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Fremgangsmate til anrikning av polypep?ider,
fortrinnsvis av enzymer og enzym-inhibitorer.

Gjenstand for DDR patent 62.646 er en fremgangsmite
til anrikning av polypeptider, idet denne fremgangsmite er karakter-
isert ved at man binder et polypeptid (I) covalent til en oppl@selig
eller uoppl@gselig bazrer og bringer det derved dannede addukt i vann
i kontakt med en opplgsning som inneholder stoffer (II) som er i
stand til & danne et kompleks med polypeptid (I), renser det derved
dannede kompleks ved utvaskning eller kromatografisk bringer det til
dissosiasjon og isolerer det kompleksdannende stoff (II).

En spesiell gjenstand for ovennevnte DDR patent er en
fremgangsméte til anrikning av enzym-inhibitorer ifglge det fgrste
krav, som er karakterisert ved at man covalent binder et enzym som
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hemmes ved den angjeldende enzym-inhibitor til en barer og bringer
den derved dannede uopplgselige forbindelsen i vann i kontakt med
en opplgsning av enzym-anhibitoren, renser det derved dannede kom-
pleks ved utvaskning, bringer til dissosiasjon og isolerer enzym-
inhibitoren.

Ved den ved ovennevnte fremgangsmite
anvendbare uopplg@gselige og opplgselige bzrer dreier det seg
fremfor alt om polymere stoffer. Disse md ha funksjonelle grupper
"som er istand til & reagere med de nevnte polypeptider, enzymer og
enzym-inhibitorer etter metoder innen peptid-kjemien. Her skal i
fgrste rekke nevnes slike harpikser som inneholder anhydridgrupper,
syrekloridgrupper, isocyanatgrupper og azidgrupper samt slike har-
pikser som inneholder aktiverte fluoratomer (Makro-molekular-Chemie
39 (1960) 13). Ogsd de kjente, i handelen forekommende karboksy-
holdige ione-utvekslerharpikser kommer pd tale etter innfdring av
aktiverte grupper. De fleste av disse harpikser betegnes i det fglg-
ende som A-harpikser. Innfgrer man i disse harpikser basiske grupper,
f4r man sikalte polyamfotzre harpikser, hvori harpiksens ensidige
negative ladning er avsvekket til tilnermet "ngytralisert"; de be-
tegnes i ‘det fglgende som ngytrale harpikser.

) Det er nd blitt funnet at man kan vesentlig forbedre
fremgangsmdten i henhold til ovennevnte DDR patent ndr man som bazrer
anvender ngytrale harpikser.

‘ Oppfinnelsen vedrgrer alts8 en fremgangsmdte til an-
rikning av polypeptider, fortrinnsvis enzymer og enzym-inhibitorer,
idet man binder et polypeptid (I) - i tilfelle anrikning av enzym-
 inhibitorene det tilsvarende enzym, 1 tilfelle anrikning av enzymer

tilsvarende enzyminhibitor - covalent pd en barern bringer det dannede
addukt i vann i kontakt med en opplg@gsning av polypeptider (II) som
skal anrikes og renser det derved dannede kompleks ved utvaskning,
bringer til dissosiasjon og isolerkr det anrikede polypeptid (II),
idet fremgangsmiten er karakterisert ved at man som barer anvender
copolymerisater av flere monomere, hvorav minst ett inneholder
karboksyanhydridgrupper, at man fgrst lar denne reagere med
polypeptid (I) og deretter med alifatiske og/eller aromatiske
polyaminer, hvori bare en aminogruppe er usubsStituert.

Derved oppnéaes f¢glgende vesentlige fremskritt:
1. . De ngytrale harpiksene har for det meste en hgyere
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bindingskapasitet enn A-harpiksene. ‘
2. » Ved anvendelsen av de ngytrale harpikser kan stoffene
som skal isoleres, isoleres under vesentlig mildere betingelser, f.eks.
ved mindre sur pH-verdi enn ved anvendelsen av A-harpikser (sml. fig-
uren).
3. . . De ngytrale harpikser binder ogsd enzymer og enzym-
inhibitorer med lave isoelektriske punkter som ikke eller bare lite
bindes av A~harpikser. Sfledes binder f.eks. N-kallikreininhibitor-
harpikser kallikrein, som ikke bindes ved A-kallikreininhibitor-harpiks-
er, og N-trypsinharpikser binder inhibitorer fra soyabgnner, hgnse-
eggehvite og serum, som ikke resp. bare 1 meget mindre grad bindes ved
A-trypsinharpikser. ‘

De ngytrale harpiksene fremstilles idet man til system-
et av bazrer og enzym resp. av bzrer og enzym-inhibitor rettidig til-
setter alifatiske og/eller aromatiske polyaminer, hvor bare en amino-
gruppe er fri, mens alle amdre aminogrupper er beskyttet mot acyler-
ingen. Eksempler pd slike aminer er N,N-dimetyletylendiamin, agmatin,
N-metyl-N'(3-aminopropyl)-piperazin, 4-amincpyridin, 2-aminopyridin,
3~amino-l-cykloheksyl~aminopropan, osv.

Ved gjennomfgring av fremgangsmdten if@glge oppfinnel-
sen vaskes det dannede og til den ngytrale harpiksen fikserte kompleks
for fjerning av fglgestoffer og forurensninger grundig med vann og
pufferoppl@sninger og bfinges deretter .til dissosiasjon. Denne disso-
siasjon kan oppndes ved pH-forskyvning og/eller forandring av ione-
konsentrasjonen og/eller fortrengning ved kompetitiv hemstoffer eller
substrater, f.eks. tryptamin eller n-butylamin for trypsin og/eller
ved tilsetning av slike stoffer som som f.eks. urinstoff og guanidin-
salter, er istand til & lgsgjgre resp. & opplgse molekylare veksel-
virkninger, hvilket eventuelt foregdr ved en reversibel denaturering
av de deltagende proteiner.

Av de enzymer som kan anrikes, renses og isoleres fra
deres mer eller mindre urene opplgsninger ved hjelp av fremgangsmiten
ifglge oppfinnelsen, skal det i fgrste rekke nevnes trypsin, chymo-
trypsin, kallikrein, plasmin, pepsin, renin, ribonuclease, tombin,
amylase, papain, hyaluronidase, karbopeptidase A og B, pancreatopep-
tidase E, penicillinase og cholinestereaser.

) Av de ved fremgangsmiten ifglge oppfinnelsen anrikbare,
rensbare og isolerbare inhibiborer henvises fremfor alt til den kjente
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kallikrein-trypsin-inhibitor (Kunita-Inhibitor "Trasylol"), den spe-
sifikke, utelukkende trypsinhemmende trypsin-inhibitor fra svinepan-
kreas og storfepankreas, trypsin-inhibitoren fra sazdblazrer og trypsin-
inhibitoren fra plantefrg og poteter. .

Dessuten byr fremgangsmiten ifglge oppfinnelsen den
mulighet & finne nye inhibitorer for kjente enzymer og omvendt nye
enzymer som hemmes ved bestemte inhibitorer. I fdgrste tilfelle bind-
er man det angjeldende enzym covalent til bzreren og behandler det
derved dannede addukt s& lenge med opplgsninger som muligvis innehold-
er inhibitorer for dette enzym, inntil enzymets biologiske aktivitet
gdr ned. I sistnevnte tilfelle gdr man frem analogt, men omvendt.

Fremgangsmdten ifglge oppfinnelsen har den fordel at
den byr den mulighet ogsd& p& enkel mite med gode utbytter og renhets-
grader & anrike, rense og isolere ogsd slike polypeptider, enzymer og
enzym-inhibitorer hvis anrikning fra uren opplgsning hittil var vanske-
lig og omstendelig.

Eksempel 1.

Fremstilling av den vannuopplgselige N-trypsinharp%ks
(sml. formelskjema).

200 mg "EMA-31"-harpiks fra firma Monsanto ble under
omrgring satt til en til 0 til 4°¢ avkjigit blanding av 20 ml 0,1%-ig
heksametylendiamin og 75 ml av en 0,2 molar salt-pufferopplgsning
(0,1 molar trietanolamin, 0,1 molar NaCl), pH 7,8. Suspensjonen ble
homogenisert kort under avkjgling, omrgrt og etter 2 minutter (fra
harpikstilsetningen) blandet med en avkjglt (0 til 4°¢) opplgsning av
1 g trypsin i 75 ml av salt-pufferopplgsningen. Etter 4 minutters
lang omrgring av denne reaksjonsblandingen ble det hertil satt en
vandig opplgsning av 4 g N,N-dimetyletylendiamin (i molforhold 1:1
blandet med vann og med 2-n HCl innstilt p& 7,8), den avkjglte reak-
sjonsblanding omrgrt i 2 timer og deretter sentrifugert. I den over-
st8ende opplgsning befant det seg dessuten 320 mg trypsin, dvs. 68%
av det anvendte trypsin ble bundet til den vannopplgselige h;rpiks.
Den vannuopplgselige N-trypsinharpiks ble blandet med det dobbelte
volum cellulosepulver "Cellex XF 1", helt i en til 0-4°c avkjglt sgyle
og deretter vasket sd lenge (natten over) med salt-pufferopplgsning
(0,1 molar trietanolamin, 0,1 molar NaCl, 0,01 molar CaCl,), pH %,8
inntil det 1 gjennomlgpet ikke mer var pivisbart noen tryptisk aktivi-
tet. Tilsvarende utbytter av N-trypsinharpikser f&r man, nar man
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istedenfor N,N-dimetylendiamin anvender de andre i den generelle del
nevnte aminer.
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Eksempel 2.

Isolering av inhibitorer ved hjelp av N-trypsinharpiksen.

a) Spesifikk trypsin-inhibitor fra svinepankreas.

Ved behandling av med 3%-ig perklorsyre av hgyere-
molekylare eggehvitestoffer befridde ekstrakter fra svinepankreas
(sml. H. Fritz, G. Hartwich og E. Werle, Z. physiol. Chem. 348 150
(1966)) inneholder inhibitoren i en spesifikk aktivitet p& 0,014
ImU//ug biuret-protein (fordefinisjon av InU se ovennevnte littera-

tursted, 1 ImU for trypsin hemmer ca. l:/ug "Trypure Novo™).

‘ N~trypsinharpiksen (fremstilt av 10 g trypsin) ble
innrgrt i den inhibitorholdige, ngytrale opplgsning (2,14 liter,
745.000 ImU for trypsin) under avkjgling ved 0-4°C. Etter 2} times
omrgring (0-4°C) ble det sentrifugert og det overstiende kassert.

Det uopplgselige inhibitor-trypsinharpiks-kompleks ble deretter ut-
rgrt 3 ganger i 0,2 molar saltpufferopplgsning (0,1 molar trietanol-
amin; 0,1 molar NaCl, 0,01 molar CaClz) (0-4°C) og det overstéende
kassert hver gang etter sentrifugering. Deretter ble harpiks-komp-
lekset utrgrt i 0,2 molar KCl-oppl@gsning, suspensjonens pH ved til-
setning av 2-n .HC1l innstilt til 2,0 og deretter omrgrt under avkj¢gl-
ing i 1} time. Deretter ble det sentrifugert og residuet (enzymhar-
piks pluss harpiks-kompleks) igjen som omtalt behandlet med 0,2 molar
KC1/HCl-opplgsning, pH 2,0. I de to forenede overstiende vasker be-
fant det seg en inhibitormengde p& tilsammen 458.600 ImU for trypsin,
dvs. €8,5% av den for isoleringen anvendte mengde. Den spesifikke
aktivitet er inhibitorpreparatet utgjorde 0,32 ImU//ug biuret-protein
og etter avsaltning over en Sephadex-G-25-s¢gyle (dekstran-gel fra
firma Pharmacia, Uppsala, Sverige) 2,73_ImU//ug biuret-protein.

P& tegningen er det vist dissosiasjonsforholdet av in-
hibitoren av svinepankreas vist pad hver gang et kopleks med N- og A-
inhibitorharpiks. Det viser seg at fra N-harpiksen foregldr utlgsning-
en i mindre surt omrédde enn fra A-harpiksen. ' ’
b) Den polyvalente kallikrein-inhibitor fra storfecrganer.

Kunita-inhibitor, "Trasylol", ble anriket p& analog

mdte som den spesifikke trypsininhibitor fra svinepankreas (2a) over
en trypsinharpiks. Dissosiasjonsforholdene av det wvannuopplgselige
kompleks av den polyvalente inhibitor ﬁed en N~ resp. A-trypsinharpiks
ved forskjellige pH-verdier av de vandige suspensjoner er likeledes
angitt pd tegningen. Som utgangsmateriale tjente teknisk kallikrein-
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inhibitor. Dessuten ble det over N-trypsinharpiksene i 86%-ig ut-
bytte utvunnet en ren kallikreininhibitor med en spesifikk aktivitet
pd 3,75 ImU//ug protein (ekseperimentelle enkeltheter som under eks-
empel 2a).

¢) Inhibitor fra soyabgnner.

Tryp51n chymotrypsin-inhibitoren fra soyabgnner (mole-
kylvekt ved 23. 000) ble anriket p& analog mdte som angitt i eksempel
2a. Som utgangspreparater tjente et teknisk inhibitorpreparat (in-
hibitor fra soyabgnne, pract., lyophil. fra firma Serva, Heidelberg)
med en spesifikk aktivitet pd 0,36 ImU for trypsin pr. ug biuret-
protein. 149.400 ImU for trypsin ble bundet fullstendig til en ngy-
tral N-trypsinharpiks fremstilt av 5 g trypsin. Etter 1 times omrgr-
ing av N-trypsinharpiks-inhibitorkomplekset i 0,3 molar KCl-HCl-puffer
befant seg 135.000 ImU, dvs. 90% av den bundne mengde i den oversté-
ende oppl¢shing (150 ml). Den spesifikke aktivitet av den s8ledes
isolerte inhibitor fra soyabgnne utgjorde collidinacetatpuffer pH 8,0
2,0 ImU//ug biuret~protein, hvilket tilsvarer en omtrent seks gangers
anrikning.

Eksempel 3.
Fremstilling av vannuoppl¢selige inhibitorer ("Trasyol") harpikser.

Anionisk A-harpiks: Til 23 ml 0,2 molar fosfatpuffer,
pH 8,0 pluss 2,0 ml av en 0,1%-ig heksametylendiaminopplgsning (HMD)
ble det satt 120 mg EMA;Bl— resp. EMA-31-harpiks fra firma Monsanto.
Blandingen ble kort homogenisert, utomrgrt og ved ngyaktig 5 minutter
(ved "EMA-31"-harpiks 3 minutter) etter harpiksens tilsetning blandet
med en opplgsning av 200 mg (ca. 600. 000 ImU for tryp31n) av trypsin-
kallikrein-inhibitoren i 30 ml av samme fosfatpuffer. Reaksjonsbland-
ingen ble omrgrt natten over (16 timer) i kjgleskap, deretter sentri-
fugert og den ikke bundne inhibitormengde bestemt i det overstiende.
Inhibitorharpiks-utfellingen ble vasket med 0,2 molar trietanolamin-
puffer, pH 7,8 flere ganger, inntil vaskevannet forble inhibitorfritt.
Alle operasjoner vle gjennomfgrt under avkjgling ved 0 til 4°c

Ngytral N-harpiks: Blanding som ved A-harpiks. Ngy-
aktig 8 minutter etter tilsetning av inhibitoropplgsningen til har-
pikssuspensjonen ("EMS-81") ble det endelig satt en med 2-n saltsyre
til pH 8 innstilt opplgsning av 1,6 g N,N-dimetyletylendiamin (NND)

i lite vann (volumforhold 1:1) til reaksjonsblandingen (harpiks +
inhibitor). Den s3ledes dannede blanding ble omrgrt ennd i 2 timer,
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deretter sentrifugert og den uopplgselige inhibitorblanding videre-
.behandlet som ovenfor. En ytterligere N-harpiks, hvor N,N-dimetyl-
endiaminhydroklorid istedenfor etter 8 minutter allerede ble tilsatt
etter 5 minutter til reaksjonsblandingen (harpiks + inhibitor), er
likeledes oppfgrt i tabellen.

Anvendt Omrgringstid etter Til harpiksen Inhibitor-

harpikstype HMD- og NND-tilsetning bundet inhibi- harpiks
tormengde i % betegnelse
"EMA-31" 3 - 92 A-harpiks
"EMA-81" 5 8 81 N8-harpiks
"EMA-B81" 5 5 : 32 Ns—harpiks

a) Adsorpsjon og dissosiasjon av trypsin og chymotrypsin til anion-
iske (A) og ngytrale (N) inhibitorharpikser.
Adsorpsjon: Inhibitorharpiksen opprgres i ca. 20 ml

0,1 molar trietanolaminpuffer (pluss 0,1 molar NaCl pluss 0,01 molar
CaClz), pH 7,8 og blandet med et overskudd av enzymet opplgst i 1litt
puffer. Etter 2 timers omrgring (eventuelt natten over) sentrifug-
eres det og enzymmengden som forblir i det overstfende bestemt. Det
uopplgselige harpikskompleks vaskes med puffer, pH 7,8 inntil det i
vaskevannet ikke mer er pavisbar noen_enZymaktivitét. Arbeidstémp—
eratur 0 til 4°C. -

' Dissosiasjon og elusjon: Etter den siste vasking opp-
slemmes det uopplgselige enzym-inhibitorharpiks-kompleks i ca. 50 ml
0,3 molar KCl-opplgsning og den gnskede pH-verdi av suspensjonen inn-
stilt ved tilsetning av 2-n HCl. Etter 2 timers cmrgring av den sure
suspensjon sentrifugerea det igjen og enzymaktiviteten bestemt i den
overstdende. Til fullstendig av1¢sning'av enzymet fra harpiksen
gjentas denne prosess s lenge (3 til 4 ganger med hver gang 50 ml)
inntil det ikke mer er pavisbar nevnewverdige enzymmengder i det over-
stéende.
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Anvendt inhibitor- Adsorbert Avlgst enzymmengde i % (den
harpiks enzymmengde adsorberte enzymmengde) ved pH
i harpiksen bundet :
inhibitormengde a ’ til-
type (IU) for trypsin (mg) % 3,5 3,0 2,5 2,0 1,7 sammen
Trypsin
A 66,8 ll,8b 18 ~ 0 0 1 9 60
NS 42,9 18,8 m 1 11 36 69 90
Chymotrypsin
A 66,8 3,7 3.5 0 1 6 17 17
3
N5 k2,9 15,7 37 31 b5 37 A 80
a

referert til enzymmengde som ble hemmet 1 opplgsningen av samme
inhibitormengde og

b ved fgrste anvendelsen av harplksen 27,3 mg (63%) ifglge 4 gangers

anvendelse konstant 13 mg (30% R
b) Anrikning av kallikrein ved hjelp av ngytral inhibitorharpiks.

Det ble anvendt inhibitorharpiksene N5 og Ng. Til
adsorpsjon opplgses kallikrein i ca. 20 ml 0,1 molar trietanolamin-
puffer (pluss 0,1 molar NaCl), pH 7-8 og inhibitorharpiksen innrgres
i kallikreinopplgsningen. Etter ca. 14 timers omrgring (natten over,
det er tilstrekkelig med 2 timer) sentrifugeres det og ikke bundet
kallikrein bestemmes i det overstfende. Det uopplgselige kallikrein-
inhibitorharpiks-kompleks vaskes med puffer kallikreinfritt og pro-
teinfritt.

Utlgsningen av kallikreinet fra inhibitor-harpiks-
komplekset foregikk meéd 0,38-1 M guanidinsaltopplgsninger, som med
0,1 molar natriumacetatpuffer ble innstilt til den ¢gnskede pH-verdi.
For fullstendig utlgsning av kallikreinet m& harpikskomplekset om-
rgres 4 til 5 ganger, hver gang i ca. 20 ml av guanidinsaltopplgsning-
en i 1 time og deretter ffasentrifugeres inhibitorharpiksen (arbeids-
temperatur o til 4°¢).
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Inhibitorharpiks Adsorbert Utlgst kallikreinmengde i %
i harpiksen bundet kallikreinmemgde (av den adsorberte kallikrein-
1nh1b1tormengde b o mengde) med 0,4-1 m guanidin-
type (IU)2 (KE) 4 saltopplgsninger ved pH
‘ 7,0 6,0 5,0 tilsammen
Ng 9 790 4,9 15 53 59 72
N, 24 9lo 6,2 64 64
a

ImU for trypsin: 1 ImU hemmer ca. 1 /ug~trypsin og tilsvarer
0,27 /ug av den rene inhibitor og 0,33 /ug av foreliggende in-
hibitorprgve. '

1 XE (biologisk kallikreinenhet l), forarsakes av ca. 0,7 Jue
protein av det rene kallikrein 2)

referert til enzymmengden som hemmes av samme 1nh1b1tormengde i

opp1¢sn1ng

L E.K. Frey, H. Kraut og E. Werle, kallikrein-padutin,
F. Enke-Verlag, Stuttgart 1950.

2) H. Fritz, I. Eckert og E. Werle, A. physiol. Chem. 348, 1120

(1967).
Tegningsforklaring.
N- tryps1nharp1ksene ble fremstilt som angitt i teksten,

A tryp51nharplkser analogt, 1m1dlert1d uten tilsetning av N,N-dimetyl-
etylendiamin.

Opptrukne kurver: N- resp. A-trypsinharpiks-kompleks
med kallikrein-inhibitor.

Stiplede kurver: N- resp. A-trypsinharpiks-kompleks med
den spesifikke trypsin-inhibitor fra svinepankreas.

Ordinat: % av den hver gang i komplekset utlgste inhi-
bitor ved den angjeldende pH-verdi av suspenSJonen.
Patentkrayv:

Fremgangsmite til anrikning av polypeptider, fortrinns-
vis enzymer og enzyminhibitorer, idet man binder et polypeptid (I) -
i tilfelle anrikning av enzyminhibitorer det tilsvarende enzym, 1 til-
felle anrikning av enzymer en tilsvarende enzyminhibitor - covalent péd
en bzrer, bringer det dannede addﬁkt i vann i kontakt med en opplgs-
ning av polypeptidet (II) som skal anrikes, og renser det derved dan-
nede kompleks ved utvaskning, bringer til disossiasjon og isolerer det
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anrikede polypeptid (II), karakterisert ved at man
som bazrer anvender copolymerisater av flere monomere, hvorav minst
ett inneholder karboksyanhydridgrupper, at man f@grst lar denne
reagere med polypeptid (I) og deretter med alifatiske og/eller
aromatiske polyaminer, hvori bare en aminogruppe er usubstituert.

Anfgrte publikasjoner:

Tysk patent nr. 62 646 (30h-2/04)
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