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(54) Lagerfihige Cholesterinoxidasepraparation

(57) Die vorliegende Erfindung betrifft eine lagerfdhige, wéBrige
Cholesterinoxidaseprédparation mit einem Gehalt an Puffer und an
Stabilisierungsmittel. Sie zeichnet sich dadurch aus, daB sie pro
Liter 2 bis 3,5 Mol NaCl oder KCl als Stabilisierungsmittel enth&lt.
Aus dem Stand der Technik ist bekannt, daf die Stabilit#dt von
Cholesterinoxidase in Ammoniumsulfatldsung zu Beanstandungen Anla8
gibt. Bereits bei einer Konzentration von 1M treten gelegentl;ch
grobflockige fettige Ausfdllungen des Enzyms auf, die zwar immer noch
enzymatisch aktiv sind, jedoch die Dosierung bei der Abfiillung
beeintrdchtigen. Uberraschenderweise wurde nunmehr gefunden, daB8 diese
Schwierigkeit beseitigt werden kann und einerseits Ausfdllungen vollig
- zu vermeiden sind und andererseits eine {iberlegene Stabilisierung
erzielt wird, wenn man als Stabilisierungsmittel Natriumchlorid oder
Kaliumchlorid in einer Konzentration zwischen 2,0 und 3,5 M anwendet.
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Anwendungseebiet der Erfindung

Die Erfindung betrifft eine lagerfihige, wiBrige Cholesterin-
oxidasepriparation mit einem Gehalt an Puffer und an Stabili--
gsierungsmittel,

Charskteristik der bekannten technischen Ldsungen

Die engymatische Aktivitdt eines Proteins wird von der rium-
lichen Arordnung der Aminossurereste in seinen'Polypepﬁidketm
ten bestimmte. Diese "Konformation" wird in w&Briger Losung
durch die Anwesenheit von elekirisch geladenen oder ungelaw
denen anorganischen wie organischen Molekiilen beeinfluBts In-
folgedessen sind Bnzyme in der Regel in wiBriger LUsung sehr
empfindlich und erleiden leicht einen Aktivitdtsverlust.
WiBrige Pnzympriparationen miissen daher stabilisiert werden.

Hinsichtlich der Wirkung von niedermolekularen anorganischen
Salzen ist bekannt, daB deren anionische wie kationische Kom-
ponenten entweder mehr stabilisierend oder mehr denaturierend
auf die Konformation des Enzyms einwirken kdnnen. Derartige

- Anionen und Kationen sind hinsichtlich dieser Wirkung in der
sogenannten Hoffmeister=reihe klassifizlert ("Structure and
Stability of biological Macromolecules" von Timasheff und
Fasman, Verlag Mercel Dekker, Inc. New York,'1969, Seite 427).
Nach der Hoffmeister-reilie sind Anionen und Kationen jewelils
unabhéngig'voneinander entweder mehr stabilisierend oder mehr
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denaturierend wirksam. An der Spitze der. Stabilisierungswir-
kung stehen dabei das Sulfatanion und quartdre Ammoniumionen,
gefolgt von Ammoniumion., Es ist daher leicht erklirlich, daB
die iiberwiegende Zshl der handelsiiblichen Enzympriparate alg
Stabilisierungsmittel Ammoniumsulfat enth&lt, allein oder ge~
gebenenfalls mit zusstzlichen spezifischen Stabilisierungs= -
mitteln. Auch die Cholesterinoxidase ist ih handelsiiblicher
wiBriger Losung bisher mit Ammoniumsulfat stabilisiert wor-
dene

"Es hat sich jedoch gezeigt, daB die Stabilitdt von Chole-
sterinoxidase in Ammoniuﬁsulfatlﬁsung zu Beanstandungen An-
1aB gibt. Die beste Stabilisierungswirkung wurde bei etwa

1 M Ammoniumsulfat erzielt und nimmt bei hGherer Ammoniume
sulfatkonzentration ab. Bereits bei einer Konzentraulon
von 1 M treten jedoch gelegentlich grobflockige fettige
Ausfdllungen des Enzyms auf, die zwar immer noch enzyma=
tisch aktiv sind, jedoch die Dosierung bei der Abfiillung
beeintréchtigen.

7iel der Erfindung

ﬁberraschenderwelse wurde nunmehr gefunden, da8 dlese Schwie-
rigkeit beseitigt werden kann und einerseits Ausfdllungen
v51llig zu vermeiden sind und andererseits eine uberleuene
Stabilisierung erzielt wird, wenn man als Stablllslerungs~
‘mittel Natriumchlorid oder Kaliumchlorid in einer Konzentra=
$ion zwischen 2,0 und 3,5 M snwendet.

Darlesung des Wesens der Erfindung

Der Brfindung 1le~t die Aufgabe zugrunde, eine lagerfdhige;
widBrige Cholegterinoxidaseprdparation zur Verfiigung zu stel-

lene
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Gegenstand der Erfindung ist daher eine lagerféhige wiBrige
Cholesterinoxidasepréparation mit einem Gehalt an Puffer und .
an Séabilisierungsmittel, die dadurch gekennzéiChnet ist, daB
gie pro Liter 2 bis 3,5 Mole oder KCl als Stabilisierungsmit-
tel enthdlt. Vorzugsweise enthdli sie ¥aCl in einer Konzen-
tration zwischen 2,5 und 3,2 M, :

Die liberlegene Stabilisierungswirkung der genannten Salze
war nicht zu erwarten, da nach der Hoffmeister-reihe Kalium
und Nairium betrichtlich weniger stabilisieren, d.h. stirker
inaktivieren als Ammonium und auch Chlorid erheblich st&rker
inaktiviert als Sulfet. Hinzu kommt noch, da8 bekanatlich
Flavinenzyme, zu denen auch die Cholesterinoxidase géhﬁrt,
durch Alkalichloride bei hoherer Konzentration inaktivieri
werden (Theorell, in Acta Chem. Scand. 3, 1954, S. 1649) .

Unter den vorstehend angegebenen Bedingungen liegt gute Sta-
bilitst bei pH-Werten zwischen 4,5 und 3,5 v r. Vorzugsweise
besitzt die erfindungsgemife Cholesterinoxidasepréparation
einen pH-Wert zwiechen 5,0 und 6,5 Die Puffermolaritdt liegt
im allgemeinen zwischen 0,01 M und 0,2 N bevorzugt wird der
Bereich von 0,01 M big 0,1 I

Als Puffersubstanzen kbnnen alle im oben angegebehen Bereich
puffernden Salze verwendet werden, beispielsweise Kaliumphos=
phatpuffer, Natriumphosphatpuffer, Ksliumphosphat/Zitronen=
eéurempufferg Natriumacetatpulffer uswe.

Man hat zwar in Binzelf#llen bereits Enzyme in Alkalichlorid-
18sungen gelegert. Hierfilr waren jedoch Verfahrensgriinde mal-
gebend, beisplelsweise die bessere Krigtallisierfghigkeit von
Papain in Natriumehlorid; verglichen mit Ammoniumchlorid oder
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- dle Reinigung der Lectine durch Chromatographie. 1n Natrium-
chloridldsungen, so daB man eine verschlechterte Stabilitdt
in Kauf nehmen konnte, Fir Flavxnﬂnzyme war. jedoch eine der-
artige Lagerungsform nicht bekennt, da sie zur Abspaltung
der prostetischen Gruppe bel sauren pH~Werten fiihrt.

Ausfithrungsbeigviele

Die ﬁberlegene Lazerungsstabilitédt der erfindungsgemifien Cho-
lesterinoxidasepriparate gegeniiber mit Ammoniumsulfat stabi-
| lisierten Cholesterinoxidasepriaparaten ergibt sich aus fol=-
genden Versuchen:

Eine Charge Cholesterinoxidase mit einem Gehalt von 450 U/ml
Enzym in 0,05 M Kaliumphosphatpuffer, pH 6, wurde auf die
in der nachstehenden Tabelle aufgefihrie Salzkonzentration
eingestellt und 4 Wochen bel 4°C bzw, + 35°C gehalten. Die
nach Ablauf dieser Zeit festgestellte Restaktivital zelgt |

. nachstehende Tabelle (2-Wochenwerte in Klamme;n).

TABELLE I

BelPstunwstemneratur Art und Konzentration der Zusitze

111 AS 3 M NaCl 3 M KCL
o (100%) 100% (96%) 96%  (100%) 100%
+ 4 triih blank plank
+ 33% (86%) 55% (88%) 88%  (91%) 87%
| ‘tridb . blenk  blank

AS = Ammoniumsulfat
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Die tiberlegene Stabilisation gemdf Erfindung wird unabhéngig
von der;Enzymkonzentration und von der EnZymcharge (einzelne
Ansatzchargen unterscheiden sich vielfach in ihrer Stabili-
t4%) erhalten und ist noch stérker ausgeprédgt, wenn nicht
mit 1 M Ammoniumsulfat, sondern mit 3 M Ammoniumsulfat-
16sung verglichen wirde '

Es wurden zwei verschiedene Enzymchargen auf eine Konzentra-
tion von 300 U/ul bzw. 30 U/ml mit dem oben angegebenen Pufl~
fer eingestellt und dann wie oben beschrieben 4 Wochen auf
35°¢C géhalten, Nachstehende Tabelle gibtAdie nach 4 Wochen
gemessenen Restaktivitéten an. In Klammern sind die 2~Wo=
chenwerte angegeben.

TABELLE 1T

Cherge Enzymkonzentration 1 I AS 3 W AS 3 H Hall
300 U/ml (73%) 58% (100%) 92%
1 | | _
30 U/ul C(77%) 67% (68%) 49% (100%) 967
2 300 U/ml (73%) 68% ' (100%) 88%
30 U/ml (55%) 55% (87%) 33% (100%) 88%

Um zu zeigen, daB die Uberlegene Stabilisierung gemif Erfin-
dung auf einen bestimmten Konzentrationsbereich beschrinkt
ist, wurde bel einer Ehzymoharge mit einer Konzentratlon von
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30 U/ml der oben beschriebene Alterungstest bel 4°C bzw.
3590 4 Wochen (2 Wochen) mit zwel verschiedenen Ammoniumsul-
fat- und vier verschiedenen Natriumehlorid-konzentrationen.
durchgefilhrt. Die Ergebnisse zeigt Tabelle III.

TABELLE II1

Temp,  Ammoniumsulfat Netriumehlorid
1M . 32M 2N 3 M 4N 5M

+ 4% (95%)100% (1008)90% (725)95% (64%)95% (76%)80%(100%)80%
+ 350C (72%) 45% (61%) 45% (88%)71% (88%)TT% (26%)40%( 16%) O
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Erfindungsanspruch

Lagérféhige, wéBfige Cholesterindxidaseprépafation
mit einem Gehalt an Puffer und an Stabilisierungsmittel,
gekennzeichnet dadurch, daB sie pro Liter 2 bis 3,5 Mole

¥all.oder KC1 als Stabilisierungsmittel enthdlte

Priparation nach Punkt 1, gekennzeichnet dadurch, dal
sie pro Liter 2,5 bis 3,2 Mole NaCl enthdlts

Priparation nach Punkt 1 oder 2, gekennzeichnet dadurch,
daB sie einen pH-Wert zwischen 4,5 und 8,5 aufweist.

Priparation nach Punkt 3, gekennzeichnet dadurch, daB
sie einen pH-Wert zwischen 5 und 6,5 aufweist,

Priperation nach einem der vorhergehenden Punkte, gekenne
zeichnet dadurch, daB sie eine Puffersalzkonzentration
von 0,01 bis 0,5 M aufweiste ‘
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