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Beschreibung
Hintergrund der Erfindung
1. Gebiet der Erfindung

[0001] Die vorliegende Erfindung betrifft ein Verfah-
ren zur Verringerung des Einsetzens oder Auftretens
einer Gelierung wahrend der Verarbeitung und Reini-
gung von Fettsaure-acylierten Proteinen, speziell
Fettsaure-acylierten Proinsulinen, Fettsaure-acylier-
ten Insulinen oder Fettsaure-acylierten Insulinanalo-
ga. Genauer gesagt betrifft die vorliegende Erfindung
ein Verfahren zur Verarbeitung und Reinigung von
solchen acylierten Proinsulinen, Insulinen und Insuli-
nanaloga und vor allem N-Palmitoyl-LysB?® Humanin-
sulin in Gegenwart eines Citratpuffermittels.

2. Beschreibung des Stands der Technik

[0002] Es war lange ein Ziel der Insulintherapie, das
Muster von endogener Insulinsekretion von normalen
Individuen nachzuahmen. Der tagliche physiologi-
sche Bedarf fir Insulin fluktuiert und kann in zwei
Phasen unterteilt werden: (a) Die absorptive Phase,
die einen Insulinpuls erfordert, um die Mahlzeitbe-
dingte Blutglucosebelastung abzubauen und (b) die
postabsorptive Phase, die eine anhaltende Menge an
Insulin erfordert, um den Glucoseausstol3 aus der Le-
ber zu regulieren, um eine optimale Blutglucosemen-
ge wahrend den nichternen Perioden aufrechtzuer-
halten. Demnach umfasst eine wirksame Therapie im
allgemeinen die kombinierte Verwendung von zwei
exogenen Insulinen: Ein schnell wirkendes Mahlzei-
tinsulin, das durch Bolusinjektionen bereitgestellt
wird, und ein langwirksames basales Insulin, das
durch eine Injektion ein- oder zweimal am Tag verab-
reicht wird.

[0003] Kirzlich zeigte eine Klasse an acylierten In-
sulinen vielversprechende Anséatze zur Verwendung
als langwirksame Insulinbasaltherapie. Diese acylier-
ten Insuline werden durch selektive Acylierung der
freien Aminogruppen von monomerem Insulin, ein-
schlieBlich Proinsulin, normalem Insulin und be-
stimmten Insulinanaloga mit einem aktivierten Fett-
saurederivat hergestellt. Brauchbare Fettsaurederi-
vate umfassen reaktive Verbindungen vom Fettsau-
retyp, die mindestens eine sechs (6) Kohlenstoffato-
me lange Kette aufweisen und insbesondere die Fett-
saurederivate, die 8 bis 21 Kohlenstoffatome in ihrer
Kette aufweisen. Monoacyliertes normales Humanin-
sulin, das mit einem Palmitinsaurederivat acyliert ist,
ist ein besonders vielversprechender Kandidat. Insu-
line, die in diese Kategorie fallen, sind in JP 1-254
699 A beschrieben.

[0004] Ein Problem, das mit diesen Fettsdure-acy-
lierten Insulinen auftritt ist, dass sie eine ausgepragte
Tendenz zu Gelierung unter Bedingungen zeigen, die

2/8

normalerweise nach ihrer Herstellung auftreten, ins-
besondere wahrend der anschlieBenden Reinigung
und Konzentrierung. Wahrend die Griinde, die zu die-
sem Phanomen fiihren, nicht verstanden sind, wurde
beobachtet, dass Lésungen dieser Fettsaure-acylier-
ten Insuline und insbesondere wassrige Acetonitrill6-
sungen aus N-Palmitoyl Lys®® Humaninsulin, eine
sichtbare Veranderung unter herkdmmlich verwende-
ten Bedingungen bezuglich Temperatur, pH und Pro-
teinkonzentration in Gegenwart von normalerweise
verwendeten Puffern durchmachen, wie Glycin und
Essigsaure. Beispielsweise weisen wassrige Losun-
gen an N-Palmitoyl Lys®?® Humaninsulin bei Konzen-
trationen von mehr als 4 mg/ml und mit einem Gehalt
Uber 20-30% Acetonitril eine starke Tendenz auf, bei
Raumtemperatur in Gegenwart von 20 mM Glycin als
Puffermittel schnell zu gelieren. Die auftretende Ge-
lierung stort signifikant die korrekte Verarbeitung und
schlief3liche Reinigung und Konzentrierung des Pro-
teins. Wenn dieser Zustand auftritt ist die Zusammen-
setzung tatsachlich schwer zu pumpen oder auf an-
dere Art zu bearbeiten, wenn dies nicht sogar ganz
unmdglich wird. Dies fihrt zu einem Verlust bei der
Gerate- und Anlagenbelegung. Wahrend ein ahnli-
ches Gelierphanomen manchmal bei der Verarbei-
tung von normalem Insulin beobachtet wurde, wurde
es im allgemeinen mittels entscheidender Prozess-
kontrollmalRnahmen vermieden. Unglicklicherweise
scheinen Fettsdure-acylierte Insuline weniger zu ver-
zeihen, so dass das Gelierphdnomen ein signifikan-
tes Problem bei der Verarbeitung dieser Fettsau-
re-acylierten Proteine im kommerziellen Malstab
darstellt.

[0005] Die vorliegende Erfindung basiert auf der
Uberraschenden Erkenntnis, dass durch die Verar-
beitung dieser Fettsaure-acylierten Insuline in Ge-
genwart eines Citratpuffermittels als primarer Puffer
im Prozessstrom, insbesondere in dem Prozess-
strom, der ein polares organisches Losemittel, wie
Acetonitil enthalt, die Tendenz dieser Fettsaure-acy-
lierten Insuline und speziell von N-Palmitoyl Lys®?°
Humaninsulin zu gelieren, stark verringert wird.

[0006] Die vorliegende Erfindung liefert daher ein
Verfahren zur Verarbeitung einer wassrigen Losung
von solchen Fettsaure-acylierten Insulinen bei héhe-
ren Proteinkonzentrationen und mit einer geringeren
Temperaturkontrolle, als dies sonst in Abwesenheit
des Citratpuffermittels angemessen ware. Die vorlie-
gende Erfindung liefert auch wassrige Lésungen von
Fettsaure-acylierten Proteinen mit einer verringerten
Tendenz zur Gelierung.

Beschreibung der Erfindung

[0007] Alle Aminosaureabkiirzungen, die in dieser
Beschreibung verwendet werden, sind die, welche
vom United States Patent and Trademark Office ak-
zeptiert sind, wie dies in 37 C. F. R. § 1.822 (B)(2) be-
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schrieben ist.

[0008] Die Ausdricke "Insulin" und "normales Insu-
lin", wie sie hierin verwendet werden, meinen huma-
nes Insulin, Schweineinsulin oder Rinderinsulin. In-
sulin besitzt drei freie Aminogruppen: B'-Phenylala-
nin, A'-Glycin und B*-Lysin. Die freien Aminogrup-
pen an den Positionen A" und B' sind a-Aminogrup-
pen. Die freie Aminogruppe an der Position B® ist
eine e-Aminogruppe.

[0009] Der Ausdruck "Proinsulin”, wie er hierin ver-
wendet wird, ist ein korrekt quervernetztes Protein
der Formel:

B-C-A

worin

A flr die A Kette von Insulin oder ein funktionelles
Derivat hiervon steht,

B fir die B Kette von Insulin oder einem funktionellen
Derivat hiervon mit einer e-Aminogruppe steht, und
C das Verbindungspeptid von Proinsulin ist. Vorzugs-
weise besteht Proinsulin aus der A Kette von Huma-
ninsulin, der B Kette von Humaninsulin und C steht
fur das neutrale Verbindungspeptid. Wenn Proinsulin
die naturliche Sequenz aufweist, besitzt Proinsulin 3
freie Aminogruppen: Phenylalanin (1) (a-Aminogrup-
pe), Lysin (29) (e-Aminogruppe) und Lysin (64)
(e-Aminogruppe).

[0010] Der Ausdruck "Insulinanalogon” steht, wie er
hierin verwendet wird, fir ein korrekt quervernetztes
Protein der folgenden Formel, das eine Insulinaktivi-
tat aufweist:

A-B

worin

A fur die A Kette von Insulin oder ein funktionelles
Derivat der A Kette von Insulin steht und

B fir die B Kette von Insulin oder ein funktionelles
Derivat der B Kette von Insulin mit einer e-Amino-
gruppe steht und zumindest eines von A oder B eine
Aminosauremodifikation im Vergleich zur nattrlichen
Sequenz aufweist.

[0011] Bevorzugte Insulinanaloga umfassen Insulin,
worin:

der Aminsaurerest an der Position B? fiir Asp, Lys,
Leu, Val oder Ala steht,

der Aminos&urerest an der Position B® fiir Lys oder
Pro steht,

der Aminosaurerest an der Position B fiir His oder
Asp steht,

der Aminosaurerest an der Position B fiir Phe oder
Asp steht oder alleine oder in Kombination mit einer
Deletion des Rests an der Position B2 deletiert ist,
der Aminosaurerest an der Position B* fiir Thr oder
Ala steht oder deletiert ist, und
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der Aminoséurerest an der Position B? fiir Ser oder
Asp steht, mit der Maligabe, dass entweder die Posi-
tion B2 oder B fiir Lys steht.

[0012] In biologischen Standardausdriicken, die
dem Fachmann bekannt sind, sind die bevorzugten
Insulinanaloga Lys®?®Pro®?*-Humaninsulin (B? steht
fur Lys, B? steht fir Pro), Asp®?®-Humaninsulin (B%®
steht fur Asp), Asp®'-Humaninsulin, Arg®*'5*?-Huma-
ninsulin, Asp®'®-Humaninsulin, Arg"°-Humaninsulin,
Asp®!,GIuP"*-Humaninsulin, Ala®2®-Humaninsulin und
Gly*?'-Humaninsulin.

[0013] Der Ausdruck "Acylierung" meint die Einfuh-
rung einer oder mehrerer Acylgruppen, die an freie
Aminogruppen des Proteins kovalent gebunden sind.

[0014] Der Ausdruck "Fettsaure" meint eine gesat-
tigte oder ungeséttigte C,-C,, Fettsdure. Der Aus-
druck "aktivierter Fettsdureester" meint eine Fettsau-
re, die mittels der allgemeinen Techniken aktiviert
wurde, die in Methods of Enzymology, 25, 494-499
(1972) und Lapidot et al., in J. of Lipid Res. 8:
142-145 (1967) beschrieben wurden, wobei die Be-
schreibung hiervon hiermit eingefiihrt ist. Die bevor-
zugten Fettsauren sind gesattigt und umfassen My-
ristinsaure (C14), Pentadecylsaure (C15), Palmitin-
saure (C16), Heptadecylsaure (C17) und Stearinsau-
re (C18). Am bevorzugtesten ist die Fettsaure Palmi-
tinsdure. Aktivierte Fettsdureester umfassen Deriva-
te von Mitteln, wie Hydroxybenzotriazid (HOBT),
N-Hydroxysuccinimid und Derivate hiervon. Der be-
vorzugte aktivierte Ester ist N-Succinimidylpalmitat.

[0015] Der Ausdruck "Vernetzung" bezieht sich auf
die Bildung von Disulfidbriicken zwischen den Cy-
steinresten. Ein korrekt vernetztes Proinsulin, Insulin
oder Insulinanalogon enthalt 3 Disulfidbriicken. Die
erste Disulfidbricke wird zwischen den Cysteinres-
ten an den Positionen 6 und 11 der A-Kette gebildet.
Eine zweite Disulfidbriicke verbindet den Cysteinrest
an der Position 7 der A-Kette mit dem Cystein an der
Position 7 der B-Kette. Die dritte Disulfidbricke ver-
bindet das Cystein an der Position 20 der A-Kette mit
dem Cystein an der Position 19 der B-Kette.

[0016] Der Ausdruck "wassrig" umfasst Col6semit-
telsysteme, wie auch die Verwendung von aus-
schliel3lich Wasser als Losemittel.

[0017] Die vorliegende Erfindung betrifft ein verbes-
sertes Verfahren zur Prozessierung eines Fettsau-
re-acylierten Proteins, insbesondere eines Fettsau-
re-acylierten Proinsulins, eines Fettsaure-acylierten
Insulins oder eines Fettsaure-acylierten Insulinanalo-
gons, wobei das Einsetzen einer Gelierung verringert
wird. Die Erfindung betrifft insbesondere die Verar-
beitung eines Fettsdure-acylierten Proteins durch
Proteinmodifikation, Proteinanreicherung oder Prote-
inkonzentration und Proteinreinigung, wobei das Ein-



DE 696 32 224 T2 2005.04.14

setzen einer Gelierung verringert wird. Die Erfindung
ist dadurch charakterisiert, dass sie diese Verarbei-
tung und speziell solche Modifikations-, Anreiche-
rungs- und Reinigungsoperationen aufweist, die mit-
tels einer wassrigen LOsung des acylierten Proteins,
die ein Citratpuffermittel enthalt, ausgefihrt werden
und/oder wo dies geeignet ist solche Operationen in
Gegenwart einer wassrigen Losung ausgefihrt wer-
den, die ein Citratpuffermittel enthalt. Bevorzugte
acylierte Proteine, die mittels des vorliegenden Ver-
fahrens verarbeitet werden, umfassen N-acyliertes
Lys®?® Humaninsulin, vorzugsweise N-Palmitoyl
Lys Humaninsulin ~ und  B28-N®-acyliertes
Lys®?®Pro®* Humaninsulin B28 ist acyliertes Lys und
B29 ist Pro), vorzugsweise B28-N*-Palmito-
yl-Lys®?ProB2° Humaninsulin.

B29

[0018] Die vorliegende Erfindung betrifft auch eine
gegen Gelierung resistente Fettsaure-acylierte Insu-
linldsung, die ein Fettsdure-acyliertes Insulin und
eine Menge eines Citratpuffermittels enthalt, die zur
Verzdgerung der Gelierung des Fettsdure-acylierten
Proteins ausreicht.

[0019] Proinsulin, Insulin und Insulinanaloga, die
zur Herstellung der Fettsaure-acylierten Proteine ver-
wendet werden, welche der Hauptfokus der vorlie-
genden Erfindung sind, kénnen durch eine Vielzahl
an bekannten Peptidsynthesetechniken hergestellt
werden, einschliel3lich klassischer Verfahren (in Lo6-
sung), Festphasenverfahren, semisynthetischer Ver-
fahren und neuerer rekombinanter DNA Verfahren.
Beispielsweise beschreiben Chance et al. US Anmel-
dung 07/388 201, EP 0 383 472 A, Brange et al., EP
0 214 826 A und Belagaje et al US 5 304 473 A die
Herstellung verschiedener Proinsulin- und Insulina-
naloga und sind hiermit eingefuhrt. Die A und B Ket-
ten der erfindungsgemafen Insulinanaloga kénnen
auch Uber ein Proinsulin-ahnliches Vorlaufermolekiil
mittels rekombinanter DNA Techniken hergestellt
werden. Siehe Frank et al.,, Peptides: Synthe-
sis-Structure-Funktion, Proc. Seventh Am. Pept.
Symp., Herausgeber D. Rich und E. Gross (1981),
das hiermit eingefuhrt ist.

[0020] Im allgemeinen werden das Proinsulin, das
Insulin und die Insulinanaloga durch die Umsetzung
mit einem aktivierten Fettsdurederivat acyliert, wie ei-
nem aktivierten Fettsdureester. Die Acylierung von
normalem Insulin mit Fettsdure wird in JP 1-254 699
beschrieben. Siehe auch Hashimoto et al., Phar-
maceutical Research, 6: 171-176 (1989). Diese Be-
schreibungen sind hiermit eingefuhrt.

[0021] Vorzugsweise wird die Acylierung unter basi-
schen Bedingungen in einem polaren Losemittel aus-
geflhrt, das heif3t bei einem pH von mehr als 9,0 und
vorzugsweise etwa 10,5. Wahrend die Umsetzung in
einem vollkommen organischen polaren Lésemittel
unter Verwendung einer Base mit einem wassrigen
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pKa von gréRer oder gleich 10,75 ausgefihrt werden
kann, wird ein gemischtes organisches und wassri-
ges Ldsemittel als Reaktionsmedium bevorzugt. Be-
vorzugte Basen sind Tetramethylguanidin, Diisopro-
pylethylamin oder Tetrabutylammoniumhydroxid. Ein
besonders geeignetes Ldsemittel ist Acetonitril und
Wasser, das etwa 50% Acetonitril enthalt. Andere po-
lare Lésemittel umfassen Dimethylsulfoxid, Dimethyl-
formamid und dergleichen. Colésemittelsysteme um-
fassen auch Aceton und Wasser, Isopropylalkohol
und Wasser und Ethanol und Wasser. Die Zeit- und
Temperaturbedingungen, die zur Ausfiihrung der Re-
aktionen geeignet sind, sind nicht eng begrenzt. Eine
Temperatur von 0 bis 40°C und eine Umsetzungszeit
von 15 Minuten bis 24 Stunden sollten im allgemei-
nen geeignet sein. Eine besonders bevorzugte Art
zur Herstellung von solchen Fettsaure-acylierten In-
sulinen ist in der anhangigen US 08/341231 vom 17.
November 1994 beschrieben, deren Beschreibung
hiermit eingefiihrt ist.

[0022] Wenn die Umsetzung vollstandig ist, wird
das Reaktionsgemisch typischerweise mit Wasser
verdunnt und es kann gemaR einer Ausflihrungsform
der vorliegenden Erfindung Citronensaure zugege-
ben werden, um die Alkalinitat zu neutralisieren. Das
entstehende Citrat wirkt als Puffermittel fur die an-
schlieRende Verarbeitung, einschliellich der Anrei-
cherungs- und Reinigungsverfahren. In dieser Aus-
fuhrungsform wird die Citronensaure als wassrige
Lésung zum acylierten Protein gegeben und dient zur
Absenkung des pH der Lésung unter den isoelektri-
schen Punkt (isoelektrischen pH) des acylierten Insu-
lins. Normalerweise liegt das Protein zu diesem Zeit-
punkt in einer geeignet gepufferten wéassrigen LO-
sung zur weiteren Verarbeitung vor. Eine solche Ver-
arbeitung umfasst insbesondere die Reinigung durch
Standardchromatographieverfahren, wie Umkehr-
phasenchromatographie oder hydrophobe Chroma-
tographie, die Konzentrierung durch Querstromfiltra-
tion, einen Ldsemittelwechsel durch Ultrafiltration
und dergleichen.

[0023] Fur acyliertes Proinsulin, acyliertes Insulin
und acylierte Insulinanaloga, insbesondere N-Palmi-
toyl-Lys®?®  Humaninsulin, und B28-N-Palmito-
yl-Lys®?®ProB2°-Humaninsulin sollte der pH normaler-
weise unter etwa 3,0 und vorzugsweise zwischen
etwa 1,5 und 2,5 mit wassriger Citronensaure einge-
stellt werden, wie dies erforderlich ist. Erforderlichen-
falls kann der pH auch mit einer Base nachgestellt
werden, wie Natriumhydroxid, um ihn im gewlinsch-
ten Bereich zu halten. Ein pH von etwa 2,5 ist fur die
Verarbeitung von N-Palmitoyl Lys®?® Humaninsulin
geeignet.

[0024] Bei der Anwendung der vorliegenden Erfin-
dung ist es bekannt, dass das acylierte Protein einer
Vielzahl an chemischen Behandlungen, physikali-
schen Trennungen und Reinigungen unterzogen
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werden kann, einschliel3lich chromatographischer
Behandlung und Querstromfiltration, wie zur Reini-
gung der Proteinzusammensetzung, Konzentrierung
der Proteinldésung oder fir den Lésemittelaustausch
und chemische und enzymatische Behandlungen.
Alle diese Arbeitsgange werden vorzugsweise in Ge-
genwart des Citratpuffermittels der vorliegenden Er-
findung ausgefiihrt, um das Einsetzen der Gelierung
zu verringern. Die von der Erfindung umfasste Prote-
inprozessierung umfasst insbesondere die Reinigung
durch Standardchromatographieverfahren, wie Um-
kehrphasenchromatographie, hydrophobe Chroma-
tographie und dergleichen und die Proteinkonzentra-
tion durch Ultrafiltration und ahnliche Verfahren. Die
Proteinprozessierung soll auch die Aufbewahrung
der Proteinldsung in Lagertanks und ahnliche Vorbe-
reitungen fir solche Reinigungs- und Konzentrie-
rungsschritte umfassen.

[0025] Gemal der vorliegenden Erfindung kann das
Citratpuffermittel auch in die wassrige Losung des
acylierten Insulins durch die Neutralisierung einer
verdunnten Alkalildsung, wie der Lésung des Fett-
saure-acylierten Proteins, die aus der Acylierungsre-
aktion gewonnen wird, mit einer anderen Saure, wie
Chlorwasserstoffsdure oder Essigsaure, gefolgt von
der Zugabe eines Citratsalzes gegeben werden. Ge-
eignete Citratsalze umfassen beispielsweise Monos-
odiumcitrat, Dinatriumcitrat, Monoammoniumcitrat
und Diammoniumcitrat. Wie hierin verwendet um-
fasst der Ausdruck "Citratpuffermittel" jede Verbin-
dung, die Citrationen in die wassrige Proteinldsung
einfuhrt.

[0026] Um der Lésung des acylierten Insulins einen
Gel-verzégernden Charakter zu geben sollte die Lo-
sung mit einer Citrationenkonzentration von mindes-
tens etwa 25 mM und vorzugsweise etwa 50 mM ver-
sehen werden. Wahrend hohere Konzentrationen
verwendet werden konnen, wird eine praktische
Obergrenze von 1,0 M empfohlen, um die Verkompli-
zierung von eventuellen Aufarbeitungsoptionen und
eventuellen Proteinreinigungsschritten zu vermei-
den. Ahnlich sollte der pH der Lésung am besten in-
nerhalb eines Bereichs von etwa 1,5 und 3,0 wah-
rend der Verarbeitung gehalten werden. Im allgemei-
nen sollte ein pH von etwa 2,5 geeignet sein.

[0027] Danach wird die gesamte Verarbeitung der
Lésung des Fettsdure-acylierten Proteins, speziell
der Lésungen des Fettsaure-acylierten Insulins, die
ein organisches polares Lésemittel, wie Acetonitril
enthalten, und einschlielich verschiedener Protein-
reinigungs- und Proteinkonzentrierungsschritte in
Gegenwart des Citratpuffers ausgeflihrt werden, um
die Wahrscheinlichkeit der Gelierung zu vermeiden.
Solche Verarbeitungsschritte zielen gewdhnlich auf
die schlie3liche Isolierung des acylierten Proteins,
wie eines Fettsaure-acylierten Insulins, gewdhnlich
als trockenes Pulver.
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[0028] Beispielsweise kann das Fettsaure-acylierte
Insulinreaktionsprodukt vor der Gewinnung eines
pulverisierten Produkts durch nachfolgende Schritte
der Chromatographie und Ultrafiltration gereinigt und
angereichert werden. Um das Auftreten der Gelie-
rung wahrend der Verarbeitung zu verringern, wer-
den diese Reinigungsschritte in wassriger Lésung in
Gegenwart eines Citratpuffermittels ausgefiihrt.

[0029] Beispielsweise kann im Fall einer chromato-
graphischen Trennung die aus der Acylierungsreakti-
on gewonnene Proteinldésung, die mdglicherweise in
einem organischen Ldsemittel vorliegt, auf eine
Chromatographiesaule aufgetragen werden und
dann mittels einer wassrigen mobilen Phase oder ei-
nem wassrigen Elutionsmittel mit mindestens 25 mM
Citratpuffermittel und vorzugsweise etwa 50 mM Cit-
ratpuffermittel eluiert werden. Der Fachmann er-
kennt, dass der Eluent ein organisches polares Lose-
mittel enthalt, wie Acetonitril, dessen Konzentration
sich wahrend der Elution der Saule andert (Gradien-
tenelution), um die Elution des Proteins von der S&u-
le zu erleichtern. Obwohl es nicht essentiell ist, ist es
auch bevorzugt, dass die zu trennende Proteinldsung
auf die Saule in einer Losung aufgetragen wird, die
einen Citratpuffer enthalt.

[0030] Im Fall einer Ultrafiltration sollte jede Ultrafil-
trationswaschlésung zusatzlich zur Bereitstellung der
Insulinlésung fur die Ultrafiltrationsmembran in einer
Citratpufferlésung auch zumindest 25 mM des Citrat-
puffermittels und vorzugsweise 50 mM Citrat enthal-
ten.

[0031] Nach diesen Reinigungs- und Anreiche-
rungsschritten kann die wassrige Losung des gerei-
nigten Fettsdure-acylierten Proteins, insbesondere
eines Fettsaure-acylierten Proinsulins, eines Fett-
saure-acylierten Insulins oder eines Fettsaure-acy-
lierten Insulinanalogons prozessiert werden, um das
I8sliche Protein als Pulver zu gewinnen. Bei der An-
wendung der vorliegenden Erfindung kann jedes Ver-
fahren zur Gewinnung des acylierten Proteins als
Pulver, einschlieBlich Lyophilisierungs-(Gefriertrock-
nungs-), Kristallisations- oder Fallungstechniken ver-
wendet werden. Die vorliegende Erfindung ist nicht
auf die Art der Isolierung und Reinigung des acylier-
ten Proteins in Pulverform beschrankt.

[0032] Die acylierten Insulin- und acylierten Insuli-
nanalogonpulver, die schlieBlich mittels des Verfah-
rens der vorliegenden Erfindung hergestellt werden
kdénnen, sind zur Herstellung von pharmazeutischen
Zusammensetzungen brauchbar, die in der Insulin-
therapie verwendet werden, das heildt zur Verabrei-
chung an einen behandlungsbediirftigen Patienten
(das heil’t einen Patienten, der an Hyperglycamie lei-
det). Solche pharmazeutischen Zusammensetzun-
gen koénnen eine wirksame Menge des Fettsdu-
re-acylierten Insulins oder Fettsdure-acylierten Insu-
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linanalogons in einer wassrigen Losung mit einem Ci-
tratpuffermittel als eine Komponente in Kombination
mit einem oder mehreren pharmazeutisch annehm-
baren Hilfsstoffen oder Tragern enthalten. Fir diese
Zwecke kénnen die pharmazeutischen Zusammen-
setzungen typischerweise so formuliert werden, dass
sie etwa 100 Einheiten pro ml oder dhnliche Konzen-
trationen aufweisen, die eine wirksame Menge des
Fettsaure-acylierten Insulins oder Fettsaure-acylier-
ten Insulinanalogons enthalten. Diese Zusammen-
setzungen sind typischerweise wenn auch nicht not-
wendigerweise von der Art her parenteral und kon-
nen durch jede einer Vielzahl an Techniken mittels
herkémmlicher Hilfsstoffe oder Trager fir parenterale
Produkte hergestellt werden, die in der Technik gut
bekannt sind. Siehe beispielsweise Remington's
Pharmaceutical Sciences, 17. Ausgabe, Mack Publi-
shing Company, Easton, PA, USA (1985), das hiermit
eingeflihrt ist. Beispielsweise kénnen Dosisformen
zur parenteralen Verabreichung durch Suspendieren
oder Ldsen der gewiinschten Menge des Insulinpul-
vers in einem nicht toxischen fllissigen Trager, der
zur Injektion geeignet ist, wie ein wassriges Medium,
und der Sterilisierung der Suspension oder Lésung
hergestellt werden. Alternativ dazu kann eine abge-
messene Menge des Insulinpulvers in ein Glaschen
gegeben werden und das Glaschen und deren Inhalt
werden sterilisiert und verschlossen. Es kann eine
begleitende Ampulle oder ein Trager zum Mischen
vor der Verabreichung bereitgestellt werden.

[0033] Pharmazeutische Zusammensetzungen, die
fur eine parenterale Verabreichung vorgesehen sind,
verwenden Verdinnungsmittel, Hilfsstoffe und Tra-
ger, wie Wasser und wassermischbare organische
Loésemittel, wie Glycerin, Sesamdl, Erdnussol, wass-
riges Propylenglycol, N,N-Dimethylformamid und
dergleichen. Beispiele fur solche pharmazeutischen
Zusammensetzungen beinhalten sterile, isotonische,
wassrige Kochsalzlésungen des Insulins, die mit ei-
nem pharmazeutisch annehmbaren Puffer gepuffert
sein koénnen und die pyrogenfrei sind. Zusatzlich
kann die parenterale pharmazeutische Formulierung
Konservierungsstoffe enthalten, wie meta-Cresol
oder andere Mittel zur Einstellung des pH des End-
produkts, wie Natriumhydroxid oder Chlorwasser-
stoffsaure, und Stabilisationsmittel, wie Zinksalze.

[0034] Die folgenden Beispiele werden bereitge-
stellt, um die Erfindung zu erlautern und zu erklaren.
Wahrend die Erfindung unter Bezugnahme auf die
Verarbeitung von Lésungen erlautert wird, die N-Pal-
mitoyl Lys®?° Humaninsulin enthalten, sollte der Um-
fang der Erfindung nicht so betrachtet werden, dass
er durch diese Beispiele beschrankt wird. Falls nichts
anderes angegeben ist, beziehen sich alle Anteile
und Prozentsatze auf das Gewicht und alle Tempera-
turen sind in Grad Celsius angegeben.
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Beispiel 1

[0035] Eine wassrige Lésung eines Fettsdure-acy-
lierten biosynthetischen Humaninsulins (N-Palmito-
yl-Lys®?* Humaninsulin), die etwa 12,5 Volumenpro-
zent Acetonitril und 12,5 mM Borsaure enthalt, pH 2,5
und eine Temperatur von 4°C aufweist, wird auf eine
Umkehrphasensaule mit geringer Leistung aufgetra-
gen. Die Saule ist mit SP20SS Harz gepackt, das von
Mitsubishi verfiigbar ist, das mit einer wassrigern L6-
sung aquilibriert wurde, die 10 Volumenprozent Ace-
tonitril und 50 mM Citronensaure bei einem pH von
2,5 und ebenfalls einer Temperatur von 4°C enthalt.
Das acylierte Insulin wird auf das Harz mit einem Ver-
haltnis von 7 Gramm Insulin pro Liter gepacktem
Harz aufgetragen. Nach dem Beladen der Saule wird
die Saule mit einem (1) Saulenvolumen einer wassri-
gen Pufferldsung gewaschen, die 25 Volumenpro-
zent Acetonitril und 50 mM Citronensaure enthalt und
einen pH von 2,5 aufweist. Die beladene Saule wird
mit einem linearen Gradienten aus 25 bis 55 Volu-
menprozent Acetonitril in einer wassrigen 50 mM Ci-
tronensaureldsung mit einem pH von 2,5 und einer
Temperatur von 4°C eluiert. Die Saule wird mit flinf
(5) Saulenvolumina an Eluat eluiert. Die Fraktionen
werden gesammelt und entsprechend vereinigt.

[0036] Ein Teil der entstehenden Hauptmenge wird
fur 2 Wochen auf 4°C gehalten und ein weiterer Teil
wird fur 12-16 Stunden auf 25°C ohne sichtbare Zei-
chen einer Gelierung in einer der L6sungen gehalten.

Vergleichsbeispiel 1

[0037] Eine ahnliche wassrige Losung eines Fett-
saure-acylierten biosynthetischen Humaninsulins
(N-Palmitoyl-Lys®?* Humaninsulin), die etwa 12,5 Vo-
lumenprozent Acetonitril und 12,5 mM Borsaure ent-
halt, pH 2,5 und eine Temperatur von 4°C aufweist,
wird auf eine Umkehrphasensaule mit geringer Leis-
tung aufgetragen. In diesem Fall ist die Saule auch
mit SP20SS Harz gepackt, wird aber statt dessen mit
einer wassrigen Losung, die 10 Volumenprozent
Acetonitril und 20 mM Glycin bei einem pH von
2,8-3,2 enthalt, voraquilibriert. Unter Verwendung
desselben Insulinbeladungsverhaltnisses, Wasch-
verfahrens und Elutionsprotokolls werden Fraktionen
gesammelt und entsprechend vereinigt. In diesem
Fall geliert ein Teil der entstehenden Hauptmenge,
die bei 4°C gehalten wird, innerhalb von (3) Tagen,
wahrend die andere Fraktion der Hauptmenge, die
bei 25°C gehalten wird, innerhalb einer Stunde ge-
liert. Die Reinheiten der in den unterschiedlichen Puf-
fern in Beispiel 1 und Vergleichsbeispiel 1 gesammel-
ten Hauptmengen sind nicht signifikant unterschied-
lich.

Beispiel 2

[0038] Eine wassrige Lésung eines Fettsdure-acy-
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lierten biosynthetischen Humaninsulins (N-Palmitoyl
Lys®?° Humaninsulin), die etwa 32 Volumenprozent
Acetonitril und 50 mM Citrat bei einem pH von 2,45
enthalt, wird mit einer Querstromgeschwindigkeit von
1,5 bis 2,0 I/min unter einem Transmembrandruck
von 10 bis 40 psi mit einer Temperatur im Bereich von
5-13°C durch eine Millipore® Membran mit einer Mo-
lekulargewichtsausschlussgrenze von 5000 (ein
QuadratfuB) ultrafiltriert, um die Konzentration von
etwa 4,0 mg/ml auf etwa 15 mg/ml zu erhéhen. Es bil-
det sich nicht nur kein Gel wahrend der Ultratfiltration,
sondern das Retentat, das 15 mg/ml des acylierten
Insulins und etwa 32 Volumenprozent Acetonitril ent-
halt, wird fir 2 Wochen bei 5°C gelagert und zeigt kei-
ne Anzeichen einer Gelbildung.

Vergleichsbeispiel 2

[0039] Eine wassrige Lésung eines Fettsdure-acy-
lierten biosynthetischen Humaninsulins (N-Palmitoyl
Lys®?® Humaninsulin), die 32% Acetonitril und 20 mM
Glycin bei einem pH von 2,5 enthalt, wird bei einer
Temperatur im Bereich von 9-16°C und einer Prote-
inkonzentration von 4,5 mg/ml ultrafiltriert, wobei das
Permeat in den Vorlagebehalter zuriickgefiihrt wird,
so dass die Losung nicht konzentriert wird, wobei die-
selben Bedingungen fir Flussrate und Transmemb-
randruck wie in Beispiel 2 verwendet werden. Die L6-
sung wird flir eine Stunde durch eine Millipore® Mem-
bran mit einer Molekulargewichtsausschlussgrenze
von 5000 (ein QuadratfuB) filtriert. Die Lagerung des
Retentats, das 4,5 mg/ml acyliertes Insulin enthalt,
fur 2 Tage bei 5°C, fihrt zu einer Bildung von groRen
Gelklumpen. Eine Probe der urspriinglichen Lésung,
die keiner Verarbeitung durch die Ultrafiltrationsein-
heit unterzogen wird, geliert unter denselben Lager-
bedingungen nicht.

Beispiel 3

[0040] Eine wassrige Lésung eines Fettsdure-acy-
lierten biosynthetischen Humaninsulins (N-Plamito-
yl-Lys®? Humaninsulin), worin etwa 35 bis 40 Volu-
menprozent Acetonitril und 50 mM Citrat bei einem
pH von 2,45 enthalten sind, wird mit einer Querstrom-
geschwindigkeit von etwa 1,5 bis 2,0 I/min unter ei-
nem Transmembrandruck von 10 bis 40 psi und einer
Temperatur im Bereich von 5-13°C durch eine Milli-
pore® Membran mit einer Molekulargewichtsaus-
schlussgrenze von 5000 (ein Quadratful3) ultrafilt-
riert, um die Konzentration von etwa 7,5 mg/ml bis
etwa 70 mg/ml zu erhdhen. Es bildet sich kein Gel
wahrend der Ultrafiltration.

Vergleichsbeispiel 3

[0041] Eine wassrige Lésung eines Fettsdure-acy-
lierten biosynthetischen Humaninsulins (N-Palmito-
yl-Lys®?° Humaninsulin), die etwa 35 bis 40 Volumen-
prozent Acetonitril und 20 mM Glycin bei einem pH
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2,5 enthalt, wird durch eine Amiconultrafiltrations-
membran mit einer Molekulargewichtsausschluss-
grenze von 3000 bei ahnlichen Bedingungen flr
Querstrom und Transmembrandruck wie die in Bei-
spiel 3 und einer Temperatur im Bereich von 5-10°C
ultrafiltriert, um die Konzentration von 1,5 mg/ml zu
erhdhen. Wenn die Konzentration des acylierten In-
sulins etwa 6 mg/ml erreicht, wird die Losung trlb.
Wenn die Konzentration 10 mg/ml erreicht haben
sollte, geliert die Losung. Durch die Verdiinnung der
anfanglichen acylierten Insulinldsung auf etwa 20 Vo-
lumenprozent Acetonitril ist es mdglich, das Protein
auf 10 mg/ml ohne Gelierung zu konzentrieren.

[0042] Die Prinzipien, bevorzugten Ausfihrungen
und Durchfihrungsarten der vorliegenden Erfindung
wurden in der vorangehenden Beschreibung be-
schrieben. Obwohl die vorliegende Erfindung im De-
tail im Zusammenhang der Reinigung und schlief3li-
chen Gewinnung eines Fettsaure-acylierten Proinsu-
lins, eines Fettsaure-acylierten Insulins und eines
Fettsaure-acylierten Insulinanalogons und speziell
zur Verarbeitung von N-Palmitoyl-Lys®?° Humaninsu-
lin beschrieben ist, ist beabsichtigt, dass die Erfin-
dung auch auf andere Fettsaure-acylierte Proteine
anwendbar ist.

Patentanspriiche

1. Verfahren zur Reinigung eines Fettsaure-ary-
lierten Proteins durch chromatographische Tren-
nung, gekennzeichnet durch Elution des Fettsau-
re-acylierten Proteins mittels einer wassrigen L6-
sung, die eine Menge eines Citratpuffermittels ent-
halt, die zur Verzégerung der Gelierung des Fettsau-
re-acylierten Proteins ausreicht.

2. Verfahren zur Konzentrierung einer Lésung ei-
nes Fettsaure-acylierten Proteins durch Quer-
strom-Filtration, gekennzeichnet durch Einbringung
des Fettsaure-acylierten Proteins in eine Filtermemb-
ran als wassrige Losung, die eine Menge eines Cit-
ratpuffermittels enthalt, die zur Verzégerung der Ge-
lierung des Fettsaure-acylierten Proteins ausreicht.

3. Verfahren nach Anspruch 1 oder Anspruch 2,
worin das Fettsaure-acylierte Protein aus einem Fett-
saure-acylierten Proinsulin, einem Fettsdure-acylier-
ten Insulin und einem Fettsdure-acylierten Insulina-
nalogon ausgewahlt ist.

4. Verfahren nach Anspruch 3, worin das Fett-
saure-acylierte Protein ein Insulinanalogon ist, worin
der Aminosdaurerest an der Position B30 Thr oder Ala
ist oder deletiert ist und die Fettsaure Myristinsaure
ist.

5. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 4,
worin die wassrige Losung eine Citratkonzentration
von 25 mM aufweist.
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6. Verfahren nach einem der vorangehenden An-
spriche, worin die wassrige Losung einen pH von 1,5
bis 3,0 aufweist.

7. Gelierungsresistente Losung eines Fettsau-
re-acylierten Proteins, die ein Fettsaure-acyliertes
Protein und eine Menge eines Citratpuffermittels auf-
weist, die zur Verzdgerung der Gelierung des Fett-
saure-acylierten Proteins ausreicht, worin das Fett-
saure-acylierte Protein aus einem Fettsdure-acylier-
ten Proinsulin, einem Fettsaure-acylierten Insulin und
einem Fettsaure-acylierten Insulinanalogon ausge-
wahlt ist.

8. Proteinlésung nach Anspruch 7, worin das
Fettsdure-acylierte Protein ein Insulinanalogon ist,
worin der Aminosaurerest an der Position B30 Thr
oder Ala ist oder deletiert ist und die Fettsaure Myris-
tinsaure ist.

9. Proteinldsung nach Anspruch 7 oder Anspruch
8, worin die wassrige Losung eine Citratkonzentrati-
on von 25 mM aufweist.

10. Proteinlésung nach einem der Anspriche 7
bis 9, worin die wassrige Losung einen pH von 1,5 bis
3,0 aufweist.

Es folgt kein Blatt Zeichnungen
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