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57 Sammendrag

Foreliggende oppfinnelse vedrerer en fremgangsmate for rensing av en hydrofob eller amfifil
forbindelse, ved forst & blande et utgangsmateriale inneholdende den hydrofobe eller amfifile
forbindelse, med et forste polymermateriale, vann og minst én av et andre polymermateriale og
et overflateaktivt stoff, hvori det ferste polymermateriale og det andre polymermateriale
og/eller det overflateaktive stoff ikke er blandbare i den resulterende primert vandige
opplesning. Fremgangsmaten omfatter videre opprettholdelse av den primert vandige
opplesning over en tidsperiode som er tilstrekkelig for i det vesentlige & separere de dannede
faser, og sa fjerning av fasen inneholdende hoveddelen av den hydrofobe eller amfifile
forbindelse og det andre polymermateriale og/eller det overflateaktive stoff. Det andre
polymermateriale og/eller det overflateaktive stoff separeres fra den hydrofobe eller amfifile
forbindelse og resirkuleres deretter til det innledende blandingstrinn. Foreliggende oppfinnelse vedrerer
videre et preparat for anvendelse ved rensing av apolipoprotein A(ApoA) eller apolipoprotein E(ApoE),
hvor preparatet omfatter et forste polymermateriale og et overflateaktivt stoff, hvor polymermaterialet
og det overflateaktive stoff ikke er blandbare i den primart vandige opplesning erholdt etter blanding
med vann. ApoA og ApoE fremstilt ved hjelp av fremgangsmaten ifelge oppfinnelsen kan anvendes til
& fremstille et medikament for behandling av aterosklerose og kardiovaskulare sykdommer, sepsis eller
perifer aterosklerose i tillegg til en fremgangsmaéte for behandling av aterosklerose og kardiovaskulare
sykdommer, sepsis eller perifer aterosklerose nar det administreres i en terapeutisk effektiv mengde.
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Omradde for oppfinnelsen

Foreliggende oppfinnelse omfatter en fremgangsmate for
rensing av apolipoprotein A eller apolipoprotein E ved blanding
av et utgangsmateriale inneholdende malforbindelsen, et ferste
polymermateriale, vann og minst ett av et andre polymermateriale
og et overflateaktivt stoff. Etter separering i to trinn utvinnes
malforbindelsen mens det andre polymer- materiale og/eller det
overflateaktive stoff resirkuleres til blandingstrinnet.
Utgangsmaterialet er sarlig en fermenteringsbuljong erholdt fra
rekombinant produksjon ved hjelp av DNA-teknikker og
malforbindelsen er apolipoprotein A eller apolipoprotein E,
fremstilt ved hjelp av slike teknikker.

Bakgrunn for oppfinnelsen

Vandige to-fasesystemer har omfattende anvendelse innen
bickjemi og bioteknologi for rensing av biologiske materialer,
slik som celler, proteiner, nukleinsyrer og steroider (se f.eks.
P.-A. Albertsson, Partition of cell particles and macromolecules,.
3. utg., Wiley, New York City, NY, USA (1986) og H. Walter et al,
Partitioning in Aqueous Two-Phase Systems, Academic Press,
Orlando, FL, USA (1985). Systemene er egnet for biologiske
materialer fordi hver fase inneholder fra ca. 70 til 90 vekt$%
vann, noe som i det vesentlige reduserer risikoen for
denaturering av biomolekyler, slik som proteiner (H. Walter et
al, Aqueous two-phase systems, Methods in Enzymology, vol. 228,
Academic Press, San Diego, CA, USA (1994).

De vandige to-fasesystemer er omfattet av to polymer-
materialer som ikke er blandbare, et polymermateriale i
kombinasjon med en hey saltkonsentrasjon eller ett polymer-
materiale i kombinasjon med et overflateaktivt stoff. Forheyelse
av konsentrasjonene over en viss kritisk verdi produserer to
vandige faser som ikke er blandbare hvorved polymermaterialer,
polymermateriale og salt eller polymer- materiale og
overflateaktivt stoff er avdelt.

Avdelingen av proteiner i vandige to-fasesystemer er i
det vesentlige avhengig av proteinhydrofobisitet, ladning og
sterrelse. Avdelingen kan influeres av forskjellige
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polymermaterialer, molekylvekt til polymermaterialer, pH og
tilsetning av salter til systemet (G. Johansson, Acta Chem.
Scand., B 28 (1974), s. 873-882). '

Vandige to-fasesystemer kan lett skaleres opp ettersom
avdelingen av biologiske materialer, slik som proteiner, i det
vesentlige er uavhengig av sterrelsen til systemet. Tiden for
faseseparering kan imidlertid forlenges i storskala-systemer,
avhengig av f.eks. geometrien til separeringskaret.

I laboratorieskala anvendes vanligvis dekstran og
polyetylenglykol (PEG) som de ikke blandbare polymermaterialer.
Dekstran er imidlertid et relativt eksplosivt polymermateriale og
for rensing i stor skala, f.eks. industriell skala ved
ezymekstraksjon, er ulike kombinasjoner av PEG og salter mer
sjeldent (K. Kdhler et al, Methods in Enzymology, vol. 228,
Academic Press, Orlando, FA, USA, (1994), s. 627-640).

US-A-4740304 til Perstorp AB omfatter preparater
inneholdende hydroksyalkylstivelse for anvendelse i syétemer med
to eller flere faser for ekstraksjon, rensing, konsentrasjon
og/eller separasjon av biologiske bestanddeler. I én foretrukken
utferelsesform er hydroksyalkylstivelsen hydroksypropylstivelse
(HPS) . I en annen foretrukken utferelsesform er
hydroksyalkylstivelsen kombinert med en annen polymer, f.eks.
polyetylenglykol (PEG) eller polypropylenglykol. I eksemplene i
US-A-4740304 er det anvendt ulike enzymer.

Anvendelsen av vandige to-fasesystemer for rensing av
biomolekyler er imidlertid begrenset ettersom malproduktene
forurenses med en fasesystempolymer, noe som saledes nedvendig-
gjer ytterligere og kompliserte rensingstrinn. Hittil har
midlproduktene som skal renses vart avdelt til en saltopplesning
eller forblitt opplest sammen med en fasesystempolymer. For a
lindre dette problem har anvendelsen av termoseparerende
polymermaterialer i vandige tofasesystemer blitt introdusert.
Dette gjor det mulig & utfere temperaturindusert faseseparering
hvorved malbiomolekylet kan separeres fra polymermaterialet pa en
meget effektiv mate. Denne teknikk har vert anvendt i
laboratorieskala for rensing av ulike enzymer. Saledes har
temperaturindusert faseseparering vart anvendt for & rense 3-
fosfoglyseratkinase og heksokinase fra bakegjazrhomogenat (P.A.
Harris et al, Bioseparation, vol. 2, (1991) s. 237-246). Videre
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har temperaturindusert faseseparering vert anvendt for a rense to
"ecdy" -steroider og glukose-6-fosfatdehydrogenase, henholdsvis
(P.A. Alred et al, J. Chromatogr., vol. 628 (1993) s. 205-214 og
P.A. Alred et al, Bioseparation, vol. 2 (19382), s. 363-373. P.A.
Alred et al, J. Chromatogr. A, 659 (1994) s. 289-298 beskriver
ogsa temperaturindusert faseseparering for rensing av glukose-6-
fosfatdehydrogenase, heksokinase og 3-fosfoglyseratkinase fra
bakegjar.

EP-A-262651 til Union Carbide omfatter en fremgangsmite
for gjenvinning av enzymer fra vandige opplesninger som
inneholder minst ett polymermateriale som har anvendte
oppleselighetskarakteristika. Fremgangsmaten omfatter forheying
av temperaturen til opplesningen over temperaturen for utfelling
av polymermaterialet og separering av polymerpresipitatet fra den
enzyminneholdende opplesning. Polymermaterialet utvelges
fortrinnsvis fra polyalkylenglykoler, slik som polyetylen- og
polypropylenglykol, poly (oksyalkylen)polymerer eller kopolymerer,
etoksylerte overflateaktive stoffer, silikonmodifiserte polyetere
og polyvinylpyrrolidon. Temperaturen heves helst til en
temperatur som er mindre enn ca. 90 °C, fortrinnsvis mellom ca.
50 °C og ca. 75 °C. I eksemplené i EP-A-262651 anvendes A-amylase.

EP-A-0574050 til Gist-Brocades omfatter storskala-
separering og rensing av hydrofobe fermenteringsprodukter.
Fremgangsmaten omfatter tilsetning av det enskede produkt og
forurensende stoffer, et ikke-ionisk overflateaktivt stoff, et
flokkulerende stoff, et ekstra overflateaktivt stoff og et salt
til blandingen. Fermenteringsproduktet er helst et protein, og
fortrinnsvis et enzym, som kan anvendes i detergentpreparater.

WO 96/23061 til Genencor International omfatter en
overflateaktiv stoffbasert enzymekstraksjonsprosedyre hvori et
hydrofilt fermenteringsprodukt, s®rlig et enzym av detergenttype,
renses ved at en klar eller fullstendig fermenteringsbuljong
inneholdende det enskede produkt bringes i kontakt med ett eller
flere salter og et egnet overflateaktivt stoff med en HBL-verdi
pa ca. 12. Fermenteringsbuljongen, saltet og det overflateaktive
stoff separeres i to faser, én med mye overflateaktivt stoff og
det enskede produkt og den andre med mye salt (er).

Garg et al, Biotechnol. Appl. Biochem. 20 (1994) s.
199-215 omfatter anvendelse av temperaturindusert fasedannende
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detergent (Triton X-114) som ligandbarer for affinitets-
adskillelse i et vandig trefasesystem. Triton X-114 ble
modifisert med Cibacron-bld for & gi et detergentfargekonjugat,
som ble anvendt som en affinitetsligand for enzymlaktatdehydro-
genase (LDH). Nar et overskudd av detergent ble anvendt ble et
trefasesystem med en detergentrik midtfase dannet.
Detergentfargekonjugater ble adskilt til denne detergentrike
fase. Enzymet ble gjenvunnet ved & innhente den detergentrike
konjugatinneholdende fase og utsette denne for temperaturindusert
faseseparering.

Ut fra det ovennevnte er det tydelig at anvendelsen av
tofaseseparering primert er rettet mot rensing av hydrofile
makromolekyler, s®rlig enzymer. Anvendelse av tofasesystemer for
rensing av hydrofobe lipoproteiner er imidlertid kjent. Wiegel et
al omfatter saledes avdeling av heydensitetslipoproteiner (HDL) i
tofasesystemer (J. Chromatogr. B, 661 (1994) s. 159-164). Her
anvendes dekstran og PEG for separering av HDL-partiklene. Den
foretrukne anrikelse av HDL-partikler i den dekstranrike mer
hydrofile bunnfase skyldes hydrogenbinding mellom dekstran og
molekylene som utgjer HDL-partiklene (apoproteinet.til HDL) .

Hovedfunksjonen til lipoproteiner i plasma er a
transportere lipider, slik som kolesterol og triglyserider. Det
er fire hovedklasser av lipoproteiner: chylomikroner (CM),
lipoproteiner med meget lav densitet (VLDL), lipoproteiner med
lav densitet (LDL) og lipoproteiner med hey densitet (HDL). Av
disse er HDL direkte involvert i fjerningen av kolesterol fra
perifere vev, frakte dette tilbake til enten leveren eller til
andre lipoproteiner, ved hjelp av en mekanisme kjent som "revers
kolesteroltransport" (RCT).

Den "beskyttende" rolle til HDL er bekreftet i flere
studier. Senere studier rettet mot den/de beskyttende
mekanisme (r) til HDL har fokusert p& apolipoprotein A-I(Apo-A-I),
hovedbestanddelen av HDL. Heye plasmanivder av ApoA-I er
forbundet med en redusert risiko for CHD og tilstedeverelse av
koronarlesjoner.

Flere fremgangsmater er foreslatt for rensing av
lipoproteiner, slik som ApoA og ApoE, enten fra plasma eller
produsert ved hjelp av rekombinante DNA-teknikker. Ved
laboratorieskala anvendes vanligvis sentrifugering,
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ionebyttekromatografi, affinitetskromatografi, isoelektrisk
fokusering, gelfiltrering og heypresisjonsvaeskekromatografi
(HPLC) (se Methods in Enzymology, vol. 128, Academic Press, San
Diego, CA, USA (1986). Det er imidlertid et behov for en
ytterligere rask, sensitiv og palitelig fremgangsmate for
fremstilling av ApoA og ApoE, sarlig i en industriell eller
forseksanleggsskala.

Som tidligere slatt fast har anvendelsen av
tofaseseparering vert primezrt rettet mot rensing av hydrofile
makromolekyler. Optimalisering av tofasesepareringsteknikken for
rensing av apolipoprotein A eller apolipoprotein E vil eke
antallet prosessteknikker tilgjengelige for rensing av
lipoproteiner, slik som ApoA eller ApoE. Formilet med

foreliggende oppfinnelse er a tilveiebringe en slik teknikk.

Oppsummering av oppfinnelsen

Foreliggende oppfinnelse omfatter en fremgangsmate for
rensing av apolipoprotein A eller apolipoprotein E,
kjennetegnet ved at den omfatter
a) blanding, i tilfeldig rekkefelge, av et utgangsmateriale
inneholdende apolipogrotein,ﬁet forste polymermateriale som er
hydrofilt, wvann, .et andre amfifilt polymert materiale og et
overflateaktivt stoff, hvor det ferste polymermateriale og det
andre polymermateriale ikke er blandbare i den resulterende
primert vandige opplesning, og;
b) opprettholdelse av den primert vandige opplesning over en
tidsperiode som er tilstrekkelig for i det vesentlige a separere
de dannede faser;
c) fjerning av en fase inneholdende hoveddelen av
apolipoproteinet og det andre polymermateriale og/eller det
overflateaktive stoff;
d) separering av apolipoproteinet fra det andre polymermateriale
og det overflateaktive stoff ved en temperatur som induserer
separering; og deretter
e) resirkulering av det separerte, andre polymermateriale og det

overflateaktive stoff til det innledningsvise blandingstrinn (a).
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Detaljert beskrivelse av oppfinnelsen

En malsetning med foreliggende oppfinnelse er &
tilveiebringe en effektiv rensingsprosess for produksjon av
apolipoprotein A eller E ved et lavt nok innhold av urenheter for
& forebygge behovet for ytterligere rensingstrinn.

En videre mdlsetning med foreliggende oppfinnelse er en
fremgangsmidte for & tilveiebringe et heyt utbytte av nevnte
forbindelser, dvs. en fremgangsmidte med minimalt tap av produkt.

En annen malsetning med foreliggende oppfinnelse er a
tilveiebringe en effektiv fremgangsmite, hvor, ndr det gjelder
biologiske entiteter, den biologiske aktivitet til apolipoprotein
A eller E i det vesentlige er bevart.

En ytterligere malsetning med foreliggende oppfinnelse
er 4 tilveiebringe en ekonomisk lennsom og miljevennlig
fremgangsmate der en vesentlig mengde av forbindelsene
resirkuleres for fornyet anvendelse.

De ovenfor angitte malsetninger er imetegatt ved
foreliggende oppfinnelse, som omfatter en fremgangsmate for
rensing av apolipoprotein A eller E ved
a) blanding i skjennsmessig rekkefelge, utgangsmaterialet
inneholdende apolipoprotein, et ferste polymermateriale, vann og
minst én av et annet polymer- materiale og et overflateaktivt
stoff, nevnte forste polymer- materiale og det andre
polymermateriale og/eller det overflateaktive stoff ikke er
blandbare i den resulterende primzre vandige opplesning, og;

b) opprettholdelse av den primzre vandige opplesning for en
tidsperiode som er tilstrekkelig for i det vesentlige & separere
de dannede faser;

c) fjerning av fasen inneholdende hoveddelen av apolipoproteinet
og det andre polymermateriale og/eller det overflateaktive stoff;
d) separering av apolipoprotein A eller apolipoprotein E fra det
andre polymermateriale og/eller det overflateaktive stoff; og
deretter

e) resirkulering av det separerte andre polymermateriale og/eller
det overflateaktive stoff til det innledningsvise blandingstrinn
(a) .

Foreliggende oppfinnelse tilveiebringer en ekonomisk
gunstig og miljevennlig vandig tofasefremgangsmate for rensing av
apolipoprotein, ettersom det andre polymermateriale og/eller det
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overflateaktive stoff kan resirkuleres flere ganger med kun sma
tap ved hver syklus, mens renheten og utbytte av apolipoprotein &
eller apolipoprotein E fremstilt ifelge foreliggende
fremgangsmate i det vesentlige vil vaere uforandret. Oppfinnerne
av foreliggende oppfinnelse har s®rlig funnet at vandig
tofaseseparering i kombinasjon med temperaturindusert
faseseparering og resirkulering av ett eller flere kjemikalier
kan anvendes effektivt til & rense lipoproteiner, slik som ApoA
og ApoE.

Med foreliggende oppfinnelse er det mulig & resirkulere
minst ca. 60 % av den innledningsvise mengde av det andre
polymermateriale og/eller overflateaktive stoff, helst minst 70 %
og fortrinnsvis minst 80 % av den innledningsvise mengde av det
andre polymermateriale og/eller overflateaktive stoff til det
innledningsvise blandingstrinn.

I det primzrt vandige tofasesepareringstrinn kan ulike
varierte kombinasjoner av komponenter anvendes, dvs. et ferste
polymermateriale og et andre polymermateriale, et ferste polymer-'
materiale og et overflateaktivt stoff, eller et forste polymer-
materiale, et andre polymermateriale og et overflateaktivt stoff.
Ved alle disse utferelsesformer m& bestanddelene vare ublandbare
i den primere vandige opplesning. I utferelse av oppfinnelsen ber
derfor et polymert materiale vere i det vesentlige hydrofilt og
det andre vare mer hydrofobt, men fortsatt vannoppleselig, dvs.
amfifilt. Konsentrasjonene av det ferste og andre polymer-
materiale ber ogsd vere hey nok til & gjennomfere en fasesepa-
rering i minst to faser. Eksempler pa hydrofile ferste
polymermaterialer egnet for anvendelse ved foreliggende
oppfinnelse omfatter hydroksyalkylcellulose, hydroksyalkyl-
stivelser, stivelse, dekstran, pullulan og derivater og
blandinger derav. Pullulan er et mikrobielt polysakkarid
tidligere anvendt for rensing av enzymer i vandige tofasesystemer
(Nguyen et al, Appl. Microbiol. Biotechnol., vol. 27 (1988) s.
341-346). Hydroksyalkylstivelsene er i det vesentlige utvalgt fra
gruppen bestaende av hydroksymetylstivelse, hydroksyetylstivelse,
hydroksypropylstivelse og hydroksybutylstivelse og blandinger
derav. Molekylvekten til det hydrofile, ferste polymermateriale
kan vere i omrddet fra ca. 5000 til 5000000 Da,helst i omrddet
fra 40000 til 500000 Da og fortrinnsvis i omradet fra 100000 til
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300000 Da. Spesifikke eksempler p& hydroksyalkylstivelser egnet
for anvendelse ifelge foreliggende oppfinnelse omfatter Reppal
PES 100 og Reppal PES 200, begge er hydroksypropylstivelser
markedsfert av Carbamyl AB i Kristianstad, Sverige. Den
gjennomsnittlige molekylvekt til henholdsvis Reppal PES 100 og
Reppal PES 200 er 100000 Da og 200000 Da.

Som angitt i forrige avsnitt skal det andre
polymermateriale vere amfifilt og vannoppleselig. Apolipoprotein
A eller apolipoprotein E vil ekstraheres inn i den mer hydrofobe
fase og ved dette separeres fra mer hydrofilt forurensende
stoffer, slik som fyllproteiner, vanligvis til stede i plasma og
urene eller delvis rensede opplesninger/fermenteringsbuljonger
fra rekombinante DNA-prosesser. Eksempler pa slike forurensende
stoffer er profeiner fra E. coli. I forsekene beskrevet i
eksemplene ifelge foreliggende oppfinnelse var den amfifile
kopolymer og det overflateaktive stoff til stede hovedsakelig i
toppfasen. I disse forsek var derfor hoveddelen av ApoA eller
ApoE fordelt til toppfasen som inneholdt mye kopolymer og
overflateaktivt stoff.

Det andre polymer- materiale har fortrinnsvis invers
oppleselighet. Med begrepet "invers oppleselighet" menes at
oppleseligheten til polymermaterialet varierer inverst med
opplesningstemperaturen. Dette betyr at oppleseligheten til
polymermaterialet eker med ekende opple@sningstemperatur. Invers
oppleselighet er derfor direkte motsatt til temperatureffekten
fremvist i de fleste opplesninger.

Preparater inneholdende tre eller flere polymer-
materialer er ogsa beskrevet. Multi-fasesepareringer kan sdledes
erholdes ved utvelgelse av egnede kombinasjoner av tre eller
flere polymermaterialer og tilstrekkelige heye konsentrasjoner
derav i den primert vandige opplesning.

I foreliggende oppfinnelse omfatter begrepet "primart
vandige opplesninger" det innledningsvise prepareringstrinn fer
separering til minst to faser, med mindre annet er angitt.

Den primzre opplesning er vandig dvs. at hoveddelen av
oppl@sningsmidlet er vann. Vann kan tilsettes separat eller
sammen med enhver av komponentene som er nedvendige for det
primere separasjonstrinn. En eller flere vandige opplesninger
inneholdende apolipoprotein A eller apolipoprotein E, ferste
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eller andre polymermateriale eller overflateaktive stoff kan
siledes anvendes for 4 introdusere komponenten per se si vel som
vannet krevet for & lage den primazrt vandige opplesning.

Konsentrasjonen av madlforbindelsen i den primart
vandige opplesning kan vare i omradet fra ca. 0,1 g/l opp til ca.
50 g/1 av den primert vandige opplesning, helst innen omradet fra
0,5 til 20 g/l og fortrinnsvis innen omridet fra 1 til 10 g/l.

Konsentrasjonen av det hydrofile, ferste
polymermateriale i den primzrt vandige opplesning kan vare i
omradet fra ca. 1 til ca. 30 vekt% av den totale vekt til den
primert vandige opplesning, helst innen omradet fra 3 til 20 |
vekt$ og fortrinnsvis innen omri&det fra 5 til 15 vekt%.

I den primzrt vandige opplesning kan konsentrasjonen av
det amfifile, andre polymermateriale vare i omridet fra ca. 0,5
til ca. 30 vekt% av den totale vekt til den vandige opplesning,
helst innen omradet ra 3 til 20 vekt% og fortrinnsvis innen
omradet fra 5 til 15 vekty.

I den primzrt vandige opplesning kan forholdet mellom
kongentrasjonen av malforbindelsen og det amfifile andre
polymermateriale vare i omradet fra ca..3:1 til ca. 1:2500,'med'
hens?n til vekt, helst innen omradet fra 2:3 til 1:400 béregnet
pad vekt og fortrinnsvis innen omrddet fra 1:3 til 1:150 med
hensyn til wvekt.

I den primert vandige opplesning kan forholdet mellom
konsentrasjonen av det hydrofile, ferste polymermateriale og det
amfifile, andre polymermateriale vere i omradet fra ca. 20:1 til
ca. 1:10 beregnet med hensyn til wvekt, helst innen omradet fra
10:1 til 1:5 med hensyn til vekt, og fortrinnsvis innen omradet
fra 5:1 til 1:2 med hensyn til vekt.

Etter blanding av den hydrofobe og hydrofile for-
bindelse, f.eks. ApoA eller ApoE, med det feorste polymermateriale
og det andre polymermateriale og/eller overflateaktivt stoff
opprettholdes den primert vandige opplesning over en tidsperiode
som er tilstrekkelig for i det vesentlige & separere minst to
faser som er dannet. Denne tidsperiode kan vare i omradet fra ca.
2 minutter til ca. 5 timer, helst i omradet fra 5 minutter til 2
timer og fortrinnsvis i omrddet fra 10 minutter til 1 time.
Tidsperioden krevet for faseseparering kan imidlertid reduseres
ved anvendelse av f.eks. sentrifugeseparering,
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sentrifugesentrifugering eller sentrifugedekantering, fer den
primert vandige opplesning separeres til minst to faser. Dersom
slike midler anvendes kan tidsperioden for separeringen til minst
to faser vere i omradet fra ca. 5 sekunder til ca. 60 minutter og
helst i omradet fra 10 sekunder til 30 minutter.

Temperaturen til den primert vandige opplesning er
helst i omradet fra ca. 5 til 40 °C og fortrinnsvis i omradet fra
15 til 30 °C.

I en videre utferelsesform er en forbindelse inne-
holdende to eller tre nitrogenatomer bundet til et karbonatom til
stede i den primzrt vandige opplesning. P4 denne mate kan en
forbedret rensing og et heyere utbytte erholdes, ettersom
malforbindelsen lettere avdeles til den mer hydrofobe fase.
Egnede eksempler pa slike nitrogeninneholdende forbindelser er
urea, arginin, guaninhydroklorid, benzamidin og blandinger derav,
fortrinnsvis urea. Dersom dette anvendes ber konsentrasjonen av
forbindelsen inneholdende to eller tre nitrogenatomer bundet til
et karbonatom vere i omradet fra ca. 0,5 M til metning, helst i
omradet fra 1 M til 8 M og fortrinnsvis i omrddet fra 1,5 M til 6
M. ‘ o

I den primert vandige opplesning kan forholdet mellom
malforbindelse og den nitrogeninneholdende forbindelse vere i
omradet fra ca. 1:1 til ca. 1:5000 med hensyn til vekt, helst i
omradet fra 1:4 til 1:700 med hensyn til vekt, og fortrinnsvis i
omradet fra 1:6 til 1:250 med hensyn til vekt.

Avdeling av madlforbindelsen til den mer hydrofobe fase
kan forsterkes ved tilsetning av en forbindelse med en hydrofob
virkning pa den primert vandige opplesning. Egnede forbindelser
omfatter uorganiske salter inneholdende kationer, slik som
rettkjedet eller forgrenet trimetylammonium, trietylammonium,
tripropyiammonium, tributylammonium, tetrametylammonium,
tetraetylammonium, tetrapropylammonium og tetrabutylammonium og
anioner, slik som fosfater, sulfat, nitrat, klorid og
hydrogenkarbonat. Et spesifikt eksempel er trietylammoniumfosfat.

Avdelingen av molekyler mellom fasene i tofasesystemer
er avhengig av avdelingskoeffisienten K. Den er definert som
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K = Cqp/Cs (1)

hvori Cr = konsentrasjonen av toppfasen til molekylet av
interesse
Cg = konsentrasjonen i bunnfasen av molekylet av
interesse

Ved mange anledninger er fordelingsgraden, G, anvendt
ved avdelingsforsek. Denne er definert som forholdet mellom den
totale mengde av deltagende substans i hver fase:

G =K x (Vo/Vs) (2)

hvori

Ve
Vg

volum i toppfasen

volum i bunnfasen

Avdelingen av molekyler mellom fasene i tofasesystemer
kan vises i fasediagrammer. Her kalles grenselinjen mellom &n og
to faser binodialkurven. Polymerkonsentrasjonen av de to faser i
likevekt med hverandre er beskrevet ved hjelp av siktelinjer i
fasediagrammet. @kning av polymerkonsentrasjonen, dvs. ekning av
siktelinjelengden, ferer til mer ekstrem avdeling i
tofasesystemer (G. Johansson, Methods in Enzymology, vol. 228
(1994) s. 28-42). Det ligger innen kompetansen til fagfolk pa
omradet 4 utfere forsek for & nd tilstander for egnet avdeling
mellom de to faser.

To egnede kombinasjoner av et hydreofilt, ferste
polymermateriale og et amfifilt, andre polymermateriale for
anvendelse i foreliggende oppfinnelse er Reppal PES 200 i
kombinasjon med UCON 50-HB-5100 og Reppal PES 200 i kombinasjon
med EO3,PO,;. Fasediagrammer som viser avdelingen mellom de to
faser i disse systemer er gitt i henholdsvis P.A. Alred et al,
Journal of Chromatography, 659 (1994) s. 289-298, og R.F. Modlin
et al, Journal of Chromatography, 668 (1994) s. 229-236.

Tilstedeverelsen av et overflateaktivt stoff i den
primert vandige opplesning er ment for & eke avdelingen av
apolipoprotein A eller apolipoprotein E til den mer hydrofobe
fase. Av denne grunn er det overflateaktive stoff helst amfifilt,
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dvs. en forbindelse inneholdende en hydrofil, vannoppleselig
gruppe som peker mot det vandige milje og en hydrofob
vannuoppleselig gruppe som peker mot apolipoprotein A eller
apolipoprotein E. Den hydrofile gruppe har fortrinnsvis den
kjemiske struktur til det andre polymermateriale, ettersom dette
letter delingen av bade det andre polymermateriale og det
overflateaktive stoff til toppfasen i det primart vandige system.

Amfifile overflateaktive stoffer er kjennetegnet ved
den kritiske micellekonsentrasjon (CMC), som er minimums-
konsentrasjonen for det overflateaktive stoff til & danne
fullstendige miceller. Amfifiler er videre kjennetegnet ved deres
hydrofile-lipofile balanse (HLB). HLB-verdien er et kvantitativt
mal for den generelle hydrofile egenskap til det overflateaktive
stoff av betydning, hvori en heyere HLB-verdi menes en ekt
hydrofil karakter til .det overflateaktive stoff. I foreliggende
oppfinnelse er HLB-verdien helst i omradet fra ca. 5 til ca. 80,
fortrinnsvis i omrddet fra 8 til 30 og foretrukket i omradet fra
10 til 20. HLB-verdier for mange overflateaktive stoffer kan
finnes i McCutcheons, vol. 1, Emulsifiers nd Detergents, Nord-
Amerika, utg., 1993. o

I en s®rlig foretrukket utfzrelsesform'ér det anvendt
et annet polymert materiale med invers oppleselighet. I dette
tilfellet utferes temperaturindusert faseseparering etter det
primert vandige tofasetrinn ved oppvarming av fasen inneholdende
hoveddelen av apolipoprotein A eller apolipoprotein E til en
temperatur over takepunktet for det andre polymermateriale. Dette
fenomen kan anvendes og det kan dras fordel av dette ogsa med
overflateaktive stoffer med invers oppleselighet. Ved utvelgelse
av et egnet overflateaktivt stoff og egnede fremgangsmate-
betingelser med hensyn til konsentrasjon av de ulike
bestanddeler, pH, ionestyrke og temperatur er det saledes mulig a
separere det overflateaktive stoff som har invers oppleselighet
fra apolipoprotein A eller apolipoprotein E. I foreliggende
oppfinnelse er det ogsa enskelig & anvende en kombinasjon av et
annet polymermateriale med invers oppleselighet og et
overflateaktivt stoff med invers coppleselighet der takepunktet
kan vaere likt eller forskjellig for de to stoffer.
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Informasjon omfattende de andre polymermaterialer med
invers oppleselighet er generelt like anvendbar pa overflate-
aktive stoffer med invers opploseiighet.

Eksempler p& overflateaktive stoffer som med fordel kan
anvendes 1 den primert vandige opplesning, omfatter ikke-ioniske,
anioniske og kationiske overflateaktive stoffer. Det er egnet &
anvende et amfifilt overflateaktivt stoff som kan gi invers
oppleselighet og fortrinnsvis et ikke-ionisk overflateaktivt
stoff. Ikke-ioniske overflateaktive stoffer egnet for anvendelse
i foreliggende oppfinnelse omfatter alkyletoksylater,
polyoksyetylensorbitanfettsyreestere, blokkopolymerer,
polyoksyetylenalkylestere, polyglykoletere og alkylglykosider.
Foretrukket er overflateaktive stoffer inneholdende
polyetylenglykolhale som ligner den kjemiske struktur til de
foretrukne andre polymermaterialer, f.eks. UCON 50-HB-5100 og
Breox PAGS50A 1000. Eksempler p& alkyletoksylater er
polyoksyetylenoktylfenyletere, f.eks. "Triton X-100" og "Triton
X-114", begge solgt av Union Carbide i USA, "Triton X-100" og
"Triton X-114" har et hydrofobt oktylfenylhode og en hydrofil
polyoksyetylenhale med et blakningspunkt pa hhv. 22 °C og 65 °C.
blakningspunktet til analoger kan egkes ved & @ke lengden til den
hydrofile rest, mens blakningspunktet kan reduseres ved a oke
lengden pa den hydrofobe rest. "Triton X-100" er videre kjenne-
tegnet ved en HLB-verdi pa 30,5. Eksempler pa polyoksyetylen-
sorbitanfettsyreestere er poly-etylen- (20) -sorbitanmonolaurat,
f.eks. "Tween 80" og polyoksyetylen- (20) -sorbitanmonooleat,
f.eks. "Tween 20", begge solgt av ICI i Storbritannia. Eksempler
pd blokkopolymerene er kombinasjoner av polypropylenglykol og
polyetylenglykol, f.eks. "Pluronic" solgt av BASF i Tyskland.
Egnede eksempler pd polyoksyetylenalkylestere er Ci»Es, Ci12Es og
Brij. Et egnet eksempel p4 en polyglykoleter er Tergitol.

Anioniske overflateaktive stoffer egnet for anvendelse
omfatter ulike gallesyrer og -estere og salter derav, slik som
salter av deoksykolinsyre og kolinsyre. Spesifikke eksempler
omfatter natriumdeoksycholat og natriumcholat. Andre egnede
anionoverflateaktive stoffer omfatter salter av alkylsulfonsyre
og alkylsvovelsyre. For eksempel natriumdodecylsulfat (SDS).

Kationiske overflateaktive stoffer som er egnet for
anvendglse, omfatter salter av alkyltrimetylammonium, f.eks. CTAB
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og CTAC, salter av cetylpyridinium og salter av dimetylokta-
decylammonium,.

De overflateaktive stoffer anvendt kan modifiseres for
a forbedre deres egenskaper i de vandige tofasesystemer. For
eksempel ved introduksjon av farge, slik som Cibacron-blatt. Av
gkonomiske og enkelhetsgrunner er det imidlertid foretrukket &
anvende overflateaktive stoffer som umodifiserte.

Konsentrasjonen av det overflateaktive stoff i den
primert vandige opplesning kan vere i omrddet fra ca. 0,1 til ca.
30 & (vekt/vekt), fortrinnsvis i omradet fra 0,25 til 20 %
(vekt/vekt) og helst i omradet fra 0,5 til 10 % (vekt/vekt).

Det er foretrukket at konsentrasjonen av det
overflateaktive stoff i den primzrt vandige opplesning er lik
eller heyere enn CMC. CMC er primzrt avhengig av det
overflateaktive stoff per se, komponentene i opplesningen og
deres konsentrasjon, temperatur og pH. CMC til
polyoksyetylensorbitanfettsyreestere (polysorbater) er spesifikt
angitt i en artikkel til Wan et al, J. Pharm. Sci., vol. 63, nr.
1 (1974) s. 136-137. .

Etter den prlmare tofaseseparerlng fjernes den vandlge
fase 1nneholdende hoveddelen av apolipoprotein A eller
apolipoprotein E og det andre polymermateriale og/eller det
overflateaktive stoff. Apolipoprotein A eller apolipoprotein E
separeres deretter fra det andre polymermateriale og/eller
overflateaktive stoff, f.eks. ved kromatografi, slik som
affinitets- eller ionebyttekromatografi eller ved
losningsmiddelekstraksjon. Det er ogsa mulig a anvende enda et
annet tofasesystem inneholdende et tredje polymert materiale
eller et salt, helst et uorganisk salt, for separering av det
andre polymermateriale og/eller overflateaktivt stoff fra
apolipoprotein A eller apolipoprotein E. I en sarlig foretrukken
utferelsesform har imidlertid det andre polymermateriale inverse
oppleselighetskarakteristikaer og den vandige fase inneholdende
det andre polymermateriale og hoveddelen av apolipoprotein A
eller apolipoprotein E bringes til et separeringskar for -
ytterligere prosessering.

Selv om ulike fremgangsmater er tilgjengelige for
separering av det andre polymermateriale og/eller overflateaktive
stoff fra apolipoprotein A eller apolipoprotein E, som angitt i
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forrige avsnitt, vil foreliggende oppfinnelse i det felgende bli
beskrevet i mer detalj med hensyn til temperaturindusert
faseseparering med et annet polymermateriale med inverse
oppleselighetskarakteristikaer.

I den seerlig foretrukne utferelsesform utferes
temperaturindusert faseseparering ved oppvarming av fasen
inneholdende hoveddelen av apolipoprotein A eller apolipoprotein
E til en temperatur som ligger heyere enn blakningspunktet for
det andre polymermateriale med invers oppleselighet, men som
ligger lavere enn temperaturen der degradering av apolipoprotein
A eller apolipoprotein E skjer. Blakningspunktet eller
fasesepareringstemperaturen er et karakteristisk trekk for
polymerforbindelser med invers oppleselighet. Ved & heve
temperatﬁren 1 en opplesning inneholdende slikt polymermateriale
over blakningspunktet blir saledes opplesningen grumsete, pa
grunn av separering til to faser og utfelling av polymermateriale
med invers oppleselighet. En annen faseseparering -erholdes
sdledes der en polymerrik og vannrik fase dannes. Den vannrike
fase er nesten uten polymerer, dvs. at den vanligvié inneholder
mindre enn 1 % polymer. Den polymerrike fase danner ogsa
vanligvis bunnfasen etter oppvarming; ettersom tettheten til den
polymerrike fase normalt er heyere enn den til den. vannrike fase.
Tettheter kan imidlertid reverseres ved hjelp av ulike
manipuleringer, f.eks. tilsetning av kjemikalier slik som urea i
ulike mengder. Apolipoprotein A eller apolipoprotein E er ofte
nesten alltid avdelt til den vannrike fase, noe som reduserer
nedvendigheten av ytterligere rensing av det aktuelle produkt.

For a muliggjere teknisk og ekonomisk anvendelse av
polymermaterialer med invers oppleselighet md blakningspunktet
vere over frysepunktet til opplesningen og lavere enn 100 °C. Ved
foreliggende oppfinnelse kan blakningspunktet til det andre
polymermateriale med invers oppleselighet vare i omradet fra ca.
5 og til ca. 90 °C, vanligvis i omradet fra 10 til 35 °C.
Blakningspunktet til den andre polymerforbindelse med invers
oppleselighet ligger fortrinnsvis i omradet fra 15 til 60 °C, mer
foretrukket i omraddet fra 20 til 40 °C.

Temperaturen som det faseinneholdende andre polymer-
materiale ma forheyes til i den temperaturinduserte

faseseparering kan reduseres ved utvelgelse av et andre polymert
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materiale med et passe lavt blakningspunkt, noce som kommer frem
fra det tidligere avsnitt. Temperaturen hvorved fasen
inneholdende det andre polymermateriale md forhesyes til for &
gjennomfere avdeling av det andre polymermateriale kan imidlertid
reduseres ogsd ved tilsetning av en liten mengde av et organisk
eller mer vanlig uorganisk salt til denne fase. Blakningspunktet
til UCON S50-HB-5100 er 50 °C i fraver av salt og kan sdledes
senkes til f.eks. 37 °C ved tilsetning av salt. Det er imidlertid
ensket at den temperaturinduserte faseseparering utferes i det
vesentlige i fravaer av salt, ettersom dette fremmer den
etterfelgende rensing av apolipoprotein A eller apolipoprotein E.
Polymerforbindelser med invers oppleselighet og som er
egnet for anvendelse som i andre polymermaterialer kan finnes i
I.Y. Galaev et al, Enzyme Microb. Tech., vol. 15 (1993), s. 354-
366, som med dette er innfert med referanse. Polymerforbindelser
med invers oppleselighet og som er egnet for anvendelse i form av
det andre polymermateriale, omfatter spesifikt polyalkylen-
glykoler, poly(oksyalkylen)polymerer, poly(ocksyalkylen)kopoly-
merer, polyvinylpyrrolidon, polyvinyl-alkohol, polyvinylkapro-
laktam, polyvinylmetyleter, alkoksylerte stivelser, aikoksylert
cellulose, alkylhydroksyalkyicellulose, silikonmodifiserte
polymerer og derivater og blandinger derav. Egnede polyalkylen-
glykoler omfatter polyetylenglykol, polypropylenglykol og
derivater derav, slik som akryl- og metakrylsubstituert
polyetylen- og -polypropylenglykol. Egnede alkylerte stivelser og
alkoksylert cellulose omfatter metoksylerte og etoksylerte
stivelser og cellulose. Egnede alkylhydroksyalkylcelluloser
omfatter de celluloser der alkylgruppene har fra 1 til 4
karbonatomer. En foretrukken alkylhydroksyalkylcellulose er
etylhydroksyetylcellulose (EHEC). Egnede poly(oksyalkylen) -
kopolymerer omfatter tilfeldige og blokkopolymerer av etylenoksid .
og propylencksid. Hydrofobisiteten til kopolymerene av
etylenoksid og propylenoksid eker med ekende
propylenoksidinnhold. Innholdet av propylencksid i kopolymeren av
etylenoksid og propylenoksid ligger helst innen omradet fra ca.
30 til 90 vekt% av den totale vekt av kopolymeren, fortrinnsvis
innen omradet fra 40 til 80 vekt%. Et spesifikt eksempel pa en
kopolymer av etylenoksid og propylenoksid som er egnet for
anvendelse ifelge foreliggende oppfinnelse er UCON 50-HB-5100
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markedsfert av Union Carbide, Corp., New York City, NY, USA. UCON
50-HB-5100 er en tilfeldig line®r, ikke-ionisk kopolymer satt
gsammen av 50 vekt%$ etylenoksid og 50 vekt% propylenoksid, med en
molekylvekt (M;) pd 4000 Da og et blakningspunkt pid S0 °C. Et
annet spesifikt eksempel pd en tilfeldig kopolymer er satt sammen
av 50 vekt%¥ etylencksid og 50 vekt% propylencksid, denne er kalt
Breox PAG S50A 1000 markedsfert av International Speciality
Chemicals Ltd. i Southampton, England. Breox PAG 0A 1000 har en
molekylvekt (M:) pd 3900 Da og et blakningspunkt pd 50 °C. Et
annet eksempel p& en kopolymer av etylencksid og propylencksid
som er egnet for anvendelse ifelge foreliggende oppfinnelse er
EO30P0O7 som er en tilfeldig kopolymer satt sammen av 30 vekt$%
etylenoksid og 70 vekt% propylenoksid, med en molekylvekt (M) pa
3200 Da og et blakningspunkt pd 38 °C. Enda et annet egnet
eksempel er EO0;yPOyp som er en tilfeldig kopolymer satt sammen av
20 vekt% etylenoksid og 80 vekt% propylenoksid, med en
molekylvekt (M) pa 3300 Da og et blakningspunkt pa 25 °C i en
vandig opplesning inneholdende 10 vekt% kopolymer. EO3;oPOs 09
EO20POso er markedsfert av Shearwater Polymers, Inc., Huntsville,
AL, USA.

Japansk patentbeskrivelse med publikasjonsnummer JP
1994-228319 til Hidetoshi Tsuchida, beskriver ytterligere
polymermaterialer med invers oppleselighet. Polymermaterialene
omfatter blokkopolymerer av propylenoksid og andre
vannoppleselige polymerer med en molekylvekt som strekker seg fra
30000 Da. Hele innholdet i JP 1994-228319 er med dette innfert
med referanse i patentseknaden.

Konsentraasjonen av mdlproduktet i den andre vandige
opplesning kan vare i omradet fra ca. 0,1 til ca. 50 g/l av den
andre vandige opplesning, helst i omradet fra 0,5 til 20 g/l og
fortrinnsvis i omradet fra 1 til 10 g/l.

I det temperaturinduserte faseseparasjonstrinn
opprettholdes den mer hydrofobe fase fra den primert vandige
separasjonstrinn over en tidsperiode som er tilstrekkelig for i
det vesentlige & separere apolipoprotein A eller apolipoprotein E
fra det andre polymermateriale. Denne tidsperiode kan vare i
omrédet fra ca. 60 sekunder til ca. 5 timer, helst i omraddet fra
5 minutter til 1 time og fortrinnsvis i omraddet fra 10 minutter
til 30 m%nutter. Tidsperioden krevet for faseseparering kan
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imidlertid reduseres ved anvendelse av f.eks. sentrifugesepare-
ring, sentrifugesentrifugering eller sentrifugedekantering, fer
apolipoprotein A eller apolipopré%ein E tillates 4 separeres fra
det andre polymermateriale. Dersom et slikt stoff anvendes kan
tidsperioden for separering vere i omrddet fra ca. 5 sekunder til
ca. 60 minutter og helst i omradet fra 10 sekunder til 30
minutter. ) .

Foreliggende fremgangsmate kan vere kontinuerlig,
f.eks. utfert pa en kolonne, eller satsvis.

Mange hydrofobe eller amfifile forbindelser kan ogsa
renses som beskrevet heri. Hydrofobe forbindelser er definert som
forbindelser som er vannuoppleselige eller lett oppleselige i
vann 1 fravaer av et overflateaktivt stoff. Amfifile forbindelser
inneholder hydfofile, vannopp-leselige grupper og hydrofobe,
vannuoppleselige eller delvis vannoppleselige grupper.

Hydrofobisiteten kan midles som retensjonskoeffisienten
til en hydrofob eller amfifil forbindelse, slik som et protein,
ved hydrofob interaksjonskromatografi (HIC) . Dette kan utferes
ved anvendelse av kromatografibetingelsene beskrevet av Kishevar:z
and Nakai i Biochem. Bipphys. Acta, vol. 576 (1979), s. 269-279.
De anvendte kolonner var butyl- eller heksylepoksy "Sepharose" 4B
(diameter 16 mm, 200 mm i lengde) med likevekt og eluering i 2 mM
natriumfosfatbuffer inneholdende 2 M natriumklorid ved pH 6,9.
Elueringen ble utfert med en stremningshastighet p4& 3 ml (timer x
cm?) ved 22 °C. Ved anvendelse av de analytiske betingelser
beskrevet av Kishevarz og Nakai (se ovenfor) kan den hydrofobe
eller amfifile forbindelse ha en retensjonskoeffisient lik eller
heyere enn 1, helst lik eller heyere enn 2, og fortrinnsvis lik
eller hoyere enn 3.

Hydrofobe og amfifile forbindelser omfatter ogsa
kjemisk, fysisk og/eller genetisk modifiserte hydrofile
forbindelser som har hydrofobe eller amfifile karakteristika
etter modifisering. Eksempler pa kjemisk og/eller fysisk
modifisering omfatter introduksjon av kovalent bundne hydrofobe
grupper og denaturering av proteiner slik at proteinet blir i det
vesentlige hydrofobt eller amfifilt. Etter forandring av
karakteristikaene til de interne hydrofile forbindelser og
anvendelse som beskrevet heri kan de hydrofobe eller amfifile
malforbindelser gjeres hydrofile igjen.
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Hydrofobe og amfifile forbindelser som kan anvendes med
fordel omfatter polypeptider, lipider, lipopolysakkarider,
steroider, membraner og kombinasjoner derav. Opprinnelsen til den
hydrofobe eller amfifile forbindelse er irrelevant. Forbindelsene
kan saledes avledes fra planter eller dyr eller de kan produseres
innledningsvis ved hjelp av industrielle prosesser. Videre kan
forbindelsene vare av human eller animalsk opprinnelse eller
produsert ved hjelp av rekombinante teknikker.

- I foreliggende oppfinnelse refererer polypeptider seg
til proteiner og oligopeptider med minst fem aminosyrer i kjeden.
Antallet aminosyrer i polypeptidet fremstilt ifelge foreliggende
oppfinnelse er helst innen omradet fra 10 til 4500 aminosyrer og
fortrinnsvis i omradet fra 20 til 3000 aminosyrer. Polypeptidene
kan vere fullengde, dvs. at sekvensen av aminosyrer er identisk
med den tilsvarende sekvens funnet i pattedyr generelt, og sarlig
hos mennesker. Polypeptidene kan ogsd vare delesjonsderivater av
fullengdepolypeptidene der én eller flere aminosyrer er
fravarende.

Foreliggende oppfinnelse kan med fordel anvendes for
rensing av forbindelser som er til stede i.ubehandlede '
fermenteringsbuljonger erholdt ved produksjon ved hjelp av.
rekombinante DNA-teknikker. Ved foreliggende oppfinnelse kan
fermenteringsbuljonger inneholde ekstracellulzre og/eller
intracellulzre produkter, slik som proteiner, sa vel som
celleetterlatenskaper, slik som cellene fra utgangsorganismer
og/eller cellefragmenter. Foreliggende oppfinnelse kan ogsa med
fordel anvendes for rensning av fermenteringsbuljonger som har
vart forbehandlet, f.eks. ved sentrifugering, filtrering,
ultrafiltrering eller flokkulering, for fjerning av alle eller i
det vesentlige alle celleetterlatenskaper.

Foreliggende oppfinnelse anvendes hovedsakelig for
rensing av enhver apolipoprotein A (ApoA} eller apolipoprotein E
(ApoE), eller varianter eller blandinger derav. Foreliggende
oppfinnelse kan anvendes pd ApoA eller ApoE erholdt fra piasma,
helst humant plasma eller produsert ved hjelp av en rekombinant
DNA-teknikk, helst i gram-negative bakterier og fortrinnsvis i E.
coli. ApoA eller ApoE kan vzre urenset, eller i det vesentlige
urenset eller forbehandlet fer anvendelse av foreliggende
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oppfinnelse. Eksempler pa forbehandling er diafiltrering,
ultrafiltreringsutfelling og ulike typer kromatografi.

I foreliggende oppfinnelse omfatter begrepene ApoA og
ApoE enhver preform eller fragment eller enhver trunkert, utvidet
eller mutert form eller enhver blanding av enhver av disse former
eller fragmenter. Preform omfatter for eksempel aminosyre 249
Met-formen av ApoA-I som beskrevet i WO-A-88/03166 til Sirtori et
al. Andre preformer er proapolipoprotein A-I'er beskrevet i US-A-
5059528 til UCB i tillegg til EP-A-308336, JP 216988/1984 og JP
252048/1978 alle til Mitsubishi Chem. Ind. Fragmenter som er
relatert til en del ApoA eller ApoE inneholdende minst én a-
heliks, f.eks. som beskrevet i WO-A-93/25581 til Innogenetics
S.A. i Belgia. Trunkerte og utvidede former relatert til ApoA og
ApcE-molekyler hvor én eller flere aminosyrer er henholdsvis
fraverende eller er blitt tilsatt i den N og/eller C-terminale
ende av molekylene. Helst fra to til &tte aminosyrer er
fraverende eller er blitt tilsatt, fortrinnsvis fra 3 til 6
aminosyrer. Muterte former i forbindelse med ApoA- og ApoE-
molekyler der én eller flere aminosyrer er blitt utbyttet med en
annen aminosyre, f.eks. ApoA-IM som beskrevet i WO-A-93/12143 og °
WO-A-94/13819. Andre muterte former er ApoA-ISeattle (Deeb et al
(1991) J. Bio. Chem. 266:13654-13660), ApoA-IYame .(Takada et
al(1991) J. Lipid Res. 32:1275 ff) og videre en mutert form av
ApoA-I uten navn (Matsunaga et al (1991) Proc. Natl. Acad. Sci.
USA 88:2793-2797) .

Humant ApoE og varianter derav er beskrevét i "Human
Apolipoprotein Mutants III", utg. av C.R. Sirtori et al (1993)
Nato ASI Serier, Springer Forlag, Berlin, II 73:81-96.

Kjente ApoA'er er f.eks. ApoA-I, ApoA-II og ApoA-IV, i
foreliggende oppfinnelse er ApoA helst ApoA-I, eller varianter
eller blandinger derav. Naturlig plasma ApoA-I er en enkel
polypeptidkjede p& 243 aminosyrer, der den primzre sekvens er
kjent (Brewer et al. (1978) Biochem,. Biophys. Res. Commun.
80:623-630). ApoA er helst en mutert form av ApoA-I hvor minst én
Cys-rest er byttet ut med en annen aminosyrerest, fortrinnsvis en
Arg-rest, noe som gjor dannelse av disulfidbundet dimer mulig. I
aminosyresekvensen til naturlig humant ApoA-I er Arg-restene
lokalisert i posisjonene 10, 27, 61, 83, 116, 123, 131, 149, 151,
153, 160, 171, 273, 137, 108 og 215. Substitusjoner er blant
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disse foretrukket i én eller flere av posisjonene 160, 171, 173,
177 og 188, dvs. i posisjoner innen samme a-heliks. Mer '
foretrukket er det at Arg-restene er byttet ut i posisjonene 171
og/eller 173. Mest foretrukket ApoA-I, er ApoA-IM.

Humant apolipoprotein A-IMilano (ApoA-IM) er en
naturlig forekommende mutert form av normal ApoA-I (Weisgraber et
al. (1980) J. Clin. Invest. 66:901-907). I ApoA-IM har én rest av
aminosyren arginin (Arg 173) blitt byttet ut med en rest i
aminosyren cystein (Cys 173). Ettersom ApoA-IM inneholder én
cysteinrest per polypeptidkjede kan denne eksistere som en
monomer eller i form av en disulfidbundet dimer. Molekylvekten
til monomeren er ca. 28000 Da og for dimeren ca. 56000 Da. Disse
tre former er kjemisk ombyttbare og begrepet ApoA-IM
diskriminerer ikke, i foreliggende sammenheng mellom de to
former.

Apo A-IM er et protein inneholdende minst seks
hoved a-helikssegmenter og har en meget tett struktur. Flere av
a-heliksene av amfifile, noe som danner et amfifilt protein der
én overflate er hydrofob og den andre er hydrofil (D. Eiseriberg -
et al, Nature, vol. 299 (1982), s. 371-374). De amfifile
egenskaper til ApoA-IM og andre ApoA'er danner en tendens til &
danne micellestrukturer med andre proteiner og lipider i vandige
opplesninger.

For & muliggjere produksjon av tilstrekkelige mengder
ApoA-I generelt og mer spesifikt ApoA-IM gjeres det anvendelse av
rekombinante DNA-teknikker, f.eks. E. coli. Rekombinant
fremstilling og anvendelse av ApoA-IM, monomerer savel som
dimerer, er siledes beskrevet i patentbeskrivelsene i WO-A-
88/03166 til Farmitalia Carlo Erba (FICE), WO-A-90/12879 til
Sirtori et al, s& vel som WO-A-93/12143 og WO-A-94/13819 begge
til Pharmacia & Upjohn AB (tidligere Kabi Pharmacia AB).

Prosentverdier og deler er angitt i vekt, med mindre
annet er angitt.

Eksperimenter

Materialer

Rekombinant apolipoprotein A-IM ble prbdusert i E. coli
av Pharmacia & Upjohn AB i Stockholm, Sverige. Cellene ble
separert og filtratet ble konsentrert 4 ganger ved hjelp av
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ultrafiltrering ved hjelp av filtrering ved anvendelse av en
membran med en ekskludering ved 10000 Da. Konsentrasjonen av Apo
A-IM og den totale proteinkonsentrasjon etter ultrafiltrering var
henholdsvis 3,5/ml og 35 mg/ml. Dette materiale ble anvendt som
utgangsmateriale i Eksemplene 1-4.

Polymerene i bunnfasen var to hydroksypropylstivelses-
polymerer, Reppal PES 100 og Reppal PES 200, begge erholdt fra
Carbamyl AB i Kristianstad, Sverige og én hydroksyetyl-
stivelsespolymer, Solfarex A85, erholdt fra AVEBE i Vendum,
Nederland. Reppal PES 100 og Reppal PES 200 hadde en molekylvekt
(M;) p& henholdsvis 100000 og 200000, og ble anvendt i ren, terr
form ved fremstilling av tofasesystemene. Solfarex A85 hadde en
udentifisert, men heyere molekylvekt enn Reppal PES 200. En 50 %
(vekt /vekt) stokklesning av Solfarex A85 ble oppvarmet til 80-90
°C for opplesning av den hydrofile polymer for fremstilling av
tofasesystemene.

Toppfasepolymeren Breox PAG50A 1000 (M, 3200) ble
erholdt fra International Speciality Chemicals Ltd. fra
Southampton, England. Breox PAG50A 1000 har en molekylvekt (M)
P& 3900 DA og et blakningspunkt pd 50 °C. Breox PAGSOA 1000 ble
anvendt i ren, terr form ved fremstilling av tofasesystemene.

Den totale vekt av de primzre tofasesystemer var 5 g.
3,75 g av utgangsproteinopplesningen ble tilsatt til systemet,
nar Reppal PES 100 ble anvendt som bunnfasepolymer. Nar Solfarex
A85 ble anvendt som bunnfasepolymer var mengden proteinopplesning
tilsatt til systemene 3,35 g.

"Triton X-100" ble erholdt fra Boehringer Mannheim i
Mannheim, Tyskland. "Triton X-100" er et ikke ionisk
overflateaktivt stoff med et blakningspunkt pad 65 °C og en CMC pa
3,1 x 10 mol/l. "Tween 20" og "Tween 80" ble erholdt fra Sigma
Chemicals Co. fra Saint Louis, MO, USA. "Tween 20" er et ikke-
ionisk overflateaktivt stoff med et blakningspunkt pad 76 °C og en
CMC p& 5,9 x 10™° mol/l. "Tween 80" er et ikke-ionisk
overflateaktivt stoff med et blakningspunkt pad 65 °C og CMC pa
1,0 x 10 mol/1.

Alle kjemikalier hadde analytisk reagensrenhet.
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Analytiske metoder og beregninger

Det totale proteininnhold ble bestemt ifelge Bradford,
Anal. Biochem., vol. 72 (1976) s. 248-254 ved anvendelse av
Ccomassie Brilliant Bla G. Absorpsjonen ble malt ved 595 og 465
nm og absorpsjonen erholdt ved 465 nm ble trukket fra
absorpsjonen erholdt ved 595 nm. Bovint serumalbumin ble anvendt
som standard.

Rensingen av Apo A-IM i toppfasene ble analysert pa
Phast gelelektroforese, 20 % SDS-PAGE (Pharmacia & Upjohn AB,
Uppsala, Sverige). Gelene ble farget med coomassieblatt og
skannet med et densitometer (Personal Densitometer SI, Molecular
Dynamics, Sunnyvale, CA, USA). Ved hjelp av densitometeret kunne
prosentandelen av Apo A-IM i den totale proteinkonsentrasjon
bestemmes. Denne verdi ble anvendt for a beregne graden av
renhet:

Grad av renhet = P°p,/Papo (3)

hvori
P%pp0 = prosent Apo A-IM av totalt protein i preven
Papo = prosent Apo A-IM av totalt protéin i

utgangsmaterialet

Toppheyden ble anvendt for & beregne utbyttet.
Justeringer i volumforandring og fortynningen av prevene ble
gjort.

Utbytte = (toppheyde x V® x fortynning) preve/
(toppheyde x V x fortynning)utgangsmateriale X 100 (4)

hvori

V* = volum av den vannrike toppfase etter avsluttende
separering
V = volum av utgangsmaterialet tilsatt til

tofasesystemet.

Utbyttet av Apo A-IM kan ogsa beregnes som:
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Utbytte = (Ctapo*V")/ (Capo*V) x 100 (5)
hvori

Cﬂmo = konsentrasjon%av Apo A-IM i den vannrike
toppfase etter avsluttende separering

Capo =konsentrasjon av Apo A-IM i utgangsmaterialet

vt =volum av den vannrike toppfase etter avslutten
separering og

v =volum av utgangsmaterialet tilsatt
tofasesystemet.

Graden av rensing av Apo A-IM i systemene kan ogs&
beregnes som:

Grad av rensing = (C%apo/C") / (Capo/C) (6)
hvori
Cﬂwo =konsentrasjon av Apo A-IM i den vannrike toppfase ette
avsluttende separering
Capo =konsentrasjon av Apo A-IM i utgangsmaterialet
ct =total proteinkonsentrasjon i den vannrike
toppfase etter avsluttet separering og
C = total proteinkonsentrasjon i
utgangsmaterialet.
Polymerkonsentrasjonene ble beregnet som % vekt/vekt
(w/w) .

1 forsgkene med resirkulering av toppfasekopolymer og
overflateaktivt stoff ble toppfasen fra det primzre system

de

r

fjernet etter faseseparering og veid. Etter terminal separering

ble fasene isolert og veid p& ny. Toppfasene ble analysert med
hensyn til "Triton X-100"-innhold ved maling av absorpsjon ved

275 nm. Breox PAGS50A 1000-konsentrasjon ble beregnet ved maling

av brytningsindeksen og delen som kom fra "Triton X-100" ble
trukket fra. P3 denne mite kunne gjenvinningen av polymeren og

det overflateaktive stoff beregnes.

Eksempel 1
Virkningen pa renhet og utbytte av primert vandig

tofaseseparering etterfulgt av temperaturindusert faseseparering

ble undersekt ved anvendelse av Apo A-IM som malprotein. Etter
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fjerning ble en E. coli fermenteringsopplesning inneholdende Apo
A-IM tilsatt en vandig opplesning inneholdende Reppal PES 100,
Breox PAG50A 1000 og "Triton x 100". Den resulterende primazrt
vandige opplesning inneholdende 8 % Reppal PES 100, 16 % Breox
PAG50A 1000 og 0 til 4,0 % (vekt/vekt) "Triton X-100" ble blandet
med en magnetisk omrerer. Temperaturen i den prim@rt vandige
opplesning var 22 °C. Separeringen til to faser ble forsterket
ved sentrifugering ved 1360 g i 10 minutter. Etter faseseparering
i det primzrt vandige system ble temperaturindusert
faseseparering utfert ved & opprettholde den isolerte toppfase
ved 60 °C i 30 minutter.

"Triton X-100" ble avdelt primzrt til toppfasen,
avdelingskoeffisienten K var 5,5, som beregnet ifelge formel (1),
ved en konsentrasjon av overflateaktivt stoff pa 1,0 %
(vekt/vekt) .

Graden av renhet og utbytte av Apo A-IM etter
separering fra Reppal PES 100 i det primert vandige tofasetrinn,
og fra Breox PAG50A 1000 og "Triton X-100" i den
temperaturinduserte faseseparering vises i Tabell I. Graden av
rensing og utbytte ble bestemt ved hjelp av gelskanning med

densitometer.

Tabell I
Effekt av konsentrasjon av overflateaktivt stoff i et
primert vandig tofasetrinn pa utbytte og rensing av Apo
A-IM etter et etterfelgende avslutende sebarasjonstrinn

Test Overflate- Renhetsgrad Utbytte
aktivt stoff (%)
kons. (%)

Sammenligning 0,0 1,4 8
1 0,25 6,7 69

2 0,5 6,8 77

3 1,0 6,7 88

4 2,0 5,7 91

5 4,0 5,5 88
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Som det kommer frem av Tabell I forbedrer anvendelse av
et preparat inneholdende et overflateaktivt stoff og et ferste og
et andre polymermateriale i det primert vandige tofasetrinn,
dramatisk resulterende utbytte og renhet av Apo A-IM etter et

-5 etterfelgende terminalt separasjonstrinn som sammenlignet med det
sammenlignende forsek der det overflateaktive stoff var

fraverende i det primzrt vandige tofasetrinn.

Eksempel 2

10 Fremgangsmaten ifelge Eksempel 1 ble gjentatt med den
forskjellen at to hydrofile polymermaterialer og tre ulike
overflateaktive stoffer, med varierende konsentrasjoner ble
anvendt. Den primaert vandige tofaseopplesning inneholdt 8 %
Reppal PES 100 eller 8 % Solfarex A85, 16 % Breox PAG 50A 1000 og

15 1,0% "Triton X-100", 2,0 % eller 2,0 % "Tween 20".
Resultatene er vist i Tabell II.

"Tween 80"

Tabell II

20 Virkningen av overflateaktivt stoff og bunnfasepolymer
péd utbytte og renéingen av Apo A-1M etter et '
etterfelgende avsluttende separeringstrinn

Overflate- Reppal PES | Reppal PES | Solfarex | Solfarex
aktivt 100 100 A85 AB8S5
stoff og
kons. (%)

Renhets- Utbytte Renhets- Utbytte

grad (%) grad (%)

"Triton X-100" 7,2 85 7,0 77
1,0 %
"Tween 80" 7,5 54 5,5 45
20 %
"Tween 20" 7,4 40 6,5 54
2,0 %

Som det kommer frem av Tabell II kan anvendelse av

25 forbindelsene ifelge oppfinnelsen, inneholdende ulike
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overflateaktive stoffer og konsentrasjoner og ulike forste
polymermaterialer, anvendes for & forbedre det resulterende
utbytte og renhet av Apo A-IM etter et etterfelgende avslutende

separasjonstrinn.

Eksempel 3
Virkningen av overflateaktivt stoff pa

avdelingskoeffisienten, K, og fordelingsforholdet, G, for Apo A-
IM og totalt protein i et primzrt vandig tofasetrinn ble
undersekt i en primzrt vandig opplesning inneholdende henholdsvis
6 % Reppal PES 100 og 12 % Breox PAGS50A 1000, i kombinasjon med 1
% "Triton X-100", 2 % "Tween 80" eller uten overflateaktivt stoff
for sammenligning.

Fyll-E. coli-proteinene var kraftig avdelt til
bunnfasen i alle tre systemer. I systemene med overflateaktivt
stoff var Apo A-IM avdelt til toppfasen. Avdelingskoeffisienten,
K, og fordelingsgraden, G, for Apo A-IM og totalt protein
beregnet ifelge formlene (1) og (2) og basert pa ELISA-resultater
er vist i Tabell III.
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TABELL III

Virkningen av overflateaktivt stoff pa
avdelingskoeffisienten, K, og fordelingsgraden, G, for
Apo A-IM og totalt protein i et primzrt vandig

tofasetrinn
Over-
flate-
aktivt
stoff og
kons.
(%) Veropp/ Kprotein Gprotein Kapo am Gapo a-1m
Vbunn
———————— 6,0 0,07 0,39 1 6
0%
"Triton 4,1 0,11 0,49 7 29
X-100"
1,0 %
"Tween 4,5 0,10 0,50 4 18
8 0 n ’
2,0 %

Som det kommer frem fra Tabell III er
avdelingskoeffisienten, K, og fordelingsgraden, G, dramatisk eket
for malforbindelsen Apo A-IM nar et overflateaktivt stoff er til
stede 1 den primert vandige opplesning.

Eksempel 4

Innvirkningen av vandig tofaseseparering med et
overflateaktivt stoff etterfulgt av et avslutende separasjons-
trinn pa fjerning av forurensende nukleinsyrer ble studert ved
anvendelse av Apo A-IM som mdlprotein. Fremgangsmdten ifelge
Eksempel 2 ble gjentatt med 6 % Reppal PES 100, 12 % Breox PAG50A
1000 og 2 % "Tween 80". Resultatene er vist i Tabell IV.
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TABELL IV

Virkningen av et vandiéntofasetrinn med et
overflateaktivt stoff etterfulgt av .et

avslutende separasjonstrinn pd fjerning av DNA.

Preve DNA kons. Grad av DNA-
(pg/ml) fierning
Utgangsmateriale 2 R

Vannrik toppfase
etter avslutende

separering

< 0,002 > 1000

som det kommer fra Tabell IV var den resulterende DNA-
konsentrasjon i den endelig protein-inneholdende vannfase

redusert mer enn 1000 ganger sammenlignet med utgangsmaterialet.

Eksempel 5
Virkningen av resirkulering av overflateaktivt stoff og

toppfasepolymer etter temperaturindusert faseseparering ble
undersekt ved anvendelse av Apo A-IM som malforbindelse.
Fremgangsmatesekvensen, deriblant resirkulering er skjematisk
vist i Fig. 1. Fremgangsmaten ifslge Fig. 1 ble repetert med en
forskjell at det proteininneholdende utgangsmateriale inneholdt
0,9 mg/ml Apo A-IM og 7 mg/ml totalt protein. Videre inneholdt
den primert vandige tofaseopplesning 17 % Reppal PES 200, 12 %
Breox PAGS50A 1000 og 1 % "Triton X-100". Den nedre fase, erholdt
etter temperaturindusert faseseparering inneholdende "Breox
PAG50A 1000 og "Triton X-100" ble separert fra den evre fase
inneholdende Apo A-IM. Opplesningen inneholdende Breox PAGSOA
1000 og "Triton X-100" ble resirkulert til det primzrt vandige
tofasesystem. Konsentrasjonen av Breox PAG50A 100 og "Triton X-
100" i den resirkulerte opplesning var henholdsvis 55 %
(vekt/vekt) og 4,9 % (vekt/vekt). Det primert vandige
tofasesystem ble fremstilt fra en ny proteinstartopplesning ved
tilsetning av ca. 10-15 % av den opprinnelige mengde Breox PAG50A
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1000 og "Triton X-100" for & erstatte tapet i hver syklus.
Bunnfasepolymeren besto av 100 % fersk Reppal PES 200 i hver
syklus.

Den gjennomsnittlige utvinning av Breox PAGS50A 1000 og
"Triton-100" i hver syklus var henholdsvis 83 % og 88 %.

Avdelingen av "Triton X-100" ble bestemt etter
temperaturindusert faseseparering ved 60 °C. "Triton X-100"
avdelte kraftig til den kopolymer-inneholdende bunnfase med en
avdelingskoeffisient, K, pad 0,004. Toppfasen, inneholdende i det
vesentlige vann og protein, inneholdt 0,02 % "Triton X-100" som
malt ved spektrofotometri. Den kopolymer-overflateaktive stoffase
erholdt etter oppvarming til 60 °C hadde en konsentrasjon pd 55 %
Breox S50A1000 og 4,9 % "Triton X-100".

Nar prever fra den kopolymer-overflateaktive
stoffasen ble analysert med SDS-PAGE og farget med selvnitrat
kunne ikke noe protein pavises, dvs. intet paviselig Apo A-IM var
gatt tapt i den resirkulerte fase selv etter resirkulering minst
tre ganger. ’ ,

Renhetsgraden og utbytte av Apo A-IM etter
temperaturindusert faéeseparering kommer. frem i Tabell V.
Renhetsgraden og utbytte ble berégnet ilege formlene (Sj og (6)
basert pa ELISA-resultater.
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TABELL V

Virkningen av resirkulering av overflateaktivt
stoff og andre polymermateriale pa utbytte og
renheten av Apo A-IM i et vandig tofasetrinn

etterfulgt av et avslutende separasjonstrinn

Antall ganger med Renhetsgrad Utbytte .(%)
resirkulering

0 4,2 76

1 4,6 74

2 4,5 72

3 4,5 76

Som det kommer frem i Tabell V var renhetsgraden og
utbytte av Apo A-IM i systemene med resirkulert toppfasepolymer
og overflateaktivt stoff 1lik det innledningsvise vandige

tofasesystem med nye polymerer. og overflateaktivt stoff.

Eksempel 6 .
Virkningen av resirkulering av overflateaktivt stoff og

toppfasepolymer etter temperaturindusert faseseparering ble
undersekt ved anvendelse av Apo A-IM som malforbindelse.
Fremgangsmaten ifelge Eksempel 5 ble gjentatt med den forskjell
av EO;yP0 ble anvendt som andre polymermateriale istedenfor
Breox PAG50A 1000. Samme konsentrasjoner av polymerer og
overflateaktivt stoff ble anvendt, konsentrasjonen av EO;oPO;, 0g
"Triton X 100" i den resirkulerte opplesning var hhv. 80 %
(vekt/vekt) og 6,3 % (vekt/vekt). Renhetsgraden og utbytte av Apo
A-IM etter temperaturindusert faseseparering kommer frem i Tabell
VI. Renhetsgraden og utbytte ble beregnet ifslge formlene (5) og
(6) basert p& ELISA-resultater.
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TABELL VI

Virkningen av resirkulering av overflateaktivt stoff og andre
polymermateriale p& utbytte og rensing av Apo A-IM i et wvandig

tofasetrinn etterfulgt av et avslutende separasjonstrinn.

Antall ganger med Renhetsgradj Utbytte (%)
resirkulering

0 5,4 76

1 4,8 53

2 5,5 74

3 4,6 54

Som det kommer frem i Tabell VI kan renhetsgraden og

utbytte av Apo A-IM i systemene med resirkulert toppfasepolymer

10 og overflateaktivt stoff vaere lik det innledningsvise vandige

tofasesystem med nye polymerer og overflateaktivt stoff.
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Patentkrarvw

1. Fremgangsmite for rensing av apolipoprotein A eller
apolipoprotein E,

karakterisert ved at den omfatter

a) blanding, i tilfeldig rekkefslge, av et utgangsmateriale
inneholdende apolipoprotein, et ferste polymermateriale som er
hydrofilt, vann, et andre amfifilt polymert materiale og et
overflateaktivt stoff, hvor det ferste polymermateriale og det
andre polymermateriale ikke er blandbare i den resulterende
primert vandige opplesning, og;

b) opprettholdelse av den primzrt vandige opplesning over en
tidsperiode som er tilstrekkelig for i det vesentlige & separere
de dannede faser;

c¢) fjerning av en fase inneholdende hoveddelen av
apolipoproteinet og det andre polymermateriale og/eller det
overflateaktive stoff;

d) separering av apolipoproteinet.fra det andre polymermateriale
og det overflateaktive stoff ved en temperatur som induserer
separering; og deretter

e) resirkulering av det separerte, andre polymermateriale og det
overflateaktive stoff til det innledningsvise blandingstrinn (a).

2. Fremgangsmate ifelge krav 1,

karakterisert ved at det ferste polymer-
materiale er utvalgt fra gruppen best&ende av hydroksyalkyl-
cellulose, hydroksyalkylstivelser, stivelse, dekstran, pullulan
og blandinger derav.

3. Fremgangsmate ifelge krav 2,

karakterisert ved at hydroksyalkylstivelsen er
utvalgt fra gruppen bestdende av hydroksymetylstivelse, hydroksy-
etylstivelse, hydroksypropylstivelse og hydroksybutylstivelse og
blandinger derav.

4. Fremgangsmate ifelge ethvert av de foregdende krav,
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karakterisert ved at molekylvekten til det
foerste polymermateriale er i omradet fra 5 000 opp til
5 000 000 Da, helst i omradet fra 40 000 til 500 000 Da.

5. Fremgangsmate ifelge krav 1,

karakterisert ved at det andre polymermateriale
har et blakningspunkt. i omraddet fra 5 til 90 °C, fortrinnsvie i
omradet fra 15 til 60 °C.

6. Freméangsméte ifelge ethvert av de foregdende krav,
karakterisert ved at det andre polymermateriale
er utvalgt fra gruppen bestdende av polyalkylenglykoler,

poly (oksyalkylen) polymerer, poly(oksyalkylen)kopolymerer,
polyvinylpyrrolidon, polyvinylalkohol, polyvinylkaprolaktam,
polyvinylmetyleter, alkoksylerte stivelser, alkoksylert
cellulose, alkylhydroksylcellulose, silikonmodifiserte polyetere
og blandinger derav.

7. Fremgangsmate ifelge krav 6,

karakterisert ved at poly(oksyalkylen) -
kopolymeren er en tilfeldig eller blokkopolymer av etylenocksid og
propylenoksid. '

8. Fremgangsmate ifelge ethvert av de foregdende krav,
karakterisert ved at innholdet av propylenocksid
i kopolymeren ligger i omradet fra 30 til 90 vekt% av den totale
vekt av kopolymeren, fortrinnsvis innen omradet fra 40 til 80
vekt%.

9. Fremgangsmate ifelge ethvert av de foregaende krav,
karakterisert ved at apolipoproteinet separeres
fra det andre polymermateriale og det overflateaktive stoff ved
oppvarming av den fjernede fase til en temperatur som ligger
lavere enn temperaturen der degradering av apolipoproteinet
skjer, men som ligger heyere enn blakningspunktet til det andre
polymermateriale og det overflateaktive stoff for utfelling av
det andre polymermateriale og det overflateaktive stoff, og
deretter separering av fasen inneholdende det utfelte andre
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polymermateriale og overflateaktive stoff fra fasen inneholdende
apolipoproteinet.

10. Fremgangsmate ifelge ethvert av de foregaende krav,
karakterisert ved at konsentrasjonen av det
forste polymermateriale i den primert vandige opplesning ligger i
omraddet fra 1 til 30 vekt% av den totale vekt av den primart
vandige opplesning, helst innen omradet fra 3 til 20 vekts%.

11. Fremgangsmate ifelge ethvert av de foregdende krav,
karakterisert ved at konsentrasjonen av det
andre polymermateriale i den primzrt vandige opplesning er i
omradet fra 0,5 til 30 vekt% av den totale vekt av den primart
vandige opplesning, helst innen omradet fra 3 til 20 vekt%.

12, Fremgangsmite ifelge ethvert av de foregaende krav,
karakterisert ved at konsentrasjonen av
apolipoprotein i den primert vandige opplesning er i omraddet fra
0,1 til 50 g/l av den primzrt vandige opplesning, fortrinnsvis i
omradet fra 1 til 10 g/1. ‘ '

13. Fremgangsmidte ifelge ethvert av de foregaende krav,
karakterisert v ed at det overflateaktive stoff
er utvalgt fra gruppen bestdende av ikke-ioniske overflateaktive
stoffer, anioniske overflateaktive stoffer og kationiske
overflateaktive stoffer.

14. Fremgangsmite ifelge krav 13,
karakterisert ved at det ikke-ioniske
overflateaktive stoff er utvalgt fra gruppen bestaende av
alkyletoksylater, polyoksyetylensorbitanfettsyreestere,
blokkopolymerer, polyocksyetylenalkyletere, polyglykoletere og
alkylglykosider.

15. Fremgangsmite ifelge ethvert av de foregdende krav,
karakterisert ved at konsentrasjonen av det
overflateaktive stoff i den primert vandige opplesning er heyere
enn den kritiske micellekonsentrasjon (CMC).
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16. Fremgangsmate ifelge ethvert av de foregaende krav,
karakterisert ved at minst 60 % av den
innledningsvise mengde av det andre polymermateriale og det
overflateaktive stoff, resirkuleres til det innledningsvise
blandingstrinn, fortrinnsvis minst 80 %.

17. Fremgangemate ifelge ethvert av de foregdende krav,
karakterisert wved at ApocA eller ApoE produseres
ved hjelp av rekombinant DNA-teknikk.

18. Fremgangsmite ifelge ethvert av de foregiende krav,
karakterisert wved at ApoA eller ApoE erholdes
fra humant plasma.

19. Fremgangsmite ifslge ethvert av de foregaende krav,
karakterisert ved at ApoA er ApoA-1 eller
blandinger derav.

20. Fremgangsmite ifelge krav 19, _
karakterisert ved at ApoA-I er ApoA-IMilano.
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