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DESCRIPCION
Insulinas con extensiones recombinantes polares
Campo técnico

La presente invencion se refiere a insulinas novedosas o analogos de insulinas que se extienden con secuencias de
residuos de aminoacidos predominantemente polares con el fin de mejorar la vida media y la estabilidad del farmaco.
La invencion proporciona, ademas, composiciones farmacéuticas que comprenden tales farmacos, y se refiere al uso
de tales farmacos para el tratamiento o prevencién de trastornos metabélicos.

Antecedentes de la técnica

Existe un deseo pronunciado de proporcionar insulinas de accion prolongada, estables y activas para el tratamiento
de la diabetes, y los métodos establecidos para obtener una prolongacion de accién incluyen, a saber, depositos
precipitados, la acilacion con derivados de (di)acidos grasos para imponer la uniéon a albumina, y la formacién de
multihexameros solubles. La PEGilacidon (conjugacion de proteinas con polietilenglicol polidispersado de alto peso
molecular) es también una tecnologia establecida, pero el PEG, sin embargo, no es biodegradable, y el PEG puede,
en algunos casos, acumularse en el cuerpo cuando se usa de manera crénica. Ademas, se prefieren los polimeros
homogéneos, pero la mayoria de los polimeros de cadena larga estan disponibles solamente en forma polidispersa.

Por lo tanto, los polimeros biodegradables con propiedades similares a PEG son de interés para la ingenieria de
farmacos de proteinas. Los polimeros deben ser polares con el fin de preservar la solubilidad acuosa e imponer una
mayor duracion de la accion terapéutica en el cuerpo, por ejemplo, al aumentar el volumen hidrodinamico de las
proteinas modificadas genéticamente. El polimero tiene que unirse covalentemente a la proteinal/insulina, que puede
obtenerse como un conjugado quimico o por expresion recombinante en una célula huésped adecuada (como una
fusién). El principal efecto in vivo de prolongar las proteinas extendidas puede atribuirse a una fase de absorcion
prolongada después de la administracion subcutanea debido a un gran volumen hidrodindmico.

Se han sugerido varias soluciones con polimeros biodegradables de vidas medias aumentadas. Por lo tanto, el
documento num. WO 2008 049931 describe ciertas insulinas extendidas con péptidos que muestran una vida media
in vivo adecuada; el documento num. DD 257197 describe un método para obtener un producto de insulina activa
inmovilizada mediante la adiciéon de poliaminoacidos; el documento num. DD 286509 describe un método para una
preparacién de insulina para la aplicacion rectal, cuya preparacion es de actividad estable y de actividad prolongada;
Arakawa y otros, Nature Biotechnology 1998, 16, 934-938, describen una subunidad de la toxina B del célera basada
en planta-proteina de fusién insulinica que protege contra el desarrollo de diabetes autoinmunitaria; el documento
nuam. WO 2008 019368 A2 describe determinadas proteinas de fusion albumina-insulina.

Sin embargo, las insulinas y analogos de insulina de acuerdo con esta invencion nunca se han descrito.
Breve resumen de la invencion

Aunque las extensiones recombinantes polares descritas en la técnica anterior, que frecuentemente sugieren el uso de
multiples residuos de Ser y Thr, pueden funcionar bien en los sistemas de produccién basados en bacterias, tales residuos
de aminoécidos tienden a glicosilarse en sistemas de expresion basados en levaduras, lo que disminuye asi el rendimiento
total de las proteinas que contienen tales extensiones. Ademas, cuando la eliminacién de los subproductos glicosilados
durante la purificacion de proteinas es dificil y consume recursos, se desea la provision de soluciones alternativas de
extensiones por consideracion a una optimizacion de los procesos de produccion basados en levaduras.

Ademas, se ha descubierto que los productos oligoméricos extendidos de la presente descripcidon, que comprenden
los aminoacidos polares GIn y/o His, son menos propensos a proporcionar alta viscosidad cuando se compara con
otros productos, por ejemplo, secuencias que contienen multiples Glu (E).

Finalmente, las insulinas extendidas con oligdmeros o analogos de insulina de esta descripcion producen perfiles de
insulina que han demostrado una duracion y estabilidad in vivo que puede permitir una administracion una vez al dia, o
incluso una vez a la semana.

Por lo tanto, en su primer aspecto, esta descripcidén proporciona insulinas extendidas con oligdmeros o analogos de
insulina, cuyas insulinas o analogos de insulina se extienden en el extremo N-terminal de la cadena B, y/o a partir del
extremo C-terminal de la cadena A con una extension que consiste solamente en residuos de aminoacidos que se
seleccionan del grupo que consiste en His (H), GIn (Q), Ala (A), Asp (D), Glu (E), Gly (G), Pro (P), Ser (S) y Thr (T);
en cuya extension:

1) uno 0 ambos residuos de aminoacidos se seleccionan del grupo que consiste en His (H) y GIn (Q); la cantidad de residuos
de aminoacidos del Grupo | se combina con
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II) no mas de tres veces este nimero de los residuos de aminoacidos que se seleccionan del grupo que consiste en Ala
(A), Asp (D), Glu (E), Gly (G), Pro (P), Ser (S), y Thr (T); para producir una insulina extendida con oligémero o analogo de
insulina, con una extension que comprende de aproximadamente 100 a aproximadamente 800 residuos de aminoacidos
contiguos.

En otro aspecto la invencién proporciona una composicion farmacéutica que comprende la insulina extendida con
oligébmero o analogo de insulina de la invencion, junto con uno o mas adyuvantes, excipientes, portadores y/o
diluyentes.

En aspectos adicionales la invencion se refiere al uso de la insulina extendida con oligémero o analogo de insulina de
la invencion como un medicamento, y a métodos de tratamiento, prevencion o alivio de una enfermedad o trastorno
metabdlico o afeccién de un cuerpo de animal vivo, que incluye un ser humano, cuyo método comprende la etapa de
administrar a dicho cuerpo de un animal vivo que lo necesita, una cantidad terapéuticamente eficaz de la insulina
extendida con oligémero o anéalogo de insulina.

Otros objetivos de esta descripcion seran evidentes para la persona experta en la técnica a partir de la siguiente descripcion
detallada y ejemplos.

Descripcion detallada de la invencion
Insulinas o analogos de insulina extendidas con oligémero

En una 1™ modalidad, en la presente descripcion se describe una insulina extendida con oligémero o analogo de insulina,
cuya insulina o analogo de insulina es una molécula de insulina de dos cadenas que comprende una cadena A- y una
cadena B-, y cuya insulina o andlogo de insulina se extiende en el extremo N-terminal de la cadena B, y/o a partir del
extremo C-terminal de la cadena A, con una extension que consiste solamente en residuos de aminoacidos que se
seleccionan del grupo que consiste en His (H), GIn (Q), Ala (A), Asp (D), Glu (E), Gly (G), Pro (P), Ser (S) y Thr (T); en
cuya extension:

1) uno o ambos de los (dos) residuos de aminoacidos que se seleccionan del grupo que consiste en His (H) y GIn (Q) (es
decir Grupo ); cuyo nimero (es decir, uno o dos) de residuos de aminoacidos del Grupo | se combina con

Il) no mas de tres veces este nimero (es decir tres o seis) de los residuos de aminoacidos que se seleccionan del grupo
que consiste en Ala (A), Asp (D), Glu (E), Gly (G), Pro (P), Ser (S), y Thr (T) (es decir, Grupo II);

para producir una insulina extendida con oligdmero o analogo de insulina, con una extensién que comprende de
aproximadamente 100 a aproximadamente 800 residuos de aminoacidos contiguos.

Esto implica que los aminoacidos que se seleccionan de acuerdo con la invencion pueden repetirse segun sea necesario
con el fin de obtener una extension de la longitud y tamafio deseados.

En otra modalidad, en la presente descripcion se describe una insulina extendida con oligdmero o analogo de insulina,
cuya insulina o andlogo de insulina es una molécula de insulina de dos cadenas que comprende una cadena A- y una
cadena B, y cuya insulina o analogo de insulina se extiende en el extremo N-terminal de la cadena B, y/o desde el extremo
C-terminal de la cadena A, con una extension que consiste solamente en residuos de aminoacidos que se seleccionan del
grupo que consiste en His (H), GIn (Q), Ala (A), Asp (D), Glu (E), Gly (G), Pro (P), Ser (S) y Thr (T); cuya extension se
compone de:

1) uno o ambos de los (dos) residuos de aminoacidos que se seleccionan del grupo que consiste en His (H) y GIn (Q) (es
decir Grupo I); cuyo nimero (es decir, uno o dos) de residuos de aminoacidos del Grupo | se combina con

II) no mas de tres veces este niumero (es decir tres o seis) de los residuos de aminoacidos que se seleccionan del grupo
que consiste en Ala (A), Asp (D), Glu (E), Gly (G), Pro (P), Ser (S), y Thr (T) (es decir, Grupo Il);

para producir un motivo estructural, en donde los niumeros indican las proporciones estequiométricas de los residuos de
aminoacidos mencionados anteriormente, y cuya composicion puede repetirse o extenderse para producir una insulina
extendida con oligédmero o analogo de insulina con una extension que comprende de aproximadamente 100 a
aproximadamente 800 residuos de aminoacidos contiguos.

Los residuos polares se prefieren principalmente en consideracion a la solubilidad y el tamafio hidrodinamico del
producto final. Ademas, GIn y His, que son ambos aminoacidos polares, carecen de los problemas de glicosilacion
asociados con Ser y Thr, particularmente en relacion con los sistemas de expresion de levaduras. Finalmente, las
extensiones con secuencias que involucran un equilibrio de determinados de Gin y/o His han demostrado disminuir la
viscosidad cuando se comparan con extensiones con otras secuencias, por ejemplo, secuencias que contienen
multiples Glu (E).
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Por lo tanto, en una tercera modalidad, la insulina extendida con oligémero o analogo de insulina no contiene mas de un
Glu (E) en su motivo estructural, como se definié anteriormente.

En una cuarta modalidad, la insulina extendida con oligémero o analogo de insulina es un producto en donde:

1) uno de los (dos) residuos de aminoacidos que se seleccionan del grupo que consiste en His (H) y GIn (Q) (es decir,
Grupo |); se combina con

II) no mas de tres de los residuos de aminoacidos que se seleccionan del grupo que consiste en Ala (A), Asp (D), Glu (E),
Gly (G), Pro (P), Ser (S) y Thr (T) (es decir, Grupo ).

En una quinta modalidad, la insulina extendida con oligdmero o analogo de insulina es un producto en donde:

1) uno de los (dos) residuos de aminoacidos que se seleccionan del grupo que consiste en His (H) y Gln (Q) (es decir,
Grupo |); se combina con

II) no mas de tres de los residuos de aminoacidos que se seleccionan del grupo que consiste en Ala (A), Glu (E), Gly (G),
y Pro (P), (es decir, Grupo II).

En una sexta modalidad, la insulina extendida con oligdmero o analogo de insulina es un producto en donde:

I) ambos de los (dos) residuos de aminodacidos que se seleccionan del grupo que consiste en His (H) y GIn (Q) (es decir,
Grupo |); se combinan con

II) no mas de seis de los residuos de aminoacidos que se seleccionan del grupo que consiste en Ala (A), Asp (D), Glu (E),
Gly (G), Pro (P), Ser (S) y Thr (T) (es decir, Grupo II).

En una séptima modalidad, la insulina extendida con oligémero o analogo de insulina es un producto en donde:

1) ambos de los (dos) residuos de aminoacidos que se seleccionan del grupo que consiste en His (H) y Gln (Q) (es decir,
Grupo |); se combinan con

II) no mas de seis de los residuos de aminoacidos que se seleccionan del grupo que consiste en Ala (A), Glu (E), Gly (G),
y Pro (P) (es decir, Grupo II).

En una octava modalidad, uno o ambos residuos de aminoacidos del Grupo | se combinan con la misma cantidad de
residuos de aminoéacidos que se seleccionan del Grupo Il

En una novena modalidad, uno o ambos residuos de aminoacidos del Grupo | se combinan con 1% veces la cantidad
de residuos de aminoacidos que se seleccionan del Grupo II.

En una décima modalidad, uno o ambos residuos de aminoacidos del Grupo | se combinan con 2 veces la cantidad
de residuos de aminoacidos que se seleccionan del Grupo II.

En una decimoprimera modalidad, uno o ambos residuos de aminoéacidos del Grupo | se combinan con 2,5 veces la
cantidad de residuos de aminoacidos que se seleccionan del Grupo Il.

En una duodécima modalidad, uno o ambos residuos de aminoacidos del Grupo | se combinan con 3 veces la cantidad
de residuos de aminoacidos que se seleccionan del Grupo II.

La extensidon que se lleva a cabo de acuerdo con la presente descripcion puede aplicarse a una molécula de insulina de
cualquier origen, y en particular de origen recombinante, bovino o porcino, o a cualquier analogo de insulina a mano.

En una modalidad adicional, el producto extendido con oligémero es la insulina humana extendida con oligémero.

En una 2% modalidad, el producto extendido con oligémero es un analogo de insulina extendido con oligdmero que se
selecciona del grupo que consiste en

insulina humana A14E, A21G, B16E, B25H, desB30;

insulina humana A14E, A21G, B16H, B25H, desB27, desB30;
insulina humana A14E, A21G, B16H, B25H, desB30;

insulina humana A14E, A21G, B25H, desB30;

insulina humana A14E, A21G, desB30;

insulina humana A14E, A21Q, B16E, B25H, desB30;

insulina humana A14E, A21Q, B16H, B25H, desB27, desB30;
insulina humana A14E, A21Q, B16H, B25H, desB30;
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insulina humana A14E, A21G, B25H, desB27, desB30;
insulina humana A14E, A21Q, B25H, desB27, desB30;
insulina humana A14E, A21Q, B25H, desB30;

insulina humana A14E, A21Q, desB30;

insulina humana A14E, B16E, B25H, desB30;
insulina humana A14E, B16H, B25H, desB27, desB30;
insulina humana A14E, B16H, B25H, desB30;

insulina humana A14E, B25H, desB27, desB30;
insulina humana A14E, B25H, desB30;

insulina humana A21G, A22A, A23P, A24Q, desB30;
insulina humana A21G, A22A, A23Q, A24P, desB30;
insulina humana A21G, A22G;

insulina humana A21G, A22K, B29R, desB30;

insulina humana A21G, A22P, A23A, A24Q, desB30;
insulina humana A21G, A22P, A23Q, A24A, desB30;
insulina humana A21G, A22Q, A23A, A24P, desB30;
insulina humana A21G, A22Q, A23P, A24A, desB30;
insulina humana A21G, A22Q, A23P, desB30;
insulina humana A21G, B1F, desB30;

insulina humana A21G, B3K, B29E;

insulina humana A21G, desB27, desB30;

insulina humana A21G, B28D;

insulina humana A21G, B28D, desB30;

insulina humana A21G, B28K, B29P;

insulina humana A21G, desB30;

insulina humana A21Q, A22G;

insulina humana A21Q, A22K, B29R, desB30;

insulina humana A21Q, B3K, B29E;

insulina humana A21Q, desB27, desB30;

insulina humana A21Q, B28D;

insulina humana A21Q, B28D, desB30;

insulina humana A21Q, B28K, B29P;

insulina humana A21Q, desB30;

insulina humana A22K, B29R, desB30;

insulina humana B3K, B29E;

insulina humana B28D;

insulina humana B28D, desB30;

insulina humana B28K, B29P; o

insulina humana desB30.

En una modalidad, el analogo de insulina se selecciona del grupo que consiste en

insulina humana A14E, A21G, B25H, desB30;

insulina humana A21G, A22A, A23P, A24Q, desB30;
insulina humana A21G, A22A, A23Q, A24P, desB30;
insulina humana A21G, A22P, A23A, A24Q, desB30;
insulina humana A21G, A22P, A23Q, A24A, desB30;
insulina humana A21G, A22Q, A23A, A24P, desB30;
insulina humana A21G, A22Q, A23P, A24A, desB30;
insulina humana A21G, A22Q, A23P, desB30;
insulina humana A21G, B1F, desB30;

insulina humana A21G, desB30; y

insulina humana A21Q, desB30.

En otra modalidad, el analogo de insulina se selecciona del grupo que consiste en

insulina humana A14E, A21G, B25H, desB30;

insulina humana A21G, desB30; y

insulina humana A21Q, desB30.

En una tercera modalidad, el analogo de insulina es insulina humana A14E, A21G, B25H, desB30.

En una cuarta modalidad, el analogo de insulina es insulina humana A21G, A22A, A23P, A24Q, desB30.

En una quinta modalidad, el analogo de insulina es insulina humana A21G, A22A, A23Q, A24P, desB30.



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2784 603 T3

En una sexta modalidad, el analogo de insulina es insulina humana A21G, A22P, A23A, A24Q, desB30.
En una séptima modalidad, el analogo de insulina es insulina humana A21G, A22P, A23Q, A24A, desB30.
En una octava modalidad, el analogo de insulina es insulina humana A21G, A22Q, A23A, A24P, desB30.
En una novena modalidad, el analogo de insulina es insulina humana A21G, A22Q, A23P, A24A, desB30.
En una décima modalidad, el analogo de insulina es insulina humana A21G, A22Q, A23P, desB30.

En una undécima modalidad, el analogo de insulina es insulina humana A21G, B1F, desB30.

En una duodécima modalidad, el analogo de insulina es insulina humana A21G, desB30.

En una decimotercera modalidad, el analogo de insulina es insulina humana A21Q, desB30.

Si la extension comienza con un residuo Gly (G), entonces el analogo de insulina seleccionado puede ser preferentemente
un analogo que contiene A21Gly (G), o un analogo que contiene A21GIn (Q).

Por lo tanto, en una modalidad, el producto extendido con oligémero es un analogo de insulina extendido con oligdbmero
que comprende la mutaciéon A21Gly (G) o A21GIn (Q), y la extensién comienza con un residuo Gly (G).

Ademas, aun en otra modalidad, si el analogo de insulina contiene la posicion nativa A21N, entonces el primer
aminoacido del extremo N-terminal del oligémero de la extension no debe ser un residuo Gly (G).

En una 3™ modalidad, la insulina extendida con oligdmero o analogo de insulina se extiende en el extremo N-terminal de
la cadena B.

En una 4% modalidad, la insulina extendida con oligdmero o analogo de insulina se extiende en el extremo C-terminal de
la cadena A.

En una 5% modalidad, la insulina extendida con oligémero o analogo de insulina se extiende en el extremo N-terminal de
la cadena B y desde el extremo C-terminal de la cadena A.

En una 6% modalidad, la insulina extendida con oligémero o analogo de insulina se extiende con

A) residuos de aminoacidos contiguos que comprenden residuos de aminoacidos que se seleccionan del grupo que
consiste en [A, G, y Ho Q]; o del grupo [E, G, y H o QJ; o del grupo [G, P, y H o QJ; (es decir, Grupo A); o

B) residuos de aminoacidos contiguos que comprenden residuos de aminoacidos que se seleccionan del grupo que
consiste en [A, G, P, y Ho Q]; o del grupo [E, G, P, y Ho Q]; o del grupo [G, K, P, y H o Q]; o del grupo [E, G, H, y QJ;
(es decir, Grupo B); o

C) residuos de aminoacidos contiguos que comprenden residuos de aminoacidos que se seleccionan del grupo que
consiste en [A, G, P, H, y Q]; o del grupo [E, G, P, H, y QJ; (es decir, Grupo C); o

D) residuos de aminoacidos contiguos que comprenden residuos de aminoacidos que se seleccionan del grupo que
consiste en [A, E, G, P, Hy QJ; (es decir, Grupo D];

y/o cualquier combinacion de Grupos A, B, Cy D.

En una 7™ modalidad, la insulina extendida con oligémero o analogo de insulina se extiende con secuencias no repetidas,
es decir secuencias de orden aleatorio.

En una modalidad, la insulina extendida con oligémero o analogo de insulina se extiende con una secuencia de residuos
de aminoacidos que comprenden A, D, E, G, H, P, Q, S, y T, en orden aleatorio.

En otra modalidad, la insulina extendida con oligémero o analogo de insulina se extiende con una secuencia de residuos
de aminoacidos que comprenden A, D, E, G, H, P, y Q, en orden aleatorio.

En una tercera modalidad, la insulina extendida con oligdmero o andlogo de insulina se extiende con una secuencia de
residuos de aminoacidos que comprenden A, E, G, H, P, Q, S, y T, en orden aleatorio.

En una cuarta modalidad, la insulina extendida con oligémero o analogo de insulina se extiende con una secuencia de
residuos de aminoacidos que comprenden A, E, G, H, P, y Q, en cantidades aproximadamente iguales, pero en orden
aleatorio.
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En una 8" modalidad la insulina extendida con oligbmero o andlogo de insulina se extiende con repeticiones de
determinados motivos, tales motivos pueden repetirse segin sea necesario con el fin de obtener una extension de la
longitud y tamafio deseados. En dependencia del motivo en cuestién, el nimero de repeticiones puede estar dentro del
intervalo de aproximadamente 2 a aproximadamente 400.

En una modalidad, el nimero de repeticiones esta dentro del intervalo de aproximadamente 5 a aproximadamente 250.
En otra modalidad, el nimero de repeticiones esta dentro del intervalo de aproximadamente 10 a aproximadamente 200.

En una tercera modalidad, el numero de repeticiones es 10, 12, 13, 15, 20, 25, 30, 31, 33, 37, 40, 44, 49, 50, 56, 60, 62,
65, 66, 67, 69, 70, 75, 80, 90, 100, 125, o 150.

En una 9" modalidad los residuos de aminoéacidos del Grupo A se representan por residuos de aminoacidos contiguos
que se seleccionan del grupo que consiste en [A, G, y H o Q] (es decir, Grupo A1).

En una modalidad, los residuos de aminoacidos del Grupo A1 se seleccionan del grupo que consiste en [A, G, y H].
En otra modalidad, los residuos de aminoacidos del Grupo A1, que se seleccionan del grupo que consiste en [A, G, y H],
se representan por uno o mas de los siguientes motivos: [GHA]; [HAG]; [AGH]; [GAH]; [AHG]; y [HGA]; y cualquier

combinacion de estos.

En una tercera modalidad, los residuos de aminoacidos del Grupo A1 se seleccionan del grupo que consiste en [A, G, y
Ql.

En una cuarta modalidad, los residuos de aminoacidos del Grupo A1, que se seleccionan del grupo que consiste en [A, G,
y Q], se representan por uno o mas de los siguientes motivos: [GQA]; [QAG]; [AGQ]; [GAQ]; [AQG]; y [QGA]; y cualquier
combinacion de estos.

En una quinta modalidad, los residuos de aminoacidos del Grupo A1, que se seleccionan del grupo que consiste en [A, G,
y Q], se representan por uno o ambos de los siguientes motivos: [GQA]; y [GAQY]; y cualquier combinacion de estos.

En una sexta modalidad, los residuos de aminoacidos del Grupo A1, que se seleccionan del grupo que consiste en [A, G,
y QJ, se representan por el motivo: [GAQ]; en cualquier combinacion.

En una 10M modalidad los residuos de aminoacidos del Grupo A se representan por residuos de aminoacidos contiguos
que se seleccionan del grupo que consiste en [E, G, y H o Q] (es decir, Grupo A2).

En una modalidad, los residuos de aminoacidos del Grupo A2 se seleccionan del grupo que consiste en [E, G, y H].
En otra modalidad, los residuos de aminoacidos del Grupo A2, que se seleccionan del grupo que consiste en [E, G, y H],
se representan por uno o mas de los siguientes motivos: [GEH]; [EHG]; [HGE]; [GHE]; [HEG]; y [EGH]; y cualquier

combinacion de estos.

En una tercera modalidad, los residuos de aminoacidos del Grupo A2, que se seleccionan del grupo que consiste en [E,
G, y HJ, se representan por uno o ambos de los siguientes motivos: [GEH]; y [GHE]; y cualquier combinacion de estos.

En una cuarta modalidad, los residuos de aminoacidos del Grupo A2, que se seleccionan del grupo que consiste en [E, G,
y H], se representan por el motivo: [GEH], en cualquier combinacién.

En una quinta modalidad, los residuos de aminoacidos del Grupo A2 se seleccionan del grupo que consiste en [E, G, y Q].
En una sexta modalidad, los residuos de aminoacidos del Grupo A2, que se seleccionan del grupo que consiste en [E, G,
y QJ, se representan por uno o mas de los siguientes motivos: [GEQ]; [EQG]; [QGE]; [GQE]; [QEG]; y [EGQY]; y cualquier

combinacion de estos.

En una séptima modalidad, los residuos de aminoéacidos del Grupo A2, que se seleccionan del grupo que consiste en [E,
G, y Q], se representan por uno o ambos de los siguientes motivos: [GEQ]; y [GQE]; y cualquier combinacién de estos.

En una 11™ modalidad, los residuos de aminoacidos del Grupo A se representan por residuos de aminoacidos contiguos
que se seleccionan del grupo que consiste en [G, P, y H o Q] (es decir, Grupo A3).

En una modalidad, los residuos de aminoacidos del Grupo A3 se seleccionan del grupo que consiste en [G, P, y H].
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En otra modalidad, los residuos de aminoacidos del Grupo A3, que se seleccionan del grupo que consiste en [G, P, y H],
se representan por uno o mas de los siguientes motivos: [GHPH]; [HPHG]; [PHGHY]; y [HGHP]; y cualquier combinacion de
estos.

En una tercera modalidad, los residuos de aminoacidos del Grupo A3, que se seleccionan del grupo que consiste en [G,
P, y H], se representan por el motivo: [GHPH].

En una cuarta modalidad, los residuos de aminoacidos del Grupo A3 se seleccionan del grupo que consiste en [G, P, y Q].

En una quinta modalidad, los residuos de aminoacidos del Grupo A3, que se seleccionan del grupo que consiste en [G, P,
y QJ, se representan por uno o mas de los siguientes motivos: [GQP]; [QPG]; y [PGQ]; y cualquier combinacion de estos.

En una sexta modalidad, los residuos de aminoacidos del Grupo A3, que se seleccionan del grupo que consiste en [G, P,
y QJ, se representan por uno o mas de los siguientes motivos: [GQPQ]; [QPQG]; [PQGQ]; y [QGQP]; y cualquier
combinacion de estos.

En una séptima modalidad, los residuos de aminodacidos del Grupo A se seleccionan del grupo que consiste en uno o mas
de los siguientes motivos: [GAQ]; [GEH]; [GEQ]; [GQA]; [GQE]; y/o [GQP]; y cualquier combinacion de estos.

En una 12% modalidad, los residuos de aminoacidos del Grupo B se representan por residuos de aminoacidos contiguos
que se seleccionan del grupo que consiste en [A, G, P, y H o Q] (es decir, Grupo B1).

En una modalidad, los residuos de aminoacidos del Grupo B1 se seleccionan del grupo [A,G,P,H].

En otra modalidad, los residuos de aminoacidos del Grupo B1, que se seleccionan del grupo que consiste en [A,G,P,H],
se representan por uno 0 mas de los siguientes motivos: [GAPH]; [APHG]; [PHGA]; [HGAP]; [GAHP]; [AHPG]; [HPGA];
[PGAH]; [GPAH]; [PAHG]; [AHGP]; [HGPA]; [GHAP]; [HAPG]; [APGH]I; [PGHA]; [GHPA]; [HPAG]; [PAGH]; [AGHP];
[PHAG]; [HAGP]; [AGPH]; y [GPHA]; y cualquier combinacion de estos.

En una tercera modalidad, los residuos de aminoacidos del Grupo B1, que se seleccionan del grupo que consiste en
[A,G,P,H], se representan por el siguiente motivo: [GAPH].

En una cuarta modalidad, los residuos de aminoacidos del Grupo B1 se seleccionan del grupo [A,G,P,Q].

En una quinta modalidad, los residuos de aminoacidos del Grupo B1, que se seleccionan del grupo que consiste en
[A,G,P,Q], se representan por uno o mas de los motivos siguientes: [GAPQ]; [APQG]; [PQGA]; [QGAP]; [GAQP]; [AQPG];
[QPGA]; [PGAQ]; [GPAQ]; [PAQG]; [AQGP]; [QGPA]; [GQAP]; [QAPG]; [APGQ]; [PGQA]; [GQPA]; [QPAG]; [PAGQY];
[AGQP]; [PQAG]; [QAGP]; [AGPQ]; y [GPQA]; y cualquier combinacion de estos.

En una sexta modalidad, los residuos de aminoacidos del Grupo B1, que se seleccionan del grupo que consiste en
[A,G,P,Q], se representan por uno o mas de los motivos siguientes: [GAPQ]; [GAQP]; [GPAQ]; [GQAP]; [GQPA]J; [PQAG];
y [GPQAJ; y cualquier combinacion de estos.

En una 13" modalidad, los residuos de aminoacidos del Grupo B se representan por residuos de aminoacidos contiguos
que se seleccionan del grupo que consiste en [E, G, P, y H o Q] (es decir, Grupo B2).

En una modalidad, los residuos de aminoacidos del Grupo B2 se seleccionan del grupo que consiste en [E,G,P,H].

En otra modalidad, los residuos de aminoacidos del Grupo B2, que se seleccionan del grupo que consiste en [E,G,P,H],
se representan por uno o mas de los siguientes motivos: [GEHP]; [EHPG]; [HPGE]; [PGEH]; [GEPH]; [EPHG]; [PHGE];
[HGEP]; [GHPE]; [HPEG]; [PEGH]; [EGHP]; [GHEP]; [HEPG]; [EPGH]; [PGHE]; [GHHP]; [HHPG]; [HPGH]I; [PGHH];
[GPEH]; [PEHG]; [EHGP); [HGPE]; [GPHE]; [PHEG]; [HEGP]; y [EGPH]; y cualquier combinacion de estos.

En una tercera modalidad, los residuos de aminoacidos del Grupo B2, que se seleccionan del grupo que consiste en
[E,G,P,H], se representan por uno o mas de los siguientes motivos: [GEHP]; [GEPH]; [GHPE]; [GHEP]; [GHHP]; [GPEH];
y [GPHE]; y cualquier combinacioén de estos.

En una cuarta modalidad, los residuos de aminoacidos del Grupo B2 se seleccionan del grupo que consiste en [E,G,P,Q].

En una quinta modalidad, los residuos de aminoacidos del Grupo B2, que se seleccionan del grupo que consiste en
[E,G,P,Q], se representan por uno o mas de los motivos siguientes: [GEQP]; [EQPG]; [QPGE]; [PGEQ]; [GEPQ]; [EPQG];
[PQGE]; [QGEP]; [GQPE]; [QPEG]; [PEGQ]; [EGQP]; [GQEP]; [QEPG]; [EPGQ]; [PGQE]; [GQQP]; [QQPG]; [QPGQY;
[PGQQ]; [GPEQY]; [PEQG]; [EQGP]; [QGPE]; [GPQE]; [PQEG]; [QEGP]; y [EGPQY]; y cualquier combinacion de estos.
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En una sexta modalidad, los residuos de aminoacidos del Grupo B2, que se seleccionan del grupo que consiste en
[E,G,P,Q], se representan por uno o mas de los motivos siguientes: [GEQP]; [GEPQ]; [GQPE]; [GQEP]; [GPEQY]; y [GPQE];
y cualquier combinacion de estos.

En una 14% modalidad, los residuos de aminoacidos del Grupo B se representan por residuos de aminodacidos contiguos
que se seleccionan del grupo que consiste en [E, G, H, y Q] (es decir, Grupo B4).

En una modalidad, los residuos de aminoacidos del Grupo B4 se seleccionan del grupo [E,G,H,Q].

En otra modalidad, los residuos de aminoacidos del Grupo B4, que se seleccionan del grupo que consiste en [E,G,H,Q],
se representan por uno o mas de los motivos siguientes: [GEQH]; [EQHG]; [QHGE]; [HGEQ]; [GEHQ]; [EHQG]; [HQGE];
[QGEH]; [GHEQ]; [HEQG]; [EQGH]; [QGHE]; [GHQE]; [HQEG]; [QEGH]; [EGHQ]; [GQHP]; [QHPG]; [HPGAQY]; [PGQH];
[GQEH]; [QEHG]; [EHGQY]; [HGQE]; [GQHE]; [QHEG]; [HEGQY]; [EGQH]; [GHQP]; [HQPG]; [QPGH]I; y [PGHQY; y cualquier
combinacion de estos.

En una tercera modalidad, los residuos de aminoacidos del Grupo B4, que se seleccionan del grupo que consiste en.
[E,G,H,Q], se representan por uno o mas de los motivos siguientes: [GEQH]; [GEHQ]; [GHEQ]; [GHQE]; [GQHP]; [GQEH];
y [GQHE]; y cualquier combinacion de estos.

En una cuarta modalidad, los residuos de aminoacidos del Grupo B se seleccionan del grupo que consiste en uno o mas
de los siguientes motivos: [GAPH]; [GAPQ]; [GAQP]; [GPAQ]; [GQAP]; [GQPA]; [PQAG]; [GPQA]; [GEHP]; [GEPH];
[GHPE]; [GHEP]; [GHHP]; [GPEH]; [GPHE]; [GEQP]; [GEPQ]; [GQPE]; [GQEP]; [GPEQ]; [GPQE]; [GEQH]; [GEHQY];
[GHEQY]; [GHQE]; [GQHP]; [GQEH]; y/o [GQHE]; y cualquier combinacion de estos.

En una 15% modalidad, los residuos de aminoacidos del Grupo C se representan por residuos de aminodacidos contiguos
que se seleccionan del grupo que consiste en [A, G, P, H, y Q] (es decir, Grupo C1).

En una modalidad, los residuos de aminoacidos del Grupo C1, que se seleccionan del grupo que consiste en [A, G, P, H,
y QJ], se representan por uno o mas de los siguientes motivos: [GHAPGHHP]; [HAPGHHPG]; [APGHHPGH];
[PGHHPGHA];, [GHHPGHAP]; [HHPGHAPG]; [HPGHAPGH]; [PGHAPGHH]; [GHAPGQHP]; [HAPGQHPG];
[APGQHPGH]; [PGQHPGHA];, [GQHPGHAP]; [QHPGHAPG]; [HPGHAPGQ]; [PGHAPGQH]; [GQAPGQHP];
[QAPGQHPG]; [APGQHPGQ]; [PGQHPGQA]; [GQHPGQAP]; [QHPGQAPG]; [HPGQAPGQ]; v [PGQAPGQH]; vy
cualquier combinacién de estos.

En otra modalidad, los residuos de aminoacidos del Grupo C1, que se seleccionan del grupo que consiste en [A, G, P, H,
y QJ, se representan por uno o mas de los siguientes motivos:

[GQAPGQAPGAPHGAPH]; [HGQAPGQAPGAPHGAP]; [PHGQAPGQAPGAPHGA]; [APHGQAPGQAPGAPHG];
[GAPHGQAPGQAPGAPH]; [HGAPHGQAPGQAPGAP]; [PHGAPHGQAPGQAPGA]; [APHGAPHGQAPGQAPG];
[GAPHGAPHGQAPGQAP]; [PGAPHGAPHGQAPGQA]; [APGAPHGAPHGQAPGQ]; [QAPGAPHGAPHGQAPG];
[GQAPGAPHGAPHGQAP]; [PGQAPGAPHGAPHGQA]; [APGQAPGAPHGAPHGQ]; [GQAPGAPHGAPHGAPH];
[QAPGAPHGAPHGAPHG]; [APGAPHGAPHGAPHGQ]; [PGAPHGAPHGAPHGQA]; [GAPHGAPHGAPHGQAP];
[APHGAPHGAPHGQAPG]; [PHGAPHGAPHGQAPGA]; [HGAPHGAPHGQAPGAP]; [GAPHGAPHGQAPGAPH];
[APHGAPHGQAPGAPHG]; [PHGAPHGQAPGAPHGA]; [HGAPHGQAPGAPHGAP]; [GAPHGQAPGAPHGAPH];
[APHGQAPGAPHGAPHG]; [PHGQAPGAPHGAPHGA]; [HGQAPGAPHGAPHGAP]; y [QAPGQAPGAPHGAPHG]; y
cualquier combinacion de estos.

En una tercera modalidad, los residuos de aminoacidos del Grupo C1, que se seleccionan del grupo que consiste en [A,
G, P, H, y Q], se representan por uno o mas de los siguientes motivos:

[GQAPGQAPGQAPGAPH]; [HGQAPGQAPGQAPGAP]; [PHGQAPGQAPGQAPGA]; [APHGQAPGQAPGQAPG];
[GAPHGQAPGQAPGQAP]; [PGAPHGQAPGQAPGQA]; [APGAPHGQAPGQAPGQ]; [QAPGAPHGQAPGQAPG];
[GQAPGAPHGQAPGQAP]; [PGQAPGAPHGQAPGQA]; [APGQAPGAPHGQAPGQ]; [QAPGQAPGAPHGQAPG];
[GQAPGQAPGAPHGQAP]; [PGQAPGQAPGAPHGQA]; [APGQAPGQAPGAPHGQ]; y [QAPGQAPGQAPGAPHG]; y
cualquier combinacion de estos.

En una 16% modalidad, los residuos de aminoacidos del Grupo C se representan por residuos de aminodacidos contiguos
que se seleccionan del grupo que consiste en [E, G, P, H, y Q] (es decir, Grupo C2).

En una modalidad, los residuos de aminoacidos del Grupo C2, que se seleccionan del grupo que consiste en [E, G, P, H,
y QJ, se representan por uno o mas de los siguientes motivos: [GHEPGHHP]; [HEPGHHPG]; [EPGHHPGH];
[PGHHPGHE]; [GHHPGHEP]; [HHPGHEPG]; [HPGHEPGH]; [PGHEPGHH]; [GHEPGQHP]; [HEPGQHPG];
[EPGQHPGH]; [PGQHPGHE]; [GQHPGHEP]; [QHPGHEPG]; [HPGHEPGQ]; [PGHEPGQH]; [GQEPGQHP];
[QEPGQHPG]; [EPGQHPGQ]; [PGQHPGQE]; [GQHPGQEP]; [QHPGQEPG]; [HPGQEPGQ]; y [PGQEPGQH]; vy
cualquier combinacién de estos.
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En otra modalidad, los residuos de aminoacidos del Grupo C, que se seleccionan del grupo que consiste en [E, G, P, H, y
Q], se representan por uno o mas de los siguientes motivos: [GHEPGHHP]; [GHEPGQHP]; y [GQEPGQHP]; y cualquier
combinacion de estos.

En una tercera modalidad, los residuos de aminoacidos del Grupo C se seleccionan del grupo que consiste en uno o mas
de los siguientes motivos: [GHEPGHHP]; [GHEPGQHP]; [GQEPGQHP]; [GQAPGAPHGAPHGAPH];
[GQAPGQAPGAPHGAPH]; y/o [GQAPGQAPGQAPGAPH]; y cualquier combinacién de estos.

En una 17M@ modalidad, los residuos de aminoacidos del Grupo D se representan por residuos de aminoacidos contiguos
que se seleccionan del grupo que consiste en [A, E, G, P, H, y QJ, (es decir, Grupo D1); o el grupo [A, E, G, H, P, Q] (en
orden aleatorio) (es decir, Grupo D2).

En una modalidad, los residuos de aminoacidos del Grupo D1, que se seleccionan del grupo que consiste en [A, E, G, P,
H, y QJ, se representan por uno o mas de los siguientes motivos: [GEHPGAPHGQEPGQAP]; [EHPGAPHGQEPGQAPG];
[HPGAPHGQEPGQAPGE]; [PGAPHGQEPGQAPGEH]; [GAPHGQEPGQAPGEHP]; [APHGQEPGQAPGEHPG];
[PHGQEPGQAPGEHPGA]; [HGQEPGQAPGEHPGAP]; [GQEPGQAPGEHPGAPH]; [QEPGQAPGEHPGAPHG];
[EPGQAPGEHPGAPHGQ]; [PGQAPGEHPGAPHGQE]; [GQAPGEHPGAPHGQEP]; [QAPGEHPGAPHGQEPG];
[APGEHPGAPHGQEPGQ]; [PGEHPGAPHGQEPGQA]; [GQAPGQAPGAPHGAPH]; [QAPGQAPGAPHGAPHG];
[APGQAPGAPHGAPHGQ]; [PGQAPGAPHGAPHGQA]; [GQAPGAPHGAPHGQAP]; [QAPGAPHGAPHGQAPG];
[APGAPHGAPHGQAPGQ]; [PGAPHGAPHGQAPGQA]; [GAPHGAPHGQAPGQAP]; [APHGAPHGQAPGQAPG];
[PHGAPHGQAPGQAPGA]; [HGAPHGQAPGQAPGAP]; [GAPHGQAPGQAPGAPH]; [APHGQAPGQAPGAPHG];
[PHGQAPGQAPGAPHGA]; [HGQAPGQAPGAPHGAP]; [GQAPGQAPGQAPGAPH]; [QAPGQAPGQAPGAPHG];
[APGQAPGQAPGAPHGQ]; [PGQAPGQAPGAPHGQA]; [GQAPGQAPGAPHGQAP]; [QAPGQAPGAPHGQAPG];
[APGQAPGAPHGQAPGQ]; [PGQAPGAPHGQAPGQA]; [GQAPGAPHGQAPGQAP]; [QAPGAPHGQAPGQAPG];
[APGAPHGQAPGQAPGQ]; [PGAPHGQAPGQAPGQA]; [GAPHGQAPGQAPGQAP]; [APHGQAPGQAPGQAPG];
[PHGQAPGQAPGQAPGA]; [HGQAPGQAPGQAPGAP]; [GQEPGAPHGAPHGAPH];, [QEPGAPHGAPHGAPHG];
[EPGAPHGAPHGAPHGQ]; [PGAPHGAPHGAPHGQE]; [GAPHGAPHGAPHGQEP]; [APHGAPHGAPHGQEPG];
[PHGAPHGAPHGQEPGA];, [HGAPHGAPHGQEPGAP]; [GAPHGAPHGQEPGAPH]; [APHGAPHGQEPGAPHG];
[PHGAPHGQEPGAPHGA]; [HGAPHGQEPGAPHGAP]; [GAPHGQEPGAPHGAPH]; [APHGQEPGAPHGAPHG];
[PHGQEPGAPHGAPHGA], [HGQEPGAPHGAPHGAP]; [GQEPGQEPGAPHGAPH]; [QEPGQEPGAPHGAPHG];
[EPGQEPGAPHGAPHGQ]; [PGQEPGAPHGAPHGQE]; [GQEPGAPHGAPHGQEP]; [QEPGAPHGAPHGQEPG];
[EPGAPHGAPHGQEPGQ]; [PGAPHGAPHGQEPGQE]; [GAPHGAPHGQEPGQEP]; [APHGAPHGQEPGQEPG];
[PHGAPHGQEPGQEPGA]; [HGAPHGQEPGQEPGAP]; [GAPHGQEPGQEPGAPH]; [APHGQEPGQEPGAPHG];
[PHGQEPGQEPGAPHGA]; [HGQEPGQEPGAPHGAP]; [GQEPGQEPGQEPGAPH]; [QEPGQEPGQEPGAPHG];
[EPGQEPGQEPGAPHGQ]; [PGQEPGQEPGAPHGQE]; [GQEPGQEPGAPHGQEP]; [QEPGQEPGAPHGQEPG];
[EPGQEPGAPHGQEPGQ]; [PGQEPGAPHGQEPGQE]; [GQEPGAPHGQEPGQEP]; [QEPGAPHGQEPGQEPG];
[EPGAPHGQEPGQEPGQ]; [PGAPHGQEPGQEPGQE]; [GAPHGQEPGQEPGQEP]; [APHGQEPGQEPGQEPG];
[PHGQEPGQEPGQEPGA]; y [HGQEPGQEPGQEPGAP]; y cualquier combinacién de estos.

En otra modalidad, los residuos de aminoacidos del Grupo D1, que se seleccionan del grupo que consiste en [A, E, G, P,
H, y QJ, se representan por uno o mas de los siguientes motivos: [GEHPGAPHGQEPGQAP]; [GQAPGAPHGAPHGAPH];
[GQAPGQAPGAPHGAPH]; [GQAPGQAPGQAPGAPH]; [GQEPGAPHGAPHGAPH];, [GQEPGQEPGAPHGAPH]; vy
[GQEPGQEPGQEPGAPHY]; y cualquier combinacion de estos.

En otra modalidad, los residuos de aminoéacidos del Grupo D se seleccionan del grupo que consiste en uno o mas de los
siguientes  motivos: [GEHPGAPHGQEPGQAP];, [GQEPGAPHGAPHGAPH];, [GQEPGQEPGAPHGAPH];, vy
[GQEPGQEPGQEPGAPH]; y cualquier combinacion de estos.

En una 18¥@ modalidad, la insulina extendida con oligdmero o analogo de insulina se extiende con

un motivo del Grupo A que se selecciona del grupo que consiste en [GEH]; [GQA]; [GQE]; [GHE]; [GEQ]; [GAQY; y [GQP];
y/o cualquier combinacién de estas; y/o

un motivo del Grupo B que se selecciona del grupo que consiste en [GAPH]; [GAPQ]; [GEHP]; [GEPH]; [GEQH]; [GHEP];
[GHHP]; [PQAG]; [GQAP]; [GQEP]; [GQHP]; [GQPE]; [GEQP]; [GEPQ]; [GPEQ]; [GPQE]; [GQPA]; [GAQP]; [GPAQY];
[GPQA]; [GHPE]; [GPEH]; [GPHE]; [GQEH]; [GQHE]; [GEHQY]; [GHEQY]; y [GHQE]; y/o cualquier combinacion de estas;
ylo

un motivo del Grupo que se selecciona del grupo que consiste en [GHEP-GHHP]; [GHEP-GQHP]; y [GQEP-GQHP]; y/o
cualquier combinacién de estos; y/o

un motivo del Grupo D que se selecciona del grupo que consiste en [GEHP-GAPH-GQEP-GQAP]; [GQAP-GAPH-GAPH-
GAPH]; [GQAP-GQAP-GAPH-GAPH]; [GQAP-GQAP-GQAP-GAPH]; [GQEP-GAPH-GAPH-GAPH]; [GQEP-GQEP-
GAPH-GAPH]; y [GQEP-GQEP-GQEP-GAPH]; y/o cualquier combinacion de estos; y/o

cualquier combinacién de motivos de los Grupos A, B, Cy D;
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cuyo motivo puede repetirse segun sea necesario para obtener una extension de la longitud y tamafio deseados.
En una 19" modalidad, la insulina extendida con oligémero o analogo de insulina se extiende con

un motivo del Grupo A que se selecciona de [GAQ]; [GEH]; [GEQ]; [GQA]; [GQE]; y [GQP]; y/o cualquier combinacién de
estos; y/o

un motivo del Grupo B que se selecciona de [GAPH]; [GAPQ]; [GAQP]; [GEHP]; [GEPH]; [GEPQ]; [GEQH]; [GEQP];
[GHEP]; [GHEQ]; [GHPE]; [GHQE]; [GPAQ]; [GPEH]; [GPEQ]; [GPHE]; [GPQA]; [GPQE]; [GQAP]; [GQEH]; [GQEP];
[GQHE]; [GQPA]; y [GQPE]; y/o cualquier combinacion de estos; y/o

un motivo del Grupo C que se selecciona de [GHEPGQHP], [GQEPGQHP]; [GQAPGQAPGQAPGAPH]; y
[GQAPGQAPGAPHGAPH]; y/o cualquier combinacion de estos; y/o

un motivo del Grupo D que se selecciona de [GEHPGAPHGQEPGQAP]; [GQEPGQEPGQEPGAPH];
[GQEPGQEPGAPHGAPH]; y [AE,G,P,H,Q]; y/o cualquier combinacion de estos.

La insulina o el analogo de insulina pueden extenderse con uno o mas residuos de aminoacidos identificados
anteriormente, y la repeticion en cuestion no tiene que comenzar con Gly (G).

La insulina o el analogo de insulina pueden extenderse con uno o mas residuos de aminoacidos identificados
anteriormente, y la repeticion en cuestién puede comenzar con cualquier aminoacido de la repeticion (por ejemplo, el
analogo de insulina extendido con repeticion GAPH puede comenzar con APH, PH o H, seguido de repeticiones de GAPH).

En una 20m modalidad, la insulina extendida con oligémero o analogo de insulina comprende de aproximadamente 100 a
aproximadamente 800 residuos de aminoacidos contiguos en su extension.

En una modalidad, la insulina extendida con oligémero o analogo de insulina comprende al menos aproximadamente 100
residuos de aminoéacidos contiguos.

En otra modalidad, la insulina extendida con oligémero o analogo de insulina comprende menos de aproximadamente 800
residuos de aminoacidos contiguos.

En una tercera modalidad, la insulina extendida con oligémero o analogo de insulina comprende de aproximadamente 100
a aproximadamente 700 residuos de aminodcidos contiguos.

En una cuarta modalidad, la insulina extendida con oligémero o anélogo de insulina comprende de aproximadamente 100
a aproximadamente 600 residuos de aminoacidos contiguos.

En una quinta modalidad, la insulina extendida con oligémero o analogo de insulina comprende de aproximadamente 100
a aproximadamente 500 residuos de aminoacidos contiguos.

En una sexta modalidad, la insulina extendida con oligdmero o analogo de insulina comprende de aproximadamente 100
a aproximadamente 400 residuos de aminoacidos contiguos.

En una séptima modalidad, la insulina extendida con oligdmero o analogo de insulina comprende de aproximadamente
100 a aproximadamente 300 residuos de aminoacidos contiguos.

En una octava modalidad, la insulina extendida con oligémero o analogo de insulina comprende de aproximadamente 150
a aproximadamente 300 residuos de aminoacidos contiguos.

En una novena modalidad, la insulina extendida con oligémero o analogo de insulina comprende de aproximadamente 150
a aproximadamente 250 residuos de aminoacidos contiguos.

En una décima modalidad, la insulina extendida con oligémero o analogo de insulina comprende de aproximadamente 175
a aproximadamente 225 residuos de aminoacidos contiguos.

En una undécima modalidad, la insulina extendida con oligémero o analogo de insulina comprende de aproximadamente
185 a aproximadamente 215 residuos de aminoacidos contiguos.

En una duodécima modalidad, la insulina extendida con oligémero o analogo de insulina comprende de aproximadamente

190 a aproximadamente 210 residuos de aminoacidos contiguos; y en particular 124, 148, 176, 196, 198, 200, 201, 208,
224, 248, 276, 300, 400, 500, o 600 residuos de aminoacidos contiguos.

11
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En una decimotercera modalidad, la insulina extendida con oligdmero o andlogo de insulina comprende de
aproximadamente 190 a aproximadamente 210 residuos de aminoacidos contiguos; y en particular 200, 201, 208 residuos
de aminoacidos contiguos.

En una 21 modalidad, la insulina extendida con oligémero o analogo de insulina es un compuesto de la Férmula general
|

Ins-Ext (1)
en donde:

“Ins” representa un analogo de la insulina humana como se identifica en la Tabla 1 a continuacion; y
“Ext” indica una extension como se describe en la Tabla 1 a continuacién.
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Tabla 1

Ej. N.° Analogo de insulina Extension*** (repeticion) N.o**
1 A21Q*, desB30 GQEP 200
2 A21Q*, desB30 GAPQ 200
3 A21Q*, desB30 GQAP 200
4 A21Q*, desB30 GEPH 200
5 A21Q*, desB30 GEHP 200
6 A14E, A21G*, B25H, desB30 GQEP 200
7 A14E, A21G*, B25H, desB30 GAPQ 200
9 A14E, A21G*, B25H, desB30 GEPH 200
10 A14E, A21G*, B25H, desB30 GEHP 200
11 A14E, A21G*, B25H, desB30 GAPH 200
12 A21G*, desB30 GEHPGAPHGQEPGQAP 208
13 A21G*, desB30 GEH 201
14 A21G*, desB30 GQA 201
15 A21G*, desB30 GQE 201
16 A21G*, desB30 GEQH 200
17 A21G*, desB30 GQEPGQEPGQEPGAPH 200
18 A21G*, desB30 GQEPGQEPGAPHGAPH 200
20 A21G*, desB30 GQAPGQAPGQAPGAPH 200
21 A21G*, desB30 GQAPGQAPGAPHGAPH 200
23 A21G*, desB30 [A,E,G,H,P,Q] (en orden aleatorio) 200
24 A21G*, desB30 GHEPGQHP 200
25 A21G*, desB30 GQEPGQHP 200
32 A21G*, desB30 GQPE 200
33 A21G*, desB30 GEQP 200
34 A21G*, desB30 GEPQ 200
35 A21G*, desB30 GPEQ 200
36 A21G*, desB30 GPQE 200
37 A21G*, desB30 GQPA 200
38 A21G*, desB30 GAQP 200
39 A21G*, desB30 GPAQ 200
40 A21G*, desB30 GPQA 200
41 A21G*, desB30 GHEP 200
42 A21G*, desB30 GHPE 200
43 A21G*, desB30 GPEH 200
44 A21G*, desB30 GPHE 200
45 A21G*, desB30 GQEH 200
46 A21G*, desB30 GQHE 200
48 A21G*, desB30 GHEQ 200
49 A21G*, desB30 GHQE 200
51 A21G*, desB30 GEQ 201
52 A21G*, desB30 GAQ 201
53 A21G*, desB30 GQAP 248
54 A21G*, desB30 GQAP 300
55 A21G*, desB30 GQAP 400
56 A21G*, desB30 GQAP 200
57 A21G*, desB30 GQAP 500
58 A21G*, desB30 GQAP 600
59 A14E, A21G*, B25H, desB30 GQAP 200
60 A14E, A21G*, B25H, desB30 GQAP 300
61 A14E, A21G*, B25H, desB30 GQAP 600
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62 A21G, B1F*, desB30 GQAP 200
63 A21G, B1F*, desB30 GQAP 400
64 A21G, A22A, A23P, A24Q*, desB30 GAPQ 196
65 A21G, A22A, A23Q, A24P*, desB30 GAQP 196
66 A21G, A22Q, A23A, A24P*, desB30 GQAP 196
67 A21G, A22Q, A23P, A24A*, desB30 GQPA 196
68 A21G, A22P, A23A, A24Q*, desB30 GPAQ 196
69 A21G, A22P, A23Q, A24A*, desB30 GPQA 196
70 A21G*, desB30 GQAP 224
71 A21G*, desB30 GQAP 276
72 A21G*, desB30 GQAP 124
73 A21G*, desB30 GQAP 148
74 A21G*, desB30 GQAP 176
75 A21G, A22Q, A23P*, desB30 GQP 198
76 A21G, A22A, A23Q, A24P*, desB30 GAQP 148
77 A21G, A22A, A23Q, A24P*, desB30 GAQP 248

* indica el punto de extension

** indica la cantidad de residuos de aminoacidos en la extensiéon

*** an el orden especificado (a menos que se indique de otra manera)

En una 22% modalidad, la insulina extendida con oligémero o analogo de insulina es un compuesto que se selecciona del

grupo que consiste en

insulina humana A21Q(GQEP)so, desB30;
insulina humana A21Q(GAPQ)so, desB30;
insulina humana A21Q(GQAP)so0, desB30;
insulina humana A21Q(GEPH)so, desB30;
insulina humana A21Q(GEHP)s0, desB30;
insulina humana A14E, A21G(GQEP)so, B25H, desB30;
insulina humana A14E, A21G(GAPQ)so, B25H, desB30;
insulina humana A14E, A21G(GEPH)so, B25H, desB30;
insulina humana A14E, A21G(GEHP)so0, B25H, desB30;
insulina humana A14E, A21G(GAPH)so0, B25H, desB30;

insulina humana A21G(GEHPGAPHGQEPGQAP)13, desB30;

insulina humana A21G(GEH)e7, desB30;
insulina humana A21G(GQA)e7, desB30;
insulina humana A21G(GQE)e7, desB30;
insulina humana A21G(GEQH)s0, desB30;

insulina humana A21G(GQEPGQEPGQEPGAPH)12GQEPGQEP, desB30;

insulina humana A21G(GQEPGQEPGAPHGAPH)12GQEPGQEP, desB30;
insulina humana A21G(GQAPGQAPGQAPGAPH)12GQAPGQAP, desB30;
insulina humana A21G(GQAPGQAPGAPHGAPH)12GQAPGQAP, desB30;
insulina humana A21G[A,E,G,H,P,Q] (200 amino acidos aleatorios), desB30;
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insulina humana A21G(GHEPGQHP)2s, desB30;
insulina humana A21G(GQEPGQHP)2s, desB30;
insulina humana A21G(GQPE)so0, desB30;
insulina humana A21G(GEQP)so, desB30;
insulina humana A21G(GEPQ)so, desB30;
insulina humana A21G(GPEQ)so, desB30;
insulina humana A21G(GPQE)so0, desB30;
insulina humana A21G(GQPA)so0, desB30;
insulina humana A21G(GAQP)so, desB30;
insulina humana A21G(GPAQ)so, desB30;
insulina humana A21G(GPQA)so, desB30;
insulina humana A21G(GHEP)so, desB30;
insulina humana A21G(GHPE)so0, desB30;
insulina humana A21G(GPEH)s0, desB30;
insulina humana A21G(GPHE)s0, desB30;
insulina humana A21G(GQEH)so, desB30;
insulina humana A21G(GQHE)so, desB30;
insulina humana A21G(GHEQ)so0, desB30;
insulina humana A21G(GHQE)so0, desB30;
insulina humana A21G(GEQ)e7, desB30;
insulina humana A21G(GAQ)e7, desB30;
insulina humana A21G(GQAP)s2, desB30;
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insulina humana A21G(GQAP)7s, desB30;

insulina humana A21G(GQAP)100, desB30;

insulina humana A21G(GQAP)so, desB30;

insulina humana A21G(GQAP)125, desB30;

insulina humana A21G(GQAP)1s0, desB30;

insulina humana A14E, A21G(GQAP)so, B25H, desB30;
insulina humana A14E, A21G(GQAP)7s, B25H, desB30;
insulina humana A14E, A21G(GQAP)1s0, B25H, desB30;
insulina humana A21G, B1F(GQAP)so0, desB30;

insulina humana A21G, B1F(GQAP)100, desB30;

insulina humana A21G, A22A, A23P, A24Q(GAPQ)49, desB30;
insulina humana A21G, A22A, A23Q, A24P(GAQP)49, desB30;
insulina humana A21G, A22Q, A23A, A24P(GQAP)49, desB30;
insulina humana A21G, A22Q, A23P, A24A(GQPA )49, desB30;
insulina humana A21G, A22P, A23A, A24Q(GPAQ)as, desB30;
insulina humana A21G, A22P, A23Q, A24A(GPQA )49, desB30;
insulina humana A21G(GQAP)ses, desB30;

insulina humana A21G(GQAP)e9, desB30;

insulina humana A21G(GQAP)31, desB30;

insulina humana A21G(GQAP)s7, desB30;

insulina humana A21G(GQAP)a4, desB30;

insulina humana A21G, A22Q, A23P(GQP)es, desB30;

insulina humana A21G, A22A, A23Q, A24P(GAQP)s7, desB30; y
insulina humana A21G, A22A, A23Q, A24P(GAQP)s2, desB30.

Cualquier combinacion de dos 0 mas de las modalidades descritas en la presente descripcion se considera dentro del
alcance de la presente descripcion.

Nomenclatura de analogos de los insulina extendidos con oligémero

En el contexto de esta descripcion, los analogos de insulina extendidos con oligémero se nombran con relacién a la
insulina humana por la especificacion de deleciones, sustituciones, inserciones y extensiones de aminoacidos, como
también se especifica por la Férmula | general anterior.

De esta manera el compuesto del Ejemplo 2 representa un analogo de la insulina humana (A21Q*, desB30), en donde el
residuo de aminoacido de origen natural localizado en posicion 21 de la cadena A se ha sustituido por glutamina (Q), y en
donde el residuo de aminoacido de origen natural localizado en posicion B30 se ha eliminado, y cuyo analogo se ha
extendido en la posicién marcada con asterisco (*) con una extensién conformada por repeticiones de los cuatro residuos
de aminoacidos (GAPQ en el orden especificado) para producir una extension que consiste en un total de 200 residuos de
aminoacidos (que pueden designarse, ademas, como (GAPQ)so).

Este analogo también puede denominarse insulina humana A21Q(GAPQ)so, desB30, y el compuesto se ilustra en la Figura
8.

Métodos de produccion

La insulina extendida con oligdémero o analogo de insulina puede obtenerse mediante métodos convencionales para
la preparacion de insulina, analogos de insulina y derivados de insulina, y en particular, mediante los métodos descritos
en los ejemplos de trabajo.

En breve, el ADN que codifica insulina se fusiona con el ADN que codifica las extensiones recombinantes. EI ADN se
transfecta en levadura y la insulina extendida se expresa y se cosecha. La insulina extendida se expresa como una
proteina precursora de cadena simple, cuya proteina precursora se escinde posteriormente para obtener una insulina
madura extendida de dos cadenas (cadena A y cadena B).

Actividad bioldgica

En otro aspecto la invencion proporciona una novedosa insulina extendida con oligdmero o analogo de insulina para
usar como medicamento, o para usar en la fabricaciéon de medicamentos o composiciones farmacéuticas.

En un aspecto adicional, la invencion se refiere al uso médico de la insulina extendida con oligdmero o analogo de
insulina, y en particular al uso de tales productos para el tratamiento, la prevencién o el alivio de enfermedades,
trastornos o afecciones que se relacionan con la diabetes, diabetes tipo 1, diabetes tipo 2, alteracion de la tolerancia
a la glucosa, hiperglicemia, dislipidemia, obesidad, sindrome metabdlico (sindrome metabdlico X, sindrome de
resistencia a la insulina) hipertension, trastornos cognitivos, aterosclerosis, infarto del miocardio, accidente vascular
encefalico, trastornos cardiovasculares, enfermedad coronaria, sindrome inflamatorio intestinal, dispepsia o uUlceras
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gastricas, cuyo método comprende la administracion de una cantidad terapéuticamente eficaz del derivado de insulina
a un sujeto que lo necesita.

En otra modalidad, la invencion se refiere al uso de tales productos para el tratamiento, prevencion o alivio de
enfermedades, trastornos o afecciones que se relacionan con la diabetes, diabetes tipo 1, diabetes tipo 2, o alteracién
de la tolerancia a la glucosa, cuyo método comprende la administracion de una cantidad terapéuticamente eficaz del
derivado de insulina a un sujeto que lo necesita.

En una tercera modalidad, la invencion se refiere al uso de tales productos para el tratamiento, prevencion o alivio de
enfermedades, trastornos o afecciones relacionados con la diabetes, y en particular diabetes tipo 1 o diabetes tipo 2.

Composiciones farmacéuticas

La presente invencion se refiere a las insulinas extendidas con oligdmero o analogos de insulina utiles como
medicamentos, o para la fabricacion de una composicién farmacéutica/medicamento, y particularmente para su uso
en el tratamiento, prevencion o alivio de una enfermedad, trastorno o afeccion metabdlica.

Por lo tanto, en otro aspecto, la invencién proporciona composiciones farmacéuticas novedosas que comprenden una
cantidad terapéuticamente eficaz de una insulina extendida con oligémero o analogo de insulina de acuerdo con la
presente invencion, opcionalmente junto con uno o mas adyuvantes, excipientes, portadores y/o diluyentes.

Las composiciones inyectables pueden prepararse mediante el uso de técnicas convencionales, que incluyen
tipicamente disolver y mezclar los ingredientes segun sea apropiado para dar el producto final deseado, la adicion de
agentes isotonicos, conservantes y/o tampones segun sea necesario, y ajustar el valor de pH de la solucién, por
ejemplo, mediante el uso de un acido, por ejemplo, acido clorhidrico, 0 una base, por ejemplo, hidréxido de sodio
acuoso, segun sea necesario. Por ultimo, el volumen de la solucién puede ajustarse con agua para dar la concentracion
deseada de los ingredientes.

En una modalidad, una soluciéon o suspensién se elabora mediante la disolucion de una insulina extendida con
oligébmero o analogo de insulina en un medio acuoso en condiciones ligeramente &cidas, por ejemplo, a una
concentracion en el intervalo de aproximadamente 240 a aproximadamente 2400 pmol/L. El medio acuoso se hace
isotonico, por ejemplo, mediante el uso de cloruro de sodio o glicerol. Ademas, el medio acuoso puede contener
tampones tales como acetato o citrato, conservantes tales como m-cresol o fenol e iones zinc, por ejemplo, 2 a 5 Zn**
por 6 insulinas, o en una concentracion de hasta aproximadamente 20 ug de Zn** por unidad de actividad de insulina.
El valor de pH de la solucién se ajusta hacia la neutralidad sin llegar demasiado cerca del punto isoeléctrico del
compuesto en cuestion, con el fin de evitar la precipitacion potencial. El valor de pH de la preparacion final de insulina
depende de la concentracion de iones de zinc, y la concentracion del compuesto de esta descripcion. La preparacion
de insulina se esteriliza, por ejemplo, mediante filtracion estéril.

Métodos de terapia

La presente invencion se refiere a farmacos para uso terapéutico. Mas especificamente la invencion se refiere al uso de la
insulina extendida con oligémero o analogo de insulina de la invencion para el tratamiento o prevencion de afecciones
médicas relacionadas con la diabetes.

Por lo tanto, en otro aspecto, la invencién proporciona un método para el tratamiento o alivio de una enfermedad o trastorno
o afeccion de un cuerpo de animal vivo, que incluye un ser humano, cuya enfermedad, trastorno o afeccion puede
seleccionarse de una enfermedad, trastorno o afeccion que se relaciona con diabetes, diabetes tipo 1, diabetes tipo 2,
alteracion de la tolerancia a la glucosa, hiperglicemia, dislipidemia, obesidad, sindrome metabdlico (sindrome metabdlico
X, sindrome de resistencia a la insulina), hipertension, trastornos cognitivos, aterosclerosis, infarto del miocardio, accidente
vascular encefalico, trastornos cardiovasculares, enfermedad coronaria, sindrome de intestino inflamatorio, dispepsia, o
Ulceras gastricas, cuyo método comprende la etapa de administrar una cantidad terapéuticamente eficaz de la insulina
extendida con oligémero o andlogo de insulina de la invencion a un sujeto que lo necesita.

En otra modalidad la invencion proporciona un método para el tratamiento o alivio de una enfermedad o trastorno o afeccién
de un cuerpo de animal vivo, que incluye un ser humano, cuya enfermedad, trastorno o afeccion puede seleccionarse de
una enfermedad, trastorno o afeccién que se relaciona con diabetes, diabetes tipo 1, diabetes tipo 2, alteracion de la
tolerancia a la glucosa, hiperglicemia, dislipidemia, obesidad, sindrome metabdlico (sindrome metabdlico X, sindrome de
resistencia a la insulina), hipertension, desérdenes cognitivos, aterosclerosis, infarto del miocardio, accidente vascular
encefalico, desérdenes cardiovasculares, enfermedad coronaria, sindrome inflamatorio intestinal, dispepsia, o Ulceras
gastricas, cuyo método comprende la administracion de una cantidad terapéuticamente eficaz de la insulina extendida con
oligbmero o analogo de insulina a un sujeto que la necesita.

En una tercera modalidad la invencién proporciona un método para el tratamiento o alivio de una enfermedad o trastorno

o afeccion de un cuerpo de animal vivo, que incluye un ser humano, cuya enfermedad, trastorno o afeccion puede
seleccionarse de una enfermedad, trastorno o afeccién relacionada con la diabetes, diabetes tipo 1, diabetes tipo 2,
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alteracion de la tolerancia a la glucosa, hiperglicemia, dislipidemia, obesidad, o sindrome metabdlico (sindrome metabdlico
X, sindrome de resistencia a la insulina).

En una cuarta modalidad la invencién proporciona un método para el tratamiento o alivio de una enfermedad o trastorno o
afeccién de un cuerpo de animal vivo, que incluye un ser humano, cuya enfermedad, trastorno o afeccién puede
seleccionarse de una enfermedad, trastorno o afeccidn con relacion a la diabetes, en particular diabetes tipo 1, o diabetes
tipo 2.

Breve descripcién de los dibujos
Una modalidad ilustrativa de la presente descripcion se ilustra ademas con referencia al dibujo adjunto, en el cual:

la Figura 1 muestra curvas de concentracion de insulina en plasma (pM) después de la administracién (s.c.) de los
compuestos de los Ejemplos 2 y 5, respectivamente;

la Figura 2 muestra curvas de concentracion de glucosa en plasma (mM) después de la administracion (s.c.) de los
compuestos de los Ejemplos 2 y 5, respectivamente;

la Figura 3 muestra un ejemplo de un espectro de masa deconvolucionado para un analogo que contiene la repeticion
GEPS, analizado por LC/MS de fase revertida en el sobrenadante. La masa esperada del compuesto es 43 963,76
Da, que es la masa principal. Una de las masas adicionales es cuatro veces mas 162 Da, que es igual a cuatro
porciones de hexosa;

la Figura 4 muestra un andlisis de pureza UV de un analogo purificado que contiene las repeticiones GEPS mediante
el uso de cromatografia LC de fase inversa. La mayor impureza observada se ha identificado como un producto
glicosilado. Como resultado de la baja resolucién desde el pico principal, no se eliminé durante el proceso de
purificacion;

la Figura 5 muestra un ejemplo de un espectro de masa desenrollado para un precursor analogo que contiene la
repeticion GQEP que se analizé mediante LC/MS de fase revertida en el sobrenadante. La masa esperada del
compuesto es 27 602,75 Da, que es la masa principal. La masa principal adicional es igual a la mitad de la masa pico
y es un artefacto del algoritmo usado para deconvolucionar el espectro de masas;

la Figura 6 muestra un ejemplo de un espectro de masa desenrollado para un precursor analogo que contiene la
repeticion GEHP analizada por LC/MS de fase revertida en el sobrenadante. La masa esperada del compuesto es 28
053,27 Da, que es la masa principal. La masa principal adicional es igual a la mitad de la masa pico y es un artefacto
del algoritmo que se usa para deconvolucionar el espectro de masa; y

la Figura 7 muestra la secuencia de aminoacidos de la extension del compuesto del Ejemplo 23 (A21G[A,E,G,H,P,Q]
(200 residuos de aminoacidos en orden aleatorio), insulina humana desB30);

la Figura 8 muestra la estructura (secuencia) del compuesto del Ejemplo 2; y

la Figura 9 muestra la estructura (secuencia) del precursor para el compilado del Ejemplo 2.

Ejemplos

La invencion se ilustra adicionalmente con referencia a los siguientes ejemplos, que no pretenden limitar de ninguna
manera limitar el alcance de la invencion, como se reivindica.

Ejemplos 1-52
Métodos de expresion y purificacion
Expresion

El analogo de insulina para su uso de acuerdo con la invencion se produce de manera recombinante mediante la
expresion de una secuencia de ADN que codifica el analogo de insulina en cuestion en una célula huésped adecuada
mediante técnicas conocidas, por ejemplo, como se describe en el documento nim. US 6500645. El analogo de
insulina se expresa directamente o como una molécula precursora, que puede tener una extensién N-terminal adicional
(en forma, por ejemplo, de EEAEAEAPK) en la cadena B y/o un péptido de conexion (péptido C, en forma, por ejemplo,
de DMK) entre la cadena B y la cadena A. Esta extensién N-terminal y el péptido C se escinden in vitro mediante una
proteasa adecuada, por ejemplo, proteasa de Achromobacter lyticus (ALP) o tripsina, y por lo tanto tendra un sitio de
escision al lado de la posicion B1, B29 y A1, respectivamente. Las extensiones N-terminal y los péptidos C del tipo
adecuado para su uso de acuerdo con esta invencion se describen, por ejemplo, en los documentos nims. US
5395922, EP 765395, WO 9828429 y WO 2014/195452.

La secuencia de polinucleétidos que codifican el precursor del analogo de insulina para usar de acuerdo con la
invencion se preparan sintéticamente por métodos establecidos, por ejemplo el método de fosforamidita descrito por
Beaucage y otros. (1981) Tetrahedron Letters 22 1859-1869, o el método descrito por Matthes y otros. (1984) EMBO
Journal 3 801-805. De acuerdo con el método de fosforamidita, los oligonucledétidos se sintetizan, por ejemplo, en un
sintetizador automatico de ADN, se purifican, se duplican, y se ligan para formar el constructo de ADN sintético. Una
manera actualmente preferida de preparar el constructo de ADN es mediante la reaccidon en cadena de la polimerasa
(PCR).
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El método recombinante tipicamente usara un vector capaz de replicarse en el microorganismo o célula hospedera
seleccionados, y que porta una secuencia de polinucleétidos que codifica el precursor analogo de insulina para su uso
de acuerdo con la presente invencion. El vector recombinante puede ser un vector de replicacion auténoma, es decir,
un vector que existe como una entidad extracromosdmica, cuya replicacion es independiente de la replicacion
cromosoémica, por ejemplo, un plasmido, un elemento extracromosémico, un minicromosoma, 0 un cromosoma
artificial. El vector puede contener cualquier medio para asegurar la autorreplicacion. Alternativamente, el vector puede
ser uno que, cuando se introduce en una célula hospedera, se integra en el genoma de la célula huésped y se replica
junto con el(los) cromosoma(s) a los cuales se ha integrado. Ademas, se puede usar un vector Unico o plasmido, o
dos 0 mas vectores o plasmidos, que juntos contienen el ADN total que se introduce en el genoma de la célula
hospedera, o un transposoén. El vector puede ser un plasmido lineal o un plasmido circular cerrado, y contendra
preferentemente un(os) elemento(s) que permiten la integracion estable del vector en el genoma de la célula
hospedera o la replicaciéon auténoma del vector en la célula independiente del genoma.

El vector de expresion recombinante puede ser capaz de replicarse en levadura. Los ejemplos de secuencias, que
permiten que el vector se replique en levadura, son los genes de replicacion REP 1-3 de 2 um del plasmido de levadura
y el origen de replicacion.

Los vectores pueden contener uno o mas marcadores de seleccidon que permiten la seleccion facil de las células
transformadas. Un marcador de seleccion es un gen cuyo producto proporciona resistencia a biocidas o resistencia
viral, resistencia a metales pesados, prototrofias a los auxétrofos etc. Ejemplos de marcadores de seleccion
bacterianos son los genes del Bacillus subtilis o Bacillus licheniformis, o los marcadores que confieren resistencia a
antibidticos tales como ampicilina, kanamicina, cloranfenicol o tetraciclina. Los marcadores seleccionables para usar
en una célula hospedera fungica filamentosa incluyen amDs (acetamidasa), argB (ornitina carbamoiltransferasa), pyrG
(orédina-5'-fosfato deshidcarboxilasa) y trpC (antranilato sintasa). Los marcadores adecuados para las células
hospederas de levadura son ADE2, HIS3, LEU2, LYS2, MET3, TRP1, y URA3. Un marcador de seleccién preferido
para levadura es el gen TPl de Schizosaccharomyces pompe (Russell (1985) Gene 40 125-130).

En el vector, la secuencia de polinucleétido se conecta operativamente a una secuencia promotora adecuada. El
promotor puede ser cualquier secuencia de acido nucleico que muestre actividad transcripcional en la célula hospedera
de eleccion, incluidos promotores mutantes, truncados, e hibridos, y puede obtenerse a partir de genes que codifican
polipéptidos extracelulares o intracelulares ya sean homdlogos o heterélogos con respecto a la célula hospedera.

Ejemplos de promotores Utiles en células hospederas de levadura son los promotores de Ma1, TPIl, ADH, TDH3 o
PGK de Saccharomyces cerevisiae.

La secuencia de polinucleétidos que codifica la cadena principal del péptido de insulina para usar de acuerdo con la
invencion tipicamente se conectara, ademas, operativamente a un terminador adecuado. En levadura, un terminador
adecuado es el terminador TPI (Alber y otros. (1982) J. Mol. Appl. Genet. 1 419-434).

Los procedimientos que se usan para combinar la secuencia de polinucleétidos que codifica el analogo de insulina
para su uso de acuerdo con invencion, el promotor y el terminador, respectivamente, y para insertarlos en vectores
adecuados que contienen la informacién necesaria para la replicacion en el hospedero seleccionado, son bien
conocidos por los expertos en la técnica. Se entendera que el vector puede construirse ya sea mediante la preparacion,
primero, de un constructo de ADN que contiene la secuencia de ADN completa que codifica las cadenas principales
de insulina para su uso de acuerdo con la invencion, y posteriormente la insercion de este fragmento en un vector de
expresion adecuado, o mediante la insercién secuencial de fragmentos de ADN que contienen informacién genética
para los elementos individuales (tales como la sefial y el propéptido (extension N-terminal de la cadena B), péptido C,
cadenas A- y B-), seguido de ligado.

Un vector que comprende la secuencia de polinucledtidos de este analogo de insulina para usar de acuerdo con la
invencion, se introduce en la célula hospedera, de manera que el vector se mantiene como un integrante cromosémico
0 como un vector extracromosémico autorreplicativo. El término "célula hospedera" abarca cualquier progenie de una
célula parental que no es idéntica a la célula parental debido a mutaciones que ocurren durante la replicacion.

La célula hospedera puede ser, en particular, una célula de levadura. El organismo de levadura puede ser cualquier
organismo de levadura adecuado que, en al cultivarse, secreta la cadena principal del péptido de insulina o su
precursor al medio de cultivo. Ejemplos de organismos adecuados de levadura incluyen cepas que se seleccionan del
grupo que consiste en Saccharomyces cerevisiae, Saccharomyces kluyveri, Schizosaccharomyces pombe,
Saccharomyces uvarum, Kluyveromyces lactis, Hansenula polymorpha, Pichia pastoris, Pichia methanolica, Pichia
kluyveri, Yarrowia lipolytica, Candida sp., Candida utilis, Candida cacaoi, Geotrichum sp., y Geotrichum fermentans.

La transformacion de las células de levadura puede realizarse, por ejemplo, mediante formaciéon de protoplastos

seguido por transformacion por métodos conocidos. El medio usado para cultivar las células puede ser cualquier medio
convencional adecuado para cultivar organismos de levadura.
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Purificacion

Los andlogos de insulina o sus precursores que se secretan se recuperan del medio mediante procedimientos
convencionales que incluyen la separacion de las células de levadura del medio por centrifugacion, por filtracion o
atrapamiento o adsorcion del analogo de insulina o su precursor en una matriz de intercambio iénico o en una matriz
de absorcion de fase inversa, con la precipitacion de los componentes proteicos del sobrenadante o por filtracion por
medio de una sal, por ejemplo sulfato de amonio, seguido de purificacién mediante una variedad de procedimientos
cromatograficos, por ejemplo cromatografia de intercambio idnico, cromatografia de afinidad, etc.

La purificacién y digestion de las cadenas principales de los péptidos de insulina de esta invencion se lleva a cabo de
la siguiente manera:

El precursor analogo de insulina de cadena simple, que puede contener una extension N-terminal de la cadena B, y
un péptido C modificado entre la cadena B y la cadena A, se purifica y se concentra a partir del sobrenadante del
cultivo de levadura mediante intercambio cationico (Kjeldsen y otros (1998) Prot. Expr. Pur. 14 309-316).

El precursor del analogo de insulina de cadena simple se madura en dos cadenas principales peptidicas de insulina
mediante digestion con proteasa especifica de lisina inmovilizada de Achromobactor lyticus (ALP) (Kristensen y otros.
(1997) J. Biol. Chem. 20 12978-12983) o mediante el uso de tripsina para escindir la extensién N-terminal de la cadena
B, si esta presente, y el péptido C.

Digestion con tripsina

El eluato de la etapa de cromatografia de intercambio catidnico que contiene el precursor analogo de insulina se diluye
con agua hasta una concentracién de etanol de 15-20 %. La glicina se agrega hasta una concentracion de 50 mM y el
pH se ajusta a 9,0-9,5 con NaOH. La tripsina se agrega en una proporcion de 1:300 (p:p) y se permite que ocurra la
digestién a 4 grados. La digestion se monitorea mediante analisis cada 20 minutos hasta que se completa la digestion.
La digestion termina con adicién de acido citrico 1 M en una proporcién de 3:100 (v:v). Para algunos analogos puede
necesitarse ajustar la cantidad exacta de tripsina.

La reaccién de digestion se analiza mediante cromatografia liquida analitica (LC) en un sistema Waters Acquity Ultra-
Performance Liquid Chromatography mediante el uso de una columna C18 y el peso molecular se confirma por
espectrometria de masa MALDI-TOF (MS) (Bruker Daltonics Autoflex Il TOF/TOF o UltraflExtreme).

El andlogo de insulina de dos cadenas se purifica mediante HPLC de fase inversa (sistema Waters 600) en una
columna C18 mediante el uso de un gradiente de acetonitrilo. El analogo de insulina deseado se recupera
posteriormente mediante liofilizacion.

La pureza del producto puede determinarse mediante HPLC analitica, por ejemplo, en un sistema Waters Acquity
Ultra-Performance Liquid Chromatography mediante el uso de una columna C18, y el peso molecular puede
confirmarse por MALDI-TOF MS o LC-MS (Orbitrap, Thermo Scientific o0 G2S Synapt, Waters A/S).

Digestion con ALP

El precursor de insulina de cadena simple se madura en insulina de dos cadenas de insulina mediante digestion con
proteasa especifica de lisina inmovilizada de Achromobachter lyticus (ALP; Kristensen y otros, (1997), J. Biol. Chem.
20, 12978-12983).

El eluato de la etapa de cromatografia de intercambio catiénico que contiene el precursor de insulina se diluye con
agua hasta una concentracion de etanol de 15-20 %. Se afiade glutamato de sodio a una concentracion de 15 mM y
el pH se ajusta a 9,7 con NaOH. La ALP inmovilizada se afiade en una proporcion de 1:100 (v:v), y se permite que la
digestién ocurra con agitacién leve a temperatura ambiente durante toda la noche.

La reaccién de digestion se analiza mediante LC analitica en un sistema Waters Acquity Ultra-Performance Liquid
Chromatography mediante el uso de una columna C4 y el peso molecular se confirma por espectrometria de masa de
tiempo de vuelo de iones desorbidos por laser asistida por matriz (Bruker Daltonics Autoflex Il TOF/TOF). EI ALP
inmovilizado se elimina por filtracion con un filtro de 0,2 ym.

La molécula de insulina de dos cadenas se purifica mediante HPLC de fase inversa (sistema Waters 600) en una
columna C18 mediante el uso de un gradiente de acetonitrilo. La insulina deseada o el analogo de insulina se
recuperan mediante liofilizacion.

La pureza se determina mediante LC analitica en un sistema Waters Acquity Ultra-Performance Liquid

Chromatography mediante el uso de una columna C4, y el peso molecular se confirma por espectrometria de masa
de tiempo de vuelo de iones desorbidos por laser asistida por matriz.
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Determinacion LC-MS

La identidad de los precursores analogos se verificd en los sobrenadantes mediante espectrometria de masa mediante
el uso de HPLC analitica en un sistema de Waters Acquity Ultra-Performance Liquid Chromatography, acoplado a un
espectrometro de masas (Synapt G2, Waters A/S). La masa promedio se calculé mediante el uso del algoritmo de
deconvolucion MaxEnt1 en MassLynx (Waters A/S).

Los parametros utilizados para los analisis de HPLC fueron los siguientes: Columna: Waters ACQUITY UPLC®
BEH300 C4 1,7 um, Temp. de columna: 40 °C, Solvente: A:0,1% FA, B: TFA al 0,1 % en MeCN.

Los resultados de esta determinacion se presentan en la Tabla 3 a continuacion.

Tabla 2

Gradiente
Ej. Tiempo Velocidad %A %B

Num. (min) de flujo

1 Inicial 0,100 90,0 10,0
2 1:00 0,100 90,0 10,0
3 31:00 0,100 60,0 40,0
4 31:50 0,100 5,0 95,0
5 32:00 0,100 5,0 95,0
6 32:50 0,100 90,0 10,0
7 80:00 0,010 50,0 50,0

Determinacion de las Afinidades del Receptor de Insulina

La afinidad de unién relativa de los analogos de insulina para el receptor de insulina humana (IR) se determina
mediante uniéon competitiva en un ensayo de proximidad de centelleo (SPA) (de acuerdo con Glendorf T y otros (2008)
Bioquimica 47 4743-4751).

En resumen, la serie de dilucion de un estandar de insulina humana y el analogo de insulina a probar se realizd en
placas Optiplates de 96 pocillos (Perkin-Elmer Life Sciences) seguido por la adicion de ['?51-A14Y]-insulina humana,
anticuerpo de ratén anti-IR 83-7, IR-A humano solubilizado (semipurificado por cromatografia de aglutinina de germen
de trigo de células de rifion de bebé hamster (BHK) que sobreexpresan el holorreceptor IR-A), y perlas de ensayo de
proximidad de centelleo (SPA) (perlas de poliviniltolueno SPA anti-raton, GE Healthcare) en tampdn de unién que
consiste en HEPES 100 mM (pH 7,8), NACI 100 mM, MgSQO4 10 mM, y Tween 20 0,025 % (v/v). Las placas se incuban
con agitacién suave durante 22-24 h a 22 °C, se centrifugan a 2000 rpm durante 2 minutos y se cuentan en un
TopCount NXT (Perkin-Elmer Life Sciences).

Los datos del SPA se analizan de acuerdo con el modelo logistico de cuatro parametros (Velund A (1978) Biometrics
34 357-365), y las afinidades de unién de los analogos se calculan con relacion a la del estandar de insulina humana
medida dentro de la misma placa.

Los resultados de esta determinacién se presentan en la Tabla 3 a continuacion.

Este ejemplo demuestra que los compuestos representativos de la invencién ciertamente se dirigen al receptor de
insulina humana.

Determinacion de la potencia metabdlica

Para investigar la capacidad de los analogos para generar una respuesta in vitro, se seleccionaron analogos para probar
su potencia metabdlica, rFFC, se determinaron por lipogénesis de acuerdo con técnicas conocidas (Moody A. J. y otros
(1974) Metab. Res. 6 12-16 y Rodbell M (1964) J. Biol. Chem. 239 375-365).

Los adipocitos primarios de rata se aislan de las almohadillas de grasa del epididimo y se incuban con 3H-glucosa en
tampdn que contiene HSA 1 % libre de grasa y un estandar (HI) o ligando. La glucosa marcada se convierte en lipidos
extraibles en una forma dosis dependiente, lo que resulta en curvas dosis respuesta completas para ambos ligandos. Los
datos se analizaron de acuerdo con un modelo logistico de cuatro parametros y las afinidades se expresaron con relacion
a un estandar de insulina humana. El resultado se expresa como potencia relativa del ligando en comparacion con el
estandar.

Tabla 3
Afinidades del receptor de insulina y datos de LC-MS de masa
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Ej. Union del receptor rFFC % con Masa Masa medida
Nuam. (hIRA) SPA, sup relacion a HI precursora (Da)
% con relacion a HI calculada
(Da)

1 8,54 8,0 27 602,8 27 602,4
2 7,52 71 24 700,9 24 700,6
3 6,55 4,9 24 700,9 24 700,6
4 5,09 7,0 28 053,3 28 053,3
5 5,41 6,5 28 053,3 28 053,4
6 3 3,3 27 487,2 27 486,6
7 3,13 3,8 24 585,7 24 584,8
9 3,3 2,9 27 938,1 27 938
10 3.1 3,0 27 9381 27 938
12 6,97 44 27 079,8 27 079,2
13 4,85 8,6 28 622,6 28 622,4
14 4,11 - 24 130,4 24 129,5
15 6,6 52 28 018,9 28 0181
16 7,77 7,4 29 532,3 29 532,8
17 4,51 7,2 26 943,4 26 942,3
18 4,53 8,0 26 355,0 26 354,6
20 4,17 59 24 737,6 24 7371
21 7,59 - 24 845,8 24 845,2
23 2,84 - 26 551,1 26 550,6
25 4,06 5,2 27 732,3 27 7321
32 4,09 - 27 531,7 27 531,5
33 9,04 - 27 531,7 27 531,5
34 8,24 - 27 531,7 27 531,5
35 8,18 - 27 531,7 27 531,5
36 6,53 - 27 531,7 27 531,5
37 4,26 8,5 24 629,8 24 629,6
38 4,66 6.6 246298 246298
39 6,5 8.2 24 629,8 24 629,8
40 5,05 94 24 629,8 24 629,8
41 4,67 - 27 982,2 27 981,9
42 3,47 - 27 982,2 27 982
43 10,08 - 27 982,2 27 981,9
44 7,85 - 27 982,2 27 981,4
45 5,99 - 29 532,9 29 532,7
46 7,83 - 295329 29 532,6
48 6,7 - 29532,9 29 532,6
49 9,41 - 29 532,9 29 533,1
51 8,48 - 28 018,9 28 018,1
52 6,99 - 24 130,4 24 129,5
53 4,45 - 28 870,4 28 869,6
54 4,19 - 334643 33 464
55 3,19 - 42 298,7 42 298,6
56 4,56 - 24 629,8 24 629,2
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57 2,65 - 51133,2 51132,9
58 2,87 - 59 967,6 59 967
5 59 3,15 - 24 585,7 24 584,9
60 2,41 - 33420,2 33419,8
61 2,1 - 59 923,6 59 9234
62 8,38 - 24 629,8 24 629,1
10 63 4,98 - 42 298,7 42 297 .4
64 9,98 - 24 572,8 24 5724
65 4,38 - 24 572,8 24 5721
15 66 4,92 - 245728 245716
67 5,53 - 24 572,8 245724
68 5,7 - 24 572,8 24 572,3
69 5,26 - 24 572,8 24 5721
20 70 3,49 - 26 750,1 26 749,7
71 42 - 30 990,6 30 636,9
72 4,55 - 22 509,6 22 509,5
o5 73 5,33 - 20 035,9 20 035,3
74 6,34 - 17 904,4 17 904,4
75 0,08 - 25817.,9 25 816,9
76 5,71 - 20 332,2 20 331,6
30 77 3,89 - 29 166,7 29 166,6

Determinacion del tamafio en cromatografia por exclusion del tamafio nativo

35
El efecto de las repeticiones de aminoacidos diferentes sobre el volumen hidrodinamico grande se evalud por cromatografia
por exclusion de tamario nativo. El solvente usado fue NACI 140 mM, Tris-HCI 10 mM, isopropanol al 5 % (v/v), pH 7,3; y
la columna: Waters Acquity UPLC BEH450 SEC, 4,6X150 mm, 2,5 uM.

40 El método se corrié a 37 °C con un flujo de 0,3 ml/min y se midié a una longitud de onda de 280 nm. Los analogos
seleccionados se analizaron en soluciones de 200 uM. Para la conversién del tiempo de retencion de elucion a una masa
correspondiente para una proteina, aqui denominado tamafo de SEC, se usé un estandar para el calculo del tamafo:
Mezcla estandar de proteina SEC BEH450 (P/N18600842).

45 Se realiza un ajuste no lineal (Y=Y0*exp(k*X)) en GraphPad Prism mediante el uso del tiempo de retencién y los tamafios
de las proteinas individuales en el estandar. Se encuentran las constantes YO y k, y se calcula el tamario SEC (Y) al insertar
el tiempo de retencion (X) del pico principal en la ecuacion.

Tabla 4
50 Tamafo SEC

Ej. Tamano SEC Masa calculada Tamano/masa de
Num. (kDa) (kDa) SEC
55 1 275 26,3 10
2 165 23,3 7
3 125 23,3 5
4 275 26,7 10
37 170 23,3 7
60 38 140 23,3 6
39 145 23,3 6
40 135 23,3 6

En este sistema la insulina humana se encuentra como equilibrio entre el monémero y el dimero, asi que esto podria ser
65 el caso de estos constructos. El tamafio de SEC es mas de 5-10 veces mayor que el tamafio esperado del monémero. El
tamafio de SEC esta influenciado por la composicion de aminoacidos y también por el orden de aminoacidos en el motivo.
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Ejemplo 53
Determinacion de la media de los tiempos de residencia y efecto sobre la glucosa en sangre
Media de los tiempos de residencia en perro

Se investigaron los perfiles farmacocinéticos y farmacodinamicos después de dosificacion unica s.c. de 4 nmol/kg de
analogo de insulina a perros Beagle.

Ocho perros Beagle se dividieron en dos grupos de cuatro animales y se dosificaron en paralelo con el compuesto del
Ejemplo 2 o el compuesto del Ejemplo 5.

Una dosis unica subcutanea de ambos analogos se tolerd bien en perros Beagle sin signos clinicos de hipoglucemia.

Las muestras de sangre se recolectaron y analizaron mediante la tecnologia LOCI. Las curvas de concentracion de
insulina en plasma se muestran en las Figuras 1-2. La media del tiempo de residencia calculada (mediatSD) se
muestra en la Tabla 5 a continuacion.

Media de los tiempos de residencia en rata

Se investigaron los perfiles farmacocinéticos después de la dosificacion unica s.c. de 20 nmol/kg de analogo de insulina
a ratas Sprague-Dawley masculinas.

Las ratas sin ayuno se dosificaron por via s.c. en el cuello con 20 nmol/kg de insulina mediante el uso de aguja y
jeringa con un volumen de dosis de 1 ml/kg. Las ratas estaban despiertas durante el experimento con acceso libre al
agua pero no a la comida durante las primeras 8 horas después de la dosificacién. Las muestras de sangre para el
analisis de insulina se recolectaron regularmente durante 48 horas después de la dosificacién, mientras que la glucosa
en sangre se midié hasta 8 horas después de la dosificacion. Las muestras de sangre se analizaron mediante la
tecnologia LOCI. Las medias de los tiempos de permanencia calculadas (mediatSD) se muestran en la Tabla 5 a
continuacion.

Este ejemplo demuestra que los compuestos representativos de la invencion no soélo actian sobre el receptor de
insulina humana diana, sino que también son capaces de disminuir eficazmente la glucosa en sangre, como se muestra
en las Figuras 1-2.

Tabla 5
Media del tiempo de residencia

Ej. Nam. MRTsc (h) MRTsc (h)
Perro Rata

1 8,1+1,3 55+04
2 13,4%3,0 54+0,7
3 11,2422 3,8+0,8
4 11,0+4,0 53+0,3
5 92+22 53+£0,7
6 - 7,1+0,1
7 - 6,0+0,4
9 - 58+1
15 - 8,7+3,2
16 - 49+172
17 - 59+1,3
18 - 48+0,3
20 - 57+0,5
25 - 54+0,5
37 - 5,2+0,6
38 - 3,8+0,5
39 - 43112
40 - 36+09

Ejemplo 54

Determinacion de la glicosilacion
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El analogo de insulina extendido aparece en MS con un unico perfil de masa. Si los residuos de serina estan presentes
en la secuencia de la extensién, como los ejemplos de repeticion GEPS, se observa glicosilacion (ver la Figura 3).
Multiples cargas negativas en la secuencia reducen la cantidad de porciones de azucar para implicar principalmente
hasta 4 residuos de azucar mientras que la falta de cargas negativas resulta en la glicosilacion con multiples porciones
de azucar.

La cantidad de glicosilacion para un analogo con las repeticiones GEPS se encuentra en el intervalo entre 10 y 30 %,
en dependencia del nimero de residuos de serina, por ejemplo, la longitud de la secuencia de extension (ver la Figura
4). Es dificil eliminar esta glicosilacion durante el proceso de purificacion debido a la baja resolucién de la energia de
la fase inversa.

La eliminacion de residuos de serina de la secuencia como se observa para los analogos que contienen G, E, A, H, Q
y P resulta en extension no glicosilada (ver Figuras 5y 6).

Ejemplo 55
Determinacion de viscosidad

Este ejemplo representa un ejemplo comparativo que muestra los resultados de una determinacién de viscosidad de
los analogos de insulina extendidos con oligémero representativos de la invencion (es decir los compuestos de los
Ejemplos 1-5) en comparacién con la viscosidad de un analogo de insulina extendido con un oligdmero representativo
de la técnica anterior, es decir, el Compuesto A de la Férmula general |, en donde “Ins” representa [A21Q*, desB30];
* indica el punto de extension, “Ext” representa la extension “GEPS”, y la cantidad de residuos de aminoacidos en la
extension es 200.

La viscosidad se estimo por dispersion dinamica de luz (DLS) mediante el uso de DyNapro PR™ (Wyatt technology,
Santa Barbara, CA, Estados Unidos). En DLS, se determina el coeficiente de difusion, y a partir de eso puede
obtenerse el radio hidrodinamico a partir de la ecuacion de Stoke-Einstein. La viscosidad se incluye en la ecuacion de
Stoke-Einstein, y se necesita la viscosidad correcta para una determinacion precisa del radio hidrodinamico. Mediante
la utilizacion de una molécula de tamafio conocido (perlas de nanoesfera estandar de poliestireno; diametro medio:
147 nm) y determinar el tamafio aparente (cambios con viscosidad) de este estandar en las soluciones de insulina
extendida oligébmero, la viscosidad real puede calcularse en una condicién dada. El radio aparente de la perla se
convirtié en viscosidad (cP): (radio aparente de la perla PS [nm] / radio real de la perla PS [nm]) x viscosidad del
solvente (por ejemplo 0,893 cP a 25 °C).

Los resultados de esta determinacion se presentan en la Tabla 6 a continuacion, y las figuras muestran claramente
que el compuesto representativo de la invenciéon tiene menor viscosidad en comparacién con el compuesto
representativo de la técnica anterior.

Tabla 6
Viscosidad en una solucién de 600 um
Ej. Viscosidad n Viscosidad n (cP) Viscosidad n Viscosidad n (cP)
Nuam. (cP) (25 °C, sin Zn) (cP) (25 °C, con Zn)
(7 °C, sin Zn) (7 °C, con Zn)
1 4,49+0,09 2,70+0,03 6,14+0,12° 3,76 £ 0,03°
2 2,41+0,02 1,45+ 0,01 2,55+ 0,01° 1,510,020
3 2,23 £0,01 1,36 £ 0,01 2,35+0,03° 1,42 + 0,00°
1,51 + 0,00¢
4 2,99+0,01 1,87 £ 0,01 3,13+0,02° 2,04+0,01°
5 3,43 £ 0,00 2,06 £ 0,00 2,88 £ 0,00¢° 1,83 + 0,00°
37 - - - 1,64+0,02¢
38 - - - 1,49+0,01¢
39 - - - 1,66 + 0,00¢
40 - - - 1,61+ 0,01¢
Cp.A 6,22 + 0,71 3,14£0,10 8,66 + 0,91¢ 5,73 £ 0,60°

b) Tampon fosfato 10 mM, pH 7,4, m-cresol 28 mM, 3 Zn?*/6 Ins;
c¢) Tampon fosfato 10 mM, pH 7,4, fenol 58 mM, 3 Zn?*/6 Ins; y
d) NAcl 20 mM, pH 7,4, glicerol 1,4 %, fenol 19 mM, m-cresol 19 mM, 4 Zn?*/6 Ins.
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REIVINDICACIONES

Una insulina extendida con oligdmero o andlogo de insulina, cuya insulina o analogo de insulina es una

molécula de insulina de dos cadenas que comprende una cadena A y una cadena B, y cuya insulina o analogo

de insulina se extiende en el extremo N-terminal de la cadena B, y/o desde el extremo C-terminal de la cadena

A con una extension que consiste solamente en los residuos de aminoacidos que se selecciona del grupo que

consiste en His (H), GIn (Q), Ala (A), Asp (D), Glu (E), Gly (G), Pro (P), Ser (S) y Thr (T); en cuya extension:

1) uno o ambos de los (dos) residuos de aminoacidos que se seleccionan del grupo que consiste en His (H) y
GIn (Q); cuya cantidad de residuos de aminoacidos del Grupo | se combina con

II)  nomas de tres veces este nimero de los residuos de aminoacidos que se seleccionan del grupo que consiste
en Ala (A), Asp (D), Glu (E), Gly (G), Pro (P), Ser (S) y Thr (T); para producir una insulina extendida con
oligbmero o analogo de insulina, con una extension que comprende de aproximadamente 100 a
aproximadamente 800 residuos de aminoacidos contiguos;

en donde la insulina o el analogo de insulina se extiende con

un motivo del Grupo A que se selecciona de [GAQ]; [GEH]; [GEQ]; [GQA]; [GQE]; y [GQP]; y/o cualquier

combinacion de estos; y/o

un motivo del Grupo B que se selecciona de [GAPH]; [GAPQ]; [GAQP]; [GEHP]; [GEPH]; [GEPQ]; [GEQH]; [GEQP];

[GHEP]; [GHEQ]; [GHPE]; [GHQE]; [GPAQ]; [GPEH]; [GPEQ]; [GPHE];, [GPQA]; [GPQE]; [GQAP]; [GQEH];

[GQEP]; [GQHE]; [GQPA]; y [GQPE]; y/o cualquier combinacion de estos; y/o

un motivo del Grupo C que se selecciona de [GHEPGQHP]; [GQEPGQHP]; [GQAPGQAPGQAPGAPH]; y

[GQAPGQAPGAPHGAPH]; y/o cualquier combinacion de estos; y/o

un motivo del Grupo D que se selecciona de [GEHPGAPHGQEPGQAP]; [GQEPGQEPGQEPGAPH];

[GQEPGQEPGAPHGAPH]; vy [A,E,G,P,H,Q]; y/o cualquier combinacion de estos.

La insulina extendida con oligémero o analogo de insulina de conformidad con la reivindicacién 1, que es un
analogo de insulina que se selecciona del grupo que consiste en
insulina humana A14E, A21G, B16E, B25H, desB30;
insulina humana A14E, A21G, B16H, B25H, desB27, desB30;
insulina humana A14E, A21G, B16H, B25H, desB30;
insulina humana A14E, A21G, B25H, desB30;

insulina humana A14E, A21G, desB30;

insulina humana A14E, A21Q, B16E, B25H, desB30;
insulina humana A14E, A21Q, B16H, B25H, desB27, desB30;
insulina humana A14E, A21Q, B16H, B25H, desB30;
insulina humana A14E, A21G, B25H, desB27, desB30;
insulina humana A14E, A21Q, B25H, desB27, desB30;
insulina humana A14E, A21Q, B25H, desB30;

insulina humana A14E, A21Q, desB30;

insulina humana A14E, B16E, B25H, desB30;

insulina humana A14E, B16H, B25H, desB27, desB30;
insulina humana A14E, B16H, B25H, desB30;

insulina humana A14E, B25H, desB27, desB30;
insulina humana A14E, B25H, desB30;

insulina humana A21G, A22A, A23P, A24Q, desB30;
insulina humana A21G, A22A, A23Q, A24P, desB30;
insulina humana A21G, A22G;

insulina humana A21G, A22K, B29R, desB30;

insulina humana A21G, A22P, A23A, A24Q, desB30;
insulina humana A21G, A22P, A23Q, A24A, desB30;
insulina humana A21G, A22Q, A23A, A24P, desB30;
insulina humana A21G, A22Q, A23P, A24A, desB30;
insulina humana A21G, A22Q, A23P, desB30;

insulina humana A21G, B1F, desB30;

insulina humana A21G, B3K, B29E;

insulina humana A21G, desB27, desB30;

insulina humana A21G, B28D;

insulina humana A21G, B28D, desB30;

insulina humana A21G, B28K, B29P;

insulina humana A21G, desB30;

insulina humana A21Q, A22G;

insulina humana A21Q, A22K, B29R, desB30;

insulina humana A21Q, B3K, B29E;

insulina humana A21Q, desB27, desB30;

insulina humana A21Q, B28D;

insulina humana A21Q, B28D, desB30;

insulina humana A21Q, B28K, B29P;
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insulina humana A21Q, desB30;
insulina humana A22K, B29R, desB30;
insulina humana B3K, B29E;

insulina humana B28D;

insulina humana B28D, desB30;
insulina humana B28K, B29P; o
insulina humana desB30.

La insulina extendida con oligébmero o analogo de insulina de conformidad con la reivindicacion 1, que se
extiende en el extremo N-terminal de la cadena B.

La insulina extendida con oligdbmero o analogo de insulina de conformidad con la reivindicacion 1, que se
extiende en el extremo C-terminal de la cadena A.

La insulina extendida con oligébmero o analogo de insulina de conformidad con la reivindicacion 1, que se
extiende en el extremo N-terminal de la cadena B y desde el extremo C-terminal de la cadena A.

La insulina extendida con oligémero o analogo de insulina de conformidad con la reivindicacion 1, cuya insulina
o anélogo de insulina se extiende con secuencias no repetidas, es decir, secuencias de orden aleatorio.

La insulina extendida con oligbmero o analogo de insulina de conformidad con la reivindicaciéon 1, cuya
extension comprende de aproximadamente 100 a aproximadamente 800 residuos de aminoacidos contiguos
en su extension.

La insulina extendida con oligémero o analogo de insulina de conformidad con la reivindicacién 1, que es un
compuesto de la Férmula general |

Ins-Ext (1)
en donde:
“Ins” representa un analogo de la insulina humana que se selecciona del grupo que consiste en
A14E,A21G*,B25H,desB30;
A21G*,desB30;
A21G,B1F*,desB30;
A21G,A22A,A23P,A24Q*,desB30;
A21G,A22A,A23Q,A24P*,desB30;
A21G,A22P,A23A,A24Q*,desB30;
A21G,A22P,A23Q,A24A*,desB30;
A21G,A22Q,A23A,A24P*,desB30;
A21G,A22Q,A23P,A24A*,desB30;
A21G,A22Q,A23P*,desB30; y
A21Q*,desB30; y
“Ext.” indica una extension compuesta por un motivo que se selecciona del grupo que consiste en
[GAQ]; [GEH]; [GEQ]; [GQA]; [GQE]; [GQP]; [GAPH]; [GAPQ]; [GAQP]; [GEHP]; [GEPH]; [GEPQ]; [GEQH];
[GEQP]; [GHEP]; [GHEQ]; [GHPE]; [GHQE]; [GPAQ]; [GPEH]; [GPEQ]; [GPHE]; [GPQA]; [GPQE]; [GQAP];
[GQEH]; [GQEP]; [GQHE]; [GQPA]; [GQPE]; [GHEPGQHP]; [GQEPGQHP]; [GQAPGQAPGQAPGAPH];
[GQAPGQAPGAPHGAPH]; [GEHPGAPHGQEPGQAP]; [GQEPGQEPGQEPGAPH];
[GQEPGQEPGAPHGAPH]; y [A,E,G,P,H,Q] (en aleatorio);
repetido o extendido para producir una insulina extendida con oligémero o analogo de insulina con una extension
que comprende de aproximadamente 100 a aproximadamente 800 residuos de aminoacidos contiguos.

La insulina extendida con oligémero o analogo de insulina de conformidad con la reivindicacion 1, que es
insulina humana A21Q(GQEP)s0, desB30;

insulina humana A21Q(GAPQ)so, desB30;

insulina humana A21Q(GQAP)so, desB30;

insulina humana A21Q(GEPH)so, desB30;

insulina humana A21Q(GEHP)so, desB30;

insulina humana A14E, A21G(GQEP)so, B25H, desB30;

insulina humana A14E, A21G(GAPQ)so, B25H, desB30;

insulina humana A14E, A21G(GEPH)so, B25H, desB30;

insulina humana A14E, A21G(GEHP)so0, B25H, desB30;

insulina humana A14E, A21G(GAPH)so0, B25H, desB30;

insulina humana A21G(GEHPGAPHGQEPGQAP)13, desB30;

insulina humana A21G(GEH)e7, desB30;

insulina humana A21G(GQA)es7, desB30;

insulina humana A21G(GQE)e7, desB30;

insulina humana A21G(GEQH)s0, desB30;

insulina humana A21G(GQEPGQEPGQEPGAPH)12GQEPGQEP, desB30;
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insulina humana A21G(GQEPGQEPGAPHGAPH)12GQEPGQEP, desB30;
insulina humana A21G(GQAPGQAPGQAPGAPH)12GQAPGQAP, desB30;
insulina humana A21G(GQAPGQAPGAPHGAPH)12GQAPGQAP, desB30;
insulina humana A21GI[A,E,G,H,P,Q] (200 amino acidos aleatorios), desB30;
insulina humana A21G(GHEPGQHP)2s, desB30;

insulina humana A21G(GQEPGQHP)2s, desB30;

insulina humana A21G(GQPE)so, desB30;

insulina humana A21G(GEQP)so, desB30;

insulina humana A21G(GEPQ)so, desB30;

insulina humana A21G(GPEQ)so, desB30;

insulina humana A21G(GPQE)so, desB30;

insulina humana A21G(GQPA)so0, desB30;

insulina humana A21G(GAQP)so0, desB30;

insulina humana A21G(GPAQ)so, desB30;

insulina humana A21G(GPQA)so, desB30;

insulina humana A21G(GHEP)s0, desB30;

insulina humana A21G(GHPE)so, desB30;

insulina humana A21G(GPEH)so, desB30;

insulina humana A21G(GPHE)so, desB30;

insulina humana A21G(GQEH)s0, desB30;

insulina humana A21G(GQHE)so, desB30;

insulina humana A21G(GHEQ)s0, desB30;

insulina humana A21G(GHQE)so, desB30;

insulina humana A21G(GEQ)e7, desB30;

insulina humana A21G(GAQ)e7, desB30;

insulina humana A21G(GQAP)s2, desB30;

insulina humana A21G(GQAP)7s, desB30;

insulina humana A21G(GQAP)100, desB30;

insulina humana A21G(GQAP)so0, desB30;

insulina humana A21G(GQAP)125, desB30;

insulina humana A21G(GQAP)1s0, desB30;

insulina humana A14E, A21G(GQAP)so, B25H, desB30;

insulina humana A14E, A21G(GQAP)7s, B25H, desB30;

insulina humana A14E, A21G(GQAP)1s0, B25H, desB30;

insulina humana A21G, B1F(GQAP)so, desB30;

insulina humana A21G, B1F(GQAP)100, desB30;

insulina humana A21G, A22A, A23P, A24Q(GAPQ)a9, desB30;
insulina humana A21G, A22A, A23Q, A24P(GAQP)49, desB30;
insulina humana A21G, A22Q, A23A, A24P(GQAP)49, desB30;
insulina humana A21G, A22Q, A23P, A24A(GQPA )49, desB30;
insulina humana A21G, A22P, A23A, A24Q(GPAQ)49, desB30;
insulina humana A21G, A22P, A23Q, A24A(GPQA )49, desB30;
insulina humana A21G(GQAP)ss, desB30;

insulina humana A21G(GQAP)e9, desB30;

insulina humana A21G(GQAP)s1, desB30;

insulina humana A21G(GQAP)s7, desB30;

insulina humana A21G(GQAP)44, desB30;

insulina humana A21G, A22Q, A23P(GQP)ss, desB30;

insulina humana A21G, A22A, A23Q, A24P(GAQP)s7, desB30; y
insulina humana A21G, A22A, A23Q, A24P(GAQP)s2, desB30.

Una composicion farmacéutica que comprende una cantidad terapéuticamente eficaz de una insulina extendida
con oligdmero o analogo de insulina de conformidad con cualquiera de las reivindicaciones 1-9, o una sal
farmacéuticamente aceptable de esta, junto con uno o més adyuvantes, excipientes, portadores y/o diluyentes.

La insulina extendida con oligdmero o analogo de insulina de conformidad con cualquiera de las
reivindicaciones 1-9, para usar como un medicamento.

La insulina extendida con oligdmero o analogo de insulina de conformidad con cualquiera de las
reivindicaciones 1-9 para usar en el tratamiento de la diabetes tipo 1 o la diabetes tipo 2.
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