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mit Detergentien, Harnstoff oder Guanidinhydrochlorid in L&sung gebracht und gehalten werden muB, also
Bedingungen, unter denen Enzyme oft inakfiviert werden. Proteasen, die nur eine einzige spezifische
Aminos3ure erkennen, k8nnen h#ufig nicht verwendet werden, weil diese Aminosiure auch im gewlinsch-
ten Protein vorhanden ist. Andererseits ist die Verfligbarkeit von Proteasen, die nur ganz bestimmte, seltene
Sequenzen aus mehreren Aminoséuren erkennen und spalten, gering. FUr jedes Produkt muB also ein
30 eigenes Spaltungsverfahren gesucht werden. Wiinschenswert ist also weiterhin eine universell anwendbare
Spaitungsmethode, die nur an ganz bestimmten, seltenen Aminosuresequenzen spaltet, ohne das Protein
zu schédigen und die auch auf schwerldsliche Fusionsproteine anwendbar ist.-
Aus der Literatur ist Lysostaphin als zellwandabbauendes Enzym bekannt, das von Staphylococcus
simulans (NRRL B-2628; Sloan et al., Int. J. of Systematic Bacteriology, Vol. 32, No. 2 (1982) 170-174) ins
35 Medium sekretiert wird. Dieses Enzym lysiert praktisch alle bekannten Staphylococcenarten, aber keine
anderen Bakterienspezies. Bisher wurde angenommen, daB8 Lysostaphin-Endoprotease nur die Polyglycin-
brlicken im Mureinsacculus der Staphylococcen (lversen und Grov, Eur. J. Biochem. 38 (1973) 293-300)
o sehr selektiv spaltet. Daneben sind Transpeptidierungsversuche unter Lys_ostaphin Katalyse mit kurzen
~ synthetischen Glycylpeptiden bekannt (G. L. Sloan et al., Biochem. J. 167 (1977) 293-296). Uberraschender-
40 weise fanden wir nun, daB Lysostaphin-Endoprotease auch Fusionsproteine mit einer Oligo- bzw. Polygly-
cinsequenz spaltet. Die Einbindung dieser Sequenz in die spezifischen sterischen Verhilinisse einer
bakteriellen Zellwand ist flir die Selektivitit der Spaltung offenbar nicht erforderlich.
Dieses ermdglicht die schonende gezielte Abspaltung des gewlinschten Proteins aus einem Fusions-
protein.
45 Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist ein Verfahren zur Herstellung von Polypeptiden oder
Proteinen durch enzymatische Spaltung, dadurch gekennzeichnet, daB ein Fusionsprotein mit der Sequenz
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50 wobei (Y1...Ym)-(Gly), die abzuspaltende Sequenz und (Gly)s-(X1...Xs) das Polypeptid oder Protein, darstel-
len,
Xund Y unabhiingig voneinander natlirliche Aminos#uren,
mundn - Zahlen gréBer als 1,
p bzw. q eine Zahl gréBer als 0 und

65 pt+tq zusammen eine natlirliche Zahl zwischen 2 und 100 bedeuten falls Y,, flir Gly stoht, kann p
+ q auch < 2 und p = 0 sein und falls X; flr Gly steht, kannp + qauch<2undq = 0
sein,

mit einer flir Oligo- bzw. Polyglycinsequenzen spezifischen Endoprotease gespalten wird und das dabei



5 in solution using detergents, urea or guanidine hydro- chloride, that
1s to say conditions under which enzynes are often inactivated. It is often
"inpossible to use proteases whigmglagg9sgeFe only a single specific amno

acid because this amno acid is also present in the 10 desired protein.
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flussen. Der gleiche Effekt wird aber auch erreicht, wenn kurze Oligoglycinsequenzen von einer oder
mehreren anderen Aminos#uren flankiert werden, die das Enzym bei der Spaltung nicht sterisch behindern.
Die Linge des Verbindungsstlickes ist demnach den strukturellen Eigenschaften der Fusionspartner
anzupassen.
30 Die Spaltungsbedingungen lassen sich in einem sehr weiten Rahmen variieren und damit den Eigen-
schaften des Fusionsproteins anpassen. So kann das Enzym/Substrat-Verhiltnis beispielsweise zwischen
1:1 und 1:1 000 000 liegen und die Reaktion in einem pH-Bereich von 6 bis 9, bevorzugt im Bereich von 7
bis 8, vorzugsweise bei siner Temperatur von 20-80° C, insbesondere von 32-42° C, durchgeflhrt werden.
Gegebenenfalls kann auch je nach dem Grad der Schwerldslichkeit des Fusionsproteins ein Hilfsstoff, z.B.
35 Harnstoff, Detergention oder Guanidinhydrochlorid, der das Fusionsprotein in L&sung hiit, zugegeben
werden. Am schnelisten verl3uft die Spaltung zwar, wenn ohne Zusatz von Denaturierungsmitteln eine
nahezu vollstindige L&sung des Fusionsproteins mdglich ist, jedoch wird die Lysostaphin-Endoprotease
o durch Gegenwart von Harnstoff nicht inaktiviert, sondern die enzymatische Reaktion lediglich verlangsamt.
N Diese Tatsache kann zur Spaltung besonders schwerlslicher Fusionsproteine genutzt werden. Andererseits
40 sind prinzipiell bei entsprechender Verléngerung der Reaktionszeit auch Fragmentierungen der lediglich
suspendierten EinschluBk&rperchen erfolgreich durchflihrbar. Bei L&sungen des Fusionsproteins - mit oder
ohne Denaturierungsmittel - kann die Lysostaphin-Endoprotease auch vorteilhaft in trigergebundener Form
(immobilisiertes Enzym) eingesetzt und zur nochmaligen Verwendung wiedergewonnen werden. Als Enzym-
triger kommen beispielsweise anorganische Triger wie Aluminiumsilikate aber auch polymere, organische
45 Triger wie Agarosen, z.B. MAffi-Gel 10 (Fa. Bio Rad), Cellulosen, modifizierte Polyacrylamidgele, die
Amino- oder Hydroxylgruppen besitzen oder auch organische Copolymerisate aus Acrylamid, Methacrylaten
oder Methacrylamid und Malsinsiureanhydrid in Frage. Die Herstellung entsprechender trdgergebundener
Enzyme ist beispielsweise beschrieben in Halwachs et al., Biotechnology and Bioengineering XIX (1977)
1667-1677 (Fixierung auf Aluminiumsilikat) oder DE-OS 29 27 534 (Fixierung auf Cellulose).
50 Das erfindungsgem#Be Verfahren eignet sich nicht nur zur selektiven Spaltung von Fusionsproteinen,
sondern ist allgemein bei entsprechenden Polypeptiden anwendbar.
Die nachfolgenden Beispiele dienen zur Erlfuterung der vorliegenden Erfindung, jedoch ohne daB diese
darauf beschrinkt wire. Dabei sollen die Beispiele 3 und 4 belegen, daB die in den Beispielen 1 und 2
erhaltenen Fusionsproteinspaltungen auf den Einbau einer Polyglycinsequenz und nicht auf einen Abbau
85 von (X1 ... X,) baw. (Y1 ... Yp) zurlckzufUhren sind.
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sequence (err) (dy)p+g - (X1...Xn) where (err)-(dy)p represents the
_sequence which is to be elimnated and (err] represents the pol ypep- 10
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of a,ssol ubl e fernmentation product (for 35 exanpl e anti bodi es). -4-

(err) represents a pharmacol ogically active polypep- tide or protein or
represents a hi gher nol ecul ar wei ght precursor fromwhich the desired
biologically active formis obtained by further processing such as folding,
with 5 the production of correct disulfide bridges, and/or specific
cl€awage of the pol ypeptide chains. One exanple of this would be
preproinsulin, fromwhich insulin is produced.
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gents‘or guanidi ne hydrochl ori de, which keeps the fusion protein in
solution. Although the cleavage takes place nost rapidly when virtually
“conplete solution of the 15 fegpg g AB®1ci N i S possible w thout addition
of denaturing agents, the |ysostaphin endoprotease is not inactivated by
the presence of urea, nerely the enzymatic reaction is sl owed down. This
fact can be utilized for the cleavage of particularly sparingly sol uble

f usi on pHrotratelss 1 <d dibZe®D aufgetihvbrnabhadehen ibiei densitomotisghers Auswbrung rdep SPRTi pl e
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al’so 2Busiongpeptelnsiyprisilnag ihdiat aytrietiyiibdns Sngyms keingnsignilikaniep Flgfludn dopr o- tease in
carrier-bound form (i nmobilized enzyne) and recover it for reuse.

Exanpl BesR¥®l %5 i t abl e enzyme carriers are inorganic carriers such as

al um nym | ymeric organic carriers such as 30
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si | i cap&ihge spdfen nisktidgentierten Fusidebpratdisegungsschri f t 2,927,534
(it mobilization on cellulose). The nethod according to the invention is
not onbwsgelid - able for the selective cleavage of fusion proteins but 5
alsa@ applicable generally to appropriate pol ypeptides. The exanpl es which
f ol | owngubatios voroProihdulirsmit bytsestaphie present i nvention but w thout intending to
restrict it to them O these, Exanples 3 and 4 are intended to denpnstrate
t hat t he Prainsilion(Hpman) eiird roit @ cogimbls Bomd FristiGh ipHEZA geidaisund mip Lysogiaphinpimy, ; o
at t ri bEnzaty/Sgbstral-Vierhéiitrisis 199 meaztt-i?w Sgung yvirg eiy3g1 § gehaltenNach dy fop tid 2BRUNBR to a
deg 128 d WerpesPrefyen (egtflqr’mqprunfigﬁ s Reversed Phase-HPLC andlysiert. Dabei ist kein Hinweis auf einen

Abbau des Proinsulins ‘durch Lysostaphin zu erkennen.

Belsplel 4
30 Versuch zur Spaltung eines Fusionsproteiris ohne Polyglycinsequenz

Verwendet wird eine Konstruktion, bei der ein Segment der g-Galaktosidase Uber ein synthetisches
Hexapeptid mit Proinsulin verknlpft ist. Proinsulin bildet das Carboxylende des Fusionsproteins. Das
Fusionsprotein ist zu etwa 80 % angereichert. Dieses Protein wird mit 20 mg/ml Puffer (8 M Harnstoff; 50

35 mM Tris/HCl; pH 7,5) geldst und durch langsame Verdlnnung mit 50 mM Tris/HCl; pH 7,5 auf eine
Proteinkonzentration von 2 mg/ml gebracht. Die schwach trlibe L8sung wird mit Lysostaphin (FSIGMA) im
Enzym/ Substrat-Verh#ltnis 1:100 versetzt und bei 37°C gehalten. Die Analyse von Proben durch SDS-
Elektrophorese zeigt selbst nach 20 Stunden keinen Abbau des Fusionsproteins.

40 Patentanspriiche

1. Verfahren zur Herstellung eines Polypeptids oder Proteins durch enzymatische Spaltung, dadurch
gekennzeichnet, daB ein Fusionsprotein mit der Sequenz

45 (Y1 «..Ym) = (Gly)p+q.01 .. %)

wobei (Yi...Ym)-(Gly), die abzuspaltende Sequenz und (Gly)g-(X1..X,) das Polypeptid oder Protein

darstellen,
XundY unabh#ingig voneinander natlirliche Aminosuren,
50 m und n Zahlen gré8er als 1,
pbzw.q  eine Zahl gréBer als 0 und
pt+tgq zusammen eine natlirliche Zahl zwischen 2 und 100 bedeuten, falls Y fiir Gly steht,

kann p + q auch < 2 und p = 0 sein und falls X; flr Gly steht, kann p + q auch < 2
und q = 0 sein,
55 mit einer flir Oligo- bzw. Polyglycinsequenzen spezifischen Endoprotease gespalten wird und das dabei
freigesetzte Polypeptid oder Protein gegebenenfalls einer weiteren chemischen oder enzymatischen
Behandlung unterzogen oder direkt weiterverarbeitet wird.



Exanpl e 1 O eavage of a pol yglycine-containing fusion prote| n 15
construction in which a segnent of p-galactosidase is lin

(Ady)[err] peptide and a synt hg%i G P%B?pt i de to proi nsu”mmwﬂ"llmnll””m
Proinsulin forns the carboxyl g fusion protein. THe fproteith iss *
enriched to the extent of about 40% 20 This protein is di ssol ved with 20
nmg/ m of buffer (8 Murea; 50 mM Tris/HCO; pH 7.5) and adjusted, by slow
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by SDS el ectrophoresis. The sel ective degradation of the fu3| on protein at
t he 38eisplgt? ygl yci ne sequence is evident fromthe decrease in the fusion
protein band and the formation of a new band for the gal act osi dase fragnent
hav? n§P§¥U’|‘ﬁﬁ"@él‘fP§i‘?"sB@P'Qﬁ'€' sP%PﬂEﬁmby about 10, 000 dal t ons. -7- Table 1
Protein React i on §> 959% concent rat i on

subst r at?élm %@ﬁg é?ﬂlling?lg glﬁlct&é&ngggl@n w,f "t‘ ﬁ% l;reil!. erdmgs nicht in isolierter, getrockn EIS i on

\relm r wird eine Suspension verwendet, wie s cherweise bei der G

E)rM?t eﬁgfrperchen anfil radrcg beé ca. 200 g/ Trocﬁnsu?g&z (90 % Proten ) ca. 50 gw% dgtglg efgl'}l 1
) ff) 010 ml dieser. uspensn werden zb 5(% “Tri plg 00 ml verd nt und it 5 10
'2 Lysostapgwl%n (&j:@M) versetzt. Stunden bei 3 é ie SDS-Gole| OPR%S?)SO nur noch
20 TaBi e u|re’snts ttfﬁa(gmte'l‘t'reres a?'onspmte I ch the area, evaluated by densi tometry
of thgeiohiey #! ectrophoresis, for the 15 original fusion band has fallen
bel,pw 5% The val ues obtai ned are between 1 and 20 hours depending on the
urea fRbatRtvoRblomsulia il LpsbédpAm substrate ratio. The presence of a reducing
agent, for exanple dithioerythritol (DTE,
' Proinsulin (Human) wird mit 1 mg/ml in 50 mM Tris/HCI; pH 7,5 geldst und mit Lysostaphm im

Enzym/Substrat-Verhltnis 1:100 versetzt. Die L&sung wird bei 37 C gehalten. Nach 1, 3, 5 und 20 Stunden
25 werden Proben entnommen und mittels Reversed Phase-HPLC analysiert. Dabei ist kein Hinwsis auf einen

Abbau des Proinsulins durch Lysostaphin zu erkennen.

Beispiel 4
30 Versuch zur Spaltung eines Fusionsproteins ohne Polyglycinsequenz

Verwendet wird eine Konstruktion, bei der ein Segment der g-Galaktosidase Uber ein synthetisches
Hexapeptid mit Proinsulin verknlipft ist. Proinsulin bildet das Carboxylende des Fusionsproteins. Das
Fusionsprotein ist zu etwa 80 % angereichert. Dieses Protein wird mit 20 mg/mi Puffer (8 M Harnstoff, 50

35 mM Tris/HCl; pH 7,5) geldst und durch langsame Verdinnung mit 50 mM Tris/HGl; pH 7,5 auf eine
Proteinkonzentration von 2 mg/ml gebracht. Die schwach triibe L8sung wird mit Lysostaphin (F'SIGMA) im
Enzym/ Substrat-Verhdltnis 1:100 versetzt und bei 37°C gehalten. Die Analyse von Proben durch SDS-
Elektrophorese zeigt selbst nach 20 Stunden keinen Abbau des Fusionsproteins. '

40 Patentanspriiche

1. Verfahren zur Herstellung eines Polypeptids oder Proteins durch enzymatische Spaltung, dadurch
gekennzeichnet, daB ein Fusionsprotein mit der Sequenz

45 (V1 cYm) = (Gly)gs 0% - X)

wobei (Y1..Yn)-(Gly), die abzuspaltende Sequenz und (Gly)q-(%...X,) das Polypeptid oder Protein

darstellen,
Xund Y unabh#ngig voneinander natlirliche Aminosduren,
50 mund n Zahlen grdBer als 1,
p bzw. q eine Zahl grBer als 0 und
p+q zusammen eine natlirliche Zahl zwischen 2 und 100 bedeuten, falls Y fiir Gly steht,

kann p + g auch < 2 und p = 0 sein und falls X; flir Gly steht, kann p + g auch < 2
und q = 0 sein,
55 mit einer fiir Oligo- bzw. Polyglycinsequenzen spezifischen Endoprotease gespalten wird und das dabei
freigesetzte Polypeptid oder Protein gegebenenfalls einer weiteren chemischen oder enzymatischen
Behandlung unterzogen oder direkt weiterverarbeitet wird.



d'el and' s reagent), which is advantageous for dissolving 20 the fusiom—

protein, has no significant effect on the activity of the e : :
‘Cl eavage of a fusion protein in sEpsPoiRsis8B1The sane constru?ﬂ!ﬁmm&lmmi"@l’ :
Exanple 1 is used, but not in 25 | sol ated, dried form On theccontrarys
_suspension as is customarily produced when obtaining the inclusion bodies,
and whi ca oeridheangeméh Ankprudk) 1,gdaburénigakaimzgidhodt cdan alsciindepitaste Ry¥30staphin ebhggserzait t er
(90% proteiwnd, is used. 10 ml of this suspension are diluted to 200 m wth
50 mM Tris/HC , 30 pH 7.5, and 20 ng of |ysostaphin [err]SIGVA) are
added. A8t eferfahdenhgamas AosprachCl. depi&chy gekeerizeigiineto g peti & zusammen @ine yoaraenddhl
remai i ng tavigehes 2ynd 3ptfederdarent ed f usi on prot ei n. -8- Exanple 3
| nCubat i on of proi nsulin with lysostaphin Proinsulin (human) is dissol ved
at a conferMervendusg, eiges Fusigaspiofeins gemgR ARsprych L zyrterstliung pings phaprppkplogiseh witlsg n i s
5 added iMP"REPHIESe/ substrate ratio 1:100. The solution is maintained
at [err]c'gﬁ%pl es are taken after 1, 3, 5 and 20 hours and anal yzed by
rever $&d se HPLC. This reveal s no evidence of degradation of the
proinsulyn by, XaSB?&%&FZJ?ApQ atichCof a g oﬁg\fékﬁmeﬂfénz%aﬁg '::E%&a%nf&ﬁ cBmdridsd On
protein W tRAULe & R _'po(a{iryf&ﬁin%thé S1AS € construction I'n which a 'segnent
of [err]galactosidase is I'itnked via a synthetic hexapeptide to proinsulin
is used. 13y,  Kroi@sulle.borms the carboxyl end of the fusion protein. The
fusion protein I's enriched to the extent of about 80% This proteinis
di ssol ved winbre (A Q.Y JRGH], rédreséiitd the Seqlshcdivhiéraiaio Ba(iinivatdd and/(&HaL-(x PX) Yepfabentnd
adj ust ed t ahedpoypépti@s ot pr@gentration of 2 ng/mM by slow dilution with 50 20
mM Tri s/ HQ , X apd 7. Tenote, inyepormdontylof tne apeitier,)nBluf@iino dcidst he enzyne/ substrate
rati ozd: 100 msandddederiote rulmbers bregtbrtthan 1c| oudy sol ution, which is maintained
at [err] Anabysd g ofeachalemitess riopbegigdatet thatd aghor esi s shows no degradati on of
p+aq together denote a natural number between 2 and 100, and if Y,, represents Gly it is
possible for p + ¢ also to be < 2 and p to be 0, and if X represents Gly it is possible
forp + galsotobe <2 and qtobe0,
25 with an endoprotease specific for oligo- or polyglycine sequences, and subjecting the polypsptide or
protein which is liberated by this to further chemical or enzymatic treatment where appropriate, or
directly processing it further. . .

2. The method as claimed in claim 1, wherein lysostaphin is used as endoprotease.
30
3. The method as claimed in claim 1, wherein p + q together denote a whole number between 2 and 30.

4. The use of a fusion protein as claimed in claim 1 for the preparation of a pharmacologically active
polypeptide. ’
85
Revendications

) 1. Procédé de préparation d'un polypeptide ou d'une protéine par clivage enzymatique, caractérisé en ce
N qu'on coupe, A l'aide d'un endoprotéase spécifique pour les séquences oligo- et polyglycines, une
40 protéine de fusion de séquence

(Y1..¥m) - (Gly)p+q - 0. %)

dans laquelle (Y:..Ym) - (Gly), représente la séquence & cliver et (Gly)q - (Xi..X,) représente le
45 polypeptide ou la protéine,

X et Y, indépendamment ['un de l'autre, sont des acides aminés naturels,

m et n sont des nombres supérieurs 3 1,

p ou g est un nombre supérieur & 0, et

p + q ensemble représentent un nombre naturel valant de 2 & 100, et, au cas ol Y, est Gly, p + q
50 peut aussi 8tre < 2 et p 8tre 0, et, au cas oll Xy est Gly, p + q peut aussi 8tre < 2 et p &tre 0,

et en ce qu'on soumet éventuellement le polypeptide ou la protéine ainsi libéré A un autre traitement

chimique ou enzymatique, ou en ce qu'on poursuit directement sa transformation.

2. Procédé selon la revendication 1, caractérisé en ce qu'on utilise de la lysostaphine, comme endopro-
65 téase.

3. Procédé selon la revendication 1, caractérisé en ce que p + g ensemble représentent un nombre
entier compris entre 2 et 30.



the fdsion protein even after 20 hours. -9- 0316748
Patent Cains 1. A nethod for the preparation of a pol u in
“by enzymatic cleavage, which cepy sfgtag@icavage of a fusiumml Fmﬂ"miﬂmg
the sequence [err] where (err] represents the sequence whi'ch®istto" beé *
~elimnated and [err] represents the polypep- tide or protein, X and Y

denot e4.i nditatsad@oid proBine aaefusirodbiaa reverdidatiohl 1 oumla prépacktion 40n pulypeptiden
denot e nipreEaclogigestiearactfnan 1, p and g each denotes a nunber greater than O
and p + q together denote a natural nunber between 2 and 100, and if Ym
represents Gy it is possible for p + q also to be <2 and p to be 0, and
if Xl represents 15 @y it is possible for p + q also to be < 2
ang“q to be 0, with endoprotease specific for oligo- or polyglycine
sequences, and subjecting the pol ypeptide or protein which is |iberated by
this further chem cal or enzymatic 20 treatment where appropriate, or
directly processing it further. 2. The nmethod as clainmed in claiml1,
wher'®i n | ysos- taphin is used as endoprotease. 3. The nmethod as clainmed in
claiml, wherein p + g 25 together denote a whol e nunber between 2 and
30. 4. The use of a fusion protein as clained in claim1l for the
preparation of a pharmacol ogically active poly- peptide.
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