-1 - 0368187 As is known, insulin and insulin f
derivatives are required in consjiderable guantities for the treatnent o

the disease diabetes mellitus, aRGQ9388d8HB1them are al so produced on an
industrial scale. Despite the considerable 5 nunber of insulin

conposi taLRfreidllfy Mdi fications with different action profiles which are
already in existence, there is still a need, because of the variety of
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group wiplgardensFopealfc in nature and has up to 50 carbon atoms, 30 in whose
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group which is pr gent wher e gppropri ate can be free, hglthe formof an
ester func- tionality, an am gde functionaligty, a |actoné or reduced to
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% R -val B-Kette-His

30 _31
R -R

- in welcher R' H oder H-Phe bedeutet,
.~ - R flr den Rest siner neutralen, genetisch kodierbaren L-Aminosiure steht und

30 R3 flr eine physiologisch unbedenkliche organische Gruppe basischen Charakters mit bis zu 50 C-Atomen

steht, an deren Aufbau 0 bis 3 a-Aminosturen beteiligt sind und deren gegebenenfalls vorhandene
endsténdige Carboxylfunktion frei, als Esterfunktion, als Amidfunktion, als Lacton oder zu CH>OH reduziert

vorliegen kann. T :
Fir diese Insulinderivate ist ein isoelekirischer Punkt zwischen 5,8 und 8,5 (gemessen in der isoelektri-
, 85 schen Fokussierung) charakieristisch. Der - gegenilber dem isoelekirischen Punkt des unmodifizierten
\./ nativen Insulins oder Proinsulins (bei pH = 5,4) in den Neutralbereich hinsin verschobene - isoslekirische
Punkt ist durch die zusétzliche(n), an der Oberfliche des Molekllls befindliche(n) positive(n) Ladung(en)
infolge der basischen Modifikation bedingt. Damit sind diese basisch modifizierten Insulinderivate im
Neutralbereich weniger I3slich als etwa natives Insulin oder Proinsulin, welche im Neutralbersich normaler-

40 weiso gelbst vorliegen.

Die Verzdgerungs- oder Depot-wirkung der basisch modifizierten Insulinderivate der Formel | geht auf
deren Schwerldslichkeit am isoelektrischen Punkt zurlick. Die Wiederauflésung der Insulinderivate unter
physiologischen Bedingungen soll nach den beiden vorerwihnten Druckschriften durch Abspaltung der
zusétzlichen basischen Gruppen erreicht werden, was je nach Derivat durch tryptische oder Trypsin-8hnlich

45 und/oder Carboxypeptidase B oder der Carboxypsptidase B-dhnliche und/oder Esterase-Aktivitit zustande
kommt. Die jeweils abgespaltenen Gruppen sind entweder rein physiologische Metaboliten oder aber leicht
metabolisierbare, physiologisch unbedenkliche Substanzen.

Das vorerwdhnte Depotprinzip infolge basischer Modifikation des Insulins wurde noch weiter genutzt
durch die Bereitstellung und entsprechende Verwendung anderer - hauptséchlich innerhalb der A- und B-

50 Ketten - basisch modifizierter Insulinderivate; vgl. z.B. EP-A-0194 864 und EP-A-0254 516.

In den Insulinderivaten gem&8 EP-A-0194 864 ist in B27-Position eine basische Aminosiure eingebaut
und/oder eine neutrale Aminos#ure sitzt in den Positionen A4, A17, B13 und/oder B21; auBerdem ist die C-
terminale Carboxylgruppe der B-Kette durch einen Amid- oder Esterrest blockiert.

Die Insulinderivate gem#B EP-A-0254 516 sind denen gem3B der vorher genannten EP-A sehr #hnlich;

56 zwecks Stabilitdtserhhung bei den schwach sauren pH-Werten der entsprechenden pharmazeutischen
Zubereitungen kann jedoch hier die Aminos3ure Asn in Position A21 noch durch andere, in saurem Medium
stabilere Aminos8uren wie z.B. Asp, ersetzt sein bzw. werden. Asn (= Asparagin) unterscheidst sich von
Asp (=Asparaginséure) bekanntlich durch die Blockierung einer der beiden Carboxylgruppen durch die
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el ectric focusing). The fact that the isoelectric point is shifted fromthe
i Soel ectric point of unnodified 5 natural i'nsulin or proinsulin (at pH =
5.4) into the neutral range derivE&® &38MB7®I additional positive charge(s)

| pcated on the surface of the nolecule as a result of the basic

modi ficat \QRgnddal S makes these insulin derivatives with a basic

nodi fication less 10 soluble in the neutral range than, say, natural
insulin or proinsulin, which are normally dissolved in the neutral range.
The del aying or depot #R®¥®n of the insulin derivati@eHw th a basic

nodi figation, of the formula |, derives from15 their sparing

solubility at the_  isoelectric point. According to the two

abovenenti oned p ll“lc‘atcl:o'hsl'I t he redissol uti onHgN th€ +nBulin derivatives
under physio- |ogical cbnditions is achieved by“elintnation of the
addi ti onal basic gr oUpSpy which is brought about, depgpd- 20 i ng on the
derivat¢ve, by trypsin orztrypS| n-1i ke and/or carboxypgptidase B or

car boxypepti dase B-1i ke' and/ or esterase acti vi ty. Th& elimnated groups are
i n each case either purgdng physi ol ogi cal netabolites anel se easily

met abol i zed physi ol ogi cal | 2 accept abl e subst ances. g The abovenenti oned
depot pr| nci ple resulting frombasic nodification of the insulin has al so

been fl¥ther util- Agmpardiyin he provi sion and coaggagagﬂhggu*@e of ot her
ingsulin derivatives with basic rmdlflcatlons rral nIy W t hin the A and B

Czha' ns; cf. Dtlrgli; elﬁé(@igmr%ncg Iﬁ‘o f ]t'grlérFeBs 4 I:ﬁ 8325?9 ?0 8 8%({1 E?t rl].Ech
lin d M&L'c}é str ?i l| ul g nk"’ -Tl:g mlt 'fiir “eine ewns rz er n (E'gl t
i ncor pgy a\; twoRliche '€ Adh nYur f’i‘aﬂﬁ}éﬂ ! ﬁ%ph&ﬂ% % Aﬁ?ﬁbs sollerbsc n (ﬁ a
POsi t i ONSwifdnde Imd % ﬁ @ég erm na 35
group of t hSérBtln&hBﬁﬁsUhnU&:vQ& @ eh)é ﬁﬂu@ﬂéﬂﬁt&ﬂrm@cﬁcﬁf ften sind haupts3chlich innerhalb
der A- und B-Ketten modifiziert; ihre Herstellung erfolgt auf gentechnologischem Wege.
In dem Bestreben, die Stabilitéit der am C-terminalen Ende der B-Kette basisch modifizierten Insulinde-
25 rivate gemdB den eingangs erwihnten EP-Patentschriften EP-B-0132 769 und EP-B-0132 770 in saurem
Medium zu erhShen und gegebenenfalls auch deren Wirkungsprofil noch zu verdndern, wurde nun
gefunden, daB dieses Ziel in vorteilhafter Weise erreicht wird
- durch Ersatz von Asn®' durch andere genetisch kodierbare Aminos8uren, welche ksine Amidgruppe
—— enthalten, und gegebenentalls durch Substitution von His®'® durch anderen genetisch kodierbare Aminos&u-
30 ren.
Erfindungsgegenstand sind daher Insulinderivate der Formel II

Al 's s Azl
s H-Gly A-Kette — | R
i S
. ) an
S s
, B2 B10 . B29
% R -Val B-Kette-X —— R -R '

in welcher

Rt H oder H-Phe bedeutst,

50 R2 eine genetisch kodierbare, keine Amidgruppe enthaltende L-Ammoséure bedeutet,

R3¢ fir den Rest einer neutralen, genetisch kodierbaren L-Aminoséure steht,

R3! fir eine physiologisch unbedenkliche organische Gruppe basischen Charakters mit bis zu 50 C-
Atomen steht, an deren Aufbau 0 bis 3 «-Aminoséuren betsiligt sind und deren gegebenentalls
vorhandene endstéindige Carboxylfunktion frei, als Esterfunktion, als Amidfunktion, als Lacton

55 oder zu CHz20OH reduziert vorliegen kann, und
X fir eine genetisch kodierbare L-Aminos#ure steht
mit einem isoelektrischen Punkt zwischen 5 und 8,5 und deren physiologisch vertréiglichen Salze.



resi due. - 3 - The insulin derivatives specified in EP-A 0, 254,516 are
very simlar to those specified 88 hovenenti oned EP-A; however, in
this case, with the ai m of increéf%%’ 1 eBEtablllty of the relevant
phar maceutical conpositions 5 at the weakly acid pH val ues, the am no

acid Asn i e RARh insEliRdeRvete lg'ﬁrbel%ll phys Eglgcﬁl%it 9?1‘%9%'29 iREbe; 850 wa%ﬁ’ sau Wﬂ' ch As
are nor averbmbitsprdchbndér ipHariBAlitidtRer 2uberditAgen o elt i) n
(= aspariisgésdfieretivdnh lch HIEZMAGLH aurérra.%ﬂaxrﬁlh&a@&i i bdﬁgbeP derP“e of
the 10 bekaﬂﬁerﬁaﬁrbémr)dert@r-%éﬁﬁchbﬁocﬁﬂ'ﬁerteﬁrlﬁsdlﬁldé}fv&bfpder?aﬁaﬂan ¢ angegdbeminFahel £
aspar s i certidedesRetBzetbspMkkuiggpromlsul i n derivatives are said to result fromyet
anot her noldFérmekt istdt vortugswetseiHPhel i N nol ecule in the A and B phal n, in
par ti cul arGdogtiscreipdiadamgkeint Amidpupre eaibaliEndi LsAmindsiuedn -iftr 2 esipdNsi bl e for the
f or mat i &y, &, Ser.Jbnhlcbou. 21, Asp.Git. IGys: Mat Arg, byscHis, Tus PieoTrpaPraier t ai n del ayi ng
acti on, bpragisingGly. Nader. ThynAdpyund ElucinsbagspdenpAspat e ami no aci ds; cf. EP-A
0, 2140826 Neajrale. genstisch segiertaredemioestiyrercSUrSRIL c #ifid @i, Alaa SerhBr.3val, et e, KBTI BInpned
publ i catclyﬁrl@t JY’eP'P?d{"ﬂPSP bayerzyot degd Alg. TiundSere A 25  and B chains; they are
pr epar e &éﬁ@? |pEVs@H’ ‘ﬁ‘e‘é‘P?q‘? lighy proqnische GruppecbasisehernGhareiders mi rhisaziesa fre
st abi | i %‘f\m(g o'f 3t "i'fﬁ?ﬁ?'! Hetﬂl!a* isipdt Worns amj Aubay vom Ji°L keine o

Ami

nodi fj c "8’ B, dolgen 'FF“%&G@ RinFra99° i n t he 30
Eur op’lgag (f )'a k° ‘BA %g‘ %I‘fc + gl D CealPY ol P4 t he
mm ming- =gl mo, [(C1-Ca)- kylamm -Cs)-alkylamlno, Di~(C1-C4 )~

' nUdUQHIQHn )-a %ﬁo Yoo (61 Falkylamino}-(Cz-Gs )-alkylamino, insbesondere -O-[CHz],-
NRz, O- [CHz],,-N'Ra -NH-{CH.],-NRz oder -NH-[CHz],, -N°Rs, worin p = 2 bis 6 ist und R gleich oder
verschieden ist und flir Wasserstoff oder (C1-C4 )-Alky| steht.

20 Wenn am Aufbau von R®! bis zu 3 a-Aminos3uren beteiligt sind, sind dies in erster Linie neutrale oder
basische natlrlich vorkommende L-Aminossiuren und/oder die diesen entsprechenden D-Aminos3uren.
Neutral natlirlich vorkommende Aminos8uren sind insbesondere Gly, Ala, Ser, Thr, Val, Leu, lle, Asn, Gin,
Cys, Met, Tyr, Phe, Pro und Hyp. Basische natlirlich vorkommende Aminos&uren sind insbesondere Arg,
Lys, Hyl, Orn, Cit und His. Falls nur neutrale a-Aminosduren beteiligt sind, kann deren endsténdige

25 Carboxylfunktion - damit R3! basischen Charakter hat - nicht frei sein; die Carboxylfunktion mug vieimehr in
diesem Fall mit einer basischen Gruppe verestert oder amidiert sein, wobei als solche basischen Gruppen
etwa die vorher - flir den Fall, daB am Aufbau von R®' keine a-Aminos3uren beteiligt sind - erwédhnten

o basischen Gruppen in Frage kommen. Natlirlich kénnen diese basischen Ester- oder Amidgruppen auch die

" Carboxylfunktion von basischen a-Aminosiuren blockieren. Fiir die Blockierung der Carboxylfunktion der

30 Dbasischen a-Aminosiuren kSnnen - falls die Blockierung gewlinscht ist - auch neufrale Ester- oder
Amidgruppen wie z.B. (C:-Cs)-Alkoxy, (Cs-Cs)-Cycloalkyloxy, NHz, (C1-Cs)-alkylamino oder Di-(C;-Cs)-
alkylamino in Frage kommen.

Als Lacton kann die endstindige Carboxylfunktion natiirlich nur vorliegen, wenn die endstéindige
Aminos3ure eine Hydroxyaminos3ure ist.
;35 AuBerdem kann die endstéindige Carboxylfunktion auch zu CH; OH reduziert sein.
\/ Bevorzugt besteht R*' aus 1, 2 oder 3 der vorerwihnten basischen natlirlich vorkommenden Aminossu-
ren; besonders bevorzugt ist R®' = Arg-OH oder Arg-Arg-OH.
Als genetisch kodierbare L-Aminos8uren - flir X - kommen die gleichen Aminosiuren wie fir R? in
Frage, wobei hier jedoch auch noch die genetisch kodierbaren L-Aminos&uren, welche eine Amidgruppen

40 enthalten - d.s. Asn und Gin - mdglich sind; letztere - Asn und Gin - sind hier sogar bevorzugt. Wenn Asn
oder Gin sich in Position B10 befinden, ist die Amidgruppe jedenfalls in schwach saurem Medium stabil (im
Gegensatz zu Asn oder Gin in Position A21.)

Die Sequenzen (A1 - A20) und (B1 - B9, B11 - B29) sind vorzugsweise die Sequenzen des Human-,
Schweine- oder Rinder-Insulins, insbesondere die Sequenzen des Human-Insulins.
45 Beispielhafte Insulin-Derivate der Formel Il sind:

\.\/

50
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also to alter the action profile thereof, it has now been found that this
obj ect is achieved in an advanta renn by replacing [err] by other
genetically encodabl e 35 ahinoq§€ﬁ§§g3ﬂ$§i contain no am de group and,
wher e -4- appropriate, by replacing [err] by other genetically encodabl e
am no acids. Hence the invention relates to insulin derivatives of the
formula Il [ERR] in whpgh 15 [err] demgges H or H Phe, [err] denot es
a genetically encodéEPS #=Hﬁmhﬁia£uhimmhnm cor@®i ns no ami de group, [err]
represents the resi gug 8 -a neutral genetically encodable L-am no acid, 20
[err] srepresents a §A¥§iologigally acceptable organic group which is
basic in nature and®h a24p to 50 carbon atons, in whose structure O to 3
[err]-am no aci ds aBerinvel ved #ind whose terminal carboxyl group which is

present where approgh'é?%_can be free, in 25 the formof an ester
functionality, an am da2func- tjonality, a lactone or reduced to [err], and
X rpresents a géﬁétically encodabl e L-am no acid, having an isoelectric

poi nt between 5 and 8.5, and the physiologically tolerated salts thereof.

30 The new insulin,defe¥agives. angd. t iol @fg|l]y tolerated salts
thereof are stable ﬁ?phbg%ﬁ?%"%gf{f’%ﬁ al (d¥Df g opri at e
"

phar maceuti cal conpséukkgﬂs-eve for extended periods and have - especially
1 -

when [grr] has Gly
. A
\/ Ser 21- "
. A2l
. Thr - "
A21
20 Ala - "
A21 B10O B31
AspAZI-Asn ~-Humaninsulin-Arg -0OH
Glu - "
25 A2l
Gly - n
A2l
- Ser - "
[N ThrAZ 1 ) ]
o~ =
30 A 1 aAz 1 - ]
A2l B10 . | B3l B32
AspAZl-Asn -Humaninsulin-Arg -Arg -0H
- Gly __- "
A2l
Ser - "
A2l
Thr 1
“ Ala - .

Die Herstellung der Insulin-Derivate der Formel Il erfolgt hauptsichlich gentechnologisch mittels site-
directed mutagenesis nach Standardmethoden.

45 Dazu wird eine flir das gewlinschte Insulin-Derivat der Formel Il codisrende Genstruktur konstruiert und
in siner Wirtszelle - vorzugsweise in einem Bakterium wie E. coli oder einer Hefe, insbesondere Saccharo-
myces cerevisiae - zur Expression genracht und - falls die Genstruktur flir ein Fusionsprotein codiert - aus
dem Fusionsprotein das Insulin-Derivat der Formel Il freigesetzt; analoge Methoden sind z.B. beschrieben in
EP-A-0 211 299, EP-A-0 227 938, EP-A-0 229 998, EP-A-0 286 956 und der DE-Patentanmeldung P 38 21

so 159.9 vom 23.6.1988 (HOE 88/F 158).

Die Abspaliung des Fusionsproteinanteils erfolgt nach ZellaufschluB entweder chemisch mittels Halo-
gencyan - vgl. EP-A-0 180 920 - oder enzymatisch mittels Lysostaphin - vgl. DE-A-37 39 347.

Der Insulinvoridufer wird dann der oxidativen Sulfitolyse nach der z.B. von R.C. Marshall und A.S. Inglis
in "Practical Protein Chemistry - A Handbook" (Herausgeber A. Darbre) 1986, S. 49 - 53 beschriesbenen

65 Methode unterworfen
und anschlieBend in Gegenwart eines Thiols unter Ausbildung der korrekten Disulfidbrlicken renaturiert, z.B.
nach der von G.H. Dixon und A.G. Wardiow in Nature {1960), S. 721 - 724 beschriebenen Methode.



al so been replaced by other amno acids - an altered 35 (shorter) action
profile conpared with the known - red - insulin derivatives with a
basi ¢ nodification of the forwl?#ggéﬁi?’cﬁled in the introduction.  -5-
[err] in formula Il is preferably H- Phe. Genetically encodabl e L-anino

aci ds cont gjsng. |@er@mﬂg@ tQ&I‘nQrS aﬁtﬂ eLt?th]-zB BgeryM & vopitm T%E gl VaI
Leu, |l ep. (/}q@ﬂ 678606591 I\sgﬂ P 5 ys, M %‘ﬁjd anr "E’
Al a, Seruynd by lnsuﬁﬁlan@flslar Gothof %.t@fs%f?&nﬁ%ecﬁrﬁéﬁ%e%ﬂrahaﬁ%ﬁpmé\‘eUélr?é EP-AD
genet i cadob ysoenua®Aauklisatibn ggrditid. acids - for [err] -are y, Ala, Ser, Thr,
Val , keu, bib@lersiififg dédimdulin@sfvate Rt Forhé) Il mitlH = ABféndand F@’Gﬁolg%skmﬁblb d_ﬁ‘r@lﬁj Ser
are pr efHytinlysh doRBdkanntondagidtl Fodifigterc mbdliy-Dérivare BéraFdin! K5 9EBARb-SaugBnOMBdioMIwein 1S
basi ¢ i rhienatruliecAridgtugpa siesi pspinagibdin Pasition rA2a thgdraly siofttverden WIB)S worfiswess BsioHO - 30
a- am no Véarielgwischen gtwa/diindetiva 4/¥hshesanderavanresiwa, 5aanditsi Temperataren voanastiva 0bid étea
st ruct uré@* Givorzugswdise bebRaumtspperptives of sui t abl e basic groups for this residue
are tfe f oPie aindvngsoemisar InstlisDprivate slek oyl lund/pder derericatiysisiogiroh vridolighe Sakk oxy,
di- [er r( o 24y dig | ial-ipder Anepaniumsaizek werden happtsichlish alp Widsplpfforifiioeing rhesmazeutischoxy ,
am no- ?’gtungeﬁ“k hapAlung deg Risbetes malfitus yerwepdst. o nol - [ err] - al kyl ani no,

[ er r] g'i' S EIZF"[?“""&IQK I"%(ﬁ"lgﬁ‘t’ﬁ's@re' {pung K%f spengion g4 'ﬁ’é?z‘}’“ke"[ err]
- aI y

t? q;c;g haIt iprs eingm lipRerjyat; ger un%{?p@r Ris
i dent é'f\',:rzftzwelse %ﬁsf 7 s@% é‘?‘i'fb@ %’6&'{' oSt AMpreher W°d°’2'?‘>'3ta""\ﬂhen up

t OK/ a-am 6| Z@b%l' éng%e%t vo%ﬁ%‘é@é’ einen pﬁ-hﬁer? 2wiscl etnuetwea 2,5 und 8,5, insbesondere zmschen
etwa 4,0 und 8,5, auf,
— enthilt ein geeignetes Isotoniemittel,
20 ein gesignetes Konservierungsmittel
und gegebenenfalls einen geeigneten Puffer,
sowie vorzugsweise auch eine bestimmte Zinkionen-Konzentration,
alles natlirlich in sterilor wéBriger L&sung. Die Gesamtheit der Zubereitungsbestandteile auBer dem
Wirkstoff bildet den Zubereitungs-Tréger.
25 Geeignete Isotoniemittel sind z.B. Glycerin, Glukose, Mannit, NaCl, -Calcium- oder Magnesium-Verbin-
dungen wie CaClz, MgCl> etc.
Durch die Wahl des Isotoniemittels und/oder Konservierungsstoffes beeinfluBt man die L&slichkeit des
insulin-Derivats bzw. dessen physiologisch vertréiglichen Salzes bei den schwach sauren pH-Werten.
o~ Geeignete Konservierungsmittel sind z.B. Phenol, m-Cresol, Benzylalkohol und/oder p-Hydroxybenzoe-
30 sHureester.

Als Puffersubstanzen, insbesondere zur Einstellung eines pH-Wertes zwischen etwa 4,0 und 8,5,
kbnnen z.B. Naftriumacetat, Natriumcitrat, Natriumphosphat etc. verwendet werden. Ansonsten sind zur
Einstellung des pH-Wertes auch physiologisch unbedenkliche verdlinnte S&uren (typischerweise HCI) bzw.
Laugen (typischerweiso NaOH) geeignet.

. 3 Wenn die Zubersitung einen Zinkgehalt besitzt, ist ein solcher von 1 ug bis 2 mg, insbesondere von 5
U ug bis 200 1g Zink/ml bevorzugt.

Zwecks Variation des Wirkungsprofils der erfindungsgem#Ben Zubereitung kann auch unmodifiziertes
Insulin, vorzugsweise Rinder-, Schweine- oder Human-Insulin, insbesondere Human-Insulin, zugemischt
werden.

40 Bevorzugte Wirkstoffkonzentrationen sind solche entsprechend etwa 1 - 1500, weiter bevorzugt etwa 5 -
1000 und insbesondere etwa 40 - 400 internationale Einheiten/ml.
Die Erfindung wird nun durch die folgenden Beispiele ndher erliutert.

rcl

iy

A) Gentechnologische Herstellung

45
Belsplel 1

Konstruktion eines Plasmides zur Herstellung von Gly (A21)-Humaninsulin Arg (B31-OH)

50 In der DE-Patentanmeldung P 38 21 159.9 (HOE 88/F 158) wurde das Plasmid pSW3 beschrieben.
Die Plasmid-DNA wird mit den Restriktionsenzymen Pvu2 und Sall umgesetzt und anschlieBend mit
alkalischer Rinderphosphatase bshandelt. Die beiden entstehenden Fragmente werden gelelektrophoretisch
getrennt und das groBe Fragment isoliert. Dieses Fragment wird in einer T4-DNA-Ligasereaktion mit
folgender synthetischen DNA-Sequenz verknlipft:
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of R31, these are primarily neutral or basic naturally occurring L-am no
aci ds and/or the D-am no -acids cor &gn%_l&q thereto. Neutral naturally
occurring amno acids are, in par A a, Ser, Thr, Val, Leu, 30
Ide, Asn, @n, Cys, Met, Tyr, Phe, Pro and Hyp Basic naturally occurring
am no acids are, in particular, Arg, Lys, HyI On, Gt and H's. If only
neutral [err]-am ng'accts gaAR mMoi‘xng%i- nfﬂ ;:ar boxyl ?LOUSSt her eof
cannot be free - in or r o, be aS|c In nature; on e

contrary, the car boxyg‘i&gkgép&ﬁés‘h i ACA FCA AGR ATGAGCT -65'ani dat ed or
esterifaed with a basic group, suitable basic groups for this being, for
exanpl e, t héombaanenBcalii Wited Zéllas iwerdgr mit dam -LightiondaheatzamRstormiBR! Mas TeankiGrnagiongi NO
aci ds ar egdmisch wireauf iNA-Flatien, die 20iag Bp &= Arfipidiliin)/m| enth@lien Canspiatidrt ubd EBEN&DASHECI?S C
ester or ikibigd. Yero givzeinew rkolehien wirdl Gink (bemachtkulbo xgpivongerouwsl eds diasi ¢°laamiailiNAO
aci ds. Al gvopessPiesecDNnwirdsmittels Bpatrikiionsangliysscuod At Sequepzandiysr \chargeenisipt. Gichiigee
basi ¢ 4?2 aRPfiddesdierie yarinderte; A-Ketlgccogipram lerhalipni die Bessichnuoh pIKHOUDie dxpressioe rerfgigt

ani de gr off}399 sBﬁE-I‘? V°’°\“’@P"@‘)<'&'FTB?‘Q!‘“"“‘P'€H‘“9]P 3% Pk 356,0. Dief arstdllung] des modifizierten
cycl oal ky% nf’f°'9* Renjall legldafm"rﬂbesefoPE-Pﬂemq'@P'#qng bagckijgbenen Hsrstefiying
course, t P YPRpdfiEeds Morphes? "'Ijroup can be in the formof a lactone only if
the ter gg'L ngno acid is a hydr- oxyam no acid. 15 Mor eover, the
termn {ncar%oxy group can al so be reduced to [err]. [err] is preferably

@Osed Ridnsthuktion ¢ bs F?laémcideg 919 I-P "( er a%ﬁgm%ﬁiguhﬁ)(ﬁ Béllr&-ll y occurring

amno acids; [err| Is particu Arg-O—l.

— Dle Konstruktion entspricht dem im oblgen Beispiel beschricbenen Weg. Die synthetische DNA-
20 Sequenz ist aber wie folgt abgewandelt:

5'- CTG GAA AAC TAC TGT TCA TGA TAG

2 GAC CIT TTG ATG ACA AGT ACT ATC AGCT - 5'

Man erhélt das Plasmid plK110, das durch eine zus3tzlich BspH1-Erkennungssequenz charakterisiert
- ist.

30 Belsplel 3
Konstruktion eines Plasmids zur Herstellung von Gly(A21)-Asn(B1 0)-Humaninsulin-Arg(B31-OH)

DNA des Plasmides plK100 wird mit den Restriktionsenzymen Hpal und Dra3 gespalten und mit

. 35 alkalischer Rinderphosphatase behandelt. Die beiden entstehenden Fragmente werden gelelektrophoretisch

W getrennt und das grBere der beiden Fragmente isoliert. Das Fragment wird mit der synthetischen DNA-
Sequenz

40 5' - AAC CAA CAC TTG TGT GGT TCT AAC TTG
TTG GIT GTG AAC ACA CCA AGA TTG - 5

ligiert und kompetente E. coli W3110-Zellen mit dem Ligationsgemisch transformiert. Die weitere Charakte-
45 risierung des entstandenen Plasmides plK101 erfoigt wie in Beispiel 1 beschrieben.

Beisplel 4

Konstruktion eines Plasmides zur Herstellung von Ser(A21)-Asn(B10)-Humaninsulin
50
Die Konstruktion entspricht der in Beispiel 3 beschriebenen Kionierung, jedoch wird von DNA des
Plasmides plK110 ausgegangen.
Das neu konstruierte Plasmid erhilt die Bezeichnung plK111,
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20 Suitable genetically encodable L-amno acids - for X - are the sane

am no acids as for R2, but the Shbﬁ%j 1‘encodab| e L-am no acids which
contain an am de group - which-are nd"A@n - are also possible in this
case; the latter - Asn and Gn - are in fact preferred in this 25 case.

I f Asn Mdeisglelsi s | ocated in position B10, the amide group is at |east
stable in weakly acid nmedium (in contrast to Asn or G n I n position A21).
The sequengaitiof ddesExpreddonspRsmitddkurArBiProidddih - B29) are preferably the
sequences of human, porcine or bovine 30 insulin, especially the
sequences Affenjroinsalin untesschdidet s ruanel Proifsilil fodigid® tirdtddnVRstaetn bikg ofnat mul a
|l are: gpeAmhesturim CiPeptial (B37-FreansieicGldn L if Hieser Position des humanen Proinsiiiy] 5

[ er r] - HunelPesiPipswidip§WBevird nit@ida{ endrsal1 [gedfinbt unk diarRestpissmid-DNA Bolioft.-AubldérirRRler
[err] - HRRe0 2P @96 bpschriepenelH PIaBIRIRY] pK® avirdl redssi Dira3-Sa rAifferpptcineeiintragieiithisolisroroiail a | |
are pr epafRATeaMeNP yoidon mit desmaynthetisphen DpigtFeaginem by neans of site- 25

di rec¥ed nutagenesis using standard nmethods. For this purpose, a gene

structure coding for the desired insulin derivative of the fornula Il is

constructed and its “e ARG S¥CoFACSs CBFOTGRt GEBOTET | GAG CBAt cel | - prefer-

ably in a bacterium saT¢ STCEGTGOGACOACE ¥€ASAGA GT®0  Rargs cul ar
Sacchgronyces cerevisiae - and - if the gene

_ in einer T4-DNA-Ligasereaktion verknlpft. Man erhZlt das Plasmid pSW2, dessen DNA im folgenden als
\ Ausgangsmaterial flir die Konstruktionen der die Di-Arg-Humaninsulinderivate kodierenden Expressionsplas-
' mide dient.
\/
20 Belsplel 6
Konstruktion eines Plasmides zur Hérstellung von Gly(A21)-Humaninsulin Arg(B31)-Arg(B32)-OH

DNA des Plasmides pSW2 wird entsprechend Beispiel 1 mit Pvu2 und Salt gespalten und mit der
25 synthetischen DNA aus Beispiel 1 ligiert; es entsteht das Plasmid pSW21.

Belsplel 7
o Konstruktion eines Plasmides zur Herstellung von Ser(A21)-Humaninsulin_-Arg(BS1)-Arg(Bsz)-OH
® Ausgehend von pSW2-DNA wird anal_og zu Beispiel 2 das Plasmid pSW22 konstruiert.
Beispiel 8
85 Konstruktion eines Plasmides zur Hersteliung von Giy(A21 }-Asn(B10)-Humaninsulin-Arg(B31)-Arg(B32)-OH
Ausgehend von pSW21-bNA wird analog zu Beispiel 3 das Plasmid pSW23 konstruiert.

Als synthetische DNA-Sequenz wird dabei folgende Sequenz verwendet:

5! - AAC CAA CAC TTG TGT GGT TCT AAC CTA
TTG GIT GTG AAC ACA CAA AGA TTC - 5!

Belspiel 9
Konstruktion eines Plasmides zur Herstellung von Ser(A21)-Asn(B10)-Humaninsulin-B31 (Arg)-B32(Arg)-OH

50 Ausgehend von pSW22-DNA wird analog Beispiel 4 unter Verwendung der in Beispiel 8 beschriebenen
synthetischen DNA-Sequenz das Plasmid pSW24 konstruiert.

B) Herstellung von Asp*?'-Humaninsulin-Arg®*!-Arg®*2-OHaus Humaninsulin-Arg®®'-Arg®%2-OH mittels
Hydrolyse -

65
1 g Humaninsulin-Arg®#'-Arg®*-OH wird in 100 ml H2O aufgeschl&mmt. Durch Zugabe von HCI wird

der pH-Wert auf 2,5 eingestelit und die L8surig bei 37 * C belassen. Nach einer Woche ist ca. die Hilfte des
Materials zu Asp*?'-Humaninsulin-Arg®*'-ArgB32.0H umgesetzt. Das Produkt wird in an sich bekannter



structure codes for a fusion protein - the insulinderiva- tive of the
formula Il is liberated fromthe fusion.protein; anal ogous nethods are
described, for exanple, -8- i nEREP3RBASDBY 209, - EP-A 0, 227, 938,

EP-A 0, 229,998, EP-A 0, 286, 956 and Ger man Pat ent Application P

fsgsggnlgaﬁiﬁ;ﬂe&?}gﬁgfﬂ&@u 38 (HOR RO A o5 CLST BN B0
fh o e Sl AT

_ %iger Zirlkhicr %
hal i de - & ffion 36 5 d/0 Mikaltbort. 1510 A<ABIY Hotragh So0 - A
3, 739, 34Tpsp Ry rhdiimslliher-gcur sor I's then subjected to oxidative
sulfitglysis by the nethod described, for exanple, by 10 R C.  Marshall
and A. S. ¢)HekdtSlluh eineFhRREINEBSuNGr ot ei N Chemi stry - A Handbook" (edited by
A. Darbre) 7IT986, pages 49 - 53, and subsequently renatured in the presence
of a thiol badihsulifBerivaigeraia B wirdinit bie Koadehteion wbh 314/ hg/tlan bindrdpaien Thigersamanpl e
by the neblganderdiasaimengstuliy(plontigeist: Di xon and A. C. Wardlow in Nature
(1960) 70 pWByaEGlyddiin,-10 mgBenzjlaikondl, fteid Zrde, gHs4.0.enoved by cl eavage with trypsin
- for exanple by the nethod of Kermier et al., J.B.C. (1971), pages 6786 -
6791, andP) Wiskprof einer Asp’T'Humaninsulin-ArgPd'-Arg 1 OM-guhereitung my Hendeitn Norokeinio ip

t echni querkumapipsyinyAra D HArg™ Ol yneh Besgirthjpsnjin Hoechst™ ¢ @ine APHNquisal-Prtamin Trcl B8ge7 60
and cryst9om Zubereitung mitigae10UeAN 't n deri vatives of the fornula Il with [err]
Asp antf X = His are expediently prepared by hydrolysis of the known insuli

dg;%vati ves whi ch have a basic nodifi o&tuitrgn%ﬁ in PPskenbeadsOhiRangsderitBs

S50

adqueous aci di c nedi um (because only the a group of the asparagine in
posi tion APréipanat be in gtunden (%)
20 _ 1h 2h 3h 5h Th
[y o A21 .
erfindungs-|Asp ~ -Humaninsulin .
gemsif :\rgB31-ArgB32-OH 99 62 5 75 98
25
[Bumaninsulin
o ArgB3'-argB32_on 7 52 64 85 98
30  Vergleich |
Basal-H-Insulin
Hoechst (R 71 49 59 83 100
5 S

Dieses Beispiel zeigt, da8 Asp”?'~Humaninsulin-Arg8%'-Arg®%2-OH das gleiche vorteilhafte Basalprofil
zeigt wie Humaninsulin-ArgB83!-ArgB%-OH. Zusitzlich hat Asp*2'-Humaninsulin-Arg®3'-Arg®®2-OH die vorteil-
40 hafte Eigenschaft, daB dis Verbindung unter den gewiéhiten Bedingungen langzeitstabil ist.

45
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\

hydrol yzed in this case), preferably at pH val ues between ab

47 in particular of about:2.5, a% aL_ter eratures of about !’ ]”"’
[err], preferably at room 30 nﬁ@ﬁ%m] | The insulin deri vat we&

formula I'l, according to the invention, and/or the physiologically

t ol er at qqteﬁ%glﬁugﬂgereof (such as, for exarrple the alkali netal or anmonium
sal ts) araanfmgmheume.gaﬁdm*agesﬁa@ﬁrmsesd%m ey, 13 LBV ggceut i cal
conposi tion for the treatnent of diabetes mel’l'1tus. The phar maceuti cal
conposi t1i omsulisD§vae 8érFoimel @ Sol ution or suspension for injection; it
contasns at |east one 5 insulin derivative of the formula Il and/or at

| east one of the physiol ogi cal gy tol erated lts thereof in dis- solved,
anmor phous and/ or crystalline preferably i dlzs;ol vgo\zﬁorm The

conposi tion prejerg bet ep %b an in

pan)l cul ar bgtv\gen ggout 4.0 and .g?e con- taijns 5 suitable tonicity
agent™ a suitable preservative angd, where appropri ate, a suitable buffer,

as well as preferably a certain zlnc ion concentrgtion, all, of course, in
"sterile aqueous solution. Al theYingredients 15 of the conposition apart
fromthe active substance formt ht conposi tion vehicle. Exanpl(es |of _
suitable tonicity agents are glycerol, glucose, mannitol, Nad, and cal cium
or msfgne5| um com pounds such as $err] etc. 20 SThe choice of the _
togicity agent and/or preservati vr i nfluences the|solubility of the insulin

d&rjlvative or pgo B10 B29
" R'-val B-Kette-X R*O-R3!
in welcher

R! H oder H-Phe bedeutet,
R2 eine genetisch kodierbare, keine Amidgruppe enthaltende L-Aminosiure bedeutst,
25 R®  flr den Rest einer neutralen, genetisch kodierbaren L-Aminos3ure steht,

R¥ flr einen physiologisch unbedenklichen organischen Rest aus der Gruppe: Amino-(C2-Cg)-
alkoxy, (C1-Cs)-Alkylamino-(C2-Cs )-alkoxy, Di-(C1-Cs)-alkylamino-(C2-Cs )-alkoxy, Tri-(C1-Cs)-
amonio-(C2-Ce )-alkoxy, Amino-(C2-Ce)-alkylamino [(C1-C4)-Alkyl-amino]~(C2-Cs )-alkylamino,

(] Di-(C1-Cs )-alkylamino-(Cz-Cs )-alkylamino oder [Tri-(C1-Cs)-alkylamino}-(C2-Cs )-alkylamino,
30 insbesondere -O-[CHz],-NRz, -O-[CH2]-N°Ra, -NH[CHz];-NR2 oder -NH-[CH2],-N°Rs, worin
P = 2 bis 6 ist und R gleich oder verschieden ist und flir Wasserstoff oder (Ci-Cq)-Alkyl
steht oder
fir 1 bis 3 a-Aminoséiuren steht, deren gegebenenfalls vorhandene endsténdige - Carboxy-
funktion frei, als Esterfunktion, als Amidfunktion, als Lacton oder zu CH.OH reduziert
35 vorliegen kann, und
\_/ X fir eine genetisch kodierbare L-Aminos3ure steht,
gekennzeichnet durch einen isoelekirischen Punkt zwischen 5 und 8,5, und deren physiologisch
vertréglichen Salze.

0 2 Insulin-Derivate und deren physiologisch vertrégliche Salze nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet,
daB in Formel Il R! fir H-Phe steht.

3. Insulin-Derivate und deren physiologisch veririgliche Salze nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekenn-
zeichnet, daB in Formel Il R? flir Gly, Ala, Ser, Thr, Asp oder Glu, insbesondere nur flir Asp, steht.

45
4. Insulin-Derivate und deren physiologisch vertrigliche Salze nach einem oder mehreren der Anspriiche
1 bis 3, dadurch gekennzeichnet, daB in Formel Il R fiir Ala, Thr oder Ser steht.
5. Insulin-Derivate und deren physiologisch vertrigliche Salze nach einem oder mehreren der Anspriiche
50 1 bis 4, dadurch gekennzeichnet, daB in Formel Il R3' flir Arg-OH oder Arg-Arg-OH steht.

6. Insulin-Derivate und deren physiologisch vertriigliche Salze nach einem oder mehreren der Ansprliche
1 bis 5, dadurch gekennzeichnet, das in Formel Il X Asn oder Gin bedeutet.

§6 7. Insulin-Derivate und deren physiologisch vertrégliche Salze nach einem oder mehreren der Anspriiche
1 bis 6, dadurch gekennzeichnet, daB in Formel Il die Sequenzen (A1 bis A20) und (B1 bis B9, B11 bis
B29) die Sequenzen des Human-, Schweine- oder Rinderinsulins, insbesondere die Sequenzen des
Humaninsulins sind.

10



the physiologically tolerated salt thereof a} t he meak:y g | l I :
Exanpl es of suitable preservative enol, mcresol, u- l!ﬂ
and/ or p-hydroxybenzoic eé?ﬂ#é?éqézgﬁples of buffer

al cohol

can be used,

are sodi Ug) afshenlifg P dhsUifBeifieA Ly asaf ShPYRASGIRS CalzS daRENVeREn b O
5L 20 o Tormareel Mephi 1 AP B L D B e A
aci ds (typi coidetss hehitus.or al kalis (typically NaCH). en t

in particular for adjusting a pH between about 4.0 and 8.5,

e conpositron

contains zinc a content of 1 [err] to - 10 - 2 ng, in particular from5
pPg to 2009{ efhaimazapfische ZoberditurigS giKeRrizeitinedurdi eifs ARKsah® MG ah Ifha8&idrs Mihem
profile of tlhslircRanipad siert Foomel d odisdei miyddsng biteri voviRBleh PRysiologisch varrBghcton Sald €
to adm x 5 wIeméeieinpre cbdemmeliréren deyr Ak@tichbl 1y bib GVin RISSIO aMbiPksr Qhd/dePRistallingr L 1 N,
i n parti cul aMorzgsweise in geJdstern Forfr ef erred concentrati ons of active substance
are those corresponding to about 1-1500, also preferably about 5-1000, and
i n par t'? c 4% dhargseaytische<ubergitung Rach Ansprych fadekenpzeichneh durely aiden ziRkitglichen/@shli wn 1i S
now expl ai neétd Bis? R@tvaryosuriseSig Ris0pyp&okimhi ch fol low. A)  Preparation by
genetic
pr epar at

been dQ§crib

o

A S b g SR e 0 e
: : 19°kgpy2 ichRas
é‘l’ga" il “Ezg%ﬁ??“% e V%W%%t“?‘%’ fisiesan Hymapisepliy (HOE 88/ F 158) .

In

The pl asnpgefipriiche fur folgende Vertragsstaaten : ES, GR .

—
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1.

Verfahren zur Herstellung von Insulin-Derivate der Formel I,

A ? S A21
H-G 1y A-Kette ’ RZ
S S
(1)
S S
' B2 B10 | B29
R'-Val B-Kette-X R30_R3!

in welcher
R? H oder H-Phe bedeutet,
R? eine genetisch kodierbare, keine Amidgruppe enthaltende L-Aminos4ure bedeutet,
R® fur den Rest einer neutralen, genetisch kodierbaren L-Aminos3ure steht,
- R3 flir einen physiologisch unbedenklichen organischen Rest aus der Gruppe: Amino-(C2-Cs)-
~ alkoxy, (C1-Cs)-Alkylamino-(C2-Cs )-alkoxy, Di-(C1-Cs)-alkylamino-(C2-Cs)-alkoxy, Tri-(C1-Cs)-
amonio-(C2-Cs )-alkoxy, Amino-(C2-Cs)-alkylamino [(C:-Cs)-Alkyl-amino]-(C2-Ce )-alkylamino,
Di~(C1-Cs)-alkylamino-(C2-Cs)-alkylamino oder [Tri-(C1-Cq)-alkylamino}-(C2-Cs )-alkylamino,
insbesondere -O-[CH2]-NRz, O-[CH2],-N°Rs, ~NH[CHz];-NR2 oder -NH-[CH2],-N°®Ra, worin p
= 2 bis 6 ist und R gleich oder verschieden ist und flir Wasserstoff oder (C; -Ca)-Alkyl steht
oder
fir 1 bis 3 a-Aminosduren steht, deren gegebéneénfalls vorhandene endsténdige Carboxy-
funktion frei, als Esterfunktion, als Amidfunktion, als Lacton oder zu CH.OH reduziert
vorliegen kann, und
X fUr eine genetisch kodierbare L-Aminos&ure steht,
mit einem isoelektrischen Punkt zwischen 5 und 8,5, und der physiologisch vertriglichen Salze dieser
insulin-Derivate, dadurch gekennzeichnet, daB man flir diese Insulin-Derivate codierende Genstrukturen
in einer Wirtszelle, vorzugsweise in einem Bakterium oder in einer Hefe, zur Expression bringt und -
falls die Genstrukturen flir ein Fusionsprotein codieren - aus dem erhalten Fusionsprotein das jewsilige

Insulin-Derivat der Formel Il freisetzt und gegebenenfalls in ein physiologisch vertrégliches Salz
Uberfiihrt.

11



Is reacted with the restriction enzynes Pvu2 and Sall and 2 uent |
treated with al kali ne bovine phos hat ase. The two resulting i"ﬂi g"m" ", :
separated by gel electro- phoresFEO9%Rd®TRL | arge fragnent

This fragment is linked in a T4 DNA Ilgase reaction with the foIIovmn

synt het i > CTT
TG ATG ﬁc%“é&%f Et%q{%r@ rocf | dadém'%g‘%g o ol et b Epl . e
transformed with the | |gat|on m xture. The transformation m xture is plated
out on NA Nbrfth@A nidhi ABprGdhN 8deR 226hdlrB bdketizeidiet( ddﬁ‘mn%éu‘m'-lfb}l(/ategger Folfel ﬁmd

i ncubat ed aérstpiRWolin RAAGY Gy, I, Ser/ ¥hr, AYS6dal B! ingbbdohdéFetnul fir AL @driged from singl e
colonies, and plasmd DNA is - 11 - obtained fromthis. This DNA is

char act eki Yerébhisy nawhasiseno foder asdhrareht ded Anspiithy 31 tis 8NadliIN gBIRANLGIBINGL, ABBMES T S.
Correct pl &sytin-derivataidetFoamst t testolih avoroBP fitir &, Thr odeaiSer sohee cal | ed pl K100.
Expression is carried out in analogy to Exanple 5 3 of the abovenentioned
Ger maif Pt ¥prfaha meehc ejoqnp qdep regbregen deb Anspriciihid bidi ddderdh gakeonzéiciyed, dstiiiam | s

li kewi se pingfligPadyate dorfioamebth herstelit.tadn Y &in AxgQH astar Asg-AtgkRH sietrodi f i ed

nmono- Arg-insulin described in this Gernman Patent Application. 10

Exanpl e %ﬁg’gf‘" B ?JPP"deeéH‘ghm qdor (APPrichR 1 i Bqﬁgai’a&t'rpfbﬁe'@ﬂnzsehﬂem% mauman

i nsul | N (A vese)derormel [ ft‘?"U(‘,"P'i"b’ﬁAﬂ'cﬂdP’e@‘b 'étettlg thﬁ rout e desgr:c beg |2
nce owever, nodirtied a
]'Ehe a ov.,e 9 H%j@ Thr?e > nett.he G % ﬁ ls 6 dadurch gekennzeichnet, daB man
OU Insulm at ormel | herstel worin dle oqu enzen (A1 bis A20) und (B1 bis B9, B11 bis B29)
Y die Sequenzen des Human-, Schweme- oder Rinderinsulins, insbesondere die Sequenzen des Human-

insulins sind.
20
8. Verfahren zur Herstellung von Insulin-Derivaten der Formel Il gem#B der Definition in Anspruch 1,
wobel jedoch

R2 nur = Asp und
X = His ist,
25 und der physiologisch vertréiglichen Salze dieser Insulin-Derivate, dadurch gekennzeichnet, da8 man

Insulin-Derivate der Formel 1

U Al S ] A2l
] 1
50 H-Gly A-Kette —-Asn- OH
S S
. % L ' (I)
o/ S
, B2 B10 B29 . ..
“0 R -Val B-Kette-His R -R

worin R, R¥ und R* die gleiche Bedeutung wie in Formel Ii {gem&B der Definition in Anspruch 1)
besitzen, in wiBrig-saurem Medium der Hydrolyse unterwirft und die dabei enststehenden Insulin-
45 Derivate der Formel Il gegebenenfalls in deren physiologisch vertrégliche Salze Uberfihrt.

9. Verwendung der Insulin-Derivate der Formel Il gem#B der Definition in Anspruch 1 und der physiolo-
gisch vertréglichen Salze dieser Insulin-Derivate als Wirkstoffe flr pharmazeutische Zubereitungen zur
Behandlung des Diabetes mellitus.

50

10. Verfahren zur Herstellung einer pharmazeutischen Zubereitung, dadurch gekennzsichnet, da8 man eine
wirksame Menge an mindestens einem Insulin-Derivat der Formel Il und/oder mindestens sinem von
deren physiologisch vertréglichen Salzen mit einem physiologisch annehmbaren Tréiger sowie gegebe-

nenfalls mit weiteren Zusatz- und/oder Hilfsstoffen in eine gesignste pharmazeutische Darreichungs-
85 form bringt. :

11. Verfahren nach Anspruch 10, dadurch gekennzeichnet, da8 man der pharmazeutischen Zubereitung
noch mindestens eine Zinkverbindung entsprechend einem Gehalt von 1 ug bis 2 mg, vorzugsweise 5

12



GAC CTT TTG ATG ACA AGT ACT ATC AGCT - 5' The plasmid pl 110 which has an’
addi tional BspH recog- nition sequence is obtained. 20 imlw ""
Construction of a plasmd for the%r%?ﬁér‘&? iBIn of @ y(A21)- , I lull”“"l
insulin-Arg(B31-OH) DNA fromthe plasmd pl K100 is cleaved with t

restriction eniyisBagZhirh, 2RgdDr @3 and treated with 25  al kaline bow ne
phosphat ase. The two resulting fragnents are separated by gel

el ect r ophez atghrenaitidn tANSpricA! f2 bdePT11! BRIukcHYekdnRBRIT, Sdab SmanS &y aﬁﬁ%{%{f@%&%ﬂ) G
frsufir us

fragment i s Zubgiéuffinosh bik ukrhbRinSiyrieh Wi Svo &%ﬁﬂ@i@zleﬁes Flu
TGT GGl TCT AAC TTG - 12 - TTG GIT GIG AAC ACA

and conpeCrms E. coli WB110 cells are transforned wt h the I | gat i on

m xture. Flaimser the licllorbigaSontradting Statds :IATEBE, €5 IDE, FROGRIBEH1L0, N $801 i s
carried out as described in 5 Exanpl e 1. Exanple 4 Construction of a

pl asni d f &r Anlinsuliprdesivativatof e formfulader ( A21) - Asn( B10) - human i nsulin The
constr®tion corresponds to the cloning described in 10 Exanpl e 3, but
starting from DNAxfyrom t he plSaswi-e—pt+iE6- SThe newl yérC#)BSt ructed plasmd is

call ed pl K111. Exanple 5 Condtruction of aﬂ expr essi | asm d for nonkey
proi nsul i n 158 = Qb ' An- dilid & R oinsulin merely by

r epl ac%ment of a single anmino adid in the C peptild (II)
Y S ' S
20 S S
B2 B10 829
. 0 3t
. R'=Val B-chain =X R3%-R
in which
_ R denotes H or H-Phe
o R2 denotes a genetically encodable L-amino acid which contains no amide group,
30 R represents the residue of a neutral genetically encodable L-amino acid,

R¥ represents a physiologically acceptable organic radical from the group: amino-(C2-Cs)-
alkoxy, (G1-Cq)-alkylamino~(C2-Cs)-alkoxy, di-(C1-Cs)-alkylamino-(C2-Cs)-alkoxy, tri-(C1-Cs)-
alkylammonio-(C2-Cs)-alkoxy,  amino-(C2-Cs)-alkylamino,  [(C1-Cs)-alkylamino]-(C2-Cs )-al-
kylamino, di~(C1-C4 )-alkylamino~(C2-Cs )-alkylamino or [tri~(C1-Cs )-alkylamino]-(C2-Cs )-al-

_, 85 kylamino, in particular -O-[CH2],-NRz, -O-[CH2],-N°Rs, -NH[CHz];-NR2 or -NH-[CH:]-N°Rs,
\_/ in which p = 2 to 6 and R is identical or different and is hydrogen or (C «Cs)-alkyl, or
represents 1 to 3 a-amino acids, whose terminal carboxyl functionality which is present
where appropriate can be free, in the form of an ester functionality, an amide functlonallty,
lactone or reduced to CH20H, and
40 X represents a genetically encodable L-amino acid,
which has an isoelectric point between 5 and 8.5, and the physiologically tolerated salts thereof.

2. An insulin derivative and the physiologically tolerated salts thereof as claimed in claim 1, wherein R! in
formula li represents H-Phe.

3. An insulin derivative and the physiologically tolerated salts thereof as claimed in claim 1 or 2, wherein
R? in formula Il represents Gly, Ala, Ser, Thr, Asp or Glu, in particular only Asp.

4. An insulin derivative and the physiologically tolerated salts thereof as claimed in one or more of claims
50 1 to 3, wherein R¥® in formula Il represents Ala, Thr or Ser.

5. An insulin derivative and the physiologically tolerated salts thereof as claimed in one or more of claims
1 to 4, wherein R3! in formula Il represents Arg-OH or Arg-Arg-OH.

55 6. An insulin derivative and the physiologically tolerated salts thereof as claimed in one or more of claims
1 to 5, whersin X in formula I denotes Asn or Gin.
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(B37-Pro in place of Leu in this position of human proinsulin '
pSWB is opened with Hpal and Sall and the 20 remai ni ng pl as[ﬁum‘ﬂ!lmmﬂ”m
i sol ated. The Dra3-Sall nonkey ;ﬁpcﬂ?ﬁ?uw’@‘fragnent is isolated«trom s *
pl asm d pK50 descrl bed in EP-A-0O 229 998. The two fragnments are linked to

L e S el

The pl asm mg,$ a%f; (Bbﬁ&i(cm” 8 as startin

rrat erial for the constructlons o e expression plasm ds encod| ng the

- Arg- gurmg ub@ Sitthd Rs il berNaléVHa the :eé.ﬂok;ﬁ%any ER@ER sfits ThofedNS didithdd iR RN 2

pl asm d f Ohord R€ clRi8 PRE0AF, | RMacto abith ulicalS sUnpBsitdhé) (P 3He) tredinnBar2) - OH
DNA of t hegigpbesmbiftudSV is cleaved with Pvu2 and Sall in 5 accordance with

Exanple 1 and ligated with the synthetic DNA from Exanple 1; the result is
t he pl asm Al pyzbhiRduticdExerigvkiton AvHich ItBiitainsCani éifactiod ardoupl ¢ Btrieskt ony insuile dg@ivapaniat | on
of Seb ( A2 lthe formuterll andeiidt ieast Anaydf B® PhysilogicBl3 Merddld sbifs therddfies qidimein dnexBBER | S
const r uct ed clgiman tte Ty dissaived,EBid@hedsland/on caﬂalirmgyretmbﬁxradiwbleeo&.forlixanpl e 8
Construction of a plasmd for the preparation of G y(A21)-Asn(B10)-human

i nsul i n1%r4y PBEBDycerice)( @APYsitio ag SlaimetHp °!9l"&§n1”l‘.ic'p9w@"4"$ containst T wetted® mgarti ng
from pSVQlPVW'S{ hugie20 8y of dncilanpl e

11. A pharmaceutical composition as claimed in claim 9 or 10, which additionally contains unmodified
insulin, preferably unmodified human insulin.

- Claims for the following Contracting States : ES, GR
20
1. A process for the preparation of an insulin derivative of the formula Il

l [ A2
2 H-Gly A- chain R?
(IT)
_ S S
30
S S
. 35 B2 B10 B29
\/ R'-val .8~ chain -Y R30_pst
in which
40 Rt denotes H or H-Phe,

R? denotes a genetically encodable L-amino acid which contains no amide group,
R30 represents the residue of a neutral genetically encodable L-amino acid,
R3! represents a physiologically acceptable organic radical from the group: amino-(C2-Cs)-
alkoxy, (C1-Cs)-alkylamino~(C2-Cs)-alkoxy, di-(C1-Cs)-alkylamino-(C2-Cs)-alkoxy, tri-(C1-Cs)-
45 alkylammonio-(C2-Ce }-alkoxy, amino-(C2-Cs)-alkylamino,  [(C1-Cs)-alkylamino}-(C2-Cs)-al-
kylamino, di-(C1-Cs)-alkylamino-~(C2-Cs)-alkylamino or [tri-(C1-Cs)-alkylamino]-(C2-Cs)-al-
kylamino, in particular -O-{CH2]-NRz2, -O-[CH2];-N®R3, -NH[CH2],-NR2 or -NH-[CH2],-N°Rs,
in which p = 2 to 6 and R is identical or different and is hydrogen or (C1-Cs)-alkyl, or
represents 1 to 3 «-amino acids, whose terminal carboxyl functionality which is present
50 where appropriate can be free, in the form of an ester functionality, an amide functionality, a
lactone or reduced to CH2OH, and
X represents a gensetically encodable L-amino acid,
which has an isoelectric point between 5 and 8.5, and the physiologically tolerated salts thereof wherein
the expression of a gene structure coding for this insulin derivative is brought about in a host celi,
55 preferably in a bacterium or in a yeast, and - if the gene structure codes for a fusion protein - the
respective insulin derivative is liberated from the fusion protein obtained and converted if required into
a physiologically tolerated sait.
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The foll ow ng sequence is used as synthetic DNA sequence f:or hiSinn 3 '
CAA CAC TTG TGI GGT TCT AAC CTA 2% JTG GIT GIG AACA#"mm\m"m,
5' Exanple 9 Construction of a pl 0368 19 B1 e preparation of* ¢ L W s
Ser (A21) - Asn(B10) - human insul i n-B31(Arg)-B32(Arg)-OH The plasmd pSW4 is-
constructedrid G6debd '@ dainttidiPNRA, Wk dmpriseb Bregéﬁ% B0Msulid adr AP binefortiaidn ¢ he
synt heti c DiRcrsSRGbR&eRs APR&! | bed 1 n Exanpl e 8. - 14 - B) Preparation of
[err]-human insulin-[err]-OH fromhuman insulin-[err]-OH by hydrolysis 1 g
of human 3 n$kY précedstdsdaintdd in SaimUSd? @ Wfdh dompriedprafarif anhiddiin dbvativelds the faeliiaist ed
to 2. 5s5by adivwhich®? abrebints, Gy Ala, Sondrni, AEp r@iu)ini pariculd onlgAdp. at [err]. After one
week about one half of the material has been converted into [err]- human

i nsul i n- [4er The Wbkesd lae clirmad Uit oné or sepat alaires 1 to M which sdngprises epadrigean @bulinn a
manner knowrerigaive gfdhedormala llamwhich R¥hrasegtsiAla, Thw opBeeci pi tated from the el uate
and is 10 crystallized in a buffer which contains 10.5 g of citric acid,

1 g of 1opHendhe piRepss aprclaigied dn pnayps merergftdieimg hdo dhwbieh ersnpgigas RreRsringpRY inpylie er

wi th a prot éeivateeyefdrafermyleilidnwhigh AS' igpresegle ArgrPH o4Oy e d i s 390 ng of
[err]-human_i nsul i n;eger_r . 15 C) Preparation _of an injection solution The
nsul in-der TUPpos o o o eyl sy o whigh MY PrERerng o IRy 1
a sterile vagiveiveoldhn formuig N inpyhighidenetes ARichH " conposi tion (per m): 18 ng of

gl ycer 8' 7. 19hen9r09Jss t%.@%?a%!ed e}rlx %r(?ehgnl h'\oéoof [c aqnq 1% 6, which comprises preparing an insulin

derivative of the formula Il in which the sequence (A1 to A20) and (B1 to B9, B11 to B29) are the
sequence of human, porcine or bovine insulin, in particular the sequence of human insulin.

o
20 8. A process for the preparation of an insulin derivative of the formula |l as defined in claim 1, but where
R?2  is only Asp and
X is His,
and of the physiologically tolerated salts of this insulin derivative, which comprises subjecting an insulin
derivative of the formula |
25
Al S S © A21
: H-Gly 1 A-chain I Asn-OH
30 .
s
- (I)
S s
. 85
\/
B2 ' Bl1O B29
1 30 31
R -Val B-chain-His R -R

in which R', R*® and R®' have the same meaning as in formula Il (as defined in claim 1), to hydrolysis
in aqueous acidic medium, and converting the insulin derivative of the formula Il produced thereby if
required into the physiologically tolerated salts thereof.

45 9. The use of insulin derivatives of the formula Il as defined in claim 1 and of the physiologically tolerated
salts of these insulin derivatives as active substances for pharmaceutical compositions for the treatment
of diabetes mellitus.

10. A process for the preparation of a pharmaceutical composition, which comprises converting an effective
50 . amount of at least one insulin derivative of the formula Il and/or at least one of its physiologically
tolerated salts with a physiologically acceptable vehicle and, where appropriate, with further additives

" and/or auxiliaries into a suitable pharmaceutical presentation. :

11. The process as claimed in claim 10, wherein at least one zinc compound is also added, corresponding
55 to a content of 1 ug to 2 mg, preferably 5 g to 200 Lig, of zinc/ml to the pharmacsutical composition.

12. The process as claimed in claim 10 or 11, wherein an unmodified insulin, preferably unmodified human
insulin, is also added to the pharmaceutical composition.
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- 20 [err], pH 4.0. D) Action profile of an [err]-human insu
conposi tion in dogs by conpari.son wt h human i n-" sulin- [err]“mmamn "ﬂgﬁ'”“",
i nsulin Hoechst[err] = an NPH (r?&ﬂ?@?l %ﬁit am ne Hagedorn); cohposi tu
cont ai ni ng 25 about 10 [err] of [err]. Product - Bl ood gl ucose as a %
of t he hghﬂh@jm;ngvel in hours (h) 1 h 2 h 3 h5h 7h According [err]-hunman
dications 3 g’ bﬂ‘é%ﬂl’réc%lﬁti &Nalafs% BE, cﬁgoE Fﬁ?GB mol, L, i, se 98 -
15 - Hurran I nsul errﬁEt Conpari son Basal H
i nsul i N45 Dérivés drinsuline de forMMEE St [ er r] 71 49 59 83 100 This
exanpd e shows that [err]-human insulin-[err]-CH has the sanme advant ageous
basal profile as man i Nnsulgy Ae—tel-O=- 5l n additi [ err]-human
insulin-[err]- &tj OH has |t he advant agequs proper?&!hat t he conpound 10
is stable foH -aGIio,ng—++—#e—-uﬂelecha:wos-e-n—e-end+-H-o RE. - 16 -
0368187 Patent clains for the ntracting Stateg$: AT, BE, CH DE, FR GB,
I T, b», LU N, SE 1. Aninsﬂ:?in derivative ottheforrmlall '

S ) ,
| (11)
15 S . o S
N l
| B2 , 810 829 .
~ R'-Val chatne B-X RO_g3!
20
dans laquelle
R! représente H ou H-Phe,
R2 représente un L-aminoacide génétiquement codable, ne contenant pas de groupe amldo
25 R30 représents le reste d'un L-aminoacide neutre, génétiquemerit codable,

R3 représente un groupe organique physiologiquement acceptable choisi parmi les groupes
amino-alcoxy(C2-Cs ), alkyl(C1-Cs)amino-alcoxy(Cz2-Cs), dialkyl(C1-Cs )aminoalcoxy(Cz-Cs), tri-
alkyl(C1-C4 Jammonio-alcoxy(C2-Cs), amino-alkyl(C2-Cs)amino, [alkyl(C1-Cs)amino)alkyl(C--

o/ Cs)amino, dialkyl(C1-Cs)amino-alkyl{C2-Cs)amino ou [trialkyl(C+-Cs)amino]alkyl{C2-Cs )amino,
30 en particulier -0-(CHz)o-NRz, -O-(CHz2),-N®Rs, -NH-(CHz)o-NR2 ou -NH-(CH2),-N°Rs, p allant
de 2 24 6 et les radicaux R étant identiques ou différents et représentant un atome
d'hydrogéne ou un groupe alkyle en C1-Cs, ou
de 1 & 3 a-aminoacides dont la fonction carboxyterminale éventuellement présente peut se
trouver sous forme libre, sous forme de fonction ester, sous forme de fonction amide, sous
. 85 forme de lactone ou réduite en CH2OH, et
/ X représente un L-aminoacide génétiquement codable,

caractérisés par un point isoélectrique compris entre 5 et 8,5, et sels physiologiquement
acceptables de ceux-ci.

40 2. Dérivés d'insuline et leurs sels physiologiquement acceptables selon la revendication 1, caractérisés en
ce que, dans la formule I, R' représente H-Phe.

3. Dérivés d'insuline et leurs sels physiologiquement acceptables selon la revendication 1 ou 2, caractéri-
sés en ce que, dans la formule Il, R? représente Gly, Ala, Ser, Thr, Asp ou Glu, en particulier seulement
45 Asp.

4. Dérivés d'insuline et leurs sels physiologiquement acceptables selon une ou plusieurs des revendica-
tions 1 & 3, caractérisés en ce que, dans la formule Il, R® représente Ala, Thr ou Ser.

s0 5. Dérivés d'insuline et leurs sels physioldgiquement acceptables selon une ou plusisurs des revendica-
tions 1 & 4, caractérisés en ce que, dans la formule ll, R®' représente Arg-OH ou Arg-Arg-OH.

6. Dérivés d'insuline et leurs sels physiologiquement acceptables selon une ou plusieurs des revendica-
tions 1 & 5, caractérisés en ce que, dans fa formule I, X représente Asn ou Gin.
§5
7. Dérivés d'insuline et leurs sels physiologiquement acceptables selon une ou plusieurs des revendica-
tions 1 & 6, caractérisés en ce que, dans la formule I, les séquences (A1 & A20) et (B1 & B9, B11 &
B29) sont les séquences de l'insuline humaine, porcine ou bovine, en particulier les séquences de
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EjEEeRJU(S:aI |y encijga\gmact gﬁ{ :11) ac?gn%?ithg:]t;Egeno[::nr]de gr mnmﬂuimmlm”",
represents the residue of a B} 768 187 B1

encodabl e L-am no acid, [err] "~ represents a physi ol ogi cal ly accept abI e
organic radllq,@ulmgﬁmnghe group: am no- (C2-C6) -alkoxy, [err] -alkylam no-
(C2-C6) - al koxy, di- [err] -alkylamno- (C2-C6) - 15

al koxy, t Bl -utiisfidn]des 88TREY Pinsulird'ek de PAL KM PhysidBifiGnent SeSptabled bdfoh A8 bd Slusieurs
[err] - al kydes\Pvéh@icationd £3 7 ]en-tatk Kob! sabstdnébs abhives pdaf Ji composutlons pharmaceutiqyes poyr
al kyl ané no- [ietraithmeérit by igbdtesacrr [tri-([err]- [err]) -alkylam noT r

-al kyl am no, in 20 particular [err] , [err] or
[err], i nSwiGomhositior pRarazediiqu cardetsrisseipaaumb iqGanits @fficadb Hb®m6iRg urbdeelvd dinsuline de
hydr ogen or férenlp l-et/al &zu moisr unie ses sels physiologiquértgnt S&Ms Selbround ol Plukidursd@dsn O
aci ds, whosegeveediqationall &k lseus)fbrmbudissbute raerofphy etdui @ristalli®e P de PASRSroned 86U forme
appr oprit at e dissevtebe free, in the formof an ester functionality, an am de
functionallt% a -17- lactone or reduced to [err], and X represents

a genet i ¢} |Gpmpesifien, ghagnaseutiguosseion da rraneicatiom 9. ccaraptériséen piari uge toheut svApEmpmiairaten
bet ween 5 ar cgllagt de 1 1.g 3 2 mg, de préférence de 5 ng 200 rg/ml. .

15 11. Composition pharmaceutique selon la revendication 9 ou 10, caractérisée par une teneur supplémentai-
re en insuline non modifiée, de préférence en insuline humaine non modifiée.

.
U Revendications pour les Etats contractants suivants : ES, GR
20 1. Procédé pour la préparation de dérivés d'insuline de formule Il
A IS ? A2
” H-Gly chaine A RZ
S S
“ (1)
30 .
S 'S
B2 , B10 B29 Ny
U % R'-val chaine B-Y R3C-R
dans laquelle
R! représente H ou H-Phe,
40 R? représente un L-aminoacide génétiquement codable, ne contenant pas de groupe amido,

R représente le reste d'un L-aminoacide neutre, génétiquement codabls,

R représente un groupe organique physiologiquement acceptable choisi parmi les groupes
amino-alcoxy(Cz-Cs ), alkyl(C1-Cs Jamino-alcoxy(C2-Cs), dialkyl(C1-Cs Jaminoalcoxy(C2-Cs), tri-
alkyl(C1-C4 )}-ammonio-alcoxy(C2-Cs), amino-alkyl(C2-Cs )amino, [alkyl(Cs -Cs)amino]alkyl(C>-

45 Cs)amino, dialkyl(C1-Cs)amino-alkyl{C2-Cs )amino ou [trialkyl(C -Ca )aminoJalkyl(C2-Cs Jamino,

en particulier -O-(CHz)p-NRz2, -O-(CHz2),-N°Ra, -NH-(CHz2)p-NRz ou -NH-(CHz),-N°Rgs, p allant
de 2 & 6 et les radicaux R étant identiques ou différents et représentant un atome
d'hydrogéne ou un groups alkyle en C1-Cs, ou
de 1 & 3 a-aminoacides dont la fonction carboxyterminale éventuellement présente peut se
50 trouver sous forme libre, sous forme de fonction ester, sous forme de fonction amide, sous
forme de lactone ou réduite en CH.OH, et X représente un L-aminoacide génétiquement
codable,
ayant un point lsoélectrlque compris entre 5 et 8,5, et des sels physiologiquement acceptables de ces
dérivés d'insuline,

55 caractérisé en ce que I'on exprime dans une cellule hdte, de préférence dans une bactérie ou dans une
levure, des structures géniques codant pour ces dérivés d'insuline et - lorsque les structures géniques
codent pour une protéine de fusion - on libdre le dérivé d'insuline de formule Il respectif 3 partir de la
protéine de fusion obtenue, et éventusllement on le convertit en un sel physiologiquement acceptable.
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5 and the physiologically tolerated salts thereof. 2. ' '

derivative and the physiol ogical I& t ol erated salts thereof I“Mll'"rmmllml I“l

claim1l1l, wherein [err] in formuFR 93 r1§B|Bésents H Phe. 3. An* i Asutirtt S %

derivative and the physiologically 10 tolerated salts thereof as

cl ai med,i < . | | O Ty Al a,

S "o S Pt SRk ] o A1 B by S SRS

and the physiologically tolerated salts thereof as clainmed in one or nore

of 15 3 Procsédd sbidiBa fovéridication WHRIL calad®Als bricd QUsMeh rébdre LEPESH IR iRsuodde THr

Or Sey. 5.formulbil dahsSsdbeisR? réldsbrtaibily VA, Sathr, AsPBu GRINSHSIafisher eabrhent A9, er at ed

salts thereof as clained in one or nore of clains 1 to 4, wherein [err] in-

f or mul a4l Iprécees sstmning odblusieurs des Asvéhdickiions 1 Ar §J-clvagériskl.en @e qué\on prsekd Heéd

deri vat i veérivés dinsilihede foimui lidacibstjadls R raphéssrmd Alal ThiadutSer.t her eof as clained in

one or nore of claims 1 to 5, wherein Xin formula Il denotes Asn or dn.

25 17. 5. Pigeéd§ sedanl una ouchiusiewra tdes eoverdisetiong e 4, wampetérist ®gice aiub Yort prépare tiesd

sal t s t herdétsés dinsdinexfieiprnuleril dapslesgpelsiy eeprssentsl Ag-RH o9 AtgcArgOHwherein the -

sequences (Al to A20) and (Bl to B9, Bll1l to B29) in fornula Il are the

sequencBs RiFcee,saian, unp op dlysieurs des, eyenqisations; 1|3 $ cajapiérish en ce que I'epprépaq e t he

seque;gces dsfivep dipgling drsfaimule N dans lesaygleX fppmsete ASRQU Bsul i n deri vatives and the

physi -7I ‘!M%gg Ie¥ tu(%I er a‘ eid S Ists t?,erieof 23 C%I]rglcitétlesg einnceone, - 18 - or
. que l'on prépare des

& of e T B e e o oy e

k/ les séquences de l'insuline humaine, porcine ou bovine, en particulier les séquences de l'insuline

humaine.

20
: 8. Procédé pour la production de dérivés d'insuline de formule Il selon la définition dans la revendication
1, mais dans lesquels
R2  ne représente que Asp et
X = His,
25 ot des sels physiologiquement acceptables de ces dérivés d'insuline, caractérisé en ce que I"on soumet
a I'hydrolyse en milieu aqueux-acide des dérivés d'insuline de formule |
. A
“ 1 f - ls A21
30 H-Gly chaine A : Asn-OH
l S
- L | (1)
N\ s
B2 B10O B29 30 31
40 R -Val —chaine B-His R -R
dans laquelle R, R¥ et R® ont les mémes significations que dans la formule II (selon la définition
donnée dans la revendication 1) et on convertit éventuellement en leurs sels physiologiqguement
45 acceptables les dérivés d'insuline de formule Il ainsi obtenus.

9. Utilisation des dérivés d'insuline de formule Il selon la définition dans la revendication 1 et des sels
physiologiquement acceptables de ces dérivés d'insuline, en tant que substances actives pour des
compositions pharmaceutiques pour le traitement du diabéte sucré.

50

10. Procédé pour la préparation d'une composition pharmaceutique, caractérisé en ce que I'on met sous
une forme pharmaceutique appropriée une quantité efficace d'au moins un dérivé d'insuline de formule
Il et/ou d'au moins I'un de ses sels physiologiquement acceptables, avec un véhicule physiologique-
ment acceptable, ainsi qu'éventuellement d'autres additifs et/ou adjuvants.

55

11. Procédé selon la revendication 10, caractérisé en ce que I'on ajoute & la composition pharmaceutique
encore au moins un composé & base de zinc correspondant & une teneur en zinc de 1 g 3 2 mg, de
préférence de 5 g & 200 ug/ml.
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pharmaceutical conpositions for the treatment of diabetes nel

phar maceut i cal conposi tion which _contains an 5 efif l’“ B!&iﬂﬂﬂm) ""
of at |east one insulin derivativ&EP38B7® nula 11 and/or ate

the physio- logically tolerated salts thereof as clainmed in one or nore of

claims 1 48 podshs HihsI2 G icafbi bR AYS CLYS, ) ferab "y
di ssol ved - Jfl;ahﬁbeui&el UI:OL UI;S’%OPR%IE@ :E%Ljf g'i;nﬁ:é %lglo IOE ne OEr %€ %H
err ny, pef %yS[err] to

claim9, which additionally contalns
200 [err], of zinc/m . 11. A pharmaceutical conposition as clainmed in claim

9 or 10s \/\hi ch additionally contains unnodified 15 i nsulin,
preferably unnodi fied human insulin.
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