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poietin enthaltender Kulturiiberstand von Erythropoietin-produzierenden eukaryontischen Zellen folgenden Schritten unterworfen
wird: a) Entfernen von Zellbestandteilen; und b) Behandlung des Produktes aus a) durch folgende Chromatographieschritte in der
angegebenen Reihenfolge i) Reversed-Phase-Chromatographie; ii) Anionenaustausch-Chromatographie; iii) Hydroxyapatit-Chro-
matographie.
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Verfahren zur Aufreinigung von Erythropoietin

Die vorliegende Erfindung bezieht sich auf ein Verfahren zur
Aufreinigung von Erythropoietin, wobei Erythropoietin enthal-
tender Kulturiberstand von Erythropoietin-produzierenden eu-
karyontischen Zellen durch bestimmte, in einer festgelegten
Art und Weise nacheinander ausgefihrten chromatographischen

Aufreinigungsschritte aufgearbeitet wird.

Erythropoietin, kurz EPO genannt, ist ein Glykoprotein, das
die Bildung von Erythrocyten im Knochenmark anregt. EPO wird
hauptsdchlich in den Nieren gebildet und gelangt von dort aus
Uiber den Blutkreislauf zu seinem Zielort. Bei Niereninsuffi-
zienz produzieren die geschéddigten Nieren zu wenig oder iber-
haupt kein EPO, was zur Folge hat, dass aus den Stammzellen
des Knochenmarks zu wenig Erythrocyten hervorgehen. Diese so-
genannte renale Anadmie kann durch Verabreichung von EPO in
physiologischen Mengen, die die Bildung von Erythrocyten im
Knochenmark stimulieren, behandelt werden. Das zur Verabrei-
chung verwendete EPO kann entweder aus Humanurin gewonnen o-
der durch gentechnologische Methoden erzeugt werden. Da EPO
im menschlichen Kdrper nur in geringen Spuren enthalten ist,
ist die Isolierung von EPO aus der natirlichen Quelle fiir
therapeutische Anwendungen praktisch unméglich. Daher bieten
gentechnische Methoden die einzige wirtschaftliche M&glich-

keit, diesen Stoff in grdéBeren Mengen zu produzieren.

Die rekombinante Herstellung von Erythropoietin ist seit der
Identifizierung des humanen Erythropoietin-Gens im Jahr 1984
moglich. Seit Anfang der 90er Jahre sind verschiedene Arznei-
mittel entwickelt worden, die humanes Erythropoietin enthal-
ten, das auf gentechnologischem Weg in eukaryontischen Zel-
len, vor allem in CHO-Zellen (Chinese Hamster Ovary) produ-

ziert wurde. Die Herstellung von rekombinantem humanen
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Erythropoietin ist beispielsweise beschrieben in EP-A-0 148
605 und EP-A-205 564.

Die rekombinante Herstellung von Erythropoietin erfolgt tbli-
cherweise in CHO-Wirtszellen. Wahrend diese friher in Kultur-
medien kultiviert wurden, denen fotales Kalberserum und
manchmal auch Rinderinsulin zugesetzt war, findet die Kulti-
vierung heutzutage regelmé&Big in serum- und proteinfreiem Me-
dium statt. Auf diese Weise kann das Risiko von Kontaminatio-
nen mit bovinen Proteinen, bovinen Viren, boviner DNA oder
anderen unerwinschten Substanzen bovinen Ursprungs ganz ver-
mieden werden. Filir die Kultivierung von eukaryontischen Zel-
len werden geeignete, serum- und proteinfreie Medien von ver-
schiedenen kommerziellen Herstellern angeboten, z.B. das Me-
dium MAM-PF2, vertrieben wvon u.a. durch Bioconcept, Allsch-
wil, Schweiz, oder die Medien DMEM und DMENUl2, angeboten

z.B. von Invitrogen/Gibco, Eggenstein, Deutschland.

Auch verschiedene chromatographische Reinigungsverfahren filr
Erythropoietin sind bereits im Stand der Technik beschrieben
worden. EP-A-0 228 452 beschreibt ein Verfahren zur Aufreini-
gung von biologisch aktivem Erythropoietin aus einer Flissig-
keit, umfassend die chromatographischen Schritte Anionenaus-

tausch-Chromatographie und Reversed-Phase-Chromatographie.

In EP-A-0 267 678 wird die Aufreinigung eines in serumfreier
Kultur hergestellten Erythropoietins beschrieben, wobei auf-
einander folgend eine Dialyse, eine Ionenaustausch-
Chromatographie, eine préaparative Reversed-Phase-HPLC und ei-
ne Gelfiltrationschromatographie durchgefiithrt werden. Dabei
kann der Gelfiltrationschromatographieschritt durch eine Io-
nenaustauschchromatographie ersetzt werden. Ebenso wird vor-
geschlagen, vor der (ersten) Ionenaustauschchromatographie
eine Farbstoffaffinitdtschromatographie an einer Blue Trisac-

ryl-Sdule durchzufihren.
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In EP-A-0 830 376 ist ein Verfahren zur Reinigung von E-
rythropoietin beschrieben, bei dem EPO aus dem Kulturiber-
stand im ersten Schritt der chromatographischen Aufreinigung
einer Farbstoffaffinitdtschromatographie unterzogen wird. Im
zweiten Schritt folgt eine Chromatographie an einem hydropho-
bierten Trager, gefolgt von einer Hydroxyapatit-
Chromatographie. Hieran schlieBt sich dann eine Reversed-
Phase-HPLC an, gefolgt von einer Anionenaustausch-

Chromatographie als letztem Chromatographieschritt.

EP-A-1 127 063 beschreibt ein Aufreinigungsverfahren fir
Erythropoietin, das folgende Schritte umfasst: differentielle
Prézipitation, hydrophobe Interaktionschromatographie, Dia-
filtration, Anionenaustausch-Chromatographie, Katione-
naustausch-Chromatographie und Size-Exclusion-
Chromatographie. Die einzelnen Reinigungsschritte werden in
EP-A-1 127 063 in der genannten Reihenfolge durchgefihrt. In
einer Variante des Verfahrens umfasst die Reinigung die fol-
genden Schritte: differentielle Prédzipitation, hydrophobe In-
teraktionschromatographie, Diafiltration, Anionenaustausch-
Chromatographie, Kationenaustausch-Chromatographie, eine wei-
tere Diafiltration und Size-Exclusion-Chromatographie. In Jje-
dem Fall sieht das Verfahren im ersten Schritt eine Prazipi-
tation, gefolgt von einer Zentrifugation vor. Ebenso ist eine
Gelfiltration zum Abschluss der chromatographischen Reinigung

zwingend vorgesehen.

Die internationale Anmeldung WO-A-03/045996 beschreibt ein
Reinigungsverfahren fir EPO, umfassend eine Anionenaustausch-
Chromatographie, gefolgt von einer Reversed-Phase-
Chromatographie und einer weiteren Anionenaustausch-
Chromatographie. An die zweite Anionenaustausch-
Chromatographie schlieBt sich eine Size-Exclusion-

Chromatographie unter Einsatz eines Gelfiltrationsmediums an.
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Die Reinigung von Erythropoietin ist auch Gegenstand von EP-
A-0 428 267. Hier wird eine Chromatographie an einer Q Sepha-
rose-Saule durchgefihrt, teilweise gefolgt von Reversed-

Phase-Chromatographie und Gelfiltration.

In der WO2005/121173 wird ein Verfahren zur Aufreinigung von
mittels fermentativer Verfahren hergestelltem EPO angegeben.
Dieses Verfahren geht von einer chromatographischen Reinigung
mit mindestens vier verschiedenen chromatographischen Trenn-
methoden aus. Die erste Anionenaustausch-chromatographie wird
gefolgt von einer Affinitadtschromatographie, einer hydropho-
ben Interaktionschromatographie und einer Hydroxyapatit-
Chromatographie, wobei die Reihenfolge dieser 3 letztgenann-
ten Chromatographiearten beliebig sein kann. AbschlieRBend
kommt wieder eine Anionenaustauschchromatographie zum Ein-

satz.

Es werden mittels dieses Verfahrens also mindestens 5 Chroma-
tographieschritte bendtigt, um EPO herzustellen, welches den
von der Europdischen Pharmacopoeia geforderten Reinheitskri-
terien genigt. Kriterien fir ein geeignetes EPO sind u.a. ein
Gehalt von Fremdproteinen, die aus der Wirtszelle stammen von
<100 ppm, Gehalt an DNA aus der Wirtszelle von <100 pg/mg EPO
und schlieBlich eine hinsichtlich der Isoformen-
Zusammensetzung dem Standard entsprechende Zusammensetzung
(Ph. Eur.; 01/2002:1316).

Aufgabe der vorliegenden Erfindung ist es, ein weiteres Auf-
reinigungsverfahren anzugeben. Dieses sollte ein EPO-
Endprodukt liefern, das dem in der Europdischen Pharmacopoeia
(Ph.Eur.; 01/2002:1316) definierten Standard bzw. der Guidan-
ce on Biosimilar Medicinal Products Containing Recombinant
Erythropoietins (EMEA/CHMP/94256/2005) entspricht und in ge-
eigneter Weise in einer technischen, insbesondere fermentati-
ven EPO-Produktion einsetzbar ist. Insbesondere sollte das

vorliegende Verfahren vom dkonomischen Gesichtspunkt den Ver-
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fahren des Standes der Technik lberlegen sein. Weiterhin
sollte das erfindungsgemidle Verfahren bei nicht erheblicher
Verschlechterung der Reinigungsleistung mit weniger chroma-
tographischen Reinigungsschritten auskommen und auf spezielle
technisch aufwendige Chromatographieschritte, wie z.B. der

Affinitats-Chromatographie verzichten k&énnen.

Die technische Aufgabe wird geldst durch ein Verfahren zur
Aufreinigung von Erythropoietin, wobei Erythropoietin enthal-
tender Kulturiberstand von Erythropoietin-produzierenden eu-
karyontischen Zellen folgenden Schritten unterworfen wird:
a) Entfernen von Zellbestandteilen; und
b) Behandlung des Produktes aus a) durch folgende Chroma-
tographieschritte in der angegebenen Reihenfolge

i) Reversed-Phase-Chromatographie;

ii) Anionenaustausch-Chromatographie;

iii) Hydroxyapatit-Chromatographie.

In eine bevorzugten Ausfihrungsform des Verfahrens werden vor
Schritt a) und zwischen den Schritten a) bis b iii) keine an-
deren Chromatographie-Verfahren angewandt. Zudem ist weiter
bevorzugt, dass auch nach Schritt b iii) keine anderen Chro-

matographie-vVerfahren angewandt werden.

Mit dem erfindungsgemdfRen Verfahren wird ein Erythropoietin
Produkt hergestellt, das dem in der Europd&ischen Pharmaco-
poeia (Ph.Eur.; 01/2002:1316) definierten Standard bzw. der
Guidance on Biosimilar Medicinal Products Containing Recombi-
nant Erythropoietins (EMEA/CHMP/94256/2005) entspricht. Dabei
erfillt das so hergestellte Erythropoietin die folgenden Kri-
terien: ein Gehalt von Fremdproteinen, die aus der Wirtszelle
stammen von <100 ppm, Gehalt an DNA aus der Wirtszelle wvon
<100 pg/mg EPO und schlieBlich eine hinsichtlich der Isofor-
men-zZusammensetzung dem Standard entsprechende Zusammenset-
zung (Ph. Eur.; 01/2002:1316). Das erhaltene EPO-Produkt hat

weiterhin eine biologische Aktivitadt von mindestens 150.000
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IE/mg im Bio-Assay. DaruUber hinaus entsprechen die Banden-
struktur in der IEF und das Glycosylierungsmuster einem

marktiblichen Erypo®-Préaparat.

Dadurch, dass in einem Verfahren zur Aufreinigung des Fermen-
tationslberstandes einer biotechnologischen EPO-Herstellung
aus Saugerzellkulturen der von Zellbestandteilen gereinigte
Fermentationsiberstand durch folgende Chromatographieschritte

in der angegebenen Reihenfolge behandelt wird

i) Reversed-Phase-Chromatographie (RP-Chromatographie)

ii) Anionenaustausch-Chromatographie (DEAE- Chroma
tographie)

iii) Hydroxyapatit-Chromatographie (HA-Chromatographie)

gelangt man &auBerst vorteilhaft und trotzdem in iUberraschen-
der Art und Weise zur Losung der gestellten Aufgaben. Der
Fachmann, der sich mit der formulierten Aufgabenstellung kon-
frontiert sieht, hatte angesichts des bestehenden Standes der
Technik - insbesondere der W02005/121173, wonach eine RP-
Chromatographie mtéglichst vermieden werden sollte - nicht mit
Aussicht auf Erfolg in Betracht gezogen, dass eine Verminde-
rung der Anzahl an erforderlichen Chromatographieschritte zur
Aufreinigung von standardgemdRem EPO méglich ist. Dadurch re-
sultieren ein geringerer apparativer, personeller und Materi-
alaufwand sowie eine Zeitersparnis, vor allem aber hdéchste
Sicherheit gegen virale Kontaminationen. Auch kénnen mit dem
erfindungsgemidlRen Verfahren weniger Hilfsstoffe und nur unbe-
denkliche organische Lésungsmittel, wie z.B. Ethanol oder 2-
Propanol verwendet werden. Dieses Ziel wird in geeigneter
Weise dadurch erreicht, dass die oben angefithrten Chroma-
tographieschritte in der angegebenen Reihenfolge durchgefihrt

werden.

Die in dem erfindungsgemédBen Verfahren genutzten chroma-

tographischen Prinzipien sind literaturbekannt und dem Fach-
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mann geldufig (Meyer, Praxis der Hochleistungs-
Flissigchromatographie, Wiley-VCH Weinheim 2004; Unger, Hand-
buch der HPLC, Teil 1 und 2, GIT Verlag Darmstadt 1994). Dar-
Uber hinaus finden sich weiterfihrende und detaillierte In-
formationen zu den Chromatographiemedien in den Produktinfor-

mationen der Jjeweiligen Hersteller bzw. Lieferanten.

Weiterhin ist bevorzugt, dass die eukaryontischen Erythropoi-
etin-produzierenden Zellen, Sadugetierzellen, besonders bevor-
zugt menschliche Zellen und ganz besonders bevorzugt Chinese-
Hamster-Ovary Zellen (CHO) sind, die humanes rekombinantes

Erythropoietin exprimieren.

In einem weiteren bevorzugten Verfahren ist vorgesehen, dass
zusadtzlich solche Eluatfraktionen, die in ihrem Banden- bzw.
Glycosylierungmuster nicht dem Referenzmaterial entsprechen,
einer weiteren Anionenaustausch-Chromatographie nach 1ii)

und/oder Hydroxyapatit-Chromatographie nach i1ii) unterzogen

werden.

Weiterhin ist bevorzugt, dass nach den Schritten i), 1ii)

und/oder iii) eine Ultrafiltration durchgefihrt wird.

In einem weiteren bevorzugten Verfahren enthdlt Schritt a)

eine Mikrofiltration und eine anschlieBende Ultrafiltration.

In bevorzugter Weise erfolgt die Reversed-Phase-
Chromatographie an einem Tragermaterial als stationdre Phase,
die ausgewdhlt ist aus der Gruppe C; bis Cg-modifizierte Kie-
selgele, hydrophobierte Polymertrdger auf Basis von Polysty-
rol-/Divinylbenzol und hydrophobierte monolithische Phasenma-
terialien auf Kieselgel- oder Polymerbasis, und als Eluent
wird eine wassrige Alkanclldsung verwendet. Besonders bevor-

zugt werden Ethanol oder 2-Propanol oder deren Mischungen,
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und ganz besonders bevorzugt 2-Propanol, mit entsprechend ge-

pufferten wadssrigen Systemen als Eluent verwendet.

In einem weiteren bevorzugten Verfahren erfolgt die Anionen-
austausch-Chromatographie an einem Trdgermaterial als statio-
ndre Phase mit funktionellen Gruppen, die ausgewdhlt sind aus
Diethylaminoethyl-Gruppen (DEAE), quarterndre Aminoethyl-
Gruppen (QAE), gquaterndre Ammonium-Gruppen oder Dimethylami-
noethyl-Gruppen (DMAE) .

Weiterhin ist bevorzugt, dass die Anionenaustausch-
Chromatographie mindestens einen Waschschritt mit einem wass-
rigen Puffersystem, vorzugsweise mit einem Puffersystem auf
Basis einer organischen S&ure, insbesondere mit einem Acetat-

puffer umfasst.

Besonders bevorzugt, umfasst die Anionenaustausch-
Chromatographie mindestens einen Waschschritt mit einer wass-
rigen Pufferldsung mit einem pH von 3,5 bis 5,5, besonders
bevorzugt mit einem pH von 4,0 bis 5,0 und am meisten bevor-
zugt mit einem pH bei etwa 4,5. Als Puffer eignet sich vor
allem ein Acetat-Puffer, vorzugsweise ein Natriumacetat-
Puffer.

In bevorzugter Weise wird als Eluent bei der Anionenaus-
tausch-chromatographie anorganische S&ure in einer wéassrigen
Pufferldsung verwendet. In auBerdem und besonders bevorzugter
Weise werden als Eluent bei der Anionenaustausch-
Chromatographie Chloridionen in einer wadssrigen Pufferldsung

verwendet.

In einem weiteren bevorzugten Verfahren umfasst die Hydroxya-
patit-Chromatographie mindestens einen Waschschritt mit einem
Puffersystem auf Basis einer organischen S&dure, vorzugsweise

mit einem Acetatpuffer.
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Ebenfalls bevorzugt wird als Eluent bei der Hydroxyapatit-
Chromatographie ein Puffersystem auf Basis einer anorgani-
schen Saure, besonders bevorzugt ein Phosphatpuffer verwen-
det.

Erlduterung der besonders bevorzugten Ausfithrungsformen

Die vorliegende Erfindung stellt ein Verfahren bereit zur
Aufreinigung von Erythropoietin, wobei Erythropoietin enthal-
tender Kulturiberstand von Erythropoietin-produzierenden eu-
karyontischen Zellen folgenden Schritten unterworfen wird:
a) Entfernen von Zellbestandteilen; und
b) Behandlung des Produktes aus a) durch folgende Chroma-
tographieschritte in der angegebenen Reihenfolge

i) Reversed-Phase-Chromatographie;

ii) Anionenaustausch-Chromatographie;

iid) Hydroxyapatit-Chromatographie.

Die Reversed-Phase-Chromatographie wird als ,Capture-Schritt®™
eingesetzt. In diesem ersten Reinigungsschritt wird EPO aus
dem Fermentationsiiberstand angereichert. Dabei sind unter-
schiedliche hydrophobe Wechselwirkungen zwischen den Proben-
molekiilen und der stationdren Phase von Bedeutung. Die Pro-
benkomponenten werden umso starker festgehalten, je weniger
sie in Wasser 1lo6slich sind, d.h. je unpolarer sie sind. Die
Reversed-Phase-Chromatographie kann mit herkémmlichen, kom-
merziell erhdltlichen Phasenmaterialien sowohl auf Kieselgel-
als auch auf Polymerbasis durchgefihrt werden, die speziell
zur Proteinanalytik geeignet sind. Typischerweise werden
groBporige Kieselgelmaterialien, z.B. 300 A oder 500 A, mit
kurzkettiger Kohlenstoffbelegung, z.B. Cl, C2, C3 und C4, un-
pordse hydrophobierte Polymertrager auf Polystyrol-
/Divinylbenzolbasis und speziell hydrophobierte monolithische
Phasenmaterialien ebenfalls auf Kieselgel- oder Polymerbasis
eingesetzt. Zu den Herstellern bzw. Lieferanten dieser stati-

ondren Phasen zdhlen u.a. die Firmen Merck, Waters, GE
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Healthcare, Tosoh Biosience, Bio-Rad, Dionex, YMC, Phenome-

nex, Macherey-Nagel und BIA Separations.

Bevorzugte Reversed-Phase-Materialien sind unpordse hydropho-
bierte Polymertradger auf Polystyrol-/ Divinylbenzolbasis. Be-
sonders bevorzugt werden SOURCE 30RPC oder das entsprechende
15 pym-Material (SOURCE 15RPC) wvon GE Healthcare.

Als Eluenten kdénnen vorzugsweise Alkohole wie Ethanol oder 2-
Propanol oder deren Mischungen mit entsprechend gepufferten
wassrigen Systemen Verwendung finden. Besonders bevorzugt
wird der Einsatz von 2-Propanol, da der organische Lésungs-
mittelanteil im Eluenten, im Vergleich zu Ethanol, deutlich
geringer ist und so sicherheitstechnische und 6konomische
Vorteile bestehen. Dariber hinaus ist 2-Propanol aufgrund
seiner Mischbarkeits- und Loslichkeitseigenschaften als Lo-
sungsvermittler vorziglich geeignet (Unger, Handbuch der
HPLC, Teill, GIT Verlag Darmstadt 1994; Nowotny et al., Chro-
matographia 1988, 25, 409-412).

Die Anionenaustausch-Chromatographie beruht auf der kompeti-
tiven Wechselwirkung geladener Ionen der Probeldsung mit dem
eingesetzten Puffermedium. Sie kann mit herkotmmlichen, kom-
merziell erhdltlichen Anionenaustausch-Harzen mit Diethylami-
noethyl- (DEAE), guaterndrer Aminoethyl- (QAE), quaterndrer
Ammonium- oder Dimethylaminoethylfunktionalisierung (DMAE)
durchgefiihrt werden. Erhdltlich sind diese Phasenmaterialien
z.B. bel GE Healthcare, Tosoh Biosience, Bio-Rad oder Merck.
Bevorzugt werden Diethylaminoethyl (DEAE)-funktionalisierte
Anionenaustauscherharze eingesetzt. Besonders bevorzugt wird
in der Anionenaustausch-Chromatographie TSKgel DEAE-5PW (30
um) , erhdltlich von Tosoh Bioscience, verwendet. Dieser Chro-
matographieschritt ist im Hinblick auf das notwendige Glyco-

sylierungsmuster im EPO-Endprodukt von Bedeutung.
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Die Anionenaustausch-Chromatographie beinhaltet in der bevor-
zugten Ausfihrungsform einen sauren Waschschritt (,Saurer
Wash™), mit dem die basischen Isoformen des Erythropoietin
durch die pH-Absenkung eluiert und somit abgetrennt werden
(EP-1428878) . ,Saurer Wash"™ bedeutet dabei, dass der pH-Wert
des Waschpuffers zwischen 3,5 und 5,5, besonders bevorzugt
zwischen 4,0 und 5,0 und am meisten bevorzugt bei etwa 4,5
liegt. Als Puffer eignet sich vor allem ein Natriumacetat-
Puffer.

Fir die Hydroxyapatit-Chromatographie konnen ibliche Hydroxy-
apatit- (bzw. Hydroxylapatit-) Materialien eingesetzt werden.
Hydroxylapatit ist hexagonal kristallines Calciumphosphat und
eignet sich besonders zur Trennung von Proteinen und anderen
Biopolymeren. Dieser Aufreinigungsschritt wird zur Entfernung
der ,phosphatierten™ EPO-Molekiile durchgefihrt. Bevorzugt
wird CHT keramisches Hydroxyapatit (Bio-Rad) eingesetzt, be-
sonders bevorzugt CHT keramisches Hydroxyapatit Typ 1 (Bio-
Rad) .

Sowohl die Reversed-Phase-Chromatographie als auch die Anio-
nenaustausch-Chromatographie als auch die Hydroxyapatit-
Chromatographie kann zur Steigerung der Gesamtproduktausbeute
im Sinne einer Reprozessierung fir solche Eluatfraktionen
wiederholt werden, die in ihrer Produktqualit&dt, insbesondere
ihrem Banden- bzw. Glycosylierungsmuster nicht dem Referenz-
material entsprechen. Dabei handelt es sich typischerweise um
die frihen bzw. spédten Randfraktionen der Hauptfraktionen,
die als solche bereits nach dem ersten Aufreinigungsschritt
die gewilinschten Produkteigenschaften aufweisen. Die Einstu-
fung der Glite der Fraktionen auf den verschiedenen Aufreini-
gungsstufen erfolgt mit Standardmethoden (Isoelektrische Fo-
kussierung (IEF) und Hochleistungsanionenaustausch-
Chromatographie mit gepulster amperometrischer Detektion
(HPAEC-PAD) : Lasne, Nature 2000, 405 605-635; Hollander et
al., LaborPraxis 2004, 56-59; Hokke et al., Eur. J. Biochem.
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1995, 228, 981-1008; Dionex Technical Note 42, 1997. Als Re-
ferenzmaterial dient jeweils ein kommerziell erh&ltliches
Erypo®-Préparat (JANSSEN-CILAG).

Vor der Aufreinigung des Kulturilberstandes mit den genannten
Chromatographie-Verfahren wird zur Zellabtrennung eine Mikro-
filtration Uber 1,2 um- und 0,65 um-Filter durchgefihrt. An-
schlieRBend erfolgt eine Ultrafiltration (cut off 10.000 Da)
des zellfreien Filtrats auf 1/10 des Ausgangsvolumens. Nach
der Ultrafiltration wird der konzentrierte Zelliberstand ste-
rilfiltriert und im ersten Chromatographieschritt (Reversed-
Phase-Chromatographie) eingesetzt. Die Filtrationsschritte,
insbesondere die Sterilfiltration, sind literaturbekannt und
dem Fachmann geldufig (Munir, Handbuch Ultrafiltration, Behr
Hamburg 1990; Ullmann B2, 10-2,10-21 und B3 11-6; Gasper,
Handbuch der industriellen Fest-Flissig-Filtration, Hithig
Heidelberg 1990; Ullmann Al6, 187-258).

Es wurde gefunden, dass das mit dem erfindungsgemédflen Verfah-
ren erhaltene EPO die in der Europdischen Pharmacopoeia defi-
nierten Qualitdtskriterien erfillt. Insbesondere entsprechen
die Isoformen-Zusammensetzung und das Glycosylierungsmuster
dem in der Europdischen Pharmacopoeia (Ph.Eur.; 01/2002:1316)
bzw. der Guidance on Biosimilar Medicinal Products Containing
Recombinant Erythropoietins (EMEA/CHMP/%4256/2005) definier-
ten Standard. Als Referenzmaterial dient ein kommerziell er-
haltliches Erypo®-Praparat (JANSSEN-CILAG).

Die Aktivitadt des Proteins sollte mindestens 100.000 IE/mg
betragen, vorzugsweise mindestens 125.000 IE/mg und besonders
bevorzugt mindestens 150.000 IE/mg (siehe auch Europdische
Pharmacopoeia 01/2002:1316).

Das erfindungsgemdl aufgereinigte EPO ist bevorzugt rekombi-
nantes humanes Erythropoietin, hergestellt in eukaryontischen

Zellen. Bevorzugt wird das rekombinante EPO in S&ugerzellen,
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besonders bevorzugt in CHO-Zellen hergestellt, wie z.B. be-
schrieben in EP-A-0 205 564 und EP-A-0 148 605. Die Fermenta-
tion erfolgt nach herkdédmmlichen Protokollen in kommerziell

erhdltlichen Kulturmedien.

Unter Erythropoietin (EPO) wird im Rahmen der vorliegenden
Erfindung jedes Protein verstanden, das in der Lage ist, die
Erythrocyten-Bildung im Knochenmark zu stimulieren und gemal
dem in der Europdischen Pharmacopoeia (Ph. Eur.;
01/2002:1316) beschriebenen Assay eindeutig als Erythropoie-
tin identifiziert werden kann (Bestimmung der Aktivitat in
polyzythédmischen oder normozythd&mischen Mausen). Beil dem E-
rythropoietin kann es sich um das wildtypische humane Eythro-
poetin oder um eine Variante davon mit einem oder mehreren
Aminosdureaustauschen, -deletionen oder -additionen handeln.
Wenn es sich um eine Variante von Erythropoietin handelt,
dann ist bevorzugt, dass diese Variante sich lediglich in 1
bis 20, bevorzugt in lediglich 1 bis 15, besonders bevorzugt
in lediglich 1 bis 10 Aminosadurepositionen vom humanen Wild-
typ-Erythropoietin durch Aminosdureaustausche, -deletionen

oder —-additionen unterscheidet.

Unter Reinigung von Erythropoietin oder Anreicherung von E-
rythropoietin wird vorliegend verstanden, dass das Protein
Erythropoietin aus einem Gemisch in sehr reiner Form erhalten
wird, das in dem Gemisch enthaltene Erythropoietin wird also
angereichert, bis im Wesentlichen neben standardgemdBem E-

rythropoietin keine weiteren Proteine mehr enthalten sind.

Beschreibung der Figuren

Figur 1 zeigt exemplarisch die chromatographische Abtrennung
des Erythropoietin-Peaks bei der Reversed-Phase-
Chromatographie. Aufgetragen ist die Peakintensitdt in Form
von milli-Absorption Units (mAU) iUber der Elutionszeit (in

min.) bei einer UV-Wellenld&nge von 280 nm.
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Figur 2 zeigt exemplarisch die chromatographische Abtrennung
des Erythropoietin-Peaks unter den Bedingungen der Anionen-
austausch-Chromatographie. Aufgetragen ist die Peakintensitat
in Form von milli-Absorption Units (mAU) Uber der Elutions-

zelt (in min.) bei einer UV-Wellenld&nge von 280 nm.

Figur 3 zeigt exemplarisch das IEF-Gel der isolierten EPO-
Eluatfraktion nach der Anionenaustausch-Chromatographie im

Vergleich zum Erypo®-Préaparat.

Figur 4 zeigt exemplarisch die chromatographische Abtrennung
des Erythropoietin-Peaks bei der Hydroxyapatit-
Chromatographie. Aufgetragen ist die Peakintensitdt in Form
von milli-Absorption Units (mAU) iUber der Elutionszeit (in

min.) bei einer UV-Wellenld&nge von 280 nm.

Figur 5 zeigt exemplarisch das IEF-Gel der isolierten EPO-
FEluatfraktion nach der Hydroxyapatit-Chromatographie im Ver-

gleich zum Erypo®-Préaparat.

Figur 6 zeigt den nativen Glycosylierungsstatus des aufgerei-

nigten EPO-Endproduktes.

Figur 7 zeigt den Glycosylierungsstatus eines kommerziell er-
haltlichen Erypo®-Praparates (JANSSEN-CILAG).

Die folgenden Beispiele sollen die Erfindung erldutern, ohne

sie einzuschranken.
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Beispiele
Beispiel 1: Produktion von EPO in CHO-Zellen

EPO wird fermentativ in CHO-Zellen produziert. Die Fermenta-
tion erfolgt nach Standardverfahren, wie sie in der patent-
und wissenschaftlichen Literatur fiur eukaryontische, insbhe-
sondere CHO-Zellen beschrieben sind. Die Kultivierung erfolgt
im Perfusionsreaktor in Kulturmedium, das frei von tierischen
Komponenten ist. Die Ernte findet in einem Zeitraum bis zu 50
Tagen kontinuierlich statt. Zur Zellabtrennung wird eine Mik-
rofiltration Uber einen geeigneten Filter (z.B. Opticap XLT30
Capsule mit Milligard-Medium 0,5 -1,2um, Millipore und Sar-
tobran P Midi-caps 0,45 - 0,65 um, Sartorius) bei einer
Flussrate von 1-2 L/min durchgefiihrt. AnschlieBend erfolgt
zundchst eine Ultrafiltration (cut off 10.000 Da) des zell-
freien Filtrats (z.B. Ultran Pilot, Polyethersulfon 4 x 0,45
HF, Schleicher & Schiill) und dann eine Sterilfiltration (z.B.
Uber Opticap-Filtereinheiten mit 0,5 um Milligard-Vorfilter
und 0,2 um Durapore Sterilfilter, Millipore)

Beispiel 2: Reversed-Phase-Chromatographie (,Capture-
Schritt")

Als ,Capture-Schritt™ wird eine Reversed-Phase-
Chromatographie an SOURCE 30RPC durchgefiihrt. In diesem ers-
ten Reinigungsschritt wird EPO aus dem Fermentationsiberstand
angereichert. Dabei werden mehrere Waschschritte durchge-
fiihrt. Der erste Waschschritt wird mit PBS Puffer (Phosphat
buffered saline) durchgefiihrt. Der nadchste Waschschritt wird
mit einer Mischung aus Wasser/Isopropanol/TFA im Volumen-
Verhdltnis von 10/2/0.1 bis 10/1/0.1 bei einer Flussrate 40 -
50 mL/min durchgefihrt. Die Produktelution wird mit einer Mi-
schung aus Wasser/Isopropanol/TFA im Volumen-Verhdltnis wvon
10/4/0.1 bei einer Flussrate von 30-40 mL/min durchgefihrt.

Die Flussraten wurden fir diese Trennung entsprechend opti-
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miert und angepasst. Danach wird ein Waschschritt mit Isopro-
panol/0,1% TFA-Losung im Volumen-Verhdltnis 60/40 durchge-
fuhrt.

Die triflucressigsaure Produktfraktion wird direkt nach der
Elution im Verh&dltnis 1:1 mit einem Phosphatpuffer (pH-Wert
10) versetzt und mit 15 mM Natriumphosphatpuffer bis auf pH
7,2 verdinnt. Die dabeil neutralisierte EPO-haltige L&sung

wird jetzt steril filtriert.

Die Inprozesskontrolle (IPC) zur EPO-Anreicherung wird auf
einer analytischen RP-HPLC-Trennsdule im TFA / Acetonitril-
System durchgefiihrt. Die Ausbeute an EPO nach diesem Chroma-
tographieschritt betrigt mindestens 50 %, bevorzugt mindes-

tens 65 % und besonders bevorzugt mindestens 80 %.

Beispiel 3: Anionenaustausch-Chromatographie

Die neutralisierte EPO-Produktfraktion aus der Reversed-
Phase-Chromatographie wird mit einer Forderleistung von 20
mL/min aufgetragen. Die EPO-haltige Ldsung wird jetzt durch
drei Waschschritte bei konstanter Flussrate von 40 mL/min
aufgereinigt, wobei der erste und dritte Waschschritt jeweils
bei einem pH von 7,2 mit 20 mM Natriumacetatldsung und der
zweite beili einem pH von 4,5 mit einer entsprechenden Natrium-
acetatlosung durchgefiihrt wird. Die Produktelution wird un-
ter Gradientenbedingungen mit einem Natriumace-
tat/Natriumchlorid-Puffer (pH 7,2) durchgefihrt (Flussrate
30-40 mL/min). Dabei wird der Pufferanteil langsam, linear

von 0 auf 80% erhoht.

Mit Hilfe der isoelektrischen Fokussierung (IEF) werden die
Eluatfraktionen analysiert und entsprechend der Bandenlage im
IEF in Produkt-Pool (Hauptfraktion) und Randfraktionen unter-

teilt. Als Referenzmaterial dient ein kommerziell erhaltli-
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ches Erypo®-Praparat. Der EPO-Gehalt der Hauptfraktion wird
mittels RP-Chromatographie ermittelt. Die ausgewdhlten Elu-
atfraktionen werden mittels Ultrafiltration konzentriert und
fiir die nachfolgende Hydroxyaptatit-Chromatographie umgepuf-
fert. Die Ausbeute an Erythropoietin nach diesem Chroma-
tographieschritt betrdgt mindestens 20 %, bevorzugt mindes-

tens 30 % und besonders bevorzugt mindestens 40 %.

Die isoelektrische Fokussierung wird auf einem Ultradinn-
schicht-Polyacrylamidgel durchgefihrt. Dazu miissen die Probe-
lésungen vor der Applikation mit Hilfe eines Mikrozentrifuga-
tionskit (cutoff 10.000 Da) entsalzt und aufkonzentriert wer-
den. Die Fokussierung erfolgt bei Spannungen von 300 - 2.000
V. Nach 5.000 Vh ist die Entwicklung beendet. Das Gel wird
anschlieBlBend mit Silbernitrat oder Coomassie angefarbt und

ausgewertet.

Beispiel 4: Hydroxyapatit-Chromatographie

Dieser Aufreinigungsschritt ist zur Entfernung der ,phospha-
tierten™ EPO-Molekiile geeignet. Die Hauptfraktion der Anio-
nenaustausch-Chromatographie wird mittels Ultrafiltration in
den Startpuffer der Hydroxyapatit-Sdule umgepuffert und an-

schlieRend sterilfiltriert.

Die Probeninjektion erfolgt mit einer Férderleistung von 30
mL/min auf eine CHT Ceramic Hydroxyapatit Typ 1-Phase. Der
Waschschritt wird mit einem Natriumacetatpuffer (pH 6,8), die
Probenelution mit einem Phosphatpuffer bei pH 6,8 und einer
Flussrate von 50 mL/min unter Gradientenbedingung durchge-
fihrt. Dabei wird der Phosphatpufferanteil langsam, linear

von 0 auf 25% erhoht.

Die spezifikationsgerechten EPO-Fraktionen liegen in einem

Natriumacetat-Natriumphosphat-Puffer vor und werden mit PBS
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(Endabfillungspuffer) mittels Ultrafiltration umgepuffert und
bei -20°C tiefgefroren. Der EPO-Gehalt der einzelnen Fraktio-
nen wird mittels RP-Chromatographie ermittelt. Die Ausbeute
an Erythropoietin nach diesem Chromatographieschritt betragt

5 mindestens 30 %, bevorzugt mindestens 40 % und besonders be-

oe

vorzugt mindestens 50

Die Analyse des Glycosylierungsmusters mittels HPAEC-PAD er-
folgt nach enzymatischer Abspaltung der Kohlenhydratketten
mittels PNGase F (Roche Diagnostics GmbH) wvom Protein. Nach
10 Isolierung und Entsalzung erfolgt die Analyse der Zuckerreste
auf einem Hochleistungsanionenaustauscher mit gepulster ampe-

rometrischer Detektion.

Das schlieBlich erhaltene EPO-Produkt hat eine biologische
Aktivitdt von mindestens 150.000 IE/mg im Bio-Assay und er-
15 fullt alle Anforderungen der Europdischen Pharmacopoeia
(Ph.Eur.; 01/2002:1316) bzw. der Guidance on Biosimilar Medi-
cinal Products Containing Recombinant Erythropoietins
(EMEA/CHMP/94256/2005) . Darlber hinaus entsprechen die BRan-
denstruktur in der IEF und das Glycosylierungsmuster einem

20 marktiblichen Erypo®-Préparat.
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Patentanspriiche

Ein Verfahren zur Aufreinigung von Erythropoietin, wobei
Erythropoietin enthaltender Kulturiberstand von Erythro-
poietin-produzierenden eukaryontischen Zellen folgenden

Schritten unterworfen wird:

a) Entfernen von Zellbestandteilen; und

b) Behandlung des Produktes aus a) durch folgende
Chromatographieschritte in der angegebenen Reihen-
folge

i) Reversed-Phase-Chromatographie;

ii) Anionenaustausch-Chromatographie;

iii) Hydroxyapatit-Chromatographie.

Das Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet,
dass vor Schritt a) und zwischen den Schritten a) bis b
iii) keine anderen Chromatographie-Verfahren angewandt

werden.

Das Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekenn-
zeichnet, dass die eukaryontischen Erythropoietin-
produzierenden Zellen S&ugetier-Zellen, bevorzugt
menschliche Zellen und besonders bevorzugt Chinese-
Hamster-Ovary Zellen sind, die humanes rekombinantes

Erythropoietin exprimieren.

Das Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 3, dadurch
gekennzeichnet, dass zusdtzlich solche Eluatfraktionen,
deren Produktgualitadt nicht dem Referenzmaterial ent-
sprechen, einer weilteren Reversed-Phase-Chromatographie
nach 1) und/oder Anionenaustausch-Chromatographie nach
ii) und/oder Hydroxyapatit-Chromatographie nach iii) un-

terzogen werden.
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Das Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 4, dadurch
gekennzeichnet, dass nach den Schritten i), 1i) und/oder

iii) eine Ultrafiltration durchgefihrt wird.

Das Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 5, dadurch
gekennzeichnet, dass Schritt a) eine Mikrofiltration und

eine anschlieBende Ultrafiltration enthalt.

Das Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 6, dadurch
gekennzeichnet, dass die Reversed-Phase-Chromatographie
an einem Tradgermaterial als stationdre Phase erfolgt,
die ausgewdhlt ist aus der Gruppe C; bis Cg—modifizierte
Kieselgele, hydrophobierte Polymertrager auf Basis wvon
Polystyrol-/Divinylbenzol und hydrophobierte monolithi-
sche Phasenmaterialien auf Kieselgel- oder Polymerbasis,
und wobeil als Eluent eine wéssrige Alkanolldsung verwen-

det wird.

Das Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 7, dadurch
gekennzeichnet, dass die Anionenaustausch-
Chromatographie an einem Tradgermaterial als stationdrer
Phase erfolgt mit funktionellen Gruppen, die ausgewahlt
sind aus Diethylaminoethyl-Gruppen (DEAE), gquarterndre
Amincethyl-Gruppen (QAE), gquaterndre Ammonium-Gruppen

oder Dimethylaminoethyl-Gruppen (DMAE).

Das Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 8, dadurch
gekennzeichnet, dass die Anionenaustausch-
Chromatographie mindestens einen Waschschritt mit einem

wassrigen Puffersystem umfasst.

Das Verfahren nach einem der Anspriche 1 bis 9, dadurch
gekennzeichnet, dass die Anionenaustausch-
Chromatographie mindestens einen Waschschritt mit einem

Puffersystem auf Basis einer organischen Sadure umfasst.
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Das Verfahren nach einem der Anspriche 1 bis 10, dadurch
gekennzeichnet, dass die Anionenaustausch-
Chromatographie mindestens einen Waschschritt mit einer
wadssrigen Pufferldsung mit einem pH von 3,5 bis 5,5 um-

fasst.

Das Verfahren nach einem der Anspriche 1 bis 11, dadurch
gekennzeichnet, dass als Eluent bei der Anionenaus-
tausch-Chromatographie anorganische Sdure in einer wass-

rigen Pufferldsung verwendet wird.

Das Verfahren nach einem der Anspriche 1 bis 12, dadurch
gekennzeichnet, dass als Eluent bei der Anionenaus-
tausch-Chromatographie Chloridionen in einer wéssrigen

Pufferlésung verwendet werden.

Das Verfahren nach einem der Anspriche 1 bis 13, dadurch
gekennzeichnet, dass die Hydroxyapatit-Chromatographie
mindestens einen Waschschritt mit einem Puffersystem auf

Basis einer organischen Saure umfasst.

Das Verfahren nach einem der Anspriche 1 bis 14, dadurch
gekennzeichnet, dass die Hydroxyapatit-Chromatographie
mindestens einen Waschschritt mit einem Acetatpuffer um-

fasst.

Das Verfahren nach einem der Anspriche 1 bis 15, dadurch
gekennzeichnet, dass als Eluent bei der Hydroxyapatit-
Chromatographie ein Puffersystem auf Basis einer anorga-

nischen Sdure verwendet wird.

Das Verfahren nach einem der Anspriche 1 bis 16, dadurch
gekennzeichnet, dass als Eluent bei der Hydroxyapatit-

Chromatographie ein Phosphatpuffer verwendet wird.



WO 2009/147060 PCT/EP2009/056544
1/7

Fig. 1
mAU
2000
1500
1000 T
® Q
2 a
L o
¥ 5 )
500 E{j EQL, %
= Iy <
i L ;
0 ] ! ! |

320 340 360 380 400 420 440 460  480min

ERSATZBLATT (REGEL 26)



WO 2009/147060 PCT/EP2009/056544
2/7

Fig. 2

mAU

.25.0

20.0

15.0

10.0

5.0

0.0

5 1 |
460 480 500 520 540 560 580 600 min

—

B3| L

ERSATZBLATT (REGEL 26)



WO 2009/147060 PCT/EP2009/056544
3/7

Fig. 3

1 Erypo®-Préparat

2 DEAE 30 EPO-Eluatfraktion
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Fig. 5

1 Hydroxyapatit EPO-Eluatfraktion (Konzentration 1,

niedrig)

2 Hydroxyapatit EPO-Eluatfraktion (Konzentration 1,
hoch)

3 Erypo®-Préaparat
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