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Zpiisob piipravy polypeptidového produktu

Oblast techniky

Vynélez se tykd zplsobu pfipravy polypeptidového produktu s dipeptidylaminopeptiddzou,
izolovanou z Dictyostelium discoideum. Dipeptidylaminopeptidaza, izolovand ze slizovky
Dictyostelium discoideum (enzym, zpiisob jeho pipravy a jeho pouziti jsou pfedmétem zakladni
zvefejnéné PV 2033-93) je uZitetna pii zpracovani rekombinantng produkovanych biologickych
slou¢enin. :

Dosavadni stav techniky

Dictyostelium discoideum je primitivni eukaryoticky mikroorganismus b&2n& nazyvany slizovka
nebo 1épe bunééna slizovka. Oznadeni je odvozeno od dvou extrémnich stavii mikroorganismu
z makroskopické perspektivy. PFi skuteném ristu roste Dictyostelium discoideum jako
Jednobun&néd amoeba. V tomto stupni nemad Zidnou bun&nou sténu ajeji vzhled proto
pfipomind tenky film (nebo sliz). Po vyhladovéni na pevném médiu se nezavislé buiiky agreguji
za vytvoreni kolonie. Tato kolonie ma charakter multibun&&ného organismu tim, Ze migruje ve
pfiCemZ pfedni buiiky vytvafeji nozku astfedni butiky vytvéfeji plodnici. Organismus se
v pfirod€ vyskytuje na povrchu pidy ahnoje. Divoky typ amoeby ziskdva Ziviny vyluéng
vstiebavanim (fagocytosou) celou baktérii; proto se nékdy oznaluje jako masoZravy. Byly
isolovany axenické mutanty Dictyostelium discoideum, které jsou schopny riistu bez soudasné
kultivace ,,potravinovych® bakterif a které proto mohou rist na rozpustném prostiedi.

Dipeptidylaminopeptidazy (DAP) jsou enzymy, které hydrolyzuji pfedposledni aminokoncovou
peptidovou vazbu za uvoliiovani dipeptidu z neblokovaného aminového zakondeni peptidii
abilkovin. V soucasné dob€ jsou zndmy Ctyfi dipeptidylaminopeptiddzy (oznadované jako
DAP-1, DAP-II, DAP-III, DAP-1V), které se rozliuji na zéklad® svych fyzikalnich
charakteristik a miry, kterou katalyzuji 3tépeni s riznymi peptidovymi sekvencemi a
aminozakon¢enim. Dipeptidylaminopeptidiza DAP-I je pom&mé& nespecificki DAP, ktera
katalyzuje uvoliiovani mnohych dipeptidovych kombinaci z neblokovaného aminového
zakongeni peptidl a bilkovin. Dipeptidylaminopeptidiza DAP-I vykazuje malou aktivitu nebo
nevykazuje Zédnou aktivitu, kdyZ je vznikajicim dipeptidem X-Pro, Arg-X nebo Lys—X (kde X
znamena aminokyselinu). Dipeptidylaminopeptiddza DAP-II vykazuje preferenci pro aminové
zakonCené dipeptidové sekvence, které zaCinaji Arg-X nebo Lys—X a v mensi mife X-Pro.
DAP-II vykazuje vyrazné nizsi miru $t€peni proti vétsing jinych dipeptidovych kombinaci. Zda
se, ze dipeptidylaminopeptiddiza DAP-III mé& sklon k aminokyselinovému zakon&eni
dipeptidovych sekvenci formy Arg-Arg aLys-Lys. Dipeptidylaminopeptidiza DAP-TV
vykazuje nejvyssi stupeii hydrolytické aktivity se zfetelem na dipeptidové sekvence formy X-
Pro. Dipeptidylaminopeptidasové (DAP) enzymy, zejména DAP-I a DAP-IV jsou uZite&né pfi
zpracovani bilkovin. PredloZzeny vyndlez se tyka zpisobu pfipravy polypeptidového produktu
s dipeptidylaminopeptidazou, izolovanou z Dictyostelium discoideum.

Podstata vynalezu

Podstatou piedloZzeného vynalezu je zpisob ptipravy polypeptidového produktu odstrafiovanim
dipeptidi z aminového zakoneni prekurzorového polypeptidu, kdy se uvede do styku
prekurzorovy polypeptid, majici sudy poget aminokyselin vazanych na peptidovou vazbu, ktera
je po odstranéni uvedenych dipeptidii aminovym zakon&enim polypeptidového produktu, s
dipeptidylaminopeptiddzou o molekulové hmotnosti 225 000, izolovanou z Dictyostelium
discoideum s optimalni hodnotou pH 3,5 za specifickych podminek pro pisobeni enzymu dDAP
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k sekvenénimu odstranéni aminokoncovych dipeptidd ze zpracovavaného prekurzorového
polypeptidu.

Novy dipeptidylaminopeptidasovy enzym dDAP vykazuje u¢innost, kterd je ponékud podobna
udinnosti DAP-1 a DAP-III, je v3ak vysoce odlisna od téchto enzyml svymi fyzikdlnimi
a jinymi enzymatickymi charakteristikami. Vynalez se tykd zplsobu pouZziti DAP enzymu k
odstratiovani dipeptidi z N-zakon&eni rekombinantn& produkovaného prekurzoru bilkovin nebo
peptidi. Enzymu dDAP podle pfedlozeného vynalezu se muZe pouZzivat pro odstrafiovani
jednotlivych dipeptidi z N-zakonleni polypeptidi a také se ho miZe pouZivat k sekvenénimu
odstratiovani vice neZ jednoho dipeptidu z N-zakon¢eni prekurzorovych polypeptidi.

Pouzivané symboly a zkratky maji nasledujici vyznamy:

dDAP - dipeptidylaminopeptid4za, izolovand z Dictyostelium discoideum, kterd vykazuje
optimum hodnoty pH = 3,5 s GFpNA jakoZto substritem a ma molekulovou hmotnost 225 000
méfeno analytickym ultraodstfed'ovanim a subjednotkovou molekulovou hmotnost 66 000
mé&feno SDS polyakrylamidovou gelovou elektroforézou.

GFpNA - Gly-Phe p—nitroanilid.

Prekurzorovy polypeptid - rekombinantn& produkovany polypeptid, ktery obsahuje stejny pocet
aminokyselin za aminovym zakonenim zadaného polypeptidu.

Zpracovavany polypeptid - polypeptid ziskany odstranénim N-koncového dipeptidu nebo
dipeptidi k ziskani Zadaného polypeptidu.

RRBNA - Arg—Arg—beta—naftylamid.

Viechny pouZivané zkratky aminokyselin v popise vynalezu jsou schvalené americkym Uradem
pro patenty a obchodni zndmky, uvedené v platnost 37 C.F.R.-1.822 (b) (2) (1990).

Enzym dDAP podle vynalezu je nejuzite¢n&jsi pro pfevadéni prekurzorovych polypeptidi na
zpracovavané polypeptidy.

Prekurzorové polypeptidy, které se mohou zpracovavat enzymem dDAP lze uvést Met—-Arg—
hGH, Met-Tyr—proinzulin, Met—Arg—proinzulin, Met-Arg—proinzulinovy analog (B28 Lys, B29
Pro), Met-Tyr-proinzulinovy analog (B28 Lys, B29 Pro), Met-Arg—proinzulinovy analog (B10
Asp, des B28-30), Met-Tyr-proinzulinovy analog (B10 Asp, des B28-30). Inzulinovy analog
(B28 Lys, B29 Pro) je popsan v evropské pfihlasce vynalezu EP 90301224.3, zatimco inzulinovy
analog (B10 Asp, des B28-30) je popsén v evropské ptihlaSce vynalezu EP 92305678.2. Vyjma
toho, lze pouZivat enzymu dDAP k sekvenénimu odstrafiovéani vice neZ jedné sady dipeptidit
z N-zakonéeni prekurzorovych polypeptidi. Zpracovani Met-Arg—proinzulinu a Met—-Arg-
proinzulinovych analogi pomoci hovéziho DAP-I popsali Becker a kol. v US patentovém spise
5 126 249, zvefejnéném 30.6.1992.

PouZiti enzymu dDAP k odstranéni dipeptidi prekurzorovych bilkovin je vyhodné v tom, Ze
dDAP ma optimum pfi hodnot& pH 3,5, ktera umoziiuje provadéni reakce v kyselé oblasti, kdy
jsou &etné prekurzorové polypeptidy rozpustné. Kromé& toho konverze nékterych prekurzorovych
polypeptidi pfi neutrilni nebo v&t$i hodnoté pH muZe vést k vy$8i mife mezifetézcovych
disulfidickych dimerti nebo polymeri substritu s doprovodnou ztratou vyt&zku produktu. Tento
jev zndmy jakoZto disulfidické ,,scrambling® je obzvlasté nepiijemny, kdyZ se pouZiva hovéziho
DAP-I, jelikoz DAP-I vyZaduje pFidavani redukénich €inidel, napfiklad beta—merkaptoethanolu
nebo cysteinu do reak&ni smési. V kyselé oblasti hodnot pH dochdzi rovné€z k oxidaci
methioninovych zbytki niZ§i mérou. Kromé toho je ekonomicky snadnéjsi pouzivat enzymu
z fermentaéni kultury Dictyostelium discoideum, neZ se spoléhat na provozni produkci enzymi
z Zivo&isnych zdroji, jelikoz fermentalni technologie umoZiiuje vétSi konzistenci produktu
a reprodukovatelnost enzymu. Vylou€eni enzymi na Zivoli$né bazi pfedstavuje konstantni zdroj
vysoce &istého zakladniho materidlu. Fermentace Dictyostelium discoideum Ax3 (ATCC 28368)
nasledovana odstfedénim, ionexovou chromatografii, hydrofobni interak&ni chromatografii
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a vylu€ovaci chromatografii vede k vysoce vy&idténému roztoku dDAP enzymu, ktery se miize
ukladat nebo bezprostfedné pouzivat pro zpracovani prekurzorovych polypeptidi.

Konverze prekurzorovych polypeptidit na zpracovavané polypeptidy se miize provadét v §irokém
rozmezi teplot, hodnot pH av Sirokém &asovém rozmezi. Reakce se zpravidla provadi ve
vodném vhodn€ pufrovaném prostiedi k ziskani a k udrZeni hodnoty pH 2, aZ 5,5. Pro vyhodné
provedent je hodnota pH 3,0 aZ 4,5 a zejména 3,0 aZ 3,5. Optimalni hodnota pH se miZze mimg
ménit podle substratu. Napiiklad zpracovani Gly—-Phe—pNA a Gly—Arg-pNa probihé nejrychleji
pfi hodnot& pH 3,5, zatimco rychlost zpracovani Met—Asp—hGH probih4 lépe pti hodnot& pH 3,
az 3,5.

Zpracovani Arg-Arg—BNA probiha nejrychleji pfi hodnot& pH 4,5. Pracovnik v oboru snadno
stanovi optimalni hodnotu pH pro kaZdou specifickou reakci na zakladé charakteristik jako je
stabilita a rozpustnost daného prekurzorového polypeptidu a enzymu. V n&kterych ptipadech se
miZe pouZit solubilizagniho &inidla, jako je naptiklad mo&ovina, dodecylsulfat sodny a guanidin.

Reakci zpracovéni Ize nechat prob&hnout po libovolny &asovy Gisek, od pouze nékolika sekund
aZ po n&kolik dni. Vyhodné reakce probihé od 1 minuty aZ po 24 hodin, vyhodn&ji zejména od 1
hodiny do 8 hodin. Zru¢ny pracovnik v oboru pozna na jakou dobu lze reakci nastavit pro
splnéni jakéhokoliv parametru pro jakykoliv Zidany prekurzorovy polypeptid nebo zpracovéva-
ny polypeptid.

Teplota zpracovavaci reakce se miiZze také nastavit podle daného substratu. Vyhodné se reakce
necha probihat pfi teploté od 15 do 45 °C. Vyhodné&ji se je teplota zpracovavaci reakce mezi 20
az 37 °C, zejména je teplota reakéni smé&si 25 aZ 37 °C. Opét zruény pracovnik v oboru lehce
ur¢i reakeni parametry jako je doba, teplota a hodnota pH, které se mohou ménit podle potieby
dle Zadaného prekurzoru nebo zpracovavaného polypeptidu.

Pi popisovaném zpiisobu se miize pouZit nejriizngj$ich pufri, jedingm poZadavkem je udrZeni
hodnoty pH v Zidaném rozmezi. Pfiklady typickych pufrid jsou fosforegnan sodny, octan sodny
citran sodny, glycin a podobn&. Vyhodné pufry jsou octan sodny, fosfore&nan sodny a glycin.

Prekurzorové polypeptidy pro provadéni zpisobu podle predloZeného vynalezu se obecng
pfipravuji pomoci rekombinantni DNA technologie. Béhem jejich piipravy je ziskana
nukleotidova sekvence kédujici poZadovany prekurzorovy polypeptid za pouZiti rutinnich
technik pro tyto syntézy.

Tyto zpiisoby obvykle zahmuji ptipravu oligonukleotidi kédujicich jak fragmenty poZadované
kédujici sekvence, tak jejich komplementirni sekvence. Oligunukleotidy jsou urdeny pro
zajiSténi prekryti jednoho fragmentu kédujici sekvence se dvéma fragmenty komplementarni
sekvence a naopak. Oligonukleotidy se péruji a spojuji, coZz nakonec vede k vytvoreni
pozadované genové sekvence.

Sekvence se véleni do klonovaciho vektoru v mistg, které dovoluje, aby byl exprimovan produkt,
ktery je ji kédovan. Vhodné klonovaci vektory obsahuji alespoii &4st fidici sekvence exprese.

Nasledujici ptiklady jsou podany jako prostfedek pro ilustraci pfedloZeného vynalezu. Pfiklady
neomezuji Zidnym zpusobem pfedmét piedloZeného vynalezu.

Priklady provedeni vynalezu

Priklad 1
Fermentace Dictyostelium discoideum

Lyofilizované kultury Dictyostelium discoideum Ax3, ziskané z American Type Culture
Collection, Rockville, Maryland pod oznalenim ATCC 28368 se nanesou v riizné hustoté na
agarové desti¢ky (1,2 % Difco Bacto Agar) obsahujici pufrované prostiedi kvasniény extrakt-
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pepton o sloZeni (uvadéném v g/l): Difco Yeast Extract (kvasniény extrakt Difco) (7,15), Difco
Bacto Peptone (14,3), NagHPO4 (0,51) a KHpPO4 (0,49), do kterého se pfida asepticky glukosa
(10 g/1) po oddélené sterilizaci a s hodnotou pH upravenou na 6,5 (+ 0,1) hydroxidem sodnym
nebo Kyselinou sirovou. TotéZ prostiedi (bez agaru) se pouZzivd pro rist kapalné kultury v
objemech men3ich nez pfiblizn€ jeden litr. Agarové destiky se inkubuji po dobu 3 aZ 5 dni pfi
teplot€¢ 21 az 24 °C. Z desti¢ek se sklidi spory, které se opatruji k pfedchizeni snimani
»potravinového bakteria“ lyofilizovaného s Ax3 kulturou, pak se nao&kuji do 3 ml pufrované
ptdy kvasniény extrakt-peptonovy bujon a inkubuji se za mirného protfepavani pfi teploté 21 aZ
24 °C. Pak se nasobi buiiky Dictyostelium discoideum sériovym pfenosem postupné vétSich
objemil pufrované piidy pepton-kvasniény extrakt. Kazdy sériovy stupeii pfenosu je za pfiblizn&
10 aZ 25 nasobného zfedéni a probiha, kdyZ hustota bunék prekroi pFiblizné 2 x 106 ml. Pady
se vZdy inkubuji pfi teploté 21 aZ 24 °C za mirného michani.

Michané fermentace se zpravidla provad€ji v podobném prostfedi se sdjovym peptonem
(naptiklad Phytone Peptone nebo Marcor Soy Peptone) o koncentraci 2 az 14,3 g/l misto peptonu
Bacto Peptone v poateCnim prostfedi pepton-kvasni€ny extrakt. Sklizi se zpravidla z fermentort
s pracovnim objemem 10 az 5000 litrd, vybavenych 1 az 3 turbinovymi michadly Rushton
o pottu otalek 40 az 150 za minutu. Pracuje se pfi teploté 22 + 1°C za fizeného pritoku
vzduchu 0,1 az 0,5 objemii vzduchu na objem kapalné pidy a za tlaku 20,7 aZ 34,4 kPa. N&které
fermentace se provadéji pii hodnot& pH 6,4 nastavené kyselinou sirovou a n&které rozpusténym
kyslikem fizenym na 40 aZ 60 % fizenim michani a pratoku vzduchu. Dba se o to, aby dochazelo
k minimalnimu stfihu pfi manipulaci afermentaci bunék, aby stény byly prosty amoeby
v prub&hu ristu.

Obecné se michané kultury Dictyostelium discoideum Ax3 zdvojnasobi v prib&hu 12 az 36
hodin. Postupné se sniZzuje obsah rozpusténého kysliku (i kdyZz tento obsah neni fizen), zatne
stoupat kdy? pfestane vzriistat hustota bungk. Kone&né hustoty bungk 3 x 106 ml az 5 x 107 ml
ziejmé& omezuji pfenos kysliku v takovych fermentacich s niz§imi hustotami bun¢k.

Ob¢as se odebiraji a analyzuji vzorky se zfetelem na hustotu bun€k a na aktivitu GF-pNAse (viz
priklad 3, infra). Pouziva se Citaci komirky Petroff-Hauser ke stanoveni hustoty bunék nad
pfiblizng 5 x 105 ml. Obecn& GFpNA hydrolyza&ni aktivita vzrista béhem priib&hu fermentace.
Maximalni dDAP aktivita se pozoruje za 2 aZ 4 dny po dosaZeni maximaélni hustoty bunék.
Veskera pida se uklada pfi teploté 4 °C nebo se zmrazi na teplotu -20 °C a pak se necha roztét
a analyticky se zjistuje aktivita. Fermentace se sklizi ochlazenim na mén& nez 10°C
a oddélenim bunék za pouziti odstiedivky s kontinualnim pritokem.

Ptiklad 2

Aktivita dDAP

A. Konverzni reakce
1. Stépeni GF/pNA

Enzym dDAP se normalné monitoruje podle $tépeni chromgenniho substratu Gly-Pha para—
nitroanilid (GF-pNA). Zkouska se zpravidla provadi zfedénim enzymu 11 krat na 1,0 ml 4 mM
GFpNA nastaveného na hodnotu pH 3,5. Rychlost §tépeni GF dipeptidu se monitoruje pfi teploté
37 °C méfenim vzristu absorbance pfi 405 nm. Jedna jednotka aktivity vede k 0,90 OD zméné&
za minutu za téchto podminek. Stanoveni jednotky za minutu je moZné za pfedpokladu
extink&niho koeficientu pro volnou pNA 9,9 mM-1 cm-l pti 405 nm. Inhibi¢ni profil enzymu
dDAP se zfetelem na substrat GFpNA se porovnava s hové€zim DAP-I za pouZiti jodacetamidu
a tetrathionatu draselného, sulfhydrylovych modifika¢nich €inidel zndmych k inhibici aktivity
DAP-I. Vzorky dDAP nebo hovéziho slezinového DAP-I se inkubuji po dobu 15 minut pfi
teploté mistnosti v koneénych koncentracich 0, 0,5, 5,0 nebo 50 mM kazdého inhibitoru p¥i
hodnoté pH 7 ve 100 mM pufru Tris. Inkubované roztoky se pak zfedi 21 krat pouzitim 4 mM
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GFpNA za hodnoty pH 3,5. Rychlost $tépeni se monitoruje mé&fenim vzristu absorbance pfi
405 nm pfi teplot& 37 °C. Rychlost hovéziho DAP-I 3tépeni GFpNA se sniZuje vice nez o 90 %
pfi vystaveni 5 mM jodacetamidu a z 95 % se inhibuje 5 mM tetrathiondtem draselnym. Neni
Zidnych zndmek vyznamné inhibice dDAP pFi Zadné z testovanych koncentraci jodacetamidu
nebo tetrathionatu draselného.

Optima hodnoty pH pro GFpNA schopnost $tépeni se stanovuji nastavenim pufru sestavajiciho
z 0,5 Tris, fosfatu a citratu pouZitim 10% kyseliny chlorovodikové nebo 10% roztoku hydroxidu
sodného na hodnotu pH 3 aZ 8. Enzym dDAP se zfedi 20 krat v pufru obsahujicim 100 mM
cysteaminu a 10 mM chloridu sodného. Hovézi DAP-I se zfedi 200 krat vtémze pufru.
Substratovy roztok GFpNA (4 mM) se pfipravuje v 2% dimethylformamidu. V mikrotitrové
destice se smichd 0,025 ml pufru Tris/fosfat/citrat o rizné hodnot® pH s 0,1 ml zfedéného
enzymu a s 0,1 ml substratového roztoku. Mira vzriistu absorbance pfi 410 nm se stanovuje na
deskovém ¢&itaci (,,plate reader”) v pribéhu 30 minut. Vysledky indikuji, Ze optima hodnoty pH
dDAP 3$tépeni GFpNA jsou 3,5 aZ 4,0.

2. Stépeni Gly—Arg-pNA

Pripravi se &tyfi vzorky mM Gly-Arg—pNA (GR-pNA) v 50 mM kyseliny octové, v 50 mM
glycinového pufru pfi hodnoté pH 5. K nastaveni hodnot pH 5,1 aZ 2,3 se pouZiva kyseliny
chlorovodikové nebo roztoku hydroxidu sodného. Do 180 ul shora uvedeného pufrovaného
substratu se pfidd Sul dDAP (49 milijednotek/ml kone&nych). Mira vzristu absorbance pfi
410 nm se monitoruje (za pouziti deskového &itate) a mira vzristu se podporovnava s hodnotou
pH reakéniho roztoku. Jako s GF-pNA ma GR-pNA substrat optimum hodnoty pH pfiblizné
3,5. Enzym m4 malou aktivitu pii hodnoté pH pod 2,5 nebo nad 5 za pouziti tohoto substratu.

3. St&peni Arg-Arg-B-niaftylamidu (RR-BNA)

Pripravi se pfiblizn€ 0,25 mM (RR-BNA) nebo 0,25 mM benzyloxykarbonyl-RR-BNA (Z-RR~
BNA) bud’ ve 100 mM kyseliny octové, hodnota pH 3,5, nebo ve 100 mM citratového pufru, pfi
hodnoté¢ pH 5,0. Do 2ml substratu se pfiddi dDAP nebo hov&zi DAP-I (pfiblizng 15
milijednotek/ml roztoku). Mira $t&peni (monitorovand vzristem fluorescence pti 410 nm za
excitace pi 340 nm) se monitoruje. Hovézi DAP-I neni schopen §tépit Zidny substrat.

Prekvapivé je dDAP schopen G&inné $tépit RP-BNA substrat. Enzym dDAP neni schopen $tépit
blokovanou aminoskupinu Z-RR-BNA substratu, coz potvrzuje pozorovani, Ze dDAP je DAP
enzym. Optimalni hodnota pH pro §tépeni RR-BNA se zkou$i monitorovanim rychlosti RR—
BNA 3tépeni za pouZiti systému pufru sestavajiciho z 50 mM Kkyseliny octové a 50 mM citratu.
Riizné hodnoty pH se nastavuji pouZitim kyseliny chlorovodikové nebo roztoku hydroxidu
sodného a 1,5 ml objemd se upravuje na 2,0 s0,5ml- 1 mM zisobntho roztoku RR-BNA
(kone¢na koncentrace pfiblizn€ 0,25 mM). Enzym dDAP se pfidava (do pfiblizné 15mU/ml)
a stanovuje se mira $té€peni. Optimélni hodnota pro §t&peni RR-BNA je pfiblizn& 4,5 s vyraznou
aktivitou v celém zkouseném rozmezi (hodnota pH 3,5 aZ pH 5,7). Tento prekvapivy vysledek
napovida, ze enzym dDAP ma né&které vlastnosti DAP-III.

Pracovnikovi v oboru je jasné, Ze optimélni hodnota pH pro 3tépeni substratu zavisi nejen na
enzymu, ale také na samotném substréatu, to znamena na konstituci odstrafiovaného dipeptidu,
JjakozZ také na samotné indikatorové skuping. Napiiklad za pouziti enzymu dDAP, ma Gly—Arg—
pNA optimalni hodnotu pH pfiblizn€ 3,5, zatimco optimalni hodnota pH pro $tépeni Gly—Arg~
7-amido~4-methylkumarinu (GR-AMC) je pfiblizn& 5, coZ znamend, Ze pfislusna skupina mize
ovliviiovat vlastnosti §tépeni.

B. Konverze syntetickych oktapeptidii a dekapeptidi

Oktapeptid Met—Asp—Phe—Pro—Ala—Met—Ser-Leu se rozpusti na koncentraci 4 mM s 50 mM
kyseliny octové za hodnoty pH 3,5. Roztok se zfedi na 1 : 1 dDAp (10mU/ml) a inkubuje se pfi
teploté mistnosti po dobu $esti hodin. Reakce se ukonéi zfedénim 20 nasobkem v 7 M mo&oving



10

15

20

25

30

35

40

45

CZ 287066 B6

obsahujici 1 % kyseliny fosforegné. Vzorek s ukonZenou reakci se analyzuje vysokovykonostni
reverzni fizovou (HPCL) chromatogragii. $t&pné produkty se porovnavaji se standardnim
oktapeptidem, Met—Asp dipeptidem a s Phe—Pro—Ala—Met-Ser-Leu hexapeptidem. dDAP lehce
odstrafiuje Met-Asp dipeptid z neblokového aminozakon&eni oktapeptidu, neni viak schopen
snadno $tépit vznikly dipeptid Phe~Pro.

Syntetizovany dekapeptid Met-Arg—Met-Tyr-Phe-Val-Asn—GIn-His-Leu se pfipravuje jakoz-
to 1,7 mM zasobni roztok ve 100 mM glycinu za hodnoty pH 3,5. Do 0,5 mililitrii tohoto roztoku
se pfidd 8 mikrolitri 6,4 mU/ml dDAP (pfipraveno ve 100 mM glycinu, hodnota pH 3,5).
KaZzdou hodinu se 5 mikrolitrii tohoto roztoku ptimo vstfikuje do reverzniho fazového chromato-
grafického systému HPCL k monitorovani $t€pnych produktd. Pro srovnani se nezavisle vsttikuji
Met-Arg a Met-Tyr dipeptidy jakoZ také Met-Tyr-Phe-Val-Asn-Gln-His—Leu a Phe-Val-
Asn—GlIn-His-Leu peptidy. Enzym dDAP ochotn& §t&pi Met—Arg dipeptid z dekapeptidu stejné
Jjako vznikly Met-Tyr dipeptid. To znamen4, %e dipeptidy se mohou sekvendné odstrafiovat
z aminozakonceni dDAP.

C. Konverze Met—Asp lidského ristového hormonu

Met-Asp lidsky ristovy hormon (Met-Asp-hGH) se produkuje jako nerozpustni bilkovina v
cytoplasmé E. coli. Nerozpustna bilkovina se stabilizuje, ohyba k vytvofeni vhodné disulfidicky
pérovanych Met—Asp-hGH a ¢isti se ionexovou chromatografii. Po vymé&n& rozpoustédel je
hodnota pH nastavena na 3,5. Met—Asp—hGH se ohfeje na teplotu 37 °C a stanovi se absorbance
pfi 280 nm. dDAP se pfidd v mnoZstvi 6 milijednotek na mg Met-Asp~hGH.

Konverzni reakce se neché probihat pfi teploté 37 °C za michéni pfiblizn€ 4 aZ 6 hodin. Reakce
se miiZze zpomalit bez nepfiznivého ovlivnéni pouZitim méné& enzymu, nizi teploty nebo niZi
koncentrace Met-Asp—hGH. Reakéni rychlost se miZe zvy§it pfidanim vé&tsiho mnoZstvi
enzymu, zvySenim koncentrace Met—-Asp-hGH nebo zvy$enim reakéni teploty. Postup
konverzni reakce se monitoruje pomoci reverzni faizové chromatografie. Konverzni reakce se
ukon¢i rychlym pfidanim hydroxidu sodného za michani pfi hodnoté pH 8 a pfidanim 30 %
(objem/objem) acetonitrilu. Reakéni produkt lidského ristového hormonu, produkovany
zpracovanim enzymem dDAP se podrobi extenzivni sérii analytickych procedur véetn&
mapovani peptidu, N-koncového sekvencovani, hmotové spektroskopie, aminokyselinové
analyzy a reverzni fazové chromatografii (HPCL). Vechna data indikuji, Ze se pouZitim enzymu
dDAP zisk4 autenticky lidsky riistovy hormon.

D. Konverze Met—Arg-lidského proinzulinu

Met-Arg-lidsky proinzulin (Met-Arg-hPI) se produkuje jako nerozpustnd bilkovina v
cytoplazmé E. coli. Nerozpustna bilkovina se solubilizuje v 7 M moQoving. Bilkovina se &isti
ionexovou chromatografii. Met-Arg-hPI se sulfitolyzuje, rozpoustédlo se zaméni a ohyba se k
vytvofeni nativnich disulfidickych vazebnych part a nativni tercidlni struktury. Material se dale
Cisti za pouziti reverzni fazové chromatografie. Vytvofi se oxidovany methionyl (Met(O))-Arg—
hPI z Met-Arg-hPI za pouziti peroxidu vodiku a nasledné se &isti za pouZiti reverzni fazové
chromatografie a lyofilizuje se.

Met-Arg-hPI je pfiblizn¢ 24 mg/ml (v pfiblizné 20 mM glycinovém pufru, pH 3,5). Priblizné
2,4 mg tohoto materidlu se inkubuje s 0,19 milijednotkami enzymu dDAP p#i hodnot& pH 3,5.
Reakce se necha probihat pfi teploté mistnosti. Periodicky se odebiraji podily a ziedi se 10%
kyselinou fosforenou. Tento materidl se vstfikuje na neutrdlni reverzni fazi systému
chromatografu HPLC k monitorovani zniku Met—Arg—hPI nebo (Met(O))-Arg—hPI za nasledné
produkce hPI. Krom¢ toho se podily fedi vhodnym fedidlem pro umoZné&ni HPLC monitorovani
vzniku bud’ Met-Arg, nebo (Met(O))-Arg—dipeptidu. Pfiblizn& 60 % Met—Arg-hPI se v prib&hu
8 hodin pfevede na hPI. Podobny vysledek se neotekéavatelné pozoruje pro konverzi (Met(O))-
Arg-hPI; to znamend, Ze se vytvari hPI. Mira $t8peni obou substratii je podobna. Tento vysledek
Je ptekvapivy jelikoz hovézi DAP-I se jevi jako neschopny $tépit Met~(O)-X—derivaty hPI, kde
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X znamena Arg, Phe a Tyr. Reverzni fizova analyza také doklada, Ze Met-Arg dipeptid se
uvoliiuje z Met~Arg-hPI ve srovnani s dipeptidem Met-Arg a pik se jevi v oblasti Met—Arg
dipeptidu pro zkousku s (Met(O))-Arg-hPI substratem, kterym muZe byt dipeptid Met(O)-Arg.
Schopnost dDAP $tépit oxidovany Met(O)-X substrat je vyraznou zpracovatelskou pfednosti
pred enzymy, které nejsou schopny provadét toto §tépeni.

E. Konverze Met-Arg-lidskych proinzulinovych analogi

Enzymu dDAP se také pouziva k G&inné konverzi ohybaného Met—Arg-lidskych proinzulinové-
ho analogu (B28 Lys, B29 Pro) a ohybaného Met—Arg—proinzulinového analogu (B10 Asp, B28-
B30). Tyto reakce se provadé&ji v podstaté stejné, jak je vysvétleno pfi konverzi Met—Arg—hPI.

Priimyslova vyuZitelnost

Zptsobu piipravy polypeptidového produktu s dipeptidylaminopeptiddzou, izolovanou z
Dictyostelium discoideum se pouziva k odstrafiovani dipeptidii z rekombinantné produkovanych
prekurzorovych bilkovin nebo peptidii.

PATENTOVE NAROKY

1. Zpusob pfipravy polypeptidového produktu odstranénim dipeptidii z aminového zakon&eni
prekurzorového polypeptidu, vyzmadeny tim, Ze se uvede do styku prekurzorovy
polypeptid, majici sudy pocet aminokyselin vazanych na peptidovou vazbu, kterd je po
odstranéni uvedenych dipeptidi aminovym zakonCenim polypeptidového produktu, s
dipeptidylaminopeptiddzou o molekulové hmotnosti 225 000, izolovanou z Dictyostelium
discoideum s optimalni hodnotou pH 3,5 za specifickych podminek pro plisobeni enzymu dDAP
k sekvenénimu odstranéni aminokoncovych dipeptidi ze zpracovavaného prekurzorového
polypeptidu.

2. Zpusob pfipravy polypeptidového produktu podle naroku 1, vyznadeny tim, Zese
uvede do styku prekurzorovy polypeptid, obsahujici dipeptid vazany na peptidovou vazbu, kterd
je po odstranéni uvedeného dipeptidu aminovym zakonCenim polypeptidového produktu, s
dipeptidylaminopeptiddizou o molekulové hmotnosti 225 000, izolovanou z Dictyostelium
discoideum s optimélni hodnotou pH 3,5 za specifickych podminek pro piisobeni enzymu dDAP
k sekvenénimu odstranéni aminokoncového dipeptidu ze zpracovivaného prekurzorového
polypeptidu.

3. Zpusob pripravy polypeptidového produktu podle naroku 2, vyznadeny tim, Ze
zpracovavany prekurzorovy polypeptid se voli ze souboru zahrnujictho prekurzor lidského
proinzulinu, prekurzor lidského riistového hormonu a prekurzor analogu lidského proinzulinu.

4. Zpisob ptipravy polypeptidového produktu podle ndroku 3, vyznacdeny tim, Zese
prekurzorovy polypeptid uvede do styku s enzymem dDAP po dobu jedné minuty az 24 hodin.

5. Zpisob pripravy polypeptidového produktu podle narokii 2 az4, vyznadeny tim,
Ze se prekurzorovy polypeptid uvede do styku s enzymem dDAP v roztoku o hodnoté pH 2,5 -
5,5.

6. Zpusob ptipravy polypeptidového produktu podle naroku 5, vyznaéeny tim, Zese
prekurzorovy polypeptid uvede do styku s enzymem dDAP v roztoku o hodnoté pH 3,5.
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7. Zpusob ptipravy polypeptidového produktu podle niroku2, vyznaéeny tim, Zese
prekurzorovy polypeptid uvede do styku s enzymem dDAP pi teploté 15 a% 45 °C.

8. Zpusob pfipravy polypeptidového produktu podle niroku 2, vyznaéeny tim, Ze
N-koncovou aminokyselinou dipeptidu je oxidovany methionin.
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