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1

Vynalez se tyka zplsobu ¢&i§téni enzymu L-asparaginazy s protinadorovou uéinnosti. Tento enzym zvany
téz L-asparaginamidohydroldza, produkovany pfi submerzni kultivaci nékterych bakterii, .zejmeéna
Escherichia coli, nabyl novéji na vyznamu pro svou terapeutickou Géinnost pfi nékterych forméch lidské
leukemie, napf. pfi akutni lymfoblastické leukemii.

Aktivita tohoto enzymu je uréena mezinarodni jednotkou (IU), coz je takové mnoZstvi enzymu, které
uvolni 1 umot NH,* hydrolyzou L-asparaginu za 1 minutu za optimalnich podminek, hodnoty pH a teploty.
1 mg nejéist§iho, nékolikrat krystalovaného enzymu vykazuje aktivitu az 300 1U.

Cisténi L-asparagindzy, kterd pti mikrobialni kultivaci z(istdvd vézana na obsah burfky a musi byt
uvolfiovana destrukci buné&éné stény, zahrnuje fadu technologickych stupnt, které jsou obtizné
a nakladné a poskytuji jen velmi nizké vytézky enzymu. Znamé postupy pracuji pomoci frakéniho srazeni
bud siranem amonnym nebo organickymi rozpoustédly (US pat. spis ¢. 3 440 042, francouzsky pat. spis ¢.
2 010 927) a vedou k preparatam o enzymové aktivité nejvyse 50 IlU/mg bilkovin. Proto je tfeba ziskané
preparaty dale &istit od privodnich cizorodych bilkovin, nejéastéji chromatografii na rozliénych
adsorbenciich (A. Arens se sp., Z. Physiol. Chem. 351, 197, 1970) nebo tepelnou denaturaci (DOS
1916 723, 1 927 517, francouzsky pat. spis é. 2 010 963).

Bylo zjisténo, Ze Ize L-asparagindzu s protinadorovou téinnosti podstatné zbavit pdvodnich cizorodych
protein( a endotoxinu, postupuje-li se zpisobem podle vynalezu, jehoZ podstata spodiva vtom, Ze se na
surovy nebo ¢astecné predcistény enzym, ziskany z desintegrovanych bunék produkéniho mikroorganis-
mu pusobi ve vodném prostiedi s hodnotou pH 3,9 aZ 5,5, s vyhodou 4,2 aZ 4,5, kyselinou
polymethakrylovou s priimérnou molekulovou vahou 10000 az 30 000, s vyhodou 15 000 az 20 000,
vyloutené balasty se oddéli a z ¢&irého roztoku se izoluje vycistény enzym, napiiklad sraZzenim
ethanolem.

Za uvedenych podminek odstrani kyselina polymethakrylova zcela selektivné cizorodé vysokomoleku-
larni pFimési z roztoku, pficemz zlistdvd enzym zcela nedotéen. Karboxylové polykyseliny, napfiiklad
kyselina polyakrylova nebo polymethakrylova byly jiz vyuzity pro selektivni izolaci nékterych bézickych
antibiotik, napfiklad streptomycinu (&s. pat. spis ¢. 84779), av8ak pro selektivni ¢isténi L-asparaginazy
nebylo pouZiti téchto latek dosud popsano ani v patentové ani v odborné literatute.
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Po oddéleni vysrazenych podili se vygistény enzym ziska z roztoku v pevné formé bud lyofilizaci nebo
srazenim pfidavkem organického, s vodou misitelného rozpoustédla, nejéastsji ethanolu. Ziska se tak j2
velmi ¢ista substance L-asparaginazy, vhodna k finalIni operaci — krystalizaci.

Podrobnosti zpGsobu podle vynélezu vyplyvaji z nasledujicich ptikladt provedeni.

Ptiklad provedeni

Priklad 1

50,0 g izolované surové L-asparaginazy EC-2 o tG¢innosti 36 IU/mg bilkovin, ziskané po kultivaci kmene
Escherichia coli uvoln&nim do vodného prostiedi z mechanicky desintegrovanych oddélenych bunék
a vysrazenim dvojnasobnym objemem ethanolu, se rozpusti ve 350 ml destilované vody. K roztoku se
pfida 40 ml 15 % roztoku draselné soli kyseliny polymethakrylové o primérné molekulové hmotnosti
20 000. Za michani se upravi pH smési na hodnotu 4,2 pfisadou asi 41 ml 10 % kyseliny octové. Po
oddéleni vysrazenych doprovodnych vysokomolekularnich latek se z &irého roztoku vysrazi enzym
1,5nasobnym objemem ethanolu, oddéli, promyje ethanolem a vysusi. Vytézek 8,5 g bilého prasku
s Uc€innosti 151 IU/mg bilkovin, coZ odpovida vytézku 70 %.

Priklad 2

50,0 g surové L-asparaginazy jako v pfikladu 1, se rozpusti ve 300 ml destilované vody, pfida se 30 ml
11 % vodného roztoku kyseliny polymethakrylové o primérné molekulové hmotnosti 15 000. Reakéni
smés se okyseli kyselinou octovou na pH 4,5. Po oddéleni vysraZzenych priivodnich latek se ziska enzym
lyofilizaci ¢irého supernatantu ve formé bilého pragku s G&innosti 130 IU/mg bilkovin, coz odpovida
vytézku 75 %.

PREDMET VYNALEZU

Zpusob &isténi enzymu L-asparaginazy s protinddorovou Géinnosti, vyznagujici se tim, 2e se na surovy
nebo caste¢né pfedCistény enzym, ziskany z desintegrovanych bunék produkéniho mikroorganismu,
pusobi ve vodném prostfedi s hodnotou pH 3,9 az 5,5 s vyhodou 4,2 a# 4,5, kyselinou polymethakrylovou
s primérnou molekulovou hmotnosti 10 000 az 30 000, s vyhodou 15 000 aZ 20 000, vyloudené balasty se

oddéli a z Cirého roztoku se izoluje vycistény enzym, napfiklad srazenim ethanolem.
»
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