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%’7) Zusammenfassung

Die vorliegende Erfindung betrifft Insulinanzaloga, welche ein erhghtes Zinkbindungsvermagen aufweisen, sowie stabile Zinkkomplexe
derselben, die im Vergleich zo Humaninsulin ¢in verzbgeries Wirkprofil aufweisen, ¢in Verfahren zu dercn Herstellung und deren
Verwendung insbesondere in pharmazeutischen Zubereitungen zur Therapie des Diabetes mellitus vom Typ I wie auch Typ II.
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Beschreibung

Neue Insulinanaloga mit erhéhter Zinkbindung

Die vorliegende Erfindung betrifft insulinanaloga, welche ein erhéhtes
Zinkbindungsvermogen aufweisen, sowie stabile Zinkkomplexe derselben, die im
Vergleich zu Humaninsulin ein verzégertes Wirkprofil aufweisen, ein Verfahren zu
deren Herstellung und deren Verwendung insbesondere in pharmazeutischen

Zubereitungen zur Therapie des Diabetes mellitus vom Typ | wie auch Typ Il

Weltweil leiden etwa 120 Mio. Menschen an Digbetes mellitus. Darunter sind etwa
12 Mio. Typ |-Diabetiker, fur die die Substitution der fehlenden endokrinen
Insulinsekretion die einzige derzeit mégliche Therapie darstellt. Die Betroffenen sind
lebenslang, in der Regel mehrmals taglich, auf insulininjektionen angewiesen. im
Gegensatz zum Typ 1-Diabetes besteht beim Typ 1-Diabetes nicht grundsatzlich ein
Mangel an Insulin, jedoch wird in einer Vielzah! von Fallen, vor allem im

———fortgeschritterer Stadium, die Behandiung mut Insulin, gegebenenfalis in

20

25

30

Kembination mit einem oralen Antidiabetikum, als glnstigste Therapieform

angesehen.

Beim Gesunden ist die Insulinfreisetzung durch den Pankreas strikt an die
Konzentration der Blutglucose gekoppelt. Erhdhte Blutglucosespiegel, wie sie nach
Mahizeiten auftreten, werden durch eine entsprechende Steigerung der
Insulinsekretion rasch kompensiert. im nochternen Zustand sinkt der
Plasmainsulinspiege! auf einen basalen Wert ab, der ausreicht, eine kontinuierliche
Versorgung insulinsensitiver Organe und Gewebe mit Glucose zu gewahrleisten und
die hepatische Giucoseproduktion in der Nacht niedrig zu halten, Der Ersatz der
kérpereigenen Insutinsekretion durch exogene, meist subcutane Applikation von
insulin erreicht in der Regel die oben beschriebene Qualitat der physiologischen
Regutation der Blutglucose nicht anndhernd. Haufig kommt es zu Entgleisungen der
Blutglucose nach oben oder unten, die in thren schwersten Formen lebensbedrohlich
sein kénnen. Daneben stellen jedoch auch Uber Jahre erhdhte Blutgiucosespiegel

ohne anfangiiche Symptome ein erhebliches Gesundheitsrisiko dar. Die
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grof3angeiegte DCCT-Studie in den USA (The Diabetes Control and Complications
Trial Research Group (1993) N, Engl. J. Med. 329, 977-986) wies eindeutig nach,
daf} chronisch erhéhte Blutglucosespiegel wesentlich fur die Entwickiung
diabetischer Spatschaden verantwortlich sind. Diabetische Sbétschéden sind mikro-
und makrovaskulare Schadigungen, die sich u. U. als Retino-, Nephro-, oder
Neuropathie manifestieren und zu Erblindung, Nierenversagen sowie dem Verlust
von Extremitaten fihren und dartber hinaus mit einem erhéhten Risiko for
Herz/Kreislauferkrankungen einhergehen. Daraus ist abzuleiten, daR eine
verbesserte Therapie des Diabetes in erster Linie darauf abzielen muf, die
Blutglucose maglichst eng im physiologischen Bereich zu halten. Nach dem Konzept
der intensivierten Insulintherapie soll dies durch mehrmals tagliche Injektionen von
schnell und langsam wirkenden Insulinzubereitungen erreicht werden. Rasch
wirkende Formulierungen werden zu den Mahlzeiten gegeben, um den
postprandialen Anstieg der Blutglucose auszugleichen. Langsam wirkende
Basalinsuline sollen die Grundversorgung mit Insulin insbesondere wahrend der

Nacht sicherstellen, ohne zu einer Hypoglykamie zu fUhren.

Die derzeit verfugbaren Basalinsuline erfllen diese Anforderung nur unzulanglich.
Speziell die haufig verwendeten NPH-insuline weisen ein zu stark ausgepréagtes
\Mrk&ngsmaximum auf und haben eine zu kurze Gesamtwirkung. Dies birgt bei
abendlicher Applikation die Gefahr einer nachtlichen Hypoglykamie und einer

morgendlichen Hyperglykamie.

Aus der EP 0 821 006 sind Insulinanaloga mit erhdhtem Zinkbindungsvermdgen
bekannt, die in Verbindung mit Zink ein gegeniber Humaninsulin verzdgertes
Wirkprofil aufweisen. Diese Analoga unterscheiden sich von Humaninsulin im
wesentlichen durch Variation der Aminosaure in Position A21 der A-Kette und durch
Addition eines Histidinrestes oder eines Peptides mit 2 bis 35 Aminosaureresten,

welches 1 bis 5 Histidinreste enthalt, an Position B30 der B-Kette.

Die Aufgabe der voriiegenden Erfindung ist es, weitere Insulinanaioga (Analoga von

hurmmanem oder tierischem Insulin} bereitzustellen, die ein erhdntes

Zinkbindungsvermogen aufweisen, einen stabilen Komplex, enthaltend ein Hexamer

it
. Lg}



10

WO 99/64598 PCT/EP99/03490
3

des Insulinanalogons und Zink, bilden und in geeigneter Zubereitung bei subcutaner
Injektion infolge des im Vergleich zu Humaninsulin verzdgerten Wirkprofils eine

verbesserte Therapie des Diabetes mellitus vom Typ | wie auch Typ 1l ermoglichen.

Insulinanaloga leiten sich von naturlich vorkemmenden IHsuiinen, namlich
Humaninsulin (s. SEQ 1D NO: 1: A-Kette von Humaninsulin und SEQ 1D NO: 2; B-
Kette von Humanins_ulin) oder tierischen Insulinen, durch Substitution oder Fehlen
wenigstens eines natirlich auftretenden Aminosaurerestes und/oder Addition
wenigstens eines Aminosaurerestes an A- und/oder B-Kette des natiiriich

vorkommenden Insulins ab.

Die Aufgabe wird gelést durch
1. ein Insulinanalogon oder ein physiologisch vertragliches Salz desselben der

Formel |

S

15

20

s
! !
(A1-A5)-Cys-Cys-R8-R9-R10-Cys-Ser-Leu-R14-(A15-A19)-Cys-R21

|

S " . S

®

Z-R1-R2-R3-R4-His-Leu-Cys————— (B8-B18) ~———— Cys-(B20-B26)-R30

worin bedeuten

(A1-A5) die Aminoséurereste in den Positionen A1 bis A5 der A-Kette von
Humaninsufin (vgl. SEQ D NO: 1) oder tierischem Insulin,

(A15-A18) die Aminosaurereste in den Positionen A15 bis A19 der A-Kette von
Humaninsulin (vgi. SEQ ID NQO: 1) oder tierischem Insulin,

(B8-818) die Aminosaurereste in den Pasitionen B8 bis B18 der B-Kette von

Humaninsuiin {(vgl. SEQ ID NO: 2) oder tierischem Insulin,
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{B20-B29) die Aminosaurereste in den Positionen B20 bis B29 der B-Kette von
Humaninsulin (vgl. SEQ 1D NO: 2) oder tierischem Insulin,

R8 Thr oder Ala,

RS Ser oder Gly,

R10 lie oder Val,

R14 Tyr, His, Asp oder Glu,

R21 Asn, Asp, Gly, Ser, Thr, Ala, Glu oder Gin,

RA1 ein beliebiger genetisch kodierbarer Amingsaurerest, abwesend oder

ein Wasserstoffatom,

R2 Val, Ala oder Gly,

R3 Asn, His, Glu oder Asp,

R4 Ala, Ser, Thr, Asn, Asp, Gin, Gly oder Glu,

R30 ein beliebiger genetisch kodierbarer Aminosaurerest cder -OH,
Z ein Wasserstoffatom oder ein Peptidrest mit 1 bis 4 genetisch

kodierbaren Aminosdureresten, enthaltend 1 bis 4 Histidinreste (His),
mit der Matgabe, daR fir den Fall, dal Z ein Wasserstoffatom bedeutet, R1 oder R3
His, Glu oder Asp bedeuten, wobei R3 His bedeutet, wenn R1 einen neutralen oder
negativ geladenen Aminosédurerest darsteilt, oder mit der MalRgabe, daf fur den Fall,
daf} Z ein Wasserstoffatom bedeutet, R14 His, Asp oder Glu bedeutet, und femer mit
der MaRgabe, daB sich das Insulinanalogon oder das physiclogisch vertragiiche Salz
desselben der Formel | nicht allein durch Variation der Aminosaurereste in den
Positionen R3 oder R3 in Verbindung mit R21 oder R3 in Verbindung mit R4 in
Formel | von Humaninsulin (vgl. SEQ 1D NO: 1 und SEQ ID NO: 2) unterscheidet

Vorzugsweise ist das Insulinanalogon ader das physiologisch vertragliche Saiz

desselben dadurch gekennzeichnet, dal

2. R8 Thr, RS Ser und R10 lle bedeuten,

3 R1 Phe, His, Asn, Asp oder Gly bedeutet,

4. R30 Thr, Ala oder Ser bedeutet oder

f.l;“i

o
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5 dadurch gekennzeichnet, daft R21 Asn und R1 Phe bedeuten.

6. Eine bevorzugte Ausgestaltung der vorfiegenden Erfindung ist ein
Insulinanaiogon oder ein bhysiologisch vertragliches Salz desselben der Formel |,
welches dadurch gekennzeichnet ist, dal R2 Val, R3 Asn und R4 Gin bedeuten.

Femer bevorzugt ist ein Insulinanalogon oder ein physiologisch vertragiiches Salz

desselben der Formel |, das sich dadurch auszeichnet, daflk R14

7. Tyr,
8. His,
9. Asp oder

10. Glu bedesuiet.

Ferner bevorzugt ist ein insulinanalogon oder ein physiologisch vertragliches Salz

desselben der Formel |, welches sich dadurch auszeichnet, dal R30

1. Thr,

12, Alg,

13.  Ser oder
14, -OH
bedeutet.

Besonders bevorzugt ist ein Insulinanalogon oder ein physiclogisch vertragliches

Salz desseiben der Formel |, das sich dadurch auszeichnet, dal Z
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15, His,

18. His-Ala- oder

5 17. His-Ala-Ala-

hedeutet.

Beispiele fur Insulinanaloga gemal der vorliegenden Erfindung sind

10
ein Insulinanalogon oder ein physiologisch vertragliches Salz desselben der

18.
Formel i, das sich dadurch auszeichnet, dafl die B-Kette die Sequenz

f

A

His Phe Val Asn Gin His Leu Cys Gly Ser His Leu Val Glu Ala Leu Tyr Leu Val

Cys Gly Glu Arg Gly Phe Phe Tyr Thr Pro Lys

15
aufweist (SEQ ID NO: 3), beispielsweise das His(B0), des (B30)-

Humaninsulin,
ein insulinanalogon oder ein physiologisch vertragliches Salz desselben der

20 19
Formel |, das sich dadurch auszeichnet, dafl die B-Kette die Sequenz

His Phe Val Asn GIn His Leu Cys Gly Ser His Leu Val Glu Ala Leu Tyr Leu Val

Cys Gly Glu Arg Gly Phe Pne Tyr Thr Pro Lys Thr
25
aufweist (SEQ 1D NO: 4), beispieisweise das His(B0)}-Humaninsulin,

gin Insulinanalogon oder ein physiologisch vertrégliches Salz desselben der

20.
Formel |, das sich dadurch auszeichnet, dal die B-Kette die Sequenz

30
His Ala Pne Val Asn Gin His Leu Cys Gly Ser His Leu Val Giu Ala Leu Tyr Leu

Val Cys Gly Glu Arg Gly Phe Phe Tyr Thr Pro Lys Thr
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v

aufweist (SEQ ID NO: 5), beispielsweise das His (B-1), Ala (BO)-Humaninsulin

oder

ein Insulinanalogon oder ein physiologisch vertragliches Salz desselben der
Formel |, das sich dadurch auszeichnet, dail die B-Kette die Sequenz

His Ala Ala Phe Val Asn GIn His Leu Cys Gly Ser His Leu Val Glu Ala Leu Tyr
Leu Val Cys Gly Glu Arg Gly Phe Phe Tyr Thr Pro Lys Thr

aufweist (SEQ 1D NO: 6), beispielsweise das His(B-2), Ala(B-1), Ala(B0}-

Humaninsulin,

Die vorliegende Erfindung betrifft ferner ein Verfahren zur Herstellung des

Insulinanalogons oder eines physiologisch vertraglichen Salzes desselben geman

der vorliegenden Erfindung, umfassend die Konstruktion eines replizierbaren

Expressionsvehikels, welches eine DNA-Sequenz enthilt, die fur einen Vorlaufer

————des-insdlinanalogons -mit-der allgemeinerr Aminosauresaguenz I Kodiert

Met-_xzm-(Arg)p—Z-m -R2-R3-R4-His-Leu-Cys-(B8-B18)-Cys-(B20-B29)-R30-X's-Arg-
(A1-A5)-Cys-Cys-RB-R3-R10-Cys-Ser-Leu-R14-(A15-A19)-Cys-R21 '

wOorin

X'y

I,

eine Peptidkette mit n Aminosaurresten ist, wobei n eine ganze
Zahl von O bis 34 bedeutet,

eine Peptidkette mit m Aminosaurresten ist, wobei m eine ganze
Zahi von 0 bis 20 bedeutet,

0, 1 oder 2,

ein beliebiger genetisch kodierbarer Aminosaurerest bedeutet
oder abwesend ist und

abwesend ist oder ein Peptidrest mit 1 bis 4 genetisch
kodierbaren Aminosaureresten, enthaltend 1 bis 4 Histidinreste
(His) bedeutet
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und die Ubrigen Variablen die vorstehend unter Nr. 1 genannten Bedeutungen
haben, wobei auch die vorstehend genannten Mallgaben gelten, Expression in einer
Wirtszelle und Freisetzung des Insulinanalogons aus dessen Vorlaufer mit

chemischen und/oder enzymatischen Methoden.

Vorzugsweise ist die Wirtszelle ein Bakterium, besonders bevorzugt Bakterium E.

cotli.

Vorzugsweise' ist die Wirtszelle eine Hefe, besonders bevorzugt Saccharomyces

cerevisiae.

Bei der Expression in E. coli bilden die genannten Fusionsproteine (SEQ ID NO: 7
bis 9) in der Regel unldsliche Einschiu3kérperchen (inclusion bodies), die nach
Zellaufsehlull durch Zentrifugation isoliert werden kénnen und unter Verwendung
chaotroper Zusétze (z. B. 8 M Harnstoff oder 6 M Guanidiniumchlorid) wieder geldst
werden. Das geldste Fusionsprotein kann einer Sulfitolyse unterzogen werden, bei
der SH-Reste in S-Sulfonate Uberfuhrt werden (z. B. R.C. Marshall und A.S. iglis in
Practical Protein Chemistry — A Handbook’, Herausgeber A. Darbre (1986), Seiten
49-53). Dadurch verbessert sich die Loslichkeit des Fusionsproteins und erleichtert
die Réinigung beispielsweise mittels Anionenaustauscher- oder
Gelpermeationschromatographie.

Die Uberflhrung des derivatisierten Fusionsproteins in Praproinsutin mit nativer
raumlicher Struktur und korrekt ausgebildeten Disulfidbriicken (Faltung) erfoigt in
verdunnter walriger Lésung durch Zusatz einer begrenzten Menge eines SH-
Reagens wie Merkaptoethanol, Cystein oder Glutathion und anschiief3ender
Luftoxidation. Alternativ kann das geléste, nicht derivatisierte Fusionsprotein unter
ahnlichen Bedingungen auch direkt gefaltet werden (EP-A-Q 600 372; EP-A-0 668

292).

Praproinsulin wird anschlieBend durch fimitierte proteclytische Spaltung in biologisch
aktives insulin Uberflhrt. Hierfur kann Trypsin verwendet werden, welches die in
Formel [l mit Met—XZm—(Arg)p bezeichneten Prasequenz entfernt und an der mit X'
Arg bezeichneten Peptidkette spaltet und damit B- und A-Kette trennt. In der Regel

beginnt die Sequenz X' mit Arg, Arg» oder sie ist nicht vorhanden (n=0), so daf} nach
q g, Arg

i,

Ros

.f"’:"i}
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der Spaltung ein tnsulinderivat vorliegt, das mit Arg oder Arg; am C-Terminus der B-
Kette vertangert ist. Diese Aminosauren kénnen mit Carboxypeptidase B entfernt
werden. Die tryptische Spaltung kann durch Erhdhung der Trypsinkanzentration oder
Verlangerung der Reaktionsdauer auch so gefUhrt werden, dafl zusétzlich an
Lysin(B29) gespalten wird. In diesem Fall entsteht ein des(B30)-insuiinderivat.

Das bei der Spaltung entstandene Insulinanalogon kann durch chromatographische
Standardverfahren (z. B. lonenaustauscher- und Reversed-Phase-Chromatographie)
gereinigt und zuletzt durch Fallung, Kristallisation oder einfache Gefriertrocknung

isoliert werden.

Der Vorlaufer des Insulinanalogans hat vorzugsweise die Sequenz

Met Ala Thr Thr Ser Thr Gly Asn Ser Ala Arg
His Phe Val Asn Gin His Leu Cys Gly Ser His Leu Va!l Glu Ala Leu Tyr Leu Val Cys
Gly Glu Arg Gly Phe Phe Tyr Thr Pro Lys Thr

20

25

30

Arg Arg Glu Ala Glu Asp Pro Gin Val Gly Gin Val Glu Leu Gly Gly Gly Pro Gly Ala
Gly Ser Leu Gin Pro Leu Ala Leu Glu Gly Ser Leu GIn Lys Arg
Gly lie Val Glu Gin Cys Cys Thr Ser lle Cys Ser Leu Tyr Gin Leu Glu Asn Tyr Cys

Asn

(SEQ ID NO: 7), beispielsweise die Sequenz des His (B0)-Praproinsulins, oder die
Sequenz

Met Ala Thr Thr Ser Thr Gly Asn Ser Ala Arg

His Ala Phe Val Asn Glin His Leu Cys Gly Ser His Leu Val Glu Ala Leu Tyr Leu Val
Cys Gly Glu Arg Gly Phe Phe Tyr Thr Pro Lys Thr

Arg Arg Glu Ala Glu Asp Pro Gin Val Gly GIn Val Glu Leu Gly Gly Gly Pro Gly Ala
Gly Ser Leu Gin Pro Leu Ala Leu Glu Gly Ser Leu Gin Lys Arg

Gly lle Val Glu Gin Cys Cys Thr Ser lle Cys Ser Leu Tyr GIn Leu Glu Asn Tyr Cys

Asn
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(SEQ ID NO: 8), beispielsweise die Sequenz des His(B-1), Ala(B0)-Praproinsuiins,

oder die Sequenz

Met Ala Thr Thr Ser Thr Gly Asn Ser Ala Arg

His Ala Ala Phe Val Asn GIn His Leu Cys Gly Ser His Leu Val Glu Ala Leu Tyr Leu
Val Cys Gly Giu Arg Gly Phe Phe Tyr Thr Pro Lys Thr

Arg Arg Glu Ala Glu Asp Pro Gin Val Gly Gin Val Glu Leu Gly Gly Gly Pro Gly Ala
Gly Ser Leu GIn Pro Leu Ala Leu Glu Gly Ser Leu GIn Lys Arg

Gly lle Val Glu Gin Cys Cys Thr Ser lle Cys

Ser Leu Tyr Gin Leu Glu Asn Tyr Cys Asn

,.
L
‘:;;;:

(SEQ ID NO: 9), beispielsweise die Sequenz des His(B-2), Ala(B-1), Ala(B0)-

Praproinsulins.

Die vorliegende Erfindung betrifft auch die vorstehend genannten Vorlaufer der
Insulinanzloga geman der vortiegenden Erfindung, insbesondere die Praproinsuline,
die DNA-Sequenzen, welche fir einen Vorldufer des Insulinanalogons geman der
vorliegenden Erfindung kodieren, die Expressionsvehikel, weiche eine DNA-
Sequenz enthalten, die fir einen erfindungsgemalien Vorlaufer des
Insuﬁhanalogons gemal der vorliegenden Erfindung kodiert, sowie eine Wirtszelle,

die mit einem solchen Expressionsvehikel transformiert ist.

S
[

Die vorliegende Erfindung betrifft ferner eine pharmazeutische Zubereitung, .
enthaitend mindestens ein Insulinanalogon und/oder mindestens ein physiologisch

vertragliches Salz gemé&R der vorliegenden Erfindung.

Vo:zugsweise zeichnet sich die pharmazeutische Zubereitung dadurch aus, daf sie
das erfindungsgemaRe Insulinanalogon und/oder das physiologisch vertragliche

Salz desselben in geldster, amorpher und/oder kristaliiner Form enthailt.

Die pharmazeutische Zubereitung enthait wahlweise ferner einen Depothilfsstoff,

vorzugsweise Protaminsuifat, wobei das insulinanalogon und/oder das physiologisch
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vertragliche Salz desselben vorzugsweise mit dem Protaminsulfat in einem

Cokristallisat vorliegt.

Die pharmazeutische Zubereitung gemaf} der vorliegenden Erfindung kann
wahlweise zuséatzlich unmaodifiziertes Humaninsulin und/oder ein weiteres
Insulinanalogon enthalten, vorzugsweise Gly(A21)-Arg(B31)-Arg(B32)-Humaninsulin,

Die vorliegende Erfindung betriffi ferner eine injizierbare Ldsung mit Insulinaktivitat,
welche die pharmazeutische Zubereitung geman der vorliegenden Erfindung in
geldster Form enthalt, vorzugsweise gekennzeichnet durch einen Gehalt von 1 pg
bis 2 mg Zink pro mi, besonders bevorzugt durch einen Gehalt von 5 ng bis 200 pg
Zink pro ml.

Die vorliegende Erfindung betrifft ferner die Verwendung des Insutinanalogons
und/oder dessen physiologisch vertraglichen Salzes gemaR der vorfiegenden
Erfindung zur Herstellung einer phamazeutischen Zubereitung, welche eine

20

Insulinaktivitat mit verzégertem Wirkungseintritt aufweist.

Die eingangs gestellte Aufgabe wird ferner gelést durch einen Insulin-Zink-Komplex,
enthaltend ein Insulinhexamer und 4 bis 10 Zinkionen pro Insulinhexamer, dadurch
gekennzeichnet, dal das insulinhexamer aus sechs Molek(lilen eines

Insulinanalogons der Formel | besteht,
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(A1-A5)-Cys-Cys-RB-R9-R10-Cys-Ser-Leu-R14-(A15-A19)-Cys-R21

S S
()
S S
Z-R1-R2-R3-R4-His-Leu-Cys————— (B8-B18) ———————" Cys-(B20-B29)-R30

worin bedeuten

(A1-AS5)

(A15-A19)

(B8-B18)

(B20-B29)

die Aminosaurereste in den Positionen A1 bis AS der A-Kette von
Humaninsulin oder tierischemn Insulin,

die Aminosaurereste in den Positionen A15 bis A19 der A-Kette von
Humaninsulin ader tierischem Insulin,

dié Aminosaurereste in den Positionen B8 bis B18 der B-Kette von
Humaninsulin oder tierischem Insulin,

die Aminosdurereste in den Positionen B20 bis B29 der B-Kette von

Humaninsulin oder tierischem Insulin,

R8
RS
R10
R14

R1

R3

R4
R30

Thr oder Ala,

Ser oder Gly,

lie oder Val,

Tyr, His, Asp oder Glu,

Asn, Asp, Gly, Ser, Thr, Ala, Glu oder Gln,

ein beliebiger genetisch kadierbarer Amincsaurerest, abwesend oder
ein Wasserstoffatom,

Val, Ala oder Gly,

Asn, His, Glu oder Asp,

Ala, Ser, Thr, Asn, Asp, Gin, Gly oder Glu,

ein beliebiger genetisch kodierbarer Aminosaurerest oder -OH,

ein Wasserstoffatom oder ein Peptidrest mit 1 bis 4 genetisch
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kodierbaren Aminosaureresten, enthaltend 1 bis 4 Histidinreste (His).

Vorzugsweise enthalt der Insulin-Zink-Komplex 5 bis 8 Zinkionen pro

Insulinhexamer.

Vorzugsweise enthalt der Insulin-Zink-Komplex ein Insulinhexamer, das aus sechs
Molekllen des vorstehend beschriebenen Insulinanalogons der Formel | geman der

vorliegenden Erfindung besteht.

Der insulin-Zink-Kompiex geman der voriiegenden Erfindung ist vorzugsweise auch
dadurch gekennzeichnet, dall die B-Kette des Insulinanaiogons der Formel | die

sSequenz

Phe Vai His Gin His Leu Cys Gly Ser His Leu Val Glu Aia Leu Tyr Leu Val Cys Gly
Glu Arg Gly Phe Phe Tyr Thr Pro Lys Thr

(SEQ ID NO: 10} aufweist, beispielsweise das His(B3)-Humaninsulin, oder dadurch

gekennzeichnet, dal die B-Kette des Insulinanalogons der Formel | die Sequenz

Phe Val Asp Gin His Leu Cys Gly Ser His Leu Val Glu Ala Leu Tyr Leu Val Cys Gly
Giu Arg Gly Phe Phe Tyr Thr Pro Lys Thr

(SEQ ID NO: 11) aufweist, beispielsweise das Asp(B3)-Humaninsulin.

Die vorliegende Erfindung betrifft auch eine pharmazeutische Zubereifung,
enthaltend mindestens einen erfindungsgematen insulin-Zink-Kompiex sowie eine
pharmazeutische Zubereitung, enthaltend eine saure Lésung mindestens eines
insulinanajogons und/oder eines physiologisch vertraglichen Salzes desselben mit
einer entsprechenden Menge an Zinkionen, welche die Ausbildung eines Insulin-
Zink-Komplexes gemaf der vorliegenden Erfindung ermoglicht, wobei das
Insulinanatogon und/oder das physiologisch vertragliche Salz vorzugsweise das

vorstehend beschriebene insulinanalogon der Formel | gemaf der vorliegenden
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Erfindung oder ein insulinanalogon der Formel [, dessen B-Kette die Sequenz mit
der Nummer SEQ ID NO's.: 3, 4, 5, 10 oder 11 aufweist.

Die pharmazeutische Zubereitung ist vorzugsweise dadurch gekennzeichnet, daf
sie den Insulin-Zink-Komplex in geldstar, amorpher und/oder kristalliner Form

enthalt.

Die vorliegende Erfindung betrifft auch eine injizierbare Ldsung mit insulinaktivitat,
enthaltend die pharmazeutische Zubereitung in geldster Form und ist vorzugsweise

gekennzeichnet durch einen Gehalt von 1 ug bis 2 mg Zink pro mi, besonders

-

bevorzugt durch einen Gehalt von 5 pg bis 200 pg Zink pro mi. B
Diel vorliegende Erfindung betrifft auch die Verwendung des Insulin-Zink-Kompilexes
zur Herstellung einer phamazeutischen Zubereitung, weiche eine Insulinaktivitéat mit

verzégertem Wirkungseintritt aufweist.

Die Insulinanaloga gemah der vorliegenden Erfindung sind biologisch aktiv und

zeigen nach subcutaner Appiikation als schwach saure, klare Lésung mit 80 pg

Zn""tmi {Zink/ml) am Hund eine stark verzégerte Wirkung. Bei dem Insulinanalogon,

welches am N-Terminus der B-Kette mit Histidin verléngert ist, das His{B0), des
(B30)-Humaninsulin {(s. SEQ ID NO.: 3), hangt das Wirkprofil beispielsweise sehr

stark von der Menge an zugesetzten Zinkionen ab. Eine zinkfreie Zubereitung besitzt R
keinerlei Depoteffekt (Gesamtwirkung 6 - 8 h, Beispiel 8) und unterscheidet sich in .
der Pharmakodynamik kaum von Humaninsulin, wahrend man nach Zusatz von

Zinkionen (80 pg/mi} eine starke Wirkungsverzdgerung findet (Gesamtwirkung etwa

16 h, Beispiel 8). Der beobachtete Depoteffekt, ist also wesentlich ausgepragter als

der von NPH-Insulin. Darliber hinaus besitzt dieses Analogon den Vorteil, dal die
Pharmakodynamik durch Vorgabe des Zinkgehaltes in einer Breite steuerbar ist, wie

es mit Humaninsulin nicht méglich ist. Formulierungen mit raschem Wirkungseintritt

lassen sich ebenso wie solche mit manRig oder stark verzogerter Wirkung mit einer
Wirksubstanz allein durch die Variation des Zinkgehaltes herstellen. Damit kann das
Wirkprofit individuell den Bedurfnissen des Patienten angepaRt werden, entweder

unter Verwendung einer Zubereitung mit entsprechend voreingestelltem Zinkgehalt
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oder durch Mischung von Zubereitungen mit hehem und niedrigem Zinkgehalt durch
den Arzt oder den Patienten selfbst.

Die hier beschriebenen Analoga sind ferner dadurch charakterisiert, daf sie im

Vergleich zu Humaninsulin eine erhdhte Affinitat zu Zinkionen aufweisen.

Humaninsulin bildet in walriger neutraler Lésung Hexamere, welche jeweils zwei
Zinkionen Uber die His(B10)-Seitenketten komplexieren. Diese Zinkionen lassen sich,
durch Dialyse gegen wafrige Puffer im Neutralen nicht entfernen. Unter den
gleichen Bedingungen binden die hier beschriebenen Analoga mehr als 4 Zinkionen.
Im Falle des erfindungsgemaien His{B0)-Des{B30)- und His{B3)-Insulin sind dies
etwa 7 Zinkionen/Hexamer, bei Asp( BS}-lnsulin wurden 4,2 Zinkionen/Hexamer
gemessen {Beispiel 9). ' |

Es ist bekannt, daf in neutralen Ldsungen Zink zur Bildung héhermolekularer
Assoziate und zur Ausfallung des Insulins fuhrt. Nach der Injektion einer schwach

—————sagrenzinkhaltigen Zubereitung, die Insulin Klar gelést enthalt, kemmt es daher im

20

25

30

subcutanen Gewebe durch Neutralisation zur Bildung von Insulin-Zinkkomplexen
und in der Folge zur Prazipitation des Insulins. Aus diesem Depot geht insulin wieder
in Lasung und gelangt dann verzégert in den Blutstrom und an den Wirkort. Diese
Wirkungsverzégerung ist bei Humaninsuiin nur schwach, bei den hier beschriebenen
Analoga aufgrund der erhdhten Affinitadt zu Zink jedoch stark ausgebildet . Die
erhéhte Zinkbindung stellt daher die Grundlage fiir die oben beschriebenen
zinkabhangige Wirkungsverlangerung dar.

Die vorliegende Erfindung betrifft daher nicht nur die beschriebenen Insulinanaloga
sondern auch auf die zugehdrigen Insulin-Zink-Komplexe. Diese Komplexe
unterscheiden sich von den entsprechenden Humaninsulin-Zink-Komplexen
dadurch, dal sie einen héheren Anteil an fest gebundenam Zink aufweisen. Es ist
daher naheliegend, daf neben Zink auch andere Ubergangsmetallicnen wie zum
Beispiel Cobalt oder Kupfer zur Bildung entsprechender Komplexe eingesetzt

werden kénnen.
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Beispiel 1: Konstruktion des Plasmides piNT345d kodierend fur die Variante His(B3)-

Préaproinsuiin.

Das US Patent mit der Patentnummer 5358857 beschreibt das Plasmid pINT30d.
DNA dieses Plasmides dient ais Ausgangsmaterial zur Konstrukiion des Piasmides
pINT345d, welches gegeniber pINTS0d durch zwei neue Eigenschaften
charakterisiert ist. Es kodiert zum einen fur ein Préproinsulinanalogon, das in
Position 3 der B-Kette die Aminosaure Histidin statt Asparagin enthalt und tragt zum
anderen unmitteibar vor Beginn der fr diese Praproinsuiinvariante kodierenden
Sequenz eine Erkennungssequenz fir das Restriktionsenzym BssH2, so daf die fur
die N-terminalen 10 Aminosduren des Priproinsulinanalogons kodierende Sequenz

leicht manipulierbar wird, wenn man die Dra3-Spaitstelle im Verlauf der

o

Praproinsulinsequenz bericksichtigt.

Zur Konstruktion des Plasmides pINT345d wird DNA des Plasmides pINTS0d in
einem Doppeiverdauansatz in Pasition 284bp durch das Restriktionsenzym Ncol und
in Position 351 bp durch das Restriktionsenzym Dra3 gespalten, so daflk zwei
Fragmente enstehen. Nach gelelektrophoretischer Auftrennung des Spaltgemisches
wird das grof3e Restplasmid-DNA-Fragment isoliert.

Diesgs DNA-Fragment wird dann mit dem synthetischen DNA-Fragment der Form

#1 MY,
. i3
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4 Ncol BssH2 Bl B2 His B4 ES5 BS
5°- C ATG GCA ACA ACA TCA ACA GGA AAT TCG GCG CGC TTT GTG CAC CAG CAC CTG

37- CGT TGT TGT AGT TGT CCT TTA AGC CGC GCG ARA CAC GTG GTC GTG GAC

5 B7 B3 B9 & Dra3
TGC GGC TCC CAC CTA - 37

RCG CCG AGG GTG ~57

in einer T4-DNA-Ligasereaktion umgesetzt. Kompetente E.coli K12-Zellen werden
10 mit dem Ligationsgemisch transformiert und der Transformationsansatz auf NA-
Platten, die 20mg/) Ampicillin enthalten, ausplattiert. Die Platten werden (iber Nacht
. bei 37° C inkubiert. Von entstandenen Kolonien wird Plasmid-DNA isoliert mit dem
. Restriktionsenzym BssH2 gespalten. Die gewlnschte Plasmid-DNA wird dabei
linearisiert und unterscheidet sich so von pINTS0d-DNA, die keine BssH2-
15  Schnittstelle enthalt und entsprechend nicht gespalten wird.
Die Plasmid-DNA eines Klones, die sich richtig verhalt, wird mit pINT345d
bezeichnet.
beschriebenen Praproinsulinvarianten.
20
Beispiel 2: Konstruktion des Plasmides pINT342d kodierend fur die Variante His(B0)-
Praproinsulin '
. DNA des Plasmides pINT345d wird mit den Enzymen BssH2 und Dra3
25 doppelverdaut und das grole Restplasmidfragement nach gelektrophoretischer
Trennung isoliert. Dieses DNA-Fragement wird mit dem synthetischen DNA-

Fragment der Form

His Bl B2 B2 B4 B5 B6 B7 B8 B89 B1l0

30 5°- €6 CGC CAC TTT GTT ARC CAG CAC CTG TGC GGC TCC CAC CTA - 37
3"~ G GTG RAA CAA TTG GTC GTG GAC ACG CCG AGG GTG - 5-
% BssH2 Hpal ¥ Dral

in einer T4-DNA-Ligaseraktion umgesetzt. Es entsteht das Plasmid pINT342d, das
35 durch eine zusatzliche Hpa1-Schnittstelle gegentiber dem Ausgangsplasmid
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charakterisiert ist. Das Plasmid kodiert fir aine Praproinsulinvariante die in Position

BO ein Histidin aufweist.
Beispiel 3: Konstruktion des Plasmides pINT343d kodierend fUr die Variante

His(B-1), Ala{B0)-Praproinsulin

DNA des in Beispiel b beschriebenen Restplasmidfragmentes wird mit einem
synthetischen DNA-Fragment der Form
B2 B3 B4 BS 87 B8 B9 BlO Bll
®

§7= £CG CGC CAC GCT TTT GTT ARC CAG CAC CTG TGC GGC TCC CAC CTA - 37
% Dra3

U

B6

His Ala Bl
G GTG CGA ARRM CAA TTG GTC GTG GAC RCG CCG AGG GTG

10
3=
4 BssH2 Hpal
15 in einer T4-DNA-Ligasereaktion umgesetzt. Es entsteht das Plasmid piINT343d, das
wie auch pINT342d gegentber dem Ausgangsvektor eine zusatzliche Hpat-

Schnittstelle enthalt.
Beispiel 4. Konstruktion des Plasmides pINT344d kadierend fir die Variante

i
IR
[

20  His(B-2),Ala(B-1) Ala(BO}-Praproinsulin
DNA des in Beispiel b beschriebenen Restplasmidfragmentes wird mit einem

B8 B9 B10 Bll

synthetischen DNA-Fragment der Form
B6 B7
-5

Bl B4 B85

His Ala Ala Bl B2
5°- CG CGC CAC GCT GCT TTT GTT AAC CAG CAC CTG TGO GGC TCC CAC CTA - 37
% Dra3s

25
G GTG CGA CGA RAR CAR TIG GTC GTG GAC ACG CCG AGG GTG

¥ BasH2 Hpal

317 -
30
in einer T4-DNA-Ligasereaktion umgesetzt. Es entsteht das Plasmid pINT344d, das

gegeniber dem Ausgangsvektor durch eine zuséatzliche Hpa1l-Schaittstelle

charakterisiert ist,
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Beispie! 5. Expression der konstruierten insulinvarianten

Die Plasmide pINT 342d, 343d und 344d werden beispielhat: jeweils nach E.coli K12
W3110 transformiert. Rekombinante Bakterien, welche die Plasmide fur die jeweilige
Variante enthalten, werden dann gemaR Beispiel 4 des US Patentes mit der

Patentnummer 5227293 fermentiert und so der gewtnschte Rohstoff zur Erzeugung

der jeweiligen Insulinvariante erzeugt.
Beispiel 6: Herstellung von His(BQ),Des(B30)-insuiin

Geman Beispiel 5 wird die Praprainsutinvariante in E.coli exprimiert und in Form von

Einschiulkérperchen (inclusion bedies) nach Zellaufschlul durch Zentrifugation

~ isoliert. Die EinschiuRkérperchen werden in Harnstoff (8 molfl) gei_r‘.‘nst, einer

Sulfitolyse unterzogen und durch Aniocnenaustauscher (Q-Sepharose) und
Gelpermeationschromatographie (Sephacryl S 200) gereinigt. Die bet der
Chromatographie eingesetzten Puifer enthalten 4 M Harnstoff und 50 mM Tris/HC!

— ——————TFris(hydroxymethyliaminomethan/HCty pH 8,57 Dig fraktionierie Elution am

20
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Anionenaustauscher erfolgt durch Anlegen eines Gradienten von 0 bis 0,5 M NaCl.
Die Konzentration des Harnstoffs wird anschiie@end durch Ultrafiltration und
Verdunnen auf < 1 M reduziert und das Préproinsulin-S-Sulfonat durch Fallung bei
pH 4 isoliert und zutetzt gefrocknet. '

Zur Ausbildung der korrekten Disulfidbricken, wie sie in natUriichem Proinsulin
vorliegen, wird das Praprainsulin-S-Sulfonat bei einer Konzentration von 0,3 gl in
einem Puffer, der 20 mM Glycin enthait, bei pH 10,8 geldst, mit Merkaptoethanol '
versetzt (etwa 25-50 molimol Praproinsulin) und Uber Nacht bei 4 °C gerthrt. Der
Ansatz wird anschlieend mit Phosphorsaure auf pH 3,5 gestelit und zentrifugiert.
Das im Uberstand enthaltene Praproinsulin wird zur Uberfithrung in Insulin nach
Zugabe von Tris (25 mM) auf pH 8,2 gestellt und mit Trypsin (1,5 mg/g
Praproinsulin) versetzt. Der Verlauf der proteolytischen Spaltung wird mittels
Reversed Phase HPLC verfoigt. Nach etwa 6 Stunden enthélt der Ansatz einen
hohen Anteil an His(BO},Des(B30)-Insuiin. Die Reaktion wird durch Ansauern auf pH
3,5 beendet. Die Reinigung des Insulinanalogohs erfolgt durch lonenaustauscher-
Chromatographie (S-Hyper-D, Sepracor) und Reversed Phase Chromatographie
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(PLRP-S RP3C0, Polymer Laboratories). Die lonenaustauscherchromatographie wird
in einem Puffer durchgefthrt, der 30 % 2—Prop§anol und 50 mM Milchsaure (pH 3,5)
enthalt. Die Elution des gebundenen Insulins erfolgt durch einen linearen Gradienten
von O bis 0,5 M NaCl. Die Reversed Phase Chromatographie erfolgt in 0,1 %
Trifluoressigsaure, der zur Elution steigende Mengen an Acetonitril zugemischt
werden. Das Produkt wird durch Ausféliung bet pH 5,4 isoliert und lyophilisiert.

Beispiel 7: Formulierung von [nsufinanaloga zur parenteralen Applikation

Die Zubereitungen enthalten je mi 40 bzw. 100 IE Insulin (1 |E entspricht etwa 6,2
nmol), 20 mg 85 % Glycerin, 2,7 mg m-Kresol und gegebenenfalls Zink™ (als
Zinkchlorid) in wéssriger, steriler Lésung bei pH 4.

Beispiel 8: Wirkprofil von His(B0),Des(B30)-Insulin am Hund

Jeweils 6 Hunde (Beagies) erhieiten subcutane Applikationen einer Zubereitung mit
40 U/mi (Beispiel 7) und dem angegebenen Gehalt an Zink. Die Dosis betrug 0,3
IE/kg. Im weiteren Veriauf des Versuchs wurde nach den angegebenen Zeiten die
Konzentration der Blutglucose gemessen. Die Werte wurden prozentual auf den

jeweiligen Ausgangswert normiert und gemittelt.

Zeit o 1+ 2 3 4 5 6 7 8 § 10 12
(Stunden)

Zinkfrei 100 59 50 61 75 B4 89 98 103 97 104 100
80 ug 100 97 83 75 65 56 51 58 68 72 78 B2
Zink™*/mi

Beispiel 9: Zinkbindung von Insulinanaloga

Eine Zubereitung von tnsulin (0,3 mM insulin, 0,13 M NaCl, 0,1 % Phenol, 100 pg/ml
Zink™" (als Zinkchiorid}, 25 mM Tris/HCl, pH 7 4) wurde extensiv gegen zinkfreien

o [y
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neutralen Puffer dialysiert (3h gegen 0,15 M NaCli, 10 mM Tris/HCI pH 7,4 bei
Raumtemperatur, 72 Stunden gegen 10 mM Tris/HCI pH 7,4 bei 15 °C und nochmals
16 h gegen 10 mM Tris/HCI pH 7.4 bei 15 °C). Danach wurden die Dialysate
angesauert und analysiert. Die Konzentration von Insulin wurde durch Reversed
Phase-HPLC und die des Zink durch Atomabsorptionsspektroskopie bestimmt. Die
Zinkwerte wurden mit dem Zinkgehalt eines Kontrollansatzes, der kein Insulin

enthielt, korrigiert.

Zinkbindung

insulin mol Zink/mof
Hexamer

Humaninsutin 2,5

His(B3)-Insulin 8,9

Asp(B3)-Insulin 4,2

His(B0),Des(B30)-Insulin 6.8
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Patentanspriche
1. nsufinanalogon oder ein physiciogisch vertragliches Salz desselben der
Formel |
3 S

(A1-A5)-Cys-Cys-R8-R9-R10-Cys-Ser-Leu-R14-(A15-A19)-Cys-R21

S S
{H
s s
5 z-m~Ré-R3-R4-HisiLeu-Cys—-—~ (B8-818) ——————— Cys~(B20-B29)-R30

worin bedeuten

(A1-AS5} die Aminosaurereste in den Positionen A1 bis AS der A-Kette von
Humaninsulin oder tierischem Insulin,

10 (A15-A18) die Aminosdurereste in den Pasitionen A15 bis A19 der A-Kette von

Humaninsulin ader tierischem Insulin,

(B8-B18) die Aminosaurereste in den Positionen BS bis B18 der B-Kette von
Humaninsulin oder tierischem Insulin,

(B20-B28) die Aminosaurereste in den Pasitionen B20 bis B29 der B-Kette von

15  Humaninsulin oder tierischem Insulin,

RS Thr oder Ala,
RS Ser oder Gly,
R10 lle oder Val,
R14 Tyr, His, Asp oder Gly,
20 R21 Asn, Asp, Gly, Ser, Thr, Ala, Glu oder Gin,
R1 ein beliebiger genetisch kodierbarer Aminosaurerest, abwesend oder

ein Wasserstoffatom,
R2 Val, Ala ader Gly,

W
)
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R3 Asn, His, Glu oder Asp, _
R4 Ala, Ser, Thr, Asn, Asp, Gin, Gly oder Glu,

R30 ein beliebiger genetisch kodierbarer Aminosaurerest oder -OH,

Z ein Wasserstoffatom oder ein Peptidrest mit 1 bis 4 genetisch

kodierbaren Aminosaureresten, enthaltend 1 bis 4 Histidinreste (His),

mit der Mallgabe, daft fir den Fall, dall Z ein Wasserstoffatom bedeutet, R1 oder R3
His, Glu oder Asp bedeuten, wobei R3 His bedeutet, wenn R1 einen neutralen oder
negativ geladenen Aminosaurerest darstellt, oder mit der MaRgabe, daf} fur den Fall,
da Z ein Wasserstoffatom bedeutet, R14 His, Asp oder Glu bedeutet, und femer mit
der Mafgabe, daf} sich das Insulinanalogon oder das physiologisch vertragliche Salz
desselben der Formel | nicht aliein durch Variation der Aminosaurereste in den
Positionen R3 oder R3 in Verbindung mit R21 oder R3 in Verbindung mit R4 in

Forme! | von Humaninsulin unterscheidet.

2. Insufinanalogon oder ein physiclogisch vertrdgliches Salz desselben nach
Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dal R8 Thr, RS Ser und R10 lle bedeuten.

20
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3. Insulinanajogon oder ein physiologisch vertrégliches Salz desselben nach
Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet, dall R1 Phe, His, Asn, Asp oder Gly
bedeutet.

4. Insutinanalogon oder ein physiologisch vertragliches Salz desselben nach
einem oder mehreren der Anspriiche 1 bis 3, dadurch gekennzeichnet, daft R30 Thr,

Ala oder Ser bedeutet.

5. insulinanalogon oder ein physiologisch vertragliches Salz desselben nach
einem oder mehreren der Anspriiche 1 bis 4, dadurch gekennzeichnet, dalt
R21 Asn und R1 Phe bedeutan.

6. Insulinanalogon oder ein physiologisch vertragliches Salz desselben nach
einem oder menreren der Anspritche 1 bis 5, dadurch gekennzeichnet, dal R2 Val,
R3 Asn und R4 Gin bedeuten.
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7. insulinanalogon oder ein physiologisch vertragliches Salz desselben nach
einem oder mehreren der Anspriche 1 bis 6, dadurch gekennzeichnet, dald R14 Tyr

bedeutet.

B. insulinanalogon oder ein physiciogisch vertragliches Salz desselben nach
einem oder mehreren der Anspriche 1 bis 8, dadurch gekennzeichnet, dall R14 His

bedeutet.

8. insulinanalogon oder ein physiclogisch vertragliches Salz dessetben nach
einem oder mehreren der Anspriche 1 bis 6, dadurch gekennzeichnet, dall R14 Asp
bedeutet.

10. Insulinanalogon oder ein physiclogisch vertragliches Salz desselben nach
einem oder mehreren der Anspriche 1 bis 6, dadurch gekennzeichnet, dall R14 Giu
bedeutet.

11.  Insulinanalogon oder gin physiologisch veriragliches Salz desselben nach
ainem oder mehreren der Anspriche 1 bis 10, dadurch gekennzeichnet, dafl R30

- Thr bedeutet.

12.  Insulinanalogon oder ein physioclogisch vertragliches Salz dessetben nach
einem oder mehreren der Anspriiche 1 bis 10, dadurch gekennzeichnet, dal R30
Ala bedeutet.

13.  Insulinanalogon oder ein physiclogisch vertragliches Salz desselben nach
einem oder mehreren der Anspriiche 1 bis 10, dadurch gekennzeichnet, dat R30
Ser bedeutet.

14.  Insulinanalogen oder ein physiciogisch verirégliches Salz desselben nach
einem oder mehreren der Anspriche 1 bis 10, dadurch gekennzeichnet, dafd R30
-OH bedeutet.

T

. ¢

£
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15, Insulinanalogon oder ein physiologisch vertragliches Salz desselben nach
einem oder mehreren der Anspriche 1 bis 14, dadurch gekennzeichnet, dal Z His
bedeutet.

16.  Insulinanalogon oder ein physiclogisch vertragliches Salz desselben nach
einem oder mehreren der Anspriche 1 bis 14, dadurch gekennzeichnet, dal Z
His-Ala- bedeutet.

17.  Insulinanalogon oder ein physiologisch vertragliches Salz desselben nach
einem oder mehreren der Anspriche 1 bis 14, dadurch gekennzeichnet, dal Z

His-Ala-Ala- hedeutet.

18. Insulinanalogon oder ein physiologisch verirdgliches Salz desselben nach

Anspruch 15, dadurch gekennzeichnet, dal® die B-Kette die Sequenz

His Phe Val Asn Gin His Leu Cys Gly Ser His Leu Val Glu Ala Leu Tyr Leu Val Cys

—Gly GluArg Gly Phe Phe Tyr Thr Pro Lys

aufweist (SEQ 1D NO: 3}.

19. insulinanalogon oder ein physiologisch vertragliches Salz desselben nach
Anspruch 15, dadurch gekennzsichnet, dal die B-Kette die Sequenz

His Phe Va! Asn Gin His Leu Cys Gly Ser His Leu Val Glu Ala Leu Tyr Leu Val Cys
Gly Glu Arg Gly Phe Phe Tyr Thr Pro Lys Thr

aufweist (SEQ ID NO: 4).

20. Insulinanalogon oder ein physiologisch vertragliches Salz desselben nach

Anspruch 16, dadurch gekennzeichnet, dall die B-Kette die Sequenz

His Ala Phe Val Asn GIn His Leu Cys Gly Ser His Leu Val Giu Ala Leu Tyr Leu Val
Cys Gly Glu Arg Gly Phe Phe Tyr Thr Pro Lys Thr
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aufweist (SEQ 1D NO: §).

21,  Insulinanalogon oder ein physiologisch vertrégliches Salz desselben nach

Anspruch 17, dadurch gekennzeichnet, dafll die B-Kette die Sequenz

His Ala Ala Phe Val Asn Gin His Leu Cys Gly Ser His Leu Val Glu Ala Leu Tyr Leu
Val Cys Gly Glu Arg Gly Phe Phe Tyr Thr Pro Lys Thr

aufweist (SEQ ID NO: 8). -

22.  Verfahren zur Hersteliung eines Insulinanalogons oder eines physiologisch

vertraglichen Salzes desselben gem&R einem oder mehreren der Anspriche 1 bis
21, umfassend die Konstrukiion eines replizierbaren Expressionsvehikels, welches
eine DNA-Sequenz enthalt, die fir einen Vorlaufer des Insulinanalogons mit der

allgemeinen Aminosauresequenz |l kodiert

Met-X2-(Arg)p-Z-R1-R2-R3-R4-His-Leu-Cys-(B8-B18)-Cys-(B20-B29)-R30-X",-Arg-

(A1-A5)-Cys-Cys-R8-Ser-R10-Cys-Ser-Leu-R14-(A15-A19)-Cys-R21
i,

waorin

X' gine Peptidkette mit n Aminos3urresten ist, wobei n eine ganze
Zahl von O bis 34 bedeutet,

X2 eine Peptidkette mit m Aminosaurresten ist, wobei m eine ganze
Zahl von 0 bis 20 bedeutet,

p. 0, 1 oder 2, ‘

R30 ein beliebiger genetisch kodierbarer Aminosaurerest bedeutet
oder abwesend ist und

Z abwesend ist oder ein Peptidrest mit 1 bis 4 genetisch

kodierbaren Aminosaureresten, enthaltend 1 bis 4 Histidinreste .

{His) bedeutet
und die (brigen Variablen die in Anspruch 1 genannten Bedeutungen haben, wobei

auch die in Anspruch 1 genannten Mafgaben gelten, Expression in einer Wirtszelle

[



WO 99/64598 PCT/EP99/03490
27

und Freisetzung des Insulinanalogons aus dessen Verlaufer mit chemischen

und/oder enzymatischen Methoden.

23.  Verfahren nach Anspruch 22, dadurch gekennzeichnet, dal die Wirtszelle ein
5 Bakterium ist.

24, Verfahren nach Anspruch 23, dadurch gekennzeichnet, dal das Bakterium E.

coli ist,

10 25.  Verfahren nach Anspruch 22, dadurch gekennzeichnet, daR die Wirtszelle

. eine Hefe ist.

26.  Verfahren nach Anspruch 25, dadurch gekennzeichnet, dafl die Hefe
Saccharomyces cerevisiae ist.

15
27.  Verfahren nach einem der Anspriche 22 bis 26 zur Herstellung eines

————tnsuiinanatogons geman Ansprucht 19, dadurch gekennzeichnet, dafl der Voridufer

des Insulinanzlogons die Sequenz

20 Met Ala Thr Thr Ser Thr Gly Asn Ser Ala Arg
His Phe Val Asn GIn His Leu Cys Gly Ser His Leu Val Glu Ala Leu Tyr Leu Val Cys
. Gly Glu Arg Gly Phe Phe Tyr Thr Pro Lys Thr o '
Arg Arg Glu Ala Glu Asp Pro Gin Val Gly Gin Val Glu Leu Gly Gly Gly Pro Gly Ala
Gly Ser Leu Gin Pro Leu Ala Leu Giu Gly Ser Leu Gin Lys Arg
25 Gly lle Val Glu GIn Cys Cys Thr Ser lle Cys Ser Leu Tyr Gin Leu Glu Asn Tyr Cys
Asn -

aufweist (SEQ 1D NO: 7).

30
28.  Verfahren nach einem der Anspruche 22 bis 26 zur Herstellung eines
insulinanalogons geman Anspruch 20, dadurch gekennzeichnet, dall der Voridufer

des Insulinanaiogons die Sequenz



10

15

20

25

30

WO 99/64598 PCT/EP99/03490

28

Met Ala Thr Thr Ser Thr Gly Asn Ser Ala Arg

His Ala Phe Val Asn GIn His Leu Cys Gly Ser His Leu Val Glu Ala Leu Tyr Leu Val
Cys Gly Glu Arg Gly.Phe Phe Tyr Thr Pro Lys Thr

Arg Arg Glu Ala Giu Asp Pro Gin Val Gly GiIn Val Glu Leu Gly Gly Gly Pro Gly Ala

Gly Ser Leu GIn Pro Leu Ala Leu Glu Gly Ser Leu Gin Lys Arg

Gly lie Vai Glu GlIn Cys Cys Thr Ser lle Cys Ser Leu Tyr GlIn Leu Glu Asn Tyr Cys

Asn

aufweist (SEQ iD NO: 8).

29.  Verfahren nach einem der Anspriche 22 bis 26 zur Herstellung eines
Insuiinanalogons gemal Anspruch 21, dadurch gekennzeichnet, dal der Vaoriaufer

des Insufinanalogons die Sequenz

Met Ala Thr Thr Ser Thr Gly Asn Ser Ala Arg

His Ala Ala Phe Val Asn GIn His Leu Cys Gly Ser His L.eu Val Glu Ala Leu Tyr Leu
Val Cys Gly Glu Arg Gly Phe Phe Tyr Thr Pro Lys Thr

Arg Afg Glu Ala Glu Asp Pro GIn Val Gly Gin Val Glu Leu Gly Gly Gly Pro Gly Ala
Gly Ser Leu Gin Pro Leu Ala Leu Glu Gly Ser f.eu Gin Lys Arg

Gly lle Val Glu Gin Cys Cys Thr Ser lle Cys

Ser Leu Tyr GIn Leu Glu Asn Tyr Cys Asn

aufweist (SEQ ID NO: 9).

30. Voriaufer des Insulinénalogons geman Anspruch 22.
31. Vorléufér des Insulinanalogons geman Anspruch 27,
32, Vorlaufer des Insulinanalogons gemafl Anspruch 28.

33, Vorlaufer des Insulinanalogons gemall Anspruch 29,

o
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34,  DNA-Sequenz, welche fur einen Vorlaufer des Insulinanalogons geman
Anspruch 30 kodiert.

35. DNA-Sequenz, welche fur einen Vorlaufer des Insulinanalogons geman
Anspruch 31 kodiert.

36. DNA-Sequenz, welche fur einen Vorlaufer des Insulinanalogons geman
Anspruch 32 kodiert.

37: DNA-Sequenz, welche fur einen Vorlaufer des insulinanalogons geman
Anspruch 33 kodiert.

38. Expressionsvehikel, enthaltend eine DNA-Sequenz geman Anspruch 34.

39. Expressionsvehikel, enthaltend eine DNA-Sequenz gemal Anspruch 35.

— ———40; Expressionsvehikel, enthaltend eine DNA-Sequenz gemanl Anspruch 36.

20

25

30

41.  Expressionsvehikel, enthaltend eine DNA-Sequenz gemalk Anspruch 37.

42 Wirtszelle, die mit einem Expressionsvehikel geman einem der Anspriche 38

bis 41 transformiert ist.

43. Pharmazeutische Zubereitung, enthaltend mindestens ein insulinanalogon
und/oder mindestens ein physiclogisch vertragliches Salz desselben geman einem
cder mehreren der Ansprache 1 bis 21.

44, Pharmazeutische Zubereitung nach Anspruch 43, dadurch gekennzeichnet,
daRi sie das Insulinanalogon und/ecder das physiologisch vertragliche Salz desselben
in geldster, amorpher und/oder kristalliner Form enthdlt.

45. Pharmazeutische Zubereitung nach Anspriche 43 oder 44, dadurch

gekennzeichnet, daf} sie ferner einen Depothilisstoff enthalt.
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46. Pharmazeutische Zubereitung nach Anspruch 45, dadurch gekennzeichnet,
dafl der Depothilfsstoff Protaminsulfat ist, wobei das Insulinanalogon und/oder das
physiologisch vertragliche Salz desselben mit dem Protaminsulfat in einem

Cokristallisat vorliegt.
47. Pharmazeutische Zubereitung nach einem oder mehreren der Anspriiche 43
bis 46, gekennzeichnet durch einen zusatzlichen Gehalt an unmodifiziertem

Humaninsulin.

48, Pharmazeutische Zubereitung nach einem oder mehreren der Anspriche 43

bis 47, gekennzeichnet durch einen zusatzlichen Gehalt an einem insulinanalogon.

49, Pharmazeutische Zubereitung nach Anspruch 48, dadurch gekennzeichnet,
daf} das insulinanalogon Gly(A21)}-Arg{B31)-Arg(B32)-Humaninsulin ist.

5Q0. Injizierbare Lasung mit Insulinaktivitat, enthaltend die pharmazeutische

Zubereitung gemafl einem oder mehreren der Anspriche 43 bis 49 in geloster Form.

51.  Injizierbare Lasung nach Anspruch 50, gekennzeichnet durch einen Gehalt

von 1 ug bis 2 mg Zink pro ml.

52. injizierbare Lésung nach Anspruch 51, gekennzeichnet durch einen Gehalt

von 5 pg bis 200 pg Zink pro mi.

53. Verwendung-des Insutinanalogons und/oder dessen physiologisch
vertragiichen Salzes geman einem oder mehreren der Anspriche 1 bis 21 zur
Herstellung einer phamazeutischen Zubereitung, welche eine Insulinaktivitat mit

verzogertem Wirkungseintritt aufweist.

54.  Insulin-Zink-Komplex, enthaltend ein insulinhexamer und 4 bis 10 Zinkionen
pro Insulinhexamer, dadurch gekennzeichnet, dal das insulinhexamer aus sechs

Moleklien eines Insulinanalogons der Formel | besteht,

Wy
o
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(A1-A5)-Cys-Cys-R8-R9-R10-Cys-Ser-Leu-R14-(A15-A19)-Cys-R21

|

S
(1
S S
Z-R1-R2-R3-R4-His-Leu-Cys ——————— (B8-B18) ———- CIys-(B20-B29)-R3O |
worin bedeuten
5 (A1-A5) die Aminosaurereste in den Positionen A1 bis A5 der A-Kette von
Humaninsulin oder tierischem Insulin,
(A15-A19) _die Aminosaurereste inden-Positionen-A15-bis-A19-derA-ketteven————
Humaninsulin oder tierischem Insulin, )
(B8-B18)  die Aminosdurereste in den Pasitionen B8 bis B18 der B-Kette von
10 Humaninsulin oder ti_erischem Insulin, -
(B20-B29) die Aminosaurereste in den Pasitionen B20 bis B29 der B-Kette von
Humaninsulin oder tierischem insulin,
R8 Thr oder Ala,
RS Ser oder Gly,
15 R10 lie oder Val,
R14 Tyr, His, Asp oder Glu,
R21 Asn, Asp, Gly, Ser, Thr, Ala, Giu oder Gin,
R1 ein beliebiger genetisch kodierbarer Aminosaurerest, abwesend oder
ein Wasserstoffatom,
20 R2 Val, Ala oder Gly,
R3 Asn, His, Glu oder Asp,
R4 Ala, Ser, Thr, Asn, Asp, GlIn, Gly oder Glu,

R30 ein beliebiger genetisch kodierbarer Aminosaurerest oder -OH,
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Z ein Wasserstoffatom oder ein Peptidrest mit 1 bis 4 genetisch
kodierbaren Aminosaureresten, enthaltend 1 bis 4 Histidinreste (His).
55, Insulin-Zink-Komplex nach Anspruch 54, enthaltend 5 bis 8 Zinkicnen pro

Insulinhexamer.

58,  Insulin-Zink-Komplex nach Anspruch 54 oder 55, dadurch gekennzeichnet,
dal das Insulinhexamer aus sechs Molekllen des Insulinanalogons der Formel |

gemag einem oder mehreren der Ansprilche 1 bis 21 besteht,

57. Insulin-Zink-Komplex nach Anspruch 54 oder 55, dadurch gekennzeichnet,

daf die B-Kette des Insulinanalogons der Formel | die Sequenz

Phe Val His Gin His Leu Cys Gly Ser His Leu Val Glu Ala Leu Tyr Leu Val Cys Gly
Glu Arg Gly Phe Phe Tyr Thr Pro Lys Thr

(SEQ ID NO: 10) aufweist.

58.  Insulin-Zink-Komplex nach Anspruch 54 oder 55, dadurch gekennzeichnet,

daf die B-Kette des Insulinanalogons der Formel | die Sequenz

Phe Val Asp Gin His Leu Cys Gly Ser His Leu Val Glu Ala l.eu Tyr Leu Val Cys Gly
Glu Arg Gly Phe Phe Tyr Thr Pro Lys Thr

(SEQ ID NO: 11) aufweist.

59. Pharmazeutische Zubereitung, enthaltend mindestens einen Insulin-Zink-

Komplex geman einem oder mehreren der Anspriche 54 bis 58.

60. Pharmazeutische Zubereitung, enthaltend eine saure Lésung mindestens
eines Insulinanalogons gemafk einem oder mehreren der Anspriche 54 bis 58
und/oder eines physiologisch vertréglichen Salzes desselben mit einer
entsprechenden Menge an Zinkionen, welche die Ausbildung eines insulin-Zink-

Kompiexes gemaR einem oder mehreren der Anspriche 54 bis 58 ermaglicht.

£,

i

Ao ]



10

15

WO 99/64598 PCT/EP99/03490

33

61.  Pharmazeutische Zubereitung nach Anspruch 60, enthaltend eine saure
Losung des Insulinanalogons und/oder des physiologisch vertraglichen Salzes
desselben geman einem oder mehreren der Anspriche 1 bis 21 mit einer

entsprechende Menge an Zinkionen, welche die Ausbildung eines Insulin-Zink-

Komplexes gemaf Anspruch 56 ermdglicht.

62. Pharmazeutische Zubereitung nach Anspruch 60, enthaltend eine saure
Ldsung mindestens eines Insulinanalogons gemaR einem der Anspriche 57 oder 58
und/oder eines physiologisch vertraglichen Salzes desseiben mit einer

entsprechenden Menge an Zinkionen, welche die Ausbildung eines Insulin-Zink-

Komplexes geman einem der Anspriche 57 oder 58 erméglicht.

63. Pharmazeutische Zubereitung nach einem oder mehreren der Anspriiche 53
bis 82, dadurch gekennzeichnet, daf sie den Insulin-Zink-Komplex in geldster,

amorpher und/oder kristaliiner Form enthalt.

e

20

25

30

64. Injizierbare Losung mit Insulinaktivitat, enthaltend die pharmazeutische

Zubereitung gemaR Anspruch 63 in geldster Form:

65. Injizierbare Ldsung nach Anspruch 64, gekennzeichnet durch einen Gehalt

von 1 ug bis 2 mg Zink pro ml.

66. Injizierbare Lésung nach Anspruch B85, gekennzeichnet durch einen Gehalt

von 5 g bis 200 pg Zink pro ml.

67. Verwendung des Insulin-Zink-Komplex gemall einem oder mehreren der
Anspriche 54 bis 58 zur Herstellung einer phamazeutischen Zubereitung, welche

eine insulinaktivitat mit verzogertem Wirkungseintritt aufweist.
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SEQUENZPROTOKOLL

{1) ALLGEMEINE INFDRMATION:

(i) ANMELDER:

(n)
(B)
(<)
(0)
(E)
(F)
{G)
(H)
(0

NAME: Hoechst Marion Roussel Deutschland GmbH
STRASSE: -

ORT: Frankfurt

BUNDESLAND: -

LAND: Germany

POSTLEITZAHL: 65926

TELEPHON: 069~305%-5307

TELEFAX: 069-357175

TELEX: -

PCT/EP99/03490

(ii} ANMELDETITEL: Neue Insulinderivate zur Behandlung von
Diabetes mellitus

(iii) ANZAHL DER SEQUENZEN: 11

{(iv) COMPUTER-LESBARE FORM:

(A)
{8)
(C)
{D)

DATENTRAGER: Floppy disk

COMPUTER: IBM PC compatible

BETRIEBSSYSTEM: PC-DOS/MS-DOS

SOFTWARE: PatentlIn Release #1.0, Version #1.25

(2) INFORMATION ZU SEQ ID NO: 1:
[ S s

(i) SEQUENZ CHARAKTERISTIKA:

(ii)

(ix)

(%1}

Gly

Glu

(&)
(B)
{<)
(D)

{EPA}

LANGE: 21 Amincsiduren
ART: Aminosiure
STRANGFORM: Einzel
TOPOLOGIE: linear

BRT DES MOLEKULS: Protein

MERKMALE:

{(A)

NAME/SCHLUSSEL: Protein

{8} LAGE: 1..21

SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 1:

Ile Val Glu Gln Cys Cys Thr Ser Ile

5 10

Asn Tyr Cys Asn

20

Cys Ser Leu Tyr Gln Leu
15
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(B) ART: Aminosiure
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(2) INFORMATION ZU SEQ ID NO: 2:

{i) SEQUENZ CHARARKTERISTIKA:
{A) LANGE: 3C Aminosduren
{8) ART: Aminocsidure
(C) STRANGFORM: Einzel
(D) TOPOLOGIE: linear

{ii) ART DES MOLEKILS: Protein

{ix) MERKMALE:
{3} NAME/SCHLUSSEL: Protein
{8) LAGE: 1..30

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 2:

Phe Val Asn Gln His Leu Cys Gly Ser His Leu Val Glu

1 S 10

PCT/EP99/03490

Ala Leu Tyr
15

Leu Val Cys Gly Glu Arg Gly Phe Phe Tyr Thr Pro Lys Thr

20 25

{2) INFORMATION ZU SEQ ID NO: 3:

(i) SEQUENZ CHARAKTERISTIKA:

{C) STRANGFORM: Einzel
(D) TOPOLOGIE: linear

{ii} ART DES MOLEKULS: Protein
(ix} MERKMALE:
(A) NAME/SCHLIHSSEL: Protein
{(B) LAGE: 1..30
{xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 3:

His Phe val Asn Gln His Leu Cys Gly Ser His Leu Val
1 5 ic

30

Glu Ala Leu
15

Tyr Leu Val Cys Gly Glu Arg Gly Phe Phe Tyr Thr Pro Lys

20 25

(2) INFORMATION ZU SEQ ID NO: 4:

(1) SEQUENZ CHARAKTERISTIKA:
{(A) LANGE: 31 Aminosduren
{B) ART: Aminosiure
(C) STRANGFORM: Einzel
(D) TOPOLOGIE: linear

30
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{ii) ART DES MOLEKULS: Protein

(ix) MERKMALE: _
5 {A) NAME/SCHLUSSEL: Protein
{B) LAGE: 1..31

{xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 4:

10
His Phe Val Asn Gln Hig Leu Cys Gly Ser His Leu Val Glu Ala Leu
1 5 10 15
15 Tyr Leu Val Cys Gly Glu Arg Gly Phe Phe Tyr Thr Pro Lys Thr
20 25 30

.2 {2) INFORMATION ZU SEQ ID NO: 5:
0

{1) S5EQUENZ CHARAKTERISTIKA:
(A) LANGE: 32 Aminos#uren
(B} ART: aminosgiure
(C) STRANGFORM: Einzel
25 (D) TOPOLOGIE: linear

{ii) ART DES MOLEKULS: Protein

—— 30— (ix) MERKMALE:
(A} NAME/SCHLUSSEL: Protein
(B) LAGE: 1..32

35 (xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 5:

His Ala Phe Val Asn Gln His Leu Cys Gly Ser His Leu Val Glu Ala
1 5 10 i5

-.-40 Leu Tyr Leu Val Cys Gly Glu Arg Gly Phe Phe Tyr Thr Pro Lys Thr
20 ' 25 30

{2) INFORMATION ZU SEQ ID NO: 6:

45
(i) SEQUENZ CHARAKTERISTIKA:
(3) LANGE: 33 Aminosiuren
(B) ART: aminosdure
{C) STRANGFORM: Einzel
50 (D) TOPOLOGIE: linear

{(ii) ART DES MOLEKULS: Protein
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{ix}) MERKMALE:
{A} NAME/SCHLUSSEL: Protein
(B) LAGE: 1..33

5
(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 6:
His Ala Ala Phe Val Asn Gln His Leu Cys Gly Ser His Leu Val Glu
1 5 10 15
10
Rla Leu Tyr Leu Val Cys Gly Glu Arg Gly Phe Phe Tyr Thr Pro Lys
20 25 30
Thz
15
{2} INFORMATION ZU SEQ ID NO: 7:
. (i} SEQUENZ CHARAKTERISTIKA:
20 (A) LANGE: 98 Aminosiduren
(B) ART: Aminosdure
{C) STRANGFORM: Einzel
(D) TOPOLOGIE: linear
25 {ii) ART DES MOLEK{LS: Protein
{ix) MERKMALE:
(A) NAME/SCHLUSSEL: Protein
— 30 (B} LAGE: 1..98
(i) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 7:
a5 Met Ala Thr Thr Ser Thr Gly AsSn Ser Ala Arg His Phe Val Asn Gln

1l 5 10 15

His Leu Cys Gly Ser His Leu Val Glu Ala Leu Tyr Leu Val Cys Gly

. 20 25 10
40

Glu Arg Gly Phe Phe Tyr Thr Pro Lys Thr Arg Arg Glu Ala Glu Asp

35 40 45

Pro Gln Val Gly Gln Val Glu Leu Gly Gly Gly Pro Gly Ala Gly Ser
45 50 55 60

Leu Gln Pro Leu Ala Leu Glu Gly Ser Leu Gln Lys Arg Gly Ile Val

H 70 75 BO
50 Glu Gln Cys Cys Thr Ser Ile Cys Ser Leu Tyr Gln Leu Glu Asn Tyr

as 20 a5
Cys Asn

55
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{2) INFORMATICN ZU SEQ ID NO: 8:

(i) SEQUENZ CHARAKTERISTIKA:
(A) LANGE: 99 Aminosduren
) (B} ART: Amincosiure
{C) STRANGFORM: Einzel
{0} TOPOLOGIE: linear

{ii) ART DES MOLEKULS: Protein

10
{ix) MERKMALE:
{A)}) NAME/SCHLUSSEL: Protein
(B} LAGE: 1..99
15
(X1} SEQUENZIBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: B:
_ Met nla Thr Thr Ser Thr Gly Asn Ser Ala Arg Eis Ala Phe Val Asn
.20 i 5 10 15
Gln His Leu Cys Gly Ser His Leu Val Glu Ala Leu Tyr Leu Val Cys
20 25 30
Gly Glu Arg Gly Phe Phe Tyr Thr Pro Lys Thr Arg Arg Giu Ala Glu
25 asg 40 a5

Rsp Pro Gln Val Gly Gln Val Glu Leu Gly Gly Gly Pro Gly Ala Gly
50 55 60

~—30— """ Ser Leu Gln Pro Leu Ala Leu Glu Gly Ser Leu Gln Lys Arg Gly Ile
65 70 75 80

Val Glu Gln Cys Cys Thr Ser Ile Cys Ser Leu Tyr Gln Leu Glu Asn
: as 20 95
35

Tyr Cys Asn

.; (2) INFORMATION ZU SEQ ID NO: 9:
40

{i) SEQUENZ CHARAKTERISTIKA:
(A} LANGE: 100 aminosiuren
(B} ART: Aminosidure
(C) STRANGFORM: Einzel - - ”
45 {D} TOPOLOGIE: linear

(ii) ART DES MOLEKULS: Protein
50 (ix) MERKMALE:

{A) NAME/SCHLUSSEL: Protein
(B) LAGE: 1..100
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{xi) SEQUENZBESCHREIBUNG:

Met Ala Thr Thr sSer Thr

Asn Gln His
Cys Gly Glu
s

Glu AsSp Pro
50

Gly Ser Leu
65

Ile Val Glu

Asn Tyr Cys

(2) INFORMATION ZU SEQ ID NO:

Leu

20

Arg

Gln

Gln

Gln

BRsn
140

5

Cys

Gly

val

Pro

Ccys
85

Gly

Phe

Gly

Leu

70

Cys

SEQ ID

Gly

Ser

Phe

Gln

55

Ala

Thr

10:

{i)} SEQUENZ CHARAKTERISTIKA:
(A) LENGE: 30 Aminosiuren
{(B) ART: Aminosiure

Asn

His

Tyr

40

val

Leu

Ser

NO:

Ser

Leu

25

Thr

Glu

Glu

Ile

—30— (€) STRANGFORNM:

(D) TOPOLOGIE:

Einzel
linear

(ii) ART DES MOLEKi{ILS: Protein

(ix) MERKMALE:

(A) NAME/SCHLUSSEL:
1..30

(B) LAGE:

{xi) SEQUENZBESCHREIBUNG:

Protein

SEQ ID NO:

Phe Val His Gln His Leu Cys Gly Ser

1

5

Leu Val Cys Gly Glu Arg Gly Phe Phe

20

{2) INFORMATION ZU SEQ ID NO: 11

(i) SEQUENZ CHARAKTERISTIKA:
30 Aminosduren

(A) LANGE:

(B) ART:

Aminosiure

(C) STRANGFORM: Einzel
{D) TOPOLOGIE: linear

(ii) ART DES MOLEKXULS: Protein

25

Ala

10

Val

Pro

Leu

Gly

Cys
30

10:

Hisg
10

Tyr

Arg His Ala Ala
Glu Ala Leu Tyr
lys Thr Arg Arg

45

Gly Gly Gly Pro
60

Ser Leu Gln Lys
75

Ser Leu Tyr Gln

PCT/EP99/83490

Phe Val
15

Leu Val

Glu Ala

Gly Ala

Arg Gly

a0

Leu Glu
95

Leu Val Glu Ala

Thr Pro Lys Thr
30

Leu Tyr
is
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{ix) MERKMALE:

{A) NAME/SCHLUSSEL: Protein

(B) LAGE:

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG:

Phe Vval Asp Gln His Leu Cys Gly Ser

1

Leu Val Cys Gly Glu Arg Gly Phe Phe

20

1..30

5

SEQ ID NO:

25

11

PCT/EP99/03490

His Leu Val Glu Ala Leu Tyr

ia

Tyr Thr Pro Lys Thr
30

15
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B A & K P

I —#X IR ETEREREEETH T &,

(A1-A5)-Cys-Cys-R8-R9-R10-Cys-Ser-Leu-R14-{A15-A19)-Cys-R21

S S
(1)
S 5
Z-Fﬂ-RE-RB-Rd-HIs-Leu-CIySW—‘ (B8-B18) —————— C|YS-(B20-B29)-RSO

o
(AI-AS)AABE LRI GE A AL-AS AL S RIA B A K,
(AIS-AID AAM S ERFUHEF A4 AIS-AI9 L 5 REER

A,
(BS-BIS)AAME ZXH WL L B BS-BIS A6 R IAMAE

% |
(B20-B29)AA S EF XM EE B4 B20-B29 £ 5 Y £ &

A,

R8 24 Thr & Ala,

R9 # Ser X Gly,

R10 % Ile & Val,

R14 # Tyr. His. Asp & Glu,

R21 4 Asn. Asp. Gly. Ser. Thr. Ala. Glu 2 Gln,
RIALEMELZHER LT RHEBGALBRL BEXRAEART,
R2 4 Val, Ala & Gly,

R3 4 Asn, His. Glu & Asp,



R4 # Ala. Ser. Thr. Asn. Asp. Gln. Gly & Glu,

R30 A4F&E M E Eeitib LT 5 B %A X -0H,

7 HERTI—BEH 1-4 AEFETHBG R ELGK,
.45 1-4 A His &K,

WA &% 2 A AKRT, RIXRS A His, Glu % Asp, 4R RI
AdHRX A FALBEAA, RSN His, REWB LML R E
72 A EF, W R14 4 His. Asp & Glu, HIHMF LA LX T HE
LEENHEAAETTHSEBEABRS LA, Z2FRAMMX T F
R34LE, HRIFR21 425, AR FRAMGEERAKRELE R

2. B A EK 1 RS EEMD R L LB TH S E, L P RS
2 Thr, R9 # Ser Z R10 3% Ile.

. de A BRI R 2HMANREEFEMDR L LT THSHE, £
* R1 % Phe. His. Asn. Asp & Gly.

4. BRA B 1-3 F—FREANEGES EEMB R L AT
&5 3, H 9 R30 4 Thr, Ala = Ser.

5 B FEEX 1-4 F—RAKXERAMAAMEFT LD R L AmT
&t 3, Hof R21 25 Asn A R1 3 Phe.

6ﬁﬂ%%*yﬁ##ﬁiéﬁmg%ﬁ%%%m%iﬁiﬁﬁ
w3, H P R2 A Val, R34 Asn A R4 # Glu.
T e BHAER 16 PR R SNBSS F R R EET
w3, H P R14 F Tyr.

8. ol ALk 1-6 F—RAKXEZAMAENMGE T EMP R A AT
wi g 3, HE g R14 3% His.

Q. Je A EEK 1-6 P—RAKEAHMENELE LT LB E LT T
dz i, Hd R14 H Asp.

10. do bl F) Z= K 1-6 ¥ — 3 &,
g, K RI4 A Glu.

11 e A EE 1-10 F—RAREAMAGBR S EFE NG AL L E
&t 3, R R30 A4 Thr.

MRS FEMp R A AT

\%



12, de WA ZE 1-10 T — AR S A LA EEMB R A2
Tat g, HE o R30 A Ala.

13. oA 2K 1-10 P — AR EAAG R G T E MM A
wabg &, J o R30 A Ser.

14, oA E X 1-10 F— AR S AMZ IR E T EMP R4 T
i, AP R30 A -OH.

15, dm A ZK 1-14 P—AXEFAMEGREFTEAMB XL 45
Az, £ 72 H His. |

16. B AR 1-14 F—RAXEAMEARE T E MDA A
TEbEHE, EdZH His-Ala-.

17 Jm A TR 1-14 F—RAREAMEGREFTE MR LA
Ta g, 74 His—Ala—Ala—.

18. B A LR IR BREFERI R A LA THEHS R, LT B
2 B A A3

His Phe Val Asn GIn His Leu Cys Gly Ser His Leu Val Glu Ala Leu Tyr Leu Val
Cys Gly Glu Arg Gly Phe Phe Tyr Thr Pro Lys

(SEQ ID NO: 3).
19. o A B K IS AR EERB XA EETHSE, £+ B
5 LA 9

His Phe Val Asn Gin His Leu Cys Gly Ser His Leu Val Glu Ala Leu Tyr Leu Val
Cys Gly Glu Arg Gly Phe Phe Tyr Thr Pro Lys Thr

(SEQ ID NO: 4).
20. e A EZK 16 AN BESEFE MBI AL THSE, B4 B

% B A K5

His Ala Phe Val Asn GIn His Leu Cys Gly Ser His Leu Val Glu Ala Leu Tyr Leu
Val Cys Gly Glu Arg Gly Phe Phe Tyr Thr Pro Lys Thr



('SEQ ID NO:5). .
21 o R A ERK 1T HEGBRYS T EUD R EERTHEE L+ B
% B A 3

His Ala Ala Phe Val Asn GIn His Leu Cys Gly Ser His Leu Val Glu Ala Leu Tyr
Leu Val Cys Gly Glu Arg Gly Phe Phe Tyr Thr Pro Lys Thr

(SEQ ID NO: 6).

22. B A E K 1-21 F—RA S AMEGR Y FEMBRE4AE
Tt Rk, GEME-FFTEHGEREAEK, ZH8Kas
— BB A RS 11 Mk 5 F 20k 85 DNA 5 7

Met-X2m-(Arg)p-Z-R1-R2-R3-R4-His-Leu-Cys-(B8-B18)-Cys-(B20-B26)-R30-

)(1 n-Arg-(A1-A5)-Cys-Cys-R8-Ser-R10-Cys-Ser-Leu-R14-(A15-A19)-Cys-R21
il,

Hf

X'n A4H n MR RIAGKE, n 0-34 6583,
X'm A AF n AREBEAGKSE, nl 0-20 6953,
pA0. 13X 2,

R3O AHEEN S EHRA L THENAABELAR L, BA

I 8ERA—LH 14 MEHLETHEHEABREGKE, &
#F 1-4 M His &,

EEEZTAEARNEL | MRS, BRAEXK 1 FERFTEHD

AE 58 E e P &R VAR A AT Fo / 385 F O kNI AT AR AUk
SEkEmY.

23. koA H XK 22 RT3k, AP Biakimy.

24, ke B A TR 23 ATk, T @@ RAXBATH.

25. B A FK 22 A F %, AV B Emetsg.

26. ko B A EK 25 ATR 695 o, HF B R ARA BT

27. o B A F-K 22-26 FH—FMEGHE B FN 2K 19 k8

4




We Sy Rt 895 ik, 30 M dy R AU TR R A A ) .

Met Ala Thr Thr Ser Thr Gly Asn Ser Ala Arg

His Phe Val Asn GIn His Leu Cys Gly Ser His Leu Val Glu Ala Leu Tyr Leu Val
Cys Gly Glu Arg Gly Phe Phe Tyr Thr Pro Lys Thr

Arg Arg Glu Ala Glu Asp Pro GIn Val Gly GIn Val Glu Leu Gly Gly Gly Pro Gly
Ala Gly Ser Leu GIn Pro Leu Ala Leu Glu Gly Ser Leu GIn Lys Arg

Gly lle Val Glu Gin Cys Cys Thr Ser lle Cys Ser Leu Tyr GiIn Leu Glu Asn Tyr
Cys Asn

(SEQ ID NO: 7).

28. Je R Z R 22-26 FH—FAHEGHE L BRE L 20 Ly
R EEMMEG T E, BV EERYFRALA S

Met Ala Thr Thr Ser Thr Gly Asn Ser Ala Arg

His Ala Phe Val Asn Gin His Leu Cys Gly Ser His Leu Val Glu Ala Leu Tyr Leu
Val Cys Gly Glu Arg Gly Phe Phe Tyr Thr Pro Lys Thr

Arg Arg Glu Ala Glu Asp Pro GIn Val Gly Gin Val Glu Leu Gly Gly Gly Pro Gly
Ala Gly Ser Leu Gin Pro Leu Ala Leu Glu Gly Ser Leu GlIn Lys Arg

Gly lle Val Glu Gin Cys Cys Thr Ser lle Cys Ser Leu Tyr Gln Leu Glu Asn Tyr
Cys Asn

(SEQ ID NO: 8).
29. e Z K 22-26 PH—FEGHE R AE L 21 HrEs
M Bk Rk, ETREEEMBTIRLA S

Met Ala Thr Thr Ser Thr Gly Asn Ser Ala Arg

His Ala Ala Phe Val Asn Gin His Leu Cys Gly Ser His Leu Val Glu Ala Leu Tyr
Leu Val Cys Gly Glu Arg Gly Phe Phe Tyr Thr Pro Lys Thr

Arg Arg Glu Ala Glu Asp Pro Gin Val Gly GIn Val Glu Leu Gly Gly Gly Pro Gly
Ala Gly Ser Leu GIn Pro Leu Ala Leu Glu Gly Ser Leu GIn Lys Arg

Gly lle Val Glu Gin Cys Cys Thr Ser lle Cys

Ser Leu Tyr GIn Leu Glu Asn Tyr Cys Asn

(SEQID NO: 9).

30. B A K 22 BT ML & 2 3T 4k
31. e A ZK 27 i 6976 & 5 £ a7k
32. AR A H K 28 FTE R & F R T4k,



33. A R E K 29 B BT XA 1R,

34. B e F) 2 £ 30 AP ARk 5 & £ AT 46 DNA ;f:;, .

35. B A K 31 PRGBS EMB R IR DNA A 7.

36. oAb A F K 32 RO S F XM AR e) DNA £ 7).

37. % e A & R 33 ATk e Rk £ & E L ] 4k o) DNA /771,

38. —F R EEAK, HEES A K 34 AT 6 DNA 751,

39. —#F R FH K, HaLS b £ K 35 Ak 4y DNA F 7).

40. —FF A H 4, Fad B A 2K 36 FrsEed DNA 43,

41. —FF R EEAK, R4S RAZL 37 Frik o DNA 571,

42. —Frg Eme, LEHAT w2 K 3841 Y- FAR G £

43. —F S HEFH, LodbBF LK 1-21 F— Z AT
EY—HBEEEFEBHF/RES wﬁfﬁ\iﬁ’rﬁxﬁzu

44, koA E K 43 PR EHEFN, FOLER. LEZHP/XA
RS T AR/ AR T A,

45. o A E- K 43 X 44 RS HHHA, EAstas—-HELH
B 4.

46. oA A - F 45 MR G HUHAN, AT REHEUB AR &4
G, AR E RN R/ A A EETHESE SRR EF TG LS
aF XEE.

47, oA EF 4346 P —FAR S FMEAEHEN, L5564
K HGARSE.

48. o A F- K 4347 F— AR ZRHEGH BN, EHstas
— B EEU. |

49. R A 2K 48 A MEHRN, LA FBRELENMD D
Gly (A21)-Arg (B31)-Arg (B32)-AB & 4.

50, —FH B ARG EFERGTERER, La25/TE X6 A
K 43-49 F—R & § BFT L6 PR A

51, e B AV EL 50 T TEHER, L4 lug—2mg H/nl.

6



52. 4o A F-F 51 B TEHER, £G4 5ug-200ug & /nl.

53. A T K 121 P— AR E TR EEN O F/REAE
B B AR &R ALEREAREGREFERGEHEANTER

54. — R BB E-HELAY, Lo —HBREFXRARE 4-10 M8
BT/ BB ENER RTHEREETSBAEAAX T L £0
iy 48 1K,

{A1-A5)-Cys-Cys-R8-R9-R10-Cys-Ser-Leu-R14-(A15-A19}-Cys-R21

S S

S

Cys-(B20-825)-R30

(B8-B18)

Z-81-R2-R3-R4-His-Leu-Cys

K,
(AI-AS)A AR B ER WM EFABRAL-ASE LG REBRAL,
(ALS-AIDAABE S EFRAVIRE T A ANS-AI9ESGARE
7% 3k,
(B8-BIS) AAM B £AX W HELE B4 BS-BIS L 569 R L M5
&,
(B20-B29) A AR & (S 5% B4 B20-B29 2 5 83 R A B
2%
R8 2 Thr & Ala,
R9 34 Ser & Gly,
R10 24 Ile & Val,
R14 24 Tyr. His. Asp & Glu,

7



R21 4 Asn. Asp. Gly. Ser. Thr. Ala. Glu & Gln,
RIABESFEZNERETHEOELARAEL. B2 HEAE

R2 24 val. Ala & Gly,

R3 25 Asn. His. Glu = Asp,

R4 4 Ala. Ser. Thr. Asn. Asp. Gln. Gly & Glu,

R3O AHEEATHEZ M L TH L R 8% L X-O0H,

ZAARTR—BEER 14 A B L THAGREBEZLGK,
G345 1-4 A~ His 353k,

55. A LR DA BT E BB E-HEE4Y, ATHEREEAEA
LA 5-8 A ET.

56. kel A B K 54 X 55 R BREF-HELSY, LB i EFx
EAWNE S THeBRAERI-21F—FAXEANEGKX IR E L £
A, 41 48R, .

57. o B A B K 54 R 55 AL E-GE4Y, A PX 1 8%
BEENW BELAE R

Phe Val His Gin His Leu Cys Gly Ser His Leu Val Glu Ala Leu Tyr Leu Val Cys
Gly Glu Arg Gly Phe Phe Tyr Thr Pro Lys Thr

(SEQ ID NO: 10).
58. ko kX F| K 54 RS MEORET-HE oY, E9X 18H
LEEmB BELA K

Phe Val Asp Gin His Leu Cys Gly Ser His Leu Val Glu Ala Leu Tyr Leu Vai Cys
Gly Glu Arg Gly Phe Phe Tyr Thr Pro Lys Thr

(SEQ ID NO: 11).
59. — A5 H A, RO EY —FBF| LK 54-58 F—F X 3
PR R G E-FEAD.
60. —FHBHHE M, RO ES —FB ALK 5458 F—F &K%

8



FHEGBELEEN SR/ AL AR THSEAESTEE THERE
W, Rt A E K 54-58 PR ERAMANREFT-FHL DA
T k.

61. wdlF| &K 60 MIEMGHH N, Lot AL 1-21 +—
A S RAMAENRE ST ENYF /AL ETHEERETHETH
BER, R R B 56 AN E-FL0WRA T,

62. il F) 2K 60 MIENHHIHN, L2 EF —FBAEER
57T X 58 P —Fpik ik ARk P /R A AR THEGLAREZTES
T EMER, AR RANEEL TR SAEGRE T-FEEHARN
T fB.

63. do AR 2K 59-62 F — MK S FAMEGEHE AN, LOL4EMK.
R BT AN - 6.

64. —FF L ATRE B EEWE T HER, £ 02EBY X & oA
TR 63 Bk oy 2h M ) Al

65. do A F| &K 64 ke TESIE R, G4 lug—2mg 5 /nl.

66. 4o A &K 65 FrE & TS ER, H @4 dug-200ug 4/ml.

67. ko] B K 54-58 F—HAR S AMAGRE F-F LB AH
& JLA SE R AR AT 0 W §y i oy B A b g A R



B B i +

AAEBORESHOHEREGE R MND

AZRGREAEBOBESAOREEE B R EBRZOFE
S¥, BAMEEIRE, SMAAERERE, ALHEFL S
HE&ETFARE, LEZAKGDHN, 2718 1T EEERHA.

EERKAG 12T HTAEZRAELER, ET41F28FALT
HAEfm, sTXEARB, BRI BVOANLSERELTLS2EBEE
— TGk BEEREHREE, AFHEREKR HE—4%. 5
I REERAR, ITABEEARARAERSEIHESE, B2 XKEHHA,
REZGEHAHY, RAKEFEYT, &SR —FF o RIE LA
hdh, WIAARREELTFE.

EHEAT, BREZA B EE5RBBREZ ML, aEKFHF+
&, WEE, HARE MR E TS RERENE. THRERE, 2%
RGERTFEEINABME, RAFENRLGEFHARALZFBEEHE
BREFHE, FEFANFBESKRES 2. NASERSERZTAR
WS F ok, BERXEBIATLHEFTX, LFEFRF EEX b
ARBEYTOREE. BFLi kA hEA LR A THEH, XAREE
FEEARPITTRRER LS. HIN, RARBERT KT 3
G ELEAMEKAR. £528, XZ6 DCCT AR ( B R&
R BRI EE R LR (1993), HFERZEFLE 329, 977-986)
ARIER, hBEXTFHBRHEAGRIRERARBRG ARG LLH
. BRBYRBFG R B RETFRTARYG, E—RARTE
RAARBER. TRIAMEHR, FHEY. TEBPUEFBHAL, 4%
HhH GAKREG S hER, B, —HTEOBEERETFFTE, LB
LA LRERTEAE B TRFELAZLEA. ERBLES
FRFaES BEESLAXTEAHBEREBAAGEEETH AL
hF, AL TFREEAMNN, AFHEELETE, HEBRHA



ABMLEAREHREENEAAES, HAAERL, FEFHKL

=

B TAOARBEEEFREAAHELELZER, H5 L% A6 NPH
MhE, RXERAXER, @cBMHAXKE. LS HH, 2B TR
8] 4K o A Fe B AR T -

EP 0 821 006 AF T AARBUHFESNGREF LMY, 446
GrEEABREEML, CRAAERERAGX. A EZXBERHEA
BB ERRATEA&S A2l EREBREF, JFE B4 B30 f£mA
— A HisBAX—EALA 15 HisBEXGKEH 235 MR EABBER
9 Ak

AKPHBAETRE T REBESTENY (AXDIHREEH
EmW), CAAARBHELES), BBR—F LB F LMY
ERAGEGRBE LAY, FRAESCEAHMN T, ITESARS M
WP AR RBR, R ERTEHET [ A 11 28R AR
A T #k.

MHETEMBEARKRTANKSE, IPABSF (R SEQ ID NO:
1: AMBEZE A4KZSEQ ID NO: 20 AMBEB®) RIBHREE,
A AEX KRB EGA S/ RABRTHBRSLES I RREALR
HEA/ BB mE T —NRIEBRERISKHA.

AL A HAIUTFH XA F

1. XIW—HBEETERBRALEETHZ L

S S

(A1-A5)-Cys-Cys-R8-R3-R1 0-Cys-Ser-Leu-R14-(A15-A18)-Cys-R21

| |

S S
0
S S|
l ' (B8-B18) Cys-(820-829)-R30

Z-R1-R2-R3-R4-His-Leu-Cys




K

(A1-A5) HABEF (AR SEQ ID NO: 1) XFHUMEE A 4
A1-A5 43 % 05 R I B R K,

(A15-A19) AAMEE (AR SEQ ID NO: 1) A FHWHEE A
4 A15-A19 {25 69 R R m Ak,

(B8-B18) A AMEHE (AR SEQ ID NO: 2) R G4 B4
B8-B18 {i & #) R A B &K,

(B20-B29) A AMEH (£ SEQ ID NO: 2) RFHBHELE L B
4 B20-B29 {z 5 ¥ AL M AKX,

R8 4 Thr & Ala,

R9 4 Ser & Gly,

R10 % Tle & Val,

R14 % Tyr. His. Asp & Glu,

R21 4 Asn. Asp. Gly. Ser. Thr. Ala. Glu & Gln,

RIAMELSTEEHAF L THEANAREBERL LA RT,

R2 4 val. Ala & Gly,

R3 4 Asn. His. Glu = Asp,

R4 77 Ala. Ser. Thr. Asn. Asp. Gln. Gly & Glu,

R30 A& A-F & L@ LT R AL XL K-0H,

7 ARRTIR—EAER 1-4 ABFETHEGRIEBEEILGK,
3% 1-4 A His 384,

WAL L% 7254 RTH, R1HKRS A His. Glu & Asp, w%
RI A FPHXTaeFTaEBAE, RIUWA His, REHFLFALR
A ZAHEETF, R4 H His, Asp X Glu, HIPMPFEHIX T &
LBEEpBWIA IR THEEEAR S ML, ZFFRARETX I
FR3IfE, KRIMR2EE, AR3PMMAELSEALBELATF (£
B SEQ ID NO:1 & SEQ ID NO:2).

ik, HBEEZEMBRELETHSEZ L

3




2. R84 Thr, R9 4 Ser # R10 3 Ile,

3. R1 % Phe. His. Asn. Asp & Gly,

4. R30 2 Thr. Ala & Ser,

5. E ¥ R21 3 Asn # R1 4 Phe.

6. AAUHKAGEHRTER-FHXN TR ETEUDR ALY
TR, B R2 5 Val, R34 Asn f= R4 34 Gln.

—HAX T BEHEFEMBIAERTHST E NI HAFT E, £
K F)f T R14 %

7. Tyr,

8. His,

9. Asp &

10. Glu.

— X IR FEMBALLETHZE AR RS E, K
B # £ R30 4

11. Thr,

12. Ala,

18. Ser &

14. —OH. |

—HX IR EEHWI R EBTRSTEFIIGER T E, K
RANETZH

15. His,

16. His-Ala—3,

17. His-Ala—Ala-.

ARIER KRS EMP ey EH 2

18. —#HX IMESZTEMYREAR THSE, ARMNET B
4 B-A 75

His Phe Val Asn Gin His Leu Cys Gly Ser His Leu Val Glu Ala Leu Tyr
Leu Val Cys Gly Glu Arg Gly Phe Phe Tyr Thr Pro Lys

( SEQ ID NO: 3), #l4= His(B0O), des (B30) AR &%,

4



19. —#HX I WBRL TP I A2 TH S, LRNAET B
LA K3

His Phe Val Asn Gin His Leu Cys Gly Ser His Leu Val Glu Ala Leu Tyr
Leu Val Cys Gly Glu Arg Gly Phe Phe Tyr Thr Pro Lys Thr
(SEQ ID NO: 4), #i4w His (BO)-AM S %,
20, —HX [ BB GEFTERHREEETHSE, LRANET B
S T
His Ala Phe Val Asn Gin His Leu Cys Gly Ser His Leu Val Glu Ala Leu
Tyr Leu Val Cys Gly Glu Arg Gly Phe Phe Tyr Thr Pro Lys Thr
(SEQ ID NO: 5), #l4s His(B-1), Ala(BO) A & &
2. —HA T HRSFENBRILEEZTHS R, ARMNAET B
A A7)
His Ala Ala Phe Val Asn GIn His Leu Cys Gly Ser His Leu Val Glu Ala
Leu Tyr Leu Val Cys Gly Giu Arg Gly Phe Phe Tyr Thr Pro Lys Thr
(SEQ ID NO: 6), #i3v His(B-2),Ala(B~1), Ala(BO)-AME & %.
AEPURGBNERAEL ARG FEMB R AL R THS RSG5
&, CEMR-RHEIHNRRAEE, BEASASTAEALBRSE T
LT &9 R 8 % AP w745 65 DNA 451

Met-XQm—(Arg)p—Z-m -R2-R3-R4-His-Leu-Cys-(B8-B18)-Cys-(B20-B29)-R30-
X n-Arg-(A1-A5)-Cys-Cys-R8-R8-R10-Cys-Ser-Leu-R14-(A15-A19)-Cys-R21

4 I,

X'n A28 n MRABEREGKE, n b 0-34 6585,

XmASH o ARAEBEAGKE, b 0-20 698K,

pA 0. 12,

R3O AEELFEEZHEH L THRAGRABEEL, REsin
p:3

7 BRIA—BH 14 A EELTEES R LB A ANKE, &
¥ 1-4 M His 55 %,

ECEZEA L@ No. 1 RS, ERRE L4440 %ER,

5



FE5E E e b F KL BA RACF Fo/ KB F ik AL 3R
SF £,

mEmMBEA LT, BALEXHAE (E coli)

GFEmAR R, FAMHLLERE®EFE ( Saccharomyces
cerevisiae).

ARBAEFTAREN, MEBESEG (SEQ IDNO:7-9) ¥ &
FEHEGOLHEER, TEMEEREEESHSE, MEREM (H4 8M FE
X OMBBIL) EHEM. THEBIRSZORTERBEEM, Hx
A (SH) #5% 4 S—-#E 3 (440 R. C. Marshall #= A. S. Iglis, &A%E
& A FF M, A Darbre %5 (1986), 49-53 W), Mm &k EiZaksd
FOERYE, TR ARETFRIBERRREEEN T ki,

KA FOEQRENBARRT R LM fo EH TG R 6 =
B (B kS £ R (preproinsulin) A KERE T,
AN—FEEWHFERXN, wRATE. Cys AERHEKR, BMEHXTEL
AT, A BRTE, KEH., ATELGSELEYG
AT AL RMGEH T AR A3 E (EP-A-0 600 372, EP-A-0 668
292),

REBLHRAGEQLMAER, HHRSERHETREDENR
&, s, THRARNKRZO®ERFX 1T K57 Met—Xm—(Arg)p
FH, A Xn-Arg Frd kX4, WMo PB4 A4, &%,
FA X' 4T Arg, Arg. AAALE (n=0), AREBERI OB E L4
W E B Cmk Arg, Arg, T, X EARBTARKEB XK. &
TRGMREOBREREKEANRAFATREOBEBER, B4
Lys(B29) & F A B 8, XFHFB AT, FA —F des(BI0) B HEFT4 W,

AEARTEBROBEEEMB TOARGEESEN T E (A8
T 2 e B4R AT ) AT, A E. R E L& TH
3455,

ik, ERe & & KPR ALS A T



Met Ala Thr THr Ser Thr Gly Asn Ser Ala Arg

His Phe Val Asn Gin His Leu Cys Gly Ser His Leu Val Glu Ala Leu Tyr Leu val
Cys Gly Glu Arg Gly Phe Phe Tyr Thr Pro Lys Thr

Arg Arg Glu Ala Glu Asp Pro Gln Val Gly Gln Val Glu Leu Gly Gly Gly Pro Gly
Ala Gly Ser Leu GIn Pro Leu Ala Leu Giu Gly Ser Leu Gin Lys Arg

Gly lle Val Glu GIn Cys Cys Thr Ser ile Cys Ser Leu Tyr Gin Leu Glu Asn Tyr
Cys Asn

(SEQ ID NO: 7), #l4= His(BO)-#M & LB FF], R5FF

Met Ala Thr Thr Ser Thr Gly Asn Ser Ala Arg

His Ala Phe Val Asn Gin His Leu Cys Gly Ser His Leu Val Glu Ala Leu Tyr Leu
Val Cys Gly Glu Arg Gly Phe Phe Tyr Thr Pro Lys Thr

Arg Arg Glu Ala Glu Asp Pro GIn Val Gly Gin Val Glu Leu Gly Gly Gly Pro Gly
Ala Gly Ser Leu Gin Pro Leu Ala Leu Glu Gly Ser Leu Gin Lys Arg

Gly lle Val Glu Gin Cys Cys Thr Ser lle Cys Ser Leu Tyr Gin Leuv Glu Asn Tyr
Cys Asn

(SEQ ID NO: 8), #l4=His(B-1),AlaBO) - & EF B A5 F], &
9

Met Ala Thr Thr Ser Thr Gly Asn Ser Ala Arg

His Ala Ala Phe Val Asn Gin His Leu Cys Gly Ser His Leu Val Giu Ala Leu Tyr
Leu Val Cys Gly Glu Arg Gly Phe Phe Tyr Thr Pro Lys Thr

Arg Arg Glu Ala Glu Asp Pro Gin Val Gly Gin Val Glu Leu Gly Gly Gly Pro Gly
Ala Gly Ser Leu Gin Pro Leu Ala Leu Glu Gly Ser Leu Gin Lys Arg

Gly lte Val Glu Gin Cys Cys Thr Ser lle Cys

Ser Leu Tyr Gin Leu Glu Asn Tyr Cys Asn

(SEQ ID NO: 9), #l4= His(B-2),Ala(B-1),Ala(BO)-# M & &
Je /531

AEPRGREEARLPREFEOBE A, FHLTHREE
B B ZAM S EE MRy DNA}%% B e AR R R
W& F A MB etk ey DNA JFP th R R & AK, LA A bR £ 3K 84k
HALH E e,

WAL, AXREFR—HEHHAN, LT otz
SRR/ RE Y —F A TR %

i, ZEHRMARMNETCOLER. LAV f/REEHHEX

-

b —FF ik



MAK DML RS d/ R AT TEE E,

BEHBANET B OL —FE MY, RiEReHEq,
At B S EERYA/AA LR THZERBILASRR EHEG &
4 a W99 XA 4.

HEALNOEBRANETZSARGHIAREEF/XELE
M By & 4, ik Gly (A21) -Arg (B31) -Arg (B32) -A Mk & k.

WAL, KEANEFE-FEARLFERGEHEL T
ARG XAARAEHHARN, K24 lug-2mg 4/ml, HFKE4E
5pg—200pg 4 /ml.

AEREFEALABRGE XN/ I X EB2THTEENE
BAERRIERG X GBS T EFRGH DN F @6y A&,

Feamaisa g Eat —HREZ-FEGPER, ZAE6HE
EHRGHERERP 4-10AMFET/REEZFEE A TEREEAE
AT R TGS T E MR

3 S

{A1-A5)-Cys-Cys-R8-A9-R1 0-Cys-Ser-Leu-R14-{A15-A19)-Cys-R21

| | |

g S

n

\ |

Z-R1-R2-R3-R4-His-Leu-Cys (88-B18) Cys-(B20-B29)-R30 ’

£,
(AI-AS)IHIABEEX IR EFAZAI-ASIE LS RIBREL,
(A15-A19) AAME F X ZHIES £ A 5 A15-A19 42 5 69 RIL B 2K
A,

(B8 BIS) Y AR B R4 5 % B 45 B8-BI8 12 5 65 A AR5
%’ .



(B20-B29) b Ak &5 R s e & % B4k B20-B29 L L9 8 A&
2%
R8 4 Thr & Ala,
RO % Ser & Gly,
R10 4 Ile & Val,
R14 34 Tyr. His. Asp 2 Glu,
R21 4 Asn. Asp. Gly. Ser. Thr. Ala. Glu & Gln,
RI AV EASTFEZHRA LT HEGEERAEL. BEAXAAR

R2 4 Val. Ala & Gly,
R3 %4 Asn. His. Glu & Asp,
R4 34 Ala. Ser. Thr. Asn. Asp. Gln. Gly & Glu,
R30 A4 ELFE BB LT 5 A6 R A8 K I X-O0H,
7 HERTFR—BAH 1-4 Aidh LT H AN RABAKILGK,
GL3E 1-4 A His 524,
hikd, FMEE-FEIABTOEEREESRK 58 AHE
T.
Hiki, FMSE-FLOHEAREEARA, TREEARE
W6 & F AL ERX T ek FEMmb AR,
WA ALY, ik, AREE-HLEDETUARLFX TR
bE R0 B RS AT |
Phe Val His Gin His Leu Cys Gly Ser His Leu Val Glu Ala Leu Tyr Leu Val Cys
Gly Glu Arg Gly Phe Phe Tyr Thr Pro Lys Thr

(SEQ ID NO:10), 4l His(B3)-AM&EE, XEFX I 9B E
K EMBE B HELEH R

Phe Val Asp Gin His Leu Cys Gly Ser His Leu Val Glu Ala Leu Tyr Leu Val Cys
Gly Glu Arg Gly Phe Phe Tyr Thr Pro Lys Thr

(SEQ ID NO:11), #i4e Asp(B3)-AM B £.
AEREFAE —FOIEETY—HALNRLEE-FLoHOHED

8



WA, BFA—HOREY R GEENDF/ XA BT E G
MUERFSHCEZTHHEETHHDRAAN, HEFTIAEHBARAL
MBS E-FELAGWRATE, ZREEFEUY /AL LT TR S
FHRAOLAZPHLEEX THBREFEMY, XBEELALS% S SEQ ID
NO: 3, 4, 5, 10 11 A7 e5X 1 658 & XK.

ik, ZEBRAL—FOLEERG. LEBGf/REHHEX
IS E - A 6oy H .

AXPLTE —HEAREEFEHGTERER, LFatsER
WA HHEA, HKiE4 lpg—2mg H/ml, HHH LS 5ug-200pug 4
/ml.

AZPEFTEBGEF-FEGHENG L ARRREERGES
FREEGHHE N ARz,

WBERAZXNOREZFENY BEA LD ENE, EHERALHATES
4-80pg Zn"/ml (4/ml) HERWENERE, FRILFZTHERMAR.
Ww R EFTEMY B & N BHAL His mEEXK, b
His (BO), des(B30)-A M &% (A M SEQ ID NO: 3), A4EABXE F
WH T A THE. LERNBREAZAEAZE (E4R 6-8
B, Zadl 8), AHERXFEAREANLTFEAEZN, EMAHET
(80ug/ml) &, ABMERERNZEDN (B/EMY 16 0, L4 8),
MEINAEARXPLENT-REERE. A5, ZEMPEE TE—
ECHARERCERE, dEMNAAIFOHRE, XEAKRSER
TR A, bk AR Ak M6 A T 2k ARl o 2R % A AR A A A 4
M—HANREES R, BIRTHFRELNEG. B, FABATH
MNERRANES, REPLABASGEREHFRAMHAN, REHE
WA R TR FHER BT R E G AREA TR,

AR R oS AR EM, RALEETHEYE
Fa J1 09 F 4k

B bR ER Y, AMSERD HisBIO)MELSBAFET,
BRSNER, AFETETHEEPAEATEN . BRAEH

10



T, HRAFEGEMBTES 4 AR LSBET. REALSY, A
His(BO)-des(B30)~# His(B3)~-M &L ¥, HFANBRYGE 7T AE55
T, ZEAspBH-BEFT, ATHESMABRERF L2458 T (54
% 9).

KA e, EFRERTHIRYBAAES T FHEEY, #
FHEMEZRR., EHEBREVNEROME EBBRESEHMNEG,
WTFRER, BREZ-FLEGDINEBRITERSFTELTAZ FIX
", BMEFTMARELEHER, S hd, ERBI XML, 2
AR E&H, XFEREMNARRBEE, i prE £ 040 B A K
R LA, BREFALEREEZEE. N, ¥E8845002
b SR AR R 25 K G SR,

B, AAPRRGEAEBRHEEMS, TFTRB LGS F-
FELY. AV EMERABREE-HEAVARETHEAHA S
REGET LSO, R, BT4, AEdBLEE T, iR
A, LWRATHARMAEGEEH.

F3p] 1: MG His B3) M B & & % % 469 JL 4 pINT345d.

£ B %] 5358857 F##E T ik pINT90d, #% A4 DNA #% F4EH
4 pINT345d 69 R A4, 5 pINTS0d 483k, pINT345d K ALfE T
BAMAHEE., —F 8, THE B EREMY, ZEOY
fE B4 s 344 H His, mAZ Asp. A—F @, EEWREERS
ARG AT R E A RS BssH2 (90 55, 2X LR wHE
HEREI T Drad Bk, BEH TEFGSEATES TR EMY
6 N 10 MR B 7. AME A pINT345d, R4 A5 Neol Ho
Dra3 {£ 284bp #= 351bp 4 M &g b7 & 42 pINTO0d &5 DNA, = £ & K E.
B Ry BEmReY, 55 FFEDNA XK K.

KRG ¥ DNA H BB AT A 66 /& DNA K B AT T4 i85 4F
A,

11




¥ Ncol
5°- C ATG GCA ACA ACA TCA ACHK GGA AAT TCG GCG CGC TTT GTG CAC CAG CAC CIG

CGT TGT TGT AGT TGT CCT TTA AGC CGC GCG AAA CAC GTG GTC GTG GAC

BssH2 Bl B2 His B4 B5 B6

3 -

B7 B8 BS % Dral

TGC GGC TCC CAC CTA - 3°
ACG CCG AGG GTG -5

FABERADHAKBHE K12 BShmi, FLRoMbisA
20mg/ml B FHFE LN NA Pk, 3TCEFER, MBS LB PRRUE
*: DNA, JFAFR$1B5 BssH2 Ebn, P& Z-69/i4 DNA Ri#bR &M, ml
pINT90d Jit #5 DNA R, &% o1 T H R4 BssH2 Bbudi, %, FTvlRfEskBidn.

Bady JE A &5 Ji ¥ DNA #R4F pINT345d.

CRTHEATHATNREZRZLAGREHH.

S 20 MEH A His(BO) - M & £ R L K6 K # pINTS42d

pINT345d Ji#: DNA #) B 55 BssH2 #= Dra3 X Esdy, #) A B %25

FHERXRE, ¥ ZABEATHX AR DNA K E3b4T T4 £ B81F A,

His Bl B2 B3 B4 B> B6 B7 B8 B9 BlO
5'- CG CGC CAC TTT GTT AAC CAG CAC CTG TGC GGC TCC CAC CTA - 3°
3°- G GTG AAA CAA TTG GTC GTG GAC ACG CCG AGG GTG - 57

Y2 BssH2 Hpal ¥ Dral3

At pINT342d F ¥ 5 R4 FEAIL, 64—/ % 565 pal Bl
B HURFLS A BO 42 E 0 His 699 M &% R K R

536 H] 3: HHE G A His (B-1), Ala(BO) - M & £ R EE KM AE
pINT343d

WA FAH b P AR R A B DNA K EEHX A

His ala B1 B2 B3 B4 BS5 B6 B7 B8 BS BIO Bll
S°- CG CGC CAC GCT TTT GTT BAC CAG CAC CTG TGC GGC TCC CAC CTA - 37
37~ G GTG CGA ArR CAR TTG GTC GTG GAC ACG CCG AGG GTG - 57

%4 BgsH2 Hpal % Dra3



Wb % DNA B B4 T4 RBEBAM, BAKE pINT343d, SR
pINT342d —#, LHREFAAAL, L — A5 Hpal Bdbrir b,
AR 4 HHEHA His (B-2), Ala(B-1), Ala(BO)- M & £ R &
T A6 BT A% pINT344d
A EEN b FHEGRFREDNA L EEBXA
His ala Ala Bl BZ B3 B4 B5 BS& B7 B8 BY Bl0 Bll
5~ Cce CGC CAC GCT GCT TTT GTT AAC CAG CAC CTG TGC GGC TCC CAC CTA - 37

37 - C GTC CGA CGA ABA CAA TTG GTC GTG GAC ACG CCG AGG GIG - 57

¥ BssH2 Hpal ¥% Dral

854 8 DNA K BEAT T4 R385 4F A, AR # pINT344d, ©hE5& L
BRI, e E—A75 5065 Hpal Bedode 2.

L 5 MEGREEFREEAGER

#4 fdh, A pINT342d. 343d A= 344d 57 #{L K A H K12
W3110. #3E £ B EH) 5227203 5 5bl 4, ¥ O LME EERFEHRYG
FTHMmBRATEE, KFHNSHREREEFRETHEMNEGRMA.

Z#4 6: His(BO), des(B30)-FE&E a4 4

WRE TG 5, ERBHATREARNBRSERELNR, Wi
BHS, AaHAEX S, k% (8uol/l) TEBOEIK, &%
B, B BT R ( Q-Sepharose ) Fo &t Jig #i%5 £ ( Sephacryl
S200) #h4b., EM AL F &k 6.4 AM fFEH 50oM Tris/HCl ( =#F
ABRIEFI/ACL) pH8. 5. MBE T X ¥ L&y 5Bk MBE A 0-0.5M
NaCl #p it 47. REBIRERHF, WREIREAEIKT IM £
pHe FHTERESFHENRGER-S-#BE, RETHE.

AWGRES XEABEGE AR PHAB G EHG BHK, BB EZ RS-
BRI E T A 20uM H R & pH10.8 7, K AN 0.3g/1, £
I AF (%5 25-50mol/mol WA EFR) EA T, 4CHEBHER, X
e MEBRK pHAA AT E 3.5 6, v, EF FmA Tris(2omM) AT

13




pH £ 8.2, fikGERELAMSE, REAKREGS (1.5ng/g &
AR &, ZRAMUPLCEMEGRABIR. 461G, &
B v AAH &R EG His(B0), des(B30)~M f %, A LB E pHI. 5
BEH R, B EF R, EMN (S-Hyper-D, Sepracor) #F= R 48 E#
( PLRP-S RP300, Polymer Laboratories) %:fba & # £ %. -
R EW A 30% 2-F i 50mM SLEE (pH3.5) M9 Fm bikfr. &
St B E M 0-0.5M NaCl &M E A, RIBENAE 0. IS=H L8
AT, RV AR LHGBEATRATER. £ pHb. 4 REHB
Pr, &F. -

g 70 MR R RS R A

R A EZ I pHA R B KRB R TEA 40 X 100U B B4 (11U
L F# 6. 2nmol ), 20mg 86%H 34, 2. Tmg f] F B vh Bi&E 4844 Zn"
( &ZALEE).

a4 80 ¥ o His(BO), des(B30)-M& & & 654 A X,

6 % (HERX) FLETESHS 40U/nl ( £5#4] 7)) BIeF
THEGHN, MNEH0.31U/kg. BEFHILY, EMBTHRARAE
R E. MEAALS GORLEANEE S IWHEEARE, 7.

BE (®) o 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 12
k=2 100 59 50 61 75 84 89 98 103 97 104 100

" 100 97 83 75 65 56 51 58 68 72 78 82 -
80ug Zn" /ml

Saed] 90 BMEHFEMBGHLES

BE & E4 (0.3oM AE &4, 0.13mM NaCl, 0. 1%% &, 100pg/ml
Zn" (FAL%E), 25oM tris/HCL, pH7.4) £ R 4465 % % (0. 15M
NaCl, 10mM tris/HCl pH7.4 F£i& 3 &, 10mM tris/HC1 pH7. 4
4 15C72 8}, & 10mM tris/HC1 pH7.4 9 15C16 4 &) T A5 E
M, BB EALE LS. FIRBARHPLC BRI A M S Ek A, GREFR
FROb#EN R, MARSHESEONEH 445K EE1M.

14



7 2E A

M B4 mol £/mol N B
AR & 2.5
His (B3)-f& &% 6.9
Asp(B3)-#: &% 4,2
His (B0), des (B30) —A& &% 6.8




ok
(1) —fE 1% &
(i) P A
(A) ¥ %: Hoechst Marion Roussel Deutschland Gmbh
(B) #7:8: -
OF X HE-3- X
(D) #: -
(E)A%: #£H
(F) ¥ %% #5: 65926
(G) d.#: 069-305~-5307
(H) 4 A: 069-357175
(1) &4k -
(i) ¥ L BABRARGHBRE FITED
(i1i) A 3013 11
(iv) 3 F AT A
W AFED: #&
(B) A #.: IBM PC &AL
(C) 4 Z%: PC-DOS/MS-DOS
(D) % 4F: PatentIn Release #1.0, Version #1.25 (EPO)
(2)SEQ ID NO:1 4Z.8:
(1) 53|45 4ie:
N ¥E: 214084 8
(B) £A: R[RAE&Z
(CY4H: H44
(D) a4+ 44 &M
()T E: TR
(ix) 45 4
(A) Z#R/X4E5H: EaR
B)fL¥: 1..21



(xi)f?ﬁﬂi¥i£: SEQ 1D NO:1:

Gly Ile val Glu Gln Cys Cys Thr Ser Ile Cys Ser Leu Tyr Glo Leu
1 5 10 © 18

Glu Asn Tyr Cys Asn
20

(2)SEQ ID NO:2 4% &
(i) 5 7 4§ 4e:
(A KE: 300818
(B) £8: &it&
(CO#RE: ¥4
(D) mAL &M &4
GDHTFEE: ZaR

(ix) H 4
(A) AR/ 2497 B R
(B)4£¥&: 1..30

(xi) %4 SEQ ID NO:2:

Phe val 2Zsn Gln His Leu Cys Gly Ser His Leu Val Glu Ala Leu Tyr
1 5 10 135

Leu Val Cys Gly Glu Arg Gly Phe Phe Tyr Thr Pro Lys Thr
20 25 30

(2)SEQ ID NO:3 42 &:
(1) /& 7 4% 45
(A) ¥k E: 30 4~ 548
(B) £8: H A&
(C)4& 7. 44
(D) dedh 44y &k
G5 TEE: ZaR
(ix) 4§ fiE:
(A B/ X498 ZaR



(BY42%: 1..30
(x1) F%)4F#&: SEQ ID NO:3:

His Phe Val Asn Gln His Leu Cys Gly Ser His Leu val Glu Ala L.eu
1 5 10 15

Tyr Leu Val Cys Gly Glu Arg Gly Phe Phe Tyr Thr Pro Lvys
20 25 30

(2)SEQ ID NO:4 1% &.:
(i) )75 4 42
(A KE: 31848
(B) £&: fHA®
(C)4& 7. H44
(D) 3a4b 54y &M
(i) HT£B: Zak
(ix) 4 4
(A) & #7/ %505 BEOR
(B){£¥%: 1..31
(xi) B%)4f#: SEQ ID NO:4:

?is Phe Val Asn Gln His Leu Cys Gly Ser His Leu Val Glu Ala Leu
5 10 15

Tyr Leu Val Cys Gly Glu Arg Gly Phe Phe Tyr Thr Pro Lys Thr
20 25 30

(2)SEQ ID NO:5 4% &
(1) A 5] 45 4
(W) K E: 32 ARHEE
(B) £4: fIk#
(CYEER: 45
(D) #e4h 454 &b
D)4 TEH: ZFGRK
(ix) 4¥ 4



(A) %A/ 4437 BQR
(B)4=&: 1..32
(xi) &% i3%: SEQ ID NO:5:

His 2la Phe Val Rsn Gln His Leu Cys Gly Ser His Leu Val Glu Ala
1 5 10 15

Leu Tyr Leu Val Cys Gly Glu Arg Gly Phe Phe Tyr Thr Pro Lys Thr
20 25 30

(2)SEQ ID NO:6 13 &:
(i) A 70 4 4
(A KE: 33 AM8RKE
(B) £#1: REB
(C) g A): ik
(D) #=3r &4y &M
(i) aT£8: Zakk

(ix) 45 4E:
(A) B #/ X 8E: R
(BY4=¥E: 1..33

(xi) ##|###: SEQ ID NO:6:

His Ala ala Phe val Asn Gln His Leu Cys Gly Ser His Leu val Glu
1 5 10 18

nla Leuw Tyr Leu Val Cys Gly Glu Arg Gly Phe Phe Tyr Thr Pro Lys
20 25 30

Thr

-

(2)SEQ ID NO:7 1% &:
(1) A7) 4% 4
(A)KJZ: 98 ARHAEAH
(B) £%: #ikm
(CY4&R . 44
O) it 4 H: &K

19




(D) 5FE£E: EEK
(ix) 4 4

(W) B/ EEH: EGR
(B){=%: 1..98
(xi) %] #3%: SEQ ID NO:7:

Met Ala Thr Thr Ser Thr Gly Asn Ser Ala Arg His Phe Val Asn Gln
1 5 10 15

His Leu Cys Gly Ser His Leu val Glu Ala Leu Tyr Leu Val Cys Gly
20 25 30

Glu Arg Gly Phe Phe Tyr Thr Pro Lys Thr Arg Arg Glu Ala Glu Asp
3s 40 45

Pra Gln Val Gly Gln val Glu Leu Gly Gly Gily Pro Gly Ala Gly Ser
50 55 60

Leu Gln Pro Leu Ala Leu Glu Gly Ser Leu Gln Lys Arg Gly Ile Val
65 70 75 80

Glu Gln Cys Cys Thr Ser Ile Cys Ser Leu Tyr &ln Leu Glu Asn Tyr
85 90 95

Cys Asn

(2)SEQ ID NO:8 4z .&.:
(i) A3 4 4
(A K E: 99484 E
(B) £#: RAR
(C)M: 4
(D) 364h 464 &b
(GDaF£8: 2ak
(ix) H4E:
(A) B AR/ F 57 Bak
(B)4zE: 1..99
(xi) F5l4fi#£: SEQ ID NO:8:

Met Ala Thr Thr Ser Thr Gly Asn Ser Ala Arg His Ala Phs Val Asn
1 5 0 i5

[

Gln His Leu Cys Gly Ser His Leu Val Glu Alz Leu Tyr Leu Val Cys
20 © 25 30

20



Gly Glu Arg Gly Phe

35

Asp Pro Glno Val Gly Gln val Glu Ls=u

50

40

55

Phe Tyr Thr Pro

Ser Leu Gln Pro Leu Ala Leu Glu Gly Se

65

70

Val Glu Gln Cys Cys Thr Ser Ile Cys Se

Tvr Cys Asn

85

(2) SEQ ID NO:9 4% A
(i) A ) 45 4
(B KE: 100 AREE
(B) £#: &1
(CY4&R: 4
(D) &4h 44 &b
(i) HFE£E: EAR

(ix) 45 4E:

(A) AR/ k49 TR
(B)4LE: 1..100
(x1) Fr 3|33

Met Ala Thr

Asn Glnn His

Cys Gly Glu

35

Glu 2sp Pro
50

Gly Ser Leu
65

Ile val Gly

Asn Tyr Cys

Thr

Leu

20

Arg

Gln

Gln

Gln

AsSn
100

SEQ ID NO:9

Ser Thr Gly Asn
5

Cys Gly Ser His

[

Gly Phe Phe Ty
Val Gly Gln val
55

Pro Leu Ala Leu
70

Cys Cys Tnhr Ser
85

S0

-
-

Ser

Leu

25

Thr

Glu

Glu

Ile

21

Lys

Glwv

r

>~

Al
10

Va

Thr Arg Arg Glu ala Glu

Giv Gly Pro

60

Lew Gln Lys

Leu Tyr Gln

a Arg

1 Glu

Pro Lys

Leu Gly

Gl

vy Ser
75

Cys Ser

S0

45

His

Ala

Thr

Gly

60

Leu

Ala
Leu
Arg
45

Gly
Gln

Tyxr

Gly ala Gly

Arg Gly Ile

I.eu Glu Asn

Ala Phe Val
15

Tyr Leu Val
30

Arg Glu Ala
Pro Gly ala

Lys Arg G
8

Gln Leu Glu



(2)SEQ ID NO:10 4% &
(i) A7) 4542
(A) KB 30 AR ER
(B) £#: AX&E:
(C) 4R F4
(D) da4h &4 &M
(ii)oTE£8: ZaHm
(ix) 4 45
(M) B/ K87 KM
(By4£&E: 1..30
(xi) & %|3¥3%: SEQ ID NO:10:

Phe Val His Gln His Leu Cys Gly Ser His Leu Val Glu Ala Leu Tyr
1 5 10 15

Leu Val Cys Gly Glu Arg Gly fhe Phe Tyr Thr Pro Lys Thr
20 25 30

(2)SEQ ID NO:114Z&:
(i) A 5 4% 4w
M) KE: 304848
(m%ﬁ.%%&
()R #4
(D) Hw4h 44 &
Gi)oTE8: Zak
(ix) 45 4
(M) B AR/ X483 ZakR
(B){=®: 1..30
(xi) A #)i$3%: SEQ ID NO:11:

Phe Val Asp Gln His Leu Cys Gly Ser His Leu Val Glu Ala Leu Tyr
1 5 10 15

Leu Val Cys Gly Glu Arg Gly Phe Phe Tyr Tnr Pro Lys Thr
20 : 25 ’ 30

22



