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Helyspecifikus, izotép-jelzett proteinek, aminosavak és azok

biokémiai prekurzorjai és ezek eldallitasi eljarasai

KIVONAT

A taladlmény helyspecifikus izotép-jelzett valinra,
leucinra és izoleucinra és ezen aminosavak bioszintézis
prekurzoraira vonatkozik. Az aminosavakat 3c- vagy !c-
-izotdp jelzéssel latjak el annak a metilcsoportnak a szén-
atomjan (szénatomjain), amely a karboxilcsoporttél a legta-
volabb van. A taladlmany ezen jelzett aminosavak biokémiai
prekurzorjaira, a 2-keto-4-("C)-vajsavra és a 2-keto-3-("C-
-metil)-4-("C)-vajsavra is vonatkozik, ahol n értéke minden
eléfordulasakor 13 vagy 14. A taldlmany ezeket a helyspeci-
fikus izotép-jelzett aminosavakat tartalmazé proteinekre,
protein fragmentumokra és polipeptidekre, tovabba a biokémi-
ail prekurzorok, az aminosavak és a proteinek, protein frag-
mentumok és polipeptidek elBallitasi eljaradsaira is vonatko-

zik.
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Helyspecifikus, izotép-jelzett proteinek, aminosavak és

azok biokémiai prekurzorjai és ezek el&allitasi eljarasai

A jelen tal&lmany helyspecifikus, izotép-jelzett szer-
ves vegyliletekre és azok elBallitasara iranyuld eljarasok-
ra vonatkozik. Kb&zelebbrdl a talalmany a leucin, az
izoleucin és a valin helyspecifikus, izotép-jelzett bioké-
miai prekurzorjaira, magukra az izotép-jelzett aminosavak-
ra, proteinekre, protein fragmentumokra és/vagy azokbdl
eléallitott polipeptidekre és az ezekre irdnyuld elsalli-
tasi eljarasokra vonatkozik.

A kovetkezSkben ismertetjiik talalményunk hatterét.

Az Uj hatbdanyag vezetémolekuldk megtalalasara napja-
inkban kifejlesztett eljarasok koézé tartozik a magneses
magrezonancia spektroszképia (NMR) alkalmazasa olyan ve-
gyiuletek feltarasara, amelyek bizonyos célmolekuldhoz, igy
példaul egy proteinhez k&tédnek (lasd példaul az 5 698 401
és az 5 804 390 sz. amerikai egyesililt &llamokbeli szaba-
dalmi leirdsokat (Fesik és munkatarsai)). Az eljaras sze-
rint egy olyan proteinben, amelyben a nitrogénatom helye-

ket "N-tel izotép-dusitjak, meghatarozzak az elsd két di-
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menzié '°N/'H-NMR korrelaciés spektrumat. Ezt az elsé kor-
relaciés spektrumot a proteinre barmely potencialis
ligandum vegyiilet (ek) tavollétében kapjék. Ezutan egy fel-
tételezett ligandum vegylletet vagy ilyen vélelmezett
ligandum vegytiletek elegyét az izotép-dusitott proteinnel
elegyitik, és egy masodik NMR korrelaciés spektrumot kap-
nak. A két spektrumot Osszehasonlitjak, és a kiilonbség a
két spektrum k&zétt informacidt nyijt (1) a ligandum és a
gazda protein k&zétti kétés létezésérdl, (2) a kbtés he-
lyér6l/helyeirdl és (3) a kotés erésségérdl.

A Fesik és munkatdrsai 4&ltal a fentebb hivatkozott
szakirodalmi helyen ismertetett eljaras olyan célmolekula-
kat alkalmaz, amelyeket az NMR altal detektalhatd '°N spin-
-magokkal izotdép-dusitottak. Ez az eljarads a kivant prote-
in, protein fragmentum vagy polipeptid expresszalasara egy
megfeleld mikroorganizmus genetikai médositasan, majd a
médositott mikroorganizmus olyan tapkoézegben vald tenyész-
tésén alapul, aﬁely fém és '"N-jelzett tapanyagokat tartal-
mazd nitrogén beépithetd forrasait tartalmazza. A nitro-
génforrast az aranylag olcso, kereskedelmi forgalomban
kaphaté '’N-amméniumsok biztositjak.

Azonban ezen NMR hatbanyag feltarasi eljaras alkalma-
zasdt '’C-mal izotép-dusitott célmolekulakhoz két hatrany
gatolta. El&szoér, viszonylag koéltséges ’C-dusitott célmo-
lekulédkat eldallitani barmely hasznosithaté mennyiségben.
Példaul a proteinek elSallitésa a kereskedelmi forgalomban
kaphato, egyenletesen jelzett gliikkézt (glitkéz-13C) tartal-

mazd tapkozegben tenyésztett genetikailag médositott mik-
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roorganizmusok altal k&éltséges. A jelen szabadalmi beje-
lentés benyajtasanak idépontjaban a glikéz-'Ce kdltsége
korilbelil 480 dollar/gram. Hasonlbéan drdga az alternativ
megoldas, a '’C-jelzett proteinek elSallitdsa egyenletesen
"’C-jelzett aminosavaknak tapkézegbe vald foglalasaval. Ma-
sodszor, a gliikkéz-°C¢ vagy a kereskedelmi forgalomban kap-
hat6é, egyenletesen '’C-diusitott aminosavak alkalmazasaval
eldallitott biomolekuldk nem idedlisak az NMR korrelaciés
spektrum eljarashoz. Egyenletesen !’C-dusitott kiindulasi
anyagokat tartalmazé tapkdzegben ndvesztett mikroorganiz-
musok altal expresszalt biomolekuldk szomszédos '3C-jelzett
szénatomokat tartalmaznak. Mivel az NMR-eljaras a térbeli
spin kapcsolas (azaz a nukleadris Overhauser-effektus) de-
tektalasatél figg, a szomszédos 'C-magok viszonylag erds
spin-spin kapcsoldsa a kivant mérésekkel interferal. En-
nélfogva sziikség van helyspecifikusan '*C-dusitott aminosa-
vak, proteinek és polipeptidek kifejlesztésére.

A tovabbiakban ismertetjik talalmanyunk lényegét.

A talalmany a leucin, az izoleucin és a valin aminosa-
vak izotdép-dusitott helyspecifikus biokémiai prekurzo-
raira, tovadbba magukra a helyspecifikus izotoép-dusitott
aminosavakra vonatkozik. A talalminy tovabba ezekbdl az
aminosavakbdél szarmazé helyspecifikus, izotép-disitott
aminoacil-maradékokat tartalmazé proteinekre, protein
fragmentumokra és polipeptidekre és ezek eldallitasara is
vonatkozik. Az aminosavak és az aminosav bioszintézis—
prekurzorok azok karboxilcsoportjatél a legtavolabb levd

metilcsoport szénatomjan izotdép-dusitottak '3C vagy !‘C
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izotéppal. A talalmany szerinti jelzett aminosavakban nem
szomszeédos szénatomokat jelziink. Abban az esetben, ha a
jelz6 '’C-izotép, a talalmany szerinti aminosavak ezért
idedlisak az NMR hatbanyag feltarasi eljaradsban vald al-
kalmazasra, mivel nincs interferencia a kivant jelekkel a
szomszédos atomok '*C-'3C spin-spin kélcsénhatasa kdvetkez-
tében. Tovabba, mivel az aminosavakat csak a metilcsopor-
tokon latjuk el jelzéssel, a metilcsoport (ok) harom magne-
sesen egyenértékl hidrogénatomja erdés NMR jeleket biztosit
azon '>C atommal/atomokkal vald kapcsolas barmely hatasanak
vizsgalatara, amelyekhez kapcsolédnak.

Konkrétan taldlmanyunk a (I) &altalanos képletd vegyli-
letekre vagy azok séjara vonatkozik - a képletben R!' he-
lyettesité jelentése oxigénatom vagy NH,-csoport és R? he-
lyettesit6 jelentése (I/1) és (I/2) csoport. Az emlitett
képletben R’ helyettesité jelentése hidrogénatom vagy "CHj;
csoport, a pontozott vonallal jelzett kostések vegyértékko-
téseket jelentenek, m értéke 0 vagy 1 és n értéke minden
eléforduldsakor 13 vagy 14, a koévetkezd feltételekkel: a)
amikor R!' helyettesitd jelentése NH,-csoport, a masodik,
pontozott vonallal jeldslt vegyértékkotés R! helyettesité-
h6z hianyzik, és a pontozott vonallal jelzett ko&téshez
kapcsoléddé hidrogénatom jelen van; b) amikor R' helyette-
sité Jjelentése oxigénatom, a pontozott vonallal jelzett
kdtés altal reprezentalt misodik vegyértékkdtés Rl-hez je-
len van és a pontozott vonallal jeldélt kotéshez kapcsolédd
hidrogénatom hianyzik; c) amikor R! helyettesits jelentése

oxigénatom, R’ helyettesits jelentése B és m értéke 0; és
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d) amikor R' helyettesitd jelentése NH, csoport, R® helyet-
tesitd hidrogénatom vagy "CHi;-csoport.

A talalmany a helyspecifikus !*c- és c-dusitott
izoleucinra (a fenti (I) 4&ltalanos képletli vegyiilet - a
képletben R! helyettesitd jelentése aminocsoport, R? he-
lyettesité jelentése A); leucinra (a fenti (I) 4&ltaléanos
képlet - a képletben R' helyettesit§6 jelentése amino-
csoport, R’ helyettesitd jelentése B, R3 helyettesité je-
lentése "CH;-csoport és m értéke 1) és valinra (a fenti (I)
altalanos képletd vegylilet - a képletben R' helyettesitd
jelentése aminocsoport, R’ helyettesité B, R® helyettesitd
"CHi-csoport és m értéke 0) és ezen aminosavak helyspecifi-
kus, ’C- és Mc-dusitott biokémiai prekurzorjaira, 2-keto-
-4-("C)-vajsavra (a fenti, (I) altalanos képletl vegyilet
- a képletben R' helyettesit$ jelentése oxigénatom, R’ he-
lyettesité jelentése B, n értéke 0 és R® helyettesits je-
lentése hidrogénatom) és 2-keto-3-("C-metil-4-("C)-vajsavra
(a fenti, (I) altalénos képletd vegyiilet — a képletben R!
helyettesit6 oxigénatom, R’ helyettesitd B, m értéke 0 és
R?> helyettesitd jelentése "CH;-csoport) vonatkozik. Az eld-
z8ekben n jelentése 13 (azaz ’C-dusitott vegyiiletek) vagy
14 (azaz '"C-dusitott vegyiiletek).

A talalmadny tovédbba azokra a proteinekre, protein
fragmentumokra és polipeptidekre vonatkozik, amelyek az
alabbi aminosavak k&ziil egybdl vagy tobbdél szarmazd
aminoacil maradékot tartalmaznak: L-2-amino-3-metil-5-
- ("°C) -penténsav; L-2-amino-3-metil-5-('C)-pentansav; L-2-

-amino-4- (**C-metil-5- (}>C) -pentansav; L-2-amino-4- (}c-
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-metil-5-(!*C)-pentansav, L-2-amino-3-('*C-metil)-5- (3¢C) -
-butansav; és L-2-amino-3- ('‘C-metil)-5-(!*C)-butansav.

A talédlmany kémiai eljarasokra is vonatkozik a
helyspecifikus '>C- és !"C-jelzett biokémiai prekurzor sa-
vak, a 2-keto-4-("C)-vajsav és a 3-("C-metil)-4-("C)-vajsav
vagy azok sbéi eldallitasara, amely szerint a (IV) &ltala-
nos képletd vegyiiletet izotép-jelzett metil-jodiddal
(Hs"CI) reagaltatjuk, igy az (V) altalanos képletl vegyiile-
tet kapjuk, eltavolitjuk az (V) altalanos képletd vegyiilet
védd terc-butil-észter- és dimetilhidrogén-csoportjait,
igy 2-keto-4-("C)-vajsavat kapunk, vagy az (V) &ltalanos
képletd vegyliletet izotdp-jelzett metil-jodiddal (H;"CI)
(ahol n értéke 13 vagy 14) tovabb reagaltatjuk, igy a (VI)
altalanos képletld vegyiiletet kapjuk, a védsé terc-butil-—
észter- és dimetilhidrazin-csoportokat eltavolitjuk, igy
2-keto-3-("C-metil)-4-("C)-vajsavat kapunk, és adott
esetben a termékekbdl sét képziink.

A talalmany tovabbad a helyspecifikus 3c- és c-
-jelzett aminosavak, a leucin, az izoleucin és a valin
eléallitasi eljarasaira vonatkozik. Az eljarads szerint egy
mikroorganizmust genetikailag médositunk leucin, izoleu-
cin, valin vagy azok elegyei ké&ziil valasztott aminosavat
tartalmazé polipeptid expresszalaséara; a médositott mikro-
organizmust olyan tapkézegben tenyésztjik, amely a 2-keto-
-4-("C)-vajsav, a 2-keto-3-("C-metil)-4-("C)-vajsav és séit
és elegyeit tartalmazé, beépithetd szén- és nitrogénforra-
sokat tartalmaz; a keletkezd expresszalt polipeptidet izo-

ldljuk, a polipeptidet fragmentaljuk és az egyes aminosa-
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vakat izolaljuk. Az expresszalt polipeptidet a szakteriile-
ten ismert hagyomanyos eljarasokkal, ezen beliil hidroli-
zissel vagy enzimatikus hasitassal fragmentaljuk.

A konkrét aminosav hozama maximalizalhatd, és a kdlt-
ség minimalizalhaté a gazda mikroorganizmus, az aminosav
homopolimerjének expresszalidsara toérténd médositasaval, és
a tapkdzegben a megfelelé izotép-dusitott bioszintézis
prekurzor alkalmazasaval.

A talalmany tovabba a koévetkezdk k&ziil kivalasztott
aminosavakbél szarmazé aminoacil maradékokat tartalmazéd
protein, protein fragmentum vagy polipeptid el&dallitéasara
irdnyuldé eljarasra is vonatkozik: L-2-amino-3-metil-5-
- (13C) -pentansav; L-2-amino-3-metil-5- (!*C) -pentansav; IL-
-2-amino-4-(*°C) -metil-5- (*3C) -pentansav; L-2-amino-4- (}c-
-metil-5- (}'C) -pentansav; L-2-amino-3-(°C)-metil-5- (}3c) -
~butdnsav és L-2-amino-3-('’C)-metil-5-(C)-butansav; az
eljaras szerint egy mikroorganizmust genetikailag médosi-
tunk egy elére meghatarozott protein, protein fragmentum
vagy polipeptid expresszaldsara, a médositott mikroorga-
nizmust 2-keto-4-("C)-vajsavat, 2-keto-3- ("C-metil)-4-("C) -
-vajsavat és azok sdéit és elegyeit tartalmazé beépithetd
szén- és nitrogénforrasokat tartalmazé tapkézegben te-
nyésztjik, és a keletkezd expresszalt polipeptidet izolal-
Jjuk.

A kovetkezSkben részletesen ismertetjik talalmanyun-
kat.

A természetes °C izotéparanya 1,11 %, és a '°C ugyane-

zen aranya elhanyagolhatéan alacsony. Ezért annak valdszi-
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nisége, hogy barmely adott szénatom egy szerves molekulan
belul 'c, koriilbeliil 0,0111, és annak a valdsziniisége,
hogy barmely adott szénatom !'C-izotép, igen alacsony. Ami-
kor célproteineket A&llitunk eld, az alkalmazott NMR
“szlirésben” vagy a Fesik és munkatarsai (lasd: fentebb)
altal ismertetett hatbéanyag feltarasi eljarasban valé al-
kalmazasra, szilkséges, hogy a !3C NMR jelet a vizsgalt cél-
molekula természetes '’C-tartalménak névelésével erdsitsiik.
Ez végrehajthaté a célmolekulanak *C-izotéppal akar egyen-
letesen, akar szelektiven térténd dusitasaval. A jelen le-
irasban és a kapcsolddsd igénypontokban alkalmazva az
“egyenletes dusitas”, ‘egyenletesen dusitva”, “egyenlete-
sen dusitott”, “egyenletes jelzés” és “egyenletesen jel-
zett” kifejezések jelentése annak a valészinlségnek 0,0111
értéknél nagyobb értékre vald novelése szintetikus eszk&-
zbkkel, hogy a célmolekulaban a véletlenszertden kivalasz-
tott szénatom 13C—izotép lesz. A “specifikus dusitas”,
“helyspecifikus dusitas”, a “specifikusan dusitas”, *spe-
cifikusan dusitott”, “specifikus jelzés” és “specifikusan
Jelzett” kifejezések jelentése szintetikus eszkdzbkkel an-
nak a valészinlségnek 0,0111-nél nagyobb értékre névelése,
hogy a szénatom egy vagy tébb specifikus, elSre kivalasz-
tott helyen (helyeken) a célmolekulan beliil Bc-izotép
lesz.

Példaul az egyenletesen >C-dusitott glikézt tartalmazé
tapkozegben névesztett genetikailag mbédositott mikroorga-
nizmusok 4ltal expresszalt biomolekuldk egyenletesen

13C—izotéppal disitottak lesznek. Egy olyan protein, ame-
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lyet '>C-dusitott aminosavat tartalmazé tapkdzegben névesz-
tett genetikailag médositott mikroorganizmus expresszal,
az expresszalt proteinben 1évé alanin maradékoknal csak
annak metil oldallancan lenne specifikusan c-izotoppal
disitott. Hasonléan a taladalmany szerinti eljaréassal
expresszalt proteinek a leucin, az izoleucin és a valin
oldallénc terminalis metilcsoportjainal lesznek helyspeci-
fikusan '’C- vagy 'C-izotéppal dusitottak.

A talalmany szerinti eljaras lehetdvé teszi helyspeci-
fikusan jelzett leucin, izoleucin és valin, proteinek,
protein fragmentumok vagy ezekb&l a jelzett aminosavakbél
el6allitott polipeptidek és !Mc- és ’c-izotbppal jelzett
aminosav bioszintézis prekurzorok eldallitasat is. Az
ilyen vegyiiletek alkalmazhatok példaul protein bomlasi
vizsgdlatokban, ahol a protein bomlasanak menetét és sor-
sat regiometrids eljarasokkal sziikséges kovetni.

Azon tovabbi kifejezések, amelyeket a jelen leirasban
és a kapcsolédd igénypontokban alkalmazunk, azok altalano-
san elfogadott jelentései szerint értendék:

a "DTT” kifejezés jelentése: ditiotreitol;

a “HEPES” kifejezés jelentése: N-2-hidroxietil-pipe-
razin-N’-2-etilszulfonsav;

az “IPTG” kifejezés jelentése izopropil-B-D-tiogalak-
topiranozid;

a * PMSF” kifejezés jelentése a-toluolszulfonil-
-fluorid;

az “SCD” kifejezés jelentése a sztromelizin kataliti-

kus helye (81-256 egységq).
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Egy helyspecifikus "C-dusitott protein fragmentum cél-
molekula el84allitésat az aldbbiakban ismertetiink. A konk-
rét bemutatott példa a helyspecifikus !3C-dusitott
leucinnel, valinnal és izoleucinnel jelzett human
sztromelizin (*SCD”) ugynevezett “katalitikus helyének”
eldallitasat mutatja be. Bar az eljarast *C-jelzett amino-
sav prekurzorokkal mutatjuk be, az eljaras ugyanigy végre-
hajthaté '“C-izotéppal jelzett aminosav prekurzor kiindula-
si anyagok alkalmazasaval. Elényds eszkdz a specifikusan
"C-dusitott polipeptidet tartalmazé célmolekulak megfeleld
mennyiségeinek el8&llitdsara a kivant polipeptidet kédoléd
polinukleotidot tartalmazé expressziés vektorral rendelke-
z6 gazdasejt transzformacié. A proteint vagy polipeptid
protein fragmentumot a transzformalt sejtvonalnak olyan, a
szakteriileten ismert kbézegben valéd tenyésztésével
expresszaljuk, amely a szén és a nitrogén beépithetd for-
rasait, és a taladlmany szerinti "C-dusitott biokémiai pre-
kurzorokat tartalmazza. A taldlmany szerinti protein vagy
protein fragmentum helyspecifikus jelzésére eqgqy cél-po-
lipeptid "C-jelzéséhez beépithetd forrasok az aminosavak
"C-jelzett bioszintetikus prekurzorai.

Példaul ismeretes, hogy az a-keto-butirat az izoleucin
bioszintézis-prekurzora és hogy az oa-keto-izovalerat mind
a valin, mind a leucin bioszintézis-prekurzora. Az alabbi-
akban ismertetett 1. reakciévazlat bemutatja, hogyan 4&l-
lithatdok eldé a specifikusan "C-dusitott leucin, izoleucin
és valin bioszintézis-prekurzorok. A reakciévazlat szerin-

ti eljarasban az "C-termindlisan-jelzett a-keto-vajsav és
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a-keto-izovaleridnsav elSallitasara az izotop-dusitas for-
rasaként a viszonylag olcsd "C-disitott metil-jodidot
(Hs"CI) alkalmazzak.

Egy egyenletesen '’C-dusitott tapanyag, igy példaul
glikéz-'Cs hasznalata tipikusan megfeleld, azonban ez igen
koltséges eszkoz volt a '>C-dusitas a célmolekulaba térténd
beépitésére. Tovabba, az egyenletesen ’C-jelzett célmole-
kuldakban a szénatom-helyek nagy toébbsége rendelkezik egy
kovalens kotésu szomszéddal, amely szintén ’C-jelzett; ez
1’c-13c-kapcsolast eredményez, amely negativan befolyasol-
hatja mind a jel-zaj aranyt, mind a “c-jelzett helyek re-
laxaciés tulajdonsagait a cél-biomolekulaban. Alternativ
megoldasként a tapkdzeg tartalmazhat kereskedelmi forga-
lomban kaphatd, egyenletesen BC-jelzett aminosavakat. Mig
ez az eljaras csokkenti a jelzés “higitasat”, ez egy tul-
sagosan koltséges alternativa, és hasonldan rendelkezik a
szomszédos szénatom C-'’C spin-spin kolcsénhatasai hatra-
nyaval.

Azonban a talalmadny szerinti eljarads egy polipeptid
célmolekula "C-jelzésére a konkrét aminosavak "C-jelzett
bioszintézis-prekurzorait tartalmazé tapkozegben a geneti-
kailag moédositott sejtvonal tenyésztését foglalja magaban.
A keletkezs proteinben, protein fragmentumban vagy
polipeptidben nemcsak bizonyos aminosavak izotép-dusitot-
tak, de ezek az aminosavak helyspecifikusan jelzettek is.

A talalmany egy kiviteli alakja szerinti eljarasban
elénybs aminosav prekurzorok a jelzett a-keto-vajsav és az

a-keto-izovaleriansav. Ezen prekurzorok bioszintézis ter-
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mékei a leucin, az izoleucin és a valin, amelyekben konk-
rét oldallanc-metilcsoportok "C-dusitottak. Mivel a
metilcsoportok mindegyike harom "C-jelzett szénatomhoz
kapcsolédd hidrogénatommal rendelkezik, amikor n értéke
13, a megfelelé NMR-jelek kiillénésen erdsek és kilonalléak.
A jelzett a-keto-vajsav és a-keto-izovaleridnsav szin-
tézise sordn a piroszdldsav terminalis szénatomjat "C-
-disitott metil-jodiddal C-metilezziitk. Altalaban az o-
-ketosavak, igy példdul a piruvat alkilezése 6énmagadban vé-
ve bonyolult, és az enolat intermedier bomlasa kiséri sza-
mos melléktermék képzSdésével. Azonban Spencer és munka-
tarsai a Tetrahedron Letters, 3889 (1976.) és Williams és
munkatarsai, a fenti szakirodalmi hely 5881. oldalan
(1990.) bemutattak, hogy a megfelelé oxim enolat
alkilezése végbement, bar a primer elektrofilek (példaul a
metil-jodid) alkilezése problémas volt. D. Enders és mun-
katadrsai az Anges. Chem. Int. Eng. Ed., 618 (1992.) és D.
Enders és munkatarsai a Synlett, 901 (1992.) szakirodalmi
helyen bemutattak, hogy a piruvat N,N-dimetil-hidrazonja
alkilezése lehetséges, de konkrétan emlitették, hogy a
terjedelmes 2, 6-dialkil-fenil-észter szlikséges volt az
Onacilezés megakadalyozasara. A talalmany szerinti jelleg-
zetes vegyliletek a kdvetkezbk:
2-keto-4- (*°C) -vajsav vagy annak séja;
2—keto—4—(“C)—vajéav vagy annak sbéja;
2-keto-3-(**C-metil)-4-(}*C)-vajsav vagy annak séja;
2-keto-3-(''C-metil)-4- (*C)-vajsav vagy annak séja;

L-2-amino-3-metil-5-('°C)-pentansav vagy annak séja;

95476-1045-MO1
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L-2-amino-3-metil-5-(’C) -pentansav vagy annak séja;

L-2-amino-4- (>C-metil) -5-(}C) -pentansav vagy annak
s6ja;

L-2-amino-4- (*'C-metil)-5-(}C) -pentansav vagy annak
sbéja;

L-2-amino-4- (*’C-metil) -5- (*°C) -butansav vagy annak sé-
ja;

L-2-amino-4- (**C-metil)-5-('*C) -butansav vagy annak s6-
ja.

A talalmadny a helyspecifikus izotép-dusitott L-2-
-amino-3-metil-5-(!°C) -pentéansav; L-2-amino-3-metil-5-
- (**C) -pentansav; L-2-amino-4- (*>)C-metil) -5- (13C) -pentéansav,
L-2-amino-4- (**C-metil)-5- (!'C) -pentansav, L-2-amino-3- (}3c-
-metil)-5-(1’C) ~buténsav és L-2-amino-3-(“C-metil)-5-('C)-
-butansav aminosavakat tartalmazé proteinekre, protein
fragmentumokra és polipeptidekre is vonatkozik.

Bar a fentebb megnevezett konkrét vegylleteknél jelez-
tik, hogy '’C- vagy 'C-izotépokat tartalmaznak a vegyiile-
tekben specifikus helyeken, a szakember szamara érthetd,
hogy a vegyiiletekben ezeken a helyeken 1évS szénatomok nem
teljes mértékben '>C- vagy '"C-jelzettek. Minden molekula
helyen az izotdép helyettesités vagy "duasitas" foka fiigg a
szintézis sordn alkalmazott kiindulasi anyagokban a meg-
feleld dusitasi foktél.

Az 1. reakciévazlatban a (1) terc-butil-piruvatot a
megfeleld (2) N,N-dimetilhidrazonna alakitjuk annak
dietil-éterben szobahdmérsékleten N,N-dimetil-hidrazinnal

vald reagaltatasaval. A keletkezé (2) hidrazont tetrahid-
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rofuran oldatban -78 °C hémérsékletre hitjik és litium-
-bromiddal, majd litium-diizopropil-amiddal kezeljik, igy
az aza-allil-enolat intermediert kapjuk. Az enolatot ™C-
-jelzett metil-jodiddal alkilezziik, igy a (3) hidrazont
kapjuk. A (3) vegyilllet alkilezésének masodik szakasza a
(4) Jjelzett dimetilezett hidrazont eredményezi. A (3) és
(4) vegyliletek el8szdr vizes 1IN HCl-val tetrahidrofuranban
vagy dietil-éterben vald kezelésével (a hidrazon eltavoli-
tasa érdekében), majd hidrogén-klorid gazzal metilén-klo-
ridban valdé kezelésével (a terc-butil-észter eltavolitasa
érdekében) a megfeleld (5) és (6) "C-terminalisan jelzett
a-ketosavakat eredményezik. A II., III. és IV. reakcidvaz-
latok sorrendben azt szemléltetik, hogyan térténik ezeknek
az oa-ketosavaknak "C-leucinna, izoleucinna vagy valinné
torténd bioszintetikus atalakitasa. A reakcidévazlatok min-
degyikében az izotdp-dusitas helye (i)t csillaggal jelsl-
jik.

Olyan expresszaldé vektorok eldallitéasara, amelyek tar-
talmazzak a konkrét polipeptideket ké6dold polinukleotid
szekvenciakat, és ezekkel a vektorokkal a gazdasejtek at-
alakitasara szolgaldé eljarasok a szakterilleten ismertek
(lasd: példdul R. W. 0ld és munkatarsai: Techniques of
Gene Manipulation (Gén manipulaciés eljarasok), Blackwell
Science, London (1994.) és a szakteriileten hasonld érteke-
zéseket); hasonldan eljarasok transzformalt sejtek te—‘
nyésztésére a koédolt polipeptid expresszalasara és a
polipeptid izolaléaséara, tisztitadsara és annak térszerkeze-

tének Ujbdéli felvételére ("refolding”) szintén ismertek a
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szakterileten. Az aldbbiakban ismertetett példak a human
sztromelizin (SCD) 81-256 aminosav katalitikus régidéjanak
YC-disitott mintai médositott E. coli altali elSallitasat
ismertetik.

Példak

1. példa

Human sztromelizin (SCD) egyenletesen 3C-dasitott ka-

talitikus helyének eldillitasa

A sztromelizin (SCD) 81-256-fragmentumdt (szekvencia
azonbsitési szam: 1) a protein fragmentum el8illitasat egy
E. coli toérzsben kédolé plazmidnak a beillesztésével és
egy megfeleld tenyészkdzegben a genetikailag médositott
baktérium torzs tenyésztésével 4&llitjuk elS. A protein
fragmentumot a tenyészkozegbdl izolaljuk, tisztitjuk, és
annak a tesztvegyliletekhez valdé affinitadsa szempontjabdl a
két dimenziés NMR elemzésben a taldlmany szerinti eljaras
szerint alkalmazzuk. Az elSallitasi eljarasokat az alabbi-
akban ismertetjiik.

Humadn bdér fibroblasztumokat (ATCC szam: CRL 15707) noé-
vesztink és indukalunk a Clark és munkatarsai &ltal az
Archiv. Biochem. and Biophys., 241, 36 (1985.) szakirodal-
mi helyen ismertetett eljarassal. 1 g sejtbsl a 6ssz-RNS-t
izolaljuk az RNAgents® Total RNA Isolation System Kit
(Promega Corp., 2800 Woods Hollow Road, Madison, WI 53711,
USA) alkalmazdsdval a gyartd utasitasai szerint. Az RNS 1
Hg részletét 80 °C hémérsékleten 5 percig torténd melegi-
téssel denaturaljuk, majd reverz transzkriptaz PCR-rel ke-

zeljiik eqgy GenAmp® RNA PCR készlet (Applied
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Biosystems/Perkin-Elmer) alkalmazasaval a gyartd utasita-
sal szerint.

Az egymasba &gyazott PCR-t az (a) GAAATGAAGAGTCTTCAA
(szekvencia azonositédsi szam: 2) és (b) GCGTCCCAGGTTCTGGAG
(szekvencia azonositasi szam: 3) elsé primerek és 94 °C
hémérséklet, 2 perc; 45 °C hémérséklet, 2 perc; és 72 °C
hémérséklet, 3 perc 35 ciklus alkalmazasaval hajtjuk vég-
re. Ezt kdveti a (c) TACCATGGCCTATCCATTGGATGGAGC (szekven-
cia azonositdsi szam: 4) és (d) ATAGGATCCTTAGGTCTCAGGGGA
GTCAGG (szekvencia azonositasi szém: 5) belsd primerekkel
torténd kiegészités a kdzvetleniil fentebb ismertetetettek-
kel azonos koériilmények kozétt, 30 ciklus alkalmazasaval, a
human sztromelizin 1-256 aminosav egységére kbédold DNS
szekvencia elSallitasa érdekében.

A PCR-fragmentumot a pT7BIue® (Novagen, 1Inc.) PCR
klénozd vektorba klénozzuk a gyartd utasitasai szerint. A
keletkezd plazmidot NcolI-vel és BamHI-vel vagjuk és a
sztromelizin fragmentumot a PET3d (Novagen, Inc.)
expresszaldé vektorba al-klénozzuk - ismét a gyartdé utasi-
tasai alkalmazasaval.

A 81-256 aminosav egységekre kédold érett sztromelizin
expresszalasi terméket és egy inicialé metionin aminoacil-
maradékot az 1-256 expresszalasi termékbSl PCR-b&vités ut-
jan allitjuk eléS. A keletkezd PCR-fragmentumot eldszdr a
pT7Biu® vektorba (Novagen, Inc.) klénozzuk, majd a pET3d
vektorba (Novagen, Inc.) al-kldénozzuk a fentebb ismerte-
tett médon a gyadrtd utasitasai alkalmazasaval, igy a

PETST-83-256 plazmidot &llitjuk eld. Ez a végsé plazmid
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azonos a Qi-Zhuang és munkatarsai &ltal a Biochemistry,
31, 11231 (1992.) szakirodalmi helyen ismertetett
plazmiddal azzal az eltéréssel, hogy az itt ismertetett
plazmid két aminosavval korabban, konkrétan a 81. pozicié-
ban kezddéds peptid szekvenciat kédolja a human
sztromelizin szekvencidban. A pETST-83-256 plazmidot a
BL21 (DE3) /pLysS (Novagen, Inc.) E. coli t&rzsbe transzfor-
maljuk a gyarté utasitéasai szerint, igy a
BL21 (DE3) /pLysS/pETST-255-1 expresszald torzset allitjuk
elés.

Az elétenyésztési kbzeget 1,698 g mennyiséqgu
NaH,PO,-7H,0, 0,45 g mennyiségi KH,PO,, 0,075 g mennyiségu
natrium-klorid, 0,150 g mennyiségi NH,Cl, 0,3 g mennyiségi
U-°C-gliikéz, 300 pl 1 M-os vizes MgSO, oldat és 15 ml vi-
zes CaCl;-oldat 150 ml ionmentesitett vizben tdrténd fel-
oldasaval allitjuk eld. A keletkezd elStenyésztési kozeg-
-oldatot steriliz&ljuk, és egy steril 500 ml-es razélom-
bikba mérjik. Kozvetleniil az eldétenyésztési koézegnek a
baktérium toérzzsel vald beoltasa elétt 34 mg/ml
kloramfenikolt 100 % etanolban tartalmazé 150 ml oldatot
és 20 mg/ml ampicillint tartalmazé 1,5 ml oldatot a lombik
tartalmdhoz adunk. A lombik tartalmat ezutan 1 ml
BL21 (DE3) /pLysS/pTST-255-1 genetikailag médositott E. coli
térzs 1 ml glicerines torzsoldataval beoltjuk. A lombik
tartalmat 37 °C hémérsékleten razzuk (225 fordulat/perc),
amig 0,65 optikai slrlséget mériink.

Fermentacidos téapkozeget &allitunk eld 113,28 g mennyi-

ségli Na,HPOs*7H,O, 30 g mennyiségli KH,PO,, 5 g mennyiséqgi
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natrium-klorid és 10 ml 1 %-os DF-60 habzasgatldé sz

ml ionmentesitett vizben térténé feloldasaval. Ezt
datot egy New Brunswick Scientific Micros Fermenter _oi-
son, NJ) tipusu késziilékbe helyezziik, és 125 °C hémérsék-
leten 40 percig sterilizaljuk. Kdzvetleniil a fermentaciés
kbzeg beoltasa eldtt a kovetkezd eldsterilizalt oOsszetevd-
ket adjuk a fermenticiés edény tartalmadhoz: 100 ml 10 %-os
vizes NH,Cl-oldat, 15 g mennyiségdi egyenletesen 3C-
-disitott glikéz, 20 ml vizes 1M-os MgSOs-oldat, 1 ml vi-
zes 1M-os CaCl;-oldat, 5 ml (10 g/ml) vizes tiamin-hidro-
klorid oldat, 10 ml (34 mg/ml) kléramfenikolt 100 %-os
etanolban tartalmazé oldat és 1,9 g mennyiségl, a kloér-
amfenikol oldatban feloldott ampicillin. A keletkezd oldat
kémhatasat 4N H;SO; vizes oldat hozzaadasaval pH = 7,00-ra
allitjuk.

A BL21 (DE3) /pLysS/pETST-255-1 E. coli torzs
eldtenyészetét a fent ismertetett rézélombik méretnévelési
eljarasbdl a fermentor tartalmdhoz adjuk, és a sejtndveke-
dési folyamatot addig engedjik végbemenni, amig 0,48 érté-
ki optikai slrilséget ériink el. A folyamat alatt a fermen-
tor tartalmanak kémhatasat - szikség szerint 4N H,SO, vagy
4N KOH hozzaadasaval - automatikusan pH=7,0 értéken tart-
juk. A fermentor tartalmanak felolddédott oxigén mennyisé-
gét egy kaszkad hurok segitségével 55 % levegs telitettség
felett tartjuk, amely noveli a keverési sebességet, amikor
a feloldddott oxigén tartalma 55 % ald csdkken. A levegst

a fermentor tartalmahoz 7 standard liter/perc (SLPM) Aram-
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lasi sebességgel adagoljuk, és a tenyészet hdémérsékletét
az eljaras folyaman végig 37 °C-on tartjuk.

A sejteket 10 percig 4 °C hémérsékleten 17 000 g mel-
lett végrehajtott centrifugalassal kitermeljiik, és a ke-
letkezé sejt pelleteket Osszegyldjtjik és -85 °C hémérsék-
leten taroljuk. A nedves sejt hozama 3,5 g/liter. A sejt
lizatok oldékony és oldhatatlan frakcidi natrium-dodecil-
-szulfat poliakrilamid gél elektroforézis (SDS-PAGE) elem-
zése alapjan megallapithaté, hogy a sztromelizin k&riilbe-
lil 50 %-a az oldékony fazisban volt.

A fentiek szerint elSallitott sztromelizin fragmentu-
mot a Ye és munkatarsai &altal a Biochemistry, 31, 11231
(1992.) szakirodalmi helyen ismertetett eljaras moédosita-
sanak alkalmazasaval tisztitjuk. A kitermelt sejteket 20
mM Trisz-HCl1 puffer (pH=8,0), 1 mM MgCl,-ot tartalmazd
natrium-azid oldat, 0,5 mM ZnCl,, 25 egység/ml Benzonase®
enzim (Benzon Pharma A/S Roskilde, Dania) és 4-(2-
—aminoetil)-benzolszulfonil-fluoridbél ("AEBSF"),
Leupeptin®-bél, Aprotinin®-b&l és Pepstatin®-bél (mindegyi-
kik koncentraciéja 1 mg/ml) &llé inhibitor elegy keverékeé-
ben szuszpendaljuk. (Az AEBSF, a Leupeptin®, az Aprotinin®
és a Pepstatin® markanevd termékek az American
International Chemical vallalattél kaphatdk.) A keletkezd
elegyet 1 6raig kiméletesen keverjiik, majd 4 °C hémérsék-
letre hidtjik. A sejteket azutan ultrahang-kezeléssel 50
3-0s teljesitmény ciklus alkalmazasaval elvalasztjuk. A

keletkezé lizatot 14 000 fordulat/perc mellett 30 percig
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centrifugaljuk és az oldhatatlan frakcidé pelletjét -80 °C
hémérsékleten fagyasztjuk az ezt kovetd feldolgozashoz.

A feliluszbéhoz sziladrd amménium-szulfatot adunk a 20
%-0s telitési pontig, és a keletkezd oldatot 700 ml-es
fenil-Sepharose gyors Aaramlasu ("Q-Sepharose FF" markane-
vi) oszlopra (Pharmacia Biotech.) toltjik. A feltdltés
elétt a Sepharose oszlopot 50 mM-os trisz-HC1l pufferrel
(pH=7,6, 4 °C hdémérsékleten), 5 mM-os CaCl,-dal és 1M-os
(NH4) 2SOs-tal egyensulyba hozzuk. A feltsltstt oszlopot vi-
zes (NH4).SO4 csokkend koncentraciéi (1M-rél OM-ra) és a
vizes CaCl, novekvS koncentraciéi (5 mM-rél 20 mM-ra) al-
tal a trisz-HCl pufferben pH = 7,6 kémhatias mellett kép-
zett linedris gradienssel elu&ljuk. Az eluatum aktiv frak-
cidit Osszegyljtjiik és egy Amicon kevert cellaban (Amicon
Inc.) koncentraljuk. A koncentrdlt mintat egy éjszakan &t
dializaljuk a Q-Sepharose FF oszloppal alkalmazott, 10 mM-
—os CaCl,-dal kiegészitett 50 mM-os trisz-HC1l (pH=8,2, 4
°C hémérsékleten) kiindulasi pufferben.

A dializalt mintat a Q-Sepharose FF oszlopra toltjiik,
és a kiindulési puffert és 200 nM-os NaCl-ot tartalmazd
linearis gradienssel elualjuk. A sztromelizin fragmentum
tisztitott oldhaté frakcidjat koncentraljuk és 4 °C hémér-
sékleten taroljuk. A pelletet 8M-os guanidin-HCl-ban old-
hatoéva tessziik. Az oldatot 20 percig 20 000 fordulat/perc
mellett centrifugaljuk és a feliiluszét cseppenként az 50
mM-os trisz-HCl-ot (pH=7,6), 10 mM-os CaCl,-ot, 0,5 mM-os
ZnCl,-ot és az AEBSF, a Leupeptin°, az Aprotinin® és a

Pepstatin® (mindegyikiik koncentraciéja 1 pg/ml) inhibitor
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elegyet tartalmazé, a térszerkezet felvételét eldsegité
pufferhez adjuk. A térszerkezet felvételét elésegitd puf-
fer térfogata a feliiluszd térfogatdnak 10-szerese. A fe-
liliszé és a térszerkezet felvételét eldéseqgitd puffer ele-
gyét 20 000 fordulat/perc mellett 30 percig centrifugal-
Juk. Az ebbdl a centrifugalasbél szarmazéd feliluszét 4 °C
hémérsékleten taroljuk, és a pelletet a fentebb bemutatott
guanidin-HCl-ban valé oldhatéva tételig, pufferben tér-
szerkezet ujbéli felvételi és centrifugdlasi 1épésekkel
kétszer kezeljik. A végsd feliilluszdékat mind a harom cent-
rifugadlasbdél egyesitjiikk, és szilard amménium-szulfatot
adunk hozzd a 20 %-os telitési pontig. Az oldhatatlan
frakcioébél igy keletkezd oldatot a fentiekben az oldhaté
frakcidora ismertetett médon fenil-Sepharose-on és Q-
—-Sepharose-on tisztitjuk. A tisztitott oldékony és oldha-
tatlan frakcidkat egyesitjiik, igy az eredeti sejt paszta 1
grammjara szamitva koériilbelil 1,8 mg tisztitott, c-izo-
téppal egyenletesen dusitott sztromelizin 81-256 fragmen-

tumot (SCD) kapunk.

2. példa

A human sztromelizin (SCD) specifikusan 13C—izotéppal

dusitott katalitikus helyének eldallitasa

Az SCD-t a BL21(DE3)/pLysS/pETST-255-1 médositott E.
coli torzs 2-keto-4-('’C)-vajsavat, vagy annak s6jat és 2-
-keto-3-('°C) -metil-4- (*3C) -vajsavat vagy annak soéjat tar-
talmazé kozegben torténd tenyésztésével expresszaljuk. A
genetikailag tervezett E. coli térzs eldallitasara és a

protein fragmentum expresszalasara, izolalasadra és tiszti-
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tédsdra alkalmazott eljarasok megegyeznek a fentiekben is-
mertetettekkel azzal az eltéréssel, hogy U-'’C-gliikézt al-
kalmazunk U-'’C-gliikéz helyett.

A szakember szamara nyilvanvald, hogy a bemutatott ki-
viteli alakokban szamos médositéas hajthaté végre anélkiil,

hogy a taldlmany targyatél az eltérést jelentene.
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Ala His

Asp Asp
100

Leu val

115

Ala Asn

Leu Thr
Leu Tyr
<210>
<211>

<212>
<213>

Ala

Thr

Gly
165

. .
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1

174

PRT

Mesterséges szekvencia

A human sztromelizin 81-256 katalitikus régiédja

Gly Ile Pro Lys Trp Arg Lys Thr His Leu Thr
10 15
Tyr Thr Pro Asp Leu Pro Lys Asp Ala val Asp

Ala Leu Lys Val Trp Glu Glu Val Thr Pro Leu
40 . 45
Tyr Glu Gly Glu Ala Asp Ile Met Ile Ser Phe
55 60
Gly Asp Phe Tyr Pro Phe Asp Gly Pro Gly Asn
70 75 80
Tyr Ala Pro Gly Pro Gly Ile Asn Gly Asp Ala
S0 95
Glu Gln Trp Thr Lys Asp Thr Thr Gly Thr Asn
105 110
Ala His Glu Ile Gly His Ser Leu Gly Leu Phe
120 128
Glu Ala Leu Met Tyr Pro Leu Tyr His Ser Leu
135 140
Phe Arg Leu Ser Gln Asp Asp Ile Asn Gly Ile
150 155 . 160
Pro Pro Pro Asp Ser Pro Glu Thr Pro
170

2

18

DNS

Mesterséges szekvencia
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<220>
<223> Primer
<400> 2
gaatgaaga gtcttcaa
<210> 3
<211> 18
<212> DNS
<213> Mesterséges szekvencia
<220>
<223> Primer
<400> 3
gcgtccagg ttctggag
<210> 4
<211> 27
<212> DNS
<213> Mesterséges szekvencia
<220>
<223> Primer
<400> 4
taccatggcc tatccattgg atggagc
<210> 5
<211> 30
<212> DNS
<213> Mesterséges szekvencia
<220>
<223> Primer
<400> 5

ataggatcct taggtctcag gggagtcagg

9 o2 eo o800 e

. » . .
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.
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Szabadalmi igénypontok

1. A (I/I) &ltalanos képleti vegylilet vagy annak s6-
ja - a képletben
R' helyettesité jelentése oxigénatom vagy NH;-csoport;
R? helyettesitd jelentése (I/1.a) képleti csoport vagy
(I/2.a) képletd csoport, ahol
R® helyettesités jelentése hidrogénatom vagy "CHs;-cso-
port;
a pontozott vonallal jelzett kotés egy masodik vegyér-
tékkotést jelent;
m értéke 0 vagy 1; és
n értéke minden eléfordulasakor 13 vagy 14;
azokkal a feltételekkel, hogy
i) amikor R' helyettesitd jelentése NH,-csoport, akkor
a pontozott vonallal reprezentalt, R' helyettesi-
téhéz kapcsolédd masodik vegyeértékkotés hianyzik,
és a pontozott vonallal reprezentalt kétéshez kap-
csolddé hidrogénatom jelen van;
ii) amikor R' helyettesitd jelentése oxigénatom, akkor
a pontozott vonallal reprezentalt R! helyettesits-
hoz kapcsoldédd masodik vegyértékkotés jelen van,
és a pontozott vonallal reprezentalt kotéshez kap-
csolddd hidrogénatom hianyzik;
iii) amikor R' helyettesitd jelentése oxigénatom, R?
jelentése B és m értéke 0; és
iv) amikor R! helyettesité jelentése NH, csoport, R?3
helyettesitS jelentése hidrogénatom vagy "CH3-cso-

port.
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2. Az 1. igénypont szerinti vegyiiletbél - a képletben
R! helyettesité jelentése -NH,-csoport - szarmazé amino-
acil-maradékot tartalmazé protein, protein fragmentum vagy
polipeptid.

3. Az (Ia) altaléanos képletld vegyiilet vagy annak so6-
ja - a képletben R? helyettesité jelentése hidrogénatom
vagy "CHi-csoport és n értéke annak minden eléfordulasakor
13 vagy 14.

4. A 3. igénypont szerinti, az alabbi vegyiiletek koziil
kivalasztott vegyiilet:

2-keto-4-('°C)-vajsav;

2-keto-3- (>)C-metil)-4-('>C) -vajsav;

2-keto-4- (**C) -vajsav; és

2-keto-3- (*'C-metil)-4-(''C) -vajsav;
vagy annak sdja.

5. Az (Ib) 4altalédnos képletd vegyiilet - a képletben
R’ helyettesité jelentése (I/1.a) &altalanos képletd cso-

port vagy (I/2.a) &ltaladnos képletidi csoport, ahol

R®> helyettesité jelentése hidrogénatom vagy "CH;-cso-

port;

m értéke 0 vagy 1 és

n értéke annak minden el&fordulasakor 13 vagy 14.

6. Az 5. igénypont szerinti, az alabbi vegyiiletek k&-
ziil kivalasztott vegylilet:

L-2-amino-3-metil-5-(!3C) -pentansav;

L-2-amino-3-metil-5- (}*C) -pentansav;

L-2-amino-3- (*’C-metil)-5-(*3C) -butansav;

L-2-amino-3- (*C-metil)-5- (!*C) -butansav;

L-2-amino-3-(*>)C-metil)-5- (}3C) -pentansav; és
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L-2-amino-3- (**C-metil)-5-(*‘C) -pentansav;
vagy annak séja.

7. Egy vagy tobb aminoacil maradékot tartalmazéd prote-
in, protein fragmentum vagy polipeptid, amelyben a széban
forgé egy vagy toébb aminoacil maradék a (IIb) &ltaldnos
képletd vegyiilet - a képletben
R® helyettesité jelentése az (I/1.a) &altalanos képleti

csoport vagy az (I/2.a) A&ltaldnos képleti csoport,

ahol

R’> helyettesité jelentése hidrogénatom vagy "CH;-cso-

port;

m értéke 0 vagy 1 és

n értéke annak minden el&fordulasakor 13 vagy 14.

8. Eljaras az (Ia) altalanos képletd vegyulet vagy an-
nak séja - a képletben
R?® helyettesité jelentése hidrogénatom vagy "CH;-csoport;

és
n értéke annak minden eléfordulasakor 13 vagy 14 -
elédllitasara, azzal jellemezve, hogy a kdvetkezd
lépéseket hajtjuk végre:

a) a (IV) &altalanos képletld vegyiiletet izotdép-jelzett
metil-jodiddal (Hs"CI) reagaltatjuk, igy az (V) A&ltaléanos
képletd vegylletet &llitjuk eld, és

b) a terc-butil-észter és a dimetil-hidrazin-cso-
portokat eltavolitjuk, igy 2-keto-4-("C)-vajsavat &llitunk
elé.

9. A 8. igénypont szerinti eljarads, azzal jelle-
mezve, hogy a b) lépés szerint reakcidétermékbdl soét is

képzink.
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10. A 8. igénypont szerinti eljaras, azzal jel-
lemezve, hogy

c) a b) lépésbdl szarmazd terméket izotép-jelzett me-
til-jodiddal (H5;"CI) - a képletben n értéke 13 vagy
14 - reagaltatijuk, igy a (VI) &altalanos képletd vegyiiletet
kapjuk, és

d) a terc-butil-észter- és dimetilhidrazin-cso-
portokat eltavolitjuk, igy 2-keto-3-("C)-metil-4-("C)-
-vajsavat kapunk.

11. A 10. igénypont szerinti eljaras, azzal jel-
lemezve, hogy a d) 1lépésbSl szarmazd termékbdl sét is
képziink.

12. Eljaras legaldbb egy 4—(“C)—metil—5—(“C)—leucil—,
5-("C)-izoleucil-, vagy 3-("C-metil)-4- ("C)-valil-aminoacil
maradékot tartalmazé protein, protein fragmentum vagy
polipeptid elf&llitasdra, azzal jellemezve, hogy

a) egy megfeleld mikroorganizmust genetikailag médo-
situnk az emlitett protein, protein fragmentum vagy
polipeptid expesszalasara;

b) a genetikailag médositott mikroorganizmust az (Ia)
altalanos képletd vegyiiletet vagy annak sbéjat - a képlet-
ben n értéke annak minden egyes eléfordulasakor 13 vagy 14
és R’ helyettesits jelentése hidrogénatom vagy "CHs;-cso-
port - tartalmaz6 tépkézegben tenyésztijiik, és

c) az emlitett proteint, protein fragmentumot vagy
polipeptidet izoléaljuk.

13. Eljaras legalabb egy 3-metil-5-("C)-izoleucil-ami-

noacil maradékot tartalmazé protein, protein fragmentum
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vagy polipeptid el6&llitasara, azzal jellemezve,
hogy

a) egy megfeleld mikroorganizmust genetikailag médosi-
tunk az emlitett protein, protein fragmentum vagy
polipeptid expresszalasara;

b) az emlitett genetikailag médositott mikroorganiz-
must egy az (Ia") A&ltalanos képleti vegyliletet vagy annak
s0jat - a képletben n értéke annak minden elé6fordulasakor
13 vagy 14 - tartalmazdé tapkdzegben tenyésztjiik, és

c) az emlitett proteint, protein fragmentumot vagy
polipeptidet izoléaljuk.

14. Eljaras 2-amino-3-("C)-metil-4-("C)-vajsav elBalli-
tasara, azzal jellemezve, hogy

a) egy megfeleld mikroorganizmust genetikailag médosi-
tunk a valin egy homopolimerjének expresszalasara;

b) az emlitett genetikailag médositott mikroorganiz-
must egy az (Ia') &altalanos képleti vegylletet vagy annak
sb6jat - a képletben n értéke annak minden egyes eléfordu-
lasakor 13 vagy 14 - tartalmazé tapkdzegben tenyésztjiik;

c) az emlitett genetikailag médositott mikroorganiz-
musok altal expresszalt valin homopolimert izolaljuk; és

d) az emlitett homopolimert fragmentaljuk, igy 2-
—amino-3- ("C) -metil-4-("C)-vajsavat allitunk eld.

15. Eljaras 2-amino-4-("C)-metil-5-("C)-pentansav el&-
allitaséara, azzal jellemezve, hogy

a) egy megfeleld mikroorganizmust genetikailag médosi-
tunk a leucin egy homopolimerjének expresszalasara;

b) az emlitett genetikailag médositott mikroorganiz-

must egy az (Ia') altaldnos képletli vegyiiletet vagy annak
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s6jat - a képletben n értéke annak minden elé6forduléasakor
13 vagy 14 - tartalmazd tapkézegben tenyésztjiik,

c) az emlitett genetikailag médositott mikroorganizmus
altal expresszalt leucin homopolimert izolaljuk, és

d) az emlitett homopolimert fragmentaljuk, igy 2-
-amino-4-("C) -metil-5-("C) -pentansavat allitunk eld.

16. Eljaras 2-amino-3-metil-5-("C)-pentansav el&alli-
tdsadra, azzal jellemezve, hogy

a) egy megfeleld mikroorganizmust genetikailag médosi-
tunk az izoleucin egy homopolimerjének expresszalasara,

b) a genetikailag médositott mikroorganizmust egy az
(Ia") 4&altalanos képletd vegyiiletet vagy annak séjat - a
képletben n értéke annak minden eléfordulasakor 13 vagy
14 - tartalmazé tapkozegben tenyésztijuk,

c) az emlitett genetikailag médositott mikroorganizmus
dltal expresszalt izoleucin homopolimert izol&ljuk, és

d) az emlitett homopolimert fragmentaljuk, iqgy 2-

-—amino-3-metil-5-("C) -pentansavat &llitunk eld.
A meghatalmazott:

Danubia Szabadalmi és

Védjegy Iroda Kft.

dr. Mo§g£;ﬁlstvén

szabadalmi ilgyvivéjelslt
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3 \\_‘coo HG” SN
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| C'3H3
N
PN
HsC N N
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1. reakciovazlat

Jelzett prekurzorok kémiai szintézise

G
H C’N
N,N-dimetil-hidrazin 3
H3C/K"/ \|<CH
CHI 3 'HAC
3 Ciklohexan, hé 3 W<C
CH; °
(1) @)
1. (adott esetben) LiBr,
LDA
2. H;"Cl, THF, -78°C
GH
~N.
H,C lN
COOH O.__CH;
eSO < 6 ot
o) 1. 1N vizes HCIVTHF n 0O CHI'™3
vagy Et,0 CHj; 3
2. 3
1. (adott esetben) LiBr,
LDA
2. H,'CI, THF, -78°C
i CHa Y
CH, ril
] COOH HC™ N
Hy'C < o _cH,
o) 1. 1N vizes HOITHF ~ Ha Ren
vagy Et;0 (0] CH, 3
(6) 2. HCI gaz/CH,Cl, CH;



2. reakcidovazlat

~ Jelzett izoleucin biokémiai szintézise

O CH3
: Acetolaktat szintaz - COOH
. COOH
HC » H,C
v : H
Piruvat CO
5) iruva 2 (7)
NADH
Ketol-sav /-
reduktoizomeraz \
NAD*
1. Dihidroxi sav '
dehidrataz
O 2. Reduktaz OHOH
Hj C” COOH = s C/TKCOOH
Hj / Hj '
©) H,0 ©)
Elagazé lancu NH2
sav-transzaminaz - H:; C COOH
N\
\ e
L-Glutamat 2-Oxoglutamat (1 0)

Izoleucin



3. reakcidvazlat

Jelzett leucin biokémiai szintézise

"CH, ‘CH,
2-izopropilmaleat szintaz OHCOOH
— .
O COOH
(6) - Acetil-CoA CoA (1 1 )
H,0
3-izopropi|maleét
dehidrataz H,0
X 3-i iimaleat CHa
-izopropilma
T dehidrataz . . _COOH
. COOH - H,C I
H;C
COOH
HO COOH H,0 N
(12)
(13)
NAD* "CH;
3-izopropilmaleat
dehidrogenaz H 3'C
DH :
nA ¢ O~ COOH
CO,
“H (15)
3 L-Glutamat
. COOH Leucin
Hy C transzaminaz
(0] COOH 2-Oxoglutamat
CHj
(14)
| H, C
HoN COOH |
(16)

Leucin
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4. reakcidvazlat

Valin bickémiai szintézise

Ha Valin-piruvat CH
transzaminaz 3

- COOH - . COOH
Hy C /\ Hy C °
o NH,

(6) L-alanin Piruvat (1 7)

L-Valin
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