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{54) VERFAHREN ZUR HERSTELLUNG PROTEASEFREIER GLUCOSEOXIDASE

(57) Die Erfindung beinhaltet ein Verfahren zur Herstellung proteasefreier Glucoseoxidase (GOD)
aus GOD-Rohprodukten. Das Ziel der Erfindung besteht in einer einfachen Abtrennung von
Proteasen aus GOD-Rohpraparaten durch spezifische Adsorption der Proteasen aus der wélrigen
Enzymldsung. ErfindungsgemaR werden fiir die Adsorption der Proteasen tragerfixierte
Proteaseinhibitoren verwendet. Beispielsweise sind fiir die Abtrennung der proteolytischen
Beimengungen aus GOD, die von Penicillium notatum gebildet wird, Proteaseinhibitoren mit
Polypeptidstruktur wie Ovomucoid, Aprotinin und Proteaseinhibitoren aus Sojabohnen oder
Kartoffeln geeignet. Diese Substanzen fithren in Reh-GOD-Lésungen zur Inhibierung der Proteasen
und sind nach Kopplung an Polysaccharidtrager, wie Dextran, Cellulose, Agarose oder
Polymethacrylattrager (Spheron), zur affinitdtschromatographischen GOD-Reinigung einsetzbar.
Die Kopplung der Proteaseinhibitoren und die Konzentrierung und Trocknung der proteasefreien
GOD erfolgt nach bekannten Methoden. Die affinitdtschromatographischen Adsorbentien sind
nach Elution der gebundenen Proteasen mit sauren Pufferldsungen wiederverwendkbar.

8 Seiten



" Dr. W. Bittoer - .

v wees 23%?% 3

Prof. Dr. G, Etzold

D

"Werfahren zur Herstellung proteasefreier Glucoseoxidage™

Anwendungsgebiet der Erfindung

Die Erfindung betrifft die affinitdtschromatographische Rei-
nigung von Glucoseoxidaserohprodukten unter Einsatz immobili-
sierter Proteaseinhibitoren.

Charakteristik der bekannten technischen Ldsungen
Glucoseoxidase (GOD) wird auf mikrobiellem Wege vorwiegend
aus den Spécies Aspergillus niger, Penicilliom notatum und
Penicillium vitale gewonnen. Das Enzym GOD findet vielfdltige
prakitische Anwendung, z. B. zur Entfernung von Glukose und
Savnerstoff, zur Darstellung von Glukonsiure und zum analyti-
gschen Nachweis ihrer Substrate iiber das entstehende Wasser-
stoffperoxid. Auch die Tmmobilisierung von GOD hat zu neuen
Bingsatzmglichkeiten in der Biotechnologie und Analytik,

z. B. zur routinemidBigen elektrochemischen Blutzuckerbestim-
mung mit GOD-Membranelekiroden, gefiihri. Die meisten handels-
iblichen GOD-Priparate werden unter Anwendung herkdmmlicher
Praktionierungsmethoden, wie Salz- und Acetonfillung, aus den
RKulturfiltraten oder Zellextrakien hergestellt. Je nach dem
Reinigungsaufwand werden Pridparate recht unterschiedlicher
Qualitdt beziiglich Salzgehalt und spezifischer Aktivitat er-
halten. In der Regel lassen sich in solchen GOD-Chargen noch
andere enzymatisch aktive Komponenten, insbesondere Protea-
sen, nachweisen. Diese Proteasebeimengungen kdnnen beim Ein-

satz der GOD Stdrungen verursachen und den Anwendungsbereich
derartiger PriZparate stark einschrinken. Ferner kinnen sie
durch ihre proteinspaltende Wirkung wihrend des Reinigungs-
prozesses die Ausbeute an GOD verringern und spéter die La-
gerstabilitdt des Préparates herabsetzen.
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GOD hoher Reinheit kann durch Anwendung chromatographischer
-],Verfahren&geyognen‘Werden; wpbéi_meist,mehrere.Séulentreﬁnune
gen mit unterschiedlichen Trigern notwendig sind. Beispiels-
weisge ist durch Chromatographie an schwach sauren und/oder
schwach basischen Tonenaustauschern sowie Gelchromatographie
ein elektrophoretisch einheitliches Produkt erhdltlich

(B. E. P. Swoboda und V., Massey, J. Biol. Chem. 240 (1965)
2209; J. Kucera und J. Hanus, J. Appl. Chem. Biotechnol. 21
(1971) 347; M. K. Weibel und H. J. Bright, J. Biol. Chem. 246
(1971) 2734; V. P. Bogdanov et"al.,‘Biochimija 39 (1974)
771). ' - ‘ :
Diese chromatographischen Reinigungsverfahren sind jedoch
sehr aufwendig. Fiir viele Anwendungszwecke wie auch zur Sta-
bilitétserhdhung des Préparats ist es in der Regél aber aus-
reichend und wesgentlich Skonomischer, durch spezifische und
billige Trennmethoden nur die jewells stdrende enzymatische
Komponente abzutrennen oder sie zu insktivieren.

Die Beseitigung proteolytischer Aktivitaten ist prinzipiell
durch Zusatz von Inhibitoren oder eine differenzierte thermi-
sche Denaturierung mdglich, Im Falle des‘InhiBitorzusatzes
kann die Anwesenheit einer weiferen Fremdsubstanz im Préparat
jedoch zu unerwarteten und unerwlinschten Nebenwirkungen fiih-
ren. Der Wachte¢il der thermischen Prdteaseinaktivierung be-
steht darin, daB dieser Prozef unspezifisch ist und die Be-~
dingungen flir eine hinreichende Proteaseschddigung ohne Be-~
eintrdchtigung der GOD in Abhingigkeit von der Chargenzusam-
mensetzung schwanken kOnnen und damit schwer zu beherrschen.
sind,

ziel der BErfindung

Ziel der Erfindung ist die Entwicklung eines einfach durch-
fiihrbaren und Skonomischen Verfshrens zur Entfernung von

" proteolytisch  wirkenden Enzymen aus GOD-Rohprédparaten unter
Verwendung leicht zuginglicher Adsorbentien.
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‘Dariegung des Wesens der Erfindung
:,Dle vorllegende Erflndunc ‘beruht aaf der uberraschﬁndcn Fest-
" stellung, deB die proteolytische Aktivitat in GOD-Chargen
durch Inhibitoren, die eine Polypeptidstruktur besitzen,
stark gehemnt wird und daf die in der GOD enthaltenen Protea-

gsen auch mit entsprechenden immobilisierten Inhibitoren einen
festen Komplex bilden. Diese PFihigkeit wurde an einer ganzen
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Reihe von Proteasenhemmstoffen, wie Ovomucoid aus Hilhnerei-
weiB, Aprotinin aus Rinderlunge, Sojabohnentrypsininhibitor
und Proteaseinhibitor ans Kartoffeln nachgewiesen.

Die vorliegende Erfindung zur Abirennung von proiteoclytischen
Enzymen aus GOD-Rohprodukten ist dadurch gekennzeichnet, da8
- wiBrige Idsungen des Pri#parats mit immobilisierten Profease-
inhibitoren in Kontakt. gebracht werden. Die GOD-LOsung wird
nach dem Prinzip der Affinitdtschromatographie Uber eine Sdu-
le mit immobilisiertem Proteaseinhibitor gegeben und das na-
hezu proteasefreie Eluat anschliefend lyophilisiert.oder die
Bindung erfolgt im Batch-Verfahren, wobei die Proteaseabtren-
nung mit geringem Zeitaufwand zu erzielen ist. Die UmSetzung
wird in einem Temperaturbereich von O - 30°C und bei pH-Wex -
ten von 4,0 big 7,0 durchgefiihrt.

Vor dem Lyophilisieren kdnnen auch geeignete Methoden zur
Konzentrierung der Enzymlésung, wie Fdllung mif Salzen oder
Ultrafiltration angewendet werden. Als Trigermaterial fiir die
Kopplung der Proteaseinhibitoren werden sowohl natiirliche als
auch synthetische Polymere, vorzugsweise Polysaccharide und
Polymethacrylate (Agarose, Dextran, Cellulose oder Spheron)
eingesetzt. Zur Aktivierung der Matrix und der Kopplung der
Proteaseinhibitoren werden die hinlinglich bekannten Methoden
wie Aktivierung mit Bromcyan oder Carboayldiimidazol, das
Bpoxidverfahren oder die Proteinbindung durch N-hydroxy-
succinimidester (C. R. Lowe, An introduction to affinity
chromatography, Amsterdam 1979) und andere angewendet.

Lln besonderer Vorzug des Verlahrens besteht darln, daB nach
der Behandlung der GOD- Losuna mit dem traverflxierten Inhibi~
tor der abgetrenn e Prouease-Hemmsto¢f-Kcmplez belsplelSWElSe
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. mit Formiatpuffer, 1 M NaCl, pH 3.1, ohne Schidigung des
AﬁInh¢b¢tors wieder ze”legt und der llgandlerte Twager erpent

"verwendet werden kann.

Handelsiibliche GOD-Préparate mit einem Protelngehalt von 20
bis 55 % sind in Wasser oder neutralen Pufferldsungen gerin-
ger Ionenstdrke (0.01 - 0.05 M) bis zu einer Konzentration
von maximal 250 mg/ml léslich. Eine Dialyse zur Abtrennung
von Salzen, die aus dem Herstellungsprozel der GOD stammen,
ist vor der Behandlung mit den Proteaseinhibitoren nicht er-
forderlich., Die GOD-Konzentration der Losung hat bei ausrei-
chender Kapazitédt des Affinitdistridgers keinen Einfluf auf
das Trennergebnis, jedoch empfiehlt sich bei der sHulenchro-
matographischen Proteaseenifernung aus praktischen Griinden
die Verwendung mégliChSt hoch konzentrierter Ldsungen, da
dann die Elution der GOD sufgrund ihrer Eigenfarbe mit bloBem
Ange verfolgt werden kann.

Da das beschriebene Verfahren auch auf verdiinnte LSsungen an-
wendbar ist und durch andere Beimengungen nicht gestdrt wird,
kann die weitgehende oder vollstindige Entfernung der proteo-
lytisch wirkenden Komponenten schon zu Beginn der Aufarbei-
tung des Kulturfiltrats erfolgen und dadurch sowohl eine zu-
sitzliche Verunreinigung des Ansatzes mit Proteinabbauproduk-
ten eingeschridnkt alsg auch die GOD-Ausbente erhdht werden.

Ausfinhrungsbeispiele -

Beigpiel 1

100 ml feuchte, auf der Fritte abgesaugie CNBr-aktivierte
Sepharose 4 B werden mit einem eiskalfen Gemisch von 0.1 M
NaH003 und 0.5 M NaCl, pH 8.3, gewaschen und in 100 ml dieser
Losung, die 1 g Ovomucoid enthdlt, 24 Stunden bei Kithlraum-
temperatur umgesetzt. Zur Blockierung nicht umgesebtzter akti-
ver Gruppen wird die Sepharose mit 0.1 M Athanolamin in Puf-
ferldsung, pH 8.3, 12 h in der Kilte geschiittelt. Nach dem
Weschen mit einer Mischung von 0.1 M NaHCO5, 0.5 M NaCl and
0.05 ¥ Natriumecetatpuffer, pH 4.5 sowie 0.1 M Essigsiure
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wird die Ovomucoid- -Sepharose in 0.1 M Phosphatpuffer, pH 7.0,

‘,_Jubergefuhrt Ca. 15 % aes ezngesetztem Ovomu001ds werden am

"Trager gebunden (7 5 mg "Ovomucoid/ml’ Sepharose) 25 ml
Ovomucoid-Sepharose werden in einer SZule mit reichlich

0.05 ¥ Phosphatpuffer, pH 7.0, gewaschen. 100 mg GOD-Rohpri-
parat (Proteingehalt 55 %, spezifische GOD-Aktivitdt 75 U/mg
Protein, bestimmt nach H. U. Bergmeyer, Methoden der enzyma-
tischen Analyse 2. Aufl., Bd. 1, S. 416, Berlin 1970), geldst
in 1 ml dieses Phosphatpuffers werden auf die S&nle aufgeira-
gen und mit dem gleichen Puffer eluiert. Die GOD-halfigen -
Frakitionen umfassen ein Volumen von 7.5 ml. Mit Hémoglobin
als Substrat ist nur noch etwa V6 der urspriinglich vorhande-
nen proteolytischen Aktivit#t nachweisbar.

Nach Dialysieren und Lyophilisieren werden 82 mg gereinigte
GOD mit einer spezifischen Aktivitdt von 78 U/mg erhalten.

Beigpiel 2

20 ml feuchte, auf der Fritte abgesaugte CNBr-aktivierte
Sepharose 4 B wird mit 200 ml eines eiskalVen Gemischs von
0.1 M Phosphatpuffer, pH 7.1, und 0.5 M NaCl gewaschea und i
40 ml der gleichen Pufferldsung, die 100 mg Aprotinin ent-
h&lt, suspendiert. Nach 36-stiindigem Schiitteln bei 5°C wird
mit dem zur Xopplung verwendeten Puffer gewaschen ond das Gel
in eine S#nle gefilillft.

Nach Anftragen von 0.7 ml GOD-LSsung, die 10 mg Rohpréparat
enthalt, wird mit 0.05 M Phosphatpuffer, pH 7,0, eluiert. Die
im AusschluBvolumen der Siule erscheinenden GOD-Fraktionen
werden gesammelt und auf proteolytische Aktivitit gepriift.
Mit Hamoglobin als Substrat wird noch etwa 10 der im Aus-
gangsprodukt vorhandenen Proteaseaktivitdt gefunden. Die wel-
tere GOD-Aufarbeitung erfolgt wie in Belspiel 1 beschrieben.

‘.I
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Beispiel 3 |
10 g Ovomucoid?8¢pharcse, hergestellt wie unter Beispiel 1,
werden mit 0.05 M Phosphatpuffer, pH 5.5, dquilibriert, mit
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»einer Losung von 2 g GOD-Pridparat in 20 ml‘Puffer vermischt
und 60 mln.‘bel 4° ¢ geschuttelt Nach vorsichtigen acﬂu;;xL—..u‘

s

: mfgleren in slebbecher wlrd der Afflnitatstrager in 20 ml

0.0 M Phosphatnuffer saspendleru und erneut zentriLuglert‘4‘~*4*3f::

Hach Dialyse der vereinigten Zentrifugate gegen 0.001 M
Phosphatpuffer, pH 7.0, und Lyophilisieren wird Glucome-
oxidase erhalten, in der ca. /10 der urspriinglichen proteoly-
tischen Aktivitdt nachweisbar ist. Zur Regenerierung wird der
proteasebeladene Affinitdtstriger in eine Chromatographiesiu-
le gefiillt und mit 0.1 M Phosphatpuffer, pH 5.5, gewaschen,
bis die Extinktion des Eluats bei 280 nm  0.01 ist. Durch
anschlieBende Elution mit einer Mischung von 0.1 M Na-For-
miatpuffer, pH- 3.1, und 1 M KC1l lassen sich die Proteasen vom
Iriger ablOsen und in den neutralisierten Fraktionen des
Proteinpeaks nachweisen.
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BErfindungsanspruch

1'

Verfahren zur Abtrennung von Proteasen aus Glucosecoxidase-
prédparaten, dadurch gekennzeichnet, daf wiBrige LEsungen
der zu reinigenden Glucoseoxidase mit immobilisierten

‘“fProteaselnhlbltoren Yei Temperaturen von 0 - 30°C und pH-

Werten von 4.0 = 7.0 iber eine SBule oder im Batch~Verfah-

" ren in Xontakt gebracht, die entstandenen immobilisierten

2.

Protease-Inhibitoren-Komplexe in der Trennsdule verbleiben
oder durch Filtration abgetrennt werden und die Glucose-
oxidage durch iibliche Fallungsmethoden oder Lyophilisation
isoliert wird.

Verfahren nach Punkt 1, dadurch gekennzeichnet, daB Pro-
teaseinhibitoren mit Proteincharakter, wie Ovomucoid,
Aprotinin bzw. Proteaseinhibitoren aus Sojabohnen und Kar-
toffeln, verwendet werden.

Verfahren nach Punkt 1, dadurch gekennzeichnet, dal nach .
der Umsetzung die immobilisierten Proteaseinhibitoren
durch Behandlung mit sauren Puffern, wiederverwendbar ge-
macht werden.
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