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Menetelmd proinsuliinin valmistamiseksi pilkkomalla entsy-

maattisesti

Keksint® Koskee menetelmdd proinsuliinin valmista-
miseksi kayttden fuusioproteiinin pilkkomista.

Yhdistelmd~DNA-teknologian lisd&ntyvd merkitys po-
lypeptidien ja proteiinien valmistuksessa edellyttda, ettéd
kehitet&dan tuotteiden uusia rikastus- ja puhdistusmenetel-
mid, jotka sopivat muuttuneisiin l&htdaineisiin.

Nykyisin mikro-organismissa syntetisoidaan fuusio-

proteiinina suuri md&drd proteiineja, eli halutun polypep-
tidin aminohapposekvenssin eteen siifretaén vieraan prote-
iinin sekvenssi [F.A.0. Harston, Biochem. J. 240 (1986)
1 - 12]. Fuusioproteiinit saostuvat tavallisesti solussa
niukkaliukoisuutensa tai 1liukenemattomuutensa takia niin
kutsuttuina sulkeumahiukkasina, ja ne ovat siten suojattu-
ja proteolyyttiseltd hajoamiselta. Ndin saavutetaan t&mdn
primaarisen geenituotteen suuret saannot ja helppo eris-
tettévyys.

Halutun polypeptidin saamiseksi se taytyy kuitenkin
erottaa fuusioproteiinista entsymaattisen tai kemiallisen
pilkkomisen avulla. Usein pilkkominen tapahtuu kemiallisin
meneteimin, koska nditd menetelmid voidaan sovittaa yksin-
kertaisimmin fuusioproteiinin niukkaliukoiseen luontee-
seen. Aminohappoketjujen irreversiibelin derivatisoitumi-
sen aiheuttamaa epdtdydellistd pilkkoutumista tai sivu-
tuotteiden muodostumista havaitaan kuitenkin kdytadnndlli-
sesti katsoen kaikkien kemiallisten menetelmien yhteydes-
sd. Aina on lis&ksi olemassa polypeptidiketjujen epdspesi-
fisen hajoamisen vaara {K.-K. Han et al., Int. J. Biochem.
15 (1983) 875 - 884]. Lisdksi kemiallisten menetelmien
kdyttd on rajoitettua, koska pilkkoutumisen spesifisyyden
madrda pddasiassa yksi yksittdinen aminohappo, joka on

usein luonnostaan myds toivotussa polypeptidissé.
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Entsymaattinen fragmentointi voidaan suorittaa
oleellisesti s#d3dstdviss8 olosuhteissa. Tédssd yhteydesséa
esiintyy Kuitenkin yleisid vaikeuksia, jotka johtuvat sii-
td, ettd niukkaliukoinen fuusjoproteiini tadytyy liuottaa
ja pitdad liuenneessa muodossa k&éyttden pinta-aktiivisia
aineita, ureaa tai guanidiinihydrokloridia, siis olosuh-
teet ovat sellaiset, joissa entsyymit usein inaktivoitu-
vat. Proteaaseja, jotka tunnistavat vain yhden spesifisen
aminohapon, ei voida usein kaytt#d&, koska tidm& aminohappo
on myos halutussa proteiinissa. Toisaalta sellaisten pro-
teiinien, jotka tunnistavat vain aivan tietyn, harvinai-
sen; useiden aminohappojen sekvenssin ja pilkkovat tdllai-
sen, kayttdkelpoisuus on vdhdinen. Jokaiselle tuotteelle
t8ytyy siis etsid oma pilkkomismenetelmd. Edelleen kuiten-
kin toivotaan yleisesti kaytettdavad pilkkomismenetelmdi,
joka katkaisee vain aivan madr&tyn, harvinaisen aminohap-
posekvenssin vahingoittamatta proteiinia ja jota voidaan
kdyttdd myds niukkaliukoisiin fuusioproteiineihin.

Kirjallisuudesta tunnetaan soluseind& hajottavana
entsyymind lysostafiini, jota Staphylococcus simulans
[NRRL B-2628; Sloan et al., Int. J. of Systematic Bacte-
riology, 32(2) (1982) 170 - 174] erittda kasvatusalustaan.
T&m& entsyymi hajottaa k&ytidnndllisesti katsoen kaikki
tunnetut stafylokokkilajit mutta ei muita bakteerilajeija.
Tdhdn saakka on oletettu, ettd lysostafiini-endoproteaasi
pilkkoo hyvin selektiivisesti vain stafylokokkien mureii-
nirakkulassa olevat polyglysiinisillat ([Iversen ja Grov,
Eur. J. Biochem. 38 (1973) 293 - 300]. Lis&dksi tunnettuja
ovat transpeptidointikokeet lysostafiinin katalysoimana
lyhyitd synteettisi& glysyylipeptidejd kdayttden ([G.L.
Sloan et al., Biochem. J. 167 (1977) 293 - 296]. Nyt ha-
vaittiin yllsttavasti, ettd lysostafiini-endoproteaasi
pilkkoo mySds fuusioproteiineja, joissa on oligo~ tai poly-
glysiinisekvenssi. Tdmén sekvenssin liitt&minen bakteerin
soluseindn spesifisiin steerisiin olosuhteisiin ei ole

ilmeisesti tarpeen pilkkomisen selektiivisyydelle.
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Tamd tekee mahdolliseksi toivotun proteiinin s&ds-
tdvdn pilkkomisen fuusioproteiinista.

Timin keksinnodn kohteena on menetelmé& proinsuliinin
valmistamiseksi pilkkomalla entsymaattisesti, jolloin me-
netelmdlle on tunnusomaista, etta

a) valmistetaan fuusioproteiini, joka sis&ltdid pro-
insuliinia, joka on sitoutunut peptidiin seuraavalla ta-

valla
(Yl"‘an) - (GlY)P"‘q - x,

jolloin (¥;...¥,) - (Gly), on poistettava sekvenssi ja
(Gly), - X on proinsuliini, X ja Y ovat toisistaan riippu-
matta geneettisesti koodattavissa olevia aminohappoja, m
on suurempi kuin 1, p on suurempi kuin 0, ja p+q on luon-
nollinen luku 2 - 100, jolloin jos Y, on Gly, p + q voi
olla pienempi kuin 2 ja p voi olla 0, ja

b) pilkotaan fuusioproteiini lysostafiinilla.

(Y,...Y,) on luonnollinen tai keinotekoinen proteii-
nisekvenssi, jollaisia kaytetdidn tavallisesti fuusioprote-
iinien valmistamiseksi. Kyseeseen tulevat esimerkiksi B-
galaktosidaasi, tryptofaaniaineenvaihdunnan entsyymit tai
nididen proteiinimolekyylien osat, jotka johtavat tavalli-
sesti liukenemattomiin tuotteisiin, mutta myds polypepti-
disekvenssit, jotka helpottavat liukoisen fermentaatio-
tuotteen rikastusta (esim. vasta-aineet).

Ryhmdt X ja Y ovat toisistaan riippumatta luonnossa
esiintyvid aminohappoja [ks. esim. Schrdder, Libke, The
Peptides, vol. I, New York 1965, sivut 137 - 270, ja Hou-
ben-Weyl, Methoden der organischen Chemie, osa 15/1 ja 2
(Synthese von Peptiden), Georg Thieme Verlag, Stuttgart
1974, liitteet). Erityisesti mainittakoon Gly, Ala, Ser,
Thr, Val, Leu, Ile, Asp, Asn, Glu, Gln, Cys, Met, Arg,
Lys, Hyl, Orn, Cit, Tyr, Phe, Trp, His, Pro ja Hyp.
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Lysostafiinia valmistaa "SIGMA Chemie GmbH, Deisen-
hofen; wvrt. myds Recsei et al., Proc. Natl. Acad. Sci.
uUsa, 84 (1987) 1 127 - 1 131.

Edullisia ovat fuusioproteiinit, joissa p+q yhdessa
ovat luonnollinen luku 2 - 30. Suurempi m&ard toisiaan
seuraavia glysiiniryhmiad voi pilkkomispaikkojen suuremman
mddrdn perusteella vaikuttaa mydnteisesti reaktion nopeu-
teen. Sama vaikutus voidaan saavuttaa kuitenkin myés niin,
ettd lyhyitd oligoglysiinisekvenssejd suojaa sivulta yksi
tai useampia muita aminohappoja, jotka eivdt estd& entsyy-
mi¥d steerisesti pilkkomisen yhteydessd. Yhdistepalan pi-
tuus on sen mukaan sovitettava fuusidpartnerin ominaisuuk-~
siin.

Pilkkomisolosuhteet voivat vaihdella hyvin laajalla
alueella, ja ne voidaan siten sovittaa fuusioproteiinin
ominaisuuksiin. Niinpd suhde entsyymi/substraatti voi olla
esimerkiksi v&1lilld 1:1 - 1:1 000 Q00, ja reaktio voidaan
toteuttaa pH-alueella 6 - 9, edullisesti alueella 7 - 8,
edullisesti lampdtilassa 20 - 60 °C, erityisesti 32 -~ 42
°C. Lis&aksi mahdollisesti myds fuusioproteiinin niukkaliu-
koisuuden asteesta riippuen voidaan lis&ta apuainetté,
esim. ureaa, pinta-aktiivisia aineita tai guanidiinihydro-
kloridia, joka pitdad fuusioproteiinin liukoisessa muodos-
sa. Nopeimmin pilkkominen etenee, jos lisdamattd denatu-
rointiaineita saadaan fuusioproteiini lshes t&dydellisesti
liucokseen, mutta lysostafiini-endoproteaasi ei kuitenkaan
inaktivoidu urean l1l8snd olosta, vaan entsymaattinen reak-
tio pelkdstddn hidastuu. TAtd tosiseikkaa voidaan kayttaa
hyvdksi pilkottaessa erityisen niukkaliukoisia fuusiopro-
teiineja. Kun reaktioaika vastaavasti pitenee, on toisaal-
ta periaatteessa myds mahdollista fragmentoida menestyk-
sekkddsti ainoastaan suspendoituneita sulkeumahiukkasia.
Fuusioproteiinien liuoksissa, jotka sisdltdvat tai eivat
sisdlld denaturointiaineita, 1lysostafiini-endoproteaasia

voidaan kdyttdd edullisesti myds kantaja-aineeseen sidot-
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tuna (immobilisoitu entsyymi), ja se voidaan ottaa talteen
uutta kayttda varten. Entsyymin kantaja-aineina kyseeseen
tulevat esimerkiksi epdorgaaniset kantaja-aineet, kuten
agaroosit, esim. PAffi-Gel 10 (valmistaja Bio Rad), sellu-
loosat, modifioidut polyakryyliamidigeelit, joissa on ami-
no- tai hydroksyyliryhmid, tai myds orgaaniset kopolymee-~
rit, jotka ovat muodostuneet akryyliamidista, metakrylaa-
teista tai metakryyliamidista ja maleiinihappoanhydrista.
Vastaavien kantaja-aineeseen sidottujen entsyymien valmis-
tusta on kuvattu esimerkiksi teoksessa Halwachs et al.,
Biotechnology and Bicengineering XIX (1977) 1667 - 1677
(alumiinisilikaattiin kiinnitt#minen) tai DE-hakemusjul-
kaisussa 29 27 534 (selluloosaan Kiinnittédminen).

Seuraavat esimerkit on tarkoitettu t&man keksinndn
selventdmiseen, ilman ettd keksintd rajoittuisi niihin.
Talléin esimerkit 3 ja 4 tulevat vahvistamaan, ettd esi-
merkkien 1 ja 2 mukaisten fuusioproteiinin pilkkomisten
voidaan katsoa johtuvan polyglysiinisekvenssin rakentumi-
sesta eikd (Y,...¥Y.):n hajoamisesta.

Esimerkki 1

Polyglysiinipitoisen fuusioproteiinin pilkkominen

Kdytetadn rakennetta, jossa B-galaktosidaasin seg-
mentti on liittynyt (Gly),,-peptidin ja synteettisen heksa-
peptidin vdlitykselld proinsuliiniin. Proinsuliini muodos-
taa fuusioproteiinin karboksyylipdsdn. Proteiini on rikas-
tunut noin 40 %.

Tama proteiini liuotetaan kadyttden 20 mg/ml pusku-
ria (8 M urea; 50 mM Tris/HCl; pH 7,5) ja k3ayttden hidasta
laimennusta 50 mM Tris/HCl-puskurilla pH-arvon ollessa 7,5
ja 8 M urealla pH-arvon ollessa 7,5 valmistetaan erilaiset
ureakonsentraatiot (ks. taulukko 1) ja proteiinikonsent-
raatiot 2 mg/ml tai 10 mg/ml. Kulloinkin hiukan sameat
liuokset sekoitetaan lysostafiinin kanssa (®SIGMA) suhtees-
sa entsyymi/substraatti 1:100 tai 1:1 000 ja pidetdd&n l&m-
pdtilassa 37 °C. Tiettyind aikoina otetaan naytteitd, ja
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ne analysoidaan kayttden SDS-elektroforeesia. Fuusioprote-
iinin selektiivinen hajoaminen polyglysiinisekvenssistd on
tunnistettavissa fuusioproteiinivydhykkeiden vdhenemisend
ja uusien vydhykkeiden syntymisend galaktosidaasifragment-
tiin, jossa on 10 000 Daltonia pienempi molekyylipaino.

Taulukko 1
Proteiini- Entsyymi/subst- Ureapi- Reaktioaika
pitoisuus raatti-suhde toisuus ( fuusioproteii-
nivythykkeen
vidheneminen >95 %)
(mg/ml) (M) (tuntia)
2 1 : 100 4 > 20
2 1 : 100 3 20
2 1 : 100 2 5
2 1 : 100 1
10 1 : 1 000 2 20

Taulukossa 1 on esitetty ajat, joiden kuluttua SDS-
elektroforeesin densitometristid tulkintaa kdyttden alkupe-
rdisten fuusiovydhykkeiden pinta-ala on laskenut alle 5
¥:iin. Saadut arvot ovat 1 ja 20 tunnin v&lilla riippuen
ureakonsentraatiosta ja entsyymi/substraatti-suhteesta.
Pelkistimen, esim. ditioerytritolin (DTE, Clelandin rea-
genssi), l&snd ololla, mikd on edullista fuusioproteiinin
livottamiselle, ei ole merkittdvdid vaikutusta entsyymin
aktiivisuuteen.

Esimerkki 2

Fuusioproteiinin pilkkominen suspensiossa

Kdytetdsdn samaa rakennetta kuin esimerkissd 1, mut-
ta ei eristetYssé, kuivassa muodossa. Sen sijaan kdytetdan
suspensiota, jollaista muodostuu sulkeumahiukkasten wval-
mistuksessa ja joka sis#ltdi noin 50 g/1 fuusioproteiinia
kuiva-ainepitoisuuden ollessa noin 200 g/1 (90 % proteii-

nia).
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10 ml tatd suspensiota laimennetaan 50 mM Tris/HCl-
puskurilla pH-arvon ollessa 7,5 tilavuuteen 200 ml ja se-
koitetaan 20 mg:n kanssa lysostafiinia (®*SIGMA). Kun seosta
on pidetty 20 tuntia lampodtilassa 37 °C, SDS-geelielektro-
foreesi osoittaa endd vain vahdisid jdlkid fragmentoitu-
mattomasta fuusioproteiinista.

Esimerkki 3

Proinsuliinin inkubointi lysostafiinin kanssa

Proinsuliinia (ihmisen) liuotetaan 1 mg/ml 50 mM
Tris/HCl-puskuriin (pH 7,5) ja sekoitetaan lysostafiinin
kanssa entsyymi/substraatti-suhteessa 1:100. Liuosta pide-
t83an lampodtilassa 37 °C. Niytteitd otetaan 1, 3, 5 ja 20
tunnin kuluttua ja analysoidaan kdyttden kéidnteisfaasi-
HPLC:a. T&lléin ei ole havaittavissa mitdan merkkejd lyso-
stafiinin aiheuttamasta proinsuliinin hajoamisesta.

Esimerkki 4

Koe polyglysiinisekvensin sisdltdméttémdn fuusio-

proteiinin lohkaisemiseksi

Kaytetddn rakennetta, jossa B-galaktosidaasin seg-
mentti on liittynyt synteettisen heksapeptidin v&lityksel-
14 proinsuliiniin. Proinsuliini muodostaa fuusioproteiinin
karboksyylipdan. Fuusioproteiini on rikastunut noin 80 %.
Tamd proteiini liuotetaan kayttden 20 mg/ml puskuria (8 M
urea; 50 mM Tris/HCl; pH 7,5) ja saatetaan 50 mM Tris/
HCl-puskurilla hidasta laimennusta kdyttden proteiinikon-
sentraatioon 2 mg/ml. Hieman sameaa liuosta sekoitetaan
lysostafiinin ("SIGMA) Kkanssa entsyymi/substraatti-suhtees-
sa 1:100 ja pidetdsdn lampdtilassa 37 °C. SDS-elektroforee-
silla suoritettu ndytteiden analyysi ei osoita 20 tunnin-

kaan kuluttua mink&&nlaista fuusioproteiinin hajoamista.
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Patenttivaatimukset:

1. Menetelmi proinsuliinin valmistamiseksi pilkko-
malla entsymaattisesti, tunnettu siitd, ettad

a) valmistetaan fuusioproteiini, joka sisaltaa pro-
insuliinia, joka on sitoutunut peptidiin seuraavalla ta-

valla
(Yl"'Ym) = (Gly)p+q - xl

jolloin (Y,...Y,) - (Gly), on poistettava sekvenssi ja
(Gly), - X on proinsuliini, X ja ¥ ovat toisistaan riippu-
matta geneettisesti koodattavissa olevia amincohappoja, m
on suurempi kuin 1, p on suurempi kuin O, ja p+q on luon-
nollinen luku 2 - 100, jolloin jos ¥, on Gly, p + q voi
olla pienempi kuin 2 ja p voi olla 0, ja

b) pilkotaan fuusioproteiini lysostafiinilla.

2. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelmi,
tunnettu siitd, ettd p ja g yhdessd merkitsevit
lukua 2 - 30.

3. Patenttivaatimuksen 2 mukainen menetelmi,
tunnettu siitd, ettd p ja g yhdessd merkitsevit
lukua 2 - 18.

" 4. Patenttivaatimuksen 3 mukainen menetelm&,
tunnet tu siitd, ettd poistettava sekvenssi on
B8-galaktosidaasi.

5. Patenttivaatimuksen 4 mukainen menetelmi,
tunnettu K siitd, ettd B-galaktosidaasi on (Gly),z=-
peptidin kautta sitoutunut proinsuliiniin.
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Patentkrav:

1. Forfarande for framstdllning av proinsulin genom
enzymatisk spjdlkning, k&nnetecknat av, att
man

a) framstdller ett fusionsprotein, som innehdller
proinsulin, som har bundits till peptiden pa foljande sdtt

(Yy...¥,) = (Gly),q - X,

B+q
varvid (Y,...Y,) - (Gly), &8r sekvensen som skall avlagsnas
och (Gly), - X &r proinsulin, X och Y 4r oberoende av var-
andra genetiskt kodbara aminosyror, m dr stdrre &n 1, p &r
stbrre &n 0, och p+g ar ett naturligt tal 2 - 100, varvid
om Y, 8r Gly, p + ¢ kan vara mindre &n 2 och p kan vara O,
och

b) spjédlker fusionproteinet med lysostafin.

2. Foérfarande enligt patentkrav 1, kadanne -~
tecknat av, att p och g tillsammans betecknar ett
tal 2 - 30.

3. Férfarande enligt patentkrav 2, kdnne ~
tecknat av att p och g tillsammans betecknar ett
tal 2 - 18.

4. Forfarande enligt patentkrav 3, kdnne ~
tecknat av att sekvensen som skall avl&gsnas &r B-
galaktosidas.

5. Forfarande enligt patentkrav 4, kdnne -

tecknat av att B-galaktosidaset har bundits till
proinsulinet via en (Gly),;~peptid.
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