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Patentanspriiche:

2.
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ausreichenden Menge zugibt, um einen unléslichen Komplex mit dem Somarotropin zu bilden, und
man den Komplex von der Lésung abtrennt.

Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB die verdiinnte wiélrige Losung aus der
Reinigung des Somatotropins aus einem Hypophysenhrmogenisat oder aus einem
Fermentationsmedium herriihrt,

Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekenizeichnet, daR das Somatotropin, das zuriickgewonnen
wird, ein rekombinantes Somatotropin ist.

4. Verfahren nach Anspruch 3, dadurch gekennzeichnet, daR das Somatotropin, das zurilickgewonnen
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wird, rekorabinantes Schweine-Somatotropin ist.

Verfahren nach Anspruch 4, dadurch gakennzeichne., daB das Somatotiopin, das zuriickgewonnen
wird, ein biologisch aktives Fragment von Schweine-Somatotropin ist, hei dem die ersten sieben
Aminoterminalen Aminosaurcn des reifen Proteins nicht vorhanden sind.

- Verfahren nach Anspruch 3, dadurch gekennzeichnet, da das Somatotropin, das zuriickgewonnen

wird, rekombinantes Ochsen-Somatotropin ist,

- Verfahren nach Anspruch 4, dadurch gekennzeichnet, daR das Somatotropin, das zuriickgewonnen

wird, ein biologisch aktives Fragment von Ochsen-Somatotropin ist, bei dem die ersten vier
Amino-terminalen Siuren des reifen Proteins nicht vorhanden sind.

- Verfahren nach Anspruch 3, dadurch gekennzeichnet, daB das Somatotropin, das zuriickgewonnen

wird, rekombinantes Schaf-Somatotropin ist.

- Verfahren nach Anspruch 3, dadurch gekennzeichnet, da das Somafotropin, das zuri’ckgewonnen

wird, rekombinantes Somatotropin eines Hiiknervogels ist.

Verfahren nach Anspruch 3, dadurch gekennzeichnet, daR das Somatotropin, das zuriickgewonnen
wird, rekombinantes Somatotropin eines Fisches ist.

Verfahren nach Anspruch 3, dadurch gekennzeichnet, daR das Sometotropin, das zuriickgewonnen
wird, rekombinantes Human-Somatotropin ist.

Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daR das Somatotropin, das zuriickgewonnen
wird, ein natiirliches Somatotrc nin ist.

Verfahren nach Anspruch 12, dadurch gekennzeichnet, daR das Sornatotropie, das zuriickgewonnen
wird, natiirliches Ochsen-Somatotropin ist.

Verfahren nach Anspruch 12, dadurch gek snnzeichnet, daR das Somatotropin, das zuriickgewonnen
wird, natiirliches Schweine-Somatotropin ist.

Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnst, daR zu den Metallen Zink, Kupfer, Mangan,
Eisen oder Kobalt gehéren. '

Verfahren nach Anspruch 16, dadurch gekennzeichnet, daB das Metall Zink ist.

Verfahren nach Ansprich 1, dadurch gekennzeichnet, daB zu den Ubergangsmetallsalzen ein Chlorid,
Sulfat, Acetat oder Tartrat eines Ubergangsmetalles gehoren,

Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daf zu den Salzen der Ubergangsmetalle
Zinkchlorid, Kupferchlorid, Manganchlorid, Eisenchlorid (1), Eisen(il)chlorid oder Kobaltchlorid
gehoren.

Verfahren nach Anspruch 17, dadurch gekennzeichnet, daR das Salz Zinkchlorid ist.

Varfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB der unlésliche Komplex aus der waBrigen
Losung abfiltriert und getrocknet wird.

Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB der unlosliche Komplex aus der waRrigen
Losung durch Zentrifugieren abgetrennt und getrocknet wird.

Verfahren nach Anspruch 1, 20 oder 21 . dadurch gekennzeichnet, da der abgetrennte unlésliche
Komplex unter Vakuum getrocknet oder durch Lyophilisierung getrocknet wird.

Verfahren nach Anspruch 22, dadurch gekennzeichnet, daB der unlosliche Komplex bei einer
Temperatur zwischen 0°C und 25°C getrocknet wird.

Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daf die verdiinnte waBrige Losung einen
pH-Wert zwischen etwa 6,8 und etwa 9,8 aufweist und daR das Salz des Ubergangsmetalles in einem
molaren Uberschu zur Menge des Somatotropins eingesetzt wird.

Verfahren nach Anspruch 24, dadurch gekennzeichnet, d2R der pH der verdiinnten waRrigen Lésung
zwischen etwa 6,8 und etwa 9,0 liegt.
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26. Verfahren nach Anspruch 24, dadurch gekennzeichnet, daB die Konzentration des
Ubergangsmetallsalzes wenigstens etwa 0,12 mMol pro 0,025 mMol Somatotropin in 1,0 Liter Lésung
betrégt.

21. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB der erhaltene unlésliche Komplex
wenigstens etwa 1 bis etwa 8 Mole Metall pro Mol Somatotropin enthéit.

28. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gokennzeichnet, da der erhaltene unlésliche Komplex etwa 0,3
bis stwa 8 Massenanteile in % Ubergangsmetall enthilt.

29. Verfahren nach Anspruch 28, dadurch gekennzeichnet, daR der erhaltene unlésliche Komplex etwa
0.4 bis etwa 7 Massenanteile in % ('bergangsmetall enthiilt.

30. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnst, du® die verdiinnte wéBrige Lésung einen
Puffer enthélt, der carbonatpuffer, 50 mM Tris-HCl oder 60 mM Ethanolamin ist.

31. Verfahren nach Anspruch 28, dadurch gekennzeichnet, daR der eingesetzte Puffer auf einen pH-Wert
zwischen etwa 7,4 und etwa 9,8 eingestellt wird.

Anwendungsgebiet der Erfindung

Die Erfindung betritft ein Verfahren z. Rickgewinnung bioaktiver Proteine aus verdiinnten wilrigen Losungen. Insbesondere
betrifft die Erfindung ein Verfahren zur Riickgewinnung von bioaktivem Somatotropin aus wiiBrigen Losungen durch Zugabe von
Ubergangsmetallsalzen zu diesen Losungen.

Charalcteristik es bekannten Standes der Tschnik

Somatotropine, auch als Wachstumshonnone bekan ¢, sind Polypeptidhormone, die von vielen Lebewesen iiber die Hypophyse
abgesondert werden. Diese Hormone sind fiir eine Anzahi therapeutischer Verwendungen wertvoll, und Zusammensetzungen, die
Somatotropine enthalten, kdnnen bei der Behandlung von Hypophysenmangelerscheinungen beim Menschen und bei
gastrointestinalen Blutungen eingesetzt werden oder auch bei der Beschleunigung des Heilprozesses von Knochenfrakturen sowie
fir die Férderung des Heilprozesses bei Prellungen und anderen Wunden. Somatotropine ist auch einsetzbar 2ur Beschleunigung
der Fleisch- und Milchproduktion bei Tieren, wenn sie iiber verschiedene Mittel zur Freisetzung von Arzneimitteln oder iiber eine
injektion verabreicht werden (siehe E. J. Turman ,Some Effects of Piutiary Anterior Growth Factor”, Thesen, Purdue University, April
1953; L. J. Machlin, J. Anim. Sci. 35: 794-800 [1972]; T. R. Kasser et al., J. Anim. Sci. 53: 420-426 [1981); L. J. Machlin, J. Dairy. Sci.
66: 575-580 [1973]). Obgleich Somatotropine einigermalen artspezifisch sind, gibt es eine betréchtliche Homologie zwischen den
Aminosduresequenzen tiarischer Somatotropine, und diese Hormone haben ausgepragte Wirksamkeit zwischen den Spezies
gezeigt.

Dariiber hinaus wurden verschiedene wirksame Fragmente von Somatotropine entdeckt.

Traditione!l arhdit man Somatotropine durch Isolierung aus entnommenen Hypophysengeweben. Mit der Einfilhrung der
rekombinanten DNA-Technologie wurde es méglich, Somatotropine aus ger atisch erzeugten Mikroorganismen zu erhalten, die
rekombinante DNA enthalten, die die Produktion von Somatotropin lenkt (siehe beispielsweise européische Patentanmeldung
83304574.3, Veroffentlichungsnummer 0 103 395, fiir Biogen N. V.). Ob die Herkunft das Somatotropins tierisch oder mikrobiell ist,
ist eine Reinigung erforderlich, um Varunreinigungen wie anders Proteine, Polypeptide unc zellulires nekrotisches Gewebe zu
entfernen, und um zu gewihrleisten, daB das Protein in seiner richtig gefalteten, bioaktiven Form vorliegt. Das Somatotropin kann
nach einer oder mehreren bekannten Proteinreinigungsmethoen gereinigt werden, zu denen die Gelchromatografie,
Affinitdtschromatographie, lonenaustauschchromatographie, Ultrafiltration, Dialyse, Féllung mit Salzen wie Ammoniumsulfat,
Extraktion aus EinschluBkérperchen unter Verwendung von Guanidin-HCl oder Natriumdodecylsulfat uiid eine Reihe anderer
Verfahran gehdren. Beispiele fiir einige der verschiedenen Rs:inigungstechniken konnen aus Kirk-Othmer, Enzyklopédie der
Chemischen Technologie, 3. Auflage, Bd. 11 entnommen werden sowie aus der US-PS 4 371 462 (Hecht) und aus Hart et al.,
Biochem. J., 218: 573-581 (1984).

Das Ergebnis einiger dieser Reinigungsverfahren ist eine verdiinnte walrige Losung, die Somatotropin enthlt. Somit ist ein
RiickgewinnungsprozeR erforderlich, um das gereinigte Somatotropin aus diesen verdiinnten waBrigen Losungen wieder zu
erhalten.

Zu gangigen Methoden zur Riickgewinnung von Somatotropin gehoren das Gefriertrocknen einer verdinnten Losung des Hormons.
Allerdings ist die Lyophilisierung eine kostspielige Riickgewinnungsmethode fiir getrocknate, biologisch aktive Materialien wegen
der geringen Produktionsziffer, den hohen Kosten fiir die Gerate und der Notwendigkeit, sehr niedrige Driicke wahrend der
Sublimierung der Wassersubstanz aus dem gefrorenen Zustand zu gewahrleisten. Die Lyophilisierung ist insbesondere bei einem
groBen Umfang kostenintensiv, da groRe Lésungsvolumina miteinbezogen sind.

Es ist daher ein Verfahren erforderlich, das weniger kostenintensiv ist, und keine Nebenwirkung hinsichtlich der Biasktivitat des
Somatotropins aufwaeist.

Ziel der Erfindung

Mit der vorliegerden Erfindung wird ein solches Verfahren bereitgestellt, das im Vergleich zu den Kosten fiir die Ausriistung bei
konventionellen Verfahren wesentlich niedrigere Kosten dafiir erfordert.

Weiterhin wird ein Verfahren zur Rickgewinnung von Somatotropin aus wiBrigen Losungen bereitgestellt, das mit geringeren
Arbeitskosten auskommt im Vergleich zu den Arbeitskosten bei konventionellen Riicl:gewinnungsverfahren.
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Darlegung des Wesens der Erfindung

Aufeabe der vorliegenden Erfindung ist es, ein billiges Riickgewinnungsverfahren von Somatotropin aus wéBrigen Lésungen ohne
Verlust der Bioal.tivitat hereitzustellen.

ErfindungsgemiB bearsprucht wid ein Verfahren zur Riickgewinnung von Somatotropin aus wéRrigen Lésungen, gekennzeichnet
durek Zusatz von Salzen der Ubergangsmetalle zu den wiiBrigen Lésungen, um mit dem Somatotropir, unlosliche Komplexe zu
biluen.

Die unléslichen Kompleaw kdnnen aus der Losung abgetrennt werden, entweder durch Zentrifugieren oder Filtration, gefolgt von
einer Trocknung durch Lyophilisieren, Entfernen des Wassers bai niedrigen Temperaturen unter Vakuum oder durch andere
Verfahren. Das Ve-fahren fiihrt zu einer Riickgewinnung eines trocknen, bioaktiven Somat: tropins. Die Erfindung ist somit gerichtet
auf ein Verfahren zur Riickgewinnung von Somatotropin (nachfolgend auch als ST bezeichnet) aus verdiinnten wiRrigen Losungen,
die aus der Reinigung von Soratotropin aus einem Hypophysenhomogenisat oder einem Fermentationsmedium herrithren. Das
Verfahren dieser Erfindung kann dazu verwendet werden, verschiedene Arten von Somatotropin aus verdiinnten wiBrigen Losungen
zuriickzugewinnen, sinschlieBlich natiirliche oder rekombinante vom Schwein, Ochsen, Schaf, Menschen, Hiihnervigeln oder
Fisch.

Der Begriff Somatotropin. wie er hier verwendet wird, erfaBt natiirliches oder rekombinantes Somatotropin der vollen Linge sowie
Derivate davon, die wachstumsbeschleunigende Eigenschaften aufweisen. Zu Derivaten gehdren biologisch aktive Fragmente des
Palypeptidhormons, wia die A4-Konstruktion von Ochsensomatotropin (ein Polypeptid mit 4 fehlenden Aminosauren am N-Terminal,
beschrieben in der obengenannten EP-Anmeldung von Biogen), und ein als A7-Schweinesomatotropin bezeichnetes Polypeptid, das
eine Aminosauresequenz aufweist, die der des Schweinesnmatotropins entsuricht, abziiglich der ersten sieben Aminosauren des
reifen Hormons dar vollen Lénge (beschi. ben in der EP-~nmeldung 0 104 920 von Biogen N. V.). Der Begriff Somatotropin umfaRt
auch ein ektives Fragment des Polypeptids, das ein duReres N-terrinales Methionin enthiilt.

Der Begrif- ,biologisch aktiv”, wie er hier verwendet wird, bodautst ein Polypeptid, das bei Verabreichung an ein Lebewesen einen
nachweisbaren Effeky auf einen .10logischen ProzeR des Lebewesens ausiibt. Ein biologisch aktives Somatotropin kann die
Wachstumsrate eines Lebewese.; erhohen, wenn es dem Lebswesen in Mengen, die das Wachstum erhéhen, verabreicht wird.
Ebenfalls erhdhen kann ein biologisch aktives Somatotropin die Nahrungsverwertung, Nahrmittelverteilung oder
Schlachtfleischqualitét eines Lebewesens, wenn es dem Lebewesei in geeigneten Mengen verabreicht wird.

Das erfindungsgemaBe Vorfahren besteht in der Zugabe von Ubergangsmetallsalzen zu einer verdiinnten waBrigen Losung, die das
Somatotropin enthilt. Es ist wiinschenswert, wenn das in der Losung befindliche Somatotropin in seiner richtig gefalteten
bioaktiven Form vorhanden ist. Die Salze der Obergangsmetalle bildan unlosliche Komplexe mit dem Somatotropin, wodurch das
Somatotropin aus den verdiinnten wérigen Losungen ausgefillt wird. Diese Komple::e werden gebildet durch
Somatotropinmolekiile und Metallionen wie Zn?*, Cu?*, Co?*, Mn?*, Fe?* oder Fe®*. Diese Komplexe enthalten Ligandbindungen
zwischen dem Metallion und dem Stickstoffatom von einigen Aminosaureresten im Somatotropinmolekni. Nach der Féllung des
Somatotropin-Metall-Komplexes wird der Niederschlag von der Hauptmenge des waBrigen Mediums in Form einer konzentrierten
wiBrigen Aufschlammung abgetrennt. Die unldslichen Komplexe kénnen dann zwecks Entfernung des restlichen Wassers
getrocknet werden. Das erhaltene Produkt ist ein trockener Somatotrapin-Ubergangsmetall-Komplex. Das Vorhandensein des
Ubergangsmetalls im Produkt zeigt keine signifikante Nebenwirkung auf die Bioaktivitit des Somatotropins, wenn das Produkt
einem Lebewesen verabreicht wird.

Wie bereits festgestelit, enthalten, wie bei konventionellen Verfahren 2ur Gewinnung eines Somatotropins, die Losungen von
natirlichen Somatotropinen in einem Hypophysenhomogenisat oder das rekombinanten Somatotropins in einem
Fermentationsmedium groBe Mengen Wasser im Verhiltnis zum Somatotropin. Derartige Losungen kdnnen beispielsweise etwa
100 Gramm Wasser pro Gramm Somatotropin enthalten oder mehr. Wi bei iiblichen bekannten Riickgewinnungsverfahren wird die”
gesamte Wassermenge der Lyophilisation unterworfen. Wenn allerdings mit dem erfindungsgemaBen Verfahren gearbeitet 'vird,
und ein Ubergangsmetallsaiz der Ldsung hinzugesetzt wird zwecks Ausiallung des Somatotropins aus der Losung als
Somatotropin-Ubergangsmetall-Komplex, kann die Hauptmenge des an‘énglichen groen Wassarvolumens leicht vom
Niederschiag abgetrennt werden, wobei ein konzentrierter walriger Schlamm anfallt, der getrocknet wird. Wenn man die obige
Angabe des Verhiltnisses 100:1 Wasser zu Somatotropine in der Anfangslosung als Beispiel weiterfithrt, so kann das Verhaitnis von
Wasser zu Somatotropin in der konzentrierten Aufschldmmung dagegen normalerweise 5 Gramm:1 Gramm betragen. Somit hat die
entfernte groBe Wassermenge den Faktor um das Zwanzigfache ernic Irigt.

Dariber hinaus kann das Wasser, das mit dem bioaktiven Komplex des Somatotropins mit einem Ubergangsmetallion assoziiert ist,
wesentlich leichter und mit einer weniger kostspieligen Technik entfernt werden als das bei der Lyophilisierung der Fall ist. Das
erfindungsgemaBe Verfahren fiihrt zu sehr wesentlichen Einsparungen von Geldaufwendungen fir technische Gerate und Gebiude
sowie fiir die mit dem Trockenverfahren verbundene Arbeit.

Zu den im erfindungsgeméRen Verfahren verwendbaren Ubergangsmeta..an gehéren Zink, Kupfer, Mangan, Eisen und Kobalt. Die
bevorzugten Metalle sind Zink, Kupfer und Mangan, am bevorzugtesten ist Zink. Salze dieser Metalle, die fiir das erfindungsgemaRe
Verfahren besonders bevorzugt sind, sind die Chloride von Zink, Kupfer, Mangan, Eiser und Kohalt, jedoch kénnen auch andere
Salze, wie die Suifate, Acetate ader Tartrate im erfindungsgemaRen Verfahren ei:igesetzt werden.

Das erfindungsgemaBe Verfahren ist r:tzlich fiir die Riickgewinnung von € omatotropin aus verdiinnten wiilrigen Losungen, die aus
verschiedenen Reinigungsverfahren herriihren. Das Somatatropin, das mittels des Verfehiens «er Erfindung zuriickgewonnen
werden kann, erhalt man durch Isolierung aus entnommenen Hypophysengsweb: uder von genstisch srzeugten Mikroorganismen,
die rekombinante DNA enthalten, die fiir die Produktion von Somatotropin spezifisch ist. .

Die waBrigen Losungen, aus denen Somatotropin zuriickgewonnen werden kann, kdnner. unterschiedliche Mengen an
Somauotropin enthalten. Das Ubergangsmetallsalz wird in einer fir die Féllung von Somatotropin wirksamen Menge hinzugegeben.
Im allgemeinen kann bei Reaktionen im LabormaBstab das Metallsalz in solchen Mengen zugegeben werden, daf seine
Konzentration im Bereich von etwa 0,12 mMol bis etwa 12 mMol pru 0,026 mMol Somatotropin in 1,0 Liter Lasung liegt. Eine
typische eingesetzte Metallmenge in solchen Reaktionen kann etwa 1,2 mMol Metallsalz pro 0,025 mMol ST in 1,0 Liter wéRriger
Losung sein. Allerdings kann die fir eine wirksame Fallung des Somatotropins ausreichende Menge an Ubergangsmetalisalz
schwanken. Bei einer groBtechnischen Reaktion im Beispiel X dieser Anmeldung wurde beispielsweise gofunden, daB ein Verhiltnis
von etwa 10 Molen Zinksalz auf ein Mol rekombinantes Schweine-ST wirksam war, das ST auszufillen. Wirksame Mengen kénnen
vom Fachmann durch Routineuntersuchungen bestimmt werden. Ublicherweise wird fiir die vollstandige Féllung des Somatotropins
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in der Losung ein UberschuB des Metallsalzes eingesetzt. Das Endprodukt, der Somatotropin-Metallsalz-Komplex, enthilt im
allgereinen wenigstens 1-8 Mole Motall/ein Mol ST. Auf Bxsis von Massenanteilen in Prozent Ubergangsmetall enthalt das Produkt
zwischen 0,3 und 8 Massenanteile in %. Vorzugswaeise enthalt das Produkt etwa 0,4 bis etwa 0,7 Massenanteile in % Matall.

Die Féllung des Somatctropins wird vorzugsweise in nahezy neutralen oder basischen Lésungen durchgefiihrt. Der pH-Wert der
waBrigen Lasung liegt vorteilhaft zwischen 6,8 und 9,8. Die verdiinnten walrigen Losungen des Somatotropins liegen am
bevorzugtesten bei einem pH zwischen etwa 7,4 und 9,0 fiir eine effektive Rickgewinnung des Sometotropins.’

Es wurden verschiedene Puffer in den w# Brigen, Somatotropin enthaltenden Lésungen verwendet. Die Puffer werden
hinzugegebun, um dabei zu helfen, das Somatotropin bei einem gegebenen pH-Wert vor der Zugabe des Jbergangsmetallsalzes in
Lasung zu halten. Solche Puffer soliten mit Vorsicht verwendet werden, die Anionen enthalten, die unlésliche Salze mit den
Metellionen Zn?*, Cu?*, Co?*, Mn** Fe?* oder Fe** bilden. Zu iiblichen Puffern, die sich fir das vorliegende Verfahren eignen,
gehdren Carbonaipuffer {0,42 mM Na,CO,, 0,50 mM NaHCOQ,, eingestellt auf einen pH zwischen 7,4 und 9,8); 50 mM Tris-HCl bei
etv/a pH 7,4: und 60 mM Ethanolamin bei etwa pH 9,8.

Die Zugabe des Ubergangsmetallsalzes zu der verdinnten, wilrigen Somatotropin enthaltenden Lésung fihrt zur Fillung eines
Metall-Somatotropin-Komplexes. Die Losung wird wihrend des Ausfillens des Metall-Somatotropin-Kompirxes aus der wiBrigen
Lésung zweckmaBigerweise geriihrt.

Nachdem das Salz des Ubergangsmetalls zu der verdiinnten waBrigen Somatotropin enthaltenden Losung hinzugegeben warden ist
und das Somatotropin-Metalisalz-Komplex ausgefilit wurde, kénnen die unléslichen Kemplexe aus der wéBrigon Losung abgetrennt
und getrocknet werden. Die Abtrennung kann mittels iiblicher Methoden erfolgen, wie z. B. Zentrifugieren oder Filtrieren oder einar
Kombinatior. beider Verfchren. Das ausgefillte Material kann durch Zentrifugieren bei Zimmertemperatur pelletisiert werden oder
durch Filtration abgetrennt werden, und kann danach mittels: einer iiblichen Methuode getrocknet werden, wie z. B. durch Entfernung
von Wasser bei niedrigen Temperaturen unter Vakuum oder durch Lyophilisierung. Wenn das zentrifugierte oder filtrierte
Somatotropin bei niedrigen Temperaturen unter Vakuum getrocknet wurae, kann die Ternperatur zwischen 0° und 25°C liegen.

Das beim erfindungsgeméaRen Verfahren anfallende getrocknete Somatotropin weist im wasentlichen die gleiche Bioaktivitat aut
wie das durch Lyophilisierung gewonnene Somatotropin oder wie natiirliches Somatotropin. Dariiber hinaus zeigten vorgenomriene
in vitro-Versuche von rekombinantem Schweine-Somatotropin, daR die Aufrechterhaltung der Loslichkeit (in Anwesenheit von
EDTA) verbessert wurde, wenn das Somatotropin nach dem erfindungsgeméRen Verfahren zuriickgewonnen wurde, im Vergleich
zum Riickgewinnungsverfahren bei der Giblichen Lyophilisierung.

Ausfiihrungsbeispiele

Die folgenden Beispiele dienen der Erlauterung d sr vorliegenden Erfindung und sind nicht als einschrankend fiir den Schutzumfang
anzusehen.

Beispiel |

Féllung von rekombinantem Schweine-Somatotropin

Gereinigtes, lyophilisiertes A7-rekombinantes Schweine-Somatotropin (A7rpST) von International Minerals and Chemical
Corporation, Chargennummer CF 008-OBA.94.1, wurde in deionisiertem Wasser (dH,0) auf eine Konzentration von 10 mg A7rpST
pro ml rekonstituiert. Das Material wurde dialysiert gegen > 100 Volumina Carbonatpuffer (0,42 mM Na,CO;; 0,50 mM NaHCOQ,,
eingestelit auf einen pH von 7,4 mit HCI), und eine Portion dieses dialysierten Materials wurde in neun Teilen Carbonatpuffer, pH 7,
verdiinnt. Die beiden erhaltenen Lésungen von A7rpST (10,0 und 1,0 mg A7rpST/mi) wurden mit markiertem '5).A7rpST (dieselbe
IMC-Chargennummer) bis zu einer Endkonzentration von 0,02 uCurie pro mi versetzt, um den Prozentsatz der Féllung durch
Messung der Radioaktivitat in der iiberstehenden Fraktion nach der Zentrifugierung zu bestimmen. .
Zu den Ubergangsmetallsalzen, die fiir diesen Féllungsversuch ausgewihit worden waren, gehdrten Zinkchlorid, Manganchiorid und
Kupferchlorid. 24 mM, 2,4 mM und 0,24 mM Ldsungean jedes dieser Salze wurden hergestslit. Als positives Fallungskontrolimittel
diente Trichloressigsaure {20%). Die Metallsalzlsungen oder Trichloressigsiureldsungen (0,5 ml) wurden zu den wilBrigen
L6sungen hinzugegeben, die das A7rpST (0,5 ml) Somatotropin enthielten, und die Féllung wurde iiber eine Stunde hei
Zimmertemperatur durchgefiibrt. Das ausgefillte Material wurde durch Zentrifugieren bei 15000 x g iiber 10 Minuten bei
Zimmertemperatur pelletisiert. Aus den Doppelrohrchen wurden einfache 0,6 mi Aliquote des Uberstehenden entnommen und in
Polypropylenréhrchen gezahlt. Die Minimalanzahl der Counts lag beim Vierfachen iiber der Untergrundzihirate. Die Pelletbildung
wurde visuell beurteilt, und es zeigte sich eine gute Ubereinstimmung zwischen der PelletgréBe und dem Prozentsatz an
pelletisiertem "%I-A7rpST. Daraus geht hervor, daB sich das "51-A7rpST ahnlich wie das nicht markierte A7rpST verhieit. Tabelle |
erlautert das Ergebnis der Versuche. Bei 0,5 mg A7rpST/ml und 6 mg A7rpST/ml zeigten sowoh! Zinnchlorid als auch Kupferchlorid
gute Féllungseigenschaften bei einer oder mehreren Reagenzkonzentrationen. Steigende Mengen an Metallsalz fiihrten zu gleicher
oder steigender A7rpST-Fallung, auRer im Falle des Kupferchlorids.
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Tabelle |

Fallungs- Konzen- Tempe- % BSpelletisiort*

mittel tration ratur 5 mg/ml| 0,5 mg/ml

pST pST

Moetalle

Zink- 12 mM VAN 76 £ 0,38 77 £0,96

chlorid 1.2 mM a 6+15 74 £0,56
0,12 mM ¥4} 55 1 0,41 610,21

Mangan- 12 mM T 27+1,2 21+16

chlorid : 1,2 mM T 22 10,31 19+24
0,12 mM r4} 8,7+0,64 16+£20

Kupfer- 12 mM T 23146 1729

chlorid 1,2 mM zr 64187 44 +6,7
0,12mM T 42+0,11 67+£0,12

Kontrolle

nichts - ra) 4,3+0,89 13£1,2

- 4°C 7,2+ 21 18+0,80
Trichlor- 10% Leg. ra) 98 £ 0,33 96 + 0,69
essigsaure 10% Lsg. 4°C 98+0,24 97+0,26

a Die dargestellten Daten bedeuten + Standardabweichung, wobein = 2
* ZT = Zimmertemperatur

Beispiel Il

Wirkung von unterschiedlichem Puffer und pH-Bedingungen der Fillung von A7rpST

Gereinigtes lyophilisiertes A7rpST (gleiche Chargennummer wie im Beispiel |) wurde in dH,0 bis zu einer Konzentration von

10 mg/ml wieder rekonstituiert, und es wurden Aliquote gegen einen der folgenden Puffer dialysiart: (1) Carbonatr ¢fier, pH 14,

(2) 40 mM TrisHCI, pH 7,4 oder (3) 60 mM Ethanolamin, pH 9,8. Die drei Proben wurden mit markiertem 5. A7rpST wie im Baispiel |
versetzt. Jede Probe wurde 1:1 mit einer Losung von 24 mM ZnCl, verdiinnt und der Prozentsatz der Féllung von A7rpST wie im
Beispiel | bestimmt. Tabelle Il erlautert die Ergebnisse des Versuches. Die aufgefiihrten Werte zeigen, daR Zink fiir eine effaktive
Féllung von A7rpST aus einer Vielzahl von Puffern bei unterschiadlichen pH-Werten wirksam ist.

Tabelle 1
Prozentsatz Féllung von "*I-A7rpST aus einer Losung, bestehend aus gleichen Volumina von 10 mg pro mi A7rpST und 24 mM ZnCl,
in Anwesenheit von (1) Carbonatpuffer pH 7,4 (2) 50 mM Tris, pH 7.4 oder (3) 60 mM Ethanolamin

Puffer pH Prozentsatz '1-A7rpST
pelletisiert (a)

Carbonat 14 76+ 0,38

50 mM Tris 14 81 10,11

60 mM Ethanolamin 9,8 90 + 0,52

a Die dargestellten Daten bedeuten +/0 Standardabweichung, wobein = 2

Beispiel Il

Léslichkeit und Bioaktivitat von gefalltem A7rpST

Fur die Vorbereitung des Fillungsversuches wurden 500 mg A7rpST (dieselbe Chargennummer wie im Beispiel 1) in 50 ml
deionisiertem Wasser (dH,0) rekonstituiert, wobei man einen pH von 13,0 wegen restlichvr Carbonationen erhielt. Das Material
wurde extensiv gegen Carbonatpuffer von etwa pH 7,4 dialysiert bis der pH des Dialysates 7,0 betrug. Die Volumenzunahme betrug
5 ml wahrend der Malyse. Der pH dus Dialysates wurde auf 7,4 durch 3 mAg. HCl verringert und die Lésung durch Zentrifugieren bei
1500 x g bei Zimmenemperatur geklart.

10 Miliiliter Aliquote cer neutralen A7rpST-Lésung wurden mit einem gleichen Volumen von entweder 2,4 mM ZnCl, oder 2,4 mM
CuCl, vereinigt. Nach einer Stunde Riihren bei Zimmertemperatur wurden die Suspensionen durch dreiBigminitiges Zentrifugieren
bei 15000 x g pelletisiert. Jedes Pellet wurde bei —80°C eingefroren und lyophilisiert, zusammen mit einer Roll-Schicht-gefrosteten
Kontrallprobe, bestehend aus 20 ral der A7rpST-Lésung mit neutralem pH verdiinnt in 20 I dH,0.

Es wurden die Trockenmasse und der Prozentsatz der Proteinreinheit (gemessen mit dem BCA-Proteintest, Pierce Chemical Co.,
Rockford, Illinais) der lyophilisierten Proben bestimmt, um eine Berechnung der Wirksamkeit jeder Fallungsmethode im Verhiltnis
zur Lyophilisierungsbehandlung ohne Fllung zu gestatten. Tabelle Il zeigt die Ergebnisse dieser Bestimmungen.
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Tabelle 11|
Fallungs- Prozentsatz Trocken- Masse relative
methode ATrpST masse A7rpST Féllungs-

" (Masse/Masse)  (mg) {mo) effekti itat
ZnCl, 115 545 62,7 81
CuCl, 105 48,0 50,4 65
Lyophilisierung 118 65,7 77,5 100

Um die Wirkung der Matallsalze auf die Bioaktivitdt des A7rpST zu bestimmen, wurde ein Wachstumstest durchgefiihrt
{Bestimmung der Kérpermassezunahme) unter Verwendung von Hypophysen-ausgeschalteten Ratten (siehe Parlow, S. F., et al,
Ende.crinology 77: 1126 bis 1134 (1965]). Der Test erfolgte, um die Bioaativitit des Somstotropins durch Messung der
wachstumsbeschleunigenden Aktivitit bei Ratten bei siner Dosierung von A7rpST zu demonstrieren, wobei das ST nach dem
erfindungsgemiBen Verfahren zurlickgewonnen worden war.

Zur Durchfiihrung des Tests wirrden junge (36 Tage alt bei Beginn des Testzeitraumes) weiblicha, Hypophysen-ausgeschaltete
Ratten in Grupnen ves, 10 Rope. air:geteilt. Die Ratten wurden nach Korpermasse aufgetsilt, wobei die Masse und die Verteilung auf
die Gruppen so eingerichtet wurde, daB die mittlere Startmasse jeder Gruppe nahezu gleich war. Jede Gruppe der Ratten wurde
einer Behandlung unterworfen.

wurden die folgenden Parlow-Puffer eingesetat.

I. NaHCO;, (0,03 M), NaCl (0,16 M), pH erhoht auf 10,8 mit 8 M NaOH.

Il. NaHCO, (0,03 M), NaCl (0,15 M), pH erhdht auf 9,5 mit 8 M NaOH. .

Eine bekannte Menge des ATrpST (siehe Tabelle 1ll) wurde in pH 10,8-Puffer gelost, mit 2 N HCI auf pH 9,5 eingestellt und mit pH
9,5-Puffer auf das Volumen gebracht.

Eine Gruppe von 10 Ratten wurde als negative Kontrollgruppe eingesetzt und mit der Trigersubstanz injiziert, die zur Solubilisierung
des Somatotropins verwendet worden war. Eine zweits Gruppe wurde mit einer Lésung von lyophilisiertem A7rpST injiziert. Die
anderen Gruppen wurden mit Ldsungen einer ausgewihlten Dosis von Ubergangsmetall~gef§lltem A7rpST dieser Erfindung injiziert.
Die Ratten wurden am 1., 2., 9. und 10. Tag gewogen und ihre Kdrpermasse notiert. Am Ende des Testzeitraumes 10. Tag) wurden
die Daten dsr Zunahme der Rattenkdrpermasse analysiert.

Der Wachstumstest mit den Hypophysen-ausgeschalteten Ratten {einzelne tégliche Dosis 14 Mikrogramm, zeigte, daR
ZnCl,-gefalltes A7rpST eine signifikant hohere (p gréBer als 0,01) wachstumsbeschleunigende Aktivitst aufwies als die negative
Kontrollgruppe und daB dessen Aktivitét von der der lyophilisierten ATrpST-Kontrolle, die keine Ubergangsmetallsalze enthielt, nicht
unterscheidbar war. Ahnliche Ergebnisse erhielt man bei der Féllung mit Kupferchlorid.

Tabelle IV
Probe Dosis  mittl. Massezu-
(ng) Prozentsatz + nahme S. D.
neg. Kontrolle 0 4,0 4,2 '
ATrpST ZnCl,-gefallt 24 18,6* 1,7
A7rpST CuCl,-gefilit 24 15,6° 4,7
A7rpST lyophilisiert 24 17,1¢ 24

* signifikant hoher (P gréBer als 0,01} gegeniiber negativer Kontrolle bei Einsatz eines einseitigen Dunnett-Tests nach Varianzanalyse.

Beispiel IV

Féllung von Ad-rekombinantem Ochsen-Somatotropin

Gereinigies, lyophilisiertes A4-rekombinantes Ochsen-Somatotropin (A4rbST) wurde in deionisiertem Wasser bis zu einer
Konzentration von 10 mg AdrbST pro ml rekonstituiert. Dieses Material wurde gegen mehr als 100 Volumina Carbor ‘tpuffar (wiein
Beispiel | definiert) dialysiert, und ein Teil dieses Materials wurde in neun Teilen Carbonatpuffer, pH 1.4, verdiinnt. Die erhaltenen
Lésungen wurden mit markierte .n "51-A4rbST bis zu einer Endkonzentration von 0,02 Mikro-Curie pro ml versetzt, um eine
Bestimmung der prozentualen Féllung durch Messung der Radioaktivitit in der iiberstehenden Fraktion nach dem Zentrifugieren zu
ermdglichen.

Zu den verwendeten Ubergangsmetallsalzen gehdrten Zinkehlorid, Manganchlorid und Kupferchlorid. Es wurden 24-mM-, 24-mM.

und 0,24-mM-L6sungen von jedem Salz hergestellt. Als positive Féllungskontrolle wurde Trichloressigsaure (20%) eingesetzt. Dig

Beispiel V

Léslichkeit und Bioaktivitat von gefilltem A4rbST

Zur Vorbereitung dieses Fallungsexperimentes wurden 500 mg des im Beispie! N hergestellten AdrbST in 60 ml deionisiertem
Wasser (dH,0) rekonstituiert. Das Material wurde extensiv gegen Carbonatpuffer von pH 7,4 dialysiert, bis der pH des Dialysates 7,6
betrug. Der pH des Dialysates wurde mit 3 mAqu. HCl auf pH 7,4 erniedrigt und die Losung durch eine 1600 x g Zentrifugierung bei
Zimmertemperatur geklirt,
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Zehn Milliliter Aliquote der neutrelan AdrbST-Losung wurden mit einem gleichen Volumen von entweder 2,4 mM ZnCl, oder 2,4 mM
CuCl, vereinigt. Nach einer Stunde Rihiren bei Zimmertemperatur wurden die Suspensionen durch eine 15000 x g Zentrifugierung
Uber 30 Minuten pelletisiert. Jadas Pelle t wurde bei —80°C eingefroren und zusammen mit einer Roll-Schichit-gefrosteten
Kontrollprobe lyophilisiert, bestehend aus 2C ml der neutralen AdrbST-Losung, verdinnt auf 60% in dH,0. )

Die Trockenmasse und der Prozentsexz an Reinheit der lyophilisierten Proban wu:de.: bestimmt, um eine Berechnung der Effektivitit
jeder Fallungsmethode im Vergleich zu der Lyopiiilisierungsbehandlung ohne Fillung zu erméglichen.

Um die Wirkung der Metallsalze auf die Sioaktivitat von AdrbST zu bestimmen, wurde ein Wachstumstast unter Verwendung von
Ratten (Hypophysen-ausgeschalt st) wie im Beispiel Il| durchgefiihrt. Bei der Durchfiihrung des Tests wurden junge (36 Tage alt bei
Beginr, des Versuchszeitraumes) weibliche Ratten ohne Hypophyse {Hypophysen-ausgeschaltet) in Gruppen von 10 Ratten
eingeteilt. Die Ratten wurden nach Gewicht g ippiert, wobei die Masse und die Verteilung auf die Gruppen so ausgeglichen wurde,
daB dir mittlare Startmasse jeder Gruppe nahuzu gleich war. Jede Gruppe der Ratten wurde einer Behandlung unterzogen.

Die Ratten wurden subkutan an jedem der neun Tage entweder mit Somatotropin oder einer Kontrollésung injiziert. Die Injektionen
erfolgten unterhalb des Schidels nahe des subscapularen Bereichos.
Zur Solubilisierung von Somatotropin wurden die folgenden Parlow-Pufferldsungen verwendet.

I. NaHCO, (0,03 M), NaCli (0,15 M}, £H erhoht auf 10,8 mit 8 M NaOH.

II. NaHCO, (0,03 Mj, NaCl (0,15 M), pH erhahit auf 9,5 mit 8 M NaOH.

Eine bekannte Menge des A4rbST wurde in pH 10,8-Puffer geldst, mit 2 N HCI auf pH 9,5 einnestellt und mit pH 9,5-Puffer auf das
Volumen gebracht.

Eine Gruppe voi« 10 Ratten wurde als negative Kontrollgruppe singesetzt und mit der Trégersubstanz injiziert, die zur Solubilisierung
des Somatotropins verwendet worden war. Eine zwe.:e Gruppe wurde mit einer Lésung von lyophilisiertem AdrbST injiziert. Die
anderen Gruppen wurden mit Lésungen einer ausgewihlten Dosis von Ubergangsmetall-gefilitem AdrbST dieser Erfindung injiziert.
Die Ratten wurden am 1., 2., 9. und 10. Tag gewogen und ihre Kérpermasse notiert. Am Ende des Tesizeitraumes (10. Tag) wurden
die Daten der Zunahme der Rattenkérpermasse analysiert.

Beispiel Vi

Fallung von natiirlichem Ochsen-Somatotropin

Gereinigte, lyophilisiertes Ochsen-Somatotropin (bST), das original aus Hypophysen erhalten worden war, wurde in deionisiertem
Wasser bis zu einer Konzentration von 10 mg bST pro mi rekonstituiert. Dieses Materia! wurde gegen mehr als 100 Volumina
Carbonatpuffer (wie im Beispiel | definiart) dialysiert, und ein Teil dieses Materials wurde in neun Teilen Carbonatpuffer, pH 7.4,
verdiinnt. Die erhaltenen Losungen von bST wurden anschlieRend mit markiertem '%1-bST bis zu einer Endkonzentration von 0,02
Mikro-Curie pro ml versetzt, um eine Bestimmung der prozentualen Fallung durch Messung der Radioaktivitat in der (iberstehenden
Fraktion nach dem Zentrifugieren zu erméglichen.

Zu den verwendeten Ubergangsmetallsalzen gehéren Zinkchlorid, Manganchlorid und Kupferchlorid. Es wurden 24-mM:-, 2,4-mM-
und 0,24-mM-Lésungen von jedem Salz hergestellt. Als positive Féllungskontrolle wurde Trichloressigsaure (20%) eingesetzt. Die
Matallsalze oder Trichloressigsaure-Losungen (0,6 ml) wurden zu den waBrigen, bST enthaltenden (0,5 ml) Losungen hinzugegeben
und die Féllung unter Rihren iber eine Stunde bei Zimmertemperatur durchgefiihrt. Das gefélite Material wurde durch
Zentrifugieren bei 16000 x g Uber 10 Minuten bei Zimmertemperatur pellatisiert. Einzelne 0.5 ml Aliquote des Uberstehenden wurden
aus den Doppelrdhrchen entfernt und in Polypropylenrohrehen gezéhit, Die Minimaizahl der Counts lag beim Vier.achen tiber der
Untergrundzahlrate. Die Pelletbildung wurde visuell beurteil*. Die Versuchsergebnisse sind dhnlich denen im Beispiel I.

Beispiel VII
Laslichkeit und Bioaktivitat von gefalltem bST

Zur Vorbereitung dieses Fallungsexperimentes wurden 500 mg des im Beispiel V) hergestellten bST in 50 mi deionisiertem Wasser
(dH,0) rekonstituiert. Das Material wurde extensiv gegpen Carbonatpuffer von p 7,4 dialysiert'und die Losung durch eine 1500 x g
Zentrifugierung bei Zimmertemperatur geklirt.

Zehn Milliliter Aliquote der neutralen bST-Lésung wurden mit einem gleichen Volumen von entweder 2,4 mM ZnCl, oder 2,:: mM
CuCl; vereinigt. Nach einer Stunde Riihren bei Zimmertemperatur wurden die Suspeasionen durch eine 15000 x g Zentrifugierung
ber 30 Minuten pelletisiert. Jedes Pellet wurde bei —80°C eingefroren und zusammen mit einer Roll-Schicht-gefrosteten
Kontrollprobe lyophilisiert, bestehend aus 20 ml der neutralen bST-Lésung, verdiinnt auf 50% in dH,0.

Die Trockenmasse und der Prozentsatz an Reinheit der lyophilisierten Proben wurde bestimmt, um eine Berechnung der Effektivitat
jeder Fallungsmethode im Vergleich zu der Lyophilisierungsbehandlung ohne Fatlung zu armoglichen,

Um die Wirkung der Metallsalze auf die Bioaktivitiit von bST zu bestimmen, wurde ein Wachsiumstest unter Verwendung von
Hypophysen-ausgeschalteten Ratten wie im Beispie! |1l durchgufiihrt. Bei der Durchfiihrung des Tests wurden junge (36 Tage alt bei
Beginn des Versuchszeitraumes) weibliche Hypophysen-ausgeschaltete Ratten in Gruppen von 10 Ratten eingeteilt. Die Ratten
wurden nach Gewicht gruppiert, wo bei die Masse und die Verteilung auf die Gruppen so ausgeglichen wurde, daR die mittlere
Startmasse jeder Gruppe nahezu gleich war. Jede Gruppe der Ratten wurde einer Behandluny unterzogen.

Die Ratten wurden subkutan an jedem der neun Tage entweder mit Somatotropin oder einer Kontrolldsung injiziert. Die Injaktionen
erfolgten unterhalb des Schidels nahe des subscapuliren Bereiclies. Zur Solubilisierung von Somatotropin wurden die folgenden
Parlow-Pufferlosungen verwendet.

I. NaHCQ), (0,03 M), NaCi (0,15 M), pH erhoht auf 10,8 mit 8 M NaOH.

Il. NaHCOQ, (0,03 M, NaCl (0,156 M), pH erhéht auf 9,5 mit 8 M NaOH.

Eine bekannte Meng. <'es bST wurde in pH 10,8-Puffer geldst, mit 2 N HCI auf pH 9,5 eingestellt und mét pH 9 5-Puffer auf das
Volumen gebracht.

Eine Gruppe von 10 Ratten wurde als negative Kontroligruppe eingese 1t und mit der Tragersubstanz injiziert, die zur Solubilisierung
des Somatotropins verwendet worden war. Eine zweite Gruppe wurde mit einer Losung von lyophilisiertem bST injiziert. Die
anderen Gruppen wurden mit Lésungen einer ausgewihliten Dosis von Ubergangsmetall-geflitem bST dieser Erfindung injiziert. Die
Ratten wurden am 1., 2., 9. und 10. Tag gew ogen und ihre Kérpermasse notiert. Am Ende des Testzeitraumes (10. Tag) wurden die
Daten der Zunahme der Rattenkérpermasst: analysiert.
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Beispiel VIl

Fillung von natiirlichem Schweine-SOmatotropin

Gereinigtes, Iyophilisiertes Schweine-Somatotropm (pST), das original aus Hypophysen erhalten worden war, wurde in
deionisiertam Wasser his zu einer Konzentration von 10 mg pST pro ml rekonstituiert, Dieses Material viurde gegen mehr als 10
Volumina Carbonatpuffer {wis im Beispiel | definiert) dialysiart, und ein Teil dieses Materials wurdo in neun Teilen Carbonatpufier,
pH 7.4, verdiinnt. Die erhaltenen Ldsungen von pST wurden im AnschluB darzn mit markiertem Y5).pST bis zu einer
Endkonzentration von 0,02 Mikro-Curie pro ml versetzt, um eine Bastimmung der prozentualen Féllur.g durch Messung der

Zu den eingesetzten Ubergangsmetallsalzen gehdrten Zinkchlorid, Manganchlorid und Kupferchlorid. Es wurden 24-mM-, 2,4:-:nM-
und 0,24-mM-Lésungen von jedem Salz hergestaelit. Als positive Fallungskontrolle wurde Trichloressigséure (20%) eingesetut. Djo
Metallsalze oder TrichIoressigséure-Lésungen (0.5 m!) wurden zu den v/éRrigen pST enthaltenden (0,6 mi) Lésungen hinzugegeben

Beispiel IX
Léslichkeit und Bioaktivitit von gefilitem pST
ur Vorbareitung dieses Fallungsexperimentes wurden 500 mg des im Beispiel VIil hergestellten pST in 50 ml deiouisiertem Wasser

Zentrifugierung bei Zimmertemperatur geklart,

Zehn Milliliter Aliquote der neutralen pST-Lsung wurden mit einem gleichen Volumen von entweder 2,4 mM ZnCl, oder 2,4 mM
CuCl, vereinigt. Nach einer Stunde Riihren bei Zimmertemperatur wurden die Suspensionen durch 15000 x g Zentrifugierung iiber
30 *ainuten pelietisiert. Jades Pellet wurds bei —80°C eingefroren und zusammen mit einer Roll-Schicht-gefrosteten Kontrollprobe
lye philisiert, bestehend aus 20 m| der neut -alen pST-Lésung, verdiinnt auf 50% in dH,0. Die Trockenmasse und der Prozentsatz an
Rainheit der lyophilisierten Proben wurde bestimmt, um eine Berechnung dsr Effektivitat jeder Fallungsmethode im Vergleich zu der
Lyophilisierungsbehandlung ohne Fillung zu ermaglichen. ’

Um die Wirkung der Metalisalze auf die Bioaktivitat von pST 2y bestimmen, wurde ein Wachstumstest unter Verwendung von
Hypophysen-ausgeschalteten Ratten wie im Beispiel Il durchgefiihrt.

Bei der Durchfiihrang des Tests wurden junge (36 Tage alt bei Beginn des Versuchszeitraumes) waibliche
Hypophysen-ausgeschaltete Ratten in Gruppen von 10 Ratten eingeteilt. Die Ratten wurden nach Gewicht gruppiert, wobei die
Masse und die Verteilung auf die Gruppen so ausgeglichen wurde, da die mittlere Startmasse jeder Gruppe nahezu glsivh war.
Jede Gruppe der Ratten wurde einer Behandlung unterzogen.

Die R.tten wurden subkutan an jedem der neun Tage entweder mit Somatotropin oder einer Kontrollsung injiziert. Die Injektionen
erfolgten unverhalb des Schidels nahe des subscapuliren Bereiches. Zur Solubilisierung von Somatotropin wurden die folgenden
Parlow-Pufferlésungen verwendet.

1. NaHCO; (0,03 M), NaCI (016 M), pH erhoht auf 10,8 mit 8 M NaOH.

I. NaHCO; (0,03 M), NaC| {0,15 M), pH erhéht auf 9,5 mit 8 M NaOH.

Eine bekannte Menge des pST wurde in pH 10,8-Puffer geldst, mit 2 N HCI auf pH 9,5 eingestellt und mit PH 9,5-Puffer auf das
Volumen gebracht.

Beispiel X

Dreiundvierzig Liter gervinigtes A7rpST mit einer Konzentration von 690 mg/lin 60 mM Ethénolaminpuffer, pH 9,0, erhielt man aus
E. coli HB 101, die in einem Fermentationsmedium geziichtet wordan waren. Die Lésung wurde auf etwa 810 mg/lin einer
Querstrom-Ultrafiltrationseinheit (Romicon HF) aufkonzentriert, ausgeriistet mit einer "‘i-KubikfuB-Membranpatrone, die eine
Molekﬁlmassen-Nennbegrenzung von nahezu 5000 Dalton aufwies. Die erhaltene konzentrierte Produ} tidsung in dem Ethanolpuffer
von pH 9,0 wurde in der gleichen UF-Einheit gegen 6 X Volumina von 50% Carbonatpuffer (0,21 mM Ma,COy; 0,25 mM NaHCO;) bei
PH 8,0 bis 10,0 diafiltriert. Das erhaitene Restprodukt, nunmehr in 50% Carbonatpuffer mit einem pt oberhalb von 8,0, wurde leicht
triib (ODgss = 0,01) und wurde in einer Querstrom-Mikroporenfiltrutionseinheit (Amicon DC-10), ausgeriistet mit einer
5-Quadratqu-Membranpatrone. die eine 0,1-Mikrometer-Membran hatte, geklart.

Die obige geklirte Lésung, 26 Liter mit 800 mg/l ST-Konzentration und einem PH von 9,0, wurde vorsichtig geriihrt und mit 3,7 Litern
0.2 Mikrometer-filtrierter 24mM ZnCly-Lésung mit e.ner Zugaberate versetzt, bei der die Zugabe in einem Zeitraum von § bis

30 Minuten beendet wurde. Die Menge an Zn*-Zugabe bei dissem Versuch fiihrte zu einem Zn/ST-Molarverhiltnis von annéhernd
10. Ver der anischlieBenden Riickgewinnung des Zn-A'.’rpST~Niederschlages wurde die Lasung fiir weitere 20 Minuten gemischt.

Die erhaiic.iie Zn-ATrpST-Suspension, nunmehr mit einer Konzentration von 0,08% mit TeilchengréRen von 2 bis § Mikrometer,
wurde auf annzhernd 2 bis 5% in einer Querstrom-Mikroporenﬁltrationseinheit mit einer 0,1 Mikrometer Membranbegrenzung
aufkonzentiiert.

Die erhaltene Suspension wurde weiterhin auf etwa 250000 mg/l aufkonzentriert mit Hilfe einer kontinuierlichen
Trommel-Zentrifugierung. Alternativ dazu kann die erhaltene Suspension direkt sprithgetrocknet werden oder kann weiter
aufkonzentriert werden auf etwa 190000 mg/! entweder mittels Querstrom-Mikroporenfiltration oder durch

ausgebreitet und Giber zwei Tage gefriergetrocknet, wobei die maximale Produkttemperatur auf 25°C begrenzt war. Das
gefriergetrocknete Material, das im aligemeinen eine TeilchengréRe von 10 bis 200 Mikrometer aufwies und eing Schiittdichte von
anndhernd 0,5, war geeignet fiir eine direkte Formulierung in ein System zur Abgabe dieses Produktes.

Beispiel XI

Beispiel X wurde wiederholt, mit der Ausnahme, daB der 50% Carbonatpuffer durch 2 mM Tris-Puffer bei pH 7,4 ersetat wurde. Die
Charakteristika des Endproduktes und die Fallungseffektivitat war bej Tris ahnlici: wie bei 50% Carbonatpuffer.
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