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(54) Neus Insulinverbindungen

{55) neuartige Humaninsuline; verzogerte Insulinwirkung und/oder Antigenizitat; vorgeschriebene Reste an den Positionen A0, A4,
A17, A21, B13, B21, B27 und B30 der Aminosauresequenz

{67) Neuartige Insulinverbindungen mit einer wiinschenswerten verzogerten Insulinwirkung und/oder Antigenizitat werden
geschaffen. Die neuartigen Insulinverbindungen werden dargestellt durch die Formel li:

A-Kette
S - S
| 7 I 20
H-Arg-GIy-Ile-VaI-E-GIn-Cys-Cys-Thr-Ser-Ile-Cys-Ser-Leu-Tyr-GIn-Leu-E-Asn-Tyr-Cys-OH
0 12 345 6 |8910111213141516171819]21
S S
| [

B-Kette ? SI
H-Phe-Va|-Asn-Gln-His-Leu-Cys-Gly-Ser-His-Leu-VaI‘E-AIa~Leu-Tyr’Lau-Val-Cys-GIy-E-Arg-GIy-Phe-Phe-Tyr-T-Pro-Lys-X-Y
1 2 3 A 56 7 8 9 101 12131415 1617 18 19 2021 22 23 24 25 262728 2830

worin E jewsils Glu oder einen neutralen Aminosaurerest darstellt, durch Nukleotidsequenzen codiert werden kann, N einen
Aminosaurerest darstelit, der durch Nukleotidsequenzen codiert werden kann, T Thr oder Arg darstellt, X Thr, Ser, Ala oder.OH
darstellt und Y OR oder NR'R? darstelit, wobei R, R und R? jeweils Wasserstoff oder ein niederes Alkyl darstellan, es aber nicht
vorhanden ist, wenn X OH darstellt.
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Patentanspriiche:

1. Insulinverbindungen, dadurch gekennzeichnet, daB sie die Formel li haben:
A-Kette

) S
| 7 l
H-Arg-Gly-Ile~Val-E~Gln-Cys-Cys-Thr-Ser-Ile-Cys~Ser=
0 1 2.3 45 6 | 8 9 10 11 12
s
I
B-Kette S

| |
H-Phe-Val-Asn-Gln-His~Leu-Cys-Gly-Ser-~His-Leu-Val
A 3 4 5 6 7 8 9 10 11 1212

A-Kette (forigesetzt)

20

Leu-Tyr-Gln-Leu-E~Asn-Tyr-Cys-N-OH

13 14 15 1617 18 19 | 21
S

|
B~-Kette (fortgesetat) s

|
E-Ala-leu-Tyr-Leu-Val-Cys-Gly~E-Arg-Gly-Phe-
13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24

B-Kette (fortgesetzt) . ~

Phe-Tyr-T-Pro-Lys-X~Y
26 26 27 28 29 30

worin

E jeweils Glu oder einen neutralen Aminosaurerest darstellt, der durch Nukleotidsequenzen codiert
werden kann, N einen Aminosaurerest darstellt, der durch Nukleotidsequenzen codiert werden
kann,
T Thr oder Arg darstellt,
X Thr, Ser, Ala oder OH darstellt und
Y OR oder NR'R?darstellt, wobei R, R' und R? jeweils Wasserstoff oder ein niederes Alkyl darstellen,
mit der Ausnahme, daB Y nicht vorhanden ist, wenn X gleich OH ist.

2. Insulinverbindungen nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daf3 jedesE jewells GluoderGlin

darstellt, N Asn, Asp, Ser oder Gly darstelit, T Thr oder Arg darstellt, X Thr darstelit und Y NH,
darstellt,
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. Insulinverbindungen nach Arispruch 1, dadurch gekennzelichnet, daR alle E Glu darstellen, N Asn
darstellt, T und X beide Thr darstellen und Y NH; darstelit.

. Insulinverbindungen nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB alle E Glu darstellen, N Ser
darstellt, T und X beide Thr darstellen und Y NH, darstellit.

. Insulinverbindung nach Anspruch 1, dadurch gekennzelchnet, daf E in der Position B13 GIn
darstellt und die restlichen E alle Glu darstellen, daR N Asn darstellt, daR T und X beide Thr
darstellen und Y NH, darstalit.

. Insulinverbindung nach Anspruch 1, dadurch gekennzelchnet, daR E in der Position A4 Gin
darstelit und alle Gbrigen E Glu darstellen, N Asp darstslit, T und X beide Thr darstellen und Y NH,
darstellt.

. Insulinverbindungen nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daf3 alle E Glu darstellen, N Asn
darstellt, T Arg darstellt und X OH darstelit.

. Verfahren fiir die Herstellung von Insulinverbindungen nach Anspruch 1, dadurch
gekennzeichnet, dal’ ein Insulinvorldufer mit der allgemeinen Formel lil
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worin

E, N und T die gleiche Bedeutung wie in Anspruch 1 haben, (AA)n eine Peptidkette mit n
Aminoséureresten und Lys als C-Terminalrest darstellt oder eine Peptidbindung ist, wenn n = 0,
und

Z Wasserstoff oder eine Peptidkette von willkiirlicher Lénge mit Lys als dem C-Terminalrest
darstellt, transpeptidiert oder durch eine Endopeptidase mit einer ausschlieBlichen Spezifizitat
sum Schneiden an der Karboxyseite eines Lysinrestes geschnitten wird.

9. Insulinpréparate, dadurch gekennzeichnet, daf sie wenigstens eine Insulinverbindung nach -
Anspruch 1 und wahlweise auch ein schnellwirkendes Insulin, wie menschliches Insulin, Insulin
von Haustieren oder deren Analoge oder Derivate, enthalten.

10. Insulinpraparate aach Anspruch 9, dadurch gekennzeichnet, daf sie bestehen aus einer Losung
von wenigstens einer Insulinverbindung nach Anspruch 1 in einem wéRrigen Medium, das mit
Blutserum isoosmotisch ist, einen pH-Wert zwischen 4 und 5,5 hat und wahlweise einen Puffer
und/oder ein Praservierungsmittel enthélt, und wahlweise einem schnellwirkenden Insulin.

Hierzu 3 Seiten Zeichnungen

Vorliegende Erfindung bezieht sich auf neuartige Insulinverbindungen, auf ein Verfahren zur Herstellung der neuartigen
Insulinverbindungen und auf therapeutischo Préparate, welche Langzeitwirkung haben und wenigstens eine der neuartigen
Insulinverbindungen und, wenn das gewiinscht wird, ein schnell wirkendes Insulin enthalten.

Seit der Entdeckung des Insulins im Jahre 1922 wurden viele verschiedene Typenvon Insulinpréparaten fiir die Behandlung von
Diabetes mellitus eingesetzt. Zundchst wurden ausschlieBiich Insulinldsungen eingesetzt, die eine rasch beginnende und eine
relativ rasch endende Insulinaktivitdt aufwiesen, aber spiter wurden Insulinpréprate mit einem breiteren Aktivitétsprofil durch
Senkung der Loslichkeit des Insulins durch den Zusatz von z. B. Zinksalz und/oder Protaminen entwickelt, Auf Grund der
Verfiigbarkeit wurde das bisher eingesetzte Insulin traditionell in der Rege! aus der Pankreas von Haustieren, vor allem Rindern,
Schweinen und Schafen, gowonnen. In jiingster Zeit erschienen auf dem Markt aber auch Insulinpriiparate, die menschliches
Insulin biotechnischer Herkunft enthielten.

Die Struktur des menschlichen Insulins wird in der Formel | gezeigt.

A-Kette

S S
|7 I
Gly-Ile-Va1-G1u-Gln—Cys~Cys-Thr-Ser-Ile-Cys-Ser-
1 2 3 4 5 6 | 8 9 10 11 12
S
l
B-Kette S '
l
Phe-Val-Asn-Gln-His-l.eu-Cys-Gly-Ser-His-Leu-Val
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

A-Kette (fortgesetzt)

20
Leu-Tyr-Gln-Leu-Glu-Asn-Tyr-Cys-Asn
13 14 15 16 17 18 19 | 21
S

B-Kette (fortgesetzt) 5

I
Glu-Ala-Leu~Tyr-Leu-Val-Cys -(‘.1y~Glu-—Arq-Gly—Phe-
13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24
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B-Kette (fortgesetzt)

Phe-Tyr-Thr-Pro-Lys-Thr
25 26 27 28 29 30

Die Insuline von bestimmten Haustieren sind in der Struktur dem menschlichen Insulin sehr #hnlich. Hunde- und
Schweineinsulin unterscheidet sich vom menschlichen Insulin nur darin, da es Ala anstelle von Thr in der Position 30 in der
B-Ketie enthalt, und Kanincheninsulin enthalt in der gleichen Position Ser. Diese Insuline kénnen durch Ersatz des
B30-Aminos#urerestes durch Thr nach semisynthetischen Verfahren, wie sie beispielsweise von Morihara u.a., Nature 280
(1979), 412-413, und Marcussen (US-PS4343898) beschrieben werden, in menschliches Insulin umgewandelt werden.
Préparate, die Insulin in Ldsung enthalten, sind in der Regel schnellwirkend, wobei die Insulinaktivitat wenige Stunden nach der
Injektion aufhért. Folglich milssen h#ufige Injektionan, normalerweise mehrere am Tag, gegeben werden, um den
Blutglukosepegel des Dirbetikers 2u normalisieren.

Um diesen Nachteil zu iiberwinden, wurden Insulinpréparate mit Langzeitwirkung zusammengestelit, um die Insulinaktivitét
iiber mehrere Stunden aufrechtzuerhalten, bis 2u 24 Stunden oder sogar noch lénger. Bei Anwendung dieser Langzeltpréiparate
brauchen einige Diabetespatienten nur wenige Injektionen téglich zu erhalten, beispielsweise ein oder zwei Injektionen in

24 Stunden.

Eine solche Langzeitwirkung kann durch Umwandlung des Insulins in ein leicht lésliches Salz, beispielsweise Zinkinsu'in oder
Protamininsulin, erreicht werden. Die leicht I8slichen Insulinsalze werden in Form von Suspensionen verwendet, aus de nen das
Insulin nach der subkutanen oder Intramuskuléren Injektion allméhlich freigesetzt wird.

In jiingster Zeit wurden andere Methoden entwickelt, um eine Langzeitwirkung zu erreichen. Ein Beispiel daflr ist die
Einkapselung von Insulinkristallen in polymerisiertes Serumalbumin. Ein anderes Beispiel ist die sténdig wirkende
Infusionsvorrichtung, die sogenannte Insulinpumpe, die jedoch unbequem sein und ein Risiko fir den Patienten bergen kann.
Die Beschreibungen der europiischen Patentverdffentlichungen Nr. EP 132770, EP 132769 und EP 135720 legen die Herstellung
und den Einsatz von Insulinderivaten offen, bei denen der C-Terminus der B-Kette durch eine organische Gruppe erwaitertwird,
die wenigstens eine positive Ladung trigt, vorzugsweise Arg-OH oder Arg-Arg-OH. Préparate, die Suspensionen solcher
Insulinderivate enthalten, weisen eine hirausschisbende Wirkung auf. Diese Insulinverbindungen sind jedoch fiir die
Zubereitung von neuartigen, brauchbaren Insulinpréparaten mit Langzeitwirkung nicht sehr gesignet, da festgestelltwurde, da
der Grad der hinausschiebenden Wirkung sehr begrenzt ist (J. Markussen u.a., Protein Enginaering 1, 205-213 [1987]).

Die Eigenschaften von Insulinderivaten, bei denen der N-Terminus der B-Kette durch das Dipeptid Arg-Arg erweitert wird,
wurden von R. Geiger und F.Enzman in Proceedings of the Symposium on Prosinsulin, Insulin and C-peptide, Tokushima 1978;
Excerpta, Medica, Amsterdam 1979, S.306-310, beschrieben. Es wurde festgestellt, dag die Loslichkeit dieser Insulinverbindung
um deren isoelektrischen-Punkt sogar noch héher als die des normalen Insulins ist.

Substitutionen im Insulinmolekiil kénnen mit dem Zweck eingefiihrt werden, das Aktivitatsprofil des Insulins bei der Behandlung
von Diabetes zu verbessern. So lagt die europdische Patentverdffentlichung Nr. EP 194864 offen, daR eine oder mehrere
Substitutionen von Glu durch beispielsweise Gin und/oder die Substitution von Thr®? durch Arg, verbunden mit einem
Blockieren der C-Terminal-Karboxylgruppe in Form eines Esters oder Amids, eine Verschiebung der Ausféllungszone des
Insulins auf eino Art und Weise bewirken, welche eine langsame Freisetzung nach der Injektion erméglicht.

Die Verwendung von Insulinverbindungen dieser Art, die innere Aminosduresubstitutionen enthalten, in Préparaten fur die
lebenslange Verabreichung zur Behandlung von Diabetes birgt ein baashtliches Risiko de: Aktivierung des Immunsystems des
Patienten, was zur Einfiihrung von Insulinantikérpern in das Blut fihrt.

In den letzten Jahren wurden verschiedene Versuche unternommen, Sustitutionen fir die herkdmmlichen Insulinpréparate mit
verzégerter Insulinwirkung zu finden. Die Griinde dafiir liegen darin, daR Diabetologen festgestellt haben, daB die
herkémmlichen Insulinlangzeitpriparate eine zu kurze Wirkungsdauer haben, vor allem nach Einfiihrung des menschlichen
Insulins, und daf die Einfiihrung des sogenannten Insulinstiftes die Forderung nach einem geldsten, Iangwirkegden Insulin
verstarkt hat.

Ziel der Erfindung ist die Schaffung von neuartigen Insulinanalogen, die eine hinausschiebene Insulinwirkung haben und die
eine moglichst niedrige Antigenizitét aui.wveisen.

Es wurde nun tiberraschenderwaeise festgestellt, daB Insulinverbindungen mit der allgemeinen Formel Il

A-Kette

Q Q
[~ . o

|7 I
H-Arg-Gly-Ile-Val-E-Gln-Cys-Cys~Thr-Ser-Ile-Cys-Ser-
o 1 2 3 45 6 | 8 9 10 11 12
S




-6~ 298788
B-Kette s
I

H-Phe-Val-Asn-Gln-His-Leu-Cys-Gly-Ser-His-Leu-Val
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

A-Kette (fortgesetzt)

20

Leu-Tyr-Gln-Leu-E-Asn-Tyr-i.ys-N-OH

13 14 15 16 17 18 19 | 21
-5

B-Kette (fortgesetzt) g

l
E-Ala-Leu-Tyr-Leu-Val~Cys-Gly-E-Arg-Gly-Fhe-
13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24

B-Kette (fortgesetzt)

Phe-Tyr-T-Pro-Lys=-X-Y
25 26 27 28 29 30

worin

E einzeln Glu oder sinen neutralen Aminosturerest darstellt, der durch Nukleotidsequenzen codiart werden kann, N einen
Aminosgurerest darstellt, der durch Nukleotidsequenzen codiert werden kann, T Thr oder Arg darstellt, X Thr, Ser, Ala oder OH
darstelitund Y OR oder NR'R? darstellt, worin R, R' und R? jeweils Wasserstoff oder ein niederes Alkyl sind, nichtaber vorhanden
sind, wenn X OH darstelit, die gewiinschte hinausschiebende Insulinwirkung und/cder Antigenizitét aufweisen.

Die Erfindung bezieht sich daher auf Insulinverbindungen mit der allgemeinen Formel Ii: '

A-Kette

e S
|7 |
H-Arg-Gly—I1e—Val-E~Gln-Cys~Cys-Thr-Ser-Ile-Cys-Ser-
o 1 2 3 45 6 | 8 9 10 11 12

S
|
s
|

H-Phe-Val-Asn-Gln-His-Leu-Cys-Gly-Ser-His-Leu-Val
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

B-Kette
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A-Kette (fortgesetzt)

20
Leu-Tyr-Gln-Leu-E-Asn~Tyr~Cys-N-OH
13 14 15 16 17 18 19 | 21

—S

B-Kette (fortsetzt) 8

I
E-Ala-Leu-Tyr-Leu-Val-Cys-Gly-E-Arg-Gly-Phe-
13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24

B-Kette (forigesetat)

Phe-Tyr-T-Pro-Lys-X-Y
25 26 27 28 29 30

worinE jeweils Glu oder einen neutralen Aminos#urerest darstellt, der durch Nukleotidsequenzen codiert werdenkann, N einen
Aminosiurerest darstellt, der durch Nukleotidsequenzen codiert werden kann, T Thr oder Arg darstellt, X Thr, Ser, Ala oder OH
darstellt und Y C 3 oder NR'R? darstelit, wobei R, R' und R? jewells Wasserstoff oder ein niederes Alkyl darstellen, aber nicht
vorhanden sind, wenn X OH darstelit.

Unter dem Begriff ,niederes Alkyl* versteht man im vorliegenden Zusammenhang gerade oder verzwelgte Atkylgruppen mit 1
bis 6 Kohlenstoffatomen.

Die Erfindung beziehtsichinsbesondere auf Insulinverbindungen mitder Formel Il, baidenen £ jeweils Glu oder GIn darstellt, N
Asn, Asp, Ser oder Gly darstelit, T Thr oder Arg darstellt, X Thr darstelit und Y NH, darstelit. :
Die Erfindung bezieht sich vorzugsweise auf Insulinverbindungen mit der Formel ll, bei denen wenigstens eines der Symbole E,
N und T einen Aminoséurerest darstellt, der sich von dem entsprechenden Rest des menschlichen Insulins unterscheidet, wenn
Y OH darstellt.

Die Erfindung bezieht sich speziell auf Insulinverbindungen mit der Formel II, bei denen alle E Glu darstellen, N Asn darstellt, T
und X beide Thr darstellen und Y NH, darstellt.

Die Erfindung bezieht sich speziell auf Insulinverbindungen mit der Formel I, bei denen alle E Glu darstellen, N Ser darstelit, R
und X beide Thr darstellen und Y NH; darstelit.

Die Erfindung bezieht sich speziell auf insulinverbindungen mit der Formel I, bei denen E in der Position 813 GInund alle
iibrigen E Glu darstullen, N Asn darstelt, T und X beide Thr darstellen und Y NH, darstellt. R

Die Erfindung bezieht sich speziel auf insulinverbindungen mitder Formel Il, bei denen € inder Position A4 Glnund alle Gbrigen
E Glu darstellen, N Asp darstelit, T und X beide Thr darstellen und Y NH; darstellt.

Die Erfindung bezieht sich speziell auf Insulinvesbindungen mit der Formel I, bei denen alle E Glu darstellen, N Asn darstelit, T
Arg darstellt und X OH darstelit.

Die Erfindung bezieht sich auch auf eine Methode zur Herstellung von Insulinverbindungen mit der Forme! li, nach welcher ein
Insulinvoridufer mit der allgemeinen Formel 1li
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worin E, N und T alle die oben angegebene Bedeutung haben, (AA)n eine Peptidkette mit n Aminosdureresten und Lys als
C-Terminalrest darstellt oder eine Peptidbindung ist, wennn = 0, und Z Wassarstoff oder eine Peptidkette von willkirlicher
L&nne mit Lys als C-Tarrninalrest darstel't. transpeptidiart oder durch eine Endopeptidas geschnitten wird, welche eine
ausschlieBliche Spezifizitat fur das Schneiden an der Karboxyseite eines Lysinrestes hat.

Die Erfindung bezieht sich auch auf Insulinpréparate, die wenigstens sine Insulinverbindung mit der Formel Il und wahlweisa
auch ein schnell wirkendes Insulin, wie menschliches Insulin, das Insulin von Haustieren oder deren Derivate oder Analoge,
enthilt. Diese Praparate kénnen die Form einer anwendungsbereiten Lésung oder eines lyophilisierten Préparates, das
beispielsweise durch sterilisiertes Wasser vor der Anwendung wiederhergestelit werden muB,

Ein besonders vorteilhaftes Ausfihrungsbeispiel des Insulinpréparates nach der Erfindung ist ein Priparat fiir die parenterale
Verabreichung mit hinauszdgernder Insulinwirkung, das aus einer Ldsung von wenigstens einer Insulinverbindung nach der
Erfindung in einem wifrigen Medium, das mit dem Blutserum isoosmotisch ist, einen pH-Wert zwischen 4 und 5,5 hat und
wahlweise einer Puffer und/oder ein Praservierungsmittel enthilt, und gegebenenfalls einem schnellwirkenden Insulin besteht.
Die Insulinverbindungen nach der Erfindung erfiillen die Forderungen der Diabetologen durch minimale Anderungen am
menschlichen Insulinmolekiil, die jeweils entweder dem menschlichen Korper vertraut oder iber mehrere Jahre hinwag gepriift
sind und bei denen auf diese Weise keine Ausldsung einer Immunreaktion festgestelit wurde. Das Hauptmerkmal der
Insulinverbindungen nach der Erfindung bestehtdarin, dafl sie als menschliches Insulin beschrieben werdenkénnen, bei dem an
das N-Terminal und die A-Kette ein Argininrest angefiigt wurde und bei dem die C-Terminal-Karboxyl-Gruppe der B-Kette
vorzugsweise in Form des Amids blockiert wurde. Es ist vorgesehen, die Insulinverbindungen so einzusetzen, daB sie in einer
schwach sauren Lésung aufgeldst werden, und unter diesen Bedingungen kann wihrend der Lagerungszeit des Praparats eine
beachtiiche Deamidierung des Asparginrestes in der Position A21 eintreten, was der verlingerten Wirkung entgegenwirkt.
Durch Einfiihrung einer Substitution von einem oder méglicherweise zwei der Glutaminsdurereste durch Glutamin kann diese
Wirkung kontrolliert werden.

Bei sinem insulinabhingigen Diabetes besteht eine héufig angewandte Therapie in der Verabreichung von zwei taglichen
Injektionen eines Langzeit-Insulinpréparates, einer am Morgen und der anderen am Abend, unmittelbar vor dem Schlafengehen,
um einen Insulinbasalpegel zu schaffen. AuBerdem warden drei Injektionen eines schnellwirkenden Insulinpréparates vor den
Hauptmahlzeiten gegeben. Der Nachteil dieser Therapie besteht darin, daR die spite Injektion des Langzeitpraparates zu einem
gefahrlich niedrigen Glukoseblutpegels im Verlauf der Nacht fihren kann. Das kann dadurch vermieden werden, daft man vor
dem Abendessen ein gemischtes Priparat aus einem verzdgertwirkenden und einem schnellwirkenden Insulin injiziert, wodurch
Hypoglykémie, wenn Uiberhaupt, wiahrend des Abends auftritt, wo sie durch beispielsweise einen leichten ImbiR behoben
werden kann. Bei dieser Art von Therapie kommt es aber oft am Morgen zu Hyperglykimie, da die am hdufigsten gebrauchten
Insulinpraparate mit verzégerter Wirkung, JInsutatard“®und ,Monotard“®, nicht iber eine ausreichend lange Zeit wirken. Es ist
also notwendig, fiir die Diabetes-Patienten ein Insulinpriparat zu schaffen, das langer als die normalerweise eingesetzien
Priparate wirkt, besonders, wenn eine injektion eines solchen Préparats liber einen oder sogar mehrere Tage ausreicht.
Insulinpraparate, die nach der Erfindung hergestelit werden, weisen eine verzégerte Insulinwirkung von langerer Dauer als das
gegenwirtig angewendete Insulinpréparat mit verzdgerter Wirkung, Monotard"®, auf.

Die bevorzugten Insulinverbindungen der Erfindung sind besonders vorteilhaft bei der Anwendung in Losungspréparaten, da
die Loslichkeit hach ist, selbst bei einem pH-Wert van etwa 5 (bei dem die Deamidierung wesentlich verringart wird), und eine
ausgeprigte verzdgerte Wirkung nach der subkutanen Injektion beibehalten wird.

Die Erfindung bezieht sich besonders auf die folgenden spezifischen Verbindungen:

[Arg”%-menschliches Insulin-(BZ0-Amid)

[Arg”?, GIn®"*|-menschliches Insulin-(830-Amid)

[Arg”®, GInA*4, Asp”?')-menschliches Insulin (B 30-Amid)

[Arg, Ser*?']-menschliches Insulin-(B 30-Amid)

[Arg*®, Arg®?'}-des [Thr®*%)-menschliches Insulin.

Die Insulinverbindungen nach der Erfindung kdnnen aus anderen Insulinen unter groRen Schwierigkeiten durch Einfihrung des
2usatzlichen Arginin-Restes am N-Terininal der A-Kette des Insulinmolekiils durch chemische Synthese herg’estelltwerden. Eine
weit attraktivere Route ist die enzymatisch katalysierte Umwandlung eines sinzelnen Kettenvorliufers, z.B. eines nattirlich
vorkommenden Proinsulins oder Préproinsulins oder eines biosynthetisch hergesteliten Vorldufers mit der allgemeinen
Formel Il
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worin E, Nund T alle die in der Formel Il gegebene Bedeutung haben, (AA)neine Peptidkette mit n Aminoséureresten und Lys als
dem C-Terminalrest darstellt oder eine Peptidbindung ist, wenn n = 0,und Z Wasserstoff oder eine Peptidkette von willkiirlicher
Linge mit Lys als dem C-Terminalrest darstellt.

Das fiir die enzymatische Umwandlung verwendete Enzym sollte eine trypsinartige Endopeptidas sein, die eine Peptidkette an
der Karboxyseite eines Lysinrests schneiden kann. Oftkann Trypsin direkt verwendet werden, besonders vorteilhaft aber ist eine
Endopeptidase, die Lysinspezifizitit aufweist, z. B. Endoproteinase Lys-C von Lysobacter-Enzymogenen (Boehringer Mannheim)
oder Lysyl-Endopeptidase von Achromobacter lyticus (Wako Pure Chemical Industries, Ltd.).

Die Reaktion kann als Transpeptidation unter Verwendung von Threoninamid unter dhnlichen Bedingungen ausgefihrtwerden,
wiesie z.B. in der europiischen Patentverdffentlichung Nr. EP 163529 beschrieben werden, was dann direkt zum B 30-Amid fiihrt,
sie kann aber auch als zweistufige Reaktion ausgefiihrtwerden, wobei mit siner enzymatischen Schneidung begonnenwird, die
2u einer des (Thr®¥)-Verbindung fiihrt, die dann durch eine Kopplungsreaktion, wie sie von Morihara u.a., ebenda, beschrieben
wurde, in das B30-Amid umgewandelt wird.

Die Vorldufer der Insulinverbindungen nach der Erfindung kdnnen biosynthetisch in einem Hefewirt, der eine DNA-Foige
expressiert, die den Vorliufer codiertl, hergestellt werden. Um die Sekretion in das Wachstumsmedium zu erreichen, kann die
DNA-Folge, welche den Insulinvoridufer codiert, mit einer anderen DNA-Folgs verschmolzen werden, welche ein in Hefe
funktionelles Signalpeptid codiert. Die Sekretion kann erreicht werden durch Einfiihrung der MFa 1-Fiihrungsfolge von
Saccharomyces cerevisiae in das Expressionsplasmid (Kurjan und Herskowitz, Cell 30, 933-943 {1982]). Bei einer bevorzugten
Konstruktion wird die DNA-Folge, welche die gesamte MFa 1-Fiihrungsfolge, einschlieBlich der dibasischen Stelle LysArg, aber
ausschlieBlich der Peptidfolge GluAlaGluAla, die das Substrat fiir die Hefeprotease DPAP (Dipeptidylaminopeptidase) ist,
codiert, verwendet. Auf diese Weise wird eine effektive Sekretion der Insulinvorldufer mit dem korrakten N-Terminal erreicht.
DNA-Folgen mit der Codierung fiir modifizierte Insulinvorldufer wurden unter Durchfiihrung der In-vitra-Mutagenese auf der
Expressionskassette konstruiert, welche im BamHi-Restriktionsfragment des Expressionsplasmids pYGABA enthalten ist, wie
dasin der Abb. 1 gezeigt wird. Das Plasmid enthé!t Selektionsmarker und Replikationssignale, die in Hefe funktional sind, und hat
eine Linge von 1103 Basenpaaren. Das BamHI-Fragment enthélt folgendes: Den GAPDH-FuBaufwirts-Bereich (Glyzeraldehyd-
3-phosphatdehydrogenase), der die Promotersequenzen von Position -389 bis -1 nach Bitter und Egan, Gene 32(1984), 263-274,
enthalt. Dem 5'-Ende des FluBaufwirts-Bsreiches wurden BamHl-Linker angefligt. Diese Promotersequenz wird direkt an dievon
Kurjan und Herskowitz beschriebene Sequenz verschmolzen, welche die 85 N-Terminal-Aminoséuren der

MFa 1-Fiihrungssequenz codiert. Die MFa1-Fiihrungsfolge wird direkt mit der Codierungssequenz fiir die einzelne Kette des
Insulinvorliufers des-{Thr¥®]-menschliches Insulin (SCI) verschmolzen, das ein synthetisches, konstruiertes Gen mit folgender
Sequenzist:

TTCGTTAACCAACACTTGTGTGGTTCTCACTTGGTTGAAGCTTTGTACTTGGTTTGTGGT -
AAGCAATTGGTTGTGAACACACCAAGAGTGAACCAACTTCGAAACATGAACCAAACACCA=
PheValAsnGlnHisLeuCysGlyserHisLeuVélGluA1aLeuTereuVa1CysGly-

GAAAGAGGTTTCTTCTACACTCCAAAGGGTATTGTTGAACAATGTTGTACTTCTATTTGT~
CTTTCTCCAAAGAAGATGTGAGGTTTCCCATAACAACTTGTTACAACATGAAGATAAACA-
GluArgGlyPhePheTyrThrProlysGlyIlevalGluGlnCysCysThrSerIleCys=

Sall
TCTTTGTACCAATTGGAAAACTACTGTAACTAATAGCGTCG
AGAAACATGGTTAACCTTTTGATGACATTGATTATCGCAGCAGCT ~
SerLeuTyrGlnLeuGluAsnTyrCysAsnEndEnd

Gezeigt wird auch, daB die Translation des Insulinvorldufer-Gens mitzwei Stoppkodonen beendet wird, und unmittelbar dahinter
pefindet sich eine Sall-Restriktionsstelle. Der Terminatorbereich ist mit dem Sall-BamHI-Restriktionsfragment identisch, dasin
der europiischen Patentverdffentlichung Nr.0116201 A1 beschrieben wird. Die Sequenz wird vollstandig unter Anwendung von
Standardtechniken konstruiert.

Angewendet wurde die Mutagenesemethode der ,auf die Oligonukleotidstelle gerichteten Mutagenese”, die von Zoller und
Schmith, DNA, Bd.3, Nr.6, 479-488 (1984), beschrisben wurde. Die Msthode ist nachstehend kurz aufgefiihrt und wird
ausfiihrlicherim Beispiel 1 beschrieben. Die insulinvorlduferfoige, die aus dem Expressionsplasmidisoliert wurde, wird ineinen
einzelstringigen, runden M 13-Bakteriophag-Vektor eingefiigt. An das einzelstrangige Genom wird ein chemisch synthetisierter,
komplementirer DNA-Strang hybridisiert. Der DNA-Strang enthélt die gewiinschte Sequenz, umgeben von Sequenzen, die 2u
den Insulinsequenzen auf der runden DNA vollkommen homolog sind. Der Starter wird dannin vitro iiber dis gesamte Lénge des
runden Genoms unter Verwendung von Klenow-Polymerase biochemisch erweitert. Dieser Strang ergibt einzelstrdngige Phase,
die, wenn sie in E. coli gezogen werden, die Maglichkeit der Isolierung von doppelstréngiger DNA mit der gewiinschten Folge
bieten. Aus dieser doppelstringigen DNA wird ein Restriktionsfragment isoliert und wieder in den Expressionsvektor eingesetat.

Die Erfindung wird unten ausfihrlicher unter Bezugnahme auf die Zeichnungen erklart, in denen
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Abb. 1 das Expressionsplasmid pYGABA 14276 zeigt,
Abb. 2 den Hefevektor pAB 24 zeigt und
Abb.3 eine grafische Darsteilung der Absorption des Insulins aus einem subkutanen Depot zeigt,

Die Erfindung wird durch die folgenden Beispiele weiter veranschaulicht,

Beisplet | .

Konstruktion eines Expressionsplasmids, das zur Expression des Vorl§ufers B{1-29)-AKR-A{1-21) verwendet werden kann. Die
Expressionskassette, dieim Expressionsplasmid pYGABA {dasin der Abb, 1 gezeigt wird) an einem BamHI-Restriktionsfragment
anthalten ist, wurde isoliert: Das Expressionsplasmid wurde mit der Restriktionsendonuklease BamHi inkubiert. Es wurden
folgende Bedingungen angewendet: 204ig Plasmid, 50 Einheiten BamHI, 100mM NaCl, 50mM Tris-HCI, pH-Wert 7,5, 10mM
MgCl, und 1mM DTT in einem Volumen von 100 ul. Die Temperatur betrug 37°C, die Reaktionszeit 2 Stunden. Die beiden
DNA-Fragmaente wurden auf einem 1%igen Agarose-Gel getrennt, und das gewlinschte Fragment wurde isoliert.

Ligation an den M 13-Vektor M13mp18:

Das isolierte Restriktionsfragment wurde an den Bakteriophag-Vektor M13mp 18 ligiert, der ebenfalls mit der
Restriktionsendonuklease BamH! im folgenden Feaktionsgemisch geschnitten worden war: Fragment 0,244g, Vektor 0,02 g,
50mM Tris-HCI, pH-Wert 7,4, 10mM MgCl, 10mM DTT und 1 mM ATP in einem Volumen von 20pl. Es wurden 5l dieses
Gemischs in den E. coll-Stamm JM 101 transformiert. Das Vorhandensein des Fragments im Vektor und die Orientierung des
Fragmentes wurden durch Restriktionsenzymkartierung auf doppelstrangiger M13-DNA, die aus den Transformanten isoliert
wurde, bestimmt.

Isolierung von einzelstrangiger (ss) DNA (Matrize):
Aus dem oben beschriebenen Transformaten wurde ss-DNA nach einer Methode isoliert, die von Messing in Gene, 19, 269 bis
276 (1982), beschrieben wurde.

5'-Phosphorylierung des Mutagenisationsstarters:

Der Mutagenisationsstarter mit der Folge 5'.CAACAATACCTCTCTTAGCCTTTGGAGTG-3' wurde am 5'-Ende in 30 pl
Reaktionsgemisch phosphoryliert, das 70mM Tris-HCl, pH-Wert 7,0, 10mM MgCl,, 5mM DTT, 1mM ATP, 100pMot
Oligonukleotid und 3,6 Einheiten von T4-Polynukleotidkinase enthielt. Die Reaktion wurde 30 Minuten lang bei 37°C ausgefiihrt.
Dann wurde das Enzym durch zehnminiitiges Inkubieren des Gemischs bei 65°C inaktiviert.

Hybridisierung von Matrize und phosphoryliertem Mutagenisationsstarter:

Die Hybridisierung von Matritze und Starter erfolgte in 10l eines Volumens, das 0,5 pMol Matrize, 5 pMol Starter, 20mM
Tris-HCl, pH-Wert 7,6, 10mM MgCl, 50mM NaClund 1 mM DTT enthielt, durch zehnminiitiges Erhitzen auf 65°C und
anschlieRendes Abkiihlen auf 0°C.

Erweiterungs-/Ligationsreaktion:

Dem oben gewonnenen Reaktionsgemisch wurden 10pl des folgenden Gemischs zugesetzt: 0,3mM dATP,0,3mMdCTP,0,3mM
dGTP, 0,3mM TTP, 1mM ATP, 20mM Tris-HCI, pH-Wert 7,5, 10 mM MgCl;, 10mM DTT, 3 Einheiten von T4-DNA-Ligase und

2,5 Einheiten der Klenow-Polymerase. AnschlieBend wurde die Reaktion (iber 16 Stunden bei 16°C ausgefiihrt.

Transformation von JM101:

Das oben genannte Reaktionsgemisch wurde in verschiedenen Verdiinnungen in CaClz-behandelte E.coli-JM 101-Zellen unter
Anwendung von Standardtechniken transformiert und in 2x YT-Topagar auf 2x YT-Agarplatten plattiert. (Es wurden

2x YT = Trypton, 16g/l, Hefeextrakt, 10g/1, NaCl, 5g/l als Abkiirzung verwandt. 2x YT-Topagar = 2% YTunterZusatzvon 0,4%
Agarose und Autoklavbehandlung. 2x YT-Agarplatten = 2x YT unter Zusatz von 2% Agar und Autoklavbehandlung). Die
Platten wurden bei 37°C (iber Nacht inkubiert. :

|dentifizierung der positiven Klone:

Es wurde die Methode der , plaque“-Lift-. lybridisierung angewendet, die nachstehend beschrieben wird: Ein Nitrozellulosefilter
wurde auf eine Platte mit einer geeigneten ,plaque”-Dichte gebracht, so daR der Filter benetzt wurde. Dann wurde der Filterin
folgenden Lésungen gebadet: 1,6M NaCl, 0,5M NaOH iiber 30s, 1,5M NaCl, 0,5 M Tris-HCI, pH-Wert 8,0, fiir 1 Minute, 2x SSC
{0,3M NaCl, 0,03 M Natriumzitrat) bis zur spéteren Verwendung. Der Filter wurde auf 3-mm-Filterpapier getrocknet und

2 Stunden bei 80°C in sinem Vakuumofen gebacken.

Der Mutagenisationsstarter mit der Folge 5'-CAACAATACCTCTCTTAGCCTTTGGAGTG-3' wurde am 5'-Ende in 30 ul eines
Volumens radioaktiv markiert, welches 70mM Tris-HCI, pH-Wert 7,5, 10 mM MgCl,, 5mM DTT, 10pMol Oligonukleotid, 20pMol
Gamma-*2P-ATP und 3,5 Einheiten von T4-Polynukleotidkinase enthielt. Das Gemisch wurde bei 37°C 30 Minuten lang inkubiert
und dann 5 Minuten lang bei 100°C.

Der getrocknete Filter wurde 2 Stunden lang bei 65°C in 6x SSC, 0,2% Rinderserumalbumin, 0,2% Ficoll, 0,2%
Polyvinylpyrrolidon, 0,2% Natriumdodekylsulfat (SDS) und 50 pg/mi Lackssperma-DNA vorhybridisiert. Dann wurde das
Reaktionsgemisch, das die markierte Sonde enthielt, zu 15ml frischem Vorhybridisationsgemisch gegeben, und der Filter wurde
dann darin Giber Nacht bei 40°C unter sanftem Riihren gebadet. Nach dem Hybridisieren wurde der Filter dreimal iiber jeweils
15 Minuten in 2x SSC + 0,1% SDS gewaschen und einer Autoradiographbehandlung unterzogen. Nach dem Waschen in der
gleichen Losung, jetzt aber bei 62°C, und einer weiteren Autoradiographbehandlung wurden ,plaques” identifiziert, die DNA-
Folgen enthielten, welche zum Mutagenisationsstarter komplementar waren,



-13- 298788

Erneutes Screenieren auf positive Klone:
Da der identifizierte Klon ein Ergebnis eines Heteroduplexes ist, wurde das .plaque” ernaut plattiert. Hybridisierung und
Identifizierung wurden wiederholt.

Reinlgung der doppelstrangigen M 13-Phag-DNA:

Ein re-screenierter Klon wurde fir die Infizierung des E. coll-Stammes JM101 verwendet. Eine Kultur, die etwa 10° Phage und

§ Kolonien von JM 101 enthielt, wurde 5 Stunden lang in ml eines 2% YT-Mediums bei 37°C gezogen. Dann wurde die
doppelstringige, runde DNA aus dem Pellet nach einer Methode gereinigt, die von Birnboim und Doly, Nucleic Acids Res. 2, 1513
(1979), beschrieben wurde.

Isollerung eines Restriktionsfragmentes, welches den modifizierten Insulinvorldufer enthait:

Das DNA-Préparat (etwa 51g), das oben isoliert worden war, wurde mit 10 Einheiten der Restriktionsendonuklease BamHl in
60p1100mM NaCl, 50 mM Tris-HCI, pH-Wert 7,5, 10mM MgCl,und 1mM DTT 2 Stunden lang bei 37°Cverdaut. Die DNA-Produkte
wurden auf einem Agarose-Gel getrennt, und die Fragmente wurden aus dem Gel gereinigt.

Ligation an den Hefevektor pAB24 (Abb.2):

Das isolierte Restriktionsfragmentwurde an den Hefevektor pAB 24 ligiert, der mit der Restriktionsendonuklease BamHi verdaut
worden war, in folgendem Reaktionsgemisch: Fragment 0,241g, Vektor 0,02pg, 50 mM Tris-HCI, pH-Wert 7.4, 10mM MgCl,,
10mM DTT, 1mM ATP in einem Gesamtvolumen von 204l. Von diesem Reaktionsgemisch wurden 5l fiir die Transformation
des E. coli-Stammas MC 1061 verwendet, worin das modifizierte Expressionsplasmid identifiziert und vermehrt wurde. Das
Plasmid wurde pYGAB-AKR-A bezeichnet und war mit Ausnahme des angefiigten Kodons mit pYGABA identisch.

Transformation von Hefe:

Die Tranformation des Expressionsplasmids in den Hefestamm Saccharomyces cerevisiae JC482 /\ pep ALeu2cir (at, his4,
pop4, ura3, leu?, cir’} wurde so ausgefiihrt, wie das von Ito u.a., J. Bact,, Bd. 153, Nr.1, 163-168 (1983), beschrieben wurde. Die
transformierten Zellen wurden auf SC-ura-Medium (0,7% Hefestickstoffbasis, 2,0% Glukose, 0,6% Kasaminosduren, 2,0% Agar)
2ur Selektion nach den plasmidhaltigen Zellen plattiert.

Belsplel Il

Konstruktion eines Expressionsplasmids, das fiir die Produktion des Vorldufers B{1-29)-Gly-Ser-Lys-Arg-A(1-21) genutat werden
kann.

Das Verfahren warim wesentlichen das gleiche wieim Beispiel |, mit der Ausnahme, daf® der eingesetzte Mutagenisationsstarter
die Folge 5'.CAACAATACCTCTCTTAGAACCCTTTGGAGTG-3' hatte, daB die Hybridisierungstemperatur 42°C betrug und daf
die Waschtemperatur nach dem Hybridisieren 64°C betrug. Das modifizierte Plasmid hatte eine mitpYGABA identische Sequenz,
ausgenommen die hinzugefigten Codone.

Belspiel ill

Konstruktion eines Expressionsplasmids, das fiir die Produktion des Vorldufers [GIn®'}-B(1-29)-Ala-Lys-Arg-A(1-21) genutzt
werden kann,

Das Verfahren war im wesentlichen das gleiche wie im Beispiel |, mit der Ausnahme, daf die verwendete Matrize durch
Klonierung der BamHI-Kassette von pYGAB-AKR-A in M13 gewonnen wurde, dafd der Mutagenisationsstarter die Folge
5.GTACAAAGCTTGAACCAAGTG-3' hatte, daB die Hybridisierungstemperatur 31°C betrug und daB die Waschtemperatur nach
dem Hybridisieren 63°C betrug. Das modifizierte Plasmid hatte eine mit pYGABA identische Sequenz, ausgenommen die
gednderten und hinzugefigten Codone.

Beispiel IV )

Konstruktion sines Expressionsplasmids, das fiir die Produktion des Vorldufers (GIn*4, Asp??')-B{1-29)-Ala-Lys-Arg-A(1-21)
genutzt werden kenn.,

Das Verfahren wa: im wesentlichen das gleiche wie im Beispiel |, mit den Ausnahmen, daB die verwendete Matrize durch
Klonierung der BamHI-Kassette von pYGAB-AKR-A in M 13 gewonnen wurde und daf die Mutagenese in 2wei Schritten
ausgefithrt wurde. Beim Schritt 1 hatte der Starter die Sequenz 5'-ACAACATTGTTGAACAATACC-3', die
Hybridisierungstemperatur betrug 27°C und die Waschtemperatur nach dem Hybridisieren betrug 49°C, und im Schritt 2 hatte
der Starter die Sequenz 5'-CGCTATTAGTCACAGTAGTTT-3, die Hybridisierungstemperatur betrug 29°C, und die
Waschtemperatur nach dem Hybridisieren lag bei 51 °C. Das modifizierte Plasmid hatte eine mit pYGABA identische Sequenz,
ausgenommen die geédnderten und hinzugefiigten Codone.

Belisplel V

Konstruktion eines Expressionsplasmids, das fiir die Produktion des Vorliufers Ser*?! -B(1-29)-Ala-Lys-Arg-A(1-21) genutat
werden kann,

Das Verfahren war im wesentlichen das gleiche wie im Beispiel |, mit den Ausnahmen, daB die eingesetate Matrize durch
Klonieren der BamHI-Kassette von pYGAB-AKR-A in M 13 gewonnen wurde, daft der Mutagenisationsstarter die Sequenz
5'.GACGCTATTAAGTACAGTAGT-3' hatte, daB die Hybridisierungstemperatur 29°C betrug und daR die Waschtemperatur nach
dem Hybridisieren bei 61°C lag. Das modifizierts Plasmid hatte eine mit pYGABA identische Sequenz, ausgenommen die
gednderten und hinzugefiigten Kodone.
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Beispiel VI

Konstruktion eines Expressionsplasmids, das fir die Produktion des Vorlaufers (Arg®?"]-B(1-29)-Ala-Lys-Arg-A(1-21) genutzt
werden kann.

Das Verfahren war im wesentlichen das gleiche\ ":im Beispiel |, mit den Ausnahmen, daf die eingesetzte Matrize durch
Klonieren der BamHI-Kassette von pYGAB-AKR-A in M 13 gewonnen wurde, da der Mutagenisationsstarter die Sequenz
5".CAACAATACCTCTCTTAGCCTTTGGTCTGTAGAAGA-3' hatte, da8 die Hybridisierungstemperatur 43°C betrug und daf die
Waschtemperatur nach dem Hybridisieren bei 65°C lag. Das modifizierte Plasmid hatte eine mit pYGABA identische Folge,
ausgenommen dis gednderten und hinzugefiigten Kodone.

Belsple} Vil

Expression des Vorliiufers und Isolierung aus dem Kulturmedium.

Hefe, die auf die in den Beispielen | bis VI beschriebene Art und Waeise transformiert worden war, wurde auf Petrischalen
vermehrt, die Minimalmedium ohne Uracil enthielten, Dauer 48 Stunden bel 30°C. Riittelflaschen zu 100ml, die Minimalmedium
ohne Uracil + 5g/l Kasaminoséuren + 10g/| Sukzinséure + 30g/| Glukose bei einem pH-Wert von 5,0 enthielten, wurden mit
einer einzigen Kolonie von den Petrischalen geimptft. Die Flaschen wurden dann bei 30°C in einem Inkubator 72 Stunden lang
gerittelt.

Nach dem Zentrifugieren wurde 11 der zusammengefaliten, obenaufschwimmenden Schichten durch Filtern sterilisiert und
durch den Zusatz von 5M HCl und Wasser auf einen pH-Wert von 4-4,5 und eine Leitfahigkeit von <10mS abgestimmt. Mit
einem Strom von 120mI/h wurde die obenaufschwimmende Schicht dann einer S-Sepharose®-FF-Kolonne, 1,6 X 6cm,
zugefiihrt, welche vorher mit 50mM Essigséure, 50% (Volumenbasis) Ethanol, mit NaOH auf einen pH-Wertvon 4,0 abgestimmt,
#quilibriert worden war. Die Kolonne wurde mit 60ml Puffer gewaschen, und der Vorldufer wurde durch einen linearen
Gradienten von NaCl von 0 bis 0,35 M in 360 ml Puffer mit einem Stromvon 10ml/h eluiert, Das Eluatwurde in Fraktionenvondml
aufgeteilt und auf UV-Absorbanz untersucht. Fraktionen, die den Vorlaufer enthielten, wurden durch RP-HPLC-Analyse
identifiziert und zusammengefaft. Nach dem Entsalzen auf einer Sephadex®G 25-Kolonne in 1 M Essigséure wurde der Vorldufer
durch Lyophilisieren isoliert.

Belspiel VIll

Herstellung von [Arg*®}-des[Thr®*]-menschlichem Insulin aus dem Vorlaufer B(1-29)-Ala-Lys-Arg-A(1-21).

Bei 4°C wurden 250mg von B(1-29)-Ala-Lys-Arg-A(1-21), das nach den Methoden in den Beispielen | und VIl hergestellt worden
war, in 25mivon 50mM Tris-{hydroxymethyl)aminomethan, 20% Ethanol, mit HCI auf einen pH-Wert von 10 abgestimmt,
aufgeldst. Sepharose®, die 0,8mg immobilisiertes Trypsin/ml enthielt, wurde auf einem Glasfilter mit dem gleichen Puffer
gewaschen und abgeleitet. Es wurde Puffer zu 40g des abgeleiteten Gels gegeben und das Volumen auf 75 ml abgestimmt, Die
Lésung, dis den Vorldufer enthielt, wurde der Suspension zugesetzt, und man lieR das Gemisch eine Stunde lang bei 4°C unter
sanftem Rihren stehen, anschlieBend wurde es gefiltert.

Die HPLC-Analyse (Analyse durch Hochdruckfliissigkeitschromatographie) ergab eine 61%ige Umwandlung in {Arg"®)-des-
[Thr®¥®]-menschliches Insulin.

Das Gel wurde mit 50m! Puffer (ohne Ethanol) gewaschen und abgeleitet, und die Proteine in den zusammengefaften Filtraten
wurden durch Abstimmung des pH-Wertes auf 6 ausgeflit. Der Niederschlag wurde durch Zentrifugieren und Lyophilisieren
isoliert. .

Der Niederschlag wurde bei 4°Cin 20mlvon7 M Harnstoff durch Abstimmung des pH-Wertes auf 8,1 aufgeldst, und die Losung
wurde einer Kolonne von Q-Sepharose®FF von 1,6cm X 20cm zugefiihrt, die vorher mit 20mM Tris-(hydroxymethyl)-
aminomethan, 7 M Harnstoff, mit HCl auf einen pH-Wert von 8,1 abgestimmt, bei 4°C dquilibriert wordenwar. Unter Anwendung
eines Stromes von 40mi/h wurde die Kolonne dann mit einem linearen Gradienten von 0mM bis 50mM NaClin dem gleichen
Puffer Gber 24 Stunden eluiert. Das Eluat wurde durch UV-Absorption nachgewiesen, und die erste der beiden eluierten
Hauptspitzen wurde aufgefangen. Das zusammengefafite Material wurde in 1M Essigsédure auf einer Sephadex® G 25-Kolenne
entsalzt und lyophilisert. Die Ausbeute betrug 75mg an [ArgA°]-des[Thr“’°]-menschlichem Insulin. ,

Die Identitit des Produktes wurde durch Aminoséureanalyse, durch Plasmadesorptionsmassenspektrometrie und durch
sequentiellen Edman-Abbau der getrennten vinylpyridylierten A- und B-Ketten bestdtigt. -

Belsplel IX

Herstellung von Arg*®-des Thr®*-menschlichem Insulin aus dem Vorldufer B(1-29)-Gly-Ser-Lys-Arg-A(1-21).

In 50ml van 50 mM Tris-(hyd:oxymethyllaminomethan, 20% Ethanol, mit HCI auf einen pH-Wertvon 10 abgastimmt, wurden
400mg B(1-29)-Gly-Ser-Lys-Arg-A(1-21), hergestelit nach den in den Beispielen 1l und VIl beschriebenen Mathoden, aufgeldst.
Sepharose®, die 0,8g immobilisiertes Trypsin/ml enthielt, wurde auf einem Glasfilter mit dem gleichen Puffer gewaschen und
dann abgeleitet. Zu 80g des abgeleiteten Gels wurde Puffer gegeben, und das Volumen wurde aui 150 ml abgestimmt. Die
Lésung, die den Vorldufer enthielt, wurde zu der Suspension gegeben, und man lie das Gemisch 30 Minuten lang unter sanftem
Riihren bei 20°C stehen, anschlieBend wurde es gefiltert.

Die HPLC-Analyse zeigte eine Umwandlung von 50% in [Arg”}-das[Thr®®]-menschliches Insulin.

Das Gelwurde mit 100 ml Puffer (ohne Ethanol) gewaschen und abgeleitet, und die in den Fiitraten zusammengefaBten Proteine
wurden durch Abstimmung des pH-Wertes auf 6 ausgefélit. Der Niederschlag wurde durch Zentrifugieren und Lyophilisieren
isoliert.

Der Niederschlag wurde bei 4°C in 20mlvon 7M Harnstoff durch Abstimmung des pH-Wertes auf 8,1 aufgeldst, und die Ldsung
wurde einer Q-Sepharose®FF-Kolonne von 1,6¢m X 20cm zugefiihrt, die vorher bei4°C in 20mM Tris-
(hydroxymethyl)aminomethan, 7M Harnstoff, mit HCl auf einen pH-Wert von 8,1 abgestimmt, aquilibriert worden war. Unter
Anwendung eines Stromes von 40mi/h wurde die Kolonne dann mit einem linearen Gradienten von 0mM bis 50mM NaClin
dem gleichen Puffar (iber 24 Stunden eluiert. Das Eluat wurde durch UV-Absorption nachgewiesen, und die erste der beiden
eluierten Hauptspitzen wurde aufgefangen. Das zusammengefalte Material wurdein 1M Essigsdure auf einer Sephadex®

G 25-Kolonne entsalzen und lyophili: rt. Die Ausbeute betrug 145mg (Arg*°]-des[THI®*]-menschliches Insulin.
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Die ldentitat des Produktes wurde durch Aminosiureanalyse, durch HPLC-Analyse und durch sequentiellen Edman-Abbau
bestatigt.

Belspiel X

Herstellung von [Arg*®]-des{Thi®**}-menschlichem Insulin aus Schweins-Proinsulin.

In 800pl von 0,1 M HCl wurden 40mg Schweins-Proinsulin aufgeldst, und es wurden 8ml von 50mM Tris-
{(hydroxymethyl)aminomethan zugesetzt. Es wurde eine Lasung von einer Einheit Endoproteinase Lys-Cvon
Lysobacterenzymogenen (Boehringer, Mannheim) in 2001 von 0,1 M Tris-(hydroxymethyllaminomethan, mit HCl auf einen
pH-Wert von 8,5 abgestimmt, hergestelit. Die beiden Ldsungen wurden miteinander gemischt und 16 Stunden lang bei 12°C
stehengelassen.

Die Reaktion wurde durch Abstimmung des pH-Wertes auf 6,2 nach dem Zusatz von 1,8ml 96%igen Ethanols gestoppt, und die
resultierende Suspension wurde bei 4°C {iber Nacht stehengelassen, Der Niederschlag wurde durch Zentrifugieren isoliert und
bei 4°C wieder in 2ml von 7M Harnstoff unter Abstimmung des pH-Wertes auf 8,1 aufgeldst. Diese Losung wurde einer
Q-Sepharose®FF-Kolonnevon 1,6cm X 20cm, die vorher bei 4°C in 20 mM Tris(hydroxymethyl)aminomethan, 7 M Harnstoff, mit
HC! auf einen pH-Wert von 8,1 abgestimmt, #quilibriert worden war. Unter Anwendung sines Stroms von 40mi/h wurde die
Kolonne dann mit einem linearen Gradienten von 0mM bis zu 50 mM NaCl in dem gleichen Puffer iber 24 Stunden eluiert. Das
Eluat wurde durch UV-Absorption nachgewiesan, und die Hauptspitze wurde aufgefangen. Das 2usammaengefalite Material
wurde in 1 M Essigssure auf einer Sephadex®G 25-Kolonne entsalzt und lyophiliert. Die Ausbeute betrug 15mg [Arg"©]-
des[Thr®¥]-menschliches lasulin. ,

Die Identitat des Produktes wurde durch Aminosaurenanalyse, durch HPLC-Analyse und durch sequentiellen Edman-Abbau
bestitigt.

Belsplel XI

Herstellung von [Arg*°}-menschlichem Insulin-{B30-Amid).

Es wurden 200mg an [Arg*°]-des[Thr®*]-menschlichem Insulin, das nach einer der Methoden in den Beispielen VIil bis X
hergestellt worden war, in einem Gemisch aufgeldst, das 400mg Threoninamid, 2,0 mi Ethanol und 0,8 ml Wasser enthielt. Der
pH-Wertwurde mit Essigséure auf6,3 abgestimmt,' und es wurde ein (abgesetztes) Volumenvon4ml Sepharose®zugesetzt, das
3,2mg immobilisiertes Trypsin enthielt. Diese Mischung wurde 2 Stunden bei 20°C unter sanftem Riihren stehengelassen,
anschlieRend wurde das Gel durch Filtern entfernt, und das Protein wurde durch den Zusatz von 10 Volumen an 2-Propanol
ausgefélit. Der luftgetrocknete Niederschlag wurde bei 4°C in 20mivon 7M Harnstoff unter Abstimmung des pH-Wertes auf 8,1
aufgeldst, und die Ldsung wurde einer Q-Sepharose®FF-Kolonne von 1,6cm x 20cm, die vorher bei 4°C mit 20mM
Tris(hydroxymethyl)-aminomethan, 7M Harnstoff, mit HCIl auf einen pH-Wert von 8,1 abgestimmt, dquilibriert worden war.
Unter Anwendung eines Stroms von 40ml/h wurde die Kolonne dann mit einem linearen Gradienten von 0mM bis zu 50mM
NaCl in dem gleichen Puffer iiber 24 Stunden sluiert. Das Eluat wurde durch UV-Absorption nachgewiesen, und die Hauptspitze
wurde aufgefangen. Das zusammengefafite Material wurde in 1 M Essigséure auf einer Sephadex®G 25-Kolonne entsalzt und
lyophilisiert. Die Ausbeute betrug 80mg [Arg*®)-menschliches Insulin-(B 30-Amid).

Die Identitit des Produktes wurde durch Aminos#urenanalyse, durch Plasmadesorptionsmassenspektrometrie und durch
sequentiellen Edman-Abbau bestéatigt.

Belspiel XII

Herstellung von [GIn®' Arg*°]-des(Thi®*]-menschlichem Insulin.

Es wurden 250mg von [GIn®*3]-B(1-29)-Ala-Lys-Arg-A(1-21), das nach den in den Beispielen Il und VIi beschriebenen Methoden
hergestelitworden war, mitimmobilisiertem Trypsind behandelt, und das Reaktionsproduktwurdeim wesentlichenso gereinigt,
wie das im Beispiel VIll beschrieben wurde. Die Ausbeute betrug 60mg [GIn®'3,Arg”)-des(Thr®¥]-menschliches Insulin.

Die Identitit des Produktes wurde durch Aminoséureanalyse, durch Plasmadasorptionsspektrometrie und durch sequentiellen
Edman-Abbau bestatigt.

Beispiel XIII ~

Herstellung von [GIn**,Asp*?' Arg”°]-menschlichem Insulin-(B30-Amid).

Es wurden 500mg von [GIn**,AspA?'}-B(1-29)-Ala-Lys-Arg-A(1-21), die nach den in den Beispielen IV und Vil baschriebenen
Methoden hergesteilt worden waren, mit immobilisiertem Trypsin behandelt, und das resultierende Produkt wurde im
wesentlichen so gereinigt, wie das im Beispiel VIl beschrieben wurde. Die Ausbeute betrug 175mg an {GIn**, Asp*? Argh%)-
des[Thr®¥}-menschlichem Insulin.

Das wurde durch Kopplung mit Threoninamid nach der im Beispiel Xl beschriebenen Methode in das B30-Amid umgewandelt.
Die Ausbeute an gereinigtem [GIn**,Asp*?", Arg"%)-menschlichem Insulin-(B30-Amid) betrug 50mg.

Die |dentitat des Produktes wurde durch Aminosaurenanalyse, durch Plasmadesorptionsmassenspektrometrie und durch
sequentiellen Edman-Abbau bestétigt.

Belsplel XIV

Herstellung von [Ser*?', Arg*®]-menschlichem Insulin-(B30-amid).

Es wurden 400mg [Ser*?')-B(1-29)-Ala-Lys-Arg-A(1-21), das nach den in den Beispielen V und VIl beschriebenen Methoden
hergestellt worden war, mitimmobilisiertem Trypsin behandelt, und das resultierende Produkt wurde im wesentlichen so
gereinigt, wie das im Beispiel VIl beschrieben wurde. Die Ausbeute betrug 125mg [Ser*?', Arg*®)-des[Thr®*°|-menschliches
Insulin,
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Das wurde durch Kopplung mit Threoninamid nach der im Beispiel Xl beschriebenen Methode in das B30-Amid umgewandelt.
Die Ausbeute an gereinigtem [Ser*?', Arg*°}-menschlichem Insulin-(B30-Amid) betrug 40mg.

Die Identitiit des Produktas wurde durch Aminos#urenanalyse, durch Plasmadesorptionsmassenspektrometrie und durch

- sequentiellen Edman-Abbau bestétigt.

Beispiel XV

Herstellung von [Arg®?,Arg*°]-des[Thr®*%]-menschlichem Insulin.

Es wurden 250mg [Arg®?)-B(1-29)-Ala-Lys-Arg-A{1-21), das nach den in den Beispielen Vi und Vil beschriebenen Methoden
hergestellt worden war, mit immobilisiertem Trypsin behandelt, und das resultierende Produkt wurde im wesentlichen so
gereinigt, wie das im Beispiel Vill beschrieben wurde. Die Ausbeute betrug 50mg [Arg®?, ARg"°)-des{Thr®*’]-menschliches
Insulin.

Die Identitit des Produktes wurde durch Aminoséurenanalyse und durch sequentiellen Edman-Abbau bestétigt.

Belspiel XVI

Zubereitung eines injizierbaren Préparates mit verzbgernder Wirkung, das aufgeldstes {Arg*°]-menschliches Insulin-(B30-Amid)
enthalt.

Eswurden 60pMol des [Arg”°}-menschliches Insulin-(B 30-Amids) in 4mivon 0,1 M HCI aufgeldst, und es wurden 20m! 1,6%iges
m-Kresol zugesetzt. Die Lésung wurde mit70mlvon 1%igem NaC!und 3,25 mlvon 0,1M ZnCl, gemischt, und der pH-Wert wurde
auf 4,0 abgestimmt. Das Volumen wurde abschlieBend auf 100m| mit Wasser abgestimmt und durch Filtern sterilisiert.

Beisplel XVil

Zubereitung eines injizierbaren Préparates mit verzégernder Wirkung, das eine kristalline Suspension von [Arg"%)-
menschlichem Insulin-(B30-Amid) enthéit.

Es wurden 60uMol von [Arg*°]-menschliches Insulin-(B 30-amid) In 70ml einer 1%igen NaCl-Ldsung aufgeldst, die 0,5%
m-Kresol enthielt, wobei der pH-Wert mit 1M NaOH auf 9,7 abgestimmt wurde, und es wurden 325pl von 0,1 M Zinkazetat
zugesetzt. Nach der erneuten Abstimmung des pH-Wertes auf9,7 wurde das Volumen mit Wasser auf 80 ml abgestimmt,und die
Lésung wurde durch Filtern sterilisiert.

Es wurden 20ml von 66mM NaH,PO,, die 0,3% m-Kresol enthieiten und mit NaOH auf einen pH-Wert von 6,0 abgastimmt
worden waren, durch Filtern sterilisiert. )

Unter sterilen Bedingungen wurden die beiden Lésungen gemischt, und die resultierende Suspension lie® man unter sehr
sanftem Riihren bei 20°C eine Stunde lang stehen. AbschlieRend wurde der pH-Wert mit HCl auf 7,3 abgestimmt.

Beispiel XVIIi

Nachweis der hinauszogernden Wirkung nach der subkutanen Injektion bei Ratten durch Gammazéhlung von aufBen.

Fiir die Experimente wurden weibliche Wistar-Ratten von ca. 2509 Kérpergewicht und einem Alter von mahr als 80 Tagen
verwendet. Die Ratten wurden vor der Verwendung etwa eine Woche lang akklimatisiert und wurden ad libitum gefittert. Vier
Tage vor den Experimenten erhielten die Ratten eine wiirige Lésung von 20mM Kaliumjodid als Trink.vasser.

Verwendet wurden folgende Testpréparate:

|. Suspensionspréparat, das {Arg”°]-menschliches Insulin-(B30-Amid) enthielt und nach dem Beispisl XVII hergestellt worden
war.
Il. Lésungspréparat, das {Arg*°}-menschliches Insulin-(B 30-Amid) enthielt und nach dem Beispiel XVI hergestellt worden
war.
Il. Schnellwirkendes Lésungspréparat, das semisynthetisches menschliches Insulin enthielt (Velosulin®, 100 Einhsiten/ml).

i
Alle drei Zubereitungen enthielten zusétzliche 50uCi/ml [Mono-"%1)-Insulin bzw. -Insulinverbindungsmarker, das nach
Standardmethoden der Radiojodierung hergestelit worden war.
Den Ratten wurden auf der Riickseite des Femur subkutan 50pl Préparat injiziert, das 3,5nMol Insulinverbindung und 2,5uCi
('%1)-markiertem Tracer enthielt. Wahrend der Untersuchung wurden die Ratten in einer Rattenhalterung immobilisiert.
Das Verschwinden des Tracers aus der Injektionsstelle, das ein MaR fir die Absorption des Insulins aus dein subkutanen Depot
ist{C. Binder, Absorption of Injected Insulin [Absorption von injiziertem Insulin]. Munksgaard, Kopenhngen, 1969), wurde unter
Verwendung von zwei stationiren Mengenstrommessern MIP-10 und Detektoren E 749 mit 3mm Nal-Szintillationskristallen mit
Be-Fenstern und Kollimatoren mit 60° Sichtwinkel und 10-mm-Offnungen (Raytronic) gemessen. Die Mengenstrommesser
wurden mit Minirecordern 121N (Raytronic) verbunden. Die Detektoren wurden 2cm {iber der Haut an der Injektionsstelle
angebracht, Die Radioaktivitat wurde jeweils iiber einen Fiinfminutenzeitraum zu Stunde 0, 0,5,1,1,5,2,2,53,4,5,6,8,12,und
24 nach der Injektion des Préparates liberwacht. Nach Abzug derHintergrundszihlung wurden die Zahlraten in Prozentsatze der
anfanglichen Zahlrate umgewandelt.
In der Abb. 3 werden die Mittelwerte fiir die Restradioaktivitét als Funktion der Zeit fir jedes Praparat gegeben, Wenn man den
Zeitpunkt der Restradioaktivitét von 50% (Teox) als Maf fiir die hinauszégernde Wirkung nimmt, ergeben sich aus den Kurven
folgende Werte:

TBO%
Préparati> 12 Stunden
Préparatll= 8Stunden
Praparatlll= 0,5Stunden

Diese Ergebnisse zeigen, daB beide Préparate, die [Arg*°]-menschliches Insulin-(8 30-Amid) enthalten, eine ausgepragte
hinauszégernde Wirkung gegeniiber dem schnellwirkenden menschlichen Insulinpréparat haben.
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Belsplel XIX
Zubereitung eines injizierbaren Préparates, das eine Lsung von [Arg*®, Arg®?’)-des[Thr®*]-menschliches Insulin enthdlt und

eine hinauszégernde Wirkung hat.

Es wurden 12Mol von [Arg”®,Arg8?]-des[Thr®¥]-menschliches Insulin in 35 ml einer 1%igen NaCl-Lésung aufgeldst, die 0,5%
m-Kresol enthielt, wobei der pH-Wert mit1 MHCl auf 3,5 abgestimmt wurde, und es wurden 650 ulvon0,1 M Zinkazetatzugesetzt.
Nach erneuter Abstimmung des pH-Wertes auf 3,5 wurde das Volumen mit Wasser auf 50ml gebracht, und die Lésung wurde
durch Filtern sterilisiert.

Belsplel XX .

Nachwaeis der hinauszégernden Wirkung bei Kaninchen nach subkutaner Injektion.

Der Grad der hinauszégernden Wirkung eines Losungspréparates, das0, M [Arg?,Arg®?)-des[Thr®*]-menschliches Insulin
enthielt und wie im Beispiel X1X hergestellt worden war, wurde bei Kaninchen nach der Methode bestimmt, die in der British
Pharmacopoeia 1980 beschrieben wurde.

Sachs Kaninchen wurde subkutan jeweils 65ul des Praparats injiziert, und zur Glukosebestimmung wurden unmittelbar vor der
Injektion und 1, 2,4 und 6 Stunden nach der Injektion Blutproben entnommen. Die Glukosewerte wurden als Prozentsatz des
Wertes vor der injektion ausgedriickt.

Die Bastimmung ergab folgende Mittelwerte:

Zeit nach der Injektion: Oh 1h 2h 4h 6h
% Glukose aes Anfangswertes: 100% 68,2% 650% 801% 794%

Durch Bestimmung des Prolongationsindexes nach der Methode, die von Markussen u.a., Protein Engineering, Bd.1,Nr.3,
S.205-213 (1987), beschrieben wurde, wurde ein Wert von 42 berechnet. Durch den Vergleich der Ergebnisse mit denen in der
Tabelle 1, ebenda, kann festgestelit werden, daB das Losungspréparat, das [Arg”®,Arg®?)-des| Thi®¥)-menschliches Insulin
enthilt, die gleiche Prolongation wie das normalerweise eingesetzte Zink-Insulin-Suspensions-Préparat mit verzégernder
Wirkung, Actrapid® Human, aufweist.
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