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Beschrelbung

Die Erfindung betrifit ein Verfahren zur Aktivierung von gentechnologisch hergestellten, Disulfidbrlicken
enthaltenden eukaryontischen Proteinen nach Expression in Prokaryonten.

" Bei der Expression von heterologen Proteinen in Prokaryonten bilden diese Proteine in den Wirtszellen
oft inaktive, schwer I&sliche Aggregate (sog. "refractile bodies™), die auBerdem noch mit Proteinen der
Wirtszellen verunreinigt sind. Es wird vermutet, daB die Bildung solcher "refractile bodies™ eine Folge der
bei der Expression entstehenden hohen Proteinkonzentration in der Zelle ist. Es ist bekannt, daB bei der
Bildung von groBen Enzymmengen in der Zelle die Aggregation der Enzyme zu unl8slichen, hochmolekula-
ren, meist inaktiven Partikeln erfolgt. Bevor solche Proteine, z.B. flir therapeutische Zwecke, verwendet
werden kdnnen, milssen sie demzufolge gereinigt und in ihre aktive Form Uberfiihrt werden.

Nach bekannten Verfahren kann eine Reaktivierung derartiger, als Aggregate vorliegender Proteine in
mehreren Schritten erfolgen (vgl. z.B. R. Jaenicke, FEBS Federation of European Biochemical Societies,
Vol. 52 (1979) 187 - 198; R. Rudolph et al., Biochemistry 18 (1979) 65672 - 5575).

- Im ersten Schritt wird eine Solubilisierung durch Zugabe von starken Denaturierungsmittein, beispiels-
weise Guanidin-Hydrochlorid oder Harnstoff in hoher Konzentration oder durch Zugabe von stark sauren
Agentien, beispielsweise Glycin/Phosphorsdure-Mischungen erreicht. Als weitere Hilfsstoffe haben sich
reduzierende SH-Reagentien (z.B. Dithioerythritol, DTE) und EDTA, beispielsweise bei der Renaturierung
von LDH, bewdhrt. Sofern das Protein durch Proteine der Wirtszelle verunreinigt ist, schlieBt sich als
nichster Schritt eine Reinigung mit an sich bekannten und Ublichen Methoden, z.B. Gel- oder lonenaus-
tauschchromatographie, an. AnschlieBend wird stark verdlnnt, damit die Konzentration des Denaturierungs-
mittels geringer wird. Bei Verwendung von Guanidin-Hydrochlorid wird dabei auf Werte unter 0,5 mol/l
verdliinnt. Bei Enzymen mit freien SH-Gruppen erwies sich die Zugabe von SH-Gruppen schlitzenden
Agentien als vorteilhaft (vgl. z.B. R. Jaenicke, Journal Polymer Science, Part C 16 (1967) 2143 - 2160).

In der EP-A-0114506 werden Verfahren zur Isolierung, Reinigung und Reakiivierung einiger heterologer
Expressionsprodukte aus Bakterienkulturen beschrieben; zur Reaktivierung werden die Ldsungen der
"refractile bodies" in einem starken Denaturierungsmittel a) direkt in eine LEsung in einem schwiicheren
Denaturierungsmittel Uberflihrt, die dann zur Rickbildung von Disulfidbrlicken oxidierenden Bedingungen
unterworfen wird; b) das Protein sulfoniert, dann in eine Ldsung in einem schwachen Denaturierungsmittel
Uberfiihrt und die S-Sulfonatgruppen durch Behandlung mit einem Sulfhydryireagens in seiner reduzierten
und oxydierten Form, z.B. mit GSH/GSSG, in -S-S-Gruppen Uberflihrt; oder c¢) die L&sung in einem
schwachen Denaturierungsmittel direkt mit dem Sulfhydryl-Reagens, z.B. mit GSH/GSSG, behandelt. Ein
typisches Beispiel, bei dem die oben dargelegten Probleme auftreten, ist tPA.

Die Hauptkomponente der Proteinmatrix von geronnenem Blut ist polymeres Fibrin. Diese Proteinmatrix
wird durch Plasmin gelSst, das aus Plaminogen Uliber Aktivierung durch die sogenannten Plasminogen-
Aktivatoren gebildet wird, z.B. durch tPA (Gewebs-Plasminogen-Aktivator, tissue-type plasminogen activat-
or). Die enzymatische Aktivitit von natlirlichem oder aus Eukaryonten gentechnologisch gewonnenem tPA
(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 Aktivitéit ist ein entscheidender Vorzug von tPA
gegenliber anderen bekannten Plasminogenaktivatoren, wie Urokinase oder Streptokinase (vgl. z.B. M.
Hoylaerts et al., J.Biol.Chem. 257 (1982) 2012-2029; Nieuwenhiuzen et al., Biochemica et Biophysica Acta
755 (1983) 531-5633). Der Faktor der Stimulierbarkeit mit BrCN-Spaltprodukten wird daher in der Literatur
verschiedentlich angegeben und mit bis zu 35 beziffert.

Ein tPA-artiges, nicht glycosyliertes Produkt wird auch in genetisch manipulierten Prokaryonten (nach
Einschleusen der cDNA) gebildet; einem solchen Produkt kommt aber nicht die Stimulierbarkeit der Aktivitét
eines tPA aus Eukaryonten zu. Denkbar ist, daB dies darauf zurlickzuflihren ist, daB die 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 beispielsweise darauf zurlickzuflihren
sein kdnnie, daB die zahlreichen $S-Brlicken, die das natlrliche aktive Moleklil enthilt, in falscher Weise
verknlipft oder gar nicht gebildet sind. Fiir den therapeutischen Einsatz von tPA ist aber nicht nur die
enzymatische Aktivitit als solche erforderlich, sondern auBerdem auch seine Stimulierbarkeit. Auf die
Tatsache, daB die Prokaryontenzelle vermutlich nicht die richtigen Bedingungen schafft, um die Aktivit4t von
Eukaryontenproteinen in der richtigen Weise auszubilden, wird fiir andere Substanzen in The EMBO Journal
4, Nr. 3 (1985) 775-780 hingewiesen. -

Nach der EP-A-0093639 werden zur Reaktivierung von tPA die aus E.coli erhaltenen Zellpeliets in 6
mol/l Guanidin-Hydrochlorid suspendiert, mit Ultraschall behandelt, inkubiert und anschlieBend vier Stunden
gegen eine L&sung aus Tris-HCI (pH = 8,0), Natriumchlorid, EDTA und Tween 80 dialysiert. Nach Dialyse
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wird zentrifugiert, wobei im Uberstand die Plasminogenaktivator-Aktivititzu finden ist. Auf diese Weise
renaturierter tPA ist zwar proteolytisch aktiv, zeigt jedoch keine meBbare Stimulierbarkeit durch BrCN-
Spaltprodukte (BrCN-FSP) von Fibirin, gem¥B dem in J.H. Verheijen, Thromb. Haemostas., 48, (3), 260-269
(1982) beschriebenen Verfahren.

Orsini und Goldberg (J. Biol. Chem. 253 (1978), 3453-3458) beschreiben die Renaturierung von
reduziertem Chymotrypsinogen A durch Uberflihrung des denaturierten Proteins in einen Renaturierungs-
puffer, der GSH, GSSG und nicht denaturierende Konzentrationen von Guanidin-HCI bzw. Harnstoff enthélt.

Fur die Reaktivierung von denaturierten Proteinen ist aus dem Stand der Technik kein allgemein
anwendbares Verfahren bekannt; dies gilt ganz besonders flr tPA, weil das native Protein eine sehr
komplexe Struktur besitzt; es enthilt eine freie Thiolgruppe und 17 SS-Brlicken, die theoretisch auf 2,2 x
102 verschiedene Weisen verknlipft werden k&nnen, wobei nur eine Struktur dem nativen Zustand
entspricht. Die aus dem Stand der Technik bekannten Verfahren zur Reaktivierung von tPA fllhren zwar zu
einem proteolytisch aktiven tPA, der aber keine meBbare Stimulierbarkeit zeigt; ein Aktivierungsverfahren,
welches zu stimulierbarem tPA fihrt, ist nicht bekannt.

Aufgabe der vorliegenden Erfindung ist deshalb die Bereitstellung eines Verfahrens zur vollsténdigen
Aktivierung von gentechnologisch hergesteliten, heterologen, Disulfidbriicken enthaltenden eukaryontischen
Proteinen nach Expression in Prokaryonten; diese Aufgabe wird mit dem Gegenstand der vorliegenden
Erfindung geldst. _

Gegenstand der Erfindung ist ein Verfahren zur Aktivierung von gentechnologisch hergesteliten,
heterologen, Disulfidbrlicken enthaltenden eukaryontischen Proteinen nach Expression in Prokaryonten
durch Zellaufschlu8, Solubilisierung unter denaturierenden und reduzierenden Bedingungen und Reaktivie-
rung unter oxidierenden Bedingungen in Gegenwart von GSH/GSSG,
das dadurch gekennzeichnet ist, daB8 man in der Stufe der Reaktivierung bei einem pH-Wert von 8 bis 12,
einer GSH-Konzentration von 0,1 bis 20 mmol/, einer GSSG-Konzentration von 0,01 bis 3 mmolA und mit
einer nicht denaturierenden Konzentration des Denaturierungsmittels arbeitet und da8 man in der Reaktivie-
rungsstufe als Denaturierungsmittel Arginin und/oder wenigstens eine Verbindung der aligemeinen Formel
R2-CO-NRR; (I) verwendet, wobei R und Ry H oder Alkyl mit 1 bis 4 C-Atomen und Rz H oder NHR; oder
Alkyl mit 1 bis 3 C-Atomen bedeutet, mit der MaBgabe, da8 R und Ry nicht gleichzeitig H sind.

Bevorzugte Ausgestaltungen dieses Verfahrens sind Gegenstand der Unteranspriiche.

Als Denaturierungsmittel werden Arginin oder Harnstoffderivate gem#8 Formel (I) verwendet.

Foerner kbnnen Gemische dieser Denaturierungsmittel verwendet werden. Vorzugsweise 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 mg/ml. Der Zusatz von BSA bewirkt eine leichte
Erh8hung der Ausbeute und Stabilisierung des Proteins (wahrscheinlich durch Schutz vor Oberfidchendena-
turierung 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. Die Halbwertszeit der Aktivierung liegt in Gegenwart von 0,5
mmoll reduziertem (GSH) und oxidiertem (GSSG) Glutathion bei etwa 10 bis 15 Stunden bei 20°C. Bei
einer lingeren Inkubation (48 Stunden) unter Reoxidationsbedingungen nimmt die Stimulierbarkeit durch
CNBr-FSP in der Regel ab. Die Aktivierungsstufe wird vorzugsweise in Gegenwart von EDTA durchgeflhrt,
wobei die zweckm&Bigste Konzentration ca. 1 mmold EDTA betrigt.

Die der Aktivierungsstufe (Reoxidation/Aktivierung) vorausgehenden und nachfolgenden Verfahrens-
schritte, wie ZellaufschiuB, Solubilisierung (Solubilisierung/Reduktion) und gegebenenfalls eine oder mehre-
re der Aktivierungsstufe vorausgehende und/oder nachfolgende Reinigungsoperationen k&nnen nach aus
dem Stand der Technik, z.B. aus der EP-A-0114508, EP-A-0093619, flr derartige Verfahren bekannten und
tiblichen Methoden durchgefiihrt werden; fUr ein im Hinblick auf Ausbeute und Aktivierung optimales
Ergebnis kann es aber zweckmi8ig sein, einzelne oder alle Verfahrensschritte unter Berlicksichtigung einer
oder mehrerer der hier erliuterten Verfahrensausgestaltungen durchzufiihren. Insbesondere ist es auch
méglich, die erfindungsgemiBe Stufe der Aktivierung in dem nach dem AufschluB erhaltenen Gemisch
ohne vorhergehende Denaturierung und/oder Reduktion durchzuflihren, allerdings bei niedriger Ausbeute.
Die Expression wird in Prokaryonten, vorzugsweise in P. putida, und insbesondere in E.coli, durchgeflihrt.
Das erfindungsgemZBe Verfahren ist jedoch genauso geeignet, wenn in anderen Prokaryonten (z.B. Bacilli)
exprimiert wird.

Der ZellaufschluB kann durch hierflr 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 Pufferlsung als Suspensionsmedium durchgeflhrt, wie z.B. in 0,1
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moll Tris-HCl. Nach dem ZellaufschluB werden die uniSslichen Bestandteile (“refractile bodies™) in
beliebiger Weise abgetrennt, vorzugsweise durch Abzentrifugieren bei hSheren g-Zahlen und langerer
Zentrifugationszeit oder durch Filtration. Nach dem Waschen mit Agentien, die tPA nicht stSren, fremde
Zellproteine jedoch mdglichst 18sen, z.B. Wasser, Phosphat-Pufferiisung, gegebenentalls unter Zusatz
milder Detergentien wie Triton, wird der Niederschlag (Pellet) der Solubilisierung (Solubilisierung/Reduktion)
unterworfen. Die Solubilisierung erfolgt vorzugsweise im alkalischen pH-Bereich, insbesondere bei pH = 8,6
£ 0,4 und in Gegenwart eines Reduktionsmittels aus der Mercaptangruppe und eines Denaturierungsmittels.

Als Denaturierungsmittel kdnnen die flir Solubilisierungen aus dem Stand der Technik, z.B. aus der EP-
A-0114508, bekannten und (blichen Denaturierungsmittel verwendet werden, und insbesondere Guanidin-
Hydrochlorid oder Harnstoff. Die Konzentration an Guanidin-Hydrochlorid betréigt zweckméBigerweise ca. 6
moll, die von Harnstoff ca. 8 moll. Ebenso k8nnen Verbindungen der allgemeinen Formel | eingesetzt
werden.

Als Reduktionsmittel aus der Mercaptangruppe kann z.B. reduziertes Glutathion (GSH) oder 2-Mercap-
toethanol verwendet werden, z.B. in einer Konzentration von ca. 50 bis 400 mmol/l und/oder insbesondere
DTE (Dithioerythritol) bzw. DTT (Dithiothreitol), z.B. in einer Konzentration von ca. 80 bis 400 mmol/. Die
Solubilisierung erfolgt zweckmiBigerweise bei Raumtemperatur wihrend einer Dauer (Inkubation) von 1 bis
mehreren Stunden, vorzugsweise von zwei Stunden. Zur Verhinderung der Aufoxidation des Reduktionsmit-
tels durch Luftsauerstoff kann es auch zweckmiBig sein, EDTA zuzusetzen. Neben der Solubilisie-
rung/Reduktion hat die Solubilisierungsstufe auch einen Reinigungseffokt, da ein GroBteil von mit tPA
immunologisch nicht kreuzreagierendem Material (Fremdproteine) nicht in L&sung geht.

Nach der Solubilisierung und vor der Aktivierungsstufe k8nnen an sich bekannte und Ubliche Reini-
gungsstufen eingeschoben werden; als Reinigungsmethoden kommen z.B. sterische AusschluBchromato-
graphie (SEC) (in Gegenwart von Guanidin-Hydrochlorid oder Harnstoff) oder lonenaustauscher (in Gegen-
wart von Hamstoff oder deren Derivate) in Frage; eine unspezifische Reoxidation kann durch Zusatz eines
Reduktionsmittels (z.B. 2-Mercaptoethanol) oder durch pH-Werte 4,5 verhindert werden (vgl. z.B. R.
Rudolph, Biochem. Soc. Transactions 13 (1985) 308-311). Wenn in der vorausgehenden Solubilisierungsstu-
fe DTE verwendet wurde, muB dieses in einer Reinigungsstufe abgetrennt werden. Die Reinigung kann z.B.
durch SEC Uber Sephadex G 100 in Gegenwart von Guanidin-Hydrochlorid und eines Reduktionsmittels,
z.B. von GSH bei einem pH von 1 bis 4 erfolgen (bei diesem Schritt kann eine groBe Menge des
Fremdproteins abgetrennt werden); oder durch Abtrennung der Denaturierungs-/Reduktionsmittel durch
Entsalzen Uber Sephadex G 25 in 0,01 moll HCl bzw. 0,1 moll Essigséiure. Die Abtrennung der
Denaturierungs-/Reduktionsmittel ist alternativ durch Dialyse gegen die gleichen L8sungen m¥glich.

Ein weiterer Reinigungsschritt kann sich an die Reaktivierungsstufe anschlieBen; eine solche Reinigung
erfolgt in der Regel mittels Dialyse oder auch einer anschlieBenden Isolierung des aktivierten tPA,
beispielsweise durch Affinititschromatographie, beispielsweise Uber Lys-Sepharose.

Erfindungsgem&B gelingt es, tPA aus Prokaryonten so zu aktivieren, da8 nicht nur eine Aktivierung der
normalen biologischen Aktivitéit erreicht, sondern dariiberhinaus auch eine Stimulierbarkeit im oben definier-
ten Sinne erreicht wird, welche die Stimulierbarkeit des nativen tPA weit Ubersteigt und gréiBer als Faktor 10
ist, ja sogar Faktor 50 Uibersteigen kann.

Ein weiteres eukaryontisches Protein, das erfindungsgem#B nach Expression in Prokaryonten aktiviert
werden kann, ist S-Interferon.

Die nachfolgenden Beispiele erlfiutern die Erfindung n#her, ohne sie darauf zu beschrinken. Wenn
nicht anders angegeben, beziehen sich Prozentangaben auf Gewichisprozent und Temperaturangaben auf
Grad Celsius.

Belsplel 1
a) Priiparation der "refractile bodies”

100 g E.coli Zellfeuchtmasse, aufgenommen in 1,5 1 0,1 molA Tris/HCI (pH 6,5) und 20 mmoll EDTA
wurden homogenisiert (Ultra-Turrax, 10 Sek.) und 0,25 mg/ml Lysozym zugegeben. Nach 30 Min. Inkuba-
tion bei Raumtemperatur wurde erneut homogenisiert und auf 3°C abgeklhlt. Der Zellaufschlu8 wurde
durch Hochdruckdispersion (550 kg/cm?) erreicht. AnschlieBend wurde mit 300 m! 0,1 mol/l Tris/HCI (pH
6,5) und 20 mmolA EDTA nachgespliit. Nach Zentrifugation (2 Std. bei 27.000 g, 4 *C) wurde das Pellet in
1,3 10,1 mol/l Tris/HCI (pH 6,5), 20 mmol/1 EDTA und 2,5 % Triton-x-100 aufgenommen und homogenisiert.
Nach erneuter Zentrifugation (30 Min. bei 27.000 g, 4°C) wurde das Pellet in 1,3 | 0,1 moll Tris/HCI (pH
6,5), 20 mmol/l EDTA und 0,5 % Triton-x-100 aufgenommen und homogenisiert. Abwechseinde Zentrifuga-
tion (30 Min. bei 27.000 g, 4°C) und Homogenisation des Pellets in 1 |1 0,1 molll Tris/HCI (pH 6,5) und 20

5



. .A;

10

15

25

35

50

" EP 0 393 725 B1

mmol/l EDTA wurde noch dreimal durchgeflhrt.

Der tPA-Gehalt der "refractile bodies™ Préparationen wurde durch SDS-PAGE, Identifizierung der tPA-
Banden durch "Western-blotting" und densitometrische Analyse quantifiziert. Die "refractile bodies" zeigen
bei SDS-PAGE und "Wester-blotling" eine starke tPA-Bande mit einem Molekulargewicht von ca. 60 kDa.
Der tPA-Anteil am Gesamiproteingehalt der "refractile bodies™ betrégt ca. 21 %.

b) Solubilisierung/Reduktion der "refractile bodies”

"Refractile bodies"” wurden bel einer Proteinkonzentration von 1 bis 5 mg/ml in 0,1 mol/l Tris/HCI (pH
8,6), 6 moll Guanidin-Hydrochlorid, 0,15 bis 0,4 moli DTE und 1 mmoll1 EDTA 2 bis 3 Sid. bei
Raumtemperatur inkubiert. Danach wurde unl8sliches Material (Zeliwandfragmente usw.) abzentrifugiert
(2.B. 30 Min. bei 35.000 bis 50.000 g, 4°C). Der pH-Wert des Oberstandes wurde mit konz. HCI auf pH 3
eingestellt. Denaturierungs- und Reduktionsmittel wurden dann durch Dialyse gegen 0,01 mol/l HCI bei 4°C
abgetrennt.

¢) Reoxidation/Aktivierung

Reoxidation/Aktivierung erfoigte durch eine 1:50 bis 1:200 Verdlinnung in 0,1 mol/l Tris/HCI (pH 10,5), 1
mmol/l EDTA, 1 mg/ml BSA, 0,5 molAl L-Arginin, 2 mmol! GSH, 0,2 mmol/l GSSG. Nach 17 bis 24 Stunden
Aktivierung bei ca. 20°C wurde die Aktivitdt und im Vergleich zur Aktivitéit von nativem glykosyliertem tPA
aus Eukaryonten die Ausbeute bestimmt.

Ausbeute bezogen auf den Gesamtproteingehalt der "refractile bodies™ 2,5 £ 0,5 %

Stimulierbarkeit: 10 £ 5 '
Ausbeute bezogen auf den tPA-Anteil der "refractile bodies": ca. 12 %.

d) Reoxidation/Aktivierung ohne Abtrennung der Denaturierungs-/Reduktionsmittel

"Refractile bodies" wurden bei einer Proteinkonzentration von 1,256 mg/ml in 0,1 molA Tris/HCI (pH 8,8),
6 moll Guanidin-Hydrochlorid, 0,2 mol/l DTE und 1 mmolll EDTA 2 Stunden bei Raumtemperatur inkubiert.
Danach wurde sofort Reoxidation durch eine 1:100 Verdlnnung in 0,1 mol/t Tris/HCI (pH 10,5), 1 mmolA
EDTA, 1 mg/ml BSA, 0,3 moll L-Arginin und den in der Tabelle angegebenen Mengen an GSSG
eingeleitet. Zusktzlich befand sich im Aktivierungsansatz eine Restkonzentration von 0,06 mol/l Guanidin-
Hydrochlorid und 2 mmol/l DTE.

Abhiingigkeit der Aktivierungsausbeute von der GSSG-Konzentration bei Aktivierung ohne Abtrennung
der Denaturierungs-/Reduktionsmittel.

GSSG (mmoll) | Ausbeute' (%) | Stimulierbarkeit (Faktor)

0,2 0 -

1 0,13 4,0
5 1,49 7.4
6 1,28 54
7 1,04 58
9 0,98 52
10 177 10,0
15 0 -

20 0 -

*= Ausbeute an aktivem tPA bezogen auf den Gesamtproteingehait der
"refractile bodies".

Beispiel 2

Eine RB ("refractile bodies™)-Préparation {ca. 5 mg) wurde in 1 ml 0,1 mol/l Tris/HCI (pH = 8,6), 6 mol
Guanidin-Hydrochlorid und 0,15 - 0,2 mol/l DTE 2 bis 3 Stunden bei Raumtemperatur inkubiert. Unl&sliches
Material (Zellwandiragmente usw.) wurde danach durch Zentrifugation (20 Minuten bei 17.000 g) abgetrennt.
Denaturierungs- und Reduktionsmittel wurden durch Gelfiltration Uber Sephadex G 25 (superfine) in 0,01
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mol/l HCI entfernt. Dabei wurde die Probe etwa um den Faktor 5 bis 10 verdUnnt. Das reduzierte Material in
0,01 moll HCI wurde bei -20 ° C aufbewahrt.

Beispiel 3

In den nachfolgenden Tabellen ist der EinfluB verschiedener erfindungsgem&Ber Parameter auf die
Aktivierung und Stimulierbarkeit von tPA zusammengestelit. FUr diese Reoxidationsexperimente wurde das
nach Belspiel 2 solubilisierte, reduzierte Protein nicht weiter vorgereinigt.

Das reduzierte Protein {in 0,01 molA HCI) wurde durch Verdlinnung von 1:10 bis 1:500 in "Reoxidations-
puffer” aktiviert. Die Aktivierung wurde nach 22 bis 48 Stunden Inkubation bei Raumtemperatur bestimmt.
Die Aktivitit des reoxidierten Proteins bezieht sich auf eine "Standard-Reoxidation” (= 100 %] in:

0,1 mol/ Tris/HCI (pH = 10,5) + 1 mmoll EDTA
+ 0,5 mol/l L-Arginin

+ 1 mg/ml BSA

+ 0,5 mmoli GSH (reduziertes Glutathion)

+ 0,5 mmol/l GSSG (Glutathiondisulfid).

Die Stimulierbarkeit errechnet sich aus AE+CN5,FSP/AE-QNB,FSP (vgl. W. Nieuwenhuizen et al., Biochimica
et Biophysica Acta @ (1983) 531-533). Die Aktivitdt (in Prozent) und die Stimulierbarkeit (Faktor) wurde
nach J. H. Verheijen Thromb. Haemostas. 48(3), 266-269, (1982) bestimmt.

Es wurden folgende Ergebnisse erhalten:

1. Abh#ingigkeit der Aktivierungsausbeute vom Zusatz an L-Arginin oder Guanidin-Hydrochlorid

Reoxidation in 0,1 mol/l Tris/HCI (pH 10,5)
+ 1 mmol/l EDTA .

+ 1 mg/ml BSA

+ 0,5 mmoll GSH

+ 0,5 mmoll GSSG

a) L-Arginin
L-Arginin (mol/l) | Aktivitit (%) | Stimulierbarkeit (Faktor)
0 4 25
0,256 98 75
0,5 100 21,9
075 27 16,3
10 23 35

Bei diesem Experiment ist zu bedenken, daB tPA durch L-Arginin inhibiert wird. Der Abfall der
Aktivierungsausbeute bei h&heren L-Argininkonzentrationen ist deshalb bezlglich der Inhibition zu
korrigieren.

b) Guanidin-Hydrochlorid (Gdn/HCI)

(GAn/HCI) (moll) | Aktivitét (%)
0 11
0,25 22
05 53
0,75 58
10 12

2. Abh#ngigkeit der Aktivierungsausbeute von Zusatz an Harnstoff und Harnstoffderivaten.

Reoxidation in 0,1 moll Tris (pH 10,5), 1 mmolA EDTA, 1 mg/ml BSA, 5§ mmold GSH, 0,2 mmoli GSSG
a) Hamstoff
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Harnstoff (mol/l) | Aktivitét (%)
0 1
05 20
1 59
1,5 126
2 162
25 14
3 72
4 12
5 0
b) Methylharnstoff
Methylharnstoff (mol/l) | Aktivitét (%)
05 22
1 174
1,5 313
2 375
25 332
3 215
4 12
5 0
¢) Ethylharnstoff
Ethylharnstoff (molll) | Aktivitit (%)
' 05 46
1 212
1,5 323
2 300
25 107
3 19
4 0
5 0
d) Dimethylharnstoff
Dimethylharnstoff (moll) | Aktivitat (%) | Stimulierbarkeit (Faktor)
0,5 167 88
1 256 89
15 283 9,4
2 177 7,7
25 78 89
3 23 9,9
4 4 8,6
5 2 35

EP 0 393 725 B1

3. Abhéngigkeit der Aktivierungsausbeute vom Zusatz an Fettsdureamiden: '

Reoxidation in 0,1 molA Tris (pH 10,5), 1 mmol/l EDTA, 1 mg/ml BSA, 5 mmoll GSH, 0,2 mmol/l GSSG.
a) Formamid
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b} Methylformamid

¢) Acetamid

d) Propionamid

e) Butyramid

EP 0 393 725 B1

Formamid (molfl) { Aktivitit (%)
0 42
0,5 59
1 175
1,5 245
2 325
25 423
3 444
4 416
5 341
Methylformamid (molf) | Aktivitdt (%)
05 100
1 135
1,5 304
2 389
25 466
3 452
4 425
5 21
Acetamid (moll) | Aktivitit (%)
05 72
1 134
15 207
2 261
25 204
3 237
4 198
5 141
Propionamid (molf) | Aktivitét (%)
05 95
1 99
15 197
2 150
25 101
3 39
4 2
5 0
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Butyramid (mol/l) | Aktivit&t (%)
0,5 55
1 52 .
15 17
2 0

4. Abh#ngigkeit der Aktivierungsausbeute vom pH-Wert

Reoxidation in 0,1 moll Tris/HC! + 1 mmoll EDTA

+ 0,5 mol/l L-Arginin

+ 1 mg/mi BSA

+ 0,5 mmol/l GSH
+ 0,5 mmoll GSSG

pH | Aktivitat (%)

Stimulierbarkeit (Faktor)

7

8

9
10
11

105

1
22
89

95

3,0
13,6
20,3
213

5. Abhéingigkeit der Aktivierungsausbeute von der GSH/GSSG-Konzentration

Reoxidation in 0,1 moll Tris/HCI, pH 10,5,

+ 1 mmoll EDTA

+ 0,5 mol/ L-Arginin

+ 1 mg/ml BSA

a) + 1 mmol/l GSH,

b) + 0,2 mmoll GSSG

(GSSG) (mmol/l) | Aktivitst (%) | Stimulierbarkeit (Faktor)
0,1 239 14,9
0,2 273 15,3
05 193 133
1 198 12,5
5 17 2,1
10 0 -
20 0 -
(GSH) (mmol/) | Aktivitéit (%) | Stimulierbarkeit (Faktor)
0,05 15 22
0,1 40 38
0,2 112 68
0,5 142 7,4
1 273 6.8
5 260 7.9
10 143 6,3
20 55 5,1
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6. Abhéngigkeit der Aktivierungsausbeute von der Protein-Konzentration bei der Reoxidation (Verdlinnung
1:20 - 1:500)

Reoxidation in 0,1 molA Tris/HCI (pH 10,5)
+ 1 mmol/l EDTA
+ 0,5 mol/l L-Arginin
+ 1 mg/mi BSA
+ 0,5 mmol/l GSH
+ 0,5 mmol1 GSSG

Verdlinnung | Aktivitdt (%) | Stimulierbarkeit (Faktor)
1:10 29 153
1:20 45 25,4
1:50 69 379
1:100 100 37,9
1:200 79 52,7
1:500 29 28,7

7. Abhiingigkeit der Aktivierungsausbeuts vom Zusatz an BSA

Reoxidation in 0,1 mol/l Tris/HCI (pH 10,5)
+ 1 mmoll EDTA '
+ 0,5 mol L-Arginin
+ 0,5 mmoll GSH
+ 0,5 mmoll GSSG

| BSA (mg/ml) | Axtivitst (%)
0 47
05 83
1 100
3 102
5 52

Die Figuren 1 und 2 zeigen die Aktivittit mit und ohne CNBr-FSP im Standardtest nach 17 Stunden
Reoxidation bei Raumtemperatur in 0,1 molA Tris/HCI (pH = 10,5) + 1 mmoll EDTA + 0,5 mol L-Arginin
+ 1 mg/ml BSA + 0,5 mmoll GSH + 0,5 mmoll GSSG. In den Fig. 1 und 2 bedeuten die Kurven (A) die
Aktivitdt in Gegenwart von CNBr-FSP, die Kurven (B) die Aktivitéit ohne CNBr-FSP.

Belsplel 4
AktiVierung von gentechnologisch hergestelitem Interferon-5.

"Refractile bodies™ wurden nach den vorgenannten Methoden produziert. Die Reduktion/Solubilisierung
der "refractile bodies™ wurde wie folgt durchgefilhrt: Das Pellet wurde 3 Stunden bei 25°C in 10 ml 8,1
mol/l Tris/HCI, pH 8,6, 6 moll Gdn+HCI, 1 mmoll EDTA und 0,2 moll DTE inkubiert und nach 30 Minuten
Zentrifugation bei 4°C und 48.000 g der pH des Uberstandes auf ca. 3 mit konzentrierter HCI eingestelit.
AnschlieBend wurde eine Gelfiltration Uiber Sephadex G25 F in 0,01 mol/l HCI durchgeflhrt.

Das Eluat wurde auf Leitf8higkeit, Proteinkonzentration und Reaktivierbarkeit untersucht.

Die Aktivierbarkeit des reoxidierten Proteins bezieht sich auf eine "Standardaktivierung™ (= 100 %) in
0,1 mol/l Tris/HCI, pH 10,5, 1 mmol/l EDTA, 5 mmoll GSH, 0,5 mmol1 GSSG und 0,25 moi/l L-Arginin.

a) Abh#ingigkeit der Aktivisrungsausbeute zum Zusatz an L-Arginin
Das Eluat wurde 1:50 mit 0,1 molA Tris/HCI, pH 8,5, 1 mmoli EDTA, 5 mmol/l GSH, 0,5 mmoll GSSG
verdlinnt und 20 Stunden bei 0 C aktiviert.

11
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L-Arginin-Abhéngigkeit der Aktivierung
L-Arginin (mol/) Aktivitét (%)
0 8
0,25 8

05 15
0,75 15

b) Abh#ngigkeit der Aktivierungsausbeute vom Zusatz an Harnstoff
Die Aktivierungsifsung entsprach der von Punkt a); jedoch wurde 17 Stunden bei 0°C aktiviert.

Hamstoff-Abh#ngigkeit der Aktivierung
Harnstoff (mol/l) Aktivitit (%)
0 13 '
0,5 100
1 200
15 100

¢) Abh#ingigkeit der Aktivierungsausbeute vom Zusatz an Formamid
Aktivierung wie in a); die Proben wurden nach 17 Stunden Aktivierung bei 0°*C untersucht.

Formamid-Abh&ingigkeit der
Aktivierung
Formamid (molA) Aktivitit
0 13
1 13
2 13
3 0
4 0

d) Abhéingigksit der Aktivierungsausbeute vom Redoxpuffer
Das Eluat wurde 1:50 in 0,1 molA Tris/HCI, pH 8,5, 1 mmol/ EDTA und 0,25 mol/ L-Arginin verdiinnt und
die Proben nach 17 Stunden Aktivierung bei 0* C untersucht.

GSH/GSSG-Abhiingigkeit der Aktivierung
GSH (mmoll) | GSSG (mmold) | Aktivitit (%)
1 0,5 6
5 05 13
10 05 25
20 05 25
5 0,1 13
5 0,5 13
5 1,0 13
5 5 6

©) Abhlingigkeit der Aktivierungsausbeute vom Zusatz von BSA
Das Eluat wurde 1:50 in 0,1 moM Tris/HCI, pH 8,5, 1 mmolA EDTA, 5 mmoll GSH, 0,5 mmol/l GSSG und
0,25 mol/t L-Arginin verdlnnt und nach 17 Stunden Aktivierung bei 0 * C untersucht.
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BSA-Abhiingigkeit der
Aktivierung
.BSA (mg/ml) | Aktivitst (%)
0 13
1 13
2 25
5 13

f) Abhiingigkeit der Aktivierungséusbeute vom pH
Das Eluat wurde 1:50 in 0,1 mol/l Tris/HCI, 1 mmol/l EDTA, 5 mmold GSH, 0,5 mmol/l GSSG und 0,25
mol/l L-Arginin verdlinnt und nach.17 Stunden Aktivierung bei 0 °C untersucht.

pH-Abhéngigkeit der Aktivierung
pH Aktivitit (%)
6,5 0
7.5 6
85 13
9,5 50
10,5 100

Patentanspriiche

1.

Verfahren zur Aktivierung von gentechnologisch hergesteliten, heterologen, Disulfidbrlicken enthalten-
den eukaryontischen Proteinen nach Expression in Prokaryonten durch ZellaufschluB, Solubilisierung
unter denaturierenden und reduzierenden Bedingungen und Reaktivierung unter oxidierenden Bedin-
gungen in Gegenwart von GSH/GSSG,

dadurch gekennzeichnet, daB man in der Stufe der Beaktivierung bei einem pH-Wert von 8 bis 12,
einer GSH-Konzentration von 0,1 bis 20 mmolA, einer GSSG-Konzentration von 0,01 bis 3 mmol/l und
mit einer nicht denaturierenden ‘Konzentration des Denaturierungsmittels arbeitet und daB man in der
Reaktivierungsstufe als Denaturierungsmittel Arginin und/oder Wenigstens eine Verbindung der alige-
meinen Formel R2-C0O-NRR; () verwendet, wobei R und Ry H oder Alkyl mit 1 bis 4 C-Atomen und Rz
H oder NHR; oder Alkyl mit 1 bis 3 C-Atomen bedeutet, mit der MaBgabe, daB R und R; nicht
gleichzeitig H sind.

Verfahren nach Anspruch 1,
da_t_lurch ge_kennzelchnet, daB in der Reaktivierungsstufe der pH-Wert 9,5 bis 11 betrégt.

Verfahren nach einem der Anspriiche 1 und 2,
dadurch gekennzeichnet, daB in der Reaktivierungsstufe die GSH-Konzentration 0,2 bis 10 mmol/
und/oder die GSSG-Konzentration 0,05 bis 1 mmol/ betréigt.

Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche,
dadurch gekennzeichnet, daB man nach der Solubilisierung und vor der Reaktivierung eine Reini-
gungsstufe durchflihrt.

Verfahren nach einem der Ansprliche 1 bis 3,

dadurch gekennzelchnet, daB die Reaktivierung ohne vorherige Abtrennung der Denaturierungs-
/Reduktionsmittel durchgefiihrt wird, wobei die Reaktionslbsung nach Denaturierung/Reduktion mit
Reaktivierungspuffer verdiinnt wird und bei der folgenden Reaktivierung die GSSG-Konzentration die
verbleibende Restkonzentration an DTE Ubersteigt.

Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 5,
dadurch gekennzeichnet, da8 man die Expression in E.coli oder P.putida durchflhrt.
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BSA-Abhéngigkeit der
Aktivierung
BSA (mg/ml) | Aktivitét (%)
0o 13
1 13 —
2 25
5 13

f) AbhZngigkeit der Aktivierungsausbeute vom pH
Das Eluat wurde 1:50 in 0,1 mol Tris/HCI, 1 mmoll EDTA, 5§ mmoll GSH, 0,5 mmoll GSSG und 0,25
molAl L-Arginin verdlnnt und nach 17 Stunden Aktivierung bei 0*C untersucht.

pH-Abh&ngigkeit der Aktivierung
pH Aktivitét (%)
6.5 0
7.5 6
85 13
9,5 50
10,5 100

Patentanspriiche

1.

Verfahren zur Aktivierung von gentechnologisch hergesteliten, heterologen, Disulfidbrlicken enthalten-
den eukaryontischen Proteinen nach Expression in Prokaryonten durch ZellaufschiuB, Solubilisierung
unter denaturierenden und reduzierenden Bedingungen und Reaktivierung unter ox:dlerenden Bedin-
gungen in Gegenwart von GSH/GSSG,

dadurch gekennzeichnet, daB man in der Stufe der Beaktivierung ben einem pH-Wert von 8 bis 12,
einer GSH-Konzentration von 0,1 bis 20 mmol/, einer GSSG-Konzentration von 0,01 bis 3 mmol und
mit einer nicht denaturierenden Konzentration des Denaturierungsmittels arbeitet und da8 man in der
Reaktivierungsstufe als Denaturierungsmittel Arginin und/oder Wenigstens eine Verbindung der allge-
meinen Formel R2-CO-NRR: (I) verwendet, wobei R und Ry H oder Alkyl mit 1 bis 4 C-Atomen und Rz
H oder NHR; oder Alkyl mit 1 bis 3 C-Atomen bedeutet, mit der MaBgabe, da8 R und R; nicht
gleichzeitig H sind.

Verfahren nach Anspruch 1,
dadurch gekennzeichnet, da8 in der Reaktivierungsstufe der pH-Wert 9,5 bis 11 betrégt.

Verfahren nach einem der Anspriiche 1 und 2,
dadurch gekennzeichnet, daB in der Reaktivierungsstufe die GSH-Konzentration 0,2 bis 10 mmoi/l
und/oder die GSSG-Konzentration 0,05 bis 1 mmol/ betrégt.

Verfahren nach einem der vorhergehenden Ansprlichs,
dadurch gekennzeichnet, da8 man nach der Solubilisierung und vor der Reaktivierung eine Reini-
gungsstufe durchflhrt.

Verfahren nach einem der Ansprliche 1 bis 3,

dadurch gekennzeichnet, da8 die Reaktivierung ohne vorherige Abtrennung der Denaturierungs-
/Reduktionsmittel durchgeflihrt wird, wobei die Reaktionsiésung nach Denaturierung/Reduktion mit
Reaktivierungspuffer verdlinnt wird und bei der folgenden Reaktivierung die GSSG-Konzentration die
verbleibende Restkonzentration an DTE Ubersteigt.

Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 5,
dadurch gekennzelchnet, da8 man die Expression in E.coli oder P.putida durchflihrt.
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14.

15.

16.

17.

18.

19.

T I

Verfahren nach einem der Anspr(]che 1-8,
dadurch gekennzeichnet, da8 die Konzentration an Arginin 0,1 bis 1,0 molA, insbesondere 0,25 bis
0,8 mol/l betréigt.

Verfahren nach einem der Anspriiche 1-6,
dadurch gekennzelchnet, daB8 die Konzentration der Verbindung der allgemeinen Formel | 0,5 bis 4
mol/l, insbesondere 1 bis 3,5 mol/l betrégt.

Verfahren nach einem der vorhergehenden Ansprliche,
dadurch gekennzelchnet, daB man in der Stufe der Reaktivierung in Gegenwart eines nicht proteoly-
tisch wirksamen Proteins, insbesondere in Gegenwart von Rinderserumalbumin, arbeitet.

Verfahren nach einem der vorhergehenden Ansprliche,
dadurch gekennzelchnet, da8 man den ZellaufschluB mittels Ultraschall, Hochdruckdispersion oder
Lysozym durchflihrt.

Verfahren nach Anspruch 10,
dadurch gekennzeichnet, daB8 man den AufschluB in einer verdlnnten wéBrigen Pufferl$sung,
insbesondere in 0,1 mol/ Tris, bei einem neutralen bis schwach sauren pH-Wert durchflihr.

Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche,
dadurch gekennzelchnet, daB man nach dem ZellaufschluB die unl8slichen Bestandteile abtrennt.

Verfahren nach einem der vorhergehenden Ansprliche,

dadurch gekennzeichnet, da8 man in der Stufe der Solubilisierung bei einem alkalischen pH-Wert in
Gegenwart eines Reduktionsmittels aus der Mercaptogruppe und in Gegenwart eines Denaturierungs-
mittels arbeitet.

Verfahren nach Anspruch 13,
dadurch gekennzeichnet, da8 man in Gegenwart einer
Verbindung der allgemeinen Formel | als Denaturierungsmittel arbeitet.

Verfahren nach Anspruch 14,
dadurch gekennzeichnet, daB die Konzentration der Verbindung der allgemeinen Formel | 8 mol/l
betréigt.

Verfahren nach einem der Atisprtlche 13 bis 15,
dadurch gekennzeichnet, daB man in Gegenwart von DTE, §-Mercaptoethanol, Cystein oder GSH
arbeitet.

Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche,
dadurch gekennzelchnet, daB man Reinigung und Abtrennung von Reduktions-, Oxidations- oder
Denaturierungsmitteln mittels sterischer AusschiuBchromatographie oder Dialyse durchfiihrt.

Verfahren nach einem der vorhergehenden Ansprlichse,
dadurch gekennzeichnet, da8 man nach der Stufe der Reaktivierung eine Reinigungsstufe mittels
Dialyse durchflhrt. '

Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 18,
dadurch gekennzeichnet, daB man als gentechnologisch hergestelites eukaryontisches Protein tPA
verwendet. '

Verfahren nach einem der Ansprliche 1 bis 18,

dadurch gekennzelchnet, daB man als gentechnologisch hergestelites eukaryontisches Protein Inter-
feron 8 verwendet.
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Clalms

1

10.

1.

12,

13.

14.

16.

Process for the activation of gene-technologically produced, heterologous, disulphide bridge-containing
eukaryotic proteins after expression in prokaryotes by cell digestion, solubilisation under denaturing and
reducing conditions and reactivation under oxidising conditions in the presence of GSH/GSSG,
characterised in that, in the step of the reactivation, one works at a pH value of 8 to 12, a GSH
concentration of 0.1 fo 20 mmol/l, a GSSG concentration of 0.01 to 3 mmol/l and with a non-denaturing
concentration of the denaturing agent and that, in the reactivation step, as denaturing agent, one uses
arginine and/or at least one compound of the general formula Rz-CO-NRR; (l),whereby R and R
signify H or alkyl with 1 to 4 C-atoms and Rz signifies H or NHR; or alkyl with 1 to 3 C-atoms, with the
proviso that R and R, are not simultaneously H.

Process according to claim 1, characterised in that, in the reactivation step, the pH value amounts to
9.5 to 11.

Process according to one of claims 1 and 2, characterised in that, in the reactivation step, the GSH
concentration amounts to 0.2 to 10 mmol/l and/or the GSSG concentration to 0.05 to 1 mmolA.

Process according to one of the preceding claims, characterised in that one carries out a purification
step after the solubilisation and before the reactivation.

Process according to one of claims 1 to 3, characterised in that the reactivation is carried out without
previous separation of the denaturing/reducing agent, whereby the reaction solution is diluted after
denaturing/reducing with reactivation buffer and, in the following reactivation, the GSSG concentration
exceeds the remaining residual concentration of DTE.

Process according to one of claims 1 to 5, characterised in that one carries out the expression in E. coli
or P. putida.

Process according to one of claims 1 - 6, characterised in that the concentration of arginine amounts to
0.1 to 1.0 molA, especially 0.25 to 0.8 molA.

Process according to one of claims 1 - 8, characterised in that the concentration of the compound of
the general formula | amounts to 0.5 to 4 mol/, especially 1 to 3.5 mol/.

Process according to one of the preceding claims, characterised in that, in the step of reactivation, one
works in the presence of a non-proteolytically effective protein, especially in the presence of bovine
serum albumin.

Process according to one of the preceding claims, characterised in that one carries out the cell
digestion by means of ultrasonics, high pressure dispersion or lysozyme.

Process according to claim 10, characterised in that one carries out the digestion in a dilute aqueous
buffer solution, especially in 0.1 mol/ iris, at a neutral to weakly acidic pH value.

Process according to one of the preceding claims, characterised in that, after the cell digestion, one
separates off the insoluble components.

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
presence of a denaturing agent.

Process according to claim 13, characterised in that one works in the presence of a compound of the
general formula | as denaturing agent.

Process according to claim 14, characterised in that the concentration of the compound of the general
formula | amounts to 8 moll.
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16. Process according to one of clalms 13 to 15, charactensed in that one works in the presence of DTE,
B8-mercaptoethanol, cysteine or GSH.

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

18. 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.

19. Process according to one of claims 1 to 18, characterised in that one uses t-PA as genetechnologically
produced eukaryotic protein.

20. Process according to one of claims 1 to 18, characterised in that one uses interferon 8 as genetech-
nologically produced eukaryotic protein.

Revendications

1. Procédé pour activer des protéines eucaryotiques hétérologues, contenant des ponts disulfure et
préparées par génie génétique aprés expression dans des procaryotes par lyse des cellules, solubilisa-
tion dans des conditions dénaturantes et réductrices et réactivation dans des conditions oxydantes en
présence de GSH/GSSG, caractérisé en ce que, dans |'étape de réactivation, on opére & un pH de 8 &
12, & une concentration en GSH de 0,1 & 20 mmol/, & une concentration en GSSG de 0,01 2 3 mmolA
et avec une concentration non dénaturante de I'agent dénaturant et en ce que I'on utilise comme agent
dénaturant dans I'étape de réactivation I'arginine et/ou au moins un composé de formule générale Rz-
CO-NRR; (l) dans laquelle R et Ry représentent H ou un alkyle de 1 & 4 atomes de carbone et Rz
représente H ou NHR; ou un alkyle de 1 & 3 atomes de carbone, & condition que R et Ri ne soient
pas simultanément H. :

2. Procédé selon la revendlcatlon 1, caractérisé en coe que le pH est de 9,5 & 11 dans 'étape de
réactivation.

8. Procédé selon I'une des revendications 1 et 2, caractérisé en ce que la concentration en GSH est de
0,2 & 10 mmol/ et/ou la concentration en GSSG est de 0,05 2 1 mmol/l dans I'étape de réactivation.

4. Procédé selon I'une des revendications précédentes, caractérisé en ce que I'on accomplit une étape de
purification aprés la solubilisation et avant la réactivation.

5. Procédé selon I'une des revendications 1 & 3, caractérisé en ce que la réactivation est accomplie sans
séparation préalable des agents dénaturantsiréducteurs, la solution réactionnelle étant diluée avec un
tampon de réactivation aprés la dénaturation/réduction et la concentration en GSSG dépassant la
concentration résiduelle en DTE restante lors de la réactivation subséquente.

6. Procédé selon I'une des revendications 1 & 5, caractérisé en ce que I'on accomplit I'expression dans E.
coli ou dans P. putida.

7. Procédé selon I'une des revendications 1 & 6, caractérisé en ce que la concentration en arginine est de
0.1 & 1,0 mol/, en particulier de 0,25 & 0,8 mol/.

8. Procédé selon l'une des revendications 1 & 8, caractérisé en ce que la concentration du composé de
formule générale | est de 0,5 2 4 mol/, en particulier de 1 3 3,5 mol/.

9. Procédé selon I'une des revendications précédentes, caractérisé en ce que I'on opdre en présence
d'une protéine non active du point de vue protéolytique, en particulier en présence de sérumalbumine
bovine, dans I'étape de réactivation.

10. Procédé selon I'une des revendications précédentes, caractérisé en ce que I'on accompilit la lyse des
cellules & I'aide d'ultrasons, de dispersion sous haute pression ou de lysozyme.
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Procédé selon la revendication 10, caractérisé en ce que I'on accomplit la lyse dans une solution
tampon aqueuse diluée, en particulier dans tris 0,1 molA, 2 un pH neutre 3 faiblement acide.

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

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

Procédé selon la revendication 13, caractérisé en ce que I'on opére en présence d'un composé de
formule générale | comme agent dénaturant.

Procédé selon la revendication 14, caractérisé en ce que la concentration du composé de formule
générale | est de 8 mol/l.

'Procédé selon I'une des revendications 13 A 15, caractérisé en ce que I'on opare en présence de DTE,

de g-mercaptoéthanol, de cystéine ou de GSH.

Procédé selon I'une des revendications précédentes, caractérisé en ce que I'on accomplit la purification
ot la séparation des réducteurs, des oxydants ou des agents dénaturants par chromatographie
d'exclusion stérique ou par dialyse.

Proéédé selon I'une des revendications précédentes, caractérisé en ce que I'on accomplit une étape de
purification par dialyse aprés I'étape de réactivation.

Procédé selon I'une des revendications 1 & 18, caractérisé en ce que I'on utilise le tPA comme
protéine eucaryotique préparée par génie génétique.

Procédé selon I'une des revendications 1 & 18, caractérisé en ce que I'on utilise I'interféron 8 comme
protéine eucaryotique préparée par génie génétique.
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