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21. EXPEDIENTE No. ~

54. TITULO: PREPARACIONES INSULINICAS QUE COMPRENDEN
METIONINA
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52. CLASIFICACION INTERNACIONAL: A61K 9/10

71. SOLICITANTE: SANOFI-AVENTIS DEUTSCHLAND GMBH

DOMICILIO: Briiningstrasse 50, D-65929 Frankfurt -
ALEMANIA

74. APODERADO: DRA. MARGARITA CASTELLANOS A.

22. BOGOTA,D.C,




Industria y Comercio
SUPERINTENDENCIA
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. SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIAY COMERCIO
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No. 1
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Eecha; 2012-01-05 17:.03:19  Dep. 2020 DIR NUEVASCR
Tra. 11 PATENTEIYII Eve: 378 FASENACIONALI

Act 411 PRESENTACION Folios; 94

1cién

TENTES

FORMULARIO UNICO DE SCLICITUD DE PA
PCT
ENTRADA EN FASE NACIONAL
® SOLICITUD DE:
[[X_]Patente de Invencién. :|Patente de Modelo de Utilidad.
| E Capitulo | :Capitulo il
Nombre: SANOFI-AVENTIS DEUTSCHLAND
@ GMBH IDENTIFICACION
SOLICITANTE (71) Direccion: Briiningstrasse 50
D-65929 Frankfurt ce. O Nt [
ALEMANIA
Nacionalidad o Domicilio: Frankfurt
ALEMANIA .
Lugar de Constitucion: ALEMANIA ce. [ oo []
Tetéfono: Fax: Cual
E-mail; Numero
Nombre: MARGARITA CASTELLANOS A. IDENTIFICACION
REPRESENTANTE
O APODERADO Direccién: CALLE 94A No. 7A-09 cc. [x] NT O
Teléfono: 7560770  Fax: 7550158 ce. [ oo [
Cual
E-mail: info@castelianosyco.co Numero 39'779.654 TPA 70.819
INVENTOR (ES) (72) VER ANEXO # 1
(58) PcT(86)
Solicitud Internacional No. PCT/EP2010/059436 Fecha 02/07/2010
Publicacidn internacionat No. WO 2011/003822 A3 Fecha 13/04/2011
@ Titulo (54) PREPARACIONES INSULINICAS QUE COMPRENDEN METIONINA
(7) Clasificacién Internacional (51) ~ AB1K 910
(8) Prioridad (33) Pais de Origen (32) Fecha (31) Numero de Solicitud
DE 06/07/2008 10 2009 031 748,1
six] No [] DE 2703/2010 10 2010 013 134,2

@ Comprobantes de pago Nos.

12-001250 y 12-001253

Fecha Enero (04 de 2012
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Anexos

mComprobante de pago de la tasa de presentacion de la solicitud.

[ X_JDocumento que acredita la existencia y representacion legal cuando el solicitante sea persona juridica.

mPoderes, si fuere e! caso, junto con la sustitucién del mismo a mi favor

[C_Jpocumento de cesion del inventor al solicitante o a su causante.

::Deciaraciones.

[X " ]Copia de la solicitud internacional (Resumen, descripcion, reivindicaciones, dibujos).

szraducr;iOn de la solicitud internacional al castellano (Resumen, descripcion, reivindicaciones, dibujos).

:Copia del examen preliminar internacional efectuado por la Autoridad Internacional de Examen Preliminar (IPEA).

[:]Traduccibn del examen preliminar internacional efectuado por la IPEA.

DDe ser el caso, copia del contrato de acceso.
De ser el caso, documento que acredite |a licencia o avtorizacion de uso de conocimientos tradicionales de las
comunidades indigenas.

[10e ser el caso, certificado de deposito del material biologico.

DArte final 12x12

De ser el caso, informacidn sobre otras solicitudes de patente o titulos obtenidos en el extranjero por el mismo
titular o su causante, relacionadas parcial o totalmente con la invencién de esta solicitud.

De ser el caso, modificaciones efectuadas a la solicitud internacional.
'm()tros: Tarjeta Propietario, Extracto para ia publicacion

]

@ FIGURA CARAGCTERISTICA:

@ Solicito fa concesién de {a patente,

NOMBRE: MARGARITA CASTELLANOS A.

FIRMA:

.C. No. 39'779.654 Bogota - TPA 70.8

S.J. )
UoLie, eu.l

Instrucciones para el diligenciamiento del presente formulario, ver reverso de esta pagina. - MCA/gch - P2389

i TR )



CASTELLANOS & COLTDA
ABOGADOS
Calle 94 A No. 7 A-09
Bogot4, D.C. - COLOMBIA

ANEXO #1
INVENTORES

1. ISABELL SCHOETTLE
c/o Sanofi-Aventis Deutschland GmbH
65926 Frankfurt am Main
ALEMANIA

2. ANNIKA HAGENDORF
c/o Sanofi-Aventis Deutschland GmbH
65926 Frankfurt am Main
ALEMANIA

3. CHRISTIANE FUERST
c/o Sanofi-Aventis Deutschland GmbH
65926 Frankfurt am Main
ALEMANIA

4, GERRIT HAUCK
c/o Sanofi-Aventis Deutschland GmbH
65926 Frankfurt am Main
ALEMANIA

5. VERENA SIEFKE-HENZLER
c/o Sanofi-Aventis Deutschland GmbH
65926 Frankfurt am Main
ALEMANIA

6. WALTER KAMM
c/o Sanofi-Aventis Deutschland GmbH
65926 Frankfurt am Main
ALEMANIA

7. JULIA SCHNIEDERS
c/o Sanofi-Aventis Deutschland GmbH
65926 Frankfurt am Main
ALEMANIA

(n)
o
(gmp
i



SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO
NIT : 800.176.089-2

.
]
(g RECIBO DE CAJA No. 12 - 001250
Industria y Comercio
SUPERINTENDENCIA Bogota D.C., Enero 04 de 2012 - 16:35:06
RECIBIDO DE : CASTELLANOS Y Y CO NI 800.174.641
*** Soporte del Pago ***

TIPO PAGO BANCO CUENTA No. PAGO FECHA PAGQO VR PAGO

CONSIGNACION BANCO DE BOGOTA 062754387 181521583 04/01/2012 5.914.400.00
*** Conceptos Pagados ***

CANT_ _RENTISTICO CONCEPTO Ve UNDITARIO. V.CONCEPTO
1 50005-01-01 SOLICITUDES 1 TRAMEI’%SN DE SOL. DE PATENTE DE 590.000.00 590.000.00

INVENCH $590.000.00

SON: *QUINIENTOS NOVENTA MIL PESOS MONEDA CORRIENTE™

3
gupERN END \ \\0
\%\\\W\\\é}g\ 12%:—?03119:0:?? 318 B -
oo BE oo "
pct. A

Sade Centro: Carrara 13 No. 27 - 00 Pises 3,4,5 y 10 Bogot5, D.C.- Colombla
Wab! www.sle.gov.co e-mal: infofisic.gov.co Conmutador: {571) 5870000 Fax: {571} 5870284 Linea: £18000-910165 Call Center: {571} 6513240

. Enero 4 de 2017 - 16:35:1)
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SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA'Y COMERCIO

NIT : 800.176.089-2
-

Jons

\ ‘75 . RECIBO DE CAJA No. 12 - 001253
Industria y Comercio
SUPERINTENDENCIA Bogota D.C., Enerc 04 de 2012 - 16:35:08
RECIBIDO DE : CASTELLANOS Y Y CO NI 800.174.641

*** Soporte del Pago ***
TIPO PAGO BANCO CUFNTA No PAGQO FECHA PAGO VR PAGO
CONSIGNACION BANCO DE BOGOTA 062754387 181521583 04/01/2012 5.914.400.00
*** Conceptos Pagados ***

CANT. _RBENTISTICO CONCEPTO Ve UNDITARIO . VrCONCEPTO
21 50005-01-01 SOLICITUDES 1607 REIVINDICAGION UNITARIA ADICIONAL 30.000.00 630.000.00

A LAS 10 INICICIALES

$630.000.00

SON: **SEISCIENTOS TREINTA MIL PESOS MONEDA CORRIENTE***

. Enero 4 de 2012 . 16:35:13

do al Expediente No.

T T

&cha: 2012.014
Tra, 11 05 3.
Adt. 411 PATENTE'Y Dep 202ODIRN

E
PRESENTACJON Eve F 78 FASENACJO\@SUR

Sede Centro: Carrera 13 No. 27 - 00 Pisos 34,5 y 10 Bogot$, D.C.- Colombia
Web: www.slc.gov.co e-mal: info@sic.gov.co Cobmutader: |571) SBT0000 Fax: (571) 5870284 Linea: 018000.916165 Call Centar: (571) 6513240
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COLOMBIA

PODER ‘
El (los) suscrito (s) '
Sanofi-Aventis Déutschland GmbH

Domicillado (s} en
Bruningstrasse 50, 65929 Frankfurt,

Alemania
Por el presente confieren & XIMENA
CASTELLANOS A yfo MARGARITA.

CASTELLANOS A. abogadas con oficinas en.la
Calle 94A No, 7A-09, Bogota - Colombia para

y para obtener la proteccién de.mi (nuestra)
propiedad Industrial y con este fin autorizamos a
dichos apoderados para gue nos representen ante
cualesquiera autoridades o personas de los drdenes

administrativo, contencioso — administrativo -y |

judicial en todo lo relacionado con los sigulentes
actos y gestiones:

a) Obtencién de patentes de invencion, modelos
y dibujos industriales; régisiro de marcas de fabrica.
de servicio, colectivas o defensivas; depasltos de
nombres y ensefias camerclales; su renovacion,
prérroga, inscripcién de lraspaso y camblo de
nombre o domicllio, cancelacién voluntarla y -el
registro de licencias de uso de esos derechos; b)
Obtencién de registros sanitarios; c:) Acciones de
oposicién, cancelacién, nulidad, medidas cautelares
y en general fos juiclos civiles, penales,
administrativos o contencioso - administrativos que
promovamos 0 se nos promuevan, pudiendo en
todos los actos y gestiones arriba menclonados
sustituir éste mandato, transigir, A deslstir, recibir,
cancelar, renunciar, aceplar notificaciones vy
nombrar apoderados judiciales y extrgjudiciales.

Dado y firmade en Fra

sl 18-08-11

VOLLMACHT

Der die Unterzeichnenden (n)
Sanofi-Aventis Deutschland GmbH

_Waohnhaft in

BriningstraBe 50, 65929 Frankfurt

F}l eqla nia .

hiarmit bevolimachtigt (en) XIMENA CASTELLANOS
A. indfoder MARGARITA CASTELLANOS A. mit
Buro in der Calle 94A No. 7A-09, Bogotd - Coombia,
Zu

und zur Gewaehrung des Schutzes meines (unseres)
industriellan Eigentums, und zu dissem Zweck
ermaschfigen wir die genannten Bevollmaschtigten,
damit si uns verireten vor jedweder Bshoerds cder
Parson der Verwaltung, im Verwaltungsstreitve fahren
und vor Gericht in allen Handlugen und Betreibungen
in foiggdem Zusammenhang:

a) Entangung von Erfindungs-, Modeil-und Indus riellen
Zeichnungepatentan; Registrierung von Fabrikmarken,
Service-Kollektiv- und Schuts marken: Hinterlegung
von Handelsnamen und Zeichen; dersn Emeuerung,
Verlaengerung, Einschreibungihrer Uebertragung und
Namensoder Wohnsitzwechsel, frewillige Lostchung
und-die Lizenzregistrierung zum Gebrauch der obigen
Rechte; .b) Erlangung ron Sanitaren Registor o)
Handlungen Im Zusammenhang mit Widgrepruch,
Loeschung, Unguelttigkeit, vorbeugende Massnahmen
und, aligemein Zvii, Straf-, Verwaltunbs-oder
Verwaltungsstreltprozesse, die wir elnleiten “oder
welche gegen uns eingeleitet werden, wobei in allen

oben genannten Handlungen und Betreibungen dieses ™.

Mandat ersetzt werdan Kann, Vergleiche geschlassen,
verzichtet, entgengenommen, kazelliert, aufgegeben,
ustellungen angenommen und gerichliche und
ussergerichtliche Bevollmaechligte emannt werden

aennen:

festellt und unterzelchnat in

Sanofi-Aventis Deutschlén

(ine

%

o =

\
\

GmbH

\

CASTELLANOSKRSYCo.

ABDGADDS EN PROFIEDAD NTELECTUAL
_CALLES4 ANo.7 A -09/P.0, BOX 8348
TELEFONQ (57 1) 756 07 70/ FAX (57 1) 755 01 58
BOGOTA D.C. COLOMBIA
info@castellancsyco.com

| v o H
e



No. 139 of the Roll of Deeds for 2011

I, the undersigned Dr. Oleg de Lousanoff, Notary in Frankfurt am Main (Federal Republic of
Germany), hereby certify that

Dr. Michael Bankmann, date of birth: September 29, 1959, having his business
address at: Industriepark Héchst, Building K 801, 65926 Frankfurt am Main
(Germany), personally known to me,

and

Mr. Dieter Breuer, date of birth: May 01, 1950, having his business address at:
Industriepark Hachst, Building K 801, 65926 Frankfurt am Main (Germany),
who is personally known to me,

have subscribed the signatures on the foregoing page of the annexed document in my presence.

To document the power of representation regarding Sanofi-Aventis Deutschland GmbH,
(formerly: Aventis Pharma Deutschiand GmbH), Frankfurt am Main, a certified copy of an
instrument dated July 18, 2005 granting "Handlungsvollmacht” to Dr. Dieter Breuer for Sanofi-
ventis Deutschland GmbH is attached; T herewith certify that the attached copy of said
cument “Handlungsvollmacht™ is a true copy of the original which has been presented to me.

I fiNgher certify that the electronic Commercial Register maintained by the local court in

rt am Main - which | have inspected - shows under docket number HRB 40661 the
tion of Sanofi-Aventis Deutschland GmbH, Frankfurt am Main and of Dr. Michael
n as Officer with statutory power of attorney (“Prokurist™), with joint Power of

The foregoingijocument has not been drafted by me. [ am fluent in the German language. Th
ion of the text signed has not been reviewed by me, neither the conformity with

"~ ZENE 2012

VALLIAM E. JIMENEZ LEARO
NOTARIO 25 ENCARGADO

52129124_1.1.;..7\
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~ deglaubigte Abschrify

Gruppe

'sanofi Gventis

Avantis Pharma Deutschiand GmbH - D-65928 Frankfurl am Main

Persdnlich/Vertraullch

Herm
Dieter Breuer
Patent A. License Department Frankfurt

K 801

18.07.2005

Sehr geohrter Herr Brauer,

wir freuen uns, Ihnen mitzutellen, dass sich die Geschaftsflhrung entschlossen hat, fir unser
Untemebmen Aventis Pharma Deutschland GmbH

HANDLUNGSVOLLMACHT

gemass § 54 Abs. 1 HGB zu erteilen.

Diese Vollmacht berechtigt Sle, aile Gaschafte und Rechtshandiungen vorzunehmeh, die Ihre
Position ais Leiter Patentverwaltung gew&hniich mit sich bringt. Die Einschrankung des § 54 Abs. 2
HGB ist zu beachten.

Sle sind ermachtigt, innerhalb thres Aufgabengebietes im Rahmen der jewells glltigen
Unterschrifisrichtlinie von Aventis Pharma Deutschland GmbH zu zeichnen. Hlerbel ist nach § 57 I

HGB der Zusatz ,1.V." vor threm Namen zu varwenden.

Die Handlungsvolimacht kann Jederzeit von der Gesellschaft widerrufen werden. Sle erlischt mit
Beendigung des Arbeitsverhéltnisses mit der Gesellschaft.

Wir hoffen auf eine weiterhin gute Zusammenarbeit und verbleiben
mit fraundlichen GriBen

Aventis Pharma Deutschland GmbH

%‘\_ &. i .4 .
Dieter Koh! ppa. Brigitte Fuchs \

sof

et

Aventis Phatma Deutschiand GmbH - Ein Unternehmen dar sanofl-aventls Gruppe - Brigits Fucha - HR Frankfurt & CS - Industriepark Hocht -
D-65028 Frankfurt am Maln - Telefon 0 68/ 3 05-73 52 - Fax 0 69 /3 05-1 88 59 - Brigiite. Fuchs@sanofi-avents.com - www.sanof-aventls.com -
Vorsitzmnder dae Aufsichisrats: Hanspeter Spak /l

Geschafisiitrer: Dr. Helnz-Wemar Melar (Vorstizander), Or. Matihiss Braun, Cialar Kobd, Or. Martin Shewaert, Prof. Or, Gonther Wesy, Or, JesneYves Werscly
Sitz der Geasdschaft: Frankfud am Maln - Handelsregister; Frankiurt am Main, Abt. B Nr. 40681
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Statement of Fees
Value: EUR 38.000,00 pursuant to § 30 I KostO
Fee pursuant to §§ 141, 45 1 KostO EUR 27,00
Fee pursuant to §§ 141, 32, 58 1 KostO EUR 27,00
Fee pursuant to §§ 141, 551, 33 KostO EUR 10,00
Fee pursuant to § 150 No. 1 KostO EUR 13,00
Flat fee for copies pursuant to §§ 141, 136 [ No, 1, Il KostO EUR 0,50
Postage pursuant to § 152 TI Nr. 1 a) KostO EUR 1,45
Subtotal EUR 78,95
VAT 19 % pursuant to § 151a KostO EUR 15,00
Total EUR 93,95

Notary

—
APOSTILLE

(Convention de ta Haye du 5 octob

1. Land: Bundesrepublik Deutschland
Diese ¢ffentliche Urkunde
2. ist unterschrieben von Dr. Oleg de Lousanoff
3. in seiner Eigenschaft als amtlich bestellter Notar
4. sie ist versehen mit dem Siegel/Stempel des{der)
Notars

Bestitigt

5. in Frankfurt/Main 6/am 24.08.11
.7. durch den Herrn Prasidents £

8. unter Nr. 91 Ea A 7934
9. Siegel/Stempel

62129124 _1.00C*
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Traduccidn Oficial del Idioma Inglés de la certificacidn
adjunta (No. 139 del Registro de Actas para el afo 2011) al
poder que Sanofi-Aventis Deutschland GmbH, domiciliada en
Frankfurt am Main, Alemania, otorga a Ximena Castellanos A.

y/o Margarita Castellanos A.

Registro de Actas No. 139 para el arfio 2011

Yo, el suscrito Dr. 0Oleg de Lousanoff, Notario en Frankfurt am

Main, Republica Federal de Alemania, mediante este documento

certifico que

el Dr. Michael Bankmann

fecha de nacimiento: 29 de Septiembre de 1939,

con domicilio comercizl en: Industriepark Hochst,
Edif;cio K 801, 65926 fFrankfurt am Main, Alemania,

quien es conocido personalmente por el suscrito Notario,

el Sefior Dieter Breuer,
fecha de nacimiento: 01 de Mayo de 1350

con domicilioc comercial en: Industriepark Hdchst,

Edificio K 801, 65926 Frankfurt am Main, Alemani

gquien es conocido personalmente por el suscrito Notario,

suscribieron en mi presencia las firmas, que aparecen en el

documento adjunto.

Con el fin de documentar el poder de representacién con
respecto a Sanofi-Aventis Deutschland GmbH (anteriormente
llamada: Sanofis Pharma Deutschland GmbH), con domicilio en
Frankfurt am Main, se adjunta una copia certificada de un
instrumento fechado el dia 18 de Julio de 2005, mediante el

cual se otorga “Poder Especial” al Sefior Dieter Breuer para

CRAE JMENEZ LEANO
2 TR 2 ENCARGADO_
7 NOT




Cull1i]

Sanofi-Aventis Deutschland GmbH. Mediante el presente docu-
mento certifico que la copia adjunta de dicho instrumento
de "Poder Especial” es una copla auténtica del original, 1la

cual me fue presentada y yo tuve a la vista.

Certifico adem&s que, con base en la revisién que yo llevé a
cabo perscnalmente, el Registro Comercial Electrédnice gque es
llevado por el Juzgado Municipal de Frankfurt am Main muestra
bajo la minuta Nimero HRB 40661 el registro de la compaiiia
Sanofi-Aventis Deutschland GmbH, domiciliada en Frankfurt am
Main, y que el Sefior Dr. Michael Bankmann es un funcionario
de dicha compafila quien tiene p&der estatutario (“Apoderado”),

con poder colectivo de representaciédn.

El Notario informé a las personas comparecientes acerca de lo
dispuesto en la Seccién 3, Subseccién 1, Numeral 7 de la Ley
Federal Alemana de Notarizacién. Las personas comparecientes
declararon acto seqguido gue de conformidad con tal disposicién

el Notario no tiene impedimento alguno.

El documento ™Poder” adjunto no fue redactado por mi. Yo
domino el idioma Alemdn. Yo no revisé la versidén no-Aleman

del texto que aparece firmada ni tampoco he constatado s

concordancia con la versién Alemana. =
ymmhhmmunmcnmm A
&W&W&ﬁdﬁhﬂm@uhl ‘
Frankfurt am Main, 18 de Agosto de 2011 Dccmmwu
- 3 ENE 2012
Dr. Oleg de Lousanoff
WILLIAM E. JIMENEZ LEARD
Notario en Frankfurt am Main L._NOTARIO 26 ENCARGADO

(Firma y Sello Oficial)

------------------ (continda en la 3° pagina)=--w==~e-c———c—coo—-
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Nota de Gastos

Valor del negocio: EUR 38.000,00 art. 30 I Disp. Imp.

Impuesto seguin art. 141 451 Disp. Impuestos EUR 27,00
Impuesto segun art. 141, 32, 58I Disp. Inmp. EUR 27,00
Impuesto segin art. 141} 551, 33 Disp. Imp. EUR 10,00
Impuesto segun art 150 No. 1 Disp. Imp. EUR 13,00
Impuesto 141, 1361 No. 1,II Disp. Imp. EUR 0,50
Impuesto segun art. 15211‘1a) Disp. Imp. EUR 1,45
19% IVA segun art. 151 a Disp. Imp. EUR 15,00
Total EUR 93,95

Dr. Oleg de Lousancff
Notario en Frankfurt am Main

{Firma y Sello Oficial)

&ﬁﬂ ooNier ahh oy
&mézgmmhhsznitm

el B.C Cotorta
= 3 ENE 2012

WILUAR £, JMENEZ LEARD
NOTARIQ 28 ENGARGADO

[Aparece BApostilla en BAlemé&n fechada el dia
24.08.11 gque legaliza la firma del Dr. 0Oleg de
Lousancff Notaric en Frankfurt am Main bajo el

No. 91 Ea A 7934}

M. Mindbz S,
JOSE MIGHEL MENDEZ

Traductor Oficla!
Res, 1) de Mays 1988 uiniuenigia



| Cull:i3
Traduccién Oficial del Aleman de la Fotocopia Autenticada de
una comunicacién {(“Poder Especial”) fechada el 18.07.2005 y de
la Apostille adjuntas al poder que Sanofi-Aventis Deutschland

GmbH otorga a Ximena Castellanos y/o Margarita Castellanos.

Fotocopia Autenticada

Grupo
sanofi aventis

Aventis Pharma Deutschland GmbH = D-65929 Frankfurt am Main
Personal /Confidencial

Serior Dieter Breuer

Departamento Patentes

K 801

18.07.2005

Muy Apr‘eciado Sefior Breuer: WILLME-J'MENEI
ROTARIQ 26 E

Nos alegra comunicarle a Usted que la Gerencia de Ta sociedad

ha decidido otorgarle
PODER ESPECIAL

para nuestra empresa Aventis Pharma Deutschland GmbH de

confermidad con el Articule 54 inciso 1 Coédigo de Comercio.

Este poder lo autoriza a Usted a realizar todos 1los negocios y
actos legales que habitualmente conlleva su posicidén como
Director de la Administracién de Patentes. Es de tener
presente la restricciédn conforme al Articuleo 54 inciso 2 del

Cédigo de Comercic.

Usted gqueda habilitado para firmar, dentro del &mbito de sus
tareas en el marco de las normas vigentes sobre firmas de
Aventis Pharma Deutschland GmbH. De conformidad con el
Articulo 57 del Cédigo de Comercio, Usted debe emplear la

abreviatura “e. r.” (= en representacién) antes de su nombre.




£l Poder Especial puede ser revocade en cualquier momento por

la sociedad. Dicho poder caduca al terminar Usted su relaqéépo{}, 4

laboral con la sociedad.

Esperamos gue el buen trabajo conjunto siga como hasta ahora y

nos despedimos de Usted con saludos cordiales.

Aventis Pharma Deutschland GmbH

Dieter Kohl {firma)

¥a) [a0] -~
. . .

APOSTILLE

{Convencion de La Haya del 5 de Octubre d

Pais: Repliblica Federal de BAlemania

Este documento publico

Estd firmado por: Dr, Qleg de Lousanoff

En su éalidad de: Notario nombrado oficialmeﬂte o0
—

de la Notaria de Alfred Kluge en Ludwigshafen

Y lleva el sello oficial: del Notario

=
f=]
&

Por poder: Brigitte Fuchs (firma)
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Confirmado

En: Frankfurt/Main

El dia: 24.08.11

ambnuubvamauuﬁzrnd-
gaﬁmkmmuﬁgnuu'
ﬂ“m L) w‘.
mmmfghcammn

- 3 ENE 2012
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Por: El Sefior Presidente del Tribunal Region

| WILLIWW E. JVENEZ LEARO

NOTARID 2% ENCARGADO

Bajo el No. 91 Ea A 7934
Sello: EL PRESIDENTE TRIBUNAL REGICNAL

EN FRANKFURT AM MAIN

A\ T\l&_,

ADOLF WATZKE
Traduetor Oficial
Res. 3433 Minjusticia
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(12) NACH DEM VERTRAG UBER DIE INTERNATIONALE ZUSAMMENARBEIT AUF DEM GEBIET DES

PATENTWESENS (PCT) VEROFFENTLICHTE INTERNATIONALE ANMELDUNG

A O R R MG
(10) Internationale Verdffentlichungsnummer

WO 2011/003822 A2
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(57) Abstract: The invention relates to an agueous pharmacecutical formulation having insulin, an insulin analog, or an insulin de-
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treating diabetes mellitus.
(57) Zusammenfassung: Die Erfindung betrifft cine wissrige pharmazeutische Formulterung mit einem Insulin, einem Insuli-

nanalogon oder einem Insulinderivat und Methionin; sowie deren Herstellung, Verwendung zur Behandlung von Diabetes melli-
tus und ein Arzneimittel zur Behandlung von Diabetes Mellitus.
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Beschreibung
Insulinzubereitungen enthaltend Methionin

Die Erfindung betrifft eine wéssrige pharmazeutische Formulierung mit einem Insulin,
einem Insulinanalogon oder einem Insulinderivat und Methionin; sowie deren
Herstellung, Verwendung zur Behandlung von Diabetes meliitus und ein Arzneimittel
zur Behandlung von Diabetes Mellitus.

Weltweit leidet eine zunehmende Zahl an Menschen an Diabetes mellitus. Darunter
sind viele sogenannte Typ I-Diabetiker, flr die die Substitution der fehlenden
endokrinen Insulinsekretion die einzige derzeit mogliche Therapie darstellt. Die
Betrofienen sind lebenslang, in der Rege! mehrmals taglich, auf Insulininjektionen
angewiesen. Im Gegensatz zum Typ I-Diabetes besteht beim Typ lI-Diabetes nicht
grundsétzlich ein Mangel an Insulin, jedoch wird in einer Vielzahl von Fallen, vor allem
im fortgeschrittenen Stadium, die Behandlung mit Insulin, gegebenenfalls in
Kombination mit einem oralen Antidiabetikum, als ginstigste Therapieform angesehen.
Beim Gesunden ist die Insulinfreisetzung durch den Pankreas strikt an die
Konzentration der Blutglucose gekoppelt. Erhdhte Blutglucosespiegel, wie sie nach
Mahizeiten auftreten, werden durch eine entsprechende Steigerung der
Insulinsekretion rasch kompensiert. Im niichternen Zustand sinkt der
Plasmainsulinspiegel auf einen basalen Wert ab, der ausreicht, eine kontinuierliche
Versorgung insulinsensitiver Organe und Gewebe mit Glucose zu gewahrieisten und
die hepatische Glucoseproduktion in der Nacht niedrig zu halten. Der Ersatz der
kérpereigenen Insulinsekretion durch exogene, meist subcutane Applikation von
Insulin erreicht in der Rege! die oben beschriebene Qualitét der physiologischen
Regulation der Blutglucose nicht annghernd. Haufig kommt es zu Entgleisungen der
Blutglucose nach oben oder unten, die in ihren schwersten Formen lebensbedrohlich
sein kénnen. Daneben stellen jedoch auch {iber Jahre erhdhte Blutglucosespiegel
ohne anfangliche Symptome ein erhebliches Gesundheitsrisiko dar. Die groRangelegte
DCCT-Studie in den USA (The Diabetes Control and Complications Trial Research
Group {1993) N. Engl. J. Med. 329, 977-986) wies eindeutig nach, daB chronisch
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erhbhte Blutglucosespiegel wesentlich fir die Entwicklung diabetischer Spatschaden
verantwortlich sind. Diabetische Spatschaden sind mikro- und makrovaskulare
Schadigungen, die sich u.U. ais Retino-, Nephro-, oder Neuropathie manifestieren und
zu Erblindung, Nierenversagen sowie dem Verlust von Extremitéten fiihren und
dariiber hinaus mit einem erhéhten Risiko fir Herz/Kreislauferkrankungen
einhergehen. Daraus ist abzuleiten, dafl eine verbesserte Therapie des Diabetes in
erster Linie darauf abzielen muf, die Blutglucose méglichst eng im physiologischen
Bereich zu haiten. Nach dem Konzept der intensivierten Insulintherapie soll dies durch
mehrmals tagltiche Injektionen von schnell und langsam wirkenden
Insulinzubereitungen erreicht werden. Rasch wirkende Formulierungen werden zu den
Mahlzeiten gegeben, um den postprandialen Anstieg der Blutglucose auszugleichen.
Langsam wirkende Basalinsuline sollen die Grundversorgung mit Insulin insbesondere
wihrend der Nacht sicherstelien, ohne zu einer Hypoglykémie zu fihren.

Insulin ist ein Polypeptid aus 51 Aminosauren, die sich auf 2 Aminosaureketten
vertellen: die A Kette mit 21 Aminoséuren und die B-Kette mit 30 Aminosauren. Die
Ketten sind durch 2 Disulfidbriicken miteinander verbunden. Insulinzubereitungen
werden seit vielen Jahren zur Diabetestherapie eingesetzt. Dabei werden nicht nur
natiirlich vorkommende Insuline verwendet, sondern neuerdings auch Insulinderivate

und —analoga.

Insulinanaloga sind Analoga von natlirlich vorkommenden Insulinen, namlich
Humaninsulin oder tierischen Insulinen, welche sich durch Substitution wenigstens
eines natiirlich auftretenden Aminosaurerestes mit anderen Aminosauren und/oder
Addition/Entfernen wenigstens eines Aminosaurerestes von dem entsprechenden,
ansonsten gleichen natiirlich vorkommenden Insutin unterscheiden. Es kann sich
dabei auch um Aminosauren handein, die nicht natlrlich vorkommen.

insulinderivate sind Derivate von natiirlich vorkommendem Insulin oder einem
Insulinanalogon, welche durch chemische Modifizierung erhalten werden. Die
chemische Modifikation kann z.B. in der Addition einer oder mehrerer bestimmter
chemischer Gruppen an eine oder mehrere Aminoséuren bestehen. In der Regel
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haben Insulinderivate und Insulinanaloga gegenuber humanem Insulin eine etwas
veranderte Wirkung.

Insulinanaloga mit beschleunigtem Wirkungseintritt werden in EP 0 214 826,

EP 0375 437 und EP 0 678 522 beschrieben. EP 0 124 826 bezieht sich u.a. auf
Substitutionen von B27 und B28. EP 0 678 522 beschreibt Insulinanaloga, die in der
Position B29 verschiedene Aminosauren, vorzugsweise Prolin, aufweisen, jedoch nicht
Glutaminsaure.

EP 0 375 437 umfalt Insulinanaloga mit Lysin oder Arginin in B28, die optional
zusatzlich in B3 und/oder A21 modifiziert sein kdnnen.

In der EP 0 419 504 werden Insulinanaloga offenbart, die gegen chemische
Modifikationen geschiitzt sind, in dem Asparagin in B3 und wenigstens eine weitere
Aminoséure in den Positionen A5, A15, A18 oder A21 verandert sind.

in der Regel haben Insulinderivate und Insulinanaloga gegentiber humanem Insulin

eine etwas veranderte Wirkung.

In der WO 92/00321 werden Insulinanalicga beschrieben, bei denen wenigstens eine
Aminoséure der Positionen B1-B6 durch Lysin oder Arginin ersetzt ist. Derartige
Insuline weisen gemai WO 92/00321 eine verlangerte Wirkung auf. Eine verzigerte
Wwirkung weisen auch die in der EP-A 0 368 187 beschriebenen Insulinanaloga auf.
Das Konzept der intensivierten Insulintherapie versucht das Gesundheitsrisiko
abzumindern, indem eine stabile Kontrolle des Blutzuckerspiegels durch fruhe Gabe
von Basalinsulinen angestrebt wird. Ein Beispiel fir ein gangiges Basalinsulin ist das
Medikament Lantus® (Wirkstoff: Insulin Glargin = Gly (A21), Arg (B31), Arg (B32)
Humaninsulin). Generell gilt es, bei der Entwicklung neuer, verbesserter Basalinsuline
die Zahl hypoglykamischer Ereignisse zu minimieren. Ein ideales Basalinsulin wirkt
dabei sicher in jedem Patienten mindestens 24 Stunden. |dealerweise setzt die
Insulinwirkung verzogert und mit einem maglichst flachen Zeit- / Wirkungsprofil ein, so
dass die Gefahr einer kurzfristigen Unterzuckerung deutlich minimiert ist und die
Applikation sogar ohne vorherige Einnahme von Nahrungsmitteln erfolgen kann. Eine
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gute Versorgung mit Basalinsulin ist dann gegeben, wenn die Insulinwirkung méglichst
lange gleichbleibend anhalt, d.h. der Kdrper mit einer konstanten Menge Insulin
versorgt wird. Damit ist die Gefahr hypoglykamischer Ereignisse gering und eine
patienten- und tagesspezifische Variabilitat minimiert. Das pharmakokinetische Profil
eines idealen Basalinsulins sollte also durch einen verzégerten Wirkeintritt und durch
eine verzogerte, d.h. lang anhaltende und gleichméRige Wirkung gekennzeichnet sein.

Die auf dem Markt befindlichen Insulinzubereitungen von natiirlich vorkommenden
Insulinen zur Insulinsubstitution unterscheiden sich in der Herkunft des Insulins (z.B.
Rind, Schwein, Humaninsulin), sowie der Zusammensetzung, womit das Wirkprofil
(Wirkeintritt und Wirkdauer) beeinflusst werden kann. Durch Kombination
verschiedener Insulinpraparate lassen sich unterschiedlichste Wirkprofile erzielen und
mdglichst physiologische Blutzuckerwerte einstellen. Die rekombinante DNA
Technologie ermoglicht heutzutage die Herstellung von solchen modifizierten
Insulinen. Hierzu zahit Insulin Glargin (Gly(A21)-Arg(B31)-Arg(B32)-Humaninsulin) mit
einer verlangerten Wirkdauer. Insulin Glargin wird als saure, klare Losung injiziert und
fallt aufgrund seiner Losungseigenschaften im physiologischen pH-Bereich des
Subkutangewebes als stabiles Hexamerassoziat aus. Insulin Glargin wird einmal
taglich injiziert und zeichnet sich gegenuber anderen langwirksamen Insulinen durch
sein flaches Serumprofil und die damit verbundene Reduktion der Gefahr nachtlicher
Hypoglykdmien aus (Schubert-Zsilavecz et al., 2:125-130(2001)). Die spezifische
Zubereitung des Insulin Glargins, die zur verlangerten Wirkdauer flhrt, ist im
Gegensatz zu bisher beschriebenen Zubereitungen durch einen klare Lésung mit
saurem pH-Wert gekennzeichnet. Gerade bei saurem pH-Wert zeigen Insuline jedoch
gine verringerte Stabilitdt und eine erhohte Aggregationsneigung bei thermischer und
physikalisch-mechanischer Belastung, die sich in Form von Tr{ilbungen und
Ausfallungen (Partikelbildungen) bemerkbar machen kann (Brange et al., J. Ph.Sci
86:517-525(1997)).

Es wurde gefunden, dass solche Insulinanaloga zu dem beschriebenen
wiinschenswerten basalen Zeit- / Wirkungsprofil fiihren, wenn die Insulinanaloga

durch die Merkmale charakterisiert sind, dass
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- das B- Kettenende aus einem amidierten basischen Aminoséurerest wie Lysin bzw.
Argininamid besteht, d.h. bei dem amidierten basischen Aminosaurerest am B-
Kettenende liegt die Carboxylgruppe der endstandigen Aminoséure in ihrer amidierten
Form vor, und

« der N-terminale Aminosaurerest der Insulin A-Kette ein Lysin- oder Argininrest ist,
und

- die Aminosaureposition A8 durch einen Histidinrest besetzt wird, und

« die Aminosaureposition A21 durch einen Glycinrest besetzt wird, und

« zwei Substitutionen neutraler Aminosauren durch saure Aminosauren, zwei
Additionen negativ geladener Aminoséurereste oder je eine solche Substitution und
eine solche Addition jeweils in den Positionen A5, A15, A18, B-1, BO, B1, B2, B3 und
B4 erfolgt sind.

Allen wissrigen Formulierungen von Insulinen, Insulinanaloga und Insulinderivaten ist
gemein, dass die genannten Proteine chemisch nicht vollig stabil sind, sondern dass
sich in Abhangigkeit von der Zeit, der Lagertemperatur, der Bewegung, der die
Formulierung unterworfen ist uvm. eine Reihe von molekularen Prozessen bei den
Insulinen, Insutinanaloga und Insulinderivaten ablaufen kénnen, die nachteilig fur die
Qualitat der Formulierung sind. Ein Stoff, welcher die chemische Stabilitat der Insuline,
Insulinanaloga und Insulinderivate beeintrachtigt, ist Sauerstoff, dessen Kontakt mit
den entsprechenden Formulierungen aufgrund seines Vorhandenseins in der Luft —
insbesondere bei Formulierungen in Verpackungen fiir die Mehrfachgaben — nicht zu
verhindern ist. Man nimmt an, dass es u.a. das oxidative Potentiat von Sauerstoff ist,
welche die Beeintrachtigungen der chemischen Stabilitat hervorruft.

Es wurde nun (iberraschenderweise gefunden, dass die Beimengung der Aminosaure
Methionin zu Formulierungen von insulinen, Insulinanaloga und Insulinderivaten zu
einer verbesserten Stabilitat dieser Proteine fuhrt.

Ein Gegenstand der Erfindung ist daher eine wassrige pharmazeutische Formulierung
enthaltend ein Insulin, ein Insulinanalogon oder ein Insulinderivat, oder ein
pharmakologisch tolerierbares Salz davon, und Methionin.
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Ein weiterer Gegenstand der Erfindung ist eine pharmazeutische Formulierung wie
oben beschrieben, wobei das Insulin ausgewahit wird aus einer Gruppe enthaltend
menschliches Insulin, Schweine-Insulin und Insulin des Rindes.

Ein weiterer Gegenstand der Erfindung ist eine pharmazeutische Formulierung wie
oben beschrieben, wobei das Insulinanalogon ausgewah!t wird aus einer Gruppe
enthaltend Gly(A21), Arg(B31), Arg(B32)-Humaninsulin, Lys(B3), Glu(B29)-
Humaninsulin, Asp(B28)-Humaninsutin, Lys(B28) Pro(B29)-Humaninsulin, Des(B30)-
Humaninsulin und ein Insulinanalogon der Forme! |

s S
| 101 15 20

HSICSLYAIS LEAIS Y C G
(SEQ ID NO: 1) N A-Kette

N

|
B-1 BOBlIB2B3 B4 HLCGSHLVEALYLVCGERGEFFY
1 5 10 15 20 25

1 5
A0 GI VEAS C

C
I
5

— N — W\

T P B29 B30 B31 B32 (SEQ ID NO: 2)
B-Kette
30

wobei

A0  Lys oder Arg;

A5  Asp, GIn oder Glu;

A15 Asp, Glu oder Gin;

A18 Asp, Glu oder Asn;

B-1 Asp, Glu oder eine Aminogruppe;
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BO  Asp, Glu oder eine chemische Bindung;

B1  Asp, Glu oder Phe;

B2  Asp, Glu oder Val,

B3  Asp, Glu oder Asn;

B4  Asp, Gluoder Gin;

B29 Lys oder einer chemischen Bindung;

B30 Thr oder einer chemischen Bindung;

B31 Arg, Lys oder einer chemischen Bindung;

B32 Arg-Amid, Lys-Amid oder einer Aminogruppe

entspricht, wobei zwei Aminosaurereste der Gruppe enthaitend A5, A15, A18, B-1, BO,
B1, B2, B3 und B4 gleichzeitig und unabhéngig voneinander Asp oder Glu
entsprechen, insbesondere bei der das Insulinanalogon ausgewahit ist aus einer

Gruppe enthaltend.

Arg (A0), His (A8), Glu (A5), Asp (A18), Gly (A21), Arg (B31), Arg (B32) - NH; Humaninsulin,
Arg (AD), His (A8), Glu (A5), Asp (A18), Gly (A21), Arg (B31), Lys (B32) — NH; Humaninsulin,
Arg (AQ), His (A8), Glu (A15), Asp (A18), Gly {A21), Arg (B31), Arg (B32) — NH, Humaninsulin,
Arg (A0), His (A8), Glu (A15), Asp (A18), Gly (A21), Arg (B31), Lys (B32) - NH, Humaninsulin,
Arg (A0), His (A8), Glu(A5), Glu (A15), Gly (A21), Arg (B31), Arg (B32) ~ NH2 Humaninsulin,
Arg (A0), His (A8), Glu (A5), Glu (A15), Gly (A21), Arg (B31), Lys (B32) - NH; Humaninsulin,
Arg (AD), His(A8), Glu (A5), Gly (A21), Asp (B3), Arg (B31), Arg (B32) - NH, Humaninsulin,
Arg (AD), His(A8), Glu (A5), Gly (A21), Asp (B3), Arg (B31), Lys (B32) — NH, Humaninsulin,
Arg (AQ), His (A8), Glu (A15), Gly (A21), Asp (B3), Arg (B31), Arg (B32) - NH; Humaninsulin,
Arg (A0), His (A8), Glu (A15), Gly (A21), Asp (B3), Arg (B31), Lys (B32) — NHz Humaninsulin,
Arg (A0), His (A8), Asp (A18), Gly (A21), Asp (B3), Arg (B31), Arg (B32) — NHz Humaninsulin,
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Arg (AD), His (A8), Asp (A18), Gly (A21), Asp (B3), Arg (B31), Lys (B32) - NH; Humaninsulin,
Arg (AD), His(A8), Gly (A21), Asp (B3), Glu (B4), Arg (B31), Arg (B32) — NH Humaninsulin,
Arg (A0), His (A8), Gly (A21), Asp (B3), Glu (B4), Arg (B31), Lys (B32) — NH, Humaninsulin,
Arg (A0), His (A8), Glu (A5), Gly (A21), Glu (B4), Arg (B31), Arg (B32) — NH, Humaninsulin,
Arg (AD), His (A8), Glu (A5), Gly (A21), Glu (B4), Arg (B31), Lys (B32) — NH, Humaninsulin,
Arg (AD), His (A8), Glu (A15), Gly (A21), Glu (B4), Arg (B31), Arg (B32) — NH; Humaninsulin,
Arg (A0), His (A8), Glu (A15), Gly (A21), Glu (B4), Arg (B31), Lys (B32) - NH; Humaninsulin,
Arg (AQ), His (A8), Asp (A18), Gly (A21), Glu (B4), Arg (B31), Arg (B32} — NH; Humaninsulin,
Arg (AD), His (A8), Asp (A18), Gly (A21), Glu (B4), Arg (B31), Lys (B32) — NH Humaninsulin,
Arg (A0), His (A8), Glu (A5), Gly (A21), Glu (B0), Arg (B31), Arg (B32) — NH, Humaninsulin,
Arg (AD), His (A8), Glu (A5), Gly (A21), Glu (BO), Arg (B31), Lys (B32) — NH; Humaninsulin,
Arg (AD), His (A8), Glu (A15), Gly (A21), Glu {B0), Arg (B31), Arg (B32) — NH; Humaninsulin,
Arg (AQ), His (A8), Glu (A15), Gly (A21), Glu (B0), Arg (B31), Lys (B32) - NH, Humaninsulin,
Arg (A0), His (A8), Asp (A18), Gly (A21), Glu (B0), Arg (B31), Arg (B32) - NH; Humaninsulin,
Arg (A0), His (A8), Asp (A18) ,Gly (A21), Glu (BO), Arg (B31), Lys (B32) - NH, Humaninsulin,
Arg (AQ), His (A8), Glu (A5), Gly (A21), Asp (B1), Arg (B31), Arg (B32) — NH; Humaninsulin,
Arg (AC), His (A8), Glu (A5), Gly (A21), Asp (B1), Arg (B31), Lys (B32) — NH, Humaninsulin,
Arg (AD), His (A8), Glu (A15), Gly (A21), Asp (B1), Arg (B31), Arg(B32) — NH; Humaninsulin,
Arg (A0), His (A8), Glu (A15), Gly (A21), Asp (B1), Arg (B31), Lys (B32) - NH; Humaninsulin,
Arg (A0), His (A8), Asp (A18), Gly (A21), Asp (B1), Arg (B31), Arg (B32) - NH2 Humaninsulin,
Arg (A0), His (A8), Asp (A18), Gly (A21), Asp (B1), Arg (B31), Lys (B32) — NH; Humaninsulin,
Arg (AQ), His (A8), Gly (A21), Glu (BO), Asp (B1), Arg (B31), Arg (B32) — NH; Humaninsulin,
Arg (A0), His (A8), Gly (A21), Glu (BO), Asp (B1), Arg (B31), Lys (B32) — NH, Humaninsulin,
Arg (AD), His (A8), Asp (A18), Gly (A21), Asp (B3), Arg (B30), Arg (B31) - NH;z Humaninsulin,
Arg (AD), His (A8), Asp (A18), Gly (A21), Asp (B3), Arg (B30), Lys (B31) — NH; Humaninsulin.

Ein weiterer Gegenstand der Erfindung ist eine pharmazeutische Formulierung wie
oben beschrieben, wobei das Insulinanalogon ausgewahlt wird aus einer Gruppe

enthaltend ein Insulinanalogon der Formel Ii



10

15

20

25

30

35

-n
C
=
<D
o
N

WO 2011/003822 PCT/EP2010/059436
9
S S
1 5 | 10 | 15 20
A-1 AOAl1 I VEASCCHSICSILYAIS L E A18 Y C A2l

A-Kette
| (SEQ ID NO: 3) |

\ -

[ |
B-1BOBl VB3 B4 HLCGSHLVEALYLVCGERGFFY
1 5 10 15 20 25

T P B29 B30 B3l B32 (SEQ ID NO: 4) B-Kette
30

wobei

A-1  Lys, Arg oder einer Aminogruppe;

A0  Lys, Arg oder einer chemischen Bindung;
A1 Arg oder Gly;

A5  Asp, Glu oder GIn;

A15 Asp, Glu oder Gin;

A18 Asp, Glu oder Asn;

A21 Ala, Ser, Thr oder Gly;

B-1 Asp, Glu oder eine Aminogruppe;

B0  Asp, Glu oder eine chemische Bindung;

B1  Asp, Glu, Phe oder eine chemische Bindung;
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B3  Asp, Glu oder Asn;
B4  Asp, Glu oder GIn;

B29 Arg, Lys oder einer Aminosdure ausgewahit aus einer Gruppe enthaltend die
Aminoséuren Phe, Ala, Thr, Ser, Val, Leu, Glu oder Asp, oder einer chemischen

Bindung;

B30 Thr oder einer chemischen Bindung;

B31 Arg, Lys oder einer chemischen Bindung;
B32 Arg-Amid oder Lys-Amid

entspricht, wobei nicht mehr als ein Aminoséurerest der Gruppe enthaltend A5, A15,
A18, B-1, BO, B1, B2, B3 und B4 gleichzeitig und unabhangig voneinander Asp oder
Glu entsprechen, insbesondere bei der das Insulinanalogon ausgewahlt ist aus einer
Gruppe enthaltend:
Arg (A-1), Arg (A0), Glu (A5), His (A8), Gly (A21), Arg (B30) — NH; Humaninsulin,
-1), Arg (A0), Glu (A5), His (AB), Gly {A21), Lys (B30) — NHzHumaninsulin,
A-1), Arg (A0), Glu (A15), His (A8), Gly (A21), Arg (B30) - NH2 Humaninsulin,
A-1), Arg (AD), Glu (A15), His (A8), Gly (A21), Lys (B30} — NHz Humaninsulin,
A-1), Arg (A0), Asp (A18), His (A8), Gly (A21), Arg (B30) - NH2 Humaninsulin,
A-1), Arg (A0), Asp (A18), His (A8), Gly (A21), Arg (B30) - NHz Humaninsulin,
A-1), Arg (A0), His (A8), Gly (A21), Glu (B0), Arg (B30) — NHz Humaninsulin,
-1), Arg (A0), His (A8), Gly (A21), Glu (BO), Lys (B30) — NH2 Humaninsulin,
),

Arg (
Arg (
Arg (
Arg {
Arg (
Arg (
Arg (A
Arg (A-1), Arg (AO), His (A8), Gly (A21), Asp (B3). Arg (B30) — NH2 Humaninsulin,
Arg (A-1), Arg (A0), His (A8), Gly (A21), Asp (B3), Lys (B30) — NHz Humaninsulin,
Arg (A-1), Arg (A0), His (A8), Gly (A21), Glu (B4), Arg (B30) — NHz Humaninsulin,
A-1), Arg (A0), His (A8), Gly (A21), Glu (B4), Lys (B30) - NH2 Humaninsulin,
A0), His (A8), Gly (A21), Arg (B31), Arg (B32) - NH2— Humaninsulin,

Arg (
Arg (
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Arg (A0), His (A8), Gly (A21), Arg (B31), Lys (B32) - NH; — Humaninsulin,

Arg (A0), Glu (A5), His (A8), Gly (A21), Arg (B31), Arg (B32) ~ NH2 - Humaninsulin,
Arg (A0), Glu (A5), His (A8), Gly (A21), Arg (B31), Lys (B32) — NH ~ Humaninsulin,
Arg (A0), Asp (A18), His (A8), Gly (A21), Arg (B31), Arg (B32) - NH, — Humaninsulin,
Arg (AD), Asp (A18), His (A8), Gly (A21), Arg (B31), Lys (B32) ~ NH, — Humaninsulin,
Arg (AD), Glu (A15), His (A8), Gly (A21), Arg (B31), Arg (B32) - NH2 — Humaninsulin,
Arg (AD), Glu (A15), His (A8), Gly (A21), Arg (B31), Lys (B32) — NHz - Humaninsulin,
Arg (A0), His (A8), Gly (A21), Asp (B3), Arg (B31), Arg (B32) — NH2 — Humaninsulin,
Arg (A0), His (A8), Gly (A21), Asp (B3), Arg (B31 ), Lys (B32) — NHz — Humaninsulin,
Arg (A0), His (A8), Gly (A21), Glu (B4), Arg (B31), Arg (B32) — NH, — Humaninsulin,
Arg (A0), His (A8), Gly (A21), Glu (B4), Arg (B31), Lys (B32) ~ NH; — Humaninsulin,
Arg (A0), His (A8), Gly (A21), Giu (BO), Arg (B31 ), Arg (B32) — NHz — Humaninsulin,
Arg (AQ), His (A8), Gly (A21), Glu (BO), Arg (B31), Lys (B32) — NHz — Humaninsulin,
Arg (A0), His (A8), Gly (A21), Arg (B30) — NHz - Humaninsulin,

Arg (AQ), His (A8), Gly (A21), Lys (B30) - NHz - Humaninsulin,

Arg (A-1), Arg (A0), His (A8), Gly (A21), Arg (B30) - NH. — Humaninsulin,

Arg (A-1), Arg (A0), His (A8), Gly (A21), Lys (B30) - NH - Humaninsulin,

Arg (AD), Arg (A1), His (A8), Gly (A21), Arg (B30) - NH2 — Humaninsulin,

Arg (A0), Arg (A1), His (A8), Gly (A21), Lys (B30) —NHz ~ Humaninsuiin,

His (A8), Gly (A21), Arg (B31), Arg (B32) - NH2 - Humaninsulin.

Ein weiterer Gegenstand der Erfindung ist eine pharmazeutische Formulierung wie
oben beschrieben, wobei das Insulinderivat ausgewanhit wird aus einer Gruppe
enthaltend B29-N-myristoyi-des(B30) Humaninsulin, B29-N-palmitoyl-des(B30)
Humaninsulin, B29-N-myristoyl Humaninsulin, B29-N-paimitoyl Humaninsulin, B28-N-
myristoyl Lys®2Pro®* Humaninsulin, B28-N-palmitoyl-Lys®?®Pro®® Humaninsulin,
B30-N-myristoyl-Thr®?Lys®* Humaninsulin, B30-N-palmitoyl- Thr82LysB®
Humaninsulin, B29-N-(N-palmitoyl-Y-glutamyl)-des(B39) Humaninsulin, B29-N-(N-
lithocholyi-v -glutamyl)-des(B30) Humaninsulin, B29-N-{w-carboxyheptadecanoyl)-
des(B30) Humaninsulin and B29-N-(w-carboxyheptadecanoyl) Humaninsulin.
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Ein weiterer Gegenstand der Erfindung ist eine pharmazeutische Formulierung wie
oben beschrieben, die

0,001 bis 0,2 mg/mi Zink,

0,1 bis 5,0 mg/ml eines Konservierungsmittels und

5,0 bis 100 mg/mi eines Isotonisierungsmitteis enthalt und

deren pH-Wert 5 oder kleiner ist.

Ein weiterer Gegenstand der Erfindung ist eine pharmazeutische Formulierung wie
oben beschrieben, in dem ein Konservierungsmittel ausgewahlt aus einer Gruppe
enthaltend Phenol, m-Cresol, Chiorkresol, Benzylalkohol, Parabene vorhanden ist.

Ein weiterer Gegenstand der Erfindung ist eine pharmazeutische Formulierung wie
oben beschrieben, in dem ein Isotonisierungsmittel ausgewahlt aus einer Gruppe
enthaltend Mannito!, Sorbitol, Lactose, Dextrose, Trehalose, Natriumchlorid, Glycerol

vorhanden ist.

Ein weiterer Gegenstand der Erfindung ist eine pharmazeutische Formulierung wie
oben beschrieben, mit einem pH-Wert im Bereich von pH 2,5 - 4,5, bevorzugt pH 3,0 -
4.0, besonders bevorzugt im Bereich von pH 3,75.

Ein weiterer Gegenstand der Erfindung ist eine pharmazeutische Formulierung wie
oben beschrieben, wobei das Insulin, das Insulinanalogon undfoder das tnsulinderivat
in einer Konzentration von 240 — 3000 nmol/m! vorliegt

Ein weiterer Gegenstand der Erfindung ist eine pharmazeutische Formulierung wie
oben beschrieben, bei der Glycerol in einer Konzentration von 20 bis 30 mg/ml

vorliegt.

Ein weiterer Gegenstand der Erfindung ist eine pharmazeutische Formulierung wie
oben beschrieben, bei der Glycerol in einer Konzentration von 25 mg/m! vorliegt.
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Ein weiterer Gegenstand der Erfindung ist eine pharmazeutische Formulierung wie
oben beschrieben, bei der m-Cresol in einer Konzentration von 1 bis 3 mg/ml,

bevorzugt 2 mg/ml, vorliegt.

Ein weiterer Gegenstand der Erfindung ist eine pharmazeutische Formulierung wie
oben beschrieben, bei der Zink in einer Konzentration 0,01 oder 0,03 oder 0,08 mg/mi

vorliegt.

Ein weiterer Gegenstand der Erfindung ist eine pharmazeutische Formulierung wie
oben beschrieben, bei der noch zusétzlich ein Glucagon-Like Peptide-1 (GLP1) oder
ein Analogon oder Derivat davon, oder Exendin-3 bzw. -4 oder ein Analogon oder
Derivat davon enthalten ist, bevorzugt Exendin-4 enthalten ist.

Ein weiterer Gegenstand der Erfindung ist eine pharmazeutische Formulierung wie
oben beschrieben, bei dem ein Analogon von Exendin-4 ausgewahlt wird aus einer
Gruppe enthaltend

H-desPro*-Exendin-4-Lyss-NHa,

H-des(Pro®*")-Exendin-4-Lyss-NH2 und

H-des(Pro®®*")-Exendin-4-Lyss-NHz,

oder ein pharmakologisch tolerierbares Salz davon, oder bei dem gin Analogon von
Exendin-4 ausgewahlt wird aus einer Gruppe enthaltend

desPro® [Asp®®|Exendin-4 (1-39),

desPro’® [IsoAsp®]Exendin-4 (1-39),

desPro® [Met(0)", Asp®®|Exendin-4 (1-39),

desPro® [Met(0)", IsoAsp*’JExendin-4 (1-39),

desPro® [Trp(02)%, Asp®|Exendin-2 (1-39),

desPro® [Trp(02)%, isoAsp”|Exendin-2 (1-39),

desPro® [Met(0)"“Trp(02)%, Asp*JExendin-4 (1-39) und

desPro® [Met(0)"“Trp(Q2)%, 1soAsp”|Exendin-4 (1-39),

oder ein pharmakologisch tolerierbares Salz davon.
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Ein weiterer Gegenstand der Erfindung ist eine pharmazeutische Formulierung wie
oben beschrieben, bei denen an die C-Termini der Analoga von Exendin-4 das Peptid
-Lyss-NH2 angeflgt ist.

Ein weiterer Gegenstand der Erfindung ist eine pharmazeutische Formulierung wie
oben beschrieben, bei dem ein Analogon von Exendin-4 ausgewéhit wird aus einer
Gruppe enthaltend '

H-(Lys)s- des Pro® [Asp™|Exendin-4(1-39)-Lyse-NH.

des Asp?®Pro®, Pro¥, Pross Exendin-4(1-39) -NH,

H-(Lys)s- des Pro®, Pro¥, Pro® [Asp®|Exendin-4(1-39) -NHz,

H-Asn-(Glu)s des Pro®, Pro®, Pro®® [Asp®®|Exendin-4(1-39) -NHz,

des Pro®, Pro¥’, Pro® [Asp?’|Exendin-4(1-39)-(Lys)s-NHz,

H-(Lys)e- des Pro®®, Pro¥, Pro*® [Asp™|Exendin-4(1-38)-(Lys)e-NH,

H-Asn-(Glu)s- des Pro®, Pro®, Pro® [Asp®|Exendin-4(1-39)-(Lys)e-NHz,

H-(Lys)s- des Pro™® [Trp(02)%, Asp®jExendin-4(1-39)-Lyse-NHz,

H- des Asp? Pro®, Pro®, Pro® [Trp(02)*’|Exendin-4(1-39) -NH,

H-(Lys)s- des Pro®, Pro¥, Pro®® [Trp(0,)*°, Asp*JExendin-4(1-39) -NHa,
H-Asn-(Glu)s- des Pro®, Pro¥, Pro® [Trp(0,), Asp”|Exendin-4(1-39) -NHz,

des Pro®, Pro¥, Pro®® [Trp(02)%, Asp®)Exendin-4(1-39)-(Lys)s-NHz,

H-(Lys)e- des Pro®, Pro®, Pro® [Trp(02)®, Asp™]Exendin-4(1-39)-(Lys)s-NHz,
H-Asn-(Glu)s- des Pro®, Pro®, Pro® [Trp(02)*°, Asp™|Exendin-4(1-39)-(Lys)s-NH2,
H-(Lys)e- des Pro* [Met(0)", Asp®’|Exendin-4(1-39)-Lyse-NHz,

des Met(0)" Asp? Pro *¢, Pro”, Pro® Exendin-4(1-39) -NHz,

H-(Lys)s- des Pro®, Pro ¥, Pro® [Met(0)", Asp®|Exendin-4(1-39) -NH,
H-Asn-(Glu)s- des Pro™®, Pro”, Pro® [Met(O)™, Asp?®] Exendin-4(1-39) -NHy,

des Pro®, Pro¥, Pro®® [Met(O)", Asp”®|Exendin-4(1-39)-(Lys)s-NHo,

H-(Lys)e- des Pro*®, Pro®, Pro® [Met(0)", AspZ|Exendin-4(1-39)-Lyse-NHy,
H-Asn-(Glu)s des Pro%, Pro%, Pro®® [Met(0)", Asp®] Exendin-4(1-39)-(Lys)s-NHz,
H-(Lys)s- des Pro®® [Met(O)™, Trp(O2)>°, Asp™]Exendin-4(1-39)-Lyss-NH:,

des Asp? Pro®, Pro”, Pro® [Met(0)*, Trp(O2)*]Exendin-4(1-39) -NH;,

H-(Lys)s- des Pro® Pro®’, Pro® [Met(0)", Trp(02)”, Asp®|Exendin-4(1-39) -NHa,
H-Asn-(Glu)s- des Pro®, Pro™, Pro® [Met(0)", Asp®®] Exendin-4(1-39) -NH,
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des Pro®, Pro%, Pro™® [Met(0)", Trp(0,)%, Asp®|Exendin-4(1-39)-(Lys)s-NH,
H-(Lys)s- des Pro®® Pro®, Pro® (Met(0)", Trp(02)%°, Asp*®|Exendin-4(1-39)-(Lys)s-
NH;,

H-Asn-(Glu)s- des Pro®, Pro®, Pro™ [Met(O)*, Trp(02)%, Asp®®] Exendin-4(1-39)-
(Lys)s-NHg,

oder ein pharmakologisch tolerierbares Salz davon.

Ein weiterer Gegenstand der Erfindung ist eine pharmazeutische Formulierung wie
oben beschrieben, bei dem zusatzlich Arg®, Lys? (N*(y-glutamyl(N°-hexadecanoyl)))
GLP-1 (7-37) [liraglutide] oder ein pharmakologisch tolerierbares Salz davon enthalten

ist.

Ein weiterer Gegenstand der Erfindung ist eine pharmazeutische Formulierung wie
oben beschrieben, bei der Methionin im Konzentrationsbereich von bis zu 10 mg/ml,

bevorzugt bis zu 3 mg/ml, vorhanden ist.

Ein weiterer Gegenstand der Erfindung ist ein Verfahren zur Herstellung einer
Formulierung wie oben beschrieben, bei dem

(a) die Komponenten in eine wassrige Lésung eingebracht werden und

(b) der pH-Wert eingestellt wird.

Ein weiterer Gegenstand der Erfindung ist eine Verwendung einer Formulierung wie

oben beschrieben zur Behandiung von Diabetes mellitus.

Ein weiterer Gegenstand der Erfindung ist ein Arzneimittel zur Behandlung von
Diabetes mellitus bestehend aus einer Formulierung wie oben beschrieben.

Im folgenden wird die Anmeldung anhand einiger Beispiele beschrieben, die

keinesfalls beschrankend wirken sollen.
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Figureniegende:

Fig. 1: Blutzuckersenkende Wirkung von neuen Insulinanaloga gemal Formel | in
Ratten

Fig. 2: Blutzuckersenkende Wirkung von neuen Insulinanaloga gemaf Formet | im
Hund

Fig. 3: Blutzuckersenkende Wirkung von YKL205 im Hund

Fig. 4: Zinkabhangigkeit der hypoglykdmischen Wirkung von YKL205 im Hund
Fig. 5: Blutzuckersenkende Wirkung von erfindungsgematen Insulinanaloga der
Formel Il in Ratten

Fig. 6: Biutzuckersenkende Wirkung von Insulin Glargin in Ratten

Beispiele:

Die folgenden Beispiele sollen den Erfindungsgedanken naher erlautern, ohne

beschrankend zu wirken.

Beispiel 1: Studien zur Abflillung der Losung unter Verwendung von Stickstoff,

Sauerstoff und Abflllung unter Normalbedingungen

Die Herstellung der Losung erfolgt indem ca. 25 % 0.1 M HCI vorgelegt werden und
0.2 % Polysorbat 20 Stammiésung dazugegeben wird. Nacheinander werden
SAR161271 und die Zinkchlorid Stammlésung hinzugefligt und gerihrt. Durch Zugabe
von 1 M HC! bei einem pH Wert von pH 2 wird SAR161271 geldst. Die Losung wird
geriihrt, dann erfolgt die Zugabe von 1 M NaGOH zur Einsteflung des pH Werts auf pH
4.0. Mit Wasser fiir Injektionszwecke wird auf 90 % der AnsatzgroRe aufgefiillt. Zu der
Lésung nacheinander Glycero! 85 % und m-Cresol unter Rahren dazugeben. Mit
Wasser fiir Injektionszwecke auf das gewlinschte Endgewicht auffillen. Lésung mittels
Spritzenvorsatzfilter filtrieren. Der Ansatz wurde gedrittelt in unbegast (als Referenz),
mit Stickstoff begast und mit Sauerstoff begast (als Positivkontrolle). Die Begasung
erfolgte als Uberlagerung mit dem jeweiligen Gas.

Unbehandelt
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Gehalt SAR161271
1M+ 5°C: 3.67 mg/mi
1M+ 25° C: 3.46 mg/ml
1M+ 37°C: 3.41 mg/ml

Verunreinigungen
1TM+5°C:3.0%
1M+25°C:3.6%
1M+37°C: 56 %

Hohermolekulare Proteine
1M+5°C:02%
1M+25°C:03%
1M+ 37°Ci1.4 %

Mit Stickstoff behandelt
Gehalt SAR161271
1M+ 5°C: 3.73 mg/ml
1M+ 25° C: 3.50 mg/ml
1M+ 37° C: 3.35 mg/ml
Verunreinigungen
1M+5°C:3.1%
1M+25°C:3.5%
1M+37°C:52%
Hoéhermolekulare Proteine
1M+5°C:02%
1M+25°C:0.3%
1M+37°C1.2%
Mit Sauerstoff behandelt
Gehalt SAR161271
1M+ 5°C: 3.54 mg/ml
1M+ 25° C: 3.34 mg/ml
1M+ 37°C: 3.26 mg/ml
Verunreinigungen
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1M+5°C:32%

1M+25°C:3.9%

1TM+37°C:7.2%

Hoéhermolekulare Proteine

1M+5°C:02%

1M+25°C:0.5%

1M+37°C:29%
Die Abfiillung unter Verwendung von Stickstoff zeigte nach 1 Monat keine deutliche
Verringerung der Verunreinigungen verglichen mit der unbehandelten Probe. Die
Abfiillung unter Verwendung von Sauerstoff zeigte geringflgig hohere
Verunreinigungen und héhermolekulare Proteine. Auf Basis dieser Ergebnisse wurde

die Abfillung unter Normalbedingungen gewahit.

Beispiel 2: Studie zur Stabilitdt mit 3 verschiedenen Antioxidantien

Die Lésung wurde, wie in Beispiel 1 beschrieben, hergestellt. Zusétzlich zwischen der
Zugabe von Glycerol 85 % und m-Cresol die Antioxidantien Methionin oder Glutathion
oder Ascorbinsédure zur Formulierung dazugegeben, um den Gehalt des oxidativen
Nebenprodukts zu verringern. Die Formulierungen, die entweder Glutathion (0,183
mg/mi) oder Ascorbinsaure (0,105 mg/mi) enthielten zeigten bereits nach 3 Monat
Lagerung eine deutliche Verférbung. Die Methionin (0,089 mg/mi) enthaltende
Formulierung zeigte keineriei Verfarbungen und war nach 1 Monat Lagerung bei 5° C
stabil.
Gehalt SAR161271
1M+ 5°C: 3.43 mg/ml
1M+ 25°C: 3.43 mg/ml
1M+ 37°C: 3.53 mg/ml
Verunreinigungen
1M+5°C: 29%
1M+25°C:34 %
1M+37°C:57 %
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Hohermolekulare Proteine
1M+5°C:02%
1M+25°C:0.3%
1M+37°C:11%

Beispiel 3: Formulierung der amidierten Indulinderivate

Die Beispiele 3 bis 7 dienen nur zur Bestimmung der biologischen, pharmakologischen
und physikalisch-chemischen Eigenschaften von Insulinanaloga gemaf Formel |
indem zuniéchst Formulierungen davon bereitgestellt wurden (Beispiel 3) und dann
entsprechende Tests vorgenommen wurden (Beispiele 4 bis 7). Es wurde von den
Verbindungen wie folgt eine Losung hergestellt: Das erfindungsgemale Insulinanalog
wurde mit einer Zielkonzentration von 240 + 5 M in 1 mM Satzs&ure mit 80 pg/mt

Zink (als Zinkchlorid) aufgeldst.

Als Lésungsmedium wurden folgende Zusammensetzungen verwendet.

a) 1 mM Salzsdure

b) 1 mM Salzséure, 5 pg/mL Zink (als Zinkchlorid oder Salzsaure zugesetzt)
¢) 1 mM Salzséure, 10 pg/mL Zink (als Zinkchlorid oder Salzsaure zugesetzt)
d) 1 mM Salzséure, 15 pg/mL Zink (als Zinkchlorid oder Salzsdure zugesetzt)
e) 1 mM Salzsaure, 30 pg/mL Zink (als Zinkchlorid oder Salzsaure zugesetzt)
f) 1 mM Salzsdure, 80 pg/mL Zink (als Zinkchlorid oder Salzsaure zugesetzt)
g) 1 mM Salzséure, 120 ug/mL Zink (als Zinkchlorid oder Salzsaure zugesetzt)

Hierzu wurde von dem gefriergetrockneten Material zunéchst eine um etwa 30%
hohere Menge als aufgrund des Molekulargewichts und der angestrebten
Konzentration bendtigt eingewogen. Danach wurde die vorliegende Konzentration
mittels analytischer HPLC bestimmt und die Losung anschlielend auf das zur
Erreichung der Zielkonzentration erforderliche Volumen mit 5 mM Salzsdure mit 80
pg/mL Zink aufgefullt. Falls erforderlich, wurde dabei der pH-Wert auf 3,5 + 0,1
nachjustiert. Nach der endgliltigen Analyse durch HPLG zur Absicherung der
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Zielkonzentration von 240 + 5 uM wurde die fertige Losung mittels einer Spritze mit
einem 0,2 pm Filtervorsatz in ein mit einem Septum und einer Bordelkappe
verschlossenes steriles Flaschchen tberfiihrt. Fiir die kurzfristige, einmalige Testung
der erfindungsgemaRen Insulinderivate wurde keine Optimierung der Formulierungen,
z.B. hinsicht!ich eines Zusatzes isotonischer Agentien, Konservierungsmittel oder

Puffersubstanzen, vorgenommen.

Beispiel 4: Evaluierung der blutzuckersenkenden Wirkung von neuen Insulinanaloga
in der Ratte

Die blutzuckersenkende Wirkung von ausgewdhlten neuen Insulinanaloga wird in
ménnlichen, gesunden, normoglykamischen Wistarratten gepriift. Mannlichen Ratten
wird eine Dosis von § nmol/kg eines Insulinanalogons subkutan injiziert. Unmittelbar
vor der Injektion des Insulinanalogons und in regelméRigen Abstanden bis zu acht
Stunden nach der Injektion werden den Tieren Blutproben entnommen und darin der
Blutzuckergehalt bestimmt. Das Experiment zeigt deutlich (vgl. Fig. 1), dass das
eingesetzte erfindungsgemafe Insulinanalogon zu einem deutlich verzogerten

Wirkeintritt und einer langeren, gleichméanigen Wirkdauer flhrt.

Beispiel 5: Evaluierung der blutzuckersenkenden Wirkung von neuen Insulinanaloga

im Hund

Die blutzuckersenkende Wirkung von ausgewahiten neuen Insulinanaloga wird in
mannlichen, gesunden, normoglykémischen Beaglehunden gepriift. Mannlichen Tieren
wird eine Dosis von 6 nmol/kg eines Insulinanalogons subkutan injiziert. Unmittelbar
vor der Injektion des Insulinanalogons und in regelméRigen Abstanden bis zu
achtundvierzig Stunden nach der Injektion werden den Tieren Blutproben entnommen
und darin der Blutzuckergehalt bestimmt. Das Experiment zeigt deutlich (vgl. Fig. 2),
dass das eingesetzte erfindungsgeméafe Insulinanalogon zu einem deutlich
verzégerten Wirkeintritt und einer 1angeren, gleichmaRigen Wirkdauer flhrt.
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Beispiel 6: Evaluierung der biutzuckersenkenden Wirkung am Hund bei
zweifach erhéhter Dosis

Die blutzuckersenkende Wirkung von ausgewahlten neuen Insulinanaloga wird in
mannlichen, gesunden, normoglykadmischen Beaglehunden gepriift. Mannlichen Tieren
wird eine Dosis von 6 nmol/kg und 12nmol/kg eines Insulinanalogons subkutan
injiziert. Unmittelbar vor der Injektion des Insulinanalogons und in regelmafigen
Absténden bis zu achtundvierzig Stunden nach der Injektion werden den Tieren
Blutproben entnommen und darin der Biutzuckergehalt bestimmt.

Das Experiment zeigt deutlich (vgl. Fig. 3), dass das eingesetzte erfindungsgemanie
Insulinanalogon dosisabhangig wirkt, dass aber trotz zweifach erhdhter Dosis der
Wirkungsverlauf flach verlauft, d.h. kein ausgeprégter Tiefpunkt (Nadir) beobachtet
wird. Daraus lasst sich ableiten, dass die erfindungsgematien Insuline im Vergleich zu
bekannten Verzdgerungsinsulinen zu deutlich weniger hypoglykdmischen Ereignissen

fUhren.

Beispiel 7: Evaluierung der blutzuckersenkenden Wirkung am Hund bei verschiedenen

Zinkkonzentrationen in der Formulierung

Die Experimente wurden, wie in Beispiel 35 beschrieben, durchgefiihrt. Figur 4 zeigt
das Ergebnis. Danach Idsst sich die Zeit — Wirkungskurve des erfindungsgemafen
Insulinanalogons durch den Gehalt an Zinkionen in der Formulierung bei gleicher
Insulinkonzentration in der Weise beeinflussen, dass man bei null oder geringem
Zinkgehalt einen schnellen Wirkungseintritt beobachtet und die Wirkung Uber 24
Stunden anhélt, wahrend bei htherem Zinkgehalt ein flacher Wirkungseintritt
beobachtet wird und die Insulinwirkung deutlich langer als 24 Stunden anhalt.

Beispiel 8: Formulierung der amidierten Insulinderivate
Die Beispiele 8 bis 10 dienen nur zur Bestimmung der biologischen,

pharmakologischen und physikalisch-chemischen Eigenschaften von Insulinanaloga
gemal Formel Il indem zunéchst Formulierungen davon bereitgestellt wurden
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(Beispiel 8) und dann entsprechende Tests vorgenommen wurden (Beispiele 9 und
10). Das erfindungsgemafe Insulinanalog wurde mit einer Zielkonzentration von 240 £
5 uM in 1 mM Salzsaure mit 80 pg/mL Zink (als Zinkchlorid) aufgeldst. Hierzu wurde
von dem gefriergetrockneten Material zun&chst eine um etwa 30% hohere Menge als
aufgrund des Molekulargewichts und der angestrebten Konzentration bendtigt
eingewogen. Danach wurde die vorliegende Konzentration mittels analytischer HPLC
bestimmt und die Lésung anschlieRend auf das zur Erreichung der Zielkonzentration
erforderliche Volumen mit 5 mM Salzséure mit 80 pg/mL Zink aufgefillt. Falls
erforderlich, wurde dabei der pH-Wert auf 3,5 £ 0,1 nachjustiert. Nach der endgaitigen
Analyse durch HPLC zur Absicherung der Zielkonzentration von 240 £ 5 pM wurde die
fertige Lésung mittels einer Spritze mit einem 0,2 pm Filtervorsatz in ein mit einem
Septum und einer Bérdelkappe verschlossenes steriles Flaschchen Uberflhrt. Fir die
kurzfristige, einmalige Testung der erfindungsgemafien Insulinderivate wurde keine
Optimierung der Formulierungen, z.B. hinsichtlich eines Zusatzes isotonischer
Agentien, Kon§ewierungsmiﬁel oder Puffersubstanzen, vorgenommen.

Beispiel 9: Evaiuierung der blutzuckersenkenden Wirkung von neuen Insulinanaloga in
der Ratte

Die blutzuckersenkende Wirkung von ausgewahiten neuen Insulinanaloga wird in
ménnlichen, gesunden, normoglykamischen Wistarratten geprift. Mannlichen Ratten
wird eine Dosis von 9 nmol/kg eines Insulinanalogons subkutan injiziert. Unmittelbar
vor der Injektion des Insulinanalogons und in regelmafigen Abstanden bis zu acht
Stunden nach der Injektion werden den Tieren Blutproben entnommen und darin der
Biutzuckergehalt bestimmt. Das Experiment zeigt deutlich (vg!. Fig. 5), dass das
erfindungsgemafe Insulinanalogon zu einem deutlich verzégerten Wirkeintritt und
einer langeren, gleichméaRigen Wirkdauer fuhrt.
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Beispiel 10: Evaluierung der blutzuckersenkenden Wirkung von neuen Insulinanaloga

im Hund

Die blutzuckersenkende Wirkung von ausgewahiten neuen Insulinanaloga wird in
mannlichen, gesunden, normoglykdmischen Beaglehunden geprift. Mannlichen Tieren
wird eine Dosis von 6 nmol/kg eines Insulinanalogons subkutan injiziert. Unmittelbar
vor der Injektion des Insulinanalogons und in regelmaRigen Abstanden bis zu
achtundvierzig Stunden nach der Injektion werden den Tieren Blutproben entnommen
und darin der Blutzuckergehalt bestimmt. Das Experiment zeigt deutlich, dass das
erfindungsgeméRe Insulinanalogon zu einem deutlich verzogerten, flachen Wirkeintritt

und einer langeren, gleichméaRigen Wirkdauer flihrt.



10

15

@,

25

30

35

W0 2011/003822 PCT/EP2010/059436

24

Patentanspriche:

1. Wassrige pharmazeutische Formulierung enthaltend ein Insulin, ein Insulinanalogon
oder ein Insulinderivat, oder ein pharmakologisch tolerierbares Salz davon, und

Methionin.

2. Pharmazeutische Formulierung gem&R Anspruch 1, wobei das Insulin ausgewahit
wird aus einer Gruppe enthaltend menschliches Insulin, Schweine-Insulin und Insulin

des Rindes.

3. Pharmazeutische Formulierung gemaf Anspruch 1, wobei das insulinanalogon
ausgewahit wird aus einer Gruppe enthaltend Gly(A21), Arg(B31), Arg(B32)-
Humaninsulin, Lys(B3), Glu(B29)-Humaninsulin, Asp(B28)-Humaninsulin, Lys(B28)
Pro(B29)-Humaninsulin, Des(B30)-Humaninsulin und ein Insulinanatogon der Formel |

5 s
1 5 | 101 15 20
M GIVEASCCHSICSLYAISLEAIBYCG
| (SEQ ID NO: 1) N A-Kette
S

S
\ |
S )
| |

B-1 BOBl1 B2B3IB4 HLCGSHLVEALYLVCGERGEFEFY
1 5 10 15 20 25

T P B29 B30 B31 B32 (SEQ ID NO: 2)

B-Kette
30

wobei
A0  Lys oder Arg;
A5  Asp, GIn oder Glu,

A15 Asp, Glu oder Gin;
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B-1

BO

B1

B2

B3

B4

B29

B30

B31

B32

25

Asp, Glu oder Asn;

Asp, Glu oder eine Aminogruppe;

Asp, Glu oder eine chemische Bindung;

Asp, Glu oder Phe;

Asp, Glu oder Val,

Asp, Glu oder Asn;

Asp, Glu oder GIn;

Lys oder einer chemischen Bindung;

Thr oder einer chemischen Bindung;

Arg, Lys oder einer chemischen Bindung;

Arg-Amid, Lys-Amid oder einer Aminogruppe

entspricht, wobei zwei Aminoséurereste der Gruppe enthaltend A5, A15, A18, B-1, BO,
B1, B2, B3 und B4 gleichzeitig und unabhéngig voneinander Asp oder Glu

entsprechen.

4. Pharmazeutische Formulierung geman Anspruch 3, bei der das insulinanalogon

ausgewahlt ist aus einer Gruppe enthaltend:

Arg (AD), His {A8), Glu (A5), Asp (A18), Gly (A21), Arg (B31), Arg (B32) — NHz Humaninsulin,
Arg (A0), His (A8), Glu (A5), Asp (A18), Gly (A21), Arg (B31), Lys (B32) — NH2 Humaninsulin,
Arg (A0), His (A8), Glu (A15), Asp (A18), Gly (A21), Arg (B31), Arg (B32) = NHz Humaninsulin,
Arg (AD), His (A8), Glu (A15), Asp (A18), Gly (A21), Arg (B31), Lys (832) — NH, Humaninsulin,
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Arg (AD), His (AB), Glu(A5), Glu (A15), Gly (A21), Arg (B31), Arg (B32) — NHz Humaninsulin,
Arg (AQ), His (A8}, Glu (A5), Glu (A15), Gly (A21), Arg (B31), Lys (B32) — NHz Humaninsulin,
Arg (A0), His(A8), Glu (A5), Gly (A21), Asp (B3), Arg (B31), Arg (B32) — NH, Humaninsulin,
Arg (A0), His(AB), Glu (A5), Gly (A21), Asp (B3), Arg {B31), Lys (B32) — NHz Humaninsulin,
Arg (A0), His (A8), Glu (A15), Gly (A21), Asp {B3), Arg (B31), Arg (B32) — NH; Humaninsulin,
Arg (AD), His (A8), Glu (A15), Gly (A21), Asp (B3), Arg (B31), Lys (B32) - NH; Humaninsulin,
Arg (AD), His (A8), Asp (A18), Gly (A21), Asp (B3), Arg (B31), Arg (B32) — NH; Humaninsulin,
Arg (A0), His (A8), Asp (A18), Gly (A21), Asp (B3), Arg (B31), Lys (B32) - NH; Humaninsulin,
Arg (A0), His(A8), Gly (A21), Asp (B3), Glu (B4), Arg (B31), Arg (B32) — NH, Humaninsulin,
Arg (A0), His (A8), Gly (A21), Asp (B3), Glu (B4), Arg (B31), Lys (B32) — NHz Humaninsulin,
Arg (A0), His (A8), Glu (A5), Gly (A21), Glu (B4), Arg (B31), Arg (B32) — NHz Humaninsulin,
Arg (A0), His (A8), Glu (A5), Gly (A21), Glu (B4), Arg (B31), Lys (B32) — NHz Humaninsulin,
Arg (AD), His (A8), Glu (A15), Gly (A21), Glu (B4), Arg (B31), Arg (B32) — NHz Humaninsulin,
Arg (A0), His (A8), Glu (A15), Gly (A21), Glu (B4), Arg (B31), Lys (B32) — NHz Humaninsulin,
Arg (AQ), His (A8), Asp (A18), Gly (A21), Glu (B4), Arg (B31), Arg (B32) ~ NH, Humaninsulin,
Arg (A0), His (A8), Asp (A18), Gly (A21), Glu (B4), Arg (B31), Lys (B32) — NH,Humaninsulin,
Arg (AD), His (A8), Glu (A5), Gly (A21), Glu (B0), Arg (B31), Arg (B32) ~ NH; Humaninsulin,
Arg (AD), His (A8), Glu (A5), Gly (A21), Glu (B0), Arg (B31), Lys (B32) — NHz Humaninsulin,
Arg (A0), His (A8), Glu (A15), Gly (A21), Glu (BO), Arg (B31), Arg (B32) — NH, Humaninsulin,
Arg (A0), His (A8), Glu (A15), Gly (A21), Glu (BO), Arg (B31), Lys (B32) — NH; Humaninsulin,
Arg (AQ), His (A8), Asp (A18), Gly (A21), Glu (B0), Arg (B31), Arg (B32) — NH; Humaninsulin,
Arg (A0), His (A8), Asp (A18) .Gly (A21), Glu (BO), Arg (B31), Lys (B32) — NHz Humaninsulin,
Arg (A0), His (A8), Glu (A5), Gly (A21), Asp (B1), Arg (B31), Arg (B32) — NH; Humaninsulin,
Arg (AD), His (A8), Glu (A5), Gly (A21), Asp (B1), Arg (B31), Lys (B32) - NHz Humaninsulin,
Arg (AQ), His (A8), Glu (A15), Gly (A21), Asp (B1), Arg (B31), Arg(B32) — NH; Humaninsulin,
Arg (A0), His (A8), Glu (A15), Gly (A21), Asp (B1), Arg (B31), Lys (B32) — NH; Humaninsulin,
Arg (AD), His (A8), Asp (A18), Gly (A21), Asp (B1), Arg (B31), Arg (B32) — NH, Humaninsulin,
Arg (A0), His (AB), Asp (A18), Gly (A21), Asp (B1), Arg (B31), Lys (B32) — NHz Humaninsulin,
Arg (A0), His (AB), Gly (A21), Glu (BO), Asp (B1), Arg (B31), Arg (B32) — NH Humaninsulin,
Arg (A0), His (AB), Gly (A21), Glu (BO), Asp (B1), Arg (B31), Lys (B32) — NH; Humaninsulin,
Arg (AD), His (A8), Asp (A18), Gly (A21), Asp (B3), Arg (B30), Arg {B31) - NH> Humaninsulin,
Arg (AD), His (A8), Asp (A18), Gly (A21), Asp (B3), Arg (B30), Lys (B31)— NH Humaninsulin.

5. Pharmazeutische Formulierung geman Anspruch 1, wobei das Insulinanalogon

ausgewahlt wird aus einer Gruppe enthaltend ein Insulinanalogon der Formel |1
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1 5 | 10 | 15 20
A-1 A0Al TVEAS CCHSICSILYALS L E Al8 Y C A2l
A-Kette

l (SEQ ID NO: 3) |

\ e

i |
B-1 BOBl VB3 B4 HLCGSHLVEALYLVCGERGFFY
1 5 10 15 20 25

30

wobei

A-1  Lys, Arg oder einer Aminogruppe;

A0  Lys, Arg oder einer chemischen Bindung;
A1 Arg oder Gly;

A5  Asp, Glu oder Glin;

A15 Asp, Glu oder Gin;

A18 Asp, Glu oder Asn;

A21 Ala, Ser, Thr oder Gly;

B-1  Asp, Glu oder eine Aminogruppe,

B0  Asp, Glu oder eine chemische Bindung;

B1  Asp, Glu, Phe oder eine chemische Bindung;
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B3  Asp, Glu oder Asn;
B4  Asp, Glu oder Gin;

B29 Arg, Lys oder einer Aminosdure ausgewahlt aus einer Gruppe enthaltend die
Aminosauren Phe, Ala, Thr, Ser, Val, Leu, Glu oder Asp, oder einer chemischen

Bindung;

B30 Thr oder einer chemischen Bindung;l
B31 Arg, Lys oder einer chemischen Bindung;
B32 Arg-Amid oder Lys-Amid

entspricht, wobei nicht mehr als ein Aminosaurerest der Gruppe enthaltend A5, A1),
A18, B-1, BO, B1, B2, B3 und B4 gleichzeitig und unabhéngig voneinander Asp oder

Glu entsprechen.

6. Pharmazeutische Formulierung gemaR Anspruch 5, bei der das Insulinanalogon
ausgewahit ist aus einer Gruppe enthaltend:

Arg (A-1), Arg (AQ), Glu (A5), His (A8), Gly (A21), Arg (B30) - NH; Humaninsulin,
Arg (A-1), Arg (A0), Glu (A5), His (A8), Gly (A21), Lys (B30) - NH2 Humaninsulin,
Arg (A-1), Arg (AQ), Glu (A15), His (A8), Gly (A21), Arg (B30) - NH2 Humaninsulin,
Arg (A-1), Arg (A0), Glu (A15), His (A8), Gly (A21), Lys (B30) - NHz Humaninsulin,
Arg {A-1), Arg (AQ), Asp (A18), His (A8), Gly (A21), Arg (B30) - NH; Humaninsuiin,
Arg (A-1), Arg (AD), Asp (A18), His (A8), Gly (A21), Arg (B30) —~ NHz Humaninsulin,
Arg (A-1), Arg (A0), His (A8), Gly (A21), Glu (B0}, Arg (B30) - NHz Humaninsulin,
Arg (A-1), Arg (AD), His (A8), Gly (A21), Glu (BO), Lys (B30) - NH; Humaninsulin,
Arg (A-1), Arg (A0D), His (A8), Gly (A21), Asp (B3), Arg (B30) — NHz Humaninsulin,
Arg (A-1), Arg (A0), His (A8), Gly (A21), Asp (B3), Lys (B30) — NH. Humaninsulin,
Arg (A-1), Arg (AD), His (A8), Gly (A21), Glu {B4), Arg (B30) — NH, Humaninsulin,
Arg {A-1), Arg (A0), His (A8), Gly (A21), Glu (B4), Lys (B30) - NH; Humaninsulin,
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Arg (A0), His (A8), Gly (A21), Arg (B31), Arg (B32) — NH2 - Humaninsulin,

Arg (A0), His (A8), Gly (A21), Arg (B31), Lys (B32) — NHz2 - Humaninsulin,

Arg (AQ), Glu (A5), His (A8), Gly (A21), Arg (B31), Arg (B32) - NHz — Humaninsulin,
Arg (A0), Glu (A5), His (A8), Gly (A21), Arg (B31), Lys (B32) - NH; — Humaninsulin,
Arg (A0), Asp (A18), His (A8), Gly (A21), Arg (B31), Arg (B32) - NH; — Humaninsulin,
Arg (A0), Asp (A18), His (A8), Gly (A21), Arg (B31), Lys (B32) — NH, - Humaninsulin,
Arg (AD), Glu (A15), His (A8), Gly (A21), Arg (B31), Arg (B32) - NH; — Humaninsulin,
Arg (A0), Glu (A15), His (A8), Gly (A21), Arg (B31), Lys (B32) = NH2 — Humaninsulin,
Arg (A0), His (A8), Gly (A21), Asp (B3), Arg (B31), Arg (B32) - NH; — Humaninsulin,
Arg (A0), His (A8), Gly (A21), Asp (B3), Arg (B31), Lys (B32) — NHz — Humaninsulin,
Arg (AQ), His (A8), Gly (A21), Glu (B4), Arg (B31), Arg (B32) — NHz — Humaninsulin,
Arg (AD), His (A8), Gly (A21), Glu (B4), Arg (B31), Lys (B32) - NHz — Humaninsulin,
Arg (AD), His {A8), Gly (A21), Glu (B0), Arg (B31), Arg (B32) — NHz — Humaninsulin,
Arg (A0), His (A8), Gly (A21), Glu (B0), Arg (B31), Lys (B32) - NH, - Humaninsulin,
Arg (A0), His (A8), Gly (A21), Arg (B30) — NHz - Humaninsulin,

Arg (A0), His (A8), Gly (A21), Lys (B30) — NHz - Humaninsulin,

Arg (A-1), Arg (A0), His (A8), Gly (A21), Arg (B30) -~ NH2 - Humaninsulin,

Arg (A-1), Arg (AD), His (A8), Gly (A21), Lys (B30) — NHz ~ Humaninsulin,

Arg (AD), Arg (A1), His (A8), Gly (A21), Arg (B30) — NH2 — Humaninsulin,

Arg (A0), Arg (A1), His (A8), Gly (A21), Lys (B30) - NHz - Humaninsulin,

His (A8), Gly (A21), Arg (B31), Arg (B32) —NHz - Humaninsulin.

7. Pharmazeutische Formulierung geméaf Anspruch 1, wobei das Insulinderivat
ausgewahlt wird aus einer Gruppe enthaltend B29-N-myristoyl-des(B30)
Humaninsulin, B29-N-palmitoyl-des(B30) Humaninsulin, B29-N-myristoyl
Humaninsutin, B29-N-palmitoy! Humaninsulin, B28-N-myristoyl Lys®2*Pro°*°
Humaninsulin, B28-N-palmitoyl-Lys®?*Pro®?® Humaninsulin, B30-N-myristoyl-
Thro2Lys®* Humaninsulin, B30-N-palmitoyl- Thr*2*Lys®* Humaninsulin, B29-N-(N-
palmitoyl-Y-glutamyl)-des(B39) Humaninsulin, B29-N-(N-lithocholyl-Y-glutamyl)-
des(B30) Humaninsulin, B29-N-{w-carboxyheptadecanoyl)-des(B30) Humaninsulin

and B29-N-{(w-carboxyheptadecanoyl) Humaninsulin.
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8. Pharmazeutische Formulierung geman einem oder mehreren der Anspriiche 1 bis
7, die

0,001 bis 0,2 mg/ml Zink,

0,1 bis 5,0 mg/ml eines Konservierungsmittels und

5,0 bis 100 mg/ml eines Isotonisierungsmittels enthélt und

deren pH-Wert 5 oder kleiner ist.

9. Pharmazeutische Formulierung geman einem oder mehreren der Anspriche 1 bis 8
in dem ein Konservierungsmittel ausgewdhit aus einer Gruppe enthaltend Phenol, m-

Cresol, Chlorkresol, Benzylalkohol, Parabene vorhanden ist.

10. Pharmazeutische Formulierung gemaf einem der Anspriiche 1 bis 9, in dem ein
Isotonisierungsmittel ausgewahlt aus einer Gruppe enthaltend Mannitol, Sorbitol,
Lactose, Dextrose, Trehalose, Natriumchlorid, Glycerol vorhanden ist.

11. Pharmazeutische Formulierung geman einem der Anspriiche 1 bis 10, mit einem
pH-Wert im Bereich von pH 2,5 —4,5.

12. Pharmazeutische Formulierung gemat einem der Anspriiche 1 bis 11, mit einem
pH-Wert im Bereich von pH 3,0 - 4,0.

13. Pharmazeutische Formulierung gemaR einem der Anspriiche 1 bis 12, mit einem
pH-Wert im Bereich von pH 3,75.

14. Pharmazeutische Formulierung gemaR einem der Anspriiche 1 bis 13, wobei das
Insulin, das Insulinanalogon und/oder das Insulinderivat in einer Konzentration von 240

— 3000 nmol/ml vorliegt

1%. Pharmazeutische Formulierung geman einem oder mehreren der Anspriiche 1 bis
14, bei der Glycerol in einer Konzentration von 20 bis 30 mg/ml vorliegt.
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16. Pharmazeutische Formulierung gemaR einem oder mehreren der Anspriiche 1 bis
15, bei der Glycerol in einer Konzentration von 25 mg/mi vorliegt.

17. Pharmazeutische Formulierung geméaR einem oder mehreren der Anspriche 1 bis
16, bei der m-Cresol in einer Konzentration von 1 bis 3 mg/ml vorliegt.

18. Pharmazeutische Formulierung gemaf einem oder mehreren der Anspriiche 1 bis
17, bei der m-Cresol in einer Konzentration von 2 mg/mi vorliegt.

19. Pharmazeutische Formulierung geman einem oder mehreren der Anspriiche 1 bis
18, bei der Zink in einer Konzentration 0,01 oder 0,03 oder 0,08 mg/ml vorliegt.

20. Pharmazeutische Formulierung nach einem oder mehreren der Anspriiche 1 bis
19, bei der noch zusétzlich ein Glucagon-Like Peptide-1 (GLP1) oder ein Analogon
oder Derivat davon, oder Exendin-3 bzw. -4 oder ein Analogon oder Derivat davon

enthalten ist.

24 . Pharmazeutische Formulierung nach Anspruch 20, bei dem zusétzlich Exendin-4

enthalten ist.

229 Pharmazeutische Formulierung gemaR Anspruch 20, bei dem ein Analogon von
Exendin-4 ausgewahit wird aus einer Gruppe enthaltend
H-desPro®-Exendin-4-Lyss-NHz,

H-des(Pro®*")-Exendin-4-Lyss-NH2 und

H-des(Pro®*")-Exendin-4-Lyss-NHz,

oder ein pharmakologisch tolerierbares Salz davon.

23. Pharmazeutische Formulierung geman Anspruch 20, bei dem ein Analogon von
Exendin-4 ausgewahit wird aus einer Gruppe enthaltend

desPro® [Asp®®|Exendin-4 (1-39),

desPro® [IsoAsp®Exendin-4 (1-39),

desPro® [Met(0)", Asp?|Exendin-4 (1-39),
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desPro® [Met(0)", IsoAsp?®|Exendin-4 (1-39),
desPro® [Trp(02)%, Asp®|Exendin-2 (1-39),

desPro™® [Trp(0.)%, IsoAsp®®|Exendin-2 (1-39),
desPro® [Met(0)"“Trp(02)%, Asp®®|Exendin-4 (1-39) und
desPro® [Met(0)“Trp(02)®, IsoAsp®’|Exendin-4 (1-39),
oder ein pharmakologisch tolerierbares Salz davon.

24. Pharmazeutische Formulierung gemaR Anspruch 23, bei denen an die C-Termini
der Analoga von Exendin-4 das Peptid -Lyss-NHz angefligt ist.

25. Pharmazeutische Formulierung gemaf Anspruch 20, bei dem ein Analogon von
Exendin-4 ausgewahlt wird aus einer Gruppe enthaltend

H-(Lys)s- des Pro® [Asp®]Exendin-4(1-39)-Lyss-NH2

des Asp®Pro®, Pro®, Progs Exendin-4(1-39) -NH,

H-(Lys)e- des Pro*®, Pro™, Pro® [Asp®’|Exendin-4(1-39) -NHz,

H-Asn-(Glu)s des Pro™, Pro¥, Pro® [Asp®®|Exendin-4(1-39) -NH;,

des Pro®, Pro”, Pro™® [Asp®jExendin-4(1-39)-(Lys)s-NHz,

H-(Lys)e- des Pro®, Pro™, Pro® [Asp”|Exendin-4(1-39)-(Lys)s-NHz,

H-Asn-(Glu)s- des Pro®, Pro¥, Pro® [Asp®|Exendin-4(1-39)-(Lys)s-NHz,

H-(Lys)e- des Pro® [Trp(02)%°, Asp’JExendin-4(1-39)-Lyss-NHz,

H- des Asp® Pro®, Pro, Pro® [Trp(O2)*°|Exendin-4(1-39) -NH,

H-(Lys)s- des Pro®, Pro”, Pro® [Trp(02)®°, Asp™|Exendin-4(1-39) -NH,
H-Asn-(Glu)s- des Pro®, Pro™, Pro® [Trp(02)?°, Asp”JExendin-4(1-39) -NHz,
des Pro®, Pro¥, Pro®® [Trp(02)?, Asp®®|Exendin-4(1-39)-(Lys)s-NHz,

H-(Lys)e- des Pro®, Pro®, Pro® [Trp(02)”°, Asp™|Exendin-4(1-39)-(Lys)s-NHz,
H-Asn-(Glu)s- des Pro®, Pro®, Pro® [Trp(02)%, Asp’JExendin-4(1-39)-(Lys)s-NHz,
H-(Lys)e- des Pro® [Met(0)™, Asp”®|Exendin-4(1-39)-Lyss-NH;,

des Met(O)** Asp® Pro %, Pro™, Pro® Exendin-4(1-39) -NH.,

H-(Lys)e- des Pro%, Pro ¥, Pro®® [Met(0)", Asp®])Exendin-4(1-39) -NH;,
H-Asn-(Glu)s- des Pro®, Pro™, Pro® (Met(0)™, Asp®®] Exendin-4(1-39) -NH,
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des Pro*®, Pro¥, Pro®® [Met(0)'*, Asp?®]Exendin-4(1-39)-(Lys)s-NHs,
H-(Lys)s- des Pro%®, Pro™, Pro® [Met(0)", Asp®™|Exendin-4(1-39)-Lyss-NHz,
H-Asn-(Glu)s des Pro®, Pro¥, Pro® [Met(0)", Asp™] Exendin-4(1-39)-(Lys)e-NHz,

H-(Lys)e- des Pro® [Met(0)", Trp(02)%°, Asp®|Exendin-4(1-39)-Lyse-NHz,

des Asp? Pro®, Pro¥, Pro® [Met(0)", Trp(O2)*°JExendin-4(1-39) -NHz,

H-(Lys)s- des Pro®® Pro®, Pro® [Met(0)™, Trp(02)%, Asp?®|Exendin-4(1-39) -NHy,
H-Asn-(Glu)s- des Pro®, Pro®, Pro™® [Met(0)", Asp®®] Exendin-4(1-39) -NHs,

des Pro®, Pro¥, Pro® [Met(0)", Trp(O2)%, Asp®JExendin-4(1-39)-(Lys)s-NHx,
H-(Lys)e- des Pro®® Pro®, Pro® [Met(0)", Trp(02)?°, Asp®’|Exendin-4(1-39)-(Lys)s-
NH2,

H-Asn-(Glu)s- des Pro®, Pro%, Pro® [Met(0)", Trp(02)%, Asp™] Exendin-4(1-39)-
(Lys)s-NHa,

oder ein pharmakologisch tolerierbares Salz davon.

26. Pharmazeutische Formulierung nach Anspruch 20, bei dem zusatzlich Arg*, Lys?
(NE(y-glutamyl(N®-hexadecanoyl))) GLP-1 (7-37) [liraglutide] oder ein pharmakoiogisch
tolerierbares Salz davon enthalten ist.

27. Pharmazeutische Formulierung nach einem oder mehreren der Anspriiche 1 bis
24, bei der Methionin im Konzentrationsbereich von bis zu 10 mg/ml vorhanden ist.

28. Pharmazeutische Formulierung nach Anspruch 25, bei der Methionin im
Konzentrationsbereich von bis zu 3 mg/ml vorhanden ist.

29. Verfahren zur Herstellung einer Formulierung gema einem oder mehreren der

Anspriche 1 bis 26, bei dem
(a) die Komponenten in eine wassrige Lsung eingebracht werden und
(b) der pH-Wert eingestellt wird.

30. Verwendung einer Formulierung geméaf einem oder mehreren der Anspriiche 1 bis

26 zur Behandlung von Diabetes mellitus.
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31. Arzneimittel zur Behandiung von Diabetes mellitus bestehend aus einer

Formulierung geman einem oder mehreren der Anspriiche 1 bis 26.



Fig. 1
Hypoglykdmische Wirkung von neuen Insulinanaloga in Ratten
(Dosis =9 nmol/kg s.c.; n = 8)
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Fig. 2
Hypolykamische Wirkung von neuen Insulinanaloga im Hund
(Dosis = 6 nmoll/kg s.c.; n = 6)
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Fig. 3
D070918
Hypoglykdmische Wirkung von YKL205 im Hund
(Dosis = 6 bzw. 12 nmol/kg sc , n = 4)
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Fig. 4

Zinkabhangigkeit der hypogiykdmischen Wirkung von YKL205 im Hund
{Dosis = 6 nmol/kg s.c.; n = 5-6)
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Fig. 5

Blutglukosesenkung (%)
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Fig. 6
Hypoglykimische Wirkung von Humaninsulin und Insulin Glargin
in Ratten
(Dosis = 9 nmollkg s.c.; n =8)
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Preparaciones insulinicas que comprenden metionina

La invencidn se refiere a una formulacion farmacéutica acuosa con insulina,
analogo de insulina o derivado de insulina, y metionina; y también a su preparacion, al
uso para tratar diabetes mellitus, y a un medicamento para tratar diabetes mellitus.

Una creciente cantidad de personas en el mundo padecen de diahetes mellitus.
Muchas de ellas son denominadas diabéticos de tipo |, para los cuales el reemplazo
de la secrecion deficiente de insulina endocrina es la Unica terapia posible por el
momento. Los afectados dependen de inyecciones de insulina durante toda su vida,
usualmente varias veces por dia. La diabetes de tipo ! contrasta con la diabetes tipo
en que no siempre hay deficiencia de insulina, pero en gran cantidad de casos,
especialmente en el estadio avanzado, se considera que el tratamiento con insulina,
cuando corresponde en combinacion con un antidiabético oral, la forma de terapia mas
ventajosa. En individuos sanos, la iiberacién de insulina por el pancreas se acopla
estrictamente a la concentracién sanguinea de glucosa. Los niveles elevados de
glucosa sanguinea, taies como los que ocurren después de las comidas, son
rapidamente compensados por un aumento correspondiente incremento de Ila
secrecion de insulina. En ayunas, el nivel de insulina plasmatico desciende a un nive!
de base que es suficiente para asegurar un suministro continuo de glucosa a los
oérganos y tejidos sensibles a insulina, y para mantener baja la produccion hepética de
glucosa durante ta noche. Ei reemplazo de la secrecion enddgena de insulina por la
administracion de insulina exégena, usualmente subcutanea, en general no se acerca
a la calidad antes descrita de la regulacion fisiologica de glucosa sangufnea. Con
frecuencia hay instancias en las cuales la glucosa sanguinea se sale del cauce, ya sea
hacia arriba o hacia abajo, y en sus formas més severas, esto puede poner en peligro
la vida. Sin embargo, los niveles de glucosa en sangre que han estado elevados
durante muchos afios, sin sintomas iniciales, exoégena, también constituyen un
considerable riesgo para la salud. El estudio DCCT a gran escala en los EE.UU. {The
Diabetes Control and Complications Trial Research Group (1993) N. Engl. J. Med. 329,
977-986) demostrd sin ambigiedades que los niveles crénicamente elevados de
glucosa en sangre son responsables del desarrollo de complicaciones diabéticas
tardias. Las complicaciones diabéticas tardias son dafnos micro y macrovasculares que
se manifiestan en ciertas circunstancias, tales come retinopatia, nefropatia o
neuropatia y conducen a ceguera, insuficiencia renal y pérdida de extremidades, y,
ademas, se asocian con aumento del riesgo de trastornos cardiovasculares. De esto
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se puede inferir que una terapéutica mejorada de la diabetes debe estar dirtgida
principalmente a mantener la glucosa sanguinea tan cerca como sea posible dentro
del rango fisioldgico. De acuerdo con el concepto de terapia intensificada de insulina,
se debe lograr mediante inyecciones, varias veces por dia, de preparaciones de
insulina de accion rapida y de accion lenta. Las formulaciones de accién rapida se dan
a las horas de las comidas para compensar el aumento posprandial en la glucosa en
sangre. Se desea que las insulinas basales de accién lenta aseguren el suministro
basico de insulina especiaimente durante la noche sin conducir a hipoglucemia.

La insulina es un polipéptido compuesto de 51 aminoacidos divididos en dos
cadenas de aminoacidos: 'a cadena A, con 21 aminoacidos y la cadena B, con 30
aminoacidos. Las cadenas se unen entre si por dos puentes disulfuro. Las
preparaciones de insulina se han empleado en 1a terapia de diabetes durante muchos
afios. Dichas preparaciones no solo usan insulinas que se encuentran en la
naturaleza, sino también, mas recientemente, derivados de insulina y analogos de
insuiina.

Los andlogos de insulina son analogos de las insulinas que se encuentran en la
naturaleza, a saber la insulina humana o las insulinas animales, las cuales difieren por
el reemplazo de al menos un residuo de aminoé4cido que se encuentra en la naturaleza
por otro aminoécido y/o la adicidn/eliminacion de al menos un residuo de aminoacido
proveniente de la insulina correspondiente que se encuentra en la naturaleza, de otro
modo idéntica. Los aminoacidos en cuestion también pueden ser aminodcidos que no
se encuentran en la naturaleza.

Los derivados de insulina son derivados de insulina o un analogo de insulina
existentes en la naturaleza, los cuales se obtienen por modificacion quimica. La
modificacion quimica puede consistir, por ejemplo, en ia adicién de uno o mas grupos
quimicos definidos y de uno o mas aminoacidos. En general, la actividad de los
derivados de insulina y los analogos de insuiina se ve alterada en parte, respecto de la
insulina humana.

Los andlogos de insulina con un inicio acelerado de accidn se describen en los
documentos EP 0 214 826, EP 0 375 437, y EP O 678 522. El documento EP 0 124
826 se refiere, entre ofras cuestiones, a los reemplazos de B27 y B28. El documento
EP 0 678 522 describe analogos de insulina que tienen diferentes aminoacidos en la
posicion B29, con preferencia prolina, pero no acido glutamico.

E} documento EP 0 375 437 abarca analogos de insulina con lisina o arginina en B28,
los cuales opcionalmente también pueden estar modificados en B3 y/o A21.
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El documento EP 0 419 504 describe andlogos de insuiina que estan
protegidos contra las modificaciones quimicas por la modificacion de asparagina en B3
y de al menos otro amino4cido en las posiciones AS, A15, A18 0 A21.

En general, la actividad de los derivados de insulina y los analogos de insulina se ve
alterada en parte, respecto de la insulina humana.

El documento WO 92/00321 describe analogos de insulina en los cuales al
menos un aminoacido en las posiciones B1-B6 ha sido reemplazado por lisina o
arginina. Dichas insulinas, de acuerdo con el documento WO 92/00321, tienen efecto
prolongado. También se exhibe un efecto retardado con los analogos de insulina
descritos en el documento EP-A0 368 187. Ei concepto de !a terapia con insulina
intensificada intenta disminuir el riesgo para la salud tratando lograr un control estable
del nivel de glucosa en sangre mediante la administracién temprana de insulinas
basales. Un ejemplo de una insulina basal actual es el medicamento Lantus®
(ingrediente activo: insulina glargina = Gly (A21), Arg (B31), Arg (B32) insulina
humana). En general, el objeto en el desarrolio de nuevas insulinas basales mejoradas
consiste en minimizar la cantidad de eventos hipoglucémicos. Una insulina basal ideal
actua de forma segura en cada paciente durante al menos 24 horas. De forma ideal, el
inicio de! efecto de la insulina se retrasa y tiene un perfil de tiempo/actividad bastante
plano, con lo cual se minimiza significativamente el riesgo de un suministro inferior a
corto plazo de azicar y permite ia administracién incluso sin haber ingerido antes
alimentos. Existe un buen suministro de insulina basal cuando el efecto de la insulina
persiste al mismo nive! el mayor tiempo posible, es decir el cuerpo es abastecido con
una cantidad constante de insulina. Como resultado, el riesgo de eventos
hipogiucémicos es bajo y se minimiza la variabilidad especifica del paciente y
especifica del dia. Asi, el perfil farmacocinético de una insulina basal ideal deberfa
caracterizarse por una aparicion retardada de la accion y por una accion retardada, es
decir prolongada y uniforme.

Las preparaciones de insulina a partir de insulinas que se encuentran en la
naturaleza para el reemplazo de insulina, que se encuentran en el mercado difieren en
el origen de la insulina (por ejemplo, insulina bovina, porcina, humana) y también en su
composicién, por lo que el perfil de accion puede estar influenciado por ello (inicio de
accién y duracion de accion). Por medio de la combinacion de diferentes productos
insulinicos, es posible obtener cualquiera de una amplia variedad de perfiles de
actividad y obtener valores de azucar en sangre fisiolégicos muy grandes.
Actualmente, ia tecnologia de ADN recombinante permite la preparacién de insulinas
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modificadas de este tipo. Estas inciuyen la insulina glargina (insulina humana
Gly(A21)-Arg(B31)-Arg(B32)), con duracion de accién prolongada. La insulina glargina
se inyecta como solucidn acida limpida y, debido a sus propiedades solucion en el
rango de pH fisiolégico del tejido subcutaneo, precipita como asociado hexamero
estable. La insulina glargina se inyecta una vez por dia y es notable respecto de las
demas insulinas de actividad prolongada por su perfil sérico plano y la reduccion
asociada del riesgo de hipoglucemias nocturnas (Schubert-Zsilavecz et al., 2:125-
130(2001)). Contrariamente a las preparaciones descritas hasta la fecha, la
preparacion especifica de la insulina glargina que lieva a una duracion de |a accién
prolongada se caracteriza por una solucién clara con un pH acido. Sin embargo, con
un pH é&cido, las insulinas exhiben una reducida estabitidad y una mayor tendencia por
la agregacion bajo carga térmica y fisicomecanica, que se puede manifestar en forma
de neblina y precipitacién (formacion de particulas) (Brange et al., J. Ph. Sci 86:517-
525 (1997)).

Se hall6 que estos analogos de insulina llevan al perfil basal deseado de
tiempolactividad cuando los analogos de insulina se caracterizan por ias
caracteristicas en las que '

« el extremo de ia cadena B se compone de un residuo de aminodcido basico amidado
como amida de lisina o arginina, es decir, en el residuo de aminoacido basico amidado
en el extremo de la cadena B, el grupo carboxilo del aminoécido terminal esta en su
forma amidada y

« el residuo de amino4cidoe N-terminal de la cadena A de la insulina es un residuo lisina
o0 arginina, y

« la posicién AB del aminoécido esta ocupada por un residuo histidina, y

+ la posicion A21 de! aminoécido esta ocupada por un residuo glicina, y

« ha habido dos sustituciones de amino&cidos neutros por aminoécidos de caracter
acido, dos adiciones de residuos aminoacidos negativamente cargados o0 una
sustitucion de este tipo y una adicion de este tipo, respectivamente en las posiciones
A5, A15, A18, B-1, B0, B1, B2, B3y B4.

Es comun a todas las formulaciones acuosas de insulinas, anaiogos de insulina
y derivados insulinicos que ias proteinas establecidas no son quimicamente estables
por completo, pero, por el contrario, en funcién del tiempo, la temperatura de
almacenamiento y el movimiento al que se somete la formulacién y mucho mas, hay
un rango de procesos moleculares que se pueden producir, lo cual afecta las insulinas,
analogos de insulina y derivados insulinicos que son nocivos para la calidad de la
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formulacion. Una sustancia que altera |a estabilidad quimica de las insulinas, analogos
de insulina y derivados insulinicos es oxigeno, cuyo contacto con las formulaciones en
cuestion es inevitable debido a su presencia en el aire - en particular, en el caso de las
formuiaciones en paquetes para administracién mdltiple. Se asume que, entre otras
cosas, es el potencial oxidativo del oxigeno que produce las alteraciones de la
estabilidad quimica.

Ahora se halld, sorprendentemente, que la adicién del aminodcido metionina a
las formulaciones de insulinas, anaiogos de insulina y derivados insulinicos lleva a una
mejor estabilidad en la parte de estas proteinas.

Un objeto de la invencion es, por lo tanto, una formulacion farmaceutica acuosa
que comprende una insulina, un analogo de insulina o un derivado insulinico, o una de
sus sales farmacolégicamente tolerables, y metionina.

Otro objeto de la invencion es también una formulacion farmaceutica tal como
se describic con anterioridad, estando seleccionada la insulina de un grupo que
contiene insulina humana, insulina porcina e insulina bovina.

Otro objeto de la invencion es una formulacion farmacéutica tal como se
describié con anterioridad, estando seleccionado el andiogo de insulina del grupo que
contiene insulina humana Gly(A21), Arg(B31), Arg(B32), insulina humana Lys(B3),
Glu(B29), insulina humana Asp{B28), insulina humana Lys(B28) Pro(B29), insulina
humana Des(B30} y un analogo de insulina de la férmula 1

8 S
1 5 10| 15 20
A0 G I VEASCCHSICSULYAISLEA ABYCG
| {SEQ ID NO: 1) cadena a

S\
]

I
B-1 BOBLB2B3B4 HLCGSHLVEALYLVCGERGEF

— -t

FY
1 5 10 15 20
25
T P B29 B30 B31 B32 (SEQ ID NO: 2)
cadena B
30
donde

AD  eslLysoArg;
A5 es Asp, GIn o Glu;
A15 es Asp, Gluo Gin;
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A18 es Asp, Glu o Asn;

B-1  es Asp, Glu o un grupo amino;

BO es Asp, Glu o un enlace quimica,

B1 es Asp, Glu o Phe;

B2 es Asp, Glu o Val;

B3 es Asp, Glu o Asn;

B4 es Asp, Glu o Gin;

B29 es Lys 0 un enlace quimico;

B30 es Thr o un enlace guimico;

B31 es Arg, Lys o un enlace quimico;

B32 es Arg-amida, Lys-amida o un grupo amino,

donde dos residuos de aminoacidos del grupo que contiene A5, A15, A18, B-1, BO, B1,
B2, B3 y B4, de modo simultdneo e independiente entre si, son Asp o Glu, en
particular en donde el andlogo de insulina esta seleccionado de un grupo que
contiene:

insulina humana Arg (AQ), His (A8), Glu (A5), Asp (A18), Gly (A21), Arg (B31), Arg
(B32) ~ NH_,

insulina humana Arg (A0), His (A8), Glu (A5), Asp (A18), Gly (A21), Arg (B31), Lys
(B32) — NHa,

insulina humana Arg (A0), His (A8), Glu (A15), Asp (A18), Gly (A21), Arg (B31), Arg
(B32) — NH;,

insulina humana Arg (A0), His (A8), Glu (A15), Asp (A18), Gly (A21), Arg (B31), Lys
(B32) — NH,,

insulina humana Arg (AQ), His (AB), Glu (A5), Glu (A15), Gly (A21), Arg (B31), Arg
(B32) - NH;,

insulina humana Arg (A0), His (A8), Glu (A5), Glu (A15), Gly (A21), Arg (B31), Lys
(B32) — NH;,

insulina humana Arg (A0), His (A8), Glu (A5), Gly (A21), Asp (B3), Arg (B31), Arg (B32)
- NH,

insulina humana Arg (AQ), His (A8), Glu {A5), Gly (A21), Asp (B3}, Arg {(B31), Lys (B32)
— NH,

insulina humana Arg (A0), His (AB), Glu (A15), Gly (A21), Asp (B3), Arg (B31), Arg
(B32) — NH,,

insulina humana Arg (A0), His (AB), Glu (A15), Gly {(A21), Asp (B3), Arg (B31), Lys
(B32) — NH;,
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insulina humana Arg (A0), His (A8), Asp (A18), Gly (A21), Asp (B3), Arg (B31), Arg
(B32) — NH3,

insulina humana Arg (A0), His (A8), Asp (A18), Gly (A21), Asp (B3), Arg (B31), Lys
(B32) ~ NH.,

insulina humana Arg (AQ), His (A8), Gly (A21), Asp (B3), Glu {(B4), Arg (B31), Arg (B32)
- NH;,

insulina humana Arg (A0), His (A8), Gly (A21), Asp (B3}, Glu (B4), Arg (B31), Lys (B32)
= NHa,

insulina humana Arg (A0), His (A8), Glu (A5), Gly (A21), Glu (B4), Arg (B31), Arg (B32)
- NH,

insulina humana Arg (AQ), His {(A8), Glu (A5), Gly (A21), Glu (B4), Arg (B31), Lys (B32)
-~ NH;,

insulina humana Arg (A0), His (A8), Glu (A15), Gly (A21), Glu (B4), Arg (B31), Arg
{B32) — NH,

insulina humana Arg (A0), His (A8), Glu (A15), Gly (A21), Glu (B4), Arg (B31), Lys
(B32) — NH;,

insulina humana Arg (A0), His (AB), Asp (A18), Gly (A21), Glu (B4), Arg (B31), Arg
(B32) — NHa,

insulina humana Arg (A0), His (A8), Asp (A18), Gly (A21), Glu (B4), Arg (B31), Lys
(B32) - NH,,

insulina humana Arg (A0), His (A8), Glu (A5), Gly (A21), Glu (BO), Arg (B31), Arg (B32)
~ NH;,

insulina humana Arg (A0), His (A8), Glu (A5), Gly (A21)}, Glu (BO), Arg (B31), Lys (B32)
— NH;,

insulina humana Arg (A0), His (A8), Glu (A15), Gly (A21), Glu (B0), Arg (B31), Arg
(B32) - NH,,

insulina humana Arg (A0), His (A8), Glu (A15), Gly {A21), Glu (B0), Arg (B31), Lys
(B32) — NH,,

insulina humana Arg (A0}, His (A8), Asp (A18), Gly (A21), Glu (B0O), Arg (B31), Arg
(B32) - NH,,

insulina humana Arg (AD), His (A8), Asp (A18), Gly (A21), Glu (B0), Arg (B31), Lys
{B32) — NH,

insulina humana Arg (AQ), His (A8), Glu (A5), Gly (A21), Asp (B1), Arg (B31), Arg (B32)
- NHg,

insulina humana Arg (A0), His (A8), Glu (A5), Gly (A21), Asp (B1), Arg (B31), Lys (B32)

1o
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insulina humana Arg (AQ), His (A8), Glu (A15), Gly (A21), Asp (B1), Arg (B31), Arg
(B32) — NH.,

insulina humana Arg (AQ), His (A8), Glu {A15), Gly (A21), Asp (B1), Arg (B31), Lys
(B32) - NH,,

insulina humana Arg (AD), His (A8), Asp (A18), Gly (A21), Asp (B1), Arg (B31), Arg
(B32) — NHa,

insulina humana Arg (A0), His (AB), Asp {A18), Gly (A21), Asp (B1), Arg (B31), Lys
(B32) - NHa,

insulina humana Arg (A0), His (A8), Gly (A21), Glu (BO), Asp (B1), Arg (B31), Arg (B32)
—NHz,

insulina humana Arg (A0}, His (A8), Gly (A21), Glu (BO), Asp (B1), Arg (B31), Lys (B32)
~NH,,

insulina humana Arg (A0), His (A8), Asp (A18), Gly (A21), Asp (B3), Arg (B30), Arg
(B32) - NH_,

insulina humana Arg (A0}, His (A8), Asp (A18), Gly (A21), Asp (B3), Arg (B30), Lys
(B31) — NHz,

Otro objeto de la invencién es una formulacién farmacéutica tal como se
describié con anterioridad, estando seleccionado el andlogo de insulina de un grupo

que contiene un andlogo de insulina de la formula Il

S S
1 5 | 10 | 15 20
A-lAOAlIVEASCCHSICSLYAISLEAIBYCAZl
‘ c7dena A
i /S
S S

l l
B-1 BO BLVB3 B4 HLCGSHLVEALYHL VCGERGTFEFTF

Y
1 5 10 15 20

25

T P B29 B30 B31 B32 cadena B
30

donde
A-1  es Lys, Arg © UD grupo amino;



o
o
o
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)
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AD es Lys, Arg o un enlace quimico,

A1 es Arg o Gly;

A5 es Asp, Glu o Gin;

A15 es Asp, Gluo Gin;

A18  es Asp, Glu o Asn,

A21 es Ala, Ser, Thr o Gly,

B-1 es Asp, Glu o un grupo amino;

BO es Asp, Glu o un enlace quimico;

B1 es Asp, Glu, Phe o un enlace quimico;

B3 es Asp, Glu o Asn;

B4 es Asp, Glu o Gln,

B29 es Arg, Lys o un aminodcido seleccionado del grupo que contiene los
aminoécidos Phe, Ala, Thr, Ser, Val, Leu, Glu o Asp, o un enlace quimico;
B30 es Thr o un enlace qufmico,

B31 es Arg, Lys 0 un enlace quimico;

B32 es Arg-amida o Lys-amida,

donde no mas de un residuo de aminoacido de! grupo que contiene A5, A15, A18, B-1,
B0, B1, B2, B3 y B4, de modo simultdneo e independiente entre si, es Asp o Glu, en
particular en donde el analogo de insulina esta seleccionado de un grupo que

20

23

30

35

contiene:

insulina humana Arg (A-1), Arg (A0), Glu (A5), His (A8), Gly (A21), Arg (B30) — NH;,
insulina humana Arg (A-1), Arg (A0), Glu (A5), His (AB), Gly (A21), Lys (B30) — NH,,
insulina humana Arg (A-1), Arg (AQ), Glu (A15), His (AB), Gly (A21), Arg (B30) - NH3,
insulina humana Arg (A-1), Arg (A0), Glu (A15), His (A8), Gly (A21), Lys (B30) - NH,
insulina humana Arg (A-1), Arg (A0), Asp (A18), His (A8B), Gly (A21), Arg (B30) — NH,
insulina humana Arg (A-1), Arg (A0), Asp (A18), His (A8), Gly (A21), Arg (B30) ~ NH,
insulina humana Arg (A-1), Arg (A0), His (A8), Gly (A21), Glu (B0}, Arg (B30) — NH;,
insulina humana Arg (A-1), Arg (A0), His (A8), Gly (A21), Glu (B0}, Lys (B30) — NH,,
insulina humana Arg (A-1), Arg (A0), His (A8), Gly (A21), Asp (B3), Arg (B30) — NH,
insulina humana Arg (A-1), Arg (A0), His {A8), Gly (A21), Asp (B3), Lys (B30) - NH,
insulina humana Arg (A-1), Arg (A0), His (A8), Gly (A21), Glu (B4), Arg (B30) — NH,
insulina humana Arg (A-1), Arg (A0), His (A8), Gly (A21), Glu (B4), Lys (B30) — NH,,
insulina humana Arg (AQ), His (A8), Gly (A21), Arg (B31), Arg (B32) - NH.,

insulina humana Arg (AQ), His (A8), Gly (A21), Arg (B31), Lys (B32) - NHa,

insulina humana Arg (A0}, Glu (A5), His (A8}, Gly (A21), Arg (B31), Arg (B32) — NH,
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insulina humana Arg (A0}, Glu (A5), His (A8), Gly (A21), Arg (B31), Lys (B32) — NHy,
insulina humana Arg (A0), Asp (A18), His (A8), Gly (A21), Arg (B31), Arg {B32) — NH,,
insulina humana Arg (A0), Asp (A18), His (A8), Gly (A21), Arg (B31), Lys (B32) — NH;,
insulina humana Arg (A0), Glu (A15), His (A8), Gly (A21), Arg (B31), Arg (B32) — NH,,
insulina humana Arg (A0), Glu (A15), His (A8), Gly (A21), Arg (B31), Lys {B32) — NHa,
insulina humana Arg (A0), His (A8), Gly (A21), Asp (B3), Arg (B31), Arg (B32) — NH;,
insulina humana Arg (AQ0), His (A8), Gly (A21), Asp (B3), Arg (B31), Lys (B32) — NHz,
insulina humana Arg (A0), His (A8), Gly (A21), Glu (B4), Arg (B31), Arg (B32) — NH_,
insulina humana Arg (A0), His (A8), Gly (A21), Glu (B4), Arg (B31), Lys (B32) — NH,
insulina humana Arg (A0}, His (A8), Gly (A21), Glu (B0), Arg (B31), Arg (B32) — NH,
insulina humana Arg {A0), His (A8), Gly (A21), Glu (B0), Arg (B31), Lys (B32) — NH,
insulina humana Arg (A0), His (A8), Gly (A21), Arg (B30) - NH,

insulina humana Arg (AQ), His (A8), Gly (A21), Lys (B30} - NH:,

insulina humana Arg (A-1), Arg (A0), His (A8), Gly {A21), Arg (B30) — NHa,

insulina humana Arg (A-1), Arg {(AD), His (A8), Gly (A21), Lys (B30) — NH;,

insulina humana Arg (A0), Arg (A1), His (AB), Gly (A21), Arg (B30) — NHg,

insulina humana Arg (A0), Arg (A1), His (A8), Gly (A21), Lys (B30) - NH_,

insulina humana His (A8), Gly (A21), Arg (B31), Arg (B32) — NH;.

Otro objeto de l'a invencién es una formulacion farmacéutica tal como se
describié con anterioridad, estando seleccionado el derivado insulinico del grupo que
contiene insulina humana B29-N-miristoil-des(B30), insulina humana B29-N-palmitoil-
des(B30), insulina humana B29-N-miristoil, insulina humana B29-N-palmitoil, insulina
humana B28-N-miristoil Lys®?®Pro®®, insulina humana B28-N-palmitoil-Lys5?*Pro®%,
insulina humana B30-N-miristoil-Th®?Lys®®, insulina humana B30-N-palmitoil-
Thi®®Lys®®, insulina humana B29-N-(N-palmitoil-Y-glutamil)-des(B38), insulina
humana  B29-N-{N-litocolil-Y-glutamil)}-des(B30),  insulina  humana B29-N-(ww-
carboxiheptadecanoil)-des(B30) e insulina humana B29-N-(w-carboxiheptadecanoil).

Otro objeto de la invencidén es una formulacidn farmacéutica tal como se
describi6 con anterioridad, que comprende
0,001 a 0,2 mg/ml de zinc,

0,1 a 5,0 mg/ml de un conservante y
5,0 a 100 mg/m! de un agente isotonico y

que tiene un pH de 5 0 menor.
Otro objeto de la invencion es una formulacién farmacéutica tal como se

describi6 con anterioridad, que comprende un conservante seleccionado del grupo que
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contiene fenol, m-cresol, clorocresol, alcohol bencilico y parabenos.

Otro objeto de la invencion es una formulacion farmacéutica tal como se
describié con anterioridad, que comprende un agente isotonico seleccionado de un
grupo que contiene manitol, sorbitol, lactosa, dextrosa, trehalosa, cloruro de sodio y

glicerol.

Otro objeto de la invencion es una formulacién farmacéutica tal como se
describié con anterioridad, que tiene un pH en el intervalo de pH 2,5 - 4.5,
preferentemente pH 3,0 — 4,0, con mayor preferencia, en ei intervalo de pH 3,75.

Otro objeto de la invencién es una formulacion farmacéutica tal como se
describié con anterioridad, estando presentes la insulina, e! anélogo de insulina y/o el
derivado insulinico en una concentracién de 240 - 3000 nmol/ml.

Otro objeto de la invencién es una formulacion farmacéutica tal como se
describio con anterioridad, que comprende glicerol en una concentracion de 20 a
30 mg/mi.

Otro objeto de la invencién es una formulacion farmacéutica tal como se
describio con anterioridad, que comprende glicerol en una concentracion de 25 mg/ml.

Oftro objeto de la invencion es una formulacion farmacéutica tal como se
describié con anterioridad, que comprende m-cresol en una concentracion de 1 a 3
mg/ml, con preferencia 2 mg/ml.

Otro objeto de la invencion es una formulacién farmaceutica tal como se
describio con anterioridad, que comprende zinc en una concentracion de 00160036
0,08 mg/ml.

Otro objeto de la invencion es una formulacién famaceutica tal como se
describié con anterioridad, que comprende también un péptido-1 tipo glucagdn (GLP1)
o uno de sus analogos o derivados, o exendina-3 y/o -4 o uno de sus analogos o
derivados, con preferencia exendina-4.

Otro objeto de la invencién es una formulacion farmaceutica tal como se
describié con anterioridad, en donde un anélogo de exendina-4 esta seleccionado de
un grupo que contiene
H-desPro*-exendina-4-Lyse-NHz,

H-des(Pro®¥)-exendina-4-Lys,-NH; y

H-des(Pro***")-exendina-4-Lyss-NH,

o una de sus sales farmacolégicamente tolerables, o en donde un analogo de
exendina-4 esta seleccionado del grupo que contiene

desPro® [Asp®lexendina-4 (1-39),
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desPro® [IsoAsp*®lexendina-4 (1-39),

desPro™® [Met(0)", Asp”Jexendina-4 (1-39),

desPro® [Met(0)", IsoAsp®jexendina-4 (1-39),
desPro® [Trp(O?)zs, Asp®Jexendina-2 (1-39),

desPro® [Trp(0%)2s, IsoAsp®lexendina-2 (1-39),
desPro® [Met(0)“Trp(0,)%, Asp®lexendina-4 (1-39) y
desPro® [Met(0)“Trp(0z)°, 1soAsp™lexendina-4 (1-39)
o una sal farmacolégicamente tolerable de los mismos.

Otro objeto de la invencion es una formulacion farmacéutica tal como se
describié con anterioridad, en donde el péptido Lyss-NH, esta unido con los extremos
C de los analogos de exendina-4.

Otro objeto de la invencion es una formulacién famacéutica tal como se
describié con anterioridad, en donde un analogo de exendina-4 esta seleccionado del
grupo que contiene
H-{Lys)s- des Pro®® [Asp®’lexendina-4(1-39)-Lyss-NH;
des Asp?Pro™, Pro”, Pro® exendina-4(1-39) -NH;,

H-(Lys)s- des Pro®, Pro™, Pro® [Asp™lexendina-4(1-39)-NH,

H-Asn-(Glu)s des Pro®, Pro¥, Pro*® [Asp”lexendina-4(1-39)-NH;,

des Pro®, Pro¥, Pro®® [Asp®]exendina-4(1-39)-(Lys)s-NHz,

H-(Lys)e- des Pro®, Pro”, Pro®® [Asp™]exendina-4(1-39)-(Lys)s-NHz,
H-Asn-(Glu)s- des Pro®®, Pro®”, Pro®® [Asp™lexendina-4(1-39)-(Lys)e-NH,,
H-(Lys)e- des Pro® [Trp(02)%°, Asp®Jexendina-4(1-39)-Lyse-NHz,

H- des Asp® Pro®, Pro”, Pro®® [Trp(O,)* Jexendina-4(1-39)-NH,

H- des Pro®, Pro¥, Pro®® [Trp(02)®, Asp®’lexendina-4(1-39)-NH;,

H-Asn-(Glu)s- des Pro®, Pro”, Pro® [Trp(02)%, Asp®™lexendina-4(1-38)-NH;,

des Pro®, Pro¥, Pro® [Trp(02)%, Asp*’lexendina-4(1-39)-(Lys)s-NHa,

H-(Lys)s- des Pro®®, Pro™, Pro®® [Trp(02)%, AspZlexendina-4(1-39)-(Lys)s-NHz,
H-Asn-(Glu)s- des Pro®, Pro”, Pro®® [Trp(02)*, Asp*®lexendina-4(1-39)-(Lys)s-NHz,
H-(Lys)e- des Pro® [Me(0)", Asp”Jexendina-4(1-39)-Lyss-NH,

des Met(0)™ Asp® Pro *°, Pro”, Pro* exendina-4(1-39)-NHa,

H-(Lys)e- des Pro®, Pro%, Pro® [Met(0)", Asp™lexendina-4(1-39)-NH,,
H-Asn-(Glu)s- des Pro®, Pro”, Pro™ {Met(0)", Asp®Jexendina-4(1-39)-NHz,

des Pro%®, Pro¥, Pro®® [Met(0)", Asp”’Jexendina-4(1-38)-(Lys)s-NHa,

H-(Lys)s- des Pro®, Pro”, Pro*® [Met(O)", Asp®lexendina-4(1-39)-Lyse-NH,
H-Asn-(Glu)s des Pro™, Pro®”, Pro® [Met(Q)™, Asp®’Jexendina-4(1-39)-(Lys)s-NHa,
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H-(Lys)e- des Pro® [Met(0)™, Trp(Q.)°, Asp*’lexendina-4(1-39)-Lyse-NHz,

des Asp? Pro®®, Pro”, Pro® [Met(0)", Trp(Q2)**lexendina-4(1-38)-NHz,

H-(Lys)s- des Pro36, Pro”, Pro®® [Met(0)", Trp(02)%, Asp™lexendina-4(1-39)-NH,
H-Asn-(Glu)s- des Pro®, Pro¥’, Pro® {Met(0)", Asp*lexendina-4(1-39)-NH,,

des Pro®, Pro®”, Pro™ [Met(0)™, Trp(02)*°, Asp®*Jexendina-4(1-39)-(Lys)e-NHz,
H-(Lys)e- des Pro36, Pro*’, Pro® [Met(0)", Trp(02)%, Asp®®lexendina-4(1-39)-(Lys)s-
NH,,

H-Asn-(Glu)s- des Pro®, Pro”, Pro® [Met(0)", Trp(02)%, Asp®lexendina-4(1-39)-
{Lys)s-NH,

o una sal farmacolégicamente tolerable de los mismos.

Otro objeto de la invencion es una formulacion farmacéutica tal como se
describié con anterioridad, que también comprende Arg™, Lys® (N°(y-glutamil(N°-
hexadecanoil))) GLP-1 (7-37) [liraglutida] o una de sus sales farmacoldgicamente
tolerables.

Otro objeto de la invencidn es una formulacién farmacéutica tal como se
describié con anterioridad, que comprende metionina en un intervalo de concentracion
de hasta 10 mg/ml, con preferencia de hasta 3 mg/mi.

Otro objeto de la invencidn es un proceso para preparar una formulacion tal
como se describié con anterioridad, que comprende
(a) la introduccion de los componentes en una solucién acuosa y
(b) el ajuste del pH.

Otro objeto de la invencion es el uso de una formulacion tal como se describid
con anterioridad para tratar diabetes mellitus.

Otro objeto de la invencion es un medicamento para tratar diabetes mellitus,
compuesto por una formulacion tal como se describié con anterioridad.

En lo que sigue se describe la solicitud con ayuda de algunos ejemplos que no

tienen ningun efecto restrictivo.

Leyendas de las figuras:

Fig. 1: efecto reductor del azucar en sangre de nuevos andlogos de insulina de la
formula | en ratas

Fig. 2: efecto reductor del azucar en sangre de nuevos anilogos de insulina de la
formula | en perros

Fig. 3: efecto reductor de! azticar en sangre de YKL205 en perros

Fig. 4: dependencia de zinc del efecto hipoglucémico de YKL205 en perros
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Fig. 5: efecto reductor del azucar en sangre de analogos de insulina de la invencion de

la férmula i en ratas
Fig. 6: efecto reductor del azticar en sangre de insulina glargina en ratas

Ejemplos:
Los siguientes ejempios pretenden ilustrar el concepto de la invencién, sin

tener ningun efecto restrictivo.

Ejemplo 1: Estudios acerca del dispendio de la solucién usando nitrégeno, oxigeno y

dispendio en condiciones estandar

La solucién se prepara introduciendo aprox. 25% de HCI 0.1 M y afiadiendo
0,2% de solucion madre de Polisorbato 20. A continuacion, se afiaden y se agitan
SAR161271 y la solucién madre de cloruro de zinc. Al afiadir HCI 1 M a un pH de 2 se
disuelve SAR161271. La soiucion se agita y luego se afiade NaOH 1 M para ajustar el
pH a 4,0. Se usa agua con grado de inyeccién para lograr un 90% del tamafo dei lote.
Luege se afiaden a esta solucién bajo agitacion glicerol al 85% y m-cresol. Se usa
agua para fines de inyeccion para preparar el peso final deseado. La solucion se filtra
usando un afiadido filtrante en una jeringa. El lote se dividié en tres: desgasificado
(como referencia), gasificado con nitrégeno y gasificado con oxigeno (come un control
positivo). La gsificacién tuvo lugar cubriendo con gas en cuestion.
Sin tratar
Contenido en SAR161271
1M+ 5°C: 3,67 mg/m!
1M+ 25 °C: 3,46 mg/ml
1M+ 37 °C: 3,41 mg/m!
Impurezas
1M+5°C:3,0%
1M+ 25°C: 3,6%
1M+ 37°C:56%
Proteinas de alta masa molecular
1M+5°C:0,2%
1M+ 25°C: 0,3%
1M+ 37°C:1,4%

Tratado con nitrogeno
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Contenido en SAR161271
1M+5°C: 3,73 mg/mi
1M + 25 °C: 3,50 mg/ml
1M+ 37 °C: 3,35 mg/mi

Impurezas
1M+5°C:31%
1M+25°C: 3,5%
1M+ 37°C:5,2%

Proteinas de alta masa molecular
1M+5°C:02%
1M+25°C:0,3%
1M+ 37°C:1,2%

Tratado con oxigeno

Contenido en SAR161271
1M +5°C: 3,54 mg/mi
1M+ 25°C: 3,34 mg/ml
1M + 37 °C: 3,26 mg/ml

Impurezas

1M+5°C: 3,2%
1M+25°C: 3,9%
1M+37°C:7.2%

Proteinas de alta masa molecular

1M+5°C:02%
1M+25°C:05%
1M+ 37°C:2,9%

En caso del dispendio usando nitrégeno, no habia una reduccién distinta en
impurezas despuées de 1 mes en comparacién con la muestra no fratada. En el caso
del dispendio usando oxigeno, eran obvias impurezas ligeramente mas grandes y
proteinas de alta masa molecular. Sobre la base de estos resultados, se selecciono el

dispendio en condiciones estandar.
Ejemplo 2: Estudio de la estabilidad con 3 diferentes antioxidantes

La solucion se prepard tal como se describi6 en el Ejemplo 1. Ademas, entre la
adicién de glicerol al 85% y m-cresol, se aftadieron los antioxidantes metionina o
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glutation o é&cido ascorbico a la formulacion a fin de reducir el nivel de subproducto
oxidativo. Las formulaciones que contenian glutation (0,183 mg/ml) o acido ascorbico
(0,105 mg/ml) mostraron una distinta decoloracién justamente después de 3 meses de
almacenamiento. La formulacién que contenia metionina (0,089 mg/mi) no mostré una
decoloracién y era estable después de 1 mes de almacenamiento a 5°C.
Contenido en SAR161271
1M+ 5°C: 3,43 mg/m|
1M+ 25 °C: 3,43 mg/mi
1M+ 37 °C: 3,53 mg/ml
Impurezas
1M+5°C: 2,9%
1M+25°C: 3,4%
1M+ 37°C:57%
Proteinas de alta masa molecular
1M+5°C: 0,2%
1M+25°C:0,3%
1M+ 37°C:1,1%

Ejemplo 3:; Formulacion de derivados insulinicos amidados

Los Ejemplos 3 a 7 sirven sélo para la determinacién de las propiedades
biolégicas, farmacolégicas vy fisicoquimicas de los analogos de insulina de la férmula |,
incluyendo primero la provisién de sus formulaciones (Ejemplo 3) y luego la realizacion
de las pruebas correspondientes (Ejemplos 4 a 7). Una solucidon con fos compuestos
se prepard de la siguiente manera: el analogo de insulina de la invencion se disolvié
con una concentracién blanco de 240-5pM en 1mM de &cido clorhidrico con
80 pg/mi de zinc (como cloruro de zinc).

Las composiciones usadas como medio de disolucion eran las siguientes:

a) 4cido clorhidrico 1 mM

b) 4cido clorhidrico 1 mM, 5 ug/mL de zinc (afadido en forma de cloruro de zinc o
acido clorhidrico)

¢) acido clorhidrico 1 mM, 10 ug/mL de zinc (afiadido en forma de cloruro de zinc o
acido clorhidrico)

d) acido clorhidrico 1 mM, 15 pg/mL de zinc {afiadido en forma de cloruro de zin¢ o

acido clorhidrico)
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e) acido clorhidrico 1 mM, 30 pg/mL de zinc (afadido en forma de cloruro de zinc o
acido clorhidrico)
f) acido clorhidrico 1 mM, 80 pg/mL de zinc {afiadido en forma de cloruro de zinc o
acido clorhidrico)
g) acido clorhidrico 1 mM, 120 pg/mL de zinc (afiadido en forma de cloruro de zinc o
acido clorhidrico)

Para este fin, se pesé inicialmente la cantidad del material liofilizado superior a
aprox. el 30% que la cantidad necesaria sobre la base del peso molecular y la
concentracién blanco. La concentracion presente se determiné luego mediante HPLC
analitica y, subsiguientemente, la solucién se completd hasta el volumen necesario
para lograr la concentracion diana con 4cido clorhidrico 5 mM con 80 pg/mL de zinc. Si
es necesario, el pH se reajusté a 3,5 - 0,1, Después del andlisis final mediante HPLC
para verificar la concentracién diana de 240 + 5 pM, la solucién acabada se transfirio
por medio de una jeringa con un accesorio de filtro de 0,2 pm a un vial esteril el cual
se cerrd con un tabigue y un tapén ondulado. No se lievo a cabo optimizacion alguna
de las formulaciones, p. ej., en relacion con la adicién de agentes isotonicos,
conservantes o sustancias tampdn para el ensayo sencillo a corto plazo de los

derivados de insulina de la invencién.

Ejemplo 4: Evaluacion de la accion reductora de azlcar en sangre de nuevos analogos

de insulina en ratas

El efecto reductor de giucosa en sangre de nuevos andlogos de insulina
seleccionados se testa en ratas Wistar machos sanas normoglucémicas. Las ratas
macho reciben una inyeccién subcuténea de una dosis de 9 nmol/kg de un analogo de
insulina. Inmediatamente antes de la inyeccién del analogo de insulina y a intervalos
regulares durante hasta ocho horas después de la inyeccion, se extraen muestras de
sangre de los animales, y se determina su contenido de azicar en sangre. El
experimento muestra claramente (comp. fig. 1) que el analogoe de insulina de la
invencién empelado Ileva a un inicio de la acci6n significativamente retardado y a una

duracion de la accion mas larga y uniforme.

Ejemplo 5: Evaluacion de la accién reductora de azucar en sangre de nuevos analogos

de insulina en perros
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E) efecto reductor de glucosa en sangre de nuevos analogos de insulina
seleccionados se testa en perros beagle machos sanos normoglucémicos. Los
animales macho reciben una inyeccién subcutanea de una dosis de 6 nmol/kg de un
analogo de insulina. Inmediatamente antes de la inyeccion del andlogo de insulina y a
intervalos regulares durante hasta cuarenta y ocho horas después de la inyeccion, se
extraen muestras de sangre de los animales, y se determina su contenido de azucar
en sangre. El experimento muestra claramente (véase la fig. 2) que el analogo de
insulina de la invencién empleado conduce a una aparicion claramente retardada de la

accién y a una duracion de la accion uniforme y mayor.

Ejemplo 6: Evaluacion de la accion reductora del az(icar en sangre en perros con una

dosis dos veces mayor

El efecto reductor de glucosa en sangre de nuevos analogos de insulina
seleccionados se testa en perros beagle machos sanos normoglucémicos. Los
animales macho reciben una inyeccion subcutanea de una dosis de 6 nmoi/kg y 12
nmolikg de un analogo de insulina. Inmediatamente antes de la inyeccion del analogo
de insulina y a intervalos regulares durante hasta cuarenta y ocho horas después de la
inyeccién, se extraen muestras de sangre de los animales, y se determina su
contenido de azicar en sangre. El experimento muestra claramente (véase la fig. 3)
que el anlogo de insulina de la invencion empleado tiene un efecto dependiente de la
dosis, pero que, a pesar de haberse incrementado la dosis dos veces, el perfil de
accion es plano, es decir, no se observa punto bajo (nadir) pronunciado alguno. De
ello, se puede inferir que las insulinas de la invencién, en comparacion con las
insulinas retardadas conocidas, llevan a eventos hipoglucemicos significativamente

menores.

Ejemplo 7: Evaluacién del efecto reductor del azicar en sangre en perros con

diferentes concentraciones de zinc en la formulacion

Los experimentos se llevaron a cabo como se describe en el Ejemplo 35. La
figura 4 muestra el resultado. De acuerdo con ello, 1a curva de efecto-tiempo del
andlogo de insulina de la invencion puede verse influenciada por el contenido en iones
7inc en la formulacidén con la misma concentracion de insulina, de tal modo que se

observa una rapida aparicion de la accion con un contenido de zinc cero o bajo, y el
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efecto se mantiene durante 24 horas, mientras que se observa una apariciéon gradual
de la accién con un contenido de zinc mas alto, y el efecto de la insulina se mantiene

claramente durante mas de 24 horas.
Ejemplo 8: Formulacion de derivados insulinicos amidados

Los Ejemplos 8 a 10 sirven sélo para la determinacion de las propiedades
bioldgicas, farmacologicas y fisicoquimicas de los analogos de insulina de la férmula |,
incluyendo primero la provision de sus formulaciones (Ejemplo 8) y luego la realizacion
de las pruebas correspondientes (Ejemplos 9 y 10). El analogo de insulina de la
invencién se disolvié con una concentracion diana de 240 + 5 uM en acido clorhidrico
1 mM con 80 pg/mL de zinc (como cloruro de zinc). Para este fin, se pesd inicialmente
la cantidad del material liofilizado superior a aprox. el 30% que la cantidad necesaria
sobre Ia base del peso molecular y la concentracion diana. La concentracién presente
se determiné luego mediante HPLC analitica vy, subsiguientemente, la solucion se
completé hasta el volumen necesario para lograr la concentracion diana con acido
clorhidrico 5 mM con 80 pg/mL de zinc. Si es necesario, el pH se reajusté a 3,56 + 0,1.
Después del andlisis final mediante HPLC para verificar la concentracion diana de 240
+ 5 UM, la solucion acabada se transfirid por medio de una jeringa con un accesorio de
filtro de 0,2 pm a un vial estéril el cual se cerré con un tabique y un tapon ondulado.
No se llevo a cabo optimizacién alguna de las formulaciones, p. €j., en relacién con la
adicién de agentes isotdnicos, conservantes o sustancias tamp6n para el ensayo

sencillo a corto plazo de los derivados de insulina de la invencion.

Ejemplo 9: Evaluacion de la accion reductora de azucar en sangre de nuevos analogos

de insulina en ratas

E! efecto reductor de glucosa en sangre de nuevos analogos de insulina
seleccionados se testa en ratas Wistar machos sanas normoglucémicas. Las ratas
macho reciben una inyeccion subcutanea de una dosis de 9 nmol/kg de un andlogo de
insulina. Inmediatamente antes de la inyeccién de! andlogo de insulina y a intervalos
regulares durante hasta ocho horas después de la inyeccion, se extraen muestras de
sangre de los animales, y se determina su contenido de azucar en sangre. El
experimento muestra claramente (véase la fig. 5) que el analogo de insulina de la

invencion empleado conduce a una aparicion claramente retardada de la accién y a
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una duracién de la accién uniforme y mayor.

Ejemplo 10: Evaluacion de la accion reductora de azlcar en sangre de nuevos

analogos de insulina en perros

El efecto reductor de glucosa en sangre de nuevos andlogos de insulina
seleccionados se testa en perros beagle machos sanos normoglucémicos. Los
animales macho reciben una inyeccion subcutdnea de una dosis de 6 nmolkg de un
andlogo de insulina. Inmediatamente antes de la inyeccion del analogo de insulina y a
intervalos regulares durante hasta ocho horas después de la inyeccion, se extraen
muestras de sangre de los animales, y se determina su contenido de azucar en
sangre. E| experimento muestra claramente que el analogo de insulina de la invencion
empleado conduce a una aparicion plana claramente retardada de la accion y a una

duracién de la accién uniforme y mayor.
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REIVINDICACIONES

1. Formulacién farmacéutica acuosa que contiene una insulina, un anélogo de
insulina o un derivado insulinico, o una de sus sales farmacologicamente tolerables, y

metionina.

2. Formulacién farmacéutica de acuerdo con la reivindicacion 1, estando
seleccionada la insulina de un grupo que contiene insulina humana, insulina porcina e

insulina bovina.

3. Formulacién farmacéutica de acuerdo con la reivindicacion 1, estando
seleccionado el andlogo de insulina de! grupo gue contiene insulina humana Gly(A21),
Arg(B31), Arg(B32), insuiina humana Lys(B3), Glu(B29), insulina humana Asp(B28),
insulina humana Lys(B28) Pro(B29), insulina humana Des(B30) y un analogo de

insulina de la formula |

s s
1 S | i0) 15 20
BOGIVEASCCHSICSLYALS LEAIBYC G
| (SEQ ID NO: 1) N\ cadena A

S 3

\ |

S S
l |

B-1 BOBLB2B3B4 HLCGSHLVEALYLVCGERGEF

F Y
1 5 10 15 20
25
T P B29 B30 RB31 B32 (SEQ ID NO: 2)
cadena B
30
donde

A0  eslysoArg;

A5 es Asp, Gin o Glu;

A15 es Asp, Glu o Gin;

A18 es Asp, Gluo Asn;

B-1  es Asp, Glu 0 un grupo amino;
BO es Asp, Glu o un enlace quimico;
B1 es Asp, Glu ¢ Phe;

B2 es Asp, Glu o Val,
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B3  es Asp, Gluo Asn,

B4 es Asp, Glu o Gin;

B29 es Lys o un enlace quimico;

B30 es Thr o un enlace quimico;

B31 es Arg, Lys o un enlace quimico;

B32 es Arg-amida, Lys-amida o un grupo amino,

donde dos residuos de aminoacidos de! grupo que contiene A5, A15, A18, B-1, B0, B1,
B2, B3, y B4, de modo simultaneo e independiente entre si, son Asp o Glu.

4 Formulacion farmacéutica de acuerdo con la reivindicacion 3, en la que el
analogo de insulina esta seleccionado del grupo que contiene:
insulina humanan Arg (A0), His (A8), Glu (A5), Asp (A18), Gly (A21), Arg (B31), Arg
(B32) — NH;,
insulina humana Arg (A0), His (A8), Glu (A5), Asp (A18), Gly {A21), Arg (B31), Lys
(B32) — NHa,
insulina humana Arg (A0), His (A8), Glu (A15), Asp (A18), Gly (A21), Arg (B31), Arg
{B32) ~ NHa,
insuiina humana Arg (A0), His (A8), Glu (A15), Asp (A18), Gly (A21), Arg (B31), Lys
(B32) — NH.,
insulina humana Arg (A0), His (A8), Glu (A5), Glu (A15), Gly (A21), Arg (B31), Arg
(B32) — NH;,
insulina humana Arg {(A0), His (A8), Glu (A5), Glu (A15), Gly (A21), Arg (B31), Lys
(B32) - NH;,
insulina humana Arg (A0), His (A8), Glu (A5), Gly (A21), Asp (B3), Arg (B31), Arg (B32)
= NH,,
insulina humana Arg (A0), His (A8), Glu (A5), Gly (A21), Asp (B3), Arg (B31}, Lys (B32)
= NH;,
insulina humana Arg (A0), His (A8), Glu (A15), Gly (A21), Asp (B3), Arg (B31), Arg
(B32) — NH;,
insulina humana Arg (AQ), His (A8), Glu (A15), Gly (A21), Asp (B3), Arg (B31), Lys
(B32) — NHa,
insulina humana Arg (A0), His (A8), Asp (A18), Gly (A21), Asp (B3), Arg (B31), Arg
(B32) - NHa,
insulina humana Arg (A0), His (A8), Asp (A18), Gly (A21), Asp (B3), Arg (B31), Lys
(B32) — NHa,
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insulina humana Arg (A0), His (A8), Gly (A21), Asp (B3), Glu (B4), Arg (B31), Arg (B32)
- NH,,

insulina humana Arg (A0), His (A8), Gly (A21), Asp (B3), Giu {B4), Arg (B31), Lys (B32)
- NH;,

insulina humana Arg (AQ), His (A8), Glu (A5), Gly (A21), Glu (B4), Arg (B31)}, Arg (B32)
— NH,,

insulina humana Arg (A0), His (A8), Glu (A5), Gly (A21), Glu (B4), Arg (B31), Lys (B32)
- NH,,

insulina humana Arg (A0), His (A8), Glu {(A15), Gly (A21), Glu (B4), Arg (B31), Arg
(B32) — NH,

insulina humana Arg (A0), His (A8), Glu (A15), Gly {A21), Glu (B4), Arg (B31), Lys
(B32) — NH;,

insulina humana Arg (A0), His (A8), Asp (A18), Gly (A21), Glu (B4), Arg (B31), Arg
{B32) - NH,

insulina humana Arg (AQ), His (A8), Asp (A18), Gly (A21), Glu (B4), Arg (B31), Lys
(B32) - NH,,

insulina humana Arg (A0), His (A8), Glu (A5), Gly (A21), Glu (B0), Arg (B31), Arg (B32)
— NH;,

insulina humana Arg (AQ), His (A8), Glu {A5), Gly (A21), Glu (B0), Arg (B31), Lys (B32)
- NH,

insulina humana Arg (A0), His (A8), Glu (A15), Gly (A21), Glu (BO), Arg (B31), Arg
(B32) — NH,,

insulina humana Arg (A0), His (A8), Glu {A15), Gly (A21), Glu (B0), Arg (B31), Lys
(B32) — NH;,

insulina humana Arg (A0), His (A8), Asp (A18), Gly {A21), Glu (BO), Arg (B31), Arg
(B32) — NH,

insulina humana Arg (AQ), His (AB), Asp (A18), Gly (A21), Giu (BO0), Arg (B31), Lys
(B32) — NH;,

insulina humana Arg (A0), His (A8), Glu (A5), Gly (A21), Asp (B1), Arg (B31), Arg (B32)
— NH,,

insulina humana Arg (A0), His (A8), Glu (AS), Gly (A21), Asp (B1), Arg (B31), Lys (B32)
- NHy,

insulina humana Arg (AQ), His (A8), Glu (A15), Gly (A21), Asp (B1), Arg (B31), Arg
{B32) — NH,,

insulina humana Arg (A0), His (A8), Glu (A15), Gly (A21), Asp (B1), Arg (B31), Lys
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(B32) — NHa,

insulina humana Arg (A0), His (A8), Asp (A18), Gly (A21), Asp (B1), Arg (B31), Arg
(B32) — NH;,

insulina humana Arg (A0), His (A8), Asp (A18), Gly (A21), Asp (B1), Arg (B31), Lys
{B32) — NH,

insulina humana Arg (A0), His (A8}, Gly (A21), Glu (B0), Asp (B1), Arg (B31), Arg (B32)
- NHz,

insulina humana Arg (A0), His (A8), Gly (A21), Glu (B0}, Asp (B1), Arg (B31), Lys (B32)
- NH;,

insulina humana Arg (A0), His {A8), Asp (A18), Gly (A21), Asp (B3), Arg (B30), Arg
(B32) — NH,,

insulina humana Arg (A0), His (A8), Asp (A18), Gly (A21), Asp (B3), Arg (B30), Lys
(B31) — NH,,

5. Formulacién farmacéutica de acuerdo con la reivindicacion 1, estando

seleccionado el analogo de insulina del grupo que contiene un analogo de insulina de

[a formula 1l
5 S
1 5 10 | 15 20
A-1 AOAL IVEASCCHSICSLYA AL L E Al8 Y C A2l
I CTdena A
i e i
S S

| l
B-1 BOBl1 VB3 B4 HLCGSHLVEALYLVCGERGEFTF

Y
1 5 10 15 20

25

T P B29 B30 B31l B32 cadena B
30

donde

A-1  es Lys, Arg o un grupo amino;
A0 es Lys, Arg o un enlace quimico;
Al es Arg o Gly;

A5 es Asp, Glu o Gln;

A15 es Asp, Glu o Gin;,
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A18 es Asp, Glu o Asn,

A21 es Ala, Ser, Thr o Gly;

B-1  es Asp, Glu 0 un grupo amino;

BO es Asp, Glu 0 un enlace guimico;

B1 es Asp, Glu, Phe o un enlace quimico;

B3 es Asp, Glu o Asn;

B4 es Asp, Glu o Gin;

B29 es Arg, Lys o un aminodcido seleccionado del grupo que contiene los
aminoacidos Phe, Ala, Thr, Ser, Val, Leu, Glu o Asp, 0 un enlace quimico;

B30 es Thr o un enlace quimico,

B31 es Arg, Lys 0 un enlace quimico;

B32 es Arg-amida o Lys-amida,

donde no més de un residuo de aminodcido del grupo que contiene A5, A15, A18, B-1,
80, B1, B2, B3 y B4, de modo simultaneo e independiente entre si, es Asp o Glu.

6. Formulacion farmacéutica de acuerdo con la reivindicacion 5, en la que el
analogo de insulina esté seleccionado de un grupo que contiene:
insulina humana Arg (A-1), Arg (AD), Glu (A5), His (A8), Gly (A21), Arg (B30) — NHz,
insulina humana Arg (A-1), Arg (A0), Glu (A5), His (A8}, Gly (A21), Lys (B30) — NH,,
insulina humana Arg (A-1), Arg (A0), Glu {A15), His (A8), Gly (A21), Arg (B30) — NH,
insulina humana Arg (A-1), Arg (A0), Glu (A15), His (A8}, Gly (A21), Lys (B30} = NH,,
insulina humana Arg (A-1), Arg (A0), Asp (A18), His (A8}, Gly (A21), Arg (B30) - NH;,
insulina humana Arg (A-1), Arg (A0}, Asp (A18), His (A8}, Gly (A21), Arg (B30} — NH;,
insulina humana Arg (A-1), Arg (AD), His (A8), Gly (A21), Glu (B0), Arg (B30) — NH;,
insulina humana Arg (A-1), Arg (AD), His (A8), Gly (A21), Glu (BO), Lys (B30) — NH,
insulina humana Arg (A-1), Arg (A0), His (A8), Gly {A21), Asp (B83), Arg (B30) — NH,,
insulina humana Arg (A-1), Arg (A0), His (A8), Gly (A21), Asp (B3), Lys (B30) — NH;,
insulina humana Arg (A-1), Arg (AQ), His (A8), Gly (A21), Glu (B4), Arg (B30) — NH;,
insulina humana Arg (A-1), Arg (AQ0), His (A8), Gly (A21), Glu (B4), Lys (B30) - NH,,
insulina humana Arg (A0), His (A8), Gly (A21), Arg (B31), Arg (B32) — NH;,
insulina humana Arg (AQ), His (A8), Gly (A21), Arg (B31), Lys (B32) — NH,
insulina humana Arg (A0), Glu (A5), His (A8), Gly (A21), Arg (B31), Arg (B32) — NHg,
insulina humana Arg (AQ), Glu (A5), His (A8), Gly (A21), Arg (B31), Lys (B32) — NH,,
insulina humana Arg (A0}, Asp (A18), His (A8), Gly (A21), Arg {B31), Arg (B32) — NH,,
insulina humana Arg (A0), Asp (A18), His (AB), Gly (A21), Arg (B31), Lys (B32) — NH3,

o

€2
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insulina humana Arg (AQ), Glu (A15), His {A8), Gly (A21), Arg (B31}, Arg (B32) — NHa,
insulina humana Arg (A0), Glu (A15), His (A8), Gly (A21), Arg (B31), Lys (B32) = NHz,
insulina humana Arg (A0}, His (A8), Gly (A21), Asp (B3), Arg (B31), Arg (B32) - NH_,
insulina humana Arg {A0), His (A8), Gly (A21), Asp (B3), Arg (B31), Lys (B32) — NH,,
insulina humana Arg (A0), His (A8), Gly (A21), Glu (B4), Arg (B31), Arg (B32) -~ NH;,
insulina humana Arg (A0), His (A8), Gly (A21), Glu (B4), Arg (B31), Lys (B32) — NH,
insulina humana Arg (A0), His (A8), Gly (A21), Glu (BD), Arg (B31), Arg (B32) — NHz,
insulina humana Arg (A0), His (A8), Gly (A21), Glu (BO), Arg (B31), Lys (B32) ~ NH,,
insulina humana Arg (A0), His (A8), Gly (A21), Arg (B30) — NH,,

insulina humana Arg (A0}, His (A8), Gly (A21), Lys (B30) — NH,

insulina humana Arg (A-1), Arg {A0), His (A8}, Gly (A21), Arg (B30) - NH,

insulina humana Arg {A-1), Arg (A0), His (A8), Gly (A21), Lys (B30) — NHy,

insulina humana Arg (AQ), Arg (A1), His (A8), Gly (A21), Arg (B30) — NHy,

insulina humana Arg {(A0), Arg (A1), His {(A8B), Gly (A21), Lys (B30) — NH,

insulina humana His (A8), Gly (A21), Arg (B31), Arg (B32) — NH..

7. Formulacién farmacéutica de acuerdo con la reivindicacién 1, estando
seleccionado el derivado insulinico del grupo que contiene insulina humana B23-N-
miristoil-des{B30), insulina humana B29-N-palmitoil-des(B30), insulina humana B29-N-
miristoil, insulina humana B829-N-paimitoil, insulina humana B28-N-miristoil

Lys®®Pro®™®, insulina humana B28-N-palmitoil-Lys®*°Pro®, insulina humana B30-N-

829 ys®*° insulina humana

miristoil-Thr®®Lys®™®  insulina humana B30-N-palmitoil- Thr
B29-N-(N-palmitoil-Y-glutamil)-des(B39), insulina humana  B23-N-(N-litocolil-Y-
glutamil)-des(B30), insulina humana B28-N-(w-carboxiheptadecanoil)-des(B30) e

insulina humana B29-N-{w-carboxiheptadecanoil).

8. Formulacién farmacéutica de acuerdo con una o varias de las
reivindicaciones 1 a 7, que contiene
0,001 a 0,2 mg/ml de zinc,
0,1 a 5,0 mg/ml de un conservante y
5,0 a 100 mg/ml de un agente isotonico y
cuyo pH es 5 o menor.

0. Formuiacién farmacéutica de acuerdo con una o varias de las
reivindicaciones 1 a 8, en la que esta presentre un conservante seleccionado de un

(;

L
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grupo que contiene fenol, m-cresol, clorocresol, alcohol bencilico y parabenos.

10. Formulacion farmacéutica de acuerdo con una de las reivindicaciones 1 a 9,
en la que esta presente un agente isoténico seleccionado de un grupo que contiene
manitol, sorbitol, tactosa, dextrosa, trehalosa, cloruro de sedio y glicerol.

11. Formulacién farmacéutica de acuerdo con una de ias reivindicaciones 1 a

10, que tiene un pH en el intervalo de pH 2,5 - 4,5.

12. Formulacién farmacéutica de acuerdo con una de las reivindicaciones 1 a

11, que tiene un pH en el intervalo de pH 3,0 - 4,0.

13. Formulacion farmacéutica de acuerdo con una de las reivindicaciones 1 a

12, que tiene un pH en la region de pH 3,75.

14. Formulacion farmacéutica de acuerdo con una de las reivindicaciones 1 a
13, estando presentes la insulina, el analogo de insulina y/o el derivado insulinico en

una concentracion de 240 — 3000 nmol/mi.

15. Formulacion farmacéutica de acuerdo con una o varias de las
reivindicaciones 1 a 14, en la que esté presente glicerol en una concentracion de 20 a

30 mg/ml.

16. Formulacion farmacéutica de acuerdo con una o varias de las
reivindicaciones 1 a 15, en la que esta presente glicerol en una concentracion de

25 mg/ml.

17. Formulacién farmacéutica de acuerdo con una o varias de las
reivindicaciones 1 a 16, en la que esté4 presente m-cresol en una concentracion de 1 a

3 mg/ml.

18. Formulacion farmacéutica de acuerdo con una o varias de las
reivindicaciones 1 a 17, en la que esta presente m-cresol en una concentracion de

2 mg/mi.
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19. Formulacion farmacéutica de acuerdo con una o varias de las
reivindicaciones 1 a 18, en la que esta presente zinc en una concentracién de 0,016

0,03 6 0,08 mg/m.

20 Formulacion farmacéutica de acuerdo con una o varias de las
reivindicaciones 1 a 19, en la que esta contenido adicionalmente un péptido-1 tipo
glucagén (GLP1) o uno de sus analogos o derivados, 0 exendina-3 y/o -4 o uno de sus

analogos o derivados.

21. Formulacién farmacéutica de acuerdo con la reivindicacion 20, en la que

esta contenida adicionalmente exendina-4.

22, Formulacién farmacéutica de acuerdo con la reivindicacion 20, en la que un
analogo de exendina-4 esta seleccionado de un grupo que contiene
H-desPro*®-exendina-4-Lysg-NH;,

H-des(Pro®**")-exendina-4-Lyss-NH; y
H-des(Pro*®*)-exendina-4-Lyss-NH,
o una sal farmacologicamente tolerable de los mismos.

23. Formulacion farmacéutica de acuerdo con la reivindicacion 20, en la que un
analogo de exendin-4 estd seleccionado de un grupo que contiene
desPro® [Asp®]exendina-4 (1-39),
desPro® [IsoAsp”®lexendina-4 (1-39),
desPro® [Met{0)", Asp®]exendina-4 (1-39),
desPro® [Met(0)", IsoAsp*|exendina-4 (1-39),
desPro® [Trp(0,)%, Asp®jexendina-2 (1-38),
desPro™® [Trp(0,)%, IsoAsp®®lexendina-2 (1-39),
desPro® [Met(0)“Trp(0,)%, Asp*lexendina-4 (1-39) y
desPro™® [Met(O)“Trp(0,)%, IsoAsp®]exendina-4 (1-39)

o una sal farmacolégicamente tolerable de los mismos.

24. Formulacién farmacéutica de acuerdo con la reivindicacion 23, en la que el
péptido -Lyss-NH, esta unido a los extremos C de los analogos de exendina-4.

25 Formulacién farmacéutica de acuerdo con la reivindicacién 20, en la que un
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andlogo de exendina-4 esta seleccionade del grupo que contiene

H-(Lys)s- des Pro®® [Asp®|exendina-4(1-39)-Lyse-NH,

des Asp?Pro®, Pro”, Pro® exendina-4(1-39) -NH;,

H-(Lys)s- des Pro*®, Pro¥, Pro®® [Asp®|exendina-4(1-39)-NH,

H-Asn-(Glu)s des Pro®, Pro™, Pro® [Asp®®Jexendina-4(1-39)-NH,

des Pro®, Pro”, Pro®® [Asp®®]exendina-4(1-39)-(Lys)s-NH,

H-(Lys)s- des Pro®, Pro”, Pro® [Asp®®|exendina-4(1-39)-(Lys)s-NHz,
H-Asn-(Glu)s- des Pro®, Pro®, Pro® [Asp®’lexendina-4(1-39)-(Lys)s-NH:,
H-(Lys)s- des Pro® [Trp(0,)%, Asp®lexendina-4(1-39)-Lyss-NH,

H- des Asp®® Pro®, Pro¥, Pro™ [Trp(02)*° Jexendina-4(1-39)-NH,

H-(Lys)e-des Pro®, Pro”, Pro® [Trp(02)*®, Asp®Jexendina-4(1-39)-NH,
H-Asn-(Glu)s-des Pro®, Pro™, Pro™ [Trp(02)*, Asp*lexendina-4(1-39)-NH,

des Pro®, Pro¥, Pro® [Trp(0.)®, Asp®®jexendina-4(1-39)-(Lys)s-NH,,

H-(Lys)e- des Pro®, Pro”, Pro™ [Trp(02)%°, Asp”lexendina-4(1-39)-(Lys)s-NH;,
H-Asn-(Glu)s- des Pro®, Pro®, Pro™ [Trp(02)?, Asp®lexendina-4(1-39)-(Lys)s-NHz,
H-(Lys)s- des Pro®® [Me(0)", Asp®lexendina-4(1-39)-Lyss-NH;,

des Met(0)' Asp® Pro *, Pro®, Pro® exendina-4(1-39)-NH,

H-(Lys)s- des Pro®, Pro™, Pro® [Met(0)", Asp*’lexendina-4(1-39)-NH,
H-Asn-(Glu)s- des Pro®, Pro®, Pro® [Met(0)", Asp*’jexendina-4(1-309)-NH,,

des Pro®, Pro™, Pro® [Met(0)", Asp®®jexendina-4(1-39)-(Lys)s-NH,,

H-{Lys)s- des Pro®®, Pro¥, Pro™ [Met(0)*, Asp*’lexendina-4(1-39)-Lyse-NH,
H-Asn-(Glu)s des Pro*, Pro”, Pro® [Met(0)*, Asp*|exendina-4(1-39)-(Lys)s-NH,
H-(Lys)e- des Pro® [Met(0)", Trp(O,)%, Asp”’Jexendina-4(1-39)-Lyse-NH,,

des Asp? Pro®, Pro”, Pro® [Met(0)™, Trp(O2)**Jexendina-4(1-39)-NH,,

H-(Lys)e- des Pro®, Pro™, Pro® [Met(0)™, Trp(0,)?, Asp®lexendina-4(1-39)-NH,,
H-Asn-(Glu)s- des Pro®, Pro”, Pro® [Met(0)", Asp®’lexendina-4(1-39)-NH;,

des Pro®, Pro”, Pro®® [Met(O)", Trp(02)%, Asp®*lexendina-4(1-39)-(Lys)e-NH,
H-(Lys)e- des Pro36, Pra”, Pro® [Met(0)", Trp(02)%°, Asp”lexendina-4(1-39)-(Lys)s-
NH;,

H-Asn-(Glu)s- des Pro®, Pro¥, Pro® [Met(0)", Trp(O2)%, Asp”jexendina-4(1-39)-
(Lys)s-NH;,

o una sal farmacoldgicamente tolerable de los mismos.

26. Formulacion farmacéutica de acuerdo con la reivindicacion 20, en la que
esta contenido adicionalmente Arg®, Lys® (N*(y-glutamil{N°-hexadecanoil))) GLP-1 (7-
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37) [liraglutidal o una de sus sales farmacolégicamente tolerables.

27. Formulacion farmacéutica de acuerdo con una o varias de las
reivindicaciones 1 a 24, en la que esta presente metionina en el rango de

concentracion de hasta 10 mg/ml.

28. Formulacion farmacéutica de acuerdo con la reivindicacion 25, en la que

esta presente metionina en el rango de concentracion de hasta 3 mg/ml.

29. Proceso para preparar una formulacion de acuerdo con una o varias de las
reivindicaciones 1 a 26, en el que
(a) los componentes se introducen en una solucién acuosa y

(b) se ajusta el pH.

30. Uso de una formulacion de acuerdo con una o© varias de las
reivindicaciones 1 a 26 para tratar diabetes mellitus.

31. Medicamento para tratar diabetes mellitus, compuesto por una formulacion

de acuerdo con una o varias de las reivindicaciones 1 a 26.

<
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RESUMEN

Preparaciones insulinicas que comprenden metionina

La invencién se refiere a una formulacion farmacéutica acuosa con insulina,
analogo de insulina o derivado de insulina, y metionina; y también a su preparacion, al
uso para tratar diabetes mellitus, y a un medicamento para tratar diabetes mellitus.
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Fig 1

Efecto hipaglucémico de andlogos de nueva insulina en ratas
(dosis = 9nmol/kg sc.;, n =8)
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Fig 2
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Reduccikin de glucosa en sangre (en %)

Efecto hipoglucémico de andlogos de nueva insulna en perros
(dosis= B nmolikg s.c.;n=86)
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Fig 3
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Reduccién de glucosa en sangre (en %)

Efecto hipogtucémico de YKL205 en perros
(dosis= 6o 1Znmoltkgsc,n=4])
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4/6
Fig 4

Dependencia del zinc del efecto hipoglucémico de YKL205 en
perros

(dosis = & nmol/kg s.c.; n = 5-6)
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Fig 5
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Reduccion de glucosa en sangre (en %)

Efecto hipoglucémico de nuevos andlogos de insuling en retas
(dosis =9nmolfkgs.c,n=28)
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Fig 6
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Reduccidn de glucasa en sangre (en %)

Efecto hipoglucémica de insuline humeana € insulina glargine en retas

(dosis = 9 nmalfkg s.¢.; n=8)
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1. Formulacién farmacéutica acucsa que contiene una
insulina, un analogo de insulina o un derivado insulinico, o una
de sus sales farmacologicamente tolerables, y metionina.

2. Formulacién farmacéutica de acuerdo con la reivindicacion
1, estando seleccionada [a insulina de un grupo que contieng
insulina humana, insulina porcina e insulina bovina.

3. Formulacién farmacéutica de acuerdo con la reivindicacion
1, estando seleccionado el analogo de insulina del grupo que
contiene insulina humana Gly(A21), Arg(B31), Arg(B32),
insufina humana  Lys(B3), Glu(B29), insulina humana
Asp(B28), insulina humana Lys(B28) Pro(B29), insulina
humana Des(B30) y un anélogo de insulina de la formula i

S S
1 5 10] 15 20
AGGIVEASCCHSICSLYAISLEAIBYCG
| (SEQIDNO: 1) cadena A

5 s
N !

| I
B-1B0B1B2BIB4HLCGSHLVEALYLVCGERGFFY
1 5 10 15 20 25

TPB29B30B31B32 (SEQIDNO: 2)

cadena B
30

donde

Al es Lys o Arg;

A5 es Asp, Gin o Glu;

A15 es Asp, Glu o Gln;

Al8 es Asp, Glu 0 Asn;

B-1 es Asp, Glu o un grupo amino;
BO es Asp, Glu o un enlace quimico,
B1 s Asp, Glu o Phe;

B2 es Asp, Glu o val;

B3 s Asp, Glu o Asn;

B4 es Asp, Glu o Gln;

B29 es Lys o un enlace quimico;

B30 €3 Thr ¢ un enlace quimico;

B31 es Arg, Lys o un enlace quimico;

B32 es Arg-amida, Lys-amida o un grupo amino,

donde dos residuos de aminoAcidos del grupo que contiene
A5, A15, A18, B-1, BO, B1, B2, B3, y B4, de modo simultaneo
e independiente entre si, son Asp o Glu.

4. Formulacién farmacéutica de acusrdo con la reivindicacion
3, en [a que ei andlogo de insulina esta seleccionado del grupo
que contiene:

insulina humanan Arg (AD), His (A8}, Glu {A5), Asp (A18), Gly
(A21), Arg (B31), Arg {B32) — NH,

insulina humana Arg (AQ), His (A8), Glu (A5), Asp (A18), Gly
(A21), Arg {B31), Lys (B32) - NHz,

insulina humana Arg (A0), His (A8), Glu {A15), Asp (A18), Gly
(A21), Arg {B31), Arg (B32) - NHq,

insulina humana Arg (AQ}, His (AB), Glu (A15), Asp (A18), Gly
(A21), Arg (B31), Lys (B32) - NHz,

insulina humana Arg (A0), His (A8}, Giu (AS), Glu (A1), Gly
(A21), Arg (B31), Arg (B32) - NHz,

insulina humana Arg (A0), His (A8), Glu (A5), Glu {A15), Gly
(A21), Arg (B31), Lys (B32} — NHy,

insulina humana Arg (A0), His {A8), Glu (A5), Gly (A21), Asp
(B3), Arg (B31), Arg (B32) - NHy,

insulina humana Arg (AQ), His (A8), Glu (A5), Gly {A21), Asp
(B3}, Arg (B31), Lys (B32) - NH,

insulina humana Arg (A0), His (A8), Glu (A15), Gly (A21), Asp
(B3), Arg (B31), Arg (B32) — NHz,

insulina humana Arg (AD), His (A8}, Glu (A15), Gly (A21), Asp
(B3), Arg (B31), Lys (B32) - NHa,

insulina humana Arg {A0), His (AB), Asp {A18), Gly (A21), Asp
(B3), Arg (B31), Arg (B32) - NHz,

insuling humana Arg {AQ), His (A8}, Asp (A18), Gly (A21), Asp
(B3}, Arg (B31}, Lys (B32) - NHy,

insulina humana Arg (AQ), His (A8), Gly (A21), Asp (B3), Glu
(B4), Arg (B31), Arg (B32) - NHz,

insufina humana Arg (AQ), His (AB), Gly (A21), Asp (B3), Glu
(B4), Arg {B31), Lys (B32) - NH;,

insulina humana Arg {(AQ), His (AB), Glu (A3), Gly (A21), Glu
(B4), Arg {B31), Arg (B32) - NHa,

insulina humana Arg (AQ), His (AB), Glu {AS5), Gly {A21), Glu
(B4), Arg (B31), Lys (B32) - NHa,

insulina humana Arg (A0), His (A8), Glu (A15), Gly (A21), Glu
(B4), Arg (B3}, Arg (B32) - NHz,
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