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Descrigdo referente & patente de in-
ven¢do de HOECHST AKTIENGESELLSCHAFT
alemd, industrial e comercial, com
sede em D-6230 Frankfurt am Hain 80,
Repfiblica Federal Alemd, (inventor:
Dr. Rudolf Bender, residente na Repd
blica Federal da Alemanha), para

"PROCESSO PARA A DETERMINACAO DA PRO4

PORCAO DE UMA PROTEINA DE FUSAO NUMA
HISTURA DE PROTEINA DE FUSEO E DE
PRODUTO DE DEGRADAGAO PROTEQLITICA"

DEBCRICADO

Na fermentagdo de estreptomicetas
recombinantes para a preparagao de uma proteina de fusdo com
uma parte de Tendamistato, verifica-se uma degradagdo proteo-
litica da proteina segregada por proteases que se obtém na
fermentag8o juntamente com a proteina de fusfo. Por actuagdo
das proteases, obtém-se como componente da protefna de fusSo
a Tendamistato como produto da degradacao, essencialmente.
Porque se sabe que a Tendamistato & um inibidor de péptido
da alfa-amilase do péncreas, a formagdo do produto total de
uma cultura de estreptomicetas, ou seja, o teor de proteina
de fusdo, incluindo o produto de degradagfo, é determinado
pelo ensaio de inibidor de alfa-amilase.

No entanto, & inconveniente o grande
intervalo de tempo que & necessirio para determinar o teor de

proteina de fusfo pura o qual & importante para o intervalo
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de tempo da colheita da amostra ou para isolamento do produ-
to. Assim, a determinag8o da proteina de fusio de acordo com
0 processo de electroforese com dodecil-sulfato de sbdio (SDS)
necessita de pelo menos oito horas e, de acordo com o ensaio
de réddio-imunidade de insulina pelo método (RIA), precisa de
cerca de vinte e quatro horas. A presente invencdo pretende
proporcionar um meio auxiliar para evitar esse inconveniente.

Reivindica-se um processo para a de-
terminagao da proporcso da proteina de fusfo numa mistura de
proteina de fusdo e de produtos de degradagio proteolitica
que se caracteriza pelo facto de se diluir a mistura consti-
tulda pela proteina de fusfo e pelo produto de degradacio
proteolitica com albumina de soro de vitelo, se misturar uma
parte da mistura dilufda com solugdo de alfa-amilase, se in-
cubar a 5700 durante um intervalo de tempo maior ou igual a
trinta minutos, se adicionar reagente de alfa-smilase e se me
dir espectrofotometricamente a reactividade da solugfo de alfg
-amilase, se misturar a outra parte da mistura dilufda com reg
gente de alfa-amilase, se tratar a solug8o de alfa-amilase de-
pois de mistura e se medir espectrofotometricamente a cindtica
(decurso da reacg¢do), se compararem todos os valors medidos
com padrles de proteina de fusdo, Tendamistato, produto de
degradagdo e reacgfo de alfa-amilase inibida e, a partir da
compara¢so, determinar-se o teor de protefna de fusSo exis-—
Tente na misbura.

Neste método, de acordo o qual se po
de determinar o teor de proteina de fusfo inbtacta presente em
mistura com produto de degradagfio, em menos do que duas horas,
com uma margem de erro de + 10%, utilizam-se as diferentes
constantes de velocidade da reaccdo de proteina de fusfo pu-
rificada, produto de degradag8o e de Tendamistato com alfa-
-amilase.
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Em seguida, esclarece-se a presente
invenc8o mais completamente por meio de um exemplo.

Centrifuga-se ou filtra~se o caldo
do fermentador para separar os microrganismos, assim como os
componentes do meio insoléveis. O sobrenadante da centrifu-
gagdo ou o filtrado corresponde & migtura acima defimida de
proteina de fusdo e de produto de desagregagdo proteolltica.
Esta mistura & neutralizada com HCOLl ou com NaOH - sempre que
o seu valor de pH seja diferente de 7 de + 1,5 - e, em segui
da, dilui-se com solug8o de albumina de soro de vitelo a 0,1%
na proporgdo de 1 : 100 e ensaie-se a mistura dilufda num pro
cesso en duas fases relativamente & inibigfo de alfa-amilase.

Na primeira fase, mistura-se 0,1 ml
da mistura dilufda com 0,4 ml de solugdo de alfa-amilase.
Prepara-se a solugfo de alfa-amilase por dissolugBo de 8 mg
de alfa-amilase de p8ncreas de porco fornecido pela firma
Merck, Darmstadt, Nimero de Encomenda 16 312 em 1 litro de
solugdo que contém 100 milimoles de tampHo de Hepes (pH 7) s
2 mM de GaClg, assim como 0,4% de albumina de soro de vitela.
Além disso, adiciona-se 0,1l ml de solucBo a 0,1 % de albumina
de soro de vitala como controlo da reac¢fo ndo inibida, assin
como 0,1 ml de solugdo de tendamistate pura com a concentra-
G8o de 1 mg por litro de solugfo a 0,1 % de albumina de soro
de vitela como padrfo inibidor com respectivamente 0,4 ml de
soluggo de alfa-amilase.

Incubam-se ag trés misturas reaccio-
nais a 5700 durante >30 minutos. De cada mistura incubada,
misturam-se 20 microlitros com 1 ml de reagente de alfa-amila
se (WAK Chemie, Bad Soden), que & previamente temperada a 37%.
Imediatamente depols da mistura, determinam-se fobtometricamen—
te as taxas de reacg¢8o V, ao comprimento de onda previamente
indicado de 405 nandmetros durante cerca de cinco minubos e
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regista-se a exteng8o A\ E em fungdo do tempo (t). A velo-
cidade de reacg8o V varia linearmente com o reagente de alfa
-amilase utilizado. '

Como se mostra na Figura 1, essa ve
locidade & igual, no caso da mistura de protefna de fusSo e
de produto de degradagdo, a 0,10 /\ E por minuto, para a
reacg8o de comtrolo 0,3 A\ E por minuto e para a reacgdo de
tendamistate 0,16 /\ E por minuto. Como a velocidade de
reacgdo V é directamente proporcional & concentragdo de ini=-
G da
mistura de proteina de fusdo e produto de degradacio por meio
dos seguintes sistemas de equagles:

bidor ¢, pode determinar-se a concentragdo de inibidor C

VT = —mCT + VK.
nas quais
Ve é a velocidade da reacgdo da mistura (G),
Vi € a velocidade da reaccfo da solugdo de tendamistate (T),

Vi é a velocidade da reaccfo da solugfo de controlo (K),

Cq é a concentragdo de proteina de fusfo + produto de decom
posigdo (mg/l) na mistura,

Crp € a concentrag¢io de Tendamisbato na solugso de
Tendamistato.

Como se escolheu Cp = 1 mg/1,
resulta do sistema de equagdes para

0,3 - 0,1
1,43 mg/l

Q
(]
il
I
1]

0,5 - 0,16




Na segundo fase, misturam-se 150 mi
crolitros, da mistura dilufda 1 : 100 da protefna de fusdo
e do produto de degradagfo com 800 microlitros de reagentes
de alfa-amilase (WAK Chemie, Bad Soden) e aquece-se a 5706.
Igualmente , misturam-se 150 microlitros de solugfo de albu-
nina de soro de vitela a 0,1%, como controlo, com 800 micro-
litros de reagente de alfa-amilase e aquece-se a 3700. Reag~-
liza-se a reacgdo da misbura por adig8o de 50 microlitros de
solugdo de alfa-amilase, como se indicou na operagdo 1 -
mutto embora com uma concentragfo de alfa-amilase igual a
2,5 ng/litro - inicia-se a reacgdo e regista-se o0 progresso
da reacgfo (cinética) fotometricamente durante cerca de dez
minutos a 405 nn e regista-se a extingdo (A E) em fungSo do
tempo (Figura 2).

Em presenga de inibidores, a velo-
cidade de reacgdo diminul continuamente a partir do inicio
da reacg8o. O progresso da reacgHo da solucgio de albumina
de soro de vitala (controlo) & linear; a velocidade de Teac
g8o de Vg € igual a 0,26 A E por minuto nesta reacgfo. Da
Figura 2, conclui-se que a velocidade de reacclo V, para a
mistura de proteina de fusfio e de produto de degradagdo, en-
tre o quinto e o sexto minuto, é igual a 0,02 /\ E por minuto.

As velocidades de reacg8o determina
das a partir do progresso da reacgdo na fase 2, Vo © VK, s80
representadas graficamente em escala semilogaritmica em fun-
¢80 nas velocidades de reaccgdo Vay Vg e Vy da concentragido
deterninada de C, da mistura da proteina de fudfo e de produ
to de degradagdo (Figura 3). Obtém-se uma linha recta cuje
inclinagdo constitul uma medida do teor de protefna de fusio
na mistura constitufda por proteina de fusdo e produtos de
degradaggo. Compara-se este valor com o aumento das curvas
padrdo (rectas) que foram obtidos de acordo com 0 mesmo né-
todo a partir de produto de degradag8o puro e de proteina de
fusdo pura.
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REIVINDICAGCALO

Processo para a determinag@o da pro-
porgdo de uma proteina de fusdo numa mistura de proteina de
fusdo e de degradag8o proteolitica, caracterizado por se di-
luir a mistura da proteina de fusSo e do produto da degrada-
¢80 com albumina de soro de vitelo, misturar-se uma parte da
mistura dilufda com solugdo de d-amilase, incuba-se a 37°C
durante um tempo igual ou maior do que 30 minutos, adicionar-
-se reagente de thamilase e se medir espectrofotometricamente
a actividade residual da solugao de A—-amilase, se misturar a
outra parte da mistura dilufda com reagente de peamilase,
depoils da mistura se adicionar solugdo de wamilase e se me-
dir espectrofotometricamente a cinética da enzima (avanco da
reacgd0), se comparar todos os valores determinados com pa-
drdes de proteina de fusfo, tendamistato, produto de desagre-
gagdo e reacgdo com gramilase ndo inibida e, a partir da com-
paragiéo destes valores, se determinar o teor de proteina de
fusdo na mistura.

A requerente reivindica a prioridade
do pedido alemfo apresentado em 27 de Setembro de 1989, sob o
Ne. P 39 32 180.0.

Lisboa, 26 de Setembro de 1990.
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RESUMO

"PROCESSO PARA A DETERMINAGAO DA PROPORCIO DE UMA PROTEINA
DE FUSAO NUMA MISTURA DE PROTEINA DE FUSAO E DE PRODUTO DE
DEGRADAGAO PROTEOLITICA"

No processo para determinagso da
proporgdo de uma proteina de fusfo numa mistura de proteina
de fusé@o e de produto de degradagfo proteolitica, dilui-se
a mistura da proteina de fus8o e de produto de degradagdo
com albumina de soro de vitelo. Iistura-se uma parte de
mistura assim diluida com solugéo amilase, incuba-~se a 57%
durante mais um tempo igual ou maior do que 30 minutos, adi-
ciona-gse reagente de Wamilase e mede-ge espectrofotometrica
mente a actividade residual da solugZo de wamilase. Kistu-
ra-se a oubra parte da mistura dilufda com reagente de %-ami
lase, depois do que se adiciona & mistura solugfo de p-amila
se e mede-se esgpectrofotometricamente a cindtica da enzima
(avango da reacgdo)i Todas as determinagSes s8o comparadas
com padrdes de proteina de fusdo, tendamistado, produto de
desagregagdo e reacgdo de %-amilase nZo inibida e, a partir
da comparagdo, determina-se o teor de proteina de fusdo na
mistura.
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