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Sis i3radimas susietas su chimopapainu, jo pagerintomis
farmacinémis kompozicijomis ir Zinduoliy, turinciy
pakenktus, 1i8sikiSusius arba turincius kitg patologija
tarpslankstelinius spinalinius diskus, gydymo Dbidas,
iskaitant pagerintos kompozicijos tirpalo injekcijavimg
prie Siy disky. Toliau iSradimas susietas su paraisSkoje
pateikiamo chimopapaino gavimo buadais, peptidais ir
afininés chromatografijos matricomis, naudojamomis to-
kiy budy realizavime, o taip pat su chimopaino antiki-

niy kompozicijomis.

Chimopapainas yra proteinaze, esanti paw-paw (Carica
papaya) augale. Buvo nustatyta, kad jis gali bati nau-
dojamas klinikinéje praktikoje, butent, gydant iZsmu-
kusius arba i8sikiSusius diskus arba iSialgija metodu,
kuris wvadinamas "chemonukleozé" (L. Smith, 1964, J.
Amer. Med. Assoc. 187, 137-140).

Pirmg kartg iSvalyti ir identifikuoti chimopapaing
pabando Jansen ir Bolls (1941, J. Biol. Chem., 137,
405-417), kurie 5io fermento gavimui naudojo ruagdtinio
nusodinimo ir i8sGdymo metodus. Veéliau valymui buvo
naudojami metodai, besiremiantys jony mainy chromato-
grafija. Taip, pavyzdZiiui, DidZiosios Britanijos pa-
tentuose Nr. 2098897 (Smith Laboratories 1Inc.) ir
Nr. 2156821 (Simmons) apradytas katijonitiniy dervy pa-
naudojimas chimopapaino atskyrimui nuo kity Zinomy
cisteino proteinaziy. Abu 3Siuose patentuose apradyti
metodai buvo naudojami chimopapaino gavimui pramoniniu
bidu. Tacliau buvo nustatyta, kad gautos medZiagos akty-
vumas yra santykinai maZesnis uZ chimopapaino, kuri ga-
vo Buttle ir Barret (1984, Biochem. J., 223, 81-88)
nedideliais kiekiais daugiastadijiniu badu, i kurj
ieina butent katijoniné chromatografija. Nors 35i me-
dZiaga pasiZyméjo auk3tu aktyvumu, taciau ji buvo gauta
su labai Zema i8eiga, ir 3is btdas néra tinkamas nau-
doti pramoniniu budu. Buttle ir kt. (Biochem. J., 1989



10

15

20

25

30

35

LT 3827 B
2

liepa, 261, 469-476) nustate, kad tuo badu gautas pro-
duktas yra uzZter3tas neseniai i8skirta ir identifikuota
papajos proteinaze IV, kuri eliuuojasi kartu su chi-
mopapainu i3 katijonitiniy dervy. Naudojant katijo-
nitine chromatografija neimanoma atskirti chimopapaino
nuo papajos proteinazés IV iki tokio laipsnio, kad ji
bity galima naudoti chimopapaino, pratidkai neturincéio
papajos proteinazés IV, gavimui.

Literatiroje taip pat yra duomeny apie biadus, kuriuose
viena 18 stadiju yra afininé chromatografija. Taip
Biochem. Biophys. Acta 658, 262-269, 1981 apradytas
chimopapaino valymas, naudojant, S8alia kity metody,
afinine chromatografija su gyvsidabrio~agarozeés
kolonele, o Biol. Chem. Hoppe-Segler, 1988, 369, 733-
740 Dubois ir kt. publikavo pranedimg apie cisteino
proteinazés iSskyrima i3 Carica papaya, panaudojant
analogiSkus metodus. Sis afininés chromatografijos ti-
pas remiasi gyvsidabrio ligandy, suridty su inertine
matrica, sgveika su ant jos uZfiksuoty baltymy tioliné-
mis grupémis. To pasekoje visi kiti baltymai, iSskyrus
chimopapaing, ir bitent kitos cisteino proteinazes,
pavyzdZiui, papajos proteinazé IV, gali bati suristi su
medziaga, kuria yra uZpildyta kolonelé, ir po to eliuo-

ti kartu su chimopapainu.

Neseniai moksliniuose straipsniuose buvo apradytas afi-
ninés chromatografijos su imobilizuotais peptidy da-
riniais panaudojimas valymui atskiry baltymuy, tokiy
kaip Zmogaus katepsinas (Rich ir kt. 1986, Biochem. J.
235, 731-4) ir histolizinas i3 Entamoeba histolytica
(Luaces ir Barrett, Biochem. J. 250, 903-909). Iki $iol
Sis metodas nebuvo naudojamas chimopapaino valymui, ir
chimopapaino patobulinimo valymo biudo, kuri galima biaty
naudoti pramoniniu mastu, sukirimo problema iSlieka
aktuali.
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Kai kurie sintetiniai peptidy dariniai, kurie yra se-
rino proteinazés chimotripsino inhibitoriai, aprasyti
WO 84/00365.

Sio i3radimo autoriai paruo3eé pasizyminio auk3tu akty-
vumu chimopapaino, neturinc¢io priemaidy, biatent kity
papajos latekse esandiy cisteino proteinaziuy, iskaitant

papajos proteinaze IV, naujg valymo ir iSskyrimo buds.

Sio i3radimo produktas yra prakti3kai 3Svarus chimopa-
painas, turintis dideli &io fermento aktyvios formos

kieki, .

Pagal 3i i3Sradimg chimopapainas prakti3kai neturi imu-
nologidkai skirtingy proteinaziy, aptinkamy papajos
latekse, 1ir bitent: papaino, papajos proteinazés III
(PPIII) (35ios dvi proteinazés apradytos (Buttle ir
Barrett (1984), Biochem. J., 223, 81-88) ir ypatingai
neseniai atrastos papajos proteinazés IV (PPIV). Todél
Siame iSradime naudojamg i$sireiskimg "praktidkai 3va-
rus" reikia suprasti kaip "praktidkai imunologidkai
Svarus" ir jis reiSkia, kad praktidkai néra kryZminiy
reakcijy tarp chimopapaino pagal $§i iSradimg ir speci-
finiy antikdniuy, indukuojamy prie§ 8&varig PPIV, kurig
iSskyre ir identifikavo Buttle ir kt. (Biochem. J.,
1988 liepa, 261, 469-476) ir kuri yra trumpai apradyta
Zemiau, o taip pat néra kryZminiy reakcijuy su speci-
finiais antikGniais prie§ papaing ir PPIII, kuriuos
anksCiau aprasé Buttle ir Barrett (1984) (zr. auks&liau
cituota Saltini). Reikia atskirai paZyméti, kad taip
vadinamas 3varus chimopapainas, gautas pagal Buttle ir
Barrett apraSyta buda, turi, kaip tai buvo nustatyta,
zymy kieki PPIV (apie 14%) ir todél kompozicija, tu-
rinti jo indukuotus antichimopapaininius antikanius,
pasizymi specifiSkumu kaip ir idvalyto &i i3radimg

atitinkancio chimopapaino, taip ir iSvalytos PPIV at-
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Zvilgiu. Pagal $i 1i8radimg chimopapainas turi maZiau

0,2%, geriau maZiau 0,1 %, PPIV, PPIII ir papaino.

KryZmine reakcija tarp antigeno ir antikGnio gali buati
aptikta iprastiniais Zinomais metodais. Prie tokiy me-
tody priklauso, pavyzdZiui, 1lydalo raketiné imuno-
elektroforezé ir dviguba imunodifuzija (aprasyta Buttle
ir Barrett (1984) auk8¢iau cituotame Saltinyje, vien-
radialiné imuno analizé, radioimunoanalizé (RIA) 1ir

kietafazé imunofermentiné analizé (ELISA).

Paprastai aktyvaus fermento, esan¢io fermentinéje kom-
pozicijoje, kiekis yra charakterizuojamas jo specifiniu
aktyvumu tam tikro substrato atZvilgiu konkrediose ana-
lizés atlikimo salygose. Siame apradyme naudojamas i3-
sireiSkimas "specifinis aktyvumas BAPNA atZvilgiu"
reiSkia proteinazini aktyvumg pikomoliais p-nitro-
anilino, susidaran¢io per sekunde vienam mg sauso pro-
dukto (pM/s/mg), atliekant analize standartinése sagly-
gose ir substratu naudojant N-a-benzoil-DL-arginino p-
nitroanilida (BAPNA).

Standartinés analizés sglygos, kuriomis tiriamos Zi-
nomos farmacines chimopapaino kompozicijos, detaliai
aprasSytos Zemiau skyriuje "BAPNA analizé, I metodika"

ir "Analizé Smito metodu".

Siuo metodu nustatyti specifiniai aktyvumai yra is-
rei8kiami specifinio aktyvumo vienetais BAPNA at%vilgiu
(1 mM), esant 37°C ir pH=6,0. Pagal 3&i iZradima chimo-
papainas charakterizuojamas specifiniu aktyvumu BAPNA
atZvilgiu (1 mM, esant 37°C ir pH=6,0, lygiu 800-1700,
geriau 1000-1700, pavyzdziui, 1200-1500 vnt./mg
(atliekant analize 37°C temperatiroje ir pH=6,0). Pir-
menybe turinCiame iSradimo realizavimo variante gaunamo
chimopapaino specifinis aktyvumas BAPNA (1 mM) atZvil-
giu, esant 37°C ir pH=6,0, yra maZiausiai 1300 vnt./mg.
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Kadangi gausioje su chimopapainu ir kitomis cisteino
proteinazémis susietoje literatiroje proteinazinis ak-
tyvumas labai daZnai yra iSreifkiamas kaip p-nitro-
anilino, laisvame pavidale i3siskyrusio i sintetinio
BAPNA substrato, kiekis, tai iSkyla 3iuose darbuose pa-
teikty specifinio aktyvumo reiksmiy betarpisko palygi-
nimo problema. Tikslios reik3més priklauso nuo eilés
faktoriu, konkre¢iai nuo analizés atlikimo saly-guy, pa-
vyzdZiui pH, temperaturos, buferio sudéties ir naudoto
substrato koncentracijos. Buttle ir Barrett (1984,
auksCiau cituotas darbas) gauto chimopapaino, pagal
Siame darbe pateiktus duomenis, specifinis aktyvumas
BAPNA atzvilgiu yra 0,154 puM/min/mg arba 2567 pM/s/mg.
Ta¢iau saglygos, kuriomis analize vykdé Buttle ir
Barrett, skyrési nuo Zinomos farmacinés kvalifikacijos
chimopapaino salygu ir todél tiesiogiai palyginti Iy

specifinius aktyvumus yra neimanoma.

Kadangi laikoma, kad Buttle ir Barrett gautas chi-
mopapainas turi didZiausig specifini aktyvumg i§ wvisy
tuo metu Zinomy medZiagy, tai pradiniame $§io idradimo
kirimo etape analizé buvo atliekama nurodytame darbe

apradytomis sglygomis.

8i analizés atlikimo metodika toliau vadinama "BAPNA
analizeé, metodika Nr. 2". Jos pagalba nustatyti speci-
finiai aktyvumai BAPNA at#vilgiu -2,5 mM), esant 40°C
ir pH=6,8, $Sios saglygos tikrai skiriasi nuo salyqu,
kuriomis atliekama chimopapaino farmaciniy kompozicijy
analizé. Naudojant $ig metodika gautuy rezultaty dydzZziai
2-3 kartus vir$ija dydZius, gautus naudojant iprasta
farmacine BAPNA analize pagal 1 metodika, nors Zidrint
i85 mokslines pusés rezultaty, gauty dviem skirtingais
analizeés metodais, palyginimas pasinaudojant paprastu
perskaic¢iavimo koeficientu yra nekorektidkas. Tadiau
kaip rodo rezultatai, gauti pradinéje $io iSradimo rea-

lizavimo stadijoje, 8i i3radimga atitinkandio chimo-
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papaino specifinis aktyvumas BAPNA atzvilgiu (2,5 uM),
esant 40°C ir pH=6,8, yra 3000-4500 ribose, pavyzdZiui,
3500-4500 vnt./mg.

Sio i3radimo autoriai neseniai publikuotame (1989 m.
liepa, Zr. auk3Ciau cituojamg darba) ir Zemiau trumpai
apraSytame darbe isvalé ir identifikavo anks&iau neZi-
nomg priemaid3g chimopapaine, gautame Zinomais badais,
ir bitent papajos proteinaze IV (PPIV). PPIV yra neak-
tyvi BAPNA atzvilgiu, tac¢iau pasizymi aktyvumu azoka-
zeino atZvilgiu. Be to, buvo nustatyta, kad visty cis-
teino koncentracijos iki 1 mM labai mazZai ijtakoja PPIV
aktyvumg azokazeino atiZvilgiu. TaCiau 8i iSradimg
atitinkan€io chimopapaino aktyvumas azokazeino atzvil-
giu, esant Sioms vidty cisteino koncentracijoms, inhi-
buojamas maziausiai 95 %. Siame i3radime naudojamas i&-
sireiSkimas "aktyvumas azokazeino atzvilgiu" reiskia
proteinazini aktyvumg, apibddinamg kaip sauso svorio
vienetui per laiko vieneta susidarantis trichloracto
ragsStyje tirpiy peptidy produkto kiekis, naudojant
derivatizuota baltymini substrata azokazeing standar-
tinemis analizés saglygomis, apradytomis Zemiau. Si i3-
radimg atitinkantis chimopapainas geriausiai turi
aktyvumg azokazeino atzZvilgiu, kuris bent 97 %, geriau
98-100 %, yra inhibuojamas visty cisteinu, kurio kon-
centracija nevir3ija 1 uM.

Sio i¥radimo autoriai mano, kad ju pareiskiamas chi-
mopapainas yra pirma kartg gautas praktiskai 3varus
produktas, neturintis baltymy priemaisy ir turintis di-
deli kieki nurodyto fermento aktyvios formos. Sis pa-
siekimas tapo imanomu tik suprantant, kad ji uZter-
Siantis baltymas, naudojant Zinomus badus, buvo valomas
kartu su chimopapainu, &iam tikslui panaudojant, pa-
vyzdZiui, Jjonitines ir Zinomas afinines kolonéles.
Tolimesniy tyrimy pasekoje buvo iSskirtas ir iden-
tifikuotas $is tar8alas, kaip nustatyta PPIV. PPIV ga-
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vimui naudotas btidas netinka 3varaus chimopapaino ga-
vimui, tacdiau PPIV gavimas leido iSaiskinti du svarbius
parametrus, kuriy pagalba gali buti chrakterizuojamas
§varus chimopapainas. S8ie parametrai yra: 1) 3varaus
chimopapaino kryzZminio reakcingumo su specifiniais PPIV
antikiniais nebuvimas, 2) 3Svaraus chimopapaino ir PPIV
skirtingas aktyvumas azokazeino atZvilgiu, esant visty
cisteinui. Sie du ypatumai yra esminiai faktoriai chi-

mopapaino valymo budo paruoSimui.

Akivaizdu, kad 8i i8radimg atitinkantis chimopapainas
yra beveik visais ativilgiais pranaSesnis uZz kitus Zi-
nomus produktus. Svaraus fermento kompozicijos yra
svarbios tyrimams, kuriy tikslas yra detalus visuy fer-
mento charakteristiky tyrimas, pavyzdZiui, jos sudétis

ir katalizines savybés.

Toliau 3io iSradimo objektas yra kompozicija, turinti
savo sudetyje pareiSkiamg chimopapaing. Tokioje kompo-
zicijoje praktiSkai néra PPIV. Joje esandio chimo-
papaino specifinis aktyvumas BAPNA (1 mM) atZvilgiu,
esant 37°C ir pH-6, yra 800-1700 wvnt./mg. Sidlomos
kompozicijos gali buti iSleidZiamos kaip atskiros ati-
tinkamo svorio dozés, pavyzdZiui, kaip alikvotiniai
chimopapaino kiekiai, hermetizuoti nepatenkant drégmei,
pavyzdZiui, bonkutése ir ampulése su iSsiurbtu oru. Be
to, tokios kompozicijos gali turéti reduktoriy, pa-
vyzdziui, ditiotreitoly, cisteing laisvos bazés arba jo
rigscios konjugacineés druskos pavidale, kuriy paskirtis
yra uzkirsti kelig fermento aktyvumo sumazéjimui del
oksidacijos. Pagal kitg variantg sitlomos kompozicijos
gali toliau tureti cisteino proteinazés griZtamg inhi-
bitoriy druskos pavidale, pavyzdZiui, natrio tetra-
tionatg arba gyvsidabrio chlorida. Tokie griZtami in-
hibitoriai blokuoja fermento aktyvius centrus, déka to
uzkertamas kelias fermento aktyvumo sumaZéjimui, 3iuo

atveju oksiduojasi reduktorius, kuris reaktyvuoja fer-
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menta. Kiti iprastiniai priedai, kurie norint gali
ieiti i kompozicijos sudéti, yra, pavyzdZiui, konser-
vantai, konkred&iai, natrio Dbisulfitas, kompleksonai,
konkrediai EDTA, ir ne8éjai, konkrec¢iai, natrio chlo-

ridas.

Svaraus fermento kompozicijos konkrec¢iai turi didele
reik3me chimopapaino klinikiniam naudojimui, pavyz-
dZiui, esant chemonukleozei, kadangi, kaip rodo 1lite-
ratiriniai duomenys, naudojant 8i gydymo metoda pas 3 %
pacienty gali atsirasti alerginés reakcijos. Milteliy
pavidalo papajos ekstraktas plaCiau naudojamas maisto
pramonéje, ir laikoma, kad daugelis chemonukleozeil
alerginiy reakcijy atsiranda dél prieSsensibilizacijos
tokiomis kompozicijomis. Tac¢iau gerai Zinoma, kad sve-
timkGniu baltymy antigeny injekcija Zinduoliams visada
yra pavojinga dél galimo anafilaktinio 3oko. Medi-
cininéje praktikoje priimta naudoti labiausiai $&varius
ir labiausiai aktyvius i$ turimy baltyminiy preparatuy,
tai leidZia pasiekti optimaly procediuros efektg ir iki

minimumo sumazinti alerginiy reakcijy rizika.

Todel 8io iSradimo objektas taip pat yra farmaciné
kompozicija, turinti savo sudetyje pareidkiamg chimo-
papaing. Sitlomoje kompozicijoje praktiSkai néra PPIV.
Jos sudétyje esanCio chimopapaino specifinis aktyvumas
BAPNA (1 mM) atZvilgiu, esant 37°C ir pH=6, yra 800-
1700 vnt/mg. Sitloma farmaciné kompozicija be to geriau
turi farmaciskai netoksiska reduktoriuy, toki kaip cis-
teinas, laisvos bazeés arba rtg3¢ios konjugacinés drus-
kos pavidale, pavyzdZiui, L-cisteino hidrochlorido mo-
nohidrata. Paprastai kompozicijoje reduktoriaus kiekis
yra apie 0,5-3 mg 4000 chimopapaino vienety, tai ati-
tinka, pavyzdzZiui, 15-90 svorio %, skaic¢iuojant chimo-
papainui. Si idradimg atitinkanciose farmacinése kompo-
zicijose, be to, gali bati bet koks iprastinis far-

maciSkai priimtinas skiediklis, uZpildas arba ne3ejas,
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pavyzdziui, konservantai, konkreciai natrio bisulfitas,
kompleksonai, konkre¢iai EDTA, ir ne8éjai, konkreciai

natrio chloridas.

Farmacinés kompozicijos, turincios 3&i 1i8radimg ati-
tinkanti chimopapaing, gali bati naudojamos oftalmolo-
gijoje, pavyzdZiui, gydant akiy ligas arba chirurgiskai
apdorojant audinius, pavyzdZiui, nudegimo Zaizdas,
opas, nekrozés pasekoje atmirusius audinius, pragulas
ir kitas Zaizdas su audiniy atmirimu. Paprastai tokios
kompozicijos yra i8leidZiamos vietinio panaudojimo for-
moje, pavyzdziui, steriliy tirpaly, geliy, suspensijy
arba tepaly pavidale, kurie gali biti naudojami betar-
piskam Zaizdy apdorojimui arba uineSami ant ZzZaizdy per

jais sumirkytus rai3cius.

Si i3radimg atitinkanti chimopapaina geriausia naudoti
kompozicijy jo pagrindu paruoSimui ortopediniams tiks-
lams. Paprastai tokios farmacines kompozicijos yra is-
leidZiamos vienkartiniy doziy, skirtu parenteraliniam
ivedimui, pavidale, pavyzdziui, steriliy, neturindiy
pirogeny, tirpaly arba suspensijy tinkamame ne$éjuje
pavidale, arba koncentraty, tinkamy rekonstruoti prie$
vartojima, pavidale. Atskiry doziy pavidalo kompo-
zicijose, tinkamos patologiniy arba paZeisty tarp-
slanksteliniy disky pulpoziniy branduoliy iStirpinimui
arba gydymui, ijvedant jas i Siuos diskus, gali tureéti
500-5000 BAPNA vienety (analizeé atliekama, esant BAPNA
koncentracijai 1 mM, 37°C temperaturai ir pH=6) isra-
dimg atitinkan¢io chimopapaino ir reduktoriy, pavyz-
dZiui, natrio cisteinato hidrochlorida, kurie yra at-
skiroje ampuléje. Pirmenybe turinti vienkartiné dozé
turi 2000 arba 4000 BAPNA vienety (1 mM BAPNA, 37°C,
pH=6) chimopapaino. Atskiroje dozeje gali bati, pavyz-
dziui, 2-5, geriau 2,5-3,5 mg chimopapaino ir 0,2-3,

geriau 1,0-2,0 natrio cisteinato hidrochlorido, esant



10

15

20

25

30

35

LT 3827 B
10

norui, miSinyje su tinkamu ne3éju, pavyzdZiui, natrio

chloridu, kurie yra atskiroje ampuléje.

Zemiau aprasyty eksperimenty eigoje buvo rasti 26 pa-
vyzdZiai individualiy serumu, turindiy natiaraliu badu
igytuy IgE antikiniy pried iZleidZiamg chimopapaino
kompozicijg Chymodiactin®, kuri gaunama pagal DidZio-
sios Britanijos patente Nr. 2098997 apradyta buadsa.
Siuose bandymuose eksperimentiskai parodyta, kad 3iuose
serumuose yra IgE antikuniai prie$ isradimg atitinkantj
chimopapaing, o taip pat pried tris kitas cisteino
proteinazes, rastas papajos latekse, bitent, papaina,
PPIII ir PPIV. Tac¢iau vidutiniai IgE kiekiai, rasti
chimopapaine, PPIII ir PPIV, liudija apie tai, kad
PPIII ir PPIV, kartu paémus, yra atsakingi uZ 75% rasto
Igk. IS Siy rezultaty nenugincijamai seka, kad nurodyti
baltymai turi esmini imonogenini charakteri ir gali
sudaryti didziaja dalij antigeniniy determinanciy,
esanCiy Siuo metu ifleidZiamose chimopapaino kompozi-
cijose, ir suteikia nepaprastai plaCias antigenines ga-
limybes. Todél 3&j iSradimg atitinkandios farmacinés
kompozicijos turi didelius privalumus pried Zinomas

kompozicijas.

Sio isradimo chimopapainas taip pat yra skirtas che-
monukleoze paiéistu, i8sikisSusiy arba turinciuy kitus
susirgimus Zinduoliy tarpslanksteliniy spinaliniy disky
gydymui.

Sis iZradimas taip pat susietas su chimopapaino valymo

bidu, kuris apima:

a) vandeninio neapdoroto chimopapaino inkubacija su
afinineés chromatografijos matrica su aktyviais cent-
rais, kuri turi pagrinda, kuris yra kovalentiZkai su-
ristas, esant reikalui, per speiserine grupe su chi-

mopapaing griZtamai inhibuojandio peptido galiniu N
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atomu: to pasekoje nurodytas peptidas susijungia su

chimopapaino molekulés aktyviu centru, ir
b) chimopapaino eliuavimg tinkamu eliuentu.

Neapdirbtu chimopapainu, naudojamu kaip pradiné me-
d?iaga chimopapaino valymui pagal 8i iSradimg, gali ba-
ti svieZio papajos latekso ekstraktas, tirpalas, gautas
i pramonéje gaminamo latekso po dziovinimo iSpurskimu,
papaino koncentratas arba i35 dalies isvalytas chi-
mopapainas, o taip pat gaminamo preparato, taip vadi-
namo "3varaus % chimopapaino tirpalasq Taciau spe-
cialistai puikiai supranta, kad turintys labai sude-
tinga sudéti papajos ekstraktai, pavyzdZiui, papajos
lateksas, turi didokus kiekius kity komponenty, kuriuos
pageidautina paSalinti 1% Jjuy. Geriausiai pagrindinj
tokiy komponenty kieki paSalinti iki neapdirbto chi-
mopapaino tirpalo inkubacijos su afinines chromato-
grafijos matrica, tam naudojamas filtravimas arba cent-
rifugavimas, kuriy pagalba yra paSalinama netirpi me-
dZiaga. Taiau mes nustatéme, kad efektyvesnis yra
rugdtinis nusodinimas, kuri atliekant nuséda pgrindinis

priemaisdy kiekis.

Rags8tinio nusodinimo procedira, kai neapdirbto chi-
mopapaino tirpalo pH sumazina iki 2 ir duoda tirpalui
pastovéti, o po to atskiria chimopapaino tirpala, chi-
mopapaino valymui naudojama jau 50 mety. Visai ne-
tikétai 38io idradimo autoriai nustaté, kad pR reik3me,
kuri nustatoma atliekant 3i procesg, turi lemiamos ita-
kos gaunamo chimopapaino tirpalo uZterStumui PPIV. Kaip
parodé 3io proceso, i kuri anks&iau buvo Zitrima kaip j
i8ankstine chimopapaino grubaus valymo stadijg, ty-
rimas, kruopStaus dozavimo ir kontrolés pasekoje rys-
kiai sumazéja PPIV priemaiSos kiekis, baltymo, kuris,

kaip dabar nustatyta, naudojant iprastus budus yra va-
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lomas kartu su chimopapainu. Tuo bidu S§io iSradimo

objektas yra chimopapaino valymo btdas, apimantis

1. nusodinimg 18 vandeninio mi8inio, turinéio neap-

dirbta chimopapaing, esant pH 1,2-1,8;

2. neapdirbto chimopapaino vandeninio tirpalo atskyrimg

nuo $io misdinio; ir

3. neapdirbto chimopapaino tirpalo neutralizavimg ir,

esant norui, iSstdymg.

Geriausiai 135 tokios kompozicijos paSalinti visas joje
likusias baltymuy priemai$as, itraukiant i wvalymo pro-
cesg bent viena iprastos Jjonitines chromatografijos
stadija, kaip tai yra aprasSyta pas Buttle ir Barrett,
1984 (Zr. anksCiau cituota publikacija). Tam tikslui
geriausia naudoti, biltent paskutinei stadijai, auk3tos
skiriamosios galios chromatografijag, pavyzdziui FPLC®
(skystine Dbaltymy ekspres-chromatografija) su tokia
katijonitine derva, kaip turinéia prekybini pavadinimag
Mono-S arba S—SepharoseRHP (Pharmacia) .

Pagal pirmenybe turinti variantg iSradimo objektas yra
chimopapaino valymo bidas, apimantis

I) nusodinimg vandeninio miSinio, turinéio neapdirbtg

chimopapaing, esant pH reikSmei, Zemesnei uZ 2,0;

II) neapdirbto chimopapaino vandeninio tirpalo at-

skyrimg nuo nurodyto miSinio;

ITI) neapdirbto chimopapaino tirpalo neutralizavimg ir,

esant norui, iSstdyma;

IV) III stadijoje gauto tirpalo inkubacija su afininés

chromatografijos matrica su aktyviais centrais, kuri
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turi pagrindg, kuris yra kovalentiskai suristas, esant
norui per speiserine grupe, su chimopapaing griZtamai
inhibuojanc¢io peptido galiniu azoto atomu, to pasekoje
peptidas susijungia su chimopapaino molekules aktyviais

centrais; ir
V) chimopapaino eliuavimg tinkamu eliuentu.

Specialistui akivaizdu, kad nurodytg pirmenybe turincig
katijonitinés chromatografijos stadijg galima wvykdyti
alternatyviai arba papildomai pries$ arba afininés chro-

matografijos stadija.

Vandeninis mi$inys, turintis neapdirbta chimopapaing,
gali turéti savo sudetyje, pavyzdZiui, SvieZig papajos
lateksg, papajos lateksa, isdZiovintag iSpurs$kimo dzio-
vykloje, arba papaino koncentratg (pavyzdziui, i3purs-
kimo dziovykloje iSdZiovintg lateksa, kuri gamina firma
Powell and Scholefield, DidZioji Britanija arba
Siebels, JAV) suspenduotg vandenyje arba vandeniniame
buferyje, pavyzdziiui, fosfatiniame arba acetatiniame.
PrieS rugStini nusodinimg geriausia yra pa3alinti mi-
Sinio visg joje netirpig medZiagg, tam yra naudojamas
iprastas biudas, pavyzdZziui, filtravimas arba cent-
rifugavimas. Tam, kad sumaZzinti terpés pH iki 1,0-2,0,
geriau iki 1,2-1,8, dar geriau iki maZdaug 1,5, ja
galima pardgStinti palaipsniui pridedant organine arba
neorganine rugSti, geriau vandenini neorganinés rags-
ties tirpala, konkreciai druskos rug3ties tirpala. Nu-
sodinta medZiaga gali baGti paSalinta iprastu badu, pa-
vyzdziui, filtruojant arba centrifuguojant. Buvo nusta-
tyta, kad gautas rugStus neapdirbto chimopapaino tir-

palas turi Zymiai maziau PPIV, papaino ir maZiau PPIII.

Bet kuriam specialistui suprantama, kad pried vykdant
velesne chromatografinio valymo stadijg, ragdty neap-

dirbto chimopapaino tirpalg reikia neutralizuoti 3Sar-
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miniu reagentu, pavyzdZiui, vandeniniu natrio hidrok-
sido tirpalu, ir geriausia i§ jo paSalinti drusky per-
tekliy, pavyzdZiui, naudojant gel-filtravimo arba dia-
lizes bidus. Bet kokios tuo bldu susidariusios nuosédos

gali bGti paSalintos filtruojant arba centrifuguojant.

Gerai Zinoma, kad cisteino proteinaziy aktyvumas gali
btiti apfiuvopiamai padidintas aktyvuojant jas redukto-
riumi, pavyzdZiui, ditiotreitolu arba cisteinu, o taip
pat isSvalant jas nuo tokiy sunkiyjy metaly, kaip gyv-
sidabris, pédsakuy, panaudojant kompleksonus, pavyzdzZziui
EDTA, arba chlatinémis savybemis pasizymincias dervas,
pavyzdZiui, prekybini pavadinimg Chelex (firma Bio-Rad,
Didzioji Baritanija) turincig derva. Tokiy priemoniy
pagalba pavyksta pasiekti optimaly kieki 1laisvy tio-
liliniy grupiy, kurios, kaip yra Zinoma, cisteino pro-
teinaziy aktyviy centry skiriamasis bruozZas, o juy bu-
vimas yra biutinas paskutiniyjy aktyvumo pasireidkimui.
Geriausiail sunkiyjy metaly priemaiSos paSalinamos dia-
lizuojant buferyje, kuriame yra EDTA. Pagal kitag va-
riantg (naudojant katijonitine chromatografija) sun-
kiyju metaly paSalinimui galima ijvykdyti chimopapaino
aktyvavimg, panaudojant reduktoriy. Siuo atveju chi-
mopapainas susijungia su katijonitine derva ir po to
yra i8plaunamas 135 kolonélés. Norint gauti maksimaly
aktyviy centry kieki, neapdoroto chimopapaino tirpala,
gauta po neutralizacijos, apdorojant reduktoriumi, pa-
vyzdZiui, cisteinu, ir praskiedZia iki reikiamos bal-
tymo koncentracijos, pavyzdziui, iki 30 g/l kon-
centracijos. Po to neutralizuotas neapdoroto chimo-
papaino tirpalas yra inkubuojamas su 3§iems aktyviems
centrams Jjautria afininés chromatografijos matrica, to
pasekoje chimopapainas per aktyvius centrus specifidkai
susijungia su inhibuojan¢ia matricos peptidine jung-
timi. Chimopapaino tirpalg per afininés chromato-
grafijos kolonéle su matrica galima leisti, pavyzdziui,

35-40 ml/val/cm® greicdiu. Vienas litras afininés
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chromatografijos matricos gali suri8ti maZdaug 1-4 g

chimopapaino.

Afininés chromatografijos matrica turi pagrindo matri-
cg, pavyzdzZziui, gelio arba membranine matrica, su kuria
yra kovalentiskai susijunges, ir tuo budu imobili-
zuotas, inhibitorinis peptidas. Geriausia pagrindo mat-
rica yra agarozés gelis, pavyzdZiui gelis, i3leidZiamas
prekybiniu pavadinimu SepharoseR (Pharmacia), nors gali
buti vartojamos ir derivatizuotos celiuliozinés membra-
nines matricos, pavyzdZiui matricos, i3leidZiamos pre-
kybiniu pavadinimu Zeta (Anachem). Peptido galinis
azoto atomas gali buti susijunges su pagrindo matrica
arba betarpiSkai, arba per speiserine grupe, pavyz-
dZiui, speiserine grupe i§ devyniy anglies atomu, kaip
tai yra pirmenybe turincios gelio matricos, kuri
iSleidZiama prekybiniu pavadinimu ECH SepharoseR
(Pharmacia) atveju. RyS8ys tarp 8ios gelio matricos
karboksiliniy grupiy ir inhibitorinio peptido laisvomis
amino grupémis, ko pasekoje susidaro peptidinis ryS3ys,
gali buati gautas iprastu buadu, pavyzdZiui, konden-
sacijos buadu, kuri vykdoma esant rug3tiniam katali-
zatoriui, ir kurios vyksmui padeda vandenyje tirpaus
karbodiimido, pavyzdZiui N-etil-N'-(3-dimetilaminopro-
pil) karbodiimido hidrochlorido (EDC), priedas. Papras-
tai prijungimo reakcija yra vykdoma vidutiniskai mai-
Sant gelio matrica su inhibitorinio peptido tirpalu,
esant EDC, pavyzdziui, 24 valandas kambario tempe-
ratiroje. Santykis tarp reagenty gali bati, pavyzdZiui,
3-4 g peptido 1 litrui gelio.

Afinines chromatografijos matrica gali bati idéta |
kolonele prieS naudojimg. Tacdiau naudojant gelio mat-
rica kaip chromatografijos matrica, inkubacija galima
vykdyti ir periodiniu budu ir, esant norui, idéti mat-
ricg i kolonéle, norint po to eliuuoti fermenta. Pries

naudojimg geriausia matricg kruopsCiai praplauti van-
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deniniu buferiu, norint paSalinti nesuri$to peptido ir
katalizatoriaus peédsakus. Vykdant process pramoniniu
budu, kolong su afininés chromatografijos matrica ge-
riausia apdoroti sanitariSkai in situ, pavyzdZiiui, van-
deniniu etanolio tirpalu, ir tuo biadu padaryti ja

tinkama pakartotiniam panaudojimui.

Peptidai, griztamai inhibuojantys chimopapaing, yra
peptidai, kurie, butdami imobilizuoti ant pagrindo mat-
ricos, sugeba susijungti su aktyviais chimopapaino
centrais stipriau, negu su kity cisteinuy, esanc¢iy ne-
apdoroto chimopapainoc preparatuose, konkreciai PPIV,
aktyviais centrais, ta¢iau kurie po to gali bati
iSstumti is Siy centry. Tinkamiausia inhibitoriniy pep-
tidy grupé yra aminorig3tys su galiniais anglies ato-
mais, turinciais tokius aldehidinius darinius, kaip
semikarbazonai, fenilalanino metoksiiminai arba oksi-
mai, arba jo analogai. Labiausiai tinkamos aminoragstys
su galinials anglies atomais yra tokie fenilalanino
dariniai, kaip D arba L-fenilalanino semikarbazonai
(PheSc), metoksiiminai (PheMo) arba oksimai (PheOx),
arba tokie fenilalanino alanogy dariniai, kaip D arba
L-alaninsemikarbazonai (AlaSc), D arba L-cikloheksil-
alaninsemikarbazonai (ChaSc), arba D arba L-leucinse-
mikarbazonai (LeuSc). Buvo nustatyta, kad kaip chimopa-
paing inhibuojantys peptidai, su pasisekimu gali buati
naudojami Sie dipeptidai su galiniu anglies atomu:
L-Ala-L-PheSc, L-Ala-D-PheSc, L-Phe-D-PheSC, L-Phe-L-
PheSc, L-Phe-L-PheMo, L-Phe-L-PheOx, L-Tyr-L-PheSc,
L-Ala-L-ChaSc ir L-Ala-L-LeuSc. Dipeptidag L-Phe-L-PheSc
apras%ée Luaces ir Barrett (1988), 250, 903-909. Pirme-
nybe turintys peptidai yra, konkreciai, dipeptidai,
ypa¢ L-Ala-L-PheSc, L-Ala-D-PheSc ir L-Phe-D-PheSc. Sa-
vaime patys inhibuojantys peptidai ir naujos afininés
chromatografijos matricos, turindios $iuos peptidus,

taip pat yra 35io iSradimo objektas.
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Pried eliuuojant chimopapaing i35 afinines chromato-
grafijos matricos, geriausia praplauti jg, norint pasa-
linti nespecifis8kai suriSta medZiaga. Praplaunama, pa-
vyzdZiui, vandeniniu buferiu, pavyzdZiui, acetatiniu
buferiu su pH 4-5. Buvo nustatyta, kad i plovimuli arba
eliuvavimui naudojamg buferi tikslinga yra pridéti rea-
gentus, kurie neleidZia vykti hidrofobinéms saveikoms
ir kitoms nespecifinéms jungimosi reakcijoms tarp mat-
ricos ir neapdorotame chimopapaine esanc¢iy komponenty.
Tokie reagentai vyra, buGtent, EDTA, izopropanolis ir

etandiolis.

Po to surisStas chimopapainas gali bidti eliuotas i3 mat-
ricos, panaudojant tinkamg eliuenta, kuris suardo ryS$j
tarp imobilizuoto inhibuojanc¢io peptido ir su juo
susijungusio chimopapaino, sumaZindamas aktyviy centry
giminingumg inhibuojanciam peptidui, tai gali bati pa-
siekta, pavyzdZiui, pakeic¢iant aktyviy centry charak-
teristikas, panaudojant toki denatlruojanti agenta,
kaip izopropanoli, arba eliuenta, kurio pH yra Zemiau
ar auks8c¢iau pH intervalo, kuriame vyksta chimopapaino
suriSimas. Tac¢iau, reikia pazZyméti, kad tam tikslui
tinkami eliuentai yra tik tokie, kurie neiSSaukia chi-
mopapaino negriZtamo inaktyvavimo. Pagal kita wvariantag
chimopapainas gali biuti selektyviai iSstumtas i3 imo-
bilizuoto inhibuojancio peptido panaudojant eliuenta,
kuriame yra perteklius komponento, patvariai susi-
jungianc¢io su 1inhibuojanc¢iu peptidu. Tuo badu S§iuo
komponentu gali buti, pavyzdZiui, kita cisteino pro-

teinaze.

TaCiau pagal pirmenybe turinti $io iSradimo realizavimo
variantg toks eliuentas turi cisteino proteinazés griz-
tamg inhibitoriy, kuris konkurentiskai susijungia su
chimopapaino aktyviais centrais ir tuo badu idstumia jj
18 imobilizuoto inhibuojanéio peptido. Tinkami yra Zi-

nomi inhibitoriai, pavyzdZiui, tokie nedidelés mole-
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kulinés masés disulfidai, kaip 2,2'-dipiridilsulfidas,
oksietildisulfidas, metil-2-piridildisulfidas ir natrio
tetrationatas, o taip pat tokie gyvsidabrio reagentai,
kaip gyvsidabrio chloridas, p-chlormerkurilbenzoatas ir
mersalilas. Specialistui akivaizdu, kad chimopapaino
giminingumas imobilizuotam inhibitoriniam peptidui pri-
klausys nuo naudojamo peptido prigimties, pH, Jjoninés
jégos ir eliuavimui naudojamo buferio sudéties, o taip
pat nuo temperattros. Todél, priklausomai nuo 3$iy para-
metru, keisis chimopapaino eliuavimui naudojamos inhi-
buojan¢ios proteinazés ir prigimtis, ir koncentracija.
Toliau reikia pazZymeti, kad gyvsidabrio reagenty atveju
pusiausvyrine bilisena su suriStu chimopapainu nusistovi
greiCiau, negu disulfidiniy reagenty atveju, ir todél
tokius inhibitorius galima naudoti eliuvavimo vykdymui
nepertrauvkiamu metodu. Naudojant inhibitorius, kuriy
pusiausvyros su suridtu chimopapainu susidarymas yra
letas, pried chimopapaino eliuavimg gali prireikti
matricos su inhibitoriumi, pavyzdZiui, 1-2 arba daugiau
valandy inkubavimo. Tac¢iau baltymo kiekis ir pro-
teinazes aktyvumas eliuvato frakcijoje gali bati kont-
roliuvuojamas iprastu badu, efektyviam ir selektyviam
chimopapaino iSstimimui 15 matricos galima keisti jo-
ning jéga arba eliuanto prigimti ir matricos su inhi-

bitoriumi inkubavimo trukme.

Eliuvuento frakcijos su Zemu baltymo kiekiu arba su Zemu

chimopapaino aktyvumu po to gali bati atmestos.

Tam, kad baty susilpninta chimopapaino ir inhibitorinio
peptido tarpusavio saveika, eliuento pH geriau palai-
kyti pakankamai Zemame lygyje, pavyzdZiui, 4-5 ribose,
geriausia kad pH biatuy lygus 4,5. Buvo nustatyta, kad
tinkami eliuentai vyra, pavyzdZiui, oksietildisulfidas
(100 mM) vandeniniame etandiolio (33 %) tirpale, tu-
rinCiame natrio citratg (50 mM) ir EDTA (1 mM) ir kurio

pH=4,5; dipirildilsulfidas (30 mM) vandeniniame etan-
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diolio (33 %) tirpale, turiniame natrio citrata (50 mM)
ir EDTA (1 mM) ir kurio pH=4,5; metilpiridildisulfidas
(30 mM) vandeniniame etandiolio (33 %) tirpale, tu-
rind¢iame natrio citratg (50 mM) ir EDTA (1 mM) ir kurio
pH=4,5; mersalilo riag3tis (10 mM) vandeniniame etan-
diolio (33 %) tirpale, turinCiame natrio hidroksidg
(50 mM) ir EDTA (25 mM) ir kurio pH nustatomas acto
rugsties pagalba iki 4,5; 1ir gyvsidabrio chloridas
(10 mM) vandeniniame etandiolio tirpale, turincCiame
natrio acetatag (50 mM) ir kurio pH=4,5). Geriausiu
griztamu proteinazes inhibitoriumi yra gyvsidabrio

chloridas.

Afinine chromatografija, naudojama pirmenybe turincéiame
bido realizavimo variante pagal 38i i8radimga chimo-
papaino valymui, Zymiai padidina chimopapaino specifinj
aktyvumg, kuris nustatomas kaip aktyvumas BAPNA at-
zvilgiu, arba titruojant reagenty aktyvius centrus E-64
arba Jjodacto rug8timi. Aktyvi chimopapaino forma yra
suriSama pirmiausia ir eliuuojasi, ir tuo badu skiriasi
nuo neaktyvios formos ir kity cisteino proteinaziy,
esnfiy pradiniame produkte. Si iSradima atitinkantis
SvieZiai pagamintas chimopapainas, i3valytas panau-
dojant afinine chromatografija, paprastai turi ne ma-
Ziau 70, geriau ne maziau 80, geriausia ne mazZiau 90 %

aktyvaus fermento.

Paprastai i8valyta chimopapaing pried laikymg arba
naudojimg iSskiria i85 eliuato. Tinkamiausiu atveju
eliuuotg chimopapaing papildomai valo, kad i§ aktyviuy
fermenty centry baty iSstumtas cisteino proteinazés
inhibitorius. Inhibitorius gali buti i&stumtas pri-
dedant reduktoriaus, pavyzdzZiui, cisteino, pertekliy,
ir po to, esant norui, pa$alintas jprastais budais,
pavyzdziui, gel-filtravimu arba dialize. Pagal kitag va-
riantg inhibitorius gali bati paSalintas adsorbcijos

ant tam tikros dervos budu. Taip, pavyzdZiui, nedidelés
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molekulinés masés disulfidai gali adsorbuotis ant afi-
ninés chromatografijos galiutationo kolonéles, o gyv-
sidabrio reagentai - ant dervy, pasiZyminiy komplek-
sinandiomis savybémis. Pagal pirmenybe turinti varianta
inhibitoriy pa$alina aktyvuojant fermenta reduktoriumi,
pavyzdziui cisteinu, kuris katijonitinéje kolonéléje
yra suriStame buavyje, ir po to iSplaunant inhibitoriy

i$ koloneles.

Tinkamiausiu atveju iSskirtg iSvalyta chimopapaing
prie§ laikyma liofilizuoja, pavyzdZiui, sublimacinio

dziovinimo butdu.

Si, i3radima atitinkancio chimopapaino charakteristikos
gali DbUGti nustatytos Zinomais metodais. Tokiems meto-
dams priklauso, pavyzdZiui, aminortig3¢iy analize (ami-
norigsc¢iy su galiniu azoto atomu); aktyviuy centry tit-
ravimas reagentu E-64 (arba jodacto rGgs$timi ir tuo
paiu metu inaktyvavimo greilio nustatymas; elekt-
roforeze natrio dodecilsulfate arba daugiazonine kato-
dine elektroforezé poliakrilamido gelyje, o taip pat
aktyvumo nustatymas ivairiy proteinaziy substraty at-

Zvilgiu.

Si i3radimg atitinkantys nauji inhibitoriniai peptidai
gali buti gauti analogi3kais Zinomais metodais. Taip,
pavyzdzZiui, dipeptidy dariniai gali bati gauti dau-

giastadijinés sintezés keliu Siuo budu:

a) galinis aminorigSties (pirmos aminorug$ties) anglies
atomas, kuris po to turi tapti inhibuojancio peptido
galiniu C atomu, gali biti apsaugotas, pavyzdZiui,
reaguojant su O,N-dimetilhidroksilamino hidrochloridu,
esant izobutilchloroformiatui ir N-metilmorfolinui;
reakcijos pasekoje susidaro dimetilhidroksiamido da-

rinys. Geriausia, kad pirmosios aminorugSties galinis
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atomas pradZioje bity apsaugotas, pavyzdziui, tretiniu

butoksikarbonilu.

b) apsaugota pirmoji aminorugstis, pavyzdZziui, jos di-
metilhidroksamido darinys, gali po to reaguoti su
stipria, pavyzdziui, trifluoracto, rugdtimi, susidarant

ketvirtinei amonio druskai.

c) po to apsaugota pirmosios aminorig3ties ketvirtiné
amonio druska gali reaguoti su antrosios aminorugsSties
dariniu, pavyzdziui, su N-karbobenzoksi-dariniu, susi-

darant dipeptido dariniui;

d) gautas dipeptido darinys gali buti suredukuotas,
reaguojant jam su Svelniu reduktoriumi, pavyzdZiui, di-
izobutilaliuminio hidridu arba lic¢io aliuminio hidridu,
susidarant laisvai aldehidinei grupei prie dipeptido

galinio anglies atomo;

e) gautas aldehidas gali buti paverstas, pavyzdziui, j
semikarbazong, reaguojant su semikarbazidu, i metoksi-
iming, reaguojant su metoksiaminohidrochloridu, arba i

oksimg, reaguojant su hidroksilaminu;

f) paskutineje stadijoje nuo apsaugoto galinio azoto
atomo gali bii paSalinta apsauginé grupé: pavyzdziui,
N-karbobenzoksigrupe gali btti paSalinta, katalitiskai

redukuojant su 10 % paladZiu ant aktyvuotos anglies.
Analizés metody aprasymas
Baltymo nustatymas

Tuo atveju, jei galima, baltymoc koncentracija nustati-
néjome A,5; metodu, naudojant 2A,g 1% = 20,0 papajos
latekso preparaty analizei 1r A, 1% = 18,3 isvalyto

arba 13 dalies i8valyto chimopapaino produkty analizei
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(Robinson, 1975, Biochemistry, 14, 3695-3700). Kai ku-
rie tiolg turintys reagentai ir disulfidai pasiZymi
Sviesos sugérimu prie 280 nm, todel, jei Jie yra
baltyme, tai Dbaltymo koncentracijos nustatymui nau-
dojome Bio-Rad analize su daZo suriSimu (Bio-Rad Labo-
ratories, DidZioji Britanija). Standartais naudojami
i3purdkimo dZiovykloje isdZiovinto papajos latekso
tirpalai (B, 1% = 20,)). Sis metodas maZzZiau jautrus
priemaisSoms, negu A,g. ILSvalyto fermento preparatuose
baltymo kiekis buvo nustatomas, skaiciuojant bendram

sausos medziagos kiekiui.
Chimopapaino aktyvumo nustatymas

a) Aktyvumas BAPNA atzvilgiu (Metodika Nr. 1) - analize
Smito metodu

Tiriama bandini supildavo i "1 Dbuferi", vandeninj
natrio fosfato (0,1 M) tirpala, kurio pH=6,0, ir ku-
riame yra EDTA (ImM) ir cisteino hidrochlorido mono-
hidratas (10 mM), su tokiu apskai¢iavimu, kad galutinis
tiris bity 1 ml. Prie$ reakcijos pradiig fermentg (jei
jis yra bandinyje) aktyvavo 5 min 37°C temperataroje,
pridedant 4 ml substrato N-a-benzoil-DL-arganino p-
nitroanilido (BAPNA) (1,25 mM) tirpalo, pried§ tai pa-
§ildyto iki 37°C.

Pastaba: substrato tirpala gaminome i3tirpinant 300 mg
BAPNA Siltame dimetilsulfokside, po to gautg tirpalg
létai supyléme i 450 ml, pried tai iki 37°C pasildyto,
1 buferio tirpala ir pyléme 1 buferi iki bendro 500 ml
tdrio; tam, kad neiSkristu i nuosédas BAPNA, substrato

tirpalo temperatirg palaikéme virs 30°C.

Inkubacijg 37°C temperatiroje teséme 30 minuéiy, po to
reakcija nutraukdavome 1 ml acto riagsties (4 N) pri-

dejimu i reakcijos miSini. I38siskyrusi 4-nitroanilinag
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nustatydavome matuojant AA,,. Vienas aktyvumo vienetas
Siomis salygomis atitiko 1 pikomolio 4-nitroanilino is-

siskyrimui (€=8800 M'.cm') per sekunde.

Pateiktos analizés atlikimo sglygos atitiko salygas,
apradytas DidZiosios Britanijos patente Nr. 2098997,
pateiktame Smith Laboratories Inc. Siomis sglygomis yra
analizuojami chimopapaino preparatai visame pasaulyje,
pavyzdZiui, chimopapainas, i3leidZiamas firmos The Boots
Company PLC su prekybiniu pavadinimu Chymodiactin, ir
chimopapainas, i8leidZiamas Piety Koréjos firmos Sinpoong
su prekybiniu pavadinimu Disken. Sie aktyvumo vienetai
yra tarptautidkai pripaZinti ir paprastai vadinami
"Smith BAPNA Assay Units".

b) Aktyvumas BAPNA atzvilgiu (Metodika Nr. 2)

Tiriamg bandini supildavo i vandenini buferini natrio
fosfato tirpala (0,10 M), kurio pH=6,8 ir kuriame vyra
EDTA (1 mM) ir ditiotreitolas (2 mM) arba cisteinas
(4 mM), su tokiu apskaicd¢iavimu, kad galutinis tadris
bity 0,975 ml. Prie$ reakcijos pradZig fermentg (jeil
jis yra bandinyje) aktyvavo 40°C temperatiiroje 5 mi-
nutes, pridedant 25 pl N-a-benzoil-DL-arganino p-nitro-
anilido (BAPNA) tirpalo (100 mM) dimetilsulfokside. In-
kubacija 40°C temperatiroje tesé 10 min, o po to reak-
cija nutraukdavome 1 ml (0,10 M) wvandeninio buferinio
tirpalo, turincio natrio chloracetatg ir natrio acetatg
(0,20 M) ir pH=4,3, prideéjimu i reakcijos misSini. IS-
siskyrusi 4-nitroaniling nustatinéjome matuojant AA,,.
Vienas aktyvumo vienetas Siomis salygomis atitiko 1 pi-
komolio 4-nitroanilino i3siskyrimui (g = 8800 M, cmh)

per sekunde.

Chimopapaino aktyvumo abscliudios reikSmés, gautos pa-
sinaudojant aprasytomis Metodikomis Nr. 1 ir Nr. 2,

skiriasi viena nuo kitos, ir bitent: reik3més, gautos
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pasinaudojant Metodika Nr. 2 mazdaug 2-3 kartus di-
desnes, uZz reikSmes, gautas'pagal Metodika Nr. 1 (Zr.

31 pavyzdi) .
c) Aktyviu centry titravimas jodacto rugstimi

Chimopapaino aktyviuy centry titravimg jodacto rugstimi
vykdéme taip pat, kaip ir aktyviu centry titravimg
reagentu E-64, apradyta Zucker ir kt. Biochim. Biophys.
Acta (1985), 828, 196-204. Chimopapaino tirpalag skiede-
me 1 buferyje, kaip tai apra3yta auksc¢iau esanciame

skyriuje (a), gaudami tirpala, kuriame yra 60 puM bal-

tymo (€,5, = 4,3284 x 10* M', cm', paskaidiuota i¥ BA,g,
1 % = 18,3, Robinson (1985) (Zr. auksd¢iau cituota dar-
ba) ir MW (molekulinis svoris) = 23656, apskaiciuotas
i% aminortgséiy sekos Jacquet ir kt. (1989 geguie),

Bio. Chem. Hoppe-Seyler, 370, 425-434). Alikvotines, po
20 ml chimopapaino tirpalo dalis patalpinome i tit-
ravimo meégintuvélius ir 5 min 37°C temperatiiroje in-
kubavome su 20 pl 1 buferio (40 pl kontroliniame ban-
dyme) . Po to i kiekviena mégintuvelj pridéejome 20 ml
(atitinkamai 10, 20, 30, 40, 50 ir 60 uM) jodacto rugs-
ties ir misini palaikydavome 10-20 min 37°C tempe-
ratiroje, Reakcija inicijuodavome‘ pridedant i misinj
4 ml BAPNA substrato tirpalo, aprasyto aukSc¢iau esan-
iame skyriuje (a), ir is anksto pa3ildyto iki 37°C.
37°C temperatiroje inkubacija teséme 30 min, po to
reakcija nutraukdavome, kaip tal yra apraSyta skyriu-
je (a), ir issiskyrusio 4-nitroanilino kieki nustaty-
davome matuojant AA,,,. Tuo budu gauta aktyvaus chimo-
papaino moline koncentracija lygindavome su baltymo
moline koncentracija, remiantis chimopapaino moliniu
ekstinkcijos koeficientu, kuris lygus 4,3284 10" M' cm .
Po to aktyvaus chimopapaino koncentracijg iSreikSdavome

procentais nuo bendro baltymo kiekio.
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d) Aktyvumas azokazeino atZvilgiu

Aktyvumg azokazeino atZvilgiu nustatinejome pagal me-
todikg, auksciau aprasSytag Rowan ir kt. (1988), Arch.
Biochem. Biophys. 267, 262-270, naudojant maZiau 1 uM
fermento (priimant molekulini svori 2400) ir, esant
reikalui, 1 pM visty cisteino. Visos fermenty ir inhi-
bitoriaus koncentracijos susijusios su aktyviy mole-

kuliy koncentracija.

Imunologiné analizé paprastos radialinés imunodifuzijos

metodu

Paprasta radialinée imunodifuzija remiasi Mancini ir
kt., 1965, Imunochem. 2, 235-254 metodu ir vyra at-
liekama $iuo bidu. Agaroze (1 %), esandia vandeniniame
natrio fosfato tirpale (10 mM), turin&iame NaCl (0,14 M)
ir kurio pH=7,3 bei turinfia monospecifinio IgG pre-
parata, uZpildavo ant Gel Bond® (FMC Corporation.
Maine, JAV) ir 1,5 cm plote i3pjaudavo stadiakampés
formos figtras (r=1 mm). Kontrolinius pavyzdZius ir
tiriamus bandinius figGrose i3déstydavo atsitiktiniu
bidu tam, kad minimizuoti krastini efekta. Po antigeno
ineSimo i figliras, jas laikydavo 24 valandas preci-
pitino Ziedy susidarymui. Po to jas nuplaudavo, 1i&-
dziovindavo 1ir daZydavo. Antigeno priklausomybés nuo
Ziedo diametro kvadrato priklausomybés gavimui naudo-
jome 3vary, saikingai karboksimetilinta antigena. Nu-
statymo intervalas buvo 25-300 ng antigeno vienai fi-

gurai.
PPIV ir jos antikiniy gavimas
a) Afininés kolonélés gavimas

Butiloksikarbonil-L-Phe-p-nitrofenilo esteris (10 mM)
maisant buvo pridedamas i o-NH,CH,CN.HCl (20 mM) ir di-
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izopropiletilamino (20 mM) midini dimetilformamide
(20 ml). Midinys 20°C temperatiroje Dbuvo maisSomas

2 valandas, po to praskiedZiamas etilacetatu (100 ml),
2 kartus praplaunamas vandeniu, 5 kartus vandeniniu
trietilamino tirpalu, 3 kartus vandeniu, 2 kartus kalio
bisulfito tirpalu, 3 kartus vandeniu, dZiovinamas ir
ifgarinamas. Nuosédas perkristalinome i$ etilacetato ir
heksano mi3inio, gaudami BOC-L-Phe-NHCH,CN, lyd. temp.
134,5-135°C. Ledu at$aldyta trifluoracto rugsdti (10 ml)
pridéjome i Boc-L-Phe-NHCH,CN (5 mM) tirpalg dichlor-
metane (10 ml). Reakcijos miSini 30 min laikéme 20°C
temperaturoje, po to tirpikli paSalinome iSgarinant
40°C temperatiroje. Liekang tirpinome chloroforme, tir-
pala i8garindavome 1ir aprasSyta operacija kartojome dar
du kartus. Gauta neapdirbtg trifluoracetatine drusksg
i3tirpinome diizopropiletilamino (7,5 mM) tirpale di-
metilformamide (10 ml) ir pridéjome i paruo3ta Boc-Gly-
p-nitrofenilo eterio (6,25 mM) ir N-hidroksibenzotri-
azolo monohidrato (6,25 mM) tirpalg. Po to, p-nit-
rofenolio isskyrimui (auksiné spalva), i misini laSais
buvo pridedamas pakankamas kiekis diizopropiletilamino
ir midinys buvo mai3omas kambario temperatiroje 2 va-
landas. Po to i $8i misSini pridéjome N,N-dietileti-
lendiamino (1,5 ml), po 15 min etilacetato (60 ml), o
po to miSini plovéme vandeniu, vandeniniu trietilamino
tirpalu, vandeniu, kalio bisulfito vandeniniu tirpalu,
vandeniu, dZiovinome ir i8garinome. Liekang valéme
chromatografijos ant silikagelio btdu, eliuvavimas buvo
atliekamas etilacetato ir heksano (20:1) miSiniu. Buvo

gautas puty pavidalo Boc-L-Phe-NHCH,CN.

Boc-Gly-L-Phe-NHCH,CN (30 mg) tirpinome 1 ml tri-
fluoracto, dichlormetano ir anizolo midinio (25:65:10)
ir tirpala 30 min laikéme 0°C temperatiroje. Po to mi-
§ini, dZiovinome rotaciniame garinimo aparate 34°C tem-

peratiroje ir liekang tirpinome metanolyje (1,5 ml) ir
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vandeniniame NaHCO, tirpale (0,1 M, pH=8,0. 1,5 ml),
gaudami ligando tirpalsa.

Aktyvuoty CH—SepharosR4B (Pharmacia, 3 g sauso svorio)
hidratavome per nakti vandeniniame druskos rugsties
tirpale (1 mM, 75 ml) 4°C temperaturoje, po to plovéme
druskos rugdtimi (mM, 600 ml), o po to vandeniniu
NaHCO; tirpalu (0,1 M, pH=8,0, 300 ml). Geli suspen-
davome vandeniniame NaHCO; tirpale (0,1 M, pH=8,0, 30 ml),
pridédami i suspensijg 15 anksto paruo3ta ligando tir-
pala, 1ir mi8ini atsargiai maiSeme per nakti 20°C tem-
peratiroje. Gauta geli surinkome sukepto stiklo filtre,
praplovéme vandeniniu metanolio tirpalu (50 tdriniy %,
180 ml), vandeniu ir suspendavome vandeniniame eta-
nolamino tirpale (0,1 ™, 30 ml), kurio pH buvo nu-
statytas lygiu 9, panaudojant druskos rugSti. Suspen-
sija buvo purtoma 4 val 20°C temperatiroje, po to gelj
surinkome, praplovéme vandeniu (500 ml) ir laikéme
"darbiniame" buferyje (natrio fosfatas (50 mM); EDTA
(1 mM); etandiolis (33 %), pH=6,8, 4°C).

b) PPIV valymas

Kolonéle, uZpildyta Sepharose®-Ahx-Gly-L-Phe-NHCH,CN,
praploveme "eliuuojanciu" buferiu (natrio citratas
(50 mM); etandiolis (33 %), pH=4,5; 12 ml) ir po to

darbiniu buferiu (Zr. auksciau, 12 ml).

ISpurSkimo dZiovykloje i3dZiovinta papajos lateksa (0,5 g)
isdtirpinome darbiniame Dbuferyje (10 ml) ir tirpalg
filtravome per filtrg, kurio pory diametras buvo
0,22 uM. Baltymo koncentracijg filtrate nustatinéjome
pasinaudojant Bio-Rad dye-binding analize (Bio-Rad
Laboratories, DidzZzioji Britanija). I mid3ini pridejome
toki, ditiotreitolo kieki, kad Jjo koncentracija bity
2 mM, ir mi3ini laikéme 20 min 0°C temperatiroje. Per
kolonele praleidome 80 mg baltymo latekso (38 ml/val/cm’)
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20°C temperatiroje, o po to darbini (8 ml) ir eliu-
uojanti (8 ml) buferius. Po to pro ja praleidome 4 ml
eliuuojanc¢io buferio, turindio oksietildisulfido (50 mM),
po to tirpaly leidimg pro kolonéle nutraukdavome ir
palikdavome ja nak&iai 20°K temperatiroje. Po iZlaikymo
per nakti prateseme eliuvavimg oksietildisulfidg
turin¢iu eliuuojanciu buferiu (10 ml) 1ir surinkome
elivato frakcijas (po 1 ml). Frakcijas, aktyvias BAPNA
atZvilgiu, surinkome 1 vieng vieta ir praleidome pro
kolonéle, uZpildyta Mono HR 5/5% (katijonitiné derva),
kuri prie$§ tai buvo apdorota vandeniniu natrio aceta-
to/acto rugsSties miSiniu (50 mM), kurio pH=5 ir kuriame
buvo EDTA (1 mM). Po to kolonele plovéeme tuo paciu bu-
feriu (1 ml/min) iki tol, kol A,g; vél nerodé nulinés
reikSmes. Po to pro kolonele leidome gradientg
(21,5 mMNa'/ml) iki 1 M natrio acetato (Buttle ir
Barrett, 1984, auks¢iau cituotas darbas) ir surinki-
nejome frakcijas po 1 ml. Eliuavome du pagrindinius
baltymo pikus: pirmg pika, kurio eliuvavimas vyko esant
mazdaug 0,17 M Na', atitinkanti papainui, 1ir antrg
pika, kurio eliuavimas vyko esant maZzdaug 0,38 M Na*,
atitinkanti PPIV. Frakcijas su piku, atitinkanc¢iu PPIV,
apjungéme, dializavome vandeniniame EDTA tirpale (1 mM),
dZiovinome sublimacinio dZiovinimo butdu ir laikéme -
20°C temperataroje. Svari PPIV nepasizyméjo aktyvumu
BAPNA atiZvilgiu, taciau pasiZyméjo aktyvumu hidro-
lizuoto azokazeino atzvilgiu, 8is aktyvumas nebuvo in-

hibuojamas 1 mM koncentracijos vi8ty cisteinu.

c) PPIV antikiniy gavimas

Svary PPIV antigena pried naudojimg mink&tai karboksi-
metilinome pagal Zucker ir kt. metoda, 1985, Biochim.
Biophys. Acta, 828, 196-204. Po to PPIV antiserumg
inicijavome triuSyje, darydami 360 mg karboksimetilinto
baltymo pilname Freund adjuvante injekciija i raumenis,

bei darydami po 2 savaic¢iy 100 mg nepilname adjuvante
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poodine injekcija. IgG is dalies valeme nuo Sserumo
frakcionuojant su amonio sulfatu, kaip tai apraSe Heide
ir Schwick (1978) Handbook of Experimental Immunology
(Weir, D. M. ed.). Vol. 1, 7.1-7.11, Blackwell, Oxford,
bei po to dializuojant vandeniniame natrio fosfato
tirpale (10 mM), turinéiame NaCl (0,14 M) ir kurio
pH=7, 3.

PPIV analizei paprastos radialinés imunodifuzijos budu
(Zr. auksZiau) naudojome specifini PPIV atZvilgiu pre-

paratg IgG.

Atskiri 8io iSradimo aspektai nuodugniau iliustruojami
Zzemiau pateikty pavyzdzZziuy pagalba, tacdiau kurie yra tik
iSimtinai iliustraciné medzZziaga ir Jjokiu badu neap-

riboja patentu ginamo iSradimo turinio.

Panaudoty abreviatiry reik3mes yra $Sios: ABTS, 2,2'-
azinobis (3-etilbenztriazolino sulfortgstis); Ahx, 6-
aminoheksanoilas; Ala, alaninas; BAPNA, N-oa-benzoil-DL-
arginino p-nitroanilidas; Boc, butiloksikarbonilas;
CBZ, karbobenzoksi; Cha, cikloheksilalaninas; DMF, N,N-
dimetilformamidas; E-64, L-3-karboksi-2,3-trans-epoksi-
propionilleucilamido-4 (-guanidino)butanas; EDC, N-etil-
N'-(2-dimetilaminopropil) karbodiimido hidrochloridas;
EDTA, etilendiamintetraacto rugsStis (dinatrio druska);
Gly, glicinas; Leu, leucinas; Mo, metoksiiminas; OBZ,
oksibenzilas; O0x, oksimas; Phe, fenilalaninas; Sc,
semikarbazonas; THF, tetrahidrofuranas; ir Tyr,

tirozinas.

Bio-Rad, Chelex, Chymodiactin. Ch-Sepharose 4B, Chymofast,
Disken, ECH-Sepharose, Enzifitter, FPLC, Gel Bond, Mono
SHR, S-Sepharose HP, Tween, Zeta 1ir Zetaffinity vyra

prekybiniai pavadinimai.
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Visos stadijos, Jjeili tai nepaminéta atskirai, buvo vyk-

domos kambario temperatiroje.
1 PAVYZDYS - L-alanil-L-fenilalanil semikarbazonas
a stadija

A) I sausg N,N-dimetilformamida (DMF) (100 ml) maiSant
kambario temperatiroje pridéjome O,N-dimetilhidroksi-
lamino hidrochlorido. Po to i mi$ini per 5 minutes buvo
pridedamas N-metilmorfolinas (10,6), palaikant tem-
peratarg zemiau 30°C. To pasekoje i8krito baltos nuo-

sédos ir midini at8aldéme iki 0°C.

B) N-t-Boc-L-Phe (26,5 g) i8tirpinome sausame tetra-
hidrofurane (THF) (200 ml) ir atSaldéme tirpala iki
-10°C, po to per 5 minutes i ji pridéjome izobutil-
chloroformatg (14,38 g), palaikant temperatirg -10°C.
Po to i midini per 10 min pridéjome N-metilmorfoling
(10,6 g), palaikant miSinio temperatirg -10°C, ir

maisymg teséme dar 10 minuciy.

C) I suspensijg B per 15 min buvo pridedama suspensi-
ja A, palaikant temperatiirg -10°C. MiZiniui leidome
su8ilti iki kambario temperatiiros ir po to maidéme jj
3 valandas. Gauta midini at8aldeéme iki 0°C ir per 5 min
pridéjome 3-dimetilaminopropilaming (10,2 g). Po to
pridéjome vandeni (200 ml) ir etilacetata (200 ml),
atskyréme vir3utini organini sluoksni 1ir nuosekliail
plovéme ji (a) vandeniu (200 ml), (b) vandeniniu KHCO;
tirpalu (5 %, 200 ml), (c) vandeniniu HCl tirpalu (0,5 N,
200 ml) ir (d) vandeniu (3x200 ml). Po to tirpikli pa-
Salinome rotaciniame i3garinimo aparate vakuume, esant
Yemesnei 30°C temperatiirai, ir gavome N-t-Boc-L-Phe-

O,N-dimetilhidroksamatsa.
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b stadija

N-t-Boc-L-Phe-0,N-dimetilhidroksamato (2,9 g) ir tri-
fluoracto riagdties (8 ml) miSini maiSéme keturias va-
landas kambario temperatiroje. Po to trifluoracto rugs-
ties pertekliy paSalinome rotaciniame iSgarinimo apa-
rate vakuume, esant Zemesnei 30°C temperatl@rai. Prie
liekanos pridéjome dietilo eteri (30 ml) ir gavome
tirpala, po to eteri nudistiliavome vakuume. Apdorojimg
eteriu kartojome iki tol, kol prasidéjo kristalizacija.
Kietg medZiaga nufiltravome, praplovéme eteriu ir
dZiovinome vakuume virs P,05, gavome L-Phe-0O,N-dime-

tildichroksamato trifluoracetato drusks.
c stadija

A) L-Phe-0O,N-dimetilhidroksamato trifluoracetato druskg
(7,15 g) istirpinome sausame DMF (30 ml) maisSant kam-
bario temperattroje, po to j 'tirpala per 5 min pri-
déjome N-metilmorfolino (2,35 g), palaikydami Zemesne

nei 30°C temperatira. Gauta mi$ini atSaldéme iki 0°C.

B) CBZ-L-Ala (4,96 g) maiSant iStirpinome sausame THF
(55 ml) ir miZini at3aldéme iki -10°C. Po to i miZinj
per 5 min pridéjome izobutilchloroformiatg (3,05 q)
-10°C temperatiiroje, N-metilmorfoling (2,35 g) per
10 min ir reakcijos miSini po to dar maiSeme 10 min

-10°C temperatiroje.

C) A tirpala per 15 min pridéjome prie B tirpalo -10°C
temperatiroje, po to leidome midiniui susilti iki
kambario temperatlros ir maisymag teséme dar 3 valandas.
Po to midini, atSaldeéeme iki 0°C, per 5 min pridéjome 3-
dimetilaminopropilaming (2,27 g) ir po to maiSeéeme dar
5 min. Po to i misini pridéjome wvandeni (50 ml) ir
etilacetatg (50 ml), virSutini organini sluoksni atsky-

réme ir nuosekliai plovéme 7ji (a) vandeniu (50 ml) ir
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sodiu vandeniniu NaCl tirpalu (5 ml), (b) vandeniniu
KHCO,; tirpalu (5 %, 50 ml), (c) vandeniniu HCl tirpalu
(0,5 N, 50 ml) ir (d) vandeniu (3x50 ml). Po to tir-
pikli, nugarinome vakuume rotaciniame i3garinimo apa-
rate, esant Zemesnei nei 30°C temperatirai, prie lie-
kanos pridéjome 3SvieZio etilacetato (50 ml) ir pasa-
linome ji iSgarinant, gavome CBZ-L-Ala-L-Phe-O,N-dime-
tilhidroksamatsa.

d stadija

CBZ-L-Ala-L-Phe-0O,N-dimetilhidroksamatg (27,8 g) istir-
pinome sausame THF (280 ml) ir at3aldeme tirpalg iki
-70°C azoto atmosferoje. Po to per 60 min, -70°C
temperatiroje 1ir azoto atmosferoje i 3§i tirpalg pri-
déjome diizobutilaliuminio hidrido tirpalo THF (1 M,
372 ml) ir maisyma teséme dar 60 min -70°C tempe-
ratidroje. Reakcija budavo uzbaigiama maisant supilant
misini 0°C temperatfiroje ir N, atmosferoje i soty van-
denini, NaCl tirpalg (400 ml) ir Segneto druskos tirpala
(600 ml). Po to midiniui buvo leidZiama su$ilti iki
kambario temperatiiros ir i ji pridéjome etilacetatg
(600 ml). Po to midini filtravome, atskyréme vandenini
sluoksni ir ji ekstrahavome etilacetatu (200 ml).
Sujungtas organines fazes tris kartus ploveme vandeniu
(600 ml) ir sociu vandeniniu NaCl tirpalu (400 ml).
Tirpikli pasalinome vakuume rotaciniame iSgarinimo apa-
rate, esant Zemesnei nei 30°C temperatiirai. Liekana
perkristalinome i3 toluolo ir dZiovinome vakuume virs
P,05. Gavome CBZ-L-Ala-L-Phe-aldehidsg.

e stadija
A) CBZ-L-Ala-L-Phe-aldehida (3 g) iStirpinome tech-

niniame metilo spirite (20 ml). Tirpalg pas$ildéme iki

50°C ir filtravome, norint pa8alinti netirpia medZiagay.
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B) Semikarbazido hidrochlorido (1,3 g) tirpala vande-
nyje (10 ml) pridéjome i KHCO; (1,1 g) vandenyje (10 ml).

C) Tirpala B pridéjome i tirpalg A ir gauta midini
maiséme 2 val 50°C temperaturoje, po to i ji pridéjome
etilacetatg (50 ml) ir wvandeni (100 ml), vandenini,
sluoksni atskyreme, ekstrahavome ji etilacetatu (2x20 ml)
ir sujungtas organines fazes nuosekliai plovéme (a)
vandeniniu KHCO; tirpalu (5 %, 50 ml), (b) vandeniniu
HCl tirpalu (0,5 N, 50 ml) ir (c) vandeniu ir sod&iu
vandeniniu NaCl tirpalu (50 ml/20 ml x 3). Po to
tirpikli iSgarindavome rotaciniame iZgarinimo aparate
vakuume, esant temperatirai Zemesnei nei 30°C. Gavome
CBZ-L-Ala-L-PheSc.

f stadija

CBZ-L-Ala-L-PheSc (680 mg) iStirpinome metanolyje (90 ml)
ir netirpig liekana atskyréme filtruojant. Aparata, ku-
riame buvo CBZ-L-Ala-L-PheSc metanolis tirpalas, prapa-
téme N, ir pridéjome i ji katalizatoriy - 10 5-ni pa-
ladi ant aktyvuotos anglies (100 mg) . I uzZdarg sistemg
75 min leidome H,. Po to katalizatoriy nufiltravome ir
metanoli paSalinome rotaciniame iSgarinimo aparate
vakuume, esant temperatirai Zemesnei nei 30°C. I3 lie-
kanos stovint iSsikristalindavo kristalineés nuosedos,
kurias dziovinome vakuume vir§ P,05. Gavome L-alanil-IL-

fenilalanil semikarbazong (L-Ala-L-PheSc) .

2 PAVYZDYS L-fenilalanil-L-fenilalanil semikarbazonas

a ir b stadijos

L-Phe-0,N-dimetilhidroksamato trifluoracetato druskag

sintezavome taip pat, kaip 1 pavyzdzZzio a ir b sta-

dijose.
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c stadija

A) L-Phe-0,N-dimetilhidroksamato trifluoracetato druska
(1,932 g) i3tirpinome sausame DMF (8 ml) maiSant kam-
bario temperatiroje. 1 gautg tirpala per 5 min pri-
déjome N-metilmorfoling (0,606 g), palaikant tempe-
ratirg Zemiau nei 30°c, ir gauta misini atSaldéme iki
0°C.

B) CBZ-L-Phe (1,794 g) maiSant iStirpinome sausame THF
(15 ml) ir midini atSaldéme iki -10°C, po to i misinj
per 5 min -10°C temperatiroje pridéjome izobutil-
chloroformiata (0,822 g), ir per 10 min N-metil-
morfoling (0,606 g), ir gautg reakcijos mi3ini maiséme

dar 10 min -10°C temperatiiroje.

C) Per 15 min tirpala A pridéjome i tirpala B -10°C
temperattGroje, leidome miSiniui su$ilti iki kambario
temperatlros ir maisSymg teséme dar 3 val. Po to miSinj
atSaldéme iki 0°C, per 5 min pridéjome i ji 3-di-
metilaminopropilaming (0,612 g) ir maid3ymg teseme dar
5 min. Po to i midini pridéjome vandeni (20 ml) ir
etilacetatg (30 ml), atskyréme organine faze ir nuo-
sekliai ploveme ja (a) vandeniniu KHCO, tirpalu (5 %,
20 ml,) (b) wvandeniniu HCl tirpalu (0,5 N, 20 ml) ir
(c) vandeniu (2x30 ml). Tirpikli pa3alinome rotaciniame
dZiovinimo aparate vakuume Zemesnéje nei 35°C tem-
peratiroje. Liekang perkristalinome is$ izopropilo spi-
rito. Gavome CBZ-L-Phe-L-Phe-0,N-dimetilhidroksamatg.

d stadija

CBZ-1-Phe-L-Phe-0,N-dimetilhidroksamata (4,89 g) idtir-
pinome sausame THF (40 ml). I sausg kolbg (azoto at-
mosferoje) ideéjome liCio-aliuminio hidridag (0,493 g) ir
sausg THF (20 ml) ir mai3$éme gautg misini 10 min, o po
to gauta misini at3aldéme iki -10°C. Po to i 8ita mi-
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$ini, N, atmosferoje ir -50°C temperatiroje pridéjome
hidroksamato tirpala sausame THF ir maiSyma teséme dar

20 min 0-5°C temperatiroje.

Po to reakcijos midini at3aldéme iki -50°C temperatGros
ir azoto atmosferoje pridéjome i Jji soty Segneto drus-
kos tirpala (60 ml). Leidome miSiniui su$ilti iki kam-
bario temperatiros, pridéjome i 3ji HC1 (konc., 10 ml)
ir nustatéme vandeninés fazés pH=3, netirpig dali nu-
filtravome. Po to i nufiltruotg tirpalg pridéjome etil-
acetata (50 ml), organine faze atskyréme ir nuosekliai
praploveme (a) vandeniu (50 ml), (b) vandeniniu KHCO;3
tirpalu (5 %, 50 ml), (c) vandeniniu HCl tirpalu (0,5 N,
50 ml) ir (d) wvandeniu (3x50 ml). Po to etilacetata pa-
Salinome rotacinio i8garinimo aparate vakuume Zemesneje
nei 30°C temperatiiroje. Liekana palikome nak&iai, po to
dziovinome vakuume vir$ P,0s ir kristalinome 1§ toluolo.
Gavome CBZ-L-Phe-L-Phe aldehids.

e stadija

A) CBZ-L-Phe-L-Phe aldehida 70°C temperatiroje iStir-

pinome techniniame metilo spirite (10 ml).

B) I semikarbazido hidrochlorido (0,183 g) tirpala van-
denyje (3 ml) ir technini metilo spirita (2 ml) pri-
déjome natrio acetato trihidrata (0,224) ir tirpalg
pasildéme iki 60°C.

c) Tirpala A pridejome i tirpala B, kolbg nuo A tirpalo
praplovéme techniniu metilo spiritu, praplovimo skystji
pridéjome prie mifinio ir 60-70°C temperatiroje mai&éme
ji 30 min. Po to leidome miSiniui 1létai atSalti, pa-
likome stovéti Jji ant ledo dar valandg ir po to pa-
likome nak&iai 4°C temperatiiroje. Kieta produkta at-

skyreme filtruojant, praplovéme 3ji techninio metilo
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spirito ir vandens midiniu (4:1, 3 ml), isdZiovinome

vakuume vir$ P,0;. Gavome CBZ-L-Phe-L-PheSc.
£ stadija

CBZ-L-Phe-L-PheSc (2,1 g) idtirpinome metanolyje (315 ml)
30°C temperatiiroje ir netirpia liekang paSalinome nu-
filtruojant. Prietaisg, kuriame buvo metanolinis semi-
karbazono tirpalas, praputéme azotu, idéjome katali-
zatoriy - 10 %-ni paladi ant aktyvuotos anglies (0,35 qg)
ir i uZdara sistemg 30 min leidome vandeni. Po to
katalizatoriy nufiltravome ir tirpikli paSalinome rota-
ciniame i3garinimo aparate vakuume, esant Zemesnei nei
30°C temperatirai. Liekang 1i&dZiovinome vakuume virs$
P,0s. Gavome L-fenilalanil-L-fenilalanil semikarbazong
(L-Phe-L-PheSc) .

3 PAVYZDYS L-fenilalanil-L-fenilalanil metoksiiminas
a-d stadijos

CBZ-L-Phe-L-Phe aldehida sintezavome taip pat, kaip tai
apradyta 2 pavyzdiZio a-d stadijose.

e stadija

A) CBZ-L-Phe-L-Phe aldehida (0,645 g) iStirpinome tech-
niniame metanolyje (35 ml) 60-65°C temperatiiroje ir ne-

tirpig liekang nufiltravome.

B) I metoksilamino hidrochlorido (0,138 g) tirpala van-
denyje 60°C temperatiroje pridéjome natrio acetato
trihidratg (0,224 qg).

C) 1 tirpala A pridéjome tirpala B, B medZiagos kolbg
praplovéme 60°C vandeniu (10 ml), praplovimo vandenj

apjungéme su miSiniu ir ji kaitinome puse valandos 60°C
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temperatiaroje, po to palikome 2 valandas atvesti iki
kambario temperaturos. Kieta produkta nufiltravome,
praplovéme techninio metanolio miSiniu su vandeniu
(1:1, 6 ml) ir dZiovinome vakuume vir3 P,0;. Gavome CBZ-

L-Phe-L-Phe metoksiiming.
f stadija

CBZ-L-Phe-L-Phe metoksiiming (550 mg) iStirpinome me-
tanolyje ir netirpig liekang nufiltravome. Prietaiss,
kuriame buvo metanolinis metoksiimino tirpalas, pra-
putéme azotu, ijdéjome katalizatoriy - 10 %-ni paladij
ant aktyvuotos anglies (100 mg). Po to i hermetizuotg
indg plUtéme vandenili, esant reikalui, pitimg teséme
4,5 valandos. Po to katalizatoriy nufiltravome ir tir-
pikli paSalinome rotaciniame i3garinimo aparate va-
kuume, esant ne didesnei nei 30°C temperatiirai. Gavome
L-fenil-alanil-L-fenilalanil-metoksiiming (L-Phe-L-Phe-
Mo) .

4 PAVYZDYS L-fenilalanil-D-fenilalanil semikarbazonas
a stadija

A) O,N-dimetilhidroksilamino hidrochlorida (3,891 q)
suspendavome sausame DMF (40 ml) kambario temperati-
roje. 1 paruodtg suspensija per 5 min pridéjome N-
metilmorfoling (4,032 g), miSinio temperati@irg palaikant

Yemiau 30°C, po to miini maiSant atSaldeéme iki 0°C.

B) N-t-Boc-D-Phe (10,08 g) i3tirpinome sausame THF (80 ml)
ir gauta tirpala at$aldéme iki -10°C. Po to i ji, pa-
laikant ta pacia temperatlra, per 5 min pridéjome izo-
butilchloroformata (5,47 g). Po to palaikant ta pacia
temperatirag per 10 min pridéjome N-metilmorfoling
(4,032 g) ir maidymg teséme dar 10 min.
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C) Per 15 min esant -10°C temperat@rai, suspensijag A
pridéjome i suspensija B, leidome miSiniui sus$ilti iki
kambario temperatiros, o po to maiSéme ji dar 3 va-
landas. Po to mi%ini at3aldéme iki 0°C, per 5 min pri-
déjome 3-dimetilaminopropilamino (3,88 g) 1r maiSymg
teséme dar 5 min. Po to i mi$ini pridéjome vandeni
{60 ml) ir etilacetata (60 ml), organini sluoksni at-
skyréme ir nuosekliai praplovéme (a) vandeniu (60 ml),
(b} vandeniniu KHCO,; tirpalu (5 %, 60 ml), (c) van-
deniniu HC1l tirpalu (0,5 M, 60 ml) ir (d) vandeniu (3 x
60 ml). Tirpikli pa8alinome rotaciniame iSgarinimo
prietaise vakuume, esant Zemesnei nei 30°C tempera-

tlirai. Gavome N-t-Boc-D-Phe-0O,N-dimetilhidroksamatg.
b stadija

N-t-Boc-D-Phe-0,N-dimetilhidroksamatg (11,3 g) atsal-
déeme ledu, pridejome i Ji trifluoracto ragsti (30 ml)
ir misSini maiséme kambario temperatiaroje 3 valandas.
Trifluoracto rtg3ties pertekliy pasSalinome rotaciniame
iSgarinimo aparate vakuume, esant Zemesnei nei 30°C
temperaturai, liekansg iStirpinome dietilo eteryje
(100 ml). Tirpikli nudistiliavome vakuume ir operacija
kartojome tol, kol prasideéjo kristalizacija. Kieta nuo-
seédg nufiltravome, praplovéme dietilo eteryje ir dZio-
vinome vakuume virs P,0;. Gavome D-Phe-O,N-dimetilhid-

roksamato trifluoracetato drusks.
c stadija

A) D-Phe-O,N-~dimetilhidroksamato trifluoracto druska
(10,1 g) maisSant i3tirpinome sausame DMF kambario
temperatiroje. I gauta tirpalag per 5 min pridéjome N-
metilmorfoling (3,155 g), palaikant temperatira Zemiau

nei 30°C, po to mi$ini at3aldeme iki 0°C.
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B) CBZ-L-Phe (9,4 g), maiSant iStirpinome sausame THF
(80 ml) ir tirpala at3aldéme iki -10°C. Po to i tirpala
-10°C temperatiroje pridéjome per S5 min izobutil-
chloroformiatg (4,307 g), per 10 min N-metilmorfoling
(3,155 g) ir reakcijos miSini maiSéme dar 10 min -10°C

temperatiroje.

C) Per 15 min i tirpala B pridéjome A tirpalag -10°C
temperatiroje, po to leidome miSiniui sudilti iki
kambario temperatiros ir maidymg teséme 3 valandas.
Migini atZaldéme iki 0°C, per 5 min pridéjome i ji 3-
dimetilaminopropilamino (3,20 g) ir maidymg teséme dar
5 min, po to i ji pridéjome vandeni (60 ml) ir etil-
acetata (60 ml), atskyréme organine faze ir nuosekliai
plovéme jg (a) vandeniu (60 ml) ir soCiu NaCl tirpalu
(60 ml), (b) vandeniniu KHCO; tirpalu (5 %, 60 ml), (c)
vandeniniu HC1 tirpalu (0,5 N, 60 ml) ir (d) wvandeniu
(360 ml). Tirpikli paSalinome rotaciniame i3garinimo
prietaise vakuume, esant Zemesnei nei 30°C tempera-
tirai. Prie liekanos pridéjome 3viezig etilacetata ir
po to ji pasSalinome i3garinant. Liekang perkristalinome
i§ izopropanolio. Gavome CBZ-L-Phe-D~Phe-0,N-dimetil-
hidrcoksamata.

d) stadija

I azotu prapistag kolbag idejome diizobutilaliuminio hid-
ridg dichlormetane (1 M, 10 ml). Kolbg pasildéme iki
50°C, kol pasisalino visas dichlormetanas, ir visg vél
prapiteme azotu. Po to i kolbg pridéjome sausg THF
(10 ml) ir midini atSaldéme iki -70°C. CBZ-L-Phe-D-Phe-
O,N-dimetilhidroksamatg (0,978 g) istirpinome sausame
THF (10 ml) ir paruosta tirpala per 10 min -70°C tem-
peratiroje pridéjome i diizobutiloaliuminio hidrata, po
to maisyma teséme dar 10 min -70°C temperataroje. Po to
reakcijos miSini ispyléme i metanolio (30 ml) ir socios

Segneto druskos (30 ml) tirpalg -60°C temperataroije,
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reakcijos mi3iniui leidome su$ilti iki kambario tem-
peratiiros, po to i ji pridejome vandeni (50 ml) 1ir
etilacetata (50 ml), atskyréme organine faze, o van-
denine faze ekstrahavome etilacetatu (50 ml). Apjungtas
organines fazes praplovéme vandeniu (2x200 ml) ir
nufiltravome. Organine faze atskyréme ir tirpikli pa-
Salinome rotaciniame iSgarinimo prietaise vakuume,
esant Zemesnei nei 30°C temperatirai. Gavome CBZ-L-Phe-
D-Phe aldehids.

e stadija

A) CBZ-L-Phe-D-Phe aldehidg iStirpinome metilo spirite
(10 ml) 60°C temperatiiroije.

B) Natrio acetato trihidrato (0,298 g) tirpalg van-
denyje (3 ml) pridéjome prie semikarbazido hidrochlo-
rido (0,244 g) tirpalo vandenyje (3 ml) 60°C tempe-

ratiroje.

C) Sumaiéme A ir B tirpalus ir gautg misSini maiséme
5 val 60°C temperatiiroje, po to ji palikome nak&iai 4°C
temperatiroje. I8kritusias kietas nuosédas nufiltravome
ir dzZiovinome vakuume vir§ P,05. Gavome CBZ-L-Phe-D-
PheSc.

£ stadija

CBZ-L-Phe-D-PheSc (600 mg) i3tirpinome metanolyje (90 ml)
ir netirpig liekang nufiltravome. Prietaisg, kuriame
buvo metanolinis semikarbazono tirpalas, praptiteme
azotu ir i ji idéjome katalizatoriy - 10 % paladi ant
aktyvuotos anglies (100 mg). I hermetizuotg indg 2 val
leidome vandenili, po to katalizatoriy nufiltravome ir
metanoli paSalinome rotaciniame 1i3garinimo prietaise

vakuume, esant Zemesnei nei 30°C temperatirai. Gavome
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L-fenilalanil-D-fenilalanil semikarbazong (L-Phe-D-
PheSc) .

5 PAVYZDYS L-fenilalanil-L-fenilalanil oksimas
a-d stadijos

CBC-L-Phe-L-Phe aldehidas buvo sintezuojamas kaip tail

aprasSyta 2 pavyzdzio a-d stadijose.
e stadija

A) CBZ-L-Phe-L-Phe aldehida (0,645 g), gautg auksciau
apraSytu btdu, iStirpinome techniniame metilo spirite
(35 ml) 60-65°C temperatiroje ir netirpios liekanos

paSalinimui tirpalg filtravome.

B) I hidroksilamino hidrochlorido (0,144 g) tirpalg
vandenyije (25 ml) 60°C temperatfiroje pridéjome natrio
acetato trihidratg (0,244 g).

C) Tirpalg B pridejome i tirpalg A ir kolbag B tirpalo
praplovéme vandeniu (10 ml), kuri pridéjome prie mi-
3inio, midini mai3éme 3-4 val 60-65°C temperatiroje, po
to at3aldéme iki 4°C ir Zioje temperatiroje laikeme 3-
4 val. ISkritusias kietas nuosédas nufiltravome ir pra-
plovéme techninio metilo spirito ir vandens miSiniu
(1:1; 5 ml), iSdZiovinome vakuume vir§ P,0;. Gavome CBZ-

L-Phe-L-PheOx sin- ir anti-izomery misini.
£ stadija

CBZ-L-Phe-L-PheOx (500 mg) iStirpinome metanolyje (130 ml)
ir kietg netirpig nuoséda atskyréme filtruojant. Prie-
taisg, kuriame buvo metanolinis oksimo tirpalas, pra-
putéme azotu ir i ji idéjome katalizatoriy - 10 $%
paladi ant aktyvuotos anglies (83 mg). Po to i her-
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metizuotg indg 30 min leidome vandenili, veliau kata-
lizatoriy nufiltravome ir tirpikli paSalinome rotaci-
niame i3garinimo aparate vakuume, Zemesnéje nei 30°C
temperatdroje. Tirpiklio liekanas paSalinome siurblio
sudarytame aukStame vakuume. Liekang dZiovinome vakuume
vird P,0;. Gavome L-fenilalanil-L-fenilalanil oksimg (L-
Phe-L-PheOx) .

6 PAVYZDYS. L-alanil-D-fenilalanil semikarbazonas
a ir b stadijos

D-Phe-0,N-dimetilhidroksamato trifluoracetatiné druska
buvo sintezuojama taip pat, kaip tai nurodyta 4 pa-
vyzdyje (a ir b stadijos).

c stadija

A) D-Phe-0O,N-dimetilhidroksamato trifluoracetatine drus-kg
(5,000 g) istirpinome sausame THF (20 ml). I gauta tir-
pala létai pridéjome N-metilmorfoling (1,578 g), pa-
laikant Zemesne nei 30°C temperatiira, gauta midini at-
Saldeme iki 0°C.

B) CBZ-L-Ala (3,463 g) maiSant iStirpinome sausame THF
(40 ml) ir tirpala atZaldéeme iki -10°C, po to i 3Ji
pridéjome per 5 min -10°C temperatiiroje izobutilchlo-
roformiatg (2,158 g), per 10 min N-metilmorfoling
(1.578 g) ir reakcijos miini -10°C temperatiroje mai-

Séme dar 10 min.

C) -10°C temperatiiroje per 10 min sumaidéme A ir B
tirpalus, po to leidome miSiniui su$ilti iki kambario
temperatiros ir maisymg teseme dar 3 val. Po to miSinj
at3aldéme iki 0°C, pridéjome i ji 3-dimetilaminopro-
pilaming (1,585 g) ir baigéme reakcijag pridédami van-

deni, (50 ml). Po to i reakcijos midini pridéjome etil-
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acetata (50 ml), atskyréme organine faze ir vandeninj
sluoksni ekstrahavome etilacetatu (2x30 ml). Organinius
sluoksnius apjungéme ir nuosekliai praplovéme (a) van-
deniu (50 ml) ir sodiu NaCl tirpalu (10 ml), (b) wvan-
deniniu KHCO, tirpalu (5 %, 50 ml), (c) vandeniniu HCl
tirpalu (0,5 N, 50 ml) ir (d) vandeniu (3x50 ml).
Tirpikli paSalinome rotaciniame iSgarinimo aparate va-
kuume ir esant Zemesnei nei 30°C temperatirai. Kietg
liekang perkristalinome i35 etilacetato. Gavome CBZ-L-
Ala-D-Phe-0,N-dimetilhidroksamatsg.

d stadija

CBZ-L-Ala-D-Phe-0,N-dimetilhidroksamata (2,9 g) 1iStir-
pinome sausame THF (25 ml) ir tirpala atSaldéme azoto
atmosferoje iki -70°C. Po to i 3ji per 10 min -70°C
temperatiroje pridejome diizobutilaliuminio hidrido

tirpala (1 M, 37 ml) ir maiSymg teséme dar 10 min.

Reakcijg nutraukéme pildami midini i soty Segneto
druskos (125 ml) ir THF (125 ml) mi$ini, prapuciant
azota ir maisant -30°C temperatiiroje, po to leidome
miSiniui su3ilti iki kambario temperatiros. Pridéjome
etilacetatg (100 ml) ir organini sluoksni atskyréme.
Vandenini sluoksni ekstrahavome etilacetatu (2x30 ml),
organinius sluoksnius apjungéme ir praplovéme vandeniu
(3%x30 ml). Reakcijos misini filtravome ir tirpikli
padalinome rotaciniame iSgarinimo aparate vakuume,
esant Zemesnei nei 30°C temperatiirai. Pridéjome 3viezig
etilacetatg ir po to vél ji paSalinome. Gavome CBZ-L-
Ala-D-Phe aldehidsg.

e stadija
A) CBZ-L-Ala-D-Phe aldehida (1,2 g) iStirpinome THF

(20 ml) ir techniniame metilo spirite (20 ml), tirpala
pasildéme iki 50°C.
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B) Kar3tg semikarbazono hidrochlorido (1,8 g) tirpala
vandenyje (15 ml) pridéjome i karStg KHCO; (1,5 g)
tirpalg vandenyje (15 ml).

C) Tirpalg B maiSant pridéjome i tirpala A ir gauta
mi%ini mai%éme 4 val 50°C temperatiiroje. Po to tirpiklj
padalinome rotaciniame iSgarinimo aparate vakuume,
esant Zemesnei nei 30°C temperatirai. Prie liekanos
pridéjome vandeni (50 ml), kieta produktg nufiltravome,
praplovéme vandens ir techninio metilo spirito miSiniu
{(1:1) ir i8dZiovinome vakuume vird P,05. Gavome CBZ-L-
Ala-D-PheSc.

f stadija

CBZ-L-Ala-D-PheSc (750 mg) iStirpinome metanolyije
(50 ml) ir netirpig liekang nufiltravome. Prietaisg su
metanoliniu tirpalu prapitéme azotu ir idéjome i Ji
katalizatoriy - 10 % paladi ant aktyvuotos anglies
(100 mg). I hermetizuotg sistemg 90 min leidome van-
denili,. Po to katalizatoriy nufiltravome ir tirpiklij
paSalinome rotaciniame iSgarinimo aparate vakuume,
esant Zemesnei nei 30°C temperatirai. Liekang dZio-
vinome vakuume vir3 P,0;. Gavome L-alanil-D-fenilalanil

semikarbazong (L-Ala-D-PheSc).

7 PAVYZDYS L-tirozinil-L-fenilalanil semikarbazonas

a ir b stadijos

L-Phe-0,N-dimetilhidroksamato trifluoracetato druskg

sintezavome taip pat, kaip 1ir 4 pavyzdyje (a ir b
stadijos) .
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c stadija

A) L-Phe-0,N-dimetilhidroksamato trifluoracetato druska
(7.95 g) maiSant kambario temperatitiroje iStirpinome DMF
(30 ml), po to i tirpalg per 5 min pridejome N-
metilmorfoling (2,49 g), palaikant Zemesne nei 30°C

temperatura, ir midini atSaldeéme iki 0°C.

B) CBZ-OBZ-L-Tyr (10 g) maiSant iStirpinome sausame DMF
(60 ml) 1ir tirpala at3Saldéme iki -10°c, po to, per
5 min toje pat temperatiroje pridéjome izobutilchloro-
formiatg (3,39 g). Po to per 10 min i midini pridejome
N-dimetilmorfoling (2,49 g) ir maiSeme Jji dar 10 min

-10°C temperatiroje.

C) Per 15 min tirpala A pridéjome i tirpalg B -10°C
temperatiroje, po to leidome midiniui susilti iki
kambario temperatiros ir maisSyma teséme 3 wval. Po to
mi3ini atSaldéme iki 0°C ir per 5 min pridéjome i i 3-
dimetilaminopropilaming (2,52 g). I gautg midini pri-
déjome vandeni (50 ml) ir etilacetatg (50 ml), vir-
Sutini, organini sluoksni atskyréme ir nuosekliai pra-
ploveme ji (a) vandeniu (50 ml), (b) vandeniniu KHCO,
tirpalu (5 %, 50 ml), (c) vandeniniu HC1l tirpalu (0,5 M,
50 ml) ir (d) vandeniu (3x30 ml). Tirpikli paSalinome
rotaciniame iSgarinimo aparate vakuume, esant Zemesnei
nei 30°C temperatirai, ir liekang perkristalinome i3
izopropilo spirito. Gavome CBZ-OBZ-L-Tyr-L-Phe-0,N-di-
metilhidroksamatsg.

d stadija

CBZ-OBZ-Tyr-L-Phe-O,N-dimetilhidroksamatg (1,012 g) i8&-
tirpinome sausame THF (10 ml). I gautg tirpala per
10 min, esant -70°C, azoto atmosferoje pridéjome diizo-
butilaliuminio hidrido tirpalg THF (1 M, 8,5 ml) ir

maisymg teséme dar 10 min.
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Tesdami reakcijg, maiSant, esant -60°C temperatirai,
azoto atmosferoje midini pyleme i metanoli (20 ml) ir
Segneto druskos tirpala (30 ml) ir leidome mi3iniui
suSilti iki kambario temperatiros. Po to i ji pridéjome
vandeni (50 ml) ir etilacetata (50 ml), organine faze
atskyréme ir praplovéme 3jg vandeniu (200 ml). Po to
reakcijos midini filtravome ir tirpikli i35 Jo pasa-
linome rotaciniame aparate vakuume, esant Zemesneil nei
30°C temperatirai. Po to pridéjome 3vieZig etilacetatsy
ir veél 3Jji pa8alinome rotaciniame 1iSgarinimo aparate.
Kieta liekang is8dzZiovinome vakuume vir§ P,05 ir gavome
CBZ-OBZ-L-Tyr-L-Phe aldehids.

e stadija

A) CBZ-OBZ-L-Tyr-L-Phe aldehida (400 mg) 1i3tirpinome
techniniame metilo spirite (20 ml) ir THF (1 ml) 1ir
tirpala padildéme iki 60°C.

B) Karstg semikarbazono hidrochlorido (600 mg) tirpalg
vandenyje (5 ml) pridéjome i kar3ty KHCO; (500 mg) tir-
pala vandenyje (5 ml).

C) B tirpala pridéjome i A tirpala ir miSini maiSéme
2 valandas 60°C temperatiroje, po to tirpikli paSali-
nome rotaciniame iSgarinimo aparate vakuume, esant zZe-
mesnei nei 30°C temperatirai, liekang uZpyléme van-
deniu. Kietg medZiaga nufiltravome, praploveéeme vandeniu
ir techniniu metilo spiritu ir iS8dZiovinome vakuume
vird P,05. Gavome CBZ-OBZ-L-Tyr-L-PheSc.

f stadija

CBZ-OBZ-L-Tyr-PheSc (770 mg) iStirpinome sausame THF
(70 ml), tirpalg filtravome ir i filtrata pridéjome
metanoli (20 ml). Prietaisg su semikarbazono tirpalu

prapateme azotu ir i ji idéjome katalizatoriy - 10 %



10

15

20

25

30

35

LT 3827 B
47

paladi ant aktyvuotos anglies (100 mg). I hermetizuotg
sistemga kelias valandas leidome vandenili, po to ka-
talizatoriy nufiltravome ir tirpikli iSgarinome. Gavome

L-tironizil-L-fenilalanil semikarbazong (L-Tyr-L-PheSc).
8 PAVYZDYS. L-alanil-L-cikloheksilalanil semikarbazonas
a stadija

A) I sausg DMF (75 ml) mais3ant pridéjome O,N-dimetil-
hidroksilamino hidrochloridg (8,51 g), o po to per
5 min N-metilformaling, palaikant Zemesne nei 30°C tem-
peratirg. ISkritusias baltas nuosédas ir misini atsal-
déme iki 0°C.

B) N-t-Boc-L-Cha (22,5 g) iStirpinome sausame THF (200 ml)
ir tirpalg at3aldéme iki -10°C. Po to per 5 min, pa-
laikydami -10°C temperatiira, i 3ji pridéjome izobutil-
chloroformiatg (11,94 g), o po to per 10 min toje pat
temperatiuroje pridejome N-metilmorfoling ir maisymg te-
séme dar 10 min.

C) Per 15 min, esant -10°C, suspensija A pridéjome |
suspensijga B, leidome midiniui sudilti iki kambario
temperaturos ir maid3eme ji 4 val. Po to midini at3al-
déme iki 0°C ir per 5 min pridéjome 3-dimetilamino-
propilaming (8,6 g) ir maidymg teséme dar 5 min. Po to
pridejome vandeni (200 ml) ir etilacetatg (100 ml),
vandenini sluoksni atskyréme ir ekstrahavome 7ji etil-
acetatu (2x100 ml). Apjungtas organines fazes nuosek-
liai praplovéme (a) vandeniu (100 ml) ir sodiu NaCl tir-
palu (20 ml), (b) vandeniniu KHCO; tirpalu (5 %, 100 ml),
(c) wvandeniniu HCl tirpalu (0,5 N, 100 ml) ir (d)
vandeniniu (3x100 ml). Tirpikli pa8alinome rotaciniame
iSgarinimo aparate vakuume, esant Zemesnei nei 30°C
temperatirai. Gavome N-t-Boc-L-Cha-0,N-dimetilhidroksa-
matsa.
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b stadija

5 min 0°C temperatiiroje mai%éme N-t-Boc-L-Cha-0,N-di-
metilhidroksamato (26 g) ir trifluoracto rugsties
(65 ml) miSini, po to leidome jam susilti iki kambario
temperatiros ir maisymg teseme 3 wval. Trifluoracto
rigSties pertekliy paSalinome rotaciniame iSgarinimo
aparate vakuume, esant Zemesnei nei 30°C temperatirai.
Prie liekanos pridéjome dietilo eteri ir i3§ gauto tir-
palo vakuume nudistiliavome eteri. Eterini apdirbimg
kartojome, kol gavome aliejinio skys&io pavidalo L-Cha-

N,O-dimetilhidroksamato trifluoracetatine druskg.
c stadija

A) L-Cha-0O,N-hidroksamato trifluoracetatine druska (17 qg)
iStirpinome sausame THF (50 ml). I gautg tirpala per
5 min pridejome N-metilmorfoling (3,95 g), palaikant
temperattrg Zemiau nei 30°C, ir pc to midini atSaldéme
iki 0°C. ' '

B) CBZ-L-Ala (9,25 g) maiSant iStirpinome sausame THF
(100 ml) ir tirpala atSaldéme iki -10°C. Po to per
5 min, esant -10°C temperatirai, pridéjome i 7ji izobu-
tilchloroformiatg (5,85 g), ir per 10 min N-metilmor-
foling (3,95 g) ir po to reakcijos miSini mai$éme dar
10 min -10°C temperaturoje.

C) Per 15 min -10°C temperatiroje tirpala A pridéejome j
tirpalg B, leidome mid3iniui su8ilti iki kambario tem-
peraturos ir maiSyma teséme 3 val. Po to mi3ini at3al-
déme iki 0°C per 5 min, pridéejome i ji 3-dimetil-
aminopropilaming (3,98 g) ir maidymg teséme dar 5 min.
Po to pridejome vandenj (150 ml) ir etilacetatg
(150 ml), atskyreme vandenine faze ir ekstrahavome ja
etilacetatu (2x75 ml). Apjungtas organines fazes nuo-

sekliai praploveme (a) vandeniu (125 ml), (b) wvande-



10

15

20

25

30

35

LT 3827 B
49

niniu KHCO; tirpalu (5 %, 125 ml), (c) vandeniniu HCl
tirpalu (0,5 N, 125 ml) ir (d) wvandeniu (3x125 ml).
Tirpikli paSalinome rotaciniame 1i3garinimo aparate,
esant Zemesnei nei 30°C temperatiirai. Pridéjome SvieZia
etilacetata ir po to Jji nudistiliavome. Gavome CBZ-L-
Ala-L-Cha-0O,N-dimetilhidroksamatg.

d stadija

CBZ-L-Ala-L-Cha-0O,N-dimetilhidroksamatg (7,22 g) istir-
pinome azoto atmosferoje sausame THF (160 ml) ir
tirpala atSaldéme iki -70°C, po to per 20 min azoto at-
mosferoje ir -70°C temperatiroje i 3ji pridéjome diizo-
butilaliuminio hidrato tirpalg THF (1 M, 86 ml) ir mai-

Symg teseme dar 20 min.

Reakcija baigéme 0°C temperatiroje ir azoto atmosferoje
supildami maisSant i Segneto druskos tirpalg (400 ml),
po to leidome misSiniui sudilti iki kambario tempe-
ratdros. Po to i ji pridéjome etilacetata ir maidéme
5 min bei filtravome, atskyréme organini sluoksni ir
vandenine faze ekstrahavome etilacetatu (2x50 ml). Ap-
jungtas organines fazes plovéme vandeniu (3x200 ml),
paskutiniame praplovime pridéjome soty NaCl tirpalsgy.
Tirpikli paSalinome rotaciniame isdZiovinimo aparate,
esant Zemesnei nei 30°C temperattrai. Gavome CBZ-L-Ala-
L-Cha aldehids.

e stadija

A) CBZ-L-Ala-L-Cha aldehidg (8 g) i8tirpinome tech-
niniame metilo spirite (50 ml) ir tirpala padildéme iki
50°C.

B) I karsta tirpalg KHCO; (2,67 g) tirpalg vandenyje
pridejome karSta semikarbazido hidrochlorido (3,0 g)
tirpala vandenyje (25 ml).
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C) Tirpala B pridéjome i tirpalg A ir 50°C tem-
peratiroje miSini maiSeme 3 val, po to mi3ini at3aldéme
ir palikome stovéti per nakti 4°C temperatiroje. Di-
dZzigja dali, techninio metilo spirito pa&alinome rota-
ciniame iSgarinimo aparate, esant Zemesnei nei 30°C
temperatirai, 1ir prie liekanos pridéjome etilacetata
(50 ml). Organine faze atskyréme ir praplovéme jg nuo-
sekliai (a) wvandeniu, (b) vandeniniu KHCO; tirpalu
(5 %, 30 ml), (c) vandeniniu HCl tirpalu (0,5 N, 30 ml)
ir (d) vandeniu (2x50 ml), esant reikalui, pridedant
sotaus NaCl tirpalo faziy atskyrimo palengvinimui.
Tirpikli paSalinome rotaciniame iSgarinimo aparate,
esant Zemesnei nei 30°C temperatiirai. Kieta liekana
perkristalinome 15 izopropanolio. Gavome CBZ-L-Ala-L-
ChaSsc.

f stadija

CBZ-L-Ala-L-ChaSc (900 mg) azoto atmosferoje i8tir-
pinome metanolyje (30 ml) ir i tirpala pridéjome kata-
lizatoriy - 10 %-ni paladi ant aktyvuotos anglies. I
hermetizuotg sistema 6 val leidome vandenili, po to
katalizatoriy nufiltravome, tirpikli pa$alinome rotaci-
niame isgarinimo aparate, esant Zemesnei nei 30°C tem-
peratirai, o kieta liekang praplovéme eteriu ir i3-
dZiovinome vakuume virs P,0s. Gavome L-alanil-L-ciklo-

heksilalanil semikarbazong (L-Ala-L-ChaSc).
9 PAVYZDYS. L-alanil-L-leucinil semikarbazonas

a stadija

A) O,N-dimetilhidroksilamino hidrochloridg (9,17 gqg)
maiSant kambario temperatturoje pridéjome i sausg DMF
(110 ml), po to per 5 min, palaikydami Zemesne nei 30°C
temperatidra, i miSini pridéjome N-metilmorfoling (9,51 qg).

Susidariusias nuosédas ir miini at3aldéme iki 0°C.
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B) N-t-Boc-L-Leu (23,3) iStirpinome sausame THF (220 ml)
ir at%aldeme tirpala iki -10°C, po to per 5 min, pa-
laikant mis$inio temperatira -10°¢c, pridéjome izo-
butilchloroformiata. Po to per 10 min, palaikant -10°C
temperaturg, pridéjome N-metilmorfolina, ir maisSymg

teséme dar 10 min.

C) Per 15 min -10°C temperatiiroje suspensija A pri-
déjome 4 suspensijg B. MiSiniui leidome suSilti iki
kambario temperattros ir maiSeme 3ji 3 val, po to at-
Saldéme iki 0°C ir per 5 min pridéjome 3-dimetilami-
nopropanaming (9,13 g) ir maidSyma teseme dar 5 min. Po
to i miZini pridéjome etilacetata (110 ml) ir vandenj
(110 ml), organini sluoksni atskyréme ir nuosekliai
praplovéeme (a) vandeniu (2x100 ml), (b) vandeniniu
KHCO; tirpalu (5 %, 100 ml), (c) vandeniniu HCl tirpalu
(0,5 N, 100 ml) ir (d) vandeniu (3x100 ml). Tirpiklji
padalinome rotaciniame iSgarinimo aparate, esant zZe-
mesnei nei 30°C temperatiirai. Gavome N-t-Boc-L-Leu-0O,N-
dimetilhidroksamatsa.

b stadija

N-t-Boc-L-Leu-0,N-hidroksamato (23,4 g) ir trifluoracto
ragsties (165 ml, at$aldyta iki 0°C) misini 18 wval
maiSeme kambario temperatitroje. Trifluoracto rig3ties
pertekliy paSalinome rotaciniame iSgarinimo aparate,
esant Zemesnei nei 30°C temperat@rai, prie liekanos
pridejome dietilo eteri ir eteri 1§ gauto tirpalo pa-
Salinome vakuume. Sig operacija kartojome tol, kol pra-
sidéjo kristalizacija 4°C temperatiroje. Gavome L-Leu-
O,N-dimetilhidroksamato trifluoracetatine drusks.

c stadija

A) L-Leu-0,N-dimetilhidroksamatg (1,8 g) maiSant kam-

bario temperatiiroje iStirpinome sausame THF (10 ml). Po
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to mi%ini at8aldéme iki 0°C ir per 5 min i Jji pridejome
N-metilmorfoling (0,695 qg).

B) CBZ-L-Ala (1,40 g) i3tirpinome sausame THF (20 ml)
ir gauta tirpala at$aldéme iki -10°C, po to toje pa-
%ioje temperatiroje per 5 min i Jji pridejome 1izo-
putilchloroformiata (0,869 g), per 10 min N-metil-
morfolinag (0,635 g) ir toje pat temperatiroje misinj

mais$eme dar 10 min.

C) Per 15 min, -10°C temperatiiroje tirpalag A pridéjome
i tirpala B, po to leidome miSiniui suSilti iki kam-
bario temperattros ir mai$ymg teséme dar 18 val. Po to
migini atsaldéme iki 0°C, pridéjome i Jji 3-dime-
tilaminopropilaming (0,64 g) ir reakcijag baigéme pri-
dédami vandeni (25 ml) ir etilacetata (25 ml). Van-
denine faze atskyréme ir ekstrahavome Jjag etilacetatu
(2x25 ml) . Apjungtas organines fazes nuosekliai praplo-
véme (a) vandeniu (50 ml) ir socCiu vandeniniu NaCl tir-
palu (perskyrimo palengvinimui), (b) wvandeniniu KHCO;
tirpalu (5 %, 30 ml), (c) vandeniniu HCl tirpalu (0,5 N,
30 ml) ir (d) vandeniu (3x30 ml). Tirpikli paSalinome
rotaciniame aparate, esant Zemesnei nei 30°C tempe-
ratGrai, ir kieta liekang dzZiovinome vakuume vir$ P,0Og.

Gavome CBZ-L-Ala-L-Leu-0,N-dimetilhidroksamatsg.

d stadija

CBZ-L-Ala-L-Leu-0O,N-dimetilhidroksamatg (1,9 g) azoto
atmosferoje istirpinome sausame THF (40 ml) ir gautgy
tirpala at8aldeme iki -70°C, po to, taip pat azoto
atmosferoje ir -70°C temperatiroje, per 10 min i 7Jj
pridéejome diizobutilaliuminio hidrido tirpalg THF (1 M,
29,5 ml) ir maidymg teséme dar 10 min.

Reakcija uzbaigéme, maiSant -60°C temperatiroje ir azo-

to atmosferoje, pridedant metanoli (50 ml) ir Segneto
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druskos tirpala (50 ml). MiSiniui leidome su$ilti iki
kambario temperatiros, prideéjome i 3ji vandeni (50 ml)
ir etilacetata (50 ml), nufiltravome, atskyreme van-
denini sluoksni, ir ekstrahavome ji etilacetatu (2x50 ml).
Apjungtas organines fazes praplovéme vandeniu (3x100 ml)
ir sod¢iu NaCl tirpalu (atskyrimo palengvinimui). Po to
tirpikli paSalinome rotaciniame iSgarinimo prietaise,
esant Zemesnei nei 30°C temperatirai, pridéjome $vieZig
etilacetata ir Jji paSalinome rotaciniame iSgarinimo

aparate. Gavome CBZ-L-Ala-L-Leu aldehids.

e stadija

A) CBZ-L-Ala-L-Leu aldehida (6,7 g) iStirpinome tech-

niniame metilo spirite (50 ml) ir paSildeme iki 50°C.

B) I kar3ta semikarbazido hidrochlorido (10,8 g) tir-
palag vandenyje (30 ml) pridéjome karsta KHCO; tirpala
(9 g) vandenyje (30 ml).

C) Tirpalag B pridéjome i tirpalg A ir miSini maiSeme
50°C temperat@roje 3 wval, po to Jji palikome nak&iai
kambario temperatiroje. Po to kietas i3kritusias nuo-
sédas nufiltravome, praplovéme techninio metilo spirito
ir vandens miSiniu (l:1) 1ir dzZiovinome vakuume virs
P,05. Gavome CBZ-L-Ala-L-LeuSc.

f stadija

CBZ-L-Ala-L-LeuSc (950 mg) iStirpinome metanolyje (100 ml)
ir netirpig liekang nufiltravome. I tirpalg pridéjome
dar 50 ml metanolio ir prietaisg praptteéme azotu, po to
azoto atmosferoje i ji idejome katalizatoriy - 10 %-nj
paladi ant aktyvuotos anglies (100 mg) ir i herme-
tizuota sistemg 135 min leidome vandenili. Po to ka-
talizatoriy nufiltravome ir tirpikli paSalinome rota-

ciniame iS8garinimo aparate, esant Zemesnei nei 30°C
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esant Zemesnei nei 30°C temperatGirai. Kieta 1liekana
i3dZiovinome vakuume virs P,0;. Gavome L-alanil-L-

leucinil semikarbazong (L-Ala-L-LeuSc).

10 PAVYZDYS. Afininés chromatografijos matricos ECH-
Sepharose 4B su aktyviais L-Ala-L-PheSc centrais ga-

vimas

ECH-Sepharose ‘aB (3 g dregno svorio) sukepto stiklo
filtre praplovéme vandeniniu NaCl tirpalu (0,5 M, 240 ml)
ir po to wvandeniu (120 ml). ParuoSeme 0,1 M N-etil-N'-
(3-dimetilaminopropil) karbodiimido hidrochlorido (EDC)
tirpalg vandenyje 1ir, pridédami i Jji druskos ragstj
arba kieta natrio acetata, nustatéme jo pH=4,5. L-Ala-
L-PheSc (10 mg), gauta pagal 1 pavyzdZio aprasyma,
isStirpinome metanolyje (400 ml), ir paruosta tirpala,
kartu su vandeniniu EDC tirpalu (0,1 M, 2,4 ml)
pridéjome i praplauta geli. Mi3ini 20°C temperatiroje
atsargiali maiséme vieng valanda, esant reikalui, kore-
gavome pH reiksSme iki aukséiau nurodyto dydZio ir
maisymg teséme dar 23 val 20°C temperatiroje. Po to ij
ji pridejome L-glicing iki 1 M galutinés koncentracijos
ir maisSymg teséme dar 3 val. Gauta afininés chroma-
tografijos geli nuosekliai praplovéme vandeniniu meta-
nolio tirpalu (50 %, 60 ml), vandeniu (60 ml) ir dar-
biniu buferiu (60 ml) ir iki naudojimo laikéme 4°C

temperatiroje.

11-18 PAVYZDZIAI. Afininés chromatografijos matricos

gavimas

Kiekvieng 18 dipeptidy dariniy, gauty pagal 2-9 pa-
vyzdZius, jungéme su gelio matrica tuo paciu badu, kaip
tali aprasyta 10 pavyzdyje. Gavome afininés chroma-

tografijos gelius (atitinkamai 11-18 pavyzdZiai) .
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19 PAVYZDYS. Afininé chromatografija

Ispurdkimo dZiovintuve i3dZiovinta papajos lateksa
(0,03 g baltymo) (firma Powel and Scholefield, DidZioji
Britanija) "darbiniame" buferyje (natrio fosfatas (50 mM):
EDTA (1 mM); etandiolis (33 %), pH=6,8) su ditiotrei-
tolo (2 mM) arba cisteino (4 mM) (1,5 ml) priedais
praleidome pro afininés chromatografijos matricos ko-
loneles (1 ml), atitinkanc¢ias 10-18 pavyzdj. Naudojome

bent vieng i3 Zemiau pateiktuy penkiy eliuenty:

Eliuentas A = hidroksietildisulfidas (100 mM) vandeni-
niame etandiolio (33 %) tirpale, turin-
iame natric «citratg (50 mM) ir EDTA
(1 mM), pH=4,5; nakti pries eliuavimg ko-

lonéle pervesdavome i pusiausvyrini buvi.

Eliuentas B = 2,2'-dipiridildisulfidas (30 mM) vandeni-
niame etandiolio (33 %) tirpale, turin-
¢iame natrio citrata (50 mM) ir EDTA
(1 mM), ph=4,5; nakti prie$§ eliuavimg ko-
lonéle pervesdavome i pusiausvyrini bavi.

Eliuentas C = metilpiridildisulfidas (30 mM) vandeni-
niame etandiolio (33 %) tirpale, turin-
¢iame natrio citratg (50 mM) ir EDTA
(1 mM), pH=4,5; nakti pried§ eliuvavimg ko-

loneéle pervesdavome i pusiausvyrini biavi.

Eliuentas D = mersalilo riugstis (10 mM) vandeniniame
etandiolio (33 %) tirpale, turinCiame nat-
rio hidroksida (50 mM) ir EDTA (25 mM),
pH=4,5, nustatomas acto rig3timi; neper-

traukiamas eliuavimas.



10

15

20

LT 3827 B
56

Eliuentas E = HgCl, (10 mM) vandeniniame etandiolio (33 %)
tirpale, turiniame natrio acetata (50 mM),

pH=4,5; nepertraukiamas eliuavimas.

Eliuavimg kiekvienu eliuentu tikrinome nustatant A,g,
pédsakus eliuate po standartinés ir Mono S (Pharmacia)
chromatografijos. Rezultatal pateikti Zemiau pateiktoje
1 lenteleje.

1 lentelé

Chimopapaino suridimas ir eliuavimas

Inhibuojantis Matrica Eliuentas

peptidas PavyzdZzio Nr. A B C D E
L-Ala-L-PheSc 10 - N + + +
L-Phe~L-PheSc 11 - + + + +
L-Phe-L-PheMo 12 - + N N N
L-Phe~-D~PheSc 13 - N + + +
L-Phe-L-PheOx 14 + + N N N
L-Ala-D-PheSc 15 + N N + N
L-Tyr-L-PheSc 16 + N N + N
L-Ala-L-ChaSc 17 + N N N +
L-Ala-L-LeuSc 18 + N N N +

+ surisa ir eliuuoja chimopapaing

- nesuriSa ir/arba neeliuoja chimopapaino

N - nenustatinéjome
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20 PAVYZDYS. Chimopapaino valymas

(I) Prekyboje esanti i3purdkimo dZiovintuve iSdZiovinta
Carica papaya lateksa (1 g) (gaminamg firmos Powell and
Scholefield, DidZioji Britanija) viena valanda maiSeme
su distiliuotu vandeniu (5 ml). NeiStirpusig liekang
atskyréme centrifuguojant 30 min esant 9000 x g ir 4°C.
Vird nuosedy buvusio skysCio pH=1,8 reikSme nustatéme
per 20 min pridédami druskos ragsti (1 M). MaiSymg 4°C
temperatiroje teséme dar 60 min ir, esant reikalui,

koregavome pH dydi iki nurodytos reik3Smeés.

(II) Mi%ini centrifugavome 30 min, esant 9000xg ir 4°C,

ir granules atmetéme.

(ITI) (a) Vird nuosédy buvusio skys¢io pH=6,8 nustateme
per 10 min prideédami lasais i Jji NaOH (5 M). Tirpalas
nusidaZydavo melynai-violetine spalva.

(b) Gautg mélynai-violetini tirpalg dializavome su 10 tua-
riy "darbinio" buferio (natrio fosfatas (50 mM); EDTA
(1 mM); etandiolis (33%), pH=6,8, triskart keisdami
buferi. Dializatg centrifugavome 10 min, esant 4000 x g,
nudekantavus vir3 nuosédy buvusi skysti, turinti chi-
mopapaing, Jjame nustatéme baltymy kieki apie 30 mg/1.
Chimopapaino tirpala aktyvavome prideédami i ji cisteing
iki 4 mM koncentracijos ir palikome stovéti 15 min 0°C

temperatidroje.

(IV) Aktyvuota chimopapaino tirpala praleidome pro 8 ml
kolonele su ECH~SepharoseR, kuri buvo surista su L-Ala-
L-PheSc, kuri buvo gauta, kaip tai apradyta 10 pa-
vyzdyje); kolonélé prie$ tai buvo pervesta i pusiaus-
vyrini bavi su darbiniu buferiu, greitis 36 ml/cm’/val.
Po to kolonéle nuosekliai praplovéeme darbiniu buferiu
(jo kiekis buvo 1lygus dvigubam gelio tariui kolo-

néléje), vandeniniu natrio citrato (50 mM) tirpalu
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etandiolyje (33%), pH=4,5 (kiekis buvo lygus dvigubam
gelio kiekiui kolonéléje) ir vandeniniu natrio acetato
(50 mM), EDTA (25 mM), mersalilo (10 mM) tirpalu etan-
diole (33%), pH=4,5 (kiekis buvo lygus dvigubam gelio
tGriui kolonéléje) ir po to laikéme 2 val kambario

temperatdroje.

(V) Chimopapaing eliuavome vandeniniu natrio acetato
(50 mM) tirpalu, turinéiu mersalilg (10 mM) (kiekis 1ly-
gus trigubam gelio tariui kolonéléje), atrinkome frak-
cijas po 4 ml, fermentini aktyvumg atrinktose eliuato
frakcijose nustatineéjome matuojant iSdZiovinty pavyz-

dZziu specifini aktyvumag BAPNA atZvilgiu.

Aktyvias frakcijas apjungéme ir toliau valéme katijo-
nitinés chromatografijos pagalba kolonéléje, kuri buvo
uzZpildyta Mono-S HR® 10/10 (Pharmacia). Eliuavimg atli-
kome panaudodami "pradini" fosfatini buferi (Na~ (50 mM);
EDTA (1 mM), NaN. (0,01%), pH=7,2, ir "galutini" fosfa-
tini buferi (Na® (800 mM), EDTA (1 mM), NaN, (0,01%) ir
pH=7,2). Eliuavimg vykdéme esant druskos gradientui
2,7 mM/ml ir tekéjimo greiciui 2 ml/min. Atrinkome
frakcijas po 4 ml ir baltymy koncentracijag Jjose nu-
statéme pagal sugérimg prie 280 nm, o fermentini ak-

tyvumg - pagal BAPNA hidrolize.

Frakcijas, turindias chimopapaing, apjungéme ir diali-
zavome distiliuotame ir dejonizuotame vandenyje arba
vandeniniame EDTA tirpale (1 mM). Po to atlikome sub-
limacini dZiovinimg 1ir produktg laikéme tokiame pa-

vidale.

21 PAVYZDYS. Chimopapaino valymas - BAPNA analizeés

rezultatai

(I) Prekyboje esanti iSpur$kimo dZiovintuve i3dZiovintg

Carica papaya (1 g) lateksg (gaminamg formos Powell and
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Scholefield, DidZioji Britanija) 60 min mai3éme su van-
deniu (5 ml). NeiStirpusig liekang atskyréme centri-
fuguojant 30 min, esant 900 x g ir 4°C, ir atmetéme.
Virs nuoséedy buvusic skysCio pH=1,8, nustatéme per 20 min
pridédami druskos riogsti (1 M). Maisyma 4°C tempe-
ratdroje teséme 15 min, kas 5 min tikrindami pH reikSme

ir, esant reikalui, jg koreguodami.

(I1) ISkritusias nuosedas atskyréme centrifuguojant

30 min, esant 9000 x g ir 4°C.

(III) (a) Vir$ nuosedy buvusio skys¢io pH=7,0 nustatéme
maiSant ir laSais pridedant vandenini, natrio hidroksido
tirpalg (5 M). ISkritusias nuosédas atskyréme centrifu-
guojant 30 min, esant 9000 x g ir 4°C.

(b) Virs nuosedy buvusi skysti praleidome pro kolonéle,
uzpildyta katijonitine derva Mono S HR 10/10 (Pharma-
cia), kuri pried taili buvo pervesta i pusiausvyrini buavj
vandeniniu Na,HPO,/NaH,PO, (50 mM Na') tirpalu, turin&iu
EDTA (1 mM), kurio pH=7,2 (buferis A). Po to kolonéle
ploveme buferiu A (tekéjimo greitis 2 ml/min) iki tol,
kol A,y dydis pasidare lygus 0. Po to pro kolonéle
praleidome Na,HPO,/NaH,PO, iki 0,80 M Na’ koncentracijos,
esant gradientui 2,7 mM Na'/ml ir atrinkome frakcijas
po 4 ml. Buvo tikrinamas frakcijuy aktyvumas BAPNA at-
zvilgiu. Didysis chimopapaino pikas, nustatytas imuno-
logiskai, eliuavosi esant 0,17-0,28 Na®. Aktyvias BAPNA
atzvilgiu frakcijas atrinkome ir apjungéme bei pri-
déjome toki etandiolio kieki, kad jo koncentracija bity
33 tario %. Visas kitas frakcijas, iskaitant aktyvias
BAPNA atZvilgiu, kurios buvo surinktos paskutinése
eliuvavimo stadijose (0,47-0,59 M Na+) sSu proteinazés
IIT piku, atmetéme.

(IV) Kolonele (sluoksnio tiris 15 ml) su ECH-Sep-

harose®, kuri buvo sujungta su L-Ala-L-PheSc (kai buvo
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gauta, kaip tai apraSyta 10 pavyzdyje) praplovéme van-
deniniu NaH,P0,/Na,HPO, tirpalu, turin&iu EDTA (1 mM)
etandiolyje (33 turio %), kurio pH=6,8 (darbinis bufe-
ris). Tekejimo greitis buvo 39 ml/val/cm’. Apjungtas
chimopapaing turinéias (Zr. auks&c¢iau) frakcijas akty-
vavome pridédami cisteing laisvos bazés formoje (ga-
lutiné koncentracija 4 mM) ir palikome stovéti 15 min
0°C temperatiroje. Po to tirpalga praleidome pro ko-
lonele, o véliau pro kolonéle praleidome 60 ml darbinio

buferio.

(V) Po to pro kolonéle praleidome natrio acetato buferij
(50 mM), pH=4,5, turinti HgCl, (10 mM, 45 ml). At-
rinkome frakcijas po 5 ml. Atrinktose frakcijose nu-

stateme aktyvumg BAPNA ativilgiu.

Frakcijas su aktyvumo piku, kurios buvo sulaikomos
kolonéléje ir eliuuojamos su buferiu, turinciu HgCl,,
apjungeme 1r veél praleidome pro Mono-S uZpildyta
kolonele. Po to kolonéle praploveme buferiu A, po to
pro ja praleidome buferi A, turinti cisteing laisvos
bazes formoje (4 mM) (tdris buvo 1lygus septyngubam
smalos sluoksnio tiriui). Praleidima nutraukéme 30 min,
kad susidaryty sglygos isstumti gyvsidabri i§ fermento.
Po to praleidimg teseme ir dar karta praplovéme buferiu A
(prie$ tai pro kolonéle praleidome NaH,PO,/Na,HPO, gra-
dienta iki 0,80 M Na', kaip tai apradyta auks&iau).
Aktyvias BAPNA atZvilgiu frakcijas apjungéme, pridéjome
i Jas cisteing laisvos bazés formoje (galutiné koncen-
tracija 4 mM) ir palikome stovéti 15 min 0°C tempe-

ratiroje.

I kolonéle ideéjome Chelex smala (Bio-Rad, DidZioji
Britanija; 0,5 g) ir praplovéme ja buferiu A. Apjungtas
chimopapaing turinéias frakcijas praleidome pro Chelex
uzpildyta kolonéle ir 18 kolonélés i8éjusi tirpala
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dializavome vandeniniame EDTA (1 mM) tirpale. DZio-

vinome sublimacinio dZiovinimo budu.

Chimopapaino iSvalymo efektyvumg iliustruoja 2 lentelés

duomenys.
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22 PAVYZDYS. Specifiniy chimopapaino atZvilgiu IgG an-

tiktny, inicijuoty triusSiuose, gavimas

Svary chimopapaina, gauta pagal 21 pavyzdiio apradyma,
prie$ jo panaudojimg metode, apraSytame Zucker ir kt.
(1985) (zZr. auksciau cituotg darbg), karboksimetilinome
Svelniomis salygomis. Chimopapaino antiserumg triudyje
inicijavome ivesdami i raumenis 360 pg karbometilinto
baltymo pilname Freund'o adjuvante, dvi savaités pried
tai po oda buvome jvede 100 pg nepilname adjuvante. IgG
i8 dalies valeme nuo serumo frakcionuojant su amonio
sulfatu, kaip tai apradyta Heide ir Schwick (1978) (Zr.
auk8Ciau cituotg darbg), o© po to dializavome vande-
niniame natrio fosfato tirpale (10 mM), turin&iame NaCl
(0,14 M), pH=7,3.

23 PAVYZDYS. Chimopapaino valymas ir kiekybiné imuno-
loginé chimopapaino ir PPIV analizé

(I-IIT) Prekyboje esanti isSpur$kimo dZiovykloje is-
dziovintg Carica Papaya lateksa (gaminamg firmos Powell
and Scholefield, DidZioji Britanija) gaminome ir apdir-

bome prie pH=1,8 pagal 21 pavyzdzioc apradymg (I-IIla).

(IV) Kolonele (sluoksnio ttris 15 ml), uzZpildyta ECH-
SepharoseR, kuri suriSta su L-Ala-L-PheSc (paruo3ta
pagal 10 pavyzdyje aprasyta metodikg) praplovéme pagal
21 pavyzdZio aprasymg (IV). Po apdirbimo prie pH=1,8
virS nuosedy gauta skysti dializavome vandeniniame
NaH,PO,/Na,HPO, (50 mM Na') tirpale, turinciame EDTA (1 mM)
etandiolyje (33 turio %), kurio pH=6,8 (darbinis buferis),
10 min centrifugavome, esant 4000x g) ir aktyvavome per
20 min pridédami ditiotreitoly (galutiné koncentracija
2 mM) 20°C temperatiroje. Po to praleidome pro afininés
chromatografijos kolonéle (39 ml/val/cm’) ir véliau
praleidome dar 60 ml darbinio buferio. Po to pro kolo-

nele praleidome natrio citrato buferi (50 mM), kurio
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pH=4,5 ir kuris turi EDTA (1 mM) ir metilpiridilsulfidg
(30 mM, 15 ml) (gautg pagal metodika, kuri aprasyta
Salih ir kt. Biochem. J. (1987), 247, 181-193). Tirpalo
praleidimg sustabdéme ir disulfidg turintis buferis bu-
vo paliktas kolonéléje per nakti (18 wval) 20°C tem-

peratiroje.

(V) Praleidimg pro kolonele teseme, leisdami pro jag 45 ml
to paties buferio, turinCio metilpiridildisulfidg, o po

to 30 ml darbinio buferic, atrinkdami frakcijas po 5 mil.

Analizavome atrinkty frakcijy aktyvumg BAPNA atZvilgiu.
Frakcija su aktyvumo piku, kurios sulaikomos kolonéléje
ir eliuuojamos metilpiridildisulfida turinc¢iuy buferiu,
apjungeme 1ir praleidome pro SephadexR LH-20 (Pharmacia)
kolonéle (40 ml/val/cm®), kuri prie§ tai buvo pervesta
i pusiausvyrini Dbilvi vandeniniu EDTA (1 mM) tirpalu
etandiolyje (33 turio %). Chromatografini perskyrimg
teséme leisdami pro kolonéle 300 ml to paties buferio,
atrinkdami frakcijas po 8 ml, kurias kontroliavome
pagal AA,;; 1ir nustatinéjome juy aktyvumg BAPNA at-

zZvilgiu.

Frakcijas, turinias aktyvumo pika BAPNA atzZvilgiu (po
kurio eina dar vienas pikas su A,;), apjungéme ir pra-
leidome pro katijonitine kolonele, uZpildytg Mono S HR
10/10 derva, tolesni apdirbimg atlikome taip pat, kaip
tai aprasSyta 21 pavyzdyje (III b). Frakcijas, pasizZy-
méjusias aktyvumu BAPNA atzZvilgiu, apjungéme.

ISpurdkimo dZiovykloje iSdZiovintg lateksa ir medZiaga,
gautg po apdirbimo prie pH=1,8 bei afininés chroma-
tografijos ir katijonitinés chromatografijos, anali-
zavome, noredami nustatyti PPIV buvimg, paprastos ra-
dialinés imunodifuzijos metodu (Zr. auk3céiau). Ta patj
metodg naudojome nustatant chimopapaing monospecifi-

niuvose chimopapaino atZvilgiu antikiniuose, inicijuo-
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tuose triuSiuose, kurie buvo gauti pagal 22 pavyzdyje -
apraSyta metodikg. Kalibracinio grafiko sudarymui nau-
dojome chimopapaing, 1i8valytg pagal auk3ciau aprasSytus
metodus ir neturinti (pagal paprastos radialinés imu-
nodifuzijos duomenis) PPIV ir PPIII. Gauti rezultatai

pateikti 3 lenteléje.
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24 PAVYZDYS. Chimopapaino alergisko veikimo tyrimas

I§ 3M Diagnostic Systems, JAV gavome 40 Zmogaus serumo
pavyzdziy, su kuriais buvo atlikti komerciniail bandy-
mai, Zinomi Chymofost pavadinimu, su IgE, norint nu-
statyti prekyboje esancios chimopapaino formos
ChymodiactinR poveiki. IS 40 pavyzdziy, isSbandyty 35iuo
metodu, 20 buvo teigiami, o 20 - neigiami. Visi gauti
pavyzdZiai buvo "akli" ir iSbandyti natidralaus IgG
antikinio prie$ Chymodiactink, PPIII, PPIV ir i3valytg
chimopapaing ijgavimo atzvilgiu (chimopapainas buvo is§-
valytas Siame iSradime apradytu biadu ir, pagal pa-
prastos radialinés imunodifuzijos duomenis, neturéjo
PPIV ir PPIII). I3bandyma atlikome modifikuotos kieta-
fazés imunofermentines analizés metodu (ELISA), pan-

audojant Sios schemos biotino-avidino sistema:

Mikrotitravimo plok3telés padengtos Bandomu antigenu
\J
bandomu serumu

\)

monokloniniu anti-
Zmogidku IgE

A
biotinilintu triu-
Siy anti-peliy Ig

\)

avidino-peroksida-

zes kompleksu

J
substratu (ABTS)

\J

sustabdymas 1ir A,

matavimas
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Naudojome ChymodiactinR su nepasibaigusiu galiojimo
terminu, PPIV valeme S$Sioje paraiskoje aprasdytu metodu,
o PPIII-metodu, aprasSytu Buttle ir Barrett (1984) (zZr.
auks8¢iau cituota darbag). Visi antigenail pried vartojimg
buvo inaktyvuoti Svelniai karbosimetilinant Jjodacto
rug8timi (10 mM) pagal metoda, aprasyta Buttle ir
Barrett (1984) (Zr. auks8ciau cituotg darba).

Ant mikrotitravimo plok3teliy figadry uZneSéme bandomo
antigeno danga, tai buvo atliekama inkubuojant kiek-
vieng figirg su 100 pl antigeno (10 mg/ml) ir natrio
karbonato buferiu (0,05 M, pH=9,6). Nespecifinio su-
ridimo sumazZinimui veélesnese stadijose naudojome dono-
rini, arkliu seruma (4%). Po 4 val inkubacijos 37°C tem-
peratiroje su tiriamu serumo tirpalu (skiedimas 1/20)
ir PBS (0,1% Tween, 2% arkliy serumo, 10 mM EDTA,
50 pg/ml heparino, pH=7,2 (100 pl/figarai), figlras
laikéme dar 3 val 37°C temperatiroje su monokloniniu
Zmogaus IgE (gautu pagal metodika, aprasSyta Kemeny and
Richards, J. Immunol. Methods (1988), igg! 105; 1 upg/mi,
100 pl/figlGrai), o po to per nakti kambario tem-
peratiroje su Dbiotilintu triudiy antipeliy imuno-
globulinu (isleidzZiamu firmos Dakopatts, Danija; 1 pg/ml,
100 pl/figtrai). Po to figiras inkubavome 30 min 37°C
temperatturoje su avidinperoksidaze (10 pl/ml, 100 pl/fi-
girai), pridéjome /2,2'-azinobis (3-etilbenztiazolino
sulfonines rugsties)/, ABTS, 0,5 mg/ml/ buferyje (100 mM
citrinos rugsSties, 200 mM Na,HPO,, pH=4,2, aktyvavimas
1 pl/ml H,0) ir 30 min laikéme kambario temperatiroje.
Reakcija baigéme pridédami 100 ul/figGrai 100 mM cit-
rinos rugSties, 0,01% NaNO,. Matavome kiekvienos fi-
guros absorbcijag prie 410 nm, pasinaudodami Micro ELISA
reader (Dynatech). Tuo pat metu analizavome IgE stan-
dartus 0,075-4,8 ng/ml koncentracijag intervale (2,4 ng
IgE koncentracija ekvivalentiska tarptautiniam IgE vie-
netui). IgE koncentracijy kiekvienos 18 keturiy anti-
geniniy kompoziciijy (ChimodiactinR, PPIII, PPIV ir chi-
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mopapailinas, gautas pagal 23 pavyzdZio biadg) atZvilgiu
skai¢iavimul naudojome Enzfitter programg (Leatherbarrow,
R.J., 1985, Enzfitter for IBM PC, Elsevier-Biosift, 68
Hills Road, Cambrige CB2. 1LA, DidZioji Britanija).

26 135 40 iSbandyty serumo pavyzdZiy turéejo IgE Chi-
modiactin” antikinius. Reik3meés, gautos 12 pavyzdZiu su
PPIII, PPIV ir chimopapainu, kurie pasiZyméjo di-
dZiausiu aktyvumu ChymodiactinR atzZvilgiu, pateiktos
4 lenteleje. Vidutinés reiksSmés ir standartinés paklai-

dos apskaicdiuotos 9 nustatymams.

IS pateikty duomeny matome, kad tik dviejucse 18 3Siu 12
pavyzdziy, turin¢iy chimopapaino antiktniu, chimo-
papainas duoda pagrindine IgE reakcija, ir kad PPIII ir

PPIV antikiniail yra atsakingi uZ mazZdaug 75% rasto IgE.

25 PAVYZDYS. Chimopapaino ir PPIII mi$iniy inhibavimas

visty cistatinu

Chimopapaing valéme 23 pavyzdyje apradytu buadu ir
standartizavome titruodami aktyvius centrus reagentu
E-64, substratu naudodami BAPNA (Zucker ir kt., 1985,
Biochem. Biophys. Acta, 828, 196-204). Auk3&iau ap-
rasytu budu valytg PPIV taip pat titravome reagentu
E-64 (pagal modifikuotg metodika, naudojant substratu

azokazelnag) .

2 formos visty cisteing valéme pagal metodika, apradyta
Anastasi 1ir kt., 1983, Biochem. J., 211, 129-138, ir
standartizavome titruojant papainu, kuri pries tai nu-

filtravome reagentu E-64.

Azokazeino hidrolizés analize vykdéme Rowan 1ir kt.,
1988 (Zr. auk3c¢iau cituota darba) metodu su tuo skir-
tumu, kad, prie3 pridedami fermento substratg ir inhi-

bitoriuy, tirpalg 15 min laikéme 40°C temperatiroje.
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Eméme dvi serijas mégintuvéliu, po 9 mégintuvélius
kiekvienoje serijoje, ir 1 kiekvieng meégintuvéli pri-
déjome po 125 pl 0,40 M fosfatinio buferio, turincio 4
mM EDTA ir 16 mM cisteino laisvos bazés formoje, kurio
pH=6,8. Po to i mégintuvelius pridejome jvairiais
santykiais chimopapaing ir PPIV tokiu kiekiu, kad galy
gale proteinazés koncentracija bioty 100 nM. I vienos
serijos megintuvelius dejome visty cistating iki 1 uM
koncentracijos, o i kitos serijos mégintuvelius - tokj
pati tOri wvandens. Po to meégintuvelius inkubavome ir

analizavome juose azokazeino hidrolizes rezultatus.

Visty cistatino itaka azokazeinoc hidrolizei, kurig su-
kelia nurodyty fermenty misiniai, iSreidkéme aktyvumo
inhibavimo procentais, lyginant su tuy paciuy fermenty
miSiniy aktyvumu nesant cisteinui. Gauti rezultatail pa-

teikti 5 lenteléje.
5 lentele

Chimopapaino ir PPIV miSiniy inhibavimo visty cistatinu

procentas

PPIV  Chimopapainas Asce Asge Inhibavimo
(nM) (nM) - cistatinas + cistatinas s
100 0 0,092 0,094 0
80 20 0,158 0,102 35,4
70 30 0,191 0,088 54,0
60 40 0,316 0,06 80,0
50 50 0,347 0,058 83,3
40 60 0,428 0,066 84,5
30 70 0,543 0,028 94,5
20 80 0,588 0,033 94,4

0 100 0,733 0,008 98,9



10

15

20

25

30

35

LT 3827 B

72

I5 pateikty rezultaty matome, kad inhibavimo visty
cistatinu laipsnis yra atvirk&c¢iai proporcingas PPIV

koncentracijai.

26 PAVYZDYS. Chimopapaino valymas rigStinio nusodinimo
prie pH 2,2-1,2 budu

I) Komercini dZiovinimo ispur3kiant budu i8dziovinta
Carica papaya lateksa (isleidZiamg firmos Powell and
Scholfield, DidzZzioji Britanija) skiedéme distiliuotu
vandeniu iki 20 svorio % koncentracijos 1ir maiSéme
valandg. Netirpig liekana pad3alinome centrifuguojant 30
min 4°C temperatiroje, esant 9000 x g, o vir$ nuosédy
buvusio skys€io pH maZinome 4°C temperatiroje maisant
ir ladais pridedant druskos rugsti (1 M), pridéjimo
greitis - 40 pl/min/ml. MiSinio pH nepertraukiamai se-
kéme su kombinuotu elektrodu (tipas GK 2401C), kuris
buvo nukalibruotas su standartiniais buferiniais tir-
palais, kuriy pH=4,01 ir 1,09 (Radiometer, 25°C). Nuo
pH=2,2 iki pH=1,2 kas 0,2 pH vienetus rugSties pri-
déjimg nutraukdavome ir atitinkama pH reik3me 4°C tem-
peratiroje palaikydavome pastovia, tesdami maisymg.
Alikvotine tirpalo dali (ekvivalentisky 10 ml pradinio
tirpalo) paimdavome ir laikydavome atskirai, o i liku-
sig tirpalo dali pridéedavome rugs$ti iki sekancios pH

reiksSmes sumazZzéjimo.

ITI) Visus atrinktus bandymus 30 min centrifugavome 4°C
temperatiuroje, esant 9000 x g, ir netirpig liekanag at-

mesdavome.

III) Visy vird nuosedy buvusiy skyséiy pH reik3mes nu-
stateme lygias 6,8, la3ais pridédami i &iuos bandinius
NaOH tirpala (1 M), greitis 400 pl/min. Nuosédy paSa-
linimui wvisus bandinius vél 30 min centrifugavome,

esant 9000 x g.
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Kitame bandyme rugStini nusodinimg prie pH=1,8 atlikome

25°C temperatiroje.

Galy gale gautus vir$ nuosédy buvusio skyscio bandinius
analizavome, noredami nustatyti aktyvumg BAPNA at-
Zvilgiu bei PPIV ir 3i i3radimg atitinkanc¢io chimo-
papaino kiekius auk3¢iau apradytu paprastos radialines
imunodifuzijos metodu). 6 lenteléje pateikti duomenys
liudija, kad ragstinis nusodinimas prie pH=1,8 ir 4°C
temperatiroje leidzia sumaZinti PPIV kieki iki maZiau
nei 0,1% nuo bendro baltymo kiekio, o nusodinimas prie

pH=1,8 ir 25°C temperatiroje - iki maZiau nei 0,5%.

27 PAVYZDYS. Monospecifiniy IgG antikiiny, inicijuoty

avyse, gavimas

Svary chimopapaing, gauta pagal 21 pavyzdyje apradyta
metodg, prie$ naudojimg karboksimetilinome Svelniomis
salygomis pagal metoda, apradSyta Zucker ir kt., 1985
{Zr. auksiau cituota darbag) ir dializavome vandeni-
niame natrio fosfato (10 mM) tirpale, kurio pH=7,3 ir
kuriame buvo NaCl (0,14 M). Chimopapaino antiserumg
avyje 1inicijavome atlikdami 100 pg karboksimetilinto
baltymo pilname Freund adjuvante injekcijg i raumenis,
ir po to po menesio atlikdami tokig pacia 50 ug
injekcija. IgG 13 dalies valeme frakcionuodami su
amonio sulfatu, kaip tai apraseée Heide ir Schwick (1978)
(Zr. auksciau cituotg darbg), o po to dializuodami van-
deniniame natrio fosfato tirpale (10 mM), turinciame
NaCl (0,14 M), pH=7,3.

Papaino (papajos), proteinazés III, ir papajos protei-

nazes IV IgG antikunius ruosSeéeme tokiu pac¢iu badu.

Kiekvieng atskirg individualy karboksimetilintg anti-
geng 1mobilizavome pagal pridedamas instrukcijas ko-

lonélese, kurias su Zetaffiniti pavadinimu iSleidzZia
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firma Anachem. Prie$ tai kolonelés buvo pervestos i pu-
siausvyrine padeti apdorojant vandeniniu natrio fosfato
tirpalu (10 mM), turinc¢iu NaCl (0,14 M), pH=7,3.
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Galimus uZterSimus ir antikinus, kurie gali duoti kryz-
mines reakcijas, 18 IgG preparaty atskyréme absorbcijos
bidu, tam tikslui preparatus praleidome pro kolonéle.
Gauti IgG preparatai davé nusodinimo reakcijg su savo
atitinkamu antigenu ir, tuo pat metu, nedave kryZmines
reakcijos su kitais antigenais. Koloneles su joje nu-
sodintu antigenu regeneracija, norint pakartotinai nau-
doti kolonéle, vykdeme vandeniniu dietilamino tirpalu
(0,05 M), pH=11,5, po to ja 18§ karto pervesdavome J

pusiausvyrine padeti, apdorodami fosfatiniu buferiu.

Gavome chimopapaino, PPIII, PPIV ir papaino monospe-
cifinius IgG preparatus, kuriuos galima naudoti Kkieky-
biniam kiekvieno antigeno nustatymui auk3Ciau apradytu

paprastos radialines imunodifuzijos metodu.

28 PAVYZDYS. Chimopapaino valymas rugStiniu nusodinimu
prie pH=1,5

I) Komercini dZiovinimo iSpurSkimu metodu i8dzZiovintg
Carica papaya lateksa (20 g), kuri i8leidzia firma
Siebels, JAV, 0°C temperatiroje 60 min maiséme dejoni-
zuotame vandenyje (pried tai at3aldytame iki 4°C; 250 ml).
10 pl/min/ml greic¢iu pridédami HC1l (1 N) nustatéme pH
reik3me, 1lygig 1,5. pH reikSme nepertraukiamai kont-
roliavome kombinuotu Radiometer elektrodu (tipas GK
2401C), kuris buvo nukalibruotas standartiniais buferi-
niais tirpalais pH=4,01 ir pH=1,09 (Radiometer, 25°C).
Pasiekus pH=1,5, tirpala laikéme 10 min, norédami sta-
bilizuoti pH, ir, esant reikalui, koreguodami Jjo

reikSme.

II) 4°C temperatiiroje midini centrifugavome 30 min,

esant 12000xg, ir liekang atmetéme.

II1I) (a) 10 pl/min/ml greiciu pridedami NaOH tirpala (1 M)
nustatéme virS nuosedy buvusio tirpalo pH=7,0, pH reik3-
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me nepertraukiamai kontroliavome Radiometer elektrodu,
nukalibruotu su standartiniu buferiu pH=7,01 (Radiometer,
25°C) . Tirpalo pH reik3mei pasiekus 7, tirpala laikéme
dar 10 min stabilizavimuisi, esant reikalui, koregavome
jo reik3me. Po to 30 min 4°C temperatiroje centri-

fugavome, esant 12000 x g, ir nuosedas atmesdavome.

b) Vird nuosédy buvusi tirpala 4°C temperatiroje dia-
lizavome su 30 turiy dejonizuoto ir distiliuoto van-

dens, kuri du kartus keitéme kas 12 valandy.

Dializata valéme katijonitinés chromatografijos butdu su
aukdtos skiriamosios galios S-Sepharose 35/100 kolo-
néleje (Pharmacia). Per vieng karta naudojome ne dau-
giau 3 g baltymo (A,g, analizeé). Prie$ tai kolonéle per-
vesdavome 1 pusiausvyrini biavi 4°C temperatGroje van-
deniniu EDTA (1 mM) tirpalu. Praleidus bandini pro ko-
lonéle, ja plovéme vandeniniu EDTA tirpalu (1 mM) iki

tol, kol A,y pasidarydavo vel lygi O.

Po to pro kolonele praleidome tirpalg su K gradientu
nuo 0,175 mM iki 0,5 M atrinkdami frakcijas po 25 ml.
Frakcija su sugerimo piku analizavome BAPNA aktyvumo

atzvilgiu.

Frakcijas, turinCias chimopapaing su maksimaliu spe-
cifiniu aktyvumu BAPNA atZvilgiu (besieliuuojancias
esant 0,17-0,22 MK’ koncentracijai) apjungéme. Apjung-
tas frakcijas 4°C temperatiroje dializavome su dejoni-
zuotu ir distiliuotu vandeniu, kurig keitéme 5 kartus
kas 12 valanduy. Dializata dZiovinome sublimacinio dzZio-

vinimo budu ir laikéme -20°C temperatiroje.

ApraSytg valymo procedirg kartojome keleta karty. Sj
iSradimg atitinkanc¢io chimopapaino, PPIII, PPIV kiekij
nustatinéjome aukS¢iau apradytu paprastos radialineés

imunodifuzijos metodu, o avyse pasigaminusiy antikdniy -
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kaip tai apraSyta 27 pavyzdyje. Aktyvumg BAPNA atzvil-
giu ir aktyviuy centry titravimg jodacto rGg8timi at-
likome pagal BAPNA Metodikg Nr. 1. ISvalymo efektyvumg

iliustruoja vidutinés reik3més, pateiktos 7 lenteléje.
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29 PAVYZDYS. Chimopapaino valymas rugStinio nusodinimo

prie pH=1,5 ir afininés chromatografijos metodais

I-III) Komercini dZiovinimo iSpurdkimu metodu isdzio-
vinta Carica papaya lateksa (50 g), iSleidZiamg firmos
Siebels, JAV, preparavome ir apdorojome rugStimi prie
pH=1,5 tuo paciu budu, kuris aprasSytas 23 pavyzdyje
(I-ITI). Vird nuosedy likusi skysti 4°C temperatiroje
dializavome su 30 tuiriu dejonizuoto ir distiliuoto

vandens, kuri du kartus keiteme kas 12 valandy.

IV) Kolonéle (sluoksnio tiaris 350 ml), uZpildyta ECH-
SepharoseR, kuri suri&ta su L-Ala-L-PheSc (kuri pa-
ruodta pagal 10 pavyzdZio apraSyma), pervedéme i pu-
siausvyrini buvi apdorojant per nakti vandeniniu etan-
dioclio (33 tario %) tirpalu, turiniu natrio acetata
(50 mM), ir kurio pH=4,5, o po to vandeniniu
NaH,PO,/Na,HPO, tirpalu (50 mM Na'), turin&iu EDTA (1 mM)
etandiolyje (33 tirio %), ir kurio pH=6,8 (darbinis bu-

feris).

Dializuotg vir3 nuosédy buvusi tirpala (Zr. auks3ciau)
filtravome per filtrg su pory diamatru 0,2 um ir jJ
filtra pridejome etandioli iki 33 tario % koncent-
racijos. Tikrinome tirpalo pH ir, esant reikalui, jo
reikSme nustatéme 1lygig 7. Po to i Ji pridéjome
SvieZiai pagamintg L-cisteino tirpala (200 mM) iki 4 mM
koncentracijos, gerai sumaidéme, 4°C temperatiiroje lai-
kéme 15 min ir 4°C temperatiroje praleidome pro afi-
ninés chromatografijos kolonele 40 ml/val/cm® greiciu.
Kolonéle praplovéeme darbiniu buferiu, jo kiekis buvo

lygus deSimteriopam adsorbento sluoksnio tiriui.

V) Chimopapaing eliuavome vandeniniu HgCl, (10 mM) tir-
palu etandiolyje (33 tidrio %), kuriame buvo natrio ace-
tatas (50 mM) ir pH=4. Tirpalo turis buvo lygus tri-

gubam adsorbento sluoksnio tiriui. Rinkome frakcijas po
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25 ml, frakcijas, pasizZyminéias aktyvumu BAPNA at-
zvilgiu, apjungéme ir toliau valéme katijonitines chro-
matografijos budu su 35/100 kolonele, kuri buvo uzpil-

dyta didelés skiriamosios galios S-Sepharose (Pharmacia).

Kolonéle i3 anksto apdorojome 4°C temperatiroje EDTA
tirpalu (1 mM), po to pro ja praleidome tiriamg bandinj
ir 10 ml/min greic¢iu ploveme vandeniniu EDTA tirpalu
(I mM) 1iki tol, kol A,y reikSme veél pasidaré lygi 0. Po
to pro kolonéle praleidome vandenini K,HPO,/KH,PO,
tirpala (50 mM K'), pH=7,2, kuriame buvo EDTA (1 mM) ir
L-cisteinas (500 mM). Tirpalo tuGris buvo lygus trigubam
adsorbento sluoksnio tuOriui. Tirpalo praleidimg nu-
traukeme 30 min, po to pro kolonéle praleidome tokj
pati kieki Svieziaili pagamintc cisteininio buferio ir
praleidimg nutraukeme 30 min. Po to koloneéle praploveme
cisteininiu buferiu (jo tGris buvo lygus SeSiagubam
adsorbento sluoksnio tGriui). Po to kolonéle pervedeme
i pusiausvyrini bavi, apdorodami ja vandeniniu
K,HPO,/KH,PO, tirpalu (50 mM K'), pH=7,2, kuriame buvo
EDTA (1 mM).

Po to pro kolonéle praleidome tirpala su K  kon-
centracijy gradientu nuo 0,175 mM iki 0,5 M ir su-
rinkome frakcijas po 25 ml. Frakcijas su chroma-
tografiniu piku analizavome noredami nustatyti aktyvumg
BAPNA atZvilgiu. Pirmas pikas, pasirodantis esant K’
koncentracijai eliuente 0,2-0,25 M, atitiko chimopa-
paina. Antras pikas, pasirodantis esant XK  koncent-
racijai eliuente apie 0,45 M, atitiko papajos pro-
teinaze III.

Frakcijas, turincias chimopapaing su maksimaliu spe-
cifiniu aktyvumu, apjungéme ir 4°C temperatiroje dia-
lizavome su 50 tidriy dejonizuoto ir distiliuoto van-

dens, kuri keitéme 5 kartus kas 12 valandy.
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Chimopapaing, eliuota i85 katijonitinés koloneles, akty-
vavome cisteininiu buferiu, ir todél Jjis pasidare
jautrus inaktyvacijai oksidacijos pasekoje. Norédami
idvengti arba sumazinti aktyvaus fermento inaktyvacijos
oksidacijos pasekoje tikimybe, Jji turincias frakcijas
supyléme i mégintuvélius su natrio tetrationato su-
spensija (200 mM) tokiu Dbudu, kad galutine Na,S,04
koncentracija frakcijoje biatu 5 mM. Pagal kitg va-
rianta, apjungtas chimopapaing turinc¢ias frakcijas dia-
lizavome vandenyje azoto atmosferoje. Vanduo nuo de-
guonies buvo i8valytas 30 min 0,1 1/min greiciu lei-

dziant pro Jji azota.

Gautg dializatg dZiovinome sublimacinio dZiovinimo badu

ir laikeéme -20°C temperatiroje.

Apradytg valymo procedirga kartojome kelis kartus. I3-
valymo efektyvumg kontroliavome vykdydami analize, kuri
buvo atliekama pagal 28 pavyzdZio aprasymg. I8valymo
efektyvumg 1iliustruoja vidutinés reik3Smés, pateiktos

8 lenteleje.

30 PAVYZDYS. Chimopapaino valymas rugsStinio nusodinimo

prie pH=1,5 ir afininés chromatografijos metodais

I-III) Komercini dZiovinimo iSpurSkimu metodu i$-
dziovintg Carica ©papaya latekss, gaminamg firmos
Siebels, JAV, preparavome, apdorojome rugsStimi prie
pH=1,5, dializavome ir apdorojome katijonitinés chro-
matografijos su S—SepharoseR metodu tokiu pat btdu,

kaip tai yra aprasSyta 28 pavyzdyje.
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I1V) Frakcijas, turincias chimopapaing su maksimaliu
specifiniu aktyvumu BAPNA atzZvilgiu, apjungeéme ir
pridéjome etandioli iki 33 tario % koncentracijos. Po
to i apjungtas frakcijas pridéjome SvieZial pagamintg
vandenini L-cisteino tirpalg (200 mM) iki 4 mM kon-
centracijos, 1ir tirpala praleidome pro kolonéle, uz-
pildytg ECH~SepharoseR, surista su L-Ala-L-PheSc, taip,
kaip tai aprasSyta 29 pavyzdyje (IV).

V) Chimopapaing eliuvavome vandeniniu HgCl, tirpalu (10 mM)
etandiolyje (33 tdrio %), pH=4,5, turiniame natrio
acetatg (50 mM). Tirpalo tGris buvo lygus trigubam ad-
sorbento tlGriui. Rinkome frakcijas po 25 ml. Frakcijas,
pasizymindias aktyvumu BAPNA atZvilgiu, apjungéme 1ir
4°C temperatiiroje dializavome su 30 tariy dejonizuoto
ir distiliuoto vandens, kuri keiteme 5 kartus kas
12 valandy. Dializatag dziovinome sublimacinio dZiovini-

mo budu ir laikéme -20°C temperatiroje.
31 PAVYZDYS

Du 8i i3radimg atitinkanCio chimopapainc preparatus
analizavome pasinaudodami BAPNA analize pagal Metodikas
Nr. 1 ir Nr. 2. Baltymo kieki nustatinéjome i$§ bendro
sauso bandinio svorio. Chimopapaino A preparatas buvo
gautas valant pagal 28 pavyzdZio metodikg. Chimopapaino B
preparatas buvo gautas valant pagal 29 pavyzdZio me-
todikg (paskutines frakcijos surinktos natrio tetra-
tionate) . Kiekvieng nustatymg kartojome 3 kartus. Gauti

rezultatai pateikti 10 lenteléje.
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10 lentele
Specifinis aktyvumas BAPNA atZvilgiu
. . -1
Chimopapaino (vienetai mg )
preparatas Metodika Nr. 1 Metodika Nr. 2
A 855 2227
B 1261 3591

32 PAVYZDYS

Chimopapaing, 1i8valytg pagal 29 pavyzdZio apradSymg ir
dializuota azoto atmosfercje auks&iau aprasytu biduy,
dZiovinome sublimacinio dzZiovinimo metodu ir laikéme -

20°C temperatiroje.

Tuo bidu pagaminto chimopavaino specifinis aktyvumas
BAPNA (1 mM) atZvilgiu, esant 37°C ir pH=6, buvo 1345 vie-

netai miligramui.

Noredami paruosti 100 buteliuky su chimopapaing tu-
rinCia kompozicija, Zemiau apraSytu bidu ruoSéme 43,75 g
pradinio tirpalo. Dirbant su $iuo tirpalu jo tempera-

tira palaikéme 4-12°C ribose.

L-(+)-cisteino hidrochlorida (166 mg) pridéjome i
mazdaug 30 g vandens, skirtoc injekcijoms taip, kad gau-
tume 22 mM koncentracijg. Pasinaudodami NaOH (1 M) arba
HC1 (0,1 M) nustateme tirpalo pH reik3me 5-5,5. Pa-
ruoStg cisteino tirpalg pridéjome prie iSvalyto chi-
mopapaino (358 mg) taip, kad galy gale gautume 10000 vie-
nety/ml koncentracija. Pasinaudodami NaOH (1 M) arba
HC1 (0,1 M) nustatéme maisomo tirpalo pH reik3me 5,9-
6,1 ir wvandeniu, skirtu injekcijoms, praskiedéme iki
43,75 g. Paruostg tirpalag sterilizavome, nuosekliai
praleisdami ji pro du filtrus, kuriy pory diametrai
buvo 0,2 pum. I 100 5ml tGrio stikliniy buteliuky ipy-

léme po 0,4 g tirpalo. Buteliukus uzZkim3ome kam3ciais,
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vandeni, padalinome sublimacinio dZiovinimo sumaZintame
slégyje Dbudu, ir buteliukus su liofilizuotu produktu

hermetizavome vakuume.

Kiekviename buteliuke buvo balti amorfiniai milteliai,
turintys 3,27 mg chimopapaino ir 1,52 mg natrio cis-
teinato hidrochlorido (nominalus aktyvumas 4000 vie-
nety, atitinkamai 8 pm, leidziamas 10 % vir3ijimas).
Betarpiskai prie$ naudojima i kompozicijg, esancig bu-
teliuke, pridéejome 2 ml vandens, skirto injekcijoms.
Gavome paruodta injekcijoms tirpalg, nominalial turinti

4000 vienety chimopapaino ir 4 mM L-cisteino.
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ISRADIMO APIBREZTIS

1. Chimopapainas, b e s i s ki r i1 anti s tuo, kad
jo  aktyvumas N-o-benzoil-DL-arginino p-nitroanilido
(BAPNA) (1 mM) atZvilgiu 37°C temperatiiroje ir esant pH
6,0, yra 800-1700 vienety miligrame ir turi mazZiau nei
0,2 % kiekvieno 138 Siu komponentuy: papajos proteinazes

I1IT (PPIII), papaino ir papaios proteinazes IV (PPIV).

2. Chimopapainas pagal 1 punkta, b e s i s k 1 r 1 a n-
£t 1 s tuo, kad jo specifinis aktyvumas BAPNA (1 mM)
atzvilgiu 37°C temperatiroje ir esant pH 6,0 yra 1000-

1700 vienety miligrame.

3. Chimopapainas, b e s i s ki r i ant i s tuo, kad
jo specifinis aktyvumas BAPNA (2,5 mM) atZvilgiu 40°C
temperatiiroje 1r esant pH 6,8, vyra 3000-4500 vienetu
miligrame, 1ir turi maZiau nei 0,2 % kiekvieno 1$ 3iy

komponenty: PPIII, papaino ir PPIV.

4. Chimopapainas pagal 3 punkta, b e s 1 s k i r i a n-
t 1 s tuo, kad jo specifinis aktyvumas BAPNA (2,5 mM)
atZvilgiu 40°C temperatiroje ir esant pH 6,8, yra 3500-

4500 vienety miligrame.

5. Chimopapainas pagal viena 18 prie$ tai buvusiy
punkty, b e s 1 s k 1 r 1 an t i s tuo, kad jis yra
aktyvus azokazeino atzZvilgiu, ir ji bent 95 % inhibuoja

maZesnés nei 1 pM vistu cistatino koncentracijos.

6. Chimopapainas pagal vieng i35 prie$ tai buvusiu punk-
tu, be s 1 s kiriantis tuo, kad jis turi bent

70 % aktyvaus fermento.

7. Kompozicija, b e s i s ki r iantituo, kad i ja
ieina chimopapainas pagal vieng 18 prie$ tai buvusiy

punkty.



10

15

25

30

35

LT 3827 B
89

8. Kompozicija pagal 7 punkta, b e s i s kirianti1i

tuo, kad i jag ieina dar ir neSiklis.
9. Kompozicija pagal 7 arba 8 punktg, b e s 1 s k 1 -
r i a n t i tuo, kad ji yra hermetiSkai 1iSfasuota

nepatenkant drégmei i atskirus buteliukus arba ampules.

10. Kompozicija pagal 9 punkta, b e s i s kir ian -

t 1 tuo, kad i ja ieina dar ir reduktorius.

11. Kompozicija pagal vien

R

i§ 7-10 punkty, b e s 1 -
s kir iant i tuo, kad 1 ja ieina dar ir cisteino

proteinazes griZztamas inhibitorius.

12. Farmacine kompozicija, b e s i s k 1 r 1 a n t i

tuo, kad i Jja ieina chimopapainas pagal viena 1§ 1-6

punkty.

13. Farmacine kompozicija pagal 12 punkta, b e s 1 -
s k i r i an t 1 tuo, kad i Jjag ieina dar ir far-

macidkaili priimtinas skiediklis, uzZpildas arba neSiklis.

14. Farmaciné kompozicija pagal 12 arba 13 punktga, b e -
s i s k i r i an t i tuo, kad ji yra hermetiSkai
iSfasuota nepatenkant dregmei i atskirus buteliukus

arba ampules.

15. Farmaciné kompozicija pagal 14 punktg, b e s i -
s ki r i an t i tuo, kad i ja ieina dar ir far-

macisSkai priimtinas reduktorius.

16. Farmacineée kompozicija pagal vieng 13§ 12-15 punktuy,
besi1is kiriant i tuo, kad ji yra pagaminta

kaip vienkartiné doze, skirta parenteriniam vartojimui.
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17. Chimopapainas pagal vieng i85 1-6 punkty, b e s i -
s kiriantis tuo, kad jis yra skirtas naudoti,

esant chimonukleozei.

18. Chimopapainas pagal vieng 18 1-6 punkty, b e s i -
s ki r i an t i s tuo, kad jis yra skirtas me-

dikamento, naudojamo esant chimonukleozei, gavimui.

19. Chimopapainas pagal vieng i& 1-6 punkty, b e s i -
s k i r i an t i s tuo, kad jis yra skirtas chi-
monukleczés pakenkty, iSsikisSusiy arba kitg patologijg
turinCiy Zinduoliy tarpslanksteliniy spinaliniy disky

gydymuzi.

20. Chimopapaino valymo bidas, b e s i s ki r i an -

t 1 s tuo, kad jis apima:

a)vandeninio neapdoroto chimopapaino tirpalo inkubavimg
su selektyvius centrus turinc¢ia afininés chromatogra-
fijos matrica, turincia matrica-pagrindag, kovalen-
tiskai suristg (esant reikalui, per speiserine grupe)
su chimopapaing griZtamai inhibuojancio peptido gali-
niu azoto atomu, to isdavoje nurodytas peptidas susi-

jungia su chimopapaino molekulés aktyviu centru, ir
b)chimopapaino eliuavimg tinkamu eliuentu.

21. Chimopapaino valymo bidas, b e s i s ki r i a n -

t 1 s tuo, kad jis apima:

l)vandeninio miSinio, turiné¢io neapdorota chimopapaina,

nusodinimg, esant pH 1,2-1,8;

Z2)neapdoroto chimopapaino vandeninio tirpalo i3skyrimg

15 nurodyto midinio;
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3)neapdoroto chimopapaino tirpalo neutralizavimg ir,

esant reikalui, nudruskinimg.

22. Chimopapaino valymo budas, b e s i s k i r i an -

t 1 s tuo, kad jis apima:

[

vandeninio mi8inio, turinc¢io neapdorotgy chimopa-

paing, nusodinimg, esant Zemesniems pH nei 2,0;

II) neapdcroto chimopapaino vandeninio tirpalec iSsky-

rimg 18 nurodyto miSinio;

I1I) neapdoroto chimopapaino tirpalc neutralizavimg 1ir,

esant reikalui, nudruskinimg;

IV) 1III-je stadijoje gauto tirpalo inkubavimg su
selektyvius centrus turincia afininés chromato-
grafijos matrica, turinéia matricg-pagrinda, kova-
lentiskai suridta, esant reikalui per speiserine
grupe, su chimopapaina griZtamai inhibuojancio
peptido galiniu azoto atomu, to iSdavoje nurodytas
peptidas susijungia su chimopapaino molekules ak-

tyviu centru, ir

V) chimopapaino eliuavimg tinkamu eliuentu.

23. Bidas pagal 22 punktg, be s i s kiriantdis

tuo, kad rGg3tini nusodinimg atlieka esant pH 1,2-1,8.

24. Biudas pagal vieng 13 20-23 punkty, b e s 1 s k 1 -
riantis tuo, kad jame yra bent viena katijoninés

chromatografijos stadija.

25. Chimopapaing grizZtamai inhibuojantis peptidas, b e-
siskiriantis tuo, kad ji pasirenka is§ L-Ala-
L~PheSc, L-Ala-D-PheSc, L-Phe-D-PheSc, L-Phe-L-PheMo,
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L-Phe-L-PheOx, L-Tyr-L-PheSc, L-Ala-L-ChaSc ir L-Ala-L-

LeuSc.

Z26. Chimopapaing griZtamai inhibuojantis peptidas pagal
25 punkta, be s is kiriantis tuo, kad jis yra
dipeptidas, pasirinktas i§ L-Ala-L-PheSc, L-Ala-D-
PheSc, L-Phe-D-PheSc, L-Phe-L-PheMo, L-Phe-L-PheOx, L-
Tyr-L-PheSc, L-Ala-L-ChaSc ir L-Ala-L-LeuSc.

27. Afininés chromatografijos matrica su chimopapaino
atZvilgiu aktyviais centrais, b e s i s ki r iant i
tuo, kad Ji turi matrica-pagrinda, kovalentidkai su-
rista, esant reikalui per speiserine grupe, su galiniu
azoto atomu chimopapaing griZtamai inhibuojancic pep-
tido, turinc¢io fenilalanino darinius su galiniais ang-
lies atomais arba fenilalanino analogy darinius, su
salyga, kad tokiu inhibuojanciu peptidu negali buti L-
fenilalanil-L-fenilalanino semikarbazonas.

28. Afininés chromatografijos matrica su chimopapaino
atzvilgiu aktyviails centrais pagal 27 punkta, b e s i -
s k i r i a n t 1 tuo, kad inhibuojanti peptida
pasirenka 18 L-Ala-L-PheSc, LL-Ala-D-PheSc, L-Phe-D-
PheSc, L-Phe-L-PheMo, L-Phe-PheOx, L-Tyr-L-PheSc, L-
Ala-L-ChaSc ir L-Ala-L-LeuSc.



	Bibliography
	Claims
	Description
	Abstract

