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Urikaasin valmistusmenetelmd - F&rfarande f&r framstdllining av uricase

(57) Tiivistelms

Keksintd koskee menetelmis aktiivisen urikaasin valmistami-
seksi fermentoimalla mikro-oraganismia Micrococcus roseus
NRRL B-12196.

Taman mikro-organismin tuottaman entsyymin optimaalinen
aktiivisuus esiintyy pH-arvoissa, jotka ovat lihells fysio-
logisten liuosten pPH-arvoja. Ndin tuotettua urikaasia voi-
daan kdyttis hyvdksi kliinisesss diagnostiikassa virtsahappo-

nddrityksissi.

(57) Sammandrag

Uppfinningen avser ett férfarande fé&r framstdllning av aktiv
uricase genom fermentation av mikroorganismen Micrococcus
roseus NRRL B-12196.

Den optimala aktiviteten av det av denna mikroorganism pro-
ducerade enzymet ligger nira fysiologiska vidtskors pH-vdrden.
Den p& detta sdtt framstillda uricasen kan anvidndas i den

kliniska diadnostiken fér bestdmning av urinsyra.
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Urikaasin valmistusmenetelma

Forfarande for framstdllning av uricase

Tdmd keksinto koskee menetelmaa, jolla voidaan val-
mistaa hyvin aktiivista urikaasientsyymia (EC 1.7.3.3.),
jota voidaan kayttdad kliinisessd diagnostiikassa virtsaha-
pon maarittdmiseen veriseerumista tai virtsasta.

Urikaasi on entsyymi, joka katalysoi virtsahapon
hapettumista allantoiiniksi, ja sita ei ole lasna korke-
ampien nisakkaiden kuten ithmisen kudoksissa, mutta sen
sijaan sita on alempien nisakkdaiden kudoksissa, varsinkin
sisdelimissd, ja myds enemmdn ja vdhemman erdissd mikro-
organismeissa. Uusi havainto, joka onkin taman keksinnon
ensimmdisend kohteena, on se, ettd urikaasia voidaan tuot-

ttaa Micrococcus roseus -mikro-organismilla, jonka el ole

aikasemmin tiedetty voivan tuottaa mainittua entsyymié&, ja
lisdksi silla on muihin tunnetun tyyppisiin mikro-organis-
meihin verrattuna se etu, ettd se tuottaa suuria urikaasi-
mairia elatusaineissa, jotka sisdltdvat virtsahappoa pieni-
nd vakevyyksind. Edelleen on ylldttden havaittu, etta
Micrococcus roseus NRRL B 12196 -kannalla tuotetun urikaasin
optimaalinen aktiivisuusalue ervaa muilla bakteereilla tuo-
tetuyn urikaasin vastaavsta ollen ldhella fysiologisten nes-
leiden pH-arvoja, ja tamd onkin edullista, koska nain ollen
pH:ta ei tarvitse sd&at&dd niissd biologisissa naytteissa,
joista virtsahappo halutaan médritt&ad, ja taten valtytaan
sdadén nidytteeseen mahdollisesti aiheuttamilta kemialli-
silta muutoksilta. Kyseinen mikro-organismi on eristetty
viljelysmaasta Monterotondosta (Rooma) ja silld on seuraa-
vat morfologiset ominaisuudet:

Mikroskooppinen morfologia

Palloja, joiden halkaisija on 1-2,5 mikronia, jJa
jotka ovat liikkumattomia ja Gram-positiivisia, jakautuvat
useammassa kuin yhdessd tasossa ja esiintyvat kuutiomaisissa
paakuissa tali ep&asaanntllisissa ryhmissd ja joskus pareina
tai yksinaan.

Makroskooppinen morfolecgia

Pesakkeet ravintoagarilla: kohonnut, yhten&inen reu-

na, ruusunhohtoinen viari, pehmea pinta, halkaisija 1-2 mm.
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Vinopinta-agar: vaalea ruusunhohtoinen ihonvéari,
silea ja kiiltava.
Biologiset ominaisuudet
Kasvu glukoosiliemesss: vahiis ts sameutta, jossa
limaista sakkaa, vari hieman vaaleanpunainen, pH = 6,5.

Kasvu tapahtuu paremmin 10 °C kuin 45 “C:ssa optimaa-

lisen alueen ollessa valilla 25-35 °c.

Mikro-organismi kasvaa g]ukoosiliuoksessa, Joiden
natriumkloridipituisuudet ovat 5% ja 10%, mutta ej liuoksessa,
Jonka natriumklorjdipitoisuus on 15%.

£1 kasva Simmonsin sitraattiagarissa.

Aerobinen happamuudenmuodostus sokereista "Purple
Broth" -alustassa (DIFCO): ksyloosi, glyseroli, mannitoli, lak-

toosi, maltoosi, sorboosi, riboosi, arabinoosi, raffinoosi, sel-

lebiocosi negatiivisia; glukoosi, sakkaroosi Ja fruktoosi aiheut-
tivat hieman viivdstyneen happamuuden (7-10 vuorokautta).
Arginiinin hydrolyysi: negatiivinen
Tarkkelyksen hydrolyysi: positiivinen
Gelatiinin hydrolyysi: negatiivinen
Ureaasi: positiivinen
HZS: negatiivinen

Katalaasi: positiivinen

Nitrataasi:
Indoli:
Asetoiini:
Metyylipuna:
lesitinaasi:
Lipaasi (voi ja

oliivioljy):

positiivinen
negatiivinen
negatiivinen
negatiivinen

negatiivinen

negatiivinen

Kun naits tietoja verrattiin teoksessa Bergey's
Manual of Determinative Bacteriology, VITI painos, esitet-
tyihin tietoihin, voitiin todeta, ettid taman keksinnon
Sisdltdama mikro-organismi kuuluu ﬂigiggggpaceae-heimoon,
Micrococcus-sukuun Ja roseus-lajiin. Se on taltioituy

Northern Regional Research Centeriin, Peoria, 7111., U.S.A.,

Jossa sille on annettu tunnus NRRL B-12196.
Micrococcus roseus NRRL B-12196 -kantan votldaan vil-
Jelld milla tahansa tavanomaisella Aerobiselle menetelms] -

la kuten pintaviljelmidna tai mieluummin Pinnanalaisvil jelmins
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kédyttamalla sekoitettuja fermentoreita. Elatusalusta, joka
voi olla joko kiinted tai nestemiinen, sisdltsiid assimiloi-
tuvan hiili- ja typpilahteen, fosforilahteen Ja kivennadis-

suoloja ja vitamiineja.

Viljely voidaan suorittaa ldmpotila-alueella 10 -

(6] (0]

40 “C, mielel1ddn alueella 25-35 "C, kasvatusajan ollessa
10-48 tuntia, mielelladan 20-30 tuntlia Ja pH:n ollessa alu-
eella 6-9, mielelldaan valilla 7-8.

Sopivia hiilildhteitd ovat esim. glukoosi, laktaat-
ti, asetaatti, sakkaroosi, fumaraatti, virtsahappo, maissi-
liotusvesi, qglyseroli.

Sopivia typpildhteita ovat esim. lihahydrolysaatit,
kaseiini, soijahydrolysaatit, ammoniakkisuolat. virtsa-aine,
nitraatit tai virtsahappo.

Urikaasin uuttaminen bakteerimassasta ja mahdollinen
puhdistus voidaan suorittaa tavanomaisilla entsymologiassa
tunnetuilla menetelmillda. Micrococcus roseus NRRL B-12196
-kannasta uutettu urikaasi voidaan immobilisoida polymeeri-
matriiseihin kemiallisilla sidoksilla tai ionisidoksilla
tal pelkastdaan fysikaalisella tavalla.

Seuraavat esimerkilt valaisevat keksintga:

Fsimerkki 1

flatusalustan koostumus oli seuraava:

Hiivauute 15 g/1

virtsahappo 2 o/l

pH s&&ddettiin natriumhydroksilla arvoon 7,2 ja Jjaet-
tiin 200 ml:n erissd 500 ml:n'pulloihin. lijuokset steri-
loitiin (116 “C, 30 min) ja pulloihin siirrostettiin NRRL
B-12196 -kantaa agarvinopinnoilta, Joissa oli samaa elatus-
ainetta 2% agarissa, js pulloja inkuboitiin 24 tuntia 30
°C:ssa orbitaalisekoituksessa nopeudella 200 ° 1/min. Sen
Jdlkeen solut sentrifugoitiin talteen ja saatiin 3 g massaa
(mdrkdpaino! 200 ml:sta elatusliuosta. Saatu solumassa
suspendoitiin 60 ml:aan fosfaattipuskuria (0,1 M: pH=8,5)

Ja solut rikottiin tdydellisesti k&sittelemallsa suspensio
French Pressure Cell Press -laitteessa. Saadun uutteen ent-
syymiaktiilvisuus osoitti, ettd 1 g markdsd solumassaa sisalsi

100 urikaasiyksikkoa.
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Urikaasilaktiivisuus maariteltiin spektrofotometri-
sestl seuraamalla virtsahapon hajoamista 283 nm:ssa menetel-
malld Mahler et al.. J. Biol. Chem. (195%), 216, 625, jota
oll modifioitu seuraavassa kuvatulla tavalla. 7 ml liuosta,
joka sisdlsi 20 mg virtsahappoa 100 ml:ssa fosfaattipuskuria
(0.1 M, pH=8,5), laitettiin 50 ml pulloon 30 “C:ssa sekoi-
tetulle vesihauteelle. Reaktio kdynnistettiin lisdamalli
pleni madara entsyymiuutetta. Heti uutelisdyksen jalkeen ja
viela 10 minuutin reaktiocajan kuluttua reaktioseoksesta otet-
tiin 0,% ml naytteet, jotka lisattiin 4 ml:aan 0,1 M HC1.
Ndain saatujen liuosten absorbanssit luettiin arvossa 283 nm.

Urikaasiyksikkd madriteltiin siksi middridksi entsyy-
mida, Joka kykenee hajottamann 1 mikromoolin virtsahappoa
minuutissa edella kuvatulssa olosuhteissa.
fFsimerkki 2

Micrococcus roseus NRRL B-12196 -solu-uute valmis-
tetttiin esimerkin | mukaisesti.

Raakauute sentrifugoitiin ja emdliuoksen sisdaltama
urikaastlaktiivisuus mdariteltiin edelld kuvatulla tavalla
kayttamalla reaktioliuosta, joissa virtsahappo oli liuo-
tettu 0,1 M fosfaattipuskuriin, ja jotka oli saadetty eri
pH-arvoihin. Samanaikaisesti mAaritettiin sellaisten ent-

syymiuuttelden aktiivisuudet, jotka oli saatu Bacillus

fastidiosus -viljeimistd, samoissa kasvatusolosuhteissa.

‘“wiin Micrococcus roseus -kantaa viljeltiin. Saadut tulok-

set on esitetty taulukossa 1, jossa kummankin mikro-orga-

nismin vertailuarvoksi pH-arvossa 9 on merkitty 100.

Taulukko 1

Urikaasiaktilivisuus pH:n funktiona B.fastidiosus-

;a M. roseus -uuttelssa.

Reaktiuvseoksen pH Uutettu mikro-organismi
M.roseus B.fastidosus

6,5 71 13,5

7.0 94 55

7.5 103 57

6.0 106 85

8,5 133 95

9.0 100 100
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VAATITMUKSET

1.

Menetelmd urikaasin valmistamiseksi mikro-orga-

nismin avulla aerobisissa olosuhteissa elatusaineessa, joka

sisaltada
seka kiv

ta mikro

assimiloituvan hiili-, typpi- ja fosforilahteen
enndaissuoloja, t unnet tu s i 1t a, et -

-organismi on Micrococcus_roseus NRRILB-12196.

2. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelmd urikaasin
valmistamiseksi, t unnettu s 1 1t a ., ettd wvil-
jelyldmpotila on valilld 10 - 40 °C,

3. Patenttivaatimuksen 2 mukainen menetelmd urikaasin
valmistamiseksi, t unnettu s i1t &, etta vil-
jelylampétila on valilla 25 - 35 °C.

4. Fdellsd olevien patenttivaatimusten mukainen mene-
telmd urikaasin valmistamiseksi, t unnet tu s 1 1 -
t a , etti elatusaineen pH on valilla 6 - 9.

5. Patenttivaatimuksen 4 mukainen menetelmd urikaasin
valmistamiseksi, t unnettu s i1 t a, etta ela-

tusaineen pH on valilla 7 - 8.
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L. Forfarande fior framstéllning av uricase med till-
hjalp av en mikroorganism i aerobiska forhdllanden, i ett
odlingsamne som innehéller en kol-, kvidve- och fosfor-
kalla som ©ssimileras ., samt mineralsalter, k dadnne -

tecknat d dar av , att mikroorganismen &4r

Micrococcus roseus NRRLB-12196.

2.Fo6rfarande for framstéllning 4v uricase, k d nne
tecknat daravy, att odlingstemperaturen ar
mellan 10 °C och 40 °c.

3. Forfarande fgr framstéllninq av uricase,
k'dnnetee kn a t ddr av, att odlingstempera-
turen dr mellan 25 °C och 35 °c,

4. Forfarande for framstéllning av uricase,

k' @dnneteckn a t darav, att pH- virdet
av odlingsédmnet &r mellan 6 och 9.

5. Férfarande fir Framstéllning av uricase,

k'3 nnete¢ k n a t ddrav , att pH ~virdet

av odlingsdamnet Arp mellan 7 och 8.
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