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Spaltning af peptider og proteiner ved methionyl-bindingen
sker ved, at man anvenderx chlorcyanid.

Chlorcyanid har sikkerhedsmxssige og hindteringstekniske
fordele i forhold til det g2ngs anvendte bromcyanid.



10

15

20

25

30

35

DK 166546 B

1

Opfindelsen angér en szrlig fremgangsmade til spalt-
ning af peptider og proteiner ved methionylbindingen.

Inden for rammerne af den genteknologiske udvin-
ding af peptider og proteiner (f.eks. insulin, proinsulin,
praproinsulin og analoge deraf, interferon, veksthormon)
har det ofte vist sig at vere fordelagtigt fdrst at iso-
lere produkterne i form af h¢jeremolekylare "fusionspro-
teiner".

De sdledes dannede fusionsproteiner er mere sta-

bile end de ¢gnskede produkter og kan isoleres i hgjere udbyt-

ter ved udnyttelse af induktionssystemer. Til s&danne
fusioner kommer i princippet alle proteiner, der synteti-
seres af vartsorganismerne i stgrre mengder, pad tale,
fremfor alt, ndr deres syntese er hgjinducerbar; ofte
beskrevne er B-galactosidasen, B-lactamasen, dele af
cro-proteinet, af CII-proteinet og af tryptofanstofskif-
tets enzymer (fremfor alt Trp D, Trp E). Hertil er fusio-
ner af det gnskede genprodukt med B-galactosidase i be-
siddelse af sarlig popularitet, fordi de derved fgrst
dannede proteiner hyppigt er tungtoplgselige og fglgelig
kan hgjkoncentreres (A.V. Fowler og I. Zabin, J. Biol.
Chem. 258 (1983) 14354-58.

Ud fra de resulterende fusionsproteiner kan man
fraspalte de gnskede produkter ved kemiske og enzymatiske
fremgangsmader, idet disse spaltningsreaktioner skal vare
hgjspecifikke for at undgd beskadigelser af produkterne.

Kemiske fremgangsmader til proteinspaltning er for

det meste refereret i sammenhang med peptid-sekvensana-
lytikken af proteiner (jfr. eksempelvis Handbook of
Protein Sequence Analyses, 2nd Edition, L.R. Croft,
John Wiley a. Sons; B. Witkop, Advan. Prot. Chem. 16
(1961), 221 samt E. Gross, Methods in Enzymology, Vol.
XI, 238 (1967).

S2rligt hyppigt er refereret en spaltning ved

methionyl-bindinger med bromcyanid (B. Witkop, Adv. Prot.
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Chem. 16 (1961) 221), da man hermed i almindelighed opnir
hg¢je spaltningsudbytter uden beskadigelse af andre peptid-
bindinger eller aminosyresidekader.

For at opnd hgje spaltningsudbytter anvender man
péd gangs made store bromcyanidoverskud (op til 250 gange,
jfr. B. Witkop-artiklen), beregnet pad den methionyl-binding,
der skal spaltes, i forbindelse med lange reaktionstider
op til 30 timer og stuetemperatur. Reaktionen gennemfgres
i starkt surt miljg, og et foretrukket oplgsningsmiddel er
myresYre i et koncentrationsomridde fra 70 til 88 rumfangs-
procent.

Bromcyanid (BrCN) er et fast stof (smp. 52°C,
kp. 62°¢C) og en hgjtoksisk forbindelse. Den dgdelige dosis
for et normalt menneske er 92 ppm ved en virketid pa 10
minutter (Gmelin Syst. Nr. 14 C, Fl1l. D 3 1976, S. 217-241;
Petty's Industrial Hygene and Toxicologiy, 3. Auflage 1982,
Bd. 2 ¢, S. 4861). Ved urene praparater er beskrevet en
spontan eksplosion af emballeret stof (se brochuren:
Sicherheit mit Merck, E. Merck, Darmstadt 5/13090/60/1282 R).

Handteringen af store m@ngder bromcyanid ved den
hgjttekniserede proteinspaltning er sidledes sardeles pro-
blematisk; foruden sikkerhedsaspekterne spiller ogséd tek-
niske problemstillinger (f.eks. transport af faste stoffer)
en rolle.

Det har nu overraskende vist sig, at methionyl-bin-
dingen lader sig spalte med chlorcyanid (C1CN).

Opfindelsen angdr siledes en fremgangsmidde til
spaltning af peptider og proteiner ved methionyl-bindingen,
og denne fremgangsmdde er ejendommelig ved, at man gennem-
forer spaltningen med chlorcyanid anvendt i et molazrt over-
skud fra 2 til 30 gange pr. methionyl-binding, der skal
spaltes.

Proteinspaltninger med CICN er ikke beskrevet i
litteraturen.
For en fagmand er anvendelsen af CICN til den

ikke-enzymatiske spaltning af proteiner ikke ubetinget
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forudseelig, fordi C1CN har en reaktivitet, der er tyde-
ligt forskellig fra BrCN's (jfr. Houben-Weyl, Bd. II,
s.545; Ullmann Bd. 9, s. 668, B.S. Thyagarajan, The
Chemistry of Cyanogen Halides 2, (1968); R.T. Parfitt,
J. Chem. Soc. (C), 140, (1967)).Foruden den forskellige
reaktivitet og aktivitet hos BrCN og CICN iagttager man
ogsé& forskellig reaktionsadferd i forhold til samme
reaktionspartnere.

C1CN er ved stuetemperatur en gas (smp. -6,9°C,
kp. 13,00C); det er ikke sd giftigt som BrCN (jfr. Gmelin
Syst. Nxr. 14 C, F1, D 3, 1976, s. 185; Petty's Industrial
Hygiene and Toxicology, 3. Auflage 1982, Bd. 2 c, s. 4859).
Den dgdelige dosis for et menneske er 159 ppm ved en vir-
ketid pa 10 minutter (jfr. 92 ppm for BrCN) .. Da irri-
tationstarskelvardien for CICN med 2,5 mg pr. m3 ligger
tydeligt lavere end verdien for BrCN (6,0 mg pr. m3),
har C1CN en stgrre "selv-varsling". Det har s&ledes for
en teknisk anvendelse vigtige sikkerhedsfordele.

Desuden har anvendelsen af ClCN ogséa vigtige
fordele med hensyn til den tekniske fremgangsmiade:

C1CN kan som gas doseres og transporteres simplere og
mere ufarligt end det faste stof BrCN.

Efter at reaktionen er tilendebragt, kan man fjerne
chlorcyanid-overskuddet fra reaktionsblandingen ved ind-
blesning af en egnet gas. Egnede er indifferente gasser
sdsom nitrogen. Til undertrykkelse af skumdannelsen kan
man anvende egnede skumdampende midler. Velegnede er
eksempelvis typerne SE 3, 6 og 9 fra firmaet Wacker
Chemie. I tilslutning dertil oparbejder man reaktionsblan-
dingen p& gangs made.

Den ClCN-holdige gasstrgm kan ledes gennem en gasva-
‘sker, der er fyldt med vandig NaOH- og/eller NaOCl-oplgs-
ning. Derved nedbrydes CICN til NaCl og NaOCN (jfr. Gmelin.
Syst. Nr. 14 C, F1, D 3, 1976, s. 184; Petty's Industrial
Hygiene and Toxikology, 3. Auflage 1982, Bd. 2 c, s. 4859).
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Ved denne fremgangsmdde kan man bortskaffe spalt-
ningsreagenset (C1CN) vasentligt mere sikkert end det
mere giftige BrCN. Bortskaffelsen er dermed tidsligt og
rumligt adskilt fra proteinisoleringen, der kan gennemfg-
res ved kendte fremgangsmider (inddampning, frysetgrring).

Man anvender fortrinsvis chlorcyanid i et molaert
overskud fra 5 til 8 gange pr. methionyl-binding, der skal

spaltes. Reaktionstiden er sadvanligvis fra 1 til 10 timer,
fortrinsvis fra 3 til 6 timer.
Som reaktionsmedium egner sig en blanding af vand

og en mineralsyre eller en med vand blandbar organisk syre.

Organiske syrer, sasom myresyre, foretrakkes. Indholdet

af myresyre i reaktionsmediet kan vare fra 50 til 95

rumfangsprocent, fortrinsvis fra 65 til 88 rumfangsprocent.
De fglgende eksempler tjener til belysning af op-

findelsen.

Eksempel 1 (sammenligningseksempel).

1l g B-Galactosidase fra E. Coli (indhold ca. 70%,
methionin-indhold 0,16 mmol pr. g, bestemt ved aminosyre-
analyse) rg¢res sammen med 7,5 ml 70 volumenprocents HCOOH,
og der tils=zttes 0,135 g (1,28 mmol) bromcyanid.

Reaktionsblandingen “omrgres i 6 timer ved stuetempe-
ratur, fortyndes med 100 ml HZO og frysetgrres.

Remanensen udggr 0,97 g spaltningsproteinblanding.

Ved gelelektroforesen (SDS-PAGE) kan man ikke lan-
gere se nogen PB-galactosidase. Man finder fortrinsvis prote-
infragmenter i et molekylvagtsomrade fra 5.000 til 20.000
Dalton. Ifglge aminosyreanalyse og gaskromatografisk
methylrhodanidbestemmelse udgédr spaltningsgraden 94%.

Eksempel 2

1 g B-Galactosidase fra E. coli (indhold ca. 70%,
methionin-indhold 0,16 mmol pr. g, 5estemt ved aminosyreana-
lyse) reres sammen med 7,5 ml 70 volumen-%'s HCOOH, og der
tilszttes 0,079 g (1,28 mmol) CiCN.
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Reaktionsblandingen omrgres i 6 timer ved stuetempe-
ratur.

Efter at reaktionen er tilendebragt, tilsatter man
fra 1 til 5 fd.skumdampende middel (SE 9 fra firmaet
Wacker Chemie, Burghausen), og det overskydende chlorcyanid
fjernes ved indblasning af N2 (15 1 pr. time) i ca.

1,5 timer. Den chlorcyanid-holdige N2—str¢m ledes til en
vaskeflaske, fyldt med vandig natriumhydroxid-oplgsning.

Efter uddrivelsen af chlorcyanidet fortyndes oplds-
ningen med 100 ml HZO og frysetgrres.

Remanensen udggr 1 g.

Ved SDS-PAGE kan man ikke langere se nogen pP-galacto-
sidase. Man finder fortrinsvis proteinfragmenter i et
molekylvagtsomrdde fra 5.000 til 20.000 Dalton. Ifdlge
aminosyreanalyse og gaskromatografisk methylthiodanidbe-

stemmelse udgpr spaltningsgraden 93%.

Eksempel 3

1 g B-Lactamase, isoleret fra E. Coli-celler, som
indeholder plasmidet pBR 322 (indhold ca. 75%, methioninind-
hold 0,28 mmol pr. g) rgres sammen med 10 ml 70 volumen-%'s
HCOOH, og der tilsettes 0,236 g (2,28 mmol) CICN.

Reaktionsblandingen omrgres i 6 timer ved stﬁetempe—
ratur.

Efter at reaktionen er tilendebragt, tilsattes der
fra 1 til 5 pl skumdampende middel (SE 9 fra firmaet
Wacker Chemie, Burghausen), og det overskydende chlorcyanid
fjernes ved indbl®sning af N2 (15 1 pr. time) i ca. 1,5
timer. Den chlorcyanid-holdige Nz-str¢m ledes til en va-
skeflaske, fyldt med vandig natriumhydroxid-oplgsning.

Efter uddrivelsen af chlorcyanidet fortyndes oplds-
ningen med 100 ml H20 og frysetgrres.

Remanensen udggr 0,99 g.

Ved SDS-PAGE kan man ikke l@&ngere se nogen PB-lacta-

mase. Man finder fremfor alt proteinfragmenter i et mole-
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kylvagtsomrédde fra 3.000 til 10.000 Dalton. Ifglge amino-
syreanalyse og gaskromatografisk methylrhodanidbestemmelse
udggr spaltningsgraden 92%.
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Patentkrayv:

1. Fremgangsmade til spaltning af peptider og protei-
ner ved methionyl-bindingen, k endetegnet ved; at
man gennemfgrer spaltningen med chlorcyanid anvendt i et
molart overskud fra 2 til 30 gange pr. methionyl-binding,
der skal spaltes.

2. Fremgangsmdde ifglge krav l, k ende tegnet

ved, at man, efter at reaktionen er tilendebragt, fjerner
chlorcyanidoverskuddet fra reaktionsblandingen med en
egnet gas og derpd oparbejder reaktionsblandingen péa
g&ngs made.

3. Fremgangsmdde ifglge krav 2, k ende tegnet
ved, at man fjerner chlorcyanid-overskuddet fra reaktions-
blandingen med nitrogen.

4, Fremgangsméde ifglge ét af kravene 1-3, k e n-
detegnet ved, at man anvender chlorcyanid i et
molart overskud fra 5 til 8 gange pr. methionyl-binding,
der skal spaltes.

5. Fremgangsmidde ifglge &t af kravene 1-4, k e n-
detegn et ved, at man gennemfgrer reaktionen i 1g-
bet af 1 til 10 timer.

6. Fremgangsmdde if@¢lge &t af kravene 3-5, k e n-
detegne t ved, at man gennemfgrer reaktionen i lgbet
af 3 til 6 timer.

7. Fremgangsmdde ifglge &t af kravene 3-6, k e n-
detegne tved, at man som reaktionsmedium anvender
en blanding af vand og en med vand blandbar syre.

8. Fremgangsmidde ifglge krav 7, k ende tegnet
ved, at man som reaktionsmedium anvender en blanding af
vand og myresyre.

9 . Fremgangsmdde ifglge krav 8, k en d e t e g-

n e t ved, at myresyreindholdet i reaktionsmediet udggr

fra 50 til 95 rumfangsprocent.
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