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@ Reinigung von rekombinantem Human-Interleukin-1.

@ Human-Interleukin-1e. im wesentlichen endotoxin-frei

und als ein im wesentlichen homogenes Protein mit
einer spezifischen Aktivitat von mindestens 5 x 107 Einhei-
ten/mg Protein ist beschrieben. Ferner ist ein Verfahren zur
Herstellung von Human-Interleukin-1 beschrieben, das
dadurch gekennzeichnet ist, dass Mikrobenzellen, die mit
einem Expressionsvektor transformiert sind, der ein Gen
fir rekombinantes Human-Interleukin-1 enthalt, und die zur
Expression des genannten Genes induziert sind, aufgebro-
chen werden, unitsliches Zellmaterial von einer Zytosol-
fraktion abgetrennt wird und das Human-interleukin-1 aus
der Zytosolfraktion gereinigt wird. Das so gereinigte
Human-Interleukin-1 bzw. Human Interleukin-1a kann als
pharmazeutisches Mittel verwendet werden. Ausserdem
sind pharmazeutische Zusammensetzungen beschrieben,
die ein oben genanntes Human Interleukin-1 bzw. ein
Human interleukin-1a enthalten.
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Beschreibung

Zwei Gene, welche fir die - und die B-Form von
Human-Interleukin-1 codieren, sind in der Literatur
beschrieben, so z.B. von March et al., Nature 315,
641-647 (1985). Die européische Patent-Anmel-
dung, Publikations-Nr. 200 986, publiziert am 12.
November 1986, mit den Erfindern Gubler et al., be-
schreibt die Klonierung und Expression von rekom-
binantem Human-Interleukin-1, d.h. einem Human-In-
terleukin-1 das mikrobiell hergestellt wurde. Beim
darin beschriebenen Reinigungsverfahren ist ein
Problem aufgrund der Unidslichkeit dieses Proteins
innerhalb der bakieriellen Wirtszellen erkennbar.
Es wird angenommen, dass dieses Problem zuriick-
zufiihren ist auf die Produktion grosser Mengen
von Protein in einer Umgebung, die anscheinend fiir
die richtige Faltung des Proteins nicht geeignet ist.
Die Probleme bei der Faltung des Proteins manife-
stieren sich in der Bildung von Einschllissen inner-
halb der Bakterien. Diese Einschlusskdrper
(inclusion bodies) konnten nur in stark denaturie-
renden Agenzien wie Harnstoff und Guanidin-Hy-
drochlorid aufgelst werden.

Die Reinigungsverfahren, bei denen diese stark
denaturierenden Agenzien verwendet werden lie-
fern gereinigtes rekombinantes Human-Interleukin-
1. Aus Griinden, die nicht kiar erkennbar sind, je-
doch mdglicherweise mit der Faltung des Proteins in
dieser nicht-biologischen Umgebung zusammenhén-
gen, Oberschritt das beobachtete spezifische Akti-
vitatsniveau gereinigter Molekile 6 x 108 Einhei-
ten/mg nicht. Daher war das Ziel der vorliegenden
Erfindung, ein Reinigungsverfahren flir rekombi-
nantes Human-Interleukin-1, insbesondere fiir re-
kombinantes Human-Interleukin-1e, zu entwickeln,
welches die Reinigung und Solubilisierung des ge-
winschten Proteins in einem biologisch kompatiblen
Puffersystem erlaubt und ein Produkt mit erhdhter
spezifischer Aktivitat ergibt.

Durch die vorliegende Erfindung wird Human-In-
terleukin-1a. im wesentlichen endotoxin-frei und als
ein im wesentlichen homogenes Protein mit einer
spezifischen Akfivitat von mindestens 5 x 107 Ein-
heiten/mg bereitgestelit. Ferner betrifft die vorlie-
gende Erfindung ein verbessertes Verfahren zur
Herstellung von rekombinantem Human-Interleukin-
1, insbesondere Human-Interleukin-1o;, speziell von
Human-Interleukin-ie.  mit einer Aminoséurese-
quenz gemass Figur 1, im wesentlichen endotoxin
frei und als ein im wesentlichen homogenes Protein
mit einer spezifischen Aktivitdt von mindestens 5 x
107 Einheiten/mg Protein, wobei das Verfahren da-
durch gekennzeichnet ist, dass Mikrobenzellen, die
mit einem Expressionsvekior transformiert sind,
der ein Gen fiir rekombinantes Human-Interleukin-1
enthalt und die zur Expression des genannten Gens
induziert sind, aufgebrochen werden, unldsliches
Zellmaterial von einer Zytosolfraktion abgetrennt
wird und das Human-interleukin-1 aus der Zytosol-
fraktion gereinigt wird. Die Mikrobenzellen werden
bevorzugt mittels Ultraschallbehandlung aufgebro-
chen. Das Human-Interieukin-1 wird bevorzugt
durch eine zwei- oder drei-stufige Saulen-Chroma-
tographie gereinigt. Besonders bevorzugt wird die
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Zytosolfraktion unter Verwendung einer gepuffer-
ten Salzlésung z.B. Tris’/HCl gepufferte NaCl-Lo-
sung einer Geffiltration unterworfen, die biologisch
aktiven Fraktionen der Gelfiltration vereinigt und
diese einer lonenaustausch-Chromatographie un-
ter Verwendung eines Gradienten steigender Salz-
konzentration in einer gepufferten L&sung unter-
worfen. Ausserdem betrifft die Erfindung Human-
Interleukin-1, das durch das erwahnte Verfahren
hergestellt wird, insbesondere Human-Interleukin-
1a. Das erfindungsgemésse Human-Interleukin-1
bzw. das Human-interleukin-io. kann als pharma-
zeutisches Mittel verwendet werden fiir die Be-
handiung und Prophylaxe von Krankheiten. Ferner
betrift die Erfindung pharmazeutische Zusammen-
setzungen, die ein erfindungsgemésses Human-In-
ferleukin-1 bzw. ein Human-interleukin-1a enthal-
ten. Aus Griinden, die dem Fachmann kiar ersicht-
lich sind, kann das Human-Interleukin-1 bzw. das
Human-Interleukin-1o. der vorliegenden Erfindung
einen zusétzlichen Methioninrest am N-Terminus
aufweisen.

Ein wichtiger Aspekt der vorliegenden Erfindung
beruht auf der unerwarteten Entdeckung, dass ein
betrachtlicher Teil des in einem bakieriellen Wirt,
2.B. in E. coli, exprimierten rekombinanten Human-
Interleukins-1, in der léslichen Zytosolfraktion ent-
halten ist, cbwohl die spezifische Aktivitat in dieser
Fraktion weit unter derjenigen von mit Harnstoff ex-
trahierten Einschiusskoérpern liegt. Ausserdem wur-
de gefunden, dass das Human-Interleukin-1 aus -
dem Zytosol durch eine einfache zwei- oder gegebe-
nenfalls drei-stufige Saulen-Chromatographie ge-
reinigt werden kann.

Das erfindungsgemésse Verfahren zur Herstel-

lung von Human-Interleukin-1 wird im einzelnen wie
folgt durchgefiihrt:
Im ersten Schritt des Verfahrens erhélt man eine
losliche Zellfraktion durch Aufbrechen von trans-
formierten mikrobiellen Wirtszellen, die unter Bedin-
gungen aufwuchsen, die die Expression des einge-
fuhrten Genes fir Human-Interleukin-1 bewirkten
und Abtrennung des unléslichen Zellmaterials ein-
schliesslich der Einschlusskérper, in denen geméss
Stand der Technik der grésste Teil des exprimierten
Human-Interleukin-1 (rHIL-1) vorliegen soll.

Das Aufbrechen der Zellen kann durch allgemein
bekannte Techniken erreicht werden, wie z.B.
durch enzymatischen Abbau, z.B. durch Lysozym-
Behandlung, durch physikalische Spaltung unter
Verwendung einer Kugelmiihle oder einer &hnlichen
Vorrichtung, oder vorzugsweise durch Ultraschall-
behandlung. Die Abtrennung des ldslichen Zytosols
vom unldslichen Zellmaterial wird am einfachsten
durch Zentrifugieren, z.B. bei 20 000 x g wahrend
ca. 30 Minuten, erreicht. Der Uberstand mit der Zy-
tosolfraktion, welcher I8sliches rHIL-1 enthalt, wird
dann einer Gelfiltration unterzogen, bei der eine ge-
pufferte Salzlésung zur Elution verwendet wird. Ei-
ne fiir diesen Verfahrensschritt geeignete Saule ist
eine Sephacryl® S-200 Saule (Pharmacia Feinche-
mikalien AB, Uppsala, Schweden).

Die Gel-Chromatographie-Fraktionen in der ge-
pufferten Salzlésung, vorzugsweise in einer mit
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Tris/HC!, pH 8,0 gepufferten NaCl-Lésung, die ei-
nen Protein-Stabilisator wie Athylendiamintetraes-
sigsdure (EDTA) enthalten kann, werden unter-
sucht. Die kombinierten biologisch aktiven Fraktio-
nen werden mit zusatzlicher gepufferter Salzlésung
verdinnt und im zweiten Schritt des erfindungsge-
méassen Verfahrens verwendet.

Die Untersuchung der chromatographischen
Fraktionen kann mit allgemein bekannten Methoden
durchgefiihrt werden. Eine geeignete Analyseme-
thode ist die Maus-Thymozytenproliferations-Ana-
lyse (LAF-Analyse) wie von Mizel et al., J. Immunol.
120, 1497-1508 (1978), beschrieben.

Der zweite Verfahrensschritt umfasst eine lo-
nenaustausch-Chromatographie, vorzugsweise
auf einer DEAE-Zellulose-Séule, unter Verwen-
dung eines Gradienten von ansteigender Salzkon-
zentration in einer gepufferten Losung. In einer be-
vorzugten Ausfihrungsform ist dieser Gradient ein
0-800 mM NaCl Gradient in 25 mM Tris/HCI, pH 8,1
Puffer.

Bei der Reinigung in grossem Massstab, werden
nach dem Zentrifugieren zur Entfernung der Zell-
bruchstiicke die Nukleinsduren in der Zytosolfrak-
tion durch eine Streptomycin-Sulfat-Prazipitation
entfernt. Ein Zehntelvolumen (des Uberstandes) ei-
ner 10% w/v Streptomycin-Sulfat-Lésung wird hin-
zugefiigt. Der pH-Wert wird mit 1 N Essigséure bei
6,2-6,4 gehalten. Die Suspension wird bei 20 000 x
g wahrend 30 Minuten zentrifugiert. Die Proteine in
der resultierenden Uberstandslosung werden
durch Hinzufiigen von Ammoniumsulfat, bis zu 60%-
iger Sattigung, konzentriert. Die Suspension wird
bei 20 000 x g wahrend 30 Minuten zentrifugiert
und das resultierende Sediment in einem Minimalvo-
:umen 25 mM Tris/HCI, pH 8,0, 800 mM NaCl aufge-
ost.

In einigen Félien, insbesondere bei der Durchfiih-
rung des Verfahrens in grosserem Massstab, kann
die Endotoxin-Menge bei diesem Schritt Gber das
zuldssige Mass hinaus erhdht sein. Demzufolge
kann gegebenenfalls ein dritter Schritt zur Entfer-
nung des Endotoxins eingefihrt werden. Allgemein
bekannte Verfahren kénnen zu diesem Zweck ange-
wendet werden, wenngleich das bevorzugte Ver-
fahren geméss der vorliegenden Erfindung einen
Durchgang der Lésung (1:1 v/v verdiinnt mit 25 mM
Tris/HCI, pH 8,1) von der DEAE-Séule durch eine
DetoxiGel® (Pierce Chemical Company, Rockford,
lll., U.S.A) -Séule umfasst, wobei den Anweisun-
gen des Herstellers gefolgt wird.

Das gereinigte Human-Interleukin-1 der vorlie-
genden Erfindung kann in bekannter Art und Weise
als Pharmazeutikum verwendet werden, um das Im-
munsystem eines Patienten zu stimulieren, z.B. in-
dem die Immunantwort auf Pathogene verbessert
wird, indem es als Vakzin-Adjuvans wirkt und indem
es die Abwehr gegen neoplastische Krankheiten
verstarkt. Andere Kklinische Verwendungszwecke
umfassen die Foérderung der Wundheilung durch
Stimulation des Wachstums der Fibroblasten und
die Verbesserung der Genesung von kritisch kran-
ken, proteinuntererndhrten Patienten.

Das Human-Interleukin-1 der vorliegenden Erfin-
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dung kann warmblitigen Saugern fiir die oben ge-
nannten klinischen Verwendungszwecke verab-
reicht werden. Die Verabreichung kann durch jegli-
che konventionelle Methode erfolgen, wie durch
parenterale Applikation entweder intravends, sub-
kutan oder intramuskulér. Es ist Klar, dass die be-
notigte Dosis von den besonderen Umsténden ab-
hangt, von der Schwere der Erkrankung, der
Dauer der Behandlung und der Methode der Verab-
reichung. Eine geeignete Dosierungsform fiir die
pharmazeutische Verwendung kann erhalten wer-
den, indem steril filtriertes, lyophilisiertes Human-
Interleukin-1 vor der Verwendung auf bekannte Art
und Weise rekonstituiert wird. Der Zusatz von Puf-
fern, Stabilisatoren, Bakieriostatika und anderer
Zusatzmittel die lblicherweise in pharmazeutischen
parenteralen Dosierungsformen verwendet wer-
den, kann geméass dem allgemeinen Fachwissen er-
folgen.

Beispiel 1

E. coli-Zellen, transformiert mit einem Expres-
sionsvektor, welcher fiir rekombinantes Human-In-
terleukin-1a. (rHIL-1c) codiert, wurden unter Bedin-
gungen wachsen gelassen, welche die Expression
des rHIL-1a erlauben. Die Zellen wurden gesammelt
und gefroren. Fiir die Reinigung des rHIL-1a wur-
den die gefrorenen E. coli Zellen in 30 mM Tris/HCI
(pH 8,0), 5 mM EDTA (in einem Verhélinis von 1:5
w/v) aufgetaut. Die resuspendierten Zellen wurden
mit einem Branson Zellzertriimmerer 350 (Sonicator)
aufgebrochen. Die aufgebrochenen Zellen und
«unldsliches» rHIL-1e in Form von Einschlusskdr-
pern wurde durch Zentrifugation bei 20 000 x g ent-
fernt. Der ldsliches rHIL-1a enthaltende Uberstand
wurde auf eine Sephacryl® S-200 Saule (Fig.2)
aufgetragen. Die Szule wurde mit 30 mM Tris/HCI
(pH 8,0), 800 mM NaCl, 5 mM EDTA &quilibriert.
Die biologisch aktiven Fraktionen wurden vereinigt,
im Verhéltnis 1:3 (v/v) mit 30 mM Tris/HCI (pH 8,0)
verdinnt und auf DEAE-Zellulose (Anionen-Aus-
tauscher DE 53, Whatman Lid.) unter Verwendung
eines linearen Gradienten von 0-800 mM NaCl in
25 mM Tris/HCI (pH 8,1) chromatographiert (Fig. 3).
Mehr als 50% der biologischen Aktivitat wurden zu-
riickgewonnen bei einer spezifischen Aktivitat von
0,4 bis 1,0 x 107 Einheiten/mg Protein. Die Reinheit
des Proteins wurde mittels SDS-Polyacrylamid-Gel-
elektrophorese (SDS-PAGE) nach Laemmii et al.,
Nature 227, 680-685 (1970), (Fig. 4), sowie mittels
Umkehrphasen-HPLC ~bestétigt. Nach der Se-
phacryl® S-200 Chromatographie war das rHiL-1a
mit 1000-2000 Endotoxin Einheiten/ml verunreinigt
aber die DEAE-Chromatographie bewirkte eine
99%ige Reduktion des Endotoxins. Die biologische
Aktivitét erwies sich fir mindestens 3 Monate sta-
bil, wenn das Protein bei 4°C gelagert wurde.

Beispiel 2

Obiges Verfahren wurde in vergrossertem
Massstab durchgefihrt, um 32 mg im wesentlichen
reines rHIL-1o, herzustellen. Einhundert (100) g Zell-
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masse wurde mit einem Manton-Gaulin (Meth. Enzy-
mology 22, 482-484 [1971]) aufgeschlossen und
das resultierende l6sliche Produkt wurde mit Sirep-
tomycinsulfat und Ammoniumsulfat behandelt, um
Nukieinséuren zu entfernen und die Proteine zu
konzentrieren. Das resultierende resolubilisierte
Protein wurde in gepufferter Salzlosung an einer
10| Sephacryl® S-200 Saule chromatographiert.
Das gereinigte Material wurde dann an einer DEAE-
Zellulose-Saule chromatographiert. Das Protein
war zu mehr als 95% rein, wie durch SDS-PAGE
festgestellt werden konnte. Die gesamte Aktivitat,
die erhalten wurde, betrug 1,6 x 109 Einheiten mit ei-
ner durchschnitilichen spezifischen Aktivitdt von
5 x 107 Einheiten/mg. Im Gegensatz zum eigentfichen
Pilotversuch war dieses Material jedoch ein wenig
mit Endotoxin verunreinigt (bis zu 500 Endotoxin-
Einheiten/ml). Diese Endotoxinverunreinigung konn-
te leicht entfernt werden, indem die Proteinlésung
{iber eine mit DetoxiGel® gepackte Saule gefiihrt
wurde, wobei die Anweisungen des Herstellers be-
folgt wurden.

Beschreibung der Figuren:

Figur 1 zeigt die Aminos&uresequenz von Human-
Interleukin-1c.

Fig. 2 zeigt ein Chromatogramm der Gelfiltration
von E. coli Zytosol mit 6slichem rHIL-1a auf Se-
phacryl® S-200. Das Elutionsmittel ist 30 mM
Tris/HC! (pH 8,0), 800 mM NaCl. In einer Teilmenge
der Fraktionen wurde mittels LAF-Analyse die In-
terleukin-1 Aktivitat bestimmt.

Fig. 3 zeigt ein Chromatogramm der DEAE-Zellu-
lose-Chromatographie der vereinigten Interleukin-1
aktiven Fraktionen der Sephacryl® S-200 Saule.
rHIL1le. wurde mit einem Salz-Gradienten von 0—
800 mM NaCl in 25 mM Tris/HCI (pH 8,1) eluiert.
Proben jeder Fraktion wurden mittels LAF-Analyse
auf biologische Aktivitat gepruft.

Fig. 4 zeigt die Reinigung von rHIL-1e. Proben
von verschiedenen Stufen der Reinigung von rHIL-
10 wurden mittels SDS-PAGE analysiert.

(A) M: Gréssen-Markierungsproteine; P: Sedi-
ment nach der Zentrifugation der Uliraschall-be-
handelten Zellsuspension; S: Zytosolfraktion; Frak-
tionen 64—69 und Fraktionen 70-77: Fraktionen 64
bis 77 der Sephacryl® S-200 Chromatographie ein-
zeln aufgetragen (markiert durch {).

(B) M: Grossen-Markierungsproteing; O: verei-
nigte Fraktionen der Sephacryl® S-200 Saulen-
Chromatographie; O*: vereinigte Fraktionen der
Sephacryl® S-200 Saulen-Chromatographie 1:3
(viv) verdiinnt mit 30 mM Tris/HCI, pH 8,1; Fraktio-
nen 60-65 und Fraktionen 66—73: Fraktionen 60 bis
73 der DEAE-Zellulose-Chromatographie einzeln
aufgetragen (markiert durch |).

Die elektrophoretischen Mobilitaten der Grds-
sen-Markierungsproteine in M (Phosphorylase B,
[Mr = 94 000], Rinderserumalbumin [M; = 67 000],
Ovalbumin [M; = 43 000], Carboanhydrase [Mr =
30 000], Sojabohnen Trypsin-Inhibitor [Mr = 20 000]
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und a-Lactalbumin [Mr = 14 000} und deren M-Wer-
fe (x 108) sind mit Pfeilen markiert.

Patentanspriiche

1. Human-interleukin-1c. im wesentlichen endoto-
xin-frei und als ein im wesentlichen homogenes Pro-
tein mit einer spezifischen Aktivitdt von mindestens
5 x 107 Einheiten/mg.

2. Verfahren zur Herstellung von Human-inter-
leukin-1 im wesentlichen endotoxin-frei und als ein im
wesentlichen homogenes Protein mit einer spezifi-
schen Aktivitdit von mindestens 5 x 107 Einhei-
ten/mg Protein, dadurch gekennzeichnet, dass Mi-
krobenzellen, die mit einem Expressionsvektor
transformiert sind der ein Gen fiir rekombinantes
Human-Interleukin-1 enthélt, und die zur Expression
des genannten Gens induziert sind, aufgebrochen
werden, unlgsliches Zellmaterial von einer Zytosol-
fraktion abgetrennt wird und das Human-Interleu-
kin-1 aus der Zytosolfraktion gereinigt wird.

3. Verfahren gemiss Anspruch 2, worin die Mi-
krobenzellen mittels Ultraschallbehandiung aufge-
brochen werden.

4. Verfahren geméass Anspruch 2 oder 3, worin
das Human-Interleukin-1 durch eine zwei- oder drei-
stufige S&ulen-Chromatographie gereinigt wird.

5. Verfahren geméss Anspruch 2, 3 oder 4, wor-
in das Human-Interleukin-1 dadurch aus der Zyto-
solfraktion isoliert wird, dass die Zytosolfrakiion
unter Verwendung einer gepufferten Salzldsung ei-
ner Gelfiltration unterworfen wird, die biologisch ak-
tiven Fraktionen der Gelfiliration vereinigt werden
und diese einer lonenaustausch-Chromatograpie
unter Verwendung eines Gradienten steigender
Salzkonzentration in einer gepufferten Ldsung un-
terworfen werden.

6. Verfahren gemass Anspruch 5, worin die ge-
pufferte Salzlésung eine Tris/HCI gepuiferte NaCl-
Losung ist.

7. Verfahren gemass den Anspriichen 5 oder 6,
worin die genannte lonenaustausch-Chromatogra-
phie unter Verwendung einer DEAE-Zellulose-S&u-
le erfolgt und der genannte Gradient steigender
Salzkonzentration in einer gepufferten Ldsung ein
0-800 mM NaCl-Gradient in Tris/HCl-Puffer ist.

8. Human-Interleukin-1 im wesentiichen endotoxin-
frei und als ein im wesentlichen homogenes Protein
mit einer spezifischen Aktivitat von mindestens 5 x
107 Einheiten/mg Protein, hergestellt nach einem
Verfahren geméss einem der Anspriiche 2 bis 7.

9. Human-Interleukin-1 geméss Anspruch 8, wel-
ches Human-Interleukin-1« ist.

10. Human-Interleukin-1 gemass einem der An-
spriiche 1, 8 oder 9 als pharmazeutisches Mittel.

11. Pharmazeutische Zusammensetzungen, wel-
che ein Human-Interleukin-1 geméss einem der An-
spriiche 1, 8 oder 9 enthalten.
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