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" PROCEDIEIEKTO PARA LA ESTABILIZACION IE L;ASPARAGINASA "
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La I~asparaginasa (1-asperagin-emicdohidrolesa, E.C.

3.5.1.1.) es conocida.
Se puede obtener mediante oxtraccién de las células

E. coli (H. A. Campbell, L. T. laehburn, E. A. Boyse, L. J.

5, 01d, Biochenistry 6 (1967) pégs. 721 hesta 730, equi ulterior.

Mod. 015
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literatura),

L§ L=agparaginasa ha alcanzedo en los Gliimos tismpes
gran imporiancia oomo mediczmento frente aguellos tumores qus
para su desarrollo neceszitan L-asparagina.

La L-asgparaginasa se pueds enriquecer segin los méio~
dos usuales en la quimica de las enzimag, por ejemplo, mediente
oromatograffa £oida, precipitacidén Pfraccionada con sulfato pund-
nico o por precipitzoidn freccionada con dlsolventes inertes.
La purifioncién de la enzima I~asparaginess ofrece clertae difie
oultades para su obtencién en forma oristalina. Estas difiocule
tédes egtriban en qus la L-auparagiﬁasa 86 presenta en la natum
raleza junto oon cantidades considerables de protefnan contami~
nantes que solo se pueds separar ocon dificultad. Se ha propueg-
to anteriormente (molicitud de patents P 54.410 IVa/6a) un pro-
cedimiento basado en la propiedad de que la I=emsparaginasa ca
puede liberar de éstas protefnas conteminantse incotivas hestn
un olerto grado, calentando.las soluoiones en bruto de L-aspe~
raginasa durante 15 minutos a 59,5¢C. En estas condicionen se
preserta una degradacidén parcial de las proteinaz contaminantes
mieﬁtras que la enzima, en forma activa, se mantiene en solu~
cién, Este procedimiento es complioado y ro se adapia bién pars

el trabajo en escala preparativa, ya que el control de la tem-

_peratura y ol tiempo ha de mer muy exactos para aloanszar &1 Gyiw

to deseado.

Ha demostrado ser especialmente convenionte una pro-
posicién mds antigua para la purificeoidén de la enzima (solici~
tud de patentes alemanas P 1642 615,6, P 1767 158.8 y P 1767
157.7). Esta proposicién mis antigus oonsiste en fracoionar la
IL-asparaginase oon polietilenglicol, conduciendo uwna adioidn da

drea y la graduacién al punto igosléctrico de la enzims & pre--
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Por la quimics de les proteinas es sabido qus al tra~
bajar con énaimas no han de tener en ocuenta diferentes tipos de
degradaciéng por ejcmplo, la degradacidén térmica, la degrada-
oién pH extremos y la degradacién superfioial (J.Biol.Chem 118
(1937) pég. 163 hasta 175).

Ia degradacidén térmica se presenta por lo general
ocugndo las proteinas se ozlientan a temperaturas superiores a '
los 4020, Para las distintas proteinas existen, como conseocuenw
cia do una estructurs de diferente estabilidad, diferencias
con respecto & ls temperatura limite a partir de la cual se ini-
ola la degradacidn. Algo similar ocurrs también para_la degra=
dacién debido a pH demasiado elovadoe o demasiado bajos. La de-
gradacibén superfioial se inicia cuando por eoccién reciproca con
una superficie o por estiremiento en una superficie limite de
fuses se rompen asimismo puentes de hidrégeno de la proteinn..
Eate dltimo caso se pueds pfoduoir muy facilmente por ejemplo
por formaocién de espuma al agitar o al introducir por soplado
gases inertes, Solamente el verter una vesz una soluoidén de enzi-
mas do un recipiente a otro, puede producir una reducoién de la
actividad. La degradaoidén superficial se presenta con espeoial

claridad en el punto isoelécirico, tal y como se conoce por la

_literatura publicada, Tembién se pabe que la sensibilidad de las

proteinas enriquecidas aumenta a medida que se eleva el grado.
de pureza y que los proparsdos altamente purifioados son espe=-
oialmente sensibles a loa fenémenos de degradacién.

Se ha descubierto shora un proccdiﬁiento para la eate-
bilizacién de L-asparaginasa que consisto en 1; adicién de dos
sustanciss distintas a las soluolones de L-asparaginasa, de las

cusles ya oada una, individualmeﬁte, produce un claro efacto

ey
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estabilizader, cuya combinacidn, sin cmbarge, e especialuente
favorable.

El procedimiento de la presente in&enci&n congigte en
agregar a las soluciones de L-asparagingsa aminoZcidos, prefo=
rentemente glicocol y/o polietilenglicol,

Ya la adicidén del aminodoido, prefecrentomente del
gliooéol, ofrece las siguientes ventsjaz:

1. Al calentar hasta 60°C se mantiens la actividad
total anzimétloa; no es necesario mentener oxactmmente la du~
racién del calentamiento.

2. ¥ejora de la solubilidad de la enzima séca o bién
liofilizgada. Esto es debido & que se evita totalmente una de-
gradacién paroial de la Leasparaginase.

Para la realizacidén del procedimiento seziin la pre-
sente invencidn ge le agregan a las soluciones de la asparagi~
nasa los aminoéoidos.en cantidades de 0,0l hasta 5,00 € a tem=
peraturas entre =10 y +652C. En el oc&uo de gus a unos 60°C se
hayan de degradar las protefinas contaminantes el tiempo de oa-
lentamiento asciende de 10 minutos a 4Vhonaa.

La solucién éobrenadante de un preparado de degrada~
oién contiene la L~asparaginasa aotiva. Esta golucién es sufi-
oientemente pura para servir oomo producto de partida para la
ulterior obtencién de L-asparaginasa pura.

Es sorprendente qQue en el procedimiento de purifios~-
oifn seglin la presente invencién solcmente sge depradean las pro-
teinps contaninantes inactivaes y no la I~asparaginusa ya queg
como es mabido, la mayoris de las enziumas son termolabiles,

Una combinaoién de eate proceso de entabilizacién con
el procedimionto de purificacién mis antiguo, ya mencionzdo, ha

conduoido & la I~asparaginase cristalizada pura.
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Sin embargo, tawmbidn la adicién de polietiloﬁglicol
golo ecatabiliza la Leasparaginasa frente a distintos tipos de
degradaoidn. Este resultado es sorprendente ya que sl polie—
tilonglicol no wucstra un destacado efecto tensioactivo que
pudiera evitar la dogradacién supsrficizl debido a que se im-
pide la formacién de eepuma. Contario a la glioina, anterior—
mente propuests como estabilizador, si bidn el polietilengli-~
ool posee pares de electrones libres en los Atomos de oxigeno-
etéricos, no tiens sin embargo 4tomos de hidrégeno capacita-
dos para la formacibén de puentes de hidrdgeno. Este efecto es=
tabilizador se presenta en las agparaginasas de distintos gra-
dos de pureza, La concentracifn del polietilengliicol adiociona-
do puede variar entre amplios lfmites. El efecto estabilizadoyr
se demuestra ya clarzmente con una adicién de un 10 4, refe-
rido a la I-asparaginasa empleada. \

El polietilenglicol se pusde adicionar tanto en so-
luoién - preferentemente en solucidn aouosa, pero también en
solucién alcohSlion — como tanbidén en forma sblida a la solu-
o0ién I—asparaginasa.

La estabilizacibén de la onzima ocon glicina se refusy
za en forma especialments favorable mediante le adicidén de po~
lietilenglicol, '

Ejemploss Estabilizacién con aminofcidos,

EJEMPLO 1
50 g de asparaginasa en bruto con una aotividad de
97 U/hg se disuelven en una disolucidén tampén de glicocol,
PH 8,5 y se calientan durante 1 hora a 60?C, El preparado, que .
entonces ocontiene mucha proteina inactiva, degradada, se oen-
trifuga hesta estar claro a 6000 rpm y se fracciona con aceto-

na. La parte que se precipita al agregar de un 40 hasta un 45%
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de acetona asciende & 3,9 g. Esta contiene 950 U/ng.

18,6 g de I~azparaginasa enrigquecida, recogide de va—
rios preparados de degradacién se dimuelven en 380 oc ds solu-
oilén 3=molar de \irea, e ajusta ocon mosa clustica 1=l a un pH
de 8,5 y se fracciona con asolucién al 50 % de polietilenglicol.
La parte que me precipita después de agregar 45 hesta 60 co as
separa por oentrifugecidn y se lava eon acetona y se soce, Ren—
dimiento: 4,2 g; U/mg 3130,

Una soluoién ds 4,0 g do Sata prueba, on 80 co de a-
gua bidestilada, se ajusta con 4cido clorhidrico 1-N a un pH
de 5,2 y se fracciona con solucién de poiletilenglicol. La per-
te que se obtiene despuds de agregar 25 hasta 30 co se centri-
fuge, después de reposar durante 20 minutos a temperaturs am-
biente & despu&s de dejer reposar durante 2 horas bajo ucetona
se lava oon ulterior acetona.

Rendimiento 1,2 g; U/mg 6110.

Esta pruebs demostrd ser material wnitario totalmen~
te o¥istalizado. Se pudo lograr una reoristalizacidn:

1. mediante precipitacién de una sslucién de los orig
tales en agud & un pH de 4,9 con soluoién de polietilenglicol y

2. nediante precipitacién de la mismoe solucién acuosa
con acetona,

Prismas planos; descomposicién & pertir de 289¢C, deg
oomposicidn total a 2929C,

BJEPLO 2

5 g de asparaginasa en bruto con 97 U/ug se dlsolvie~
ron en 100 co de una solucién al 1 ¢ de alanine que, con sosa
céustioa, se habfa ajustado a un pH de B,5 y se cclentéd durante
15 minutos & 60°C, El preparado, gua contenia nucha proteins

degradada se olarificé mediante centrifugscilén a 6090 rpn, Bste
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contenfa toda la actividad de le asparaginasa.

Kediantc ulterior elaboracitn segin el ejemplo 1 es
poeible chiener también de este preparado de degradacilén, Le-
agparegingss oristalizada.

EJEMPLO 3

5 g de l~asparaginasa ocon una aotividad espscifioca de
unos 170 U/hg de sustancia se disuelven en 1 litro de agun a
temporatura ambiente, las partes que se mantienen insolubles ze
separan por centrifugacidn. En la soluoién asi obtenida se in=-
troducen & temperatura ambiente, bajo lenta agitacién, 10 g de
glicocol, Se sigue agitando hasta que se haya disuelto total-
mente, la solucién so congsla y & continuacidn se liofiliza,
Después de agregar el glicocol ascienda el valor del pH a 5,2,

El efecto estabilizador del polietilenglicol se expli
ca & bass de los sjemplos siguientes:

EJEMPLO

Un preparado de l-asparaginasa se fracoions en uns
columna ocon Dextrangol y la fracoién que contenia la lL=aspara=
ginasa fud dializada. La solucidn contenfa 12 400 U con une &p-
tividad ospecifica de 251 Ulmg. S

La primera mitad de esta solucién se dashidraté por
oongelacién.

Se obtuvo un preparado con una actividad de 5050 U
(= 81 ¢ do 1a actividad inicial) y una aoctividad espscifica de
202 U/mg de proteina.

La segunde mitad de la soluoién anterior se mezold
oon 0,1 oc de uns solucién al 50 % de polietilenglicol y después
so deshidraté por congelacién, El rendimiento ascendié a 6100 ﬁ
(= 98 ¢ de la actividad inicial) con una actividad especifica

de 244 U/ug.
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EJEMPLO 5
Se ensayaron respectivamente 5 co de una solucién
sl 0,1 % (g/co) de L-asparaginasa oon un contenido ds 146
U/mg en solucién tempén 0,2=N de mcetato, FH 5,0 de la manera
siguientot
a) Se insufl$ durante 90 minutos ergén puro de mans
ra que se presentd una intensa formacifn de espuma.
b) Se procedié come en a), pero a la scolucida se lo
sgregaron previaments 100 mg de polietilenyglicol del MG 1500,
6) La solucién se agité durante 3 horas en un reci-
piente csrrado.
4) Se prooedis como en o), pero a la solucifn se le
agregaron previamente 100 mg de polietilenglicol.
. e) La solucién se mantuvo durante 3 horas en la ne—
vera (Ensayo de control).
Al determinax éi contenido de lea soluciones a) & e)
ne obtuvieron los valores siguicntess
‘8) Ufoo = 15
b) Ufos = 140
o) Ufco = 35
d) Ufcc = 138
e) U/co = 146
RIEKPLO 6

Ss trataron de modo anflogo a los ensayos &) y b) del
ejemplo 5, respectivaments, 5 co de una golucién al 0,1 % de
L-asparaginase oon un contenido de 146 U/ug en solucidén tampdn
% de fosfato, pH 7,0.

Al determinar sl contenido se encontré:

a8) Ufes = 176
b) Ufoo = 145
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EJEMPLO T

Un prewarzdo de L-asparaginesa con 100 U/hg de sugtsnoia
on seco se disolvié en solucién tampén 0,1 m de fosfato (pH 8,0)
en una concentracién de 1 mg/oc. 6,0 oc de esta solucién se di-
luyeron con 0,5 occ do agua y se calentdé en un termostato a 552C.
Simultaneamente se mezclaron 6,0 co de la misma soluocidén de L-
asparaginase ocon 0,3 co de sgua y 0,2 cc de una soluoién al
50 % de polietilenglicol en agua y se sometid a la misma tempe-—
ratura, Daspués de periodes de tiempo determinados se tomaron
pruebas de los proparados y s¢ comprobd su actividad. Los reaul—
tados estén indicados en la tabla 1.

Se efectud un ensayo anflogo con el mismo preparado de
L~asparaginasa a 602C. Los resultados estén asimismo indicados
en la tabla 1.

Un preparado de l~asparaginasa con aproximadamente
100 U/hg g0 disolvid en una concentracién de 1 mg/oc en solucidn
tritampén 0,1 N (pH 8,0). A muestras de 6,0 oo de esta solucién
se agregaron, o bién 0,5 co de asgua o 0,5 oo de soluciones acuo~-
sas que contenian 50, 100 6 200 ng do polietilenglicol. la solu~
oién se calenté durante 80 minutos a 55¢C. Los resultados estén
indicados en la tabla 2.

EJEMPLO
Un preparado do L-asparaginesa de 100 U/mg se disol-

~

vié en una concentracién de 1 mg/bc en solucién tritampén 0,1 ¥
(pH 8,0). Rospectivamente se agregaron a 6 oc ds esta soluoidns
e) 0,3 co de agua
b) 0,2 cc ds agua y 0,1 co de polietilengliool (al

50 % on agua)
o) 0,2 co de solucién de glicina {100 mg/co)
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d) 0,1 oo de polietilenglicel (2l 50 % on agua) y
0,2 oc de solucidén de glicina (100 mz/oc).

Las soluciones se calentaron duranic 80 minutos a
602C y después se ocomprobd su contenido en I~ssparaginssa, Los

resuliados estdén indicados en la tabla 3.
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TABLA 1

Exposicidn sl calor de Im~asparasginasa en presencia de polietilengliaol

- 5, Z:;zgiggage la Tenperatura Aotividad de 1a I-asparaginasa (U/cc)
(minutos) (eC) sin aditive con polietilenglicol
0 55 86 104
20 55 74 103
10. 40 55 - 62 102,
S 55 6 94
80 55 43 94
0 60 91 96
15. 20 ) 60 : 49 69
40 60 33 48
& 60 26 ' 40

& 60 16 ’ 32

20, l-asparaginasa con 100 U/ng disuelta en solucién tritampén 0,1 N (pH 8,0)

Concentracién 0,92 mg/cc. E1l aditivo en polietilenglicol ascendid a 15,1 mg/oc.
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‘DABLA 2

Bstabilidad de la le-asparaginasa en

dependenocia de la cantidad en

polietilenglicel
Concentracién  Proporeifn entra  Actividad  Actividad Actividad en ¢
en polietilen~ polietilenglicol antes de despuds do del vslor
glicol mg/cc ¥y enzima mg/cc calentar €0 minutos inieial
U/ce a 55¢C U/ce
0 0 92 43 47

" TS 8,2 98 86 88

15,0 16,3 98 94 96

30,0 32,6 98 9l 93

El preparado de I-asparaginasa tenfs wna actividad especf{fica de 100 U/mg peso

en BecO,

La concentracidn de la solucién ascendid a 0,92 mg/cc. Mediants adicién de

policera se observd un aumento de la actividad de 92 U/ce a 98 U/ce (=106 ).

TABLA 3
Bgtabilidad de la I~asparaginase en

presencig de varios estabilizadores

Actividad de la L-asparaginasa
despuds de calentar durante 80
minutos a 60°C

U/ee 4 dzd vyelor inicial _
I-gaparaginass sola 14 15
l-asparaginasa con polietilenglicol 44 48
I-asparaginasa con glicina 52 57

Leasparaginasa con polietilenglicol
Y &licina

83 90
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Descrita autiocicntements la naturalezs del invento,
acl como la .manera de realizarlo en la préotica, debe hacerse
oonstar que las disposiclonos anteriormente indiocadas son sug—
contibles de modificaolones de detalle en cuanto no alteren su
principio fundasmental. También se hace oconstsr gue el invento
corresponde & solicitudes de patento presentadas en Alemania
nos: P 17 67 617.4 de fechs 29 de mayo de 1.968, P 18 07 447.0
de fecha 7 de noviembrs de 1.968 acogiéndose, por lo tanto &
los beneficios que oonceden los Convenios Internscionales en
vigor, siendo lo que constiiuye la ssencia del referido inven=
to y por lo que se solicita Patente de Invencién por 20 afios en
Espalia, sobre: " PROCEDIMIENTO PARA LA ESTABILIZACION-DE Le=AS~
PARAGINASA ", oaraoterizéndose por lo siguiente:

18, Proosdimiento para la estabilizacidén de l-aspara-
ginasa, ocaracterizado porque a sus goluciones 86 agregan amino-

&cidos, preferentemente glioﬁool ¥/o polietilengliocol.

2%, Procedimiento segin la reivindiocacién 1%, omrao-
terizado porque se agregan aminodcldos o bién glicoocol solo.

3%, Procedimiento segin la reivindicacién 1% § 2¢,
caracterizado porgus el aminodcido se agrega en cantidades de
0,01 hasta 5,00 % (g/occ).
) 4%, Procedimiento segin una de las reivindicaciones
1® bacta 3%, csracterizado porque la adiocidn del aminofcido se
ofectda a temperaturas entrs =10 y +652C.

58, Procedimiento seglin la reivindicecién 1%, carso-
terizado porque oe adioiona polietilcnglioolé

68, ¥ Procedimiento para la ostabilicacidén de L—aspa-'

raginass ¥, tal y como queds sustancialmento descrito en la pre

gentec memoriaz,
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Easta memoria consta de 14 hojas enoritas & wudquins

por uns scla oara.

IENGESELLSC .
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