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(67) Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Gewinnung von chemisch reinem Protein A, vornehmlich aus

Kulturfiltraten von Fermentationsbrithen bakterieller Produzenten dieses Proteins. Als Anwendungsgsabiete des

verfahrensgemaB hergesteliten Produkts kommen die Biotechnologie (z. B. Isolierung von Antikdrpern) sowie die

Humanmedizin {Therapeutikum; Diagnostikum) in Betracht. Die Erfindung verfolgt das Ziel, fir diese

Verwendungszwecke chemisch reines Protein A bereitzustellen. Die dieser Zielstellung zugeordnete Aufgabe wird

gelost, indem man in einem 3-Schritt-Verfahren mit den Stufen .

— Abtrennung eines Rohprodukts aus einer Ausgangslésung obiger Kennzeichnung durch Bindung an ein
Adsorbermaterial,

— Abldsung des Jielprodukts vom beladenen Adsorber unter Eisatz von wenigstens einem organischen Elutionsmittel
sowie

— Isolierung von hochreinem Zielprodukt aus den erhaltenen Eluaten

in der letzten Stufe den Eluaten Trichloressigsaure zusetzt, den sich bildenden Niederschlag abtrennt sowie aus dem

verbleibenden Uberstand nach Ammoniumsulfat-Zugabe, nach Dialyse gegen Ammoniumbikarbonat-Puffer und nach

Lyophilisation chemisch reines Protein A gewinnt.
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Patentanspriiche:

1. Verfahren zur Reindarstellung von Protein A, ablaufend in den Schritten
a) Abtrennung eines Rohprodukts aus Protein A-haltigen Ausgangslésungen, vornehmlich aus
den Kulturfiltraten mikrobiologischer Fermentationen, durch Bindung an ein Adsorbermaterial,
b) Ablésurgdes Zielprodukts vom beladenen Adsorber unter Einsatz von wenigstens einem
organischen Elutionsmittel sowie
c) Abtrennung des Zielprodukts aus den erhaltenen Eluaten,
gekennzeichnet dadurch, daR man
~ den genannten Eluaten Trichloressigsédure zusetzt und den sich bildenden Niederschlag abtrennt
sowie
— aus dem verbleibenden Uberstand nach Ammoniumsulfat-Zugabe, nach Dialyse gegen
Ammoniumbikarbonat-Puffer und nach Lyophilisation chemisch reines Protein Aisoliert.

2. Verfahren gemafd Anspruch 1, gekennzelchnet dadurch, daf? man den genannten Eluaten
Trichloressigséure unter Riihren und/oder Schiitteln bis zu einer Endkonzentration von 2% bis 5%
2usetzt sowie frithestens 30 Minuten nach ProzeRBbeginn den sich bildenden Nlederschlag abtrennt,

3. Verfahren geméf Anspruch 1 und 2, gekennzeichnet dadurch, da man
- den genannten Eluaten Trichloressigséure bis zu einer Endkonzentration von 5% zusetzt und
- dem verbleibenden Uberstand Amrioniumsulfat bis zu einer Sattigung von 70% zugibt und aus

dem hierbei gewonnenen Prézipitat nach Dialyse gegen 0,01 M Ammoniumbikarbonat-Puffer
sowie nach Lyophilisation das Zielprodukt isoliert.

4, Verfahren gem&R Anspruch 1 und 2, gekennzeichnet dadurch, da3 man
- den genannten Eluaten Trichloressigsdure bis zu einer Endkonzentration von 2,5% zusetzt und
— dem verbleibenden Uberstand Ammoniumsuifat bis zu einer Sattigung von 70% zugibt und aus

dem hierbei gewonnenen Prézipitat nach Dialyse gegen 0,02M Ammoniumbikarbonat-Puffer
sowie nach Lyophilisation das Zielprodukt isoliert.

Anwendungsgeblet der Erfindung

Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Bereitstellung von chemisch reinem Protein A, vornehmlich aus Kulturfiltraten von
Fermentationsbriihen bakterieller Produzentenstémme. Protein Aist ein natdrlicherweise von vielen Staphylokokken gebildetes
zellulBres Protein, welches spezifisch Immunglobuline vom IgG-Typ anihrem jeweiligen Fc-Abschnitt (Fc~fragment crystalline)
zu binden vermag.

Protein A wird in der serologischen Diagnostik als markierte Sonde (Enzym-, Fluoreszenz- oder radioaktive Markierung) fiir den
Nachweis spezifischer Antikdrper herangezogen. Weitere Anwendungen liegen in dar Méglichkeit, durch an unlésliche Triger
kovalent gebundenes Protein A Antikdrper — auch monoklonale - zu isalieren. SchlieBlich lisgen auch Ansétze zur
therapeutischen Nutzung von tragerfixiertem Protein A bei Autoimmun-Erkrankungen vor.

Das Anwendungsgebiet der Erfindung liegt somit in der technischen Mikrobiologie; als Anwendungsgebiete des
verfahrensgemiR hergestellten Produkts kommen die Biotechnologie (z.B. bei der Isolierung von Antikérpern) sowie die
Humanmedizin (Therapeutikum, Diagnostikum) in Betracht.

Charakteristik des bekannten Standes der Technik

Verfahren zur Herstellung von Protein A sind seit 1971 bekannt {siehe A. Arvidson et al,, Acta Pathol. Microbiol. Scand., 798, 1971,
399). Als native Protein A-Bildner wurden hierbei Staphylocaccus aureus-Stimme eingesetzt, und zwar zunichst solche
Produzenten, in denen das Produkt nahezu vollsténdig zellwandgebunden vorliegt. Sehr bald konnte fiir die Biosynthese aber
auch S. aureus-Stammaterial eingesetzt werden, welches das Protein A in das Kulturmedium sezerniert (A.Forsgran et al., J.
Bacteriol. 107, 1971, 245; G. Masuda et al., Infect. Immun. 2, 1975, 245).

Mit der Arbeit von S.Léfdahl, M.Uhlen et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 80, 1983, 697 wurde erstmals ein Verfahren bekannt
gemacht, in dem rekombinante Mikroorganismen-Stamme, und zwar zunéchst E. coli-Stdmme, zur mikrobiellen Herstellung von
Protein A herangezogen worden sind. Inzwischen sind jedoch auch weitere Verfahrenslésungen zur Produktion dieser Substanz
unter Rickgriff auf rekombinante Bakterienstémme, so unter Riickgriff auf Bacilius subtilis-Stémme, angegeben worden
(S.R.Fahnenstock & K.E. Fisher, Appl. Envir, Microbiol., 53, 1987, 379).

In allen bisherigen Verfahren zur Gewinnung von Protein A werden im Aufarbeitungs- bzw. Reinigungsabschnitt ausschlieBlich
affinitétschromatographische Methoden verwendet, wobei die Zielsubstanz an Gamma-Globulin, jeweils fixiert an einen festen
Tréger, im Neutralbereich gebunden wird und anschlieBend durch Azidititserniedrigung auf Werte um pH 3,0 eluiert wird
(Felnreinigung mittels Affinitdtschromatographie an immobilisiertem Gamma-Globulin).

Diese Aufarbeitungslésungen sind vergleichsweise uneffekt™s, da die in ihnen benutzten Tréger erst nach einer speziellen
Modifizierung, d. h. nach einem Aktiviarungsschritt, einsetzbar sind, weiterhin lediglich eine beschréinkte Lebensdauer
aufweisen, schwer zu sterilisierer: sowie durch bakterielle Verunreinigungen zerstérbar sind. AuBerdem ist ihre
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Bindungskapazitiit nicht sehr hoch (1 mg Gamma-Globulin kann theoretisch nur 0,3mg Protein A binden; nach der
Immobilisierung des Globulins kann h#ufig nur noch ein Bruchteil dieser theoretischen Kapazitit genutzt werden), und bei
wiederholter Verwendung der Triiger ist ein besténdiger Schwund ihrer Bindungskapazitét zu registrieren.

Weiterhin sind bislang keine 3-Schritt-Aufarbeitungsprozeduren mit den Stufen

~ Abtrennung eines Rohprodukts aus einer Ausgangslésung durch Bindung an ein Adsorbermaterial,

= Ablésuny des Zielprodukts vom beladenen Adsorber unter Einsatz von wenligstens einem  1ganischen Lésungsmittel sowie
~ Isolierung von reinem Protein A aus den erhaltenen Eluaten

bekannt, bei denen in der letzten Stufe Einzelverfahren angewendet werden, welche in markanter Weise von Besonderheiten im
Léslichkeitsverhalten von Protein A (im Vergleich zu dem anderer bisher untersuchter Proteine) ausgehen.

2iel der Erfindung

Die Erfindung verfolgt das Ziel, fiir die erwéhnten Verwendungzwecke chemisch reines Protein Ain effektiver Weise herzustellen.

Darlegung des Wesens der Erfindung

Der Erfindung liegt die Aufgabe 2ugrunde, ein physikalisch-chemisches Aufarbeitungsverfahren zu beschreiben, mit dem aus
Protein A-haltigen Ausgangsldsungen in technologisch unkomplizierter Weise ein chemisch reines Zielprodukt gewonnen
werden kann. .
ErfindungsgeméB wird diese Aufgabe in ihrem Grundzug in einem 3-Schritt-Verfahren mit den Stufen

- Abtrennung eines Rohprodukts aus Ausgangsl8sungen obiger Kennzeichnung, vornehmlich aus Kulturfiltraten von
Fermentationsbriihen bakterieller Protein A-Produzentan, durch Bindung an ein Adsorbermaterial,

~ Ablésung des Zielprodukts vom beladenen Adsarber unter Einsatz von wenigstens sinem organischen Elutionsmittel sowie

~ Isnlierung von hochreinem Protein A aus den erhaltenen Eluaten

in der Weise geldst, daR den im Mittelabschnitt der Gesamtprozedur gewonnenen Eluaten in der letzten Verfahrensstufe

zunlichst Trichloressigsiiure zugesetzt und der nach AbschluB der (nach dieser Zugabe einsetzenden) Féllungsreaktion

entstehends Niederschlag abgetrannt wird. Aus dem nach diesem Abtrennschritt verblaibenden Uberstand wird anschlieRond
durch Z::3abe von Ammoniumsulfat (Teilschritt a), durch Dialyse des hierbei erhaltenen Prézipitats gegen

Ammoniumbikarbonat-Puffer (Teilschritt b), gefolgt von siner Lyophilisation (Teilschritt c), dann chemisch reines Protein A

isoliert.

Das voransiehend offenkarte Aufarbeitungsverfahren zu chemisch reinem Zielprodukt stiitzt sich auf den (iberraschenden

Befund, daB Protein A von wiéBrigen Losungen der aligemein als EiweiB- und Proteinfillungsmittel bekannten Halogenfettsiure

Trichloressigséure (CCl;COOH) im Unterschied zu allen anderen bisher untersuchten Proteinen nicht zur Sedimentation

gebracht worden kann. Die letzte Stufe des o.g. 3-Schritt-Verfahrens hat zuziiglich zur Entfernung der zuvor eingesetzten

Elutionsmittel die Abtrennung eventuell noch verbliebener Fremdprotein-Restverunreinigungen zu leisten. Zu diesem Zweck

kann in der offenbarten Weise vorteilhaft auf Trichloressigsiure-Zusitze 2uriickgegriffen werden, denn im Ergebnis des

beschriebenen Aufarbeitungsverfahrens wird das Zielprodukt Protein A als weiBBe Substanz erhalten, welche in der SDS-

Elektrophorese eine Bande fiir ein relatives Molekulargewicht von ca. 50000 zeigt (also frei von Verunreinigungen ist),

Die bevorzugten Austiihrungsforren der Erfindung sind zusétzlich zunéchst dadurch gekennzeichnet, da den im

Mittelabschnitt der gesamten Aufarbeitungsvorschrift gewonnenen Eluaten in der letzten Verfahrensstufe unter Riithren und/

oder Schitteln Trichloressigsaure bis 2u einer Endkonzentration von 2% bis % zugesetzt wird; dabei kann frithestens

30 Minuten nach ProzeBanfang mit der Abtrennung des sich hildenden Niedarschlags begonnen werden. Aus den jeweils

verbleibenden Uberstindenwird anschlieBend gem&R dem oben dargelegten SchluBschritt (Ammoniumsulfat-Zugabe, gefolgt

von einer Dialyse gegen Ammoniumbikarbonat-Puffer und einer Lyophilisation) das chemisch reine Zielprodukt erhalten.

Gute Aufarbeitungsergebnisse konnten insbesondere dann erreicht werden,

- wenn den genannten Eluaten Trichloressigs#ure bis zu siner Endkonzentration von 5% zugesetzt und dem nach der
Fallungsreaktion verbleibenden Uberstand Ammoniumsulfat bis zu einer Séttigung von 70% zugegeben sowie das hierbei
erhaltene Prézipitat gegen 0,01 M Ammoniumbikarbonat-Puffer dialyisiert bzw.

- wenn den genannten Eluaten Trichloressigséure bis 2u einer Endkonzentration von 2,5% zugesetzt und dem nach der
Féllungsreaktion verbleibenden Uberstand Ammoniumsulfat bis zu einer Séttigung von 70% z2ugegeben sowie das hierbei
erhaltene Prézipitat gegen 0,02M Ammoniumbikarbonat-Puffer dialysiert

wurde.

Weiterhin konnten auffallend gute Aufarbeitungsergebnisse dann erzielt werden, wenn fiir das verfahrensgeméRe Vorgehen auf

Protein A-haltige Eluate zuriickgegriffen werden kann, die nach dem Verfahren einer prioritétsyleich patentierten Erfindung des

Zentralinstituts herstellbar sind. Hierbei wird in der Startstufe des o.g. 3-Schritt-Verfahrens die Protein A-Fraktion mit

weitporigen Kieselgelen (mit PurengréRen im Bereich von 10nm bis 50nm) aus den jewveiligen Ausgangsldsungen adsorbiert,

und von den beladenen Adsorbentien dieser Spezifitit wird, erforderlichenfalls nachdem in sinem Waschgang im alkalischen

Milieu Fremdproteine eliminiert worden sind, mit einer Lésung sines ein- oder mehrwertigen Alkohols, eines Ketons, eines

Amins oder eines Amids fiir die weitere Aufarbeitung ein Protain A-haltiges Rohprodukt eluiert,

In den einzelnen Schrittan des Verfahrens wurde die Protein A-Konzentration dabei jeweils mittels Mancini-Technik unter

Verwendung eines 0,5% Schweinenormalserum enthaltenden Agars ermittelt.

Mit der Anwendung der Erfindung werden zusitzlich zum o.g. Hauptbefund die nachstehenden Vorteile gesehen:

~ Mitdem dargelegten Verfahren kénnen Protein A-haltige Kuituriiberstinde bzw, Eluate aller Art (ob trdb, verfarbt oder mit
Bakterien verunreinigt) sowie in Volumina aller GréBenklassen behandelt werden.

- Das verfahrensgemiB hergestsllte Protein A istinsbesond3re auch so arm an Spaltprodukten dieser Substanz, daR die
Nachschaltung einer Gelfiltration nicht erforderlich ist.
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Ausfithrungshelsplele

Belsplel 1:

40 Liter einer nach Fermentation in Hefedialysat-Pepton-Néhrboden erhaltenen Kultur von Staphyiococcus aureus Cowan I/M
werden zur Abtétung fiir 5 Minuten auf 80°C erhitzt. AnschlieBend wird im Separator die Biomasse abgetrennt. In den Protein A-
haltigen Kulturiiberstand werden 600 trockenes waitporiges Kieselgel der Sortenklassifizierung B1 (Feuchtgewicht 1550¢) bei
Zimmertemperatur gegeben und fir 30 Minuten bis 60 Minuten eingeriihrt. Nach dem Abstellen des Rihrers setat sich das
baladene Kisselgel B1 in ca. 5 Minuten quantitativ ab, Der Uberstand wird verworfen; das beladene Kieselgel wird intensiv mit
Wasser gewaschen und in ein 6--Gef&R {etwa Becherglas o.4.) gegeben. AnschlieBend wird in 3 Portionen nochmals mit je

2 Liter einer 1%igen Soda-Losung in 15%igem ethanolischem Wasser bei pH 9,0 + 0,5 unter Rihren gewaschen. Die Protein A-
Gesemtmange bleibt dabei gebunden.

Die so erhaltenen 16609 an beladenem, feuchtem, gewaschenem weitporigem Kieselgel obiger Sortenklassifizierung werden
mit§ Liter 0,05 M Glycin in 50%igem Ethylenglykol-Wasser bei pH 10,5 auf einer Fritte eluiert, und der Durchlauf wird in Portionen
2u je 500ml aufgefangen (das Protein A befindet sich hierbeiin den Eluaten 2 bis 5, die anschlieBend vereinigt werden).

Zu 100m! des so erhaltenen Glykoeluats, welches 0,4mg/ml Protein A enthielt, wird Trichloressigsdure bis zu einer
Endkonzentration von 5% zugesetzt. Der anfallende Niederschlag wird abzentrifugiert und verworfen. Der Uberstand wird mit
Wasser auf das 4fache Volumen verdiinnt, sein pH-Wert danach auf pH 5,1 eingestellt und dieser Lésung Ammoniumsuifat bis
2u einer Shttigung von 70% zugesetzt, Das Prézipitat wird nach 24 Stunden bei 4°C zentrifugiert, in 10m! 0,01 M
Ammoniumbikarbonat aufgenommen sowie gegen diesen Puffer gem#&B Standardverfahren dialysiert. Nach einer
abschlieBendsn Lyophilisation erhilt man 30mg Protein A. Das Produkt war SDS-elektrophoretisch einheitlich bei einem
relativen Molekulargewicht von ca. 50000. .

Belsplel 2:

100g beladenes, feuchtes Kieselgel B1, welches wie in Beispiel 1 gewonnen worden war und an das 0,299 Protein A gebunden
sind, werden mit 3 Portionen (zu je 100mi) 0,1 M Glycin-Puffer; pH2,0; anthaltend 6 M Harnstoff, ausgeriihrt; unddie Uberstinde
waerden vereinigt. -

Dieses Eluat wird zunichst gegen aqua dest. dialysiert und anschlieRend bis zu einer Konzentration von 2,5% mit
Trichloressigsdure geséttigt. Der erhaltene Niederschlag wird abzentrifugiert; zum Uberstand wird nach Verdiinnen auf das
3fache Volumen Ammoniumsulfat bis zur 70%igen Skttigung zugegeben, Das hierbei entstandene Protein A-haltige Prézipitat
wird gegen 0,02M Ammoniumbikarbonat dialysiert. Nach der abschiieenden Lyophilisation wurden 206 mg chemisch reines
Protein A gewonnen (entspricht einer relativen Ausbeute von 71%),
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