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Zuivering van recombinant humaan-interleukine-1.

De uitvinding heeft betrekking op een microbieel bereid humaan-
interleukine-1 alsmede op een werkwijze voor het bereiden daarvan.

Twee genen, die voor de a- en de g-vorm van humaan-1nter1euk1ne—l
coderen, zijn in de literatuur: beschreven, bijvoorbeeld door March et
al., Nature 315, 641-647 (1985). De Europese octrooiaanvrage 200.986
(gepubliceerd op 12 november 1986)1beschrijft het klonen en de expres-
sie van recomb1nant humaan-interleukine-1, dat wil zeggen een humaan-
interleukine-1, dat microbieel bereid is. Bij de daarin beschreven zui-
veringswerkwijze treedt een probleem op op grond van de onoplosbaarheid
van dit eiwit binnen de bacterifle gastheercellen. Aangenomen wordt,

'dat dit probleem kan worden toegeschreven aan de produktie van grote-

hoeveelheden eiwit in een,omgeVing, die blijkbaar niet geschikt is voor
de juiste plooiing van het eiwit. De problemen bij de p]ooiihg van het
eiwit manifesteren zich door de vorming van insluitingen in de bacte-
rifn. Deze ingesloten lichamen (inclusion bodies),konden slechts in
sterk'denaturerehde agentia'zoals'ureum en guanidine-hydrochloride wor-
den opgelost. = ' '

De zuiveringswerkwijzen, waarbij deze sterk denaturerende agentia
worden toegepast, Teverenrgezuiverd recombinant humaan-interTeukine—l;

~ Om redenen, die niet’duideTijk zijn, echter mogelijk samenhangend met

de plooiing van het eiwit in deze niet-biologische omgev1ng, over-
schrijdt het waargenomen specifieke aktiviteitsniveau van gezuiverde
moleculen niet een waarde van 6 x 106 eenheden/mg. Derhalve lag aan
de onderhav1ge uitvinding het doel ten grondslag, een zuiveringswerk-

~wijze voor recombinant humaan-interleukine-1, in het b1Jzonder voor re-

combinant humaan-lnterleuklne—la, te ontwikkelen, die de zuivering en
solubilisering van het gewensté eiwit in een biologisch verenigbaar
buffersysteem mogelijk maakt en een produkt met een verhoogde speci-
fieke aktiviteit oplevert. ,

De onderhavige uitvinding betreft een verbeterde werkwijze voor de
bereiding van recombinant humaan-interleukine-1, in het bijzonder
humaan-interleukine-le, speciaal van humaan-interleukine-la met een
aminozuurvolgorde volgens fig.l als een in hoofdzaak homogeen e1w1t
hoofdzaak endotoxine-vrij met een verhoogde spec1f1eke aktiviteit, in
het bijzonder een specifieke aktiviteit van tenminste ongeveer
5 x 107 eenheden/mg. Bovendien heeft de uitvinding betrekking op re-
combinant humaan-interleukine-1, dat volgens de aangegeven werkwijze
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wordt bereid, namelijk een humaan-interleukine-1, dat microbieel wordt
bereid, in hoofdzaak endotoxine-yrij als een in hoofdzaak homogeen pro-
tefne met een specifieke aktiviteit van tenminste ongeveer 5 x 107
eenheden/mg. Dit humaan-interleukine-1 kan als farmaceutisch middel ge-
bruikt worden voor de behandeling en profylaxe van ziekten. Verder be-
treft de uitvinding farmaceutische prepératen, die dit humaan-inter-
Teukine-1 bevatten. Om redenen, die de deskundige duidelijk zullen
zijn, kan het humaan-interleukine-1 volgens de onderhavige uitvinding
een extra methioninerest aan het eindstandige stikstofatoom bevatten.

Een belangrijk aspekt van de onderhavige uitvinding berust op de
verrassende ontdekking, dat een aanzienlijk van het in een bacteri8le
gastheer, bijvoorbeeld in E. coli, gefxprimeerde recombinant humaan-
interleukine-1, in de oplosbare cytosolfraktie aanwezig is, ofschoon de
specifieke aktiviteit in deze fraktie ver beneden die van met ureum ge-
extraheerde ingesloten lichamen 1igt. Bovendien is het zo, dat humaan-
interleukine-1 niet alleen in het cytosol aanwezig is, maar verrassen-
derwijs werd gevonden, dat het uit het cytosol door een eenvoudige
twee- of eventueel drietrapskolomchromatografie kan worden gezuiverd.

Bij de eerste trap van de werkwijze volgens de uitvinding ver-
krijgt men een oplosbare celfraktie door openbreken van getransformeer-
de microbi#le gastheercellen, die groeien onder omstandigheden, die
de expressie van het ingevoerde gen voor humaan-interleukine-1 teweeg-
brachten en afscheiding van het onoplosbare celmateriaal met inbegrip
van de ingesloten lichamen, waarin volgens de stand van de techniek het
grootste deel van het gedxprimeerde humaan-interleukine-l (rHIL-1)
aanwezig moet zijn. '

Het ontsluiten van de cellen kan volgens algemeen bekende technie-
ken tot stand worden gebracht, bijvoorbeeld door enzymatische afbraak,
bijvoorbeeld door lysozym-behandeling, door fysische splitsing onder
toepassing van een kogelmolen of een soortgelijke inrichting, of bij
voorkeur door behandeling met ultrageluid. Het afscheiden van het op-
losbare cytosol van het onoplosbare celmateriaal wordt op de eenvoudig-
ste wijze door centrifugeren, bijvoorbeelid bij 20.000 x g gedurende on-
geveer 30 minuten, bereikt. De bovenstaande vloeistof met de cytosol-
fraktie, die oplosbaar rHIL-1 bevat, wordt dan aan een gelifiltratie on-
derworpen, waarbij een gebufferde zoutoplossing voor het elueren wordt
toegepast. Een voor deze werkwijzetrap geschikte kolom is een
Sephacry](R) $-200 kolom (Pharmacia Feinchemikalien AB, Uppsala,
Iweden).

De gel-chromatografie-frakties in de gebufferde zoutoplossing, bij
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‘voorkeur in een met tris-HC1, pH 8,0 gebufferde NaCl-op]éssing,'die een

eiwit-stabilisator zoals ethyleendiaminetetraazijnzuur (EDTA) kan be-
vatten, worden onderzocht. De gekombineerde biologisch aktieverfrakties
worden met een verdere hoevee1heid'gebufferde zoutoplossing verdund en
in de tweede trap van de werkwijze volgens de uitvinding gebruikt.

Het onderzoeken van de chromatografische frakties kan met algemeen
bekende methoden worden uitgevoerd. Een geschikte analysemethode is de
thymocytén-pro]iferatie-analyse bij de muis (LAF-analyse), zoals be-
schreven door Mizel et al., J. Immunol., ;ggg 1497-1508 (1978).

De tweede werkwijzetrap omvat een ionenuitwisselingschromatogra- '
fie, bij voorkeur over een DEAE-cellulose bevattende kolom, onder toe-
passing van een grad1§nt van een toenemende zoutconcentrat1e in een
gebufferde oplossing. Volgens een voorkeursu1tvoer1ngsvorm is deze gra-

~ di#nt een 0-800 mM NaCl-gradi¥nt in 25 mM tris/HC1, pH 8,1 buffer.
Bij de zuivering op grote schaal worden na het centrifugeren voor

het verw13deren van de brokstukken van -de cellen de nuclefnezuren in

de cytosolfraktie door een streptomycine-sul faat-precipitatie verwij-
derd. Een tiende van de vo]umehoeveelhe1d (van de bovenstaande vioei-
stof) van een 10% gew./vol. streptomyc1ne-sulfaat—oploss1ng wordt toe-

gevoegd. De pH wordt met IN azijnzuur bij 6,2-6,4 gehouden. De suspen--
sie wordt bij 20.000 x g gedurende 30 minuten gecéntrifugeerd. De

eiwitten in de resulterende oplossingen van de bovenstaande vloeistof
worden geconcentreerd door toevoegen van ammoniumsulfaat, tot een ver-

‘zadiging van 60%. De suspensie wordt bij 20.000 x g gedurende 30 minu-

ten gecentrifugeerd en het resulterende sediment wordt opgelost in een:

‘minimaal volume van 25 mM tris/HC1, pH 8,0, 800 mM NaCl.

In enige gevallen, in het bijzonder bij het uitvoeren van de werk-
wijze op relatief grote schaal, kan de hoeveelheid endotoxine bij deze

'trap tot boven de toelaatbare grens verhoogd zijn. Dientengevolge kan

eventueel een derde trap voor het verwijderen van het endotoxine worden
toegepast. Algemeen bekende werkw1azen kunnen voor dit doel worden ge-
bruikt, hoewel de voorkeur verdienende werkwijze volgens de onderhavige
uitvinding een passeren van de oplossing (in een vo]umévarhouding van
1:1 verdund met 25 mM tris/HC1, pH 8,1) van de DEAE-kolom door een
Detox1GeT(R) (Pierce Chemical Company, Rockford, I11., Verenwgde '
Staten van Amer1ka) -kolom omvat, volgens de aanw1gz1ngen van de fabri-

kant. :
Het gezu1verde humaan-interleukine-1 volgens de onderhavige uxt-

vinding kan op bekende wijze als farmaceutisch middel worden toegepast

om het 1mmuunsysteem van een pat1ént te st1mu1eren, bijvoorbeeld
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doordat de immuun-respons op pathogenen wordt verbeterd, doordat het
als vaccin-adjuvans werkzaam is en doordat het de afweer tegen neoplas-
tische ziekten versterkt. Andere toepassingsmogelijkheden betreffen het
bevorderen van de wondheling door stimulatie van de groei van de fibro-
blasten en de verbetering van de genezing van kritisch zieken, wat be-
treft eiwit ondervoede patiénten.

Het humaan-interleukine-1 volgens de onderhavige uitvinding kan
voor de bovengenoemde klinische toepassingsgebieden aan mensen en warm-
bloedige zoogdieren worden toégediend. De toediening kan volgens elke
professionele methode plaatsvinden, zoals door parenterale toediening,
bijvoorbeeld intraveneus, subcutaan of intramusculair. Het zal duide-
1ijk zijn, dat de benodigde dosis afhankelijk is van de specifieke om-
standigheden, van de ernst van de ziekte, van de duur van de behande-
1ing en van de toedieningsmethode. Een geschikte doseringsvorm voor de
farmaceutische toepassing kan worden verkregen doordat steriel gefil-
treerd, gelyofiliseerd humaan-interieukine-1 voor de toepassing op be-
kende wijze wordt samengesteld. De toevoeging van buffers, stabilisato-
ren, bacteriostatica en andere toevoegsels, die gewoonlijk in farmaceu-
tische parenterale doseringsvormen worden toegepast, kan volgens de al-
gemene technieken plaatsvinden.

In de volgende voorbeelden wordt de uitvinding nader toegelicht.

Voorbeeld I

E. Coli-cellen, getransformeerd met een expressievector, die voor
recombinant humaan-interleukine-la (rHIL-la) codeert, werden gekweekt
onder omstandigheden, die de expressie van het rHIL-la mogelijk maken.
De cellen werden verzameld en bevroren. Voor het zuiveren van het
rHIL-la werden de bevroren E. colicellen ontdooid in 30 mM tris/HC1 (pH
8,0), 5 mM EDTA (in een verhouding van 1:5 gew./vol.). De opnieuw ge-
suspendeerde cellen werden met een inrichting voor het kapotmaken van
cellen, namelijk een "Branson Zellzertrimmerer 350" (Sonicator) ont-
sloten. De ontsloten cellen en "onoplosbaar" rHIL-la in de vorm van in-
gesloten lichamen werden door centrifugeren bij 20.000 x g verwijderd.
De oplosbaar rHIL-la bevattende bovenstaande vioeistof werd op een
Sephacry1(R) §-200-kolom (fig.2) gebracht. De kolom werd met 30 mM
tris/HC1 (pH 8,0), 800 mM NaCl, 5 mM EDTA gebquilibreerd. De biolo-
gisch aktieve frakties werden verenigd, in een verhouding van 1:3 (vo-
Tume/volume) met 30 mM tris/HCT (pH 8,0) verdund en op DEAE-cellulose
(anionen-uitwisselaar DE 53, Whatman Ltd.) onder toepassing van een 1i-
neaire gradifnt van 0-800 mM NaCl in 25 mM tris/HC1 (pH 8,1) gechro-
matografeerd (fig.3). Meer dan 50% van de biologische aktiviteit werd
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teruggewonnen bij een specifieke aktiviteit van 0,4 tot 1,0 x 107
eenhedén/mg eiwit. De zuiverheid van het eiwit werd door middel van
SDS-polyacrylamide-gelelektroforese (SDS-PAGE) volgens Laemmli et al.,
Nature 227, 680-685 (1970), (fig.4), alsmede door middel van HPLC met
omgekeerde fasen bevestigd. Na chromatografie mef_Sephacryl(R)
S-200 was het rHIL-la verontreinigd met 1000-2000 endotoxine-eenhe-
den/m1, maar de DEAE-chromatografie bracht een vermindering van het
endotoxine met 99% téweeg.'De biologische aktiviteit bleek gedurende
tenminste 3 maanden stabiel te zijn wanneer het eiwit bij 4°C bewaard -
werd. | '

Voorbeeld II

De'bovengenoemde werkwijze werd op vergrote schaal uitgevoerd ten-
einde 32 mg nagenoeg zuiver rHIL-la te bereiden. 100 g celmassa werden
met een zogenaamde Manton-Gaulin (Meth. Enzymology 22, 482-484 [1971])
ontsloten en het resulterende oplosbare produkt werd met streptomyCine-
sulfaat en ammonxumsulfaat behandeld teneinde nuclefnezuren te ver-
wijderen en de eiwitten te concentreren. Het resu]terende, opnieuw ge-
sotubiliseerde eiwit werd in een gebufferde zoutoplossing over een ko-
Tom met 10 1 Sephacryl(R) S-200 gechromatografeerd. Het gezuiverde
materiaal werd vervolgens over een DEAE-cellulose bevattende kolom ge-
chromatografeerd Het eiwit bezat een zuiverheid van meer dan 95%, het-
geen door SDS-PAGE kon worden vastgesteld. De totale aktiviteit, die '
verkregen werd, bedroeg 1,6 x 109 eenheden met een gemiddelde speci-
fieke aktiviteit van 5 x 107 eenheden/mg. In tegenstelling tot de ei-
genlijke pilotproef was dit materiaal echter enigszins met endotoxine
verontreinigd (maximaal 500 endotoxine-eenheden/ml). Deze endotoxine-

- verontreiniging kon gemakkelijk worden verwijderd doordat de eiwitop-
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lossing werd geleid over een met DetoxiGe1(R) gepakte kolom, waar-
bij de aanwijzingen van de fabr1kant gevolgd werden. '
Beschrijving van de figuren:
Fig. 1 toont de aminozuursequentie van humaan-interleukine-la.
'Fig. 2 toont een chromatogram van de gelfiltratie van E. coli- -
cytosol met oplosbaar rHIL-la op SephacryI(R) S-200. Het elueer-
middel is 30 mM tris/HCL (ph 8,0), 800 mM NaCl. Bij een gedeelte van de
hoeveelheid van de frakties werd door middel van LAF-analyse de inter-

- Teukine-l-aktiviteit bepaald.

Fig. 3 toont een chromatogram van de DEAE-ce11ulose-chromatograf1e
van de verenigde frakties van de Sephacry1(R) S-200-kolom, die een
interleukine-l-aktiviteit bezaten. rHIL-la werd met een'zoutgradiént
van 0-800 mm NaCl in 25 mM tris/HC1 {pH 8,1) geé]ueekd, Monsters van
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elke fraktie werden door middel van LAF-analyse op biologische aktivi-
teit onderzocht.

Fig. 4 toont de zuivering van rHIL-la. Monsters van diverse trap-
pen van de zUivering van rHIL-la werden door middel van SDS-PAGE geana-
lyseerd. ‘

(A) M: Grootte-markeringseiwitten; P: sediment na het centrifuge-
ren van de met ultrageluid behandelde celsuspensie; S: cytosolfraktie;
frakties 64 - 69 en frakties 70 - 77: frakties 64 tot frakties 77 van
de Sephacryl(R) S-200 chromatografie afzonderlijk opgebracht (ge-
markeerd door |).

(B) M: Grootte-markeringseiwitten; 0: verenigde frakties van de
Sephacryl(R) S-200 kolomchromatografie; 0*: verenigde frakties van
de Sephacry1(R) $-200 kolomchromatografie 1:3 (vol./vol.) verdund
met 30 mM tris/HC1, pH 8,1; frakties 60 - 65 en frakties 66 - 73: frak-
ties 60 tot 73 van de DEAE-cellulose-chromatografie afzonderlijk opge-
bracht (gemarkeerd door |).

De elektroforetische mobiliteiten van de grootte-markeringseiwit-

ten in M (fosforylase B, [My=94.000], runderserumalbumine
[M.=67.000], ovalbumine [My=43.000], carboanhydrase [My=30.000],
sojabonen-trypsine-inhibitor [M.=20.000] en o-lactalbumine
[M-=14.000] en de daarbij behorende mp-waarden (x 103) zijn met
pijlen gemarkeerd.

/ T 4y oy
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CONCLUSTIES

1. Microbieel bereid humaan-interleukine-1, in hoofdzaak endotoxi-
ne-vrije en als een in hoofdzaak homogeen eiwit met een specifieke ak-

tiviteit van tenminste 5 X 107 eenheden/mg. -

2. Humaan-xnterleuk1ne-l volgens conc1us1e 1, gekenmerkt doordat.
dit humaan-interleukine-la is.

3. Humaan-1nterleuk1ne-1 volgens conclusie 1, gekenmerkt door de
in fig.l aangegeven aminozuurvolgorde.

4, Humaan-interleukine-1 volgens een der conclusies 1-3 als farma-

ceutisch middel. - | ‘ |

5. Werkwijze voor het bereiden van humaan-ihterleUkineél volgens
een der conclusies 1-3, met het kenmerk, dat men cellen van microben,
getransformeerd met een expressievector, welke het gen voor - recomb1nant
humaan-interleukine-1 bevat, en voor de expressie van het genoemde gen
induceert, ontsluit, onoplosbaar celmateriaal van een cytosolfraktie
afscheidt, deze cytoso]f}aktie onder toepassing van een gebufferde

zoutoplossing aan een gelfiltratie onderwerpt, de biologisch aktieve

frakties van de gelfiltratie verenigt en deze aan een ionenuitwisse-
11ngs-chromatograf1e onder toepass1ng van een grad1ént van een toene-
mende zoutconcentratie in een gebufferde oplossing onderwerpt.

6. Werkwijze volgens conclusie 5, met het kenmerk, dat men de cel- -
len van de microben door middel van een behandeling met ultrageluid

ontsluit.
7. Werkwijze volgens conclusie 5 of 6, met het kenmerk, dat men de

genoemde gelfiltratie uitvoert over een Sephacry1(R) S-200-koTom
en dat men als gebufferde zoutoplossing een met tris/HC1 gebufferde
NaCl-oplossing gebruikt. : '

- 8. Werkwijze volgens een der conc]us1es 5-7, met het kenmerk, dat
men de genoemde jonenuitwisselings-chromatografie onder toepassing van
een DEAE-celIulose bevattende kolom uitvoert en dat men als de genoemde

' grad1ént met een toenemende zoutconcentratie in een gebufferde oplos—
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sing een 0-800 mM NaCl-gradiént in tris/HCl- buffer gebruikt.
9. Farmaceutisch preparaat, gekenmerkt door een- gehalte aan
humaan-interleukine-1 volgens een der conclusies 1-3 resp. bereid vol-

gens de werkwijze van een der conclusies 5-8.

10. Toepass1ng van een humaan-interleukine-1 volgens een der con-
clsuies 1-3 resp. verkregen volgens de werkwijze van een der conclusies
5-8 voor de behandeling en profylaxe van ziekten. ' '
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