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AGONISTAS PARCIALES DEL RECEPTOR DE INSULINA

REFERENCIA CRUZADA A SOLICITUDES RELACIONADAS

ANTECEDENTES DE LA INVENCION
(1) Campo de la invencion
La presente invencion se refiere a dimeros de insulina y dimeros de andlogos de

insulina que actuan como agonistas parciales en el receptor de insulina.

(2) Descripcion de la técnica relacionada

La insulina es una terapia esencial para pacientes con diabetes mellitus tipo 1
(DMTT1) y muchos con diabetes mellitus tipo 2 (DMT?2), prescrita para cerca de un tercio de
todos los pacientes de Estados Unidos entre todos los usuarios de farmacos anti-diabéticos en la
pasada década. La comercializacion mundial de insulinas fue de 20,4 mil millones de dolares
americanos en 2013 y esté creciendo a una velocidad mas rapida que todos los demds agentes
anti-diabéticos combinados. Sin embargo, los retos de las actuales terapias con insulina,
incluyendo estrecha TI a hipoglucemia y ganancia de peso corporal, limitan su mayor amplitud
de adopcion y potencial para que los pacientes consigan un control glucémico ideal.

Ademas de la secrecion de insulina prandial en respuesta a comidas, el pancreas
libera insulina a una tasa “basal”, gobernada por los niveles plasmaticos de glucosa para
mantener la regulacion apropiada de glucosa en ayunas. Esto se consigue principalmente
controlando la liberacion de glucosa hepatica, a través de la accion hepato-preferente de la
insulina endégena. Los analogos moderno de insulina incluyen insulinas de rapida accion y
basales, asi como mezclas de estas dos. Los analogos de insulina de accion rapida (RAA) se
desarrollan para controlar la hiperglucemia post-prandial mientras que las insulinas con duracion
prolongada de accién regulan los niveles basales de glucosa. Las insulinas de larga accion se
usan por todos los pacientes con DMT1 (en combinacion con inyecciones prandiales) y la
mayoria de los pacientes con DMT2 empiezan su terapia con insulina a partir de un producto
basal. El consumo de insulina basal esta creciendo rapidamente segiin aumenta la poblacion

mundial con diabetes (particularmente DMT?2).



10

15

20

25

30

23876

A pesar de los continuos esfuerzos de desarrollo en las varias décadas pasadas, las
insulinas de larga accion disponible atn no estan optimizadas en comparacion con la insulina
basal fisiologica. Esto se debe parcialmente a que un enfoque principal fue sobre la mejora de la
PK plana de estos analogos pero sin fijar la sobre-insulinizacion relativa de tejidos periféricos,
que contribuye a un riesgo aumentado de hipoglucemia. Como resultado, la hipoglucemia sigue
siendo un riesgo médico clave con enorme carga sobre los pacientes y causa morbilidad y

mortalidad significativas.

BREVE SUMARIO DE LA INVENCION

La presente invencidn proporciona compuestos que comprenden dos moléculas de
insulina unidas covalentemente para formar un dimero de moléculas de insulina que puede
activar el receptor de insulina con potencia tipo insulina normal pero con actividad méxima
reducida. Estos compuestos son agonistas parciales del receptor de insulina (IPRA): se
comportan como otros analogos de insulina para disminuir la concentracion de glucosa de forma
eficaz pero con riesgo inferior de hipoglucemia.

Se proporcionan dimeros de insulina covalentes agonistas parciales receptores de
insulina formulados como insulinas basales nuevas y transformadoras (administracion una vez al
dia) que manifiestan un indice terapéutico (T1) mejorado sobre las actuales insulinas basales de
tratamiento habitual (SOC). En una realizacion, los IPRA de la presente invencion pueden
disminuir la concentracion de glucosa de forma eficaz con riesgo reducido de hipoglucemia en
cerdos enanos diabéticos y tienen la propiedad de una insulina basal una vez al dia (QD). EI T1
mejorado puede habilitar a los médicos a dosificar de forma mas agresiva los IRPA de la
presente invencion para conseguir los objetivos diana para el control de la glucosa en ayunas. El
estricto control de la glucosa en ayunas y HbA1c por un IRPA le puede permitir servir como 1)
una insulina de larga accion independiente con un perfil potenciado de eficacia y seguridad en
DMT?2 y 2) una insulina basal fundamental mejorada en DMT1 (y algunas DMT2) para su uso
con dosis adicionales de analogos de insulina de rapida accion (RAA) prandial. Por tanto, la
presente invencion proporciona las siguientes realizaciones.

La presente invencidén proporciona un agonista parcial del receptor de insulina o
dimero de insulina que comprende un primer heterodimero de insulina o andlogo de insulina y un

segundo heterodimero de insulina o analogo de insulina, incluyendo cada heterodimero un
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polipéptido de cadena A y un polipéptido de cadena B, en el que el polipéptido de cadena A y el
polipéptido de cadena B estan unidos juntos a través de enlaces disulfuro intercatenarios; en el
que el primero y segundo heterodimeros de insulina o andlogo de insulina estdn unidos
covalentemente juntos a través de un resto de union que conecta la cadena lateral de un
aminoacido en o cerca del extremo carboxi terminal de los dos polipéptidos respectivos de
cadena B; y en el que al menos un extremo amino terminal de los polipéptidos de cadena A y los
polipéptidos de cadena B est4 unido covalentemente a un sustituyente, con la condicion de que el
resto de union no incluya un enlace disulfuro. En aspectos particulares, al menos un extremo
amino terminal del polipéptido de cadena A y el polipéptido de cadena B de la primera insulina o
analogo de insulina est4d unido covalentemente a un sustituyente.

En aspectos particulares del agonista parcial del receptor de insulina o dimero de
insulina, el extremo amino terminal de cada polipéptido de cadena A y cada polipéptido de
cadena B estd unido covalentemente a un sustituyente. En aspectos particulares, el extremo
amino terminal del polipéptido de cadena A y el polipéptido de cadena B de la primera insulina o
analogo de insulina y el extremo amino terminal del polipéptido de cadena A y el polipéptido de
cadena B de la segunda insulina o analogo de insulina estan unidos cada uno covalentemente a
un sustituyente. En realizaciones en que los extremos amino terminales de la primera y segunda
insulinas o andlogos de insulina estan unidos covalentemente a un sustituyente, el sustituyente en
los extremos amino terminales de los polipéptidos de cadena A y cadena B de la primera insulina
o analogo de insulina puede ser igual que el sustituyente en los extremos amino terminales de los
polipéptidos de cadena A y cadena B de la segunda insulina o anélogo de insulina. En
realizaciones en que los extremos amino terminales de la primera y segunda insulinas o analogos
de insulina estan unidos covalentemente a un sustituyente, el sustituyente en los extremos amino
terminales de los polipéptidos de cadena A y cadena B de la primera insulina o analogo de
insulina puede ser diferente del sustituyente en los extremos amino terminales de los
polipéptidos de cadena A y cadena B de la segunda insulina o analogo de insulina.

En un aspecto adicional del agonista parcial del receptor de insulina o dimero de
insulina, el primero y segundo heterodimeros de insulina o analogo de insulina son iguales o en
el que el primero y segundo heterodimeros de insulina o analogo de insulina son diferentes.

En un aspecto adicional mas del agonista parcial del receptor de insulina o dimero

de insulina, el resto de unién une covalentemente el primer heterodimero de insulina o analogo
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de insulina y el segundo heterodimero de insulina o analogo de insulina mediante un grupo
amino épsilon de un residuo de lisina en o cerca del extremo carboxi terminal de sus respectivos
polipéptidos de cadena B.

En un aspecto adicional més del agonista parcial del receptor de insulina o dimero
de insulina, el sustituyente tiene una férmula general RC(O)-, en la que R puede ser R’CH2,
R’NH, R’O y R’ puede ser H, cadena alquilo lineal, aminoacido, péptido, PEG, sacaridos, que en
aspectos particulares RC(O)- puede ser acetilo, fenilacetilo, carbamoilo, N-alquil carbamoilo, o
alcoxicarbonilo. En aspectos particulares, el sustituyente se selecciona del grupo que consiste en
acetilo, fenilacetilo, carbamoilo, N-alquil carbamoilo, isobutilo, isobutilo, metoxiacetilo, glicina,
aminoetilglucosa (AEG), AEG-C6, PEG1, PEG2, N-dimetilo, y alcoxicarbonilo.

En aspectos particulares del agonista parcial del receptor de insulina o dimero de
insulina, cada polipéptido de cadena A comprende independientemente la secuencia de
aminoacidos GX>X3EQCCXSICSLYQLX[7NX19CX53 (SEC ID N.°: 3) y cada polipéptido
de cadena B comprende independientemente la secuencia de aminoacidos

X25LCGX29X30LVEALYLVCGERGFX27YTX31X32 (SECID N.°: 4) o
X22VNQXp5X26CGX29X30LVEALYLVCGERGFX»7YTX31X32X33X34X35 (SEC ID N.°:
5) en la que X7 es isoleucina o treonina; X3 es valina, glicina, o leucina; Xg es treonina o
histidina; X7 es acido glutdmico o glutamina; X9 es tirosina, 4-metoxi-fenilalanina, alanina, o
4-amino fenilalanina; X3 es asparagina o glicina; X7 es fenilalanina y desamino-fenilalanina;
X235 es histidina o treonina; X es leucina o glicina; X»7 es fenilalanina o 4cido aspartico; Xp9
es alanina, glicina, o serina; X3 es histidina, 4cido aspartico, acido glutdmico, 4cido
homocisteico, o 4cido cisteico; X31 es acido aspartico, prolina, o lisina; X3 es lisina o prolina;
X33 es treonina, alanina, o estd ausente; X34 es arginina o estd ausente; y X34 es arginina o esta
ausente; con la condicion de que al menos uno de X31 0 X3 sea lisina.

En aspectos particulares del agonista parcial del receptor de insulina o dimero de
insulina, la primera y segunda insulinas o analogos de insulina son independientemente insulina
humana nativa, insulina lispro, insulina aspart, desB30 insulina, o insulina glargina.

En aspectos particulares de los agonistas parciales del receptor de insulina o
dimero de insulina, el resto de unién puede ser un grupo opcionalmente sustituido seleccionado

entre el grupo que consiste en acilo, alifatico, heteroalifatico, arilo, heteroarilo y heterociclico. El
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resto de union puede ser una cadena de hidrocarburo C1-C20 bivalente, lineal o ramificada,
saturada o insaturada, opcionalmente sustituida en la que una o més unidades de metileno estan
remplazadas opcional e independientemente por -O-, -S-, -N(R)-, -C(O)-, C(O)O-, OC(O)-, -
N(R)C(0O)-, -C(O)N(R)-, -S(O)-, -S(0)2-, -N(R)SO3-, SOoN(R)-, un grupo heterociclico, un
grupo arilo, o un grupo heteroarilo, en el que cada aparicion de R es independientemente
hidrégeno, un grupo protector adecuado, un resto acilo, resto arilalquilo, resto alifatico, resto
arilo, resto heteroarilo, o resto heteroalifatico.

En un aspecto adicional mas del agonista parcial del receptor de insulina o dimero
de insulina, el resto de unién es un resto acilo, -C(O)RC(O)-, en el que R es cadena de alquilo,
cadena de poli(etilenglicol) (PEG), cadena que contiene amida, cadena que contiene triazol(es),
resto que contiene ciclooctino, una cadena acilo sustituida, o una cadena de polietilenglicol
(PEG).

En un aspecto adicional, el resto de union es un alquildioilo, -C(O)(CH»)nC(O)-,
en el que n = 0-45, incluyendo aunque sin limitacion un resto oxalilo (C2), un resto succinilo
(C4), un resto adipoilo (C6), un resto suberoilo (C8), un resto decanodioilo (C10), un resto
dodecanodioilo (C12), un resto tetradecanodioilo (C14), o un resto hexadecanodioilo (C16).

La presente invencion proporciona adicionalmente un agonista parcial del receptor

de insulina o dimero de insulina que comprende la férmula
Dl.L-D2
en la que D! y D2 son cada uno independientemente un polipéptido de insulina o
analogo de insulina, en la que cada polipéptido de insulina es un heterodimero que comprende un

polipéptido de cadena A y un polipéptido de cadena B unidos juntos a través de enlaces disulfuro

intercatenarios; L es un resto de unidn en el que un extremo del resto de union estd unido a un
residuo de aminoacido en o cerca del grupo carboxilo de Dl y el otro extremo del resto de union

esta unido a un residuo de aminoacido en o cerca del extremo carboxilo de D2 con la condicion
de que L no incluya un enlace disulfuro; y en la que el primero y segundo polipéptidos de
insulina o analogo de insulina incluyen un sustituyente unido al extremo amino terminal del
polipéptido de cadena A y el polipéptido de cadena B.

En un aspecto adicional del agonista parcial del receptor de insulina o dimero de

insulina, D! y D2 son iguales o en el que D1 y D2 son diferentes.
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En un aspecto adicional del agonista parcial del receptor de insulina o dimero de
insulina, el resto de unioén une covalentemente D1 y D2 mediante el grupo amino épsilon de un
residuo de lisina en o cerca del extremo carboxi terminal de D! y D2.

En un aspecto adicional més del agonista parcial del receptor de insulina o dimero
de insulina, el sustituyente tiene una férmula general RC(O)-, en la que R puede ser R’CH2,
R’NH, R’O y R’ puede ser H, cadena alquilo lineal, aminoacido, péptido, PEG, sacaridos, que en
aspectos particulares RC(O)- puede ser acetilo, fenilacetilo, carbamoilo, N-alquil carbamoilo, o
alcoxicarbonilo. En aspectos particulares, el sustutuyente se selecciona del grupo que consiste en
acetilo, fenilacetilo, carbamoilo, N-alquil carbamoilo, isobutilo, isobutilo, metoxiacetilo, glicina,
aminoetilglucosa (AEG), AEG-C6, PEG1, PEG2, N-dimetilo, y alcoxicarbonilo.

En aspectos particulares del agonista parcial del receptor de insulina o dimero de
insulina, cada polipéptido de cadena A comprende independientemente la secuencia de
aminoacidos GX>X3EQCCXSICSLYQLX[7NX19CX53 (SEC ID N.°: 3) y cada polipéptido
de cadena B comprende independientemente la secuencia de aminoacidos
X25LCGX29X30LVEALYLVCGERGFX27YTX31X32 (SECID N.°: 4) o
X22VNQXp5X26CGX29X30LVEALYLVCGERGFX»7YTX31X32X33X34X35 (SEC ID N.°:
5) en la que X7 es isoleucina o treonina; X3 es valina, glicina, o leucina; Xg es treonina o
histidina; X7 es acido glutdmico o glutamina; X9 es tirosina, 4-metoxi-fenilalanina, alanina, o
4-amino fenilalanina; X3 es asparagina o glicina; X7 es fenilalanina y desamino-fenilalanina;
X235 es histidina o treonina; X es leucina o glicina; X»7 es fenilalanina o 4cido aspartico; Xp9
es alanina, glicina, o serina; X3 es histidina, 4cido aspartico, acido glutdmico, 4cido
homocisteico, o 4cido cisteico; X31 es acido aspartico, prolina, o lisina; X3 es lisina o prolina;
X33 es treonina, alanina, o estd ausente; X34 es arginina o estd ausente; y X35 es arginina o esta
ausente; con la condicion de que al menos uno de X31 0 X3 sea lisina.

En un aspecto adicional del agonista parcial del receptor de insulina o dimero de

insulina, en el que Dl y D2 son independientemente insulina humana nativa, insulina lispro,
insulina aspart, desB30 insulina, o insulina glargina.
En aspectos particulares de los agonistas parciales del receptor de insulina o

dimero de insulina, el resto de unién puede ser un grupo opcionalmente sustituido seleccionado
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entre el grupo que consiste en acilo, alifatico, heteroalifatico, arilo, heteroarilo y heterociclico. El
resto de union puede ser una cadena de hidrocarburo C1-C20 bivalente, lineal o ramificada,
saturada o insaturada, opcionalmente sustituida en la que una o més unidades de metileno estan
remplazadas opcional e independientemente por -O-, -S-, -N(R)-, -C(O)-, C(O)O-, OC(O)-, -
N(R)C(O)-, -C(O)N(R)-, -S(O)-, -S(0)2-, -N(R)SO2-, SOpN(R)-, un grupo heterociclico, un
grupo arilo, o un grupo heteroarilo, en el que cada aparicion de R es independientemente
hidrégeno, un grupo protector adecuado, un resto acilo, resto arilalquilo, resto alifatico, resto
arilo, resto heteroarilo, o resto heteroalifatico.

En un aspecto adicional mas del agonista parcial del receptor de insulina o dimero
de insulina, el resto de unién es un resto acilo, -C(O)RC(O)-, en el que R es cadena de alquilo,
cadena de poli(etilenglicol) (PEG), cadena que contiene amida, cadena que contiene triazol(es),
resto que contiene ciclooctino, una cadena acilo sustituida, o una cadena de polietilenglicol
(PEG).

En un aspecto adicional del agonista parcial del receptor de insulina o dimero de
insulina, el resto de union es un alquildioilo, -C(O)(CH2),C(O)-, en el que n = 0-45, incluyendo
aunque sin limitacidon un resto oxalilo (C2), un resto succinilo (C4), un resto adipoilo (C6), un
resto suberoilo (C8), un resto decanodioilo (C10), un resto dodecanodioilo (C12), un resto
tetradecanodioilo (C14), o un resto hexadecanodioilo (C16).

Se proporcionan adicionalmente composiciones que comprenden uno cualquiera
de los agonistas parciales del receptor de insulina o dimero de insulina mencionados
anteriormente y un vehiculo farmacéuticamente aceptable.

La presente invencion proporciona adicionalmente un agonista parcial del receptor
de insulina o dimero de insulina que comprende un primer heterodimero de insulina o analogo de
insulina y un segundo heterodimero de insulina o analogo de insulina, incluyendo cada
heterodimero un polipéptido de cadena A y un polipéptido de cadena B, en el que el polipéptido
de cadena A y el polipéptido de cadena B estan unidos juntos a través de enlaces disulfuro
intercatenarios; en el que el primero y segundo heterodimeros de insulina o analogo de insulina
estan unidos covalentemente juntos a través de un resto de union que conecta la cadena lateral de
un aminoacido en o cerca del extremo carboxi terminal de los dos polipéptidos respectivos de
cadena B; y opcionalmente en el que al menos el extremo amino terminal de al menos uno de los

polipéptidos de cadena A y los polipéptidos de cadena B del primer polipéptido de insulina o

-



10

15

20

25

30

23876

segundo polipéptido de insulina esta unido covalentemente a un sustituyente, con la condicion de
que (1) el resto de union no incluya un enlace disulfuro y (2) cuando la insulina o analogo de
insulina no sea insulina o analogo de insulina de un humano y el extremo amino terminal del
polipéptido de cadena A y el polipéptido de cadena B no incluyen un sustituyente entonces el
resto de union no es un resto oxalilo (C2), un resto suberoilo (C8), o un resto dodecanodioilo
(C12).

En un aspecto adicional del agonista parcial del receptor de insulina o dimero de
insulina, el primero y segundo heterodimeros de insulina o analogo de insulina son iguales o en
el que el primero y segundo heterodimeros de insulina o analogo de insulina son diferentes.

En un aspecto adicional del agonista parcial del receptor de insulina o dimero de
insulina, el resto de unién une covalentemente el primer heterodimero de insulina o analogo de
insulina y el segundo heterodimero de insulina o analogo de insulina mediante un grupo amino
épsilon de un residuo de lisina en o cerca del extremo carboxi terminal de sus respectivos
polipéptidos de cadena B.

En un aspecto adicional més del agonista parcial del receptor de insulina o dimero
de insulina, el sustituyente tiene una formula general RC(O)-, en la que R puede ser R’CH2,
R’NH, R’O y R’ puede ser H, cadena alquilo lineal, aminoacido, péptido, PEG, sacéridos, que en
aspectos particulares RC(O)- puede ser acetilo, fenilacetilo, carbamoilo, N-alquil carbamoilo, o
alcoxicarbonilo. En aspectos particulares, el sustutuyente se selecciona del grupo que consiste en
acetilo, fenilacetilo, carbamoilo, N-alquil carbamoilo, isobutilo, isobutilo, metoxiacetilo, glicina,
aminoetilglucosa (AEG), AEG-C6, PEG1, PEG2, N-dimetilo, y alcoxicarbonilo.

En un aspecto adicional del agonista parcial del receptor de insulina o dimero de
insulina, la primera y segunda insulinas o analogos de insulina son independientemente insulina
humana nativa, insulina lispro, insulina aspart, desB30 insulina, o insulina glargina.

En aspectos particulares del agonista parcial del receptor de insulina o dimero de
insulina, cada polipéptido de cadena A comprende independientemente la secuencia de
aminoacidos GX>X3EQCCXSICSLYQLX[7NX19CX»3 (SEC ID N.°: 3) y cada polipéptido
de cadena B comprende independientemente la secuencia de aminoacidos

X25LCGX»9X30LVEALYLVCGERGFX»7YTX31X32 (SECID N.”: 4) o
X22VNQXp5X26CGX29X30LVEALYLVCGERGFX27YTX31X32X33X34X35 (SEC ID N.“:

5) en la que X7 es isoleucina o treonina; X3 es valina, glicina, o leucina; Xg es treonina o
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histidina; X7 es acido glutdmico o glutamina; X9 es tirosina, 4-metoxi-fenilalanina, alanina, o
4-amino fenilalanina; X3 es asparagina o glicina; Xp7 es fenilalanina y desamino-fenilalanina;
X235 es histidina o treonina; X es leucina o glicina; X»7 es fenilalanina o 4cido aspartico; Xp9
es alanina, glicina, o serina; X3 es histidina, 4cido aspartico, acido glutdmico, 4cido
homocisteico, o 4cido cisteico; X31 es acido aspartico, prolina, o lisina; X3 es lisina o prolina;
X33 es treonina, alanina, o estd ausente; X34 es arginina o estd ausente; y X35 es arginina o esta
ausente; con la condicion de que al menos uno de X31 0 X3 sea lisina.

En aspectos particulares de los agonistas parciales del receptor de insulina o
dimero de insulina, el resto de unién puede ser un grupo opcionalmente sustituido seleccionado
entre el grupo que consiste en acilo, alifatico, heteroalifatico, arilo, heteroarilo y heterociclico. El
resto de union puede ser una cadena de hidrocarburo C1-C20 bivalente, lineal o ramificada,
saturada o insaturada, opcionalmente sustituida en la que una o mas unidades de metileno estan
remplazadas opcional e independientemente por -O-, -S-, -N(R)-, -C(O)-, C(O)O-, OC(O)-, -
N(R)C(0O)-, -C(O)N(R)-, -S(O)-, -S(0)2-, -N(R)SO3-, SOoN(R)-, un grupo heterociclico, un
grupo arilo, o un grupo heteroarilo, en el que cada aparicion de R es independientemente
hidrégeno, un grupo protector adecuado, un resto acilo, resto arilalquilo, resto alifatico, resto
arilo, resto heteroarilo, o resto heteroalifatico.

En un aspecto adicional mas del agonista parcial del receptor de insulina o dimero
de insulina, el resto de unién es un resto acilo, -C(O)RC(O)-, en el que R es cadena de alquilo,
cadena de poli(etilenglicol) (PEG), cadena que contiene amida, cadena que contiene triazol(es),
resto que contiene ciclooctino, una cadena acilo sustituida, o una cadena de polietilenglicol
(PEG).

En un aspecto adicional del agonista parcial del receptor de insulina o dimero de
insulina, el resto de union es un resto acilo C2-C20.

En aspectos particulares, el resto de union es un alquildioilo, -C(O)(CH»),C(O)-,
en el que n = 0-45, incluyendo aunque sin limitacioén un resto oxalilo (C2), un resto succinilo

(C4), un resto adipoilo (C6), un resto suberoilo (C8), un resto decanodioilo (C10), un resto

dodecanodioilo (C12), un resto tetradecanodioilo (C14), o un resto hexadecanodioilo (C16).
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Se proporcionan adicionalmente composiciones que comprenden uno cualquiera
de los agonistas parciales del receptor de insulina o dimeros de insulina mencionados
anteriormente y un vehiculo farmacéuticamente aceptable.

La presente invencion proporciona adicionalmente un agonista parcial del receptor
de insulina o dimero de insulina que comprende la férmula

Dl.-L-D2

en la que D! y D2 son cada uno independientemente un polipéptido de insulina o

analogo de insulina, en la que cada polipéptido de insulina es un heterodimero que comprende un

polipéptido de cadena A y un polipéptido de cadena B unidos juntos a través de enlaces disulfuro

intercatenarios; L es un resto de unidn en el que un extremo del resto de union esta unido a un
residuo de aminoacido en o cerca del grupo carboxilo de Dl y el otro extremo del resto de union
estd unido a un residuo de aminoacido en o cerca del extremo carboxilo de D2 con la condicion

de que L no incluya un enlace disulfuro; y opcionalmente, en la que al menos uno de D1 o D2

incluye un sustituyente unido al extremo amino terminal del polipéptido de cadena A o el

polipéptido de cadena B de D! 0 DZ; con la condicion de que (1) el resto de union no incluya un
enlace disulfuro y (2) cuando el extremo amino terminal del polipéptido de cadena A y el
polipéptido de cadena B no incluye un sustituyente entonces el resto de unidén no es un resto
oxalilo (C2), un resto suberoilo (C8), o un resto dodecanodioilo (C12).

En un aspecto adicional del agonista parcial del receptor de insulina o dimero de

insulina, D1 y D2 son iguales o en el que Dl y D2 son diferentes.

En un aspecto adicional del agonista parcial del receptor de insulina o dimero de
insulina, el resto de union une covalentemente D! y D2 mediante el grupo amino ¢épsilon de un

residuo de lisina en o cerca del extremo carboxi terminal de D! y D2,

En un aspecto adicional mas del agonista parcial del receptor de insulina o dimero
de insulina, el sustituyente tiene una formula general RC(O)-, en la que R puede ser R’CH2,
R’NH, R’0O y R’ puede ser H, cadena alquilo lineal, aminoacido, péptido, PEG, sacaridos, que en
aspectos particulares RC(O)- puede ser acetilo, fenilacetilo, carbamoilo, N-alquil carbamoilo, o
alcoxicarbonilo. En aspectos particulares, el sustutuyente se selecciona del grupo que consiste en
acetilo, fenilacetilo, carbamoilo, N-alquil carbamoilo, isobutilo, isobutilo, metoxiacetilo, glicina,

aminoetilglucosa (AEG), AEG-C6, PEG1, PEG2, N-dimetilo, y alcoxicarbonilo.
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En un aspecto adicional del agonista parcial del receptor de insulina o dimero de

insulina, D! y D2 son independientemente insulina humana nativa, insulina lispro, insulina
aspart, desB30 insulina, o insulina glargina.

En aspectos particulares del agonista parcial del receptor de insulina o dimero de
insulina, cada polipéptido de cadena A comprende independientemente la secuencia de
aminoacidos GX>X3EQCCXgSICSLYQLX[7NX19CX»3 (SEC ID N.°: 3) y cada polipéptido
de cadena B comprende independientemente la secuencia de aminoacidos

X975LCGX»9X30LVEALYLVCGERGFX»7YTX31X32 (SECID N.”: 4) o
X22VNQXp5X06CGX29X30LVEALYLVCGERGFX»7YTX31X32X33X34X35 (SEC ID N.°:
5) en la que X7 es isoleucina o treonina; X3 es valina, glicina, o leucina; Xg es treonina o
histidina; X7 es acido glutdmico o glutamina; X9 es tirosina, 4-metoxi-fenilalanina, alanina, o
4-amino fenilalanina; X3 es asparagina o glicina; Xp7 es fenilalanina y desamino-fenilalanina;
X235 es histidina o treonina; X es leucina o glicina; X57 es fenilalanina o 4cido aspartico; Xp9
es alanina, glicina, o serina; X3 es histidina, 4cido aspartico, acido glutdmico, 4cido
homocisteico, o 4cido cisteico; X31 es acido aspartico, prolina, o lisina; X3 es lisina o prolina;
X33 es treonina, alanina, o estd ausente; X34 es arginina o estd ausente; y X35 es arginina o esta
ausente; con la condicion de que al menos uno de X31 o X3 sea lisina.

En aspectos particulares de los agonistas parciales del receptor de insulina o
dimero de insulina, el resto de unién puede ser un grupo opcionalmente sustituido seleccionado
entre el grupo que consiste en acilo, alifatico, heteroalifatico, arilo, heteroarilo y heterociclico. El
resto de union puede ser una cadena de hidrocarburo C1-C20 bivalente, lineal o ramificada,
saturada o insaturada, opcionalmente sustituida en la que una o mas unidades de metileno estan
remplazadas opcional e independientemente por -O-, -S-, -N(R)-, -C(O)-, C(O)O-, OC(O)-, -
N(R)C(0O)-, -C(O)N(R)-, -S(O)-, -S(0)2-, -N(R)SO3-, SOoN(R)-, un grupo heterociclico, un
grupo arilo, o un grupo heteroarilo, en el que cada aparicion de R es independientemente
hidrégeno, un grupo protector adecuado, un resto acilo, resto arilalquilo, resto alifatico, resto
arilo, resto heteroarilo, o resto heteroalifatico.

En un aspecto adicional mas del agonista parcial del receptor de insulina o dimero

de insulina, el resto de unién es un resto acilo, -C(O)RC(O)-, en el que R es cadena de alquilo,
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cadena de poli(etilenglicol) (PEG), cadena que contiene amida, cadena que contiene triazol(es),
resto que contiene ciclooctino, una cadena acilo sustituida, o una cadena de polietilenglicol
(PEG).

En un aspecto adicional del agonista parcial del receptor de insulina o dimero de
insulina, el resto de union es un resto acilo C2-C20.

En aspectos particulares, el resto de union es un alquildioilo, -C(O)(CH»),C(O)-,

en el que n = 0-45, incluyendo aunque sin limitacion un resto oxalilo (C2), un resto succinilo
(C4), un resto adipoilo (C6), un resto suberoilo (C8), un resto decanodioilo (C10), un resto
dodecanodioilo (C12), un resto tetradecanodioilo (C14), o un resto hexadecanodioilo (C16).

La presente invencion proporciona adicionalmente un dimero de analogo de
insulina que comprende:

un primer heterodimero de analogo de insulina y un segundo heterodimero de
insulina o analogo de insulina incluyendo cada heterodimero un polipéptido de cadena A y un
polipéptido de cadena B, en el que el polipéptido de cadena A y el polipéptido de cadena B estan
unidos juntos a través de enlaces disulfuro intercatenarios; en el que el primero y segundo
heterodimeros de insulina o andlogo de insulina estan unidos covalentemente juntos a través de
un resto de union que conecta la cadena lateral de un aminoécido en o cerca del extremo carboxi
terminal de los dos polipéptidos respectivos de cadena B; en el que el andlogo de insulina se
selecciona entre insulina lispro, insulina aspart e insulina glargina; y opcionalmente en el que el
extremo amino terminal de al menos uno de los polipéptidos de cadena A y los polipéptidos de
cadena B del primer polipéptido de insulina o el segundo polipéptido de insulina estd unido
covalentemente a un sustituyente, con la condicion de que el resto de unidon no incluya un enlace
disulfuro.

En un aspecto adicional del agonista parcial del receptor de insulina, el primero y
segundo heterodimeros de insulina o analogo de insulina son iguales o en el que el primero y
segundo heterodimeros de insulina o andlogo de insulina son diferentes.

En un aspecto adicional del agonista parcial del receptor de insulina, el resto de
union une covalentemente el primer heterodimero de insulina o analogo de insulina y el segundo
heterodimero de insulina o andlogo de insulina mediante un grupo amino épsilon de un residuo

de lisina en o cerca del extremo carboxi terminal de sus respectivos polipéptidos de cadena B.
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En un aspecto adicional mas del agonista parcial del receptor de insulina, el
sustituyente tiene una formula general RC(O)-, en la que R puede ser R’CH2, R°’NH, R’O y R’
puede ser H, cadena alquilo lineal, aminoacido, péptido, PEG, sacaridos, que en aspectos
particulares RC(O)- puede ser acetilo, fenilacetilo, carbamoilo, N-alquil carbamoilo, o
alcoxicarbonilo. En aspectos particulares, el sustutuyente se selecciona del grupo que consiste en
acetilo, fenilacetilo, carbamoilo, N-alquil carbamoilo, isobutilo, isobutilo, metoxiacetilo, glicina,

aminoetilglucosa (AEG), AEG-C6, PEG1, PEG2, N-dimetilo, y alcoxicarbonilo.

En un aspecto adicional del agonista parcial del receptor de insulina, al menos uno
de la primera y segunda insulina o analogo de insulina esta conjugada adicionalmente con un
polietilenglicol, un resto de azlicar, o un heterociclo.

En aspectos particulares de los agonistas parciales del receptor de insulina, el resto
de union puede ser un grupo opcionalmente sustituido seleccionado entre el grupo que consiste
en acilo, alifatico, heteroalifatico, arilo, heteroarilo y heterociclico. El resto de uniéon puede ser
una cadena de hidrocarburo C1-C20 bivalente, lincal o ramificada, saturada o insaturada,
opcionalmente sustituida en la que una o mas unidades de metileno estan remplazadas opcional e
independientemente por -O-, -S-, -N(R)-, -C(O)-, C(O)O-, OC(O)-, -N(R)C(O)-, -C(O)N(R)-, -
S(O)-, -S(0)2-, -N(R)SO2-, SOpN(R)-, un grupo heterociclico, un grupo arilo, o un grupo
heteroarilo, en el que cada aparicion de R es independientemente hidrogeno, un grupo protector
adecuado, un resto acilo, resto arilalquilo, resto alifatico, resto arilo, resto heteroarilo, o resto
heteroalifatico.

En un aspecto adicional més del agonista parcial del receptor de insulina, el resto
de unioén es un resto acilo, -C(O)RC(O)-, en el que R es cadena de alquilo, cadena de
poli(etilenglicol) (PEG), cadena que contiene amida, cadena que contiene triazol(es), resto que
contiene ciclooctino, una cadena acilo sustituida, o una cadena de polietilenglicol (PEG).

En un aspecto adicional del agonista parcial del receptor de insulina, el resto de
unidn es un resto acilo C2-C20.

En aspectos particulares, el resto de union es un alquildioilo, -C(O)(CH»),C(O)-,

en el que n = 0-45, incluyendo aunque sin limitacion un resto oxalilo (C2), un resto succinilo
(C4), un resto adipoilo (C6), un resto suberoilo (C8), un resto decanodioilo (C10), un resto

dodecanodioilo (C12), un resto tetradecanodioilo (C14), o un resto hexadecanodioilo (C16).
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La presente invencion proporciona adicionalmente un dimero de analogo de

insulina que comprende la férmula
Dl-L-D2
en la que D! y D2 son cada uno independientemente un polipéptido de insulina o
analogo de insulina, en la que cada polipéptido de insulina es un heterodimero que comprende un

polipéptido de cadena A y un polipéptido de cadena B unidos juntos a través de enlaces disulfuro

intercatenarios; L es un resto de unidn en el que un extremo del resto de union estd unido a un
residuo de aminoacido en o cerca del grupo carboxilo de Dl y el otro extremo del resto de union

esta unido a un residuo de aminoacido en o cerca del extremo carboxilo de D2 con la condicion

de que L no incluya un enlace disulfuro; en la que el resto de insulina se selecciona entre insulina

lispro, insulina aspart e insulina glargina; y opcionalmente, en la que al menos uno de Dl o D2

incluye un sustituyente unido al extremo amino terminal del polipéptido de cadena A o el

polipéptido de cadena B de D! 0 DZ; con la condicién de que el resto de union no incluya un

enlace disulfuro.
En un aspecto adicional del agonista parcial del receptor de insulina, Dl y D2 son

iguales o en el que D! y D2 son diferentes.

En un aspecto adicional del agonista parcial del receptor de insulina, el resto de
union une covalentemente D! y D2 mediante el grupo amino épsilon de un residuo de lisina en o

cerca del extremo carboxi terminal de D1 y D2.

En un aspecto adicional més del agonista parcial del receptor de insulina, el
sustituyente tiene una formula general RC(O)-, en la que R puede ser R’CH2, R°’NH, R’O y R’
puede ser H, cadena alquilo lineal, aminoacido, péptido, PEG, sacaridos, que en aspectos
particulares RC(O)- puede ser acetilo, fenilacetilo, carbamoilo, N-alquil carbamoilo, o
alcoxicarbonilo. En aspectos particulares, el sustutuyente se selecciona del grupo que consiste en
acetilo, fenilacetilo, carbamoilo, N-alquil carbamoilo, isobutilo, isobutilo, metoxiacetilo, glicina,
aminoetilglucosa (AEG), AEG-C6, PEG1, PEG2, N-dimetilo, y alcoxicarbonilo.

En aspectos particulares de los agonistas parciales del receptor de insulina, el resto
de unioén puede ser un grupo opcionalmente sustituido seleccionado entre el grupo que consiste
en acilo, alifatico, heteroalifatico, arilo, heteroarilo y heterociclico. El resto de union puede ser

una cadena de hidrocarburo C1-C20 bivalente, lineal o ramificada, saturada o insaturada,
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opcionalmente sustituida en la que una o mas unidades de metileno estan remplazadas opcional e
independientemente por -O-, -S-, -N(R)-, -C(O)-, C(O)O-, OC(0O)-, -N(R)C(O)-, -C(O)N(R)-, -
S(0)-, -S(0)2-, -N(R)SO2-, SOoN(R)-, un grupo heterociclico, un grupo arilo, o un grupo
heteroarilo, en el que cada aparicion de R es independientemente hidrogeno, un grupo protector
adecuado, un resto acilo, resto arilalquilo, resto alifatico, resto arilo, resto heteroarilo, o resto
heteroalifatico.

En un aspecto adicional mas del agonista parcial del receptor de insulina, el resto
de union es un resto acilo, -C(O)RC(O)-, en el que R es cadena de alquilo, cadena de
poli(etilenglicol) (PEG), cadena que contiene amida, cadena que contiene triazol(es), resto que
contiene ciclooctino, una cadena acilo sustituida, o una cadena de polietilenglicol (PEG).

En un aspecto adicional del agonista parcial del receptor de insulina, el resto de
unidn es un resto acilo C2-C20.

En aspectos particulares, el resto de union es un alquildioilo, -C(O)(CHp) 2C(O)-,

en el que n = 0-45, incluyendo aunque sin limitacion un resto oxalilo (C2), un resto succinilo
(C4), un resto adipoilo (C6), un resto suberoilo (C8), un resto decanodioilo (C10), un resto
dodecanodioilo (C12), un resto tetradecanodioilo (C14), o un resto hexadecanodioilo (C16).

La presente invencidn proporciona un agonista parcial del receptor de insulina,
que comprende

un primer heterodimero de insulina o analogo de insulina y un segundo
heterodimero de insulina o andlogo de insulina incluyendo cada heterodimero un polipéptido de
cadena A y un polipéptido de cadena B, en el que el polipéptido de cadena A y el polipéptido de
cadena B estan unidos juntos a través de enlaces disulfuro intercatenarios; en el que el primero y
segundo heterodimeros de insulina o andlogo de insulina estdn unidos covalentemente juntos a
través de un resto de unidon que conecta la cadena lateral de un aminoacido en o cerca del
extremo carboxi terminal de los dos polipéptidos respectivos de cadena B; opcionalmente en el
que el extremo amino terminal de al menos uno de los polipéptidos de cadena A y los
polipéptidos de cadena B del primer polipéptido de insulina o segundo polipéptido de insulina
estd unido covalentemente a un sustituyente; y en el que el agonista parcial del receptor de
insulina tiene una respuesta maxima hacia el receptor de insulina (IR) humana que es

aproximadamente el 20%, 25%, 30%, 35%, 40%, 45%, 50%, 55%, 60%, 65%, o 70% de la
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respuesta maxima de insulina humana nativa hacia el IR seglin se determina por un ensayo de
fosforilacion funcional; o

un primer heterodimero de insulina o analogo de insulina y un segundo
heterodimero de insulina o andlogo de insulina incluyendo cada heterodimero un polipéptido de
cadena A y un polipéptido de cadena B, en el que el polipéptido de cadena A y el polipéptido de
cadena B estdn unidos juntos a través de enlaces disulfuro intercatenarios; en el que el primero y
segundo heterodimeros de insulina o andlogo de insulina estdn unidos covalentemente juntos a
través de un resto de unidon que conecta la cadena lateral de un aminoacido en o cerca del
extremo carboxi terminal de los dos polipéptidos respectivos de cadena B; opcionalmente en el
que el extremo amino terminal de al menos uno de los polipéptidos de cadena A y los
polipéptidos de cadena B del primer polipéptido de insulina o segundo polipéptido de insulina
estd unido covalentemente a un sustituyente; y en el que el agonista parcial del receptor de
insulina tiene una respuesta maxima hacia el receptor de insulina (IR) humana que esta entre el
20% y el 70%, el 40% y el 70%, el 50% y el 70%, el 40% y el 60%, o el 20% y el 40% de la
respuesta maxima de insulina humana nativa hacia el IR segun se determina por un ensayo de
fosforilacion funcional; o

un primer heterodimero de insulina o andlogo de insulina y un segundo
heterodimero de insulina o analogo de insulina incluyendo cada heterodimero un polipéptido de
cadena A y un polipéptido de cadena B, en el que el polipéptido de cadena A y el polipéptido de
cadena B estan unidos juntos a través de enlaces disulfuro intercatenarios; en el que el primero y
segundo heterodimeros de insulina o analogo de insulina estdn unidos covalentemente juntos a
través de un resto de unidon que conecta la cadena lateral de un aminoacido en o cerca del
extremo carboxi terminal de los dos polipéptidos respectivos de cadena B; opcionalmente en el
que el extremo amino terminal de al menos uno de los polipéptidos de cadena A y los
polipéptidos de cadena B del primer polipéptido de insulina o segundo polipéptido de insulina
esta unido covalentemente a un sustituyente; y en el que el agonista parcial del receptor de
insulina tiene una respuesta maxima hacia el receptor de insulina (IR) humana que es al menos el
20%, 25%, 30%, 35%, 40%, 45%, 50%, 55%, 60%, 65%, o 70% de la respuesta maxima de
insulina humana nativa hacia el IR segln se determina por un ensayo de fosforilacién funcional;

(0]
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un primer heterodimero de insulina o andlogo de insulina y un segundo
heterodimero de insulina o analogo de insulina, incluyendo cada heterodimero un polipéptido de
cadena A y un polipéptido de cadena B, en el que el polipéptido de cadena A y el polipéptido de
cadena B estan unidos juntos a través de enlaces disulfuro intercatenarios; en el que el primero y
segundo heterodimeros de insulina o analogo de insulina estdn unidos covalentemente juntos a
través de un resto de unidon que conecta la cadena lateral de un aminoacido en o cerca del
extremo carboxi terminal de los dos polipéptidos respectivos de cadena B; opcionalmente en el
que el extremo amino terminal de al menos uno de los polipéptidos de cadena A y los
polipéptidos de cadena B del primer polipéptido de insulina o segundo polipéptido de insulina
esta unido covalentemente a un sustituyente; y en el que el agonista parcial del receptor de
insulina tiene una respuesta maxima hacia el receptor de insulina (IR) humana que es de menos
del 70% de la respuesta maxima de insulina humana nativa hacia el IR segln se determina por un
ensayo de fosforilacion funcional; o

un primer heterodimero de insulina o andlogo de insulina y un segundo
heterodimero de insulina o andlogo de insulina incluyendo cada heterodimero un polipéptido de
cadena A y un polipéptido de cadena B, en el que el polipéptido de cadena A y el polipéptido de
cadena B estan unidos juntos a través de enlaces disulfuro intercatenarios; en el que el primero y
segundo heterodimeros de insulina o analogo de insulina estdn unidos covalentemente juntos a
través de un resto de unidon que conecta la cadena lateral de un aminoacido en o cerca del
extremo carboxi terminal de los dos polipéptidos respectivos de cadena B; opcionalmente en el
que el extremo amino terminal de al menos uno de los polipéptidos de cadena A y los
polipéptidos de cadena B del primer polipéptido de insulina o segundo polipéptido de insulina
estd unido covalentemente a un sustituyente; y en el que el agonista parcial del receptor de
insulina tiene una respuesta maxima hacia el receptor de insulina (IR) humana que es
aproximadamente el 20%, 25%, 30%, 35%, 40%, 45%, 50%, 55%, 60%, 65%, o 70% de la
respuesta maxima de insulina humana nativa hacia el IR seglin se determina por un ensayo de
fosforilacion funcional.

En las realizaciones anteriores, el ensayo de fosforilacion funcional puede ser un
ensayo de fosforilacion por AKT del receptor de insulina (IR).

En un aspecto adicional del agonista parcial del receptor de insulina, el resto de

unién no incluye un enlace disulfuro y cuando el extremo amino terminal del polipéptido de
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cadena A y el polipéptido de cadena B no incluye un sustituyente el resto de uniéon no es un resto
oxalilo (C2), un resto suberoilo (C8), o un resto dodecanodioilo (C12).

En un aspecto adicional del agonista parcial del receptor de insulina, el primero y
segundo heterodimeros de insulina o analogo de insulina son iguales o en el que el primero y
segundo heterodimeros de insulina o analogo de insulina son diferentes.

En un aspecto adicional del agonista parcial del receptor de insulina, en el que el
resto de unioén une covalentemente el primer heterodimero de insulina o analogo de insulina y el
segundo heterodimero de insulina o analogo de insulina mediante un grupo amino épsilon de un
residuo de lisina en o cerca del extremo carboxi terminal de sus respectivos polipéptidos de
cadena B.

En un aspecto adicional més del agonista parcial del receptor de insulina, el
sustituyente tiene una férmula general RC(O)-, en la que R puede ser R’CH2, R’NH, R’0O y R’
puede ser H, cadena alquilo lineal, aminoacido, péptido, PEG, sacaridos, que en aspectos
particulares RC(O)- puede ser acetilo, fenilacetilo, carbamoilo, N-alquil carbamoilo, o
alcoxicarbonilo. En aspectos particulares, el sustutuyente se selecciona del grupo que consiste en
acetilo, fenilacetilo, carbamoilo, N-alquil carbamoilo, isobutilo, isobutilo, metoxiacetilo, glicina,
aminoetilglucosa (AEG), AEG-C6, PEG1, PEG2, N-dimetilo, y alcoxicarbonilo.

En un aspecto adicional del agonista parcial del receptor de insulina, la primera y
segunda insulinas o andlogos de insulina son independientemente insulina humana nativa,
insulina lispro, insulina aspart, desB30 insulina, o insulina glargina.

En aspectos particulares del agonista parcial del receptor de insulina, cada
polipéptido de cadena A comprende independientemente la secuencia de aminoacidos

GX»X3EQCCXQSICSLYQLX17NX19CX23 (SEC ID N.°: 3) y cada polipéptido de cadena B

comprende independientemente la secuencia de aminoacidos

X25LCGX»9X30LVEALYLVCGERGFX»7YTX31X32 (SECID N.”: 4) o
X22VNQXp5X26CGX29X30LVEALYLVCGERGFX27YTX31X32X33X34X35 (SEC ID N.°:
5) en la que X7 es isoleucina o treonina; X3 es valina, glicina, o leucina; Xg es treonina o
histidina; X7 es acido glutdmico o glutamina; X9 es tirosina, 4-metoxi-fenilalanina, alanina, o
4-amino fenilalanina; X3 es asparagina o glicina; Xp7 es fenilalanina y desamino-fenilalanina;

X735 es histidina o treonina; Xp¢ es leucina o glicina; X57 es fenilalanina o acido aspartico; X9
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es alanina, glicina, o serina; X3 es histidina, 4acido aspartico, acido glutdmico, 4cido
homocisteico, o 4cido cisteico; X3 es acido aspartico, prolina, o lisina; X35 es lisina o prolina;
X33 es treonina, alanina, o estd ausente; X34 es arginina o esta ausente; y X35 es arginina o esta
ausente; con la condicion de que al menos uno de X31 0 X37 sea lisina.

En aspectos particulares de los agonistas parciales del receptor de insulina, el resto
de union puede ser un grupo opcionalmente sustituido seleccionado entre el grupo que consiste
en acilo, alifatico, heteroalifatico, arilo, heteroarilo y heterociclico. El resto de unién puede ser
una cadena de hidrocarburo C1-20 bivalente, lineal o ramificada, saturada o insaturada,
opcionalmente sustituida en la que una o mas unidades de metileno estan remplazadas opcional e
independientemente por -O-, -S-, -N(R)-, -C(O)-, C(0)O-, OC(O)-, -N(R)C(O)-, -C(O)N(R)-, -
S(0)-, -S(0)72-, -N(R)SO2-, SOoN(R)-, un grupo heterociclico, un grupo arilo, o un grupo
heteroarilo, en el que cada aparicion de R es independientemente hidrogeno, un grupo protector
adecuado, un resto acilo, resto arilalquilo, resto alifatico, resto arilo, resto heteroarilo, o resto
heteroalifatico.

En un aspecto adicional mas del agonista parcial del receptor de insulina, el resto
de unioén es un resto acilo, -C(O)RC(O)-, en el que R es cadena de alquilo, cadena de
poli(etilenglicol) (PEG), cadena que contiene amida, cadena que contiene triazol(es), resto que
contiene ciclooctino, una cadena acilo sustituida, o una cadena de polietilenglicol (PEG).

En un aspecto adicional del agonista parcial del receptor de insulina, el resto de
unidn es un resto acilo C2-C20.

En aspectos particulares, el resto de union es un alquildioilo, -C(O)(CHp),C(O)-,

en el que n = 0-45, incluyendo aunque sin limitacion un resto oxalilo (C2), un resto succinilo
(C4), un resto adipoilo (C6), un resto suberoilo (C8), un resto decanodioilo (C10), un resto
dodecanodioilo (C12), un resto tetradecanodioilo (C14), o un resto hexadecanodioilo (C16).

La presente invencidn proporciona adicionalmente un dimero de insulina que
comprende una primera Lys B28 o B29 de una molécula de primer heterodimero de insulina que
tiene un primer polipéptido de cadena A y primer polipéptido de cadena B y una segunda Lys
B28 0 B29 de un segundo heterodimero de insulina que tiene un segundo polipéptido de cadena
A y segundo polipéptido de cadena B conjugadas conjuntamente por un enlazador bifuncional

seleccionado del grupo que consiste en Enlazador 1, Enlazador 2, Enlazador 3, Enlazador 10,
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Enlazador 11, Enlazador 12, Enlazador 13, Enlazador 14, Enlazador 15, Enlazador 16,
Enlazador 17, Enlazador 18, Enlazador 19, Enlazador 20, Enlazador 21, Enlazador 22,
Enlazador 23, Enlazador 24, Enlazador 25, Enlazador 26, Enlazador 27, Enlazador 28,
Enlazador 29, Enlazador 30, Enlazador 31, Enlazador 32, Enlazador 33, Enlazador 34,
Enlazador 35, Enlazador 36, Enlazador 37, Enlazador 38, Enlazador 39, Enlazador 40,
Enlazador 41, Enlazador 42, Enlazador 43, Enlazador 44, Enlazador 45, Enlazador 46,
Enlazador 47, Enlazador 48, Enlazador 49, y Enlazador 50 con la condicion de que cuando el
enlazador bifuncional sea Enlazador 10, Enlazador 11, Enlazador 12, Enlazador 13, o
Enlazador 14, al menos uno de los primer o segundo polipéptidos de cadena A o de cadena B
esté conjugado en su aminoacido N-terminal con un sustituyente o al menos los aminoacidos N-
terminales de la molécula de primer heterodimero de insulina estén conjugados con un
sustituyente o los aminoacidos N-terminales de tanto el primer heterodimero de insulina como el
segundo heterodimero de insulina estén conjugados con un sustituyente.

En realizaciones particulares, el sustituyente comprende un éster de N-
hidroxisuccinimida unido a un grupo que tiene la férmula general RC(O)-, donde R puede ser
R’CHp, R’NH, R’O, y R’ puede ser H, cadena alquilo lineal, aminoécido, péptido,
poli(etilenglicol) (PEG), sacaridos. En realizaciones particulares, el sustituyente es un grupo
carbamoilo, grupo acetilo, glicina, grupo metilo, grupo metoxi, grupo dimetilo, grupo isobutilo,
grupo PEG1, grupo AEG, grupo alquilo C6-AEG o grupo PEG2.

La presente invencion proporciona adicionalmente un dimero de insulina que
comprende una primera Lys B28 o B29 de una molécula de primer heterodimero de insulina que
tiene un primer polipéptido de cadena A y primer polipéptido de cadena B esta conjugada con un
primer enlazador seleccionado del grupo que consiste en Enlazador 5 y Enlazador 7 y una
segunda Lys B28 0 B29 de un segundo heterodimero de insulina que tiene un segundo
polipéptido de cadena A y segundo polipéptido de cadena B conjugada con un segundo
enlazador seleccionado del grupo que consiste en Enlazador 4, Enlazador 6, Enlazador 8, y
Enlazador 9 conjugados conjuntamente a través del primer enlazador y el segundo enlazador.

En una realizacion adicional, la presente invencion proporciona un dimero de
analogo de insulina, que comprende una primera Lys B28 o B29 de una molécula de primer
heterodimero de insulina que tiene un primer polipéptido de cadena A y primer polipéptido de

cadena B conjugada con un primer enlazador seleccionado del grupo que consiste en Enlazador
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5 y Enlazador 7 y una segunda Lys B28 o0 B29 de un segundo heterodimero de insulina que
tiene un segundo polipéptido de cadena A y segundo polipéptido de cadena B conjugada con un
segundo enlazador seleccionado del grupo que consiste en Enlazador 5 y Enlazador 7, en el
que los primer y segundo enlazadores estan conjugados conjuntamente a través de un enlazador

en puente que tiene una estructura

R

en el que R es un enlace covalente, un atomo de carbono, un fenilo, un heteroatomo, o un grupo
opcionalmente sustituido seleccionado del grupo que consiste en acilo, alifatico, heteroalifatico,
arilo, heteroarilo, y heterociclilo. En aspectos particulares R es un grupo acilo C2, C3, C4, C6,
C7, C8, C9 0 C10 o un PEG2, PEG3, PEG4, PEGS, PEG6, PEG7, PEGS, PEG9,PEG10, PEG11,
PEG12, PEG13, o PEG25.

En realizaciones particulares, el sustituyente comprende un éster de N-
hidroxisuccinimida unido a un grupo que tiene la formula general RC(O)-, donde R puede ser
R’CHjy, R’NH, R’O, y R’ puede ser H, cadena alquilo lineal, aminoacido, péptido,
poli(etilenglicol) (PEG), sacaridos. En realizaciones particulares, el sustituyente es un grupo
carbamoilo, grupo acetilo, glicina, grupo metilo, grupo metoxi, grupo dimetilo, grupo isobutilo,
grupo PEG1, grupo AEG, grupo alquilo C6-AEG o grupo PEG2.

En una realizacion particular, la presente invencion proporciona un dimero de
analogo de insulina, que comprende una primera Lys B28 o B29 de una molécula de primer
heterodimero de insulina que tiene un primer polipéptido de cadena A y primer polipéptido de
cadena B conjugada con un primer enlazador seleccionado del grupo que consiste en Enlazador
4, Enlazador 6, Enlazador 8, y Enlazador 9 y una segunda Lys B28 o B29 de un segundo
heterodimero de insulina que tiene un segundo polipéptido de cadena A y segundo polipéptido de
cadena B conjugada con un segundo enlazador seleccionado del grupo que consiste en
Enlazador 4, Enlazador 6, Enlazador 8, y Enlazador 9, en el que los primer y segundo
enlazadores estan conjugados conjuntamente a través de un enlazador en puente que tiene una
estructura

N3——R—N;
en el que R es un enlace covalente, un 4&tomo de carbono, un fenilo, un heteroatomo, o un grupo
opcionalmente sustituido seleccionado del grupo que consiste en acilo, alifatico, heteroalifatico,

arilo, heteroarilo, y heterociclilo. En aspectos particulares R es un grupo acilo C2, C3, C4, C6,
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C7,C8, C9 0 C10 o un PEG2, PEG3, PEG4, PEGS, PEG6, PEG7, PEGS, PEG9,PEG10, PEG11,
PEG12, PEG13, o PEG25.

En realizaciones particulares, el sustituyente comprende un éster de V-
hidroxisuccinimida unido a un grupo que tiene la férmula general RC(O)-, donde R puede ser
R’CHjy, R’NH, R’O, y R’ puede ser H, cadena alquilo lineal, aminoacido, péptido,
poli(etilenglicol) (PEG), sacaridos. En realizaciones particulares, el sustituyente es un grupo
carbamoilo, grupo acetilo, glicina, grupo metilo, grupo metoxi, grupo dimetilo, grupo isobutilo,
grupo PEG1, grupo AEG, grupo alquilo C6-AEG o grupo PEG2.

La presente proporciona adicionalmente composiciones que comprenden uno
cualquiera de los agonistas parciales del receptor de insulina divulgados en el presente
documento y una sal farmacéuticamente aceptable.

La presente invencidén proporciona un procedimiento para tratar la diabetes que
comprende administrar a un individuo con diabetes una cantidad terapéuticamente eficaz de una
composicion que comprende uno cualquiera de los agonistas parciales del receptor de insulina
mencionados anteriormente. En aspectos particulares la diabetes es diabetes Tipo 1, diabetes
Tipo 2, o diabetes gestacional.

La presente invencion proporciona el uso de una composicion para el tratamiento
de la diabetes que comprende uno cualquiera de los agonistas parciales del receptor de insulina
mencionados anteriormente. En aspectos particulares, la diabetes es diabetes Tipo 1, diabetes
Tipo 2, o diabetes gestacional.

La presente invencion proporciona el uso de uno cualquiera de los agonistas
parciales del receptor de insulina divulgados en el presente documento para la fabricacion de un
medicamento para el tratamiento de la diabetes. En aspectos particulares la diabetes es diabetes

Tipo 1, diabetes Tipo 2, o diabetes gestacional.

Definiciones

Insulina - como se usa en el presente documento, el término indica el principio
activo del pancreas que afecta al metabolismo de carbohidratos en el organismo animal y que es
valioso en el tratamiento de la diabetes mellitus. El término incluye productos sintéticos y
derivados de forma biotecnolédgica que son iguales que, o similares a, insulinas de origen natural

en estructura, uso y efecto pretendido y son valiosos en el tratamiento de la diabetes mellitus.
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El término es un término genérico que denomina el heterodimero de 51
aminoacidos que comprende el péptido de cadena A que tiene la secuencia de aminoacidos
mostrada en la SEC ID N.%: 1 y el péptido de cadena B que tiene la secuencia de aminoacidos
mostrada en la SEC ID N.°: 2, en la que los residuos de cisteina en las posiciones 6 y 11 de la
cadena A estan unidos en un enlace disulfuro, los residuos de cisteina en la posicion 7 de la
cadena A y la posicion 7 de la cadena B estan unidos en un enlace disulfuro y los residuos de
cisteina en la posicion 20 de la cadena A y 19 de la cadena B estan unidos en un enlace disulfuro.

Anadlogo de insulina - el término, como se usa en el presente documento, incluye
cualquier analogo de heterodimero o analogo de cadena sencilla que comprende una o mas
modificaciones del péptido de cadena A y/o péptido de cadena B nativos. Las modificaciones
incluyen aunque sin limitacion sustituir un aminoécido en el lugar del aminoacido nativo en una
posicion seleccionada entre A4, AS, A8, A9, A10, A12, A13, Al4, Al5, Al6, Al17, A18, A19,
A21, B1, B2, B3, B4, BS, B9, B10, B13, B14, B15, B16, B17, B18, B20, B21, B22, B23, B26,
B27, B28, B29 y B30; delecionar cualquier o todos los de las posiciones B1-4 y B26-30; o
conjugar directamente o mediante un enlazador polimérico o no polimérico uno o mas de acilo,
polietilglicina (PEG), o resto (restos) de sacarido; o cualquier combinacién de los mismos. Segun
se ejemplifica por los analogos de insulina N-glucosilados divulgados en el presente documento,
el término incluye adicionalmente cualquier analogo de heterodimero y cadena sencilla de
insulina que se ha modificado para tener al menos un sitio de glucosilacion ligada a N'y en
particular, realizaciones en que el sitio de glucosilacion ligada a N esta unido a u ocupado por un
N-glucano. Los ejemplos de andlogos de insulina incluyen aunque sin limitacion los analogos de
heterodimero y cadena sencilla divulgados en la solicitud internacional publicada
W020100080606, W0O2009/099763 y W0O2010080609, cuyas divulgaciones se incorporan en el
presente documento por referencia. Los ejemplos de analogos de insulina de cadena sencilla
también incluyen aunque sin limitacion los divulgados en las solicitudes internacionales
publicadas W09634882, W095516708, W02005054291, W0O2006097521, W0O2007104734,
WO02007104736, WO2007104737, WO2007104738, W0O2007096332, W0O2009132129; las
patentes de Estados Unidos N.**: 5.304.473 y 6.630.348; y Kristensen y col., Biochem. J. 305:
981-986 (1995), cuyas divulgaciones de cada una se incorporan en el presente documento por

referencia.
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El término incluye adicionalmente moléculas polipeptidicas de cadena sencilla y
heterodiméricas que tienen poca o ninguna actividad detectable en el receptor de insulina pero
que se han modificado para incluir una o mas modificaciones o sustituciones de aminoéacidos
para tener una actividad en el receptor de insulina que tiene al menos un 1%, 10%, 50%, 75%, o
90% de la actividad en el receptor de insulina en comparacion con la insulina nativa y que
incluye adicionalmente al menos un sitio de glucosilacion ligada a N. En aspectos particulares, el
analogo de insulina es un agonista parcial que tiene menos del 80% (o 70%) de actividad en el
receptor de insulina que la insulina nativa. Estos andlogos de insulina, que tienen actividad
reducida en el receptor de la hormona de crecimiento tipo insulina y actividad potenciada en el
receptor de insulina, incluyen analogos tanto de heterodimeros como de cadena sencilla.

Insulina de cadena sencilla o analogo de insulina de cadena sencilla - como se usa
en el presente documento, el término abarca un grupo de proteinas estructuralmente relacionadas
en las que el péptido de cadena A o analogo funcional y el péptido de cadena B o analogo
funcional estan unidos covalentemente mediante un péptido o polipéptido de 2 a 35 aminoacidos
o enlazador no peptidico polimérico o no polimérico y que tienen al menos un 1%, 10%, 50%,
75%, 0 90% de la actividad de insulina en el receptor de insulina en comparacion con la insulina
nativa. La insulina o el anélogo de insulina de cadena sencilla incluye adicionalmente tres
enlaces disulfuro: el primer enlace disulfuro esta entre los residuos de cisteina en las posiciones 6
y 11 de la cadena A o analogo funcional de la misma, el segundo enlace disulfuro esté entre los
residuos de cisteina en la posicion 7 de la cadena A o analogo funcional de la misma y la
posicion 7 de la cadena B o anédlogo funcional de la misma y el tercer enlace disulfuro esta entre
los residuos de cisteina en la posicion 20 de la cadena A o anédlogo funcional de la misma y la
posicion 19 de la cadena B o andlogo funcional de la misma.

Péptido de conexion o péptido C - como se usa en el presente documento, el
término se refiere al resto de conexion "C" de la secuencia de polipéptidos B-C-A de una
molécula tipo preproinsulina de cadena sencilla. Especificamente, en la cadena de insulina
natural, el péptido C conecta el aminoacido en la posicién 30 de la cadena B y el aminoécido en
la posicion 1 de la cadena A. El término puede referirse tanto al péptido C de insulina nativa, el
péptido C de mono, como a cualquier otro péptido de 3 a 35 aminoacidos que conecte la cadena
B ala cadena A y por tanto se entiende que abarca cualquier péptido que una el péptido de

cadena B al péptido de cadena A en un andlogo de insulina de cadena sencilla (véanse, por
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ejemplo, las solicitudes publicadas de Estados Unidos N.°*: 20090170750 y 20080057004 y el
documento W09634882) y en moléculas precursoras de insulina tales como las divulgadas en el
documento W0O9516708 y la patente de Estados Unidos N.°: 7.105.314.

Modificacion de aminoacido - como se usa en el presente documento, el término
se refiere a una sustitucion de un aminoacido, o a la derivacion de un aminoacido por la adicion
y/o eliminacién de grupos quimicos al/del aminoacido e incluye la sustitucién con cualquiera de
los 20 aminoécidos habitualmente encontrados en proteinas humanas, asi como con aminoécidos
atipicos o de origen no natural. Las fuentes comerciales de aminoécidos atipicos incluyen Sigma-
Aldrich (Milwaukee, WI), ChemPep Inc. (Miami, FL) y Genzyme Pharmaceuticals (Cambridge,
MA). Los aminoacidos atipicos pueden adquirirse de proveedores comerciales, sintetizarse de
novo, o modificarse o derivarse quimicamente a partir de aminodcidos de origen natural.

Sustitucion de aminoacido - como se usa en el presente documento se refiere al
remplazo de un residuo de aminoacido por un residuo de aminoacido diferente.

Sustitucion conservadora de aminoacido - como se usa en el presente documento,
el término se define en el presente documento como intercambios dentro de uno de los siguientes
cinco grupos:

I. Residuos alifaticos pequeios, no polares o ligeramente polares:

Ala, Ser, Thr, Pro, Gly;

II. Residuos polares, cargados negativamente y sus amidas:
Asp, Asn, Glu, Gln, acido cisteico y acido homocisteico;
ITI. Residuos polares, cargados positivamente:
His, Arg, Lys; ornitina (Orn)
IV. Residuos grandes, alifaticos, no polares:
Met, Leu, Ile, Val, Cys, norleucina (Nle), homocisteina
V. Residuos grandes, aromaticos:

Phe, Tyr, Trp, acetil fenilalanina

Tratar — como se usa en el presente documento, el término “tratar” (o “tratando”,
“tratado”, “tratamiento”, etc.) se refiere a la administracion de un IRPA de la presente
divulgacion a un sujeto que lo necesita con el proposito de mitigar, aliviar, alterar, corregir,
mejorar o afectar a una afeccion (por ejemplo, diabetes), un sintoma o sintomas de una afeccion

(por ejemplo, hiperglucemia), o la predisposicion hacia una afeccion. Por ejemplo, como se usa
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en el presente documento la expresion "tratar la diabetes" se referira en general a mantener los
niveles sanguineos de glucosa cerca de los niveles normales y puede incluir aumentar o
disminuir los niveles sanguineos de glucosa dependiendo de una situacion dada.

Vehiculo farmacéuticamente aceptable — como se usa en el presente documento, el
término incluye cualquiera de los vehiculos farmacéuticos convencionales, tales como una
solucion salina tamponada con fosfato, agua, emulsiones tales como emulsion de aceite en agua
o0 agua en aceite y diversos tipos de agentes humectantes adecuados para administracion a o por
un individuo en necesidad. El término también abarca cualquiera de los agentes aprobados por
una agencia reguladora del gobierno federal de Estados Unidos o enumerados en la farmacopea
de Estados Unidos para su uso en animales, incluyendo seres humanos.

Sal farmacéuticamente aceptable - como se usa en el presente documento, el
término se refiere a sales de compuestos que retienen la actividad bioldgica del compuesto
precursor y que no son bioldgicamente indeseables o indeseables de otro modo. Muchos de los
compuestos divulgados en el presente documento son capaces de formar sales de acidos y/o
bases en virtud de la presencia de grupos amino y/o carboxilo o grupos similares a los mismos.

Pueden prepararse sales de adicion de bases farmacéuticamente aceptables a partir
de bases inorganicas y organicas. Las sales derivadas de bases inorganicas incluyen, a modo de
ejemplo solamente, sales de sodio, potasio, litio, amonio, calcio, cinc y magnesio. Las sales
derivadas de bases orgénicas incluyen, aunque sin limitacion, sales de aminas primarias,
secundarias y terciarias.

Pueden prepararse sales de adicion de acidos farmacéuticamente aceptables a
partir de &cidos inorganicos y orgéanicos. Las sales derivadas de acidos inorgéanicos incluyen
acido clorhidrico, dcido bromhidrico, 4cido sulfurico, cido nitrico, acido fosforico y similares.
Las sales derivadas de acidos organicos incluyen acido acético, acido propionico, acido glicélico,
acido piravico, acido oxalico, dcido malico, acido malonico, acido succinico, acido maleico,
acido fumarico, acido tartarico, acido citrico, acido benzoico, acido cinamico, acido mandélico,
acido metanosulfonico, 4cido etanosulfonico, dcido p-tolueno-sulfonico, acido salicilico y
similares.

Cantidad efectiva o terapéuticamente efectiva - como se usa en el presente
documento se refiere a una cantidad no toxica pero suficiente de un analogo de insulina para

proporcionar el efecto deseado. Por ejemplo un efecto deseado seria la prevencion o tratamiento
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de la hiperglucemia. La cantidad que es "eficaz" variara de un sujeto a otro, dependiendo de la
edad y estado general del individuo, el modo de administracion y similares. Por tanto, no siempre
es posible especificar una "cantidad eficaz" exacta. No siempre es posible determinar la cantidad
eficaz Optima antes de la administracion a o por un individuo en necesidad del mismo. Sin
embargo, una cantidad "eficaz" apropiada en cualquier caso individual puede determinarla un
especialista en la técnica usando experimentacion rutinaria.

Parenteral — como se usa en el presente documento, el término significa no a
través del canal alimentario sino por alguna otra via tal como tal como intranasal, inhalacion,

subcutanea, intramuscular, intraespinal, o intravenosa.

BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

La Figura 1 muestra el efecto de disminucion de la concentracion de glucosa de
los Dimeros 24, 18 y 40 en comparacion con RHI cuando se administra a cerdos enanos
diabéticos a 0,69 nmol/kg.

La Figura 2A muestra los resultados de un ensayo de tolerancia de insulina (ITT)
en ratones que compara el compuesto A con RHI (Humulina). EI compuesto A se administro a
una dosis de 72 U/kg y una dosis de 300 U/kg y la Humulina se administr6 a una dosis de 18
U/kg y una dosis de 72 U/kg.

La Figura 2B muestra los resultados de un ensayo de tolerancia de insulina (ITT)
en ratones que compara el compuesto B con RHI (Humulina). El compuesto B se administré a
una dosis de 72 U/kg y una dosis de 300 U/kg y la Humulina se administr6 a una dosis de 18
U/kg y una dosis de 72 U/kg.

La Figura 2C muestra los resultados de un ensayo de tolerancia de insulina (ITT)
en ratones que compara el Dimero 24 con RHI (Humulina). El Dimero 24 se administr6 a una
dosis de 72 U/kg y una dosis de 300 U/kg y la Humulina se administr6 a una dosis de 18 U/kg y
una dosis de 72 U/kg.

La Figura 2D muestra los resultados de Dimero 55 en un ensayo de tolerancia de
insulina (ITT) en ratones. El Dimero 55 se administr6 a una dosis de 120 nmol/kg y una dosis

de 300 nmol/kg.
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La Figura 2E muestra los resultados de Dimero 58 en un ensayo de tolerancia de
insulina (ITT) en ratones. El Dimero 58 se administré a una dosis de 60 nmol/kg y una dosis de
300 nmol/kg.

La Figura 2F muestra los resultados de Dimero 60 en un ensayo de tolerancia de
insulina (ITT) en ratones. El Dimero 60 se administré a una dosis de 72 nmol/kg y una dosis de
300 nmol/kg.

La Figura 2G muestra los resultados de Dimero 67 en un ensayo de tolerancia de
insulina (ITT) en ratones. El Dimero 67 se administro a una dosis de 120 nmol/kg y una dosis
de 300 nmol/kg.

La Figura 3 muestra que el dimero de insulina Compuesto A se degradaba a
monomeros de insulina a las 2 horas de incubacion con membranas celulares de rifion de rata
(RKCM) sin glutation (GSH). El % de valores precursores son semicuantitativos unicamente
debido a las diferencias potenciales en las eficiencias de ionizacion.

La Figura 4 muestra que el dimero de insulina Compuesto A se degradaba a
monomeros de insulina a las 2 horas de incubacidon con membranas celulares de rifion de rata
(RKCM) con glutation(GSH). El % de valores precursores son semicuantitativos inicamente
debido a las diferencias potenciales en las eficiencias de ionizacion.

La Figura 5 muestra que Dimero 24 perdio cierto polipéptido de cadena A, pero
no se degradé a mondmeros a las 2 horas de incubacion con membranas celulares de rifién de
rata (RKCM) sin glutation (GSH). El % de valores precursores son semicuantitativos
unicamente debido a las diferencias potenciales en las eficiencias de ionizacion.

La Figura 6 muestra que Dimero 24 perdio cierto polipéptido de cadena A, pero
no se degradé a mondmeros a las 2 horas de incubacion con membranas celulares de rifién de
rata (RKCM) con glutation (GSH). El % de valores precursores son semicuantitativos
unicamente debido a las diferencias potenciales en las eficiencias de ionizacion.

La Figura 7A muestra el efecto de disminucion de la concentracion de glucosa de
Dimeros 4, 5, 7, 8, y 9 en comparacion con RHI cuando se administra a cerdos enanos diabéticos
a 0,69 nmol/kg.

La Figura 7B muestra el efecto de disminucién de la concentracion de glucosa de
Dimeros 18, 19, 20, 21, y 22 en comparacion con RHI cuando se administra a cerdos enanos

diabéticos a 0,69 nmol/kg.
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La Figura 7C muestra el efecto de disminucion de la concentracion de glucosa de
Dimeros 23, 24, 26, 27, y 28 en comparacion con RHI cuando se administra a cerdos enanos
diabéticos a 0,69 nmol/kg.

La Figura 7D muestra el efecto de disminucion de la concentracion de glucosa de
Dimeros 29, 32, 37, 38, y 39 en comparacion con RHI cuando se administra a cerdos enanos
diabéticos a 0,69 nmol/kg.

La Figura 7E muestra el efecto de disminucion de la concentracion de glucosa de
Dimeros 40, 41, 43, 44, y 48 en comparacion con RHI cuando se administra a cerdos enanos
diabéticos a 0,69 nmol/kg.

La Figura 7F muestra el efecto de disminucion de la concentracion de glucosa de
Dimeros 55, 57, 58, 60, y 61 en comparacion con RHI cuando se administra a cerdos enanos
diabéticos a 0,69 nmol/kg.

La Figura 7G muestra el efecto de disminucion de la concentracion de glucosa de
Dimeros 62, 64, 67, 69, y 71 en comparacion con RHI cuando se administra a cerdos enanos
diabéticos a 0,69 nmol/kg.

La Figura 7H muestra el efecto de disminucion de la concentracion de glucosa de
Dimeros 72, 77, y 78 en comparacion con RHI cuando se administra a cerdos enanos diabéticos

a 0,69 nmol/kg.

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

La presente invencidn proporciona compuestos que comprenden dos moléculas de
insulina unidas covalentemente para formar un dimero de insulina unido covalentemente que
puede activar el receptor de insulina con potencia tipo insulina normal y actividad maxima
reducida. Estos compuestos son agonistas parciales del receptor de insulina (IPRA): se
comportan como otros analogos de insulina para disminuir la concentracion de glucosa de forma
eficaz pero con riesgo inferior de hipoglucemia.

Los dimeros de insulina se han divulgado en Brandenburg y col. en la patente de
Estados Unidos N.°: 3.907.763 (1973); Tatnell y col., Biochem J. 216: 687-694 (1983); Shiittler
y Brandenburg, Hoppe-Seyler’s Z. Physiol. Chem, 363, 317-330, 1982; Weiland y col., Proc
Natl. Acad. Sci. (USA) 87: 1154-1158 (1990); Deppe y col., Naunyn-Schmiedeberg's Arch
Pharmacol (1994) 350:213-217; Brandenburg y Havenith en la patente de Estados Unidos N.°:
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6.908.897(B2) (2005); Knudsen y col., PLOS ONE 7: 51972 (2012); DiMarchi y col. en el
documento W0O2011/159895; DiMarchi y col., en el documento WO 2014/052451; y Herrera y
col., documento W0O2014141165. Mas recientemente, se han descrito dimeros de insulina en
Brant- Synthesis and Characterization of Insulin Receptor Partial Agonists as a Route to
Improved Diabetes Therapy, Ph.D. Dissertation, Universidad de Indiana (abril de 2015) y
Zaykov and DiMarchi, Poster P212-Exploration of the structural and mechanistic basis for
partial agonism of insulin dimers, American Peptide Symposium, Orlando FL (20-25 de junio
(2015). Sin embargo, los autores de la presente invencion han descubierto que el nivel de
actividad de insulina y la actividad agonista parcial de los dimeros es una funcion de la estructura
dimérica, la secuencia del analogo de insulina, la longitud del enlazador de dimerizacién y el
sitio de dimerizacidon que conecta los dos polipéptidos de insulina. Los autores de la invencion
han descubierto que los dimeros de insulina de la presente invencion tienen riesgo reducido de
promocion de la hipoglucemia cuando se administran en dosis altas con respecto a la insulina
nativa u otros analogos de insulina cuando se administran a dosis altas.

La presente invencion proporciona dimeros de insulina unidos covalentemente
agonistas parciales formulados como una insulina basal nueva y transformadora (administracion
una vez al dia) que manifiesta indice terapéutico (TI) mejorado sobre las actuales insulinas
basales de tratamiento habitual (SOC). Estas moléculas pueden disminuir la glucosa de forma
eficaz con riesgo reducido de hipoglucemia en cerdos enanos diabéticos y tienen la propiedad de
una insulina basal una vez al dia (QD). El TI mejorado puede posibilitar que los médicos
dosifiquen de forma mas agresiva el dimero de IRPA para conseguir los objetivos diana para el
control de la glucosa en ayunas. El estricto control de la glucosa en ayunas y HbAlc puede
permitir que estas moléculas sirvan como 1) una insulina de larga accion independiente con un
perfil potenciado de eficacia y seguridad en diabetes mellitus Tipo 2 (DMT2) y 2) una insulina
basal fundamental mejorada en diabetes mellitus Tipo 1 (DMT1) (y algunas DMT2) para uso con
dosis de andlogos de insulina de rapida accion (RAA) prandial adicionales.

Una insulina de larga accion ideal proporciona un control continuo de la glucosa
en ayunas en diabéticos con PK/PD altamente estable y reproducible . Sin embargo, las insulinas
basales actualmente disponibles, incluso aquellas con estabilidad y reproducibilidad mejorada de
PK/PD siguen teniendo un estrecho indice terapéutico y las incidencias de hipoglucemia

aumentan segun los niveles de glucosa se aproximan a la diana de euglucemia. Esto a menudo
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puede conducir a sub-dosificacion para evitar la hipoglucemia. Se espera que el tratamiento con
un IRPA de la presente invencion altere esta relacion eficacia : hipoglucemia atenuando la tasa

de cambio en la disminucioén de glucosa segin se aumenta la dosificacion.

Cadenas A y B de insulina

Se divulgan en el presente documento dimeros de insulina o andlogo de insulina
que tienen actividad agonista del receptor de insulina. El nivel de actividad de insulina de los
dimeros es una funcion de la estructura dimérica, la secuencia del analogo de insulina, la
longitud del enlazador de dimerizacion y el sitio de dimerizacidon que conecta los dos
polipéptidos de insulina. Los polipéptidos de insulina de la presente invencion pueden
comprender las secuencias nativas de cadena B y A de la insulina humana (SEC ID N.**: 1 y 2,
respectivamente) o cualquiera de los analogos conocidos o derivados de las mismas que
muestran actividad agonista de insulina cuando se unen entre si en un heteroduplex. Dichos
analogos incluyen, por ejemplo, proteinas que tienen una cadena A y una cadena B que difieren
de la cadena A y cadena B de insulina humana por tener una o mas deleciones de aminoécido,
una o mas sustituciones de aminoéacido y/o una o mas inserciones de aminoacido que no
destruyen la actividad de insulina del analogo de insulina.

Un tipo de anédlogo de insulina, "analogo de insulina monomérica", se conoce bien
en la técnica. Estos son analogos de accion rapida de insulina humana incluyendo, por ejemplo,
analogos de insulina en los que:

(a) el residuo aminoacilo en la posicion B28 esta sustituido con Asp, Lys, Leu,
Val, o Ala y el residuo aminoacilo en la posicion B29 es Lys o Pro;

(b) los residuos aminoacilo en cualquiera de las posiciones B27 y B30 estan
delecionados o sustituidos con un aminoéacido no nativo.

En una realizacion se proporciona un analogo de insulina que comprende una Asp
sustituida en la posicion B28 (por ejemplo, insulina aspart (NOVOLOG); véase la SEC ID N.°:
9) o una Lys sustituida en la posicion 28 y una prolina sustituida en la posicion B29 (por
ejemplo, insulina lispro (HUMALOG); véase la SEC ID N.°: 6). Se divulgan analogos
adicionales de insulina monomérica en Chance y col., patente de Estados Unidos N.°: 5.514.646;
Chance y col., solicitud de patente de Estados Unidos N.° de serie 08/255.297; Brems y col.,
Protein Engineering, 5:527-533 (1992); Brange y col., publicaciéon EPO N.°: 214.826 (publicada
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el 18 de marzo de 1987); y Brange y col., Current Opinion in Structural Biology, 1:934-940
(1991). Estas divulgaciones se incorporan expresamente en el presente documento por referencia
para describir andlogos de insulina monomérica.

Los anélogos de insulina también pueden tener remplazos de los aminoacidos
amidados con formas 4cidas. Por ejemplo, Asn puede remplazarse con Asp o Glu. Asimismo,
GIn puede remplazarse con Asp o Glu. En particular, Asn(A18), Asn(A21), o Asp(B3), o
cualquier combinacion de esos residuos, puede remplazarse por Asp o Glu. Ademas, GIn(A15) o
GIn(B4), o ambas, puede remplazarse por Asp o Glu.

Como se divulga en el presente documento se proporcionan analogos de insulina
de cadena sencilla que comprenden una cadena B y una cadena A de insulina humana, o
analogos o derivados de las mismas, en los que el extremo carboxi terminal de la cadena B esta
unido al extremo amino terminal de la cadena A mediante un resto de uniéon. En una realizacion
la cadena A es la secuencia de aminoacidos GIVEQCCTSICSLYQLENYCN (SECIDN.*: 1)y
la cadena B comprende la secuencia de aminoacidos FVNQHLCGSH
LVEALYLVCGERGFFYTPKT (SEC ID N.°: 2) o una secuencia carboxi acortada de la misma
que tiene B30 delecionado y analogos de esas secuencias en los que cada secuencia esta
modificada para comprender de una a cinco sustituciones de aminoacido en las posiciones
correspondientes a las posiciones de insulina nativa seleccionadas entre A5, A8, A9, A10, Al4,
Al5, A17, A18, A21, B1, B2, B3, B4, B5, B9, B10, B13, B14, B20, B22, B23, B26, B27, B28,
B29 y B30, con la condicion de que al menos uno de B28 o B29 sea lisina. En una realizacion las
sustituciones de aminoacido son sustituciones conservadoras de aminoacido. Las sustituciones
adecuadas de aminoacidos en estas posiciones que no afectan de forma adversa a las actividades
deseadas de insulina son conocidas para los especialistas en la técnica, como se demuestra, por
ejemplo, en Mayer y col., Insulin Structure and Function, Biopolymers. 2007;88(5):687-713,
cuya divulgacion se incorpora en el presente documento por referencia.

De acuerdo con una realizacion los péptidos analogos de insulina pueden
comprender una cadena A de insulina y una cadena B de insulina o anélogos de las mismas, en
los que la cadena A comprende una secuencia de aminodcidos que comparte al menos el 70% de
identidad de secuencia (por ejemplo, el 70%, 75%, 80%, 85%., 90%, 95%) sobre la longitud del
péptido nativo, con GIVEQCCTSICSLYQLENYCN (SEC ID N.°: 1) y la cadena B comprende

una secuencia de aminodcidos que comparte al menos el 60% de identidad de secuencia (por
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ejemplo, el 60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 95%) sobre la longitud del péptido nativo,
con FVNQHLCGSHLVEALYLVCGERGFFYTPKT (SEC ID N.% 2) o una secuencia acortada
carboxi de la misma que tiene B30 delecionado.

Pueden afiadirse secuencias adicionales de aminoéacidos al extremo amino
terminal de la cadena B o al extremo carboxi terminal de la cadena A de los polipéptidos de
insulina de la presente invencion. Por ejemplo, puede afiadirse una serie de aminoacidos
cargados negativamente al extremo amino terminal de la cadena B incluyendo por ejemplo un
péptidode 1a12,1a10, 1 a8 o 1 a 6 aminoécidos de longitud y que comprende uno o mas
aminoacidos cargados negativamente incluyendo por ejemplo &cido glutdmico y acido aspartico.
En una realizacion la extension amino terminal de la cadena B comprende de 1 a 6 aminoacidos
cargados. De acuerdo con una realizacion los polipéptidos de insulina divulgados comprenden
una amida o éster C-terminal en lugar de un carboxilato C-terminal en la cadena A.

En diversas realizaciones, el analogo de insulina tiene un punto isoeléctrico que se
ha desplazado respecto a la insulina humana. En algunas realizaciones, el desplazamiento en el
punto isoeléctrico se consigue afiadiendo uno o mas residuos de arginina, lisina, o histidina al

extremo N-terminal del péptido de cadena A de insulina y/o al extremo C-terminal del péptido de
cadena B de insulina. Los ejemplos de dichos polipéptidos de insulina incluyen ArgA0-insulina
humana, ArgB3 1ArgB32-insulin\'¢1 humana, GlyA2 lArgB3 1ArgB32-insulin\'¢1 humana,

ArgAOArgB3 1ArgB3’2-insulina humana, y ArgAOGlyA2 lArgB3 1ArgB?’2-insulina humana. A
modo de ejemplo adicional, la insulina glargina (LANTUS; véanse las SEC ID N.**: 7 y 8) es un
analogo de insulina de accion larga ejemplar en el que AsnA21 se ha remplazado por glicina y
dos residuos de arginina se han unido covalentemente al extremo C-terminal del péptido B. El
efecto de estos cambios aminoacidicos fue desplazar el punto isoeléctrico de la molécula,
produciendo de este modo una molécula que es soluble a pH é4cido (por ejemplo, pH 4 a 6,5)
pero insoluble a pH fisiologico. Cuando se inyecta una solucion de insulina glargina en el
musculo, el pH de la solucion se neutraliza y la insulina glargina forma microprecipitados que
liberan lentamente la insulina glargina durante el periodo de 24 horas después de la inyeccion sin
maximo pronunciado de insulina y por tanto sin un riesgo reducido de induccion de
hipoglucemia. Este perfil permite una dosificacién una vez al dia para proporcionar una insulina
basal del paciente. Por tanto, en algunas realizaciones, el andlogo de insulina comprende un

péptido de cadena A en el que el aminoacido en la posiciéon A21 es glicina y un péptido de
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cadena B en el que los aminoacidos en la posicion B31 y B32 son arginina. La presente
divulgacion abarca todas las combinaciones individuales y multiples de estas mutaciones y
cualquier otra mutacion que se describa en el presente documento (por ejemplo, GlyA21-insulina
humana, GlyA21 ArgB3l-insulina humana, ArgB31 ArgB32-insulina humana, ArgB3!l-insulina
humana).

En aspectos particulares de los agonistas parciales del receptor de insulina, uno o
mas aminoacidos amidados del analogo de insulina se remplazan con un aminoacido acido, u
otro aminoacido. Por ejemplo, la asparagina puede remplazarse con acido aspartico o acido
glutdmico, u otro residuo. Asimismo, la glutamina puede remplazarse con acido aspartico o acido
glutdmico, u otro residuo. En particular, AsnA18, AsnA21, 0 AsnB3, 0 cualquier combinacion de
esos residuos, puede remplazarse por acido aspartico o 4cido glutdmico, u otro residuo. . GlnAlS
o GInB4, 0 ambos, puede remplazarse por 4cido aspartico o acido glutamico, u otro residuo. En
aspectos particulares de los agonistas parciales del receptor de insulina, los andlogos de insulina
tienen un acido aspartico, u otro residuo, en la posiciéon A21 o acido aspartico, u otro residuo, en
la posicion B3, o ambas.

Un especialista en la técnica reconocera que es posible remplazar atn otros
aminodcidos en el anadlogo de insulina con otros aminoécidos reteniendo al mismo tiempo la
actividad bioldgica de la molécula. Por ejemplo, sin limitacion, las siguientes modificaciones
también estdn ampliamente aceptadas en la técnica: remplazo del residuo de histidina de la
posicién B10 con 4cido aspartico (HisB10 a AspB10); remplazo del residuo de fenilalanina en la
posicion B1 con acido aspartico (PheB1 a AspB1); remplazo del residuo de treonina en la
posicion B30 con alanina (ThrB30 a AlaB30); remplazo del residuo de tirosina en la posicion
B26 con alanina (TyrB26 a AlaB26); y remplazo del residuo de serina en la posicién B9 con
acido aspartico (SerB9 a AspB9).

En diversas realizaciones, el andlogo de insulina tiene un perfil prolongado de
accion. Por tanto, en ciertas realizaciones, el andlogo de insulina puede acilarse con un acido
graso. Es decir, se forma un enlace amida entre un grupo amino en el anélogo de insulina y el
grupo acido carboxilico del &cido graso. El grupo amino puede ser el grupo alfa-amino de un
aminoacido N-terminal del analogo de insulina, o puede ser el grupo épsilon-amino de un residuo
de lisina del analogo de insulina. El andlogo de insulina puede acilarse en uno o mas de los tres

grupos amino que estan presentes en insulina humana de tipo silvestre en el residuo de lisina que
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se ha introducido en la secuencia de insulina humana de tipo silvestre. En aspectos particulares
de los agonistas parciales del receptor de insulina, el analogo de insulina puede acilarse en la
posicion Al, B1, o tanto A1 como B1. En ciertas realizaciones, el 4cido graso se selecciona entre
acido miristico (C14), acido pentadecilico (C15), acido palmitico (C16), acido heptadecilico
(C17) y acido estearico (C18).

Pueden encontrarse ejemplos de andlogos de insulina por ejemplo en la solicitud
internacional publicada W09634882, W095516708; W0O20100080606, W02009/099763 y
W02010080609, la patente de Estados Unidos N.°: 6.630.348 y Kristensen y col., Biochem. J.
305: 981-986 (1995), cuyas divulgaciones se incorporan en el presente documento por
referencia. En realizaciones adicionales, los andlogos de insulina glucosilados in vitro o N-
glucosilados in vivo pueden acilarse y/o pegilarse.

De acuerdo con una realizacion, se proporciona un andlogo de insulina en el que
la cadena A del péptido de insulina comprende la secuencia

GIVEQCCXgSICSLYQLX17NX19CX53 (SEC ID N.°: 3) y la cadena B comprende la
secuencia Xp5LCGXp9X30LVEALYLVCGERGFFYTX31X32 (SEC ID N.°: 4) en las que
Xg es treonina o histidina;
X17 es acido glutdmico o glutamina;
X19 es tirosina, 4-metoxi-fenilalanina, o 4-amino fenilalanina;
X913 es asparagina o glicina;
X235 es histidina o treonina;
X9g es alanina, glicina o serina;
X3 es histidina, acido aspartico, acido glutamico, dcido homocisteico, o acido cisteico;
X31 es prolina o lisina; y
X3 es prolina o lisina, con la condicion de que al menos uno de X371 o X3 sea lisina.

En una realizacion adicional, la cadena B comprende la secuencia

X22VNQXp5LCGXp9X30LVEALYLVCGERGFFYT-X31X372X33X34X35 (SECID N.°: 5) en

la que

X97 es o fenilalanina y desamino-fenilalanina;

X235 es histidina o treonina;
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X99 es alanina, glicina, o serina;

X3 es histidina, acido aspartico, acido glutamico, dcido homocisteico, o 4cido cisteico;
X3 es acido aspartico, prolina, o lisina;

X3 es lisina o prolina;

X33 es treonina, alanina, o est4 ausente;

X34 es arginina o esta ausente; y

X35 es arginina o estd ausente;

con la condicion de que al menos uno de X31 o X3 sea lisina.

Resto de union

Los dimeros de insulina divulgados en el presente documento se forman entre un
primero y segundo polipéptido de insulina en los que cada polipéptido de insulina comprende
una cadena A y una cadena B. El primero y segundo polipéptidos de insulina pueden ser
analogos de insulina de dos cadenas (es decir, en los que las cadenas A y B estan unidas
solamente mediante enlaces disulfuro intercatenarios entre residuos de cisteina internos) en los
que el primero y segundo polipéptidos de insulina estan unidos entre si para formar el dimero
mediante un enlace covalente, enlazador bifuncional, o usando quimica clic de cicloadicion de
alquino-azida catalizada por cobre(I) (CuAAC) o quimica clic libre de cobre para ligar restos de
unidn en las respectivas cadenas B. De acuerdo con una realizacion el primero y segundo
polipéptidos de insulina estan unidos entre si mediante un enlazador bifuncional que conecta la
cadena lateral de la lisina B28 o B29 de la cadena B del primer polipéptido de insulina con la
cadena lateral del aminoacido B28 o B29 de la cadena B del segundo polipéptido de insulina.

En aspectos particulares de los agonistas parciales del receptor de insulina, el resto
de unioén puede ser un grupo opcionalmente sustituido seleccionado entre el grupo que consiste
en acilo, alifatico, heteroalifatico, arilo, heteroarilo y heterociclico. El resto de uniéon puede ser
una cadena de hidrocarburo C1-C20 bivalente, lineal o ramificada, saturada o insaturada,
opcionalmente sustituida en la que una o mas unidades de metileno estan remplazadas opcional e
independientemente por -O-, -S-, -N(R)-, -C(0O)-, C(O)O-, OC(0O)-, -N(R)C(O)-, -C(O)N(R)-, -
S(O)-, -S(0)72-, -N(R)SO2-, SOpN(R)-, un grupo heterociclico, un grupo arilo, o un grupo

heteroarilo, en el que cada aparicion de R es independientemente hidrogeno, un grupo protector
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adecuado, un resto acilo, resto arilalquilo, resto alifatico, resto arilo, resto heteroarilo, o resto
heteroalifatico.

En una realizacion, el resto de union comprende un enlazador PEG, un polimero
lineal corto de aproximadamente 2 -25 unidades de etilenglicol 02, 3,4, 5,6, 7, 8,9, 10, 11, 12,
13, 14, 15, 16 o 25 unidades de etilenglicol y opcionalmente uno o més aminoacidos. En
aspectos particulares de los agonistas parciales del receptor de insulina, el enlazador PEG

comprende la estructura (PEG)), (PEG)3, (PEG)4, (PEG)3, (PEG)¢, (PEG)7, (PEG)g, (PEG)9,
(PEG)10, (PEG)11, (PEG)12, (PEG)13, (PEG)14, (PEG)15, (PEG)16 0 (PEG)25. El enlazador

PEG puede ser un enlazador bifuncional que puede conjugarse covalentemente o unirse
covalentemente al grupo amino épsilon de los residuos de lisina de la posicion B29 o B28 del
primero y segundo polipéptidos de insulina. La estructura de un enlazador PEG bifuncional
conjugado con el grupo amino €psilon de los grupos de lisina en la posicion B29 o B28 del

primero y segundo polipéptidos de insulina puede representarse por la siguiente formula general

enlaquen=1,2,3,4,56,7,8,9,10,11, 12,13, 14, 15 16, 0 25 y las lineas onduladas indican
el enlace entre el enlazador y el grupo amino épsilon. Los procedimientos para conjugar PEG
con el grupo amino épsilon de lisina se conocen bien en la técnica, véase por ejemplo, Veronese,
Biomaterials 22: 405-417 (2001).

En aspectos particulares de los agonistas parciales del receptor de insulina, el resto
de union PEG que conjuga el grupo amino épsilon de la lisina en la posicion B29 o B28 del
primer polipéptido de insulina con el aminoacido épsilon de la lisina en la posicion B29 o B28

del segundo polipéptido de insulina es
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que las lineas onduladas indican el enlace entre el enlazador y el grupo amino épsilon de la lisina

en los

en la posicion B29 o B28 de los polipéptidos de insulina.

En otra realizacion, el resto de union comprende un resto acilo que comprende 4,
5,6,7,8,9,10, 11,12, 13, 14 15, o 16 carbonos. En aspectos particulares de los agonistas
parciales del receptor de insulina, el resto acilo es un resto succinilo (4), adipoilo (C6), suberoilo
(C8), o hexadecanodioilo (C16). El resto acilo puede comprender un enlazador bifuncional que
puede conjugarse covalentemente o unirse covalentemente al grupo amino épsilon de los
residuos de lisina de la posicion B29 o B28 del primero y segundo polipéptidos de insulina. La
estructura de un enlazador acilo bifuncional conjugado con el grupo amino épsilon del grupo de
lisina en la posicion B29 o B28 del primero y segundo polipéptidos de insulina puede

representarse por la siguiente formula general

0

o~ 4

n

(0]

enlaquen=0,1,2,3,4,5,6,7,8,9,10, 11, 0 12 y las lineas onduladas indican el enlace entre el
enlazador y el grupo amino épsilon de la lisina en la posiciéon B29 o B28 de los polipéptidos de

insulina.
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En aspectos particulares de los agonistas parciales del receptor de insulina, el resto
de union acilo que conjuga el grupo amino épsilon de la lisina en la posicion B29 o B28 del
primer polipéptido de insulina con el aminoacido épsilon de la lisina en la posicion B29 o B28

del segundo polipéptido de insulina es

0]

o~ 4

o}
en los que las lineas onduladas indican el enlace entre el enlazador y el grupo amino épsilon de la
lisina en la posiciéon B29 o B28 de los polipéptidos de insulina.

En aspectos particulares de los agonistas parciales del receptor de insulina, el
enlazador acilo bifuncional puede incluir adicionalmente uno o dos aminoécidos en uno o ambos
extremos del enlazador acilo. Por ejemplo, en aspectos particulares de los agonistas parciales del
receptor de insulina, el aminoéacido en uno o ambos extremos del enlazador es 4cido gamma

glutamico (YE), que puede estar representado por la siguiente féormula general

OH

Y

Iz
=

enlaquen=0,1,2,3,4,5,6,7,8,9, 10, 11, 0 12 y las lineas onduladas indican el enlace entre el
enlazador y el grupo amino épsilon de la lisina en la posiciéon B29 o B28 de los polipéptidos de
insulina.

En otra realizacion, el resto de union comprende un enlazador bifuncional

decadena de alquilo que contiene amida puede conjugarse covalentemente o unirse
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covalentemente al grupo amino épsilon de los residuos de lisina de la posicion B29 o B28 del

primero y segundo polipéptidos de insulina que puede estar representado por la siguiente formula

O (0]
H
N
n 0
(0]

en la que n=1 0 2, 0=1, 2, 3, 4, 0 5 y las lineas onduladas indican el enlace entre el enlazador y el

general

grupo amino épsilon de la lisina en la posicion B29 o B28 de los polipéptidos de insulina. En una

realizacion particular, el resto de union puede tener la estructura

en la que las lineas onduladas indican el enlace entre el enlazador y el grupo amino épsilon de la
lisina en la posicion B29 o B28 de los polipéptidos de insulina.
En otra realizacidn, el resto de union comprende un enlazador bifuncional
decadena de alquilo que contiene amida puede conjugarse covalentemente o unirse
covalentemente al grupo amino épsilon de los residuos de lisina de la posicion B29 o B28 del

primero y segundo polipéptidos de insulina que puede estar representado por la siguiente formula

A

enlaquen=1,2,3,4,05,0=102,p=1,2,3,4, 05y las lineas onduladas indican el enlace entre

general

el enlazador y el grupo amino épsilon de la lisina en la posicion B29 o B28 de los polipéptidos

de insulina. En una realizacion particular, el resto de union puede tener la estructura
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en la que las lineas onduladas indican el enlace entre el enlazador y el grupo amino épsilon de la
lisina en la posicion B29 o B28 de los polipéptidos de insulina.

En otra realizacidn, el resto de union comprende un enlazador bifuncional
decadena de alquilo que contiene amida puede conjugarse covalentemente o unirse
covalentemente al grupo amino épsilon de los residuos de lisina de la posicion B29 o B28 del

primero y segundo polipéptidos de insulina que puede estar representado por la siguiente formula

en la que n=1 0 2, 0=1, 2, 0 3, p=1 0 2 y las lineas onduladas indican el enlace entre el enlazador

general

y el grupo amino épsilon de la lisina en la posicion B29 o B28 de los polipéptidos de insulina. En

una realizacion particular, el resto de unioén puede tener la estructura

%M \/\/\/\M%

en la que las lineas onduladas indican el enlace entre el enlazador y el grupo amino épsilon de la
lisina en la posicion B29 o B28 de los polipéptidos de insulina.

En realizaciones particulares, el resto de uniéon comprende una estructura de
anillo, que proporciona rigidez al resto de union. En realizaciones particulares, la estructura de
anillo comprende un grupo bencilo o un grupo aliciclico saturado o insaturado que tiene 3, 4, 5,
6, 7, u 8 carbonos. En realizaciones particulares, el grupo aliciclico comprende a ciclopropilo,
ciclobutilo, ciclopentilo, ciclohexilo, ciclopentil, o ciclooctilo. En realizaciones particulares, el
grupo aliciclico insaturado (cicloalcano) comprende un grupo ciclopropenilo, ciclobutenilo,

ciclopentenilo, ciclohexenilo, cicloheptenilo, o ciclooctenilo. En realizaciones particulares, la
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estructura de anillo puede comprender adicionalmente una o mas cadenas laterales alifaticas
saturadas o insaturadas. En realizaciones particulares, la estructura de anillo puede comprender
adicionalmente una o més cadenas laterales alifaticas que comprende uno o mas heterodtomos.
En realizaciones particulares, el heteroatomo es O, S, o N.

En realizaciones particulares, la estructura de anillo comprende un heteroatomo.
En realizaciones particulares, el heteroatomo puede ser O, S, o N. En realizaciones particulares,
la estructura de anillo comprende un grupo bencilo o un grupo aliciclico saturado o insaturado
que tiene 3,4, 5, 6, 7, 0 8 carbonos en que uno o mas carbonos estan sustituidos con un
heteroatomo seleccionado de N, O, y S. Los ejemplos de estructuras de anillo que incluyen un
heteroatomo incluyen, pero no estan limitadas a 6xido de etileno, etilenimima, trimetiloxido,
furano, tetrahidrofurano, tiofeno, pirrolidina, pirano, piperidina, imidazol, tiazol, dioxano,
morfolina, pirimidina, triazol, tietano, 1,3-diazetina, 2,3-dihidroazeto, 1,2-oxatiolano, isoxazol,
oxazol, silol, oxepano, tiepina, 3, 4, 5, 6-tetrahidro-2H-azepina, 1,4-tiazepina, azocano, y
tiocano.

En otra realizacion, el resto de uniéon comprende un enlazador bifuncional que
puede conjugarse o unirse covalentemente a un grupo amino épsilon de los residuos de lisina en
la posicion B29 o B28 de los primer y segundo polipéptidos de insulina que pueden estar

representados por un benceno-1,1 diacilo que tiene la siguiente formula general

OYW R Ro \fi

en la que R| y Ry pueden ser iguales o diferentes en la que R y Ry son independientemente un

enlace, una cadena de alquilo C1-C20 o C1-C6 saturado o no saturado en la que una o mas
unidades de metileno estan remplazadas opcional e independientemente por -O-, -S-, -N(R)-, -
C(0)-, C(0)O-, OC(0)-, -N(R)C(O)-, -C(O)N(R)-, -S(O)-, -S(O)2-, -N(R)SO2-, SOpN(R)-, un
grupo heterociclico, un grupo arilo, o un grupo heteroarilo, en la que cada aparicion de R es
independientemente hidrégeno, un grupo protector adecuado, un resto acilo, resto arilalquilo,

resto alifatico, resto arilo, resto heteroarilo, o resto heteroalifatico, cadena de poli(etilenglicol)

(PEG) PEG)y, (PEG)3, (PEG)4, (PEG)5, (PEG)¢, (PEG)7, (PEG)g, (PEG)9, (PEG)(, (PEG)11,
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(PEG)12, (PEG)13, (PEG)14, (PEG)15, (PEG)16, 0 (PEG)) y en la que las lineas onduladas

indican el enlace entre el enlazador y el grupo amino épsilon de la lisina en la posicion B29 o
B28 de los polipéptidos de insulina.

En otra realizacion, el resto de union comprende un enlazador bifuncional que
puede conjugarse o unirse covalentemente al grupo amino épsilon de los residuos de lisina en la
posicion B29 o B28 de los primer y segundo polipéptidos de insulina que pueden estar

representados por un benceno-1,1 diacilo que tiene la siguiente formula general

en la que n y o son independientemente 0, 1, 2, 3, 4, 0 5 en la que las lineas onduladas indican el
enlace entre el enlazador y el grupo amino épsilon de la lisina en la posicion B29 o B28 de los
polipéptidos de insulina.

En otra realizacion, el resto de union comprende un enlazador bifuncional que
puede conjugarse o unirse covalentemente al grupo amino épsilon de los residuos de lisina en la
posicion B29 o B28 de los primer y segundo polipéptidos de insulina que pueden estar

representados por un benceno-1,3 diacilo que tiene la siguiente formula general

OBI/WR1©/RZI?

en la que R| y Ry pueden ser iguales o diferentes en la que R y Ry son independientemente un

enlace, una cadena de alquilo C1-C20 o C1-C6 saturado o no saturado en la que una o mas
unidades de metileno estan remplazadas opcional e independientemente por -O-, -S-, -N(R)-, -
C(0)-, C(0)O-, OC(0)-, -N(R)C(O)-, -C(O)N(R)-, -S(0O)-, -S(O)2-, -N(R)SO2-, SOpN(R)-, un
grupo heterociclico, un grupo arilo, o un grupo heteroarilo, en la que cada aparicion de R es
independientemente hidrogeno, un grupo protector adecuado, un resto acilo, resto arilalquilo,

resto alifatico, resto arilo, resto heteroarilo, o resto heteroalifatico, cadena de poli(etilenglicol)

(PEG) PEG)2, (PEG)3, (PEG)4. (PEG)s, (PEG)g, (PEG)7, (PEG)g, (PEG)g. (PEG)10. (PEG)1 1,
(PEG)12, (PEG)13, (PEG)14, (PEG)15, (PEG)16, 0 (PEG)) y en la que las lineas onduladas
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indican el enlace entre el enlazador y el grupo amino épsilon de la lisina en la posicion B29 o
B28 de los polipéptidos de insulina.

En otra realizacion, el resto de union comprende un enlazador bifuncional que
puede conjugarse o unirse covalentemente al grupo amino épsilon de los residuos de lisina en la
posicion B29 o B28 de los primer y segundo polipéptidos de insulina que pueden estar

representados por un benceno-1,3 diacilo que tiene la siguiente formula general

o) - A Y
s o)

en la que n y o son independientemente 0, 1, 2, 3, 4, 0 5 en la que las lineas onduladas indican el
enlace entre el enlazador y el grupo amino épsilon de la lisina en la posicion B29 o B28 de los
polipéptidos de insulina.

En otra realizacion, el resto de union comprende un enlazador bifuncional que
puede conjugarse o unirse covalentemente al grupo amino épsilon de los residuos de lisina en la
posicion B29 o B28 de los primer y segundo polipéptidos de insulina que pueden estar

representados por un benceno-1,4 diacilo que tiene la siguiente formula general
o Rl _)-Renp
i 0

en la que R| y Ry pueden ser iguales o diferentes en la que R y Ry son independientemente un

enlace, una cadena de alquilo C1-C20 o C1-C6 saturado o no saturado en la que una o mas
unidades de metileno estan remplazadas opcional e independientemente por -O-, -S-, -N(R)-, -
C(0)-, C(0)O-, OC(0O)-, -N(R)C(O)-, -C(O)N(R)-, -S(O)-, -S(O)2-, -N(R)SO2-, SOpN(R)-, un
grupo heterociclico, un grupo arilo, o un grupo heteroarilo, en la que cada aparicion de R es
independientemente hidrégeno, un grupo protector adecuado, un resto acilo, resto arilalquilo,

resto alifatico, resto arilo, resto heteroarilo, o resto heteroalifatico, cadena de poli(etilenglicol)

(PEG) PEG)2, (PEG)3, (PEG)4, (PEG)s5, (PEG)¢, (PEG)7, (PEG)g, (PEG)9, (PEG)10, (PEG)11,
(PEG)12, (PEG)13, (PEG)14, (PEG)15, (PEG)16, 0 (PEG)) y en la que las lineas onduladas

indican el enlace entre el enlazador y el grupo amino épsilon de la lisina en la posicion B29 o

B28 de los polipéptidos de insulina.
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En otra realizacion, el resto de union comprende un enlazador bifuncional que
puede conjugarse o unirse covalentemente al grupo amino épsilon de los residuos de lisina en la
posicion B29 o B28 de los primer y segundo polipéptidos de insulina que pueden estar
representados por un benceno-1,4 diacilo que tiene la siguiente formula general

ROy
i O
en la que n y o son independientemente 0, 1, 2, 3, 4, 0 5 en la que las lineas onduladas indican el
enlace entre el enlazador y el grupo amino épsilon de la lisina en la posicion B29 o B28 de los
polipéptidos de insulina.

En otra realizacion, el resto de union comprende un enlazador bifuncional que
puede conjugarse o unirse covalentemente al grupo amino épsilon de los residuos de lisina en la
posicion B29 o B28 de los primer y segundo polipéptidos de insulina que pueden estar

representados por un benceno-1,3 diacilo que tiene la siguiente formula general

OX R1<S%>R2 ng
| 0

en la que m, n, y o son cada una independientemente 1 0 2; Ry y Ry pueden ser iguales o
diferentes en la que R| y Ry son independientemente un enlace, una cadena de alquilo C1-C20 o

C1-C6 saturado o no saturado en la que una o mas unidades de metileno estdn remplazadas
opcional e independientemente por -O-, -S-, -N(R)-, -C(0)-, C(0)O-, OC(O)-, -N(R)C(O)-, -
C(O)N(R)-, -S(O)-, -S(O)2-, -N(R)SO»3-, SOpN(R)-, un grupo heterociclico, un grupo arilo, o un
grupo heteroarilo, en la que cada aparicion de R es independientemente hidrogeno, un grupo
protector adecuado, un resto acilo, resto arilalquilo, resto alifatico, resto arilo, resto heteroarilo, o
resto heteroalifatico, cadena de poli(etilenglicol) (PEG) PEG)), (PEG)3, (PEG)4, (PEG)3,
(PEG)g, (PEG)7, (PEG)g, (PEG)9, (PEG)1¢, (PEG)11, (PEG)12, (PEG)13, (PEG)14, (PEG)15,
(PEG)16, 0 (PEG)7 y en la que las lineas onduladas indican el enlace entre el enlazador y el
grupo amino épsilon de la lisina en la posicion B29 o B28 de los polipéptidos de insulina.

En otra realizacion, el resto de unién comprende un enlazador bifuncional que

puede conjugarse o unirse covalentemente al grupo amino épsilon de los residuos de lisina en la
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posicion B29 o B28 de los primer y segundo polipéptidos de insulina que pueden estar

representados por un benceno-1,3 diacilo que tiene la siguiente formula general

m

O -
P q %1
i n 0O

en la que m, n, y o son cada una independientemente 1 o 2; en la que p y q son
independientemente 0, 1, 2, 3, 4, 0 5 en la que las lineas onduladas indican el enlace entre el
enlazador y el grupo amino épsilon de la lisina en la posiciéon B29 o B28 de los polipéptidos de
insulina.

En otra realizacion, el resto de union comprende un enlazador bifuncional que
puede conjugarse o unirse covalentemente al grupo amino épsilon de los residuos de lisina en la
posicion B29 o B28 de los primer y segundo polipéptidos de insulina que pueden estar
representados por un benceno-1,3 diacilo que tiene la siguiente formula general

¢ A
o n O
en la que m, n, y o son cada una independientemente 1 o 2; en la que las lineas onduladas indican
el enlace entre el enlazador y el grupo amino épsilon de la lisina en la posicion B29 o B28 de los
polipéptidos de insulina.

En otra realizacion, el resto de unidon comprende un enlazador bifuncional que
puede conjugarse o unirse covalentemente al grupo amino épsilon de los residuos de lisina en la
posicion B29 o B28 de los primer y segundo polipéptidos de insulina que pueden estar

representados por un ciclohexano-1,4 diacilo que tiene la siguiente férmula general
0] @)
T é; > :ﬂ“

y en la que las lineas onduladas indican el enlace entre el enlazador y el grupo amino épsilon de
la lisina en la posicion B29 o B28 de los polipéptidos de insulina.
En otra realizacion, el resto de union comprende un enlazador bifuncional que

puede conjugarse o unirse covalentemente al grupo amino épsilon de los residuos de lisina en la
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posicion B29 o B28 de los primer y segundo polipéptidos de insulina que pueden estar

representados por un ciclohexano-1,4 diacilo que tiene la siguiente férmula general
O O

y en la que las lineas onduladas indican el enlace entre el enlazador y el grupo amino épsilon de
la lisina en la posiciéon B29 o B28 de los polipéptidos de insulina.

En otra realizacion, el resto de union comprende un enlazador bifuncional que
puede conjugarse o unirse covalentemente al grupo amino épsilon de los residuos de lisina en la
posicion B29 o B28 de los primer y segundo polipéptidos de insulina que pueden estar

representados por un benceno-1,3 diacilo que tiene la siguiente formula general

OX R1<jn>R2 jr%fL
! 0

en la que m y n son cada una independientemente 0, 1, o 2 con la condicidon de que tanto m como

n no sean 0; R y Ry pueden ser iguales o diferentes en la que R y R) son independientemente

un enlace, una cadena de alquilo C1-C20 o C1-C6 saturado o no saturado en la que una o mas
unidades de metileno estan remplazadas opcional e independientemente por -O-, -S-, -N(R)-, -
C(0)-, C(0)O-, OC(0O)-, -N(R)C(O)-, -C(O)N(R)-, -S(O)-, -S(O)2-, -N(R)SO2-, SOpN(R)-, un
grupo heterociclico, un grupo arilo, o un grupo heteroarilo, en la que cada aparicion de R es
independientemente hidrégeno, un grupo protector adecuado, un resto acilo, resto arilalquilo,

resto alifatico, resto arilo, resto heteroarilo, o resto heteroalifatico, cadena de poli(etilenglicol)

(PEG) PEG)2, (PEG)3, (PEG)4, (PEG)s5, (PEG)¢, (PEG)7, (PEG)g, (PEG)9, (PEG)10, (PEG)11,
(PEG)12, (PEG)13, (PEG)14, (PEG)15, (PEG)1g, 0 (PEG)) y en la que las lineas onduladas

indican el enlace entre el enlazador y el grupo amino épsilon de la lisina en la posicion B29 o
B28 de los polipéptidos de insulina.

En otra realizacion, el resto de union comprende un enlazador bifuncional que
puede conjugarse o unirse covalentemente al grupo amino épsilon de los residuos de lisina en la
posicion B29 o B28 de los primer y segundo polipéptidos de insulina que pueden estar

representados por un benceno-1,3 diacilo que tiene la siguiente formula general
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m

O kY
P q
e n ')

en la que m y n son cada una independientemente 1 o 2; en la que p y q son independientemente
0,1,2,3,4, 05 en la que las lineas onduladas indican el enlace entre el enlazador y el grupo
amino épsilon de la lisina en la posicion B29 o B28 de los polipéptidos de insulina.

En otra realizacion, el resto de union comprende un enlazador bifuncional que
puede conjugarse o unirse covalentemente al grupo amino épsilon de los residuos de lisina en la
posicion B29 o B28 de los primer y segundo polipéptidos de insulina que pueden estar

representados por un 1,1 diacilo que tiene la siguiente férmula general

O O
?Xl,ff

enlaquenesl, 2,3, 04 en laque las lineas onduladas indican el enlace entre el enlazador y el
grupo amino épsilon de la lisina en la posicion B29 o B28 de los polipéptidos de insulina. En

realizaciones especificas, el 1,1 diacilo puede tener una estructura seleccionada de

O O

o o O O O O
, , , ¥ (1,1-diacil-C3; 1,2-diacil-C4,; 1,1-diacil-C5;

y 1,1-diacil-C6, respectivamente) en la que las lineas onduladas indican el enlace entre el
enlazador y el grupo amino épsilon de la lisina en la posiciéon B29 o B28 de los polipéptidos de
insulina.

En otra realizacion, el resto de union comprende un enlazador bifuncional que
puede conjugarse o unirse covalentemente al grupo amino épsilon de los residuos de lisina en la
posicion B29 o B28 de los primer y segundo polipéptidos de insulina que pueden estar

representados por un 1,2 diacilo que tiene la siguiente férmula general

.0
5&0
Cn aw

enlaquenesl, 2,3, 04 en laque las lineas onduladas indican el enlace entre el enlazador y el
grupo amino épsilon de la lisina en la posicion B29 o B28 de los polipéptidos de insulina. En

realizaciones especificas, el 1,2 diacilo puede tener una estructura seleccionada de
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o o o o § 0 o9
, , , ¥ (1,2-diacil-C3; 1,2-diacil-C4; 1,2-diacil-C5;

y 1,2-diacil-C6, respectivamente) en la que las lineas onduladas indican el enlace entre el
enlazador y el grupo amino épsilon de la lisina en la posiciéon B29 o B28 de los polipéptidos de
insulina.

En otra realizacion, el resto de union comprende un enlazador bifuncional que
puede conjugarse o unirse covalentemente al grupo amino épsilon de los residuos de lisina en la
posicion B29 o B28 de los primer y segundo polipéptidos de insulina que pueden estar
representados por un 1,3 diacilo que tiene la siguiente formula general

% O
Cn o
i
enlaquenes 1, 2,03 en laque las lineas onduladas indican el enlace entre el enlazador y el

grupo amino épsilon de la lisina en la posicion B29 o B28 de los polipéptidos de insulina. En

realizaciones especificas, el 1,3 diacilo puede tener una estructura seleccionada de

c o O © o o
L o o
R S y (1,3-diacil-C4; 1,3-diacil-C5; y 1,3-diacil-C6,

respectivamente) en la que las lineas onduladas indican el enlace entre el enlazador y el grupo
amino épsilon de la lisina en la posiciéon B29 o B28 de los polipéptidos de insulina.

En otra realizacion, el resto de union comprende un enlazador bifuncional que
puede conjugarse o unirse covalentemente al grupo amino épsilon de los residuos de lisina en la
posicion B29 o B28 de los primer y segundo polipéptidos de insulina que pueden estar

representados por un 1,4 diacilo que tiene la siguiente formula general

AL

(1,4-diacil-C6) en la que las lineas onduladas indican el enlace entre el enlazador y el grupo

amino épsilon de la lisina en la posiciéon B29 o B28 de los polipéptidos de insulina.
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En otra realizacion, el resto de union comprende un enlazador bifuncional que
puede conjugarse o unirse covalentemente al grupo amino épsilon de los residuos de lisina en la
posicion B29 o B28 de los primer y segundo polipéptidos de insulina que pueden estar
representados por un ciclobutil-1,3 diacilo que tiene la siguiente férmula general

)

2
ki

0

y en la que las lineas onduladas indican el enlace entre el enlazador y el grupo amino épsilon de
la lisina en la posicion B29 o B28 de los polipéptidos de insulina.

En un aspecto adicional de la presente invencion, el primero y segundo
polipéptidos de insulina pueden conjugarse juntos usando cicloadicion de Huisgen de azida-
alquino catalizada por cobre (CuAAc), en particular quimica clic CuAAC. En este aspecto, el
grupo amino épsilon de la lisina B29 o B28 del primer polipéptido de insulina se conjuga con un
resto enlazador que tiene un extremo proximal y un extremo distal en el que el extremo proximal
del resto enlazador se conjuga con el grupo amino épsilon y el distal comprende un grupo azida.
En este aspecto, el grupo amino €psilon de la lisina B29 o B28 del segundo polipéptido de
insulina se conjuga con un resto enlazador que tiene un extremo proximal y un extremo distal en
el que el extremo proximal del resto enlazador se conjuga con el grupo amino épsilon y el distal
comprende un grupo alquino. En presencia de Cu2+ y un agente reductor, los grupos azida y
alquino formaran un resto contiguo de unidon que comprende un resto triazol. Véase la patente de
Estados Unidos N.°: 8.129.542, que se incorpora en el presente documento en su totalidad, para
una descripcion de la quimica clic CuAAC.

En aspectos particulares de los agonistas parciales del receptor de insulina, el
primer polipéptido de insulina puede haber conjugado con el grupo amino épsilon de la lisina

B29 o B28 un enlazador que tiene la formula

N

y el segundo polipéptido de insulina puede haber conjugado con el grupo amino épsilon de la

lisina B29 o B28 un enlazador que tiene la formula
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0
M‘. En presencia de Cu2+ y un agente reductor, los enlazadores se combinan

para proporcionar un resto de union que tiene la estructura

(0]
M”/N\”
24 _

"Z{L

En aspectos particulares de los agonistas parciales del receptor de insulina, el
primer polipéptido de insulina puede haber conjugado con el grupo amino épsilon de la lisina

B29 o B28 un enlazador que tiene la formula

A

enlaquen=1,2.3,4,5,6,7,8,9, 0 10 y el segundo polipéptido de insulina puede haber
conjugado con el grupo amino épsilon de la lisina B29 o B28 un enlazador que tiene la férmula

o}

AV

n

enlaquen=1,2,3,4,5,6,7,8,9, 0 10. En presencia de Cu2+ y un agente reductor, los

enlazadores se combinan para proporcionar un resto de union que tiene la estructura

0]
N
‘}Q}'L{\/)/H\N/ \N 0

Y

n

en la que cada n es independientemente 1, 2, 3,4, 5,6, 7, 8,9, o 10.
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En un aspecto adicional, tanto el primer polipéptido de insulina como el segundo
polipéptido de insulina pueden haber conjugado con su respectivo grupo amino épsilon de la

lisina B29 o B28 un enlazador que tiene la formula

A,

en la que cada n es independientemente 1, 2, 3,4, 5,6, 7, 8,9, o 10. La conjugacion de los
enlazadores para formar un resto de union puede conseguirse proporcionando una molécula que

tiene una estructura (enlazador en puente o intermedio)

R

en la que R es un enlace covalente, un 4&tomo de carbono, un fenilo, un heteroatomo, o un grupo
opcionalmente sustituido seleccionado entre el grupo que consiste en acilo, alifatico,
heteroalifatico, arilo, heteroarilo y heterociclico. En aspectos particulares R es un grupo acilo C2,
C3, C4, C6, C7,C8,C9 0 C10 o un PEG2, PEG3, PEG4, PEGS, PEG6, PEG7, PEGS, PEGY,
PEG10, PEG11, PEG12, PEG13 o PEG25.

En un aspecto adicional, tanto el primer polipéptido de insulina como el segundo
polipéptido de insulina pueden haber conjugado con su respectivo grupo amino épsilon de la

lisina B29 o B28 un enlazador que tiene la formula

(o]

M \
en la que cada n es independientemente 1, 2, 3,4, 5,6, 7, 8,9, o 10. La conjugacion de los
enlazadores para formar un resto de unién puede conseguirse proporcionando una molécula que
tiene una estructura (enlazador en puente o intermedio)

N;——R——Nj,
en la que R es un enlace covalente, un 4&tomo de carbono, un fenilo, un heteroatomo, o un grupo
opcionalmente sustituido seleccionado entre el grupo que consiste en acilo, alifatico,
heteroalifatico, arilo, heteroarilo y heterociclico. En aspectos particulares R es un grupo acilo C2,
C3, C4, C6,C7,C8,C9 0 C10 o un PEG2, PEG3, PEG4, PEGS, PEG6, PEG7, PEGS, PEGY,
PEG10, PEG11, PEG12, PEG13 o PEG 25.
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amino épsilon de la lisina B29 o B28 con un enlazador terminado en azida como anteriormente y
el segundo polipéptido de insulina se conjuga en el grupo amino épsilon de la lisina B29 o0 B28
con un enlazador terminado con un resto ciclooctino y los enlazadores se conjugan para formar

un resto de union usando quimica clic de cicloadicion sin cobre. Véase, por ejemplo, la patente

En aspectos particulares, el primer polimero de insulina se conjuga en el grupo

de Estados Unidos N.°: 7.807.619, que se incorpora en el presente documento en su totalidad.

construir los dimeros de la presente invencion. Los dimeros mostrados comprenden grupos 2,5-

La siguiente tabla muestra enlazadores ejemplares, que se pueden usar para

dioxopirrolidinilo para conjugar el grupo amino épsilon de la lisina B29 o B29.

Tabla de Enlazadores

0]
(0]
H
g\o)l\/\/\/ N
O o)

o)

0
N
N\
0
O 0

6

Enlazador Nombre
1 clic C6+Ncb
2 CON+C6+NC
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3 @) vE-C8-yE
N
O/
o 0]
OH o H
O )\\/\/\/\H/N
N o)
: O nd
o @)
@)
/
N
@)
4 @) Clic-1
<;:j¢, I
N
\O/U\/\\
0 A
5 O Clic-2
O
N. /M\V/A\V/»\
O Nj
0]
6 Clic-3
F
0] O
|[::::I>>””\O/ﬂ\”/A\V/O\V/A\O/A\V/O\V/A\O/A\v/ﬂ\o
7 Clic-4
o)
0]
N\O/U\/\O/\/Ng,
O
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8 o Clic-5
O
g)J\/\/\
N
o A
9 0 Clic-6
N (0]
4 N O)J\/\ O/\/O\/\o /\\\
10 o @) C2
O
N o
o o
o o)
11 O C4
0]
N O
0 o N
@)
12 O Cé6
N 0
AN
o) o N
@)
13 0] C8
(@]
(@)
o /Q
N// \Tr/”\\v//‘\\//”\\vzjl\()
(0] (@]
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14 0] Cle
0]
N
o
0]
(0]
N/ o)
@)
15 O PEG2
@)
@) @) N
N
@]
O
16 O o) PEG3
O O

17

PEG4
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18

PEGS

O S~
O
19 (@) PEG6
N
O/

-57-




23876

20 0] PEG7
N
/
0 0]
O)\Aowoﬂ
o/ ©
~
;
o 0]
§
o
O O
21 0 PEG9Y9
N \o
(@)
O%\/\O/\/O\/\O/\/o\
0
N \O
© o)\/\ O/\/O\/\o/\/o\/\o/
22 O PEG13
N
O
° 2\/\
G O/\/O\/\O/\/O\/\O
0 N
1 :
N 1
(0] O
(0]
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23 O PEG25
o]
O)‘\/\O/\/O\/\O/\/O\/\o
HOI
o)
[o
t
O\/\O/\/O\/\O/\/O\/\O
(o) O
(0] Io
N\O)K/\O/\/O\)
o)
24 0 @) Cé6-glicina
N\OM O/
0 0 O
25 0] ') Cé6-alanina
\\()/JL\\///\\\///\\TF/ “,(/JL\C)///
@) 0 'e)
26 0 o) C6-isoleucina
AN N, pd
O OM ’ O
O
27 @) o) Cé6-leucina
J OM o
O
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28 0 9] C6-valina
N @ H DN
\ MN o
o © o
o]
29 o Dipropilfenol
.0 O
&Z °
®)
30 O O O O Trans-
>\. . <:><< ciclohexano
N-O O—-N 1,4-diéCidO
®) O]
31 O O O O Cis-
>_<:><< ciclohexano
N—-G O—N 1,4-diacido
O] O
32 0] ®) Terc-butil-
j (”)\ piperidin-
N. ), R N tricarb
O ' ‘ O
O O
A
P
33 Cl C6N-cloro-
o N)%N o 1,3,5-triazin-
| NC6
N/OWN)\N/)\N/\/WO\N
0 H H 0
@) O
34 Tereftalato
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35 o) 0 isoftalato
0] 0]
@) 0
36 o© Heptanodi-
BocHN :[\Q oato
0]
0”0
N
OQ(_/\;O
37 o O O o 1,1-diacil-C3
O o
38 0 ) ) o 1,1-diacil-C4
o @)
39 o O O o 1,1-diacil-C5
o o)
40 o O O o 1,1-diacil-C6
O o)
n=1,2.3,or 4
41 @) 1,2-diacil-C3
Q’Oﬁo
0]
o) O
()\?g%:7
0
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42 0O 1,2-diacil-C4
N-O~/°
o)
o) (0]
()\tg%iY
o)
43 o) 1,2-diacil-C5
N-O~ P
o)
o) (@)
()\tg%iY
o)
44 0 1,2-diacil-C6
Q’O °
o)
0 o)
O\N; 7
o)
45 0 o] e} o 1,3-diacil-C4
O 0
46 0 (o) o) o 1,3-diacil-C5
O 0
7| o5 O 0 o 1,3-diacil-C6
O o)
43 o @ I4-diacil-
ciclobutil-C1
0 o-N
N-O °
o)
o)
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49 1,4-

o O o O
}—@—{ ciclohexil-C1
on o-N
o)
0
50 o @) 0 1,4-
}—@—( o ciclohexil-C2
— O.
O

La conjugacién de un enlazador bifuncional al grupo amino épsilon del residuo de lisina en la

@)

posicion B29 o B28 del polipéptido de cadena B de dos moléculas de insulina o analogo de
insulina para formar el dimero de insulina unido por un resto de unién se puede mostrar

esquematicamente como

HN
I
o) 0 NH O
g R e J 2 - HO
Fi B, __ + il g N
N-O O\NJ(\ NH, L
@)
% AU/ Q— P8 ki
0 HN N-hidroxisuccinimida

Enlazador bifuncional

Dimero de insulina

en la que las moléculas de insulina 1 e insulina 2 pueden ser iguales o diferentes y el enlazador
bifuncional y resto de union y resultante tras la conjugacion puede tener la estructura de

cualquier enlazador y resto de union resultante divulgados en el presente documento.

Modificacion de polipéptidos de insulina

En algunas realizaciones, al menos uno de los polipéptidos de cadena A o
polipéptidos de cadena B del agonista parcial del receptor de insulina se modifica para
comprender un grupo acilo. El grupo acilo puede unirse covalentemente de forma directa a un

aminodcido del polipéptido de insulina, o de forma indirecta a un aminoécido del polipéptido de

-63-



10

15

20

25

30

23876

insulina mediante un espaciador, en el que el espaciador se posiciona entre el aminoacido del
polipéptido de insulina y el grupo acilo. El polipéptido de insulina puede acilarse en la misma
posicion de aminoacido donde se une un resto hidréfilo, o en una posicion diferente de
aminoacido. Por ejemplo, la acilacion puede suceder en cualquier posicion incluyendo cualquier
aminoacido de los polipéptidos de cadena A o B asi como una posicion dentro del resto de union,
con la condicion de que la actividad mostrada por el polipéptido de insulina no acilado se retenga
tras la acilacion. Ejemplos no limitantes incluyen acilacion en la posicion Al de la cadena A y la
posicion B1 de la cadena B.

En un aspecto especifico de la invencion, el primero y/o segundo polipéptido de
insulina (o derivado o conjugado del mismo) se modifica para comprender un grupo acilo por
acilacion directa de una amina, hidroxilo, o tiol de una cadena lateral de un aminoacido del
polipéptido de insulina. En algunas realizaciones, el primero y/o segundo polipéptido de insulina
se acila directamente a través de la amina, hidroxilo o tiol de cadena lateral de un aminoacido. A
este respecto, puede proporcionarse un polipéptido de insulina que se ha modificado por una o
mas sustituciones de aminodcido en la secuencia del polipéptido de cadena A o B, incluyendo
por ejemplo en las posiciones Al, Al4, A15, B1, B10, o B22 o en cualquier posicion del resto de
union con un aminoacido que comprende una amina, hidroxilo, o tiol de cadena lateral.

En algunas realizaciones, el espaciador entre el primero y/o segundo polipéptido
de insulina y el grupo acilo es un aminoacido que comprende una amina, hidroxilo, o tiol de
cadena lateral (o un dipéptido o tripéptido que comprende un aminoacido que comprende una
amina, hidroxilo, o tiol de cadena lateral). En algunas realizaciones, el espaciador comprende un
espaciador bifuncional hidréfilo. En una realizacion especifica, el espaciador comprende un
amino poli(alquiloxi)carboxilato. A este respecto, el espaciador puede comprender, por ejemplo,

NH>(CH»CH»0),(CH); COOH, en el que m es cualquier entero de 1 a 6 y n es cualquier

entero de 2 a 12, tal como, por ejemplo, acido 8-amino-3,6-dioxaoctanoico, que estd disponible
en el mercado en Peptides International, Inc. (Louisville, KY). En una realizacion, el espaciador
bifuncional hidroéfilo comprende dos o més grupos reactivos, por ejemplo, un grupo amina, un
grupo hidroxilo, un grupo tiol y un grupo carboxilo o cualquier combinacién de los mismos. En
ciertas realizaciones, el espaciador bifuncional hidréfilo comprende un grupo hidroxilo y un

carboxilato. En otras realizaciones, el espaciador bifuncional hidréfilo comprende un grupo
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amina y un carboxilato. En otras realizaciones, el espaciador bifuncional hidréfilo comprende un
grupo tiol y un carboxilato.

En algunas realizaciones, el espaciador entre el primero y/o segundo polipéptido
de insulina y el grupo acilo es un espaciador bifuncional hidréfobo. Espaciadores bifuncionales
hidrofobos se conocen en la técnica. Véase, por ejemplo, Bioconjugate Techniques, G. T.
Hermanson (Academic Press, San Diego, CA, 1996), que se incorpora por referencia en su
totalidad. En ciertas realizaciones, el espaciador bifuncional hidrofobo comprende dos o mas
grupos reactivos, por ejemplo, un grupo amina, un grupo hidroxilo, un grupo tiol y un grupo
carboxilo o cualquier combinacion de los mismos. En ciertas realizaciones, el espaciador
bifuncional hidréfobo comprende un grupo hidroxilo y un carboxilato. En otras realizaciones, el
espaciador bifuncional hidrofobo comprende un grupo amina y un carboxilato. En otras
realizaciones, el espaciador bifuncional hidréfobo comprende un grupo tiol y un carboxilato. Los
espaciadores bifuncionales hidréfobos adecuados que comprenden un carboxilato y un grupo
hidroxilo o un grupo tiol se conocen en la técnica e incluyen, por ejemplo, acido 8-
hidroxioctanoico y acido 8-mercaptooctanoico.

De acuerdo con ciertas realizaciones el espaciador bifuncional puede ser un
aminoacido sintético o de origen natural que comprende una estructura de aminoacido que es de
3 a 10 atomos de longitud (por ejemplo, acido 6-amino hexanoico, dcido 5-aminovalérico, acido
7-aminoheptanoico y acido 8-aminooctanoico). Como alternativa, el espaciador puede ser un
espaciador dipeptidico o tripeptidico que tiene una estructura peptidica que es de 3 a 10 4&tomos
(por ejemplo, 6 a 10 &tomos) de longitud. Cada aminoacido del espaciador dipeptidico o
tripeptidico unido al polipéptido de insulina puede seleccionarse independientemente entre el
grupo que consiste en: aminoacidos de origen natural y/u origen no natural incluyendo, por
ejemplo, cualquiera de los isémeros D o L de los aminoacidos de origen natural (Ala, Cys, Asp,
Glu, Phe, Gly, His, Ile, Lys, Leu, Met, Asn, Pro, Arg, Ser, Thr, Val, Trp, Tyr), o cualquiera de
los isdémeros D o L de los aminoacidos de origen no natural seleccionados entre el grupo que
consiste en: B-alanina (P -Ala), N-o-metil-alanina (Me-Ala), acido aminobutirico (Abu), acido a-
aminobutirico (y-Abu), acido aminohexanoico (g-Ahx), 4cido aminoisobutirico (Aib), acido
aminometilpirrol carboxilico, &cido aminopiperidinacarboxilico, aminoserina (Ams), acido
aminotetrahidropiran-4-carboxilico, N-metoxi-N-metil amida de arginina, dcido B-aspartico (-

Asp), acido azetidina carboxilico, 3-(2-benzotiazolil)alanina, a-terc-butilglicina, acido 2-amino-
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S-ureido-n-valérico (citrulina, Cit), B-ciclohexilalanina (Cha), acetamidometil-cisteina, acido
diaminobutanoico (Dab), 4cido diaminopropiénico (Dpr), dihidroxifenilalanina (DOPA),
dimetiltiazolidina (DMTA), acido y-glutamico (y-Glu), homoserina (Hse), hidroxiprolina (Hyp),
N-metoxi-N-metil amida de isoleucina, metil-isoleucina (Melle), acido isonipecético (Isn), metil-
leucina (MeLeu), metil-lisina, dimetil-lisina, trimetil-lisina, metanoprolina, metionina-sulfoxido
(Met(O)), metionina-sulfona (Met(0O2)), norleucina (Nle), metil-norleucina (Me-Nle), norvalina
(Nva), ornitina (Orn), dcido para-aminobenzoico (PABA), penicilamina (Pen), metilfenilalanina
(MePhe), 4-clorofenilalanina (Phe(4-Cl)), 4-fluorofenilalanina (Phe(4-F)), 4-nitrofenilalanina
(Phe(4-NO2)), 4-cianofenilalanina ((Phe(4-CN)), fenilglicina (Phg), piperidinilalanina,
piperidinilglicina, 3,4-deshidroprolina, pirrolidinilalanina, sarcosina (Sar), selenocisteina (Sec),
U-bencil-fosfoserina, acido 4-amino-3-hidroxi-6-metilheptanoico (Sta), d&cido 4-amino-5-
ciclohexil-3-hidroxipentanoico (ACHPA), acido 4-amino-3-hidroxi-5-fenilpentanoico (AHPPA),
acido 1,2,3,4,-tetrahidro-isoquinolina-3-carboxilico (Tic), tetrahidropiranglicina, tienilalanina
(Thi) , U-bencil-fosfotirosina, O-fosfotirosina, metoxitirosina, etoxitirosina, O-(bis-
dimetilamino-fosfono)-tirosina, tetrabutilamina de sulfato de tirosina, metil-valina (MeVal),
acido 1-amino-1-ciclohexano carboxilico (Acx), &cido aminovalérico, beta-ciclopropil-alanina
(Cpa), propargilglicina (Prg), alilglicina (Alg), acido 2-amino-2-ciclohexil-propanoico (2-Cha),
tercbutilglicina (Tbg), vinilglicina (Vg), acido 1-amino-1-ciclopropano carboxilico (Acp), acido
I-amino-1-ciclopentano carboxilico (Acpe), acido 3-mercaptopropidnico alquilado, acido 1-
amino-1-ciclobutano carboxilico (Acb). En algunas realizaciones el espaciador dipeptidico se
selecciona entre el grupo que consiste en: Ala-Ala, B-Ala- B-Ala, Leu-Leu, Pro-Pro, acido vy-
aminobutirico-acido y-aminobutirico y y-Glu- y-Glu.

El primero y/o segundo polipéptido de insulina puede modificarse para
comprender un grupo acilo por acilacion de un alcano de cadena larga. En aspectos especificos,
el alcano de cadena larga comprende un grupo amina, un grupo hidroxilo, o un grupo tiol (por
ejemplo, octadecilamina, tetradecanol y hexadecanotiol) que reacciona con un grupo carboxilo, o
forma activada del mismo, del polipéptido de insulina. El grupo carboxilo, o forma activada del
mismo, del polipéptido de insulina puede ser parte de una cadena lateral de un aminoacido (por
ejemplo, acido glutdmico, acido aspartico) del polipéptido de insulina o puede ser parte de la

estructura peptidica.

-66-



10

15

20

25

30

23876

En ciertas realizaciones, el primero y/o segundo polipéptido de insulina se
modifica para comprender un grupo acilo por acilacion del alcano de cadena larga mediante un
espaciador que se une al polipéptido de insulina. En aspectos especificos, el alcano de cadena
larga comprende un grupo amina, hidroxilo, o tiol que reacciona con un grupo carboxilo, o forma
activada del mismo, del espaciador. En el presente documento se describen espaciadores
adecuados que comprenden un grupo carboxilo, o forma activada del mismo e incluyen, por
ejemplo, espaciadores bifuncionales, por ejemplo, aminoacidos, dipéptidos, tripéptidos,
espaciadores bifuncionales hidrofilos y espaciadores bifuncionales hidrofobos. Como se usa en el
presente documento, la expresion “forma activada de un grupo carboxilo” se refiere a un grupo
carboxilo con la formula general R(C=0)X, en la que X es un grupo saliente y R es el
polipéptido de insulina o el espaciador. Por ejemplo, las formas activadas de un grupo carboxilo
pueden incluir, aunque sin limitacion, cloruros de acilo, anhidridos y ésteres. En algunas
realizaciones, el grupo carboxilo activado es un éster con un grupo saliente N-hidroxisuccinimida
(NHS).

Con respecto a estos aspectos de la invencion, en que se acila un alcano de cadena
larga por el péptido, el polipéptido de insulina o el espaciador, el alcano de cadena larga puede
ser de cualquier tamafio y puede comprender cualquier longitud de cadena de carbonos. El
alcano de cadena larga puede ser lineal o ramificado. En ciertos aspectos, el alcano de cadena
larga es un alcano Cy4 a Csg. Por ejemplo, el alcano de cadena larga puede ser cualquiera de un
alcano C4, alcano Cg, alcano Cg, alcano Cy, alcano C;,, alcano C4, alcano Cg, alcano Cis,
alcano Cyo, alcano C,, alcano Cj4, alcano Cyg, alcano Cyg, 0 un alcano Cs. En algunas
realizaciones, el alcano de cadena larga comprende un alcano Cg a Cs, por ejemplo, un alcano
Ci4, alcano Cyg, 0 un alcano Cig.

En algunas realizaciones, un grupo amina, un grupo hidroxilo, o un grupo tiol del
primero y/o segundo polipéptido de insulina se acila con un 4cido de colesterol. En una
realizacion especifica, el péptido se une al acido de colesterol a través de un espaciador des-
amino Cys alquilado, es decir, un espaciador de acido 3-mercaptopropidnico alquilado. Los
procedimientos adecuados de acilacion de péptidos mediante aminas, hidroxilos y tioles se
conocen en la técnica. Véase, por ejemplo, Miller, Biochem Biophys Res Commun 218: 377-382
(1996); Shimohigashi y Stammer, Int J Pept Protein Res 19: 54-62 (1982); y Previero y col.,
Biochim Biophys Acta 263: 7-13 (1972) (para procedimientos de acilacion a través de un
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hidroxilo); y San y Silvius, J Pept Res 66: 169-180 (2005) (para procedimientos de acilacion a
través de un tiol); Bioconjugate Chem. "Chemical Modifications of Proteins: History and
Applications" paginas 1, 2-12 (1990); Hashimoto y col., Pharmacuetical Res. "Synthesis of
Palmitoyl Derivatives of Insulin and their Biological Activity" Vol. 6, N.°: 2 pag.171-176 (1989).
El grupo acilo del péptido acilado del primero y/o segundo polipéptido de insulina
puede ser de cualquier tamafio, por ejemplo, cualquier longitud de cadena de carbonos y puede
ser lineal o ramificado. En algunas realizaciones especificas de la invencion, el grupo acilo es un

acido graso Cy4 to C3(. Por ejemplo, el grupo acilo puede ser cualquiera de un acido graso Cy,
acido graso Cg, acido graso Cg, acido graso Cj), acido graso Cj», 4cido graso Ci4, cido graso
C16, acido graso C1g, acido graso Cp(), acido graso Cp9, acido graso Cp4, acido graso Cas, acido
graso C,g, o un 4cido graso C3(). En algunas realizaciones, el grupo acilo es un 4cido graso Cg a
Co0, por ejemplo, un &cido graso C4 o un 4cido graso Cj¢. En algunas realizaciones, el grupo

acilo es urea.

En una realizacion alternativa, el grupo acilo es un acido biliar. El acido biliar
puede ser cualquier &cido biliar adecuado, incluyendo, aunque sin limitacién, acido colico, acido
quenodesoxicolico, acido desoxicdlico, acido litocolico, acido taurocolico, acido glicocolico y
acido de colesterol.

El primero y/o segundo polipéptido de insulina acilado descritos en el presente
documento pueden modificarse adicionalmente para comprender un resto hidrofilo. En algunas
realizaciones especificas, el resto hidréfilo puede comprender una cadena de polietilenglicol
(PEG). La incorporacion de un resto hidrofilo puede conseguirse a través de cualquier medio
adecuado, tal como cualquiera de los procedimientos descritos en el presente documento. En
algunas realizaciones, el analogo de cadena sencilla acilado comprende un aminoécido
seleccionado entre el grupo que consiste en Cys, Lys, Orn, homo-Cys, o Ac-Phe y la cadena
lateral del aminoécido esta unida covalentemente a un resto hidrofilo (por ejemplo, PEG). En una
realizacion, el grupo acilo se une a la posicion Al, Al14, A15, B1, B2, B10 o B22 (de acuerdo
con la numeracion de aminoacidos de las cadenas A y B de insulina nativa), opcionalmente
mediante un espaciador que comprende Cys, Lys, Orn, homo-Cys, o Ac-Phe.

Como alternativa, el primero y/o segundo polipéptido de insulina acilado

comprende un espaciador, en el que el espaciador estéd tanto acilado como modificado para
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comprender el resto hidrofilo. Los ejemplos no limitantes de espaciadores adecuados incluyen un
espaciador que comprende uno o mas aminoacidos seleccionados entre el grupo que consiste en
Cys, Lys, Orn, homo-Cys y Ac-Phe.

En algunas realizaciones, el extremo amino terminal de al menos un aminoécido
N-terminal de al menos uno de los polipéptidos de cadena A y los polipéptidos de cadena B del
agonista parcial del receptor de insulina se modifica para comprender un sustituyente. El
sustituyente puede unirse covalentemente de forma directa al grupo amino del aminoéacido N-
terminal o de forma indirecta al grupo amino mediante un espaciador, en el que el espaciador
esta posicionado entre el grupo amino del aminoacido N-terminal del polipéptido de insulina y el
sustituyente. El sustituyente puede ser un resto acilo como se ha analizado supra. El sustituyente

puede tener la formula general RC(O)-, en la que R puede ser R’CHj, R’NH, R’O y R’ puede ser

H, cadena alquilo lineal, aminoacido, péptido, poli(etilenglicol) (PEG), sacéridos, que en
aspectos particulares RC(O)- puede ser acetilo, fenilacetilo, carbamoilo, N-alquil carbamoilo, o
alcoxicarbonilo. En aspectos particulares, el sustituyente es un grupo carbamoilo, grupo acetilo,
glicina, grupo metilo, grupo metoxi, grupo dimetilo, grupo isobutilo, grupo PEG1 o grupo PEG2
(véanse Ejemplos en el presente documento para las estructuras de los sustituyentes). La
carbamoilacion de insulina ha sido divulgada por Oimoni y col., Nephron 46: 63-66 (1987) y los
dimeros de insulina que comprenden grupos carbamoilo en el extremo N terminal han sido
divulgados en la solicitud PCT publicada N.°: W0O2014052451 (p. ej., MIU-90).

En realizaciones particulares, al menos un aminoacido N-terminal se conjuga a
través del nitrogeno N2 con un sustituyente que comprende un éster de N-hidroxisuccinimida

unido a un grupo que tiene la formula general RC(O)-, donde R puede ser R’°CHp, R’'NH, R’O, y

R’ puede ser H, cadena alquilo lineal, aminoécido, péptido, poli(etilenglicol) (PEG), sacaridos,
que en aspectos particulares RC(O)- puede ser acetilo, fenilacetilo, carbamoilo, N-alquil
carbamoilo o alcoxicarbonilo. En realizaciones particulares, el sustituyente es un grupo
carbamoilo, grupo acetilo, glicina, grupo metilo, grupo metoxi, grupo dimetilo, grupo isobutilo,
grupo PEG1 o grupo PEG2.

En realizaciones particulares, el sacarido covalentemente unido a uno o mas
extremos amino terminales del primero y segundo polipéptidos de insulina puede ser un
monosacarido, véase por ejemplo el Dimero 51. En algunas realizaciones, el sacarido comprende

uno o mas grupos amina. En ciertas realizaciones, el sacarido y grupo amina estan separados por
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un grupo alquilo C1-C6, por ejemplo, un grupo alquilo C1-C3. En algunas realizaciones, el
sacarido es aminoetilglucosa (AEG). En ciertas realizaciones, un ligando sacarido es de la
configuracion “D”. En otras realizaciones, un ligando sacérido es de la configuracion “L”. A
continuacion mostramos estructuras de estos sacaridos ejemplares. Los especialistas en la técnica

reconoceran otros sacaridos ejemplares.

0_ .0
HO SENTONH, HO OO Nh,
HO" “'OH HO™ “'OH

OH OH
AEG-alfa AEG-beta
En general, los sacaridos puede conjugarse directa o indirectamente mediante un enlazador con
el extremo amino terminal de uno o mas del primero y segundo polipéptidos de insulina. En
aspectos particulares, el enlazador es un alquildioilo, -C(O)(CH»),C(O)-, en el que n = 0-45, 0-
20, 0-10, o 0-5.
Los sustituyentes ejemplares conjugados con el grupo amino N-terminal pueden

S€r

(PEG2),
)K/\/ﬁ“/‘sl
O \ﬁr’
(AEG-C6), e, (isobutilo), en los que la

linea ondulada indica el enlace entre el sustituyente y el grupo amino N-terminal. El sustituyente
también puede ser

7
\N:Lé.,

| (Me2; N-dimetilo) en los que la linea ondulada indica el enlace entre Me2 y el alfa
carbono del aminoacido N-terminal.
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Dimeros de insulina ejemplares

En realizaciones particulares, la presente invencidon proporciona dimeros de
insulina en los que una primera Lys B28 o B29 de una molécula de primer heterodimero de
insulina que tiene un primer polipéptido de cadena A y primer polipéptido de cadena B y una

segunda Lys B28 0 B29 de un segundo heterodimero de insulina que tiene un segundo

polipéptido de cadena A y segundo polipéptido de cadena B estan conjugadas conjuntamente por

un enlazador bifuncional seleccionado del grupo que consiste en Enlazador 1, Enlazador 2,
Enlazador 3, Enlazador 10, Enlazador 11, Enlazador 12, Enlazador 13, Enlazador 14,
Enlazador 15, Enlazador 16, Enlazador 17, Enlazador 18, Enlazador 19, Enlazador 20,
Enlazador 21, Enlazador 22, Enlazador 23, Enlazador 24, Enlazador 25, Enlazador 26,
Enlazador 27, Enlazador 28, Enlazador 29, Enlazador 30, Enlazador 31, Enlazador 32,
Enlazador 33, Enlazador 34, Enlazador 35, Enlazador 36, Enlazador 37, Enlazador 38,
Enlazador 39, Enlazador 40, Enlazador 41, Enlazador 42, Enlazador 43, Enlazador 44,
Enlazador 45, Enlazador 46, Enlazador 47, Enlazador 48, Enlazador 49, y Enlazador 50
con la condicion de que cuando el enlazador bifuncional sea Enlazador 10, Enlazador 11,
Enlazador 12, Enlazador 13, o Enlazador 14, al menos uno de los primer o segundo

polipéptidos de cadena A o de cadena B esté conjugado en su aminoacido N-terminal con un

sustituyente como se divulga en el presente documento o al menos los aminodcidos N-terminales

de la molécula de primer heterodimero de insulina estén conjugados con un sustituyente como se

divulga en el presente documento o los aminoacidos N-terminales de tanto el primer
heterodimero de insulina como el segundo heterodimero de insulina estén conjugados con un
sustituyente. En realizaciones particulares, el sustituyente comprende un éster de V-
hidroxisuccinimida unido a un grupo que tiene la férmula general RC(O)-, donde R puede ser
R’CHp, R’NH, R’O, y R’ puede ser H, cadena alquilo lineal, aminoécido, péptido,
poli(etilenglicol) (PEG), sacaridos, que en aspectos particulares RC(O)- puede ser acetilo,
fenilacetilo, carbamoilo, N-alquil carbamoilo o alcoxicarbonilo. En aspectos particulares, el
sustituyente es un grupo carbamoilo, grupo acetilo, glicina, grupo metilo, grupo metoxi, grupo
dimetilo, grupo isobutilo, grupo PEG1, grupo AEG, grupo alquilo C6-AEG o grupo PEG2.
En realizaciones particulares, la presente invencion proporciona dimeros de
insulina en los que una primera Lys B28 o B29 de una molécula de primer heterodimero de

insulina que tiene un primer polipéptido de cadena A y primer polipéptido de cadena B esta
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conjugada con un primer enlazador seleccionado del grupo que consiste en Enlazador Sy
Enlazador 7 y una segunda Lys B28 o B29 de un segundo heterodimero de insulina que tiene un
segundo polipéptido de cadena A y segundo polipéptido de cadena B conjugada con un segundo
enlazador seleccionado del grupo que consiste en Enlazador 4, Enlazador 6, Enlazador 8, y
Enlazador 9 estan conjugados conjuntamente a través del primer enlazador y el segundo
enlazador. En realizaciones particulares, al menos uno de los primer o segundo polipéptidos de
cadena A o de cadena B estd conjugado en su aminoacido N-terminal con un sustituyente como
se divulga en el presente documento o al menos los aminoacidos N-terminales de la molécula de
primer heterodimero de insulina estan conjugados con un sustituyente como se divulga en el
presente documento o los aminoacidos N-terminales de tanto el primer heterodimero de insulina
como el segundo heterodimero de insulina estan conjugados con un sustituyente. En
realizaciones particulares, el sustituyente comprende un éster de N-hidroxisuccinimida unido a

un grupo que tiene la formula general RC(O)-, donde R puede ser R’CH», R°’NH, R’O, y R’

puede ser H, cadena alquilo lineal, aminoécido, péptido, poli(etilenglicol) (PEG), sacéridos, que
en aspectos particulares RC(O)- puede ser acetilo, fenilacetilo, carbamoilo, N-alquil carbamoilo
o alcoxicarbonilo. En aspectos particulares, el sustituyente es un grupo carbamoilo, grupo
acetilo, glicina, grupo metilo, grupo metoxi, grupo dimetilo, grupo isobutilo, grupo PEG1, grupo
AEG, grupo alquilo C6-AEG o grupo PEG2.

En realizaciones particulares, la presente invencidon proporciona dimeros de
insulina en los que una primera Lys B28 o B29 de una molécula de primer heterodimero de
insulina que tiene un primer polipéptido de cadena A y primer polipéptido de cadena B esta
conjugada con un primer enlazador seleccionado del grupo que consiste en Enlazador 5y
Enlazador 7 y una segunda Lys B28 o B29 de un segundo heterodimero de insulina que tiene un
segundo polipéptido de cadena A y segundo polipéptido de cadena B esta conjugada con un
segundo enlazador seleccionado del grupo que consiste en Enlazador 5 y Enlazador 7, en el
que los primer y segundo enlazadores estan conjugados conjuntamente a través de un enlazador

en puente que tiene una estructura

R

en los que R es un enlace covalente, un dtomo de carbono, un fenilo, un heterodtomo, o un grupo
opcionalmente sustituido seleccionado del grupo que consiste en acilo, alifatico, heteroalifatico,

arilo, heteroarilo, y heterociclilo. En aspectos particulares R es un grupo acilo C2, C3, C4, C6,
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C7,C8, C9 0 C10 o un PEG2, PEG3, PEG4, PEGS, PEG6, PEG7, PEGS, PEG9,PEG10, PEG11,
PEG12, PEG13, o PEG25. En realizaciones particulares, al menos uno de los primer o segundo
polipéptidos de cadena A o de cadena B esta conjugado en su aminoacido N-terminal con un
sustituyente como se divulga en el presente documento o al menos los aminoacidos N-terminales
de la molécula de primer heterodimero de insulina estdn conjugados con un sustituyente como se
divulga en el presente documento o los aminoacidos N-terminales de tanto el primer
heterodimero de insulina como el segundo heterodimero de insulina estdn conjugados con un
sustituyente. En realizaciones particulares, el sustituyente comprende un éster de N-
hidroxisuccinimida unido a un grupo que tiene la formula general RC(O)-, donde R puede ser
R’CHjy, R’NH, R’O, y R’ puede ser H, cadena alquilo lineal, aminoacido, péptido,
poli(etilenglicol) (PEG), sacéridos, que en aspectos particulares RC(O)- puede ser acetilo,
fenilacetilo, carbamoilo, N-alquil carbamoilo o alcoxicarbonilo. En aspectos particulares, el
sustituyente es un grupo carbamoilo, grupo acetilo, glicina, grupo metilo, grupo metoxi, grupo
dimetilo, grupo isobutilo, grupo PEG1, grupo AEG, grupo alquilo C6-AEG o grupo PEG2.

En realizaciones particulares, la presente invencidon proporciona dimeros de
insulina en los que una primera Lys B28 o B29 de una molécula de primer heterodimero de
insulina que tiene un primer polipéptido de cadena A y primer polipéptido de cadena B esta
conjugada con un primer enlazador seleccionado del grupo que consiste en Enlazador 4,
Enlazador 6, Enlazador 8, y Enlazador 9 y una segunda Lys B28 o B29 de un segundo
heterodimero de insulina que tiene un segundo polipéptido de cadena A y segundo polipéptido de
cadena B conjugada con un segundo enlazador seleccionado del grupo que consiste en
Enlazador 4, Enlazador 6, Enlazador 8, y Enlazador 9, en el que los primer y segundo
enlazadores estan conjugados conjuntamente a través de un enlazador en puente que tiene una
estructura

N;——R——N,
en los que R es un enlace covalente, un 4&tomo de carbono, un fenilo, un heteroatomo, o un grupo
opcionalmente sustituido seleccionado del grupo que consiste en acilo, alifatico, heteroalifatico,
arilo, heteroarilo, y heterociclilo. En aspectos particulares R es un grupo acilo C2, C3, C4, C6,
C7,C8, C9 0 C10 o un PEG2, PEG3, PEG4, PEGS, PEG6, PEG7, PEGS, PEG9,PEG10, PEG11,
PEG12, PEG13, o PEG25. En realizaciones particulares, al menos uno de los primer o segundo

polipéptidos de cadena A o de cadena B esta conjugado en su aminoacido N-terminal con un
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sustituyente como se divulga en el presente documento o al menos los aminoacidos N-terminales
de la molécula de primer heterodimero de insulina estdn conjugados con un sustituyente como se
divulga en el presente documento o los aminoacidos N-terminales de tanto el primer
heterodimero de insulina como el segundo heterodimero de insulina estdn conjugados con un
5  sustituyente. En realizaciones particulares, el sustituyente comprende un éster de N-

hidroxisuccinimida unido a un grupo que tiene la formula general RC(O)-, donde R puede ser
R’CHp, R’NH, R’O, y R’ puede ser H, cadena alquilo lineal, aminoécido, péptido,
poli(etilenglicol) (PEG), sacéridos, que en aspectos particulares RC(O)- puede ser acetilo,
fenilacetilo, carbamoilo, N-alquil carbamoilo o alcoxicarbonilo. En aspectos particulares, el

10  sustituyente es un grupo carbamoilo, grupo acetilo, glicina, grupo metilo, grupo metoxi, grupo
dimetilo, grupo isobutilo, grupo PEG1, grupo AEG, grupo alquilo C6-AEG o grupo PEG2.

En realizaciones adicionales, los primer y segundo heterodimeros de insulina
pueden comprender cualquiera de las moléculas de insulina o andlogo de insulina divulgadas en
el presente documento.

15
La presente invencidén también proporciona dimeros de insulina seleccionados

entre
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En los que los enlaces disulfuro entre los residuos Cysg y Cys del polipéptido
de cadena A y los enlaces disulfuro entre la Cys7 y Cysy() de la cadena A con la Cys7 y Cysjg

del polipéptido de cadena B, respectivamente, estan representados por la linea solida entre los
mismos; en los que los restos de union estan unidos covalentemente al aminoacido épsilon del
residuo de lisina mostrado, en los que el polipéptido de cadena A para los Dimeros 1-40, 42-52,
54-86, y 88-94 tiene la secuencia de aminoacidos mostrada en la SEC ID N.°: 1; el polipéptido de
cadena A para el Dimero 56 tiene la secuencia de aminoacidos mostrada para la SEC ID N.%: 11;
el polipéptido de cadena B para los Dimeros 1-17, 21-27, 36, 37, 39-40 y 42-52, 54-82, 84-86, y
88-94 tiene la secuencia de aminoacidos mostrada en la SEC ID N.°: 2; el polipéptido de cadena
B para los Dimeros 18 y 32-35 tiene la secuencia de aminoacidos mostrada en la SEC ID N.°: 6;
el polipéptido de cadena B para los Dimeros 19 y 83 tiene la secuencia de aminodcidos mostrada
en la SEC ID N.%: 9; el polipéptido de cadena B para los Dimeros 20, 28-31 y 38 tiene la
secuencia de aminodcidos mostrada en la SEC ID N.%: 10; y el polipéptido de cadena A y el
polipéptido de cadena B para los Dimeros 53 y 87 son SEC ID N.°: 7y SEC ID N.°: §,

respectivamente.

Composiciones farmacéuticas
De acuerdo con una realizacidon se proporciona una composicion farmacéutica que

comprende cualquiera de los nuevos dimeros de insulina divulgados en el presente documento,
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preferentemente a un nivel de pureza de al menos el 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%,
97%, 98% 0 99% y un diluyente, vehiculo o excipiente farmacéuticamente aceptable. Dichas
composiciones pueden contener un dimero de insulina divulgado en el presente documento a una
concentracion de al menos 0,5 mg/ml, 1 mg/ml, 2 mg/ml, 3 mg/ml, 4 mg/ml, 5 mg/ml, 6 mg/ml,
7 mg/ml, 8 mg/ml, 9 mg/ml, 10 mg/ml, 11 mg/ml, 12 mg/ml, 13 mg/ml, 14 mg/ml, 15 mg/ml, 16
mg/ml, 17 mg/ml, 18 mg/ml, 19 mg/ml, 20 mg/ml, 21 mg/ml, 22 mg/ml, 23 mg/ml, 24 mg/ml,
25 mg/ml o mayor. En una realizacion las composiciones farmacéuticas comprenden soluciones
acuosas que se esterilizan y opcionalmente se almacenan contenidas dentro de diversos
recipientes de envase. En otras realizaciones las composiciones farmacéuticas comprenden un
polvo liofilizado. Las composiciones farmacéuticas puede envasarse adicionalmente como parte
de un kit que incluye un dispositivo desechable para administrar la composicion a un paciente.
Los recipientes o kits pueden etiquetarse para almacenamiento a temperatura ambiente de la
ambiente o a temperatura refrigerada.

Se cree que los dimeros de insulina divulgados son adecuados para cualquier uso
que se haya descrito previamente para péptidos de insulina. Por consiguiente, los dimeros de
insulina divulgados en el presente documento pueden usarse para tratar la hiperglucemia, o tratar
otras enfermedades metabolicas que resultan de niveles de glucosa sanguineos altos. Por
consiguiente, la presente invencidon abarca composiciones farmacéuticas que comprenden un
dimero de insulina divulgado en el presente documento y un vehiculo farmacéuticamente
aceptable para su uso en el tratamiento de un paciente que padece niveles de glucosa sanguineos
altos. De acuerdo con una realizacion, el paciente a tratarse usando un dimero de insulina
divulgado en el presente documento es un animal doméstico y en otra realizacion el paciente a
tratarse es un ser humano.

Un procedimiento para tratar la hiperglucemia de acuerdo con la presente
divulgacion comprende las etapas de administrar los dimeros de insulina actualmente divulgados
a un paciente usando cualquier via convencional de administracion, incluyendo via parenteral, tal
como intravenosa, intraperitoneal, subcutdnea o intramuscular, intratecal, transdérmica, rectal,
oral, nasal o por inhalacion. En una realizacion, la composicion se administra por via subcutanea
o intramuscular. En una realizacion, la composicion se administra por via parenteral y el

polipéptido de insulina, o derivado profarmaco del mismo, se pre-envasa en una jeringa.
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Los dimeros de insulina divulgados en el presente documento pueden
administrarse solos o en combinacion con otros agentes anti-diabéticos. Los agentes anti-
diabéticos conocidos en la técnica o en investigacion incluyen insulina nativa, glucagén nativo y
analogos funcionales del mismo, sulfonilureas, tales como tolbutamida (Orinase), acetohexamida
(Dymelor), tolazamida (Tolinase), clorpropamida (Diabinese), glipizida (Glucotrol), gliburida
(Diabeta, Micronase, Glynase), glimepirida (Amaril), o gliclazida (Diamicron); meglitinidas,
tales como repaglinida (Prandin) o nateglinida (Starlix); biguanidas tales como metformina
(Glucophage) o fenformina; tiazolidinadionas tales como rosiglitazona (Avandia), pioglitazona
(Actos), o troglitazona (Rezulin), u otros inhibidores de PPARY; inhibidores de alfa glucosidasa
que inhiben la digestion de carbohidratos, tales como miglitol (Glyset), acarbosa
(Precose/Glucobay); exenatida (Byetta) o pramlintida; inhibidores de dipeptidil peptidasa-4
(DPP-4) tales como vildagliptina o sitagliptina; inhibidores de SGLT (transportador 1 de glucosa
dependiente de sodio); o inhibidores de FBPasa (fructosa 1,6-bisfosfatasa).

Las composiciones farmacéuticas que comprenden los dimeros de insulina
divulgados en el presente documento pueden formularse y administrarse a los pacientes usando
vehiculos farmacéuticamente aceptables convencionales y vias de administracién conocidas para
los especialistas en la técnica. Por consiguiente, la presente divulgacion también abarca
composiciones farmacéuticas que comprenden uno o mas de los dimeros de insulina divulgados
en el presente documento, o una sal farmacéuticamente aceptable de los mismos, en combinacion
con un vehiculo farmacéuticamente aceptable. Por ejemplo, las composiciones farmacéuticas que
comprenden los dimeros de insulina divulgados en el presente documento pueden contener
opcionalmente iones cinc, conservantes (por ejemplo, fenol, cresol, parabenos), agentes de
isotonicidad (por ejemplo, manitol, sorbitol, lactosa, dextrosa, trehalosa, cloruro sodico,
glicerol), sustancias tamponantes, sales, acidos y alcalis y también excipientes adicionales. Estas
sustancias pueden en cada caso presentarse individualmente o alternativamente como mezclas.
Glicerol, dextrosa, lactosa, sorbitol y manitol se presentan habitualmente en la preparacion
farmacéutica en una concentracion de 100-250 mM, el NaCl en una concentracion de hasta 150
mM. Las sustancias tamponantes tales como, por ejemplo, tampdn fosfato, acetato, citrato,
arginina, glicilglicina o TRIS (es decir, 2-amino-2-hidroximetil-1,3-propanodiol) y sales
correspondientes, se presentan en una concentracion de 5-250 mM, comunmente de

aproximadamente 10-100 mM. Excipientes adicionales pueden ser, inter alia, sales o arginina.

-113-



10

15

20

25

30

23876

En una realizacion la composicion farmacéutica comprende una concentracion de
1 mg/ml del dimero de insulina a un pH de aproximadamente 4,0 a aproximadamente 7,0 en un
sistema de tampon fosfato. Las composiciones farmacéuticas pueden comprender el dimero de
insulina como el tnico componente farmacéuticamente activo, o el dimero de insulina puede
combinarse con uno o mas agentes activos adicionales.

Todos los procedimientos terapéuticos, composiciones farmacéuticas, kits y otras
realizaciones similares descritas en el presente documento contemplan que los dimeros de
insulina incluyen todas las sales farmacéuticamente aceptables de los mismos.

En una realizacion el kit se proporciona con un dispositivo para administrar la
composicion de dimeros de insulina a un paciente. El kit puede incluir adicionalmente una
diversidad de recipientes, por ejemplo, viales, tubos, frascos y similares. Preferentemente, los
kits también incluirdn instrucciones para su uso. De acuerdo con una realizacion, el dispositivo
del kit es un dispositivo dispensador de aerosol, en el que la composicion estd pre-envasada
dentro del dispositivo de aerosol. En otra realizacion, el kit comprende una jeringa y una aguja 'y
en una realizacion, la composicion de dimero de insulina esta pre-envasada dentro de la jeringa.

Los compuestos de la presente invencion pueden prepararse por procedimientos
sintéticos convencionales, técnicas de ADN recombinante, o cualquier otro procedimiento de
preparacion de péptidos y proteinas de fusion. Aunque ciertos aminoacidos no naturales no
pueden expresarse mediante técnicas convencionales de ADN recombinante, las técnicas para su
preparacion son conocidas en la técnica. Los compuestos de la presente invencion que abarcan
partes no peptidicas pueden sintetizarse por reacciones convencionales de quimica organica,

ademas de reacciones de quimica de péptidos convencionales cuando sea aplicable.

Los siguientes ejemplos pretenden promover una comprension adicional de la

presente invencion.

EJEMPLOS
Procedimientos generales
Todos los agentes quimicos se adquirieron de fuentes comerciales, salvo que se
indique de otro modo. Las reacciones se realizaron habitualmente a temperatura ambiente o a

temperatura de la habitacion salvo que se indique de otro modo. Las reacciones sensibles a la
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humedad o el aire se realizaron en atmdsfera de nitrogeno o argdén usando disolventes y reactivos
anhidros. El progreso de las reacciones se control6 por cromatografia en capa fina (CCF)
analitica y cromatografia liquida de ultrarendimiento-espectrometria de masas (CLUP-EM). La
CCEF se realizo en placas de CCF de E. Merck pre-recubiertas con gel de silice 60F-254, grosor
de capa de 0,25 mm. Las placas se visualizaron usando UV de 254 nm y/o por exposicion a
molibdato de cerio amonio (CAM) o solucion de tincion con p-anisaldehido seguido por

carbonizacion. La cromatografia liquida de ultra produccion (CLUP) se realizo en un sistema
Waters Acquity™ UPLC®.

CLUP-EM Procedimiento A: Waters Acquity™ UPLC® BEH C18 1,7 um
columna de 1,0x50 mm con gradiente 10:90-95:5 v/v CH3CN/H7O + v 0,05% TFA en 2,0 min;

caudal 0,3 ml/min, UV longitud de onda 215 nm; CLUP-EM,;

Procedimiento B: Waters Acquity™ UPLC® BEH C18 1,7 um columna de
2,1x100 mm con gradiente 60:40-100:0 v/v CH3CN/H20 + v 0,05% TFA en 4,0 min y 100:0-

95:5 v/v CH3CN/H»0 + v 0,05% TFA en 40 segundos; caudal 0,3 ml/min, UV longitud de onda
200-300 nm; CLUP-EM;

Procedimiento C: Waters Acquity™ UPLC® BEH C18 1,7 um columna de
2,1x100 mm con gradiente 20:80-90:10 v/v CH3CN/H»O + v 0,05% TFA en 4,0 min y 90:10-

95:5 v/v CH3CN/H20 + v 0,05% TFA en 0,5 min; caudal 0,3 ml/min, UV longitud de onda 200-
300 nm; CLUP-EM;

Procedimiento D: Waters Acquity™ UPLC® BEH C8 1,7 pm columna de
2,1x100 mm con gradiente 10:90-55:45 v/v CH3CN/H0 + v 0,05% TFA en 4,0 min y 55:45-

95:5 v/v CH3CN/H»0 + v 0,05% TFA en 40 segundos; caudal 0,3 ml/min, UV longitud de onda
200-300 nm; CLUP-EM;

Procedimiento E: Waters Acquity™ UPLC® BEH300 C4 1,7 um columna de
2,1x100 mm con gradiente 10:90-50:50 v/v CH3CN/H»O + v 0,05% TFA en 4,3 min y 50:50-

70:30 v/v CH3CN/HO + v 0,05% TFA en 0,5 min; caudal 0,3 ml/min, UV longitud de onda
200-300 nm; CLUP-EM,;

Procedimiento F: Waters Acquity™ UPLC® BEH C8 1,7 um columna de
2,1x100 mm con gradiente 20:80-72,5:27,5 v/v CH3CN/HO + v 0,05% TFA en 4,3 min y
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72,5:27,5-95:5 v/v CH3CN/H20 + v 0,05% TFA en 0,5 min; caudal 0,3 ml/min, UV longitud de
onda 200-300 nm y CLUP-EM,;

Procedimiento G: Waters Acquity™ UPLC® BEH C8 1,7 um columna de
2,1x100 mm con gradiente 20:80-90:10 v/v CH3CN/H»O + v 0,1% TFA en 4,0 min y 90:10-

95:5 v/v CH3CN/H»0 + v 0,1% TFA en 0,4 min; caudal 0,3 ml/min, UV longitud de onda 200-
300 nm.

El andlisis de masas se realiz6 en un Detector Waters SQ con ionizacidon por

electronebulizacién en modo de deteccidon de iones positiva y el intervalo de escaneo de la

proporcion de masa-a-carga fue 170-900 o un Waters Micromass® LCT Premier™ XE con
ionizacion por electronebulizacion en modo de deteccion de iones positiva y el intervalo de
escaneo de la proporcion de masa-a-carga fue 300-2000. La identificacion de los conjugados de
insulina producidos o IRPA se confirmé comparando el peso molecular teorico con el valor
experimental que se midi6é usando CLUP-EM. Para la determinacion de las posiciones de enlace,
especificamente, los dimeros de insulina se sometieron a tratamiento con DTT (para cadena a/b)
o digestion con Glu-C (con o sin reduccion y alquilacion) y después los péptidos resultantes se
analizaron por CL-EM. En base a las masas medidas, se dedujeron las posiciones de enlace.

Se realizé cromatografia ultrarrapida usando bien un aparato de cromatografia

ultrarrapida Biotage (Dyax Corp.) o bien un instrumento CombiFlash®Rf (Teledyne Isco). La
cromatografia en fase normal se realizé en gel de silice (20-70 pm, tamafio de poro de 60 A) en
cartuchos pre-compactados del tamafio indicado. La cromatografia de intercambio idnico se
realizé en un material basado en silice con un recubrimiento unido de una poli(2-sulfoetil
aspartamida) anionica hidroéfila (columna PoliSULFOETIL A, PolyLC Inc., 250x21 mm, 5 m,
tamafio de poro de 1000 A). La cromatografia en fase inversa se realizé en gel de silice C-18
unido (20-60 pum, tamafio de poro de 60-100 A) en cartuchos pre-compactados del tamaiio
indicado. La HPLC a escala preparativa se realiz6 en sistema binario Gilson 333-334 usando
Waters DELTA PAK C4 15 pm, 300 A, columna de 50x250 mm o KROMASIL® C8 10 um,
100 A, columna de 50x250 mm, caudal 85 ml/min, con gradiente indicado. La concentracion de
las soluciones se realizé en un evaporador rotatorio a presion reducida o se secaron por

congelacion en un liofilizador VirTis Freezemobile (SP Scientific).
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Abreviaturas: acetonitrilo (AcCN), acuoso (ac), N,N-diisopropiletilamina o base
de Hiinig (DIPEA), N,N-dimetilformamida (DMF), dimetil sulféxido (DMSO), acetato de etilo
(EtOAc), clorhidrato de N-(3-dimetilaminopropil)-N’-etilcarbodiimida (EDC), gramo(s) (g), 1-
hidroxibenzotriazol hidrato (HOBt), hora(s) (h o hr), espectro de masas (em o EM),
microgramo(s) (ng), microlitro(s) (pl), micromol (mol), miligramo(s) (mg), mililitro(s) (ml),
milimol (mmol), minuto(s) (min), tiempo de retencion (Tr), temperatura ambiente (ta), saturado
(sat. o satdo), solucion ac saturada de cloruro sédico (salmuera), trietilamina (TEA), acido
trifluoroacético (TFA) y tetrafluoroborato N,N,N’,N’-tetrametil-O-(N-succinimidil)uronio
(TSTU).

El término “RHI” se refiere a una insulina humana recombinante y se usa para
indicar que la insulina tiene la secuencia de aminoécidos caracteristica de la insulina humana
natural, nativa. Como se usa en el presente documento en las tablas, el término indica que la
secuencia de aminoacidos de la insulina que comprende el dimero es la de la insulina humana

natural, nativa.

EJEMPLO 1
Se describe la sintesis de 6-((6-((2,5-dioxopirrolidin-1-il)oxi)-6-oxohexil)amino)-

6-oxohexanoato de 2,5-dioxopirrolidin-1-ilo (Enlazador 1; C6+NC6).

O O
N i H\/\/\)OJ\ N
\OJ\/\/\I( o
0] ®) 0]
Etapa 1 6-((6-(benciloxi)-6-oxohexil)amino)-6-oxohexanoato de bencilo
A una mezcla de éster monobencilico de 4cido adipico (600 mg, 2,54 mmol) y 4-

metilbencenosulfonato de 6-(benciloxi)-6-oxohexan-1-aminio (1,0 g, 2,54 mmol) en DMF (12,71
ml) se afiadio HOBt (584 mg, 3,81 mmol), base de Hunig (888 1, 5,08 mmol) y EDC (731 mg,

3,81 mmol). Después de agitar durante una noche, la mezcla de reaccion se repartié entre

NaHCO3 sat. y EtOAc. Se separ? la fase orgéanica, se lavo con HCI 1,0 M y salmuera, se seco

sobre Na,SOy y se concentro para dar el compuesto del titulo en forma de un semi-so6lido y se
uso en la siguiente etapa sin purificacion adicional. CLUP-EM Procedimiento A: Tr = 1,26 min,

m/z = 440,3 [M+1]
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Etapa 2 acido 6-((5-carboxipentil)amino)-6-oxohexanoico
Una suspension del producto de la Etapa 1 (1,08 g, 2,457 mmol) y catalizador de
Pearlman (20% en peso sobre carbono, 173 mg, 0,246 mmol) en MeOH (50 ml) se agit6 en

atmosfera de 344,64 kPa (50 psi) de Hy durante una noche. El catalizador se retir6 por filtracion

y el filtrado se sometié a cromatografia en fase inversa en fase C8 (Kromasil, C8 10um 100 A,
250 x 50 mm; disolvente A = agua/0,05%TFA, disolvente B = AcCN/0,05%TFA), caudal = 85
ml/min, gradiente de B en A 5-30% en 30 min. CLUP-EM Procedimiento A: Tr = 0,40 min, m/z
=260,15 [M+1].

Etapa 3 6-((6-((2,5-dioxopirrolidin- 1-il)oxi)-6-oxohexil)amino)-6-oxohexanoato de 2,5-
dioxopirrolidin-1-ilo

A una solucion del producto de la Etapa 2 (50 mg, 0,193 mmol) en DMF (964 nl)
se afiadio TSTU (116 mg, 0,386 mmol). Después de enfriar hasta 0°C, a la mezcla se afadié
trietilamina (53,8 ul, 0,386 mmol). Después de agitar durante 45 minutos, se observéd formacion
del compuesto deseado: CLUP-EM Procedimiento A: Tr = 0,71 min, m/z =453,4 [M+1]. El 6-
((6-((2,5-dioxopirrolidin-1-il)oxi)-6-oxohexil)amino)-6-oxohexanoato de 2,5-dioxopirrolidin-1-

ilo resultante se us6 como una solucion 0,2 M en DMF sin purificacion.

EJEMPLO 2
Se describe la sintesis de 6,6'-(adipoilbis(azanodiil))dihexanoato de bis(2,5-
dioxopirrolidin-1-ilo) (Enlazador 2; CON+C6+NC6).

O
N )OK/\/\/H i 0] [
N©) MN/\/W °N
0 0 H 0
O
Etapa 1 6,6'-(adipoilbis(azanodiil))dihexanoato de dibencilo
A una solucidn de 4-metilbencenosulfonato de 6-(benciloxi)-6-oxohexan-1-
aminio (2,693 g, 6,84 mmol) y acido adipico (500 mg, 3,42 mmol) en DMF (17,1 ml) se afiadi6
base de Hunig (1,793 ml, 10,26 mmol), HOBt (1,572 g, 10,26 mmol) y EDC (1,968 g, 10,26

mmol). Después de agitar durante una noche, la mezcla de reaccion se vertié en agua (500 ml) y

se agitd durante 30 minutos. El compuesto del titulo se recogi6 a través de filtracion en forma de
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un so6lido y se seco por succion de aire. CLUP-EM Procedimiento A: Tr = 1,23 min, m/z = 553,5

[M+1].

Etapa 2 6,6'-(adipoilbis(azanodiil))dihexanoato de bis(2,5-dioxopirrolidin-1-ilo)

El compuesto del titulo se prepard usando el procedimiento analogo al descrito
para el EJEMPLO 1 sustituyendo 6,6'-(adipoilbis(azanodiil))dihexanoato de dibencilo en el lugar
de 6-((6-(benciloxi)-6-oxohexil)amino)-6-oxohexanoato de bencilo en la Etapa 2. CLUP-EM
Procedimiento A: Tr = 0,74 min, m/z = 567,4 [M+1].

EJEMPLO 3
Se describe la sintesis de acido (285,2'S)-2,2'-(octanodioilbis(azanodiil))bis(5-
((2,5-dioxopirrolidin-1-il)oxi)-5-oxopentanoico) (Enlazador 3; gamma-Glu-subérico-gamma-

Glu).
o HO._O 4 ] o °
&OW/\IHJ\/\/\/\W N I\)koj;%
e} © © O~ OH °
Etapa 1 acido (S)-5-(benciloxi)-4-(8-(((S)-1-(benciloxi)-4-carboxi- 1 -oxobutan-2-il)amino)-§-
oxooctanamido)-5-oxopentanoico
A una solucion de H-GLU-OBZL (1,00 g, 4,21 mmol) en DMF (10,5 ml) se
afiadio6 trietilamina (5,875 ml, 42,1 mmol) seguido por suberato de disuccinimidilo (776 mg,
2,107 mmol). Después de agitar durante 1 hora, se concentr6 la mezcla de reaccion y el residuo
resultante se purificé en columna C18 (ISCO 44 g), flujo = 37 ml/min; gradiente de AcCN en
agua con 0,05%TFA: 2%-20% en 20 min seguido por un periodo de espera. Después de la

liofilizacion, se obtuvo el intermedio acido bis-carboxilico. CLUP-EM Procedimiento B: Tr =

2,66 min, m/z = 613,3 [M+1].

Etapa 2 éster de bis-N-hidroxisuccinimida del acido (S)-5-(benciloxi)-4-(8-(((S)-1-(benciloxi)-4-
carboxi-1-oxobutan-2-il)amino)-8-oxooctanamido)-5-oxopentanoico

A una suspension del producto de la Etapa 1 (455 mg, 0,743 mmol) en
acetonitrilo (7,4 ml) se anadio TSTU (492 mg, 1,634 mmol) en forma de un solido seguido por

trietilamina (228 ul, 1,634 mmol), punto en el que se disolvid la suspension. Se agitd la mezcla
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de reaccion durante 1,5 h y se concentrd en el rotavapor a temperatura ambiente. El producto se
purificd por cromatografia en fase inversa en fase C-8 (columna Kromasil, C8 10 m 100A,
tamafio 250 x 50mm; disolvente A=agua/0,05%TFA, disolvente B=AcCN/0,05%TFA), flujo=85
ml/min, gradiente de B en A 10-80% en 30 min. Después de la liofilizacion de las fracciones, se

obtuvo el éster bis-NHS. CLUP-EM Procedimiento B: Tr = 2,77 min, m/z = 807 [M+1].

Etapa 3 acido (2S,2'S)-2,2'-(octanodioilbis (azanodiil) ) bis(5-((2, 5-dioxopirrolidin- 1-il)oxi)-5-
oxopentanoico)

El producto de la Etapa 2 (250 mg, 0,310 mmol) se hidrogen6 usando paladio
sobre carbono (66,0 mg, 0,031 mmol) como catalizador y acetona que contenia TFA al 0,1%
como el disolvente (6,2 ml) en 1 atmosfera de hidrogeno, durante una noche. Se retird por
filtracion el catalizador y el filtrado se concentrd para dar el compuesto del titulo. Se bombeo6 a

alto vacio durante una noche. CLUP-EM Procedimiento C: Tr = 3,61 min, m/z = 627,3 [M+1].

EJEMPLO 4

Procedimiento general A: Sintesis de Conjugados (Analogos) de N6.B29 jnsulina
En un recipiente de tamafio apropiado, se disolvié insulina o analogo de insulina,

con agitacion suave, a temperatura ambiente en un disolvente mixto: 2:3 v/v NapCO3 0,1

M:AcCN. Después de que se aclarara la mezcla, se ajusto el pH hasta el valor de 10,5-10,8
usando solucion alcalina, por ejemplo, NaOH 0,1 N. En un vial diferente, se disolvio un
intermedio éster activado (resto de unioén) en un disolvente organico, por ejemplo, DMSO, a
temperatura ambiente. Se afiadieron alicuotas de la solucion del éster activado (Enlazador)
durante un periodo de tiempo a la solucion que contenia insulina hasta que el cromatograma de
CLUP mostr6 que la mayoria de la insulina no modificada habia reaccionado y que una parte
sustancial de la mezcla de reaccion se habia convertido en insulina B29-conjugada. La reaccion
se interrumpid mediante la adicién de un nucleofilo de amina, por ejemplo, 2-aminoetanol. La
solucidn de reaccion se agitd a temperatura ambiente durante 30 minutos. La solucion resultante

se diluyo6 cuidadosamente con HO fria (20x) a 0°C y se ajust6 su pH hasta un pH final de 2,5

usando HC1 1 N (y NaOH 0,1 N si fuera necesario). La solucion primero se concentrd por
ultrafiltracion, a través de un sistema de filtracion de flujo tangencial (FFT) o usando unidades

de centrifugacion Amicon Ultra-15, con membrana de 1K, 3K o 10K de PCPM. La solucion
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concentrada habitualmente se sometié primero a cromatografia de intercambio i6nico (columna
PoliSULFOETIL A, PolyLC Inc., 250x21 mm, 5 pm, 1000 A; Tampén A: 0,1%(v/v)
H3PO04/25%AcCN; Tampén B: 0,1%(v/v)H3P04/25%AcCN/NaCl 0,5 M). Las fracciones que

contenian el conjugado B29 con la pureza deseada se combinaron y concentraron usando sistema
de FFT o Amicon Ultra-15. La solucion resultante después se purifico adicionalmente por HPLC
en fase inversa (Waters C4 columna de 250x50 mm, 10 m, columna de 1000 A o Kromasil C8
250x50 mm, 10 pm, columna de 100A; Tampon A: 0,05-0,1%TFA en agua; Tampdn B: 0,05-
0,1%TFA en AcCN). Las fracciones que contenian el conjugado del titulo se combinaron y
secaron por congelacion o se les intercambi6 el tampon usando sistema de FFT y/o Amicon

Ultra-15 para dar el producto del titulo.

EJEMPLO 5

Se describe la sintesis de N6aB29-5-azido-pentan0il desB30 insulina (A:Y19A)
(Analogo 1).

En un vial de centelleo de 20 ml, se disolvié desB30 A:Y19A insulina (112 mg,
0,020 mmol), con agitacion suave, a temperatura ambiente en un disolvente mixto (2 ml, 2:3 v/v

NapCO3 0,1 M:AcCN). Después de que se aclarara la mezcla, se ajusté el pH hasta el valor de

10,5-10,8 usando solucion alcalina, por ejemplo, NaOH 0,1 N. En un vial de centelleo diferente
de 8 ml, se disolvié 5-azidopentanoato de 2,5-dioxopirrolidin-1-ilo (Enlazador 5; véase el
ejemplo 6) (4,79 mg, 0,020 mmol) en DMSO (500 pul) a temperatura ambiente. Se afiadieron
alicuotas de la solucion del éster activado durante un periodo de tiempo a la solucion que
contenia insulina hasta que el cromatograma de CLUP mostr6 que la mayoria de la insulina no
modificada habia reaccionado y que una parte sustancial de la mezcla de reaccion se habia
convertido en insulina B29-conjugada. La reaccion se interrumpi6 mediante la adicion de un
nucleofilo de amina, por ejemplo, 2-aminoetanol. La solucidon de reaccion se agitd a temperatura
ambiente durante 30 minutos. La solucion resultante se diluy6 cuidadosamente con HO fria
(20x) a 0°C y se ajusto su pH hasta un pH final de 2,5 usando HC1 1,0 N (y NaOH 0,1 N si fuera
necesario). La solucion se concentrd primero por ultrafiltracion usando unidades de
centrifugacion Amicon Ultra-15 con membrana de 3K o 10K de PCPM. La soluciéon concentrada
se sometio a HPLC en fase inversa (KROMASIL C8 250x50 mm, 10 m, columna de 100A, 25-
35% de Tampon B en Tampoén A en 20 min; Tampon A: 0,05%TFA en agua; Tampon B:
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0,05%TFA en AcCN). Se combinaron las fracciones que contenian el Analogo 1 y después se

secaron por congelacion. CLUP-EM Procedimiento D: Tr = 3,91 min, m/z = 1435,86 [(M+4)/4].

EJEMPLO 6

El Analogo 2, Anslogo 3 y Anslogo 4 de RHI N6:B29_acilada se prepararon para
su uso en la construccion de dimeros usando quimica “clic” y se prepararon usando el

procedimiento general A o el procedimiento andlogo a los descritos para el EJEMPLO 4 pero

@)
O
N ~
O/U\/\\\
sustituyendo la insulina humana recombinante y O (

0

dioxopirrolidin-1-ilo; enlazador 4); O (2,5-dioxopirrolidin-1-il-

pent-4-inoato de 2,5-

azidopentanoato; enlazador 5); o

F
o o F. F
|® "” \OJ\H/\/O\/\O/\/O\/\O/\)J\O F

F (1-(biciclo[6.1.0]non-
4-in-9-il)-3-0x0-2,7,10,13,16-pentaoxa-4-azanonadecan-19-oato de perfluorofenilo; enlazador
6) para preparar el Analogo 2, Analogo 3, o Analogo 4, respectivamente. Los analogos se
caracterizaron usando CLUP-EM Procedimiento D excepto para el Anédlogo 5, que se caracterizo

usando el Procedimiento F CLUP-EM.

Tabla 1
Analogo Resto de union Tr (min) (M+4)/4
0
2
N 4,08 1472,56
0
3 oy, 4,10 1483,89
1 Aironimon o< 3,94 1558,58
La linea ondulada indica el enlace entre el grupo amino épsilon de Lys B29 de la molécula
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de insulina.

EJEMPLO 7

Se describe la sintesis de N2-1A N2,1B_pjs(carbamoil) insulina humana (Anélogo 5).

A una suspension de RHI (1g, 0,172 mmol) en agua (50 ml) se afiadi6é una
solucion de fosfato de potasio, dibasico (0,249 g, 1,429 mmol) en agua (5,0 ml). Después de
agitar a temperatura ambiente durante 30 minutos, a la mezcla resultante se afiadio cianato de
potasio (0,279 g, 3,44 mmol). Se dejé que la mezcla de reaccion se agitara durante 16 horas. Para
detener la reaccidn, se retir6 el cianato de potasio sin reaccionar por FFT usando un dispositivo
de diafiltracion de 3K de PCPM vy el producto se aislo en forma de un sélido por liofilizacion. El
producto contenia aproximadamente un 10-35% de A1/B1/B29-tris-urea-RHI, que
opcionalmente podria retirarse por cromatografia en fase inversa en fase C8 (columna
KROMASIL, C8 10 pm 1004, 250 x 50 mm; disolvente A=agua/0,05%TFA, disolvente
B=AcCN/0,05%TFA), caudal= 85 ml/min, gradiente de B en A 26-34% en 30 min). CLUP-EM
Procedimiento D: Tr = 4,29 min, m/z = 1474,6 (z = 4). El sustituyente N terminal tiene la

@)

/5

H2N (carbamoilo) en la que la linea ondulada indica el enlace entre el

estructura

sustituyente y el nitrogeno N2 del aminoacido N terminal.

EJEMPLO 8

Se describe la sintesis de N2,1A N2,1B_pjs(carbamoil) desB30 insulina humana
(Analogo 6).

El compuesto del titulo se prepar6 usando el procedimiento analogo a los
descritos para el EJEMPLO 7 sustituyente desB30 insulina en el lugar de RHI. CLUP-EM
Procedimiento D: Tr = 4,10 min, m/z = 1448,9 (z = 4). El sustituyente N terminal tiene la

O

/59

H2N (carbamoilo) en la que la linea ondulada indica el enlace entre el

estructura

sustituyente y el nitrogeno N2 del aminoacido N terminal.
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EJEMPLO 9

Se describe la sintesis de N2,1A N2,1B_pjs(carbamoil) insulina lispro (Analogo
7).

El compuesto del titulo se prepar6 usando el procedimiento analogo a los
descritos para el EJEMPLO 7 sustituyendo insulina lispro en el lugar de RHI. CLUP-EM
Procedimiento D: Tr = 4,07 min, m/z = 1473,6 (z = 4). El sustituyente N terminal tiene la

O

/5.

sustituyente y el nitrogeno N2 del aminoacido N terminal.

H,N

estructura (carbamoilo) en la que la linea ondulada indica el enlace entre el

EJEMPLO 10

Se describe la sintesis de N2-1A-acetil insulina humana (Anélogo 8).

A una solucion de RHI (400 mg, 0,069 mmol) en DMSO (4,6 ml) se anadi6 gota a
(0]

0]
s
gota una solucion de acetato de 2,5-dioxopirrolidin-1-ilo O (10,82 mg, 0,069
mmol) en 100 pl de DMSO. Después de agitar durante 3 horas, la mezcla de reaccion se diluy6
con agua (95 ml), se acidifico hasta pH de aproximadamente 3 y después se diafiltr6 a través de
unidades de centrifugacion Amicon Ultra-15 con membrana de 3 o 10K de PCPM para retirar la
mayoria del DMSO. La solucion resultante se sometid primero a cromatografia de intercambio
i6nico (columna PoliSULFOETIL A, PolyLC Inc., 250x21 mm, 5 um, 1000 A, caudal 15
ml/min; Tampdn A: 0,1%(v/v)H3PO4/25%AcCN; Tampon B:
0,1%(v/v)H3P0O4/25%AcCN/NaCl 0,5 M) usando gradiente del 10-40% de Tampon B en
Tampon A en 24 minutos. Las fracciones que contenian la N2,1A-acetil-RHI deseada se
combinaron y concentraron y después se sometieron a cromatografia en fase inversa en
(KROMASIL, C8 10m 100 A, 250 x 50 mm; disolvente A = agua/0,05%TFA, disolvente B =
AcCN/0,05%TFA, gradiente del 26-30% de B en A). La posicion de modificacion se confirmo
usando andlisis de DTT. CLUP-EM Procedimiento D: Tr = 3,5 min y m/z = 1463,5 (z=4). El
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H2N (carbamoilo) en la que la linea ondulada

sustituyente N terminal tiene la estructura

indica el enlace entre el sustituyente y el nitrégeno N2 del aminoéacido N terminal.

EJEMPLO 11
Se describe la sintesis de N2>1A N2,1B_pjs(carbamoil) RHI N6,29B-acilada .

Se prepar6 el Analogo 5 conjugado con 2,5-dioxopirrolidin-1-il-azidopentanoato
(Enlazador 5) para construir el Analogo 9) o pent-4-inoato de 2,5-dioxopirrolidin-1-ilo
(Enlazador 4) para construir el Analogo 10) usando el procedimiento general A o el

procedimiento andlogo a los descritos para el EJEMPLO 4.

EJEMPLO 12 Los siguientes analogos de RHI N6,29B_acilados (Analogo 11, Analogo 12 y
Analogo 13) se prepararon para su uso en la construccion de dimeros usando quimica “clic”.
Los anélogos se prepararon usando el Procedimiento General A o procedimientos andlogos a los
descritos en el EJEMPLO 4 pero sustituyendo la insulina humana recombinante (RHI) y el resto

de union apropiado seleccionado de

0
o 0}
%‘o/u\ﬂo/\/ Ns N, )?\/\/\
0 0 N

(Enlazador 7), O

0]
N 0]

para preparar ¢l Analogo 11, Analogo 12 o Analogo 13, respectivamente. Los analogos se

(Enlazador 8), o

/\\\( Enlazador 9)

caracterizaron usando el Procedimiento D CLUP-EM excepto para el Analogo 12, que se

caracteriz6 usando el Procedimiento F CLUP-EM.

Tabla 2

Analogo Resto de union

Tr (min) | (M+4)/4
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0O
11
:‘aﬂ\/\o/\/"b 326 | 1488.11
@)

12 %JJ\/\/\
X 397 | 1479.30

O
13 }7_/U\A O/\/O\/\O /\

S 327 | 1502.26

La linea ondulada indica el enlace entre el grupo amino épsilon de Lys B29 de la molécula de
insulina.

EJEMPLO 13

Procedimiento general B: Sintesis de dimeros de N6,29B N6,29B’_insulina usando condiciones
de base organica

En un recipiente de tamafio apropiado, se suspende insulina o analogo de insulina
a temperatura ambiente en un disolvente orgénico o disolventes acuosos/organicos mixtos, por
ejemplo, DMSO, en presencia de una base, por ejemplo, TEA. Se deja que la mezcla se agite
suavemente hasta que la insulina esté completamente disuelta. A la solucidn resultante se afiade
un intermedio éster activado (enlazador) en solucidn de disolventes organicos, tal como DMSO o

DMEF. Después de CLUP el cromatograma muestra que una parte sustancial de la mezcla de
reaccion se ha convertido en dimero de N6,29B N6,B29B”_insulina (o dimero de

N6,28B N6,28B’_ingulina lispro). La mezcla de reaccion puede someterse directamente a
purificacion por HPLC en fase inversa (columna Waters C4 250x50 mm, 10 pm, columna de
1000 A 0 KROMASIL C8 250x50 mm, 10 pm, columna de 100A; Tampén A: 0,05-0,1%TFA en
agua desionizada; Tampon B: 0,05-0,1%TFA en AcCN), o la reaccion puede interrumpirse

mediante dilucion cuidadosa con H>O 4acida fria (20x, pH aproximadamente 3,0) a 0°C y su pH

se ajusta hasta un pH final de 2,5 usando HCI 1 N (y NaOH 0,1 N si fuera necesario). La
solucion primero puede concentrarse por ultrafiltracion, bien a través de un sistema de filtracion
de flujo tangencial (FFT) o bien usando unidades de centrifugacion Amicon Ultra-15, con
membrana de 1K, 3K o 10K de PCPM. La solucion concentrada habitualmente se somete
primero a cromatografia de intercambio i6nico (columna PoliSULFOETIL A, PolyLC Inc.,

250x21 mm, 5 pm, 1000 A; Tamp6n A: 0,1%(v/v)H3P04/25%AcCN; Tampon B:
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0,1%(v/v)H3P0O4/25%AcCN/NaCl 0,5 M). Las fracciones que contenian el conjugado B29 con

la pureza deseada se combinan y concentran usando sistema de FFT o Amicon Ultra-15. La
solucion concentrada después se somete a purificacion por HPLC en fase inversa (columna
Waters C4 250x50 mm, 10 pm, columna de 1000 A 0 KROMASIL C8 250x50 mm, 10 pm,
columna de 100A; Tampén A: 0,05-0,1%TFA en agua desionizada; Tampén B: 0,05-0,1%TFA
en AcCN). Las fracciones que contienen el dimero de insulina deseado se combinan y secan por
congelacion o se les intercambio el tampon usando sistema de FFT y/o Amicon Ultra-15 para dar

los dimeros de ]\/6’29B,N6 298 _insulina.

EJEMPLO 14

.. , . , s ., . ..
Procedimiento general C: Sintesis de dimeros de N6,29B N6,29B"_insulina usando condiciones
de base acuosa.

En un recipiente de tamafio apropiado, se disuelve insulina o analogo de insulina,

con agitacion suave, a temperatura ambiente en un disolvente mixto: 2:3 v/v NapCO3 0,1

M:AcCN. Después de que se aclare la mezcla, se ajusta el pH hasta el valor de 10,5-10,8 usando
solucion alcalina, por ejemplo, NaOH 0,1 N. En un vial diferente, se disuelve un intermedio éster
activado (enlazador) en un disolvente organico, por ejemplo, DMSO, a temperatura ambiente. Se
afiaden alicuotas de la solucion del éster activado durante un periodo de tiempo a la solucion que
contiene insulina hasta que el cromatograma de CLUP muestra que la mayoria de la insulina sin

modificar ha reaccionado y que una parte sustancial de la mezcla de reaccion se ha convertido en

dimero de N6-B29 N6,B29_insulina (o dimero de N6,28B N6,28B_jnsulina lispro). La reaccion
se interrumpe mediante la adicion de un nucleofilo de amina, por ejemplo, 2-aminoetanol. La
solucidn de reaccion se agita a temperatura ambiente durante 30 minutos. La solucion resultante

se diluye cuidadosamente con H,O fria (20x) a 0°C y se ajusta su pH hasta un pH final de 2,5

usando HCl 1 N (y NaOH 0,1 N si fuera necesario). La solucion primero se concentra por
ultrafiltracion, bien a través de un sistema de filtracion de flujo tangencial (FFT) o bien usando
unidades de centrifugacion Amicon Ultra-15, con membrana de 1K, 3K o 10K de PCPM. La
solucion concentrada habitualmente se somete primero a cromatografia de intercambio 16nico
(columna PoliSULFOETIL A, PolyLC Inc., 250x21 mm, 5 um, 1000 A; Tampén A:
0,1%(v/v)H3P0O4/25%AcCN; Tampon B: 0,1%(v/v) H3PO4/25%AcCN/NaCl 0,5 M). Las
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fracciones que contenian el conjugado B29 con la pureza deseada se combinan y concentran
usando sistema de FFT o Amicon Ultra-15. La solucidn resultante después se purifica
adicionalmente por HPLC en fase inversa (columna Waters C4 250x50 mm, 10 um, columna de
1000 A 0 KROMASIL C8 250x50 mm, 10 pm, columna de 100A; Tampén A: 0,05-0,1%TFA en
agua; Tampon B: 0,05-0,1%TFA en AcCN). Las fracciones que contienen el dimero de insulina

del titulo se combinan y secan por congelacion o se les intercambia el tampon usando sistema de

TFF y/o Amicon Ultra-15 para dar los dimeros de N6,29B N6,29B’_ingulina.

EJEMPLO 15
Este ejemplo ilustra la sintesis de N6a29B,N6929B’-(2,2’-(etano-1,2-

diilbis(oxi))diacetil)bis[insulina humana] (Dimero 1).

Se disolvié RHI (2,6 g, 0,448 mmol) en una mezcla de Na2CO3 (0,1 M) (15,8 ml)
y AcCN (10,5 ml) y se afiadieron 0,895 ml (0,179 mmol) de soluciéon 0,2 M en DMF de 2,2'-
(etano-1,2-diilbis(oxi))diacetato de bis(2,5-dioxopirrolidin-1-ilo) (Enlazador 8). Se agit6 la
mezcla de reaccion durante 30 min y se afiadié una porcidn adicional de 0,895 ml (0,179 mmol)
de soluciéon 0,2 M en DMF de 2,2'-(etano-1,2-diilbis(oxi))diacetato de bis(2,5-dioxopirrolidin-1-
ilo) y se agito la mezcla de reaccion durante 30 min mas. La mezcla de reaccion se vertio en 60
ml de 20%AcCN/0,1%TFA/agua, se ajusto el pH hasta 2,5 y se diafiltré usando Amicon Ultra-
15 con membrana de 10K de PCPM para concentrarla hasta que el volumen resultante fuera de
aproximadamente 10 ml. La solucion resultante se sometio a cromatografia de intercambio
i6nico (columna PoliSULFOETIL A, 250x21 mm, 5 m, 1000 A, gradiente del 10-80% de
Tampon B en Tampon A en 30 min; Tampon A: 0,1%(v/v)H3P0O4/25%AcCN; Tampon B:
0,1%(v/v)H3P04/25%AcCN/NaCl 0,5 M). Las fracciones que contenian el compuesto del titulo
se combinaron y concentraron. La solucion resultante después se sometio a cromatografia en fase
inversa (KROMASIL C8 250x50 mm, 10 um, columna de 100 A; gradiente del 27-35% de
AcCN con TFA al 0,05% en agua con TFA al 0,05%). CLUP-EM Procedimiento E: Tr = 2,75
min, m/z = 1960,4 (z = 6), 1680,4 (z=17).

Dimero Tipo de insulina;
N.° Extremos (M+6)/6
Estructura del dimero que muestra el resto de | N terminales de Tr 0
union entre los residuos B29 y B29” Lisina insulina (min) | (M+7)/7
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RHI; 2,75 1960,4
Al,A1°, B1,B1'
=H

O
RoY O/\/O\)L,ﬁi
Il/\

La linea ondulada indica el enlace entre el grupo amino épsilon de Lys B29 y Lys B29’,
respectivamente.

EJEMPLO 16
Este ejemplo ilustra la sintesis de N2,IA’N2,1A”N2,1B,N2,1B’_
tetraquis(carbamoil)- N0,29B N6,29B°_(hexanodioil)bis[insulina humana] (Dimero 2).
Se disolvio N2,1A N2,1B_pis(carbamoil) RHI (150 mg, 0,025 mmol) en DMSO

(1 ml) y se afnadi¢ trietilamina (0,106 ml, 0,764 mmol) seguido por adicién gota a gota de
adipato de di(N-succinimidilo) (Enlazador 12) (4,33 mg, 0,013 mmol) disuelto en 100 ul de
DMSO. Se agit6d 1 hora y la mezcla de reaccion se vertié en 20 ml de agua. Se acidifico hasta
pH=2 y se diafiltré usando Amicon Ultra 15 10K. El producto se purificé por cromatografia de
intercambio i6nico usando un gradiente del 10-40% de Disolvente B en Disolvente A en 24
minutos y se re-purificod por cromatografia en fase inversa en fase C-8 con gradiente de B en A
del 26-36% en 30 minutos. CLUP-EM Procedimiento E: Tr = 3,75 minutos, m/z = 1983,9 (z =
6).

Dimero Tipo de
N.° insulina;
Extremos (M+6)/6
Estructura del dimero que muestra el resto de | N terminales | Tr 0
unioén entre los residuos Lisina B29 y B29” | de insulina (min) | (M+7)/7
2 - RHI; 3,75 | 19839
0 ™
ALAL,
:’1& O
B1,B1'=
carbamoilo
La linea ondulada indica el enlace entre el grupo amino épsilon de Lys B29 y Lys B29’,
respectivamente.

EJEMPLOS 17
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La Tabla 2 muestra los dimeros que se prepararon usando intermedios apropiados

(enlazadores) siguiendo el procedimiento general B o procedimiento general C segin se indica

usando la RHI, DesB30 RHI, insulina lispro, insulina aspart, insulina glargine o el andlogo

apropiado. Los dimeros se caracterizaron usando CLUP-EM Procedimiento D o CLUP-EM

Procedimiento E, que muestran seis especies cargadas, es decir, [(M+6)/6], (o siete especies

cargadas, es decir, [(M+7)/7]) del compuesto precursor a un cierto tiempo de retencion (Tr). La

insulina y las moléculas de insulina unidas por el resto de unién son las mismas para cada uno de

los dimeros mostrados en la Tabla 3.

Tabla 3
Tipo de
Dimero insulina;
N© Extremos N
’ Estructura del dimero que muestra el resto de terminales | Proced. de Tr (M+6)/6 o
union entre los residuos Lisina B29 y B29” de insulina Prep. (min) M+7)/7
3 o) RHI; B 4,41 | 1988,745
;é O\)j\ Al1,B1,A1',B
\n/\o/\/ ‘555 1 =
carbamoilo
@)
4 o) RHI; C 3,76 | 1986,88
)]\/\ Al1,B1,A1',B
% O/\/O\/\O I'=H
O
Q s~
3o
4
5 @) 0 RHI; C 3,74 | 1972,6
)]\/\ o /\)j\ A1BLA1'B
%z 07 N0 S | 1'=H
6 RHI; C 3,80 | 1754,2
T Al1,B1,A1',B
1'=H

O%l\/\o/\/o\/\O/\/O\/\OH
O

- 1
O
OJ\/\ O/\/O\/\O/\/O\/\O/\/ \)
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7 RHI; 3,87 | 1728,8
o Al1B1,A1'B
)\/\ ren
(o) O/\/O\/\o/\/o\
O)\/\o/\/o\/\o/\/ O™
8 @) RHI, 3,70 | 1950,65
i,?_ Al1B1,A1'B
“&L 1'=H
O
9 @) RHI; 3,70 | 1954,9
st. Al1B1,A1'B
I??L 1'=H
(@)
10 ) RHI; 3,97 | 17153
)]\/\ Al1B1,A1'B
L%. O/\/O I =
carbamoilo
o>_/’o
M,
11 9) RHI; 3,98 | 1727,9
)j\/\ o Al1B1,A1'B
‘??z O/\/ \/\O 1 -
carbamoilo
O
O /\/
)\\/\ o
"111_
12 o) RHI; 3,73 | 1978,8
)]\/\”/‘51 Al1B1,A1'B
Ky I =
o carbamoilo
13 0) RHI, 3,83 | 1973,8
Véﬁ Al,A1’
:,55 acetilo,
o) B1,BI’=H
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14 )?\/\ RHI; 4,10 | 1740,5
A~O o) Al,B1,A1'B
% o) o N\ \/\O/\ v _
o J/O carbamoilo
15 0 RHI; 3,97 | 1716,0
L&LL)J\/\ O/\/o\/\o/\/o\/\o/\ ALBLAI'B
5 1'=H
(0] J/
%)J\/\o
16 (0] RHI; 3,80 | 1752,4
Al1,B1,A1'B
E)J\/\O/\/O\/\O/\/O\ v LA
0] carbamoilo
17 o) RHI; 4,13 | 1778,7
S_LL)J\/\O/\/O\/\O/\/O\/\O Al1,B1,A1'B
1' =
H carbamoilo
B
o O
O
%/U\/\O/\/o\/\o/\/o\/\o/\/ \)
18 (@) Insulina 3,74 | 1960,54
Al1,B1,A1'B
O éf 1'=H
19 (@) Insulina 3,74 | 1966,13
Fg\ﬂ/\/\/\)k aspart;
Al1,B1,A1'B
o) e’é 1'=H
20 @) RHI 4,57 | 1926,04
éf\[(\/\/\)J\ LS
Al1,B1,A1'B
o gé 1'=H
21 (o) @) RHI, 448 | 1716,7
HL)J\/\/\I(H\/\/\)I\ ALBLAL'B
1' =
Jé carbamoilo
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22 ®) RHI; 4,32 | 1974,06
H Al1B1,A1'B
E)MN I'=H
O
O
23 0] RHI; 3,38 | 1733,11
H Al,BL,AI'B
% § v
carbamoilo
0]
0o
NH
0
24 9] RHI; 3,59 | 19884
jg Al1B1,A1'B
1' =
gfs carbamoilo
@)
25 ) RHI; 431 | 1708,35
)l\/\/\/H ALBLALE
‘Z’z 1'=H
O
@)
N
j H
@)
26 ) RHI; 4,08 | 1993,02
Al1,B1,A1'B
1'=H
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27 @) RHI; 4,18 | 1732,48
1' =
o) carbamoilo
éfg O
N
(0] H
28 @) RHI 3,86 | 19549
desB30;
;‘.{M Al1,B1,A1'B
1' =
O carbamoilo
29 (0) 0) RHI 3,75 | 1940,76
H\/\/\)]\ desB30;
?‘a_ éf Al,B1,A1'B
o) 1'=H
30 (o) RHI 3,77 | 1959,02
)j\/\/\/“ desB30;
‘?zL Al,B1,A1'B
o) 1'=H
o)
N
; H
@)
31 (o) RHI 4,00 | 19594
H desB30;
in Al1,B1,A1'B
o) 1'=H
@)
N
H
0]
32 0) Insulina 3,81 | 1988,42
lispro;
; éé Al,B1,A1'B
1' =
@] carbamoilo
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33 9 Insulina 3,70 | 1974,04
H lispro;
% N ALBL,Al'B
1'=H
@)
34 9 Insulina 3,80 | 1992,89
H lispro;
‘1& Al1B1,A1'B
1'=H
O
@)
éf N
H
0]
35 0) Insulina 3,76 | 1992,86
)l\/\/\/n lispro;
‘2LL Al1,B1,A1'B
1'=H
0]
O
N
H
(0]
36 (j RHI; 429 | 1717,28
Al,B1,A1'B
1'=H
OH

o
Iz
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37

RHI;
Al1B1,A1'B
1' =
carbamoilo

4,01

1720,6

38

RHI
desB30;
Al,B1,A1'.B
1I'=H

3,88

1944,96

39

RHI;
ALBI,AL'B
I'=H

3,87

1978,88

88

RHI;
ALBI,AL'B
I'=H

3,39

1697,36
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N

0]

N

0

O

C

0]

N

O\/\O/\/O\/\O/\/O\/\O

N

o)

oL
“LLL)K/\O/\/O\)

76 VY RHI; 3,50 1709,73
Al1B1,A1'B
O 1’ = H
0 o
/\/O
;
O
j; @)
O\\)\
83 @) Insulin 3,50 1994,39
:.s aspart;
r’f Al1B1,A1'B
1' =
o carbamoilo
85 T RHI; 3,46 1829,31
)\/\ o o Al1,B1,A1'B
o 0NN TN I'=H
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53 ~Y Insulin D 3,37 1788,87
glargine;
0 Al,B1,A1',B
o 0" I'=H

0]

OZ
0O
N
&
87 T Insulin D 3,43 1902,16
)\/\ o o glargine;
o 07NN TN Al,B1,A1'B
H I'=H
R

(\ O/\/O\/\o/\/ o\/\O/\/o\)

O

o)

C

o

N

O\/\O/\/O\/\O/\/O\/\O

o}

o L
%)K/\o/\/o\)

La linea ondulada indica el enlace entre el grupo amino épsilon de Lys B29 y Lys B29’, respectivamente.

EJEMPLO 18

Procedimiento general D: Sintesis de dimeros de N0-29B N6,29B’_insulina usando quimica clic
catalizada por Cu2™.

En un recipiente de tamafio apropiado, se disolvié el intermedio apropiado de
insulina que contiene acetileno (Andlogo), con agitacion suave, a temperatura ambiente en un
disolvente mixto de DMSO y tampdn acetato de trietilamonio ac. (pH 7,0, concentracion final

0,2 mM). En otro recipiente de tamafio apropiado, se disolvi6 el intermedio apropiado de
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insulina que contiene azido (Analogo), con agitacion suave, a temperatura ambiente en un
disolvente mixto de DMSO y agua. Ambas soluciones se combinaron, se mezclaron

minuciosamente, se desgasificaron por burbujeo suave de N» directo. A la solucion resultante se

afadio solucion recién preparada de ascorbato sodico o acido ascorbico (concentracion final de

0,5 mM) y después de mezclarse minuciosamente, una solucion de CuSO4 10 mM vy tris[(1-

bencil-1H-1,2,3-triazol-4-il)metil]amina (es decir, ligando TBTA) en DMSO al 55%. Después de
desgasificarse por burbujeo suave de N, directo y mezclarse minuciosamente, la mezcla se
almacen6 a temperatura ambiente, con mezcla ocasional, durante una noche. La mezcla de
reaccion se diluyo cuidadosamente con un disolvente mixto (v/v 7:3 AcCN/agua con TFA al
0,05%) a 0 °C y se ajust6 el pH hasta 2,50 usando HC1 1,0 N (y NaOH 0,1 N si fuera necesario).
La solucion primero se concentrd por ultrafiltracion, bien a través de un sistema de filtracion de
flujo tangencial (FFT) o bien usando unidades de centrifugacion Amicon Ultra-15, con
membrana de 1K, 3K o 10K de PCPM. La solucion concentrada habitualmente se sometid
primero a cromatografia de intercambio i6nico (columna PoliSULFOETIL A, PolyLC Inc.,
250x21 mm, 5 m, 1000 A; Tampén A: 0,1%(v/v)H3P04/25%AcCN; Tampén B: 0,1%(v/v)
H3PO4/25%AcCN/NaCl 0,5 M). Las fracciones que contenian el producto deseado con la pureza

deseada se combinaron y concentraron usando sistema de TFF o Amicon Ultra-15. La solucion
resultante después se purifico adicionalmente por HPLC en fase inversa (Waters C4 columna de
250x50 mm, 10 m, columna de 1000 A 0 KROMASIL C8 250x50 mm, 10 m, columna de 100A;
Tampon A: 0,05-0,1%TFA en agua; Tampon B: 0,05-0,1%TFA en AcCN). Las fracciones que
contenian el producto deseado con la pureza deseada se combinaron y secaron por congelacion o
se les intercambi6 el tampon usando sistema de TFF y/o Amicon Ultra-15 para dar los dimeros

de insulina.

La Tabla 4 enumera los Dimeros 40, 41, 45, 46, 47,59, 57, 79, 80, 82 y84 que se
prepararon usando los intermedios apropiados siguiendo el procedimiento general D. Estos
dimeros se caracterizaron usando CLUP-EM Procedimiento D o CLUP-EM Procedimiento E o
CLUP-EM Procedimiento G, que muestran seis especies cargadas, es decir [(M+6)/6], (o siete

especies cargadas, es decir [(M+7)/7]) del compuesto precursor a un cierto tiempo de retencion

(Tr).
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Tabla 4
Primer Segundo
Dimero esqueleto esqueleto Tr
N.° de insulina | de insulina Estructura del dimero que muestra el resto de (M+6)/6 o
() union entre los residuos Lisina B29 y B29” (min) | (M+7)/7
40 Analogo Analogo =N 'e) 3,83 1970,38
1
& N N s
3 2 \"/\/\/ %
O
41 Analogo Analogo N=N o) 3,88 1938,84
l M
1 ) ;;\"/\/\/ N/ s
e
@)
45 Analogo Analogo N=N 0 4,28 1985,30
’ M
9 ) g‘s\n/\/\/ N/ s
e
0]
46 Analogo Analogo N=N o 4,50 1985,43
10 !
N N
; N s
@)
47 Analogo Analogo N=N 'e) 4,59 1714,34
10 1
N N
9 e;i\"/\/\/ ‘_)55
O
75 Analogo Analogo N=N e} 3,40 1696,35
1
; o )L
3 2 \"/\/\/ 3
o
57 Analogo Analogo N=N (o) 3,57 1975,90
1
3 . «fs \"/\/\/ N \/}WJ\ Jé
O
79 Analogo Analogo 0O 3,38 1993,39
|
O :N
O\/\
0O @)
80 Analogo Analogo 0 3,37 1973,83
|
2 o N=N ')
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82 Analogo Analogo 9] -N 3,34 1978,33

11 12

84 Analogo Analogo @) 3,40 1990,54

3 a ES?)J\/\AN

La linea ondulada indica el enlace entre el grupo amino épsilon de Lys B29 y Lys B29’, respectivamente.

EJEMPLO 19

Procedimiento General E: Sintesis de dimeros N6a29B,N6a29B,-insulina usando

quimica clic de Cu2*-catalizado doble.

En un recipiente dimensionado apropiado, se disolvi6 el intermedio apropiado de
insulina que contiene azido (Analogo), con agitacion suave, a temperatura ambiente en un
disolvente mezclado de DMSO y tampdn de acetato de trietilamonio ac. (pH 7,0, concentracion
final 0,2 mM). En otro recipiente dimensionado apropiado, se disolvio el enlazador intermedio o
en puente que contiene bis-acetileno apropiado, con agitacion suave, a temperatura ambiente en
un disolvente mezclado de DMSO y agua. Se combinaron ambas soluciones, se mezclaron bien,

se desgasificaron con burbujeo suave a través de No. A la solucion resultante se le afiadio

solucidn de acido ascorbico o ascorbato de sodio recién preparada (la concentracion final es de
0,5 mM)y, después de mezclar bien, una soluciéon de CuSO4 10 mM vy tris[(1-bencil-1H-1,2,3-
triazol-4-il)metil]Jamina (es decir, ligando TBTA) en DMSO al 55 %. Después de desgasificar
por burbujeo suave a través de No y mezclar bien, se almaceno la muestra a temperatura
ambiente, con mezclado ocasional, durante la noche. Se diluyé cuidadosamente la mezcla de

reaccion con un disolvente mixto (v/v 7:3 AcCN/agua con TFA al 0,05 %) a 0 °C y se ajust6 el

pH a 2,50 usando HC1 0,1, 1,0 N (y NaOH 0,1 N NaOH en caso necesario). En primer lugar se
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concentr6 la solucion por ultrafiltracion, a través de un sistema de filtracion de flujo tangencial
(TFF) o bien usando unidades centrifugas Amicon Ultra-15, con membrana MWCO de 1K, 3K,
o 10K. Normalmente, en primer lugar, se sometio la solucion concentrada a cromatografia de
intercambio idnico (columna PolySULFOETHYL A, PolyLC Inc., 250x21 mm, 5 pm, 1000 A;
Tampon A: 0,1 %(v/v)H3PO4/25 %AcCN; Tampon B: 0,1%(v/v)H3P04/25%AcCN/0,5 M
NaCl). Se combinaron las fracciones que contenian el producto deseado con la pureza deseada y
se concentraron usando el sistema TFF o Amicon Ultra-15. A continuacion, se purifico
adicionalmente la solucion resultante por HPLC de fase inversa (columna Waters C4 250x50
mm, 10 um, columna 1000 A 0 KROMASIL C8 250x50 mm, 10 um, columna 100A; Tampon
A: 0,05-0,1% TFA enagua; Tampon B: 0,05-0,1% TFA en AcCN). Se combinaron las fracciones
que contenian el producto deseado con la pureza deseada y se secaron por congelacion o se
sometieron a intercambio con tampdn usando el sistema TFF y/o Amicon Ultra-15 para dar los
dimeros de insulina.

La Tabla 5 enumera los Dimeros 42-44 y 54 que se prepararon usando los
intermedios apropiados siguiendo el Procedimiento General E. Los enlazadores intermedios o en

puente de bis-acetileno fueron

NV
A
/\/\/\/\/ \/©/\
Z Z PO 2 Z y S |
Se caracterizaron estos dimeros usando CLUP-EM Procedimiento D o CLUP-EM Procedimiento

E, que muestra seis especies cargadas, es decir [(M+6)/6], (o siete especies cargadas, es decir

[(M+7)/7]) del compuesto precursor en un cierto tiempo de retencion (Tr).

Tabla §
Primer Segundo
Dimero esqueleto esqueleto
N.° de insulina | de insulina Estructura del dimero que muestra el resto de Tr (M+6)/6 o
() unioén entre los residuos Lisina B29 y B29’ (min) | (M+7)/7
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42 Anilogo 3 | Analogo 3 4,07 1501,00

43 Anilogo 3 | Analogo 3 4,47 1993,95

44 Analogo 3 | Analogo 3 4,22 1494,14

59 Analogo 3 | Analogo 3 3,78 1714,17

(@)

4

La linea ondulada indica el enlace entre el grupo amino épsilon de Lys B29 y Lys B29’, respectivamente.

EJEMPLO 20

Este ejemplo ilustra la sintesis de los dimeros Nza1A,N2aIA,,NzaIB,Nza1B,-tetraquis(acetilo 0
PEGI o metoxiacetilo) (Dimeros 48, 55, 56, 69 y 70).

A una solucion de Dimero 40, 19 o0 14 (21 mg, 1,777 pmol) en DMSO (2 ml) a
temperatura ambiente se le afiadio TEA (3,96 ul, 0,028 mmol) y después una solucion de acetato
de 2,5-dioxopirrolidin-1-ilo (2,23 mg, 0,014 mmol) en DMSO (100 pl) u otro éster activado de

N-hidroxisuccinimida apropiado (metoxiacetato de 2,5-dioxopirrolidin-1-ilo o acetato de 2,5-
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dioxopirrolidin-1-ilo PEG1) en DMSO (100 pl). Después de 3 horas, se diluy6 la mezcla de
reaccion con 12 ml de mezcla de agua/AcCN =7/3 con 0,1%TFA y se ajusto el pH hasta 2,5. La
solucion transparente resultante se concentré mediante filtros de centrifuga Amicon Ultra 15 con
membrana de 10K de PCPM. La solucion resultante se someti6 primero a cromatografia de
intercambio ionico (PoliSULFOETIL A, 250x21 mm, 5 um, 1000 A, 15 ml/min, gradiente del
5% al 45% en 30 min; Tampon A: 0,1% (v/v) H3PO4/25%Acetonitrilo en agua; Tampon B:
0,1% (v/v) H3PO4/25%Acetonitrilo/NaCl 0,5 M en agua). Las fracciones que contenian el

producto deseado con la pureza deseada se combinaron y concentraron usando Amicon Ultra-15
con membrana de 10K de PCPM. La solucién resultante después se sometié a HPLC en fase
inversa (KROMASIL C8 250x50 mm, 10 um, columna de 100 A; Tampén A: 0,05%TFA en
AcCN/HpO; Tampo6n B: 0,05% AcCN; caudal 85 ml/min). Las fracciones deseadas se

combinaron y secaron por congelacion para dar el Dimero 48, 55, 56, 69 o 70 como se muestra
en la Tabla 6. Se us6 CLUP-EM Procedimiento F o G.

Los sustituyentes /N terminales tienen la estructura

@) e
o e \/\”/L%11 o)
/L O ~ o}}f
> (acetilo), o (PEGI) o (metoxiacetilo), en la que la

linea ondulada indica el enlace entre el sustituyente y el nitrogeno N2 del aminoacido N terminal.

Tabla 6
Tipo de insulina;
Dimero Extremos
N.° Estructura del dimero que muestra el resto de union N terminales de Tr (M+6)/6 o
entre los residuos Lisina B29 y B29’ insulina (min) M+7)/7
48 N=N o RHI; 4,71 1998,93
! Al,B1,A1',B'=
éf\n/\/\/ N M $ acetilo
¢
O
55 0] RHI; 3,61 1987,97
Jé Al,B1,A1',B'=
M ; acetilo
O
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56 0) RHI; 3,53 1729,22
(jg Al1,B1,A1',B'=
eé PEGI1
@)
69 e RHI; 3,55 1727,31
Al1,B1,A1',B'=
O ) > )
LL%_)]\/\O/\/ ~"0 acetilo
@)
E/IK/\O/\/O
70 @] RHI; 3,67 1744,71
0O Al1,B1,A1'B'=
L%L)j\/\O/\O/ \/\O metoxiacetilo
O—_\/O
La linea ondulada indica el enlace entre el grupo amino épsilon de Lys B29 y Lys B29’, respectivamente.

EJEMPLO 21
La Tabla 7 enumera los Dimeros 49, 50 y 51 y muestra los grupos acilo (X)

unidos a los grupos amino de N2.1A N2,B1 N2,A1” y N2,B1” Estos dimeros se prepararon a
5  partir del Dimero 48 pero sustituyendo los ésteres activados apropiados de N-hidroxisuccinimida
por acetato de 2,5-dioxopirrolidin-1-ilo para producir los Dimeros 49, 50 y 51. Los ésteres

activados fueron acetato de 2,5-dioxopirrolidin-1-il-Fmoc-glicina

y © o?
Fmoc— N \)ko/ N
O | acetato de 2,5-dioxopyrrolidin-1-il-PEG2

O o] O
O
O y acetato de 2,5-dioxopirrolidin-1-i11-AEG-C6, en el que AEG

10 es aminoetilglucosa

o)
X o) )
HO O O\/\N)\/\/Y \45
\ , H o
HO" “"OH )

OH . Estos dimeros se caracterizaron usando

CLUP-EM Procedimiento F (Dimeros 50 y 51) o CLUP-EM Procedimiento G (Dimero 49) que

-145-



10

23876

muestran seis especies cargadas, es decir [(M+6)/6], (o siete especies cargadas, es decir

[(M+7)/7]) del compuesto precursor a un cierto tiempo de retencion (Tr). Los dimeros se

muestran en la Tabla 7.

Los sustituyentes N terminales tienen la estructura

O
HoN \)K;é
(glicina),
O

\O/\/O\/\H/KL

O  (PEG2), 0
(AEG-C6)
Tabla 7
Tipo de
insulina;
Dimero Extremos
N.e. N
Estructura del dimero que muestra el resto de union entre los terminales Rt (M+6)/6 o
residuos Lisina B29 y B29’ de insulina | (min) (M+7)/7
49 -N RHI; 3.62 1722.06
I,\l O ALAL,
f N/ s BI,BI' =
\n/\/\/ ¢ glicina
O
50 -N RHI; 4.85 1764.16
,,\l O ALAL,
P N/ s BI,BI' =
\[]/\/\/ g PEG2
O
51 -N RHI; 4.06 1880.19
,,\l O A1,AT,
P N/ s BI,BI' =
\[]/\/\/ g AEM-C6
O
La linea ondulada indica el enlace entre el grupo amino épsilon de Lys B29 y Lys B29’, respectivamente.

EJEMPLO 22

Este ejemplo ilustra la sintesis de Dimero 52 usando quimica clic sin cobre.

A una solucion de Analogo 3 (10 mg, 1,686 umol) en 1,0 ml de 3:2 v/v

H,O/AcCN a temperatura ambiente se afiadio una solucion de Analogo 4 (10,5 mg, 1,686 mol)
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en 1,0 ml de 3:2 v/v HO/AcCN. Después de agitar a temperatura ambiente durante 2 horas, la
mezcla de reaccidon se sometio primero a cromatografia de intercambio i6nico (PoliSULFOETIL
A, 250x21 mm, 5 um, 1000 A, 15 ml/min, gradiente del 5% al 45% en 30 min; Tampoén A: 0,1%
(v/v) H3PO4/25%Acetonitrilo en agua; Tampon B: 0,1% (v/v) H3PO4/25%Acetonitrilo/NaCl

0,5 M en agua). Las fracciones que contenian el producto deseado con la pureza deseada se
combinaron y concentraron usando Amicon Ultra-15 con membrana de 3K o 10K de PCPM. La
solucion resultante después se sometio a HPLC en fase inversa (KROMASIL C8 250x50 mm, 10
m, columna de 100 A; Tampén A: 0,05%TFA en AcCN/H»O; Tampoén B: 0,05% AcCN; caudal

85 ml/min). Las fracciones deseadas se combinaron y secaron por congelacion para dar el
Dimero 52. CLUP-EM Procedimiento F: Tr = 3,73 min, m/z = 1738,59 [(M+7)/7 +1]. Los

resultados se muestran en la Tabla 8.

Tabla 8
Dimero Tipo de
N.° insulina;
Extremos N
Estructura del dimero que muestra el resto de union entre los terminales Tr (M+6)/6 o
residuos Lisina B29 y B29’, de insulina (min) M+7)/7
52 | RHI; 3,73 1738,59

%“W“\A Al,A1’=H,
B1,B1' =
0] O/\/O\/\O/\/O\/\NH carbamoilo

O/KO
I
OM N \:
N=N

La linea ondulada indica el enlace entre el grupo amino épsilon de Lys B29 y Lys B29’, respectivamente.

EJEMPLO 23
Este ejemplo ilustra la sintesis de dimeros N2,1A,N2,1A’,N2,1B,N2,1B’-
Tetraquis(dimetil o isobutilo) (Dimeros 60, 58, 65 y 67).
Se disolvi6 el Dimero 40, 19 o0 4 ( 100 mg, 8,46 umol) (suspension) en agua (10

ml) y se ajustd a pH=4,0 por solucién de acido acético, a continuacion se afiadieron
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formaldehido (0,013 ml, 0,169 mmol) o isobutiraldehido (0,025 ml, 0,272 mmol), seguido de la
adicion de una solucién recién preparada de cianoborohidruro de sodio (10,63 mg, 0,169 mmol)
en agua (500 ul). Se formo el precipitado. Se agité suavemente la mezcla. Después de la
finalizacion de la reaccion de aproximadamente 1 hora, se acidificé cuidadosamente la mezcla
por la adicion gota a gota de HCI 1 N a pH 2,9. La suspension se volvid una solucion
transparente. Se sometid a purificacion la mezcla por HPLC prep. de fase inversa (columna C-8,
50X250 cm, 85 ml/min, gradiente del 29 % al 36 % en 25 min). (Agua con TFA al 0,1 %y
MeCN con TFA al 0,05 %). Se liofilizaron las fracciones deseadas para dar los dimeros (19,9
mg, 1,506 umol, rendimiento del 17,80 %). CLUP-EM Procedimiento D: Rt = 3,31 min, m/z =
1989,44 [(M+6)/6 +1].

Los sustituyentes N terminales tienen la estructura

\f (isobutilo), en la que la linea ondulada indica el enlace entre el sustituyente y el
7
\N:??—»

nitrogeno N2 del aminoacido N terminal, o | (N-dimetil; Me2), en la que la linea ondulada

indica el enlace entre el nitrégeno N2 y el carbono C2 del aminoacido N terminal.

Los dimeros se muestran en la Tabla 9.

Tabla 9
Tipo de
Dimero insulina;
N° Extremos N
’ Estructura del dimero que muestra el resto de terminales Tr (M+6)/6 o
unioén entre los residuos Lisina B29 y B29°. de insulina | (min) M+7)/7
60 _ RHI; 3,31 1989,44
I,\I’N O Al,B1,A1',B
e WP s | Me2
\n/\/\/ .
O
58 O RHI; 3,42 1978,48
Al1,B1,A1',B
fﬁ(\/\/\)& 8)5 '=Me2
O
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65 e RHI; 4,13 1997,04
Al,B1,A1'B
Jé (;s ' = isobutilo
®)
67 RHI; 3,42 1719,39

Al,B1,A1',B

@)
‘?22”)]\/\0/\/ O\/\o/‘ '=Me2

o) o N
No

La linea ondulada indica el enlace entre el grupo amino épsilon de Lys B29 y Lys B29’,
respectivamente.

EJEMPLO 24
La sintesis de los Dimeros 61, 62, 63, 64, y 66 fue como sigue.
Se describe la sintesis de 6-((2-((2,5-dioxopirrolidin-1-il)oxi)-2-oxoetil)amino)-6-

oxohexanoato de 2,5-dioxopirrolidin-1-ilo (enlazador C6-glicina; Enlazador 24).

0 O
0 H ©

q\OMNJJ\O’D

0 o) O
Etapa 1 Adipato de bencil(2,5-dioxopirrolidin-1-ilo)

A una solucidn de acido 6-(benciloxi)-6-oxohexanoico (5g, 21,16 mmol) en DMF

(10 ml) a 0 °C se le afiadié N-etil-N-isopropilpropan-2-amina (4,44 ml, 25,4 mmol) seguido de
TSTU (7,01g, 23,28 mmol). Se agit6 la reaccion a 0 °C durante 1 hora y a temperatura ambiente
durante 1 hora. Se vertid la mezcla en una mezcla de hielo-agua/éter etilico (1/1, 100 ml). Se
extrajo la mezcla con éter etilico (3 x 50 ml), se lavo con agua (2x 10 ml) y salmuera (10 ml). Se
seco la capa organica sobre MgSQy, se filtrd a través de una almohadilla de celite y se concentro
para dar el compuesto del titulo como un jarabe incoloro (5,2 g, 15,6 mmol, 74 %). CL-EM

2 min: Tr = 1,05 min, m/z = 334,1 [M+1].
Etapa acido 2-((carboximetil)amino)-6-oxohexanoico
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A una solucion de glicina (225 mg, 3,0 mmol) en DMF (2,5 ml) se le afiadio el
producto de la Etapa 1 (1,0 g, 3,0 mmol) en DMF (2,5 ml) gota a gota seguido de TEA (418 pl,
3,0 mmol). Se agit6 la reaccion a temperatura ambiente durante 18 h. Se retird el DMF a
presion reducida. Se purifico el producto en bruto por cromatografia de fase inversa C18
(elucion con 0-40 % AcCN/agua en 16 volumenes de columna (VC)). Se combinaron las
fracciones que contienen el producto deseado, se concentrd y se liofilizo para dar el intermedio
(6-(benciloxi)-6-oxohexanoil)glicina. Al intermedio anterior en agua (3 ml), se le afiadi6é Pd/C
(10 %, 160 mg, 0,15 mmol). Se agit6 la reaccion a temperatura ambiente en un baléon de
hidrogeno durante 18 h. Se filtr6 la mezcla a través de una almohadilla de celite, se lavd con
MeOH/agua (1/1, 10 ml). Se concentro el filtrado y se liofiliz6 para dar el compuesto del titulo

(400 mg, 2,2 mmol, 66 %). CL-EM 2 min: Tr = 0,28 min, m/z = 204,03 [M+1].

Etapa 3.  6-((2-((2,5-dioxopirrolidin-1-il)oxi)-2-oxoetil)amino)-6-oxohexanoato  de  2,5-
dioxopirrolidin-1-ilo

Al producto de la etapa 2 (10 mg, 0,049 mmol) en DMF (0,5 ml) a 0 °C se le
afiadi6 TEA (0,015 ml, 0,108 mmol) seguido de TSTU (31,1 mg, 0,103 mmol). Se calento la
reaccion hasta temperatura ambiente y se agitd a esa temperatura durante 1 h. La TLC
(EtOAc/MeOH/Agua/AcCN: 2:1:1:1 (v:v:v:v)) mostro la formacion del producto deseado (Rf:
0,25) y no quedd material de partida. Se usé el material en bruto para construir los dimeros sin
purificacion.

El Enlazador 25 ( C6-alanina), Enlazador 26 ( C6-isoleucina), Enlazador 27 (
Cé6-leucina) y el Enlazador 28 ( C6-valina) en los que el aminoacido que comprende el
enlazador de C6-aminoacido es alanina, isoleucina, leucina y valina, respectivamente, se
sintetizaron de forma similar al procedimiento mostrado anteriormente. Se construyeron los
dimeros usando los enlazadores anteriores usando prep. Procedimiento D. Los resultados se

muestran en la Tabla 10.

Tabla 10
Tipo de
Dimero insulina;
N.° Estructura del dimero que muestra el resto de union entre Extremos N Tr (M+6)/6 o
los residuos Lisina B29 y B29’. terminales (min) M+7)/7
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de insulina
61 e RHI; 3,90 1993,24
O H A1,B1,A1'B
N . I _
"Z?-L s Carbamoilo
@)
62 e} ®) RHI; 3,91 1995,62
H Al,B1,A1',B
s o N v -
Carbamoilo
O
63 e) o) RHI; 4,02 1714,70
H ALBLALI'B
‘???‘)k/\/\ﬂ/ N, 5 I =
Carbamoilo
0]
64 9) ) RHI; 3,80 1716,61
H AlB1,AI'B
'12_2‘ N /, rfrr 1' =
Carbamoilo
0]
66 o) o) RHI; 3,73 1716,93
H AlBI,Al'B
.77?_ /s, ‘JJJ 1 —
Carbamoilo
@)
La linea ondulada indica el enlace entre el grupo amino épsilon de Lys B29 y Lys B29’, respectivamente.

EJEMPLO 25
La sintesis de los Dimeros 73, 89, 90, 91, 92 y 93 fue como sigue.
Se describe la sintesis de 3,3'-(1,3-fenileno)dipropionato de bis(2,5-
dioxopirrolidin-1-ilo) (dipropilfenilo; Enlazador 29).

O
o OY\/©\/\'(OE§
&o O
O
Etapa 1. 3,3'-(1,3-fenileno)dirpopionato de Bis(2,5-dioxopirrolidin-1-ilo)

A una solucidn de acido 3,3'-(1,3-fenileno)dipropidnico (21,8 mg, 0,098 mmol)
en DMF (0,6 ml) a 0°C se le afiadio TEA (29 ml, 0,206 mmol) seguido de TSTU (62,0 mg, 0,206
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mmol). Se calent6 la reaccion hasta temperatura ambiente y se agitd a esa temperatura durante 1
hora. La TLC (EtOAc/MeOH/Agua/AcCN: 2/1/1/1) mostré la formacion del producto deseado
(Rf: 0,25) y no quedd material de partida. CLUP-EM Procedimiento B: Tr = 3,47 min, m/z =
417,19 [M+1]. Se uso6 el producto sin purificacion adicional para la construccion del Dimero 73
usando el Analogo 5 usando el procedimiento D.

Se describe la sintesis de benceno-1,3-dicarboxilato de bis(2,5-dioxopirrolidin-1-
ilo) (tereftalato; Enlazador 34).

O
o OY©\WO\)N§
O
Etapa 1. benceno-1,3-dicarboxilato de bis(2,5-dioxopirrolidin-1-ilo)

A 0 °C, a una solucion de acido tereftalico (100 mg, 0,602 mmol) en THF (2 ml)
se le anadi6 2-tetrafluoroborato de (2,5-dioxopirrolidin-1-il)-1,1,3,3-tetrametilisouronio (371 mg,
1,234 mmol) seguido de N-etil-N-isopropilpropan-2-amina (0,222 ml, 1,234 mmol)). Después de
30 minutos, se retir6 el bafio de hielo. Se agit6 la solucion a temperatura ambiente durante 1
hora. Se afiadieron 25 ml adicionales de THF y se dejo la reaccion durante la noche a
temperatura ambiente. Se concentro el producto hasta aproximadamente 5 ml y se usé una
porcidn como estaba sin purificacion adicional para construir el Dimero 89 usando RHI usando
el Procedimiento D. Se diluy6 el material restante con acetato de etilo (200 ml) y se lavd con

salmuera (10 ml), se secd la capa organica con Na2SO4, se filtr6 y se concentro.

Se describe la sintesis de isoftalato de bis(2,5-dioxopirrolidin-1-ilo) (isoftalato;

Enlazador 35).
O O
O O
O O

Etapa 1. Isoftalato de bis(2,5-dioxopirrolidin-1-ilo)

A 4cido isoftalico (54 mg, 0,325 mmol) en DMSO (1 ml) se le afiadi6 TSTU (215
mg, 0,715 mmol) seguido de TEA (0,137 ml, 0,975 mmol). CL-EM 2 min: Tr = 0,79 min, m/z =
721,28 [2M+1]. Se uso6 el producto sin purificacion para construir el Dimero 90 usando el

Analogo 5 y el Dimero 91 usando RHI en el Procedimiento E.
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Se describe la sintesis de 4-((terc-butoxicarbonil)amino)heptanodioato de bis(2,5-

dioxopirrolidin-1-ilo) (heptanodioato; Enlazador 36).

OOQ
BocHN _N
Qc O

oo

O=N\_0

7

5 Etapa 1. 4-((terc-butoxicarbonil)amino)heptanodioato de bis(2,5-dioxopirrolidin-1-ilo)

A 4cido 4-((terc-butoxicarbonil)amino)heptanodioico (16,5 mg, 0,06 mmol) en

DMSO (0,5 ml) se le anadiéo TSTU (39,7 mg, 0,132 mmol) seguido de TEA (0,025 ml, 0,180
mmol). CL-EM 2 min: Tr = 0,90 min, m/z = 470,34 [M+1]. Se usé el producto sin purificacion
para construir el Dimero 92 usando el Analogo 5 y el Dimero 93 usando RHI en el

10  Procedimiento E.

Los resultados se muestran en la Tabla 11.

Tabla 11

Tipo de
Dimero insulina;
N© Extremos N
’ Estructura del dimero que muestra el resto de union entre terminales Tr (M+6)/6 o
los residuos Lisina B29 y B29’. de insulina (min) (M+7)/7
73 RHI; 3,55 1711,57
‘??1 Al1,B1,A1',B
I =
Carbamoilo

89 O RHI; 3,43 1678,64
Al,B1,A1',B

F'J I'=H

90 RHI; 3,67 1703,20

i&( Al1,B1,A1'B
I' =

Carbamoilo
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91 RHI; 3,52 1678,69
Al,B1,A1'.B
fﬁ %y I'=H
®) ®)
92 o) o) RHI; 3,56 1704,64
)J\/Y\)j\ﬁ;f ALBLAL'B
% v -
NH, Carbamoilo
93 o) 9) RHI; 3,33 1680,18
Al,B1,A1'B
% e ren
NH,
La linea ondulada indica el enlace entre el grupo amino épsilon de Lys B29 y Lys B29’, respectivamente.

EJEMPLO 26
La sintesis de los Dimeros 71, 72, 77, 78, 81 y 87 fue como sigue. Se describe la
sintesis de (/S,4S)-ciclohexano-1,4-dicarboxilato de bis(2,5-dioxopirrolidin-1-ilo) (Enlazador

O O 0 O
O
N-O O-N

O

)

30; 1,4-diacido trans-ciclohexano).

A una solucion de acido (1S,4S)-ciclohexano-1,4-dicarboxilico (200 mg, 1,162 mmol) en
DCM (11 ml) a 0 °C se le afiadio TSTU (734 mg, 2,439 mmol) y DIPEA (0,5 ml, 2,86 mmol).
Se agitd la mezcla de reaccion resultante a temperatura ambiente durante 1 hora. Se prenso el
producto en la solucion de reacciéon como un sélido blanco; se filtro y se lavé con DCM (2x5 ml)
; y se seco a vacio para obtener el compuesto del titulo. CLUP-EM calculada para
C16H18N208, 366,11, m\e observado: 367,16 (M+H)+, (Tr: 3,20 / 5,00 minutos). CLUP-EM
Procedimiento A. RMN de 'H (500 MHz, DMSO) : 6 2,81-2,89 (m; 2 H) ; 2,80 (s; 8 H) ; 2,02-
2,10(m; 4 H) ; 1,57-1,63 (m; 4 H).

Se describe la sintesis de (1R,4R)-ciclohexano-1,4-dicarboxilato de bis(2,5-

dioxopirrolidin-1-ilo) (Enlazador 31; 1,4-di4cido cis-ciclohexano).

O O : o O
EléN—O O—Ni;
O 0
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A una solucion de acido (1R,4R)-ciclohexano-1,4-dicarboxilico (200 mg, 1,162
mmol) en DCM (11 ml) a 0 °C se le anadié TSTU (734 mg, 2,439 mmol) y DIPEA (0,5 ml,
2,86 mmol). Se agitd la mezcla de reaccion resultante a temperatura ambiente durante 1 hora.
Se purifico el residuo por cromatografia en gel de silice (0-100 % EtOAc/hexanos) para
proporcionar el compuesto del titulo. CLUP-EM calculada para CI6H18N208, 366,11, m\z
observado: 367,17 (M+H)+, (Tr: 3,17 / 5,00 minutos). CLUP-EM Procedimiento A. RMN de 'H
(500 MHz, DMSO): 6 3,02-3,08 (m; 2 H); 2,80 (s; 8 H); 1,80-1,90 (m; 8 H).

Se describe la sintesis de 3,5-bis(2,5-dioxopirrolidin-1-il)-(3R, 55)-piperidin-1,3,5-
tricarboxilato de 1-(terc-butilo) (Enlazador 32).

0 o
1l
N\O)//“OA\\ O/N
O O
N

A

o O

A una solucion de acido (3R,5S)-1-(ferc-butoxicarbonil)piperidin-3,5-
dicarboxilico (200 mg, 0,734 mmol) en DMF (7 ml) a 0 °C se le anadi6o TSTU (485 mg, 1,611
mmol) y DIPEA (0,3 ml, 1,718 mmol). Se agit6 la mezcla de reaccion resultante a temperatura
ambiente durante 2 horas. Se purifico el residuo por cromatografia en gel de silice (0-100 %
EtOAc/hexanos) para proporcionar el compuesto del titulo. CLUP-EM calculada para
C20H25N3010, 467.15, m\e observado: 468,30 (M+H)+, (Tr: 0,98 / 2,00 minutos). CLUP-EM

Procedimiento A:

Procedimiento General F: Sintesis de los dimeros N6,29B,N6,29B -insulina
usando condiciones de base organica

En un recipiente dimensionado apropiado, se suspende insulina o analogo de
insulina a temperatura ambiente en un disolvente organico o disolventes ac./organicos
mezclados, por ejemplo, DMSO, en presencia de una base, por ejemplo, TEA, o 1,1,3,3-
tetrametilguanidina (TMG). Se deja que se agite suavemente la mezcla hasta que la insulina esté
completamente disuelta. A la solucion resultante se le afiade un intermedio de éster activado en

solucion de disolventes orgénicos, tales como DMSO o DMF. Después de CLUP, el
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cromatograma muestra que una parte sustancial de la mezcla de reaccion se ha convertido en el
dimero N6,29B,N6,B29B’-insulina (o dimero lispro N6,28B,N6,28B’-insulina), se transfiri6 la
solucidn de reaccion, por medio de una autopipeta, a un tubo de centrifuga que contiene 50 ml de
IPAC/MTBE (v/v 4:1) (45 ml). Se realiz6 la adicion gota a gota. Se centrifugd la suspension
blanca resultante (3000 rpm, 15 minutos, a 4 °C), para generar un sobrenadante transparente y un
precipitado blanco. Se extrajo el sobrenadante y se seco el sedimento blanco a vacio. A
continuacion, se disolvio el sedimento blanco que contenia el intermedio en bruto en 2 ml de
TFA a 0 °C y se agité durante 10 minutos a la misma temperatura. Tras la finalizacion de la
reaccion de-boc, se transfirio la solucion de reaccion, por medio de una autopipeta, a un tubo de
centrifuga de 50 ml que contenia MTBE (45 ml). Se realizo la adicidon gota a gota. Se
centrifug6 la suspension blanca resultante (3000 rpm, 15 minutos, a 4 °C), para generar un
sobrenadante transparente y un precipitado blanco. Se extrajo el sobrenadante y se seco el
sedimento blanco a vacio y se redisolvi6 en solucion de CH3CN/H2O0 (v/v 1:4). La mezcla de
reaccion se puede someter directamente a purificacion de HPLC de fase inversa (columna
Waters C4 250x50 mm, 10 pm, columna 1000 A 0 KROMASIL C8 250x50 mm, 10 pm,
columna 100A; tampén A: TFA al 0,05-0,1 % en agua desionizada; tampén B: TFA al 0,05-

0,1 % en AcCN), o se puede desactivar la reaccion por dilucion cuidadosa con H20 4cida fria
(20x, pH ~ 3,0) a 0 °C y se ajusta su pH hasta un pH final de 2,5 usando HCI 1 N (y NaOH 0,1 N
si es necesario). En primer lugar, se puede concentrar la solucion por ultrafiltracion, a través de
un sistema de filtracion de flujo tangencial (TFF) o bien usando unidades centrifugas Amicon
Ultra-15, con membrana MWCO de 1K, 3K 0 10K . Normalmente en primer lugar la solucién
concentrada se somete a cromatografia de intercambio i6nico (columna PolySULFOETHIL A,
PolyLC Inc., 250x21 mm, 5 pm, 1000 A; tampén A: 0,1%(v/v)H3P04/25%AcCN; Tampon B:
0,1%(v/v)H3P0O4/25%AcCN/0,5 M NaCl). Se combinan las fracciones que contenian B29-
conjugado con pureza deseada y se concentra usando un sistema de TFF o Amicon Ultra-15. A
continuacion, la mezcla de reaccion se somete a purificacion de HPLC de fase inversa (columna
Waters C4 250x50 mm, 10 pm, columna 1000 A o KROMASIL C8 250x50 mm, 10 pm,
columna 100A; tampén A: TFA al 0,05-0,1 % en agua desionizada; tampén B: TFA al 0,05-

0,1 % en AcCN). Se combinan las fracciones que contenian el dimero de insulina deseado y se
seco por congelacion o se sometio a intercambi6 de tampdn usando el sistema TFF y/o Amicon

Ultra-15 para dar los dimeros N6,29B,N6,29B’-insulina.
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La tabla 12 enumera los Dimeros 71, 72, 77, 78, 81 y 87, que se prepararon

usando el enlazador apropiado siguiendo el Procedimiento General B (Dimeros 77 y 78), el

Procedimiento General C (Dimeros 71 y 72) o bien el Procedimiento General F (Dimeros 81 y

87). Estos dimeros se caracterizaron usando CLUP-EM Procedimiento D o CLUP-EM

Procedimiento E, que muestra seis especies cargadas, es decir, [(M+6)/6], (o siete especies

cargadas, es decir, [(M+7)/7]) de compuesto precursor a un cierto tiempo de retencion (Tr).

Tabla 12
Tipo de
Dimer insulina;
Ni © Extremos N
’ Estructura del dimero que muestra el resto de union entre terminales Tr (M+6)/6 o
los residuos Lisina B29 y B29’. de insulina (min) (M+7)/7
71 RHI; 3,05 1959,33
O\ O A1,B1,A1',B1' 1679,86
> 11 =H
o J"J\J
72 RHI; 3,07 1959,33
O\ /O A1,B1,A1',B1' 1679,86
> 1 (AR ( =H
o, -r""\‘J
81 e e RHI; 3,37 1959,48
J ”\ A1,B1,A1',B1' 1679,74
}‘1 //I | O | \\\ é{ : H
N
H
77 RHI; 3,50 1988,07
O\ O A1,B1,A1',B1' 1704,29
> lins = carbamoilo
W J“"\‘j
78 RHI; 3,52 1988,08
O>\ /(O A1,B1,A1',B1' 1704,35
e e = carbamoilo
W %
86 e ®) RHI: 3,48 1988,18
J ”\ Al,B1,A1'B1' 1704,24
:LZ’L //,,O o 55{ = carbamoilo
N
H
La linea ondulada indica el enlace entre el grupo amino épsilon de Lys B29 y Lys B29’, respectivamente.
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EJEMPLO 26
La sintesis del Dimero 68 y Dimero 74 fue como sigue.
Se describe la sintesis de 6,6'-((6-cloro-1,3,5-triazin-2,4-diil)-
bis(azandiil))dihexanoato de bis(2,5-dioxopirrolidin-1-ilo) (Enlazador 33; C6N-cloro-1,3,5-
Triazin-NC6).

0]

¢ : o X
) P {
N” N >
A OO T Tt
Cl” 'N° Cl 2. LiOH o) o]
o) o)
3. TSTU

Se enftio la solucion de 2,4,6-tricloro-1,3,5-triazina (80 mg, 0,434 mmol) y 6-
aminohexanoato de metilo (129 mg, 0,889 mmol), sal de HCI en CH2CI2 (1 ml) a -30 °C. Se
afiadi6 gota a gota una solucion de DIPEA (0,379 ml, 2,169 mmol) en CH2CI2 (1 ml). Se agito
la mezcla a -30 °C-temperatura ambiente durante 5 horas. A continuacion, se anadi6 CH2CI2
(20 ml) y se lavo con HCI acuoso (1 M) (2X10 ml), NaHCO3 acuoso (10 ml) y salmuera (10
ml). Se seco la capa organica sobre sulfato de sodio y se filtro, se concentr6 a vacio para
proporcionar 6,6'-((6-cloro-1,3,5-triazin-2,4-diil)-bis(azandiil))dihexanoato de dimetilo (135 mg,
0,336 mmol).

A la solucion de 6,6'-((6-cloro-1,3,5-triazin-2,4-diil)-bis(azandiil))dihexanoato de
dimetilo (135 mg, 0,336 mmol) en THF (0,5 ml) y metanol (0,5 ml) se le afiadi6 LiOH acuoso
(2M) (504 pl, 1,008 mmol). Se agit6 la mezcla a temperatura ambiente durante 1 hora y después
se concentro a vacio para producir un residuo seco. Se disolvio el residuo en agua y se
neutralizé con HCI ac. Se recogio el precipitado por filtracion y se lavo con agua. Se seco el
solido a vacio para proporcionar acido 6,6'-((6-cloro-1,3,5-triazin-2,4-diil)-
bis(azandiil))dihexanoico.

A una solucion de acido 6,6'-((6-cloro-1,3,5-triazin-2,4-diil)-
bis(azanediil))dihexanoico (108 mg, 0,289 mmol) en DMF (2889 ul) se le afiadio TSTU (174

mg, 0,578 mmol) seguido de trietilamina (81 pl, 0,578 mmol). Se agit6 la reaccion 1 hora. La
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CLUP indica la formacion de material deseado, CLUP-EM Procedimiento C: Tr = 0,99 min, m/z
=568,2 [M+1]. Se uso este reactivo (0,1 M/DMF) sin purificacion adicional.

Se prepararon los dimeros usando el Procedimiento General B (Dimero 74) o
bien el Procedimiento General C (Dimero 68). Estos dimeros se caracterizaron usando CLUP-
EM Procedimiento D o CLUP-EM Procedimiento E, que muestra seis especies cargadas, es
decir, [(M+6)/6], (o siete especies cargadas, es decir, [(M+7)/7]) de compuesto precursor a un
cierto tiempo de retencion (Tr). Se construyo el Dimero 68 usando el Enlazador 33 y RHI. Se
construy6 el Dimero 74 usando el Enlazador 33 y el Analogo 5. Los resultados se muestran en

la Tabla 13.

Tabla 13
Dimero Tipo de
N.° insulina;
Extremos N (M+6)/6
Estructura del dimero que muestra el resto de unidn entre los terminales Tr o
residuos Lisina B29 y B29°. de insulina (min) | (M+7)/7
68 Cl Al,B1,A1'BI' | 3,48 1993,09

N*\

)\/\/\/HN /
74 l ALBLAI'BI' | 3,56 | 173320
/k = carbamoilo
VN
HN™ SNT

La linea ondulada indica el enlace entre el grupo amino épsilon de Lys B29 y Lys B29’, respectivamente.

EJEMPLO 27
La sintesis del Dimero 54 fue como sigue.
Se disolvié A1-TFA-RHI (D. Liu et. Al., Journal of Peptide Sci., 2012, 18, 336-
341) (100 mg, 0,017 mmol) en una premezcla que contenia agua (5 ml) y fosfato de potasio
dibasico (24,49 mg, 0,141 mmol) (el pH de la solucidn resultante es aproximadamente de 4). Se
afiadi6 cianato de potasio (27,5 mg, 0,339 mmol) y se agité durante la noche. Se purificé el

producto por cromatografia de fase inversa en fase C-8 (Columna KROMASIL, C8 10uM 100A,
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tamano 250 x 50mm; disolvente A=agua/0,05 %TFA, disolvente B=AcCN/0,05 %TFA),
Flujo=85 ml/min, gradiente B en A 26-34 % en 30 min. CLUP-EM Procedimiento F: Rt = 4,48
min, m/z = 1486,9 [(M+4)/4 +1].

Se disolvi6 el producto anterior (60 mg, 10,09 umol) en DMSO (594 ul) y se
afadio trietilamina (28,1 pul, 0,202 mmol) seguido de solucidén de enlazador suberato de
disuccinimidilo (1,858 mg, 5,04 pmol) disuelto en 100 ul de DMSO. Se agit6 durante 3 horas.
La CLUP indica la finalizacion de la reaccion. Se afiadié la mezcla de reaccion completa en
hidroxido de amonio (2105 pl, 15,13 mmol) (gota a gota, exotermia esperada). Se agito
suavemente durante 2 horas y se confirmo la desproteccion del grupo TFA. Se diluy6 la mezcla
por 20 ml de agua y se retird la mayoria de hidroxido de amonio por diafiltracion usando tubos
Amicon 10K. Se ajusto6 el pH a aproximadamente 3, y se retiraron las sales por diafiltracion. Se
purifico el producto por cromatografia de intercambio i6nico (columna PolySULFOETHIL A,
PolyLC Inc., 250x21 mm, 5 [Jm, 1000 A; tampén A: 0,1%(v/v)H3PO4/25%AcCN; Tampén B:
0,1%(v/v)H3P04/25%AcCN/0,5 M NaCl). Se volvio a purificar el producto por cromatografia
de fase inversa en fase C-8 (Columna KROMASIL, C8 10 uM 100A, tamafio 250 x 50mm,;
disolvente A=agua/0,05 %TFA, disolvente B=AcCN/0,05 %TFA). El resultado se muestra a

continuacion. Los resultados se muestran a continuacion en la Tabla 14.

Tabla 14
Dimero Tipo de
N.° insulina;
Extremos N (M+6)/6
Estructura del dimero que muestra el resto de unidn entre los terminales Tr o
residuos Lisina B29 y B29’. de insulina (min) | (M+7)/7
54 9] RHI; 4,57 1974,45
Al1,A1’=H,
;; B1,B1' =
é‘é carbamoilo
O

La linea ondulada indica el enlace entre el grupo amino épsilon de Lys B29 y Lys B29’, respectivamente.

EJEMPLO 28
Se realizaron ensayos de unién al receptor de insulina del siguiente modo.
Se ejecutd un ensayo de union a IR en un ensayo de proximidad de centelleo
(SPA) en formato de 384 pocillos usando membranas celulares preparadas a partir de células
CHO que sobre-expresaban IR(B) humano cultivadas en medio F12 que contenia FBS al 10% y

antibidticos (G418, Penicilina/Estrepavidina). Las membranas celulares se prepararon en tampéon

-160-




10

15

20

25

30

23876

Tris 50 mM, pH 7,8 que contenia MgCl2 5 mM. El tampoén de ensayo contenia tampon Tris 50
mM, pH 7,5, NaCl 150 mM, CaCly 1 mM, MgCly 5 mM, BSA al 0,1% e inhibidores de proteasa

(Complete-Mini-Roche). Las membranas celulares se anadieron a perlas WGA PVT PEI SPA (5
mg/ml de concentracion final) seguido por la adicién de moléculas de dimero de insulina a

concentraciones apropiadas. Después de 5-15 min de incubacidn a temperatura ambiente, se

afnadio 125[1]-insulina a 0,015 nM de concentracion final para un volumen total final de 50 pl.

La mezcla se incub6 con agitacion a temperatura ambiente durante 1 a 12 horas seguido por el

recuento de centelleo para determinar la unién de 125[1]-insulina a IR y los efectos de titulacion

de las moléculas de dimero de insulina sobre esta interaccion.

EJEMPLO 29
Se realizaron ensayos de AKT-fosforilacion del receptor de insulina (IR) del
siguiente modo.

Ensayo de AKT-fosforilacion de IR: la activacion del receptor de insulina puede
evaluarse midiendo la fosforilacion de la proteina Akt, una etapa clave en la cascada de
sefializacion del receptor de insulina. Se utilizaron lineas celulares CHO que sobre-expresaban
IR humano en un kit de ensayo ELISA tipo sandwich de HTRF (Cisbio “kits de ensayo celular
fosfo-AKT(Serd73) y fosfo-AKT(Thr308)). Las células se cultivaron en medio F12
suplementado con FBS al 10%, 400 g/ml de G418 y HEPES 10 mM. Antes del ensayo, las
células se incubaron en medio libre de suero durante 2 a 4 h. Como alternativa, las células podian
congelarse y dividirse en alicuotas por adelantado en medio que contenia DMSO al 20% y usarse
en el ensayo después de descongelarse, centrifugarse y resuspenderse. Las células se sembraron a
10.000 células por pocillo en 20 1 del medio F12 sin suero en placas de 384 pocillos. Se
ejecutaron controles de Humulina e insulina glargina en cada placa de compuestos de ensayo. Se
afiadieron los compuestos titulados a las células (2 1 por pocillo, concentraciones finales = 1000
nM tituladas hasta 0,512 pM en diluciones de factor 1:5) y se incubaron a 37 °C durante 30 min.
Las células se lisaron con 8 1 del tampodn de lisis preparado proporcionado en el kit CisBio y se
incubaron a 25°C durante 1 h. Se prepararon los reactivos de anticuerpo diluidos (anti-AKT-d2 y
anti-pAKT-Eu3/criptato) de acuerdo con las instrucciones del kit y después se afiadieron 10 pl a
cada pocillo de lisado celular seguido por incubacion a 25 °C durante 3,5 a 5 h. La placa se leyd

en un lector de placa Envision (Excitacion = 320 nm; Emisién = 665 nm) para determinar la
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actividad agonista pAkt de IR con respecto tanto a la potencia como a la respuesta maxima para
cada compuesto. Como alternativa, los compuestos se ensayaron del mismo modo en presencia
de 1,6 nM de Humulina para determinar el modo en que cada compuesto era capaz de competir

contra la actividad agonista completa de la insulina.

EJEMPLO 30
La Tabla 15 muestra la actividad bioldgica in vitro de los dimeros de insulina
hacia el receptor de insulina (IR). Las actividades se midieron por ensayos de competicion de
ligando como se describe en el EJEMPLO 28 o ensayos de Akt-fosforilacion funcional como se

describe en el EJEMPLO 29.

Tabla 15
Dimero Unio6n a IR pAkt IR Dimero Unio6n a IR pAkt IR
N.° Clso (nM) % Max N.° Clso (nM) %Max
1 1,50 50,5 43 2,02 35
2 3,77 33 44 1,18 33
3 1,38 59,5 45 4,00 38
4 1,62 47,5 46 0,38 25
5 2,42 43 47 4,56 30
6 1,00 83 48 5,09 35
7 3,19 60 49 5,16 58
8 7,15 47,5 50 3,61 39
9 3,29 42 51 0,59 27
10 3,59 34 52 3,93 67
11 1,37 32 54 0,49 26
12 13,1 41 55 2,02 28
13 2,51 36 56 2,94 33
14 4,42 38 57 2,02 26
15 2,53 49 58 0,61 34
16 4,76 59 0,97 53
17 5,27 62 60 1,81 60
18 5,23 36 61 20,3 33
19 1,40 25 62 5,01 32
20 0,62 36 63 26,7 41
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21 1,88 41 64 15,7 34
22 1,85 41,5 65 3,05 42
23 2,48 39 66 34,5 33
24 4,29 29,3 67 0,54 24
25 1,82 46 68 4,81 34
26 3,74 44 69 4,99 18
27 3,98 31 70 14,8 21
28 1,96 25 71 2,28 45
29 1,18 30 72 2,35 42
30 1,79 30 73 37,8 35
31 1,36 31 74 73,8 33
32 21,6 33 75 1,85 52
33 2,41 38 76 1,87 35
34 0,57 67 77 42,1 23
35 1,17 66 78 167 22
36 0,53 28 79 1,47 42
37 3,52 42 80 5,48 39
38 2,18 45 81 0,3 40
39 3,17 45 82 1,73 50
40 2,03 41 83 558 21
41 0,64 35 84 2,19 50
42 2,97 49
EJEMPLO 31

En este ejemplo, se compararon los efectos in vivo de varios agonistas parciales del receptor de
insulina de la presente invencion con el compuesto A (dimero de insulina MIU-90 divulgado en
la solicitud PCT publicada N.° W02014052451) y el compuesto B (B29,B29’-suberoil-
(insulina)2) divulgado en Deppe et al., Nauyn-Schmiedeberg’s Arch. Pharmacol. 350: 213-217
(1994) pero usando RHI en vez de insulina de bovino en un ensayo de prueba de tolerancia de
insulina intraperitoneal (IP-ITT) realizado en ratones C57BL/6NTac macho adultos flacos.

Se aleatorizaron grupos de N=6-8 animales por grupo por peso (promedio de
aproximadamente 30 gramos). Dos dias antes del estudio, los ratones se acondicionaron a una
dosificacion con una inyeccion intraperitoneal de solucion de cloruro de sodio al 0,9 % en un
volumen de dosificacion de 5 ml/kg. La mafana del estudio, se retir6 el alimento dos o cuatro

horas antes del estudio. Se determinaron las concentraciones de glucosa en sangre a T = 0 min
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(valor de referencia) usando un Glucometro. A continuacion, a los ratones se les dosifico con el
vehiculo, Dimero 24, dimero 55, Dimero 58, Dimero 60 , Dimero 67, compuesto A,
compuesto B, o Humulina (RHI) a 5 ml/kg por medio de inyeccion intraperitoneal (véase la
Tabla 16 para las dosis usadas). Se determinaron los niveles de glucosa sanguineos a partir de

extracciones de la cola tomados entre 30 a 360 minutos después de la dosis.

Tabla 16

Compuesto Dosis
A 72 nmol/kg
300 nmol/kg
B 72 nmol/kg
300 nmol/kg
Dimero 24 72 nmol/kg
300 nmol/kg
Dimero 55 120 nmol/kg
300 nmol/kg
Dimero 58 60 nmol/kg
300 nmol/kg
Dimero 60 120 nmol/kg
300 nmol/kg
Dimero 67 60 nmol/kg
300 nmol/kg
Humulina 18 nmol/kg
72 nmol/kg

Los resultados se muestran en las figuras 2A, 2B, 2C, 2D, 2E, 2F y 2G. Los
resultados muestran que el perfil de glucosa para el Dimero 24, Dimero 55, Dimero 58, Dimero
60 y dimero 67 son sustancialmente los mismos en ambas dosis probadas mientras que el
incremento de la dosificacion de los compuestos A y B provocd un incremento en la potencia de
disminucion de glucosa, lo que indica un menor potencial de riesgo hiperglucémico para los
dimeros en comparacion con RHI o los compuestos A y B.

EJEMPLO 32

Se compar¢ el efecto de disminucion de la concentracion de glucosa de los

Dimeros 24, 18 y 40 con la RHI en cerdos enanos Yucatan diabéticos (cerdos enanos D) del

siguiente modo.
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Los cerdos enanos Yucatan se volvieron diabéticos de Tipo 1 mediante
inyecciones de Alloxan siguiendo un protocolo patentado desarrollado por Sinclair Research
Center (Auxvasse, MO). La induccion se considera satisfactoria si los niveles basales de glucosa
exceden de 150 mg/dl. Se utilizaron cerdos enanos D con niveles plasméaticos de glucosa de
aproximadamente 300 mg/dl en estos experimentos.

Se usaron cerdos enanos Yucatan macho, instrumentados con dos puertos de
acceso vascular (VAP) en la vena yugular, en estos estudios. En el dia del estudio después de una
noche en ayunas, los cerdos enanos se colocaron en eslingas y se accedio a los VAP para
infusién y muestreo. A t=0 min y después recogiendo dos muestras de sangre iniciales para la
medicion de glucosa en plasma (t=-30 minutos y t=0 minutos), se administr6 a los cerdos enanos
Humulina (insulina humana recombinante, RHI) o IRPA en forma de un tnico bolo IV, a 0,69
nmol/kg. La Humulina e IRPA se formularon a 69 nmol/ml en un tampdn que contenia glicerina,
16 mg/ml; metacresol, 1,6 mg/ml; fenol, 0,65 mg/ml; fosfato sédico anhidro, dibasico, 3,8
mg/ml; se ajusto el pH hasta 7,4 con HCI . Después de la dosificacion, continu6 el muestreo
durante 480 minutos; los puntos temporales para la recogida de muestras fueron -30 min, 0 min ,
8 min, 15 min, 30 min, 45 min, 60 min, 90 min, 120 min, 150 min, 180 min, 210 min, 240 min,
270 min, 300 min, 330 min, 360 min, 420 min, 480 min. Se recogio sangre en tubos K3-EDTA,
suplementados con 10 pg/ml de aprotinina y se mantuvieron en hielo hasta su procesamiento,
que sucedi6 en 30 minutos desde la recogida. Después de centrifugacion a 3000 rpm, 4°C,
durante 8 min, se recogi6 plasma y se dividio en alicuotas para la medicion de la glucosa usando
un analizador Beckman Coulter AU480 Chemistry y para la medicion de los niveles de
compuesto.

La Figura 1 muestra que a concentracion de 0,69 nmol/kg, la RHI redujo los
niveles séricos de glucosa por debajo de 50 mg/dl mientras que los dimeros de insulina no. Este
resultado muestra que los dimeros de insulina presentan menos riesgo de promocion de

hipoglucemia que la RHI.

EJEMPLO 33
Se comparé el efecto de disminucion de la concentracion de glucosa de los
Dimeros 4, 5,7, 8, 9, 18-29, 32, 37-41, 43, 44, 48, 55,57, 58, 60, 61, 62, 64, 67, 69, 71,72, 77 y

78 con la RHI en cerdos enanos Yucatan diabéticos (cerdos enanos D) del siguiente modo.

-165-



10

15

20

25

30

23876

Los cerdos enanos Yucatan se volvieron diabéticos de Tipo 1 mediante
inyecciones de Alloxan siguiendo un protocolo patentado desarrollado por Sinclair Research
Center (Auxvasse, MO). La induccién se considera satisfactoria si los niveles basales de glucosa
exceden de 150 mg/dl. Se utilizaron cerdos enanos D con niveles plasméaticos de glucosa de
aproximadamente 300-400 mg/dl e instrumentados con dos puertos de acceso vascular en la vena
yugular (VAP), en estos estudios.

En el dia del estudio, después de una noche en ayunas, los cerdos enanos se
colocaron en eslingas y se accedi6 a los VAP para infusion y muestreo. A t=0 min, y después de
recoger dos muestras de sangre iniciales para la medicion de glucosa en plasma (t=-30 minutos y
t=0 minutos), se administro a los cerdos enanos Humulina (insulina humana recombinante, RHI)
u otro dimero en forma de un unico bolo IV, a 0,69 nmol/kg (0,35 nmol/kg para el compuesto
78). La Humulina y los dimeros se formularon a 69 nmol/ml en un tampén que contenia
glicerina, 16 mg/ml; metacresol, 1,6 mg/ml; fenol, 0,65 mg/ml; fosfato sddico anhidro, dibasico,
3,8 mg/ml, se ajust6 el pH hasta 7,4 con HCI. Después de la dosificacion, continu6 el muestreo
durante 480 minutos; los puntos temporales para la recogida de muestras fueron -30 minutos, 0
minutos, 8 minutos, 15 minutos, 30 minutos, 45 minutos, 60 minutos, 90 minutos, 120 minutos,
150 minutos, 180 minutos, 210 minutos, 240 minutos, 270 minutos, 300 minutos, 330 minutos,
360 minutos, 420 minutos y 480 minutos. Se recogid sangre en tubos K3-EDTA, suplementados
con 10 pg/ml de aprotinina, y se mantuvieron en hielo hasta su procesamiento, que sucedi6 en 30
minutos desde la recogida. Después de centrifugacion a 3000 rpm, 4 °C, durante 8 minutos, se
recogid plasma y se dividio en alicuotas para la medicion de la glucosa usando un analizador
Beckman Coulter AU480 Chemistry. Los resultados se muestran en la figura 7A — 7H. Las
figuras muestran que a concentracion de 0,69 nmol/kg, la RHI redujo los niveles séricos de
glucosa por debajo de 50 mg/dl mientras que los dimeros de insulina no. Este resultado muestra

que los dimeros de insulina presentan menos riesgo de promocion de hipoglucemia que la RHI.

EJEMPLO 34
Este experimento compard la estabilidad del resto de union disulfuro del
compuesto A con el resto de unién suberiol (C8) del Dimero 24.
Se incub6 1uM del Compuesto A y dimero 24 cada uno por separado en

membranas de células de rifion de rata (RKCM) con o sin glutation SmM (GSH). Se obtuvieron
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muestras a tiempo 0 y tiempo de 2 horas y se desactivo la reaccion con 1 volumen de MeOH al
10 % en AcCN con acido formico al 0,1 %. A continuacion, se centrifugaron las muestras
desactivadas y se congelaron antes del andlisis. A continuacion, se descongelaron las muestras y
se analizaron usando el sistema Thermo Orbi Velos. Se realiz6 el analisis MetID dirigido con
cromatogramas i6nicos extraidos (XIC) usando 3 iso6topos de 2 estados de carga en una ventana
de 10 ppm.

Se detectaron metabolitos del Compuesto A en RKCM tanto sin GSH como con
GSH. Como se muestra en la Figura 3, el mondémero era de aproximadamente un 1 % del
precursor (soluciéon madre del compuesto A) por 2 horas de incubacion. Como se muestra en la
Figura 4, el mondmero era de aproximadamente un 6,5% del precursor (solucion madre del
compuesto A) por 2 horas de incubacion. Los resultados muestran que el enlace disulfuro se
rompia con el tiempo. No se observaron metabolitos en los controles de 0 horas para el
compuesto A ni en las soluciones madre.

El Dimero 24 produjo metabolitos que se detectaron en RKCM, sin embargo,
aunque se observo una pérdida del polipéptido de cadena A debido a la rotura de los enlaces
disulfuro entre el polipéptido de cadena A y el polipéptido de cadena B, no se detectaron
monomeros. La Figura 5 muestra que sin GSH, la pérdida de polipéptido de cadena A era menor
de un 1 % del precursor (solucion madre del Dimero 24). La Figura 6 muestra que con GSH, la
pérdida de polipéptido de cadena A era menor de un 1 % del precursor (solucion madre del
Dimero 24). No se observaron metabolitos en los controles de 0 horas para el Dimero 24 ni en
las soluciones madre. El nuevo procedimiento de desactivacion con condiciones acidas detuvo

apropiadamente el intercambio disulfuro.

Tabla de secuencias

ISJEC Descripcion Secuencia

N.°

1 Cadena A de insulina de Homo GIVEQCCTSICSLYQLENYCN
sapiens

2 Cadena B de insulina de Homo FVNQHLCGSHLVEALYLVCGERGFFYTPKT
sapiens

3 Cadena A de insulina de secuencia GXpX3EQCCXGSICSLYQLX17NX19CX23
artificial
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X» es isoleucina o treonina;

X3 es valina, glicina, o leucina;

Xg es treonina o histidina;

X17 es acido glutdmico o glutamina;
X19 es tirosina, 4-metoxi-

fenilalanina, alanina, o 4-amino
fenilalanina;
X913 es asparagina o glicina;

Cadena B de insulina de secuencia
artificial
X135 es histidina o treonina;

X»9 es alanina, glicina o serina;

X3 es histidina, acido aspartico,
acido glutdmico, acido homocisteico,
o acido cisteico;

X3 es prolina o lisina; y

X3 es prolina o lisina, con la

condicion de que al menos uno de
X31 0 X3 sea lisina

X75LCGXp9X30LVEALYLVCGERGFX»7YT
X31X32

X9 es fenilalanina o desamino-

fenilalanina;
X154 es histidina o treonina;

X9 es glicina o leucina;

X97 es fenilalanina o 4cido aspartico;
X99 es alanina, glicina, o serina;
X3 es histidina, acido aspartico,
acido glutdmico, acido homocisteico,
o acido cisteico;

X31 es acido aspartico, prolina, o
lisina;

X39 es lisina o prolina;

X33 es treonina, alanina, o esta

ausente;
X34 es arginina o estd ausente; y

X35 es arginina o estd ausente;

con la condicion de que al menos uno
de X31 0 X37 sea lisina

X22VNQX»5X26CGX29X30LVEALYLVCGER
GFX27YTX31X32X33X34X35

Secuencia artificial
cadena B de insulina lispro

FVNQHLCGSHLVEALYLVCGERGFFYTKPT

Secuencia artificial
cadena A de insulina glargina

GIVEQCCTSICSLYQLENYCG
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8 Secuencia artificial FVNQHLCGSHLVEALYLVCGERGFFYTPKT
cadena B de insulina glargina RR

9 Secuencia artificial FVNQHLCGSHLVEALYLVCGERGFFYTDKT
cadena B de insulina aspart

10 Secuencia artificial FVNQHLCGSHLVEALYLVCGERGFFYTPK
B:des30

11 Secuencia artificial GIVEQCCTSICSLYQLENACN
A: YI9A

Aunque la presente invencion se describe en el presente documento con referencia
a realizaciones ilustradas, debe entenderse que la invencion no se limita a las mismas. Los
especialistas en la técnica y que tengan acceso a los contenidos del presente documento
reconoceran modificaciones y realizaciones adicionales dentro del alcance de la misma. Por lo
tanto, la presente invencion esta limitada solamente por las reivindicaciones adjuntas al presente

documento.
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REIVINDICACIONES

1. Un agonista parcial del receptor de insulina que comprende:

un primer heterodimero de insulina o andlogo de insulina y un segundo
heterodimero de insulina o andlogo de insulina incluyendo cada heterodimero un polipéptido de
cadena A y un polipéptido de cadena B, en el que el polipéptido de cadena A y el polipéptido de
cadena B estan unidos juntos a través de enlaces disulfuro intercatenarios;

en el que el primero y segundo heterodimeros de insulina o andlogo de insulina
estan unidos covalentemente juntos a través de un resto de unidon que conecta la cadena lateral de
un aminodcido en o cerca del extremo carboxi terminal de los dos polipéptidos respectivos de
cadena B; y

en el que el extremo amino terminal de al menos uno de los polipéptidos de
cadena A y los polipéptidos de cadena B estd unido covalentemente a un sustituyente,

con la condicion de que el resto de union no incluya un enlace disulfuro.

2. El agonista parcial del receptor de insulina de la reivindicacion 1, en el que
el agonista parcial del receptor de insulina comprende un primero y segundo heterodimeros de
insulina o analogo de insulina son iguales o en el que el primero y segundo heterodimeros de

insulina o analogo de insulina son diferentes.

3. El agonista parcial del receptor de insulina de la reivindicacion 1, en el que
los agonistas parciales del receptor de insulina comprenden un resto de union une
covalentemente el primer heterodimero de insulina o analogo de insulina y el segundo
heterodimero de insulina o analogo de insulina mediante el grupo amino épsilon de un residuo de

lisina en o cerca del extremo carboxi terminal de sus respectivos polipéptidos de cadena B.

4. El agonista parcial del receptor de insulina de la reivindicacion 1, en el que
el sustituyente comprende una féormula general RC(O)-, donde R puede ser R’CH2, R’NH, R’O
y R’ puede ser H, cadena alquilo lineal, aminoacido, péptido, polietilenglicol (PEG) y un

sacarido.
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5. El agonista parcial del receptor de insulina de la reivindicacion 1, en el que
el agonista parcial del receptor de insulina comprende un sustituyente seleccionado del grupo
que consiste en acetilo, fenilacetilo, carbamoilo, isobutilo, metoxiacetilo, glicina,

aminoetilglucosa (AEG), AEG-C6, PEG1, PEG2, N-dimetilo, y alcoxicarbonilo.

6. El agonista parcial del receptor de insulina de la reivindicacion 1, en el que
el agonista parcial del receptor de insulina comprende una primera y segunda insulinas o
analogos de insulina, que estan independientemente seleccionados del grupo que consiste en

insulina humana nativa, insulina lispro, insulina aspart, desB30 insulina, e insulina glargina.

7. El agonista parcial del receptor de insulina de la reivindicacion 1, en el que
cada polipéptido de cadena A comprende independientemente la secuencia de aminoéacidos

GXpX3EQCCXQSICSLYQLX7NX19CX»3 (SEC ID N.°: 3) y cada polipéptido de cadena B

comprende independientemente la secuencia de aminoacidos

X25LCGX29X30LVEALYLVCGERGFX27YTX31X32 (SECID N.°: 4) o
X22VNQXp5X26CGX29X30LVEALYLVCGERGFX»7YTX31X32X33X34X35 (SEC ID N.°:
5) en la que X7 es isoleucina o treonina; X3 es valina, glicina, o leucina; Xg es treonina o
histidina; X7 es acido glutdmico o glutamina; X9 es tirosina, 4-metoxi-fenilalanina, alanina, o
4-amino fenilalanina; X3 es asparagina o glicina; X7 es fenilalanina y desamino-fenilalanina;
X235 es histidina o treonina; X es leucina o glicina; X»7 es fenilalanina o 4cido aspartico; Xp9
es alanina, glicina, o serina; X3 es histidina, 4cido aspartico, acido glutdmico, 4cido
homocisteico, o 4cido cisteico; X31 es acido aspartico, prolina, o lisina; X3 es lisina o prolina;
X33 es treonina, alanina, o estd ausente; X34 es arginina o estd ausente; y X35 es arginina o esta

ausente; con la condicion de que al menos uno de X31 0 X3 sea lisina.

8. El agonista parcial del receptor de insulina de la reivindicacion 1, en el que
el resto de unién comprende una cadena de hidrocarburo C1-C20 bivalente, lineal o ramificada,
saturada o insaturada opcionalmente sustituida en la que una o més unidades de metileno estan

remplazadas opcional e independientemente por O-, -S-, -N(R)-, -C(0)-, C(0)O-, OC(O)-, -
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N(R)C(O)-, -C(O)N(R)-, -S(O)-, -S(0)3-, -N(R)SO»3-, SOpN(R)-, un grupo heterociclico, un
grupo arilo, o un grupo heteroarilo, en el que cada aparicion de R comprende
independientemente hidrogeno, un grupo protector adecuado, un resto acilo, resto arilalquilo,

resto alifatico, resto arilo, resto heteroarilo, o resto heteroalifatico y poli(etilenglicol) (PEG).

9. El agonista parcial del receptor de insulina de la reivindicacion 1, en el que

el resto de unidon comprende un alquildioilo, -C(O)(CH»),C(O)-, en el que n = 0-4, un resto

acilo, -C(O)RC(O)-, en el que R es cadena de alquilo, cadena de poli(etilenglicol) (PEG), cadena
que contiene amida, cadena que contiene triazol(es), resto que contiene ciclooctino, una cadena

de acilo sustituida, o una cadena de poli(etilenglicol) (PEG).

10.  Una composicién que comprende el agonista parcial del receptor de
insulina de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9 y un vehiculo farmacéuticamente

aceptable.

11.  Un agonista parcial del receptor de insulina que comprende la formula
Dl.L-D2

en la que Dl y D2 son cada uno independientemente un polipéptido de insulina o
analogo de insulina,

en la que cada polipéptido de insulina es un heterodimero que comprende un
polipéptido de cadena A y un polipéptido de cadena B unidos juntos a través de enlaces disulfuro
Intercatenarios;

L es un resto de union en el que un extremo del resto de unioén esta unido a un
residuo de aminoacido en o cerca del grupo carboxilo de Dl y el otro extremo del resto de union
esta unido a un residuo de aminoacido en o cerca del extremo carboxilo de D2 con la condicion
de que L no incluya un enlace disulfuro; y

en el que el primero y segundo polipéptidos de insulina o analogo de insulina
incluyen un sustituyente unido al extremo amino terminal del polipéptido de cadena A y el

polipéptido de cadena B.
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12.  El agonista parcial del receptor de insulina de la reivindicacion 11, en el
que el agonista parcial del receptor de insulina comprende un D! y D2 que son iguales o D1 y

D2 que son diferentes.

13.  El agonista parcial del receptor de insulina de la reivindicacion 11, en el

que el agonista parcial del receptor de insulina comprende un resto de union que une
covalentemente D! y D2 mediante el grupo amino ¢épsilon de un residuo de lisina en o cerca del

extremo carboxi terminal de D1 y D2.

14.  El agonista parcial del receptor de insulina de la reivindicacion 11, en el
que el agonista parcial del receptor de insulina comprende un sustituyente que tiene una férmula
general RC(O)-, en la que R puede ser R’CH2, R’NH, R’O y R’ puede ser H, cadena alquilo

lineal, aminodacido, péptido, polietilenglicol (PEG) y un sacarido.

15.  El agonista parcial del receptor de insulina de la reivindicaciéon 11, en el
que el agonista parcial del receptor de insulina comprende un sustituyente seleccionado del
grupo que consiste en acetilo, fenilacetilo, carbamoilo, N-alquil carbamoilo, isobutilo,
metoxiacetilo, glicina, aminoetilglucosa (AEG), AEG-C6, PEG1, PEG2, N-dimetilo, y

alcoxicarbonilo.

16.  El agonista parcial del receptor de insulina de la reivindicacion 11, en el

que el agonista parcial del receptor de insulina comprende un Dl y D2 que estan
independientemente seleccionados del grupo que consiste en insulina humana nativa, insulina

lispro, insulina aspart, desB30 insulina, e insulina glargina.

17.  El agonista parcial del receptor de insulina de la reivindicacion 11, en el
que cada polipéptido de cadena A comprende independientemente la secuencia de aminoacidos

GXpX3EQCCXQSICSLYQLX7NX19CX»3 (SEC ID N.°: 3) y cada polipéptido de cadena B

comprende independientemente la secuencia de aminoacidos

X»5LCGX29X30LVEALYLVCGERGFX»7YTX31X37 (SEC ID N.°: 4) 0
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X22VNQXp5X26CGX29X30LVEALYLVCGERGFX27YTX31X32X33X34X35 (SEC ID N.“:
5) en la que X7 es isoleucina o treonina; X3 es valina, glicina, o leucina; Xg es treonina o
histidina; X7 es acido glutdmico o glutamina; X9 es tirosina, 4-metoxi-fenilalanina, alanina, o
4-amino fenilalanina; X3 es asparagina o glicina; X7 es fenilalanina y desamino-fenilalanina;
X735 es histidina o treonina; Xp¢ es leucina o glicina; X57 es fenilalanina o acido aspartico; X9
es alanina, glicina, o serina; X3 es histidina, 4cido aspartico, acido glutdmico, 4cido
homocisteico, o 4cido cisteico; X3 es acido aspartico, prolina, o lisina; X35 es lisina o prolina;
X33 es treonina, alanina, o estd ausente; X34 es arginina o estd ausente; y X35 es arginina o esta

ausente; con la condicion de que al menos uno de X31 0 X37 sea lisina.

18.  El agonista parcial del receptor de insulina de la reivindicacion 11, en el
que el resto de uniéon comprende una cadena de hidrocarburo C1-C20 bivalente, lineal o
ramificada, saturada o insaturada opcionalmente sustituida en la que una o mas unidades de
metileno estdn remplazadas opcional e independientemente por -O-, -S-, -N(R)-, -C(0)-, C(O)O-
, OC(0)-, -N(R)C(O)-, -C(O)N(R)-, -S(O)-, -S(0O)2-, -N(R)SO2-, SOpN(R)-, un grupo
heterociclico, un grupo arilo, o un grupo heteroarilo, en el que cada aparicion de R comprende
independientemente hidrogeno, un grupo protector adecuado, un resto acilo, resto arilalquilo,

resto alifatico, resto arilo, resto heteroarilo, o resto heteroalifatico y poli(etilenglicol) (PEG).

19.  El agonista parcial del receptor de insulina de la reivindicacion 11, en el

que el resto de unidn comprende un alquildioilo, -C(O)(CH2),C(O)-, en el que n = 0-4, un resto

acilo, -C(O)RC(O)-, en el que R es cadena de alquilo, cadena de poli(etilenglicol) (PEG), cadena
que contiene amida, cadena que contiene triazol(es), resto que contiene ciclooctino, una cadena

de acilo sustituida, o una cadena de poli(etilenglicol) (PEG).
20.  Una composicién que comprende el agonista parcial del receptor de

insulina de una cualquiera de las reivindicaciones 11 a 19 y un vehiculo farmacéuticamente

aceptable.
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21.  Un agonista parcial del receptor de insulina que comprende:

un primer heterodimero de insulina o andlogo de insulina y un segundo
heterodimero de insulina o andlogo de insulina incluyendo cada heterodimero un polipéptido de
cadena A y un polipéptido de cadena B, en el que el polipéptido de cadena A y el polipéptido de
cadena B estan unidos juntos a través de enlaces disulfuro intercatenarios;

en el que el primero y segundo heterodimeros de insulina o andlogo de insulina
estan unidos covalentemente juntos a través de un resto de union que conecta la cadena lateral de
un aminodcido en o cerca del extremo carboxi terminal de los dos polipéptidos respectivos de
cadena B; y

opcionalmente en el que el extremo amino terminal de al menos uno de los
polipéptidos de cadena A y los polipéptidos de cadena B del primer polipéptido de insulina o
segundo polipéptido de insulina esta unido covalentemente a un sustituyente,

con la condicion de que (1) el resto de union no incluya un enlace disulfuro y (2)
cuando el extremo amino terminal del polipéptido de cadena A y el polipéptido de cadena B no
incluye un sustituyente entonces el resto de uniéon no es un resto oxalilo (C2), un resto suberoilo

(C8), o un resto dodecanodioilo (C12).

22.  El agonista parcial del receptor de insulina de la reivindicacion 21, en el
que agonista parcial del receptor de insulina comprende un primero y segundo heterodimeros de
insulina o analogo de insulina que son iguales o en el que el primero y segundo heterodimeros de

insulina o analogo de insulina son diferentes.

23.  El agonista parcial del receptor de insulina de la reivindicacion 21, en el
que el agonista parcial del receptor de insulina comprende un resto de unién que une
covalentemente el primer heterodimero de insulina o anélogo de insulina y el segundo
heterodimero de insulina o analogo de insulina mediante el grupo amino épsilon de un residuo de

lisina en o cerca del extremo carboxi terminal de sus respectivos polipéptidos de cadena B.

24.  El agonista parcial del receptor de insulina de la reivindicacion 21, en el

que el agonista parcial del receptor de insulina comprende un sustituyente que tiene una formula
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general RC(O)-, en la que R puede ser R’CH2, R’NH, R’O y R’ puede ser H, cadena alquilo

lineal, aminodacido, péptido, polietilenglicol (PEG) y un sacarido.

25.  El agonista parcial del receptor de insulina de la reivindicacion 21, en el
que el agonista parcial del receptor de insulina comprende un sustituyente es acetilo, fenilacetilo,
carbamoilo, N-alquil carbamoilo, isobutilo, metoxiacetilo, glicina, aminoetilglucosa (AEG),

AEG-C6, PEG1, PEG2, N-dimetilo, y alcoxicarbonilo.

26.  El agonista parcial del receptor de insulina de la reivindicacion 21, en el
que el agonista parcial del receptor de insulina comprende una primera y segunda insulinas o
analogos de insulina que estan independientemente seleccionados del grupo que consiste en

insulina humana nativa, insulina lispro, insulina aspart, desB30 insulina, e insulina glargina.

27.  El agonista parcial del receptor de insulina de la reivindicacion 21, en el
que cada polipéptido de cadena A comprende independientemente la secuencia de aminoacidos

GX»X3EQCCXQSICSLYQLX17NX19CX23 (SEC ID N.°: 3) y cada polipéptido de cadena B

comprende independientemente la secuencia de aminoacidos

X95LCGX»9X30LVEALYLVCGERGFX»7YTX31X32 (SECID N.”: 4) o
X22VNQXp5X26CGX29X30LVEALYLVCGERGFX»7YTX31X32X33X34X35 (SEC ID N.°:
5) en la que X7 es isoleucina o treonina; X3 es valina, glicina, o leucina; Xg es treonina o
histidina; X7 es acido glutdmico o glutamina; X9 es tirosina, 4-metoxi-fenilalanina, alanina, o
4-amino fenilalanina; X3 es asparagina o glicina; Xp7 es fenilalanina y desamino-fenilalanina;
X235 es histidina o treonina; Xp¢ es leucina o glicina; X»7 es fenilalanina o 4cido aspartico; Xp9
es alanina, glicina, o serina; X3 es histidina, 4cido aspartico, acido glutdmico, 4cido
homocisteico, o 4cido cisteico; X31 es acido aspartico, prolina, o lisina; X3 es lisina o prolina;
X33 es treonina, alanina, o estd ausente; X34 es arginina o esta ausente; y X35 es arginina o esta

ausente; con la condicion de que al menos uno de X31 o X3 sea lisina.

28.  El agonista parcial del receptor de insulina de la reivindicacion 21, en el

que el resto de union comprende una cadena de hidrocarburo C1-C20 bivalente, lineal o
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ramificada, saturada o insaturada opcionalmente sustituida en la que una o mas unidades de
metileno estdn remplazadas opcional e independientemente por -O-, -S-, -N(R)-, -C(0)-, C(O)O-
, OC(0)-, -N(R)C(O)-, -C(O)N(R)-, -S(O)-, -S(0O)2-, -N(R)SO2-, SOpN(R)-, un grupo
heterociclico, un grupo arilo, o un grupo heteroarilo, en el que cada aparicién de R comprende
independientemente hidrégeno, un grupo protector adecuado, un resto acilo, resto arilalquilo,

resto alifatico, resto arilo, resto heteroarilo, o resto heteroalifatico y poli(etilenglicol) (PEG).

29.  El agonista parcial del receptor de insulina de la reivindicacion 21, en el

que el resto de union comprende un alquildioilo, -C(O)(CHp),C(O)-, en el que n = 0-4, un resto

acilo, -C(O)RC(O)-, en el que R es cadena de alquilo, cadena de poli(etilenglicol) (PEG), cadena
que contiene amida, cadena que contiene triazol(es), resto que contiene ciclooctino, una cadena

de acilo sustituida, o una cadena de poli(etilenglicol) (PEG).

30.  Una composicidon que comprende el agonista parcial del receptor de
insulina de una cualquiera de las reivindicaciones 21 a 29 y un vehiculo farmacéuticamente

aceptable.

31.  Un agonista parcial del receptor de insulina que comprende la férmula
Dl-L-D2
en la que D! y D2 son cada uno independientemente un polipéptido de insulina o
analogo de insulina, en la que cada polipéptido de insulina es un heterodimero que comprende un
polipéptido de cadena A y un polipéptido de cadena B unidos juntos a través de enlaces disulfuro
intercatenarios;

L es un resto de union en el que un extremo del resto de unioén esta unido a un
residuo de aminoacido en o cerca del grupo carboxilo de D1 y el otro extremo del resto de unién

esta unido a un residuo de aminoacido en o cerca del extremo carboxilo de D2 con la condicion

de que L no incluya un enlace disulfuro; y
opcionalmente, en la que al menos uno de Dl o D2 incluye un sustituyente unido

al extremo amino terminal del polipéptido de cadena A o el polipéptido de cadena B de Dl oDZ;
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con la condicion de que (1) el resto de union no incluya un enlace disulfuro y (2)
cuando la insulina o andlogo de insulina no sea insulina o analogo de insulina de un humano y el
extremo amino terminal del polipéptido de cadena A y el polipéptido de cadena B no incluye un
sustituyente entonces el resto de union no es un resto oxalilo (C2), un resto suberoilo (C8), o un

resto dodecanodioilo (C12).

32.  El agonista parcial del receptor de insulina de la reivindicacion 31, en el
que el agonista parcial del receptor de insulina comprende un Dl y D2 que son iguales o en el

que Dl y D2 son diferentes.

33.  El agonista parcial del receptor de insulina de la reivindicacion 31, en el

que el agonista parcial del receptor de insulina comprende un el resto de unién que une
covalentemente D! y D2 mediante el grupo amino épsilon de un residuo de lisina en o cerca del

extremo carboxi terminal de D1 y D2,

34.  El agonista parcial del receptor de insulina de la reivindicacion 31, en el
que el sustituyente comprende una formula general RC(O)-, en la que R puede ser R’CH2,
R’NH, R’O y R’ puede ser H, cadena alquilo lineal, aminoacido, péptido, polietilenglicol (PEG)

y un sacarido.

35.  El agonista parcial del receptor de insulina de la reivindicacion 31, en el
que el agonista parcial del receptor de insulina comprende un sustituyente seleccionado del
grupo que consiste en acetilo, fenilacetilo, carbamoilo, N-alquil carbamoilo, isobutilo,
metoxiacetilo, glicina, aminoetilglucosa (AEG), AEG-C6, PEG1, PEG2, N-dimetilo, y

alcoxicarbonilo.

36.  El agonista parcial del receptor de insulina de la reivindicacion 31, en el

que agonista parcial del receptor de insulina comprende un Dl y D2 que estan
independientemente seleccionados del grupo que consiste en insulina humana nativa, insulina

lispro, insulina aspart, desB30 insulina, e insulina glargina.
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37.  El agonista parcial del receptor de insulina de la reivindicacion 31, en el
que cada polipéptido de cadena A comprende independientemente la secuencia de aminoacidos

GX»X3EQCCXQSICSLYQLX17NX19CX23 (SEC ID N.°: 3) y cada polipéptido de cadena B

comprende independientemente la secuencia de aminoacidos

X975LCGX29X30LVEALYLVCGERGFX»7YTX31X32 (SECID N.”: 4) o
X22VNQXp5X26CGX29X30LVEALYLVCGERGFX»7YTX31X32X33X34X35 (SEC ID N.°:
5) en la que X7 es isoleucina o treonina; X3 es valina, glicina, o leucina; Xg es treonina o
histidina; X7 es acido glutdmico o glutamina; X9 es tirosina, 4-metoxi-fenilalanina, alanina, o
4-amino fenilalanina; X3 es asparagina o glicina; Xp7 es fenilalanina y desamino-fenilalanina;
X235 es histidina o treonina; X es leucina o glicina; X»7 es fenilalanina o 4cido aspartico; Xp9
es alanina, glicina, o serina; X3 es histidina, 4cido aspartico, acido glutdmico, 4cido
homocisteico, o 4cido cisteico; X31 es acido aspartico, prolina, o lisina; X3 es lisina o prolina;
X33 es treonina, alanina, o estd ausente; X34 es arginina o esta ausente; y X35 es arginina o esta

ausente; con la condicion de que al menos uno de X31 0 X3 sea lisina.

38.  El agonista parcial del receptor de insulina de la reivindicacion 31, en el
que el resto de union comprende una cadena de hidrocarburo C1-C20 bivalente, lineal o
ramificada, saturada o insaturada opcionalmente sustituida en la que una o mas unidades de
metileno estdn remplazadas opcional e independientemente por -O-, -S-, -N(R)-, -C(0)-, C(O)O-
, OC(0)-, -N(R)C(O)-, -C(O)N(R)-, -S(O)-, -S(0O)2-, -N(R)SO2-, SOpN(R)-, un grupo
heterociclico, un grupo arilo, o un grupo heteroarilo, en el que cada aparicién de R comprende
independientemente hidrogeno, un grupo protector adecuado, un resto acilo, resto arilalquilo,

resto alifatico, resto arilo, resto heteroarilo, o resto heteroalifatico y poli(etilenglicol) (PEG)..

39.  El agonista parcial del receptor de insulina de la reivindicacion 31, en el

que el resto de union comprende un alquildioilo, -C(O)(CHp),C(O)-, en el que n = 0-4, un resto

acilo, -C(O)RC(O)-, en el que R es cadena de alquilo, cadena de poli(etilenglicol) (PEG), cadena

-179-



10

15

20

25

30

23876

que contiene amida, cadena que contiene triazol(es), resto que contiene ciclooctino, una cadena

de acilo sustituida, o una cadena de poli(etilenglicol) (PEG).

40.  Una composicion que comprende el agonista parcial del receptor de
insulina de una cualquiera de las reivindicaciones 31 a 39 y un vehiculo farmacéuticamente

aceptable.

41.  Un dimero de anélogo de insulina que comprende:

un primer heterodimero de analogo de insulina y un segundo heterodimero de
insulina o analogo de insulina incluyendo cada heterodimero un polipéptido de cadena A y un
polipéptido de cadena B, en el que el polipéptido de cadena A y el polipéptido de cadena B estan
unidos juntos a través de enlaces disulfuro intercatenarios;

en el que el primero y segundo heterodimeros de insulina o andlogo de insulina
estan unidos covalentemente juntos a través de un resto de unidén que conecta la cadena lateral de
un aminodcido en o cerca del extremo carboxi terminal de los dos polipéptidos respectivos de
cadena B;

en el que el andlogo de insulina se selecciona entre insulina lispro, insulina aspart,
desB30 insulina e insulina glargina; y

opcionalmente en el que el extremo amino terminal de al menos uno de los
polipéptidos de cadena A y los polipéptidos de cadena B del primer polipéptido de insulina o
segundo polipéptido de insulina esta unido covalentemente a un sustituyente,

con la condicion de que el resto de union no incluya un enlace disulfuro.

42.  El dimero de analogo de insulina de la reivindicacion 41, en el que el
dimero de analogo de insulina comprende un primero y segundo heterodimeros de insulina o
analogo de insulina que son iguales o en el que el primero y segundo heterodimeros de insulina o

analogo de insulina son diferentes.

43.  El dimero de analogo de insulina de la reivindicacion 41, en el que el
dimero de analogo de insulina comprende un resto de uniéon que une covalentemente el primer

heterodimero de insulina o analogo de insulina y el segundo heterodimero de insulina o anélogo
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de insulina mediante el grupo amino €psilon de un residuo de lisina en o cerca del extremo

carboxi terminal de sus respectivos polipéptidos de cadena B.

44.  El dimero de andlogo de insulina de la reivindicacion 41, en el que el
sustituyente comprende una féormula general RC(O)-, en la que R puede ser R’CH2, R’NH, R’O
y R’ puede ser H, cadena alquilo lineal, aminoacido, péptido, polietilenglicol (PEG) y un

sacarido.

45.  El dimero de analogo de insulina de la reivindicacion 41, en el que el
dimero de insulina comprende al menos uno de la primera y segunda insulina o analogo de
insulina conjugado con un sustituyente seleccionado del grupo que consiste en acetilo,
fenilacetilo, carbamoilo, N-alquil carbamoilo, isobutilo, metoxiacetilo, glicina, aminoetilglucosa

(AEG), AEG-C6, PEG1, PEG2, N-dimetilo, y alcoxicarbonilo.

46.  El dimero de analogo de insulina de la reivindicacion 41, en el que el resto
de uniéon comprende una cadena de hidrocarburo C1-C20 bivalente, lineal o ramificada, saturada
o insaturada opcionalmente sustituida en la que una o mas unidades de metileno estan
remplazadas opcional e independientemente por -O-, -S-, -N(R)-, -C(O)-, C(O)O-, OC(O)-, -
N(R)C(0)-, -C(O)N(R)-, -S(O)-, -S(O0)2-, -N(R)SO3-, SO»N(R)-, un grupo heterociclico, un
grupo arilo, o un grupo heteroarilo, en el que cada aparicion de R comprende
independientemente hidrégeno, un grupo protector adecuado, un resto acilo, resto arilalquilo,

resto alifatico, resto arilo, resto heteroarilo, o resto heteroalifatico y poli(etilenglicol) (PEG).

47.  El dimero de anédlogo de insulina de la reivindicacion 41, en el que el resto

de unién comprende un alquildioilo, -C(O)(CH»),C(O)-, en el que n = 0-4, un resto acilo, -

C(O)RC(O)-, en el que R es cadena de alquilo, cadena de poli(etilenglicol) (PEG), cadena que
contiene amida, cadena que contiene triazol(es), resto que contiene ciclooctino, una cadena de

acilo sustituida, o una cadena de poli(etilenglicol) (PEG).

48.  Una composicion que comprende el dimero de anélogo de insulina de una

cualquiera de las reivindicaciones 41 a 47 y un vehiculo farmacéuticamente aceptable.
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49.  Un dimero de anélogo de insulina que comprende la formula
Dl.L-D2

en la que D! y D2 son cada uno independientemente un polipéptido de insulina o
analogo de insulina, en la que cada polipéptido de insulina es un heterodimero que comprende un
polipéptido de cadena A y un polipéptido de cadena B unidos juntos a través de enlaces disulfuro
intercatenarios;

L es un resto de union en el que un extremo del resto de unioén esta unido a un
residuo de aminoacido en o cerca del grupo carboxilo de D1 y el otro extremo del resto de unién
esta unido a un residuo de aminoacido en o cerca del extremo carboxilo de D2 con la condicion
de que L no incluya un enlace disulfuro;

en el que el analogo de insulina se selecciona entre insulina lispro, insulina aspart,
desB30 insulina e insulina glargina; y

opcionalmente, en la que al menos uno de D! o D2 incluye un sustituyente unido

al extremo amino terminal del polipéptido de cadena A o el polipéptido de cadena B de D1 0 D2;

con la condicion de que el resto de union no incluya un enlace disulfuro.

50.  El dimero de andlogo de insulina de la reivindicacion 49, en el que el

dimero de analogo de insulina comprende un Dl y D2 que son iguales o en el que Dl y D2 son

diferentes.

51.  El dimero de andlogo de insulina de la reivindicacion 49, en el que el
dimero de andlogo de insulina comprende un resto de unién que une covalentemente D1 y D2

mediante el grupo amino épsilon de un residuo de lisina en o cerca del extremo carboxi terminal

de D1 y D2.

52.  El dimero de anélogo de insulina de la reivindicacion 49, en el que el
sustituyente comprende una formula general RC(O)-, en la que R puede ser R’CH2, R’NH, R’O
y R’ puede ser H, cadena alquilo lineal, aminoacido, péptido, polietilenglicol (PEG) y un

sacarido.
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53.  El dimero de anélogo de insulina de la reivindicacion 49, en el que el
dimero de analogo de insulina comprende un sustituyente seleccionado del grupo que consiste en
acetilo, fenilacetilo, carbamoilo, N-alquil carbamoilo, isobutilo, metoxiacetilo, glicina,

aminoetilglucosa (AEG), AEG-C6, PEG1, PEG2, N-dimetilo, y alcoxicarbonilo.

54.  El dimero de andlogo de insulina de la reivindicacion 49, en el que el resto
de union comprende una cadena de hidrocarburo C1-C20 bivalente, lineal o ramificada, saturada
o insaturada opcionalmente sustituida en la que una o mas unidades de metileno estan
remplazadas opcional e independientemente por -O-, -S-, -N(R)-, -C(O)-, C(O)O-, OC(O)-, -
N(R)C(0O)-, -C(O)N(R)-, -S(O)-, -S(0)2-, -N(R)SO3-, SOoN(R)-, un grupo heterociclico, un
grupo arilo, o un grupo heteroarilo, en el que cada aparicion de R comprende
independientemente hidrégeno, un grupo protector adecuado, un resto acilo, resto arilalquilo,

resto alifatico, resto arilo, resto heteroarilo, o resto heteroalifatico y poli(etilenglicol) (PEG).

55.  El dimero de anélogo de insulina de la reivindicacion 49, en el que el resto
de unién comprende un alquildioilo, -C(O)(CH»),C(O)-, en el que n = 0-4, un resto acilo, -
C(O)RC(O)-, en el que R es cadena de alquilo, cadena de poli(etilenglicol) (PEG), cadena que
contiene amida, cadena que contiene triazol(es), resto que contiene ciclooctino, una cadena de

acilo sustituida, o una cadena de poli(etilenglicol) (PEG).

56.  Una composicion que comprende el dimero de andlogo de insulina de una

cualquiera de las reivindicaciones 49 a 55 y un vehiculo farmacéuticamente aceptable.

57.  Un agonista parcial del receptor de insulina, que comprende:

un primer heterodimero de insulina o andlogo de insulina y un segundo
heterodimero de insulina o andlogo de insulina incluyendo cada heterodimero un polipéptido de
cadena A y un polipéptido de cadena B, en el que el polipéptido de cadena A y el polipéptido de
cadena B estan unidos juntos a través de enlaces disulfuro intercatenarios;

en el que el primero y segundo heterodimeros de insulina o andlogo de insulina

estan unidos covalentemente juntos a través de un resto de union que conecta la cadena lateral de
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un aminoacido en o cerca del extremo carboxi terminal de los dos polipéptidos respectivos de
cadena B;

opcionalmente en el que el extremo amino terminal de al menos uno de los
polipéptidos de cadena A y los polipéptidos de cadena B del primer polipéptido de insulina o
segundo polipéptido de insulina esta unido covalentemente a un sustituyente; y en el que el
agonista parcial del receptor de insulina tiene una respuesta maxima hacia el receptor de insulina
(IR) humana que es aproximadamente el 20%, 25%, 30%, 35%, 40%, 45%, 50%, 55%., 60%,
65%, 0 70% de la respuesta maxima de insulina humana nativa hacia el IR, determinada por un

ensayo de fosforilacion funcional.

58.  El agonista parcial del receptor de insulina de la reivindicacioén 57, en el
que el agonista parcial del receptor de insulina comprende un resto de unién que no incluye un
enlace disulfuro y cuando el extremo amino terminal del polipéptido de cadena A y el
polipéptido de cadena B no incluye un sustituyente el resto de union no es un resto oxalilo (C2),

un resto suberoilo (C8), o un resto dodecanodioilo (C12).

59.  El agonista parcial del receptor de insulina de la reivindicacion 57, en el
que el agonista parcial del receptor de insulina comprende un primero y segundo heterodimeros
de insulina o analogo de insulina que son iguales o en el que el primero y segundo heterodimeros

de insulina o analogo de insulina son diferentes.

60.  El agonista parcial del receptor de insulina de la reivindicacion 57, en el
que el agonista parcial del receptor de insulina comprende un resto de unién que une
covalentemente el primer heterodimero de insulina o analogo de insulina y el segundo
heterodimero de insulina o analogo de insulina mediante el grupo amino épsilon de un residuo de

lisina en o cerca del extremo carboxi terminal de sus respectivos polipéptidos de cadena B.

61.  El agonista parcial del receptor de insulina de la reivindicacion 57, en el
que el sustituyente comprende una formula general RC(O)-, en la que R puede ser R’CH2,
R’NH, R’O y R’ puede ser H, cadena alquilo lineal, aminoacido, péptido, polietilenglicol (PEG)

y un sacarido.
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62.  El agonista parcial del receptor de insulina de la reivindicacion 57, en el
que el agonista parcial del receptor de insulina comprende un sustituyente seleccionado del
grupo que consiste en acetilo, fenilacetilo, carbamoilo, N-alquil carbamoilo, isobutilo,
metoxiacetilo, glicina, aminoetilglucosa (AEG), AEG-C6, PEG1, PEG2, N-dimetilo, y

alcoxicarbonilo.

63.  El agonista parcial del receptor de insulina de la reivindicacion 57, en el
que el agonista parcial del receptor de insulina comprende una primera y segunda insulinas o
analogos de insulina que son independientemente insulina humana nativa, insulina lispro,

insulina aspart, desB30 insulina, o insulina glargina.

64.  El agonista parcial del receptor de insulina de la reivindicacion 57, en el
que cada polipéptido de cadena A comprende independientemente la secuencia de aminoacidos

GX»X3EQCCXQSICSLYQLX17NX19CX23 (SEC ID N.°: 3) y cada polipéptido de cadena B

comprende independientemente la secuencia de aminoacidos

X975LCGX»9X30LVEALYLVCGERGFX»7YTX31X32 (SECID N.”: 4) o
X22VNQXp5X26CGX29X30LVEALYLVCGERGFX27YTX31X32X33X34X35 (SEC ID N.°:
5) en la que X7 es isoleucina o treonina; X3 es valina, glicina, o leucina; Xg es treonina o
histidina; X7 es acido glutdmico o glutamina; X g es tirosina, 4-metoxi-fenilalanina, alanina, o
4-amino fenilalanina; X3 es asparagina o glicina; Xp7 es fenilalanina y desamino-fenilalanina;
X735 es histidina o treonina; Xp¢ es leucina o glicina; X57 es fenilalanina o acido aspartico; X9
es alanina, glicina, o serina; X3 es histidina, 4cido aspartico, acido glutdmico, acido
homocisteico, o 4cido cisteico; X3 es acido aspartico, prolina, o lisina; X35 es lisina o prolina;
X33 es treonina, alanina, o estd ausente; X34 es arginina o esta ausente; y X35 es arginina o esta

ausente; con la condicion de que al menos uno de X31 0 X37 sea lisina.

65.  El agonista parcial del receptor de insulina de la reivindicacion 57, en el
que el resto de union comprende una cadena de hidrocarburo C1-C20 bivalente, lineal o

ramificada, saturada o insaturada opcionalmente sustituida en la que una o mas unidades de
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metileno estdn remplazadas opcional e independientemente por -O-, -S-, -N(R)-, -C(0)-, C(O)O-
, OC(0)-, -N(R)C(O)-, -C(O)N(R)-, -S(O)-, -S(0O)2-, -N(R)SO2-, SOpN(R)-, un grupo
heterociclico, un grupo arilo, o un grupo heteroarilo, en el que cada apariciéon de R comprende
independientemente hidrogeno, un grupo protector adecuado, un resto acilo, resto arilalquilo,

resto alifatico, resto arilo, resto heteroarilo, o resto heteroalifatico y poli(etilenglicol) (PEG).

66.  El agonista parcial del receptor de insulina de la reivindicacion 57, en el

que el resto de unidn comprende un alquildioilo, -C(O)(CH2),C(O)-, en el que n = 0-4, un resto

acilo, -C(O)RC(O)-, en el que R es cadena de alquilo, cadena de poli(etilenglicol) (PEG), cadena
que contiene amida, cadena que contiene triazol(es), resto que contiene ciclooctino, una cadena

de acilo sustituida, o una cadena de poli(etilenglicol) (PEG).

67.  Una composicion que comprende el agonista parcial del receptor de
insulina de una cualquiera de las reivindicaciones 57 a 66 y un vehiculo farmacéuticamente

aceptable.

68.  Un procedimiento para tratar la diabetes que comprende administrar a un
individuo con diabetes una cantidad terapéuticamente eficaz de una composicién que comprende
el agonista parcial del receptor de insulina de una cualquiera de las reivindicaciones 1-9, 11-19,

21-29, 31-39, 41-47, 49-55, 0 57-66.

69.  El procedimiento de la reivindicacion 68, en el que la diabetes es diabetes

Tipo 1, diabetes Tipo 2, o diabetes gestacional.
70.  Una composicion para el tratamiento de la diabetes que comprende el
agonista parcial del receptor de insulina de una cualquiera de las reivindicaciones 1-9, 11-19, 21-

29, 31-39, 41-47, 49-55, o0 57-66.

71.  La composicion de la reivindicacion 70, en la que la diabetes es diabetes

Tipo 1, diabetes Tipo 2, o diabetes gestacional.
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72.  Uso del agonista parcial del receptor de insulina de una cualquiera de las

reivindicaciones 1-9, 11-19, 21-29, 31-39, 41-47, 49-55, o 57-66 para la fabricacion de un

medicamento para el tratamiento de la diabetes.

5 73.  Eluso de la reivindicacidon 72, en el que la diabetes es diabetes Tipo 1,

diabetes Tipo 2, o diabetes gestacional.

74.  Un compuesto seleccionado del grupo que consiste en
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5 en el que los enlaces disulfuro entre los residuos Cysg y Cys| del polipéptido de
cadena A y los enlaces disulfuro entre la Cys7 y Cysp( de la cadena A con la Cys7 y Cysyg del

polipéptido de cadena B, respectivamente, estan representados por la linea sélida entre los
mismos; los restos de union estan unidos covalentemente al aminoacido épsilon del residuo de
lisina mostrado; el polipéptido de cadena A para los Dimeros 1-40, 42-52, 54-86 y 88-94 tiene la
10 secuencia de aminoacidos mostrada en la SEC ID N.°: 1; el polipéptido de cadena A para el
Dimero 41 tiene la secuencia de aminoacidos mostrada para la SEC ID N.°%: 11; el polipéptido de
cadena B para los Dimeros 1-17, 21-27, 36, 37, 39-40 y 42-52, 54-82, 84-86, y 88-94 tienec la
secuencia de aminoacidos mostrada en la SEC ID N.°: 2; el polipéptido de cadena B para los

Dimeros 18 y 32-35 tiene la secuencia de aminodcidos mostrada en la SEC ID N.°: 6; el
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polipéptido de cadena B para el Dimero 19 y 83 tiene la secuencia de aminoacidos mostrada en
la SEC ID N.°: 9; y el polipéptido de cadena B para los Dimeros 20, 28-31 y 38 tiene la
secuencia de aminodcidos mostrada en la SEC ID N.%: 10; y el polipéptido de cadena A y el
polipéptido de cadena B para los Dimeros 53 y 87 son SEC ID N.°: 7y SEC ID N.*: 8,

respectivamente.

75.  Una composicion que comprende uno o mas compuestos de la

reivindicacion 74 y un vehiculo farmacéuticamente aceptable.

76.  Un procedimiento para tratar la diabetes que comprende administrar a un
individuo con diabetes una cantidad terapéuticamente eficaz de una composicion que comprende

el agonista parcial del receptor de insulina de la reivindicacion 75.

77.  El procedimiento de la reivindicacion 76, en el que la diabetes es diabetes

Tipo 1, diabetes Tipo 2, o diabetes gestacional.

78.  Una composicion para el tratamiento de la diabetes que comprende el

compuesto de la reivindicacion 74.

79.  La composicion de la reivindicacion 78, en la que la diabetes es diabetes

Tipo 1, diabetes Tipo 2, o diabetes gestacional.

80.  Uso de un compuesto de la reivindicacion 74 para la fabricacion de un

medicamento para el tratamiento de la diabetes.

81.  Eluso de la reivindicacion 80, en el que la diabetes es diabetes Tipo 1,

diabetes Tipo 2, o diabetes gestacional.

82.  Un dimero de insulina que comprende:
una primera Lys B28 o B29 de una molécula de primer heterodimero de insulina

que tiene un primer polipéptido de cadena A y primer polipéptido de cadena B y una segunda
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Lys B28 0 B29 de un segundo heterodimero de insulina que tiene un segundo polipéptido de
cadena A y segundo polipéptido de cadena B conjugadas conjuntamente por un enlazador
bifuncional seleccionado del grupo que consiste en Enlazador 1, Enlazador 2, Enlazador 3,
Enlazador 10, Enlazador 11, Enlazador 12, Enlazador 13, Enlazador 14, Enlazador 15,
Enlazador 16, Enlazador 17, Enlazador 18, Enlazador 19, Enlazador 20, Enlazador 21,
Enlazador 22, Enlazador 23, Enlazador 24, Enlazador 25, Enlazador 26, Enlazador 27,
Enlazador 28, Enlazador 29, Enlazador 30, Enlazador 31, Enlazador 32, Enlazador 33,
Enlazador 34, Enlazador 35, Enlazador 36, Enlazador 37, Enlazador 38, Enlazador 39,
Enlazador 40, Enlazador 41, Enlazador 42, Enlazador 43, Enlazador 44, Enlazador 45,
Enlazador 46, Enlazador 47, Enlazador 48, Enlazador 49, y Enlazador 50 con la condicion
de que cuando el enlazador bifuncional sea Enlazador 10, Enlazador 11, Enlazador 12,
Enlazador 13, o Enlazador 14, al menos uno de los primer o segundo polipéptidos de cadena A
o de cadena B esté conjugado en su aminoacido N-terminal con un sustituyente o al menos los
aminoacidos N-terminales de la molécula de primer heterodimero de insulina estén conjugados
con un sustituyente o los aminoacidos N-terminales de tanto el primer heterodimero de insulina

como el segundo heterodimero de insulina estén conjugados con un sustituyente.

83.  El dimero de insulina de la reivindicacion 82, en el que el sustituyente
comprende un éster de N-hidroxisuccinimida unido a un grupo que tiene la formula general

RC(0O)-, donde R puede ser R’CH», R’NH, R’O, y R’ puede ser H, cadena alquilo lineal,

aminodcido, péptido, poli(etilenglicol) (PEG), sacaridos.

84.  El dimero de insulina de la reivindicacion 82, en el que el sustituyente es
un grupo carbamoilo, grupo acetilo, glicina, grupo metilo, grupo metoxi, grupo dimetilo, grupo

isobutilo, grupo PEGI, grupo AEG, grupo alquilo C6-AEG o grupo PEG2.

85.  Un dimero de insulina que comprende:

una primera Lys B28 o B29 de una molécula de primer heterodimero de insulina
que tiene un primer polipéptido de cadena A y primer polipéptido de cadena B est4 conjugada
con un primer enlazador seleccionado del grupo que consiste en Enlazador S y Enlazador 7 y

una segunda Lys B28 o B29 de un segundo heterodimero de insulina que tiene un segundo
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polipéptido de cadena A y segundo polipéptido de cadena B conjugada con un segundo
enlazador seleccionado del grupo que consiste en Enlazador 4, Enlazador 6, Enlazador 8, y

Enlazador 9 conjugados conjuntamente a través del primer enlazador y el segundo enlazador.

86.  El dimero de insulina de la reivindicacion 82, en el que el sustituyente
comprende un éster de N-hidroxisuccinimida unido a un grupo que tiene la formula general

RC(0O)-, donde R puede ser R’CHp, R’NH, R’O, y R’ puede ser H, cadena alquilo lineal,

aminoacido, péptido, poli(etilenglicol) (PEG), sacaridos.

87.  El dimero de insulina de la reivindicacion 82, en el que el sustituyente es
un grupo carbamoilo, grupo acetilo, glicina, grupo metilo, grupo metoxi, grupo dimetilo, grupo

isobutilo, grupo PEG1, grupo AEG, grupo alquilo C6-AEG o grupo PEG2.

88.  Un dimero de analogo de insulina, que comprende:

una primera Lys B28 o B29 de una molécula de primer heterodimero de insulina
que tiene un primer polipéptido de cadena A y primer polipéptido de cadena B conjugada con un
primer enlazador seleccionado del grupo que consiste en Enlazador 5 y Enlazador 7 y una
segunda Lys B28 o0 B29 de un segundo heterodimero de insulina que tiene un segundo
polipéptido de cadena A y segundo polipéptido de cadena B conjugada con un segundo
enlazador seleccionado del grupo que consiste en Enlazador 5 y Enlazador 7, en el que los
primer y segundo enlazadores estan conjugados conjuntamente a través de un enlazador en
puente que tiene una estructura

R

en el que R es un enlace covalente, un 4&tomo de carbono, un fenilo, un heteroatomo, o un grupo
opcionalmente sustituido seleccionado del grupo que consiste en acilo, alifatico, heteroalifatico,
arilo, heteroarilo, y heterociclilo. En aspectos particulares R es un grupo acilo C2, C3, C4, C6,
C7,C8, C9 0 C10 o un PEG2, PEG3, PEG4, PEGS, PEG6, PEG7, PEGS, PEG9,PEG10, PEG11,
PEG12, PEG13, o PEG25.

89.  El dimero de insulina de la reivindicacion 82, en el que el sustituyente

comprende un éster de N-hidroxisuccinimida unido a un grupo que tiene la formula general
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RC(O)-, donde R puede ser R’CHp, R’NH, R’O, y R’ puede ser H, cadena alquilo lineal,

aminodcido, péptido, poli(etilenglicol) (PEG), sacéridos.

90.  El dimero de insulina de la reivindicacion 82, en el que el sustituyente es
un grupo carbamoilo, grupo acetilo, glicina, grupo metilo, grupo metoxi, grupo dimetilo, grupo

isobutilo, grupo PEGI, grupo AEG, grupo alquilo C6-AEG o grupo PEG2.

91.  Un dimero de andlogo de insulina, que comprende:

una primera Lys B28 0 B29 de una molécula de primer heterodimero de insulina
que tiene un primer polipéptido de cadena A y primer polipéptido de cadena B conjugada con un
primer enlazador seleccionado del grupo que consiste en Enlazador 4, Enlazador 6, Enlazador
8, y Enlazador 9 y una segunda Lys B28 0 B29 de un segundo heterodimero de insulina que
tiene un segundo polipéptido de cadena A y segundo polipéptido de cadena B conjugada con un
segundo enlazador seleccionado del grupo que consiste en Enlazador 4, Enlazador 6,
Enlazador 8, y Enlazador 9, en el que los primer y segundo enlazadores estan conjugados
conjuntamente a través de un enlazador en puente que tiene una estructura

N;——R——Nj,

en el que R es un enlace covalente, un 4&tomo de carbono, un fenilo, un heteroatomo, o un grupo
opcionalmente sustituido seleccionado del grupo que consiste en acilo, alifatico, heteroalifatico,
arilo, heteroarilo, y heterociclilo. En aspectos particulares R es un grupo acilo C2, C3, C4, C6,
C7,C8, C9 0 C10 o un PEG2, PEG3, PEG4, PEGS, PEG6, PEG7, PEGS, PEG9,PEG10, PEG11,
PEG12, PEG13, o PEG25.

92.  El dimero de insulina de la reivindicacion 82, en el que el sustituyente
comprende un éster de N-hidroxisuccinimida unido a un grupo que tiene la formula general

RC(O)-, donde R puede ser R’CHp, R’NH, R’O, y R’ puede ser H, cadena alquilo lineal,

aminoacido, péptido, poli(etilenglicol) (PEG), sacaridos.

93.  El dimero de insulina de la reivindicacion 82, en el que el sustituyente es
un grupo carbamoilo, grupo acetilo, glicina, grupo metilo, grupo metoxi, grupo dimetilo, grupo

isobutilo, grupo PEG1, grupo AEG, grupo alquilo C6-AEG o grupo PEG2.
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RESUMEN DE LA DIVULGACION
Se divulgan dimeros de insulina y dimeros de analogo de insulina que actiian

como agonistas parciales en el receptor de insulina.
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