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Beschrelbung

Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Renaturierung von Proteinen.

Unter Renaturierung von Proteinen wird im Rahmen der vorliegenden Erfindung die Herstellung oder
Wiederhersteliung der normalen biologischen Funktion von Proteinen verstanden, wobei angenommen wird,
daB hierbei die natiirliche Sekundér-, Tertiir- und gegebenenfalls Quartirstruktur wiederhergestellt wird.

Dem Problem der Renaturierung von Proteinen kommt groSe Bedeutung zu, da biologisch aktive
Proteine vielfach durch die daran vorgenommenen Handlungen, beispielsweise bei ihrer Abtrennung von
Begleitstoffen, denaturiert werden und hierbei die interessierende biologische Aktivitiit ganz oder teilweise
einbiifen. Renaturierung ist auch von Bedeutung bei synthetisch oder nach Methoden der Gentechnologie
hergesteliten Proteinen, da man hierbei in vielen Féllen nur.die richtige Primarstruktur, also Aminosiurese-
quenz, erhilt, die angestrebte Ausnutzung der biologischen Aktivitdt aber voraussetzt, daB eine Renaturie-
rung unter Ausbildung der natlirlichen Sekundérstrukiur, Terli#irstrukiur und gegebenenfalls auch der
Quartéirstruktur gelingt.

Aus der US-PS 4,530,787 ist es bersits bekannt, synthetische Protsine, welche reduziertes Cystein
enthalten, mit Jodosobenzoat unter Wiedergewinnung ihrer biologischen Aktivitét zu oxidieren. Selbst wenn
diese Methode aligemein anwendbar sein sollte, wiirde sie doch nur éin Teilproblem der Renaturierung von
Proteinen 18sen. ’ _

G. Zettimeissl, R. Rudolph und R. Jaenicke, Biochemistry Vol. 18 (1879), Seiten 5567 bis 5575, haben
die Renaturierung eines oligomeren Enzyms, ndmlich der Lactat-Dehydrogenase, unter Wiedergewinnung
ihrer Tertidrstruktur untersucht und dabei festgestellt, daB bei einer solchen Renaturierung zwei konkurrie-
rende Reaktionen ablaufen, némlich die Renaturierung einerseits und die Bildung von inaktiven Aggregaten
andererseits. Fiir die Erzielung guter Renaturierungsausbeuten muBte dabei darauf geachfet werden, dag
eine Grenzkonzentration an Enzymen in der L&sung nicht Uberschritten wird. Ein aligemeines Verfahren zur
Renaturierung von Proteinen 4Bt sich daraus jedoch nicht herleiten. '

Aus WO-A-84/03711 ist es bekannt rekombinantes Methionin-Prochymosin nach AufiSsung in Denatu-
rierungspuffer langsam auf das 10- bis 50-fache Volumen durch Zugabe zu geriithrtem Verdlinnungspuffer
zu verdiinnen und durch anschlieBendes Stehenlassen, Herabsetzung des pH-Wertes und erneutes Stehen-
lassen, Ans#uern und Neutralisation in katalytisch aktives Chymosin zu iberfihren. Die eigentliche Renatu-
rierung erfolgt hierbei durch Verringerung des pH-Wertes der L&sung. Kritische Bedingungen, die flr die
Renaturierung wesentlich sind, lassen sich darliberhinaus aus dieser Literaturstelle nicht entnehmen.

Aufgabe der Erfindung ist deshalb die Schaffung eines Verfahrens, weiches generell eine Verbesserung
der Renaturierung von Proteinen ermdglicht.

Gelbst wird diese Aufgabe erfindungsgem&B durch ein Verfahren zur Renatunerung von denaturierten
Proteinen in L3sung in einem Renaturierungspuffer, welches dadurch gekennzeichnet ist, da8 man eine
L8sung des zu renaturierenden Proteins in der Konzentration, bei der im gew#hlten Puffer die h&chste
Ausbeute an nativem renaturierten Protein erhalten wird (kritische Konzentration), herstellt und nach Bildung
des Faltungsintermediats weiteres zu renaturierendes Protein in der zur Erzielung erforderlichen Menge
2usetzt.

Das Vertahren beruht auf der Entdeckung, daB eine méglichst hohe Ausbeute an renaturiertem Protein
bei gleichzeitig maximaler Geschwindigkeit der Renaturierung dann erzielt werden kann, wenn ein bestimm-
ter kritischer Konzentrationswert des .denaturierten, zu renaturierenden Proteins in der L&sung nicht
{iberschritten wird, wobei dieser Wert von der Art des jeweiligen Proteins und den Bedingungen, unter
denen die Renaturierung durchgefiihrt wird, abhfingt. Hierbei kommt es darauf an, daB das Verhiltnis von
zwei miteinander konkurrierenden Reaktionen, nfimlich die unerwlinschte Bildung von inaktivem Protein (z.
B. Aggregaten) einerseits und die Bildung eines Faltungsintermediats andererseits, welches schiieflich ins
endgliltige native renaturierte Protein Uibergeht, so verschoben wird, daB nur ein méglichst geringer Anteil
an inaktivem Protein auftreten kann. Hierzu ist es erforderlich, die proteinspezifische und bedingungsspezifi-
sche kritische Konzentration des zu renaturisrenden Proteins, die Renaturierungskinetik und die Zeit bis zur
Bildung des Faltungsintermediats zu berticksichtigen.

Diese drei flir das Verfahren wesentlichen Parameter lassen sich jeweils chne weiteres bestimmen. Die
kritische Konzentration B sich durch eine Eichkurve feststellen, die man erhilt, indem man im jeweils
gewdhlten Renaturierungspuffor verschiedene Konzentrationen an denaturiertem Protein einsetzt und die
dabei in einem vorgegebenen Zeitraum erzielte Endausbeute an renaturiertem Protein mist. Die kritische
Konzentration entspricht dem Wert, bei dem die héichste Ausbeute (relative Ausbeute in % der Ausgangs-
konzeniration) an nativem renaturiertem Protein erhalten wird.

Die Renaturierungskinetik kann ebenfalls nach bekannten Methoden bestimmt werden. Dabei wird bei
der maximal moglichen Konzentration die flir die Umwandlung ins renaturierte Protein erforderiiche Zeit
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bestimmt.

Die Zeit bis zur Bildung des Faltungsintermediats &8t sich schlieBlich nach einer ganzen Relhe von
verschiedenen Verfahren bestimmen. Eine erste Bestimmungsmethode besteht in der Messung des
Zirkulardichroismus (CD). Hierbei wird zweckm#8ig sine Wellenléinge. ausgewahit, bei der ein groBes Signal
erhalten wird und dann die entsprechende Kurve gemessen, wobei in der Regel ein steiler Anstieg in relativ
kurzer Zeit erfolgt und die Kurve dann abflacht, sobald das Faltungsintermediat gebildet ist. Eine weitere
M@dglichkeit besteht darin, das- Verschwinden der SH-Gruppen durch Bildung intramolekularer Disulfidbrlik-
ken zu verfolgen. Hierbei ist jedoch zu beachten, daB keine intermolekularen Disulfidbrlicken gebildet
werden diirfen, was durch Kontrolle des Molekulargewichts'geschehen kann, welches im letzteren Falle
ansteigen wiirde.

Eine weitere Mdglichkeit bestelit in der Fluoreszenzmessung. Sie beruht auf der Tryptophan- bzw.
Tyrosinfluoreszenz, welche sich verindert, wenn die aromatischen Reste -in eine hydrophobe Region des
gefalteten Proteins Uberflihrt werden. Weitere Mdglichkeiten sind limitierte Proteolyse, da mit zunshmender
Bildung des Faltungsintermediats auch der proteolytische Angriff verringert wird. Ebenfalls ist es mdglich,
diese Bestimmung durch hydrodynamische Messungen durchzufiihrien. Beispielsweise wird hier die
Infrinsic-Viskositit gemessen, die absinkt, da das Faltungsmtermedlat zur ‘Bildung einer L8sung mit -
geringerer Viskositét fihrt.

Fir die Praxis genligt es, die kritische Konzentration und die Zeit bis zur Blldung des gegen die
Nebenreaktion zu inaktivem Protein geschlitzten Faltungsintermediats zu bestimmen und mit der kritischen
Konzeniration jewsils zu beginnen und nach Ablauf der Bildung des Faltungsintermediats erneut das in der
Zwischenzeit aus der L&sung durch Umwandlung verbrauchte denaturierte Protein aufzustocken. Dies kann
schrittweise geschehen, indem man die Zeiten und kritischen Konzentrationen vorgibt und dann jeweils
nach Ablauf der Intermediatbildung die bekannte Menge an hierbei umgewandeltem denaturiertem Protein
ersotzt. Alternativ 8Bt sich das Verfahren auch kontinuierlich gestalten, indem immer gerade so viel
denaturiertes Protein neu zugegeben wird, wie durch Neubildung von Faltungsintermediat abgeht. Auf diese
Weise 138t sich die Renaturierung in einem Kreisverfahren durchfithren, bei welchem man bsispielsweise
das zu renaturierende Protein in einem daflir geeigneten Ldsungsmittel, wie z. B. stark verdiinnter
Salzs3ure, geldst oder in lyophilisierter Form in jewsils solcher Menge kontinuierlich dem Renaturierungsre-
aktor zuflihrt, daB die optimale Renaturierungskonzentration erhalten wird. Der Renaturierungspuffer wird
gleichzeitig in solcher Zusammensetzung kontinuierlich zugeflihrt, daf die Bedingungen hinsichtlich pH-
Wert, Substanzkonzentrationen und dergleichen konstant bleiben. Durch entsprechende Gestaltung des
Reaktors, der bespislsweise schleifenférmig aufgebaut sein kann und die durch die Zugabegeschwindigkeit
und -menge von Protein und Puffer definierte Stromungsgeschwindigkeit kann eine Aufenthaltsdauer

festgelagt werden, die der Zeit bis zur Bildung des Faltungsintermediats entspricht. Danach wird reaktivier-

tes Protein kontinuierlich abgezogen, bsispielsweise durch Abirennung mittels Ultrafiltration, umgekehrte
Osmose und derglsichen und als Retentat gegebenenfalls einer Aufirennung in inaktive Aggregate und
aktives Protein unterzogen. Bevorzugt wird das kontinuierliche Verfahren so durchgefiihrt, da8 die abge-
frennte Pufferidsung dem Reaktor kontinuierlich wieder zugeflhrt wird. )

Bei der kontinuierlichen Durchfiihrung des erfindungsgeméBen Verfahrens ist es bevorzugt, anfangs wie
beim nichtkontinuierlichen Verfahren das denaturierte Protein in der vorstehend beschrisbenen- Weise so
lange zuzudosieren, bis sich eine optimale Konzentration an renaturiertern nativem Protein eingestellt hat.
Sobald dies ereicht ist, wird mit der kontinuierlichen Entnahme der relativ konzentrierten LOsung an
reaktiviertem Protein begonnen und dann erst ins wirklich voll konfinuierliche Verfahren. libergegangen. Die
Eintrittsphase, in der die Konzentration an reaktiviertem Protein noch ansteigt, ist daher der eigentlichen
kontinuierlichen Durchfllhrung vorgeschaltet. Als optimale Konzentration von renaturiertem Protein wird
dabei die héchstmégliche Konzentration verstanden, bei der noch keine Probleme mit Unidslichwerden von
Bestandteilen des Reaktionssystems auftreten.

Vorzugsweise wird beim erfindungsgeméBen Verfahren lyophilisiertes denatunertes Protein eingesetzt.
Handelt es sich jedoch um ein Protein, das nur langsam und schwierig in L&sung zu bringen ist, so erfoigt
die Zugabe in gelbster Form, um das Zeitmerkmal des erfindungsgemiBen Verfahrens definiert einhalten
zu kdnnen.

Durch das erfindungsgem#ife Verfahren wird zwar die unerwlinschte und mit der Renaturierung
konkurrierende Aggregatbildung minimalisiert, aber nicht véllig unterdriickt. Die gebildeten inaktiven Aggre-
gate weisen jedoch ein wesentlich h8heres Molekulargewicht auf und lassen sich daher leicht vom
renaturierten Protein durch Trennungsmethoden entfernen, welche diesen Molekulargewichtsunterschied
ausnutzen, beispieisweise also durch Molekularsiebfraktionierung, gegebenenfalls Ulirafiliration mit geeigne-
ten AusschiuBgrenzen, Gradienten-Zentrifugation und dergleichen. So abgetrennte Aggregate k&nnen dann
nach ihrer Solubilisierung wieder in das Renaturierungsverfahren eingesetzt werden.
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Als Renaturierungspuffer kommen die hierflr bekannten Zusammensetzungen in Betracht. Der pH-Wert
muB im Rahmen des pH-Wertes liegen, bei dem das betreffende Protein gute Stabilitdt aufweist, zweckm¥-
Big nahe beim pH-Wert der maximalen Stabilitit liegen. Um den denaturierenden EinfluB von Verunreinigun-
gen, beispielsweise von Schwermetallen, auszuschliefien, wird zweckmé8ig in Gegenwart von Komplexbild-
nern, wie EDTA und #hnlichen Verbindungen gearbeitet. So ist beispielsweise flir den Fall der Lactat-
Dehydrogenase Phosphatpuffer pH 6 bis 8, der ungefihr 1 mM EDTA und 1 mM DTE enthdlt, brauchbar.
FUr Lysozym hat sich schwach alkalischer Tris/HCI-Puffer bew&hrt, der neben EDTA eine SH-Gruppen-
haltige Substanz und eine kleine Menge des korrespondierenden Disulfids enthélt. Fiir die Renaturierung
von tPA seignet sich bespielsweise der in der Deutschen Patentanmeldung P 3 537 708 beschriebene
Reaktivierungspuffer. Flir zahlreiche weitere Proteine sind geeignete Renaturierungspuffer bekannt oder
lassen sich auf Basis der bekannten Eigenschaften des Proteins, insbesondere hinsichtlich der pH-Stabilitét,
Gohalt an SH-Gruppen, Schwermetallempfindlichkeit und dergleichen vom Fachmann anhand einiger
Vorversuche herausfinden.

Bekannt war es, daB flir die Renaturierung bestimmte Konzentrationsgrenzwerte nicht Uberschritten
werden soliten. Neu ist die Erkenntnis, daB gr6Bere Mengen an denaturiertem Protein nicht etwa gréBers
Mengen an L&sungsvolumen erfordern, um gr8Bere Mengen an renaturiertem Protein zu erzielen, sondem
daB man in derselben L&sung durch stindige Neinzugabe oder intermittierende Neuzugabe von denaturier-
tem Protein weiterarbeiten kann und damit zu wesentlich hheren Konzentrationen an renaturiertem Protein
gelangen kann, als dies nach dem Stand der Technik flir méglich gehalten wurde.

Die folgenden Beispiele erldutern die Erfindung weiter.

Beispiel 1

Puisreaktivierung von Lysozym

a) Vorbeéreitung der Enzymidsungen
Konzentrationsbestimmung (A Absorption einer 1%igen L6sung bei 280 nm)
natives Lysozym: = 26,3
reduziertes Lysozym: A = 23,7
Bestimmung der spezifischen Aktivitit:
- 2mg Lysozym in 1 ml 0,066 mol K-Phosphat, pH 6,2 I8sen; Konzentration bestimmen durch UV
Absorption
- Testibsung: 2,6 mg Zellwand von Micrococcus lysodeikticus in 10 ml 0,066 moll K-Phosphat, pH
6,2 suspendieren
- Test bsi 25°C: 1 ml Zellwandsuspension plus 0,03 ml Lysozymlbsung (1:40 vorverdlinnt);
Abnahme der Trlibung bei 450 nm verfolgen
Spez. Aktivitit = 60 000 IU/mg
Reduktion/Denaturierung:
- 500 mg Lysozym 3 h bei 25°C inkubieren in 0,i mol/1 Tris/HCL, pH 86 + 6 moll Gdn*HCI +
150 mmol/l DTE _
- pH auf pH 3 einstellen und Probe teilen
Teil A
- Geffiltration iber Sephadex G 25 F (saulenvolumen 270 mi) in 0,01 mol/ HCI
- Peakfraktionen vereinigt und lyophilisiert
Teil B
- Dialyse gegen 3 x 1 L 0,01 moli HCl bei 4*°C
- Lyophilisation
Beide Verfahren der Entsalzung (Teil A und B) ergeben reduziertes Lysozym, das sich bezliglich
der Reaktivierungseigenschaften nicht unterscheidet.
- Das lyophilisierte, reduzierte Enzym wird bel <40 C unter Nz aufbewahrt.
Reoxidation/Reaktivierung:
- 12 mg reduziertes Lysozym in 1 ml 0,01 mol/l HCI [6sen
- Milliporefiltration
- Konzentrationsbestimmung durch UV-Absorption
- Reoxidation bei 25° C durch Verdlnnen in 0,1 mol Tris/HCI, pH 8,2 + 1 mmoli EDTA + 3 mmoi!
GSH + 0,3 mmol/l GSSG
b) Bestimmung der kritischen Konzentration der Renaturierung
- Reduktion/Reoxidation wie oben beschrieben erfolgt durch Variation der Proteinkonzentration im
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Reaktivierungsansatz. Das Ergebnis zeigt Fig. 1, wo die Konzentrationsabhéngigkeit der Reaktivie-
rung von reduziertem Lysozym nach 20 h Reoxidation bei 26° C graphisch dargestellt ist.

¢) Zeit bis zur Bildung des Faltungsintermediats

Durch Reduktion/Reoxidation wie oben beschrieben wird die Kinetik der Reaktivierung von redu-
ziertem Lysozym bei einer Proteinkonzentration von 0,03 mg/mi; 25° C bestimmt. Das Ergebnis ist
in Fig. 2 graphisch dargestslit.

d) "Puls-Reaktivierung" von reduziertem Lysozym

1,6 bzw. 2,4 ml 0,125 mol Tris/HCI, pH 82 + 1,25 mmoll EDTA + 3,75 mmol/l GSH + 0,375
mmolA GSSG vorgslegt,
1. Versuch

In Zeitabstinden t = 10 min 20 x jew. 20 ul.reduziertes Lysozym in 0,01 mold HCl zugeben.

Konzentrationserhhung pro Puls: 0,11 - 0,13 mg/mli Endkonzentration nach 20 Pulsen: 2,15 mg/ml
Vergleichsreaktivierung ohne Puls: Einmalige Zugabe auf gleiche Endkonzentration. Die Pufferbe-
dingungen entsprechen nach Verdiinnung dem o. g. Reoxidationspuffer.

Nach 2 h Reaktivierung bei 25°C

Pulsreaktivierung: 2200 IU/mg
Vergleich ohne Puls: 470 U/mg
2. Versuch:

In Zeitabstinden t = 10 min 20 x jew. 30ul reduziertes Lysozym in 0,01 mol/l HCI zugeben.

Konzentrationserh8hung pro Puls: 0,034-0,042 mg/ml Endkonzeniration nach 20 Pulsen: 0,68
mg/ml

Vergleichsaktivierung: Einmalige Zugabe auf gleiche Endkonzentration

Nach 0,5 h Reaktivierung bei 25° C:

Pulsreaktivierung: 7660 1U/mg
Vergleich chne Puls: 1400 WW/mg
3. Versuch -

In Zeitabstinden t = 20 min 20 x jew. 20 wl reduziertes Lysozym in 0,01 moll HCI zugeben.

KonzentrationserhShung pro Puls: 0.035-0,044 mg/ml Endkonzentration nach 20 Pulsen: 0,71
mg/ml

Vergleichsreaktivierung: Einmalige Zugabe auf gleiche Endkonzentration

Nach 24 h Reaktivierung bei 25°C

Pulsreaktivierung: 10100 U/mg

Vergleich ohne Puls: 1400 IU/mg

Aus diesen Resultaten ergibt sich, daB

Die Reaktivierungsausbeute bei Proteinkonzentrationen >0,1 mg/ml kontmwerllch abnimmt.

Bei 25°C ist die Reaktivierung unter den gegebenen Reox:datlonsbedmgungen nach 15 min fast
volistéindig abgeschlossen (Fig. 2)

Durch "Puls-Reaktivierung" geméB Erfindung kann im Verlelch zur ungepulsten Reaktivierung eine
5 bis 7fach hhere Ausbeute erreicht werden. :

Beisplel 2

"Puls-Reaktivierung™ von LDH-M4

a) Vorbereltung der Enzymldsung:

LDH-M, (aus Schweinemuskel) Suspension in (NH4)2SOs (Hersteller: Boehrmger Mannheim GmbH,
Best.Nr. 107077) wird zentrifugiert und das Pellet mit 1/6 des ursprlinglichen Volumens in 0,1 molA
K-Phosphat, pH 7,6 + 1 mmoll EDTA + 1 mmoll DTE aufgenommen. '
und gegen 2 x 1 L des gleichen Puffers bei 4°C dialysiert.
Konzentrationsbestimmung Uber A = 14 (A = Absorption einer 1%|gen L6sung bei 280 nm)
Der Aktivitdtstest bei 25°C entsprechend R. Hermann, R. Jaenicke & R. Rudolph, Biochemistry 20
(1981) 5195-5201 ergibt

Spez. Aktivitdt = 300 1U/mg
Denaturierung/Reaktivierung
Denaturierung: 1:5 Verdinnung mit 6,1 mol/1 HaPO, 6 Min. Inkubation bei 0°C
Reaktivierung 1:3 Verdlinnung mit 0,1 mol/1 K-Phosphat, pH 12,65 + 1 mmol/t EDTA + 1 mmolA
DTE bei 20° C; nach der Mischung war der pH der L8sung pH 7,6

b) Bestimmung der kritischen Konzentration der Renaturierung
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- Denaturierung/Reaktivierung erfolgen wie oben angegeben unter Variation der Protemkonzentrauon
im Denaturierungsansatz.
Fig. 3 zeigt die erhaltene Konzentrationsabhingigkeit der Reakt(werung von LDH-M: nach Siure-
denaturierung, wobei die Aktivitit nach 20 h Reakhvierung bei 25°C gegen die Konzentration
aufgetragen ist.
c) Bestimmung der Zeit bis zur Bildung des Faltungsmtermedlats
- Durch Denaturierung/Renaturierung wie oben wird die Kinetik der Reaktivierung von sfuredenatu-
rierter LDH-Ms bei einer Proteinkonzentration von 0,01 mg/ml; 25° C bestimmt. Das Ergebnis zeigt
Fig. 4
d) Kontinuierliche Reaktivierung von ‘shuredenaturierter LDH-M;.
In sinem geschlossenen Reakior wurden kontinuierlich suredenaturierte LDH- M. und Reaktivierungspuf-
fer eingespeist.

Der verwendete Reaktivierungsreaktor ist schematisch in Figur 5 dargestelit.

Aus VorratsgefdBen A und B wird kontinuierlich L&sung des Enzyms und Denaturierungsidsung Uber
die Pumpen Py und P2 zugefilhrt und in der Mischstrecke V1 denaturiert. Die denaturierte EnzymiGsung
wird in den Renaturierungsreaktor V2 kontinuierlich eingeflihrt. Gleichzeitig wird Renaturierungsldsung aus
dem VorratsgefdB C {ber die Pumpe Ps ebenfalls dem Reaktor V2 kontinuierlich zugeflihrt. Renaturierte
Lésung wird kontinuierlich abgezogen und im Fraktionssammler gesammelt. Die Zusammensetzung der
L&sungen und die im Reaktor vorliegenden Bedingungen waren wie folgt: '

A: 7,43 mg/ml LDH-M, in 0,1 mol/1 K-Phosphat, pH 7,6 + 1 mmoid DTE + 1 mmoil EDTA bei 0°C
B: Denaturierungspuffer: 0,1 mol HsPO4 bei 0° G '
C: Renaturierungspuffer: 0,1 moll K-Phosphat, pH 12,6 + 1 mmoll DTE + 1 mmol/l EDTA bei 25°C
(pH nach Mischung mit B: pH 7,6)
V1: Denaturierungsvolumen Vi = 0,25 ml. Ergibt eine Denaturierungsdauer von 3 min. bei 0° C
V2: Renaturierungsvolumen V2 = §8 ml; 25°C '

Pumpengeschwindigkeit: Pi: 1 mih .

' P2: 4 mlh
P3: 10 mi/h

Bei der gegebenen ReaktorgréBe/Pumprate ergibt sich flir die mittlere Verweilzeit eines Moleklls im
Reaktor 2,9 Stunden.

Bei dem Lauf wurden Proben a 2,5 ml gesammelt und die Endreaktivierung nach 24 h bei 25° C bestimmt.

Fig. 6 zeigt den Aktivititsanstieg bei Aufladen des Reaktors. :

Nach etwa 4 h wird eine konstante Reaktlwerungsausbeute erreicht.

- Endkonzentration der Reaktivierung: 0,5 mg/ml
- Ausbeute: Kontinuierliche Reaktivierung: | 10,2 lU/mg
- Vergleich ohne Puls: 1,9 lWU/mg

Die obigen Ergebnisse zéigén, daB erfindungsgemiB eine etwa 5,4fach hShere. Ausbeute erreicht wird,
als bei Direktreaktivierung bei gleicher Endkonzentration.

Belsplel 3

Puls-Reaktivierung von rec-tPA

a) Vorbereitung der "refractile bodies (RB)" _
"RB"-Préparation durch ZellaufschiuB und diverse Zentrifugations-/Waschschritte erfolgte analog dem
Verfahren der EP-A1-0114 506, Beispiel 7. tPA ist in den "RB's" mit Fremdprotein verunreinigt, inaktiv
und unldslich.
Solubilisierung durch Reduktion/Denaturierung:

- "RB's” aus 2,5 g Zellen 3 h bei 25" C inkubiert in 10 ml 0,1 molAd Tris/HCL, pH 8,6 + 6 moll Gdn-

HCL + 1 mmol/l EDTA + 150 mmol/DTE

- Gesamtprotein in den "RB's" nach Reduktion: 41,5 mg
pH auf pH 3 einstellen mit HCI konz. und Gelfiltration lUber Sephadex G25 F (Siulenvolumen = 270 ml)
in 0,01 molfl HCL.
b) Bestimmung der Konzentrationsabhéngigkeit der Reaktivierung
Die saure Fraktion des reduzierten Proteins wird mit maximaler Reaktivierbarkeit (¢ = 0,83 mg/ml)
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reoxidiert durch 1:3 bis 1:500 Verdlnnung in 0,1 mol/ Tris/HCL, pH 10,4 + 1 mmoli EDTA + 0,5 moll
L-Arginin + 1 mg/m| BSA + 1 mmoll GSH + 0,2 mmoll GSSG.

Die Reoxidationsbedingungen bei verschiedenen Verdlinnungen werden konstant einjustiert. Nach 25-27
h Reoxidation bei 25° C wird die Aktivitat bestimmt. Vor der Aktivierungsmessung wird mit Reoxidations-
puffer auf gleiche Endkonzentration eingestelf. Die Ergebnisse zeigen Tabelle 1 und Figur 7 der
Zeichnung.

Tabelle 1
Konzentrationsabhéingikeit der Reaktivierung von rec-tPA
Protein konzentration' (Lg/mi) Ausbeute? Stimulierbarkeit (Fakfor)
277 31.3 16,8
138 52,4 17,0
92,2 64,9 18,5
55,3 : 749 21,5
27,7 - 91,5 17.5
17,3 95,6 253
8,68 100,0 20,5

5,53 97,8 19,8
3,95 94,4 20,6
1,84 85,3 18,7

' Proteinkonzentration bei Reaktivierung (Gesamtprotein)
2 Bezogen auf maximalen Reaktivierungswert

c) Bestimmung der Kinetik der Reaktivierung
- Reduktion/Reoxidation werden wie oben durchgefiihrt.
Aufgrund der Unreinheit des Materials konnte die Zeit bis zur Bildung des Faltungsintermediats
nicht direkt gemessen werden, sondern wurde indirekt Uber die Kinetik der Reaktivierung und
Variation der Pulsrate zu etwa 40 bis 60 Minuten bestimmt.
Figur 8 zeigt die Kinetik der Reaktivierung von rec-tPA bei einer Gesamiproteinkonzentration von
15 ng/mil bei 20 C. Reaktivierung bezogen auf Endausbeute nach 30 h.

d) "Puls-Reaktwnerung von rec-tPA

In Zeitintervallen zwischen 2 min und 45 min wurde 15 x jewsils 10 1Ll reduzierter rec-tPA in 0,01 moiA
HCI zu 300 1l Reaktivierungspuffer gegeben (25° C).
- Reaktivierungspuffer vor Pulsreaktivierung: 0,15 molA Tris/HCI, pH 10,5 + 1,5 mmoll EDTA + 0,5
‘mol/l L-Arginin + 0,3 mmol/l GSSG + 1,5 mmoll GSH
- Reaktivierungspuffer nach Zugabe des reduzierten Proteins:
0,1 molAl Tris/HCI, pH 10,4 + 1 mmold EDTA + 0,33 moli L-Arginin + 0,2 mmoll GSSG + 1
mmol/l GSH.
- Konzentrationserhhung pro Puls: 18 - 27 ng/ml
- - Endkonzentration nach 15 Pulsen: 227 ug/ml
Die Aktivititsmessung erfolgt nach 24 h Reoxidation bei 20 C. Die Ergebnisse zeigt Tabelle 2:
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Tabelle 2

Puls-Reaktivierung von rec-tPA

Pulsrate (min) | Ausbeute’ (%) | Stimulierbarkeit (Faktor)
2 31,3 71
10 - 386 8,1
20 . 3958 9,0
30 448 8.2
45 45,8 7.8

' Bezogen auf maximale Reaktivierung entsprechend Fig. 7

Kommentar: .

- Bei dem verwendeten Ausgangsmaterial nimmt die Reaktivierungsausbsute - bezogen auf einge-
setzte Proteinmenge - bei Konzentrationen > 20 wg/mi ab (Figur 7). Die Stimulierbarkeit durch
CNBr-FSP erweist sich im Rahmen der MeBgenauigkeit als unabhéingig von der Reaktivierungskon-
zentration (Tabelle 1). ’ .

- Bei 20°C betrigt die Halbwertszeit der Reaktivierung unter den gegebenen Versuchbedingungen
7+ 2 Stunden.

- Die Reaktivierungsausbeute steigt mit zunehmender Verweilzeit zwischen den Reaktivierungspul-
sen (Tabelle 2).

Patentanspriiche

1.

2.

5.

6.

Verfahren zur Renaturierung von denaturierten Proteinen in L&sung in einem Renaturierungspuffer,
dadurch gekennzeichnet, '

daB man eine Ldsung des zu renaturierenden Proteins in der Konzentration, bei der im gewihlten
Puffer die hdchste Ausbeute an nativem renaturierten Protein erhalten wird (kritische Konzentration),
herstelit und nach Bildung des Faltungsintermediats weiteres zu renaturierendes Protein in der zur
Erzielung erforderlichen Menge zusetzt.

Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gékennzelchnet, dag das Verfahren diskontinuierlich durchge-
fuhrt wird, indem jeweils nach Ablauf der. zur Bildung des Faltungsintermediats erforderlichen Zeit, die
zur Erzielung der kritischen Konzentration erforderliche Menge an denaturiertem Protein zugesetzt wird.

Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB zur kontinuierlichen Renaturierung einem

" Reaktor kontinuierlich die zur Erzielung der kritischen Konzentration erforderliche Menge an denaturier-

tem Protein und die entsprechende Menge an Renaturierungspuifer zugefiihrt werden und die Verweil-
dauer der Mischung im Reaktor auf die zur Bildung des Faltungsintermediats benétigte Dauer
singeregelt wird. .

Verfahren nach Anspruch 3,

dadurch gekennzeichnet,

daB das denaturierte Protein dem Reakior so lange zugesetzt wird, bis sich die h&chstm&giliche
Konzentration an renaturiertem Protein, bei der noch keine Bestandteile des Reaktionssystems unids-
lich werden (optimale Konzentration) eingestellt hat und dann die so erhalten L&sung kontinuierlich

- entnommen und durch Ldsung von denaturiertem Protein in optimaler Konzeniration entsprechend

ersetzt wird.

Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche,

" dadurch gekennzeichnet,
daB gebildete inaktive Proteinaggregate auf Basis ihres hheren Molekulargewichts vom renaturierten
Protein abgetrennt und nach AufiSsung wieder in das Verfahren eingesetzt werden.

Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche,
dadurch gekennzeichnet,
daB das denaturierte Protein in lyophilisierter oder in vorgel&ster Form in das Verfahren eingesetzt wird.
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Tabelle 2

Puls-Reaktivierung von rec-tPA

Pulsrate (min) | Ausbeute' (%) | Stimulierbarkeit (Faktor)
2 : 313 _ 7.1
10 386 8,1
20 39,5 9,0
30 " 448 82
45 458 78

1 Bezogen auf maximale Reaktivierung entsprechend Fig. 7

Kommentar:

- Bei dem verwendeten Ausgangsmaterial nimmt dle Reaktmerungsausbeute bezogen auf einge-
setzte Proteinmenge - bei Konzentrationen > 20 ug/ml ab (Figur 7). Die Stimulierbarkeit durch
CNBr-FSP erweist sich im Rahmen der Mefgenauigkeit als unabhﬁnglg von der Reaktivierungskon-
zentration (Tabelle 1).

- Bsi 20° C betrigt die Halbwertszeit der Reaktivierung unter den gegebenen Versuchbedingungen
7% 2 Stunden.

- Die Reaktlvrerungsausbeute steigt mit zunehmender Verweilzeit zwischen den Reaktivierungspul-
sen (Tabelle 2).

Patentanspriiche

1. Verfahren zur Renaturierung von denaturierten Protemen in Ldsung in einem Renatunerungspuﬁer,
dadurch gekennzeichnet,
daB man eine Losung des zu renaturierenden Proteins in der Konzentration, bei der im gewéhlten
Puffer die héchste Ausbeute an nativem renaturierten Protein erhalten wird (kritische Konzentration),
herstellt und nach Bildung des Faltungsintermediats weiteres zu renaturierendes Protein in der zur.
Erzielung erforderlichen Menge zusetzt.

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, da8 das Verfahren diskontinuierlich durchge-

fUhrt wird, indem jeweils nach Ablauf der zur Bildung des Faitungsintermediats erforderlichen Zeit, die
zur Erzielung der kritischen Konzentration erforderliche Menge an denaturiertem Protein zugesetzt wird.

8. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, da8 zur kontinuierlichen Renaturierung einem
Reaktor kontinuierlich die zur Erzielung der kritischen Konzentration erforderliche Menge an denaturier-
tem Protein und die entsprechende Menge an Renaturierungspuffer zugefiihrt werden und die Verweil-
dauer der Mischung im Reaktor auf die zur Bildung des Faltungsintermediats benbtigte Dauer
eingeregelt wird.

4. Verfahren nach Anspruch 3,
dadurch gekennzelchnet,
daB das denaturierte Protein dem Reakior so lange zugesetzt wird, bis sich die h&chstmdgliche
Konzentration an renaturiertem Protein, bei der noch keine Bestandteile des Reaktionssystems unifs-
lich werden (optimale Konzentration) eingestellt hat und dann die so erhalten Ldsung kontinuierlich
- entnommen und durch L&sung von denaturiertem Protein in optimaler Konzentration entsprechend
ersetzt wird.

5. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche,
dadurch gekennzelchnet,
daB gebildete inaktive Proteinaggregate auf Basis ihres htheren Molekulargewichis vom renaturierien
Protein abgetrennt und nach Aufldsung wieder in das Verfahren eingesetzt werden.

6. Verfahren nach einem der vorhergshenden Ansprliche,
dadurch gekennzeichnet,
daB das denaturierte Protein in lyophilisierter oder in vorgel&ster Form in das Verfahren eingesetzt wird.

8
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Claims

1.

4.

Process for the renaiuration of denatured protsins in solution in a renaturation buffer, characterised in
that one prepares a solution of the profein to be renatured in the concentration in which, in the selected
buffer, the highest yield of native renatured protein is obtained (critical concentration) and, after
formation of the folding intermediate, adds further protem to be renatured in the amount necessary for
the achievement.

Process accoi'ding to claim 1, characterised in that the process is carried out discontinuously in that, in
each case after expiry of the time necessary for the formation of the folding intermediate, the amount of
denatured protein necessary for the achievement of the critical concentration is added thereto.

Process according to claim 1, characterised in that, for the continuous renaturation, into a reactor are
continuously introduced the amount of denatured protsin for the achievement of the critical concentra-
tion and the corresponding amount of renaturation buffer and the residence time of the mixture in the
reactor is adjusted to the period needed for the formation of the folding intermediate.

Process according to claim 3, characterised in that the denatured protein is left in the reactor until the
highest possible concentration of renatured protein is reached at which still no components of the
reaction system become insoluble (optimum concentration) and then the so obtained solution is
removed continuously and correspondingly replaced by a solution of denatured protein in optimum
concentration.

Process according to one of the preceding claims, characterised in that inactive protein aggregate
formed is separated off on the basis of its higher molecular weight from renatured protein and, after
dissolving, again introduced into the process.

Process according to one of the preceding claims, charécterised in that the denatured protein is
introduced into the process in lyophilised or pre-dissolved form.

Revendications

1.

Procédé de renaturation et de dénaturation de protéines en solution dans un tampon de renaturation,
caractérisé en ce que I'on prépare une solution de la protéine & renaturer & la concentration 2 laquslle
on obtient, dans le tampon choisi, le rendement le plus élevé. en protéine native renaturée
{concentration critique), et, aprés formation de l'intermédiaire de rephement. on ajoute un supplément
de protdine & renaturer en la quantité nécessaire pour I'obtention.

Procédé selon la revendication 1, caractérisé en ce que Ie procédé est mis en oeuvre de maniére
discontinue en ajoutant la quantité¢ de protéine dénaturée nécessaire pour obfenir fa concentration
critique lorsque le temps nécessaire & la formation de I'intermédiaire de repliement s'est écoulé.

Procédé selon la revendication 1, caractérisé en ce que, pour ia renaturation continue, on introduit en
continu dans un réacteur la quantité nécessaire de protéine dénaturée pour obtenir la concentration
critique et la quantité correspondante de tampon de renaturation et on régle le temps de s€jour du
mélange dans le réacteur en fonctuon de la durée nécessaire pour la formation de l'intermédiaire de
repliement.

Procédé selon la revendication 3, caractérisé en ce que I'on ajoute la protéine dénaturée au réacteur
jusqu'a I'établissement de la concentration la plus élevée possible de protéine renaturée 3 laqueile
aucun composant du systdme réactionnel ne devient encore insoluble (concentration optimale) puis on
préldve en continu la solution ainsi obtenue et on la remplace de maniére correspondante par une
solution de protéine dénaturée de concentration optimale.

Procédé selon l'une des revendications précédentes, caractérisé en ce que les agrégats protéiques
inactifs formés sont séparés de la protéine renaturée gréce & leur poids moléculaire plus élevé et sont
de nouveau utilisés dans le procédé aprés dissolution.

9 ‘TR O A IR
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6. Procédé selon I'une des revendications précédente.s. caractérisé en ce que la protéine dénaturée est
utilisée dans le procédé sous forme lyophilisée ou dissoute au préalable.
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