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S (57 Zusammenfassung: Die vorliegende Erfindung betrifft DNS-Konstrukte, die fiir ein Polypeptid kodieren, das die folgende
allgemeine Strukturformel A-x;-B(-x,-Cy.), umfafit, worin A und B dieselben oder verschiedene Oligopeptide mit 3 bis 100 Ami-
nosduren sind; C oder Cy_; ein oder mehrere Oligopeptide beliebiger Sequenz mit 3 bis 100 Aminosduren sind; x; und X, dieselben
oder verschiedene Erkennungssequenzen fiir eine Peptidspaltung sind; und n eine ganze Zahl gréBer als 0 ist. Die Erfindung betrifft
ferner die Verwendung der DNS-Konstrukte fiir die Herstellung von Peptiden und Peptidgemischen sowie die dadurch erhiltlichen
Peptidgemische.
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DNS-Konstrukte fiir die Herstellung von Peptiden

Die vorliegende Erfindung betrifft neuartige DNS-Konstrukte, die
fr Peptide mit einer bestimmten Struktur kodieren, und deren
Verwendung fir die Herstellung von Peptiden und Peptidgemischen
sowie die dadurch erhdltlichen Peptidgemische.

Der Bedarf an Poly- und Oligopeptiden mit einer bestimmten Se-
quenz und Struktur hat in den vergangeneh Jahren stark zugenom-
men. Eine Vielzahl von Polypeptiden ist bereits als Wirkstoff
flr Arzneimittel zugelassen worden, weitere befinden sich in der
vorklinischen oder klinischen Erprobungsphase fiir eine entsprec-
"hende Zulassung (Pharma Buisness, July/August 2000, Seiten 45
bis 60). ‘

. Derzeit werden zudem viele Peptid-Bibliotheken erstellt, die es
ermbéglichen eine sehr grofe Anzahl verschiedener Peptide schnell
und einfach auf eine bestimmte Aktivitdt der Peptide hin 2zu
analysieren. So existieren beispielsweise Phagen-Display-Biblio-
theken, bei denen kurze Oligopeptide (beispielsweise 3- bis 50-
mere) auf der Oberfldche von Phagen eXprimiert werden. Férner
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werden Antikérper—Bibliotheken, bei denen die Antikorper
beispielsweise aus einer einzigen Polypeptidkette bestehen
(sogenannte "single chain antibodies", Einzelketten-Antikérper),
in Bakterien oder auf der Oberfldche von Phagen exprimiert. Alle
diese Bibliotheken haben das Ziel, Peptide mit bestimmter
Wirkstoff- oder Bindungs-Aktivitdt zu identifizieren. Unter Ver-
wendung einer Phagen-Display-Bibliothek wurde beispielsweise das
bereits bekannte Bindungsmotiv RGD des Fibronektin-Molekiils ge-
funden, welches die Bindung dieses Molekiils an eine Vielzahl von
Integrine bewirkt (Pasqualini et al., J. Cell. Biol. Vol. 130
(1995), S. 1189).

Konnte ein Peptid mit gewﬁhéchten Eigenschaften identifiziert
werden, so eignen sich die Peptid-Bibliotheken nicht fiir die
Herstellung dieses Peptides in grofler Menge. Derzeit werden
Peptide iiber drei verschiedene Synthesewege erstellt. Alle
Peptide kénnen entweder durch chemische oder rekombinante
Synthese erzeugt werden. Ferner kénnen eine Reihe von Peptiden
durch Extraktion aus natiirlichen Quellen gewonnen werden. Alle
im Stand der Technik bekannten Verfahren weisen jedoch erhebliche

Nachteile auf.

Die chemische Peptidsynthese bietet sich priméar ‘bei kurzen
Peptiden an, da die chemische Synthese l&ngerer Peptide sehr
aufwendig ist. Ferner weist die chemische Synthese den inhdarenten
Nachteil auf, dass dafilir organische LOsungsmittel verwendet
werden miissen, die im Falle einer geplanten medizinischen
Verwendung der Peptide durch aufwendige Reinigungsverfahren zu

entfernen sind.

Auch die Extraktion von Peptiden aus natiirlichen Quellen ist in

der Regel sehr aufwendig. Die Peptide liegen in diesen Quellen
iiblicherweise in geringer Konzentration vor. Eine Vielzahl von
Reinigungsschritten ist daher notwendig, um einigermaBlen reine

Peptide zu erhalten.
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Die rekombinante Synthese eines Peptids durch Expression einer
fiir das Peptid kodierenden DNS weist als Vorteil die hohe Genau-
igkeit des Syntheseprozesses auf. Dieser Syntheseweg ermdglicht-
es, Peptide herzustellen, die chemisch nur sehr schwierig
hergestellt werden kénnten. Ein weiterer Vorteil besteht darin,
dass der Einsatz'chemischer Verbindungen mit toxischer Wirkung
vermieden werden kann (keine Verwendung von L&sungsmitteln,
etc.). Auf diesem Syntheseweg kénnen auch léngerkettige Peptide
relativ kostengiinstig hergestellt werden (WO 98/50563).

Fir die rekombinante Synthese sind im Stand der Technik eine
Vielzahl von Wirtssystemen benutzt worden. Kiirzlich verdffent-
lichte Beispiele fiir Expressionssysteme, die zur Herstellung von
rekombinanten Peptiden/Proteinen verwendet werden kdnnen, sind
zum Beispiel Escherichia coli (Gavit P, Better M, J. Biotechnol
79: 2, 127-36, Apr.28, 2000), Hefen (Cereghino JL, Cregg JM, FEMS
Microbiol Rev 24: 1, 45 - 66, Jan, 2000), eukaryotische Zell-
kulturen (Geisse S, et al., Protein Expr. Purif.8: 3, 271-82,
Nov, 1996), Insektenzellen (Sorscher EJ, Sommerfelt MA, Methods
Mol. Biol 39:, 337 - 48, 1995), transgene Pflanzen (Cramer CL,
Boothe JG, Oishi KK, Curr Top Microbiol Immunol 240: 95 - 118,
1999) und transgene Tiere (Pollock DP, et al., J Immunol Methods
231:1-2, 147 -57, Dec 10, 1999).

Der Nachteil der rekombinanten Synthese liegt darin, dass die
Wirtszellen dézu tendieren die Peptide nur in geringen Mengen zu
erzeugen. Insbesondere bei Peptiden mit kiirzerer Kettenldnge
erfolgt zudem eine Sekretion der Peptide (WO 98/50563). Um die
Ausbeuten zu erhShen, wurden verschiedene Strategien entwickelt.

" Ein Ansatz besteht darin, eine fiir das Peptid kodierende DNS-

Sequenz zu erstellen, die es ermdglicht, das Peptid als Teil
eines Fusionsproteins zu exprimieren (WO 95/27782, US 6,183,992).
Der "Fusionspartner" kann dabei ein Protein sein, welches sich
vorteilhaft auf die Expression auswirkt und/oder die Reinigung
vereinfacht. In einer Weiterentwicklung dieses Ansatzes wurden
Wiederholungen von Peptideinheiten in Form von Fusionsproteinen
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exprimiert (WO 91/07496, Kempe et al., Gene 39 239-245, 1985) und

anschliefend gereinigt.

Ferner wurdén im Stand der Technik DNS-Konstrukte erstellt, die
fiir Fusionsproteine kodieren, welche zwischen zwei Peptidsequen-
zeh eine Erkennungsstelle fiir eine Peptidspaltung aufweisen (WO
00/32795). Auch diese DNS-Konstrukte exprimieren jedoch die

gewlinschten Peptide nur in relativ geringer Konzentration.

Das der vorliegenden Erfindung zugrundeliegende Problem liegt
dementsprechend in der Bereitstellung verbesserter DNS-Kon-
strukte, die eine rekombinante Expression von Peptiden und

Peptidgemischen erméglichen.

Dieses Problem wurde nunmehr durch DNS-Konstrukte gelést, die fiir
ein Polypeptid kodieren, wobei das Polypeptid die folgende all-

gemeine Strukturformel
A-xX-B(=X;.,=Ci4)a
umfalt, worin

A und B dieselben oder verschiedene Oligopeptide mit 3 bis

100 Aminosduren sind;

C oder C,, ein oder mehrere Oligopeptide beliebiger Sequenz mit

3 bis 100 Aminosduren sind;

x und x;, dieselben oder verschiedene Erkennungssequenzen fiir

eine Peptidspaltung sind; und
n eine ganze Zahl gréfler als 0 ist.

Die vorliegende Erfindung stellt somit erstmals DNS-Konstrukte
zur Verfiigung, die fiir eine neuartige Kombination von Peptid-
sequenzen kodieren, welche die Herstellung von Peptiden in hoher

Konzentration ermoglicht. Dabei kommt eine iiberraschende Kom-
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bination verschiedener rekombinanter und chemischer Techniken zum

Einsatz.

In der obigen Formel kann A ein Oligopeptid darstellen, das
dieselbe oder eine andere Sequenz als Oligopeptid B aufweisen.
C stellt ein Oligopeptid dar, das dieselbe oder eine von A und
B verschiedene Sequenz aufweist. Gemdfl einer bevorzugten
Ausfiihrungsform weisen A, B und C unterschiedliche Sequenzen auf.

Das DNS-Konstrukt ist ferner dadurch gekennzeichnet, dass n
gréBer als 0, vorzugsweise gréBer als 1, insbesondere grdBer als
3, 5 oder 10 ist. Soweit n grdBer als 1 ist, ergeben sich
Oligopeptide C,, C,;, C,, die dieselbe oder verschiedene Sequenzen
aufweisen kdnnen. Es ist besonders bevorzugt, dass n im Bereich

von 3 bis 5 liegt.

Die Variable n kann auch von der Art-der fiir die Expression des
DNS-Konstruktes verwendeten Wirtszelle abhdngen. GemdB einer
besonders bevorzugten Ausfiihrungsform der Erfindung wird eine
Wirtszelle fiir die Expression des DNS-Konstruktes verwendet, die
eine verringerte Rekombinationsfrequenz aufweist. Die Rekom-
bination der DNS wird von den sogenannten REC-Enzymen der Wirts-
zelle gesteuert. Im Stand der Technik sind Wirtszellen erzeugt
worden, die Mutationen (beispielsweise Deletionen oder Sub-
stitutionen) in den REC-Genen aufweisen. Als Folge dieser
Mutationen werden die REC-Gene in verringertem Umfang oder gar
nicht mehr exprimiert. Im Rahmen der vorliegenden Erfindung
werden Wirtszellen mit einer im Vergleich zur Wildtyp der Zelle
verringerten Expression der REC-Gene als Zellen mit verringerter

Rekombinationsfrequenz bezeichnet.

ErfindungsgemdfB ist es besonders in den Fdllen, in denen n gréfler
als 3, insbesondere gréBer als 5 oder 15 ist, bevorzugt,
Wirtszellen zu verwenden, die eine verringerte Rekombinations-

frequenz aufweisen.
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Fir den Fall, dass n 5 ist, kodiert das erfindungsgemédfle DNS-

Konstrukt somit fiir ein Peptid der Formel
.A-X‘B-xl-C1—XZ-Cz"Xg-C3'XQ'C1’-X5'C5 7

worin A, B und C, s Oligonukleotide darstellen, welche dieselben
oder verschiedene Sequenzen aufweisen kénnen, und x und x;;
dieselben oder verschiedene Erkennungssequenzen fir eine Peptid-
spaltung darstellen. Erfindungsgeméﬂ werden besondere Vorteile
erhalten, wenn n 3, 5 oder gr6Ber ist, da die gewiinschten Peptide
in diesem Fall durch das DNS-Konstrukt in besonders hoher Konzen-
tration zur Expression gelangen. Die Erfindung umfaft daher
insbesondere DNS-Konstrukte in denen n grdfer als 15 und gréfer
als 50 betragt.

Erfindungsgemdf ist es bevorzugt, dass das DNS-Konstrukt fiir ein
Peptidgemisch kodiert. Eine solche Anwendung ware zum Beispiel
ein DNS-Konstrukt, das fiir ein Gemisch von Peptiden kodiert,
deren Verwendung in einer Spiillésung zur Reduzierung der hohen
Rezidivrate des oberfldchlichen Harnblasenkarzinoms nach
transurethraler Resektion von Blasenkarzinom (DE 19529909C2)
bekannt ist. Bei dieser Verwendung soll die lokale Tumor-
implantation durch Bindung der Tumorzellen an Adhdsionsmolekiile
verhindert werden. Hierbei erscheint es vorteilhaft unter-
schiedliche Molekiile, die am Mechanismus der Zelladhdsion
beteiligt sind, durch Oligopeptide zu blockieren. Um eine
méglichst vollstdndige Blockierung zu erreichen, miissen die
Peptide im UberschuB vorliegen. Daher.werden gréBeré Quantitdten
unterschiedlicher Oligopeptide bei dieser Verwendung eingesetzt.

" Ein entsprechendes Peptidgemisch bestehend aus mehreren unter-

schiedlichen Peptidsequenzen kann durch die erfindungsgemdBen
DNS-Konstrukte als Fusionsproteiﬁ innerhalb einer Zelle ex-
primiert werden. Die unterschiedlichen Peptide sind innerhalb des
Fusionsproteins iiber Sequenzen verbunden, die eine Spaltung zur
Generierung der einzelnen Peptide ermdglichen. Die einzelnen

Peptidsequenzen konnen dabei als Einzelkopie oder auch als
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Wiederholung vorliegen. GemdB dieser Ausfiihrungsform der
Erfindung kann es sich beispielsweise bei den Oligopeptiden A,
B und C,, um eines der Peptide RGD, LDV, IDA, DGEA, GPRP, VTL,
YIGSR, KQAGDV oder REDV handeln. Dabei ist es besonders bevor-
zugt, dass die Peptide bereits in der Mischung exprimiert werden,
in der diese spater als Wirkstoffe in der Spiilldsung eingesetzt

werden.

GemdB einer alternativen Ausfiihrungsform kodieren die erfindungs-
gemdBen DNS-Konstrukte fiir antimikrobielle Peptide. In den
letzten Jahren verursachen Bakterien, die gegen Antibiotika
resistent sind, grofe Probleme in der Human- und Veterindr-
Medizin. Neuerdings sind antimikrobielle Peptide entwickelt
worden, die eine sehr interessante neue Klasse von antimikro-
biellen Agenzien darstellen (Hancock, R. E. W., J. Med. Micro-
biol., Vol. 46 , 1 - 3, 1997). Ein kritischer Aspekt fiir den
Einsatz von antimikrobiellen Peptiden sind jedoch deren hohe
Herstellungskosten (US 6183992). Durch die Verwendung der
erfindungsgemdBen DNS-Konstrukte fiir die Expression der anti-
mikrobiellen Peptide ist es nunmehr méglich, die Herstellkosten

.zu reduzieren und in einem Verfahrensschritt eine Kombination

unterschiedlicher Peptide zu erzeugen.

Ein weiterer Vorteil des erfindungsgemé&Ben Verfahrens besteht
darin, dass Peptide mit antimikrobiellen Eigenschaften aufgrund
der toxischen Aktivitdt der Peptide iiblicherweise nicht in mikro-
biellen Expressionssystemen- hergestellt werden koénnen. Die
Verwendung der erfindungsgemdfien DNS-Konstrukte bei der Her-
stellung dieser Peptide ermdglicht jedoch die Expression in
mikrobiellen Wirtssystemen. Erst die Aufspaltung des Polypeptids

" in antimikrobielle Peptide wiirde die toxischen Peptide erzeugen.

Der Einsatz der erfindungsgeméﬁen.DNS-Konstrukte ist beispiels-
weise auch fiir die Herstellung von Impfstoffen vorteilhaft. Fir
diesen Zweck konnen verschiedene Peptid-Epitope aus einem
"Zielprotein" eines infektidsen Agens (Bakterium, Virus) ausge-
wdhlt, durch die erfindungsgemdfen DNS-Konstrukte exprimiert,
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aufgespalten und als Peptidgemisch oder als einzelne Peptide zur

Immunisierung von Menschen oder Tieren verwendet werden.

Das erfindungsgemdBe DNS-Konstrukt eignet sich fiir die Expression
von Poly- und Oligopeptiden mit einer beliebigen Kettenldnge. Die
Kettenldnge der einzelnen Oligopeptide kann beispielsweise von
3 bis 100 Amihoséuren.betragen. Die Expression von Oligopeptiden
A, B und C,, mit eine La&nge von 5 bis 50 Aminosduren, ins-

besondere 7 bis 20 Aminosduren, ist jedoch besonders bevorzugt.

Das erfindungsgeméﬁe Konstrukt kodiert fiir ein Peptid, das eine
oder mehrere verschiedene Erkennungssequenzen fiir die Peptid-
spaltung x aufweist. Die Erkennungssequenzen kénnen dabei so
ausgestaltet sein, dass die Spaltung durch Proteasen, innerhalb

der Wirtszelle oder durch eine chemische Spaltung ermdglicht

o wird.,

Im Stand der Technik sind eine Vielzahl von Proteasen bekannt,
die eine spezifische Spaltung von Peptiden ermdglichen, darunter
Faktor Xa, TEV, Genenase I, Thrombin, Enterokinase and 3C ((Nagai
K and Thogersen HC, Nature 309, 810 - 812, 1984; Dougherty WG et
al., EMBO Journal 7, 1281 - 1287, 1988; Carter P and Wells JA et
al., Science 237, 394 - 399, 1987; McKenzie KR et al, Journal of
Immunol. 147, 312 - 319, 1991; lavallie ER et al, Journal of
Biol. Chem. 268, 23311- 23317; Walker PA et al, Biotechnology
12., 601 - 605, 1994). Bei dieser Spaltung wird das Fusion-
sprotein nach der Expression in vitro mit Proteasen inkubiert und

die Peptide nach der Spaltung gereinigt.

Dariiber hinaus kdénnen die Erkennungssequenzen so ausgestaltet

sein, dass eine Spaltung noch innerhalb der Wirtszelle ermdglicht

wird. Dafiir werden als Erkennungssequenzen sogenannte Inteine
verwendet, die ein SpleiBen der Peptide in der Zelle erméglichen
(vgl. David W. Wood et al., Nature Biotech. Vol 17, 889 -892,
1999).



10

15

20

25

30

35

WO 2004/015112 PCT/EP2002/008249

-9 -

GemdB einer weiteren Ausfiihrungsform der Erfindung sind die
Erkennungssequenzen so ausgestaltet, dass eine chemische Spaltung
nach Expression und Isolierung der Polypeptide ermdglicht wird.
Beliebige im Stand der Technik bekannte Spaltungsverfahren kénnen
dabei zum Einsatz kommen. So kann beispielweise die spezifische
Spaltung durch CNBr nach Methionin nach dem in Dobeli H, et al.
(Proteih Expr Purif 12 (3), 404 - 14, 1998) offenbarten Verfahren
eingesetzt werden. Weitere Spaltungen kdénnen durch Hydroxylamin
vorgenommen werden, welches spezifisch Asp-Gly Bindungen spaltet
(Butler,W. T., J. Biol. Chem. 244, 3415 - 3417, 1969). SchlieB-
lich sind Spaltungen von Asp-Pro Bindungen durch Sdurehydrolyse
(Han KK, Richard C, Biserte G., Int J Biochem, 15(7), 875 - 884,
1982) und der Sequenz DKTH durch cu®* (Humphreys D.P. et al.f
Protein Eng 12(2): 179-184, 1999) bekannt.

In Abhdngigkeit der geplanten Verwendung kann eine der genannten
Spaltungsstrategien besondere Vorteile aufweisen. Bei der Produk-
tion von Peptiden fiir den pharmazeutischen Einsatz mufl das
Produkt homogen vorliegen. Aus diesem Grund muf3 die gewdhlte
Spaltung quantitativ und ohne spezifische Nebenreaktionen (z. B.
durch unspezifische Spaltung) ablaufen. Die optimale Spaltungs-
strategie und die entsprechenden Erkennungssequenzen kdénnen
jedoch von dem Fachmann im Hinblick auf die geplante Verwendung
der Peptide aufgrund seines Fachwissens oder durch einfache

Versuche im Einzeifall ohne weiteres ermittelt werden.

Die Erkennungssequenzen, X, X;, X,, etc. konnen identischer oder
verschiedener Sequenz sein. GemdB einer bevorzugten Ausfiihrungs-
form der Erfindung sind die Erkennungssequenzen identischer

Sequenz, was eine gleichzeitige Aﬁfspaltung in die Oligopeptide

" erméglicht. Besondere Vorteile ergeben sich, wenn die DNA-

Konstrukte mit Spaltstellen identischer Sequenz in Wirtszellen
exprimiert werden, die eine verringerte Rekombinationsfrequenz

aufweisen.

Zur Herstellung entsprechender DNS-Konstrukte konnen beliebige
im Stand der Technik bekannte Verfahren verwendet werden. Sowohl
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die Oligonukleotide, welche fiir die einzelnen Peptide A, B, C,,
etc. kodieren, als auch das Polynukleotid, welches fiir das
vollstdndige Fusionspeptid kodiert, k&énnen durch synthetische
Synthese oder durch Isolierung aus natiirlicher oder rekombinanter
DNS erhalten werden. Vorzugsweise werden die fiir die einzelnen
Peptide kodierenden Oligonukleotide durch chemische Synthese
erzeugt. Bei der Auswahl der DNS-Sequenz kann es vorteilhaft
sein, die Benutzung der Codons durch die Wirtszelle, in der das
DNS-Konstrukt exprimiert werden soll, zu beriicksichtigen. GemdB
dieser Ausfiihrungsform besteht das DNS-Konstrukt daher primdr aus
Codons, die von der Wirtszelle hdufig fir die Expression der

entsprechenden Aminosdure verwendet werden.

Ferner kann es vorteilhaft sein, mégliche mRNS-Sekunddrstrukturen
bei der Auswahl der Codons des erfindungsgemdBen DNS-Konstruktes
zu Dberiicksichtigen. Durch die Wahl von Codons, welche die

Ausbildung einer stabilen mRNS-Sekunddrstruktur verhindern, kann

die Translationseffizienz verbessert werden.

Nach den obigen Kriterien erzeugte Oligonukleotide kdnnen durch
im Stand der Technik bekannte Verfahren zu dem erfindungsgemédfien

DNS-Konstrukt verkniipft werden.

Die vorliegende Erfindung betrifft ferner Expressionsvektoren,
in denen eines der erfindungsgemdfBen DNS-Konstrukte operativ mit
einer Expressions-regulierenden Sequenz verkniipft wurde.
Zahlreiche requlatorische DNS-Sequenzen (Promotoren, Enhancer,
etc.) sind im Stand der Technik bekannt. Entsprechende Ex-
pfessionsvektoren, die fiir bestimmte Wirtssysteme angepaB3t sind,
kénnen beispielsweise kommerziell erhalten werden. Die Expression

" kann auch iiber die Anzahl der Expressionsvektoren in einer Zelle

(die sogenannte ‘"copy number") .reguliert' werden. Bestimmte
Expressionsvektoren liegen in der Wirtszelle in hoher Kopienzahl
vor, und erzielen bereits durch diese Eigenschaft eine hohe

Expression des gewiinschten Polypeptids.
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Gemaf einer weiteren Ausfiihrungsform betrifft die vorliegende
Erfindung Wirtszellen, die ein erfindungsgemdBes DNS-Konstrukt
enthalten. Dabei kann es sich um eine beliebige prokaryotische
oder eukaryotische Wirtszelle handeln. Die Verwendung von Pilzen,
Hefen, Bakterien, Insektenzellen, Pflanzenzellen oder tierischen
Zellen ist bevorzugt. Wirtssysteme, die bereits im Stand der
Technik filir eine kostengiinstige Expression von Polypeptiden
verwendet wurden, beispielsweise Zellen von Escherichia coli,
Bacillus subtilis, Saccharomyces cerevisiae, Pichia pastoris,
Aspergillus niger, CHO- oder COS-Zellen sind besonders bevorzugt.
Alternativ dazu konnen die erfindungsgemdfen DNS-Konstrukte in
Zellen transgener Tiere, insbesondere in Kiihen, Ziegen,‘Schafen,
oder in transgenen Pflanzen, wie Tabak, Mais, Kartoffeln,

exprimiert werden.

Die vorliegende Erfindung betrifft selbstverstdndlich ebenfalls
Verfahren zur Herstellung eines Peptids, bei denen man die
erfindungsgemafen DNS—Konstrukte in einer geeigneten Wirtszelle
exprimiert und das Polypeptid gewinnt. In Abhdngigkeit des
gewdhlten Expressionssystems kann man das Polypeptid nach der Ex-
pression aus dem Kulturiberstand oder aus den Zellen der
Zellkultur isolieren. Verfahren zur Isolierung von Polypeptiden
sind im Stand der Technik umfassend beschrieben und kdnnen einen
oder mehrere aus Ionenaustauscher-Chromatographie, hydrophobe
Interaktioné—Chromatographie, Gel-Permeations-Chromatographie
oder Affinitdts-Chromatographie umfassen. Die Verwendung der
Affinitats-Chromatographie ist bevorzugt, da durch dieses

Verfahren die besten Trennleistungen erreicht werden.

Gemdfl einer besonders bevorzugten Ausfiihrungsform der Erfindung

" umfaBt das DNS-Konstrukt Sequenzen, die fiir einen sogenannten Tag

kodieren, welches die Reinigung mittels Affinitdts-Chromatogra-
phie ermbglicht. Entsprechende Tégs, beispielsweise His-Tags'
bestehend aus mehreren Histidin-Aminosdureresten, und deren
Verwendung fiir die Affinitdts-Chromatographie sind im Stand der
Technik bekannt (vgl. beispielsweise Sulkowski, E., Trends in
Biotechnology, Vol.3 (1985), S.1). Vorzugsweise weisen die
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erfindungsgemdfen DNS-Konstrukte Sequenzen auf, die fiir einen Tag

kodieren.

Die vorliégende Erfindung betrifft schliefilich die Polypeptide,
die durch dieses Verfahren erhdltlich sind. Dabei handelt es sich

um Polypeptide, welche die folgende Strukturformel umfassen:
A-%=B(-X;-Cy4)x

worin A, B, C, x und n die oben genannte Bedeutung aufweisen. Der
prinzipielle Aufbau eines Beispiels eines entsprechendén.Polypep-

tids ist auch in Fig. 1 dargestellt.

Diese Polypeptide konnen unmittelbar eingesetzt werden oder
spezifisch an den Stellen x in eine Vielzahl von Peptiden auf-
spalten werden. In Abhdngigkeit der Struktur des DNS-Konstruktes
wird dadurch ein Peptidgemisch oder eine Vielzahl von Peptiden

gleicher Sequenz erhalten.

GemdB einer weiteren Ausfiihrungsform der Erfindung kdnnen die so
erhaltenen Peptide oder Peptidgemische aufgereinigt werden, wobei
ein Peptidgemisch oder einzelne Peptide in hoher Konzentration
und reiner Form erhalten werden. Zur Reinigung koénnen die bereits
genannten Chromatographie-Verfahren eingesetzt werden, die dem
Fachmann wohl bekannt sind.

Ein geringer Anteil an unspezifischen Nebenprodukten kann gegebe-
nenfalls durch im Stand der Technik iibliche Reinigungsverfahren

entfernt werden.

" Kurze Darstellung der Figuren:

Fig. 1 Prinzipieller Aufbau der erfindungsgemédfen Fusionspro-

teine;

Fig. 2 RT-18 HPLC-Elutionsprofil des Fusionspeptides vor Zugabe

von CuCl,;
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Fig. 3 RT-18 HPLC-Elutionsprofil der Peptide im Ansatz 8 nach 45

Stunden Inkubation unter den in Tabelle 1 genannten

Bedingungen;

Eig. 4 Massenspektroskopische Analyse der Peptide im Ansatz 8
nach 45 Stunden Inkubation unter den in Tabelle 1 genann-

ten Bedingungen.

Beispiel

Das Peptid mit der Sequenz:
S-H-G-R-G-D-S-D-D-K-S~-H-D-K~-Q-A-G-D- V-D~K-S-H-E-I-L-D-V-K-D-K

(SEQ ID NO: 1), worin die Cu-Spaltstellen fett und die ver-
schiedenen Peptidsequenzen kursiv ‘dargestéllt wurden, wurde unter
den in Tabelle 1 genannten Reaktionsbedingungen gespalten. Die
einzelnen Reaktionen werden in Tabelle i zusammengefasst. Die
Konzentration des Fusionspeptides betrug in allen Ansdtzen

1 mg/ml.
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~ Ansatz Puffer Temperatur Inkubations- Prozent
zeit Spaltung -
1 Tris, pH 8,2, 2 mM Cu 55 °C 3h 0%
Tris, pH 8,2, 6 mM Cu 55°C 24h 30 %
Tris, pH 8,2, 6 mM Cu 62 °C 3h 40 %
Tris, pH 8,2, 6 mM Cu 62 °C 24h 85 %
Tris, pH 8,2, 6 mM Cu 62 °C 48 h 100 %
2 Tris, pH 8,2, 1 mM Cu 55°C 24 h 5%
3 Tris, pH 8,2, 1 mM Cu 62 °C 45h 5%
4 Tris, pH 8,2, 0,2 mM Cu 55 °C 24 h 10 %
Tris, pH 82, 0,2 mM Cu 62 °C 24 h 10 %
5 Tris, pH 8,52, 2 mM Cu 55°C 4h 0 %
Tris, pH 8,52, 8 mM Cu 55°C 18 h 5%
Tris, pH 8,52, 2 mM Cu 62 °C 18 h 40 %
Tris, pH 8,52, 2 mM Cu 62 °C 40 h 65 %
6 Borat, pH 9, 2 mM Cu 62 °C 1,5h 20 %
Borat, pH 9, 2 mM Cu 62 °C 2h ca. 55 %
Borat, pH 9, 2 mM Cu 62 °C 215h 100 %
7 Borat, pH 9, 1 mM Cu 62 °C 18 h ca. 60 %
Borat, pH 9, 1 mM Cu 62 °C 20h ca. 75 %
8 Borat, pH 8, 2 mM Cu 62 °C 4h 60 %
Borat, pH 8, 2 mM Cu 62 °C 3h ca. 85 %
Borat, pH 8, 2 mM Cu 62 °C i5h 100 %
Tabelle 1 Reaktionsbedingungen, unter denen die Spaltung des

Peptids analysiert wurde; ein Teil der Ansidtze
wurde nacheinander bei verschiedenen Bedingungen
inkubiert, d.h. Ansatz 1 wurde mit dem genannten
Puffer nacheinander fir 3 Stunden bei 55 °C, fiir
24 Stunden bei 55 °C, fiir 3 Stunden bei 62 °C,
etc. inkubiert.
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Die durch die Spaltung erhaltenen Peptide wurden {iber eine RT-18
HPLC-Sdule aufgetrennt und aus dem dabei erhaltenen Laufprofil
wurde die Spaltungseffizienz der verschiedenen Bedingungen
ermittelt. Zudem wurdeleine massenspektroskopische Auswertung
vorgenommen. Beispiele der durch diese Analysen erhaltenen

Ergebnisse werden in den Figuren 2 bis 4 dargestellt.

Die Elutionsprofile zeigen lediglich die optische Dichte des-
Eluates iiber die Zeit. Die massenspektroskopische Darstellung
zeigt die Verteilung der Masse/Ladung der erhaltenen Peptide.
Fig. 2 beschreibt das Elutionsprofil des ungespaltenen Fusions-
peptides von der RT-18 HPLC-S&ule vor Zugabe von CuCl,. Demgegen-
iiber ist in Fig. 3 RT-18 das HPLC-Elutionsprofil der Peptide des
Ansatzes 8 nach 45 Stunden Inkubation unter den in Tabelle 1
genannten Bedingungen zu sehen. Fig. 4 stellt die massenspek-
troskopische Analyse der Peptide des Ansatzes 8 nach 45 Stunden

Inkubation unter den in Tabelle 1 genannten Bedingungen dar.

Die Ergebnisse zeigen, dass eine Spaltung bei basischem pH-Wert
moéglich ist, wobei sich zwischen pH 8,2 und pH 9,0 keine signi-

fikanten Unterschiede ergeben.

Die Reaktion verlauft besser in Boratpuffer als in TRIS-Puffer,
vermutlich weil es zu einer Wechselwirkung zwischen dem Stick-

stoff und dem Kupfer kommen kann.

Bei einer Temperatur von 62 °C wird eine 100%ige Spaltung
innerhalb von 24 bis 48 Stunden erzielt. Bei einer Temperatur von

55 °C verlauft die Reaktion langsamer.

Spezifische Nebenprodukte konnten nicht identifiziert werden.
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Patentanspriiche

1. DNS-Konstrukt, das fiir ein Polypeptid kodiert, wobei das
Polypeptid die folgende allgemeine Strukturformel

A-x-B(-X%,-C_p)4
umfaBt, worin

A und B dieselben oder verschiedene Oligope?tide mit 3 bis

100 Aminosduren sind;

C oder C,., ein oder mehrere Oligopeptide beliebiger Sequenz

mit 3 bis 100 Aminosduren sind;

X, und X, dieselben oder verschiedene Erkennungssequenzen fiir

eine Peptidspaltung sind; und
n eine ganze Zahl gréBer als 0 ist.

2. DNS-Konstrukt gem&f Anspruch 1, in der A ein Oligopeptid
darstellt, das eine andere Sequenz als Oligopeptid B auf-

weist.

3. DNS-Konstrukt gemdf Anspruch 1 oder 2, in der C ein Oligo-
peptid darstellt, das dieselbe Sequenz wie Oligopeptid A

oder B aufweist.

4. DNS-Konstrukt gemdf Anspruch 1 oder 2, in der C ein Oligo-
peptid darstellt, das eine von A und B verschiedene Sequenz

aufweist.

5. DNS-Konstrukt gemdf einem der Anspriiche 1 bis 4, in der n

grdfer als 1 ist.
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10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17

DNS-Konstrukt gemdB Anspruch 5, in der n grdBer als 3 ist.
DNS-Konstrukt gemd@f Anspruch 6, in der n grdfer als 5 ist.

DNS-Konstrukt gemdf einem der Anspriiche 4 bis 7, in der C,,
C,, C, derselben oder verschiedene Oligopeptide sind.

DNS-Konstrukt gemdf einem der vorstehenden Anspriiche, in der
die Oligopeptide A, B und C,, eine Lange von 10 bis 50 Amino-

sduren aufweisen.

DNS-Konstrukt gemdf einem der vorstehenden Anspriiche, in der

n von 2 bis 50 betragt.

DNS-Konstrukt gemdB einem der vorstehenden Anspriiche, in der
x eine Erkennungssequenz darstellt, die eine Spaltung durch
Proteasen, Spaltung innerhalb der Wirtszelle oder eine

chemische Spaltung ermdglicht.

DNS-Konstrukt gemaB einem der vorstehenden Anspriiche, in der
x eine Erkennungssequenz darstellt, die eine Spaltung durch
Faktor Xa, TEV, Genenase I, Thrombin, Enterokinase, 3C,

CNBr, Hydroxylamin, cu” oder Sdurehydrolyse ermdéglicht.

Expressionsvektor, in dem ein DNS-Konstrukt gemdB einem der
vorstehenden Anspriiche operativ mit einer expressionsregu-

lierenden Sequenz verkniipft wurde.

Wirtszelle, die ein DNS-Konstrukt gemdB einem der Ansprii-
che 1 bis 12 enthédlt.

Wirtszelle nach Anspruch 14, die eine prokéryotische oder

eukaryotische Wirtszelle ist.

Wirtszelle gemdfB einem der Anspriiche 14 oder 15, die eine
Hefezelle, eine Insektenzelle, eine Pflanzenzelle oder eine

tierische Zelle ist.
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17.

18.

19.

20.

21.

22,

23.

24,

25.

26.

27.

18

Wirtszelle gemdB einem der Anspriiche 14 bis 16, die eine

E.coli, CHO-, COS- oder S.cerevisiae-Zelle ist.

Wirtszelle gemdB einem der Anspriiche 14 bis 17, die eine

verringerte Rekombinationsfrequenz aufweist.

Verfahren zur Herstellung eines Peptids, bei dem man eine
DNS-Sequenz gemdB einem der Anspriiche 1 bis 12 in einer

geeigneten Wirtszelle exprimiert und das Polypeptid gewinnt.

Verfahren geméﬂ Anspruch 19, bei dem die Expression des DNS-

Konstruktes in einer Zelle gemdB einem der Anspriiche 14 bis

18 erfolgt.

Verfahren gemdB einem der Anspriiche 19 oder 20, bei dem man

das Polypeptid nach der Expression isoliert.

Verfahren gemdB einem der Anspriiche 19 bis 21, bei dem man

das Polypeptid aus dem Kulturiiberstand isoliert.

Verfahren gemdB einem der Anspriiche 19 bis 22, bei dem man
das Polypeptid aus den Zellen der Zellkultur isoliert.

Verfahren gemdB einem der Anspriiche ‘19 bis 23, bei dem man
das Polypeptid spezifisch an den Stellen x in Peptide
aufspaltet.

Verfahren gem&B einem der Anspriiche 19 bis 24, bei dem man

ferner einzelne Peptide oder ein Peptidgemisch isoliert.

Polypeptid erhdltlich durch ein Verfahren gemdB einem der

Anspriiche 19 bis 25.

Polypeptid, umfassend die folgende allgemeine Strukturformel

A—XI—B( "XZ"CI—n) n
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28.

29.

30.

31.

32.
33.

34.

35.

19

worin

A und B dieselben oder verschiedene Oligopeptide mit 3 bis

100 Aminosduren sind;
C ein beliebiges Oligopeptid mit 3 bis 100 Aminosduren ist;

x, und x, dieselben oder verschiedene Erkennungssequenzen fir

eine Peptidspaltung sind; und
n eine ganze Zahl gréBer als 0 ist.

Polypeptid gemdB Anspruch 27, in dem A ein Oligopeptid dar-
stellt, das eine andere Sequenz als Oligopeptid B aufweist.

Polypeptid gemdB Anspruch 27 oder 28, in dem C ein Oligopep-

‘tid darstellt, das dieselbe Sequenz wie Oligopeptid A oder

B aufweist.
Polypébtid gemdB einem der Anspriiche 27 bis 29, in der C ein
Oligopeptid darstellt, das eine von A und B verschiedene

Sequenz aufweist.

Polypeptid gemdB einem der Anspriiche 27 bis 30, in der n

gréfier als 1 ist.
Polypeptid gemdB Anspruch 31, in der n gréBer als 3 ist.
Polypeptid gemdB Anspruch 32, in der n grdfler als 5 ist.

Polypeptid gem#dB einem der Anspriiche 27 bis 33, in der Cj,

C,, C, derselben oder verschiedene Oligopeptide sind.

Polypeptid gemi#B einem der Anspriiche 27 bis 34, in der die
Oligopeptide A, B und C,, eine L&nge von 10 bis 50 Amino-

sduren aufweisen.
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36.

37.

38.

20

Polypeptid gemdB einem der Anspriiche 27 bis 35, in der n von
2 bis 50 betrigt. '

Polypeptid gemdB einem der Anspriiche 27 bis 36, in der x
eine Erkennungssequenz darstellt, die eine Spaltung durch
Proteasen, Spaltung innerhalb der Wirtszelle oder eine

chemische Spaltung erméglicht.

Polypeptid gemdB einem der Anspriiche 27 bis 37, in der x
eine Erkennungssequenz darstellt, die eine Spaltung durch
Factor Xa, TEV, Genenase I, Thrombin, Enterokinase, 3C,

CNBr, Hydroxylamin, cu” oder Siurehydrolyse erméglicht.
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<110>
<120>
<130>
<140>
<141>
<160>
<170>
<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>

<400>

21

SEQUENZPROTOKOLL

Fresenius Kabi

DNS-Konstrukte fiir die Herstellung von Peptiden

56904

1
PatentIn Ver. 2.1

1

31

PRT

Kinstliche Sequenz

Beschreibung der kiinstlichen Sequenz:
Fusionsprotein

1

Ser His Gly Arg Gly Asp Ser Asp Asp Lys Ser His Asp Lys Gln Ala

1

5 10 15

Gly Asp Val Asp Lys Ser His Glu Ile Leu Asp Val Lys Asp Lys

20 25 30
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Recherchiente aber nicht zum Mindestprifstof! gehbrende Verdffentlichungen, soweit diese unter die recherchierten Gebiete fallen

EPO-Internal, BIOSIS

Wihrend der internationalen Recherche konsultierte elektronische Datenbank (Name der Datenbank und evil. verwendete Suchbegriffe)

C. ALS WESENTLICH ANGESEHENE UNTERLAGEN

30. Marz 2000 (2000-03-30)

Zeilen 14-18 und Tabellen I and

das ganze Dokument, insbesondere S. 3,

Kategorie® | Bezeichnung der Verdffentlichung, soweit erforderlich unier Angabe der in Betracht kommenden Teile Betr. Anspruch Nr.
X US 5 595 887 A (COOLIDGE THOMAS R ET AL) 1-38
21. Januar 1997 (1997-01-21)
das ganze Dokument, insbesondere fig.1l-2c
X US 6 183 992 B1 (KIM SUN-CHANG ET AL) 1-38
6. Februar 2001 (2001-02-06)
das ganze Dokument, insbesondere Beispiele
2-5
X WO 00 17336 A (LEE SANG JUN) 1-38
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Weitere Verdffentlichungen sind der Fortsetzung von Feld C zu
entnehmen
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E Siehe Anhang Patentfamilie

° Besondere Kategorien von angegebenen Verdffentlichungen

'A* Verdffentlichung, die den allgemeinen Stand der Technik definiert,
aber nicht als besonders bedeutsam anzusehen ist

atteres Dokument, das jedoch erst am oder nach dem internationalen
Anmeldedalum veréffentlicht worden ist

Veroffentlichung, die geeignet ist, einen Prioritétsanspruch zweifelhaft er-
scheinen zu lassen, oder durch die das Verdffentlichungsdatum einer

g

"W

soll oder die aus einem anderen besonderen Grund angegeben ist (wie
ausgefihrt)
Verbffentlichung, die sich auf eine miindliche Offenbarung,
eine Benutzung, eine Ausstellung oder andere MafBnahmen bezieht
'P* Verdftentlichung, die vor dem internationalen Anmeldedatum, aber nach
dem beanspruchten Prioritatsdatum veréffentlicht worden ist

0

anderen im Recherchenbericht genannten Verdffentlichung belegt werden

*T* Spétere Veroffentlichung, die nach dem internationalen Anmeldedatum
oder dem Prioritatsdatum verdffentlicht worden ist und mit der
Anmeldung nicht kollidiert, sondern nur zum Versténdnis des der
Erfindung zugrundeliegenden Prinzips oder der ihr zugrundeliegenden
Theorie angegeben ist

*X* Verbffentlichung von besonderer Bedeutung; die beanspruchte Edfindung
kann allein aufgrund dieser Verdffentlichung nicht als neu oder auf
erfinderischer Tatigkeit beruhend betrachtet werden

*Y* Verdffentlichung von besonderer Bedeutung; die beanspruchie Erindung
kann nicht als auf erfinderischer Tétigkeit beruhend betrachtet
werden, wenn die Verdffentlichung mit einer oder mehreren anderen
Verdffentlichungen dieser Kategorie in Verbindung gebracht wird und
diese Verbindung fiir einen Fachmann naheliegend ist

*&* Verdffentlichung, die Mitglied derselben Patentfamilie ist
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Kategorie®

Bezeichnung der Veréffentlichung, soweit erfordertich unter Angabe der in Betracht kommenden Teile

Betr. Anspruch Nr.

JONASSON PER ET AL: "Integrated
bioprocess for production of human
proinsulin C-peptide via heat release of
an intracellular heptameric fusion
protein."

JOURNAL OF BIOTECHNOLOGY,

Bd. 76, Nr. 2-3,

21. Januar 2000 (2000~-01-21), Seiten
215-226, XP002228389

ISSN: 0168~-1656

das ganze Dokument

OTTAVI A ET AL: "An improved method to
obtain a single recombinant vasoactive
intestinal peptide (VIP) analog."
BIOCHIMIE (PARIS),

Bd. 80, Nr. 4, April 1998 (1998-04),
Seiten 289-293, XP002228390

ISSN: 0300-9084

das ganze Dokument
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Im Recherchenbericht Datum.der Mitglied(er) der Datum der
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US 5595887 A 21-01-1997 AT 189478 T 15-02-2000
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CA 2087261 Al 17-01-1992
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