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Polipeptideket vagy proteineket - példédul inzulin-szdrmazé-

kokat vagy dez—B30

30

-inzulin-szdrmazékokat, igy humdn-inzulint
illetve dez-B”"-humdn-inzulint &4llitanak eld kiilonleges, géntech-
nolégiai dton kaphatd fuziés proteinek enzimes hasitdsa dtjén.

A kiindulédsi fidzids protein molekuldjdban peptidszerd X -amildz-
-inhibitor maradékdat tartalmazza. Enzimként tripszin jellegd
endopeptiddzt alkalmaznak. A kiinduliési anyagként alkalmazott
kiilonleges fizids protein eldnydsen feldolgozhatd reakcidtermé-

ket biztosit; adott esetben a feldolgozias kristdlyositédssal

végezhet6 el.
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A taldlmdny tdrgya eljdrds fuzids proteinek szelektiv
hasitédsdra polipeptidek vagy proteinek eldllitssa céljébol.
A fiziés protein hasitdsa tripszin Jellegd endopeptiddz enzimmel
torténik.

Polipeptidek és proteinek elfdllitdsdban a rekombindns
ONS-technoldgia fokozddd jelentdsége a termékek feldisitdasat
€s tisztitdsdt célzd olyan Gj eljdrdsok kifejlesztését igényli,
amelyek jél illeszkedﬁek az (d3) kiindulédsi anyagokhoz.

A Diabetes mellitus kezelésében alkalmazhaté humdn inzulin
felszintetikus, ldgynevezett kétlépcsds elBdllitdsa sordn a

830

helyén 1évd aminosavészter kicserélése (sertésinzulin:
Ala; humdn inzulin: Thr) két egymdsra ktvetkez6, elkilsnilt
reékcidlépésben torténik. Az elsd lépésben a sertésinzulin

B30

-Ala-csoportjdt tripszinhez hasonld protedz enzimmel lehasit-
Jdk, és a mdsodik 1lépésben treonin-szédrmazékot, példdul treonin-
-terc-butilésztert (ThrOBut) kapcsolnak a ldnchoz, szintén
tripszin jellegl enzim jelenlétében.A két reakcidlépés enzimje-
ként példdul K. Morihara et al. (Biochemical and Biophysical
Research Communications Vol. 92, No. 2, 396-402 (1980)) Achromo-
bacter I-proteézt Javasolnak, egy dgynevezett endopeptidézt,
amely a peptidldncot fajlagosan a lizin aminosav karboxiloldal&n
hasitja és adott esetben Gjra egyesiti.

Az alanin lehasitdsa és a treonin-szirmazék kapcsoldsa
utdn a treonin-szdrmazékkal egyiitt bevitt védbécsoportokat leha-
sitjdk, hogy a véddcsoportmentes humdn inzulinhoz Jussanak;
erre 10bb mdédszer ismert, a trifluor-ecetsavval végzett hasitést

tobbnyire elfnyben részesitik.
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A sertésinzulin 830

-Ala-csoportjdnak a lehasitdsa és a
teroninszédrmazék hozzdkapcsoldsa egyetlenegy reakcidlépésben

is elvégezhets ("egylépcsts eljdrds"). Ez esetben is enzim
jJelenlétében kell végezni a reagdltatdst, és enzimként gyakorla-
tilag csak tripszin és tripszinhez hasonld endopeptiddzok johet-
nek szdmitdsba (ldsd példdul az 56 951 szamd eurdpai szabadalmi
leirds). Elvégzett "transzpeptiddlds" utén a treonin-szdrmazékkal
egyltt bevitt védécsobortokat le kell hasitani.

Kénzekfekvd okokbdl kisérletek folytak, hogy humdninzulin
el6allitdsdndl a természetes kiinduldsi anyagként felhaszndlt
sertésinzulint valami mdssal helyettesitsék, és ez a géntechno-
l6gia fejlodésének kGszonhetBen - legaldbb részben - sikerilt
is. A 89 007 szdmi eurdpai szabadalmi leirds olyan eljdrést
ismertet, amely szerint inzulin-szdrmazékok, kiilondsen humén
inzulin &llithatdé el géntechnolégiai Gton nyert preproinzulin-
-analdgokbdl; az eljdrds szerint a preproinzulin-analdgot
a megfeleld inzulin izoelektromos pontja alatti pH-érték mellett
tripszin vagy tripszin jellegl endopeptiddz segitségével adott
esetben védScsoportokat tartalmazé aminosav-észterrel reagdltat-
jdk (transzpeptiddlds), majd az észtercsoportot és az adott
esetben jelenlévé védOcsoportokat lehasitjdk. Humdn-inzulin
elodllitdsa esetén aminosav-szdrmazékként eldnydsen Thr(But)—
—GBut—t alkalmaznak.

Kiinduldsi preproinzulin-analdgként az emlitett eurdpai
szabadalmi leirds szerint olyan inzulin-szdrmazékot alkalmaznak,
ahol a proinzulin N-termindlisdn lizin vagy arginin vagy acil-
aminoacil-szdrmazékuk van jelen egy pre-szekvencia karboxilvé-

geként; a leirds szerint a preproinzulin-analédgok az (I) 4lta-
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ldnos képletnek felelnek meg, amelyben
Y jelentése Lys vagy Arg, és

Rl

jelentése hidrogénatom, L-aminosav-csoport vagy az aldbbiak-
ban leirt X képletd peptidcsoport.

X-ként bdrmely olyan peptid szerepelhet, amely jelz8szek-
venciaként alkalmas. A proinzulin-rész minden olyan termék
lehet, amely természetes proinzulinban vagy ismert nukleotid-
-kapcsold mdédszerrel szintetikusan mdédositott proinzulinban
kodolhatdé. Roviditett C-peptid-szegmenssel rendelkezd analdg
peproinzulinok (mint amilyen példdul a szarvasmarha C-peptidje
a sertés C-peptidjével Osszehasonlitva) szintén alkalmazhatdk
az eljdrdsban. humdn preproinzulin-analdgok szintén alkalmazha-
tdk.

A C-peptid szerkezetében az a fontos, hogy bdzikus Y L-amino-
savon (Y = L-Arg vagy L-Lys) keresztil az intulin A-ldncanak
glicinjével van Osszekapcsolva, azaz hogy Y-(AS)n—Y képletd
szerkezet van jelen, ahol AS bdrmely kédolhatd aminosav lehet
€s n értéke 0 és 35 kozdtti egész szém. Az aminosavésztert
és/vagy szabad aminocsoportot hordozé szdrmazékat dgy is lehet
vdlasztani, hogy a keletkez8 inzulinanalég szekvencidja nem
természetes szekvencisa.

. . . BO
Az enzimes reakcid sordn az Rl-Y

AD 30

képletli pre-rész, va-

30

lamint az Y B rész lehasad, és a B helyzetbe a megfeleld

aminosav-szdrmazék keril.
Elképzelhetd, hogy a megfeleld aminosav-szarmazék adagolédsa

nélkil dez-8-0

-inzulinok is keletkezhetnek.
Bar az eljdrds kiindulédsi dl1lati eredetd inzulintdl vald

figgetlensége nagy el6ny, a reakcidtermékek oszlopkromatogrdfids
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tisztitdsdnak szikségessége (amely gyakran lényeges veszteség-
gel jdr) bizonyos hdtranyt jelent. Az oszlopkromatogréfids
tisztitdsra azért vanszikség, mert az enzimes reakcidé sorén
gyakran olyan hasitdsi termékek keletkeznek, amelyek a kivéant
inzulintél (szédrmazékdtdl) féleg a hasonlé lédnchossz miatt
csak nehene vdlaszthatdék el.

Feladatul az emlitett 89 007 szdml eurdoai szabadalmi
leirdsban szerepl6 eljdrds olyan mddositdsdt thztik ki, amely

polipeptidek vagy proteinek - el&nyGsen dez—B30

~inzulinok vagy
humdn inzulin - kinyerését teszi lehet6vé, mimellett a kapott
termék konnyebben, kevesebb anyagveszteséggel tisztithatd.

Ezt a feladatot kiilonleges fizids proteinek tripszin jellegl
endopeptiddzzal végzett hasitdsdval oldottuk meg. A kiildnleges
fuzids proteinek a (II) dltaldnos képletnek felelnek meg, ahol
R jelentése —(AS)O—(peptid jellegl d-amildz-inhibitor)

képletlG csoport, amelyben AS = Lys kivételével bdrmely

genetikailag kdédolhatd aminosav, o = 0 és 200 kozotti,
eldnydsen 5 és 100 kozotti, kiilcndsen elbBnydsen 10-t61
12-ig terjedd egész szém, és (peptid jellegld oA-amildz-

-inhibitor) = az irodalombdl ismert A -amiléz-inhibitorok

maradéka,
P jelentése a kivdnt polipeptid vagy protein,
R2 jelentése ~(A8)p képletld csoport, ahol AS jelentése a

fenti (kédolhatd aminosav Lys kivételével) és p értéke
1 és 35, el6nydsen 1 - 10, kildnGsen el&nydsen 1-t61 3-ig
terjedd egész szédm, és

m értéke 0 vagy 1 n.
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A taldlmdny targya tehdt eljdrds polipeptidek vagy proteinek
elédllitdsdra fuzids protein tripszin jellel endopeptiddzzal
végzett hasitdsa dtjdn. Az eljdrédsra jellemzd, hogy fuzids
proteinként egy (II) dltaldnos képletld vegyiiletet alkalmazunk.

A fenti enzimes reakcid sordn keletkez6 polipeptidek vagy
proteinek (elénydsen inzulin-szdrmazékok, igy példdul dez-BBO-
-inzulinok vagy humén-inzulin) az @-amildz-inhibitor-maradék
miatt kilonosen konnyen tisztithatdk. A vegylletek vizes kdzegben
j6l oldddnak, konnyen kristdlyosodnak és affinitdsuk van X-amild-
zokhoz, ami az elvdlasztdsukhoz haszndlhaté fel. A dez—BBO—
-inzulin-szdrmazékok példdul kevesebb rdforditdssal és kevesebb
veszteséggel tisztithatdk, mint a 89 007 szémid eurdpai szabadal-
mi leirds szerinti eljdrds termékei. Kedvez8 esetekben a reakcid-
elegy feldolgozdsa csupdn kristdlyositdssal, azaz oszlopkromatog-
rafids tisztitds nélkil végezhetd el. Megleps, hogy az irodalom-
bél ismert -amildz-inhibitorok maradékst a taldlmédny szerinti
reakcid sordn a tripszin jellel endopeptiddz nem hasitja; ez
azért van, mert az oA-amilédz-inhibitorok peptidldncédban olyan
lizilcsoport van, amelynél (ellentétben példdul a dez—BBO—inzu—

linok kiinduldsi anyagainak AO, BY &s 829

helyzetében 1évd
lizilcsoportokkal) hasitds nem kovetkezik be. Ha ott torténne
hasitds, olyan toredékek keletkeznének, amelyek a dez—BBO—inzu—
linok melldl csak igen nehezen tdvolithatdk el.

Az AS csoportként szdmitdsba johetd, genetikailag kddolhatd

aminosavak (Lys kivételével) az aldbbiak: Gly, Ala, Ser, Thr,

Val, Leu, Ile, Asp, Asn, Glu, Gln, Cys, Met, Arg, His, Tyr,

Phe, Trp, Pro (semleges aminosavak aldhutzva).
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A P csoport elénydsen a humdn-, sertés- vagy szarvasmarha-
—inzulina f6leg a humdn- és sertés-inzulin A- és B-peptidléncot
képvisel.

Az R2 csoport eldnydsen csak Ala- vagy Thr-aminosavbdl,
féleg csak Thr-aminosavbdl &11.

Az R csoport kiiléndsen elényds —(AS)O— része az alébbi
peptidlanc:

-Gly-Asn-Ser-Asn-Hly-Thr-Ala-Met-Ala-Asn-Phe-.

Az R csoportban szerepld peptid jellegld A-amildz-inhibi-
tor-maradékként gyakorlatilag az irodalombdl ismert ™K-amildz-
-inhibitorok bdrmelyikének a maradéka johet szdmitdsba (L.
Vértesy et al., Euro. J. Biochem. 141, 505-512 (1984); L. Vértesy
D. Tripier, FEBS-Letters Vol. 185, 187-190 (1985); 0. Hoffmann
et al., Biol. Chem. Hoppe-Seylers Vol. 366, 1161-1168 (1985);
H. Murai et al., J. Biochem. 97, 1129-33 (1985); S. Murao et

al., Agric. Biol. Chem. 49, 107-110 (1985) és 49, 793-797 (1985);
Japan Kokai 75/77594 (20. Nov. 1974) H. Goto et al.).

KilonGsen eldnyds a (III) képletd A-amildz-inhibitor-
-maradek.

Kilondsen elényds termékek az olyan (II) dltaldnos képletd
vegyliletek, amelyekben P a humdn- vagy sertés-inzulin peptidszek-
vencidjdt képviseli, R2 jelentése Thr és R jelentése a (III)
dltaldnos képletl peptid-szekvencia.

A (II) dltaldnos képletd fuzids proteinek elddllitdsa
mikroorganizmusokban torténik dltaldnosan ismert mddszerek
segitségevel; a kivdnt polipeptid vagy protein aminosav-szekven-
cidja elé idegen protein ( « -amildz-inhibitor) szekvencidjat

kapcsoljuk (F.A.0. Harston, Biochem. J. 240, 1-12 (1986)).
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Az el6nyds preproinzulin-analdégok, azaz P helyén a humdn-,
sertés- vagy szarvasmarha-inzulin A- és B-peptidldncdt tartal-
mazd (II) &ltaldnos képletd vegylletek géntechnoldgiai dton,
elénydsen a sajadt, pdrhuzamosan benyldjtott, "Eljdrds inzulin-
-el6termék elddllitdsdra Streptomycetes-ekben" cim( szabadalmi
bejelentésiink szerint torténik. Az inzulin-eldterméket, amelyet
a mikroorganizmus dltaldban a tenyészkozegbe vdlaszt ki, elényo-
sen a tenyészlé szlrletébdl nyerjik ki. Azt tapasztaltuk, hogy
a (IT) 4d4ltaldnos képletl vegyilletek szdmos tulajdonsdgokban
hasonldsdgot mutatnak az oL-amildz-inhibitorokkal, ami azt
jelenti, hogy az amildz-inhibitorok esetén szokdsos elkilonits
€s tisztitd lépések a flzids protein-eldtermékek, kilondsen

az inzulin-eldtermékek kinyerésében haszndlhatdk fel.

Az ilyen tisztitd lépések példdul kicsapatdsi reakcidk
lehetnek sdékkal, igy konyhasdval vagy ammdnium-szulfattal,
savakkal, igy metafoszforsavval, tanninnal, trikldr-ecetsavval,
kénsavval, nehézfémsdkkal és egyéb kicsapdszerekkel, példdul
polietiléniminnel, bentonittel stb.

Mig géntechnoldgiail dton nyert proteinek gyakran nemkivdna-
tos o0lddddsi tulajdonsdgokkal rendelkeznek és ezért nem kdnnyen
dolgozhatdk fel, a hatdrozottan oldékony (II) dltaldnos képletd
vegyiletek, igy a preproinzulin-analdgok példdul igen elegdnsan
ultrasziréssel feldusithatdék, ugyanakkor sdmentesithetdk. Az
ultraszlirés példdul a kereskedelmi forgalomban kaphatd celluldz-
-membrdnok segitségével végezhetd el.

A (II) dltalédnos képleti eldtermékek, példdul inzulin-
-eldtermeékek felddsitdsédhoz és tisztitdsdhoz adszorpcids gyanta-

kat is haszndlhatunk. Az ilyen, polisztirel vagy sztirol/divinil-
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benzol kopolimerizdt bdzisd adszorpcids gyantdk a kereskedelem-
ben kaphatdék, példdul Amberlite XAD (Rohm and Haas, USA),
Diaion HP-20 (Mitsubishi Chemical Corp.) stb.

Az adszorpciés gyanta, példdul Diaion HP-20 segitségével
torténdé protein elvdlasztdst példdul a 30 38 130 szdmd német
szovetségi koztdrsasdgbeli kOzrebocsdtdsi irat ismerteti. Gén-
technoldgiailag nyert proteinek, igy inzulin-eldtermékek azonban
adszorpcids gyantdval vagy egydltaldn nem, vagy csak nagy vesz-
teségek drédn voltak feldisithatdk. Ez egyebek k©zott arra vezet-
het6 vissza, hogy a kivdnt anyag tul erdsen kotddott a hordozd-
hoz. Meglepd mdédon azt taldltuk, hogy az adszorpciés gyanték
meégis alkalmazhatdk, ha az anyag gyengébb, kevéshé erdteljes
kotbdésér6l gondoskodunk. A hordozd ilyen jellegl inaktivdldsa
példdul a hordozd kezelésével és/vagy az elvdlasztandd anyaghoz
adott alkalmas adalék segitségével torténhet. A hordozd kezelésé-
nek példdajaként a vizes-szerves oldészerrel (2-70 %, eldnydsen
5-30 % oldészer) végzett mosdsat emlitjik meg. 0ldészerként
vizzel elegyedd olddészer, eldnydsen rovid szénldncd alkoholok,
tovdabbd aceton johet szdmitdsba. A hordozdét vizes detergens-
-oldattal, igy 0,02 - 3 %-o0s, eldnydsen 0,1 - 1 %-os Triton-X-100-
-oldattal is moshatjuk, bdr szédmos egyéb detergens is alkalmas e
celra.

Az elvdlasztandd anyagot tartalmazdé oldathoz és/vagy az
eludlo folyadékhoz adalékot is adhatunk. Adalékként az aldbbiakat
emlitjik meg: vizzel elegyeds, kis moltomegl szerves oldésze- -
rek, detergensek a fent megadott koncentrdcidban, tovédbbd lgyne-
vezett kaotrdp anyagok, példdul kdlium-perklordt (0,1-3 %),

karbamid (1-8 mélos) vagy guanidinium-hidroklorid.
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A kivdnt esetben feldidsitott, sdmentesitett fdzids protein
elotermékek (példdul inzulin-eldtermékek) mind kationcseréls,
mind anioncseréld gyantdn végzett ioncserés kromatogrdfiés
médszerrel is tisztithatdk. Alkalmas kationcserélé gyantdk
példdul SP-Sephadex (Pharmacia, Svédorszdg), CM-celluldz, S-
-Sepharose (Pharmacia, Svédorszdg), Fractogel TSK CM (Merck,
Darmstadt, NSZK) stb. Alkalmas anioncseréld gyantdk példdul
a Fracogel TSK DEAE (Merck, Darmstadt, NSZK), DEAE-celluldz,
DEAE-Sephadex (Pharmacia, Svédorszédg), Q-Sepharose, QAE-Sephadex,
QAE-celluldz stb. Az elvdlasztds ismert mddon vizes oldatban
torténik. El6nydsnek bizonyult, ha egyes esetekben a vizhez
0lddédédst el6segitd anyagokat és/vagy kaotrép anyagot adunk.

Az ilyen adaleékok pelddul: 2 - 8 mdélos karbamid, betain, rovid
szénldncu alkoholok, igy metanol, izopropanol, etanol, etilén-
glikol, stb. Alkalmas tisztitdsi mdédszer tovdbbd a hidrofdb
kromatogrdfia, példsul fenil-Sepharos segitségével, példédul
biogélen végzett molekulaszlGrd kromatogréfia, a preparativ
nagynyomdsu folyadék kromatogréfia, vagy A-amildz-inhibitor
elleni antitestekkel preparédtl oszlopon végzett kromatogrédfia.

Az inzulin-eldtermék oK -amildz-inhibitor jellegl tulajdon-
sdgal a kristdlyositdssal végzett tisztitdst is lehetdvé teszik.
A kristdlyositdst az adott izoelektromos pont kdzelében, vagy
savas kOzegben végezzik adott esetben adalék, igy konyhasé
seitségével. Vizes oldatbdl is kristdlyosithatunk, olyan adalék-
kal, amely a kristdlyosoddst elésegiti, példdul nehézfémionok,

mint Zn2+, Cu2+

, pikrinsav segitségével.
Igen eldnyds tovébbd, ha a (II) dltaldnos képletld proteinek

vagy téredékeik Aamildz-gdtld tulajdonsdgaikat haszndljuk
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fel a tisztitds érdekében. Azt tapasztaltuk ugyanis, hogy a
géntechnoldgiai dton nyert proteinek is, ha az inhibitor amino-
sav-szekvencidjdt tartalmazzdk, az A-amilédzt komplexképzéssel
gdtoljdk. Az inhibitorbdl és &K -amildzbdl létrejott komplex

a kiinduldsi komponenseknél nehezebben oldddik, igy kcnnyen
elvdlaszthatd. Ugy is eljdrhatunk, hogy a (II) dltaldnos képlet(
vegyiletet hordozdhoz rogzitett amildz segitségével a tenyész-
1éb61 elvdlasztjuk, majd a kapott komplexet alkalmas mddon,
példdul pH- vagy sé-gradiens segitségével szétvdlasztjuk. Ez
elényds a (II) dltaldnos képletl vegylilet proteilitikus hidroli-
zdtumdnak feldolgozdsa sordn is. Ez esetben a mar nem szlkséges
inhibitor-toredkét rogzitett amildz segitségével a reakcidelegy-
b6l eltdvolitjuk. A visszamaradd termék (példédul a dez—BBO—
-humédninzulin) olyan tiszta, hogy mindjdrt kristdlyosithatéd.

A kristdlyositds ismert mddon torténik.

A (II) 4dltaldnos képletd vegyiletek enzimes hasitdsa sordén
tisztitott eldterméket visziink reakcidéba, de csak részlegesen
tisztitott kiinduldsi anyagokkal is dolgozhatunk.

A (II) &dltaldnos képletd vegylilet koncentrdcidja a reakcidg-
eleyben viszonylag széles tartomdnyon belidl vdltoztathatd.

A koncentrdcid eléndysen 0,02 - 15 t%, kilonosen el@ndysen
mintegy 0,05 - 5 t%, a reakcidelegy Ossztomegére vonatkoztat-
va.

Tripszin jellegld endopeptiddzként olyan endopeptiddzok
johetnek szdmitdsba, amelyek az irodalombdl tripszin jelleglnek
ismertek, azaz olyanok, amelyek bdzikus aminosavak karboxil-
-termindlisén a peptidkotést szelektive hasitjdk; erre a mér

emlitett 89 007 szdmli eurdpai szabadalmi leirdsban adnak irodalmi
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hivatkozdst, tovdbbd olyanok, amelyek szelektive lizin mogott
hasitanak (092 829 szdml kozzétett eurdpai szabadalmi bejelen-
tés, illetve a 4 414 332 szamd amerikai egyesilt dllamokbeli
szabadalmi leirds). El6nyben részesitjik a lizil-endopeptiddzt
(nyerhetd Lysobacter enzymogenes-b5l), amely fajlagosan a lizin
bdzikus aminosav karboxilvégén hasitja a peptidkotést. Lizil-
-endopeptiddzra példdul az aldbbi irodalom vonatkozik: P. A.
Jeckel et al., Analytical Biochemistry, 134. kdtet (1983),
347-354. sz. oldal; T. Masaki et al., Biochim. Biophys. Akad.,
660. kotet, 44. oldaltdl, valamint 51. oldaltdl (1981).

A tripszin Jellegl endopeptiddz koncentrécigjat célszer(en
a (IT) dltalénos képletlG fuzids protein tomegének 1/50. - 1/10000
reszére, kilondsen eldnydsen 0,5 és 1,5 t%-ra (a fuzids protein
tomegére vonatkoztatva) 4l11itjuk be.

A (II) dltaldnos képletld vegyiiletek enzimes hasitdséat
vizes oldatban, adott esetben oldddédst el6segitd anyag (példdul
karbamid, izopropanol stb.) jelenlétében, mintegy 5 és 11,
el6nydsen mintegy 7 és 9,5 kozotti pH érték mellett végezzik.

A pH-érték bedllitdsdra és dl1landSé értéken tartdssra célszer(ien
a szokdsos puffer rendszerek, példdul foszfdatpuffer, trisz/HC1,
NazCDB/NaHCO3 valamelyikét alkalmazhatjuk.

Az enzimes hasitdst mintegy 1 és 60 °c kozotti, elénydsen
15 és 40 °C kdzOtti homérsékleten végezzik.

A hasitds dltaldban 0,1 - 2 déra alatt befejezddik, de
- a mindenkori reakcidkdrilményekt6l fiigg6en - rdvidebb vagy
hosszabb reakcididé is adddhat.

Az enzimes hatds befejeztével (amit példdul kromatogrdfids

médszerrel &dllapithatunk meg) esetleges tovébbi, nemkivdnatos
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hasaddst a reakcidkorilmények megvdltoztatdsdval ismert mddon
megdllitunk (példdul a PH-érték megvdltoztatdsdval, lehltéssel,

30 inzulint

inhibitorok adagoldsdval), és a keletkezett dez-8
ismert mdédon elkilonitjik. Az elkiilonités torténhet az idevonat-
kozd ismert eljdrdsok szerint kromatogrdfidsan is, de elvileg

a kristdlyositdssal torténd elkilonités is lehetséges, tekintet-

tel arra, hogy a dez~B30

-inzulin ldnchosszusdg és igy méltomeg
vonatkozdsadabanlényegesen kildonbdzik a melléktermékektdl.

A transzpeptiddlast vizes-szerves kdzegben (példédul viz/DMF,
viz/BMSO) végezziik, a keverési ardny tetsz8leges, elényds az
olddészer:viz 1:4 - 1:1 ardny. A pH-érték célszerlien 4 és 8
kozotti, eldnydsen 5 és 6 kﬁzdtti, és a homérséklet 1 - 50 OC,

0

elénydsen 15 - 30 "C.

Az enzimes transzpeptiddlds végén (detektdlds példiul
HPLC-vel) a reakcid lehetséges megfordulédsat, igy példdul dez—BBO—
-inzulinnd, inhibitorok, igy példdul aprotinin, butilamin vagy
tozil-L-1izilkldérmetil-keton adagoldsédval akaddlyozzuk. Ezt
kovetben az elegyet higithatjuk, és a terméket preparativ oszlop-
kromatografidsan tisztithatjuk, egyben el nem reagdlt kiinduldsi
anyagtél elkilonithetjik. Ez kristdlyositdssal is lehetséges.

A védbcsoportok lehasitdsa az irodalombdl ismert mdédszerek
szerint torténik.

A taldlmdny szerinti eljdrdst az aldbbi példédkkal kozelebb-
r6l ismertetjik. Osszehasonlité példdt is adunk, amely bizonyit-
ja, hogy a 89 007 szdmd eurdpai szabadalmi leirds szerinti
(I) 4ltaldnos képletl preproinzulin-analégok lizil-endopeptidédz-
zal végzett hasitdsa sordn nehezen, nagy veszteséggel feldolgoz-

hatd reakcidtermék keletkezik.
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1. Példa

A pGF2 (szerkesztett) protein el6dllitdsa céljdbsl fermen-
tdlt tenyészlé 30 literjét centrifugdljuk, utdna sterilre szirjik.
A 7,2 pH-ra bedllitott oldathoz 3 liter izopropanolt adunk
€s az oldatot 4 liter Diaion HP-20 gyantdval toltott oszlopra
Qisszﬁk, amelyet el6z6leg 10 %-o0s izopropanollal mostunk.
10 5-t61 50 %-ra novekvd izopropanol-gradienssel az Gdjonnan
szerkesztett pGF2 proteiht az oszloprél eludljuk. A célterméket
tartalmazd frakciodkat kdzvetleniil 300 ml 7,2 pH-ji DEAE-Sepharose
gantdval toltott 5 x 15 cm2 méretld gyors folydsd (fast flow)
oszlopra vissziik, foszfdtpufferrel mossuk, majd pH 7,2 mellett
0 mélostdél 0,5 mélosra vdltozd konyhasd gradienssel eludl juk.
A protein azokban a frakcidkban van, amelyekben az oldat vezet6-
képessége 20 és 30 mS kozotti. Ezeket a frakcidkat egyesitjik
és a proteint 35 %—bs telitettségig ammdnium~-szulfdttal kicsapjuk.
16 éra elteltével a csapadékot centrifugdljuk, vizben oldjuk,
a pH-érték 4,6-ra torténd bedllitdsdval (jbdl kicsapjuk és
2 ¢6ra mulva centrifugdljuk. A termék mér er6sen feldidsitott
pGF2 protein. A végsd tisztitdshoz Macrobore Nucleosil 120-10 C4
(Macherey und Nagel, Diiren) gyantdt haszndlunk, az oszlop mére-
teit dgy vdlasztjuk, hogy 100 mg pGF2 jut 100 ml oszlop térfogat-
ra. A preparativ HPLC-oszlopot 0,1 trifluorecetsav/acetonitril
rendszerrel hivjuk eld. A fuzids proteint 33 %-os acetonitrillel
eludljuk. Vdkuumban szdritva szildrd anyagot kapunk.

2. Példa

Az 1. példa szerint el6dllitott flizids protein 10 mg-j&t
0,4 ml 5,3 pH-jéd ndtrium-acetdt-puffer és 0,1 ml dimetil-formamid

t

elegyében feloldjuk. 140 mg Thr(But)DBu és 50 /ul lizil-endo-
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peptiddz (2,6 mg/ml viz) adagoldsa utdn az elegyet szobahémér-
sékleten d4llni hagyjuk. A 3. példdban kozelebbr6l leirt nagynyomd-
si folyadék kromatogrdfids rendszerrel kovetjlk a reakciét.
Idénként mintdt vesziink, a mintdt kétszeres térfogatd metanollal
és tizszeres térfogatd metil-terc-butil-éterrel feltosltjik,
a kapott csapadékot tizszeres térfogatd 0,1 %-os trifluorecet-
savban feloldjuk és HPLC segitségével elemezziik. 40 déra eltelté-
vel mintegy 55 % mennyiéégben képz6dott a humdn-inzulinészter,
a maradek zome dez—BBO—inzulin.

3. Példa

Az 1. példa szerint kapott csapadékot minél kevesebb
0,1 %-o0os trifluorecetsavban oldjuk és HPLC segitségével prepara-
tive szétvdlasztjuk. Al16 fdzisként 4,6 x 250 mm méretd Bakerbond

Wide-Pore M

C8/5 sum keridl felhaszndldsra, a mozgé fdzis Ossze-
tétel az aldbbi:

A: 0,1 % trifluorecetsav

B: A/CHZCN = 10:90

Az dramldsi sebesség 1,3 ml/perc, a gradiens iddbeli dsszetétele

az alabbi:

t (perc) % B
0 25
20 45
25 45
28 25
35 25

15,14 perckor eludlédik a dez-B°O-inzulin, 20,92 perckor

az inzulinészter. A frakcidkat vdkuumban olddszermentesitjiik,
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a szildrd anyagot acetonitrillel mossuk, majd védkuumban szdrit-
Juk. ‘

4. Példa

100 mg pGF2 proteint 10 ml 8 pH-3jd trisz/HC1 pufferben
oldunk és 50 mE (milliegység) lizil-endopeptidézzal inkub&dlunk.
2,5 6ra elteltével a reakciét trifluorecetsavval végzett savanyi-
tdssal (3 pH-ra) megszakitjuk, és a reakcidelegyet forditott
fdzison szétvélasztjuk. Az oszlopbél kilépd folyadékban (eludlés
30 %-os acetonitrillel) éles csics jelzi a BBO—dez—treonin—
humdninzulin megjelenését. Oldészermentesités utdn 35 mg terméket
kapunk, ami az elméleti hozam 95 %-a.

5. Példa

Sertés hasnydlmirigyb6l nyert o-amildz 90 mg-~jat 35 ml
0,5 mdélos, 7,8 pH-jd kdlium-foszfdt-pufferben oldjuk és az
oldatot egy éjszakdn &4t ugyanezzel a pufferrel szemben dializal-
Juk.

50 g Affigel 10 (BioRad 153-6046) gélt a gydrtd eldirdsa
szerint mosunk és 0,5 mélos fenti kdlium-foszfdt-pufferrel
kezelink. A nedves gélt az enzimes oldattal szobahOmérsékleten,
gyenge rdzatds kozben két 6rdn 4t reagdltatjuk, leszivatjuk,
majd rovid ideig kotési pufferrel kezeljilk. Ezt kovetGen a
hordozdt 30 percen 4t 8,0 pH-jd etanolaminnal kezelve inaktivél-
Juk, 4jbél leszivatjuk, és 1 mdlos konyhasdoldattal, valamint
kotési pufferrel felvdltva tdbbszordsen mossuk. Mintegy 44 g
nedves gélt kapunk, amelyet 4 °c hémérsékleten, 50 mM-os kdlium-
-foszfdtpufferrel készitett 0,02 %-os azid-oldat alatt tarolunk.
Kotédési mérleg ("Testomar" tipusd tesztkészlettel a gyarté

Bohring cég el6irdsa szerint meghatdrozva):
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Kiinduldsi 1004 E = 100 %

egyesitett moséfolyadékok 705 E = 70 %

hordozd 181 E = 18 %
6. Példa

Az 5. példa szerint hordozén rogzitett amildzt (hordozdgval
egyitt 44 g) a 4. példa szerint hasitott, nem tisztitott pGF2
proteinnel protedz-inhibitor adagoldsa mellett 200 ml vizben
osszekeveriink. 15 perc»elteltével a geélt leszivatjuk és a tiszta
folyadék fdzist fagyasztva szdritjuk. 5 mg szintelen terméket

kapunk, amely kevés vizben feloldva Zn2+

dez—BBO—inzulint ad.

adagoldsra kristdlyos
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Szabadalmi igénypontok

1. Eljdrsas polipeptidek‘vagy proteinek el6dllitdsdra fizids
protein tripszin jellegld endopeptiddzzal végzett enzimes hasitéa-
sa utjan, azzal Jjellemezve, hogy fizids proteinként
egy (II) dltaldnos képletd vegyiiletet alkalmazunk, ahol
R jelentése -(AS)Of(peptid jellegl «-amildz-inhibitor)

képletd csoport, amelyben AS = Lys kivételével barmely

genetikailag kédolhatdé aminosav, o = 0 és 200 kozotti,
eldnydsen 5 és 100 kozotti, kiilondsen el6nySsen 10-t81
12-ig terjedd egész szém, és (peptid jelleglG A-amildz-

-inhibitor) = az irodalombél ismert AK-amildz-inhibitorok

maradéka,

P jelentése a kivdnt polipeptid vagy protein,

jelentése —(AS)p képletld csoport, ahol AS jelentése a
fenti (kdédolhaté aminosav Lys kivételével) és p értéke

1 és 35, eldnydsen 1 - 10, kilondsen eldnybsen 1-t61 3-ig
terjedd egész szdm, és

m értéke 0 vagy 1 n.

2. Az 1; igénypont szerinti eljdrés, azzal Jjellemez-
ve, hogy olyan (II) 4ltalédnos képletlG fdziés proteinbdl indu-

1 csak Ala vagy Thr, eldnydsen csak Thr

lunk ki, amelyben R
aminosavbdél 811, és m, valamint n értéke 1.

3. Az 1. vagy 2. igénypont szerinti eljdréds, azzal jel -
lemezve, hogy olyan (II) dltaldnos képletld fldzids proteinbdl
indulunk ki, ahol R jelentése -Gly-Asn-Ser-Asn-Gly-Thr-Ala-
-Met-Ala-Asn-Phe-(III) képletld maradék.

4. AZ 1-3. igénypontok bdrmelyike szerinti eljdrds, azzal
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jellemezve, hogy a reakcidelegyben a fiuzids protein kon-
centrdciéjat 0,02 - 15 t%-ra, eldnydsen 0,5 - 5 t%-ra 411itjuk
be, a reakcidelegy Ossztomegére vonatkoztatva.

5. Az 1-4. igénypontok bédrmelyike szerinti eljdrds, azzal
jellemezve, hogy tripszin jellegl endopeptiddzként 1lizil-
-endopeptiddzt alkalmazunk. |

6. Az 1-5. igénypontok barmelyike szerinti eljdrds, azzal
jellemezve, hogy.a tripszin jellegl endopeptiddzt a (II)
dl1taldnos képletl fluzids protein dssztoimegére vonatkoztatva
1/50 - 1/10 000 tomegrész mennyiségben alkalmazzuk.

7. Az 1-6. igénypontok bdrmelyike szerinti eljdrds, azzal
jellemezve, hogy az enzimes hasitdst vizes oldatban, adott
esetben olddddst eldsegitd anyag Jelenlétében, mintegy 5 és
11 kozotti, eldnydsen mintegy 7 és 9,5 kozotti pH mellett végez-
zik.

8. Az 1-7. igénypontock bdrmelyike szerinti eljdrds, azzal
jellemezve, hogy az enzimes hasitéds utdn a reakcidelegyet

kristdlyositdssal dolgozzuk fel.

A meghatalmazott:

DANUBIA
adalmi Gtng‘:gy i
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