
*DE102008030142A120091231*
(19)
Bundesrepublik Deutschland 
Deutsches Patent- und Markenamt
(10) DE 10 2008 030 142 A1 2009.12.31
 

(12) Offenlegungsschrift

(21) Aktenzeichen: 10 2008 030 142.6
(22) Anmeldetag: 27.06.2008
(43) Offenlegungstag: 31.12.2009

(51) Int Cl.8: C07K 1/22 (2006.01)

Prüfungsantrag gemäß § 44 PatG ist gestellt.

Die folgenden Angaben sind den vom Anmelder eingereichten Unterlagen entnommen

(54) Bezeichnung: Verfahren zur Proteinaufreinigung unter denaturierenden Bedingungen

(57) Zusammenfassung: Die vorliegende Erfindung betrifft 
ein Verfahren zur Herstellung eines Anwendungspuffers 
zur Aufreinigung von Proteinen über immobilisierte Metall-
affinitätschromatographie (IMAC) unter denaturierenden 
Bedingungen, welches dadurch gekennzeichnet ist, dass 
eine definierte Menge eines Pufferkonzentrates mit defi-
niertem pH-Wert mit einer definierten Menge eines Harn-
stoffkonzentrates gemischt wird, wodurch ein Anwen-
dungspuffer mit definiertem pH-Wert bereitgestellt wird. 
Erfindungsgemäß wird ferner ein entsprechendes Kit 
bereitgestellt. Die Komponenten sind lagerungsstabil und 
erzeugen durch Mischung einen Anwendungspuffer defi-
nierter Zusammensetzung mit definiertem pH-Wert. Die 
Notwendigkeit zur pH-Justierung oder Neuansatz entfällt. 
Daher ist die Erfindung automatisiert und als geschlosse-
nes Kit-Konzept einsetzbar.

(71) Anmelder: 
QIAGEN GmbH, 40724 Hilden, DE

(74) Vertreter: 
König Szynka Tilmann von Renesse, 40549 
Düsseldorf

(72) Erfinder: 
Deutschmann, Thomas, Dr., 42349 Wuppertal, DE; 
Schäfer, Frank, Dr., 40627 Düsseldorf, DE; Block, 
Helena, 40724 Hilden, DE
1/12



DE 10 2008 030 142 A1    2009.12.31
Beschreibung

[0001] Die vorliegende Erfindung betrifft ein Verfah-
ren zur Proteinaufreinigung sowie dafür geeignete 
Kits und Puffersysteme.

[0002] Zur Aufreinigung von Proteinen über immobi-
lisierte Metallaffinitätschromatographie (im Folgen-
den: IMAC) unter denaturierenden Bedingungen wer-
den üblicherweise entweder Guadiniumhydrochlo-
rid-haltige Puffer (siehe Hochuli et al. 1988) oder 
hochkonzentrierte, harnstoffhaltige Pufferlösungen 
eingesetzt. Harnstoffhaltige Pufferlösungen bieten 
den Vorteil gegenüber Guadiniumhydrochlorid-halti-
gen Puffern, dass die mit harnstoffhaltigen Pufferlö-
sungen aufgereinigten Proteine direkt auf SDS-Ge-
len analysiert werden können. Die optimale Bindung 
der Proteine an die Matrix, die Stringenz der Wasch-
schritte, sowie die effiziente Elution des interessie-
renden Proteins hängen entscheidend vom pH-Wert 
der einzelnen Pufferlösungen ab.

[0003] Die im Stand der Technik bekannten harn-
stoffhaltigen Pufferlösungen verlieren jedoch ihre 
Pufferwirkung über die Zeit, insbesondere, da ihr 
pH-Wert ansteigt. Dadurch wird die Stringenz der 
Waschschritte und somit die Selektivität der Protein-
aufreinigung herabgesetzt. Aufgrund des höheren 
pH-Wertes werden Proteine unspezifisch an die Ma-
trix gebunden und können nicht mehr effizient ausge-
waschen werden. Auch nimmt die Elutionseffizienz 
ab. Zur Aufreinigung His-getaggter rekombinanter 
Proteine über IMAC unter denaturierenden Bedin-
gungen müssen daher die verwendeten harnstoffhal-
tigen Pufferlösungen vor jeder Verwendung frisch an-
gesetzt oder ihr pH-Wert muss korrigiert, d. h. neu 
eingestellt werden. Das ist zeitaufwendig und ent-
sprechend nachteilig.

[0004] Davon ausgehend ist es Aufgabe der vorlie-
genden Erfindung, ein verbessertes Verfahren zur 
Proteinaufreinigung bereitzustellen.

[0005] Die Lösung der oben gestellten Aufgabe er-
gibt sich durch die in den Ansprüchen 1 bis 16 be-
schriebenen Verfahren, Kits und Puffersysteme.

[0006] Gemäß einer Ausführungsform der Erfin-
dung wird ein Verfahren zur Herstellung eines An-
wendungspuffers zur Aufreinigung von Proteinen 
über IMAC unter denaturierenden Bedingungen be-
reitgestellt, welches dadurch gekennzeichnet ist, 
dass eine definierte Menge eines Pufferkonzentrates 
mit definiertem pH-Wert mit einer definierten Menge 
eines denaturierenden Konzentrates, vorzugsweise 
eines Harnstoffkonzentrates gemischt wird, wodurch 
ein Anwendungspuffer mit definiertem pH-Wert be-
reitgestellt wird.

[0007] Im Zusammenhang mit der vorliegenden Er-

findung werden die Begriffe „Pufferkonzentrat” und 
„Anwendungspuffer” verwendet. Der Begriff „Puffer-
konzentrat” bezieht sich auf Pufferlösungen, die nicht 
direkt zur Aufreinigung eingesetzt werden, sondern 
erst mit Harnstoff vermischt werden, um den eigentli-
chen Anwendungspuffer zu erhalten. Die Pufferkon-
zentrate weisen vorzugsweise keinerlei Harnstoff auf. 
Zunächst liegt Harnstoff nicht in störenden Mengen 
vor. Der Begriff „Anwendungspuffer” wird für Pufferlö-
sungen verwendet, welche bereits mit Harnstoff ge-
mischt und direkt zur Proteinaufreinigung eingesetzt 
werden können, bspw. als Binde-, Wasch- oder Eluti-
onspuffer.

[0008] Kern der vorliegenden Erfindung ist die sepa-
rate Bereitstellung der zur Proteinaufreinigung not-
wendigen Komponenten, die miteinander reagieren 
und so zu einem Anstieg des pH-Wertes führen kön-
nen. Erfindungsgemäß wird wenigstens ein Puffer-
konzentrat mit definiertem und entsprechend vorein-
gestelltem pH-Wert separat von dem Harnstoffkon-
zentrat bereitgestellt. Eine definierte Menge des 
Harnstoffkonzentrats wird erst kurz vor der Anwen-
dung mit einer definierten Menge des Pufferkonzent-
rats gemischt, wodurch ein Anwendungspuffer mit 
definierter Zusammensetzung und definiertem und 
entsprechend gewünschtem pH-Wert erhalten wird. 
Der Vorteil der separaten Bereitstellung der Konzen-
trate liegt darin, dass die Einzelkomponenten (Puffer-
konzentrat und Harnstoffkonzentrat) lagerungsstabil 
sind und der pH-Wert der separat gelagerten Kon-
zentrate über einen langen Zeitraum konstant bleibt 
(siehe auch Fig. 3). Durch die Vermischung von nur 
zwei Komponenten, nämlich des Pufferkonzentrats 
mit dem Harnstoffkonzentrat, kann selbst nach langer 
Lagerung der Konzentrate ein Anwendungspuffer mit 
definierter Zusammensetzung und definiertem 
pH-Wert erzeugt werden (siehe Fig. 4). Bei dem er-
findungsgemäßen Verfahren ist im Unterschied zum 
Stand der Technik daher kein erneutes Einstellen des 
pH-Wertes vor oder während der Proteinaufreinigung 
notwendig. Auch entfällt ein vollständiger Neuansatz 
der Anwendungspuffer. Nach Mischen der Konzent-
rate ist der Anwendungspuffer direkt einsetzbar. Für 
den Anwender ist die Verwendung entsprechender 
„ready-to-use” Reagenzien insbesondere in einem 
Kit-Format arbeitserleichternd und zeitsparend. Da 
erfindungsgemäß immer ein Anwendungspuffer glei-
cher Zusammensetzung und mit definiertem (glei-
chem) pH-Wert erzeugt wird, sind die Aufreinigungs-
ergebnisse reproduzierbar und von gleich bleibender 
Qualität. pH-Wert bedingte Schwankungen der An-
wendungspuffer und damit verbundene Fehlerquel-
len werden vermieden. Das erfindungsgemäße Ver-
fahren ist nicht nur im manuellen Format anwender-
freundlich, sondern zudem automatisierbar, da ledig-
lich die Komponenten miteinander gemischt werden 
müssen, jedoch keine Feinjustierung oder ein Neu-
ansatz der Anwendungspuffer erforderlich ist. Eine 
Automatisierung war mit den im Stand der Technik 
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bekannten Puffersystemen und Verfahren schlecht 
möglich. Aufgrund der fehlenden pH-Stabilität waren 
ferner auch keine lagerungsfähigen, geschlossenen 
Kit-Konzepte (bei denen keine Änderungen des An-
wenders an den Puffern vorgenommen werden) 
möglich, da der Anwender Veränderungen an den 
bereitgestellten Puffern vornehmen musste (bspw. 
pH-Wert Einstellung).

[0009] Das erfindungsgemäße Verfahren findet ins-
besondere Anwendung in der Aufreinigung His-ge-
taggter Proteine mittels der Ni2+-NTA(Nickel-Nitrilotri-
essigsäure)-Chromatographie.

[0010] Gemäß einer Ausführungsform des erfin-
dungsgemäßen Verfahrens werden drei Pufferkon-
zentrate bereitgestellt, die jeweils unterschiedliche, 
bereits voreingestellte pH-Werte aufweisen. Die Zu-
sammensetzung der Pufferkonzentrate kann gleich 
oder verschieden sein. Durch Mischen dieser Kon-
zentrate mit einer definierten Menge Harnstoff erhält 
man wenigstens drei Anwendungspuffer mit jeweils 
unterschiedlichem pH-Wert. Die drei grundlegenden 
Schritte des Verfahrens, Bindung an die Matrix, Wa-
schen der Matrix und die anschließende Elution des 
interessierenden Proteins von der Matrix benötigen 
jeweils Puffer mit speziell angepassten, d. h. einge-
stellten pH-Werten (siehe oben). Durch die Bereit-
stellung von wenigstens drei Pufferkonzentrate mit 
unterschiedlichem pH-Wert werden durch Mischung 
mit einer definierten Menge an Harnstoffkonzentrat 
wenigstens drei Anwendungspuffer hergestellt, die 
nicht nur eine definierte Zusammensetzung sondern 
auch definierte und für den jeweiligen Schritt ange-
messene, bzw. erforderliche pH-Werte besitzen. Die-
se Anwendungspuffer sind direkt, d. h. ohne weitere 
Modifizierungen durch den Anwender bzw. in einem 
automatisierten Verfahren einsetzbar.

[0011] Gemäß einer Ausführungsform des erfin-
dungsgemäßen Verfahrens weist das Pufferkonzent-
rat, welches zur Herstellung des Anwendungspuffers 
zur Bindung eingesetzt wird, einen alkalischen 
pH-Wert auf, bevorzugt einen pH-Wert von 7,0 bis 
9,0, besonders bevorzugt einen pH-Wert von ca. 7,5. 
Durch Mischung dieses Pufferkonzentrates mit einer 
definierten Menge des Harnstoffkonzentrates wird 
ein Anwendungspuffer mit gleichem oder höherem 
pH-Wert erzeugt. Gemäß einer Ausführungsform 
weist der Anwendungspuffer zur Bindung einen alka-
lischen pH-Wert auf, bevorzugt einen pH-Wert von 
7,0 bis 9,0, besonders bevorzugt einen pH-Wert von 
ca. 8. Der Bindepuffer kann auch als Lysepuffer ein-
gesetzt werden und umgekehrt.

[0012] Das Pufferkonzentrat, welches zur Herstel-
lung des Anwendungspuffers zum Waschen der Ma-
trix eingesetzt wird, weist gemäß dieser Ausfüh-
rungsform einen leicht sauren pH-Wert auf, bevor-
zugt einen pH-Wert von 5,0 bis 7,0, besonders bevor-

zugt einen pH-Wert von ca. 5,6. Durch Mischung die-
ses Pufferkonzentrates mit einer definierten Menge 
des Harnstoffkonzentrates wird ein Anwendungspuf-
fer mit höherem pH-Wert erzeugt. Gemäß einer Aus-
führungsform weist der Anwendungspuffer zum Wa-
schen der Matrix und zum Lösen unspezifisch gebun-
dener Proteine einen leicht sauren bis neutralen 
pH-Wert auf, bevorzugt einen pH-Wert von 5,5 bis 
7,0, besonders bevorzugt einen pH-Wert von 6 bis 
6,5.

[0013] Das Pufferkonzentrat, welches zur Herstel-
lung des Anwendungspuffers zur Elution des Prote-
ins eingesetzt wird, weist gemäß einer Ausführungs-
form einen sauren pH-Wert auf, bevorzugt einen 
pH-Wert weniger als 4, besonders bevorzugt einen 
pH-Wert von weniger als 3,5. Durch Mischung dieses 
Pufferkonzentrates mit einer definierten Menge des 
Harnstoffkonzentrates wird ein Anwendungspuffer 
mit höherem pH-Wert erzeugt. Gemäß einer Ausfüh-
rungsform weist der Anwendungspuffer zur Elution 
des aufzureinigenden Proteins aus der Matrix einen 
sauren pH-Wert auf, bevorzugt einen pH-Wert von 
unter 5,5, besonders bevorzugt einen pH-Wert von 
unter 5 bspw. bei ca. 4,5.

[0014] Die pH-Werte dieser Pufferkonzentrate blei-
ben über lange Zeit stabil, wie aus Fig. 3 zu ersehen 
ist. Ein wichtiger Grund für diese pH-Stabilität gegen-
über den im Stand der Technik bekannten Pufferlö-
sungen ist die Abwesenheit von störenden Mengen 
an Harnstoff in den Pufferkonzentraten. Die Anwen-
dungspuffer erreichen durch die gezielte Mischung 
bestimmter Mengen an Pufferkonzentrat mit Harn-
stoffkonzentrat eine vorher bestimmbare, bzw. defi-
nierte Zusammensetzung und einen vorher bestimm-
baren, bzw. definierte pH-Wert. Durch diese pH-Sta-
bilität und Konstanz in der Zusammensetzung wer-
den die Ergebnisse des Proteinaufreinigungsverfah-
rens reproduzierbar und qualitativ vergleichbar. Da 
der Anwender die Puffer nicht selbst ansetzen muss, 
werden Schwankungen in der Zusammensetzung 
vermieden. Die pH-Werte der aus den Konzentraten 
erzeugten Anwendungspuffer bleiben selbst bei lan-
ger Lagerung der Konzentrate konstant, wie es aus 
Fig. 4 zu ersehen ist.

[0015] Die Pufferkonzentrate weisen vorzugsweise 
einen biologischen Puffer auf. Biologische Puffer 
werden in vielfältiger Form im Bereich der Biologie 
und Molekularbiologie eingesetzt. Im Unterschied zu 
klassischen, anorganischen puffernden Substanzen 
beeinflussen sie das zu untersuchende System nicht 
nachteilig. Biologische Puffer enthalten oftmals Zwit-
terionen. Eine Übersicht über biologische Puffer fin-
det sich bspw. auf der der Homepage von Sigma-Ald-
rich (www.sigmaaldrich.com).

[0016] Gemäß einer Ausführungsform weist das 
Pufferkonzentrat zur Herstellung des Binde-Anwen-
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dungspuffers einen Puffer auf, der eine Pufferkapazi-
tät im Alkalischen aufweist, vorzugsweise in einem 
Bereich von ca. 7,0 bis 9,0. HEPES(2-(4-(2-Hydroxy-
ethyl)-1-piperazinyl)-ethansulfonsäure), 
MES(2-(N-Morpholino)ethansulfonsäure), Natrium-
phosphat-, Citrat-, Succinat- oder Acetatpuffer seien 
hier als mögliche, erfindungsgemäß einsetzbare Puf-
fer erwähnt. Bevorzugt werden aminhaltige Puffer 
eingesetzt. Ein bevorzugtes Beispiel für einen biolo-
gischen, aminhaltigen Puffer ist ein Tris-Puffer.

[0017] Gemäß einer Ausführungsform weisen die 
Pufferkonzentrate zur Herstellung des Wasch- und 
Elutions-Anwendungspuffers einen Puffer auf, der 
eine Pufferkapazität im Neutralen bis Sauren auf-
weist, vorzugsweise in einem Bereich von ca. 4,0 bis 
7,5. Citrat-, Succinat- oder Acetatpuffer sind hier er-
findungsgemäß geeignete Puffer. Ein besonders ge-
eignetes Beispiel für einen biologischen Puffer ist 
Bis-Tris.

[0018] Die Pufferkonzentrate zur Herstellung des 
Waschpuffers und des Elutionspuffers können die 
gleiche Zusammensetzung aufweisen, wobei sie je-
doch einen unterschiedlichen pH-Wert aufweisen. 
Der pH-Wert des Waschkonzentrates ist höher als 
der des Elutionskonzentrates.

[0019] Gemäß einer Ausführungsform weisen die 
Pufferkonzentrate ferner Salze, beispielsweise NaCl, 
KCl oder KH2PO4, vorzugsweise NaH2PO4 und/oder 
nicht-ionische Tenside, beispielsweise Triton X100, 
Triton X114, NP-40, CHAPS, DDM, b-OG, NG, Brij35 
oder Digitonin, oder vorzugsweise Tween auf. Ge-
mäß einer Ausführungsform weisen die Pufferkon-
zentrate zusätzlich ein Konservierungsmittel, vor-
zugsweise Na-N3, auf.

[0020] Gemäß einer Ausführungsform des erfin-
dungsgemäßen Verfahrens enthält das zur Herstel-
lung des Anwendungspuffers verwendete Pufferkon-
zentrat 25–500 mM, vorzugsweise 50–300 mM, be-
sonders bevorzugt 100–250 mM Tris(hydroxyme-
thyl)-aminomethan (insbesondere zur Herstellung 
des Bindepuffers) oder BisTris(Bis(2-hydroxye-
thyl)amino-tris(hydroxymethyl)methan (insbesonde-
re zur Herstellung des Wasch- bzw. Elutionspuffers), 
sowie zusätzlich 125–750 mM, vorzugsweise 250 bis 
500 mM, besonders bevorzugt 300–450 mM 
NaH2PO4 und/oder 0,025 bis 0,5% (v/v), vorzugswei-
se 0,05–0,3% (v/v), besonders bevorzugt 0,1 bis 
0,25% (v/v) nichtionische Tenside und/oder 0,0025 
bis 0,05%, vorzugsweise 0,005–0,03%, besonders 
bevorzugt 0,01 bis 0,025% NaN3. Bevorzugt wird 
Tris(hydroxymethyl)-aminomethan oder BisT-
ris(Bis(2-hydroxyethyl)amino-tris(hydroxymethyl)me-
than in Form von Tris(hydroxymethyl)-aminomethan-
chlorid oder BisTris(Bis(2-hydroxyethyl)ami-
no-tris(hydroxymethyl)methanchlorid eingesetzt.

[0021] Gemäß einer Ausführungsform des erfin-
dungsgemäßen Verfahrens ist das zur Herstellung 
des Anwendungspuffers separat bereitgestellte 
Harnstoffkonzentrat eine wässrige Lösung mit 8 bis 
10 M Harnstoff; gemäß einer bevorzugten Ausfüh-
rungsform ist das Harnstoffkonzentrat eine wässrige 
Lösung mit 9,3 bis 9,8 M Harnstoff, vorzugsweise 9,6 
M Harnstoff.

[0022] Gemäß einer Ausführungsform wird ein Teil 
Pufferkonzentrat mit 3,7 Teilen Harnstoffkonzentrat 
gemischt, um einen erfindungsgemäßen Anwen-
dungspuffer zu erhalten. Gemäß einer Ausführungs-
form wird dieses Mischungsverhältnis auf die Herstel-
lung aller Anwendungspuffer angewandt.

[0023] Die Erfindung betrifft ferner die Verwendung 
eines Harnstoffkonzentrats zur Herstellung eines An-
wendungspuffers mit definiertem pH-Wert, wobei 
eine definierte Menge eines Harnstoffkonzentrats mit 
einer definierten Menge eines Pufferkonzentrats ge-
mischt wird. Durch die separate Bereitstellung des 
Harnstoffkonzentrats und seine Mischung mit dem 
Pufferkonzentrat kurz vor der Anwendung werden 
Anwendungspuffer erzielt, welche nicht nur eine defi-
nierte Zusammensetzung, sondern auch einen be-
stimmten, vorher definierten pH-Wert aufweisen. 
Dies trägt zu besseren und vor allem standardisierba-
ren Bedingungen in der Proteinaufreinigung bei. Ein-
zelheiten zu den Vorteilen, der Zusammensetzung 
der Harnstoff- und Pufferkonzentrate wurden oben im 
Detail erläutert. Wir verweisen auf unsere obige Of-
fenbarung, die auch im Zusammenhang mit der Ver-
wendung gilt.

[0024] Gemäß einer besonderen Ausführungsform 
wird ferner ein Kit zur Aufreinigung von Proteinen 
über IMAC unter denaturierenden Bedingungen be-
reitgestellt, welches mindestens ein Pufferkonzentrat 
mit definiertem pH-Wert und ein Harnstoffkonzentrat 
zur Herstellung wenigstens eines Anwendungspuf-
fers mit definiertem pH-Wert aufweist.

[0025] Gemäß einer Ausführungsform weist das Kit 
wenigstens drei Pufferkonzentrate mit jeweils unter-
schiedlichem, definiertem pH-Wert auf, die durch Mi-
schung mit jeweils einer definierten Menge an Harn-
stoffkonzentrat zu wenigstens drei verschiedenen 
Anwendungspuffer mit definierter Zusammensetzung 
und definiertem pH-Wert führen.

[0026] Das erfindungsgemäße Kit ist aufgrund der 
separat bereitgestellten Konzentrate stabil und damit 
in vorteilhafter Weise lagerungsfähig. Durch die we-
nigen und direkt einsatzfähigen Komponenten ist das 
Kit übersichtlich gestaltet und für den Anwender si-
cher und schnell einsetzbar. Es sind keine Einstellun-
gen der Pufferbedingungen durch den Anwender er-
forderlich, wodurch reproduzierbare und qualitativ 
gleichbleibende Ergebnisse erzeugt werden. Auch 
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kann das Kit durch weniger geschultes Personal ein-
gesetzt werden, da die Fehleranfälligkeit reduziert ist. 
Es ist dadurch besonders für einen hohen Proben-
durchsatz geeignet. Ferner kann das Kit in Kombina-
tion mit automatisierten Verfahren eingesetzt wer-
den.

[0027] Das Kit kann auch ein Puffersystem zur Auf-
reinigung von Proteinen über IMAC unter denaturie-
renden Bedingungen darstellen, welches mindestens 
ein Pufferkonzentrat mit definiertem pH-Wert und ein 
Harnstoffkonzentrat aufweist, welches durch Mi-
schung mit dem Pufferkonzentrat zu einem Anwen-
dungspuffer mit definiertem pH-Wert führt.

[0028] Einzelheiten zu den Pufferkonzentraten, 
dem Harnstoffkonzentrat sowie den daraus erzeug-
ten Anwendungspuffern sind oben im Detail be-
schrieben. Wir verweisen auf unsere obigen Ausfüh-
rungen, die auch im Zusammenhang mit dem Kit gel-
ten und Bestandteile der entsprechenden Offenba-
rung sind.

[0029] Gemäß einer Ausführungsform des erfin-
dungsgemäßen Kits enthält das zur Herstellung des 
Anwendungspuffers verwendete Pufferkonzentrat 
25–500 mM, vorzugsweise 50–300 mM, besonders 
bevorzugt 100–250 mM Tris(hydroxymethyl)-ami-
nomethan (insbesondere zur Herstellung des Binde-
puffers) oder BisTris(Bis(2-hydroxyethyl)ami-
no-tris(hydroxymethyl)methan (insbesondere zur 
Herstellung des Wasch- bzw. Elutionspuffers), sowie 
zusätzlich 125–750 mM, vorzugsweise 250 bis 500 
mM, besonders bevorzugt 300–450 mM NaH2PO4

und/oder 0,025 bis 0,5% (v/v), vorzugsweise 
0,05–0,3% (v/v), besonders bevorzugt 0,1 bis 0,25% 
(v/v) nichtionische Tenside und/oder 0,0025 bis 
0,05%, vorzugsweise 0,005–0,03%, besonders be-
vorzugt 0,01 bis 0,025% NaN3. Bevorzugt wird 
Tris(hydroxymethyl)-aminomethan oder BisT-
ris(Bis(2-hydroxyethyl)amino-tris(hydroxymethyl)me-
than in Form von Tris(hydroxymethyl)-aminomethan-
chlorid oder BisTris(Bis(2-hydroxyethyl)ami-
no-tris(hydroxymethyl)methanchlorid eingesetzt.

[0030] Gemäß einer Ausführungsform des erfin-
dungsgemäßen ist das Harnstoffkonzentrat eine 
wässrige Lösung mit 8 bis 10 M Harnstoff; gemäß ei-
ner bevorzugten Ausführungsform ist das Harnstoff-
konzentrat eine wässrige Lösung mit 9,3 bis 9,8 M 
Harnstoff, vorzugsweise 9,6 M Harnstoff.

[0031] Gemäß einer Ausführungsform verändern 
die Kitkomponenten (Pufferkonzentrat(e), Harnstoff-
konzentrat) ihren pH-Wert für wenigstens 100, vor-
zugsweise wenigstens 150 Tage um nicht mehr als 
+/–0,5 vorzugsweise um +/–0,3 bzw. +/–0,1. Sie sind 
daher lagerungsfähig und als geschlossenes 
Kit-Konzept einsetzbar.

[0032] Die lagerungsfähigen Kitkomponenten er-
zeugen vorzugsweise nach einer Lagerungsdauer 
von wenigstens 100, vorzugsweise 150 Tagen bei Mi-
schung der Pufferkonzentrate mit dem Harnstoffkon-
zentrat Anwendungspuffer mit definiertem pH-Wert 
+/–0,5.

[0033] Das Kit kann ferner eine MAC Matrix aufwei-
sen, vorzugsweise eine Ni2+-NTA Matrix. Diese kann 
auch in Form von Beads, insbesondere magneti-
schen Partikeln, bereitgestellt werden.

FIGUREN

[0034] Fig. 1: Demonstriert sind die Probleme der 
fehlenden pH-Stabilität von im Stand der Technik be-
kannten Puffersystemen, die standardmäßig zur de-
naturierenden Aufreinigung von 6 × His-getaggten 
Proteine eingesetzt werden. Folgende Pufferzusam-
mensetzungen wurden für den Binde-, Wasch- und 
Elutionspuffer (Anwendungspuffer) genutzt.

[0035] 100 mM NaH2PO4, 10 mM Tris, 8 M Harnstoff 
und 0,05% Tween 20. Der pH-Wert des Binde-Puf-
fers (Buffer B-T) wurde auf pH 8,0, der des Wasch-
puffers (Buffer C-T) auf pH 6,3 und der des Eluti-
ons-Puffers (Buffer E-T) auf pH 4,5 eingestellt. Wie 
Fig. 1a) bis c) zeigt, steigt der pH-Wert der einzelnen 
Pufferlösungen bereits nach wenigen Tagen linear 
an.

[0036] Fig. 1a) zeigt die Entwicklung des pH-Wer-
tes für eine harnstoffhaltige Binde-Pufferlösung „Buf-
fer B-T” zur Bindung des Proteins an die Matrix. Wie 
in der Grafik deutlich sichtbar ist, steigt der zunächst 
auf pH 8,0 eingestellte pH-Wert der Pufferlösung 
nach wenigen Tagen linear an und erreicht nach ca. 
zwei Monaten einen pH-Wert von 8,4.

[0037] Fig. 1b) zeigt die Entwicklung des pH-Wer-
tes für einen harnstoffhaltigen Anwendungspuffer 
„Buffer C-T” zum Waschen und Lösen unspezifisch 
gebundener Proteine aus der Matrix. Wie in der Gra-
fik deutlich sichtbar ist, steigt der zunächst auf pH 6,3 
eingestellte pH-Wert der Pufferlösung schon nach 
wenigen Tagen linear an und erreicht nach ca. zwei 
Monaten bereits einen neutralen pH-Wert von 7. Ein 
effizientes Waschen der Matrix ist unter diesen Be-
dingungen nicht mehr gegeben, der pH-Wert muss 
neu eingestellt werden.

[0038] Fig. 1c) zeigt Entwicklung des pH-Wertes für 
einen harnstoffhaltigen Anwendungspuffer „Buffer 
E-T” zur Elution der interessierenden Proteine aus 
der Matrix. Wie in der Grafik deutlich sichtbar ist, 
steigt der zunächst auf pH 4,5 eingestellte pH-Wert 
der Pufferlösung schon nach wenigen Tagen linear 
an und erreicht nach ca. zwei Monaten bereits einen 
pH-Wert von über 6,5. Hier ist keine effiziente Elution 
des Proteins mehr möglich, der pH-Wert muss neu 
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eingestellt werden.

[0039] Durch den pH-Anstieg ist die Bindung des 
Proteins an die Matrix nicht mehr optimal; zudem lei-
det die Stringenz der Waschschritte und die Elutions-
effizienz ist herabgesetzt. Beim Einsatz dieser Puffer 
über längere Zeit wäre eine regelmäßige pH-Korrek-
tur notwendig.

[0040] Fig. 2: Der Anstieg der pH-Werte der harn-
stoffhaltigen Pufferlösungen könnte auf der hier dar-
gestellten Reaktionsabfolge beruhen. Harnstoff 
könnte mit Tris zu einer Übergangsverbindung rea-
gieren, aus der sich dann Ammoniak, eine starke 
Base abspaltet. Durch die Entstehung von Ammoni-
ak ändert sich dann der pH-Wert der Pufferlösung 
schnell zum Basischen hin. Durch die Reaktion des 
Harnstoffs mit Tris gehen ferner Trismoleküle verlo-
ren, die dann nicht mehr für eine puffernde Wirkung 
zu Verfügung stehen.

[0041] Fig. 3: Demonstriert wird die pH-Wert Stabi-
lität der erfindungsgemäßen Pufferkonzentrate über 
die Zeit. Es wurden acht pH-Messungen zu unter-
schiedlichen Zeitpunkten durchgeführt. Folgende Zu-
sammensetzungen wurden für die Pufferkonzentrate 
gewählt: 370 mM NaH2PO4, 185 mM TrisCl, 0,185% 
(v/v) Tween 20, 0,02% NaN3 für das Binde-Pufferkon-
zentrat; 370 mM NaH2PO4, 185 mM Bis-TrisCl, 
0,185% (v/v) Tween 20, 0,02% NaN3 für das Wasch- 
und das Binde-Pufferkonzentrat.

[0042] Das auf pH 7,5 voreingestellte Binde-Puffer-
konzentrat (hier NTT-7.5) behält seinen pH-Wert 
ohne Schwankungen auch noch nach mehr als 100 
Tagen bei. Das auf pH 5,6 voreingestellte 
Wasch-Pufferkonzentrat (hier NTT-5.6) behält seinen 
pH-Wert ebenfalls ohne Schwankungen oder nen-
nenswerte Änderungen des pH-Wertes auch noch 
nach mehr als 100 Tagen bei. Das auf pH 3,0 vorein-
gestellte Binde-Pufferkonzentrat (hier NTT-3.0) be-
hält seinen pH-Wert ohne nennenswerte Schwan-
kungen auch noch nach mehr als 100 Tagen bei. Die-
ser Versuch belegt die pH-Stabilität der erfindungs-
gemäß eingesetzten Konzentrate, wodurch diese 
aufgrund ihrer Lager-Stabilität auch in geschlosse-
nen Kit-Systemen zum Einsatz kommen können.

[0043] Fig. 4: Gezeigt ist ein Beispiel für die pH-Sta-
bilität der erfindungsgemäß aus den Konzentraten 
(Pufferkonzentrat und Harnstoffkonzentrat) herge-
stellten Anwendungspuffer (BP = Bindepuffer; WP = 
Waschpuffer; EP = Elutionspuffer). Für die Herstel-
lung der Anwendungspuffer wurden die Pufferkon-
zentrate mit den in Fig. 3 beschriebenen Zusammen-
setzungen und pH-Werten gewählt. Das Harnstoff-
konzentrat bestand aus einer wässrigen 9,6 M Harn-
stofflösung, wodurch die fertigen Anwendungspuffer 
7,0 M Harnstoff aufwiesen.

[0044] Der Anwendungspuffer zur Bindung (pH 8,0) 
entsteht durch Mischen einer definierten Menge an 
Binde-Pufferkonzentrat mit pH 7,5 (siehe oben) mit 
dem Harnstoffkonzentrat. Der Anwendungspuffer 
zum Waschen (pH 6,3) entsteht durch die Mischung 
des Wasch-Pufferkonzentrats (siehe oben) mit dem 
Harnstoffkonzentrat. Die Anwendungspuffer wurden 
jeweils vor der Messung aus den gelagerten Konzen-
traten (Pufferkonzentrat und Harnstoffkonzentrat) ge-
mischt. Die aus den Konzentraten erzeugten Anwen-
dungspuffer zur Bindung und zum Waschen zeigen 
keine nennenswerte pH-Wert Änderung bis zum 150. 
Tag. Entsprechendes gilt für den Elutionspuffer.

[0045] Der Anwendungspuffer zur Elution (pH 4,5) 
entsteht durch Mischen einer definierten Menge an 
Pufferkonzentrat mit pH 3,0 (siehe oben) mit dem 
Harnstoffkonzentrat. Über einen Mess-Zeitraum von 
mehr als 250 Tagen zeigt das Elutions-Pufferkonzen-
trat nur einen geringen, tolerierbaren Anstieg des 
pH-Wertes von 4,5 auf ca. 4,9. Dies zeigt, dass auch 
nach längerer Lagerung aus den einzelnen Konzent-
raten durch einfache Mischung Anwendungspuffer 
mit definierter Zusammensetzung und definiertem, 
gewünschtem pH-Wert erzielt werden. Die Vorteile 
wurden oben ausführlich dargelegt.
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Patentansprüche

1.  Verfahren zur Herstellung eines Anwendungs-
puffers zur Aufreinigung von Proteinen über immobi-
lisierte Metallaffinitätschromatographie (IMAC) unter 
denaturierenden Bedingungen, dadurch gekenn-
zeichnet, dass eine definierte Menge eines Puffer-
konzentrates mit definiertem pH-Wert mit einer defi-
nierten Menge eines Harnstoffkonzentrates gemischt 
wird, wodurch ein Anwendungspuffer mit definiertem 
pH-Wert bereitgestellt wird.

2.  Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekenn-
zeichnet, dass wenigstens drei Pufferkonzentrate mit 
jeweils unterschiedlichem pH-Wert mit einer definier-
ten Menge eines Harnstoffkonzentrates gemischt 
werden, wodurch drei Anwendungspuffer mit jeweils 
unterschiedlichem, definiertem pH-Wert bereitge-
stellt werden.

3.  Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, gekenn-
zeichnet durch eines oder mehrere der folgenden 
Merkmale:  
a. dass das Pufferkonzentrat, welches nach Mi-
schung mit dem Harnstoffkonzentrat ein Anwen-
dungspuffer zur Bindung ist, einen alkalischen 
pH-Wert aufweist; und/oder  
b. dass das Pufferkonzentrat, welches nach Mi-
schung mit dem Harnstoffkonzentrat ein Anwen-
dungspuffer zur Bindung ist, einen pH-Wert von 7,0 
bis 9,0 aufweist; und/oder  
c. dass das Pufferkonzentrat, welches nach Mi-
schung mit dem Harnstoffkonzentrat ein Anwen-
dungspuffer zur Bindung ist, einen pH-Wert von ca. 
7,5 aufweist; und/oder  
d. dass das Pufferkonzentrat, welches nach Mi-
schung mit dem Harnstoffkonzentrat ein Anwen-
dungspuffer zum Waschen ist, einen leicht sauren 
pH-Wert aufweist; und/oder  
e. dass das Pufferkonzentrat, welches nach Mi-
schung mit dem Harnstoffkonzentrat ein Anwen-
dungspuffer zum Waschen ist, einen pH-Wert von 5,5 
bis 7,0 aufweist; und/oder  
f. dass das Pufferkonzentrat, welches nach Mischung 
mit dem Harnstoffkonzentrat ein Anwendungspuffer 
zum Waschen ist, einen pH-Wert von ca. 5,6 auf-
weist; und/oder  
g. dass das Pufferkonzentrat, welches nach Mi-
schung mit dem Harnstoffkonzentrat ein Anwen-
dungspuffer zur Elution ist, einen sauren pH-Wert 
aufweist; und/oder  
h. dass das Pufferkonzentrat, welches nach Mi-
schung mit dem Harnstoffkonzentrat ein Anwen-
dungspuffer zur Elution ist, einen pH-Wert von unter 
4, vorzugsweise unter 3,5 aufweist.

4.  Verfahren nach einem der Ansprüche 1 bis 3, 
gekennzeichnet durch eines oder mehrere der fol-
genden Merkmale  
a. dass der durch Mischung des Pufferkonzentrates 

mit dem Harnstoffkonzentrat erzeugte Anwendungs-
puffer zur Bindung einen alkalischen pH-Wert auf-
weist; und/oder  
b. dass der durch Mischung des Pufferkonzentrates 
mit dem Harnstoffkonzentrat erzeugte Anwendungs-
puffer zur Bindung einen pH-Wert von 7,0 bis 9,0 auf-
weist; und/oder  
c. dass der durch Mischung des Pufferkonzentrates 
mit dem Harnstoffkonzentrat erzeugte Anwendungs-
puffer zur Bindung einen pH-Wert von ca. 8 aufweist; 
und/oder  
d. dass der durch Mischung des Pufferkonzentrates 
mit dem Harnstoffkonzentrat erzeugte Anwendungs-
puffer zum Waschen einen leicht sauren bis neutra-
len pH-Wert aufweist; und/oder  
e. dass der durch Mischung des Pufferkonzentrates 
mit dem Harnstoffkonzentrat erzeugte Anwendungs-
puffer zum Waschen einen pH-Wert von 5,5 bis 9,0 
aufweist; und/oder  
f. dass der durch Mischung des Pufferkonzentrates 
mit dem Harnstoffkonzentrat erzeugte Anwendungs-
puffer zum Waschen einen pH-Wert von 6 bis 6,5 auf-
weist; und/oder  
g. dass der durch Mischung des Pufferkonzentrates 
mit dem Harnstoffkonzentrat erzeugte Anwendungs-
puffer zur Elution einen sauren pH-Wert aufweist; 
und/oder  
h. dass der durch Mischung des Pufferkonzentrates 
mit dem Harnstoffkonzentrat erzeugte Anwendungs-
puffer zur Elution einen pH-Wert von unter 5,5, vor-
zugsweise unter 5 aufweist.

5.  Verfahren nach einem oder mehreren der An-
sprüche 1 bis 4, dadurch gekennzeichnet, dass das 
Pufferkonzentrat mit definiertem pH-Wert einen biolo-
gischen Puffer aufweist.

6.  Verfahren nach einem oder mehreren der An-
sprüche 1 bis 5, dadurch gekennzeichnet,  
a. dass das Pufferkonzentrat zur Herstellung des Bin-
de-Anwendungspuffer einen Puffer aufweist, der eine 
Pufferkapazität im Alkalischen aufweist, vorzugswei-
se Tris; und  
b. dass die Pufferkonzentrate zur Herstellung des 
Wasch- und Anwendungspuffers einen Puffer auf-
weist, der eine Pufferkapazität im Neutralen bis Sau-
ren aufweist, vorzugsweise Bis-Tris; und/oder  
c. dass die Pufferkonzentrate Salze, vorzugsweise 
NaH2PO4 und/oder Detergenzien, vorzugsweise 
Tween und/oder ein Konservierungsmittel, vorzugs-
weise NaN3 aufweisen.

7.  Verfahren nach einem oder mehreren der An-
sprüche 1 bis 6, dadurch gekennzeichnet, dass als 
Harnstoffkonzentrat eine wässrige Lösung mit 8 bis 
10 M, vorzugsweise 9,3 bis 9,8 M Harnstoff einge-
setzt wird.

8.  Verfahren nach einem der Ansprüche 1 bis 7, 
dadurch gekennzeichnet, dass wenigstens ein Puf-
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ferkonzentrat und das Harnstoffkonzentrat im Ver-
hältnis 1 zu 3,7 gemischt werden.

9.  Verwendung eines Harnstoffkonzentrates zur 
Herstellung eines Anwendungspuffers mit definier-
tem pH-Wert, wobei eine definierte Menge eines 
Harnstoffkonzentrats mit einer definierten Menge ei-
nes Pufferkonzentrats mit voreingestelltem pH-Wert 
gemischt wird.

10.  Kit zur Aufreinigung von Proteinen über im-
mobilisierte Metallaffinitätschromatographie (IMAC) 
unter denaturierenden Bedingungen, enthaltend we-
nigstens ein Pufferkonzentrat mit definiertem 
pH-Wert, sowie wenigstens ein Harnstoffkonzentrat 
zur Herstellung eines Anwendungspuffers mit defi-
niertem pH-Wert.

11.  Kit nach Anspruch 10, enthaltend wenigstens 
drei Pufferkonzentrate mit unterschiedlichem, defi-
nierten pH-Wert, sowie ein Harnstoffkonzentrat zur 
Herstellung von wenigstens drei Anwendungspuffer 
mit jeweils unterschiedlichem, definiertem pH-Wert.

12.  Kit nach Anspruch 10 oder 11, gekennzeich-
net durch eines oder mehrere der folgenden Merkma-
le:  
a. dass das Pufferkonzentrat, welches nach Mi-
schung mit dem Harnstoffkonzentrat ein Anwen-
dungspuffer zur Bindung ist, einen alkalischen 
pH-Wert aufweist; und/oder  
b. dass das Pufferkonzentrat, welches nach Mi-
schung mit dem Harnstoffkonzentrat ein Anwen-
dungspuffer zur Bindung ist, einen pH-Wert von 7,0 
bis 9,0 aufweist; und/oder  
c. dass das Pufferkonzentrat, welches nach Mi-
schung mit dem Harnstoffkonzentrat ein Anwen-
dungspuffer zur Bindung ist, einen pH-Wert von ca. 
7,5 aufweist; und/oder  
d. dass das Pufferkonzentrat, welches nach Mi-
schung mit dem Harnstoffkonzentrat ein Anwen-
dungspuffer zum Waschen ist, einen leicht sauren bis 
neutralen pH-Wert aufweist; und/oder  
e. dass das Pufferkonzentrat, welches nach Mi-
schung mit dem Harnstoffkonzentrat ein Anwen-
dungspuffer zum Waschen ist, einen pH-Wert von 5,5 
bis 7,0 aufweist; und/oder  
f. dass das Pufferkonzentrat, welches nach Mischung 
mit dem Harnstoffkonzentrat ein Anwendungspuffer 
zum Waschen ist, einen pH-Wert von ca. 5,6 auf-
weist; und/oder  
g. dass das Pufferkonzentrat, welches nach Mi-
schung mit dem Harnstoffkonzentrat ein Anwen-
dungspuffer zur Elution ist, einen sauren pH-Wert 
aufweist; und/oder  
h. dass das Pufferkonzentrat, welches nach Mi-
schung mit dem Harnstoffkonzentrat ein Anwen-
dungspuffer zur Elution ist, einen pH-Wert von unter 
4, vorzugsweise unter 3,5 aufweist.

13.  Kit nach einem oder mehreren der Ansprüche 
10 bis 12, dadurch gekennzeichnet, dass das Puffer-
konzentrat mit definiertem pH-Wert einen biologi-
schen Puffer aufweist.

14.  Kit nach einem der oder mehreren der An-
sprüche 1 bis 13, dadurch gekennzeichnet,  
a. dass das Pufferkonzentrat zur Herstellung des Bin-
de-Anwendungspuffer einen Puffer aufweist, der eine 
Pufferkapazität im Alkalischen aufweist, vorzugswei-
se Tris; und  
b. dass die Pufferkonzentrate zur Herstellung des 
Wasch- und Anwendungspuffers einen Puffer aufwei-
sen, der eine Pufferkapazität im Neutralen bis Sauren 
aufweist, vorzugsweise Bis-Tris; und/oder  
c. dass die Pufferkonzentrate Salze, vorzugsweise 
NaH2PO4, und/oder Detergenzien, vorzugsweise 
Tween und/oder ein Konservierungsmittel, vorzugs-
weise NaN3 aufweisen.

15.  Kit nach einem oder mehreren der Ansprüche 
10 bis 14, dadurch gekennzeichnet, dass es ein Puf-
fersystem ist.

16.  Kit nach einem oder mehreren der Ansprüche 
10 bis 14, gekennzeichnet durch eines oder mehrere 
der folgenden Merkmale:  
a. die Kitkomponenten verändern ihren pH-Wert für 
wenigstens 100, vorzugsweise wenigstens 150 Tage 
nicht um mehr als +/–0,1; und/oder  
b. die Kitkomponenten erzeugen nach einer Lage-
rungsdauer von wenigstens 100, vorzugsweise 150 
Tage bei Mischung der Pufferkonzentrate mit dem 
Harnstoffkonzentrat Anwendungspuffer mit definier-
tem pH-Wert +/–0,5; und/oder  
c. das Kit weist eine Matrix, vorzugsweise IMAC, vor-
zugsweise Ni2+-NTA auf; und/oder  
d. das Kit ist für die automatisierte Anwendung ein-
setzbar.

17.  Kit nach einem oder mehreren der Ansprüche 
1 bis 16, dadurch gekennzeichnet, dass das Kit eine 
IMAC Matrix aufweist, vorzugsweise in Form von ma-
gnetischen Partikeln.

Es folgen 3 Blatt Zeichnungen
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Anhängende Zeichnungen
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