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Beschrelbung

Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Reinigung von Insulin und/oder Insulinderivaten durch Chromato-
graphie in wHBrigen, gepufferten LOsungsmitteln, die mit Wasser mischbare organische L&sungsmitiel
enthalten, an lipophil modifizielem Kieselgsl, wobei in dem wé8rigen, gepufferien L&sungsmitte! Zwitierio-
nen geldst sind und/oder der pH-Wert des L&sungsmittels in der Ndhe des isoelekirischen Punkis des zu
reinigenden Insulins oder Insulinderivats liegt.

Aus analytischen Trennverfalwven ist die Reinigung von Insulinen oder Insulinderivaten an lipophil
modifizierten (roversed phase) Kisselgelen bekannt und wird seit vielen Jahren in der Hochdruckfilissig-
keitschromatographie (HPLC) erfolgreich angewendst (WS Welinder et al., J. Chrom., 361, (1986) 357-367).
Im analytischen MaBstab werden Proteinmengen im ug-Bereich auf eine mit modifiziertem Kieselgel gefillite
S#ule aus Stahl, Glas oder Kunststoff aufgetragen und anschlieBend durch ein strémendes Fllissigkeitsge-
misch (zumeist saure, wiBrige, Pufferldsungen mit konstanter oder variabler organischer L&semittelkonzen-
tration) sluiert. Die Proteinbeladung betrégt hierbei weit weniger als 30 wg/mi Saulenvolumen.

Bisherige Reinigungsverfahren wenden h#ufig die im Labor genutzten - relativ toxischen - Lisemitte!
(Acetonitril) und korrosiven, teuren Puiferkomponenten z.B. Tetraatkylammoniumsalze, Alkylsulfonate, Hexa-
fluoraceton, Trifluoracetat an (E.P. Kroeff et al., J. Chrom., 461, (1980), 45-61). Diese Laufmittel fihren bei
stérker mit insulindhnlichen Substanzen verunreinigten Gemischen zu keiner befriedigenden préparativen
Trennung im Hinblick auf Qualitét, Ausbsute der Hauptkomponente und Gesamiwiederfindung (J. Rivier, R.
McClintock; J. Chrom., 268 (1883) 112-119; Peter et al., J. Chrom. 408 (1987) 43-52).

insuline aus vorherigen chemischen Umwandiungen wie beispielsweise aus stark sauren Esterspaltun-
gen oder enzymatischen (Trans-)Peptidierungsprozessen, aus Kristallisationsreinigungen 0.4. enthalten
zumeist Begleitstoffe mit dhnlichen Eigenschaften. Ste lassen sich durch die Wahl bestimmter pH-Werte
{iber lonenaustauschchromatographie reinigen, wenn gentigend elekirische Ladungsunterschiede vorhanden
sind (US 4 129 560). Der Nachteil diessr Methode liegt im Verdlinnungseffokt und damit Verlust von
Wertstoffen in den Uberstinden bei der Aufarbeitung der Faliungen, in der relativ langen Zykiuszeit oder
darin, daB die Gesamiwiederfindung und damit die Ausbeute geringer ist.

Préparative Trennungen lassen sich prinzipiell durch VergrBern von SHuleninhait, Beladungsmenge
und Elutionsmitteldurchsatz emeichen. Die hier bendtigten organischen L&semitteimengen liegen z.B. bei
S#ulen mit Durchmessemn >20 cm im m3-Ma8stab. Zur analytischen HPLC verwendete Lsemittel (z.B.
Acetonitril, DMF, Methanol, Dioxan, etc.) sind toxisch, so da8 eine Anwendung dieser Methoden im
praparativen ProduktionsmaBstab aufwendige SchutzmaBnahmen erfordert.

Aufgabe der vorliegenden Erfindung war es ein Verfahren zur chromatographischen Reinigung von
insulinen und Insulinderivaten 2u entwickeln, bei dem die biologische Aktivii4t der Insuline erhalten bieibt,
hohe Reinheiten mit einem Chromatographieschritt erreicht werden, kurze Zykluszeiten, S3ulenstandzeiten
von mehr als 50 Chromatographiezykien, Regenerierung der stationdren Kieselgelphase ohne zeitraubende
Packungsvorgéinge und der Einsatz von untoxischen L&semiiteln erreicht wird, so daB sin priparativer
ProduktionsmaBstab mdglich ist.

Es wurde nun ein Verfahren gefunden, durch das sich Insulin und insulinderivate durch Chromatogra-
phie in wHBrigen, gepuifferten L&sungsmittein, die mit Wasser mischbare organische L8sungsmittel enthal-
ten, an lipophil modifiziertem Kieselgel reinigen lassen, das dadurch gekennzeichnet ist, daB in den
gepufferten L&sungsmitteln Zwitterionen geldst sind oder der pH-Wert des L&sungsmittels in der Ndhe des
isoelekirischen Punkts, des zu reinigenden Insulins oder Insulinderivats liegt und Zwitterionen anwesend
sind.

Uberraschenderweise bewirken die Anwesenheit von Zwitterionen oder die Chromatographie bei einem
pH-Wert des L&sungsmittels, der in der N&he des isoslektrischen Punkis des zu reinigenden Insulins oder
Insulinderivats liegt und die Anwesenheit von Zwitterionen, nicht nur eine gute Trennung von Wertprodukt
und Verunreinigungen, sondern auch eine gute Ablésung der Proteine von der stationéire Phase (lipophil
modifiziertes Kieselgel). Die erreichton Trennungen erlauben es, selbst stark mit insulindhnlichen Kompo-
nenten verunreinigte Insulinisungen zu reinigen, wie z.B. die Trennung von A21-Desamidoinsulin von
Insulin und Insulinderivaten. Ferner werden durch die glinstige Abisung der Proteine von der Festphase
lange Standzeiten der SHulenpackungen errsicht und sine hohe Gesamtwiederfindungsrate der Insuline
ermdglicht.

Die Erfindung betrifft somit ein Verfahren zur Reinigung von Insulin und/oder Insulinderivaten durch
Chromatographie in wéBrigen, gepufferten Lisungsmitiein, die mit Wasser mischbare organische L&sungs-
mittel enthalten, an lipophil modifizieritem Kiessigel, das dadurch gekennzeichnet ist, da in den gepufferten
L8sungsmitteln Zwitterionen geldst sind oder der pH-Wert des Losungsmittelgemisches in der Nihe des
isoelektrischen Punkis des zu reinigenden Insulins oder Insulinderivats liegt und Zwitterionen anwesend
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sind.

In dem erfindungsgeméBen Verfahren kdnnen alle Insuline eingesetzt werden, wie z.B. Insuline aller
Species, die tierischen oder menschlichen Ursprungs sind, Insulinvoriiufer, wie z.B. Proinsuline oder
Préproinsuline, oder rekombinante Insuline oder Insulinderivate, die von genetisch modifizierten Mikroorga-
nismen exprimiert werden. Ferner kdnnen auch Insulinderivate eingesetzt werden, die beispielsweise durch
chemische oder enzymatische Derivatisierung hergestelit wurden, z.B. Des-Phe-B1-Insulin, Insulin-8-Keten-
suffonat, Diarginininsulin(B31, B32), Monoarginininsulin oder Diphenylalanininsulin(B31, B832) (US 4 601
852).

Bevorzugt werden Insulinderivate der Formel |

§——s8 A21
H—{ A-KETTE Asn —OH
k] 1
S s .
s S
B2 | _ | B29
Y— Val B-KETTE Lys RY-X

in welcher

R  fUr den Rest einer genstisch kodierbaren L-Aminos&ure,

X flir eine Hydroxygruppe, eine physiologisch unbedenkliche organische Gruppe basischen Cha-
rakters mit bis zu 50 C-Atomen, eine genetisch kodierbare L-Aminosure und deren gegebenen-
falls vorhandene endstindige Carboxylfunktion frei, als Esterfunktion, als Amidfunktion, als
Lacton oder zu CH2 OH reduziert vorliegen kann,

n flr eine ganze Zahi von 0 bis 10,

Y flir Wasserstoff oder L-Phenylalanin steht

und die A- und B-Ketten die Sequenzen tierischen oder menschlichen Insulins sind, eingesetzt.

Besonders bevorzugt werden Insulinderivate der Formel i, in welcher

R¥  fiir L-Alanin oder L-Threonin und

X flir eine oder mehrere L-Aminos&uren aus der Gruppe

L-Arginin, L-Lysin oder L-Phenylalanin steht, eingesetzt.

Die Insuline und Insulinderivate kéinnen sowoh! in verhdlinismiBig unrsinem Zustand, als auch in
vorgereinigter Form (z.B. durch Gelchromatographie), eingesetzt werden. Insulin ist nach mehrfacher
Kristallisation und auch nach Geichromatographie noch mit insulin-dhnlichen Begleitstoffen sehr dhnlichen
Molekulargewichtes verunreinigt, die sich bei passend gewéhltem pH in ihrem Ladungszustand untereinan-
der und vom Insulin unterscheiden, aber mit Insulin Komplexe bilden (US 4 129 560). Beispiele solcher
Substanzen sind: Desamidoinsuline, Arginin- und Diarginininsulin, Insulin-ethylester und anders.

Unter lipophil modifiziertem Kieselge! wird ein Kieselgel verstanden, auf das eine hydrophobe Matrix
aufgebracht wurde. Beispiele flir eine hydrophobe Matrix sind Alkane mit einer Ketteniinge von 3 bis 20
Kohlenstoffatomen. Besonders bevorzugte lipophil modifizierte Kieselgelmaterialien sind beispislsweise:

- ®Nucleosil, Firma Macherey & Nagel: sphirische und nicht sphéirische Materialien verschiedener

KorngrdBen bis zu 45 wm, 100 A Porenweite, C8- bzw. G18-moadifiziert.

- Lichroprep, Firma Merck: nicht sphirische und sphirische Materialien verschiedener KorngréBen

bis 40 um, 60 - 250 A Porenwsite, C8-C18-modifiziert; =~

- ®ichrospher Select B, Firma Merck: sphirisches Material bis 25 u.m KorngrdBe, C8-modifiziert;

- (Riwaters Prep, C18-modifiziert, 50 - 105 wm nichtsphérisch, 100 A Porenweite;

- ®Zorbax Pro10, Firma DuPont: C8-modifiziert, 10 1.m, sphérisch, 100 A Porenweite;

- ®Kromasil, Firma EKA Nobel: C4-, C8-C18-modifiziert, bis 16 1.m, sphérisch, 100, 150 oder 200 A

Porenweite.

Zwitterionen sind Verbindungen, die Protonen aufnehmen und auch abspalten k8nnen, d.h. in saurer
Ldsung Kationen und in alkalischer L&sung Anionen bilden, wie belspisisweise a-Aminosiuren, Betain oder
Betainderivate. Bevorzugte Zwitterionen sind Glycin, Glutamin oder Betain (N-Trimethyl-glycin). Besonders
bevorzugt ist Glycin.
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Der isoelekirische Punkt (IEP) eines Insulins oder Insulinderivates ist derjenige pH-Wert einer Lsung
des Insulins, in der die Anzahl der kationischen Ladungen und anionischen Ladungen des gel&sten Insulins
gleich Null ist. Beispielsweise liegt der IEP von Schweineinsulin zwischen pH 5,3 und 5,4 (H. Neurath, K.
Bailey, Protein Hormones, Vol. IVA, The Proteins, S. 636). Mit dem Begriff "in der Néhe des isoelektrischen
Punkts" sind insbesonders pH-Werte gemeint, die ca. um 1 pH-Einheit liber oder unter dem IEP des zu
reinigenden Insulins liegen. Besonders bevorzugt sind pH-Werts, die bis zu 0,6 pH-Einheiten Uber oder
unter dem IEP liegen.

Die Elutionsmittel enthalten eine Puffersubstanz, um den pH-Wert des Elutionsmittels konstant zu
halten. Geeignete Puffersubstanzen sind in der Literatur bekannt, beispielsweise Phosphats, Alkali- oder
Erdalkalimetallsalize, wie Natriumcitrat oder Kaliumacetat, Ammoniumcitrat, -acetat, -sulfat oder -chlorid.
Ferner enthalten die Elutionsmittel mit Wasser mischbare organische L&sungsmitiel wie beispielsweise
Alkohole, Ketone, Methylacetat, Dioxan, Dimethylsulfoxid oder Acetonitril. Bevorzugt werden Alkohole wie n-
oder iso-Propanol, Methanol, Ethanol oder Methylacetat.

Die Konzentration der mit Wasser mischbaren organischen Lésungsmittel liegt zwischen 1 und 90 %,
bevorzugt zwischen 10 und 60 %, besonders bevorzugt zwischen 10 und 35 %. Die Konzeniration der
Puffersubstanz liegt zwischen 1 mMol/l und 2 Mo, bezogen auf Wasser als L&sungsmittel, bevorzugt
zwischen 25 mMol/l und 1 Mold. Die Konzentration der Zwitterionen kann in einem weiten Bereich
schwanken. Vorteilhafte Mengen liegen zwischen 10 mMol/l und 1 Molll, bezogen auf Wasser als Ldsungs-
mittel, bevorzugt zwischen 20 mMoll und 500 mMolf.

Die Temperatur wéhrend der Chromatographie liegt zwischen 0°C und 50°*C, vorzugsweise zwischen
15 und 30°C, besonders bevorzugt zwischen 15 und 20°C. Der Betriebsdruck wihrend der Chromatogra-
phie ist weitgehend konstant. Die Chromatographie kann mit unterschiedlichem Druck durchgeflihrt werden,
2.B. kann die Chromatographie bei einem Druck von § bis 400 bar durchgefiihrt werden, insbesondere bei
20 bis 100 bar. .

Die Beladung der S&ulen, Chromatographie und Elution der Insuline und Insulinderivate erfolgt nach
bekannten, Ublichen, technischen Methoden. Die Beladung der S&ule mit der zu reinigenden Insuliniésung
erfolgt bevorzugt mit wirig - alkoholischer oder rein wiBriger Pufferldsung. Die Insulinldsung hat einen-
Proteinanteil der zwischen 1 und 10 % liegt, bevorzugt bei 3 %.

Die Elution der Insuline erfolgt mit dem erfindungsgem#Ben Verfahren bei konstanter Konzentiration der
Puffersubstanzen (isokratisch) oder durch Verdnderung des mit Wasser mischbaren organischen L&sungs-
mittelanteils am Puffer. Die Ver&nderung des organischen L8sungsmittelanteils erfolgt in der Weise, da8 die
Konzentration des verwendeten organischen Ldsungsmittels in Abh#ingigkeit vom Elutionsvolumen steigt,
und zwar vorzugsweise in linearer Abhéngikseit.

Die Abtrennung des Insulins nach der Chromatographie aus den Eluaten geschieht durch Ausfillung mit
Zink oder durch Kristallisation. Dabei kann die Lsung wahlweise vorher mittels Vakuumdestillation weitge-
hend vom L&sungsmittel befreit oder dessen Konzentration durch Verdiinnen mit Wasser reduziert werden.
Auf jeden Fall solite die L&sungsmitielkonzeniration vor der Féllung oder Kristallisation bei 10 % oder
darunter liegen, um den Proteingehalt im Uberstand auf <50 mg/l zu halten. Die entstandenen reinen
Insulinniederschlége lassen sich durch Dekantieren, Zentrifugieren oder Filiration isofieren und trocknen.

Das erfindungsgeméBe Verfahren seignet sich nicht nur zur analytischen Chromatographie, sondern auch
zur priparativen Chromatographie, insbesondsre wenn das erfindungsgem&Be Verfahren mit einer pripara-
tiven HPLC-Anlage durchgeflhrt wird.

Unter dem Begriff "préparative Chromatographie” wird ein Reinigungsverfahren verstanden, mit dem
Ziel Reinprodukte zu gewinnen und nicht nur zu analysieren. Die Menge der Reinprodukie kann in weiten
Grenzen schwanken, beispielsweise von 1 mg bis 50 kg, bevorzugt zwischen 50 mg und 15 kg.

In den folgenden Beispielen wird das erfindungsgemiiBe Verfahren im einzelnen beschrieben. Prozent-
angaben beziehen sich auf das Gewicht, sofern nicht anders angegeben.

Beisplel 1
Puffer A: 0,2 M Ammoniumsulfat, 0,1 M Glycin, 0,05 M Natriumcitrat, pH 5,5, rein wéBrig;
Puffer B: 0,1 M Ammoniumsulfat, 0,1 M Glycin, 0,05 M Natriumcitrat, pH 5,5, Wasser/n-
: Propanol im Verhéltnis 1:1.
Sorbens: Nucleosil C18, 15 - 25 um sphirisch, 100 A Porenweite, Fa. Machery & Nagel,
Ddren;

S#ulenabmessung: 40 mm x 250 mm.
Die Beladung der S3ule erfoigt mit 3,5 g Humaninsulin (HI) - gewonnen aus Trifluoressigséurespaliung
von Humaninsulin-B30-di-tert.butyl-ester/ether - mit einem Proteinanteil von 79,1 %. Die Elution des Insulins
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erfolgt dadurch, daB die Pufferldsung A und B mit einer gesigneten Hochdruckpumpe mit Mischeintichtung
gomischt werdsn, so daB ein Propanolgradient von 14 bis 20 % erzeugt wird. Die Elution des Insulins
erfolgt bei etwa 17,5 % Propanol nach 23 Minuten, wenn mit 46 mi/min gepumpt wird.

Nach Fraktionierung und Isolierung von kristallisiertem Humaninsulin (HI) erhilt man ein Produkt mit 97
% Protein in 88,5 %iger Ausbsute in der Hauptfraktion und 7,5 % Ausbeute an Nebenfraktion mit 85,7 %
Proteinanteil. Die Gesamiwiederfindung betréigt somit 96,0 % des vorgelegten Insulins.

Beispiel 2
Puffer A: 0,1 M Ammoniumsulfat, 0,1 M Glycin, 0,025 M Natriumcitrat, pH 5,5, rein wéBrig;
Puffer B: 0,05 M Ammoniumsulfat, 0,1 M Glycin, 0,025 M Natriumcitrat, pH 5,5, Wasser/n-
Propanol im Verh#linis 1:1.
Sorbens: ~ Nucleosil C18-P, 15 - 25 um sphérisch, 100 A Porenwsite, Fa. Macherey &
Nagel;

S&ulenabmessung: 40 mm x 250 mm.

Die S#ule wird mit 7,0 g Humaninsulin (Hl) (86,1 % Proteinanieil) aus einer Esterspaltung von
Humaninsulin-di-tert.butyl-ester/ether in Form einer 3 %igen Ldsung in 0,1 M Glycin/HCI-Puifer, pH 2,8, mit
Hilfe einer Hochdruckpumpe beladen. AnschlieBend erfoigt die Elution mit den oben beschriebenen
Pufferldsungen unter Druck im n-Propanolgradient. Innerhalb von 60 Minuten steigt die Propanolkonzentra-
tion von 14 auf 17,5 % an. Nach Fraktionierung und Kristallisation in der 0.g. Weise erh&lt man sin Produkt
mit 98,7 % Proteinanteil. Die Ausbeute an gereinigtem Humaninsulin liegt bei 91 % des eingeseizien
Insulins.

Beispiel 3
Puffer A: 0,1 M Ammoniumsulfat, 0,1 M Glycin, 0,025 M Natriumacetat, pH 5,5, rein
wéBrig; o :
Puffer B: 0,05 M Ammoniumsulfat, 0,1 M Glycin, 0,025 M Natriumacetat, pH 5,5, Wasser/n-
Propanol im Verhédltnis 1:1.
Sorbens: " Lichrospher Select B, C8, 15 - 25 um, 80 A Porenweite, Fa. Merck.

Sdulenabmessung: 50 mm x 250 mm.

Die S#ule wird mit einer L&sung von 10 g Reaktionsgemisch aus der Umamidierung von Schweineinsu-
lin mit Trypsin, geldst in 200 m! 0,1 M Glycin/HCI-Puffer, pH 2,8, beladen. Innerhalb von 120 Minuten
werden bei einem FluB von 40 mli/min. und Erh&hung der Propanolkonzeniration von 14 auf 30 % die
einzelnen Proteinkomponenten getrennt eluiert. Man ‘erhiit nach Kristallisation bzw. Féllung und Trocknung
als Hauptfraktion Humaninsulin-B30-di-tert.butylthreoninester/ether mit einer Reinheit von >97 % mit einer
Ausbeute von 93 %, bezogen auf das eingesetzte Insulin.

Beisplel 4
Puffer A: 0,1 M Natriumchlorid, 0,1 M Glycin, 0,025 M Natriumacetat, pH 5,5, rein wéBrig;
Puffer B: 0,05 M Natriumchlorid, 0,1 M Glycin, 0,025 M Natriumacsetat, pH 5,5, Wasser/n-
Propanol im Verhiltnis 1:1.
Sorbens: Zorbax Pro10, C8, 10 um, Fa. DuPont.

S3ulenabmessung: 5 cm x 25 cm.

Es wurden 7,5 g HI aus Trifluoressigsiurespaltung von Humaninsulin-B30-di-tert.butylthreoninester/ether
in 100 mi 0,1 M GlycinHCI-L&sung auf die Stiule gepumpt und bei einem FluB von 80 mi/Min. eluiert. Die
Konzentration von Puffer B stieg innerhalb von 60 Minuten von 18 auf 25 % - Die Retentionszeit (Rt) betrug
hier ca. 37 Minuten. Aus der Hauptiraktion lieBen sich nach Kristallisation und Trocknung 96,8 % H! vom
Einsatz mit >97 % Reinheit isolieren, die Nebenfraktion enthielt 2,2 % HI mit <50 % Reinheit.

Belspiel 5
Puffer A: 0,2 M Natriumsulfat, 0,1 M Glycin, 0,03 M Ammoniumacetat, pH 55, 10 %
Methylacetat;
Puffer B: 0,05 M Natriumsulfat, 0,1 M Glycin, 0,03 M Ammoniumacetat, pH 5,5, 20 %
Methylacetat.
Sorbens: Kromasil C8, 13 um, 100 A Porenweits, Fa. EKA Nobel.
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SHulenabmessung: 5 cm x 25 cm.

Es wurden 8 g Rinderinsulin pro Liter S&ulenvolumen mit Hilfe von 0,1 M Glycin/HCI-Puffer auf die
S#ule - #quilibriert bei 30 % Puffer B = gebracht. Innerhalb von 90 Minuten stieg die B-Pufferkonzentration
auf 80 % (= 18 % Methylacetat); Rinderinsulin sluierte nach 85 Minuten mit einer Reinhsit von >97,5 % in
der Hauptiraktion (63,5 % Ausbsute) und wurde nach Verdlinnen mit Wasser mit Zinkchlorid gefélit. Die
Gesamiwiederfindung betrugt 92,5 %.

Beispiel 6
Puffer A: 0,1 M Ammoniumsulfat, 0,1 M Glycin, 0,026 M Natriumacstat, pH 5,5, 5 % n-
Propanol;
Puffer B: 0,05 M Ammoniumsulfat, 0,1 M Glycin, 0,025 M Natriumacetat, pH 5,5 Wasser/n-
Propanol im Verhilinis 1:1. _
- Sorbens: Kromasil C8, 13 um, 100 A Porenweite, Fa. EKA Nobel.

Sdulenabmessung: 5 cm x 25 cm.

Die Beladung der SHule betrug 4 g (= 8 ¢/) Humaninsulin aus Trifluoressigséurespaltung von
Humaninsulin-B30-di-tert.butylthreoninester/ether mit einer Reinheit von ca. 82 %. In einem Gradient von 18
auf 25 % Puffer B innerhalb von 90 Minuten eluierte das Humaninsulin nach 45 Minuten mit einer Reinheit
von >97 % in der Hauptfraktion (Ausbeute 91,8 %) und 80,5 % in der Nebenfraktion (Ausbeute 4,7 %).

Beispiel 7
Puffer A: 0,1 M Ammoniumsulfat, 0,1 M Glycin, 0,025 M Natriumacstat, pH 5,5, 10 % n-
Propanol; _ _
Puffer B: 0,05 M Ammoniumsulfat, 0,1 M Glycin, 0,025 M Natriumacetat, pH 5,5, Wasser/n-
Propanol im Verh&ltnis 1:1.
Sorbens: Kromasil C8, 13 um, 100 A Porenweite, Fa. EKA Nobel.

Sdulenabmessung: 10 cm x 40 cm.

Auf die Séule wurden 18 g Schweineinsulin in 1,8 1 0,1 M Glycin/HCi-Puffer, pH 3,0, mit 5 % n-Propanol
gegeben. Der Gradient verlief von 9 % Puffer B (= 13,6 % n-Propanol) auf 11 % Puffer B (= 14,4 % n-
Propanol) in 70 Minuten. Schweineinsulin eluierte nach 50 Minuten mit einem Gehalt an Protein >98 % in
der Hauptiraktion (89 % Ausbeute). Die Gesamtwiederfindung betrug 96,8 % vom Einsatz.

Beisplel 8
Puffer A: 0,2 M Ammoniumchlorid, 0,1 M Glycin, 0,026 M Natriumcitrat, 5 % n-Propanol,
pH 5.,5;
Puffer B: wie Puffer A, jedoch Zusaiz von 50 % n-Propanol.
Sorbens: Kromasil C8, 13 um, 100 A Porenweite, Fa. EKA Nobel, Schweden.

S3ulenabmessung: 50 mm x 250 mm.

4 g gentechnisch hergestelltes Humaninsulin (89,5 % Proteinanteil) werden in 0,1 M Glycin-Puffer, pH
3,0, als 2 %ige Proteinidsung geldst und durch eine Hochdruckpumpe auf die Sdule gepumpt. Die Elution
erfolgt durch einen linearen Gradienten von 13 % auf 16 % n-Propanol innerhalb 70 Minuten bei einem FluB
von 80 mb/min. Nach Fraktionierung und Kristallisation erh#lt man in der Hauptfraktion ein Humaninsulin mit
sinem Proteingehalt von 98 % mit einer Ausbeute von 93 %. Die Gesamiwiederfindung lisgt bei 98 %
bezogen auf den Einsatz.

Beisplel 9
Puffer A: 0,2 M Ammoniumsulfat, 0,1 M Giycin, 0,025 M Ammoniumcitrat, 5 % Ethanol, pH
5,5;
Puffer B: wie Puffer A, jedoch Zusatz von 50 % Ethanol. .
Sorbens: Kromasil C8, 10 im, 100 A Porenweite, Fa. EKA Nobel, Schweden.

Sdulenabmessung: 50 mm x 250 mm.

In 250 mi Glycin-Puffer, pH 3,0 werden 4,5 g gentechnisch hergestelliies Humaninsulin (86,2 %
Proteinanteil) gelst und dann auf die S&ule gepumpt. Zur Chromatographie des Proteins werden durch
zwei Hochdruckpumpen ein linearer Gradient aus den beiden Puffern A und B erzeugt. Die Elution erfolgt
nach 100 Minuten bei einer Ethanolkonzentration von 33 % und einem konstanten FluB von 80 mi/min. Nach
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Fraktionierung und Kristallisation erhdit man in der Hauptfraktion ein Humaninsulin mit einem Proteingehalt
von 96 % bei einer Gesamtwiederfindungsrate von 93 % bezogen auf das Einsatzprodukt.

Beisplel 10

Puffer A: 0,2 M Ammoniumchilorid, 0,1 M Glycin, 0,025 M Natriumcitrat, 10 % Methylacetat, pH 5.,5;
Puffer B: gleiche Salzkonzentration wie in Puffer A, jedoch 20 % Methylacetat.
Sorbens: Kromasil C8, 10 um, 100 A Porenweite, Fa. EKA Nobel, Schweden.

FUr die Chromatographie werden 4,6 g rohes Humaninsulin, das aus der Aufarbeitung von gentechnisch
hergestelltom Insulin stammt, in 200 mi wéBrigem Glycin-Pufter aufgeldst und dann auf eine 50 x 250 mm
HPLC-S3ule gopumpt. Das SZulenmaterial wird zuvor durch Zusammenmischen der Puffer A und B miitels
zwei Hochdruckpumpen auf eine Methylacetatkonzentration von 13 % Methylacetat Aquilibriert. Nach der
Aufgabe erfolgt die Elution des Humaninsufins durch einen linearen Gradienten von 13 % auf 17 %
Methylacetat innerhalb 90 Minuten. Die Isolierung des Hauptproduktes erfolgt durch Kristallisation aus der
Elutionsl&sung. Dabei erhZlt man 3,8 g Humaninsulin mit einem Proteinanteil von 96 %. Dis Gesamtwieder-
findungsrate, bezogen auf das Ausgangsmaterial, betréigt dabei 90 %.

Beisplel 11

Puffer A: 0,2 M Ammoniumsulfat, 0,1 M Betain, 0,05 M Zitronens4ure, pH 5,5 mit Natronlauge (rein
wéBrig);
Puifer B: 0,1 M Ammoniumsulfat, 0,1 M Betain, 0,05 M Zitronensfiure, pH 5,5 mit Natronlauge
(Wasser/iso-Propanol Verh. 1:1);
Sorbens:  Nucleosil C18, 15 - 25 um sphérisch, 100 A;
Siule: 40 mm x 250 mm. -
Flus: 45 mi/Min.
Die S&ule wurde mit 3 g (79 % Proteinanteil) Humaninsulin aus einer Esterspaltung von Humaninsulin-
di-tert.butyl-ester/ether in Form einer 3 %igen L8sung in 0,1 M Betain/HCI-Puffer, pH 3,0, mit Hilfe einer
Hochdruckpumpe beladen. AnschiieBend wurde mit dem o.g. Puffersystem bei 44 % Puffer B isokratisch

. eluiert. Die Retentionszeit betrug ca. 35 Minuten. Nach Frakiionierung wurde in der Hauptiraktion 98,1 %

Humaninsulin mit 80,5 % Ausbeute erhalten. Die Gesamtiwiederfindung betrug 90,5 %.
Beisplel 12

Puffer A: 0,1 M Ammoniumsulfat, 0,1 M Glutamins&ure, 0,06 M Zitronens4ure, pH 5, 5 mit Natronlau-
ge (rein wiBrig); '

Puffer B: 0,1 M Ammoniumsulfat, 0,1 M Glutaminsdure, 0,05 M Zitronensdure, pH 5,5 mit Natronlau-
ge (Wasser/n-Propanol: 1:1);

Sorbens:  Nucleosil C18-P, 15 - 25 um sphérisch, 100 A;

Sdule: 50 mm x 250 mm.

FluB: 60 mi/Min.

Die S3ule wurde mit 6 g (73 % Proteinanteil) Humaninsulin aus einer Esterspaltung von Humaninsulin-
di-tert.butyl-ester/ether in Form einer 3 %igen L&sung in 0,1 M Essigséure, pH 3,0, mit Hilfe einer
Hochdruckpumpe beladen. AnschlieBend wurde mit dem o.g. Puffersystem bel 25 % - 28 % Puffer B im
Gradient eluiert. Die Retentionszeit betrug ca. 26 Minuten. Nach Frakiionierung wurde in der Hauptfraktion
98,6 % Humaninsulin mit 65 % Ausbeute erhalten. Die Gesamtwiederfindung betrug 88,5 %.

Beispiel 13

Puffer A: 0,15 M Ammoniumsulfat, 0,10 M Triethylamin, pH' 8,5 mit Schwefelsiure (rein wiBrig);
Pufter B: 0,08 M Ammoniumsulfat, 0,05 M Triethylamin, pH 6,5 mit Schwefelsdure (Wasser/2-

Propanol: 1:1);
Sorbens:  Nucleosil C18-P, 15 - 25 um sphérisch, 100 A;
Séule: 60 mm x 250 mm,
Flus: 60 mi/Min.

Nach Beladung der SZule mit 5 g Humaninsulin aus Trifluoressigsdurespaltung von Humaninsulin-di-
tert.butylthreoninester/ether in einer 3 %igen L&sung wurde zwischen 32 und 42 % Puffer B eluiert. Die
Retentionszeit betrug 40 Minuten. Nach Fraktionierung und Kristallisation wurden 72 % in der Hauptfraktion
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mit einer Reinheit von 92,7 % erhalten. Die Gesamtwiederfindung lag bei 76 % der eingesetzten Menge.
Beisplel 14

Puffer A: 0,1 M Zitronensiure, 0,2 M Ammoniumsulfat, pH 2,5 mit Salzsiure, rein wiBrig

Puffer B: 0,1 M Zitronens#ure, 0,1 M Ammoniumsulfat, pH 2,5 mit Salzsdure, Wasser/n-PropanoI 1:1.
Sorbens:  Nucleosil C18, Fa. Macherey & Nagel

Sule: 40 x 250 mm

FluB: 45 mi/Min.

Nach Beladung der S&ule mit 3 g Humaninsulin aus Trifluoressigsdurespaltung von Humaninsulin-di-
tert.butylthreoninester/ether in Form einer 3 %igen L8sung in 0,1 M Glycinpuffer pH 3,0 wurde zwischen 34
und 35 % Pufier B eluiert. Die Retentionszeit betrug 46 Minuten. Nach Fraktionierung, Kristallisation und
Trocknung wurden 57 % der Einsatzmenge in der Hauptiraktion mit siner Reinheit von 94,8 % und 16 % in
der Nebenfraktion (Reinheit 84 %) isoliert.

Belsplel 15:

Puffer A: 0,1 M Zitronensiure, 0,2 M Ammoniumsulfat, pH 3,5 mit Salzs#ure, rein wiBrig

Puffer B: 0.1 M Zitronens#ure, 0,1 M Ammoniumsulfat, pH 3,5 mit Salzs&ure, Wasser/n-Propanol: 1:1.

Sorbens: Nucleosil C18, Fa. Macherey & Nagel

Siule: 40 x 250 mm

Flus: 45 mi/Min.

Siulenbeladung erfolgt wie in Beispie! 14. Die Retentionszeit betrug ca. 40 Minuten. Nach Fraktionie-

rung, Kristallisation und Trocknung wurden 51 % singesetztes Humaninsulin mit einer Reinheit von 97,5 %
in der Hauptfraktion und 4 % in der Nebenfraktion (68 % Reinheit) gefunden.

Beispiel 16

Puffer A: 0,1 M Tris, 0,1 M Glycin, 0,1 M Ammoniumchlorid, pH 8,5 mit Salzs4ure, rein wi8rig;
Puffer B: 0,1 M Tris, 0,1 M Glycin, 0,1 M Ammoniumchlorid, pH 8,5 mit Salzsdure, Wasser/n-

Propanol: 1:1.
Sorbens:  Kromasil C8, 13 um, 100 A
Séule: 50 mm x 250 mm
Fius: 60 mi/Min.

Die auf 33 % Puffer B equilibrierte S&ule wurde mit 6 g Humanmsulm aus Trifluoressigsdurespaliung (s.
Beispiel 14) in Form einer 3 %igen Losung in 0,1 M Trispuffer, pH 8,5, beladen. Elution erfolgte nach ca. 35
Minuten. Nach Fraktionierung und Kristallisation enthielt die Hauptfraktion 96,6 %iges Humaninsulin mit
einer Ausbeute von 86 %. Die Gesamtwiederfindung lag bei 95 %.

Beispiel 17:

Puffer A: 0,1 M Ammoniumchliorid, 0,025 M Zitronens&ure, pH 5,5 mit Ammoniak, 5 Vol.-% n-

Propanol

Puffer B: 0,1 M Ammoniumchlorid, 0,025 M Zitronensiure pH 55 mit Ammoniak, 50 Vol.-% n-
Propanol

Sorbens:  Kromasil C8, 13 um, 100 A

Sdule: 50 mm x 250 mm

FluB: 60 ml/Min.

Die Sdule wurde wie schon beschrieben mit 6 g Humaninsulin aus Trifluoressigsiurespaltung (s.
Beispiel 14) beladen. Innerhalb eines Gradienten von 21 % auf 25 % Puffer B in 60 Minuten wurde Insulin
mit einer Retentionszeit von 40 Minuten eluiert. Die Hauptfraktion enthieft 91 % des Einsatzproduktes mit
einer Reinheit von 97,5 %. Die Gesamiwiederfindung lag bei 96 %.

Beispiel 18:
Puffer A: 0,1 M Kaliumchlorid, 0,025 M Zitronens&ure, pH 5,5 mit Kalilauge, 5 Vo!.-% n-Propanol

Puffer B: 0,1 M Kaliumchlorid, 0,025 M Zitronenséure, pH 5,5 mit Kalilauge, 50 Vol.-% n-Propanol
Sorbens:  Kromasil C8, 13 um, 100 A
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Séule: 50 mm x 250 mm
Flus: 60 ml/Min,
Beladung und Gradient wie in Beispiel 17. Elution erfolgte nach 35 Minuten. Die Hauptiraktion enthielt
90 % der Einsatzmenge an Humaninsulin mit einer Reinheit von 96,5 %. Die Gesamtwiederiindung lag bei
93 %.

Beispiele 19 bls 24:

In den Beispielen 19 bis 24 wurde die Chromatographie unter den gleichen Bedingungen wie in
Beispiel 14 durchgefiihrt. Nur die Puffer bzw. die Zwitterionmenge wurde veréindert.

Belspiel 19:

Puffer A: 0,15 M Ammoniumsulfat, 0,1 M Triethylamin, pH 7,0 mit Schwefels8ure;
Puffer B: 0,08 M Ammoniumsulfat, 0,05 M Triethylamin, pH 7,0 mit Schwefelsiure.
Ergebnis: 95,2 % Reinheit der Hauptfraktion; 67 % Ausbeute in der Hauptfraktion.

Beisplel 20:

Puffer wie in Beispiel 16 jedoch ohne 0,1 M Glycin
Ergebnis: 96,1 % Reinheit in der Hauptfraktion; 65 % Ausbeute in der Hauptfraktion und 25 % in der
Nebenfrakdtion.

Beisplel 21:

Puffer wie in Beispiel 15 mit zusitzlich 0,1 M Glycm
Ergebnis: 96 % Reinheit in der Hauptiraktion; 66 % Ausbeute in der Hauptfraktion und 8 % in der
Nebenfraktion.

Belspiel 22:

Puffer A: 0.1 M Ammoniumchlorid, 0,025 M Zitronensdure, pH 4,5 mit Ammoniak, § Vol.-% n-
Propanol, 0,1 M Glycinbetain

Puffer B: wie Puffer A aber zus#tzlich 50 % n-Propanal

Ergebnis: 98,1 % Reinheit in der Hauptfraktion; 88 % Ausbeute in der Hauptfraktion und 6 % in der
Nebenfraktion.

Beispiel 23:
Puffer wie in Beispiel 22, aber pH 5,4 und 0,1 M Glycin statt Glycinbetain.
Ergebnis: 97,9 % Reinheit in der Hauptfraktion; 92 % Ausbeute in der Hauptfraktion und 8 % in der
Nebenfraktion.
Beisplel 24:
Puffer wie in Beispiel 13, aber pH 6,0 und zusitzlich 0,1 M Glycin.
Ergebnis: 94,3 % Reinheit in der Hauptiraktion; 77 % Ausbeute in der Hauptfraktion und 13 % in der
Nebenfraktion.
Beisplel 25:

Die Tabelle 1 gibt eine Ubersicht Uber Ausbeute und Reinheit von Insulinen in Abh3ngigkeit von pH-
Wert und/oder Zwitterion im Elutionsmittel.
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Tabelle 1
pH-Wexrt Zwitterion Reinheit Ausbeute Bsp.
e Hauptfraktion.. Hauptfr. Nebenfr. Nr.
2,5 - 94,8 57 16 14
6,5 | - 92,7 72 4 13
7.0 - 85,2 67 - 19
8,5 - 96,1 . 65 - 25 20
5,5 - ' 97,5 9l 5 17
5,5 - 96,5 90 3 18
3.5 Gly 96,0 . 66 6 21
4,5 Glycinbetain e8,1 88 6 22
5,4 Gly 97,9 g2 8 23
5,5 Cly 88,0 93 5 8
6,0 Gly 94,3 77 13 . 24
8,5 Gly 96,6 86 9 1é
Patentanspriiche
1. Verfahren zur Reinigung von insulin und/oder Insulinderivaten durch Chromatographie in wéBrigen,

gepufferten Ldsungsmitteln, die mit Wasser mischbare organische L&sungsmittel enthalten, an fipophil
modifiziertem Kieselgel, dadurch gekennzeichnet, daB in den gepufferten L&sungsmittein Zwitterionen
gelBst sind oder der pH-Wert des L&sungsmittelgemisches in der N&he des isoelektrischen Punktes
des zu reinigenden Insulins oder Insulinderivats liegt und Zwitterionen anwesend sind.

Verfahren' nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB der pH-Wert des Ldsungsmitielgemisches
bis zu 1 pH-Einheit unter oder iber dem isoelekirischen Punkt des zu reinigenden Insulins oder
Insulinderivats liegt.

Verfahren nach Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet, daB der pH-Wert des L&sungsmittelgemisches
bis zu 0,5 pH-Einheiten unter oder Uiber dem isoelekirischen Punkt liegt.

Verfahren nach einem oder mehreren der Anspriiche 1 bis 3, dadurch gekennzeichnet, daB als
Zwitterionen a-Aminosduren oder Betaine eingesetzt werden.

Verfahren nach Anspruch 4, dadurch gekennzeichnet, daB als Zwitterion Glycin, Glutaminsiure oder
Glycinbetain eingesetzt werden.

Verfahren nach einem oder mehreren der Anspriiche 1 bis 5, dadurch gekennzeichnet, daB Insulinderi-
vate der Formel |
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pH-Wert 2witterion Reinheit Ausbeute Bsp.
Hauptfraktion.. Hauptfr. Nebenfr. Nr.
2,5 - 84,8 57 16 14
3,5 - 97,5 51 4 15
6,5 - 92,7 72 4 13
7,0 - 85,2 67 - 19
8,5 - 96,1 . 65 - 25 20
5,5 - 97.5 91 5 17
5,5 - : 86,5 90 3 18
3,5 Gly 96,0 - 66 6 21
4,5 Glycinbetain 98,1 88 6 22
5.4 Gly 87,9 82 8 23
5,5 Gly 98,0 a3 5 8
6,0 Gly 94,3 77 13 2¢
8,5 Gly 96,6 86 9 | 16
Patentansprilche

1. Verfahren zur Reinigung von Insulin undfoder Insulinderivaten durch Chromatographie in wéBrigen,

gepufferten L&sungsmitteln, die mit Wasser mischbare organische L&sungsmittel enthalten, an lipophil
modifiziertem Kieselgel, dadurch gekennzeichnet, daB in den gepufferten Losungsmitteln Zwitterionen
geldst sind oder der pH-Wert des L8sungsmittelgemisches in der N&he des isoelsktrischen Punktes
des zu reinigenden Insulins oder Insulinderivats liegt und Zwitterionen anwesend sind.

Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB der pH-Wert des L6sungémittelgemisches
bis zu 1 pH-Einheit unter oder Uber dem isoelektrischen Punkt des zu reinigenden Insulins oder
Insulinderivats liegt.

Verfahren nach Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet, da der pH-Wert des Losungsmittelgemisches
bis zu 0,5 pH-Einheiten unter oder iiber dem isocelekirischen Punkt liegt.

Verfahren nach einem oder mehreren der Ansprliiche 1 bis 3, dadurch gekennzeichnet, da8 als
Zwitterionen a~Aminosiuren oder Betaine singesetzt werden.

Verfahren nach Anspruch 4, dadurch gekennzeichnet, daB als Zwitterion Glycin, GlutaminsZure oder
Glycinbetain eingesetzt werden. -

Verfahren nach einem oder mehreren der Anspriiche 1 bis 5, dadurch gekennzeichnet, das Insulinderi-
vate der Formel |
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womnwss  |IUINIINIAN

§———3 A21
1 i |

H~— A-KETTE Asn ~OH
k| 3
S [
l l (1)
s [

B2 ! | B29
Y——Val B-KETTE Lys (RY-x,

in welcher

R30 flir den Rest einer genetisch kodierbaren L-Aminos&ure,

X flir sine Hydroxygruppe, eine physiologisch unbedenkliche organische Gruppe basischen
Charakters mit bis zu 50 C-Atomen, eine genetisch kodierbare L-Aminoséure und deren
gegebenenfalls vorhandene endstindige Carboxylfunktion frei, als Esterfunktion, als Amid-
funktion, als Lacton oder zu CH2OH reduziert vorlisgen kann,

n flr eine ganze Zahl von 0 bis 10

Y fir Wasserstoff oder L-Phenylalanin steht und die A- und B-Keiten die Squenzen tierischen
oder menschlichen Insulins sind,

veiwendet werden.

7. Verfahren nach Anspruch 6, dadurch gekennzeichnet, dad in Formel |

R¥®  fir L-Alanin oder L-Threonin und
X flr eine oder mehrere L-Aminosduren aus der Gruppe

L-Arginin, L-Lysin oder L-Phenylalanin steht.

8. Verfahren nach einem oder mehreren der Anspriiche 1 bis 7, dadurch gekennzeichnet, daB eine
préparative Hochdruckfilissigkeitschromatographie-Anlage eingesetzt wird.

Claims

1. A process for the purification of insulin and/or insulin derivatives by chromatography in aqueous,
buffered solvents which contain water-miscible organic solvents, on lipophilically modified silica gel,
wherein zwitterions are dissolved in the buffered solvents, or the pH of the solvent mixture is in the
vicinity of the isoelectric point of the insulin or insulin derivative to be purified and zwitterions are
present. .

2. The process as claimed in claim 1, wherein the pH of the solvent mixture is up to 1 pH unit below or
above the isoselectric point of the insulin or insulin derivative to be purified.

3. The process as claimed in claim 2, wherein the pH of the solvent mixture is up to 0.5 pH units below or
above the isoelectric point.

4. The process as claimed in one or more of claims 1 to 3, wherein a-amino acids or betaines are
employed as zwitterions.

5. The process as claimed in claim 4, whersin glycine, glutamic acid or glycine betaine are employed as

2witterion.
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6. The process as claimed in one or more of claims 1 to 5, wherein insulin derivatives of the formula |
S§——5 A2l
1 t
K A CHAIN Asn —~OH
[) 1
L] S
i i (1)
S S
B2 J | B29
Yy——{Val B CHAIN Lys pP-R¥Y-X
in which

R0 is the residue of a genetically encodable L-amino acid,

X is a hydroxyl group, a physiologically acceptable organic group which is basic in nature and
has up to 50 carbon atoms, a genetically encodable L-amino acid whose termina! carboxyl
functionality which is present where appropriate can be free, as ester functionality, as amide
functionality, as lactone or reduced to CH20H,

n is an integer from O to 10,

Y is hydrogen or L-phenylalanine, and the A and B chains are the sequences of animal or
human insulin,

are used.

7. The process as claimed in ciaim 6, wherein in formula | _

R¥ s L-alanine or L-threonine and X is one or more L-amino acids from the group comprising L-
arginine, L-lysine or L-phenylalanine.

8. The process as claimed in one or more of claims 1 to 7, wherein a preparative high-pressure liquid
chromatography system is employed.

Revendications

1. Procédé pour la purification de linsuline et/ou de dérivés d'insuline par chromatographie dans des
solvants aqueux tamponnés, qui contiennent des solvants organiques miscibles 2 I'sau, sur un gsl de
silice 2 modification lipophile, caractérisé en ce que des zwilterions sont dissous dans les solvants
tamponnés, ou en ce que des zwitterions sont présents et le pH du mélange de solvants se sntue au
voisinage du point isoélectrique de linsuline ou du dérivé d‘msulme & purifier.

2. Procédé selon la revendication 1, caractérisé en ce que le pH du mélange de solvants peut aller
jusqu'a 1 unité de pH au-dessous ou au-dessus du point isoélectrique de ['insuline ou du dérivé
d'insuline a purifier. :

3. Procédé selon la revendication 2, caractérisé en ce que le pH du mélange de solvants peut aller
jusqu'a 0,5 unité de pH au-dessous ou au-dessus du point isoélectrique.

4. Procédé selon une ou plusieurs des revendications 1 & 3, caractérisé en ce que, en tant que zwiterion
on utilise des a-aminoacides ou des béfaines.

5. Procédé selon la revendication 4, caractérisé en ce que, en tant que zwitterion on utilise la glycine,
I'acide glutamique ou la glycine-bétaine.

6. Procédé selon une ou plusieurs des revendications 1 & 5, caractérisé en ce que I'on utilise des dérivés

d'insuline de formuie |
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§-—-—-§ A21
B~ CHAINE A Asn —OH
T T
S S
l ! (1
S S '
B2 ’ | B29
Y—{Val CHAINE B Lys [~R¥-X,
dans laquelle
/% représente Ie reste d'un L-aminoacide génétiquement codable,
X représente un groupe hydroxy, un groupe organique physiologiquement acceptable, a

caractére basique, ayant jusqu'a 50 atomes de carbone, un L-aminoacide génétiquement
codable et dont la fonction carboxy terminale, éventusllement présente, peut se trouver sous
forme libre, sous forme de fonction ester, sous forme de fonction amide, sous forme de
lactone ou réduite en CH20H,

n représente un nombre entier allant de 0 & 10,

Y représente un atome d'hydrogéne ou un résidu L-phénylalanine, et les chaines A et B sont
les séquences de I'insuline humainse ou d'une insuline animale.

7. Procédé selon la revendication 8, caractérisé en ce que, dans la formule |,
R¥®  représente un résidu L-alanine ou L-thréonine et
X représents un ou plusieurs L-aminoacides choisis parmi la L-arginine, la L-lysine ou la L-
phénylalanine.

8. Procédé selon une ou plusieurs des revendications 1 4 7, caractérisé en ce que I'on utilise une unité
de chromatographie liquide & haute pression préparative.
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