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Benaevnelse: Fremgangsmade til opleseliggerelse, naturering og nedszettelse af dimerisering af somatotropin

Sammendrag:

Ved en fremgangsmide til opleseliggerelse og nature-
ring af somatotropin, der omfatter:

(a) dispergering af refraktile legemer af somatotropin
i vand i en passende koncentration,

(b) indstilling af pH-vardien til et omridde fra ca.
11,5 til ca. 12,5,

(c) bibeholdelse af pH-verdiomradet i tilstrakkelig
tid til opleseliggerelse af de refraktile legemer,

(d) genjustering af pH-verdien af oplesningen til et
omrade fra ca. 11 til 12, og

(e) bibeholdelse af oplesningen ved pH-vardien i det
genjusterede omride i tilstrzkkelig tid til,
fids korrekt natureret monomert somatotropin i godt udbytte.
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Den foreliggende opfindelse angar en fremgangsmade
til opleseliggerelse, naturering og nedsazttelse af dimerise-
ring af somatotropin.

I de senere A&r har rekombinant DNA-teknologi gjort
det muligt at fremstille proteiner i stor skala. Flere me-
toder til opleseliggerelse og naturering af somatotropin er
omhandlet i US patentskrifter. F.eks. beskrives der i US
patentskrift nr. 4.511.503 og EP 0 173 215 en typisk proce-
dure til udvinding af proteiner fra refraktile legemer.
Refraktile legemer er uopleselige korn af aggregeret dena-
tureret somatotropin, der er lokaliseret i cytoplasmaet af
Escherichia coli (E. coli), og som er synlige som lyse plet-
ter under et fasekontrastmikroskop. De refraktile legemer
foradrsages af overproduktion af somatotropin som et resultat
af genetisk manipulering af E. coli-plasmid-DNA. De refrak-
tile legemer behandles ofte med et starkt denatureringsmiddel
eller chaotropisk middel, som bevirker, at de ukorrekt fol-
dede molekyler udfolder sig og bliver opleselige. Proteinet
skal derefter renatureres. Korrekt natureret monomert soma-
totropin er milet. De refraktile legemer kan ikke anvendes
uden denne udfoldning og genfoldning, fordi de er biologisk
inaktive i den refraktile tilstand. Det mest almindeligt
anvendte stezrke denatureringsmiddel ved procedurer af denne
type har varet guanidin-hydrochlorid.

Andre metoder har involveret andre chaotropiske mid-
ler, sdsom natriumdodecylsulfat (SDS) (jf. f.eks. US patent-
skrift nr. 4.677.196) eller svage denatureringsmidler, sasom
urinstof (jf. f£.eks. US patentskrift nr. 4.731.440).

Alle metoderne til opleseliggerelse og naturering af
somatotropin har haft problemer. Guanidin-hydrochlorid er
meget kostbart og skal udskiftes for, at natureringsprocessen
forleber. SDS er et sazrdeles effektivt denatureringsmiddel
og meget mindre kostbart end guanidin-hydrochlorid, men SDS
binder kraftigere til det denaturerede protein, hvilket ger
fuldstendig fjernelse fra proteinet problematisk og samtidig
foreger procesomkostningerne. Urinstof er almindeligt an-
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vendt som et svagere denatureringsmiddel eller chaotropisk
middel. Imidlertid har selv metoder, hvor der anvendes urin-
stof, haft problemer, sdsom forurening af slutproduktet og
handterings-, oplagrings- og spildbehandlingsproblemer.

Foruden de andre problemer ved konventionelle metoder
er korrekt natureret monomer ikke det eneste produkt. Soma-
totropin-monomer er den mindste enhed af proteinet, der
stadig bibeholder alle egenskaberne og den biologiske ak-
tivitet af somatotropin. Typisk bestir somatotropin-monomer
af ca. 191 aminosyrerester og har en molekylvagt p& rundt
regnet 22.000. Det monomere molekyle er hverken covalent
bundet eller ikke-covalent knyttet til andre lignende mole-
kyler.

Somatotropin-dimer bestar af to monomer-molekyler, der
enten er covalent forbundet, f.eks. via intermolekylare
disulfidbindinger, eller ikke-covalent knyttet til hinanden.
Dimer-molekylet bestar af det dobbelte antal aminosyrerester
©og har den dobbelte molekylvaegt af et monomert molekyle.

Ved anvendelse af konventionelle metoder dannes der
uheldigvis en vis mengde dimer samt proteinmolekyler med
hejere molekylvagt. Kun monomeren og ikke dimeren er biolo-
gisk anvendelig.

Der foreligger derfor et behov for en kommercielt
gennemforlig metode til opleseliggerelse og naturering af
somatotropin, der giver et godt udbytte af monomer uden for
meget dimer og uden anvendelse af chaotropiske midler.

Pen foreliggende opfindelse angidr en fremgangsmade
til opleseliggerelse, naturering og nedsattelse af dimeri-
sering af somatotropin uden anvendelse af chaotropiske mid-
ler. Fremgangsmaden omfatter

(a) dispergering af refraktile legemer af somatotropin
i vand i en koncentration p& mindre end 5 g/liter,

(b) indstilling af pH-vardien til et omrade fra 12,0
til 12,2,

(c) bibeholdelse af pH-vardiomraddet i 2-20 minutter
til opleseliggerelse af de refraktile legemer,
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(d) genjustering af pH-vardien af oplesningen til et
omradde fra 11,3 til 11,7, og

(e) bibeholdelse af oplesningen ved pH-vardien i det
genjusterede omradde i 5-12 timer ved en temperatur pa 20-
30°C, sdledes at somatotropinindholdet i oplesning omfatter
korrekt natureret monomert somatotropin i godt udbytte.

Overraskende medferer den foreliggende opfindelse
lavere dimer-dannelse, og behovet for szrskilte renature-
ringstrin eller -midler undgas.

Fig. 1 p& tegningen viser skematisk udbyttet af mono-
mer i afhengighed af #ldnings-pH-vardien og koncentrationen
af protein.

Fig. 2 viser skematisk den dannede mzngde dimer 1
afhangighed af @®ldnings-pH-vardien og koncentrationen af
protein.

Fig. 3-7 viser gelpermeationschromatografi-resul-
taterne af den omhandlede fremgangsmadde i afhangighed af
tiden (henholdsvis 5 minutter, 1 time, 2 timer, 5 timer og
10 timer).

"Somatotropin”" som anvendt i den foreliggende be-
skrivelse betegner (1) animalsk vazksthormon, derivater,
analoge og fragmenter deraf af en hvilken som helst art,
f.eks. humant, bovint eller porcint, (2) forstadier for
vakstinsulin, s&som reduceret (-SH) vaksthormon og S-beskyt-
tet vaksthormon, f.eks. vaksthormon-S-sulfonat, (3) varianter
af vaksthormon eller dets forstadier, f.eks. strukturer,
der er modificeret til forlzngelse og/eller forkortelse af
vaksthormon-aminosyresekvensen, f.eks. 20 K-varianten af
humant vaksthormon, methionyl-humant vaksthormon, A47- og
A9-porcint vaksthormon og lignende, og {4) analoge af vakst-
hormon eller dets forstadier, f.eks. strukturer, hvori veakst-
hormon-aminosyresekvensen er modificeret ved erstatning af
en eller flere aminosyrerester. Bide rekombinant fremstillet
som somatotropin og naturligt forekommende somatotropin
samt enhver anden type af somatotropin kan anvendes ved den
foreliggende opfindelse.
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Det ferste trin i den her omhandlede fremgangsmade
er dispergering af de refraktile legemer af somatotropin i
vand (fortrinsvis deioniseret vand) i en koncentration pa&
mindre end 5,0 g/liter og fortrinsvis i omraddet fra 0,5
til 5,0 g/liter. Sarlig foretrukket er en koncentration pa
ca. 2,5 g/liter. Hvis koncentrationen er over 5,0 g/liter,
er processen tilbejelig til at lide derunder. Selv om oples-
ninger ved koncentrationer under ca. 0,5 g/liter synes at
give bedre resultater med hensyn til det procentiske udbytte
af monomer, er det ikke fordelagtigt at anvende en sadan
fortyndet oplesning p& grund af oplagringsomkostningerne,
kapitalomkostningerne og sterrelsen af udstyret samt de
yderligere trin, der kraves i processen til fijernelse af
den overskydende vaske.

pH-vardien af det koncentrerede somatotropin indstil-
les til et omréde fra 12,0 til 12,2, til opleseliggorelse
af somatotropinet i vandet. Enhver stzrk base kan anvendes
til indstilling af pH-vardien af oplesningen (f.eks. tilsat-
ning af natriumhydroxid eller kaliumhydroxid) . Denne oploese-
liggerelse gennemferes i lebet af 2 til 20 minutter. Ved en
pH-vaerdi i dette omrade opleses de refraktile legemer syn-
ligt, og oplesningen bliver klar.

Efter at de refraktile legemer af somatotropin er
oplest, genjusteres pH-vardien til et omradde fra 11,3 til
11,7. Nedsattelsen af pH-vardien foreger hastigheden af natu-
reringen. pH-Vardien kan nedsattes ved enhver metode, f.eks.
ved tilsztning af phosphorsyre. Den genjusterede pH-vardi
er fortrinsvis pd 11,5. Det har overraskende vist sig, at
ndr pH-vardien sankes til det anferte interval, dannes der
mindre dimer og en sterre mengde monomer. Den mindre dannelse
af dimer og den sterre dannelse af monomer ved genjustering
af pH-vardien er overraskende, fordi procentdelen af dannet
dimer eller monomer ville forventes at forblive den samme.
Fig. 2 viser det uventede resultat, at dimerdannelsen for-
mindskes ved anvendelse af det anferte pH-vaerdiinterval
ifelge den foreliggende opfindelse.
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En pH-verdi lavere end ca. 11 kan anvendes, men ud-
byttet pavirkes generelt uheldigt, og der dannes en sterre
mzngde dimer. Hvis pH-vardien sznkes for meget, er der des-
uden risiko for, at somatotropinet vil udfazlde fra oplesnin-
gen. Modsat, hvis pH-verdien ikke genjusteres, tager natu-
reringsprocessen langere tid, og nedbrydningsreaktioner,
sisom deamidering, er mulige. Imidlertid kan forskellige
typer af somatotropin (f.eks. forskellige analoge, derivater,
forstadier eller varianter af vaksthormon) gere det fordel-
agtigt at @&ndre pH-verdiintervallet. '

Oplesningen holdes i det genjusterede pH-vardiinterval
i 5 til 12 timer (fortrinsvis ca. 10 timer) ved 20-30°C,
indtil mzngden af monomer har ndet sit maksimum. Dette be-
stemmes ved gelpermeationschromatografi. Fig. 3-7 viser det
tidsmessige forleb for proteinet ved anvendelse af frem-
gangsmdden ifelge opfindelsen. Det skal bemzrkes, at fig.
3-7 wviser, at vejen er fra proteinaggregater med hejere
molekylvegt mod monomer, hvilket stdr i modsztning til den
konventionelt foreslaede model, hvorved der anvendes denatu-
reringsmidler, og som vil vise umiddelbart dannet monomer
og ingen andring (eller foregelse) af molekylvagt, nar mono-
meren foldes korrekt eller forener sig med andre protein-
molekyler.

Fig. 3 viser resultaterne af gelpermeationschromato-
grafi (gpc) efter 5 minutter. Der kan identificeres tre
toppe. "A"-toppen ved ca. 0,45 volumenenheder pa abscissen,
"Bl"-toppen ved ca. 0,65 enheder og "B2"-toppen ved ca.
0,77 enheder. "A"-toppen udgeres af protein-urenheder med
molekylvagte pa over 1.000.000. "Bl"-toppen er aggregeret
somatotropin sammen med nogle proteinurenheder, f.eks. uren-
heder fra E. coli-vaertsorganimen. "B2"-toppen er det monomere
somatotropin ("B2"-toppen kan ogsd omfatte nogle tilbageva-
rende urenheder ud over monomer).

Fig. 4 viser resultaterne af gpc efter 1 time. Bade
"A"-toppen og "Bl"-toppen er formindsket 1 stoerrelse, og
"B2"-toppen er tydeligt mere udtalt.
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Fig. 5 viser resultaterne af gpc efter 2 timer. "Av-
toppen og "Bl"-toppen er yderligere formindsket i sterrelse,
og "B2"-toppen er yderligere foreget.

Fig. 6 viser resultaterne af gpc efter 5 timer. Det
skal bemzrkes, at der har vist sig en lille fjerde top eller
skulder ved ca. 0,7 volumenenheder. Denne skulder reprasen-
terer dannet dimer. Skulderen i fig. 6 viser den lave dimer-
dannelse ved den her omhandlede fremgangsmidde. Ved frem-
gangsmader, hvor der dannes heje mazngder af dimer, er en
serskilt top ganske tydelig.

Fig. 7 viser resultaterne af gpc efter 10 timer. Der
er ringe a&ndring i forhold til fig. 6, men "B2"-toppen, som
representerer monomer, er vokset lidt.

Fig. 3-7 viser, at der ved den foreliggende opfindelse
tilvejebringes naturerende omgivelser. Proteinmolekylerne i
de refraktile legemer adskilles og far lov at folde sig
korrekt til dannelse af det biologisk aktive monomere soma-
totropin uden anvendelse af nogen denatureringsmidler og
uden nogen sarskilte renatureringstrin eller -midler.

Den resulterende oplesning indeholder korrekt nature-
ret monomert somatotropin i et godt udbytte. Et godt udbytte
er ca. 30 til ca. 45% eller hejere af det totale opleste
protein. Det totale protein omfatter alle former af somato-
tropin samt alle andre ikke-somatotropin-proteinurenheder,
sdsom urenheder fra E. coli-vartsorganismen. Udbytterne
beregnet pa somatotropin alene vil vare meget hejere. Udbyt-
terne ved metoder, hvor der anvendes chaotropiske midler,
er ca. de samme. Da der ved den foreliggende opfindelse
ikke anvendes chaotropiske midler, har det resulterende
monomere somatotropin imidlertid ingen spor af uenskelige
urenheder, sdsom SDS, guanidin-hydrochlorid eller urinstof.

Opfindelsen illustreres i de felgende eksempler.
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Eksempel 1

Bovint somatotropin

Fermenteringsmedium indeholdende E. coli-celler, som
er modificeret genetisk til fremstilling af inklusionslegemer
af bovint somatotropin, centrifugeres for at skille cellerne
fra vaesken. Cellerne genopslammes og brydes ved anvendelse
af to pasgsager ved et overtryk pa& 562 kg/cm2 gennem en Gau-
lin-homogenisator. Suspensionen centrifugeres, og den frem-
komne pellet genopslammes og behandles med lysozym og "Triton
X-100"-detergent ved 37°C. Suspensionen centrifugeres, og
den fremkomne pellet vaskes to gange med vand og centrifu-
geres efter hver vaskning. Den fremkomne pellet, der in-
deholder det uopleselige denaturerede bovine somatotropin,
sa&ttes til vand, og der indstilles en pH-vardi p& 12,15 med
natriumhydroxid, saledes at den totale proteinkoncentration
er ca. 2,5 g/liter. Efter 20 minutter ved en pH-verdi pé
12,15 og 25°C indstilles den klare oplesning til en pH-vardi
p& 11,5 og holdes i 8 timer. Oplesningen ultrafiltreres pa
en "Amicon H1P100-43"-hulfiberpatron med en afskaring ved
en molekylvagt pa 100.000. Permeatet opsamles og koncentreres
ved anvendelse af en "Amicon H1P10-43"-hulfiberpatron med
en molekylvegtsafskering pad 10.000 til en koncentration pa
ca. 5 g/liter. Den koncentrerede oplesning indstilles til
en pH-verdi p& 9 ved anvendelse af et 1 N saltsyre og pafoeres
i en mzngde pad 20 g bST pr. liter harpiks pa en "DEAE-Sepha-
rose Fast Flow"-anionbytter, som er akvilibreret med 10 mM
borat, pH-vardi 9. Efter vaskning med zkvilibreringspufferen
elueres bST ved anvendelse af en 100 mM NaCl, 10 mM borat-
oplesning, pH-verdi 9. bST-Toppen koncentreres og afsaltes
med en fortyndet ammoniakoplesning under anvendelse af en
"Amicon H1P10-43"-hulfiberpatron, indtil ledningsevnen af
permeatet er 100 microsiemens/cm. Den afsaltede oplesning
med en koncentration pa ca. 2 g/liter fryseterres, hvorved

der f&s bovint somatotropin, som bestar veletablerede biolo-



10

15

20

25

DK 174662 B1

giske og kemiske prever.

Eksempel 2

Porcint somatotropin

Fermenteringsmedium indeholdende E. coli-celler, som
er blevet modificeret genetisk til fremstilling af inklu-
gionslegemer af porcint somatotropin, centrifugeres til
fraskillelse af cellerne fra vasken. Cellerne genopslammes
og brydes ved anvendelse af to passager ved et overtryk pa
562 kg/cm2 gennem en Gaulin-homogenisator. Suspensionen
centrifugeres, og den fremkomne pellet genopslammes og be-
handles med lysozym og "Triton X-100"-detergent ved 37°C.
Suspensionen centrifugeres, og den fremkomne pellet vaskes
to gange med vand og centrifugeres efter hver vaskning. Den
fremkomne pellet, der indeholder det uopleselige porcine
somatotropin, s=zttes til deioniseret vand, saledes at den
totale proteinkoncentration er ca. 2,5 g/liter. Den fremkomne
opslemning blandes godt, medens der tilsazttes S N natrium-
hydroxid til foregelse af pH-verdien til 12,2. Oplesningen
bliver langsomt klar i lebet af 5 minutter. Oplesningen
&ldes 1 20 minutter ved 20°C. pH-Vardien sankes derefter
til 11,5 ved anvendelse af 1 M phosphorsyre og zldes i 10
timer. Monomerkoncentrationen som malt ved gelpermeations-
chromatografi exr 1,05 g/liter ved slutningen af aldningspe-

rioden.
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Patentkrawv.

1. Fremgangsmade til opleseliggerelse, naturering og
nedsattelse af dimerisering af somatotropin, omfattende:

(a) dispergering af refraktile legemer af somatotropin
i vand i en koncentration pd mindre end 5 g/liter,

(b) indstilling af pH-vardien til et omréade fra 12,0
til 12,2,

(c) bibeholdelse af pH-vardiomradet i 2-20 minutter
til opleseliggeorelse af de refraktile legemer,

(d) genjustering af pH-vardien af oplesningen til et
omrdde fra 11,3 til 11,7, og

(e) bibeholdelse af oplesningen ved pH-vardien i det
genjusterede omradde i 5-12 timer ved en temperatur pa 20-
30°C, sdledes at somatotropinindholdet i oplesning omfatter
korrekt natureret monomert somatotropin i godt udbytte.

2. Fremgangsmade ifelge krav 1, hvorved somatotropinet
er bovint eller porcint somatotropin.

3. Fremgangsmade ifelge krav 1 eller 2, hvorved soma-
totropinet er rekombinant afledt somatotropin.

4. Fremgangsmade ifelge krav 3, hvorved somatotropinet
er bovint eller porcint somatotropin.

5. Fremgangsmdde ifelge et af kravene 1-4, hvorved
koncentrationen i trin (a) er ca. 0,5-5 g/liter.

6. Fremgangsmade ifelge krav 5, hvorved koncentrati-
onen i trin (a) er ca. 2,5 g/liter, pH-vaerdien genjusteres
til pH 11,5 i trin (d), og tidsrummet i trin (e) er ca. 10

timer.
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