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CONJUGADOS DE INSULINA

DESCRIPCION

Se dan a conocer en este documento conjugados que comprenden una sulfonamida
de formula (1) y un ingrediente farmacéutico activo tal como un anélogo de insulina que
comprende por lo menos una mutacién relativa a la insulina original, en donde el analogo
de insulina comprende una mutacién en la posicibn B16 que estd sustituida con un
aminoacido hidréfobo y/o una mutacién en la posicion B25 que esta sustituida con un
aminoacido hidréfobo. Se dan a conocer también sulfonamidas de férmula (A) y analogos
de insulina que comprenden por lo menos una mutacion relativa a la insulina original, en
donde los analogos de insulina comprenden una mutacién en la posiciébn B16 que esta
sustituida con un aminoacido hidréfobo y/o una mutacién en la posicion B25 que esta
sustituida con un aminoacido hidréfobo.

ANTECEDENTES

En todo el mundo, méas de 400 millones de personas padecen diabetes mellitus de
tipo 1 o de tipo 2. La diabetes de tipo 1 se trata con sustitucién de insulina. En contraste
con la diabetes de tipo 1, practicamente no existe deficiencia de insulina en la diabetes de
tipo 2, pero en una gran cantidad de casos, especialmente en la etapa avanzada, los
pacientes con diabetes de tipo 2 son tratados con insulina.

En una persona sana, la liberacion de insulina por el pancreas se asocia
estrictamente con la concentracién de glucosa en la sangre. Los niveles elevados de
glucosa en la sangre, como ocurre después de las comidas, son rapidamente compensados
por un incremento correspondiente en la segregacion de insulina. En ayunas, el nivel de
insulina en el plasma cae a un nivel basal que es adecuado para garantizar un suministro
continuo de glucosa a los 6rganos sensibles a la insulina y a los tejidos de glucosa, y para

mantener la produccion de glucosa hepética en un nivel bajo durante la noche. A menudo,
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el reemplazo de la segregacion de insulina endégena por exdgena, principalmente la
administracién subcutanea de insulina, no logra la calidad de regulacién fisiol6gica de la
glucosa en sangre descrita anteriormente. Pueden ocurrir desviaciones de la glucosa en
sangre hacia arriba o hacia abajo, que en las formas méas severas pueden ser
potencialmente mortales. De aqui deriva que una terapia mejorada de la diabetes es un
objetivo principal para mantener la glucosa en la sangre lo més proxima posible al intervalo
fisiologico.

La insulina humana es un polipéptido de 51 aminoacidos, que se dividen en 2
cadenas de aminoacidos: la cadena A que tiene 21 aminoacidos y la cadena B que tiene
30 aminodcidos. Las cadenas se conectan entre si mediante 2 puentes disulfuro. Existe un
tercer puente disulfuro entre las cisteinas en las posiciones 6 y 11 de la cadena A. Algunos
productos de uso corriente para el tratamiento de la diabetes mellitus contienen analogos
de insulina, es decir, variantes de insulina cuya secuencia difiere de aquella de la insulina
humana por una o dos sustituciones de aminoacidos en la cadena A y/o en la cadena B.

Al igual gue muchas otras hormonas de péptidos, la insulina humana tiene una corta
semivida in vivo. Por lo tanto, se administra frecuentemente, lo cual se asocia con
incomodidad para el paciente. Por consiguiente, se desean analogos de insulina que tengan
una mayor semivida in vivo y por lo tanto una duracion prolongada de la accion.

Existen en la actualidad diferentes planteamientos para extender la semivida de las
insulinas.

Un planteamiento se basa en el desarrollo de una formulacién soluble a bajo pH,
pero de solubilidad reducida en relacién a la insulina natural a pH fisiol6gico. El punto
isoeléctrico del analogo de insulina se aumenta a través de la adicion de dos argininas al
término C de la cadena B. La adicién de dos argininas en combinacion con una sustitucion

de glicina en A21 (insulina glargina) proporciona una insulina con duracion extendida de la
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accion. El andlogo de insulina precipita en presencia de zinc tras la inyeccién en sitios
subcutaneos y se solubiliza lentamente, dando como resultado la presencia sostenida de la
insulina glargina.

El documento WO 2016/006963 describe analogos de insulina que tienen una menor
tasa de aclaramiento mediada por el receptor de insulina, en comparacion con la insulina
humana.

El documento WO 2018/056764 describe analogos de insulina que tienen una menor
tasa de aclaramiento mediada por el receptor de insulina, en comparacién con la insulina
humana.

El documento WO 2008/034881 describe analogos de insulina estabilizada con
proteasa.

En otro planteamiento, un grupo de acido graso de cadena larga se conjuga al grupo
amino épsilon de LysB29 de insulina. La presencia de este grupo permite la unién de la
insulina a albumina del suero por enlace no covalente, reversible. En consecuencia, este
analogo de insulina exhibe un perfil de accion significativamente prolongada en relacién con
la insulina humana (véanse, p. €j., Mayer et al., Inc. Biopolymers (Pept Sci) 88: 687-713,
2007; o el documento WO 2009/115469).

COMPENDIO

Se dan a conocer en este documento analogos de insulina de accién prolongada.
Los anélogos de insulina de accién prolongada que se dan a conocer tienen muy poca
afinidad de unién (en consecuencia, una tasa de aclaramiento inferior) a la vez que
mantienen una alta transduccion de sefiales. Los analogos de insulina se describen en la
seccion A que sigue.

Se dan a conocer en este documento restos de union a albumina del suero (en este

documento se denominan “aglutinantes de albumina” o “aglutinantes”), que cuando se
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acoplan a un péptido, tal como un anélogo de insulina mencionado anteriormente, producen
mejores propiedades de farmacodinamia y/o farmacocinética del péptido, por ejemplo, una
semivida de la farmacocinética extendida en la sangre y/o en el plasma sanguineo, y/o un
perfil prolongado de la accion, es decir, una reduccion prolongada del nivel de glucosa en

la sangre. Los aglutinantes de albumina provistos son sulfonamidas de férmula (A)
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Los restos de union a la albumina del suero se describen en la siguiente seccién B.

Se dan a conocer también conjugados que comprenden un ingrediente farmacéutico
activo, tal como un analogo de insulina definido en la seccion A, y un aglutinante de insulina,
tal como una sulfonamida de férmula (A) definida en la seccién B. Los conjugados se
describen en la seccién C a continuacion.

DESCRIPCION DETALLADA

Seccién A: Andlogos de insulina

Con el fin de incrementar la duracién de la accién de un farmaco, la semivida cumple
una funcién importante. La semivida (t12) es proporcional al volumen de distribucién dividido
por el aclaramiento. En el caso de insulina humana, el aclaramiento es promovido
principalmente mediante la unién al receptor de insulina, internalizacion y posterior
degradacion.

Por consiguiente, existe la necesidad de anélogos de insulina que tengan una
actividad reducida de union al receptor de insulina, y por lo tanto una tasa reducida de
aclaramiento mediada por el receptor, pero que tengan una actividad de transduccion de

sefiales que permita reducir en forma suficiente el nivel de glucosa en sangre in vivo.
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Sorprendentemente, se demostré en el contexto de los estudios que subyacen a la
presente invencién que una sustitucion en la posicion B16 y/o B25 de insulina humana con
un aminodcido hidr6fobo (como leucina, isoleucina, valina, alanina y triptéfano) resulté en
una reduccion de la actividad de union al receptor de insulina (en comparacion con la
actividad de union al receptor de insulina de la insulina original, véanse Ejemplos). Los
efectos mas fuertes sobre la actividad de unién al receptor de insulina se observaron en
sustituciones con aminoacidos ramificados (leucina, isoleucina y valina). Cabe destacar que
los andlogos de insulina con dichas sustituciones en estas posiciones (como en la posicién
B25) exhibieron una mejora de hasta 6 veces en la transduccion de sefiales en relacion a
lo esperado en funcidn de las afinidades de unién a la isoforma del receptor de insulina B
(IR-B) (véanse Ejemplos). Ademas, algunos analogos de insulina ensayados demostraron
mejor estabilidad proteolitica frente a quimotripsina, catepsina D y enzima degradadora de
insulina (véanse Ejemplos).

Por consiguiente, se dan a conocer en este documento analogos de insulina que
comprenden por lo menos una mutacion relativa a la insulina original, en donde los analogos
de insulina comprenden una mutacion en la posicion B16 que esta sustituida con un
aminoacido hidréfobo, y/o una mutaciéon en la posicion B25 que esta sustituida con un
aminoacido hidréfobo.

La expresion “andlogo de insulina”, tal como se emplea en este documento, se
refiere a un péptido que tiene una estructura molecular que formalmente puede derivar de
la estructura de una insulina natural (en este documento también denominada “insulina
original”, p. €j., insulina humana) eliminando y/o sustituyendo por lo menos un residuo de
aminoacido que ocurre en la insulina natural y/o afiadiendo por lo menos un residuo de
aminodcido. El residuo de amino&cido afiadido y/o intercambiado puede o bien consistir en

residuos de aminoacidos codificables o residuos de amino&cidos puramente sintéticos. El
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analogo, tal como se hace referencia en este documento, es capaz de reducir los niveles
de glucosa en la sangre in vivo, por ejemplo en un sujeto humano.

En algunas realizaciones, el analogo de insulina que se da a conocer en este
documento comprende dos cadenas de péptidos, una cadena A y una cadena B.
Tipicamente, las dos cadenas se conectan mediante puentes disulfuro entre residuos
cisteina. Por ejemplo, en algunas realizaciones, los anélogos de insulina provistos en este
documento comprenden tres puentes disulfuro: un puente disulfuro entre las cisteinas en
las posiciones A6 y Al1l, un puente disulfuro entre la cisteina en la posicion A7 de la cadena
Ay la cisteina en la posicién B7 de la cadena B, y uno entre la cisteina en la posicion A20
de la cadena A y la cisteina en la posicibn B19 de la cadena B. Por consiguiente, los
analogos de insulina que se describen en este documento pueden comprender residuos
cisteina en las posiciones A6, A7, All, A20, B7 y B19.

En algunas realizaciones de este documento, el anélogo de insulina es una insulina
de cadena sencilla. Una insulina de cadena sencilla es una sola cadena de polipéptidos en
donde la cadena B de insulina se enlaza en forma contigua con la cadena A de insulina
mediante un péptido conector no escindido.

Las mutaciones de insulina, es decir, mutaciones de una insulina original, se indican
en este documento haciendo referencia a la cadena, es decir o bien la cadena A o la cadena
B del analogo, la posicion del residuo de aminoacidos mutado en la cadena A o B (como
Al4, B16 y B25), y el codigo de tres letras para el aminoacido que sustituye el aminoacido
natural en la insulina original. El término “desB30” se refiere a un analogo que carece del
amino&cido B30 de la insulina original (es decir, el aminoacido en la posicion B30 esta
ausente). Por ejemplo, insulina humana Glu(A14)lle(B16)desB30 es un analogo de insulina
humana en donde el residuo de amino&cido en la posicion 14 de la cadena A (Al14) de

insulina humana se sustituye con acido glutdmico, el residuo de aminoacido en la posicion
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16 de la cadena B (B16) se sustituye con isoleucina y el aminoacido en la posicion 30 de la
cadena B se elimina (es decir, esta ausente).

Los analogos de insulina de este documento comprenden por lo menos una
mutacion (sustitucion, eliminaciéon o adicion de un aminoacido) en relacion con la insulina
original. La expresién “por lo menos uno”, tal como se emplea en este documento, significa

uno o mas de uno, como “por lo menos dos”, “por lo menos tres”, “por lo menos cuatro

, 'por
lo menos cinco”, etc. En algunas realizaciones, los analogos de insulina que se dan a
conocer en la presente invencién comprenden por lo menos una mutacion en la cadena B
y por lo menos una mutacién en la cadena A. En otra realizacion, los analogos de insulina
de esta invencién comprenden por lo menos dos mutaciones en la cadena B y por lo menos
una mutacion en la cadena A. Por ejemplo, el analogo de insulina puede comprender una
sustitucién en la posiciéon B16, una eliminacion en la posicién B30 y una sustitucion en la
posicion Al4. Alternativamente, el analogo de insulina puede comprender una sustitucion
en la posicion B25, una eliminacion en la posicién B30 y una sustitucion en la posicién Al4.
Ademas, el anélogo de insulina puede comprender una sustitucion en la posicion B16, una
sustitucion en la posicion B25, una eliminacion en la posicion B30 y una sustitucion en la
posicion Al4.

Los andlogos de insulina que se dan a conocer en este documento pueden
comprender mutaciones ademas de las mutaciones anteriormente mencionadas. En
algunas realizaciones, el nUumero de mutaciones no excede un numero determinado. En
algunas realizaciones, los analogos de insulina comprenden menos de doce mutaciones
(es decir, eliminaciones, sustitucion, adiciones) en relacion con la insulina original. En otra
realizacién, el analogo comprende menos de diez mutaciones en relacién a la insulina
original. En otra realizacion, el anadlogo comprende menos de ocho mutaciones en relacién

a la insulina original. En otra realizacion, el analogo comprende menos de siete mutaciones
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en relacion a la insulina original. En otra realizacién, el andlogo comprende menos de seis
mutaciones en relacién a la insulina original. En otra realizacion, el andlogo comprende
menos de cinco mutaciones en relacidn a la insulina original. En otra realizacion, el analogo
comprende menos de cuatro mutaciones en relacion a la insulina original. En otra
realizacion, el analogo comprende menos de tres mutaciones en relacion a la insulina
original.

La expresion “insulina original”, tal como se emplea en este documento, se refiere a
insulina que ocurre naturalmente, es decir, a una insulina de tipo salvaje ho mutada. En
algunas realizaciones, la insulina original es insulina animal, como insulina mamifera. Por
ejemplo, la insulina original puede ser insulina humana, insulina porcina o insulina bovina.

En algunas realizaciones, la insulina original es insulina humana. La secuencia de
insulina humana se conoce en la técnica y se muestra en la Tabla 4 en la seccién de
Ejemplos. La insulina humana comprende una cadena A que tiene una secuencia de
aminoacidos como se muestra en SEQ ID NO: 1 (GIVEQCCTSICSLYQLENYCN) y una
cadena B que tiene una secuencia de aminoacidos como se muestra en SEQ ID NO: 2
(FVNQHLCGSHLVEALYLVCGERGFFYTPKT).

En otra realizacion, la insulina original es insulina bovina. La secuencia de insulina
bovina se conoce en la técnica. La insulina bovina comprende una cadena A que tiene una
secuencia de aminoacidos como se muestra en SEQ ID NO: 81
(GIVEQCCASVCSLYQLENYCN) y una cadena B que tiene una secuencia de amino&cidos
como se muestra en SEQ ID NO: 82 (FVYNQHLCGSHLVEALYLVC-GERGFFYTPKA).

En otra realizacion, la insulina original es insulina porcina. La secuencia de insulina
porcina se conoce en la técnica. La insulina porcina comprende una cadena A que tiene

una secuencia de aminoacidos como se muestra en SEQ ID NO: 83
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(GIVEQCCTSICSLYQLENYCN) y una cadena B que tiene una secuencia de aminoacidos
como se muestra en SEQ ID NO: 84 (FVNQHLCGSHLVEALYLVC GERGFFYTPKA).

La insulina humana, bovina y porcina comprende tres puentes disulfuro: un puente
disulfuro entre las cisteinas en las posiciones A6 y Al1, un puente disulfuro entre la cisteina
en la posicién A7 de la cadena Ay la cisteina en la posicién B7 de la cadena B, y uno entre
la cisteina en la posicion A20 de la cadena Ay la cisteina en la posicion B19 de la cadena
B.

Los analogos de insulina que se dan a conocer en este documento tienen una
afinidad de union hacia el receptor de insulina que es reducida en comparacion con la
afinidad de union hacia el receptor de insulina de la insulina original correspondiente, p. €j.,
insulina humana.

El receptor de insulina puede ser cualquier receptor de insulina mamifera, como un
receptor de insulina bovina, porcina o humana. En algunas realizaciones, el receptor de
insulina es un receptor de insulina humana, p. €j., la isoforma A del receptor de insulina
humana o la isoforma B del receptor de insulina humana (que se usé en la seccién de
Ejemplos).

Ventajosamente, los analogos de insulina humana provistos en este documento
tienen una afinidad de union significativamente reducida al receptor de insulina humana, en
comparacion con la afinidad de unién de insulina humana al receptor de insulina humana
(ver Ejemplos). Por ende, los analogos de insulina tienen una tasa de aclaramiento muy
baja, es decir una tasa de aclaramiento mediada por el receptor de insulina muy baja.

En algunas realizaciones, los analogos de insulina, tienen, es decir, exhiben, menos
de 20 % de la afinidad de unién al correspondiente receptor de insulina en comparacion con
la insulina original. En otra realizacion, los analogos de insulina que se dan a conocer en

este documento tienen menos de 10 % de la afinidad de unién al correspondiente receptor
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de insulina comparados con su insulina original. En otra realizacién, los analogos de insulina
de la presente invencion tienen menos de 5 % de la afinidad de unién al correspondiente
receptor de insulina en comparacién con su insulina original, tal como menos de 3 % de la
afinidad de unién comparados con su insulina original. Por ejemplo, los analogos de insulina
provistos en este documento pueden tener entre 0,1% y 10 %, tal como entre 0,3 % y 5 %
de la afinidad de unién al correspondiente receptor de insulina en comparaciéon con su
insulina original. Ademas, los analogos de insulina provistos en la presente invencion
pueden tener entre 0,5% y 3 %, tal como entre 0,5 % y 2 % de la afinidad de unién al
correspondiente receptor de insulina en comparacién con su insulina original.

Los métodos para determinar la afinidad de unién de un analogo de insulina a un
receptor de insulina se conocen en la técnica. Por ejemplo, la afinidad de union al receptor
de insulina se puede determinar con un ensayo de proximidad de centelleos que se basa
en la evaluacion de la union competitiva entre insulina original etiquetada con [125I], como
insulina humana etiquetada con [125I], y el analogo de insulina (no etiquetado) al receptor
de insulina. El receptor de insulina puede estar presente en una membrana de una célula,
p. €j., célula CHO (ovario de hamster chino), que sobreexpresa un receptor de insulina
recombinante. En una realizacion, la afinidad de unién al receptor de insulina se determina
como se describe en la seccion de Ejemplos.

La unién de una insulina natural o un analogo de insulina al receptor de insulina
activa la via de sefializacion de insulina. El receptor de insulina exhibe actividad de tirosina
cinasa. La union de insulina a su receptor induce un cambo conformacional que estimula la
autofosforilacion del receptor en residuos tirosina. La autofosforilacion del receptor de
insulina estimula la actividad de tirosina cinasa del receptor hacia sustratos intracelulares

implicados en la transduccién de la sefial. La autofosforilacion del receptor de insulina por
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un analogo de insulina se considera entonces un parametro para la transduccién de sefial
causada por dicho analogo.

Los andlogos de insulina de la Tabla 4 en la seccion de Ejemplos se sometieron a
ensayos de autofosforilacién. Cabe destacar que los analogos de insulina con sustituciones
alifaticas en las posiciones B16 y B25 causaron autofosforilacién del receptor de insulina
superior a la esperada en base a sus afinidades de unién al receptor de insulina. Por lo
tanto, los analogos de insulina de la presente invencién tienen baja actividad de union, y en
consecuencia baja tasa de aclaramiento mediada por el receptor, pero sin embargo son
capaces de causar una transduccién de sefiales relativamente alta. Por lo tanto, los
analogos de insulina que se dan a conocer en este documento podrian utilizarse como
insulinas de accién prolongada. En algunas realizaciones, los anélogos de insulina de la
presente invencién son capaces de inducir 1 a 10 %, tal como 2 a 8 %, de autofosforilacién
del receptor de insulina en relacién con la insulina original (tal como insulina humana).
Ademas, en algunas realizaciones, los analogos de insulina de la presente invencion son
capaces de inducir 3 a 7 %, tal como 5 a 7% de autofosforilacién del receptor de insulina
en relacion con la insulina original (como insulina humana). La autofosforilacion del receptor
de insulina en relacién a una insulina original se puede determinar como se describe en la
seccion de Ejemplos.

Los anélogos de insulina que se dan a conocer en este documento se sometieron a
ensayos de estabilidad de proteasa. Como se muestra en la Tabla 6, los andlogos de
insulina de la presente invencion exhibieron estabilidad superior hacia por lo menos algunas
de las proteasas ensayadas en comparacion con la insulina humana. Se observd mejor
estabilidad proteolitica contra a-quimotripsina, catepsina D y enzima degradadora de
insulina (IDE). Por consiguiente, los analogos de insulina provistos en este documento son,

tipicamente, analogos de insulina proteoliticamente estables. Por lo tanto, son degradados
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mas lentamente por las proteasas en comparacion con la insulina original. En algunas
realizaciones, los analogos de insulina de la presente invencion se estabilizan contra
degradaciéon por a-quimotripsina, catepsina D y enzima degradadora de insulina (IDE) en
comparacion con la insulina original.

Como se expuso anteriormente, el analogo de insulina comprende por lo menos una
mutacion comparado con la insulina original.

En algunas realizaciones los analogos de insulina de este documento comprenden
una mutacion en la posicion B16 que esta sustituida con un aminoacido hidréfobo. Por lo
tanto, el aminoacido en la posicién B16 (tirosina en insulina humana, bovina y porcina) se
reemplaza con un aminoacido hidréfobo.

En otra realizacion, los analogos de insulina que se dan a conocer en este
documento comprenden una mutacion en la posicion B25 que esta sustituida con un
aminoacido hidréfobo. Por lo tanto, el aminoacido en la posiciébn B25 (fenilalanina en
insulina humana, bovina y porcina) se reemplaza con un aminoécido hidréfobo.

En otra realizacion, los analogos de insulina provistos en la presente invencion
comprenden una mutacion en la posicion B16 que se sustituye con un aminoacido hidréfobo
y una mutacién en la posicién B25 que se sustituye con un aminoacido hidréfobo.

El aminoacido hidréfobo puede ser cualquier aminoacido hidr6fobo. Por ejemplo, el
aminoacido hidrofobo puede ser un aminoacido alifatico tal como un aminoacido alifatico de
cadena ramificada.

En algunas realizaciones de los analogos de insulina que se dan a conocer en este
documento, el amino&cido hidréfobo utilizado para la sustitucion en la posicién B16 y/o B25
es isoleucina, valina, leucina, alanina, triptéfano, metionina, prolina, glicina, fenilalanina o

tirosina (o un derivado de los amino&cidos precedentemente mencionados).
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Varias insulinas originales tales como insulina humana, bovina y porcina
comprenden tirosina en la posicion B16 y fenilalanina en la posicién B25. Por consiguiente,
el aminod&cido en la posicién B16 de la insulina original se puede sustituir con isoleucina,
valina, leucina, alanina, triptéfano, metionina, prolina, glicina o fenilalanina (0 con un
derivado de los aminoacidos anteriormente mencionados). Ademas, el aminoacido en la
posicion B25 de la insulina original se puede sustituir con isoleucina, valina, leucina, alanina,
triptéfano, metionina, prolina, glicina o tirosina (0 con un derivado de los aminoacidos
anteriormente mencionados).

Los derivados de los aminoacidos anteriormente mencionados se conocen en la
técnica.

Los derivados de leucina incluyen, aunque sin limitarse a ello, homo-leucina y terc-
leucina. Por lo tanto, el amino4cido en la posicion B16 y/o B25 se puede sustituir con homo-
leucina o terc-leucina.

Un derivado de valina es, p. €j., 3-etil norvalina. Por lo tanto, el aminoacido en la
posicién B16 y/o B25 se puede sustituir con 3-etil norvalina.

Los derivados de glicina incluyen, aunque sin limitarse a ello, ciclohexil-glicina
ciclopropilglcina vy trifluoretilglicina.

Los derivados de alanina incluyen, aunque sin limitarse a ello, beta-t-butilalanina,
ciclobutil-alanina, ciclopropil-alanina y homo-ciclohexilalanina.

En algunas realizaciones, el amino&cido hidréfobo utilizado para la sustitucion en la
posicion B16 y/o B25 es isoleucina, valina, leucina, alanina o triptéfano.

En algunas realizaciones, el amino&cido alifatico no es alanina. Por consiguiente, el
aminoacido hidrofobo utilizado para la sustitucién en la posicién B16 y/o B25 puede ser

isoleucina, valina, leucina o triptéfano.
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En algunas realizaciones, el aminoé&cido hidréfobo utilizado para la sustitucion en la
posicién B16 y/o B25 es isoleucina, valina o leucina.

En algunas realizaciones, los aminoacidos a los que se hace referencia en este
documento son L-aminoécidos (tales como L-isoleucina, L-valina o L-leucina). Por ende, los
aminoacidos (o sus derivados) utilizados, p. €j., para la sustitucion en la posicion B16, B25
y/o Al4 son tipicamente L-aminoacidos.

En algunas realizaciones, el aminoacido hidréfobo es un aminoécido alifatico. Por
consiguiente, los analogos de insulina que se dan a conocer en este documento
comprenden una mutacién en la posicion B16 que se sustituye con un aminoacido alifatico
y una mutacion en la posicion B25 que se sustituye con un aminodcido alifatico (y
opcionalmente otras mutaciones que incluyen, aunque sin limitarse a ello, Des(B30) y
Glu(A14)).

Los aminoacidos alifaticos son aminoacidos no polares e hidréfobos que
comprenden un grupo funcional de cadena lateral alifatica. La hidrofobicidad aumenta a
medida que aumenta el nimero de atomos de carbono en la cadena hidrocarbonada. Una
medida de la hidrofobicidad de un alifatico es el indice hidropatico de acuerdo con la escala
de Kyte y Doolittle que se puede determinar, p. €j., como lo describen Kyte J. et al. Journal
of Molecular Biology. 1982 157 (1): 105-32. En algunas realizaciones, el aminoéacido
alifatico es un aminoacido alifatico que tiene un indice hidropatico (segun la escala de Kyte
y Doolittle) de méas de 2,0, como mas de 3,0 0 mas de 3,5.

Los aminoacidos alifaticos incluyen, aunque sin limitarse a ello, isoleucina, valina,
leucina, alanina y glicina. Por ejemplo, el aminoacido alifatico puede ser un aminoacido
seleccionado entre isoleucina, valina, leucina y glicina, como un aminoacido seleccionado

entre isoleucina, valina y leucina.
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Isoleucina, valina y leucina son aminoacidos de cadena ramificada (abreviados
BCAA). Por lo tanto, el aminoacido alifatico puede ser un aminoacido de cadena ramificada.
En algunas realizaciones, los analogos de insulina de la presente invencién comprenden
una mutacion en la posicién B16 que se sustituye con una aminoacido de cadena ramificada
y una mutacién en la posicion B25 que se sustituye con un aminoacido de cadena
ramificada (y opcionalmente otras mutaciones que incluyen, aunque sin limitarse a ello,
Des(B30) y Glu(A14)).

Los BCAA, tales como los aminodcidos isoleucina, valina y leucina, son aminoacidos
gue tienen cadenas laterales alifaticas que no son lineales, es decir, los aminoacidos de
cadena ramificada son aminoacidos que tienen una cadena lateral alifatica con una
ramificacion (un &tomo de carbono central unido a tres &tomos de carbono o mas).

El aminoacido de cadena ramificada puede ser un BCAA proteinogénico, es decir,
un aminoacido que se incorpora en forma biosintética a las proteinas durante la traduccion,
o un BCAA no proteinogénico, es decir, un aminoacido que no esta codificado naturalmente
ni se halla en el cbédigo genético de ningudn organismo. Por ejemplo, los BCAA
proteinogénicos son leucina, isoleucina y valina. Por lo tanto, el amino&cido de cadena
ramificada aminoacido hidréfobo/alifatico puede ser leucina, isoleucina o valina (0 un
derivado de leucina, isoleucina o valina, tal como un derivado de leucina o valina
anteriormente mencionado).

En algunas realizaciones, el aminoacido de cadena ramificada es isoleucina. En
algunas realizaciones, el aminoacido de cadena ramificada es valina. En algunas
realizaciones, el aminoacido de cadena ramificada es leucina.

Ademas de la mutacion en la posicion B16 y/o la mutacion en la posicion B25 como
se describié previamente, los analogos de insulina de este documento pueden comprender

también otras mutaciones relativas a la insulina original.


https://en.wikipedia.org/wiki/Leucine
https://en.wikipedia.org/wiki/Isoleucine
https://en.wikipedia.org/wiki/Valine
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Por ejemplo, el analogo de insulina puede ademas comprender una mutacion en la
posicion Al4. Se sabe que dichas mutaciones aumentan la estabilidad de la proteasa
(véase, p. €]., el documento WO 2008/034881). En algunas realizaciones, el aminoacido en
la posicion Al4 se sustituye con acido glutamico (Glu). En algunas realizaciones, el
aminoacido en la posicibn Al4 se sustituye con acido aspartico (Asp). En algunas
realizaciones, el aminoacido en la posicion A14 se sustituye con histidina (His).

A su vez, los analogos de insulina que se dan a conocer en la presente invencion
pueden comprender una mutacion en la posicion B30. En alguna realizacién, la mutacién
en la posicion B30 es la eliminacion de treonina en la posicion B30 de la insulina original
(también denominada mutacién Des(B30)).

Asimismo, el analogo de insulina de la presente invencién puede comprender
también una mutacién en la posicién B3 que se sustituye con un acido glutamico (Glu), y/o
una mutacion en la posicién A21 que se sustituye con glicina (Gly).

En una realizacion, la cadena B del analogo de insulina de la presente invencién
comprende o consiste en la secuencia de aminoacidos que se muestra en SEQ ID NO: 22
(FVNQHLCGSHLVEALYLVCGERGFLYTPK).

En otra realizacion, la cadena B del analogo de insulina de la presente invencion
comprende o consiste en la secuencia de aminoacidos que se muestra en SEQ ID NO: 24
(FVNQHLCGSHLVEALYLVCGERGFVYTPK).

En otra realizacion, la cadena B del andlogo de insulina de la presente invencién
comprende o consiste en la secuencia de aminoacidos que se muestra en SEQ ID NO: 44
(FVNQHLCGSHLVEALYLVCGERGFIYTPK).

En otra realizacién, la cadena B del analogo de insulina de la presente invencién
comprende o consiste en la secuencia de aminoacidos que se muestra en SEQ ID NO: 48

(FVNQHLCGSHLVEALYLVCGERGFVYTPK).
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En otra realizacion, la cadena B del andlogo de insulina de la presente invencién
comprende o consiste en la secuencia de aminoacidos que se muestra en SEQ ID NO: 50
(FVEQHLCGSHLVEALYLVCGERGFVYTPK).

En otra realizacién, la cadena B del andlogo de insulina de la presente invencién
comprende o consiste en la secuencia de aminoacidos que se muestra en SEQ ID NO: 58
(FVNQHLCGSHLVEALILVCGERGFIYTPK).

En otra realizacion, la cadena B del analogo de insulina de la presente invencién
comprende o consiste en la secuencia de aminoacidos que se muestra en SEQ ID NO: 60
(FVEQHLCGSHLVEALILVCGERGFIYTPK).

En otra realizacion, la cadena B del analogo de insulina de la presente invencion
comprende o consiste en la secuencia de aminoacidos que se muestra en SEQ ID NO: 64
(FVNQHLCGSHLVEALILVCGERGFVYTPK).

En otra realizacién, la cadena B del andlogo de insulina de la presente invencién
comprende o consiste en la secuencia de aminoacidos que se muestra en SEQ ID NO: 66
(FVEQHLCGSHLVEALILVCGERGFVYTPK).

En otra realizacién, la cadena B del andlogo de insulina de la presente invencién
comprende o consiste en la secuencia de aminoacidos que se muestra en SEQ ID NO: 70
(FVNQHLCGSHLVEALVLVCGERGFIYTPK).

En otra realizacién, la cadena B del analogo de insulina de la presente invencién
comprende o consiste en la secuencia de aminoacidos que se muestra en SEQ ID NO: 78
(FVEQHLCGSHLVEALVLVCGERGFVYTPK).

En otra realizacion, la cadena B del andlogo de insulina de la presente invencién
comprende o consiste en la secuencia de aminoacidos que se muestra en SEQ ID NO: 80

(FVEQHLCGSHLVEALVLVCGERGFVYTPK).



18

Las cadenas B resumidas anteriormente comprenden la mutacion Des(B30). Por
ende, el aminoacido que esta presente en la posicidon B30 de la insulina original (treonina
en insulina humana y alanina en insulina porcina y bovina) se elimina, es decir, no esta
presente. No obstante, también se contempla que las cadenas B de los analogos de la
presente invencion no comprenden esta mutacion, es decir, comprenden una treonina en
la posicion 30. Por consiguiente, la cadena B del andlogo de insulina de la presente
invencién puede comprender o consistir en una secuencia de aminoacidos seleccionada
del grupo que consiste en:

. FVNQHLCGSHLVEALYLVCGERGFLYTPKT (SEQ ID NO: 85)

. FVNQHLCGSHLVEALYLVCGERGFVYTPKT (SEQ ID NO: 86)

. FVNQHLCGSHLVEALYLVCGERGFIYTPKT (SEQ ID NO: 87)

. FVNQHLCGSHLVEALYLVCGERGFVYTPKT (SEQ ID NO: 88)

. FVEQHLCGSHLVEALYLVCGERGFVYTPKT (SEQ ID NO: 89)
. FVNQHLCGSHLVEALILVCGERGFIYTPKT (SEQ ID NO: 90)
. FVEQHLCGSHLVEALILVCGERGFIYTPKT(SEQ ID NO: 91)

. FVNQHLCGSHLVEALILVCGERGFVYTPKT (SEQ ID NO: 92)

. FVEQHLCGSHLVEALILVCGERGFVYTPKT (SEQ ID NO: 93)

. FVNQHLCGSHLVEALVLVCGERGFIYTPKT (SEQ ID NO: 94)

. FVNQHLCGSHLVEALVLVCGERGFVYTPKT (SEQ ID NO: 95)

. FVEQHLCGSHLVEALVLVCGERGFVYTPKT (SEQ ID NO: 96)

. FVEQHLCGSHLVEALVLVCGERGFVYTPKT (SEQ ID NO: 97)

En una realizacion, la cadena A del andlogo de insulina de la presente invencién
comprende o consiste en la secuencia de aminoacidos que se muestra en SEQ ID NO: 1

(GIVEQCCTSICSLYQLENYCN).
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En otra realizacion, la cadena A del andlogo de insulina de la presente invencién
comprende o consiste en la secuencia de aminoacidos que se muestra en SEQ ID NO: 43
(GIVEQCCTSICSLEQLENYCN).

En otra realizacion, la cadena A del andlogo de insulina de la presente invencién
comprende o consiste en la secuencia de aminoacidos que se muestra en SEQ ID NO: 45
(GIVEQCCTSICSLEQLENYCG).

Tipicamente, el analogo de insulina de la presente invencién comprende la cadena
Ay la cadena B como se mencioné anteriormente.

Por ejemplo, el analogo de insulina de la presente invencion se selecciona del grupo
que consiste en:

Leu(B16)-insulina (p. €j., insulina humana, es decir Leu(B16)- insulina humana),

Val(B16)-insulina (p. €j., insulina humana, es decir Val(B16)-insulina humana),

lle(B16)-insulina (p. €j., insulina humana),

Leu(B16)Des(B30)-insulina (p. €j., insulina humana),

Val(B16)Des(B30)-insulina (p. €j., insulina humana),

lle(B16)Des(B30)-insulina (p. €j., insulina humana),

Leu(B25)-insulina (p. €j., insulina humana),

Val(B25)-insulina (p. €j., insulina humana),

lle(B25)-insulina (p. €j., insulina humana),

Leu(B25)Des(B30)-insulina (p. €j., insulina humana),

Val(B25)Des(B30)-insulina (p. €j., insulina humana),

lle(B25)Des(B30)-insulina (p. €j., insulina humana),

Glu(Al4)Leu(B16)Des(B30)-insulina (p. €j., insulina humana),

Glu(Al4)lle(B16)Des(B30)-insulina (p. €j., insulina humana),

Glu(Al4)Vval(B16)Des(B30)-insulina (p. €j., insulina humana),
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Glu(Al4)Leu(B16)-insulina (p. €j., insulina humana),
Glu(Al4)lle(B16)-insulina (p. €j., insulina humana),
Glu(Al4)Val(B16)-insulina (p. €j., insulina humana),
Glu(Al4)Leu(B25)Des(B30)-insulina (p. €j., insulina humana),
Glu(Al4)lle(B25)Des(B30)-insulina (p. €j., insulina humana),
Glu(Al4)Vval(B25)Des(B30)-insulina (p. €j., insulina humana),
Glu(Al4)Leu(B25)-insulina (p. €j., insulina humana),
Glu(Al4)lle(B25)-insulina (p. €j., insulina humana),
Glu(Al4)Val(B25)-insulina (p. €j., insulina humana),
Glu(A14)Gly(A21)Glu(B3)Val(B25)Des(B30)-insulina (p. €j., insulina humana),
Glu(Al4)lle(B16)lle(B25)Des(B30)-insulina (p. €j., insulina humana),
Glu(A14)Glu(B3)lle(B16)lle(B25)Des(B30)-insulina (p. €j., insulina humana),
Glu(Al4)lle(B16)Val(B25)Des(B30)-insulina (p. €j., insulina humana),

Glu(A14)Gly(A21)Glu(B3)lle(B16)Val(B25)Des(B30)-insulina  (p. e€j., insulina

humana),

Glu(A14)Vval(B16)lle(B25)Des(B30)-insulina (p. €j., insulina humana),
Glu(Al4)Vval(B16)Val(B25)Des(B30)-insulina (p. €j., insulina humana),
Glu(A14)Glu(B3)Val(B16)Val(B25)Des(B30)-insulina (p. €j., insulina humana),

Glu(A14)Gly(A21)Glu(B3)Val(B16)Val(B25)Des(B30)-insulina  (p. e€j., insulina

humana),

Glu(A14)Gly(A21)Glu(B3)Val(B25)-insulina (p. €j., insulina humana),
Glu(Al4)lle(B16)lle(B25)-insulina (p. €j., insulina humana),
Glu(A14)Glu(B3)lle(B16)lle(B25)-insulina (p. €j., insulina humana),
Glu(Al4)lle(B16)Val(B25)-insulina (p. €j., insulina humana),

Glu(A14)Gly(A21)Glu(B3)lle(B16)Val(B25)-insulina (p. €j., insulina humana),
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Glu(Al4)Vval(B16)lle(B25)-insulina (p. €j., insulina humana),
Glu(Al4)Val(B16)Val(B25)-insulina (p. €j., insulina humana),
Glu(A14)Glu(B3)Val(B16)Val(B25)-insulina (p. €j., insulina humana), y
Glu(A14)Gly(A21)Glu(B3)Val(B16)Val(B25)-insulina (p. €j., insulina humana).

En otra realizacién, los analogos de insulina que se dan a conocer en la presente

invencién se seleccionan del grupo que consiste en:

Asp(Al4)Leu(B16)Des(B30)-insulina (p. e€j., insulina humana, es decir

Asp(Al4)Leu(B16)Des(B30)-insulina humana),

Asp(Al14)lle(B16)Des(B30)-insulina (p. €j., insulina humana),
Asp(Al4)Val(B16)Des(B30)-insulina (p. €j., insulina humana),
Asp(Al4)Leu(B16)-insulina (p. €j., insulina humana),
Asp(Al4d)lle(B16)-insulina (p. €j., insulina humana),
Asp(A14)Val(B16)-insulina (p. ej., insulina humana),
Asp(Al4)Leu(B25)Des(B30)-insulina (p. ej., insulina humana),
Asp(Al4)lle(B25)Des(B30)-insulina (p. €j., insulina humana),
Asp(Al14)Val(B25)Des(B30)-insulina (p. €j., insulina humana),
Asp(Al4)Leu(B25)-insulina (p. €j., insulina humana),
Asp(Al14)lle(B25)-insulina (p. ej., insulina humana),
Asp(Al4)Val(B25)-insulina (p. €j., insulina humana),
Asp(Al14)Gly(A21)Glu(B3)Val(B25)Des(B30)-insulina (p. €j., insulina humana),
Asp(Al4)lle(B16)lle(B25)Des(B30)-insulina (p. €j., insulina humana),
Asp(A14)Glu(B3)lle(B16)lle(B25)Des(B30)-insulina (p. €j., insulina humana),
Asp(Al4)lle(B16)Val(B25)Des(B30)-insulina (p. €j., insulina humana),

Asp(A14)Gly(A21)Glu(B3)lle(B16)Val(B25)Des(B30)-insulina  (p. ej., insulina

humana),
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Asp(A14)Val(B16)lle(B25)Des(B30)-insulina (p. €j., insulina humana),
Asp(Al4)Val(B16)Val(B25)Des(B30)-insulina (p. €j., insulina humana),
Asp(Al14)Glu(B3)Val(B16)Val(B25)Des(B30)-insulina (p. €j., insulina humana),

Asp(A14)Gly(A21)Glu(B3)Val(B16)Val(B25)Des(B30)-insulina  (p. e€j., insulina

humana),

Asp(A14)Gly(A21)Glu(B3)Val(B25)-insulina (p. €j., insulina humana),
Asp(Al4d)lle(B16)lle(B25)-insulina (p. €j., insulina humana),
Asp(A14)Glu(B3)lle(B16)lle(B25)-insulina (p. €j., insulina humana),
Asp(A14)lle(B16)Val(B25)-insulina (p. €j., insulina humana),
Asp(A14)Gly(A21)Glu(B3)lle(B16)Val(B25)-insulina (p. €j., insulina humana),
Asp(Al14)Val(B16)lle(B25)-insulina (p. €j., insulina humana),
Asp(Al4)Val(B16)Val(B25)-insulina (p. €j., insulina humana),
Asp(A14)Glu(B3)Val(B16)Val(B25)-insulina (p. €j., insulina humana), y
Asp(A14)Gly(A21)Glu(B3)Val(B16)Val(B25)-insulina (p. €j., insulina humana).

En otra realizacién, los analogos de insulina que se dan a conocer en la presente

invencién se seleccionan del grupo que consiste en:

His(Al4)Leu(B16)Des(B30)-insulina (p. €j., insulina humana),
His(A14)lle(B16)Des(B30)-insulina (p. €j., insulina humana),
His(A14)Val(B16)Des(B30)-insulina (p. €j., insulina humana),
His(Al4)Leu(B16)-insulina (p. €j., insulina humana),
His(A14)lle(B16)-insulina (p. ej., insulina humana),
His(Al4)Val(B16)-insulina (p. €j., insulina humana),
His(Al14)Leu(B25)Des(B30)-insulina (p. €j., insulina humana),
His(Al14)lle(B25)Des(B30)-insulina (p. €j., insulina humana),

His(Al4)Val(B25)Des(B30)-insulina (p. €j., insulina humana),
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His(Al14)Leu(B25)-insulina (p. €j., insulina humana),
His(A14)lle(B25)-insulina (p. €j., insulina humana),

His(Al4)Val(B25)-insulina (p. €j., insulina humana),
His(A14)Gly(A21)Glu(B3)Val(B25)Des(B30)-insulina (p. ej., insulina humana),
His(A14)lle(B16)lle(B25)Des(B30)-insulina (p. €j., insulina humana),
His(A14)Glu(B3)lle(B16)lle(B25)Des(B30)-insulina (p. €j., insulina humana),
His(Al4)lle(B16)Val(B25)Des(B30)-insulina (p. €j., insulina humana),

His(A14)Gly(A21)Glu(B3)lle(B16)Val(B25)Des(B30)-insulina  (p. €j., insulina

humana),

His(Al4)Val(B16)lle(B25)Des(B30)-insulina (p. €j., insulina humana),
His(A14)Val(B16)Val(B25)Des(B30)-insulina (p. ej., insulina humana),
His(A14)Glu(B3)Val(B16)Val(B25)Des(B30)-insulina (p. €j., insulina humana),

His(A14)Gly(A21)Glu(B3)Val(B16)Val(B25)Des(B30)-insulina  (p. ej., insulina

humana),

His(A14)Gly(A21)Glu(B3)Val(B25)-insulina (p. €j., insulina humana),
His(A14)lle(B16)lle(B25)-insulina (p. €j., insulina humana),
His(A14)Glu(B3)lle(B16)lle(B25)-insulina (p. €j., insulina humana),
His(A14)lle(B16)Val(B25)-insulina (p. €j., insulina humana),
His(A14)Gly(A21)Glu(B3)lle(B16)Val(B25)-insulina (p. €j., insulina humana),
His(Al4)Val(B16)lle(B25)-insulina (p. €j., insulina humana),
His(A14)Val(B16)Val(B25)-insulina (p. €j., insulina humana),
His(A14)Glu(B3)Val(B16)Val(B25)-insulina (p. €j., insulina humana), y
His(A14)Gly(A21)Glu(B3)Val(B16)Val(B25)-insulina (p. €j., insulina humana).

En otra realizacion, el analogo de insulina es Leu(B25)Des(B30)-Insulina (tal como

Leu(B25)Des(B30)-insulina humana). La secuencia de este analogo se muestra, p. €j., en
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la Tabla 4 de la seccibn de Ejemplos (véase el Anélogo 11). Por ejemplo,
Leu(B25)Des(B30)-Insulina comprende una cadena A que tiene una secuencia de
aminoacidos como se muestra en SEQ ID NO: 21 (GIVEQCCTSICSLYQLENYCN) y una
cadena B que tiene una secuencia de aminoacidos como se muestra en SEQ ID NO: 22
(FVNQHLCGSHLVEALYLVCGERGFLYTPK).

En otra realizacién, el analogo de insulina es Val(B25)Des(B30)-Insulina (tal como
Val(B25)Des(B30)-insulina humana). La secuencia de este analogo se muestra, p. €j., en
la Tabla 4 de la seccion de Ejemplos (véase el Analogo 12). Por ejemplo,
Val(B25)Des(B30)-Insulina comprende una cadena A que tiene una secuencia de
aminoacidos como se muestra en SEQ ID NO: 23 (GIVEQCCTSICSLYQLENYCN) y una
cadena B que tiene una secuencia de aminoacidos como se muestra en SEQ ID NO: 24
(FVNQHLCGSHLVEALYLVCGERGFVYTPK).

En otra realizacion, el analogo de insulina es Glu(A14)lle(B25)Des(B30)-Insulina (tal
como Glu(A14)lle(B25)Des(B30)-insulina humana). La secuencia de este analogo se
muestra, p. €j., en la Tabla 4 de la seccién de Ejemplos (véase el Analogo 22). Por ejemplo,
Glu(Al4)lle(B25)Des(B30)-Insulina comprende una cadena A que tiene una secuencia de
aminoacidos como se muestra en SEQ ID NO: 43 (GIVEQCCTSICSLEQLENYCN) y una
cadena B que tiene una secuencia de aminoacidos como se muestra en SEQ ID NO: 44
(FVNQHLCGSHLVEALYLVCGERGFIYTPK).

En otra realizacion, el analogo de insulina es Glu(A14)Val(B25)Des(B30)-Insulina
(tal como Glu(Al4)Val(B25)Des(B30)-insulina humana). La secuencia de este analogo se
muestra, p. €]., en la Tabla 4 de la seccidén de Ejemplos (véase el Analogo 24). Por ejemplo,
Glu(Al4)Vval(B25)Des(B30)-Insulina comprende una cadena A que tiene una secuencia de

amino&cidos como se muestra en SEQ ID NO: 47 (GIVEQCCTSICSLEQLENYCN) y una
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cadena B que tiene una secuencia de aminoacidos como se muestra en SEQ ID NO: 48
(FVNQHLCGSHLVEALYLVCGERGFVYTPK).

En otra realizacion, el analogo de insulina es
Glu(A14)Gly(A21)Glu(B3)Val(B25)Des(B30)-Insulina (tal como Glu(A14)Gly(A21)Glu(B3)
Val(B25)Des(B30)-insulina humana). La secuencia de este analogo se muestra, p. €j., en
la Tabla 4 de la seccibn de Ejemplos (véase el Andélogo 25). Por ejemplo,
Glu(A14)Gly(A21)GIu(B3) Val(B25)Des(B30)-Insulina comprende una cadena A que tiene
una secuencia de aminoacidos como se muestra en SEQ ID NO: 49
(GIVEQCCTSICSLEQLENYCG) y una cadena B que tiene una secuencia de aminoacidos
como se muestra en SEQ ID NO: 50 (FVEQHLCGSHLVEALYLVCGERGFVYTPK).

En otra realizacion, el analogo de insulina es Glu(Al14)lle(B16)lle(B25)Des(B30)-
Insulina (tal como Glu(A14)lle(B16)lle(B25)Des(B30)-insulina humana). La secuencia de
este analogo se muestra, p. €j., en la Tabla 4 de la seccién de Ejemplos (véase el Analogo
29). Por ejemplo, Glu(A14)lle(B16)lle(B25)Des(B30)-Insulina comprende una cadena A que
tiene una secuencia de aminoacidos como se muestra en SEQ ID NO: 57
(GIVEQCCTSICSLEQLENYCN) y una cadena B que tiene una secuencia de aminoacidos
como se muestra en SEQ ID NO: 58 (FVNQHLCGSHLVEALILVCGERGFIYTPK).

En otra realizacion, el analogo de insulina es
Glu(A14)Glu(B3)lle(B16)lle(B25)Des(B30)-Insulina (tal como Glu(A14)Glu(B3)lle(B16)
lle(B25)Des(B30)-insulina humana). La secuencia de este analogo se muestra, p. €j., en la
Tabla 4 de la seccion de Ejemplos (véase el Analogo 30). Por ejemplo, Glu(A14)Glu(B3)
lle(B16)lle(B25)Des(B30)-Insulina comprende una cadena A que tiene una secuencia de
aminoacidos como se muestra en SEQ ID NO: 56 (GIVEQCCTSICSLEQLENYCN) y una
cadena B que tiene una secuencia de aminoacidos como se muestra en SEQ ID NO: 60

(FVEQHLCGSHLVEALILVCGERGFIYTPK).
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En otra realizacion, el andlogo de insulina es Glu(Al4)lle(B16)Val(B25)Des(B30)-
Insulina (tal como Glu(Al4)lle(B16)Val(B25)Des(B30)-insulina humana) La secuencia de
este analogo se muestra, p. €j., en la Tabla 4 de la seccion de Ejemplos (véase el Analogo
32). Por ejemplo, Glu(A14)lle(B16)Val(B25)Des(B30)-Insulina comprende una cadena A
que tiene una secuencia de aminoacidos como se muestra en SEQ ID NO: 63
(GIVEQCCTSICSLEQLENYCN) y una cadena B que tiene una secuencia de aminoacidos
como se muestra en SEQ ID NO: 64 (FVNQHLCGSHLVEALILVCGERGFVYTPK).

En otra realizacién, el andlogo de insulina es GIlu(Al4)Gly(A21)Glu(B3)
lle(B16)Val(B25)Des(B30)-Insulina (tal como Glu(A14)Gly(A21)Glu(B3)lle(B16)Val(B25)
Des(B30)-insulina humana). La secuencia de este analogo se muestra, p. €j., en la Tabla 4
de la seccibn de Ejemplos (véase el Analogo 33). Por ejemplo,
Glu(A14)Gly(A21)GIu(B3)lle(B16)Val(B25)Des(B30)-Insulina comprende una cadena A que
tiene una secuencia de aminoacidos como se muestra en SEQ ID NO: 65
(GIVEQCCTSICSLEQLENYCG) y una cadena B que tiene una secuencia de aminoacidos
como se muestra en SEQ ID NO: 66 (FVEQHLCGSHLVEALILVCGERGFVYTPK).

En otra realizacion, el analogo de insulina es Glu(A14)Val(B16)lle(B25)Des(B30)-
Insulina (tal como Glu(Al4)Val(B16)lle(B25)Des(B30)-insulina humana). La secuencia de
este analogo se muestra, p. €j., en la Tabla 4 de la seccién de Ejemplos (véase el Analogo
35). Por ejemplo, Glu(A14)Val(B16)lle(B25)Des(B30)-Insulina comprende una cadena A
gue tiene una secuencia de aminoacidos como se muestra en SEQ ID NO: 69
(GIVEQCCTSICSLEQLENYCN) y una cadena B que tiene una secuencia de aminoacidos
como se muestra en SEQ ID NO: 70 (FYNQHLCGSHLVEALVLVCGERGFIYTPK).

En otra realizacion, el analogo de insulina es Glu(Al14)Val(B16)Val(B25)Des(B30)-
Insulina (tal como Glu(Al14)Val(B16)Val(B25) Des(B30)-insulina humana). La secuencia de

este analogo se muestra, p. €j., en la Tabla 4 de la seccién de Ejemplos (véase el Analogo
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38). Por ejemplo, Glu(Al4)Val(B16)Val(B25)Des(B30)-Insulina comprende una cadena A
que tiene una secuencia de aminoacidos como se muestra en SEQ ID NO: 75
(GIVEQCCTSICSLEQLENYCN) y una cadena B que tiene una secuencia de aminoacidos
como se muestra en SEQ ID NO: 76 (FVYNQHLCGSHLVEALVLVCGERGFVYTPK).

En otra realizacion, el analogo de insulina es
Glu(A14)Glu(B3)Val(B16)Val(B25)Des(B30)-Insulina (tal como Glu(A14)Glu(B3)Val(B16)
Val(B25)Des(B30)-insulina humana). La secuencia de este analogo se muestra, p. €j., en
la Tabla 4 de la seccion de Ejemplos (véase el Analogo 39). Por ejemplo,
Glu(A14)Glu(B3)Val(B16) Val(B25)Des(B30)-Insulina comprende una cadena A que tiene
una secuencia de aminoacidos como se muestra en SEQ ID NO: 77
(GIVEQCCTSICSLEQLENYCN) y una cadena B que tiene una secuencia de aminoacidos
como se muestra en SEQ ID NO: 78 (FVEQHLCGSHLVEALVLVCGERGFVYTPK).

En otra realizacion, el analogo de insulina es
Glu(A14)Gly(A21)Glu(B3)Val(B16)Val(B25)Des(B30)-Insulina (tal como Glu(A14)Gly(A21)
Glu(B3)Val(B16)Val(B25)Des(B30)-insulina humana). La secuencia de este analogo se
muestra, p. €j., en la Tabla 4 de la seccidon de Ejemplos (véase el Analogo 40). Por ejemplo,
Glu(A14)Gly(A21)Glu(B3)Val(B16)Val(B25)Des(B30)-Insulina comprende una cadena A
gue tiene una secuencia de aminoacidos como se muestra en SEQ ID NO: 79
(GIVEQCCTSICSLEQLENYCG) y una cadena B que tiene una secuencia de aminoacidos
como se muestra en SEQ ID NO: 80 (FVEQHLCGSHLVEALVLVCGERGFVYTPK).

El analogo de insulina se puede preparar por cualquier método que se considere
apropiado. Por ejemplo, el andlogo de insulina se puede preparar por métodos
recombinantes o sintesis de fase sélida.

Las definiciones y explicaciones expuestas anteriormente en este documento rigen

mutatis mutandis para lo siguiente.
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Se dan a conocer en este documento cadenas B de insulina, es decir, péptidos de
cadena B de insulina, como se definié previamente en este documento en relacién con la
cadena B del analogo de insulina provisto en la presente invencién. Por consiguiente, se
dan a conocer en este documento cadenas B de insulina que comprenden por lo menos
una mutacion relativa a la cadena B de insulina de la insulina original, en donde las cadenas
B comprenden una mutacion en la posicion B16 que se sustituye con un aminoacido
hidréfobo, y/o una mutacion en la posicion B25 que se sustituye con un aminoacido
hidréfobo. La cadena B de insulina puede comprender otras mutaciones, como se describio
precedentemente, tal como la eliminacion des(B30).

Se dan a conocer también en este documento proinsulinas que comprenden una
cadena A de insulina y/o una cadena B de insulina de los analogos de insulina provistos en
esta invencién. La cadena B puede ser cualquier cadena B definida anteriormente en este
documento para los analogos de insulina provistos en esta invencion. Por ejemplo, se dan
a conocer proinsulinas que comprenden una cadena A de insulina y una cadena B de
insulina, en donde dicha cadena B comprende por lo menos una mutacién relativa a la
cadena B de una insulina original, en donde la mutacién es en la posicion B16 que se
sustituye con un aminoacido hidr6fobo y/o en donde la mutacién es en la posicién B25 que
se sustituye con un aminoacido hidréfobo. La cadena B de insulina puede ademas
comprender otras mutaciones descritas anteriormente para la cadena B.

La cadena A comprendida por la proinsulina que se da a conocer en este documento
puede ser cualquier cadena A definida anteriormente en la presente invencion para los
anélogos de insulina de la presente invencion. En algunas realizaciones, la cadena A de
dicha proinsulina comprende una mutacién en la posicién Al4 que se sustituye con un

aminodcido seleccionado entre 4cido glutamico (Glu), acido aspartico (Asp) e histidina (His).
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Ademés de la cadena A de insulina A y/o la cadena B de insulina, las proinsulinas
de la presente invencién pueden comprender también otros elementos tales como
secuencias lideres o un péptido C. En algunas realizaciones, la proinsulina puede ademas
comprender un péptido C que esta ubicado entre la cadena B de insulina y la cadena A de
insulina. El péptido C puede tener una longitud de 4-10 aminoacidos, tal como una longitud
de 4 a 9 aminoacidos. La orientacion puede ser la siguiente (del término N al término C):
cadena B, péptido C, cadena A.

Se dan a conocer en este documento polinucledtidos que codifican los analogos de
insulina, las cadenas B de insulina y las proinsulinas de la presente invencién. Dicho
polinucledtido puede estar operativamente enlazado Dicho polinucleétido puede estar
operativamente enlazado a un promotor que permite la expresion de dicho polinucleétido.
En algunas realizaciones, el promotor es heterdlogo con respecto a dicho polinucledétido.
En algunas realizaciones, el promotor es un promotor constitutivo. En otra realizacién, el
promotor es un promotor inducible.

Asimismo, se dan a conocer vectores que comprenden el polinucleétido que codifica
los analogos de insulina de la presente invencion. En algunas realizaciones, dicho vector
es un vector de expresion.

Se dan a conocer en esta invencién células hospedantes que comprenden acidos
nucleicos que codifican los andlogos de insulina, las cadenas B de insulina y las
proinsulinas, los polinucledtidos y/o los vectores de la presente invencion. En algunas
realizaciones, la célula hospedante es una célula bacteriana tal como una célula que
pertenece al género Escherichia, p. €j., una célula de E. coli. En otra realizacion, la célula
hospedante es una célula de levadura, tal como una célula Pichia pastoris o una célula

Klyveromyces lactis.
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Se dan a conocer en este documento composiciones farmacéuticas que
comprenden una cantidad farmacéuticamente eficaz de un analogo de insulina de la
presente invencién y un excipiente farmacéuticamente aceptable.

Se dan a conocer en este documento métodos para tratar una enfermedad que
comprenden administrar una cantidad farmacéuticamente eficaz de uno o mas analogos de
insulina de la presente invencién o su composicion farmacéutica a un sujeto.

En algunas realizaciones, la enfermedad es diabetes mellitus, tal como diabetes
mellitus de tipo II.

Se dan a conocer en este documento analogos de insulina o su composicion
farmacéutica para uso en medicina.

Se dan a conocer en este documento analogos de insulina o su composicion
farmacéutica para uso en el tratamiento de diabetes mellitus, como diabetes mellitus de tipo
.

Finalmente, se dan a conocer en este documento usos de los analogos de insulina
de la presente invencién o sus composiciones farmacéuticas para la preparaciéon de un
medicamento o farmaco para el tratamiento de diabetes mellitus, como diabetes mellitus de
tipo I1.

Los analogos de insulina, cadenas B de insulina, proinsulinas y los usos descritos
en la seccién A se ilustran en mas detalle con las siguientes realizaciones y combinaciones
de realizaciones como se indica con las respectivas dependencias y documentos originales.
Las definiciones y explicaciones del presente documento rigen mutatis mutandis para las
siguientes realizaciones.

1. Un analogo de insulina que comprende por lo menos una mutacioén relativa

a la insulina original, en donde el analogo de insulina comprende una mutacion en la
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posicién B16 que se sustituye con un amino&cido hidr6fobo y/o una mutacién en la posicion
B25 que se sustituye con un aminodcido hidréfobo.

2. El analogo de insulina segun la realizacion 1, en donde la insulina original es
insulina humana, insulina porcina o insulina bovina.

3. El analogo de insulina segun las realizaciones 1y 2, en donde el aminoacido
hidrofobo en la posicion B16 y/o la posicion B25 es un aminoacido alifatico.

4, El analogo de insulina segun una cualquiera de las realizaciones 1 a 3, en
donde dicho aminoacido alifatico en la posicién B16 y/o en la posicion B25 es un aminoacido
de cadena ramificada, tal como un aminoacido de cadena ramificada seleccionado del
grupo que consiste en valina (Val), isoleucina (lle) y leucina (Leu).

5. El andlogo de insulina segun una cualquiera de las realizaciones 1 a 3, en
donde dicho analogo de insulina comprende ademas una mutacién en la posicién Al14 que
se sustituye con un aminoacido seleccionado del grupo que consiste en acido glutamico
(Glu), acido aspartico (Asp) e histidina (His).

6. El analogo de insulina segun una cualquiera de las realizaciones 1 a 5, en
donde dicho analogo de insulina comprende ademéas una mutacion en la posicion B30, p.
€j., en donde la mutacion en la posicion B30 es la eliminacién del aminoacido en la posicién
B30 de la insulina original (mutacion Des(B30)).

7. El andlogo de insulina segun una cualquiera de las realizaciones 1 a 6, en
donde dicho anédlogo de insulina comprende ademas una mutacion en la posicion B3 que
se sustituye con un &cido glutamico (Glu).

8. El andlogo de insulina segun una cualquiera de las realizaciones 1 a 7, en
donde dicha insulina comprende ademas una mutacién en la posicién A21 que se sustituye

con glicina (Gly).
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9. El andlogo de insulina segun una cualquiera de las realizaciones 1 a 8, en

donde la cadena B del analogo de insulina comprende o consiste en una secuencia de
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aminoacidos seleccionada del grupo que consiste en

FVNQHLCGSHLVEALYLVCGERGFLYTPK

(SEQ ID NO:

FVNQHLCGSHLVEALYLVCGERGFIYTPK (SEQ ID NO: 44)

FVNQHLCGSHLVEALYLVCGERGFVYTPK

FVEQHLCGSHLVEALYLVCGERGFVYTPK

(SEQ ID NO:

(SEQ ID NO:

FVNQHLCGSHLVEALILVCGERGFIYTPK (SEQ ID NO: 58)

FVEQHLCGSHLVEALILVCGERGFIYTPK (SEQ ID NO: 60)

FVNQHLCGSHLVEALILVCGERGFVYTPK (SEQ ID NO: 64)

FVEQHLCGSHLVEALILVCGERGFVYTPK (SEQ ID NO: 66)

FVNQHLCGSHLVEALVLVCGERGFIYTPK (SEQ ID NO: 70)

22)

48)

50)

FVNQHLCGSHLVEALVLVCGERGFVYTPK (SEQ ID NO: 76)
FVEQHLCGSHLVEALVLVCGERGFVYTPK (SEQ ID NO: 78)
FVEQHLCGSHLVEALVLVCGERGFVYTPK (SEQ ID NO: 80)
FVNQHLCGSHLVEALYLVCGERGFLYTPKT (SEQ ID NO: 85)
FVNQHLCGSHLVEALYLVCGERGFVYTPKT (SEQ ID NO: 86)
FVNQHLCGSHLVEALYLVCGERGFIYTPKT (SEQ ID NO: 87)
FVNQHLCGSHLVEALYLVCGERGFVYTPKT (SEQ ID NO: 88)
FVEQHLCGSHLVEALYLVCGERGFVYTPKT (SEQ ID NO: 89)
FVNQHLCGSHLVEALILVCGERGFIYTPKT (SEQ ID NO: 90)

FVEQHLCGSHLVEALILVCGERGFIYTPKT(SEQ ID NO: 91)

FVNQHLCGSHLVEALILVCGERGFVYTPKT (SEQ ID NO: 92)
FVEQHLCGSHLVEALILVCGERGFVYTPKT (SEQ ID NO: 93)
FVNQHLCGSHLVEALVLVCGERGFIYTPKT (SEQ ID NO: 94)
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FVNQHLCGSHLVEALVLVCGERGFVYTPKT (SEQ ID NO: 95)

FVEQHLCGSHLVEALVLVCGERGFVYTPKT (SEQ ID NO: 96), ¥

FVEQHLCGSHLVEALVLVCGERGFVYTPKT (SEQ ID NO: 97).

10. El analogo de insulina segun una cualquiera de las realizaciones 1 a 9, que
comprende

(a) una cadena A que tiene una secuencia de aminoacidos como se muestra en
SEQ ID NO: 43 (GIVEQCCTSICSLEQLENYCN) y una cadena B que tiene una secuencia
de aminoacidos como se muestra en SEQ ID NO: 44
(FVNQHLCGSHLVEALYLVCGERGFIYTPK),

(b) una cadena A gue tiene una secuencia de aminoacidos como se muestra en
SEQ ID NO: 47 (GIVEQCCTSICSLEQLENYCN) y una cadena B que tiene una secuencia
de aminoacidos como se muestra en SEQ ID NO: 48
(FVNQHLCGSHLVEALYLVCGERGFVYTPK), o

(© una cadena A que tiene una secuencia de aminoacidos como se muestra en
SEQ ID NO: 77 (GIVEQCCTSICSLEQLENYCN) y una cadena B que tiene una secuencia
de aminoacidos como se muestra en SEQ ID NO: 78
(FVEQHLCGSHLVEALVLVCGERGFVYTPK).

11. Un analogo de insulina seleccionado del grupo que consiste en

Leu(B16)-insulina humana,

Val(B16)-insulina humana,

lle(B16)-insulina humana,

Leu(B16)Des(B30)-insulina humana,

Val(B16)Des(B30)-insulina humana,

lle(B16)Des(B30)-insulina humana,

Leu(B25)-insulina humana,
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Val(B25)-insulina humana,

lle(B25)-insulina humana,

Leu(B25)Des(B30)-insulina humana,
Val(B25)Des(B30)-insulina humana,
lle(B25)Des(B30)-insulina humana,
Glu(Al4)Leu(B16)Des(B30)-insulina humana,
Glu(Al4)lle(B16)Des(B30)-insulina humana,
Glu(Al4)Val(B16)Des(B30)-insulina humana,
Glu(Al4)Leu(B16)-insulina humana,
Glu(Al4)lle(B16)-insulina humana,
Glu(A14)Val(B16)-insulina humana,
Glu(Al4)Leu(B25)Des(B30)-insulina humana,
Glu(Al4)lle(B25)Des(B30)-insulina humana,
Glu(Al4)Val(B25)Des(B30)-insulina humana,
Glu(Al4)Leu(B25)-insulina humana,
Glu(A14)lle(B25)-insulina humana,
Glu(Al4)Val(B25)-insulina humana,
Glu(A14)Gly(A21)Glu(B3)Val(B25)Des(B30)-insulina humana,
Glu(Al14)lle(B16)lle(B25)Des(B30)-insulina humana,
Glu(A14)Glu(B3)lle(B16)lle(B25)Des(B30)-insulina humana,
Glu(Al4)lle(B16)Val(B25)Des(B30)-insulina humana,
Glu(A14)Gly(A21)Glu(B3)lle(B16)Val(B25)Des(B30)-insulina humana,
Glu(Al4)Val(B16)lle(B25)Des(B30)-insulina humana,
Glu(Al4)Val(B16)Val(B25)Des(B30)-insulina humana,

Glu(A14)Glu(B3)Val(B16)Val(B25)Des(B30)-insulina humana,
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Glu(A14)Gly(A21)Glu(B3)Val(B16)Val(B25)Des(B30)-insulina humana,

Glu(A14)Gly(A21)Glu(B3)Val(B25)-insulina humana,

Glu(Al4)lle(B16)lle(B25)-insulina humana,

Glu(A14)Glu(B3)lle(B16)lle(B25)-insulina humana,

Glu(Al4)lle(B16)Val(B25)-insulina humana,

Glu(A14)Gly(A21)Glu(B3)lle(B16)Val(B25)-insulina humana,

Glu(Al4)Val(B16)lle(B25)-insulina humana,

Glu(Al4)Val(B16)Val(B25)-insulina humana,

Glu(A14)Glu(B3)Val(B16)Val(B25)-insulina humana, y

Glu(A14)Gly(A21)Glu(B3)Val(B16)Val(B25)-insulina humana.

12. Una cadena B de insulina que comprende por lo menos una mutacion relativa
a la cadena B de la insulina original, en donde la cadena B comprende una mutacion en la
posicion B16 que se sustituye con un aminoacido hidréfobo, y/o una mutacion en la posicion
B25 que se sustituye con un aminoacido hidréfobo.

13. La cadena B de insulina segln la realizacion 12, en donde la insulina original
es insulina humana, insulina porcina o insulina bovina.

14. La cadena B de insulina segun las realizaciones 12 y 13, en donde el
aminoécido hidréfobo en la posicion B16 y/o en la posicion B25 es un aminoacido alifatico.

15. La cadena B de insulina segun una cualquiera de las realizaciones 12 a 14,
en donde dicho aminoacido alifatico es un aminoacido de cadena ramificada, tal como un
aminoacido de cadena ramificada seleccionado del grupo que consiste en valina (Val),
isoleucina (lle) y leucina (Leu).

16. La cadena B de insulina segun una cualquiera de las realizaciones 12 a 15,
en donde dicha cadena B de insulina comprende ademas una mutacion en la posicion B3

gue se sustituye con un acido glutdmico (Glu).
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17. La cadena B de insulina segun una cualquiera de las realizaciones 12 a 16,
en donde dicha cadena B de insulina comprende ademas una mutacién en la posicion B30,
en donde la mutacién en la posicion B30 es la eliminacion del aminoacido en la posicion
B30 de la insulina original (mutacion Des(B30)).

18. Una proinsulina que comprende una cadena A de insulina y una cadena B
de insulina, en donde la cadena B de insulina comprende por lo menos una mutacion
relativa a la cadena B de una insulina original, en donde la cadena B comprende una
mutacién en la posicién B16 que se sustituye con un aminoacido hidréfobo y/o una mutacién
en la posicion B25 que se sustituye con un aminoacido hidréfobo.

19. La proinsulina segun la realizacion 18, en donde la cadena A de insulina de
dicha proinsulina comprende una mutacién en la posicién Al4 que se sustituye con un
aminoacido seleccionado entre 4cido glutamico (Glu), acido aspartico (Asp) e histidina (His).

20. La proinsulina segun las realizaciones 18 y 19, en donde la insulina original
es insulina humana, insulina porcina o insulina bovina.

21. La proinsulina segn una cualquiera de las realizaciones 18 a 20, en donde
el aminoacido hidréfobo en la posicion B16 y/o la posicion B25 es un aminoacido alifatico.

22. La proinsulina segn una cualquiera de las realizaciones 18 a 21, en donde
dicho aminoécido alifatico es un aminoacido de cadena ramificada, tal como un aminoécido
de cadena ramificada seleccionado del grupo que consiste en valina (Val), isoleucina (lle)
y leucina (Leu).

23. La proinsulina segun una cualquiera de las realizaciones 18 a 22, en donde
dicha proinsulina comprende ademas una mutacién en la posicion B3 que se sustituye con
un acido glutamico (Glu).

24. La proinsulina segun una cualquiera de las realizaciones 18 a 23, en donde

dicha proinsulina comprende ademas una mutacion en la posicion B30, en donde la
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mutacion en la posicion B30 es la eliminacion del aminoacido en la posicion B30 de la
insulina original (mutacién Des(B30)).

25. Un polinucledtido que codifica el analogo de insulina segun una cualquiera
de las realizaciones 1 a 11, la cadena B de insulina segin una cualquiera de las
realizaciones 12 a 17 y/o la proinsulina segiin una cualquiera de las realizaciones 18 a 24.

26. Un vector de expresion que comprende el polinucleétido segun la realizacion
25.

27. Una célula hospedante que comprende un analogo de insulina segun una
cualquiera de las realizaciones 1 a 11, la cadena B de insulina segun una cualquiera de las
realizaciones 12 a 17, la proinsulina segun una cualquiera de las realizaciones 18 a 24, el
polinucleétido segun la realizacion 25 y/o el vector de expresion segun la realizaciéon 26.

28.Un método para tratar a un paciente que padece diabetes mellitus, que
comprende administrar al paciente uno o mas analogos de insulina segun se define en una
cualquiera de las realizaciones 1 a 11.

29.El analogo de insulina segun se define en una cualquiera de las realizaciones 1
a 11 para uso en el tratamiento de la diabetes mellitus.

Seccién B: Restos de unién a albumina del suero

Se dan a conocer en este documento restos de union a la albumina del suero (en lo
sucesivo denominados “aglutinantes de albimina” o “aglutinantes”), que cuando se acoplan
a un péptido tal como un anélogo de insulina mencionado anteriormente producen mejores
propiedades de farmacodinamia y/o farmacocinética del péptido, por ejemplo, una semivida
extendida de la farmacocinética en la sangre y/o el plasma sanguineo y/o un peffil
prolongado de la accién, es decir una reduccién prolongada del nivel de glucosa en sangre.
Los restos de unién a albumina del suero provistos son las sulfonamidas que se describen

a continuacion.
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Sorprendentemente, se descubrié que dichos conjugados de péptido se pueden
proveer usando sulfonamidas especificas, que se pueden usar para conjugados de péptido.
Los conjugados de péptido resultantes exhiben semivida favorable en la sangre y/o el
plasma sanguineo, y un perfil prolongado de accién. Se pudo demostrar que los conjugados
de péptido resultantes exhiben un aumento de la semivida de la farmacocinética (ti2) y
también un Tiempo Medio de Residencia (MRT) aumentado comparado con los péptidos
no conjugados. Asimismo, los conjugados de péptido tienen una prolongacion significativa
de la duracién de la accién in vivo en comparacion con los péptidos no conjugados.

Por lo tanto, se dan a conocer en este documento sulfonamidas de férmula (A)

ON

E @)% R L S
Hiseonir »

en donde:

A se selecciona del grupo que consiste en &tomo de oxigeno, grupo -CH,CH,-,
-grupo OCH»- y grupo -CH;0-;

E representa un grupo -Cg¢HsR- en donde R es un atomo de hidrogeno o un
atomo de halégeno, en donde el atomo de halégeno se selecciona del grupo que consiste

en un atomo de flaor, cloro, bromo y yodo;

X representa un atomo de nitrégeno o un grupo -CH-;
m €s un numero entero en el intervalo de 5 a 17,

n es cero 0 un nimero entero en el intervalo de 1 a 3;
p es cero o 1;

q es cero o 1;

r es un numero entero en el intervalo de 1 a 6;
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S es cero o 1;

t esceroo l1;

R? representa por lo menos un residuo seleccionado del grupo de atomo de
hidrégeno, &tomo de halégeno, grupo alquilo C1 a C3y grupo alquilo C1 a C3 halogenado;

R? representa por lo menos un residuo seleccionado del grupo de atomo de
hidrégeno, &tomo de halégeno, grupo alquilo C1 a C3 y grupo alquilo C1 a C3 halogenado;

R representa un atomo de hidrégeno o un grupo de activacién, opcionalmente
un grupo de activacion seleccionado del grupo que consiste en 7-azabenzotriazol
(opcionalmente derivado de HATU [hexafluorofosfato de 1-[bis(dimetilamino)metileno]-1H-
1,2,3-triazolo[4,5-b]piridinio 3-6xido hexafluorofosfato] o HBTU [hexafluorofosfato de 3-[bis-
(dimetilamino)metilio-il]-3H-benzotriazol-1-6xido]), 4-nitrobenceno y grupo N-succinimidilo,
en donde R* es opcionalmente un grupo N-succinimidilo.

En algunas realizaciones, se excluye la combinacién en donde s es 1, p es cero, n
es cero, A es un atomo de oxigeno y t es 1. En algunas realizaciones, s es cero, en donde
los residuos e indices restantes tienen el significado que se indicdé anteriormente para la
formula (A).

Por ejemplo, el grupo alquilo C1 a C3 halogenado de R? y/o el grupo alquilo C1 a C3
halogenado de R? esta/estan parcialmente halogenado(s) o per halogenado(s). En algunas
realizaciones, el grupo alquilo C1 a C3 halogenado de R? y/o el grupo alquilo C1 a C3
halogenado de R?esta/estan per halogenado(s).

Como se emplea en esta memoria, la expresion “sulfonamidas de férmula (A)”
comprende las sulfonamidas de formula (A), sus sales farmacéuticamente aceptables y
todas las sulfonamidas isotépicamente etiquetadas farmacéuticamente aceptables de
férmula (A), en donde uno o mas atomos se reemplazan con 4&tomos que tienen el mismo

ndamero atomico, pero un nimero masico o0 masa atomica diferente de la masa atomica o
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el nimero mésico que predomina en la naturaleza. Lo mismo rige para todos los subtipos
de las sulfonamidas de formula (A), es decir, para las sulfonamidas de férmula (A-1) a (A-
5) como se detalla a continuacion y también para sus subestructuras respectivamente, por
ejemplo, las sulfonamidas de féormula (A-1-1). Es decir, la expresion “sulfonamidas de
férmula (A-...)", en donde (A-...) representa el nUmero de las sulfonamidas de férmula (A-
1) a (A-5) como se detalla a continuacion y también sus subestructuras, comprende los
compuestos propiamente dichos, sus sales farmacéuticamente aceptables y todos sus
compuestos isotopicamente etiquetados farmacéuticamente aceptables.

Las sales farmacéuticamente aceptables de las sulfonamidas de férmula (A)
incluyen sales de bases. Las sales de bases adecuadas se forman a partir de bases que
forman sales no toxicas. Los ejemplos incluyen sales de aluminio, arginina, benzatina,
calcio, colina, dietilamina, bis(2-hidroxietil)amina (diolamina), glicina, lisina, magnesio,
meglumina, 2-aminoetanol (olamina), potasio, sodio, 2-amino-2-(hidroximetil)propano-1,3-
diol (tris o trometamina) y zinc. Para una revision de sales adecuadas, véase Handbook of
Pharmaceutical Salts: Properties, Selection, and Use de Stahl y Wermuth (Wiley-VCH,
2002).

Las sulfonamidas de formula (A), y sus sales farmacéuticamente aceptables,
pueden existir en formas solvatadas y no solvatadas. El término “solvato™ se usa en este
documento para describir un complejo molecular que comprende las sulfonamidas de
férmula (A), o una sal farmacéuticamente aceptable de éstas, y una o0 mas moléculas de
disolvente farmacéuticamente aceptables, por ejemplo, etanol. El término “hidrato’ se
emplea cuando dicho disolvente es agua.

Los ejemplos de is6topos adecuados para inclusion en las sulfonamidas de férmula

(A) incluyen isétopos de hidrégeno, tales como 2H y °H, carbono, tales como 'C, *Cy 4C,
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cloro, tales como *¢Cl, flGor, tales como ®F, yodo, tales como 123 y 25|, nitr6geno, tales
como 3N y N, oxigeno, como °0, 'O y 180, y azufre, tales como *°S.

Ciertas sulfonamidas isotopicamente etiguetadas de formula (A), por ejemplo
aquellas que incorporan un isétopo radiactivo, son utiles en estudios de distribucion de
farmacos y/o sustrato. Los is6topos radiactivos tritio, es decir H, y carbono -14, es decir
14C, son particularmente (tiles para este propésito en vista de su facilidad de incorporacién
y métodos de deteccién sencillos.

La sustitucion con isétopos mas pesados tales como deuterio, es decir 2H, puede
producir ciertas ventajas terapéuticas que resultan de una mayor estabilidad metabdlica,
por ejemplo, mayor semivida in vivo 0 menores requerimientos de dosis.

La sustitucion con isétopos de emision de positrones, como 1C, 8F, 150 y N, puede
ser util en estudios de Topografia por Emisién de Positrones (PET) para examinar la
ocupacion de los receptores de sustrato.

Las sulfonamidas isotépicamente etiquetadas de formula (A) en general se pueden
preparar por técnicas convencionales conocidas para los expertos.

Los solvatos farmacéuticamente aceptables de acuerdo con la invencién incluyen
aguellos en los que el disolvente de cristalizacion puede ser isotdpicamente sustituido, p.
ej., D20, ds-acetona, ds-DMSO.

Con el proposito de identificar moléculas aglutinantes adecuadas, que cuando se
unen a un péptido, como una insulina, son capaces de mejorar la semivida en plasma y
prolongar el perfil de accion, se establecio un sistema basado en cromatografia de afinidad
con columnas de albimina del suero, es decir, columnas con albUmina del suero
inmovilizada.

El tiempo de retencion neto de los aglutinantes (muestras) se calculé de acuerdo

con la siguiente formula:
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Tiempo de retencion neto = TiempoRet wuestra — TieMPORet marcador to

Las sulfonamidas de férmula (A) tienen una retencién neta en el intervalo de 9 a 19,
por ejemplo en el intervalo de 9,5 a 18, y en consecuencia se consideraron aglutinantes
Utiles para conjugados de péptidos, como los conjugados de insulina.

De acuerdo con una realizacion, la sulfonamida tiene la formula (A-1)

o WNMO - NVOMOR
E)\ J\Yj):fl)

en donde:
E representa un grupo -CsHsR- en donde R es un atomo de hidrégeno o un
atomo de halégeno, en donde el atomo de halégeno se selecciona del grupo que consiste

en atomos de fltor, cloro, bromo y yodo, y es por ejemplo un a&tomo de fluor;

X representa un atomo de nitrégeno o un grupo—CH-;
p es cero o 1;

q esceroo 1;

r es un numero entero en el intervalo de 1 a 6;

R! representa por lo menos un residuo seleccionado del grupo de atomo de
hidrégeno y atomo de halégeno, en donde el &tomo de halégeno es por ejemplo un atomo
de flaor o cloro;

R? representa por lo menos un residuo seleccionado del grupo de atomo de
hidrégeno, grupo alquilo C1 a C3 y grupo alquilo C1 a C3 halogenado, en donde el grupo
alquilo C1 a C3 es por ejemplo un grupo metilo y el grupo alquilo C1 a C3 halogenado es

por ejemplo perhalogenado, tal como un grupo trifluorometilo;
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R* representa un atomo de hidrégeno o un grupo de activacion, opcionalmente
un grupo de activaciébn seleccionado del grupo que consiste en 7-azabenzotriazol
(opcionalmente derivado de HATU o HBTU), 4-nitro benceno y grupo N-succinimidilo, en
donde R* es opcionalmente un grupo N-succinimidilo, en donde m es un nimero entero en
el intervalo de 5 a 15 si p es cero, 0 m es un ndimero entero en el intervalode 7 a 15 si p es
1.

En una realizacién de la sulfonamida, R y R? son atomos de hidrégeno.

En una realizacién de la sulfonamida, X representa un atomo de nitrégeno.

De acuerdo con otra realizacion de la sulfonamida, el grupo HOOC-(CH2)m-(O)s-(E),-
(CH2)n-(A)- de férmula (A) o el grupo HOOC-(CH2)m-(E)p-O- de férmula (A-1) se situa en la
posicion meta o para en el anillo fenilo Ph con respecto al grupo -S(O)»-.

De acuerdo con otra realizacion de la sulfonamida, sip es 1, el grupo HOOC-(CH2)m-
(O)s- y el grupo -(CH2)n-(A)i- se sitian en la posicion meta o para en (E), de formula (A) o el
grupo HOOC-(CH2)m- y -O- se sittan en la posicion meta o para en (E), de férmula (A-1).

De acuerdo con otra realizacion de la sulfonamida, g es cero.

De acuerdo con otra realizacion, la sulfonamida tiene la formula (A-1-1)

0
H H §
o el o, 0 iﬂ)%HWN{\AOWNVomOR
(A-1-1)

en donde X es un atomo de nitrégeno o un grupo—CH-, por ejemplo un atomo de
nitrégeno; m es un numero entero en el intervalo de 7 a 15; r es un nimero entero en el
intervalo de 1 a 6; g es cero o 1, por ejemplo cero; Hal es un atomo de halégeno
seleccionado del grupo que consiste en atomo de flor, cloro, bromo y yodo, por ejemplo
un atomo de fldor; R* es un atomo de hidrégeno o un grupo de activacion, opcionalmente

un grupo de activacion seleccionado del grupo que consiste en 7-azabenzotriazol
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(opcionalmente derivado de HATU o HBTU), 4-nitro benceno y grupo N-succinimidilo, en
donde R* es un grupo N-succinimidilo; y el grupo HOOC-(CH2)m-CsHsHal-O- esta situado
en la posicion meta o para en el anillo fenilo Ph con respecto al grupo -S(O)2-.

De acuerdo con una realizacion, la sulfonamida tiene la férmula (A-1-1a)

\//

@ Q (A-1-1a)

De acuerdo con otra realizacion, la sulfonamida tiene la férmula (A-1-2)

o0 1 ww{wow oty
ool %

en donde X es un atomo de nitrégeno o un grupo -CH-, por ejemplo un atomo de

(A-1-2)

nitrdgeno; m es un numero entero en el intervalo de 5 a 15; r es un namero entero en el
intervalo de 1 a 6; q es cero o 1, por ejemplo cero; R* es un atomo de hidrégeno o un grupo
de activacion, opcionalmente un grupo de activacién seleccionado del grupo que consiste
en 7-azabenzotriazol (opcionalmente derivado de HATU o HBTU), 4-nitro benceno y grupo
N-succinimidilo, en donde R* es opcionalmente un grupo N-succinimidilo; y el grupo HOOC-
(CH2)m-O- esta situado en la posiciébn meta o para en el anillo fenilo Ph con respecto al
grupo -S(O)z-.

De acuerdo con una realizacion, la sulfonamida tiene la férmula (A-1-2a)
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o la férmula (A-1-2b)

0
)L(\/)/o
s

N
(6]

e

0 0
H H
N N 0-N
HD)kH/{/\)T Moﬂ( VO%?}O( ;’j
N
o (A-1-2b)

o la férmula (A-1-2¢)

o fe) (@] (0] Q
o) o) Oj\/u\
HO H| H H
N —
s? N o

/7N
0

@)

(A-1-2¢)

De acuerdo con otra realizacion, la sulfonamida tiene la formula (A-2)

(0]

0 o
| 04\)\
o.,0 X H{'\/Oﬁ?/j\”’{’\/ > OR"
S\NJl\ =
o) H N

HO m (A-2)
en donde
X representa un atomo de nitrégeno o un grupo -CH-;

R* representa un atomo de hidrégeno o un grupo de activacion, opcionalmente
un grupo de activacién seleccionado del grupo que consiste en 7-azabenzotriazol
(opcionalmente derivado de HATU o HBTU), 4-nitro benceno y grupo N-succinimidilo, en
donde R* es opcionalmente un grupo N-succinimidilo; y

m es un numero entero en el intervalo de 5 a 17, por ejemplo en el intervalo de

11a17.
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De acuerdo con una realizacion de la sulfonamida de formula (A-2), el grupo HOOC-
(CH2)m- esta situado en la posicion meta o para en el anillo fenilo Ph con respecto al grupo
-S(0).-.

De acuerdo con otra realizacion, la sulfonamida tiene la formula (A-3)

O

0 o
|
04\)\
0,0 XYI\H{’\/OMH’{/\/ > “OR*

e
Homo/ © 2 (A-3)

(0]

en donde

E representa un grupo -CsHsR- en donde R es un atomo de hidrégeno o un
atomo de haldégeno, en donde el atomo de hal6geno se selecciona del grupo que consiste
en un atomo de flaor, cloro, bromo y yodo;

X representa un atomo de nitrégeno o un grupo -CH-;

RX representa un atomo de hidrégeno o un grupo de activacion, opcionalmente
un grupo de activacién seleccionado del grupo que consiste en 7-azabenzotriazol
(opcionalmente derivado de HATU o HBTU), 4-nitro benceno y grupo N-succinimidilo, en
donde R* es opcionalmente un grupo N-succinimidilo; y

m €s un numero entero en el intervalo de 5 a 17, por ejemplo 11.

De acuerdo con una realizacion de la sulfonamida de formula (A-3), el grupo HOOC-
(CH2)m-O- y el grupo —(CH>).- estan situados en la posicion para en (E) de formula (A-3) y
el grupo HOOC-(CH2)m-O-(E)-(CH>).- esté situado en la posicion para en el anillo fenilo Ph
con respecto al grupo -S(O).-.

De acuerdo con otra realizacion, la sulfonamida tiene la formula (A-4)
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en donde

A es un grupo -OCHz- o un grupo -CH,O-;

E representa un grupo -CsHsR- en donde R es un atomo de hidrégeno o un
atomo de haldégeno, en donde el atomo de hal6geno se selecciona del grupo que consiste
en un atomo de flaor, cloro, bromo y yodo;

X representa un atomo de nitrégeno o un grupo -CH-;

R* representa un atomo de hidrégeno o un grupo de activacion, opcionalmente
un grupo de activacion seleccionado del grupo que consiste en 7-azabenzotriazol
(opcionalmente derivado de HATU o HBTU), 4-nitro benceno y grupo N-succinimidilo, en
donde R* es opcionalmente un grupo N-succinimidilo; y

m es un nimero entero en el intervalo de 5 a 17, por ejemplo en el intervalo de
9als.

De acuerdo con una realizaciéon de la sulfonamida de férmula (A-4), el grupo HOOC-
(CH2)m-y el grupo -A- estan situados en la posicién para en (E) de formula (A-4) y el grupo—
A- esté situado en la posicion para en el anillo fenilo Ph con respecto al grupo S(O)»-.

De acuerdo con otra realizacion, la sulfonamida tiene la formula (A-5)

ﬁ)k u’%\/ O%ORX

(A-5)

ottt ‘

en donde
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E representa un grupo -Ce¢HsR- en donde R es un atomo de hidrogeno o un
atomo de halégeno, en donde el atomo de hal6geno se selecciona del grupo que consiste
en un atomo de fltor, cloro, bromo y yodo;

X representa un atomo de nitrégeno o un grupo -CH-;

R* representa un atomo de hidrégeno o un grupo de activacion, opcionalmente
un grupo de activacion seleccionado del grupo que consiste en 7-azabenzotriazol
(opcionalmente derivado de HATU o HBTU), 4-nitro benceno y grupo N-succinimidilo, en
donde R* es opcionalmente un grupo N-succinimidilo; y

m es un numero entero en el intervalo de 5 a 17, por ejemplo en el intervalo de
7a0.

De acuerdo con una realizacion de la sulfonamida de formula (A-5), el grupo HOOC-
(CH2)m- vy el grupo—(CHy>).- estan situados en la posicién para en (E) de férmula (A-5) y el
grupo HOOC-(CH2)mE)-(CH,),-O- esta situado en la posicion para en el anillo fenilo Ph con
respecto al grupo -S(O)2-.

Los aglutinantes de albimina descritos en la seccién B se ilustran en mas detalle
mediante las siguientes realizaciones y combinaciones de realizaciones como lo indican las
respectivas dependencias y documentos originales. En particular, se observa que en cada
caso en el que se menciona un intervalo de realizaciones, por ejemplo en el contexto de
una expresion tal como "El/lLa ... segun cualquiera de las realizaciones 1 a 4", cada
realizacion en este intervalo tiene como fin ser descrita en forma explicita para el experto
en la técnica, es decir el experto en la técnica entendera que la terminologia en esta
expresion es sindénimo de "El/La ... segun cualquiera de las realizaciones 1, 2, 3y 4".

1. Una sulfonamida de formula (A)
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(A)
en donde:
A se selecciona del grupo que consiste en &tomo de oxigeno, grupo -CH,CH,-,
grupo -OCHy>- y grupo -CH>0O-;
E representa un grupo -CsHsR- en donde R es un atomo de hidrégeno o un

atomo de halégeno, en donde el atomo de halégeno se selecciona del grupo que consiste

en un atomo de fltor, cloro, bromo y yodo;

X representa un atomo de nitrégeno o un grupo -CH-;
m es un numero entero en el intervalo de 5 a 17;

n es cero 0 un numero entero en el intervalo de 1 a 3;
p es cero o 1;

q esceroo 1;

r es un namero entero en el intervalo de 1 a 6;

S esceroo 1;

t esceroo 1

R! representa por lo menos un residuo seleccionado del grupo de atomo de
hidrégeno, &tomo de halégeno, grupo alquilo C1 a C3 y grupo alquilo C1 a C3 halogenado;
R? representa por lo menos un residuo seleccionado del grupo de atomo de
hidrégeno, &tomo de halégeno, grupo alquilo C1 a C3y grupo alquilo C1 a C3 halogenado;
R* representa un atomo de hidrégeno o un grupo de activacion, opcionalmente
un grupo de activacion seleccionado del grupo que consiste en 7-azabenzotriazol
(opcionalmente derivado de HATU o HBTU), 4-nitro benceno y grupo N-succinimidilo, en

donde R* es opcionalmente un grupo N-succinimidilo.
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2. La sulfonamida de acuerdo con la realizacion 1 que tiene la férmula (A-1)

W/NMOM VOMOR
i BT

en donde:
E representa un grupo -CsHsR- en donde R es un atomo de hidrégeno o un
atomo de halégeno, en donde el atomo de halégeno se selecciona del grupo que consiste

en un atomo de flaor, cloro, bromo y yodo;

X representa un atomo de nitrégeno o un grupo—CH-;
p es cero o 1;

q esceroo 1;

r es un numero entero en el intervalo de 1 a 6;

R! representa por lo menos un residuo seleccionado del grupo de atomo de
hidrégeno y atomo de halégeno;

R? representa por lo menos un residuo seleccionado del grupo de atomo de
hidrégeno, grupo alquilo C1 a C3 y grupo alquilo C1 a C3 halogenado;

RX representa un atomo de hidrégeno o un grupo de activacion, opcionalmente
un grupo de activacién seleccionado del grupo que consiste en 7-azabenzotriazol
(opcionalmente derivado de HATU o HBTU), 4-nitro benceno y grupo N-succinimidilo, en
donde R* es opcionalmente un grupo N-succinimidilo; y

en donde m es un numero entero en el intervalo de 5 a 15 si p es cero, 0 m es un
numero entero en el intervalo de 7 a 15 si p es 1.

3. La sulfonamida de acuerdo con la realizaciéon 1 o 2, en donde R! y R? son

atomos de hidrégeno.
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4. La sulfonamida de acuerdo con cualquiera de las realizaciones 1 a 3, en
donde X representa un atomo de nitrégeno.

5. La sulfonamida de acuerdo con cualquiera de las realizaciones 1 a 4, en
donde el grupo HOOC-(CH2)m-(0)s-(E)p-(CH2)n-(A)- de férmula (A) o el grupo HOOC-
(CH2)m-(E)p-O- de formula (A-1) esta situado en la posicion meta o para en el anillo fenilo
Ph con respecto al grupo -S(O)»-.

0. La sulfonamida de acuerdo con cualquiera de las realizaciones 1 a 5, en
donde, si p es 1, el grupo HOOC-(CH2)m-(O)s- y el grupo -(CH2)n-(A)- estan situados en la
posicién meta o para en (E), de formula (A) o el grupo HOOC-(CH>)m- y -O- estan situados
en la posicion meta o para en (E), de formula (A-1).

7. La sulfonamida de acuerdo con cualquiera de las realizaciones 1 a 6, en
donde q es cero.

8. La sulfonamida de acuerdo con cualquiera de las realizaciones 1 a 7, en

donde la sulfonamida tiene la formula (A-1-1)

H H
Hal N N X
o o, 0 X~ | N/(/\)Wﬁq/ MOM vo - OR
\S\ )\\ H (@] o) (0]
N~ N
HO - o H
(A-1-1)

en donde X es un atomo de nitrégeno o un grupo—CH-; m es un nimero entero en
el intervalo de 7 a 15; r es un nimero entero en el intervalo de 1 a 6; g es cero o 1; Hal es
un atomo de halégeno seleccionado del grupo que consiste en un atomo de fltor, cloro,
bromo y yodo; R* representa un &tomo de hidrogeno o un grupo de activacion,
opcionalmente un grupo de activacion seleccionado del grupo que consiste en 7-
azabenzotriazol (opcionalmente derivado de HATU o HBTU), 4-nitro benceno y grupo N-

succinimidilo, en donde R* es opcionalmente un grupo N-succinimidilo;
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y el grupo HOOC-(CH2)m-CeHsHal-O- esta situado en la posicion meta o para en el
anillo fenilo Ph con respecto al grupo -S(O)2-.

9. La sulfonamida de acuerdo con cualquiera de las realizaciones 1 a 8, en
donde la sulfonamida tiene la formula (A-1-1a)

v /

ThoPena
o o (A-1-1a)

13

10. La sulfonamida de acuerdo con cualquiera de las realizaciones 1 a 7, en

donde la sulfonamida tiene la formula (A-1-2)

<2 iﬁ/l% WNVOW MOMOR

(A-1-2)

°N

oLy

en donde X es un atomo de nitrdgeno o un grupo -CH-; m es un nimero entero en
el intervalo de 5 a 15; r es un nimero entero en el intervalo de 1 a 6; g es cero 0 1; y el
grupo HOOC-(CH.)m-O- esté situado en la posiciébn meta o para en el anillo fenilo Ph con
respecto al grupo -S(O).-.

11. La sulfonamida de acuerdo con cualquiera de las realizaciones 1 a 7 o 10,

en donde la sulfonamida tiene la formula (A-1-2a)

// \\

(A-1- 2a)

o la férmula (A-1-2b)
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M \©\ \Hkﬁ)k WNMOM Vo%ﬂ(o Ni;

(A-1-2b)

o la férmula (A-1-2¢)

o
)L(\/)/o
HO 15
S/

VS
(0]

ZT

o 0 o R
o
R e
PR
N 0

(A-1-2¢)

(@]

Secciéon C: Conjugado

Se dan a conocer en la presente invencion conjugados que comprenden un
aglutinante de albimina y un ingrediente farmacéutico activo o un compuesto diagnéstico.
En una realizacion, el aglutinante de albumina se definié6 en la secciéon B anterior y el
ingrediente farmacéutico activo es un analogo de insulina definido en la seccién A anterior.

Se dan a conocer conjugados que comprenden una sulfonamida de férmula (1) y un

ingrediente farmacéutico activo o un compuesto diagndstico

e
)L(\/)/ Ok et hta 7’/ ()

en donde la sulfonamida de formula (l):

A se selecciona del grupo que consiste en atomo de oxigeno, grupo-CH>CH,-,
grupo -OCH:- y grupo -CH,0-;

E representa un grupo -CsHsR- en donde R es un atomo de hidrégeno o un
atomo de halégeno, en donde el atomo de halégeno se selecciona del grupo que consiste
en un atomo de flaor, cloro, bromo y yodo;

X representa un atomo de nitrégeno o un grupo -CH-;
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m es un namero entero en el intervalo de 5 a 17;

n es cero o un nimero entero en el intervalo de 1 a 3;
p esceroo l1;

q es cero o 1;

r es un numero entero en el intervalo de 1 a 6;

S esceroo 1;

t esceroo 1;

R? representa por lo menos un residuo seleccionado del grupo de atomo de
hidrégeno, a&tomo de halégeno, grupo alquilo C1 a C3 y grupo alquilo C1 a C3 halogenado;

R? representa por lo menos un residuo seleccionado del grupo de atomo de
hidrégeno, a&tomo de halégeno, grupo alquilo C1 a C3y grupo alquilo C1 a C3 halogenado;

en donde la sulfonamida de férmula (l) esta covalentemente unida al ingrediente
farmacéutico o al compuesto diagnéstico.

En algunas realizaciones, la combinacion en donde s es 1, p es cero, n es cero, A
es un atomo de oxigeno y t es 1, se excluye para la sulfonamida de férmula (l). En algunas
realizaciones, s es cero, en donde los residuos e indices restantes tienen el significado que
se indico anteriormente para la formula (1).

En algunas realizaciones, la sulfonamida de férmula (I) esta covalentemente unida
al ingrediente farmacéutico o al compuesto diagnéstico en el sentido que el grupo carboxi
terminal “a” de la sulfonamida de formula (I) esta covalentemente unido a un grupo funcional
adecuado del ingrediente farmacéutico activo o del compuesto diagnéstico, por ejemplo a
un grupo amino o un grupo hidroxilo del ingrediente farmacéutico activo o del grupo
diagnostico. Por ejemplo, el ingrediente farmacéutico activo es un péptido, en donde el
péptido y la sulfonamida de formula (1) estan por ejemplo conectados por un enlace amida,

por ejemplo formado entre el grupo carboxi terminal “a” de la sulfonamida de férmula (1) y
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un grupo amino del péptido. De mas esté decir que en caso de un enlace amida, el grupo

carboxilo “a” esta presente en el conjugado como grupo carbonilo—C(=0)-, como se muestra
a continuacion, en donde todos los residuos E, A, R, R?, X, ademas de los indices m, s, p,
n, t, ry g tienen el significado indicado anteriormente para la formula (1) y el grupo NH---- ya

es la parte remanente del grupo amino del péptido:

o @)% ity Foingh

En algunas realizaciones, el grupo alquilo C1 a C3 halogenado de R! y/o el grupo
alquilo C1 a C3 halogenado de R? de la sulfonamida de férmula (I) esta parcialmente
halogenado o perhalogenado. En algunas realizaciones, el grupo alquilo C1 a C3
halogenado de R! y/o el grupo alquilo C1 a C3 halogenado de R? de la sulfonamida de
férmula (1) esta perhalogenado.

Como se analiz6 precedentemente, se descubrié sorprendentemente que dichos
conjugados exhiben semivida favorable en la sangre y/o el plasma sanguineo, y un perfil
prolongado de la accién, que se ha comprobado, por ejemplo, en modelos animales pre-
clinicos.

Tal como se emplea en la presente memoria, la expresion “ingrediente farmacéutico
activo” (API) incluye cualquier compuesto quimico o biolégico farmacéuticamente activo y
cualquier sal farmacéuticamente aceptable de éste y cualquier mezcla de éste, que ofrezca
algun efecto farmacol6gico y se use para tratar o prevenir una afeccion. Tal como se

emplean en esta memoria, las expresiones “ingrediente farmacéutico activo”, “agente

” o« LI T]

activo”, “ingrediente activo”, “sustancia activa” y “farmaco” son sin6nimos, es decir, tienen

significado idéntico.
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Tal como se emplea en esta memoria, la expresion “conjugados que comprenden
una sulfonamida de formula () y un ingrediente farmacéutico activo o un compuesto
diagnéstico” comprende los conjugados propiamente dichos, sus sales farmacéuticamente
aceptables y conjugados isotopicamente etiquetados, en donde uno o mas atomos se
reemplazan con atomos que tienen el mismo namero atémico pero una masa atémica o
namero masico diferente de la masa atdmica o nimero masico que predomina en la
naturaleza. Lo mismo rige para todos los subtipos de conjugados, es decir, los conjugados
que comprenden sulfonamidas de férmula (I-1) a (I-5) como se detalla a continuacion y
también para sus subestructuras, por ejemplo, conjugados que comprenden las
sulfonamidas de férmula (I-1-1). Lo mismo rige para todos los subtipos de las sulfonamidas
de formula (1), es decir, para las sulfonamidas de férmula (I-1) a (I-5) como se detalla a
continuacién y también para sus subestructuras respectivamente, por ejemplo, las
sulfonamidas de férmula (I-1-1). Es decir, la expresiéon “conjugado que comprende una
sulfonamida de férmula (I-...)", en donde (I-...) representa el nimero de las sulfonamidas
de férmula (I-1) a (I-5) como se detalla a continuacion y también sus subestructuras,
comprende los conjugados propiamente dichos, sus sales farmacéuticamente aceptables y
todos sus compuestos isotdépicamente etiquetados farmacéuticamente aceptables.

Las sales farmacéuticamente aceptables de los conjugados incluyen sales de
adicion de acidos y sales de bases. Las sales de adicion de acidos adecuadas se forman a
partir de 4cidos que forman sales no toxicas. Los ejemplos incluyen las sales de acetato,
adipato, aspartato, benzoato, besilato, bicarbonato/carbonato, bisulfato/sulfato, borato,
camsilato, citrato, ciclamato, edisilato, esilato, formiato, fumarato, gluceptato, gluconato,
glucuronato, hexafluorofosfato, hibenzato, hidrocloruro/cloruro, hidrobromuro/bromuro,
hidroyoduro/yoduro, isetionato, lactato, malato, maleato, malonato, mesilato, metilsulfato,

naftilato, 2-napsilato, nicotinato, nitrato, orotato, oxalato, palmitato, pamoato,
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fosfato/hidrogeno fosfato/dihidrogeno fosfato, piroglutamato, sacarato, estearato, succinato,
tannato, tartrato, tosilato, trifluoroacetato, acido 1,5-naftalenodisulfénico y xinafoato. Las
sales de bases adecuadas se forman a partir de bases que forman sales no toxicas. Los
ejemplos incluyen las sales de aluminio, arginina, benzatina, calcio, colina, dietilamina,
bis(2-hidroxietil)Jamina (diolamina), glicina, lisina, magnesio, meglumina, 2-aminoetanol
(olamina), potasio, sodio, 2-amino-2-(hidroximetil)propano-1,3-diol (tris o trometamina) y
zinc. También se pueden formar hemisales de acidos y bases, por ejemplo, sales de
hemisulfato y hemicalcio. Para una revision de las sales adecuadas, véase Handbook of
Pharmaceutical Salts: Properties, Selection, and Use de Stahl y Wermuth (Wiley-VCH,
2002).

Los conjugados, y sus sales farmacéuticamente aceptables, pueden existir en las formas
no solvatada y solvatada. El término “solvato™ se emplea en esta memoria para describir un
complejo molecular que comprende el compuesto de Férmula |, o su sal farmacéuticamente
aceptable, y una o mas moléculas de disolvente farmacéuticamente aceptables, por
ejemplo, etanol. El término "hidrato™ se emplea cuando dicho disolvente es agua.

Los ejemplos de is6topos para inclusién en los conjugados incluyen is6topos de hidrégeno,
tales como ?H y 3H, carbono, tales como C, 3C y C, cloro, tales como 3¢Cl, fl(ior, tales
como 8F, yodo, tales como 3| y 2%, nitrégeno, tales como 3N y 1°N, oxigeno, tales como
150, "0 y 180, y azufre, tales como *°S.

Ciertos conjugados isotOpicamente etiquetados, por ejemplo aquellos que incorporan un
is6topo radiactivo, son Utiles en estudios de distribucion en el tejido de farmacos y/o
sustrato. Los is6topos radiactivos tritio, es decir, *H, y carbono -14, es decir, *C, son
particularmente Utiles para este propoésito en vista de su facilidad de incorporacién y medios

de deteccién simples.
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La sustitucion con is6topos mas pesados tales como deuterio, es decir ?H, puede
proporcionar ciertas ventajas terapéuticas resultantes de una mayor estabilidad metabdlica,
por ejemplo, aumento de semivida in vivo o reduccion de requerimientos de dosis.

La sustitucién con isétopos de emision de positrones, tales como 'C, 18F, *0 y 3N, puede
ser util en estudios de Topografia por Emision de Positrones (PET) para examinar la
ocupacion del receptor en el sustrato.

Los conjugados isotopicamente etiquetados en general se pueden preparar con técnicas
convencionales conocidas por los expertos en la materia.

Los solvatos farmacéuticamente aceptables de acuerdo con la invencién incluyen aquellos
en los gue el disolvente de cristalizacion puede ser isotdépicamente sustituido, p. €j., D20,
ds-acetona, de-DMSO.

En una realizacion, el ingrediente farmacéutico activo se selecciona del grupo que
comprende agente antidiabético, agente antiobesidad, agente regulador del apetito, agente
antihipertensivo, agente para el tratamiento y/o la prevencién de complicaciones que
provienen o se asocian con diabetes y agentes para el tratamiento y/o la prevencion de
complicaciones y trastornos resultantes o asociados con obesidad. Los ejemplos de estos
ingredientes farmacéuticos activos son: insulina, sulfonilureas, biguanidas, meglitinidas,
inhibidores de glucosidasa, antagonistas de glucagon, inhibidores de DPP-IV (dipeptidil
peptidasa-1V), inhibidores de enzimas hepaticas implicadas en estimulacién de
gluconeogénesis y/o glicogendlisis, moduladores de absorcion de glucosa, compuestos que
modifican el metabolismo de lipidos tales como agentes antihiperlipidémicos como
inhibidores de HMG CoA (estatinas), polipéptidos de inhibicidn géastrica (analogos de GIP),
compuestos que reducen la ingesta de alimentos, agonistas de RXR y agentes que actlan
sobre el canal de potasio dependiente de ATP de las células; colestiramina, colestipol,

clofibrato, gemfibrozil, lovastatina, pravastatina, simvastatina, probucol, dextrotiroxina,
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neteglinida, repaglinida; -bloqueantes tales como alprenolol, atenolol, timolol, pindolol,
propranolol y metoprolol, inhibidores de ACE (enzima convertidora de angiotensina) tales
como benazepril, captopril, enalapril, fosinopril, lisinopril, alatriopril, quinapril y ramipril,
bloqueantes de los canales de calcio tales como nifedipina, felodipina, nicardipina,
isradipina, nimodipina, diltiazem y verapamil, y a-bloqueantes tales como doxazosin,
urapidil, prazosin y terazosin; agonistas de CART (transcrito regulado por cocaina y
anfetamina), antagonistas de NPY (neuropéptido Y), agonista de PYY, agonistas de PYY2,
agonistas de PYY4, agonistas de PPY2/PYY4 mixtos, agonistas de MC4 (melanocortina 4),
antagonistas de orexina, agonistas de TNF (factor de necrosis tumoral), agonistas de CRF
(factor de liberacion de corticotropina), antagonistas de CRF BP (proteina de union al factor
liberador de corticotropina), agonistas de urocortina, agonistas de 3, agonistas de MSH
(hormona estimulante de melanocitos), antagonistas de MCH (hormona concentradora de
melanocitos), agonistas de CCK (colecistoquinina), inhibidores de reabsorcion de
serotonina, inhibidores de reabsorcion de serotonina y noradrenalina, compuestos mixtos
de serotonina y noradrenérgicos, agonistas de 5HT (serotonina), agonistas de bombesina,
antagonistas de galanina, hormona del crecimiento, compuestos liberadores de la hormona
del crecimiento, agonistas de TRH (hormona liberadora de tiretropina), moduladores de
UCP 2 o 3 (proteina de desacoplamiento 2 o 3), agonistas de leptina, agonistas de DA
(bromocriptin, doprexin), inhibidores de lipasa/amilasa, moduladores de RXR (receptor de
retinoide X), agonistas de TR; antagonistas de histamina H3, polipéptido inhibidor géstrico
hasta agonistas y antagonistas (analogos de GIP), gastrina y analogos de gastrina. En una
realizacion, el ingrediente farmacéutico activo se selecciona del grupo que consiste en
agente antidiabético, agente antiobesidad, agente regulador del apetito, agente
antihipertensivo, agente para el tratamiento y/o la prevencion de complicaciones que

provienen 0 se asocian con diabetes y agentes para el tratamiento y/o la prevencion de
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complicaciones y trastornos resultantes de o asociados con obesidad. Los ejemplos de
estos ingredientes farmacéuticos activos son: Insulina, sulfonilureas, biguanidas,
meglitinidas, inhibidores de glucosidasa, antagonistas de glucagon, inhibidores de DPP-IV
(dipeptidil peptidasa-IV), inhibidores de enzimas hepaticas implicadas en la estimulacion de
gluconeogénesis y/o glicogendlisis, moduladores de absorcion de glucosa, compuestos que
modifican el metabolismo de lipidos tales como agentes antihiperlipidémicos como
inhibidores de HMG CoA (estatinas), polipéptidos inhibidores gastricos (analogos de GIP),
compuestos que reducen la ingesta de alimentos, agonistas de RXR y agentes que actlan
sobre el canal de potasio dependiente de ATP de las células; colestiramina, colestipol,
clofibrato, gemfibrozil, lovastatina, pravastatina, simvastatina, probucol, dextrotiroxina,
neteglinide, repaglinide; bloqueantes tales como alprenolol, atenolol, timolol, pindolol,
propranolol y metoprolol, inhibidores de ACE (enzima convertidora de angiotensina) tales
como benazepril, captopril, enalapril, fosinopril, lisinopril, alatriopril, quinapril y ramipril,
bloqueantes de los canales de calcio tales como nifedipina, felodipina, nicardipina,
isradipina, nimodipina, diltiazem y verapamil, y a-bloqueantes tales como doxazosin,
urapidil, prazosin y terazosin; agonistas de CART (transcrito regulado por cocaina y
anfetamina), antagonistas de NPY (neuropéptido Y), agonista de PYY, agonistas de PYY2,
agonistas de PYY4, agonistas de PPY2/PYY4 mixtos, agonistas de MC4 (melanocortina 4),
antagonistas de orexina, agonistas de TNF (factor de necrosis tumoral), agonistas de CRF
(factor liberador de corticotropina), antagonistas de CRF BP (proteina de unién al factor
liberador de corticotropina), agonistas de urocortina, agonistas de 3, agonistas de MSH
(hormona estimulante de melanocitos), antagonistas de MCH (hormona concentradora de
melanocitos), agonistas de CCK (colecistoquinina), inhibidores de absorcién de serotonina,
inhibidores de absorcién de serotonina y noradrenalina, compuestos mixtos de serotonina

y noradrenérgicos, agonistas de 5HT (serotonina), agonistas de bombesina, antagonistas
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de galanina, hormona del crecimiento, compuestos liberadores de la hormona del
crecimiento, agonistas de TRH (hormona liberadora de tireotropina), moduladores de UCP
2 0 3 (proteina de desacoplamiento 2 o 3), agonistas de leptina, agonistas de DA
(bromocriptina, doprexina), inhibidores de lipasa/amilasa, moduladores de RXR (receptor
del retinoide X), agonistas de TR; antagonistas de histamina H3, polipéptido inhibidor
gastrico a agonistas o0 antagonistas (analogos de GIP), gastrina y analogos de gastrina.
En una realizacion, el ingrediente farmacéutico activo es un péptido terapéuticamente
activo, en donde el péptido comprende por lo menos 2 aminoacidos. En algunas
realizaciones, el péptido comprende por lo menos 10 aminoéacidos, o por lo menos 20
aminoacidos. En algunas realizaciones, el péptido comprende no mas de 1000
aminoacidos, como no mas de 500 aminoé&cidos, por ejemplo no mas de 100 aminoé&cidos.
En una realizacién del conjugado, el ingrediente farmacéutico activo es un agente
antidiabético, tal como un péptido. En algunas realizaciones, el péptido es GLP-1, analogo
de GLP-1, agonista de GLP-1; agonista dual del receptor de GLP-1/glucagén; analogo de
FGF21, FGF21 humano, derivado de FGF21; insulina (por ejemplo, insulina humana),
analogo de insulina o derivado de insulina.

De acuerdo con una realizacién del conjugado, el ingrediente farmacéutico activo se
selecciona del grupo que comprende insulina, analogo de insulina, GLP-1 y andlogo de
GLP-1 (por ejemplo, agonista de GLP(-1)). En una realizacion del conjugado, el ingrediente
farmacéutico activo se selecciona del grupo que consiste en insulina, andlogo de insulina,
GLP-1y anéalogo de GLP-1 (por ejemplo, agonista de GLP(-1)).

Tal como se emplea en este documento, la expresién "analogo de GLP-1" se refiere a un
polipéptido que tiene una estructura molecular que formalmente puede derivar de la
estructura de un péptido de tipo glucagon 1 que ocurre naturalmente 1 (GLP-1), por ejemplo

aguel de GLP-1 humano, eliminando y/o intercambiando por lo menos un residuo de
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amino&cido que ocurre en el GLP-1 natural y/o afadiendo por lo menos un residuo de
aminoacido. El residuo de aminoacido afadido y/o intercambiado puede o bien consistir en
residuos de aminoacidos codificables u otros residuos naturales o residuos de aminoéacidos
puramente sintéticos.

Tal como se emplea en este documento, la expresion “agonista de GLP(-1)” hace referencia
a anélogos de GLP(-1), que activan el receptor del péptido de tipo glucagon 1 (receptor de
GLP-1). Los ejemplos de agonistas de GLP(-1) incluyen, aunque sin limitarse a ello, los
siguientes: lixisenatida, exenatida / exendin-4, semaglutida, taspoglutida, albiglutida,
dulaglutida.

La lixisenatida tiene la siguiente secuencia de aminoacidos (SEQ ID NO: 98): His—Gly—Glu—
Gly—Thr—-Phe-Thr-Ser—Asp—Leu—Ser—-Lys—GIn-Met-Glu-Glu-Glu—-Ala—Val-Arg-Leu—
Phe-lle—Glu-Trp-Leu-Lys—Asn—-Gly—Gly—Pro—-Ser-Ser-Gly—Ala—Pro—Pro—-Ser-Lys—Lys—
Lys—Lys—Lys—Lys—NH>

La exenatida tiene la siguiente secuencia de aminoacidos (SEQ ID NO: 99):
His-Gly-Glu-Gly-Thr-Phe-Thr-Ser-Asp-Leu-Ser-Lys-GIn-Met-Glu-Glu-Glu-Ala-Val-Arg-Leu-
Phe-lle-Glu-Trp-Leu-Lys-Asn-Gly-Gly-Pro-Ser-Ser-Gly-Ala-Pro-Pro-Pro-Ser- NH-
Semaglutida — El aglutinante de albumina acoplado a Lys(20) tiene la siguiente secuencia
de aminoéacidos (SEQ ID NO: 100):
His-Aib-Glu-Gly-Thr-Phe-Thr-Ser-Asp-Val-Ser-Ser-Tyr-Leu-Glu-Gly-Gin-Ala-Ala-
Lys(AEEAc-AEEAc-y-Glu-17-carboxiheptadecanoil)-Glu-Phe-lle-Ala-Trp-Leu-Val-Arg-Gly-
Arg-Gly

Dulaglutida (GLP1 (7-37) acoplada mediante un enlazador peptidico a un fragmento de fc)
tiene la siguiente secuencia de aminoacidos (SEQ ID NO: 101):
His-Ala-Glu-Gly-Thr-Phe-Thr-Ser—Asp-Val-Ser-Ser-Tyr-Leu-Glu-Gly-Gin-Ala-Ala-Lys-Glu-

Phe-lle-Ala-Trp-Leu-Val-Lys-Gly-Arg-Gly


https://en.wikipedia.org/wiki/Histidine
https://en.wikipedia.org/wiki/Glycine
https://en.wikipedia.org/wiki/Glutamic_acid
https://en.wikipedia.org/wiki/Threonine
https://en.wikipedia.org/wiki/Phenylalanine
https://en.wikipedia.org/wiki/Serine
https://en.wikipedia.org/wiki/Aspartic_acid
https://en.wikipedia.org/wiki/Leucine
https://en.wikipedia.org/wiki/Lysine
https://en.wikipedia.org/wiki/Glutamine
https://en.wikipedia.org/wiki/Methionine
https://en.wikipedia.org/wiki/Alanine
https://en.wikipedia.org/wiki/Valine
https://en.wikipedia.org/wiki/Arginine
https://en.wikipedia.org/wiki/Isoleucine
https://en.wikipedia.org/wiki/Tryptophan
https://en.wikipedia.org/wiki/Asparagine
https://en.wikipedia.org/wiki/Proline
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Tal como se emplea en este documento, el término “FGF-21” significa “factor de crecimiento
de fibroblastos 21”. Los compuestos FGF-21 pueden ser FGF-21 humano, un analogo de
FGF-21 (denominado “analogo de FGF-21") o un derivado de FGF-21 (denominado
“derivado de FGF-217).

En algunas realizaciones, el ingrediente farmacéutico activo es un analogo de insulina. Los
ejemplos de anélogos de insulina incluyen, aunque sin limitarse a ello, los siguientes:

. “Insulina aspartica” es insulina humana en la que el aminoacido B28 (es decir, el
aminoacido nim. 28 en la cadena B de insulina humana), que es prolina, se reemplaza por
acido aspartico.

(ii). “Insulina lispro” es insulina humana en la que los penultimos residuos lisina y prolina
en el extremo C-terminal de la cadena B se revierten (insulina humana: ProB28LysB29;
insulina lispro: LysB28ProB29).

(iii).  “Insulina glulisina” difiere de la insulina humana en el sentido que el amino&cido
asparagina en la posicion B3 se reemplaza por lisina, y la lisina en la posicion B29 se
reemplaza por 4cido glutamico.

(iv). “Insulina glargina” difiere de la insulina humana en el sentido que la asparagina en
la posicién A21 se reemplaza por glicina, y la cadena B es extendida en el extremo carboxi
terminal por dos argininas.

Ademas, el analogo de insulina puede ser “Insulina detemir” que difiere de la insulina
humana en el sentido que el aminoéacido treonina en la posicion B30 se elimina, y se acopla
un residuo de acido graso (acido miristico) a la funcién amino épsilon de la lisina en la
posicion B29. Alternativamente, el analogo de insulina puede ser “Insulina degludec” que
difiere de la insulina humana porque el aminoacido treonina en la posicién B30 se elimina
y se conjuga un &cido hexadecanodioico al amino&cido lisina B29 mediante un enlazador

gama-L-glutamilo. La insulina degludec es una insulina de accién prolongada.
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En algunas realizaciones, el analogo de insulina es un analogo de insulina descrito en la
seccion A precedente. Las definiciones y explicaciones provistas anteriormente rigen en
este sentido. En algunas realizaciones, el analogo de insulina comprendido por el
conjugado es un analogo de insulina que comprende por lo menos una mutacion relativa a
la insulina original, en donde el analogo de insulina comprende una mutacién en la posiciéon
B16 que se sustituye con un aminoécido hidréfobo, y/o una mutaciéon en la posicién B25
que se sustituye con un aminodacido hidr6fobo. Como se describié anteriormente en la
seccion A, el analogo de insulina puede opcionalmente comprender otras mutaciones. Por
ejemplo, el residuo de aminoéacido en la posicion 14 de la cadena A (Al4) de la insulina
original (tal como insulina humana) se puede sustituir con acido glutamico, y el aminoacido
en la posicion 30 de la cadena B se puede eliminar, es decir, puede estar ausente (mutacion
desB30).

En algunas realizaciones, el analogo de insulina comprendido por el conjugado es
Glu(Al4)Val(B25)Des(B30)-Insulina  (tal como  Glu(Al4)Val(B25)Des(B30)-insulina
humana). La secuencia de este analogo se muestra, p. €j., en la Tabla 4 de la seccion de
Ejemplos (véase el Analogo 24). Por ejemplo, Glu(Al4)Val(B25)Des(B30)-Insulina
comprende una cadena A gque tiene una secuencia de aminoacidos como se muestra en
SEQ ID NO: 47 (GIVEQCCTSICSLEQLENYCN) y una cadena B que tiene una secuencia
de aminoacidos como se muestra en SEQ ID NO: 48
(FVNQHLCGSHLVEALYLVCGERGFVYTPK).

En algunas realizaciones, el analogo de insulina comprendido por el conjugado es
Glu(A14)lle(B25)Des(B30)-Insulina (tal como Glu(Al4)lle(B25)Des(B30)-insulina humana).
La secuencia de este analogo se muestra, p. €j., en la Tabla 4 de la seccion de Ejemplos
(véase el Analogo 22). Por ejemplo, Glu(A14)lle(B25)Des(B30)-Insulina comprende una

cadena A que tiene una secuencia de aminoacidos como se muestra en SEQ ID NO: 43
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(GIVEQCCTSICSLEQLENYCN) y una cadena B que tiene una secuencia de aminoacidos
como se muestra en SEQ ID NO: 44 (FVNQHLCGSHLVEALYLVCGERGFIYTPK).

En algunas realizaciones, el analogo de insulina comprendido por el conjugado es
Glu(A14)Glu(B3)Val(B16)Val(B25)Des(B30)-Insulina (tal como Glu(A14)Glu(B3)Val(B16)
Val(B25)Des(B30)-insulina humana). La secuencia de este analogo se muestra, p. €j., en
la Tabla 1 de la seccion de Ejemplos (véase el Analogo 39).

De acuerdo con una realizacién del conjugado, el ingrediente farmacéutico activo es
insulina o un andlogo de insulina, por ejemplo un analogo de insulina expuesto
anteriormente (tal como Glu(Al4)Vval(B25)Des(B30)-insulina humana,
Glu(A14)lle(B25)Des(B30)-insulina humana) o] Glu(A14)Glu(B3)Val(B16)
Val(B25)Des(B30)-insulina humana), en donde el grupo amino del péptido, al que esta
covalentemente unida la sulfonamida de férmula (1), es un grupo amino épsilon de una lisina
presente en la insulina o el anélogo de insulina, o es el grupo amino N-terminal de la cadena
B de la insulina o el analogo de insulina. Por ejemplo, la insulina o el analogo de insulina
tienen una lisina en la cadena A y/o en la cadena B. En algunas realizaciones, la insulina o
el analogo de insulina tienen una lisina en la cadena A y en la cadena B.

De acuerdo con una realizacion del conjugado, el grupo amino del péptido, al que esta
covalentemente unida la sulfonamida de férmula (1), es un grupo amino épsilon de una lisina
presente en la posicién B26 a B29, por ejemplo B29, de la cadena B de la insulina humana
o el analogo de insulina humana, por ejemplo del analogo de insulina humana.

En algunas realizaciones, en los analogos de insulina humana que se describen en la
secciobn A anterior, estd presente un solo residuo lisina. Por ejemplo,
Glu(Al4)Val(B25)Des(B30)-insulina humana, Glu(Al4)lle(B25)Des(B30)-insulina humana)
y Glu(A14)Glu(B3)Val(B16)Val(B25)Des(B30)-insulina humana tienen un residuo lisina en

la posicién B29. Dicho residuo lisina es el aminoacido terminal en el término C de la cadena
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B, ya que el amino&cido en la posicion B30 est4 ausente. En algunas realizaciones de los
conjugados de la presente invencion, la sulfonamida de férmula (1) esta covalentemente
unida al grupo amino épsilon de dicho residuo lisina, tipicamente a través de un enlace
amida.

Los conjugados ilustrativos se muestran en las Fig. 5 a Fig. 8 y se describen en la seccién
de Ejempilos, p. €j., en el Ejemplo 10.

En algunas realizaciones del conjugado de la presente invencion, el conjugado comprende
Glu(Al4)Val(B25)Des(B30)-insulina humana (como analogo de insulina) y una sulfonamida

de la siguiente férmula (como aglutinante de albimina):

o o o}
HOM\/\/\MO N/j)kN/\/o\/\o/ﬁ(n\/\o/\/OVU\OH
e "
\Q\/N N ©

\
J o

El conjugado expuesto arriba puede tener la siguiente estructura (véase también la Fig. 5,

conjugado 1):

© o)
J’Iv\/\/\/\/\/\/\/o o n
| H
n Il
N o o]
S/ N
Vi \\0

[
8

S S
' HN
Gly lle Val Glu Gin Cys Cys Thr Ser lle Cys Ser LeuGlu Gin Leu Glu Asn Tyr Cys  Asn
s S
: s
Phe Val AshGln His Leu Cys Gly Ser His LeuVal Glu Ala Leu  Tyr Leu Val CysGly Glu Arg Gly PheVal Tyr Thr F'ro-” OH

Las secuencias de la cadena A (SEQ ID NO: 47) y de la cadena B (SEQ ID NO: 48) se
indican con un cddigo de tres letras, excepto por el tltimo aminoacido en la cadena B (lisina
en la posicion B29). Se muestra la estructura del residuo lisina. El residuo lisina esta

covalentemente unido al aglutinante (mediante el aminoacido épsilon del residuo lisina).
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En algunas realizaciones del conjugado descrito en la presente invencion, el conjugado
comprende Glu(Al4)Val(B25)Des(B30)-insulina humana (como analogo de insulina) y una

sulfonamida de la siguiente formula (como aglutinante de albumina):

/ /\/O\/\ N\/\o/\/ \)k
W

I O O \N
HO

El conjugado expuesto arriba puede tener la siguiente estructura (véase también la Fig. 6,

conjugado 2):

H
L¢] N
o © N/l H/"\/ ~"g ~""p
N

H
HO 0 Q
s 1L
‘ HN o
c

Gly lle Val Glu Gin ys Cys Thr Ser lle Cys Ser Leu Glu Gin LeuGlu Asn Tyr Cys  Asn

1

/

Phe Val AsnGin His Leu Cys Gly Ser His LeuVal Glu Ala Leu  Tyr LeuVal CysGly  Glu Arg Gly Phe¥al  Tyr Thr Pro-u OH

|
8 s

Las secuencias de la cadena A (SEQ ID NO: 47) y de la cadena B (SEQ ID NO: 48) se
indican con el codigo de tres letras, excepto por el tltimo aminoacido en la cadena B (Lisina
en la posicion B29). Se muestra la estructura del residuo lisina. El residuo lisina esta
covalentemente unido al aglutinante (via el amino&cido épsilon del residuo lisina).

En algunas realizaciones del conjugado de la presente invencién, el conjugado comprende
Glu(A14)Glu(B3)Val(B16)Val(B25)Des(B30)-insulina humana (como anélogo de insulina) y

una sulfonamida de la siguiente férmula (como aglutinante de albamina):
(0]

o o)
HOWMO N/j)kN/\/o\/\Wn\/\O/\/O\/MOH
P
YoWe o

N\
J o
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El conjugado expuesto arriba puede tener la siguiente estructura (véase también la Fig. 7,
conjugado 3):

o]

o]
H
Lo} O N
HOJ'k/\/\/\/\/\/\/\—/ R N/\\/ \/\0 \‘/\0
\©\ H’JI\/j).LH /Y H
N = 0o
v N

V/AY
0/0 0

H Nko

Gly lle Val Glu GIn  Cys Cys Thr Ser lla Cys Ser LeuGluGin  LeuGlu AsnTyr Cys  Asn

f.' ;
T )
|
Phe Val Glu Gin His Leu Cys Gly Ser His LeuVal Glu Ala Leu  Val LeuVal CysGly Glu Arg Gly Phe ¥al Tyr Thr Proﬁ OH

Las secuencias de la cadena A (SEQ ID NO: 77) y de la cadena B (SEQ ID NO: 78) se
indican con el cddigo de tres letras, excepto por el ultimo aminoacido en la cadena B (lisina
en la posicion B29). Se muestra la estructura del residuo lisina. El residuo lisina esta
covalentemente unido al aglutinante (mediante el aminoacido épsilon del residuo lisina).

En algunas realizaciones de los conjugados de la presente invencién, el conjugado
comprende Glu(Al14)lle(B25)Des(B30)-insulina humana (como anélogo de insulina) y una

sulfonamida de la siguiente formula (como aglutinante de albimina):
o o 9y o)
HMMO N N/\/O\/\WN\/\O/\/ ovu\OH
H’M " o
/N N/
J

El conjugado expuesto arriba puede tener la siguiente estructura (véase también la Fig. 8,

conjugado 4):
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o]

o]
H
] (o] N
HOM\/\NWV X N .\/\0 \\/\‘O
N — o]
s< N
/
0/\0 0

S by
o]

HN
Gly lle Val Glu Gin Cys Cys Thr Ser lla Cys Ser LeuGlu Gin LeuGlu Asn Tyr Cys  Asn

s s

I /

S S

|
Phe Val AsnGin His Leu Cys Gly Ser His LeuVal Glu Ala Leu  Tyr LeuVal CysGly Glu Arg Gly Phe Jle Tyr Thr Proﬁ OH
[o]

Las secuencias de la cadena A (SEQ ID NO: 43) y de la cadena B (SEQ ID NO: 44) se
indican con el cddigo de tres letras, excepto por el ultimo aminoacido en la cadena B (lisina
en la posicion B29). Se muestra la estructura del residuo lisina. El residuo lisina esta

covalentemente unido al aglutinante (via el grupo amino épsilon del residuo lisina).

Se describen también en este documento conjugados que comprenden un compuesto
diagnéstico. En algunas realizaciones del conjugado, el compuesto diagndstico es un
agente de contraste, tal como un agente de contraste radiolégico. En algunas realizaciones,
el agente de contraste es agente de contraste para imagenes de resonancia magnética
(RMN) basado en gadolinio o yodo. En algunas realizaciones, el agente de contraste es
gadopentetato dimeglumina, gadoterato meglumina, gadobenato dimeglumina, gadoteridol,
gadodiamida, gadoversetamida, gadoxetato dis6dico, amidotrizoato o una sal de
amidotrizoato, por ejemplo una meglumina, sal de sodio y/o lisina de amidotrizoato, iohexol
(5-[acetil(2,3-dihidroxipropil)amino]-1-N,3-N-bis(2,3-dihidroxipropil)-2,4,6-triyodo-benceno-
1,3-dicarboxamida), iopamidol (1-N,3-N-bis(1,3-dihidroxipropan-2-il)-5-[[(2S)-2-
hidroxipropanoillamino]-2,4,6-triiodobenceno-1,3-dicarboxamida), iopromida (1-N,3-N-
bis(2,3-dihidroxipropil)-2,4,6-triyiodo-5-[(2-metoxiacetil)amino]-3-N-metil-benceno-1,3-

dicarboxamida) o ioxidanol (5-[acetil-[3-[acetil-[3,5-bis(2,3-dihidroxipropilcarbamoil)-2,4,6-

triyodo-fenillJamino]-2-hidroxi-propillamino]-N,N'-bis(2,3-dihidroxipropil)-2,4,6-triyodo-
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benceno-1,3-dicarboxamida). En algunas realizaciones, el agente de contraste se
selecciona del grupo que consiste en gadopentetato dimeglumina, gadoterato meglumina,
gadobenato dimeglumina, gadoteridol, gadodiamida, gadoversetamida, gadoxetato
disddico, amidotrizoato una sal de amidotrizoato, por ejemplo una meglumina, sal de sodio
ylo lisina de amidotrizoato, iohexol (5-[acetil(2,3-dihidroxipropil)amino]-1-N,3-N-bis(2,3-
dihidroxipropil)-2,4,6-tri-yodo-benceno-1,3-dicarboxamida), iopamidol (1-N,3-N-bis(1,3-
dihidroxipropan-2-il)-5-[[(2S)-2-hidroxipropanoillamino]-2,4,6-triyodobenceno-1,3-
dicarboxamida), iopromida (1-N,3-N-bis(2,3-dihidroxipropil)-2,4,6-triyodo-5-[(2-
metoxiacetil)amino]-3-N-metil-benceno-1,3-dicarboxamida) o ioxidanol (5-[acetil-[3-[acetil-
[3,5-bis(2,3-dihidroxipropilcarbamaoil)-2,4,6-triyodo-fenilJamino]-2-hidroxi-propilJamino]-
N,N'-bis(2,3-dihidroxi-propil)-2,4,6-triyodo-benceno-1,3-dicarboxamida).

Como se analiz6 anteriormente, la sulfonamida de formula (I) esta covalentemente unida al

Iu ”

compuesto diagnéstico en el sentido que el grupo carboxi termina de la sulfonamida de
féormula (I) estd covalentemente unido a un grupo funcional adecuado del compuesto
diagnéstico. El grupo funcional adecuado puede ser, por ejemplo, un grupo amino (primario

0 secundario) o un grupo hidroxilo del compuesto diagnéstico.

De acuerdo con una realizacién del conjugado, la sulfonamida tiene la formula (I-1)

" /</\)7T)/ NVO 2 N\Pﬁo*}(OH
3 @)%

en donde:

E representa un grupo -CsHsR- en donde R es un atomo de hidrégeno o un atomo de
halégeno, en donde el &tomo de halégeno se selecciona del grupo que consiste en
un &tomo de flaor, cloro, bromo y yodo y es por ejemplo un atomo de fltor;

X representa un atomo de nitrégeno o un grupo —CH-;
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p escerool;
q es cero ol;
r es un numero entero en el intervalo de 1 a 6;

R? representa por lo menos un residuo seleccionado del grupo de atomo de hidrégeno
y atomo de hal6geno, en donde el &tomo de haldégeno es por ejemplo un atomo de
flior o cloro;

R? representa por lo menos un residuo seleccionado del grupo de atomo de hidrégeno,
grupo alquilo C1 a C3y grupo alquilo C1 a C3 halogenado, en donde el grupo alquilo
C1 a C3 es por ejemplo un grupo metilo y el grupo alquilo C1 a C3 halogenado es
por ejemplo perhalogenado, tal como un grupo trifluorometilo;

en donde m es un numero entero en el intervalo de 5 a 15 si p es cero, 0 m es un nimero

entero en el intervalo de 7 a 15 sip es 1.

En una realizacién del conjugado, los residuos R! y R? de la sulfonamida son atomos de

hidrégeno.

En una realizacién del conjugado, el residuo X de la sulfonamida representa un atomo de

nitrégeno.

De acuerdo con otra realizacion del conjugado, el grupo HOOC-(CH2)m-(O)s-(E)p-(CH2)n-

(A)- de formula (1) o el grupo HOOC-(CHa)m-(E),-O- de formula (I-1) de la sulfonamida esta

situado en la posicién meta o para en el anillo fenilo Ph con respecto al grupo -S(O)2-.

De acuerdo con otra realizacion del conjugado, si p es 1, el grupo HOOC-(CH2)m-(O)s- v el

grupo -(CH2)n-(A)- estan situados en la posicién meta o para en (E), de férmula (l) de la

sulfonamida o el grupo HOOC-(CH>)m- y -O- estén situados en la posicion meta o para en

(E)p de férmula (1-1).

De acuerdo con otra realizacion del conjugado, el indice g de la sulfonamida es cero.

De acuerdo con otra realizacion del conjugado, la sulfonamida tiene la formula (I-1-1)
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(1-1-1)
en donde X es un &tomo de nitrégeno o un grupo—CH-, por ejemplo un atomo de nitrégeno;
m es un numero entero en el intervalo de 7 a 15; r es un numero entero en el intervalo de 1
a 6; q es cero 0 1, por ejemplo cero; Hal es un atomo de hal6geno seleccionado del grupo
que consiste en un atomo de fldor, cloro, bromo y yodo, por ejemplo un atomo de fltor; y el
grupo HOOC-(CH2)m-CsHsHal-O- esta situado en la posicion meta o para en el anillo fenilo
Ph con respecto al grupo -S(O),-.

De acuerdo con una realizacion del conjugado, la sulfonamida tiene la formula (I-1-1a)

oo jﬂ oo Lo,
m Q (I-1-1a)

De acuerdo con otra realizacién del conjugado, la sulfonamida tiene la férmula (I-1-2)

4% Aoy ot

<
‘/ (1-1-2)

en donde X es un atomo de nitrégeno o un grupo -CH-, por ejemplo un atomo de nitrdgeno;
m es un ndmero entero en el intervalo de 5 a 15; r es un nUmero entero en el intervalo de 1
a 6; qesceroo 1, por ejemplo cero; y el grupo HOOC-(CH2)m-O- esta situado en la posicion

meta o para en el anillo fenilo Ph con respecto al grupo -S(O)2-.

De acuerdo con una realizacion del conjugado, la sulfonamida tiene la férmula (I-1-2a)
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// \\

(1-1-2a)

o la férmula (1-1-2b)

. Ol *@* by e opor

// \\

(1-1-2b)
o la férmula (I-1-2c)
(@] o 0
HO/U\(\/)fO\[j S N%O%HWO%OH
H
N =
//S\\ N
o ©° (1-1-2¢)

De acuerdo con otra realizacién del conjugado, la sulfonamida tiene la formula (1-2)

o) o o
O
0.,0 X N ”{'VO%H%\/ MOH
S\NJ‘\ =
H N

HO m (1-2)

en donde

X representa un atomo de nitrégeno o un grupo -CH-; y

m es un numero entero en el intervalo de 5 a 17, por ejemplo en el intervalo de 11 a

17.

De acuerdo con una realizacion del conjugado, el grupo HOOC-(CH,)m- de la sulfonamida

de formula (I-2) esta situado en la posicion meta o para en el anillo fenilo Ph con respecto

al grupo -S(O)2-.

De acuerdo con otra realizacion del conjugado, la sulfonamida tiene la formula (I-3)
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(0] o 0
(6]
0.0 X/j/I‘\H‘{’\/OMH/{/\/ \}?/LLOH
=

S\NJl\
O /<E> L
™o ’ (1-3)

(0]
en donde
E representa un grupo -CsHsR- en donde R es un atomo de hidrégeno o un atomo de
halégeno, en donde el atomo de halégeno se selecciona del grupo que consiste en
un atomo de flaor, cloro, bromo y yodo;
X representa un atomo de nitrégeno o un grupo -CH-;
m es un numero entero en el intervalo de 5 a 17, por ejemplo 11.

De acuerdo con una realizacion del conjugado, el grupo HOOC-(CH2)m-O- y el grupo —
(CH2)2- de la sulfonamida de formula (I-3) estan situados en la posicion para en (E) de
férmula (I-3) y el grupo HOOC-(CH2)m-O-(E)-(CH>),- esta situado en la posicién para en el
anillo fenilo Ph con respecto al grupo -S(O)2-.

De acuerdo con otra realizacién del conjugado, la sulfonamida tiene la formula (1-4)

O

o) (6]
(0]
o 0o Xlﬁ/u\m{’\/o\]z\/u\mx{’\/ \]2\/Ua\OH
\S; J\
0 N =
W(E H N
HO m )\A

en donde

(1-4)

A es un grupo OCH>- o un grupo -CH-0O-;

E representa un grupo -CsHsR- en donde R es un &tomo de hidrégeno o un atomo de
halégeno, en donde el atomo de halégeno se selecciona del grupo que consiste en
un &tomo de flaor, cloro, bromo y yodo;

X representa un &tomo de nitrégeno o un grupo -CH-;

m es un numero entero en el intervalo de 5 a 17, por ejemplo en el intervalo de 9 a 13.
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De acuerdo con una realizacion del conjugado, el grupo HOOC-(CH2)m- y el grupo -A- de la
sulfonamida de formula (I-4) estan situados en la posiciéon para en (E) de férmula (I-4) y el
grupo—A- esta situado en la posicion para en el anillo fenilo Ph con respecto al grupo -S(O);-.

De acuerdo con otra realizacion del conjugado, la sulfonamida tiene la formula (I-5)

IO e e

o.,0
Hon\ (E)/HZ\Q 0-5)
en donde
E representa un grupo -CsHsR- en donde R es un atomo de hidrégeno o un atomo de
halégeno, en donde el atomo de halégeno se selecciona del grupo que consiste en
un atomo de fltor, cloro, bromo y yodo;
X representa un atomo de nitrégeno o un grupo -CH-;
m es un numero entero en el intervalo de 5 a 17, por ejemplo en el intervalo de 7 a 9.
De acuerdo con una realizacion del conjugado, el grupo HOOC-(CH2)m Y el grupo—(CHz)2-
de la sulfonamida de férmula (I-5) estan situados en la posicién para en (E) de formula (I-5)
y el grupo HOOC-(CH2)m (E)-(CH2)2-O- esta situado en la posicién para en el anillo fenilo

Ph con respecto al grupo -S(O)2-.

Procedimiento para preparar un conjugado

Se describen en la presente invencién procedimientos para preparar un conjugado como
se describié en la seccidon C anterior. Por consiguiente, se proveen en este documento
procedimientos para preparar un conjugado que comprende una sulfonamida de formula (1)

y un ingrediente farmacéutico activo
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2

0. ,0 (j)% WNMO{W NS MOH

(1

en donde la sulfonamida de férmula (1):

A

Rl

R2

se selecciona del grupo que consiste en atomo de oxigeno, grupo -CH>CH-, -grupo
OCHg3- y grupo -CH.0O-;

representa un grupo -CsHsR- en donde el grupo R es un atomo de hidrégeno o un
atomo de halégeno, en donde el &tomo de halégeno se selecciona del grupo que
consiste en un atomo de fluor, cloro, bromo y yodo;

representa un atomo de nitrégeno o un grupo -CH-;

es un numero entero en el intervalo de 5 a 17;

es cero 0 un nimero entero en el intervalo de 1 a 3;

esceroo 1;

esceroo 1;

es un numero entero en el intervalo de 1 a 6;

esceroo 1;

es ceroo 1;

representa por lo menos un residuo seleccionado del grupo de atomo de hidrégeno,
atomo de halégeno, grupo alquilo C1 a C3 y un grupo alquilo C1 a C3 halogenado;
representa por lo menos un residuo seleccionado del grupo de atomo de hidrégeno,

atomo de halégeno, grupo alquilo C1 a C3 y un grupo alquilo C1 a C3 halogenado;

en donde la sulfonamida de féormula (I) estd covalentemente unida al ingrediente

farmacéutico activo en el sentido de que el grupo carboxi terminal “a” de la sulfonamida de

férmula (1) estéa covalentemente unido a un grupo amino del ingrediente farmacéutico activo;

@)

proporcionar una sulfonamida de férmula (Aa)
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endonde X, Y, A, E, R, R?y los indices m, n, p, g, 1, S, t tienen el significado definido
anteriormente con respecto a la formula (1), R* es un atomo de hidrégeno o un grupo
de activacion, opcionalmente un grupo de activacion seleccionado del grupo que
consiste en 7-azabenzotriazol (opcionalmente derivado de HATU o HBTU), 4-nitro
benceno y grupo N-succinimidilo, en donde R* es opcionalmente un grupo N-
succinimidilo,

y R® es un grupo protector o un atomo de hidrégeno, opcionalmente un atomo de
hidrogeno; y un ingrediente farmacéutico activo que tiene un término C protegido o
desprotegido;

someter a reaccion la sulfonamida de férmula (Aa) y el ingrediente farmacéutico
activo que tiene un término C protegido o desprotegido bajo condiciones adecuadas
para formar un enlace amida entre el grupo carboxi libre o activado, opcionalmente

u ”

activado de la sulfonamida de férmula (Aa) y un grupo amino del ingrediente
farmacéutico activo que tiene un término C protegido o desprotegido;
opcionalmente quitar uno o ambos grupos de proteccion, por ejemplo quitar ambos

grupos protectores.

En algunas realizaciones del procedimiento, la combinacién en donde s es 1, p es cero, n

es cero, A es un atomo de oxigeno y t es 1, se excluye para la sulfonamida de férmula (1)

asi como también para la sulfonamida de férmula (Aa). En algunas realizaciones, s es cero

para la sulfonamida de férmula (I) asi como también para la sulfonamida de férmula (Aa),
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en donde los residuos e indices restantes tienen el significado expuesto anteriormente para

las férmulas (1) y (Aa) respectivamente.

Es también posible preparar un conjugado como se describié en la seccién C anterior,

mediante un procedimiento que comprende:

a) Proporcionar una sulfonamida de férmula (Aa) en donde R* representa un grupo de
activacion (R* = grupo de activacion);

b)  Proporcionar una disolucién acuosa de un ingrediente farmacéutico activo, en donde
la disolucién acuosa opcionalmente comprende un alcohol;

c) Poner en contacto la disolucion acuosa de b) con la sulfonamida de férmula (Aa) (R*
= grupo de activacion) de a); y

d) Someter a reaccion la sulfonamida de formula (Aa) con el ingrediente farmacéutico
activo, obteniendo una disolucién que comprende el conjugado de la sulfonamida y el
ingrediente farmacéutico activo, en donde la sulfonamida estéa covalentemente unida
al ingrediente farmacéutico activo.

En este procedimiento, el ingrediente farmacéutico activo es opcionalmente un polipéptido

de insulina que tiene un grupo amino libre, opcionalmente un analogo de insulina como en

la Seccién A anterior o su precursor, en donde cada uno tiene un grupo amino libre, en

donde el precursor del analogo de insulina comprende un péptido enlazador adicional que

tiene una longitud de por lo menos dos aminoécidos, o una longitud en el intervalo de 2 a

30 aminoacidos, o una longitud en el intervalo de 4 a 9 aminoacidos. En este procedimiento,

la disolucién acuosa provista en a) tiene un valor de pH en el intervalo de 9 a 12, o en el

intervalo de 9,5 a 11,5, o en el intervalo de 10 a 11, en donde el valor de pH se determina

con un electrodo de vidrio sensible al pH de acuerdo con la norma ASTM E 70:2007; en

donde el valor de pH se ajusta opcionalmente en el intervalo respectivo por adicion de una

base, o una base seleccionada del grupo que consiste en hidroxidos alcalinos (hidroxido de
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litio, hidréxido de sodio, hidroxido de potasio), alquilaminas y mezclas de dos o mas de
estos; o se selecciona del grupo de alquilaminas terciarias N(alquilo C1-C5)s, alquilaminas
primarias HoN-C(alquilo C1-C5);y de dos 0 mas de éstas, en donde los grupos alquilo C1-
C5 de las aminas terciarias y de las aminas primarias se seleccionan cada uno en forma
independiente entre grupos alquilo C1-C5 ramificados o lineales y en donde cada grupo
alquilo C1-C5 tiene por lo menos un sustituyente seleccionado del grupo de atomo de
hidrégeno, grupo hidroxilo y grupo carboxilo; o del grupo de alquilaminas terciarias N(alquilo
C1-C3)3, alquilaminas primarias H2N-C(alquilo C1-C3)s; y mezclas de dos o mas de éstas,
en donde los grupos alquilo C1-C3 de las aminas terciarias y de las aminas primarias se
seleccionan cada uno en forma independiente entre grupos alquilo C1-C3 lineales o
ramificados y en donde cada grupo alquilo C1-C3 tiene por lo menos un sustituyente
seleccionado del grupo de atomo de hidrégeno, grupo hidroxilo y grupo carboxilo; o
seleccionado del grupo de bicina, trimetilamina, tris(hidroximetil)-amino-metano y mezclas
de dos o mas de estos; en donde la base opcionalmente comprende por lo menos
trietilamina.

En una variante de este procedimiento, el contacto de la disolucién acuosa de b) con la
sulfonamida de férmula (Aa) (R* = grupo de activacién) de a) de acuerdo con la etapa c) se
realiza afiadiendo la sulfonamida de formula (Aa) (R* = grupo de activacion) de a) como una
disolucién de la sulfonamida de férmula (Aa) (R* = grupo de activacién) a la disolucién
acuosa de b), en donde la disolucion de la sulfonamida de férmula (Aa) (R* = grupo de
activacion) es opcionalmente una disoluciéon organica, opcionalmente una disolucién que
comprende la sulfonamida de formula (Aa) (R* = grupo de activacion) y un disolvente
organico aprético polar, opcionalmente un disolvente organico aprotico polar que tiene un
coeficiente de reparto octanol-agua (Kow) en el intervalo de 1 a 5, o en el intervalo de 2 a 4

en condiciones estandar (T: 20-25 °C, p: 1013 mbar); o se selecciona del grupo que consiste
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en tetrahidrofurano, acetonitrilo, dimetilformamida, y mezclas de dos o méas de éstos; o se
selecciona del grupo de tetrahidrofurano, acetonitrilo y mezclas de tetrahidrofurano y
acetonitrilo.

En una variante de este procedimiento, poner en contacto la disolucion acuosa de b) con la
sulfonamida de férmula (Aa) (R* = grupo de activacién) de a) de acuerdo con la etapa c) se
realiza afiadiendo la sulfonamida de férmula (Aa) (R* = grupo de activacion) de a) en forma
sélida a la disolucién acuosa de b), o por lo menos parcialmente en forma cristalina, o por
lo menos 90 % en peso en forma cristalina.

En este procedimiento, la etapa d) opcionalmente comprende: d.1) Someter a reaccion la
sulfonamida de férmula (Aa) (R* = grupo de activacion) con un precursor del anadlogo de
insulina a pH en el intervalo de 9 a 12, o en el intervalo de 9,5 a 11,5, o en el intervalo de
10 a 11, obteniendo un pre-conjugado que comprende la sulfonamida de férmula (1) y el
precursor del analogo de insulina, en donde la sulfonamida de férmula (l) esta
covalentemente unida al precursor del analogo de insulina por un enlace amida C(=0)-NH-
formado entre el-C(=0)-O(R) de la sulfonamida de Férmula (I) y el grupo amino del
precursor del analogo de insulina; d.2) Digestion enzimatica, opcionalmente a un pH en el
intervalo inferior a 9, o a un pH en el intervalo de 7 a 9, del precursor del analogo de insulina
del pre-conjugado obtenido de acuerdo con d.1), obteniendo una disoluciéon que comprende
el conjugado de la sulfonamida de formula () y el analogo de insulina. El procedimiento
opcionalmente también comprende: e) Aislar el conjugado de la sulfonamida de formula (1)
y el analogo de insulina de la disolucion obtenida en d) 0 d.2).

En este procedimiento, el grupo de activacion R* de la sulfonamida de férmula (Aa) se
selecciona opcionalmente del grupo que consiste en 7-azabenzotriazol (opcionalmente
derivado de HATU o HBTU), 4-nitro benceno y grupo N-succinimidilo, en donde R* es mas

opcionalmente un grupo N-succinimidilo.
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En una variante de este procedimiento, la disoluciéon acuosa del precursor del analogo de
insulina de acuerdo con b) comprende un alcohol que se selecciona del grupo que consiste
en monoalcoholes C1-C4 y mezclas de dos o mas de éstos, o del grupo que consiste en
metanol, etanol, propan-2-ol, propan-1-ol, butan-1-ol y mezclas de dos o mas de estos, 0
del grupo que consiste en etanol, propan-2-ol, propan-1-ol, y mezclas de dos o mas de
éstos. Opcionalmente, el alcohol esté presente en la disolucién acuosa en una cantidad en
el intervalo de 0,0001 a 35 % en volumen, o en el intervalo de 0,001 a 30% en volumen, o
en el intervalo de 0,01 a 25% en volumen, o en el intervalo de 0,1 a 20% en volumen, cada
uno en base al volumen total de agua y alcohol. En este procedimiento, la digestion
enzimatica de acuerdo con d.2) comprende el uso de por lo menos una enzima
seleccionada del grupo que consiste en tripsina, una TEV proteasa (proteasa del virus del
grabado del tabaco) y mezclas de dos o mas éstas. En este procedimiento, el analogo de
insulina es un analogo de insulina descrito en la seccién A anterior y/o aqui en la Seccion
C anterior. En este procedimiento, la sulfonamida de férmula (I) se une covalentemente al
analogo de insulina y a su precursor respectivamente mediante un enlace amida C(=0)-
NH- formado entre—C(=0)-O(R?®) de la sulfonamida de férmula (1) y el grupo amino libre del
analogo de insulina y su precursor respectivamente, en donde el grupo amino libre del
analogo de insulina y su precursor respectivamente es opcionalmente el grupo amino de
una lisina comprendida en el andlogo de insulina y su precursor respectivamente,
opcionalmente una lisina terminal, opcionalmente una lisina presente en el término C del
analogo de insulina y su precursor respectivamente, opcionalmente una lisina presente en
el término C de la cadena B.

Se dan a conocer en este documento procedimientos para preparar un conjugado que
comprende una sulfonamida de féormula (I) y un compuesto diagndéstico, en donde el

compuesto diagnostico esta covalentemente unido con un grupo funcional adecuado a un
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grupo carboxi activado, opcionalmente activado “a” de la sulfonamida de formula (Aa) de
acuerdo con el método anteriormente descrito para el enlace con el ingrediente
farmacéutico activo.

Se dan a conocer en este documento conjugados que comprenden una sulfonamida de
férmula (I) y un ingrediente farmacéutico activo o un compuesto diagndstico obtenido u
obtenible de los procedimientos anteriormente descritos.

Se dan a conocer en este documento composiciones farmacéuticas que comprenden, en
una cantidad eficaz desde el punto de vista farmacéutico o diagnéstico, el conjugado que
comprende una sulfonamida de formula () y un ingrediente farmacéutico activo o un
compuesto diagnéstico como se describié anteriormente.

Se dan a conocer en este documento conjugados que comprenden una sulfonamida de
férmula (1) y un ingrediente farmacéutico activo como se describié anteriormente para uso
como medicamento.

Una realizacion se refiere al conjugado que comprende una sulfonamida de férmula (1) y un
ingrediente farmacéutico activo como se describid6 anteriormente para uso como
medicamento para el tratamiento de una enfermedad seleccionada del grupo que consiste
en diabetes gestacional, diabetes mellitus de tipo 1, diabetes mellitus de tipo 2 e
hiperglucemia y/o para reducir los niveles de glucosa en la sangre. En algunas realizaciones,
la enfermedad es diabetes mellitus de tipo 2.

Se dan a conocer en este documento métodos para tratar a un paciente que padece una
enfermedad seleccionada del grupo que consiste en diabetes gestacional, diabetes mellitus
de tipo 1, diabetes mellitus de tipo 2 e hiperglucemia y/o que necesita reducir los niveles de
glucosa en la sangre; que comprenden administrar una cantidad terapéuticamente eficaz
del conjugado que comprende una sulfonamida de férmula (1) y un ingrediente farmacéutico

activo como el anteriormente descrito.
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Se dan a conocer en este documento usos del conjugado que comprende una sulfonamida
de férmula (1) y un ingrediente farmacéutico activo como se describié anteriormente para la
elaboracion de un medicamento para el tratamiento de una enfermedad seleccionada del
grupo que consiste en diabetes gestacional, diabetes mellitus de tipo 1, diabetes mellitus
de tipo 2 e hiperglucemia y/o para reducir los niveles de glucosa sanguinea.

Se dan a conocer en este documento conjugados que comprenden una sulfonamida de
férmula (I) y un compuesto diagnéstico descrito anteriormente para uso como agente
diagnéstico.

Se dan a conocer en este documento métodos para diagnosticar una enfermedad, por
ejemplo una enfermedad seleccionada del grupo de enfermedades cardiovasculares y
cancer, en un paciente o para determinar el riesgo de un paciente de desarrollar una
enfermedad, por ejemplo una enfermedad seleccionada del grupo de enfermedades
cardiovasculares y cancer, que comprenden administrar una cantidad eficaz desde el punto
de vista diagndstico del conjugado que comprende una sulfonamida de férmula (1) y un
compuesto diagndstico anteriormente descrito.

Se dan a conocer en este documento usos del conjugado que comprende una sulfonamida
de formula (1) y un compuesto diagndstico anteriormente descrito para la elaboracion de un
agente diagndstico para diagnosticar una enfermedad, por ejemplo, una enfermedad
seleccionada del grupo de enfermedades cardiovasculares y cancer.

Las composiciones, composiciones farmacéuticas y usos descritos en la seccion C se
ilustran en mas detalle mediante las siguientes realizaciones y combinaciones de
realizaciones como se indica con las respectivas dependencias y referencias originales. Las
definiciones y explicaciones anteriormente expuestas en las secciones A, B y C rigen

mutatis mutandis para las siguientes realizaciones.
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Un conjugado que comprende un analogo de insulina y una sulfonamida de férmula

e A A ety

)
en donde:
A se selecciona del grupo que consiste en un atomo de oxigeno, grupo -
CH2CH:-, grupo -OCHg3- y grupo -CH,O-;
E representa un grupo -CsHsR- en donde R es un atomo de hidrégeno o un

atomo de halégeno, en donde el &tomo de halégeno se selecciona del grupo

que consiste en un atomo de fluor, cloro, bromo y yodo;

X representa un atomo de nitrégeno o un grupo -CH-;
m €s un numero entero en el intervalo de 5 a 17,

n es cero 0 un numero entero en el intervalo de 1 a 3;
p escerool;

q es cero o 1;

r es un numero entero en el intervalo de 1 a 6;

S esceroo 1;

t escerool;

R! representa por lo menos un residuo seleccionado del grupo de atomo de
hidrégeno, atomo de halégeno, grupo alquilo C1 a C3 y grupo alquilo C1 a

C3 halogenado;
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R? representa por lo menos un residuo seleccionado del grupo de atomo de
hidrégeno, atomo de hal6geno, grupo alquilo C1 a C3 y grupo alquilo C1 a
C3 halogenado

en donde la sulfonamida de formula (I) est4 covalentemente unida al analogo de

insulina dado que el grupo carboxi terminal “a” de la sulfonamida de férmula (1) esta

covalentemente unido a un grupo amino del anélogo de insulina.

El conjugado de acuerdo con la realizacion 1, en donde la sulfonamida tiene la

férmula (I-1)

N WNMOM MOMOH
B

en donde:
E representa un grupo -C6H3R- en donde R es un atomo de hidrégeno o un
atomo de hal6geno, en donde el &tomo de halégeno se selecciona del grupo

gue consiste en un atomo de fltor, cloro, bromo y yodo;

X representa un atomo de nitrégeno o un grupo—CH-;
p es cero o 1;

q es cero o 1;

r es un numero entero en el intervalo de 1 a 6;

R! representa por lo menos un residuo seleccionado del grupo de atomo de
hidrégeno y atomo de hal6geno;

R? representa por lo menos un residuo seleccionado del grupo de atomo de
hidrégeno, grupo alquilo C1 a C3 y grupo alquilo C1 a C3 halogenado;

en donde m es un namero enero en el intervalo de 5 a 15 si p es cero, 0 m es un

namero entero en el intervalode 7 a 15 sip es 1.
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El conjugado de acuerdo con la realizacion 1 o 2, en donde la sulfonamida tiene la

férmula (1-1-1)
T e gy
HO m (o]

en donde X es un &tomo de nitrégeno o un grupo—CH-; m es un nimero entero en
el intervalo de 7 a 15; r es un nimero entero en el intervalo de 1 a 6; g es cero o 1;
Hal es un &tomo de hal6geno seleccionado del grupo que consiste en un atomo de
flaor, cloro, bromo y yodo; y el grupo HOOC-(CH.)m-CsHsHal-O- esté situado en la
posicion meta o para en el anillo fenilo Ph con respecto al grupo -S(O)»-.

El conjugado de acuerdo con cualquiera de las realizaciones 1 a 3, en donde la

sulfonamida tiene la formula (I-1-1a)

oo jﬂ T r* o Ao,
Eeven -

El conjugado de acuerdo con la realizaciéon 1 o 2, en donde la sulfonamida tiene la

férmula (I-1-2)

*@)% gl oo ipor

(1-1-2)
en donde X es un 4tomo de nitrdgeno o un grupo -CH-; m es un nimero entero en
el intervalo de 5 a 15; r es un nimero entero en el intervalo de 1 a 6; q es cero o 1;

y el grupo HOOC-(CH.)m-O- esté situado en la posicibn meta o para en el anillo fenilo

Ph con respecto al grupo -S(0O)»-.
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El conjugado de acuerdo con cualquiera de las realizaciones 1 a 2 0 5, en donde la

sulfonamida tiene la formula (I-1-2a)

(1-1-23a)

o la férmula (I-1-2b)

- \@\ H *@* b e g

(I-1-2b)

o la férmula (I-1-2c)

(@]
)L(\/)/o
HO 15
S/

N
O

ZT

[o) (@] (@]
o
X N%\/O%H’f\/ %OH
| J H
N

(1-1-2¢)

(@]

El conjugado de acuerdo con una cualquiera de las realizaciones 1 a 6, en donde el
analogo de insulina comprende por lo menos una mutacion relativa a la insulina
original, en donde el anadlogo de insulina comprende una mutacion en la posicion
B16 que se sustituye con un aminoacido hidr6fobo y/o una mutacion en la posicién
B25 que se sustituye con un aminoacido hidr6fobo, y opcionalmente, en donde dicho
anélogo de insulina comprende ademas una mutacion en la posicién Al4 que se
sustituye con un aminoacido seleccionado del grupo que consiste en &cido glutamico
(Glu), acido aspartico (Asp) e histidina (His) y/o una mutacién en la posicion B30.

El conjugado de acuerdo con la realizacion 7, en donde la insulina original es insulina

humana, insulina porcina o insulina bovina.
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El conjugado de acuerdo con las realizaciones 7 y 8, en donde el aminoéacido
hidrofobo es un aminoacido ramificado, tal como un aminoacido ramificado

seleccionado del grupo que consiste en valina (Val), isoleucina (lle) y leucina (Leu).
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El conjugado de acuerdo con una cualquiera de las realizaciones 1 a 9, en donde el

analogo de insulina se selecciona entre
Leu(B16)-insulina humana,

Val(B16)-insulina humana,

lle(B16)-insulina humana,
Leu(B16)Des(B30)-insulina humana,
Val(B16)Des(B30)-insulina humana,
lle(B16)Des(B30)-insulina humana,
Leu(B25)-insulina humana,

Val(B25)-insulina humana,

lle(B25)-insulina humana,
Leu(B25)Des(B30)-insulina humana,
Val(B25)Des(B30)-insulina humana,
lle(B25)Des(B30)-insulina humana,
Glu(A14)Leu(B16)Des(B30)-insulina humana,
Glu(Al14)lle(B16)Des(B30)-insulina humana,
Glu(Al4)Val(B16)Des(B30)-insulina humana,
Glu(Al4)Leu(B16)-insulina humana,
Glu(Al4)lle(B16)-insulina humana,
Glu(A14)Val(B16)-insulina humana,
Glu(Al4)Leu(B25)Des(B30)-insulina humana,

Glu(A14)lle(B25)Des(B30)-insulina humana,
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Glu(Al4)Val(B25)Des(B30)-insulina humana,
Glu(Al4)Leu(B25)-insulina humana,
Glu(Al4)lle(B25)-insulina humana,

Glu(A14)Val(B25)-insulina humana,
Glu(A14)Gly(A21)Glu(B3)Val(B25)Des(B30)-insulina humana,
Glu(Al4)lle(B16)lle(B25)Des(B30)-insulina humana,
Glu(A14)Glu(B3)lle(B16)lle(B25)Des(B30)-insulina humana,
Glu(Al4)lle(B16)Val(B25)Des(B30)-insulina humana,
Glu(A14)Gly(A21)Glu(B3)lle(B16)Val(B25)Des(B30)-insulina humana,
Glu(Al4)Val(B16)lle(B25)Des(B30)-insulina humana,
Glu(Al4)Val(B16)Val(B25)Des(B30)-insulina humana,
Glu(A14)Glu(B3)Val(B16)Val(B25)Des(B30)-insulina humana,
Glu(A14)Gly(A21)Glu(B3)Val(B16)Val(B25)Des(B30)-insulina humana,
Glu(A14)Gly(A21)Glu(B3)Val(B25)-insulina humana,
Glu(Al14)lle(B16)lle(B25)-insulina humana,
Glu(A14)Glu(B3)lle(B16)lle(B25)-insulina humana,
Glu(Al4)lle(B16)Val(B25)-insulina humana,
Glu(A14)Gly(A21)Glu(B3)lle(B16)Val(B25)-insulina humana,
Glu(A14)Vval(B16)lle(B25)-insulina humana,
Glu(Al4)Vval(B16)Val(B25)-insulina humana,
Glu(A14)Glu(B3)Val(B16)Val(B25)-insulina humana, y

Glu(A14)Gly(A21)Glu(B3)Val(B16)Val(B25)-insulina humana.

El conjugado de acuerdo con una cualquiera de las realizaciones 1 a 10, en donde

el analogo de insulina comprende
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(@) una cadena A que tiene una secuencia de aminoacidos como se muestra en
SEQ ID NO: 43 (GIVEQCCTSICSLEQLENYCN) y una cadena B gue tiene
una secuencia de aminoacidos como se muestra en SEQ ID NO: 44
(FVNQHLCGSHLVEALYLVCGERGFIYTPK),
(b) una cadena A que tiene una secuencia de aminoacidos como se muestra en
SEQ ID NO: 47 (GIVEQCCTSICSLEQLENYCN) y una cadena B que tiene
una secuencia de aminoacidos como se muestra en SEQ ID NO: 48
(FVNQHLCGSHLVEALYLVCGERGFVYTPK), o
(c) unacadena A que tiene una secuencia de aminoacidos como se muestra en
SEQ ID NO: 77 (GIVEQCCTSICSLEQLENYCN) y una cadena B gue tiene
una secuencia de aminoacidos como se muestra en SEQ ID NO: 78
(FVEQHLCGSHLVEALVLVCGERGFVYTPK).
El conjugado de acuerdo con una cualquiera de las realizaciones 1 a 11, en donde
el grupo amino del analogo de insulina, al que esta unida covalentemente la
sulfonamida de férmula (I), es un grupo amino épsilon de una lisina presente en el
analogo de insulina o es el grupo amino N-terminal de la cadena B de la insulina o
el anélogo de insulina.
El conjugado de acuerdo con la realizacion 12, en donde el grupo amino es el grupo
amino épsilon de la lisina presente en la posicion B29 de la cadena B.
El conjugado segun una cualquiera de las realizaciones 1 a 13, en donde el
conjugado es el conjugado 1 (secuencia de la cadena A: SEQ ID NO: 47; secuencia

de la cadena B: SEQ ID NO: 48):
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e}

o}
k/\/\/\/\/wvo ° n
HO N| s n/\/ \/\0/\H/ ~""g
il o
S/ N
VA
o} 0 o)
S S j\
‘ l HNT 0
Gly lle Val Glu GIn Cys Cys Thr Ser lle Cys Ser Leu Glu GIn LeuGlu AsnTyr Cys  Asn
| /
S S
I
Phe Val AsnGin His Leu Cys Gly Ser His LeuVal Glu Ala Leu  Tyr LeuVal CysGly Glu Arg Gly Phe¥al  Tyr Thr Pm'ﬂ OH

el conjugado 3 (secuencia de la cadena A: SEQ ID NO: 77; secuencia de la cadena B: SEQ

ID NO: 78):
a 0
J’k/\/\/\/\/\/\/\./o o N
s/N N/ Q H
0//\\‘J ;

H Nko

Gly lle Val Glu GIn  Cys Cys Thr Ser lla Cys Ser LeuGluGin  LeuGlu AsnTyr Cys  Asn

i /
T 5
|
Phe Val Glu Gin His Leu Cys Gly Ser His LeuVal Glu Ala Leu  Val LeuVal CysGly Glu Arg Gly Phe ¥al Tyr Thr Proﬁ OH

0
el conjugado 4 (secuencia de la cadena A: SEQ ID NO: 43; secuencia de la cadena B: SEQ

ID NO: 44):
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W T VU N
o \©\f/\\ fj)L /w/ HO

— L
HN 0

Gly e Val Glu Gin Cys Cys Thr Ser lla Cys Ser LeuGlu Gin LeuGlu Asn Tyr Cys  Asn

] Va
T 5
|
Phe Val AsnGin His Leu Cys Gly Ser His LeuVal Glu Ala Leu  Tyr LeuVal CysGly Glu Arg Gly Phe Jle Tyr Thr Proﬁ OH

15. Un procedimiento para preparar un conjugado que comprende una sulfonamida de

férmula (1) y un analogo de insulina

M
en donde la sulfonamida de formula (l):
A se selecciona del grupo que consiste en &tomo de oxigeno, grupo -CH>CH,-,
grupo -OCHz- y grupo —CH,0-;
E representa un grupo -C6H3R- en donde R es un atomo de hidrégeno o un

atomo de hal6geno, en donde el &tomo de halégeno se selecciona del grupo
que consiste en un atomo de flaor, cloro, bromo y yodo, opcionalmente un

atomo de fldor;

X representa un atomo de nitrégeno o un grupo —CH-;
m €s un numero entero en el intervalo de 5 a 17;

n es cero o un nimero entero en el intervalo de 1 a 3;
p es cero o 1;

q esceroo 1;

r es un numero entero en el intervalo de 1 a 6;
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S es cero o 1;

t esceroo l1;

R? representa por lo menos un residuo seleccionado del grupo de atomo de
hidrégeno, atomo de halégeno, grupo alquilo C1 a C3 y grupo alquilo C1 a
C3 halogenado;

R? representa por lo menos un residuo seleccionado del grupo de atomo de
hidrégeno, atomo de hal6geno, grupo alquilo C1 a C3 y grupo alquilo C1 a
C3 halogenado;

en donde la sulfonamida de férmula (I) esta covalentemente unida al ingrediente

farmacéutico activo puesto que el grupo carboxi terminal “a” de la sulfonamida de

férmula (I) esta covalentemente unido a un grupo amino del ingrediente farmacéutico

activo;

gue comprende:

(a) proporcionar una sulfonamida de férmula (Aa)

2

0, ,0 (j)% WN{\AOM \Vo”}?ﬁ(
IO ot a‘ ~

R
endonde X, Y, A, E, R, R?y los indices m, n, p, g, I, s, t tienen el significado
definido en la realizacion 1, R* es un &4tomo de hidrégeno o un grupo de
activacion, opcionalmente un grupo de activacion seleccionado del grupo que
consiste en 7-azabenzotriazol (opcionalmente derivado de HATU o HBTU),
4-nitro benceno y grupo N-succinimidilo, en donde R* es opcionalmente un
grupo N-succinimidilo; y R® es un grupo protector o un &tomo de hidrégeno,
opcionalmente un atomo de hidrégeno; y un analogo de insulina que tiene un

término C protegido o desprotegido;
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(b) someter a reaccion la sulfonamida de formula (Aa) y el andlogo de insulina
gue tiene un término C protegido o desprotegido bajo condiciones adecuadas
para formar un enlace amida entre el grupo carboxi libre o activado,
opcionalmente activado “a” de la sulfonamida de férmula (A) y un grupo
amino del analogo de insulina que tiene un término C protegido o
desprotegido;

(© opcionalmente eliminar uno o ambos grupos de proteccion.

Un conjugado que comprende una sulfonamida de formula (I) y un analogo de

insulina obtenido u obtenible del procedimiento segun la realizacion 15.

La composicion farmacéutica que comprende, en una cantidad farmacéuticamente

eficaz, el conjugado que comprende una sulfonamida de formula (I) y un analogo de

insulina de acuerdo con cualquiera de las realizaciones 1 a 15 o de acuerdo con la

realizacion 16.

El conjugado que comprende una sulfonamida de férmula () y un andlogo de

insulina de acuerdo con una cualquiera de las realizaciones 1 a 15 o de acuerdo con

la realizacion 16 para uso como medicamento.

El conjugado que comprende una sulfonamida de férmula (l) y un analogo de

insulina de acuerdo con las realizaciones 1 a 15 o de acuerdo con la realizacion 16

para uso como medicamento para el tratamiento de una enfermedad seleccionada

del grupo que consiste en diabetes gestacional, diabetes mellitus de tipo 1, diabetes
mellitus de tipo 2 e hiperglucemia, y/o para reducir los niveles de glucosa en la
sangre.

Un método para tratar una enfermedad seleccionada del grupo que consiste en

diabetes gestacional, diabetes mellitus de tipo 1, diabetes mellitus de tipo 2 e

hiperglucemia y/o para reducir los niveles de glucosa en la sangre, que comprende
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administrar a un paciente que lo necesita un conjugado que comprende un analogo

de insulina y una sulfonamida de férmula (1)

e A A ety

)
en donde:
A se selecciona del grupo que consiste en un atomo de oxigeno, grupo -
CH2CH:-, grupo -OCHg3- y grupo -CH,O-;
E representa un grupo -C6H3R- en donde R es un atomo de hidrégeno o un

atomo de halégeno, en donde el &tomo de halégeno se selecciona del grupo

que consiste en un atomo de fluor, cloro, bromo y yodo;

X representa un atomo de nitrégeno o un grupo -CH-;
m €s un numero entero en el intervalo de 5 a 17,

n es cero 0 un numero entero en el intervalo de 1 a 3;
p escerool;

q es cero o 1;

r es un numero entero en el intervalo de 1 a 6;

S es cero ol;

t es cero ol;

R! representa por lo menos un residuo seleccionado del grupo de atomo de
hidrégeno, atomo de halégeno, grupo alquilo C1 a C3 y grupo alquilo C1 a

C3 halogenado;



10

15

20

25

96

R? representa por lo menos un residuo seleccionado del grupo de atomo de
hidrégeno, atomo de hal6geno, grupo alquilo C1 a C3 y grupo alquilo C1 a
C3 halogenado,

en donde la sulfonamida de formula (I) est4 covalentemente unida al analogo de

insulina puesto que el grupo carboxi terminal “a” de la sulfonamida de férmula (1)

esta covalentemente unido a un grupo amino del anélogo de insulina,

tratando asi la enfermedad.

La presente invencion se ilustra ademas mediante los siguientes ejemplos.

EJEMPLOS
1. Lista de abreviaturas utilizadas:
Ac Acetilo
Boc terc-Butiloxicarbonilo
DCM Diclorometano
DIAD Diisopropil azodicarboxilato
DIPEA N,N-diisopropiletilamina
DMAP 4-Dimetilaminopiridina
DMF Dimetilformamida
DMSO Sulfoxido de dimetilo
EA Acetato de etilo
HMPA Hexametilfosforamida
HPLC Cromatografia de liquidos de alto rendimiento
LC Cromatografia de liquidos
LCMS Cromatografia de liquidos / espectrometria de masas
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MeCN MeCN

NMM N-metilmorfolina

NMP N-metil-2-pirrolidona

PE Eter de petroleo

RP Fase inversa

TA Temperatura ambiente (25 °C)

TEA Trietilamina

TEMPO 2,2,6,6-Tetrametilpiperidina-N-6xido
TFA Acido trifluoroacético

TFAA Anhidrido trifluoroacético

T™MS Trimetil sililo

Ts Tosilo

TSTU Tetrafluoroborato de O-(N-succinimidil)-N,N,N,N-tetrametiluronio

Los procedimientos generales adecuados para preparar compuestos de la férmula
() se describen a continuacion. Los compuestos de la férmula | se prepararon por diferentes
procedimientos quimicos. Los grupos e indices mencionados en los siguientes métodos,
especialmente en los esquemas, tienen el significado anteriormente mencionado para la
férmula (1), a menos que se defina explicitamente otra cosa.

2. Sintesis general de los compuestos de formula (1)

Los compuestos de la férmula (1) se sintetizaron comenzando por el correspondiente
intermedio | (esquema 1). Después de la activacion con TSTU, el intermedio | se acopl6 o
bien con el aminoacido (4) (etapa 3) o el compuesto (2) (etapa 2) para dar las especies (3)
y (6), respectivamente. En caso de la etapa 3, se utilizé un alquil éster (R = alquilo), se logré

la saponificacion con LIOH. Ambos &cidos carboxilicos (6) y (7) se activaron con TSTU y se
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acoplaron con (2) para dar la especie (3). Para finalizar la sintesis de los compuestos de la
férmula (1), se escindié éster terc-butilico (3) en la etapa final 7 por tratamiento con CF;COzH.

La sintesis del intermedio | se muestra en el esquema 2.
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2.1 Sintesis general del intermedio |

El intermedio | se sintetizé como se muestra en el esquema 2. Comenzando por
Bromuro | o Tosilato | se obtuvo la alquilacion del intermedio Il en presencia de K:COs3;
(etapa 8). Alternativamente, se aislo la especie (8) después de una secuencia de reaccion
comenzando por una reaccién de Sonogashira de alquino | y el intermedio 1l (etapa 11)
seguida de hidrogenacion de (11) resultante bajo una atmosfera de hidrogeno catalizada
con paladio y platino, respectivamente (etapa 12). Las especies (8) se condensaron luego
0 bien con 2-cloro piridina (9) (etapa 9) en una reaccion catalizada con paladio o se
condensaron térmicamente con 2-cloro pirimidina (10) (etapa 10). En ambos casos, el éster

alquilico se hidroliz6 posteriormente con LiOH para obtener el intermedio | deseado.
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Sintesis general del intermedio Il

Como se muestra en el esquema 3, se aisld el intermedio Il después de una reaccién

Mitsunobu de fenol (13) y alcohol (12) (etapa 13). Alternativamente, se sintetizd el

intermedio 1l mediante alquilacién o bien de fenol (13) (etapa 14) o fenol (15) (etapa 15) en

presencia de K-,COs.

Los agentes alquilantes adecuados fueron (14) y (16),

respectivamente. La sustitucion aromética nucledfila de fluoruro (18) con fenol (17) también

produjo el intermedio Il (etapa 16).

etapa 13 S;NHz
Mitsunobu
M gpt™mon = Bl )

{12}

2.3

Esquema 3
Bri
R[E]DWEF
(14}
A=0 %52
t=1 @’ NH,
K, L0, Ho T (13)
etapa 14
A=0
t=1 0.0

o, 0
5.
@’ NH, Intermedio II
HO {13 n=0
A=0OCH ,
o O —
.-E-;NH t=1
EI:\/©/ | KGO0,
{16}
cetapa1s
Brl ~0OH
“Ep
{15}

Sintesis general del intermedio IlI

7 e
]

etapa 16
A3,
KoCO, Bri A
(Ep

o0

5

¢

{10

Se obtuvo el intermedio Il después de una secuencia de reaccion lineal como se

describe en el esquema 4. Comenzando por una alquilacién de alquino (20) con bromuro

(19), se aislé alquino protegido con TMS (21). Se desprotegié el alquino (21) bajo
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condiciones basicas usando NaOH. La reaccién de Sonogashira subsiguiente del alquino
aislado (22) con un haluro aromatico correspondiente (23) (etapa 19) proporciond la especie
(24). Un grupo protector adecuado para la especie (24) fue, por ejemplo, acetilo (PG = Ac),
que se escindio tras el tratamiento con NaOH (etapa 20). La etapa de hidrogenacion final
21 se cataliz6 con paladio o platino bajo una atmésfera de H: para proporcionar el

intermedio 11l deseado
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Esquema 4
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2.4 Sintesis general de alquino |'y bromuro |

Se sintetizaron los materiales de partida bromuro | y alquino | como se muestra en el
esquema 5. Para alquino I, se utilizaron dos rutas sintéticas distintas. Se aisl6 o bien 4cido
carboxilico (28) después de la oxidacion del alcohol (29) — la oxidacibn mencionada se
obtuvo con una mezcla de NaOCIl y NaClO; en presencia de una cantidad catalitica de
TEMPO (etapa 24) — o por una secuencia de alquilacion / desproteccién de bromuro (26).
Para la alquilacion se uso6 el reactivo (20). El producto aislado (27) se traté luego con NaOH
para escindir el grupo protector de TMS. La proteccién necesaria del acido carboxilico (28)
como éster terc-butilico para obtener el alquino | deseado se obtuvo después de la
activacion con (CF-3C0).0 y reaccion con terc-butanol.

Para la sintesis de bromuro | se empled una secuencia similar a aquella descrita para la
conversion de (29) a alquino | (etapas 24 y 25). La oxidaciéon del alcohol (30) y la posterior
proteccion del &cido carboxilico resultante (31) proporcionaron el bromuro | deseado.

Se puede sintetizar tosilato | por una tosilacion de alcohol (33) (etapa 29). (33) Se aisl6
después de una reduccion del acido carboxilico (32), que se transfirid in situ al anhidrido
mixto y se redujo posteriormente con NaBH4 (etapa 28).

Esquema 5
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o | J o {CRC0L0 O
. o : NaOH : ==
. N . == IBulH
Ty e 5 =N A rei Aol
o -1 ez etapa 25
o etapa 22 s etapa23 (28 alquino
H:%} etapa 24
TEMFO
o
29)
H:%J o {CF,0000 a
. TEMFO g SwoH 3
Ho Ho B Ao
py ~ ctapa2e {31) etapa 27 bromuro |
NBAM
o o CICOOEt =
NaBH,
/J\\OM /\\DJLHfJ”\ oH /k\ JL{VJA o=
@) etapa 28 etapa 29
Tosilato |

2.5 Ejemplos de sintesis de alquinos | y bromuros | de conformidad con el esquema 5
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NaClO, TEMPO 0

NaClO, J\{\’]/\
HD’F\[‘“’}-—_‘"\E > HO 10 Br

' Tampon pH=4
CH.CN t

THF, n-BulLi

FE8C05h HMPAD=C hastaTA 15h

0 2 0
s NaOH, THF
= v 20 T W
HO 3 T'G'.Eh HO ]

Bock O DK AP

t-BuQH
TA, durante la noche

ADW

2.5.1 Sintesis de acido 12-bromododecanoico

NaOCl TEMPO 0
NaClO, M
Ho B > HO T Br
1 ' Tampdn pH=4
CH.CNt

Se afiadieron simultaneamente una disolucion de NaClO, (37,5 g, 414,8 mmol) en H,O (60
ml) y una disolucion al 10% de NaOCI (28 g, 37,7 mmol) a una disolucién de 12-bromo-
dodecan-1-ol (20 g, 75,4 mmol) y TEMPO (5,9 g, 37,7 mmol) en CHsCN (400 ml) y

disoluciéon tampon a pH 4 (60 ml). La mezcla de reaccion se agitd a TA durante la noche.
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La mezcla se diluyé con EA (1200 ml), se lavd con agua (1000 ml) y salmuera, se seco
sobre Na,SO, y se concentré al vacio para dar el producto deseado &cido 12-
bromododecanoico (20 g, 71,6 mmol, rendimiento, 95%) en la forma de un sélido amarillo.
"H NMR (400 MHz, DMSO) & 11,96 (s, 1H), 3,52 (t, J = 6,6 Hz, 2H), 2,18 (t, J = 7,2 Hz, 2H),
1,85 -1,72 (m, 2H), 1,55 — 1,43 (m, 2H), 1,37 (s, 2H), 1,21 (d, J = 32,6 Hz, 12H).

Por consiguiente se sintetizaron los siguientes compuestos:

O

HOJ\(\/)?Br

acido 14-bromotetradecanoico

2.5.2 Sintesis de acido 14-(trimetilsilil)tetradec-13-inoico

0 g THF.n-BuLi 0

_ 8

=—TM o

J\{\“}/\ 78C 0.5 h W‘L
HO 1w Br = HO =

HMPA 09C hastaTA 15h

A una mezcla de etinil-trimetil-silano (63,3 g, 644,7 mmol) en THF (300 ml), se le afiadi6 n-
butil-litio (2,5 M en hexano) (258 ml, 644,7 mmol) a -78°C en N.. Después de 10 min, se
afiadi6 HMPA (115,5 g, 644,7 mmol) y la mezcla se calenté a 0°C durante 30 min. Luego se
afiadi6 acido 12-bromododecanoico (30 g, 107,45 mmol) en THF (300 ml). Luego la mezcla
se agité a TA durante la noche. Se afiadié agua (1200 ml) a la mezcla lentamente a 0°C,
luego se ajusto el valor del pH hasta 3 con disolucion de HCI acuosa, se extrajo con EA
(800 ml). La fase organica se lavé con salmuera, se secO sobre Na,SO., se concentré al
vacio para dar el producto bruto acido 14-(trimetilsilil)tetradec-13-inoico (35 g) en la forma
de un aceite pardo que se us6 en la etapa siguiente.

Por consiguiente se sintetizaron los siguientes compuestos:
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|
(@] Si
= ™
HO 13

acido 18-
trimetilsililoctadec-17-

inoico

acido 12-
trimetilsilildodec-11-

inoico

acido 8-trimetilsililoct-7-

inoico

2.5.3 Sintesis de acido tetradec-13-inoico

a =] 0
. MaOH, THF
HOD E TA 3h HO E:

inoico (35 g, 107,45 mmol) en H,O (150 ml) y THF (150 ml). Luego la mezcla se agité a TA

extrajo con EA ( 2 x 300 ml). Las fases organicas se lavaron con salmuera, se secaron

en gel de silice (PE:EA=4:1) para dar el producto deseado &acido tetradec-13-inoico (23 g,

Se afladi6 NaOH (8,6 g, 214,9 mmol) a una mezcla de &cido 14-(trimetilsilil)tetradec-13-

durante 3 h. Después se ajust6 el valor de pH hasta 4 con disoluciéon de HCI acuosa, se

sobre Na,SO. y se concentraron al vacio. El producto bruto se purificé por cromatografia

102,5 mmol, rendimiento 2 etapas: 95%) en la forma de un sélido amarillo.

IH NMR (400 MHz, DMSO) & 11,96 (s, 1H), 2,73 (s, 1H), 2,17 (dd, J = 16,3, 8,9 Hz, 4H),

1,51 — 1,21 (m, 18H).

Por consiguiente se sintetizaron los siguientes compuestos:
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@] (0] (@]
Z o b5 Z | P
HO 13 HO 7 HO 3
acido octadec-17-inoico acido dodec-11-inoico acido oct-7-inoico

2.5.4 Sintesis de acido dec-9-inoico

MaClD (10%, 0,5 eq)

TEMPO(0.5 ea)
MaClO, (55 eq)

W
HO HO

Tampdn pH=4
CH,CM, TA, durante la noche

Z

Una disolucion de NaClO; (48,2 g, 536 mmol) y NaOCI (36,0 g, 48,7 mmol) se afiadio
simultdneamente a una disolucién de dec-9-in-1-ol (15 g, 97,4 mmol) y TEMPO (7,6 g, 48,7
mmol) en CH3CN (300 ml) y disolucién tampén a pH 4 (75 ml). La mezcla de reaccion se
agité a TA durante la noche, se diluy6 con EA (900 ml), se lavé con agua (900 ml) y salmuera,
se seco sobre Na,SO4, se concentro al vacio. El producto bruto se purificé por cromatografia
en gel de silice (PE/EA = 1/1) para dar el acido dec-9-inoico deseado (20 g, bruto) en la
forma de un aceite incoloro.

'H NMR (400 MHz, CDCls) 8 2,36 (t, J = 7,3 Hz, 2H), 2,18 (td, J = 6,9, 2,3 Hz, 2H), 1,93 (t,
J = 2,3 Hz, 1H), 1,72 — 1,59 (m, 2H), 1,54 (td, J = 14,1, 7,2 Hz, 2H), 1,48 — 1,30 (m, 6H)
ppm.

Por consiguiente se sintetizaron los siguientes compuestos:

HO 1T
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acido hexadec-15-inoico

2.5.5 Sintesis de tetradec-13-inoato de terc-butilo

(Boc),0.DMAP
t-BuOH

0 ,:;,-’ TA durante la noche )]
- . o
HOW E?J\OW

Se afiadieron (Boc).0 (33,6 g, 153,8 mmol) y DMAP (3,7 g, 30,7 mmol) a una mezcla de
acido tetradec-13-inoico (23 g, 102,5 mmol) en t-BuOH (200 ml). Luego la mezcla se agit6
a TA durante la noche. El disolvente se eliming al vacio. Se afiadi6 agua (400 ml) a la
mezcla y se extrajo con EA (400 ml). La fase organica se lavé con salmuera, se sec6 sobre
Na.SO., se filtré y se concentrd. El residuo se purificd por cromatografia en gel de silice
(PE:EA=30:1) para dar el producto deseado tetradec-13-inoato de terc-butilo (23,5 g, 83,8
mmol, 82% de rendimiento) en la forma de un liquido amarillo.

'"H NMR (400 MHz, DMSO) & 2,72 (s, 1H), 2,15 (d, J = 8,4 Hz, 4H), 1,49 — 1,21 (m, 27H).

Por consiguiente se sintetizaron los siguientes compuestos:

O (0] O
O 13 O 7 O 1T

octadec-17-inoato de terc- | dodec-11-inoato de terc- | hexadec-15-inoato de terc-

butilo butilo butilo

AoAs” | A2
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oct-7-inoato de terc-butilo dec-9-inoato de terc-butilo

2.5.6 Sintesis de 6-bromohexanoato de terc-butilo

TFAA, THF: 0
0 ‘BUOH, TA /]<
Br —— Er\/‘\/\)‘l\o

OH

Se afadio acido 6-bromohexanoico (6,0 g, 31 mmol), TFAA (26,0 g, 124 mmol) a THF (60
ml), la mezcla se sometié a reaccion a TA durante 1 h. Luego se afadi6 terc-butanol (30
ml) a la mezcla y se agité durante 16 h a TA. Después se adapt6 el pH de la mezcla de
reaccion hasta pH=8 con disolucién de NaHCOs3, la mezcla se extrajo con EA (3 x 150 ml),
se sec6 sobre Na,SO4, se concentrd para dar el compuesto diana 6-bromohexanoato de
terc-butilo (7,6 g, 30,4 mmol, 98% de rendimiento).

IH NMR (400 MHz, DMSO0) & 3,52 (t, J = 6,6 Hz, 2H), 2,20 (dd, J = 15,0, 7,8 Hz, 2H), 1,85
— 1,74 (m, 2H), 1,52 (ddd, J = 19,3, 10,9, 5,7 Hz, 2H), 1,44 — 1,32 (m, 9H).

2.5.6 Sintesis de tosilatos |

NMM
CICOOEt

o) ) o TsCl o) o
)V o, e )LMA TEA W s
o 16 OH 0 6 “OH o) 6 0 O

2.5.7 Sintesis de 18-hidroxioctadecanoato de terc-butilo

NMM
CICOOEt

0 0 0
)WJ\ NaBH,
0 6 OH —— 0 16 OH

Se afiadié N-metilmorfolina (1638 mg, 16,5 mmol) a una disolucion de acido 18-terc-butoxi-
18-oxo-octadecanoico (5 g, 13,5 mmol) en THF (150 ml). La mezcla se enfrié hasta -25°C
antes de afiadir cloroformiato de etilo (1277 mg, 13,5 mmol) gota a gota. La mezcla se agit6
a -25°C por 20 minutos y el sélido se elimind por filtracion. La disolucién se afiadio

cautelosamente a una disolucion de NaBH4 (770 mg, 20,25 mmol) en agua (15 ml) a 0°C.
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La mezcla se agito durante 1 hora a temperatura ambiente. Se elimin6 el THF al vacio, y la
fase acuosa se extrajo con EA (3 x 50 ml). Las fases organicas combinadas se secaron
sobre MgS0. y se concentraron al vacio para dar 18-hidroxioctadecanoato de terc-butilo en
la forma de un sélido blanco (4,7 g, 99,8% de rendimiento).

IH NMR (400 MHz, CDCls) & 3,63 (t, J = 6,6 Hz, 2H), 2,19 (t, J = 7,5 Hz, 2H), 1,57 (dd, J =
13,0, 6,5 Hz, 4H), 1,43 (d, J = 3,9 Hz, 9H), 1,38 — 1,20 (m, 27H).

Por consiguiente, se sintetizaron los siguientes compuestos:

O
%W

20-hidroxiicosanoato de terc-butilo

2.5.8 Sintesis de 18-(p-

tolilsulfoniloxi)octadecanoato de terc-butilo

o TsCI O
TEA J\<\/)A O\\S
o 16 OH ’ O 6 0 O

Se afadioé TEA (400 mg, 39,6 mmol) a una disolucién de 18-hidroxioctadecanoato de terc-
butilo (4700 mg, 13,2 mmol) y TsCI (2508 mg, 13,2 mmol) en DCM (100 ml). La mezcla de
reaccion se agité a temperatura ambiente durante la noche. Se afadi6é agua (50 ml) y se
extrajo con DCM (2 x 50 ml). La fase organica combinada se lavé con salmuera (100 ml),
se sec0O sobre Na;SOs, se filtré y se concentrd. El producto bruto se purificd por columna
de gel de silice (EA/n-hexano = 1:20) para dar 18-(p-tolilsulfoniloxi)octadecanoato de terc-

butilo (4,5 g, 67% rendimiento).
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IH NMR (400 MHz, CDCls) & 7,79 (d, J = 8,2 Hz, 2H), 7,34 (d, J = 8,1 Hz, 2H), 4,02 (t, J =

6,5 Hz, 2H), 2,45 (s, 3H), 2,20 (t, J = 7,5 Hz, 2H), 1,69 — 1,57 (m, 4H), 1,44 (s, 9H), 1,25 (t,

10

15

20

25

J =12,1 Hz, 24H).

oo

0
)TOJ\{\%fsr

O
Brw J<
13 O

12-bromododecanoato de

terc-butilo

14-bromotetradecanoato

de terc-butilo

16-bromohexadecanoato de

terc-butilo

Por consiguiente, se sintetizaron los siguientes compuestos:

? o, J@/
)L(\/}A -S3
(@] 18 O (@]

20-(p-tolilsulfoniloxi)icosanoato de terc-butilo

2.6 Ejemplos de la sintesis de los intermedios Ill de acuerdo con el esquema 4
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o} o] o
I =—TMS /=N KoCO;4 I _
HN—$ Br —————— HN-S— )—=—TMs HN=S —
o o MeOH o)
|
el
P

Pd(PPh,),Cl,, Cul,

NEt, DMF
NaOH
o
o THF, MeOH o)
. _ I
- O=O O=Orhe
o o)
PtO,, H,
THF, MeOH

Una mezcla de 4-bromobencenosulfonamida (61 g, 260 mmol), trimetilsililacetileno (38,2 g,

0,09 mol), tetrakis(trifenilfosfina) paladio (7,5 g, 6,5 mmol) y yoduro de cobre (2,5 g, 13 mmol)
en trietilamina (500 ml) se calentd hasta 80°C en atmdsfera de nitrégeno durante 8 h. La

mezcla se concentré al vacio y se extrajo con EA (300 ml). Las capas organicas combinadas

se secaron (NaxSO4) y concentraron a presion reducida. El producto bruto se purificd por
cromatografia sobre gel de silice (eluyendo con 70% DCM en PE) para dar 4-

((trimetilsilil)etinil)bencenosulformamida (50 g, 75 %).

Método LC-Masas: Fase movil: A= 10 mM TFA/H20, B = MeCN; Gradiente: B=5 % - 95 %

en 1,5 min; Caudal: 2,0 ml/min; Columna: Xbridge-C1s, 50 x 4,6 mm, 3,5 um. Pureza LC:
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90 % (214 nm); Masa: pico encontrado 254,0 (M + H)* a 1,98 min.

2.6.2 Sintesis de 4-etinilbencenosulfonamida

Q K,CO, 7 L
HZN—EAQ%TMS — HZN—ﬁAQi

(0] O
4-((trimetilsilil)etinil)bencenosulfonamida (40 g, 158 mmol), K-COs (2,2 g, 15,8 mmol) y
metanol (400 ml) se agitaron a TA durante 12 h. Una vez completada la reaccién
(monitoreada por LCMS), se diluy6é con agua (200 ml) y se extrajo con EA (2x200 ml). Las
capas organicas combinadas se secaron (Na:SO.) y se concentraron a presion reducida.
El producto bruto se purificé por cromatografia sobre gel de silice (eluyendo con 100% DCM
en PE) para dar 4-etinilbencenosulfonamida (22 g, 77 %).
Método LC-Masas: Fase movil: A= 10 mM TFA/H20, B = MeCN; Gradiente: B=5% -95%
en 1,5 min; Caudal: 2,0 ml/min; Columna: Xbridge-C1g, 50 x 4,6 mm, 3,5 um. Pureza LC:
90 % (214 nm); Masa: pico encontrado 182,1 (M + H)* a 1,65 min.

2.6.3 Sintesis de acetato de 4-((4-sulfamoilfenil)etinil)fenilo

o

o /©/' 0
o = /”\O % I
NS\ )= )= O
o) Pd(PPh,),Cl,, Cul, o
NEt, DMF

Pd(PPhs).Cl: (5,8 g, 8,3 mmol), Cul (1,6 g, 8,3 mmol), EtsN (25 g, 249 mmol) y (4-yodfenil)
acetato (27 g, 103 mmol) se afiadieron a una mezcla de 4-etinilbencenosulfonamida (15 g,
83 mmol) en DMF (150 ml). El matraz se vacié y volvié a llenar con N». Luego la mezcla se
agitoé a TA durante la noche. Se afiadi6 agua (200 ml) a la mezcla, se filtré por succion y se
seco al aire para dar acetato de 4-((4-sulfamoilfenil)etinil)fenilo en la forma de un sdlido
pardo (18 g, 70 %).

Método LC-Masas: Fase mévil: A= 10 mM TFA/H20, B = MeCN; Gradiente: B=5 % - 95 %

en 1,5 min; Caudal: 2,0 ml/min; Columna: Xbridge-C1s, 50 x 4,6 mm, 3,5 um. Pureza LC:
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90 % (214 nm); Masa: pico encontrado 338 (M + Na)* a 1,88 min.

2.6.4 Sintesis de 4-((4-hidroxifenil)etinil)lbencenosulfonamida

% |S NaOH . . Is

. . I " THF, MeOH N
A 0°C, se afadid6 NaOH (4,5 g, 114 mmol) a una disoluciéon de acetato de 4-((4-
sulfamoilfenil)etinil)fenilo (18 g, 57 mmol) en THF (60 ml), MeOH (60 ml) y H.O (30 ml). La
mezcla se agité a TA durante 2 h. Después de completar la reaccion (monitoreada por
LCMS), la disolucién se diluyé con EA (50 ml) y se lavd con agua (20 ml) y NaCl saturado
acuoso, se secd sobre MgSO.. El filtrado se concentré al vacio para dar el producto bruto.
El producto bruto se suspendié con DCM. Se filtré con succién y se seco al aire para dar 4-
((4-hidroxifenil) etinil)bencenosulfonamida en la forma de un sdélido pardo (10,9 g, 70 %).
Método LC-Masas: Fase movil: A= 10 mM TFA/H.O, B = MeCN; Gradiente: B=5 % - 95 %
en 1,5 min; Caudal: 2,0 ml/min; Columna: Xbridge-C1s, 50 x 4,6 mm, 3,5 um. Pureza LC:
95 % (214 nm); Masas: pico encontrado 296,1 (M + Na)* a 1,75 min.

2.6.5 Sintesis de 4-(4-hidroxifenetil)bencenosulfonamida

0
Q PO, H, L
— S—NH, —— 2" 1|
HO — mo 2 OH
S THF, MeOH ©

Se afadié PtO; (1 g) a una disolucion de 4-((4-hidroxifenil)etinil)bencenosulfonamida (10.9
g, 40 mmol) en 40 ml de THF y 40 ml de MeOH. La mezcla de reaccion se agité a TA en H;
por 24 h. Después de completar la reaccién (monitoreada por LCMS), la mezcla se filtrd. El
filtrado se concentrd al vacio para dar 4-(4-hidroxifenetil)-benceno-sulfonamida (9.5 g,
86 %).

Método LC-Masas: Fase moévil: A= 10 mM TFA/H20, B = MeCN; Gradiente: B=5 % - 95 %

en 1,5 min; Caudal: 2,0 ml/min; Columna: Xbridge-C1s, 50 x 4,6 mm, 3,5 um. Pureza LC:
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100 % (214 nm); Masa: pico encontrado 278,1 (M + H)" a 1,67 min.

'H NMR (400 MHz, DMSO) & 9,14 (s, 1H), 7,71 (d, J = 8,3 Hz, 2H), 7,38 (d, J = 8,3 Hz, 2H),
7,26 (s, 2H), 7,00 (d, J = 8,4 Hz, 2H), 6,72 — 6,60 (m, 2H), 2,96 — 2,84 (dd, J = 9,2, 6,2 Hz,
2H), 2,77 (dd, J = 9,2, 6,3 Hz, 2H).

2.7 Ejemplos de la sintesis de los intermedios Il segun el esquema 3

2.7.1 Sintesis de 4-(3-bromo-4-fluorofenoxi)bencenosulfonamida

O T s L O

Una mezcla de 3-bromo-4-fluoro-fenol (12,8 g, 66,8 mmol), 4-fluorobenceno sulfonamida

/

(9,00 g, 51,4 mmol) y K,COs (14,2 g, 103 mmol) en NMP (50 ml) se agité a 190°C durante
5 h. La mezcla de reaccion se diluy6 con EA (500 ml), se lavo con agua (50 ml), salmuera
(3 x 50 ml), se sec6d sobre Na,SO., se filtr6 y se concentrd. El residuo se purificé por
cromatografia ultrarrapida sobre gel de silice (eluyendo con PE/EA = 3/1) para dar 4-(3-
bromo-4-fluorofenoxi)bencenosulfonamida en la forma de un sélido blanco (10,8 g, 31,3
mmol, 61% de rendimiento).

Método LC-Masas: Fase movil: A = 2,5 mM TFA/H,0, B = 2,5 mM TFA/MeCN; Gradiente:
B = 10%-95% in 1,0 min; Caudal: 1,5 ml/min; Columna: Xbridge-Cis, 30 x 4,6 mm, 2,5 um.
Pureza LC (producto deseado): 88% (214 nm); Masa: pico encontrado 368,0 (M + Na)* a
1,74 min.

Por consiguiente, se sintetizaron los siguientes compuestos:

o, 0

Br S.
]

4-(4-bromofenoxi)bencenosulfonamida
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2.7.2 Sintesis de 4-(4-bromofenetoxi)bencenosulfonamida

OH
Br 5.
/@A/ il ”HZ‘
Br PPh, DIAD, THF 5

Se afiadié DIAD (11,1 g, 54,7 mmol), a 0°'C y gota a gota, a una disolucién de 2-(4-

bromofenil)etanol (10 g, 49,8 mmol), 4-hidroxibenceno sulfonamida (8,6 g, 49,8 mmol) y
PPhs (14,3 g, 54,795 mmol) en THF seco (200 ml). La reaccion se dejé calentar hasta TA
con agitacion durante 20 h. El disolvente se eliminé a presion reducida y el residuo se
disolvié en EA (200 ml) y luego se lavd con agua (50 ml) y salmuera (50 ml). La fase
organica se secO sobre Na;SO4. Después de filtrar, el disolvente se eliminé a presion
reducida y el residuo se purificd por cromatografia en columna (gel de silice, eluyendo con
EA en PE de 0 a 40%) para obtener 4-(4-bromofenetoxi)bencenosulfonamida (6,8 g en la
forma de un sélido blanco) en 39% de rendimiento.

Método LC-Masas: Fase movil: H.O (0,01%TFA (A) / MeCN (0,01%TFA), (B); Gradiente:
5 % B durante 0,2 min, incremento hasta 95%B dentro de 1,3 min; Caudal: 1,8 ml/min;
Columna: SunFire, 50 x 4,6 mm, 3,5 um. Pureza LC: 95% (214 nm); Masa: pico encontrado
356 (M + H)* a 2,08 min

2.7.3 Esquema de sintesis 4-((4-yodofenoxi)metil)lbencenosulfonamida
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%,CI

Dx*;:,”H;
T hidrdxido de amonio i
] . ]
Br THF Br
HO —@—u Cs,CO,, DMF

oy

2.7.4 Sintesis de 4-(bromometil)bencenosulfonamida

. c Ou NH,

3. hidréxido de amonio 3,
0 . 0
Br THF Br

Una disolucion de cloruro de 4-(bromometil)bencenosulfonilo (7 g, 26 mmol) en THF (80 ml)

se enfrid hasta 0°C, se afiadié amoniaco acuoso al 28% (6,5 ml) y la mezcla se agité a TA
durante 2 h. La disolucion de reaccién se concentré y se afadié acetato de etilo (200 ml).
La capa organica se separd, se secO y se concentr6. Se us6 4-
(bromometil)bencenosulfonamida bruta directamente sin purificacion adicional. (5,5 g,
86 %)

Método LC-Masas: Fase movil: A =10 mM TFA/H,0, B = MeCN; Gradiente: B=5% - 95 %
en 1,5 min; Caudal: 2,0 ml/min; Columna: Xbridge-Cis, 50 x 4,6 mm, 3,5 um, Pureza LC:
90 % (214 nm); Masa: pico encontrado 250,1 (M + H)" a 1,64 min.

2.7.5 Sintesis de 4-((4-yodofenoxi)metil)bencenosulfonamida
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Q_NH,
o NH, HOOI v@/S\\
g 0
AT :
Br Cs,CO,, DMF /©/
|

Se afiadieron Cs,CO3 (10,7 g, 33 mmol) y 4-yodofenol (6 g, 27,5 mmol) a una mezcla de 4-
(bromometil)bencenosulfonamida (5,5 g, 22 mmol) en DMF (50 ml). Luego la mezcla se
agité a TA durante 12 h. Se afiadié agua (200 ml) a la mezcla, el sélido resultante se filtré
y luego se suspendié con Et,O (50 ml); se filtr6 con succién y se seco al aire para dar el
producto deseado en la forma de un sélido blanco (5,5 g, 65 %).

Método LC-Masas: Fase movil: A =10 mM TFA/H0, B = MeCN; Gradiente: B=5% - 95 %
en 1,5 min; Caudal: 1,8 ml/min; Columna: Xbridge-Cis, 50 x 4,6 mm, 3,5 um. Pureza LC:
80% (214 nm); Masa: pico encontrado 389,7 (M+H)* a 1,98 min.

2.7.6 Sintesis de 4-(4-bromobenciloxi)bencenosulfonamida

A una mezcla de 1-bromo-4-(bromometil)benceno (6,5 g, 26 mmol) en DMF (50 ml) se le
afiadieron K,COs (5,5 g, 40 mmol) y 4-hidroxibencenosulfonamida (4,5 g, 26 mmol). Luego
la mezcla se agité a 50°C durante 2 h. Se afiadié agua (200 ml) a la mezcla, el sélido se
filtrd. Luego el solido se suspendié con PE:EA=1:2 (50 ml), se filtré con succion y se secd
al aire para dar el producto deseado en la forma de un sdlido blanco. (5,3 g, 60 %).
Método LC-Masas: Método: Fase mévil: A = 10 mM TFA/H.O, B = MeCN; Gradiente: B =
5% - 95 % en 1,5 min; Caudal: 1,8 ml/min; Columna: Xbridge-Cig, 50 x 4,6 mm, 3,5 um.
Pureza LC: 80% (214 nm); Masa: pico encontrado 364 (M+Na)* a 1,81 min.

2.8 Ejemplos para la sintesis de intermedios | de acuerdo con el esquema 2
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2.8.1 Sintesis de 12-(4-sulfamoilfenoxi)dodecanoato de terc-butilo

Una mezcla de 12-bromododecanoato de terc-butilo (6 g, 18 mmol), 4-hidroxibenceno
sulfonamida (3 g, 18 mmol) y K2COs (5 g, 36 mmol) en DMF (50 ml) se calent6 hasta 50°C
y se agité durante 4 h. Después se afiadié agua (300 ml). El precipitado resultante se
recogié y seco para dar el 12-(4-sulfamoilfenoxi)dodecanoato bruto que se suspendié con
EA/PE (1/5, 100 ml) para proporcionar 7 g (93%) de 12-(4-sulfamoilfenoxi) dodecanoato:
Método LC-Masas: Fase movil: A: agua (0,01%TFA) B: MeCN (0,01%TFA). Gradiente: 5%
B durante 0,2 min, incremento hasta 95% B dentro de 1,3 min, 95% B durante 1,5 min,
nuevamente a 5% B dentro de 0,01 min; Caudal: 1,8 ml/min; Columna: Sunfire, 50*4,6 mm,
3,5 um Temperatura de la columna: 50°C. LC-MS pureza: 100% (214 nm); Masa: pico
encontrado 450,2 (M +Na)* a 2,23 min.

IH NMR (400 MHz, CDCl3) § 7,83 (t, J = 14,8 Hz, 2H), 6,96 (d, J = 8,8 Hz, 2H), 4,89 (s, 2H),
4,03 (dt, J = 13,0, 6,6 Hz, 2H), 2,20 (t, J = 7,5 Hz, 2H), 1,73-1,80 (m, 2H), 1,50-1,57 (m, 2H),
1,40-1,48 (m, 11H), 1,37 — 1,19 (m, 12H).

Por consiguiente, se sintetizaron los siguientes compuestos:
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NH

z 2

j\owo\@

/7 N

(¢}

o)
>L Wo
0 13 \©\
//S\\

NH,
o ©O

14-(4-sulfamoilfenoxi) tetradecanoato de

terc-butilo

16-(4-sulfamoilfenoxi) hexadecanoato de terc-

butilo

7 NS

o

(0]
>L WO
(0] 13
j@\ /NHZ
F S
0]

(0]
>|\ )j\/\(\/)/o
(0] 13
/NHZ
Cl

/y N
c 0 ©

16-(2-fluoro-4-sulfamoil-fenoxi)

hexadecanoato de terc-butilo

16-(2,3-dicloro-4-sulfamoil-fenoxi)

hexadecanoato de terc-butilo

N S ®

12-[4-[2-(4-sulfamoilfenil)

etillfenoxilJdodecanoato de terc-butilo

16-(2-cloro-4-sulfamoil-fenoxi)

hexadecanoato de terc-butilo

O\\ //O
S<
O /©/ NH2
)VOMO

o)
O]
S.
0 /©/ NH,
oM

20-(4-sulfamoilfenoxi) icosanoato de terc-

butilo

18-(4-sulfamoil-fenoxi) octadecanoato de terc-

butilo

i
J: j\ NH
)TOMO >s{ 2
0" o

0. .0
cl s.
)TOJL(\/MAO cl
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16-(3-sulfamoilfenoxi)hexadecanoato de | 16-(2,5-dicloro-4-sulfamoil-

terc-butilo fenoxi)hexadecanoato de terc-butilo

Esquema sintético: Sintesis de 14-(4-sulfamoilfenil)tetradecanoato

PA{PFhy),Cl, Cul
TEA, DMF, T0°C 4h

PtO,, Hy THF TA, durante la noche

2.8.2 Sintesis de 14-(4-sulfamoilfenil)tetradec-13-inoato de terc-butilo

XOW

0.0
o] (@]

S>nH, | Pd(PPhy),Cl,, Cul
] TEA, DMF, 70°C,4h
r

S.
NH2
O
Sk z
(@]

Se afiadieron Pd(PPhsz).Cl, (0,47 g, 0,68 mmol), Cul (0,13 g, 0,68 mmol), EtsN (2 g, 20,33
mmol) y tetradec-13-inoato de terc-butilo (2,2 g, 7,8 mmol) a una mezcla de 4-
bromobencenosulfonamida (1,6 g, 6,8 mmol) en DMF (20 ml). El matraz se vaci6 y se volvio
a llenar con N.. Luego la mezcla se agité a 70°C durante 4h. Se afiadié agua (80 ml) a la

mezcla, se extrajo con EA (2 x 80 ml). La fase organica combinada se lavd con salmuera,
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se seco sobre Na,SO4, se concentrd al vacio. El producto bruto se purificd por cromatografia

sobre gel de silice (PE:EA=4:1) para dar 14-(4-sulfamoilfenil)tetradec-13-inoato de terc-

butilo (2,2 g, 5,05 mmol, rendimiento: 76%) en la forma de un sélido amarillo.

Método LC-Masas: Método: Fase moévil: A = 10 mM TFA/H.O, B = MeCN; Gradiente: B =

5% - 95 % en 1,5 min; Caudal: 1,8 ml/min; Columna: Xbridge-Cis, 50 x 4,6 mm, 3,5 um.

Pureza LC: 98% (214 nm); Masa: pico encontrado 458 (M+H)* a 2,37min.

Por consiguiente, se sintetizaron los siguientes compuestos:

0.0
BN

NH,

(@]
)( Z
(@]

13

NH,

/ N
/ o/ \O

N

K

18-(4-sulfamailfenil) octadec-17-inoato de

terc-butilo

14-(3-sulfamoilfenil) tetradec-13-inoato de

terc-butilo

_NH
)( i =Z S
o o "o

o
[ j\ _NH.
)( i Z ST
o 0" o

12-[4-(4-sulfamoilfenoxi) fenillJdodec-11-

inoato de terc-butilo

10-[4-[2-(4-sulfamoil-fenoxi) etil]fenilldec-9-

inoato de terc-butilo

EN
(@]
[e]
){ =
(6]

3

O\©\

_NH

)( i é /’S\\ 2
o O O

8-[4-[(4-sulfamoil fenoxi) metil[fenilloct-7-

inoato de terc-butilo

14-[4-(4-sulfamoilfenoxi) fenil]tetradec-13-

inoato de terc-butilo

s
NH2
O\/©/
(0]
)( =
(@]

(@]
)( =
(@]

11
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10-[4-[(4-sulfamoilfenil) metoxi]fenil]dec-9-

inoato de terc-butilo

16-(4-sulfamoilfenil)hexadec-15-inoato de

terc-butilo

P NH,
/ O// \\O

K

0. 0
F s?
/©/ NH,
0
Pe z e
(@] 5

12-(3-sulfamoilfenil)dodec-11-inoato de

terc-butilo

10-[2-fluoro-5-(4-sulfamoilfenoxi)fenil]dec-9-

inoato de terc-butilo

o
) \©\ _NH
)< Z S
o o "o
3

o, .,0

s’
NH
AT
(0]
)( J\M/\/@
o} 9

2

8-[4-[2-(4-sulfamoilfenoxi) etil]fenil]oct-7-

inoato de terc-butilo

14-[4-[(4-sulfamoilfenil)

metoxi]fenil]tetradec-13-inoato de terc-butilo

0, ,0
F s?
/©/ NH,
0
P Z e
(@] 7

o, 0
SN
NH,
o
)( =
(@] 7

12-[2-fluoro-5-(4-sulfamoilfenoxi)

fenilldodec-11-inoato de terc-butilo

12-(4-sulfamoilfenil) dodec-11-inoato de

terc-butilo

0,0
F S
/©/ NH,
o)
K 7 e
(0] 9

_NH
7 = sl
= O/ \O
(0] 13

14-[2-fluoro-5-(4-
sulfamoilfenoxi)fenil]tetradec-13-inoato de

terc-butilo

18-(3-sulfamoilfenil) octadec-17-inoato de

terc-butilo
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o, 0 o, 0
F S F EN
/©/ NH, /©/ NH,
O O
= o = o
%M KA ”
16-[2-fluoro-5-(4-sulfamoilfenoxi) 8-[2-fluoro-5-(4-sulfamoilfenoxi)fenil]oct-7-

fenillhexadec-15-inoato de terc-butilo inoato de terc-butilo

o, 0
S.
NH,
0
Z
(@] 7

10-(4-sulfamoilfenil)dec-9-inoato de terc-

butilo

2.8.3 Sintesis de 14-(4-sulfamoilfenil)tetradecanoato de terc-butilo

0

W

>k

PtO., H,THF TA, durante la noche

Se afiadié PtO, (0,23 g, 1,01 mmol) a una mezcla de 14-(4-sulfamoilfenil)tetradec-13-inoato
de terc-butilo (2,2 g, 5,0 mmol) en THF (30 ml). El matraz se vacio y se volvié a llenar con
H.. Luego la mezcla se agité a TA durante la noche. Se filtr6, se concentré al vacio para dar
14-(4-sulfamoilfenil)tetradecanoato (2 g, 4,55 mmol, rendimiento: 90%) en la forma de un

sélido gris.
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Método LC-Masas: Fase moévil: A =10 mM TFA/H,0, B = MeCN; Gradiente: B=5% - 95 %

en 1,5 min; Caudal: 1,8 ml/min; Columna: Xbridge-Cis, 50 x 4,6 mm, 3,5 um. Pureza LC:

93% (214 nm); Masa: pico encontrado 462 (M+H)* a 2,44min.

IHNMR (400 MHz, DMSO) & 7,72 (d, J = 8,1 Hz, 2H), 7,37 (d, J = 8,1 Hz, 2H), 7,26 (s, 2H),

2,63 (t, J = 7,6 Hz, 2H), 2,16 (t, J = 7,3 Hz, 2H), 1,57 (s, 2H), 1,51 — 1,43 (m, 2H), 1,38 (s,

9H), 1,25 (d, J = 14,5 Hz, 18H).

Por consiguiente, se sintetizaron los siguientes compuestos:

0.0
S.
>L M NH,
O 13

O
}\ NH,
o) 9 ,Ss
O O

18-(4-sulfamoilfenil) octadecanoato de terc-

butilo

14-(3-sulfamoilfenil) tetradecanoato de terc-

butilo

(@]
O
N
(6] 7 ,/S\\
O O

(@]
(@]
N
(0] 5 ,Ss
(@] (o]

12-[4-(4-sulfamoilfenoxi) fenil] dodecanoato

de terc-butilo

10-[4-[2-(4-sulfamoilfenoxi) etil]

fenilldecanoato de terc-butilo

o,..,0

S\
N W
O 3

XOW OQS

_NH,
oo

8-[4-[(4-sulfamoilfenoxi)

metillfenilJoctanoato de terc-butilo

14-[4-(4-sulfamoilfenoxi) feniljtetradecanoato

de terc-butilo

o, 0

Xow

NH,

O\\ ,/O
So
)< w o
O 11
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10-[4-[(4-sulfamoilfenil)

metoxi]feniljdecanoato de terc-butilo

16-(4-sulfamoilfenil)hexadecanoato de terc-

butilo

O\\ ,/O
S
O 7

O\\ //O
F S.
)( M /©/ NHz
(e} 5 O

12-(4-sulfamoilfenil)Jdodecanoato de terc-

butilo

10-[2-fluoro-5-(4-sulfamoilfenoxi)

fenilldecanoato de terc-butilo

O
P
O 7 Sa
O O

0.0

XOM

12-(3-sulfamoilfenil) dodecanoato de terc-

butilo

NH,
14-[4-[(4-sulfamoilfenil)

metoxi]fenilltetradecanoato de terc-butilo

(0]
ks T
NH
(o] 3 ,/S: 2
O O

(6]
K
O 13 Sy
O O

8-[4-[2-(4-sulfamoilfenoxi)

etil]feniljoctanoato de terc-butilo

18-(3-sulfamoilfenil) octadecanoato de terc-

butilo

o, ,0
F sZ
>L W /©/ NH,
o 7 e}

o. 0
F >sZ
X M Qe
(e} 3 (e}

12-[2-fluoro-5-(4-
sulfamoilfenoxi)fenilldodecanoato de terc-

butilo

8-[2-fluoro-5-(4-sulfamoil-

fenoxi)fenil]loctanoato de terc-butilo

O\\ ,/O
F So
>L M /©/ "
(0] 9 (6]

(@]
)VOM/L}/\@
S/NHZ
o o
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14-[2-fluoro-5-(4-sulfamoilfenoxi)
10-(4-sulfamoilfenil)decanoato de terc-butilo
fenil]tetradecanoato de terc-butilo

o, .0
F S
(@] 11 (e}

16-[2-fluoro-5-(4-sulfamoil-

fenoxi)fenillhexadecanoato de terc-butilo

2.8.4 Sintesis de acido 2-[[4-[3-(12-terc-butoxi-12-oxo-dodecil)-4-fluoro-

fenoxi]fenil]sulfonil amino] pirimidina-5-carboxilico

0.0
F =
>|\ j\M’\/\/\@‘ /©/ i
o 7 o
xﬁ):"‘ﬂ Cs.C0O, CH.CN;
L LIOH, dioxane, H,0

B s Ve n s

Una mezcla de 12-[2-fluoro-5-(4-sulfamoilfenoxi)fenilj[dodecanoato de terc-butilo (300 mg,

OH

575 pmol), 2-cloropirimidina-5-carboxilato de etilo (112 mg, 603 pmol) y Cs,CO3 (656 mg,
2,01 mmol) en MeCN (6 ml) se calenté hasta 60°C y se agitdé durante 3 h (TLC control). La
mezcla de reaccion se uso en la etapa de saponificacion siguiente sin purificacién adicional.
La suspension se diluy6é con dioxano (6 ml) y se afiadié una disolucion de LiOH (37 mg,
1,56 mmol) en agua (6 ml). La mezcla se agité a TA durante 16 h y se afiadié mas LiOH (37

mg, 1,56 mmol). Toda la mezcla se agité a TA durante 36 h. La suspension se vertié en
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disolucién acuosa de &cido citrico (10 por ciento, 50 ml). La suspension se filtré y la torta
del filtro se lavd con aguay se secd al vacio. El compuesto del titulo &cido 2-[[4-[3-(12-terc-
butoxi-12-oxo-dodecil)-4-fluoro-fenoxi]fenil]sulfonilamino] pirimidina-5-carboxilico se obtuvo
en la forma de un solido blanco (350 mg, cuan.).

'H NMR (400,23 MHz, DMSO-dg) 8 ppm 12,2 (bs, 2 H), 8,89 (s, 2 H), 7,99 (d, J=8,93 Hz, 2
H), 7,21 (t, J=9,17 Hz, 1 H), 7,05 (m, 4 H), 2,58 (br t, J= 7,46 Hz, 2 H), 2,15 (t, J= 7,27 Hz,
2 H), 1,53 (m, 2 H), 1,47 (m, 2 H), 1,38 (s, 9 H), 1,26-1,22 (m, 14 H).

En caso de que el producto deseado no precipitara tras verter en acido citrico acuoso, la
capa acuosa se extrajo con acetato de etilo, las capas organicas combinadas se secaron
con NaxSOq., se filtraron y se concentraron al vacio. Los productos brutos se sometieron a
cromatografia en columna usando MeOH / CH.Cl, como eluyente.

Por consiguiente, se sintetizaron los siguientes compuestos:

>L i
o) X
OW y o, 0 N‘ OH
S< )\ =

T SoR A
O j\O 5
acido 5-[[4-(12-terc-butoxi-12-0xo0- acido 5-[[4-[[4-(10-terc-butoxi-10-oxo-

dodecoxi)fenil]sulfonilamino]pirimidina-2- | decil)fenoxi]metil]fenil]sulfonilamino]pirimidina

carboxilico -2-carboxilico

o}

)
N OH
o, oM >L NN

NS o 9 S N

st M ST

o} N)\N 0O O N__J_ o
N "
0 9 o

acido 5-[[4-(14-terc-butoxi-14-oxo- acido 5-[[4-[4-(14-terc-butoxi-14-0x0-
tetradecil)fenil]sulfonilamino]pirimidina-2- | tetradecil)fenoxi]fenil]sulfonilamino]pirimidina-

carboxilico 2-carboxilico
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2

(0]

o, 0 D)LO
F So pz
M /©/ " "
S i
o 11 (0]

acido 5-[[4-[3-(16-terc-butoxi-16-0xo-
hexadecil)-4-fluoro-fenoxi]

fenil]sulfonilamino]pirimidina-2-carboxilico

acido 5-[[3-(14-terc-butoxi-14-oxo-
tetradecil)fenil]sulfonilamino]pirimidina-2-

carboxilico

[9)
T gy
//\‘OT
o) N~ OH

ZT

o

DAOH
S. Pz
(0] N N
>l i
0] 13

acido 5-[[4-[2-[4-(12-terc-butoxi-12-0x0-
dodecoxi)fenil]etil]

fenil]sulfonilamino]pirimidina-2-carboxilico

acido 5-[[4-(18-terc-butoxi-18-oxo-octadecil)

fenil]sulfonilamino]pirimidina-2-carboxilico

//Y

O N~ OH

XWQ

seW

acido 2-[[4-(16-terc-butoxi-16-0xo0-
hexadecoxi)fenil]sulfonilamino]-4-metil-

pirimidina-5-carboxilico

acido 5-[[4-(14-terc-butoxi-14-oxo-
tetradecoxi)fenil]sulfonilamino]pirimidina-2-

carboxilico

,,\Y

O N~ OH

/ OH

acido 2-[[4-(16-terc-butoxi-16-0xo-

hexadecoxi)-3-fluoro-fenil]

acido 2-[[4-(16-terc-butoxi-16-oxo-

hexadecoxi)-3-cloro-
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sulfonilamino]pirimidina-5-carboxilico

fenillsulfonilamino]pirimidina-5-carboxilico

(e}

A
0. ,0 N‘ OH
L AL~
)( W :
(6] 11

O

o, ,0 N#OH
L A2
2SN h
(o] 7

acido 2-[[4-(16-terc-butoxi-16-oxo0-

hexadecil)fenil]sulfonilamino]pirimidina-5-

acido 2-[[4-(12-terc-butoxi-12-oxo-

dodecil)fenil]sulfonilamino]pirimidina-5-

carboxilico carboxilico a
o (@]
NT OH N7 OH
o ﬁA ) j)k
)< )L<\/>/\/\/©\ /N)\N/ )< M /N)\N/
o 7 SaH o) 13 >STH
o % /S

(0]

(e}

acido 2-[[3-(12-terc-butoxi-12-oxo-
dodecil)fenil]sulfonilamino]pirimidina-5-

carboxilico

acido 2-[[3-(18-terc-butoxi-18-oxo-
octadecil)fenil]sulfonilamino]pirimidina-5-

carboxilico

o o
o : SOS
O O N OH
o

o

P

F ’s’. N
o
A
(e} 3 (0] N~ OH
o

zx O

acido 5-[[4-[2-[4-(10-terc-butoxi-10-oxo-
decil)fenil]etoxi] fenilJsulfonilamino]

pirimidina-2-carboxilico

acido 2-[[4-[3-(8-terc-butoxi-8-oxo-octil)-4-
fluoro-fenoxi]fenil]sulfonilamino]pirimidina-5-

carboxilico a

0]

o, 0 D)ko“
F S. =
(e] N N
S "
o 9 o}

(0]

\/@251

zx O

acido 5-[[4-[3-(14-terc-butoxi-14-0xo0-
tetradecil)-4-fluoro-fenoxilfenil]

sulfonilamino]pirimidina-2-carboxilico

acido 2-[[4-[[4-(14-terc-butoxi-14-0x0-
tetradecil)fenoxilmetillfenil]sulfonilamino]pirim

idina-5-carboxilico
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XOWOO\
Pt b

ON/ OH

CN

X)WV\;Q/@S Nj\(m

ZIO

acido 5-[[4-(16-terc-butoxi-16-0xo-
hexadecoxi)fenil] sulfonilamino]pirimidina-

2-carboxilico

acido 2-[[4-[3-(10-terc-butoxi-10-oxo-decil)-4-
fluoro-fenoxi]fenil] sulfonilamino] pirimidina-5-

carboxilico

SR ool

O

OIZ

acido 5-[[4-[[4-(8-terc-butoxi-8-0xo0-
octil)fenillmetoxi]fenil]

sulfonilamino]pirimidina-2-carboxilico

acido 2-[[4-[2-[4-(8-terc-butoxi-8-0x0-
octil)fenilletoxi]fenil]sulfonilamino] pirimidina-

5-carboxilico

XW
el

acido 2-[[4-(16-terc-butoxi-16-oxo-

hexadecoxi) fenil]sulfonilamino]-4-

acido 2-[[4-(18-terc-butoxi-18-oxo-

octadecoxi)fenillsulfonilamino]pirimidina-5-

AN

(trifluorometil) pirimidina-5-carboxilico carboxilico
o}
cl sl
o} NN
H /N
)V W STH
O 14 O Cl

o O

acido 2-[[4-(16-terc-butoxi-16-oxo-

hexadecoxi)-2,5-dicloro-fenil]

acido 2-[[4-(10-terc-butoxi-10-oxo-

decil)fenil]sulfonilamino]pirimidina-5-
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sulfonilamino]pirimidina-5-carboxilico

carboxilico

acido 2-[[3-(16-terc-butoxi-16-oxo-
hexadecoxi)fenil]sulfonilamino]pirimidina-

5-carboxilico

2.8.5 Sintesis de acido

6-[[4-[3-(12-terc-butoxi-12-oxo-dodecil)-4-fluoro-

fenoxi]fenil]sulfonil- amino] piridina-3-carboxilico

- Pd,(dba), Xant-Phos,
[ Cs.CO., dioxano;
= LiOH, dioxano, H,0

0 .0
F -3
0 M
Sl ;
] 7 0

NH.

o .0

F : i
>‘\ W\
0 7 0

0

-
N

Una mezcla de 12-[2-fluoro-5-(4-sulfamoilfenoxi)fenilj[dodecanoato de terc-butilo (300 mg,

575 pmol), 6-cloronicotinoato de metilo (102 mg, 603 pmol), Cs,COs (468 mg, 1,44 mmol),

tris(dibencilidenoacetona)dipaladio (26 mg, 29umol) y 4,5-bis(difenil- fosfino)-9,9-

dimetilxanteno (“xantphos”, 17 mg, 29 umol) en dioxano (6 ml) se calenté a 80°C en una
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atmésfera de argén durante 3 h (TLC control). La mezcla de reaccién se uso en la siguiente
etapa de saponificacién sin purificacién adicional.

La suspension se diluyé con dioxano (6 ml) y se afiadié una disolucién de LIOH (37 mg,
1,56 mmol) en agua (6 ml). La mezcla se agité a TA durante 16 h y se afiadié méas LiOH (37
mg, 1,56 mmol). Toda la mezcla se agitd a TA durante 36 h. La suspension se vertié en
disolucién acuosa de &cido citrico (10 por ciento, 50 ml). La suspension se filtré y la torta
del filtro se lavé con agua y se secd al vacio. El compuesto del titulo acido 6-[[4-[3-(12-terc-
butoxi-12-oxo-dodecil)-4-fluoro-fenoxi]fenil]sulfonil-amino]piridina -3-carboxilico se obtuvo
en la forma de un solido blanco (350 mg, cuan.).

'H NMR (400,23 MHz, DMSO-ds) 6 ppm 12,5 (br s, 1H), 8,54 (br s, 1 H), 8,11 (dd, J=8,93,
2,20 Hz, 1 H), 7,91 (br d, J=8,68 Hz, 2 H), 7,80 (m, 1 H), 7,19 (m, 2 H), 7,04 (m, 4 H), 2,58
(brt, J= 7,46 Hz, 2 H), 2,15 (t, J=7,27 Hz, 2 H), 1,48 (m, 4 H), 1,38 (s, 9 H), 1,26-1,22 (m,
14 H).

En caso de que el producto deseado no precipitara tras verter en acido citrico acuoso, la
capa acuosa se extrajo con acetato de etilo, las capas organicas se secaron con Na;SOu,
se filtraron y se concentraron al vacio. Los productos brutos se sometieron a cromatografia
en columna usando MeOH / CH,Cl, como eluyente.

Por consiguiente, se sintetizaron los siguientes compuestos:

(0]
(e} © >L W (@]
H (0] 9
_N___N H
(0] 7 S o~ N N

N

g o | _ OH

acido 6-[[4-[4-(12-terc-butoxi-12-oxo-dodecil)

fenoxi]fenil]sulfonilamino]piridina-3-

acido 6-[[4-(12-terc-butoxi-12-oxo-

dodecoxi)fenil] sulfonilamino]piridina-3-
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carboxilico carboxilico
(o]
(o]
X" NoH 0 \©\
0,.,0 H
S NN XOM\/\/@N ss N NS
H oo _ OH

XM

acido 6-[[4-[[4-(10-terc-butoxi-10-oxo-decil)
fenoxi]metil]fenil]sulfonilamino] piridina-3-

carboxilico

acido 6-[[4-[2-[4-(10-terc-butoxi-10-oxo-
decil)fenil] etoxi] fenilJsulfonilamino] piridina-

3-carboxilico

[0}

(o}

O)%H

[°N

XMH

O\\ //O /@)LOH
F S pZ
0 SNTON
NN :
o 9 O

acido 6-[[4-(14-terc-butoxi-14-oxo-tetradecil)

fenillsulfonil amino]piridina-3-carboxilico

acido 6-[[4-[3-(14-terc-butoxi-14-oxo-
tetradecil)-4-fluoro-fenoxi] fenil]sulfonil

amino]piridina-3-carboxilico

o

(0]
(¢]

XMQEO}LH

O\\ ,/O ‘ N OH
S. —
(0] N N
S "
(0] 13

acido 6-[[4-[3-(16-terc-butoxi-16-0xo-
hexadecil)-4-fluoro-fenoxi] fenil]sulfonilamino]

piridina-3-carboxilico

acido 6-[[4-(18-terc-butoxi-18-oxo-
octadecil)fenil] sulfonilamino]piridina-3-

carboxilico

o)

>L)k/\(\/)/0
0 11 \©\H
N

o}

NN
Ao |
o O _— OH

iowo

N
cl sy
7N
Cl (@] ON = OH

(0]

acido 6-[[4-(14-terc-butoxi-14-oxo-

tetradecoxi) fenil]sulfonilamino]piridina-3-

acido 6-[[4-(16-terc-butoxi-16-o0xo-

hexadecoxi)-2,3-dicloro-fenil] sulfonilamino]
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carboxilico

piridina-3-carboxilico

XWQ

J O@(OH

o

OH

= \O
\ 7/

%M

acido 6-[[4-(16-terc-butoxi-16-0xo-
hexadecoxi)-3-fluoro-

fenil]sulfonilamino]piridina-3-carboxilico

acido 6-[[4-[[4-(14-terc-butoxi-14-0xo0-
tetradecil)fenoxilmetil]fenil]sulfonilamino]piri

dina-3-carboxilico

0]

e L

o’

OIZ

acido 6-[[4-(16-terc-butoxi-16-oxo-hexadecil)

fenil] sulfonilamino]piridina-3-carboxilico

acido 6-[[4-[2-[4-(8-terc-butoxi-8-oxo0-
octil)fenil]etoxi]fenil]sulfonilamino]piridina-3-

carboxilico

%MWQQ)L

o’

OIZ

XWQ

O OQ(OH

(0]

acido 6-[[3-(18-terc-butoxi-18-oxo-octadecil)

fenil]sulfonilamino]piridina-3-carboxilico

acido 6-[[4-(16-terc-butoxi-16-oxo-
hexadecoxi)-3-cloro-

fenil]sulfonilamino]piridina-3-carboxilico

XM\@SQ)L

o’

OIZ

j\owo\@ y

NNy
S ||
o O = OH

o

acido 6-[[4-[4-(14-terc-butoxi-14-0x0-

acido 6-[[4-(16-terc-butoxi-16-o0xo-
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tetradecil) fenoxi]fenil]sulfonilamino]piridina-

3-carboxilico

hexadecoxi)fenil]sulfonilamino]piridina-3-

carboxilico

XOWO\Q\

H
N N
s X
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O\\ //O /(j/u\ OH
S. bz
O N N
)LW\ :
)V o 16 O

acido 6-[[4-(10-terc-butoxi-10-oxo-
decoxi)fenil] sulfonilamino]piridina-3-

carboxilico

acido 6-[[4-(18-terc-butoxi-18-oxo-
octadecoxi)fenil]sulfonilamino]piridina-3-

carboxilico

(0]
>L W H N
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o 0o pZ OH
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(0]

A
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acido 6-[[3-(14-terc-butoxi-14-oxo-
tetradecil)fenil] sulfonilamino]piridina-3-

carboxilico

acido 6-[[4-[2-[4-(8-terc-butoxi-8-oxo0-
octil)fenilletoxi]fenillsulfonilamino]piridina-3-

carboxilico

O
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acido 6-[[4-(10-terc-butoxi-10-oxo-decoxi)

fenil]sulfonilamino]piridina-3-carboxilico

acido 6-[[4-(10-terc-butoxi-10-oxo-
decil)fenil]sulfonilamino]piridina-3-

carboxilico

(0]
X)LM/\NQH .
0} 9 ,/S\f ‘\
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acido 6-[[3-(14-terc-butoxi-14-oxo-
tetradecil)fenil]sulfonilamino]piridina-3-

carboxilico

acido 6-[[4-(20-terc-butoxi-20-oxo-
icosoxi)fenillsulfonilamino]piridina-3-

carboxilico
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N
(0] 13 H
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N
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SN P
O 10 N
e

acido 6-[[4-(16-terc-butoxi-16-oxo0-
hexadecoxi)fenillsulfonilamino]piridina-3-

carboxilico

acido 6-[[3-(12-terc-butoxi-12-oxo-
dodecil)fenillsulfonilamino]piridina-3-

carboxilico

acido 6-[[4-[2-[4-(12-terc-butoxi-12-0x0-
dodecoxi)fenil] etil]fenil]

sulfonilamino]piridina-3-carboxilico

2.9 Ejemplos para la sintesis de los compuestos con la formula | de acuerdo con el

esquema 1

2.9.1 Sintesis de acido 2-[2-[2-[[2-[2-[2-[[6-[[4-[3-(14-terc-butoxi-14-0x0-tetradecil)-4-

fluoro-fenoxi]fenil]sulfonilamino]piridina-3-carbonillamino]etoxi]etoxilacetillamino]etoxi]-

etoxi]acético
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O

O)*H

XWK:FOH

TSTU, THF, DIPEA;
N \)L
EtOH HZN/\/O\/\O/WN\/\O/\/O o

0 o)
o,

H
o /[j)kN/\/O\/\OwN\/\O/\/O\)kOH
H
M /©/ " O
oL i

Una mezcla de acido 6-[[4-[3-(14-terc-butoxi-14-oxo-tetradecil)-4-fluoro-fenoxi]fenil]sulfonil
amino]piridina-3-carboxilico (169 mg, 251 pumol), TSTU (80 mg, 264 umol) y DIPEA (132 pl,
97 mg, 1,25 mmol) en 6 ml de THF se agité a TA durante 16 h. Después de 16 h, el
disolvente se eliminé a presién reducida y se afiadio una disolucién de &cido [2-(2-{2-[2-(2-
amino-etoxi)-etoxi]-acetilamino}-etoxi)-etoxi]-acético (85 mg, 277 umol) en 6 ml abs. Se
afadié EtOH, y la mezcla se agit6 a TA durante 16 h. Los componentes volatiles se
eliminaron a presion reducida, el residuo resultante se disolvié en CH2Cl, y se lavé con
disolucién acuosa deKHSO, al 10%. La capa organica se lavé con agua y salmuera, se
sec6 sobre Na,SO. anhidro, se filtr6 y se concentrd a presion reducida. El producto bruto
se purific6 por RP HPLC para dar acido 2-[2-[2-[[2-[2-[2-[[6-[[4-[3-(14-terc-butoxi-14-0X0-
tetradecil)-4-fluoro-fenoxilfenil] sulfonilamino]piridina-3-carbonillJamino]etoxi]etoxi]acetil]
amino]etoxi] etoxiJacético (106 mg, 44 %).

IH NMR (400,23 MHz, DMSO-ds) & ppm 12,29 (br s, 1 H), 8,52 (m, 2 H), 8,09 (dd, J=8,93,
2,32 Hz, 1 H), 7,89 (d, J=8,80 Hz, 2 H), 7,61 (br t, J=5,69 Hz, 1 H), 7,18 (m, 2 H), 7,03 (m,
4 H), 4,01 (s, 2 H), 3,86 (s, 2 H), 3,20 — 3,68 (m, 16 H), 2,58 (br t, J=7,52 Hz, 2 H), 2,15 (t,

J=7,27 Hz, 2 H), 1,49 (m, 4 H), 1,38 (s, 9 H), 1,25 (m, 18 H).
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Por consiguiente, se sintetizaron los siguientes compuestos:
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acido 2-[2-[2-[[2-[2-[2-[[6-[[4-(14-terc-
butoxi-14-oxo-tetradecil)
fenillsulfonilamino] piridina-3-
carbonillamino] etoxi]etoxi]acetil]

amino]etoxi] etoxi]acético

acido 2-[2-[2-[[2-[2-[2-[[6-[[4-[3-(16-terc-
butoxi-16-oxo-hexadecil)-4-fluoro-
fenoxi]fenil] sulfonil amino]piridina-3-
carbonil] amino]etoxi] etoxi]acetil] amino]

etoxi]etoxijacético

acido 2-[2-[2-[[2-[2-[2-[[6-[[4-(18-terc-
butoxi-18-oxo-octadecil)fenil]
sulfonilamino]piridina-3-
carbonillamino]etoxi]etoxi]

acetillamino]etoxi]etoxi]acético
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acido 2-[2-[2-[[2-[2-[2-[[6-[[4-[2-[4-(12-

terc-butoxi-12-oxo-dodecoxi)fenil]

acido 2-[2-[2-[[2-[2-[2-[[6-[[4-(12-terc-

butoxi-12-oxo-dodecoxi)

acido 2-[2-[2-[[2-[2-[2-[[6-[[4-(16-terc-

butoxi-16-0xo-
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etil]fenil]sulfonilamino]piridina-3-

carbonillJamino]etoxi]etoxi]acetillamino]et

fenil]sulfonilamino]piridina-3-

carbonillJamino] etoxi]etoxi]

hexadecoxi)fenil]sulfonilamino]piridina-3-

carbonillJamino]etoxi]etoxi]acetillamino]et

oxi]etoxi]acético acetillamino]etoxi]etoxi]acético oxi]etoxilacético
HO (0]
HO\E o HO. O o \i o]
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acido 2-[2-[2-[[2-[2-[2-[[6-[[3-(14-terc-
butoxi-14-oxo-tetradecil)fenil]
sulfonilamino]piridina-3-carbonillJamino]
etoxi]etoxilacetil]

amino]etoxi]etoxi]acético

acido 2-[2-[2-[[2-[2-[2-[[6-[[4-[4-(12-terc-
butoxi-12-oxo-dodecil)fenoxi]
fenillsulfonilamino]piridina-3-carbonil]
amino]etoxi]etoxi]acetillamino]etoxi]

etoxi]acético

acido 2-[2-[2-[[2-[2-[2-[[6-[[4-(10-terc-
butoxi-10-oxo-
decoxi)fenil]sulfonilamino]piridina-3-
carbonillamino]etoxi] etoxi]acetil]

amino]etoxi]etoxi]acético
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acido 2-[2-[2-[[2-[2-[2-[[6-[[4-[2-[4-(10-
terc-butoxi-10-oxo-decil)fenil]etoxi]
fenillsulfonilamino]piridina-3-
carbonillJamino]etoxi]etoxi]acetillamino]et

oxi]etoxilacético

acido 2-[2-[2-[[2-[2-[2-[[6-[[4-[[4-(10-terc-
butoxi-10-oxo-decil)fenoxi]metil]
fenillsulfonilamino]piridina-3-
carbonillJamino]etoxi]etoxi]acetillamino]et

oxi]etoxilacético

acido 2-[2-[2-[[2-[2-[2-[[6-[[4-[3-(12-terc-
butoxi-12-oxo-dodecil)-4-fluoro-
fenoxi]fenil] sulfonilamino]piridina-3-
carbonil] amino]etoxi] etoxi]acetillamino]

etoxi]etoxijacético

HofowowN%
> W O\ YJW

XWQS j)

LowONNY

(¢]
HO ¢}

acido 2-[2-[2-[[2-[2-[2-[[5-[[4-(16-terc-
butoxi-16-oxo-hexadecoxi)fenil]
sulfonilamino]pirimidina-2-carbonil]
amino]etoxi]etoxi]acetillamino]etoxi]etoxi]

acético

acido 2-[2-[2-[[2-[2-[2-[[5-[[4-[3-(16-terc-
butoxi-16-oxo-hexadecil)-4-fluoro-
fenoxi]fenil]sulfonil amino]pirimidina-2-
carbonil] amino]etoxi]etoxi]

acetillJamino]etoxi]etoxi]acético

acido 2-[2-[2-[[2-[2-[2-[[5-[[4-(18-terc-
butoxi-18-oxo-octadecil)
fenil]sulfonilamino]pirimidina-2-
carbonillJamino]etoxi]etoxi]

acetillJamino]etoxi]etoxi]acético
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acido 2-[2-[2-[[2-[2-[2-[[5-[[4-[3-(14-terc-
butoxi-14-oxo-tetradecil)-4-fluoro-
fenoxi]fenil] sulfonilamino] pirimidina-2-
carbonillamino]
etoxi]etoxi]acetillamino]etoxi]etoxi]acétic

(0]

acido 2-[2-[2-[[2-[2-[2-[[5-[[4-(14-terc-
butoxi-14-oxo-tetradecil)fenil]
sulfonilamino] pirimidina-2-
carbonillJamino]
etoxi]etoxi]acetillJamino]etoxi]etoxilacétic

o

acido 2-[2-[2-[[2-[2-[2-[[5-[[4-[[4-(10-terc-
butoxi-10-oxo-decil) fenoxijmetil]
fenillsulfonilamino] pirimidina-2-
carbonillamino] etoxi]etoxi]acetil]

amino]etoxi]etoxilacético
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acido 2-[2-[2-[[2-[2-[2-[[5-[[4-[2-[4-(10-

terc-butoxi-10-oxo-decil)

acido 2-[2-[2-[[2-[2-[2-[[5-[[4-(12-terc-

butoxi-12-oxo-dodecoxi)

acido 2-[2-[2-[[2-[2-[2-[[5-[[4-[[4-(8-terc-

butoxi-8-oxo-octil)fenil]
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fenil]etoxi]fenil]sulfonilamino]pirimidina-2-
carbonil] amino]etoxi]etoxi]acetil]

amino]etoxi]etoxilacético

fenil]sulfonilamino]pirimidina-2-
carbonillJamino]etoxi]

etoxi]acetillamino]etoxi]etoxilacético

metoxi]fenil]sulfonilamino]pirimidina-2-
carbonillJamino]etoxi]

etoxi]acetillamino]etoxi]etoxilacético
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acido 2-[2-[2-[[2-[2-[2-[[5-[[3-(14-terc-
butoxi-14-oxo-tetradecil)fenil]
sulfonilamino]pirimidina-2-
carbonillJamino] etoxi]etoxi]

acetillamino]etoxi]etoxi]acético

acido 2-[2-[2-[[2-[2-[2-[[5-[[4-[3-(12-terc-
butoxi-12-oxo-dodecil)-4-fluoro-
fenoxi]fenil] sulfonil amino]pirimidina-2-
carbonillJamino] etoxi]etoxi]acetil]

amino]etoxi]etoxiJacético

acido 2-[2-[2-[[2-[2-[2-[[5-[[4-[4-(14-terc-
butoxi-14-oxo-tetradecil)fenoxi]
fenil]sulfonilamino] pirimidina-2-
carbonillJamino]etoxi]

etoxi]acetillamino]etoxi]etoxi]acético
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acido 2-[2-[2-[[2-[2-[2-[[5-[[4-[2-[4-(12-
terc-butoxi-12-oxo-dodecoxi)fenil]
etil]fenil]sulfonilamino]pirimidina-2-
carbonillamino]etoxi]etoxilacetillamino]et

oxi]etoxilacético

acido 2-[2-[2-[[2-[2-[2-[[6-[[4-(16-terc-
butoxi-16-o0xo-hexadecoxi)-2,3-dicloro-
fenilJsulfonilamino]piridina-3-
carbonillamino]etoxi]etoxilacetillamino]et

oxi]etoxilacético

acido 2-[2-[2-[[2-[2-[2-[[5-[[4-(14-terc-
butoxi-14-oxo-
tetradecoxi)fenil]sulfonilamino]pirimidina-
2-
carbonillJamino]etoxi]etoxi]acetillamino]et

oxi]etoxilacético
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acido 2-[2-[2-[[2-[2-[2-[[6-[[4-(14-terc-
butoxi-14-oxo-tetradecoxi)fenil]
sulfonilamino]piridina-3-
carbonillamino]etoxi]etoxilacetillamino]et

oxiJetoxi]acético

acido 2-[2-[2-[[2-[2-[2-[[2-[[4-(16-terc-
butoxi-16-oxo-hexadecoxi)-3-fluoro-
fenil]sulfonilamino]pirimidina-5-
carbonillamino]etoxi]etoxilacetillamino]et

oxi]etoxi]acético

acido 2-[2-[2-[[2-[2-[2-[[6-[[4-(16-terc-
butoxi-16-oxo-hexadecoxi)-3-fluoro-
fenillsulfonilamino]piridina-3-
carbonillJamino]etoxi]etoxi]acetillamino]et

oxiletoxi]acético
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HO

Tﬁk/o\/\,\,ko
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HO
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acido 2-[2-[2-[[2-[2-[2-[[6-[[4-(16-terc-
butoxi-16-oxo-hexadecoxi)-3-cloro-
fenillsulfonilamino]piridina-3-
carbonillJamino]etoxi]etoxi]acetillamino]et

oxi]etoxi]acético

acido 2-[2-[2-[[2-[2-[2-[[2-[[4-(16-terc-

butoxi-16-oxo-
hexadecoxi)fenil]sulfonilamino]-4-metil-
pirimidina-5-carbonillamino] etoxi]

etoxi]acetillamino] etoxiJetoxi]acético

acido 2-[2-[2-[[2-[2-[2-[[2-[[4-(16-terc-
butoxi-16-oxo-
hexadecoxi)fenil]sulfonilamino]-4-
(trifluorometil)pirimidina-5-
carbonillamino]
etoxiletoxi]acetillamino]etoxi]etoxi]

acético
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acido 2-[2-[2-[[2-[2-[2-[[2-[[4-(16-terc-

acido 2-[2-[2-[[2-[2-[2-[[6-[[4-(16-terc-

acido 2-[2-[2-[[2-[2-[2-[[6-[[4-[[4-(14-terc-
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butoxi-16-oxo-hexadecoxi)-3-cloro-
fenil]sulfonilamino]pirimidina-5-

carbonillamino]etoxi]etoxi]acetil]

butoxi-16-oxo-hexadecil)fenil]
sulfonilamino]piridina-3-carbonil]

amino]etoxi] etoxi]acetillamino]etoxi]

butoxi-14-oxo-tetradecil)fenoxi]
metil]fenil]sulfonilamino]piridina-3-

carbonillJamino]etoxi]etoxi]acetillamino]et

amino]etoxi]etoxilacético etoxi]acético oxi]etoxi]acético
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acido 2-[2-[2-[[2-[2-[2-[[6-[[4-[2-[4-(8-terc-
butoxi-8-oxo-octil)fenil]etoxi]
fenil]sulfonilamino]piridina-3-
carbonillamino]etoxi]etoxilacetillamino]et

oxi]etoxilacético

acido 2-[2-[2-[[2-[2-[2-[[6-[[3-(18-terc-
butoxi-18-0xo0-
octadecil)fenil]sulfonilamino] piridina-3-
carbonillJamino]etoxi]etoxi]

acetillamino]etoxi]etoxi]acético

acido 2-[2-[2-[[2-[2-[2-[[2-[[4-[3-(10-terc-
butoxi-10-oxo-decil)-4-fluoro-fenoxi]fenil]
sulfonilamino]pirimidina-5-
carbonillJamino]etoxi]etoxi]acetil]

amino]etoxi]etoxilacético
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acido 2-[2-[2-[[2-[2-[2-[[2-[[4-(16-terc-
butoxi-16-oxo-hexadecil)fenil]
sulfonilamino]pirimidina-5-
carbonillamino]etoxi]etoxilacetillamino]et

oxi]etoxi]acético

acido 2-[2-[2-[[2-[2-[2-[[6-[[4-[4-(14-terc-
butoxi-14-oxo-tetradecil)fenoxi]
fenillsulfonilamino]piridina-3-
carbonillamino]etoxi]etoxilacetillamino]et

oxi]etoxijacético

acido 2-[2-[2-[[2-[2-[2-[[2-[[4-(16-terc-
butoxi-16-oxo-hexadecoxi)-2,5-dicloro-
fenillsulfonilamino]pirimidina-5-
carbonillJamino]etoxi]etoxi]acetillJamino]et

oxi]etoxilacético
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acido 2-[2-[2-[[2-[2-[2-[[2-[[4-[2-[4-(8-terc-

butoxi-8-oxo-octil)fenil]

acido 2-[2-[2-[[2-[2-[2-[[2-[[4-(12-terc-

butoxi-12-oxo-dodecil)fenil]

acido 2-[2-[2-[[2-[2-[2-[[6-[[4-(18-terc-

butoxi-18-oxo-
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etoxi]fenil]sulfonilamino]pirimidina-5-
carbonillamino]
etoxi]etoxilacetillamino]etoxi]

etoxi]acético

sulfonilamino]pirimidina-5-
carbonillJamino]etoxi]etoxi]acetillamino]et

oxi]etoxi]acético

octadecoxi)fenillsulfonilamino]piridina-3-
carbonillJamino]etoxi]etoxi]acetillamino]et

oxi]etoxi]acético
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L

o, 0 o
F SR N \
o
~
o 3 o N~ NH
o]

O
DA“
(6]
P
XJL(\/)/\/\/@/N N H
(6] 13 S H
o (¢]

T
Y SARe

HO

0
O o0 N| A
s _
(@] 10 N
H
o N
L NN
0
HO Yo

acido 2-[2-[2-[[2-[2-[2-[[2-[[4-[3-(8-terc-
butoxi-8-o0x0-octil)-4-fluoro-fenoxilfenil]
sulfonilamino]pirimidina-5-
carbonillamino]etoxi]etoxilacetillamino]et

oxiJetoxi]acético

acido 2-[2-[2-[[2-[2-[2-[[2-[[3-(18-terc-
butoxi-18-oxo-octadecil)fenil]
sulfonilamino]pirimidina-5-
carbonillamino]etoxi]etoxi]acetil]

amino]etoxi]etoxilacético

acido 2-[2-[2-[[2-[2-[2-[[6-[[3-(12-terc-
butoxi-12-oxo-
dodecil)fenil]sulfonilamino]piridina-3-
carbonillJamino]etoxi]etoxi]acetillamino]et

oxiletoxi]acético
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o)
N NH
0 A1,
N7 N
(e} 7 S H
o ‘o o

Nl
P a e

HO

acido 2-[2-[2-[[2-[2-[2-[[2-[[4-(18-terc-
butoxi-18-oxo-
octadecoxi)fenil]sulfonilamino] pirimidina-

5-carbonillamino]etoxi]

acido 2-[2-[2-[[2-[2-[2-[[2-[[3-(12-terc-
butoxi-12-oxo-dodecil)fenil]
sulfonilamino]pirimidina-5-

carbonillJamino]etoxi]etoxi]acetil] amino]

acido 2-[2-[2-[[2-[2-[2-[[6-[[4-[2-[4-(8-terc-
butoxi-8-oxo-octil)fenilletoxi]
fenillsulfonilamino]piridina-3-

carbonillJamino]etoxi]etoxi]acetillamino]et

etoxi]acetillamino]etoxi]etoxi]acético etoxi]etoxi]acético oxi]etoxilacético
(0] 0 Q
HO AN N
O/(j/lkNH W/\K/O\/\N)K/o )VO . /Ej/u\
N~ N
% Iy Q i H oo L ST

wamy

o
HO (e}

I ot NU?

acido 2-[2-[2-[[2-[2-[2-[[6-[[4-(20-terc-

butoxi-20-oxo-icosoxi)fenil]sulfonilamino]

acido 2-[2-[2-[[2-[2-[2-[[2-[[4-[[4-(14-terc-

butoxi-14-oxo-tetradecil)fenoxi]

acido 2-[2-[2-[[2-[2-[2-[[6-[[4-(10-terc-

butoxi-10-o0xo-
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piridina-3-carbonillJamino]etoxi]

etoxi]acetillamino]etoxi]etoxilacético

metillfenil]sulfonilamino]pirimidina-5-
carbonillJamino]etoxi]etoxi]acetillamino]et

oxi]etoxi]acético

decil)fenil]sulfonilamino]piridina-3-
carbonillJamino]etoxi]etoxi]acetillamino]et

oxi]etoxi]acético

any
0o

(e}
H
LO\/\O/\/NWH

O
o}

(0]
(0]
Ao 0y
8
N H
,S_H
O /\/O

HO

H
J
(0]

acido 2-[2-[2-[[2-[2-[2-[[2-[[4-(10-terc-
butoxi-10-0xo0-
decil)fenil]sulfonilamino]pirimidina-5-
carbonillamino]etoxi]etoxilacetillamino]et

oxi]etoxilacético

acido 2-[2-[2-[[2-[2-[2-[[2-[[3-(16-terc-
butoxi-16-0xo0-
hexadecoxi)fenil]sulfonilamino]
pirimidina-5-carbonillJamino]etoxi]

etoxi]acetillamino]etoxi]etoxilacético
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2.9.2 Sintesis de acido 2-[2-[2-[[2-[2-[2-[6-[[5-[[4-(16-terc-butoxi-16-0x0-hexadecoxi)fenil]
sulfonilamino] pirimidina-2-carbonillJamino]-hexanoilamino]etoxi]etoxi]acetil]-

amino]etoxi]etoxi] acético

: P
OH H N/\/O\/\O/\H/N\/\O/\/O oH
HZN/V\/\H/ 2
(e}

(0]
1. TSTU, DIPEA, THF, EtOH 2. TSTU, DIPEA, THF, EtOH

XWQ

// \\ H
NJ\[(N

(0]
o

HOLO\/\O/\/HW\AO/\/O\/\H
(@)

Una mezcla de acido 5-[[4-(16-terc-butoxi-16-oxo-hexadecoxi)fenil]sulfonilamino]pirimidina-
2-carboxilico (500 mg, 825 pumol), TSTU (310 mg, 1,0 mmol) y DIPEA (360 pl, 266 mg, 2,06
mmol) en 6 ml de THF se agit6é a TA durante 16 h. Después de 16 h, el disolvente se elimin6
a presion reducida y se afiadié una disolucién de acido 6-aminohexanoicoo (130 mg, 990
pumol) y DIPEA (360 pl, 266 mg, 2,06 mmol) en 6 ml abs. Se afadié EtOH y la mezcla se
agitd a TA durante 16 h. Los componentes volatiles se eliminaron a presiéon reducida, el
residuo resultante se disolvié en CH,Cl, y se lavé con disolucién acuosa al 10% de KHSO..
La capa orgénica se lavd con agua y salmuera, se seco sobre Na>SO. anhidro, se filtro y

se concentrd a presion reducida. Se usaron 900 mg del acido 6-[[5-[[4-(16-terc-butoxi-16-
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oxo-hexadecoxi)fenil] sulfonilamino] pirimidina-2-carbonillamino]hexanoico bruto obtenido
en la siguiente etapa sin purificacion adicional.

Una mezcla de acido 6-[[5-[[4-(16-terc-butoxi-16-oxo-hexadecoxi)fenillsulfonilamino]
pirimidina-2-carbonillJamino]hexanoico (900 mg bruto, 65% pureza, 814 pumol), TSTU (306
mg, 1,02 mmol) y DIPEA (355 pl, 262 mg, 2,03 mmol) en 6 ml de THF se agité a TA durante
16 h. Después de 16 h, el disolvente se elimind a presion reducida y se afiadié una
disoluciéon de acido 2-[2-[2-[[2-[2-(2-aminoetoxi)etoxi]acetillamino]etoxi]etoxilacético (301
mg, 976 umol) y DIPEA (355 ul, 262 mg, 2,03 mmol) en 6 ml abs. Se afiadi6 EtOH y la
mezcla se agité a TA durante 16 h. Los componentes volatiles se eliminaron a presion
reducida, el residuo resultante se disolvié en CH2Cl, y se lavé con disolucién acuosa al 10%
de KHSO.. La capa organica se lavo con agua y salmuera, se secé sobre Na,SO4 anhidro,
se filtr6 y se concentr6 a presion reducida. El producto bruto se purificé por RP HPLC para
dar acido 2-[2-[2-[[2-[2-[2-[6-[[5-[[4-(16-terc-butoxi-16-0x0-hexadecoxi)fenil]sulfonilamino]
pirimidina-2-carbonillJamino]hexanoilamino]etoxi]etoxi]acetillamino]etoxi]etoxi] acético (78
mg, 10 %).

IH NMR (400,23 MHz, DMSO-de) & ppm 12,29 (br s, 1 H), 8,82 (s, 2 H), 8,47 (br s, 1 H),
7,90 (d, J=8,93 Hz, 2 H), 7,79 (t, J=5,50 Hz, 1 H), 7,63 (t, J=5,75 Hz, 1 H), 7,07 (d, J=8,93
Hz, 2 H), 4,01 (m, 4 H), 3,87 (s, 2 H), 3,20 — 3,68 (m, 18 H), 2,15 (t, J=7,27 Hz, 2 H), 2,05
(t, J=7,34 Hz, 2 H), 1,70 (m, 2 H), 1,48 (m, 6 H), 1,38 (s, 9 H), 1,25 (m, 24 H).

Por consiguiente, se sintetizé el siguiente compuesto:

(0]
>L Wo
o 13 H
N
&

N
~
= N
(@]

(0] O
HOJK/O\/\O/\/HWhO/\/O\/\H
(0]
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acido 2-[2-[2-[[2-[2-[2-[6-[[6-[[4-(16-terc-butoxi-16-0x0-hexadecoxi)fenil]

sulfonilamino]piridina-3-carbonillJamino]hexanoilamino]etoxi]

etoxilacetillamino]etoxi]etoxilacético

2.10 Incorporacion de especies (2)
2.10.1 Sintesis de acido 2-[2-[2-[[2-[2-[2-[3-[[5-[[4-[4-(14-terc-butoxi-14-0XO-
tetradecil)fenoxi] fenil]sulfonil amino]pirimidina-2-carbonil]-

amino]propanoilamino]etoxi]etoxi]acetil] amino]etoxi] etoxilacético

o
0
P K n
0 o 8L
© O N _A_OH

O

1. TSTU, DIPEA, THF, EtOH 2. LiOH, THF / H,0
3. TSTU, DIPEA, THF, EtOH

0
H N/\/U\O/ HZN/\/O\/\OAH/H\/\O/\/OVU\OH
o

2.10.2 Sintesis de 14-[4-[4-[[5-[(3-metoxi-3-0x0-propil)carbamoil] pirimidin-2-il] sulfamoil]

fenoxi]fenil]tetradecanoato de terc-butilo
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o
o
)< )J\W\/\/Q/ \©\ H N
0 o SUYS
© 0O N _A_ o
1. TSTU, DIPEA, THF, EtOH ©
O

/\/U\ e
H2N (6]

%MQS YJY
s

Una mezcla de &cido 5-[[4-[4-(14-terc-butoxi-14-oxo-tetradecil)fenoxi]fenil]sulfonil
amino]pirimidina-2-carboxilico (1,0 g, 764 pmol), TSTU (241 mg, 803 umol) y DIPEA (494
mg, 3,82 mmol) en 10 ml de THF se agité a TA durante 16 h. Se afiadi6 mas TSTU (80 mg,
267 umol) y se siguié agitando a TA durante 2 h. Se afadié hidrocloruro de 3-
aminopropanoato de metilo (117 mg, 841 umol) y se siguié agitando a TA durante 16 h. Los
componentes volatiles se eliminaron a presion reducida, el residuo resultante se disolvié en
CH2Cl, y se lavé con disolucion acuosa al 10% de KHSO.. La capa organica se lavé con
aguay salmuera, se sec6 sobre Na,SO, anhidro, se filtré y se concentré a presion reducida.
El producto bruto se purificé por HPLC preparativa RP para dar 14-[4-[4-[[5-[(3-metoxi-3-
oxo-propil) carbamaoil] pirimidin-2-ilJsulfamoil]fenoxi]fenil] tetradecanoato (235 mg, 42%).

IH NMR (400,23 MHz, DMSO-ds) & ppm 12,11 (br s, 1 H), 8,84 (s, 2 H), 8,66 (t, J=5,44 Hz,
1 H), 7,98 (d, J=8,93 Hz, 2 H), 7,26 (d, J=8,44 Hz, 2 H), 7,04 (m, 4 H), 3,60 (s, 3 H), 3,46
(m, 2H), 2,57 (M, 4 H), 2,15 (t, J=7,27 Hz, 2 H), 1,56 (m, 2 H), 1,46 (m, 2 H), 1,38 (s, 9 H),

1,29 (m, 18 H).
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2.10.3 Sintesis de acido 2-[2-[2-[[2-[2-[2-[3-[[5-[[4-[4-(14-terc-butoxi-14-0XO-
tetradecil)fenoxi] fenillsulfonil amino]pirimidina-2-carbonillJamino]propanoilamino]-

etoxi]etoxilacetillamino]etoxi] etoxi]lacético

XOMO ,,:YJYW\

1. LiOH, THF / H,O
2. TSTU, DIPEA, THF, EtOH

’ 0
HzN/\/O\/\oA[rN\/\o/\/OVU\OH
0
HO (0] o
\E /\/O\/\N)S

XMQS:YJY wo
W

Una mezcla de 14-[4-[4-[[5-[(3-metoxi-3-0x0-propil) carbamoil] pirimidin-2-iljsulfamoil]
fenoxi]fenil] tetradecanoato (235 mg, 318 umol), LiOH (38 mg, 1,59 mmol), THF G ml) y
H20 (5 ml) se agité a TA durante 2 h. La mezcla de reaccion se acidificé hasta aprox. pH =
1,0 con HCI (2,0 M) y se extrajo con CH-.Cl,. La capa orgénica se lavo con salmuera y se
sec6 con Na SO, se filtré y se concentrd para dar acido 3-[[5-[[4-[4-(14-terc-butoxi-14-oxo-
tetradecil)fenoxi]fenil]sulfonilamino]pirimidina-2-carbonillamino]propanoico (207 mg, 89%
de rendimiento) en la forma de un solido blanco, que se usé en la reaccion siguiente sin
purificacion adicional.

Una mezcla de acido 3-[[5-[[4-[4-(14-terc-butoxi-14-oxo-tetradecil)fenoxi]fenil]sulfonil

amino]pirimidina-2-carbonillJamino]propanoico (207 mg, 285 pmol), TSTU (90 mg, 300 pmol)
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y DIPEA (150 pl, 110 mg, 850 pmol) en 6 ml de THF se agit6é a TA durante 1h. Después de
1h, el disolvente se eliminé a presion reducida y se afiadié una disolucién de acido 2-[2-[2-
[[2-[2-(2-aminoetoxi)etoxi]acetillamino]etoxi]etoxilacético (97 mg, 314 umol) y DIPEA (150
ul, 110 mg, 850 pumol) en 6 ml abs. Se afiadié EtOH y la mezcla se agité a TA durante 16 h.
Los componentes volatiles se eliminaron a presién reducida, el residuo resultante se
disolvié en CH.Cl, y se lavé con disolucion acuosa al 10% de KHSO.. La capa organica se
lavé con agua y salmuera, se sec6 sobre Na SO, anhidro, se filtrd y se concentr6 a presion
reducida. El producto bruto se purificé por RP HPLC para dar acido 2-[2-[2-[[2-[2-[2-[3-[[5-
[[4-[4-(14-terc-butoxi-14-oxo-tetradecil)fenoxi]fenil]sulfonilamino]pirimidina-2-
carbonillJamino]propanoilamino]etoxi]etoxi]acetillamino]etoxi]etoxilacético (163 mg, 56%).
IH NMR (400,23 MHz, DMSO-ds) & ppm 12,11 (br s, 2 H), 8,84 (s, 2 H), 8,61 (t, J= 5,62 Hz,
1 H), 7,97 (m, 3 H), 7,62 (t, J=5,56 Hz, 1 H), 7,26 (d, J=8,44 Hz, 2 H), 7,04 (m, 4 H), 4,01 (s,
2 H), 3,86 (s, 2 H), 3,20 — 3,60 (m, 18 H), 2,58 (m, 2 H), 2,34 (t, J=7,03 Hz, 2 H), 2,15 (t,
J=7,27 Hz, 2 H), 1,56 (m, 2 H), 1,46 (m, 2 H), 1,38 (s, 9 H), 1,29 (m, 18 H).

2.11 Desproteccion

Sintesis de acido  14-[5-[4-[[5-[2-[2-[2-[2-[2-(carboximetiloxi)etoxi]etilamino]-2-0x0-

etoxi]etoxi] etilcarbamaoil]-2-piridil]sulfamoil]fenoxi]-2-fluoro-feniljtetradecanoico

o (0]
o.,0 o NH %0 | D "
N F °s? P
~
F So 7 0 N N
>L )OL<\/>/\/\;©\ /©/ H N TFA, CH,Cl, H
(e}
(e} 9 (e} O/\/O HO 9 o H O/\/
H o N
(o) N N AN
oy Y

o
o HO [¢]

Ho™ Yo
Se disolvi6 acido 2-[2-[2-[[2-[2-[2-[[6-[[4-[3-(14-terc-butoxi-14-0x0-tetradecil)-4-fluoro-
fenoxi] fenil] sulfonilamino]piridina-3-carbonillamino] etoxiletoxi] acetillamino]etoxi]
etoxiJacético (20 mg, 21 umol) en DCM (3,0 ml) y se afiadié TFA (0,5 ml) a TA. Se siguid

agitando a TA durante 16 h. Los componentes volatiles se eliminaron a presion reducida y
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el residuo resultante se disolvié en DCM y se re-evaporé dos veces. El producto bruto se
purificé por HPLC preparativa RP. El compuesto del titulo, acido 14-[5-[4-[[5-[2-[2-[2-[2-[2-
(carboximetiloxi)etoxi]etilamino]-2-oxo-etoxi]etoxi]etilcarbamaoil]-2-piridillsulfamoil]fenoxi]-2-
fluoro-fenilltetradecanoico, se obtuvo en la forma de un sélido incoloro (19 mg, 21 pmol,
cuan.).

'H NMR (400,23 MHz, DMSO-ds) 6 ppm 12,19 (br s, 1 H), 8,51 (m, 2 H), 8,09 (dd, J=8,93,
2,32 Hz, 1 H), 7,89 (d, J=8,93 Hz, 2 H), 7,61 (br t, J=5,56 Hz, 1 H), 7,20 (t, J=8,93 Hz, 1 H),
7,15 (d, J=8,19 Hz, 1 H), 7,03 (m, 4 H), 4,01 (s, 2 H), 3,86 (s, 2 H), 3,20 — 3,68 (M, 16 H),
2,58 (brt, J=7,52 Hz, 2 H), 2,17 (t, J=7,34 Hz, 2 H), 1,49 (m, 4 H), 1,25 (m, 18 H).

Por consiguiente, se sintetizaron los siguientes compuestos:
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o} o o
o |l t s o, ,,oﬁNH % | t "
ey [ sUes gl IR
HO 9 O/\/O HO 11 e} O/\/O HO 7 O/\/O
LO\/\O/\/HWH /J;O\/\O/\/HWH O\/\O/\/HWH
HO” Yo ° HO™ "0 ° HO/EO o

acido 14-[4-[[5-[2-[2-[2-[2-[2-(carboxi
metiloxi)etoxi]etilamino]-2-oxo-
etoxi]etoxi]etil carbamoil]-2-

piridil]sulfamoil] feniljtetradecanoico

acido 16-[5-[4-[[5-[2-[2-[2-[2-[2-
(carboximetiloxi)etoxi]etilamino]-2-oxo-
etoxi]etoxi] etilcarbamoil]-2-piridil]
sulfamoil]fenoxi]-2-fluoro-

fenillhexadecanoico

acido 18-[4-[[5-[2-[2-[2-[2-[2-
(carboximetiloxi)etoxi]etilamino]-2-oxo-
etoxi]etoxi] etilcarbamoil]-2-piridil]

sulfamoil]fenilJoctadecanoico

HO (0]
T i
O/\/O\/\N)S
(0] H
(0]
WO \/\O
HO 9 H
NN
2l
o O _— NH

HO (0]
T i
O/\/O\/\N)%

(0] H o

WO \/\O
HO 13 H
N N\
S. ‘
77N
o O P NH

O

acido 12-[4-[2-[4-[[5-[2-[2-[2-[2-[2-
(carboximetiloxi)etoxi]etilamino]-2-oxo-
etoxi]etoxi] etilcarbamoil]-2-piridil]

sulfamoil]fenil] etilffenoxilJdodecanoico

acido 12-[4-[[5-[2-[2-[2-[2-[2-
(carboximetiloxi)etoxi]etilamino]-2-oxo-
etoxi]etoxi] etilcarbamoil]-2-piridil]

sulfamoil]fenoxildodecanoico

acido 16-[4-[[5-[2-[2-[2-[2-[2-
(carboximetiloxi)etoxi]etilamino]-2-oxo-
etoxi]etoxi] etilcarbamoil]-2-piridil]

sulfamoil]fenoxilhexadecanoico




163

(o]
o ~ ¢
NN
HO 9 /,S: ‘ A
O O P NH
(e}

HO (0]
T i
o \/\N)S

Tl
M P O(JY

(0]

(e]
WO \/\O
HO 7 H
N N\
S ]
o O _— NH
(0]

acido 14-[3-[[5-[2-[2-[2-[2-[2-
(carboximetiloxi)etoxi]etilamino]-2-oxo-
etoxi]etoxi] etilcarbamoil]-2-piridil]

sulfamoil]fenilltetradecanoico

acido 12-[4-[4-[[5-[2-[2-[2-[2-[2-
(carboximetiloxi)etoxi]etilamino]-2-oxo-
etoxi]etoxi] etilcarbamoil]-2-piridil]

sulfamoil]fenoxi]feniljdodecanoico

acido 10-[4-[[5-[2-[2-[2-[2-[2-
(carboximetiloxi)etoxi]etilamino]-2-oxo-
etoxi]etoxi] etilcarbamoil]-2-piridil]

sulfamoil]fenoxildecanoico

HO o
T i
O/\/O\/\N)H

Tl
W P O(JT

LO“WW

o
HO [e]

acido 10-[4-[2-[4-[[5-[2-[2-[2-[2-[2-
(carboximetiloxi)etoxi]etilamino]-2-oxo-
etoxi]etoxi] etilcarbamoil]-2-piridil]

sulfamoil]fenoxi] etil]fenilJdecanoico

acido 10-[4-[[4-[[5-[2-[2-[2-[2-[2-
(carboximetiloxi)etoxi]etilamino]-2-oxo-
etoxi]etoxi] etilcarbamoil]-2-piridil]

sulfamoil]feniljmetoxi]fenil]decanoico

acido 12-[5-[4-[[5-[2-[2-[2-[2-[2-
(carboximetiloxi)etoxi]etilamino]-2-oxo-
etoxi]etoxi] etilcarbamoil]-2-piridil]

sulfamoil]fenoxi]-2-fluoro-feniljJdodecanoico
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HO\[Z/\/ \/\N)O%
W \©\

O\/\O
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waﬁ

o
HO o

%

HO 13

acido 16-[4-[[5-[2-[2-[2-[2-[2-
(carboximetiloxi)etoxi]etilamino]-2-oxo-
etoxi]etoxi] etilcarbamoil]pirimidin-2-il]

sulfamoil]fenoxilhexadecanoico

acido 16-[5-[4-[[5-[2-[2-[2-[2-[2-
(carboximetiloxi)etoxi]etilamino]-2-oxo-
etoxi]etoxi] etilcarbamoil]pirimidin-2-
illsulfamoillfenoxi]-2-fluoro-

fenillhexadecanoico

acido 18-[4-[[5-[2-[2-[2-[2-[2-
(carboximetiloxi)etoxi]etilamino]-2-oxo-
etoxi]etoxi] etilcarbamoil]pirimidin-2-

illsulfamoil]fenil]octadecanoico

LM"”W

o
HO o

O\\ ,/O
S
i<\/>/\/\/©/ \N
H
HO 9
o N
/Q o

(¢]
[¢]

O
o >

HO

acido 14-[5-[4-[[5-[2-[2-[2-[2-[2-
(carboximetiloxi)etoxi]etilamino]-2-oxo-
etoxi]etoxi] etilcarbamoil]pirimidin-2-
illsulfamoil]fenoxi]-2-fluoro-

fenil]tetradecanoico

acido 14-[4-[[5-[2-[2-[2-[2-[2-
(carboximetiloxi)etoxi]etilamino]-2-oxo-
etoxi]etoxi] etilcarbamoil]pirimidin-2-

illsulfamoil]fenil]tetradecanoico

acido 10-[4-[[4-[[5-[2-[2-[2-[2-[2-
(carboximetiloxi)etoxi]etilamino]-2-oxo-
etoxiletoxi] etilcarbamoil]pirimidin-2-

illsulfamoil]feniljmetoxi]fenilldecanoico
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HO (o]
T i
O/\/ \/\N)%

WQS J}(

acido 10-[4-[2-[4-[[5-[2-[2-[2-[2-[2-
(carboximetiloxi)etoxi]etilamino]-2-oxo-
etoxi]etoxi] etilcarbamoil]pirimidin-2-il]

sulfamoil]fenoxietillfeniljJdecanoico

acido 12-[4-[[5-[2-[2-[2-[2-[2-
(carboximetiloxi)etoxi]etilamino]-2-oxo-
etoxi]etoxi] etilcarbamoil]pirimidin-2-il]

sulfamoil]fenoxildodecanoico

acido 8-[4-[[4-[[5-[2-[2-[2-[2-[2-
(carboximetiloxi)etoxi]etilamino]-2-oxo-
etoxi]etoxi] etilcarbamoil]pirimidin-2-il]

sulfamoil]fenoxijmetil[feniljJoctanoico

HO (0]
T i
O/\/O\/\N%

HOW oY\J/;}

407y

o/\/o

W Q
Lo\AO /\/NW)

(¢]
HO [¢]

HO (0]
T i
o \/\N)S

acido 14-[3-[[5-[2-[2-[2-[2-[2-
(carboximetiloxi)etoxi]etilamino]-2-oxo-
etoxi]etoxi] etilcarbamoil]pirimidin-2-il]

sulfamoil]fenil]tetradecanoico

acido 12-[5-[4-[[5-[2-[2-[2-[2-[2-
(carboximetiloxi)etoxi]etilamino]-2-oxo-
etoxi]etoxi] etilcarbamoil]pirimidin-2-
il]sulfamoil]fenoxi]-2-fluoro-

fenilldodecanoico

acido 14-[4-[4-[[5-[2-[2-[2-[2-[2-
(carboximetiloxi)etoxi]etilamino]-2-oxo-
etoxi]etoxi] etilcarbamoil]pirimidin-2-

illsulfamoil]fenoxi]fenil]tetradecanoico
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acido 12-[4-[2-[4-[[5-[2-[2-[2-[2-[2-
(carboximetiloxi)etoxi]etilamino]-2-oxo-
etoxi]etoxi] etilcarbamoil]pirimidin-2-

il]sulfamoilJfenil]etillfenoxi] dodecanoico

acido 14-[4-[4-[[5-[[3-[2-[2-[2-[2-[2-
(carboximetiloxi)etoxi]etilamino]-2-oxo-
etoxi]etoxi]etilamino]-3-oxo-
propillcarbamoil]pirimidin-2-

illsulfamoillfenoxi]fenil]tetradecanoico

acido 16-[4-[[5-[[6-[2-[2-[2-[2-[2-
(carboximetiloxi)etoxi]etilamino]-2-oxo-
etoxi]etoxi] etilamino]-6-oxo-hexil]
carbamoil]pirimidin-2-il]

sulfamoil]fenoxilhexadecanoico
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acido 16-[4-[[5-[[6-[2-[2-[2-[2-[2-
(carboximetiloxi)etoxi]etilamino]-2-oxo-
etoxi]etoxi]etilamino]-6-oxo-

hexil]carbamoil]-2-

acido 16-[4-[[5-[2-[2-[2-[2-[2-

(carboximetiloxi)etoxi]etilamino]-2-oxo-

etoxi]etoxi]etilcarbamoil]-2-piridil]sulfamoil]-

2,3-dicloro-fenoxilhexadecanoico

acido 14-[4-[[5-[2-[2-[2-[2-[2-
(carboximetiloxi)etoxi]etilamino]-2-oxo-
etoxi]etoxi]etilcarbamoil]-2-

piridil]sulfamoil]fenoxiJtetradecanoico
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piridil]sulfamoil]fenoxilhexadecanoico
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acido 14-[4-[[5-[2-[2-[2-[2-[2-
(carboximetiloxi)etoxi]etilamino]-2-oxo-
etoxi]etoxi]etil carbamoil]pirimidin-2-

il]sulfamoil]fenoxiJtetradecanoico

acido 14-[4-[[4-[[5-[2-[2-[2-[2-[2-
(carboximetiloxi)etoxi]etilamino]-2-oxo-
etoxi]etoxi]etilcarbamoil]-2-
piridiljsulfamoil]feniljmetoxi]fenil]tetradecan

oico

acido 16-[4-[[5-[2-[2-[2-[2-[2-
(carboximetiloxi)etoxi]etilamino]-2-oxo-
etoxi]etoxi]etilcarbamoil]-2-piridil]sulfamoil]-

2-fluoro-fenoxilhexadecanoico
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acido 16-[4-[[5-[2-[2-[2-[2-[2-
(carboximetiloxi)etoxi]etilamino]-2-oxo-
etoxi]etoxi]etilcarbamoil]-2-

piridil]sulfamoil]-2-cloro-

acido 16-[4-[[5-[2-[2-[2-[2-[2-
(carboximetiloxi)etoxi]etilamino]-2-oxo-
etoxi]etoxi]etilcarbamoil]-4-

(trifluorometil)pirimidin-2-

acido 8-[4-[2-[4-[[5-[2-[2-[2-[2-[2-
(carboximetiloxi)etoxi]etilamino]-2-oxo-
etoxiletoxi]etilcarbamoil]-2-

piridil]sulfamoil]fenoxi]etillfenilJoctanoico
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fenoxilhexadecanoico

illsulfamoil]fenoxilhexadecanoico
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acido 16-[4-[[5-[2-[2-[2-[2-[2-
(carboximetiloxi)etoxi]etilamino]-2-oxo-
etoxi]etoxi]etilcarbamoil]-2-

piridiljsulfamoil]fenillhexadecanoico

acido 12-[4-[[5-[2-[2-[2-[2-[2-
(carboximetiloxi)etoxi]etilamino]-2-oxo-
etoxi]etoxi]etilcarbamoil]pirimidin-2-

illsulfamoillfenilldodecanoico

acido 16-[4-[[5-[2-[2-[2-[2-[2-
(carboximetiloxi)etoxi]etilamino]-2-oxo-
etoxiletoxi]etilcarbamoil]pirimidin-2-

il]sulfamoil]-2-cloro-fenoxilhexadecanoico
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acido 18-[3-[[5-[2-[2-[2-[2-[2-
(carboximetiloxi)etoxi]etilamino]-2-oxo-
etoxi]etoxi]etilcarbamoil]-2-

piridil]sulfamoil]fenil]joctadecanoico

acido 18-[3-[[5-[2-[2-[2-[2-[2-
(carboximetiloxi)etoxi]etilamino]-2-oxo-
etoxi]etoxi]etilcarbamoil]pirimidin-2-

il[sulfamoil]feniljoctadecanoico

acido 10-[5-[4-[[5-[2-[2-[2-[2-[2-
(carboximetiloxi)etoxi]etilamino]-2-oxo-
etoxi]etoxi]etilcarbamoil]pirimidin-2-

illsulfamoil]fenoxi]-2-fluoro-fenillJdecanoico
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acido 14-[4-[4-[[5-[2-[2-[2-[2-[2-
(carboximetiloxi)etoxi]etilamino]-2-oxo-
etoxi]etoxi]etilcarbamoil]-2-
piridil]sulfamoillfenoxilfenil]tetradecanoi

co

acido 12-[3-[[5-[2-[2-[2-[2-[2-
(carboximetiloxi)etoxi]etilamino]-2-oxo-
etoxi]etoxi]etilcarbamoil]pirimidin-2-

illsulfamoillfenilldodecanoico

acido 16-[4-[[5-[2-[2-[2-[2-[2-
(carboximetiloxi)etoxi]etilamino]-2-oxo-
etoxiletoxi]etilcarbamoil]pirimidin-2-
il]sulfamoil]-2,5-dicloro-

fenoxilhexadecanoico
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acido 16-[4-[[5-[2-[2-[2-[2-[2-
(carboximetiloxi)etoxi]etilamino]-2-oxo-

etoxi]etoxi]etilcarbamoil]pirimidin-2-

acido 14-[4-[[4-[[5-[2-[2-[2-[2-[2-(carboxi-
metiloxi)etoxi]etilamino]-2-oxo-

etoxi]etoxi]etilcarbamoil]pirimidin-2-

acido 18-[4-[[5-[2-[2-[2-[2-[2-
(carboximetiloxi)etoxi]etilamino]-2-oxo-

etoxi]etoxi]etilcarbamoil]-2-
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ilJsulfamoil]-2-fluoro-fenoxi]-

hexadecanoico

illsulfamoillfeniljmetoxilfenil]tetradecanoico

piridiljsulfamoil]fenoxiJoctadecanoico
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acido 16-[4-[[5-[2-[2-[2-[2-[2-(carboxi- acido 16-[3-[[5-[2-[2-[2-[2-[2- acido 12-[3-[[5-[2-[2-[2-[2-[2-
metiloxi)etoxi]etilamino]-2-oxo-etoxi]- (carboximetiloxi)etoxi]etilamino]-2-oxo- (carboximetiloxi)etoxi]etilamino]-2-oxo-
etoxi]etilcarbamoil]-4-metil-pirimidin-2- etoxi]etoxi]etilcarbamoil]pirimidin-2- etoxi]etoxi]etilcarbamoil]-2-
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acido 16-[4-[[5-[2-[2-[2-[2-[2-(carboxi-

metiloxi)etoxi]etilamino]-2-oxo-etoxi]-

acido 8-[4-[2-[4-[[5-[2-[2-[2-[2-[2-

(carboximetiloxi)etoxi]etilamino]-2-oxo-

acido 20-[4-[[5-[2-[2-[2-[2-[2-

(carboximetiloxi)etoxi]etilamino]-2-oxo-
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etoxi]etilcarbamaoil]pirimidin-2-il]-

sulfamoil]fenillhexadecanoico

etoxi]etoxi]etilcarbamoil]-2-piridil]

sulfamoil]fenoxi]etiljfeniljoctanoico

etoxi]etoxi]etilcarbamoil]-2-

piridil]sulfamoil]fenoxilicosanoico
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acido 8-[4-[2-[4-[[5-[2-[2-[2-[2-[2-
(carboximetiloxi)etoxi]etilamino]-2-oxo-
etoxi]etoxi]etilcarbamoil]pirimidin-2-il]-

sulfamoil]fenoxi]etillfenilJoctanoico

acido 10-[4-[[5-[2-[2-[2-[2-[2-
(carboximetiloxi)etoxi]etilamino]-2-oxo-
etoxi]etoxi]etilcarbamoil]-2-

piridiljsulfamoil]feniljdecanoico

acido 10-[4-[[5-[2-[2-[2-[2-[2-
(carboximetiloxi)etoxi]etilamino]-2-oxo-
etoxi]etoxi]etilcarbamoil]pirimidin-2-

il]sulfamoil]fenil]decanoico
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acido 8-[5-[4-[[5-[2-[2-[2-[2-[2-(carboxi-

metiloxi)etoxi]etilamino]-2-oxo-etoxi]-

acido 18-[4-[[5-[2-[2-[2-[2-[2-

(carboximetiloxi) etoxi]etilamino]-2-oxo-
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etoxi]etilcarbamoil]pirimidin-2-
il]sulfamoil]fenoxi]-2-fluoro-

fenilloctanoico

etoxi]etoxi] etilcarbamoil]pirimidin-2-

illsulfamoil] fenoxiJoctadecanoico
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3. Insulinas y sintesis de conjugados

3.1 insulina humana

Las secuencias de aminoacidos de la cadena Ay B de insulina humana son:

Cadena A: GIVEQCCTSICSLYQLENYCN (SEQ ID NO: 102)

Cadena B: FVNQHLCGSHLVEALYLVCGERGFFYTPKT (SEQ ID NO:103)

Un puente disulfuro entre cadenas esta presente entre Cys(A6) y Cys(A11), dos puentes
disulfuro entre cadenas estan presentes entre Cys(A7) y Cys(B7), y entre Cys(A20) y
(Cys(B19).

3.2  Analogo de insulina 41

El analogo de insulina 41 se basa en la insulina humana con mutaciones en las posiciones

Al4, B16, B25, y una eliminacion del aminoacido en la posicion B30:

Glu(A14): El aminoacido en la posiciéon 14 de la cadena A de insulina humana (Y, tirosina,
Tyr) se sustituye con acido glutamico (E, Glu),

His(B16): El aminoacido en la posicion 16 de la cadena B de insulina humana (Y, tirosina,
Tyr) se sustituye con histidina (H, His),

His(B25): El aminoacido en la posicion 25 de la cadena B de insulina humana (F,
fenilalanina, Phe) se sustituye con histidina (H, His),

Des(B30): El aminoé&cido en la posicion 30 de la cadena B de insulina humana se elimina.

La secuencia de aminoacidos completa del andlogo de insulina humana 41 en vista de las

cadenas Ay B es:

Cadena A: GIVEQCCTSICSLEQLENYCN (SEQ ID NO: 104)

Cadena B: FVNQHLCGSHLVEALHLVCGERGFHYTPK- (SEQ ID NO: 105)

El puente disulfuro entre cadenas y los dos puentes disulfuro entre cadenas concuerdan

con la insulina humana.



10

15

20

25

174

3.3  Conjugado con insulina humana / Sintesis de &cido [16-[4-[[5-[2-[2-[2-[2-[2-
(carboximetiloxi)etoxi]etilamino]-2-oxo-etoxi]etoxi]etilcarbamoil]pirimidin-2-
il]sulfamoillfenoxilhexadecanoico]Lys(B29)-insulina

Se preparo un conjugado de insulina humana de acuerdo con 3.1 y acido 2-[2-[2-[[2-[2-[2-

[[2-[[4-(16-terc-butoxi-16-0x0-hexadecoxi) fenil]sulfonilamino]pirimidina-5-carbonillami-

noJetoxiletoxi]acetillamino]etoxiletoxilacético del Ejemplo 2.9:

Sintesis de 16-[4-[[5-[2-[2-[2-[2-[2-[2-(2,5-dioxopirrolidin-1-il) 0Xi-2-0X0-etoxi]

etoxi]etilamino]-2-oxo-etoxi]etoxi]etilcarbamoil]pirimidin-2-

illsulfamoil]fenoxilhexadecanoato:

A una disolucion de 296 mg de acido 2-[2-[2-[[2-[2-[2-[[2-[[4-(16-terc-butoxi-16-0X0-

hexadecoxi) fenillsulfonilamino]pirimidina-5-carbonillamino]etoxi]etoxi]-acetillamino]-

etoxi]etoxi]-acético en 9 ml de DMF, se le afiadieron 92,7 pl de trietilamina, 106 mg TSTU y

una cantidad minima de DMAP. La disolucion se agité durante una hora. Se afiadieron 100

ml de cloruro de metileno y la disolucion resultante se lavo tres veces con 50 ml de salmuera.

La capa organica se separ0, se seco6 con sulfato de sodio, se filtré y se concentr6 al vacio.

El producto bruto se recogi6 en 11 ml de cloruro de metileno y 5,5 ml de trifluoro acético, y

se almacend durante la noche a 5 °C.

La disolucion se concentrd. Luego el producto bruto se disolvié tres veces en 30 ml de

cloruro de metileno y se evapor6. El material sélido se suspendio en 5 ml de éter metil terc-

butilico, el éter decantd. El residuo se seco al vacio y se usoé sin purificacion adicional.

Se suspendié una disolucién de 480 mg de insulina en 25 ml de agua y luego se afadieron

0,45 ml trietilamina. A la disolucién clara se le afiadieron 25 ml MeCN y luego 0,9 ml (45,89

mM en DMF) 16-[4-[[5-[2-[2-[2-[2-[2-[2-(2,5-dioxopirrolidin-1-il)oxi-2-0x0-

etoxi]etoxi]etilamino]-2-oxo-etoxiletoxi]etilcarbamoil]pirimidin-2-

illsulfamoillfenoxilhexadecanoato. La disolucion se agité durante 3 horas a temperatura
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ambiente. La reaccion se analizé con Waters UPLC clase H a 214 nm en un tampén de
fosfato y cloruro de sodio. Waters BEH300 10 cm. Tiempo de retencion insulina: 3,85 min.
Tiempo de retencién conjugado de insulina 6,46 min. El producto se purific6 por HPLC con
AKTA avant 25. Kinetex 5 um C18 100 A 250 x 21,2 mm. Volumen de la columna (CV) 88
ml.
Volumen de la columna (CV) 88 ml.
Disolvente A: 0,5% acido acético en agua
Disolvente B: 0,5 acido acético en agua / MeCN 2: 8
Gradiente: 95% A5 % B a 40 % A 60 % B en 14 CV
La reaccién se analiz6 con Waters UPLC clase H a 214 nm en un tampén de fosfato de
cloruro de sodio. Waters BEH300 10 cm. Tiempo de retencion del conjugado de insulina:
6,419 min. La disolucion se liofilizé y proporcioné el producto deseado. 93 mg 34 %
rendimiento. Espect. masas: 6629,6 g / mol.
3.4 Conjugados con el analogo de insulina 41
Los conjugados del analogo de insulina 41 de acuerdo con 3.2 se prepararon con las
moléculas aglutinantes del Ejemplo 2.9 (para la estructura, véase también la Tabla 1):
Aglutinante 5: acido 16-[4-[[5-[2-[2-[2-[2-[2-(carboximetiloxi)etoxi]etilamino]-2-0xo-
etoxi]etoxi] etilcarbamoil]pirimidin-2-il] sulfamoil]fenoxilhexadecanoico;
éster terc-butilico:
acido 2-[2-[2-[[2-[2-[2-[[2-[[4-(16-terc-butoxi-16-0x0-hexadecoxi)
fenil]sulfonilamino]pirimidina-5-
carbonillamino]etoxi]etoxi]acetillamino]etoxi]etoxilacético
Aglutinante 8: acido 14-[5-[4-[[5-[2-[2-[2-[2-[2-(carboximetiloxi)etoxi]etilamino]-2-0xo-
etoxi]etoxi] etilcarbamoil]pirimidin-2-il]sulfamoil[fenoxi]-2-fluoro-

fenilltetradecanoico; éster terc-butilico:
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acido  2-[2-[2-[[2-[2-[2-[[5-[[4-[3-(14-terc-butoxi-14-0x0-tetradecil)-4-fluoro-
fenoxi]fenil] sulfonilamino] pirimidina-2-carbonillamino]
etoxi]etoxi]acetillamino]etoxi]etoxilacético

Aglutinante 50: acido  16-[4-[[5-[2-[2-[2-[2-[2-(carboximetiloxi)etoxi]etilamino]-2-oxo-
etoxi]etoxi]etilcarbamoil]pirimidin-2-il]sulfamoil]-2-cloro-
fenoxilhexadecanoico; éster terc-butilico:
acido 2-[2-[2-[[2-[2-[2-[[2-[[4-(16-terc-butoxi-16-0x0-hexadecoxi)-3-cloro-
fenillsulfonilamino]pirimidina-5-carboniljamino]etoxi]etoxi]acetil]
amino]etoxi]etoxilacético

Aglutinante 54: acido 16-[4-[[5-[2-[2-[2-[2-[2-(carboximetiloxi)etoxi]etilamino]-2-oxo-
etoxi]etoxi]etilcarbamoil]pirimidin-2-iljsulfamoil]fenillhexadecanoico; y éster
terc-butilico:
acido 2-[2-[2-[[2-[2-[2-[[2-[[4-(16-terc-butoxi-16-0x0-hexadecil)fenil]
sulfonilamino]pirimidina-5-
carbonillJamino]etoxi]etoxi]acetillamino]etoxi]etoxi]acético

3.4.1 Sintesis de Glu(Al14)His(B16)His(B25) [acido 16-[4-[[5-[2-[2-[2-[2-[2-

(carboximetiloxi)etoxi]etilamino]-2-oxoetoxi]etoxi]etilcarbamoil]pirimidin-2-
il]sulfamoillfenoxilhexadecanoico]Lys(B29)Des(B30)-insulina

Se formé un enlace amida entre el grupo €-amino de lisina B29 y el residuo de acido acético

activado del aglutinante en su forma de éster terc-butilico del acido 2-[2-[2-[[2-[2-[2-[[2-[[4-

(16-terc-butoxi-16-o0xo-hexadecoxi) fenilsulfonilamino]pirimidina-5-carbonillamino]-

etoxi]etoxi]acetillamino]etoxi]etoxi]acético de la siguiente manera:

Una disolucion de 400 mg del analogo de insulina 41 (Glu(A14)His(B16)His(B25)Des(B30)-

insulina de acuerdo con el Ejemplo 3,2) se suspendioé en 20 ml de agua y luego se afadieron

0,4 ml de trietilamina. A la disolucion clara se le afiadieron 20 ml de DMF y luego 5 ml (17,04
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mM en DMF) de 16-[4-[[5-[2-[2-[2-[2-[2-[2-(2,5-dioxopirrolidin-1-il)oxi-2-0x0-
etoxi]etoxi]etilamino]-2-oxo-etoxi]etoxi]etilcarbamoil]pirimidin-2-
illsulfamoillfenoxilhexadecanoato) de terc-butilo. La disolucion se agité durante 2 horas a
temperatura ambiente. La reaccion se analiz6 con Waters UPLC clase H a 214 nm en un
tampén de fosfato y cloruro de sodio.

Waters BEH300 10 cm.

Tiempo de retencién insulina: 2,643 min.

Tiempo de retencién conjugado de insulina 6,224 min.

El producto se purificé por HPLC con AKTA avant 25.

Kinetex 5 um C18 100 A 250 x 21,2 mm. Volumen de la columna (CV) 88 ml.

Disolvente A: 0,5% acido acético en agua

Disolvente B: 0,5% acido acético en agua/MeCN 4 : 6

Gradiente: 80 % A 20 % B a 20 % A 80 % B en 10 CV

Después de la liofilizacion del producto, el polvo se disolvié en 2 ml de acido trifluoroacético.
Después de una hora, la disolucidn se neutralizé con bicarbonato sédico diluido. El producto
se purificd por HPLC con AKTA avant 25. Kinetex 5 um C18 100 A 250 x 21,2 mm. Volumen
de la columna (CV) 88 ml.

Disolvente A: 0,5% acido acético en agua

Disolvente B: 0,5% acido acético en agua/MeCN 4 : 6

Gradiente: 70% A30% B a30% A 70% Ben 8 CV

La reaccion se analiz6 con Waters UPLC clase H a 214 nm en un tampén de fosfato y
cloruro de sodio.

Waters BEH300 10 cm.

Tiempo de retencion conjugado de insulina: 5,121 min.

La disolucién se liofilizé y proporcion6 el producto deseado.
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Espect. masas: 6453,9 g / mol.

Por consiguiente, se prepararon los conjugados de los aglutinantes 8, 50 y 54 y el analogo

de insulina 4.

4, Datos analiticos

4.1  Analisis de cromatografia de liquidos, espectrometria de masas (LCMS)

Cromatografia de liquidos

Descripcion del método

Método Tipo de
Descripcion del método
Espectrometria de espectrometria de
masas masas
Waters SQD de un solo cuadrupolo,
UPLC esi
a tiempo de barrido 0,13 s para masa 100-
1400
Waters SQD de un solo cuadrupolo,
UPLC esi
b tiempo de barrido 0,5 s para masa 100-
1400
Método

Waters ACQUITY UPLC BEH C18 1,7um 2,1x50 mm MV Kit;

H20+0,05% TFA: MeCN+0,035% TFA 98:2 (0 min) a 98:2

(0,2 min) a 2:98 (3,8 min) a 2:98(4,3 min) a 98:2 (4,5 min), 1

ml/min 55°C
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Waters ACQUITY UPLC BEH C18 1,7um 2,1x50 mm,;

H20+0,05% TFA: MeCN+0,035% TFA 95:5 (0 min) a 5:95 (2

° min) a 5:95 (2,6 min) a 95:5 (2,7 min) a 95:5 (3 min), 0,9
ml/min 55°C
Waters ACQUITY UPLC BEH C18 1,7um 2,1x50 mm;
H20+0,05% TFA: MeCN+0,035% TFA 98:2 (0 min) a 98:2
C

(0,2 min) a 2:98 (3,8 min) a 2:98 (4,3 min) a 98:2 (4,5 min), 1

ml/min 55°C

La Tabla 1 en la seccién 4.2 muestra los resultados del analisis LCMS de los aglutinantes

aislados.

4.2 Analisis de uniéon a albumina

Instrumento:

Software:

Columna:

Eluyente A:

Eluyente B:

Waters Alliance 2795 / Waters PDA 2996 o Waters Clase H UPLC

equipado con un detector de matriz de fotodiodos Waters Acquity

Waters Empower 3
CHIRALPAK® HSA 50 x 4 mm; tamafio de particula 5 um

NUmeros de orden Chiraltech: HSA: 34712

Disolucién salina tamponada con fosfato (PBS) a pH=7,4

Gibco PBS pH 7,4 (10x) disolucion salina tamponada con fosfato
500 ml; nimero de orden: 70011-036 (500 ml)

Isopropanol

Numero de orden Fisher: A461-1 (1L)
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Gradiente:

Tiempo [min] | % A % B
0 98 2

2 98 2
17 60 40
22 60 40
22,2 98 2
30 98 2
31 95 5

Temperatura de la columna:
Caudal:

Deteccion:

Volumen inyeccion:

Conc. muestra:

marcador tO

25°C
1,0 ml/min
A =220 nm
20 ul
¢ 1 mg/ml disolucién insulina en PBS para muestras
de insulina
e 5 ul de disolucibn madre DMSO 10 mM (DMSO
evaporado y re-disuelto en 200 pl i-propanol/agua
1:1 v/v) para muestras de aglutinantes aislados
(250 uM, 0,2 mg/ml a 800Da peso mol)
Disolucién de nitrato sédico (NaNOs) en agua, 0,05 mg/ml
Se diluye a partir de 1 mg/ml disolucién madre acuosa

(nimero de orden Fluka: 74246-100ML)
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Valor informado Tiempo de retenciébn neto de la muestra: TiempoRet

Muestra — TiempoRet marcador t0

La cromatografia de afinidad se llevé a cabo i) para conjugados de insulina de conformidad
con los Ejemplos 3.3y 3.4 en un Médulo de Separacion Waters Alliance 2695 equipado con
un detector de matriz de fotodiodos Waters 2996 o Waters Clase H UPLC equipado con un
detector de matriz de fotodiodos Waters Acquity y ii) para aglutinantes aislados de
conformidad con el Ejemplo 2.11 en un Modulo de Separacion Waters Alliance 2795
equipado con un detector de matriz de fotodiodos Waters 2996 o Waters Clase H UPLC
eguipado con un detector de matriz de fotodiodos Waters Acquity.

Se us6 Waters Empower 3 para todas las mediciones como software de procesamiento de
datos.

Las columnas con albumina de suero humana inmovilizada (50 x 4 mm; tamafio de particula
5 um) se adquirieron de Chiralpak y se emplearon para separaciones.

Se adquirié disolucion salina tamponada con fosfato (PBS) de Gibco y se utiliz6 como el
Eluyente A, se adquirié isopropanol de Fisher y se utilizé6 como el Eluyente B.

El gradiente aplicado con un flujo de 1,0 ml/min se muestra a continuacion:

Tiempo [min] | % Eluyente |% Eluyente
A B

0 98 2

2 98 2

17 60 40

22 60 40

22,2 98 2
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30 98 2

31 95 5

Las columnas con albumina de suero inmovilizadas se mantuvieron a 25°C durante la

pasada de LC, se llevo a cabo deteccion UV a 220 nm y el volumen de inyeccién fue 20 pl.

El tiempo de retencion neto de las muestras se informa de acuerdo con

Tiempo de retencién neto = TiempoRet Muestra — TiempoRet marcador t0

La Tabla 1 muestra los resultados de unién a la albimina de los aglutinantes aislados, junto

con los datos de LCMS de la seccién 4.1.

Las abreviaturas utilizadas en la Tabla 1 se definen a continuacion:

NRT: Tiempo de retencion neto en las columnas con albumina del suero humana
inmovilizada

LCMS: Cromatografia de liquidos-espectrometria de masas

MSM: Método de espectrometria de masas

OIM: Masa i6nica observada

OIT: Tipo de ion observado

IM: Método de ionizacion

LCRT: Tiempo de retencion de la cromatografia de liquidos
LCM: Método de cromatografia de liquidos
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Tabla 1
Resultados de las Columnas con albumina del suero inmovilizada y datos de LCMS
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LCMS
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5 Afinidad de union al receptor de insulina

La afinidad de union al receptor de insulina para la insulina, el analogo de insulina 41 y los
conjugados respectivos que se exponen en la Tabla 2 se determind como se describe en
Hartmann et al. (Effect of the long-acting insulin analogues glargine and degludec on
cardiomyocyte cell signaling and function. Cardiovasc Diabetol. 2016;15:96). Se efectuaron
aislamiento de membranas plasméticas embebidas en receptor de insulina (M-IR) y
experimentos de unidn de competicion como se describié precedentemente (Sommerfeld
et al., PLoS One. 2010; 5(3): €9540). En sintesis, se recogieron células CHO que
sobreexpresan el IR y se re-suspendieron en tampon STM 2,25 enfriado con hielo (sacarosa
2,25 M, Tris-HCI 5 mM pH 7,4, MgCl;, inhibidor de proteasa completa) y se rompié usando
un homogeneizador Dounce seguido de sonicacion. EI homogeneizado se recubrié con
tampén 0,8 STM (sacarosa 0,8 M, Tris-HCI 5 mM pH 7,4, MgCl.5 mM, inhibidor de proteasa
completa) y se ultra-centrifug6 durante 90 min a 100.000 g. Se recogieron las membranas
plasmaticas en la interfaz y se lavaron dos veces con disolucion salina tamponada con
fosfato (PBS). El sedimento final se re-suspendié en tampoén de dilucion (Tris-HCI 50 mM
pH 7,4, MgCl, 5 mM, inhibidor de proteasa completa) y se homogeneiz6 nuevamente con
un homogeneizador Dounce. Se efectuaron experimentos de union de competicion en
tampon de union (Tris-HCI 50 mM, NaCl 150 mM, 0,1 % BSA, inhibidor de proteasa
completa, ajustado hasta pH 7,8) en microplacas de 96 pocillos. En cada pocillo, se
incubaron 2 pg de membrana aislada con 0,25 mg de perlas de ensayo de proximidad de
centelleos (SPA) con poliviniltolueno polietilenimina de aglutinina de germen de trigo (SPA).
Se afiadieron concentraciones constantes de Ins humana etiquetada con [125I]- Ins (100

pM) y distintas concentraciones de Ins no etiquetadas respectivas (0,001-1000 nM) durante
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12 h a temperatura ambiente (23 °C). Se midi6 la radiactividad en equilibrio en un contador
de centelleos de microplacas (Wallac Microbeta, Freiburg, Alemania).”

La afinidad de union al receptor de insulina en relacion a la insulina humana para el analogo
ilustrado en la Tabla 2 comprende los siguientes intervalos: A ( =2 40%); B ( < 20%). El
conjugado insulina humana + aglutinante no. 5 pertenece a la categoria A, mientras que
todos los otros conjugados y el analogo de insulina 41 se clasificaron bajo la categoria B.
Tabla 2

Afinidad de union al receptor de insulina B en relacion a insulina humana

No. de
Esqueleto Activacion del receptor B in vitro
aglutinante
5 Insulina humana A
Andlogo de insulina
5 B
41
Andlogo de insulina
8 B
41
Andlogo de insulina
50 B
41
Andlogo de insulina
54 B
41
Analogo de insulina
B
41
6. Ensayo in vivo — Evaluacién de los efectos de farmacocinética

Se utilizaron minicerdos Géttingen normoglucémicos sanos (8-11 meses de vida, peso

corporal ~12-18 kg) para evaluar los efectos de farmacodinamia y farmacocinética de los
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anélogos de insulina de muy larga accion en animales. Los cerdos se mantuvieron bajo
condiciones de alojamiento animal estandar y se alimentaron una vez al dia con acceso a
agua a voluntad. Después de ayunar durante toda la noche, los cerdos fueron tratados con
una sola inyecciéon subcutanea de una disolucién que contenia o bien una formulacién con
placebo, insulina o analogo de insulina, o el conjugado respectivo. Se ensayaron insulina
humana pura y analogo de insulina 41 puro, ademas del conjugado de aglutinante no. 5 con
insulina humana y los conjugados de aglutinantes 5, 50 y 54 con el anélogo de insulina 41.
Se extrajo sangre mediante catéteres venosos centrales implantados para determinar la
glucosa sanguinea, la farmacocinética y biomarcadores adicionales de plasma K-EDTA. La
extraccion de sangre comenzé antes de la administracion del articulo de ensayo (situacion
inicial) y se repiti6 1-4 veces por dia hasta el final de estudio. Durante el estudio, los
animales fueron alimentados después de la Ultima extraccion de sangre del dia. Todos los
animales fueron controlados regularmente y se registraron los signos clinicos por lo menos
dos veces al dia el dia de tratamiento y una vez al dia el resto de los dias del estudio. Se
controlaron cautelosamente los signos clinicos de hipoglucemia, incluido comportamiento,
piel, orina y heces, condicién de los orificios corporales y cualquier signo de enfermedad.
En caso de hipoglucemia severa, el investigador permitié que el animal accediera a alimento
o se infundid disolucion de glucosa por via intravenosa (i.v.) en caso de que no fuera posible
la ingesta de alimento. Después de la uUltima extraccion de sangre, los animales fueron
transportados nuevamente a la instalacién de cuidado animal no GLP.

Para determinacion de los pardmetros de farmacocinética, se emplearon las siguientes
condiciones experimentales.

6.1 Materiales y sustancias quimicas

Se adquirieron MeCN (hyperSolv chromanorm), sulféxido de dimetilo (uvasol), 2-propanol,

metanol (hyperSolv chromanorm), agua (hyperSolv chromanorm), acido férmico (98-100%)
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de Merck (Darmstadt, Alemania). Se obtuvieron analitos y referencias internas adecuadas
de Sanofi. Se obtuvo plasma testigo (K2-EDTA como anticoagulante) de Seralab (West
Sussex, Reino Unido).

6.2 Disoluciones madre y de trabajo del compuesto de ensayo y estandar interno

Las disoluciones madre del compuesto de ensayo y su estandar interno se prepararon en
MeCN /agua/acido férmico (50:50:1, v/viv) en una concentracion de 1 mg/ml. Las
disoluciones de trabajo del compuesto de ensayo y el correspondiente estandar interno se
prepararon en el mismo disolvente en una concentracion de 100 pg/ml y 1250 ng/ml,
respectivamente.

6.3 Preparacion de muestras de plasma

A una porcion de 25 pul de plasma se le afiadieron 10 ul de disolucién de trabajo estandar
interna (1250 ng/ml) en un tubo Eppendorf de 1,5 ml. Después de sellar y mezclar, se
afadieron 75 ul de MeCN/metanol (80:20, v/v) y las muestras se agitaron en vortex durante
5 sy 10 min a aproximadamente 5°C y 3000 g. Luego se transfirieron 75 pl de sobrenadante
a un vial del automuestreador que contenia 75 ul de agua. Los viales se sellaron, mezclaron
y analizaron.

6.4 Andlisis LC-MS/MS

El andlisis LC-MS/MS de la insulina intacta se realiz6 en Agilent 1290 Serie HPLC
(Waldbronn, Alemania), acoplado a un espectrometro de masas ABSciex QqQ API 4000
(Darmstadt, Alemania). La LC se equip6 con una columna analitica Aeris PEPTIDE XB-C18
(200 x 2,1 mm, tamafo de particula 3,6 um, Phenomenex) operada a 40°C. La fase movil
A consistié en agua/acido formico/DMSO (100:0,1:1, v/v/v) y la fase movil B en MeCN/acido
formico/DMSO (100:0.1:1, v/v/v). ElI programa de HPLC comenzé manteniendo las
condiciones iniciales de 2% B durante 0,5 min, luego se aplicé un gradiente de 2% B a 90%

B dentro de 7,5 minutos y la columna se re-equilibré durante 2 minutos. El caudal fue 600
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pl/min y se inyect6 un volumen de 40 pl en el sistema. El espectrometro de masas se opero
en modo positivo a un voltaje de pulverizacion de iones de 5500 V, y el potencial de
desagrupacion se optimizé para un aislamiento eficiente de las moléculas protonadas 5
veces. El espectrometro de masas operaba en modo positivo y los pardmetros especificos
del compuesto MS se optimizaron para obtener la mejor sensibilidad. Se us6 nitrdgeno
como gas de colision.

El tiempo de semivida (t12) de los parametros de farmacocinética (PK) y tiempo medio de
residencia (MRT) se muestran en la Tabla 3.

Para insulina humana, se expone el valor de MRT de la bibliografia obtenido en minicerdos
Yucatén con diabetes cronica (Senshang Lin, Li-Lan H. Chen y Yie W. Chien, The journal
of pharmacology and experimental therapeutics, 1998, 286, 959-966). El t;» enumerado se
calculé como una aproximacion usando la férmula ti2 * 1,44 de acuerdo con el libro de texto
Clinical Pharmacokinetics Concepts and applications de Tozer y Rowland, 3? edicion (Editor
Lippincott Williams & Wilkins), 1995- Seccion 11-6).

Como se puede observar, la conjugacion de derivados de insulina, aqui insulina humana o
el analogo de insulina 41, con los aglutinantes de la invencién tuvo un impacto significativo
en las propiedades de PK (farmacocinética) de los conjugados resultantes, conduciendo a

un incremento en los valores de ti> y MRT.
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Resultados de farmacocinética de insulinas puras frente a conjugados

No. de
PK
aglutina | Estructura del aglutinante Esqueleto MRT
tue
nte
Insulina ~2
2,8 h*
Sin aglutinante humana h**
_QMWWWO \’*j)KMQWAﬂf;WNCVJL‘z— Insulina
5 \©\/\-J\/ i o 30h [47,2h
% humana
Andlogo de
S j]\,/\/\/\/\/‘\/\/\,/3' I o » » 37h |57.7h
- WAj)k‘ﬁv R e A Hinsulina 41
/\—J\/ =
0 Andlogo de
8 s 0 N M%g/\n/\\/\g/v\)k‘ 38h |63,3h
J v L 0 insulina 41
j\/\/\/\/\/\/\D\/@/N
s Analogo de
50 i 5 52h |83h
N Nl . . .
: D\ J:\j)k D e A insulina 41
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No. de
PK
aglutina | Estructura del aglutinante Esqueleto MRT
tue
nte
5 , Anéalogo de
54 5 ; [ 33h |56,5h
o0 N e 3 o '
/H\ﬁ)g Y oA insulina 41
/T'KN\/\/\/\/\.A/@/% ‘
* De: Senshang Lin, Li-Lan H. Chen y Yie W. Chien, The journal of pharmacology and experimental therapeutics, 1998, 286,
959-966.
*x Calculado a partir de ti» = MRT / 1,44 de acuerdo con Clinical Pharmacokinetics Concepts and applications de Tozer y

Rowland, 32 edicion (Editor Lippincott Williams & Wilkins), 1995- Seccion 11-6).
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Los efectos de farmacodinamia de varias insulinas y conjugados se muestran en las Figuras
1y 2, es decir, seilustra el efecto sobre la glucosa sanguinea después de la administracion
s.c. Los datos demostraron una prolongacion significativa de la duracion de la accion para
todos los conjugados insulina-aglutinante ensayados (> 48 h), en relacién con el analogo
de insulina 41 y la insulina humana, respectivamente, para los cuales se observé una
duracién de la accién en las dosis ensayadas de menos de 24 horas. Para los conjugados
de insulina de ensayo con una afinidad de unién reducida al receptor de insulina, la dosis
in vivo seleccionada fue superior que para las insulinas originales correspondientes, que no
se ensayaron en dosis mayores para evitar efectos hipoglucémicos.

Ejemplo 7: Produccion de insulina humana y analogos de insulina

La insulina humana, asi como también los analogos de insulina, se produjeron en forma
recombinante. Se adquirieron polinucleétidos que codifican pre-pro-insulina de Geneart®.
Los polinucledtidos disefiados se optimizaron para expresion en levadura. Se insertaron en
un vector de expresion por clonacion de restriccién clasica que permite la expresion
funcional y segregaciéon en Klyveromyces lactis K. Como lider de segregacion, el gen se
condensoé en el extremo C a una secuencia de ADN que codifica la sefial del factor de
apareamiento alfa de Saccharomyces cerevisiae. La expresion del gen recombinante se
control6 con un promotor inducible de lactosa K. lactis.

La insulina humana, asi como los analogos de insulina, se fabricaron como pre-pro-insulina.
Se us0 una pre-secuencia N-terminal genéticamente condensada para mejorar la expresion
y segregacion y para estabilizar el péptido en el caldo de cultivo. Se puede usar una amplia
variedad de secuencias para este proposito y se ensayaron para eficiencia. La proinsulina
propiamente dicha consiste en una cadena B condensada a un péptido C seguida de una

cadena A C-terminal. Como el péptido C, se describe una diversidad de combinaciones de
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amino&cidos. Se demostré que los péptidos cortos de 1-10 amino&cidos funcionan bien
como secuencias C. Para procesamiento posterior de la insulina son importantes los sitios
de reconocimiento para proteasas especificas, que flanquean el péptido C para permitir su
escision.

Se convirtieron en competentes células K. lactis a través de medios quimicos.
Posteriormente, las células se transformaron con el pldsmido de expresion que codifica la
respectiva pre-pro-insulina. Después de la insercion del plasmido, las células se dispusieron
en placas de agar selectivas que contenian geneticina. Se aislaron las colonias
desarrolladas y se ensayaron para expresion de genes recombinantes. Las células se
desarrollaron hasta densidades celulares suficientemente altas en medio de levadura
peptona dextrosa enriquecido con geneticina. Después de la fase de crecimiento inicial, se
afiadi6 a los cultivos un medio de extracto de levadura tamponado con sal con geneticina
enriquecida con lactosa para inducir la expresién del gen recombinante. Se desarrollaron
los cultivos durante varios dias y los sobrenadantes se recogieron por centrifugacion.

La purificacion de la insulina funcional o los analogos de insulina comenzé con un
procedimiento de filtracion. El procedimiento de captacion cromatogréfica inicial se realizé
con una resina de intercambio i6nico. La escisién de pre-pro-insulina a insulina se realizé
con una proteasa altamente especifica. La reduccion de proteina de células hospedantes,
pre-secuencia y productos relacionados se efectuaron con una cascada de dos etapas
cromatogréficas adicionales. Después de una cromatografia de interaccion hidréfoba, se
aplicé otro procedimiento de intercambio iGnico para alcanzar este objetivo. El pulido final
se realiz6 por cromatografia de fase inversa. Se usaron filtracion, precipitacion y liofilizacion
para finalizar el proceso de produccién de la molécula de insulina.

Después de las reacciones de acoplamiento con un derivado de acido carboxilico activado,

se filtr6 la disolucién con moléculas de insulina conjugadas. La purificacion final se realizé
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por cromatografia de fase inversa. Se usaron filtracion, precipitacion y liofilizacion para
finalizar la sintesis de la molécula diana.
Se generaron varios analogos de insulina con mutaciones, p. €j., en las posiciones B16,

B25 y/o Al4. La Tabla 4 exhibe un panorama general de las insulinas generadas.
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Tabla 4: Andlogos generados de insulina humana

Ana | Esqueleto A |B |B |Cadena A de la|SEQID NO |Cadena B de la|SEQ ID NO
logo 1 |1 |2 |secuencia de | (cadena A) | secuencia de | (cadena B)
4 |6 aminoéacidos aminoacidos
WT | Insulina humana (de tipo|T |T GIVEQCCTSICSLYQ |1 FVNQHLCGSHLVEAL |2
salvaje) yr | yr LENYCN YLVCGERGFFYTPKT
2 Glu(A14)Des(B30)-Insulina G |T GIVEQCCTSICSLEQ |3 FVNQHLCGSHLVEAL |4
lu | yr LENYCN YLVCGERGFFYTPK
3 Leu(B16)Des(B30)-Insulina T L GIVEQCCTSICSLYQ |5 FVNQHLCGSHLVEAL |6
yr|e LENYCN LLVCGERGFFYTPK
u
4 Gly(A21)Trp(B16)Des(B30)- TI|T GIVEQCCTSICSLYQ |7 FVNQHLCGSHLVEAL |8
Insulina yr|rmp LENYCG WLVCGERGFFYTPK
5 His(B16)Des(B30)-Insulina T |H GIVEQCCTSICSLYQ |9 FVNQHLCGSHLVEAL | 10
yr | is LENYCN HLVCGERGFFYTPK
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6 | Val(B16)Des(B30)-Insulina T [V [P | GIVEQCCTSICSLYQ |11 FVNQHLCGSHLVEAL | 12
yr [al [ h | LENYCN VLVCGERGFFYTPK
e
7 | Ala(B25)-Insulina T | T | Al| GIVEQCCTSICSLYQ |13 FVNQHLCGSHLVEAL | 14
yr | yr | a | LENYCN YLVCGERGFAYTPKT
8 | Ala(B25)Des(B30)-Insulina T | T | Al|GIVEQCCTSICSLYQ |15 FVNQHLCGSHLVEAL | 16
yr [ yr | a | LENYCN YLVCGERGFAYTPK
9 | Glu(B25)Des(B30)-Insulina T |T |G | GIVEQCCTSICSLYQ |17 FVNQHLCGSHLVEAL | 18
yr [ yr [ lu | LENYCN YLVCGERGFEYTPK
10 | His(B25)Des(B30)-Insulina T |T |H | GIVEQCCTSICSLYQ |19 FVNQHLCGSHLVEAL | 20
yr | yr |is | LENYCN YLVCGERGFHYTPK
11 | Leu(B25)Des(B30)-Insulina T [T |L | GIVEQCCTSICSLYQ |21 FVNQHLCGSHLVEAL | 22
yr | yr | e | LENYCN YLVCGERGFLYTPK
u
12 | Val(B25)Des(B30)-Insulina T |T |V |GIVEQCCTSICSLYQ |23 FVNQHLCGSHLVEAL | 24
yr [ yr [ al | LENYCN YLVCGERGFVYTPK
13 | His(B16)His(B25)Des(B30)- T |H |H | GIVEQCCTSICSLYQ |25 FVNQHLCGSHLVEAL | 26
Insulina yr |is |is | LENYCN HLVCGERGFHYTPK
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14 | Gly(A21)Trp(B16)His(B25)Des( | T | T |H | GIVEQCCTSICSLYQ | 27 FVNQHLCGSHLVEAL | 28
B30)-Insulina yr | p | is | LENYCG WLVCGERGFHYTPK
15 | Gly(A21)Trp(B16)Trp(B25)Des( | T | T | T | GIVEQCCTSICSLYQ | 29 FVNQHLCGSHLVEAL | 30
B30)-Insulina yr | rp | rp | LENYCG WLVCGERGFWYTPK
16 | Glu(Al4)His(B16)Des(B30)- G |H | P | GIVEQCCTSICSLEQ |31 FVNQHLCGSHLVEAL | 32
Insulina lu|is | h | LENYCN HLVCGERGFFYTPK
e
17 | GIu(A14)Gly(A21)Trp(B16)Des( | G | T | P | GIVEQCCTSICSLEQ | 33 FVNQHLCGSHLVEAL | 34
B30)-Insulina lu|rp|h | LENYCG WLVCGERGFFYTPK
e
18 | Glu(Al4)lle(B16)Des(B30)- G Il | P | GIVEQCCTSICSLEQ | 35 FVNQHLCGSHLVEALI | 36
Insulina lu|e | h |LENYCN LVCGERGFFYTPK
e
19 | Glu(Al4)Val(B16)Des(B30)- G |V | P | GIVEQCCTSICSLEQ | 37 FVNQHLCGSHLVEAL | 38
Insulina lu|al |h |LENYCN VLVCGERGFFYTPK
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20 Glu(A14)Glu(B3)Vval(B16)Des(B | G |V | P | GIVEQCCTSICSLEQ | 39 FVEQHLCGSHLVEAL | 40

30)-Insulina lu|al |h | LENYCN VLVCGERGFFYTPK
e

21 Glu(Al14)His(B25)Des(B30)- G |T |H | GIVEQCCTSICSLEQ |41 FVNQHLCGSHLVEAL | 42
Insulina lu | yr|is | LENYCN YLVCGERGFHYTPK

22 Glu(Al14)lle(B25)Des(B30)- G |T |l |GIVEQCCTSICSLEQ | 43 FVNQHLCGSHLVEAL |44
Insulina lu |yr|e | LENYCN YLVCGERGFIYTPK

23 | Glu(A14)Gly(A21)Trp(B25)Des( |G | T | T | GIVEQCCTSICSLEQ | 45 FVNQHLCGSHLVEAL | 46
B30)-Insulina lu |yr|rp | LENYCG YLVCGERGFWYTPK

24 Glu(Al4)Vval(B25)Des(B30)- G |T |V | GIVEQCCTSICSLEQ |47 FVNQHLCGSHLVEAL | 48
Insulina lu | yr|al | LENYCN YLVCGERGFVYTPK

25 | GIu(A14)Gly(A21)Glu(B3)ValB |G | T |V | GIVEQCCTSICSLEQ | 49 FVEQHLCGSHLVEAL |50
25)Des(B30)-Insulina lu | yr | al | LENYCG YLVCGERGFVYTPK

26 | Glu(A14)Glu(B16)His(B25)Des( | G | G | H | GIVEQCCTSICSLEQ | 51 FVNQHLCGSHLVEAL |52
B30)-Insulina lu |lu |is | LENYCN ELVCGERGFHYTPK

27 | Glu(A14)His(B16)Ala(B25)Des( | G | H | Al | GIVEQCCTSICSLEQ | 53 FVNQHLCGSHLVEAL | 54
B30)-Insulina lu |is |a | LENYCN HLVCGERGFAYTPK
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28 | Glu(A14)His(B16)His(B25)Des( |G | H | H | GIVEQCCTSICSLEQ | 55 FVNQHLCGSHLVEAL | 56
B30)-Insulina lu |is |is | LENYCN HLVCGERGFHYTPK

29 | Glu(A14)lle(B16)lle(B25)Des(B |G | Il | II | GIVEQCCTSICSLEQ | 57 FVNQHLCGSHLVEALI | 58
30)-Insulina lu|e | e |LENYCN LVCGERGFIYTPK

30 | Glu(A14)Glu(B3)lle(B16)lle(B25 |G | Il | II | GIVEQCCTSICSLEQ | 59 FVEQHLCGSHLVEALI | 60
)Des(B30)-Insulina lu|e | e |LENYCN LVCGERGFIYTPK

31 | GIu(A14)Gly(A21)Glu(B3)lle(B1 |G | Il | T | GIVEQCCTSICSLEQ | 61 FVEQHLCGSHLVEALI | 62
6)Trp(B25)Des(B30)-Insulina [ Iu | e | rp | LENYCG LVCGERGFWYTPK

32 | Glu(A14)lle(B16)Val(B25)Des(B | G | Il | V | GIVEQCCTSICSLEQ | 63 FVNQHLCGSHLVEALI | 64
30)-Insulina lu|e |al | LENYCN LVCGERGFVYTPK

33 | GIu(A14)Gly(A21)Glu(B3)lle(B1 |G | Il |V | GIVEQCCTSICSLEQ | 65 FVEQHLCGSHLVEALI | 66
6)Val(B25)Des(B30)-Insulina | Iu | e | al | LENYCG LVCGERGFVYTPK

34 | Glu(Al4)Leu(B16)Ala(B25)Des( | G | L | Al | GIVEQCCTSICSLEQ | 67 FVNQHLCGSHLVEAL | 68
B30)-Insulina lu|e |a |LENYCN LLVCGERGFAYTPK

u
35 | Glu(A14)Val(B16)lle(B25)Des(B |G |V | Il | GIVEQCCTSICSLEQ | 69 FVNQHLCGSHLVEAL | 70

30)-Insulina

al

LENYCN

VLVCGERGFIYTPK
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36 | Glu(A14)Gly(A21)Val(B16)Trp( |G |V | T | GIVEQCCTSICSLEQ | 71 FVNQHLCGSHLVEAL | 72
B25)Des(B30)-Insulina lu | al | rp | LENYCG VLVCGERGFWYTPK

37 | GIu(A14)Gly(A21)Glu(B3)Val(B |G |V | T | GIVEQCCTSICSLEQ | 73 FVEQHLCGSHLVEAL | 74
16)Trp(B25)Des(B30)-Insulina | lu | al | rp | LENYCG VLVCGERGFWYTPK

38 | Glu(A14)Val(B16)Val(B25)Des( |G |V |V | GIVEQCCTSICSLEQ | 75 FVNQHLCGSHLVEAL | 76
B30)-Insulina lu|al |al | LENYCN VLVCGERGFVYTPK

39 | Glu(A14)Glu(B3)Val(B16)Val(B |G |V |V | GIVEQCCTSICSLEQ | 77 FVEQHLCGSHLVEAL | 78
25)Des(B30)-Insulina lu|al |al | LENYCN VLVCGERGFVYTPK

40 | GIu(A14)Gly(A21)Glu(B3)Val(B |G |V |V | GIVEQCCTSICSLEQ | 79 FVEQHLCGSHLVEAL | 80
16)Val(B25)Des(B30)-Insulina | lu | al | al | LENYCG VLVCGERGFVYTPK
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Ejemplo 8: Ensayos de afinidad de union al receptor de insulina / ensayos de
autofosforilacién del receptor de insulina

La union de insulina y la transduccién de sefiales de diversos andlogos de insulina
generados se determinaron mediante un ensayo de union y un ensayo de autofosforilacion
del receptor.

A) Ensayo de afinidad de unién al receptor de insulina

La afinidad de union al receptor de insulina de los analogos enumerados en la Tabla 4 se
determiné como se describe en Hartmann et al. (Effect of the long-acting insulin analogs
glargine and degludec on cardiomyocyte cell signaling and function. Cardiovasc Diabetol.
2016;15:96). Se efectuaron aislamiento de membranas plasmaticas embebidas en receptor
de insulina (M-IR) y experimentos de unién de competicion como se describié previamente
(Sommerfeld et al., PLoS One. 2010; 5(3): €9540). En sintesis, se recogieron células CHO
gue expresan el IR y se re-suspendieron en tampoén 2.25 STM enfriado con hielo (sacarosa
2,25 M, Tris-HCI 5 mM pH 7,4, MgCl> 5 mM, inhibidor de proteasa completa) y se rompieron
usando un homogeneizador Dounce seguido de sonicacién. El homogeneizado se recubrid
con tampén 0.8 STM (sacarosa 0,8 M, Tris-HCI 5 mM pH 7,4, MgCl, 5 mM, inhibidor de
proteasa completo) y se ultra-centrifugé durante 90 min a 100.000 g. Las membranas
plasmaticas en la interfaz se recogieron y lavaron dos veces con disolucion salina
tamponada con fosfato (PBS). El sedimento final se re-suspendié en tampoén de dilucion
(Tris 50 mM pH 7,4, MgCl, 5 mM, inhibidor de proteasa completa) y nuevamente se
homogeneiz6 con un homogeneizador Dounce. Los experimentos de unién de competicion
se realizaron en un tampoén de union (Tris-HCI 50 mM, NaCl 150 mM, 0,1 % BSA, inhibidor
de proteasa completa, ajustado hasta pH 7,8) en microplacas de 96 pocillos. En cada pocillo,
se incubaron 2 pg de membrana aislada con 0,25 mg de esferas de ensayo de proximidad

de centelleos (SPA) aglutinina de germen de trigo poliviniltolueno polietilenimina (SPA). Las
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concentraciones constantes de insulina humana etiquetada con [125I] (100 pM) y diversas
concentraciones de la insulina no etiquetada respectiva (0,001-1000 nM) se afiadieron
durante 12 h a temperatura ambiente (23 °C). La radiactividad se midi6 en equilibrio en un
contador de centelleos de microplacas (Wallac Microbeta, Freiburg, Alemania).”

Los resultados de los ensayos de afinidad de unién al receptor de insulina para los analogos
ensayados en relacion con la insulina humana se muestran en la Tabla 5.

B) Ensayos de autofosforilacion del receptor de insulina (como medida de la transduccion

de senales)

Con el fin de determinar la transduccion de sefiales de un anélogo de insulina que se une

al receptor de insulina B, se midi6 la autofosforilacion in vitro.

Se usaron células CHO que expresan la isoforma B del receptor de insulina humana (IR-B)
para ensayos de autofosforilacibn de IR usando tecnologia In-Cell Western como se
describi6 previamente (Sommerfeld et al., PLoS One. 2010; 5(3): €9540). Para el anélisis
de autofosforilacion de IGF1R, el receptor se sobreexpres6 en una linea celular de
fibroblastos de embrién de ratdon 3T3 Tet (BD Bioscience, Heidelberg, Alemania)
establemente transfectada con el plasmido de expresion regulable de tetraciclina IGF1R.
Para determinar el nivel de fosforilacién de tirosinas del receptor, las células se sembraron
en placas de 96 pocillos y se desarrollaron durante 44 h. Las células se privaron de suero
con medio libre de suero Ham F12 (Life Technologies, Darmstadt, Alemania) durante 2 h.
Las células luego se trataron con concentraciones en aumento de insulina humana o del
analogo de insulina durante 20 min a 37°C. Después de incubar, el medio se desechd y las
células se fijaron en 3,75% paraformaldehido recién preparado durante 20 min. Las células
se permeabilizaron con 0,1% Triton X-100 en PBS por 20 min. Se efectu6 el bloqueo con
tampon bloqueante Odyssey (LICOR, Bad Homburg, Alemania) por 1 hora a temperatura

ambiente. Se incubd anti-pTyr 4G10 (Millipore, Schwalbach, Alemania) durante 2 h a
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temperatura ambiente. Después de incubar el anticuerpo primario, las células se lavaron

con PBS + 0,1% Tween 20 (Sigma-Aldrich, St Louis, MO, EE. UU.). El anticuerpo

secundario antirraton-IlgG-800-CW (LICOR, Bad Homburg, Alemania) se incubé durante 1

h. Los resultados se normalizaron por cuantificacion de ADN con tinte TO-PRO3 (Invitrogen,

Karlsruhe, Alemania). Los datos se obtuvieron como unidades relativas (RU).

Los resultados de los ensayos de autofosforilacién del receptor de insulina para los

analogos ensayados en relacion con la insulina humana se muestran en la Tabla 5.

Tabla 5: Afinidades relativas de union al receptor de insulina y actividades de

autofosforilacion de los andlogos de insulina humana ensayados (para las secuencias,

véase la Tabla 4).

Anal | Esqueleto Al4 | B16 | B25 | Afinidad actividad

0go de unién | de
al autofosfo
receptor rilacion*
de
insulina*

WT | Insulina humana (tipo salvaje) Tyr | Tyr | Phe |1 1

2 Glu(A14)Des(B30)-Insulina Glu |Tyr |Phe |1,05 0,87

3 Leu(B16)Des(B30)-Insulina Tyr |Leu | Phe |0,24 0,34

4 Gly(A21)Trp(B16)Des(B30)-Insulina Tyr | Trp Phe | 0,57 0,4

5 His(B16)Des(B30)-Insulina Tyr | His Phe | nd nd

6 Val(B16)Des(B30)-Insulina Tyr | Val Phe | nd 0,32

7 Ala(B25)-Insulina Tyr | Tyr | Ala | 0,05 0,2

8 Ala(B25)Des(B30)-Insulina Tyr | Tyr | Ala nd 0,17




10

15

20

25

215

9 Glu(B25)Des(B30)-Insulina Tyr | Tyr | Glu |nd nd

10 His(B25)Des(B30)-Insulina Tyr | Tyr | His | 0,37 0,31

11 Leu(B25)Des(B30)-Insulina Tyr | Tyr | Leu |0,01 0,06

12 Val(B25)Des(B30)-Insulina Tyr | Tyr |Val |0,01 0,06

13 His(B16)His(B25)Des(B30)-Insulina Tyr His His 0,11 0,1

14 Gly(A21)Trp(B16)His(B25)Des(B30)- | Tyr | Trp | His | 0,4 0,35
Insulina

15 Gly(A21)Trp(B16)Trp(B25)Des(B30)- | Tyr | Trp | Trp | 0,43 0,38
Insulina

16 Glu(Al14)His(B16)Des(B30)-Insulina Glu | His | Phe | 0,36 0,29

17 | Glu(A14)Gly(A21)Trp(B16)Des(B30)- | Glu | Trp | Phe |0,63 0,38
Insulina

18 Glu(A14)lle(B16)Des(B30)-Insulina Glu |lle Phe | 0,23 0,18

19 Glu(Al4)Val(B16)Des(B30)-Insulina Glu |val |Phe |nd 0,32

20 | Glu(A14)Glu(B3)val(B16)Des(B30)- | Glu |Vval |Phe |0,4 0,28
Insulina

21 Glu(A14)His(B25)Des(B30)-Insulina Glu | Tyr |His |nd nd

22 Glu(Al4)lle(B25)Des(B30)-Insulina Glu |Tyr |lle 0,01 0,04

23 | Glu(A14)Gly(A21)Trp(B25)Des(B30)- | Glu | Tyr | Trp | 0,56 0,37
Insulina

24 | Glu(A14)Vval(B25)Des(B30)-Insulina | Glu | Tyr |Vval |0,01 0,04

25 Glu(A14)Gly(A21)Glu(B3)Val(B25)De | Glu | Tyr |Val | 0,02 0,03

s(B30)-Insulina
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26 Glu(A14)Glu(B16)His(B25)Des(B30)- | Glu | Glu | His | 0,01 0,07
Insulina

27 | Glu(A14)His(B16)Ala(B25)Des(B30)- | Glu | His | Ala 0,11
Insulina

28 | Glu(A14)His(B16)His(B25)Des(B30)- | Glu |His |His |[0,12 0,11
Insulina

29 | Glu(A14)lle(B16)lle(B25)Des(B30)- Glu [lle [lle 0,01
Insulina

30 | Glu(A14)Glu(B3)lle(B16)lle(B25)Des( | Glu [lle [lle | 0* 0,01
B30)-Insulina

31 | Glu(A14)Gly(A21)GIlu(B3)lle(B16)Trp( | Glu |lle |[Trp |0,12 0,13
B25)Des(B30)-Insulina

32 | Glu(A14)lle(B16)Val(B25)Des(B30)- | Glu |lle [val |0 0,04
Insulina

33 Glu(A14)Gly(A21)Glu(B3)lle(B16)Val( | Glu | lle Val | 0,01 0,02
B25)Des(B30)-Insulina

34 Glu(A14)Leu(B16)Ala(B25)Des(B30)- | Glu |Leu |Ala |0,01 0,04
Insulina

35 Glu(Al4)Val(B16)lle(B25)Des(B30)- Glu |Vval |lle 0 0,01
Insulina

36 Glu(A14)Gly(A21)Val(B16)Trp(B25)D | Glu |Vval | Trp | 0,17 0,23
es(B30)-Insulina

37 Glu(A14)Gly(A21)Glu(B3)Val(B16)Trp | Glu | Val Trp | 0,21 0,19

(B25)Des(B30)-Insulina
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38 Glu(Al4)val(B16)Val(B25)Des(B30)- | Glu | Val Val 0 0,03
Insulina
39 Glu(A14)Glu(B3)Val(B16)Val(B25)De | Glu | Val Val 0 0,02

s(B30)-Insulina

40 | Glu(A14)Gly(A21)Glu(B3)Val(B16)Val | Glu |Val |Val |0,01 0,01

(B25)Des(B30)-Insulina

* en relaciéon a la insulina humana, nd: no determinado
** un valor 0 significa que la afinidad de unién estuvo debajo del limite de deteccién

C) Conclusiones

Como se puede observar a partir de la Tabla 5, se ensayaron varias sustituciones
hidréfobas en las posiciones B16 y/o B25 (triptéfano, alanina, valina, leucina e isoleucina).
Si bien en un grado diferente, todos los analogos de insulina ensayados con sustituciones
hidrofobas en estas posiciones exhibieron una reduccién de la actividad de unién al receptor
de insulina. En comparacion con las sustituciones de triptéfano (véanse, p. €j., los Analogos
4, 15y 23), las sustituciones con aminoacidos alifaticos tales como alanina, valina, leucina
e isoleucina tuvieron un impacto mas fuerte sobre la actividad de union al receptor de
insulina. Los efectos mas fuertes se observaron para valina, leucina e isoleucina, que son
todos amino&cidos de cadena ramificada. Las sustituciones con isoleucina, valina y leucina
resultaron en una reduccion importante de la actividad de union al receptor de insulina.
Cabe destacar que los analogos de insulina con dichas sustituciones en la posicién B25
(como sustitucion de valina, leucina o isoleucina en B25, Anélogos 11, 12, 22, 24, 25, 29,
30, 32, 33, 35 38, 39, 40) exhibieron una mejoria de hasta 6 veces en la transduccion de
sefial en comparacién con la esperada en funcion de sus afinidades de unién al IR-B.
Concretamente, Leu(B25)Des(B30)-Insulina y Val(B25)Des(B30)-Insulina (Analogos 11 y

12, respectivamente) exhibieron solamente 1% union al receptor de insulina B y 6%
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autofosforilacion en relacion con la insulina humana. De modo similar, una sola sustitucion
de leucina en la posicion B16 (Analogo 3) también demostré una mejora similar en la
transduccién de sefiales aunque en un grado ligeramente inferior. En comparacion, con la
excepcion del Analogo 26, los analogos que portan una sustitucién de histidina en B25
(Analogos 10, 13, 14, 21, 28) también exhibieron menor unién al receptor, no obstante, una
reduccion concomitante en autofosforilacion.

En algunos casos (Analogos 30, 32, 35, 38, 39), la unién al receptor de insulina fue 0% si
bien siguieron exhibiendo actividad en el ensayo de autofosforilacion. Todos estos analogos
tienen combinaciones de sustituciones de valina y/o isoleucina en las posiciones B16 y B25
en comun, lo que sugiere que la combinacién es responsable de una mayor reduccion en
la unién al receptor de insulina. Las insulinas sin ninguna sustitucion en la posicién B25
pero con intercambios en la posicidbn B16 exhibieron afinidades de unién superiores en
comparacion con sus valores de autofosforilacion (Analogos 3, 4, 16, 17, 18, 19, 20).

La alanina en la posicion B25 exhibe efectos similares a la sustitucion con valina, leucina o
isoleucina (analogos 11, 12, 22), aunque en un grado inferior. La afinidad de unién al
receptor y la actividad de autofosforilacion de los analogos con sustitucion de valina, leucina
o isoleucina es inferior que en los analogos con sustitucién de alanina.

Ejemplo 9: Determinacion de estabilidad in vitro en diferentes proteasas recombinantes y
fluido géastrico simulado

Los andlogos de insulina se ensayaron para actividad proteolitica (a-quimotripsina,
catepsina D, enzima degradadora de insulina (IDE) y fluido gastrico simulado).

A) Condiciones de ensayo
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Proteasa Concentracion de | Sistema tampon utilizado
proteasa final en el
ensayo [pug/ml]
Tripsina 2 Bicarbonato de amonio 0,1 M, pH 8,3
a-Quimotripsina 0,5 Bicarbonato de amonio 0,1 M, pH 8,3
Carboxipeptidasa A 0,1 Pre-activacion (60 min) con Tripsina
en tampon TCNB, tampdn de ensayo
Tris 7,5
Carboxipeptidasa B 0,1 Pre-activacion (30 min) con Tripsina
en tampon TCNB, tampén de ensayo
Tris 7,5
Catepsina D 2 Tampon de acetato, pH 4,5
IDE 2 Tampon Tris pH 7,5

B) Preparacion de fluido gastrico simulado

Se disolvieron 2 gramos de cloruro de sodio y 3,2 g de pepsina purificada (de mucosa de

estdbmago porcino, con una actividad de 800 a 2500 unidades por mg de proteina) en 7,0

ml de acido clorhidrico. El volumen se ajusté con agua hasta 1000 ml. La disolucién

resultante se mezcl6 y ajustd o bien con hidréxido sédico 0,2 N o con acido clorhidrico 0,2

N hasta un pH de 1,2 + 0,1.

C) Procedimiento de ensayo general

Se determiné la estabilidad usando puntos de tiempo apropiados (para SIF y SGF 15, 30,

60, 120 y 240 minutos; para proteasas 15, 30, 60 y 120 minutos). La incubacion se realizd

a 37°Cy se calculé el % de compuesto principal remanente en referencia al punto de tiempo

TO.
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Para la determinacién del compuesto principal, se us6 un método bioanalitico de LC-MS/MS
o LC-HRMS apropiado, usando el sobrenadante, después de la precipitacion de proteinas
con etanol (1 eq. v/v) y una etapa de centrifugacion.

D) Preparacién de muestras

Los compuestos se disolvieron en acido clorhidrico diluido a una concentracion final de 40
MM. La concentracién del compuesto en el ensayo fue 2 uM. Se realiz6 una dilucién 1:20
de la disolucién de trabajo en el tampén de proteasa y las muestras se incubaron a 37°C,
con agitacion. En el punto de tiempo apropiado se recogié una alicuota, la reaccién se
inactivé con etanol (1 eq. v/v), luego se centrifugd. Se analiz6 el sobrenadante.

E) Conclusiones

En particular, se investigaron sustituciones de aminoacidos lipéfilas tales como valina e
isoleucina en las posiciones 16 y 25 en la cadena B. De los analogos ensayados (2, 7, 11,
12, 14,16, 19, 22, 23, 24y 38), se observaron solamente diferencias menores en estabilidad
contra las proteasas tripsina, carboxipeptidasa A y carboxipeptidasa B en relacién a la
insulina humana (no se muestran los datos). En general, todas las sustituciones de
analogos que portan Al4 y B25 (Analogos 22, 24, 38) exhibieron mejor estabilidad
proteolitica contra a-quimotripsina, catepsina D y enzima degradadora de insulina (IDE).
Por ejemplo, en el caso de a-quimotripsina, la insulina humana se degradé completamente
dentro de 2 horas, mientras que el Analogo 22 fue casi absolutamente resistente. De modo
similar, todos los analogos sustituidos en B25 ensayados exhibieron mejor estabilidad
contra catepsina D, sin embargo el Analogo 38 (una variante B16/B25) exhibe estabilidad
comparado con las otras variantes de B25.

Se observé una excepcion notable en el caso de IDE, en donde el Analogo 19 con
sustituciones A14/B16 exhibié mejor desempefio comparado con las variantes de B25. Los

datos sugieren, sin embargo, que una sustitucion en Al4, ensayada aqui con acido
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glutdmico, es importante para una mejor estabilidad. También se demostré que otras
sustituciones son beneficiosas para una mayor estabilidad: tal como las sustituciones en la
posicién B16 y en la posicion B25. Por ejemplo, el Andlogo 7 con un intercambio de
aminodcido en la posicion B25, produjo mayor inestabilidad.

Tabla 6: Porcentaje remanente de analogo de insulina después de la incubacién de
diferentes anélogos de insulina durante 30 o 120 minutos con cuatro proteasas diferentes

(para las secuencias de los analogos ensayados, véase la Tabla 4).

Andlog | Esquelet | A14 | B1 | B2 | Fluid | a- Catepsin | Enzima
o] o] 6 5 o] Quimotri | aD degradadora de
gastr | psina (30 insulina, IDE
ico (220 minutos) | (30 minutos) [%0]
(30 minutos) | [%]
minu | [%]
tos)
[%6]
WT Insulina Tyr | Tyr|Ph | O 5 0 38
e
2 Glu(A14) | Glu | Tyr|Ph |0 35 0 81
Des(B30) e
-Insulina
7 Ala(B25)- | Tyr |[Tyr|Al [30 |58 52 2
Insulina a
11 Leu(B25) | Tyr | Tyr | Le |nd nd nd 12
Des(B30) u
-Insulina
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12

Val(B25)
Des(B30)

-Insulina

Tyr

Tyr

Va

44

31

43

11

14

Gly(A21)
Trp(B16)
His(B25)
Des(B30)

-Insulina

Tyr

Tr

Hi

nd

nd

nd

41

16

Glu(A14)
His(B16)
Des(B30)

-Insulina

Glu

His

Ph

nd

nd

nd

88

19

Glu(A14)
Val(B16)
Des(B30)

-Insulina

Glu

Val

Ph

30

98

22

Glu(A14)I
le(B25)D
es(B30)-

Insulina

Glu

Tyr

lle

52

99

20

77

23

Glu(A14)
Gly(A21)
Trp(B25)
Des(B30)

-Insulina

Glu

Tyr

Tr

nd

nd

nd

80
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24

Glu(Al14)
Val(B25)
Des(B30)

-Insulina

Glu

Tyr

Va

52

40

59

86

38

Glu(A14)
Val(B16)
Val(B25)
Des(B30)

-Insulina

Glu

Val

Va

36

34

62

86

nd: no determinado

Ejemplo 10: Generacién de otros conjugados — ensayos in vivo — evaluacion de efectos de

farmacocinética

Se prepararon y ensayaron los conjugados de insulina 1 a 4 (como se describe en el
Ejemplo 3.4.1). Como control, se prepar6 el conjugado de insulina 5, que se ha descrito en

el documento WO2018109162A1.

Los conjugados de insulina preparados se resumen en la siguiente tabla (Tabla 7).

Asimismo, los conjugados de insulina 1 a 4 se muestran en las Fig. 5 a 8.
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Tabla 7: Panorama general de los conjugados 1 a 5

Conju | Esqueleto de | Cadena | Aglutinante de albumina
gado | insulina* lateral
de
insulin
a
Conju | Glu(A14)Vval(B25)D | aglutina HW" N ON/vo\
gado | es(B30)-Insulina nte No. \©:S”o w
1 (Andlogo 24 en la |5 en la
(ver Tabla 4) Tabla 1
Fig. 5)
Conju | Glu(A14)Val(B25)D | aglutina e i o
gado | es(B30)-Insulina nte No. M}@ E
2 (Andlogo 24 en la | 8 en la
(ver Tabla 4) Tabla 1
Fig. 6)
Conju | Glu(A14)Glu(B3)V | aglutina HW" N ON/vo\
gado | al(B16)Vval(B25)De | nte No. /”o | H
3 s(B30)-Insulina 5 en la
(ver (Analogo 39 en la | Tabla 1
Fig. 7) | Tabla 4)
Conju | Glu(A14)lle(B25)D |aglutina HWO - ON/\/O\
gado | es(B30)-Insulina nte No. 5 \©?”O W
4 (Andlogo 22 en la en la
Tabla 4) Tabla 1
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(ver

Fig. 8)

Conju | Glu(A14)His(B16)H | Eicosa | Eicosandioil-gamaGIlu-OEG;
gado | is(B25)Des(B30)- ndioil-
5 Insulina gamagGl
(descr | Andlogo 28 en la | u-OEG;
ito en | Tabla 4

WO20

18109

162A

1)

*para la secuencia, véase la Tabla 4 en el Ejemplo 7
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Se usaron minicerdos Goéttingen normoglucémicos sanos para evaluar los efectos de
farmacodinamia y farmacocinética de conjugados de insulina de accion muy prolongada in
Vivo (se usaron cerdos entre 0,5-6 afios con intervalos de peso corporal, dependiendo de
la edad, entre ~12-40 kg). Los cerdos se mantuvieron bajo condiciones estandar de
alojamiento animal de laboratorio y recibieron alimento una vez al dia con acceso voluntario
a agua corriente. Después de ayunar durante toda la noche, los cerdos fueron tratados con
una inyeccién subcutanea de una disolucion que contiene o bien la formulacién de placebo
o el conjugado de insulina respectivo. Se ensayaron los conjugados de insulina 1-4, asi

como también el conjugado de insulina 5 (descrito en el documento WO2018109162A1).

Se extrajo sangre mediante catéteres venosos centrales implantados para determinacion
de la glucosa sanguinea, farmacocinética y biomarcadores adicionales de plasma K-EDTA.
Las extracciones de sangre comenzaron antes de la administracion del articulo de ensayo
(situacion inicial) y se repitieron 1-4 veces por dia hasta el final del estudio. Durante el
estudio, los animales recibieron alimento después de la Ultima extraccion de sangre del dia.
Los animales fueron controlados regularmente y se registraron los signos clinicos por lo
menos dos veces por dia el dia del tratamiento y una vez por dia durante el resto del estudio.
Se vigil6 cautelosamente a los animales para detectar cualquier signo clinico de
hipoglucemia, incluidos comportamiento, piel, orina y heces, condicién de los orificios
corporales y cualquier signo de enfermedad. En caso de hipoglucemia severa, se permitié
gue el investigador ofreciera alimento o infundiera disolucion de glucosa por via intravenosa
(i.v.) en caso de que la ingesta de alimento no fuera posible. Después de la ultima extraccion
de sangre, los animales fueron nuevamente transportados a la instalacion de alojamiento

animal.
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A) Efectos sobre la glucosa sanguinea en ayunas
Los resultados se muestran también en la Figura 3
Tabla 8: Efecto sobre la glucosa sanguinea

Conjugad | Esqueleto de insulina Cadena lateral Dosis FPG Reducc

o] de [nNM/kg] | Duracié | ion

insulina n de | glucosa
reducci | maxim
on de|a
glucosa | ng [%0]
> 15%
frente a
Placeb
o [h]

Conjugad | Glu(Al4)Val(B25)Des(B3 | aglutinante No. 5 | 30 >128 45

ol 0)-Insulina (Anélogo 24

en la Tabla 4)
Conjugad | Glu(Al4)Val(B25)Des(B3 | aglutinante No. 8 | 30 >104 39
02 0)-Insulina, (Analogo 24
en la Tabla 4)
Conjugad | Glu(A14)Glu(B3)Vval(B16) | aglutinante No. 5 | 30 >152 30
03 Val(B25)Des(B30)-

Insulina (Analogo 39 en la

Tabla 4)
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Conjugad | Glu(Al4)lle(B25)Des(B30 @aglutinante No. 5 | 30 >104 27
04 )-Insulina (Anélogo 22 en
la Tabla 4)
Conjugad | Glu(A14)His(B16)His(B25 | Eicosandioil-Glu- | 18 >128 62
05 )Des(B30)-Insulina, OEG2
Andalogo 28 en la Tabla 4
B) Mediciones de los parametros de farmacocinética

Los resultados se muestran también en la Figura 4

Tabla 9: Efecto sobre la glucosa sanguinea

Conjugad | Secuencia Cadena Dosis | PK | PK
o lateral [NM/K | tmax |
g] (h] | [h]
Conjugad | Glu(Al4)Val(B25)Des(B30)-Insulina aglutinante | 30 8 45
ol No. 5
Conjugad | Glu(Al4)Val(B25)Des(B30)-Insulina aglutinante | 30 20 | 38,
02 No. 8 9
Conjugad | Glu(A14)Glu(B3)Val(B16)Val(B25)Des(B | aglutinante | 30 8 42,
03 30)-Insulina No. 5 8
Conjugad | Glu(Al4)lle(B25)Des(B30)-Insulina aglutinante | 30 14, | 45,
o4 No. 5 7 2
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Conjugad | Glu(A14)His(B16)His(B25)Des(B30)- Eicosandioi | 18 32 |39
o5 Insulina [-Glu-
OEG?2

C) Conclusiones

Una sola administracion del conjugado de insulina 4 (lle(B25)), en una dosis 30
nM/kg exhibié un efecto reductor de la glucosa moderado con un perfil plano de
hasta 152 horas. El conjugado de insulina 3, que contiene las mutaciones Val(B16)
y Val(B25), exhibié un perfil plano de hasta 152 horas con un efecto reductor de la
glucosa moderado a medio. Asimismo, ambos conjugados de insulina 1y 2, que
contienen la mutaciéon Val(B25), condujeron a un efecto reductor de la glucosa
estable sin induccién de hipoglucemia en una dosis de 30 nM/kg. En contraste, se
descubri6 que el conjugado de insulina 5 (descrito en el documento
W02018109162A1) exhibe un efecto reductor de la glucosa mas fuerte con un perfil
de la accién en el tiempo menos plano en comparacion con los conjugados de
insulina 1-4 en una dosis de solamente 18 nM/kg. El compuesto puede tener un

riesgo mayor de hipoglucemia.

Los parametros de farmacocinética demuestran que los conjugados de insulina 1-4
exhiben un Tmax Mas temprano en el intervalo de 8-20 horas en combinacién con
una meseta a Cmax de hasta 50 horas. Dado que exhiben un ty, terminal prolongado
en el intervalo de 39-45, se logra un perfil de PK (farmacocinética) plano que se
desea para una administracion una vez por semana debido al riesgo potencialmente

reducido de eventos hipoglucémicos.

Breve descripcion de las Figuras
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muestra el efecto reductor de la glucosa en la sangre después de la aplicacion s.c.
de los conjugados del analogo de insulina 41 con el aglutinante no. 50 y el
aglutinante no. 54, respectivamente en minicerdos (Gottingen) (12-18 kg, n = 3).
Ambos compuestos se ensayaron en una dosis de (18 nmol/kg).

muestra el efecto reductor de la glucosa en la sangre después de la aplicacion s.c.
de las insulinas y los conjugados de insulina, respectivamente en minicerdos
(Géttingen) (19-20 kg, n = 3): Insulina humana + aglutinante no. 5 (18 nmol/kg),
insulina humana (3 nmol/kg), analogo de insulina 41 + aglutinante no. 5 (18
nmol/kg), analogo de insulina 41 (3 nmol/kg).

muestra los niveles de glucosa en la sangre [% relativo al placebo] después de la
administracién subcutanea de los conjugados de insulina 1 a 5 (véase la Tabla 7
en el Ejemplo 10).

muestra la concentracion plasmatica normalizada [ng/ml] — curvas de tiempo [h]
para los conjugados de insulina 1 a 5 (véase la Tabla 7 en el Ejemplo 10).
muestra el conjugado de insulina No. 1 (véase el Ejemplo 10 para mas detalles).
Las secuencias de la cadena A (SEQ ID NO: 47) y de la cadena B (SEQ ID NO:
48) se indican con un codigo de tres letras, excepto por el Gltimo aminoacido en la
cadena B (lisina en la posicion B29). Se muestra la estructura del residuo lisina. El
residuo lisina esta covalentemente unido al aglutinante (mediante el aminoacido
épsilon del residuo lisina).

muestra el conjugado de insulina No. 2 (véase el Ejemplo 10 para mas detalles).
Las secuencias de la cadena A (SEQ ID NO: 47) y de la cadena B (SEQ ID NO:
48) se indican con el cédigo de tres letras, excepto por el Gltimo aminoacido en la

cadena B (lisina en la posicion B29). Se muestra la estructura del residuo lisina. El
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residuo lisina estd covalentemente unido al aglutinante (mediante el aminoécido
épsilon del residuo lisina).

muestra el conjugado de insulina No. 3 (véase el Ejemplo 10 para mas detalles).
Las secuencias de la cadena A (SEQ ID NO: 77) y la cadena B (SEQ ID NO: 78)
se indican con el codigo de tres letras, excepto por el Ultimo aminoacido en la
cadena B (lisina en la posicion B29). Se muestra la estructura del residuo lisina. El
residuo lisina esta covalentemente unido al aglutinante (mediante el aminoacido
épsilon del residuo lisina).

muestra el conjugado de insulina No. 4 (véase el Ejemplo 10 para mas detalles).
Las secuencias de la cadena A (SEQ ID NO: 43) y la cadena B (SEQ ID NO: 44)
se indican con el codigo de tres letras, excepto por el Ultimo aminoacido en la
cadena B (lisina en la posicion B29). Se muestra la estructura del residuo lisina. El
residuo lisina esta covalentemente unido al aglutinante (mediante el aminoacido

épsilon del residuo lisina).
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