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Fremgangsmate til selektiv anrikning og rensning av

L-asparaginase og spe51elt til fremstllllng av
krystalllnsk L-asparaginase.

L-asparaginase er kjent i form av et mer eller mindre
rdtt enzympreparat. Det ble ekstraherf og anriket etter fénliée
metoder -fra enzymkjemien fra dyriske ellér.plantématefiélér. Enzymet
spalter amidbindingen i L-asparagin, idet det oppstér L-asparaginsyre
og ammoniakk. - Man kan bestemme ammoniakken kolorimetrisk med Nesslers
reagens og har derved en mélemetode for L- asparaglnase (Cancer
Research 26, 2213-17 (1966)).

o Da L-asparaginase-enheten enni ikke'er'blitf;definert
helt overensstemmende, skal den her fastlegges pa f¢lgende mate:

En enhet (mlnuttenhet) L- asparaglnase er den mengde som
ved 37 °c og-ved pH 7,2 i 1gpet av 1 minutt avspalter l/u mol ammonl-
akk fra L-asparagin. Sav1dt det fremgar av lltteraturen er det
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hittil beskrevet L-asparaginase-prepafater som maksimalt inneholder
ca. 33 enheter/mg (Biochemistry 6, 721 (1967)).

Fremstillingen har foregdtt bl.a. fra E. Coli-celler,
hvorav man frigjorde enzymet ved behandling med ultralyd og pratielt
mettet den r& opplgsning med ammoniumsulfat. Herzedfutsaltés'en-A
zymet . og kan, deretter videreéhrikes ved hjelp av i enzyﬁkjemien‘vanlig
sgylekromatografi.’ L—aspafaginase har étter injeksjon en virkning
mot slike svulster som for sin. vekst krever L-asparagin. Det an-
vendes i stigende grad klinisk uten at det hittil var nmulig & stille
de hertil ngdvendige mengder til disposisjon (Proc. N.A.S. 56,

1516-19 (1966)). Det har fatt stor betydnlng t11 bekJempelse av
malign vekst i medisinen. Co

Fra britisk patenﬁ nr. 1.006.258 er aet kjentvéb-man
kan utfelle proteiner fraksjonert ved_hjelp av polyetylenglykolopp-
lgsninger. o o ‘ “ - -

Overraskende ved‘fremgangsmépen if¢1ge'Qppfinnelsen er
det faktum at ved hjelp -av en %o'gangers utfelling év réésparaginase
med po1yetylenglykolopp1¢sn1nger utfelles L- asparaglnasen selektivt
og sluttproduktet fies i 1nJlserbar form ogtiemange andre (ca. 1000)
enzymer som inneholdes i en E.coli-celle medutfelles ikke. o

Oppfinnelsen vedr¢rer'éltsé en frémgangsméte til selek-
tiv anrikning og til rensning av.L-aspafaginase og spesielt til frem-
stilling av krystallinsk L—asparaginasé, idet fremgangsmiten er
karakterisert ved at man, fortrinnsvis etter adskillelse av pyrogenef,
blander rd vandige opplgsninger av L-asparaginase, eventuelt etter
tilsetning av et vénnopp1¢selig amid, fortrinnsvis urinstoff, med
polyetylenglykol av molekylvekt 1000-6000 og fraskiller den dannede
L-asparaginaseholdige utfelling, eventuelt vidererenser og bringer
L- asparaglnasen til krystallisasjon.

Hv1s man bare frembringer utfellinger i de rd vandige
L-asparaginaseoppl@gsninger med polyetylenglykol og spalter disse
etter i og for seg kjente metoder, gdr man ved fremgangsmiten ifglge
oppfinnelsen frem séledes at man blander de ré ehzymopp1¢sningerisom
inneholder 1-30, fortrinnsvis 1-10% L-asparaginase, med vandige opp-
l¢sninger av polyetylenglykol. Herved ligger utfellingsoppldsningens
optimale konsentrasjon ved U40-60% etylenglykol det kan 1m1d1ert1d
ogsé anvendes oppl¢sn1nger av vesentllg lavere konsentrasgon. Den
optimale molekylvekt av den ‘anvendte polyetylenglykol ligger mellom
1000 og 6000 : : : .
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‘De nevnte vandlge polyetylenglykolopp1¢snlnger t11~:
settes tll en sluttkonsentraSJon p& 15-40%, fortrlnnsv1s 18 -30%
fpolyetylenglykol. Det sedlment som danner seg slyngerAman av,t11 den
“overstdende klare opp1¢sn1ng setter man ytterllgere polyetylenglykol-
-opp1¢sn1ng, slynger 1g3en av og ggentar denne prosess sd - ofte som
¢nske11g. Noen av dlsse ved denne fraksgonerlng dannede utfelllnger
1nneholder overveiende biologisk: aktivt materlale ved siden av
mindre mengder 1nerte protelner Utfelllngenes rensnlng for ved-'
hengende polyetylenglykol kan forega séledes at man opp1¢ser dem i
vann, befrir’ opp1¢sn1ngen for uoppl¢se11ge bestanddeler og utfeller '
med et overskudd aceton. ‘Herved utfnokkes L- asparaglnase, mens poly—
etylenglykol forblir i opplgsning. Det er ogsi mullg 4 utfelle med
andre opp1¢sn1ngsm1d1er som f.eks. med lavere alkoholer. P8 den annen
side kan man fra opplgsningen av utfellingen ekstrahere polyetylen—'
glykolen med slike oppl¢sn1ngsm1dler som 1kke denaturerer enzymet og
som ikke er blandbare med vann, f.eks. med d11sopropyleter Videre
er det mulig fra ‘den opplgste utfelllng

-3

fJerne polyetylenglykolen

ved dlalyse og utvinne enzymet ved fryset¢fkn1ng av den ikke dialy-.

serbare del. Det er ogsé mullg 4 tdrke utfelllngen og dereﬂer é

ekstrahere med aceton eller andre opp1¢sn1ngsm1dler '

Hen51ktsme551g utfgrer man disse operaSJohér ved en
temperatur som kan ligge mellom O og'+uooc. " Enzymets utfelling fra
de vandige opplgsninger er uaﬁhengigAav pH-verdien. Man arbeider
hensiktsmessig i pH-omr&der mellom 4 og 10.

Av en amerlkansk arbeidsgruppe ble det i &ret 1967 om-
talt en fremgangsmidte til delvis fraKSJonerlng av serum resp plasma
med polyetylenglykol (Fed Proc. 1967, side 3218). '

Den selektlve utfelllng av et bestemt'enzym som f.eks.
av L-asparaginase med polyetylenglykolopp1¢snlnger er hittil imidler-
tld uten analogl i enzymkgemlen. ' '

’ ‘Fordelen ved den nye fremgangsmate i forhold til dex

‘hittil kjente metoder, f.eks. den kjente utfelllng med ammonlumsul-

fat, til anrikning av L-asparaginase er & se i fglgende punkter:

1. Man kan praktisk talt anvende ¢nske11ge mengder ré- asparaglnase
uten derved & nedsette utbyttene ‘

2. Man arbeider, i meget konsentrerte vandlge oppl¢sn1nger Derved
‘kan enzymet lett utvinnes ved felllng med oppl¢sn1ngsm1d1er eller
‘ved’ fryset¢rkn1ng i anrlket form.

3. Man kan lett fJerne overskytende polyetylenglykol med oppl¢s-
nlngsmldler. :
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L Fremgangsmaten er et. vesentllg trlnn pa velen mot utv1nn1ng av
4 krystalllsert asparaglnase

De omtalte metoder f¢rer ito utfelllngstrlnn fra ra—
asparaglnasen med ca. 3 tll H E/mg stoff til produkter av en renhets-
grad pa 70 til 80 E/mg stoff. ,

For den kllnlske anvendelse av L asparaglnase er det
ngdvendig & tlln&rme den i prak31s oppnaellge renhetsgrad tll den
maksimale verdi, 1det fremgangsmaten til é oppna dette m&l ma v&re
overf¢rbar til teknlske dlmenSJoner.. ,

Det ble ni v1dere funnet at man kan vesentllg forbedre
polyetylenglykolutfelllngens selekt1v1tet, nar man til L- asparagl—
naseopplgsningen fgr utfellingen setter urlnstoff eller andre amider
som spalter hydrogenbrodannelser

) Fra disse opp1¢sn1nger utfelles L- asparaglnasen f¢rst
ved relativt hgye konsentrasgoner pd ca. 150 til 200 g polyetylen-
glykol/llter opp1¢sn1ng, mens . inerte proteiner og andre forurens-
ninger utfelles ved meget 1avere, nemlig ved de samme konsentrasjoner

som ved utfelling av urlnstoffrl oppl¢sn1ng v

Hensiktsmessig utf¢rer man disse- operasgoner ved en
témperatur som kan ligge mellom -4 og +40 C. Enzymets utfelling fra
de vandige opp1¢sn1nger er i pH omradet fra 6 tll 10 uavhenglg av
pH-verdien. ‘ . ]
Det i1 sedimentet fra polyetylenglykolutfellingen gien-
blivende urinstoff kan f.eks. fjernes ved sedimentets opptak i vann
og etterfglgende fornyet polyetylenglykolutfelllng.

Istedenfor urinstoff kan det ogsi anvendes andre amlder
som oppl¢ser,hydrogenbrodannelser,,f.eks.,guanldln, formamid, acet-
amid og andre vannopﬁ1¢selige amider; Den deéggregerende virkning av
urinstoff og andre amider pd proteiner omtales p& mange steder (f.eks.
J.Biol.Chem. 123, 1938, side 543) ' ,

Fordelen ved det. nevnte ekstra fremgangsmatetrlnn bestar
i f¢1gende punkter .

1. Man kommer med to utfelllngstrlnn tll en renhetsgrad for L--

' asparaglnase som ikke var mulig tidligere i teknlsk malestokk.

2. Ved den oppl¢sn1ngsform1d1ende egenskap av f.eks. urlnstoff kan
det arbeldes i hgyere konsentrerte vandlge L- asparag1naseoppl¢s-
ninger, hvorved den teknlske fremgangsmate bllr betraktellg
enklere. ' ,

3. Resultatene av en polyetylenglykolutfelllng blir bedre reprodu-
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. éerbare i nerver av f.eks. urinstoff tross vekslende bééﬁafféﬁ4

, - het av réasparaginasen. S

by, 'Fremgangsmaten er et meget vesentllg blnn pa velen mot utv1nn1ng

) av. krystalllsert asparaglnase.. Det lykkes med de- dertll vanllge

- metoder fra protelnkgemlen, f. eks ved utfelllng med Mgsou,
(NHu) SOM’ aceton osv. & brlnge enzymet til krystalllserlng.

‘ Vldere er det na blltt funnet ‘at man ytterllgere kan
forbedre L- asparaglnasens renhet, nidr man underkaster det ved hJelp
av polyetylenglykolutfelllng til en akt1v1tet fra 100 til 150 U/mg
protein forrensede enzym for en utfelllng ved. enzymets 1soelektrlske

punkt. N ‘ . : ‘ ,

_ Ved dets isoelektriske bunkt’pé ca. pH 4,9 har enZymet_

en mindre opplgselighet enn alle gvrige i_oppl¢sﬁingen ennéltilstede-

varende proteiner. Dette fgrer tii ﬁtfnokking av'L asparaginase,

som man kan underst¢tte ved tllsetnlng av mindre mengder polyetylen-

glykol eller av vannblandbare organlske opp1¢sn1ngsm1d1er Hensikts-

messig gjennomfgrer man disse operasjoner, idet man 1nnst111er pH-
verdiénvved ca. 4,9 til 5,5 og foretar utfellingen ved lave tempera-
turer. » ‘

Fordelen ved en Sllk fremgangsmate i forhold t11 de
nevnte rene eller modlflserte polyetylenglykolmetoder ligger i det
f¢1gende

.1. Man beh¢ver ingen eller bare smé mengder av utfellingsmidlet.

2. Man kommer idet det gaes ut fra en spesifikk aktivitet av L-
asparaginasen rundt 100 til.ISO E/mg protein til en spesifikk'
aktivitet inntil 190 E/mg protein.

3. Metoden gir uﬁgangsproduktet for kryétallisering av L-asparaginase.

" Ved fremstilling av L—asparagihaserpreparatet f.eks.

av E.coli ifglge metodér som er blitt beskrevet av Campbell og med-

arbeidere (Biochemistry 6, (1967), side, 721 til 730, hvor det er

angitt ytterligeré_litteratur) medbringes pyrogener fra colicellene

i slutfproduktet v " ' : »

leeledes er det mulig at under opparbeidelsen, som for

en stor del mé forega i vandlg medlum kommer forurensninger inn i

L-asparaglnasepreparatene, som virker pyrogene . Tross mange an=

strengelser er det. hittil ikke lykkes 4 f3 pyrogenfritt L- asparagl—v

nase. Ogsé de vanllge metoder til & fJerne pbyrogener som, flltrerlng
over klareSJlkt, adsorpSJonsmetoder med hydroksylapatlt, alumlnlum- )
hydroksyd 5111kater, v1dere med kunstharpikser, fgrte 1kke ti1 resul-
tat. JSeLv g?omatograflhpa dekstrangeler uten ioniserte grupper
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eller pa dletylamlnoetyl cellulose 1f¢lge Campbell var resultat1¢se

. Det er na blltt funnet at man kan fgerne pyrogenene
fra rae L—asparaglnasepreparater ved hJelp av dletylamlnoetyl-'
dekstrangeler (DEAE- dekstrangel), idet man oppl¢ser enzymet i puffere
av lav 1onestyrke, har den sdledes dannede opplgsning enten etter
den kromatografiske metodlkk p& en sgyle av det svellede og med
samme puffer ekvilibrerte dekstrangel og frakSJonerer L- asparaglnasen
gJennom ¢kende saltkonsentraSJon og eluerer, eller blander den med
dekstrangel, filtrerer eller sentrlfugerer sdspenSJonen og eluerer
det pé& gelen bundne enzym med egnede puffere av hgyere saltkonsentra-
sgon. ' ) :
' Ved den krematografiske.fremgangsméte'oppl¢ser man det
r3 enzympreparat i ca. 0,02 M-puffere, fortrinnsvis ammoniumacetat
eller formiat- -puffere, i deﬁ n¢ytfa1e eller lett alkéliske 6mréde;
ca. pH 7 til 8 5, idet den dannede oppl@gsning ikke b¢r vare for kon-
sentrert. Fortrinnsvis anvendes 1- til 2%-ige oppl¢sn1nger av enzym.

» Dekstrangelen svelles pad forh3nd i samme puffer og
ekvilibreres ved flere gangers veksling av pufferen Det fylles
derps i kromatografls¢yle, 1det forholdet mellom diameter og laghgyde
utgjgr 1 : 3 £il 1 : 30.° Enzymoppl¢sn1ngen has’ pa s¢ylen 1det
gjennomlgpshastigheten utgjgr 2 til Q ml/time og pr. cm2 tverrsnitt
av sgylen. Elueringen gjénnbmf¢fes med stigende Séltinnhdld av
pufferen, best med en linear gradient; det er imidlertid likeledes
mulig trinnvis & g¢gke eluefingsmidlets konsentrasjon Eniymet elueres
med acetatloner ved konsentrasgoner pa 0 ,08 M og h¢yere

' Rensnlngen lar seg ogsd gjennomfgre i batch- fremgangs-

méte, idet man har enzymoppl¢an1ngen til den svellede DEAE~-dekstran-
gel og innstiller pH pd 7,5. Enzymet absorberes herved av gelen og
kan etter grundig utvaskning av gelen elueres pé en nutSJ eller ved
hjelp av en sentrifuge med saltopplgsninger av egnet konsentrésjen.
Fordelen ved denne fremgangsmite i forhold til- s¢ylefremgangsmaten
er at man kan arbelde enklere med st¢rre mengder. Ulempen bestdr 1
en mindre eksakt mulig adsklllelse fra f¢lgestoffer og den for elusjon
n¢dvend1ge st¢rre vaeskemengde. )

Isoleringen av L-asparaglnase fra opp1¢sn1ngen i fast
form kan forega etter kJente metoder, som f. eks fryset¢rkn1ng,
eventuelt etter dlalyse og ved utfelllng med polyetylenglykol eller -
‘.aceton. - L : o ~A
TVVed dehne’fréméanésméten fér'mah'idet deﬁvgéesgdt'fra-” 
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'preparater med ca. 20 t11 100 E/mg, renpreparat med 180 t11 220 Elmg
protein, som er fri for pyrogene f¢1gestoffer._ Disse preparater
er egnet tll anvendelse i kgemoterapleni> .

- En ytterllgere metode £il en sterk befrlelse av L -aspara-
glnase for.. pyrogener bestar i at man oppvarmer enzymoppl¢sn1ngen for-
trinnsvis i en konsentraSJon pd 0 5 - 15%, 1 narvar av en aminosyre,‘
fortrinnsvis gly01n, ved en pH- verd1 mellom 7 0 og 9,2, fortrinnsvis
mellom 8 og 9 ved 40 til 61 c, befrir opp1¢sn1ngen for utfelte fglge-
stoffer og deretter gijennomfgrer en utfelling ved pH 4 5 tll 5,5 med
polyetylenglykolopplgsning.

o For gjennomf¢ring av fremgangsméten settes det til de
0,5 - 15%-ige obpl¢sninger av'L-asparaginése.en aminosyre, fortrinns-
vis glycin, 1 mengder fra 1 til 10% ved temperaturef_fré -10 til
+65°C 'Denne oppl¢snings Ph-verdi inntilles til 8 til 9. Hensikts-
messig holédes opp1¢sn1ngen deretter ved +50 cCi1l+til1 5 dager Den.
overstaende oppl¢sn1ng 1nnst111es pé pH 5,2 og felles med polyety-
lenglykol. .Det séledés dannede materiale bestdr av anriket, pyro-
genfri resp. pyrogenfattig L-asparaginase.

A Denne fremgangsmaten byr pa f¢1gende fordeler

1. Pyrogenene lar seg fJerne bedre enn etter de tldllgere kJente

metoder.
2. Samtldlg med pyrogenenes fJernlng ¢kes betraktellg den spesifikke

akt1v1tet av enzymet L-asparaginase.

Ogsa en ytterllgere fremgangsmate tll fremstllllng av
pyrogenfri L-asparaginase nyttlggg¢r seg gly01nets stablllserlngs—
virkning. Ved denne fremgangsmite oppvarmes enzymet i nzrver av en
aminosyre, spesielt av glycih,_og en lavere alifatisk alkohol, for-
trinnsvis metanol, ved en:pH—verdi mellom 7,0 og 9,2 ved 40 til 6100,
opp1¢sningen befris for utfelte'f¢1gestoffer og déretfer gjennomfgres
en felllng Ved pH 4,5 til 5,5 med polyetylenglykoloppl¢sn1ng. En ’
tllsetnlng av 4 til 40%, fortr1nnsv1s 10% av en lavere allfatlék
alkohol fortr1nnsv1s metanol, f¢rer til en sterk denaturering av
fremmedprotelnene ‘ » ' A 7

Denne fremgangsmite byr den muilghet 4 f& fjernet inerte
f¢1geprote1ner som er Vanskellg é fraskille og som tilskrives en
hdy antigen v1rkn1ng. ' o .

For ggennomf¢ring av denne fremgaﬁgsmété blif L- asbara—.
ginasen, fortrlnnsv1s sllke som med polyetylenglykol er bragt til en
vrenhetsgrad p& ca. 160 tll 220 E/mg, innbragt i en 0 5 tll 15% 1g
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vandig b§§l¢éﬁiﬁg" Det tilsettes f. eks 10 Vblhﬁ7 métahoi’og ca.
3 Vekt% glycin. pH Verdlen innstilles til 8 til 9. Hénsiktéméégig
holdes opp1¢sn1ngen deretter Ved +50 % i 1 t11 5 dager. Den over-
staende opp1¢sn1ng 1nnst111es til pH 5,2 og utfelles med polyetylen-i
glykol Dét saledes dannede materlale bestar’ av anrlket pyrogenfrl .
resp. pyrogenfattlg L asparaglnase. ' T ’ '
- Den som utgangsmaterlale anvendte ra-L- asparaglnase
utvinnes p& f¢lgende méte: ‘

- 10%-ig malssvellevannoppl¢sning (referert til tgrrstoff)
1nnst111es med 2-n kalllut til pH 7,0, oppvarmes 20 mlnutter ved
120°¢C og klares etler aVkJ¢11ng 1 over1¢pssentr1fuge 30 liter av
denne klare malssvellevannopp1¢sn1ng fortynnes med 170 liter spring-
vann. Etter tilsetning og opplgsning av 1,20 kg natrlumlaktat
og LoO g ammoniumsulfat steriliseres den dannede nerlngsoppl¢sn1ng
i et fermenteringskar i U0 minutter ved 110 C, aka¢les deretter og

podes meéd 500 cm3

av en i 18 timer ved 30 °¢ dyrket rystekultur av
Escherichia coli ATCC 9637 i n&rlngsbulJong Fermenterlngsansatsen
luftes ved 30°C med 80 liter luft/min. ved 150 omdreininger av rgre-
verket pr. minutt. Etter en veksttid.pé 17 timer adskilles baktéri—
ene som inneholder L- asparaglnase i over1¢pssentr1fuge og resuspen—
deres i 20 llter destillert vann. ‘Inn i denne suspensgon lar man
det under omrgring renne 80 llter acetbn; édSkilIer debutfhokkede
bakterler i overl¢pssentr1fuge og resuspenderer cellemassen 1gJen i
20 liter destillert vann. Tll ekstraherlng av L- asparaglnasen fra
bakteriecellene omr¢res suspensjonen U,5 timer ved 30 °c. Under denne
tid holdes pH ved tilsetning av 1-n natronlut ved T, 5 til 7, 8. 'Ved
adskillelse av de ekstraherte bakterleceller i overlgpssentrifuge
f&r man ca., 17 liter av en klar opp1¢sn1ng, hvorfra man ved siden av
andre celleinnholdsstoffer utfeller L- asparaglnasen ved tllsetnlng av
68 liter aceton. Den dannede utfelling 1soleres, ettervaskes med '>
aceton dg't¢rkes i vakuum ved 25 til 30 °C. Den siledes dannede ra-
L-asparaginase har en enzymatisk aktivitet p& ca. 3 1/3 enheter pr.
ng. ‘ ’ o ' ‘ o

Det ééledes dannede utgangémateriale kan eventuelt fdr—
renses pi fglgende mite: A ‘ '

_ 50 g réasparégihase med en aktivitet pé 3,3 E/mg opp-
l1gses i 1000 ml m/15 trlspuffer av pH 8 5 under omrgring wed varelses-
temperatur Opplgsningen’ oppvarmes i porsgoner pa hver gang 100 ml
i vannbad i 15 minutter ved 59,5 C, idet det inntrer en sterk ut-



127626

fnoknlng av 1nakt1ve protelner mens enzymet forbllr uforandret 1 )
.opplgsning. De forenede denaturerlngsblandlnger avk3¢1es, klarsentrl-.:
rugeres ved 6000 omdr /mln.i Oppl¢sn1ngen har en spe31f1kk akt1v1tet
pa 6 10 E/mg proteln" Den betegnes her som opp1¢sn1ng A. Oppl¢s-'
ning A kan i tllknytnlng til den kJente fraksaonerlng av enzymer
fraksaoneres med .oppl@sningsmidler (Blochem. J. 48, 42 48 (1951))
med aceton, 1det L-asparaglnasen er inneholdt i utfelllngen som ut-
felles ved 1nnst1111ng av opp1¢sn1ngen pé fra 30 til 50% aceton.’
~ Man kommer pa denne mdte til preparater med ‘ca. 17 E/mg.
‘Ved fremgangsmé}en 1f¢1ge—oppf1nnelsen kan man enten
gd ut fra en rdasparaginase med ca. 7 E/mg eller fra et anriket pre-
parat. Spesielt egnet som utgangsmateriale for fraksjoneringen med
polyetylenglykol har det vist seg opplgsning A eiler den herav ved
acetonfraksjonering tilgjengelige L-asparaginase. Fraksjonerings-
grensene er ikke koﬁstante, da de avhenger av forurensningenes art.
Det er imidlertid ved et enkelt forsgk mulig 4 fastsli disse grenser.
Eksemglér: , )
Utfelling med polyetylenglykol:
Eksempel 1. . ,
1000 ml oppi¢sning A (utvunnet av 50 g r& L-asparaginase
med en aktivitet pd 4 E/mg) ble avkjglt til BOC og blandet med 500 ml
50%- 1g polyetylenglykoloppl¢sn1ng Sedimentet ble utvunnet ved
" sentrifugering. ' ' '
" Den fremkomne L-asparaginasé f&r betegnelsen "fraksjon
1". Fra den ovenst&ende oppldgsning fra fraksjon 1 (1468 ml) ble det
med 100 ml 50%-1ig polyetylenglykolopplgsning utfelt ytterligere
materiale og opparbeidet. Utfelling = fraksjon 2. Den ovenstdende
opplgsning fra fraksjon 2 (1550 ml) ble igjen blandet med 100 ml
polyetylenglykolopplgsning og opparbeidet. Utfelling = fraksjon 3.
P34 analog mite ble fraksjon 4 utvunnet. De ved denne fraksjonering
oppnéddde renhetsgrader og utbytter fremgdr av fglgende tabell:

Fraksjons~-nr. Utbytte 1 g E/mg % enheter, referert til
' anvendt rd-asparaginase
1 1,46 757 ' 6
2 2,43 35 43
3 1,40 mn . 29
y

0,64 10,4 g
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Eksempel 2.

10

100 g ri-asparaginase med 3,4 E/mg blé opplgst i 2 liter
vann og klaret ved sentrifugering. :Oppldgsningen ble med 1-n KOH
innstillet ‘pd pH'8,5 og fraksjonert med pelyetylenglykoloppl@gsning . .~
analogt eksempel 1. De derved.dannede fraksjoner-2 og 3 ble forenet.
Utbytte 12,0 g. ' ’
Enheter/mg 25,5. , :
Utbytte referert til anvendte.enheter 88% av det teoretiske.

De forenede sediménter av de to utvundne fraksjoner
2 og ‘3 ble opplgst i LOO ml vann og igjen underkastet.en fraksjo-.
nering med polyetylenglykolopplgsning. De .s8ledes dannede sedi-
menter fra ‘fraksjon 2 og 3 ble dispergert,to ganger i tgrr dypav-
kjglt aceton, sentrifugert, opplgst i vann, filtrert over et Seitz-
K3-sjikt og lyofilisert. '

Utbytte 4,40 g
Enheter/mg Cee 58
Utbytte referert til

100 g ra&-asparaginase ] CT4%

Eksempel 3. . o
5,0 g av en fra opplgsning A ved fraksjonering med
~aceton forrenset L-asparaginaée med 576 E/mg“ble 6ppl¢st i 100 ml,
vann og fraksjonert med polyetylenglykolopp1¢sning,som omtalt i
eksempel 1. De ved denne fraksjonering oppnédde renhetsgrader og
utbytter fremgdr av fglgende tabell:

Fraksjons-nr. - Utbytte i g  E/mg % enheter, referert til

" anvendt. rd-asparaghase
1 1,381 26,5, . v %8
2 0,362 -6l A 24
3 . 0,155 - -~ 21,4 : "3
4 1,00 . 6,0 .6

Tilsetning av urinstoff eller andre amider:
Eksempel 4.

5 kg ré-asparaginase (fremstilt pé den omtalte mite)
innfgres ved vzrelsestemperatur i U0 liter despiilert vann. pH-
verdien av den langsomt dannede opplgsning innstilles med ca. 1,5
liter 1-n NaOH til 8,5 til 8,9. Deretter tilsettes urinstoff til
en konsentrasjon pd ca. 3 mol/liter. Opplgsningens temperatur
synker dermed med ca. lOQC. Det omrgres ennd i 1 time og den dannede
opplgsning oppbevares ved.MOC-i 16 til 24 timer. Etter denne tid
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felles fraksjon I ved.tilsétning-av 25-t11730—1iter av en 50%-ig
polyetylenglykolopplgsning. (Molvekt 1500). Fraksjon I kasseres.
Fraksjon II felles wved tilsetning av ytterligere 15 1liter 50%-ig poly-
etylenglykolopp1¢snihg.. Fraksjon II inneholder hovedaktiviteten. Ved
_tilgétning av ytterligere 15 liter av polyetylenglykolopplgsningen
til det overstéende‘aﬁ fraksth‘iI uﬁvinnes fraksjon III, som inne-
holder ca;‘20 til 25% av den opprinnelige asparaginase-aktivitet.

A FrakéjdanI'opptas i'caaAZ,Silitér destillert,vann;
Ved tilsetning av 250 ml.av en 50%-ig polyetylehglykoloppl¢sning
utfelles fraksjon Ia,'véd.ytterligere tilsetning av 250 ml polyety-
1ehg1ykoloppl¢sning fraksjon IIa. P& samme mite utvinnes fraksjonene
IIIa og IVa. De ved denne fraksjoneping oppniddde renhetsgrader og
utbytter fremgidr av félgende tabell: :

Fraksjons-nr. Utbytte ig E/mg % av den enzymatiske
: - ' (1-minutter- .- aktivitet, referert
enheter) til anvendt ré-
. asparaginase
Ia 1,6 19,4 0,3
I1a - 8,1 100,0 8,0
IITa - 23,0 : 144,0 31,2
- IVa 16,2 . 74,0 - 11,5
Va ' © 18,9 25,0 4,6
55,6
Eksempel 5.

Det gds frem som i eksempel 4, imidlertid gkes konsen-
trasjonen av urinstoff til ca. 6 mol/liter. Den etterfglgende hen-
standstid for oppl¢gsningen utgjgr da bare 2 timer. Utbyttene er
sterkt overensstemmende med de som fremgdr av eksempel 4,

Eksempel 6. -

Det gdes frem som i eksempel 4, imidlertid tilsettes
istedenfor urinstoff guanidinhydroklorid inntil en konsentrasjon pé
ca. 2 mol/liter. Opplgsningens henstandstid utgjgr 2 timer. Ut-
bytterie tilsvarer disse fra eksempel 4.

Utfelling ved det iscelektriske punkt etter fraksjonert felling med
polyetylenglykol:
Eksempel 7.

100 g L-asparaginase med en spes. aktivitet pd ca.

3

100 E/mg protein opplgses i 1000 cm” destillert vann ved varelses-

temperatur. Under opplgsningsprosessen innstilles pH-verdien med
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1-n NaOH p& 8,5.ti1:8,9. Det deretter gjenblivende uoppl¢éelige
frasentrifugeres. i 10 min. ved 6000 omdr./min. Den klafe_over—
stédende pH-verdi bringes i isbad langsomt pd pH 7 til 6,8. Et
oljeaktig sediment som utskiller seg her frasentrifugeres i 25 .min..
ved 6000 oemdr./min. Det klare: overstfende fra denne sentrifugering
innstilles med 1-N HC1 til pH 5,3. Deretter tilsettes trinnvis
_hver gang 25 ml av.en SQ%rig,bolyetylenglykoloppl¢sning og hver
gang-frasentrifugereé i 10 min. ved 6000 omdr./min. Man fir p&
-enne mite ca. 5 til 6 fraksjoner, idet hovedaktiviteten med den .
hgyeste spes. aktivitet er inneholdt ivfrakéjon_} til 5. '
Utbytte: 60 til 70%.

Eksempel 8.

Det gles frem som i eksempel 7, imidlertid tilsetes
istedenfor polyetylenglykol kald aceton i U trinn inntil 20% av
opp1¢Sningsvéiumet.' Utbytﬁene er tilsvarende de som fremglr av
eksempel 7.

Eksempel 9. ‘ . _

Det gdes frem som i eksempel 7, imidlertid tilsettés
istedenfor polyetylenglykol etylalkohol i 5 trinn inntil 20% av bpp-
l¢sningsvolumet. Utbyttene er sammenlignbare med disse fra eksempel
7.

Eksempel 10.

100 g L-asparaginase med en spes. aktivitet pa IMO’E/mg
protein opplgses i 500 ml vann, opplgsningens pH-verdi innstilles
med 1-n NaOH til 8,5. Uopplgst gjenblivende stoff frasentrifugereé'
i 15 minutter ved 6000 omdr./min. Den klare opp1¢snings,pH-verqi
innstilles ved 4°C og med 1-n HC1l til pH 6,8 og den derved opptred-
ende utfelling frasentrifugeres. Det klare overstdende etter sentri-
fugeringen innstilles med 1-n HC1 langsomt til pH 5,0 til 5,1 og
hensettes ved;ﬂOC i flere timer. . Den deretter opptredende utfelling
frasentrifugeres. Det inneholder L-asparaginase med et utbytte fra
60 til 80% av den anvendte .aktivitet og med en maksimal spes. aktivi-
tet inntil 190 E/mg protein.

Utvinning av krystallisert L-asparaginase:

Eksempel 11.

- 200 g rd-asparaginase med en.aktivitet p& 3,5 E/mg.opp—
lgses 1 4000 ml glykolpuffer, pH 8,5_(Biochemisqhes,Taschénbuch,tA
side 91, 1964) og oppvarmes porsjonsvis i 30 minutter ved 60°C.

Herved utfnokkes inaktivt protein, mens enzymet forblir uforandret
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i'dpbl¢sniﬁg. Blandlngen klarsentrlfugeres ved 6000 omdr /mln og -
ffraksgoneres<med aceton.' Den ved tllsetnlng av:- UO tll MS% aceton
dannede mengde utgj¢r 16 4 8. Den 1nneholder 20 E/mg. o
; ' 9, 3 g av denne anrlkede asparaglnase oppldses i 190 ml-
,3 ‘molar urlnstoffopp1¢sn1ng, 1nnst111es med natronlut tll pH 8, 5 og
‘fraksjoneres med.polyetylenglykol (50% ig vandig opplgsning). Den
’.étter-tilsetning av'22 til 30 ml'dannedé‘fraksjon utvinnes'ogroppar-
beides som van11g. Utbytte 2,1 g, E/mg: 104

' En opp1¢sn1ng av U, 0 g av denne . pr¢ve i UO ml dobbelt-
destillert vann innstilles med 1-n saltsyre til pH 5,2 og: fraksgo—
neres,med:polyetylenglykoloppl¢sn1ng__ Den etter tilsetning av 12,5
til 15 ml utfelte mengde fraslynges etter 20 minutters henstand ved
verelsestemperatur og vaskes etter to timers henstand under aceton
med ytterligere aceton. '

Utbytte: 1,2 g, E/mg:  6110.

- Flate prismer. Brunfargning ved'225°C, sintring fra

'26000, skumning fra 270°C og fullstendig spaltning. fra 274°¢.

De séledes dannede kystaller omkrystalliseres fra
vandige opplgsninger ved tilstning av organiske opplgsningsmidler
som aceton eller alkohol, eller ved tilsetning av polyetylenglykol.

Krystallene viser fglgende -analyseresultater:
Vanninnhold: 12,5%. . .

(H20—innholdsbestemmelsen.foregikk ved 6 timers tgrkning

i hgyvakuum ved 110% 1 en spesialtgrkepistol ifglge

J. Unterzaucher / Mikrochem. 18, 315 (1935)/. Det ble

undersgkt pd vektkonstant ved fortsatt tgrkning).
Glgderest: 0,11%.

(Bestemmelsen av askeinnholdet av proteinet foregikk

ifglge F. Pregl og H. Roth L-QuantitatiVe organische

Mikroanalyse, side 174, Springer, Wien (1949)7).
Protelnlnnhold 88,0%.

~ (Proteinbestemmelsen foreglkk ifglge trikloreddiksyre-
utfelling ifglge BIURET-metoden L T.E. Weiselbaum;

Am.. J. Clin. Path. (Techn. Sec.), 10, 40, (1946)7).

Samlet volum: 4 ml. (herav 2 ml.Biuret-reagens):

%Mgmm + 12,3 = mg protein/ml prgveopplgsning.

Sedlmeétasgonskonstanten viser en verdi pé& SéOOC = 4,33,

Fig. 1 viser den krystalliserte L-asparaginases IR~
spektrum opptatt ifglge KBr-teknikken. - '
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P4 fig..2 er det wvist UV-spektrumet av preparatet.’

M&leapparat: -.Zeiss- spektralfotometer PMQ - II (forsterknlng 1/1/I)
Sjikttykkelse: :1 cm.
Konsentrasjon:- hver,gang 1 mg- H O0-:o0g saltfritt preparat pr. ml.

b . : Som opp1¢sn1ngsm1dde1 tJente en: pH T fosfatpuffer
(Merck Titrisol) nr. 9887. : .
Fig. 3 er'en'gjengivelse av krystallopptaket av L-
asparaginase.. : : '
Fraskillelse av pyrogener. f¢r fraksgonerlng ‘med polyetylenglykol"
Eksempel '12,

30 g DEAE-dekstrangel (dietylaminoetyldekstrangel =
DEAE - "Sephadex A 50", forbehandles p8 vanlig méte, ekvilibreres-
med 0,02 M-glycin, 0,02 M-ammoniumformiatpuffer pH 7,8 og ‘innfylles i
en s¢gyle av 3,2 cm diameter. Laghgyde: 90 cm. - 500 g r4 L-aspara-
ginase med 100 .E/mg opplgses i 50 nl av ovennevnte puffer og p&fgres
p& sgylen.: Deretter elueres -enzymet med en linezr gradient fra 2
liter av ovennevnte puffer til 2-liter 0,02 M-glycin, 1 M-ammonium-
formiat pH 7,5. De asparaginase-holdige fraksjoner forenes og fryse-
tgrkes. Utbytte: 1,03 g med 27.800 E = 83% ‘av den anvenfite aktivi-
tet. Den spes. aktivitet, referert til protein, utgj¢gr 210 E/mg.
Pyrogenprgve- pd kaniner: til 5 kaniner ble det gitt
200 E/kg dyr. Temperatur¢knihgens‘middelverdi utgjorde 0,4800
Utgangsstoffet viste under like betingelser en tempera-
turgkning omtrent 1,6°C.
Eksempel 13.

30 g DEAE-dekstrangel forbehandles pd vanlig méte og
ekvilibreres med 0,05 M-ammoniumacetat pH 7,5 og innfylles i en sgyle
med 3,2 cin diameter. ‘Laghgyde: 95 cm. 500 mg rd L-asparaginase
med 39,7 E/mg opplgses i 50 ml 0,05 molar ammoniumacetat pH 7,5 og
pdfgres pd sdylen. Elueringen foregdr med en linear gradient fra
2 liter 0,05 M-ammoniumacetat pH 7,5 til 2 liter 1 molar ammoniumace-
tat pH 7,5. De asparaginaseholdige fraksjoner forenes. Utbytte
18.600 E. = 94% av den anvendte aktivitet. Spesifikk aktivitet:

200 E/mg protein. o ‘ ‘

Pyrogenprgve pa kaniner: Ved 300 E/kg dyr ugjgr middel-
verdien av temperatur¢kn1ngen O,U C. ' »

Utgangsstoffet viste ved 200 E/kg dyr en temperaturgk-
ning pd omtrent 1,60C. _ )

Til Sammenligning skal det anfgres et renseforsgk med
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dietylaminoetyl=cellulosé.

30 g DEAE- cellulose ble ekv111brert ed 0 05 -M- ammonlum—
acetat pH 7,5 og 1nnfy1t i en s¢y1e 500° mg 8 L- asparaglnase’
(34 E/mg) ble oppl¢st i 50 ml av ovennevnte puffer, paf¢rt pa s¢ylen
og eluert med en linear gradlent fra 1 llter 0,05 ammonlumacetat
pH 7,5 til- 1 liter 0,5 M- ammonlumaoetat pH 7,5, '
Utbytte: 14.000 E = 82% av aktiviteten med 89 E/mg_ ..
protein. o : .

Pyrogenprgve p& kaniner: ved 200 E/kg dyr udgjorde
temperaturgkningens middelverdi,l,OQC.- o :
Utgangsstoffet. viste under tilsvarenide betingelser en
temperaturgkning pad omtrent l,BoC.

' -Andre fors¢ksbetingelser»bragte ingen ytterligere fjern-
ing av pyfogenene, hvorav det klart fremgdr overlegenheten ved frem-
gangsmdten ifglge oppfinnelsen.

Eksempel 14.

, 490 g DEAE-dekstrangel ble forbehandlet p& vanlig méte
og ekvilibrert med 0,05 M-ammoniumacetat pH 7,5, hvortil det var
tilsatt mertiolat i en konsentrasjon pd 20 mg/liter. “Suspensjonen
ble fylt i en til 49¢ avkjglt sgyle med en diameter pd 20 cm. Lag-
hgyde: 65 cm. 9,8 g av en rd~asparaginase med 46 E/mg ble opplgst
i 880 ml 0,02 M-ammoniumacetat pH 7,5 og hatt p& sgylen. Eluering
med linear gradient fra 10 liter 0,05 M-ammoniumacetat pH 7,5 til
10 liter 0,5 M-ammoniumacetat pH 7,5. De asparaginaseholdige frak- -
sjoner ble forenet. :
' Utbytte: 365.000 E = 81% av den anvendte mengde.

Spesifikk pyrogenprgve p& kaniner: Ved 200 E/kg dyr
utgjorde temperaturgkningens middelverdi 0,3300.

Utgangsstoffet viste under samme betingelser en tempera-
turgkning rundt 1,8%.
Eksempel 15.

Til 10 g DEAE-dekstrangel ekvilibrert i 0,05 M-ammonium-
acetatopplgsning pH 7,5, has en oppl¢gsning av 100 mg L-asparaginase
med 39,7 E/mg i 100 ml 0,05 M-ammoniumacetatopplgsning pH 7,5. Bland-
ingen omrgres i 15 minutter og frasuges deretter. Residuet elueres

i rekkefglge med puffere av forskjellig ionestyrke (se tabellen).

‘De ved lavere ionestyrke allerede eluerte L-asparaginasemengder ér
pyrogenholdige, mens de med sterkere puffere eluerte mengder er pyro-
genfrie. Utbyttene fremgir av tabellen.
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Puffer . . "7 Aktivitet Utbytte Pyrogenifet
e - B - B alayr (%0)
' 0,05 M-ammoniumacetat pH 7,5 5010 - 24 1,1
' 0,10 M-ammoniumacetat pH 7,5 - 3820 . 18 1,2
0,20 M-ammoniumacetat pH 7,5 . 7850 . 37 0,9
0,40 M-ammoniumacetat pH 7,5 . 4060 -  19° 0,3
0,80 M-ammoniumacetat PH 7,5 . 520 2 0,3

Eksempel 16.

100 g asparaginase med en spesifikk aktivitet pa 100 E/mg
opplgses 1 1 liter vann. Det tilsfttes ca. 40 g glycin og opplgs-
ningen innstilles p& pH78,9. Opplgsningen holdes i 90 timer ved
+50°C, det deretter utfelte protein sentrifugeres ved 6000 E/min., i
20 minutter. Det klare sentrifugat innstilles med 2-n saltsyre pd
pH 5,2 og utfelles fraksjonert med 50%-ig polyetylenglykolopplgsning.
Den etter tilsetning'av ca. 200 ml polyetylenglykol dannede mengde ‘
fraslynges, vaskes med aceton og td@rkes. '

Utbytte: ca. 35 g med 200 til 220 E/mg stoff.

Av fig. 4 fremgir produkbets minimale pyrogenihnhold.

Febervirkningen av preparatene prgves etter forskriftene
ifglge DAB (Deutsches Arzneibuch). Ifglge dette skal summen av ‘
kvadratet av en temperaturgkning av tre dyr ikke overstige tallet
0,59. . P& figur U ble fire dyr anvendt i feberprgven. Summen av kva-
dratet av temperaturgkningen utgjorde 0,51. Dette resultat angis
ved uttrykket "DAB = 0,51". Det undersgkte preparat var siledes fritt
for feberfrembringende stoffer. ' ‘
Eksempel 17.

Det gdes frem som 1 eksempel 16, imidlertid oppvarmes
oppl@gsningen av L-asparaginase i 24 timer ved 60°C.

Utbytte: 34 g med 220 E/mg stoff.
Eksempel 18.

Det gdes frem som 1 eksempel 16, opplgsningens pH-verdi -
innstilles imidlertid til ca. 8,2. ‘
Utbytte: 29 g med 180 E/mg stoff.

Eksempel 19. o

Det gies frem som i eksempel 17, imidlertid tilsettes
det bare 20 g glycin til L-asparaginaseopplgsningen.

Utbytte: 35 g med 210 E/mg stoff.
Eksempel 20,

100 g-L-asparaginase med en spes. aktivitet p& 100 E/mg
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, opplgses 1 1 liter vann. Det tilsttes 100 ml metanol og 40 g glycin
og opplgsningen innstilles p& pH 8,9. Opplgsningen holdes i 90 timer
ved +SOOC, det deretter utfelte protein frasentrifugeres ved 6000.
omdr./min. i 20 min. Det klare sentrifugat innstilles med 2-n HC1
til pH 5,2 og utfelles fraksjonert med 50%-ig polyetylenglykolopplgs-
ning. Den etter tilsetning av omtrent 200 ml polyetylenglykol dan-
nede mengde fraslynges, vaskes med aceton og tgrkes.
R Utbytte: ca. 33 g med 220 E/mg stoff.
Eksempel 21.
Det gles frem som angitt i eksempel 20, imidlertid tii-

settes 200 ml metanol. .
Utbytte: 25 g med 230 E/mg stoff.
Eksempel 22. '

Det gdes frem som i eksempel 20, imidlertid tilsettes
det til oppldsningen 100 ml etanol.

Utbytte: 27 g med 210 E/mg stoff,
Patentkrayv

Fremgangsméte til selektiv anrikning og til rensning
av L-asparaginase og spesidt til fremstilling av krystallinsk L-
asparaginase; karakterisert ved at man, fortrinnsv}s
etter adskillelse av pyrogener, blander ra vandige opplgsninger av
L-asparaginase, eventuelt etter tilsetning av et vannopplgselig
amid, fortrinnsvis ﬁrinstoff,med polyetylenglykol av molekylvekt
1000-6000 og fraskiller den dannede L-asparaginaseholdige utfelling,
eventuelt vidererenser og bringer L-asparaginasen til krystallisasjon.

Anfgrte publikasjoner:

Britisk patent nr. 1006258
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