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ANALOGOS DE INSULINA ACILADOS NOVEDOSOS Y USOS DE ESTOS

CAMPO TECNICO

La presente invencion se refiere a analogos de insulina novedosos y derivados de estos,

tales como andlogos de insulina acilados, y su uso farmacéutico, en particular en el
tratamiento o prevencion de afecciones medicas relacionadas con la diabetes, la obesidad y

enfermedades cardiovasculares.

INCORPORACION COMO REFERENCIA DEL LISTADO DE SECUENCIAS
El listado de secuencias, titulado "LISTADO DE SECUENCIAS", es de 8.00 KB, se cre6

el 13 de julio de 2018 y se incorpora en la presente descripcion como referencia.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

La diabetes mellitus es un trastorno metabdlico, en el que se pierde parcial o

completamente la capacidad de usar la glucosa. Mas del 5 % de la poblacién mundial vive
con diabetes, con millones mas en riesgo de desarrollar la enfermedad.

Con las terapias actuales, aun aproximadamente el 50 % de las personas con diabetes
mueren de enfermedades cardiovasculares y porque las personas con diabetes también
tienen riesgo de desarrollar complicaciones microvasculares (como nefropatia, retinopatia y
neuropatia), existe una necesidad continua de desarrollar nuevos farmacos para mejorar el
tratamiento. Especialmente en el caso de la diabetes mellitus Tipo 2, dado que estos
pacientes, ademas de la hiperglicemia, sufren frecuentemente de diversas disfunciones
metabdlicas, tales como por ejemplo dislipidemia, obesidad y complicaciones
cardiovasculares para las cuales la terapia con insulina actual solo tiene un efecto
beneficioso limitado.

En el higado, la insulina inhibe la gluconeogénesis y glicogendlisis, y aumenta la sintesis
de glucdgeno, lo que produce una disminucién de la produccion de glucosa del higado.
Estos procesos se afectan notablemente por la resistencia a la insulina de los hepatocitos, y
esta es la causa principal de hiperglicemia en ayunas en el sindrome metabdlico. Ademas
de los efectos sobre el metabolismo de la glucosa, la insulina también aumenta la sintesis de
acidos grasos y triglicéridos en el higado a través de la activacion del factor de
transcripcion SREBP-1c, que a su vez aumenta la transcripcion génica para enzimas
lipogénicas, que incluyen acetil-coenzima A carboxilasa y acidos grasos sintasa (FAS). Sin
embargo, a diferencia de los efectos sobre la sintesis de glucogeno y la produccion de
glucosa, el aumento que induce la insulina en la sintesis de lipidos no se afecta en absoluto,
o0 al menos se afecta en modelos de diabetes tipo Il en roedores resistentes a la insulina asi
como en humanos que padecen de diabetes provocada por lipodistrofia 0 mutaciones que
afectan a nodos especificos en las vias de sefializacion intracelular de la insulina. Por
consiguiente, la hiperinsulinemia asociada con el sindrome metabolico puede provocar

directamente aumentos en la sintesis de lipidos hepaticos y de ese modo exacerbar los
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aumentos en los niveles de triglicéridos circulantes. Esta es una razén muy probable por la
que varios estudios indican que la resistencia a la insulina hepética contribuye a la
dislipidemia humana, la esteatosis hepatica, la disfuncion vascular cardiovascular, e incluso
la reduccion de la funcién renal que se observa en personas con diabetes Tipo 2. En
consonancia con esto, el tratamiento de sujetos resistentes a la insulina con una alta
concentracion de insulina con el fin de reducir los niveles de glucosa en sangre puede
resultar en la sobreestimulacién de las vias no resistentes involucradas en por ejemplo la
lipogénesis de novo. Con el fin de reducir los niveles de glucosa en sangre sin vias de
sobreestimulacion no resistentes (por ejemplo, las vias lipogénicas), seria conveniente tener
acceso a analogos de insulina, que activen selectivamente las vias de disminucion de la
glucosa. Tales analogos de insulina funcionalmente selectivos, mas alla de disminuir los
niveles de glucosa en sangre, demostrarian efectos mejorados sobre la dislipidemia, la
esteatosis hepética, la aterosclerosis y las enfermedades cardiovasculares (ECV).

El documento WO 2005 054291 describe supuestamente las insulinas de una Unica cadena
con acilacion B28K. El documento WO 2009 112583 describe supuestamente analogos de
insulina estabilizados por proteasa que comprenden B28K. Los documentos W090/07511,
W096/15804, W0O200043034, US2012241356, W02012015692 y W09731022 describen
supuestamente analogos de insulina que comprenden B28K, algunos de los cuales también
describen supuestamente la acilacion en la misma posicion.

Se ha informado una gran variedad de analogos de insulina y derivados. Sin embargo todos
activan el receptor de insulina de la misma manera, es decir los efectos de regulacion
negativa de la activacion del receptor de insulina son similares, independientemente de si la
activacion resulta de la unién de un analogo de alta afinidad o un anélogo de baja afinidad —
solo la potencia difiere.

Por lo tanto, aun existe la necesidad de andlogos de insulina y derivados que tengan
propiedades funcionalmente selectivas sobre las vias resistentes y no resistentes, por
ejemplo, la gluconeogénesis y las vias del metabolismo de lipidos.

SUMARIO

En un primer aspecto, la presente invencion se refiere a un derivadode la insulina, en donde
dicho derivado de insulina comprende B5Y y un sustituyente que comprende un grupo
acilo.

En un segundo aspecto, la presente invencion se refiere a un derivadode la insulina, en
donde dicho derivado de la insulina comprende B5F y un sustituyente que comprende un
grupo acilo.

En otro aspecto, la presente invencidn se refiere a un derivadode la insulina, en donde dicho
derivado de insulina comprende B5Y y B26G o0 B26A y un sustituyente que comprende un
grupo acilo unido a B28K, B26K 0 B29K.
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En otro aspecto, la presente invencion se refiere a un derivadode la insulina, en donde dicho
derivado de insulina comprende B5F y B26G 0 B26A y un sustituyente que comprende un
grupo acilo unido a B28K, B26K 0 B29K.

En otro aspecto, la invencidn proporciona composiciones farmacéuticas que comprenden el
derivado insulina de la invencién y uno o mas vehiculos o disolventes farmacéuticamente
aceptables.

En aspectos adicionales, la invencion se refiere al uso de derivados de la insulina de
acuerdo con la invencién para la fabricacion de un medicamento para el tratamiento o
prevencion de diabetes, diabetes Tipo 1, diabetes Tipo 2, alteracion de la tolerancia a la
glucosa, hiperglicemia, dislipidemia, obesidad, sindrome metabdlico (sindrome metabolico
X, sindrome de resistencia a la insulina), hipertension, trastornos cognitivos, aterosclerosis,
infarto del miocardio, accidente cerebrovascular, trastornos cardiovasculares, enfermedad
cardiaca coronaria, sindrome intestinal inflamatorio, dispepsia, hipotensién o ulceras
gastricas.

Ademas, o alternativamente en un segundo aspecto, la invencion proporciona derivados de
la insulina con efectos mejorados sobre los procesos que se relacionan con la obesidad, la
dislipidemia o complicaciones cardiovasculares, tal como una ganancia de peso menor,
menor aumento en la masa de grasa corporal, menor aumento de los triglicéridos hepéaticos
o funcion endotelial mejorada.

En un aspecto, los derivados de la insulina de la presente invencion son capaces de
disminuir la glucosa en sangre sin afectar negativamente el metabolismo de lipidos.

En otro aspecto, los derivados de la insulina de la presente invencion inducen una
fosforilacion del receptor de insulina subméxima, e inducen sefializacién selectiva, y por lo
tanto una respuesta celular selectiva, es decir, ofrecen menor respuesta maxima en las vias
del metabolismo de lipidos que en la via de disminucién de la glucosa, cuando se comparan
con la insulina humana.

Aln en otro aspecto, los derivados de la insulina de la presente invencion, ademas de la
disminucion de la glucosa, también provocan una ganancia de peso menor, en particular por
un aumento menor de la masa de grasa.

En un aspecto la invencion proporciona derivados de la insulina con efectos mejorados en
los procesos relacionados con la dislipidemia hepatica, esteatosis hepatica o enfermedad de
higado graso no alcohdlica (NAFLD), en particular por aumentar la disminucion de los
triglicéridos hepéticos en comparacion con la insulina humana.

En otro aspecto, la invencion proporciona derivados de la insulina con efectos mejorados
sobre los procesos relacionados con trastornos cardiovasculares tales como funcién
endotelial mejorada en comparacion con la insulina humana.

AUn en otro aspecto, los derivados de la insulina de la presente invencion proporcionan una
menor incidencia de eventos cardiovasculares adversos en pacientes con diabetes.

En un aspecto la invencion proporciona derivados de la insulina con estabilidad mejorada

en la formulacién.
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La invencion puede resolver ademas otros problemas que resultaran evidentes a partir de la

descripcion de las modalidades ilustrativas.

BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

La Figura 1 muestra curvas representativas de union al receptor para la insulina humana

(@) y el compuesto del ejemplo 15 (A) a partir de un ensayo de union competitiva con IR-
A solubilizado (CPM = conteos por minuto);

La Figura 2 muestra curvas representativas de dosis-respuesta para la insulina humana (@)
y el compuesto del ejemplo 15 (A) a partir de un ensayo de fosforilacion de IRpY 1158 en
celulas CHO-hIR que sobreexpresan el IR-A;

La Figura 3 muestra curvas representativas de dosis-respuesta para la insulina humana (@)
y el compuesto del ejemplo 15 (A) a partir de un ensayo de fosforilacion de AKT
(fosforilacion del residuo de serina nimero 473) en células CHO-hIR que sobreexpresan el
IR-A,;

La Figura 4 muestra curvas representativas de dosis-respuesta para la insulina humana (@)
y el compuesto del ejemplo 15 (A) a partir de un ensayo de fosforilacion de ERK en
celulas CHO-hIR que sobreexpresan el IR-A;

La Figura 5 muestra curvas representativas de dosis-respuesta para la insulina humana (@)
y el compuesto del ejemplo 15 (A) a partir de un ensayo de lipogénesis en adipocitos
primarios de rata (DPM = desintegraciones por minuto);

La Figura 6 muestra curvas representativas de dosis-respuesta para la insulina humana (@)
y el compuesto del ejemplo 15 (A) a partir de un ensayo de sintesis de glucogeno en
hepatocitos primarios de rata;

La Figura 7 muestra curvas representativas de dosis-respuesta para la insulina humana (@)
y el compuesto del ejemplo 15 (A) a partir de un ensayo cuantitativo de reaccion en cadena
de la polimerasa en tiempo real (RT-PCR) para fasn realizado en ADNc aislado de
hepatocitos primarios de rata;

La Figura 8 muestra curvas representativas de dosis-respuesta para la insulina humana (@)
y el compuesto del ejemplo 15 (A) a partir de un ensayo cuantitativo de reaccion en cadena
de la polimerasa en tiempo real (RT-PCR) para g6pc que se realizé en ADNCc aislado de
hepatocitos primarios de rata;

La Figura 9 muestra curvas representativas de dosis-respuesta para la insulina humana (@)
y el compuesto del ejemplo 15 (A) a partir de un ensayo de lipogénesis de novo en
hepatocitos de rata primarios (CPM = conteos por minuto);

La Figura 10 muestra curvas representativas para niveles de Hbalc de un subcrénico in vivo
estudio en ratones diabéticos STZ-DIO dosificados por via subcutanea dos veces al dia
durante seis semanas con vehiculo, el Comparador PK (comparacion nim. 5) y compuesto
del ejemplo 15.

La Figura 11 muestra curvas representativas para el peso corporal a partir de un estudio in

vivo en ratones diabéticos STZ-DIO dosificados por via subcutanea dos veces al dia durante
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seis semanas con vehiculo, el Comparador PK (comparador nim. 5) y el compuesto del
ejemplo 15.

La Figura 12 muestra curvas representativas para la masa de grasa corporal a partir de un
estudio in vivo en ratones diabéticos STZ-DIO dosificados por via subcutanea dos veces al
dia durante seis semanas con vehiculo, el Comparador PK (comparador nim. 5) y el
compuesto del ejemplo 15.

La Figura 13 muestra curvas representativas para la TG hepatica a partir de un estudio in
vivo en ratones diabéticos STZ-DIO dosificados por via subcutanea dos veces al dia durante
seis semanas con vehiculo, el Comparador PK (compardor nim. 5) y el compuesto del
ejemplo 15.

La Figura 14 muestra curvas representativas para la vasorelajacion estimulada por ACh de
arterias mesentéricas de un estudio subcronico in vivo en ratones diabéticos STZ-DIO
dosificados por via subcutanea dos veces al dia durante seis semanas con vehiculo, el
Comparador PK (comparador nim. 5) y el compuesto del ejemplo 15.

La Figura 15 muestra datos representativos de SEC para una formulacion de 0.6 mM de un
compuesto comparador, es decir, el comparador 9 (linea negra) que incluye 3 Zn/6 ins,
fenol 30 mM, glicerol 1.6 % y tris(hidroximetil)aminometano 7 mM a pH 7.6. Se incluye
una mezcla de referencia SEC de albumina humana, Co(lll)hexdmero de insulina y un
analogo de mondmero de insulina (B9Asp, B27Glu) (linea gris).

La Figura 16 muestra los datos representativos de SEC de una formulacion similar del
compuesto del ejemplo 3 (linea negra).

La Figura 17 muestra los datos representativos de SEC de una formulacion similar del
compuesto del ejemplo 11 (linea negra).

La Figura 18 muestra los datos representativos de SEC de una formulacion similar del
compuesto del ejemplo 12 (linea negra)

La Figura 19 muestra los datos representativos de SEC de una formulacion similar del
compuesto del ejemplo 15 (linea negra).

DESCRIPCION

La presente invencion proporciona analogos novedosos de insulina humana, que se acilan y

muestran propiedades funcionalmente selectivas sobre las vias implicadas en la
gluconeogénesis y el metabolismo de los lipidos.

La presente invencién se refiere ampliamente aderivados de la insulina que comprenden
B5Y o B5F y un sustituyente que comprende un grupo acilo.

En una modalidad, los derivados de la insulina de la presente invencion inducen una
fosforilacion subméaxima del receptor de insulina de aproximadamente o menos de 65 %, en
comparacion con la insulina humana.

En una modalidad, el derivado de la insulina comprende un sustituyente que comprende un
grupo acilo.

En una modalidad, el sustituyente se une a B28K, B26K o B29K.
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En una modalidad, el sustituyente se une a B28K.

En una modalidad, el sustituyente se une a B26K.

En una modalidad, el sustituyente se une a B29K.

En otra modalidad, el derivado de la insulina comprende B26G o B26A.

En otra modalidad, el derivado de la insulina comprende A14E.

En otra modalidad, el derivado de la insulina comprende desB30, desB29-30 o desB27-30.

En otra modalidad, el derivado de la insulina comprende desB30.

En otra modalidad, el derivado de la insulina comprende desB29-30.

En otra modalidad, el derivado de la insulina comprende desB27-30.

En otra modalidad el derivado de insulina de la invencion se selecciona del grupo que

consiste en los compuestos de los ejemplos 1-46:

) ) Enlazado | Grupo Sitio de
Ej. | Nombre Mutaciones ) o
r acilo acilacion
N{Epsilon-B28}-15-
carboxipentadecanoil- B5Y, B28K, | C16
1 ninguna . B28K
[TyrB5,LysB28],des-(B29-B30)- | desB29-B30 diacido
Insulina
N{Epsilon-B28}-[(4S)-4-carboxi-
4-(15-
) o B5Y, B28K, C16
2 carboxipentadecanoilamino)butan gGlu o B28K
) desB29-B30 diacido
oil]-[TyrB5,LysB28],des-(B29-
B30)-Insulina
N{Epsilon-B28}-17-
carboxiheptadecanoil- B5Y, B28K, | C18
3 ninguna . B28K
[TyrB5,LysB28],des-(B29-B30)- | desB29-B30 dicido
Insulina
N{Epsilon-B28}-[(4S)-4-carboxi-
4-(17-
i o B5Y, B28K, C18
4 carboxiheptadecanoilamino)butan gGlu o B28K
) desB29-B30 diacido
oil]-[TyrB5,LysB28],des-(B29-
B30)-Insulina
N{Epsilon-B28}-[2-[2-[2-(17-
carboxiheptadecanoilamino)etoxi] | B5Y, B28K, C18
5 _ ) OEG o B28K
etoxi]acetil]-[TyrB5,LysB28],des- | desB29-B30 diacido
(B29-B30)-Insulina
N{Epsilon-B28}-[(4S)-4-carboxi-
4-[[(4S)-4-carboxi-4-(17- B5Y, B28K, C18
6 ) o 2xgGlu o B28K
carboxiheptadecanoilamino)butan | desB29-B30 diacido

oillamino]butanoil]-




[TyrB5,LysB28],des-(B29-B30)-

Insulina

N{Epsilon-B28}-[2-[2-[2-[[(4S)-
4-carboxi-4-(17-

. carboxiheptadecanoilamino)butan | B5Y, B28K, | gGlu- C18 B28K
oillamino]etoxi]etoxi]acetil]- desB29-B30 | OEG diacido
[TyrB5,LysB28],des-(B29-B30)-

Insulina

N{Epsilon-B28}-[(4S)-4-carboxi-

4-[[(4R)-4-[(3R,10S,13R,17R)-3-

hidroxi-10,13-dimetil-

2,3,45,6,7,8,9,11,12,14,15,16,17- Acido
] B5Y, B28K, _ _

8 tetradecahidro-1H- gGlu litocolic | B28K
) desB29-B30
ciclopenta[a]fenantren-17- 0
il]pentanoil]amino]butanoil]-

[TyrB5,LysB28],des-(B29-B30)-

Insulina

N{Epsilon-B28}-[(4R)-4-

[(3R,10S,13R,17R)-3-hidroxi-

10,13-dimetil- o
Acido

2,3,45,6,7,8,9,11,12,14,15,16,17- | B5Y, B28K, | _ _

9 ) ninguna | litocdlic | B28K
tetradecahidro-1H- desB29-B30

0
ciclopenta[a]fenanthren-17-
il]pentanoil]-[TyrB5,LysB28],des-
(B29-B30)-Insulina
N{Epsilon-B28}-15-
{Ep ) } _ B5Y, B26G,
carboxipentadecanoil- ) C16

10 B28K, ninguna . B28K

[TyrB5,GlyB26,LysB28],des- dicido
) desB29-B30
(B29-B30)-Insulina
N{Epsilon-B28}-17-
{Ep } B5Y, B26G,
carboxiheptadecanoil- ) C18

11 B28K, ninguna o B28K
[TyrB5,GlyB26,LysB28],des- diécido

) desB29-B30
(B29-B30)-Insulina
N{Epsilon-B28}-17- Al4E, B5Y,
carboxiheptadecanoil- B26G, ) C18

12 ninguna o B28K
[GIluA14,TyrB5,GlyB26,LysB28], | B28K, diacido
des-(B29-B30)-Insulina desB29-B30
N{Epsilon-B28}-[(4S)-4-carboxi- | A14E, B5Y, C18

13 gGlu o B28K
4-(17- B26G, diacido




carboxiheptadecanoilamino)butan | B28K,
oil]- desB29-B30
[GluA14,TyrB5,GlyB26,LysB28],
des-(B29-B30)-Insulina
N{Epsilon-B28}-[(4S)-4-carboxi-
4-[[(4S)-4-carboxi-4-(17- Al4E, B5Y,
carboxiheptadecanoilamino)butan | B26G, Cc18
14 ] ) _ 2xgGlu o B28K
oillJamino]butanoil]- B28K, diacido
[GluA14,TyrB5,GlyB26,LysB28], | desB29-B30
des-(B29-B30)-Insulina
N{Epsilon-B28}-[2-[2-[2-[[(4S)-
4-carboxi-4-(17- Al4E, B5Y,
carboxiheptadecanoilamino)butan | B26G, gGlu- C18
I I L B28K
oil]Jamino]etoxi]etoxi]acetil]- B28K, OEG diacido
[GluA14,TyrB5,GlyB26,LysB28], | desB29-B30
des-(B29-B30)-Insulina
N{Epsilon-B28}-[2-[2-[2-[[(4S)-
4-carboxi-4-(19- Al4E, B5Y,
carboxinonadecanoilamino)butano | B26G, gGlu- C20
16 | ) ) _ _ B28K
ilJamino]etoxi]etoxi]acetil]- B28K, OEG dicido
[GluA14,TyrB5,GlyB26,LysB28], | desB29-B30
des-(B29-B30)-Insulina
N{Epsilon-B28}-[2-[2-[2-[[2-[2-
2-[[(4S)-4-carboxi-4-(19-
Sall _) _ ( _ A14E, B5Y,
carboxiheptadecanoilamino)butan
) ) ) _ _ _ B26G, gGlu- C20
17 | oilJamino]etoxi]etoxi]acetil]Jamino o B28K
) ) ) B28K, 2xOEG diécido
]etoxi]etoxi]acetil]-
desB29-B30
[GluA14,TyrB5,GlyB26,LysB28],
des-(B29-B30)-Insulina
N{Epsilon-B28}-[(4S)-4-carboxi-
4-(19- Al4E, B5Y,
carboxinonadecanoilamino)butano | B26G, C20
18 | . gGlu o B28K
il]- B28K, diécido
[GluA14,TyrB5,GlyB26,LysB28], | desB29-B30
des-(B29-B30)-Insulina
N{Epsilon-B28}-19- A14E, B5Y,
carboxinonadecanoil- B26G, ) C20
19 ninguna o B28K
[GIuA14,TyrB5,GlyB26,LysB28], | B28K, diacido
des-(B29-B30)-Insulina desB29-B30




N{Epsilon-B28}-15-(1H-tetrazol- | A14E, B5Y,
5-il)pentadecanoil- B26G, ) Tetrazol-

20 ninguna B28K
[GluA14,TyrB5,GlyB26,LysB28], | B28K, C16
des-(B29-B30)-Insulina desB29-B30
N{Epsilon-B28}-17-(1H-tetrazol- | A14E, B5Y,
5-il)heptadecanoil- B26G, ) Tetrazol-

21 ninguna B28K
[GIuA14,TyrB5,GlyB26,LysB28], | B28K, C18
des-(B29-B30)-Insulina desB29-B30
N{Epsilon-B28}-16-(1H-tetrazol- | A14E, B5Y,
5-il)hexadecanoil- B26G, ) Tetrazol-

22 ninguna B28K
[GluA14,TyrB5,GlyB26,LysB28], | B28K, C17
des-(B29-B30)-Insulina desB29-B30
N{Epsilon-B28}-4-[16-(1H-

{Ep 4116 Al4E, B5Y,
tetrazol-5- o
) ) ) | B26G, sulfonimi | Tetrazol-
23 | il)hexadecanoilsulfamoil]butanoil- B28K
B28K, da-C4 C17

[GluA14,TyrB5,GlyB26,LysB28],

) desB29-B30
des-(B29-B30)-Insulina
N{Epsilon-B28}-4-[4-[15-(1H-
tetrazol-5- Al4E, B5Y,
il)pentadecanoilsulfamoil]butanoil | B26G, 2xsulfoni | Tetrazol-

24 ) ) _ B28K
sulfamoil]butanoil- B28K, mida-C4 | C16
[GluA14,TyrB5,GlyB26,LysB28], | desB29-B30
des-(B29-B30)-Insulina
N{Epsilon-B28}-4-[17-(1H-
tetrazol-5- Al4E, B5Y,
il)heptadecanoilsulfamoil]butanoil | B26G, sulfonimi | Tetrazol-

25 B28K
- B28K, da-C4 C18
[GluA14,TyrB5,GlyB26,LysB28], | desB29-B30
des-(B29-B30)-Insulina
N{Epsilon-B28}-[2-[2-[2-[[2-[2-

[2-[[(4S)-4-carboxi-4-[15-(1H-
tetrazol-5- Al4E, B5Y,
il)pentadecanoilamino]butanoil]a | B26G, gGlu- Tetrazol-

26 ) ) ) _ _ B28K
mino]etoxi]etoxi]acetiljJamino]eto | B28K, 2X0OEG C16
xi]etoxi]acetil]- desB29-B30
[GluA14,TyrB5,GlyB26,LysB28],
des-(B29-B30)-Insulina

”7 N{Epsilon-B28}-4-[4-[17-(1H- Al4E, B5Y, | 2xsulfoni | Tetrazol- B28K
tetrazol-5- B26G, mida-C4 | C18




il)heptadecanoilsulfamoil]butanoil | B28K,
sulfamoil]butanoil- desB29-B30
[GluA14,TyrB5,GlyB26,LysB28],
des-(B29-B30)-Insulina
N{Epsilon-B28}-4-(17-
¢ p' ’ ( . Al4E, B5Y,
carboxiheptadecanoilsulfamoil)bu o
] B26G, sulfonimi | C18
28 | tanoil- o B28K
B28K, da-C4 dicido

[GluA14,TyrB5,GlyB26,LysB28],

) desB29-B30
des-(B29-B30)-Insulina
N{Epsilon-B28}-[2-[2-[2-[[(4S)-
4-carboxi-4-[15-(1H-tetrazol-5- Al4E, B5Y,
il)pentadecanoilamino]butanoil]a | B26G, gGlu- Tetrazol-

29 ) ] ] _ B28K
mino]etoxi]etoxi]acetil]- B28K, OEG C16
[GluA14,TyrB5,GlyB26,LysB28], | desB29-B30
des-(B29-B30)-Insulina
N{Epsilon-B28}-[(4R)-4-carboxi-

4-(17- Al4E, B5Y,
carboxiheptadecanoilamino)butan | B26G, C18

30 ) DgGlu o B28K
oil]- B28K, diacido
[GluA14,TyrB5,GlyB26,LysB28], | desB29-B30
des-(B29-B30)-Insulina
N{Epsilon-B28}-[2-[2-[2-[[(4S)-
4-carboxi-4-(17-

) o B5Y, B26G,
carboxiheptadecanoilamino)butan gGlu- C18

31 ) ] ] _ _ B28K, o B28K
oil]Jamino]etoxi]etoxi]acetil]- OEG dicido

desB29-B30
[TyrB5,GlyB26,LysB28],des-
(B29-B30)-Insulina
N{Epsilon-B28}-[2-[2-[2-[[(4S)-
4-carboxi-4-(17- Al4E, B5Y,
carboxiheptadecanoilamino)butan | B26A, gGlu- C18

32 ) ) ) _ _ o B28K
oilJamino]etoxi]etoxi]acetil]- B28K, OEG diacido
[GluA14,TyrB5,AlaB26,LysB28], | desB29-B30
des-(B29-B30)-Insulina
N{Epsilon-B28}-[2-[2-[2-[[(4S)-
4-carboxi-4-(17-

) o B5Y, B26A,
carboxiheptadecanoilamino)butan gGlu- C18

33 ] ] ] _ _ B28K, o B28K
oil]Jamino]etoxi]etoxi]acetil]- OEG diécido

desB29-B30

[TyrB5,AlaB26,LysB28],des-
(B29-B30)-Insulina

10




N{Epsilon-B28}-[(4S)-4-carboxi-

4-(17- Al4E, B5Y,
carboxiheptadecanoilamino)butan | B26A, C18
34 ] gGlu o B28K
oil]- B28K, diacido
[GIuA14,TyrB5,AlaB26,LysB28], | desB29-B30
des-(B29-B30)-Insulina
N{Epsilon-B28}-17-
carboxiheptadecanoil- B5F, B28K, | C18
35 ninguna . B28K
[PheB5,LysB28],des-(B29-B30)- | desB29-B30 diacido
Insulina
N{Epsilon-B28}-17- Al4E, B5F,
carboxiheptadecanoil- B26G, ) C18
36 ninguna o B28K
[GluA14,PheB5,GlyB26,LysB28], | B28K, dicido
des-(B29-B30)-Insulina desB29-B30
N{Epsilon-B26}-17-
carboxiheptadecanoil- B5Y, B26K, | C18
37 ninguna . B26K
[TyrB5,LysB26],des-(B27-B30)- | desB27-B30 dicido
Insulina
N{Epsilon-B26}-[(4S)-4-carboxi-
4-(17-
) o B5Y, B26K, C18
38 | carboxiheptadecanoilamino)butan gGlu o B26K
) desB27-B30 diécido
oil]-[TyrB5,LysB26],des-(B27-
B30)-Insulina
N{Epsilon-B26}-[2-[2-[2-[[2-[2-
[2-[[(4S)-4-carboxi-4-(17-
carboxiheptadecanoilamino)butan
) ) ) _ _ _ B5Y, B26K, | gGlu- C18
39 | oil]Jamino]etoxi]etoxi]acetil]Jamino o B26K
) ) ) desB27-B30 | 2xOEG diacido
]etoxi]etoxi]acetil]-
[TyrB5,LysB26],des-(B27-B30)-
Insulina
N{Epsilon-B29}-[(4S)-4-carboxi-
4-(15- B5Y, C16
40 ) o gGlu o B29K
carboxipentadecanoilamino)butan | desB30 diacido
oil]-[TyrB5],des-ThrB30-Insulina
N{Epsilon-B29}-tetradecanoil- B5Y, )
41 ] ninguna | C14 B29K
[TyrB5],des-ThrB30-Insulina desB30
N{Epsilon-B29}-[(4S)-4-carboxi-
{Ep HES) B5Y, B26G, C16
42 | 4-(15- gGlu o B29K
desB30 diécido

carboxipentadecanoilamino)butan

11




10

oil]-[TyrB5,GlyB26],des-ThrB30-

Insulina

N{Epsilon-B29}-[(4S)-4-carboxi-
4-(15-

_ o B5Y, B26A, C16
43 | carboxipentadecanoilamino)butan gGlu B29K
) desB30 diacido
oil]-[TyrB5,AlaB26],des-ThrB30-

Insulina

N{Epsilon-B29}-[(4S)-4-carboxi-
4-(17-

) o B5Y, B26G, C18
44 | carboxiheptadecanoilamino)butan gGlu B29K
) desB30 dicido
oil]-[TyrB5,GlyB26],des-ThrB30-

Insulina

N{Epsilon-B29}-[(4S)-4-carboxi-
4-(17-

) o B5Y, B26A, C18
45 | carboxiheptadecanoilamino)butan gGlu B29K
) desB30 diécido
oil]-[TyrB5,AlaB26],des-ThrB30-

Insulina

N{Epsilon-B26}-[2-[2-[2-[[(4S)-
4-carboxi-4-(17-
carboxiheptadecanoilamino)butan
) ) ) ) ) B5Y, B26K, | gGlu- C18
46 | oillamino]etoxi]etoxi]acetil]- o B26K

desB27-B30 | OEG diécido
[TyrB5,LysB26],des-(B27-B30)-

Insulina

Ej.: ejemplo nr.

La presente invencion se refiere al uso de los derivados de la insulina de acuerdo con la
invencién para la fabricacion de un medicamento para el tratamiento o prevencion de la
diabetes.

En modelos animales se ha encontrado sorprendentemente, que los derivados de insulina de
la presente invencion son capaces de disminuir la glucosa en sangre con menos impacto
negativo sobre el metabolismo de los lipidos o la disfuncion del endotelio. Se cree que esto
conduce a una menor incidencia de eventos cardiovasculares adversos, y estos
experimentos en animales también muestran que la disminucién de la glucosa se acompafia
de una menor ganancia de peso, y en particular de un menor aumento en la masa de grasa,
en comparacion con el tratamiento de insulina convencional.

Es probable que esto provoque efectos beneficiosos sobre el desarrollo o progresion de la

enfermedad hepéatica ya que los experimentos en animales también muestran que la
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disminucion de la glucosa se acompafia de una reduccion en los triglicéridos hepéticos en
comparacion con el tratamiento con insulina convencional.

Ademas, al examinar la sefializacion aguas abajo in vitro, los derivados de insulina de la
presente invencion han demostrado que inducen una fosforilacién submaxima del receptor
de insulina, e inducen sefalizacion selectiva, y por lo tanto respuesta celular selectiva, es
decir, dan una respuesta méxima menor en las vias del metabolismo de lipidos que en la via
de disminucion de la glucosa, cuando se compara con la insulina humana.

Finalmente, los derivados de insulina de la presente invencion también tienen una
sefializacion selectiva deseada y una estabilidad mejorada en la formulacion.

Insulina

El término “insulina humana” como se usa en la presente descripcion se refiere a la
hormona de insulina humana cuya estructura y propiedades se conocen bien. La insulina
humana tiene dos cadenas polipeptidicas, denominadas cadena A y cadena B. La cadena A
es un péptido de 21 amino&cidos y la cadena B es un péptido de 30 aminoacidos, donde las
dos cadenas se conectan mediante puentes disulfuro: un primer puente entre la cisteina en
posicién 7 de la cadena A y la cisteina en posicion 7 de la cadena B, y un segundo puente
entre la cisteina en posicion 20 de la cadena A y la cisteina en posicion 19 de la cadena B.
Un tercer puente esta presente entre las cisteinas en posicion 6 y 11 de la cadena A.

La cadena A de insulina humana tiene la  siguiente  secuencia:
GIVEQCCTSICSLYQLENYCN (SEQ ID NO: 1), mientras que la cadena B tiene la
secuencia siguiente: FVNQHLCGSHLVEALYLVCGERGFFYTPKT (SEQ ID NO: 2).

En el cuerpo humano, la hormona se sintetiza como una proinsulina precursora de cadena
simple (preproinsulina) que consiste en un prepeptido de 24 amino4cidos seguido de la
proinsulina que contiene 86 aminoéacidos en la configuracion: prepéptido-B-Arg Arg-C-Lys
Arg-A, en el que C es un péptido de conexion de 31 aminoacidos. Arg-Arg y Lys-Arg son
sitios de escision para la escision del péptido de conexion de las cadenas A 'y B.

“Una insulina” de acuerdo con la invencion se entiende en la presente descripcion como
insulina humana o una insulina de otra especie, tal como la insulina porcina o bovina.

El término “péptido de insulina” como se usa en la presente descripcion significa un
péptido que es insulina humana o un analogo o un derivado de estos con actividad de
insulina.

Analogo de insulina

El término “anélogo de insulina” como se usa en la presente descripcion se refiere a una
molécula de insulina humana modificada uUnica en donde uno 0 mas residuos de
aminoacidos de la insulina se han sustituido por otros residuos de aminoacidos y/o en
donde uno o0 mas residuos de aminodacidos se han eliminado de la insulina y/o en donde uno
0 mas residuos de aminoacidos se han afiadido y/o insertado a la insulina.

En una modalidad un analogo de insulina comprende menos de 10 modificaciones de

aminoacidos (sustituciones, deleciones, adiciones (que incluyen inserciones) y cualquier
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combinacion de estas) con relacion a la insulina humana, alternativamente menos de 9, 8, 7,
6, 5, 4, 3, 2 0 1 modificaciones con relacion a la insulina humana.

Las modificaciones en la molécula de insulina se denotan en la declaracion de la cadena (A
0 B), la posicién, y el codigo de una o tres letras para que el residuo de aminoacido que
sustituye el residuo de amino&cido nativo.

Por “péptido de conexion” 0 “Péptido C” se entiende una porcion de conexion “C” de la
secuencia de polipéptido B-C-A de una molécula de proinsulina de cadena simple. En la
cadena de insulina humana, el Péptido C- conecta la posicion 30 de la cadena B y la
posicion 1 de la cadena A y es un residuo de 35 aminoacidos. El péptido de conexion
incluye dos secuencias de aminodcidos dibasicos terminales, por ejemplo, Arg-Arg y Lys-
Arg que sirven como sitios de escision para la escision fuera del péptido de conexién de las
cadenas A y B para formar la molécula de insulina de dos cadenas.

Por “desB30” 0 “B(1-29)” se refiere a una cadena B de insulina natural o un analogo de
esta que carece del aminoacido B30 y “A(1-21)” se refiere a la cadena de insulina natural
A. Por lo tanto, por ejemplo, B5Y, B28K, la insulina humana desB29-desB30 es un
analogo de la insulina humana donde el aminoacido en posicion 5 en la cadena B se
sustituye con tirosina (Tyr o Y), el aminoacido en posicion 28 en la cadena B se sustituye
con lisina (Lys o K), y los amino&cidos en las posiciones 29 y 30 en la cadena B se
eliminan.

Los términos en la presente “Al”, “A2” y “A3” etc. indican el aminoacido en posicion 1, 2
y 3 etc., respectivamente, en la cadena A de la insulina (contadas desde el extremo N
terminal). De manera similar, los términos como B1, B2 y B3 etc. indican el amino4cido en
posicion 1, 2 y 3 etc., respectivamente, en la cadena B de la insulina (contadas desde el
extremo N terminal).

En la presente descripcion, el término “residuo de aminoacido” es un aminoacido del cual,
formalmente, se ha eliminado un grupo hidroxi de un grupo carboxi y/o de los cuales,
formalmente, se ha eliminado un atomo de hidrégeno de un grupo amino.

En una modalidad, el analogo de insulina de la presente invencién es un analogo de la
insulina humana que comprende 2-10 mutaciones.

En una modalidad, el analogo de insulina de la presente invencion es un analogo de la
insulina humana que comprende 2-6 mutaciones.

En una modalidad, el analogo de insulina de la presente invencién es un analogo de la
insulina humana que comprende 2-3 mutaciones.

En una modalidad, el analogo de insulina de la presente invencion es un analogo de la
insulina humana que comprende dos mutaciones.

En una modalidad, el analogo de insulina de la presente invencién es un analogo de la
insulina humana que comprende tres mutaciones.

En una modalidad, el analogo de insulina de la presente invencion es un analogo de la

insulina humana que comprende cuatro mutaciones.
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En una modalidad, el andlogo de insulina de la presente
insulina humana que comprende cinco mutaciones.

En una modalidad, el analogo de insulina de la presente
insulina humana que comprende seis mutaciones.

En una modalidad, el andlogo de insulina de la presente
insulina humana que comprende siete mutaciones.

En una modalidad, el analogo de insulina de la presente
insulina humana que comprende ocho mutaciones.

En una modalidad, el andlogo de insulina de la presente
insulina humana que comprende nueve mutaciones.

En una modalidad, el analogo de insulina de la presente
insulina humana que comprende 10 mutaciones.

En una modalidad, el andlogo de insulina de la presente
insulina humana que comprende menos de 10 mutaciones.
En una modalidad, el analogo de insulina de la presente
insulina humana que comprende menos de 7 mutaciones.
En una modalidad, el andlogo de insulina de la presente
insulina humana que comprende menos de 5 mutaciones.
En una modalidad, el andlogo de insulina de la presente
insulina humana que comprende menos de 4 mutaciones.
En una modalidad, el analogo de insulina de la presente
insulina humana que comprende menos de 3 mutaciones.
En una modalidad el analogo de insulina comprende B5Y.

En una modalidad el analogo de insulina comprende B5F.

invencion

invencion

invencion

invencion

invencion

invencion

invencion

invencion

invencion

invencion

invencion

En una modalidad el analogo de insulina comprende B26A o0 B26G.

€s

€S

€s

€S

€s

€s

€s

€s

€s

€s

€S

un

un

un

un

un

un

un

un

un

un

un

analogo de la

analogo de la

analogo de la

analogo de la

analogo de la

analogo de la

analogo de la

analogo de la

analogo de la

analogo de la

analogo de la

En una modalidad, el analogo de insulina comprende B26A.

En una modalidad, el anélogo de insulina comprende B26G.

En otra modalidad, el analogo de insulina comprende A14E.

En una modalidad, el analogo de insulina comprende B5Y y B26A.

En una modalidad, el analogo de insulina comprende B5Y y B26G.

En una modalidad, el analogo de insulina comprende B5F y B26A.

En una modalidad, el analogo de insulina comprende B5F y B26G.

En una modalidad, el analogo de insulina comprende B28K, B26K o B29K.
En una modalidad, el analogo de insulina comprende B28K.

En una modalidad, el analogo de insulina comprende B26K.

En una modalidad, el analogo de insulina comprende B29K.

En otra modalidad, el analogo de insulina comprende B26G o0 B26A.

En otra modalidad, el analogo de insulina comprende desB30, desB29-30 o desB27-30.
En otra modalidad, el analogo de insulina comprende desB30.

En otra modalidad, el analogo de insulina comprende desB29-30.
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En otra modalidad, el analogo de insulina comprende desB27-30.

En una modalidad, el analogo de la insulina puede comprender, ademas, hasta 10
sustituciones ademaés de B5Y.

En una modalidad, el anadlogo de la insulina comprende, ademas, hasta 5 sustituciones
ademas de B5Y.

En una modalidad, el anélogo de la insulina comprende, ademas, dos sustituciones ademas
de B5Y.

En una modalidad, el andlogo de la insulina comprende, ademas, tres sustituciones ademas
de BSY.

En una modalidad, el analogo de la insulina comprende, ademas, cuatro sustituciones
ademaés de B5Y.

En una modalidad, el analogo de la insulina comprende, ademas, cinco sustituciones
ademas de B5Y.

En una modalidad, el andlogo de la insulina comprende, ademas, seis sustituciones ademas
de B5Y.

En una modalidad, el analogo de la insulina comprende, ademas, siete sustituciones ademas
de BSY.

En una modalidad, el analogo de la insulina comprende, ademas, ocho sustituciones ademas
de BSY.

En una modalidad, el analogo de la insulina comprende, ademas, nueve sustituciones
ademaés de B5Y.

En una modalidad, el analogo de la insulina puede comprender, ademas, hasta 10
sustituciones ademas de B5F.

En una modalidad, el anadlogo de la insulina comprende, ademas, hasta 5 sustituciones
ademaés de B5F.

En una modalidad, el analogo de la insulina comprende, ademas, dos sustituciones ademas
de B5F.

En una modalidad, el andlogo de la insulina comprende, ademas, tres sustituciones ademas
de B5F.

En una modalidad, el andlogo de la insulina comprende, ademas, cuatro sustituciones
ademaés de B5F.

En una modalidad, el analogo de la insulina comprende, ademads, cinco sustituciones
ademaés de B5F.

En una modalidad, el andlogo de la insulina comprende, ade, seis sustituciones ademas de
B5F.

En una modalidad, el analogo de la insulina comprende, ademas, siete sustituciones ademas
de B5F.

En una modalidad, el analogo de la insulina comprende, ademas, ocho sustituciones ademas
de B5F.
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En una modalidad, el andlogo de la insulina comprende, ademas, nueve sustituciones
ademas de B5F.

Los ejemplos no limitantes de andlogos de la insulina de la presente invencion incluyen:
Al4E, B5Y, B26A, B28K, desB29-30 (SEQ ID NO: 3y 4)
Al4E, B5Y, B26G, B28K, desB29-30 (SEQ ID NO: 3y 5)
B5Y, B26A, B28K, desB29-30 (SEQ ID NO: 1y 7)

B5Y, B26G, B28K, desB29-30 (SEQ ID NO: 1y 8)

B5Y, B28K, desB29-30 (SEQ ID NO: 1y 9)

Al4E, B5F, B26G, B28K, desB29-30 (SEQ ID NO: 3y 10)
B5F, B28K, desB29-30 (SEQ ID NO: 1y 11)

B5Y, B26K, desB27-desB30 (SEQ ID NO: 1y 12)

B5Y, desB30 (SEQ ID NO: 1y 13)

B5Y, B26G, desB30 (SEQ ID NO: 1y 14)

B5Y, B26A, desB30 (SEQ ID NO: 1y 15)

En una modalidad, los andlogos de insulina de la presente invencion comprenden:
Al4E, B5Y, B26A, B28K, desB29-30 (SEQ ID NO: 3y 4)
Al4E, B5Y, B26G, B28K, desB29-30 (SEQ ID NO: 3y 5)
B5Y, B26A, B28K, desB29-30 (SEQ ID NO: 1y 7)

B5Y, B26G, B28K, desB29-30 (SEQ ID NO: 1y 8)

B5Y, B28K, desB29-30 (SEQ ID NO: 1y 9)

Al4E, B5F, B26G, B28K, desB29-30 (SEQ ID NO: 3y 10)
B5F, B28K, desB29-30 (SEQ ID NO: 1y 11)

B5Y, B26K, desB27-desB30 (SEQ ID NO: 1y 12)

B5Y, desB30 (SEQ ID NO: 1y 13)

B5Y, B26G, desB30 (SEQ ID NO: 1y 14)

B5Y, B26A, desB30 (SEQ ID NO: 1y 15)

B5F, B26A, B28K, desB29-30 (SEQ ID NO: 1y 6)

B5Y, B26A, B28K, desB29-30 (SEQ ID NO: 1y 4)

B5Y, B26G, B28K, desB29-30 (SEQ ID NO: 1y 5)

B5F, B26G, B28K, desB29-30 (SEQ ID NO: 1y 10)
Al14E, B5F, B26A, B28K, desB29-30 (SEQ ID NO: 3y 6)
Al4E, B5Y, B26A, B28K, desB29-30 (SEQ ID NO: 3y 7)
Al4E, B5Y, B26G, B28K, desB29-30 (SEQ ID NO: 3y 8)
Al4E, B5Y, B28K, desB29-30 (SEQ ID NO: 3y 9)

A14E, B5F, B28K, desB29-30 (SEQ ID NO: 3y 11)

Al4E, B5Y, B26K, desB27-desB30 (SEQ ID NO: 3y 12)
Al4E, B5Y, desB30 (SEQ ID NO: 3y 13)

A14E, B5Y, B26G, desB30 (SEQ ID NO: 3y 14) y

A14E, B5Y, B26A, desB30 (SEQ ID NO: 3y 15).

Derivado de insulina
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El término “derivado de insulina” como se usa en la presente descripcién se refiere a una
insulina parental modificada quimicamente o un analogo de esta, en la que una 0 mas
cadenas laterales se han unido covalentemente al péptido. El término “cadena lateral”
como se usa en la presente descripcion también puede denominarse como un
“sustituyente” o “porcién de unién a albumina”. Los ejemplos no limitantes de cadenas
laterales son amidas, carbohidratos, grupos alquilo, grupos acilo, ésteres, PEGilaciones, y
similares, que pueden comprender, ademas, un enlazador.
El término “porcion de union de albumina” como se usa en la presente descripcion se
refiere a cualquier grupo quimico capaz de unirse no covalentemente a la albimina, es decir
tiene afinidad de union a la albumina. En algunas modalidades la porcién de union a
albumina comprende un grupo acilo.
En otra modalidad particular la cadena lateral comprende una porcién que es
particularmente relevante para la union a albimina y de esta manera la protuberancia, cuya
porcién puede referirse en consecuencia como una “porciéon de prolongacion” 0
“prolongador” o “grupo acilo”. La porcion de prolongacion puede estar cerca, y
preferentemente en el extremo terminal (o distal, o libre) de la porcion de unién a albumina,
con relacion a su punto de union al péptido.
El “sustituyente”, “cadena lateral” o “porcion de union a albimina” de acuerdo con la
presente invencion tiene la formula (1) siguiente:
Acy-L1-L.2-L3
en donde:
e Acy es un grupo acilo y se representa por acido litocélico, por un grupo funcional de
las formulas:
Quimico 1:-CO-(CH,)«-COOH; o
Quimico 2: -CO-(CH,)«-tetrazolilo;
en donde x representa un numero entero en el intervalo de 12 a 20; y el grupo tetrazolilo es
1H-tetrazol-5-ilo
0 por un acido graso de férmula:
Quimico 3: -CO-(CH2)x-CHj3
en donde x representa un niamero entero en el intervalo de 8 a 16
e L1 estd ausente o representa OEG, gGlu, DgGlu o sulfonimida C-4
e L2 estd ausente o representa OEG, gGlu, DgGlu o sulfonimida C-4
e L3 estd ausente o representa OEG, gGlu, DgGlu o sulfonimida C-4
en donde:
e OEG representa [2-(2-aminoetoxi)etoxi]acetil o residuo de aminoacido 8-amino-3,6-
dioxaoctanoico -NH(CH,),0O(CH,),OCH,CO-y se representa por la estructura siguiente:

HZN/\/O\/\O/\H/OH

o
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e Glu representa un residuo de &cido gamma glutamico representado por la estructura

siguiente:

HO

OH
HQNW

0]

O

en donde el grupo carboxilo a la derecha de la estructura es el grupo gamma carboxi que
forma el enlace con el grupo amino vecino
o DgGlu representa un residuo de &cido gamma glutdmico representado por la

estructura siguiente:
HO_ __O

OH
H5N

en donde el grupo carboxilo a la derecha de la estructura es el grupo gamma carboxi que
forma el enlace con el grupo amino vecino

o y sulfonimida C-4 se representa por la estructura siguiente:

O

O\\ //\O/\/lL
/S
H,N OH

En una modalidad, L1-L2-L3 de la formula (I) se representa independientemente por:

o ninguna

o gGlu

o OEG

o 2xgGlu

o gGlu-OEG

o gGlu-2xOEG

o sulfonimida-C4

o 2xsulfonimida-C4
o DgGlu

En una modalidad, el sustituyente tiene la férmula (1) de Acy-L1-L2-L3 y se representa
independientemente por:
. Acido litocdlico

. Acido litocolico gGlu
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o Cl4

. C16 diacido

o C16 diacido-gGlu

. C18 diacido

o C18 diacido-gGlu

o C18 diacido-2xgGlu

o C18 diacido-DgGlu

o C18 diacido-gGlu-OEG

o C18 diacido-gGlu-2xOEG

J C18 diacido-OEG

. C18 diacido-sulfonimida-C4
. C20 diacido

o C20 diacido-gGlu

o C20 diacido-gGlu-OEG

o C20 diacido-gGlu-2xOEG

. Tetrazol-C16

o Tetrazol-C16-gGlu-OEG

o Tetrazol-C16-gGlu-2xOEG

. Tetrazol-C16-2xsulfonimida-C4
J Tetrazol-C17

o Tetrazol-C17-sulfonimida-C4
J Tetrazol-C18;

. Tetrazol-C18-sulfonimida-C4
. Tetrazol-C18-2xsulfonimida-C4

En una modalidad, el sustituyente es el sustituyente del compuesto del ejemplo 15, en
donde Acy-L1-L2-L3 se representa por C18 diacido-gGlu-OEG y por la estructura:

O~. _OH

0 =
H = o OH
N/\/\"__N/\/ \/\0/\[]/
HO o H
o o

En una modalidad, los derivados de insulina de la invencion se seleccionan del grupo que
consiste en los compuestos de los Ejemplos 1-46.

AUln en otra modalidad, los derivados de insulina de la invencidn se seleccionan del grupo
gue consiste en los compuestos de los Ejemplos 1-36.

Aln en otra modalidad, el derivado de insulina de la invencion se selecciona del grupo que
consiste en los compuestos de los Ejemplos 10-34.

AUn en otra modalidad el derivado de insulina de la invencion se selecciona del grupo que
consiste en los compuestos de los Ejemplos 3, 4, 12- 16, 18- 20, 22, 23, 25, 26, 28- 30.
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Aln en otra modalidad el derivado de insulina de la invencion se selecciona del grupo que
consiste en los compuestos de los Ejemplos 14-16, 18, 20 y 26.

AUln en otra modalidad, los derivados de insulina de la invencién se seleccionan del grupo
que consiste en los compuestos de los Ejemplos 37-39 0 46.

Aun en otra modalidad, los derivados de insulina de la invencién se seleccionan del grupo
que consiste en los compuestos de los Ejemplos 40-45.

En una modalidad el derivado de insulina de la invencion es el compuesto del Ejemplo 15:
N{Epsilon-B28}-[2-[2-[2-[[(4S)-4-carboxi-4-(17-
carboxiheptadecanoilamino)butanoil]amino]etoxi]etoxi]acetil]-
[GluA14,TyrB5,GlyB26,LysB28],des-(B29-B30)-Insulina

v T
H-G I VEQCCTS I CSLEQLENYC N-OH

S S

\ / 0

S S
I I H
H-F VNQ YYLCGSHLVEALYLVCGERGTFF G* T—N OH

o Ox-OH

H_: 0 NH
HOJI\/\/W\/\/\/\/\(N/\/\O_H/\/ \/\O/\g/

@)

Grupo Acilo

En una modalidad, los derivados de insulina de la invencién comprenden un grupo acilo.
Los derivados de insulina que comprenden un grupo acilo pueden, por lo tanto,
denominarse “analogos acilados de insulina”.

En una modalidad preferida, los derivados de insulina de la invencién comprenden un
grupo acilo (Acy) en donde el grupo acilo representa acido litocélico, o un grupo funcional
de formulas:

e Quimico 1:-CO-(CH,)x-COOH ; o

e Quimico 2:--CO-(CHy)x-tetrazolilo-

en donde X representa un numero entero en el intervalo de 12 a 20; y el grupo tetrazolilo es
1H-tetrazol-5-ilo

0 un acido graso de formula:

e Quimico 3: -CO-(CH)x-CH3

en donde x representa un nimero entero en el intervalo de 8 a 16.

En una modalidad, la Acy se selecciona del grupo que consiste en: acido litocélico, acido
1,16-hexadecanodioico, acido 1,18-octadecanodioico, acido 1,20-eicosanodioico, tetrazol-
C16, tetrazol-C17, tetrazol C18 y acido tetradecanoico.
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En una modalidad, el derivado de insulina comprende un grupo acilo, que comprende un
acido dicarboxilico.

En una modalidad, el derivado de insulina comprende un grupo acilo de la formula de
Quimica 1, en donde x representa un nimero entero en el intervalo de 12 a 20.

En una modalidad, el derivado de insulina comprende un grupo acilo de la férmula
Quimica 1, en donde X representa un namero entero en el intervalo de 12 a 18.

En una modalidad, el derivado de insulina comprende un grupo acilo de la formula
Quimica 1, en donde x representa un nimero entero en el intervalo de 12 a 16.

En una modalidad, el derivado de insulina comprende un grupo acilo de la férmula
Quimica 1, en donde X representa un namero entero en el intervalo de 12 a 14.

En una modalidad, el derivado de insulina comprende un grupo acilo de la formula de
Quimica 1; en donde x representa el nimero entero 14, 16 o 18, es decir, el &cido 1,16-
hexadecanodioico del grupo de diacido graso, acido 1,18-octadecanodioico, y acido 1,20-
eicosanodioico, respectivamente.

En una modalidad, el derivado de insulina comprende un grupo acilo de la formula -CO-

(CH2)12-COOH vy se representa por la estructura siguiente:
o)

OH
HO

0]

En una modalidad, el derivado de insulina comprende un grupo acilo de la férmula -CO-
(CH3)14-COOH también nombrado acido 1,16-hexadecanodioico y se representa por la

estructura siguiente:
o)

OH
HO

O

En una modalidad, el derivado de insulina comprende un grupo acilo de la formula -CO-
(CH2)16-COOH, también denominado acido 1,18-octadecanodioico y se representa por la

estructura siguiente:

0]

OH
HO

O

En una modalidad, el derivado de insulina comprende un grupo acilo de la formula -CO-
(CH2)15-COOH también denominado acido 1,20-eicosanodioico y se representa por la

estructura siguiente:
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O

OH
HO

O

En una modalidad, el derivado de insulina comprende un grupo acilo de la formula -CO-

(CH2)20-COOH vy se representa por la estructura siguiente:

O

OH
HO

o

En una modalidad, el derivado de insulina comprende un grupo acilo que comprende acido

litocdlico y se representa por la estructura siguiente:

En una modalidad, el derivado de insulina comprende un grupo acilo que comprende un

acido graso de la formula -CO-(CH,)1,-CHgy se representa por la estructura siguiente:

En otra modalidad, el derivado de insulina comprende un grupo acilo que comprende al
menos un grupo funcional.
En una modalidad, el derivado de insulina comprende un grupo acilo que comprende un
grupo funcional que se selecciona del grupo que consiste en un &cido carboxilico y una
porcion tetrazol.
En una modalidad, el derivado de insulina comprende un grupo acilo que comprende un
grupo funcional que se selecciona de las formulas:

Quimico 1:-CO-(CH)x-COOH ; o

Quimico 2:--CO-(CH_)x-tetrazolilo-
en donde X representa un numero entero en el intervalo de 12 a 20; y el grupo tetrazolilo es
1H-tetrazol-5-ilo.
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En una modalidad, el derivado de insulina comprende un grupo funcional que comprende
una porcidn de tetrazol que se selecciona del grupo que consiste en tetrazol-C16, tetrazol-
C17 y tetrazol C18.

En una modalidad, el derivado de insulina comprende un grupo funcional que es tetrazol-

C16 que se representa por la estructura siguiente:

N
RS OH

A\
N—NH

En una modalidad, el derivado de insulina comprende un grupo funcional que es tetrazol-

C17 que se representa por la estructura siguiente:

N—
/7 —NH O
" M\/WL
N OH

En una modalidad, el derivado de insulina comprende un grupo funcional que es tetrazol-

C18 que se representa por la estructura siguiente:

T I OH
N

En una modalidad, el derivado de insulina comprende un acido graso.

En una modalidad, el derivado de insulina comprende un &cido graso de formula:

Quimico 3: -CO-(CHy)x-CHj3

en donde x representa un nimero entero en el intervalo de 8 a 16.

Enlazador

El téermino “enlazador” como se usa en la presente incluye cadenas laterales adecuadas
que pueden unir una porcién, tal como un grupo acilo, a la insulina o0 analogo de insulina.
Por lo tanto, el enlazador y el grupo acilo se convierten en una cadena lateral juntos. La
porcion unida al enlazador puede ser cualquier porcion adecuada. Los ejemplos incluyen
una porcién de union a albdmina.

El enlazador puede contribuir y/o mejorar el efecto de union de la porcion (por ejemplo, la
porcion de unién a albumina), por ejemplo, un enlazador que comprende gGlu pueden
mejorar el efecto de union a la albimina de la insulina o del analogo de insulina.

En una modalidad la cadena lateral comprende una porcion entre el grupo acilo y el punto
de unién a la insulina o analogo de insulina, la porcion puede referirse como una

“enlazador”, “porcion enlazadora”, “grupo enlazador”, “grupo de wunion”,
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“espaciador”, o similares. El enlazador puede ser opcional, y por lo tanto, en ese caso la
cadena lateral puede ser idéntica al grupo acilo.

El grupo acilo o el enlazador pueden unirse covalentemente a un residuo de lisina del
péptido de insulina por acilacion, es decir, mediante un enlace amida formado entre un
grupo de acido carboxilico de este (del grupo acilo, la porcion de unién a albimina, la
porcién de prolongacion o el enlazador) y un grupo amino del residuo de lisina o residuo de
aminoacido en el extremo N-terminal. Los compuestos quimicos de conjugacion
adicionales o alternativos incluyen alquilacién, formacion de éster, formacion de amida, o
acoplamiento a un residuo de cisteina, tal como por acoplamiento a maleimida o
haloacetamida (tal como bromo-/cloro-/yodo-).

En una modalidad preferida, un éster activo del grupo acilo, que comprende
preferentemente una porcién de prolongacion y un enlazador, se une covalentemente a un
grupo amino de un residuo de lisina, preferentemente el grupo de aminoacidos épsilon de
este, bajo la formacion de un enlace de amida, como se explico anteriormente.

En otra modalidad, el grupo enlazador esta ausente y representa un enlace covalente.

En una modalidad, los derivados de insulina de la invencion comprenden un grupo
enlazador de la formula -L1-L2-L3, en donde:

e L1 estd ausente o representa OEG, gGlu, DgGlu o sulfonimida C-4

e L2 estd ausente o representa OEG, gGlu, DgGlu o sulfonimida C-4

e L3 estdausente o representa OEG, gGlu, DgGlu o sulfonimida C-4

en donde

e gGlu representa un residuo de &cido gamma glutdmico representado por la estructura

siguiente:

HO

OH
HzN/\/\n/

0]

O

en donde el grupo carboxilo a la derecha de la estructura es el grupo gamma carboxi que
forma el enlace con el grupo amino vecino
e DgGlu representa un residuo de acido gamma glutdmico representado por la estructura

siguiente:
HO_ __O

OH
H,N

en donde el grupo carboxilo a la derecha del dibujo de la estructura es el grupo gamma

carboxi que forma el enlace con el grupo amino vecino
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e OEG representa [2-(2-aminoetoxi)etoxi]acetilo y se representa por la estructura

siguiente:

/1(

e sulfonimida C-4 se representa por la estructura siguiente:
= //o
/S
H,N OH

e 2xsulfonimida-C4 o sulfonimiida-C4-sulfonimida-C4, se representa por la estructura

siguiente:

o O 9 0 o "
\\S// N7
~ ~
H,N OH

N
H

En una modalidad, los péptidos de insulina de la invencion comprenden un grupo enlazador

que representa un grupo de union divalente que se selecciona de DgGlu, gGlu, gGlu—gGlu,

gGlu-OEG, gGlu-OEG-OEG, OEG, sulfonimida-C4, y 2x sulfonimida-C4, en donde

e gGlu representa un residuo de &cido gamma glutamico; y

e OEG representa el aminoacido con la férmula NH,-(CH,),-O-(CH;),-O-CH,-COOH,
correspondiente al grupo o residuo -NH-(CH;),-O-(CH,),-O-CH,-CO-, también
designado [2-(2-aminoetoxi)etoxi]acetil.

e sulfonimida-C4, que se representa por la estructura siguiente:

O
/S
H,N OH

e 2xsulfonimida-C4 o sulfonimiida-C4-sulfonimida-C4, que se representa por la

estructura siguiente:
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Los ejemplos no limitantes de enlazadores se seleccionan de la lista que consiste en:
DgGlu, gGlu, gGlu—gGlu, gGlu-OEG, gGlu-OEG-OEG, OEG, sulfonimida-C4, 2x
sulfonimida-C4.

En una modalidad, el grupo de union esta ausente.

En una modalidad, el grupo de unién es DgGlu.

En una modalidad, el grupo de union es gGlu.

En una modalidad, el grupo de union es gGlu—gGlu.

En una modalidad, el grupo de union es gGlu-OEG.

En una modalidad, el grupo de union es gGlu-OEG-OEG.

En una modalidad, el grupo de unién es OEG.

En una modalidad, el grupo de union es sulfonimida-C4.

En una modalidad, el grupo de unién es sulfonimida-C4-sulfonimida-C4 o 2xsulfonimida
C-4.

Productos intermedios

La invencidn se refiere, ademas, a un producto intermedio en la forma de una cadena
principal novedosa, que cuando se une a los sustituyentes de la invencién, conduce a los
péptidos derivados de la insulina de la invencién.

La invencion también se refiere a un producto intermedio en forma de la cadena principal

novedosa de los péptidos de insulina de la invencion, que se selecciona del grupo que
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consiste en:

A14E, B5Y, B26A, B28K, desB29-30 (SEQ ID NO: 3y 4)
A14E, B5Y, B26G, B28K, desB29-30 (SEQ ID NO: 3y 5)
B5Y, B26A, B28K, desB29-30 (SEQ ID NO: 1y 7)

iv. B5Y, B26G, B28K, desB29-30 (SEQ ID NO: 1y 8)
v. B5Y, B28K, desB29-30 (SEQ ID NO: 1y 9)
vi. AIL4E, BSF, B26G, B28K, desB29-30 (SEQ ID NO: 3y 10)
vii. BS5F, B28K, desB29-30 (SEQ ID NO: 1y 11)
viii. B5Y, B26K, desB27-desB30 (SEQ ID NO: 1y 12)
ix. B5Y, desB30 (SEQ ID NO: 1y 13)
x. BS5Y, B26G, desB30 (SEQ ID NO: 1y 14)
xi. B5Y, B26A, desB30 (SEQ ID NO: 1y 15)
xii. BS5F, B26A, B28K, desB29-30 (SEQ ID NO: 1y 6)
xiii. B5Y, B26A, B28K, desB29-30 (SEQ ID NO: 1y 4)
xiv. B5Y, B26G, B28K, desB29-30 (SEQ ID NO: 1y 5)
xv. B5F, B26G, B28K, desB29-30 (SEQ ID NO: 1y 10)
xvi. AL4E, B5F, B26A, B28K, desB29-30 (SEQ ID NO: 3y 6)
xvii. AL4E, BSY, B26A, B28K, desB29-30 (SEQ ID NO: 3y 7)
xviii. AL4E, B5Y, B26G, B28K, desB29-30 (SEQ ID NO: 3y 8)
xix. Al4E, B5Y, B28K, desB29-30 (SEQ ID NO: 3y 9)
xx. Al4E, B5F, B28K, desB29-30 (SEQ ID NO: 3y 11)
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xxi. Al4E, B5Y, B26K, desB27-desB30 (SEQ ID NO: 3y 12)
xxii.  Al4E, B5Y, desB30 (SEQ ID NO: 3y 13)

xxiii.  Al4E, B5Y, B26G, desB30 (SEQ ID NO: 3y 14)

xxiv. Al4E, B5Y, B26A, desB30 (SEQ ID NO: 3y 15)

0 una sal, amida o éster aceptable farmacéuticamente de este.

Sales, amida o éster aceptables farmacéuticamente

Los productos intermedios, analogos y derivados de la invencion pueden estar en forma de
una sal, amida o éster aceptable farmacéuticamente.
Las sales se forman, por ejemplo, mediante una reaccion quimica entre una base y un &cido,
por ejemplo:

2 NH3 + H,SO4 — (NHy),SO4.
La sal puede ser una sal basica, una sal acida, o puede no ser ninguna de estas (es decir una
sal neutral). Las sales bésicas producen iones de hidroxido y sales de acido de iones de
hidroincorporacion en agua.
Las sales de los derivados de la invencion pueden formarse con cationes o aniones afiadidos
gue reaccionan con grupos anionicos o catiénicos, respectivamente. Estos grupos pueden
ubicarse en la porcion peptidica, y/o en la cadena lateral de los derivados de la invencion.
Los ejemplos no limitantes de grupos anionicos de los derivados de la invencién incluyen
grupos carboxilicos libres en la cadena lateral, si los hay, asi como también en la porcion
peptidica. La porcion peptidica a menudo incluye un grupo de acido carboxilico libre en el
extremo C terminal, y puede incluir, ademas, grupos carboxilicos libres en los residuos de
amino&cidos acidos interno tales como Asp y Glu.
Los ejemplos no limitantes de grupos cationicos en la porcion peptidica incluyen el grupo
amino libre en el extremo N terminal, si esta presente, asi como también cualquier grupo
amino libre en los residuos de aminoacidos basicos internos tales como His, Arg y Lys.
El éster de los derivados de la invencion puede, por ejemplo, formarse mediante la reaccion
de un grupo de &cido carboxilico libre con un alcohol o un fenol, que conduce al reemplazo
de al menos un grupo hidroxilo por un grupo alcoxi o ariloxi.
La formacidn de éster puede involucrar al grupo carboxilico libre en el extremo C-terminal
del péptido, y/o cualquier grupo carboxilico libre en la cadena lateral.
La amida de los derivados de la invencion puede, por ejemplo, formarse mediante la
reaccion de una forma activada de un grupo de acido carboxilico libre con una amina o una
amina sustituida, o mediante la reaccion de un grupo amino libre o sustituido con una forma
activada de un acido carboxilico.
La formacion de amida puede implicar el grupo carboxilico libre en el extremo C-terminal
del péptido, cualquier grupo carboxilico libre en la cadena lateral, el grupo amino libre en
el extremo N-terminal del péptido, y/o cualquier grupo amino libre o sustituido del péptido
en el péptido y/o la cadena lateral.
En una modalidad particular, el péptido o derivado se encuentra en forma de una sal

aceptable farmacéuticamente. En otra modalidad particular, el derivado esta en la forma de
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una amida farmacéuticamente aceptable, preferentemente con un grupo amida en el
extremo C terminal del péptido. Aun en otra modalidad particular, el péptido o derivado
estad en la forma de un éster aceptable farmacéuticamente.

Estabilidad

La estabilidad de un derivado de insulina se define como la capacidad de mantener una
estructura tridimensional (estabilidad fisica) asi como también la capacidad de resistir
cambios covalentes en la estructura (estabilidad quimica). Una estabilidad favorable puede
deberse a propiedades inherentes del derivado de insulina solo o a un resultado de
interacciones favorables entre el derivado de insulina y uno o méas ingredientes contenidos
en el vehiculo.

La estabilidad satisfactoria de un derivado de insulina se define como estabilidad
comparable a, 0 mejor que la de la insulina aspart.

En un aspecto la invencion proporciona derivados de la insulina con estabilidad
satisfactoria en la formulacion.

En un aspecto la invencion proporciona derivados de la insulina con estabilidad mejorada
en la formulacion.

Los inventores descubrieron que los derivados de insulina de acuerdo con la invencion
tienen una estabilidad satisfactoria en la formulacion. Los inventores descubrieron,
sorprendentemente, que los derivados de insulina humana de acuerdo con la invencion
tienen estabilidad satisfactoria y retienen la activacion parcial del receptor de insulina.

La estabilidad puede determinarse mediante métodos convencionales y varios métodos
estandar conocidos por los expertos en la técnica.

Los derivados de insulina pueden tamizarse, por ejemplo, en busca de estabilidad en
formulaciones que incluyen zinc y fenol. En una modalidad, el objetivo es obtener una
formulacién que incluya un Unico estado de autoasociacion de insulina (por ejemplo, un
estado hexamérico) que no cambia durante el almacenamiento o0 a una temperatura
aumentada.

Un ejemplo de un método para medir la estabilidad es la Calorimetria Diferencial de
Barrido (DSC), que es un método comun para evaluar la estabilidad de las proteinas,
tipicamente, mediante la evaluacion de la temperatura de aparicion (Taparicion) de
desplegamiento o, mas frecuentemente, por el punto medio de desplegamiento térmico (Ty,)
en el derivado de insulina de autoasociacion. Se ha descrito en la literatura (Huus y otros,
Biochemistry (2005) 44, 11171-11177) cémo el desplegamiento térmico (por DSC) de
insulina se correlaciona con la estabilidad del hexdmero de zinc y con que, ademas, con la
estabilidad de la formulacion de insulina (Huus y otros, Pharm Res (2006) 23(11), 2611-
20). Una temperatura de aparicion baja puede verse como disociacion de insulina mientras
gue una temperatura de aparicion mas alta indica un complejo derivado de insulina estable
hasta la temperatura de desplegamiento. Se obtiene una estabilidad satisfactoria en T aparicion
y Tm aproximadamente o por encima de Taparicion Y Tm para la insulina aspart (insulina

humana B28D) en condiciones que se asemejan a una formulacion farmacéutica.
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Otro ejemplo de tal método es la evaluacion de la autoasociaciéon de insulina mediante la
cromatografia de exclusion por tamafio (SEC), mediante el uso de un eluyente que se
asemeja a la condicién de formulacion que afiade fenol y mantiene baja la fuerza ionica.
Los picos amplios y prolongados son signos de numerosos estados de autoasociacion que
cambian durante la cromatografia mientras que un pico agudo Unico indica un estado de
autoasociacion estable.

En una modalidad, un derivado de insulina de acuerdo con la invencién tiene una
estabilidad quimica y/o fisica satisfactoria con relacion a la insulina aspart.

En otra modalidad, un derivado de insulina de acuerdo con la invencion tiene una
estabilidad quimica y/o fisica satisfactoria con relacion al derivado de insulina
correspondiente sin la mutacion B5Y o B5F.

A menos que se indique de cualquier otra manera en la descripcion, los términos
presentados en forma singular incluyen, ademas, la situacion en plural.

Biologia in vitro

Unidn a insulina vy activacion/fosforilacion del receptor

La activacion del receptor de insulina por la insulina conduce a la activacion del receptor,
es decir, la fosforilacion de varios residuos en el receptor, cuya activacion resulta en una
cascada de respuestas celulares, que incluye los procesos celulares que contribuyen a
disminuir la concentracion de glucosa en plasma, los procesos celulares que regulan el
metabolismo de los lipidos, y los procesos celulares que promueven el crecimiento y la
proliferacion celular.

Aunque los derivados de la insulina de la invencidn son totalmente capaces de desplazar la
insulina humana del receptor de insulina, de hecho inducen fosforilacién subméxima del
receptor de insulina. Los derivados de la insulina de la presente invencion, por lo tanto,
pueden considerarse agonistas parciales con respecto a la fosforilacion del receptor de
insulina, y pueden referirse como “derivadosparciales de insulina”.

En el contexto de esta invencién, los “derivadosparciales de insulina” se definen como
analogos de insulina, que inducen la fosforilacidn del receptor de insulina, pero la maxima
respuesta obtenida, es decir el nivel maximo de fosforilacion del receptor de insulina, es
menor que la respuesta maxima que induce la insulina humana, y, es decir, menos del 65 %
de la respuesta maxima que induce la insulina humana.

Una respuesta submaxima o efecto submaximo puede definirse como una respuesta
méaxima inducida por un derivado insulina parcial de la invencion que es menor que la
respuesta maxima que induce la insulina humana. Para determinar si un derivado de la
insulina tiene un efecto submaximo, la respuesta méaxima de dicho derivado tiene que
determinarse en un ensayo y compararse con la respuesta maxima de la insulina humana.
La respuesta maxima de un derivado de la insulina puede determinarse mediante la
medicion de la respuesta en presencia de cantidades crecientes del derivadode insulina, para

obtener una curva de respuesta a la dosis. La respuesta maxima (Superior) puede calcularse
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a partir de la curva de respuesta a la dosis y compararse con la maxima respuesta que
induce la insulina humana.

La unién a la insulina y la fosforilacion del receptor pueden determinarse mediante
métodos convencionales, y se conocen varios ensayos estandar por los expertos en la
técnica. Tales ensayos estandar para la determinacion in vitro incluyen, por ejemplo,
ensayos de radio-receptor de insulina, en los cuales la afinidad relativa de un derivado de
insulina se define como la relacion de la insulina con respecto al derivado de insulina que

se requiere para desplazar el 50 % de la insulina marcada con I'*

que se une
especificamente a los receptores de insulina, por ejemplo, en células completas, en
fracciones de membrana celular, o en receptores purificados, asi como también en ensayos
de fosforilacion del receptor de insulina, en los que la capacidad del derivado de insulina
para activar el receptor de insulina se determina, por ejemplo, mediante la medicion de la
fosforilacion de residuos de tirosina en el receptor de insulina, mediante el uso de, por
ejemplo, técnicas de ensayo inmunoabsorbente unido a enzimas (ELISA) o transferencia
Western.

En una modalidad, los derivados de la insulina de la presente invencion inducen una
fosforilacion submaxima del receptor de insulina de aproximadamente o menos de 65 %, en
comparacion con la insulina humana.

En una modalidad, el derivado de insulina de la presente invencion induce una fosforilacion
submaxima del receptor de insulina de aproximadamente 0 menos de 60 %, en comparacion
con la insulina humana.

En una modalidad, el derivado de insulina de la presente invencion induce una fosforilacion
subméaxima del receptor de insulina de aproximadamente o menos de 50 %, en comparacion
con la insulina humana.

En una modalidad, el derivado de insulina de la presente invencion induce una fosforilacion
subméaxima del receptor de insulina de aproximadamente o menos de 40 %, en comparacion
con la insulina humana.

En una modalidad, el derivado de insulina de la presente invencion induce una fosforilacion
submaxima del receptor de insulina de aproximadamente 0 menos de 30 %, en comparacién
con la insulina humana.

En una modalidad, el derivado de insulina de la presente invencion induce una fosforilacion
submaxima del receptor de insulina de aproximadamente o menos de 20 %, en comparacién
con la insulina humana.

En una modalidad, el derivado de insulina de la presente invencion induce una fosforilacion
submaxima del receptor de insulina de aproximadamente 0 menos de 15 %, en comparacion
con la insulina humana.

En una modalidad, el derivado de insulina de la presente invencion induce una fosforilacion
submaxima del receptor de insulina de aproximadamente 0 menos de 12 %, en comparacion

con la insulina humana.
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En una modalidad, los derivados de insulina de la presente invencion inducen una
fosforilacion del receptor de insulina de aproximadamente o por encima de 1 %, en
comparacion con la insulina humana.

En una modalidad, los derivados de insulina de la presente invencion son capaces de
inducir la fosforilacion del receptor de insulina.

Senalizacion del receptor de insulina

La activacion del receptor de insulina inicia una cascada de respuestas intracelulares, tales
como la fosforilacion de residuos de, y la activacion de, diversas proteinas intracelulares,
que incluyen la Cinasa regulada extracelular (ERK), conocida ademés como MAP Cinasas
(MAPK), y AKT, ademas conocida como Proteina Cinasa B (PKB). La activacion de AKT
es importante para inducir los procesos celulares que contribuye a disminuir la
concentracion de glucosa en sangre, mientras que la activacion de ERK es importante para
inducir los procesos celulares que contribuyen a promover el crecimiento celular y la
proliferacion en células de crecimiento.

La via de sefializacion de AKT es un ejemplo de una via de transduccion de sefiales que es
importante para las vias de disminucion de la glucosa, en donde AKT es una proteina clave.
En personas con diabetes Tipo 2, la activacion de la via de sefializacion AKT se afecta
grandemente, lo que conduce a una disminucion en la absorcién de glucosa en el musculo
esquelético y en el tejido adiposo. Sin embargo, la via de sefializacion de ERK continla
respondiendo a la insulina y es un ejemplo de una via no resistente que puede
sobreestimularse durante el tratamiento. La activacion de la via de ERK mediante la
insulina, ademas, estimula la migracion y proliferacién de los VSCS y la sintesis de
colageno, que son etapas criticas para la progresion de las lesiones ateroscleroticas. En una
modalidad preferida, los derivados de insulina de la invencion inducen un efecto
subméaximo en la via de sefializacion de ERK.

Los ensayos para medir la sefializacion activada por insulina, por ejemplo, la capacidad de
fosforilar las moléculas de sefializacion tales como ERK y AKT in vitro, son conocidos por
los expertos en la técnica, e incluyen, por ejemplo, técnicas de transferencia Western,
técnicas Surefire y/o ELISA.

Los derivados de insulina de la presente invencion tienen un efecto submaximo menor
sobre la activacion de ERK (fosforilacion) que en la activacion de AKT (fosforilacion), en
comparacion con el efecto de la insulina humana.

Sorprendentemente, hemos descubierto que existe una correlacion entre la maxima
fosforilacion del receptor de insulina (es decir, el grado de parcialidad del receptor de
insulina) que un compuesto de prueba es capaz de inducir y su capacidad para activar las
vias de disminucion de glucosa sin sobreestimular las vias de no resistencia. Por ejemplo,
los compuestos de la presente invencion tienen un efecto subméaximo mas bajo sobre la
activacion de ERK (fosforilacion) que en la activacion de AKT (fosforilacion), en
comparacion con la insulina humana y son capaces de disminuir los niveles de glucosa en

sangre, pero tienen efectos mejorados sobre los procesos relacionados con, por ejemplo, el
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metabolismo de los lipidos, tales como menos ganancia de peso, menos aumento en la masa
de grasa corporal y mayor disminucién de los TG hepaticos, y/o mejor funcién endotelial.
La parcialidad se define como que tiene la relacion de fosforilacion méxima del receptor de
insulina del compuesto de prueba/la fosforilacion maxima del receptor de insulina de la
relacion de insulina humana, menor que 1.

En una modalidad, la presente invencién se refiere a un método para medir la parcialidad
del receptor de insulina, que comprende las etapas siguientes:

a) medir la maxima fosforilacion del receptor de insulina inducida por un compuesto de
prueba

b) medir la mé&xima fosforilacion del receptor de insulina inducida por la insulina humana
en donde la relacion de a)/b) es menor que 1.

En una modalidad dicha parcialidad del receptor de insulina es menor que 0.65.

En una modalidad dicha parcialidad del receptor de insulina es menor que 0.6.

En una modalidad dicha parcialidad del receptor de insulina es menor que 0.5.

En una modalidad dicha parcialidad del receptor de insulina es menor que 0.4.

En una modalidad dicha parcialidad del receptor de insulina es menor que 0.3.

En una modalidad dicha parcialidad del receptor de insulina es menor que 0.2.

En una modalidad dicha parcialidad del receptor de insulina es menor que 0.15.

En una modalidad dicha parcialidad del receptor de insulina es menor que 0.12.

La selectividad se define como la capacidad de un compuesto de prueba de activar las vias
de disminucion de glucosa sin sobreestimular las vias de no resistencia, en donde la
relacioén es menor que 1.

En una modalidad, la presente invencion se refiere a un método para medir la selectividad,
que comprende medir independientemente la fosforilacibn maxima de las vias de
disminucion de glucosa y las vias de no resistentes en comparacién con la insulina humana
y determinar si la relacion entre las vias de disminucion de la glucosa/vias de no resistentes
es menor que 1.

En una modalidad, la presente invencion se refiere a un método para medir la selectividad,
que comprende medir independientemente la fosforilacion maxima de ERK y AKT en
comparacion con la insulina humana y determinar si la relacion entre ERK/AKT es menor
que 1.

En una modalidad dicha relacion es menor que 0.8.

En una modalidad dicha relacion es menor que 0.7.

En una modalidad dicha relacion es menor que 0.6.

En una modalidad dicha relacion es menor que 0.5.

En una modalidad dicha relacion es menor que 0.4.

Vias del metabolismo de lipidos/no resistencia

Los derivados de insulina de la presente invencion, en comparacion con la insulina humana,

son capaces de disminuir los niveles de glucosa en sangre sin sobreestimular las vias de no
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resistencia, por ejemplo, presentan efectos subméaximos sobre las vias del metabolismo de
los lipidos.

Como se describio anteriormente, las cascadas de sefializacion iniciadas por la insulina a
través del receptor de insulina conducen a una amplia gama de efectos celulares, que
incluyen los efectos sobre las vias del metabolismo de lipidos. Como se define en la
presente descripcion, el término “vias del metabolismo de los lipidos” cubre las acciones
bioldgicas inducidas o inhibidas por la insulina, cuyas acciones afectan, por ejemplo, la
sintesis de triglicéridos en el higado. Un ejemplo de una via de no resistencia es la via de
sefializacion de ERK.

En una modalidad preferida los derivados de insulina de la invencién inducen un efecto
submaximo sobre las vias metabdlicas relacionadas con la sintesis de lipidos de novo
(DNL) en hepatocitos primarios en comparacion con el efecto de la insulina humana. Los
ensayos estandar para medir el efecto sobre la sintesis de &cidos grasos en el higado son
conocidos por los expertos e incluyen, por ejemplo, determinar el efecto en la lipogénesis
de novo mediante la medicion de la conversién de Acetato marcado con C'* en material
extraible organico (es decir, lipidos) en hepatocitos primarios.

Las cascadas de sefializacion iniciadas por la insulina a través del receptor de insulina
conduce a la induccion de las enzimas necesarias para regular el metabolismo de los
lipidos. Ejemplo de tal enzima es la acido graso sintasa (FAS). FAS es una enzima clave en
los procesos celulares que sirven para regular la sintesis de lipidos.

Los derivados de insulina de la invencion tienen, ademas, un efecto subméaximo sobre los
factores que codifican el ARNm implicados en la sintesis de lipidos, por ejemplo FAS que
solo se indujeron por debajo del méximo por los derivados de la insulina de la presente
invencion en hepatocitos primarios, en comparacion con la insulina humana.

Los ensayos estandar para medir la capacidad de la insulina y sus analogos y derivados para
inducir o inhibir la expresion del ARNm de los genes implicados en las vias del
metabolismo de los lipidos, se conocen por los expertos en la técnica, e incluyen, por
ejemplo, la medicion de la expresion de la expresion del ARNm mediante el uso de la
reaccion en cadena de la polimerasa en tiempo real cuantitativa (RT-PCR).

Vias de disminucion de la glucosa

Mientras que los derivados de la insulina de la invencion presentan un efecto submaximo
inferior en las vias relacionadas con las vias de no resistencia tales como el metabolismo de
los lipidos, son capaces de inducir la misma respuesta maxima en las vias de disminucién
de la glucosa como la insulina humana.

En el contexto de esta invencidn el término “vias de disminucion de la glucosa” cubre las
acciones biologicas inducidas por la insulina que provocan la disminucion de la
concentracion de glucosa en plasma, tal como la promocién del almacenamiento de glucosa
en el higado, donde la insulina activa las enzimas que promueven la glicolisis y la

glicogénesis, y suprime las implicadas en la gluconeogénesis, tales como promover la
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incorporacion de glucosa en lipidos en los adipocitos, y aumentar la absorcion de glucosa,
por ejemplo, en los masculos.

Como se describio anteriormente, las cascadas de sefializacion iniciadas por la insulina a
través del receptor de insulina conduce a una amplia gama de efectos celulares, que
incluyen los efectos en las vias de disminucion de la glucosa. Los ejemplos de los procesos
celulares estimulados con insulina que sirven para disminuir la concentracion de glucosa en
el plasma facilitan la entrada de glucosa en musculo, el tejido adiposo y en diversos otros
tejidos, y estimulan el higado para almacenar la glucosa en forma de glucégeno. La via de
sefializacion de AKT es un ejemplo de una via de transduccion de sefiales que es
importante para las vias de disminucion de la glucosa, en donde AKT es una proteina clave.
Los ensayos in vitro para medir el efecto de la insulina humana, o analogos y derivados de
esta, en las vias de disminucion de la glucosa son conocidos por los expertos, e incluyen,
por ejemplo, los ensayos con hepatocitos de rata aislados, donde la sintesis de glucdgeno
puede determinarse mediante la medicion de la acumulacion de glucdgeno, y los ensayos de
lipogénesis, realizados, por ejemplo, con adipocitos de rata en donde se mide la cantidad de
glucosa [3-®H] convertida en un material extraible organico (es decir lipidos).

Las cascadas de sefializacion iniciadas por la insulina a través del receptor de insulina
conducen, ademas, a la activacion y/o induccién de enzimas y factores de transcripcion
necesarios para regular las vias de disminucion de glucosa. Un ejemplo de tal enzima es la
glucosa-6-fosfatasa (G6Pc). La G6Pc es una enzima limitante de la tasa de gluconeogénesis
que resulta en la generacion de glucosa a partir de sustratos de carbono no carbohidrato,
tales como piruvato, lactato, glicerol, aminoécidos glucogénicos, y acidos grasos de cadena
impar.

Los derivados de la insulina de la invencidn tienen el mismo efecto maximo que la insulina
humana sobre los factores que codifican los ARNm implicados en la gluconeogénesis en
hepatocitos primarios de rata.

Los derivados de la insulina de la invencion tienen el mismo efecto maximo que la insulina
humana en los factores que codifican ARNm implicados en la gluconeogénesis en
hepatocitos primarios de rata.

Los ensayos estandar para medir la capacidad de la insulina humana o sus analogos y
derivados para inducir o inhibir la expresion del ARNm de genes implicados en ensayos de
las vias de disminucion de la glucosa se conocen, ademas, por los expertos en la técnica, e
incluyen, es decir, medir la expresién del ARNm mediante el uso de RT-PCR cuantitativa.
Los derivados de la insulina de la invencion presentan efecto completo (méximo) en las
vias de disminucion de glucosa, tales como la expresion de ARNm que codifica enzimas
implicadas en gluconeogénesis, la estimulacion de la sintesis de glucogeno, la
incorporacion de glucosa en lipidos, en células primarias, por ejemplo, mdsculo,

hepatocitos y/o adipocitos, cuando se compara con los efectos de la insulina humana.
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Los derivados de la insulina exhiben la misma respuesta maxima para estimular la
incorporacion de glucosa en lipidos en los adipocitos de rata primarios como la insulina
humana.

Biologia in vivo

En otra modalidad particular los derivados de la insulina de la invencion son capaces de
disminuir los niveles de glucosa en sangre in vivo, y tienen efectos mejorados sobre los
procesos relacionados con el metabolismo de lipidos, tales como una menor ganancia de
peso, menor aumento en la masa de grasa corporal, aumento de la disminucion de
triglicéridos hepéticos, o mejor funcion endotelial en comparacion con la insulina humana,
que puede determinarse como se conoce en la técnica en cualquier modelo animal
adecuado, asi como en ensayos clinicos.

El raton con obesidad inducida por la dieta C57BL/6J (DIO) es un ejemplo de un modelo
animal adecuado, y los efectos de la glucosa en sangre y/o los efectos sobre los procesos
relacionados con el metabolismo de lipidos, tales como menos ganancia de peso, menos
aumentos en la masa de grasa corporal o el aumento o disminucion de los triglicéridos
hepaticos, pueden determinarse en tales ratones, por ejemplo, como se describe en el
Ensayo (I1).

La integridad estructural y funcional del endotelio es crucial para mantener la homeostasis
vascular y prevenir la aterosclerosis. La disfuncion endotelial comprende una cantidad de
alteraciones funcionales en el endotelio vascular y el deterioro de la funcion endotelial
arterial es un evento temprano en la aterosclerosis y se correlaciona con los principales
factores de riesgo de la enfermedad cardiovascular. Por lo tanto, seria una ventaja
importante tener derivados de insulina que impidan o reduzcan la disfuncion endotelial ya
que estos tendrian un efecto beneficioso sobre la aterosclerosis y/o la CVD.

En una modalidad, la presente invencion proporciona derivadosde la insulina, que son
capaces de disminuir de los niveles de glucosa en sangre y tienen efectos mejorados sobre
la funcién endotelial en comparacion con la terapia de la insulina convencional, por
ejemplo, prevenir o reducir la disfuncion endotelial.

En otra modalidad, la presente invencion proporciona derivados de la insulina que
previenen o reducen una enfermedad cardiovascular en un sujeto diabético y/o previenen o
reducen el desarrollo de aterosclerosis.

La funcidn endotelial arterial puede medirse mediante métodos conocidos por un experto en
la técnica, tal como la medicion del efecto sobre la relajacion del vaso inducida por la
acetil-colina en arterias mesentéricas, por ejemplo, como se describe en el Ensayo (11).

El metabolismo hepatico se desregula gravemente en la diabetes. Normalmente, menos de 5
% del volumen hepatico es grasa, pero en pacientes con esteatohepatitis no alcohdlica
(NASH) o enfermedades del higado graso no alcohdlicas (EHLD), hasta 50 %-80 % del
peso del higado puede estar formado por grasa, mayormente en forma de triglicéridos, ver,
por ejemplo: Sanyal, A. J. en “AGA technical review on non-alcoholic fatty liver disease”,
Gastroenterology 2002; 123, 1705-1725.
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En una modalidad preferida, la presente invencién proporciona derivados, de la insulina,
que son capaces de disminuir los niveles de glucosa en sangre, pero resulta en un contenido
de triglicéridos hepaticos menor en comparacion con la terapia con la insulina
convencional.

El contenido de triglicéridos hepéticos puede medirse mediante métodos conocidos por un
experto en la técnica, por ejemplo, como se describe en (Ensayo II).

Produccion de péptidos de insulina

La produccion de polipéptidos, por ejemplo, insulinas, se conoce bien en la técnica. La
insulina puede producirse, por ejemplo, mediante sintesis clésica de péptidos, por ejemplo,
sintesis de péptidos en fase sélida mediante el uso de la quimica de t-Boc o Fmoc u otras
técnicas bien establecidas, ver, por ejemplo, Greene y Wuts, “Protective Groups in Organic
Synthesis”, John Wiley & Sons, 1999. La insulina puede producirse, ademas, mediante un
método que comprende el cultivo de una céelula huésped que contiene una secuencia de
ADN que codifica el analogo y es capaz de expresar el andlogo de insulina en un medio
nutriente adecuado en condiciones que permiten la expresion del péptido insulina. Pueden
usarse diversos métodos recombinantes en la produccion de insulina humana y analogos de
insulina humana. Los ejemplos de métodos que pueden usarse en la produccién de insulina
en microorganismos tales como, por ejemplo, Escherichia coli y Saccharomyces cerevisiae
se describe, por ejemplo, en el documento W0O2008034881.

Tipicamente, el andlogo de insulina se produce mediante la expresion de una secuencia de
ADN que codifica el analogo de insulina en cuestién o un precursor de esta en una célula
huésped adecuada mediante técnicas bien conocidas como se describe, por ejemplo, en los
documentos EP1246845 o W0O2008034881.

El analogo de insulina puede expresarse con una extension N-terminal como se describe en
el documento EP 1,246,845. Después de la secrecidn al medio de cultivo y la recuperacion,
el precursor de insulina se someterd a diversos procedimientos in vitro para eliminar la
posible secuencia de extension del extremo N-terminal y el péptido de conexion para dar el
analogo de insulina. Tales métodos incluyen la conversion enzimética por medio de tripsina
0 una proteasa de Achromobacter lyticus en presencia de un éster de L-treonina seguido de
la conversion del éster de treonina del analogo de insulina en el anédlogo de insulina
mediante hidrolisis bésica o acido como se describe en los documentos US4343898 o
US4916212

Los ejemplos de extensiones N-terminal del tipo adecuado en la presente invencion se
describen en los documentos US5395922 y EP765395.

Para los analogos de insulina que comprenden residuos de aminoacidos no naturales, la
célula recombinante debe modificarse de manera que los aminodcidos no naturales se
incorporen en el analogo, por ejemplo, mediante el uso de mutantes de ARNL. Por lo tanto,
brevemente, los péptidos de insulina de acuerdo con la invencidn se preparan de manera
analoga a la preparacion de andlogos conocidos de insulina.

Purificacion de proteinas
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Los analogos de insulina usados para producir los derivados de insulina de la invencion se
recuperan del medio de cultivo celular. ElI andlogo de insulina usado para producir
derivados de insulina de la presente invencion puede purificarse mediante una variedad de
procedimientos conocidos en la técnica que incluyen, pero no se limitan a, cromatografia
(por ejemplo, intercambio idnico, afinidad, hidrofébico, cromatoenfoque, y exclusion por
tamafio), procedimientos electroforéticos (por ejemplo, isoelectroenfoque preparativo
(IEF), solubilidad diferencial (por ejemplo, precipitacion con sulfato de amonio) o
extraccion ( ver, por ejemplo, Protein Purification, J.-C. Janson y Lars Ryden, editores,
VCH Editor publicista, Nueva York, 1989). Preferentemente, pueden purificarse mediante
cromatografia de afinidad en una columna de anticuerpo anti-“[una insulina/ analogo de
insulina/derivado de insulina]”. La purificacién adicional puede lograrse mediante medios
de purificacion quimica convencionales, tales como cromatografia liquida de alto
rendimiento. Otros métodos de purificacion, que incluyen precipitacion de citrato de bario,
se conocen en la técnica, y pueden aplicarse a la purificacion de la novedosa “[una
insulina/analogo de insulina/derivado de insulina]” descrita en la presente descripcion (ver,
por ejemplo, Scopes, R., Protein Purification, Springer-Verlag, N.Y., 1982).
Formulaciones farmacéuticas

Las composiciones inyectables que contienen un derivado de insulina de esta invencion
pueden prepararse mediante el uso de las técnicas convencionales de la industria
farmacéutica que implican disolver y mezclar los ingredientes segin sea apropiado para dar
el producto final deseado. Por lo tanto, de acuerdo con un procedimiento, un derivado de
insulina de la invencidn se disuelve en una cantidad de agua que es un poco menor que el
volumen final de la composicion a preparar. Se afiade un agente isoténico, un conservante y
un tampdn como se requiera y se ajusta el valor de pH de la solucion, de ser necesario,
mediante el uso de un &cido, por ejemplo, acido clorhidrico, o una base, por ejemplo,
hidréxido de sodio acuoso, segin sea necesario. Finalmente, el volumen de la solucién se
ajusta con agua para dar la concentracién deseada de los ingredientes.

Opcionalmente, una preparacion de insulina de esta invencion, por ejemplo una solucién o
suspension, puede prepararse mediante la disolucion de un derivado de insulina de la
invencion en un medio acuoso, por ejemplo, en una concentracion en el intervalo de
aproximadamente 240 a aproximadamente 6,000 nmol/ml. EI medio acuoso se hace
isotonico, por ejemplo, con cloruro de sodio, propilenglicol o glicerol. Ademas, el medio
acuoso puede contener tampones tales como acetato o citrato, conservantes tales como m-
cresol o fenol e iones de zinc, por ejemplo, en una concentracion de hasta aproximadamente
de 12 Zn/6 ins. El valor de pH de la solucion se ajusta hacia la neutralidad sin llegar
demasiado al punto isoeléctrico del compuesto de esta invencion para evitar la precipitacion
potencial. El valor de pH de la preparaciéon final de la insulina depende de qué compuesto
de esta invencion se usa, de la concentracion de iones de zinc y de la concentracion del
compuesto de esta invencion. La preparacion de insulina se realiza estéril, por ejemplo,

mediante filtracion estéril.
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MODALIDADES

La invencidn se describe adicionalmente mediante las siguientes modalidades no limitantes:

1. Un derivado de insulina, en donde dicho derivado de insulina comprende B5Y o B5F
y un sustituyente que comprende un grupo acilo, o una sal, amida o éster aceptable
farmacéuticamente de este.
2.  El andlogo de insulina de acuerdo con cualquiera de las modalidades anteriores, en
donde dicho derivado de insulina comprende, ademds, una 0 mas sustituciones y/o
deleciones de aminoacidos.
3. El derivado de insulina de acuerdo con cualquiera de las modalidades anteriores, en
donde dicho derivado de insulina comprende, ademas, hasta 5 sustituciones y/o deleciones
adicionales.
4.  El derivado de insulina de acuerdo con cualquiera de las modalidades anteriores, en
donde dicho derivado de insulina comprende, ademés, 2, 3 o 4 sustituciones de
aminoacidos.
5. El derivado de insulina de acuerdo con cualquiera de las modalidades 1-4, en donde
dicho derivado de insulina comprende, ademés, B26G o B26A.
6.  El derivado de insulina de acuerdo con la modalidad 5, en donde dicho derivado de
insulina comprende, ademaés, B26G.
7. El derivado de insulina de acuerdo con la modalidad 5, en donde dicho derivado de
insulina comprende, ademas, B26A.
8.  El derivado de insulina de acuerdo con cualquiera de las modalidades 1-7, en donde
dicho sustituyente tiene la férmula (1) siguiente:
Acy-L1-L.2-L3

en donde:
Acy es un grupo acilo y se representa por acido litocolico, o por un grupo funcional de las
férmulas:

Quimico 1:-CO-(CHy)x-COOH; o

Quimico 2: -CO-(CH,)x-tetrazolilo;
en donde X representa un numero entero en el intervalo de 12 a 20; y el grupo tetrazolilo es
1H-tetrazol-5-ilo
0 un acido graso de formula:

Quimico 3: -CO-(CHy)x-CHj3

en donde x representa un namero entero en el intervalo de 8 a 16
e L1 esta ausente y representa un enlace covalente o representa OEG, gGlu, DgGlu o
sulfonimida C-4
e L2 esta ausente y representa un enlace covalente o representa OEG, gGlu, DgGlu o
sulfonimida C-4
e L3 esta ausente y representa un enlace covalente o representa OEG, gGlu, DgGlu o

sulfonimida C-4
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en donde gGlu representa un residuo de acido gamma glutdmico y OEG representa [2-(2-
aminoetoxi)etoxi]acetilo.
9.  El derivado de insulina de acuerdo con cualquiera de las modalidades anteriores, en
donde dicho derivado de insulina comprende, ademaés, A14E.
10. El derivado de insulina de acuerdo con cualquiera de las modalidades anteriores, en
donde dicho derivado de insulina comprende, ademaés, B28K, B26K o B29K.
11. El derivado de insulina de acuerdo con la modalidad 10, en donde dicho derivado de
insulina comprende, ademas, B28K.
12. El derivado de insulina de acuerdo con la modalidad 10, en donde dicho derivado de
insulina comprende, ademés, B26K.
13. El derivado de insulina de acuerdo con la modalidad 10, en donde dicho derivado de
insulina comprende, ademas, B29K.
14. El derivado de insulina de acuerdo con cualquiera de las modalidades 1-13, en donde
dicho sustituyente se une al grupo epsilon de la lisina de B26K, B28K o B29K.
15. El derivado de insulina de acuerdo con cualquiera de las modalidades anteriores, en
donde dicho derivado de insulina comprende, ademas, desB30, desB29-30 o desB27-30.
16. El derivado de insulina de acuerdo con la modalidad 15, en donde dicho derivado de
insulina comprende, ademas, desB30.
17. El derivado de insulina de acuerdo con la modalidad 15, en donde en donde dicho
derivado de insulina comprende, ademas, desB29-30.
18. El derivado de insulina de acuerdo con la modalidad 15, en donde en donde dicho
derivado de insulina comprende, ademas, desB27-30.
19. El derivado de insulina de acuerdo con cualquiera de las modalidades anteriores, en
donde dichas sustituciones se seleccionan del grupo que consiste en:
i. Al4E, B5Y, B26A, B28K, desB29-30 (SEQ ID NO: 3y 4)
ii. AIl4E, B5Y, B26G, B28K, desB29-30 (SEQ ID NO: 3y 5)
iii. B5Y, B26A, B28K, desB29-30 (SEQ ID NO: 1y 7)
iv. B5Y, B26G, B28K, desB29-30 (SEQ ID NO: 1y 8)
v. B5Y, B28K, desB29-30 (SEQ ID NO: 1y 9)
vi. Al4E, B5F, B26G, B28K, desB29-30 (SEQ ID NO: 3y 10)
vii. B5F, B28K, desB29-30 (SEQ ID NO: 1y 11)
viii. B5Y, B26K, desB27-desB30 (SEQ ID NO: 1y 12)
ix. B5Y, desB30 (SEQ ID NO: 1y 13)
X. BS5Y, B26G, desB30 (SEQ ID NO: 1y 14)
Xi. B5Y, B26A, desB30 (SEQ ID NO: 1y 15)
xii. B5F, B26A, B28K, desB29-30 (SEQ ID NO: 1y 6)
xiii. B5Y, B26A, B28K, desB29-30 (SEQ ID NO: 1y 4)
xiv. B5Y, B26G, B28K, desB29-30 (SEQ ID NO: 1y 5)
Xv. B5F, B26G, B28K, desB29-30 (SEQ ID NO: 1y 10)
xvi. Al4E, B5F, B26A, B28K, desB29-30 (SEQ ID NO: 3y 6)
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xvii.  Al4E, B5Y, B26A, B28K, desB29-30 (SEQ ID NO: 3y 7)

xviii.  Al4E, B5Y, B26G, B28K, desB29-30 (SEQ ID NO: 3y 8)

xix. Al4E, B5Y, B28K, desB29-30 (SEQ ID NO: 3y 9)

xx. Al4E, B5F, B28K, desB29-30 (SEQ ID NO: 3y 11)

xxi. Al4E, B5Y, B26K, desB27-desB30 (SEQ ID NO: 3y 12)

xxii.  Al4E, B5Y, desB30 (SEQ ID NO: 3y 13)

xxiii.  Al4E, B5Y, B26G, desB30 (SEQ ID NO: 3y 14)
e Al4E, B5Y, B26A, desB30 (SEQ ID NO: 3y 15)
20. El derivado de insulina de acuerdo con cualquiera de las modalidades anteriores, en
donde dicho grupo acilo es acido litocélico, o comprende un grupo funcional de las
férmulas:

Quimico 1:-CO-(CH,)x-COOH;
Quimico 2:--CO-(CHy)«-tetrazolilo,;
en donde X representa un numero entero en el intervalo de 12 a 20; y el grupo tetrazolilo es
1H-tetrazol-5-ilo.
0 es un &cido graso de formula:
Quimico 3: -CO-(CH2)x-CHj3

en donde x representa un nimero entero en el intervalo de 8 a 16.
21. El derivado de insulina de acuerdo con la modalidad 20, donde Acy se selecciona del
grupo que consiste en: acido litocélico, acido 1,16-hexadecanodioico, &cido 1,18-
octadecanodioico, acido 1,20-eicosanodioico, tetrazol-C16, tetrazol-C17, tetrazol C18 y
acido tetradecanoico.
22. El derivado de insulina de acuerdo con la modalidad 21, en donde dicho sustituyente
comprende &cido litocolico.
23. El derivado de insulina de acuerdo con la modalidad 21, en donde dicho grupo acilo
comprende un grupo de didcido graso que se selecciona de acido 1,16-hexadecanodioico,
acido 1,18-octadecanodioico, y acido 1,20-eicosanodioico.
24. El derivado de insulina de acuerdo con la modalidad 23, en donde el al menos un
sustituyente comprende un grupo didcido graso acido 1,16-hexadecanodioico.
25. El derivado de insulina de acuerdo con la modalidad 23, en donde el al menos un
sustituyente comprende un grupo didcido graso acido 1,18-octadecanodioico.
26. El derivado de insulina de acuerdo con la modalidad 23, en donde el al menos un
sustituyente comprende un grupo diacido graso acido 1,20-eicosanodioico.
27. El derivado de insulina de acuerdo con la modalidad 21, en donde dicha porcién de
tetrazol se selecciona del grupo que consiste en tetrazol-C16, tetrazol-C17 y tetrazol C18.
28. El derivado de insulina de acuerdo con la modalidad 27, en donde dicha porcién de
tetrazol es tetrazol-C16.
29. El derivado de insulina de acuerdo con la modalidad 27, en donde dicha porcién de

tetrazol es tetrazol-C17.
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30. El derivado de insulina de acuerdo con la modalidad 27, en donde dicha porcién de
tetrazol es tetrazol C18.

31. El derivado de insulina de acuerdo con la modalidad 20, en donde dicho &cido graso
es acido tetradecanoico o C14.

32. El derivado de insulina de acuerdo con cualquiera de las modalidades anteriores, en
donde dicho sustituyente comprende ungrupo enlazador.

33. El derivado de insulina de acuerdo con las modalidades 1-31, en donde el grupo
enlazador se representa por un enlace covalente.

34. El derivado de insulina de acuerdo con cualquiera de las modalidades 1-32, en donde
-L1-L2-L3 representa un grupo enlazador divalente seleccionado de DgGlu, gGlu, gGlu—
gGlu, gGlu-OEG, gGlu-OEG-OEG, OEG, sulfonimida-C4 y sulfonimida-C4-sulfonimida-
C4, en donde, gGlu representa un residuo de acido gamma glutamico; y OEG representa [2-
(2-aminoetoxi)etoxi]acetilo.

35. El derivado de insulina de acuerdo con la modalidad 34, en donde dicho grupo
enlazador divalente es DgGlu.

36. EIl derivado de insulina de acuerdo con la modalidad 34, en donde dicho grupo
enlazador divalente es gGlu.

37. El derivado de insulina de acuerdo con la modalidad 34, en donde dicho grupo
enlazador divalente es gGlu- gGlu.

38. EIl derivado de insulina de acuerdo con la modalidad 34, en donde dicho grupo
enlazador divalente es gGlu-OEG.

39. El derivado de insulina de acuerdo con la modalidad 34, en donde dicho grupo
enlazador divalente es gGlu-OEG-OEG.

40. EIl derivado de insulina de acuerdo con la modalidad 34, en donde dicho grupo
enlazador divalente es OEG.

41. El derivado de insulina de acuerdo con la modalidad 34, en donde dicho grupo
enlazador divalente es sulfonimida-C4.

42. EIl derivado de insulina de acuerdo con la modalidad 34, en donde dicho grupo
enlazador divalente es sulfonimida-C4- sulfonimida-C4.

43. El derivado de insulina de acuerdo con cualquiera de las modalidades anteriores, en
donde dicho sustituyente es el sustituyente de los compuestos de los ejemplos 1-46,
representados independientemente por:

e Acido litocélico

e Acido litocolico gGlu

e C(Cl4

e Cl6 diacido

e (16 diacido-gGlu
e (Cl8diacido

e (Cl8diacido-gGlu
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e Cl8diacido-2xgGlu

e (18 diacido-DgGlu

e (18 diacido-gGlu-OEG

e (18 diacido-gGlu-2xOEG

e (18 diacido-OEG

e (18 diacido-sulfonimida-C4

e (C20 diacido

e (20 diacido-gGlu

e (20 diacido-gGlu-OEG

e C20 di4cido-gGlu-2xOEG

e Tetrazol-C16

e Tetrazol-C16-gGlu-OEG

e Tetrazol-C16-gGlu-2xOEG

e Tetrazol-C16-2xsulfonimida-C4

e Tetrazol-C17

e Tetrazol-C17-sulfonimida-C4

e Tetrazol-C18

e Tetrazol-C18-sulfonimida-C4

e Tetrazol-C18-2xsulfonimida-C4

44. El derivado de insulina de acuerdo con cualquiera de las modalidades anteriores, que
se selecciona del grupo que consiste en los compuestos de los Ejemplos 1-46.

45. El derivado de insulina de acuerdo con cualquiera de las modalidades anteriores, que
se selecciona del grupo que consiste en los compuestos de los Ejemplos 1-36.

46. El derivado de insulina de acuerdo con cualquiera de las modalidades anteriores, que
se selecciona del grupo que consiste en los compuestos de los Ejemplos 10-34.

47. El derivado de insulina de acuerdo con cualquiera de las modalidades anteriores, que
se selecciona del grupo que consiste en los compuestos de los Ejemplos 3, 4, 12- 16, 18-
20, 22, 23, 25, 26, 28- 30.

48. El derivado de insulina de acuerdo con cualquiera de las modalidades anteriores, que
se selecciona del grupo que consiste en los compuestos de Ejemplos 14-16, 18, 20 y 26.

49. El derivado de insulina de acuerdo con cualquiera de las modalidades anteriores, que
se selecciona del grupo que consiste en los compuestos de los Ejemplos 37-39 y 46.

50. El derivado de insulina de acuerdo con cualquiera de las modalidades anteriores, que
se selecciona del grupo que consiste en los compuestos de los Ejemplos 40-45.

51. El derivado de insulina de acuerdo con cualquiera de las modalidades anteriores, se
representa por el compuesto del Ejemplo 15: N{Epsilon-B28}-[2-[2-[2-[[(4S)-4-carboxi-4-
(17-carboxiheptadecanoilamino)butanoil]amino]etoxi]etoxi]acetil]-
[GluA14,TyrB5,GlyB26,LysB28],des-(B29-B30)-Insulina
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52. El derivado de insulina de acuerdo con cualquiera de las modalidades anteriores,
donde dicho derivado de insulina induce una fosforilacion subméxima del receptor
insulina de aproximadamente o menos de 65 %, en comparacion con la insulina humana.
53. El derivado de insulina de acuerdo con cualquiera de las modalidades anteriores,
donde dicho derivado de insulina induce una fosforilacion subméxima del receptor
insulina de aproximadamente o menos de 60 %, en comparacion con la insulina humana.
54. El derivado de insulina de acuerdo con cualquiera de las modalidades anteriores,
donde dicho derivado de insulina induce una fosforilacion subméaxima del receptor
insulina de aproximadamente o menos de 50 %, en comparacién con la insulina humana.
55. El derivado de insulina de acuerdo con cualquiera de las modalidades anteriores,
donde dicho derivado de insulina induce una fosforilacion subméxima del receptor
insulina de aproximadamente o menos de 40 %, en comparacién con la insulina humana.
56. El derivado de insulina de acuerdo con cualquiera de las modalidades anteriores,
donde dicho derivado de insulina induce una fosforilacion subméxima del receptor
insulina de aproximadamente o menos de 30 %, en comparacion con la insulina humana.
57. El derivado de insulina de acuerdo con cualquiera de las modalidades anteriores,
donde dicho derivado de insulina induce una fosforilacion subméaxima del receptor
insulina de aproximadamente o menos de 20 %, en comparacion con la insulina humana.
58. El derivado de insulina de acuerdo con cualquiera de las modalidades anteriores,
donde dicho derivado de insulina induce una fosforilacion subméaxima del receptor

insulina de aproximadamente o menos de 12 %, en comparacién con la insulina humana.

en
de

en
de

en
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en
de

en
de

en
de

en
de

59. El derivado de insulina de acuerdo con cualquiera de las modalidades anteriores, para

su uso como medicamento.
60. EIl derivado de insulina de acuerdo con cualquiera de las modalidades 1-58, para

uso en un método de tratamiento.

Su

61. El derivado de insulina de acuerdo con cualquiera de las modalidades anteriores 1-58,

para su uso en la prevencion o el tratamiento de una enfermedad cardiovascular.
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62. El derivado de insulina de acuerdo con cualquiera de las modalidades anteriores 1-58,
para su uso en la prevencién o tratamiento de la aterosclerosis.

63. El derivado de insulina de acuerdo con cualquiera de las modalidades anteriores 1-58,
para su uso en la prevencién o reduccion de la disfuncion endotelial.

64. El derivado de insulina de acuerdo con cualquiera de las modalidades anteriores 1-58,
para su uso en la mejora de los pardmetros lipidicos.

65. El derivado de insulina de acuerdo con cualquiera de las modalidades anteriores 1-58,
para su uso en la prevencion o reduccion del contenido de triglicéridos hepaticos.

66. El derivado de insulina de acuerdo con cualquiera de las modalidades anteriores 1-58,
para su uso para prevenir o reducir la ganancia de peso corporal.

67. El derivado de insulina de acuerdo con cualquiera de las modalidades anteriores 1-58,
para su uso en el tratamiento de:

e mejorar los pardmetros de los lipidos, tal como la prevencién y/o el tratamiento de la
dislipidemia, disminuir los lipidos totales del suero, aumentar el HDL-C, disminuir el LDL-
C, disminuir el LDL-C denso, pequefio, disminuir el VLDL-C, disminuir los triglicéridos,
disminuir el colesterol, disminuir los niveles plasméticos de lipoproteina a (Lp(a)) o inhibir
la generacion de apolipoproteina A (apo(A));

e la prevencidn y/o el tratamiento de enfermedades cardiovasculares, como el sindrome
cardiaco X, ateroesclerosis, infarto de miocardio, enfermedad coronaria, dafio por
reperfusion, accidente cerebrovascular, isquemia cerebral, una enfermedad cardiaca
temprana o cardiovascular temprana, hipertrofia ventricular izquierda, enfermedad de las
arterias coronarias, hipertension, hipertensién esencial, emergencia hipertensiva aguda,
cardiomiopatia, insuficiencia cardiaca, intolerancia al ejercicio, fallo cardiaco agudo y/o
cronico, arritmia, disritmia cardiaca, sincope, angina de pecho, derivacion cardiaca y/o re
oclusion del stent, claudicacion intermitente (ateroesclerosis obliterans), disfuncion
diastolica, y/o disfuncion sistdlica; y/o reduccion de la presion sanguinea, tal como
reduccion de la presion sanguinea sistélica; el tratamiento de enfermedad cardiovascular.
68. Una composicién farmacéutica que comprende un derivado de la insulina de acuerdo
con cualquiera de las modalidades anteriores 1-58, y un excipiente aceptable
farmacéuticamente.

69. La composicion farmacéutica de acuerdo con la modalidad 68 para la administracién
subcutanea.

70. Una composicion farmacéutica para el tratamiento de la diabetes en un paciente que
necesita tratamiento, que comprende una cantidad con eficacia terapeutica de un derivado
de insulina de acuerdo con cualquiera de las modalidades 1-58, junto con un vehiculo
aceptable farmacéuticamente.

71. Las composiciones farmacéuticas de las modalidades jError! No se encuentra el

origen de la referencia.-70, para su uso como medicamento.
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72. Las composiciones farmacéuticas de las modalidades jError! No se encuentra el
origen de la referencia.-70, para el uso en el tratamiento de pacientes con diabetes y alto
riesgo de enfermedad cardiovascular.
73. Las composiciones farmacéuticas de las modalidades jError! No se encuentra el
origen de la referencia.-70y/o prevenir o reducir el desarrollo de la aterosclerosis.
74. El uso de un derivado de insulina de acuerdo con cualquiera de las modalidades 1-58,
para la fabricacion de un medicamento para el tratamiento o la prevencion de diabetes,
diabetes de Tipo 1, diabetes del Tipo 2, alteracion de la tolerancia a la glucosa,
hiperglicemia, dislipidemia, obesidad, sindrome metabolico (sindrome metabolico X,
sindrome de resistencia a la insulina), hipertension, trastornos cognitivos, aterosclerosis,
infarto de miocardio, accidente cerebrovascular, trastornos cardiovasculares, enfermedad
cardiaca coronaria, sindrome intestinal inflamatorio, dispepsia, hipotension o Ulceras
gastricas.
75.  Un método para mejorar los pardmetros de los lipidos que comprende una etapa de
administrar una cantidad farmacéuticamente activa de un derivado de insulina de acuerdo
con cualquiera de las modalidades anteriores 1-58.
76. Un método para mejorar los pardmetros de los lipidos que comprende una etapa de
administrar una cantidad farmaceuticamente activa de un derivado de insulina de acuerdo
con cualquiera de las modalidades anteriores 1-58 en donde mejorar los parametros de los
lipidos, es tal como prevenir y/o tratar la dislipidemia, disminuir los lipidos totales del
suero; aumentar las HDL; disminuir el LDL-C; disminuir el LDL-C denso, pequefio;
disminuir el VLDL-C; no_HDL-C; disminuir los triglicéridos; disminuir el colesterol;
disminuir los niveles plasmaticos de lipoproteina a (Lp(a)); inhibir la generacion de
apolipoproteina A (apo(A)).
77. Un método para la prevencion y/o el tratamiento de una enfermedad cardiovascular
que comprende una etapa de administrar una cantidad farmacéuticamente activa de un
derivado de insulina de acuerdo con cualquiera de las modalidades anteriores 1-58.
78. Un método para el tratamiento o la prevencion de diabetes, diabetes de tipo 1,
diabetes del tipo 2, alteracion de la tolerancia a la glucosa, hiperglicemia, dislipidemia,
obesidad, sindrome metabolico (sindrome metabdlico X, sindrome de resistencia a la
insulina), hipertension, trastornos cognitivos, aterosclerosis, infarto de miocardio, accidente
cerebrovascular, trastornos cardiovasculares, enfermedad de las arterias coronarias,
sindrome inflamatorio intestinal, dispepsia, o Ulceras gastricas, cuyo método comprende la
administracion a un sujeto que lo necesite una cantidad con eficacia terapéutica de un
derivado de insulina humana de acuerdo con cualquiera de las modalidades 1-58.
79. Un producto intermedio que comprende una estructura principal seleccionada del
grupo que consiste en:

i. Al4E, B5Y, B26A, B28K, desB29-30 (SEQ ID NO: 3y 4)

ii. AIl4E, B5Y, B26G, B28K, desB29-30 (SEQ ID NO: 3y 5)

iii. BS5Y, B26A, B28K, desB29-30 (SEQ IDNO: 1y 7)
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iv. B5Y, B26G, B28K, desB29-30 (SEQ ID NO: 1y 8)
v. B5Y, B28K, desB29-30 (SEQ ID NO: 1y 9)
vi. Al4E, B5F, B26G, B28K, desB29-30 (SEQ ID NO: 3y 10)
vii. B5F, B28K, desB29-30 (SEQ ID NO: 1y 11)
viii. B5Y, B26K, desB27-desB30 (SEQ ID NO: 1y 12)
ix. B5Y, desB30 (SEQ ID NO: 1y 13)
X. B5Y, B26G, desB30 (SEQ ID NO: 1y 14)
xi. B5Y, B26A, desB30 (SEQ ID NO: 1y 15)
xii. B5F, B26A, B28K, desB29-30 (SEQ ID NO: 1y 6)
xiii. B5Y, B26A, B28K, desB29-30 (SEQ ID NO: 1y 4)
xiv. B5Y, B26G, B28K, desB29-30 (SEQ ID NO: 1y 5)
xv. B5F, B26G, B28K, desB29-30 (SEQ ID NO: 1y 10)
xvi. Al4E, B5F, B26A, B28K, desB29-30 (SEQ ID NO: 3y 6)
xvii. Al4E, B5Y, B26A, B28K, desB29-30 (SEQ ID NO: 3y 7)
xviii.  Al4E, B5Y, B26G, B28K, desB29-30 (SEQ ID NO: 3y 8)
Xix. Al4E, B5Y, B28K, desB29-30 (SEQ ID NO: 3y 9)
xx. Al4E, B5F, B28K, desB29-30 (SEQ ID NO: 3y 11)
xxi. Al4E, B5Y, B26K, desB27-desB30 (SEQ ID NO: 3y 12)
xxii.  Al4E, B5Y, desB30 (SEQ ID NO: 3y 13)
xxiii. Al4E, B5Y, B26G, desB30 (SEQ ID NO: 3y 14)
xxiv. Al4E, B5Y, B26A, desB30 (SEQ ID NO: 3 y 15) o una sal, amida o éster
aceptable farmacéuticamente de este.
80. Un método para determinar la selectividad de un compuesto que comprende las
siguientes etapas:
e medir la fosforilacion de AKT méxima inducida por dicho compuesto con relacion a la
insulina humana
e medir la activaciébn maxima de ERK inducida por el compuesto A con relacion a la
insulina humana,
en donde la relacion ERK/AKT es menor que 1.
81. EIl método de la modalidad 80, en donde dicho compuesto es un compuesto de
insulina.
82. El método de la modalidad 81, en donde dicho compuesto de insulina es un
compuesto de las modalidades 1-58.
EJEMPLOS
METODOS FARMACOLOGICOS
Ensayo (I) biologia in vitro

Unidn del receptor de insulina

La afinidad de union relativa de los derivados de insulina de la invencion para el receptor

de insulina humana (IR) se determiné mediante unidn por competencia en un ensayo de
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proximidad de centelleo (SPA) (de acuerdo con Glendorf T y otros; Biochemistry 2008 47
4743-4751).

En breve, se realizaron diluciones seriadas de un estandar de insulina humana y de un
derivado de insulina en placas de 96 pocillos seguido de la adicion de perlas de SPA (anti-
raton poliviniltolueno SPA Beads, GE Healthcare), anticuerpo de raton anti-IR 837 (puede
comprarse de, por ejemplo Thermo Fisher Scientific), IR-A humano solubilizado
(purificada a partir de células de rifion hamster recién nacido (BHK) que sobreexpresan IR-
A), e insulina humana marcada [**I-TyRal4] en tampén de unién. Después de la
incubacidn, las placas se centrifugaron y se contaron en un TopCount NXT (Perkin-Elmer
Life Sciences).

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

Las afinidades de unidn relativas del derivado de insulina representativo de la invencion se
enumeran en la Tabla 1, mas abajo. La Figura 1 muestra las curvas representativas de unién
al receptor para la insulina humana y el Compuesto del Ejemplo 15 de un ensayo de union
por competencia con IR-A solubilizado.

Fosforilacion del receptor de insulina (IRpY1158)

El efecto de los derivados de insulina de esta invencidn sobre la activacion del receptor de
insulina (IR) se evalué mediante la capacidad de los derivados de insulina para fosforilar el
residuo de tirosina en la posicion 1158 del receptor de insulina, como se describe en
Hansen BF y otros; PLOS One May 2012 7 e34274.

En breve, las células CHO-hIR (células de ovario hamster chino que sobreexpresan el
receptor de insulina A) se estimularon con concentraciones crecientes de analogos de
insulina durante 30 min, se lavaron en solucion salina tamponada con fosfato frio (PBS), se
congelaron a presion y se lisaron en tampén de lisis. Cantidades iguales de proteina se
cargaron en pocillos de Fosfo-IR-ELISA (IRpY1158), y la fosforilacion se midio de
acuerdo con el protocolo del fabricante (Invitrogen).

La respuesta maxima de un derivado de insulina de la invencion en el nivel de fosforilacion
del receptor de insulina se determind mediante la medicion del nivel de fosforilacion del
receptor de insulina en presencia de cantidades crecientes de dicho derivado de insulina
para obtener una curva de respuesta a la dosis. Una curva de respuesta a la dosis estandar se
definié por cuatro parametros: la respuesta inicial (parte inferior), la respuesta maxima
(superior), la pendiente, y la concentracion del farmaco que provocaron la mitad de la
respuesta entre el valor de referencia y el maximo (EC50).

Las curvas de respuesta a dosis de la fosforilacion de receptores de insulina se ajustaron
mediante la regresion no lineal (modelo de cuatro parametros (Y=Fondo + (Superior-
inferior)/(1+10"((LogEC50-X)*HillSlope))) mediante el uso de GraphPad Prism 7 del

programa informéatico GraphPad Inc. Los parametros estimados se usaron para calcular el
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valor de % max para cada ligando como  (superior(  analogo)-
Inferior(analogo))*100/(superior(insulina)- inferior(insulina)).

Los % de los valores maximos calculados del derivado de insulina representativo de la
invencion se enumeran en la Tabla 1, a continuacion. La Figura 2 muestra los ejemplos de
curvas de respuesta a dosis para la insulina humana y el compuesto del Ejemplo 15 de un
ensayo de fosforilacion de IRpY1158 en células CHO-hIR que sobreexpresan el IR-A.

Por lo tanto, de las Figuras 1 y 2 puede observarse como un compuesto representativo de la
invencion, es decir, el compuesto del Ejemplo 15, fue totalmente capaz de desplazar la
insulina humana del receptor de insulina (Figura 1), pero solo induce la fosforilacion
subméxima del receptor de insulina (Figura 2.).

Senalizacion del receptor de insulina

La sefializacién del receptor de insulina (IR) de los analogos de esta invencion mediante las
vias de AKT y ERK se evalud ya sea por técnica tradicional de transferencia Western o
mediante el uso de Surefire, la técnica alphascreen.

Transferencia Western

En breve, las células CHO-hIR se estimularon durante 10 min con concentraciones
crecientes del andlogo de insulina, se lavaron en PBS frio, se congelaron a presion y se
lisaron en tampdn de lisis (Biosource). Cantidades iguales de proteinas se cargaron en geles
y se transfirieron a membranas de nitrocelulosa. Se visualizaron AKT y ERK fosforilados
con anticuerpos fosfo-AKT (Ser473) (Cell Signalling #9271) y pMAPK 44/42 ERK1/2
generados en conejos (Cell Signalling # 4376), respectivamente. Las intensidades de banda
se evaluaron mediante el uso de un LAS3000 (Fuji).

Surefire

Las células se sembraron en placa de cultivo de tejido de 96 pocillos y el dia después se
estimularon con insulina o con el derivado de insulina durante 10 min a 37 °C y se
analizaron de acuerdo con el protocolo de fabricacion (AKT1/2/3 (p-Ser473) cat #
TGRA4S10K y ERK1/2 p-T202/Y204 Cat # TGRESB10K)

El valor de respuesta (Span) para cada analogo se calculé mediante el uso de la regresion
no lineal en GraphPad Prism 7 del programa informéatico GraphPad Inc y se expresé como
porcentaje de la respuesta de insulina (% méax de AKT o0 % max de ERK)

Las Figuras 3 y 4 muestran curvas de respuesta a dosis representativas para la insulina
humana y el Compuesto del Ejemplo 15 a partir de un ensayo de fosforilacion de AKT y un
ensayo de fosforilacion ERK en células CHO-hIR que sobreexpresan el IR-A y muestran
coémo un compuesto representativo de la invencion, es decir, el Compuesto del Ejemplo 15,
induce una activacion submaxima mas baja de ERK que de AKT en comparacion con la
insulina humana. Los valores calculados (% max ERK/% max de AKT) de los analogos de
insulina representativos de la invencion y los derivados de insulina de referencia se
enumeran en la Tabla 1.

Los resultados dados en la Tabla 1 muestran que solo los derivados de insulina que inducen

una fosforilacion del receptor de insulina menos del 65 % de la respuesta maxima inducida
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por la insulina humana tienen un efecto subméaximo menor sobre la activacion de ERK
(fosforilacion) que en la activacion de AKT (fosforilacion), en comparacion con el efecto
de la insulina humana.

Potencia en ensayo de células grasas libres de rata (lipogénesis)

La potencia metabdlica de los derivados de insulina de la invencion se determind por la
lipogénesis mediante el uso de adipocitos aislados de rata. Los ensayos se llevaron a cabo
en gran parte como se describe en Moody AJ y otros; Horm Metab Res 1974 6 12-16 (una
version modificada del ensayo descrito en Rodbell M; J Biol Chem 1964 239 375-380).
Brevemente, las almohadillas de grasa epididimal se retiraron de ratas Sprague-Dawley
muertas y se colocaron en tampon de degradacién con colagenasa (Worthington) para
degradar las almohadillas de grasa en una suspension de células individuales. La
suspension celular se lavd con PBS y las células se suspendieron en tampén Krebs
complementado con HSA 0.1 o 1 % (A-1887, Sigma) y HEPES. Las alicuotas de
suspension celular se incubaron con solucién de glucosa que contiene D-[3-*H]glucosa
(PerkinElmer) y concentraciones crecientes de insulina humana estandar o derivados de
insulina. La incubacién se detuvo por adicion de MicroScint-E (PerkinElmer), y las placas
se contaron en un TopCount NXT (PerkinElmer).

Los datos se analizaron de acuerdo con el modelo logistico de cuatro pardmetros (Velund
A; Biometrics 1978 34 357-365) y se calcularon las potencias metabodlicas de los analogos
con respecto a la del estandar de insulina humana medida dentro de la misma placa.

Las potencias metabdlicas de los derivados de insulina representativos de la invencion se
enumeran en la Tabla 1, mas abajo. La Figura 5 muestra un compuesto representativo de la
invencion, es decir,. el compuesto del Ejemplo 15, tienen el mismo efecto maximo que la
insulina humana en la estimulacion de la lipogénesis en los adipocitos de rata primarios.

Aislamiento de hepatocitos de rata

Los hepatocitos de rata se aislaron a partir de ratas Sprague-Dawley masculinas mediante
perfusion retrograda del higado con colagenasa (Sigma) mediante el uso de una version
modificada de Berry M N y Friend D S; J Cell Biol 1969 43 506-520.

Los hepatocitos se lavaron en medio 199 (Gibco) suplementado con insulina humana,
dexametasona y suero fetal bovino (Gibco), se sembraron en placas recubiertas de colageno
(BD BioCoat, BD Biosciences) y se dejaron adherirse a la placa durante 1-4 horas.

Estimulacion de sintesis de glucdgeno en hepatocitos primarios de rata

El efecto de los andlogos de insulina de esta invencion sobre la estimulacion de la
acumulacién de glucogeno se determind en hepatocitos primarios (ver el procedimiento de
aislamiento anterior) mediante el uso de un método enzimatico especifico y simple
denominado ensayo PAS (&cido periddico-Schiff) adaptado de M. Kilcoyne y otros,
Analytical Biochemistry 416 (2011) 18-26. Este método es una adaptacion de la tincion
con el reactivo de PAS para un ensayo colorimétrico de placa de microtitulacion. Los
hepatocitos primarios de rata se cultivaron en placas de 96 pocillos con diversas

concentraciones de insulina humana o derivado de insulina durante 18-24 horas. Para
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determinar el contenido de glucdgeno celular, los hepatocitos se lisaron en Triton al 1 %
durante 30 minutos en un agitador a temperatura ambiente. Se afiadio solucion de &acido
periodico (0.1 % &cido periddico + 7 % écido acético en agua MQ) (Acido periodico 3951,
Sigma) a cada pocillo y se mezcl6é con agitador durante un min. Las placas se incubaron
después durante 90 min a 37 °C permitiendo la oxidacion de los grupos hidroxilo de
glucosa a aldehidos. Después se agregd solucion de Schiff y la placa se protegié de la luz,
se agitd durante 5 min antes de dejar que se parara durante 25 min a temperatura ambiente.
Después se midid la absorbancia a 550 nm mediante el uso de un espectrofotometro
SpectrAmax. Los datos se analizaron en el GraphPad Prism 7 y se calculd la potencia
metabolica relativa del andlogo de insulina como la relacion entre los valores estimados de
EC50 para la insulina humana y el anélogo de la insulina.

Las potencias de los derivados de insulina representativos para la invencion en la
acumulacién de glucdgeno en hepatocitos se enumeran en la Tabla 1, mas abajo. La Figura
6, un compuesto representativo de la invencion, es decir, el compuesto del Ejemplo 15,
tiene el mismo efecto maximo que la insulina humana en la estimulacion de la acumulacion
de glucogeno en hepatocitos primarios de rata.

Expresién génica

El efecto de los derivados de insulina de esta invencion en la expresion génica se determino
por reaccion en cadena de la polimerasa en tiempo real cuantitativa (RT-PCR) en ADNc
aislado de hepatocitos primarios de rata (ver el procedimiento de aislamiento anterior).

Un dia después del aislamiento, los hepatocitos se trataron con glucagon durante dos horas
en medio de ensayo 199 (Gibco) suplementado con dexametasona 1 uM y HSA 0.1 % (A-
1887, Sigma). Después de la incubacién previa, las células se trataron con insulina humana
o derivado de insulina en medio de ensayo durante 16 horas, y se cambi6 a medio fresco
después de 2, 4 y 6 horas.

Se extrajo el ARN y se purificd a partir de hepatocitos mediante el uso del kit RNeasy Mini
Kit (Qiagen). Se produjo ADNc a partir de ARN mediante el uso del kit de sintesis de
cDNA iScript (Bio-Rad). La expresion génica se determind mediante el uso de la mezcla
maestra TagMan Fast Advanced Master y el cebador/sonda a demanda (Applied
Biosystems; Ppib #Rn03302274 _m1 rFAS #Rn00565347_m1; rG6Pc #Rn00565347_m1).
La expresion génica se normalizo con respecto a la expresion de Ppip (cycb, ciclofilina b) y
se ajusto a una curva de respuesta a dosis sigmoidal mediante el uso de GraphPad Prism 7
del programa informético GraphPad Inc.

Las Figuras 7 y 8 muestran curvas de respuesta a dosis representativas para la insulina
humana y el Compuesto del Ejemplo 15, a partir de ensayos cuantitativos de RT-PCR para
fasn y g6pc realizado en el ADNCc aislado de hepatocitos de rata primarios. Los resultados
dados en las Figuras 7 muestran cdmo un compuesto representativo de la invencion, es
decir, compuesto del Ejemplo 15, induce una induccién subméaxima de ARNm de FAS, en

comparacion con la insulina humana.
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La Figura 8 muestra un compuesto representativo de la invencion, es decir, compuesto del
Ejemplo 15, que inhibe la expresion de ARN G6Pc al mismo nivel que la insulina humana
en hepatocitos primarios de rata.

Lipogénesis de novo

El efecto de los derivados de insulina de la presente invencién en la sintesis de novo de
lipidos (DNL) se determind en hepatocitos primarios (ver el procedimiento de aislamiento
anterior) mediante el uso de acetato marcado.

Un dia después del aislamiento, los hepatocitos se incubaron en medio de ensayo (Medio
199 (Gibco), HSA (Sigma)) suplementado con glucosa (Sigma) e insulina humana o
derivado de insulina durante 24 horas. Después de la incubacion previa, los hepatocitos se
trataron en medios de ensayo con insulina humana o derivado de insulina y acetato marcado
con C* (PerkinElmer) durante 24 horas. Después de la incubacion, las células se lavaron en
PBS y se lisaron con MicroScint-E (PerkinElmer).

La incorporacion de acetato radioactivo en lipidos (DNL) se determiné mediante el uso de
un TopCount NXT (PerkinElmer Life Sciences) y los resultados se ajustaron a una curva de
respuesta a dosis sigmoidal mediante el uso de GraphPad Prism 7 del programa informatico
GraphPad Inc.

La Figura 9 muestra curvas representativas de respuesta a dosis para la insulina humana y
el compuesto del Ejemplo 15 de una lipogénesis de novo en hepatocitos primarios de rata y
muestra cdmo un compuesto representativo de la invencion, es decir, el compuesto del
Ejemplo 15, exhibe una respuesta subméxima en la lipogénesis de novo en los hepatocitos
primarios de rata.

Tabla 1A: Actividad bioldgica in vitro

Compuesto Lipogénesis | Lipogénesis | ELISA de

del Ejemplo | UnibnahlR | HSAal0.1 |HSAall1% |hIR % max

nam. IC50 (% de | % EC50 pY1158 ERK/%
insulina EC50 (% de | (% de méax (% de max AKT
humana) insulina insulina insulina

humana) humana) humana)

1 8 0.82 0.15 32 0.38

2 10 0.86 0.21 43 0.47

3 8 0.04 0.01 17 0.35

4 4 0.14 0.07 19 0.37

5 8 0.14 0.07 31 0.48

6 5 0.14 0.06 36 0.45

7 9 0.20 0.09 39 0.61

8 10 1.76 0.72 25 0.32

9 12 0.40 0.49 14 0.29

10 14 0.68 0.11 10 0.27
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11 10 0.05 0.02 3 0.07
12 12 0.10 0.02 10 0.25
13 10 0.26 0.05 11 0.15
14 10 0.26 0.05 16 0.25
15 10 0.29 0.09 16 0.25
16 7 0.08 0.05 20 0.38
17 7 0.18 0.16 37 0.53
18 6 0.32 0.26 14 0.35
19 7 0.04 0.02 15 0.21
20 20 0.34 0.14 23 0.23
21 12 0.39 0.43 37 0.54
22 17 0.21 0.15 26 0.36
23 23 0.29 0.17 28 0.36
24 34 0.39 0.21 30 0.42
25 15 0.14 0.12 26 0.50
26 14 0.50 0.24 21 0.37
27 19 0.11 0.09 35 0.47
28 15 0.24 0.16 12 0.30
29 16 0.37 0.17 17 0.32
30 12 0.17 0.11 14 0.25
31 12 0.26 0.20 7 0.34
32 4 0.12 0.05 32 0.40
33 7 0.08 0.05 6 0.20
34 3 0.09 0.03 27 0.27
35 4 0.02 0.01 10 0.31
36 9 0.03 0.01 10 0.26
37 6 0.01 0.01 2 ND
38 4 0.03 0.01 6 0.33
39 4 0.05 0.01 24 0.41
40 11 1.42 0.16 58 0.84
41 3 0.22 0.16 40 0.66
42 12 2.21 0.41 8 0.19
43 7 1.08 0.32 13 0.30
44 8 0.09 0.02 7 0.36
45 4 0.13 0.08 6 0.29
46 3 ND 0.03 20 0.27

ND: No determinado
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Compuesto » L Lipogénesis | ELISA de ’
Unidn a Lipogénesis % max
comparador HSAal1% | hIR
hIR HSA al 0.1 % ERK/%
EC50 pY1158 ’
IC50 (% EC50 (% de ’ max
_ ) ) ) (% de max (% de
de insulina | insulina ) ) ) _ AKT
insulina insulina
humana) humana)
humana) humana)
Insulina
100 100 100 100 1
humana
Comparador
] 47 71 56 93 0.84
num. 1
Comparador
) 27 44 43 93 0.82
num. 2
Comparador
] 54 37 35 132 0.85
num. 3
Comparador
) 45 58 39 95 0.84
num. 4
Comparador
nam. 5
Comparador de
13 ND 0.7 69 0.81
PK que se usa
en el ensayo
(1
Insulina lispro | 119 ND ND 104 0.85
Insulina aspart | 83 ND ND 95 0.79
Insulina
20 3.8 0.8 87 0.97
degludec
Insulina
_ 79 ND 68.9 104 0.85
glargina

Ensayo (1) Estudio subcronico in vivo con ratones diabéticos

Animales y compuestos

Los ratones machos C57BL/6J de Jackson Laboratory de 12 semanas de edad con obesidad
inducida por la dieta (DIO) bajo la dieta de investigacion D12492 alta en grasa, se
mantuvieron durante dos semanas en las instalaciones, y después, bajo una anestesia breve
con gas anflurano, se volvieron diabéticos mediante una inyeccion subcutanea (s.c.) de 150
mg/kg de estreptozotocina (STZ) (Sigma). Se permitidé que los animales desarrollaran una
diabetes estable durante dos semanas, antes de asignarse a grupos de tratamiento basados en
las mediciones del peso corporal, los niveles de glucosa en sangre y los niveles de

hemoglobina glicosilada (Hbalc) en sangre. Los animales se alojaron bajo condiciones
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estandar de iluminacion y temperatura, y tuvieron acceso a la dieta D12492 ad lib y agua en
todo momento.

Los animales se asignaron a tratamiento con vehiculo (n=16), o a diferentes dosis ya sea del
Comparador PK (comparador num. 5) o el compuesto del ejemplo 15 (n=26 por grupo de
dosis).

Los compuestos de prueba, es decir, el comparador PK (comparador num. 5) y el
compuesto del ejemplo 15, se formularon en fosfato 5 mM, cloruro de sodio 140 mM y 70
ppm de polisorbato 20.

El Comparador PK (comparador num. 5) es un derivado de insulina acilado, pero no
parcial.

Protocolo de tratamiento

Los animales se trataron durante seis semanas, con inyecciones s.c. dos veces al dia con el
tratamiento que se asigna. Las inyecciones se aplicaron con 12 horas de diferencia, en los
horarios de 07:30-08:30 y de 19:30-20:30 todos los dias. EI volumen de dosis fue de 2
ml/kg, y las inyecciones se administraron con un dispositivo de inyeccién NovoPen®.

Los animales se midieron regularmente para determinar los niveles de peso corporal y
glucosa en sangre, a lo largo del estudio, y los niveles de HbAlc en sangre y la
composicion corporal se midieron al inicio y al finalizar el estudio. Ademas, se evalud el
nivel de exposicion plasmatica del Comparador PK (comparador nim. 5) y el compuesto
del ejemplo 15.

Métodos analiticos

Se determinaron las concentraciones de glucosa en sangre mediante la dilucion de la sangre
total en solucion tampon EBIO, seguido de medicién en un autoanalizador EKF Diagnostic
Biosen.

Se determinaron los niveles de HbAlc en sangre mediante la dilucion de la sangre total en
tampon de hemdlisis, seguido de medicién en un autoanalizador Hitachi Cobas 6000, y
mediante el uso de un kit de HbAlc de Roche Diagnostics.

Se determind la composicion corporal de ratones sin anestesiar para determinar la masa de
grasa y la masa magra mediante la exploracion por resonancia magnética cuantitativa
(EchoMRI-100TM, Echo Medical Systems).

Se determino el contenido de TG hepético en muestras de tejido hepatico, que se colectd
inmediatamente después de la eutanasia. Después de la homogeneizacion, la saponificacion
y la centrifugacién de la muestra de higado, se midié la concentracion de TG en el
sobrenadante en un analizador Hitachi Cobas 6000 (Roche). Después se dividio el
contenido de TG con la masa de la muestra de higado homogeneizado original y se expreso
como pumol de TG por mg de tejido hepatico.

La funcion endotelial se evalud ex vivo en grupos con coincidencia de HbAlc (vehiculo
n=12, comparador PK (comparador nim. 5) n=15 y compuesto del ejemplo 15 (n=15)
mediante el uso de vasorelajacion inducida por ACh en arterias mesentéricas que se

montaron en un miografo de alambre. Las arterias se constrifieron previamente al 70 % del
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tono maximo con fenilefrina seguida de estimulacion con ACh en dosis crecientes de
manera acumulativa.

Se determinaron los niveles de exposicion plasmatica del Comparador PK (comparador
num. 5) y del compuesto del ejemplo 15, a través del analisis de muestras de plasma
mediante el uso de inmunoensayos luminiscentes de canalizacion de oxigeno (LOCI)
propios.

Las Figuras 10-14 muestran curvas representativas para los niveles de HbAlc, peso
corporal, masa corporal, TG hepéticos y vasorelajacion de arterias mesentéricas estimulada
con ACh a partir de un estudio subcronico in vivo en ratones diabéticos STZ-DIO
dosificados por via subcuténea dos veces al dia durante seis semanas con el vehiculo, el
Comparador PK (comparador nim. 5), y un analogo representativo de insulina de la
invencion, es decir, el compuesto del ejemplo 15.

Los experimentos en animales mostraron que el tratamiento de ratones diabéticos
alimentados con una dieta rica en grasa con los derivados de insulina de la invencion puede
disminuir los niveles de glucosa en sangre de manera similar a la farmacocinética del
comparador (PK) (comparador nim. 5). EI Comparador PK (comparador nim. 5) es un
analogo de insulina acilada que no es un agonista parcial de la fosforilacion del receptor de
insulina, sino que tiene un perfil PK en ratones similar al del compuesto del ejemplo 15 de
la presente invencion.

El tratamiento subcronico (6 semanas) de ratones diabéticos, alimentados con una dieta rica
en grasa con un derivado de insulina representativo de la invencién, es decir, el compuesto
del ejemplo 15, frente a un comparador PK (comparador num. 5) que se dosifico para
alcanzar el mismo nivel del control glicémico (medido por niveles de HbAlc), di6 como
resultado un aumento de peso en la masa de grasa corporal menor, una reduccion de los
triglicéridos hepaticos (TG) aumentada y una vasorelajaciéon estimulada con acetilcolina
(ACh) ex vivo mejorada.

Por lo tanto, la presente invencion proporciona derivados de insulina, que son capaces de
reducir los niveles de glucosa en sangre, pero tienen efectos mejorados sobre los procesos
que se relacionan con el metabolismo de los lipidos, tales como menor ganancia de peso,
menor aumento en la masa de grasa corporal y disminucion de los TG hepaticos
aumentada, asi como funcion endotelial mejorada con respecto a un comparador
equivalente a PK.

LISTA DE ABREVIATURAS

ACh — Acetilcolina

AKT - Proteina cinasa B (PKB)

BHK — Rifion de hamster recién nacido

CHO - Ovario de hamster chino

CPM — Conteos por minuto

CVD - Enfermedades cardiovasculares

D10 - Obesidad inducida por la dieta
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DNL — lipogénesis de novo

DPM — Desintegraciones por minuto

ELISA — Ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimas

ERK - Cinasa regulada extracelularmente (también se conoce como MAPK)

FAS — acido graso sintasa

G6Pc — Glucosa-6-fosfatasa

HbA1c: hemoglobina glicosilada

HEPES — Acido 4-(2-hidroxietil)-1-piperazinaetanosulfénico

HI — Insulina humana

HSA — Albdmina sérica humana

IR — Receptor de insulina

IR-A — Isoforma A del receptor de insulina

LOCI - inmunoensayos luminiscentes de canalizacion de oxigeno

MAPK - Proteina cinasa activada por mitdgeno (también se conoce como ERK)

NAFLD — Enfermedades de higado graso no alcohdlico

PAS — Solucién de acido periodico

PBS — Solucién salina tamponada con fosfato

PK — farmacocinética

PKB — Proteina cinasa B (también se conoce como AKT)

Ppip — Ciclofilina b (cycB)

RT-PCR - reaccién en cadena de la polimerasa en tiempo real

SPA — ensayo de proximidad de centelleo

SREPBI1c - Factor de transcripcion de union al elemento regulador de esteroles 1c

STZ — estreptozotocina

STZ-DIO - obesidad inducida por la dieta y tratamiento con estreptozotocina

TG - Triglicéridos

ESTABILIDAD

La estabilidad de los derivados de insulina de esta invencion se evalué mediante el uso de
Calorimetria Diferencial de Barrido (DSC) y Cromatografia de Exclusién por Tamafio
(SEC)

Evaluacion de la autoasociacion y la estabilidad de derivados de insulina mediante
Calorimetria Diferencial de Barrido (DSC)

Formulacion

Los derivados de insulina se disolvieron a alrededor de 0.2 mM y el pH se ajusto a
alrededor de 7.6 con hidroxido de sodio y acido clorhidrico. La concentracion se determino
por SEC Waters PROTEIN PAK 125 (250*8 mm) con un eluyente que contiene acido
acético 2.5 M, L-arginina 4 mM vy acetonitrilo 20 % (V/V) a una tasa de flujo de 1 ml/miny
temperatura ambiente. Deteccion a 280 nm contra una insulina humana de referencia

mediante el uso de la correccidn del coeficiente de absorcion de acuerdo con Pace.
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Para una concentracion final del derivado de insulina de 0.1 mM se afiadio, fenol 16 mM,
fosfato 7 mM, NaCl 10 mM vy acetato de zinc 0.1 mM. EIl pH se ajustd a 7.4 con &cido
clorhidrico e hidroxido de sodio.

La recoleccion de datos se realizd mediante el uso de un MicroCal VP-Capillary DSC
(Malvern Instruments Ltd). Todas las exploraciones se realizaron con un vehiculo (la
misma composicion que las muestras de insulina pero sin insulina ni acetato de zinc) en la
celula de referencia de 20 °C a 110 °C a una velocidad de exploracion de 4 °C/min. El
modo de retroalimentacion del instrumento se establece en “bajo” y el periodo de filtracion
de datos se configura en 2 segundos. De cada exploracion de la muestra se sustrajo una
exploracion de referencia tampon-tampén (se realizd con el vehiculo que se menciono
anteriormente) antes de la normalizacion de la concentracion y la creacion de la linea base.
Debe sefialarse que el complejo de insulina zinc podria estar en estados de asociacion
diferentes del hexamérico con respecto a la insulina, pero con respecto a la simplificacion
del complejo de insulina estabilizada con zinc se denomina como hexamérico.

Se compararon la (Taparicisn) Y €l punto medio del pico desplegado del hexamero (Tm hexamer)
con los diferentes derivados de insulina y los valores de Taparicion Y Tm hexamero S€ muestran en
la Tabla 2. Los resultados muestran como las mutaciones B5Tyr y B5Phe tienen un efecto

altamente estabilizante en el hexdmero de zinc-insulina.

Tabla 2: Datos de estabilidad

Compuesto Tm, Tm, SEC, % > SEC, % >
apariciéon | hexamero hexamero hexamero
(°C) (°C) 3Zn/6 ins 6Zn/6 ins
Compuesto del Ejemplo1 | 71.3 83.8 100 100
Compuesto del Ejemplo2 | 77.3 92.1 ND ND
Compuesto del Ejemplo 3 | 73.7 88.6 100 100
Compuesto del Ejemplo 4 | 77.2 91.7 96.7 97.1
Compuesto del Ejemplo5 | 67.9 82.2 98.3 97.5
Compuesto del Ejemplo6 | 75.4 90.3 86.7 92.4
Compuesto del Ejemplo 7 | 74.1 89 ND ND
Compuesto del Ejemplo 8 | 59.1 85 96.1 93
Compuesto del Ejemplo 9 | 56.5 89.4 85.5 74.1
Compuesto del Ejemplo 10 | 71.7 82.1 915 88.5
Compuesto del Ejemplo 11 | 67 79.4 95.4 93.2
Compuesto del Ejemplo 12 | 66 77.3 89.4 76.3
Compuesto del Ejemplo 13 | 68.5 79.4 92.8 96.5
Compuesto del Ejemplo 14 | 71.5 82.3 78.5 87.3
Compuesto del Ejemplo 15 | 69.9 81 97.1 ND
Compuesto del Ejemplo 16 | sefial baja | sefial baja 78.7 51.4
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Compuesto del Ejemplo 17 | sefal baja | sefial baja 21.7 71.1
Compuesto del Ejemplo 18 | 64.3 76.9 90.4 90.1
Compuesto del Ejemplo 19 | 60 73.6 80.7 74.2
Compuesto del Ejemplo 20 | sefial baja | sefial baja 88.1 76.3
Compuesto del Ejemplo 21 | ND ND ND ND
Compuesto del Ejemplo 22 | sefial baja | sefial baja 93 68.6
Compuesto del Ejemplo 23 | sefial baja | sefial baja 42.5 44.1
Compuesto del Ejemplo 24 | sefial baja | sefial baja 26.8 26.9
Compuesto del Ejemplo 25 | sefial baja | sefial baja 52 67.1
Compuesto del Ejemplo 26 | sefial baja | sefial baja ND ND
Compuesto del Ejemplo 27 | sefial baja | sefial baja 18 42.5
Compuesto del Ejemplo 28 | 67 78.5 ND ND
Compuesto del Ejemplo 29 | sefial baja | sefial baja ND ND
Compuesto del Ejemplo 30 | 68.9 79.7 95.4 98.9
Compuesto del Ejemplo 31 | 67.9 97.7 91.7 86.5
Compuesto del Ejemplo 32 | 67.2 78.4 76.9 89.7
Compuesto del Ejemplo 33 | 67.4 98.2 ND ND
Compuesto del Ejemplo 34 | 67.7 78.9 84.4 89.6
Compuesto del Ejemplo 35 | 67.6 914 91.4 91.4
Compuesto del Ejemplo 36 | 68.5 80.6 95.9 92
Compuesto del Ejemplo 37 | 60.8 74.1 74.2 64.7
Compuesto del Ejemplo 38 | 70.1 101.8 ND ND
Compuesto del Ejemplo 39 | 76.3 97.3 ND ND
Compuesto del Ejemplo 40 | 90.7 103.1 ND ND
Compuesto del Ejemplo 41 | 67.8 82.6 ND ND
Compuesto del Ejemplo 42 | 71.1 84 90.2 97.4
Compuesto del Ejemplo 43 | 71.8 82.7 89 97
Compuesto del Ejemplo 44 | 71.2 82.9 89 81
Compuesto del Ejemplo 45 | 73.6 84.3 86.2 80.5
Compuesto del Ejemplo 46 | 72 102 82.7 79.9
Insulina aspart 52 72 ND ND
Comparador 1 ND ND ND ND
Comparador 2 ND ND ND ND
Comparador 3 ND ND ND ND
Comparador 4 ND ND ND ND
Comparador 5 ND ND ND ND
Comparador 6 56.6 75 100 78
Comparador 7 44.5 68.8 100 90
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Comparador 8 59.5 79 100 96

Comparador 9 sefial baja | sefial baja 45.1 77.6

ND: no determinado

Evaluacion de la autoasociacion del derivado de insulina mediante cromatografia de
exclusion por tamarnio (SEC)

La cromatografia de exclusion por tamafio (SEC) es un método comun para evaluar la
autoasociacion del derivado de insulina.

Formulacion

Los analogos de insulina se disolvieron a alrededor de 2 mM y el pH se ajustd a 7.6 con
hidroxido de sodio y &cido clorhidrico. Se determind la concentracién por SEC Waters
PROTEIN PAK 125 (250*8 mm) con un eluyente que contiene acido acético 2.5 M, L-
arginina al 0.065 % y acetonitrilo al 20 %(V/V) a una tasa de flujo de 1 ml/min y
temperatura ambiente. Deteccion a 280 nm contra una insulina humana de referencia
mediante el uso de la correccion del coeficiente de absorcion de acuerdo con Pace CN,
[Pace CN, Protein Science (1995) 4, 2411-2433].

Para una concentracion final del derivado de insulina de 0.6 mM se afiadi6 1.6 % de
glicerol, fenol 30 mM, tris(hidroximetil)aminometano 7 mM vy acetato de zinc 0.3 mM. El
pH se ajusto con acido clorhidrico e hidréxido de sodio a pH 7.6.

Para simular la condicion de formulacion del derivado de insulina el eluyente incluyo fenol
16 mM, cloruro de sodio 20 mM, vy tris(hidroximetil)aminometano 10 mM ajustado a pH
7.3 con écido clorhidrico. Se us6 la columna ACQUITY UPLC® BEH200 (150*4.6 mm, d
= 1.7 um) de Waters Corporation, Milford, MA, Estados Unidos. El flujo fue de 0.3
ml/min, volumen de inyeccion de 20 ul y deteccién ultravioleta a 286 nm. La temperatura
de la columna se mantuvo a 23 °C.

Las Figuras 15-19 muestran cromatogramas representativos de los experimentos de SEC.
La Figura 15 muestra como un compuesto comparador es decir, el Comparador 9, fue
inestable en la formulacidén ya que varios picos son amplios y prolongados y muestran
varios estados de autoasociacion solapados. En contraste los resultados que se ofrecen en
las Figuras 16-19 muestran como los compuestos representativos de la invencion, es decir,
los compuestos de los ejemplos nim. 3, 11, 12 y 15 son estables en la formulacion ya que
los cromatogramas mostraron un unico pico agudo predominante.

Aunque determinadas caracteristicas de la invencion se han ilustrado y descrito en la
presente descripcion, muchas modificaciones, sustituciones, cambios y equivalentes seran
evidentes para un experto en la técnica. Por lo tanto, debe entenderse que las modalidades
adjuntas se destinan a cubrir todas estas modificaciones y cambios ya que caen dentro del
verdadero espiritu de la invencion.

METODOS GENERALES DE PREPARACION

Los siguientes ejemplos y procedimientos generales se refieren a compuestos intermedios y

productos finales que se identificaron en la especificacidn y en los esquemas de sintesis. Se
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describe en detalle la preparacion de los compuestos de la presente invencién mediante el
uso de los siguientes ejemplos, pero las reacciones quimicas descritas se describen en
términos de su aplicabilidad general a la preparacion de los compuestos de la invencion.
Ocasionalmente, la reaccion puede no ser aplicable como se describe para cada compuesto
que se incluye dentro del alcance descrito de la invencién. Los compuestos para los cuales
esto ocurre se reconoceran facilmente por los expertos en la técnica. En estos casos las
reacciones pueden realizarse exitosamente mediante modificaciones convencionales que
conocen los expertos en la técnica, es decir, mediante la proteccion adecuada de los grupos
interferentes, tras cambiar a otros reactivos convencionales, o mediante la modificacion
rutinaria de las condiciones de reaccion.

Alternativamente, se aplicardn otras reacciones descritas en la presente descripcion o
cualquier otra manera convencional a la preparacion de los compuestos correspondientes de
la invencion. En todos los métodos de preparacion, se conocen todos los materiales de
partida o pueden prepararse facilmente a partir de materiales de partida conocidos. Todas
las temperaturas se exponen en grados Celsius y, a menos que se indique lo contrario, todas
las partes y porcentajes son en peso cuando se hacen referencia a sélidos, y todas las partes
son en volumen cuando se hacen referencia a solventes y eluyentes.

Los compuestos de la invencion pueden purificarse mediante el empleo de uno o mas de los
siguientes procedimientos que son tipicos dentro de la técnica. Estos procedimientos
pueden modificarse, si es necesario, con respecto a gradientes, pH, sales, concentraciones,
flujo, columnas, etc de acuerdo con las preferencias personales. En dependencia de factores
tales como perfil de impurezas, solubilidad de las insulinas en cuestion etcétera, estas
modificaciones pueden reconocerse facilmente y elaborarse por un experto en la técnica.
(Método 1) Ejemplo preparativo — Expresion y purificacion principal

Expresidén principal

Las cadenas principales de los péptidos de insulina, es decir los analogos de insulina no
acilados de dos cadenas, para su uso de acuerdo con la invencion se producen de manera
recombinante mediante la expresion de una secuencia de ADN que codifica la cadena
principal de insulina en cuestion en una célula huésped adecuada mediante técnicas que se
conocen bien, por ejemplo, como se describe en el documento US 6500645. La cadena
principal del péptido de insulina se expresa directamente 0 como una molécula precursora
que puede tener una extension N-terminal en la cadena B y/o un péptido de conexién
(péptido C) entre la cadena B y la cadena A. Esta extension N-terminal y el péptido C se
escinden in vitro por una proteasa adecuada, por ejemplo, la proteasa Achromobactor
lyticus (ALP) o tripsina, y por lo tanto tendra un sitio de escision ubicado junto a las
posiciones B1 y Al, respectivamente. Las extensiones de N-terminal y los péptidos C del
tipo adecuado para su uso de acuerdo con esta invencion se describen en los documentos
US 5395922, EP 765395 y WO 9828429 Al.

La secuencia de polinucleotidos que codifica el precursor principal del péptido anédlogo de

insulina para su uso de acuerdo con la invencion puede prepararse sintéticamente mediante
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métodos establecidos, por ejemplo el método de fosfoamidita descrito por Beaucage y
otros; Tetrahedron Letters 1981 22 1859-1869; o el método descrito por Matthes et al.
EMBO Journal 1984 3 801-805. De acuerdo con el método de fosfoamidita, los
oligonuclettidos se sintetizan, por ejemplo, en un sintetizador de ADN automatico,
purificado, duplex, y ligado para formar la construccion de ADN sintético. Una manera que
se prefiere actualmente para preparar la construccion de ADN es mediante la reaccion en
cadena de la polimerasa (PCR).

El método recombinante usa tipicamente un vector que es capaz de replicarse en el
microorganismo o ceélula huésped seleccionados y que porta una secuencia de
polinucledtidos que codifica el precursor principal del péptido de insulina para su uso de
acuerdo con la presente invencion. El vector recombinante puede ser un vector de
replicacion autébnoma, es decir, un vector que existe como una entidad extracromosomica,
cuya replicacion es independiente de la replicacion cromosomica, por ejemplo, un
plasmido, un elemento extracromosémico, un minicromosoma o un cromosoma artificial..
El vector puede contener cualquier medio para asegurar la autoreplicacion.
Alternativamente, el vector puede ser del tipo que, cuando se introduce en una célula
huésped, se integra en el genoma de la célula huésped y se replica junto con el(los)
cromosoma(s) en el(los) que se integra. Ademas, puede usarse un Unico vector o plasmido o
dos 0 més vectores o plasmidos que juntos contienen el ADN total para introducirse en el
genoma de la célula huésped, o un transposén. El vector puede ser plasmidos circulares
lineales o cerrados y preferentemente contendran un(os) elemento(s) que permiten la
integracién estable del vector en el genoma de la célula huésped o la replicacion autbnoma
del vector en la célula independiente del genoma.

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

El vector puede contener uno o mas marcadores seleccionables, que permiten la seleccion
facil de las células transformadas. Un marcador seleccionable es un gen el producto, que
proporciona resistencia biocida o viral, resistencia a metales pesados, prototrofia a
auxotrofas, y similares. Los ejemplos de marcadores seleccionables bacterianos son los
genes dal de Bacillus subtilis o Bacillus liqueniformis, o marcadores que confieren
resistencia a antibioticos tales como resistencia a ampicilina, kanamicina, cloranfenicol o
tetraciclina. Los marcadores seleccionables para su uso en una célula huésped flngica
filamentosa incluyen amdS (acetamidasa), argB (ornitina carbamoiltransferasa), pirG
(ornitina-5’-fosfato descarboxilasa) y trpC (antranilato sintasa. Los marcadores adecuados
para las células huésped de levadura son ADE2, HIS3, LEU2, LYS2, MET3, TRP1, y
URA3. Un marcador seleccionable adecuado para levadura es el gen TPl de
Schizosaccharomyces pompe (Russell; Gene 1985 40 125-130).

En el vector, la secuencia de polinucledtidos se conecta operativamente a una secuencia

promotora adecuada. EI promotor puede ser cualquier secuencia de acido nucleico que
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muestre actividad transcripcional en la célula huésped de eleccion que incluye promotores
mutantes, truncados, e hibridos y puede obtenerse de genes que codifican polipéptidos
extracelulares o intracelulares ya sea homologos o heterélogos a la célula huésped.

Los ejemplos de promotores adecuados para dirigir la transcripcion en una célula huésped
bacteriana son los promotores que se obtienen del operdn lac de E. coli, el gen de agasa
(dagA) de Streptomyces coelicolor, el gen levansacarasa (sacB) de Bacillus subtilis, el gen
alfa-amilasa (amyl) de Bacillus licheniformis, el gen de amilasa maltogénica (amyM) de
Bacillus stearothermophilus, el gen alfa-amilasa (amyQ) de Bacillus amyloliquefaciens, y
el gen de penicilinasa (penP) de Bacillus licheniformis. Los ejemplos de promotores
adecuados para dirigir la transcripcién en una célula huésped fungica filamentosa son
promotores que se obtienen de los genes para amilasa TAKA de Aspergillus oryzae,
proteinasa aspartica de Rhizomucor miehei, alfa-amilasa neutra de Aspergillus niger, y alfa-
amilasa estable acida de Aspergillus niger. En un huésped de levadura, los promotores
utiles son los promotores Mal, TP1, ADH, TDH3 o PGK de Saccharomyces cerevisiae.

La secuencia de polinucle6tidos que codifica la cadena principal del péptido de insulina
para su uso de acuerdo con la invencion se conectara de manera operable a un terminador
adecuado. En levadura, un terminador adecuado es el terminador TPI (Alber et al; J. Mol.
Appl. Genet. 1982 1 419-434).

Los procedimientos que se usan para combinar la secuencia de polinucleétidos que codifica
la cadena principal del péptido de insulina para su uso de acuerdo con la invencién, el
promotor y el terminador, respectivamente, y para insertarlos en un vector adecuado que
contiene la informacion necesaria para la replicaciéon en el huésped que se selecciona, se
conocen bien por los expertos en la técnica. Se entendera que el vector puede construirse ya
sea mediante la preparacion primero de un constructo de ADN que contiene la secuencia de
ADN completa que codifica las cadenas principales de insulina para su uso de acuerdo con
la invencion, y posteriormente la insercion de este fragmento en un vector de expresion
adecuado, o mediante la insercion secuencial de fragmentos de ADN que contienen
informacidn genética para los elementos individuales (tales como la sefial y el propéptido
(extension N-terminal de la cadena B), péptido C, cadenas A y B), seguido de ligacion.

El vector que comprende la secuencia de polinucleétidos que codifica la cadena principal
de insulina para su uso de acuerdo con la invencion se introduce en una célula huésped, de
manera que el vector se mantiene como un integrante cromosémico, 0 como un vector
extracromosoémico de autoreplicacion. El término "célula huésped” abarca cualquier
progenie de una célula parental que no es idéntica a la célula parental debido a mutaciones
que ocurren durante la replicacion. La célula huésped puede ser un microorganismo
unicelular, por ejemplo, un procariota, 0 un microorganismo no unicelular, por ejemplo un
eucariota. Las células unicelulares utiles son células bacterianas tales como bacterias gram
positivas que incluyen, pero no se limitan a, una célula de Bacillus, una célula de
Streptomyces 0 una bacteria gram negativa como E. coli y Pseudomonas sp. Las células

eucariotas pueden ser células de mamiferos, insectos, plantas u hongos.
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La célula huésped puede ser en particular una célula de levadura. El organismo de levadura
puede ser cualquier organismo de levadura adecuado que secrete, en el cultivo, la cadena
principal del péptido de insulina o el precursor de este en el medio de cultivo. Los ejemplos
de organismos de levadura adecuados incluyen cepas seleccionadas de Saccharomyces
cerevisiae, Saccharomyces kluyveri, Schizosaccharomyces pombe, Saccharomyces uvarum,
Kluyveromyces lactis, Hansenula polymorpha, Pichia pastoris, Pichia methanolica, Pichia
kluyveri, Yarrowia lipolytica, Candida sp., Candida utilis, Candida cacaoi, Geotrichum
sp., y Geotrichum fermentans.

La transformacion de las células de levadura puede efectuarse por ejemplo mediante la
formacion de protoplasto seguida de transformacion mediante métodos conocidos. El
medio que se usa para cultivar las células puede ser cualquier medio convencional
adecuado para cultivar organismos de levadura.

Purificacidén principal

La estructura principal o precursor del péptido de insulina secretado de la presente puede
recuperarse del medio mediante procedimientos convencionales que incluyen la separacion
de las células de levadura del medio por centrifugacion, por filtracién o mediante la captura
de la cadena principal o precursor del péptido de insulina en una matriz de intercambio
i6nico o en una matriz de absorcion de fase inversa, la precipitacion de los componentes
proteinaceos del sobrenadante, o mediante la filtracion por medio de una sal, por ejemplo,
sulfato de amonio, seguida de la purificacion por una variedad de procedimientos
cromatograficos, por ejemplo cromatografia de intercambio i6nico, cromatografia por
afinidad, etc.

La purificacion y digestion de las estructuras principales de los péptidos de insulina de esta
invencion se lleva a cabo como sigue:

El precursor de la cadena principal de un péptido de insulina de cadena simple, que puede
contener una extension N-terminal de la cadena B y un péptido-C modificado entre la
cadena B y la cadena A se purifica y se concentra a partir del sobrenadante del cultivo de
levadura por intercambio cationico (Kjeldsen y otros; Prot. Expr. Pur. 1998 14 309-316).
El precursor de la cadena simple de insulina del péptido se madura en la estructura
principal del péptido de insulina de dos cadenas mediante digestion con ALP inmovilizada
especifica de lisina (Kristensen y otros; J. Biol. Chem. 1997 20 12978-12983) o mediante el
uso de tripsina para escindir la extensién N-terminal de la cadena B, si esta presente, y el
péptido C.

Digestion con ALP

El eluato de la etapa de cromatografia de intercambio cationico que contiene el precursor de
la cadena principal del péptido de insulina se diluye con agua a una concentracion de etanol
de 15-20 %. El glutamato de sodio se afiade a una concentracion de 15 mM y el pH se
ajusta a 9.7 por NaOH. La ALP inmovilizada (4 gramos/L) se afiade en una proporcion de
1:100 (volumen:volumen) y se permite que la digestion continGe con agitacion leve a

temperatura ambiente durante la noche.
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La reaccion de digestion se analiza mediante LC analitica en un sistema de cromatografia
liquida de ultra-rendimiento Waters Acquity con el uso de una columna C18 y el peso
molecular se confirma por espectrometria de masa (MS) de ionizacion desorcion con laser
asistida por matriz (MALDI-TOF) (Bruker Daltonics Autoflex Il TOF/TOF).

La ALP inmovilizada se elimina por filtracion mediante el uso de un filtro de 0.2 pum. La
cadena principal del péptido de insulina de dos cadenas se purifica mediante HPLC de fase
inversa (sistema Waters 600) en una columna C18 mediante el uso de un gradiente de
acetonitrilo. La cadena principal de los péptidos de insulina que se desean, es decir la
insulina humana B28K desB29-B30, se recupera mediante liofilizacion.

Digestién con tripsina

El eluato de la etapa de cromatografia de intercambio cationico que contiene el precursor de
la cadena principal del péptido de insulina se diluye con agua a una concentracion de etanol
de 15-20 %. La glicina se afiade a una concentracién de 50 mM y el pH se ajusta a 9.0-9.5
con NaOH. La tripsina se afiade en una proporcion de 1:300 (p:p) y se permite que ocurra la
digestion a 4 grados. La digestion se monitorea mediante andlisis cada 20 minutos hasta
que se completa la digestion. La digestion termina con la adicién de &cido citrico 1 M en
una proporcion de 3:100 (volumen:volumen).

La reaccion de digestion se analiza mediante LC analitica en un sistema de cromatografia
liquida de ultra-rendimiento Waters Acquity mediante el uso de una columna C18 y el peso
molecular se confirma por MALDI-TOF MS (Bruker Daltonics Autoflex Il TOF/TOF).

La cadena principal del péptido de insulina de dos cadenas se purifica mediante HPLC de
fase inversa (sistema Waters 600) en una columna C18 mediante el uso de un gradiente de
acetonitrilo. La cadena principal del péptido de insulina que se desea, se recupera mediante
liofilizacion.

La pureza se determina mediante LC analitica en un sistema de cromatografia liquida de
ultra-rendimiento Waters Acquity mediante el uso de una columna C18, y se confirma el
peso molecular por MALDI-TOF MS.

(Método 2) Ejemplo preparativo - Procedimientos de acilacion y purificacion

Procedimientos de purificacion

Método de purificacion 1

Columna: Waters x Bridge PrePc18, 30 x 250 mm
Flujo: 20 ml/min

Tampon A: TFA al 0.1 % en agua

Tampon B: TFA al 0.1 % en acetonitrilo

Gradiente: 20-45 % B 0 30-40 % B 0 20-60 % B 0 20-40 % B 0 25-50 % B 0 20-55 % B o
30-45 % B durante 40 min

Método de Purificacion 2

Columna: Fenomenex, 5u, C18, 110 A, 30 x 250 mm
Flujo: 20 ml/min

Tampon A: TFA al 0.1 % en agua
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Tampon B: TFA al 0.1 % en acetonitrilo
Gradiente: 10-60 % B durante 80 min o 0-60 % B durante 95 min o 25-55 % B durante 60
min

Procedimiento general para la preparacion de reactivos de acilacion

Diécidos simples: Los monoacidos activados con NHS se prepararon mediante la
activacion de un éster de didcido-mono-t-butil con TSTU y DIPEA en NMP y se uso
directamente o se prepar0 y aislé el éster diacido-mono-NHS. Cuando se us6 un reactivo de
acilacion protegido con terc-butilo el derivado de insulina resultante se desprotegio
mediante el tratamiento con TFA.

Diacidos con enlazadores OEG: El reactivo se fabricO mediante sintesis de fase sélida
escalonada en resina de clorotritilo mediante el uso de quimica Fmoc y se escindio de la
resina con HFIP, TFA, una mezcla de HFIP/DCM, o una mezcla de TFA/DCM.

Algunos agentes de acilacion se prepararon, se aislaron y se usaron como NHS-ésteres sin
ningun grupo protector.

Procedimiento de acilacion general 1

Se disolvieron 100 mg del analogo de insulina adecuado en 1.2 ml de Na2C0O3 0.1 My 0.6
ml de NMP y se ajustd el pH a 10.7 + 0.3. Se afiadié 0.03 mmol del reactivo de acilacion en
0.3 ml de NMP y el pH se mantuvo a 10.7 £ 0.3 mediante la adicion de NaOH 4 M cuando
fue necesario. Después de 30 a 60 minutos, se completd la reaccién, y el producto se
precipitd mediante adicion de 40 ml de isopropanol, se centrifugo, se lavo con éter y se
secd. Alternativamente el producto podria aislarse mediante dilucién con 30 ml de agua y
ajuste del pH a 4.5-5.0 lo que conduce a precipitacién isoeléctrica. De manera alternativa,
la mezcla de reaccion se acidifico con &cido acético o TFA y se purificé inmediatamente.
Posteriormente, el producto se purifico por cromatografia liquida de alto rendimiento de
fase inversa (RP-HPLC) en TFA-acetonitrilo como se describié anteriormente y se
liofilizaron las fracciones puras. La identidad del producto se confirmd por espectrometria
de masa de desorcion/ionizacion laser asistida por matriz (MALDI-MS o cromatografia
liquida de alto rendimiento (UPLC)/electrospray-MS.

En algunos casos, la sintesis se escald para producir cantidades mas grandes o mas
pequefias. En ese caso, todas las cantidades de materiales de partida, reactivos y solventes
se escalaron por el mismo factor

Modificacion 1

Cuando el reactivo de acilacion contenia un grupo protector terc-butilo, el producto después
del isopropanol o la precipitacion isoeléctrica se disolvié en 5 ml de TFA o TFA:agua
(95:5) durante 5 minutos, se precipitd con 35 ml de éter, se lavd dos veces con éter y se
seco.

Modificacion 2

Cuando el reactivo de acilacion contenia un grupo protector terc-butilo, el producto crudo
isoprecipitado se disolvié en 5 ml de TFA o TFA:agua 95:5 o TFA:triisopropilsilano 99:1.

La solucion se agitdé durante 20-30 min, luego se diluyé con agua, en algunos casos
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adicionalmente con DMSO o NMF, e inmediatamente se purific6 mediante HPLC
preparativa.

Modificacion 3

En algunos casos donde el reactivo de acilacion parece ser poco soluble en la mezcla de
reaccion, se afiade mas NMP (hasta 1 ml) y la mezcla de reaccion se calienta brevemente a
37 °C.

Procedimiento de acilacion general 2

Se disolvieron 100 mg de insulina apropiada en 2 ml de DMSO y se agregd 40 ul de
Bartons Base (2-t-butil-1,1,3,3-tetrametilguanidina). Se agreg6é 20 umol del agente acilante
y después de un minuto se complet6 la reaccion. La mezcla de reaccion se acidifico y se
diluyo en agua y se purificé inmediatamente.

(Método 3) Sintesis quimica de derivados de insulina

La cadena A de la insulina se sintetiz6 mediante la sintesis estandar de péptidos Fmoc, por
ejemplo, en un sintetizador Prelude o Liberty. La desproteccién se realizd con 10 % o 20 %
de piperidina en DMF. Todos los grupos protectores fueron estandar, excepto que los Cys
6, 11 y 20 tenian grupos protectores Trt y los Cis 7 tenian Acm. Si el residuo C-terminal
fue Asn, el péptido se sintetizd en una resina PAL o Rink con Fmoc-Asp-OBut como el
primer aminoacido.

Después de la sintesis, la resina se lavd con DCM, se tratd con yoduro al 1 % en
DCM/HFIP (4:1) durante 1 minuto, y se incub6 en DCM/HFIP (4:1) durante 15 minutos lo
que conducen a la formacién del disulfuro A6-Al1l. Después del lavado con DCM vy
secado, el péptido se escinde con TFA/agua/DPDS (93:5:2) lo que proporciona la cadena de
insulina A con piridilsulfuro en Cys20. La precipitacion con éter, el lavado y el secado
conducen a la cadena cruda A la cual se usa en la combinacién de cadenas subsiguiente.

La cadena B de insulina se sintetiz6 mediante sintesis estandar de péptidos Fmoc, por
ejemplo, en un sintetizador Liberty o Prelude. La resina fue por ejemplo, una resina de
Wang precargada. Todos los grupos protectores fueron estandar, excepto que Cys7 tenia
Acm y Cys19 tenia Trt.

La escision se realizd con TFA/agua/TIPS (93:4:3). La precipitacion con éter, el lavado y el
secado conducen a la cadena B cruda la cual se usé en la combinacion de cadenas
subsecuente.

Cuando se dese6 un derivado de insulina con una cadena lateral modificada con lisina, la
modificacion se introdujo durante la sintesis del péptido. La lisina para la modificacién se
introdujo como Fmoc-Lisina(Mtt)-OH y el extremo N del peptido se protege con Boc (ya
sea mediante el acoplamiento de un aminoacido protegido por Boc en la ultima etapa de
acoplamiento o mediante la reaccion del péptido unido a resina con 5 equivalentes de Boc-
anhidrido en DMF). El grupo Mtt se eliminé mediante el tratamiento de la resina con
DMF/HFIP (1:4) durante 30 minutos y la cadena lateral se sintetizO por quimica Fmoc
estandar como se describe para la cadena principal peptidica.
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La cadena A y la cadena B crudas (0.14 mmol de cada una) se disolvieron en 40 ml de
DMSO. Se afiadié 2 ml de tampon Tris 2 M a pH 8.5 y se complet6 la combinacién de
cadenas en aproximadamente 10 minutos. La solucion se diluy6 con 40 ml de DMSO y 200
ml de acetonitrilo al 40 %, TFA al 1 %. Se afiadio N-clorosuccinimida a una concentracion
final de 5 mM. Esto formo el tercer puente disulfuro en menos de 10 minutos. La solucion
se diluyo y neutralizé con 600 ml de Tris 0.2 M a pH 7.8 y se purifico mediante RP-HPLC
en una columna C18 en un gradiente de acetonitrilo en 20 mM de fosfato a pH 7.2.
Las fracciones que contienen el compuesto deseado se combinaron y se repurificaron en la
misma columna con un gradiente de acetonitrilo en TFA al 0.1 %. Las fracciones puras se
combinaron y liofilizaron. El rendimiento fue usualmente de 20-50 mg del derivado de
insulina deseado que se caracterizo posteriormente por UPLC y LC-MS.
EJEMPLOS DE DERIVADOS DE INSULINA DE LA INVENCION
Ejemplo 1: N{Epsilon-B28}-15-carboxipentadecanoil-[TyrB5,LysB28],des-(B29-B30)-
Insulina]

S

I I
HG | VEQCC\TS ICSLYQLENYCN-OH

S S
[} /
S S

O]
I I H
H-FVNQY LCGSHLVEALYLVCGERGFFYT-N OH

S

Sintetizado por el Método de Sintesis 3.

Masa Calculada = 5,903.8; LC-MS m/4 Encontrado = 1,476.66

Ejemplo 2: N{Epsilon-B28}-[(4S)-4-carboxi-4-(15-
carboxipentadecanoilamino)butanoil]-[TyrB5,LysB28],des-(B29-B30)-Insulina
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Sintetizado por el Método de Sintesis 3.
Masa Calculada = 6,032.9; LC-MS m/4 Encontrado = 1,509.07
5 Ejemplo 3: N{Epsilon-B28}-17-carboxiheptadecanoil-[TyrB5,LysB28],des-(B29-B30)-

Insulina

S—S
I
HG | VEQCC\TS ICSLYQLENYCN-OH

S S
/

; ; o
H
H-FVNQY LCGSHLVEALYLVCGERGFFYT-N\/UOH

Sintetizado por el Método de Sintesis 3.

10 Masa Calculada =5,931.8; LC-MS m/4 Encontrado = 1,484

Ejemplo 4: N{Epsilon-B28}-[(4S)-4-carboxi-4-(17-

carboxiheptadecanoilamino)butanoil]-[TyrB5,LysB28],des-(B29-B30)-Insulina
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Sintetizado por el Método de Sintesis 3
Masa Calculada = 6,060.9; LC-MS m/4 Encontrado = 1,516.73
5 Ejemplo 5: N{Epsilon-B28}-[2-[2-[2-(17-

carboxiheptadecanoilamino)etoxi]etoxi]acetil]-[ TyrB5,LysB28],des-(B29-B30)-
Insulina

S

S
|
HGIVEQCC\TS | CSLYQLENYC\N-OH

i S
? S O

| H
H-FVNQY LCGSHLVEALYLVCGERGFFYT-N\)lOH

10  Sintetizado por el Método de Sintesis 3
Masa Calculada = 6,077.0; LC-MS m/5 Encontrado = 1,216.34
Ejemplo 6: N{Epsilon-B28}-[(4S)-4-carboxi-4-[[(4S)-4-carboxi-4-(17-
carboxiheptadecanoilamino)butanoillamino]butanoil]-[TyrB5,LysB28],des-(B29-
B30)-Insulina

S

| |
HG | VEQCC\TS ICSLYQLENY CN-OH
: s
¥ v i
H
H-FVNQY LCGSHLVEALYLVCGERGFFYT-N\/UOH
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Sintetizado por el Método de Sintesis 3

Masa Calculada = 6,190.0; LC-MS m/4 Encontrado = 1,548.37

Ejemplo 7: N{Epsilon-B28}-[2-[2-[2-[[(4S)-4-carboxi-4-(17-
carboxiheptadecanoilamino)butanoillamino]etoxi]etoxi]acetil]-[ TyrB5,LysB28],des-
(B29-B30)-Insulina

S

I

HG | VEQCC\TS ICSLYQLENYCN-OH
S S

S s’ (0]
| | H
H-FVNQY LCGSHLVEALYLVCGERGFFYT-N OH

o OH
o Y \H
HO : o NH
WLNWNN \/\O/\n/
H H
(0] (0]

(0]

Sintetizado por el Método de Sintesis 3

Masa Calculada = 6,206.1; LC-MS m/4 Encontrado = 1,552.37

Ejemplo 8: N{Epsilon-B28}-[(4S)-4-carboxi-4-[[(4R)-4-[(3R,10S,13R,17R)-3-hidroxi-
10,13-dimetil-2,3,4,5,6,7,8,9,11,12,14,15,16,17-tetradecahidro-1H-
ciclopenta[a]fenantren-17-il]pentanoil]Jamino]butanoil]-[TyrB5,LysB28],des-(B29-
B30)-Insulina

S

| I
HG I VEQCC\TS ICSLYQLENYCN-OH

: s
S S O

I | H
H-FVNQY LCGSHLVEALYLVCGERGFFYT-N\/UOH

S

e

Sintetizado por el Método de Sintesis 3

Masa Calculada = 6,123.1; LC-MS m/4 Encontrado = 1,531.7

Ejemplo 9: N{Epsilon-B28}-[(4R)-4-[(3R,10S,13R,17R)-3-hidroxi-10,13-dimetil-
2,3,4,5,6,7,8,9,11,12,14,15,16,17-tetradecahidro-1H-ciclopenta[a]fenantren-17-
il]pentanoil]-[TyrB5,LysB28],des-(B29-B30)-Insulina
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H
H-FVNQY LCGSHLVEALYLVCGERGFFYT-N\/UOH

Sintetizado por el Método de Sintesis 3

Masa Calculada = 5,993.9; LC-MS m/4 Encontrado = 1,499.16

Ejemplo 10: N{Epsilon-B28}-15-carboxipentadecanoil-[TyrB5,GlyB26,LysB28],des-
(B29-B30)-Insulina

S— 5§
i i
H-G|VEQC?TS|CSLYQLENY?N-OH
s\ /s
S S O

| | H
H—FVNQY*LCGSHLVEALYLVCGERGFFG*T—N\/U—OH

e

HO

Sintetizado por el Método de Sintesis 3

Masa Calculada = 5,797.7; LC-MS m/4 Encontrado = 1,449.93

Ejemplo 11: N{Epsilon-B28}-17-carboxiheptadecanoil-[ TyrB5,GlyB26,LysB28],des-
(B29-B30)-Insulina
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O
NH
HO
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Sintetizado por el Método de Sintesis 3
Masa Calculada = 5,825.7; MALDI-MS Encontrada = 5,825.7
5 Ejemplo 12: N{Epsilon-B28}-17-carboxiheptadecanoil-
[GIuA14,TyrB5,GlyB26,LysB28],des-(B29-B30)-1nsulina
§—S
HG I VEQ(IZCTS I (IZS LEQLENYCN-OH
\
S S O
H-FVNQY LCI3GSH LVEALYLV(IDGERGF FGT-H\/IIOH
0]
NH
HO
o
Sintetizado por el Método de Sintesis 3
10  Masa Calculada = 5,791.6; LC-MS m/3 Encontrado = 1,931.44
Ejemplo 13: N{Epsilon-B28}-[(4S)-4-carboxi-4-(17-
carboxiheptadecanoilamino)butanoil]-[GluA14,TyrB5,GlyB26,LysB28],des-(B29-

B30)-Insulina
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Sintetizado por el Método de Sintesis 3
Masa Calculada = 5,920.8; LC-MS m/5 Encontrado = 1,185.04
5 Ejemplo 14: N{Epsilon-B28}-[(4S)-4-carboxi-4-[[(4S)-4-carboxi-4-(17-
carboxiheptadecanoilamino)butanoillamino]butanoil]-
[GIuA14,TyrB5,GlyB26,LysB28],des-(B29-B30)-Insulina
S$—m——5
H-G | VEQC?TS I CSLEQLENYC N-OH

S S

\ / 0

S S
| | H
H-F VNQ YYLCGSHLVEALYLVCGERGFF G T—N OH

o CH)\YOH O?OH "
HOJ\/\/\/\/\/\/\/\/\H/N/'\/\..—N/\/\/
o O H (@]

10  Sintetizado por el Método de Sintesis 3
Masa Calculada = 6,049.9; LC-MS m/4 Encontrado = 1,513.32
Ejemplo 15: N{Epsilon-B28}-[2-[2-[2-[[(4S)-4-carboxi-4-(17-
carboxiheptadecanoilamino)butanoil]lamino]etoxi]etoxi]acetil]-
[GIuA14,TyrB5,GlyB26,LysB28],des-(B29-B30)-Insulina
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Sintetizado por el Método de Sintesis 3
Masa Calculada = 6,065.9; LC-MS m/4 Encontrado = 1,517.34
5 Ejemplo 16: N{Epsilon-B28}-[2-[2-[2-[[(4S)-4-carboxi-4-(19-
carboxinonadecanoilamino)butanoil]Jamino]etoxi]etoxi]acetil]-
[GluA14,TyrB5,GlyB26,LysB28],des-(B29-B30)-1nsulina
S—S
H-G | VEQCC|:TS I CSLEQLENY C N-OH

S S

\ / o
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I I H
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o OQ-/OH

H_: o) NH
HOJK/\/\/\/\/\/\/\/\/\(N/\/\«(S—”/\/ \/\O/\g/
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10  Sintetizado por el Método de Sintesis 3
Masa Calculada = 6,094.0; LC-MS m/4 Encontrado = 1,524.36
Ejemplo 17: N{Epsilon-B28}-[2-[2-[2-[[2-[2-[2-[[(4S)-4-carboxi-4-(19-
carboxinonadecanoilamino)butanoillamino]etoxi]etoxi]acetil]Jamino]etoxi]etoxi]acetil]
-[GluA14,TyrB5,GlyB26,LysB28],des-(B29-B30)-Insulin
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Sintetizado por el Método de Sintesis 3
Masa Calculada = 6,239.1; LC-MS m/4 Encontrado = 1,560.4
5 Ejemplo 18: N{Epsilon-B28}-[(4S)-4-carboxi-4-(19-
carboxinonadecanoilamino)butanoil]-[GluA14, TyrB5,GlyB26,LysB28],des-(B29-B30)-
Insulina
S$——H—5

| |
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S

{ / 0

S

I I H
H-F V N Q Y*LCGSHLVEALYLVCGERGFFG*T—N\/[LOH

10  Sintetizado por el Método de Sintesis 3
Masa Calculada = 5,948.8; LC-MS m/5 Encontrado = 1,190.69
Ejemplo 19: N{Epsilon-B28}-19-carboxinonadecanoil-
[GIuA14,TyrB5,GlyB26,LysB28],des-(B29-B30)-Insulina
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Sintetizado por el Método de Sintesis 3

Masa Calculada = 5,819.7; LC-MS m/4 Encontrado = 1,455.67
Ejemplo 20: N{Epsilon-B28}-15-(1H-tetrazol-5-il)pentadecanoil-
[GIuA14,TyrB5,GlyB26,LysB28],des-(B29-B30)-Insulina
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0

Sintetizado por el Método de Sintesis 2

Masa Calculada = 5,787.6; LC-MS m/4 Encontrado = 1,448.14
Ejemplo 21: N{Epsilon-B28}-17-(1H-tetrazol-5-il)heptadecanoil-
[GIuA14,TyrB5,GlyB26,LysB28],des-(B29-B30)-Insulina
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Sintetizado por el Método de Sintesis 2
Masa Calculada = 5,815,7; LC-MS m/4 Encontrado = 1,455.19

5 Ejemplo 22: N{Epsilon-B28}-16-(1H-tetrazol-5-il)hexadecanoil-
[GIuA14,TyrB5,GlyB26,LysB28],des-(B29-B30)-Insulina

N—
/7 —NH o
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NH
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I |
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* I I
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10  Sintetizado por el Método de Sintesis 2
Masa Calculada = 5,801.7; LC-MS m/4 Encontrado = 1,451.6
Ejemplo 23: N{Epsilon-B28}-4-[16-(1H-tetrazol-5-il)hexadecanoilsulfamoil]butanoil-
[GIuA14,TyrB5,GlyB26,LysB28],des-(B29-B30)-Insulina
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Sintetizado por el Método de Sintesis 2

Masa Calculada = 5,950.8; LC-MS m/4 Encontrado = 1,488.81
5 Ejemplo 24: N{Epsilon-B28}-4-[4-[15-(1H-tetrazol-5-

il)pentadecanoilsulfamoil]butanoilsulfamoil]butanoil-

[GIuA14,TyrB5,GlyB26,LysB28],des-(B29-B30)-Insulina
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10  Sintetizado por el Método de Sintesis 2
Masa Calculada = 6,086.0; LC-MS m/4 Encontrado = 1,522.65
Ejemplo 25: N{Epsilon-B28}-4-[17-(1H-tetrazol-5-il)heptadecanoilsulfamoil]butanoil-
[GIuA14,TyrB5,GlyB26,LysB28],des-(B29-B30)-Insulina
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Sintetizado por el Método de Sintesis 2

Masa Calculada = 5,964.8; LC-MS m/4 Encontrado = 1,492.41

Ejemplo 26: N{Epsilon-B28}-[2-[2-[2-[[2-[2-[2-[[(4S)-4-carboxi-4-[15-(1H-tetrazol-5-
5 il)pentadecanoilamino]butanoil]amino]etoxi]etoxi]acetilJamino]etoxi]etoxi]acetil]-

[GIuA14,TyrB5,GlyB26,LysB28],des-(B29-B30)-Insulina

HO o
0
) N
N\
y ~
NH
0

HN—y’
[:O/A\v/O\V/ﬂ\”/A\v/O\V/A\O/A\KTO

HN

S

S
| | *
HGIVEQCCTSICSLEQLENYCN-OH

S S
1 /
S S

* I I *
H-FVNQYLCGSHLVEALYLVCGERGFFGT-” OH

Sintetizado por el Método de Sintesis 2
Masa Calculada = 6,207.0; LC-MS m/4 Encontrado = 1,552.95
10  Ejemplo 27: N{Epsilon-B28}-4-[4-[17-(1H-tetrazol-5-
il)heptadecanoilsulfamoil]butanoilsulfamoil]butanoil-
[GIuA14,TyrB5,GlyB26,LysB28],des-(B29-B30)-Insulina
o o) 0
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Sintetizado por el Método de Sintesis 2
15 Masa Calculada = 6,114.0; LC-MS m/4 Encontrado = 1,529.62

Ejemplo 28: N{Epsilon-B28}-4-(17-carboxiheptadecanoilsulfamoil)butanoil-
[GIuA14,TyrB5,GlyB26,LysB28],des-(B29-B30)-Insulina
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H-FVNQYLCGSHLVEALYLVCGERGFFGT-” OH
o)
Sintetizado por el Método de Sintesis 2
Masa Calculada = 5,940.8; LC-MS m/4 Encontrado = 1,486.34
5 Ejemplo 29: N{Epsilon-B28}-[2-[2-[2-[[(4S)-4-carboxi-4-[15-(1H-tetrazol-5-
il)pentadecanoilamino]butanoil]amino]etoxi]etoxi]acetil]-
[GIuA14,TyrB5,GlyB26,LysB28],des-(B29-B30)-Insulina
HO_ O
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Sintetizado por el Método de Sintesis 2

10  Masa Calculada = 6,061.9; LC-MS m/4 Encontrado = 1,516.63
Ejemplo 30: N{Epsilon-B28}-[(4R)-4-carboxi-4-(17-
carboxiheptadecanoilamino)butanoil]-[GluA14, TyrB5,GlyB26,LysB28],des-(B29-

B30)-Insulina
T
H-GIVEQC(IZTSICSLEQLENY(IZN-OH
S S
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I I H
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e
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Sintetizado por el Método de Sintesis 2
Masa Calculada = 5,920.8; LC-MS m/4 Encontrado = 1,481.13

Ejemplo 31: N{Epsilon-B28}-[2-[2-[2-[[(4S)-4-carboxi-4-(17-
carboxiheptadecanoilamino)butanoil]lamino]etoxi]etoxi]acetil]-
[TyrB5,GlyB26,LysB28],des-(B29-B30)-Insulina

HO (e]
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Sintetizado por el Método de Sintesis 2

Masa Calculada = 6,100.0; LC-MS m/4 Encontrado = 1,525.8
Ejemplo 32: N{Epsilon-B28}-[2-[2-[2-[[(4S)-4-carboxi-4-(17-
carboxiheptadecanoilamino)butanoil]Jamino]etoxi]etoxi]acetil]-
[GIuA14,TyrB5,AlaB26,LysB28],des-(B29-B30)-Insulina
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Sintetizado por el Método de Sintesis 2

Masa Calculada = 6,079.9; LC-MS m/4 Encontrado = 1,520.77
Ejemplo 33: N{Epsilon-B28}-[2-[2-[2-[[(4S)-4-carboxi-4-(17-
carboxiheptadecanoilamino)butanoil]lamino]etoxi]etoxi]acetil]-
[TyrB5,AlaB26,LysB28],des-(B29-B30)-Insulina
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Sintetizado por el Método de Sintesis 2
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Masa Calculada = 6,114.0; LC-MS m/4 Encontrado = 1,529.2

Ejemplo 34: N{Epsilon-B28}-[(4S)-4-carboxi-4-(17-
carboxiheptadecanoilamino)butanoil]-[GluA14, TyrB5,AlaB26,LysB28],des-(B29-
B30)-Insulina

HGIVEQCCTS I CSLEQLEN}CN-OH

S S
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H-FVNQYLCGSHLVEALYLVCGERGFFAT-” OH

Sintetizado por el Método de Sintesis 2
Masa Calculada = 5,934.8; LC-MS m/4 Encontrado = 1,484.5
10 o
Ejemplo 35: N{Epsilon-B28}-17-carboxiheptadecanoil-[PheB5,LysB28],des-(B29-
B30)-Insulina

S——S
I I
HG | VEQCC\TS I CSLYQLENYC\N-OH

S S
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I I H

H-FVNQF LCGSHLVEALYLVCGERGFFYT-N OH

HO

15  Sintetizado por el método de Sintesis 3
Masa Calculada = 5,915.8; MALDI-MS Encontrada = 5,916
Ejemplo 36: N{Epsilon-B28}-17-carboxiheptadecanoil-
[GIuA14,PheB5,GlyB26,LysB28],des-(B29-B30)-Insulina
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Sintetizado por el método de Sintesis 3

Masa Calculada = 5,775.6; LC-MS m/4 Encontrado = 1,444.8

Ejemplo 37: N{Epsilon-B26}-17-carboxiheptadecanoil-[TyrB5,LysB26],des-(B27-
B30)-Insulina
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HHFVNQYLCGSHLVEALYLVCGERGFF-N OH

Sintetizado por el Método de Sintesis 3

Masa Calculada = 5,667.6; LC-MS m/3 Encontrado = 1,889.9

Ejemplo 38: N{Epsilon-B26}-[(4S)-4-carboxi-4-(17-
carboxiheptadecanoilamino)butanoil]-[TyrB5,LysB26],des-(B27-B30)-Insulina
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Sintetizado por el Método de Sintesis 3

Masa Calculada = 5,796.7; LC-MS m/3 Encontrado = 1,933.1

Ejemplo 39: N{Epsilon-B26}-[2-[2-[2-[[2-[2-[2-[[(4S)-4-carboxi-4-(17-
carboxiheptadecanoilamino)butanoil]Jamino]etoxi]etoxi]acetilJamino]etoxi]etoxi]acetil
]-[TyrB5,LysB26],des-(B27-B30)-Insulina

T T
H-G | VEQC T TSI CSLYQLENYC N-OH
S

S

I /

S S
|

0]
| 0
H-F VNQYLCGSHLVEALYLVCGERGF F-N OH

(0]
H NH
N\/\O/\/O\)J\N/\/O\/\o/\[(
H o
HO._ -0
| N
o H o

Sintetizado por el Método de Sintesis 3

Masa Calculada = 6,087.0; LC-MS m/4 Encontrado = 1,522.5

Ejemplo 40: N{Epsilon-B29}-[(4S)-4-carboxi-4-(15-
carboxipentadecanoilamino)butanoil]-[TyrB5],des-ThrB30-Insulina
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Sintetizado por el Método de Sintesis 3
Masa Calculada = 6,130.0; LC-MS m/3 Encontrado = 2044.3

5 Ejemplo 41: N{Epsilon-B29}-tetradecanoil-[ TyrB5],des-ThrB30-Insulina
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Intetizada por el Método de Sintesis 3
Masa Calculada = 5,942.9; LC-MS m/3 Encontrado = 1,982
10  Ejemplo 42: N{Epsilon-B29}-[(4S)-4-carboxi-4-(15-

carboxipentadecanoilamino)butanoil]-[TyrB5,GlyB26],des-ThrB30-Insulina
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Sintetizado por el Método de Sintesis 3

Masa Calculada = 6,023.9; MALDI-MS Encontrada = 6,026

Ejemplo 43: N{Epsilon-B29}-[(4S)-4-carboxi-4-(15-
carboxipentadecanoilamino)butanoil]-[TyrB5,AlaB26],des-ThrB30-Insulina
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Sintetizado por el Método de Sintesis 3
Masa Calculada= 6,037.9; LC-MS m/4 Encontrado = 1,510.5
Ejemplo 44: N{Epsilon-B29}-[(4S)-4-carboxi-4-(17-
10  carboxiheptadecanoilamino)butanoil]-[TyrB5,GlyB26],des-ThrB30-Insulina
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Sintetizado por el Método de Sintesis 3
Masa Calculada = 6,051.9; MALDI-MS Encontrada = 6,052

15  Ejemplo 45: N{Epsilon-B29}-[(4S)-4-carboxi-4-(17-
carboxiheptadecanoilamino)butanoil]-[TyrB5,AlaB26],des-ThrB30-Insulina
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Sintetizado por el Método de Sintesis 3
Masa Calculada = 6,066.0; MALDI-MS Encontrada = 6,065

5 Ejemplo 46: N{Epsilon-B26}-[2-[2-[2-[[(4S)-4-carboxi-4-(17-
carboxiheptadecanoilamino)butanoil]lamino]etoxi]etoxi]acetil]-
[TyrB5,LysB26],des-(B27-B30)-Insulina
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10  Sintetizado por el método de Sintesis 3
Masa Calculada = 5,941.8; LC-MS m/4 Encontrado = 1,486
COMPARADORES
Comparador 1: [TyrB5,LysB28],des-(B29-B30)-Insulina
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Sintetizado por el método de Sintesis 1
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Masa Calculada = 5,635.4; MALDI-MS Encontrada 5,635
Comparador 2: [TyrB5,GlyB26],des-ThrB30-Insulina
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Sintetizado por el método de Sintesis 1
Masa Calculada = 5,626.4; MALDI-MS Encontrada = 5626
Comparador 3: [TyrB5,AlaB26],des-ThrB30-Insulina
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Sintetizado por el método de Sintesis 1
Masa Calculada = 5,640.4; MALDI-MS Encontrada = 5,641
Comparador 4: [GluA14,TyrB5,GlyB26,LysB28],des-(B29-B30)-Insulina
]
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Sintetizado por el método de Sintesis 1
Masa Calculada = 5,495.2; LC-MS m/4 Encontrado = 1,374.83
Comparador 5: N{Epsilon-B29}-[(4S)-4-carboxi-4-(15-

carboxipentadecanoilamino)butanoil]-Insulina
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Comparador 6: N{Epsilon-B28}-17-carboxiheptadecanoil-[LeuB5,LysB28],des-(B29-

B30)-Insulina
S
HGIVEQCCTSICSLYQLENYCN-OH
\ \
S S
| /
S S

I I H
H-FVNQLLCGSHLVEALYLVCGERGFFYT-N

e
—O
o
T

O
NH
HO |
O

Sintetizado por el método de Sintesis 3

Masa Calculada = 5,881.8; MALDI-MS Encontrada = 5,882

Comparador 7: N{Epsilon-B28}-17-carboxiheptadecanoil-[SerB5,LysB28],des-(B29-
10  B30)-Insulina
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Sintetizado por el método de Sintesis 3
Masa Calculada = 5,875.7; MALDI-MS Encontrada = 5,876

5 Comparador 8: N{Epsilon-B28}-17-carboxiheptadecanoil-[AlaB5,LysB28],des-(B29-
B30)-Insulina
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Sintetizado por el método de Sintesis 3

10  Masa Calculada = 5,839.7; MALDI-MS Encontrada = 5,840
Comparador 9: N{Epsilon-B28}-17-carboxiheptadecanoil-[GlyB26,LysB28],des-(B29-
B30)-Insulina
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Sintetizado por el Método de Sintesis 3
Masa Calculada = 5,799.7; MALDI-MS Encontrada = 5,800
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