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Verfahren zur Gewinnung eines gereinigten eukaryotischen Wachstumshormons oder Analogen desselben aus einer

Bakterienzelle, in der das eukaryotische Wachstumshormon oder Analoge desselben durch Expression einer DNA-Sequenz

mit Kodierung fir das betreffende Hormon oder Analoge desselben erzeugt wurde, dadurch gekennzeichnet, dal man

a) dieZellwand der Bakterienzelle oder von Fragmenten derselben zur Gewinnung eines Lysats aufbricht;

b) ausdem Lysatein teilchenférmiges und unldsliches Material enthaltenden Niederschlag abtrennt;

c) eine Suspension des abgetrennten Niederschlags in einer geeigneten Pufferldsung zubereitet;

d) die SuspensionzurHerbeifiihrung eines Kontakts zwischen Fitissigkeit und Feststoffen behandelt;

e) vonderSuspension, in der ein Flissigkeits-/Feststoff-Kontakt stattgefunden hat, ausgefallenes Material teilweise oder
vollsténdig abtrennt;

f) denabgetrennten Niederschlag zur Bildung einer Lésung in ausreichender Menge in einer waRrigen Lésung in Lésung

bringtund den pH-Wert auf einen geeigneten alkalischen Wert einstelit;

das 1&slich gemachte Hormon oder Analoge desselben von sonstigen Zellkomponenten durch Ultrafiltration unter

geeigneten Bedingungen abtrennt, um ein Ultrafiltrat mit dem Hormon oder Analogen desselben und einen Riickstand

zu erhalten, und

h) dasldslich gemachte Hormon oder Analoge desselben zu seiner weiteren Reinigung und Konzentration einer Behand-
lung unterwirft, um dabei gereinigtes Hormon oder gereinigtes Analoges desselben reindarzustellen.

g

. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, da man als Hormon oder Analoges desselben ein tierisches

Wachstumshormon oder Analoges desselben herstelit.

. Verfahren nach Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet, dafd man als Hormon oder Analoges desselben

Rinderwachstumshormon oder ein Analoges desselben herstellt.

. Verfahren nach Anspruch 3, dadurch gekennzeichnet, daB das Analoge die an das N-Ende der Phenylalaninform von

natiirlichem Rinderwachstumshormon addierte Aminosauresequenz Met-Asp-Gln aufweist und da man als Bakterienzelle
Escherichia coli Stamm ATCC Nr. 39806 verwendet.

. Verfahren nach Anspruch 3, dadurch gekennzeichnet, daR? das Analoge einen an das N-Ende der Phenylalaninform von

natlirlichem Rinderwachstumshormon addierten Methioninrest aufweist und daR man als Bakterienzelle Escherichia coli
Stamm ATCC Nr.39785 verwendet.

. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, da man als Hormon oder Analoges desselben menschliches

Wachstumshormon oder ein Analoges desselben herstellt.

. Verfahren nach Anspruch 6, dadurch gekennzeichnet, daR das Analoge die Aminosduresequenz von natiirlichem

menschlichem Wachstumshormon beginnend bei Met' aufweist und dalR man als Bakterienzelle Escherichia coli Stamm
ATCC Nr.39386 verwendet.

. Verfahren nach Anspruch 8, dadurch gekennzeichnet, daR das Analoge die Aminosauresequenz von natiirllichem

menschlichem Wachstumshormon mit vorrangierendem Methionin am N-Ende aufweist und dal3 man als Bakterienzelle
Escherichia coli Stamm ATCC Nr.39384 verwendet.

. Verfahren nach Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet, da man als Hormon Schweinewachstumshormon oder ein Analoges

desselben herstellt.

Verfahren nach Anspruch 9, dadurch gekennzeichnet, daR das Analoge einen an das N-Ende der Phenylalaninform von
natlirlichem Schweinewachstumshormon addierten Methioninrest aufweist und daR man als Bakterienzelle Escherichia coli
Stamm ATCC Nr. 39804 verwendet.

Verfahren nach Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet, da man als Hormon oder Analoges desselben
Hihnerwachstumshormon oder ein Analoges desselben herstellt.

Verfahren nach Anspruch 11, dadurch gekennzeichnet, daR das Analoge einen an das N-Ende der Phenylalaninform von
nattrlichem Hithnerwachstumshormon addierten Methioninrest aufweist und daR man als Bakterienzelle Escherichia coli
Stamm ATCC Nr.39792 verwendet.

Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daR man vor Stufe (a) die Bakterienzelle oder Bruchstiicke derselben
inder Gérmaische in Suspension hilt oder in einer geeigneten gepufferten Losung bei einem neutralen pH-Wert suspendiert.
Verfahren nach Anspruch 13, dadurch gekennzeichnet, da man als neutralen pH-Wert etwa 7,4 wahilt.

Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daRR man in Stufe (a) die Zellen mechanisch aufbricht.

Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daR man das Lysat vor der Abtrennung des teilchenférmigen
Materials mit einer geeigneten Menge entionisierten Wassers verdiinnt. '
Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daR man die Abtrennung in Stufe (b) oder in Stufe (e) durch
Zentrifugieren bewirkt.

Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daR man die Abtrennung in Stufe (b) oderin Stufe {e) durch
Ultrafiltration bewirkt.

. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, da man in Stufe (d) zusétzlich die Suspension eine geeignete Zeit

lang mit einem zum Verdauen von in der Suspension enthaltenen Polysacchariden fahigen Enzym in Kontakt bringt.
Verfahren nach Anspruch 19, dadurch gekennzeichnet, daR man als Enzym Lysozym verwendet.

Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, da man die Behandlung in Stufe (d) zur Herbeiflihrung eines
Flissigkeits-/Feststoff-Kontakts als Beschallung durchfiihrt.

Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daR man vor Herbeifiihru ng eines Fliissigkeits-/Feststoff-Kontakts
der Suspension in Stufe (d) die Suspension mit einer geeigneten Menge eines geeigneten Netzmittels versetzt und ferner die
Suspension eine geeignete Zeit lang inkubiert.

Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daR man das aus der Suspension, in der ein Fliissigkeits-/Feststoff-
Kontakt stattgefunden hat, in Stufe (e) teilweise oder vollsténdig abgetrennte ausgefillte Material in einer geeigneten
Menge eines geeigneten Mediums resuspendiert, die erhaltene Suspension unter geeigneten Bedingungen einer
Flussigkeits-/Feststoff-Kontaktierung unterwirft und das dabei angefallene ausgeféllte Material von der einer Fliissigkeits-/
Feststoff-Kontaktierung unterworfenen Suspension vor dem Inldsungbringen in Stufe (f) abtrennt.
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24. Verfahren nach Anspruch 23, dadurch gekennzeichnet, da man als geeignetes Medium eine gepufferte oder nicht-
gepufferte waRrige Losung verwendet.

25. Verfahren nach Anspruch 23, dadurch gekennzeichnet, dal man den angefallenen Niederschlag mindestens ein weiteres
Mal resuspendiert, einer Fliissigkeits-/Feststoff-Kontaktierung unterwirft und abtrennt.

26. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dal man beim Inldsungbringen in Stufe (f} einen alkalischen pH-Wert
von etwa 9,0~12,0 wahit.

27. Verfahren nach Anspruch 26, dadurch gekennzeichnet, das man nach dem Inlésungbringen des Niederschlags bei einem
pH-Wert von etwa 9,0-12,0 den pH-Wert auf etwa 10,5 senkt. :

28, Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, da man der in Stufe (f) erhaltenen Lésung eine geeignete Menge
einer geeignet konzentrierten wéalrigen Natriumboratisung einverleibt.

29. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, da man die in Stufe (f) angefallene Lésung durch Flussigkeits-/
Feststoff-Kontakt unter geeigneten Bedingungen klért, die einem Flussigkeits-/Feststoff-Kontakt unterworfene Losung unter
geeigneten Bedingungen zentrifugiert, die Giberstehende Fliissigkeit abtrennt und die Flissigkeit filtriert, um eine das
Hormon oder dessen Analoges enthaltene geklarte Losung zu gewinnen.

30. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dafl man die Abtrennung durch Ultrafiltration in Stufe (g) mit einer
geeigneten Membran eines Schnittpunktes (cut-off point) von etwa 100K Molekulargewicht durchfiihrt.

31, Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB der in Stufe {g) angefallene Riickstand vor oder nach
Durchfithrung der Behandlung in Stufe (h) mindestens noch einmal einer Ultrafiltration unterwirft.

32. Verfahren nach Anspruch 31, dadurch gekennzeichnet, dals man den Riickstand vor der erneuten Ultrafiltration mit einem
geeigneten Puffer bei einem geeigneten alkalischen pH-Wert verdiinnt.

33. Verfahren nach Anspruch 32, dadurch gekennzeichnet, daB man als alkalischen pH-Wert etwa 9,0~12,0 wéhlt.

34. Verfahren nach Anspruch 32, dadurch gekennzeichnet, dafl man die Verdtinnung und Ultrafiltration mindestens einmal
wiederholt.

35. Verfahren nach Anspruch 31, dadurch gekennzeichnet, da man den Rickstand wihrend der Ultrafiltration bei praktisch
konstantem Volumen hélt.

36. Verfahren nach Anspruch 35, dadurch gekennzeichnet, da® man die Ultrafiltration bei praktisch konstantem
Riickstandsvolumen mindestens noch einmal wiederholt.

37. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daR man die Behandlung des in Lésung gebrachten Hormons in
Stufe (h) als lonenaustauschchromatographie durchfthrt. -

38. Verfahren nach Anspruch 37, dadurch gekennzeichnet, da man die lonenaustauschchromatographie mit einem
aminhaltigen lonenaustauscherharz durchfiihrt.

39. Verfahren nach Anspruch 38, dadurch gekennzeichnet, dal man als aminhaltiges lonenaustauscherharz
Diethylaminoethyldextran oder -sepharose verwendet.

40. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daR man das gereinigte Hormon oder Analoge desselben durch
Ultrafiltration konzentriert.

41. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, da® man das gereinigte Hormon oder Analoge desselben durch
Dialyse und anschlieRende Trocknung weiter reinigt.

42. Verfahren nach Anspruch 41, dadurch gekennzeichnet, dal man die Dialyse gegen eine Losung mit einer geeigneten
Konzentration eines geeigneten Salzes durchflihrt.

43. Verfahren nach Anspruch 42, dadurch gekennzeichnet, dall man als geeignetes Salz Ammoniumhydroxid oder
Ammoniumbicarbonat verwendet. '

44. Verfahren nach Anspruch 41, dadurch gekennzeichnet, da® man die Trocknung als Lyophilisierung durchfiihrt.

45. Verfahren nach Anspruch 41, dadurch gekennzeichnet, da3 man die Trocknung als Spriihtrocknung unter geeigneten
Bedingungen durchfiihrt. :

Anwendungsgebiet der Erfindung

Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Gewinnung eines gereinigten eukaryotischen Wachstumshormons oder Analogen
desselben aus einer Bakterienzelle.

Charakteristik der bekannten technischen Losungen

Ein Ziel gentechnologischer Forschung bestand in der Entwicklung von Verfahren zur Gewinnung von in der Natur lediglich in

héheren Organismen gebildeten Proteinen in Mikroorganismen. Dieses Ziel wiirde bei bestimmten eukaryotischen

Wachstumshormonen oder Analogen derselben erreicht. Bei der American Type Culture Collection in Rockvilie, MD. sind

Stamme genetisch modifizierter Bakterien, beispielsweise Escherichia coli, die bei Ztichtung und Induktion zur Bildung

verschiedener Wchstumshormone oder Analoger derselben fahig sind, hinterlegt. Solche Hormone sind von moglicherweise

groRem Interesse auf landwirtschaftlichem Gebiet, beispielsweise zur Steigerung der Milch- und Fleischproduktion in der

Viehwirtschaft, sowie auf medizinischem Gebiet, beispielsweise zur Behandlung von Zwergenwuchs bei Menschen.

Die Gewinnung eines Wachstumshormons mittels eines Mikroorganismus umfait folgende allgemeine Stufen:

1. Fremd-DNA, die mit den genetischen Anweisungen fiir die Produktion des gewiinschten Hormons kodiert ist, wird in einem
geeigneten Mikroorganismus, z. B. Escherichia coli, eingebaut;

2. der Mikroorganismus wird unter geeigneten Bedingungen geziichtet und liefert und lagert das Hormon in grofden Mengen;
und

3. das Hormon wird aus dem Mikroorganismus gewonnen und gereinigt.
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Die Gewinnung und Reinigung des Hormons besteht im aligemeinen in einem Aufbrechen der Zelle, in einer Abtrennung des
Wachstumshormons von den sonstigen Zellbestandteilen und in einer weiteren Reinigung des gewonnenen Hormons.
Unerwiinschte Zellbestandteile kénnen mit Enzymen verdaut, mit Netzmitteln in Losung gebracht und von dem Hormon durch
Zentrifugieren abgetrennt werden. Schlief3lich laBt sich das Wachstumshormon mit den verschiedensten Reinigungstechniken
flir Proteine bis zu verschiedenen Reinigungsgraden reinigen. Solche tiblichen Proteinreinigungsmalnahmen sind
beispielsweise Dialyse, Zonenzentrifugieren, MolekiilausschiuBchromatographie, isoelektrische Fallung, Ein- und Aussalzen,
Lésungsmittelfraktionieren, ElektrophoresemaRBnahmen, lonenaustauschchromatographie und/oder
Affinitatschromatographie. Die geschilderten Techniken unterscheiden sich voneinander durch ihre wirtschaftliche
Durchflihrbarkeit und den erreichbaren Reinigungsgrad.

In der DDR-Patentanmeldung AP-C 12N/265320/4 ist ein Verfahren zur Gewinnung und Reinigung von
Rinderwachstumshormon beschrieben. Bei diesem Verfahren erfolgt eine Gewinnung des Hormons durch mechanisches
Aufbrechen einer durchgemischten Zellsuspension und eine Inkubation des Niederschlags mit Lysozym und dann mit
Desoxyribonuklease. Die Reindarstellung des Hormons erfolgt dann durch Beschallung des in Lésung gebrachten Hormaons,
Kidren der Lésung durch Zentrifugieren und Unterwerfen der das Hormon enthaltenden Lésung einer Gelchromatographie,
lonenaustauschchromatographie, Dialyse und Lyophilisierung.

Das geschilderte Verfahren erfordert ziemlich groRe Mengen an Lysozym und folglich wiederholte und zeitaufwendige
Waschvorgédnge zur Gewinnung von gereinigtem Hormon. Selbst dann fallt das gereinigte Hormon lediglich in relativ geringer
Ausbeute (etwa 10-15%, bezogen auf das Hormongewicht in den Zellen am Ende der Fermentierung) an. Ein weiterer Nachteil
des beschriebenen Verfahrens ist seine Abhéngigkeit von einer Desoxyribonukleaseverdauung. Desoxyribonuklease ist ein
kostspieliges Enzym, das zur Verdauung von Zell-DNA wahrend des Hormongewinnungsverfahrens verwendet wurde. Es hat
sich gezeigt, dal Desoxyribonukleasepréparate mit Proteasen, die das gewiinschte Produkt wihrend der Gewinnung abbauen,
verunreinigt sind. Die Verwendung von Desoxyribonuklease, wie bei dem geschilderten Verfahren, kann folglich zu einer
Verminderung der Ausbeute an dem gewonnenen Hormon fiihren, sofern nicht zusétzliche Vorkehrungen zur Inhibierung etwa
vorhandener Protease getroffen werden. Selbst dann ist eine vollstandige Proteaseinhibierung nicht moglich. Uber die
Ausbeuteverminderung hinaus fithrt die Verwendung von Desoxyribonuclease zusétzlich noch zu einem Produkt geringerer als
der gewtinschten Stabilitat, was ebenfalls auf die Proteaseverunreinigung zuriickzufiihren ist.

Ziel der Erfindung

Es wurde nun ein Verfahren zur Gewinnung eines gereinigten eukaryotischen Wachstumshormons oder Analogen desselben
entwickelt, das einfacher durchzufiihren, besser zu steuern und weniger kostspielig ist als vorherige Verfahren. Das
erfindungsgemafie Verfahren flihrt zu einer Gewinnung des gewunschten Produkts in héherer Ausbeute und in stabilerer Form
als dies bisher erreichbar war. Das Verfahren erfordert lediglich 2,5-5% der bei dem vorherigen Verfahren verwendeten
Lysozymmenge, was die Reinigung vereinfacht und die Gestehungskosten senkt. Darliber hinaus bendtigt man bei
Durchfiihrung des erfindungsgemafen Verfahrens keine Desoxyribonuklease. Neben der weiteren Kostensenkung kann man
durch Weglassen der Desoxyribonuklease die Produktausbeute mehr als verdoppein und ein Produkt deutlich héherer Stabilitat
herstellen. Durch Vermindern der Anzahl der erforderlichen Waschvorgénge stellt das erfindungsgeméRe Verfahren ein
bequemeres und weniger zeitaufwendiges Verfahren zur Gewinnung und Reindarstellung von Wachstumshormonen oder
deren Analogen dar, wobei lediglich 10-20% der Zeit des vorherigen Verfahrens aufgewendet werden missen. Durch
Anwendung der Ultrafiltration ermdglicht das erfindungsgemafe Verfahren sowohl eine betréchtliche Kosteneinsparung als
auch die Gewinnung eines deutlich reineren Produkts.

Darlegung des Wesens der Erfindung

Gegenstand der Erfindung ist nun ein Verfahren zur Gewinnung eines gereinigten eukaryotischen Wachstumshormons oder
Analogen desselben aus einer Bakterienzelle, in der das eukaryotische Wachstumshormon oder Analoge desselben durch
Expression einer DNA-Sequenz mit Kodierung fiir das betreffende Hormon oder Analoge desselben erzeugt wurde, welches
dadurch gekennzeichnet ist, dal? man

a) dieZellwand der Bakterienzelle oder von Fragmenten derselben zur Gewinnung eines Lysats aufbricht;

b) ausdem Lysatein teilchenférmiges und unlésliches Material enthaltenden Niederschlag abtrennt;

c) eineSuspension des abgetrennten Niederschlagsin einer geeigneten Pufferldsung zubereitet;

d) die Suspension zur Herbeiflihrung eines Kontakts zwischen Fliissigkeit und Feststoffen behandelt;

e) vonderSuspension, in der ein Fliissigkeits-/Feststoff-Kontakt stattgefunden hat, ausgefallenes Material teilweise oder voll-
stdndig abtrennt;

f) denabgetrennten Niederschiag zur Bildung cinerLdsung in ausreichender Menge in einer waRrigen Lésung in Loésung

- bringtund den pH-Wert auf einen geeigneten alkalischen Wert einstellt;

g) dasléslich gemachte Hormon oder Analoge desselben von sonstigen Zellkomponenten durch Ultrafiltration unter geeigne-
ten Bedingungen abtrennt, um ein Ultrafiltrat mit dem Hormon oder Analogen desselben und einen Riickstand zu erhalten,
und

h) dasldslich gemachte Hormon oder Analoge desselben zu seiner weiteren Reinigung und Konzentration einer Behandlung
unterwirft, um dabei gereinigtes Hormon oder gereinigtes Analoges desselben reindarzustellen.

In Stufe (d) kann man zum Behandel!n der Suspension des von dem Lysat abgetrennten Niederschlags vor der Flassigkeits-/

Feststoff-Kontaktierung und anschlieBenden Abtrennung des Niederschlags Lysozym verwenden. Letztere beiden Stufen sowie

die Ultrafiltration kénnen wiederholt werden. Zur weiteren Reinigung und Konzentrierung des Hormons oder seines Analogen

kann man sich in Stufe (h) der lonenaustauschchromatographie bedienen. Die meisten Verfahrensschritte kénnen kontinuierlich
und automatisch durchgeflihrt werden.
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Geeignete hormonproduzierende Bakterienzellen, die im Rahmen des Verfahrens gemaB der Erfindung eingesetzt werden
kénnen, sind die Escherichia coli Stimme ATCC Nr. 398086, 39785, 39386, 39384, 39804 und 39792. ErfindungsgeméfR kdnnen
Rinder-, Schweine- und Hithnerwachstumshormone sowie menschliche Wachstumshormone und deren jeweilige Analoge
gewonnen und reindargestellt werden.
Wie bereits erwahnt, wurde erfindungsgemag ein neues Verfahren zur Gewinnung eines gereinigten eukaryotisch,
beispielsweise tierischen oder menschlichen Wachstu mshormons oder Analogen desselben, aus einer Bakterienzelle, in der das
Wachstumshormon oder Analoge desselben durch Expression einer DNA-Sequenz mit Kodierung flr das betreffende Hormon
oder dessen Analoges produziert wurde, entwickelt.
Zur Verwendung bei diesem Verfahren geeignete, genetisch modifizierte Bakterienzellen sind bekannt. Ein beispielsweise zur
Produktion eines Analogen von Rinderwachstumshormon (bGH) genetisch modifizierter Escherichia coli-Stamm wurde
beispielsweise bei der American Type Culture Collection (ATCC, Rockville, MD) unter der Hinterlegungsnummer ATCC Nr. 39806
hinterlegt. Das bGH-Analoge besitzt an das N-Ende der Phenylalaninform von natiirlichem bGH die Aminosduresequenz Met-
Asp-Gin addiert. Eine andere genetisch modifizierte E. coli-Zellinie, die bei ATCC unter der Hinterlegungsnummer ATCC
Nr.39785 hinterlegt ist, produziert ein bGH-Analoges mit einem an das N-Ende der Phenylalaninform von nattirlichem bGH
addierten Methioninrest. Ein bei ATCC unter der Hinterlegungsnummer ATCC Nr.39386 hinterlegter weiterer E. coli-Stamm
produziert ein Analoges von menschlichem Wachstumshormon (hGH) mit der Aminosauresequenz von natiirlichem hGH,
beginnend mit Met' und ohne die Aminoséuren 1-13. Die E. coli-Zellinie mit der ATCC-Nr.39384 produziert ein hGH-Analoges
mit der Sequenz von natiirlichem hGH bei vorgeschaltetem Methionin am N-Ende. In dhnlicher Weise produzieren die E. coli-
Zellinien mi den ATCC-Nr.39804 und 39792 ein Analoges von Schweinewachstumshormon (pGH) bzw. ein Analoges von
Hihnerwachstumshormon (cGH), die jeweils einen an das N-Ende der Phenylalaninform des jeweiligen natUrlichen Hormons
addierten Methioninrest aufweisen. Samtliche der genannten Hormonanalogen konnen durch Wachsenlassen und Induktion
geeigneter Zellen unter geeigneten Bedingungen produziert und dann nach dem Verfahren geméaf der Erfindung gewonnen und
reindargestelit werden.
Das erfindungsgemaRe Verfahren ist einfacher durchzufiihren, besser zu steuern und weniger kostspielig als vorherige
Verfahren und fihrt zur Gewinnung des gewiinschten Produkts in héherer Ausbeute und stabilerer Form. Die gewunschten
Produkte kénnen im Rahmen des Verfahrens gemaf der Erfindung in Ausbeuten von iiber 25 oder sogar Uiber 30 Gew.-%,
bezogen auf das Gewicht des Hormons oder dessen Analogen, in den Bakterien am Ende der Fermentierung gewonnen werden.
Das Lysozym wird in geringeren Mengen benétigt als bei den vorherigen Verfahren. Ferner erfordert das erfindungsgemafe
Verfahren nicht den Einsatz irgendeiner Desoxyribonuklease und kann kontinuierlich und unter Ausnutzung bequemer
automatischer MaRnahmen durchgefihrt werden.
ErfindungsgemaB werden nach dem Wachstum, der Induktion und der Ernte geeigneter Bakterienzellen die dekantierten
Bakterienzellen, Bruchstiicke derselben oder der Zellkuchen in einer geeigneten gepufferten Lésung bei neutralem pH-Wert, d.h.
bei einem pH-Wert von etwa 7,4, suspendiert. Ein zu diesem Zweck geeignetes Suspendiermedium besteht aus einer walrigen
Lésung von 50mM Tris {pH-Wert: 7,4) : 50mM NaCl, 50mM Tris {pH-Wert: 7,4) : 50mM EDTA, 50 mM Natriumphosphatpuffer
(pH-Wert: 7,4) : 50mM NaCl oder 50mM Natriumphosphatpuffer (pH-Wert: 7,4) : 50mM EDTA. Andererseits kann auch die
Zellsuspension der Garmaische nach Einstellen auf einen neutralen pH-Wert direkt weiterverarbeitet werden.
Danach wird die Zellwand der suspendierten Bakterienzelle oder von Bruchstiicken derselben zur Bildung eines Lysats
aufgebrochen. Vorzugsweise erfolgt das Aufbrechen der Zellen auf mechanischem Wege bei Temperaturen unter etwa 35°C,
d.h. bei Temperaturen zwischen etwa —10°C und etwa +8°C. Eine zu diesem Zweck geeignete handelstibliche '
Aufbrechvorrichtung besteht in einer Kugelmiihle oder in einem Homogenisator, beispielsweise in der Vorrichtung Dynomill
KD-5 der Firma Willy A. Bachofen, Basel. Das Aufbrechen erfolgt vorzugsweise durch kontinuierliches Hindurchleiten der
Suspension durch die Aufbrechvorrichtung mit einer geeigneten Str(‘imungsgeschwindigkeit,' beispielsweise einer
Geschwindigkeit von etwa 801/h.
Danach wird von dem Lysat, das auch wasserldsliche Proteine, DNA und RNA oder Fragmente derselben enthélt, ein
Niederschlag mit teilchenformigem und unléslichem Material einschlieBlich des Hormons oder eines Analogen desselben und
sonstiger wasserunléslicher Proteine sowie Zellmembranen und Zellwandbruchstiicken und -aggregaten abgetrennt. Zu dieser
Abtrennung wird das Lysat vorzugsweise mit einer geeigneten Menge, beispielsweise etwa dem gleichen Volumen
entionisierten Wassers verdiinnt und anschlieRend in einer Festkorbzentrifuge mit kontinuierlichem Durchlauf (z.B. Cepa 101}
bei DurchfluBgeschwindigkeiten, die zur Herbeifiihrung der gewlinschten Trennung ausreichen, beispielsweise etwa 60-801/h,
zentrifugiert. Hierauf wird von dem abgetrennten Niederschlag in einer geeigneten Menge einer geeigneten Pufferlésung eines
neutralen pH-Werts, z.B. eines pH-Werts von etwa 7 4, eine Suspension zubereitet. Vorzugsweise enthélt die Lésung 50 mM Tris
oder Natriumphosphat {pH-Wert: 7,4) : 50mM EDTA. Eine geeignete Menge Pufferldsung zur Zubereitung der Suspension
betragt etwa 0,5-2,8!, vorzugsweise etwa 1,21, pro kg anfanglicher Bakterienzellen.
Unerwiinschtes Zellmaterial, z. B. Zellwandbruchstiicke, kdnnen durch Inkubieren der Suspension mit einem zum Verdauen von
in der Suspension enthaitenen Polysacchariden geeigneten Enzym, z. B. Lysozym (Sigma L-6876, St. Louis; MO), unter
_geeigneten Bedingungen und fiir eine geeignete Zeitlang verdaut werden. Die im Rahmen des Verfahrens geméaR der Erfindung
bevorzugte Lysozymkonzentration betragt etwa 50-100 ug/mi Lsung. Diese Menge bedeutet eine signifikante Verminderung
gegeniiber den bei den vorherigen Verfahren verwendeten 2mg/ml. Die Lysozyminkubation dauert zweckmaRigerweise etwa
1-20h. Vorzugsweise betrégt die Temperatur wahrend dieser Inkubationsperiode etwa 37°C. Danach kann der Suspension eine
geeignete Menge eines geeigneten Netzmittels, z.B. Triton X-100 (Rohm & Haas Co., Philadelphia, PA), in einer Endkonzentration
von etwa 1% (V/V) einverleibt werden, um Substanzen, wie Zellipide, in Lésung zu bringen. SchlieRlich wird die Suspension eine
geeignete Zeit lang, beispielsweise etwa 30min lang, weiter inkubiert.
Die in der Suspension enthaltenen Flussigkeits- und Feststoffanteile werden nun einer Behandlung unterworfen, um einen
engen Fllissigkeits-/Feststoff-Kontakt herbeizufiihren. Dies geschieht beispielsweise durch Beschallung unter geeigneten
Bedingungen, z. B. mit einer 370-W-Dauerstrombeschallungsvorrichtung {Heat Systems Ultrasonics, Plainview, NY), die auf 5%
der Maximalleistung eingestellt ist und mit einer Strémungsgeschwindigkeit von etwa 18-25 I/h arbeitet: Danach wird von der
der Fiiissigkeits-/Feststoff-Kontaktierung unterworfenen Suspension ausgefallenes Material abgetrennt. Dies geschieht
vorzugsweise durch Zentrifugieren der einer Fliissigkeits-/Feststoff-Kontaktierung unterworfenen Suspension in einer
Korbdauerstromzentrifuge (z.B. Cepa 101) bei einer geeigneten Stréomungsgeschwindigkeit, beispielsweise etwa 301/h. GemaR
e Ao R eenEPd s i mnfmson e dia Altranniine in disear Qtifa 1ind in den falnenden Stufen durch Mikrofiltration mit einer



-5- 799 90

geeigneten Membran, beispielsweise einer Millipore Durapore 0,45 Mikron Membran anstelle des Zentrifugierens erfolgen.
Nach der Abtrennung wird das von der einer Fliissigkeits-/Feststoff-Kontaktierung unterworfenen, beispielsweise beschaliten
Suspension abgetrennte ausgefallene Material gewaschen, zweckmé&Rigerweise mit 50mM Tris oder Phosphat {pH-Wert: 7,4):
100mM NaCl, und in einer geeigneten Menge eines geeigneten Mediums, z. B. einer gepufferten oder ungepufferten waBrigen
Losung, resuspendiert. Die erhaltene Suspension wird danach unter geeigneten Bedingungen, z. B. durch Beschallen, in
Flissigkeits-/Feststoff-Kontakt gebracht, worauf der gebildete Niederschlag teilweise oder vollstdndig von der einer Fliissigkeits-
/Feststoff-Kontaktierung unterworfenen, beispielsweise beschallten Suspension, beispielsweise durch Zentrifugieren oder
Ultrafiltration, abgetrennt wird. Das Resuspendieren, der Flissigkeits-/Feststoff-Kontakt, beispielsweise die Beschallung, und
das Abtrennen werden vorzugsweise mindestens ein weiteres Mal wiederholt. GemaR einer besonders bevorzugten
Ausfihrungsform des Verfahrens der Erfindung werden diese Schritte viermal wie folgt durchgefiihrt: Der gebildete
Niederschlag wird das erste Mal in 20mM Tris (pH-Wert: 7,4) oder 50mM Natriumphosphatpuffer (pH-Wert: 7,4) resuspendiert,
worauf die Suspension, wie geschildert, einem Flissigkeits-/Feststoff-Kontakt unterworfen, z. B. beschallt, wird. Danach wird die
Suspension, wie beschrieben, zentrifugiert. Der gebildete Niederschlag wird in 50mM Tris (pH-Wert: 7,4):100 mM NaCl oder
20mM Natriumphosphatpuffer (pH-Wert: 7,4):10mM EDTA:100mM NaCl resuspendiert. Die erhaltene Suspension wird, wie
geschildert, einer Flissigkeits-/Feststoff-Kontaktierung, z.B. Beschallung, unterworfen und dann zentrifugiert, worauf der
abgetrennte Niederschlag in entionisiertem Wasser resuspendiert wird. Die waRrige Suspension wird erneut, wie geschildert,
einer Fliissigkeits-/Feststoff-Kontaktierung, z. B. Beschallung, unterworfen und dann zentrifugiert. Der wiederum abgetrennte
Niederschlagwird nochmal in entionisiertem Wasser suspendiert. Diese zweite wéBrige Suspension wird nach der Fliissigkeits-/
Feststoff-Kontaktierung, beispielsweise Beschallung, zentrifugiert, wobei ein Niederschlag anfallt, in dem das gewiinschte
Hormon oder Analoge desselben angereichert ist.

Nun wird der abgetrennte Niederschlag beispielsweise durch Resuspendieren bei geeigneter Temperatur, beispielsweise
4-40°C, in einer ausreichenden Menge Wasser, vorzugsweise in etwa 25 Volumina Wasser, und Einstellen des pH-Werts auf
einen geeigneten alkalischen Wert, beispielsweise etwa 9,0-12,0, in Lésung gebracht, wobei eine Lésung mit dem Hormon oder
dessen Analogem erhalten wird. Zur besseren Aufldsung kann man das Lésungsmedium mit hoher Scherkraft (z. B. mittels eines
Polytronmischers der Firma Kinematica) bewegen. Der pH-Wert der zunéchst angefallenen Suspension kann durch Zusatz von
NaOH, beispielsweise 1-10N NaOH, in geeigneter Weise auf einen Wert von etwa 9,0-12,0, vorzugsweise von etwa 11,8-12,0,
eingestellt werden. Vorzugsweise wird die NaOH unter kraftigem Rihren auf einmal in die Lésung eingetragen. Danach wird die
Lésung etwa 1h lang inkubiert und geriihrt, worauf der pH-Wert auf etwa 10,5 erniedrigt werden kann.

Hierauf wird die Losung mit einer geeigneten Menge einer geeignet konzentrierten waRrigen Natriumboratisung,
beispielsweise einer etwa 1M Natriumboratlésung eines pH-Werts von beispielsweise 11,5-12,0, versetzt, um eine
Endboratkonzentration von vorzugsweise etwa 10mM zu erreichen. Hierauf wird die Proteinlésung entweder durch Verdiinnen
mit 2-10 Volumina 10mM Natriumboratpuffer (pH-Wert: 10,2) oder mit konzentrierter HC! oder 1NHCI auf einen pH-Wert von
10,5 gebracht. Nach weiterem 1- bis 12stiindigem Inkubieren unter Rithren kann die erhaltene Lésung gegebenenfalls durch
Beschallen unter geeigneten Bedingungen, z. B. mittels eines handelsiiblichen beheizten Dauerbeschallungsgerits, bei einer
Strémungsgeschwindigkeit von etwa 101/h, Zentrifugieren der beschaliten Losung unter geeigneten Bedingungen,
beispielsweise mittels einer Korbdauerstromzentrifuge (beispielsweise Cepa 101) einer Strémungsgeschwindigkeit von etwa
301/h, Abtrennen der (iberstehenden Fliissigkeit und Vakuumfiltrieren der Fliissigkeit, beispielsweise durch ein Whatman
Nr.2-Papier auf einem Buchner-Vakuumfilter, geklart werden, wobei man eine klare Lésung mit dem in Lésung gebrachten
Hormon oder Analogen desselben erhélt. Andererseits kann auch ausschlielich zentrifugiert werden.

Das in Lésung gebrachte Hormon oder Analoge desselben wird dann von den sonstigen Zellkomponenten, wie Proteinen,
Lipiden und sonstigen Teilchen, abgetrennt. Aggregate werden durch Ultrafiltration unter geeigneten Bedingungen
aufgeschlossen. Vorzugsweise wird der angefallene Riickstand erneut mindestens einmal einer Ultrafiltration unterworfen.
Wihrend dieser MaRnahme solite das Riickstandsvolumen um etwa 95%, beispielsweise von etwa 101 auf etwa 0,51, reduziert
werden. Das Filtrat wird aufgefangen. Zum Ultrafiltrieren eignet sich eine Pellicon-Kassette oder PUF-100-Spirale der Firma
Millipore Corp., Bedford, MA, mit einem 100K Molekulargewicht-Schnitt. Vorzugsweise wird der Riickstand mit einem
geeigneten Puffer bei einem geeigneten alkalischen pH-Wert, beispielsweise einem pH-Wert von etwa 9—12, weiterverdinnt und
dann einer erneuten Ultrafiltration unterworfen. Vorzugsweise wird ein 10mM Boratpuffer (pH-Wert: 10,5-12,0) verwendet. Die
neuerliche Verdiinnung und die weitere Konzentration durch Ultrafiltration werden vorzugsweise mindestens einmal wiederholt.
Andererseits kann man bei praktisch konstantem Riickstandvolumen ein- oder mehrmals ultrafiltrieren. GemaR einer besonders
bevorzugten Ausflihrungsform des Verfahrens geméaR der Erfindung wird die Ultrafiltration so lange wiederholt, bis die
Absorption des Riickstands bei 280 nm weniger als etwa 0,1 optische Dichteeinheit betragt. Aus dem Ultrafiltrat erhélt man
Ublicherweise das Hormon in einer Reinheit und mit einer biologischen Aktivitat, die den bei Durchfiihrung einer bisher tiblichen
Gelchromatographie gewonnenen entsprechenden Werten (iberlegen sind.

Das in dem Ultrafiltrat enthaltene gereinigte Hormon oder Analoge desselben wird dann zu seiner Reindarstellung einer
lonenaustauschchromatographie, beispielsweise mit einem aminhaltigen lonenaustauscherharz, z.B. Dieghylaminoethyl,
unterworfen. Vor der lonenaustauschchromatographie kann gegebenenfalls eine Konzentration mit:zis Ultrafiltration uiiter
Verwendung einer 10K Molekulargewicht-Membran zur Entfernung von Wasser vorgeschaltet werden. Wihrend der
lonenaustauschchromatographie werden restliche DNA, gegebenenfalls noch vorhandenes Lysozym und Multimere von dem
Hormon oder Analogen desselben abgetrennt. In dieser Stufe wird zunachst der pH-Wert des Ultrafiltrats durch Versetzen mit
Salzsdure auf einen geeigneten Wert, beispielsweise 9,0, eingestellt, worauf das Ganze auf eine geeignete
lonenaustauscherséule, beispielsweise eine DEAE-Sepharose CL-6B {Schnellaufsiule) KS-370-Abschnittsdule (Pharmacia Fine
Chemicals, Piscataway, NJ) aufgegeben wird. Danach wird das System mit einem geeigneten Puffer, z.B. 10mM Boratpuffer,
gewaschen und die Probe mit geeigneter Geschwindigkeit mittels eines geeigneten Elulermittels, beispielsweise eines 10mM
Boratpuffers (pH-Wert: 9,0) mit 100mM NaCl eluiert. Die das Hormon oder Analoge desselben enthaltenden Fraktionen kénnen
durch Ultrafiltration mittels einer Pellicon-Kassette oder PUF-100-Spirale mit einem 10K Molekulargewicht-Schnitt konzentriert
und dann gegen eine Ldsung einer geeigneten Konzentration an einem geeigneten Salz, beispielsweise 3mM
Ammoniumhydroxid oder Ammoniumbicarbonat, erneut unter Verwendung einer Pellicon-Kassette mit einem 10K
Molekulargewicht-Schnitt dialysiert werden. Das dialysierte Material kann dann durch Lyophilisieren oder durch Sprihtrocknen
unter geeigneten Bedingungen getrocknet werden. Das Spriihtrocknen stellt die wirtschaftlichere MaBnahme dar und kann in
ublicher bekannter Weise mittels einer kleineren Spriihtrocknunaseinheit (Niro Atomvzer) bei einer EinlaRtemnaratiir van atwa



~6- 799 90

200°C und siner AuslaRtemperatur von etwa 50°C sowie einer Stromungsgeschwindigkeit von etwa 2,51/h bewerkstelligt
werden. Durch die geschilderten BehandlungsmaBnahmen erhaltene tierische Wachstumshormone oder deren Analoge fallen
in Form feiner weiRer Pulver Gereinigte tierische Wachstumshormone oder deren Analoge kénnen nach dem Verfahren gemaf
der Erfindung in einer Ausbeute von groBer als oder gleich etwa 30%, bezogen auf das Gewicht des in den Bakterien am Ende der
Fermentierung enthaltenen Hormons oder Analogen desselben, gewonnen werden. Das hierbei erhaltene Hormon oder Analoge
desselben erscheint als ein Fleck beim Entwickeln auf einem 15% Polyacrylamid-SDS-Gel gegen niedrigmolekulare Marker

~ (Pharmacia) als Referenz. v

Die nach der erfindungsgeméRen Ultrafiltration und lonenaustauschchromatographie erhaltenen Peptide sind reiner und
stabiler als im Falle, daR anstelle der Ultrafiltration eine Gelchromatographie oder dafi die Konzentration der Peptide durch
Ultrafiltration mit einer 10K Molekulargewichtschnitt-Membran anstelle der lonenaustauschchromatographie durchgefiihrt
wird.

Beziiglich der biologischen Aktivitat der gewonnenen Hormone und Analogen derselben zeigen die Ergebnisse von
Radioimmunotests, daR Antikdrper zu dem natiirlichen Hormon in etwa'die gleiche Affinitat zu dem durch einen geeigneten
Mikroorganismus produzierten und erfindungsgemaf aufgearbeiteten Hormon oder Analogen desselben besitzen. In dhnlicher
Weise belegen Radiorezeptorbindungstests, da die Bindungsaktivitat geeigneter Membrane fiir erfindungsgemald gewonnene
und gereinigte Hormone oder Analoge derselben der Bindungsaktivitit fiir authentische Proben der natiirlichen Hormone
entsprechen. SchlieRlich lassen sich keine Antikdrper gegen die Hormone oder Analoge derselben nach entweder
Primarinjektionen oder Zusatzinjektionen der Peptide in geeignete Tiere nachweisen. SchlieBlich hat es sich auch noch gezeigt,
daR das Rinderwachstumshormonanaloge bei Verabreichung an laktierende Kihe die Laktation steigert.

Die folgenden Beispiele sollen die Erfindung néher veranschaulichen.

Ausfithrungsbeispiele

Beispiel 1
Wachstum von E. coli und Produktion eines bGH-Analogen
1. Vorratskulturen.

Vorratskulturen des E. coli Stammes ATCC Nr. 398086, der beim Wachsen und bei der Induktion das bGH-Analoge Met-Asp-Gin-
bGH produziert, werden auf einem Caseinmedium (vgl. 2. Impfgut) wachsen gelassen, dann zweifach mit Gefriermedium
verdiinnt und bei —80°C gelagert. Das Gefriermedium enthilt pro 500 mi:

KHPO,4 6,3g

KH2PO4 1,8 g

Na-Citrat 0,459

MgS0,-7 H.0 0,099

(NH4),S0, 09¢g

Glycerin 44,0g.
2, Impfgut

Das Impfgut wird in 20g/1 Caseinhydrolysat, 10/l Hefeextrakt und 2g/1 NaCl fortgepflanzt. Zu diesem Zweck wird ein steriles
Medium in einem Schiittelkolben mit Vorratskultur beimpft und dann 15h lang auf einem Riittler bei 30°C und einer
Rittelbewegung von etwa 200 Umdrehungen/min inkubiert. Eventuell weitere Folgeschritte bei der Impfgutfortpflanzung
werden in gerlihrten und beliifteten Garbottichen durchgefiihrt. Das sterile Medium wird mit 2-10% Impfgutkultur beimpft und
15h bei 30°C und einem pH-Wert von 7 + 0,5 inkubiert. Wahrend der Inkubation wird geriihrt und beliiftet, um einen Gehalt an
geléstem Sauerstoff bei etwa 20% Luftsattigung zu gewidbhrieisten.

3. Produktion

Das Produktionsmedium enthéit:

Caseinhydrolysat 207g/l
Hefeextrakt T 100/l
KoHPO4 2,59/l
NaCl 5g/l
Biotin 0,1mg/I
Thiamin 1mg/l
Spurenelementlésung 3ml/l.

Das Medium enthalt ferner 100mg/| Ampicillin. Der Ampicillinzusatz stellt fir die Produktion lediglich eine
GegebenenfallsmaRnahme dar. Er wurde jedoch immer in dem zum Wachsenlassen des Impfguts verwendeten Medium
gefunden.
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Konzentrierte Losungen von Biotin, Thiamin und Ampicillin werden getrennt filtrationssterilisiert und dem sterilen
Produktionsmedium vor der Beimpfung zugesetzt. Zunédchst wird auch eine sterile Glucoseldsung zugegeben, um 10g/1 Glucose
zu liefern. In der Induktionsstufe werden weitere 10g/1 Glucose zugefihrt.

Die Spurenelementldésung enthait:

FeCls 16 g/l
CoCl,-6H,0 29/
Na,MoQ,-2H,0 2g/1
CaCl,-2H,0 1g/l
CuCl, 19/
HBO, 0,5g/1
konz. HCI 100 ml/1.

Das Medium wird mit 0,5-10 % Impfstoffkultur beimpft und bei 30°Cinkubiert. Hierbei wird so stark bewegt und beliftet, da ein
Gehalt an gel6stem Sauerstoff oberhalb 20% Luftsattigung erhalten bleibt. Der pH-Wert wird mit Hilfe von NH; auf 7,0 bis

7.5 £ 0,2 gehalten. Wenn die Zellkonzentration etwa 3,5g/1 erreicht (ODggy = 10), wird mit der Induktion begonnen, indem die
Temperatur auf 42°C erhdht wird. Nun wird die Temperatur 1-5h lang auf 42°C gehalten, worauf die Zellen aus der
Zellsuspension geerntet werden kdnnen.

Beispiel 2
Ernten der Zellen

5001 gemé&R Beispiel 1 erhaltener Zellsuspension mit 6,15DCW/1 und 430mg bGH/l werden auf Raumtemperatur gekihltundin
einen Lagertank Uberfihrt. Danach wird die Zellsuspension auf einer réhrenférmigen Korbzentrifuge (CEPA 101) mit

14000 Umdrehungen/min (16000 X g) bei einer Strémungsgeschwindigkeit von 2501/h zentrifugiert. Die CEPA 101-Zentrifuge
besitzt eine Rohrlange von 73,7cm, einen Radius des AuslaBwehrs von 3,25cm und einen Radius der Korbwand von 7,35¢m, Sie
ist mit Beschleunigungsflossen ausgestattet und besitzt eine Kihlung am AufRenmantel. Die klare liberstehende Fllssigkeit
besitzt eine Dichte von 1,0g/ml und enthait bGH nicht in nachweisbarer Menge. Sie wird verworfen. Der 11,4kg (75%ige
Feuchtigkeit) wiegende Kuchen enthalt das gesammelte bGH und wird weiterverarbeitet. Der Kuchen ist typischerweise etwa
2cm dick und besitzt eine Dichte von 1,1g/ml. Eine AlternativmaRRnahme besteht darin, die Zellen sich (iber Nacht absetzen zu
lassen und die klare (iberstehende Fliissigkeit abzusaugen.

Testverfahren:

Quantitative Gelabtastung auf der Zellsuspension, der berstehenden Fitssigkeit und dem Kuchen.

Stufenausbeute*: 100%

Gesamtausbeute: 100%

Entnahmevolumen: 2,3% urspriinglichen Zellsuspensionsvolumens

Errechneter Gehalt: 21,5g bGH/kg Kuchen

Anreicherungsfaktor: 44 (bGH-Konzentration in der Entnahmemenge/bGH Konzentration in der zugefithrten Menge).

*

Die Ausbeuten werden durch Bestimmung der OD-Einheiten ermittelt. Letztere Einheiten sind definiert als Absorption der Lésung bei 280nm
(1cm Kivette) mal das Volumen der Lésung in mi. Wenn beispielsweise der OD-Wert 9,1 betragt und die Losung ein Volumen von 32600mi
aufweist, ist der Wert der OD-Einheiten 297 000 OD. Wenn die Absorptionsablesung bei einem pH-Wert von 9 erfolgt, kann der OD-Wert durch
Multiplizieren mit dem Umrechnungsfaktor 0,00157 in Gramm bGH, also 14,3g bGH/i, umgerechnet werden.

Beispiel 3
Aufbrechen der Zellen

11,4kg der feuchten Zellen aus der Zellenernte (Beispiel 2} werden in insgesamt 45,61 50 mM Tris:50 mM NaCl-Puffer (pH-Wert:
7,4) suspendiert. Als Hilfsmittel zum Dispergieren des Kuchens bedient man sich eines handelsiiblichen Mischers hoher
Scherkraft. Die suspendierten Zellen werden einer handelstblichen Kugelmuhlenaufbrechvorrichtung (Dynomill KD-5 Firma
Willy A, Bachofen, Basel) mit einer Geschwindigkeit von 801/h zugefiihrt. Die Kugelmiihle wird durch Kiihlen bei einer
Temperatur von —10°C bis +8°C betrieben. Danach werden die aufgebrochenen Zellen mit einem gleichen Volumen
entionisierten Wassers verdiinnt, worauf it Hiife der réhrenférmigen Korbzentrifuge CEPA 101 zentrifugiert wird. Dei
Zufuhrgeschwindigkeit zur Zentrifuge betrdgt 30—-601/h.-Sadmtliche Zentrifugierbedingungen mit Ausnahme der
Zugabegeschwindigkeit entsprechen den Zentrifugierbedingungen bei der Ernte der Zellen. Die etwa 10% des in der zugeflihrten.
Suspension enthaltenen bGH enthaltende tiberstehende Flussigkeit wird verworfen. Der 5,28 kg wiegende Kuchen (75% ["euchte)
enthélt das angesammelte bGH und wird weiterverarbeitet.

Puffer beim Aufbrechen (50mM Tris:50mM NaCl; pH-Wert: 7,4):

6,069 Tris und 2,97 g NaCl in 750 ml entionisierten Wassers werden mit konzentrierter HCI auf einen pH-Wert von 7,4 eingestellt,
dann mit 11 entionisierte Wassers verdiinnt und erforderlichenfalls erneut auf einen pH-Wert von 7,4 eingestellt.

Testverfahren:

Quantitative Gelabtastung auf der Zellsuspension, der {iberstehenden Flissigkeit und dem Kuchen.
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Stufenausbeute: 90%

Gesamtausbeute: 90%

Entnahmevolumen: 1,05% des urspriinglichen Zellsuspensionsvolumens
Errechneter Gehalt: 37,1g bGH/kg Kuchen

Anreicherungsfaktor: 1,7.

Beispiel 4
Lysozymbehandiung

Die aus der Stufe des Aufbrechens der Zellen (Beispiel 3) stammenden 5,28kg feuchter Kuchen werden ininsgesamt 13,7150 mM
Tris:50 mM EDTA-Puffer (pH-Wert: 7,4) suspendiert. Als Hilfsmittel beim Dispergieren des Kuchens bedient man sich eines
handelstiblichen Mischers hoher Scherkraft. Nun wird Lysozym (Sigma Grade Il} zugegeben (0,05g/1 Aufschlammung; die
Aufschlammung wird 1h lang bei 37°C durchgemischt). Ferner wird Triton X-100 (der Firma Rohm & Haas Co., Philadelphia, PA}
zugesetzt (100 m! einer 10%igen [v/v] Pufferlésung eines pH-Werts von 7,4/1, wobei eine Endkonzentration von 1% Triton X-100
erreicht wird), worauf das Gemisch weitere 30min lang inkubiert wird. Nun wird die Aufschldmmung mit Hilfe eines
handelsiiblichen beheizten 370-Watt-Beschallungsgerits, das auf 65%ige Leistung eingestellt und mit einer Stromungszelle
ausgestattet ist, beschallt. Die Stromungsgeschwindigkeit durch das Beschallungsgerat betragt 181/h, SchlieBlich wird die
beschalite Aufschlammiung auf der Zentrifuge CEPA 101 miteiner Strémungsgeschwindigkeit von 301/h zentrifugiert. Samtliche
Zentrifugierbedingungen mit Ausnahme der Zufu hrgeschwindigkeit entsprechen den Zentrifugierbedingungen bei der Ernte
der Zellen. Die etwa 3% des in der zugefiihrten Menge enthaltenen bGH enthaltende tberstehende Filissigkeit wird verworfen.
Der 3,07 kg (75%ige Feuchte) wiegende Kuchen enthélt die angesammelte bGH und wird weiterverarbeitet.

Lysozympuffer (50mM Tris:50 mM EDTA; pH-Wert: 7.4)

6,069 Tris und 14,6 g EDTA in 750 ml entionisierten Wassers werden mit konzentrierter HCl oder 50%iger NaOH auf einen
pH-Wertvon 7,4 eingestellt, auf 1 I mit entionisiertem Wasser verdiinnt und erforderfichenfalls erneut auf einen pH-Wertvon 7,4
eingestelit.

Testverfahren:

Quantitative Gelabtastung auf der Zellsuspension, der (iberstehenden Flissigkeit und dem Kuchen.

Stufenausbeute: 97%

Gesamtausbeute: 87,3%

‘Entnahmevolumen: 0,61% des urspriinglichen Zellsuspensionsvolumens

Errechneter Gehalt: 61,99 bGH/kg Kuchen
Anreicherungsfaktor: 1,7.

Beispiel 5
Erste Wiasche

3,07 kg feuchter Kuchen aus der Lysozymstufe (Beispiel 4) werden in insgesamt 6,81 20mM Tris-Puffer bei einem pH-Wertvon7,4
suspendiert. Als Dispergierhilfe bedient man sich eines handelstiblichen Mischers hoher Scherkraft. Die Aufschlammung wird
bei einer Strdmungsgeschwindigkeit von 181/h mit Hilfe eines handelsiiblichen, auf 66% Leistung eingestellten, beheizten
370-Watt-Beschallungsgerits beschallt. Nach der Beschallung wird die Aufschlammung auf der Zentrifuge CEPA 101 bei einer
Strémungsgeschwindigkeit von 301/h zentrifugiert. Samtliche Zentrifugierbedingungen mit Ausnahme der
Zufuhrgeschwindigkeit entsprechen den Zentrifugierbedingungen bei der Ernte der Zellen. Die Uberstehende Flissigkeit wird
verworfen. Die erhaltenen 2,46kg {75 % Feuchte) Kuchen enthalten das angesammelte bGH und werden weiterverarbeitet.

Bei der ersten Wasche verwendeter Puffer (20mM Tris, pH-Wert: 7,4):

2,429 Tris in 750 ml entionisierten Wassers werden mit konzentrierter HCl auf einen pH-Wert von 7,4 eingestellt, mit
entionisiertem Wasser auf 11 verdiinnt und erforderlichenfalls erneut auf einen pH-Wert von 7,4 eingestellt.

Testverfahren:

Quantitative Gelabtastung auf der Zellsuspension, der liberstehenden Fliissigkeit und dem Kuchen.

Stufenausbeute: 100%

Gesamtausbeute: 87,3%

Entnahmevolumen: 0,49% des urspriinglichen Zellsuspensionsvolumens

Errechneter Gehalt: 77,3g bGH/kg feuchtem Kuchen

Anreicherungsfaktor: 1,2.

Beispiel 6
Salzwische

Die 2,46 kg feuchter Kuchen aus der ersten Waschstufe (Beispiel 5) werden in insgesamt 6,81 50 mM Tris: 100mM NaCl-Puffer
eines pH-Werts von 7,4 suspendiert. Als Dispergierhilfe fir den Kuchen bedient man sich eines handelstblichen Mischers hoher
Scherkraft. Die Aufschlammung wird danach bei einer Strémungsgeschwindigkeit von 181/h mit Hilfe eines auf 65%
Leistungsvermdgen eingestellten, beheizten 370-Watt-Beschallungsgerats beschallt. Nach der Beschallung wird die -
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Aufschldammung auf der Zentrifuge CEPA 101 bei einer Strémungsgeschwindigkeit von 301/h zentrifugiert. Samtliche
Zentrifugierbedingungen mit Ausnahme der Zufuhrgeschwindigkeit entsprechen den Zentrifugierbedignungen bei der Ernte
der Zellen. Die (iberstehende Flissigkeit wird verworfen. Letztlich werden 2,15kg {75% Feuchte) Kuchen mit dem
angesammelten bGH erhalten. Dieser Kuchen wird weiterverarbeitet.

Puffer bei der Salzwésche (50 mM Tris: 100 mM NaCl; pH-Wert: 7,4):

6,069 Tris und 5,85g Natriumchlorid in 750 ml entionisierten Wassers werden mit konzentrierter HC| auf einen pH-Wert von 7,4
eingestellt, mit entionisiertem Wasser auf 11 verdiinnt und erforderlichenfalls erneut auf einen pH-Wert von 7,4 eingestellt.
Testverfahren:

Quantitative Gelabtastung auf der Zellsuspension, der (iberstehenden Fliissigkeit und dem Kuchen.

Stufenausbeute: 100%

Gesamtausbeute: 87,3%

Entnahmevolumen: 0,43% des urspringlichen Zellsuspensionsvolumens

Errechneter Gehalt: 88,4g bGH/kg Kuchen

Anreicherungsfaktor: 1,14, '

Beispiel 7
Erste Wasche mit Wasser

Die in der Salzwaschstufe (Beispiel 6) erhaltenen 2,15kg feuchter Kuchen werden in insgesamt 13,71 entionisierten, keimfreien
Wassers suspendiert. Als Dispergierhilfe fiir den Kuchen bedient man sich eines handelstiblichen Mischers hoher Scherkraft.
Danach wird die Aufschldmmung bei einer Srémungsgeschwindigkeit von 181/h durch das aus 65% Leistung eingestellte,
beheizte 370-Watt-Beschallungsgerét beschallt. Der pH-Wert der Aufschidmmung sollte vom Ausgangs-pH-Wert des Wassers
von etwa 6,2 auf etwa 7,8-8,0 ansteigen. Nach der Beschallung wird die Aufschldmmung aus der Zentrifuge CEPA 101 bei einer
Strdmungsgeschwindigkeit von 301/h zentrifugiert. Simtliche Zentrifugierbedingungen, mit Ausnahme der Zugabemenge,
entsprechen den Zentrifugierbedingungen bei der Ernte der Zellen. Die (iberstehende Fliissigkeit wird verworfen. Die erhaltenen
1,90kg (76% Feuchte) Kuchen enthalten das angesammelte bGH und werden weiterverarbeitet.

Testverfahren: .

Quantitative Gelabtastung auf der Zellsuspension, der {iberstehenden Fliissigkeit und dem Kuchen.

Stufenausbeute: 99%

Gesamtausbeute: 86,4%

Entnahmevolumen: 0,38% des urspriinglichen Zellsuspensionsvolumens

Errechneter Gehalt: 99,0g bGH/kg Kuchen

Anreicherungsfaktor: 1,12.

Beispiel 8
Zweite Wasche mit Wasser

Die 1,90kg feuchter Kuchen aus der ersten, unter Verwendurg von Wasser durchgefiihrten Waschstufe (Beispiel 7) werden in

insgesamt 13,7 kg entionisierten, keimfreien Wassers suspendiert. Als Dispergierhilfe fiir den Kuchen bedient man sich eines

handelsiiblichen Mischers hoher Scherkraft. Der pH-Wert der Aufschldmmung sollte etwa 8,4 betragen. Die Aufschldmmung

wird nun bei einer Strémungsgeschwindigkeit von 181/h durch das auf 65% Leistung eingestellte, beheizte 370-Watt-

Beschallungsgerit beschallt. Nach der Beschallung wird die Aufschidmmung auf der Zentrifuge CEPA 101 bei einer

Strémungsgeschwindigkeit von 301/h zentrifugiert. Sdmtliche Zentrifugierbedingungen mit Ausnahme der Zugabemenge

entsprechen den Zentrifugierbedingungen bei der Ernte der Zellen. Die (iberstehende Fiissigkeit wird verworfen. Die 1,31 kg
" (75% Feuchte) Kuchen enthalten das angesammelte bGH und werden weiterverarbeitet.

Testverfahren:

Quantitative Gelabtastung auf der Zellsuspension, der iiberstehenden Fliissigkeit und dem Kuchen.

Stufenausbeute: 99%

Gesamtausbeute: 85,6%

Entnahmevolumen: 0,26 % des urspriinglichen Zellsuspensionsvolumens

Errechneter Gehait: 160g bGH/g Kuchen

Anreicherungsfaktor: 1,62.

Beispiel 9
Auflésungsstufe

Die 1,31kg feuchter Kuchen aus der zweiten, unter Verwendung von Wasser durchgefiihrten Waschstufe (Beispiel 8) werden in
insgesamt 32,61 entionisierten, keimfreien Wassers suspendiert. Als Dispergierhilfe fir den Kuchen bedient man sich eines
handelstblichen Mischers hoher Scherkraft. Durch Zugabe von 10N NaOH wird der pH-Wert langsam auf 11,8 eingestellt. Diein
der Suspension angesammelte bGH geht langsam innerhalb von 1h in Lésung. Nach 1stiindiger Inkubationszeit wird bei einem
pH-Wertvon 11,8 langsam so viel 1M Natriumkarborat zur der Lésung zugegeben, daf die Endkonzentration der Lésung an
Natriumborat 10mM betragt. Vor der Beschallung durch das auf 65% Leistung eingestelite, beheizte 370-Watt-Beschallungsgerat
wird die Ldsung 30 min lang stehengelassen. Die Zugabemenge zu dem Beschallungsgerit betrégt 181/h. Wenn die Lésung sehr
trlb ist, wird sie bei 301/h mittels der Zentrifuge CEPA 101 zentrifugiert, ansonsten wird die Lésung in 5 Liter-Anteilen in einem
einzigen Buchner-Filter durch drei, einen Durchmesser von 24cm aufweisende Whatman Nr. 2-Filterpapiere filtriert. Um ein
Schaumen wiéhrend des Filtrierens zu verhindern, erfoigt die Filtration unter einem geeigneten Vakuum. Es sind nur spuren an
unl8slichem Material festzustellen. Die 32,61 Filtrat enthalten das bGH in Lésung.
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Die Absorption der geklarten Losung betragt9,100.D. bei 280nm (1cm Kuvette). Wirde die gesamte Absorption von bGH
herriihren, was allerdings nicht der Fall ist, entspréache dies 14,3g bGH/!. Der wahre bGH-Gehalt betragt jedoch weniger als die
Halfte dieses Werts. UV-Licht absorbierende Verunreinigungen sind flir diesen Unterschied vera ntwortlich. Eine Adsorption von
1,0 bei 280nm (1¢cm Kiivetts) liefert eine Lésung von 1,57 g/l reines bGH bei einem pH-Wert von 9 {die Absorption von bGH dndert
sich mit dem pH-Wert).

Puffer zum Aufldsen (1M Natriumborat bei einem pH-Wert von 11,8):

Nach dem Aufldsen von 61,8g Borsaure in 750 ml entionisierten Wassers wird der pH-Wert der Lésung mit 50%iger NaOH auf
11,8 eingestelit. Danach wird mit entionisiertem Wasser auf einem Endvolumen von 1l eingestelit.

Testverfahren:

Quantitative Gelabtastung auf der Zellsuspension, der (berstehenden Flissigkeit und dem Kuchen.

Stufenausbeute: 100%
Gesamtausbeute: 85,6 %
Entnahmevolumen: 6,8% des urspringlichen Zellsuspensionsvolumens
Errechneter Gehalt: 6,2g bGH/I :
Anreicherungsfaktor: 0,039.

Beispiel 10
100-K-Uitrafiltration

Die 32,61 der in Beispiel 9 erhaltenen geklérten Proteinldsung (297000 OD) werden in getrennte Anteile (6 X 5,41) mit jeweils
einer Absorption von 50000-60000 OD geteilt. Jeder Anteil wird getrennt durch ein handelsibliches Ultrafilterkassettensystem
(Pellicon der Firma Millipore, Bedford, MA) mit drei 100000 Molekulargewicht-Schnittkassetten (Type PTHK) von jeweils
4645cm? Flache filtriert. Der erste Anteil wird auf 1! Riickstandvolumen konzentriert. Das Ultrafiltrat wird gesammelt, mittels
UV-Licht getestet und weiterverarbeitet. Der Ruckstand wird mit frischem 10mM Natriumboratpuffer bei einem pH-Wert von
11,8 auf sein urspriingliches Volumen verdiinnt und grindlich durchgemischt. Danach wird die Charge erneut auf 11
Riickstandvolumen konzentriert. Das Ultrafiltrat wird gesammelt und mit dem ersten Ultrafiltrat vereinigt. Wenn der
Gesamtbetrag der OD-Absorption in den Ultrafiltraten laufend 20% der OD-Absorption der Anfangscharge auf das.Ultrafilter
entspricht, wird ein Rickstand-Volumen bei der néchsten Konzentration von 0,51 anstelle von 11 gewahlt. Der Zyklus von
Konzentration und Verdiinnung mit 10mM Natriumboratpuffer wird so lange fortgesetzt, bis das Ultrafiltrat aus einem
Riickstandvolumen von 0,51 eine Absorption von 280 nm (1cm Kiivette) von unter 0,1 aufweist. Dies erfordert normalerweise
zwischen 9 und 12 Zykien aus Ultrafiltration und Verdiinnung. Der Endriickstand wird verworfen. Die
Strémungsgeschwindigkeiten bei der Ultrafiltration ergeben sich aus der folgenden Tabelle |.

Samtliche Ultrafiltrate werden danach miteinander vereinigt und mit 6N HCI auf einen pH-Wert von 9,0 eingestellt. Die anderen
5,4-1-Anteile werden in dhnlicher Weise mit Hilfe des Pellicon-Systems behandeit. Samtliche beziiglich ihres pH-Werts
eingestellten Ultrafiltrate werden dann miteinander vereinigt. Ein typischer Versuch liefert insgesamt 3801 Ultrafiltrat mit einer
Absorption von 0,260D/ml entsprechend einem Gesamt-OD-Wert von 100000 (bei einem pH-Wert von 12) und dauert 24-40h
bis zur Vervollstdndigung.

Tabelle |
Strémungsgeschwindigkeiten bei der 100K Molekulargewicht-Ultrafiltration*
Bedingungen Zufuhrgeschwindigkeit Strémungs-
pro Einheit Membranflache geschwindig-
keit bei
3 Kassetten
(1,39 m?
Ultrafiitrationsgeschwindigkeit bei am stérksten konzentriertem
Ruickstand 1,72ml/h cm? 241/h
Ultrafiltrationsgeschwindigkeit bei am stérksten verdiinnten
Riickstand o 2,58 ml/h cm? 361/h
Rezirkulationsgeschwindigkeit bei am starksten konzentrierten
Riickstand 77,5 ml/hcm? 181/min
Rezirkulationsgeschwindigkeit bei am starksten verdiinnten
Riickstand 38,75 ml/hcm? 9/Imin

* Bei einem EinlaBdruck von 343kPa (Manometerdruck) und einem Riickdruck von 34,3kPa (Manometerdruck).

Testverfahren:

Quantitative Gelabtastung auf Eingabe und Absorption bei 280 nm (1cm Kivette) auf Entnahme; qualitative Gelchromatographie
Stufenausbeute: 75,5%

Gesamtausbeute: 64,6%

Entnahmevolumen: 76% des urspriinglichen Zellsuspensionsvolumens

Errechneter Gehalt: 0,4g bGH/I

Anreicherungsfaktor: 0,065.

Zur Bestimmung des Ausmales und der Qualitat der Trennung werden die zugegebene Charge, der Riickstand und das
Ultrafiltrat mit Hilfe von Sepharose CL-6B (Pharmacia Fine Chemicals, Piscataway, NJ)-Gelchromatographie iberwacht.
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Die Bedingungen fir die Gels&ule sind:

Durchmesser: 2,6cm;

Lange: 100cm

Gesamtvolumen: 500ml

Porenvolumen: 150ml

Strémungsgeschwindigkeit: 40-60ml/h

Beladung: 50 OD in 5ml

Eluiermittel: 10mM Natriumborat bei einem pH-Wert von 12
normale Laufzeit: 5 h

Nachweis: 280nm UV.

Puffer fir die Gelchromatographie (10mM Natriumborat bei einem pH-Wert von 12):
Vgl. hierzu Beispiel 9.

Beispiel 11
lonenaustauschchromatographie

Die vereinigten Ultrafiltrate (3801 mit einer Absorption von 100000 OD) aus der 100K Ultrafiltration des Beispiels 10 werden mit
einer linearen Stromungsgeschwindigkeit von 93cm/h (1001/h) auf eine Sepharose CL-6B DEAE-lonenaustauschséule
(Pharmacia Fine Chemicals, Piscataway, NJ) aufgegeben. Die einen Durchmesser von 37¢m und eine Hohe von 15cm
aufweisende Saule wird mit zwei Bettvolumina (321} 10mM Natriumboratpuffer bei einem pH-Wert von 9,0 gewaschen. Das
Eluat aus den Aufgabe- und Waschstufen wird verworfen. Eine Stufendnderung im Eluiermittel auf 10mM Natriumborat:100mM
Natriumchlorid bei einem pH-Wert von 9 verdréngt das bGH aus der Saule. Die Eluierstrdmungsgeschwindigkeit betragt 93cm/h.
Das Fortschreiten der Eluierung wird durch Verfolgen der Absorption des Eluats bei 280 nm berwacht. Der bGH-Peak wird in
4-5 Bettvolumina {841 mit einer Gesamtabsorption von 43000 OD) gesammelt und weiterverarbeitet. Die durchschnittliche
Konzentration der bGH-Fraktion betrégt 0,8g bGH/I. :

Die Saule wird durch Waschen des Betts mit einer Geschwindigkeit von 93cm/h entsprechend der folgenden Anweisung
regeneriert: Ein Bettvolumen 1M Natriumacetat, das mit HCl auf einen pH-Wert von 3,0 eingestellt ist, wird auf die Saule
appliziert, danach folgend 1,5Bettvolumina 0,5N NaOH. Nach der Behandlung mit der NaOH wird die Saule 2h lang
stehengelassen und dann mit 1,5 Bettvolumina 1M Natriumacetat, das mit HCl auf 3,0 eingestellt ist, gewaschen. SchlieBlich
wird das Bett mit 10mM Natriumborat {pH-Wert: 9) ins Gleichgewicht gesetzt, indem mindestens drei Bettvolumina Puffer durch
das lonenaustauschbett hindurchlaufen gelassen werden. Die Leitfahigkeit und der pH-Wert des Eluats sollten gegen die
eintretende Losung geprift werden.

Testverfahren: )

Absorption bei 280 nm (1cm Kivette).

Stufenausbeute: 43%

Gesamtausbeute: 27,7%

Entnahmevolumen: 16,8% des urspriinglichen Zellsuspensionsvolumens

Errechneter Gehalt: 0,8g bGH/1

Anreicherungsfaktor: 2.

Puffer zum Waschen der Saule (10mM Natriumborat eines pH-Werts von 9):

0,629 Borséaure in 750 ml entionisierten Wassers werden mit konzentrierter HCl auf einen pH-Wert von 10 eingestellt, mit
entionisiertem Wasser auf 11 verdiinnt und erforderlichenfalls erneut auf einen pH-Wert von 9,0 eingestelit.

Eluierpuffer (10mM Natriumborat, 100mM Natriumchlorid, pH-Wert: 9):

3,81g Natriumboratdecahydrat und 5,85g Natriumchlorid in 750 m! entionisierten Wassers werden mit konzentrierter HCI auf
einen pH-Wert von 9,0 eingestellt, mit entionisiertem Wasser auf 11 verdiinnt und erforderlichenfalls erneut auf einen pH-Wert
von 9,0 eingestelit.

Regenerationspuffer (1M Natriumacetat, pH-Wert: 3,0):

136,09g Natriumacetat - 3H,0 in 750 mi entionisierten Wassers werden mit konzentrierter HCI auf einen pH-Wert von 3,0
eingestellt, mit entionisiertem Wasser auf 11 verdiinnt und erforderlichenfalls erneut auf einen pH-Wert von 3,0 eingestelit.

Beispiel 12
Konzentration und Dialyse

Die bGH-Fraktion aus der lonenaustauschstufe (841, 43000 OD) des Beispiels 11 wird mit 1N NaOH auf einen pH-Wert von 10,5
eingestellt. Die eingestellte Losung wird durch Ultrafiltration durch ein Millipore Pellicon-Ultrafilter, das mit drei

10000 Molekulargewicht-Schnittkassetten (Type PTGC) einer Flache von jeweils 4645 cm? ausgestattet war, konzentriert, bis die
errechnete Absorption bei 260nm (1cm Klvette) des Rickstands 10 betragt. Das Ultrafiltrat solite kein bGH enthaiten und wird .
verworfen. Der Riickstand ist Giblicherweise um einen Faktor von grob 20 (4,2 Riickstand) konzentriert. Die
Strdmungsgeschwindigkeiten sind in der folgenden Tabelle il angegeben.

Nach der Konzentration des bGH wird die Lésung durch Dialyse gegen NH,OH unter Verwendung des Pellicon-Systems mit der
10K Molekulargewicht-Schnittkassette (Diafiltration) entsalzt. Der Rlickstand wird kontinuierlich mit 3mM NH,OH-Lésung

(25 Volumina/Volumen Rickstand oder in diesem Falle 1031 3mM NH,OH) versetzt, wobei die Zugabemenge gerade ausreicht,
um den Volumenverlust durch Diafiltration auszugleichen. Das Diafiltrat wird verworfen. Es enthélt Salze und 10% des
eingefiihrten bGH, wie eine Absorptionsmessung zeigt. Der das entsalzte bGH enthaltende Rickstand wird aus dem Pellicon-
System abgezogen. Das Ultrafilter wird nun mit einer geringen Menge 3mM NH,OH gewaschen, worauf die Waschfllissigkeit mit
dem Riickstand vereinigt wird. Das Ruickstandvolumen vor Zugabe der Waschflissigkeit betragt 4,21 (39000 0D) bei einer
Konzentration von 14,6 bGH/I. Die Strémungsgeschwindigkeiten ergeben sich aus Tabelle lll.
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Tabelle ll .-
Strémungsgeschwindigkeiten bei der 10K Molekulargewicht-Ultrafiltration*
Bedingungen Zufuhrgeschwindigkeit Strémungs-
. pro Einheit Membranflache  geschwindig-
keit bei
3 Kassetten
(1,39m?)
Ultrafiltrationsgeschwindigkeit bei am stéarksten konzentrierten
Riickstand 1,94 ml/h cm? 271/h
Ultrafiltrationsgeschwindigkeit bei am starksten verdiinnten
Ruickstand ) 2,58 mi/h cm? 361/h
Rezirkulationsgeschwindigkeit bei am stérksten konzentrierten )
Riickstand 9,69 mi/h cm? 2,251/min
Rezirkulationsgeschwindigkeit bei am stérksten verdiinnten
Ruickstand : 6,46 mi/h cm? 1,51/min

* Bei einem EinlaBdruck von 137 kPa (Manometerdruck) und einem Rickdruck von 68,7kPa (Manometerdruck).

Tabelle it
Strdmungsgeschwindigkeiten fur die Diafiltration* gegen 3mM NH,OH
Bedingungen Zufuhrgeschwindigkeit Strémungs-
pro Einheit Membranflache geschwindig-
keit bei
3Kassetten
, (1,39m?)
Ultrafiltrationsgeschwindigkeit 2,58 ml/h cm? 361/h
Rezirkulationsgeschwindigkeit i 9,69ml/h 2,251/min
hl.25 :

* Bei einem EinlaRdruck von 103kPa (Manometerdruck) und einem Rickdruck von 34,3kPa {Manometerdruck)}

Testverfahren:

Absorption bei 280nm (1cm Kivette).

Stufenausbeute: 90%

Gesamtausbeute: 25%

Entnahmevolumen: 0,84% des urspriinglichen Zellsuspensionsvolumens
Errechneter Gehalt: 14,6 bGH/I

Anreicherungsfaktor: 18,3.

Beispiel 13
Gefriertrocknung

Der Riickstand und die Waschfliissigkeit aus der Dialysestufe (4,21, 330000D bei einer Konzentration von 14,6 g bGH/I} werden
in einem groRen GlasgefaR ,schalegefroren”. Nun wird das Glasgefal3 24-48h lang an einen Laboratoriumsgefriertrockner
angeschlossen, bis der Gefainhalt zur Trockene lyophilisiert ist. Die AuRenfliche des GlasgefiRes ist wahrend des gesamten
Trocknungszyklus der AuBentemperatur ausgesetzt. Es findet kein nachweisbarer bGH-Verlust statt. Das bGH (61,3g) féllt als
flaumiges, weifles Pulver an.

Testverfahren:

Absorption des eingegebenen Materials und Freigabetests am trockenen bGH.

Stufenausbeute: 100%

Gesamtausbeute: 25%

Entnahmevolumen: 0,012% des urspriinglichen Zellsuspensionsvolumens

Errechneter Gehalt: 100% Maischevolumen

Anreicherungsfaktor: 68.
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