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Beschrelbung 

Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Renaturierung von Proteinen . 
. , 

i., 

~ .... /·"· 5 
Unter Renaturierung von Proteinen wird im Rahman der vorliegenden Erfindung die Herstellung oder 

Wiederherstellung der normalen biologischen Funktion von Proteinen verstanden, wobei angenommen wird, 
daB hierbei die natOrliche Sekundar-, Tertiar- und gegebenenfalls Quartarstruktur wiederhergestellt wird. 

Dem Problem der Renaturierung von Proteinen kommt gro8e Bedeutung zu, da biologisch aktive 
Proteine vielfach durch die daran vorgenommenen Handlungen, beispielsweise bei ihrer Abtrennung von 
Begleitstoffen, denaturiert warden und hierbei die interessierende biologische Aktivitat · ganz oder teilweise 

10 einb08en. Renaturierung ist auch von Bedeutung bei synthetisch oder nach Methoden der Gentechnologie 
hergestellten Proteinen, da man hierbei in vielen FU.lien nur .die richtige Primilrstrul,dur, also Aminosaurese­
quenz, erhillt, die angestrebte Ausnutzung der biologischen Aktivitat aber voraussetzt, da8 eine Renaturie­
rung unter Ausbildung der natUrlichen Sekundarstruktur, Tertiarstruktur und gegebenenfalls auch der 

15 

Quartarstruktur gelingt. 
Aus der US-PS 4,530,787 ist es bereits bekannt, synthetische Proteine, welche reduziertes Cystein 

enthalten, mit Jodosobenzoat unter Wiedergewinnung ihrer biologischen Aktivitat zu oxidieren. Selbst wenn 
diese Methode allgemeiri anwendbar.sein sollte, wOrde sie doch nur ein Teilproblem der Renaturierung von 
Proteinen losen. 

G. Zettlmeissl, R. Rudolph· und R. Jaenicke, Biochemistry Vol. 18 (1979), Seiten 5567 bis 5575, haben 
20 die Renaturierung eines oligomeren Enzyms, namlich der Lactat-Dehydrogenase, unter Wiedergewinnung 

ihrer Tertiarstruktur untersucht und dabei festgestellt, da8 bei einer solchen Renaturierung zwei konkurrie­
rende Reaktionen ablaufen, nilmlich die Renaturierung einerseits und die Bildung von inaktiven Aggregaten 
andererseits. FOr die Erzielung guter Renaturierungsausbeuten mu8te dabei darauf geachtet warden, daB 
eine Grenzkonzentration an Enzymen in der Losung nicht Oberschritten wird. Ein allgemeines Verfahren zur 

25 Renaturierung von Proteinen la8t sich daraus jedoch nicht herleiten. 
Aus WO-A-84/03711 ist es bekannt rekombinantes Methionin-Prochymosin nach Auflosung in Denatu­

rierungspuffer langsam auf das 10- bis 50-fache Volumen durch Zugabe zu gerOhrtem VerdUnnungspuffer 
zu verdUnnen und durch anschlie8endes Stehenlassen, Herabsetzung des pH-Wertes und erneutes Stehen­
lassen, Ansauern und Neutralisation in katalytisch aktives Chymosin zu OberfUhren. Die eigentliche Renatu-

30 rierung erfolgt hierbei durcti Verringerung des pH-Wertes der Losung. Kritische Bedingungen, die fOr die 
Renaturierung wesentlich sind, lassen sich darUberhinaus aus dieser Literaturstelle nicht entnehmen. 

Aufgabe der Erfindung ist deshalb die Schaffung eines Verfahrens, welches generell eine Verbesserung 
der Renaturierung von Proteinen erm6glicht. 

Gel<Sst wird diese Aufgabe erfindungsgem§.8 durch ein Verfahren zur Renaturierung von denaturierten 
35 Proteinen in Losung in einem Renaturierungspuffer, welches dadurch gekennzeichnet ist, da8 man eine 

Losung des zu renaturierenden Proteins in der Konzentration, bei der im gew§hlten Puffer die hochste 
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. 

40 Das Verfahren beruht auf der Entdeckung, daB eine m<Sglichst hohe Ausbeute an renaturiertem Protein 
bei gleichzeitig maximaler Geschwindigkeit der Renaturierung dann erzielt warden kann, wenn ein bestimm­
ter kritischer Konzentrationswert des denaturierten, zu renaturierenden Proteins in der Losung nicht 
Oberschritten wird, wobei dieser Wert von der Art des jeweiligen Proteins und den Bedingungen, unter 
denen die Renaturierung durchgefOhrt wird, abhlngt Hierbei kommt es darauf an, daB das Verhaltnis von 

45 zwei miteinander konkurrierenden Reaktionen, n§.mlich die unerwUnschte Bildung von inaktivem Protein (z. 
B. Aggregaten) einerseits und die Bildung eines Faltungsintermediats andererseits, welches schlie81ich ins 
endgUltige native renaturierte Protein Obergeht, so verschoben wii'd, daB nur ein moglichst geringer Anteil 
an inaktivem Protein auftreten kann. Hierzu ist es erforclerlich, die proteinspezifische und bedingungsspezifi­
sche kritische Konzentration des zu renaturierenden Proteins, die Renaturierungskinetik und die Zeit bis zur 

so Bildung des Faltungsintermediats zu berOcksichtigen. 
Diese drei fOr das Verfahren we~ntlichen Parameter !assen sich jeweils ohne weiteres bestimmen. Die 

kritische Konzentration 188 sich durch eine Eichkurve feststellen, die man erh§lt, indem man im jeweils 
gewahlten Renaturierungspuffer verschiedene Konzentrationen an denaturiertem Protein einsetzt und die 
dabei in einem vorgegebenen Zeitraum erzielte Endausbeute an renaturiertem Protein mi8t. Die kritische 

55 Konzentration entspricht dem Wert, bei dem die h6chste Ausbeute (relative Ausbeute in % der Ausgangs­
konzentration) an nativem renaturiertem Protein erhalten wird. 

Die Renaturierungskinetik kann ebenfalts nach bekannten Methoden bestimmt warden. Dabei wird bei 
der maximal moglichen Konzentration die filr die Umwandlung ins renaturierte Protein erforderliche Zeit 
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bestimmt. 
Die Zeit bis zur Bildung des Faltungsintermediats l§Bt sich schlieBlich nach einer ganzen Reihe von 

verschiedenen Verfahren bestimmen. Eine erste Bestimmungsmethode besteht in der Messung des 
Zirkulardichroismus (CD). Hierbei wird zweckmiiBig eine Wellenliinge. ausgewiihlt. bei der ein groBes Signal 

5 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 
Moglichkeit besteht darin, das- Verschwinden der SH-Gruppen durch Bildung intramolekularer DisulfidbrOk­
ken zu verfolgen. Hierbei ist jedoch zu beachten, daB keine intermolekularen DisulfidbrOcken gebildet 
warden dOrfen, was durch Kontrolle des Molekulargewichts . geschehen kann, welches im letzteren Falla 

10 ansteigen wOrde. 
Eine weitere Moglichkeit besteht in der Fluoreszenzmessung. Sie beruht auf der Tryptophan- bzw. 

Tyrosinfluoreszenz, welche sich verandert, wenn die aromatischen Reste ·in eine hydrophobe Region des 
gefalteten Proteins OberfOhrt warden. Weitere Moglichkelten sind limitierte Proteolyse, da mit zunehmender 
Bildung des Faltungsintermediats auch der proteolytische Angriff verringert wird. Ebenfalls ist es moglich, 

15 diese Bestimmung durch hydrodynamische Messungen durchzufUhrten. Beispielsweise wird hier die 
lntrinsic-Viskositiit gemessen, die absinkt, da das Faltungsintermediat zur · Bildung einer Losung mit 
geringerer Viskositlit fOhrt. · 

FOr die Praxis genOgt es, die kritische Konzentration und die Zeit bis zur Bildung des gegen die 
Nebenreaktion zu inaktivem Protein geschUtzten Faltungsintermediats zu bestimmen und mit der kritischen 

20 Konzentration jeweils zu beginnen und nach Ablauf der Bildung des Faltungsintermediats erneut das in der 
Zwischenzeit aus der Losung durch Umwandlung verbrauchte denaturierte Protein aufzustocken. Dies kann 
schrittweise geschehen, indem man die Zeiten und kritischen Konzentrationen vorgibt und dann jeweils 
nach Ablauf der lntermediatbildung die bekannte Menge an hierbei umgewandeltem denaturiertem Protein 
ersetzt. Alternativ liiBt sich das Verfahren auch kontlnuierlich gestalten, indem immer gerade so viel 

25 denaturiertes Protein neu zugegeben wird, wie. durch. Neubildung von Faltungsintermediat abgeht. Auf diese 
Weise l§Bt sich die Renaturierung in einem Kreisverfahren durchfOhren, bei welchem man beispielsweise 
das zu renaturierende Protein in einem dafOr geeigneten Losungsmittel, wie z. B. stark verdUnnter 
Salzsaure, gelost oder in lyophilisierter Form . in jeweils solcher Menge kontinuierlich dem Renaturierungsre­
aktor zufOhrt, daB die optimale Renaturierungskonzentration · erhalten wird. Der Renaturierungspuffer wird 

30 gleichzeitig in solcher Zusammensetzung kontinuierlich zugefOhrt, daB die Bedingungen hinsichtlich pH­
Wert, Substanzkonzentrationen und dergleichen konstant bleiben. Durch entsprechende Gestaltung des 
Reaktors, der bespielsweise schleifenformig aufgebaut sein kann und die· durch die Zugabegeschwindigkeit 
und -menge von Protein und Puffer definierte Stromungsgeschwindigkeit kann eine Aufenthaltsdauer 
_festgelegt warden, die der Zeit bis zur Bildung des Faltungsintermediats entspricht. Danach wird reaktivier-

35 tes Protein kontinuierlich abgezogen, beispielsweise durch Abtrennung mittels Ultrafiltration, umgekehrte 
Osmose und dergleichen und als Retentat gegebenenfalls einer Auftrennung in inaktive Aggregate und 
aktives Protein unterzogen. Bevorzugt wird das kontinuierliche Verfahren so durchgefOhrt, daB die abge-
trennte Pufferlosung dem Reaktor kontinuierlich wieder zugefUhrt wird. · 

Bei der kontinuierlichen DurchfOhrung des erlindungsgema/Jen Verfahrens ist es bevorzugt, anfangs wie 
40 beim nichtkontinuierlichen Verfahren das denaturierte Protein in der vorstehend beschriebenen ·Weise so 

lange zuzudosieren, bis sich eine optimale Konzentration an renaturiertem nativem Protein elngestellt hat. 
Sobald dies erreicht ist, wird mit der kontinuierlichen Entnahme der relativ konzentrierten Losung an 
reaktiviertem Protein begonnen und dann erst ins wirklich voll kontinuierliche Verfahren. Ubergegangen. Die 
Eintrittsphase, in der die Konzentration an reaktiviertem Protein noch ansteigt, ist daher der eigentlichen 

45 kontinuierlichen DurchfOhrung vorgeschaltet. Als optimale Korizentration von renaturiertem Protein wird 
dabei die hochstmogliche Konzentration verstanden, bei der noch keine Probleme mit Unloslichwerden von 
Bestandteilen des Reaktionssystems auftreten. 

Vorzugsweise wird beiin erfindungsgem§Ben Verfahren lyophilisiertes denaturiertes Protein eingesetzt. 
Handelt es sich jedoch um ein Protein, das nur langsam und schwierig in l.Osung zu bringen ist, so erfolgt 

50 die Zugabe in geloster Form, um das Zeitmerkmal des erfindungsgem§/Jen Verfahrens definiert einhalten 
zu konnen. 

Durch das erfindungsgem§Be Verfahren wird zwar die unerwOnschte und mit der Renaturierung 
konkurrierende Aggregatbildung minimalisiert, aber nicht v611ig unterdrOckt. Die gebildeten inaktiven Aggre­
gate weisen jedoch ein wesentlich h6heres Molekulargewicht auf und lassen sich daher leicht vom 

55 renaturierten Protein durch Trennungsmethoden entfemen, welche diesen Molekulargewichtsunterschied 
ausnutzen, beispielsweise also durch Molekularsiebfraktionierung, gegebenenfalls Ultrafiltration mit geeigne­
ten Ausschlu/Jgrenzen, Gradienten-Zentrifugation und dergleichen. So abgetrennte Aggregate k6nnen dann 
nach ihrer Solubilisierung Wieder in das Renaturierungsverfahren eingesetzt werden. 
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Als Renaturierungspuffer kommen die hierfOr bakannten Zusammansetzungeti in Betracht. Der pH-Wert 
mu8 im Rahman des pH-Wertes liegen,. bei dem das betreffende Protein gute Stabilitiit aufweist, zweckma­
Big nahe bairn pH-Wert der maximalen Stabilitiit liegen. Um den denaturierenden Einflu8 von Varunreinigun­
gen, beispielswaise von Schwermetallen, auszuschlie8en, wird zweckm§Big in Geganwart von Komplexbild-

5 narn, wie EDTA und ahnlichen Verbindungen gaarbeitet. So ist beispialsweisa fClr den Fall der Lactat­
Dehydrogenase Phosphatpuffer pH 6 bis 8, der ungef§hr 1 mM EDTA und 1 mM DTE anthalt, brauchbar. 
FClr Lysozym hat sich schwach alkalischer Tris/HCl-Puffer bewahrt, der neben EDTA aine SH-Gruppen­
haltige Substanz und eine kleine Menge des korrespondierenden Disulfids enth§lt. Filr die Renaturierung 
von tPA eignet sich baspielsweise der in dar Deutschen Patentanmeldung P 3 537 708 beschriebene 

10 Reaktiviarungspuffer. FOr zahlreiche weitere Proteina sind geelgnete Renaturierungspuffer bekannt oder 
lassen sich auf Basis der bekannten Eigenschaften des Proteins, insbesondere hinsichtlich der pH-Stabilitat, 
Gehalt an SH-Gruppen, Schwermetallempfindlichkeit und dergleichen vom Fachmann anhand ainlger 
Vorversuche herausfinden. 

Bekannt war es, da8 fOr die Renaturiarung bestimmte Konzentrationsgrenzwerte nicht Clberschritten 
15 warden sollten. Neu ist die Erkenntnis, daB gr6Bere Mangen an denaturiertem Protein nicht etwa gro8are 

Mangen an L6sungsvolumen arfordern, um gro8ere Mangen an renaturiertem Protein zu erzielen, sondern 
daB man in derselben USsung durch stiindige Neinzugabe oder intermittierende Neuzugabe von denaturier­
tem Protein weiterarbeiten kann und damit zu wesentlich h6heren Konzentrationen an renaturiertem Protein 
gelangen kann, als dies nach dam Stand der Technik fOr moglich gehalten wurde. 

20 Die folgenden Beispiele erH!utern die Erfindung waiter. 

25 

30 

35 

40 

Belsplel 1 

Pulsreaktivierung von Lysozym 

a) Vorbereitung der Enzymlosungen 
Konzentrationsbestimmung (A: Absorption einer 1 %igen Losung bei 280 nm): 

natives Lysozym: A = 26,3 
reduziertes Lysozyni: A = 23,7 

Bestimmung dar spezifischen Aktivitat: 
- 2mg Lysozym in 1 ml 0,066 mol/I K-Phosphat, pH 6,2 16sen; Konzentration bestimmen durch UV 

Absorption 
- Testlosung: 2,5 mg Zellwand von Micrococcus lysodeikticl!s in 10 ml 0,066 mol/I K-Phosphat, pH 

6,2 suspendieren 
- Test bei 25 • C: 1 ml Zellwandsuspension plus 0,03 ml Lysozyml6sung (1 :40 vorverdOnnt); 

Abnahme der TrObung bei 450 nm verfolgen 
Spez. Aktivitiit = 60 000 IU/mg 

Reduktion/Denaturierung: 
- 500 mg Lysozym. 3 h bei 25 • C inkubieren in 0, 1 mol/1 Tris/HCL, pH 8,6 + 6 mol/I Gdn • HCI + 

150 mmol/I DTE 
- pH auf pH 3 einstellen und Probe teilen 

Tail A 
- Gelfiltration Ober Sephadex G 25 F (S§ulenvolume~ = 270 ml) in 0,01 molll HCI 
- Peakfraktionen vereinigt und lyophilisiert 

45 Teil B 
- Dialyse gagen 3 x 1 L 0,01 mol/I HCI bei 4 • C 
- Lyophilisation 

Beide Verfahren der Entsalzung (Tail A und B) ergeben reduziertes Lysozym, das sich bezOglich 
der Reaktivierungseigenschaften nicht unterscheidet. 

50 - Das lyophilisierte, reduzierte Enzym wird bei -40 • C unter N2 aufbewahrt. 
Reoxidation/Reaktivierung: 

- 12 mg reduziertes Lysozym in 1 ml 0,01 mol/I HCI 16sen 
- Milliporefiltration 
- Konzentrationsbestimmung durch UV-Absorption 

55 - Reoxidation bei 25 • C durch VerdUnnen in 0, 1 mol/I Tris/HCI, pH 8,2 + 1 mmolll EDTA + 3 mmol/I 
GSH + 0,3 mmol/I 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 Konzentrationsabhingigkeit der Reaktivie­
rung von reduziertem Lysozym nach 20 h Reoxidation bei 25 • C graphisch dargestellt ist. 

c) 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/ml; 25 • C bestimmt. Das Ergebnis ist 
in Fig. 2 graphisch dargestellt. 

d) "Puls-Reaktivierung" von reduziertem Lysozym 
- 1,6 bzw. 2,4 ml 0,125 mol/I Tris/HCI, pH 8,2 + 1,25 mmol/I EDTA + 3,75 mmol/I GSH + 0,375 

mmolll GSSG vorgelegt. · 
1. Versuch 

- In Zeitabstinden t = 10 min 20 x jew. 20 u.l .reduziertes Lysozym in 0,01 mol/I HCI zugeben. 
Konzentrationserhohung pro Puls: 0, 11 - 0, 13 mg/ml Endkonzentration nach 20 Pulsen: 2, 15 mg/ml 

- Vergleichsreaktivierung ohne Puls: Einmalige Zugabe auf gleiche Endkonzentration. Die Pufferbe­
dingungen entsprechen nach VerdOnnung dam· o. g. Reoxidationspuffer. 

- Nach 2 h Reaktivierung bei 25 • 0 
Pu.lsreaktivierung: 2200 IU/mg 
Vergleich ohne Puls: 470 IU/mg 
2. Versuch: 

- In Zeitabstinden t = 10 min 20 x Jew. 30u.I reduziertes Lysozym in O,Q1 mol/I HCI zugeben. 
Konzentrationserhohung pro Puls: 0,034-0,042 mg/ml Endkonzentration nach 20 Pulsen: 0,68 
mg/ml 

- Vergleichsaktivierung: Einmalige Zugabe auf gleiche Endkonzentration 
- Nach 0,5 h Reaktivierung bei 25 • C: 

Pulsreaktivierung: 7660 IU/mg 
Vergleich ohne Puls: 1400 IU/mg 
3. Versuch · 

- In Zeitabstanden t = 20 min 20 x Jew. 20 u.I reduziertes Lysozym in 0,01 mol/I HCI zugeben. 
KonzentrationserhCShung 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 IU/mg 
Vergleich ohne Puls: 1400 IU/mg 

Aus diesen Resultaten ergibt sich, daB 
. - Die Reaktivierungsausbeute bei Proteinkonzentrationen >0, 1 mg/ml kontinuierlich abnimmt. 
- Bei 25 • C ist die Reaktivierung unter den gegebenen Reoxidationsbedingungen nach 15 min fast 

vollstandig abgeschlossen (Fig. 2) 
- Durch "Puls-Reaktivierung" gemaB Erfindung kann im Verleich zur ungepulsten Reaktivierung eine 

5 bis 7fach h6here Ausbeute erreicht warden. 

Belsplel 2 

"Puls-Reaktivierung" von LDH·M4 

45 a) Vorbereitung der Enzymlosung: 
- LDH-M4- (aus Schweinemuskel) Suspension in (NH4-)2S04- (Hersteller: Boehringer Mannheim GmbH, 

Best.Nr. 1070n) wird zentrifugiert und das Pellet mit 1/6 des ursprOnglichen Volumens in 0,1 mol/I 
K-Phosphat, pH 7,6 + 1 mmol/I EDTA + 1 mmol/I DTE aufgenommen. 

- und gegen 2 x 1 L des gleichen Puffers bei 4 • C dialysiert. 
50 Konzentrationsbestimmung Ober A = 14 (A = Absorption einer 1 %igen USsung bei 280 nm) 

- Der Aktivititstest bei 25 • C entsprechend R. Hermann, R. Jaenicke & R. Rudolph, Biochemistry 20 
(1981) 5195-5201 ergibt 

Spez. Aktivitit = 300 IU/mg 
Denaturierung/Reaktivierung 

55 - Denaturierung: 1 :5 VerdOnnung mit 0, 1 mol/1 HsP04- 6 Min. lnkubation bei O • C 
- Reaktivierung 1:3 Verdllnnung mit 0,1 mol/I K·Phosphat, pH 12,65 + 1 mmol/1 EDTA + 1 mmol/I 

DTE bei 20 • C; nach der Mischung \\'.ar der pH der USsung pH 7,6 
b) Bestimmung der kritischen Konzentration der Renaturierung 
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- Denaturierung/Reaktivierung erfolgen wie oben angegeben unter Variation der Proteinkonzentration 
im Denaturierungsansatz. 
Fig. 3 zeigt die erhaltene Konzentrationsabhangigkeit der Reaktivierung von LDH-M4 nach Saure­
denaturierung, wobei die Aktivitat nach 20 h Reaktivierung bei 25 • C gegen die Konzentration 

5 aufgetragen ist. 
c) Bestimmung der Zeit bis zur Bildung des Faltungsintermediats 

- Durch Denaturierung/Ren.aturierung wie oben wird die Kinetik der Reaktivierung von sauredenatu­
rierter LDH·M4 bei einer Proteinkonzentration von 0,01 mg/ml; 25 • C bestimmt. Das Ergebnis zeigt 
Fig.4 

10 d) Kontinuierliche Reaktivierung von ·sliuredenaturierter LDH·M4. 
In einem geschlossenen Reaktor wurden kontinuierlich siuredenaturierte LDH·M4 und Reaktivierungspuf­
ter eingespeist. 
Der verwendete Reaktivierungsreaktor ist schematisch in Figur 5 dargestellt. 
Aus VorratsgefiBen A und B wird kontinuierlich USsung des Enzyms und Denaturierungsl6sung Uber 

15 die Pumpen P1 und P2 zugefUhrt und in der Mischstrecke V1 denaturlert. Die denaturierte Enzyml6sung 
wird in den Renaturierungsreaktor V2 kontinuierlich eingefUhrt. Gleichzeitig wird Renaturierungsl6sung aus 
dem Vorratsgef88 C Ober die Pumpe Pa ebenfalls dem Reaktor V2 kontinuierlich zugefUhrt. Renaturierte 
USsung wird kontinuierlich abgezogen und im Fraktionssarnmler gesarnmelt. Die Zusammensetzung der. 
L6sungen und die im Reaktor vorliegenden Bedingungen waren wie folgt: 

20 A: 7,43 mg/ml LDH·M4 in 0,1 mol/1 K-Phosphat, pH 7,6 + 1 mmol/I DTE + 1 mmol~ EDTA bei o·c 
B: Denaturierungspuffer: 0, 1 mol/1 HaP04 bei O • C · 
C: Renaturierungspuffer: 0,1 mol/I K-Phosphat, pH 12,6 + 1 mmol/1 DTE + 1 mmol/I EDTA bei 25"C 
(pH nach Mischung mit B: pH 7,6) 
V1: Denaturierungsvolumen V1 = 0,25 ml. Ergibt eine Denaturierungsdauer von 3 min. bei 0 • C 

25 V2: Renaturierungsvolumen V2 = 58 ml; 25 • C 
Pumpengeschwindigkeit: P1 : 1 ml/h 

P2: 4 ml/h 
P3: 10 ml/h 

Bei der gegebenen ReaktorgroBe/Pumprate ergibt sich tar die mittlere Verweilzeit eines MolekOls im 
30 Reaktor 2,9 Stunden. 

35 

Bai dam Lauf wurden Proben a 2,5 ml gesammelt und die Endreaktivierung nach 24 h bei 25 • C bestimmt. 
Fig. 6 zeigt den Aktivitlitsanstieg _bei Aufladen des Reaktors. 
Nach etwa 4 h wird eine konstante Reaktivierungsausbeute erreicht. 

- Endkonzentration der Reaktivierung: 
- Ausbeute: Kontinuierliche Reaktivierung: 
- Vergleich ohne Puls: 

0,5 mg/ml· 
10,2 IU/mg 

1,9 IU/mg 

40 Die obigen Ergebnisse zeigen, daB erfindungsgemaB eine etwa 5,4fach hCShere Ausbeute erreicht wird, 
als bei Direktreaktivierung bei gleicher Endkonzentration. 

Belsplel 3 

45 Puls-Reaktivierung von rec-tPA 

a) Vorbereitung der "retractile bodies (RB)" 
"RB"-Prliparation durch ZellaufschluB und diverse Zentrifugations-/Waschschritte erfolgte analog dam 
Verfahren der EP-A1-0114 506, Beispiel 7. tPA ist in den "RB's" mit Fremdprotein verunreinigt, inaktiv 

50 und unlCSslich. 
Solubilisierung durch Reduktion/Denaturierung: 

- "RB's" aus 2,5 g Zellen 3 h bei 25"C inkubiert in 10 ml 0,1 mol/I Tris/HCL, pH 8,6 + 6 molll Gdn­
HCL + 1 mmol/1 EDTA + 150 mmol/DTE 

- Gesamtprotein in den "RB's" nach Reduktion: 41,5 mg 
55 pH auf pH 3 einstellen mit HCI konz. und Gelfiltration Uber Sephadex G25 F (Sliulenvolumen = 270 ml) 

in 0,01 mol/I HCL. 
b) Bestimmung der Konzentrationsabhlingigkeit der Reaktivierung 
Die saure Fraktion des reduzierten Proteins wird mit maximaler Reaktivierbarkeit (c = 0,83 mg/ml) 
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reoxidiert durch 1:3 bis 1:500 VerdUnnung in 0,1 mot/I Tris/HCL, pH 10,4 + 1 mmol/I EDTA + 0,5 ~ol/I 
L-Arginin + 1 mg/ml BSA + 1 mmol/I GSH + 0,2 mmol/I GSSG. 
Die Reoxidationsbedingungen bei verschiedenen VerdUnnungen warden konstant einjustiert. Nach 25-27 
h Reoxidation bei 25 • C wird die Aktivitiit bestimmt. Vor der A!divierungsmessung wird mit Reoxidatlons­
puffer auf gleiche Endkonzentration eingestellt. Die Ergebnisse zeigen Tabelle 1 und Figur 7 der 
Zeichnung. 

Tabelle 1 

Konzentrationsabh§ngikeit der Reaktivierung von rec-tPA 

Protein konzentration' {IJ.g/ml) Ausbeute2 Stimulierbarkeit {Faktor) 

2n 31.3 
138 52,4 
92,2 64,9 
55,3 74,9 
27,7 91,5 
17,3 95,6 
8,68 100,0 
5,53 97,8 
3,95 94,4 
1,84 85,3 

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

c) Bestimmung der Kinetik der Reaktivierung 
- Reduktion/Reoxidation warden wie oben durchgefOhrt. 

16,8 
17,0 
18,5 
21,5 
17,5 
25,3 
20,5 
19,8 
20,6 
16,7 

Aufgrund der Unreinheit des Materials konnte die Zeit bis zur Bildung des Faltungsintermediats 
nicht direkt gemessen warden, sondern wurde indirekt Ober 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 Gesamtproteinkonzentration von 
15 u.g/ml bei 2o·c. Reaktivierung bezogen auf Endausbeute nach 30 h. 

d) "Puls-Reaktivierung" von rec-tPA 
In Zeitintervallen zwischen 2 min und 45 min wurde 15 x jeweils 10 u.I reduzierter rec-tPA in 0,01 mol/I 
HCI zu 300 u.t Reaktivierungspuffer gegeben (25 • C). 

Reaktivierungspuffer vor Pulsreaktivierung: 0,15 mot/I Tris/HCI, pH 10,5 + 1,5 mmol/I EDTA + 0,5 
·moll! L-Arginin + 0,3 mmol/I GSSG + 1,5 mmol/I GSH 
Reaktivierungspuffer nach Zugabe des reduzierten Proteins: 
0,1 mol/I Tris/HCI, pH 10,4 + 1 mmol/I EDTA + 0,33 mol/I L-Arginin + 0,2 mmol/I GSSG + 1 
mmol/I GSH. 

- Konzentrationserhohung pro Puls: 18 - 27 IJ.g/ml 
- · Endkonzentration nach 15 Pulsen: 227 ug/ml 

Die Aktivit§tsmessung ertolgt nach 24 h Reoxidation bei 20 • C. Die Ergebnisse zeigt Tabelle 2: 
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Tabelle2 

Puls-Reaktivierung von rec-tPA 

Pulsrate (min) Ausbeute 1 (%) Stimulierbarkeit (Faktor) 

2 31,3 7,1 
10 38,6 8,1 
20 39,5 9,0 
30 44,8 8,2 
45 45,8 7,8 

1 Bezogen auf maximale Reaktivierung entsprechend Fig. 7 

Kommentar: 
- Bel dem verwendeten Ausgangsmaterial nimmt die Reaktivierungsausbeute • bezogen auf einge­

setzte Proteinmenge - bei Konzentrationen > 20 ug/ml ab (Figur 7). Die Stimulierbarkeit durch 
CNBr-FSP erweist sich im Rahman der Me8genauigkeit als unabhiingig von der Reaktivierungskon­
zentration (Tabelle 1 ). 

- Bei 20 • C betriigt die Halbwertszeit der Reaktivierung unter den gegebenen Versuchbedingungen 
7± 2 Stunden. 

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

Patentansprilche 
25 

30 

35 

40 

45 

50 

55 

1. Verfahren zur Renaturierung von denaturierten Proteinen in Losung in einem Renaturierungspuffer, 

2. 

3. 

dadurch gekennzeichnet, · 
daB man eine LOsung des zu renaturierenden Proteins in der Konzentration, bei der im gewahlten 
Puffer die hochste 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. 

Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzelchnet, daB das Verfahren diskontinuierlich durchge­
fOhrt wird, indem jeweils nach Ablauf der zur Bildung des Faitungsintermediats erforderllchen Zeit, die 
zur Erzielung der kritischen Konzentration erforderliche Menge an denaturiertem Protein zugesetzt wird. 

Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzelchnet, · daB zur kontinuierlichen Renaturierung einem 
Reaktor kontinuierlich die zur Erzielung der kritischen Konzentration erforderliche Menge an denaturier­
tem Protein und die entsprechende Menge an Renaturierungspuffer zugefOhrt warden und die Verweil­
dauer der Mischung im Reaktor auf die zur Bildung des Faltungsintermediats benotigte Dauer 
eingeregelt wird. 

4. Verfahren nach Anspruch 3, 
dadurch gekennzelchnet, 
daB das denaturierte Protein dam Reaktor so lange zugesetzt wircl, bis sich die hochstrnogliche 
Konzentration an renaturiertem Protein, bei der noch keine Bestandteile des Reaktionssystems unlos­
lich warden (optimale Konzentration) eingestellt hat und dann die so erhalten Losung kontinuierlich 
entnommen und durch USsung von denaturiertem Protein in optimaler Kon.zentration entsprechend 
ersetzt wird. 

5. Verfahren nach einem der vorhergehenden AnsprUche, 
· dadurch gekennzelchnet, 
daB gebildete inaktive Proteinaggregate auf Basis ihres hoheren Molekulargewichts vom renaturierten 
Protein abgetrennt und nach Auflosung wieder in das Verfahren eingesetzt warden. 

6. Verfahren nach einem der vorhergehenden AnsprUche, 
dadurch gekennzelchnet, 
daB das denaturierte Protein in lyophilisierter oder in vorgeloster Form in das Verfahren eingesetzt wird. 
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Taballe 2 

Puls-Raaktivierung von rac-tPA 

·....,_.,/ 5 Pulsrate (min) Ausbeute 1 (o/o) Stimuliarbarkeit (Faktor) 

-~, 

0· 

10 

15 

20 

2 31,3 7,1 
10 38,6 8,1 
20 39,5 9,0 
30 ' 44,8 8,2 
45 45,8 7,8 

1 Bezogen auf maximale Reaktivierung entsprechend Fig. 7 

Kommentar: 
Bai dam verwendetan Ausgangsmaterial nimmt die Reaktivierungsausbeute - bezogen auf einge­
setzte Proteinmenge - bei Konzentrationen > 20 1..1.g/ml ab (Figur 7). Die Stimuliarbarkeit durch 
CNBr-FSP erweist sich im Rahman der MeBgenauigkeit als unabhingig von der Reaktivierungskon­
zentration (Tabella 1 ). 

- Bai 20 • C betrigt die Halbwertszeit der Reaktivierung unter den gegebenen Versuchbedingungen 
7t. 2 Stunden. 

- Die Reaktivierungsausbeute steigt mit zunehmender Varweilzeit zwischan den Reaktiviarungspul­
sen (Tabelle 2). 

PatentansprUche 
25 

30 

35 

40 

45 

50 

55 

1. Verfahren zur Renaturierung von denaturierten Proteinen in Losung in einem Renaturierungspuffer, 
dadurch gekennzelchnet, 

2. 

3. 

daB man eine Losung des zu renaturierenden Proteins in der Konzentration, bei der im gewahlten 
Puffer die hochste 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. 

Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzelchnet, daB das Verfahren diskontinuierlich durchge­
fOhrt 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. 

Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzelchnet, daB zur kontinuierlichen Renaturierung einem 
Reaktor kontinuierlich die zur Erzielung der kritischen Konzentration erforderliche Menge an denaturier­
tem Protein und die entsprechende Menge an Renaturierungspuffer zugefUhrt warden und die Ve..Weil­
dauer der Mischung im Reaktor auf die zur Bildung des Faltungsintermediats ben6tigte Dauer 
eingeregelt wird. 

4. Verfahren nach Anspruch 3, 
dadurch gekennzelchnet, 
daB das denaturierte Protein dam Reaktor so lange zugesetzt wird, bis sich die h6chstrn6gliche 
Konzentration an renaturiertem Protein, bei der noch keine Bestandteile des Reaktionssystems unl6s­
lich warden (optimale Konzentration) eingestellt hat und dann die so erhalten L6sung kontinuierlich 
entnommen und durch L6sung voli denaturiertem Protein in optimaler Konzentration entsprechend 
ersetzt wird. 

5. Verfahren nach einem der vorhergehenden AnsprOche, 
dadurch gekennzelchnet, 
claB gebildete inaktive Proteinaggregate auf BaSis ihres h6heren Molekulargewichts vom renaturierten 
Protein abgetrennt und nach Aufl6sung wieder in das Verfahren eingesetzt warden. 

6. Verfahren nach einem der vorhergehenden AnsprOche, 
dadurch gekennzelchnet, 
daB das denaturierte Protein in lyophilisierter oder in vorgelCSster Form in das Verfahren eingesetzt wird. 
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Claims 

1. Process for the renaturation of denatured proteins in solution in a renaturation buffer, characterised in 
that one prepares a solution of the protein to be renatured in the concentration in which, in the selected 

5 buffer, the highest yield of native renatured protein is obtained (critical concentration) and, after 
formation of the folding· intermediate, adds further protein to be renatured in the amount necessary for 
the achievement. 
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2. 

3. 

4. 

Process according 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 protein 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. 

5. 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. 

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

Revendlcatlons 

1. 

2. 

3. 

Procede de renaturation et de denaturation de proteines en solution dans un tampon de renaturation, 
caracterise en ce que l'on prepare une solution de · 1a proteine a renaturer a la concentration a laquelle 
on obtient, dans le tampon choisi, le rendement le plus eleve . en proteine native renaturee 
{concentration critique), et, apres formation de l'intermediaire de repliement, on ajoute un supplement 
de proteine a rEinaturer en la quantite necessaire pour l'obtention. 

Procede salon la revendication 1, caracterise en ce que le procede est mis en oeuvre de maniere 
discontinue en · ajoutant la quantite de proteine denaturee necessaire pour obtenir la concentration 
critique lorsque le temps necessaire a la formation de l'intermediaire de repliement s'est ecoule. 

Procede salon. la revendication 1, caracterise en ce que, pour la renaturation continue, on introduit en 
continu dans un reacteur la quantite necessaire de proteine . denaturee pour obtenir la concentration 
critique et la quantite correspondante de tampon de renaturation et on regle le temps de sejour du 
melange dans le reacteur en fonction de la duree necessaire pour la formation de l'intermediaire de 
repliement. 

4. Procede selon la revendication 3, caracterise en ce que l'on ajoute la proteine denaturee au reacteur 
so jusqu'a l'etablissement de la concentration la plus elevee possible de proteine renaturee a laquelle 

aucun composant du systeme reactionnel ne deviant encore insoluble (concentration optimale) puis on 
preleve en continu la s0lution ainsi obtenue et on la remplace de maniere correspondante par une 
solution de proteine denaturee de concentration optimale. · 

55 5. Procede selon l'une des revendications precedentes, caracterise en ce que Jes agregats proteiques 
inactifs formes sont separes de la proteine renaturee grace a leur poids moleculaire plus eleve et sont 
de nouveau utilises dans le procede apres dissolution. · 
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6. Procede selon rune des revendications precedentes, caracterise en ce que la proteine denaturee est 

utilisee dans le procede sous fonne lyophilisee ou dissoute au prealable. 
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