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Menetelmd peptidien ja proteiinien pilkkomiseksi metio-

nyylisidoksesta

Valmistettaessa geeniteknologisesti peptideji ja
proteiineja (esim. insuliinia, proinsuliinia, preproinsu-
liinia ja sen analogeja, interferonia, kasvuhormonia) on
usein osoittautunut edulliseksi erist#i tuotteet ensiksi
suurempimolekyylisind "fuusioproteiineina".

Néin muodostuvat fuusioproteiinit ovat stabiilimpia
kuin halutut tuotteet ja ne voidaan eristd4 suurempina
saantoina induktiosysteemejd hyvdksikdyttden. Tdllaisissa
fuusioissa kyseeseen tulevat periaatteessa kaikki is&ntd-
organismien suuremmissa md&rissi syntetisoimat proteiinit,
ennen kaikkea, jos niiden synteesi on hyvin indusoitavis-
sa; hyvin usein on kuvattu B-galaktosidaasia, B-laktamaa-
sia ja Cro-proteiinin, C, -proteiinin ja tryptofaani-ai-
neenvaihdunnan entsyymien osia (ennen kaikkea Trp D, Trp
E). T&lldin suuressa suosiossa ovat halutun geenituotteen
fuusiot B-galaktosidaasin Kkanssa, koska t#118in ensiksi
muodostuvat proteiinit ovat usein niukkaliukoisia ja t#ten
hyvin puhdistettavissa. (A.V. Fowler ja I. Zabin, J. Biol.
Chem. 258 (1983) 14354-58).

Halutut tuotteet voidaan pilkkoa tulokseksi saata-
vista fuusioproteiineista kemiallisin ja entsymaattisin
menetelmin, jolloin ndiden pilkkomisreaktioiden tulee olla
hyvin spesifisis, jotta viltettdisiin tuotteiden vaurioi-
tuminen.

Proteiinien pilkkomisessa kdytettyjd kemiallisia
menetelmid on useimmiten kuvattu proteiinien peptidi -sek-
venssianalyysien yhteydessid (katso esim. Handbook of Pro-
tein Sequence Analyses, 2. painos, L.R. Croft, John Wiley
& Sons B. Witkop, Advan. Prot. Chem. 16 (1961) 221) sek#
E. Gross, Methods in Enzymology, Vol. XI, 238 (1967).

Erityisen usein on kuvattu metionyylisidoksista
bromisyaanilla tapahtuvaa pilkkoutumista (B. Witkop, Adv.
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Prot. Chem. 16 (1961) 221, koska tdlldVin yleensd saavute-
taan korkeita pilkkoutumis-saantoja muita peptidisidoksia
tai aminohapposivuketjuja vaurioittamatta.

Korkeiden pilkkoutumissaantojen saavuttamiseksi
kdytetddn tavallisesti suuria bromisyaaniylim3#drisd (aina
250-kertaista ylimddrdsd, kts. em. B. Witkop'in artikkeli)
pilkottavien metionyylisidosten mé3ar#sn ndhden, reaktio-
aikojen ollessa pitki&, aina 30 tuntiin saakka huoneen
lampdtilassa. Reaktio suoritetaan voimakkaasti happamessa
ympé8risttssd ja edullisena pidetty liuotin on muurahais-
happo, sen pitoisuuden ollessa 70 - 88 tilavuusprosenttia.

Bromisyaani (BrCN) on kiinted aine (sp. 52 °C,
kp. 62 °C) ja hyvin myrkyllinen yhdiste. Kuolettava annos
tavallisella ihmiselld on 92 ppm vaikutusajan ollessa 10
minuuttia (Gmelin Syst. no. 14 C, Fl. D 3 1976, s. 217 -
241; Petty's Industrial Hygiene and Toxicology, 3. painos
1982, osa 2 c, s. 4861). Epadpuhtaiden valmisteiden kohdal-
la on kuvattu pakkausten spontaania raj&hdystd (katso esi-
te Sicherheit mit Merck, E. Merck, Darmstadt 5/13090/60/
1282 R).

Suurempien m&&rien bromisyaania ké&dsittely on pro-
teiinien suurimittakaavaisessa pilkkomisessa t&m&n johdos-
ta hyvin ongelmallista, silld turvallisuusndkdkohtien
ohella on my®s merkitystd teknisilld kysymyksilld (esim.
kiinteiden aineiden kuljetus).

Nyt todettiin yll&ttdvas kylld, ettd metionyyli-
sidos voidaan pilkkoa kloorisyaanilla (C1CN).

Keksint® koskee tdm&n johdosta menetelmdd peptidien
ja proteiinien pilkkomiseksi metionyylisidoksesta, jolle
menetelmédlle on tunnusomaista, ettd pilkkominen suorite-
taan kloorisyaanilla reaktiovdliaineessa, joka on veden ja
muurahaishapon seos, 3 - 6 tunnissa, jolloin kloorisyaania
kdytetdsdn 5 - 8-kertainen molaarinen ylimddra pilkottaviin
metionyylisidoksiin ndhden.

Kirjallisuudessa ei ole kuvattu kloorisyaanilla ta-
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pahtuvaa proteiinien pilkkomista.

Asiantuntijalle kloorisyaanin kdyttd ei-entsymaat-
tisessa proteiinien pilkkomisessa ei vdlttdmdttd ole enna-
koitavissa, koska kloorisyaanilla on selvdsti erilainen
kemiallinen reaktiivisuus kuin bromisyaanilla (vertaa tdl-
18in Houben-Weyl, osa II, s. 545; Ullmann osa 9, s. 668,
B.S. Thyagarajan, The Chemistry of Cyanogen Halides 2
(1968); R.T. Parfitt, J. Chem. Soc. (C), 140, (1967).
Bromisyaanin ja kloorisyaanin erilaisen reaktiivisuuden ja
aktiivisuuden ohella havaitaan myts erilainen reaktio sa-
moja reaktiopartnereita kohtaan.

Kloorisyaani on huoneen lampdtilassa kaasua (sp.:
-6,9 °C, kp. 13,0 °C); se el ole niin myrkyllistd kuin
bromisyaani (vertaa Gmelin Syst. no. 14 C, F 1, D 3, 1976,
s. 185; Petty's Industrial Hygiene and Toxicology, 3.
painos 1982, osa 2 ¢, s. 4859). Kuolettava annos ihmisel-
14 on 159 ppm, vaikutusajan ollessa 10 minuuttia (vrt.
bromisyaanin kuolettava annos: 92 ppm). Koska kloorisyaa-
nin #rsytys-kynnysarvo, 2,5 mg/m’ on selvdsti alhaisempi
kuin bromisyaanin vastaava arvo (6,0 mg/m3), niin kloori-
syaani "varoittaa itse" paremmin. Silld on tdmdn johdosta
teknisessd kdyt8ss8 huomattavia etuja, mitd turvallisuu-
teen tulee.

Tdmdn ohella kloorisyaanin kdytt$ tarjoaa my®s huo-
mattavia menetelmdteknisid etuja; kloorisyaani on kaasuna
vyksinkertaisemmin ja vaarattomammin annosteltavissa ja
kuljetettavissa kuin kiinted bromisyaani.

Reaktion pddtyttyd kloorisyaani-ylimddra voidaan
poistaa reaktioseoksesta puhaltamalla sopivaa kaasua. Tar-
koitukseen soveltuvat inertit kaasut, kuten esim. typpi.
Vaahdon muodostumisen estdmiseksi voidaan 1lisdtd sopivia
vaahdonestoaineita. Tarkoitukseen soveltuvat hyvin esim.
tyypit: SE 3, 6 ja 9, jotka ovat firmasta Wacker Chemie.
Lopuksi reaktioseosta k&dsitellddn edelleen tavanomaisella

tavalla.
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Kloorisyaani-pitoinen kaasuvirta voidaan johtaa
pesurin ldpi, joka on tdytetty vesipitoisella NaOH-
ja/tai NaOCl-liuoksella. T&118in C1CN hajoaa NaCl:ksi ja
NaOCN:ksi (katso Gmelin. Syst. no. 14 C, F 1, D 3, 1976,
s. 184; Petty's Industrial Hygiene and Toxicology, 3. pai-
nos 1982, osa 2 ¢, S. 4859).

Tdtd menetelmdtapaa kdyttdmdlla voidaan pilkkova
reagenssi (ClCN) poistaa oleellisesti varmemmin kuin myr-
kyllisempi BrCN. Poistaminen voi tapahtua t#118in ajal-
lisesti ja tilallisesti erilléddn proteiinin eristdmisests,
mikd voidaan suorittaa tunnettujen menetelmien mukaisesti
(haihduttamalla, ja&hdytyskuivaamalla).

Kloorisyaania voidaan kdyttd44 2 - 30-kertainen mo-
laarinen ylim83rd pilkottaviin metionyylisidoksiin né&h-
den. Edullisena pidetd3dn 5 - 8 -kertaista molaarista yli-
md&rdd. Reaktion kesto on tavallisesti 1 - 10 tuntia,
edullisesti 3-6 tuntia.

Reaktiovdliaineeksi soveltuu seos, joka koostuu ve-
destd ja veteen sekoittuvasta orgaanisesta haposta. Edul-
lisena pidetd&n muuurahaishappoa. Muurahaishappopitoisuus
vol reaktiovdliaineessa olla 50 - 95 tilavuusprosenttia;
edullisesti 65-88 tilavuusprosenttia.

Seuraavat esimerkit selventdvdt keksintdid.

Esimerkki 1 (vertailuesimerkki)

1 g E. Coli'sta perdisin olevaa B-galaktosidaasia
(pitoisuus noin 70 %, metioniinipitoisuus 0,16 mmol/g,
mddritetty aminohappoanalyysilld) sekoitetaan 7,5 ml:aan
70 tilavuusprosenttista HCOOH:ta ja lis#dt#din 0,135 g bro-
misyaania (= 1,28 mmol).

Reaktioseosta sekoitetaan 6 tuntia huoneen ldmpdti-
lassa, laimennetaan 100 ml:lla H,0:ta ja suoritetaan jash-
dytyskuivaus.

Jadnnds sisdltaa 0,97 g pilkkoutunutta proteiini-
seosta.

Geelielektroforeesissa (SDS-PAGE) ei voida havaita



10

15

20

25

35

5 85494

endd B-galaktosidaasia. Proteiinifragmentit 18ydet#sn
edullisesti molekyylipainoalueelta 5000 - 20 000 Daltonia.
Aminohappoanalyysin ja kaasukromatografisen metyylirodani-
dimddrityksen mukaan pilkkoutumisaste on 94 §%.

Esimerkki 2

1 g E.Coli'sta perdisin olevaa B-galaktosidaasia
(pitoisuus noin 70 %, metioniinipitoisuus O, 16 mmol/g,
mddritetty aminohappoanalyysill#) sekoitetaan 7,5 ml:aan
70 tilavuusprosenttista HCOOH:ta ja lis&td&n 0,079 g
CICN:84 (1,28 mmol).

Reaktioseosta sekoitetaan 6 tuntia huoneen l&mp&ti-
lassa.

Reaktion pddtyttyd lis&tdsn 1 - 5 pl vaahdonestoai-
netta (SE 9, firma Wacker Chemie, Burghausen) ja ylim&&rs
kloorisyaania poistetaan puhaltamalla N,:ta (15 1/h) noin
1,5 tuntia. Kloorisyaani-pitoinen N,-virta johdetaan nat-
ronlipedlld tdytettyyn pesupulloon.

ClCN:n poistamisen jdlkeen liuos laimennetaan 100
ml:lla H,0:ta ja suoritetaan j&shdytyskuivaus.

Jddannds on 1 g.

Geelielektroforeesissa ei ole en#4 havaittavissa B-
galaktosidaasia. Proteiinifragmentit 1l8ydet#in edullises-
ti molekyylipainoalueelta 5000 - 20 000 Daltonia. Amino-
happoanalyysin ja kaasukromatografisen metyylirodanidi-
mddarityksen perusteella pilkkoutumisaste on 93 %.

Esimerkki 3

1 g B-laktamaasia, eristetty E. Coli-soluista, jot-
ka sisdltdvédt plasmidia pBR 322 (pitoisuus noin 75 %, me-

tioniinipitoisuus 0,28 mmol/g) sekoitetaan 10 ml:aan 70
tilavuusprosenttista HCOOH:ta ja lis&tdsn 0,236 g CICN:34
(= 2,28 mmol).

Reaktioseosta sekoitetaan 6 tuntia huoneen lampdti-
lassa.

Reaktion pddtytty4d lis&t&&n 1 - 5 pl vaahdonestoai-
netta (SE 9, firma Wacker Chemie, Burghausen) ja ylim&é&ra
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kloorisyaania poistetaan puhaltamalla N,:ta (15 1/h)
noin 1,5 tuntia. Kloorisyaani-pitoinen N,-virta johdetaan
natronlipe&dlla tdytettyyn pesupulloon.

C1CN:n poistamisen jdlkeen liuos laimennetaan 100
ml:1la H,0:ta ja suoritetaan j#é&hdytyskuivaus.

Jddnnés on 0,99 g.

Geelielektroforeesissa ei ole endd havaittavissa B-
laktamaasia. Proteiinifragmentit ldydetd&n ennen kaikkea
molekyylipainoalueelta 3000 - 10 000 Daltonia. Aminohappo-
analyysin ja kaasukromatografisen metyylirodanidi-m8&8ri-

tyksen perusteella pilkkoutumisaste on 92 %.
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Patenttivaatimukset

1. Menetelmd peptidien ja proteiinien pilkkomiseksi
metionyylisidoksesta, t unne t t u siitd, ettd pilkko-
minen suoritetaan kloorisyaanilla reaktiovédliaineessa,
Jjoka on veden ja muurahaishapon seos, 3 - 6 tunnissa, jol-
loin kloorisyaania kdytetd#8n 5 - 8-kertainen molaarinen
ylim88rd pilkottaviin metionyylisidoksiin n&hden.

2. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelmd, t u n-
nettusiitd, ettd reaktiovdliaineen muurahaishappopi-
toisuus on 50 - 95 tilavuusprosenttia.

3. Patenttivaatimuksen 1 tai 2 mukainen menetelmi,
tunnettusiitd, ettd reaktion pddtyttyd kloorisyaa-
niylim88r8 poistetaan reaktioseoksesta typell&.
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Patentkrav

1. Fdrfarande f6r spjdlkning av peptider och pro-
teiner vid metionylbindningen, k 8 n ne t e c knat
dirav, att spjdlkningen utfdrs med klorcyan i ett reak-
tionsmedium som #r en blandning av vatten och myrsyra i 3
- 6 timmar, varvid man anvédnder ett 5 - 8-faldigt mola-
riskt o&verskott klorcyan i férhdllande till metionyl-
bindningar som skall spjdlkas.

2. Forfarande enligt patentkravet 1, k @8 n n e -
tec kna t dirav, att myrsyrahalt i reaktionsmediet &r
50 - 95 volymprocent.

3. Fdrfarande enligt patentkravet 1 eller 2,

k 4nneteckna t dirav, att sedan reaktionen har

gadtt till slut, avl#gnas klorsyantverskottet med kvave.
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