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‘genetic engi neering net hods, biosynthesis of the insulin is carried out via
a precursor nolecule called progmggbs o this, the B chainis linked to

_the A chain by the C5 peptide (= connecting peptlde) In genetic
engi neering production by nmeans of Escherichia coli, a fusion protein
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ersuch der Trennung und Isolierung von basischen Proteinen, die z.B. durch tryptische Spaltung von
Proinsulin gentechnischer Herkunft erhalten werden, zu einer vblilig unzureichenden Trennung. Dies wird
durch das entsprechende Elutionsprofil (s. Teil B) verdeutlicht; man erkennt, daB die Peaks flir die
einzelnen Peptide insinander Ubergehen. -
30 Es sind auch bereits Verfahren bekannt, mit denen die Auftrennung der genannten Proinsulin-Spal-
tungsprodukte erreicht werden soll.
Steiner et al. berichten im "Journ. of Biol. Chem.", 246, pp. 1365-1374 (1971) Uber ein Verfahren zur
Isolierung von C-Peptid aus einem Proinsulinspaltungsgemisch. Bei diesem Verfahren (Ausbeuten werden
nicht angegeben) wird {iber einen schwach sauren, Carboxymethylgruppen-haltigen (CM) Kationenaustau-
35 scher auf Cellulosebasis chromatographiert. Der Beladungs- und Elutionsl&sung werden hierbei 7 Mol/
Harnstoff zugesetzt, um eine Aggregation der Proteine zu vermeiden. Die Gegenwart derartig hoher
Harnstoffkonzentrationen ist nachtsilig, weil sie zur Derivatisierung von Proteinen, vor allem zur Carbamoy-
lierung freier Aminogruppen flihrt. Markussen et al. beschreiben in "Protein Engineering " Vol. 1 No. 3, pp.
S 205-213 (1987) ein Anionenaustauscherchromatographie-Verfahren an Diethyl-2-hydroxypropylaminosthyl-
40 haltigen (QAE) Anionenaustauschern auf einer Matrix aus dreidimensional vernetztem Polysaccharid-
Netzwerk.
Bei diesem Verfahren - flir die Anionenaustauscherchromatographie werden keine Ausbeuten angegeben -
wird zur Hemmung von Proteinaggregationen in 60 %iger EthanollSsung gearbeitet. Ein Nachteil derartig
konzentrierter Ethanolldsungen besteht in den n&tigen Sicherheitsvorkehrungen, die insbesondere beim
45 Arbeiten mit konzentrierten organischen L8sungsmitteln in technischem MaBstab n&tig sind. Andererseits
treten, wie sich beim Nacharbeiten zelgte bei den genannten Alkoholkonzentrationen Denaturierungen der
Proteine auf.
in dem Bestreben, ein besseres Trenn- und Isolierverfahren flir basische Proteme aus - solche
basischen Proteine enthaltenden - Proteingemischen bereitzustellen, wurde Uberraschenderweise gefunden,
50 daB sich dieses Ziel durch Chromatographie der Proteingemische an seinem stark sauren Kationenaustau-
scher und Elution mittels wé8rigem Alkanol mit nur siner relativ geringen Menge Alkanol erreichen [48t. Es
ist besonders Uberraschend, daB sich damit gegenllber dem Stand der Technik sowoh! die Trennleistung
verbessern als auch die zusitzlichen Derivatisisrungen der Proteine wihrend der Trennung weitgehend
vermeiden lassen. Bemerkenswerterweise k&nnen sogar Derivate abgetrennt werden, die - bei der Vorbe-
65 handlung des Proinsulins entstandene - Derivatisierungen im Inneren- der in der Tertiirstruktur vorliegenden
Proteine aufweisen. Aggregationen der zu trennenden Proteine werden nicht beobachtet. Die Wiederver-
wendbarkeit der Austauscher bereitet ksine Schwierigksiten.
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-2- devel oped for purification of insulin has the peculiarity that a
=nonionic surfactant is added in order to avoid protein aggregations of the
elution liquid. This process, Wggrhspsrgdpdsi cul arly suitable for the
purification of 5 insulins, leads to a conpletely inadequate separation in
the attenpt to separate and isolate basic proteins which are obtained, for
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No. 3, Be#R®se205-213 (1987) an anion exchanger chr omat ogr aphy process on
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(LS caor bewdrzagivon ¢a. B0 40 Yabi¥y tidsbasbdviamobn 60 BUVel.ch. Begorzugtai Aflatolepsinatt Eshanol und
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t he PFf oP¥PRHEN @B oAl he al cohol concentrations nentioned. In the efforts

to provid é)ledBﬂ an es %?'éfaﬂq" |oéi rzfustauschers kann erfolgen, indem das Spaltungsgemisch in
einer Pufferlosung -vorz eise mit der zuvor beschriebenen Zusammensetzung und dem zuvor beschrie-

benen pH-Wert - geldst wird und die so erhaltene L&sung mit dem stark sauren Kationenaustauscher in
Kontakt gebracht wird.

30 Die Elutionsl8sung, die im Prinzip eine &hnliche Zusammensetzung wie die zuvor beschriebene
Pufferi8sung haben kann, hat vorzugsweise einen pH-Wert von 3,5 bis 4,0. Besonders geeignet ist ein
Elutionsverfahren, bei dem die Elutionsl&sung einen zeitlichen Salz-Konzentrationsgradienten mit vorzugs-
weise linearem Verlauf aufweist. Dieser Konzentrationsgradient kann z.B. angelegt werden, indem zu Beginn
der Elution eine geringe Salzkonzentration (im Grenzfall gegen Q) in der Elutionsi&sung vorliegt und indem

35 die Salzkonzentration wihrend des Elutionsvorgangs gesteigert wird. Auf diese Weise kann eine besonders
wirksame Trennung des Proteingemisches erreicht werden. Ein bevorzugter Salz-Konzentrationsgradient
variiert von nahe O Mol Salz/l (zu Anfang der Elution) bis ca. 1 Mol Salz/1 (zu Ende der Elution), besonders
bevorzugt von ca. 0,15 (zu Anfang der Elution) bis ca. 0,35 Mol/l (zu Ende der Elution). Flir den Salzzusatz

Y kommen viele organische und anorganische Salze in Frage. Bevorzugt sind physiologisch vertrigliche

40 Salze wie Ammonium- und Alkalisalze, besonders bevorzugt Natriumsalze, insbesondere Natriumchlorid.

Das erfindungsgem#Be Trennverfahren kann auf unterschiedliche Weise durchgeflihrt werden. Zu
bevorzugen ist die Durchflihrung im S&ulenverfahren oder im Batchverfahren. Die Temperatur, die bei der
lonenaustauscherchromatographie vorzugsweise konstant zu halten ist, kann in einem weiten Bereich
variiert werden. Vorzuziehen ist ein Temperaturintervall von ca. -10°C bis ca. 50 * C, insbesondere von ca.

45 15Dbis ca. 25°C.

Durch das nachfolgende Ausfilhrungsbeispiel (A) soll die Erfindung n&her eridutert werden. Durch den
daran anschlieBenden Vergleich (B) soll die Uberlegenheit des erfindungsgem#Ben Verfahrens gegeniiber
einem Verfahren zur Insulinreinigung gem&B8 dem Stand der Technik (DE-PS 26 29 568) gezeigt werden.

A) Ausflihrungsbeisplel (srfindungsgemés)

50 6 | S-Sepharose werden in einer wéBrigen Pufferldsung, die 50 mmoldl Milchsfure, 30 % Isopropanol
und 1 Mol Natriumchiorid enthdlt und deren pH-Wert bei ca. 3,5 liegt, aufgeschiimmt und ca. 80 cm
hoch in eine SHule mit 10 cm Durchmesser geflilt. Die S#ule wird mit 10 | wéBriger StartpufferiBsung
(50 mmolfl Milchsiure, 30 % lIsopropanol, 0,15 Mol Natriumchlorid, pH ca. 3,6) Hquilibriert. 15 g
kristallisiortes Spaltungsgemisch, das 6,2 g Insulin-Arg-B31-32, 3 g Insulin-Arg-B31 und Insulin-Des-Thr-

85 B30 sowie unbekannte Spaltungsintermediate sowie Derivate enth#lt, entstanden aus tryptischer Spal-
tung von Préprohumaninsulin, werden in 3 | Startpuffer geldst und auf die S8ule aufgetragen. Anschlie-
Bend wird mit einer wiBrigen L&sung, enthaltend 50 mmol/l Milchs8ure und 30 % Isopropanol bei sinem
pH-Wert von 3,5 (singestellt mit NaOH) und einem Gradienten von 0,15 Mol./l bis 0,35 Mol/l Natriumchio-



~ -3- isolation process for basic proteins from protein mxtures -

- containing such basic proteins - it has been found, surprisingly, that this
ai mcan be achi eved by chronat ggrgeg8yeeB1t he protein m xtures on strongly
acid 5 cation exchangers and el ution by nmeans . of aqueous al kanol wth
only a relatively small anount of alkanol. It is particularly surprising
that it ridslysdsBieEHiutorisBsung thet einTolenes vbin@ x28a Dint DumhfluBggsalorindigkeinbetrégtdr | son
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25 ;s carrying out the elution by means of an [err]-al kanol m xture which

contai ns about 10 to 50% by vol une, preferably about 20 to 40% by vol une
and in particular about 30% by vol une, of al kanol. The basic proteins can
be isolated in high yields fromcl eavage m xtures of any 30 desired
proi nsulins or of derivatives thereof, such as, for exanple, nonkey

\ preproinsulin, by the process according to the-invention. Possible ion
exchangers are in principle all the strongly acid cation exchangers.
Strongly acid cation exchangers in which the functional 35 group is the
sulfo group, in particular the sul fopropyl group [err], for exanple on
a matrix of hydrophilic vinyl polyners contatning hydroxyl groups (for
exaffpl e [err]Fractogel TSK, manufacturer - Merck, Darnstadt), acrylic
copol yners (for exanpl e SP
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-4- Jerr]Trisacryl M manufacturers Reactifs IBF, Villeneuve-la- Garenne,
‘France) or gels with a content of crosslinked agarose (for exanpl e
S-[err] Sephar ose, manuf act ur er ggp4gEeod1 Uosal a, Sweden) are preferred,
S-Sepharose is 5 particularly preferred. Before | oading of the strongly
“acid cation exchanger with the cleavage mi xture, this should be freshly
equilibrated with a buffer solution. This buffer solution preferably
consists of a water/[err]-al kanolg 10 m xture with an al kanol content of
preferably about 10 to 50% by v me, particularly preferably about 20 to
40% by volunme and in particul ar out 30% by volune. Preferred al kanols are

et‘-@n(ﬂ and i sopropanol, in pa cul ar isopropanol. Further additives
whiTth can be added to the 15 fa olution are, for exanple, salt,
pref erably physiologically tol e \$heral salt, one or nore of any

desired organi c acids, prefer B§I tige acid, a base, preferably NaCH,
and/ or. preservatives. The prie

g petl of the buffer solwidh is between
about 2.5 20 and 5.5, parti y= preferably between ab t'§3.5 and 4. 0.
Loadi ng of the strongly acid ' xghanger can be carri St by
di ssol ving the cl eavage m xtuigegi b fer solution - pref ly with the
conmposi tion descri- 25 ed gB&@EahdThe pH described ab and
bringiyg the resulting sduti @8 ceptacy, with the stro )‘ggcid cation
exchanger. The el 8tion saguti &k }%h%n p&i nci pl e can hageg nposi tion
simlar to that o '!‘Ihe budf er Hls?u ,on 730 escri bed abov erably has
a pHof 3.5to 4.98An el@itio g%ﬁcﬁsgn jch the el ujj o® g@¢tion has a
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1. Verfahren zur Isolierung basischer Proteine aus Protsingemischen, weiche solche basischen Proteine
enthalten und welche erhalten wurden durch enzymatische Spaltung von Proinsulin und/oder dessen
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the protein m xture can be achieved in this manner. A preferred sal t
concentration gradient varies fromalnost O nole of salt/l| I “ml“s“m"lm ||I|
the elution) to about 1 nole of salt/leéat the end of the elﬁll

particu- larly preferably fromEHBISE (at the start of itht 5 ‘el tid

to about 0.35 mole/l (at the end of the elution). Many organic and

I norganic salts are possible for the salt addition. Physiologically
tolerated salts, such as arrm)nium and al kali metal salts, are preferred,
and sodiumsalts, in particul ar=sodi umchloride, are 10 especially
preferred. The separation prodge%s according to the invention can be carried
out d n‘various ways. The procg?re by a columm process or a batch process
is to be preferred. The tenpe urg, which is preferably to be kept
constant 15 during the io g chr omat ogr aphy, can be varied within
a W de range. A tenperature % I romabout [err] to about [err], in
particul ar about 15 to about iR to be preferred. The igwention is
illdstrated in nore detail fol | ow ng enbodi rei® d&anple (A).
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-6- tryptic cleavage of human preproinsulin are dissolved in 3 1 of
‘the starting buffer and the solution is applied to the colu , N
is then eluted with an aqueous g %5%§pnt aining 50 5 ,Wlmmnﬂ mm”m
| actic acid and 30% of isopropanol at a pH of 3.5 (adjusted Wth Na and*
a gradient of 0.15 nol/I to 0.35 nol/|l of sodiumchloride. The el utlon
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wi t h an i waesshdrsy mirdgmB3dteiggdmisoh und Elutionc dadlirein igel@finzeichnet, difamard 8I8clanemaostali- ng t o
HPLC (hi géeherr eisspusterk shirepu Kelionanhustineehergveamenget undirdef mpo| diee Eutieh, mifiels Leiredl i t h
[err] in BQ/GtGcAlkanol-Gortischasl dag esc il bis 30 &d virgugawriierng. 2000ig#0 % insbgsendare emgt h
[err}¥ sol 3 Fd¥anol ethéslughillsh and bringing the pHto 6.8. The yield is 15

5 g’of i nsul i n- Arg-B31-32, which corresponds to a stage yield, based on

i nsul i f= A 3'33'1“338 A"?PF“"BG%’M%H Wﬁgﬁ}"%ﬁ‘ﬁ’ N3 PRk W’ﬁme@uﬁm\ﬁﬁ@’
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P & QYgENLIER Aremiiy ) so F}«P 4 gplgrpaichest, g 0,05 St ayen
L?i? 1o oS e i 'r“?p"fg" ¢ RESPILG B .ng 8 e zgﬁ%" MPRE e 2
shows that™o arrpl e Il according to the 25 I nvention. The
absor Pigi Oy tﬂ“natch%mla#}( oﬁéﬂgﬁ: ﬁ&ﬁ YAYRIR Ikt PlaadufdB_daRanhichdet, dis QL@

agai st t Aok béHutAMH,bI0TR, afslc, 2L ﬁa?uol o H&nbpﬂst{e}éd?i dr _
show t hat jsdpghdpaddi, @stRsitS according to the |nvent|on | ead s better separ atlon
of the basic 30 proteins than the process carrled out in accordance

W th Gar nvdtialited fdah efdém d8er MbBrere doi AsPrlicHalr 106181 dayliret Gbkaringeichndt) @ GdianepduCt

. purity i spHiwemdatiEngonglsaing auf2e./3i50io10 éimstelii e process according to the

I pveation (see Table 1). [ ERR]

6. Verfahren nach einem oder mehreren der Anspriiche 1 bis 5, dadurch gekennzeichnet, daB die
Beladungs- und Elutionsidsung eine Puffersubstanz, bevorzugt auf Basis einer organischen S#ure,
insbesondere Milchsiure, enthilt.

25 7. Verfahren nach einem oder mehreren der Ansprliche 1 bis 6, dadurch gekennzeichnet, daB mit einem
Ammonium- oder Alkalisalzgradienten zwischen ca. 0 bis 1 Mol/, insbesondere mit ca. 0,15 bis 0,35
Mol/, eluiert wird. :

Claims
30
1. A process for the isolation of basic proteins from a protein mixture which contains such basic proteins
and which has been obtained by enzymatic cleavage of proinsulin and/or one of its derivatives of
natural, semisynthetic or genetic engineering origin by loading an ion exchanger with the protein
mixture and elution, which comprises using a strongly acid cation exchanger as the ion exchanger and
36 carrying out the elution by means of an H20/C;-Cs-alkanol mixture which contains about 10 to 50%,
preferably about 20 to 40% and in particular about 30%, of alkanol.

2. The process as claimed in claim 1, wherein the strongly acid cation exchanger used is one with sulfo
L groups, in particular with sulfopropyl groups.

3. The process as claimed in claim 1 or 2, wherein the Ioading of the strongly acid cation exchanger is
carried out at a pH between about 2.5 and 5.5, preferably between about 3.5 and 4.0.

4. The process as claimed in one or more of claims 1 to 3, wherein the H>0/C-Cs-alkanol mixture used
45 for the elution contains ethanol or isopropanol, in particular isopropanol, as the Ci-Cs-alkanol.

5. The process as claimed in one or more of claims 1 to 4, wherein the pH of the elution solution is
brought to about 3.5 to 4.0.

50 6. The process as claimed in one or more of claims 1 to 5, wherein the loading and elution solution
contains a buffer substance, preferably based on an organic acid, in particular lactic acid.

7. The process as claimed in one or more of claims 1 to 6, wherein the elution is carried out with an
ammonium or alkali metal salt gradient of between about 0 to 1 mol/l, in particular with about 0.15 to
65 0.35 mol/l.
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6. Procédé selon une ou plusieurs des revendications 1 & 4, caractérisé en ce que le pH de la solution

d'élution est ajusté & environ 3,5 4 4,0.

25 6. Procédé selon une ou plusieurs des revendications 1 & 5, caractérisé en ce que la solution de charge
d'élution contient une substance tampon, de préférence & base d'un acide organique, en particulier
d'acide lactique.

7. Procédé selon une ou plusiei:rs des revendications 1 & 6, caractérisé en ce que 'on effectue I'élution

30 avec un gradient de sels alcalins ou d'ammonium compris entre environ 0 et 1 mole/l, en particulier
avec environ 0,15 & 0,35 mole/l.
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