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Opfindelsen angér en fremgangsmide til rensning og fraktionering af
vandopleste, fortrinsvis enzymatisk aktive proteiner.

Til berigelse, dvs. rensning og fraktionering, af proteiner, fortrinsvis af bic-
logisk materiale, kendes allarede flere berigelsesmidler eller metoder. Som eksem-
pler pd egnede midler kan navnes ammoniumsulfat, uorganisk gel, aktiv
carbon, kromatografi pé& byttere og molekylsier og nogle andre. I be-
tragtning af den ussdvanlige mangfoldighed af naturligt forekommende
proteiner og deres folgestoffer, ger manglen pd variationsmuligheder
ved isoleringen eller rensningen sig dog hyppigt meget uheldigt be-
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merket. Blandt det i sig selv allerede begraznsede antal metoder og
midler til berigelse af proteiner, viser det sig for det meste, at
kun ganske f3 er anvendelige i et specielt tilfzlde, hvilket medfs-
rer; at de samme rensningstrin ofte mé& gentages, for at opnd en no-
genlunde tilfredsstillende berigelse. For det meste er de opndede
berigelsesgrader desuden ringe, og den senere fjernelse af det til
berigelsen anvendte middel, krzver ssrlige udgifter til inddampning
af store vaskevolumener og ligneénde,

Der er derfor behov for sidamne yderligere fremgangsméder til beri-
gelse af proteiner, som tillader en bedre variation og derfor ogsé
en mere virksom udformning af proteinberigelsen, og som ikke eller
kun i ringe grad besidder de ulemper, som findes hos de hidtil kend-
te metoder og midler til berigelse af proteiner.

Fremgangsmiden ifslge opfindelsen til rensning og fraktionering af
vandopleste, fortrinsvis enzymatisk aktive proteiner, er ejendomme-
lig ved, at proteinoplesningen tilsettes en vandopleselig polyethy=
lenimin med den almene formel

{?HZ - CHy, - Né} n

hvori n har en verdi,som svarer til en gennemsnitlig molekylvegt
mellem 600 og 100.000, i en til fraktionering og fraskilning af for-
ureninger tilstrzkkelig msngde.

Det var allerede kendt at anvende polyethylenimin som flokkulerings-
‘hjalpemiddel, f.eks. til klaring af spildevand, til forbedring af
filtrerbarheden af bundfald og lignende. Yderligere er det allerede
blevet foresliet at anvende polyethylenimin, som er gjort uoplgselig
som en slags ionbytter til kromatografi af nucleinsyre. Polyethylen=
imin bliver desuden anvendt som adhasionsmiddel i forskellige in-
dustrigrene, f.eks. til fibre, farver, klebestof, lakker og lignen-
de. Ud fra kendskabet til disse anvendelsesomrdder kunne det ikke

. forventes, at vandoplgseligt polyethylenimin skulle vare sarligt

egnet til rensning og fraktionering af oplgste proteiner.

Til fremgangsmdden ifglge opfindelsen egner sig som polyethylenimin
de i handelen varende arter af svagt basisk over middelbasisk til
starkt basisk. Den opndelige rensnings- og fraktioneringsvirkning

afhenger til en vis grad af molekylvagten, sdledes at der med bestem-
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te molekylvagte, alt efter de specielle proteiner ofte kan opnés
sarligt gunstige berigelsesvirkninger. Det har vist sig, at i prin-
cippet er alle undersggte vandopl@gselige polyethyleniminer anvende-
lige, dvs. sddanne med molekylvagte mellem 600 og 100. 000 svarende
til Brookfleld—visk051teter pé 500- 2500 cps. ved 25°C.

Ved anvendelsen af fremgangsmdden ifglge opfindelsen til faldning
af proteiner tilsattes en ringe mangde polyethylenimin til protein-
oplgsningen, hvorpad proteinet falder ud. Udfeldningen finder sted
ved ringe ionkoncentration og hgj fbrtynding med hensyn til poly=

ethylenimin,

N&r polyethyleniminen ved den omhandlede fremgangsmide ifglge op-
findelsen tilsattes i form af en fortyndet vandig oplgsning,er poly=
ethylenimintilsatningen vasentlig simplere, end ndr tilsatningen
sker i form af et fast stof eller en koncentreret oplgsning. Ved at
tilsatte en fértyndet oplgsning undgds desuden , at der under til-
satningen optrader pletvise overkoncentrationer, som i det mindsté
forbigdende ogsd bevirker en udfeldning af proteiner, som ikke selv

skulle have varet fazldet.

Ved forhgjelse af ionkoncentrationen kan det faldede protein igeh
bringes i oplgsning fra bundfaldet. Tilbage bliver herved sadvan-
ligvis et p& polyethylenimin rigere.og pa det gnskede f.eks. aktive
protein fattigere bundfald. Faldning er afhangig af pH—vardiinter¥
vallet og sker i almindelighed mellem pH-verdien 5,0 og 9,0 for-
trinsvis mellem 5,5 og 8,5. Over og under de angivne gransevardier
gdr det fzldede protein normalt igen i opl@sning. |

Adskillelsen af protein og polyethylenimin holdt i bundfald kan éke
ved hjelp af de sadvanlige metoder til proteinberigelse. F. Eké. kan
polyethylenimin skilles fra péa kationbjtter,'eller omvendt protei4
net skilles fra p& anionbytter. Yderligeré eksempler p& mulige ad-
gkillelser er ammoniumsulfatfaldning, fazldning med ofganiske“6p1¢s—
ningsmidler, molekylsiadskillelse, (specielt néf det anvendte po-
lyethylenimin har en meget stor eller meget ringe moleleVagt i
sammenligning med faldet protein) og lignende.
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Fremgangsmaden ifglge den foreliggende opfindelse kan bestd af en
feldning af proteiner ved tilsztning af en ringe mangde polyethy=
lenimin, hvorved Visse forureninger bliver tilbage oplgst. Det er
ogsd muligt ved tils®tning af polyethylenimin fgrst at falde for-
ureningerne, medens det gnskede protein forbliver i den overliggen-
de vaeske, og derpd udfzlde dette efter isolering af den fgrste
feldning. Endelig kan der foretages en samlet udfaeldning, savel
af fglgestoffer som af proteiner og efterfplgende selektiv gen-
oplgsning kun af ¢gnsket protein, medens fglgestofferne ligesom even-

tuelt inaktive proteiner forbliver i bundfaldet.

Fraktionering er adskillelsen af inaktive proteiner fra ¢gnsket ak-
tivt protein. Med inaktiv protein forstds herved ogsd i og for sig
aktive proteiner, som dog ikke udviser den i det specielle tilfeal-
de sggte eller ¢gnskede virkning. Fraktioneringen sker ved tilsat~-

ning af voksende mangder af polyethylenimin, hvorved de forskellige
proteiner falder ud efter hinanden med overraskende god adskillen-

de virkning.

Med folgestoffer, d.v.s. sddanne stoffer, som ved rensningstrinnet
ifoslge den foreliggende opfindelse, bliver adskilt fra aktiv prote-
in, skal forstds nucleinsyre, cellevegbestanddele, som polyuronsyre
etc., og plasmabestanddele, undtagen proteinerne selv.,

En serlig fordel ved fremgangsméden ifelge opfindelsen bestér i, at
kun meget ringe mengder af polyethylenimin skal tilszttes for at

. opné de snskede adskillende virkninger. Ved lave saltkoncentrationer
er det siledes hyppigt nok med mengder af sterrelsesordenen 0,005 -
1 volumen% af en 10 %ig polyethyleniminoplesning i vand, for at op-
né fuldstendig feldning eller fraktionering af bestemte proteiner.
P4 den anden side kan der ogs& til udfzldning af folgestoffer ved
relative hgje saltaktiviteter i oplesningen, ogsd tilsattes bety-
deligt steorre mengder af polyethyleniminoplesning, f.eks, 15 - 20
volumen% af en 10 %ig oplssning eller mere. Fremgangsmdden ifelge
opfindelsen er overordentlig skénsom og forleber derfor under den
bedst tenkelige bevarelse af proteinernes aktivitet. Som de felgen~
de eksempler viser, kan der ved negative berigelsestrin,altsd ved
udfzldning af fglgestoffer, opnds aktivitetsudbytter pd indtil 100%,
medens der ved positive berigelsestrin, altsd under udfazldning af
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de ¢nskede proteiner, kan opnds aktivitetsudbytter pa indtil 90%.

Fglgende eksempler belyser opfindelsen narmere.

Ekgsempel 1.

Adskillelse af albumin og ribonucleinsyre (RNS) ved hjzlp af poly=
ethylenimin (PEI), molvegt ca. 50,000,

500 mg serum-albumin (svarer til 400 mg protein efter Biuret-metoden)
og 500 mg ribonucleinsyre oplgses i 50 ml 0,05 M phosphatpuffer, pH-
verdi = 7,0 og pH-verdien efterindstilles med 2 N NaOH p& 7,0. Ved
trinvis tilseztning af PEI (molvagt 50.000, 10 #ig oplgsning, pH-
verdi = 7,0) udfeldes kun RNS, derimod intet albumin. Ved at for-
ringe puffermolariteten ved fortynding med vand, udfeldes derpd al-
buminet (tabel 1). '

Tabel 1, RNS- og albumin-adskillelse ved hjslp af PEI,

Vol% PEI Phosphat Tmg RNS i den Z mg protein i den
M overliggende vaske overliggende vaske
0 0,05 500 400
3 0,05 275 390
6 0,05 75 390
9 0,05 50 380
12 0,05 30 380
15 0,05 30 380
3 0,01" 5 40

* Den overliggende vaske fra feldningen med 15 volumenprocent PEL
blev fortyndet tilsvarende med vand.

Eksempel 2

Isolering af glukose-6-phosphat-dehydrogenase (G—G-fDH).af bagegear.

I 1 liter afsaltet vand, indeholdende 20 g Na,HPO,, 12H20vog 370 mg
"Trilon"® (ethylendiamintetraeddikesyre) suspenderes 340 g tgrret
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bageger, og der inkuberes i 4 timer ved 38°C. Derpd tilsettes 1
liter 4°C varmt vand, og der omrgres og centrifugeres. Den opnéede
overliggende vaske indeholder, foruden andre garbestanddele, G-6-
PDH og hexokinase. Der tilsattes langsomt 0,12 volumen polyethylen=
imin (PEI), molvagt ca. 50.000 (10%'ig oplgsning i HZO)' pH-verdi

= 7,0. Der dannes et bundfald, som indeholder nucleinsyrer og pro-
teaser. PEI-faldningen kan ogsd gennemfgres direkte i den inkube-
rede gezrsaft uden forudgdende centrifugering. PEI-bundfaldet er
grovfnugget og lader sig udmarket centrifugere sammen med bristede
gerceller. Den pé denne made forrensede enzymoplgsning (overliggen-
de vaske) indstilles med fast ammoniumsulfat pa 3,05 M, det danne-
de bundfald indeholder begge enzymer. Efter centrifugering bliver
bundfaldet optaget med 2 °ZLO—2 M MgCl-oplgsning, indeholdende

1 .10 ¥ "Irilon’ og 1:° 1073 M Wa-azid, pH-verdi = 6,5 og dialyse-

ret 12 timer mod ledningsvand.

Som yderligere rensningstrin behandles dialysatet (ca. 2,0 liter,
0,01 M ammoniumsulfatindhold) med 0,010-0,020 volumen af ovennzvnte
PEI-oplgsning, si endnu ca. 5 % af G-6-PDH forbliver i den overlig-
gende veske. Der arbejdes mellem pH-verdi 6,0 og 7,0, fortrinsvis
pH-verdi 7,0. Den opndede overliggende vaske kastes bort.

PEI-enzym-bundfaldet suspenderes 1 gang med 0,01 M phosphatpuffer,
pH-verdi 7,6 og centrifugeres. Vaskevandet indeholder ca. 2 % af

enzymaktiviteten.

.Til eluering anvendes en 0,03 M phosphatpuffer, pH~-verdi 7,6, omrgres
ved stuetemperatur i 15 minutter og centrifugeres. Den overliggende
ymske indeholder ca. 50-60 % af G-6-PDH-aktiviteten, beregnet pé ak-
tiviteten efter dialyse. G-6-PDH-beriges ved dette trin 7 gange

(tabel 2).

Tabel 2. Positivt PEI-trin ved G-6-PDH-metode.

Trin U/mg U/mg .
protein a) % protein b) %
Efter dialyse 0,53 100 0,50 100
PEI-overliggende vaske - 16 - 1,47
vaskning 0,01 M, pH = 7,6 - 1,8 - 0,70

eluat 0,03 M, pH = 7,6 3,8 Ly 2,92 53
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0,85 % PEI-tilsetning af en 100 %ig oplgsning, pH = 7,0
1,23 % PEI-tilsztning af en 100 %ig oplgsning

a)
b)

fl

Eksempel 3.

Isolering af hexokinase (HK) af bagegsr.

Der arbejdes som beskrevet i eksempel 2 under fremstilling af et dia-

lysat.

Dialysatet, 0,01 M ammoniumsulfatindhold ca. 2,0 liter, behandles
med 0,009 volumen polyethylenimin (PEI) molvegt ca. 50,000, pH-verdi
= 7,0 (10 %ig oplgsning 1 H,0), siledes at endnu ca. 10 % af HK-ak-
tiviteten forbliver i den overliggende veske., Til vaskning, suspen-
deres PEI-HK-bundfaldet en gang med 0,01 M phosphatpuffer, pH-verdi
7,6 og der centrifugeres. Vaskevandet kastes bort.

Enzymbundfaldet optages med 0,025 M phosphatpuffer, pH-verdi = 7,6,
der omrgres i 15 minutter ved stuetemperatur og centrifugeres derpi.
Den overliggende veske indeholder ca. 40 % af HK-aktiviteten, bereg-
net p4 dialysatet. Rensningen ved dette trin er det firedobbelte

(tabel 3).

Tabel 3. Positivt PEI-trin ved HK,

Trin U/mg protein %
efter dialyse 2,46 100
PEI-overliggende vaske 0,39 10,8
vaskning 0,01 M, pH = 7,6 « - 10,1
eluat 0,025 M, pH = 7,6 10,5 33,k
Eksempel Y,

Adskillelse af ribonucleinsyre (RNS) og proteaser (mdlt med casein
som substrat) samt hexokinase og glucose-6-phosphatdehydrogenase gen-
nem et negativt polyethylenimintrin.
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100 ml afcentrifugeret gzrsaft, ifglge eksempel 2, behandles trinvis
med PEI (molvasgt ca. 50.000, 10 %ig opldsning)), pH-vzrdi = 7,0. DMo=
lariteten p& phosphatpuffer og andre salte var jalt 0,08 M (mdlt led-
ningsevnevaerdi beregnet pi phosphatpuffer). Tabel 4 viser den ved til-
tagende PEIL-indhold opndede fraktionering.

Tabel 4. Fraktionering af BNS og proteaser samt HK og G-6-PDH
(100 ml gersaft).

Vol% PEI £ mg RNS ~ mg proteaser UK T U G-6-PDH

0. 185 0,350 ),3.10 7,8.10°
) W 0,147 ,2,10 7,8.10°
8 6 0,035 4,2.10 7,6.10°

12 15 0,020 4,2.103 7,6.10°

RNS og proteaser bliver udfzldet nesten fuldstendigt ved 8~12 volumen=
procent PEL, medens HK og G-6-PDH forbliver prakxtisk taget uden tab 1

den overliggende vaske.

Eksempel 5.

Glucose-oxydase af Aspergillus niger.

1 kg afpresset mycel af A, niger blev rgrt med 2 liter helsaltet vand
og ved 300-400 ato homogeniseret ved hg jtryksdispersionen.

Homogenisatet behandles med 0,2 vol% af en 10 %ig PEI-opldsning
(molvegt 1800) ved pH-verdi 7,0-7,5 og affiltreret efter ca. 30 minut-
ters omrgring. Dast rene filtrat indeholdt glucose~oxydasen, fglge-
stofferne befinder sig i bundfaldet, som skilles fra og kastes bort.
Den saltfattige overliggende veske (ledningsevne ved 20°C ca, 2 x lO3
uSiemens) behandles med 0,1 volf af en 10 %ig PEI-oplgsning (mol-
vagt 30.000-60.000) ved pH-verdi 7,0-7,5. Efter ca, 30 minutters om-
rgring forbliverder i den rene centrifugerede overliggende véske, min-
dre end 8 % af glucose-oxydase-aktiviteten.
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Bundfaldet bliver homogeniseret med 0,03 M kaliumphosphatpuffer pH-
verdl 7,6, omrgrt 1 10 minutter og centrifugeret klar. Det inaktive
bundfald kastes bort, den overliggende vaske fryses og lyophiliseres.
Tabel 5 viser den i de enkelte trin opniede rensning samt udbyttet.

Tabel 5.

Oparbejdning  Volumen U ng tdr- U/mg Udbytte
iml vegt tgrvegt

1. Dekompone-

ring og eks~- L :
traktion 2000 1,78.10 2.900 5,35 100
2, Adskillel~

se af fglge-

stoffer ved

PEI (overlig- N —
gende vaeske 1950 1,6 .10 2.240 11,5 90

3. Fzldning

af glucose~

oxydase med

PEI (overlig- 3 :
gende veske) 1870 1,3 .10 - - 8,1

4, Ekstrak-
tion af glu= L
cose~oxydase 140 1,15.10 - - 65

5. Glucose~
oxydase efter L

lyophilisering = 1,22,10 250 48,5 68

* Tgrvegtbestemmelsen skete efter opbrugende dialyse mod total saltet
vand og efterfglgende lyophilisering.

Eksempel 6.
Glycerokinase af Candida mycoderma

Sammenligning mellem enzymisoleringer ifdlge kendte metoder og under
anvendelse af polyethylenimin. ‘

A, Isolering ifdlge den kendte teknik.
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Exstraktion af mycel:

60 g:fﬁrret'mycel blev skstraheret i 600 ml 0,05 M dikaliumhydrogens=
phosphat, 10_2 M'glycerol’og J_O"'3 M ethylendiamintetraeddikesyre
(EDTA) i 3 timer ved 3700. Derpd blev der fortyndet med 600 ml 1072 u
glycerol og 10—3 M EDTA og centrifugeret fra mycel. Bundfaldet blev
Kkastet bort. : |

Dén opridede ekstrakt blev i 60 minutter opvarmet til 60°C, afkglet til

10°C og centrifugeret fra denatureret protein,

Den overliggende veske fra opvarmningen blev mzttet med ammoniumsulfat
indtil 352 M ogudfzldet glycerokinase centrifugeret fra, Den inaktive
overliggende veske blev kastet bort. I bundfaldet blev glycerokinasen
optaget med 0,05 M kaliumphosphatpuffer, pH 7,6, 1072 i glycerol og

lO'3 M EDTA og ved 0°C dialyseret i ialt 14 timer mod den samue puffer,

B. Isoléring af glycerokinase ifglge opfindelsen under anvendelse af
polyethylenimin.

60 ¢ tgrret mycel blev ekstraheret som beskrevet under A., fortyndet og

o

centrifugeret.

Den klare ekstrakt blev behandlet med 0,3 vol% af en 10 %ig PEI-oplgs-
ning (molvagt 30.000-60.000) ved pH-verdi 7,0-7,5. Efter ca. 30
minutters'omrﬁring forblev glycerokinaseaktiviteten 1 den klart cen-

trifugerede overliggende vaske.

1 del overliggende vaske blev nu fortyndet med 1 del kold 1072 i gly=
cerol og 1073 M EDTA-oplgsning. Derpd blev der tilsat 2,75 vol% af
den ovennzvnte 10 %ig PEI-oplgsning ved en pH-verdi pa 7,0-7,5. Den
overliggende vaske blev centrifugeret fra og kastet bort. Bundfaldet
blev ekstraheret med 0,05 M kaliumphosphatpuffer, pH-verdi 7,0, og
centrifugeret. Dat afcentrifugerede bundfald blev kastet bort., I den
overliggende vaeske blev glyceroxinasen ndfzldet med ammoniumsulfat til
3,2 M. Bundfaldet blev koncentreret optaget i 0,05 M kaliumphosphat=
puffer, pH 7,0, 1072 glycerol og 10~3 EDTA og dialyseret i 14 timer
ved 0°C mod den samme puffer.
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Den fglgende tabel 6 viser udbytterne opndet ved hjelp af den kendte
metode og fremgangsmiden ifglge opfindelsen og viser klart det over-
legne udbytte og den overlegne rensning, som opnds ved at arbejde 1
overensstemmelse med opfindelsen., Ifglge opfindelsen fa&s séledes ved
57 % udbytte en mere end 12 dobbelt berigelse, medens den kendte frem-
gangsmide ved 22 % udbytte kun giver 4,5 gange berigelse.
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Eksempel 7.

Diaphorase af svinehjerte.

Efter findeling af 1 kg frosset svinehjerte, udpresning af kgdpasta,
ekstraktion af den faste rest, varmebehandling af den séledes opniéde
ekstrakt, ammoniumsulfatfraktionering til 3,2 M og dialyse fds en,
beregnet pi proteinet, vidtgdende beriget diaphorase, som dog endnu
indeholder betydelige mmngder fglgestoffer, Som ikke kan pdvises som
protein. Til fjernelse af disse fglgestoffer gennemfgres polyethy=
lenimintrinnet. :

Dialysatet fortyndes med 0,01 M kaliumphosphatpuffer, pH 7,0 1 for-
noldet 1:1. Derpd tilsettes 0,5 vol% af en 10 %ig PEI-oplgsning
(molvegt 1800, pH-vardi indstillet p& 7,0 med 2 N natriumhydroxid),
hvorved fglgestofferne félder ud, Det inaktive bundfald centrifuge-
res fra og diaphorasen i den overliggende véske fryses og lyophilise-
res. :

Tabel 7 viser de opndede verdier vedrgrende udbytte og befigelse.

Tabel 7,
Oparbejdning Specifik aktivitet Aktivitet 1  Udbytte
i enheder/ mg pro- enheder/mg
tein lyophilisat
1. Bundfald 3,2 M
ammoniumsulfat 0,70 - 100
2, Dialyse 0,86 0,384 97

3. Overliggende
veske efter PEI-
feldning 0,9 0,657 91
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Patentkrav.

1. Fremgangsméde til rensning og fraktionering af vandoplsgste,
fortrinsvis enzymatisk aktive proteiner, k e n detegnet
ved, at proteinoplegsningen tilsettes en vandoplgselig polyethy=

lenimin med den almene formel .

{CH2 - CH, - NH}
- n

hvori n har en verdi, som svaréf til en gennemsnitlig mblekyIV$gt
mellem 600 og 100.000, i en til fraktionering og fraskilning af
fo;ureninger tilstrekkelig mzngde.

2.7 Fremgéngsméde ifplge krav 1, k end e t egne t ved, at
polyethyleniminen tilsmttes i form af en fortyndet vandig oples-
ning.

3, Fremgangsmdde ifelge krav 1 eller 2, kend e tegnet

ved, at der arbejdes ved en pH-vaerdi mellem 5,0 og 9,0.

Fremdragne publikationer:
US patent nr. 3259569.
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