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Beschreibung

Die Erfindung betrifft Mutanten der Protease-Inhibitoren Eglin B und Eglin C, flir die Herstellung solcher
Mutanten geeignete Hybridvektoren und mit solchen Hybridvektoren transformierte Wirtsmikroorganismen
sowie Verfahren zur Herstellung der genannten Hybridvektoren, transformierten Wirtsmikroorganismen und
Eglin-Mutanten.

In der Deutschen Offenlegungsschrift 2808396 werden zwei aus Blutegeln (Hirudo medicinalis) isolierte
Protease-Inhibitoren, die als Eglin B und Egiin C bezeichnet werden, beschrieben. Diese Polypeptide
bestehen aus je 70 Aminosiuren, haben sin Molekulargewicht von ca. 8100 und sind starke Inhibitoren fir
Chymotrypsin, Subiilisin, fiir die tierischen und menschlichen Granulozyten-Proteasen Elastase und Cathep-
sin G sowie flir die Mastzellen-Protease Chymase. Dagegen werden Trypsin-hnliche Proteasen nicht oder
nur unwesentlich gehemmt.

Eglin C hat die folgende anérstruktur

H-’l‘hrGluPheGlySerGluLeuLysSerPheProGluValValplyLysThrVal
AspGlnAlaArgGluTyrPheThrLeuHisTyrProGlnTyrAspValTyrPheLeuProGluGly
SerProValThrLeuAspLeuArgTyrAsnArgValArgValPheTyrAsnProGlyThrAsnVal
ValAanisValProHi#ValGly-OH

Eglin C enthZlt im Gegensatz zu den meisten bekannten Protease-Inhibitoren keine Disulfid-Briicken. Es
erweist sich unter Berlicksichtigung seiner relativ geringen MolekUlgrésse als ungew&hnlich stabil gegen-
Uber Denaturierung durch S&ure, Lauge oder Wirme und gegenliber proteolytischem Abbau. Die Primér-
struktur von Eglin B unterscheidet sich von derjenigen von Eglin C durch Ersatz der Ammoséure 35,
Tyrosin, durch Histidin.

Die Egline gehSren zu den stéirksten heute bekannten Hemmern von humaner und tierischer Granulozy-
ten-Elastase, sowie von humanem Granulozyten-Cathepsin G. Unkontrollierte bzw. Uberm3ssige Freisetzung
dieser zelluldren Proteasen im Organismus kann einen Entziindungsvorgang verstirken und Gewebeabbau
durch unspezifische Proteolyse hervorrufen. Diese flUr die intrazellulire Verdauung zustéindigen Enzyme
sind im physiologischen (neutralen bis schwach alkalischen) Milieu optimal wirksam und verm&gen native
Gewebesubstanzen (z.B. Elastin) und humorale Faktoren (z.B. Blutgerinnungs- und Komplementfaktoren)
rasch zu zerstoren und zu inaktivieren. Auf Grund ihrer bis anhin bekannten Eigenschaften sind die Egline
daher flr die Anwendung in der medizinischen Therapie (Antiinflammation, Antiphlogistik, septischer
Schock, Lungenemphysem, Mucoviscidose etc.) von grossem Interesse.

Neuerdings sind Egline durch rekombinante Gentechnik-Verfahren zugénglich geworden (vgl. Européi-
sche Patentanmeldung Nr. 146785).

Der Erfindung liegt die Aufgabe zugrunde, ausgehend von Eglin B oder Eglin C neue Proteaseninhibito-
ren herzustellen.

Die Aufgabe wurde erfindungsgeméiss durch die Bereitstellung von Eglin-Mutanten gelst, die sich von
den natlrlichen Eglinen B und C dadurch unterscheiden, dass im Bereich des aktiven Zentrums (Aminos&u-
ren 45 und 48, Leu-Asp) eine, zwei oder drei Aminosduren durch andere Aminosiuren ersetzt wurden. Die
erfindungsgeméss so erhaltenen Eglin-Mutanten weisen Uberraschende Eigenschaften auf: So zeichnen sie
sich gegenlber Eglin B und Eglin C durch eine erhdhte Spezifitét bei der Inhibierung bestimmter Proteasen
oder durch die Inhibierung von Proteasen, welche von den Eglinen B und C nicht oder kaum inhibiert
werden, beispielsweise Trypsin oder Thrombin, aus.

Insbesondere betrifft die Erfindung Eglin-Mutanten der Formel

R-ThrGluPheGlySerGluLeuLysSerPheProGluValValGlyLysThrVal
AspGlnAlaArgGluTyrPheThrLeuHisTyrProGlnTyrAspVal-W-Phe LeuProGluGly
SerProVal-X-Y-Z-LeuArgTyrAsnArgVa 1ArgVa1PheTyrAsnProGlyﬂxrAanal
ValAsnHisValProHisValGly-OH (1),
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worin R flir Wasserstoff oder Acetyl steht, W Tyr oder His bedeutet, X Thr, Ser oder Pro ist, Y flir Leu, Met,
Arg, Lys, Phe, Tyr oder Trp steht und Z Asp, Glu, Gin, Asn, Ala, Ser oder Thr ist, mit der Massgabe, dass X
von Thr verschieden ist, wenn Y flir Leu steht und Z Asp ist, und Salze davon.

Die Erfindung betrifit vor allem Verbindungen der Formel |, worin R Acetyl ist, W Tyr bedeutet und
entweder X Thr ist, Y Arg oder Lys ist und Z Asp, Glu, Gin, Asn, Ala, Ser oder Thr ist, oder X Pro ist, Y Met
ist und Z Asp ist, oder X Thr ist, Y Phe, Tyr, Trp oder Met ist und Z Asp ist, und Salze davon.

Die Erfindung betrifft hauptsichlich Verbindungen der Formel |, worin R Acetyl ist, W Tyr bedeutet, X
Thr ist, Y flr Arg steht und Z Asp oder Ser ist, und Salze davon.

Insbesondere betrifft die Erfindung die Verbindung der Formel |, worin R Acetyl ist, W Tyr bedeutet, X
Thr ist, Y flr Arg steht und Z Asp bedsutet, und Salze davon.

Die neuen Verbindungen der Formel | k8nnen nicht nur in freier Form, sondern auch in Form ihrer
Salze, insbesondere ihrer pharmazeutisch annehmbaren Salze, vorliegen. Da sie mehrere Aminos8urereste
mit freien Aminogruppen bzw. Guanidinogruppen enthalten, knnen die erfindungsgeméssen Verbindungen
z.B. in Form von S#ureadditionssalzen vorliegen. Als Sureadditionssalze kommen insbesondere physiolo-
gisch vertriigliche Salze mit Ublichen, therapeutisch anwendbaren S#uren in Betracht. Als anorganische
SHuren sind die Halogenwasserstoffsiuren (wie die Chlorwasserstoffséure), aber auch Schwefelsdure und
Phosphor- bzw. Pyrophosphorssure zu nennen; als organische S&uren sind in erster Linie Sulfons&uren (wie
die Benzol- oder p-Toluolsulfons3ure oder Niederalkansulfonsiuren, wie Methansulfons3ure) sowie Carbon-
siuren, wie Essigsdure, Milchs3ure, Palmitin- und Stearinséure, Aepfelsiure, Weinsiure, Ascorbinsdure
und Citronensiure, gesignet. Da die Eglin-Verbindungen auch Aminos#urereste mit freien Carboxylgruppen
enthalten, kdnnen sie auch als Metalisalz, insbesondere als Alkalimetall- oder Erdalkalimetallsalz, z.B.
Natrium-, Kalium-, Calcium- oder Magnesiumsalz, oder auch als Ammoniumsalz, abgeleitet von Ammoniak
oder einer physiologisch vertriglichen, organischen stickstoffhaltigen Base, vorliegen. Da sie aber zugleich
freie Carboxylgruppen und freie Amino (und Guanidino)-Gruppen enthalten, kdnnen sie auch als inneres
Salz vorliegen.

Die erfindungsgemissen Eglin-Mutanten und ihre Salze kdnnen nach an sich bekannten Verfahren,
beispielsweise gentechnologischen Verfahren, hergestellt werden, z.B. indem man einen fransformierten
Wirtsmikroorganismus, der eine DNA enthélt, welche flir eine der genannten Eglin-Mutanten kodiert,
kultiviert und die Eglin-Mutante oder ein Salz davon isoliert. Insbesondere werden die erfindungsgeméssen
Eglin-Mutanten und ihre Salze hergestslit, indem man

a. eine flr die Eglin-Mutante kodierende DNA herstellt,

b. diese DNA in einen Vekior einbaut,

c. den erhaltenen Hybridvektor durch Transformation in einen Wirtsmikroorganismus sinflhit,

d. den transformierten Wirtsmikroorganismus unter Bedingungen kultiviert, die eine Expression der Eglin-
Mutante erlauben, und

e. die Eglin-Mutante oder ein Salz davon isoliert.

Fur Eglin-Mutanten kodierende DNAs

Die Erfindung betrifit DNAs, welche eine flir eine Eglin-Mutante, insbesondere flir eine der oben als
besonders bevorzugt genannten Eglin-Mutanten, kodierende Nucleotidsequenz aufweisen.

Die erfindungsgem#ssen DNAs besitzen vorzugsweise an ihren Enden flankierende, geeignete Restrik-
tionsstellen einschliessende Sequenzen, welche den Einbau der DNA in einen Vektor erm&glichen.

Die erfindungsgemissen DNAs k8nnen nach an sich bekannten Verfahren hergestellt werden. So kann
man die DNAs beispielsweise chemisch herstellen, oder man kann Fragmente davon durch chemische
Synthese herstellen und diese in vorherbestimmter Weise enzymatisch verknlipfen, oder man kann eine flir
Eglin B oder Eglin C kodierende DNA in einem oder mehreren Schritten mutieren.

Die chemische Synthese von DNAs erfolgt nach an sich bekannten Verfahren. Gesignete Verfahrens-
weisen wurden von S.A. Narang [Tetrahedron 39, 3 (1983)] und in der Europ#ischen Patentanmeldung Nr.
146785 beschrieben.

Die Herstellung der erfindungsgeméssen DNAs kann auch durch Mutation der flir Eglin B oder Eglin C
kodierenden DNA erfolgen. Bevorzugt wird das als "site directed mutagenesis” bekannte Verfahren
angewendet [vgl. M.J. Zoller et al., Meth. Enzym. 100, 468 (1983)]. Dabei wird Eglin-Einzelstrang-DNA in
den Bakteriophagen M13 kloniert, mit einem komplementdren Oligonucleotid, welches das (die) die
Mutation dirigierende Nucleotid (e) enthdlt, hybridisiert, das Hybridisierungsprodukt wird zum Doppelstrang
aufgefllllt, der entstandene doppelstréingige Bakteriophage wird durch Transformation in einen geeigneten
Escherichia coli-Wirt eingeflihrt, und nach der Kultivierung der transformierten E. coli-Zellen werden
diejenigen Zellen, welche die flir die Eglin-Mutante kodierende DNA enthalien, durch Hybridisierung mit
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dem oben genannten Oligonucleotid identifiziert.

Herstellung von Expressionsvektoren, welche eine flir eine Eglin-Mutante kodierende DNA enthalten

Die Erfindung betrifit weiterhin Expressionsvektoren, welche eine flir eine Eglin-Mutante kodierende
DNA-Sequenz enthalten, die von einer Expressionskontrollsequenz derart reguliert wird, dass die Eglin-
Mutante in einer mit diesen Expressionsvektoren transformierten Wirtszelle exprimiert wird.

Die Expressionsvektoren der vorliegenen Erfindung werden z.B. hergestellt, indem man in eine Vektor-
DNA, welche eine Expressionskontrolisequenz enthilt, eine flir die Eglin-Mutante kodierende DNA-Sequenz
derart einfligt, dass die Expressionskontrollsequenz besagte DNA-Sequenz reguliert.

Die Wahl eines geeigneten Vektors ergibt sich aus der zur Transformation vorgesehenen Wirtszelle.
Geeignete Wirte sind beispielsweise Mikroorganismen, wie Hefen, z.B. Saccharomyces cerevisiae, und
insbesondere Bakterienstdmme, vor allem Stdimme von Escherichia coli, ferner Bacillus subtilis, ferner
Zellen hdherer Organismen, insbesondere etablierte humane oder fierische Zellinien. Bevorzugte Wirtszel-
len sind Stamme von E. coli.

Grundsétzlich sind alle Vektoren geeignet, weiche die erfindungsgemissen flr die Eglin-Mutanten
kodierenden DNA-Sequenzen in dem gewZhiten Wirt replizieren und exprimieren.

Beispiele flr Vektoren, die zur Expression der Eglin-Mutante in einem E. coli-Stamm geeignet sind,
sind Bacteriophagen, z.B. Derivate des Bacteriophagen \, oder Plasmide, wie insbesondere das Plasmid
colE1 und seine Derivate, 2.B. pMB9, pSF2124, pBR317 oder pBR322. Die bevorzugten Vektoren der
vorliegenen Erfindung leiten sich von Plasmid pBR322 ab. Gesignete Vektoren enthalten ein volistdndiges
Replicon und ein Markierungsgen, welches die Selektion und Identifizierung der mit den Expressionsplasmi-
den fransformierten Mikroorganismen auf Grund eines ph#notypischen Merkmals ermdglicht. Geeignete
Markierungsgene verleihen dem Mikrooganismus beispielsweise Resistenz gegenliber Schwermetallen,
Antibiotika und dergleichen. Weiterhin enthalten bevorzugte Vektoren der vorliegenden Erfindung ausser-
halb der Replicon- und Markierungsgen-Regionen Erkennungssequenzen fir Restriktionsendonucleasen, so
dass an diesen Stellen die flir die Eglin-Mutante kodierende DNA-Sequenz und gegebenenfalls die
Expressions-Kontrollsequenz eingefligt werden k&nnen.

Mehrere Expressionskontrollsequenzen kdnnen zur Regulation der Expression eingesetzt werden.
Insbesondere werden Expressionskontrolisequenzen stark exprimierter Gene der zu transformierenden
Wirtszelle verwendet. Im Falle von pBR322 als Hybridvekior und E. coli als Wirtsmikroorganismus sind
beispielsweise die Expressionskontrollsequenzen (welche unter anderem den Promotor und die ribosomale
Bindungsstelle enthalten) des Lactoseoperons, Tryptophanoperons, Arabinoseopsrons und dergleichen, des
B-Lactamasegens, die entsprechenden Sequenzen des Phags AN-Gens oder des Phage fd-Schichtprotein-
gens und andere geeignet. Wihrend der Promotor des g-Lactamasegens (8-lac-Gen) bereits im Plasmid
pBR322 enthalten ist, mlissen die Ubrigen Expressionskontrolissquenzen in das Plasmid eingeflihrt werden.
Bevorzugt als Expressionskontrolisequenz in der vorliegenden Erfindung ist diejenige des Tryptophanoper-
ons (irp po).

Zur Replikation und Expression in Hefe geeignete Vekioren enthaiten sinen Hefe-Replikationsstart und
einen selektiven genetischen Marker flir Hefe. Hybridvektoren, die einen Hefe-Replikationsstart enthalten,
z.B. das chromosomale autonom replizierende Segment (ars), bleiben nach der Transformation innerhalb
der Hefezelle extrachromosomal erhalten und werden bei der Mitose autonom repliziert. Ferner k&nnen
Hybridvektoren, die der Hefe-2i-Plasmid-DNA homologe Sequenzen enthalten, verwendet werden. Solche
Hybridvektoren werden durch Rekombination innerhalb der Zelle bersits vorhandenen 2u.-Plasmiden einver-
leibt oder replizieren autonom. Geeignete Markierungsgene flir Hefe sind vor allem solche, die dem Wirt
antibiotische Resistenz verleihen oder, im Fall von auxotrophen Hefemutanten, Gene, die Wirtsdefekte
komplementieren. Entsprechende Gene verleihen z.B. Resistenz gegen das Antibiotikum Cycloheximid oder
sorgen flr Prototrophie in einer auxotrophen Hefemutante, z.B. das URA3-, LEU2-, HIS3- oder vor allem das
TRP1-Gen. Vorzugsweise enthalten Hefe-Hybridvektoren weiterhin einen Replikationsstart und ein Markie-
rungsgen flir einen bakteriellen Wirt, insbesondere E. coli, damit die Konstruktion und die Klonierung der
Hybridvektoren und ihrer Vorstufen in einem bakteriellen Wirt erfolgen kann. Flr die Expression in Hefe
geeignete Expressionskontrollsequenzen sind beispielsweise diejenigen des TRP1-, ADHI-, ADHIl- oder
PHOS5-Gens, ferner im glykolytischen Abbau involvierte Promoter, z.B. der PGK- und der GAPDH-Promotor.

Insbesondere betrifit die Erfindung zur Replikation und ph&notypischen Selektion befihigte Expres-
sionsvektoren, welche eine Expressionskontrollsequenz und eine flir die Eglin-Mutante kodierende DNA-
Sequenz enthalten, wobei besagte DNA-Sequenz mitsamt Transkriptionsstartsignal und -terminationssignal
sowie Translationsstartsignal und -stopsignal in besagtem Expressionsplasmid unter Regulation besagter
Expressionskontrollsequenz so angeordnet ist, dass die Eglin-Mutante in einer mit besagtem Expressions-
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plasmid transformierten Wirtszelle exprimiert wird.

Um eine effektive Expression zu erreichen, muss das flir die Eglin-Mutante kodierende Gen richtig (in
"Phase") mit der Expressionskontrollsequenz angeordnet sein. Es ist vorteilhaft, die Expressionskontrolise-
quenz in den Bereich zwischen dem Haupt-mRNA-Start und dem ATG der Genkodiersequenz, welche
natlirlich mit der Expressionskontrolisequenz verknlpft ist (z.B. die B-lac-Kodiersequenz bei Verwendung
des g-lac-Promotors), mit dem Eglin-Mutanten-Gen, welches vorzugsweise sein eigenes Translationsstartsi-
gnal (ATG) und Translationsstopsignal (z.B. TAG) mitbringt, zu verknlpfen. Dadurch wird eine effektive
Transkription und Translation gew3hrleistet. :

Transformation der Mikroorganismen .

Die Erfindung betrifft auch ein Verfahren zur Herstellung von transformierten Wirtszellen, dadurch
gekennnzeichnet, dass man eine Wirtszelle mit einem Expressionsvektor, der eine von einer Expressions-
kontrollsequenz regulierts, flir die Eglin-Mutante kodierende DNA-Sequenz enthélt, transformiert.

Gesignete Wirtszellen sind ‘beispielsweise die oben genannien Mikroorganismen, wie Stdmme von
Saccharomyces cerevisiae, Bacillus subtilis und insbesondere Escherichia coli. Die Transformation mit den
erfindungsgeméssen Expressionsplasmiden erfolgt beispielsweise wie in der Literatur beschrieben, so flir S.

cerevisiae [A. Hinnen et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 75, 1929 (1978)], B. subtilis [Anagnostopoulos et al.,

J. Bacteriol. 81, 741 (1961)] und E. coli [M. Mandel et al., J. Mol. Biol. 53, 159 (1970)]. Die Isolierung der
transformierten Wirtszellen erfolgt vorteilhaft aus einem selsktiven N&hrmedium, dem das Biocid zugesetzt
wird, gegen welches das im Expressionsplasmid enthaltene Markierungs-Gen Resistenz verleiht. Zellen,
welche das Expressionsplasmid nicht enthalten, werden in einem solchen Medium abgetGtet.

Die Erfindung betrifit ebenfalls die auf dem genannten Weg erhéltlichen transformierten Wirtszellen.

Kultivierung der transformierten Wirtszellen und Gewinnung von Eglin-Mutanten

Die transformierten Wirtszellen werden zur Herstellung der Eglin-Mutanten verwendet. Das Verfahren
2ur Herstellung der Eglin-Mutanten ist dadurch gekennzeichnet, dass die oben genannten transformierten
Wirtszellen kultiviert und das Produkt aus den Wirtszellen freigesetzt und isoliert wird.

Die Erfindung betrifit vor allem sin Verfahren zur Herstellung von Eglin-Mutanten der Formel I und von
Salzen solcher Verbindungen, dadurch gekennzeichnet, dass mit einem Expressionsplasmid, welches eine
von einer Expressionskontrollsequenz regulierte, flir eine Egiin-Mutante der Formel | kodierende DNA-
Sequenz enthilt, transformierte Wirtszellen in einem fllissigen N&hrmedium, welches assimilierbare Kohlen-
stoff- und Stickstoffquellen enthilt, kultiviert werden und das Produkt aus den Wirtszellen freigesetzt und
isoliert wird, und, falls gewlinscht, ein verfahrensgemiss erhiltliches Gemisch von Verbindungen der
Formel | in die einzelnen Komponenten aufgetrennt wird, und, falls gewlinscht, ein erhaltenes Salz in das
freie Polypeptid oder ein erhaltenes Polypeptid in ein Salz desselben Uberfiihrt wird.

Die Kultivierung der erfindungsgeméssen transformierten Wirtszellen erfolgt in an sich bekannter Weise.
So kbnnen fUr die Kultivierung der erfindungsgemissen, transformierten Wirtsmikroorganismen verschiede-
ne Kohlenstoffquellen verwendet werden. Beispiele bevorzugter Kohlenstoffquellen sind assimilierbare
Kohlenhydrate, wie Glucose, Maltose, Mannit oder Lactose, oder ein Acetat, das entweder allein oder in
geeigneten Gemischen verwendet werden kann. Gesignete Stickstoffquellen sind beispislsweise Aminosiu-
ren, wie Casaminosiuren, Peptide und Proteine und ihre Abbauprodukte, wie Trypton, Pepton oder
Fleischexirakte; weiterhin Hefeextrakte, Malzextrakt, wie auch Ammoniumsalze, z.B. Ammoniumchlorid,
-sulfat oder -nitrat, die entweder allein oder in gesigneten Mischungen verwendet werden knnen. Anorgani-
sche Salze, die ebenfalls verwendet werden kdnnen, sind z.B. Sulfate, Chloride, Phosphate und Carbonate
von Natrium, Kalium, Magnesium und Calcium.

Waeiterhin enthiit das Medium z.B. wachstumsfSrdernde Substanzen, wie Spurenelements, z.B. Eisen,
Zink, Mangan und dergleichen, und vorzugsweise Substanzen, die einen Selektionsdruck austiben und das
Wachstum von Zellen, die das. Expressionsplasmid verloren haben, verhindern. So wird dem Medium
beispielsweise Ampicillin zugesetzt, wenn das Expressionsplasmid ein amp®-Gen enth&lt. Ein solcher
Zusatz von antibiotisch wirksamen Substanzen bewirkt auch, dass kontaminierende, Antibiotikaempfindliche
Mikroorganismen abgettet werden.

Die Kultivisrung erfolgt nach an sich bekannten Verfahren. Die Kultivierungsbedingungen, wie Tempera-
tur, pH-Wert des Mediums und Fermentationszeit, werden so ausgewXhit, dass maximale Titer an Eglin-
Mutanten erhalten werden. So wird ein E. coli- oder ein Hefe-Stamm bevorzugt unter aeroben Bedingungen
in submerser Kultur unter Schitteln oder Riihren bei einer Temperatur von etwas 20 bis 40 *C, vorzugswei-
se etwa 30°C, und einem pH-Wert von 4 bis 9, vorzugsweise bei pH 7, wihrend etwa 4 bis 20 h,
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vorzugsweise 8 bis 12 h, kultiviert. Dabei sammelt sich das Expressionsprodukt intrazelluldr an.

Wenn die Zelldichte einen ausreichenden Wert erreicht hat, wird die Kultivierung abgebrochen und das
Produkt aus den Zellen des Mikroorganismus freigesetzt. Zu diesem Zweck werden die Zellen zerstrt, z.B.
durch Behandlung mit einem Detergens, wie SDS oder Triton, oder mit Lysozym oder einem gleichartig
wirkenden Enzym lysiert. Alternativ oder zusétzlich kann man mechanische Kréfte, wie Scherkrifte (z.B. X-
Presse, French-Presse, Dyno-Mill) oder Schiitteln mit Glasperien oder Aluminiumoxid, oder abwechselndes
Einfrieren, z.B. in flUssigem Stickstoff, und Auftauen, z.B. auf 30°* bis 40°C, sowie Ultraschall zum
Aufbrechen der Zelien anwenden. Die resultierende Mischung, die Proteine, Nucleinsduren und andere
Zelibestandteile enthiit, wird nach der Zentrifugation in an sich bekannter Weise an Proteinen angersichert.
So kann z.B. der grisste Teil der Nicht-Protsin-Bestandteile durch Poly#thylenimin-Behandlung abgetrennt
und die Proteine sinschliesslich der Eglin-Verbindungen z.B. durch S&ttigen der L&sung mit Ammoniumsul-
fat oder mit anderen Salzen ausgefillt werden. Bakterielle Proteine k&nnen auch mittels Ansiuern mit
Essigsiure (z.B. 0,1 %, pH 3-5) ausgefiillt werden. Eine weitere Anreicherung an Eglin-Mutanten kann
durch Extraktion des essigsauren Ueberstandes mit n-Butanol erreicht werden. Weitere Reinigungsschritte
umfassen bespielsweise chromatographische Verfahren, wie lonenaustauschchromatographie, Gelfiltration,
Gelpermeationschromatographie, Partitionschromatographie, HPLC, Umkehrphasen-HPLC und dergleichen.
So erfoigt die Auftrennung der Mischbestandteile durch Dialyse, nach Ladung mitiels Gel- oder trégerfreier
Elekirophorese, nach Moleklligrisse miitels einer geeigneten Sephadex-Siule, durch Affinitdtschromatogra-
phie, z.B. mit AntikGrpem, insbesondere monokionalen Antik&rpern, oder mit Anhydrochymotrypsin oder
Thrombin gekuppelt an sinen geeigneten Triger zur Affinitdtschromatographie, oder durch weitere, insbe-
sondere aus der Literatur bekannte Verfahren.

Beispielsweise umfasst die Isolierung der exprimierten Eglin-Mutanten die folgenden Stufen:
Abtrennung der Zellen aus der Kulturldsung mittels Zentrifugation, Herstellung eines Rohextrakts durch
Zerstbren der Zellen, z.B. mittels einer Dyno-Mill, Abzentrifugieren der unléslichen Bestandteile; Ausfillen
der bakteriellen Proteine mittels 1%iger Essigsdure, Gelfiltration an Sephadex G50 (oder G75), und
gegebenenfalls Umkehrphasen-HPLC. Die Entsalzung erfolgt beispielsweise an Sephadex G25.

Zum Nachweis der Eglin-Mutanten kann der Test mit Anti-Eglin-Antikbrpern, wie aus Kaninchen
erhiltlichen polyklonalen AntikSrpern oder aus Hybridomazellen erh#itlichen monoklonalen AntikSrpern, z.B.
die von Hybridoma-Zellinien 299518-20 (CNCM 1-361), 289820-1 (CNCM 1-362) oder 299520-10 (CNCM |-
363) ausgeschiedenen monoklonalen Antikdrper, oder die Hemmung der Zielproteasen, z.B. Humanlsukozy-
ten-Elastase (HLE) oder Cathepsin G (Cat G) [vgl. U. Seemllller et al., Hoppe-Seyler's Z. physiol. Chem.
358, 1105 (1977); U. Seamliller et al., Meth. Enzym. 80, 804 (1981)] herangezogen werden.

Ein verfahrensgemiss erhiltliches Gemisch von Verbindungen der Formel |, beispielsweise bestehend
aus Verbindungen der Formel I, worin R entweder H oder Acetyl bedeutet, kann in an sich bekannter Weise
in die einzelnen Komponenten aufgetrennt werden. Geeignete Trennverfahren sind beispielsweise chroma-
tographische Verfahren, z.B. Adsorption-Chromatographie, lonenaustauschchromatographie, HPLC oder
reversed-phase HPLC, ferner multiplikative Verteilung oder elektrophoretische Methoden, z.B. Elektrophore-
se an Celluloseacetat oder Gelelekirophorese, insbesondere Polyacrylamid-Gelslekirophorese ("PAGE™).

Je nach Arbeitsweise erhdlt man die erfindungsgeméssen Verbindungen in freier Form oder in Form
von Sdureadditionssalzen, inneren Salzen oder Salzen mit Basen. Aus den SZureadditionssalzen k8nnen in
an sich bekannter Weise die freien Verbindungen gewonnen werden. Von letzteren wiederum lassen sich
durch Umsetzen mit S&uren oder Basen, z.B. mit solchen, die die obengenannten Salze bilden, und
Eindampfen oder Lyophilisieren therapeutisch annehmbare S#ureadditionssalze oder Metallsalze gewinnen.
Die inneren Salze k&nnen durch Einstellen des pH auf einen geeignsten Neutralpunkt gewonnen werden.

Pharmazeutische Préparate

Die neuen Eglin-Mutanten der Formel | weisen wertvolle pharmakologische Eigenschaften auf und
kénnen bei der Prophylaxe oder Therapie von Krankheitszustinden, die den Einsatz von Protease-
Inhibitoren erfordern, angewendet werden.

Die neuen Eglin-Mutanten weisen als Protease-Inhibitoren ein Wirkungsprofil auf, welches sich von
demjenigen der natlirlichen Egline B und C dadurch unterscheidet, dass die Inhibitionswirkung gegenliber
bestimmten Proteasen verstéirkt wird bzw. bestimmte von den natiirlichen Eglinen nicht inhibierte Proteasen
stark inhibiert werden, wihrend die Inhibitionswirkung gegeniiber einigen natlirlichen Zielproteasen der
Egline, wie z.B. Granulozyten-Elastase, abgeschwécht wird oder verschwindet. So weisen beispielsweise
Verbindungen der Formel |, worin R Wasserstoff oder Acetyl ist, W Tyr oder His bedeutet, X Pro ist, Y flir
Met steht und Z Asp ist, eine gegenliber den natlirlichen Eglinen verstirkte Inhibition der humanen und
tierischen Granulozyten-Elastase auf und k&nnen dementsprechend wie die natlirlichen Egline z.B. bei der
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Behandlung von Lungenemphysem, ARDS ("acute respiratory distress syndrome"”), septischem Schock,
rheumatischer Arthritis und Mucoviscidose Verwendung finden Verbindungen der Formel |, worin R und W
die unter Formel | angegebenen Bedeutungen haben, X Thr ist, Y Arg oder Lys bedeutet und Z Asp ist,
besitzen im Gegensatz zu den natlirlichen Eglinen eine ausgepréigte Inhibitionswirkung auf Trypsin und nur
noch eine geringe Wirkung gegenliber Granulozyten-Elastase und Cathepsin G. Dies trifft insbesondere auf
die Verbindung der Formel | zu, worin R Acety! ist, W Tyr bedeutet, X Thr ist, Y flir Arg steht und Z Asp
bedeutet. Solche Verbindungen knnen, in Analogie zu Aprotinin, z.B. zur Behandlung der Pankreatitis und
des traumatischen, pankreatogenen und h#morrhagischen Schocks eingesetzt werden. Verbindungen der
Formetl |, worin R, W und X die unter Formel 1 angegebenen Bedsutungen haben, Y Arg oder Lys ist und Z
flir Asp steht, weisen eine ausgeprégte Inhibitionswirkung gegenliber Thrombin auf und k&nnen, vorzugs-
weise in Kombination mit Antithrombin-lll, z.B. zur Behandlung von Thrombosen, Thromboembolien,
septischem und postiraumatischem Schock und Verbrauchskoagulopathien verwendet werden.

Die Erfindung betrifft ebenfalls pharmazeutische Zusammensetzungen, welche wenigstens eine der
erfindungsgeméssen Verbindungen oder deren pharmazeutisch annehmbaren Salze, gegebenenfalls zu-
sammen mit einem konventionellen pharmazeutisch annehmbaren Tréger und/oder Hilfsstoffen, enthalten.

Diess Zusammensetzungen kdnnen insbesondere bei den oben angegebenen Indikationen Verwendung
finden, wenn sie z.B. parenteral, wie intravends, intracutan, subcutan oder intramuskuldr, oder topisch
verabreicht werden.

Die Erfindung betrifft ebenfalls die Verwendung der erfindungsgeméissen neuen Verbindungen und
diese enthaltende pharmazeutische Zusammensetzungen flir die prophylaktische und therapeutische Be-
handlung des menschlichen und tierischen K&rpers, insbesondere bei den oben angegebenen Krankheits-
bildern.

Die Dosierung héngt in erster Linie von der spezifischen Verabreichungsform und vom Zweck der
Therapie bzw. Prophylaxe ab. Die Gr&sse der Einzeldosen sowie das Verabreichungsschema kann am
besten anhand einer individusllen Beurteilung des jewseiligen Krankheitsfalles bestimmt werden; die dazu
erforderlichen Methoden zur Bestimmung von relevanten Faktoren, wie Blutfaktoren, sind dem Fachmann
gelaufig.

Im Falle von Thrombin-inhibierenden Eglin-Mutanten liegt bei siner Injektion die therapeutisch wirksame
Menge im Dosisbereich von etwa 0,005 bis etwa 0,1 mg/kg KSrpergewicht. Bevorzugt ist der Bersich von
etwa 0,01 bis etwa 0,05 mg/kg K8rpergewicht. Die Verabreichung erfolgt durch intraven$se, intramuskuléire
oder subcutane Injektion. Dementsprechend enthalten pharmazeutische Préparate zur parenteralen Verab-
reichung in Einzeldosis-Form in Abh#ngigkeit von der Applikationsart pro Dosis etwa 0,4 bis stwa 7,5 mg
der erfindungsgeméssen Verbindung. Neben dem Wirkstofi enthalton diese pharmazeutischen Zusammen-
setzungen Ublicherweise noch einen Puffer, z.B. einen Phosphatpuffer, der den pH-Wert zwischen etwa 3,5
und 7 halten soll, und ferner Natriumchlorid, Mannit oder Sorbit zur Einstellung der Isotonie. Sie k&nnen in
gefriergetrockneter oder geldster Form vorliegen, wobei L&sungen mit Vorteil ein antibakteriell wirkendes
Konservierungsmittel, z.B. 0,2 bis 0,3 % 4-Hydroxybenzoeséuremsthylosteroder -ethylester, enthalten
kénnen.

Ein Préparat fiir die topische Anwendung von Thrombin-inhibierenden Eglin-Mutanten kann als wissrige
Losung, Lotion oder Gelee, dlige Losung oder Suspension, oder fetthaltige oder insbesondere Emulsions-
Salbe vorliegen. Ein Priparat in Form einer wissrigen L3sung erhdit man beispielsweise dadurch, dass
man die erfindungsgeméssen Wirkstoffe oder ein therapeutisch annehmbares Salz davon in einer wissrigen
Pufferidsung von pH 4 bis 8,5 16st und gewilinschienfalls einen weiteren Wirkstoff, z.B. ein Antiinflammatori-
kum, und/oder ein polymeres Hafimittel, z.B. Polyvinylpyrrolidon, und/odér ein Konservierungsmittel zufligt.
Die Konzentration des Wirkstoffs betréigt etwa 0,1 bis etwa 1,5 mg, vorzugsweise 0,25 bis 1,0 mg, in 10 mi
einer L&sung bzw. 10 g eines Gelees. Eine blige Applikationsform flir die topische Verabreichung erhélt
man beispielsweise durch Suspendieren der erfindungsgeméssen Wirkstoffe oder eines therapeutisch
annehmbaren Salzes davon in einem Osl, gegebenenfalls unter Zusatz von Quellmitteln, wie Aluminjums-
tearat, und/oder grenzflichenaktiven Mitteln (Tensiden), deren HLB-Wert ("hydrophilic-lipophilic-balance™)
unter 10 liegt, wie FetisZiuremonosster mehrwertiger Alkohole, z.B. Glycerinmonostearat, Sorbitanmonolau-
rat, Sorbitanmonostearat oder Sorbitanmonooleat. Eine fetthaltige Salbe erhélt man z.B. durch Suspendieren
der erfindungsgeméssen Wirkstoffe oder deren Salze in einer streichbaren Fetigrundlage, gegebenenfalls
unter Zusatz eines Tensids vom HLB-Wert unter 10. Eine Emulsionssalbe erhilt man durch Verreiben einer
wissrigen Losung der erfindungsgeméssen Wirkstoffe oder deren Salze in einer weichen, streichbaren
Fettunterlage unter Zusatz eines Tensids, dessen HLB-Wert unter 10 liegt. Alle diese topischen Applika-
tionsformen kdnnen auch Konservierungsmittel enthalten. Die Konzentration des Wirkstoffes betréigt etwa

0,1 bis etwa 1,5 mg, vorzugsweise 0,25 bis 1,0 mg, in etwa 10 g der Grundmasse.
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Die Verabreichung von Elastase-inhibierenden Eglin-Mutanten erfolgt durch intravendse Injektion oder
intrapulmonal, durch Inhalation, z.B. mit einem Bird-Ger4t. Dementsprechend enthalten pharmazeutische
Préparate zur parenteralen Verabreichung in Einzeldosis-Form in Abhéngigkeit von der Applikationsart pro
Dosis etwa 10 bis 50 mg der erfindungsgeméssen Verbindungen. Neben dem Wirkstoff enthalten diese
pharmazeutischen Zusammensetzungen Ublicherweise noch Natriumchlorid, Mannit oder Sorbit zur Einstel-
lung der Isotonie. Sie kdnnen in gefriergetrockneter oder gelSster Form vorliegen, wobei L8sungen mit
Vorteil ein antibakteriell wirkendes Konservierungsmittel, z.B. 0,2 bis 0,3 %.4-Hydroxybenzoesiure-methyle-
ster oder -ethylester, enthalten kénnen.

Préparate flr die topische Anwendung von Elastase-inhibierenden Eglin-Mutanten entsprechen weitge-
hend den oben beschriebenen.

Inhalationspréparate flir die Behandlung der Atemwege durch intrapulmonale Verabreichung sind z.B.
Aerosole oder Sprays, weiche den pharmakologischen Wirkstoff in Form von Tropfen einer L&sung oder
Suspension verteilen kdnnen. Priparate, in welchen der pharmakologische Wirkstoff in L8sung vorliegt,
enthalten ausser diesem ein geeignetes Treibmittel, ferner, falls notwendig, ein zusitzliches L&sungsmittel
und/oder einen Stabilisator. Anstelle des Treibgases kann auch Druckluft verwendet werden, wobei diese
mittels einer geeigneten Verdichtungs- und Entspannungsvorrichtung nach Bedarf erzeugt werden kann.
Besonders geseignet flir die Verabreichung sind Bird-Beatmungsgeréte, welche in der Medizin eingeflihrt
und bekannt sind; dabsei wird eine L8sung des Wirkstoffs ins Gerét gegeben und mit leichtem Useberdruck
vernebelt und in die Lunge des beatmeten Patienten gebracht.

Bei Elastase-inhibierenden Eglin-Mutanten betriigt die Dosierung je nach Alter, individuellem Zustand
und Art der Erkrankung bei einem Warmbilliter (Mensch oder Tier) von etwa 70 kg Gewicht bei intrapulmo-
naler Verabreichung etwa 10 bis efwa 30 mg pro Inhalation (ein- bis zwsimal tiglich) und bei intraven8ser
Verabreichung, z.B. auch durch Dauerinfusion, bei etwa 10 bis etwa 1000 mg pro Tag. Therapeutisch
wirksame Sputum- und Plasmakonzentrationen, welche mittels immunologischer Verfahren, wie ELISA,
bestimmt werden k&nnen, liegen zwischen 10 und 100 n.g/mi (ca. 1 bis 10 LMol/).

Die Verabreichung von Trypsin-inhibierenden Eglin-Mutanten erfolgt z.B. durch parenterale, wie intrave-
ndse, intramuskulre oder subcutane, Injektion. Die therapeutisch wirksame Menge liegt im Dosisbereich
von etwa 1 bis 20 mg Wirkstoff’kg KSrpergewicht. Die pharmazeutischen Priparate enthalten den Wirkstoff
in einer Konzentration von ca. 0,1 bis ca. 100 mg/ml L&sung. Neben dem Wirksioff enthalten diese
pharmazeutischen Préparate noch einen Puffer, z.B. einen Phosphatpuffer (siehe oben), sowie Natriumchlo-
rid, Mannit oder Sorbit zur Einstellung der Isotonie.

Schédlingsbekdmpfungsmittel

Die neuen Eglin-Mutanten der Formel | knnen auch als Proteinase-Inhibitoren in der Schidlingsbe-
kimpfung bei Pflanzen Einsatz finden. Von den natlirlicherweise in verschiedenen Pflanzenarten vorkom-
menden Serinprotease-Inhibitoren wird angenommen, dass sie einen effizienten Schutz gegen phytopatho-
gene Insekten, Pilze und andere Mikroorganismen darstellen, indem sie die Serinproteasen in den
genannten Organismen hemmen. Darliber hinaus k&nnen sowohl monokotyle als auch dikotyle Pflanzen mit
einer DNA, die fiir einen heterologen Protease-Inhibitor wie z.B. flir Eglin B oder C oder flir eine Eglin-
Mutante der Formel | kodiert, transformiert werden. Die Expression der entsprechenden aktiven Proteinase-
Inhibitoren verleiht den transformierten Pflanzen Schutz gegenliber dem Befall mit Phytopathogenen.

Zur Transformation von Pflanzen mit geeigneten Expressionsvektoren, die eine flir eine erfindungsge-
misse Verbindung kodierende DNA und Expressions-Kontrollsequenzen enthalten, stehen an sich bekannte
Methoden zur Verfligung wie z.B. die Kokultivierung von Protoplasten oder isolierten Gewebestlicken mit
Agrobakterien, welche die entsprechenden Vektoren enthalten und der anschliessenden Regeneration zu
kompletten Pflanzen oder die Usberiragung von Vektoren mit Hilfe von geeigneten, gegebenenfalls
modifizierten Viren, wie z.B. TMV (Tabak Mosaik Virus) oder CaMV ("cauliflower mosaic virus"). Weitere
Methoden sind z.B. die direkte Uebertragung von isolierter DNA (bevorzugt ein Fall von monokotylen
Pflanzen wie Mais, Hafer, Gerste, Reis, Sorghum, Weizen, Zuckerrohr und anderen) mit Hilfe von PEG,
durch Elektroporation, durch Mikroinjektion von DNA in isolierte Protoplasten, Pflanzenkalli oder Embryonen
oder durch "microprojectile bombardment” und andere.

Zur Transformation in Pflanzen eignen sich DNA-Moleklile, die flir eine der erfindungsgeméssen
Verbindungen kodieren. Bevorzugt sind solche DNA-Molekile, die fiir eine Eglin-Mutante der Formel |,
worin R Acetyl ist, W Tyr bedeutet, X Thr ist, Y fiir Arg steht und Z Asp bedeutet, kodieren. Die protease-
inhibierende Wirkung der entsprechenden bevorzugten Eglin-Mutante kann in Versuchen mit dem Maispat-
hogen Diabrotica virgifera ("western corn root worm") getestet werden. Zusatz der bevorzugten Eglin-
Mutante zu Homogenaten aus Darmgewebe des Pathogens flihrt zu einer starken Hemmung der proteolyti-
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schen Akfivitét.

Die Erfindung betrifft insbesondere die in den Beispielon beschriebenen Eglin-Mutanten, die dafiir
kodierenden DNAs, solche DNAs enthaltende Expressionsplasmide, solche Expressionsplasmide enthalten-
de Wirtsmikroorganismen und die beschriebenen Verfahren zu deren Herstellung.

Die folgenden Beispiele dienen zur WMustration der Erfindung und sollen sie in keiner Weise einschrén-
ken.

Experimenteller Teil

Beispiel 1: M13 Klonierung des Eglin C-Gens

Aus 10 n.g des Plasmids pML 147 werden durch Verdauung mit den Restriktions-Endonucleasen EcoRI
und BamHI und anschliessende Elekirophorese in 1,5 % niedrigschmelzender Agarose ca. 0,5 iig des 230
bp grossen EcoRI-BamHI-Fragmentes (enthilt das vollstdndige Eglin C-Gen) isoliert. Dieses DNA-Fragment
(10 ng) wird mit 40 ng M13mp8 DNA (vorverdaut mit EcoR! und BamHl) gemischt und in 50 mM Tris-HC!
pH 7.4, 10 mM MgCl, 10 mM ATP, 10 mM Dithiothreitol in Anwesenheit von 0,125 Einhsiten T,-DNA-
Ligase in einem Volumen von 15 ul inkubiert [Zoller et al., Methods Enzym. 100, 468-500 (1983)]. Die
entstandene Lsung wird zur Transformation des E. coli-Stammes JM101 (Zoller et ot al, s.0. ) verwendet.

Die Transformationsmischung wird auf X-Gal (IPTG Indikator)-Agar Platten ausgestrichen (Zoller et al.,,
$.0.). Man erhilit 40 blaue (Wildtyp) und 650 farblose Plaques.

Beispiel 2: Herstellung von M13mp8 Einzeistrang-DNA

2 ml einer Kultur von E. coli JM101 (gewachsen in L-Medium: 10 g Bacto-Tryptone, 5 g Bacto-
Hefeextrakt, 5 g NaCl, 5 g Glucose, 0,1 g Ampicillin pro 1 |, bis zu einer ODs23 = ca. 0,5) werden mit
einem farblosen Plaque (gepickt von der Agar Plaite, sishe Beispiel 1) Uberimpft und ca. 4-5 Stunden bei
37°C, 180 upm gehalten. Anschliessend wird die gewachsene Kultur 5 Minuten in einer Eppendorf-
Zentrifuge zentrifugiert. Der Useberstand wird in ein frisches ZentfrifugenrShrchen Uberfllhrt, nochmals
zentrifugiert und mit 200 i1l 20 % Polyithylenglykol, 1,5 M NaCl versetzt, 20 Minuten bei Raumtemperatur
gehalten und anschliessend erneut zentrifugiert. Der Ueberstand wird verworfen und das Pellet in 100 1l 50
mM Tris-HCI pH 7,8, 1 mM EDTA (TE) aufgeldst. Die Mischung wird mit 50 Ll Phenol/TE gemischt (15
Minuten bei Raumtemperatur) und dann 5 Minuten in der Eppendorf-Zentrifuge zentrifugiert. 100 wl vom
Ueberstand werden mit 10 wl Natriumacetat pH 6 und 3 Volumen absolutem Ethanol (250 w.l) versetzt, liber
Nacht bei -20°C gehalten und dann 10 Minuten wie oben zentrifugiert. Das Pellet wird mit 1 ml 80 %
Ethanol gewaschen und erneut zentrifugiert. Das Pellet wird 10 Minuten bei Raumtemperatur getrocknet
und dann in 50 il TE geldst. Die Losung enthélit ca. 5 Lg M13 mp8 Einzelstrang DNA.

Bsispiel 3: Herstellung des fiir [Arg45]-Eglin C kodierenden Gens

a. Kinasierung des mutagenen Oligonucleotids

FUr die Mutagenaese wird durch chemische Synthese folgendes Oligonucleotid hergestelit:

- *
5'~-dCTCCTTGTTACTCGGGACC-3"*

10 wul des Oligonucleotids (1 OD/ml = 500 ng) werden in 20 .l 0,07 M Tris-HCI pH 7,6, 0,01 M MgClz, 50
mM Dithiothreitol mit [y->2PJATP und T Polynucleotid-Kinase (Boshringer) kinasiert [vgl. Molecular Cloning,
A Laboratory Manual, ed. T. Maniatis et al., S. 125] Das kinasierte Oligonucleotid wird in 10 ul TE (50 ng/ul)
golbst.
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b. Mutation des Eglin C Gens

3'~GA GGA CAA TGA GAC CTG G-5'
' * ' (1)
+ 5"'=CT CCT GTT ACT CGG GAC C-3
(0ligo-primer)

|

5'=CT CCT GTIT ACT CgG GAC C-3' (ID)
3'~GA GGA CAA TGA GAC CTG G-5'
l Mutation
“2pro Val Thr Arg Asp
5'-CT CCT GIT ACT CGG GAC C-3'
3'-GA GGA CAA TGA GCC CIG G-5'

(1I11)

SCHEMA DER MUTATION

1 g der M13mp8 Einzelstrang-DNA wird mit 50 ng des kinasierten Oligonucieotid-Primers in 10 1l 50
mM Tris-HCl pH 7,8, 100 mM MgCl: bsi 45°C (30 Minuten) und dann bei Raumtemperatur (5 Minuten)
gehalten ("annealing™). Dann werden zu dieser Mischung gegeben:
je 1 ul 10 mM dATP, dGTP, dCTP, dTTP,

1 1l T4-DNA-Ligase

2 111 50 mM Dithiothreitol

1 ul 10 mM ATP

1 1l 5 mg/ml Gelatine

1 11 10 x konz. Klenow-Puffer (0,66 M Tris-HC| pH 7,8, 50 mM MgClz>, 50 mM Dithiothreitol)

1 1l DNA-Polymerase (Klenow Fragment) = 2,5 Einheiten
Die Mischung wird 5§ Minuten bei 22*C und dann 16 Stunden bei 15°C gehalten und schliesslich in 1 %
Agarose elektrophoretisch aufgetrennt. Die entstandene zirkuldre, doppeistringige DNA wird mit Ethidium-
bromid sichtbar gemacht und aus dem Gel durch Elektroslution isoliert (ca. 10 ng in 15 i TE).

5 ul (= ca. 3,5 ng) der auf disse Weise gewonnenen DNA werden in den E. coli-Stamm JM101
transformiert und auf X-Gal/iPTG Indikatorplatten ausgestrichen (sishe Beispiel 1). Ca. 100 farblose Plaques
werden erhalten.

40 dieser Plaques werden zur Animpfung einer 2 ml E. coli JM101-Kultur verwendet (siehe Beispiel 2). Die
E. coli Zellen werden nach der Kultivierung (Beispiel 2) vom Ueberstand (enthiit Phagen und Einzelstrang-
DNA, das Zellpeliet enthiit bereits die entsprechende, mutierte Doppelstrang-DNA) abzentrifugiert.

Je 50 1l der 40 Phagen-Usberstinde werden {ber Nitrozelluloss filtriert, gewaschen (2 x TE), 2 Stunden
bei 80°C im Vakuum gehalten und nach Southern [J. Mol. Biol. 98, 503-517 (1975)] mit dem Oligonucleo-
tid-Primer als radioaktiver Sonde auf das Vorhandensein der mutierten DNA-Sequenz (Jil, sishe Schema)
geprlift (Hybridisierung). Daraus resultieren 12 potentielle, das [Arg45]-Eglin C-Gen enthaltende Phagen-
Uibersténde.

Vier dieser positiven Phagentiberstéinde werden verdiinnt (ca. 1:10°%), mit E. coli Stamm JM101 gemischt
und auf Indikator-Agar ausgestrichen. Phagen aus je drei der entstandenen Plagues werden isoliert. Wie
oben beschrieben wird daraus die Einzelstrang-DNA isoliert. Diese 12 Einzelsirang-DNAs werden nach
Sanger [Science 214, 1205 (1981); Proc. Natl. Acad. Sci. USA 74, 5463 (1977)] sequenziert. Alle 12
Einzelstrang-DNAs zeigen die gewilinschte, mutierte Eglin C-Sequenz.

Aus den entsprechenden E. coli-Zellpellets (sishe oben) wird daraufhin in einer Minipriparation die
betreffende, mutierte Doppelstrang-DNA ([Arg45]-Eglin C-Gen im Plasmid M13mp8) hergestelit.

Durch Restriktions-Verdau mit den Restrikiionsendonucleasen EcoRl und BamHI wird das das mutierte Gen
enthaltene EcoRl-BamHl-lnsert aus dem Vekior herausgeschnitten,  isoliet und in den Vektor
pHRi148/EcoRl/BamHI (Europiische Patentanmeldung Nr. 146785) kloniert. Das daraus entstandene Plas-
mid pJB618 wird isoliert und in den E. coli-Stamm HB101 fransformiert. Der mit dem Plasmid pJB618
transformierte Stamm wird als E. coli HB101/pJB618 bezeichnet.

10
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Beispiel 4: Herstellung des flir [Pro44]-Eglin C kodierenden Gens

in analoger Weise wie in Beispiel 3 beschrieben wird die [Thr44]->[Pro44]-Mutation durchgeflihrt. Das
verwendete mutagene Oligonucieotid hat folgende Struktur

*
5'-CT CCT GIT CCT CTG GAC-3'

Die Mutation des Eglin C Gens ist im folgenden Schema dargestellit.

3'-GA GGA CAA TGA GAC CTG-5'

. * (D)
+ 5'-CT CCT GTT CCT CTG GAC-3'
(Oligo-primer)

. *
5'-CT CCT GTT CCT CTG GAC-3'
3'-GA GGA CAA TGA GAC CTG-5'
Mutation

(II)

*2Pro Val Pro Leu Asp _
5'-CT CCT GTT CCT CTG GAC-3'

3'-GA GGA CAA GGA GAC CTG-5'

(II1)

Bei der Aufarbeitung des Mutationsgemisches werden 18 potentislie [Pro44]-Eglin C-Mutanten srhalten.
Durch Klonierung der [Pro44]-Eglin C-DNA in den Vektor pHRi148/EcoRlVBamHI erhdlt man in analoger
Weise, wie in Bsispiel 3 beschrieben, das Plasmid pJB591. Der mit diesem Plasmid transformierte E. coli
HB101-Stamm wird als E. coli HB101/pJB591 bezeichnet.

Beispiel 5: Herstellung des fiir [Arg.45,Ser46]-Eglin C kodierenden Gens

in analoger Weise wie in Beispiel 3 beschrieben wird die [Leud5,Asp46]-[Arg45,Ser46]-Mutation
durchgeflihrt. Das verwendete mutagene Oligonucleotid hat folgende Struktur

*kk Jok
5'-GTA ACG CAG AGA ACG AGT AAC AGG-3'

11
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Die Mutation des Eglin C Gens ist im folgenden Schema dargestelit.

3'-CAT TGC GTC CAG GIC TCA TTG TCC-5'

' Sedde ke (0
+ 5'~GTA ACG CAG AGA ACG AGT AAC AGG-3'

(0ligo-primer)

l

kk k
5'-GTA ACG CAG AGA ACG AGT AAC AGG-3'
3'-CAT TGC GTC CAG GIC TCA TTG TCC-5'
l Mutation

(11)

5'-GTA ACG CAG AGA ACG AGT AAC AGG-3'
3'-CAT TGC GTC TCT TGC TCA TITG TCC-5'
w7 "3
Leu Ser Arg Thr Val

(I11)

Bei der Aufarbeitung des Mutationsgemisches werden 12 potentielle [Arg45,Ser46])-Eglin C-Mutanten
erhalten.

Durch Klonierung der [Arg45,Ser46]-Eglin C-DNA in den Vekior pHRi148/EcoRi/BamHI erhélt man in
analoger Weise wie im Beispiel 3 beschrieben das Plasmid pML147/b. Der mit diesem Plasmid transfor-
mierte E. coli HB101-Stamm wird als E. coli HB101/pML147/b bezsichnet.

Beispiel 6: Kultivierung der transformierten E. coli-Stimme

Die transformierten E. coli HB101-Stémme werden Uiber Nacht bei 37°C und 250 upm in § ml| L-
Medium (siche Beispiel 2) kultiviert. 1 ml dieser Uebernachtkultur wird dann in 25 ml M9-Medium
Ubertragen. M9-Medium ist wie folgt zusammengesetzt (pro 1 I):

NazHPO4+7H20 | 13,25g
KHz PO, 30g
NaCl 05 g
NH, Cl 109
CaClz «2H20 0015¢g
MgS04 +7H20 0,259
Casaminos&uren 25¢g
Vitamin By 0,0099 g
Glucose §0g
Ampicillin 01g

Es wird bei 37°C und 250 upm kultiviert. Nach 8-10 Stunden hat die Kultur den h&chsten Titer an Eglin
C-Mutanten fbestimmt anhand der Messung der Protease Humanleukozyten-Elastase nach U. Seemiller st
al., Hoppe-Seyler's Z. Physiol. Chem. 358, 1105 (1977)] errsicht.

Beispiel 7: Isolierung und Reinigung der Eglin-Mutanten

Die Uberproduzierenden E. coli-Zellen werden mechanisch mit Hilfe sinor Dyno-Mill aufgebrochen. Die
Zelltrimmer werden in einer Sorval-Zentrifuge bei 9000 upm in 30 Minuten abzentrifugiert.
Auf Grund der hohen Stabilitét der Eglin-Mutanten gegeniiber S8uren kann der grésste Teil der Fremdpro-
teine im Ueberstand durch Fillung mit ca. 20 % Essigstiure beseitigt werden: 10 mi 40 % wéssrige
Essigsiure werden tropfenweise innerhalb von 10 Minuten zu 100 ml Ueberstand pipettiert. Die saure
Ldsung (pH 3,4) wird 1 Stunde unter Eisklihlung gerUhrt. Die prizipitierten Fremdproteine und andere
Zellbestandisile werden in siner Sorval-Zentrifuge bei 9000 upm in 30 Minuten abzentrifugiert. Der
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Ueberstand wird {iber Nacht in einem Virtis-Freezemobile lyophilisiert.

Das eingetrocknete gelbliche Lyophilisat wird in 10 ml 10 mM Tris-HCI pH 7,8 gel8st und zur Kiérung
der L&sung kurz zentrifugiert (Sorval $834: 15000 upm, 10 Minuten). Der klare, gelbe Ueberstand wird auf
eine Aquilibrierte Sephadex G-50 superfine-Siule (Fa. Pharmacia) mit einer Lange von 100 ¢cm und sinem
Durchmesser von 2,5 cm gegeben. Eluiert wird mit 10 mM Tris-HCI pH 7,8 und einer Flussrate von max. 20
mi/h. Die Absorption des Eluats bei 280 nm wird aufgszeichnet. Es werden Fraktionen & 10 ml gesammelt.
Das Elutionsdiagramm zeigt einen hohen Peak (Fraktionen 31-40), welcher die jewsilige Eglin-Mutante
enthilt. Die Reinheit der Eglin-Mutanten in diesen Fraktionen wird durch SDS-Gelelekirophorese und HPLC
bestitigt. Nach der Gelfiltration weisen die Eglin-Mutanten eine Reinheit von ca. 98 % auf.

Die Entfernung des Puffers aus den Eglin-Mutanten-Fraktionen erfolgt mit einer AMICON-Konzentra-
tionszelle mit YM-2-Membran (MWCO 2000). Nach der Ultrafiliration werden die Proben erneut lyophilisiert.
Man erhdlt ein farbloses Pulver (ca. 260 mg/100 ml Dyno-Mill-Aufschluss), das bei -20° C gelagert wird.

Beispiel 8: Physikochemische Charakierisierung der Eglin-Mutanten

a. [Pro44]}-Eglin C

Das geméss Beispiel 7 gereinigte [Pro44]-Eglin C wird einer Molekulargewichtsbestimmung mittels
FAB-MS unterworfen. Der Molekillion-Peak [M-H*] wird bei 8130,6 ermiitsit. Demnach handelt es sich bei
dem verfahrensgeméiss erhaltenen Produkt um N-Acetyl-[Prod4]-eglin C (theoretischer Wert flir M-H*:
8130,07).

Beim tryptischen Abbau der Eglin-Mutante ergeben sich 7 Fragments, von denen sich nur das die
Mutation Thr44—Pro44 enthaltene Fragment 4 von den entsprechenden Fragmenten von N*-Acetyl-eglin C
{(vgl. Europdische Patentanmeldung Nr. 146785) unterscheidet. Die, Eglln-Mubante ist somit als N*-Acetyl-
[Pro44}-eglin C zu bezeichnen.

In der PAGE-SDS-GeIelektrophorese [vgl. UK. Laemmli, Nature 227, 680-685 (1970)] verhlt sich N*-
Acstyi-[Pro44}-eglin C wie N*-Acetyl-eglin C.

b. [Arg45]-Eglin C

Die Molekulargewichtsbestimmung des gereinigten [Arg45]-Eglin C ergibt sinen Wert von 8175,4 [M-
H*]. Somit liegt auch hier eine N-Acetyl-Verbindung vor (theorstischer Wert flir M-H*: 8175). Der enzymati-
sche Abbau mit Trypsin erbringt Klarheit, dass es sich um N*-Acetyl-[Arg45]-eglin C handelt.

In der PAGE-SDS-Gelelekirophorese verhilt sich N*-Acetyl-[Arg45]-eglin C gleichfalls wie N*-Acetyl-
eglin C.

c. [Arg45,Ser46]-Eglin C

Die Molskulargewichtsbestimmung des gereinigten [Arg45,Ser46}-Eglin C ergibt einen Wert von 8148,7
[M-H*]. Somit liegt auch hier eine N-Acetyl-Verbindung vor (theoretischer Wert flir M-H*: 8149,1). Der
tryptische Abbau der Eglin-Mutante ergibt, dass es sich um N*-Acetyl-[Arg45,Ser46]-eglin C handelt.

In der PAGE-SDS-Gelelekirophorese verhdlt sich N*-Acetyl-[Arg45,Serd6]-eglin C gleichfalls wie N*-
Acetyl-eglin C. '

Beispiel 9: Kinetische Charakierisierung der Eglin-Mutanten

Die Bestimmung der Inhibitionskonstanten K; erfolgt nach N. Braun et al. [Biol. Chem. Hoppe-Seyler
368, 299-308 (1987)] durch Messung der steady-state Reaktionsgeschwindigkeit des Freisetzens von p-
Nitroanilin aus Proteinase-Inhibitor-Substrat-Mischungen. Nur die Inhibitor-Konzentration wird variiert. Die
Freisetzung von p-Nitroanilin' wird, nachdem die Kurve ODsos vs. Zeit linear war, 10 bis 20 Minuten
aufgezeichnet. Aus den verschiedenen Sieigungen kann K; bestimmti werden. Als Proteinasen dienen
Humanleukozyten-Elastase (HLE), Chymotrypsin und Trypsin. Exemplarische Inhibitionskonstanten sind in
der folgenden Tabelle zusammgestelit:

13



10

15

20

25

30

50

55

EP 0 332 576 B1

Tabelle: Inhibitionskonstanten
a. HLE:

Eglin C [Arg45]-Eglin C
R, (M) 7,5 x 1071 1,1 x 107>

b. Chymotrypsin

K, (0 4,4 x 10710 8 x 10°°
¢c. Trypsin
Ki (M) keine Inhibition 1,3 x 10“'10

Die Ergebnisse zeigen, dass durch Austausch von Leu45 gegen Arg45 eine Eglin G-Mutante erhalten
wird, welche im Gegensatz zu natlirlichem Eglin C ein sehr starker Trypsin-Inhibitor aber nur noch ein
schwacher HLE-Inhibitor ist.

Beispiel 10: Expression von [Arg45]-Eglin C und N*-Acetyl-[Arg45]-eglin C in Hefe

Ein Vektor flir die Expression von Fremdgenen in Hefe erhilt einen starken, vorzugsweise induzierbaren
Hefe-Promotor und ein anschliessendes Transkriptions-Terminationssignal, welches mit dem Promotor
durch singuléire Restriktionsstellen verbunden ist, die die Einfligung von Fremdgenen erlauben. Weiterhin
erhilt ein Hefe-Expressionsvektor DNA-Sequenzen, die die autonome Replikation des Vektors gewihrlei-
sten und zu einer hohen Kopienzahl fllhren. Eine solche Sequenz ist vorzugsweise die Hefe 2 1. DNA.
Ferner enthilt der Vektor einen selektierbaren Marker flir Hefe, vorzugsweise das Hefe LEU2 Gen, als auch
pBR322 DNA-Sequenzen mit dem Replikationsstart und dem Ampicillin-Resisténzgen flir die Amplifikation
in E. coli. Solche Vektoren werden als "Schaukel"-Vektoren bezeichnet, da sie sowohl in Hefe als auch in E.
coli verwendet werden kSnnen.

Ein entsprechender Expressionsvektor, der sehr offizient in Hefe eingesetzt werden kann, wurde in der
Europdischen Patentanmeldung Nr. 100561 beschrieben. Die Expression von Fremdgenen erfoigt unter der
Kontrolle des regulierbaren PHO5 Promotors des sauren Phosphatase-Gens der Hefe. Der PHOS Promotor,
das Fremdgen und die PHOS Transkriptions-Terminationssignal~-Sequenzen wurden hintereinander geschal-
tet in das Plasmid pJDB207 integriert, welches die Hefe 21 DNA, das Hefe LEU2 Gen, einen E. coli
Replikationsstart sowie das Ampicillin-Resistenzgen enthélt.

Das Expressionsplasmid pJDB207R/PHO5-[Arg45]EGL wird wie folgt konstruiert:

a) Isolierung des pJDB207 Vektor-Fragmehtes

Sechs ug des Plasmids pJDB207R/IF(«-3) (EP 100561) werden mit dem Restriktionsenzym BamHI
volistindig verdaut. Die entstandenen DNA-Fragmente von 6,85 kb und 1,15 kb Gr&sse werden mit Ethanol
prézipitiert und in 400 i 50 mM Tris-HCI, pH 8,0 resuspendiert. 4,5 Einheiten alkalischer Phosphatase (aus
Ké&lberddrmen, Boehringer Mannheim) werden zugegeben, und das Gemisch wird flir 1 Stunde bei 37°C
inkubiert. Anschliessend wird die Phosphatase durch 1,5 stiindige Inkubation bei 65°C inaktiviert. Die
L&sung wird auf eine Konzentration von 150 mM NaCl singestellt und anschliessend (iber eine 100 ul DE
52 (Whatman) Anionenaustauscherséule gegeben, die mit einer Lésung von 10 mM Tris-HCI, pH 7,5, 150
mM NaCl, 1 mM EDTA equilibriert wurde. Nach Waschen mit dem gleichen Puffer wird die DNA mit 400
10 mM Tris-HCI, pH 7,5, 1,5 M NaCl, 1 mM EDTA eluiert und mit Ethanol prézipitiert. Das 6,85 kb grosse
BamHI-Fragment wird von dem kieinen Fragment in einem 0,6%-igen Gel aus niedrigschmelzender
Agarose in Tris-Borat-EDTA Puffer, pH 8,3, abgetrennt.

b) Isolierung des 534 bp grossen PHOS5 Promotor-Fragmentes

Zehn ug des Plasmids p31/R (EP 100561) werden mit den Restrikiionsenzymen EcoRI und BamHI
verdaut. Die entstandenen 3 Fragmente werden in einem 0,6%-igen Gel aus niedrigschmelzender Agarose
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in Tris-Borat-EDTA Puffer, pH 8,3, getrennt. Das 534 bp grosse BamHI-EcoRI Fragment, welches den PHO5
Promotor sowie den Transkriptionsstart enthélt, wird isoliert.

¢) Isolierung des 230 bp grossen DNA-Fragmentes, welches die kodierende Sequenz flr [Arg45])-Eglin C
enthélit

Acht 11g des Plasmids pJB618 werden mit den Restriktionsenzymen BamHl und EcoR! verdaut. Die
entstandenen 2 Fragmente werden in einem 0,6%-igen Gel aus niedrigschmelzender Agarose in Tris-Borat-
EDTA Puffer, pH 8,3, getrennt. Das 230 bp grosse Fragment wird isoliert.

d) Ligation der DNA Fragmente

Die drei unter a) - ¢) beschriehenen DNA-Fragments, die einander entsprechende {iberh&ingende Enden
besitzen, werden in einer Ligationsreaktion miteinander verknlpft. 0,1 pmol (0,45 iLg) des 6,85 kb grossen
BamHI Vektor-Fragmentes, 0,2 pmol (70 ng) des 543 bp grossen BamHI-EcoRl PHO5 Promotor-Fragmen-
tes und 0.2 pmol (29 ng) des 230 bp grossen EcoRl-BamHl-Fragmentes von pJB618 werden ligiert. Alle
drei DNA-Fragmente sind in kleinen BlScken niedrigschmelzender Agarose enthalten. Die drei Agarose-
Biscke werden vereinigt, bei 65°C geschmolzen und zweifach verdlinnt. Die Ligation wird in einem
Endvolumen von 270 ul in 60 mM Tris-HCl, pH 7,5, 10 mM MgClz, 10 mM DTT, 1 mM ATP mit 16
Einheiten T4 DNA-Ligase (Boshringer Mannheim) bei 15°C wéhrend 16 Stunden durchgeflihit. 10 ul des
Ligationsgemisches werden zu 100 wl Calcium-behandelter, kompetenter E. coli HB101 Zellen gegeben.

24 transformierte, Ampicillin-resistente Einzelkolonien werden jeweils in LB-Medium, welches 100 pg/ml
Ampicillin enthélt, kultiviert. Die Plasmid-DNA wird nach Holmes et al. [Anal. Biochem. 114, 193 (1981)]
isoliert und durch HindllI/EcoRI Doppelrestriktion analysiert. Das Aufireten eines 600 bp grossen EcoRl-
Hindlll-Fragmentes bezeichnet diejenigen Klone, welche das PHOS Promotor-[Arg45]-Eglin C-DNA-Frag-
ment in der richtigen Orientierung im Expressionsvektor integriert enthalten. Wie erwartet, enthalten 50 %
der Klone das Insert in der richtigen Orientierung. Einer dieser Klone wird iscliert und als pJDB207R/PHO5-
[Arg4S]EGL bezeichnet.

o) Transformation von Saccharomyces cerevisiae Stamm GRF18

Nach dem Transformationsprotokoll von Hinnen et al. [Proc. Natl. Acad. Sci. USA 75, 1929 (1978)] wird
das Plasmid pJDB207R/PHO5-[Arg45]EGL in Zellen von Saccharomyces cerevisiae Stamm GRF18 (a, his3-
11, his3-15, leu2-3, leu2-112, can®) transformiert. Transformierte Zellen werden auf Hefe Minimalmedium-
Platten, die kein Leucin enthalten, selektioniert. Einzelne transformierte Hefekolonien werden isoliert und als
Saccharomyces cerevisiae GRF18/pJDB207R/PHO5-[Arg45]JEGL bezeichnet.

f) Fermentation von Saccharomyces cerevisiae GRF18/pJDB207R/PHOS-[Arg45]EGL und isolierung von
[Arg45]-Eglin C und N°-Acetyl-[Arg45]}-eglin C

Saccharomyces cerevisiae GRF18/pJDB207R/PHO5-[Arg45]EGL Zellen werden in 3 | Minimalmedium
mit 0,03 g/l KH2POs in einem Mini-Bioreaktor bei 30°C kultiviert und bsi Erreichen einer Zelldichte, die
einer ODseo von 1,9 entspricht, geerntet.

[Arg45]-Eglin C und N°-Acetyl-[Arg45]-eglin C werden von den transformierten Hefozellen im Gewichts-
verhéilinis von etwa 2:1 gebildet. Beide Produkie kbnnen aus Hefezellhomogenaten entsprechend der in
Beispiel 7 flir E. coli angegebenen Methode isoliert werden.

Beispiel 11: Pharmazeutisches Préparat

Eine geméiss Beispiel 7 hergestellte, N*-Acetyl-[Arg45]-eglin C enthaltende L8sung wird gegen seine
0,9%-ige NaCl-L8sung dialysiert. Die Konzentration der L8sung wird danach durch Verdliinnen mit der
gleichen NaCl-Ldsung auf 1 mg/ml oder 10 mg/ml eingestelit. Diese L&sungen werden durch Ultrafiltration
(Membranen mit 0,22 um Poren) sterilisier.

Die sterilisiorten L&sungen sind direkt verwendbar flir die intravendise Verabreichung und flir die
Dauertropfinfusion.
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Hinterlegung von Mikroorganismen

Der Stamm E. coli HB101/pML147 wurde am 28. Januar 1988 bei der Deutschen Sammlung von
Mikroorganismen (DSM). Mascheroder Weg 1b,
5 D-3300 Braunschweig, unter der Nummer DSM 4380 hinterlegt.

Patentanspriiche
" Patentanspriiche fur folgende Vertragsstaaten : AT, BE, CH DE, FR, GB, IT, L, LU, NL, SE

10 1. Verbindungen der Formel

R—ThrGluPheGlySe:GIuLeuLyaSQtPheProGiuVaIValGlyLysThrVal
AspGlnAlaArgGluTyrPheThrLeulii s'l'ypProGlnTYrAstal—W—-PheLeuProGluGly
SerProVal=X~Y~Z-LeuArgTyrAsnArgValArgValPheTyrAsnProGlyThrAsnVal
ValAsnHiaValProHisVaiGly~OH (D,

16

T 29 worin R flir Wasserstoff oder Acstyl steht, W Tyr oder His bedeutet, X Thr, Ser oder Pro ist, Y flir Leu,
: Met, Arg, Lys, Phe, Tyr oder Trp steht und Z Asp, Glu, Gin, Asn, Ala, Ser oder Thr ist, mit der
Massgabe, dass X von Thr verschieden ist, wenn Y filr Leu steht und Z Asp ist, und Salze davon..

2. Verbindungen der Formel | gemiss Aﬁspruch 1, worin R Acetyl ist, W Tyr bedeutet und entweder X
25 Thr ist, Y Arg oder Lys ist und Z Asp, Glu, Gin, Asn, Ala, Ser oder Thr ist, oder X Pro ist, Y Met ist und
Z Asp ist, oder X Thr ist, Y Phe, Tyr, Trp oder Met ist und Z Asp ist, und Salze davon.

3. Verbindungen der Formel | gemﬁsé Anspruch 1, worin R Acety! ist, W Tyr bedeutet, X Thr ist, Y fiir Arg
steht und Z Asp oder Ser ist, und Salze davon.

-

30
4. N=-Acetyl-[Arg45])-egiin C geméss Anspruch 1.
5. Pharmazeutische Zusammensetzung enthaltend eine Verbindung der Formel | gemass Anspruch 1
oder ein pharmazeutisch annehmbares Salz davon.
35

6. Eine Verbindung der Formel | geméss Anspruch 1 oder ein pharmazeutisch annehmbares Salz davon
zur Anwendung in einem Verfahren zur prophylaktischen oder therapeutischen Behandlung des
menschiichen und tierischen Korpers.

40 7. Verfahren zur Herstellung von Verbindungen der Formel | gem#ss Anspruch 1 und ihrer Salze, dadurch
gekennzeichnet, dass man einen transformierten Wirtsmikroorganismus, der eine DNA enthilt, weiche
flr eine Verbindung der Formel | kodiert, kultiviert und die Verbindung der Formel | oder ein Salz
davon isoliert.

45 8. Eine DNA, welche eine flir eine Verbindung der Formel | geméss Anspruch 1 kodisrende DNA-Sequenz
aufweist.

9. Ein Expressionsvektor, welcher eine flir eine Verbindung der Formel 1 gemdss Anspruch 1 kodierende
und von einer Expressionskontrollsequenz kontroliisrte DNA-Sequenz enthéit.

50
10. Ein Wirtsmikroorganismus enthaltend einen Expressionsvektor geméss Anspruch 9.

11. Eine nach dem Verfahren gemé#ss Anspruch 7 erhiltliche Verbindung.
s5 12. Verfahren zur Herstellung einer DNA, walche eine fiir eine Verbindung der Formel | gem3ss Anspruch
1 kodierende DNA-Sequenz aufweist, dadurch gekennzeichnet, dass man die DNA durch chemische

Synthese herstellt oder Fragmente davon durch chemische Synthese herstellt und diese in vorherbe-
stimmteor Weise enzymatisch verknlipft, oder dass man eine filr Eglin B oder Eglin C kodierende DNA
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Hinterlegung von Mikroorganismen

Der Stamm E. coli HB101/pML147 wurde am 28. Januar 1988 bei der Deutschen Sammlung von
Mikroorganismen (DSM), Mascheroder Weg 1b,
s D-3300 Braunschweig, unter der Nummer DSM 4380 hinterlegt.

Patentanspriiche
Patentanspriiche fiir folgende Vertragsstaaten : AT, BE, CH, DE, FR, GB, IT, LI, LU, NL, SE

10 1. Verbindungen der Formel

R-ThrGluPheGlySerGluLeuLysSerPheProGluvValvValGlyLysThrVal
AspGlnAlaArgGluTyrPheThrLeuli s'l‘y_t:PtoclnTyrAai:Val-W-PbeLeuProGluGly
SerProVal=X~Y-Z-LeuArgTyrAsnArgValArgValPheTyrAsnProGlyThrAsnVal
ValAsnHisValProHisValGly~OH (I,

15

Vzo worin R flir Wasserstoff oder Acetyl steht, W Tyr oder His bedsutet, X Thr, Ser oder Pro ist, Y flr Leu,
Met, Arg, Lys, Phe, Tyr oder Trp steht und Z Asp, Glu, Gin, Asn, Ala, Ser oder Thr ist, mit der
Massgabe, dass X von Thr verschieden ist, wenn Y flr Leu steht und Z Asp ist, und Salze davon.

2. Verbindungen der Formel | gem&ss Anspruch 1, worin R Acetyl ist, W Tyr bedeutet und entweder X
25 Thr ist, Y Arg oder Lys ist und Z Asp, Glu, Gin, Asn, Ala, Ser oder Thr ist, oder X Pro ist, Y Met ist und
Z Asp ist, oder X Thr ist, Y Phe, Tyr, Trp oder Met ist und Z Asp ist, und Salze davon.

8. Verbindungen der Formel | gemé#ss Anspruch 1, worin R Acetyl ist, W Tyr bedeutet, X Thr ist, Y flr Arg
W steht und Z Asp oder Ser ist, und Salze davon.
30
4. N=Acetyl-[Arg45]-eglin C geméss Anspruch 1.

5. Pharmazeutische Zusammensetzung enthaltend eine Verbindung der Formel | gem3ss Anspruch 1
oder ein pharmazeutisch annehmbares Salz davon.
85
6. Eine Verbindung der Formel | gem#ss Anspruch 1 oder ein pharmazeutisch annehmbares Salz davon
zur Anwendung in einem Verfahren zur prophylaktischen oder therapeutischen Behandlung des
menschlichen und tierischen K&rpers.

40 7. Verfahren zur Herstellung von Verbindungen der Formel | gemiiss Anspruch 1 und ihrer Salze, dadurch
gekennzeichnet, dass man einen transformierten Wirtsmikroorganismus, der eine DNA enthZlt, welche
fiir eine Verbindung der Formel | kodiert, kultiviert und die Verbindung der Formel | oder ein Salz
davon isoliert.

45 8. Eine DNA, welche sine flir eine Verbindung der Formel | gem&ss Anspruch 1 kodierende DNA-Sequenz
aufweist.

9. Ein Expressionsvektor, welcher eine flir eine Verbindung der Formsl | gemidss Anspruch 1 kodierende
und von einer Expressionskontrolisequenz kontrollierte DNA-Sequenz enthélt.
50 _
10. Ein Wirtsmikroorganismus enthaltend einen Expressionsvektor gem#ss Anspruch 9.

11. Eine nach dem Verfahren geméss Anspruch 7 erhiltliche Verbindung.
65 12, Verfahren zur Herstellung einer DNA, welche eine flir eine Verbindung der Formel | gemidss Anspruch
1 kodierende DNA-Sequenz aufweist, dadurch gekennzeichnet, dass man die DNA durch chemische

Synthese herstslit oder Fragmente davon durch chemische Synthese herstelit und diese in vorherbe-
stimmter Weise enzymatisch verknlipft, oder dass man eine fiir Eglin B oder Eglin C kodierende DNA

16



10

15

20

30

35

50

65

13.

14.

wosmens (VNN

in einem oder mehreren Schritten mutiert.

Verfahren zur Herstellung eines Expressionsvektors, welcher eine flir eine Verbindung der Formel |
gomiss Anspruch 1 kodierende und von einer Expressionskontrolisequenz kontrollierte DNA-Sequenz
enthélt, dadurch gekennzeichnet, dass man in eine Vekior-DNA, welche eine Expressionskontrolise-
quenzenthilt, eine flir die Verbindung der Formel 1 kodierende DNA-Sequenz derart einfiigt, dass die
Expressionskontrolisequenz besagte DNA-Sequenz reguliert.

Verfahren zur Herstellung eines Wirtsmikroorganismus, welcher einen nach dem Verfahren geméss
Anspruch 13 erhidltlichen Expressionsvektor enthélt, dadurch gekennzeichnet, dass man eine Wirtszelle
mit einem Expressionsvekior, der sine von einer Expressionskontrollsequenz regulierte, flr eine
Verbindung der Formel | kodierende DNA-Sequenz enthiilt, transformiert.

Patentanspriiche fur folgende Vertragsstaaten : ES, GR

1.

Verfahren zur Herstsllung von Verbindungen der Formel

R=-ThrGluPheGlySerGluLeuLysSerPheProGluValValGlyLysThzVal
AspGlnAlaArgGlu'.l;erheThrLeuHisTerroGln'l.‘ytAspVal-w-PheLeuProGluGly
SerProVal=X-Y=Z~LeuArgTyrAsnArgValArgValPheTyrAsnProGlyThrAsnVal
ValAsnHisValProHisValGly-OH (1),

worin R flr Wasserstoff oder Acetyl steht, W Tyr oder His bedeutet, X Thr, Ser oder Pro ist, Y flir Leu,
Met, Arg, Lys, Phe, Tyr oder Trp steht und Z Asp, Glu, Gin, Asn, Ala, Ser oder Thr ist, mit der
Massgabe, dass X von Thr verschieden ist, wenn Y flir Leu steht und Z Asp ist, und Salzen davon,
dadurch gekennzeichnet, dass man einen transformierton Wirtsmikroorganismus, der eine DNA enthilt,
welche flir eine Verbindung der Formel | kodiert, kultiviert und die Verbindung der Formel | oder ein
Salz davon isoliert.

Verfahren zur Herstellung von Verbindungen der Formel | gem#ss Anspruch 1, worin R Acetyl ist, W
Tyr bedeutet und entweder X Thr ist, Y Arg oder Lys ist und Z Asp, Glu, Gin, Asn, Ala, Ser oder Thr
ist, oder X Pro ist, Y Met ist und Z Asp ist, oder X Thr ist, Y Phe, Tyr, Trp oder Met ist und Z Asp ist,
und Salzen davon.

Verfahren zur Herstellung von Verbindungen der Formel 1 geméss Anspruch 1, worin R Acetyl ist, W
Tyr bedeutet, X Thr ist, Y flir Arg steht und Z Asp oder Ser ist, und Salzen davon.

Veriahren zur Herstellung von N*-Acetyl-[Arg45]-eglin C gem#ss Anspruch 1.

Verfahren zur Herstellung von pharrhazeutischen Zusammensetzungen, dadurch gekennzeichnet, dass
man sine gemiss Anspruch 1 herstellbare Verbindung der Formel | oder ein pharmazeutisch annehm-
bares Salz davon mit einem konventionellen pharmazeutisch annehmbaren Tréger und/oder Hilfsstoffen
mischt. :

Verfahren zur Hersteliung einer DNA, welche eine flir eine geméss Anspruch 1 herstellbare Verbindung
der Formel | kodierende DNA-Sequenz aufwsist, dadurch gekennzeichnet, dass man die DNA durch
chemische Synthese herstellt oder Fragmente davon durch chemische Synthese herstellt und diese in
vorherbestimmter Weise enzymatisch verknlpft, oder dass man eine flir Eglin B oder Eglin C
kodiersnde DNA in einem oder mehreren Schritten mutiert.

Verfahren zur Herstellung eines Expressionsvektors, weicher eine flir sine gemé#ss Anspruch 1
herstellbare Verbindung der Formel | kodierende und von einer Expressionskontrolisequenz kontrollierte
DNA-Sequenz enthilt, dadurch gekennzeichnet, dass man in sine Vektor-DNA, welche eine Expres-
sionskontrollsequenz enthélt, eine flir die Verbindung der Formel | kodierende DNA-Sequenz derart
einfligt, dass die Expressionskontrollsequenz besagte DNA-Sequenz reguliert.
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8. Verfahren zur Herstellung eines Wirtsmikroorganismus, welcher einen nach dem Verfahren gemiss
Anspruch 7 erhililichen Expressionsvektor enthilt, dadurch gekennzeichnet, dass man eine Wirtszelle
mit einem Expressionsvekior, der eine von einer Expressionskontrollsequenz regulierte, flir eine
Verbindung der Formel | kodieronde DNA-Sequenz enthilt, transformiert.

9. Ein Wirtsmikroorganismus enthaltend einen Expressionsvektor herstellbar geméss Anspruch 7.

Claims :

Claims for the following Contracting States : AT, BE, CH, DE, FR, GB, IT, LI, LU, NL, SE

1.

A compound of formula

R-ThrGluPheGlySerGluLeuLysSerPheProGluvValvalGlyLysThrVal
AspGlnAlaArgGluTyrPheThrLeuHisTyrProGlnTyrAspVal~W-PheLeu
ProGluGlySerProvVal-X-Y-Z-LeuArgTyrAsnArgValArgValPheTyr
AsnProGlyThrAsnValValAsnHisValProHisValGly-OH (1),

in which

R is hydrogen or acetyl,

W is Tyr or His,

X is Thr, Ser or Pro, .

Y is Leu, Met, Arg, Lys, Phe, Tyr or Trp, and

Z is Asp, Glu, Gin, Asn, Ala, Ser or Thr,

with the proviso that X is other than Thr when Y is Leu and Z is Asp, or a salt thereof.

A compound of formula | according to claim 1 in which

R is acetyl,

W is Tyr and either

X is Thr, Y is Arg or Lys and Z is Asp, Glu, Gin, Asn, Ala, Ser or Thr, or
Xis Pro, Y is Met and Z is Asp, or

Xis Thr, Y is Phe, Tyr, Trp or Met and Z is Asp,

or a salt thereof.

A compound of formula | according to claim 1 in which
R is acetyl,

W is Tyr,

X is Thr,

Y is Arg and

Z is Asp or Ser,

or a salt thereof.

N=-Acetyl-{Arg*5}-eglin C according to claim 1.

A pharmaceutical composition comprising a compound of formula | according to claim 1 or a
pharmaceutically acceptable salt thereof.

A compound of formula | according to claim 1 or a pharmaceutically acceptable salt thereof for use in a
method for the prophylactic or therapeutic treatment of the human or animal body.

A process for the preparation of a compound of formula | according to claim 1 or a salt thereof, which
comprises culturing a transformed host microorganism comprising a DNA that codes for a compound of
formula | and isolating therefrom the compound of formula | or a salt thereof.

A DNA comprising a DNA sequence that codes for a compound of formula | according to claim 1.
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10.

11.

12,

13.

14.

£ 0 352 676 81 AR OO O

An expression vector comprising a DNA sequence that codes for a compound of formula | according to
claim 1 and that is conirolled by an expression control sequence.

A host microorganism comprising an expression vector according to claim 9.
A compound obtainable in accordance with the process of claim 7.

A process for the production of a DNA that comprises a DNA sequence coding for a compound of
formula | according to claim 1, which comprises producing the DNA by chemical synthesis or
producing fragments thereof by chemical synthesis and linking these enzymatically in a predetermined
manner, or mutating a DNA coding for eglin B or eglin C in one or more steps.

A process for the production of an expression vector comprising a DNA sequence that codes for a
compound of formula | according to claim 1 and is controlled by an expression control sequence, which
comprises so inserting a DNA sequence that codes for a compound of formula | into a vector DNA that
comprises an expression control sequence that the expression control sequence regulates the said
DNA sequence.

A process for the production of a host microorganism that comprises an expression vector obtainable in
accordance with the process of claim 13, which comprises transforming a host cell using an expression
vector comprising a DNA sequence that codes for a compound of formula | and is regulated by an
expression control sequence.

Claims for the following COntraciIng States : ES, GR

1.

A process for the preparation of a compound of formula

R-ThrGluPheGlySerGluLeuLysSerPheProGluvalvValGlyLysThrvVal
AspGlnAlaArgGluTyrPheThrLeuHisTyrProGlnTyraAspVal-W-~PheLeu
ProGluGlySerProval-X-Y-Z-LeuArgTyrAsnArgValArgValPheTyr
AsnProGlyThrAsnValValAsnHisValProHisValGly-OH (1),

in which

R is hydrogen or acetyl,

W is Tyr or His,

X is Thr, Ser or Pro,

Y is Leu, Met, Arg, Lys, Phe, Tyr or Trp, and

Z is Asp, Glu, Gin, Asn, Ala, Ser or Thr,

with the proviso that X is other than Thr when Y is Leu and Z is Asp, or a salt thereof, which comprises
culturing a transformed host microorganism comprising a DNA that codes for a compound of formula |
and isolating therefrom the compound of formula 1 or a salt thereof.

A process for the preparation of a compound of formula | according to claim 1, in which
R is acetyl,

W is Tyr and either

Xis Thr, Y is Arg or Lys and Z is Asp, Glu, GiIn, Asn, Ala, Ser or Thr, or

Xis Pro, Y is Met and Z is Asp, or

Xis Thr, Y is Phe, Tyr, Trp or Met and Z is Asp,

or a salt thereof.

A process for the preparation of a compound of formula | according to claim 1, in which
R is acetyl,

Wis Tyr,

Xis Thr,

19



10

15

N

25

30

50

55

4,

7!

EP 0 332 576 B1

LT

Y is Arg and
Z is Asp or Ser,
or a salt thereof.

A process for the preparation of N*-acetyl-[Arg*>]-eglin C according to claim 1.

A process for the preparation of a pharmaceutical composition which comprises mixing a compound of
formula | obtainable in accordance with claim 1 or a pharmaceutically acceptable salt thereof with a
conventional pharmaceutically acceptable carrier and/or with excipients.

A process for the production of a DNA that comprises a DNA sequence coding for a compound of
formula | obtainable in accordance with claim 1, which comprises producing the DNA by chemical
synthesis or producing fragments thereof by chemical synthesis and linking these enzymatically in a
predetermined manner, or mutating a DNA coding for eglin B or eglin C in one or more steps.

A process for the production of an expression vector comprising a DNA sequence that codes for a
compound of formula 1 obtainable in accordance with claim 1 and is controlled by an expression control
sequence, which comprises so inserting a DNA sequence that codes for a compound of formula | into a
vector DNA that comprises an expression control sequence that the expression control sequence
regulates the said DNA sequence.

A process for the production of a host microorganism that comprises an expression vector obtainable in
accordance with the process of claim 7, which comprises transforming a host cell using an expression
vector comprising a DNA sequence that codes for a compound of formula | and is regulated by an
expression control sequence.

A host microorganism that comprises an expression vector obtainable in accordance with claim 7.

Revendications
Revendications pour les Etats contractants sulvants : AT, BE, CH, DE, FR, GB, IT, LI, LU, NL, SE

1.

Composés de formule

R-'I‘h:GluPheGlySerGluLeuLysSetPheProGluVaIVaIGlyLys‘rh:VAl
AspGlnAlaArgGluTyrPheThrleulii sTyrProGlnTycAspVal-W-PheLeuProGluGly

SerProVal-X~Y~Z-LauArglyrAsnAr gValArgVslPheTyrAsnProGlyThrAsnVal
ValAsnHisValProHisValGly-OH (1),

oll R représente I'hydrog&ne ou I'acétyle, W représente Tyr ou His, X est Thr, Ser ou Pro, Y représente
Leu, Met, Arg, Lys, Phe, Tyr ou Trp et Z est Asp, Glu, Gin, Asn, Ala, Ser ou Thr, sous réserve que X
est différent de Thr, lorsque Y représente Leu et Z est Asp et leurs sels.

Composés de formuls | selon la revendication 1, oll R est I'acétyle, W représente Tyr et soit X est Thr,
Y est Arg ou Lys et Z est Asp, Glu, GlIn, Asn, Ala, Ser ou Thr, soit X est Pro, Y est Met et Z est Asp,
soit X est Thr, Y est Phe, Tyr, Trp, ou Met et Z est Asp et leurs sels.

Composés de formule 1 selon la revendication 1,00 R est I'acétyle, W représente Tyr, X est Thr, Y
roprésente Arg et Z est Asp ou Ser et leurs sels.

L'égline C N*-acétyle [Arg*®] selon la revendication 1.

Composition pharmaceutique contenant un composé de formule [ selon [a revendication 1 ou I'un de
ses sels pharmaceutiquement acceptables.
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6. Composés de formule | selon la revendication 1 ou I'un de ses sels pharmaceutiquement acceptables
destiné & 8tre utilisé dans un procédé pour le traitement prophylactique ou thérapeutique du corps
humain et animal.

7. Procédé pour la préparation des composés de formule | selon la revendication 1 et de leurs sels,
caractérisé en ce que I'on cultive un microorganisme hdte transformé, contenant un ADN codant pour
un composé de formule 1 et en ce que I'on isole le composé de formuls | ou I'un de ses sels.

8. Un ADN présentant une séquence d'ADN codant pour un composé de formule I selon la revendication
1.

8. Un vecteur d'expression contenant une séquence d'ADN codant pour un composé de formule | selon la
revendication 1 et conirdlée par une séquence de contrSle de I'expression.

10. Un microorganisme hbte contenant un vecteur d'expression selon la revendication 9.
11. Un composé obtenu par le procédé selon la revendication 7.

12. Procédé pour la préparation d'un ADN présentant une séquence d'ADN codant pour un composé de
formule | selon la revendication 1, caractérisé ence que I'on prépare I'ADN par synthése chimique ouen
ce que I'on prépare des fragments de celui-ci par synth&se chimique et en ce que I'on assemble ceux-
ci par voie enzymatique de fagon prédéterminée ou en ce que I'on mute un ADN codant pour I'égline B
ou I'égline C en une ou plusieurs étapes.

13. Procédé pour la préparation d'un vecteur d'expression contenant une séquence d'ADN codant pour un
composé de formule | selon la revendication 1 et contr8lée par une séquence de contrdle de
I'expression, caractérisé en ce que l'on insdre dans un ADN vecteur contenant une séquence de
contrdle de I'expression une séquence d’ADN codant pour le composé de formule | de telle fagon que
la séquence de contrdle de I'expression régule ladite séquence d'ADN.

14. Procédé pour la préparation d'un microorganisme hSte contenant un vecteur d'expression obtenu par le
procédé selon la revendication 13, caractérisé en ce que I'on transforme une cellule hdte avec un
vecteur d'expression contenant une séquence d'ADN régulée par une séquence de contrdle de
I'expression et codant pour un composé de formule 1.

Revendications pour les Etats contractants sulvants : ES, GR

1. Procédé pour la préparation des composés de formule

R-ThrGluPheGlySerGluLeuLysSerPheProGluValValGlyLysThrVal
AspGlnAlaArgGluTyrPheThrLeulisTyrProGlaTyrAspVal-W~PheLeuProGluGly
SerProVal=-X-Y-Z-LeuArgTyrAsnArgValArgValPheTyrAsnProGlyThrAsaVal
ValAsnHisValProHisValGly-OH 1),

ol R représente I'hydrogéne ou I'acétyle, W représente Tyr ou His, X est Thr, Ser ou Pro, Y représente
Leu, Met, Arg, Lys, Phe, Tyr ou Trp et Z est Asp, Glu, GIn, Asn, Ala, Ser ou Thr, sous réserve que X
est différent de Thr, lorsque Y représente Leu ot Z est Asp et de leurs sels, caractérisé en ce que I'on
cultive un microorganisme hbte transformé contenant un ADN codant pour un composé de formule | et
en ce que I'on isole le composé de formule | ou I'un de ses sels.

2. Procédé pour la préparation des composés de formule | selon la revendication 1 ol R est I'acétyle, W
représente Tyr et soit X est Thr, Y est Arg ou Lys et Z est Asp, Glu, Gin, Asn, Ala, Ser ou Thr, soit X
est Pro, Y est Met et Z est Asp,. soit X est Thr, Y est Phe , Tyr, Trp ou Met et Z est Asp et de leurs
sels. .
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Procédé pour la préparation des composés de formule | selon la revendication 1, o0 R est I'acétyle, W
représente Tyr, X est Thr, Y représente Arg et Z est Asp ou Ser et de leurs sels.

Procédé pour la préparation de I'égline C N*-acétyle [Arg*5] selon la revendication 1.

Procédé pour la préparation de compositions pharmaceutiques, caractérisé en ce que I'on mélange un
composé de formule | pouvant 8tre préparé selon la revendication 1 ou I'un de ses els pharmacsutique-
ment acceptables avec un support classique pharmaceutiquemer_lt acceptable et/ou des adjuvants.

Procédé pour la préparation d'un ADN présentant une séquence d"'ADN codant pour un composé de
formule 1 pouvant &tre préparé selon la revendication 1, caractérisé en ce I'on prépare I'ADN par
synthése chimique ou en ce que I'on prépare des fragments de celui-ci par synthése chimique et en ce
que I'on assemble ceux-ci par voie enzymatique de fagon prédéterminée ou en ce que I'on mute un
ADN codant pour I'égline B ou I'égline C en une ou plusicurs étapes.

Procédé pour la préparation d'un vecteur d'expression contenant une séquence d'ADN codant pour un
composé de formule | pouvant 8tre préparé selon la revendication 1 et controlée par une séquence de
conirble de I'expression, caractérisée en ce que I'on insdre dans un ADN vecteur contenant une
séquence de contrble de I'expression une séquence d'ADN codant pour le composé de formule 1, de
telle fagon que la séquence de contrdle de I'expression régule ladite séquence d'ADN.

Procédé pour la préparation d'un microorganisme héte contenant un vecteur d'expression obtenu par le
procédé selon la revendication 7, caractérisé en ce que I'on transforme une cellule hdte avec un
vecteur d'expression contenant une séquence d'ADN régulée par une séquence de contrdle de
I'expression et codant pour un composé de formule 1.

Un microoorganisme hbte contenant un vecteur d'expression pouvant 8tre préparé selon la revendica-
tion 7.
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