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(57) Tiivistelmd - Sammandrag

Keksint® koskee uutta entsyymia, 2-oksokarboksyylihappo-
reduktaasia, joka on pyridiininukleotidisti riippumaton
eikd sisdlla lainkaan flaviiniryhmid, sen valmistusta

sekd sen kayttoa 2-oksokarboksyylihappojen pelkistykseen.

Uppfinningen hinfér sig till ett nytt enzym 2-oxokarbon-
syrareduktas, vilket ir oavhingigt av pyridinnykleotid
och saknar flavingrupper, samt till dess framstdllning och

anvdndning vid reduktion av 2-oxokarbonsyror.
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2-oksokarboksyylihapporeduktaasi, sen valmistus ja kdytto

Keksintd koskee uutta 2-oksokarboksyylihapporeduk-
taasia, sen valmistusta samoin kuin sen kdytt&s 2-oksokar-
boksyylihappojen ja niiden estereiden pelkistykseen.

On tunnettua pelkist&d 2-oksokarboksyylihappoja
entsymaattisesti. N&ihin pelkistyksiin k#ytet##n entsyy-
mejd, jotka tarvitsevat kosubstraatiksi pyridiininukleoti-
deja. Esimerkkind t&llaisesta reaktiosta mainittakoon L-
laktaatin valmistus pyruvaatista (J. Org. Chem. 47, 2816
(1982)). On lissdksi tunnettua valmistaa 2-hydroksikarbok-
syylihappojen raseemisia seoksia optisesti puhtaiden 2-
hydroksikarboksyylihappojen enantioselektiivisen, mikro-
biaalisen hajottamisen avulla (Appl. Environ. Microbiol.
45, 884 (1983)). Entsymaattisella pelkistyksell# pyridii-
ninukleotidista riippuvaisten reduktaasien avulla on kui-
tenkin se ep&kohta, ettd t#118in tarvitaan vield toinen
entsyymi, joka regeneroi uudelleen hapetetun pyridiininuk-
leotidin. T&m&n lis#ksi pyridiininukleotidit hajoavat pi-
temmdssd kidytdssi.

Nyt on keksitty entsyymi, jolla ei ole n#diti hait-
toja.

Keksinndn kohteena on pyridiininukleotidista riip-
pumaton ja flaviiniryhmid sis#dlt&m&tdn 2-oksokarboksyyli-
happoreduktaasi, sen valmistus ja kdyttd. Keksinndlle on
tunnusomaista se, mit4 vaatimuksissa on mainittu.

Oksokarboksyylihapporeduktaasin molekyylipaino on
noin 500 000. Sen isoelektrinen piste on arvossa 4,9. Sen
kdyttbkelpoinen pH-alue on v&lilld 6-8 maksimin ollessa
arvossa 6,8. Seuraava taulukko osoittaa entsyymin aktivi-
teetin riippuvuutta ldmpdtilasta. Tarkistusarvona on akti-
viteetti lémpdtilassa 24 °C, jonka aktiviteetiksi merkit-
tiin 100 %.
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Taulukko 1
T (°C) Aktiviteetti (%) T (°C) Aktiviteetti (%)
14 46 34 220
19 72 39 306
24 =100 44 368
29 150 49 440

45 °C:n lampdtilassa on hapetetun entsyymin puo-
liintumisaika fosfaattipuskuriliuoksessa tetrasykliinin
lidsndollessa noin 13 tuntia. 35 °C:ssa té&md aika on noin
55 tuntia ja pelkistetyss& tilassa pelkistetyn metyylivio-
logeenin l#sndollessa noin 100 tuntia. Aktiviteettikdyréan
muoto ei ole 1. asteen kidyrd. 8 wvast. 40 tunnin kuluttua
ei hapetetussa entsyymissd ole havaittavissa vield mitddn
aktiviteetin heikkenemistd. EDTA:1la ei ole mit&&n vaiku-
tusta entsyymin aktiviteettiin.

Ainocana prosteettisena ryhmédn& on t&hén saakka voi-
tu todeta hapolle labiili rikki, joka on luultavasti pe-
rdisin Fe/S-kasautumista. Flaviiniryhmid ei ole spektrofo-
tometrisesti todettavissa.

Erityisen kiintoisaa on se, ettd entsyymin aktivi-
teettia voidaan kohottaa hapetetun metyyliviologeenin
avulla. Suurenevien MV''-konsentraatioiden ja 0,15 mM MV':n

ldsndollessa suhtautuvat alkunopeudet seuraavalla tavalla:

mv** U/ml

mM P.mirabilis P.vulgaris
0,01 18,1 13,3

0,08 41,9 24,4

0,16 46,0 31,3

0,75 62,0 41,5

(2 mm:n kyvetissd oli 0,3 ml O,1 M trisasetaattipuskuria
pH 7,0, 2 upmol 2-okso-4-metyylipentanoaattia, kussakin
haudottiin sama entsyymimddrd samoin kuin 0,2 mM pelkis-
tettyd metyyliviologeenia ja taulukossa ilmoitetut Kkon-

sentraatiot hapetettua metyyliviologeenia).
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2-oksokarboksyylihapporeduktaasia saadaan liuenta-
malla mekaanisesti entsyymi8 sisdltdvd mikro-organismi,
esim. Proteus vulgaris DSM 30 118 tai Proteus mirabilis
DSM 30 115, sentrifugoimalla, ultrasentrifugoimalla sakkaa
peittdvd neste, liett&m#dlld sakka detergenttiliuokseen ja
poistamalla kiintedt epdpuhtaudet uudistetulla ultrasent-
rifugoinnilla.

Ensimmdisen sentrifugoinnin tarkoituksena on pois-
taa karkeat epdpuhtaudet. Se suoritetaan yleens#3 keskipa-
kokiihtyvyyden ollessa v&lilla 5000 - 20 000 g 5 - 10 mi-
nuutin pituisen ajan. Sakka heitet&ddn pois. Sakkaa peit-
tadva neste sentrifugoidaan sen jalkeen v&lilla 0 - 10 °C
ja kiihtyvyyden ollessa 80 000 - 120 000 g 1-2 tunnin
ajan. Ndin saatu sakka lietetdsdn kylm&i&n puskuriliuokseen
ja sentrifugoidaan uudelleen kiihtyvyysarvo-valilli
80 000 - 120 000 g. Sakkaan lis&t#sn dispergoimisainetta,
kuten ®rriton x 100 tai ®rween 80 - ja puskuriliuosta
(pH 6 - 8) ja sentrifugoidaan uudelleen kiihtyvyysarvoilla
80 000 - 120 000 g. N&in saatu sakkaa peittdvd neste si-
sdlt88 entsyymin liuenneessa muodossa.

Uuden entsyymin avulla ovat yllittdvidsti useat 2-
oksokarboksyylihapot ja niiden esterit pelkistettdvissa
stereospesifisesti vastaaviksi (2R)-hydroksikarboksyyli-
hapoiksi vast. niiden estereiksi. Esimerkkeji t#llaisista
hapoista ovat: 2-oksopropaanihappo (=paloryp&dlehappo), 3-
fluori-2-oksopropaanihappo, 3-metyyli-2-oksopentaanihappo
(molemmat enatiomeeriset muodot), 4-metyyli-2-oksopentaa-
nihappo, fenyyliketoetikkahappo, fenyylipalorypdlehappo,
5-bentsyylioksi-B-indolyylipalorypdlehappo, ketomeripih-
kahappo, 2-oksoglutaarihappo, 2-oksoadipiinihappo, 2-okso-
atselaiinihappo, 2-oksosebasiinihappo, 2-oksoundekaanidi-
karboksyylihappo, 2-okso-4-(metyylitio)voihappo, indolyy-
lipalorypdlehappo, 2-okso-4-metyylifosfinovoihappo. Esi-
merkki esteristd on paloryp&dlehappo-etyyliesteri. Pelkis-
tystuotteet ovat yleensd jopa yli 98 %:sestikin optisesti
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puhtaita. Osaksi on optinen puhtaus jopa yli 99,5 %.

Uusi entsyymi ei my®sk#in tarvitse toimintaansa
varten mitddn pelkistettyjé pyridiininukleotidej4. Se pys-
tyy siirt&md&n elektroneja suoraan elektronien kantajalta
- kuten metyyli- tai bentsyyliviologeenilta pelkistetyssi
tilassa - substraatille.

Esimerkki 1

Proteus mirabilis'ta (DSM 30 115) viljeltiin tdys-
elatusvédliaineessa (hiivauutetta 5,0 g, glukoosia 5,0 g,
lihasta saatua peptonia 20,0 g, K,HPO, 5,0 g, H,0 1000 ml,
PH 7,2) 35 °C:ssa kaasuttamalla seoksella, jossa oli 97 %
N, ja 3 % 0O,. Korkeampia entsyymiaktiviteetteja saadaan
raakauutoksessa kdyttém#lls Proteus vulgaris (DSM 30118).
Tdssé tapauksessa tdytyy kuitenkin viljelld siten, etti
hapen luoksep#ddsy on t#ysin estetty. Raakauutoksissa on
saavutettavissa spesifisiksi entsyymiaktiviteeteiksi 7 - 9
U/mg proteiinia. N8in saadut solut korjattiin talteen ai-
kaisessa stationddrisessd8 faasissa. 1 paino-osa kosteata
bakteerimassaa lietettiin 3 osaan 20 mM kaliumfosfaatti-
puskuria pH 7,0 ja k#&siteltiin j&4hauteessa N,-atmosf&drin
alaisena ultraddnivirshtelygeneraattorin avulla siksi kun-
nes yli 90 % soluista oli avautunut, miki todettiin mik-
roskooppisesti.

64 ml ndin saatua raakauutetta sentrifugoitiin 10
minuuttia kiihtyvyysarvolla 10 000 g ja 4 °C:ssa ja sakka
heitettiin pois. Sakkaa peitt#dvii nestetts sentrifugoitiin
90 minuuttia kiihtyvyysarvolla 100 000 g ja 4 °C:ssa ja
sakkaa peittdvd neste heitettiin pois. Sakka pestiin 32
ml:lla 20 mM kaliumfosfaattipuskuria pH 7,0 ja sentrifu-
goitiin vield 60 minuuttia kiihtyvyysarvolla 100 000 g.
Sakkaa peittdv4d neste heitettiin jdlleen pois. Sakka lie-
tettiin 32 ml:aan 20 mM kaliumfosfaattipuskuria pH 7,0,
joka sisalsi 0,2 g ®rriton X-100. 45 minuuttia kestdneen
h&mment&misen j&lkeen sentrifugoitiin 60 minuuttia kiihty-
vyysarvolla 100 000 g O °C:ssa. Reduktaasi oli sakkaa
peittdvdssd nesteessid. Saanto oli 80 %.
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Esimerkki 2

10 ml esimerkin 1 mukaan saatua raakauutetta, joka
sisdlsi yhteensd 300 U (ominaisaktiviteetti 1,3 U/mg pro-
teiinia), kaadettiin G%ephacryl S-1000-pylvisn (taytdksen
tilavuus 425 ml) pd&lle ja evaluoitiin 20 mM kaliumfos-
faattipuskurilla pH 7,0 tilavuusvirtausnopeuden ollessa 30
ml/tunti 4 °C:ssa. Entsyymi& ilmaantui kalvo-osasten yh-
teyteen noin 6 tunnin j&lkeen. Aktiviteettia sis#ltdvit
fraktiot (55 ml) yhdistettiin ja védkevditiin ultrasuoda-
tuksen avulla 7 ml:ksi.

Nama 7 ml sisdlsivdt 90 % raakauutoksen entsyymists
ominaisaktiviteetin ollessa 24 U/mg.

Esimerkki 3

50 g kosteata bakteerimassaa liuennettiin analogi-
sesti esimerkin 1 kanssa. Viimeisen sentrifugoinnin j&l-
keen sakan p&#4lld oleva nestetilavuus vikev®itiin ultra-
suodatuksen avulla 11 ml:ksi (500 U/ml reduktaasia ja 37
mg proteiinia/ml), t&m8 kaadettiin @%epharose 6B-pylva&n

(tilavuus 440 ml) pd&lle ja eluoitiin liuoksella, joka si-
salsi 20 mM kaliumfosfaattipuskuria pH 7,0, 0,05 % ®priton

X 100 ja 1 mM ditioerytriitti&. Yhdistetyt entsyymi# si-
sdltavat fraktiot vdkevditiin ultrasuodatuksen avulla 35
ml:ksi. Laimennuksen j#dlkeen suoritetun toistetun ultra-
suodatuksen avulla saatiin 35 ml liuosta, joka oli 10 mil-
limolaarinen kaliumfosfaattipuskurin osalta. Sen jélkeen
kun liuos oli kaadettu hydroksiapatiittipylvdidn (Bio Gel
HTP) p&ddlle, jonka tdyt8ksen tilavuus oli 100 ml ja joka
oli tasapainotettu liuoksella, joka oli 10 mM fosfaatti-

puskurin osalta ja sisdlsi 0,05 $ ﬁﬁriton X 100 ja oli 1

mM ditioerytriitin osalta, eluoitiin pylvds lineaarisen
gradientin mukaisesti 10 - 100 mM fosfaattipuskurilla ja
edelld mainituilla lis8aineilla. Yhdistetyt entsyymid si-
sdltavat fraktiot vékevditiin ultrasuodatuksen avulla 50
ml:ksi. N&md sis8lsivdt 0,37 mg proteiinin/ml ja 26 U/ml

reduktaasia. 9 tuntia Kkestédneen dialyysin jalkeen, joka
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suoritettiin liuosta vastaan, joka oli 10 mM tris. HCl pH
7,5:n osalta ja sisdlsi 0,05 % Triton X 100, kaadettiin
entsyymiliuos GbEAE—Sephadex A25-pylvd&n pddlle, jonka
tdytdksen tilavuus oli 35 ml, ja entsyymi eluoitiin line-
aarisen gradientin mukaisesti, jolloin edelld mainittu
puskuriliuos oli 0 - 700 mM KCl:n osalta. Sen jidlkeen kun
entsyymid sisdltavédt yhdistetyt fraktiot oli ultrasuoda-
tettu 8,2 ml:ksi, saatiin ominaisaktiviteetiksi 300 U/mg
proteiinia (90 U/ml; 0,3 mg proteiinia/ml).
Esimerkki 4

40 g kosteata Proteus vulgaris-bakteerimassaa lie-
tettiin liuoksella, joka sisdlsi 60 ml 0,01 M tris-HCl
puskuria pH 7,5 ja 1 mM ditiocerytriittid, jonka jdlkeen
bakteerimassa liuennettiin ultraddnikdsittelyn avulla (30
minuuttia, 40 wattia, ei yli 6 °C). Lysaattia sentrifugoi-
tiin 10 minuuttia kiihtyvyysarvolla 15 000 g ja sakan
pd8lld olevaa nestettd sentrifugoitiin kiihtyvyysarvolla
100 000 g 120 minuuttia. Sedimentti lietettiin uudelleen
75 ml:1la 0,01 M tris-HCl pH 7,5 puskuria ja lietteeseen
lisdttiin 1 % (til./til.) detergenttid (Polyoksoetyleeni-
9-lauryylieetterid (Sigma)). Sen jdlkeen kun t&td suspen-
siota oli h&mmennetty 45 minuuttia jd8hauteessa, suoritet-
tiin uudelleen sentrifugointi kiihtyvyysarvolla 100 000 g
90 minuutin ajan. Sakan p&dlld oleva neste sisdlsi 2-okso-
karboksyylihappo-reduktaasia.

Liuos kaadettiin DEAE-selluloosa-pylvdsn (9 = 2,5
cm, tilavuus 90 ml) pdsdlle, joka oli tasapainoitettu liu-
oksella, joka oli 0,1 M tris-HCl pH 7,5:n osalta, 1 mM
ditioerytriitin osalta, sis#lsi 0,8 % detergenttid (til./-
til.) ja 0li 4 mM ditioniitin osalta. Sen jdlkeen kun pyl-
vds oli jalkieluoitu noin kahdella pylvddn tilavuudella
edelld mainittua puskuriliuosta, kdytettiin edelld maini-
tussa puskuriliuoksessa lineaarisen gradientin mukaan O, 1-
0, 7molaarista KC1l (2 x 225 ml). Entsyymi eluoitui suunnil-
leen 250 mM:1la KC1l:118 ja sitd oli kaikkiaan noin 60 ml.
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Entsyymid sisdlt8vdt fraktiot yhdistettiin ja kaadettiin
hydroksyyliapatiitti-pylv&sn (HA Bio-Gel, ¢= 1,5 cm, ti-
lavuus 40 ml) p&slle, joka oli tasapainotettu liuoksella,
joka o0li 0,01 M tris-HCl1l pH 7,5:n osalta, 1 mM ditioeryt-
riitin osalta, sis#lsi 0,4 % (til./til.) detergenttii ja
oli 4 M ditioniitin osalta. Edelli mainitulla tasapaino-
tuspuskuriliuoksella (noin 1 pylv&8n tilavuus) suoritetun
eluoinnin j&@lkeen eluoitiin lineaarisen gradientin mukaan
liuoksilla, jotka olivat O - 150 mM kaliumfosfaatin (pH
7,5) osalta ja sisdlsivat mainittuja lis&aineita, jolloin
entsyymi eluoitui noin 60 mM kaliumfosfaattipuskurilla.
Yhdistetyt fraktiot (noin 30 ml) kaadettiin toisen DEAE-
selluloosa-pylvédén (¢ = 1 cm, tilavuus 20 ml) pddlle, joka
oli tasapainotettu edelld mainitulla puskuriliuoksella.
Lyhyen j&lkieluoinnin j#lkeen eluoitiin 2-oksokarboksyyli-
happo-reduktaasi lineaarisen gradientin O - 0,4 M KC1l mu-
kaan jélleen edelld mainitulla puskuriliuoksella. Entsyy-
mid sisdltévdat fraktiot, joissa oli p#Hasiallisin aktivi-
teetti, yhdistettiin ja v#kevditiin ultrasuodatuksen avul-
la YM 30-kalvon (Amicon) ldpi noin 6 ml:ksi. T&m& liuos
kromatografoitiin k&yttdmalls Sepharose® Cl 6B-pylviasti
(% = 2,5 cm, tilavuus 365 ml) joka oli tasapainotettu
kdyttdmdlla 0,01 M tris-HCl puskuri pH 7,5, 0,05 M KC1 ja
edelld mainittuja lis#aineita.

Entsyymin ominaisaktiviteetti on 350 U/mg proteii-
nia. Oheinen kaavio esitt#d puhdistuksen kulkua.
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Esimerkki 5

Sdhkotkemiallisessa kennossa pelkistettiin 25 ml
livosta, joka oli 100 mM kaliumfosfaattipuskurin pH 7,0
osalta, 4 mM metyyliviologeenin osalta ja 40 mM fenyyli-
pyruvaatin osalta, 0,5 mg:1la esimerkin 3 mukaista 2-okso-
happoreduktaasia, j&nnityksen ollessa -700 mV standardika-
lomelielektrodin suhteen. Virran voimakkuus 5,8 mA putosi
Jjyrkdsti 9 tunnin kuluttua. Reaktioliuos sis#lsi HPLC-ana-
lyysin mukaan 88 % odotetusta fenyylimaitohaposta. Lai-
mealla rikkihapolla pH-arvoon 1,8 hapotuksen j&lkeen uu-
tettiin eetterilld. Kiteinen j4&nndés, 78 % tecreettisesta
arvosta, osoittaa natriumsuolaksi muuttamisen jilkeen
kiertokulmaa [a]"589 = 21,1°; 0,09 millimoolia/ml H,0.
(28)-natriumfenyylilaktaatin puhdas kaupallinen valmiste
osoitti samoissa olosuhteissa mitattuna arvoa -21,4°.
Analogisesti samalla tavalla valmistettiin (R)-mantelihap-
poa ja (R)-2-hydroksi-4-metyylipentanaattia.

Seuraava taulukko 2 esittdd suhteellisia nopeuksia
joilla 2-okso-karboksyylihapot pelkistyv&t, kun fenyyli-
pyruvaatin arvoksi merkit&8n 1. 3-oksokarboksyylihapot ja
hydroksiasetoni eivdt pelkisty.

Taulukko 2

Substraatti Suhteelliset nopeudet
P.mirabilis P.vulgaris

Fenyylipyruvaatti = 1,00 = 1,00
Pyruvaatti 0,92 0,85
Oksaaliasetaatti 0,73 0,50
2-oksoglutaraatti 0,78 0,62
2-oksoadipaatti 0,70

Indolypyruvaatti 0,35 0,67
5-bentsyylioksi-indolyylipyruvaatti 0,30

2-oksopatoaatti 0,07 0,04
3-fluoripyruvaatti 0,22 0,20

2-okso-4-metyylipentanoaatti 0,81
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(+) 2-okso-3-metyylipentanoaatti
(+) 2-okso-3-metyylipentanocaatti
Fenyyliglyoksylaatti
3-oksoglutaraatti

Hydroksiasetoni

0,28
0,46
0,16
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Patenttivaatimukset

1. 2—oksokarboksyylihapporeduktaasi, tunne t-
t u siitd, ettd se on pyridiininukleotidisti riippumaton
eikd sisdl1138 lainkaan flaviiniryhmi4 ja sen molekyylipaino
on noin 500 000, kdyttokelpoinen pH-alue on valilli 6 - 8,
maksimin ollessa arvossa 6,8 ja isoelektrinen piste arvos-
sa 4,9 ja ettd se on valmistettavissa menetelmdlld, jossa
Proteus mirabilis DSM 30115 tai Proteus vulgaris DSM 30118
liuennetaan, raakauutos sentrifugoidaan, sakan p&&ll4 ole-
va neste ultrasentrifugoidaan, sakka lietetdin deter-
genttiliuokseen ja kiinteiat epdpuhtaudet poistetaan uuden
ultarasentrifugoinnin avulla.

2. Menetelmd patenttivaatimuksen 1 mukaisen 2-okso-
karboksyylihapporeduktaasin valmistamiseksi, tunne t-
t u siitd, ettd Proteus mirabilis DSM 30115 tai Proteus
vulgaris DSM 30118 liuennetaan, raakauutos sentrifugoi-
daan, sakan p&&lla oleva neste ultrasentrifugoidaan, sakka
lietetddn detergenttiliuckseen ja kiintedt epapuhtaudet
poistetaan uuden ultrasentrifugoinnin avulla.

3. Patenttivaatimuksen 1 mukaisen 2-oksokarboksyy-
lihapporeduktaasin kayttd 2—oksokarboksyylihappojen ja

niiden esterien pelkistykseen.
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12
Patentkrav

1. 2-oxokarboxylsyrareduktas, k @& nne teck -
n a t d&rav, att det 8r oavhéngigt pyridinnukleotid och
saknar flavingrupper, 4r anvidndbart inom pH-omradet 6 - 8,
varvid det maximala pH-vdrdet 4r 6,8 och har en molekyl-
vikt pa ca 500 000 och vars isoelektriska punkt &r 4,9 och
att det kan framstédllas enligt ett fdrfarande d&r man upp-
1dser Proteus mirabilis DSM 30115 eller Proteus vulgaris
DSM 30118, centrifugerar rdextraktet, ultracentrifugerar
den ovanfdr fdllningen beldgna vdtskan, suspenderar f&ll-
ningen i en detergentl®sning och avlégsnar fasta forore-
ningar genom f&rnyad ultracentrifugering.

2. Forfarande for framstallning av 2-oxokarboxyl-
syrareduktas enligt patentkravet 1, k 8 nneteck -
n a t darav, att man upplédser Proteus mirabilis DSM 30115
eller Proteus vulgaris DSM 30018, centrifugerar raextrak-
tet, ultracentrifugerar den ovanfdr f#dllningen beldgna
vidtskan, suspenderar f&llningen i en detergentl®sning och
avlagsnar fasta fdroreningar genom férnyad ultracentrifu-
gering.

3. Anvd@ndning av 2-oxokarboxylsyrareduktaset enligt
patentkravet 1 f8r reduktion av 2-oxokarboxylsyror och de-

ras estrar.
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