimidilcarboximetilo, de hidroxisuccinimidilo o de succinimidilo.

14. El conjugado de insulina de acuerdo con la reivindicacion 12, en el que el polietilenglicol tiene un grupo reactivo
aldehido en ambos extremos.

15. Una formulacion de insulina de accion prolongada que tiene una duracién y estabilidad in vivo mejoradas, que
comprende el conjugado de insulina de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 14.

16. Un procedimiento de preparacion del conjugado de insulina de acuerdo con la reivindicaciéon 1, que comprende
las etapas de:

(1) unir covalentemente un polietilenglicol que tiene un grupo reactivo de derivados de aldehido, maleimida o
succinimida en cada extremo del mismo, con un grupo amina o un grupo tiol de la region Fc de una
inmunoglobulina;

(2) aislar un conjugado de la mezcla de reaccion de (1), en el que el conjugado comprende la region de Fc de
inmunoglobulina unida covalentemente con el polietilenglicol; y

(3) unir covalentemente la insulina al otro extremo del polietilenglicol del conjugado aislado para producir un
conjugado peptidico que comprende la region Fc de la inmunoglobulina y la insulina, que estan unidos a cada
extremo del polietilenglicol.

17. El procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 16, que comprende las etapas de:

(1) unir covalentemente un polietilenglicol que tiene un grupo reactivo aldehido en cada extremo del mismo al
extremo N-terminal de una Fc de inmunoglobulina a pH 6,0;

(2) aislar un conjugado de la mezcla de reaccion de (1), en el que el conjugado comprende la regiéon Fc de
inmunoglobulina unida covalentemente con el polietilenglicol en su extremo N-terminal; y
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(3) unir covalentemente la insulina al otro extremo del polietilenglicol del conjugado aislado para producir un
conjugado peptidico que comprende la region Fc de la inmunoglobulina y la insulina, que estan unidos a cada
extremo del polietilenglicol.

Un procedimiento de preparacion del conjugado de insulina de acuerdo con la reivindicacion 1, que comprende

las etapas de:

19.

20.

(1) unir covalentemente un polietilenglicol que tiene un grupo reactivo de derivados de aldehido, maleimida o
succinimida en cada extremo del mismo, con un grupo amina o un grupo tiol de la insulina;

(2) aislar un conjugado de la mezcla de reaccion de (1), en el que el conjugado comprende la insulina unida
covalentemente con el polietilenglicol; y

(3) unir covalentemente una regiéon Fc de inmunoglobulina al otro extremo del polietilenglicol del conjugado
aislado para producir un conjugado peptidico que comprende la regién Fc de la inmunoglobulina y la insulina,
que estan unidos a cada extremo del polietilenglicol.

El procedimiento de acuerdo con la reivindicaciéon 18, que comprende las etapas de:

(1) unir covalentemente un polietilenglicol que tiene un grupo reactivo aldehido en cada extremo del mismo con
un grupo amina de insulina;

(2) aislar un conjugado de la mezcla de reaccion de (1), en el que el conjugado comprende la insulina unida
covalentemente con el polietilenglicol; y

(3) unir covalentemente una Fc de inmunoglobulina al otro extremo del polietilenglicol del conjugado aislado para
producir un conjugado peptidico que comprende la region Fc de la inmunoglobulina y la insulina, que estan
unidos a cada extremo del polietilenglicol.

Un conjugado de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 14 o la formulacion de acuerdo con la

reivindicacion 15, para su uso en un procedimiento de tratamiento médico.

21.

Un conjugado de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 14 o la formulacion de acuerdo con la

reivindicacion 15, para su uso en un procedimiento de tratamiento de un sujeto que tiene un trastorno de deficiencia
de insulina.

22.

El conjugado o la formulaciéon para su uso de acuerdo con la reivindicacion 21, en el que el trastorno de

deficiencia de insulina es diabetes.
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[Fig. 4a]
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[Fig. 4c]
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