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DESCRIPCION

Formulacion farmacéutica que comprende un derivado de insulina

Campo de la invencion

La presente invencién se refiere a composiciones farmacéuticas solubles de insulina acilada con un perfil de accién
prolongado y alto contenido de zinc y &cido citrico monohidrato y/o un compuesto de histidina. Ademas la invencion
se refiere a un método para producir una composicion con un perfil de accién prolongado y alto contenido de zinc y
un método para fabricar la composicion para el tratamiento de la diabetes.

Antecedentes de la invencién

Actualmente, el tratamiento de la diabetes, tanto de la diabetes tipo 1 como la diabetes tipo 2, depende en una medida
creciente del llamado tratamiento intensivo con insulina. De acuerdo con este régimen, los pacientes se tratan con multi-
ples inyecciones de insulina al dia que comprenden una o dos inyecciones al dia de una insulina de accion prolongada,
para cubrir el requerimiento de insulina basal suplementada por inyecciones en bolo de una insulina de accién rapida
para cubrir el requerimiento de insulina relacionado con las comidas.

La insulina es una hormona peptidica de 51 aminoacidos producida en los islotes de Langerhans en el pancreas. Su fun-
cién primaria, que actua como un monoémero, es facilitar el transporte de las moléculas de glucosa a través de las mem-
branas celulares del tejido adiposo y muscular al unirse a y activar un receptor transmembrana.

Una propiedad distintiva de la insulina es su capacidad para asociarse en hexameros, en los que la hormona esta prote-
gida de la degradacién quimica y fisica durante la biosintesis y el almacenamiento. Los estudios cristalograficos de rayos
X sobre la insulina muestran que el hexamero consiste en tres dimeros relacionados por un eje de rotaciéon de 3 veces.
Estos dimeros se asocian estrechamente a través de la interaccion de dos iones de zinc en su nucleo posicionado en el
eje de 3 veces. Dos hexameros de insulina pueden asociarse en complejos de insulina dodecameros, que pueden aso-
ciarse a complejos incluso mas grandes, por ejemplo dos, tres o cuatro dodecameros que forman complejos juntos.

La presencia de zinc en las formulaciones de insulina aumenta la tendencia de la autoasociacién de la insulina. Cuanto
mas zinc haya en la formulacion, habra mayor tendencia a que la insulina se autoasocie en hexameros o incluso en
complejos mas grandes de insulina en dependencia de las condiciones. Dado que la absorcion del lugar de la inyeccién a
través de la pared capilar se correlaciona negativamente con el tamafo del ensamble, (los mondémeros se absorben mas
rapido que los dimeros, que a su vez se absorben mas rapido que los hexameros etc.), la formaciéon de complejos de
insulina mas grandes aumentara las propiedades clinicas de la insulina hacia un perfil basal.

Cuando la insulina humana se inyecta en la hipodermis en la forma de una formulacion farmacéutica de alta concentra-
cién, esta se autoasocia principalmente a hexameros, y aqui la disociacion en monémeros es relativamente lenta. Los
hexameros y los dimeros de insulina son mas lentos para penetrar la pared capilar que los monémeros. Por lo tanto,
cuando se inyecta insulina basal se desea tener tantos monémeros presentes como sea posible.

La solicitud de patente internacional num. WO 99/24071 describe un método para prevenir la autoasociacion de la insuli-
na en dimeros, tetrameros y hexameros. La autoasociacién se evita por la presencia de histidina.

La solicitud de patente internacional publicada bajo el nimero WO 2007/041481 se refiere a la formulacion que com-
prende insulina seleccionada del grupo que consiste en insulina de accion intermedia y de accién prolongada con una
cantidad efectiva de un quelante y un agente acidificante para mejorar la velocidad o cantidad de captacién por un pa-
ciente. El quelante puede seleccionarse entre un niumero de compuestos, por ejemplo, EDTA o acido citrico. Se cree que
el quelante afieja el zinc de la insulina, lo que favorece de esta manera la forma monomérica de la insulina sobre la forma
hexameérica.

El documento num. WO 2007/074133 describe la composicién farmacéutica que comprende una insulina acilada y zinc.

Jonassen y otros (Biochemical and Physiological Properties of a Novel Series of Long-Acting Insulin Anogs Obtained by
Acylation with cholic Acid Derivatives, PHARMACEUTICAL RESEARCH; vol. 23, nim. 1, 2006, péaginas 49-55,
XP002449105) describe un estudio que se realizd para evaluar la idoneidad de los analogos de insulina acilados por
diversos derivados de acido cdlico para su uso como insulina basal, y para probar el mas prometedor de estos, insulina
humana LysB29(Népsilon-litocolil-gamma-Glu) des(B30) (NN344) en cerdos.

El documento num. EP 0 925 792 describe composiciones insolubles para controlar la glucosa en sangre.

Seria conveniente tener una formulaciéon soluble de insulina donde la insulina esté presente en la forma de dodeca-
mero.
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Breve descripcion de la invencion

La invencién se refiere a una formulaciéon farmacéutica soluble que comprende un derivado de insulina en donde la
formulacion comprende ademas

a) mas de 4 atomos de zinc por 6 moléculas del derivado de insulina,

b) acido citrico monohidrato y/o un compuesto de histidina usado en una cantidad suficiente para aumentar la ten-
dencia del derivado de insulina a autoasociarse en dodecameros.

La invencién se refiere a una formulaciéon farmacéutica soluble que comprende un derivado de insulina en donde la
formulacion comprende ademas

a) mas de 4 atomos de zinc por 6 moléculas del derivado de insulina,

b) acido citrico monohidrato y/o un compuesto de histidina usado en una cantidad de 0,1 mM a 2 mM suficiente
para aumentar la tendencia del derivado de insulina a autoasociarse en dodecameros.

En un aspecto la invencion describe una formulacién farmacéutica soluble estable en almacenamiento que com-
prende un derivado de insulina en donde la formulacién comprende ademas

a) mas de 4 atomos de zinc por 6 moléculas del derivado de insulina

b) acido citrico monohidrato y/o un compuesto de histidina usado en una cantidad suficiente para aumentar la ten-
dencia del derivado de insulina a autoasociarse en dodecameros.

En un aspecto la invencion describe una formulacion farmacéutica soluble que comprende un derivado de insulina
para su uso como un medicamento, en donde la formulacién comprende ademas

a) mas de 4 atomos de zinc por 6 moléculas del derivado de insulina,

b) acido citrico monohidrato y/o un compuesto de histidina usado en una cantidad suficiente para aumentar la ten-
dencia del derivado de insulina a autoasociarse en dodecameros.

En un aspecto la invencién se refiere a una formulacion farmacéutica soluble que comprende un derivado de insuli-
na, en donde la formulacién comprende ademas

a) mas de 4 atomos de zinc por 6 moléculas del derivado de insulina,

b) acido citrico monohidrato y/o un compuesto de histidina usado en una cantidad suficiente para aumentar la ten-
dencia del derivado de insulina a autoasociarse en dodecameros, y

c) el derivado de insulina tiene un sustituyente ~-W-X-Y—Z unido al grupo €-amino de un residuo de Lys presente en
la cadena B de la insulina parental, donde el sustituyente es de la formula general:

-W-X-Y-Z
en donde W es:

e un residuo de a-aminoéacido que tiene un grupo de acido carboxilico en la cadena lateral cuyo residuo forma, con
uno de sus grupos de acido carboxilico, un grupo amida junto con el grupo g-amino de un residuo de Lys presente en
la cadena B de la insulina parental;

e una cadena compuesta de dos, tres o cuatro residuos de a-aminoacidos unidos entre si mediante enlaces carbo-
nil amida, cuya cadena — mediante un enlace amida - se une al grupo €-amino de un residuo de Lys presente en la
cadena B de la insulina parental, los residuos de aminoacidos de W se seleccionan del grupo de residuos de ami-
noacidos que tienen una cadena lateral neutra y residuos de aminoacidos que tienen un grupo de acido carboxilico
en la cadena lateral de manera que W tiene al menos un residuo de aminoacido que tiene un grupo de acido carbo-
Xilico en la cadena lateral; o

e un enlace covalente de X a un grupo €-amino de un residuo de Lys presente en la cadena B de la insulina paren-
tal;

X es:

e —CO~
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~CH(COOH)CO-;

—CO —N(CH2COOH)CH2CO—;
e —CO -N(CH2COOH)CH2CON(CH2COOH)CH>CO-;

¢ —CO —N(CH2CH2COOH)CH2CH>CO—;

e —CO —N(CH2CH2COOH)CH2CH2CON(CH2CH2COOH)CH2CH2CO—;
e —CO -NHCH(COOH)(CH2)sNHCO- ;

e —CO -N(CH2CH2COOH)CH2CO-; 0

e —CO -N(CH2COOH)CH2CH2CO-.

que

a) cuando W es un residuo de aminoacido o una cadena de residuos de aminoacidos, mediante un enlace del car-
bono subrayado forma un enlace amida con un grupo amino en W, o

b) cuando W es un enlace covalente, mediante un enlace del carbono carbonilo subrayado forma un enlace amida
con el grupo e-amino de un residuo de Lys presente en la cadena B de la insulina parental;

Y es:
e —(CH2)m— donde m es un numero entero en el intervalo de 6 a 32;

e una cadena hidrocarbonada divalente que comprende 1, 2 0 3 grupos —CH=CH- y un nimero de grupos -CHa-
suficiente para proporcionar un nimero total de atomos de carbono en la cadena en el intervalo de 10 a 32; y

Zes:

e —COOH;

o —CO-Asp;
e —CO-Glu;
o —CO-Gly;
e —CO-Sar;

e —CH(COOH);

e —N(CH2COOH)2;

e -SOsH;o0

e —POsH

siempre que cuando W es un enlace covalente y X es —CO—, entonces Z es diferente de -COOH.

En un aspecto la invencion se refiere al uso de acido citrico monohidrato y/o un compuesto de histidina en una for-
mulacién farmacéutica soluble que comprende un derivado de insulina e iones de zinc, en donde el acido citrico mo-
nohidrato y/o el compuesto de histidina se usa en una cantidad suficiente para aumentar la tendencia de dicho deri-
vado de insulina a autoasociarse en dodecameros.

En un aspecto la invencion se refiere a un proceso para preparar una formulaciéon farmacéutica soluble que com-
prende

a) proporcionar una fase acuosa que comprende un derivado de insulina,

b) proporcionar mas de aproximadamente 4 iones de zinc por 6 moléculas del derivado de insulina,
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c) proporcionar acido citrico monohidrato y/o un compuesto de histidina para aumentar la tendencia del derivado de
insulina a autoasociarse a la forma de dodecamero,

mezclar la fase acuosa, los iones de zinc y el acido citrico monohidrato y/o un compuesto de histidina para formar
una formulacion farmacéutica soluble.

En un aspecto la invencion describe un proceso para preparar una formulaciéon farmacéutica soluble en estable en
almacenamiento que comprende

a) proporcionar una fase acuosa que comprende un derivado de insulina

b) proporcionar mas de aproximadamente 4 iones de zinc por 6 moléculas del derivado de insulina,

¢) proporcionar acido citrico monohidrato y/o un compuesto de histidina para aumentar la tendencia del derivado de
insulina a autoasociarse a la forma de dodecamero,

mezclar la fase acuosa, los iones de zinc y el acido citrico monohidrato y/o un compuesto de histidina para formar
una formulacién farmacéutica soluble.

Descripcion de los dibujos

Todas las figuras se generan en base a los resultados de cromatografia de exclusién por tamafio de las formulacio-

nes de insulina humana Lysb29Ne-hexadecandioil-y-Glu desB30.

Figura 1: Fraccion de insulina humana Lysb29Ne-hexadecandioil-y-Glu desB30 como HMWA contra concentracion
de zinc y tiempo de almacenamiento a 5y 37 °C.

Figura 2: Fraccion de insulina humana Lysb29Ng-hexadecandioil-y-Glu desB30 como dodecameros contra concen-
tracion de zinc y tiempo de almacenamiento a 5y 37 °C.

Figura 3: Fraccion de insulina humana Lysb29Ne-hexadecandioil-y-Glu desB30 como mondmeros contra concentra-
cion de zinc y tiempo de almacenamiento a 37 °C.

Figura 4: Fraccion de insulina humana Lysb29Ne-hexadecandioil-y-Glu desB30 como HMWA contra concentracion
de histidina y tiempo de almacenamiento a 5y 37 °C.

Figura 5: Fraccion de insulina humana Lysb29Ne-hexadecandioil-y-Glu desB30 como dodecameros contra concen-
tracion de histidina y tiempo de almacenamiento a 5y 37 °C.

Figura 6: Fraccion de insulina humana Lysb29Ne-hexadecandioil-y-Glu desB30 como mondmeros contra concentra-
cién de histidina y tiempo de almacenamiento a 37 °C.

Figura 7: Fraccion de insulina humana Lysb29Ne-hexadecandioil-y-Glu desB30 como HMWA contra concentracion
de histidina y tiempo de almacenamiento a 5y 37 °C.

Figura 8: Fraccién de insulina humana Lysb29Ne-hexadecandioil-y-Glu desB30 como dodecédmeros contra concen-
tracion de histidina y tiempo de almacenamiento a 5y 37 °C.

Figura 9: Fraccion de insulina humana Lysb29Ne-hexadecandioil-y-Glu desB30 como mondmeros contra concentra-
cion de histidina y tiempo de almacenamiento a 37 °C.

Figura 10: Fraccion de insulina humana Lysb29Ne-hexadecandioil-y-Glu desB30 como HMWA contra concentracion
de citrato y tiempo de almacenamiento a5y 37 °C.

Figura 11: Fraccion de insulina humana Lysb29Ne-hexadecandioil-y-Glu desB30 como dodecameros contra concen-
tracion de citrato y tiempo de almacenamiento a 5y 37 °C.

Figura 12: Fraccion de insulina humana Lysb29Ng-hexadecandioil-y-Glu desB30 como monémeros contra concen-
tracion de citrato y tiempo de almacenamiento a 37 °C.

Definiciones
El término “dimero” se refiere a dos moléculas de insulina que se asocian de manera no covalente.
Mediante el uso del término “hexamero” se refiere a seis moléculas de insulina o tres dimeros de insulina asociados

de manera no covalente en un complejo de insulina. El complejo puede comprender y se estabilizara por iones tales
como iones de zinc o iones de calcio.
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Mediante el uso del término “dodecamero” se refiere a 12 moléculas de insulina asociadas de manera no covalente
en un complejo.

El término “asociados de alto peso molecular’ o “hmwa” se refiere a un complejo que es mas grande que el complejo
dodecamero de insulina, es decir, que es mas de 12 moléculas de insulina asociadas de manera no covalente en un
complejo.

El término "compuesto de histidina" como se usa en la presente descripcion se refiere al aminoacido L-histidina y D-
histidina, asi como también a los analogos de los aminoacidos L-histidina y D-histidina. Tales analogos incluyen, sin
limitacion, dipéptidos y tripéptidos que contienen Histidina, tales como, pero sin limitarse a, His-Gly, Gly-His, Ala-His,
3 metil-His, 1 metil-His, carnosina, His-Ser y His-Ala.

El término “compuesto de citrato” como se usa en la presente descripcién se refiere al acido citrico de acido carboxi-
lico asi como también a sus sales. Tales sales incluyen, sin limitaciones, sales de sodio, sales de potasio, sales de
zinc, sales de calcio, sales de magnesio y sales de amonio.

La expresion “compuesto formador de complejos de zinc” se refiere a compuestos de citrato o compuestos de histi-
dina.

Mediante el uso de “estable en almacenamiento” en la presente descripcion se refiere a que la mayoria de las molé-
culas de insulina de la formulacion farmacéutica estan presentes como dodecameros de insulina y una parte menor
de las moléculas de insulina esta presente como mondmeros de insulina. Por ejemplo la formulacion farmacéutica
almacenada a 37 °C durante 4 semanas comprende al menos aproximadamente 76 %, al menos aproximadamente
77 %, al menos aproximadamente 78 %, al menos aproximadamente 79 %, al menos aproximadamente 80 % o al
menos aproximadamente 85 %, al menos aproximadamente 90 %, al menos aproximadamente 95 %, al menos
aproximadamente 98 %, al menos aproximadamente 99 % o al menos aproximadamente 99,8 %, de las moléculas
de insulina en la formulacién farmacéutica presentes como dodecameros medido por SEC con fenol, y la formulacion
farmacéutica almacenada a 37 °C durante 4 semanas comprende hasta aproximadamente 5 %, hasta aproximada-
mente 4,5 %, hasta aproximadamente 4 %, hasta aproximadamente 3,5 %, hasta aproximadamente 3,0 %, hasta
aproximadamente 2,5 %, hasta aproximadamente 2,0 % o hasta aproximadamente 1,5 % de las moléculas de insuli-
na presentes como mondmeros de insulina cuando medido por SEC sin fenol.

La expresiéon “SEC con fenol” o “cromatografia de exclusiéon por tamarfio con fenol” se refiere a que una columna
TSK-GEL Super SW2000 se usa con elucioén isocratica con un eluyente que consiste en trishidroximetilaminometano
10 mM, NaCl 140 mM y fenol 2 mM, pH 7,4 a temperatura ambiente y 0,3 ml/min. Los resultados se expresan en %
de dodecamero y % de HMWA en base al area relativa del pico de las especies individuales.

La expresion “SEC sin fenol” o “cromatografia de exclusion por tamafio sin fenol” se refiere a que una columna Su-
perdex 200 (10/300 GL) se usa con elucioén isocratica con un eluyente que consiste en trishidroximetilaminometano
10 mM, NaCl 140 mM, pH 7,4 a temperatura ambiente y 0,5 ml/min. Los resultados se expresan en % de mondmero
en base al area relativa del pico del pico del monémero.

Con “insulina de accién rapida” se refiere a una insulina que tendra un inicio de acciéon inmediato cuando se inyecta
en la hipodermis.

Por “analogo de insulina” como se usa en la presente descripcién se refiere a un polipéptido que tiene una estructura
molecular que puede derivarse formalmente de la estructura de una insulina de origen natural, por ejemplo, la de la insu-
lina humana, mediante la delecién y/o el intercambio de al menos un residuo de aminoacido que aparece en la insulina
de origen natural y/o la adiciéon de al menos un residuo de aminoacido. Los residuos de aminoacidos adicionados y/o
intercambiados pueden ser residuos de aminoacidos codificables u otros residuos de origen natural o residuos de ami-
noacidos puramente sintéticos.

En aspectos de la invencion se han modificado un maximo de 17 aminoacidos. En aspectos de la invencion se han
modificado un maximo de 15 aminoacidos. En aspectos de la invencion se han modificado un maximo de 10 ami-
noacidos. En aspectos de la invencion se han modificado un maximo de 8 aminoacidos. En aspectos de la invencion
se han modificado un maximo de 7 aminoacidos. En aspectos de la invencién se han modificado un maximo de 6
aminoacidos. En aspectos de la invencion se han modificado un maximo de 5 aminoacidos. En aspectos de la inven-
cion se han modificado un maximo de 4 aminoacidos. En aspectos de la invencién se han modificado un maximo de
3 aminoacidos. En aspectos de la invencidon se han modificado un maximo de 2 aminoacidos. En aspectos de la in-
vencion se ha modificado 1 aminoacido.

Con “insulina desB30”, “insulina humana desB30” se refiere a una insulina natural o un analogo de la misma que
carece del residuo de aminoacido B30. De manera similar, “insulina desB29desB30” o “insulina humana
desB29desB30” se refiere a una insulina natural o un analogo de la misma que carece de los residuos de aminoaci-
dos B29 y B30.
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Con “B1”, “A1” etc. se refiere al residuo de aminoacido en la posiciéon 1 en la cadena B de insulina (contado desde el
extremo N terminal) y el residuo de aminoacido en la posicion 1 en la cadena A de insulina (contado desde el extre-
mo N terminal), respectivamente. El residuo de aminoacido en un posicion especifica puede denotarse ademas co-
mo por ejemplo PheB1 lo que significa que el residuo de aminoacido en la posicién B1 es un residuo de fenilalanina.

Con "insulina" como se usa en la presente descripcion se refiere a insulina humana, insulina porcina o insulina bovi-
na con puentes disulfuro entre CysA7 y CysB7 y entre CysA20 y CysB19 y un puente disulfuro interno entre CysA6 y
CysA11.

Por “insulina parental” se refiere a una insulina de origen natural tal como insulina humana o insulina porcina. Alter-
nativamente, la insulina parental puede ser un analogo de insulina.

El término “sin reduccidon” como se usa en la presente significa que cuando se formula en una formulacién tanto la insuli-
na de accion rapida como la insulina acilada tiene un perfil de accién que es idéntico o sustancialmente idéntico al perfil
de accion, cuando se administra la insulina de accion rapida y la insulina acilada en formulaciones separadas.

Las siguientes abreviaturas se han usado en la descripcion y los ejemplos:

HPLC Cromatografia liquida de alto rendimiento

SEC cromatografia de exclusién por tamafio

Tris tris(hidroximetil)aminometano

Zn%*/6ins lones de zinc por 6 moléculas de derivados de insulina

Descripcion de la invencién

La invencion se basa en el reconocimiento de que la presencia de &cido citrico monohidrato y/o un compuesto de
histidina en una formulacion farmacéutica soluble que comprende una cantidad relativamente alta de iones de zinc
aumenta la tendencia del derivado de insulina a autoasociarse en dodecameros. La mayoria del derivado de insulina
en la formulacién farmacéutica soluble de la invencion esta presente por lo tanto en la forma de dodecamero lo que
resulta en una formulacion con una distribucion uniforme de derivados de insulina autoasociados.

La invencién se refiere a una formulacién farmacéutica soluble que comprende un derivado de insulina en donde la
formulacion comprende ademas

a) mas de 4 atomos de zinc por 6 moléculas del derivado de insulina,

b) acido citrico monohidrato y/o un compuesto de histidina usado en una cantidad suficiente para aumentar la ten-
dencia del derivado de insulina a autoasociarse en dodecameros.

En un aspecto la invencion describe una formulacién farmacéutica soluble estable en almacenamiento que com-
prende un derivado de insulina en donde la formulacién comprende ademas

a) mas de 4 atomos de zinc por 6 moléculas del derivado de insulina

b) acido citrico monohidrato y/o un compuesto de histidina usado en una cantidad suficiente para aumentar la ten-
dencia del derivado de insulina a autoasociarse en dodecameros.

En un aspecto la invencion describe una formulacién farmacéutica soluble que comprende un derivado de insulina
para su uso como un medicamento, en donde la formulacién comprende ademas

a) mas de 4 atomos de zinc por 6 moléculas del derivado de insulina,

b) acido citrico monohidrato y/o un compuesto de histidina usado en una cantidad suficiente para aumentar la ten-
dencia del derivado de insulina a autoasociarse en dodecameros.

En un aspecto la invencién se refiere a una formulacion farmacéutica soluble que comprende un derivado de insuli-
na, en donde la formulacién comprende ademas

a) mas de 4 atomos de zinc por 6 moléculas del derivado de insulina,

b) acido citrico monohidrato y/o un compuesto de histidina usado en una cantidad suficiente para aumentar la ten-
dencia del derivado de insulina a autoasociarse en dodecameros, y



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2744 384 T3

c) el derivado de insulina tiene un sustituyente ~-W-X-Y—Z unido al grupo €-amino de un residuo de Lys presente en
la cadena B de la insulina parental, donde el sustituyente es de la formula general:

-W-X-Y-Z
en donde W es:
e un residuo de a-aminoéacido que tiene un grupo de acido carboxilico en la cadena lateral cuyo residuo forma, con
uno de sus grupos de acido carboxilico, un grupo amida junto con el grupo g-amino de un residuo de Lys presente en
la cadena B de la insulina parental;
e una cadena compuesta de dos, tres o cuatro residuos de a-aminoacidos unidos entre si mediante enlaces carbo-
nil amida, cuya cadena — mediante un enlace amida - se une al grupo €-amino de un residuo de Lys presente en la
cadena B de la insulina parental, los residuos de aminoacidos de W se seleccionan del grupo de residuos de ami-
noacidos que tienen una cadena lateral neutra y residuos de aminoacidos que tienen un grupo de acido carboxilico
en la cadena lateral de manera que W tiene al menos un residuo de aminoacido que tiene un grupo de acido carbo-
xilico en la cadena lateral; o

e un enlace covalente de X a un grupo €-amino de un residuo de Lys presente en la cadena B de la insulina paren-
tal;

e Xes:

e —CO-

¢ —CH(COOH)CO-;

¢ —CO -N(CH2COO0OH)CH2CO-;

¢ —CO -N(CH2COOH)CH2CON(CH2COOH)CH2CO—;
¢ —CO —N(CH2CH2CO0OH)CH2CH2CO—;

¢ —CO -N(CH2CH2COO0H)CH2CH2CON(CH2CH2COOH)CH2CH2CO—;

—CO —~NHCH(COOH)(CHz2)sNHCO- ;

¢ —CO -N(CH2CH2COOH)CH2CO—; o

—CO —N(CH2COOH)CH2CH2CO-.
que

a) cuando W es un residuo de aminoacido o una cadena de residuos de aminoacidos, mediante un enlace del car-
bono subrayado forma un enlace amida con un grupo amino en W, o

b) cuando W es un enlace covalente, mediante un enlace del carbono carbonilo subrayado forma un enlace amida
con el grupo g-amino de un residuo de Lys presente en la cadena B de la insulina parental;

Y es:
o —(CH2)m— donde m es un nimero entero en el intervalo de 6 a 32;

e una cadena hidrocarbonada divalente que comprende 1, 2 o 3 grupos —CH=CH- y un nimero de grupos -CHa-
suficiente para proporcionar un numero total de dtomos de carbono en la cadena en el intervalo de 10 a 32; y

e Zes:

e —COOH;

e —CO-Asp;
e —CO-Glu;
o —CO-Gly;
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e —CO-Sar;

e —CH(COOH);

e —N(CH2COOH)z;

e -SOsH;o0

¢ —POsH

siempre que cuando W es un enlace covalente y X es —CO—, entonces Z es diferente de -COOH.

En un aspecto la invencion se refiere al uso de acido citrico monohidrato y/o un compuesto de histidina en una for-
mulacién farmacéutica soluble que comprende un derivado de insulina e iones de zinc, en donde el acido citrico mo-
nohidrato y/o un compuesto de histidina se usa en una cantidad suficiente para aumentar la tendencia de dicho deri-

vado de insulina a autoasociarse en dodecameros.

En un aspecto la invencion se refiere a un proceso para preparar una formulacion farmacéutica soluble que com-
prende

a) proporcionar una fase acuosa que comprende un derivado de insulina,

b) proporcionar mas de aproximadamente 4 iones de zinc por 6 moléculas del derivado de insulina,

c) proporcionar acido citrico monohidrato y/o un compuesto de histidina para aumentar la tendencia del derivado de
insulina a autoasociarse a la forma de dodecamero,

mezclar la fase acuosa, los iones de zinc y el acido citrico monohidrato o el compuesto de histidina para formar una

formulacion farmacéutica soluble.

En un aspecto la invencién describe un proceso para preparar una formulacién farmacéutica soluble en estable en
almacenamiento que comprende

a) proporcionar una fase acuosa que comprende un derivado de insulina

b) proporcionar mas de aproximadamente 4 iones de zinc por 6 moléculas del derivado de insulina,

c) proporcionar un acido citrico monohidrato y/o un compuesto de histidina para aumentar la tendencia del derivado
de insulina a autoasociarse a la forma de dodecamero,

mezclar la fase acuosa, los iones de zinc y el acido citrico monohidrato o el compuesto de histidina para formar una
formulacion farmacéutica soluble.

La invencion se resume en los siguientes parrafos:

1. Una formulacion farmacéutica soluble que comprende un derivado de insulina en donde la formulaciéon com-
prende ademas

a) mas de 4 atomos de zinc por 6 moléculas del derivado de insulina,

b) acido citrico monohidrato y/o un compuesto de histidina usado en una cantidad suficiente para aumentar la ten-
dencia del derivado de insulina a autoasociarse en dodecameros.

2. Una formulacién farmacéutica soluble estable en almacenamiento que comprende un derivado de insulina en
donde la formulacién comprende ademas

a) mas de 4 atomos de zinc por 6 moléculas del derivado de insulina

b) acido citrico monohidrato y/o un compuesto de histidina usado en una cantidad suficiente para aumentar la ten-
dencia del derivado de insulina a autoasociarse en dodecameros.

3. Una formulacion farmacéutica soluble que comprende un derivado de insulina para su uso como un medica-
mento, en donde la formulaciéon comprende ademas

a) mas de 4 atomos de zinc por 6 moléculas del derivado de insulina,
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b) acido citrico monohidrato y/o un compuesto de histidina usado en una cantidad suficiente para aumentar la ten-
dencia del derivado de insulina a autoasociarse en dodecdmeros.

4. La formulacion farmacéutica de acuerdo con los parrafos 1, 2 o 3, en donde la formulaciéon comprende mas
de 4,3 4tomos de zinc por 6 moléculas del derivado de insulina, mas de 4,5 atomos de zinc por 6 moléculas del deri-
vado de insulina, mas de 4,7 atomos de zinc por 6 moléculas del derivado de insulina, mas de 4,9 atomos de zinc
por 6 moléculas del derivado de insulina, mas de 5 atomos de zinc por 6 moléculas del derivado de insulina, mas de
5,5 atomos de zinc por 6 moléculas del derivado de insulina, mas de 6,5 atomos de zinc por 6 moléculas del deriva-
do de insulina, mas de 7,0 atomos de zinc por 6 moléculas del derivado de insulina o mas de 7,5 atomos de zinc por
6 moléculas del derivado de insulina.

5. La formulacion farmacéutica de acuerdo con los parrafos 1-4, en donde la formulacién comprende hasta 12
iones de zinc por 6 moléculas del derivado de insulina.

6. La formulacién farmacéutica de acuerdo con los parrafos 1-5, en donde la formulacion farmacéutica com-
prende entre 4,3 y 12 iones de zinc por 6 moléculas del derivado de insulina, entre 4,5 y 12 iones de zinc por 6 mo-
léculas del derivado de insulina, entre 4,7 y 12 iones de zinc por 6 moléculas del derivado de insulina, entre 4,9y 12
iones de zinc por 6 moléculas del derivado de insulina, entre 5 y 11,4 atomos de zinc por 6 moléculas del derivado
de insulina, entre 5,5 y 10 atomos de zinc por 6 moléculas del derivado de insulina, entre 6 y 10,5 atomos de zinc por
6 moléculas del derivado de insulina, entre 6,5 y 10 atomos de zinc por 6 moléculas del derivado de insulina o entre
7 y 9 atomos de zinc por 6 moléculas del derivado de insulina.

7. La formulacion farmacéutica de acuerdo con los parrafos 1-6, en donde la relacion molar entre el acido citrico
monohidrato y/o el compuesto de histidina e iones de zinc es de 0,05 a 10.

8. La formulacién farmacéutica de acuerdo con los parrafos 1-7, en donde la relacién molar entre el acido citrico
monohidrato y/o el compuesto de histidina e iones de zincesde 0,1a2,de 0,1a10de0,2a 1.

9. La formulacion farmacéutica de acuerdo con los parrafos 1-8, en donde el &cido citrico monohidrato y/o el
compuesto de histidina estan presentes en una cantidad hasta 4 mM.

10. La formulacion farmacéutica de acuerdo con los parrafos 1-9, en donde el acido citrico monohidrato y/o el
compuesto de histidina se encuentra presente en una cantidad de 0,05 mM a 4 mM, de 0,1 mM a2 mM o de 0,1 a
1,8 mM.

11. La formulaciéon farmacéutica de acuerdo con los parrafos 1-10, en donde el acido citrico monohidrato y/o el
compuesto de histidina estan presentes en una cantidad hasta 1 mM.

12. La formulacion farmacéutica de acuerdo con los parrafos 1-11, en donde el acido citrico monohidrato y/o el
compuesto de histidina estan presentes en una cantidad de 0,05 mM a 0,95 mM.

13. La formulacién farmacéutica de acuerdo con los parrafos 1-12, en donde el acido citrico monohidrato y/o el
compuesto de histidina estan presentes en una cantidad de 0,1 mM a 0,9 mM, de 0,1 mM a 0,8 mM, de 0,1 mM a 0,7
mM, de 0,1 mM a 0,6 mM, de 0,2 mM a 0,9 mM o de 0,2 mM a 0,8 mM.

14. La formulacion farmacéutica de acuerdo con los parrafos 1-13, en donde al menos 76 % de las moléculas del
derivado de insulina estan presentes como dodecameros medido por SEC con fenol después del almacenamiento a
37 °C durante 4 semanas.

15. La formulacién farmacéutica de acuerdo con los parrafos 1-14, en donde al menos 77 %, al menos 78 %, al
menos 79 %, al menos 80 % o al menos 85 %, al menos 90 %, al menos 95 %, al menos 98 %, al menos 99 %, o al
menos 99,8 % de las moléculas de insulina en la formulacién farmacéutica estan presentes como dodecameros me-
dido por SEC con fenol después del almacenamiento a 37 °C durante 4 semanas.

16. La formulacion farmacéutica de acuerdo con los parrafos 1-17, en donde hasta 5 % de las moléculas del deri-
vado de insulina estan presentes como monémeros medido por SEC sin fenol después del almacenamiento a 37 °'C
durante 4 semanas.

17. La formulacién farmacéutica de acuerdo con los parrafos 1-16, en donde hasta 4,5 %, hasta 4 %, hasta 3,5
%, hasta 3,0 %, hasta 2,5 %, hasta 2,0 % o hasta 1,5 % de las moléculas del derivado de insulina estan presentes
como mondmeros medido por SEC sin fenol después del almacenamiento a 37 “C durante 4 semanas.

18. La formulacion farmacéutica de acuerdo con los parrafos 1-17, en donde el compuesto de histidina es dipép-
tidos que contienen histidina o tripéptidos que contienen histidina,

19. La formulaciéon farmacéutica de acuerdo con el parrafo 18, en donde el compuesto de histidina es L-histidina.

10
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20. La formulacion farmacéutica de acuerdo con los parrafos 1-19, en donde el derivado de insulina se selecciona
del grupo que consiste en derivados de insulina de insulina humana, derivados de insulina de insulina humana
desB30, derivados de insulina de analogos de insulina, insulina humana acilada, insulina humana desB30 acilada,
analogos de insulina acilada, insulina bovina acilada e insulina porcina acilada.

21. La formulacion farmacéutica de acuerdo con el parrafo 1-20, en donde el derivado de insulina tiene un susti-
tuyente —~W-X-Y—Z unido al grupo €-amino de un residuo de Lys presente en la cadena B de la insulina parental,
donde el sustituyente es de la férmula general: -W-X-Y-Z

en donde W es:

e un residuo de a-aminoacido que tiene un grupo de acido carboxilico en la cadena lateral cuyo residuo forma, con
uno de sus grupos de acido carboxilico, un grupo amida junto con el grupo €-amino de un residuo de Lys presente en
la cadena B de la insulina parental;

e una cadena compuesta de dos, tres o cuatro residuos de a-aminoacidos unidos entre si mediante enlaces carbo-
nil amida, cuya cadena — mediante un enlace amida - se une al grupo €-amino de un residuo de Lys presente en la
cadena B de la insulina parental, los residuos de aminoacidos de W se seleccionan del grupo de residuos de ami-
noacidos que tienen una cadena lateral neutra y residuos de aminoacidos que tienen un grupo de acido carboxilico
en la cadena lateral de manera que W tiene al menos un residuo de aminoacido que tiene un grupo de acido carbo-
Xilico en la cadena lateral; o

e un enlace covalente de X a un grupo €-amino de un residuo de Lys presente en la cadena B de la insulina paren-
tal;

e Xes:
e —CO~

e —CH(COOH)CO-;

—CO —N(CH2CO0OH)CH2CO—;

e —CO -N(CH2COOH)CH2CON(CH2COOH)CH>CO-;

e —CO -N(CH2CH>COOH)CH>CH>CO—;

¢ —CO —N(CH2CH2COOH)CH2CH2CON(CH2CH2COOH)CH2CH2CO—;

e —CO -NHCH(COOH)(CH2):NHCO- ;

—CO —N(CH2CH2COOH)CH2CO—; 0
e —CO —N(CH2COOH)CH2CH2CO-.
que

a) cuando W es un residuo de aminoacido o una cadena de residuos de aminoacidos, mediante un enlace del car-
bono subrayado forma un enlace amida con un grupo amino en W, o

b) cuando W es un enlace covalente, mediante un enlace del carbono carbonilo subrayado forma un enlace amida
con el grupo e-amino de un residuo de Lys presente en la cadena B de la insulina parental;

Y es:
e —(CHz2)m— donde m es un ndmero entero en el intervalo de 6 a 32;

e una cadena hidrocarbonada divalente que comprende 1, 2 o 3 grupos —CH=CH- y un numero de grupos -CHa-
suficiente para proporcionar un nimero total de atomos de carbono en la cadena en el intervalo de 10 a 32; y

Z es:
e —COOH;
e —CO-Asp;

11
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e —CO-Gluy;
o —CO-Gly;
e —CO-Sar;

e —CH(COOH)z;

e —N(CH2COOH)z;

e -SOsH;o0

e —POsH

siempre que cuando W es un enlace covalente y X es —-CO—, entonces Z es diferente de -COOH.

22. La formulacién farmacéutica de acuerdo con el parrafo 21, en donde la formulacién comprende un derivado
de insulina seleccionado del grupo que consiste en

insulina humana N&2°—(N9-(HOOC(CHz2)14CO)- y-Glu) des(B30);

insulina humana N&82°—(N2-(HOOC(CHp2)15CO)- y-Glu) des(B30);

insulina humana N&2°—(N-(HOOC(CHz2)16CO)- y-Glu) des(B30);

insulina humana N&2°—(Ne-(HOOC(CH2)17CO)- y-Glu) des(B30);

insulina humana N&82°—(N°-(HOOC(CH2)18CO)- y-Glu) des(B30);

insulina humana N&82°—(Ne-(HOOC(CH2)16CO)- y-Glu-N-(y-Glu)) des(B30);

insulina humana N&82°—(N®-(Asp-OC(CH:)16CO)- y-Glu) des(B30);

insulina humana N&82°—(N°-(Glu-OC(CH2)14CO)- y-Glu) des(B30);

insulina humana N&2°—(N°-(Glu-OC(CHz2)14CO-) des(B30);

insulina humana N2%—(N9-(Asp-OC(CH2)16CO-) des(B30);

insulina humana N¢82°—(N2-(HOOC(CH)2)16CO)-a-Glu-N-(3-Asp)) des(B30);

insulina humana N&82°—(N®-(Gly-OC(CH2)13CO)- y-Glu) des(B30);

insulina humana N&82°—(N®-(Sar-OC(CHz2)13CO)-_y-Glu) des(B30);

insulina humana N&82°—(N2-(HOOC(CH2)13CO)- y-Glu) des(B30);

insulina humana N&82°—(N°-(HOOC(CH2)13CO)- B-Asp) des(B30);

insulina humana N&82°—(N9-(HOOC(CHz2)13CO)- B-Glu) des(B30);

insulina humana N&82°—(N°-(HOOC(CHz)16CO)- y-D-Glu) des(B30) ;

insulina humana N¢82°-hexadecandioil-y-Glu desB30; y

insulina humana N&82°—(Ne-(HOOC(CHz2)14CO)- B-D-Asp) des(B30)

23. La formulacion farmacéutica de acuerdo con los parrafos 1-20, en donde el derivado de insulina es insulina
humana N#%2°-¢-carboxi-pentadecanoil-y-L-glutamilamida desB30 o insulina humana N#82°-¢-carboxi-pentadecanoil-
y-amino-butanoil desB30.

24, La formulacion farmacéutica de acuerdo con los parrafos 1-23, en donde la formulacién farmacéutica com-

prende ademas una insulina de accién rapida.

12
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25. La formulacién farmacéutica de acuerdo con el parrafo 24, en donde la insulina de accién rapida es insulina
humana AspB28, insulina humana LysB3GIluB29 y/o insulina humana LysB28ProB29.

26. La formulacion farmacéutica de acuerdo con los parrafos 1-25, en donde la formulacién farmacéutica com-
prende ademas uno o mas excipientes seleccionados del grupo que consiste en conservantes, tampones, estabiliza-
dores, agentes espesantes, portadores, agente isotdnico y tensioactivos.

27. La formulacién farmacéutica de acuerdo con los parrafos 1-26, en donde el pH de la formulacién esta en el
intervalo de 6,5 a 8,5.

28. La formulacién farmacéutica de acuerdo con los parrafos 1-27, en donde el pH de la formulacién esta en el
intervalode 7,0a8,00de 7,4 a7,6.

29. Una formulacion farmacéutica soluble que comprende un derivado de insulina, en donde la formulaciéon com-
prende ademas

a) mas de 4 atomos de zinc por 6 moléculas del derivado de insulina,

b) un acido citrico monohidrato y/o un compuesto de histidina usado en una cantidad suficiente para aumentar la
tendencia del derivado de insulina a autoasociarse en dodecameros, y

c) el derivado de insulina tiene un sustituyente ~-W—-X-Y—Z unido al grupo €-amino de un residuo de Lys presente en
la cadena B de la insulina parental, donde el sustituyente es de la formula general: -W-X-Y-Z

en donde W es:

e un residuo de a-aminoacido que tiene un grupo de acido carboxilico en la cadena lateral cuyo residuo forma, con
uno de sus grupos de acido carboxilico, un grupo amida junto con el grupo e-amino de un residuo de Lys presente en
la cadena B de la insulina parental;

e una cadena compuesta de dos, tres o cuatro residuos de a-aminoacidos unidos entre si mediante enlaces carbo-
nil amida, cuya cadena — mediante un enlace amida - se une al grupo €-amino de un residuo de Lys presente en la
cadena B de la insulina parental, los residuos de aminoacidos de W se seleccionan del grupo de residuos de ami-
noacidos que tienen una cadena lateral neutra y residuos de aminoacidos que tienen un grupo de acido carboxilico
en la cadena lateral de manera que W tiene al menos un residuo de aminoacido que tiene un grupo de acido carbo-
Xilico en la cadena lateral; o

e un enlace covalente de X a un grupo €-amino de un residuo de Lys presente en la cadena B de la insulina paren-
tal;

Xes:

—CO—;

—CH(COOH)CO-;

—CO —N(CH2COO0OH)CH2CO-;

—CO —N(CH2COOH)CH2CON(CH2COOH)CH2CO—;
—CO —N(CH2CH2COO0H)CH2CH2CO—;

—CO —-N(CH2CH2CO0OH)CH2CH2CON(CH2CH2COOH)CH2CH2CO—;
—CO —NHCH(COOH)(CHz2)saNHCO-;

—CO —N(CH2CH2COOH)CH2C0O—; o

—CO —N(CH2COOH)CH2CH2CO-.

que

a) cuando W es un residuo de aminoacido o una cadena de residuos de aminoacidos, mediante un enlace del car-
bono subrayado forma un enlace amida con un grupo amino en W, o
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b) cuando W es un enlace covalente, mediante un enlace del carbono carbonilo subrayado forma un enlace amida
con el grupo e-amino de un residuo de Lys presente en la cadena B de la insulina parental;

Y es:
e —(CHz2)m— donde m es un ndmero entero en el intervalo de 6 a 32;

e una cadena hidrocarbonada divalente que comprende 1, 2 o 3 grupos —CH=CH- y un numero de grupos -CHa-
suficiente para proporcionar un nimero total de atomos de carbono en la cadena en el intervalo de 10 a 32; y

Zes:

e —COOH;

o —CO-Asp;
e —CO-Glu;
o —CO-Gly;
e —CO-Sar;

e —CH(COOH)z;

e —N(CH2COOH)z;

e -SOsH;o0

e —PO3H

siempre que cuando W es un enlace covalente y X es —-CO—, entonces Z es diferente de -COOH.

30. La formulacion farmacéutica de acuerdo con el parrafo 29, en donde la formulacion comprende mas de 4,3
atomos de zinc por 6 moléculas del derivado de insulina, mas de 4,5 atomos de zinc por 6 moléculas del derivado de
insulina, mas de 4,7 atomos de zinc por 6 moléculas del derivado de insulina, mas de 4,9 atomos de zinc por 6 mo-
léculas del derivado de insulina, mas de 5 atomos de zinc por 6 moléculas del derivado de insulina, mas de 5,5 ato-
mos de zinc por 6 moléculas del derivado de insulina, mas de 6,5 atomos de zinc por 6 moléculas del derivado de
insulina, mas de 7,0 atomos de zinc por 6 moléculas del derivado de insulina o mas de 7,5 atomos de zinc por 6 mo-
|éculas del derivado de insulina.

31. La formulacion farmacéutica de acuerdo con los parrafos 29-30, en donde la formulacién comprende hasta 12
iones de zinc por 6 moléculas del derivado de insulina.

32. La formulacién farmacéutica de acuerdo con los parrafos 29-31, en donde la formulacién farmacéutica com-
prende entre 4,3 y 12 iones de zinc por 6 moléculas del derivado de insulina, entre 4,5 y 12 iones de zinc por 6 mo-
léculas del derivado de insulina, entre 4,7 y 12 iones de zinc por 6 moléculas del derivado de insulina, entre 4,9y 12
iones de zinc por 6 moléculas del derivado de insulina, entre 5 y 11,4 4tomos de zinc por 6 moléculas del derivado
de insulina, entre 5,5 y 10 atomos de zinc por 6 moléculas del derivado de insulina, entre 6 y 10,5 atomos de zinc por
6 moléculas del derivado de insulina, entre 6,5 y 10 atomos de zinc por 6 moléculas del derivado de insulina o entre
7 y 9 atomos de zinc por 6 moléculas del derivado de insulina.

33. La formulacion farmacéutica de acuerdo con los parrafos 29-32, en donde la relacién molar entre el acido
citrico monohidrato y/o el compuesto de histidina e iones de zinc es de 0,05 a 10.

34. La formulacion farmacéutica de acuerdo con los parrafos 29-33, en donde la relacién molar entre el acido
citrico monohidrato y/o el compuesto de histidina e iones de zinces de 0,1a2,de 0,1a10de0,2a1.

35. La formulacion farmacéutica de acuerdo con los parrafos 29-34, en donde el acido citrico monohidrato y/o el
compuesto de histidina estan presentes en una cantidad hasta 4 mM.

36. La formulacion farmacéutica de acuerdo con los parrafos 39-35, en donde el acido citrico monohidrato y/o el

compuesto de histidina se encuentra presente en una cantidad de 0,05 mM a4 mM, de 0,1 MM a2 mMode0,1a
1,8 mM.
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37. La formulacion farmacéutica de acuerdo con los parrafos 29-36, en donde el acido citrico monohidrato y/o el
compuesto de histidina estan presentes en una cantidad hasta 1mM.

38. La formulacion farmacéutica de acuerdo con los parrafos 29-37, en donde el acido citrico monohidrato y/o el
compuesto de histidina estan presentes en una cantidad de 0,05 mM a 0,95 mM.

39. La formulacion farmacéutica de acuerdo con los parrafos 29-38, en donde el acido citrico monohidrato y/o el
compuesto de histidina esta presente en una cantidad de 0,1 mM a 0,9 mM, de 0,1 mM a 0,8 mM o de 0,1 mM a 0,7
mM, ode 0,1 mMa 0,6 mMode0,2mMa0,9mMode0,2mMa 0,8 mM.

40. La formulacién farmacéutica de acuerdo con los parrafos 29-39, en donde al menos 76 % de las moléculas
del derivado de insulina estan presentes como dodecameros medido por SEC con fenol después del almacenamien-
to a 37 °C durante 4 semanas.

41. La formulacion farmacéutica de acuerdo con los parrafos 29-40, en donde al menos 77 %, al menos 78 %, al
menos 79 %, al menos 80 % o al menos 85 %, al menos 90 %, al menos 95 %, al menos 98 %, al menos 99 %, o al
menos 99,8 % de las moléculas de insulina en la formulacién farmacéutica estan presentes como dodecameros me-
dido por SEC con fenol después del almacenamiento a 37 °C durante 4 semanas.

42. La formulacion farmacéutica de acuerdo con los parrafos 29-41, en donde hasta 5 % de las moléculas del
derivado de insulina estan presentes como monémeros medido por SEC sin fenol después del almacenamiento a 37
°C durante 4 semanas.

43. La formulacion farmacéutica de acuerdo con los parrafos 29-42, en donde hasta 4,5 %, hasta 4 %, hasta 3,5
%, hasta 3,0 %, hasta 2,5 %, hasta 2,0 % o hasta 1,5 % de las moléculas del derivado de insulina estan presentes
como monémeros medido por SEC sin fenol después del almacenamiento a 37 °C durante 4 semanas.

44, La formulacion farmacéutica de acuerdo con los parrafos 29-43, en donde el compuesto de histidina es dipép-
tidos que contienen histidina o tripéptidos que contienen histidina,

45, La formulacion farmacéutica de acuerdo con el parrafo 29-44, en donde el compuesto de histidina es L-
histidina.

46. La formulacién farmacéutica de acuerdo con los parrafos 29-45, en donde la formulacién comprende un deri-
vado de insulina seleccionado del grupo que consiste en

insulina humana N&82°—(N°-(HOOC(CHz2)14CO)- y-Glu) des(B30);

insulina humana N&82°—(N°-(HOOC(CHz2)15CO)- y-Glu) des(B30);

insulina humana N&82°—(N°-(HOOC(CHz2)16CO)- y-Glu) des(B30);

insulina humana N&82°—(N°-(HOOC(CHz2)17CO)- y-Glu) des(B30);

insulina humana N&2°—(N9-(HOOC(CH2)18CO)- y-Glu) des(B30);

insulina humana N&82°—(N-(HOOC(CHz2)16CO)- y-Glu-N-(y-Glu)) des(B30);
insulina humana N#82°—(N°-(Asp-OC(CH2)16CO)- y-Glu) des(B30);
insulina humana N&82°—(N°-(Glu-OC(CH2)14CO)- y-Glu) des(B30);

insulina humana N&2°—(N¢-(Glu-OC(CH2)14CO-) des(B30);

insulina humana N&82°—(N°-(Asp-OC(CH:)16CO-) des(B30);

insulina humana N&82°—(N9-(HOOC(CH)2)16CO)-a-Glu-N-(3-Asp)) des(B30);
insulina humana N&82°—(N°-(Gly-OC(CHz2)13CO)- y-Glu) des(B30);

insulina humana N&82°—(N°-(Sar-OC(CH2)13CO)- y-Glu) des(B30);

insulina humana N&2°—(N?-(HOOC(CH2)13CO)- y-Glu) des(B30);

insulina humana N&82°—(N9-(HOOC(CHz2)13CO)-B-Asp) des(B30);
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insulina humana N&2°—(N9-(HOOC(CH2)13CO)-B-Glu) des(B30);
insulina humana N&2°—(N*-(HOOC(CH2)16CO)- y-D-Glu) des(B30) ;
insulina humana N2%-hexadecandioil-y-Glu desB30; y

insulina humana N&2°—(N°-(HOOC(CH2)14CO)-p-D-Asp) des(B30)

47. La formulacién farmacéutica de acuerdo con los parrafos 29-46, en donde la formulacién farmacéutica com-
prende ademas una insulina de accion rapida.

48. La formulacién farmacéutica de acuerdo con el parrafo 47, en donde la insulina de accién rapida es insulina
humana AspB28, insulina humana LysB3GIluB29 y/o insulina humana LysB28ProB29.

49. La formulacién farmacéutica de acuerdo con los parrafos 29-48, en donde la formulacién farmacéutica com-
prende ademas uno o mas excipientes seleccionados del grupo que consiste en conservantes, tampones, estabiliza-
dores, agentes espesantes, portadores, agente isoténico y tensioactivos.

50. La formulacion farmacéutica de acuerdo con los parrafos 29-49, en donde el pH de la formulacion esta en el
intervalo de 6,5 a 8,5.

51. La formulacién farmacéutica de acuerdo con los parrafos 29-50, en donde el pH de la formulacién esta en el
intervalode 7,0a8,0o0de 7,4 a 7,6.

52. El uso de un acido citrico monohidrato y/o un compuesto de histidina en una formulacion farmacéutica soluble
que comprende un derivado de insulina e iones de zinc, en donde el 4cido citrico monohidrato y/o el compuesto de
histidina se usa en una cantidad suficiente para aumentar la tendencia de dicho derivado de insulina a autoasociarse
en dodecameros.

53. El uso de acuerdo con el parrafo 52, en donde la formulaciéon farmacéutica comprende mas de 4 iones de
zinc por 6 moléculas del derivado de insulina.

54. El uso de acuerdo con los parrafos 52-53, en donde la formulacién comprende mas de 4,3 atomos de zinc por
6 moléculas del derivado de insulina, mas de 4,5 atomos de zinc por 6 moléculas del derivado de insulina, mas de
4,7 atomos de zinc por 6 moléculas del derivado de insulina, mas de 4,9 atomos de zinc por 6 moléculas del deriva-
do de insulina, mas de 5 atomos de zinc por 6 moléculas del derivado de insulina, mas de 5,5 atomos de zinc por 6
moléculas del derivado de insulina, mas de 6,5 atomos de zinc por 6 moléculas del derivado de insulina, mas de 7,0
atomos de zinc por 6 moléculas del derivado de insulina o mas de 7,5 atomos de zinc por 6 moléculas del derivado
de insulina.

55. El uso de acuerdo con los parrafos 52-54, en donde la formulacién comprende hasta 12 iones de zinc por 6
moléculas del derivado de insulina.

56. El uso de acuerdo con los parrafos 52-55, en donde la formulacion farmacéutica comprende entre 4,3 y 12
iones de zinc por 6 moléculas del derivado de insulina, entre 4,5 y 12 iones de zinc por 6 moléculas del derivado de
insulina, entre 4,7 y 12 iones de zinc por 6 moléculas del derivado de insulina, entre 4,9 y 12 iones de zinc por 6 mo-
léculas del derivado de insulina, entre 5 y 11,4 atomos de zinc por 6 moléculas del derivado de insulina, entre 5,5 y
10 atomos de zinc por 6 moléculas del derivado de insulina, entre 6 y 10,5 4tomos de zinc por 6 moléculas del deri-
vado de insulina, entre 6,5 y 10 atomos de zinc por 6 moléculas del derivado de insulina o entre 7 y 9 atomos de zinc
por 6 moléculas del derivado de insulina.

57. El uso de acuerdo con los parrafos 52-56, en donde la relacién molar entre el acido citrico monohidrato y/o el
compuesto de histidina e iones de zinc es de 0,05 a 10.

58. El uso de acuerdo con los parrafos 52-57, en donde la relacién molar entre el acido citrico monohidrato y/o el
compuesto de histidina e iones de zinces de 0,1a2,de0,1a10de0,2a 1.

59. El uso de acuerdo con los parrafos 52-58, en donde el &cido citrico monohidrato y/o el compuesto de histidina
estan presentes en una cantidad hasta 4 mM.

60. El uso de acuerdo con los parrafos 52-59, en donde el acido citrico monohidrato y/o el compuesto de histidina
estan presentes en una cantidad de 0,05 mM a 4 mM, de 0,1 MM a2 mM o de 0,1 a 1,8 mM.

61. El uso de acuerdo con los parrafos 52-60, en donde el acido citrico monohidrato y/o el compuesto de histidina
estan presentes en una cantidad hasta 1mM.
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62. El uso de acuerdo con los parrafos 52-61, en donde el acido citrico monohidrato y/o el compuesto de histidina
estan presentes en una cantidad de 0,05 mM a 0,95 mM.

63. El uso de acuerdo con los parrafos 52-62, en donde el acido citrico monohidrato y/o el compuesto de histidina
estan presentes en una cantidad de 0,1 mM a 0,9 mM, de 0,1 mM a 0,8 mM o de 0,1 mM a 0.7 mM, o de 0,1 mM a
0,6 mM o de 0,2 mMa 0,9 mM o de 0,2 mMa 0,8 mM.

64. El uso de acuerdo con los parrafos 52-63, en donde al menos 76 % de las moléculas del derivado de insulina
estan presentes como dodecameros cuando se miden por SEC con fenol después del almacenamiento a 37 °C du-
rante 4 semanas.

65. El uso de acuerdo con los parrafos 52-64, en donde al menos 77 %, al menos 78 %, al menos 79 %, al me-
nos 80 % o al menos 85 %, al menos 90 %, al menos 95 %, al menos 98 %, al menos 99 %, o al menos 99,8 % de
las moléculas de insulina en la formulacién farmacéutica estan presentes como dodecameros medido por SEC con
fenol después del almacenamiento a 37 °C durante 4 semanas.

66. El uso de acuerdo con los parrafos 52-65, en donde hasta 5 % de las moléculas del derivado de insulina es-
tan presentes como monémeros medido por SEC sin fenol después del almacenamiento a 37 °C durante 4 semanas.

67. El uso de acuerdo con los parrafos 52-66, en donde hasta 4,5 %, hasta 4 %, hasta 3,5 %, hasta 3,0 %, hasta
2,5 %, hasta 2,0 % o hasta 1,5 % de las moléculas del derivado de insulina estan presentes como monémeros medi-
do por SEC sin fenol después del almacenamiento a 37 °C durante 4 semanas.

68. El uso de acuerdo con los parrafos 52-67, en donde el compuesto de histidina es dipéptidos que contienen
histidina o tripéptidos que contienen histidina,

69. El uso de acuerdo con el parrafo 52-68, en donde el compuesto de histidina es L-histidina.

70. El uso de acuerdo con los péarrafos 52-69, en donde el derivado de insulina tiene un sustituyente ~-W—-X-Y-Z
unido al grupo g-amino de un residuo de Lys presente en la cadena B de la insulina parental, donde el sustituyente
es de la féormula general: -W-X-Y-Z

en donde W es:

e un residuo de a-aminoacido que tiene un grupo de acido carboxilico en la cadena lateral cuyo residuo forma, con
uno de sus grupos de acido carboxilico, un grupo amida junto con el grupo €-amino de un residuo de Lys presente en
la cadena B de la insulina parental;

e una cadena compuesta de dos, tres o cuatro residuos de a-aminoacidos unidos entre si mediante enlaces carbo-
nil amida, cuya cadena — mediante un enlace amida - se une al grupo €-amino de un residuo de Lys presente en la
cadena B de la insulina parental, los residuos de aminoacidos de W se seleccionan del grupo de residuos de ami-
noacidos que tienen una cadena lateral neutra y residuos de aminoacidos que tienen un grupo de acido carboxilico
en la cadena lateral de manera que W tiene al menos un residuo de aminoacido que tiene un grupo de acido carbo-
xilico en la cadena lateral; o

e un enlace covalente de X a un grupo €-amino de un residuo de Lys presente en la cadena B de la insulina paren-
tal;

Xes:

e —CO-;

¢ —CH(COOH)CO-;

¢ —CO -N(CH2COOH)CH2CO-;

¢ —CO -N(CH2COOH)CH2CON(CH2COOH)CH2CO—;

¢ —CO -N(CH2CH2COOH)CH2CH2CO—;

—CO —N(CH2CH2CO0OH)CH2CH2CON(CH2CH2CO0OH)CH2CH2CO—;

e —CO -NHCH(COOH)(CH2)sNHCO- ;
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e —CO -N(CH2CH2COOH)CH>CO-; 0
e —CO —N(CH2COOH)CH2CH2CO-.
que

a) cuando W es un residuo de aminoacido o una cadena de residuos de aminoacidos, mediante un enlace del car-
bono subrayado forma un enlace amida con un grupo amino en W, o

b) cuando W es un enlace covalente, mediante un enlace del carbono carbonilo subrayado forma un enlace amida
con el grupo e-amino de un residuo de Lys presente en la cadena B de la insulina parental;

Y es:
o —(CH2)m— donde m es un numero entero en el intervalo de 6 a 32;

e una cadena hidrocarbonada divalente que comprende 1, 2 o 3 grupos —CH=CH- y un numero de grupos -CH2-
suficiente para proporcionar un nimero total de atomos de carbono en la cadena en el intervalo de 10 a 32; Y

Zes:

e —COOH;

e —CO-Asp;
¢ —CO-Glu;
e —CO-Gly;
e —CO-Sar;

e —CH(COOH);

e —N(CH2COOH)z;

e -SOsH;0

e —POs3H

siempre que cuando W es un enlace covalente y X es —-CO—, entonces Z es diferente de -COOH.

71. El uso de acuerdo con los parrafos 52-70, en donde el derivado de insulina se selecciona del grupo que con-
siste en

insulina humana N&2°—(N°-(HOOC(CH2)14CO)- y-Glu) des(B30);

insulina humana N&82°—(N°-(HOOC(CH2)15CO)- y-Glu) des(B30);

insulina humana N&82°—(N°-(HOOC(CH2)16CO)- y-Glu) des(B30);

insulina humana N&82°—(N°-(HOOC(CHz2)17CO)-y-Glu) des(B30);

insulina humana N&82°—(N°-(HOOC(CHz)18CO)-y-Glu) des(B30);

insulina humana N&82°—(N°-(HOOC(CHz2)16CO)-_y-Glu-N-(y-Glu)) des(B30);
insulina humana N#82°—(N%-(Asp-OC(CH2)16CO)- y-Glu) des(B30);
insulina humana N&82°—(N°-(Glu-OC(CH2)14CO)- y-Glu) des(B30);

insulina humana N&2°—(N9-(Glu-OC(CH2)14CO-) des(B30);

insulina humana N&2%—(Ne-(Asp-OC(CH2)16CO-) des(B30);

insulina humana N&82°—(Ne-(HOOC(CH)2)16CO)-a-Glu-N-(B-Asp)) des(B30);
18
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insulina humana N2%—(N¢-(Gly-OC(CH2)13CO)- y-Glu) des(B30);

insulina humana N&82°—(N®-(Sar-OC(CHz2)13CO)-_y-Glu) des(B30);

insulina humana N&82°—(N°-(HOOC(CH2)13CO)- y-Glu) des(B30);

insulina humana N&82°—(N°-(HOOC(CH2)13CO)-p-Asp) des(B30);

insulina humana N&82°—(N2-(HOOC(CH2)13CO)-p-Glu) des(B30);

insulina humana N&82°—(N°-(HOOC(CHz2)16CO)- y-D-Glu) des(B30) ;

insulina humana N¢82°-hexadecandioil-y-Glu desB30; y

insulina humana N#82°—(N°-(HOOC(CHz2)14CO)-B-D-Asp) des(B30)

72. El uso de acuerdo con los parrafos 52-69, en donde el derivado de insulina es insulina humana N&82°-¢-
carboxi-pentadecanoil-y-L-glutamilamida desB30 o insulina humana N¢%2°-p-carboxi-pentadecanoil-y-amino-butanoil

desB30.

73. El uso de acuerdo con los parrafos 52-72, en donde la formulaciéon farmacéutica comprende ademas una
insulina de accion rapida.

74. El uso de acuerdo con el parrafo 73, en donde la insulina de acciéon rapida es insulina humana AspB28, insu-
lina humana LysB3GIluB29 y/o insulina humana LysB28ProB29.

75. El uso de acuerdo con los parrafos 52-74, en donde la formulacién farmacéutica comprende ademas uno o
mas excipientes seleccionados del grupo que consiste en conservantes, tampones, estabilizadores, agentes espe-
santes, portadores, agente isotonico y tensioactivos.

76. Un proceso para preparar una formulacion farmacéutica soluble que comprende
a) proporcionar una fase acuosa que comprende un derivado de insulina,
b) proporcionar mas de 4 iones de zinc por 6 moléculas del derivado de insulina,

c) proporcionar acido citrico monohidrato y/o un compuesto de histidina para aumentar la tendencia del derivado de
insulina a autoasociarse a la forma de dodecamero,

mezclar la fase acuosa, los iones de zinc y el acido citrico monohidrato y/o el compuesto de histidina para formar
una formulacion farmacéutica soluble.

77. Un proceso para preparar una formulacion farmacéutica soluble estable en almacenamiento que comprende
a) proporcionar una fase acuosa que comprende un derivado de insulina
b) proporcionar mas de 4 iones de zinc por 6 moléculas del derivado de insulina,

c) proporcionar un acido citrico monohidrato y/o un compuesto de histidina para aumentar la tendencia del derivado
de insulina a autoasociarse a la forma de dodecamero,

mezclar la fase acuosa, los iones de zinc y el acido citrico monohidrato y/o el compuesto de histidina para formar
una formulacion farmacéutica soluble.

78. El proceso de acuerdo con los parrafos 76 o 77, en donde la formulacién comprende mas de 4,3 atomos de
zinc por 6 moléculas del derivado de insulina, mas de 4,5 atomos de zinc por 6 moléculas del derivado de insulina,
mas de 4,7 atomos de zinc por 6 moléculas del derivado de insulina, mas de 4,9 atomos de zinc por 6 moléculas del
derivado de insulina, mas de 5 atomos de zinc por 6 moléculas del derivado de insulina, mas de 5,5 atomos de zinc
por 6 moléculas del derivado de insulina, mas de 6,5 atomos de zinc por 6 moléculas del derivado de insulina, mas
de 7,0 atomos de zinc por 6 moléculas del derivado de insulina o mas de 7,5 atomos de zinc por 6 moléculas del
derivado de insulina.

79. El proceso de acuerdo con los parrafos 76-78, en donde la formulacion comprende hasta 12 iones de zinc por
6 moléculas del derivado de insulina.
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80. El proceso de acuerdo con los parrafos 76-79, en donde la formulacion farmacéutica comprende entre 4,3 y
12 iones de zinc por 6 moléculas del derivado de insulina, entre 4,5 y 12 iones de zinc por 6 moléculas del derivado
de insulina, entre 4,7 y 12 iones de zinc por 6 moléculas del derivado de insulina, entre 4,9 y 12 iones de zinc por 6
moléculas del derivado de insulina, entre 5 y 11,4 dtomos de zinc por 6 moléculas del derivado de insulina, entre 5,5
y 10 atomos de zinc por 6 moléculas del derivado de insulina, entre 6 y 10,5 atomos de zinc por 6 moléculas del de-
rivado de insulina, entre 6,5 y 10 atomos de zinc por 6 moléculas del derivado de insulina o entre 7 y 9 atomos de
zinc por 6 moléculas del derivado de insulina.

81. El proceso de acuerdo con los parrafos 76-80, en donde los atomos de zinc se mezclan en la formulacion
farmacéutica en dos o mas de dos etapas.

82. El proceso de acuerdo con los parrafos 76-80, en donde la formulacion farmacéutica se proporciona mediante
la mezcla de los atomos de zinc en la fase acuosa en tres, cuatro, cinco o seis etapas.

83. El proceso de acuerdo con los parrafos 76-81, en donde la formulacion farmacéutica se proporciona mediante
la mezcla de los atomos de zinc en la fase acuosa antes de mezclarse en un conservante.

84. El proceso de acuerdo con los parrafos 76-83, en donde la formulacién farmacéutica se proporciona mediante
la mezcla de los atomos de zinc en la formulacion farmacéutica después de mezclarse en un conservante.

85. El proceso de acuerdo con los parrafos 76-84, la formulacion farmacéutica se proporciona mediante la mezcla
de los atomos de zinc en al menos dos etapas, en donde al menos una primera etapa comprende mezclar los ato-
mos de zinc en la formulacion farmacéutica antes de mezclarse en un conservante y al menos una segunda etapa
comprende mezclar los atomos de zinc después de mezclarse en el conservante.

86. El proceso de acuerdo con los parrafos 76-85, en donde el conservante es fenol y/o m-cresol.

87. El proceso de acuerdo con los parrafos 76-86, en donde la relacion molar entre el acido citrico monohidrato
y/o el compuesto de histidina e iones de zinc es de 0,05 a 10.

88. El proceso de acuerdo con los parrafos 76-87, en donde la relacion molar entre el acido citrico monohidrato
y/o el compuesto de histidina e iones de zinces de 0,1a2,de0,1a10de0,2a1.

89. El proceso de acuerdo con los parrafos 76-88, en donde el acido citrico monohidrato y/o el compuesto de
histidina estan presenten en una cantidad hasta 4 mM.

90. El proceso de acuerdo con los parrafos 76-89, en donde el 4cido citrico monohidrato y/o el compuesto de
histidina estan presentes en una cantidad de 0,05 mM a 4 mM, de 0,1 MM a2 mM o de 0,1 a 1,8 mM.

91. El proceso de acuerdo con los parrafos 76-90, en donde el acido citrico monohidrato y/o el compuesto de
histidina estan presentes en una cantidad hasta 1 mM.

92. El proceso de acuerdo con los parrafos 76-91, en donde el acido citrico monohidrato y/o el compuesto de
histidina estan presentes en una cantidad de 0,05 mM a 0,95 mM.

93. El proceso de acuerdo con los parrafos 76-92, en donde el 4cido citrico monohidrato y/o el compuesto de
histidina estan presentes en una cantidad de 0,1 mM a 0,9 mM, de 0,1 mM a 0,8 mM o de 0,1 mM a 0.7 mM, o de
0,1 mMa 0,6 mM o de 0,2 mM a 0,9 mM o de 0,2 mM a 0,8 mM.

94. El proceso de acuerdo con los parrafos 76-93, en donde al menos 76 % de las moléculas derivadas de insuli-
na estan presentes como dodecameros medido por SEC con fenol después del almacenamiento a 37 °C durante 4
semanas.

95. El proceso de acuerdo con los parrafos 76-94, en donde al menos 77 %, al menos 78 %, al menos 79 %, al
menos 80 % o al menos 85 %, al menos 90 %, al menos 95 %, al menos 98 %, al menos 99 %, o al menos 99,8 %
de las moléculas de insulina en la formulacion farmacéutica estan presentes como dodecameros medido por SEC
con fenol después del almacenamiento a 37 °C durante 4 semanas.

96. El proceso de acuerdo con los parrafos 76-95, en donde hasta 5 % de las moléculas del derivado de insulina
estan presentes como mondémeros medido por SEC sin fenol después del almacenamiento a 37 °C durante 4 sema-
nas.

97. El proceso de acuerdo con los parrafos 76-96, en donde hasta 4,5 %, hasta 4 %, hasta 3,5 %, hasta 3,0 %,

hasta 2,5 %, hasta 2,0 % o hasta 1,5 % de las moléculas del derivado de insulina estan presentes como mondémeros
medido por SEC sin fenol después del almacenamiento a 37 °C durante 4 semanas.
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98. El proceso de acuerdo con los parrafos 76-97, en donde el compuesto de histidina es dipéptidos que contie-
nen histidina o tripéptidos que contienen histidina,

99. El proceso de acuerdo con el parrafo 98, en donde el compuesto de histidina es L-histidina.

100. El proceso de acuerdo con los parrafos 76-99, en donde el derivado de insulina se selecciona del grupo que
consiste en derivados de insulina de insulina humana, derivados de insulina de insulina humana desB30, derivados
de insulina de analogos de insulina, insulina humana acilada, insulina humana desB30 acilada, analogos de insulina
acilada, insulina bovina acilada e insulina porcina acilada.

101. El proceso de acuerdo con los parrafos 76-100, en donde el derivado de insulina tiene un sustituyente —-W-X—
Y-Z unido al grupo e-amino de un residuo de Lys presente en la cadena B de la insulina parental, donde el sustitu-
yente es de la férmula general: “-W-X-Y-Z

en donde W es:

e un residuo de a-aminoacido que tiene un grupo de acido carboxilico en la cadena lateral cuyo residuo forma, con
uno de sus grupos de acido carboxilico, un grupo amida junto con el grupo g-amino de un residuo de Lys presente en
la cadena B de la insulina parental;

e una cadena compuesta de dos, tres o cuatro residuos de a-aminoacidos unidos entre si mediante enlaces carbo-
nil amida, cuya cadena — mediante un enlace amida - se une al grupo €-amino de un residuo de Lys presente en la
cadena B de la insulina parental, los residuos de aminoacidos de W se seleccionan del grupo de residuos de ami-
noacidos que tienen una cadena lateral neutra y residuos de aminoacidos que tienen un grupo de acido carboxilico
en la cadena lateral de manera que W tiene al menos un residuo de aminoacido que tiene un grupo de acido carbo-
Xilico en la cadena lateral; o

e un enlace covalente de X a un grupo g-amino de un residuo de Lys presente en la cadena B de la insulina paren-
tal;

X es:
e —CO~

e —CH(COOH)CO-;

—CO —N(CH2CO0OH)CH2CO—;

e —CO -N(CH2COOH)CH2CON(CH2COOH)CH>CO-;

e —CO -N(CH2CH>COOH)CH>CH>CO—;

¢ —CO —N(CH2CH2COOH)CH2CH2CON(CH2CH2COOH)CH2CH2CO—;

e —CO -NHCH(COOH)(CH2):NHCO- ;

—CO —N(CH2CH2COOH)CH2C0—; o
¢ —CO —N(CH2COOH)CH2CH2CO-.
que

a) cuando W es un residuo de aminoacido o una cadena de residuos de aminoacidos, mediante un enlace del car-
bono subrayado forma un enlace amida con un grupo amino en W, o

b) cuando W es un enlace covalente, mediante un enlace del carbono carbonilo subrayado forma un enlace amida
con el grupo e-amino de un residuo de Lys presente en la cadena B de la insulina parental;

Y es:
e —(CH2)m— donde m es un nimero entero en el intervalo de 6 a 32;

e una cadena hidrocarbonada divalente que comprende 1, 2 o 3 grupos —CH=CH- y un numero de grupos -CH2-
suficiente para proporcionar un nimero total de atomos de carbono en la cadena en el intervalo de 10 a 32; Y
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Zes:

e —COOH;

o —CO-Asp;
e —CO-Glu;
o —CO-Gly;
e —CO-Sar;

e —CH(COOH)2;
e —N(CH2COOH)z;
e -SOsH;o0

e —POsH

siempre que cuando W es un enlace covalente y X es —CO—, entonces Z es diferente de -COOH.

102. El proceso de acuerdo con los parrafos 76-101, en donde el derivado de insulina se selecciona del grupo que

consiste en

insulina humana N&82°—(N°-(HOOC(CHz2)14CO)- y-Glu) des(B30);

insulina humana Ne82°—(N2-(HOOC(CH2)15CO)- y-Glu) des(B30);

insulina humana Ne82°—(N9-(HOOC(CH2)16CO)- y-Glu) des(B30);

insulina humana N&82°—(N?-(HOOC(CH2)17CO)- y-Glu) des(B30);

insulina humana N&2°—(N-(HOOC(CHz2)18CO)- y-Glu) des(B30);

insulina humana N&82°—(N2-(HOOC(CH2)16CO)- y-Glu-N-(y-Glu)) des(B30);
insulina humana N¢82°—(N®-(Asp-OC(CH:)16CO)- y-Glu) des(B30);

insulina humana N&2°—(N9-(Glu-OC(CH2)14CO)- y-Glu) des(B30);

insulina humana N&82°—(N®-(Glu-OC(CHz2)14CO-) des(B30);

insulina humana N&82°—(N°-(Asp-OC(CH-)16CO-) des(B30);

insulina humana N#29—(N°-(HOOC(CH)2)1sCO)-a-Glu-N-(B-Asp)) des(B30);
insulina humana N2°—(N9-(Gly-OC(CH2)13CO)- y-Glu) des(B30);

insulina humana N#29—(N9-(Sar-OC(CHz)13CO)- v-Glu) des(B30);

insulina humana N&2°—(N-(HOOC(CHz2)13CO)- y-Glu) des(B30);

insulina humana N&2°—(Na-(HOOC(CHz2)13CO)-p-Asp) des(B30);

insulina humana N&2°—(Ne-(HOOC(CH2)13CO)-B-Glu) des(B30);

insulina humana N&82°—(N®-(HOOC(CH2)16CO)- y-D-Glu) des(B30) ;
insulina humana N¢2°-hexadecandioil-y-Glu desB30; y

insulina humana N&82°—(N?-(HOOC(CH2)14CO)-B-D-Asp) des(B30)
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103. El proceso de acuerdo con los parrafos 76-100, en donde el derivado de insulina es insulina humana N#82%-¢-
carboxi-pentadecanoil-y-L-glutamilamida desB30 o insulina humana N#82°-p-carboxi-pentadecanoil-y-amino-butanoil
desB30.

104. EIl proceso de acuerdo con los parrafos 76-103, en donde la formulacién farmacéutica comprende ademas
una insulina de accion rapida.

105. El proceso de acuerdo con el parrafo 104, en donde la insulina de accién rapida es insulina humana AspB28,
insulina humana LysB3GIluB29 y/o insulina humana LysB28ProB29.

106. EIl proceso de acuerdo con los parrafos 76-105, en donde la formulacién farmacéutica comprende ademas
uno o0 mas excipientes seleccionados del grupo que consiste en conservantes, tampones, estabilizadores, agentes
espesantes, portadores, agente isotdnico y tensioactivos.

107. El uso de una formulacion farmacéutica soluble que comprende una cantidad terapéuticamente efectiva de un
derivado de insulina y mas de 4 atomos de zinc por seis moléculas del derivado de insulina para el tratamiento de la
diabetes tipo 1, diabetes tipo 2 y otros estados que provocan hiperglicemia en pacientes que necesitan tal tratamien-
to.

108. EIl método para tratar la diabetes tipo 1, tipo 2 y otros estados que provocan hiperglicemia en pacientes que
necesitan tal tratamiento mediante el uso de una formulacién farmacéutica soluble que comprende un derivado de
insulina, mas de 4 atomos de zinc por 6 moléculas del derivado de insulina y un acido citrico monohidrato y/o un
compuesto de histidina.

109. El método de acuerdo con el parrafo 108, en donde el compuesto de histidina es dipéptidos que contienen
histidina o tripéptidos que contienen histidina,

110. El método de acuerdo con el parrafo 108-109, en donde el compuesto de histidina es L-histidina.
111.  Una formulacién farmacéutica soluble como se describe en los ejemplos.

El derivado de insulina de acuerdo con la invencién y el analogo de la insulina de accién rapida pueden mezclarse
en una relacion de 90/10 %, 70/30 %, 50/50 %, 30/70 % o 10/90 %.

En un aspecto, la invencion se refiere a una formulacién farmacéutica que comprende un derivado de insulina de
acuerdo con la invencién que es soluble a valores de pH fisioldgicos.

En un aspecto, la invencion se refiere a una formulacién farmacéutica que comprende un derivado de insulina de
acuerdo con la invencion que es soluble a valores de pH en el intervalo de 6,5 a 8,5.

En un aspecto, la invencion se refiere a una formulaciéon farmacéutica que es una solucién que contiene de 120 nmol/ml
a 2400 nmol/ml, de 400 nmol/ml a 2400 nmol/ml, de 400 nmol/ml a 1200 nmol/ml, de 600 nmol/ml a 2400 nmol/ml, o de
600 nmol/ml a 1200 nmol/ml de un derivado de insulina o una mezcla del derivado de insulina con un analogo de insulina
de accién rapida.

Cuando se preparan los derivados de insulina que se usan en la formulacién farmacéutica de acuerdo con la invencion,
el producto de partida para la sustitucion, la insulina parental o el analogo de insulina o un precursor de los mismos pue-
den producirse ya sea por la sintesis de péptidos bien conocida o por la produccion recombinante bien conocida en mi-
croorganismos transformados adecuados. Por lo tanto, el producto de partida de insulina puede producirse mediante un
método que comprende cultivar una célula huésped que contiene una secuencia de ADN que codifica el polipéptido, y
que es capaz de expresar el polipéptido en un medio de nutriente adecuado en condiciones que permitan la expresion
del péptido, después de lo cual el péptido resultante se recupera del cultivo. Se hace referencia a la solicitud internacional
de patente num. WO 2005/012347.

Composiciones farmacéuticas

Las formulaciones farmacéuticas de esta invencion, por ejemplo, pueden administrarse por via subcutanea, parental,
oral, nasal, bucal, pulmonar.

Para la administraciéon subcutanea, las formulaciones farmacéuticas se formulan de manera analoga con la formula-
cion farmacéutica de insulina conocida. Ademas, para la administracion subcutanea, los compuestos de la formula
se administran de manera analoga con la administraciéon de insulina conocida y, generalmente, los médicos estan
familiarizados con este procedimiento.

De acuerdo con la invencion, una formulacion farmacéutica de esta invencién puede suministrarse por inhalacion
para lograr una rapida absorcion de la misma. La administracion por inhalacién puede resultar en una farmacocinéti-
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ca comparable a la administracién subcutanea de insulina. La inhalacidon de una formulacién farmacéutica de esta
invencién conduce a un aumento rapido en el nivel de insulina circulante seguido por una rapida caida en los niveles
de glucosa en sangre. Los diferentes dispositivos de inhalacién proporcionan tipicamente una farmacocinética similar
cuando se comparan tamafios de particula similares y niveles similares de deposicién pulmonar.

De acuerdo con la invencién, las formulaciones farmacéuticas de esta invencion pueden suministrarse por cualquiera
de una variedad de dispositivos de inhalacion conocidos en la técnica para la administracion de un agente terapéuti-
co por inhalacion. Estos dispositivos incluyen inhaladores de dosis medida, nebulizadores, generadores de polvo
seco, atomizadores, y similares. Preferentemente, una composicion de insulina acilada de esta invencién se suminis-
tra por un inhalador de polvo seco o un pulverizador. Existen varias caracteristicas convenientes de un dispositivo de
inhalacién para administrar una composicion de insulina acilada de esta invencion. Por ejemplo, el suministro por el
dispositivo de inhalacion es ventajosamente confiable, reproducible y preciso. El dispositivo de inhalaciéon debe su-
ministrar particulas pequefas, por ejemplo, menos de aproximadamente 10 pm, por ejemplo aproximadamente 1-5
um, para una buena respiracion. Algunos ejemplos especificos de dispositivos de inhalaciéon disponibles comercial-
mente adecuados para la practica de esta invencion son Turbohaler™ (Astra), Rotahaler® (Glaxo), Diskus® (Glaxo),
inhalador Spiros™ (Dura), dispositivos comercializados por Inhale Therapeutics, AERx™ (Aradigm), el nebulizador
Ultravent® (Mallinckrodt), el nebulizador Acorde 11® (Marquest Medical Products), el inhalador de dosis medida Vento-
lina® (Glaxo), el inhalador de polvo Spinhaler® (Fisons), C-haler© (Microdrug), el E-flex© (Microdrug) o similares.

Como reconoceran los expertos en la técnica, en las formulaciones farmacéuticas de esta invencion, la cantidad de
la formulaciéon suministrada, y la duracién de la administracion de una Unica dosis dependen del tipo de dispositivo
de inhalacion empleado. Para algunos sistemas de suministro de aerosol, tales como nebulizadores, la frecuencia de
administracion y la duracion para el cual se activa el sistema dependera principalmente de la concentracion del con-
jugado de insulina en el aerosol. Por ejemplo, pueden usarse periodos de administracion mas cortos a concentracio-
nes mas altas del conjugado de insulina en la solucién nebulizadora. Los dispositivos tales como inhaladores de do-
sis medida pueden producir concentraciones de aerosol mas altas, y pueden operarse por periodos mas cortos para
suministrar la cantidad deseada del conjugado de insulina. Los dispositivos tales como inhaladores de polvo suminis-
tran el agente activo hasta que se expulsa una carga determinada del agente desde el dispositivo. En este tipo de
inhalador, la cantidad del derivado de insulina de esta invencion en una cantidad determinada del polvo determina la
dosis suministrada en una sola administracion.

El tamario de particula del derivado de insulina de esta invencion en la formulaciéon suministrada por el dispositivo de
inhalacion es critico con respecto a la capacidad de la insulina para llegar a los pulmones, y preferentemente en las
vias respiratorias inferiores o alvéolos. Preferentemente, las formulaciones farmacéuticas de esta invencion se for-
mulan de manera que al menos aproximadamente 10 % del conjugado de insulina suministrado se deposita en el
pulmoén, preferentemente aproximadamente 10 a aproximadamente 20 %, o més. Se conoce que la eficiencia maxi-
ma de la deposicion pulmonar para los humanos que respiran por la boca se obtiene con tamafios de particula de
aproximadamente 2 ym a aproximadamente 3 um. Cuando los tamafios de particula estan por encima de aproxima-
damente 5 ym la deposicion pulmonar disminuye sustancialmente. Los tamafos de particula por debajo de aproxi-
madamente 1 pym provocan que la deposicidon pulmonar disminuya, y se hace dificil suministrar particulas con sufi-
ciente masa para ser terapéuticamente efectiva. Por lo tanto, las particulas suministradas por inhalacién tienen un
tamafio de particula preferentemente menor que aproximadamente 10 ym, con mayor preferencia en el intervalo de
aproximadamente 1 um a aproximadamente 5 um. La formulacién de insulina se selecciona para rendir el tamafo de
particula deseado en el dispositivo de inhalacion elegido.

Ventajosamente para la administraciéon como un polvo seco, una composicion de insulina acilada de esta invencion
se prepara en una forma de particulas con un tamafio de particula de menos de aproximadamente 10 ym, preferen-
temente de aproximadamente 1 a aproximadamente 5 um. El tamafio de particula preferido es efectivo para el sumi-
nistro a los alvéolos del pulmén del paciente. Preferentemente, el polvo seco se compone en gran medida de parti-
culas producidas de manera que una mayoria de las particulas tienen un tamafo en el intervalo deseado. Ventajo-
samente, al menos aproximadamente 50 % del polvo seco se hace de particulas que tienen un diametro de menos
de aproximadamente 10 pm. Tales formulaciones pueden lograrse mediante secado por atomizado, molienda, o
condensacion por el punto critico de una solucion que contiene conjugado de insulina y otros ingredientes deseados.
Otros métodos también adecuados para generar particulas Utiles en la presente invencion se conocen en la técnica.

Las particulas se separan usualmente a partir de una formulacion de polvo seco en un contenedor y luego se trans-
portan hacia el pulmoén de un paciente mediante una corriente de aire portador. Tipicamente, en los inhaladores de
polvo seco actuales, la fuerza para romper el sélido se proporciona Unicamente por la inhalacion del paciente. En
otro tipo de inhalador, el flujo de aire generado por la inhalacién del paciente activa un motor impulsor que desaglo-
mera las particulas.

Las formulaciones farmacéuticas de esta invencion para la administracién a partir de un inhalador de polvo seco
incluyen tipicamente un polvo seco finamente dividido que contiene insulina, pero el polvo puede incluir también un
agente espesante, portador, excipiente, otro aditivo, o similares. Los aditivos pueden incluirse en una formulacion de
polvo seco del conjugado de insulina, por ejemplo, para diluir el polvo segun se requiera para el suministro a partir
del inhalador de polvo particular, para facilitar el procesamiento de la formulacién, para proporcionar propiedades
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ventajosas del polvo a la formulacién, para facilitar la dispersion del polvo del dispositivo de inhalacién, para estabili-
zar la formulacion (por ejemplo, antioxidantes o tampones), para proporcionar sabor a la formulacién, o similares.
Ventajosamente, el aditivo no afecta adversamente las vias respiratorias del paciente. La insulina puede mezclarse
con un aditivo a un nivel molecular o la formulacién sélida puede incluir particulas del conjugado de insulina mezcla-
do con o recubierto con particulas del aditivo. Los aditivos tipicos incluyen mono-, di-, y polisacaridos; alcoholes de
azucar y otros polioles, tales como, por ejemplo, lactosa, glucosa, rafinosa, melezitosa, lactitol, maltitol, trehalosa,
sacarosa, manitol, almidén o combinaciones de los mismos; tensioactivos, tales como sorbitoles, difosfatidil colina, o
lecitina; o similares. Tipicamente un aditivo, tal como un agente espesante, esta presente en una cantidad efectiva
para un propésito descrito anteriormente, a menudo de aproximadamente 50 % a aproximadamente 90 % en peso
de la formulacion. Los agentes adicionales conocidos en la técnica para la formulacién de una proteina tal como pro-
teina analoga de insulina también pueden incluirse en la formulacién.

Un pulverizado que incluye la formulacion farmacéutica de esta invencién puede producirse al forzar una solucién de
conjugado de insulina a través de una boquilla bajo presién. La configuracién y tamafio de la boquilla, la presion apli-
cada, y la velocidad de alimentacion del liquido pueden elegirse para lograr la salida y tamafio de particula desea-
dos. Un electropulverizador puede producirse, por ejemplo, mediante un campo eléctrico en conexiéon con una ali-
mentacién capilar o de boquilla. Ventajosamente, las particulas del conjugado de insulina suministrado por un pulve-
rizador tienen un tamafio de particula de menos de aproximadamente 10 uym, preferentemente en el intervalo de
aproximadamente 1 ym a aproximadamente 5 pym.

Las formulaciones farmacéuticas de esta invencion adecuadas para su uso con un pulverizador incluiran tipicamente
el derivado de insulina en una solucién acuosa a una concentracion de aproximadamente 1 mg a aproximadamente
20 mg del conjugado de insulina por ml de solucion. La formulacion puede incluir agentes tales como un excipiente,
un tampodn, un agente de isotonicidad, un conservante, un tensioactivo, y, preferentemente, zinc. La formulacion
puede incluir ademas un excipiente o agente para la estabilizacion de la insulina, tal como un tampén, un agente
reductor, una proteina voluminosa, o un carbohidrato. Las proteinas voluminosas utiles en la formulacién de conju-
gados de insulina incluyen albumina, protamina o similares. Los carbohidratos tipicos utiles para formular conjuga-
dos de insulina incluyen sacarosa, manitol, lactosa, trehalosa, glucosa, o similares. La formulacion farmacéutica
puede incluir ademas un tensioactivo, que puede reducir o prevenir la agregacion inducida por la superficie del con-
jugado de insulina provocada por la atomizacion de la solucion en la formacion de un aerosol. Pueden emplearse
varios tensioactivos convencionales, tales como ésteres de acidos grasos de polioxietileno y alcoholes, y ésteres de
acidos grasos de polioxietileno sorbitol. Las cantidades generalmente variaran entre aproximadamente 0,001 y apro-
ximadamente 4 % en peso de la formulacion.

Las composiciones farmacéuticas de acuerdo con la presente invencién pueden administrarse por via parenteral a los
pacientes que necesitan dicho tratamiento. La administraciéon parenteral puede realizarse por inyeccidon subcutanea, in-
tramuscular o intravenosa, por medio de una jeringa, opcionalmente una jeringa tipo lapicera u otro equipo de dosifica-
cién conveniente. Alternativamente, la administracion parenteral puede realizarse por medio de una bomba de infusion.

Las composiciones inyectables de la formulacién farmacéutica pueden prepararse con el uso de las técnicas convencio-
nales de la industria farmacéutica que implican disolver y mezclar los ingredientes segun sea adecuado para proporcio-
nar el producto final deseado. Por lo tanto, de acuerdo con un procedimiento, la insulina de accién prolongada se disuel-
ve en una cantidad de agua que es algo menor que el volumen final de la composicién a preparar. Se afiade un agente
isoténico, un conservante o una mezcla de conservantes, zinc como acetato o cloruro o una mezcla de los mismos y
puede anadirse un tampdn segun se requiera, ademas puede afiadirse un tensioactivo y el valor de pH de la solucion se
ajusta - si es necesario - con el uso de un acido, por ejemplo, acido clorhidrico, o una base, por ejemplo, hidréxido de
sodio acuoso segun sea necesario. Por ultimo, el volumen de la solucion se ajusta con agua para proporcionar la con-
centracion deseada de los ingredientes.

El tampdn puede seleccionarse del grupo que consiste en acetato de sodio, carbonato de sodio, glicina, lisina, argi-
nina, fosfato dihidrégeno de sodio, fosfato de hidrogeno disodio, fosfato de sodio, ADA (acido N-[2-acetamido]-2-
iminodiacético), ACES (acido N-[2-acetamido]-2-aminoetansulfénico), BES (acido N,N-bis[2-hidroxietil]-2-
aminoetanosulfénico), bicina (N,N-bis-[2-hidroxietillglicina), BIS-TRIS (bis[2-hidroxietilliminotris[hidroximetil]-metano),
DIPSO (4cido 3[N,N-bis(2-hidroxetillamin]-2-hidroxipropanosulfénico), etilendiamina dihidrocloruro, glicilglicina, HE-
PES (acido N-[2-hidroxietil]piperazina-N’-[2-etanosulfénico]), HEPPSO (acido N-[2-hidroxietil]piperazina-N’-[2-
hidroxipropanosulfénico]), imidazol, MOBS (acido 4-[N-morfolino]butanosulfénico), MOPS (acido 3-[N-
morfolino]propanosulfénico), PIPES (acido piperazina-N,N’-bis[2-etanosulfénico]), TAPSO (acido  3-[N-
tris(hidroximetil)metilamino]-2-hidroxipropanosulfénico, THAM (tris[hidroximetil]-aminometano), TES (acido N-
tris[hidroximetillmetil-2-aminoetanosulfonico, tricina (N-tris[hidroximetiljmetilglicina), acido adipico, acido aspartico,
acido glutarico, acido malico, acido malénico, acido succinico, y/o sales de estos y/o sus mezclas.

En un aspecto adicional de la invencién la formulacion comprende ademas un conservante farmacéuticamente acep-
table que puede seleccionarse del grupo que consiste en fenol, o-cresol, m-cresol, p-cresol, p-hidroxibenzoato de
metilo, p-hidroxibenzoato de propilo, 2-fenoxietanol, p-hidroxibenzoato de butilo, 2-feniletanol, alcohol bencilico, clo-
robutanol, y bronopol, acido benzoico, imidaurea, clorohexidina, deshidroacetato de sodio, clorocresol, p-
hidroxibenzoato de etilo, cloruro de bencetonio, clorfenesina (3-(4-clorfenoxipropano-1,2-diol) o sus mezclas. En un
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aspecto adicional de la invencién, el conservante esta presente en una concentracién de 0,1 mg/ml a 20 mg/ml. En
un aspecto adicional de la invencion, el conservante esta presente en una concentracion de 0,1 mg/ml a 5 mg/ml. En
un aspecto adicional de la invencion, el conservante esta presente en una concentracion de 5 mg/ml a 10 mg/ml. En
un aspecto adicional de la invencion, el conservante esta presente en una concentracion de 10 mg/ml a 20 mg/ml.
Cada uno de estos conservantes especificos constituye un aspecto alternativo de la invencion. El uso de un conser-
vante en composiciones farmacéuticas es bien conocido por los expertos. Por conveniencia se hace referencia a
Remington: The Science and Practice of Pharmacy, 19na edicion, 1995.

En un aspecto adicional de la invencién la formulacién comprende ademas un agente isoténico que puede seleccio-
narse del grupo que consiste en una sal (por ejemplo, cloruro sédico), un aztcar o azucar alcohdlico, un aminoacido
(por ejemplo, I-glicina, arginina, lisina, isoleucina, acido aspartico, triptéfano, treonina), 1,2-propanodiol (propilengli-
col), 1,3-propanodiol, 1,3-butanodiol) polietilenglicol (por ejemplo, PEG400), o sus mezclas. Puede usarse cualquier
azucar tal como mono-, di-, o polisacaridos, o glucanos solubles en agua, que incluyen, por ejemplo, fructosa, gluco-
sa, manosa, sorbosa, xilosa, maltosa, lactosa, sacarosa, trehalosa, dextrano, pululano, dextrina, ciclodextrina, almi-
don soluble, hidroxietil almidon y carboximetilcelulosa de Na. En un aspecto el aditivo de azicar es sacarosa. El
azucar alcohdlico se define como un hidrocarburo C4-C8 que tiene al menos un grupo -OH e incluye, por ejemplo,
manitol, sorbitol, inositol, galactitol, dulcitol, xilitol y arabitol. En un aspecto, el aditivo de azucar alcohdlico es manitol.
Los azucares o azucares alcohdlicos mencionados anteriormente pueden usarse individualmente o en combinacion.
No hay un limite fijo para la cantidad usada, siempre que el azucar o el alcohol de azicar sean solubles en la com-
posicion liquida y no afecten adversamente los efectos estabilizantes alcanzados mediante el uso de los métodos de
la invencion. En un aspecto, la concentracion del azucar o el azucar alcohdlico esta entre aproximadamente 1 mg/ml
y aproximadamente 150 mg/ml. En un aspecto adicional de la invencién el agente isotdnico esta presente en una
concentracion de 1 mg/ml a 50 mg/ml. En un aspecto adicional de la invencion el agente isotonico esta presente en
una concentracion de 1 mg/ml a 7 mg/ml. En un aspecto adicional de la invencion el agente isotdnico esta presente
en una concentracién de 8 mg/ml a 24 mg/ml. En un aspecto adicional de la invencién el agente isotdnico esta pre-
sente en una concentracion de 25 mg/ml a 50 mg/ml. Cada uno de estos agentes isotonicos especificos constituye
un aspecto alternativo de la invencion. El uso de un agente isotdénico en composiciones farmacéuticas es bien cono-
cido por los expertos. Por conveniencia se hace referencia a Remington: The Science and Practice of Pharmacy,
19na edicién, 1995.

En un aspecto adicional de la invencion, la formulacion comprende un tensioactivo para prevenir la fibrilacién espe-
cialmente cuando se mezcla el derivado de insulina con una insulina de accién rapida como parte de insulina. Pue-
den emplearse varios tensioactivos convencionales, tales como ésteres de acidos grasos de polioxietileno y alcoho-
les, y ésteres de acidos grasos de polioxietileno sorbitol. Las cantidades generalmente variaran entre aproximada-
mente 0,001 y aproximadamente 0,1 % en peso de la formulacion.

En una modalidad adicional de la invencion el tensioactivo se selecciona de un detergente, aceite de castor etoxila-
do, glicéridos poliglicolizados, monoglicéridos acetilados, ésteres de sorbitan y acido graso, polimeros de bloques de
polioxipropileno-polioxietileno (por ejemplo, poloxameros como Pluronic® F68, poloxamero 188 y 407, Triton X-100),
ésteres de polioxietileno sorbitan y acido graso, derivados de polioxietileno y polietileno como derivados alquilados y
alcoxilados (polisorbatos, por ejemplo Tween-20, Tween-40, Tween-80 y Brij-35), monoglicéridos o sus derivados
etoxilados, diglicéridos o sus derivados de polioxietileno, alcoholes, glicerol, lectinas y fosfolipidos (por ejemplo, fos-
fatidil serina, fosfatidil colina, fosfatidil etanolamina, fosfatidil inositol, difosfatidil glicerol y esfingomielina), derivados
de fosfolipidos (por ejemplo, acido dipalmitoil fosfatidico) y lisofosfolipidos (por ejemplo, palmitoil lisofosfatidil-L-
serina y 1-acil-sn-glicero-3-fosfato ésteres de etanolamina, colina, serina o treonina) y alquil, alcoxil (alquil éster),
alcoxi (alquil éter)- derivados de lisofosfatidil y fosfatidilcolinas, por ejemplo lauroil y miristoil derivados de lisofosfati-
dilcolina, dipalmitoilfosfatidilcolina, y modificaciones del grupo de la cabeza polar, es decir colinas, etanolaminas,
acido fosfatidico, serinas, treoninas, glicerol, inositol, y DODAC, DOTMA, DCP, BISHOP cargados positivamente,
lisofosfatidilserina y lisofosfatidiltreonina, y glicerofosfolipidos (por ejemplo, cefalinas), gliceroglicolipidos (por ejem-
plo, galactopiranésido), esfingoglicolipidos (por ejemplo, ceramidas, gangliésidos), dodecilfosfocolina, lisolecitina del
huevo de gallina, derivados del acido fusidico - (por ejemplo tauro-dihidrofusidato de sodio, etcétera), acidos grasos
de cadena larga y sus sales C6-C12 (por ejemplo, acido oleico y acido caprilico), acilcarnitinas y derivados, deriva-
dos de lisina, arginina o histidina, N-acilados, o derivados de lisina o arginina acilados en la cadena lateral, derivados
N-acilados de dipéptidos que comprenden cualquier combinacion de lisina, arginina o histidina y un aminoacido neu-
tro o acido, derivado N-acilado de un tripéptido que comprende cualquier combinaciéon de un aminoacido neutro y
dos aminoacidos cargados, DSS (docusato de sodio, registro CAS num. [577-11-7]), docusato de calcio, registro
CAS num. [128-49-4]), docusato de potasio, registro CAS num. [7491-09-0]), SDS (dodecil sulfato de sodio o laurilsu-
Ifato de sodio), caprilato de sodio, acido célico o derivados de estos, acidos biliares y sus sales y conjugados de gli-
cina o taurina, acido ursodesoxicdlico, colato de sodio, desoxicolato de sodio, taurocolato de sodio, glicocolato de
sodio, N-hexadecil-N,N-dimetil-3-amonio-1-propanosulfonato, tensoactivos monovalentes (alquil-aril-sulfonatos)
anionicos, tensoactivos zwitterionicos (por ejemplo N-alquil-N,N-dimetilamonio-1-propanosulfonatos, 3-colamido-1-
propildimetilamonio-1-propanosulfonato, tensoactivos catiénicos (bases cuaternarias de amonio) (por ejemplo bro-
muro de cetil-trimetilamonio, cloruro de cetilpiridinio), tensoactivos no idnicos (por ejemplo, dodecil -D-
glucopirandsido), poloxaminas (por ejemplo, de Tetronic), que son copolimeros de bloque tetrafuncionales derivados
de la adicién secuencial de 6xido de propileno y 6xido de etileno a etilendiamina, o el tensoactivo puede seleccionar-
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se del grupo de derivados de imidazolina, o sus mezclas. Cada uno de estos tensoactivos especificos constituye una
modalidad alternativa de la invencién.

El uso de un tensoactivo en composiciones farmacéuticas es bien conocido por los expertos. Por conveniencia se
hace referencia a Remington: The Science and Practice of Pharmacy, 19na edicién, 1995.

Los agentes isotonicos tipicos son cloruro sodico, manitol, dimetil sulfona, 1,2 propanodiol y glicerol y los conservantes
tipicos son fenol, m-cresol, p-hidroxibenzoato de metilo y alcohol bencilico.

Los ejemplos de tampones adecuados son acetato de sodio, dlicilglicina, HEPES (acido 4-(2-hidroxietil)-1-
piperazinetanosulfénico), tris-hidroximetil-aminometano, y fosfato de sodio.

Las composiciones farmacéuticas de acuerdo con la presente invencion pueden usarse en el tratamiento de estados que
son sensibles a la insulina. Por lo tanto, pueden usarse en el tratamiento de la diabetes tipo 1, la diabetes tipo 2 y la hi-
perglucemia, por ejemplo, como se observa en ocasiones en personas gravemente lesionadas y personas que se han
sometido a cirugia mayor. El nivel de dosis éptimo para cualquier paciente dependera de una variedad de factores que
incluyen la eficacia de la insulina acilada especifica o la mezcla de la insulina acilada con una insulina de accién rapida
empleada, la edad, el peso corporal, la actividad fisica, y la dieta del paciente, de una posible combinacién con otros far-
macos, y de la gravedad del estado a tratar. Se recomienda que la dosificacion diaria del derivado de insulina de esta
invencion se determine para cada paciente individual por los expertos en la técnica de una manera similar a las composi-
ciones de insulina conocidas.

La presente invencion se ilustra adicionalmente mediante los siguientes ejemplos que, sin embargo, no deben interpre-
tarse como limitantes del alcance de la proteccion.

Los siguientes parrafos resumen la invencion:

1a. La formulacion farmacéutica que comprende un derivado de insulina en donde la formulacién comprende ade-
mas

c) mas de 4 atomos de zinc por 6 moléculas del derivado de insulina,

d) un compuesto que forma complejos de zinc usado en una cantidad suficiente para aumentar la tendencia del
derivado de insulina a autoasociarse en dodecameros.

2a. Una formulacion farmacéutica estable en almacenamiento que comprende un derivado de insulina en donde la
formulacion comprende ademas

c) mas de 4 atomos de zinc por 6 moléculas del derivado de insulina

d) un compuesto que forma complejos de zinc usado en una cantidad suficiente para aumentar la tendencia del
derivado de insulina a autoasociarse en dodecameros.

3a. La formulacion farmacéutica que comprende un derivado de insulina para el tratamiento de la diabetes tipo 1,
diabetes tipo 2 y otros estados que provocan hiperglicemia en pacientes que necesitan de tal tratamiento, en donde
la formulacién comprende ademas

c) mas de 4 atomos de zinc por 6 moléculas del derivado de insulina,

d) un compuesto que forma complejos de zinc usado en una cantidad suficiente para aumentar la tendencia del
derivado de insulina a autoasociarse en dodecameros.

4a. La formulacién farmacéutica de acuerdo con los parrafos 1, 2 o 3, en donde la formulacién comprende mas de
aproximadamente 4,3 atomos de zinc por 6 moléculas del derivado de insulina, mas de aproximadamente 4,5 ato-
mos de zinc por 6 moléculas del derivado de insulina, mas de aproximadamente 4,7 atomos de zinc por 6 moléculas
del derivado de insulina, mas de aproximadamente 4,9 atomos de zinc por 6 moléculas del derivado de insulina, mas
de aproximadamente 5 atomos de zinc por 6 moléculas del derivado de insulina, mas de aproximadamente 5,5 ato-
mos de zinc por 6 moléculas del derivado de insulina, mas de aproximadamente 6,5 atomos de zinc por 6 moléculas
del derivado de insulina, mas de aproximadamente 7,0 atomos de zinc por 6 moléculas del derivado de insulina o
mas de aproximadamente 7,5 atomos de zinc por 6 moléculas del derivado de insulina.

5a. La formulacion farmacéutica de acuerdo con los parrafos 1-4, en donde la formulacion comprende hasta aproxi-
madamente 12 iones de zinc por 6 moléculas del derivado de insulina.

6a. La formulacion farmacéutica de acuerdo con los parrafos 1-5, en donde la formulaciéon farmacéutica comprende
entre aproximadamente 4,3 y aproximadamente 12 iones de zinc por 6 moléculas del derivado de insulina, entre
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aproximadamente 4,5 y aproximadamente 12 iones de zinc por 6 moléculas del derivado de insulina, entre aproxi-
madamente 4,7 y aproximadamente 12 iones de zinc por 6 moléculas del derivado de insulina, entre aproximada-
mente 4,9 y aproximadamente 12 iones de zinc por 6 moléculas del derivado de insulina, entre aproximadamente 5 y
aproximadamente 11,4 atomos de zinc por 6 moléculas del derivado de insulina, entre aproximadamente 5,5 y apro-
ximadamente 10 atomos de zinc por 6 moléculas del derivado de insulina, entre aproximadamente 6 y aproximada-
mente 10,5 atomos de zinc por 6 moléculas del derivado de insulina, entre aproximadamente 6,5 y aproximadamente
10 atomos de zinc por 6 moléculas del derivado de insulina o entre aproximadamente 7 y aproximadamente 9 ato-
mos de zinc por 6 moléculas del derivado de insulina.

7a. La formulacion farmacéutica de acuerdo con los parrafos 1-6, en donde la relacién molar entre el compuesto que
forma complejos de zinc y los iones de zinc es de aproximadamente 0,05 a aproximadamente 10.

8a. La formulacion farmacéutica de acuerdo con los parrafos 1-7, en donde la relacién molar entre el compuesto que
forma complejos de zinc y los iones de zinc es de aproximadamente 0,1 a aproximadamente 2, de aproximadamente
0,1 a aproximadamente 1 o de aproximadamente 0,2 a aproximadamente 1.

9a. La formulacién farmacéutica de acuerdo con los parrafos 1-8, en donde el compuesto que forma complejos de
zinc esta presente en una cantidad de hasta aproximadamente 4 mM.

10a. La formulacion farmacéutica de acuerdo con los péarrafos 1-9, en donde el compuesto que forma complejos de
zinc esté presente en una cantidad de aproximadamente 0,05 mM a aproximadamente 4 mM, de aproximadamente
0,1 mM a aproximadamente 2 mM o de aproximadamente 0,1 a aproximadamente 1,8 mM.

11a. La formulacion farmacéutica de acuerdo con los parrafos 1-10, en donde el compuesto que forma complejos de
zinc esta presente en una cantidad de hasta aproximadamente 1 mM.

12a. La formulacion farmacéutica de acuerdo con los parrafos 1-11, en donde el compuesto que forma complejos de
zinc esta presente en una cantidad de aproximadamente 0,05 mM a aproximadamente 0,95 mM.

13a. La formulacion farmacéutica de acuerdo con los parrafos 1-12, en donde el compuesto que forma complejos de
zinc esta presente en una cantidad de aproximadamente 0,1 mM a aproximadamente 0,9 mM, de aproximadamente
0,1 mM a aproximadamente 0,8 mM, de aproximadamente 0,1 mM a aproximadamente 0,7 mM, de aproximadamen-
te 0,1 mM a aproximadamente 0,6 mM, de aproximadamente 0,2 mM a aproximadamente 0,9 mM o de aproxima-
damente 0,2 mM a aproximadamente 0,8 mM.

14a. La formulacion farmacéutica de acuerdo con los parrafos 1-13, en donde al menos aproximadamente 76 % de
las moléculas derivadas de insulina estédn presentes como dodecdmeros medido por SEC con fenol después del
almacenamiento a 37 °C durante 4 semanas.

15a. La formulacion farmacéutica de acuerdo con los parrafos 1-14, en donde al menos aproximadamente 77 %, al
menos aproximadamente 78 %, al menos aproximadamente 79 %, al menos aproximadamente 80 % o al menos
aproximadamente 85 %, al menos aproximadamente 90 %, al menos aproximadamente 95 %, al menos aproxima-
damente 98 %, al menos aproximadamente 99 %, o al menos aproximadamente 99,8 % de las moléculas de insulina
en la formulacion farmacéutica estan presentes como dodecameros medido por SEC con fenol después del almace-
namiento a 37 °C durante 4 semanas.

16a. La formulaciéon farmacéutica de acuerdo con los parrafos 1-17, en donde hasta aproximadamente 5 % de las
moléculas del derivado de insulina estan presentes como mondémeros medido por SEC sin fenol después del alma-
cenamiento a 37 °C durante 4 semanas.

17a. La formulacién farmacéutica de acuerdo con los parrafos 1-16, en donde hasta aproximadamente 4,5 %, hasta
aproximadamente 4 %, hasta aproximadamente 3,5 %, hasta aproximadamente 3,0 %, hasta aproximadamente 2,5
%, hasta aproximadamente 2,0 % o hasta aproximadamente 1,5 % de las moléculas del derivado de insulina estan
presentes como monémeros medido por SEC sin fenol después del almacenamiento a 37 °C durante 4 semanas.

18a. La formulacion farmacéutica de acuerdo con los parrafos 1-17, en donde el compuesto que forma complejos de
zinc son compuestos de citrato y/o compuestos de histidina.

19a. La formulacién farmacéutica de acuerdo con el parrafo 18, en donde el compuesto de citrato es acido citrico
monohidrato.

20a. La formulacion farmacéutica de acuerdo con los parrafos 1-19, en donde el compuesto de histidina es dipépti-
dos que contienen histidina o tripéptidos que contienen histidina,

21a. La formulacién farmacéutica de acuerdo con el parrafo 20, en donde el compuesto que forma complejos de zinc
es L-histidina.
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22a. La formulacién farmacéutica de acuerdo con los parrafos 1-21, en donde el derivado de insulina se selecciona
del grupo que consiste en derivados de insulina de insulina humana, derivados de insulina de insulina humana
desB30, derivados de insulina de analogos de insulina, insulina humana acilada, insulina humana desB30 acilada,
analogos de insulina acilada, insulina bovina acilada e insulina porcina acilada.

23a. La formulacion farmacéutica de acuerdo con el parrafo 1-22, en donde el derivado de insulina tiene un sustitu-
yente -W—-X-Y—-Z unido al grupo g-amino de un residuo de Lys presente en la cadena B de la insulina parental, don-
de el sustituyente es de la formula general: ~-W-X-Y-Z

en donde W es:

e un residuo de a-aminoacido que tiene un grupo de acido carboxilico en la cadena lateral cuyo residuo forma, con
uno de sus grupos de acido carboxilico, un grupo amida junto con el grupo €-amino de un residuo de Lys presente en
la cadena B de la insulina parental;

e una cadena compuesta de dos, tres o cuatro residuos de a-aminoacidos unidos entre si mediante enlaces carbo-
nil amida, cuya cadena — mediante un enlace amida - se une al grupo €-amino de un residuo de Lys presente en la
cadena B de la insulina parental, los residuos de aminoacidos de W se seleccionan del grupo de residuos de ami-
noacidos que tienen una cadena lateral neutra y residuos de aminoacidos que tienen un grupo de acido carboxilico
en la cadena lateral de manera que W tiene al menos un residuo de aminoacido que tiene un grupo de acido carbo-
Xilico en la cadena lateral; o

e un enlace covalente de X a un grupo €-amino de un residuo de Lys presente en la cadena B de la insulina paren-
tal;

Xes:

e —CO-;

e —CH(COOH)CO-;

¢ —CO -N(CH2COO0OH)CH2CO-;

¢ —CO -N(CH2COOH)CH2CON(CH2COOH)CH2CO—;

¢ —CO -N(CH2CH2COOH)CH2CH2CO—;

—CO —N(CH2CH2COO0H)CH2CH2CON(CH2CH2COOH)CH2CH2CO—;
e —CO -NHCH(COOH)(CH2)sNHCO- ;

e —CO -N(CH2CH2COOH)CH2CO—; 0

—CO —N(CH2CO0H)CH2CH2CO-.

que

a) cuando W es un residuo de aminoacido o una cadena de residuos de aminoacidos, mediante un enlace del car-
bono subrayado forma un enlace amida con un grupo amino en W, o

b) cuando W es un enlace covalente, mediante un enlace del carbono carbonilo subrayado forma un enlace amida
con el grupo e-amino de un residuo de Lys presente en la cadena B de la insulina parental;

Y es:
e —(CHz2)m— donde m es un ndmero entero en el intervalo de 6 a 32;

e una cadena hidrocarbonada divalente que comprende 1, 2 o 3 grupos —CH=CH- y un nimero de grupos -CHa-
suficiente para proporcionar un nimero total de atomos de carbono en la cadena en el intervalo de 10 a 32; Y

Z es:
e —COOH;
e —CO-Asp;
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e —CO-Gluy;
o —CO-Gly;
e —CO-Sar;

e —CH(COOH)z;

e —N(CH2COOH)z;

e -SOsH;o0

e —POsH

siempre que cuando W es un enlace covalente y X es —-CO—, entonces Z es diferente de -COOH.

24a. La formulacién farmacéutica de acuerdo con el parrafo 23, en donde la formulacion comprende un derivado de
insulina seleccionado del grupo que consiste en

insulina humana N&2°—(N9-(HOOC(CHz2)14CO)- y-Glu) des(B30);

insulina humana N&2°—(N-(HOOC(CHz2)15CO)- y-Glu) des(B30);

insulina humana N&2°—(N-(HOOC(CHz2)16CO)- y-Glu) des(B30);

insulina humana N&2°—(Ne-(HOOC(CH2)17CO)- y-Glu) des(B30);

insulina humana N&82°—(N°-(HOOC(CH2)18CO)- y-Glu) des(B30);

insulina humana N&82°—(Ne-(HOOC(CH2)16CO)- y-Glu-N-(y-Glu)) des(B30);
insulina humana N&82°—(N2-(Asp-OC(CHz2)16CO)-_y-Glu) des(B30);

insulina humana N&82°—(N°-(Glu-OC(CH2)14CO)- y-Glu) des(B30);

insulina humana N&2°—(N°-(Glu-OC(CHz2)14CO-) des(B30);

insulina humana N2%—(N9-(Asp-OC(CH2)16CO-) des(B30);

insulina humana N¢82°—(N2-(HOOC(CH)2)16CO)-a-Glu-N-(3-Asp)) des(B30);
insulina humana N&82°—(N®-(Gly-OC(CH2)13CO)- y-Glu) des(B30);

insulina humana N&82°—(N®-(Sar-OC(CHz2)13CO)-_y-Glu) des(B30);

insulina humana N&82°—(N2-(HOOC(CH2)13CO)- y-Glu) des(B30);

insulina humana N&82°—(N9-(HOOC(CHz2)13CO)-B-Asp) des(B30);

insulina humana N&82°—(Ne-(HOOC(CHz2)13CO)-B-Glu) des(B30);

insulina humana N&82°—(N°-(HOOC(CHz2)16CO)- y-D-Glu) des(B30) ;
insulina humana N¢82°-hexadecandioil-y-Glu desB30; y

insulina humana N&82°—(N°-(HOOC(CHz2)14CO)-B-D-Asp) des(B30)

25a. La formulacion farmacéutica de acuerdo con los parrafos 1-22, en donde el derivado de insulina es insulina hu-
mana N®2°-gp-carboxi-pentadecanoil-y-L-glutamilamida desB30 o insulina humana N#82%-¢-carboxi-pentadecanoil-y-
amino-butanoil desB30.

26a. La formulacion farmacéutica de acuerdo con los parrafos 1-25, en donde la formulacion farmacéutica compren-
de ademas una insulina de accién rapida.

30



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2744 384 T3

27a. La formulacion farmacéutica de acuerdo con el parrafo 26, en donde la insulina de accién rapida es insulina
humana AspB28, insulina humana LysB3GIluB29 y/o insulina humana LysB28ProB29.

28a. La formulacion farmacéutica de acuerdo con los parrafos 1-27, en donde la formulacion farmacéutica compren-
de ademas uno o mas excipientes seleccionados del grupo que consiste en conservantes, tampones, estabilizado-
res, agentes espesantes, portadores, agente isotdnico y tensioactivos.

29a. La formulacién farmacéutica de acuerdo con los parrafos 1-28, en donde el pH de la formulacién esta en el in-
tervalo de aproximadamente 6,5 a 8,5.

30a. La formulacién farmacéutica de acuerdo con los parrafos 1-29, en donde el pH de la formulacién esta en el in-
tervalo de aproximadamente 7,0 a aproximadamente 8,0 o de aproximadamente 7,4 a aproximadamente 7,6.

31a. La formulaciéon farmacéutica que comprende un derivado de insulina, en donde la formulacion comprende ade-
mas

d) mas de 4 atomos de zinc por 6 moléculas del derivado de insulina,

e) un compuesto que forma complejos de zinc usado en una cantidad suficiente para aumentar la tendencia del
derivado de insulina a autoasociarse en dodecameros, y

f) el derivado de insulina tiene un sustituyente —-WW—X-Y-Z unido al grupo €e-amino de un residuo de Lys presente en
la cadena B de la insulina parental, donde el sustituyente es de la formula general: -W-X-Y-Z

en donde W es:

e un residuo de a-aminoacido que tiene un grupo de acido carboxilico en la cadena lateral cuyo residuo forma, con
uno de sus grupos de acido carboxilico, un grupo amida junto con el grupo g-amino de un residuo de Lys presente en
la cadena B de la insulina parental;

e una cadena compuesta de dos, tres o cuatro residuos de a-aminoacidos unidos entre si mediante enlaces carbo-
nil amida, cuya cadena — mediante un enlace amida - se une al grupo €-amino de un residuo de Lys presente en la
cadena B de la insulina parental, los residuos de aminoacidos de W se seleccionan del grupo de residuos de ami-
noacidos que tienen una cadena lateral neutra y residuos de aminoacidos que tienen un grupo de acido carboxilico
en la cadena lateral de manera que W tiene al menos un residuo de aminoacido que tiene un grupo de acido carbo-
xilico en la cadena lateral; o

e un enlace covalente de X a un grupo €-amino de un residuo de Lys presente en la cadena B de la insulina paren-
tal;

Xes:

. -CO-;

. —CH(COOH)CO—;

. —CO —N(CH2COO0H)CH2CO-;

. —CO —N(CH2COOH)CH2CON(CH2COOH)CH2CO-;
. —CO —N(CH2CH2COOH)CH2CH2C0—;

o —CO —N(CH2CH2CO0OH)CH2CH2CON(CH2CH2COOH)CH2CH2CO—;
. —CO —-NHCH(COOH)(CHz2)sNHCO- ;

. —CO —N(CH2CH2CO0OH)CH2CO—-; o

. —CO —-N(CH2COOH)CH2CH2CO-.

que

a) cuando W es un residuo de aminoacido o una cadena de residuos de aminoacidos, mediante un enlace del car-
bono subrayado forma un enlace amida con un grupo amino en W, o
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b) cuando W es un enlace covalente, mediante un enlace del carbono carbonilo subrayado forma un enlace amida
con el grupo e-amino de un residuo de Lys presente en la cadena B de la insulina parental;

Y es:
. —(CHz)m— donde m es un numero entero en el intervalo de 6 a 32;
. una cadena hidrocarbonada divalente que comprende 1, 2 o 3 grupos —CH=CH- y un numero de grupos -

CHo:- suficiente para proporcionar un numero total de atomos de carbono en la cadena en el intervalo de 10 a 32; Y

Zes:

e —COOH;

e —CO-Asp;
e —CO-Glu;
o —CO-Gly;
e —CO-Sar;

e —CH(COOH)z;

e —N(CH2COOH)z;

e -SOs3H;o0

e —PO3H

siempre que cuando W es un enlace covalente y X es —-CO—, entonces Z es diferente de -COOH.

32a. La formulacién farmacéutica de acuerdo con el parrafo 31, en donde la formulacion comprende mas de aproxi-
madamente 4,3 atomos de zinc por 6 moléculas del derivado de insulina, mas de aproximadamente 4,5 atomos de
zinc por 6 moléculas del derivado de insulina, mas de aproximadamente 4,7 atomos de zinc por 6 moléculas del de-
rivado de insulina, mas de aproximadamente 4,9 atomos de zinc por 6 moléculas del derivado de insulina, mas de
aproximadamente 5 atomos de zinc por 6 moléculas del derivado de insulina, mas de aproximadamente 5,5 atomos
de zinc por 6 moléculas del derivado de insulina, mas de aproximadamente 6,5 atomos de zinc por 6 moléculas del
derivado de insulina, mas de aproximadamente 7,0 atomos de zinc por 6 moléculas del derivado de insulina o mas
de aproximadamente 7,5 atomos de zinc por 6 moléculas del derivado de insulina.

33a. La formulacion farmacéutica de acuerdo con los parrafos 31-32, en donde la formulacion comprende hasta
aproximadamente 12 iones de zinc por 6 moléculas del derivado de insulina.

34a. La formulacion farmacéutica de acuerdo con los parrafos 31-33, en donde la formulacién farmacéutica com-
prende entre aproximadamente 4,3 y aproximadamente 12 iones de zinc por 6 moléculas del derivado de insulina,
entre aproximadamente 4,5 y aproximadamente 12 iones de zinc por 6 moléculas del derivado de insulina, entre
aproximadamente 4,7 y aproximadamente 12 iones de zinc por 6 moléculas del derivado de insulina, entre aproxi-
madamente 4,9 y aproximadamente 12 iones de zinc por 6 moléculas del derivado de insulina, entre aproximada-
mente 5 y aproximadamente 11,4 atomos de zinc por 6 moléculas del derivado de insulina, entre aproximadamente
5,5 y aproximadamente 10 atomos de zinc por 6 moléculas del derivado de insulina, entre aproximadamente 6 y
aproximadamente 10,5 dtomos de zinc por 6 moléculas del derivado de insulina, entre aproximadamente 6,5 y apro-
ximadamente 10 4tomos de zinc por 6 moléculas del derivado de insulina o entre aproximadamente 7 y aproxima-
damente 9 atomos de zinc por 6 moléculas del derivado de insulina.

35a. La formulacion farmacéutica de acuerdo con los parrafos 31-34, en donde la relacion molar entre el compuesto
que forma complejos de zinc y los iones de zinc es de aproximadamente 0,05 a aproximadamente 10.

36a. La formulacion farmacéutica de acuerdo con los parrafos 31-35, en donde la relaciéon molar entre el compuesto
que forma complejos de zinc y los iones de zinc es de aproximadamente 0,1 a aproximadamente 2, de aproximada-
mente 0,1 a aproximadamente 1 o de aproximadamente 0,2 a aproximadamente 1.

37a. La formulacion farmacéutica de acuerdo con los parrafos 31-36, en donde el compuesto que forma complejos
de zinc esta presente en una cantidad de hasta aproximadamente 4 mM.
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38a. La formulacion farmacéutica de acuerdo con los parrafos 31-37, en donde el compuesto que forma complejos
de zinc esta presente en una cantidad de aproximadamente 0,05 mM a aproximadamente 4 mM, de aproximada-
mente 0,1 mM a aproximadamente 2 mM o de aproximadamente 0,1 a aproximadamente 1,8 mM.

39a. La formulacién farmacéutica de acuerdo con los parrafos 31-38, en donde el compuesto que forma complejos
de zinc esta presente en una cantidad de hasta aproximadamente 1mM.

40a. La formulaciéon farmacéutica de acuerdo con los parrafos 31-39, en donde el compuesto que forma complejos
de zinc esta presente en una cantidad de aproximadamente 0,05 mM a aproximadamente 0,95 mM.

41a. La formulacién farmacéutica de acuerdo con los parrafos 31-40, en donde el compuesto que forma complejos
de zinc esta presente en una cantidad de aproximadamente 0,1 mM a aproximadamente 0,9 mM, de aproximada-
mente 0,1 mM a aproximadamente 0,8 mM o de aproximadamente 0,1 mM a aproximadamente 0,7 mM, o de apro-
ximadamente 0,1 mM a aproximadamente 0,6 mM o de aproximadamente 0,2 mM a aproximadamente 0,9 mM o de
aproximadamente 0,2 mM a aproximadamente 0,8 mM.

42a. La formulacion farmacéutica de acuerdo con los parrafos 31-41, en donde al menos aproximadamente 76 % de
las moléculas derivadas de insulina estan presentes como dodecameros medido por SEC con fenol después del
almacenamiento a 37 °C durante 4 semanas.

43a. La formulacién farmacéutica de acuerdo con los parrafos 31-42, en donde al menos aproximadamente 77 %, al
menos aproximadamente 78 %, al menos aproximadamente 79 %, al menos aproximadamente 80 % o al menos
aproximadamente 85 %, al menos aproximadamente 90 %, al menos aproximadamente 95 %, al menos aproxima-
damente 98 %, al menos aproximadamente 99 %, o al menos aproximadamente 99,8 % de las moléculas de insulina
en la formulacion farmacéutica estan presentes como dodecameros medido por SEC con fenol después del almace-
namiento a 37 °C durante 4 semanas.

44a. La formulacién farmacéutica de acuerdo con los parrafos 31-43, en donde hasta aproximadamente 5 % de las
moléculas del derivado de insulina estén presentes como mondmeros medido por SEC sin fenol después del alma-
cenamiento a 37 °C durante 4 semanas.

45a. La formulacion farmacéutica de acuerdo con los parrafos 31-44, en donde hasta aproximadamente 4,5 %, hasta
aproximadamente 4 %, hasta aproximadamente 3,5 %, hasta aproximadamente 3,0 %, hasta aproximadamente 2,5
%, hasta aproximadamente 2,0 % o hasta aproximadamente 1,5 % de las moléculas del derivado de insulina estan
presentes como mondémeros medido por SEC sin fenol después del almacenamiento a 37 °C durante 4 semanas.

46a. La formulacion farmacéutica de acuerdo con los parrafos 31-45, en donde el compuesto que forma complejos
de zinc son compuestos de citrato y/o compuestos de histidina.

47a. La formulacion farmacéutica de acuerdo con el parrafo 31-46, en donde el compuesto de citrato es acido citrico
monohidrato.

48a. La formulacién farmacéutica de acuerdo con los parrafos 31-47, en donde el compuesto de histidina es dipépti-
dos que contienen histidina o tripéptidos que contienen histidina,

49a. La formulacion farmacéutica de acuerdo con el parrafo 31-48, en donde el compuesto que forma complejos de
zinc es L-histidina.

50a. La formulacion farmacéutica de acuerdo con los parrafos 31-49, en donde la formulaciéon comprende un deriva-
do de insulina seleccionado del grupo que consiste en

insulina humana N&2°—(N°-(HOOC(CH2)14CO)- y-Glu) des(B30);
insulina humana N&82°—(Ne-(HOOC(CH2)15CO)- y-Glu) des(B30);
insulina humana N&82°—(N°-(HOOC(CHz2)16CO)- y-Glu) des(B30);
insulina humana N&82°—(N°-(HOOC(CHz)17CO)- y-Glu) des(B30);
insulina humana N&82°—(N°-(HOOC(CHz2)18CO)- y-Glu) des(B30);
insulina humana N&82°—(N°-(HOOC(CHz2)16CO)-_y-Glu-N-(y-Glu)) des(B30);

insulina humana N&82°—(N°-(Asp-OC(CH2)16CO)- y-Glu) des(B30);
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insulina humana N&2°—(N9-(Glu-OC(CH2)14CO)- y-Glu) des(B30);
insulina humana N&2°—(N¢-(Glu-OC(CH2)14CO-) des(B30);

insulina humana N&82°—(N°-(Asp-OC(CH:)16CO-) des(B30);

insulina humana N&82°—(N9-(HOOC(CH)2)16CO)-a-Glu-N-(3-Asp)) des(B30);
insulina humana N&82°—(N°-(Gly-OC(CHz2)13CO)- y-Glu) des(B30);
insulina humana N&82°—(N°-(Sar-OC(CHz2)13CO)- y-Glu) des(B30);
insulina humana N&2°—(N9-(HOOC(CHz2)13CO)- y-Glu) des(B30);
insulina humana N&2°—(N-(HOOC(CHz2)13CO)-p-Asp) des(B30);
insulina humana N&2°—(Ne-(HOOC(CH2)13CO)-B-Glu) des(B30);
insulina humana N&2°—(Ne-(HOOC(CHz2)16CO)- y-D-Glu) des(B30) ;
insulina humana N#82%-hexadecandioil-y-Glu desB30; y

insulina humana N&82°—(N°-(HOOC(CH2)14CO)-p-D-Asp) des(B30)

51a. La formulaciéon farmacéutica de acuerdo con los parrafos 31-50, en donde la formulacién farmacéutica com-
prende ademas una insulina de accion rapida.

52a. La formulacion farmacéutica de acuerdo con el parrafo 51, en donde la insulina de accién rapida es insulina
humana AspB28, insulina humana LysB3GIluB29 y/o insulina humana LysB28ProB29.

53a. La formulacion farmacéutica de acuerdo con los parrafos 31-52, en donde la formulaciéon farmacéutica com-
prende ademas uno o mas excipientes seleccionados del grupo que consiste en conservantes, tampones, estabiliza-
dores, agentes espesantes, portadores, agente isotdnico y tensioactivos.

54a. La formulacién farmacéutica de acuerdo con los parrafos 31-53, en donde el pH de la formulacién esta en el
intervalo de aproximadamente 6,5 a 8,5.

55a. La formulacién farmacéutica de acuerdo con los parrafos 31-54, en donde el pH de la formulacion esta en el
intervalo de aproximadamente 7,0 a aproximadamente 8,0 o de aproximadamente 7,4 a aproximadamente 7,6.

56a. El uso del compuesto que forma complejos de zinc en una formulacién farmacéutica que comprende un deriva-
do de insulina e iones de zinc, en donde el compuesto que forma complejos de zinc se usa en una cantidad suficien-
te para aumentar la tendencia de dicho derivado de insulina a autoasociarse en dodecameros.

57a. El uso de acuerdo con el parrafo 56, en donde la formulacion farmacéutica comprende mas de 4 iones de zinc
por 6 moléculas del derivado de insulina.

58a. El uso de acuerdo con los parrafos 56-57, en donde la formulacién comprende mas de aproximadamente 4,3
atomos de zinc por 6 moléculas del derivado de insulina, mas de aproximadamente 4,5 atomos de zinc por 6 molé-
culas del derivado de insulina, mas de aproximadamente 4,7 atomos de zinc por 6 moléculas del derivado de insuli-
na, mas de aproximadamente 4,9 atomos de zinc por 6 moléculas del derivado de insulina, mas de aproximadamen-
te 5 atomos de zinc por 6 moléculas del derivado de insulina, mas de aproximadamente 5,5 atomos de zinc por 6
moléculas del derivado de insulina, mas de aproximadamente 6,5 atomos de zinc por 6 moléculas del derivado de
insulina, mas de aproximadamente 7,0 atomos de zinc por 6 moléculas del derivado de insulina 0 mas de aproxima-
damente 7,5 atomos de zinc por 6 moléculas del derivado de insulina.

59a. El uso de acuerdo con los parrafos 56-58, en donde la formulacién comprende hasta aproximadamente 12 io-
nes de zinc por 6 moléculas del derivado de insulina.

60a. El uso de acuerdo con los parrafos 56-59, en donde la formulacion farmacéutica comprende entre aproximada-
mente 4,3 y aproximadamente 12 iones de zinc por 6 moléculas del derivado de insulina, entre aproximadamente 4,5
y aproximadamente 12 iones de zinc por 6 moléculas del derivado de insulina, entre aproximadamente 4,7 y aproxi-
madamente 12 iones de zinc por 6 moléculas del derivado de insulina, entre aproximadamente 4,9 y aproximada-
mente 12 iones de zinc por 6 moléculas del derivado de insulina, entre aproximadamente 5 y aproximadamente 11,4
atomos de zinc por 6 moléculas del derivado de insulina, entre aproximadamente 5,5 y aproximadamente 10 4&tomos
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de zinc por 6 moléculas del derivado de insulina, entre aproximadamente 6 y aproximadamente 10,5 atomos de zinc
por 6 moléculas del derivado de insulina, entre aproximadamente 6,5 y aproximadamente 10 atomos de zinc por 6
moléculas del derivado de insulina o entre aproximadamente 7 y aproximadamente 9 atomos de zinc por 6 molécu-
las del derivado de insulina.

61a. El uso de acuerdo con los parrafos 56-60, en donde la relacién molar entre el compuesto que forma complejos
de zinc y los iones de zinc es de aproximadamente 0,05 a aproximadamente 10.

62a. El uso de acuerdo con los parrafos 56-61, en donde la relacién molar entre el compuesto que forma complejos
de zinc y los iones de zinc es de aproximadamente 0,1 a aproximadamente 2, de aproximadamente 0,1 a aproxima-
damente 1 o de aproximadamente 0,2 a aproximadamente 1.

63a. El uso de acuerdo con los parrafos 56-62, en donde el compuesto que forma complejos de zinc esta presente
en una cantidad de hasta aproximadamente 4 mM.

64a. El uso de acuerdo con los parrafos 56-63, donde el compuesto que forma complejos de zinc esta presente en
una cantidad de aproximadamente 0,05 mM a aproximadamente 4 mM, de aproximadamente 0,1 mM a aproxima-
damente 2 mM o de aproximadamente 0,1 a aproximadamente 1,8 mM.

65a. El uso de acuerdo con los péarrafos 56-64, en donde el compuesto que forma complejos de zinc esta presente
en una cantidad de hasta aproximadamente 1mM.

66a. El uso de acuerdo con los parrafos 56-65, en donde el compuesto que forma complejos de zinc esta presente
en una cantidad de aproximadamente 0,05 mM a aproximadamente 0,95 mM.

67a. El uso de acuerdo con los parrafos 56-66, en donde el compuesto que forma complejos de zinc esta presente
en una cantidad de aproximadamente 0,1 mM a aproximadamente 0,9 mM, de aproximadamente 0,1 mM a aproxi-
madamente 0,8 mM o de aproximadamente 0,1 mM a aproximadamente 0,7 mM, o de aproximadamente 0,1 mM a
aproximadamente 0,6 mM o de aproximadamente 0,2 mM a aproximadamente 0,9 mM o de aproximadamente 0,2
mM a aproximadamente 0,8 mM.

68a. El uso de acuerdo con los parrafos 56-67, en donde al menos aproximadamente 76 % de las moléculas deriva-
das de insulina estan presentes como dodecameros medido por SEC con fenol después del almacenamiento a 37 °C
durante 4 semanas.

69a. El uso de acuerdo con los parrafos 56-68, en donde al menos aproximadamente 77 %, al menos aproximada-
mente 78 %, al menos aproximadamente 79 %, al menos aproximadamente 80 % o al menos aproximadamente 85
%, al menos aproximadamente 90 %, al menos aproximadamente 95 %, al menos aproximadamente 98 %, al menos
aproximadamente 99 %, o al menos aproximadamente 99,8 % de las moléculas de insulina en la formulacién farma-
céutica estan presentes como dodecameros medido por SEC con fenol después del almacenamiento a 37 “C duran-
te 4 semanas.

70a. El uso de acuerdo con los parrafos 56-69, en donde hasta aproximadamente 5 % de las moléculas del derivado
de insulina estan presentes como monémeros medidio por SEC sin fenol después del almacenamiento a 37 “C du-
rante 4 semanas.

71a. El uso de acuerdo con los parrafos 56-70, en donde hasta aproximadamente 4,5 %, hasta aproximadamente 4
%, hasta aproximadamente 3,5 %, hasta aproximadamente 3,0 %, hasta aproximadamente 2,5 %, hasta aproxima-
damente 2,0 % o hasta aproximadamente 1,5 % de las moléculas del derivado de insulina estan presentes como
monomeros medido por SEC sin fenol después del almacenamiento a 37 °C durante 4 semanas.

72a. El uso de acuerdo con los parrafos 56-71, en donde el compuesto que forma complejos de zinc son compues-
tos de citrato y/o compuestos de histidina.

73a. El uso de acuerdo con el parrafo 56-72, en donde el compuesto de citrato es acido citrico monohidrato.

74a. El uso de acuerdo con los parrafos 56-73, en donde el compuesto de histidina es dipéptidos que contienen his-
tidina o tripéptidos que contienen histidina,

75a. El uso de acuerdo con los parrafos 56-73, en donde el compuesto que forma complejos de zinc es L-histidina.
76a. El uso de acuerdo con los parrafos 56-75, en donde el derivado de insulina tiene un sustituyente —-W-X-Y-Z
unido al grupo g-amino de un residuo de Lys presente en la cadena B de la insulina parental, donde el sustituyente
es de la férmula general: -W-X-Y-Z

en donde W es:
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e un residuo de a-aminoacido que tiene un grupo de acido carboxilico en la cadena lateral cuyo residuo forma, con
uno de sus grupos de acido carboxilico, un grupo amida junto con el grupo e-amino de un residuo de Lys presente en
la cadena B de la insulina parental;

e una cadena compuesta de dos, tres o cuatro residuos de a-aminoacidos unidos entre si mediante enlaces carbo-
nil amida, cuya cadena — mediante un enlace amida - se une al grupo €-amino de un residuo de Lys presente en la
cadena B de la insulina parental, los residuos de aminoacidos de W se seleccionan del grupo de residuos de ami-
noacidos que tienen una cadena lateral neutra y residuos de aminoacidos que tienen un grupo de acido carboxilico

en la cadena lateral de manera que W tiene al menos un residuo de aminoacido que tiene un grupo de acido carbo-
Xilico en la cadena lateral; o

e un enlace covalente de X a un grupo €-amino de un residuo de Lys presente en la cadena B de la insulina paren-
tal;

X es:
e —CO~
e —CH(COOH)CO-;

e —CO -N(CH2COOH)CH>CO-;

—CO —N(CH2CO0H)CH2CON(CH2COOH)CH2CO-;
e —CO -N(CH2CH>COOH)CH>CH>CO—;
e —CO —N(CH2CH2COOH)CH2CH2CON(CH2CH2COOH)CH2CH2CO—;
e —CO -NHCH(COOH)(CH2)sNHCO- ;

¢ —CO -N(CH2CH2COOH)CH2CO—; 0

—CO -N(CH2COOH)CH2CH2CO-.
que

a) cuando W es un residuo de aminoacido o una cadena de residuos de aminoacidos, mediante un enlace del car-
bono subrayado forma un enlace amida con un grupo amino en W, o

b) cuando W es un enlace covalente, mediante un enlace del carbono carbonilo subrayado forma un enlace amida
con el grupo g-amino de un residuo de Lys presente en la cadena B de la insulina parental;

Y es:
e —(CH2)m— donde m es un nimero entero en el intervalo de 6 a 32;

e una cadena hidrocarbonada divalente que comprende 1, 2 o 3 grupos —CH=CH- y un numero de grupos -CH2-
suficiente para proporcionar un nimero total de atomos de carbono en la cadena en el intervalo de 10 a 32; Y

Zes:

. —COOH;

. —CO-Asp;

. —CO-GClu;

. —-CO-Gly;

. —CO-Sar;

. —CH(COOH)z;

. —N(CH2COOH)z;
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. —SO0s3H; 0
. —POsH
siempre que cuando W es un enlace covalente y X es —CO—, entonces Z es diferente de -COOH.

77a. El uso de acuerdo con los parrafos 56-76, en donde el derivado de insulina se selecciona del grupo que consis-
teen

insulina humana N&2°—(N°-(HOOC(CH2)14CO)- y-Glu) des(B30);

insulina humana N&2°—(N°-(HOOC(CH2)15CO)- y-Glu) des(B30);

insulina humana N&82°—(N°-(HOOC(CHz2)16CO)- y-Glu) des(B30);

insulina humana N&82°—(N°-(HOOC(CHz2)17CO)- y-Glu) des(B30);

insulina humana N&82°—(N°-(HOOC(CHz2)18CO)- y-Glu) des(B30);

insulina humana N&82°—(N°-(HOOC(CHz2)16CO)-_y-Glu-N-(y-Glu)) des(B30);
insulina humana N#82°—(N-(Asp-OC(CH2)16CO)- y-Glu) des(B30);
insulina humana N&82°—(N°-(Glu-OC(CH2)14CO)- y-Glu) des(B30);

insulina humana N&2%—(N9-(Glu-OC(CH2)14CO-) des(B30);

insulina humana N&2%—(Ne-(Asp-OC(CH2)16CO-) des(B30);

insulina humana N&82°—(Ne-(HOOC(CH)2)16CO)-a-Glu-N-(B-Asp)) des(B30);
insulina humana N&82°—(N°-(Gly-OC(CHz2)13CO)- y-Glu) des(B30);

insulina humana N&82°—(N°-(Sar-OC(CH2)13CO)- y-Glu) des(B30);

insulina humana N&82°—(N°-(HOOC(CHz2)13CO)-y-Glu) des(B30);

insulina humana N&82°—(N9-(HOOC(CHz2)13CO)-B-Asp) des(B30);

insulina humana N&2°—(N2-(HOOC(CH2)13CO)-p-Glu) des(B30);

insulina humana N&82°—(N9-(HOOC(CHz2)16CO)- y-D-Glu) des(B30) ;
insulina humana Ne82°-hexadecandioil-y-Glu desB30; y

insulina humana N&82°—(N°-(HOOC(CHz2)14CO)-B-D-Asp) des(B30)

78a. El uso de acuerdo con los parrafos 56-75, en donde el derivado de insulina es insulina humana N®82%-g-carboxi-
pentadecanoil-y-L-glutamilamida desB30 o insulina humana N#82°-g-carboxi-pentadecanoil-y-amino-butanoil desB30.

79a. El uso de acuerdo con los parrafos 56-78, en donde la formulacion farmacéutica comprende ademas una insuli-
na de accion rapida.

80a. El uso de acuerdo con el parrafo 79, en donde la insulina de accién rapida es insulina humana AspB28, insulina
humana LysB3GluB29 y/o insulina humana LysB28ProB29.

81a. El uso de acuerdo con los parrafos 56-80, en donde la formulacion farmacéutica comprende ademas uno o mas
excipientes seleccionados del grupo que consiste en conservantes, tampones, estabilizadores, agentes espesantes,
portadores, agente isotonico y tensioactivos.

82a. Un proceso para preparar una formulaciéon farmacéutica que comprende

d) proporcionar una fase acuosa que comprende un derivado de insulina,
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e) proporcionar mas de aproximadamente 4 iones de zinc por 6 moléculas del derivado de insulina,

f) proporcionar un compuesto que forma complejos de zinc para aumentar la tendencia del derivado de insulina a
autoasociarse a la forma de dodecamero,

mezclar la fase acuosa, los iones de zinc y el compuesto que forma complejos de zinc para formar una formulacion
farmacéutica.

83a. Un proceso para preparar una formulacion farmacéutica estable en almacenamiento que comprende
d) proporcionar una fase acuosa que comprende un derivado de insulina
e) proporcionar mas de aproximadamente 4 iones de zinc por 6 moléculas del derivado de insulina,

f) proporcionar un compuesto que forma complejos de zinc para aumentar la tendencia del derivado de insulina a
autoasociarse a la forma de dodecamero,

mezclar la fase acuosa, los iones de zinc y el compuesto que forma complejos de zinc para formar una formulacion
farmaceéutica.

84a. El proceso de acuerdo con los parrafos 82 u 83, en donde la formulacién comprende mas de aproximadamente
4,3 atomos de zinc por 6 moléculas del derivado de insulina, mas de aproximadamente 4,5 atomos de zinc por 6
moléculas del derivado de insulina, mas de aproximadamente 4,7 atomos de zinc por 6 moléculas del derivado de
insulina, mas de aproximadamente 4,9 atomos de zinc por 6 moléculas del derivado de insulina, mas de aproxima-
damente 5 atomos de zinc por 6 moléculas del derivado de insulina, mas de aproximadamente 5,5 atomos de zinc
por 6 moléculas del derivado de insulina, mas de aproximadamente 6,5 atomos de zinc por 6 moléculas del derivado
de insulina, mas de aproximadamente 7,0 atomos de zinc por 6 moléculas del derivado de insulina o0 mas de aproxi-
madamente 7,5 atomos de zinc por 6 moléculas del derivado de insulina.

85a. El proceso de acuerdo con los péarrafos 82-84, en donde la formulaciéon comprende hasta aproximadamente 12
iones de zinc por 6 moléculas del derivado de insulina.

86a. El proceso de acuerdo con los parrafos 82-85, en donde la formulacion farmacéutica comprende entre aproxi-
madamente 4,3 y aproximadamente 12 iones de zinc por 6 moléculas del derivado de insulina, entre aproximada-
mente 4,5 y aproximadamente 12 iones de zinc por 6 moléculas del derivado de insulina, entre aproximadamente 4,7
y aproximadamente 12 iones de zinc por 6 moléculas del derivado de insulina, entre aproximadamente 4,9 y aproxi-
madamente 12 iones de zinc por 6 moléculas del derivado de insulina, entre aproximadamente 5 y aproximadamente
11,4 dtomos de zinc por 6 moléculas del derivado de insulina, entre aproximadamente 5,5 y aproximadamente 10
atomos de zinc por 6 moléculas del derivado de insulina, entre aproximadamente 6 y aproximadamente 10,5 atomos
de zinc por 6 moléculas del derivado de insulina, entre aproximadamente 6,5 y aproximadamente 10 atomos de zinc
por 6 moléculas del derivado de insulina o entre aproximadamente 7 y aproximadamente 9 atomos de zinc por 6
moléculas del derivado de insulina.

87a. El proceso de acuerdo con los parrafos 82-86, en donde los atomos de zinc se mezclan en la formulacion far-
macéutica en dos o mas de dos etapas.

88a. El proceso de acuerdo con los parrafos 82-87, en donde la formulacion farmacéutica se proporciona mediante
la mezcla de los atomos de zinc en la fase acuosa en tres, cuatro, cinco o seis etapas.

89a. El proceso de acuerdo con los parrafos 82-88, en donde la formulaciéon farmacéutica se proporciona mediante
la mezcla de los atomos de zinc en la fase acuosa antes de mezclarse en un conservante.

90a. El proceso de acuerdo con los parrafos 82-89, en donde la formulacién farmacéutica se proporciona mediante
la mezcla de los atomos de zinc en la formulacion farmacéutica después de mezclarse en un conservante.

91a. El proceso de acuerdo con los parrafos 82-90, la formulacion farmacéutica se proporciona mediante la mezcla
de los atomos de zinc en al menos dos etapas, en donde al menos una primera etapa comprende mezclar los ato-
mos de zinc en la formulacion farmacéutica antes de mezclarse en un conservante y al menos una segunda etapa
comprende mezclar los atomos de zinc después de mezclarse en el conservante.

92a. El proceso de acuerdo con los parrafos 82-91, en donde el conservante es fenol y/o m-cresol.

93a. El proceso de acuerdo con los parrafos 82-92, en donde la relacién molar entre el compuesto que forma com-
plejos de zinc y los iones de zinc es de aproximadamente 0,05 a aproximadamente 10.

94a. El proceso de acuerdo con los parrafos 82-93, en donde la relacién molar entre el compuesto que forma com-
plejos de zinc y los iones de zinc es de aproximadamente 0,1 a aproximadamente 2, de aproximadamente 0,1 a
aproximadamente 1 o de aproximadamente 0,2 a aproximadamente 1.
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95a. El proceso de acuerdo con los parrafos 82-94, en donde el compuesto que forma complejos de zinc esta pre-
sente en una cantidad de hasta aproximadamente 4 mM.

96a. El proceso de acuerdo con los parrafos 82-95, en donde el compuesto que forma complejos de zinc esta pre-
sente en una cantidad de aproximadamente 0,05 mM a aproximadamente 4 mM, de aproximadamente 0,1 mM a
aproximadamente 2 mM o de aproximadamente 0,1 a aproximadamente 1,8 mM.

97a. El proceso de acuerdo con los parrafos 82-96, en donde el compuesto que forma complejos de zinc esta pre-
sente en una cantidad de hasta aproximadamente 1mM.

98a. El proceso de acuerdo con los parrafos 82-97, en donde el compuesto que forma complejos de zinc esta pre-
sente en una cantidad de aproximadamente 0,05 mM a aproximadamente 0,95 mM.

99a. El proceso de acuerdo con los parrafos 82-98, en donde el compuesto que forma complejos de zinc esta pre-
sente en una cantidad de aproximadamente 0,1 mM a aproximadamente 0,9 mM, de aproximadamente 0,1 mM a
aproximadamente 0,8 mM o de aproximadamente 0,1 mM a aproximadamente 0,7 mM, o de aproximadamente 0,1
mM a aproximadamente 0,6 mM o de aproximadamente 0,2 mM a aproximadamente 0,9 mM o de aproximadamente
0,2 mM a aproximadamente 0,8 mM.

100a. El proceso de acuerdo con los parrafos 82-99, en donde al menos aproximadamente 76 % de las moléculas
del derivado de insulina estan presentes como dodecameros medido por SEC con fenol después del almacenamien-
to a 37 °C durante 4 semanas.

101a. El proceso de acuerdo con los parrafos 82-100, en donde al menos aproximadamente 77 %, al menos aproxi-
madamente 78 %, al menos aproximadamente 79 %, al menos aproximadamente 80 % o al menos aproximadamen-
te 85 %, al menos aproximadamente 90 %, al menos aproximadamente 95 %, al menos aproximadamente 98 %, al
menos aproximadamente 99 %, o al menos aproximadamente 99,8 % de las moléculas de insulina en la formulacion
farmacéutica estan presentes como dodecameros medido por SEC con fenol después del almacenamiento a 37 °C
durante 4 semanas.

102a. EIl proceso de acuerdo con los parrafos 82-101, en donde hasta aproximadamente 5 % de las moléculas del
derivado de insulina estan presentes como mondémeros cuando se miden por SEC sin fenol después del almacena-
miento a 37 'C durante 4 semanas.

103a. El proceso de acuerdo con los parrafos 82-102, en donde hasta aproximadamente 4,5 %, hasta aproximada-
mente 4 %, hasta aproximadamente 3,5 %, hasta aproximadamente 3,0 %, hasta aproximadamente 2,5 %, hasta
aproximadamente 2,0 % o hasta aproximadamente 1,5 % de las moléculas del derivado de insulina estan presentes
como monomeros medido por SEC sin fenol después del almacenamiento a 37 °C durante 4 semanas.

104a. El proceso de acuerdo con los parrafos 82-103, en donde el compuesto que forma complejos de zinc son
compuestos de citrato y/o compuestos de histidina.

105a. El proceso de acuerdo con el parrafo 82-104, en donde el compuesto de citrato es acido citrico monohidrato.

106a. El proceso de acuerdo con los péarrafos 82-105, en donde el compuesto de histidina es dipéptidos que contie-
nen histidina o tripéptidos que contienen histidina,

107a. El proceso de acuerdo con el parrafo 104, en donde el compuesto que forma complejos de zinc es L-histidina.

108a. El proceso de acuerdo con los parrafos 82-107, en donde el derivado de insulina se selecciona del grupo que
consiste en derivados de insulina de insulina humana, derivados de insulina de insulina humana desB30, derivados
de insulina de analogos de insulina, insulina humana acilada, insulina humana desB30 acilada, anélogos de insulina
acilada, insulina bovina acilada e insulina porcina acilada.

109a. El proceso de acuerdo con los parrafos 82-108, en donde el derivado de insulina tiene un sustituyente —~\W—-X—
Y-Z unido al grupo e-amino de un residuo de Lys presente en la cadena B de la insulina parental, donde el sustitu-
yente es de la férmula general: “-W-X-Y-Z

en donde W es:

e un residuo de a-aminoacido que tiene un grupo de acido carboxilico en la cadena lateral cuyo residuo forma, con
uno de sus grupos de acido carboxilico, un grupo amida junto con el grupo e-amino de un residuo de Lys presente en
la cadena B de la insulina parental;

e una cadena compuesta de dos, tres o cuatro residuos de a-aminoacidos unidos entre si mediante enlaces carbo-
nil amida, cuya cadena — mediante un enlace amida - se une al grupo €-amino de un residuo de Lys presente en la
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cadena B de la insulina parental, los residuos de aminoacidos de W se seleccionan del grupo de residuos de ami-
noacidos que tienen una cadena lateral neutra y residuos de aminoacidos que tienen un grupo de acido carboxilico
en la cadena lateral de manera que W tiene al menos un residuo de aminoacido que tiene un grupo de acido carbo-
Xilico en la cadena lateral; o

e un enlace covalente de X a un grupo €-amino de un residuo de Lys presente en la cadena B de la insulina paren-
tal;

Xes:

e —CO~

e —CH(COOH)CO-;

¢ —CO -N(CH2COOH)CH2CO—;

¢ —CO -N(CH2COOH)CH2CON(CH2COOH)CH2CO—;

—CO —N(CH2CH2COOH)CH2CH2CO—;
e —CO -N(CH2CH>COOH)CH2CH2CON(CH2CH2COOH)CH2CH2CO—;
e —CO -NHCH(COOH)(CH2)sNHCO- ;

e —CO -N(CH2CH>COOH)CH2CO-; 0

e —CO -N(CH2COOH)CH2CH2CO-.

que

a) cuando W es un residuo de aminoacido o una cadena de residuos de aminoacidos, mediante un enlace del car-
bono subrayado forma un enlace amida con un grupo amino en W, o

b) cuando W es un enlace covalente, mediante un enlace del carbono carbonilo subrayado forma un enlace amida
con el grupo e-amino de un residuo de Lys presente en la cadena B de la insulina parental;

Y es:
e —(CH2)m— donde m es un nimero entero en el intervalo de 6 a 32;

e una cadena hidrocarbonada divalente que comprende 1, 2 o 3 grupos —CH=CH- y un numero de grupos -CH2-
suficiente para proporcionar un nimero total de atomos de carbono en la cadena en el intervalo de 10 a 32; Y

Zes:

e —COOH;

e —CO-Asp;
¢ —CO-Glu;
e —CO-Gly;
e —CO-Sar;

e —CH(COOH)z;

e —N(CH2COOH)2;
e -SOsH;o0

e —PO3H

siempre que cuando W es un enlace covalente y X es —-CO—, entonces Z es diferente de -COOH.
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110a. El proceso de acuerdo con los parrafos 82-109, en donde el derivado de insulina se selecciona del grupo que
consiste en

insulina humana N&2°—(N2-(HOOC(CH2)14CO)- y-Glu) des(B30);

insulina humana N&82°—(N°-(HOOC(CHz2)15CO)- y-Glu) des(B30);

insulina humana N&82°—(N°-(HOOC(CHz2)16CO)- y-Glu) des(B30);

insulina humana N&82°—(N°-(HOOC(CHz)17CO)- y-Glu) des(B30);

insulina humana N&82°—(N°-(HOOC(CHz2)18CO)-y-Glu) des(B30);

insulina humana N&82°—(N-(HOOC(CHz2)16CO)- y-Glu-N-(y-Glu)) des(B30);
insulina humana N&B2°—(N°-(Asp-OC(CH2)16CO)- y-Glu) des(B30);

insulina humana N&82°—(N°-(Glu-OC(CH2)14CO)- y-Glu) des(B30);

insulina humana N&2°—(N¢-(Glu-OC(CH2)14CO-) des(B30);

insulina humana N&2°—(Ne-(Asp-OC(CH2)16CO-) des(B30);

insulina humana N&82°—(Ne-(HOOC(CH)2)16CO)-a-Glu-N-(B-Asp)) des(B30);
insulina humana N&82°—(N°-(Gly-OC(CHz2)13CO)- y-Glu) des(B30);

insulina humana N&82°—(N°-(Sar-OC(CH2)13CO)- y-Glu) des(B30);

insulina humana N&82°—(N?-(HOOC(CH2)13CO)- y-Glu) des(B30);

insulina humana N&2°—(Ne-(HOOC(CHz2)13CO)-1-Asp) des(B30);

insulina humana N&82°—(N*-(HOOC(CH2)13CO)--Glu) des(B30);

insulina humana N&82°—(N*-(HOOC(CH2)16CO)- y-D-Glu) des(B30) ;
insulina humana N¢2°-hexadecandioil-y-Glu desB30; y

insulina humana N&82°—(Ne-(HOOC(CHz2)14CO)-[1-D-Asp) des(B30)

111a. El proceso de acuerdo con los parrafos 82-108, en donde el derivado de insulina es insulina humana N2%-¢-
gerbBo:;((i)-.pentadecanoiI-y-L-qutamiIamida desB30 o insulina humana N#2%-g-carboxi-pentadecanoil-y-amino-butanoil

112a. El proceso de acuerdo con los parrafos 82-109, en donde la formulacion farmacéutica comprende ademas una
insulina de accién rapida.

113a. El proceso de acuerdo con el parrafo 112, en donde la insulina de accién rapida es insulina humana AspB28,
insulina humana LysB3GIluB29 y/o insulina humana LysB28ProB29.

114a. El proceso de acuerdo con los parrafos 82-113, en donde la formulacién farmacéutica comprende ademas uno
0 mas excipientes seleccionados del grupo que consiste en conservantes, tampones, estabilizadores, agentes espe-
santes, portadores, agente isotonico y tensioactivos.

116a. El uso de una formulacién farmacéutica que comprende una cantidad terapéuticamente efectiva de una formu-
lacién que comprende un derivado de insulina y mas de 4 atomos de zinc por seis moléculas del derivado de insulina
para el tratamiento de la diabetes tipo 1, diabetes tipo 2 y otros estados que provocan hiperglicemia en pacientes
que necesitan tal tratamiento.

117a. El método para tratar la diabetes tipo 1, tipo 2 y otros estados que provocan hiperglicemia en pacientes que

necesitan de tal tratamiento mediante el uso de una formulacion farmacéutica que comprende un derivado de insuli-
na, mas de 4 atomos de zinc por 6 moléculas del derivado de insulina y un compuesto que forma complejos de zinc.
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118a. El método de acuerdo con el parrafo 117, en donde el compuesto que forma complejos de zinc son compues-
tos de citrato y/o compuestos de histidina.

119a. El método de acuerdo con el parrafo 117-118, en donde el compuesto de citrato es &cido citrico monohidrato.

120a. El método de acuerdo con los parrafos 117-119, en donde el compuesto de histidina es dipéptidos que contie-
nen histidina o tripéptidos que contienen histidina,

121a. El método de acuerdo con el parrafo 117-119, en donde el compuesto que forma complejos de zinc es L-
histidina.

122a. La formulacién farmacéutica como se describe en los ejemplos.
EJEMPLOS
Ejemplo 1

A. Formulacién farmacéutica con concentracién variable de zinc pero sin citrato o histidina: insulina humana
LysB29Ne-hexadecandioil-y-Glu desB30 0,6 mM, 3-6 Zn?*/6ins, glicerol 174 mM, fenol 16 mM, m-cresol 16 mM, NacCl
10 mM, pH 7,4:

Una solucion acuosa (Solucién madre 1) de fenol, m-cresol, glicerol y NaCl se preparé junto con una soluciéon acuosa
(Soluciéon madre 1) de insulina humana LysB29Ng-hexadecandioil-y-Glu desB30. Una fracciéon de Solucién madre |
se mezcld con una fraccién de Solucion madre Il y el pH se ajusté a aproximadamente 7,5. Se afiadié cantidades
variables de una solucion acuosa de acetato de zinc 10 mM en las fracciones correspondientes al nimero de iones
de zinc por molécula de insulina, el pH se ajustd a 7,4 mediante el uso de HCI/NaOH diluido y la solucién se filtr6 a
través de un filtro estéril de 0,22 ym.

B. Formulacion farmacéutica con concentracion variable de histidina: insulina humana LysB29Ne-
hexadecandioil-y-Glu desB30 0,6 mM, 6 Zn?*/6ins, glicerol 174 mM, fenol 16 mM, m-cresol 16 mM, NaCl 10 mM, pH
7,4, histidina 0-6 mM:

Una solucién acuosa (Solucién madre 1) de fenol, m-cresol, glicerol y NaCl se preparé junto con una solucién acuosa
(Soluciéon madre 1) de insulina humana LysB29Ne-hexadecandioil-y-Glu desB30. Se prepard una solucion acuosa
(Soluciéon madre lll) de histidina y el pH se ajusté a 7,4 mediante el uso de HCI/NaOH diluido. Una fraccion de Solu-
cién madre | se mezcld con cantidades variables de Solucion madre |l y se afiadié una fraccién de Solucién madre I
y el pH se ajust6 a aproximadamente 7,5. Se afiadié una solucién acuosa de acetato de zinc 10 mM en seis porcio-
nes iguales, el pH se ajustd a 7,4 mediante el uso de HCI/NaOH diluido y la solucién se filtré a través de un filtro es-
téril de 0,22 pm.

C. Formulacion farmacéutica con concentracion variable de citrato: insulina humana LysB29Ne-hexadecandioil-y-
Glu desB30 0,6 mM, 6 Zn?*/6ins, glicerol 174 mM, fenol 16 mM, m-cresol 16 mM, NaCl 10 mM, pH 7,4, citrato 0-0,6
mM:

Una solucién acuosa (Solucién madre I) de fenol, m-cresol, glicerol y NaCl se preparé junto con una solucién acuosa
(Soluciéon madre 1) de insulina humana LysB29Ne-hexadecandioil-y-Glu desB30. Se prepard una solucién acuosa
(Soluciéon madre Il1) de citrato (acido citrico, monohidrato) y el pH se ajusté a 7,4 mediante el uso de HCI/NaOH di-
luido. Una fraccion de Solucién madre | se mezcld con cantidades variables de Solucién madre Il y se afiadié una
fraccion de Solucién madre Il y el pH se ajusté a aproximadamente 7,5. Se afiadié una solucién acuosa de acetato
de zinc 10 mM en seis porciones iguales, el pH se ajusté a 7,4 mediante el uso de HCI/NaOH diluido y la solucién se
filtré a través de un filtro estéril de 0,22 pm.

Ejemplo 2

Las preparaciones del Ejemplo 1 se llenaron en cartuchos de vidrio y la distribucion de las especies de asociacion
individuales en la formulacién y las condiciones posteriores a la inyeccion se estimé mediante el uso de los métodos
de cromatografia de exclusion por tamafio que se describen en el Ejemplo 3. Las muestras se analizaron inmedia-
tamente después de la preparacion y después de su almacenamiento a 5 y 37 °C durante 2 semanas y/o 4 sema-
nas.

Ejemplo 3

Método analitico A: SEC con fenol (Condiciones de la formulacién)
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El siguiente método de cromatografia de exclusién por tamafio se usé para evaluar la distribucion de los asociados
no covalentes en las condiciones de la formulacién, es decir con fenol en el eluyente. Una columna TSK-GEL Super
SW2000 se us6 con elucion isocratica con un eluyente que consiste en trishidroximetilaminometano 10 mM, NaCl
140 mM y fenol 2 mM, pH 7,4 a temperatura ambiente y 0,3 ml/min. Los resultados se expresan en % de dodecame-
roy % de HMWA (Asociados de Alto Peso Molecular) en base al area relativa del pico de las especies individuales.

Método analitico B: SEC sin fenol (Condiciones después de la inyeccion)

El siguiente método de cromatografia de exclusion por tamafio se usé para evaluar la distribucion de los asociados
no covalentes después de la inyeccion es decir, sin fenol en el liquido de elucion. Una columna Superdex 200
(10/300 GL) se uso6 con elucion isocratica con un eluyente que consiste en trishidroximetilaminometano 10 mM, NaCl
140 mM, pH 7,4 a temperatura ambiente y 0,5 ml/min. Los resultados se expresan en % de mondmero en base al
area relativa del pico del pico del monémero.

Ejemplo 4

Las preparaciones con concentraciones de zinc a 3, 4, 5 0 6 iones de zinc por 6 derivados de insulina se prepararon
de acuerdo con el Ejemplo 1A, sometidas a las condiciones de prueba descritas en el Ejemplo 2 y analizadas de
acuerdo con los métodos analiticos en el Ejemplo 3A y 3B. Se observé una disminucion significativa en la formacion
de HMWA y un aumento casi concomitante en la cantidad de dodecameros de insulina con la disminucién de la con-
centracion de zinc en las condiciones de las formulacién (Figura 1y 2, respectivamente). Por otra parte, se observé
un aumento significativo de la formacién de insulina monomérica en las condiciones posteriores a la inyeccion al
reducir la concentracion de zinc (Figura 3). Por lo tanto, la formacién de HMWA no puede reducirse simplemente
reduciendo la concentracion de zinc sin la formacién de insulina monomérica en las condiciones posteriores a la in-
yeccion.

Ejemplo 5

Las preparaciones con concentraciones de histidina a 0,0 mM, 0,2 mM, 0,4 mM y 0,6 mM se prepararon de acuerdo
con el Ejemplo 1B, sometidas a las condiciones de prueba descritas en el Ejemplo 2 y analizadas de acuerdo con los
métodos analiticos en el Ejemplo 3A y 3B. De la Figura 5 se observa que una formulacion farmacéutica con histidina
0,0 mM almacenada durante 4 semanas a 37 °C, el 75 % de los derivados de insulina estan presentes como dode-
cameros. Se observo una disminucion significativa en la formacion de HMWA y un aumento casi concomitante en la
cantidad de dodecameros de insulina con el aumento de la concentracion de histidina en las condiciones de la for-
mulacion (Figura 4 y 5, respectivamente). Adicionalmente, no se pudo detectar la formacion de insulina monomérica
en las condiciones posteriores a la inyeccién con el aumento de la concentracion de histidina (Figura 6). Por lo tanto,
la formacion de HMWA se reduce significativamente en presencia de hasta 0,6 mM de histidina sin la formacion de
insulina monomérica en las condiciones posteriores a la inyeccion.

Ejemplo 6

Las preparaciones con concentraciones de histidina a 0,0 mM, 0,6 mM, 1,2 mM, 1,8 mM, 2,0 mM, 4,0 mM y 6,0 mM
se prepararon de acuerdo con el Ejemplo 1B, sometidas a las condiciones de prueba descritas en el Ejemplo 2 y
analizadas de acuerdo con los métodos analiticos en el Ejemplo 3A y 3B. Se observé una disminucion significativa
en la formacion de HMWA y un aumento casi concomitante en la cantidad de dodecameros de insulina con el au-
mento de la concentracién de histidina en las condiciones de la formulacion (Figura 7 y 8, respectivamente). Adicio-
nalmente, solo se pudo detectar la formacién moderada de insulina monomérica en las condiciones posteriores a la
inyeccion con el aumento de la concentracion de histidina (Figura 9). Por lo tanto, la formacién de HMWA se reduce
significativamente en presencia de hasta 6 mM de histidina sin la formaciéon de cantidades importantes de insulina
monomeérica en las condiciones posteriores a la inyeccion.

Ejemplo 7

Las preparaciones con concentraciones de citrato 0,0 mM, 0,2 mM, 0,4 mM y 0,6 mM se prepararon de acuerdo con
el Ejemplo 1C, sometidas a las condiciones de prueba descritas en el Ejemplo 2 y analizadas de acuerdo con los
métodos analiticos en el Ejemplo 3A y 3B. Se observé una disminucion significativa en la formacion de HMWA y un
aumento casi concomitante en la cantidad de dodecameros de insulina con el aumento de la concentracion de citrato
en las condiciones de la formulacion (Figura 10 y 11, respectivamente). Adicionalmente, sélo se pudo detectar la
formacion moderada de insulina monomérica en las condiciones posteriores a la inyeccidon con el aumento de la
concentracion de citrato (Figura 12). Por lo tanto, la formacion de HMWA se reduce significativamente en presencia
de citrato sin la formaciéon de cantidades importantes de insulina monomeérica en las condiciones posteriores a la
inyeccion.
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REIVINDICACIONES

Una formulacion farmacéutica soluble que comprende un derivado de insulina en donde la formulacién com-
prende ademas

a) mas de 4 atomos de zinc por 6 moléculas del derivado de insulina,

b) acido citrico monohidrato y/o un compuesto de histidina usado en una cantidad de 0,1 mM a 2 mM su-
ficiente para aumentar la tendencia del derivado de insulina a autoasociarse en dodecameros.

La formulacién farmacéutica de acuerdo con la reivindicacién 1, en donde la relacion molar entre el acido
citrico monohidrato y/o un compuesto de histidina y los iones de zinc es de 0,05 a 10, de aproximadamente
0,1a2,de0,1al1o0de0,2a1.

La formulacién farmacéutica de acuerdo con las reivindicaciones 1-2, en donde 76 %, 77 %, 78 %, 79 %, 80
%, 85 %, 90 %, 95 %, 98 %, 99 %, 0 99,8 % de las moléculas del derivado de insulina estan presentes como
dodecameros medido por SEC con fenol después del almacenamiento a 37 °C durante 4 semanas.

La formulacion farmacéutica de acuerdo con las reivindicaciones 1-3, en donde 5 %, 4,5 %, 4 %, 3,5 %, 3,0
%, 2,5 %, 2,0 % o 1,5 % de las moléculas del derivado de insulina estan presentes como monémeros medido
por SEC sin fenol después del almacenamiento a 37 °C durante 4 semanas.

La formulacién farmacéutica de acuerdo con las reivindicaciones 1-4, en donde la formulacién comprende un
compuesto de histidina.

La formulacion farmacéutica de acuerdo con las reivindicaciones 1-5, en donde el derivado de insulina tiene
un sustituyente -W-X-Y-Z unido al grupo g-amino de un residuo de Lys presente en la cadena B de la insulina
parental, donde el sustituyente es de la férmula general: -W-X-Y-Z

en donde W es:

e un residuo de a-aminoacido que tiene un grupo de acido carboxilico en la cadena lateral cuyo residuo
forma, con uno de sus grupos de acido carboxilico, un grupo amida junto con el grupo €-amino de un resi-
duo de Lys presente en la cadena B de la insulina parental;

e una cadena compuesta de dos, tres o cuatro residuos de a-aminodacidos unidos entre si mediante enlaces
carbonil amida, cuya cadena - mediante un enlace amida - se une al grupo €-amino de un residuo de Lys
presente en la cadena B de la insulina parental, los residuos de aminoacidos de W se seleccionan del
grupo de residuos de aminoacidos que tienen una cadena lateral neutra y residuos de aminoacidos que
tienen un grupo de &cido carboxilico en la cadena lateral de manera que W tiene al menos un residuo de
aminoacido que tiene un grupo de acido carboxilico en la cadena lateral; o

e un enlace covalente de X a un grupo e-amino de un residuo de Lys presente en la cadena B de la insulina
parental;

Xes:

e -CO-

e -CH(COOH)CO-;

e —CO -N(CH2COO0OH)CH2CO-;

¢ —CO -N(CH2COQ0H)CH2CON(CH2COOH)CH2CO-;

¢ —CO -N(CH2CH2COOH)CH2CH2CO-;

e —CO -N(CH2CH2COOH)CH2CH2CON(CH2CH2CO0OH)CH2CH2CO-;

e -CO -NHCH(COOH)(CH2)sNHCO- ;

¢ —CO -N(CH2CH2COOH)CH2CO-; o

¢ —CO -N(CH2COOH)CH2CH2CO-.

que

a) cuando W es un residuo de aminoacido o una cadena de residuos de aminoacidos, mediante un enlace
del carbono subrayado forma un enlace amida con un grupo amino en W, o

b) cuando W es un enlace covalente, mediante un enlace del carbono carbonilo subrayado forma un enlace

amida con el grupo e-amino de un residuo de Lys presente en la cadena B de la insulina parental;

Y es:

e -(CH2)m- donde m es un numero entero en el intervalo de 6 a 32;

¢ una cadena hidrocarbonada divalente que comprende 1, 2 o 3 grupos -CH=CH- y un nimero de grupos -

CHo>- suficiente para proporcionar un numero total de atomos de carbono en la cadena en el intervalo de 10 a

32;

Z es:

e -COOH;

o -CO-Asp;

e -CO-Gly;

e -CO-Gly;

e -CO-Sar;

e -CH(COOH);
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e -N(CH2COOH);

e -SOs3H;o0

o -POs3H

siempre que cuando W es un enlace covalente y X es -CO-, entonces Z es diferente de -COOH.

La formulacion farmacéutica de acuerdo con las reivindicaciones 1-6, en donde la formulaciéon farmacéutica
comprende ademas una insulina de accion rapida.

El uso de acido citrico monohidrato y/o un compuesto de histidina en una formulaciéon farmacéutica soluble
que comprende un derivado de insulina e iones de zinc, en donde acido citrico monohidrato y/o un compuesto
de histidina se usa en una cantidad suficiente para aumentar la tendencia de dicho derivado de insulina a au-
toasociarse en dodecameroes.

El uso de acuerdo con la reivindicacion 8, en donde la relacién molar entre el acido citrico y/o el compuesto
de histidina y los iones de zinc es de 0,05a 10,de 0,1a2,de0,1a10de0,2a 1.

Un proceso para preparar una formulacion farmacéutica soluble que comprende

a) proporcionar una fase acuosa que comprende un derivado de insulina,

b) proporcionar mas de aproximadamente 4 iones de zinc por 6 moléculas del derivado de insulina,

c) proporcionar acido citrico monohidrato y/o un compuesto de histidina para aumentar la tendencia del deri-
vado de insulina a autoasociarse a la forma dodecamero,

mezclar la fase acuosa, los iones de zinc y el acido citrico monohidrato y/o el compuesto de histidina para
formar una formulacién farmacéutica soluble.
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Figura 1
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Figura 3
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Figura 5
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Figura 7
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Figura 9

insulina humana LysB29Ne-

hexadecandicil-y-Glu desB30 0,6
. mM, Histidina 0-0,6 mM

l].l]|l].ﬁ|1.2| 1.s| 2 | 4 | 6
L-Histidina (mM)

OInicio B4 semanas a 37°C

Figura 10

insulina bhumana LysB29NE-
hexadecandioil-7-Glu desB30
0, 6mM
Citrato 0-0,6 mM

s

0.0 | 0.2 | 0.4 0.6
Citrato (mM)

OInicio 2 zemanaz a 37°C
B4 zemanaz a 37°C L4 zemanas a 5°C

50



Mondmero (%)

Dodecameroc (%)

ES 2744 384 T3

Figura 11
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