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SELEKTIVE ANREICHERUNG VON ANTIKORPERN

HINTERGRUND DER ERFINDUNG

TECHNISCHES GEBIET

Die vorliegende Erfindung betrifft Reinigungsverfahren flr Proteine, insbesondere Im-

munglobuline oder andere Proteine, die eine Fc-Domane aufweisen.
STAND DER TECHNIK

Biomolekiile wie Proteine, Polynukleotide, Polysaccharide und dergleichen gewinnen als
Medikamente, als Diagnostika, als Zusatzstoffe in Nahrungsmitteln, Waschmitteln und
dergleichen, als Forschungsreagenzien und fiir viele weitere Anwendungen zunehmend
an kommerzieller Bedeutung. Der Bedarf an solchen Biomolekiilen Iasst sich - z.B. im Fal-
le von Proteinen - in aller Regel nicht mehr durch Isolierung der Molekiile aus natlrlichen
Quellen befriedigen, sondern erfordert den Einsatz biotechnologischer Produktionsmetho-

den.

Die biotechnologische Herstellung von Proteinen beginnt typischerweise mit der
Klonierung eines DNS-Fragmentes in einen geeigneten Expressionsvektor. Nach
Transfektion des Expressionsvektors in geeignete prokaryontische oder eukaryontische
Expressionszellen und anschliel3ender Selektion transfizierter Zellen werden letztere in
Fermentern kultiviert und das gewlinschte Protein zur Expression gebracht. Anschlief3end
erfolgt die Ernte der Zellen bzw. des Kulturiiberstandes und die Aufarbeitung und Reini-

gung des darin enthaltenen Proteins.

Im Falle eukaryontischer Expressionssysteme, also bei Verwendung von Saugetierzellkul-
turen wie etwa CHO- oder NS0-Zellen, konnte in den zuriickliegenden 15 Jahren eine
deutliche Steigerung der beim Expressionsschritt erreichbaren Konzentration des ge-
wilnschten Proteins in den Zellkulturen bzw. Zellkulturiberstéanden erzielt werden. Im glei-

chen Zeitraum stieg die Bindekapazitat von Chromatographiematerialien, die bei der an-
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schliefdenden Aufreinigung der Proteine eingesetzt werden, im Vergleich nur geringflgig.
Aus diesem Grund besteht ein dringender Bedarf an verbesserten, optimierten
Aufreinigungsverfahren flir Biomolekiile, insbesondere Proteine, die in grofdem, industriel-

len Mafdstab durchgeflihrt werden kdnnen.

Im Falle von Biopharmazeutika, wie etwa als Medikamente eingesetzten Proteinen, z.B.
therapeutischen Antikérpern, ist neben der Produktausbeute auch die Abtrennung von
Verunreinigungen von grofer Bedeutung. Hierbei kdnnen prozess- und produktabhangige
Verunreinigungen unterschieden werden. Die prozessabhangigen Verunreinigungen be-
inhalten Komponenten der Wirtszellen wie Proteine (Wirtszellproteine, ,Host cell proteins®,
HCP) und Nukleinsduren und stammen aus der Zellkultur (wie Medienbestandteile) oder
aus der Aufarbeitung (wie etwa Salze oder abgeldste Chromatographie-Liganden). Pro-
duktabhangige Verunreinigungen sind molekulare Varianten des Produkts mit abweichen-
den Eigenschaften. Hierzu zahlen verkiirzte Formen wie Vorlaufer und hydrolytische Ab-
bauprodukte, aber auch modifizierte Formen, entstanden beispielsweise durch
Desaminierungen, falsche Glykosylierungen oder falsch verknipfte Disulfidbriicken.
Ebenso zu den produktabhéngigen Varianten zéhlen Polymere und Aggregate. Weitere
Verunreinigungen sind Kontaminanten. Damit werden alle weiteren Materialien chemi-
scher, biochemischer oder mikrobiologischer Natur bezeichnet, die nicht direkt zum Her-
stellungsprozess gehoren. Kontaminanten sind z.B. Viren, die unerwlinschter Weise in

Zellkulturen auftreten konnen.

Verunreinigungen fiihren im Falle von Biopharmazeutika zu Sicherheitsbedenken. Diese
werden verstarkt, wenn - wie sehr haufig bei Biopharmazeutika - die Verabreichung der
therapeutischen Proteine Uber Injektion oder Infusion direkt in die Blutbahn erfolgt. So
kénnen Wirtszellkomponenten zu allergischen Reaktionen oder immunopathologischen
Effekten fihren. Daneben kénnen Verunreinigungen auch zu einer unerwiinschten Immu-
nogenitat des verabreichten Proteins flhren, also eine unerwiinschte Immunreaktion des
Patienten auf das Therapeutikum auslésen, bis hin zu einem lebensbedrohenden
anaphylaktischen Schock. Daher besteht ein Bedarf an geeigneten Reinigungsprozessen,
mit denen alle unerwlinschten Substanzen auf ein unbedenkliches Mal} abgereichert wer-

den kdonnen.
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Andererseits kdnnen auch im Falle von Biopharmazeutika wirtschaftliche Aspekte nicht
ignoriert werden. So sollen die eingesetzten Produktions- und Reinigungsverfahren die

Rentabilitdt des damit erzeugten biopharmazeutischen Produkts nicht gefahrden.

Als Aufarbeitungs-/ und Reinigungsschritt von Proteinen kommt neben Filtrations- und
Fallungsschritten den (sdulen-)chromatographischen Verfahren eine ganz zentrale Be-
deutung zu. So beinhaltet haufig gerade die Antikdrper Anreicherung einen
affinitatschromatographischen Reinigungsschritt. Dementsprechend sind heutzutage zahl-
reiche saulenchromatographische Verfahren und hierbei verwendbare

Chromatographiematerialen bekannt.

Affinitadtschromatographie-Matrices werden bei der industriellen Reinigung von verschie-
denen Substanzen als stationdre Phase eingesetzt. Uber immobilisierte Liganden lassen
sich Substanzen spezifisch anreichern und reinigen, die eine gewisse Affinitat zu dem je-
weils verwendeten Liganden besitzen. Fur die industrielle Aufreinigung von Antikdrpern
(Immunglobulinen), insbesondere die Reinigung monoklonaler Antikdrper, wird haufig im-
mobilisiertes Protein A als initialer Reinigungsschritt verwendet. 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 CH,/CHs-Domane der Fc-Region von Immunglobulinen bindet. Bei
der Protein A-Chromatographie binden Immunglobuline oder Fusionsproteine, die eine
Protein A-bindende Fc-Region aufweisen, aus der mobilen Phase spezifisch an den Pro-
tein A-Liganden, der kovalent an einen Trager (z.B. Sepharose) gekoppelt ist. Protein A
aus Staphylococcus aureus (wildtyp Protein A) sowie gentechnisch verandertes, rekombi-
nantes Protein A (rec. Protein A) interagiert Gber nicht-kovalente Wechselwirkungen mit
der konstanten Region (Fc-Fragment) der Antikorper. Diese spezifische Interaktion kann
ausgenutzt werden um Verunreinigungen effizient von dem AntikOrper abzutrennen.
Durch eine Veranderung des pH-Werts kann die Interaktion zwischen Antikbrper und Pro-
tein A-Liganden gezielt aufgeldst und die Antikérper von der stationdren Phase freigesetzt

bzw. eluiert werden.

Neben Protein A als Affinitatsligand sind derzeit viele weitere Molekiile bekannt, die an
das Fc-Fragment binden. So werden auch einzelne Domanen des Protein A anstelle des
kompletten Proteins verwendet (8). Hierbei sind gerade von der B-Doméane des Protein A

verschiedene Protein-Varianten bekannt, die sich zur Bindung von Fc-Fragment-

-3-
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enthaltenden Molekiilen eignen (16, 17). Diese unterschiedlichen Varianten unterscheiden
sich im Wesentlichen durch Mutationen, die eingefiihrt wurden, um die Stabilitat oder Bin-
dungsaffinitat zu steigern. Diese Mutanten der B-Domane werden zumeist Z-Domane
oder Protein Z genannt. Neben Protein A oder Protein G eignen sich auch verschiedene
Peptide fur die selektive Bindung an das Fc-Fragment (14). Das derzeit grofl3e Interesse
an Affinitatsliganden flir das Fc-Fragment Iasst hierbei vermuten, dass noch weitere Affini-

tatsliganden gefunden werden.

Die Affinitatschromatographie und insbesondere die haufig verwendete Protein A Chro-
matographie ist kostenaufwendig und gerade bei steigenden Produktkonzentrationen im
Fermenter und hohen Produktmengen kommt es bei chromatographischen Reinigungs-
prozessen zu Limitierungen. Kritische Punkte sind hierbei: Beladungskapazitaten,
Zyklenzahl, Prozesszeiten, Poolvolumina und Puffermengen. Alternative Reinigungsver-
fahren sind daher fiir die Zukunft unerlasslich. Eine generelle Ubersicht zu konventionel-
len Reinigungsstrategien, wie auch der Affinitatschromatographie und alternative Metho-

den der Affinitatschromatographie bieten folgende Artikel (7, 10).

Eine neuere Methode der Affinitatschromatographie verwendet nicht einen stets immobili-
sierten Affinitatsliganden, sondern zunachst einen solubilisierten Affinitatsliganden, der mit
dem Zielprotein gemischt wird (11). Der Affinitatsligand tragt hierbei einen Fusionstag
oder ein Fusionsprotein, welches die im zweiten Schritt erfolgende Immobilisierung des
Affinitatsliganden auf eine Feste Phase ermdglicht. Als ndchster Schritt wird wie in der
herkdmmlichen Affinitatschromatographie unter geeigneten Bedingungen das Zielprotein

vom Ligand getrennt und somit von der Saule eluiert.

Die hier beschriebene Erfindung bedient sich der Affinitatsprazipitation anstelle der Affini-
tatschromatographie zur Reinigung von Biomolekiilen. Diese Methode scheint gerade im

grofReren Malistab viel Potential zu haben (1, 2).

Affinitatsprazipitation ist die effektivste Art der Protein-Prazipitation (2). Die Prazipitation
eines Proteins aus einer Losung im Allgemeinen ist ein haufig angewendetes und bekann-
tes Verfahren. So wurden bereits viele Proteine iber Ammoniumsulfat-Fallung aus einem
Proteingemisch aus Lésung abgetrennt. Bei der Prazipitation werden Makromolekile (z.B.

Proteine) aus der Losung in Partikel Uberfuihrt. Dieser Schritt fiihrt abhangig vom Dichte-

-4-
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unterschied zwischen Partikel und Lésung und dem Partikeldurchmesser zur Prazipitati-

on. Diese Prazipitation verlauft jedoch zumeist unspezifisch.

Zur selektiveren Anreicherung eines Molekiils z.B. Proteins entwickelte sich daher die Af-
finitatsprazipitation. Bei der Affinitatsprazipitation wird die selektive Bindung eines Affini-
tatsmolekdls an ein Zielmolekil ausgenutzt. Affinitatsmolekile kdnnen hierbei z.B. Protei-
ne, Peptide, Oligonukleotide oder auch kleine chemische Molekiile sein. Man unterschei-
det bei der Affinitatsprazipitation zwei Prinzipien, die Affinitatsprazipitation erster und
zweiter Ordnung (7). Bei der Affinitatsprazipitation erster Ordnung besitzt sowohl das Affi-
nitdtsmolekil als auch das Zielmolekiil zwei Bindungsstellen, so dass eine Netzwerkaus-
bildung zwischen beiden Moleklilen moglich ist und sich ein Affinitatskomplex bildet, der
bei einer bestimmten Grélke sedimentiert. Bei der Affinitatsprazipitation zweiter Ordnung
werden z.B. Affinitatsmakroliganden (AML) eingesetzt. Bei dieser Art der Prazipitation
wird das Affinitdtsmolekil an eine stimulierbare Substanz, zumeist an ein Polymer gebun-
den. Die stimulierbare Substanz andert durch eine Veranderung der Umgebungsbedin-
gungen, wie z.B. einer pH- oder Temperatur-Verschiebung sein Ldslichkeitsverhalten, und
es kommt zur Prazipitation. Anders als bei der Affinitatsprazipitation erster Ordnung wird
hier kein bifunktionelles Affinitatsmolekil und auch kein bifunktionelles Zielmolekil ben-

tigt.

Bei der zumeist angewendeten Affinitatsprazipitation werden derzeit die Affinitatsliganden

an Polymere oder andere Mediatoren gekoppelt (15).

Die Affinitatsprazipitation von Fc-Fragment enthaltenden Molekdilen ist bereits in einigen
Arbeiten beschrieben wurden. Die derzeit hdufigste Anwendung ist durch die Verwendung
von so genannten ,Smart-Polymers* gekennzeichnet. ,Smart-polymers® (oder Stimuli-
responsive ,intelligent” polymers oder Affinitatsmakroliganden) sind Polymere die auf au-
Rere Einflisse (physische oder chemische Stimuli) ihre Eigenschaften andern. Diese Sti-
muli kdnnen z.B. pH-Anderungen oder Temperatur-Anderungen sein (12-13). Zumeist re-
agieren ,Smart-Polymere* auf lhren Stimuli mit der Prazipitation in Losung. Diese Prazipi-
tation Iasst sich nach gewtinschter Abtrennung der iiberstehenden Lésung durch geeigne-
te Bedingungen riickgdngig machen. ,Smart-Polymere” kdnnen mit verschiedenen Biomo-

lekiilen konjugiert werden, was zu einer grofen Sammlung an Polymer-Biomolekul Sys-
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temen fuhrt, die auch fur verschiedenste Anwendungen eingesetzt werden konnen. Bei-

spiele fiir diese Biomolekiile sind z.B. Proteine, Oligonukleotide und Zucker.

Eine weitere Art der Affnitatsprazipitation ist die kirzlich beschriebene ,Affinity sinking®
Methode. Bei dieser Art der Affinitatsprazipitation wird ein verlinkendes Molekiilgeriist
verwendet, um mehrere Affinitdtsliganden miteinander zu verbinden. Dieses ermoglicht
dann die bendtigte Netzwerkausbildung fiir die Prazipitation. Die Bindung des Affinitatsli-
ganden an den Netzwerkausbildner kann hierbei sowohl nicht-kovalent als auch kovalent
erfolgen. Diese Methode wurde kirzlich in dem Patent ,Compositions and methods for
purifying and crystallizing molecules of interest” beschrieben (6). Hier wird zunachst eine
Antikorper enthaltende Lésung mit einem Affinitatsliganden der mit einem Quervernetzer
kovalent verbunden ist vermischt. Hierbei ist noch keine Prazipitation zu beobachten. Erst
nach der nun folgenden Zugabe eines Koordinations-ions oder -molekils kommt es zur
Prazipitation. In einer zweiten dhnlichen Anwendung wird der Affinitatsligand mit einem

Biotin-bindenden Protein verknipft, der mit dem Mediator Avidin ein Netzwerk ausbildet

9).

In dem Patent US 7,083,943 wird eine Affinitatsprazipitation beschrieben, bei der eine
Bindungsdomane fiir das Zielprotein mit einer Geriist (,Scaffold“)-Domane verknlipft wird,

deren Aminosauresequenz die Neigung zur Prazipitation erleichtern soll.

Chen und Hoffman (15) beschreiben die Affinitatsprazipitation von IgG mit poly(N-
isopropylacrylamid)-Protein A-Konjugaten. Die Prazipitation von Antikbrpern mit

unmodifiziertem Protein A hat sich dagegen als nicht effektiv erwiesen.

Ein Nachteil der im Stand der Technik beschriebenen Methoden ist, dass bei der Affini-
tatsprazipitation erster Ordnung nur lber das verlinkende Molekiil eine Prazipitation mog-
lich ist, bzw. dass bei der Affinitatsprazipitation zweiter Ordnung eine stimulierbare Sub-
stanz erforderlich ist. Weitere Nachteile der meisten bekannten Affinitatsprazipitationen
sind zum einen a) die sterische Hinderung, welche durch die Bindung von hochmolekula-
ren Affinitatsmakroliganden die Bindung des Zielproteins limitiert b) die Resolubilisierung
des prazipitierten Polymers/ Komplexes ist langsam c) die nichtspezifische Mitfallung von

Verunreinigungen, die zumeist einen zweiten Prazipitationsschritt erfordern d) der zusatz-
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liche Schritt der Bindung eines Affinitatsproteins an das Polymer bzw. den Quervernetzer
(2-5)

KURZE ZUSAMMENFASSUNG DER ERFINDUNG

Die vorliegende Erfindung betrifft eine Affinitatsprazipitation mit Hilfe eines Bindungsprote-
ins mit zwei Bindungsstellen, bei dem vollstandig auf ein zusatzliches Fusionsprotein oder
ein Linkermolekiil verzichtet wird. Allein das Affinitatsprotein reicht zur Fallung aus, und
eine stationare Phase wird nicht benotigt. Die hier verwendete Erfindung erleichtert auch

die Ruckgewinnung des Affinitatsproteins.

Die Erfindung betrifft insbesondere ein Verfahren zur selektiven Anreicherung von Im-
munglobulinen oder anderen Proteinen, die eine Fc-Domane enthalten (Zielprotein), mit
den Schritten:
a. Bereitstellen einer Losung, die das Zielprotein enthalt;
b. Einbringen eines Fc-bindenden Proteins mit genau zwei Bindungsstellen unter
Bedingungen, die eine Bindung ermdglichen;
Abtrennen des Prazipitates von der fllissigen Phase;

d. Ldsen der Bindung des Zielproteins von dem Fc¢-bindenden Protein.

In einem weiteren Aspekt betrifft die Erfindung ein solches Verfahren, bei dem das Fc-
bindende Protein ein Dimer einer Fc-bindenden Domane von Protein A oder Protein G ist.
Bevorzugt sind dabei die beiden Monomere des Dimers (iber eine Disulfidbricke mitei-

nander verknipft.

In einem weiteren Aspekt betrifft die Erfindung ein solches Verfahren beidem das Dimer
ein Homodimer ist, dessen Monomere die SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 3,
oder SEQ ID NO: 7 oder eine Sequenz haben, diein 1, 2, 3,4, 5,6, 7, 8,9, 10, 11, 12,
13, 14, 15, 16, 17, 18, 19 oder 20 Aminosauren von der SEQ ID NO: 1 abweicht.

In einem weiteren Aspekt wird das Fc-bindende Protein in einem Verhaltnis von 0,5-20

gegeniber dem Zielprotein eingesetzt. Die Losung in Schritt a. weist vorzugsweise einen
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pH-Wert von 5,5 - 8 auf. Vorzugsweise wird das Lésen der Bindung in Schritt d. bei einem
pH-Wert von 2 - 4,5 erreicht.

In einem weiteren Aspekt betrifft die Erfindung ein Fc-bindendes Protein, das aus 2 identi-
schen Untereinheiten besteht, die die Sequenz SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 2, SEQ ID
NO: 3, SEQ ID NO: 7 oder eine Sequenz haben, diein 1, 2, 3,4, 5,6, 7,8, 9, 10, 11, 12,
13, 14, 15, 16, 17, 18, 19 oder 20 Aminosauren von der SEQ ID NO: 1 abweicht, wobei
die beiden Untereinheiten Uber eine kovalente Bindung miteinander verknupft sind. Vor-

zugsweise ist die kovalente Bindung eine Disulfidbindung.

KURZE BESCHREIBUNG DER ZEICHNUNGEN

Abbildung 1: SDS-PAGE des Z-Dimers. Zum Nachweis der Dimerisierung liber Cysteine
wurde zum einen lodacetamid oder lodacetamid mit Dithiothreitol vor dem Auftrag auf das
SDS-PAGE zugegeben.

Spur Probe
rekombinantes Z-Dimer ver-
1 setzt mit 0,6 ymol
lodacetamid

rekombinantes Z-Dimer ver-

2 setzt mit 0,3 ymol DTT und
lodacetamid
3 reines rekombinantes Z-Dimer

Kombi Marker

rekombinantes Z-Dimer ver-
5 setzt mit 0,2 ymol

lodacetamid

rekombinantes Z-Dimer ver-

setzt mit 0,1 ymol DTT und
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0,2 ymol lodacetamid

7 reines rekombinantes Z-Dimer

Abbildung 2: Affinitdtsprazipitation mittels Z-Dimer. Als erster Schritt wird Protein Z oxi-
diert. Im zweiten Schritt wird das Z-Dimer zu einer Antikdrper (mAB) enthaltenen Ldsung

gegeben, welches zur selektiven Prazipitation des Antikdrpers flihrt.

Abbildung 3: UV-Diagramm der lonenaustauschchromatographie unter sauren Bedin-
gungen zur Abtrennung des Z-Dimers vom Antikdrper (Experiment 2). In Rot ist das UV-
Chromatogramm bei 220 nm, in Blau das UV-Chromatogramm bei 280 nm und in Grin
der steigende Gehalt an Puffer B (20 mM Phosphat, 3 M NaCl) gezeigt.

Abbildung 4: SDS-PAGE zu Experiment 2.

Spur Probe
1 gereinigter Antikorper
Protein Z Dimer
Uberstand nach der Prézipitation

Uberstand nach einem optionalen
Waschschritt

5 Resuspendiertes Pellet (Antikbrper mit
Z-Dimer)

6 Peak 1 der lonenaustauschchromatog-
raphie bei saurem pH (Antikdrper)

Peak 2 der sauren lonenaustausch- 25
7 chromatographie bei saurem pH (Z-
Dimer)

8 Kombi Marker

20

A WDN

DETAILLIERTE BESCHREIBUNG DER ERFINDUNG

Die vorliegende Erfindung betrifft Verfahren zur Abreicherung von Verunreinigungen, ins-

besondere Wirtszellprotein (Host Cell Proteins, HCP) und DNS aus Proteinzusammenset-
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zungen, wie sie aus Zellkulturen erhalten werden, in denen Proteine rekombinant oder
endogen exprimiert werden. Insbesondere betrifft die Erfindung Verfahren zur Reinigung
bzw. Anreicherung eines Proteins (Zielprotein) durch die Bindung eines Fc-bindenden
Proteins oder Multimers von diesem mit mindestens zwei Bindungsstellen. In weiteren
Schritten wird das Prazipitat abgetrennt und anschlielRend die Bindung des Fc-bindenden

Proteins zum Zielprotein durch geeignete Bedingungen getrennt.

Die vorliegende Erfindung betrifft ein Verfahren zur selektiven Anreicherung von Immun-
globulinen oder anderen Proteinen, die eine Fc-Domane enthalten (Zielprotein), mit den
Schritten:
a. Bereitstellen einer Losung, die das Zielprotein enthalt;
b. Einbringen einer eines Fc-bindenden Proteins mit genau zwei Bindungsstellen un-
ter Bedingungen, die eine Bindung ermdglichen;
Abtrennen des Prazipitates von der fllissigen Phase;

d. Ldsen der Bindung des Zielproteins von dem Fc¢-bindenden Protein.

Das Zielprotein kann insbesondere ein Immunglobulin oder ein Protein sein, das die Fc-
Domane eines Immunglobulins enthalt und an Protein A oder Fragmente von Protein A
binden kann. Immunoglobuline bestehen aus zwei schweren und zwei leichten Ketten. Die
schweren Ketten haben jeweils eine variable und drei bis vier konstante Domanen abhan-
gig vom Immunglobulin. Bezeichnet werden diese analog als VH und CH1, CH2, CHS3. Die
variablen Domanen einer leichten und einer schweren Kette bilden die Antigenbindungs-
stelle. Die Domane CH2 enthalt eine Kohlenhydratkette, die eine Bindungsstelle fur das
Komplementsystem bildet. Die CH3 Domane enthalt die Fc-Rezeptor-Bindungsstelle.
Zielproteine, auf die das erfindungsgemasse Verfahren angewendet werden kann, sind
alle Proteine die eine Fc-Domane aufweisen. Beispiele flir CH2/CH3 Regionen enthaltene
Proteine sind Antikdrper, Immunoadhesine und Fusionsproteine in denen das Protein von
Interesse mit einer CH2/CH3 Region verbunden ist. In einer Darstellungsform der Erfin-
dung ist das Zielprotein z.B. ein Antikdrper der eine CH2/CH3 Region besitzt und somit
zur Bindung an Protein A befahigt ist. Der Ausdruck CH2/CH3 Region bezieht sich auf die

Aminosauren in der Fc-Region eines Antikdrpers, die mit Protein A interagieren.

Das Fc-bindende Protein weist erfindungsgemal’ genau zwei Bindungsstellen flr eine Fc-

Domaéane auf.

-10-
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In einem weiteren Aspekt betrifft die Erfindung ein solches Verfahren, bei dem das Fc-
bindende Protein ein Dimer einer Fc-bindenden Domane von Protein A oder Protein G ist.
Bevorzugt sind dabei die beiden Monomere des Dimers (iber eine Disulfidbricke mitei-

nander verknipft.

Unter einem Fc-bindenden Protein sind dabei Proteine oder Peptide zu verstehen, die be-
fahigt sind an die Fc-Region zu binden. Bevorzugt binden Fc-bindende Proteine mit einer

Dissoziationskonstante (Kp-Wert) im Bereich von 10%-107"*M.

In bevorzugten Ausfiihrungsformen der Erfindung ist das Fc-bindende Protein ein Homo-

oder Heterodimer von Fc-bindenden Domanen, die die in Tabelle 1 aufgefiuhrten Sequen-

zen aufweisen oder enthalten:

SEQ ID | Sequenz Beschreibung
NO:
1 MVDNKFNKEQ ONAFYEILHL PNLNEEQRNA FIQSLKDDPS | Z-Domane-Cys-—
QSANLLAEAK KLNDAQAPKS SACRRRRRRR RP Tag
2 MVDNKFNKEQ OQNAFYEILHL PNLNEEQRNA FIQSLKDDPS | Z-Domane-Cys
QSANLLAEAK KLNDAQAPKS SAC
3 DNKFNKEQON AFYEILHLPN LNEEQRNAFI QSLKDDPSQS | Z-Domane
ANLLAEAKKL NDAQAPK
4 QONAFYQVLN MPNLNADQRN GFIQSLKDDP SQSANVLGEA | E Domane wvon
QOKLNDSQAPK Protein A
(Swissprot
P02967)
5 ONNEFNKDQQS AFYEILNMPN LNEAQRNGFI QSLKDDPSQS | D Domane von
TNVLGEAKKL NESQAPK Protein A
(Swissprot
P02967)
6 DNNENKEQON AFYEILNMPN LNEEQRNGEFI QSLKDDPSQS | C Doma&ne wvon
ANLLSEAKKL NESQAPK Protein A
(Swissprot
P02967)
7 DNKFNKEQON AFYEILHLPN LNEEQRNGEFI QSLKDDPSQS | B Doma&ne wvon
ANLLAEAKKL NDAQAPK Protein A
(Swissprot
P02967)
8 DNKFNKEQON AFYEILHLPN LTEEQRNGEFI QSLKDDPSVS | A Doma&ne wvon
KEILAEAKKL NDAQAPK Protein A
(Swissprot
P02967)

11-
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9 TTYKLVINGK TLKGETTTKT VDAETAEKAF KQYANDNGVD | Protein G Fc-
GVWTYDDATK TEFTVT bindende Doma-
ne aus
Streptococcus
Sp. (Uniprot
053337)

10 TTYKLVINGK TLKGETTTKA VDAETAEKAF KQYANDNGVD | Protein G Fc-
GVWTYDDATK TEFTVT bindende Doma-
ne aus
Streptococcus
dysgalactiae
(YP 002997067)

11 TTYRLVIKGV TFSGETATKA VDAATAEQTE RQYANDNGIT | IgG bindende
GEWAYDTATK TFTVTE Domé&ne aus
Streptococcus
equi

(YP 002123072)

Unter einem Homodimer ist in diesem Zusammenhang ein Fc-bindendes Protein zu ver-

stehen, das aus zwei Untereinheiten gleicher Sequenz aufgebaut ist.

Unter einem Heterodimer ist in diesem Zusammenhang ein Fc-bindendes Protein zu ver-
stehen, das aus zwei Untereinheiten verschiedener Sequenz aufgebaut ist, die jeweils
eine Bindungsstelle fur eine Fc-Domane haben. Bevorzugt enthalten die Untereinheiten

Sequenzen, die aus den Sequenzen der Tabelle 1 ausgewahlt sind.

In einem weiteren Aspekt betrifft die Erfindung ein solches Verfahren, bei dem das Dimer
ein Homodimer ist, dessen Monomere die SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 3,
SEQ ID NO: 7 oder eine Sequenz haben, diein 1, 2, 3,4, 5,6,7, 8,9, 10, 11, 12, 13, 14,
15, 16, 17, 18, 19 oder 20 Aminosauren von der SEQ ID NO: 1 abweicht. Die Monomere,
diein1,2,3,4,5,6,7,8,9,10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19 oder 20 Aminosduren
von der SEQ ID NO: 1 abweichen, haben dabei die Eigenschaft, Fc-Doméanen mit einem
Kp-Wert im Bereich von 10%10"*M zu binden. Verfahren zur Bestimmung des Kp-Wertes

sind dem Fachmann bekannt.
Bindungsbedingungen sind Bedingungen, bei denen eine Bindung an das Zielprotein

durch die Fc-bindenden Proteine stattfindet, vorzugsweise in einem pH-Bereich von pH
5,5-9, bevorzugt 6 - 8.
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Die Prazipitation erfolgt unter Bindungsbedingungen spontan, wie sie zum Beispiel in zell-
freiem eukaryontischen Kulturiberstand vorliegen. Es besteht keine Notwendigkeit, die
erfindungsgemalien Dimere zur FOrderung der Prazipitation mit Polymeren, z.B.

Polyathylenglykolen, zu verknipfen.

In einem weiteren Aspekt wird das Fc-bindende Protein in einem molaren Verhaltnis von

0,5 - 20 gegeniiber dem Zielprotein eingesetzt.

Die Abtrennung des Prazipitates kann durch Zentrifugation und anschlieliender Abnahme

des Uberstandes, aber auch durch Filtrationstechniken erfolgen.

Das Ldsen der Bindung zum Zielprotein erfolgt unter Bedingungen, die eine Trennung des
Fc-bindenden Proteins vom Zielprotein erlauben. Vorzugsweise kann dies durch Einstel-

len eines pH-Bereiches zwischen pH 2 - 4,5 erreicht werden.

In einem weiteren Aspekt betrifft die Erfindung ein Fc-bindendes Protein, das aus 2 identi-
schen Untereinheiten besteht, die die Sequenz SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 2, SEQ ID
NO: 3, SEQ ID NO: 7 oder eine Sequenz haben, diein 1, 2, 3,4,5,6,7,8,9, 10, 11, 12,
13, 14, 15, 16, 17, 18, 19 oder 20 Aminosauren von der SEQ ID NO: 1 abweicht, wobei
die beiden Untereinheiten Uber eine kovalente Bindung miteinander verknupft sind. Vor-

zugsweise ist die kovalente Bindung eine Disulfidbindung.

BEISPIELE

Material und Methoden:

Darstellung des dimerisierten Protein Z

Protein Z wurde als rekombinantes Protein aus E. coli erhalten. Die Abtrennung von
Verunreingungen erfolgte nach der Abtrennung der Zelltrimmertber eine lonenaus-

tauschchromatographie.
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Proteinsequenz der verwendeten Z-Domane:
Met-Val-Asp-Asn-Lys-Phe-Asn-Lys-Glu-GIn-Gln-Asn-Ala-Phe-Tyr-Glu-lle-Leu-His-Leu-
Pro-Asn-Leu-Asn-Glu-Glu-GIn-Arg-Asn-Ala-Phe-lle-GIn-Ser-Leu-Lys-Asp-Asp-Pro-Ser-
GIn-Ser-Ala-Asn-Leu-Leu-Ala-Glu-Ala-Lys-Lys-Leu-Asn-Asp-Ala-GIn-Ala-Pro-Lys-Ser-
Ser-Ala-Cys-Arg-Arg-Arg-Arg-Arg-Arg-Arg-Arg-Pro

Durch die Einbringung eines nicht nativen Cysteins in die Peptidkette der Z-Domane ist es
mdglich, gezielt zwei Protein Z-Molekiile (iber eine Disulfidbriicke zu verkniipfen. Direkt
nach der Reinigung des rekombinanten Protein Z liegt dieses durch Oxidation als

dimerisiertes Protein vor.

Zell-freier eukaryontischer Kulturiiberstand

Der Zellkulturiiberstand von auf sekretorische Produktion optimierte CHO-Zellen wurde

nach mehreren Tagen Kultivation durch Filtration oder Zentrifugation erhalten.

SEC-Analyse
Die Analyse von Protein-Verunreinigungen sowie des Antikorper-Gehaltes der Proben aus

Experiment 1 erfolgte mittels analytischer GréRenausschlusschromatographie (SEC). Es
wurde eine TSK-GEL SW 3000 mit der vom Hersteller empfohlenen Vorsaule verwendet
(TOSOH Bioscience). Die Analyse erfolgte an einer Dionex Ultimate Anlage mit Verfol-
gung des UV-Signals bei 280 und 220 nm.

lonenaustauschchromatographie zur Abtrennung des Z-Dimers vom Antikdrper

Die lonenaustauschchromatographie erfolgte an einer AKTA Explorer 10 Anlage (GE
Healthcare) mit Beobachtung der UV-Absorption bei 220 und 280 nm. Als Saulenmaterial
wurde SP Sepharose FF verwendet (19 mL Gelbettvolumen). Nach dem Auftrag des bei
saurem pH Wert resuspendierten Pellets wurde die Sdule mit 20 mM Phosphatpuffer pH
3,3 equilibriert und anschliel3end der Antikbrper sowie das Z-Dimer liber einen 25 Saulen-
volumen langen Gradienten voneinander getrennt. Zum Eluieren wurde ein 20 mM Phos-
phatpuffer mit 3 M NaCl bei pH 3,3 verwendet.

Protein A HPLC

Zur Bestimmung des Antikdrper-Gehaltes von Zellkulturfreiem Uberstand sowie von ge-

reinigtem Antiképer wurde eine Protein A HPLC an einer Waters oder Dionex-Anlage
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verwendet (Injektor Pumpen und Saulenofen W2790/5, UV-Detektor W2489). Der Anti-
korpergehalt der Losungen wurde mittels des UV-Signals des sauer eluierenden Peaks

bestimmt.

Anreicherung
Die bei den Versuchen erhaltenen Lésungen wurden teilweise fiir die analytischen Me-

thoden ankonzentriert (Amicon Ultra, Ausschlussgrofe 3 kD).

SDS-PAGE:
Zur Uberpriifung der einzelnen Fraktionen und Uberstiande wurde ein 20%iges homoge-
nes SDS-Gel verwendet. Die Detektion der Proteinbanden erfolgte mittels Silberfarbung

nach Heukeshoven.

Wirtszellprotein-Analvtik mittels ELISA-Assay

Im Experiment 3 wurde die Wirtszellprotein-Analytik mittels eines ELISA-Assays durchge-
fuhrt.

DNA-Analytik
Die DNA-Analytik erfolgte nach Einzelstrangerzeugung durch eine enzymatisch katalysier-

te Nachweisreaktion.

UF/DF
Fir die UF/DF Versuche in Experiment 3 wurde eine 50 kDa Centramate Sheet PES

(Polyethersulfon) der Firma Pall mit einer Flache von 180 cm? verwendet. Die UF/DF wur-

de so gefahren, dass der Antikérper zunachst sechsfach ankonzentriert wurde und an-
schlie3end diafiltriert wurde (Austausch gegen 6 Volumen des Puffers), bevor 10 min bei
vollstandig ge6ffnetem Retentatventil zirkuliert wurde. Die Diafiltration wurde zwei mal
wiederholt. Die Gesamte UF/DF wurde mit 50 mM Acetatpuffer + 100 mM Arginin + 150
mM NaCl pH 3,0 durchgefiihrt.

Hydrophobe-Interaktions-Chromatographie (HIC)

Die Durchfiihrung der Hydrophobe-Interaktions-Chromatographie (Experiment 3) erfolgte

mit mit einer 27 mL Saule an einer AKTA-Anlage. Als Saulenmaterial wurde Toyopearl
Phenyl 650 M von Tosoh verwendet. Hierzu wurde nach der UF/DF zum Retentat 3,5 M
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Ammoniumsulfatpuffer zugegeben bis eine Leitfahigkeit von 165 mS/cm erreicht war. Die
mit Puffer (50 mM Acetat + 1,2 M Ammoniumsulfat pH 4) equilibrierte Sdule wurde mit
dem Retentat der UF/DF beladen und anschlief3end ein Gradient Uber 40 Bettvolumen zu
den Puffer 50 mM Acetat pH 4 durchgefiihrt.

Experimente:
Nachweis der Dimerisierung des Protein Z tGber Cystein

Der Nachweis zur Dimerisierung des Protein Z (iber Cystein erfolgte mittels einer SDS-
PAGE Analyse (Abbildung 1). Um sicher zu stellen, dass keine Oxidation des Protein Z
durch die Aufarbeitung induziert wird, wurde zunachst mit lodacetamid die freien
Cysteingruppen alkyliert. Zur Detektion des Monomers wurde zusatzlich mit Dithiothreitol
(DTT) reduziert.

2,6 nmol Z-Dimer wurden mit DTT oder einem entsprechendem Volumen Puffer gemischt
und funf Minuten bei 95°C inkubiert. Anschliefsend wurde auf Raumtemperatur abgekiihlt
und lodacetamid oder ein entsprechendes Volumen Puffer zugegeben und weitere 20 min
im Dunklen inkubiert. Nach flinf-minutiger Inkubation mit SDS-PAGE-Puffer wurde auf das
SDS-PAGE aufgetragen.

Die SDS-PAGE-Analyse zeigt, dass durch Zugabe des Reduktionsmittel DTT das Z-

Monomer gebildet wird und die Gel-Bande vom Z-Dimer verschwindet.

Selektive Prazipitation mittels eines Z-Dimers

Die folgend aufgeflihrten Versuche zeigen, dass die selektive Prazipitation eines Antikor-
pers mit einem Z-Dimer erreicht werden kann (Abbildung 2, Experiment 1). Das Z-Dimer
ist die Uiber zwei nicht native Cysteine verknlpfte dimerisierte B-Doméane des Protein A's
aus Staphylococcus aureus, welches eine Mutation gegeniiber dem Wildtyp tragt (siehe
Material und Methoden). Weiterhin kann in Experiment 2 gezeigt werden, dass das erhal-
tene Pellet durch Resuspension im sauren pH-Bereich wieder in L&sung gebracht werden
kann und anschliefdend ein Antikdrper durch eine lonenaustauschchromatographie bei

saurem pH-Wert von dem Z-Dimer wieder abgetrennt werden kann.
Experiment 1:

Es wurden unterschiedliche Verhaltnisse von Protein Z zu Antikdrper, welcher in Zell-

freiem eukaryontischem Kulturiberstand vorlag, getestet. Weiterhin wurde das Volumen
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der einzelnen Ansatze variiert. In Versuch 1 wurden 0,13 pymol Z-Dimer mit 0,065 pmol
IgG4 vorliegend in Zell-freiem eukaryontischem Kulturliiberstand im Gesamtvolumen von
5,47 mL 2 h schittelnd inkubiert. In Versuch 2 wurden 16,25 nmol Z-Dimer mit 16,25 nmol
IgG1 vorliegend in Zell-freiem eukaryontischem Kulturiiberstand im Gesamtvolumen von
5,2 mL ebenso 2 h schiittelnd inkubiert. Anschlielend wurde 10 min bei 4000 rpm zentri-
fugiert und der Uberstand vom Pellet getrennt. Der Antikorper-Gehalt des Uberstandes
wurde mittels des UV-Signals einer analytischen SEC sowie durch Protein A-
Chromatographie bestimmt (Material und Methoden). Der Gehalt des Antikbrpers im Pel-
let wurde durch Subtraktion des Antikdrper-Gehaltes des Uberstandes vom Gesamtgehalt
des eingesetzten Antikdrper erhalten. Hierbei konnte eine Prazipitation von bis zu 99%
Antikérper beobachtet werden (Versuch 1: 99%/ Versuch 2: 76%). Weiterhin wurde der
Kulturiiberstand vor und nach der Prazipitation mittels analytischer SEC auf Protein-
Verunreinigungen untersucht. Es wurde hierbei direkt das Chromatogramm vom Zell-
freiem eukaryontischem Kulturiiberstand mit dem Uberstand nach der Prézipitation vergli-
chen. Hierbei konnten Abreicherungen von Protein-Verunreinigungen im Bereich von 90-
99% beobachtet werden (Versuch 1 90%/ Versuch 2 99%). Dass heil3t, das 1% bzw. 10%
der Protein-Verunreinigungen mitgefallt worden sind. Protein-Verunreinigungen kénnen
hierbei sowohl Wirtszellproteine als auch Fragmente oder Aggregate des Zielproteins

sein.

Experiment 2:

Zur Trennung des Z-Dimers vom Antikdrper wurde ein Kationentauscher verwendet (SP
Sepharose FF). 0,2 ymol gereinigter Antikdérper wurden mit 0,2 ymol Z-Dimer in einem
Volumen von 10,1 mL 36 min inkubiert. Nach anschliefsender Zentrifugation (4000 rpm,
10 min) wurde der Uberstand abgenommen. AnschlieRend wurde das Pellet in 10 mL
Phosphatpuffer pH 7,4 anteilig geldst und erneut zentrifugiert (4000 rpm, 10 min). Das so
erhaltene Pellet wurde in 20 mL Phosphatpuffer (20 mM Phosphat, pH 3,3) resuspendiert
und Uber einen lonentauscher gereinigt. Durch einen Gradienten Uber 25 Bettvolumen

konnte das Z-Dimer vom AntikOrper abgetrennt werden (Abbildung 3 und 4).
Experiment 3:

Es wurde ein mehrstufiger Antikdrper-Reinigungsprozess mit der Affinitatsprazipitation als
Capture Schritt durchgefiihrt.

17-



10

15

20

25

30

WO 2011/107518 PCT/EP2011/053126

Hierbei wurden 500 mg Antikdrper (3,3 ymol) im Verhaltnis 1:2 zu Z-Dimer (6,6 ymol) in
der Prazipitation aus Zell-freiem Kulturliberstand eingesetzt. Nach ein-stiindiger Inkubati-
on unter leichtem Schitteln wurde die gesamte Suspension auf einen 0,22 ym Filter
(Millipore) gegeben und der Uberstand des Préazipitates so durch Filtration abgetrennt.
Anschlieldend wurde das Prazipitat mit Puffer (231mL 50 mM Phosphatpuffer pH 7,4) ge-
waschen und im nachsten Schritt im Filter mit Acetatpuffer (179mL 50 mM Acetatpuffer +
100 mM Arginin + 150 mM NaCl pH 3,0) resuspendiert. Zur Abtrennung des Z-Dimers
vom Antikérper wurde eine UF/ DF mit einer 50 kDa Membran durchgefiihrt. Als nachster
Schritt diente eine HIC zur Abtrennung des Z-Dimers und weiteren Verunreinigungen.

Die Gesamtausbeute des Antikorpers lag nach der Prazipitation bei 98% und verringerte
sich nach der UF/DF auf 87% und nach der HIC auf 64%. Neben den guten Ausbeuten
bei der selektiven Prazipitation des Antikérpers konnte durch DNA und Wirtszellprotein
Analytik gezeigt werden, dass die DNA durch den Prazipitationsschritt mit anschlieender
UF/DF um 99% und der Wirtszellproteingehalt um 99,9% gegenliber dem Ausgangswert

(Zell-freier Kulturiberstand) reduziert werden konnten.
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1. Verfahren zur selektiven Anreicherung von Immunglobulinen oder anderen Protei-

nen, die eine Fc-Domane enthalten (Zielprotein), mit den Schritten:
a. Bereitstellen einer Losung, die das Zielprotein enthalt;
b. Einbringen eines Fc-bindenden Proteins mit genau zwei Bindungsstellen
unter Bedingungen, die eine Bindung ermdoglichen;
Abtrennen des Prazipitates von der flissigen Phase;

d. Ldsen der Bindung des Zielproteins von dem Fc¢-bindenden Protein.

Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass das Fc-bindende Prote-

in ein Dimer einer Fc-bindenden Domane von Protein A oder Protein G ist.

Verfahren nach Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet, dass die Fc-bindende Doma-
ne eine der Sequenzen SEQ ID NO: 1 bis SEQ ID NO: 11 aufweist oder enthalt.

Verfahren nach Anspruch 2 oder 3, dadurch gekennzeichnet, dass die beiden

Monomere des Dimers Uber eine Disulfidbriicke miteinander verknlpft sind

Verfahren einem der vorangehenden Anspriiche, dadurch gekennzeichnet, dass
das Dimer ein Homodimer ist, dessen Monomere die Sequenz SEQ ID NO: 1, SEQ
ID NO: 2, SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 7 oder eine Sequenz haben, die in 1, 2, 3, 4,
5,6,7,8,9,10,11,12,13, 14,15, 16, 17, 18, 19 oder 20 Aminosduren von der
SEQ ID NO: 1 abweicht.

Verfahren nach einem der vorangehenden Anspriiche, dadurch gekennzeichnet,
dass das Fc-bindende Protein in einem molaren Verhaltnis von 0,5-20 gegeniber

dem Zielprotein eingesetzt wird.
Verfahren nach einem der vorangehenden Anspriiche, dadurch gekennzeichnet,

dass die Losung in Schritt a. einen pH-Wert von 5,5 - 9, vorzugsweise 6 - 8 auf-

weist.
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10.

Verfahren nach einem der vorangehenden Anspriiche, dadurch gekennzeichnet,

dass das Losen der Bindung in Schritt d. bei einem pH-Wert von 2-4,5 erfolgt.

Fc-bindendes Protein, das aus 2 identischen Untereinheiten besteht, die die Se-
quenz SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 7 oder eine Se-
quenz haben, diein 1,2, 3,4,5,6,7, 8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19
oder 20 Aminosauren von der SEQ ID NO: 1 abweicht, wobei die beiden Unterein-

heiten Uber eine kovalente Bindung miteinander verknupft sind.

Fc-bindendes Protein nach Anspruch 9, dadurch gekennzeichnet, dass die kovalen-

te Bindung eine Disulfidbindung ist.
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