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Den foreliggende opfindelse angdr en fremgangsmide til
fremstilling af en hidtil ukendt inhibitor af glycosidhydrolaser
i fordgjelsesomr&det, isar af a-amylase fra pankreas.

Inhibitorer af glycosidhydrolaser ud fra mikroorganismer,
iser Actinomyceter, er kendte. De hidtil nermere undersggte stof-
fer henhgrer kemisk til oligo- eller polysaccharid-klassen. Til-
svarende inhibitorer med sandsynlig peptidkarakter er beskrevet
som varmelabile, mere eller mindre let inaktiverbare mea trypsin
og fgrst og fremmest forholdsvis mindre aktive.

Man har nu i dyrkningsblandinger af Streptomyces tendae,
stamme 4158, fundet et hgjaktivt ha&mningsstof for a-amylase fra
pankreas, hvilket stof kemisk hgrer til peptiderne.
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Den foreliggende opfindelse angdr séledes en fremgangs- -
m&de til fremstilling af en peptidisk glycosidhydrolase~inhibi~
tor, der har en molekylvagt pad 5000-10.000, et absorptionsmaksimum
i UV-lys ved 276 nm, et isoelektrisk punkt pd 4,4 og en amino-
syresammensatning som nedenfor angivet, hvilken fremgangsmade
er ejendommelig ved, at man dyrker Streptomyces tendae 4158
(ATCC nr. 31210) i et dyrkningsmedium, der indeholder mindst
én carbonkilde, mindst én nitrogenkilde og uorganiske salte,
og fra kulturen udvinder inhibitoren.

Den her omhandlede inhibitor har som navnt en relativ
h¢j molekylvaegt. Den diffunderer ikke eller 1 givet fald kun me-
get lidt gennem gangse dialyseringsmembraner, sadsom "Visking"-
-slanger. Bestemmelsen af den ngjagtige molekylvegt er fplgelig
vanskelig, og man ndr med forskellige bestemmelsesmetoder til di--
vergerende resultater. Anvender man den analytiske ultracentrifuge
(j£. Biochemisches Taschenbuch, 2. del, side 746-767) til bestem-
melse af molekylvagten, fis der verdier pa ca. 10.000. Anvendes der
derimod mglekylfsigter, sédsom "Sephadex" R G-50 superfin, konsta-
teres der en molekylvaegt pd 5000 eller endog derunder. I overens-
stemmelse hermed m& man p& basis af de nu foreliggende undersggel-
sesresultater antage, at molekylvagten liggef mellem 5000 og
10.000.

Den her omhandlede forbindelse er en farvelgs substans.
Men den absorberer som navnt ultraviolet lys med et ved 276 nm
liggende maksimum, der ved 281 nm udviser en skulder. Ei%cm = 16.
Tegningen viser et absorptionsspektrum.

Inhibitoren er ifglge sin kemiske struktur et peptid.

Den kan ved hydrolyse spaltes i aminosyrer. Det er hidtil ikke
lykkedes at pavise andre bestanddele foruden aminosyrerne. Bestem -
mes aminosyresammensztningen med den af St. Moore og W. H. Stein
(j£. Methods in Enzymology, bind VI, side 819-331, udgivet af Colo-
vick og Kaplan i Academic Press, New York, London 1963) angivne

metode, konstateres fglgende sammensatning

Asparaginsyre 5-6
Threonin 5-6
Serin 3-5
Glutaminsyre 5-6
Prolin 2-3

Alanin 5-6
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Glycin 5-6
Cystein 3-4
Valin 5-6
Isoleucin 1-2
Leucin 3-4
Tyrosin 4-5
Phenylalanin 0-2
Histidin 1-2
Lysin 0-1
Arginin 2~

Tryptophan 1-2

Vaerdien af tryptophan vurderes ud fra absorptionen af yltra-
violet lys. Det er naturligt, at resultaterne af aminosyreundersggelsen
ikke altid tyder pa et bestemt, heltalligt mengdeforhold, og at sédanne
m&linger sadvanligvis er behzftet med visse fejl. I overensstemmelse
hermed beror de i opstillingen gengivne variationsgranser ikke pé
inhibitorens uensartethed, men p& analysemetodens uundgidelige médle-
ungjagtighed. Det er imidlertid kendetegnende for den her omhandlede
inhibitor, at aminosyrerne asparaginsyre, glutaminsyre, threonin, gly-
cin, alanin og valin udgg¢r en over gennemsnittet liggende molekylandel
af peptidet, og at methionin fuldstazndig synes at mangle i det rene
stof. Da methionin er en vidt udbredt aminosyre, er dens vidtgéende
fraverelse et godt kendetegn for den her omhandlede inhibitor og
kan is@®r ogsd ved berigelsesmetoder tjene til bestemmelse af pro-
duktets renhed.

Den her omhandlede inhibitor reagerer positivt p& peptid-
reagenser, men negativt pd phenol-svovlsyre.

Den her omhandlede a-amylase-inhibitor indeholder ingen
sukkerandel. Derved, samt ved dens aminosyresammensatning, dens
molekylvegt og dens isoelektriske punkt, adskiller den sig fra alle
kendte a-amylase-inhibitorer. Rene przparater af inhibitoren udviser
en aktivitet pa 2-3 x 10° AIE/g.

Af et stof af peptidnatur at vere udviser den omhandlede
amylaseinhibitor en bemerkelsesvaerdig termisk stabilitet. Selv kog-
ning i et neutralt eller svagt surt medium (pH-verdi ca. 4-8) i &t
minut er uden navnevaerdig indflydelse p& dens glycosidhydrolase-

~hazmmende egenskaber.
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Inhibitoren inaktiveres kun meget langsomt proteolytisk
med pepsin, trypsin eller chrymotrypsin i sammenligning med andre
proteiner. Under den terapeutiske virketid kan man derfor ikke reg-
ne med en navnevardig aktivitetsformindskelse i fordgjelsesomrédet.

Inhibitoren udviser en hgj virkningsspecifitet. a-Amylasen
fra pankreas hammes overordentlig sterkt, hvorimod bakterielle
o~amylaser, f.eks. sddanne af Bacillus subtilis, ikke inhiberes
maleligt. P& samme made er der ikke iagttaget nogen virkning mod
B-amylaser.

Selv ringe doseringer af den her omhandlede amylasein-
hibitor fgrer til en fuldstendig hazmning af pankreasamylases enzy-
ﬁatiske aktivitet. Détte undersggelsesresultat kan ikke forklares
med de klassiske hazmningsmekanismer, ved hvilke hamningen af den
enzymatiske katalyse afhanger af det relative mengdeforhold mellem
inhibitor og substrat (stivelse). Man ma snarere antage, at den
ner omhandlede inhibitor bevirker en irreversibel inaktivering af
pankreasamylase. '

Til fremstilling af amylaseinhibitoren anvender man
ifglge opfindelsen stammen Streptomyces tendae 4158. Denne stamme
adskiller sig ffa originalstammen S. tendae (jf. Ettlinger et al.,
Arcﬁ. Mikrobiol. 31, 351 (1959)) hvad angdr dens spore-morfologi.
Sporerne er kugleformede og har en diameter pa 1 ji. Stammens egen-

skaber er som fglger:
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Substratmyceliets farve: gulbrun, ingen farveandring

ved pH-forskydning
Det sporebesatte luft- grébrun (light greyish
myceliums farve: reddish brown ifglge:ISCC

methods of designating colors)
Sporekadernes morfologi: Retinaculum apertum (RA)
Sporemorfologi: kugleformede sporer med en

gennemsnitsdiameter pd 1 p.

Glat til let vortet overflade.
Melanindannelse p& pepton- positiv |
medium: !
Nitratreduktion: positiv f
Substratudnyttelses— Glucose ++
spektrum: Arabinose +

Saccharose +

Xylose +

Inositol ++

Mannitol ++ |

Fructose +

Rhamnose ++

Raffinose +-

Cellulose -

Stammen Streptomyces tendae 4158 er deponeret hos
American Type Culture Collection (ATTC) under registreringsnummeret
31210.

Fermenteringen kan gennemfgres ved 25—350C, fortrinsvis
ved 28—3OOC, enten submers i rystekultur eller i fermentationsbe-
holdere af forskellig stgrrelse under omrgring og beluftning.

Dyrkningsmediet indeholder foruden de ved dyrkning af
mikroorganismer sadvanligvis anvendte uorganiske salte miﬁdst én
carbonkilde, sdsom stivelse, glucose, rgrsukker, fructose, lac-
tose, glycerol eller melasse samt mindst én nitrogenkilde,
sdsom sojamel, majsstgbevand, garekstrakt, bomuldsfrgmel, jord-
ngddemel, peptoner, melkepulvere, nitrater eller ammoniumsalte.
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Den optimale sammens@tning har vist sig at vere (vagt-%

i oplgsning) 3-5% oplgselig stivelse, 0,2-0,6% majsstgbevand,
0,5-1,5% glucose, 0,5-1% (NH4)2HPO4, 9,3-0,6% sojamel og 0,5-1,5%
caseinpepton. Ogsd pd andre stivelsesnoldige nazringsmedier, f.eks.
bestdende af 2-6% jordngddemel, 1-3% kartoffelstivelse, 3-5% havre-
mel, 3-5% vallepulver, 1-2% vallesirup og 1-2% me=lkesukker, fés
amylaseinhibitoren i godt udbytte, idet valget af nitrogenkilden
og pufferandelen, for s& vidt man er i fysiologiske onré&der, ikke
er si afggrende. ivis man imidlertid formindsker eller helt stryger
indholdet af stivelse, gdr inhibitorudbyttet drastisk tilbage. For-
gger man p& den anden side stivelseskoncentrationen vasentligt
over 7%, bliver mikrborganismernes oxygenforsyning suboptimal pa
grund af den hgje viskositet. I overensstemmelse hermed synker
inhibitorudbyttet.

- I fermentationsblandingen begynder dannelsen af inhibitor
som regel mellem den 10. og den 30. time efter fermentationens start.
I lgbet af de naste 20 timer afsluttes den i vid udstrzkning. Langere
fermentationstider har ingen uheldig indflydelse pd& inhibitorud-
byttet, men dette forhgjes heller ikke mere navnevardigt. Deraf
fremgdr det, at fermentationsblandingerne bgr holdes i drift i ca.
30-70 timer.

Til isolering af inhibitoren fjerner man ved centrifugering,
filtrering eller fraskillelse gennem sugefilter cellemassen fra
fermentationsoplgsningen, da stgrstedelen af det aktive stof som
regel befinder sig i den klare dyrkningsvaske.

' I tilfelde af at en del af inhibitoren forbliver i celle-
materialet p& grund af specielle fermentationsbetingelser, volder

dét ihgen vanskeligheder ved hjzlp af egnede metoder at ekstrahere
det aktive stof derfra, f.eks. ved udrgring med et med vand blandbart,
organisk oplgsningsmiddel, s8som methanol, hvorved en yderligere
macerering af cellematerialet er fordelagtig. Det i ekstraktions-
midlet oplgste aktive stof kan ved hjzlp af centrifugering eller fil-
trering befries for de uoplgste cellebestanddele og videreforarbeijdes
som den klare dyrkningsvaske.

Inhibitoren kan pd i og for sig kendt médde inden for
protein- og peptidkemien isoleres fra dyrkningsvasken. Dertil egner

sig faldninger med vandblandbare, organiske oplgsningsmidler, sasonm
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acetone, isopropanol eller andre lavere alkoholer, eller ogsa med
salte, sdsom ammoniumsulfat.

Det er endvidere muligt at adsorbere inhibitoren pd& til-
svarende barestoffer, f.eks. p& aktivt kul, og skille dette fra den
vandige oplgsning ved filtrering eller centrifugering. Dette kan
ske inden for et bredt pH-verdi-omrdde mellem 2 og 10, men fortrinsvis
benyttes omradet mellem 4 og 6. Til fraskillelse af den her om-
handlede a-amylase-inhibitor kan der ligeledes anvendes ionbyttere.

Da det her omhandlede stof har bdde sure og basiske egenskaber,
altsd er amfotert, kan det reagere bdde med kation- og anionbkyttere
og ved hjelp af disse fjernes fra fermentationsopl¢sningen. Herved
kan der anvendes de teknikker, der i princippet er beskrevet 1
kapitlet om ionbyttere i Biopchemisches Taschenbucn, udgivet af

H. M. Rauen i Springer-Verlag 1964, 2. del, side 808-824.

Ved oparbejdelsen af fermentationsblandinger, der inde-
holder det her omhandlede stof i dyrkningsvasken, er det ofte hen-
sigtsmessigt at koncentrere disse. Hertil kan der anvendes de kendte
metoder til destillation, ultrafiltrering, spr¢jte- og frysetgrring
eller andre kendte metoder. Fra det sdledes fremstillede koncentrat
kan inhibitoren atter skilles ved hjaip af de ovenfor beskrevne
fremgangsmdder. Af koncentrater, som f.eks. de inddampede dyrknings-
filtrater, kan inhibitoren ogsd beriges ved, at man fjerner de
vesentligste urenheder. Sdledes . er ekstraktion med organiske
oplgsningsmidler til fraskillelse af fedtagtige stoffer fordel-
agtig. Ved dialyse eller eventuelt ultrafiltrering (j£. C. J. O. R.
og P. Morris, "Separation Methods in Biochemistry", Ditman Publishing,
London 1976, side 944-950) kan oplgsningen befries for lavmolekylare
stoffer. Hgjmolekylare stoffer, sdsom nucleinsyrer, polysaccarider el-
ler mange &ggehvidestoffer kan fjernes ved hjlp af fraktioneret feldning
ved udsaltning eller ved tilsztning af et med vand blandbart opnlgs-
ningsmiddel, sdsom acetone eller en lavere alkohol. Tilsztningen
af feldningsmidlet doseres i disse tilfzlde sdledes, at de let ud-
skillelige stoffer med molekylvagte over 100.000 udfaldes, medens
a-amylase-inhibitoren forbliver i1 oplgsning. De beskrevne berigelses-
trin kan kombineres og varieres i vilk8rlig rakkefglge. P& denne made
fés oplgsninger, der er starkt beriget med inhibitor.

Den endelige rensning kan gennemfgres med forskellige formals-
tjenlige fremgangsmdder, sdsom gel- og ionbytterchromatografi, eller
med beslegtede fremgangsmdder, hvis adskillelsesprincip ikke udeluk-
kende beror pd ionbytning, som f.eks. adskillelse ved hydroxylapatit.
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Endvidere kan der anvendes oplgsningsmiddel- eller saltfaldninger,
praparativ elektroforese eller andre i og for sig kendte fremgangs-
midder. Serligt egnede er adskillelse ved diethylaminoethyl-(DEAE)~
-gruppebarende ionbyttere samt fraktionerede faldninger med ammonium-
sulfat eller ethanol, hvorved der endog kan £f&s krystallinsk materiale.

Den her omhandlede inhibitors egenskaber er interessante
med henblik p& dens anvendelse som terapeutikum mod diabetes og pre-
diabetes samt adipositas og diatunderstgttelse.

Stivelsesholdige narings— cg nydelsesmidler fgrer hos
dyr og mennesker til en stigning af blodsukkeret og derved ogséd til
en forgget insulinsekretion i pankreas. Eyperglykemi fremkommer ved
spaltning af stivelsen i fordgjelsesomrddet til glucose under ind-
virkning af amylase og maltase.

' Eos diabetikere er denne hyperglykemi sarlig udpraget og
langvarig. '

Hos adipgse virker den forggede insulinsekretion p& lipo-
genesen og formindsker lipolysen.

Den alimentare hyperglykemi samt hyperinsulinami efter
stivelsesoptagelse kan formindskes ved hjzlp af den her omhandlede
amylase-inhibitor. Denne virkning er afhzngig af doseringen. Den
her omhandiede amylase-inhibitor kan derfor anvendes som tera-
peutikum ved diabetes, prediabetes og adipositas samt til
understgttelse af diazt. Til dette formal anbefales en indgivelse,
iser til md8ltiderne. Doseringen, der retter sig efter patientens
vegt og det individuelle behov, udggr ca. 10.000-300.000 AIE, men
den kan i begrundede enkelttilfzlde ogsd ligge derover eller derunder.

Den her omhandlede amylase-inhibitor egner sig isar til
oral indgift. Den kan anvendes som rent stof men ogsd i form af
et farmaceutisk praparat under anvendelse af gengse hjzlpe- og bzre-
stoffer. Ogsd en kombineret anvendelse med andre lagemidier, sdsom
blodsukkersankende eller lipidsenkende stoffer, kan vere fordelagtig.
Da hgjmolekylare peptider som s8danne ikke eller ikke navneverdigt
resorberes fra fordgjelsesomrddet, kan der af det her omhandlede
stof ikke forventes toksikologisk betznkelige bivirkninger. Pa grund-
lag af den ikke uszdvanlige aminosyresammensatning m& ogsad eventuelle
proteolytiske spaltningsprodukter anses for tysiologisk acceptable.
Svarende hertil er der ved oral indgift af selv sterke doser af amylase-
inhibitoren til forsggsdyr ikke konstateret padfaldende symptomer.

Ogsd ved intravengs indgift til mus (1 g/kg) tdles den her om-
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handlede inhibitor ved en observationstid p& 24 timer uden merkbar
toksisk virkning. '

Til undersggelse af amylase-inhibitorens farmakologiske
virkning indgives det her omhandlede hamningsstof oralt til fastende
hanrotter af Wistar-typen med en vegt p& mellem 200 og 250 g samti-
dig med 2 g stivelse pr. kg legemsvagt, efter at man umiddelbart
fgr har taget en blodprgve til bestemmelse af udgangsblodsukker-
vaerdien. Yderligere blodprgver tages fra halevenen efter 15 og 30
minutter samt efter 1, 2, 3 og 5 timer. Blodsukkerbestemmelserne
gennemfgres 1 en Autoanalyzer ifglge den af Hoffman beskrevne metode
(j£. J. Biol. Chem. 120, 51 (1937)).

NZO-mus udviser en forstyrret glucosetolerance. De egner
sig derfor sarlig godt til undersggelser, ved hvilke blodglucose-
niveauvet pévirkes. Forsggsordenen svarer til den for rotterne be-
skrevne. Blodprgverne tages fra orbitalvene-plexus. Blodsukkerfor-
lpbet fglges 1 3 timer.

Analogt hermed tilvejebringes pdvisningen af aktivt stof
hos NMRI-mus. Blodprgverne tages ligeledes fra orbitalvene-plexus,
og blodsukkerforlgbet fglges i 3 timer.

Ved disse forsggsrakker udviser de med den her omhandlede
inhibitor behandlede dyr i forhold til ubehandlede dyr en ringere,
protraheret blodsukkerstigning.

Amylaseforsgg

En amylase-inhibitorenhed (AIE) er defineret som den
inhibitormengde, der under forsggsbetingelserne formér at hemme
to amylaseenheder (AE) til 50%. En amylaseenhed er efter interna-
tional overenskomst den enzymmengde, der pd 1 minut spalter 1 p
@kvivalent glucosidiske bindinger i stivelsen. De jpval spaltede
glucasidiske bindinger bestemmes med dinitrosalicylsyre fotometrisk
som uval reducerende sukker. Angivelserne er beregnet som jmol
maltose, der konstateres ved hjalp af en maltose-médlelinje.

Forsggene gennemfgres pad fglgende mide:

a-amylase fra svinevankreas og den oplgsning, der skal
undersgges, forinkuberes sammen i 1,0 ml 20 mM phosphatpuffer,
pH-verdi 6,9 + 10 mM NaCl i 10-20 minutter ved 37°C. Den enzymatiske
reaktion startes ved tilsatning af 1,0 ml oplgselig stivelse ifglge
Zulkowski (0,25% i den angivne puffer). Efter ngjagtig 10 minutters
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forlgb standses reaktionen med 2,0 ml dinitrosalicylsyre-farvereagens
(if¢lge Boehringer Mannheim: Biochemica-Information II) og opvarmes

i 5 minutter i kogende vandbad til farveudvikling. Efter afkgling
miles ekstinktionen ved 546 nm i forhold til reagensblindvardien.
Hamningen p& 50% bestemmes grafisk ved hjélp af sandsynligheds-
papir i forhold til den uhazmmede enzymreaktion under anvendelse

af forskellige inhibitormzngder.

Eksempel 1
Stammen Streptomyces tendae 4158 podes p& skrdtstillede

r¢gr med et naringssubstrat af fglgende sammensatning:

50 g havreflager

ad. 1000 ml H20 pHA 7,2

Det podede rgr inkuberes i 7 dage ved 30°¢c og holdes der-
efter ved 4°C. Sporerne skylles bort fra det skrétstillede rgr med
10 ml steriliseret, destilleret vand eller en fysiologisk NaCl-
-oplgsning. 1,0 ml af suspensionen anvendes til podning af en 300 ml
Erlenmeyer-kolbe, hvori der er fyldt 35 ml steriliseret narings-

oplgsning med en pH-vardi pda 7,7 og fglgende sammensaztning:

,._l
o

glucose

oo

sojamel
0,25 & NaCl PH 7,7.

Kolben rystes ved 220 opm og 30° i 48 timer p& en ryste-
maskine ved en amplitude pd& 4 cm. Dernast overfgres portioner pé
5 ml af denne forkultur i flere Erlenmeyer-kolber, hvori der er an-
bragt 35 ml steriliseret naringsoplgsning med en pH-verdi pa 8,3.

Denne hovedkulturs sammensatning er som fglger:

oe

stivelse

o9

majsstgbevand

oe

glucose
(NH4)2HPO

sojamel

o

4

[

oe

pepton pHA 8,3.

Hovedkulturerne rystes ligeledes ved 30°C med 220 opm

P& en rystemaskine med en amplitude pd 4 cm i 2-3 dage. Pa fgrste,
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anden og tredje dyrkningsdag bestemmes indholdet af a-amylase-
-inhibitor ifglge forsggsforskrifterne.

Stammen Streptomyces tendae 4158 giver under de beskrevne
forsggs- og dyrkningsbetingelser gennemsnitligt 100 AEI/ml ved en
slut-pH-verdi pa 5,2.

Eksempel 2

Der anvendes samme fremgangsmide som i eksempel 1, idet der
dog til hovedkulturen valges en fermentationsbeholder med et samlet
volumen p& 300 liter, hvori der er fyldt 200 liter af en sterili-
seret neringsoplgsning med fglgende sammensatning:

stivelse

majsstgbevand

glucose

(NH4)2HPO4

caseinpepton
"Desmophen.@D3600" pH, 8,3-8,5

’

~
P P ® NP P o

7

Sterilisationstiden for blandingen er 45 minutter ved
121°% og 1 bar, hvorved glucosen steriliseres separat og efter af-
kgling af fermentationsbeholderen til driftstemperatur tilsattes
sterilt.

pH-vardien skal efter sterilisationen vare 6,8 og ind-
stilles efter behov til denne verdi med steriliseret syre (2 n HBPO4)
eller Dbase (2 n NaOH) . Hovedkulturen podes med 20 liter svarende
til 10% af en forkultur, der er fremstillet som beskrevet i eksem-
pel'l og i en lille fermentationsbeholder med et totalvolumen pd
30 liter.

Der fermenteres i 50-70 timer ved 30°C. Beluftningen
er 6 m3/h ved en omrgring pd 250 opm og et overtryk p& 0,3 bar.

Ved prgvetagning overvages og fglges fermentationsforlgbet
med hensyn til kulturoplgsningens inhibitoraktivitet, substratned-
brydning, biomasseudvikling og fysisk-tekniske forhold (overflade-
spanding, viskositet, vagtfylde og osmotisk tryk).

Den maksimale inhibitoraktivitet opnds fra den 60. dyrk-
ningstime med gennemsnitlig 105 AIE/ml. Derefter fgres indholdet

af fermentationsbeholderen til oparbejdning.
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Eksempel 3

Der anvendes en fremgangsmide som i eksempel 1 og 2, idet
der dog som hovedtrin anvendes en bioreaktor med et samlet volumen pa
4000 liter, hvori der er fyldt 2500 liter neringsoplgsning med fglgende

sammensatning:

oo

stivelse

o

1,0 % glucose

[

majsstgbevand

0,8 % (NH4)2HPO4

sojapepton

"Desmophen \ 3600" pH, 7,0-7,3.

oo

o0

Sterilisationstiden for denne blanding er 60 minutter
ved 121°% og 1 bar, hvorved glucosen sterii-filtreres separat og
efter afkgling af fermentationsbeholderen til driftstemperatur
pumpes til denne under sterile betingelser.

pE-verdien indstilles - om ngdvendigt - med steril syre
(H3P04) eller base (NaOH) til en begyndelsesvardi pa 7,0-7,3.

Der podes med 200 liter af en forkultur, der er beskrevet
og fremstillet under eksempel 2.

" Fermentationstiden er 70 timer, hvorved der fermenteres
ved en temperatur pé 30°C, en beluftning péd 60 Nm3/h, et overtryk
pd 0,5 bar og ved 180 opm.

Ved prgvetagning - som beskrevet under eksempel 2 -
fplges alle vigtige proces—, organisme- og aktivitetsdata i hele
fermentationstiden.

‘ Efter 70 timers fermentation opnds en gennemsnitlig ak-
tivitetskoncentration p& 95 AIE/ml. Fermentationen afbrydes derpa,

og kulturoplgsningen fgres til oparbejdning.

Eksempel 4
10 liter af en filtreret dyrkningsveske fremstillet ifglge

eksempel 1-3 med en aktivitet pa 100 AIE/ml tgrres i et sprgjtetgrrings-
apparat, og der f&s 400 g lysebrunt pulver. Til affedtning rgres dette
grundigt igennem med en blanding af 1 liter methanol og 1 liter chloro-
form og fraskilles derefter pd sugefilter. Det endnu oplgsningsmiddel-
fugtige, uoplgste produkt, hvori det aktive stof er indeholdt, oplgses

i 3 liter vand og indstilles til en pH-verdi pa 6,5, og der tilsattes
4,5 liter methanol. Der dannes herved et lyst, fnugagtigt bundfald, der
fjernes ved centrifugering og bortkastes, da det kun indeholder ubetyde-

lige mengder af a-amylase-inhibitoren. Den mgrke ovenstaende vaske fra
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methanolfaldningen, der indeholder den ¢@gnskede inhibitor, befries
derpa for methanol i vakuum, og den nu til 2,5 liter opkoncentrerede
oplgsning dialyseres saltfri mod destilleret vand. Retenatet
indeholder 9 g tgrstof (specifik virkning 96 AIE/mg). Retenatet
bringes derefter ved en pH-vardi p& 5,5 til en ma@tning pd 50% med
ammoniumsulfat, hvortil det ved 250 ml er ngdvendigt at anvende

79 g salt. Ved udsaltningen dannes et bundfald, der indeholder ca.
90% af det aktive stof. Efter centrifugering bortkastes den oven-
stdende veske. Bundfaldet oplgses p& ny i destilleret vand, og ved
en pH-vardi pd 8 tilsattes der atter ammoniumsulfat, men denne gang.
forst kun til en matning pd 15% og efter fjernelse af bundfaldet
yderligere til en matning pd 35%. Bundfaldet fra udsaltningen mellem
15 og 35% indeholder hovedmangden af amylaseinhibitoren. Denne frak-
tionerede fazldning gentages.

Efter dialyse og tg¢rring fis der 360 mg produkt med en
specifik aktivitet p& 992 AIE/mg. 350 mg af dette rid produkt for-
deles derpd i "Sephadex B/’G—SO fine" i en glassgjle, der er 190 cm
lang og rummer 1,2 liter, og beriges. Som kvaldnings—- og eluerings-
middel anvendes en vandig 5 millimoler phosphatpufferopl@gsning med
en pH-vardi pd 8, hvortil der er sat 0,02% natriumazid. Det rd pro-
dukt oplgses i 15 ml af samme puffer og pdfgres sgjlen. Elueringen
sker i lgbet af to dage, hvorved der udtages fraktioner p& 15 ml.

De fire mest aktive fraktioner ovsamles, dialyseres saltfri og fryse-
tgrres. De giver 60 mg hvidt pulver med en aktivitet pd 2520 AIE

a-amylase-inhibitor/mg.

Eksempel 5

2200 liter dyrkningsvaeske fremstillet ifglge eksempel 3 afkg-
les til 6°C og filtreresvia en kammerfilterpresse efter tilsatning af 2%
silicagel. Filterkagen (ca. 450 kg, fugtig) bortkastes, det klare fil-
trat (1750 liter med en aktivitet pa 95 AIE/ml) inddampes via en fald-
strgmsfordamper til 120 liter efter tils@tning af 500 g natriumazid.
Det fremkomne koncentrat afkgles til lOC, og der tilsettes langsomt Qg
under omrgring 120 liter forud afkglet acetone. Til fuldstendig feldning
omrgres der yderligere i 1/4 time og efter tilsatning af 1 kg silicagel
klares via en filterpresse. Det faste stof med filterhjazlpemidlet bort-
kastes. Det acetoniske filtrat, der indeholder det aktive stof, blandes
under anrgring og afkgling med 380 liter acetone, hvorved der fas en
ca. 80%'s acetonisk suspension. Det fremkomne (2.) bundfald indeholder
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den ¢gnskede amylaseinhibitor.
Den udvindes ved, at man lader fzldningsvasken hensté

uden omrgring. Herved synker bundfaldet ned, og den ovenstdende
vaske kan skummes af. Fra den ovenstdende vaske fra denne anden
acetonefeldning kan der ved centrifugering skilles ringe mazngder
bundfald. Dette faste stof oplgses ved en pH-vardi pa 7 og sattes
til bundfaldsoplgsningen (se nedenfor). Det i faldningsbeholderen
tilbageblevne hovedbundfald oplgses i 120 liter vand ved en pH-vardi
pad 7, og den fremkomne oplgsning klares med en gennemlgbscentrifuge
(Cepa, 1700 opm). Derved fjernes 90 g inaktive svavepartikler. Den
klare vandfase koncentreres nu op til 15 liter med et DDS-ultra-
'filtreringsanlag (mémbran nr. 800) og dialyseres. Til komplettering
af afsaltningen fortyndes retenatet med destilleret vand og kon-
centreres pd ny. Efter gentagning to til tre gange er retenatet,
hvaori amylase-inhibitoren er indeholdt, praktisk talt saltfrit. Ved
tilsetning af 19,5 kg amminiumsulfat feldes derpd hamningsstoffet
ved en pH-verdi p& 5,5 fra 50 liter retenatoplgsning og fracentri-
fugeres, og den aovenstdende vaske bortkastes. Bundfaldet oplgses pé
ny i 40 liter vand og udfzldes denne gang ved en pE-vardi pa 7,5
med 12,5 kg ammoniumsulfat. Efter fraskillelse af den klare fase
i en rgrcentrifuge fzldes bundfaldet fraktioneret som i eksempel 4:
Fra 40 liter af det atter oplgste stof fzldes ved en pH-vardi p& 5,5
under tilsatning af 3,2 kg ammoniumsulfat fgrst et inaktivt bundfald,
‘der fraskilles og bortkastes. Dernast skilles hoveddelen af det aktive
stof fra vasken ved yderligere opkoncentrering af den flydende fase
med 7,4 kg ammoniumsulfat. Dette bundfald opsamles, dialyseres mod
destilleret vand og frysetgrres. Der fas 114 g brunt pulver med
en aktivitet pda 1100 AIE/mg.

Til yderligere opdeling fyldes en glassgjle med en diameter
pd 5 cm og en ngjde pd 50 cm (rummer ca. 1 liter) med DEAE-"Sephadex"

A-25, der i forvejen er bragt i ligevagt med 1 mo lar phosphorpuffer til en
30

pE-vardi p& 7,5 og 0,02%'s natriumazid. Nu oplgses 10 g stof i 100 ml

af den samme puffer og pafgres sgjlen. Dernest vaskes sgjlen med 1 liter
af den samme puffer, hvorpd der til dette elueringsmiddel efterhédnden

" sattes kogsalt i en s&dan mezngde, at der tilvejebringes en kontinu-
erlig gradient. Opfanges sp¢jleeluatet fraktioneret, befinder amylase-

-inhibitoren sig i de fraktioner, hvori NaCl-koncentrationen er ca.

0,5 molzr.
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Disse fraktioner opsamles og dialyseres mod destilleret
vand. Ved frysetgrring fds 5,6 g lysebrunt stof med en aktiwitet
pd 2200 AIE/mg. o

I tilslutning hertil gennemfgres desuden en gelchroma-
tografisk rensning, som beskrevet i eksempel 4. Af materialet pa
5,6 g f&s 4,1 g farvelgst pulver, hvis aktivitet udggr 2800 AIE/mg.
Ved aminosyreanalyse af produktet fds efter en 20-timers saltsyre-

hydrolyse ved hjelp af en Beckman-multichromanalysator fglgende

sammensatning:
Asparaginsyre 7,72 %
Threonin 7,66 %
Serin 5,35 %
Glutaminsyre 10,05 &
Prolin 3,43 %
Glycin 4,93 %
Alanin 5,84 %
1/2 cystein 4,26 %
Valin 7,72 %
Methionin 0,41 %
Isoleucin 2,30 %
Leucin 5,18 %
Tyrosin 10,24 %
Phenylalanin 3,35 &
Histidin 3,01 &
Lysin 1,45 %
Arginin 5,16 %
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Patent krav.
1. Fremgangsmide til fremstilling af en peptidisk
glycosidhydrolase~inhibitor, der har en molekylvagt pd
5000-10.000, et absorntionsmaksimum i UV-lys ved 276 nm, et

isoelektrisk punkt pi 4,4 og fglgende aminosyresammensat-

ning:

Asparaginsyre 5-6 Iscleucin 1-2
Threonin 5~6 Leucin 3-
Serin 3-5 Tyrosin 4-5
Glutaminsyre 5-6 Phenylalanin 0-2
Prolin 2-3 Histidin 1-2
Glycin 5-6 Lysin 0-1
Alanin 5-6 Arginin 2-3
Cystein 3-4 Tryptophan 1-2
Valin 5-6

kendetegnet ved, at man dyrker Streptomyces tendae
4158 {(ATCC nr. 31210) i et dyrkningsmedium, der indeholder
mindst &n carbonkilde, mindst &n nitrogenkilde og uorganiske
salte, og fra kulturen udvinder inhibitoren.

2. Fremgangsmide ifslge krav 1, kende tegnet
ved, at naringsmediet indeholder 3-5% ovlgselig stivelse,
0,2-0,6% majsstgbevand, 0,5-1,5% glucose, 0,5-1% (NH4)2HPO4,
0,3-0,6% sojamel og 0,5-1,5% caseinvepton.

3. Fremgangsmide ifglge krav 1, k e n detegnet
ved, at naringsmediet indeholder 2-6% jordnasddemel, 1-3%
kartoffelstivelse, 3-5% havremel, 3-5% vallepulver, 1-2% val-

lesirup og 1-2% malkesukker.

Fremdragne publikationer:
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