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Meméria descritiva

A invengdo refere-se a um processo para a preparacdo
de polipéptidos ou de proteinas por meio de cisfo enzimdtica

de uma proteina de fusdo.

O significado crescente da tecnologia de DNA recombi-
nante para a obtengdo de polipéptidos ou de proteinas requer
o0 desenvolvimento de novos processos para o enriquecimento e
purificagdo dos produtos que se ajustem aos materiais de parti-

da modificados.

Actualmente sintetiza-se um grande nimero de proteinas
em microorganismos na forma de proteinas de fus3o, isto é, antes
da sequéncia de aminodcidos de polipéptido desejado introduz-
-se a sequéncia de uma proteina estranha (F.A.O0. Harston, Bio-
chem. J. 240(1986) 1~12). As proteinas de fus3o precipitam em
geral a célula devido 3 sua baixa solubilidade ou mesmo insolu-
bilidade, na forma dos chamados corplisculos de inclusdo, encon-
trando-se por esta raz8o protegidos da degradacdo proteolitica.
Conseguem~-se assim slevados rendimantos e facilidade de isola-

mento deste produto genético primério.

Para se recuperar o polipéptido desejado tem contudo
de se separar este da proteina de fus8o por meio de cis3o enzi-

matica ou quimica. Efectua-se frequentemente a cisfo por méto-




dos quimicos, porque estes se adaptam mais facilmente ao caracte
dificilmente sollGvel da proteina de fusdo. Verificam-se con-
tudo cisles incompletas ou formagdo de produtos secundirios

por derivatizagdo irreversivel de cadeias laterais de aminodci-
dos, em praticamente todos os métodos quimicos. Existe também
sempre o perigo da degradagdo ndo expecifica das cadeias poli-
peptidicas (K.~K. Han et al., Int. J. Biochem. 15, (1983)875-
~884). O emprego de processos quimicos é além disso limitado
uma vez que a especificidade de cisfo é determinada essencial-
mente por um Gnico aminodcido que existe também muitas vezes

naturalmente no polipéptido desejado.

As fragmentagles enzimaticas podem efectuar-se em
condigSes muito mais convenientes. Contudo, neste caso, as
dificuldades gerais resultam do facto de a protefna de fusdo

pouco solivel ser posta e mantida em soluc83o com detergentes,

ureia ou cloridrato de guanidina, isto &, em condic¢8es nas quais

os enzimas se inactivam frequentemente. As proteases que re-
conhecem apenas um Unico aminodcido especifico, n3o se podem
empregar muitas vezes, dado que esse aminoidcido também se en-
contra presente na proteina desejada. Por outro lado, existe
apenas um pequeno numero de proteases, que reconhecem apenas
determinadas e raras sequéncias de entre vArios aminodcidos.
Para cada produto sera assim necessdrio arranjar um processo

de cisdo especifico. E deste modo desejdvel conseguir um méto-
do de cisdo de aplicagdo universal, que efectue a cis3o apenas
de determinadas e raras sequéncias de aminodcidos, sem degradar
a proteina, e quase possa aplicar também a proteinas de fus3o

dificilmente solliveis.

Da literatura conhece-se a lisostafina como enzima
degradador da parede celular, que é segregado para o meio a
partir do staphylococcus simulans (NRRL B-2628: Sloan et al.,
Int. J. of Systematic Bacteriology, Vol. 32, No, 2 (1982) 170~
-174). Este enzima promove a lisagem de praticamente todos os
tipos conhecidos de Staphylococcus, mas no de qualquer outra
espécie de bactéria. Até agora considerava-se que a lisostafi-
na-endoprotease efectuava a cisfo de um modo muito selectivo

apenas das pontes de poliglicina no Sacculus mureinico dos Sta-
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phylococcus (Iversen e Grov., Eur. J. Biochem. 38 (1973) 293-
-300). Além disso, conhecem-se experiéncias de transpeptidini-
zagdo, sob catdlise por lisostafina, com péptidos glicilicos
sintéticos de cadeia curta (G.L. Sloan et al., Biochem. J. 167
(1977) 293-296). Descobrimos entdo surpreendentemente que a
lisostafina-endoprotease também efectua a cisfo de proteinas de
fusdo com uma sequéncia de oligo- ou de poli-glicina. A posi-
¢80 desta sequéncia no arranjo estereoquimico especifico de uma
parede celular bacteriana, ndo € manifestamente determinante
para a selectividade da cisdo. Tal facto possibilita a cisdo
exacta desejada de uma determinada proteina a partir de uma

proteina de fusdo.

O objectivo da presente invengdo é um processo para
a preparagdo de polipéptidos ou de proteinas por meio de cisdo
enzimdtica, caracterizado por se cindir uma proteina de fus3o

com a sequéncia

(.Yl....Ym) - (Gly)p+q = (Xye..x))
na gual
(Yl...Ym) - (Gly)p representa a sequéncia a cindir e
(Gly)q - (Xl...Xn) representa o polipéptido ou a proteina,

X e Y, independentemente um do outro, significam aminodcidos

naturais,

m e n sdo nimeros maiores do que 1,

p ou g sdo um nimero maior do que 0, e

p+q significam um ndmero natural entre 2 e 100,

no caso em que Ym seja Gly, p+q pode também ser < 2 e p =0 e

no caso em que Xl seja Gly, p+g pode também ser < 2 e g = 0

7

com uma endoprotease especifica para sequéncias de oligo- ou
poli-glicina, e se submeter o polipéptido ou a proteina assim
libertado, conforme o caso, a um tratamento posterior quimico

ou enzimdtico, ou se continuar a processar directamente.

Conforme a grandeza don indices p ou g, submete-se a
sequéncia a cindir, ou o polipéptido ou a proteina, conforme o

caso, a posteriores cisfes enzimiticas.

-3 -
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(Yl...Ym) é uma sequéncia de proteina natural ou ar-
tificial, como as habitualmente empregues para a preparacdo de
proteinas de fus3o. Referem-se por exemplo B-galactosidase,
enzimas do metabolismo do triptofano ou partes destas moléculas
de proteina, que conduzem em geral a produtos insoluveis, e
ainda sequéncias de polipéptido que possibilitam um répido en-
riquecimento de um produto de fermentag¢do soldvel (por exemplo,

anticorpos).

(Xl...Xn) é um polipéptido ou proteina farmacologica-
mente activo ou um precursor de mais elevado peso molecular, a
partir do qual se pode obter a forma biologicamente activa de-
sejada, através de um processamento posterior como dobragem
com formagdo de pontes de dissulfuseto correctas e/ou da refe-
rida cisdo das cadeias de polipéptido. Um exemplo disto seré

a pré-proinsulina, a partir da qual se obtém a insulina.

Os grupos X e Y sdo, independentemente um do outro,
aminodcidos naturalmente ocorrentes (vide por exemplo Schrdder,
Libke "The Peptides" vol. I, New York 1965, pags. 137-270 e
Houben-Weyl "Methoden der organischen Chemie", vol. 15/1 e 2
(Sintese de péptidos), Georg Thieme Ed., Stuttgart 1974, Suple-
mento). Referem-se em particular: Gly, Ala, Ser, Thr, Val, Leu,
Ile, Asp, Asn, Glu, Gln, Cys, Met, Arg, Lys, Hyl, Orn, Cit, Tyr,
Phe, Trp, Mis, Pro e Hyp.

Por uma endoprotease especifica para sequéncias de
oligo- ou poli-glicina entende-se em especial a lisostafina
(Fabricante: (R)SIGMA Chemie GmbH, Deisenhofen; vide também
Recsei et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, vol 84, (1987) 1127-

—1131)-

O produto desejado (Xl"'xn) liga-se com uma proteina
(Yl...Ym) através de uma sequéncia de glicina adequada (Gly)p+q.
Preferem-se as proteinas de fus8o em que p+q significam em con-
junto um némero natural entre 2 e 30. Um maior ntimero de grupos
glicina consecutivos pode influenciar positivamente a velocida-
de da reacgdo devido a melhor acecibilidade da posic8o de cis3o.
Consegue-se o mesmo efeito quando curtas sequéncias de oligo-

-glicina se encontram flanqueadas por um ou mais outros amino-




dcidos que ndo impedem estereoquimicamente o enzima na reaccdo
de cisdo. O comprimento do trogo de ligacgdo estd assim relacio-

nado com as propriedades estruturais dos parceiros de fusio.

As condigles reaccionais de cisdo podsm variar numa
gama muito larga conforme as propriedades da proteina de fusdo.
Daste modo a proporgdo enzima/substrato pode situar-se por exem-
plo entre 1:1 e 1:1 000 000 e efectuar-se a reacclo numa gama
de pH de 6 a 9, de preferéncia na gama de 7 a 8, de preferéncia
a uma temperatura de 20 a GOOC, em especial de 32 a 42%. E-
ventualmente e conforme o grau de insolubilidade da proteina
de fusdo, pode ainda adicionar-se um aditivo, por exemplo ureia,
detergentes ou cloridrato de guanidina, que ajude a manter a
proteina de fus8o em solug8o. A cisfo ocorre mais rapidamente
contudo, quando se consegue uma solubilizac80 quase completa
da proteina de fusdo, sem adigdo de agentes de desnaturacido, e
embora a lisostafina-endoprotease ndo seja desactivada pela
presenca de ureia, a reacg¢do enzimdtica torna-se mais lenta.
Este fendmeno pode aproveitar-se para a cisfo de proteinas de
fusdo particularmente pouco soltveis. Por outro lado, podem
efectuar-se com sucesso, durante um tempo de reacc¢lo mais lon-
go, fragmentagdes dos corpusculos de inclus8o em suspensdo. Em
solucdes da proteina de fus8o - com ou sem agente de desnatura-
gdo - pode utilizar-se com vantagem a lisostafina-endoprotease
numa forma ligada a um suporte (enzima imobilizado) e recuperar-
-se de novo para posterior utilizagdo. Como suportes de enzi-
ma referem-se por exemplo suportes inorg8nicos como silicatos
de aluminio ou ent8o polimeros, suportes orgédnicos como agaro-

(R)

ses, por exemplo Affi-Gel 10 (Firma Bio Rad), celuloses, ge-
les de poliacrilamida modificados contendo grupos amino ou hi-
droxilo, ou ainda copolimeros orgédnicos de acrilamida, metacri-
latos ou metacrilamida e anidrido maleico. A preparacio dos
respectivos enzimas suportados encontra-se descrita por exemplo
em Halwachs et al., Biotechnology and Bioengineering XIX (1977)
1667-1677 (fixag8o em silicato de aluminio) ou na DE-0S 29 27 53

(fixag8o em celulose).

O processo de acordo com a invencdo é adequado nd3o sé

para a cis8o selectiva de proteinas de fusfo, mas também para
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aplicagd@o aos respectivos polipéptidos em geral.

Os exemplos seguintes destinam-se a ilustrar a presen-
te invengdo, sem contudo a eles a limitarem. Os exemplos 3 e
4 mostram que as cisBes de proteina de fus3o obtidas nos exem-
plos 1 e 2 se devem atribuir a construgdo de uma sequéncia de

poliglicina e ndo a degradacdo de (Xl...Xn) ou de (Y ...Ym).

1

Exemplo 1

Cisdo de uma proteina de fus8o contendo poliglicina

Utiliza-se uma construc¢do em que um segmento de B-
-galactosidase se encontra ligado.é proinsulina por meio de um
péptido (Gly)18 e de um hexapéptido sintético. A proinsulina
forma o extremo carboxilado da proteina de fus3o. A proteina

estéd enriquecida em até cerca de 40%.

Dissolve-se esta proteina com 20 mg/ml de tampdo (u-
reia 8M; Tris/HCl1 50 mM; pH 7,5) e, por diluic8o lenta com 50
mM Tris/HCl; pH 7,5 e ureia 8M; pH 7,5, leva-se a diferentes
concentragSes de ureia (vide Tabela 1) e a uma concentrac8o
de proteina de 2 mg/ml ou 10 mg/Tl; As solucgdes ligeiramente
( R

turvas adiciona-se lisostafina SIGMA) numa proporcdo enzima/-
substrato de 1:100 ou 1:1000, e conservam-se a 37°%. A inter-
valos determinados retiram-se amostras e analisam-se por meio
de electroforese SDS. A degradac8o selectiva da proteina de
fusdo na sequéncia de poliglicina pode determinar-se pelo desa-
parecimento da banda da proteina de fus8o e pelo aparecimento
de uma nova banda para o fragmento de galactosidase com um peso

molecular mais baixo de 1 0000 Dalton.




Tabela 1

Concentragdo Proporcdo Concentragdo Tempo de reacgdo

de proteina enzima/substrato de ureia (>95% de desaparecimen-

to da banda da protei

na de fusio)

(mg/ml) (M) (horas)
2 1l : 100 4 > 20
2 1 ¢ 100 3 20
2 1 : 100 2
2 1 : 100 1
10 1l : 1000 2 20

Na Tabela 1 indicam-se os tempos, apbds os quais por
determinagdo densitométrica da electroforese SDS, a 4rea da
banda da proteina de fus8o original, se tinha reduzido a menos
de 5%. Os valores obtidos situam-se entre 1 e 20 horas confor-
me a concentragdo de ureia e a proporcdo enzima/substrato. A
presenga de um agente de redugdo, por exemplo ditioeritritol
(DTE, reagente de Cleland), que é vantajoso para a dissolugédo
da proteina de fus8o, n8o tem qualquer influéncia significati-

va sobre a actividade do enzima.

Exemplo 2

Cis8o de uma proteina de fusdo em suspensfio

Utiliza-se a mesma constru¢d3o do exemplo 1, mas n3o
na forma seca isolada. Utiliza-se antes uma suspensdo, como a
que ocorre normalmente no isolamento dos corpisculos de inclu-
séo e que contém, em cerca de 200 g/l de substdncia seca (90%

de proteina), cerca de 50 g/l de proteina de fus3o.

Diluem-se 10 ml desta suspensdo com 50 mM Tris/HCLl;
pH 7,5 a 200 ml e misturam-se com 20 mg de lisostafina ((R)SIG-
MA). Apds 20 horas a 37°C a electroforese SDS apresenta apenas

leves vestigios de proteina de fusfo nio fragmentada.




Exemplo 3

Incubag¢do de proinsulina com lisostafina

Dissolve-se 1 mg/ml de proinsulina (humana) em 50 mM
Tris/HCl; pH 7,5 e adiciona-se lisostafina numa proporcdo en-
zima/substrato de 1:100. Conserva-se a soluclo a 37%. Apds
1,3, 5 e 20 horas retiram-se amostras e analisam-se por meio
de HPLC de fase reversa. Estas andlises ndo revelam qualquer

degradacdo da proinsulina pela lisostafina.

Exemplo 4

Ensaio de cisdo de uma proteina de fus8o sem sequéncia de poli-

glicina

Utiliza~se uma construgdo na qual um segmento de B-
-galactosidase se encontra ligado a proinsulina por meio de um
hexapéptido sintético. A proinsulina forma o extremo carboxi-
lado da proteina de fus8o. A proteina de fusfo =std enriqueci-
da até cerca de 80%. Dissolve-se esta proteina com 20 mg/ml
de tampdo (ureia 8M; 50 mM Tris/HCl; pH 7,5) e, por diluic8o len
ta com 50 mM Tris/HCl; pH 7,5, leva-se a uma concentac3o de pro-
teina de 2 mg/ml. A solucdo ligeiramente turva adiciona-se
lisostafina ((R)SIGMA) na proporcg¢do enzima/substrato de 1:100
e conserva-se a 37°C. A anilise de amostras por electroforese
SDS ndo revela qualquer degradag8o da proteina de fusdo, mesmo

apdés 20 horas.

REIVINDICACOES

- l2a -

Processo para a preparagdo de um polipéptido ou
de uma proteina por meio de cis8o enzimitica, caracterizado por

se cindir uma proteina de fusfo com a sequéncia

(Yl. ..Ym)—(Gly)p+q—(Xl. ..Xn)




na qual

(Yl...Ym)-(Gly)p representa a sequéncia a cindir e
(Gly)q—(Xl...Xn) representa o polioéptido ou a proteina X e Y,
independentemente entre si, significam aminodcidos naturais,

m e n significam nimeros superiores a 1,

p ou g significam um nUmero superior a 1l e

P + g significam em conjunto um ndmero natural entre 2 e 100,

caso Y seja Gly, p +q pode também ser < 2 e p=0 e caso X seja

Gly, p + g pode também ser < 2 e g=0, :
com uma endoprotease especifica para seguéncias de oligo- ou
poli-glicina, empregando uma raz3o enzima/subdstrato entre 1:1
e 1:1000 000 e efectuando a reacg¢do numa gama de PH entre 6 e
9 e a uma temperatura entre 20 e 60°C,

e se sujeitar, conforme o caso, o polipéptido ou a proteina
assim libertados a um tratamento posterior quimico ou enzimé-

tico, ou se utilizé-los directamente.

- 23 -

Processo de acordo com a reivindicac¢80o 1, carac-

terizado por se empregar como endoprotease a lisostafina.

- 33 =

Processo de acordo com a reivindicac¢8o 1, carac-
terizado por p+q significarem em conjunto um n@mero inteiro
entre 2 e 30.

- 4a -

Processo para a preparacgdo de uma composicdo
farmacéutica, caracterizado por se incorporar como ingrediente
farmacologicamente efectivo um polipéptido obtido a partir de
uma proteina de fusdo, quando preparada de acordo com gualquer

das reivindicagBes anteriores, com veiculos e/ou aditivos far-
macologicamente adequados.
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A requerente declara gue o primeiro pedido des-
ta patente foi apresentado na Replblica Federal Alemd em 20 de
Novembro de 1987, sob o Ne, P 37 39 347.2.

Lisboa, 17 de Novembro de 1988
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RESUMO

"PROCESSO PARA A CISAO SELECTIVA DE PROTEINAS DE FUSAo"

A invengdo refere-se a Um processo para a pre-
paragdo de um polipéptido ou de uma proteina por meio de cisdo
enzimdtica, que compreende cindir-se uma proteina de fus3o com
a seqiéncia

(y

...Ym)—(Gly)p+q—(X ...xn)

1 1

na qguaal
(Yl...Ym)—(Gly)p representa a seqguéncia a cindir e
(Gly)q—(xl...Xn) representa o polipéptido ou a proteina

X e Y, independentemente entre si, significam aminodcidos natu-

rais,
m e n significam nimeros superiores a 1,
p ou q significam um nimero superior a 1 e

P + q significam em conjunto um nimero natural entre 2 e 100,

caso Y seja Gly, p + g pode também ser < 2 e p=0 e caso X, se-

ja Gly, p + q pode também ser < 2 e g = 0, .
com uma endoprotease especifica para sequéncias de oligo- ou
poli-glicina, empregando uma razdo enzima/substrato entre 1:1
e 1:1 000 000 e efectuando a reacglo numa gama de pH entre 6
€ 9 e a uma temperatura entre 20 e 60°C, e se sujeitar confor-
m2 o caso, o polipéptido ou a proteina assim libertados a um
tratamento posterior quimico ou enzimdtico, ou se utilizd-los

directamente,




	BIBLIOGRAPHY
	DESCRIPTION
	CLAIMS

