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(67} Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur enzymatischen Herstsllung von 4-, 5- und 6-Methylindolpyruvat und 5-
und 6-Fluorindolpyruvat, Biochemikalien, die fiir Forschungen auf dem Gebiet des Tryptophanmetabolismus und des
Stoffwechsels anderer Indolverbindungen verwendet werden kénnen, aus den entsprechenden Tryptophanderivaten.
Zur enzymatischen Herstellung der erfindungsgemaRBen Verbindungen wird ein aufbereiteter Enzymrohextrakt aus der
Hefe Candida maltosa (ZIMET HI 28) mit Tryptophanaminotransferase als dem wirksamen Enzym eingesetat. Die
wihrend der enzymatischen Umsetzung der Tryptophanderivate mit 2-Oxoglutarat unter Verwendung von
Pyridoxalphosphat als Coenzym gebildeten Indolpyruvatderivate werden durch Aufarbeitung mit verschiedenen
Anreicherungs- und Reinigungsverfahren (Extraktion, Saulenchromatografie, Umkristallisation) in reiner, kristalliner
Form gewonnen.
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Patentanspriiche:

verfahren zur Harstellung von 4-, 6- und 6-Methylindolpyruvat und 5- und 6-Fluorindolpyruvat, dadurch
gekennzelchnet, daf? diese Biochemikallen mittels enzymatischer Umsetzung von 4-, 5- und 6-
Methyltryptophan und 6- und 6-Fluortryptophan mit 2-Oxoglutarat unter Verwendung von
Pyridoxalphosphat als Coenzym und der Tryptophanaminotransferase aus Candida maltosa (ZIMET
H128) hergestellt und durch Extraktion, Séulenchromatographie und mehrfache Umkristallisation in
reiner, kristalliner Form gewonnen werden.

Hierzu 1 Seite Zeichnungen

Anwendungsgablet der Erfindung

Methyl- und Fluorderivate des Indolpyruvats sind Biochemikalien, die neben Indolpyruvat in wissenschaftlichen Einrichtungen
fir Forschungsuntersuchungen zum Stoffwechsel der essentiellen Aminosture Tryptophan und ihrer Analoga und von dlesen
abgeloiteter wichtiger Verbindungen {(Alkaloide, Phytohormone) aingesetzt worden.,

Charakteristik des bekannten Standes der Technik

Methyl- und Fluorderivate des Indolpyruvats sind Biochemikalien, die neben Indolpyruvat fiir wichtige Labaruntersuchungen
2um Stoffwechsel der Aminos#ure Tryptophan und anderer bedeutsamer Indolverbindungen sowie ihrer antsprechenden
Analoga genutzt werden kénnen.

Durchihre Verwendung zusitalich zum Indolpyruvat kénnen sterisch bedingte Wechselwirkungen zwischen Enzym und Substrat
besser untersucht werden, Publikationen oder Patente, in denen die Herstellung dieser Biochemikalien beschrieben wird, sind
nicht bekannt. In Biochemikalienkatalogen werden sie nicht angeboten.

Zlel der Erfindung

Es ist das Ziel der Erfindung, ein sinfaches enzymatisches Verfahren zur Herstellung von Methyl- und Fluorderivaten des
Indolpyruvats zu entwickeln, um diese Biochemikalien fiir analytische Untersuchungen zum Stoffwechsel der biotachnologicch
bedeutsamen Aminos#ure Tryptophan und ihrer entsprechenden Analoga sowie fiir von dieser Aminosiure abgeleitete
Verbindungen z2u gewinnen.

Darlegung des Wesens der Erfindung

Aufgabe der Erfindung st es, ein geeignetes enzymatisches Herstellungsverfahren 2u entwickeln, um Methy!- und Fluorderivate
des Indolpyruvats aus einfachen Ausgangsstoffen in wenigen Schritten zu produzieren, ErfindungsgemaB wird die Aufgabe
geldst, indem dafiir als Enzym die Tryptophanaminotransferase aus der Hefe Candida maltosa (ZIMET Hi 28) eingesetat wird, die
4-, 5- und 6-Methyltryptophan und 6- und 6-Fluortryptophan in einem geeigneten Reaktionsmedium zu den entsprechenden
Derivaten des Indolpyruvats umzusetzen vermag. Das erfindungsgeméRe Verfahren beruht darauf, dal mit einem aufbereiteten
Enzymrohextrakt unter Zusatz von 2-Oxoglutarat und Pyridoxalphosphat in einem gepufferten, fliissigen Medium aus den 4-, 5-
und 6-Methyl- und den §- und 6-Fluorderivaten des Tryptophans die entsprechenden Derivate des Indolpyruvats gebildet und
danach isoliert, gereinigt und kristallin gewonnen werden.

Ausflhrungsbeisplel
Die Erfindung ist dargelegt in den Figuren 1-2,

Fig.1: Zeitlicher Verlauf der enzymatischen Conversion von 4- (1), 5- (@} und 6-Methyltryptophan (M) und 5- (A) und 6-
Fluortryptophan (A) zu den entsprechenden Methyl- und Fluorderivaten des Indolpyruvats,

Fig.2: Chromatographie von 4- (O}, 5- (®) und 6-Methylindolpyruvat (W) und 5- (A) und 6-Fluorindolpyruvat (A) auf einer Séule
(2x 10cm) von DEAE-Sephadex X-25 (Acetat-Form).

Das erfindungsgeméBe Verfahren zur Herstellung von 4-, 5- und 6-Methylindolpyruvat und 5- und 6-Fluorindolpyruvat beruht
darauf, daB die entsprechenden Tryptophanderivate in einem gepufferten Medium mit 2-Oxaglutarat als
Arinogruppenacceptor und Pyridoxalphosphat als Coenzym enzymatisch umgesetzt und die gebildeten Methyl- und
Fluorderivate des Indolpyruvats aus dem Medium isoliert, gereinigt und in kristalliner Form gewonnen werden. In unserem
Beispiel wird als Enzym die Tryptophanaminotransferase der Hefe Candida maltosa (ZIMET H128' in Form einas aufbereiteten
Rohextraktes fiir die katalytische Umsetzung verwendet.
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Praparation des Enzyms

Zur Gewinnung des Enzyms Tryptophanaminotransferase wurde die Hefe Candida maltosa (ZIMET Hi28) in einem flissigen
Volimedium mit 109 Glucose, 10 g Pepton und 6 g Hefeextrakt kultiviert, Nach 24 Stunden Wachstum bei30°Cin Schiittelkolben
auf elner Schilttelmaschine wurden die Zellen aus der Kulturfliissigkelt durch Zentrifugation (16Min.) bei 10000x g abgetrennt,
Fir dio Enzympréparation wurden die geernteten Zellen aus 16 Kolben vereinigt und mit 100mM Tris/HCI-Puffer (pH8,5)
gewaschen {suspendiert und erneut abzentrifugiert) und nach Resuspension im gleichen Puffer 2mal mit der X-Presse
aufgebrochen,

Alle weiteren Schritte zur Enzympriparation wurden bel 4°C durchgefiihrt. Das Homogenat wurde bei 20000 x g 10 Minuten
zentrifuglert und der Uberstand bis zu einer Konzentration von 1,8M (40% Sﬁmgung) mit festem (NH,),SO, versotzt. Nach

30 Minuten wurdo die Lésung 10 Minuten bei 16000 x g zentrifigiert, und 2um Uberstand wurde erneut Ammoniumsulfat bis zu
einer Gesamtkonzentration von 3,156 M (70% S#ttigung) zugesetzt, Nach weiteren 30 Minuten wurde abzentrifiglert, und das
erhaltene Sediment wurde i 1 100mM Tris/HCI-Puffer, pH8,5, der 40% Volumenanteil Glycerol enthlelt, aufgenommen, Dieser
Enzymrohextrakt konnte bei —-20°C mehrere Monate ohne Aktivitétsverlust aufbewahrt werden,

Bestimmung der Protein-, u 1d der Tryptophandarivatmenge sowie der Enzymaktivitat

Die Proteinbestimmung im Enzymrohextrakt erfolgte nach LOWRY et al. (J. Biol. Chem, 193, 265-275, 1951) mit
Rinderserumalbumin als Standard. Die Konzentration der Tryptophanderivate in den Ans#tzen wurde nach einer Methode von
MESSINEO und MUSARRA (Int. J, Biochem. 3, 700-704, 1972) mit Abinderungen nach BODE et al. (Cell. Mol. Biol. 26, 615-620,
1980) bestimmt.

Fir aie Bestimmung der Tryptophanaminotransferaseaktivitit enthielt das Reaktionsmedium 40puM des entsprechenden
Tryptophanderivats, 80 uM 2-Oxoglutarat, 0,1 uM Pyridoxalphospat, 130M Tris-HCI-Puffer {pH8,1) und die notwendige Menge
Enzymaextrakt (2,5 mg/mli Protein) in einem Endvolumen von 1ml. Cie Aktivitétsbestimmung erfolgte durch Messen der
gobildeten Indolpyruvatderivate (GORDON, S.A., PALEG, L.G.: Physiol. Plantarum 10, 39-47, 1957). Zu diesom Zweck wurden
dem Reaktionsmedium nach 2 Stunden Inkubation bei 37°C 1,6 ml Salkowski-Reagenz (1ml 0,5 M FeCly + 60 ml Perchlorséure,
36% Volumenantail) zugesetat, Proben mit einem zu hohen Gehalt an Indolpyruvatderivaten (mehr als 300nMol) muBten vor
Zugabe des Reagenz entsprechend verdiinnt werden, Die Messung erfolgte nach 30 Minuten bei 530 nm.

Enzymatische Herstellung und Isolierung des 4-, 5- und 8-Methylindolpyruvats und des 5- und 8-Fluorindo!pyruvats

Fiir die enzymatische Herstellung der Derivate des Indolpyruvats wurde ein Reaktionsansatz vor 100m| Gesamtvolumen
verwendet, der entsprechend dem beschriebenen Standardreaktionsmedium zur Bastimmung der Enzymaktivitét
zusammengesetzt war (40mM der DL-Verbindung des entsprechenden Tryptophanderivats, 80mM 2-Oxoglutarat, 0,1mM
Pyridoxalphosphat, 100mM Tris-HCI-Puffer, pH8,1, 2,5 mg/mi Protein). Nach 2stiindiger Inkubation bei 37°C wurde das
Reaktionsmedium mit konz. HC! auf pH2 angesiuert und danach 20 Minuten bei 16000 x g zentrifugiert. Der Uberstand wurde
2mal mit Ethylacetat extrahiert. Die vereinigten Ethylacetat-Extrakte wurden bei 30°C eingeengt und der verbleibende Riickstand
in 10ml Ethanol (in diesem und in allen weiteren Schritten wurden Ethanol mit 50% Volumenanteil verwendet) aufgenommen.
Disse Ethanol-Lbsung wurde auf eine Séule (2% 10cm) von DEAE-Sephadex A-25 {Acetat-Form) gegeben, Nach Waschen der
S#Hule mit 30ml Ethanol wurde mit 200m| eines Gradlenten (0-0,5M) Essigs#ure in Ethanol eluiert. Es wurden Fraktionen von
6,6 mi gesammett. Die Fraktionen, die das gebildete Derivat des Indolpyruvats enthielten, wurden vereinigt und bei 30°C
eingeengt. Der Riickstand wurde in Ethano! aufgenommen, ernout eingeengt, und dieser Schritt wurde ein weiteres Mal
wiaderholt. Nach Resuspension des verbleibenden Rilckstandes in Ethanol und langsamer Evaporation der Ethanol-Lésung
bildeten sich briunliche Kristalle des entsprechenden Methyl- oder Fluorderivats des Indolpyruvats. Die jeweils erhaltene
Ausbeute ist in Tabelle 1 wiedergegeben.

Tabelle 1
Ausbeute bel der enzymatischen Umsetzung von Methyl- und Fluortryptophan <u den entsprechenden Derlvaten des

Indolpyruvats

Eingesetzte Verbindung Ausbeute in % Massenanteil
DL-4-Methyltryptophan 16
DL-5-Methyitryptophan K}
DL-6-Methyltryptophan 23
DL-6-Fluortryptophan 1"

DL-6-Fluortryptophan 20
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