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DESCRIPCION
Anélogos de insulina novedosos y usos de estos
Campo técnico

La presente invencién se refiere a analogos novedosos de la insulina humana, composiciones farmacéuticas que
comprenden tales analogos de insulina y al uso de tales analogos para el tratamiento o prevencidn de afecciones
médicas relacionadas con la diabetes.

Incorporacion del listado de secuencias como referencia

La presente solicitud se presenta con un Listado de Secuencias en forma electrénica. El contenido completo del listado
de secuencias se incorpora aqui como referencia.

Antecedentes de la invencién

La terapia con insulina para el tratamiento de la diabetes se ha usado durante décadas. Una de las mejoras
fundamentales en la terapia con insulina ha sido la introduccién de analogos de insulina de accion rapida.

La insulina posee propiedades de autoasociacidn y su concentracién representa un factor importante de
autoasociacidon. A altas concentraciones, especialmente en las composiciones farmacéuticas, la insulina se
autoasociara en forma de dimeros, hexameros, dodecameros o estructuras moleculares superiores. Sin embargo, la
forma fisiolégicamente activa de la insulina es el monémero, que se une al receptor de insulina y desencadena una
respuesta biolégica. Es un desafio reducir la autoasociacion de los analogos de insulina, particularmente a alta
concentraciéon en una composicién farmacéutica.

La rapidez de la accién de la insulina depende de la rapidez con que se absorba la insulina desde el tejido subcutaneo.
En general, cuando una composicién de insulina disponible comercialmente se inyecta por via subcutanea, la
composicion esta compuesta principalmente por hexameros que contienen dos iones zinc. Aunque estos dos iones de
zinc ubicados dentro del hexamero estabilizan la molécula frente a la degradacidon quimica y fisica en una composicion,
debido a su tamafio, la insulina hexamérica tiene una velocidad de difusion mas baja y, en consecuencia, la velocidad
de absorcidon es mas lenta que para especies mas pequefas.

Los documentos WO02017/032795 y WO02017/032798 se refieren a analogos de insulina acilados en una composicion
baja en zinc o libre de zinc.

YAO ZHI-PING y otros se refiere a la estructura de un dimero de insulina en un cristal ortorrémbico.

Las composiciones de insulina libres de zinc permiten una absorcién subcutanea mas rapida, pero la estabilidad
quimica y fisica de las composiciones libres de zinc es un desafio, particularmente a altas concentraciones.

Existe una gran necesidad de analogos de insulina que sean de accién rapida, mientras que al mismo tiempo sean
suficientemente estables fisica y quimicamente a altas concentraciones en una composicién libre de zinc.

Resumen

En un aspecto, la presente invencién se refiere a analogos de insulina humana, en donde el analogo comprende A9GIu
o A9Asp y comprende, ademas, B3Glu y/o desB30 con relacién a la insulina humana.

En un aspecto, la presente invencién se refiere a analogos de insulina humana, en donde el analogo comprende A9GIu
o A9Asp y comprende, ademas, B3Glu y/o desB30 con relacidén a la insulina humana y/o comprende, ademas, al
menos uno de B26Glu, B27Glu y/o B28Glu.

En un aspecto, la presente invencién se refiere a analogos de insulina humana, en donde el analogo comprende A9GIu
o A9Asp y comprende, ademas, B3Glu y/o desB30 con relacidén a la insulina humana y/o comprende, ademas, al
menos uno de B26Glu, B27Glu y/o B28Glu y comprende, adicionalmente, la sustitucion A21Ala.

En un aspecto, la presente invencién proporciona analogos de insulina que son monoméricos en una composicién
farmacéutica libre de zinc.

En un aspecto, la presente invencién proporciona analogos de insulina que son fisica y/o quimicamente estables en
una composicién farmacéutica libre de zinc.

En otro aspecto, los analogos de insulina de la presente invencion son monoméricos, quimica y fisicamente estables,
incluso a una alta concentracion, en una composicion farmacéutica libre de zinc.
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En un aspecto, la presente invencion proporciona analogos de insulina que se absorben mas rapidamente después
de la administracion subcutanea, que demuestran de esta manera una utilidad clinica potencial como insulinas de
accién rapida (también llamadas insulinas en bolo o prandiales).

En un aspecto, la presente invencion se refiere a una composicién farmacéutica libre de zinc que comprende los
analogos de insulina de la invencién y uno o mas excipientes farmacéuticamente aceptables.

En un aspecto adicional, los andlogos de insulina de la presente invencién son compatibles con el sistema de
suministro de insulina.

En un aspecto adicional, los anélogos de insulina de la presente invencién son compatibles con un sistema de
suministro de insulina de lazo cerrado.

En un aspecto adicional, los analogos de insulina de la presente invencién son adecuados para el uso en bombas de
insulina.

La invencién puede también resolver problemas adicionales que resultaran evidentes a partir de la descripcién de las
modalidades ilustrativas.

Breve descripcién de los dibujos
La Figura 1 muestra el perfil PD de los analogos de insulina del ejemplo 1 y del ejemplo 2 en la composicién
farmacéutica C de la invencién después de la dosificacion a cerdos LYD en comparacién con Fiasp® (Insulina
Aspart)
La Figura 2 muestra el perfil PK de los analogos de insulina del ejemplo 1 y del ejemplo 2 en la composicién
farmacéutica C de la invencién después de la dosificacion a cerdos LYD en comparacién con Fiasp® (Insulina
Aspart)
Descripcién
La presente invencién se refiere a analogos de insulina de accién rapida que son monoméricos, proporcionan una
estabilidad quimica vy fisica aceptable en una composicién farmacéutica libre de zinc y una absorcién mas rapida
después de la administracién subcutanea que el Fiasp® (Insulina Aspart) disponible comercialmente.

Definiciones

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

Los términos "invencién" y "presente invencién" se usan indistintamente.

El término "aproximadamente" se usa en la presente descripcidn con la intencién de referirse a mas o menos el 10 %,
tal como mas o menos el 5 %. Por lo tanto, el término "aproximadamente 100 U" es desde 90 U a 110 U.

La tabla a continuacién proporciona la concentracion de insulina humana en mM y la concentracién correspondiente
en (U) equivalente a la insulina humanai:

Concentracion del analogo de Insulina Concentracién del andlogo de insulina en (U) equivalente a la
(en mM) insulina humana

0,6 100 U

1,2 200U

1,8 300U

24 400 U

3,0 500U

3,6 600 U

El término "aminoacido" incluye los aminoéacidos proteinogénicos (o naturales) (entre ellos los 20 aminoacidos
estandar), asi como también los aminoacidos no proteinogénicos (o no naturales). Los aminoacidos proteinogénicos
son aquellos que se incorporan naturalmente en las proteinas. Los aminoéacidos estandar son los codificados por el
cbdigo genético. Los aminoacidos no proteinogénicos o no se encuentran en proteinas, o no se producen por la
magquinaria celular estandar (por ejemplo, pueden haberse sometido a modificaciéon postraduccional).

En general, los residuos de aminoacidos (secuencias de péptidos/proteinas) como se usa en la presente descripcion,
pueden identificarse por su nombre completo, su cédigo de una letra y/o su cédigo de tres letras. Estas tres maneras
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son completamente equivalentes e intercambiables. Por ejemplo: El acido aspartico se representa con Asp o D; el
acido glutamico se representa con Glu o E; la alanina se representa con Ala o A.

En lo que sigue, cada aminoécido de los péptidos de la invencién para los cuales no se indica el isémero 6ptico debe
entenderse que se refiere al L-isdmero (a menos que se especifique de cualquier otra manera). Los aminoacidos son
moléculas que contienen un grupo amino y un grupo &acido carboxilico, y, opcionalmente, uno o mas grupos
adicionales, frecuentemente referidos como una cadena lateral. En la presente descripcion, el término “residuo de
aminoacido” es un aminoacido del cual, formalmente, un grupo hidroxi se ha eliminado de un grupo carboxi y/o del
cual, formalmente, un atomo de hidrégeno se ha eliminado de un grupo amino.

El término “compuesto” se usa en la presente descripcidon para referirse a una entidad molecular, y por lo tanto, los
“compuestos” pueden tener diferentes elementos estructurales ademas del elemento minimo definido para cada
compuesto o grupo de compuestos. El término “compuesto” también esta destinado a cubrir las formas
farmacéuticamente relevantes de este, es decir, la invencién se refiere a un compuesto como se define en la presente
descripcidon o una sal, amida o éster farmacéuticamente aceptable de este.

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

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

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

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

"Insulina de accion rapida" como se usa en la presente descripcion significa analogos de insulina de acuerdo con la
invencién que comienzan a actuar aproximadamente 15 minutos después de la inyeccion, alcanzan su punto maximo
en aproximadamente 1 hora y contindian su accioén durante 2 a 4 horas. Tipos: Insulina glulisina (Apidra), insulina lispro
(Admelog, Humalog) e insulina aspart (Fiasp, NovolLog).

El término “péptido de insulina”, “compuesto de insulina” o “insulina” como se usa en la presente descripcion significa
un péptido que es insulina humana o un analogo de esta con actividad insulinica, es decir, que activa el receptor de
insulina.

Nomenclatura

La denominacién de los analogos de insulina de la presente invencién se realiza de acuerdo con los siguientes
principios:

Por ejemplo, el analogo de insulina de la insulina humana B3E, B27E, B28E, desB30, indica que el aminoécido en la
posicién B3, Asparagina (N) se ha sustituido con acido glutamico (E), el aminoécido en la posicién B27, Treonina (T)
en la insulina humana, se ha sustituido con &cido glutamico (E), el aminoacido en la posicion B28, Prolina (P) en la
insulina humana, se ha sustituido con acido glutamico (E) y el aminoacido en la posicién B30, Treonina, T, en la
insulina humana, se ha eliminado.

Anélogo de insulina

El término “analogo de la insulina” como se usa en la presente descripcidn significa la insulina humana modificada en
donde uno o mas residuos de aminoacidos de la insulina se han sustituido por otros residuos de aminoacidos y/o en
donde uno o mas residuos de aminoacidos se han eliminado de la insulina y/o en donde uno o mas residuos de
aminoacidos se han adicionado y/o insertado a la insulina. Los términos "analogo de insulina" o "analogo de insulina
humana" se usan indistintamente.

El término "modificaciéon de aminoacidos” como se usa en la presente descripcion, significa sustitucién, eliminacién,
adicién o insercion de aminoacidos y cualquier combinacion de estas con relacién a la insulina humana.
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Las modificaciones en la molécula de insulina se denotan por indicacion de la cadena (A o B), la posicién y el codigo
de una o tres letras para el residuo de aminoécido que sustituye al residuo de aminoacido nativo.

En una modalidad, un analogo de insulina comprende hasta 10 modificaciones de aminoacidos (sustituciones,
eliminaciones, adiciones (que incluyen, inserciones) y cualquier combinacion de estas) con relacién a la insulina
humana, alternativamente hasta 9, 8, 7, 6, 5, 4, 3, 2 o 1 modificacién con relacién a la insulina humana.

Los analogos “que comprenden” determinados cambios especificados pueden comprender otros cambios, en
comparacion con la cadena A (SEQ ID NO:1) y/o la cadena B (SEQ ID NO:2) de la insulina humana.

Por "péptido enlazador” o "péptido C" se entiende una porcidén enlazadora "C" de la secuencia polipeptidica B-C-A de
una molécula de proinsulina de cadena simple. En la cadena de la insulina humana, el péptido C enlaza la posicién
30 de la cadena B y la posicién 1 de la cadena A y tiene 35 residuos de aminoacidos de longitud. El péptido enlazador
incluye una secuencia terminal de dos aminoécidos dibasicos, por ejemplo, Arg-Arg y Lys-Arg que sirven como sitios
de escisidon para la escision del péptido enlazador de las cadenas A y B para formar la molécula de insulina de dos
cadenas.

Por “desB30” 0 “B(1-29)” se entiende una cadena B de insulina natural o un analogo de esta que carece del aminoécido
B30 y “A(1-21)” significa la cadena A de la insulina natural. Por lo tanto, por ejemplo, insulina humana desB30 es un
analogo de la insulina humana donde se elimina el aminoacido en la posicién 30 en la cadena B.

El término “péptido” o “polipéptido”, como se usa, por ejemplo, en el contexto de la invencion, serefiere a un compuesto
que comprende una serie de aminoacidos interconectados mediante enlaces amida (o peptidicos). En una modalidad
particular el péptido consiste en aminoéacidos interconectados mediante enlaces peptidicos.

El término "estabilidad quimica" de la preparacion de proteina, como se usa en la presente descripcion, se refiere a
cambios en la estructura covalente de la proteina que conducen a la formacion de productos de degradacion quimica
con una posible potencia biolégica menor y/o posibles propiedades inmunogénicas incrementadas en comparacion
con la estructura de la proteina nativa. Pueden formarse varios productos de degradacion quimica en dependencia del
tipo y la naturaleza de la proteina nativa y del entorno al que se expone la proteina. Frecuentemente se observan
cantidades crecientes de productos de degradacién quimica durante el almacenamiento y uso de la preparacién de
proteina. La mayoria de las proteinas tienden a la desamidacién, un proceso en donde el grupo amida de la cadena
lateral en los residuos de glutaminilo o asparaginilo se hidroliza para formar un acido carboxilico libre o los residuos
de asparaginilo para formar un derivado isoAsp. Otras vias de degradacién implican la formacién de Productos de Alto
Peso Molecular (HMWP) donde dos o mas moléculas de proteina se unen covalentemente entre si a través de, por
ejemplo, transamidacion y/o interacciones disulfuro que conducen a la formaciéon de productos de degradacion
diméricos, oligoméricos y poliméricos unidos covalentemente (Stability of Protein Pharmaceuticals, Ahern TJ &
Manning MG, Plenum Press, Nueva York 1992). La oxidacién puede mencionarse como otra variante de degradacion
quimica. La estabilidad quimica de la preparacion de proteina puede evaluarse mediante la medicién de la cantidad
de productos de degradacion quimica en varios momentos después de la exposicién a diferentes condiciones
ambientales (frecuentemente, la formacién de productos de degradacion puede acelerarse, por ejemplo, mediante el
aumento de la temperatura). Frecuentemente, la cantidad de cada producto de degradacién individual se determina
mediante la separacion de los productos de degradacién en dependencia del tamafio de la molécula, su hidrofobicidad
y/o carga mediante el uso de varias técnicas cromatograficas (por ejemplo, SEC-HPLC y/o RP-HPLC). Dado que los
productos de HMWP son potencialmente inmunogénicos y no son biolégicamente activos, los niveles bajos de HMWP
son ventajosos.

El término "estabilidad fisica" de la preparacién de insulina como se usa en la presente descripcidn se refiere a la
tendencia de la proteina a formar agregados biolégicamente inactivos y/o insolubles de la proteina como resultado de
la exposicién de la proteina a estrés termomecanico y/o su interaccidén con interfaces y superficies que son
desestabilizantes, tales como superficies e interfaces hidréfobas. La estabilidad fisica de las preparaciones acuosas
de proteinas se evalla por medio de inspeccidn visual y/o mediciones de turbidez después de exponer recipientes
adecuados (por ejemplo, cartuchos o frascos) llenos con la preparacién a estrés mecanicoffisico (por ejemplo,
agitacion) a diferentes temperaturas durante varios periodos de tiempo. La inspeccién visual de las preparaciones se
realiza con una luz enfocada nitida con un fondo oscuro. Una preparacion se clasifica como fisicamente inestable con
respecto a la agregacion de proteinas, cuando muestra turbidez visual a la luz del dia. Alternativamente, la turbidez
de la preparacién puede evaluarse mediante simples mediciones de turbidez bien conocidas por el experto. La
estabilidad fisica de las preparaciones acuosas de proteinas también puede evaluarse mediante el uso de un agente
espectroscopico o sonda del estado conformacional de la proteina. La sonda es preferentemente una molécula
pequefia que se une preferentemente a un conférmero no nativo de la proteina. Un ejemplo de una sonda
espectroscopica molecular pequefia de la estructura proteica es la tioflavina T. La tioflavina T es un colorante
fluorescente que se ha usado ampliamente para la deteccién de fibrillas amiloides. En presencia de fibrillas, y quizas
también de otras configuraciones proteicas, la tioflavina T da lugar a un nuevo maximo de excitacion a
aproximadamente 450 nm y una emisién mejorada a aproximadamente 482 nm cuando se une a una proteina en
forma de fibrilla. La tioflavina T libre es esencialmente no fluorescente en las longitudes de onda.
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El término "alta concentracion” de la preparacion de insulina, como se usa en la presente descripcion, se refiere a la
concentracién de insulina que es 200 U o superior; 1,2 mM o superior.

En una modalidad, la presente invencion se refiere a analogos de insulina humana, en donde el analogo comprende
A9GIu o A9Asp y comprende, ademas, B3Glu y/o desB30 con relacion a la insulina humana.

En un aspecto, la presente invencién se refiere a analogos de insulina humana, en donde el analogo comprende A9GIu
o A9Asp y comprende, ademas, B3Glu y/o desB30 con relacién a la insulina humana y comprende, ademas, al menos
uno de B26GIu, B27Glu y/o B28Glu.

En un aspecto, la presente invencién se refiere a analogos de insulina humana, en donde el analogo comprende A9GIu
o A9Asp y comprende, ademas, B3Glu y/o desB30 con relacidén a la insulina humana y/o comprende, ademas, al
menos uno de B26Glu, B27Glu y/o B28Glu y comprende, adicionalmente, la sustitucién A21A.

En un aspecto, la presente invencién se refiere a analogos de insulina humana, en donde el analogo es:

A9D, B3E;

A9E, B3E;

A9D, desB30;

A9E, desB30;

A9D, B3E, desB30;

A9E, B3E, desB30;

A9D, B3E, B26E;

A9E, B3E, B26E;

A9D, B26E, desB30;

A9E, B26E, desB30;

A9D, B3E, B26E, desB30;

A9E, B3E, B26E, desB30;

A9D, A21A, B3E, B26E;

A9E, A21A, B3E, B26E;

A9D, A21A, B26E, desB30;
A9E, A21A, B26E, desB30;
A9D, A21A, B3E, B26E, desB30;
A9E, A21A, B3E, B26E, desB30;
A9D, B3E, B27E;

A9E, B3E, B27E;

A9D, B27E, desB30;

A9E, B27E, desB30;

A9D, B3E, B27E, desB30;

A9E, B3E, B27E, desB30;

A9D, A21A, B3E, B27E;

A9E, A21A, B3E, B27E;

A9D, A21A, B27E, desB30;
A9E, A21A, B27E, desB30;
A9D, A21A, B3E, B27E, desB30;
A9E, A21A, B3E, B27E, desB30;
A9D, B3E, B28E;

A9E, B3E, B28E;

A9D, B28E, desB30;

A9E, B28E, desB30;

A9D, B3E, B28E, desB30;

A9E, B3E, B28E, desB30;

A9D, A21A, B3E, B28E;

A9E, A21A, B3E, B28E;

A9D, A21A, B28E, desB30;
A9E, A21A, B28E, desB30;
A9D, A21A, B3E, B28E, desB30;
A9E, A21A, B3E, B28E, desB30;
A9D, B3E, B26E, B27E;

A9E, B3E, B26E, B27E;

A9D, B26E, B27E, desB30;
A9E, B26E, B27E, desB30;
A9D, B3E, B26E, B27E, desB30;
A9E, B3E, B26E, B27E, desB30;
A9D, A21A, B3E, B26E, B27E;
A9E, A21A, B3E, B26E, B27E;
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A9D, A21A, B26E, B27E, desB30;

A9E, A21A, B26E, B27E, desB30;

A9D, A21A, B3E, B26E, B27E, desB30;
A9E, A21A, B3E, B26E, B27E, desB30;
A9D, B3E, B27E, B28E;

A9E, B3E, B27E, B28E;

A9D, B27E, B28E, desB30;

A9E, B27E, B28E, desB30;

A9D, B3E, B27E, B28E, desB30;

A9E, B3E, B27E, B28E, desB30;

A9D, A21A, B3E, B27E, B28E;

A9E, A21A, B3E, B27E, B28E;

A9D, A21A, B27E, B28E, desB30;

A9E, A21A, B27E, B28E, desB30;

A9D, A21A, B3E, B27E, B28E, desB30;
A9E, A21A, B3E, B27E, B28E, desB30;
A9D, B3E, B26E, B28E;

A9E, B3E, B26E, B28E;

A9D, B26E, B28E, desB30;

A9E, B26E, B28E, desB30;

A9D, B3E, B26E, B28E, desB30;

A9E, B3E, B26E, B28E, desB30;

A9D, A21A, B3E, B26E, B28E;

A9E, A21A, B3E, B26E, B28E;

A9D, A21A, B26E, B28E, desB30;

A9E, A21A, B26E, B28E, desB30;

A9D, A21A, B3E, B26E, B28E, desB30;
A9E, A21A, B3E, B26E, B28E, desB30;
A9D, B3E, B26E, B27E, B28E;

A9E, B3E, B26E, B27E, B28E;

A9D, B26E, B27E, B28E, desB30;

A9E, B26E, B27E, B28E, desB30;

A9D, B3E, B26E, B27E, B28E, desB30;
A9E, B3E, B26E, B27E, B28E, desB30;
A9D, A21A, B3E, B26E, B27E, B28E;
A9E, A21A, B3E, B26E, B27E, B28E;
A9D, A21A, B26E, B27E, B28E, desB30;
A9E, A21A, B26E, B27E, B28E, desB30;
A9D, A21A, B3E, B26E, B27E, B28E, desB30; o
A9E, A21A, B3E, B26E, B27E, B28E, desB30.

En un aspecto, la presente invencién se refiere a analogos de insulina humana, en donde el analogo es:

A9E, B3E, B26E;

A9E, B3E, B27E, B28E;

A9E, B3E, B26E, desB30;

A9E, B3E, B27E, B28E, desB30;
A9D, B3E, B26E, desB30; o
A9E, A21A, B3E, B26E, desB30.

En un aspecto, la presente invencion se refiere a analogos de insulina humana, en donde el andlogo es ASE, B3E,
B26E, desB30.

En un aspecto, la presente invencion se refiere a analogos de insulina humana, en donde el andlogo es ASE, B3E,
B27E, B28E, desB30.

Indicaciones farmacéuticas
Diabetes

El término “diabetes” o “diabetes mellitus” incluye diabetes tipo 1, diabetes tipo 2, diabetes gestacional (durante el
embarazo) y otros estados que provocan hiperglucemia. El término se usa para un trastorno metabdlico en el que el
pancreas produce cantidades insuficientes de insulina, o en el que las células del cuerpo no responden
adecuadamente a la insulina, lo que impide, por lo tanto, que las células absorban glucosa. Como resultado, la glucosa
se acumula en la sangre.
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La diabetes tipo 1, también llamada diabetes mellitus insulinodependiente (IDDM) y diabetes juvenil, es provocada por
la destruccion de las células B, lo que conduce usualmente a una deficiencia absoluta de insulina.

La diabetes tipo 2, también conocida como diabetes mellitus no insulinodependiente (NIDDM) y diabetes de comienzo
en el adulto, se asocia con laresistencia predominante a la insulina y, por lo tanto, con la deficiencia relativa de insulina
y/o con un defecto predominantemente en la secrecion de insulina con resistencia a la insulina.

Métodos de Sintesis

Los analogos de insulina de la invencidn pueden obtenerse mediante métodos convencionales para la preparacion de
analogos de insulina y, en particular, los métodos descritos en los ejemplos de trabajo.

Actividad Biolégica

Los analogos de insulina de la invencion son de accién rapida.

Todos los analogos de insulina de la invencién poseen afinidades por el receptor de insulina adecuadas para activar
el receptor de insulina con el fin de brindar la respuesta glucémica necesaria, es decir, poder reducir la glucosa en
sangre en animales y seres humanos. Como medida de la actividad funcional (agonista) de las insulinas de la

invencion, se demuestra la actividad de lipogénesis en adipocitos de rata.

Se ha encontrado que los andlogos de insulina de la invencion tienen una relacidon de afinidad (IR/IGF-1R) equilibrada
entre el receptor de insulina (IR) y el receptor del factor de crecimiento similar a la insulina 1 (IGF-1R).

En un aspecto, la insulina de la invencién tiene una relacién IR/IGF-1R superior a 1; superior a 1,5; o superior a 2.

En una modalidad, el analogo de insulina humana de la invencién tiene la capacidad de reducir los niveles de glucosa
en sangre.

En una modalidad, el anélogo de insulina humana de la invencién activa el receptor de insulina.

En una modalidad, el anélogo de insulina humana de la invencién reduce la glucosa en sangre.

En una modalidad, el anélogo de insulina humana de la invencién tiene propiedades de autoasociacion reducidas.
En una modalidad, el anélogo de insulina humana de la invencién es monomérico.

En un aspecto, la invencidn proporciona analogos de insulina novedosos para usar como medicamentos o para usar
en la fabricacion de medicamentos o composiciones farmacéuticas. El analogo de insulina de la invencidon puede ser
util en particular como medicamentos para el tratamiento de trastornos metabdlicos que incluyen diabetes,
particularmente diabetes tipo 1y diabetes tipo 2.

Composiciones Farmacéuticas

La presente invencion se refiere a analogos de insulina Utiles como medicamentos o para la fabricacion de una
composicién farmacéutica/medicamento.

Por lo tanto, en otro aspecto, la invencién proporciona composiciones farmacéuticas novedosas que comprenden una
cantidad con eficacia terapéutica de un analogo de insulina de acuerdo con la presente invencién.

La composicién farmacéutica de acuerdo con la invenciéon comprende opcionalmente uno o mas excipientes
farmacéuticamente aceptables. La composicion farmacéutica de la presente invencidn puede comprender, ademas,
otros excipientes usados comuUnmente en composiciones farmacéuticas, por ejemplo, conservantes, agentes
quelantes, agentes de tonicidad, potenciadores de la absorcion.

En una modalidad de la invencién, la composicion farmacéutica de la invencién es una preparacion acuosa, es decir,
una preparacién que comprende agua. Tipicamente, tal preparacién es una solucién. En una modalidad adicional de
la invencion adicional, la composicion farmacéutica es una solucién acuosa.

El término "preparaciéon acuosa" se define como una preparacion que comprende al menos 50 % p/p de agua.
Igualmente, el término "solucidn acuosa” se define como una solucién que comprende al menos 50 % p/p de agua.

En una modalidad de la invencion, la preparacién de insulina comprende una solucién acuosa de un analogo de
insulina de la presente invencién, en donde dicho andlogo de insulina esta presente en una concentracién de
aproximadamente 0,1 mM a aproximadamente 20,0 mM; mas particularmente de aproximadamente 0,2 mM a
aproximadamente 6,0 mM; de aproximadamente 0,3 mM a aproximadamente 4,0 mM; de aproximadamente 0,6 mM
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a aproximadamente 3,6 mM. En una modalidad, el analogo de insulina de la presente invencién esta en una
concentracién de aproximadamente 0,6 mM a aproximadamente 3,0 mM. En una modalidad, el analogo de insulina
de la presente invencion esta en una concentracién de aproximadamente 0,6 mM. En una modalidad, el analogo de
insulina de la presente invencion esta en una concentraciéon de aproximadamente 1,2 mM. En una modalidad, el
analogo de insulina de la presente invencidn esta en una concentracién de aproximadamente 1,8 mM. En una
modalidad, el analogo de insulina de la presente invencidn esta en una concentracién de aproximadamente 2,4 mM.
En una modalidad, el anélogo de insulina de la presente invencién esté en una concentracion de aproximadamente 3
mM. En una modalidad, el analogo de insulina de la presente invencidén estd en una concentracion de
aproximadamente 3,6 mM.

En una modalidad, el analogo de insulina de la presente invencidn esta en una concentracién de aproximadamente
100 U a aproximadamente 600 U. En una modalidad, el analogo de insulina de la presente invencidén esta en una
concentracion de aproximadamente 100 U. En una modalidad, el anélogo de insulina de la presente invencioén esta en
una concentracion de aproximadamente 200 U. En una modalidad, el andlogo de insulina de la presente invenciéon
esta en una concentracién de aproximadamente 300 U. En una modalidad, el analogo de insulina de la presente
invencién esta en una concentracidon de aproximadamente 400 U. En una modalidad, el analogo de insulina de la
presente invencién esta en una concentracién de aproximadamente 500 U. En una modalidad, el analogo de insulina
de la presente invencidn esta en una concentracién de aproximadamente 600 U.

La composicion farmacéutica de la presente invencién puede comprender, ademas, un sistema tampdn. En una
modalidad, la concentraciéon de tampén esta en el intervalo de aproximadamente 0,1 mM a 20 mM. Aun en otra
modalidad, la concentracién de dicho tampén esta en el intervalo de 0,1 mM a aproximadamente 10 mM, o de
aproximadamente 0,1 mM a aproximadamente 8 mM, de aproximadamente 1 mM a aproximadamente 8 mM, o de
aproximadamente 2 mM a aproximadamente 8 mM o de 3 mM a 7 mM. En una modalidad de la invencién, el tampén
es un tampon fosfato. En una modalidad de la presente invencién, la concentracion del tampén fosfato es 3 mM. En
una modalidad de la invencién, el tampon es Tris. En una modalidad de la presente invencién, la concentracién del
tampoén Tris es 7 mM.

En una modalidad, la composicién farmacéutica de la presente invencién puede no comprender un tampén.

El pH de la composicién farmacéutica inyectable de la invencidn esta en el intervalo de 3 a 8,5. Preferentemente, la
composicion farmacéutica inyectable de acuerdo con la invencién tiene un pH en el intervalo de aproximadamente 7,0
a aproximadamente 8,0. En una modalidad de la invencién, el pH esta en el intervalo de aproximadamente 7,2 a
aproximadamente 7,8, o de 7,4 a 7,6. En una modalidad de la invencién, el pH es 7,0. En una modalidad de la
invencién, el pH es 7,2. En una modalidad de la invencién, el pH es 7,4. En una modalidad de la invencién, el pH es
7,6. En una modalidad de la invencion, el pH es 7,8. En una modalidad de la invencion, el pH es 8,0.

Las preparaciones de insulina de la presente invencién pueden comprender, ademas, un agente de tonicidad.

En una modalidad de la invencién, el agente de tonicidad es glicerol y/o propilenglicol y/o cloruro de sodio que puede
estar presente en una concentracién de 0 a aproximadamente 250 mM, desde 0 a aproximadamente 200 mM o desde
0 a aproximadamente 100 mM. En una modalidad, el agente de tonicidad puede estar presente en una concentracion
de aproximadamente 230 mM. En una modalidad, el agente de tonicidad puede estar presente en una concentracion
de 233 mM. En una modalidad, el agente de tonicidad puede estar presente en una concentracién de 230 mM. En una
modalidad, el agente de tonicidad puede estar presente en una concentracion de aproximadamente 200 mM. En una
modalidad, el agente de tonicidad puede estar presente en una concentracion de 200 mM. En una modalidad, el agente
de tonicidad puede estar presente en una concentracion de aproximadamente 195 mM. En una modalidad, el agente
de tonicidad puede estar presente en una concentracion de 195 mM. En una modalidad, el agente de tonicidad puede
estar presente en una concentracion de aproximadamente 185 mM. En una modalidad, el agente de tonicidad puede
estar presente en una concentracion de 185 mM. En una modalidad, el agente de tonicidad puede estar presente en
una concentracion de aproximadamente 165 mM. En una modalidad, el agente de tonicidad puede estar presente en
una concentracion de 163 mM. En una modalidad, el agente de tonicidad puede estar presente en una concentracion
de 130 mM. En una modalidad, el agente de tonicidad puede estar presente en una concentracion de
aproximadamente 100 mM. En una modalidad, el agente de tonicidad puede estar presente en una concentracion de
103 mM.

Las preparaciones de insulina de la presente invencién pueden comprender, ademas, un conservante
farmacéuticamente aceptable. El conservante puede estar presente en una cantidad suficiente para obtener un efecto
conservante. La cantidad de conservante en una composicion farmacéutica de la invencién puede determinarse, por
ejemplo, a partir de la bibliografia en el campo y/o la cantidad(es) conocida(s) de conservante en, por ejemplo,
productos comerciales. Cada uno de estos conservantes especificos o sus mezclas constituyen una modalidad de la
invencién alternativa. El uso de un conservante en preparaciones farmacéuticas se describe, por ejemplo, en
Remington: The Science and Practice of Pharmacy, 19na Edicién, 1995.

En una modalidad de la invencién, la composicién farmacéutica inyectable comprende al menos un compuesto fendlico
como agente conservante. En una modalidad, el compuesto fenélico para usar de acuerdo con la invencidén puede
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estar presente en hasta aproximadamente 6 mg/ml de la composicién farmacéutica inyectable final, en particular hasta
aproximadamente 4 mg/ml de la composicién farmacéutica inyectable final. En una modalidad, el compuesto fendlico
para usar de acuerdo con la invencion puede estar presente en una cantidad de hasta aproximadamente 4,0 mg/ml
de composicién farmacéutica inyectable final, en particular de aproximadamente 0,5 mg/ml a aproximadamente 4,0
mg/ml; o de aproximadamente 0,6 mg/ml a aproximadamente 4,0 mg/ml. En una modalidad de la invencién, el
conservante es fenol. En una modalidad de la invencién, la composicidon farmacéutica inyectable comprende una
mezcla de fenol y m-cresol como agente conservante. En una modalidad de la invencion, la composicion farmacéutica
inyectable comprende fenol a aproximadamente 16 mM (1,5 mg/ml) y m-cresol a aproximadamente 16 mM (1,72
mg/ml). En una modalidad de la invencién, la composicion farmacéutica inyectable comprende fenol a
aproximadamente 19 mM (1,79 mg/ml) y m-cresol a aproximadamente 19 mM (2,05 mg/ml).

La composicion farmacéutica de la presente invencion puede comprender, ademas, un agente quelante. En un
aspecto, la composicion farmacéutica de la presente invencidén puede no comprender un agente quelante. El experto
en latécnica conoce bien el uso de un agente quelante en preparaciones farmacéuticas. Por conveniencia, se hace
referencia a Remington: The Science and Practice of Pharmacy, 19na Edicion, 1995.

La composicién farmacéutica de la presente invencién puede comprender, ademas, un potenciador de la absorcioén.
El grupo de potenciadores de la absorcion puede incluir, pero no se limita a, compuestos nicotinicos.

En una modalidad de la invencion, la composicién farmacéutica comprende un compuesto nicotinico. En una
modalidad, el compuesto nicotinico es nicotinamida, y/o acido nicotinico y/o una sal de estos. En otra modalidad, el
compuesto nicotinico es nicotinamida. En otra modalidad de la invencién, el compuesto nicotinico esté presente en la
cantidad de aproximadamente 0 mM a aproximadamente 200 mM; en particular en la cantidad de aproximadamente
10 mM a aproximadamente 200 mM, tal como aproximadamente 10 mM, aproximadamente 20 mM, aproximadamente
40 mM, aproximadamente 170 mM.

En una modalidad, la composicién farmacéutica de la presente invencién no comprende un compuesto nicotinico.

En una modalidad de la invencién, la composicién farmacéutica comprende citrato en una concentracion desde 1 mM
a 50 mM. Debe entenderse que el término citrato incluye la sal citrato asi como también el acido citrico. En una
modalidad de la invencién, la composicion farmacéutica comprende citrato en una concentracién desde 5 mM a 20
mM. En una modalidad de la invencién, el citrato esta presente en una concentraciéon de 5 mM. En una modalidad de
la invencidn, el citrato esta presente en una concentracion de 10 mM. En una modalidad de la invencion, el citrato esta
presente en una concentracién de 15 mM. En una modalidad de la invencion, el citrato esta presente en una
concentracion de 20 mM.

En una modalidad de la invencion, la composicion farmacéutica comprende nicotinamida y citrato. En una modalidad
de la invencion, la composicion farmacéutica comprende una combinacién de nicotinamida y citrato, donde la
nicotinamida esta presente en la cantidad de aproximadamente 5 mM a aproximadamente 200 mM, en particular en
la cantidad de aproximadamente 20 mM a aproximadamente 200 mM, tal como aproximadamente 10 mM,
aproximadamente 20 mM, aproximadamente 40 mM, aproximadamente 170 mM y el citrato esté presente en un
intervalo de concentracién de 5 mM a 20 mM, en particular en una concentracion de aproximadamente 5 mM,
aproximadamente 10 mM, aproximadamente 15 mM, aproximadamente 20 mM. En una modalidad de la invencioén, la
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nicotinamida 100 mM y citrato 10 mM. En una modalidad de la invencién, la
nicotinamida 120 mM y citrato 10 mM. En una modalidad de la invencién, la
nicotinamida 140 mM y citrato 10 mM. En una modalidad de la invencién, la
nicotinamida 160 mM y citrato 10 mM. En una modalidad de la invencién, la
composicién farmacéutica comprende nicotinamida 170 mM vy citrato 10 mM.
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En una modalidad, una composicién farmacéutica comprende aproximadamente 0,6 a aproximadamente 3,6 mM del
analogo de insulina A9E, B3E, B26E, desB30 o A9E, B3E, B27E, B28E, desB30 y comprende, ademas, fenol de
aproximadamente 0,6 mg/ml a aproximadamente 4 mg/ml, m-cresol de aproximadamente 0,6 mg/ml a
aproximadamente 4 mg/ml, glicerol de aproximadamente 0 a aproximadamente 250 mM, Tris o fosfato de
aproximadamente 0,1 mM a aproximadamente 20 mM, nicotinamida de aproximadamente 0 mM y tiene un valor de
pH de aproximadamente 7,0 a aproximadamente 8,0.

En una modalidad, una composicién farmacéutica comprende aproximadamente 0,6 a aproximadamente 3,6 mM del
analogo de insulina A9E, B3E, B26E, desB30 o A9E, B3E, B27E, B28E, desB30 y comprende, ademas, fenol de
aproximadamente 0,6 mg/ml a aproximadamente 4 mg/ml, m-cresol de aproximadamente 0,6 mg/ml a
aproximadamente 4 mg/ml, glicerol de aproximadamente 0 a aproximadamente 250 mM, Tris o fosfato de
aproximadamente 0,1 mM a aproximadamente 20 mM, nicotinamida de aproximadamente 40 mM y tiene un valor de
pH de aproximadamente 7,0 a aproximadamente 8,0.

En una modalidad, una composicién farmacéutica comprende aproximadamente 0,6 a aproximadamente 3,6 mM del
analogo de insulina A9E, B3E, B26E, desB30 o A9E, B3E, B27E, B28E, desB30 y comprende, ademas, fenol de
aproximadamente 0,6 mg/ml a aproximadamente 4 mg/ml, m-cresol de aproximadamente 0,6 mg/ml a
aproximadamente 4 mg/ml, glicerol de aproximadamente 0 a aproximadamente 250 mM, Tris o fosfato de
aproximadamente 0,1 mM a aproximadamente 20 mM, nicotinamida de aproximadamente 20 mM, citrato de
aproximadamente 10 mM y tiene un valor de pH de aproximadamente 7,0 a aproximadamente 8,0.

La composicién farmacéutica de la invencién puede comprender, ademas, una cantidad de una base aminoacidica
suficiente para disminuir la formacién de agregados por el polipéptido o proteina durante el almacenamiento de la
composicién. El término "base aminoacidica" se refiere a un aminoacido o una combinacién de aminoacidos, donde
cualquier aminoéacido dado esta presente en su forma de base libre o en su forma de sal.

La invencién se refiere, ademas, a un método para la preparacion de tales preparaciones de insulina.

Las preparaciones de insulina de esta invencion pueden prepararse mediante el uso de cualquiera de los diversos
métodos reconocidos. Por ejemplo, las preparaciones pueden prepararse mediante la mezcla de una solucién acuosa
de excipientes con una solucidén acuosa del analogo de insulina, después de lo cual el pH se ajusta a un nivel deseado
y la mezcla se completa hasta el volumen final con agua seguido de filtracién estéril.

En una modalidad, el anélogo de insulina de la invencién es monomérico en una composicion farmacéutica.

En una modalidad, el andlogo de insulina de la invencion tiene propiedades de autoasociacién reducidas en una
composicién farmacéutica.

En una modalidad, el analogo de insulina de la invencién es quimicamente estable en una composicién farmacéutica.
En una modalidad, el anélogo de insulina de la invencién es fisicamente estable en una composicion farmacéutica.
En una modalidad, el analogo de insulina de la invenciéon es quimica y fisicamente estable en una composicién

farmacéutica.

En una modalidad, el andlogo de insulina de la invencién es monomérico y fisicamente estable en una composicién
farmacéutica.

En una modalidad, el analogo de insulina de la invencién es monomérico y quimicamente estable en una composicién
farmacéutica.

En una modalidad, el analogo de insulina de la invencién es monomérico y quimica y fisicamente estable en una
composicién farmacéutica.

En una modalidad, el analogo de insulina de la invencién es monomérico y quimica y fisicamente estable en una
composicién farmacéutica incluso a una alta concentracion.

En una modalidad, las velocidades de absorciéon de los analogos de insulina de la invencidn son mas répidas en
comparacion con Fiasp®.

En una modalidad de la invencién, esta diferencia permitira mejorar atin mas el algoritmo de dosificaciéon de insulina
para el sistema de lazo cerrado para aumentar el tiempo en el intervalo (es decir, el tiempo en que la glucosa en
sangre del paciente esta en el intervalo saludable).

Composiciones Farmacéuticas Libres de Zinc
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Las preparaciones de insulina comprenden tradicionalmente zinc afiadido, por ejemplo, como sal de cloruro o acetato
para obtener una estabilidad aceptable de la preparaciéon farmacéutica. Sin embargo, se ha descubierto
sorprendentemente que los anélogos de insulina de la invencién, al tiempo que mantienen una autoasociacion
reducida, suficiente estabilidad quimica y fisica, pueden formularse en composiciones farmacéuticas con alta
concentracién de insulina pero sin la adicidén de zinc, para brindar de esta manera un inicio de la accién mas rapido
que los analogos de insulina comparables que necesitan iones Zn2+ para mantener suficiente estabilidad quimica y
fisica. Las composiciones libres de zinc se absorben mas rapidamente del tejido subcutaneo y, por lo tanto, permiten
el uso prandial.

Sin embargo, siempre que puedan proporcionarse excipientes libres de zinc, los analogos de insulina de la presente
invencién permiten de hecho la preparacién de composiciones farmacéuticas libres de zinc. Por lo tanto, en un aspecto,
lainvencién proporciona "composiciones farmacéuticas libres de zinc" que comprenden un analogo de insulina de la
invencién y uno o mas excipientes farmacéuticamente aceptables, desprovistos de cualquier zinc o sin iones de zinc
afiadidos.

El analogo de insulina de la presente invencién aumenta la estabilidad quimica y fisica de las composiciones
farmacéuticas formuladas sin adicién de iones de zinc y sin surfactantes afiadidos.

En una modalidad, la composicién farmacéutica de la presente invencién esta libre de zinc.

En una modalidad, la composicién farmacéutica que comprende el analogo de insulina de la invencion esta libre de
zinc.

En una modalidad, el anélogo de insulina de la invencién es monomérico en una composicién farmacéutica libre de
zinc.

En una modalidad, el analogo de insulina de la invencién es quimicamente estable en una composicién farmacéutica
libre de zinc.

En una modalidad, el analogo de insulina de la invencién es fisicamente estable en una composicion farmacéutica
libre de zinc.

En una modalidad, el analogo de insulina de la invenciéon es quimica y fisicamente estable en una composicién
farmacéutica libre de zinc.

En una modalidad, el analogo de insulina de la invencién es monomérico y quimica y fisicamente estable en una
composicién farmacéutica libre de zinc.

En una modalidad, el analogo de insulina de la invencién es monomérico y quimica y fisicamente estable, incluso a
alta concentracién, en una composicion farmacéutica libre de zinc.

Métodos de administracién
La composicion farmacéutica de la invencién puede administrarse mediante métodos convencionales.

La administracién parenteral puede realizarse mediante inyeccién subcutanea, intramuscular, intraperitoneal o
intravenosa por medio de una jeringa, opcionalmente una jeringa tipo pluma. Alternativamente, la administracion
parenteral puede realizarse por medio de una bomba de infusién. Como una opcién adicional, las preparaciones de
insulina que contienen el compuesto de insulina de la invencién pueden adaptarse, ademas, a la administracion
transdérmica, por ejemplo, mediante inyeccién sin aguja o a partir de un parche de microagujas, opcionalmente un
parche iontoforético o administracién transmucosal, por ejemplo, bucal.

La composicién farmacéutica de la invencién puede administrarse a un paciente que necesita de tal tratamiento en
varios sitios, por ejemplo, en sitios tépicos, por ejemplo, en sitios de la piel y las mucosas, en sitios que no necesitan
de la absorcion, por ejemplo, la administracién en una arteria, en una vena, en el corazén y en sitios que implican la
absorcién, por ejemplo, administracién en la piel, debajo de la piel, en un masculo o en el abdomen.

La composicién farmacéutica de la invencion puede usarse en el tratamiento de la diabetes mediante administracién
parenteral. La dosis real depende de |la naturaleza y de la gravedad de la enfermedad que se trata y queda a criterio
del médico y puede variarse mediante el ajuste de la dosificacién a las circunstancias particulares de esta invencion
para producir el efecto terapéutico conveniente. Las composiciones farmacéuticas de la invencién también pueden
prepararse para usar en varios dispositivos médicos normalmente usados para la administracion de insulina, que
incluyen los dispositivos tipo pluma usados para la terapia con insulina mediante inyeccién, la terapia de infusion
continua de insulina subcutanea mediante el uso de bombas.
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En una modalidad, la composicion farmacéutica de la invencion se formula en un dispositivo tipo pluma para usar en
|a terapia con insulina mediante inyeccion.

En una modalidad, la composicién farmacéutica de la invencién se formula en una bomba externa para la
administracién de insulina.

En una modalidad, la composicion farmacéutica de la invencién se formula en una bomba de insulina para la
administracién de insulina.

En una modalidad, la composiciéon farmacéutica de la invenciéon es adecuada para una bomba de insulina para la
administracién de insulina.

En una modalidad, la composicién farmacéutica de la invencién es adecuada para una bomba de insulina que puede
contener analogos de insulina equivalentes a 100-600 U de insulina humana.

Métodos de Terapia

La presente invencidén se refiere a farmacos para su uso terapéutico. Mas especificamente, la invencién se refiere al
uso de analogos de insulina de la invencién para el tratamiento o prevencién de afecciones médicas relacionadas con
la diabetes.

En otra modalidad, la invencién se refiere al uso de tales analogos de insulina para el tratamiento, prevencién o alivio
de enfermedades, trastornos o afecciones relacionadas con la diabetes, diabetes tipo 1, diabetes tipo 2 o intolerancia
a la glucosa, cuyo método comprende la administraciéon a un sujeto que lo necesite de una cantidad con eficacia
terapéutica de los analogos de insulina de la invencién.

En otra modalidad, la invencién se refiere al uso de tales analogos de insulina para el tratamiento, prevencion o alivio
de enfermedades, trastornos o afecciones relacionadas con la diabetes y, en particular, la diabetes tipo 1 o diabetes
tipo 2.

Ejemplos
Materiales y métodos
Lista de abreviaturas

ACN - Acetonitrilo

ALP — proteasa de Achromobacter lyticus

AUC - Area bajo la curva

Péptido C — péptido enlazador

DCM - diclorometano

DIC — diisopropilcarbodiimida;

DIPEA = DIEA — N,N-diisopropiletilamina

DMF — N,N-dimetilformamida

DMSO - dimetilsulféxido

Fmoc — fluorenilmetiloxicarbonilo

Glu (gGlu) — gamma L-glutamilo

HFIP - Hexafluoro-2-propanol

HPLC- cromatografia liquida de alto rendimiento

IR —receptor de insulina

IGF-1R — receptor del factor de crecimiento 1 similar a insulina

LC — cromatografia liquida

MALDI-TOF — desorcidn/ionizacion laser asistida por matriz con detector de tiempo de vuelo
MS — espectrometria de masas

NMP — N-metilpirrolidona

PAL - Enlazador amida peptidico

PCR - reaccién en cadena de la polimerasa

PD — farmacodinamica (efecto reductor de la glucosa en sangre/plasma)
PK — farmacodinamica (perfil de concentraciones de insulina en sangre/plasma vs. tiempo)
RT — temperatura ambiente

tBu —terc-butilo

TFA — &cido trifluoroacético; y

TRIS — tris (hidroximetil) aminometano.

Métodos Generales de Preparacion
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Procedimiento general (A)
Sintesis en fase sdlida y purificaciéon de analogos de la invencion

Un procedimiento general para la sintesis en fase soélida y la purificacién de los anélogos de insulina de la invencién
se describe en detalle mas abajo y se ha aplicado a la sintesis de compuestos adicionales como se indica mas abajo.

Las cadenas Ay B de lainsulina se prepararon en un sintetizador de péptidos Prelude mediante el uso de un método
general de acoplamiento de péptidos en fase sélida basado en Fmoc.

Resinas usadas:

Fmoc-Thr(OtBu)-Wang; y Fmoc-Asp-OtBu acoplado a resina PAL.

Los aminoacidos (enumerados mas abajo) y la oxima se disolvieron en DMF a una concentracién de 0,3 M:
Fmoc-Ala-OH; Fmoc-Arg(Pbf)-OH; Fmoc-Asn(Trt)-OH; Fmoc-Asp(OtBu)-OH; Fmoc-Cys(Trt)-OH; Fmoc-GIn(Trt)-OH,;
Fmoc-Glu(OtBu)-OH; Fmoc-Gly-OH; Fmoc-His(Trt)-OH; Fmoc-lle-OH; Fmoc-Leu-OH; Fmoc-Lys(Boc)-OH; Fmoc-Met-
OH; Fmoc-Phe-OH; Fmoc-Pro-OH; Fmoc-Ser(tBu)-OH; Fmoc-Thr(tBu)-OH; Fmoc-Trp(Boc)-OH; Fmoc-Tyr(tBu)-OH; y
Fmoc-Val-OH.

Aminoacidos especiales/no naturales: Boc-Phe-OH; Boc-Gly-OH; y Fmoc-Cys(Acm)-OH.

Procedimiento

Escala: 0,25 mmol.

Las condiciones de acoplamiento estandar usadas en las resinas fueron: 8 eq de aminoacidos, DIC, colidinay oxima
(etil (hidroxiimino)cianoacetato) en NMP durante 1 hora, en el caso de Fmoc-Arg(Pbf)-OH, se usd un protocolo de
doble acoplamiento (2x1h).

Las condiciones de desproteccion estandar usadas fueron: piperidina al 20 % en NMP (2x 5,5 ml durante 2x 7,5 min
0 2x 10 min), seguido de lavado con NMP y DCM.

Formacién del disulfuro AGC-A11C

La resina se traté durante 15 min con una solucion de yodo al 0,5 % en DCM/HFIP (30 ml de mezcla 1:1). Después
de eliminar el solvente por filtracion, la resina se lavé con DCM (3x20 ml) y se secd en corriente de nitrégeno.

Escisidon de la cadena A de la resina y activacion de A20-Cys como S-S-Piridilo

La resina se traté con una solucién de TFA (30 ml), triisopropilsilano (1 ml), agua (0,75 ml) y ditiodipiridina (0,75 g)
durante 3 h, y después se recolecté el filtrado y se afiadié a 150 ml de éter (dividido en 6 tubos NUNC de plastico)
para precipitar el péptido. Los tubos se centrifugaron a 3500 rpm durante 3 min, la capa de éter se decanté y esta
etapa con éter se repitidé 3 veces mas. El material crudo se combiné y se dejé secar durante la noche a RT para obtener
el péptido de cadena A deseado.

Escisién de la cadena B de la resina

La resina se traté con una solucién de TFA (30 ml), triisopropilsilano (1 ml), agua (0,75 ml) y ditiotreitol (0,5 g) durante
3 h, y después se recolect6 el filtrado y se afiadié a éter (150 ml, dividido en 6 tubos NUNC de plastico) para precipitar
el péptido. Los tubos se centrifugaron a 3500 rpm durante 3 min, la capa de éter se decant6 y esta etapa con éter se
repitié 3 veces mas. Se dej6 secar el material crudo durante la noche a RT para obtener el péptido de cadena B
deseado.

Formacién del disulfuro A20C-B19C

A una mezcla de cadena A (0,33 g) y cadena B (0,33 g) se le afiadié DMSO (8 ml) y DIPEA (1 ml) y la mezcla se agitd
durante 20 min, después se afiadié gota a gota con agitaciéon a 140 ml de solucién tampén neutra (agua, TRIS (10
mM), sulfato de amonio (15 mM), acetonitrilo al 20 %) hasta un volumen total de aproximadamente 150 ml.

Después la mezcla se purificé por cromatografia de fase inversa mediante el uso de la siguiente configuracion

» Columna Phenomenex Gemini 5 uM 5u C18 110 A 30x250 mm, que funciona a 20 ml/min de 10 % B a 60 % B

durante 40 min
* Eluyente A=TRIS 10 mM, sulfato de amonio 15 mM, pH=7,3, ACN al 20 % en agua milliQ
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* Eluyente B=agua milliQ al 20 % en acetonitrilo
Las fracciones puras se combinaron, se congelaron instantaneamente y se liofilizaron.
Formacién del disulfuro A7C-B7C

El intermediario liofilizado de la etapa anterior se volvié a disolver en 5 ml de DMSO. Se afiadié acido acético (20 ml)
y agua (4 ml), seguido de yodo en AcOH (3 ml de 40 mM)

Después de un tiempo total de reaccion de 20 min, la reaccion se inactivé con ascorbato de sodio 1 M y después se
afladié a una solucién agitada de agua (90 ml).

Después la mezcla se purificé por cromatografia de fase inversa mediante el uso de la siguiente configuracion

» Columna Phenomenex Gemini 5 uM 5u C18 110 A 30x250mm, que funciona a 20 ml/min de 10 % B a 45 % B
durante 40 min

* Eluyente A=TFA al 0,1 % en agua milliQ

* Eluyente B=TFA al 0,1 % en acetonitrilo

Las fracciones puras se combinaron, se congelaron instantaneamente y se liofilizaron para obtener el producto
deseado.

Procedimiento general (B)
Expresién y purificacién del analogo de insulina
Expresién del analogo de insulina en S. cerevisiae

El andlogo de insulina, es decir, los analogos de insulina no acilados de dos cadenas, para usar de acuerdo con la
invencién se produjeron de forma recombinante mediante la expresién de una secuencia de ADN que codifica el
analogo de insulina en cuestiéon en una célula hospedadora adecuada mediante técnicas bien conocidas, por ejemplo,
como se describe en el documento US 6500645. El analogo de insulina se expresa directamente o como una molécula
precursora que puede tener una extensién N-terminal en la cadena B y/o un péptido enlazador (péptido C) entre la
cadena By la cadena A. Esta extension N-terminal y el péptido C se escinden in vitro con una proteasa adecuada, por
ejemplo, la proteasa de Achromobacter lyticus (ALP) o tripsina y, por lo tanto, tendran un sitio de escisién junto a la
posicién B1y A1, respectivamente. Las extensiones N-terminales y los péptidos C del tipo adecuado para usar de
acuerdo con esta invencién se describen, por ejemplo, en los documentos US 5395922, EP 765395 y WO 9828429,

La secuencia polinucleotidica que codifica el precursor del andlogo de insulina para usar de acuerdo con la invenciéon
puede prepararse por sintesis mediante métodos establecidos, por ejemplo, el método de fosfoamidita descrito por
Beaucage y otros (1981) Tetrahedron Letters 22 1859-1869, o el método descrito por Matthes y otros (1984) EMBO
Journal 3 801-805. De acuerdo con el método de fosfoamidita, los oligonucleétidos se sintetizan, por ejemplo, en un
sintetizador automatico de ADN, se purifican, se hibridan y se ligan para formar la construccién de ADN sintético. Una
forma actualmente preferida de preparar la construccién de ADN es mediante la reaccién en cadena de la polimerasa
(PCR).

El método recombinante hara uso tipicamente de un vector que es capaz de replicarse en el microorganismo o célula
hospedadora seleccionados y que porta una secuencia polinucleotidica que codifica el precursor del analogo de
insulina para usar de acuerdo con la presente invencién. El vector recombinante puede ser un vector de replicacion
auténoma, es decir, un vector que existe como una entidad extracromosémica, cuya replicacién es independiente de
la replicacion cromosémica, por ejemplo, un plasmido, un elemento extracromosdmico, un minicromosoma o un
cromosoma artificial. El vector puede contener cualquier medio para garantizar la autorreplicacion. Alternativamente,
el vector puede ser uno que, cuando se introduce en la célula hospedadora, se integra en el genoma y se replica junto
con los cromosomas en los que se ha integrado. Ademas, puede usarse un solo vector o plasmido o dos o mas
vectores o plasmidos que juntos contienen el ADN total a introducir en el genoma de la célula hospedadora o puede
usarse un transposon. El vector puede ser un plasmido lineal o circular cerrado y, preferentemente, contendra unos
elementos que permitan la integracion estable del vector en el genoma de la célula hospedadora o la replicacion
auténoma del vector en la célula independientemente del genoma.

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

El vector puede contener uno o mas marcadores de seleccion, que permitan una facil seleccién de las células

transformadas. Un marcador de seleccion es un producto génico, que proporciona resistencia a biocidas o virus,
resistencia a metales pesados, prototrofia a auxétrofos y similares. Ejemplos de marcadores de seleccién bacterianos
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son los genes dal de Bacillus subtilis o Bacillus licheniformis o marcadores que confieren resistencia a antibidticos
tales como resistencia a ampicilina, kanamicina, cloranfenicol o tetraciclina. Los marcadores de seleccién para usar
en una célula hospedadora de hongo filamentoso incluyen amdS (acetamidasa), argB (ornitina carbamoiltransferasa),
pyrG (orotidina-5'-fosfato descarboxilasa) y trpC (antranilato sintasa). Los marcadores adecuados para las células
hospedadoras de levadura son ADE2, HIS3, LEU2, LYS2, MET3, TRP1 y URA3. Un marcador de seleccién muy
adecuado para la levadura es el gen de TPI de Schizosaccharomyces pompe (Russell (1985) Gene 40 125-130).

En el vector, la secuencia polinuclectidica se conecta operativamente a una secuencia promotora adecuada. El
promotor puede ser cualquier secuencia de &cido nucleico que muestre actividad transcripcional en la célula
hospedadora de eleccién, que incluye promotores mutantes, truncados e hibridos y puede obtenerse de genes que
codifican polipéptidos extracelulares o intracelulares, homologos o heterdlogos de la célula hospedadora.

Ejemplos de promotores adecuados para dirigir la transcripcidon en una célula hospedadora bacteriana, son los
promotores obtenidos del operdn lac de E. coli, del gen de la agarasa de Streptomyces coelicolor (dagA), del gen de
levansacarasa de Bacillus subtilis (sacB), del gen de alfa-amilasa de Bacillus licheniformis (amyL), del gen de amilasa
maltogénica de Bacillus stearothermophilus (amyM), del gen de alfa-amilasa de Bacillus amyloliquefaciens (amyQ) y
del gen de penicilinasa de Bacillus licheniformis (penP). Los ejemplos de promotores adecuados para dirigir la
transcripcion en una célula hospedadora fungica filamentosa son promotores obtenidos de los genes TAKA amilasa
de Aspergillus oryzae, proteinasa aspartica de Rhizomucor miehei, alfa amilasa neutral de Aspergillus niger y la alfa
amilasa estable en acido de Aspergillus niger. En una levadura hospedadora, los promotores Utiles son los promotores
de Ma1, TPI, ADH, TDH3 o PGK de Saccharomyces cerevisiae.

Tipicamente, la secuencia polinucleotidica que codifica la cadena principal del péptido de insulina para usar de acuerdo
con la invencién también estara conectada operativamente a un terminador adecuado. En levadura, un terminador
adecuado es el terminador de TPI (Alber y otros (1982) J. Mol. Appl. Genet. 1 419-434).

Los procedimientos usados para combinar la secuencia polinucleotidica que codifica el anélogo de insulina para usar
de acuerdo con la invencién, el promotor y el terminador, respectivamente, y para insertarlos en un vector adecuado
que contiene la informacidn necesaria para la replicacion en el hospedador seleccionado, se conocen bien por los
expertos en la técnica. Se debe entender que el vector puede construirse ya sea mediante la preparacion, primero, de
un constructo de ADN que contiene la secuencia de ADN completa que codifica las cadenas principales de insulina
para usar de acuerdo con la invencidon, y subsecuentemente insertar este fragmento en un vector de expresion
adecuado, o mediante la insercion secuencial de fragmentos de ADN que contienen informacién genética para los
elementos individuales tales como la sefial y el propéptido (extension N-terminal de la cadena B), péptido C, cadenas
Ay B, seguido de la ligadura.

El vector que comprende la secuencia polinucleotidica que codifica el analogo de insulina para usar de acuerdo con
la invencidon se introduce en una célula hospedadora, de manera que el vector se mantiene como un integrante
cromosémico o como un vector extracromosomico autorreplicante. El término "célula hospedadora" abarca cualquier
progenie de una célula progenitora que no es idéntica a la célula progenitora debido a mutaciones que ocurren durante
la replicacién. La célula hospedadora puede ser un microorganismo unicelular, por ejemplo, un procariota, o un
microorganismo no unicelular, por ejemplo, un eucariota. Las células unicelulares Utiles son células bacterianas tales
como bacterias grampositivas, que incluyen, pero no se limitan a, células de Bacillus, una célula de Streptomyces, o
bacterias gramnegativas tales como E. coli y Pseudomonas sp. Las células eucariotas pueden ser células de
mamiferos, de insectos, de plantas o de hongos.

En particular, la célula hospedadora puede ser una célula de levadura. El organismo de levadura puede ser cualquier
organismo de levadura adecuado que, al cultivarlo, secrete al medio de cultivo la cadena principal del péptido de
insulina o su precursor. Ejemplos de organismos de levadura adecuados incluyen cepas seleccionadas de
Saccharomyces cerevisiae, Saccharomyces kluyveri, Schizosaccharomyces pombe, Sacchoromyces uvarum,
Kluyveromyces lactis, Hansenula polymorpha, Pichia pastoris, Pichia methanolica, Pichia kluyveri, Yarrowia lipolytica,
Candida sp., Candida utilis, Candida cacaoi, Geotrichum sp. y Geotrichum fermentans.

La transformacién de las células de levadura puede efectuarse, por ejemplo, mediante la formacién de protoplastos
seguida de la transformacién por métodos conocidos. El medio usado para cultivar las células puede ser cualquier
medio convencional adecuado para el cultivo de organismos de levadura.

Purificacién de analogos de insulina

El analogo de insulina secretado o su precursor puede recuperarse del medio mediante procedimientos
convencionales que incluyen la separacion de las células de levadura del medio por centrifugacién, filtracién o por
captura o adsorcién del analogo de insulina o precursor de esta en una matriz de intercambio iénico o en una matriz
de absorcién de fase inversa, la precipitacion de los componentes proteicos del sobrenadante, o por filtraciéon por
medio de una sal, por ejemplo, sulfato de amonio, seguido de purificacién mediante una variedad de procedimientos
cromatograficos, por ejemplo, cromatografia de intercambio idnico, cromatografia de afinidad, etcétera.
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La purificacion y digestion de las cadenas principales de péptidos de insulina de esta invencién se lleva a cabo de la
siguiente manera:

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

El precursor del andlogo de insulina de cadena sencilla se madura en forma de una cadena principal del péptido de
insulina de dos cadenas mediante digestion con ALP especifica de lisina inmovilizada (Kristensen y otros (1997) J.
Biol. Chem. 20 12978-12983) o mediante el uso de tripsina para escindir la extension N-terminal de la cadena B, si
esta presente, y el péptido C.

Digestién con ALP

El eluato de la etapa de cromatografia de intercambio catiénico que contiene el precursor de la cadena principal del
péptido de insulina se diluye con agua hasta una concentracién de etanol de 15-20 %. Se afiade glutamato de sodio
a una concentracién de 15 mM y se ajusta el pH a 9,7 con NaOH. Se afiade ALP inmovilizada (4 gramos/L) en una
proporcion de 1:100 (volumen:volumen) y se deja que prosiga la digestién con agitacion suave a temperatura ambiente
durante la noche.

La reaccién de digestién se analiza mediante LC analitica en un sistema de cromatografia liquida de ultra rendimiento
Waters Acquity mediante el uso de una columna C18 y el peso molecular se confirma mediante espectrometria de
masas (MS) de desorcidn/ionizacion laser asistida por matriz con detector de tiempo de vuelo (MALDI-TOF) (Bruker
Daltonics Autoflex || TOF/TOF).

La ALP inmovilizada se elimina por filtracién mediante el uso de un filtro de 0,2 uym. La cadena principal del péptido de
insulina de dos cadenas se purifica por HPLC de fase inversa (sistema Waters 600) en una columna C18 mediante el
uso de un gradiente de acetonitrilo. La insulina deseada se recupera mediante liofilizacion.

La pureza se determina mediante LC analitica en un sistema de Cromatografia Liquida de Ultra Rendimiento Waters
Acquity mediante el uso de una columna C18 y el peso molecular se confirma mediante MS MALDI-TOF.

Ejemplo 1

Preparado mediante el procedimiento General (B)
Insulina humana ASE, B3E, B26E, desB30 (SEQ ID NOS:3 y 4)

Ejemplo 2

Preparado mediante el procedimiento General (B)
Insulina humana A9E, B3E, B27E, B28E, desB30 (SEQ ID NOS:3y 5)

Ejemplo 3

Preparado mediante el procedimiento General (A)
Insulina humana A9E, B3E, B26E; (SEQ ID NOS:3 vy 6)

Ejemplo 4

Preparado mediante el procedimiento General (A)
Insulina humana A9E, B3E, B27E, B28E; (SEQ ID NOS:3y 7)

Ejemplo 5

Preparado mediante el procedimiento General (B)
A9D, B3E, B26E, desB30 (SEQ ID NOS:8y 4)

Ejemplo 6

Preparado mediante el procedimiento General (B)
A9E, A21A, B3E, B26E, desB30 (SEQ ID NOS:9y 4)

Compuesto comparador 1
Insulina humana B3E, B26E, desB30;

Compuesto comparador 2
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Insulina humana B3E, B27E, B28E, desB30;

Compuesto comparador 3
Insulina humana B28D (Insulina Aspart)

Compuesto comparador 4
Insulina humana A21A, B3E, B26E, desB30

Ejemplo 7
Afinidad por el receptor de insulina de derivados de insulina seleccionados de la invencién, medidos en receptores
solubilizados

La afinidad de unién relativa de los analogos de insulina de la invencién para el receptor de insulina humano (IR) se
determiné mediante la unidon competitiva en un ensayo de proximidad de centelleo (SPA) (de acuerdo con Glendorf T
y otros (2008) Biochemistry 47 4743-4751).

En resumen, las series de dilucién de un estandar de insulina humana y el analogo de la insulina a evaluarse se
realizaron en Optiplates de 96 pocillos (Perkin-Elmer Life Sciences) seguido de la adicion de insulina humana-{125I-
A14Y], anticuerpo de raton anti-IR 83—7, IR-A humano solubilizado (semipurificado por cromatografia de aglutinina de
germen de trigo a partir de células de rifion de hamster bebé (BHK) que sobreexpresan el holorreceptor IR-A) y perlas
de SPA (Perlas de SPA Anti-Ratén Poliviniltolueno, GE Healthcare) en tampén de unién que consiste de HEPES 100
mM (pH 7,8), NaCl 100 mM, MgSO4 10 mM y Tween 20 al 0,025 % (v/v). Las placas se incubaron con agitacion suave
durante 22-24 h a 22 °C, se centrifugaron a 2000 rpm durante 2 minutos y se contaron con un TopCount NXT (Perkin-
Elmer Life Sciences).

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

Las afinidades por el receptor de insulina y otros datos in vitro de los analogos de insulina seleccionados de la
invencioén se presentan en la Tabla 1, mas abajo.

Tabla 1: Afinidades por el receptor de insulina, afinidades por el receptor de IGF-1 y potencias de lipogénesis
funcional de las insulinas de la invencién

Ejemplo nam.

hIRA
(% rel a HI) Ej. 7

hIRA mem
(%relaH)E] 8

hIGF1R mem
(%relaH)E]. 8

Lipogénesis
(%relaH)Ej. 9

1

83,2

55,8

10,2

68,2

2 59,5 35,4 16,5 46,5
5 75,5 ND ND ND
6 35,3 ND ND ND

En conclusion, los analogos de insulina de la invencién tienen una alta afinidad por el receptor de insulina y son
capaces de activar el receptor y provocar una respuesta funcional. Ademas, la afinidad relativa de los analogos de
insulina de la invencioén por el receptor de IGF-1 es menor en comparacion con la afinidad por el receptor de insulina.
Esto representa un beneficio potencial con respecto a la seguridad de los anélogos de la invencion en la practica
clinica ya que la respuesta mitogénica seria menor en comparacién con la respuesta metabdlica.

Ejemplo 8

Afinidades por el receptor de insulinay el factor de crecimiento-1 similar a la insulina de los derivados de insulina de
la invencion seleccionados, medidas en receptores asociados a la membrana

El IR y el IGF-1R humano asociado a membrana se purificaron a partir de células BHK transfectadas de manera
estable con el vector pZem219B que contiene el inserto de IR-A, IR-B o IGF-IR humano. Las células BHK se cultivaron
y se homogeneizaron en tampén helado (HEPES 25 mM pH 7,4, CaCI2 25 mM y MgCI2 1 mM, bacitracina 250 mg/L,
Pefablock 0,1 mM). Los homogeneizados se extendieron en forma de capa sobre un colchén de sacarosa al 41 %
(p/v) y se centrifugaron durante 75 minutos a 95 000 g a 4 °C. Las membranas plasmaticas se recolectaron, se
diluyeron 1:5 con tampén (como antes) y se centrifugan de nuevo durante 45 minutos a 40 000 g a 4 °C. Los
sedimentos se suspendieron nuevamente en un volumen minimo de tampén y se aspiraron a través de una aguja
(tamafio 23) tres veces antes de almacenarlos a -80 °C hasta su uso.

La afinidad de unién relativa por cualquiera de los IR-A, IR-B o IGF-1R humanos asociados a membrana se determiné
mediante unién competitiva en una configuracién de SPA. Los ensayos de IR se realizaron por duplicado en OptiPlates
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de 96 pocillos (Perkin-Elmer Life Sciences). La proteina de membrana se incubd con agitacién suave durante 150
minutos a 25 °C con insulina humana-[1251-A14Y] 50 pM en un volumen total de 200 pl de tamp6n de ensayo (HEPES
50 mM, NaCl 150 mM, MgS0O4 5 mM, Triton X-100 al 0,01 %, HSA (Sigma A1887) al 0,1 % (p/v), inhibidores de
proteasa completos sin EDTA), 50 ug de microesferas de PVT recubiertas con aglutinato de germen de trigo (WGA)
(GE Healthcare) y concentraciones crecientes del ligando. Los ensayos se terminaron por centrifugacion de la placa a
2000 rpm durante 2 minutos y la radioactividad unida se cuantificé mediante recuento en un instrumento TopCount
NXT (Perkin-Elmer Life Sciences).

Los ensayos de IGF-1R se realizaron esencialmente del mismo modo que para los ensayos de unién a IR, excepto
que se empled IGF-1R asociado a membrana e IGF-1 humano-[1251-Tyr31] 50 pM. Los datos del SPA se analizaron
de acuerdo con el modelo logistico de cuatro parametros (Velund A (1978) Biometrics 34 357-365) y las afinidades de
unién de los analogos a evaluar se calcularon con relacién al estandar de insulina humana medido dentro de la misma
placa.

Los datos de union a IR (isoforma A) e IGF-1R de los andlogos de insulina seleccionados de la invencién se muestran
en la Tabla 1 anterior.

Ejemplo 9
Lipogénesis en adipocitos de rata
Como una medida de la potencia in vitro de los analogos de insulina de la invencidn, puede usarse la lipogénesis.

Los adipocitos primarios de rata se aislaron a partir de las almohadillas de grasa epididimales y se incubaron con
glucosa 3H en tampon que contiene, por ejemplo, HSA libre de grasa al 0,1 % con insulina estandar (insulina humana,
HI) o insulina de la invencion. La glucosa marcada se convierte en lipidos extraibles de forma dependiente de la dosis,
lo que da como resultado curvas de respuesta a las dosis completas. El resultado se expresd como la potencia relativa
(%), con limites de confianza del 95 %, de la insulina de la invencién en comparacién con la estandar (HI).

Los datos se muestran en la Tabla 1 anterior.
Ejemplo 10
Preparacion de composiciones de insulina

Las composiciones de insulina de la presente invencién pueden prepararse como soluciones acuosas. La solucién
acuosa se hace isotdnica, por ejemplo, con cloruro de sodio y/o glicerol. Ademas, el medio acuoso puede contener
tampones y conservantes. El valor de pH de la preparacidon se ajusta al valor deseado y puede estar entre
aproximadamente 3 y aproximadamente 8,5, entre aproximadamente 3 y aproximadamente 5, o aproximadamente
6,5, o aproximadamente 7,4, o aproximadamente 7,5, en dependencia del punto isoeléctrico, pl, del analogo de insulina
en cuestién.

Preparacion de composiciones de insulina libres de zinc

Los analogos de insulina libres de zinc se disolvieron en una solucién acuosa, que en la composicién final contenia
entre 0,1 mM y 10 mM del analogo de insulina, m-cresol 16 mM, fenol 16 mM y cantidades adecuadas de nicotinamida
y glicerol y el pH se ajusté al valor deseado (entre 7,0-8,0, medido a temperatura ambiente) mediante el uso de acido
clorhidrico 1 N/NaOH 1 N. Se afiadié agua al volumen final y la solucién se esterilizé mediante filtracion a través de
un filtro de 0,2 um. Se llenaron frascos con la composicidon (frascos de 2 ml sellados mediante el uso de tapas
engarzadas, cartuchos penfill sellados con tapas engarzadas o frascos de HPLC con tapas de rosca).

Tabla 2. Composiciones ilustrativas de preparaciones de insulina
Composicién Insulina | Fenol |[m-Cresol |Nicotinamida Glicerol Propilenglicol| Fosfato Tris H Citrato
P (mM) | (mM) | (mM) (mM) % mM % (mM) (mMv) | P (mM)
A 0,6 16 16 0 2,15 | 233 0 3 7.4
B 0,6 16 16 40 1,85 | 200 0 3 7.4
B1 0,6 16 16 40 15 163 0 3 7.4 5
B2 0,6 16 16 40 15 163 0 3 7.4 10
B3 0,6 16 16 40 1,2 130 0 3 7.4 15
B4 0,6 16 16 40 1,2 130 0 3 7.4 20
C 0,6 16 16 170 0,95 103 0 3 7.4
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| 0,6 16 16 40 1,7 185 0 3 72
il 0,6 16 16 20 1,7 185 0 3 7.4 10
L 0,6 16 16 40 0 0 15 7 7.4
M 0,6 16 16 40 18 195 0 7 7.4
M1 0,6 16 16 10 18 195 0 3 7.4 10
1,2 16 16 40 1,85 | 200 0 3 7.4
D1 1,2 16 16 40 15 163 0 3 7.4 10
E 18 16 16 40 1,85 | 200 0 3 7.4
F 24 16 16 40 1,85 | 200 0 3 7.4
G 3,0 16 16 40 1,85 | 200 0 3 7.4
H 3,0 16 16 40 1,85 | 200 0 3 7,0
J 3,0 16 16 0 18 195 0 3 7,0
K 3,0 16 16 0 21 230 0 3 7.4
K1 3,0 16 16 0 21 230 0 3 7.4 20
O 3,0 19 19 40 1,7 185 0 3 72
3,0 19 19 40 1,7 185 0 3 76
Q 3,0 19 19 40 1,7 185 0 3 8,0
Ejemplo 11

Autoasociacion de composiciones de insulina medida por Dispersién de Rayos X de Angulo Pequefio (SAXS)

Los datos de SAXS se usaron para estimar el estado de autoasociacion de los analogos de insulina de la invencién
en diferentes condiciones.

La curva de dispersion de cada experimento se describié mediante el radio promedio de giro (Rg) y la dimensién
maxima (Dmax).

Ademas, las cantidades relativas de mondémero, dimero y especies mas grandes en la curva de dispersion se
estimaron mediante el uso del hecho de que un perfil de dispersiéon de SAXS tiene una contribucién de intensidad de
todos los componentes individuales en una mezcla multicomponente. Mediante el uso de las intensidades (factores
de forma) de cada componente, es posible estimar la contribucién de la fraccién volumétrica de cada componente en
la mezcla. Se usa un sistema de ecuaciones lineales que usa el algoritmo de minimos cuadrados no negativos o no
restringidos para minimizar la discrepancia entre las curvas de dispersion experimental y calculada. Los factores de
forma se calculan a partir de las estructuras cristalinas de un mondmero, dimero, hexamero, etcétera. Las fracciones
volumétricas se expresan en porcentajes (%).

Los resultados obtenidos de los derivados de la invenciéon y de los derivados de la técnica anterior se muestran en la
Tabla 3, méas abajo.

Tabla 3. Datos de SAXS de derivados de la invencién y analogos de insulina de comparacién
SAXS*
formulacién como se describié en el ejemplo 10

M D+>D
100
100
100
99

11 100
98

100

Ejemplo nam. Composicidon

O|T|>

-

aAlalalalalala
o|N|O|m|O|O|O
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1 M1 100 0

1 D 100 0

1 D1 97 3

1 E 100 0

1 F 100 0

1 G 100 0

1 H 79 21

1 O 90 10
1 P 100 0

1 Q 100 0

1 B1 100 0

1 B2 100 0

1 B3 100 0

1 B4 100 0

2 A 100 0

2 I 100 0

2 B 100 0

2 L 100 0

2 M 100 0

2 O 100 0

2 P 100 0

2 Q 100 0

5 B 98 2

5 G 95 5

6 B 91 9
Comparador 1 B 97 3
Comparador 1 B4 95 5
Comparador 1 G 77 23
Comparador 1 H 4 96
Comparador 2 A 100 0
Comparador 2 J 0 100
Comparador 2 K 87 13
Comparador 2 K1 0 100
Comparador 3 A# 35 65
Comparador 3 B# 100
Comparador 3 A+2Zn 0 100
Comparador 4 A 86 14
Comparador 4 K 42 58
Comparador 4 B4 87 13
Comparador 4 K1 0 100
*) M: Porcentaje de especies monoméricas en la composicion; D: Porcentaje de especies diméricas en
la composicion; >D: Porcentaje de especies mayores que diméricas en la composicién;
#) concentracién de fosfato 7 mM en lugar de 3 mM

En conclusién, los analogos de insulina de la invencidn estan menos autoasociados que los compuestos de
comparacion de acuerdo con los resultados de SAXS. Esta diferencia es mas pronunciada a concentraciones mas
altas de los analogos de insulina de la invencién. Por lo tanto, se esperara que los analogos de insulina de lainvencién
se absorban mas rapidamente después de la inyeccién subcutanea de composiciones de concentracién especialmente
alta.
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Ejemplo 12
Anélisis de la estabilidad fisica de las composiciones de insulina

Las composiciones (1 ml) de los analogos de insulina de la invenciéon, como se describié en el ejemplo 10, se
transfirieron a frascos de 2 ml y se sellaron mediante el uso de tapas de engarce. Los frascos se incubaron a 30 °C
acostados. Cada 2 dias, un brazo robético recogio el frasco y se tomé una fotografia de un frasco parado con la luz
de fondo de 10 000 lux. Las imagenes resultantes se analizaron para detectar la presencia de particulas mediante el
uso de un algoritmo de analisis de pixeles. El primer dia en que se detectaron las particulas se muestra en la tabla
mas abajo.

Tabla 4. Estabilidad fisica y quimica de los analogos de insulina de la invencién en composiciones clinicamente

relevantes
Ejemplo nam. Composicién Tiempo de retraso  de | Formacién de HMWP (4
estabilidad fisica (dias) semanas a 37 °C)

1 A >35 0,1
1 B >35 0,2
1 c >35 0,2
1 I >35 0,1
1 L ND 0,2
1 M ND 0,4
1 D >35 0,3
1 E >35 0,8
1 F >35 1,3
1 G >35 1,9
1 H 30 1,6
1 O >35 1,6
1 P >35 3,8
1 Q >35 8,6
1 B1 >35 0,1
1 B2 >35 0,8
1 B3 >35 0,6
1 B4 >35 0,1
2 A >35 0,1
2 I >36 0,1
2 B >40 0,1
2 L >40 0,1
2 M >40 0,1
2 O >36 0,7
2 P >36 0,6
2 Q >36 1,1
5 B >35 0,4
6 B >35 -0,1
6 G 15 2,1*
Comparador1 | B 12 1,9
Comparador 1 | B4 2 1,7*
Comparador1 | G 2 3,5¢
Comparador1 | H 4 3,2¢
Comparador2 | A >36 0,8
Comparador2 | J 24 2,4*
Comparador2 | K 13 3,9¢
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Comparador2 | K1 5 1,1
Comparador 3 | A# 53 1,6*
Comparador 3 | B# 3,3 1,8*
Comparador3 | A+Zn >43 0,5

Comparador4 | A 14 1,6
Comparador 4 | B4 4 2,9*

#) concentracion de fosfato 7 mM en lugar de 3 mM

ND: No determinado

*) EI HMWP se determind en sobrenadantes para muestras que contenian particulas; las particulas no
se solubilizaron.

En conclusién, los anélogos de insulina de la invencidn tienen una mayor estabilidad fisica en las composiciones libres
de Zn clinicamente relevantes, especialmente a una alta concentracion de insulina.

Ejemplo 13

Anélisis de la estabilidad quimica de las composiciones de insulina

Contenido de HMWP

Las proteinas de alto peso molecular (HMVWP) se separaron de la forma monomérica de la insulina por cromatografia
de exclusién por tamafio mediante el uso de una columna Waters de Insulina de HMWP (125 A, 10 um, WAT 201549,
7,8 x 300 mm) con un flujo de 0,5 ml/min de un eluyente que contenia isopropanol al 50 % (v/v), NaCl 600 mM,
NaH2PO4 20 mM y deteccion UV a 215 nm.

El volumen de inyeccién tipico de una composicién de insulina 600 uM fue de 5 pl.

Los resultados se muestran en la Tabla 4, anterior.

Ejemplo 14

Perfiles subcutaneos de PK/PD en cerdos LYD

Los anélogos de insulina de la invencién pueden evaluarse mediante administracién subcutanea a cerdos, por ejemplo,
mediante la comparacion con insulina aspart en la composicién clinica (FIASP®) o mediante la comparacién con
analogos de insulina similares de la técnica anterior de acuerdo con este protocolo. Los analogos pueden evaluarse
para determinar los parametros farmacocinéticos y/o farmacodinamicos.

Métodos generales usados

Durante la anestesia para la colocacién de catéteres intravenosos permanentes, los cerdos se examinaron mediante
ultrasonido con un escaner de ultrasonido Esaote modelo "MyLabFive" y una sonda lineal tipo "LA435 6-18 MHz".

En la mitad del cuello entre la oreja y la escapula, en el lado derecho e izquierdo, se identificé y se marcd con un
tatuaje un area de 2 x 2 cm sin musculo subyacente y adecuada para inyeccion subcutanea.

Horario de alimentacion

Los cerdos se mantuvieron en ayunas (sin desayuno) antes del experimento.

Los cerdos estan en sus corrales habituales durante todo el experimento y no estan anestesiados. Los cerdos se
mantienen en ayunas hasta que se haya recolectado la muestra de sangre de 5 horas, pero con libre acceso al agua.
Después de la muestra de sangre de 5 horas, los cerdos se alimentan con comida y manzanas.

Dosificacion subcutanea

El Penfill se monta en un NovoPen Echo® con una aguja Novofine 30G de 8 mm, mediante el uso de un reductor de
agujacon 5 mm de profundidad, se usa para cadacerdo. Cada cerdo se dosifica con 10 U=60 microL de composiciones
que contienen el analogo de insulina a 600 nmol/ml.

El cerdo se dosifica lateralmente en el tejido celular subcutaneo en el lado derecho o izquierdo (opuesto al catéter) del

cuello y la aguja se mantiene en el tejido celular subcutéaneo durante un minimo de 10 segundos después de la
inyeccidn para garantizar la deposiciéon del compuesto.
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Tratamiento de la hipoglucemia

Después de la dosificacion subcutanea, la solucién de glucosa debe estar lista para la inyeccién i.v. para prevenir la
hipoglucemia, es decir, 4-5 jeringas (20 ml) son rellenadas con glucosa estéril al 20 %, listas para usar. El diagnéstico
de hipoglucemia se basa en los sintomas clinicos y las mediciones de glucosa en sangre en un glucémetro (Glucocard
X-meter).

El tratamiento consiste en unainyeccion i.v. lenta de 50-100 ml de glucosa al 20 % (10-20 g de glucosa). La glucosa
se administra en fracciones durante 5-10 minutos hasta que surta efecto.

Obtencién de muestras de sangre

La permeabilidad de los catéteres yugulares se comprueba antes del experimento con NaCl al 0,9 % estéril sin adicién
de heparina a 10 Ul/ml.

Antes y después de la dosificacidon, se tomaran muestras de sangre en el establo a partir de un catéter venoso central
en los siguientes momentos:

Predosis (-15, -5), 3, 6, 9, 12, 15, 20, 30, 40, 50, 60, 80, 100, 120, 150, 180, 240, 300 min.

Las muestras se tomaron con un interruptor de flujo. Se extrajeron 4-5 ml de sangre residual y se desecharon antes
de tomar la muestra.

Se recolectaron muestras de sangre de 0,8 ml en tubos recubiertos con EDTA para los andlisis de glucosa e insulina.

Después de cada muestra de sangre, el catéter se enjuagd con 5 ml de NaCl estéril al 0,9 % sin la adicién de heparina
a 10 Ul/ml.

El tubo se inclind suavemente un minimo de 10 veces para garantizar una mezcla suficiente de la sangre vy el
anticoagulante (EDTA) y después de un minuto se coloca en hielo himedo. Los tubos se centrifugaron durante 10 min
a 3000 rpmy 4 °C dentro de 1 hora después de la toma de muestra. Las muestras se almacenaron en hielo hiumedo
hasta el pipeteo.

Se exige una técnica aséptica para evitar el crecimiento bacteriano en el catéter con aumento del riesgo de
coagulacion.

Cierre de los catéteres después del experimento

Después de recolectar la ultima muestra en los dias de la dosificacion, se administra lentamente por viai.v. un Unico
tratamiento intravenoso con 1 ml de Pentrexyl® (1 g de ampicilina disuelta en 10 ml de NaCl al 0,9 %) por cada 10 kg
a través del catéter usado para la toma de muestra de sangre. Después de este tratamiento, el catéter se enjuagd con
10 ml de NaCl al 0,9 %.

Los catéteres se cerraron con 0,5 ml de TauroLockHep500 que se inyecta a través de la membrana como un cierre
para el catéter.

Anélisis de muestras de sangre

Glucosa en plasma: se pipetean 10 ul de plasma en 500 ul de soluciéon tampoén para medir la concentracién de glucosa
en plasma en el autoanalizador BIOSEN.

Insulina en plasma: se pipetean 1 x 50 pl de plasma en tubos Micronic® de 0,65 ml (configuracion ELISA/LOCI/SPA)
para su anélisis.

El plasma se almacend congelado a -20 °C.

Calculos de PK: El area bajo la curva (AUC) hasta el infinito y las AUC parciales, AUC0-5, AUC0-10, AUCO0-15, AUCO-
20 y AUCO-30, se calcularon mediante analisis no compartimentales que aplican el método trapezoidal lineal
logaritmico en Phoenix 64 (Certara, Estados Unidos). La relacion entre un AUC parcial/AUCInf se us6 como una
medida de la velocidad de absorcién basada en las propiedades iv similares de los analogos de insulina en cerdos
LYD.

La Figura 1 y la Figura 2 muestran que los analogos de la invencién son mas adecuados para usar en bombas de

insulina que FIASP® ya que su inicio de accion es mas rapido en comparacion con FIASP®; los niveles minimos de
glucosa para los andlogos de insulina de la invencién son menores en comparacion con FIASP®. Ademas, la
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compensacion de la accién es mas rapida para los analogos de insulina de la invencién en comparacién con FIASP®.
La compensacién de la accién mas rapida es beneficiosa para las bombas de insulina.
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REIVINDICACIONES

Un analogo de insulina, en donde el analogo comprende A9E o A9D y comprende, ademas, B3E y/o desB30
con relacién a la insulina humana.

El andlogo de insulina de acuerdo con la reivindicacién 1, en donde el analogo comprende, ademas, al menos
uno de B26E, B27E y/o B28E.

El analogo de insulina de acuerdo con la reivindicacién 2, en donde el analogo comprende, adicionalmente, la
sustitucién A21A.

El andlogo de insulina de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en donde el analogo es

A9D, B3E;

A9E, B3E;

A9D, desB30;

A9E, desB30;

A9D, B3E, desB30;

A9E, B3E, desB30;

A9D, B3E, B26E;

A9E, B3E, B26E;

A9D, B26E, desB30;

A9E, B26E, desB30;

A9D, B3E, B26E, desB30;

A9E, B3E, B26E, desB30;

A9D, A21A, B3E, B26E;

A9E, A21A, B3E, B26E;

A9D, A21A, B26E, desB30;
A9E, A21A, B26E, desB30;
A9D, A21A, B3E, B26E, desB30;
A9E, A21A, B3E, B26E, desB30;
A9D, B3E, B27E;

A9E, B3E, B27E;

A9D, B27E, desB30;

A9E, B27E, desB30;

A9D, B3E, B27E, desB30;

A9E, B3E, B27E, desB30;

A9D, A21A, B3E, B27E;

A9E, A21A, B3E, B27E;

A9D, A21A, B27E, desB30;
A9E, A21A, B27E, desB30;
A9D, A21A, B3E, B27E, desB30;
A9E, A21A, B3E, B27E, desB30;
A9D, B3E, B28E;

A9E, B3E, B28E;

A9D, B28E, desB30;

A9E, B28E, desB30;

A9D, B3E, B28E, desB30;

A9E, B3E, B28E, desB30;

A9D, A21A, B3E, B28E;

A9E, A21A, B3E, B28E;

A9D, A21A, B28E, desB30;
A9E, A21A, B28E, desB30;
A9D, A21A, B3E, B28E, desB30;
A9E, A21A, B3E, B28E, desB30;
A9D, B3E, B26E, B27E;

A9E, B3E, B26E, B27E;

A9D, B26E, B27E, desB30;
A9E, B26E, B27E, desB30;
A9D, B3E, B26E, B27E, desB30;
A9E, B3E, B26E, B27E, desB30;
A9D, A21A, B3E, B26E, B27E;
A9E, A21A, B3E, B26E, B27E;
A9D, A21A, B26E, B27E, desB30;
AQE, A21A, B26E, B27E, desB30;
A9D, A21A, B3E, B26E, B27E, desB30;
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10.

11.

12.

A9E, A21A, B3E, B26E, B27E, desB30;
A9D, B3E, B27E, B28E;

A9E, B3E, B27E, B28E;

A9D, B27E, B28E, desB30;

A9E, B27E, B28E, desB30;

A9D, B3E, B27E, B28E, desB30;

A9E, B3E, B27E, B28E, desB30;

A9D, A21A, B3E, B27E, B28E;

A9E, A21A, B3E, B27E, B28E;

A9D, A21A, B27E, B28E, desB30;

A9E, A21A, B27E, B28E, desB30;

A9D, A21A, B3E, B27E, B28E, desB30;
A9E, A21A, B3E, B27E, B28E, desB30;
A9D, B3E, B26E, B28E;

A9E, B3E, B26E, B28E;

A9D, B26E, B28E, desB30;

A9E, B26E, B28E, desB30;

A9D, B3E, B26E, B28E, desB30;

A9E, B3E, B26E, B28E, desB30;

A9D, A21A, B3E, B26E, B28E;

A9E, A21A, B3E, B26E, B28E;

A9D, A21A, B26E, B28E, desB30;

A9E, A21A, B26E, B28E, desB30;

A9D, A21A, B3E, B26E, B28E, desB30;
A9E, A21A, B3E, B26E, B28E, desB30;
A9D, B3E, B26E, B27E, B28E;

A9E, B3E, B26E, B27E, B28E;

A9D, B26E, B27E, B28E, desB30;

A9E, B26E, B27E, B28E, desB30;

A9D, B3E, B26E, B27E, B28E, desB30;
A9E, B3E, B26E, B27E, B28E, desB30;
A9D, A21A, B3E, B26E, B27E, B28E;
A9E, A21A, B3E, B26E, B27E, B28E;
A9D, A21A, B26E, B27E, B28E, desB30;
A9E, A21A, B26E, B27E, B28E, desB30;
A9D, A21A, B3E, B26E, B27E, B28E, desB30; o
A9E, A21A, B3E, B26E, B27E, B28E, desB30.

El andlogo de insulina de acuerdo con la reivindicacion 4, en donde el analogo es

A9E, B3E, B26E;

A9E, B3E, B27E, B28E;

A9E, B3E, B26E, desB30;

A9E, B3E, B27E, B28E, desB30;
A9D, B3E, B26E, desB30; o
A9E, A21A, B3E, B26E, desB30.

El andlogo de insulina de acuerdo con la reivindicacién 5, en donde el analogo es A9E, B3E, B26E, desB30.

El analogo de insulina de acuerdo con la reivindicacion 5, en donde el analogo es ASE, B3E, B27E, B28E,
desB30.

Una composicion farmacéutica que comprende un andlogo de insulina de acuerdo con una cualquiera de las
reivindicaciones 1-7, y uno o mas excipientes farmacéuticamente aceptables.

La composicién farmacéutica de acuerdo con la reivindicacion 8, en donde el analogo de insulina esta en una
concentracién de 0,6 mM a 3 mM.

La composicion farmacéutica de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 8-9, en donde la
composicién esta libre de zinc.

La composicién farmacéutica de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 8-10, que comprende un
compuesto nicotinico y en particular nicotinamida.

La composicidn farmacéutica de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 8-10, en donde la
composicién esta libre de un compuesto nicotinico y, en particular, nicotinamida.
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13.

14.

15.

El analogo de insulina de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1-7, en donde el analogo de
insulina es monomérico en una composicién farmacéutica libre de zinc.

El analogo de insulina de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1-7, en donde el analogo de
insulina es quimica y/o fisicamente estable en una composicién farmacéutica libre de zinc.

El anédlogo de insulina de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1-7, o una sal farmacéuticamente

aceptable de este o la composicion farmacéutica de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 8-12,
para usar como un medicamento.
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