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Die Erfindung betrifft chromatographische Verfahren zur Reinigung von Proteinen
und Mittel fUr solche Verfahren.

Biomolekule wie Proteine, Polynukleotide, Polysaccharide und dergleichen gewin-
nen als Medikamente, als Diagnostika, als Zusatzstoffe in Nahrungsmitteln,
Waschmitteln und dergleichen, als Forschungsreagenzien und fur viele weitere
Anwendungen zunehmend an kommerzieller Bedeutung. Der Bedarf an solchen
Biomolekulen lasst sich - z.B. im Falle von Proteinen - in aller Regel nicht mehr
durch Isolierung der Molekile aus naturlichen Quellen befriedigen sondern erfor-
dert den Einsatz biotechnologischer Produktionsmethoden.

Die biotechnologische Herstellung von Proteinen beginnt typischerweise mit der
Isolierung der DNA, die fur das gewunschte Protein codiert, und deren Klonieren
in einen geeigneten Expressionsvektor. Nach Transfektion des Expressionsvek-
tors in geeignete prokaryontische oder eukaryontische Expressionszellen und an-
schliefender Selektion transfizierter Zellen werden letztere in Fermentern kultiviert
und das gewunschte Protein zur Expression gebracht. Anschlief3end erfolgt die
Ernte der Zellen bzw. des Kulturiberstandes und die Aufarbeitung und Reinigung

des darin enthaltenen Proteins.

Im Falle eukaryontischer Expressionssysteme, also bei Verwendung von Sauge-
tierzellkulturen wie etwa CHO oder NSO-Zellen, konnte in den zurtckliegenden 15
Jahren eine Steigerung der beim Expressionsschritt erreichbaren Konzentration
des gewulnschten Proteins in den Zellkulturen bzw. Zellkulturiberstanden um den
Faktor 100 erzielt werden. Im gleichen Zeitraum stieg die Bindekapazitat von
Chromatographiematerialien, die bei der anschliefenden Aufreinigung der Protei-
ne eingesetzt werden, gerade einmal um den Faktor 3. Aus diesem Grund besteht

ein dringender Bedarf an verbesserten, optimierten Aufreinigungsverfahren fur
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Biomolekule, insbesondere Proteine, die in groem, industriellem Mal3stab durch-

gefluhrt werden konnen.

Im Falle von Biopharmazeutika, wie etwa als Medikamente eingesetzten Protei-
nen, z.B. therapeutischen Antikdrpern, ist neben der Produktausbeute auch die
Abtrennung von Verunreinigungen von Uberragender Bedeutung. Hierbei kbnnen
prozess- und produktabhangige Verunreinigungen unterschieden werden. Die
prozessabhangigen Verunreinigungen beinhalten Komponenten der Wirtszellen
wie Proteine (Wirtszellproteine, ,Host cell proteins®, HCP) und Nukleinsauren und
stammen aus der Zellkultur (wie Medienbestandteile) oder aus der Aufarbeitung
(wie etwa Salze oder abgeloste Chromatographie-Liganden). Produktabhangige
Verunreinigungen sind molekulare Varianten des Produkts mit abweichenden Ei-
genschaften. Hierzu zahlen verkirzte Formen wie Vorlaufer und hydrolytische Ab-
bauprodukte, aber auch modifizierte Formen, entstanden beispielsweise durch
Desaminierungen, falsche Glykosylierungen oder falsch verknlpfte
Disulfidbricken. Ebenso zu den produktabhangigen Varianten zahlen Polymere
und Aggregate. Weitere Verunreinigungen sind Kontaminanten. Damit werden alle
weiteren Materialien chemischer, biochemischer oder mikrobiologischer Natur be-
zeichnet, die nicht direkt zum Herstellungsprozess gehoren. Kontaminanten sind

z.B. Viren, die unerwlnschterweise in Zellkulturen auftreten kénnen.

Verunreinigungen fuhren im Falle von Biopharmazeutika zu Sicherheitsbedenken.
Diese werden verstarkt, wenn - wie sehr haufig bei Biopharmazeutika - die Verab-
reichung der therapeutischen Proteine Uber Injektion oder Infusion direkt in die
Blutbahn erfolgt. So kdnnen Wirtszellkomponenten zu allergischen Reaktionen
oder immunopathologischen Effekten fihren. Daneben kdnnen Verunreinigungen
auch zu einer unerwinschten Immunogenitat des verabreichten Proteins flhren,
also eine unerwunschte Immunreaktion des Patienten auf das Therapeutikum aus-
I6sen, bis hin zu einem lebensbedrohenden anaphylaktischen Schock. Daher be-
steht ein Bedarf an geeigneten Reinigungsprozessen, mit denen alle unerwinsch-
ten Substanzen auf ein unbedenkliches Mal} abgereichert werden konnen.
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Andererseits kdnnen auch im Falle von Biopharmazeutika wirtschaftliche Aspekte
nicht ignoriert werden. So sollen die eingesetzten Produktions- und Reinigungs-
verfahren die Rentabilitat des damit erzeugten biopharmazeutischen Produkts
nicht gefahrden. Zudem spielt auch die Zeit, innerhalb der ein neuer
Aufreinigungsprozess etabliert werden kann, eine erhebliche Rolle: Neben dem
Einfluss auf die Kosten muss die Prozessentwicklung mit der vorklinischen und
klinischen Entwicklung des Medikaments abgestimmt sein. So kbnnen z.B. be-
stimmte praklinische und samtliche klinischen Studien erst beginnen, wenn hinrei-
chende Mengen des Biopharmazeutikums in hinreichender Reinheit zur Verfligung
stehen.

Als Ausgangspunkt fur die Entwicklung eines auch in grolRem Malistab durchfuhr-
baren Aufreinigungsprozesses fur einen AntikOrper kann z.B. folgender Standard-
prozess, bestehend aus vier Grundschritten, dienen: Im ersten Schritt wird das
Zielprotein isoliert, aufkonzentriert und stabilisiert (,capturing®). Im zweiten Schritt
werden Viren entfernt, im dritten erfolgt eine Reinigung, bei der die meisten Verun-
reinigungen wie Nukleinsauren, andere Proteine und Endotoxine abgereichert
werden. Im letzten Schritt werden die ggf. noch verbliebenen Spuren von
Kontaminanten beseitigt (,polishing®).

Neben Filtrations- und Fallungsschritten kommt dabei (saulen-)chromatograph-
ischen Verfahren eine ganz zentrale Bedeutung zu. So beinhaltet etwa das

"capturing" haufig einen affinitatschromatographischen Reinigungsschritt. Dem-
entsprechend sind heutzutage zahlreiche saulenchromatographische Verfahren

und hierbei verwendbare Chromatographiematerialen bekannt.

Affinitatschromatographie-Matrices, nachfolgend auch als Affinitatsmatrices be-
zeichnet, werden bei der industriellen Reinigung von verschiedenen Substanzen
als stationdre Phase eingesetzt. Uber immobilisierte Liganden lassen sich Sub-

stanzen spezifisch anreichern und reinigen, die eine gewisse Affinitat zu dem je-
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weils verwendeten Liganden besitzen. Fur die industrielle Aufreinigung von Anti-
korpern (Immunglobulinen), insbesondere die Reinigung monoklonaler Antikorper,
hat sich die Verwendung von immobilisiertem Protein A als initialen Reinigungs-
schritt bewahrt. Protein A ist ein Protein mit etwa 41 kDA aus Staphylococcus
aureus, das mit hoher Affinitat (10° M — 10" M an humanem IgG) an die
CH2/CHs-Domane der Fc-region von Immunglobulinen bindet. Bei der Protein-A-
Chromatographie binden Immunglobuline oder Fusionsproteine, die ein Protein-A-
bindende Fc-Region aufweisen, aus der mobilen Phase spezifisch an den Protein
A-Liganden, der kovalent an einen Trager (z.B. Sepharose) gekoppelt ist. Protein
A aus Staphylococcus aureus (wildtyp Protein A) sowie gentechnisch verandertes,
rekombinantes Protein A (rec. Protein A) interagiert Uber nicht-kovalente Wech-
selwirkungen mit der konstanten Region (Fc-Fragment) der Antikorper. Diese spe-
zifische Interaktion kann ausgenutzt werden um Verunreinigungen effizient von
dem Antikorper abzutrennen. Durch eine Veranderung des pH-Werts kann die In-
teraktion zwischen Antikérper und Protein A-Liganden gezielt aufgelost und die
AntikGrper von der stationaren Phase freigesetzt bzw. eluiert werden.

Die Effektivitat der Affinitatschromatographie kann gesteigert werden, wenn die
stationare Phase nach Beladung gewaschen wird. Waschen meint hier die An-
wendung einer mobilen Phase, die Verunreinigungen von der stationaren Phase
eluiert, nicht jedoch das Zielprodukt. Im Falle der Affinitatschromatographie von
Antikérpern Uber Protein A-Matrices sind Waschpuffer verwendet worden, die Ar-
ginin, Isopropanol, NaCl, oder ein Detergenz enthalten (W02008031020,
W02007109163, WO2007081906, WO2003066662, Millipore Tech Brief
TB1026ENO0O), nicht jedoch die Kombination dieser Komponenten in einem einzi-
gen Waschpuffer. Eine Kombination von zwei dieser Komponenten, einem Salz
und einem Detergens, d.h. ein Polymer wie Z.B. Polyethylene Glykol,
Polypropylene Glykol und Copolymere bestehend aus diesen, wurde in dem US
Patent 6,870,034 B2 beschrieben.
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Zusammenfassung der Erfindung

Uberraschend wurde gefunden, dass eine bestimmte Kombination von Kompo-
nenten in einem einzigen Waschpuffer bei der Protein A-Chromatographie zu ei-
ner hdéheren Reinheit eines zu reinigenden Zielproteins fuhrt, als die separate An-
wendung der gleichen Komponenten nacheinander. Der erfindungsgemalile
Waschpuffer ist dariber hinaus bei der AntikGrperreinigung standardmalflig ein-
setzbar und erlaubt durch den Wegfall von Optimierungsschritten die Verklrzung
der Verfahrensentwicklung.

Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Abreicherung von Verunreinigungen aus
einer Zusammensetzung, die ein Protein enthalt, das die Fc-Domane eines Im-
munglobulins aufweist (Zielprotein), durch Protein-A-Chromatographie, mit den
Schritten:

a. Anwendung einer mobilen Phase, die das Zielprotein enthalt, auf ei-
ne stationare Phase, die Protein A enthalt, unter Bedingungen, unter
denen das Zielprotein an die stationadre Phase bindet;

b. Anwendung eines Waschpuffers mit einem pH-Wert zwischen 4 und
8 als mobiler Phase, als Zusatze enthaltend

i. Arginin in einer Konzentration von 0,1 — 1 mol/I,

ii. Natriumchlorid in einer Konzentration von 0,2 bis 2 mol/l,

iii. einen Alkohol, ausgewahlt aus der Gruppe bestehend aus
Isopropanol, n-Propanol, und Ethanol, in einer Konzentration
von 5 - 30 % (w/v) und

iv. Polyvinylpyrrolidon und/oder ein Detergens in einer Konzent-
ration von 0.05 — 2 % (w/v);

¢c. Anwendung eines Elutionspuffers als mobiler Phase unter Bedin-
gungen, unter denen das Zielprotein von der stationaren Phase

eluiert wird.
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In einem weiteren Aspekt hat der Waschpuffer eine pH-Wert von 4,5 bis 8. In ei-
nem weiteren Aspekt hat der Waschpuffer einen pH-Wert von 5 bis 8. In einem
weiteren Aspekt hat der Waschpuffer einen pH-Wert von 6 bis 8.

Bevorzugt betragt die Argininkonzentration im Waschpuffer 0,4 — 0,6 mol/l, insbe-
sondere 0,5 mol/l. Die Natriumchloridkonzentration im Waschpuffer betragt bevor-
zugt 0,9 — 1,1 mol/l, insbesondere 1 mol/l. Als Alkohol im Waschpuffer kommt be-
vorzugt Isopropanol in einer Konzentration von 10 — 20 % (v/v) zur Anwendung,

insbesondere in einer Konzentration von 15 % (v/v).

Polyvinylpyrrolidon (PVP) wird bevorzugt in einer Konzentration von 0,1 — 2 %
(w/v) verwendet, insbesondere 0,25 % (w/v). Zusatzlich oder alternativ kbnnen
Polyoxyethylen-sorbitan-monolaurate (Polysorbat 20, Polysorbat 80) in einer Kon-

zentration von 0,05 — 2 % (w/v) verwendet werden.

In einem weiteren Aspekt betrifft die vorliegende Erfindung einen Waschpuffer fur
die Affinitatschromatographie mit einem pH-Wert von pH 4 bis pH 8, als enthaltend
i.  Arginin in einer Konzentration von 0,1 — 1 mol/I,
ii.  Natriumchlorid in einer Konzentration von 0,2 bis 2 moll/l,
iii. einen Alkohol, ausgewahlt aus der Gruppe bestehend aus Isopropanol,
n-Propanol, und Ethanol, in einer Konzentration von 5 — 30 % (v/v), und
iv.  Polyvinylpyrrolidon oder ein Detergens in einer Konzentration von 0.05
-2 % (wiv);
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Kurze Beschreibung der Abbildungen

Fig. 1

Fig. 2

Fig. 3

Fig. 4

zeigt die Ausbeuten (1a), Tribungen (1b), Monomergehalter (1c) und
Menge an HCP (1d) im Eluat der Affinitatschromatographie nach Wa-
schung mit Waschpuffern unterschiedlicher Kombination und Zusam-
mensetzung am Beispiel des Antikorpers BI-MAb 06a. Die Zahlen auf der
Abszisse beziehen sich auf die im Beispiel genannten Zusatze zum
Waschpuffer.

zeigt die Ausbeuten (2a), Tribungen (2b), Monomergehalter (2c¢) und
Menge an HCP (2d) im Eluat der Affinitatschromatographie nach Wa-
schung mit Waschpuffern unterschiedlicher Kombination und Zusam-
mensetzung am Beispiel des Antikorpers BI-MADb 1003a. Die Zahlen auf
der Abszisse beziehen sich auf die im Beispiel genannten Zusatze zum
Waschpuffer.

vergleicht die Menge an HCP im Eluat der Affinitatschromatographie
nach Waschung mit Waschpuffern unterschiedlicher Kombination und
Zusammesetzung am Beispiel BI-MAb 07c. Die Zahlen auf der Abszisse
beziehen sich auf die im Beispiel genannten Zusatze zum Waschpuffer.

vergleicht die Menge an HCP im Eluat der Affinitatschromatographie
nach Waschung mit Waschpuffern unterschiedlicher Kombination und
Zusammesetzung am Beispiel BI-MAb 1001b. Die Zahlen auf der Abs-
zisse beziehen sich auf die im Beispiel genannten Zusatze zum Wasch-
puffer.
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Genaue Beschreibung der Erfindung

Die vorliegende Erfindung betrifft Verfahren zur Abreicherung von Verunreinigun-
gen, insbesondere Wirtszellprotein (Host Cell Proteins, HCP) und DNS aus Prote-
inzusammensetzungen, wie sie aus Zellkulturen erhalten werden, in denen Protei-
ne rekombinant oder endogen exprimiert werden. Insbesondere betrifft die Erfin-
dung Verfahren zur Reinigung bzw. Anreicherung eines Proteins (Zielprotein), die
sich Uber einen Liganden reversibel an einer stationaren Phase immobilisieren

lassen und so der Affinitatschromatographie zuganglich sind.

Das Zielprotein kann insbesondere ein Immunglobulin oder ein Protein sein, das
die Fc-Domane eines Immunglobulins enthalt und an Protein A binden kann. In
einer bevorzugten Ausfuhrungsform handelt es sich dabei um Immunglobuline, die
aus zwei schweren und zwei leichten Immunglobulinketten bestehen. Antikorper
bestehen aus zwei identischen schweren Ketten (heavy chains, H) sowie zwei
identischen leichten Ketten (light chains, L), die durch kovalente Disulfidbricken
zu einer Ypsilon-formigen Struktur miteinander verbunden sind. Die leichten Ket-
ten bestehen aus jeweils einer variablen und einer konstanten Domane, die als VL
und CL bezeichnet werden. Die schweren Ketten andererseits haben jeweils eine
variable und drei bis vier konstante Domanen abhangig vom Immunglobulin. Be-
zeichnet werden diese analog als VH und CH1, CH2, CH3. Die variablen Doma-
nen einer leichten und einer schweren Kette bilden die Antigenbindungsstelle. Die
Doméane CH2 enthalt eine Kohlenhydratkette, die eine Bindungsstelle fur das
Komplementsystem bildet. Die CH3 Domane enthalt die Fc-Rezeptor-
Bindungsstelle.

Protein A bindet an die Fc-Domane von Immunglobulinen durch Interaktionen mit
der schweren Kette. Die Bindungsaffinitat ist am h6chsten an humanem IgG1,
IgG2 und IgG2a so wie IgG2b von Mausen. Mit moderater Affinitat bindet es an
humanem IgM, IgA, IgE und an IgG3 und IgG1 von Mausen. Es reagiert jedoch
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weder mit humanem IgG3, IgD noch mit den folgenden Immunglobulinen von

Mausen: IgM, IgA und IgE.

Zielproteine, auf die das erfindungsgemasse Verfahren angewendet werden kann,
sind alle Proteine die eine Fc-Domane aufweisen, beispielsweise Immunglobuline.
Immunglobuline kbnnen polyklonale oder monoklonale Antikorper sein, die in
Hybridomzellen oder rekombinanten Wirtszellen exprimiert werden. Solche Anti-
korper kdnnen urspringlich durch Immunisierung von Tieren, insbesondere Sau-
getieren, erzeugt worden sein, einschliel3lich transgener Tiere, z.B. Mausen, die
die Immunglobuline des Menschen exprimeren. Geeignete Zielproteine sind aber
auch Fusionsproteine, bei denen ein beliebiges Protein und die Fc-Domane eines

Immunglobulins fusioniert wurden.

Protein A-Matrices im Sinne der Erfindung sind Affinitatschromatographie-Matrices
die immobilisiertes Protein A als Liganden enthalten. Dies umfasst Affinitatsmatri-
ces die wildtyp Protein A, beispielsweise aus Staphylococcus aureus als Liganden
enthalten. Eine Beschreibung von Protein A befindet sich u.a. bei Lofdahl, S. et al.,
1983 (Lindmark, R., Thoren-Tolling, K., Sjoquist J (1983); Binding of
immunoglobulins to protein A and immunoglobulin levels in mammalian sera: J
Immunol Methods 1983 Aug 12;62(1):1-13.) und Lindmark et. al., 1983 (Lindmark,
R., Thoren-Tolling, K., Sjoquist J (1983); Binding of immunoglobulins to protein A
and immunoglobulin levels in mammalian sera: J Immunol Methods 1983 Aug
12;62(1):1-13.). Daruber hinaus bezieht sich die Erfindung auch auf Matrices mit
rekombinant hergestelltem Protein A als Liganden. Rekombinantes Protein A ist
beispielhaft von Duggleby C.J. und Jones, S.A., 1983 (Duggleby, C.J. und Jones,
S.A. (1983), Cloning and expression of Staphylococcus aureus protein A gene in
Escherichia coli. Nucl.Acid.Res. 1983 May 25; 11(10):3065-76.) oder Li, R. et al.,
1998 (Li, R. Dowd, V., Stewart, D.J., Burton, S.J. Lowe, C.R., Design, sythesis and
application of a protein A mimetic. Nat.Biotechnol. 1998 Feb; 16(2):190-5.) be-

schrieben und dem Fachmann bekannt.
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Das Protein A kann hierbei an verschiedene Tragermaterialien wie zum Beispiel
an Agarosen, Polysaccharide, Dextrane, Silica-Gele, Glas-beads gekoppelt sein.
Eine nicht abschlieRende Aufstellung geeigneter Tragermaterialien findet sich in
Harlow, E. und Lane, D. 1999. Ein haufig verwendetes Tragermaterial bilden auf
Agarose basierende Materialien, wie z.B. die dem Fachmann bekannten
~>epharosen” der Firma Amersham Pharmacia Biotech, Uppsala, Schweden.
Spezielle Beispiele fur Protein A-Sepharosen finden sich im Manual dieser Firma
zu dem Thema ,Affinity Chromatography® aus dem Jahr 2001. Dartuber hinaus
sind dem Fachmann weitere Protein A-Chromatographie-Matrices bekannt, wie
z.B. MabSelect (Firma Amersham Pharmacia Biotech, Uppsala, Schweden),
STREAMLINE™ rProtein A, (Firma Amersham Pharmacia Biotech, Uppsala,
Schweden), Poros A (Millipore, Durham, England). Das erfindungsgemalie Ver-
fahren schlief3t eine Behandlung der entsprechenden Matrices mit ein, wobei die
Aufzahlung der Matrices beispielhaft und nicht abschlieend zu verstehen ist.

Die Kopplung des Liganden erfolgt in der Regel Uber freie Amino-, Carboxyl- oder
Schwefel-Gruppen mittels Cyanogen-Bromid-Aktivierung, NHS-Aktivierung oder
Thiol-Kopplung an die Tragermatrix. Siehe hierzu beispielhaft Manual ,Affinity
Chromatography“, Amersham Pharmacia Biotech, Uppsala, Schweden, 2001.

In einer besonders bevorzugten Ausfuhrungsform wird Polyvinylpyrrolidon (PVP,
auch Polyvidon oder Povidon, CAS: 9003-39-8) in den erfindungsgemafen
Waschpuffern verwendet. Polyvinylpyrrolidon ist ein wasserl6sliches Polymer,
welches aus N-vinylpyrrolidon-Monomereinheiten besteht. Es kann allerdings auch
in anderen polaren Solventen gelost werden. PVP ist ein hygroskopisches, amor-
phes Pulver mit weilder bis hellgelber Farbe. Der handelsublichen Polymere haben
eine Molmassen im Bereich von ca. 2500 bis 2.500.000 Dalton.

In den Waschpuffern der vorliegenden Erfindung kdnnen zusatzlich oder alternativ
zu PVP auch Detergenzien verwendet werden. Detergenzien sind oberflachenak-

tive und amphiphile Molekule, die Mizellen, also Aggregate von Detergenz-
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Molekulen, bilden kénnen bei denen der hydrophile Kopf nach auen zum wassri-

gen Losungsmittel hin zeigt.

Detergenzien im Sinne der Erfindung sind sowohl nicht-ionische als auch ionische
Substanzen. Bevorzugt werden jedoch nicht-ionischen Detergenzien wie z.B.
Polyglykolether (Typ NP-40, Tergitol NP40, CAS: 127087-87-0), ein PEG-
Alkylether Polyoxyethylen(23)laurylether (CAS: 9002-92-0), PEG-
Sorbitanfettsaureester wie Polyoxyethylen(20)sorbitan-monolaurat (Polysorbat 20,
CAS: 9005-64-5) oder Polyoxyethylen (20)sorbitan-monooleat (Polysorbat 80,
CAS: 9005-65-6), Alkylphenyl-PEG-Ether wie t-Octylphenoxypolyethoxyethanol
(Triton-X-100, CAS: 9002-93-1), oder PEO-PPO-Block-Co-Polymere (Poloxamer-
Derivate), wie Polyoxyethylen-polyoxypropylen-block-copolymer (Pluronic F 68,
Lutrol F 68, Poloxamer 188, CAS: 9003-11-6 oder Poloxamer 407, Pluronic F 127,
Lutrol F 127, CAS: 9003-11-6).

Die pH-Werte der Wasch- und Elutionspuffer sind vom Gesamt-System abhangig
und werden daherin der Regel flr jedes System individuell bestimmt und opti-

miert.

In einem Aspekt hat der Waschpuffer einen pH-Wert von 4 bis 8. Dem Fachmann
ist gelaufig, dass der pH-Wert, bei dem ein Protein von einer Saule eluiert, von
vielen Faktoren abhangig ist. Unter anderem kdnnen dies sein: die Puffer-Systeme
wahrend der Bindung, Waschung und Elution, die Anwesenheit von Verunreini-
gungen, die Geometrie der Matrix-Partikel, die Art der Kopplung des Affinitatsli-
ganden an die Chromatographie-Matrix. Insbesondere haben die spezifischen Ei-

genschaften des Proteins entscheidenden Einfluss.

In einigen Fallen kann es zu Kombinationen kommen, bei denen es auch oberhalb
eines pH-Wertes von pH 4 zu einer teilweisen oder vollstandigen Elution des Pro-
teins von dem Affinitatsliganden kommen kann. In einem solchen Fall, und wenn

ein Verlust an Protein nicht akzeptabel ist, muss der Waschpuffer einen héheren
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pH-Wert aufweisen. Dem Fachmann ist bekannt, dass er in einem solchen Fall
den pH-Wert des Waschpuffers entsprechend anpassen muss. In den meisten
Fallen wird die Bindung zwischen dem Protein und dem Protein A Affinitatsligan-
den sich jedoch erst unterhalb von pH 4 I16sen.

In einem weiteren Aspekt hat der Waschpuffer eine pH-Wert von 4,5 bis 8. In ei-
nem weiteren Aspekt hat der Waschpuffer einen pH-Wert von 5 bis 8. In einem
weiteren Aspekt hat der Waschpuffer einen pH-Wert von 6 bis 8.

In einer typischen Ausfuhrungsform kann die Erfindung beispielsweise wie folgt

ausgefuhrt werden:

Protein A-Chromatographie ist in der Regel der erste Reinigungsschritt. Der zell-
freie Zellkulturiberstand kann direkt auf die Saule gegeben werden, oder es kann
erst eine Konzentrierung Uber eine Ultrafiltrationsmembran erfolgen, ein so ge-

nanntes UF/DF System.

Die Protein A-Saule wird zunachst mit Phosphatpuffer (PBS) Puffer equilibriert,
der in den physikochemischen Eigenschaften in etwa dem Beladungspool ent-
spricht. Der Beladungspool besteht aus dem Uberstand der Zellkultur, der das zu
reinigende Produkt enthalt sowie auch zusatzliche Medienbestandteile, die not-
wendig fur das Zlchten der angewendeten Saugetierzellen wie zum Beispiel
CHO- oder NSO0-Zellen sind. Dieser zellfreie Uberstand der Zellkultur oder ein
Konzentrat davon wird auf die Protein A Saule beladen. Dabei bindet das Zielpro-
tein mit der Protein A-Bindestelle an der Saule. Anschlielend wird die Saule mit
Equilibrierungspuffer gespult, bis die nicht gebundenen Medienbestandteile und
Zellprodukte eluiert sind. Der beschriebene Waschpuffer kann im Anschluss an
den Equilibrierungspuffer oder direkt nach der Beladung aufgegeben werden. Die
Menge des Waschpuffers ist abhangig vom MaRstab und wird daher relativ zur

Grofle der Chromatographie-Saule angegeben.
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Ublicherweise betragt das Volumen von Waschpuffern ca. das 2 bis 5fache des
Volumens der Chromatographie-Saule (2 - 5 Bett-Volumina, BV). Nach der Appli-
kation des Waschpuffers kann die Saule erneut mit dem Equilibrierungspuffer oder
einem anderen Puffer behandelt werden, um keine Bestandteile des Waschpuffers
mit dem Produkt zu eluieren. Der hier angewendete Puffer muf einen pH Wert
haben, der niedriger als der des Waschpuffers, aber hoher als der des
Elutionspuffers ist und in Puffersalz und Zusammensetzung dem Elutionspuffer
ahnelt. Zur Elution wird ein Puffer mit einem pH-Wert unter pH 4 verwendet, der
als Hauptbestandteil zum Beispiel die Salze Acetat oder Citrat enthalten kann.
Elutionspuffer kdbnnen beinhalten ein Acetat in Konzentrationen zwischen 10 mM
bis 200 mM, bevorzugt zwischen 20 mM und 100 mM, besonders bevorzugt 50
mM und 100 mM oder Citrat in Konzentrationen zwischen 10 und 200 mM, vor-
zugsweise zwischen 20 und 100 mM, beide Puffer sollten im oben genannten pH-
Bereich unter 4, vorzugsweise zwischen 3 und 4, besonders bevorzugt zwischen
3,4 und 3,6. Zusatzlich kbnnen auch Additive wie Arginin oder PVP enthalten sein.
Aulerdem kann ein Glycinpuffer benutzt werden in Konzentrationen zwischen 10
und 200 mM, vorzugsweise zwischen 25 und 100 mM, mit einem pH-Wert zwi-
schen 2 und 3,5, oder andere Puffer, die geeignet sind, die Bindung zwischen der
Fc-Doméne des Antikdrpers und dem Protein A zu reduzieren. Das Eluat kann
dann im folgenden Prozess weiter aufgearbeitet werden, zum Beispiel Inkubation

bei niedrigem pH-Wert oder Neutralisation.

Beispiele

Es wurden Experimente mit verschiedenen Proteinen durchgefuhrt, die aus unter-
schiedlichen Zelllinen stammen (CHO und NSO), die in unterschiedlichen Medien
fermentiert wurden, und deren Fc-Teile unterschiedlichen 1gG-Subtypen angehé-
ren (IgG1, IgG2, 1gG4).

Es wurden jeweils Versuchsreihen durchgefuhrt, bei denen vom Stan-
dard vorgehen jeweils nur der oder die Waschpuffer verandert wurden. Es wurde
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entweder der Equilibrierungspuffer ohne Zusatz aufgegeben, ein Waschpuffer mit
einem einzelnen Zusatz, mehrere verschiedene Puffer sequenziell mit jeweils ei-

nem Zusatz, oder ein Waschpuffer mit einer Kombination mehrerer Zusatze.

Die aufgetragene Protein-Losung war dabei fur das jeweilige Protein immer gleich.
Gemessen wurde in jedem Versuch die Menge an Verunreinigungen im Eluat.
Durch Vergleiche zwischen den Versuchen wurden jeweils die Waschpuffer identi-
fiziert, nach denen das Eluat moglichst geringe Mengen der jeweiligen Verunreini-
gung aufwies. Bei einigen Versuchen wurden auch Ausbeuten, Tribungen und
Monomer-Gehalter gemessen.

Chromatographie

Die Chromatographie-Experimente wurden an einem automatisierten System
AKTA-FPLC Modell 900 (GE Healthcare) durchgefiihrt. Fiir die Versuche wurden
vier verschiedene Produkte verwendet. Von den Produkten wurde als Ausgangs-
material jeweils entweder der zellfreie Kulturlberstand verwendet oder konzen-
trierter Kulturiiberstand, wobei mit einer 50 kD Omega Membran (Pall) zehnfach
ankonzentriert und anschlielend mit PBS dreifach diafiltriert wurde.

Die eingesetzten Saulen hatten ein Volumen von 1 mL bis 8 mL und enthielten ei-
nes der beiden Chromatographie-Gele MabSelect oder MabSelect Xtra (GE
Healthcare).

Puffer
In allen Versuchen wurde als Equilibrierungspuffer ein Phosphatpuffer (PBS) mit

10 mM Phosphat, 5 mM Kaliumchlorid und 140 mM Natriumchlorid bei pH 7,4

verwendet.
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Alle Waschpuffer basierten auf einem PBS Puffer (pH 7.4) mit
8 mmol/L Natriummonohydrogenphosphat,

1,5 mmol/L Kaliumhydrogenphosphat,

2,7 mM Kaliumchlorid und

140 mM Natriumchlorid.

Als Zusatze wurden jeweils eingesetzt, einzeln oder in unterschiedlichen Kombi-
nationen (wie in den Abbildungen angegeben):

(1) 860 mmol/L Natriumchlorid (Gesamtgehalt 1 mol/L Natriumchlorid)

(2) 0,25 % (w/V) Polyvinylpyrrolidon (PVP)

(3) 15 % (V/V) Isopropanol

(4) 0,5 mol/L L-Arginin

Zur Elution wird je nach Produkt ein unterschiedlicher Puffer verwendet, mit unter-
schiedlichen Acetatkonzentrationen und pH. Folgende Konzentrationen wurden

benutzt:

Bl-Mab 06a: 100 mM Acetat ph 3,4
Bl-Mab 1003a: 50 mM Acetat ph 3,4
Bl-Mab 1001b: 50 mM Acetat ph 3,4
Bl-Mab 07c¢: 50 mM Acetat ph 3,6

Analysen

Die Eluate der Versuche wurden hinsichtlich inres Gehalts an Verunreinigungen
verglichen und die Ausbeuten bestimmit.

Zur Bestimmung der Menge an Zellbestandteilen wurde ein generischer Sand-
wich-ELISA verwendet, der Wirtszell-Proteine als Summenparameter bestimmt.

FUr den Assay werden polyklonale Detektions-AntikGrper verwendet.
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Zur Bestimmung des Monomeranteils wurde das System Agilent Series HPLC
1200 (waters) und je nach Protein eine TSK 3000SW oder eine TSK 3000SWXL
Saule (TosoH) verwendet. Die isokratische Methode lauft bei einem Fluss von 1
mL/min mit einem Tris-Puffer bei pH 7,0.

Die Bestimmung der DNA erfolgt nach der Threshold-Methode (Kung, V.T. et al.,
Picogram Quantitation of Total DNA Using DNA-Binding Proteins in a Silicon Sen-
sor-Based System, Anal. Biochem. 1990, 187, 220-227).

Zur Durchflhrung einer SDS-PAGE wird ein Phast-System (GE Healthcare) ver-
wendet. Aufgetrennt werden die Proben mit einem Phast SDS-Gel (4%-15%, GE).
Die Farbung erfolgt nach der Heukeshoven Silberfarbung (Heukeshoven, Dernick
1988, Electrophoresis 9 (1), Seiten 28-32).

Zur Bestimmung der Menge an Antikorper in der Beladung und im Eluat wurde ei-
ne PA 2-1001-00 ProteinA Saule (Applied Biosystems) und ein Agilent Series
1200 HPLC-System (waters) verwendet. Die Bindung und Elution erfolgt Gber ei-
nen Gradienten von pH 7,4 bis pH 2,8 im PBS Puffersystem, die Auswertung an-
hand einer externen Kalibriergerade des jeweiligen Antikorpers.

Die Messung der Trubung erfolgt im 2100AN Turbidimeter (Hach) nach Kalibration

mit Tribungsstandards des Herstellers.

Ergebnisse

Experimente mit BI-MAb 06a, ein Antikorper der Subklasse lgG1

Die Versuche zeigen einen deutlichen Einfluss der Waschung auf Ausbeute,
Monomer, Tribung und Wirtszell-Proteine (Host Cell Proteins, HCP).
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In den Qualitatskriterien Ausbeute, Monomer-Gehalt und HCP-Abreicherung zeigt
das Eluat jeweils nach der Waschung mit dem Puffer den besten Wert, der alle
vier Zusatze enthalt. Auerdem fuhrt die Kombination der Zusatze zu einer erheb-
lichen Reduktion von Tribungen, und zwar sowohl bei der Kombination der drei
Bestandteile 0,86 mol/L Natriumchlorid, 0,25% (w/V) PVP und 15% (V/V)
Isopropanol, als auch bei der Kombination aller vier Zusatze 0,86 mol/L Natrium-
chlorid, 0,25% (w/V) PVP, 15% (V/V) Isopropanol und 0,5 mol/L Arginin.

Experimente mit BI-MAb 1003a, ein Antikdrper der Subklasse lgG1

Die beste HCP Abreicherung wird mit dem Waschpuffer erzielt, der alle vier zu-
satzlichen Komponenten enthalt. Ebenfalls gute Werte liefert der Waschpuffer mit
der Kombination aus Natriumchlorid, PVP und Isopropanol. Bei der Waschung mit
Puffern, die die vier Komponenten einzeln enthalten, wird mehr HCP im Eluat er-

halten.

Auch bei den Trubungen flhrt die Kombination der Wasch-Substanzen in einem

Puffer zu einem besseren Wert.

Experimente mit BI-MAb 07¢, ein Antikdrper der Subklasse lgG4

Die Eluate der Versuche der einzelnen Waschpuffer haben héhere Werte an HCP

als die Eluate der Versuche mit kombinierten Waschpuffern.

Experimente mit BI-MAb 1001b, ein AntikGrper der Subklasse 19G2
Die Eluate der Versuche der einzelnen Waschpuffer haben héhere Werte an HCP

als die Eluate der Versuche mit kombinierten Waschpuffern.

Die vier Experimente zeigen, dass die Kombination aus den vier Zusatzen Natri-

umchlorid, PVP, Isopropanol und Arginin in einem einzigen Waschpuffer vorteilhaft
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gegenuber der Anwendung von Waschpuffern mit einzelnen Zusatzen in Bezug
auf den Gehalt an Host Cell Proteinen (HCP) im Eluat ist.

Die Anwendung des beschriebenen Waschpuffers zeigt ebenfalls, dass Trubun-
gen im Eluat deutlich reduziert sind. Dabei verbessern sich auch der Anteil an
Monomer und die Ausbeute (BI-MADb 06a), oder sie bleiben zumindest gleich (BI-
MADb 1003a).

Der beschriebene Waschpuffer ist daher geeignet, das Produktionsverfahren fur
Proteine erheblich zu verbessern. Durch die Einfuhrung der Kombination der
Waschpuffer werden Verunreinigungen abgereichert, die andernfalls mit einem

zusatzlichen Reinigungsschritt entfernt werden mussten.
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Patentanspriche

1.

2.

4.

Verfahren zur Abreicherung von Verunreinigungen aus einer Zusammen-
setzung, die ein Protein enthalt, das die Fc-Domane eines Immunglobulins
aufweist (Zielprotein), durch Protein-A-Chromatographie, mit den Schritten:
a. Anwendung einer mobilen Phase, die das Zielprotein enthalt, auf ei-
ne stationare Phase, die Protein A enthalt, unter Bedingungen, unter
denen das Zielprotein an die stationare Phase bindet;
b. Anwendung eines Waschpuffers mit einem pH-Wert von 4 bis 8 als
mobiler Phase, enthaltend
i. Arginin in einer Konzentration von 0,1 — 1 mol/I,

ii. Natriumchlorid in einer Konzentration von 0,2 bis 2 moll/l,

iii. einen Alkohol, ausgewahlt aus der Gruppe bestehend aus
Isopropanol, n-Propanol, und Ethanol, in einer Konzentration
von 5 — 30 % v/v, und

iv. Polyvinylpyrrolidon oder ein Detergenz in einer Konzentration
von 0.05 -2 % (w/v);

c. Anwendung eines Elutionspuffers als mobiler Phase unter Bedin-
gungen, unter denen das Zielprotein von der stationaren Phase

eluiert wird.

Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass die
Argininkonzentration im Waschpuffer 0,4 — 0,6 mol/l betragt.

Verfahren nach einem der vorangehenden Anspriche, dadurch gekenn-
zeichnet, dass die Natriumchloridkonzentration im Waschpuffer 0,9 — 1,1
mol/l betragt.

Verfahren nach einem der vorangehenden Anspriche, dadurch gekenn-
zeichnet, dass der Alkohol im Waschpuffer Isopropanol in einer Konzentra-
tion von 10 — 20 % (w/v) ist.
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. Verfahren nach einem der vorangehenden Anspruche, dadurch gekenn-

zeichnet, dass Polyvinylpyrrolidon (PVP) in einer Konzentration von 0,1 — 2
% (w/v) ist.

. Verfahren nach einem der vorangehenden Anspruche, dadurch gekenn-

zeichnet, dass das Detergens ein Polyoxyethylen-sorbitan-monolaurat in
einer Konzentration von 0,05 — 2 % (w/v) ist.

. Verfahren nach einem der vorangehenden Anspruche, dadurch gekenn-

zeichnet, dass der Waschpuffer eine pH-Wert von 5 bis 8 hat.

. Verfahren nach einem der vorangehenden Ansprutche, dadurch gekenn-

zeichnet, dass es sich bei den Verunreinigungen um Wirtszellproteine
(HCP) handelt.

. Waschpuffer fur die Affinitatschromatographie mit einem pH-Wert von 4 bis

8, enthaltend
i. Arginin in einer Konzentration von 0,1 — 1 mol/I,

ii. Natriumchlorid in einer Konzentration von 0,2 bis 2 mol/l,

iii. einen Alkohol, ausgewahlt aus der Gruppe bestehend aus
Isopropanol, n-Propanol, und Ethanol, in einer Konzentration
von 5 - 30 % (w/v), und

iv. Polyvinylpyrrolidon oder ein Detergens in einer Konzentration
von 0.05 - 2 % (w/v);

10.Waschpuffer nach Anspruch 9 mit einem pH-Wert von 5 bis 8.



