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t he hDefatuti@lrigsmittel iberiting, did @ghn tzireRUzkiAiGung vbio Disalfidbriiaken Woikydidreéhadén Betlingurighn per se
k nownurderdorfes wixdl; b) das- Bretsin sulfoniert, dann in eine L8sung in einem schwachen Denaturierungsmittel
30 UberfUhrt und die S-Sulfonatgruppen durch Behandlung mit einem Sulfhydrylreagens in seiner reduzierten
und oxydierten Form, z. B. mit GSH/GSSG, in -S-S-Gruppen Uberilihr; oder c) die L&sung in einem
schwachen Denaturierungsmittel direkt mit dem Sulfhydryl-Reagens, z. B. mit GSH/GSSG, bshandelt. Ein
typisches Beispiel, bei dem die oben dargelegten Probleme auftreten, ist t-PA.
In T. W. Odorzynski et al., 1979, The Journal of Biological Chemisiry, 254 (10), 4291 - 4295 und in C.
35 T. Duda et al., 1982, The Journal of Biological Chemistry, 257 (16), 9866 - 9871 werden verfahren zur
Reaktivierung von natlrlichen Proteinen, wie z. B. Trypsinogen, beschrieben.
Die Hauptkomponente der Proteinmatrix von geronnenem Blut ist polymeres Fibrin. Diese Proteinmatrix
. wird durch Plasmin geldst, das aus Plasminogen tiber Aktivierung durch die sogenannten Plasminogen-
b Aktivatoren gebildet wird, z. B durch t-PA (Gewsbs-PlasminogenAktivator, tissue-type plasminogen activat-
40 or). Die enzymatische Aktivitdt von natlirlichem oder aus Eukaryonten gentechnologisch gewonnenem #-PA
(katalytische Aktivierung von Plasminogen zu Plasmin) ist in Abwesenheit von Fibrin oder Fibrinspaltproduk-
ten (FSP) sehr gering, kann aber in Gegenwart dieser Stimulatoren wesentlich gesteigert werden (um mehr
als den Faktor 10). Diese sogenannte Stimulierbarkeit der Aktivitét ist ein entscheidender Vorzug von t-PA
gegeniiber anderen bekannten Plasminogenaktivatoren, wie Urokinase oder Streptokinase (vgl. z. B. M.
45 Hoylaerts et al., J. Biol. Chem. 257 {1982) 2912 bis 2019; Nieuwenhiuzen et al., Biochemica et Biophysica
Acta 755 (1983) 531 bis 533). Der Faktor der Stimulierbarkeit mit BrCN-Spaltprodukten wird daher in der
Literatur verschiedentlich angegeben und mit bis zu 35 beziffert.
Ein t-PA-artiges, nicht glycosyliertes Produkt wird auch in genetisch manipulierten Prokaryonten (nach
Einschieusen der c-DNA) gebildet; einem solchen Produkt kommt aber nicht die Stimulierbarkeit der
50 Akfivitdit eines t-PA aus Eukaryonten zu. Denkbar ist, daB dies darauf zurlickzufiihren ist, da8 dis
Redoxbedingungen in der Prokaryontenzelle in solcher Weise von der Eukaryontenzelle, aus der das Gen
stammt, verschieden sind, daB von Anfang an ein nicht aktives Produkt gebildet wird, was beispislsweise
darauf zurlickzuflihren sein k&nnte, daB die zahlreichen SS-Briicken, die das natlirliche aktive Molekll
enthilt, in falscher Weise verknlipft oder gar nicht gebildet sind. Flir den therapeutischen Einsatz von t-PA
ss ist aber nicht nur die enzymatische Aktivitidt als solche erforderlich, sondern auBerdem auch seine
Stimulierbarkeit. Auf die Tatsache, da8 die Prokaryontenzelle vermutlich nicht die richtigen Bedingungen
schafft, um die Akfivitit von Eukaryontenproteinen in der richtigen Weise auszubilden, wird flir andere
Substanzen in The EMBO Journal 4, Nr. 8 (1985) 775 bis 780 hingewiesen.

4



nmet hods, e.g. gel or ion exchanger chromatography. Subsequently, it is
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t hereby diluted to val ues bel ow O. 5 mol /1. In the case of enzymes with
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non- | ﬁ&lg L r rﬂr&laslggel of, grwiesen. Ferner kbnnen Gemische dieser Denaturlerungsmlttel
verwen wer e orzugsweise wird diese Aktivierungsstufe auch in Gegenwart eines Fremdproteins
durchgeflhrt; als solches eignet sich in der Regel jedes Fremdprotein, solange es nicht proteolytisch
wirksam ist; vorzugsweise wird Rinderserumalbumin (BSA), verwendet, z.B. in einer Menge von 1 bis 3
bt mg/ml. Der Zusatz von BSA bewirkt eine leichte Erhthung der Ausbeute und Stabilisierung des Proteins
40 (wahrscheinlich durch Schutz vor Oberflichendenaturierung und/oder proteolytischem Abbau).
Die Ubrigen Verfahrensbedingungen k&nnen den flir Reaktivierungsstufen aus dem Stand der Technik
bekannten und Ublichen Bedingungen entsprechen. Die Dauer der Aktivierung {(Inkubation) betrégt vorzugs-
weise 20 bis 48 Stunden bei Raumtemperatur. Bei einer 1&ngeren Inkubation (48 Stunden) unter Reoxida-
tionsbedingungen nimmt die Stimulierbarkeit durch CNBr-FSP in der Regel ab. Die Aktivierungsstufe wird
45 vorzugsweise in Gegenwart von EDTA durchgeflihrt, wobei die zweckmé#Bigste Konzentration ca. 1 mmol/l
EDTA betrigt.
Die der Aktivierungsstufe (Reoxidation/Aktivierung) vorausgehenden und nachfolgenden Verfahrens-
schritte, wie ZellaufschluB, Solubilisierung (Solubilisierung/Reduktion) und gegebenenfalls eine oder mehre-
re der Aktivierungsstufe vorausgehende und/oder nachfolgende Reinigungsoperationen kSnnen nach aus
50 dem Stand der Technik, 2.B. aus der EP-A-0114506, EP-A-0093619, flir derartige Verfahren bekannten und
Ublichen Methoden durchgeflihrt werden; flir ein im Hinblick auf Ausbeute und Aktivierung optimales
Ergebnis kann es aber zweckmiBig sein, einzelne oder alle Verfahrensschritte unter Berlicksichtigung einer
oder mehrerer der hier erlfuterten Verfahrensausgestaltungen durchzufihren. Die Expression wird in
Prokaryonten, vorzugsweise in P. putida, und insbesondere in E. coli, durchgeflihrt. Das erfindungsgemiife
65 Verfahren ist jedoch genauso geeignet, wenn in anderen Prokaryonten (z.B. Bacilli) exprimiert wird.
Der ZellaufschiuB kann durch hierflir Ubliche Methoden durchgeflihrt werden, z.B. mittels Ultraschall,
Hochdruckdispersion oder Lysozym; er wird vorzugsweise in einer zur Einstellung eines neutralen bis
schwach sauren pH-Wertes geeigneten Pufferi§sung als Suspensionsmedium durchgefiihrt, wie z.B. in 0,1
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ung vom nicht zierten Protein vorteilhaft durchgeflihrt werden.

Zur Bildung der gemischten Disulfide wird das dialysierte, reduzierte, von Denaturierungs- und Reduk-

tionsmitteln gereinigte Protein mit einer ein Denaturierungsmittel enthaltenden, verdlnnten, z.B. 0.2 mol,
P Losung von GSSG inkubiert. Die Aktivierung erfolgt nach Abtrennung des Denaturierungs- und des

40 Oxidationsmittels bei einem pH-Wert von 7 bis 10,5 einer GSH-Konzentration von 0,5 bis 5 mmol/l und mit
einer nicht denaturierenden Konzentration des Denaturierungsmittels.

Das pH-Optimum liegt bei 8,5, die Ausbeute ist etwa doppslt so hoch wie bei einer Reaktivierung mit
GSH/GSSG ohne gesonderte Bildung der gemischten Disulfide und das aktivierte Protein ist im Renaturie-
rungspuffer Uber léngere Zeit stabil.

45 ErfindungsgemiB gelingt es, t-PA aus Prokaryonten so zu aktivieren, da8 nicht nur eine Aktivierung der
normalen biologischen Aktivit4t erreicht, sondern darliberhinaus auch eine Stimulierbarkeit im oben definier-
ten Sinne errsicht wird, weiche die Stimulierbarkeit des nativen t-PA weit Ubersteigt und gré8er als Faktor
10 ist, ja sogar Faktor 50 Ubersteigen kann.

Ein weiteres eukaryontisches Protein, das erfindungsgem&8 nach Expression in Prokaryonten aktiviert

50 werden kann, ist 8-Interferon.

Das nachfolgende Beispiel erldutert die Erfindung niher, ohne sie darauf zu beschréinken. Wenn nicht
anders angegeben, beziehen sich Prozentangaben auf Gewichtsprozent, und Temperaturangaben auf Grad
Celsius.
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a) Préparation der "refractile bodies"
100 g E.coli Zellfeuchtmasse, aufgenommen in 1,5 I, 0,1 molA Tris/HCI (pH 6.5) und 20 mmolA EDTA
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(i ncubat lcpﬂ-)-OWnﬁfrﬁfeatherﬁm&m ﬁAggG 20 to 48 hours at 5 room terrperature
In the cafes wib im dbrd RfiRhdeh MOpURREuhGBxderrRenitAUiiide U R G586 % bARhdeP Und 2)djel | ONS,
as azsr ul ekiivieing inaoWLi7a8taiden Inkupatioll bENBIUMEBRMPeratGICEEBIHNRS AktiiBien g¥Pdurdh binat €P 1S
pr ef er abl1y10@ Yerdinawhg drua,1 mbl THS 1 PInRFEEDTA, B mBID L Aginth) @ hint BSA @nd @ mimof6BARAI ent

concent r &eiiVeriatiomdas pHVeries. 10 about 1 mmol /| EDTA. The process steps
precedi ng and follow ng the activation st ep (reOX| dation/activation), such

as cell digestion, solubi T3 ] T AlBbduteq r 'étin'\’t@érbéﬂkeut eduction) and possibly
one Yr nore of the purifi on nﬁj.Lain gns prdcedi ng and/ or foll ow ng
the activation step, can|tfe chrri88%out |accor¥8 ng tlo known and usual
met hods for 6.5 0,37 9,5
7 1,35 11,4
75 5,66 7.1
36 8 732 8,2
85 8,65 : 7.0
9 8,59 8,7
- 9,5 8,32 11,7
P 10 6,15 125
0 10,5 3,07 11,2

Die Ausbeute wurde in % aktiver t-PA bezogen auf elngesetzte Protemmenge bestimmt.
d) Reproduzierbarkeit der Ergebnisse der Aktivierung von t-PASSG
Bei identischen Aktivierungsbedingungen werden bei verschiedenen MeBreihen unterschiedliche Ausbeu-

45
ten beobachtet, die u.a. durch Schwankungen des Standard-t-PA's bedingt sind. Zur Verdeutlichung
dieser Fehlerbreite sind alle Aktivierungsdaten nach 1:100 bzw. 1:200 Verdtinnung in 0,1 mol Tris/HCI,
pH 8,5, 1 mmol/l EDTA, 0,5 mol/l L-Arginin, 1 mg/ml BSA und 2 mmol/l GSH zusammengefast.

50



stich processes fromthe prior art, e.g. fromEP-A- 0114506 and

EP- A- 0093619; however, for a result which is optimal with regard to yield
and activation, it can 20 be &KPOARILBT4Bd carry out individual or all
process steps having regard to one or nore of the here-described process
enbodi nents. The expression is carried out in prokaryvotes, preferably in P.
putida and especially in Earsuemli Ah*bwec) tdtimulprbackeis$ according to the 25
invention is just as suilrabtE—wien OTEe ! her prokaryotes (e.g.
Bacilli). The cell digegtion, can be 04347“ ed out By hods usual herefor
e.g. by nmeans of ultrasgnics hijgh pr&%sur dispg’;sio or lysozyme; it is
preferably 30 carried Jout 4n g buff sof uti on6:§uit ble for the

adj ustment of a neutral fto weaklly amﬁsc pH val yg,as $uspensi on nmedi um
such as e.g. in 0.1 nmol/|l trgs-HC . Afder fhe cegh di.gestion, the insoluble
conmponents ("refractil e |bodiges") are ggparfated 94p i njany desired 35 way,
prefgpably by centrifugijng of f at cormrat vely134 -81 high g val ues and
tonparatively | ong centrji fugg ngftinmessr by filusatioh. After washing with

agents which do not di stfo hv W foreign proteins,
e.g. water, phosphate buf o) ol

Y with addition of mld
~detergents, such as Triton, the preci pltate (pellet) is subjected to the
sol ubss | i setStabititd{ deslakiliefterskroteion/ r educt i on) . The sol ubilisation preferably
t akes pl afidiviprang ériolatd incdemngengriqten iol duegheqineql:200 VerdUpymng: ig0.6 mat Tris&iedi 1 n
the 10 Ppmeld ERTA 0§imall \-rginiei hpo/mbes undf2 emell G8i.capt an group and of a
denaturing agent. AS denaturing agent, there can be used the denaturing
agents known and usual from {hgeighyf e of pnbs art,| e.g. from EP-A-0114506,
and g%pecially guani di ne 15 hydr opftor of—ttiea. The concentration of
guani di ne hydrochl ori de expediently ah‘r‘ﬂ“h ‘F’s téﬁ out 6 nol/l, that of urea
to about 8 nol/I|. Conpounds ¢f tthe general for-nmulja | can al so be used. As
reduci ng agent fromthe nercqptéo grpup.8a hef ets0 can be used e.g. reduced
gl utgf hione (GSH) or 2- mercgpt¥et hano?43 e. p.23In fa concentrati on of about
50 to 400 mmol /1 and/or espe¢i &1y PTE28dit hidddr Wt hritol) or DIT
(dithiothreitol), e.g. in a ¢ofdentfat$® of d¥odt 80 to 400 mmol /I . The
sol ubi |l isation expediently taked525 Tace| &6 qom t enperature over a
period (incubation) of 1 to e al| h . _br¥fedably of two hours. For the
prevestion of the oxidation of the reducing agent by atnospheric oxygen, it
can al so be expedient to add EDTA. Besides the sol ubilising/reduction, the
30 soPatbntansprivpest ep al so has a purification effect since a |arge part of
the foreign proteins does not go into solution. After the sol ubilisation,
t her e t &k &orfghirenc eurt Aidivieronga vert durgh dapression tim cPrekactonderi gentechupblagischt hergeltatiten.ur i ng

35 heterologen, Disulfidbrlicken aufweisenden eukaryontischen Proteinen durch

a) AufschlieBen der Prokaryontenzellen,

b) Solubilisierung der eukaryontischen Proteine unter denaturierenden und reduzierenden Bedingun-
gen, ) _
¢) Abtrennung der Reduktlons-/Denatunerungsmlttel
d) Reaktivierung unter oxidierenden Bedingungen durch
o) Uberflihrung der Thiolgruppen der solubilisierten Proteine in die gemischten Disulfide von Protein
und Glutathion durch Zugabe von GSSG unter denaturisrenden Bedingungen,
f) Bildung von aktivem Protein aus den gemischten Disulfiden bei einer GSH-Konzentration von 0,5
bis 5§ mmoll, einem pH-Wert von 7 bis 10,5 und in Gegenwart einer nicht denaturierenden
45 Konzentration eines Denaturierungsmittels.

2. Verfahren nach Anspruch 1,
dadurch gekennzeichnet, daB man die Expression in E. coli oder P. putida durchflihrt.

s0 3. Verfahren nach Anspruch 1 oder 2,
dadurch gekennzeichnet, daB man in der Reaktivierungsstufe als Denaturierungsmittel Arginin,
Guanidinhydrochlorid und/oder wenigstens eine Verbindung der allgemeinen Formel Rz-CO-NRR; (l), in
der R und R1H oder Alkyl mit 1 bis 4 C-Atomen und R:H oder NHR; oder Alkyl mit 1 bis 3 C-Atomen
bedeutet, verwendet.

§5

4. Verfahren nach Anspruch 3, dadurch gekennzeichnet, da8 die Konzentration an Arginin und/oder

Guanidinhydrochlorid 0,1 bis 1,0 mol/, insbesondere 0,25 bis 0,8 mol/l betrigt.
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protein ﬁq_gﬁy %?"@EZ%OW’@R@WEH@@F "E°|"'eHls’r'F'§ht1 For
the for M 1'1‘ H’é’szm't" §ial ysed, reduced protein,
purified fromdenaturing a d redu Ing agents, s incubated with a diIuted,
e. d,, 30 0.2 nol /1, sol utijoZeibfh) SSG @ebidksai ni rlg a denaturing agent. The
acti'vation t akes place aftgr sepa q&kgqﬁg Tstll. [t he denaturing and oxi dation
agent at a pH value of 7 tg-l1lo0-5—+4at—a-GSHcondentration of 0.5 to 5 nmol /|
and with a non-denaturing dontentfatPon of the [35 denat uri ng agent.

-10- The pH optimumlies at| 885, 1he°§9e|d T§§ gbout twice as high as in the
casg of a reactivation witH CG3H GBSGH t hou eparate formati on of the

m xed di sul phi.des and the act?vatﬂd tein stable inthe 5

regeneration buffer over allo ti Atc ng to the invention, it is
possi ble so to activate t-HA :E m pr ry)t tlhat there is achi eved not
only an activation of the nacmal hiol’0gi cal érflvity but, in addition, a
stiwulatability in the above- 10 defined sense is al so achi eved which far

exceeds the stinulatability of the native t-PA and is greater than a factor
of 10 Retmtangpriela=n exceed a factor of 50. A further eukaryotic protein

whlch1 according to

Verfahren zur Aktivierung von durch Expression in Prokaryonten gentechnologlsch hergestellten,

35

&) AufschlieBen der Prokaryontenzelien,
b) Solubilisierung der eukaryontischen Proteine unter denaturierenden und reduzierenden Bedingun-

heterologen, Disulfidbrlicken aufweisenden eukaryontischen Proteinen durch

) Oberfllhrung der Thiolgruppen der solubilisierten Proteine in die gemischten Disulfide von Protein

f) Bildung von aktivem Protein aus den gemischten Disulfiden bei einer GSH-Konzentration von 0,5
bis 5 mmol/l, einem pH-Wert von 7 bis 10,5 und in Gegenwart einer nicht denaturierenden

gen,
St ¢) Abtrennung der Reduktnons-/Denatunerungsmlttel
40 d) Reaktivierung unter oxidierenden Bedingungen durch
und Glutathion durch Zugabe von GSSG unter denaturierenden Bedingungen,
45 Konzentration eines Denaturierungsmittels.

Verfahren nach Anspruch 1,

dadurch gekennzelchnet, da8 man die Expression in E. coli oder P. putida durchfiihrt.

60 Verfahren nach Anspruch 1 oder 2,

dadurch gekennzeichnet, da8 man in der Reaktivierungsstufe als Denaturierungsmittel Arginin,
Guanidinhydrochlorid und/oder wenigstens eine Verbindung der allgemeinen Formel Rz-CO-NRR; (1), in
der R und RiH oder Alkyl mit 1 bis 4 C-Atomen und RzH oder NHR; oder Alkyl mit 1 bis 3 C-Atomen

bedeutst, verwendet.
65

Verfahren nach Anspruch 3, dadurch gekennzeichnet, da8 die Konzentration an Arginin und/oder

Guanidinhydrochlorid 0,1 bis 1,0 mol/, insbesondere 0,25 bis 0,8 moM betréigt.



fhe invention, can be activated after expression in 15 prokaryot esis”
[err] The fol I ow ng Exanpl es explain the invention in nore d

liniting it thereto. If not statfPP B8 FABse, statenents of ,am"H ﬂgﬂ"""‘m
refer to percent by wei ght and staterrents of terrperature to degrees

%: :lt uzgl ?E%%gn naﬁ 8 l%ar ﬂ.t.}é tra- j\;ﬁ KL,%,&%&H e&hvégg‘?‘g,gl.:d ccoli

nmol / | %5% om)gen se rrax 10 sec.) and 0.25 rrg/m

! ysozyrrg_ H8fbn SRR %BQm dA\f Lcﬁﬁerggﬂen%rf‘ Anépl%ghbb%ﬂlﬂéh ?&mﬁ%ﬁ&h&,ﬁ&&r RhrHinCer | t
Was ggal n SCRYakdv ni%s nféhtr rotde dhedl FHSt6iR) indsbBords® eV ed

¥_(hl gh pr@gwaﬁvwﬁmﬁrssmaab&ﬁﬁgr equently it was 30
er-rinsed with 300 mM of 0.1 m)I/I trls/HCI (pH 6.5) and 20 nmol /| EDTA.

After centVerhHihi Regh (ethell Gor vothergetaRddn Janspridhe] daduPchp gbRenihzelvhnet; dkBmanigea N 1. 3
1 of 0.1 resliduiscriiig rittd¥0ir4spivall,tHobhdruckdispersion dder BisdAmaduthBhrb% Tri t on X- 100 and
honogeni sed. After renewed centrifug- 35 ing (30 mn. at 27000 g, [err]

t he pel BetVeviatgont rkie Ansppich 7, datirchi gekdnngelgéhnef, d@s inanndén’ Aufschiug inkéd@ler yesdidingtes) , 20
mol /| EDMWissigeh Buft6Adsimg, insipesobde®@n 8,m andloFrisglean ieiseral neytjaler big-schyapchh gpuren pH-
centri f ugiWet quBdfimt.n. at 27000 g, [err] and honpgeni sation of the pellets
in11of 0.1 nol/l 5 Tris/HOJ (pH 6.5) and 20. nmol /| EDTA was carried
out d5f Br tYedahrennagh-eingges vornqwhendﬁrAA'tserHE'En!adafchtmemﬁeft% ©pf @anRsgh dam
prepar at | &fta%@ueqtpawt%beqsw%sawm i dentii fi cat i on of the t- PA bands

"West ern bI otti nE anddesens he pa e of

by
et ne ?E g%#qrtéh 8 ion r:s m‘xn ofl9 t-PA
Pd (5‘f ?-,“:TE;H?;%%" ;gun /. ng% P oln 0 he

band - WI th
rac armunts t o about 21% 15

t o+al® pr ot ?’?f"%%’ﬁ?

b) Aft ' ‘i"t\} EET a&:h Ahoé %5916 dﬁpeﬁ%g hagl', gﬁsm th'eE;éngrp% dahigih ROE.
The gtV indihp Br AGdnteinsty F ls%ﬁa(ﬂfn dejtet. N€ reduction
of the ractl e bodi es vvas carrie ours I ncubation at room 20
t enpegg atlé"\%rfbﬂ?enonaéh Rsbrubh 417, uduiéd gek@ﬁ‘ﬁz&cﬁletjdam Kbizerttloh, an GuBididhydreghie- HCl
0.2 mol /T dnéM, d® dor VahtsdingCden ARBrh&iRdh iFaRheDTs m&MBragt Mo/ m . The reduced
protein dial ysed against 0.01 mol/|l HCl was diluted in the ratio of 1:1

wi th 0. 33.nekthHren2fach etérm Sler Alsprdchd, 10%id1TH, /dadursie gel@nnkzefbhAet)1ads/ rhanGis Segeniwelt

I ncubat ed von DTE gaicaptosthanbip OystdincotpicGSH arbeitet. Af t er aci di fication with conc.
HCl t@ pH 3, there took place dialysis against 0.01 nol/l HCL at 4C. After
t he di ali4sVegfahrénirect eiterl dep vabergeherdemnspilichat dasiyrch(yokennaelchnst dak marORednigvd ni .
The opti mumd Abtanting o Bedultionsli @idatinns+meiscDeaturderyngsmeiiteinyinittels staisckeay Apssehhlr ed

t - PASSG. chromatographie oder Dialyse durchflihrt.

35 15. Verfahren nach einem der vorhergehenden Ansprliche, dadurch gekennzeichnet, da8 man nach der
Stufe der Reaktivierung eine Reinigungsstufe mittels Dialyse durchflihrt.

16. Verfahren nach einem der Anspriiche von 1 bis 15, dadurch gekennzeichnet, da8 man als gentech-
nologisch hergestelltes eukaryontisches Protein t-PA verwendet.

17. Stimulierbarer nicht glycosyllerter tPA, erhiltlich nach dem Verfahren gem#B einem der Anspriiche 1
bis 16.

18. Verfahren nach Anspruch 8, dadurch gekennzeichnet, daB man das gemischte Disulfid von Protein
45 und Glutathion durch lonenaustauscherbehandiung vom nichtmodifizierien Protein abtrennt.

Claims

1. Process for the activation of heterologous, disulphide bridge-containing eukaryotic proteins produced
50 gene-technologically by expression in prokaryotes by
a) digestion of the prokaryote cells,
b) solubilisation of the sukaryetic proteins under denaturing and reducing conditions,
c) separation of the reducing/denaturing agents,
d) reactivation under oxidising conditions by
55 ) conversion of the thiol groups of the solubilised proteins into the mixed disulphides of protein and
glutathione by addition of GSSG under denaturing conditions,
f) formation of active protein from the mixed disulphides at a GSH concentration of 0.5 to 5 mmol1, a
pH value of 7 to 10.5 and in the presence of a non-denaturing concentration of a denaturing agent.



c) pH optinmum of the activation of t-PASSG Here, as in the fol

optim sing experinents, there Was(ﬁ(jl) used no GSSG and (2)° mmﬂ ummll”ml“‘“‘
was -12- deternined after 1EPRAIPE74Blubation at roomte

Activation took place by a 1:100 dilution in 0.1 nol/1 tris, 1 nfolY! "EDTA

Q-5 my/ 'pro!:esgfa%o'?d 1o c?a.rffg/ g@%a@ééeawt@t SHEUafrls g@ﬁawyprsgym h. 1Bk, t e PH

3365""d 0.3y 9.5 7 1.35

11. 4 14) process according 4o elaim 1 or 2, characferi§e8 in that, in the reactivation &ep1 a@denaturmg agent, 7.32
8 258.5 one uses argmmg §'||dme hydrochloride and/or at Qa59 one compound of the%e@?al formula Rz-

7, 9.5 CO-NRR; (I), in m&aa and Ry signify H or alkyl With/4 &atoms and R, sign#fids H or NHR; or alkyl 6. 15
15‘/5 10. %ith 1 to 3 C-atoms. 3. 07 11.2 The yield was determned in %

of active t-PA referred to the anount of protein used. d) Reproducibility
of t hetr esuést acakdiighte aeirh i3y abarapterisd@ in that thef cohceMABGGofl argihihe andis eguasfidine

i demt i cahydmarhiprdatamountscto 0dite 1.0 melf, espectathe0.254e 8.8afolldi f f er ent neasur enent
series there are observed different yields which, inter alia, are caused by
var i at§ oRecess acdeedingtio nldiny 3 charggrised irdhet the eonpentratiop [ofihp fprereunchef tist general

breadt h #rmuds kamountaiol0.54p #impl: esperiaint te IfH et 1 100 or 1:200 dilution,
respectively, in 0.1 nol/| tris/HCO, pH 8.5, nol /| EDTA 05m)I/I

L- af%gi G ﬁ@c"sia yding tgane of the p?c?ﬂ'f’@lc)al"‘scﬁlafa"taﬁ'séd i fbatndy the stgp of reactivetion, one

exper i me M rks in quaengq,/(?f a non-protﬂyp?ﬁljy atfeg}ypmrqﬁg,n fspecmlly in the prese%ceég bovine

7.0 2  serumalbdm '"4 47 9.3 3 4. 49
?'77 5 67 Process accordmg toone of the preoedmg c?al acterised in tha§ oﬁe garﬂﬁs out the cell 3.45
.y 3 digestion by meanﬁofgxg:asomcs, high pressure dj rgrg na' lysozyme. 9

5. 07 i Go Slafh £ AScterised in thdt one'éairied oot the digestiohlin 3 diiits aguebus¥@l Ue
roces ed in
e) Stabi Libyad or eaéiughmt 1 600 B hakir6) bk a3l b BeoP| GCE 1N LHE Sai d
Exanplebya lution in 0.1 nol/ trls/HCI 1 nmol /1 EDTA, 0.5
Mol 4l d,- ProBdsd |a&5%rdm§ térgn‘tem:f theoprecbaig Zlafﬂ%",l)&t{a}actﬁﬁkh int th&¥Bafter the cell digestion, one pH
9.5 (h) separates off the insdlibR) cdmpOftents. stim

10. Process according to one of the preceding claims, characterised in that, in the step of solubilisation,
one works at an alkaline pH value in the presence of a reducing agent of the mercapto group and in the
30 presence of a denaturing agent.

11. Process according to claim 10, characterised in that one works in the presence of guanidine
hydrochloride and/or of the general formula | as denaturing agent.

35 12. Process according to claim 11, characterised in that the concentration of guanidine hydrochloride
amounts to 68 mol/l, that of the compound of the general formula 1 to 8 mol/l.

13. Process according to one of claims 10 to 12, characterised that one works in the presence of DTE, 8-
mercaptoethanol, cysteine or GSH.

14. Process according to one of the preceding claims, characterised in that one carries out purification and
separation of reducing, oxidising and denaturing agents by means of steric exclusion chromatography
or dialysis.

45 15. Process according to one of the preceding claims, characterised in that, after the step of reactivation,
one carries out a purification step by means of dialysis.

16. Process according to one of claims 1 to 15, characterised in that one uses t-PA as gene-technologically
. produced eukaryotic protein.
50
17. Stimulatable, non-glycosilated t-PA, obtainable according to the process according to one of claims 1 to
16.

18. Process according to claim 6, characterised in that one separates the mixed disulphide of protein and
55 glutathione from the non-modified protein by ion exchanger treatment.

10



1 0 20 6 0 89 T 15.5-23——
2.43 23.1 47 2. 83

2. 62 21.5 215 EP 0 2198741 206 25 ”"",”Uﬂ",m’, ”"’
2.28 14. 3 -14 Patent Cains 1. Process for the <ac '
heterolgﬁ n3Ul phi de bridge-containing eukaryotic proteins produced
gene-tec oglcally by expression in 5 prokaryotes by a) digestion of the

prokar yQf epp&h &actiation 84 pishbsSbirtlqRt nbtlBiogiiek %M&Inhﬁ B dnR! disdife Srépa-
denat ur i NOrsad \shr HEMSLBhERGLS AN Feb%%an@es%@@a?foﬁs'&ﬂ of the
reducg ng/ denfiysy ded dolRBE Pofaryotiqies,d) reactivati on under oxidising conditions
- €) conv ey sdiublisalibn désProtditied buckiy6idiiss daiks deb Corambrislaisnaturddtbs BY BdLRHBss, | Nt O t he
m' Xed di sul ehésparation fdepageits rdaudtsaeb/aghatiirantshi one by additi on of GSSG under
denat uri ng cipréddtivatiomdsns tiés cohditioh©oxyadedntes parof acti ve protein fromthe m xed
di sul phi des eatonserBsi-Hes @mupest thials idenprotBings. slubitsébs emies dibylfums mibltes ale peptébfe of t O
10. 5 rand i n delglutathion penradditianfde HSHC lambales tanditiong démahueastes,r at i on of a denaturi ng
agent. 20 2 formatiqnrde pettinezactive Abartides slisulfugssmides ouna consemrationesd GSH delefi 2 Hne
carries out mml, apprtbdei7ol 10§ ¢t encprbsenes d'pne pancenfation Jon déngtyrantasd'yn Agendr di ng
to claimi1 &ﬂ@?mﬁﬁwwacterlsed in that, in the reactivation step, as
denat uri ng_agent, one uses arginine, guanidine hydrochloride and/or at
| east™ ofe ROREAS SRR '6f°"?’|4§atﬁéﬂeWéﬁﬁrW&"WWf °(R’7ss'°“ Aangisf eV queé r
signify Fi%? | kyl mnth 4 C-atons and R2 S|gn|f|es H or NHR1 or aIkyI mnth

l1to 3 een o cor I, 0 aIJ | char act rls

chat ¢ (hé f; %:? b mz;% dﬁng ua%;ﬁm@ﬁ?n il
tg-""cl ai m ,%5 (% :g'} 8ol %qg e AFEa T Bt coed%%ﬁrﬁ%‘%eg g
gener al ?I Hr‘a Ia'armunts to rmI/I especi aIIy 1to 3. 5

mol /1. . ProoéEé Q6165 Ja AverAication 33, L BraltBifs Odn E&%u@ﬁ@@&ﬂbﬂ%@tloﬁl & BRinine etou en
char act er i gphydrbe Wb ghanidind eét 86 0.5 BAD MM, bEFicLIGAS €5 2 B8 moRNEe WOT ks I n the
presegce of a non-proteolytically effective protein, especially in the
presence. Ofroddad iséiéh RarbubhdicdtitnI8;] daractérisé en && Q%E&oﬁdbﬁtﬁhﬁdi &g coriposd1 Ge @drmdiére
pr ecedi ng géhéralerbest de 0,5 & 4 molA, en particulier de 1 & 3,5 mol.

6. Procédé selon I'une des revendications précédentss, caractérisé en ce que, dans I'Stape de réactiva-
30 tion, on opére en présence d'une protéine non protéolytique, en particulier en présence de sérumalbu-
mine bovine.

7. Procédé selon I'une des revendications précédentes, caractérisé en ce que I'on accomplit la lyse des
cellules au moyen d'ultrasons, par dispersion sous haute pression ou 2 l'aide de lysozyme.
35
8. Procédé selon la revendication 7, caractérisé en ce que I'on accomplit la lyse dans une solution
tampon aqueuse diluée, en particulier dans du tris & 0,1 molA, 2 pH neutire 2 faiblement acide.

4 9. Procédé selon I'une des revendications précédentes, caractérisé en ce que I'on sépare les constituants
40 insolubles aprés la lyse des cellules.

10. Procédé selon I'une des revendications précédentes, caractérisé en ce que, dans I'étape de solubilisa-
tion, on opédre & pH alcalin en présence d'un agent réducteur du groupe des mercaptans et en
présence d'un agent dénaturant.

11. Procédé selon la revendication 10, caractérisé en ce que I'on opére .en présence de chlorhydrate de
guanidine st/ou d'un composé de formule générale | en tant qu'agent dénaturant.

12. Procédé selon la revendication 11, caractérisé en ce que la concentration du chlorhydrate de guanidine
50 ost de 6 mol/l et la concentration du composé de formule générale | est de 8 mol/l.

18. Procédé selon I'une des revendications 10 & 12, caractérisé en ce que I'on opére en présence de DTE,
de s8-mercaptoéthanol, de cystéine ou de GSH.

s6 14. Procédé selon I'une des revendications précédentes, caractérisé en ce que I'on accomplit la purification

et la séparation des agents réducteurs, oxydants ou dénaturants par chromatographie d'exclusion
stérique ou par dialyse.
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tharacterised in that one carries out the cell 10 ion nmea

ul trasonics, high pressure di sEer sion or |ysozyme. 8 Pr ocgmmng “l’ “l“l
to claim?7, characterised in t FBO¥AS74Bries out the digesti .
aqueous buffer solution, especially |n 0.1 nol /I tris, at a 15 neutra

1 S A O e A S bt o,

the i nsoPtBF rocess accordi ng to one of the preceding
cl al M1 %Pooédéc Gﬁeea nh.eat.ht&ar A 15]) chritfsrisd &R c0Tque %r#@dn&d RALFAOEbMMENE
wor ks Foksind PAE gdnid deh&iqly, esence of a reduci ng agent of the
ner capto gr oup and 'n t e presence of a denaturing agent. 11. Process

actor diz1@-Kathoh |ggl:6§y|3 @timEdbRY QU bt Btfecdbtoni patJe prodéaébeldhane\Bdsltvehdicatidhe 11ar esence
of guani dgne hydro- chloride and/or of the general fornula | as denaturing

agent. 12. Process according to claim11l, characterised in that the
CONgeE g Prdcédd selon Buevahdidation 6, yalactseisd anrce dae 50 sépageaparitnditemént s échahgelr, d'ibisat  of

t he conpaudisifoé mixiesdepeatéinet dé glutathibradd la potéie nuri thédifiéd.3 . Process accordi ng
to one of clains 10 to 12, characterised that one works in the presence of
DTE, [err] cysteine or GSH. -16- 14. Process according to one of the
preceding clainms, characterised in that one carries out purification and
sep& ati on of reducing, oxidising and denaturing agents by nmeans of steric
excl usi on chronmat ography or 5 di al ysis. 15. Process according to one of
the preceding clains, characterised in that, after the step of
reactivation, one carries out a purification step by neans of dialysis. 10
16..  Process according to one of clainms 1 to 15, characterised in that one
used’ t-PA as gene- technol ogically produced eukaryotic protein. - 17.
Stinul at abl e, non-glycosilated t-PA, obtainable according to the process
according to one of clains 15 1to 16. 18. Process according to claim
6, characterised in that one separates the m xed di sul phide of protein and
gl ugat hi one fromthe non-nodified protein by ion exchanger treatnent.
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