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(57) Abstract: The invention relates to a method for the chromatographic purification of preproinsulins, according to which higher-

graphic p prep: g g
= molecular substances are separated from an aqueous solution of the preproinsulin by means of a first chromatography on an anion
& exchanger in through-flow mode and a subsequent second chromatography on a cation exchanger in adsorption mode, and a method
; for the production of insulins, which comprises the method for producing preproinsulins.

> (57) Zusammentassung: Die Erfindung bezieht sich auf ein Verfahren zur chromatographischen Reinigung von Preproinsulinen
bei dem hohermolekulare Substanzen aus einer wissrigen Losung des Preproinsulins durch eine erste Chromatographie an einem
Anionenaustauscher im Durchflussmodus und eine anschliessende zweite Chromatographie an einem Kationenaustauscher im Ad-
sorptionsmodus abgetrennt werden, sowie auf ein Verfahren zur Herstellung von Insulinen, welches das Verfahren zur Herstellung

=

von Preproinsulinen miteinschliesst.
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Beschreibung
Verfahren zur Reinigung von Preproinsulin

Weltweit leiden etwa 12 Mio. Menschen an dem Typ 1 des Diabetes mellitus, der
durch eine unzureichende koérpereigene Produktion des Hormons Insulin
gekennzeichnet ist. Fur diesen Typus des Diabetes mellitus stellt die‘Substitution der
fehlenden endokrinen Insulinsekretion durch Applikation von Insulinpréaparaten die

einzig mogliche Therapieform dar.

Insulihpréparate sind pharmazeutische Zubereitungen, die als Wirkstoff das Hormon
Insulin enthalten. Dabei werden nicht nur nattirlich vorkommende Insuline verwendet,

sondern auch Insulinanaloga und Insulinderivate.

Das in der menschlichen Bauchspeicheldriise produzierte Humaninsulin ist ein -
Polypeptid bestehend aus 51 Aminosé\ureres’cen,~ die sich auf 2 Peptidketten vertéilen:
die A-Kette mit 21 Aminosaureresten und die B-Kette mit 30 Aminosaureresten. In
beiden Peptidketten ist die Sequenz der Aminosaurereste genetisch determiniert und
bekannt. Beide Ketten sind durch zwei Disulfidbriicken miteinander verbunden.
Daneben befindet sich in der A-Kette noch eine intrachainare Disulfidbriicke.

Insulinanaloga unterscheiden sich vom Humaninsulin durch Substitution wenigstens

eines Aminosaurerestes und/oder Addition oder Entfernen wenigstens eines

25

30

Aminos&durerestes. Insulinanaloga kénnen entweder in anderen Spezies als dem
Menschen natirlich vorkommen oder sie kénnen kiinstlich hergestellt worden sein.
Insulinderivate enthalten chemisch modifizierte Aminosaurereste, die z.B. zusatzliche
Ester- oder Amidogrupppen enthalten, ansonsten aber die humane oder eine analoge
Aminosauresequenz zeigen.

In der Regel zeigen Insulinanaloga bzw. Insulinderivate gegentiber dem

unmodifizierten Humaninsulin eine veranderte Wirkungskinetik.
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Seit einigen Jahren werden das Humaninsulin und die Insulinanaloga bzw.
Insulinderivate durch die rekombinante DNA Technologie hergestellt. In industriellen
Verfahren wird zum Beispiel zuerst ein entsprechender precursor der Formel 1, das
Preproinsulin (PPI) hergestellt, aus dem durch enzymatische Spaltung das

5 Humaninsulin oder die Insulinanaloga hergestellt werden. Zum Beispiel besteht ein
gentechnologisches Verfahren zur Herstellung von Humaninsulin aus folgenden
Verfahrensschritten:

a) Fermentation der gentechnisch veranderten Mikroorganismen
10 b)' Ernten der Mikrobganismen und Zellaufschluf®
c) Isolierung der Einschluf&.k@rper mit dem uhgelésten Fusionsprotein
d) Auflosen des Fusionproteins mit korrekter Faltung der Peptidkette und mit
gleichzeitiger Schliefsung der Disulfidbriicken zum Preproinsulin
e) Enzymatische Spaltung des Preproinsulins zum Humaninsulin
15 f) Reiniguvng des Humaninsulins

g) Kristallisation des Humaninsulins und Trocknung des Abgabeprodukts

Bei der Herstellung eines Insulinanalogons ist die Aminoséuresequenz (der A- und B-
Kette) in den entsprechenden Bereichen des Preproinsulins bereits vorgegeben. Fir

20 die enzymatische Spaltung der verschiedenen Preproinsuline werden Proteasen, wie
zum Beispiel das Enzym Trypsin und falls notwendig zusétzlich das Enzym

Carboxypeptidase B verwendet.

25 Das Preproinsulin ist ein Protein der Formel 1,

30
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- 30

3
X
5
S S
(A7) ~ L (A20)
Gly Cys - Cys Cys Cys- R?-OH
(A1) (AB) (A11)
15
| S S
S S
R'-HN- Phe Cys Cys : Thr
25 - (B1) . (B7) (B19) (B30)
R'-B1-B30-X-A1-A20-R? 1)
in der
X a) ein genetisch kodierbarer Aminoséurerest oder
b) ein Peptid mit 2 bis 35 Aminosaureresten, wobei am Anfang und am
35 Ende des Peptids jeweils ein basischer Aminosaurerest, insbesondere
Arg steht, und fir den Fall, dass das Peptid aus mehr als 3
Aminosaureresten besteht, am Anfang und Ende des Peptids jeweils
zwei basische Aminosaurereste, insbesondere Arg und/oder Lys stehen,
40 R a) ein Wasserstoffatom,

b) ein genetisch kodierbarer Aminos&urerest oder

¢) ein Peptid mit 2 bis 15 Aminosaureresten,
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R? ein genetisch kodierbarer Aminosaurerest ist und

und die Reste A1 — A20 der Aminosauresequenz der A-Kette von Humaninsulin oder
einem Insulinanalogon entsprechen und die Reste B1 ~ B30 der Aminoséuresequenz

der B-Kette von Humaninsulin oder einem Insulinanalogon entsprechen.
Das Preproinsulin ist bevorzugt ein Protein der Formel 1, in der

X ein Peptid mit 35 Aminosaureresten mit der Sequenz der C-Kette von
Humaninsulin oder Affeninsulin, oder ein Peptid mit 29 Aminosauren mit
der Sequenz:

Arg-Asp—Val—Pro-Gln-VaI-Glu-Leu—Gly—Gly-G!y—Pro~Gly-A|a—GIy—Se‘r—Leu—
GIn-Pro-Leu-Ala-Leu-Glu-Gly-Ser-Leu-Gln-Lys-Arg (SEQ ID NO: 1)

R ein Peptid mit 2 bis 15 Aminosaureresten, an dessen Carboxylende der
Aminosaurerest Arg steht,

R? der Aminosaurerest Asn oder Gly steht,

und die Reste A1 — A20 der Aminosauresequenz der A-Kette von Humaninsulin

entsprechen und die Reste B1 — B30 der Aminoséauresequenz der B-Kette von

Humaninsulin oder einem Insulinanalogon entsprechen, bei dem in der B3-Position

~ Lys anstatt Asn und in der B29-Position Glu anstatt Lys stehen..

25

30

In der Prozessstufe — Aufldsen des Fusionsproteins mit korrekter Faltung der
Peptidkette und mit gleichzeitiger SchlieBung der Disulfidbriicken zum Preproinsulin —
entstehen neben dem erwlinschten monomeren Preproinsulin in einer
Konkurrenzreaktion auch polymere Formen des Preproinsulins. Diese polymeren
Preﬁroinsuline lassen sich aufgrund ihres hoheren Molekulargewichtes durch die
HPLC-GPC-Analyse oder durch die Methode der dynamischen Lichtstreuung

nachweisen. Um diese unerwiinschte Konkurrenzreaktion zurickzudrangen muss die
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-Anfangskonzentration des. Fusionsproteins mdglichst gering sein (De Bernadez et al.,

Meth. Enzym. 309:217, -1999): In der Praxis entsteht in dieser Prozessstufe das
Preproinsulin in einer Konzentration von ca. 0,5 bis 1 g/L. und zusatzlich findet man ca.
40 % hohermolekulare Anteile. Unter den héhermolekularen Anteilen befinden sich die
polymeren Preproinsuline. .
Es wurde im Rahmen dieser Erfindung tberraschenderweise gefunden, dass die
polymeren Formen der Preproinsuline die Stabilitét der Insuline auf den nachfolgenden
Prozessstufen negativ beeinflussen, indem sie die Denaturierung der nativen Insuline
induzieren. Es ist bekannt, dass wahrend der Reaktionskette der Denaturierung in
einem érsten reversiblen Schritt aus den gelésten monomeren [nsulinmolekiilen
lineare Aggregate entstehen, in denen die Wiederholungseinheiten durch
physikalische Adhé&sionskrafte zusammengehalten werden. In einer irreVersibIen
Folgereaktion entstehen aus den geltsten Aggregaten stabile unlésliche
Aggregatbiindel (Fibrillen), die ihrerseits in einem autokatalytischen Prozess die
Denaturierung nativer Insuline induzieren. Diese unltslichen Insulinfibrillen sind nicht
nur biologisch inaktiv, sondern sie kénnen auch zum Verstopfen von Injektionskantlen
bei der Applikation der pharmazeutischen Insulinpraparate fiihren. Daneben werden
sie auch fiir immunologische Unvertraglichkeitsreaktionen verantwortlich gemacht, die
gelegentlich wahrend der Therapie mit insulinpraparaten auftreten kdnnen (J.Brange
et al, J. Pharm. Sc. 1997, 86, 517-525; R.E. Ratner et al., Diabetes, 39, 728-733,
1990). ‘

In der weiteren Folge des Insulin-Herstellungsprozesses wird das Préproinsulin mit
Hilfe der Enzyme Trypsin und Carboxypeptidase B in Humaninsulin umgewandelt
(siehe Kemmler, W., Peterson, J.D.,-and Steiner, D.F., J. Biol. Chem., 246 (1971)
6786-6791). Dabei werden das Verbindungspeptid zwischen der A- und B-Kette (Xin
der Formel 1) und der Preteil am Aminoende der B-Kette (R"in der Formel 1)
abgespalten. Bei der enzymatischen Reaktion mit Trypsin werden nicht nur diejenigen
Peptidbindungen gespalten, deren Spaltung zum Humaninsulin fithrt, sondern in einer
konkurrierenden Reaktion auch andere Peptidbindungen, deren Spaltung zu mehreren
unerwlinschten Nebenprodukten fiihrt. Besonders unerwiinscht ist die Bildung von

des-Thr-Insulin durch zusatzliche Spaltung zwischen den Aminosaureresten B29 und
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B30 in Formel 1 (siehe EP 0 264 250 B1). Die Abtrennung dieses Nebenproduktes in
den nachfolgenden Reinigungsstufen flhrt zu groen Produktverlusten. Um diese
unerwiinschte Nebenreaktion zuriickzudréangen, muss die Anfangskonzentration an
Preproinsulin mdglichst hoch sein, d.h. im Bereich von 8 — 25 g/, entsprechend 1 —3
mM (siehe EP 0 264 250 B1). Diese Forderung steht im Gegensatz zu der im
vorvorgehenden Absatz erwéhnten Forderung.

~ Aus dem oben gesagten geht hervor, dalk es von Vorteil ist, zwischen der Herstellung
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des Preproinsulins und der Spaltung des Preproinsulins zum Insulin einen zusétzlichen
Prozessschritt einzufiihren, der die polymeren Preproinsuline méglichst vollstandig
entfernt und gleichzeitig die Konzentration des monomeren Preproinsulins maglichst
stark erhoht. Dass bei diesem Prozessschritt eine moglichst hohe Stufenausbeute
gewéh(leistet sein muss, ist eine zusatzliche Bedingung.

Es wurde deshalb vorgeschlagen (EP 0 600 372 B1), das Preproiﬁsulin anein -
hydrophobes Adsorberharz zu konzentrieren. Der Antragsteller konnte mit eigenen
Versuchen zeigen, dass dabei zwar ein hoher Konzentrierungsfaktor von F = 10 — 15
erreicht werden kann, aber praktisch keine Abtrennung der polymeren Preproinsuline
erfolgt. Ein weiterer Vorschlag (D.F. Steiner et al., Diabetes, 17 (1968), 725-736)
erwahnt die chromatographische Reinigung des Preproinsulins mit Hilfe eines
lonenaustauscherharzes. In-eigenen Versuchen koﬁnte mit einem
Anionenaustauscherharz nur ein Konzentrierungsfaktor von F = 5 und eine Abtrennung
der hohermolekularen Anteile bis auf ca. 5 % erreicht werden. Mit einem
Kationenaustauscherharz wurden zwar die héhermolekularen Anteile bis auf ca. 1 %
abgetrennt, aber die Bindungskapazitat des Harzes fiir das Preproinsulin erwies sich
als unbefriedigend.

- Es wurde nun tiberraschend gefunden, dass die Kombination von einer

30

Chromatographie an einem Anionenaustauscherharz im DurchfluBmodus mit einer
direkt anschlieRenden Chromatographie an einem Kationenaustauscherharz im
Adsorptionsmodus deutlich bessere Resultate lieferte. Die vorliegende Erfindung

bezieht sich deshalb auf ein Verfahren zur effektiven Abtrennung der
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héhermolekularen Substanzen aus einer wassrigen Lésung des Preproinsulins bei

gleichzeitiger hoher Konzentrierung des monomeren Preproinsulins.

Erfindungsgemaf wird eine verdiinnte wassrige Losung eines Preproinsulins, wie sie
5 wéahrend des Herstellungsprozesses von Insulin entsteht, bei pH 7,0 bis 9,0,

vorzugsweise bei pH 7,5 bis 8,5 und einer Leitfahigkeit von 5 bis 7 mS/cm Uber eine
Vorsaule gepumpt, die mit einem Anionenaustauscherharz, z.B. Source 30 Q, gefiillt
ist. Dabei wird das monomere Preproinsulin nicht an das Harz gebunden, sondern lauft
mit dem Permeat durch die Saule. Im Gegensatz dazu wird der grofte Teil der

10 hdhermolekularen Substanzen, inklusive der polymeren Preproinsuline, an das Harz
adsorbiert.undi damit vom Preproinsulin abgetrennt. Das Wertstoff-haltige Permeat
dieser Vorséaule wird in line mit Salzsaure auf pH 3,0 bis 5,5, vorzugsweise auf pH 4,0
bis 5,0 eingestellt und anschlieRend direkt auf eine zweite Saule gepumpt, die mit
einem Kationenaustauscherharz, z.B. Source 30 S, gefillt ist. An dieses Harz wird das

15 Preproinsulin adsorbiert und Verunreinigungeh werden mit dem Permeat aus der |
Séaule gespllt. Mit Hilfe eines Elutionspuffers, der Natriumchlorid mit einer linear
ansteigenden Konzentration von 1 bis 20 g/L, vorzugsweise 2,5 bis 15,0 g/L ehthélt,
wird das Preproinsulin desorbiert. Das gereinigte Preproinsulin wird in einer
Hauptfraktion aufgefangen, wogegen weitere Verunreinigungen in einer Vor- und

20 Nachfraktion abgetrennt werden. In der Hauptfraktion, die > 90 % der Ausgangsmenge
an Preproinsulin enthielt, wurde eine Konzentration von 15 bis 20 g/l gemeésen
(Konzentrierungsfaktor F = 20 — 25). Die héhermolekularen Substanzen wurden bis auf
einen Anteil von < 0,1 % abgetrennt. Das auf diese Weise gereinigte Preproinsulin
kann durch Kristallisation aus der L8sung zwischenisoliert werden oder die Lésung ~ -

25 kann direkt der Prozessstufe der enzymatischen Spaltung zugefiihrt werden.

Gegenstand der Erfindung ist somit ein Verfahren zur chromatographischen Reinigung

von Preproinsulin der Formel 1,

30
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8
X
(A7) _ (A20)
10 Gly Cys - Cys Cys Cys - R?- OH
(A1) (AB) (A11)
S S
20 S : S
R"-HN- Phe Cys —Cys Thr
(B1) (B7) (B19) (B30)
25
R'-B1-B30-X-A1-A20-R? (1)
in der
30
X a) ein genetisch kodierbarer Aminosaurerest oder

b) ein Peptid mit 2 bis 35 Aminos&ureresten, wobei am Anfang und am
Ende des Peptids jeweils ein basischer Aminosaurerest, insbesondere
Arg steht, und flir den Fall, dass das Peptid aus mehr als 3

35 Aminosé&ureresten besteht, am Anfang und Ende des Peptids jeweils

zwei basische Aminosaurereste, insbesgndere Arg und/oder Lys stehen,
R’ a) ein Wasserstoffatom,
b) ein genetisch kodierbarer Aminosaurerest oder

40 c) ein Peptid mit 2 bis 15 Aminosé&ureresten,

R? ein genetisch kodierbarer Aminosaurerest ist und
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und die Reste A1 — A20 der Aminosauresequenz der A-Kette von Humaninsulin
oder einem Insulinanalogon entsprechen und die Reste B1 — B30 der
Aminosauresequenz der B-Kette von Humaninsulin oder. einem Insulinanalogon
entsprechen;

bei dem hdhermolekulare Substanzen aus einer waRrigen Losung des Preproinsulins
durch eine erste Chromatographie an einem Anionenaustauscher im Durchflussmodus
und eine anschlieRende zweite Chromatographie an einem Kationenaustauscher im

Adsorptionsmodus abgetrennt werden;
wobei das Preproinsulin folgende Aminos&uresequenz haben kann:

Ala—Thr-Thr—Ser—Thr—GIy—Asn‘-Ser—Ala-A'rg-P'he-Val-Asn-GIn-His-Leu-Cys—GIy-
Ser~His-Leu-VaI-Glu-Ala-Leu-Tyr—Leu-ValFCys-Gly-G|u-Arg-G|y,-Phe-Phe-Tyr-
Thr-Pro-Lys-Thr-Arg-Arg-Glu-Ala-Glu-Asp-Pro-Gin-Val-Gly-Gin-Val-Glu-Leu-
‘Gly-GIy—Gly—Pro-GIy-Ala~Gly—Ser-Leu-Gln-Pro-Leu-AIa-Leu-GIu-Gly—Ser—Leu-
GlIn-Lys-Arg-Gly-lle-Val-Glu-GIn-Cys-Cys-Thr-Ser-lle-Cys-Ser-Leu-Tyr-Gln-Leu-
Glu-Asn-Tyr-Cys-Asn; (SEQ ID NO: 2)

Ala-Thr-Thr-Ser—Thr—Gly—Asn-Ser—Ala-Arg-Phe-VaI-Asn-GIn-His-Leu-Cys~Gly-
Ser—His-Leu-Val-Glu-Ala-Leu-Tyr-Leu-VaI-Cys-GIy-Glu-AEg-Gly-Phe-Phe-Tyr—
Thr-Pro-Lys¥Thr-Arg-Arg-Glu—Ala-Glu-Asp-Pro-GIn-VaI-GIy-GIn-Val-GIu-Leu-
Gly-Gly-Gly-Pro-Gly-Ala-Gly-Ser-Leu-Gln-Pro-Leu-Ala-Leu-Glu-Gly-Ser-Leu-
Gin-Lys-Arg-Gly-lle-Val-Glu-GIn-Cys-Cys-Thr-Ser-lle-Cys-Ser-Leu-Tyr-Gln-Leu-
Glu-Asn-Tyr-Cys-Gly; (SEQ ID NO: 3)

Ala-Thr-Thr-Ser-Thr-Gly-Asn-Ser-Ala-Arg-Phe-Val-Lys-GIn-His-Leu-Cys-Gly-
Ser-His-Leu-Val-Glu-Ala-Leu-Tyr-Leu-Val-Cys-Gly-Glu-Arg-Gly-Phe-Phe-Tyr-
Thr-Pro-Glu-Thr-Arg- Asp-Val-Pro-GIn-Val-Glu-Leu-Gly-Gly-Gly-Pro-Gly-Ala-
Gly-Ser-Leu-GIn-Pro-Leu-Ala-Leu-Glu-Gly-Ser-Leu-GIn-Lys-Arg-Gly-lle-Val-Glu-
GIn-Cys-Cys-Thr-Ser-lle-Cys-Ser-Leu-Tyr-Gln-Leu-Glu-Asn-Tyr-Cys-Asn (SEQ
ID NO: 4).
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10

Ein weiterer Gegenstand. der Erfindung ist ein Verfahren wie oben beschrieben zur
Abtrennung von Fremdsubstanzen aus den Lésungen von P'reproinsulinen, welcf;e die
Denaturierung von Insulin induzieren.

5 .
Ein weiterer Gegeristand der Erfindung ist ein Verfahren wie oben beschrieben,
dadurch gekennzeichnet, dass die zweite Chromatographie bei einem-pH-Wert von 3,0
bis 5,5 durchgefihrt wird. '

10 Ein weiterer Gegenstand der Erfindung ist ein Verfahren wie oben beschrieben,
dadurch gekennzeichnet, dass die zweite Chromatographie bei-einem Druck von 1 bis
30 bar durchgefiihrt wird.

Ein weiterer Gegenstand der Erfindung ist ein Verfahren zur Herstelluhg von Insulin
15 durch Expression ungefalteten Preproinsulins, umfassend die Schritte:
a) Fermentation von gentechnisch veranderten Mikroorganismen, welche ungefaltetes
Preproinsulin exprimieren
b) Ernten der Mikrooganismen und Zellaufschluf
c) Isolierung der EinschluRkérper mit ungeléstem, ungefalfeten Preproinsulin
20 d) Auflésen des Preproinsulins mit korrekter Faltung der Peptidkette und mit
gleichzeitiger SchlieBung der Disulfidbriicken zum Preproinsulin und
anschlieffendem Durchlaufen eines Verfahren zur chromatographischen Reinigung
von Preproinsulin der Formel 1 wie oben beschrieben
e) Enzymatische Spaltung des Preproinsulins zum Humaninsulin
25 f) Reinigung des Humaninsulins

Q) Kristallisation des Humaninsulins und Trocknung

Im folgenden wird die Erfindung anhand der Beispiele naher erlutert, ohne sich darauf
30 zu beschrénken.
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11
Beispiele:

Far die in den nachfolgenden Beispielen 1 bis 3 beschriebene Reinigung
verschiedener Preproinsuline der Formel 1 wurde die Ausgangslésung in bekannter

5 Weise (EP 0489 780 und EP 0 600 372) entsprechend den oben erwahnten
Prozessstufen a, b, ¢ und d wie folgt hergestellt:

Wahrend der Fermentation der Mikroorganismen (Prozessstufe a) wurden in den E.-
Coli-Zellen Einschluf&kéfper gebildet, die das Fusionsprotein mit der '

10 Aminosauresequenz des Preproinsulins enthielten. Nach Beendigung der
Fermentation wurden die Zellen durch Zentrifugation isoliert und durch die tbliche
Hochdruckhomogenisation aufgeschlossen (Prozessstufe b). Die dabei freigesetzten
unléslichen EinschluRkdrper wurden durch Zentrifugation isoliert und auf der
Zentrifuge mit Wasser gewaschen (Pfozessstufe ¢). In der nachfolgenden

15 Prozessstufe d wurden die Fusionsprotein-Einschlusskdrper in einer 8 M
Guanidinhydrochlorid-Lésung bei pH 10,8 geldst. Nach Verdiinnen mit Wasser und
Zugabe von Cysteinhydrochlorid wurde das Fusionsprotein bei pH 10,8 und 4 °C unter
Schlieung der 3 Disulfidbriicken zu dem Preproinsulin der Formel 1 gefaltet.
Anschliefiend wurde die Losung mit 10 %iger Salzséure auf pH 5 eingestellt und dabei

- 20 Fremdproteine ausgefallt, die durch Zentrifugation abgetrennt wurden. Der
Zentrifugentberstand enthielt 0,6 bis 0,8 g/L monomeres Preproinsulin. Die Reinheit
des Preproinsulins wurde mit der HPLC-RP-Analyse zu ca. 65 Flachen-% bestimmt.
Mit der HPLC-GPC-Analyse wurde ein Anteil von ca. 45 Flachen-% héhermolekulare
Verunreinigungen ermittelt.

25 HPLC-RP-Analyse

Saule: LiChroCART 250-4 der Fa. Merck (Superspher 100-RP18¢)
Instrument: Waters 2690
Software: Waters Millenium

30 Gradient: A: 25 Vol-% Acetonitril, 0,3 M NaCl in 0,05 M Phosphatpuffer

pH 2,5
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Temperatur:
Aufgabevolumen: A
Gesamtlaufzeit:
Flulrate:

10 Detektion:
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B: 65 Vol-% Acetonitril, 0,05 M NaCl in 0,05 M Phosphatpuffer pH
2,5 -

Der Gradient ist gekennzeichnet durch die folgenden Mengen von
Puffer B nach den entsprechenden Laufzeiten:

0 Min. 4,0 % ; 20 Min. 17,0 % ; 30 Min. 37,0 % ; 40 Min. 4,0 %
35°C -

10 pi

55 Min.

1,0 mi/Min.

214 nm (Waters 2487)

Zur Ermittlung des Gehalts an Preproinsulin in der Aufgabelésung wurde der Quotient

aus der Peakflache des Preproinsulins in der Analyéenprobe und der entsprechenden

Peakflache einer Standardsubstanz gebildet. Fur die Ermittlung des Reinheitsgrades

15 wurde der'Qudtient aus der Peakflache des Preproinsulins und der Summe der

Peakfléchén von allen eluierbaren Substanzen in der Analysenprobe gebildet.

HPLC-GPC-Analyse

20
Saule:
lnstrumehf:
Software:
Stationare Phase:
25 Trenngrenzen:
Mobile Phase:

Gradient:
Temperatur:

30 Aufgabevolumen:
Gesamtlaufzeit:
FluBrate:

2 Saulen in Serie, Edelstahl L = 300 mm; ID = 7,8 mm

Pumpe: Waters 510 / Autosampler: Wisp 717
Waters Millenium

Shodex Protein KW 802.5 120-7-Diol

2 000 bis 80 000 Dalton .

30 Vol-% Acetonitril, 3,5 M Essigsaure, pH 3,0 eingestellt mit
Ammon.iakwasser

isocratic

Raumtemperatur

100

65 Min.

0,5 ml/Min
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Detektion: 276 nm (Waters 2487)

Zur Ermittlung des 'Anteils an hohermolekularen Substanzen wurde der Quotient aus
den Peakflachen aller hdhermolekularen Substanzen, die zeitlich vor dem monomeren
Preproinsulin eluiert wurden, und der Summe der Peakflichen von allen eluierbaren
Substanzen gebildet. Die Retentionszeit fir das monomere Preproinsulin wurde mit
einer Standardsubstanz ermittelt. |

Beispiel 1
Aus dem entsprechend gentechnisch modifizierten E.-Coli-Zellen wurde nach
Abschluf} der oben erwahnten Prozessstufen a, b, ¢ und d eine Lésung des

Preproinsulins mit folgender Aminos&uresequenz erhalten:

Ala-Thr-Thr-Ser-Th r—Gly—Asn-Ser—AIa-Arg-Phe—Val—Asn-Gln—His—Leu—Cys4GIy-Ser-H is-
Leu-Val-GIu-Ala-Leu-Tyr-Leu-VéI-Cys-Gly—GIu-Arg-GIy-Phe—Ph‘e-Tyr-Thr-Prd-Lys-Thr-

' Arg-Arg-Glu-Ala-GIu-Asp-Pfo-Gln-Val—Gly-GIn-VaI-Glu;Leu-GIy-GIy-GIy-Pro-GIy—AIa—

20

25

30

GIy—Ser-Leu-Gln-Pro-Leu-Ala—Leu—Glu-GIy-Ser-Leu-GIn—Lys—Arg-GIy-lIe-VaI-GIu-GIn-
Cys-Cys-Thr-Ser-lle-Cys-Ser-Leu-Tyr-Gln-Leu-Glu-Asn-Tyr-Cys-Asn (SEQ ID NO: 2)

Dieses Preproinsulin entspricht der Formel 1, dabei ist

X _ eine Peptidkette mit 35 Aminosaureresten mit der Sequenz des C-
Peptids vom Affen o

R1"° eine Peptidkette mit 10 Aminosaureresten mit der Sequenz:
Ala-Thr-Thr-Ser-Thr-Gly-Asn-Ser-Ala-Arg (SEQ ID NO: 5)

R2 der Aminosaurerest Asn (identisch mit A21 der A-Kette vom
Humaninsulin) '
A1-A20 Peptidkette mit der Sequenz (nur A1 bis A20) der A-Kette vom

Humaninsulin
B1-B30 Peptidkette mit der Sequenz der B-Kette vom Humaninsulin
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Zur Reiniguhg der Preproinsulin-Losung wurde eine Apparatur verwendet, die

hauptséchlich aus zwei in Reihe angeordneten Chromatographie-S&ulen und einem

dazwischen angeordneten Rilhrgefal bestand. In dem Ruhrgefal wurde inline der pH-
5 Wert der Losung zwischen den beiden Saulen umgestellt.

" In der ersten Chromatograhie-Saule (Hersteller: Pharmacia, Durchmesser: 5 cm)
wurde ein Gelbett (Betthdhe: 14 cm, Bettvblumen: 275 ml) mit dem
Anionenaustauscherharz DEAE-Sepharose fast flow (Hersteller: Pharmacia Biotech;

10 Prod.-Nr. 17-0709-05) hergestellt. Die Saule wurde von oben nach unten und bei
Normaldruck von 1 bar betrieben. Die Flussrate betrug 2000 ml/h. Vor der Saule waren
ein Mehrwegeventil, eine Aufgabepumpe (Ismatec MV) und eine Blasenfalle installiert.
Uber das Mehrwégventil wurden nacheinander folgende Lésungen:

15 8,1 L Aufgabeldsung
23 L Verdréngungspuffer
1,4 L. Waschpuffer
1,4 L Regenerationsldsung
2 L Equilibrierpuffer
20 | |
auf die Saule gepumpt. Nach der S&ule war eine UV-Sonde (275 nm mit
Messwertregistrierung) und ein weiteres Mehrwegeventil installiert. Uber das zweite
Mehrwegventil wurden ca. 10,2 L Permeatfraktion in das oben erwahnte Riihrgefafl
‘und anschlieRend ca. 1 L Waschfraktion in ein Sammelgefal} geleitet. Die librigen
25 Permeate wurden (ber das Mehrwegeventil in den Biokanal entsorgt. |
Die Chromatographie an dem Anionenaustauscher wurde im Durchflussmodus
betrieben, d.h. die Bedingungen (pH 8,3 ; LF = 6,1 mS/cm) wurden so gewahlt, dass
der Wertstoff Preproinsulin nicht an das Gel gebunden, sondern wéhrend der
Produktaufgabe mit dem Permeat durch die Saule gespult wurde. Dagegen wurden
30 Verunreinigungen an das Gel adsorbiert und mit dem Waschpuffer und der

Regenerierlosung ausgeschleust.
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Die verwendeten Lésungen hatten folgende Zusammensetzung:
Aufgabeldsung fiir Saule 1: ”

Ausgangsltsung 8,0 L
(Zentrifugentiberstand)
Natriumchlorid-Losung 25 %ig 100 ml mi/L
(wiw) | 12,5 |
Natronlauge 10 %ig (wiw) ca. 45 ml milL

| 0,6

| pH 83 |
Leitfahigkeit , LF 6,1 mS/c .
| m
Temperatur | éa. 5 °C
Gereinigtes Wasser , 1 L
Tfis-(hydroxyrﬁethyl)- 4,0 g/L
aminomethan . -
Natriumchlorid 25 g/L
Salzsaure 25 %ig (w/w) ca. 25 ml/L .
pH 8,0 |

Leitfahigkeit ca. 5,7 mS/cm
Temperatur Raumtemperatur
Gereinigtes Wasser 1 L
Tris-(hydroxymethyl)- 5,0 g/L
aminomethan
Natriumchlorid 15 g/l
Salzsaure 25 %ig (wiw) . ca 3 miiL

pH 8,0
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Leitfahigkeit o ca. 24 mS/cm

Temperatur Raumtemperatur

Regenerationslosung fur Saule 1 und 2:

Gereingtes Wasser 091 L
Natriumchlorid 40 g 40 gL
Natronlauge 33 %ig (w/w) 0,09 L 1 mol/L

Equilibrierpuffer fur Saule 1:

Gereinigtes Wasser 1 L
Tris-(hydroxymethyl)- , .50 . gL
aminomethan
Natriumchlorid 2,0 g/L
Salzséuré 25 %ig (wiw) ca. 3 ml/L
‘ pH 8,0

Leitfahigkeit ca. 51 mSic

| m
Temperatur

Raumtemperatur

Im Saulenauslauf wurde die Permeatfraktion, die den Wertstoff Preproinsulin enthielt,
und die Waschfraktion, die den gréfiten Teil der hdhermolekularen Verunreinigungen
enthielt, aufgefangen:
10
1. ca. 10,2 L Permeatfraktion
(mit Beginn der Aufgabelésung, ab UV-Wert 20 %
aufsteigend
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bis UV-Wert 35 % absteigend, wahrend der Produkt-
Verdrangung)

2. ca. 1. L Waschfraktion
5 (wahrend der Aufgabe des Waschpuffers, ab UV-Wert 30 %
‘ aufsteigend bis UV-Wert 40 % absteigend)

Alle Ubrigen Permeate wurden in den Biokanal entsorgt.
10 Das im Auslauf der Saule 1 gemessene UV-Diagramm ist in Figure 1 gezeigt.

Die Permeatfraktion der ersten S&aule wurde.in dem Zwischengefé.ls (Nennvolumen: 4
L, mit Ruhrer, pH-Sonde und Einleitungsrohr) inline mit 90 %iger Milchs&ure auf pH '
3,5 eingestellt und anschlieRend direkt auf die zweite Chromatographie-Saule

15 gepumpt.

In der zweiten Chromatographie-Saule (Hersteller: Pharmacia, Durchmesser: 5 cm)
wurde ein Gelbett (Betthdhe: 10,5 cm, Bettvolumen: 206 mi) mit dem
Kationenaustauscher Source 30 S (Hersteller: Pharmacia Biotech; Prod.;Nr.: 17-1273- |
20 04) hergestellt. Die Saule wurde von oben nach unten und bei Normaldruck von 1 bar
betrieben. Die Flussrate betrug ebenfalls 2000 mi/h. Vor der Saule war ein
MehrWegeventil, eine Aufgabepumpe und eine Blasenfalle installiert. Uber das

Mehrwegeventil wurden nacheinander folgende Lésungen:

25 10,2 L Aufgabeldsung ( = Permeatfraktion der saule 1, auf pH 3,5
eingestellt)
0,5 L Verdrangungspuffer
3,0 L Elutionspuffer A/B (aus gleichen Teilen A und B)
2,3 L Regenerationslésung
30 2 L Equilibrierpuffer
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auf die Saule gepumpt. Nach der Séule war eine UV-Sonde (275 nm mit
Messwertregistrierung) und ein weiteres Mehrwegeventil installiert. Uber das zweite
‘Mehrwegeventil wurden ca. 1 L Hauptfraktion in ein Sammelgefaly geleitet. Die Ubrigen
Permeate wurde Uber das Mehrwegventil in den Biokanal entsorgt.
5 : |

Die Chromatographie an dem Kationenaustauscher wurde im Adsorptionsmodus
betrieben, d.h. der Wertstoff Preproinsulin wurde wahrend der Produktaufgabe an das
Gel adsorbiert und (nach dem Verdréngen der Aufgabeldsung) mit dem Elutionspuffer
A/B wieder desorbiert. Um einen optimalen Reinigungseffekt zu erzielen, wurde ein

10 linear ansteigender Natriumchlorid-Gradient im Elutionspuffer angewendet.
Die verwendeten Losungen hatten folgende Zusammensetzu-hg:

Aufgabeldsung fur Saule 2:

Permeatfraktion der Saule ca. 10,2 L
1
Milchsaure 90 %ig 14,3 ml ml/L
* . 1,4
pH 3,5
Leitfahigkeit ca. 6,3 mS/cm
Temperatur ca. 5 °C
15
Verdréngungspuﬁer,fﬂr Saule 2:
Gereinigtes Wasser 1 L
Milchsaure 90 %ig 8,3 - mi mol/L
. 0,1
Natriumchlorid 2,5 g .g/L
2,5
Natronlauge 10 %ig (w/w) ca. 8 ml
' pH 35

Leitfahigkeit ca. 8 mS/c
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m
Temperatur Raumtemperatur
Elutionspuffer A flir Saule 2:

PCT/EP2003/007820

Der Elutionspuffer A ist mit dem Verdrangungspuffer fiir die Saule 2 identisch.

Elutionspuffer B fir Saule 2:

Gereinigtes Wasser | L
Milchsaure 90 %ig 8,3 ml
Natriumchilorid 15,0 g
Natronlauge 10 %ig (w/w) ca. 7 mi
| pH 3,5
Leitfahigkeit : ca. 25 mS/c
’ m
Temperatur R‘aumtemperatur
Regenerationsldsung fiir Saule 1und 2:
Gereinigtes Wasser : 0,91 L
Natriumchilorid 40 g
Natronlauge 33 %ig (w/w) 0,09 L
Equilibrierpuffer fur Saule 2:
Gereinigtes Wasser 1 L
Milchs&ure 90 %ig 8,3 g
Natriumchlorid - 2,9 g/L

mol/L
0,1
’ g/L
15,0 '
40 gL
1 mollL
0,1 mol/L
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Natronlauge 10 %ig (w/w) ca. - 9 mi
pH 3,5
Leitfahigkeit ca. 8,5 mS/cm
Temperatur . Raumtemperatur. -

Im Saulenauslauf wurden die Hauptfréktion, die den Wertstoff Preproinsulin enthielt,

aufgefangen:

éa. 1,0 L Hauptfraktion
(wéhrend der Elution, ab UV-Wert 65 % aufsteigend bis UV-
Wert 76 % absteigend)

10 Alle ubrigen Permeate wurden in den Biokanal verworfen.
Das im Auslauf der Saule 2 gemessene UV-Diagramm ist in Figure 2 gezeigt.

In der gereinigten Lésungi(Hauptfraktion der S&ule 2) wurden 15 g/L Preproinsulin mit
15 einem Reinheitsgrad. von 89 Flléchen-r% gemessen (HPLC-RP-Analyse). Die Ausbeute

betrug 91 % bezogen auf die Menge an Preproinsulin in der Ausgangsltsung. Mit der

HPLC-GPC-Analyse wurden 0,2 Flachen-% hohermolekulare Anteile bestimmt.

20 Beispiel 2

Aus dem entsprechend gentechnisch modifizierten E.-Coli-Zellen wird nach Abschiuf
der oben erwéhnten Prozessstufen a, b, ¢ und d eine Lésung des Preproinsulins mit
folgender Aminosauresequenz erhalten:

25 ,
Ala-Thr-Thr-Ser-Thr-Gly-Asn-Ser-Ala-Arg-Phe-Val-Asn-Gln-His-Leu-Cys-Gly-Ser-His-
Leu-VaI—GIu-Ala-Leu-Tyr-Leu-VaI;Cys—Gly-Glu-Arg-Gly-Phe-Phe-Tyr—Thr—Pro-Lys-Thr-
Arg-Arg-Glu-Ala-Glu-Asp-Pro-Gin-Val-Gly-GIn-Val-Glu-Leu-Gly-Gly-Gly-Pro-Gly-Ala-
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GIy'-Ser—Leu-GIn—Pro—Leu-AIa-Leu-Glu-GIy-Ser-Leu-Gln-Lys-Arg-Gly-lIe-VaI-GIu-GIn-
Cys-Cys-Thr-Ser-lle-Cys-Ser-Leu-Tyr-GIn-Leu-Glu-Asn-Tyr-Cys-Gly (SEQ ID NO: 3)

Dieses Preproinsulih entspricht der Formel 1, dabei ist

X eine Peptidkette mit 35 Aminos&ureresten mit der Sequenz des
C-Peptids vom Affen ‘

R1 eine Peptidkette mit 10 Aminos&ureresten mit der Sequenz:
Ala-Thr-Thr-Ser:Thr-Gly-Asn-Ser-Ala-Arg (SEQ ID NO: 5)

R2 der Aminosaurerest Gly

A1-A20 Peptidkette mit der Sequenz (nur A1 bis A20) der A-Kette vom
Humaninsulin

B1-B30 Peptidkette mit der Sequenz der B-Kette vom Humaninsulin

Zur Reinigung der Preprqinsulin-Lésung wurde wieder eine Apparatur verwendet, die
hauptsachlich aus zwei in Reihe angeordneten Chromatographie-Saulen und einem
dazwischen angeordneten Rihrgefal bestand. In dem Ruhrgefall wurde inline der pH-
Wert der Lésung zwischen den beiden Saulen umgestellt. Die Apparate fiir die zweite
Chromatographie-Stufe_waren druckstabil ausgelegt.

Die Chromatographie auf der Saule 1 und die Umstellung des pH-Wertes in dem
Zwischengefall wurde wie im Beispiel 1 beschrieben durchgefiihrt, so dass die

Beschreibung und die Werte hier nicht noch einmal genannt werden.

In der zweiten Chrométbgréphie—Séule (Hersteller: Prochrom, Durchmesser: 5 cm,
Material: Edelstahl) wurde ein Gelbett (Betthdhe: 10 cm, Bettvolumen: 196 ml) mit dem
Kationenaustauscher Source 30 S (Hersteller: Pharmacia Biotech; Prod.-Nr.: 17-1273-

04) hergestellt. Die Saule wurde von oben nach unten und bei einem Arbeitsdruck von

10 bar betrieben. Die Flussrate betrug 3500 ml/h. Vor der Saule war ein

Mehrwegeventil, eine Aufgabepumpe (Hersteller: Besta; Typ: HD2-300) installiert.
Uber das Mehrwegeventil wurden nacheinander folgende Lésungen:
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10,2 L Aufgabeltsung ( = Permeatfraktion der Saule 1, auf pH 4,6
eingestellt)
0,5 L Verdrangungspuffer :
3,0 L Elutionspuffer A/B (aus gleichen Teilen A und B)
5 2,3 L Regenerationslésung
2 L Eaquilibrierpuffer -
~ auf die Saule gepunﬁpt. Nach der Saule war eine UV-Sonde (275 nm mit
Messwertregistrierung) und ein weiteres Mehrwegeventil installiert. Uber das zweite
Mehrwegeventil wurde die Hauptfraktion, die das gereinigte Preproinsulin enthielt, in
10 ein SammelgefaR geleitet. Die lbrigen Permeate wurden tiber das Mehrwegventil in

den Biokanal entsorgt.

Die Chromatograph'ie an dem Kationenaustauscher wurde im Adsorptionsmodus

betrieben, d.h. der Wertstoff Preproinsulin wurde wéahrend der Produktaufgabe an das
15 Gel adsorbiert und (nach dem Verdrangen der Aufgabeldsung) mit dem Elutionspuffer

A/B wieder desorbiert. Um einen optimalen Reinigungseffekt zu erzielen, wurde ein

linearer Natriumchlorid-Gradient im Elutionspuffer angewendet.

Die verwendeten Lésungen hatten folgende ZUsammensetzung:

20
Aufgabeldsung fur Saule 2:
Permeatfraktion der Saule 1 ca. 102 L
Milchs&ure 90 %ig 12,2 ml 1,2 ml/L
- pH 46
Leitfahigkeit - ca. - 6,7 mS/c
m
Temperatur ca. ' 5 °C

Verdréngungspuffer fur Saule 2:
Gereinigtes Wasser 1 L
Milchsaure 90 %ig 8,3 ml mol/L
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. 0,1

Natriumchlorid 25 g g/lL
2,5
Natronlauge 10 %ig (w/w) ca. 27 ml
pH 4,6
Leitfahigkeit ca. 8 mS/cm
Temperatur
Raumtemperatur

Elutionspuffer A fiir Saule 2:

Der Elutionspuffer A ist mit dem Verdrangungspuffer fir die Saule 2 identisch.

Elutionspuffer B fur Saule 2:

Gereinigtes Wasser 1 L
Milchsaure 90 %ig ‘ 83 mil o mol/L
: 0,1

~ Natriumchlorid 15,0 ¢ g/L
| | 15,0

Natronlauge 10 %ig (w/w) ca. 27 mi

| pH 4.6

Leitfahigkeit ca. 25 mS/cm

M Temperatu‘r‘ »
Raumtemperatur

Regenerationsldsung fiir Saule 1 und 2:

Gereinigtes Wasser 0,91 L

Natriumchlorid 40 g 40 g/l

Natronlauge 33 %ig (w/w) 0,09 L 1 mol/L
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Equilibrierpuffer fur Saule 2:
Gereihigtes Wasser ' 1 L
Milchsaure 90 %ig : 83 ¢ mol/L
0,1
Natriumchlorid ' 29 gL
Natronlauge 10 %ig (w/w) ca. 26 mi
pH 4,6
Leitfahigkeit ca. 8,7 mS/cm
Temperatur |
Raumtemperatur

Im Saulenauslauf wurden die Hauptfraktion, die den Wertstoff Preproinsulin enthielt,

5 aufgefangen:

ca. 09 L Hauptfraktion
(wahrend der Elution, ab UV-Wert 65 % aufsteigend bis UV- '
Wert 76 % absteigend)
10 Alle Gibrigen Permeate wurden in den Biokanal verworfen.
In der gereinigten L&sung (Hauptfraktion der Saule 2) wurden 17 g/L Preproinsulin mit
einem Reinheitsgrad von 93 Flachen-% gemessen (HPLC-RP-Analyse). Die Ausbeute
betrug 92 % bezogen auf die Menge an Prepfoinsulin in der Ausgangslésung. Mit der
HPLC-GPC-Analyse wurden <0,1 Flachen-% héhermolekulare Anteile bestimmt.
15

Beispiel 3
Aus dem entsprechend gentechnisch modifizierten E.-Coli-Zellen wird nach Abschlufy

20 der oben erwahnten Prozessstufen a, b, ¢ und d eine Ldésung des Preproinsulins mit

folgender Aminosauresequenz erhalten:
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Ala—Thr—Thr-Ser—Thr—GIy—Asn-Ser-AIa—Arg-Phe-VaI-Lys-Gln-His-Leu-Cys—Gly-Ser-His-
Leu-Val-Glu-Ala-Leu-Tyr-Leu-Val-Cys-Gly-Glu-Arg-Gly-Phe-Phe-Tyr-Thr-Pro-Glu-Thr-
Arg- Asp-Val-Pro-GIn-Val-Glu-Leu-Gly-Gly-Gly-Pro-Gly-Ala-Gly-Ser-Leu-GIn-Pro-Leu-
Ala-Leu—GIu-GIy—Ser—Leu-GIn-Lys—Arg-GIy-lIe-VaI-GIu-GIn-Cys-Cys—Thr-Ser—Ile-Cy_s-
Ser—Leu-Tyr—Gln-Leu-GIu-Asn-Tyr—Cys-Asn (SEQ ID NO: 4~)

Dieses Preproinsulin entspricht der Formel 1, dabei ist

X eine Peptidkette mit 29 Amindséureresten mit der Sequenz:
Arg- Asp-Val-Pro-GIn-Val-Glu-Leu-Gly-Gly-Gly-Pro-Gly-Ala-Gly-Ser-Leu-
Gln-Pro-Leu-Ala-Leu—GIu-GIy—Ser—LeU-GIn-Lys—Arg (SEQ ID NO: 1)

R1 . eine Peptidkette mit 10 Aminos&ureresten mit der Sequenz:
AIa-Thr—Thr-Ser-Thr-GIy—Asn—S’er-AIa—Arg (SEQ ID NO: 5)

R2 der Aminoséaurerest Asn (A21 der A-Kette vom Humaninsulin) -

A1-A20 Peptidkette mit der Sequenz (nur A1 bis A20) der A-Kette vom
Humaninsulin B1-B30Peptidkette mit einer analogen Sequenz zur B-
Kette vom Humaninsulin, d.h. mit einem Austausch von Lys gegen Val in
der Position B3 und einem Austausch von Glu gegen Lys in Position B29.

_Zur Reinigung der Preproinsulin-Lésung wurde die gleiche Apparatur verwendet, die

im Beispiel 1 verwendet wurde.

Far die Chromatographie auf der Saule 1 wurde diesmal das Anionenaustauscherharz

- Source 30 Q (Hers’teller: Pharmacia Biotech; Prod.-Nr.: 17-1275-04) verwendet. Zur
. Regeneration dieses Gels wurde die doppelte Menge an Regenerationslésung im .

25

30

Vergleich zu den Beispielen 1 und 2 gebraucht. Die tibrigen Parameter der ersten
Chromatographie, wie Zusammensetzung und Volumina der Lésungen, waren die

gleichen wie in den Beispielen 1 und 2 beschrieben.

Ebenso wurde die Umstellung des pH-Wertes in dem Zwischengeféli wie im Beispiel 1
beschrieben durchgefiihrt.



WO 2004/013176 PCT/EP2003/007820
26
Die zweite Chromatographie wurde diesmal bei einem Arbeitsdruck von 15 bar

durchgefiihrt. Alle Ubrigen Parameter der zweiten Chromatographie waren die gleichen
wie im Beispiele 2 beschrieben.

In der gereinigten Losung (Hauptfraktion der Saule 2) wurden 17 g/L Preproinsulin mit

einem Reinheitsgrad von 92,5 Flachen-% gemessen (HPLC-RP-Analyse). Die

. Ausbeute betrug 91 % bezogen auf die Menge an Preproinsulin in der

10

15

20

25

30

Ausgangslosung. Mit der HPLC-GPC-Analyse wurden <0,1 Flachen-%
héhermolekulare Anteile bestimmt.

Denaturierungstest

Mit dem Denaturierungstest (Tabelle 1) wird gezeigt, dass die héhermolekularen -
polymeren Formen der Preproinsuline, wie sie wahrend der Faltungsreaktion

entstehen, die Denaturierung von nativem Insulin induzieren kénnen.

In dem Denaturierungstest wurde natives Insulin glargin, ein Produkt der Firma Aventis
Deutschland GmbH, das nach der enzymatischen Spaltung des im Beispiel 2
beschriebenen Preproinsulins erhalten wird, kristallisiert. Uberraschendehmeise
konnten wir in eigenen Versuchen zeigen, dass unter den Bedingungen der
Kristallisation des Insulin glargin (pH 6,1 und 26 °C), es zu einer Denaturierung des
nativen Insulins kommt, wenn dem Kristallisieransatz Substanzen zugesetzt werden,

die die Denaturierung von Insulin induzieren kénnen.

Fur die Kristallisieransétze wurde eine Standard-Losung folgender Zusammensetzung
hergestellt: .

Insulin glargin - 5 g/L

Zitronensaure , 52 mmole/L

Zinkchlorid 3 mmole/L

Natriumchlorid | 0,5 gL

n-Propanol 7 %(v/v)
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gereinigtes Wasser ad 500 mi
mit 1 N Salzsdure pH 3

Die Losung wurde durch ein Membranfilter mit 0,1 pm Porenweite filtriert.

In dem Denaturierungstest wurden zu dieser sauren Standardldsung Losungen die
verschiedenen Testsubstanzen zugesetzt: Die Waschfraktion der Saule 1, die die
abgetrennten polymeren Formen der Preproinsuline in einer Konzentration von 5 g/L
enthielt oder die Hauptfraktion der Saule 2, die das gereinigte Preproinsulin in einer
Konientration von 15 bzw. 17 g/L enthiélt. Als weiterer Beweis, dass die beobachteten
Phanomene durch die Denaturierung von Insulin hervorgerufen wurden, diente der
Zusatz von 10 ml einer 0,1 %igen wéassrigen Stammlésung von Poloxamer 171. Es ist
bekannt, dass Poloxamer 171 die Denaturierung von Insulin an hydrophoben
Grenzflachen unterdriicken kann (H.Thurow and K.Geisen, Diabetologia (1984) 27,

'212-218 and EP 0 018 6009).

Anschlieiend wurden die Losungen auf 26 °C temperiert und unter Riihren mit 10
%iger Natronlauge auf pH 6,1 eingestellt, wobei das Insulin amorph ausfiel. Die
amorphe Suspension wurde bei 26 °C tber 50 Stunden geriihrt. Nach dieser Zeit
waren in allen Anséatzen Insulinkristalle entstanden. -

Zur Auéwertung der Aﬁsétze wurden Proben unter dem Mikroskop beurteilt, wobei auf
das Auftreten von amorphen Partikeln (Schleier) im Hintergrund bzw. zwischen den
Insulinkristallen geachtet wurde. Zusétzlich wurde jeder Ansatz in 2 etwa gleichgroRe
Teile geteilt. Der 1. Teil wurde zur Untersuchung des Sedimentationsverhaltens in ein
250 ml - Messzylinder gegeben, wobei nach 60 Min. Stehen bei Raumtemperatur das
Volumen des Sediments und die Klarheit des Uberstandes bewertet wurden. Der

* zweite Teil wurde mit 1 N Salzsaure auf pH 3 eingestellt, wobei nach Auflésen der

Insulinkristalle die Klarheit der entstandenen Lésung bewertet wurde.

30 Das Ergebnis des Denaturierungstests ist in Tabelle 1 gezeigt. In den Kontrollproben

174 A und 188 A ohne Zusatz der Polymerfraktion war keine Denaturierung

beobachtet worden. Im Mikroskop waren Kristalle vor einem klaren Hintergrund zu
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erkennen. Nach 60 Minuten war die Kristalle sedimentiert, wobei eine kompakten
Sediment und ein klarer Uberstand entstanden waren. Nach Aufiésen der Kristalle bei
pH 3 war eine klare Lésung entstanden. Dagegen wurde in den Proben 174 B, 188 B
bzw. 174 C, bei denen zum Kristallisieransatz 1 ml bzw. 5 ml Polymerfraktion
zugesetzt worden waren, eine deutliche Denaturierung von Insulin glargin beobachtet.
Im Mikroskop war zwischeh den Kristallen ein amorpher Schleier zu erkennen. Im |
Sedimentationstest waren volumintse Sedimente mit einem Sedimentvolumen von 50
bis 90 ml (aus 250 ml Kristallsuspension) entstanden. Nach Wiederauflésen der
Kristalle bei pH 3 waren mehr oder wéniger tribe amorphe Suspensionen entstanden.
In Gegenwart von 20 ppm Poloxamer 171 war bei einem Zusatz von 1 ml
Polymerlésung (188 C) keine Denaturierung beobachtet worden. In den Testansatzen
174 D, 174 E und 174 F, denen gereinigte Preproinsuline (Hauptfraktion der Saule 2
aus den Beispielen 1, 2 und 3) zugesetzt worden waren, konnte ebenfalls keine

Denaturierung von Insulin glargin beobachtet werden.

Ahnliche, hier nicht gezeigte Ergebnisse wurden in einem analogen

Denaturierungstest erhalten, bei dem Humaninsulin kristallisiert wurde.



PCT/EP2003/007820

WO 2004/013176

29

[eXILed aydiowe jjezuision

1/} Jswexojod wdd oz pun

+++ Jepy « | BINES "PHIYOSEM |W | 0 88l
- - - ans [oMiLEed eydiowy + | 9INES "PIYYOSBM W | d 88l
+ + + iep Jepy ouley| VY 881
++ + Jepy ey wax € [01dSIOG PRpdnEH (W L | /1
+ 4+ ey lepy «xx_CI0dSIOG Ppdne w L | gy
++ + lepy lepy « | [9ldsleg ‘pupdney w | avll
- - an4y [o¥ied aydiowe Joxig)s « | 8INES "PUjyosep) jW G o vlL
- -+ qnJ3 yoemyos |o¥iped aydiowy + ) OINES "PiyoseM W | avil
4t sepy sepy ouley VLl
uolsuadsnsj|eisiiy ¢ Hd (usjeysuyy *IN
19p ‘199 -lapaoquoyy uap :w:om:snv. Zjesue
usjjeyloAa d]jeisly Jop uasoT] sapunubisjulHy sap uayassny Zjesuesuojjesijjeisiy| =1
-suoljejuswipag yoeu uayassny plg .mocom_o_ov_mo,.c__s | wnz azjesnz alsl||eIsiy

uibie|9 ujinsuj uoa Bunisunjeusq eip ine usbunbiulaiunis A usienysjoWIByQY Jop Ynjulg

| ®lleqeL




PCT/EP2003/007820

WO 2004/013176

30

/6 L1 ye1ppus
€ [eldsleg sne z jneg Jep uojeINdneH 8iq ..
ulnsuloidaid /6 /| yeiypue g jeidsieg sne g
8|nesg Jep uoipemidney aiq ... ‘uoisusdsng |W (GZ SNEe |W 06 NZ SIq JUBWIPSS UIS "UI\ 09 'BO UOBN = - - - ¢
E_:,wc_oam_n_ /8 G y8Iyus | jeidsieg sne z
9|nesg Jap uomespdneH aiq .., ‘uoisuadsng JW 0GZ SNE |W G SIq € UOA JUSWIPaS Ule "Ully 09 "BD UYOBN = + + +
‘ujejoid /6 G JeIpue Z leldsieg sne | ajneg

Jap uoipeyyosep) aiq (/6 g =) uibiel wnsu| Bui 0OGZ NW |W QOGS SIIEMS] UOA 8Z)BSUBISISH|BISLY)



WO 2004/013176 PCT/EP2003/007820

31
Patentanspriiche:
1. Verfahren zur chromatographischen Reinigung von Preproinsulin der Formel 1,
X
10 S
(AT) (A20)
Gly Cys - Cys Cys Cys - R?-OH
(A1) (AB) ‘ (A11) '
20 S S
S S
R'-HN- Phe Cys , Cys— —Thr
(B1) (B7) (B19) » (B30)
30
R'-B1-B30-X-A1-A20-R? (1)
in der
35 - - . . .-
X a) ein genetisch kodierbarer Aminoséaurerest oder
b) ein Peptid mit 2 bis 35 Aminosaureresten, wobei am Anfang und am
Ende des Peptids jeweils ein basischer Aminos&urerest, insbesondere
- Arg steht, und fur den Fall, dass das Peptid aus mehr als 3
40 Aminoséureresten besteht, am Anfang und Ende des Peptids jeweils
zwei basische Aminosaurereste, insbesondere Arg und/oder Lys stehen,
R a) ein Wasserstoffatom,
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b) ein genetisch kodiérbarer Aminos&urerest oder
c) ein Peptid mit 2 bis 15 Aminosé&ureresten,

R? ein genetisch kodierbarer Aminosaurerest ist und

‘ und die Reste A1 — A20 der Aminosauresequenz der A-Kette von Humaninsulin

oder einem Insulinanalogon entsprechen und die Reste B1 — B30 der

Aminosauresequenz der B-Kette von Humaninsulin oder einem Insulinanalogon

-entsprechen;

bei dem héhermolekljlare Substanzen aus einer walrigen Lésung des.
Preproinsulins durch eine erste Chromatographie an einem .
Anionenaustauscher im Durchflussmodus und eine anschlieflende zweite
Chromatographie an einem Kationenaustauscher im Adsorptionsmodus '
abgetrennt werden. ’ '

Verfahren zur chromatographischen Reinigung des gentechnologisch
hérgestellten Preproinsulins der Formel 1, wobei das Preproinsulin folgende
Aminosduresequenz hat:

Ala-Thr-Thr-Ser—Thr-Gly-Asn-Ser—Ala-Arg-Phe-Val-Asn-GIn-His-Leu-Cys-Gly—
Ser—His-Leu-VaLGIu—AIa-Leu.-Tyr-Leu-VaI-Cysr-GIy-GIu—Arg-Gly-Phe-Phe-Tyr—
Thr-Pro-Lys-Thr-Arg-Arg-Glu-Ala-Glu-Asp-Pro-GIn-Val-Gly-Gin-Val-Glu-Leu-

- GIy-GIy-Gly-Pro-GIy-AIa-Gly-Ser-Leu—Gln-Pro-Leu-Ala-Leu-Glu-GIy—Ser—Leu-

Gln-Lys-Arg-GIy-lIe-VaI-Glu-GIn-Cys-Cys—Thr—Ser-lIe-Cys-Ser—Leu-Tyr—GIn-Leu-
Glu-Asn-Tyr-Cys-Asn (SEQ ID NO: 2).

Verfahren zur chromatographischen Reinigung des gentechnologisch
hergestellten Preproinsulins der Formel 1, wobei das Preproinsulin folgende
Aminosauresequenz hat:
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Ala-Thr-Thr-Ser-Thr-Gly-Asn-Ser-Ala-Arg-Phe-Val-Asn-GIn-His-Leu-Cys-Gly-
Ser—His-Leu-VaI-GIu-AIa-Leu-Tyr-Leu-VaI-Cys-Gly-GIu—Arg-Gly—Phe—Phe-Tyr—
Thr—Prd-Lys’-Thr-Arg-Arg-GIu-AIa—GIu-Asp-Pro-GIn-VaI-GIy—Gln—VaI~Glu-Leu-
GIy—GIy-Gly-Pro-Gly-Ala-Gly-Ser-Leu-GIn-Pro-Leu-Ala-Léu-Glu-Gly-Ser—Leu-
Gln-Lys-Arg-Gly-lle-Val-Glu-GIn-Cys- Cys-Thr-Ser-lle-Cys- Ser—Leu-Tyr-Gln Leu-
Glu-Asn-Tyr-Cys-Gly (SEQ ID NO 3).

Verfahren zur chromatographischen Reinigung des gentechnologisch
hergestellten Preproinsulins der Formel 1, wobei das Preproinsulin folgende
Aminoséuresequenz hat: 4

Ala-Thr-Thr-Ser—Thr—GIy-Asn-Ser—AIa-Arg-Phé—Val—Lys-Gln;His-Leu-Cys-Gly—
Ser-His-Leu-Val-Glu-Ala-Leu-Tyr-Leu-Val-Cys-Gly-Glu-Arg-Gly-Phe-Phe-Tyr-
Thr-Pro-Glu-Thr-Arg- Asp-VéI-Pro-Gln-VaI-Glu-Leu-GIy-GIy—Gly-Pro—GIy-AIa-
GIy—Ser-Leu-GIn-Pro-Leu-Ala-Leu-GIu-Gly-Ser-Leu—Gln-Lys—Arg—Gly—lIe-Val Glu- |
Gln-Cys-Cys-Thr-Ser-lle-Cys-Ser-Leu-Tyr-Gln-Leu- GIu-Asn-Tyr—Cys-Asn (SEQ
ID NO: 4).

Verfahren gemass den Anspriichen 1 bis 4 zur Abtrennung von
Fremdsubstanzen aus den Lésungen von Preproinéulinen, welche die

Denaturierung von Insulin induzieren.

Verfahren gemass den Anspriichen 1 bis 5, dadurch gekennzeichnet, dass die -

- zweite Chromatographie bei einem pH-Wert von 3,0 bis 5,5 durchgefiihrt wird.

Verfahren gemass den Anspriichen 1 bis 6, dadurch gekennzeichnet, dass die

zweite Chromatographie bei einem Druck von 1 bis 30 bar durchgefiihrt wird.

Verfahren zur Herstellung von Insulin durch Expression ungefalteteh

Preproinsulins, umfassend die Schritte;

a) Fermentation von gentechnisch verénderten Mikroorganismen, welche ungefaltetes

Preproinsulin exprimieren
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f
9)

34

Ernten der Mikrooganismen und Zellaufschlu®

Isolierung der Einschlulkorper mit ungeldstem, ungefalteten Preproinsulin
Aljﬂc'jsen des Preproinsulins mit korrekter Faltijng der Peptidkette und mit
gléichzeitiger Schlieflung der Disulfidbriicken zum Preproinsulin und
anschlieBendem Durchlaufen eines Verfahrens gemaR den Anspriichen 1 -7
Enzymatische Spaltung des Preproinsulins zum Humaninsulin

Reinigung des Humaninsulins

Kristallisation des Humaninsulins und Trocknung
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SEQUENZPROTOKOﬁL
<110> Aventis Pharma Deutschlana GmbH
<120>
<130>
<1§0> 4
<170> PatentIn Ver. 2.i
<210> 1
<211> 29
<212> PRT

<213> Klinstliche Sequenz

<220>
<223> Beschreibung der kiinstlichen Sequenz:C-Peptid

<400> 1

Arg Asp Val Pro Gln Val Glu Leu Gly Gly Gly Pro Gly Ala Gly Ser

1 : 5 10 15

Leu Gln Pro Leu Ala Leu Glu Gly Ser Leu Gln Lys Arg
20 25

<210> -2
<211l> 96
<212> PRT .
<213> Kinstliche Sequenz

<220>

<223> Beschreibung der kinstlichen Sequenz:Preproinsulin
I ) a ’

<400> 2
Ala Thr Thr Ser Thr Gly Asn Ser Ala Arg Phe Val Asn Gln His Leu

1 5 10 . 15

Cys Gly Ser His Leu Val Glu Ala Leu Tyr Leu Val Cys Gly Glu Arg
20 25 30

Gly Phe Phe Tyr Thr Pro Lys Thr Arg Arg Glu Ala Glu Asp Pro Gln
35 40 45
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val Gly Gln val Glu Leu.Gly Gly Gly Pré Gly Ala Gly Ser Leu Gln
50 55 60

Pro Leu Ala Leu Glu Gly Ser Leu Gln Lys Arg Gly Ile Val Glu Gln
65 70 75 80

Cys CyslThr Ser Ile Cys Ser Leu Tyr Gln Leu Glu Asn Tyr Cys Asn
85 - 90 95

<210> 3

<211> 96

<212> PRT .

<213> Kunstliche Sequenz

<220>
<223> Beschreibung der kinstlichen Sequenz:Preproinsulin
II
<400> 3
Ala Thr Thr Ser Thr Gly Asn Ser Ala Arg Phe Val Asn Gln His Leu

1 5 10 15

Cys Gly Ser His Leu Val Glu Ala Leu Tyr Leu Val Cys Gly Glu Arg
20 25 30

Gly Phe Phe Tyr Thr Pro Lys Thr Arg Arg Glu Ala Glu Asp Pro Gln
35 40 45

Val Gly Gln Val Glu Leu Gly Gly Gly Pro Gly Ala Gly Ser Leu Gln
50 55 60

Pro Leu Ala Leu Glu Giy Ser Leu Gln Lys Arg Giy Ile Val Glu Gln
65 70 75 80

Cys Cys Thr Ser Ile Cys Ser Leu Tyr Gln Leu Glu Asn Tyr Cys Gly
85 90 95

<210> 4
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<211> 90
<212> PRT
<213> Kinstliche Sequenz
+<220> |
<223> Beschreibung der ktnstlichen Sequenz:Preproinsulin

ITI
<400> 4 .
-Ala Thr Thr Ser Thr Gly Asn Ser Ala Arg Phe Val Lys Gln His Leu

1 5° 10 15

Cys Gly Ser His Leu Val Glu Ala Leu Tyr Leu Val Cys Gly Glu Arg
) 20 25 30

Gly Phe Phe Tyr Thr Pro Glu Thr Arg Asp Val Pro Gln Val Glu Leu
’ 35 40 45

Gly Gly Gly Pro Gly Ala Gly Ser Leu Gln Pro_Léu Ala Leu Glu Gly
50 55 o 60

Ser Leu Gln Lys Arg Gly Ile Val Glu Gln Cys Cys Thr Ser Ile Cys
65 ‘ 70 75 80

Ser Leu Tyr Gln Leu Glu Asn Tyr Cys Asn
85 . "80
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