ENZIMES ELJARAS C-TERMINALIS o-KARBOXAMIDO-CSOPOR-
TOT TARTALMAZO POLIPEPTIDEK ELOALLITASARA

Kivonat

A taldalmany C-terminalis o-karboxamido-csoportot tartalmazé
polipeptidek elballitasara alkalmas enzimes eljarasra vonatkozik.

A talalmany szerinti eljarassal ugy allitanak elé6 C-terminalis -
karboxamido-csoportot tartalmazd polipeptideket, hogy

(i) vizbazisu kézeget, amely

(a) ammoniareagenst és

(b) olyan szubsztratpolipeptidet foglal magdban, amely
legalabb egy olyan k6zépsd aminosavszekvenciabdl
all, amely rendelkezik egy szomszédos aminosavma-
radék a-amino-csoportjdhoz a-karboxil-csoportjaval
peptidkétésen keresztul kapcsolédd, C-terminalis Arg-
maradékkal,

(ii) klosztripainnal érintkeztetve hasitjak a peptidkétést, és igy
C-terminalis Arg-NH:-maradékkal rendelkezd polipeptidterméket al-
litanak el6.

Klosztripain helyett adott esetben aktivalt immobilizalt kloszt-

ripaint is alkalmazhatnak.
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ENZIMES ELJARAS C-TERMINALIS o.-KARBOXAMIDO-CSOPOR-
TOT TARTALMAZO POLIPEPTIDEK ELOALLITASARA

A talalmany C-terminalis a-karboxamido-csoportot tartalmazdé
polipeptidek elballitasara alkalmas enzimes eljarasra vonatkozik.

A DNS in vitro manipuléldsa lehetévé teszi idegen genetikai
informacié atvitelét gazdasejtekbe abbdél a célbdl, hogy igen sokféle
gazdasejtben - példaul gazdamikrobakban - befolyasoljdk az endo-
gén és az idegen fehérjék expresszivitasanak mértékét. A rekom-
binans DNS-technikék lehetéséget adnak a fehérjék és a peptidek
expresszivitasanak szelektaldsara, erésitésére és manipulalasara.

A rekombinans DNS-technikaval eléallitott fehérjéken vagy
peptideken bizonyos moédositasokat azonban nem lehet végrehajtani
a DNS-szekvencia megvaltoztatasaval. Sok természetben elé6forduld
feherje eés peptid olyan C-terminalis aminosavmaradékot tartalmaz,
amelyben a-karboxamido-csoport van. Amidocsoport azonban kéz-
vetlentl nem jon létre expresszidé utjan: genetikai expresszié ered-
meényeként fehérje-elévegyulet keletkezik. Az amidocsoportot a fe-
hérje-elévegyllet enzimes moédositasaval in vivo viszik be a moleku-
laba. Kulénféle in vitro eljarasok ismeretesek a C-terminalis a-kar-
bonsav-csoportok o-karboxamido-csoportokka valo atalakitasara, a
rendelkezésre allé eljarasok alkalmazasat azonban rendszerint sza-
mos tényezd korlatozza, igy példaul a reakcidokoéralmények, a szelek-
tivitas, az alkalmazott reagens(ek) tipusa és/vagy a felhasznalhato
hordozék tipusai.

Raadasul sok olyan kis lanchosszusaglu idegen fehérje és
oligopeptid van, amely gyakran nem tud sikeresen tultermelédni a
legtobb sejtszerli gazdaszervezetben, mert az expresszié utan a

gazdaszervezet Ujra asszimilalhatja a peptidet. igy példaul, ha a ki-
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vant peptid hosszusaga nem haladja meg a mintegy 60-80 aminosav-
egységet, a végtermék felhalmozddasa helyett rendszerint inkabb
bomlas kdévetkezik be.

Ennek a problémanak a megoldasa céljabdl kis lanchosszusagu
peptideket eddig rendszerint egy masik, nagyobb lanchosszusagu
peptidet is magaban foglaldé fuziés peptid - példaul B-galaktozidaz
vagy kloramfenikol-acetil-transzferdz - részeként vagy a kivant pep-
tid tobb masolatat magaban foglalé rekombinans konstrukcié - tébb-
képias konstrukcié - formajaban expresszéltak. A kivant peptid(ek)
el6allitasahoz az eredetileg expresszalt konstrukciét altaldaban mind-
két esetben hasitani kell. A rekombindns konstrukciét gyakran ugy
hasitjak, hogy prekurzor peptid(ek) keletkezzen(ek), amely(ek)bdl
azutan utdlagos transzlaciés modositassal lehet eldallitani a kivant
peptide(ke)t. Rendkivul elényés lenne, ha rendelkeznénk olyan to-
vabbi eljarassal vagy eljarasokkal, amelyek lehetévé tennék, hogy a
peptid elévegyllet hasitasdval egyidejuleg a-karboxamido-csoportot
vigyunk be a hasitasi termék C-terminalis aminosavmaradékaba.

A talalmany targya C-terminalis a-karboxamido-csoportot tar-
talmazé polipeptidek elballitasara alkalmas eljaras. A talalmany min-
denekelbtt kivalasztott, arginintartalmu szubsztratpolipeptidek enzi-
mes maodositasara vonatkozik, amelynek eredményeként a szubszt-
ratpolipeptid hasad, és C-terminalis a-karboxamido-csoportot tartal-
mazd polipeptid termék keletkezik. Az eljaras szerint (a) a szubszt-
ratpolipeptidet ("elsé polipeptid" és (b) ammoéniareagenst tartalmazo,
fétomegében vizet tartalmazé oldatot (c) klosztripainnal érintkeztet-
juk. A szubsztratpolipeptid magaban foglalja egy kézéps6é aminosav-
szekvencia legaldbb egy masolatéat, tipikus esetben a k6zéps6é ami-
nosavszekvencia egynél tébb masolatat (vagyis tobbfunkciés konst-

rukcio). A kdézépsd aminosavszekvencia C-terminalis maradéka
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argininmaradék, amely a szomszédos aminosavmaradékhoz o-kar-
boxil-peptid-k6téssel (vagyis "Arg-Xaa" peptidkétéssel) kapcsolddik.
Tekintettel arra, hogy a klosztripain endopeptidaz, az Xaa aminosav-
maradék olyan aminosavmaradék, amelynek o-karboxil-csoportja
peptidkdétésen ("Arg-Xaa-Xaa") keresztul egy masik aminosavmara-
dékhoz vagy karboxil-blokkolé csoporthoz ("Arg-Xaa-R") kapcsoladik.
A karboxil-blokkolé csoportok szerves funkciés csoportok, amelyek
helyettesitik a karbonsav funkciés savcsoportjat [vagyis a -C(O)OH
csoport "-OH" részét], és képesek arra, hogy lehasadjanak vagy
hidrolizalédjanak. gy a karbonsavcsoport ["-C(O)OH csoport") rege-
neralédik. A megfelelé karboxil-blokkolé csoportokra példaként
megemlitjuk az észtercsoportok alkoxi-részét [példaul a -C(O)OR
csoport etoxi- vagy benzil-oxi-részét], valamint egy nempeptid
amidocsoport -NRR’ részét [példaul egy -C(O)NRR’ csoport NRR’ ré-
szét]. Az -NRR’-rész nem helyettesitett (vagyis NH,) vagy egy, illet-
ve két szubsztituenssel helyettesitett (példaul NHEt vagy NMe;) le-
het. Ha ilyen szubsztratpolipeptidet vizbazisu oldatban klosztripain
jelenlétében ammoniareagenssel érintkeztetink, a szubsztratpoli-
peptid az argininmaradék o-karboxil-peptid-k6tésénél hasad, és I|ét-
rejon a masodik polipeptid (a "polipeptid termék"), amely egy a-
karboxamido-csoportot tartalmazé C-terminalis argininmaradékkal
("Arg-NH2" maradék) rendelkezik.

A leirasban hasznélt "ammdniareagens" kifejezés olyan rea-
gensre vonatkozik, amely "oldott szabad ammoéniat" (vagyis vizes ol-
datban feloldédott ammoéniat) foglal magaban és/vagy képes arra,
hogy szabad, oldott ammodniat bocsasson ki vizes oldatban olyan ké-
rulmények kézott, amelyek megfeleléek ahhoz, hogy a klosztripain
amid keletkezését eredményezve hasitson ki arginintartalmi pep-

tideket. Az ammédniareagens tartalmazhatja példaul - az oldott sza-
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bad ammoéniaval egyensulyban - az ammoénia egy vagy tébb séjat. A
szabad amménia és a kalénbozd sk relativ mennyiségei rendszerint
az ezen a teruleten jartas szakemberek szamara ismert klénbozé
tényez6ktol fuggnek, igy példaul az oldat pH-jatél, az oldatban jelen
levé eltéré6 anionok relativ koncentracisitél és/vagy az ammoénia
egyes adott sdinak oldhatésagatol. Tekintettel arra, hogy az ammoé-
nia ("NH3") pKa-értéke vizes oldatban kérulbelil 9,2, mintegy 9-es
pH-értéknél vagy 9 feletti pH-értékeknél az amméniareagens legna-
gyobb része altalaban szabad ammoénia formajaban van jelen. Az
ammoénia pK,-értékét meghaladé pH-ju oldatokban az ammodnia tébb
mint fele rendszerint oldott szabad ammoénia vagy ammadnium-
hidroxid ("NH4OH") formajaban van jelen. Az is magatdl értetédik,
hogy az ammoénia séjanak az anionrésze 4altaldban igen gyorsan ki-
cserélédik mas, az adott oldatban jelen levé anionokkal. igy egy 10-
es pH-ja, kloridso(ka)t ("CI™), acetatsé(ka)t ("OAc™) és szulfat-
so(ka)t ("SO4™) tartalmazé vizes oldatban az oldatban Iévé ammoénia-
reagens valdszinlileg ammoéniumkloridot ("NH4CI"), ammoéniumace-
tatot ("NH4OAc") és ammoénium-szulfatot ["(NH4).S04"], valamint ol-
dott szabad ammodniat és ammoénium-hidroxidot ("NH4OH") tartalmaz.
A talalmany szerinti eljaras keretében tipikus esetben olyan, vizbazi-
su reakciokézeget alkalmazunk, amely legalabb kéralbeltul 0,5 M
ammoniareagenst tartalmaz. Ugy tanik, hogy ha az ammaéniéreagens
koncentraciéja kérulbelal 0,75 M és 1,5 M k6zé6tt van, egyittesen le-
het optimalizalni az amidalt termék képzédésének a sebességét, va-
lamint a termékhozamot, ugyanakkor el lehet keriilni az enzimaktivi-

tas jelentds mertéki gatldsat. A leirasban az ammadniareagens kon-

valensekben kifejezett mennyiségével adjuk meg.

A talalmany egyik megvalésitasi mddja szerint a szubsztrat-
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polipeptidbdl kérulbelul 8,5-nél nem magasabb pH-ju - elényés eset-
ben gyakorlatilag semleges -, vizbazisi kézeg (az "els6 vizbazisu
kézeg") felhasznalasaval oldatot készitunk. C-terminélis Arg-NH,
maradékkal rendelkezé polipeptid termék el6allitdsa céljabol a
szubsztratpolipeptidet az o-karboxil-peptid-k6tésnél hasithatjuk
olyan médon, hogy az oldat pH-jat legalabb kérulbeltl 9,0 értékre,
rendszerint kéralbeltul 9,0 és koérulbelal 11,0 kéz6tti értékre allitjuk
be, és a szubsztratpolipeptidet ammodniareagens jelenlétében a
klosztripain immobilizalt formajaban ("immobilizalt klosztripain")
érintkeztetjuk. A szubsztratumot és az ammaodniareagenst az immobi-
lizalt klosztripainnal el6nyés esetben kérulbelul 20 percnél, még elé-
ny6sebb esetben kérulbeltl 5 percnél nem hosszabb ideig érintkez-
tetjuk.

Rendszerint agy jarunk el, hogy az elsé vizbazisu kézeget ba-
zikus vizes oldattal ("lugos kézeg") keverjuk 6ssze, hogy a pH-érté-
ket néveljuk révid idovel az elétt, hogy a szubsztratpolipeptidet és
az ammoniareagenst az immobilizalt klosztripainnal érintkezésbe
hozzuk. Ennek a talalmany szerinti megoldasnak az az egyik meg-
valdsitasi modja, hogy immobilizalt klosztripaint tartalmazo gyantat
téltunk egy kromatografalé oszlopba. A szubsztratum térzsoldatat és
a bazikus oldatokat kézvetlenll az oszlopba valé bevezetésik el6tt
keverjuk 6ssze. igy a lehetd legrévidebb az az idétartam, amig a
szubsztrapolipeptid ki van téve a magas pH-ju vizes oldat hatasanak.
A talalmany egyik tipikus megvaldsitdsa moédja szerint olyan bazikus
vizes oldatot alkalmazunk, amely magaban foglalja az ammoéniare-
agenst. Nem kételezd azonban ezt a megoldast valasztani, mert az
ammaoniareagens egy része vagy teljes mennyisége mar azt megel6-
zben jelen lehet a reakcidékézegben, hogy annak pH-jat legalabb ké-

ralbelal 9,0-ra néveljuk.
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Altalaban az is elényds, ha a reakcidelegy pH-jat rovid idével
az immobilizalt enzimmel érintkezd polipeptid termék eltavolitasa
utan kdéralbelal 8,5 alatti értékre, célszerlien gyakorlatilag semleges-
re — peldaul kéralbellul 6,5 és kérulbelul 8,0 k6zotti értékre — allitjuk
be. Rendszerint ugy jarunk el, hogy a polipeptid terméket tartalmazé
reakcioelegy pH-jat korulbelul 8,5-re vagy 8,5 alatti értékre allitjuk
be, amint az elegy kilép az immobilizalt klosztripaint magaban foglalé
gyantaagyat tartalmazé oszlopbdl. Ez csékkenti annak a valészint-
ségét, hogy a polipeptid termék a klosztripainnal katalizalt amidativ
hasitasnal alkalmazott, viszonylag magas pH-ju vizes kézegben el-
bomlik. Ismeretes, hogy a polipeptidek hajlamosak arra, hogy magas
pH-ju vizes kozegekben hidrolizis utjan racemizalédjanak és/vagy
degradalddjanak.

Rendszerint elényds olyan kérilményeket alkalmazni, amelyek
k6z6tt a szubsztratpolipeptidet ammaédniareagens jelenlétében ugy
érintkeztetjuk az immobilizalt klosztripainnal, hogy a szubsztratum és
a termeék a lehetd legrévidebb ideig legyen kitéve a magas pH-ju ko6-
zeg hatdsanak. A talalméany szerinti eljarast meg lehet valésitani
olyan modon, amely lehetove teszi, hogy a szubsztratumot nagy ho-
zammal alakitsuk at amidativ hasadasi termékké, mikézben legfel-
jebb kéralbeltl 30 percre csékkentjuk azt az idétartamot, ameddig a
szubsztratum/termék oldat kérulbelul 8,5-nél nagyobb pH-értéken
érintkezik az immobilizalt enzimmel. Az amidativ hasitast elényésen
olyan mddon hajtjuk végre, hogy a szubsztratum/termék oldat pH-ja
legfeljebb kérulbeltl 20 percig, még elénydésebb esetben legfeljebb
kérulbeltl 5 percig haladja meg a 8,5-6s értéket (a hasitasi reakcioét
peldaul kéralbelul 2-5 perc alatt jatszatjuk le).

A rajzok révid ismertetése

Az 1. abran a GLP-1(7-36)Ala-Phe-Ala-Hse (SEQ ID NO:1) 7,9
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pH-ju kézegben [1 M NH40H, 2,5 mM DTT (ditiotreit = 1,4-dimer-
kapto-2,3-butandiol), 1 mM CaCl;] klosztripain katalizator alkalmaza-
saval, 37 °C-on végrehajtott amidalasara vonatkozo6 diagram lathato,
amellyel a Kkiindulasi anyag, valamint a reakciotermékek relativ
mennyiségének valtozasat szemléltetjuk az idé fuggvényében.

A 2. abran a GLP-1(7-36)Ala-Phe-Ala-Hse (SEQ ID NO:1) 9,0
pH-ja kézegben [1 M NH4OH, 2,5 mM DTT (ditiotreit = 1,4-dimer-
kapto-2,3-butandiol), 1 mM CaCl;] klosztripain katalizator alkalmaza-
saval, 37 °C-on végrehajtott amidalasara vonatkozé diagram lathato,
amellyel a kiindulasi anyag, valamint a reakcidtermékek relativ
mennyiségének valtozasat szemléltetjuk az id6 fuggvényében.

A 3. abran a GLP-1(7-36)Ala-Phe-Ala-Hse (SEQ ID NO:1) 9,6
pH-ju kézegben [1 M NH4OH, 2,5 mM DTT (ditiotreit = 1,4-dimer-
kapto-2,3-butandiol), 1 mM CaCl,] klosztripain katalizator alkalmaza-
saval, 37 °C-on végrehajtott amidaladsara vonatkozd diagram lathato,
amellyel a kiindulasi anyag, valamint a reakcidtermékek relativ
mennyiségének valtozasat szemléltetjuk az id6é fuggvényében.

A 4. abran a GLP-1(7-36)Ala-Phe-Ala-Hse (SEQ ID NO:1) 10,4
pH-ju kézegben [1 M NH4OH, 2,5 mM DTT (ditiotreit = 1,4-dimer-
kapto-2,3-butandiol), 1 mM CaCl;] klosztripain katalizator alkalmaza-
saval, 37 °C-on végrehajtott amidalasara vonatkozé diagram lathatg,
amellyel a kiindulasi anyag, valamint a reakciotermékek relativ
mennyiségének valtozasat szemléltetjuk az idé fuggvényében.

Az 5. abran a GLP-1(7-36)Ala-Phe-Ala-Hse (SEQ ID NO:1) 11,0
pH-ju kézegben [1 M NH4O0H, 2,5 mM DTT (ditiotreit = 1,4-dimer-
kapto-2,3-butandiol), 1 mM CaCl;] klosztripain katalizator alkalmaza-
saval, 37 °C-on végrehajtott amidalasara vonatkozé diagram lathato,
amellyel a kiindulasi anyag, valamint a reakcidétermékek reblatl’v

mennyiségeének valtozasat szemléltetjik az id6 fuggvényében.
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A 6. abran Arg-tartalmu peptidek immobilizalt klosztripain fel-
hasznalasaval végezheté enzimes amidalasanak megvaldsitasara al-
kalmas berendezés vazlatos rajza lathaté.

A 7. abran Kklosztripainnal katalizalt, az enzim mobilizalt for-
majanak felhasznalasaval végzett amidativ hasitasra vonatkozé diag-
ram lathatd, amely a GLP-1(7-36)NH;-hozam valtozasat szemlélteti
az aramlasi sebesség fuggvényében.

A talalmany szerinti eljards lehetévé teszi argininmaradékot
tartalmazd szubsztratpeptidek amidativ hasitasat és ilyen médon -
karboxamido-csoporttal rendelkezé C-terminalis argininmaradékot
("C-terminalis Arg-NH3") magaban foglalé peptid termékek eldallita-
sat. Az eljaras szerint a szubsztratpeptidet klosztripain jelenlétében,
gyakorlatilag vizes oldatban ammoniareagenssel érintkeztetjuk. Az
enzim oldodoé vagy immobilizalt formaban lehet jelen.

A leirasban hasznalt "klosztripain" elnevezés az enzim mindkét
természetes fajtajara és azok mddositott valtozataira vonatkozik. A
modositott valtozatok megérzik a klosztripainnak azt a funkcionalis
képességét, hogy az Arg-Xaa peptidk6téseknél képes amidativ mo-
don hasitani arginintartalmu peptideket. Megfelelé médositott kloszt-
ripainok példaul azok a funkcionalis mutansok, amelyek egy vagy
tobb aminosavmaradék helyettesitése, hianya és/vagy hozzékapcso-
lasa miatt téernek el a természetes klosztripaintél. A klosztripain
megfeleléen mddositott valtozatainak tovabbi példai kézé tartoznak
a klosztripain valamelyik funkcionalis fragmentumat képviselé poli-
peptidek, amelyek megdérzik az arginintartalmi peptidek amidativ ha-
sitasara valo képességuket. llyenek példaul egy természetes kloszt-
ripainnak azok a funkcionalisan aktiv fragmentumai, amelyek ugy
keletkeznek, hogy az enzimet alkoto alegységek koézul egynek vagy

tobbnek az aminocsoporttal és/vagy karboxilcsoporttal zarédé végei-
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rél szamos aminosavmaradékot eltavolitunk.

A természetes klosztripain (B-klosztridopeptidaz) Clostridia-bdl
szarmazo6 extracellularis tiol-endoproteaz. Ez a proteazenzim hetero-
dimer, és nem homologja mas ismert tiol-protedazoknak. A beszamo-
16k szerint ennek az enzimnek a molekulatémege kérulbeltil 30 000-
80 000 dalton, az izoelektromos pontja (pl) pedig altalaban kérulbelul
4,8-4,9. A klosztripaint el6szér Clostridium histolyticum tenyészet
szlirletébdl kuldnitették el [Mitchell és munkatarsai: J. Biol. Chem.,
243(18), 4683-2602 (1968)]. Ez az enzim azzal tinik ki, hogy igen
szelektiven hat az Arg-Xaa-peptidk6tésekre (mindenek- el6tt az Arg-
Pro-kétésekre), tovabba mind fehérjebonté, mind amidaz/észteraz
aktivitassal rendelkezik. igy példaul a klosztripain az inzulin elkilé-
nitett B-lancaban 500-szor gyorsabban hasitja az Arg-Gly-kétést,
mint a Lys-Ala-kétést, glukagonban pedig csak az Arg-Arg-, az Arg-
Ala- és a Lys-Try-kétéseket hasitja. Az utébb emlitett harom kétésre
vonatkozdan mért kezdeti relativ hidrolizalasi sebességek az emlités
sorrendjében, 1, 1/7 és 1/300 [Labouesse: Soc. Chem. Biol., 42,
1293 (1960)].

Ismeretes, hogy a klosztriapin aktivitasat sokféle aktivator és
inhibitor médositja. A klosztripain aktivatorai kézé tartoznak példaul
a kalciumionok és a merkaptanok, igy a cisztein, a 2-merkapto-etanol
€s a ditiotreit. Az is ismert, hogy a klosztripain tozil-L-lizin-klor-metil-
-keton, hidrogén-peroxid, Co?'-, Cu®'-, Hg?*- és Cd®*-ionok, EDTA és
citratanion jelenlétében gatolt.

Klosztripaint elé lehet allitani mikroorganizmusok felhasznala-
saval végzett fermentélassal, példaul az 5 728 543 sz. amerikai
egyesult allamokbeli szabadalmi leirasban ismertetett eljaras szerint.
Ennek a szabadalmi leirasnak a szdvegét a taldalmany ismertetését

kiegészitd referenciaanyagnak tekintjuk. Az eljaras szerint addig te-
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nyésztunk Clostridiat, amig a klosztripain a tapkézegben fel nem
halmozdédik. A megfelelé Clostridia-térzsekre példa a Clostridium
histolyticum DSM 627. Clostridia-mutansok és -véaltozatok is alkal-
masak, amennyiben ezek a mikroorganizmusok képesek klosztriapint
szintetizalni.

A tenyésztést rendszerint anaerob kérulmények kézott, egyféle
vagy tébbféle mikroorganizmust tartalmazé tenyészetben végezzik,
példaul nem kevert tenyészetben alameritve, oxigén tavollétében
vagy fermentorokban, kivant esetben inertgdz- vagy nitrogénat-
moszféraban. A fermentéalast altalaban kérulbeltl 25-40 °C-on, 5 és
8,5 ko6zotti pH-értéken hajtjuk végre. A tenyésztékézegben 1-3 nap
elteltével rendszerint észlelni lehet az enzim felhalmozdédasat. A
klosztripainszintézis a tenyészet logaritmikus névekedésének késoi
idészakaban kezdbédik meg és a stacioner névekedési szakaszban éri
el a maximumot. Az enzimtermel6dést aktivitasméréssel lehet fi-
gyelemmel kisérni [Mitchell: Meth. Enzym., 47, 165-170 (1997)]. Bar
az optimalis fermentaciés kérilmények az egyes mikroorganizmusok
esetében eltéréek, a megfeleld kérilmények az ezen a teriuleten jar-
tas szakemberek szadmara mar ismertek, vagy elézetes vizsgéalatok
eredményei alapjan kénnyen megallapithaték. A klosztripain hagyo-
manyos eljarasok alkalmazésaval a tenyészet szlrletébdl elkulénit-
heté6 és tisztithatdo, példaul metanolos vagy ammoénium-szulfatos ki-
csapassal, ioncseréléssel vagy gélpermeacios kromatografalassal.
Ismeretesek az enzim rekombinacid utjan eldallitott formai is [Witte
és munkatarsai: Microbiology, 140(5), 1175-1182 (1994)]. Ezeket a
forméakat is lehet alkalmazni a talalmany keretében, amennyiben ké-
pesek az Arg-Xaa peptidkétések szelektiv amidativ hasitasara.

A klosztripaint — mieldtt az amidativ hasitasi reakcié lejatszata-

sahoz felhasznalnank - redukaldszeres, példaul merkaptanos keze-
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léssel rendszerint aktivaljuk. [A merkaptanok funkcids tiolcsoportot
("-SH") tartalmazd vegyuletek.] A megfelelé redukaldoszerek kézé
tartoznak olyan merkaptanok, mint példaul a ditiotreit ("DTT"), a
ditioeritrit ("DTE"), a 2-merkapto-etanol, a tioglikolsav és a cisztein.
A klosztripain aktivalasara felhasznalt merkaptan koncentraciodja tag
hatarértékek - példaul kérulbelul 0,05 mM és kérulbelal 100 mM -
k6zo6tt valtozhat. Az amidativ hasitasi reakcio lejatszatasahoz fel-
hasznalt enzim talalmany szerinti aktivalasat elényés esetben kérul-
belul 0,1 mM és kéralbeldl 5 mM k6zo6tti merkaptant (példaul DTT-t)
tartalmazé vizes oldatban hajtjuk végre. Az ilyen médon és/vagy kal-
ciumion-forrasnak a tovabbiakban ismertetett médon valé beadagola-
sa utjan aktivalt enzimet kézvetlenul alkalmazzuk vagy - kivant
esetben - aktivaciés pufferbdl példaul kromatografalassal vagy diali-
zalassal felszabaditjuk.

Tekintettel arra, hogy a klosztripaint kalciumionok (Caz*-ionok)
is aktivaljak, az amidativ hasitasi reakcidé lejatszatasahoz alkalma-
zott klosztripaint tartalmazé vizes oldatok altalaban kalciumion-for-
rast, példaul kalcium-kloridot is magukban foglalnak. A klosztripaint
rendszerint példaul olyan vizes oldat formajaban alkalmazzuk, amely
kérulbelul 0,01 mM és kérulbeltl 2 mM koéz6tti koncentracioban tar-
talmaz kalcium-kloridot. Amint mar emlitettik, a klosztripaint Ca?*-
ionok hatasanak valé kitétellel aktivalni lehet, miel6tt a talalmany
szerinti eljaras megvaldsitasahoz felhasznalnank.

Az aminosavmaradékokat ebben a leirasban a szokasos egy-
betls és harombetls réviditésekkel (lasd 37 C.F.R. 1.822) jeléljuk.
A "Hse" rovidités homoszerin-laktonra és/vagy homoszerinre vonat-
kozik. Ez a rovidités egy aminosavmaradék két formajanak olyan
elegyét is jelélheti, amelyet metioninmaradék és cian-bromid reagal-

tatasaval - példaul peptidek cian-bromidos hasitasaval - lehet el6-
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allitani. A két forma - a homoszerin és annak laktonja - egymassal
egyensulyban levé termékek elegyének formajaban létezik. A két
forma relativ mennyisége a pH fuggvényében valtozik. A szabad sav-
ként |étez6 forma - a homoszerin - szamara kedvezéek a nagyobb
pH-értékek.

Az amidativ hasitasi reakcid lejatszatasahoz felhasznalt vizes
kb6zeg a fotomegét alkotd viz mellett kis mennyiségben tartalmazhat
vizzel elegyedd szerves oldészert is. A megfeleld vizzel elegyedd
szerves oldészerek kézé tartoznak példaul az alkoholok - igy a me-
tanol, az etanol, az 1,4-butandiol és a trifluor-etanol -, a ketonok, a
karbamid, az amidok - igy az N,N-dimetil-formamid ("DMF"), az N,N-
dimetil-acetamid ("DMA") és az N-metil-pirrolidinon ("NMP") -, a kar-
bonatok — igy a propilén-karbonat -, az éterek - igy a tetrahidrofuran
- és az acetonitril. Megfigyeltik, hogy amig a vizes kézeg nem tar-
talmaz kérulbelal 20 térf.%-nal tobb szerves olddszert, a vizes oldat-
ban jelen levé szerves olddszer néveli a klosztripain fehérjebonté
hatasat, ugyanakkor csékkenti annak amidalé aktivitasat. Ennek
megfeleléen a talalmany szerinti amidativ hasitasi reakciét rendsze-
rint olyan vizes kézegben jatszatjuk le, amely legfeljebb viszonylag
kis koncentraciéban tartalmaz szerves olddészert. A vizes reakcidko-
zeg altalaban legfeljebb kérulbelul 10 térf.%, még elény6sebb eset-
ben legfeljebb kérulbelul 5 térf.% szerves oldoszert tartalmaz. Bar
tapasztalataink szerint a klosztripainnédl az amidativ aktivitas/fehér-
jebontd aktivitas hanyados rendszerint a szerves oldészertél gya-
korlatilag mentes vizes kézegekben a legkedvezdbb - vagyis ha az
oldészer legfeljebb csak 1 térf.% szerves olddszert tartalmaz -, sok
esetben eldnyés, ha a kézegben jelen van kis mennyiségl szerves
oldoszer. A vizes kézegben kulénésen j6l alkalmazhatd szerves ol-

dészerek kézé tartozik példaul a propilén-karbonat, az acetonitril és
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az etanol.

Bar a hémérséklet az amidativ hasitasi reakcié esetén is széles
tartomanyban valtozhat, rendszerint kérulbelul 4 °C és kérulbeltal 80
°C koOzotti reakciohémérsékletet alkalmazunk. Az amidativ hasitasi
reakciot elényds 20 °C és 60 °C kozdétti, kulénésen elényds korulbe-
lal 25 °C és korulbelal 50 °C kéz6tti hédmérsékleten lejatszatni. A ta-
lalmany szerinti amidativ hasitasi reakciét rendszerint legalabb ké-
ralbeltl 9,0 pH-ju vizbazisu kézegben jatszatjuk le. A talalmany sze-
rinti, enzimmel katalizalt amidativ hasitasi reakciét célszerli kérul-
bellal 9,0 és kéralbelul 11,0 k6zdétti, kulédndédsen célszerd koérulbelul 9,5
és 10,5 kozotti pH-értéken lejatszatni.

A szubsztratpolipeptidnek a megfelelé, C-terminalis Arg-NH,-
maradékot tartalmazo polipeptid termékké valé amidativ hasitasahoz
szUkséges id6 a reakcidkoérulményektdl fuggben tag hatarértékek ko-
z6tt valtozhat. igy példaul, ha a reakciét egyfazisu oldatban jatszat-
juk le, a konverzié 15 perc és 48 dra kézo6tti idétartam alatt gyakor-
latilag végbemegy, de biztonsag kedvéért rendszerint elénydés 30
perc és 6 ora koz6tti reakcididét alkalmazni. Amikor az amidativ ha-
sitast a szubsztratumnak és az ammaodnia reagensnek az immobilizalt
klosztripainnal valé érintkeztetésével mar befejeztuk, megvaltoztat-
hatjuk a reakciékérulményeket, hogy a szubsztratum nagy része -
példaul legalabb 40%-a - koérulbeltl 5 perc vagy még kevesebb idd
alatt atalakuljon. A reakciéosebességet — amint ez az ezen a teruleten
dolgozd szakemberek szdméra ismert - sokféle tényezdével lehet be-
folyasolni, példaul a szubsztratum, az ammaoniareagens és az enzim
és azzal, hogy a reakciokdézegben alkalmazunk-e szerves oldészert.
Egy vagy tobb ilyen tényezd beéllitasaval el lehet érni a kivant reak-

ciésebességet és reakcididot.
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Az amidativ hasitasi reakcié soran alkalmazott, viszonylag ma-
gas pH-értékek a peptid bomlasdhoz vezethetnek példaul hidrolizist
eredményezé hasitési reakciok és/vagy izomerizaciés reakcidk lejat-
szbédasa utjan. Az L-aminosav-maradékok izomerizalédas utjan a
megfeleld D-izomereikké ("D-szennyezbanyag") alakulhatnak at. Azt
tapasztaltuk, hogy a bomlasi sebességet befolyasoljak a reakcioké-
zegben levd sbOk, olddszerek és mas anyagok, valamint a reakcioko-
zeg hdmérséklete és pH-ja. igy példaul amikor GLP-1(7-36)NH, 1 M
ammoénium-hidroxidot tartalmazé, 10,5-6s pH-ju vizes oldatat 45 °C-
on 44 6ra hosszat allni hagytuk, jelentés mennyiségl peptid bomlott
el D-szennyez6anyagga. Lényegesen kisebb mértékli bomlast (8% D-
szennyezbanyagot) észleltunk, amikor hasonld, de semleges oldatot
hagytunk 44 °C-on 44 6ra hosszat allni, és gyakorlatilag nem ta-
pasztaltunk bomlast, amikor hasonlé oldatokat -20 °C-on és 4 °C-on
hagytunk hasonlé ideig alini.

Ezzel szemben, amikor GLP-1(7-36)NH> kérulbelul 4 és 8,4 ko-
zOtti pH-értékla vizben vald oldassal eldéllitott oldatait -20 °C és 45
°C kozotti hémérsékleteken hagytuk hasonlé ideig allni, gyakorlatilag
nem észleltik D-szennyezdanyagok keletkezését. Tovabbi kisérlete-
ket végeztink, amelyek keretében szamos, 8,4 és 10,5 kozotti pH-
értéken 45 °C-on 25 6ran keresztul vizsgaltuk a GLP-1(7-36)NH> 1 M
ammonium-klorid-oldatban végbemend bomlasat. A kisérletekbél ki-
derialt, hogy a peptid 8,4-es pH-értéken viszonylag stabil. llyen ko-
rilmények koézoétt jelentés mértékl (9%-os) bomlast mértink 9,4-es
pH-értéken, és ahogy a pH-értékek tovabb emelkedtek, egyre na-
gyobb lett a bomlasi sebesség. Ezekbdl az eredményekbdl arra lehet
koévetkeztetni, hogy az amidalt peptidterméket a lehetd legrévidebb
ideig szabad csak kitenni viszonylag magas pH-ju - példaul legalabb

9,5-6s pH-ju - kézeg hatasanak, hogy a szubsztratum és az amidalt
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termék jelentés mértékld bomlasat el lehessen kerulni.

Allandé pH-értéken és hémérsékleten (pH = 10,0, t = 45 °C)
vizsgaltuk azt is, hogy az NH4X altalanos képleti ammoéniumsék (am-
moniumreagensek) — ahol X jelentése az amméniumkation ellenion-
ja, példaul hidroxid-, klorid-, acetat- vagy szulfatanion — koncentraci-
o0janak a valtozasa hogyan befolyasolja a klosztripainnal katalizalt
amidativ hasitast. Az NH4CI/NH4,OH koncentracié 0,5M-r6l 1,0 M-re
valo novelésével (vizes ammoénium-hidroxid-oldat pH-janak 10,0-ra
valé sésavas beadllitasaval) a kivant amidativ hasitasi termék képzé-
dési sebessége és hozama anélkul névekedett, hogy a viszonylag
magas pH-értékeken képzd6dé D-szennyezbéanyagok mennyisége je-
lentés mértékben fokozdédott volna. Az ammoénium-hidroxidot az
NH4OH képlettel jeldljuk. Ezt a terméket - példaul ipari ammoénium-
hidroxid formajaban - ugy gyartjak, hogy ammoniat oldanak vizben.
Az ammoénium-hidroxid a vizben feloldédott ammodnia hidratjaval
egyensulyban van; més szavakkal az az ammoénium-hidroxid
(NH4s*OH") és a vele egyensulyban levdé "szabad oldott NH3" elegye.
Tovabb novelve az NH4CI/NH4OH koncentraciot (kérualbelal 2 M-re)
nem nc‘)vekedett jelentés mértékben sem az amidalt termék maximalis
hozama, sem a bomlastermékek mennyisége. Ugy tlinik azonban,
hogy a nagyobb NH4CI/NHsOH koncentraciék gatoljak az enzim mu-
kédését, mert azaltal, hogy az NH4CI/NH4OH koncentraciét 1,0 M-rél
2,0 M-re noveltuk, az amidalt termék maximalis hozamanak elérésé-
hez szikséges idé csaknem megharomszorozédott. Ugy latszik tehat,
hogy a korulbeltul 1,0 M - példul koéralbeltl 0,75 M és korulbelul
1,25 M ko6z6tti = koncentracidok hatassal vannak az amidalt termék
képzédésének sebessége és az amidalt termék hozama kozotti
egyensulyra, ugyanakkor megakadalyozzak, hogy az enzim mukodé-

se jelentds mértékben gatolt legyen. Lehetséges, hogy talalunk olyan
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klosztripainvaltozatokat, amelyek kevésbé érzékenyek a pH-ra és
aktivabbak 10 kéruli pH-ju oldatokban. Az amidalashoz alkalmasak
tovabba az ammoniumion kalénbdzé ellenionjai — példaul a szulfation
és a kloridion -, és logikusan arra lehet kévetkeztetni, hogy az el-
lenionok nem korlatozédnak ezekre az ionokra. Az oldatban végbe-
mend egyensulyi reakcidoknak készénhetéen az ammodniareagens
rendszerint olyan elegy formajaban létezik, amelyet NH4OH, az am-
monia egy vagy tébb soéja - példaul NH4CI és/vagy NH,OAc - és
szabad NH3; alkot.

A talalmany egyik alternativ megvaldsitasi mdédja szerint az
amidativ hasitasi reakciot le lehet jatszatni folyamatos Gzemben pél-
daul olyan mdédon, hogy a reaktansokat - a szubsztratpeptidet és
az ammoniareagenst - tartalmazo vizes oldatot immobilizalt kloszt-
ripaint tartalmazé szuszpenzidval vagy gyantaaggyal érintkeztetjuk.
Szamos kulénb6zdé hagyoméanyos eljarassal lehet klosztripaint im-
mobilizaciés hordozékhoz kapcsolni. El6allitottak mar példaul olyan
klosztripainkészitményeket, amelyeket trezil- vagy aldehidcsoportok-
kal valdé reagaltatassal roégzitettek agardézgéleken vagy metakrilat
alapl gyantakon, illetve amelyeket cian-bromiddal aktivalt agarézzal
reagaltattak. Az ilyen médon készitett gyantadk tag hatarértékek ké-
zo6tt valtozd mennyiségekben tartalmazhatjak a hozzajuk kapcsolt
enzimet. A talalmany keretében felhasznalhaté gyantak rendszerint
kéralbeltal 0,1 mg/ml és kérulbelal 10 mg/ml - elédnyés esetben kérul-
beltal 1 mg/ml és kérulbelal 5 mg/ml - kézdétti mennyiségben tartal-
mazhatnak immobilizalt klosztripaint. Ezek a készitmények ammoénia
jelenlétében, 10-es pH-értéken nagyon aktivak voltak a szubsztratu-
mok - példaul a GLP-1(7-35)-Arg-Ala-Phe-Ala-szekvenciat magukban
foglalé polipeptidek - C-terminalis GLP-1(7-35)-Arg-NH. csoporttal

rendelkezd polipeptidek keletkezését eredményezé amidativ hasita-
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saban. A hozamok rendszerint meghaladjak a 40%-ot, az egyfazisu
oldatokban lejatsz6do reakcidk esetében mért értékekhez hasonléan.
Az immobilizalt klosztripaint tartalmazé gyantak - amelyeket oszlo-
pokba lehet télteni - nagyon hatdsosan katalizaljak az amidativ ha-
sitasi reakciot.

Immobilizalt klosztripainnal altalaban ugy jatszatjuk le a reak-
ciét, hogy a megfelel6 vizes ammodniaoldatban levé szubsztrat-
peptidet atszivattyuzzuk az oszlopon. igy nincs szikség arra, hogy a
reakciotermékbdl klosztripaint tavolitsunk el, amelynek a jelenléte
esetleg gondot okozhat. A gyantahoz koététt klosztripaint a reakcié
lejatszatasa el6tt merkaptanokkal aktivalni lehet, illetve az amidalas
soran jelen lehet a redukéalészer. Az enzimet rendszerint ugy tartjuk
aktivalt allapotban, hogy a reakciokézegbe egyszerlien merkaptant
(példaul DTT-t) és kalciumsét (példaul kalcium-kloridot) kevertink. Az
immobilizalt enzimmel mikédé reaktoron alapulé amidalas is lehet6-
vé tesz olyan eljarast, amellyel a minimalis értékre lehet csdkkenteni
azt az id6t, ameddig a peptid ki van téve a magas pH-ju kézeg adott
esetben a termék bomlasat eredményezd hatasainak, és mindenek-
el6tt minimalis szintre lehet csékkenteni a D-szennyezdanyag képzé-
dését, valamint az oldallancbeli dezamidalédast. igy példaul kézvet-
lenul a reakcidelegynek a gyantaagyba valé bevezetése el6tt 6ssze
lehet keverni két folyadékaramot, amelyek kézul az egyik peptidet
tartalmaz olyan alacsony - példaul legfeljebb kérulbeltl 8,5-6s pH-ju -
kézegben, amelyben a peptid stabil, a masik pedig megfelel6 6ssze-
tétell ahhoz, hogy biztositsa a végsé pH-értékét és a kémiai koérul-
ményeket a reakcié lejatszatasahoz. A szubsztratum a gyantaval
rendszerint koérulbelul 20 percnél - eldény6ds esetben koérulbeltal 5
percnél - révidebb ideig érintkezik. Ezenkivul a termékoldatot - kéz-

vetlenul azutan, hogy elhagyta a reaktort - eldny6és esetben dssze-
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keverjuk megfelel6 savval vagy pufferoldattal, hogy a pH-értéket ké-
ralbelul 8,5-re vagy 8,5-nél kisebb értékre csékkentsik, amelyen az
amidalt termék sokkal stabilabb.

A talalmany szerinti eljaras C-terminalis argininmaradékot tar-
talmazo sokféle peptid amidalt formajanak eldallitdsara alkalmas. Az
eléallitani kivant célpeptid lehet barmely megfeleld, Arg-ra végz6ds
polipeptid-szekvencia - péld4ul természetben eléfordulé szekvencia
-, természetben eléfordulé médositott szekvencia, bioldgiailag aktiyv,
nemtermészetes szekvencia, valamint a felsoroltak csonka formai és
hasonlé valtozatai. A peptidek molekulatémege 300 dalton és kérul-
beltl 20 000 dalton - altalaban 400 dalton és 10 000 dalton - k6z6tt
lehet. Ezek a peptidek rendszerint 3-100, elényés esetben 3-70 -
aminosavmaradékot tartalmaznak. llyen peptidekre példak a ndveke-
dési hormont felszabaditdé faktorok, ezeknek a faktoroknak az
elévegylletei, valamint funkcionalis fragmentumai. A talalmany sze-
rinti eljarassal C-terminalisan amidalt peptidekké atalakithato
szubsztratpeptidek kdzé tartoznak példaul a kévetkezé polipeptidek:

GLP(1-35)-Arg-Xaa-R (SEQ ID NO:2):

His-Asp-Glu-Phe-Glu-Arg-His-Ala-Glu-Gly-Thr-Phe-Thr-Ser-

-Asp-Val-Ser-Ser-Tyr-Leu-Glu-Gly-Gin-Ala-Ala-Lys-Glu-Phe-lle-

-Ala-Trp-Leu-Val-Lys-Gly-Arg-Xaa-R
€s

GLP-1(7-35)-Arg-Xaa-R (SEQ ID NO:3):

His-Ala-Glu-Gly-Thr-Phe-Thr-Ser-Asp-Val-Ser-Ser-Tyr-Leu-Glu-

-Gly-GIn-Ala-Ala-Lys-Glu-Phe-lle-Ala-Trp-Leu-Val-Lys-Gly-Arg-

-Xaa-R,
ahol R karboxilcsoportot blokkolé csoportot, aminosavmaradékot
vagy peptidilcsoportot (vagyis ket vagy tébb, egymashoz a-karboxil-

peptidkotésekkel kapcsol6dd aminosav-szekvenciat) jelent.
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A talalmany szerinti eljarast fel lehet hasznalni a kézépsé ami-
nosavszekvencia egynél tébb masolatat magukban foglalé szubszt-
ratpolipeptidek amidativ hasitdsara. Ezek a tobbkopias konstrukcidk
a szomszédos masolatokat tartalmazhatjak kézvetlentl egyméashoz
kapcsolédva ("egyméassal érintkezve"). A kézépsé aminosav-
szekvencia szomszédos masolatait azonban nagyon gyakran &ssze-
kapcsol6 szekvencia kéti 6ssze. Az &sszekapcsold szekvencia ami-
nosavak viszonylag révid - rendszerint legfeljebb 5-10 aminosavma-
radékbol allo - szekvenciaja, amely a tavolsagtarté lancok szerepét
tolti be a kézépsd aminosavszekvencia egymassal szomszédos ma-
solatai koézott. Az dsszekapcsold szekvencia aminosavmaradékait
rendszerint ugy valasztjuk ki, hogy azok olyan tovabbi helyeket biz-
tositsanak, ahol enzimekkel vagy hasitasra alkalmas vegyszerekkel
szelektiv hasitas hajthatdé végre.

A kévetkez6 példakat a taldaimany szemléltetése céljabél, to-
vabba azért k6zoljuk, hogy az ezen a terlleten atlagos jartassagu
szakembereket segitsuk a talalmany megvalésitasaban és alkalma-
zasaban. A példakkal egyébként semmilyen vonatkozasban nem ki-
vanjuk korlatozni a talalmany terjedelmét.

1. példa
Klosztripainnal katalizalt amidalas 7.9-es pH-értéken

A GLP-1(7-36)Ala-Phe-Ala-Hse (SEQ ID NO:1; 2 mg) szubszt-
ratpeptidet feloldottuk 900 pl 1M vizes ammoénium-hidroxid-oldatban,
és a pH-t jegecet felhasznalasdval beallitottuk 7,9-re. A szubszt-
ratoldatot ezutan a klosztripain beadagoldsa el6tt 15 percig inkubal-
tuk 37 °C-on. 1 mg klosztripaint feloldottunk 1 ml mennyiségli, 1 mM
kalcium-kloridot tartalmazé 25 mM ditiotreit-oldatban, majd az oldatot
a kérnyezet hémérsékletén 15 percig allni hagytuk. A szubsztratol-

datot tartalmazé kémcsdbe 37 °C-on beadagoltunk 100 pl klosztri-
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pain-oldatot. a kémcso6vet lezartuk, a benne levd elegyet a kémcsé
megforgatasaval 6sszekevertuk és 37 °C-os furdében tartottuk.

A klosztripainnal katalizalt reakcié lefolyasat ugy kiseértuk fi-
gyelemmel, hogy a reakcidelegybdl idékézdénként - rendszerint 5
vagy 10 percenként - kipipettaztunk 25 pl-t. A kiindulasi idéponthoz
tartozd mintat kézvetlentl a klosztripain-térzsoldat beadagolasa utan
vettk a reakcidelegybdl. A reakcidelegybdl kipipettazott mintakat
jégecettel tizszeres térfogatra higitottuk és 5 p-os fazismegfordito
C18-oszlopon kis linedris gradienssel (35% B-ig 3 perc alatt, 45% B-
ig tovabbi 6 perc alatt, majd 100% B-ig 12,3 perc elteltével jutottunk
el) nagyteljesitmény(l folyadékkromatografias (HPLC) mddszerrel
elemeztik. Elualészerként a kovetkez6 puffereket hasznaltuk: A: 95
térf.% viz, 5 térf.% acetonitril, 0,1 térf.% trifluor-ecetsav; B: 5 térf.%
viz, 95 térf.% acetonitril, 0,1 térf.% trifluor-ecetsav.

Az eredmények (1. abra) nem utalnak jelentés mértéki ami-
dalasra. A primer reakcidé az Argses-nal a GLP-1-(7-36)OH (SEQ ID
NO:4) keletkezését eredményezé amidalas nélkdl véegbemend, az
Ala-Phe-Ala-Hse (SEQ ID NO:6) eltavolitdsat eredményezd hidrolizis
volt, amely mellett a Lysss-nél kismértékd, GLP-1(7-34)OH (SEQ ID
NO:5) keletkezéséhez vezetd hidrolizis ment végbe. A GLP-1(7-
36)OH (SEQ ID NO:4) mennyisége 5 perc elteltével elérte a kiindula-
si GLP-1(7-36)Ala-Phe-Ala-Hse) (SEQ ID NO:1)-re szamitott kéral-
beltl 55%-0s maximalis értéket, majd a Lyss4-nél hidrolizis utjan
végbemend, GLP-1(7-34)OH (SEQ ID NO:5) keletkezését eredmé-
nyezé lassubb hasitasi reakcionak tulajdonithatéan csoékkent. A
Lysas-nél bekdvetkezd hasadas azt mutatja, hogy ennek a masodla-
gos helynek az iranydban is megmutatkozik bizonyos mértéki
hidrolitikus aktivitds. A Lysszs-nél megfigyelt, hidrolizis utjan végbe-

mend szekunder hasadas jelentés mértéke egy kissé varatlan volt.
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GLP(7-36)OH (SEQ ID NO:4):
His-Ala-Glu-Gly-Thr-Phe-Thr-Ser-Asp-Val-Ser-Ser-Tyr-Leu-Glu-
-Gly-GIn-Ala-Ala-Lys-Glu-Phe-lle-Ala-Trp-Leu-Val-Lys-Gly-Arg-
-OH.

GLP(7-34)OH (SEQ ID NO:5):
His-Ala-Glu-Gly-Thr-Phe-Thr-Ser-Asp-Val-Ser-Ser-Tyr-Leu-Glu-
-Gly-GIn-Ala-Ala-Lys-Glu-Phe-lle-Ala-Trp-Leu-Val-Lys.

2. példa
Klosztripainnal katalizalt amidéalas 9.0 pH-értéken

A GLP-1(7-36)Ala-Phe-Ala-Hse (SEQ ID NO:1) klosztripainnal
katalizalt amidalasat az 1. példaban ismertetett eljaras és elemzés
alkalmazasaval 37 °C-on, 9,0 pH-értékli 1 M vizes amménium-hid-
roxid-oldatban hajtottuk végre. A 9,0-d4s pH-értéket jégecettel alli-
tottuk be.

A 9,0-as pH-értéken lejatszatott reakciéo eredményei (2. abra)
azt mutatjak, hogy koérulbeltl 10 perc elteltével jelentés mertekad,
23.6% maximalis GLP-1(7-36)NH2-hozamot eredményez6 amidalas
ment végbe. Az amidalads és a hidrolizalas aranya [a GLP-1(7-
36)NH2/GLP1(7-36)OH hanyados] 10 perc reakci6idé elteltéevel 1,4
volt. A Lysss-nél 9,0 pH-értéken végbemend, GLP-1(7-34)OH kelet-
kezését eredményezé (az abran nem lathaté) hidrolizis lassubb volt:

60 perc elteltével csak 7,4% GLP-1(7-34)OH-t meértank.

GLP-1(7-35)-Arg-NH. (SEQ ID NO:4):
His-Ala-Glu-Gly-Thr-Phe-Thr-Ser-Asp-Val-Ser-Ser-Tyr-Leu-Glu-
-Gly-GlIn-Ala-Ala-Lys-Glu-Phe-lle-Ala-Trp-Leu-Val-Lys-Gly-Arg-
-NH..
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3. példa
Klosztripainnal katalizalt amidalas 9.6-os pH-értéken

A GLP-1(7-36)Ala-Phe-Ala-Hse (SEQ ID NO:1) klosztripainnal

katalizalt amidalasat az 1. példaban ismertetett eljaras és elemzés
alkalmazasaval 37 °C-on, 9,6 pH-értékG 1 M vizes ammoédnium-hid-
roxid-oldatban hajtottuk végre. A 9,6-as pH-értéket jégecettel alli-
tottuk be.

Az eredmények azt mutatjak (3. abra), hogy a GLP-1(7-36)NH,-
hozam 10 és 20 perc kézé6tt volt a legnagyobb (38,1%). A 10 perchez
tartozé amidalas/hidrolizis hanyados 5,1 volt. A klosztripain aktivita-
sa pH = 9,6 esetében valamivel kisebb volt, mint pH = 9,0 esetében
(2. példa), aminek eredményeként a GLP-1(7-36)NH2-hozam késébbi
idépontban érte el a maximalis értéket.

4. példa

Klosztripainnal katalizalt amidalas 10.4-es pH-értéken

A GLP-1(7-36)Ala-Phe-Ala-Hse (SEQ ID NO:1) klosztripainnal

katalizalt amidalasat az 1. példaban ismertetett eljaras és elemzés
alkalmazasaval 37 °C-on, 10,4 pH-értéki 1 M vizes ammédnium-hid-
roxid-oldatban hajtottuk végre. A 10,4-es pH-értéket jégecettel alli-
tottuk be.

A 10,4-es pH-értéken végzett amidalasi kisérlet eredményei a
4. 4bran lathatok. Ezen a pH-n a maximalis GLP-1(7-36)NH2-hozamot
(42,3%) korulbelul 30 perc elteltével értuk el. A 30 perchez tartozé
amidalas/hidrolizis hanyados 4,7 volt. A GLP-1(7-34)OH-hozam 60
perc elteltével (az abran nem lathaté) 9,4% volt, a 9,0 és a 9,6 pH-
értékekhez hasonléan. Ez azt mutatja, hogy pH = 10,4 esetében
Lyss4-nél kisebb mértékd a hidrolizalédassal végbemend hasadas,

mint kisebb pH-értékek esetében.
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5. példa
Klosztripainnal katalizalt amidalas 11,0-as pH-értéken

A GLP-1(7-36)Ala-Phe-Ala-Hse (SEQ ID NO:1) klosztripainnal

katalizalt amidalasat az 1. példaban ismertetett eljaras és elemzés
alkalmazasaval 37 °C-on, 11,0 pH-értéki 1 M vizes amménium-hid-
roxid-oldatban hajtottuk végre. A 11,0-as pH-értéket jégecettel alli-
tottuk be. A 11,0-as pH-értékeken végrehajtott amidalas eredményei
az 5. abréan lathatok.

Ezen a pH-n 60 perc elteltével 27,6%-0s GLP-1(7-36)NH, (SEQ
ID NO:4)-hozamot értiunk el. A 60 perces reakciéidéhéz tartozéd
amidalas/hidrolizis hanyados 7,0 volt. A reakcié azonban sokkal las-
sabban ment végbe, mint a kisebb pH-értékek barmelyikén, és 60
perc elteltével még nem értik el a maximalis hozamot. Ez a vi-
szonylag nagy pH-érték sokkal kedvezébb volt az amidalas, mint a
hidrolizis utjan végbemend hasitas szaméara, mert a GLP-1(7-36)OH
(SEQ ID NO:4)-hozam még 60 perc elteltével is kisebb mértékben
nétt, mint a GLP-1(7-36)NH2-hozam. A Lysas-nél ezen a nagyobb pH-
értéken nem észleltink GLP(7-34)OH (SEQ ID NO:5) keletkezését
eredményezd hidrolizist.

6. példa
GLP-1(7-36)-Ala-Phe-Ala-Met-His-Ala-Glu klosztripainnal kata-

lizalt amidalasa
A GLP-1(7-36)Ala-Phe-Ala-Met-His-Ala-Glu (SEQ ID NO:7)

klosztripainnal katalizalt amidalasat az 1. példaban ismertetett elja-
ras és elemzés alkalmazasaval 37 °C-on 1 M vizes ammo&nium-hid-
roxid-oldatban végeztuk. Az amidalast 10,3-as és 10,8-as pH-értéken
hajtottuk végre, és - az emlités sorrendjében - 32,9%-0s, valamint

12,4%-0s maximalis GLP-1(7-36)NH,-hozamokat értink el. Ezeket az
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eredményeket az |. tablazatban ésszehasonlitjuk azokkal az eredmé-
nyekkel, amelyeket akkor kaptunk, amikor a klosztripainnal katalizalt
amidalast ugy végeztuk, hogy szub'sztrétumként GLP-1(7-36)Ala-
Phe-Ala-Hse (SEQ ID NO:1)-et alkalmaztunk. Az eredményekbdl| azt
a kovetkeztetést lehet levonni, hogy az optimalis pH-tartomany ké-
ralbelal 9,0-11,0, elébnyds esetben 9,5-10,5.

I. tablazat

Az amidalasnal elért hozam és szelektivitas a pH-fliggvényében

pH Szubsztratum GLP-1(7-36)NH2*- | GLP-1(7-36)NH./
hozam (%) /GLP(7-36)0OHP
hanyados

7,9 GLP(7-36)AFAHse - -

9,0 GLP(7-36)AFAHse 3,6 1,4
9,6 GLP(7-36)AFAHse 38,1 3,1
10,4 GLP(7-36)AFAHse 42,3 4,7
11,0 GLP(7-36)AFAHse 27,6° 7.0
10,3 GLP(7-36)AFAHAE 32,9 -

10,8 GLP(7-36)AFAHAE 12,4 -

2 Maximalis hozam

® A maximalis hozamhoz tartozé reakcidéidéhéz rendelheté hanyados
és
° 60 perc elteltével (amikor a maximalis hozamot még nem értik

el).

7. példa
Szintetikus szubsztratumok amidalasa

1 M ammodnium-klorid-oldatban (pH = 10,4, mM DTT, 1 mM kal-
cium-klorid) 45 °C-on klosztripainnal egyutt inkubaltunk olyan szinte-
tikus szubsztratumokat, amelyek Val-Lys-Gly-Arg-XXXX ("VKGRXXXX":
SEQ ID NO:8) altalanos szerkezetében XXXX jelentése 3 vagy 4 amino-

savmaradékbdl allé peptidil-fragmentum. Kulénb6zé idékézénként min-
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takat pipettaztunk ki a reakcidelegyekbdl, a reakciot befagyasztottuk
jégecettel, és a mintakat kapillaris elektroforézissel analizaltuk. A II.
tablazatban k6zéljuk a kulénbéz6é szubsztratumok hasitasara vonat-
kozéan azonos klosztripainkoncentraciék esetén 10 perc elteltével
meghatarozott szazalékos értékeket. A fétermék minden esetben a
Val-Lys-Gly-Arg ("VKGR-NH;"; SEQ ID NO:9) C-terminélis a-
karboxamidja volt, amelyet HPLC-elemzéssel azonositottunk. Vila-
gos, hogy a C-terminalis fragmentum - amely jellegében igen sokféle
lehet — az amidativ hasitds szempontjabol még jelentés lehetésége-

ket rejt magaban.

Il. tablazat
A VKGR-XXXX altalanos | A 10 perc reakciéidé utan
szerkezet( szubsztratum | megmaradt szubsztratum SEQ ID NO
XXXX-része %-0s mennyisége
AFFG 50,7 10
AFAM 56,7 11
AFM 73,1 12
APAG 64,7 13
AFAHse 67 14
AFHse 71 15
LAFG 82,9 16
AAGG 81,9 17
ALAG 78,7 18
AAPG 82,5 19
LAAG 85 20
AAFG 80,8 21
QAQG 90,6 22
HAEG 95,4 23
8. példa

GLP-1(7-36)NH, laboratériumi _eléallitdsa GLP-1(7-36)Ala-Phe-
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-Ala-Hse klosztripainnal végzett amidativ hasitasaval

Rekombinans technolégiaval készitett GLP-1(7-36)Ala-Phe-Ala-
Hse (SEQ ID NO:1) liofilizalt peptidet 4,24 mg/ml koncentraciénak
megfeleld6 mennyiségben feloldottunk 1,16 M ammonium-hidroxid-
oldatban (0,25 M HCI, 2,5 mM DTT, 1 mM CaClz), amelynek a pH-jat
0,15 M natrium-hidroxid-oldattal 10,5-re allitottuk be. Az oldathoz az
enzim:szubsztratum = 1:300 aranynak megfeleld6 mennyiségl
klosztripaint adagoltunk. A reakcié lejatszédasahoz 45 °C-on 4,5 6rat
biztositottunk, miel6tt a reakciét 10 mM EDTA-oldattal befagyasztot-
tuk. A GLP-1(7-36)NH, (SEQ ID NO:4) terméket Amberchrome
CG71-n, a fazisforditdshoz megfelelé kérulmények ké6zo6tt kromatog-
rafalva tisztitottuk, majd liofilizaltuk.

A peptid termék aminosavdsszetétele a kisérleti hibahataron
belil azonos volt a GLP-1(7-36)NH, elméleti O6sszetételével, ab-
szorpciés spektruma pontosan jelezte azt a tirozin- és triptofantartal-
mat, amelyre szamitottunk, molekulatétmege a MALDI-TOP témeg-
spektrométerrel meghatarozva 3298 dalton volt (amely a kisérleti hi-
bahataron bellul megegyezik a vart értékkel), szekvenciaja azonos
volt az elméleti szekvenciaval, és a HPLC-elemzés soran a GLP-1(7-
36)0OH-tél jol elkualénilve, a peptid egyik kereskedelmi forgalomban
levé szintetikus mintajahoz hasonlé6 mdédon vandorolt. A polipeptid
terméket igy GLP-1(7-36)NH2-ként azonositottuk.

9. példa
Szerves olddszerek hatasa a klosztripain fehériebontd aktivita-

1 ml mennyiségu, 8,5 pH-ju szubsztratoldatot (2 mg N-Bz-Phe-
Val-Arg-p-nitroanilid, 2,5 mM ditiotreit, 1 mM kalcium-klorid, 50 mM
tricin puffer) a kérnyezet hémérsékletén 10 png klosztripainnal egyutt

10 térf.% szerves oldoszert tartalmazé vizes oldatban inkubaltunk. A
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kezdeti reakciosebességeket a felszabadult p-nitro-fenolat-anion fo-
tometrias detektalasaval hataroztuk meg.

1. tablazat

Oldészerek hatasa a klosztripain fehérjebonté aktivitasara

Szerves oldészerek A szerves oldészer nélkuli kézegre vo-
natkoztatott aktivitas (térf.%)
Acetonitril 180
Propilén-karbonat 264
Trifluor-etanol 200
Dimetil-formamid- 123
Dimetil-acetamid 108
Tetrahidrofuran 26
1,4-Butandiol 116
N-Metil-pirrolidinon g0

Ezeket a reakcidkat ismét lejatszattuk a jelen levd szerves ol-
doszerek koncentraciéjanak valtoztatdsaval. Meghataroztuk a fehér-
jebonté hatas szempontjabdl optimalis koncentraciokat propilén-kar-
bonatra (10%), N,N-dimetil-formamidra (20%), trifluor-etanolra (20%)
és acetonitrilre (20%) vonatkozdéan.

10. példa

A klosztripain amidalasi aktivitasanak gatldsa szerves oldésze-

rekkel

Klulonb6z0 szerves oldészerek jelenlétében hataroztuk meg 45

°C hémérsékletl, 10,4-es pH-ju oldatban (2 mM DTT, 1 mM kalcium-
-klorid, 2 M ammoénium-acetat, 20 pg/ml klosztripain) a GLP-1(7-
36)Ala-Phe-Ala-Hse (SEQ ID NO:1) (2 mg/ml) maximalis amidalasi
fokat. A reakcidelegybdl szabalyos idékézénként mintakat pipettaz-
tunk ki, amelyekben a reakciot ecetsavval befagyasztottuk. A minta-
kat forditott fazisu HLPC-oszlopon elemeztuk nagyteljesitmény( fo-

lyadékkromatografias modszerrel.
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IV. tablazat

Szerves olddoszerek hatasa a klosztripain amidalasi aktivitasara

Oldészer

Amidalasi fok (az atalakult
szubsztratum %-o0s mennyisége)

Vizes kontrolloldat, amely nem
tartalmaz szerves oldoszert

20% trifluor-etanol

10% propilén-karbonat

20% acetonitril

44
9
29
18

A V. tablazat adataibdl kitinik, hogy ezeknek az oldészerek-

nek a jelenlétében az amidalasi aktivitas nyilvanvaléan csoékkent.

Kulénb6z6 koncentraciokban alkalmazott acetonitril

és etanol jelen-

létében 1:190 enzim/szubsztratum tdémegarany alkalmazasaval 45
°C-on reakciésorozatot jatszattunk le (1,25 M NH4OH, pH = 10,0, 2,5
mM DTT, 1 mM CacCly) (V. tablazat). Az acetonitril, illetve az etanol

kis koncentraciokban kevéssé befolyasolta az atamidalasi hozamo-

kat, a reakciok sebességét és a GLP-1(7-36)NH2/GLP-1(7-36)OH ha-

nyadost, de csékkentette a keletkezett D-szennyezbédanyagok mennyi-

ségét.
V. tablazat
Oldoszer Maxima- | A maximalis hozam D (%) GLP-1(7-46)NH,/
lis ho- | eléréséhez sziksé- IGLP-1(7-36)OH
zam (%) ges id6 (min)
Viz 60 90 3,4 4,9
4% acetonitril 57 90 1 3,9
2% acetonitril 59 120 1,2 41
5% acetonitril 60 90 nd 52
10% etanol 58 150 nd 3,3
5% etanol 59 120 nd 4,0
2,5% etanol 62 90 nd 5,4
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A tablazatban alkalmazott réviditések:
nd: nem hataroztuk meg;
D (%): a D-szennyezbanyagok szazalékos mennyisége.

11. példa
Az ammoéniakoncentracio hatasa a transzamidalasra

Vizsgaltuk, hogy 10-es pH-értéken az ammodniakoncentracidk
valtozasai (0,5 M, 0,75 M, 1,0 M, 1,25 M, 1,5 M és 2 M) hogyan be-
folydsoljadk a GLP-1(7-36)Ala-Phe-Ala-Hse (SEQ ID NO:1) amidativ
hasadasat a kovetkezé reakciokérilmények kézétt: 4 mg/ml GLP-1(7-
36)Ala-Phe-Ala-Hse (SEQ ID NO:1), 2,5 mM DTT, 1 mM CacCl,, az
enzim és a szubsztratum aranya = 1:190. Az eredményeket a VI.
tablazatban kézdéljuk. Harom ammodniakoncentracional: 1,0 M-nél,
1,25 M-nél és 1,5 M-nél hasonld hozamokat: az emlités sorrendjében
43%-ot, 45%-ot és 44%-ot kaptunk. A harom ammoniakoncentracio-
nal azonos (4,2%) volt a D-szennyezbéanyagok mennyisége, és
nagyjabdl a hanyadosok is hasonldak voltak.

VI. tablazat

Az ammoéniakoncentracio hatasa

NH4OH-kon- | Maximalis ho- |1d&® (min)| GLP-1 (7-36)NH2/ | D-szennyez6-
centracié (M) zam® (%) IGLP-1(7-36)0H° | anyagok? (%)
0,5 34 30 1,6:1 3,4
0,75 39 40 2,5:1 3,5
1,0 43 60 4,4:1 42
1,25 45 100 5:1 4.2
1,5 44 140 5,6:1 4.2
2,0 41 165 7,5:1 43

2 A GLP-1(7-36)NH> maximalis hozama.
® A maximalis hozam eléréséhez szukséges idé.

© GLP-1(7-36)NH2/GLP-1(7-36)OH hanyados a maximalis hozam
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eléréséhez szukséges id6 elérésekor.
4 A termék D-aminosav képzédésével végbemend bomlasa mi-
att keletkezett D-szennyezdanyagok szazalékos mennyisége a maxi-
malis hozam elérésének idépontjaban.

12. példa
Az ammoniumkation ellenanionjanak hatasa a transzamidalasra

Vizsgaltuk, hogy az ammodniareagensben jelen levd ellenanion-
nal kapcsolatos valtozasok hogyan befolyasoljak a transzamidalast.
A reakcidkat a pH két parhuzamosan végzett beéllitasaval, vagyis
ammonium-klorid, ammoénium-acetat, illetve ammoénium-szulfat je-
lenlétében jatszattuk le. Az 1,28 mg/ml koncentraciéban alkalmazott
GLP-1(7-36)Ala-Phe-Ala-Hse (SEQ ID NO:1) amidativ hasitasi reak-
ciéjat 45 °C-on jatszattuk le 2,5 mM DTT-t és 1 mM kalcium-kloridot
tartalmazd reakciokézegben, 1:190 enzim:szubsztratum arany mel-
lett, 1,25 M ammadnium-hidroxid-oldat alkalmazasaval, amelynek a
pH-jat két parhuzamosan végzett ismétiéssel - sésavval, ecetsavval,
illetve kénsavval - 10,0-ra allitottuk be.

Az eredményeket a VII. tablazatban kézo6ljuk. A termékhozamok
valamennyi reakcié esetében koézel azonosak voltak, csakigy, mint a
D-szennyez6anyagok mennyiségei. Az ellenanion jellege tehat csak
kismértékben befolyasolja GLP-1(7-36)NH; keletkezésének vonatko-
zasaban az amidalast.

VII. tablazat

Az amméniumkation ellenanionjanak hatasa

Ellenanion GLP-1(7-36)NH>- A D-szennyezbanyagok
hozam® koncentraciéja® (%)
CcI 51% 4,7%
OAc’ 51% 4,8%
S04 42% 4,0%
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2 150 perc elteltével egyik reakcidonal sem értuk el a maximalis
hozamot.

b A termék D-aminosav képzddésével végbemend bomlasa mi-
att keletkezett D-szennyezdanyagok szazalékos mennyisége 150
perc elteltével.

13. példa
A kalcium-klorid-koncentraciéo hatasa az atamidalasra

1 mg/ml és 5 mg/ml koncentraciéban alkalmazott GLP-1(7-
36)Ala-Phe-Ala-Hse (SEQ ID NO:1) amidativ hasitasat vizsgaltuk
1:200 enzim:szubsztratum arany mellett olyan reakciéelegyekben,
amelyek 1,25 M NH4OH és 2,5 mM DTT jelenlétében 0 mM, 0,1 mM,
1,0 mM, illetve 10 mM CaCly-ot (VIIl. tablazat) tartalmaztak. Kalci-
um-klorid hozzaadasa nélkul nem észleltink aktivitast; ez a kation
tehat szukséges az aktivitas kifejtéséhez. A kalcium-klorid mennyi-
ségének a 0,1 mM koncentraciét meghaladé mértékd névelése nem
befolydsolja a transzamidalas hozamat.

Vill. tablazat

A kalcium-klorid-koncentracié hatasa az amidativ hasitasra

Kalcium-klorid- | Szubsztratkon- Maximalis GLP-1(7-36)NH,/
koncentracio centracié hozam? (%) | /GLP-1(7-36)OH"
(mM) (mg/ml)

0 1 NA NA

0,1 1 60 4,6:1

1,0 1 59 4,.4:1

10 1 59 4,41

0 5 2 -
2 5 47 4,31

NA: Nincs aktivitas.
® A GLP-1(7-36)NH2; maximalis hozama.



-39 .
P GLP-1(7-36)NH2/GLP-1(7-36)0OH héanyados a maximalis ho-
zam elérésekor. '

14. példa
Az enzimkoncentracio hatasa az amidativ hasitasra

1 mg/ml koncentracidoban alkalmazott GLP-1(7-36)Ala-Phe-Ala-
Hse (SEQ ID NO:1) amidativ hasitasat vizsgaltuk 45 °C-on, nitrogén-
atmoszféraban, 1:200, 1:400, 1:800 és 1:400 enzim:szubsztratum
aranyok mellett 1,25 M NH4OH-t, 2,5 mM DTT-t és 0,5 mM CaCl,-ot
tartalmazo koézegben, amelynek a pH-jat sdésavval 10,0-ra allitottuk
be. Az elemzést az 1. példa szerint végeztiuk. A GLP-1(7-36)NH>-
hozamok minden esetben 50% és 60% ko6zdott voltak, de a maximalis
hozam eléréséhez szikséges idé kisebb enzim:szubsztratum aranyok
mellett Iényegesen hosszabb volt, és 1:800-nal elérte a 360 percet. A
magasabb szubsztratkoncentracié esetében még észlelhetd volt a
termék keletkezése, bar a reakciéo kevesebb terméket eredménye-
zett, és a maximalis hozam eléréséhez hosszabb idére volt szukség.
Amint varni lehetett, a magas pH-értékeken a reakcidéidé névekedé-
sével noétt a D-szennyezéanyagok mennyisége, mert a szubsztratum
és a termék hosszabb ideig volt kitéve Ilugos pH-ju kézeg hatasai-
nak.

IX. tablazat

Az enzim:szubsztratum arany hatasa az amidativ hasitasra

Szubsztrat- | Enzim:szubsztra- | Maximalis hozam® | D-szennyezdanyagok®
koncentracio® tum arany (%) (min) (%)
(mg/ml)
1 1:200 59 90 3%
1 1:400 60 190 4,5%
1 1:800 58 360 6%
5 1:400 51 90 -
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® GLP-1(7-36)Ala-Phe-Ala-Hse (SEQ ID NO:1).

P A GLP-1(7-36)NH, maximalis hozama és az eléréséig eltelt
ido.

° A termék D-aminosav képzédésével végbemend bomlasa miatt
keletkezett D-szennyezbanyagok szazalékos mennyisége a maxima-
lis hozam elérésének idépontjaban.

15. példa
A klosztripain aktivitdsanak kifejtéséhez szikséges merkapta-

nos reakcio

A maximalis aktivitas elérése céljabél a klosztripaint rendsze-
rint merkaptannal kezeljuk. Az aktivitas vizsgalatdhoz a merkap-
tanként alkalmazott DTT-t 0 mM, 0,5 mM, 1,0 mM, 2,5 mM és 5,0 mM
koncentraciékban alkalmaztuk. Az amidalasi reakcié kérulményei a
kovetkez6k voltak: 1 mg/ml GLP-1(7-36)Ala-Phe-Ala-Hse, 1,25 M
NH4OH, pH-bedllitas 10,0-ra sésavval, 0,5 mM CacCl;, 45 °C, N2 (g)
és 1:400 enzim:szubsztratum arany. A reakcidelegyet az 1. példaban

leirtak szerint vizsgaltuk.

DTT hozzaadasa nélkul csak 20%-0os hozammal képz6édott a
GLP-1(7-36)NH, amidalasi termék. A 0,5-5 mM koncentraciéban al-
kalmazott DTT jelenlétében lejatszatott reakciok hozama minden
esetben korulbelul 60% GLP-1(7-36)NH,. Az enzimet tehat redukals-
szerrel — példaul merkaptannal - kell redukalni ahhoz, hogy az ami-
dativ hasitasnal optimalis hozamokat érjink el.

16. példa
Amidalas eqvéb Arg-specifikus protedzok alkalmazasaval

GLP-1(7-36)Ala-Phe-Ala-Hse-t 0,5-2 mg/ml koncentraciénak
megfelel6 mennyiségben feloldottunk 1 M 10-es, illetve 8,5-6s pH-ju
ammonium-hidroxid-oldatban és kulén-kulén inkubaltunk 6 kulénb6z6

fehérjebontd enzimmel, amelyek kézul 6t - a klosztripainhoz hason-
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l6an - specifikusan az argininmaradékok karboxil-peptid kétésénél
hasitja a peptideket. Ezek az enzimek a kévetkezdk voltak: tripszin,
trombin, B-katepszin (5,5-6s pH-értéknél is vizsgaltuk), Xa koagula-
cios faktor, plazmin és papain. A papain olyan tiol-proteaz enzim,
amely az arginil-k6tésekre nézve nem specifikus. Az 1. példaban is-
mertetett forditott fazisu kromatografias vizsgalat szerint ezek koézul
a protedzok koézul egyik sem termel GLP-1(7-36)NH»-t. Az en-
zim:szubsztratum aranyok 1:50-1:100 k6z6tt voltak, és szikség ese-
tén proteazspecifikus adalékanyagokat (példaul kalcium-kloridot) al-
kalmaztunk. llyen koérulmények koézott csak a klosztripain termelt
mérhetd mennyiségl GLP-1(7-36)NH,-t.

17. példa
A klosztripain affinitaskromatografias tisztitasa

A klosztripaint affinitdskromatografias maédszerrel [Ullmann és
munkatarsai: Biol. Chem. Hoppe-Seyler, 375, 89-92 (1994)] megtisz-
titottuk egy olyan kettésfalu, 1,2 cm belsé atméréji oszlopban,
amelybe a 11 cm-es agymagassag eléréséig Toyopearl TSKgel AF-
-Red gyantat toltéttunk. Az A-puffert (25 mM Hepes, 5 mM CacCls,,
pH = 8) és a B-puffert (25 mM Hepes, 5 mM CaClz, 1 M NaCl, pH =
8) atszlrtuk 0,45 pum-es nejlonszidrén, majd a szlrleteket vakuumban
10 percig gazmentesitettuk.

57,3 mg klosztripaint (Worthington) feloldottunk 3 ml mennyi-
ségl, 15% B-puffert tartalmazé A-pufferben (14,5 mg/ml), és az ol-
datot 1 ml/min sebességgel felvittUk az oszlopra, amelyet el6zéleg
15% B-puffert tartalmazéd A-pufferrel egyensulyba hoztunk. Az oszlo-
pot 15% B-puffert tartalmazd A-pufferrel 5 percig eludltuk, majd az
A-puffert és a B-puffert tartalmazé elegyben a B-puffer koncentraci-
6jat 40 perc alatt linearis gradienssel 15%-rél 100%-ra néveltuk. A

frakciokat O6sszegylijtéttik, és az amidalast katalizalé képességiik
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alapjan klosztripaint tartalmazéknak mindsitett frakcidkat egyutt ke-
zelve kérulbelul az 5 mM koncentracié eléréséig ditiotreittel kiegé-
szitettuk és az 5 mg/ml-es koncentraci6é eléréséig ultraszliréssel t6-
ményitettuk.

18. példa
A klosztripain immobilizaldsa Toyopearl AF-Formyl|-650M gyan-

tan

Tartésitészert tartalmazé szuszpenzié formajaban szallitott
Toyopearl AF-Formyl-650M gyantat toltéttiunk egy 10 ml-es, 45 um-es
frittet tartalmazd, egyszer hasznalatos oszlopba, majd két oszlop-
térfogatnak megfelelé mennyiségul, 0,1 M Mes-pufferrel (5 mM CaCl,,
pH = 5) 6blitettuk. 5 mM Hepes-t és a fentiek szerint tisztitott kloszt-
ripaint tartalmazd, 8-as pH-ju oldatot azonos mennyiségi 0,1 M Mes-
sel higitva beallitottuk a végsd, 5,5-es pH-értéket, majd a higitott ol-
datot a viztelenitett gyantahoz adtuk. Ezutan beadagoltunk 150 pl
1 M natrium-ciano-bér-hidrid-oldatot, és a gyantaszuszpenziét 23-25
°C-on a lefedett oszlop folyamatos forgatasaval 20 6ran keresztil
kevertuk. Az oszlopot viztelenitettik, és az elualdé oldatot elemzés
céljara mego6riztuk. A gyantat két oszloptérfogatnyi 1 M Trisz-HClI-lel
(5 mM CaCl,, pH = 7,8) mostuk. Ezutan 50 pl natrium-ciano-bér-hid-
riddel egyutt beadagoltunk ebbdl a pufferbdl egy oszloptérfogatnyi
mennyiséget, majd a kapott elegyet egy ora hosszat kevertuk. A
gyantat ezutan 1 M natrium-kloridot, 25 mM Hepes-t és 5 mM kalci-
um-kloridot tartalmazo, 8-as pH-ju oldat 10 oszloptérfogatnyi mennyi-
ségével, majd ugyanilyen mennyiségu, natrium-kloridot nem tartal-
mazo6 pufferrel mostuk. A kapott klosztripaingyantat az oldat enzim-
veszteségének mérésével elemeztuk. Az elemzés szerint 1 ml gyanta

1,8-4,4 mg enzimet k6tott meg. A klosztripaingyantat felhasznalasaig

4 °C-on ebben a pufferben taroltuk.
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Mas gyantakon ehhez hasonléan megkdtétt klosztripainnal is
hasonlé eredményeket kaptunk. Példaként a Toyopearl Amino Link
és Toyopearl Formyl 650 M (Toso Haas, Inc.) aldehid alapu gyanta-
kat és az Ultra Link (Pierce) lakton alapu gyantat emlitjuk meg. Ezek
a gyantak az enzim szabad aminocsoportjaihoz kétédnek. Mindezek
az immobilizalt klosztripaint tartalmazé gyantak akar 77%-ot is eléré
- altaldban 50-60%-o0s - hozammal végzik el a GLP-1(7-36)Ala-Phe-
Ala-Hse/GLP-1(7-36)NH, amidativ hasitgsat.

19. példa
Immobilizalt klosztripiannal katalizalt reakcidk

50 mM Hepes-ben (5 mM CaClz, pH = 8,5) 40 mi mennyiségu,
immobilizalt klosztripaint tartalmazé gyantat téltéttunk be 35 ml/min
sebességgel egy 2,5 cm belsd atmérdji, tvegképennyel ellatott osz-
lopba, amely aramlaselosztéval és kényszeraramlasu szivattyuval
volt felszerelve. A képenyen keresztul 47 °C hémérsékletl vizet cir-
kulaltattunk. A gyantat ezutan 200 ml mennyiségu, 8,5 pH-ju, 1 mM
DTT-t és 1 mM CaCl,-ot tartaimazd, 8 mi/min sebességgel aramolta-
tott oldattal mostuk 47 °C-on. A leirt mdédon végrehajtott el6készités
utan az oszlop készen allt az amidativ hasitashoz.

A GLP-1(7-36)Ala-Phe-Ala-Hse folyamatos amidativ hasitasa-
hoz a 6. abran lathaté készuléket hasznaltuk. A 13 | mennyiségu,
1,25 mM sésavat tartalmazd, 7,5%-os vizes acetonitril oldat felhasz-
("1. oldat") vizfurdén 47 °C-on egyensulyba hoztuk és az 1. cséve-
zetéken at csatlakoztattuk a perisztaltikus szivattyahoz, amely ki-
dmlényilasaval az 1. T-csatlakozdba volt bekotve. 13 liter mennyisé-
gt 2,5 M ammaénium-hidroxid-oldatot (2 mM DTT, 2 mM CaCl,) ké-
szitettink, amelynek pH-értékét 10,0-ra allitottuk be ("2. oldat") kon-

centralt sésavval. A 2. oldatot a 47 °C-os vizfurddbe tettik, majd a 2.
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csbvezetéken at csatlakoztattuk a kényszerdramlasu szivattyuhoz,
amely szintén a T-csatlakozdba volt bekétve. A 3. csdvezeték a kor-
nyezet hémérsékletén levd 3. oldatot (1,25 M HCI) a szivattyun ke-
resztil az oszlop kifolyonyilasaval is &sszekéttetésben levdé 2. T-
csatlakozohoz szallitotta. A 2. T-csatlakozébdl tavozé anyagot mint
reakcioterméket O6sszegyjtéttuk. A szivattyuhoz csatlakozé cséve-
zetékek ténylegesen 3,2 mm belsd atmeérdji Tygon-csdévekbdl ké-
szlltek, és az 1., a 2., valamint a 3. csévezetékbeli szivattyuzasi se-
bességek - amelyek értéke koérulbelul 3-6 ml/min volt - azonosak
voltak. A szivattylzas soran az 1. oldat és a 2. oldat az 1. T-csatla-
kozonal talalkozott és 10-es pH-ju oldatot képezve ésszekeveredett.
Ez az oldat az 1. T-csatlakozé6t elhagyva az oszlop felé aramlott,
majd mintegy 6 ml/min térfogatsebességgel athaladt az oszlopon és
bearamlott a 2. T-csatlakozoba. A 2. T-csatlakozéban az oszlopbdl
tavozo oldat ésszekeveredett az 1,25 M sbésavoldattal, amelynek az
volt a feladata, hogy a GLP-1(7-36)NH,-t tartalmazé reakcidoldat
pH-jat korulbelul 8,5-re csékkentse. Az alkalmazott aramlasi sebes-
ség mellett a szubsztratum és a termék mintegy 5 percig érintkezett
a gyantaval, igy tehat a szubsztratum és/vagy a termeék legfeljebb
csak korulbeltl 5 percig volt kitéve a 10-es pH-ju kézeg hatasanak.
Az oszlopbdl a 2. T-csatlakozéhoz tadvozé oldatbdl idékézon-
ként vett mintaknak az 1. példaban leirtak szerint elvégzett HPLC-
elemzésekor mért értékek alapjan gyakorlatilag ugy szabalyoztuk az
aramlasi sebességet, hogy a lehetd legnagyobb legyen a termékho-
zam és a lehetd legkisebb legyen a szennyezéanyagok mennyisége.
A 7. abran lathato, hogy a fentiekben ismertetett kéralmények kézott
lejatszatott reakcié milyen eredménnyel ment végbe. Az abran a ho-
zam, valamint az oszlopon beluli aramlasi sebesség valtozasat szem-

léltetjuk a kisérleti id6 fuggvényében. GLP-1(7-36)NH2-képzdbdés
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esetében, 14 ml/min netté aramlasi sebesség mellett az atlagos ho-
zam - kozel 64%-os maximummal — 50% koézelében volt. Ha tul
gyors volt az aramlas, a hozam esett: 44 ml/min aramlasi sebesség-
nél példaul 34%-ra csokkent. Amikor az &ramlasi sebességet 16
mi/min értékre csdkkentettilk, a hozam visszaallt az 50% koruli érték-
re.

Amikor a termékképzddés nem optimélis, az aramlast mérsé-
keljiik abban az esetben, ha a termék kis hozammal képzddik (vagyis
hagyjuk, hogy a szubsztratoldat hosszabb ideig legyen kitéve a
gyantahoz kétdédoé klosztripain hatasanak), illetve az aramlast fokoz-
zuk abban az esetben, ha a Lysis-nél végbemend hasadas eredmeé-
nyeként keletkezé6 GLP-1(7-34) mennyiségének ndvekedése miatt
nyilvanval6, hogy az enzim hatdsanak id6tartama tul hosszu Az ezen
a teruleten jaratos szakemberek szaméra nyilvanvald, hogy a ter-
mékképzddés optimalizalasa céljabol lehet szabalyozni még a para-
métereket is, igy példaul meg lehet valtoztatni a semlegesitésre
hémérsékletet, a szerves olddszer koncentracidjat és egyéb olyan
tényezOket, amelyek befolyasoljak az immobilizalt klosztripain hata-
sat.

20. példa

Az oszlopbeli paraméterek hatdsa az immobilizalt klosztripa-

innal véqgzett amidativ hasitasra

A X. tablazatban foglaljuk 6ssze annak a reakcidésorozatnak az
eredményét, amelyet két eltérd gyantan immobilizalt klosztripain fel-
hasznalasaval valdsitottunk meg. Tablazatos formaban kézéljuk,
hogy a 19. példaban leirtak szerint, az ott ismertetettekhez hasonlé
kérulmények ko6zott, de 1x15 cm-es oszlop alkalmazéasaval lefolyta-

tott reakciékat hogyan befolyasolja az aramlasi sebesség, a GLP-
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1(7-36)Ala-Phe-Ala-Hse koncentraciéja, a hdémérséklet, a gyanta
mennyisége és a GLP-1(3-36)NH> hozama. Azt a végkdvetkeztetést
vontuk le, hogy a hémérséklet mérséklésével altalaban csdékken a
hozam (a tablazatban szerepld elsé négy, 23 °C-hoz tartozd adat
6sszehasonlitasa a 45 °C-hoz tartozdé adatokkal). Ugyanezt tapasz-
talhatd az aramlasi sebességek (az 1. és a 2., a 3. és a 4., valamint
a 6. és a 7. adatok 6sszehasonlitasa) és a GLP-1(7-36)Ala-Phe-Ala-
Hse-koncentraciok |ényeges megvaltoztatasa esetén is. Ezeknek a
paramétereknek és az oszlopban lejatsz6dd reakcié egyes paramé-
tereinek a megvaltoztatasa befolyasolhatja a hozamot. Ennek a vizs-
galatnak a keretében a hozamok a reakcidok lejatszatasakor éppen
fennallé kéralményektél fuggéen 4% és 63% kézott valtoztak, ami azt
mutatja, hogy ezeket a reakcidékat az oszlopbeli kilénb6z6 paraméte-
rek valtoztatasaval optimalizalni lehet.
X. tablazat

Enzimes reaktorkisérletek 6sszehasonlitasa

GLP-1(7- Aramlasi
Alapgyanta 36)APAHse sebesség |Hozam (%)| Hoémérséklet

(mg/ml) (ml/min) (°C)_
1. AminolLink 0,1 1 56 23
2. AminolLink 0,14 0,1 24 23
3. AminoLink 1 0,1 4 23
4. AminoLink 1 4 11 23
5. AminoLink 0,14 0,5 61 45
6. AminoLink 1 4 48 45
7. AminoLink 1 3 57 45
10. AminolLink 0,1 3 63 45
11. AminolLink 0,25 2 50 45
12. Toyopearl 0,25 2-4 60 45
Formyl

JC
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13. UltraLink 0,25 46 45
14. Toyopearl 0,25 62 45
Formyl
15. Toyopearl 0,5 57 45
Formyl
16. Toyopearl 1 53 45
Formyl

A taldlmanyt kulénbdézd konkrét, példaként szolgalé megvald-

sitdsi formakkal és modszerek ismertetésével szemléltettik. Ezzel

kapcsolatban azonban meg kell jegyeznunk, hogy az ismertetetteken

kival sok olyan valtozat és mddositas van, amely nem jelent eltérést

a talalmanyi gondolattdl és nem haladja meg a talalmany terjedelmét.

Szabadalmi igénypontok

1. Eljaras C-terminélis a-karboxamido-csoportot tartalmazé po-

lipeptidek eléallitasara, azzal jellemezve, hogy

(i) vizbazisu kdézeget, amely

(a) ammoédniareagenst és

(b) olyan szubsztratpolipeptidet foglal magaban, amely

legalabb egy olyan k6zépsd aminosavszekvenciabol

all, amely rendelkezik egy szomszédos aminosavma-

radék a-amino-csoportjahoz a-karboxil-csoportjaval

peptidkdétésen keresztul kapcsol6dd, C-terminalis Arg-

maradékkal,

(ii) klosztripainnal érintkeztetve hasitjuk a peptidk6tést, és igy
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C-terminalis Arg-NH,-maradékkal rendelkezé polipeptidterméket al-
litunk eld.

2. Az 1. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve, hogy viz-
bazisu kdézegként legalabb kérulbeltul 80 térf.% vizet tartalmazé ko-
zeget alkalmazunk.

3. Az 1. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve, hogy
olyan vizbazisu kézeget alkalmazunk, amely legfeljebb kérulbeltl 10
térf.% szerves olddészert foglal magaban.

4. Az 1. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve, hogy
olyan vizbazisu koézeget alkalmazunk, amely szerves oldészertél
gyakorlatilag mentes.

5. Az 1. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve, hogy
olyan ammaoéniareagenst alkalmazunk, amely ammonium-kloridot, am-
moénium-hidroxidot, ammonium-acetatot és/vagy ammonium-szulfatot
foglal magaban.

6. Az 1. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve, hogy
olyan vizbazisu kézeget alkalmazunk, amely legalabb kéralbeltal 0,5
M ammoniareagenst tartalmaz.

7. Az 1. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve, hogy a
szubsztratpolipeptidet és az ammoéniareagenst kérulbelul 4 °C és ké-
ralbeltl 80 °C kozotti hémérsekleten érintkeztetjuk a klosztripainnal.

8. Az 1. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve, hogy a
k6zéps6 aminosavszekvencia GLP-1(7-35)-Arg-ot foglal magaban.

9. A 8. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve, hogy a ké-
zéps6 aminosavszekvencia GLP-1(7-35)Arg-Ala-Phe-Ala-t foglal ma-
gaban.

10. A 9. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve, hogy a
k6zépsé aminosavszekvencia GLP-1(7-35)Arg-Ala-Phe-Ala-Hse-t
vagy GLP-1(7-35)Arg-Ala-Phe-Ala-Met-His-Ala-Glu-t foglal magéaban.
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11. A 10. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve, hogy a
kézéps6é aminosavszekvencia Xaa helyén aminosvmaradékot, R he-
lyén pedig a-karboxil-csoportot blokkolé csoportot tartalmazé GLP-
1(7-35)-Arg-Xaa-R aminosavszekvenciat foglal magaban.

12. Az 1. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve, hogy a
szubsztratpolipeptid a kézépsd aminosavszekvencia legalabb két
masolatat foglalja magaban.

13. A 12. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve, hogy a
k6zéps6® aminosavszekvencia egymassal szomszédos masolatai
6sszekapcsolé szekvencian keresztul k6t6dnek egymashoz.

14. Az 1. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve, hogy a
szubsztratpolipeptidet és az ammodniareagenst olyan vizbazisu ké-
zegben érintkeztetjik a klosztripainnal, amelynek a pH-ja kérulbelll
9,0 és korulbelul 11,0 k6zdtt van.

15. Az 1. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve, hogy
olyan vizbazisu kézeget alkalmazunk, amely tovabbi komponensként
kalcium-kloridot tartalmaz.

16. Az 1. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve, hogy
olyan vizbazisu kézeget alkalmazunk, amely tovabbi komponensként
redukalészert tartalmaz.

17. Az 1. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve, hogy
redukaldészerként merkaptant alkalmazunk.

18. A 17. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve, hogy
merkaptanként ditiotreitet, ditioeritritet, 2-merkapto-etanolt, tioglikol-
savat, ciszteint, glutationt vagy a felsoroltakbdl képezhetd elegyet
alkalmazunk.

19. Az 1. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve, hogy a
klosztripaint immobilizalt formaban alkalmazzuk.

20. Eljaras C-terminélis o-karboxamido-csoportot tartalmazé
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polipeptidek eldallitasara, azzal jellemezve, hogy

- elkészitjuk az elsé vizbazisu koézeget, amely tartalmaz egy
olyan szubsztratpolipeptidet, amely magaban foglal legalabb egy
olyan kézépsd aminosavszekvenciat, amely egy szomszédos amino-
savmaradékhoz o-karboxil-peptid kétésen keresztul kapcsolédé C-
terminalis Arg-maradékkal rendelkezik;

- az els6 vizbazisu kézeget ammoédniareagenst magaban foglalé
lugos kbzeggel 6sszekeverve elballitjuk a legalabb kérulbelul 9,0 pH-
ju masodik vizbazisu kdzeget és

- a masodik vizbazisu kézeget immobilizalt klosztripainnal
érintkeztetve az a-karboxil-peptidkétésnél hasitjuk a szubsztratpoli-
peptidet, és igy termékként egy C-terminalis Arg-NH:;-maradékkal
rendelkez6é polipeptid terméket magaban foglalé vizbazisu kézeget
allitunk elé.

21. A 20. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve, hogy
olyan masodik vizbazisu kézeget alkalmazunk, amelynek a pH-ja ké-
ralbeltl 9,0 és kéralbelal 11,0 k6z6tt van.

22. A 20. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve, hogy
egy tovabbi |épésben a termékként kapott vizbazisu kézeg pH-janak
a beéllitasaval a polipeptid terméket magéban foglalé, legfeljebb ké-
rulbelul 8,5-es pH-ju, harmadik vizbazisu kézeget allitunk elé.

23. A 22. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve, hogy a
2. vizbazisu kdézeget az immobilizalt klosztripainnal legfeljebb kérul-
beltl 20 percig érintkeztetjuk.

24. A 20. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve, hogy a
k6zépsd aminosavszekvencia GLP-1(7-35)Arg-ot foglal magaban.

25. A 20. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve, hogy
egy tovabbi |épésben az immobilizalt klosztripain merkaptannal, kal-

cium-kloriddal vagy merkaptan és kalcium-klorid keverékével végzett
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aktivalasaval aktivalt immobilizalt klosztripaint allitunk eld, és az
érintkeztetési mlvelet soran a masodik vizbazisu kézeget az aktivalt

immobilizalt klosztripainnal érintkeztetjuk.

BIONEBRASKA, INC.

helyett a meghatalmazott:
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