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RÖVIDITÉSEK JEGYZÉKE

ADH alkohol dehidrogenáz (EC 1.1)

cfu telepképző egység (colony forming unit)

CLS kukoricalekvár felülúszó (Corn steep Liquor Sedimentant)

DO relatív oldott oxigén koncentráció (Dissolved Oxygen)

EC Nemzetközi Enzimbizottság (Enzyme Commission)

ee enantiomer felesleg (enantiomeric excess)

FDA az Egyesült Államok élelmiszer és gyógyszerellenőrzési hivatala

(Food and Drug Administration)

FDH fruktóz dehidrogenáz

HPLC nagy felbontású folyadékkromatográfia (High Pressure Liquid Chromatography)

IUPAC Elméleti és Alkalmazott Kémia Nemzetközi Egyesülete

(International Union of Pure and Applied Chemistry)

MDA (3,4-metiléndioxifenil)aceton

NADP nikotinsavamid-adenin-dinukleotidfoszfát

PMW ülepített micélium tömeg (Packed Mycelia Weight)

PPG polipropilén-glikol

rpm percenkénti fordulatszám (rotation per minute)

VRK vékonyréteg kromatográfia

vvm térfogat (levegő)/térfogat (táptalaj)/perc (volume/volume/minute)
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1. BEVEZETÉS

1.1 A Talampanel jelentősége és előállítása

  A sztereoszelektív reakciókkal előállított termékek, illetve szintézis köztitermékek mind nagyobb

számban fordulnak elő a mai gyógyszerszintézisekben. A növekvő számú, könnyen hozzáférhető

enzimek – többek között a biokatalizált reakciók enyhe körülményei miatt –egyre jobban háttérbe

szorítják a kémiai katalizátorokat.

A Talampanel az epilepszia kezelésére szolgáló, hatékony és mellékhatásoktól mentes leendőbeli

gyógyszerkészítmény, ami jelen pillanatban a második klinikai vizsgálatok lezárásánál tart.

Szokásos jelölései: GYKI-53773, LY-300164, molekulatömege: 337,3820. A mértékadó

gyógyszeripari figyelő, az Ensemble (Prous Science) a bevezetés évére félmilliárd USD feletti

forgalmat prognosztizál. A Talampanelt Intézetünkben (az akkori Gyógyszerkutató Intézet) találták

fel, majd jelenlegi tulajdonosunk (IVAX Co., Miami, Florida, USA) az Eli Lilly gyógyszeripari

vállalattal közösen döntött a gyógyszer világpiacon történő bevezetése mellett.

A hatóanyag jótékony hatását nem kizárólag az epilepsziában szenvedők fogják élvezni. Széles

körben alkalmazható görcsoldó, pl. elektrosokk, vagy nikotin-túladagolás okozta roham

megszűnését is elősegíti. Egereken viszgálták a Talampanel oxotremorin, illetve harmalin által

keltett remegés csillapító hatását is.

A GYKI-53773 jelű molekula vázizom görcsök oldásában játszott szerepe is bizonyított. Egy

modellkísérletben megállapították, hogy az agyi ischaemiát szenvedő patkányok agysejtjeinek

túlélését 47%-kal növeli meg a Talampanel, így akár egy ambulanciás mentőorvos állandó tartozéka

is lehet a Talampanel. A különböző koponyasérülések esetében ez a megnövelt túlélési idő rengeteg

agysérülést szenvedett ember életét mentheti meg. Patkányokon előidézett autoimmun agylágyulás

szimptómáit pedig 78%-kal csökkentette a megfelelő dózis adagolása mellett.

Az ipari léptékű szintézisút kifejlesztése Intézetünk feladata lett. A hétlépéses szintézis első lépése a

prokirális (3,4-metiléndioxifenil)aceton sztereoszelektív redukciója, amelynek során a célmolekula

királis centruma keletkezik. Ez a lépés a szintézis kulcslépése, aminek kémiai szintézise extrém

körülményeket és környezetre ártalmas katalizátor alkalmazását követelné meg. A keletkezett (S)-

alkoholt 4-nitro-benzaldehiddel kell kondenzálni, majd lúgos körülmények között dimetil-

formamidban oxidálni, amit egy acetil-hidrazinos kezelés követ. A hidroxil csoport ciklizálása

nátrium-hidroxid segítségével, erősen lúgos kémhatású közegben történik. A szintézis utolsó lépése

a nitro csoport redukciója.
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Tekintve a hatóanyag jelenét, és reményt keltő jövőjét, rendkívül fontossá vált a szintézis üzemi

léptékű kidolgozása, különös tekintettel a szintézis első lépésére, ahol a Talampanel királis

centruma alakul ki. A gazdaságos szintézishez először a biokatalizátor költséghatékony előállítását

kellett megoldanunk. Biokatalizátorként a korábban laboratóriumi körülmények között erre a célra

kiválasztott Zygosaccharomyces rouxii-t választottuk. Ez a valódi élesztő korábban más

sztereoszelektív redukcióban még nem, sőt léptéknövelt, üzemi körülmények között pedig

információink szerint soha nem került alkalmazásra. Sőt, gyantát alkalmazó reakcióelegyet sem

alkalmaztak még a biotranszformácis iparban.

Az optikailag aktív propanol előállításának másik lehetséges módja a kémiailag egyszerűen

előállítható racemát alkohol sztereospecifikus acilezése lipázzal. Ennek a módszernek egyértelmű

hátránya, hogy megnöveli a szintézis lépéseinek számát, valamint extrém körülményeket is

tartalmaz, így kevésbé környezetbarát a módszer.

A Talampanel lehetséges utódmolekuláinak előállítása érdekében, valamint a Zygosaccharomyces

rouxii alkohol dehidrogenáz (ADH) aktivitásának jellemzése céljából egy sor aril metil keton

sztereoszelektív redukcióját végeztük el. A Candida famata diploid változata, a Debaryomyces

hansenii és a Z. rouxi élesztő alkohol dehidrogenáz enzimrendszerének szubsztrátspecificitását

hasonlítottuk össze.

1.2 Kitűzött célok

Korábbi tapasztalatok alapján ADH enzimaktivitása miatt már kiválasztott élesztő számomra is

megfelelőnek bizonyult, ezért célnak tűztem ki a mikroorganizmus vizsgálatát, valamint a (3,4-

metiléndioxifenil)aceton üzemi léptékű bioredukcióján keresztül az

(S)-1-(3,4-metiléndioxifenil)propán-2-ol üzemi léptékű előállításához szükséges vizsgálatok

elvégzését. Célkitűzéseimet az alábbi pontokban foglalom össze:

I. A biokatalizátor, optimalizált előállítása

1. A Z. rouxii fenntartásának, és enzimstabilitásának vizsgálata.

2. A megfelelő táptalajok kifejlesztése; a világon bárhol beszerezhető, állati eredetű

komponenseket nem tartalmazó (egészségügyi előírások miatt, ld. BSE) inokulum és

sejttermelő táptalajok fejlesztése gazdaságossági szempontok figyelembevételével.

3. Az inokulum és a sejttermelő fermentáció körülményeinek optimálása.

4. A sejtmassza tárolhatóságának vizsgálata.
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II. A bioredukció fejlesztése

1. A hőmérséklet, pH, levegőztetés hatása a biokonverzióra.

2. A legmegfelelőbb keverési módszer kidolgozása, a gyanta mechanikai behatásokkal

szembeni védelme.

3. A koszubsztrát minőségének és mennyiségének hatása a sztereoszelektivitásra, valamint a

hozamra.

4. A bioredukció reprodukálhatóságának növelése.

III. A Talampanel utódmolekuláinak szintézise is napirendre került, ezért egy olyan

mikroorganizmust kellett keresnem, melynek szubsztrát toleranciája nagyobb, mint a Z. rouxii-é.

Így került bevezetésre a Debaryomyces hansenii. Össze kellett hasonlítanom a Z. rouxii és a

D. hansenii ADH enzimrendszerét egy sor aril metil ketonon. A biokatalizátor tárolhatóságának

kézenfekvő lehetősége a szárítás, ezért a liofilizált, majd regenerált sejtmasszák aktivitását is meg

kellett vizsgálnom.

1. A kiválasztott aril ketonok redukciója, az eredmények értékelése és összehasonlítása.

2. A különböző fagyasztási módok hatékonyságának vizsgálata.

3. A friss és a liofilizált sejtmassza enzimaktivitásainak összevetése, értékelése.
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2. IRODALMI ÁTTEKINTÉS

2.1 A biokatalízis fejlődése és szerepe napjainkban

Mára a köznyelvben is oly általánosan elterjedt katalízis szót meglepően régen, 1836-ban keltette

életre Jöns Jakob Berzelius, svéd kémikus, aki számos biokatalizált folyamatot jegyzett fel , igaz ő

még nem foglalkozott a reakciók hajtómotorjával [Laidler 1997]. Ugyanebben az évben Berzelius

kortársa, Schwann a gyomornedvekből nyert húst emésztő aktív szubsztanciát pepszinnek

keresztelte el (1. táblázat) [Perham 1976]. Csak 40 évvel később vezették be az enzim elnevezést a

természetben lejátszódó kémiai reakciók katalizátoraira [Kühne 1876]. A biokatalízis ekkor kezdte

meg gyors fejlődését, négy évvel később már ipari körülmények között fermentáltak optikailag

tiszta tejsavat [Sheldon 1993]. Zemplén Géza 1914-ben jelentette meg az első kb. 150 oldalas

magyar nyelvű összefoglalóját az enzimek kémiai alkalmazásáról [Zemplén 1914]. A következő

mérföldkövet jelentő felismerés 1923-ból származik: L-szorbózt sikerült előállítani Acetobacter

suboxydans segítségével D-szorbitolból [Kluyver 1924], ami később az aszkorbinsav szintézis

kulcslépésévé vált [Reichstein 1934]. Az ötvenes években megindult a szteroidok ipari léptékű

átalakítása: a progeszteron régióspecifikus hidroxilezését Rhizopus arrhius törzzsel végezték el

[Peterson 1952]. Az ötvenes évektől egy nagyon intenzív fejlődésen ment keresztül a

biotranszformációs ipar, valamennyi komoly gyógyszeripari résztvevő kialakította biotechnológiai

részlegét, fermentációs üzemeket építettek. Magyarországon, 1950-ben hat állami gyógyszervállalat

közös vállalataként alapított Gyógyszerkutató Intézetben kezdődtek meg a mikrobiológiai

átalakítások fejlesztését célzó kutatások.

1. táblázat  Mérföldkövek az enzimkatalízis alkalmazásában [Liese  2000, Gutfreund 1976]

1836: (Schwann) Hús in vitro emésztése pepszinnel
1876: (Kühne) Az "enzim" név és fogalom
1890: (Takamine Co.) Takadisztáz - az első iparilag alkalmazott enzimkészítmény
1897: (Hill) Az enzimműködés reverzibilis (hidrolázok)
1906: (Pottevin) Metil oleát szintézise gyakorlatilag szerves közegben (MeOH + ojalsav)
1913: (Michaelis, Menten) Az enzimkatalízis kinetikai alapjai
1926: (Sumer) Ureáz: az első kristályos fehérje. Az enzim⇔fehérje kapcsolat felismerése
1950-es évek (Watson, Crick és többen) A DNS, RNS szerkezete, a genetikai kód
1967: (Phillips) Lizozim - Röntgen krisztallográfia: az első fehérje harmadlagos szerkezete
1969: (Gutte, Merrifield) A Ribonukleáz A enzim kémiai totálszintézise 11'931 műveletben
1969: (Tanabe Co) Az első iparilag alkalmazott rögzített enzim (Aminoaciláz⇔L-metionin)
1983: (Ensley) Az első iparilag alkalmazott rekombináns mikroorganizmus

(Pseudomonas putida gének → Esherichia coli → indigó előállítás)
1986: (Klibanov) Az enzimek többsége működőképes "vízmentes" szerves közegben
1992: (Milton, Petsko) HIV-1 proteáz (99 aminosav) enantiomer formájának szintézise

D-aminosavakból (az enzimek sztereoszelektivitásának forrása kiralitásuk)
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Napjainkra már számos enzim és egész-sejtes rendszer elérte a “reagens” állapotot, a szintetikus

kémikusok úgy kezelik azokat, mint bármely más modern szintetikus eszközt, létjogosultságuk

megkérdőjelezhetetlen. Az elmúlt időszakban nagyszámú könyv és áttekintő cikk jelent meg az

ipari, vagy legalábbis léptéknövelt technológiák bemutatásának céljából [Faber 2004, Zaks 2001,

Liese et al. 2000, Bornsheuer et al. 2000, Peters et al. 1998, Liese 1999, Patel 2000, Poppe és

Novák 1992]. Az elmúlt negyven évben az iparilag is megvalósult biotranszformációk száma 2002-

re elérte a 134-et. Az 1. ábra jól szemlélteti a növekedés felgyorsult ütemét [Straathof et al. 2002].
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1. ábra  Az iparilag megvalósult biotranszformációs technológiák kumulatív száma

A hozzáférhető adatokat alsó határként kell kezelni, mert természetesen előfordulhat, hogy a

gyártók egy része szintézisútjaikat nem publikálják, eredményeiket semmilyen formában nem

hozzák nyilvánosságra. Cheetham és társai szerint a növekedés üteme várhatóan fennmarad

[Cheetham et al. 2000]. Amennyiben az ipari termelésbe bevont biotranszformációs eljárások ipari

szektoronkénti megoszlását vizsgáljuk, úgy megállapítható, hogy a legtöbb enzimkatalizált reakció

a gyógyszeripar területéről származik (2. ábra). A gyógyszeripar 50% feletti részesedésének

magyarázata abban rejlik, hogy a sztereoszelektívitás jelentősége itt a legnagyobb, a

biotranszformációs eljárások ezen a területen bírnak a legtöbb gazdaságossági előnnyel [Rasor és

Voss 2001].
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2. ábra  Az iparilag megvalósult biotranszformációs technológiák szektoronkénti megoszlása

A már klasszikus β-laktám antibiotikumok, a szteroidok, a zsírsav és szénhidrát származékok,

valamint az aminosavak enzimes átalakításain túlmenően mára a szekunder alkoholok

sztereospecifikus előállítása is jelentőssé vált (3. ábra). A királis szekunder alkoholok jelentősége

folyamatosan növekszik, hiszen mind több új hatóanyag szintézisének kulcsintermedierjei [Bódai

2003, Homann 2004, Chartain 2000]. A szteroidok mikrobilógiai átalakításának elmélyült

vizsgálatában és ipari léptékű technológiák fejlesztésében a Gyógyszerkutató Intézet

munkatársainak világviszonylatban is kiemelkedő szerepe volt [Ambrus 2001].

3. ábra Az iparilag megvalósult biotranszformációk molekulatípusonkénti megoszlása

A legtöbb fejlesztés a hidroláz enzimcsoport biokatalizátorait alkalmazza. Mindössze 15%-os az

oxidoreduktáz enzimek aránya, amennyiben az egész sejtes reakciókat nem számítjuk ide. Az

alacsony oxidoreduktáz enzimfelhasználás oka a nélkülözhetetlen kofaktor folyamatos

regenerálásával, vagy pótlásával járó problémákban keresendő. Ezt általában egy „dupla

enzimrendszerrel” oldják meg, a kofaktor visszaredukálásához szükséges enzimet is a

reakcióelegyhez adagolják. A megvalósult technológiák esetében (134) már jóval alacsonyabb a

hidrolázok aránya, de az még itt is 40% felett van (4. ábra). Látható, hogy az egész sejtes oxidációk
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és redukciók szerepe jelentős. Ilyenkor az enzim izolálásának költség- és időigényével nem kell

kalkulálnunk, viszont megfelelő fermentációs kapacitásokkal kell rendelkezni a biokatalizátor

előállításához.

oxidoreduktázok

oxidatív sejtek

reduktív sejtek

izomerázok

liázok

hidrolázok

transzferázok

4. ábra  Az iparilag megvalósult biotranszformációk enzimtípusonkénti megoszlása

A megvalósult biotranszformációs technológiák további érdekes felosztása a reaktortípus szerinti

(5. ábra). Batchnek hívjuk az olyan technológiákat, amelyeket egy kitüntetett nulla időpontban

indítunk, és a kívánt átalakítások elérésekor a teljes fermentációs, vagy enzimes reakcióelegyet

leengedjük, majd abból nyerjük ki a terméket. A fed-batch technológiák esetében a reaktorhoz a

nulla időpontot követően is adagolhatunk különböző komponenseket. Az immobilizált enzimek,

illetve sejtek mellett további előnyöket várunk a folytonos/félfolytonos rendszerek ipari

alkalmazásától (5. ábra)

batch

fed-batchdugós áramoltatás
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kevertetett

ismeretlen

5. ábra  Az ipari biotranszformációk reaktortípusonkénti megoszlása
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2.2 Mikrobiológiai fejlesztések a Gyógyszerkutató Intézetben

A II. világháborút követő időszakban a hazai antibiotikum gyártás fejlesztése intézetünk

nemzetstratégiai feladata volt. Az 50-ev évek során a streptomycin, az oxytetracycline, a neomycin

és a nystatine ipari termelését vezették be az intézet kutatói magyarországi gyógyszeripari

vállalatoknál. Az 1970 és 1995 közötti időszakban fejlesztett antibiotikum termelést célzó

fermentációs eljárásokat a 2. táblázat foglalja össze.

2. táblázat  A Gyógyszerkutató Intézet ipari léptékű antibiotikum előállítását célzó fermentációs
technológiái

Széles antibakteriális hatású aminoglükozid típusú antibiotikumok

• gentamicin C komplex

• sisomicin

• tobramycin

• kanamycin B

• apramycin

Antibakteriális antibiotikum (külsőleg)

• mupirocin

Tumorellenes antibiotikum

• daunomycin

Finomvegyszerként forgalmazott antibiotikumok

• actinomycin D

• mithramycin

• oligomycin

• thiostrepton

A szteroid átalakítások kutatásának megindítása Wix György nevéhez fűződik (Wix és Albrecht,

1961). Az első ipari szteroid átalakítás Magyarországon 1959-ben született meg. Fusarium

caucasicum-mal 1,4-androsztadién-3,17-dion állítottak elő progeszteronból. A 6. ábrán a

norethisterone mikrobiológiai hidroxilezési munkáit követhetjük nyomon. Ezek közül az 1-α-

hidroxi származék bizonyult hasznos származéknak. Sőt, Wix és Albrecht úttörőmunkát végeztek a

rögzített sejtekkel történő biotranszformációkban is (1959).
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6. ábra  A norethisterone mikrobiológiai hidroxilezése

Az 1970-ev évekre az aminoglükozid antibiotikumok vizsgálata hozott jelentős eredményt. A

gentamicin C komplex, a sisomicin és a tobramycin előállítására kidolgozott kísérleti üzemi léptékű

technológiákat a Chinoin és Biogal gyógyszergyárakban üzemesítették. Ezen fejlesztések során új

kromatográfiás módszereket és mikrobiológiai módszereket fejlesztettek ki támogatva az intézet

kutatási programjait (Bérdy et al. 1977).

Az 1980-as években az antibiotikum screening programot kiterjesztették baktérium törzsekre is a

talajbaktériumok mellett. A kiterjesztett program keretén belül egy mupirocin termelő törzsre

akadtak. A mupirocin terápiás bevezetését a Beecham gyógyszergyár végezte el, míg a gyártást a

Biogal gyógyszergyárban kezdték meg.

Az antitumor antibiotikumok izolálása során egy antraciklin típusú antibiotikumokat termelő törzset

találtak, melyet Streptomyces coerulescens-ként sorolták be. A törzs fő terméke, a daunomycin, egy

rákellenes gyógyszer (7. ábra), a doxorubicin szintézisének köztiterméke.
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7. ábra  A daunomycin szerkezeti képe

További fermentációs technológiák kidolgozása is sikeres volt ebben az időszakban: az actinomycin

D, a mithramycin, az oligomycin és a thiostrepton ipari termelése a Reanalnál valósult meg.

A rendkívül hatékony immunszuppreszáns, a mikofenolsav mikrobiológiai előállítására szintén

ipari léptékű fermentációs technológiát fejlesztettek ki.

2.3 Néhány biotranszformációs alapfogalom

Eddigi tapasztalataim azt mutatják, hogy a konverzió és a hozam fogalmát tudományos cikkekben

[Peng et al., 1997], kongresszusokon is helytelenül használják, ezért szükségesnek érzem kettő, a

biotranszformációs gyakorlatban használt fogalom ismertetését [Liese 2000].

2.3.1 Konverzió
A konverzió az átalakítatlan (visszamaradt szubsztrát) és a kezdeti szubsztrát arányáról tájékoztat,

számszerűen az alábbi képlet segítségével kapjuk meg:

0

0

s

ss
s n

nn
X

−
= ,

ahol Xs a szubsztrátra számolt konverzió, az ns0 a szubsztrát mólban kifejezett mennyisége a reakció

kezdetekor, az ns pedig a reakció végén mért szubsztrát mólban kifejezett mennyisége. Teljes a

konverzió, ha a reakcióelegyben kiindulási anyag nem marad, vagyis ns 0-hoz közelít. Tehát a

konverzió a képződött termék mennyiségéről nem tájékoztat!
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2.3.2 Hozam
A reakció hozama a kívánt termék és az átalakítandó szubsztrát arányáról tájékoztat.

p

s

s

pp
p n

nn
υ
υ

η ×
−

=
0

0 ,

ahol ηp a termékre vetített hozam, np0 a termék, ns0 a szubsztrát mólban kifejezett mennyisége a

reakció kezdetén, np pedig a reakció során keletkezett termék mólban kifejezett mennyisége. A υs és

υp értékek hányadosa a szubsztrát és a termék sztöchiometrikus arányával korrigálja az egyenletet.

2.4 Az enzimek jellemzése

Az enzimek olyan fehérjék, amelyek a rájuk jellemző szerkezetükből adódóan bizonyos

reakciótípusokat katalizálni képesek. Az enzimek poliamid lánca abban a térszerkezetben létezik,

amelyik számára a legalacsonyabb szabad energia (∆G) értéket biztosítja. Első ránézésre egy enzim

leginkább egy fonallabdára emlékeztet. A fehérje külső oldalán a természetes, vizes környezetből

adódóan olyan poláros, hidrofil funkciós csoportok találhatóak, mint a karboxil-, hidroxil-, amino-,

amido- és tiolcsoportok. Így az enzimek külső felületén szerkezeti víz található, amely még a

liofilizálás során is megmarad, megőrizve annak térbeli szerkezetét, és ezzel aktivitását is. Ez a

szerkezeti víz a fagyasztva szárított enzimkészítmények 5-10% m/m%-át teszi ki [Cooke 1974] A

peptidlánc harmadlagos szerkezetének kialakításában számos viszonylag gyenge erősségű kémiai

kötés vesz részt (van der Waals-, π-, vagy ionos kötések (sóhidak) a töltéssel rendelkező csoportok

között). Az enzimfehérjékben a poliamid láncon túl kovalens kötés csupán az S-S diszulfid

hidakban van jelen. A gyenge kötések viszonylag könnyű megbonthatósága miatt az enzimek

érzékeny, könnyen aktivitásukat vesztő katalizátorok. Nemcsak a hőmérséklet, de a kedvezőtlen pH

vagy sókoncentráció is könnyen denaturálja azokat [Ahern 1985].

2.4.1 Az enzimműködés

Az első enzimmechanizmust megérteni próbáló elmélet, a „kulcs-zár” elmélet („lock-and-key”)

még 1894-ből való. Ez a megközelítés a szubsztrátra egyszerű kulcsként tekintett, amelyik ha

pontosan illik a zárba, az ajtó kinyílik, vagyis a reakció végbemegy [Fischer 1984]. Hamarosan

megdőlt ez a koncepció, mivel bizonyítottá vált, hogy a zárba (enzim) kisebb, nagyobb kulcsok is

illenek, vagyis egy adott enzimmel az átalakítás különböző szubsztrátokon is végbemegy. A

hatvanas évek derekán született meg a szofisztikáltabb, un. „indukált kapcsolású” modell
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(„induced-fit mechanism”)[Koshland 1968]. Ez a modell azon alapszik, hogy a szubsztráttól

függően az enzim változtatni képes konformációját a szubsztrát szerkezetéhez idomulva. Ez a

modell vezette be a kesztyű-kéz hasonlatot, amely évtizedekkel később a sztereokémia kedvenc

hasonlata is lett. Tipikus „indukált kapcsolású” enzimek a lipázok. Egy-egy képviselőjük

meglepően sokféle, a természetes szubsztrátjuktól, a trigliceridektől szerkezetileg távoli szubsztrátot

képes átalakítani. Ennek a működési modellnek a lényegét a 8. ábra mutatja be.

8. ábra  az „indukáltan kapcsolt” működési modell sematikus rajza. A baloldalon nem indukálja a

szubsztrát az enzim reaktív részét, míg a jobb oldalon a szubsztrát indukálja az enzim kötödését.

Nem egészen két évtizeddel ezelőtt látott napvilágot egy érdekes elmélet, az un. „deszolvációs

teória” (desolvation theory) [Dewar 1986], amelyik már magyarázatot adott arra is, hogy miként

lehetséges az, hogy a nagyobb szubsztrátokon gyorsabban megy végbe az átalakítás, mint a

kisebbeken. A gondolat lényege a korábban említett szerkezeti, külső vízmembrán viselkedésében

keresendő. Amikor a szubsztrát belép az enzim aktív részébe, akkor az ott lévő összes vízmolekulát

lecseréli. Ekkor, egy kvázi gáz fázisú reakció játszódhat le, amely reakcióban a résztvevő felek

mellett más zavaró oldószer nincs jelen. Végeredményben a szerkezeti vízmolekulák akadályozzák

a szubsztrátot, hogy az az enzim aktív részéhez kapcsolódjon, ezáltal lassítják a reakció sebességét.

Ez a modell magyarázatot adott arra is, miért alakulnak át gyakran gyorsabban a nagyobb méretű

szubsztrátok: a kisebb méretű szubsztrát molekulák lassabban szabadítják fel az enzim aktív részén

lévő vízmolekulákat. Pár évvel később egy fontos kiegészítést nyert a teória, ami „szolvatáció-

szubsztitució” (solvation-substitution) néven vált ismertté [Warshel et al. 1989]. Energetikai

szempontból a vízmolekulák deszolvációja előnytelen lenne, vagyis azt feltételezték, hogy

önmagától az enzim a szubsztrát „kedvéért” vízmolekuláit nem adja le, hanem a szubsztrát a

vízmolekulákat más poláros csoportokra cseréli le, és a reakció az eredetitől eltérő poláros

környezetben zajlik le.

SzubsztrátSzubsztrát

EnzimEnzim
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2.4.2 A biokatalizátorok előnyei a kémiai katalizátorokkal szemben

1. Szelektivitás: kiemelkedő enantio-, régió- és kemoszelektivitást érhetünk el enzimkatalizált

reakciókkal. Magas ee értéket érhetünk el biokatalizátor segítségével alifás ketonok, mint pl.

etil propil keton redukciója során, míg kémiai katalizátorral csak a szubsztituensek nagyobb

különbsége mellett tudunk enantioszelektív reakciót vezetni [Nakamura et al. 2003].

2. Hatékonyak: a kémiai katalizátorok a szubsztrátra vonatkoztatva 0,1-1 mól%-ban, míg az

enzimek mindössze 10-3-10-4 mól%-ban szükségesek a reakció lefutásához.

3. Környezetvédelem: mivel az enzimek fehérjék, így teljesen lebomlanak, ellentétben a

szintetikus katalizátorok esetében gyakran előforduló nehézfémekkel. Emiatt az enzimeket

zöld katalizátorokként is emlegetik.

4. Enyhe reakciókörülmények: Az enzimek közel semleges tartományban, szobahőmérséklet

környékén a legaktívabbak. Ilyen körülmények között ráadásul a nem kívánatos

mellékreakciók, mint izomerizáció, racemizáció és a molekulán belüli különféle

átrendeződések nem zajlanak le.

5. Több lépés egy időben: az enzimek hasonló körülmények között aktívak, így ugyanabban a

reakcióelegyben akár több biokatalizátort is beletehetünk, így egyszerre több szintézislépést

is elindíthatunk. Ez akkor lehet különösen hasznos, ha az enzimműködést az első

reakciótermék gátolja [Eliel et al. 2001].

6. Kedvező közeg megválasztás: az enzimek kiszakíthatóak természetes körülményeik közül,

a biokatalizátorok egy széles skálája szerves oldószeres közegben is képes működni.

7. Széles spektrumban használhatóak: az enzimek egy jelentős része a reakciót több

irányban is képes katalizálni.

2.4.3 A biokatalizátorok hátrányai

1. Egyetlen enantiomer forma: mivel az enzimfehérjék csak L-aminosavakból állnak, és nem

áll módunkban D-aminosavakból az enzimet felépíteni, így általában a másik enantiomer

termék előállításához egy másik biokatalizátort használunk fel.

2. Szűk optimális reakciókörülmények: számos esetben pontosan kell tartani a reakció

hőmérsékletét, mert pár °C-os eltérés már a reakció drasztikus lassulásához vezethet.

Természetesen az ipar számára kevésbé „kényes” enzimekre van szükség. Évtizedek óta

használnak termofil, extermofil enzimeket (például termostabil amilázok), de már jégben

aktív enzimekről is beszámoltak. [Strauss et al. 1999].
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3. Legnagyobb aktivitás vizes közegben: az enzimek nagy része bár kifejti hatását szerves

oldószeres közegben is, ott gyakran rosszabb hozammal, vagy sztereoszelektivitással, jó

kivételként említhetjük a lipázok alkalmazását szerves oldószerekben.

4. Kofaktorhoz kötött működés: számos enzim, mint a karbonil reduktázok csak a megfelelő

állapotban lévő – oxidációnál oxidált, redukciónál redukált– kofaktor jelenlétében fejtik ki

katalitikus hatásukat [Kometani et al. 1993].

5. Szubsztrát/termék gátlás: az enzimműködést gyakran már az iparilag gazdaságos szint

alatt gátolja a szubsztrát és/vagy a termék [Clark et al. 1994]. A szubsztrátgátlás a kisebb

probléma, folyamatos adagolással elkerülhetjük a limitáló koncentrációt. A termék esetében

a folyamatos termékleválasztás általában bonyolultabb technológiát igényel, speciális

membránok és gyanták alkalmazása oldhatja meg a problémát.

6. Allergén hatás: az enzimek allergén hatást válthatnak ki a bőrfelületen. Ezt akár az

alkalmazott enzim kapszulálásával, vagy akár kesztyű használatával védhetjük ki.

2.4.4 Az enzimek három szelektivítása

1. Kemoszelektívitás: csak a számunkra szükséges tipusú reakció megy végbe.

2. Régiószelektivítás: az enzimek komplex térbeli szerkezetük folytán különbséget tudnak

továbbá tenni az átalakítandó molekula különböző helyén lévő azonos funkciós csoportok

között is.

3. Sztereoszelektivítás: az enzimek L-aminosavakból felépülő fehérjék, vagyis királis

katalizátorok. Ezért megfelelő screen segítségével általában megtalálhatjuk az adott

feladathoz leginkább szükséges enzimet, amelyik a kívánt sztereomert (eutomer) nagy

százalékban állítja elő. Érdemes megjegyeznünk, hogy a biokatalizátorok ezen

tulajdonságáról Fischer már 1898-ban beszámolt [Douzou et al. 1977].

2.5 Egész-sejtes rendszerek, vagy izolált enzimek

A címben megjelölt két lehetőség között számtalan lehetőség kínálkozik: a sejteket

biokatalizátorként növesztés után közvetlenül, vagy esetleg liofilizálás közbeiktatásával, vagy egy

hosszabb pihentetési szakasz után is felhasználhatjuk. A sejtfal emésztésétől kezdve különböző

szintű tisztításokon keresztül az izolált enzimfehérje szárítmányig számos lehetőség közül

választhatjuk ki a feladatra legalkalmasabb biokatalizátort (9. ábra).
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Mikroorganizmusok,
egész-sejtes
rendszerek

Enzimek

Élő egész-sejtes
rendszerek Homogén enzim

Holt sejtek
Részlegesen

tisztított enzim

Feltárt sejt, nyers enzimkészítmény

9. ábra  Biokatalizátorok [Poppe 2004]

Minden esetben választhatjuk továbbá, hogy immobilizált, vagy szabad formában kívánjuk-e

enzimkészítményünket, vagy sejtjeinket felhasználni. Döntésünkben a következő faktorok

játszhatnak szerepet:

• meglévő eszközök, beruházási lehetőségek

• várható sarzsméret (laboratóriumitól a több ezer literes fermentorokig)

• enzim érzékenysége (hőmérséklet, pH, száríthatóság stb.)

• kofaktor van/nincs, kell-e regenerálni

• optikai tisztaság fontossága

• termék értéke.

Az izolált enzimrendszerek és az egész sejtes biokatalízisek előnyeit és hátrányait a 3. táblázat

foglalja össze. A prokirális ketonok sztereoszelektív redukcióját nyugvó, egész sejtes rendszerrel

végeztük el, amit részletesen a 3.5 pont alatt ismertetek.
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3. táblázat  Az izolált enzimek és az egész sejtes rendszerek összehasonlítása (Faber 2004)

Biokatalizátor Felhasználási mód Előny Hátrány

Egyszerű eszközök, egyszerű

feldolgozás, jobb termelékenység

a jobb tolerancia miatt.

Kofaktor regenerálás nincs,

vagy folyamatos pótlással, vagy

pl. FDH segítségével.

Az izolálással járó

többletráfordítás.

Vizes közegben Magasabb enzimaktivitás.

Lehetséges melléktermékek,

lipofil szubsztrátok nem

hozzáférhetőek, feldolgozás

extrakciót igényel.

Izolált enzim

Szerves oldószerben

Lipofil szubsztráttal is, egyszerű

termék kinyerés, enzim

újrahasznosítás egyszerűbb,

emelt szubsztrát koncentráció.

Csökkent aktivitás.

Immobilizált
Enzim újrahasznosítás

folyamatos.
Csökkenő aktivitás.

In vivo kofaktor regenerálás.

Költséges eszközigény, nagy

térfogatok, alacsony

termelékenység, szerves

oldószerrel szembeni alacsony

tolerancia, melléktermék

képződés.

Friss sejttömeg Nagy aktivitás.

Nagy biomassza tömeg,

melléktermék képződés,

nehézkes a katalízis kézben

tartása.

Nyugvó sejttömeg
Egyszerűbb feldolgozás,

kevesebb melléktermék.
Alacsonyabb aktivitás.

Egész sejtes rendszerek

Immobilizált sejtek Újrahasznosítás lehetséges. Alacsonyabb aktivitás.
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2.6 Kiralitás

2.6.1 A kiralitás fogalmának bevezetése

A kiralitás megértését segítő legkézenfekvőbb példa a jobb és a bal kéz, melyek egymás tükörképei,

de egymással fedésbe nem hozhatóak. Ez a két sztereoizomer, vagy enantiomer szerkezetileg

teljesen megegyezik, vagyis ugyanolyan és ugyanannyi atomból állnak, sőt ezek kötéseinek

sorrendje is megegyezik; vagyis megegyezik a konformációjuk, így a molekulák fizikai-kémiai

tulajdonságaik is egyformák, mint az olvadáspont, szín stb., sőt kémiai tulajdonságaik is majdnem

megegyeznek, kivétel a királis reakciók (pl. reakció királis katalizátorral), és a polarizált fény

törése. Másképpen fogalmazva; az enantiomerek akirális környezetben teljesen egyformán

viselkednek. Az enantiomer párok egyedül térszerkezetükben különböznek egymástól. A

sztereoizomer párokat a latinból vett jobb rectus (R), és bal sinister (S) kezdőbetűivel, vagy „+” és

„-„ jelekkel jelöljük. A molekulák előtti betűket éppen a latin eredetre való utalás miatt dőlt

karakterekkel írjuk. A polarizált fényt az optikailag tiszta egyik enantiomer jobb irányba forgatja,

míg a másik enantiomer -ugyanolyan mértékben- balra forgatja. Az olyan keveréket, melyben az R

és az S abszolút konfigurációjú molekulák 50-50%-ban vannak jelen, racemátnak hívjuk. Az ilyen

keverékek optikailag inaktívak, vagyis a polarizált fényt nem forgatják el. Szokásos jelölésük: rac-,

vagy ±.

Gyakran ad okot félreértésre a latinból vett jobb (R) és bal (S) elnevezés, amely ugyanis nem

feltétlenül egyezik meg a forgatás irányával. Az optikailag tiszta molekulák abszolút

konfigurációját röntgenkrisztallográfiás, vagy cirkuláris dikroizmus módszerrel lehet megállapítani.

Elterjedtek továbbá az ismert abszolút konfigurációjú molekulákból való eredeztetés útján történő

konfiguráció bizonyítások is.

2.6.2 A sztereokémia néhány alapvető fogalma

A konstitució azt definiálja, hogy egy molekula milyen és hány atomból áll, milyen a sorrendjük,

és azok milyen kémiai kötésekkel kapcsolódnak egymáshoz. A konfiguráció az atomok, vagy

atomcsoportok térbeli elrendezéséről tájékoztat. Egy molekula különböző konformációit pedig egy

egyszeres kötés körüli forgatással kaphatjuk meg. Azokat a molekulákat amelyeknek szerkezeti

képletük megegyezik, de egymástól mégis megkülönböztethetőek, izomereknek hívjuk. A

konstituciós izomerek konstituciójukban különböznek, míg a sztereoizomerek bár azonos

konstitucióval rendelkeznek, különböző a konfigurációjuk.
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Egy molekula sztereokémiai jellemzése azok szimmetriájának vizsgálatán keresztül lehetséges:

akirálisak azok a molekulák, melyek tükörképei egymásra illeszthetőek, míg a királis molekulák

tükörképei nem hozhatóak egymással fedésbe. A királis molekula mindig tartalmaz legalább egy

királis centrumot. Királis centrumnak hívjuk azt a szénatomot, amelyik körül a háromdimenziós

térben 4 különböző szubsztituens van [Eliel et al. 2001]. Ha a molekula csak egy királis csoportot

tartalmaz, akkor a két sztereoizomer molekulát enantiomereknek hívjuk. Az olyan reakciókat,

amelyek eredményeképpen döntően az egyik enantiomer keletkezik sztereoszelektív, vagy

aszimmetrikus reakcióknak, szintéziseknek hívjuk.

Az abszolút konfiguráció fogalmát a királis molekulák sztereokémiai jellemzése miatt kellett

bevezetni. Az abszolút konfigurációt leggyakrabban a Cahn-Ingold-Prelog (C.I.P.) szabállyal

határozzuk meg. A C.I.P. szabály a szubsztituensek rangsorolására a következőket mondja ki: 1, a

rangosabb csoport kapja a kisebb sorszámot. 2, A nagyobb magtöltésű atom a rangosabb pl.:

O>N>C>H. 3, Azonosság esetén továbblépünk a kötések mentén, rang szerinti sorrendben, míg

különbséget nem találunk. 4, A többszörös kötéseket megsokszorozva vesszük figyelembe.

2.6.3 Az enantiomerek arányának meghatározása

A királis molekula enantiomereinek arányát az optikai, vagy enantiomer tisztasággal szoktuk

kifejezni:

[ ]
[ ]maxα
α

=P

ahol [α] a minta specifikus forgatása, míg [α]max a tiszta enantiomer forgatása. Ezt gyakran

százalékosan adják meg, amit optikai hozamként (Op) is szokás nevezni:

[ ]
[ ] 100

max

×=
α
α

pO

Napjainkban az enantiomer felesleg (ee = enantiomeric excess) kifejezés a legáltalánosabb az

optikai tisztaság jellemzésére:

*

*

EE
EEee

+
−

= ,
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ahol E a nagyobb mennyiségben jelenlevő enantiomer mólban kifejezett hányada, míg az E* a

kisebb arányban keletkezett enantiomer mólban kifejezett hányada. Mivel az enantiomerek

mólsúlya minden esetben megegyezik, ezért koncentrációértékekkel is lehet számolni. Az ee értéket

százalékosítva kapjuk az enantiomer hozamot:

( ) 10012100 ×−=×= EeeEp .

2.6.4 Az enzimek sztereoszelektivitásának magyarázata: 3 pontos szabály

Mivel a kiralitás egy térbeli minőség, így a szubsztrát a három dimenziós térben meghatározott

módon kötődik az enzim aktív részéhez, az enzim aktív részét felismeri és nagyfokú enantiomer

tisztaság mellett megy végbe az átalakítás [Faber 2004]. Ez a szigorúan térben definiált kapcsolat

csak úgy jöhet létre, ha legalább 3 ponton kapcsolódik a szubsztrát az enzim aktív részéhez.

A 3 pontos szabályt a következő példákon lehet bemutatni [Ogston 1948]:

1. eset:

Az ’enantiomer 1’ jó szubsztrátja az enzimnek, mert az A, B és C csoportok optimálisan

kapcsolódnak az enzim aktív csoportjaihoz (10. ábra, A’, B’ és C’), ezáltal biztosítva az

átalakítandó D csoport megfelelő orientációját, ami szükséges a sztereoszelektív konverzióhoz.

2-4. eset:

Az ’enantiomer 2’ ugyanakkor nem kapcsolódhat ugyanahhoz az aktív részhez, mert az A, B és

C csoportok sorrendje fordított (10. ábra).

X

D

CB
A

A'
B'

C'

1. eset 'enantiomer 1'    'enantiomer 2'

X

D

C
B

A
X

D

B
C A

R S

X

D

BC
A

A'
B'

C'

X

D

CA
B

A'
B'

C'

X

D

AB
C

A'
B'

C'

3. eset 4. eset2. eset

10. ábra  Az enantiomer kizárás sematikus ábrája
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5. eset:

A ’prokirális szubsztrát 3’ két kémiailag egyező, de sztereokémiailag különböző enantiotóp

csoportot tartalmaz (11. ábra). Ez hasonló modellhez vezet, mint az első eset, mivel a reakció

során valamelyik A csoport átalakul, s a termék már királis lesz, hiszen mind a négy csoport

különbözni fog. Természetesen, ha az A csoport B, vagy C csoporttá alakul, akkor nem

beszélhetünk királis molekuláról.

X

A

CB
A

A'
B'

C'

5. eset

X

A

BC
A

A'
B'

C'

6. eset

X

A

C
B

A

'prokirális szubsztrát 3'

pro-R

pro-S

11. ábra Az enantiotop diszkrimináció sematikus rajza

6. eset:

A ’prokirális szubsztrát 3’ esetében is felmerülhet, hogy nem egyeznek a szubsztrát és az enzim

aktív részének csoportjai, vagyis nem jön létre a szükséges kapcsolat. Ilyenkor nem, vagy csak

alig zajlódik le az átalakítás.

Az enzimeknek azt a képeségét, hogy meg tudjanak különböztetni egy prokirális szubsztrát két

enantiomer oldalát a 12. ábra szemlélteti.
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7. eset
Si-oldal (felsõ)

8. eset Re-oldal (alsó)

X C
B

AA'

B'

C'

X C
A

B

A'

B'

C'

X C

B

A

12. ábra  Az enantiotóp oldali kiválasztás sematikus ábrája

7. eset:

Optimális esetben a szubsztrát és az enzim funkciós csoportjai passzolnak, így a kémiai operátor

felülről (Si- oldal) tudja támadni a ’prokirális szubsztrát 4’ központi atomját.

8. eset:

A ’prokirális szubsztrát 4’ tükörképe van az enzim aktív csoportjainál, így nem jön létre a

megfelelő kötődés, a kémiai operátor alulról (Re-oldal) támadná X központi atomot, ami ebben

az esetben előnytelen.

2.6.5 A szelektivítás kinetikai okai

Az enzimek sztereoszelektivitásának kinetikai oka az enzim-átmeneti állapotkomplexben [ES]*

lévő energiakülönbségből ered (13. ábra). Ha az enantiomer pár mindkét konfigurációs izomerje

([A] és [B]) verseng az enzim aktív kötőhelyéért, akkor az enzim aktív részének királis

környezetében olyan két diasztereomer enzim-szubsztrát komplex jön létre ([EA]* [EB]*),

amelyek különböző szabad energiával (∆G[EA]* és ∆G[EB]*) rendelkeznek. Ennek eredménye az

az aktiválási energiák közötti különbség (∆∆G)*, ami miatt az egyik enantiomer

biotranszformációjára gyorsabban kerül sor, mint a másikéra. Ezt a folyamatot általánosan

’királis felismerésnek’ hívjuk.
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G*
E

[EA]

[EB]

+A

+B

E+P

E+Q

[EA]*

[EB]*

G

E+P E+Q

E+A vagy B

Reakció koordináta

G*

G*

H*= -

= -RT ln

T

vA
vB

S*

13. ábra  Egy enzimkatalizált enantioszelektív reakció sematikus energiadiagramja (E = enzim;
A és B = enantiomer szubsztrátok; P és Q = enantiomer termékek; [EA]* és [EB]* =

diasztereomer enzim-szusztrát komplex; ∆∆G, ∆∆H és ∆∆S = szabad energia, entalpia és
entrópia különbségek; R = egyetemes gázállandó; T = hőmérséklet; vA és vB = A és B

reakciósebessége

A ∆∆G*-vel jelölt szabad energia különbség közvetlenül mérőszáma a reakció

szelektivitásának. A termék enantiomer felesleg értékei és a hozzá tartozó ∆∆G* értékek

láthatóak a 4. táblázatban.

4. táblázat  Az optikai terméktisztaságához tartozó szabadenergia különbség értékek (∆∆G*)

∆∆G* [kcal/mól] ’A’ termék/’B’ termék ee [%]

0,118 1,2 10

0,651 3 50

1,74 19 90

2,17 39 95

3,14 199 99

4,50 1999 99,9

Látható, hogy egészen alacsony szabad energia értékkülönbség (2,17 kcal/mól) már jó (90%)

enantioszelektivitást eredményez, de még ennek kétszerese sem elegendő a 100%-os optikai

tisztaság eléréséhez.
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2.6.6 Módszerek az enantiomerek arányainak meghatározására

Az enantiomerek elválasztásának egyik lehetséges útja, hogy más, királis centrumot tartalmazó

molekulákkal, polimerekkel hozzuk azokat kölcsönhatásba. Az enantiomerarány meghatározása

történhet elválasztással királis közegben, majd az enantiomerek detektálásával, vagy az

enantiomerek különböző fénytörési tulajdonságainak felhasználásának segítségével. A témát egy

alaposan feldolgozó közlemény [Rétey és Robinson 1982] a következő csoportokba osztotta ezeket:

1. A meghatározás az eredeti enantiomerek (R és S) elegyéből elválasztás nélkül. A keverék

specifikus forgatását polariméter segítségével tudjuk mérni, majd összevetni irodalmi adatokkal,

amennyiben azok léteznek.

2. A meghatározást az enantiomerek elválasztása előzi meg. A megfelelő királis kromatográfiás

álló fázis megválasztása tapasztalatot igénylő feladat. Akár HPLC [Pike 1987], akár GC

[Breslow 1986] módszerrel megvalósíthatjuk az enantiomerek elválasztását. Az enantiomerek

kromatográfiás elválasztásának legújabb eredményeit Bojarski és társai foglalták össze [2005].

Az általunk alkalmazott HPLC módszert a 3.6.3 pontban ismertetem.

3. Az enantiomerekből diasztereomereket képezhetünk ismert abszolút konfigurációjú

enantiomerrel (R,R’ és S,R’), és a meghatározást nem előzi meg elválasztás. A diasztereomerek

abszolút konfigurációját normál 1H, 13C, 19F, 31P stb. NMR spektroszkópiával [Aida et al. 1986,

Ema et al. 2002] határozhatjuk meg.

4. Diasztereomerek előállítása, mint az előző esetben, majd a diasztereomerek arányát GC, HPLC,

vagy más kromatográfiás módszerrel határozzuk meg [Pike 1987].

Érdekességként említhetjük meg, hogy japán kutatók királis alkoholok esetében kielégítőnek

találják, ha két ismert szerkezetű enzimmel (lipáz és szubtilizin) a racemát szekunder alkoholt

átészterezik, és az enzimfehérje ismert harmadlagos- és negyedleges szerkezetének segítségével

már meg tudják állapítani, hogy melyik enantiomer keletkezik. Feltevésüket több különböző

ketonból biokatalitikus úton előállított királis alkohol NMR vizsgálatával megerősítették [Ema et al.

2002].

2.7 A kiralitás jelentősége a gyógyszeriparban

Az enzimek és az egész sejtes biokatalizátorok királis konfigurációjuk eredményeképpen túlnyomó

részben optikailag tiszta sztereoizomerek előállításánál alkalmazhatóak előnyösen. Az élővilágot

felépítő molekulák, mint az aminosavak, és ezáltal az enzimfehérjék királisak [Panke et al. 2004].
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A gyógyszerek hatásukat a szervezetben található receptormolekulákon keresztül fejtik ki, amelyek

fehérjék, tehát királis molekulák. A jobb és bal kéz analógiára visszatekintve, a receptorokra

tekinthetünk úgy, mint a kesztyűkre: a bal kézfejünkre igazán kényelmesen csak a bal kesztyűt

tudjuk felhúzni, a jobb kesztyűt nem, vagy csak nehézkesen tudjuk kezünkre húzni, tehát a

megfelelő kézre húzott megfelelő kesztyű tudja csak kifejteni hatását. Amennyiben mindkét

enantiomer egyforma módon kötődik a receptorhoz, úgy a kötés nem specifikus, és a vegyület nem

lesz szelektíven hatékony. Az aktív enantiomert eutomernek, míg a kevésbé hatékony, vagy akár

mérgező hatású párját disztomernek hívjuk.

A gyógyszerbiztonság és a kiralitás fogalma mára teljesen egybeolvadt. Gross 1989-ben azt jósolta,

hogy még hosszú évekig szerepet játszanak a racemát készítmények. Igaza is lett, de sztereoizomer

keveréket gyógyszerhatóanyagként csak indokolt esetben lehet forgalomba hozni [Gross 1989].

Napjainkra a szabályozás odáig szigorodott, hogyha racemát hatóanyagot kívánunk bevezetni,

akkor mindkét enantiomerre, és a racemátra is el kell végezni az összes klinikai és toxikológiai

vizsgálatot. Ez a szabályozás olyan többletkiadással terheli meg a racemát esetleges forgalomba

hozatalát, hogy a fejlesztések mára kízárólag optikailag tiszta vegyületek irányában folynak. A

megfelelő szabályozásnak és a terapeutikus előnyöknek köszönhetően 2000-ben 120 md $ volt a

tiszta enantiomerek forgalma, ez a teljes gyógyszerpiac 30%-át tette ki. A fejlődés ütemét

érzékelteti, hogy ez az érték 1980-ban 3%, míg 1990-ben is csak 9% volt [Abraham 2003].

2.7.1 Néhány gyógyszeripari példa

Az enantiomerek egyike általában erősebben kötődik a receptorhoz, míg a másik abszolút

konfigurációval rendelkező molekula nem aktív, vagy csak kevéssé az. A 70-es évek második

felétől a β-blokkolók a gyógyszerpiac jelentős szegmensét teszik ki. Harminc évvel ezelőtt ezek a

készítmények még racemát keverékek voltak. Ma már tudjuk, hogy csak az (S)-izomerek fejtik ki

hatásukat, míg az (R)-enantiomerek ballasztanyagként voltak jelen a forgalmazott termékekben, de

-szerencsére- nem okoztak semmilyen káros mellékhatást. A propanololnál 130-szor, míg a

metoprolol esetében 270-szer aktívabb az (S)-enatiomer, mint az (R) forma.

Természetesen arra is van példa, hogy a két enantiomer aktivitása és hatásspektruma megegyezik,

bár ez ritka. Az ibuprofen (14. ábra) mindkét enantiomerjének egyformán jó gyulladáscsökkentő

hatása van [Williams et al. 1989].
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14. ábra  Ibuprofen a ritka példa: mindkét sztereoizomerje a kívánatos hatást fejti ki

Az izületi gyulladáscsökkentő penicillinamin (S) formája kíváló hatóanyag, míg enantiomer párja

toxikus. Hasonlóképpen az ethambutol egyik enantiomerje tuberkulózis kezelésében hatékony, míg

a másik abszolút konfigurációjú molekula vakságot okozhat. A Parkinson-kór kezelésénél

alkalmazott Levodopa (L-dopa) csak az (S) eutomert tartalmazza, mert a másik optikailag aktív

molekula a vérben a granulociták számának vészes csökkenését okozza. A penicillinamin esete is

hasonló: míg az (S) izomer kíváló hatóanyag a krónikus artritisz kezelésére, az (R) izomer toxikus

(15. ábra).

SH
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O

OH
*

15. ábra  Penicillinamin a gyakori példa: kizárólag egyik enantiomerje hatékony, a másik toxikus

A legsúlyosabb példa a thalidomide esete [16. ábra, Rhodes 2002], melynek racemát keverékét a

60-as évek derekán hozták forgalomba, az állapotos nők gyakran fellépő rosszullétét és hányingerét

gátolta, ezáltal a rendellenesen fejlődött magzat megtartását is elősegítette. Míg az (S) izomer a

kívánt effektust váltotta ki, addig az (R) forma súlyosan terratogén volt, így a thalidomide

közvetetten sok esetben születési rendellenességet okozott (alulfejlett végtagokkal születtek

csecsemők). Ebben az esetben az optikailag tiszta enantiomer adagolása sem javított volna a

helyzeten, ugyanis az optikailag tiszta forma 10 percen belül racemizálódik az emberi vérben.

Jelenleg is az egyik legjobb lepra kezelésére, megelőzésre alkalmazott hatóanyag, természetesen

állapotos nőknél tilos alkalmazni.
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16. ábra Thalidomide a tragikus példa a 60-as évekből: racemátja erősen terratogén
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Mindezen tragikus tapasztalatok eredményeképpen mára a sztereoszelektív szintézis – mind a

kémiai, mind a biokatalitikus reakcióutak – összefogottan, de más diszciplináktól elkülönülten

publikált szakterületté vált (pl.: Tetrahedron: Asymmetry 1990-től, Journal of Molecular Catalyst B:

Enzymatic 1995-től). Szerepe az oktatásban, a kutatásban és az iparban folyamatos növekedést

mutat. Az FDA nemcsak az új készítmények esetében szigorú, a forgalomba lévő racemát tartalmú

készítmények kivonását is támogatja, és azok enantiomer tiszta változatát javasolja újrabevezetni a

piacra, növelve a gyógyszer biztonságát.

2.7.2 Régi gyógyszerek új élete

A rendelkezés természetesen a gyártóknak is kedvez, a lejárt szabadalmi védettségeket meg tudják

hosszabbítani úgy, hogy új hatóanyagot tulajdonképpen nem is hoznak forgalomba [De Camp

1989]. Az optikailag tiszta forma előállítása, engedélyeztetésének költsége és időtartama csak

töredéke annak, ami új hatóanyagú készítmények forgalomba hozatalához szükséges. Két további

járulékos előny származik a „racemát-kikapcsolásból”: (i) a környezet terhelése a gyártás során a

felére csökken, miután (ii) a kezeléshez szükséges mennyiségek a felére csökkennek. Remek példa

a „racemát-kikapcsolásra”, és az ebből származó előnyök maximális kiaknázására az AstraZeneca

által forgalmazott fekély képződést gátló készítménye, a Prilosec. Az anti-fekély készítmények

piaca 2001-re világszinten a 20 md $-t is elérte, amely piacon a Prilosec piacvezető volt. Az európai

szabadalom 1999-ig, míg az Egyesült Államokban 2001-ig állt szabadalmi védettség alatt. Az

AstraZeneca előállította a hatékonyabb (S)-izomert, speciális szabadalommal levédte, ezzel

termékének életciklusát további 12 évvel meghosszabbította, vagyis 2014-ig magas profittal,

versenytárs nélkül tud forgalmazni egy olyan termékét, amelyik egyébként mára generikus

termékké vált volna. Az optikailag tiszta hatóanyag Nexium néven került forgalomba. Az

gyógyszeripari vállalat mellett valamennyi kezelésre szoruló beteg is jobban járt. Klinikai

vizsgálatokkal bizonyították, hogy az optikailag tiszta enantiomer gyorsabb javulást okoz a beteg

területeken, valamint megszűnt a korábban gyakran megfigyelt mellékhatás, a szívritmus zavar is

[Mork 2003]. Hasonlóan pozitív eredményeket hozott a depresszió kezelésére korábban alkalmazott

Cipralex kiváltására bevezetett optikailag tiszta hatóanyagot tartalmazó Cipramil is.

Állatkísérletekkel bizonyították, hogy a fele mennyiségben adagolt Cipramil megegyező aktivitású,

mint a normálisan adagolt Cipralex.

A korábban forgalomba kerülő gyógyszerek esetében megoldást jelent a „racemát-kikapcsolás”,

azonban új, királis hatóanyagtartalmú gyógyszert kizárólag enantiomer tiszta bázison érdemes

forgalomba hozni. Az egyik első ilyen módon fejlesztett készítmény a Lipitor (Pfizer), amelyik egy

koleszterinszintet csökkentő gyógyszer. Óriási karriert futott be a koleszterinszintet csökkentő
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készítmények 20 milliárd $ forgalmú világpiacán: éves forgalma 2001-ben meghaladta a 7 milliárd

$-t, ami a teljes forgalom, több mint 35%-a.

2.8 A Talampanel

Intézetünkben hosszú múltra tekint vissza a benzodiazepinek kutatása [Kenessey et al. 1987].

Igazán hatékony, és az első reményt keltő 2,3-benzodiazepin a Talampanel, melynek IUPAC

szerinti elnevezése: 7-acetil-5-(4-aminofenil)-8(R)-metil-8,9dihidro-7H-1,3-dioxolo[4,5-h][2,3]

benzodiazepin (17. ábra). Molekulatömege: 337,3820. Irodalmi hivatkotásokban, szabványokban a

következő jelöléseivel találkozhatunk: GYKI-53773, IDR-53773, LY-300164.

A Talampanel rendkívül széles hatásseptrumáról Andrási számolt be [1991]. A GYKI-53773 jelű

molekula AMPA típusú glutamát receptorok antagonistája, melynek epilepsziaellenes, idegnyugtató

és izomgörcsoldó hatása miatt gyorsan a gyógyszeripari vállalatok figyelmébe került. Intézetünk a

1990-es években a Talampanelhoz köthető összes jogot eladta az Eli Lilly gyógyszeripari

vállalatnak, ahol kidolgozták a szintézis sarokpontjait, valamint megindították az epilepszia

kezelésének II. klinikai fázisát az Amerikai Egyesült Államokban.

N

N

OO

O

N

17. ábra  A Talampanel szerkezete

Az IVAX Co. 2000-ben azzal a céllal vásárolta vissza a Talampanel összes liszenszjogát, hogy az

évtized végére piacra léphessen első, originális készítményével. A cél megvalósításához a klinikai

és a különböző toxicitás vizsgálatokat be kell fejezni, valamint a Talampanel szintézisét kell

továbbfejleszteni, ipari léptékűvé kell alakítani.

A Talampanel ismertté válása közben egy sor további területről is bíztató eredményekről számoltak

be. Ilyen többek a között a Parkinson-kór kezelésében tapasztalt pozitív hatása [Konitsiotis et al.
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2000]. A molekula bevezetése ezen a területen is jól halad, jelenleg a II. klinikai fázis folyik

Magyarországon.

2.8.1 A Talampanel szintézise

A Talampanel hétlépéses szintézisének első lépése a prokirális (3,4-metiléndioxifenil)aceton

sztereoszelektív redukciója, amelynek során a célmolekula királis centruma keletkezik. Ez a lépés a

szintézis kulcslépése, aminek kémiai szintézise extrém körülményeket és környezetre ártalmas

katalizátor alkalmazását követelné meg. A keletkezett (S)-alkoholt 4-nitro-benzaldehiddel kell

kondenzálni, majd lúgos körülmények között dimetil-formamidban oxidálni, amit egy acetil-

hidrazinos kezelés követ. Az optikailag aktív hidroxil csoportot mezil csoporttal észterezzük, majd

nátrium-hidroxid segítségével, erősen lúgos kémhatású közegben zárjuk a gyűrűt. A szintézis utolsó

lépése a nitro csoport redukciója (18. ábra).
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18. ábra  A Talampanel szintézise
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2.8.2 A királis alkohol előállítása
2.8.2.1 A kémiai szintézis

A királis alkohol kémiai szintézissel való előállítása (S)-propilénoxidból indul ki, ami önmagában

egy drága kiindulási szubsztrát. Az epoxi vegyületet 3,4-metilén-1-brómbenzollal regáltatjuk réz

katalizátor jelenlétében. A metilénbrómbenzolt pedig tetrahidrofurán közegben magnézium

jelenlétében kaphatjuk meg 5-bromo-1,3-benzodioxolból kiindulva [Zmijewski et al. 1997]. Ez a

módszer természetesen nem alkalmas az alkohol léptéknövelt előállítására, a szintézis

kifejlesztésére a biokatalitikus úton előállított alkohol abszolút konfigurációjának bizonyítása miatt

volt szükség.

2.8.2.2 A biokatalizátor kiválasztása

A Talampanel hét lépésből álló szintézisének kulcslépése a kiindulási szubsztrát, a (3,4-

metiléndioxifenil)aceton sztereoszelektív redukciója (S)-1-(3,4-metiléndioxifenil)propán-2-ollá

(más néven: (S)-metil-1,3-benzodioxolo-5-etanol, 19. ábra).
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(i) Z. rouxii, XAD-7 gyanta, 33-35°C, 16-24 óra

i

(95%, 99,9% ee)

19. ábra  Az (S)-1-(3,4-metiléndioxifenil)propán-2-ol előállításának sematikus útja és legfontosabb
paraméterei

A szükséges dehidrogenáz aktivitásra egy screent végeztek el, melynek eredményeképpen Candida

famata és Zygosaccharomyces rouxii törzsekkel tudták nagy optikai tisztaságú termékképződés

mellett redukálni a prokirális aril ketont [Zmijewski et al. 1997]. A 5. táblázatban láthatjuk, hogy a

vizsgált törzsek laboratóriumi körülmények között milyen hozammal végezték el a bioredukciót.



36

5. táblázat  A tesztelt mikroorganizmusok és a hozam 2 g/l keton beadagolás mellett [Zmijewski et
al. 1997]

Mikroorganizmus, eredet Hozam (%)

Pichia fermentans, ATCC 10651 32,2
Endomycopsis fibuligera, M45-637 5,3
Nematospora coryli, NRRL Y-1343 10,6
Saccharomyces sp., C333 59,8
Candida famata, ATCC 26255 98,4
Saccharomyces cerevisiae, X88 8,6
Candida utilis, ATCC 9950 6,9
Saccharomyces globosus, ATCC 10651 33,5
Kluyveromyces dobzhanskii, NRRL Y-1974 9,5
Candida albicans, 799R 70,8
Bakers’ yeast, Sigma 10,9
Zygosaccharomyces rouxii, ATCC 14462 100,0
Aureobasidium pullulans, QM 2725 15,2
Mortierella isabellina, NRRL 1557 100,0
Rhizopus oryzae, ATCC 9363 9,2
Kloeckeva javanica, ATCC 10636 15,2
Hanseniaspora valbyensis, ATCC 10631 11,7
Octosporomyces octosporus, ATCC 2479 53,6
Candida guilliermondi, ATCC 6260 100,0
Candida parapsilosis, ATCC 22019 11,8
Candida tropicalis, ATCC 12659 17,8
Torulopsis taboadae, ATCC 42213 6,7
Torulopsis ethanolitolerans, ATCC 46859 5,5
Torulopsis enokii, ATCC 20432 73,7
Torulopsis methanothermo, ATCC 20434 57,5
SAF instant yeast 25,1
Candida blankii, ATCC 18735 24,4

A megfelelő konverzió mellett képződött alkoholok optikai tisztaságát vizsgálták, és azt az

eredményt kapták, hogy mind a Candida famata, mind a Zygosaccharomyces rouxii 99,9% ee érték

mellett állítja elő a kívánt enantiomert. A két törzs közül az utóbbi került további technológiai

fejlesztésre, mert a szubsztrát/termék toleranciája ennek az élesztőnek volt magasabb: 6 g/l

koncentráció mellett is – bár lassan – elvégezte a redukciót. A lehetséges legmagasabb (6 g/l)

koncentráció mellett is rendkívül költséges lett volna az (S)-intermedier előállítása, viszont a

koncentráció további emelése a sejtek pusztulásához vezetett volna.
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2.8.2.3 Az XAD-7 gyanta bevezetése

Megoldásként egy gyengén poláros, hidrofób, poli-metakrilát gyanta, az Amberlite XAD-7

alkalmazása szolgált , mivel az a sejtre egyformán toxikus hatású szubsztrátot és a terméket úgy

adszorbeálja, hogy a 40 g/l összes koncentráció mellett a folyadékfázisban, a sejtnek

hozzáférhetően 2 g/l egyensúlyi koncentráció marad [Anderson et al. 1995]. Ugyanilyen egyensúlyi

megoszlást mutat a termék is, így a reakció befejeztével a gyantára adszorbeált termék szerves

oldószer segítségével eluálható. Az XAD-7 gyanta egyéb fontos paraméterei a következőek: nagy

részecskeméret (300-600 µm), mérsékelt ár (15 $/liter), nagy fajlagos felület (400 m2/g) és kis

pórusméret (100 Ǻ). A megoldás ipari méretekben környezeti ártalmakat, biztonságot és

gazdaságosságot tekintve sokkal előnyösebb, mint az ilyen esetekben korábban széles körben

alkalmazott két-folyadék-fázisú bioreaktorok. Az ilyen, vízzel nem elegyedő szerves oldószert

tartalmazó rendszerek lényege, hogy a toxikus termék a szerves közegbe kerül át [Flickinger et al.

1999, Lye et al. 1999]. A sztereoszelektív bioredukció léptéknövelt megvalósítását, és az ehhez

szükséges reaktort Vicenzi és társai 1997-ben ismertették, de a sejtmassza előállítására gazdaságos

fermentációs technológiát nem fejlesztették ki. A közleményben megjelent kísérleti eredmények és

következtetések közül jónéhánnyal, például a gyanta fizikai tűrőképességének megitélésével, a

redukció körülményeinek megválasztásával nem értek egyet. A Vicenzi és társai közleményében

említett 10000 literes léptéknövelés [1997] véleményem szerint az alkalmazott gyantával nem

megoldható.

A XAD-7 gyanta alkalmazásával az (S)-2-(etilfenil)-2-propén-1-ol szintézisében is találkozunk

[Conceicao et al. 2003]. A reakció gazdaságossá tételéhez a koncentrációt olyan mértékben kellett

megnövelni, ami a Pichia stipitis számára már toxikus volt. Ebben az estben is azért került sor a

gyanta bevezetésére, hogy a felületén adszorbeálja a szubsztrát, illetve a termék jelentős részét,

ezzel megelőzve a biokatalizátor elpusztulását.

2.8.2.4 Alternatív biokatalítikus út az alkohol előállítására

Érdemes megemlíteni, hogy napjainkban is folynak a Talampanel szintézisének kulcslépését, a

bioredukciót vizsgáló kutatások intézetünkön kivül is. A szintetikus úton előállított (±)-(3,4-

metiléndioxifenil)propán-2-olt a 20. ábraán jelölt körülmények között Amano PS lipáz enzim

segítségével, sztereoszelektíven acilezték, majd a különböző optikai aktivítású acilezett terméket és

az alkoholt szilikagélen elválasztották. Ezután az acetil származékot K2CO3 jelenlétében

metanolban hidrolizálták, és így kapták az optikailag aktív alkoholt [Easwar és Argade 2003].
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(i) n-hexán/benzol (2:1), Amano PS lipáz, vinil-acetát, 50°C, 72 óra; (ii) K2CO3/MeOH, 0°C, 4 óra
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20. ábra  Az (S)-1-(3,4-metiléndioxifenil)propán-2-ol előállításának alternatív lehetősége

Ez a megoldás természetesen nem szoríthatja ki az általunk kifejlesztett egész sejtes technológiát,

azonban két olyan technológiai előnyére szeretném felhívni a figyelmet, amit még a cikk írói sem

jegyeztek meg: (1) nem szükséges hozzá fermentációs kapacitás, az alkalmazott lipáz kereskedelmi

forgalomból beszerezhető; (2) alacsonyabb hozamú, de stabilabb a technológia, mivel a reakcióút a

sejt pillanatnyi állapotától függetlenített. Alapvető és megkerülhetetlen problémája, hogy a

technológia nem gazdaságos, nem környezetbarát és extrém körülményeket is tartalmaz (pl. 0°C).

További 2,3-benzodiazepinek (pl. Tofisopam, GYKI-53405, 53655) szintézisútjairól olvashatunk

Zappalá és tsai által publikált áttekintő közle ményben [2001].

2.8.3 A biokatalizátor: Zygosaccharomyces rouxii

A Saccharomycetae családba tartozó Zygosaccharomyces rouxii legfontosabb tulajdonsága a

rigidítás, rendkívüli só- és cukortűréséről híresült el. Bizonyos mézfajtákban még szaporodni is

képes, ami az extrém alacsony vizaktivítás toleranciáját bizonyítja. Jellemző, hogy legközelebbi

rokonától, a szintén 60%-os glükózos tápközegben növekedni képes Zygosaccharomyces mellis-től

a klasszikus taxonómiai meghatározás során sótűrésével (16% NaCl) lehet megkülönböztetni,

ugyanis a Z. mellis még ilyen sókoncentráció mellett is képes szaporodni [Deák 1999]. Holland

kutatók a Z. rouxii alkohol termelését vizsgálták különböző pH, NaCl koncentráció és

hőmérsékleten. Legjobb eredményeket alacsony pH (3,0-4,0) és NaCl koncentráció mellett kapták

25°C hőmérsékleten. Megasabb pH-t és sókoncentrációt alkalmazva jelentős mennyiségű α-keto

glutársavat és deaminált termékeket választott ki a sejt. A legmagasabb sejtkoncentrációt 30°C-on

történő növesztés mellett figyelték meg [Jansen et al. 2003].
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A Z. rouxii-t a Talampanel előtt léptéknövelt, gyógyszeripari átalakításokban még nem alkalmazták,

azonban laboratóriumi körülmények között β-keto-észter enantioszelektív redukcióját, valamint –

kálcium-algináthoz rögzített sejtekkel – az etil 4-klóracetát sztereoszelektív redukcióját Hallinan és

társai sikeresen elvégezték [1995]. Ahmad és társai az (1S,3R)-1-fenil-1,3-hidroxibután előállítását

oldották meg egész sejtes Z. rouxii rendszerrel. [2004]. Érdekes eredményeket értek el a Z. rouxii

szilárd fázisú tenyészetével is. Extracellulárisan kiválasztott L-glutaminázt állítottak elő korpa,

illetve szezámolaj pogácsákon növesztett élesztővel [Kashyap et al. 2002].

A Z. rouxii élelmiszeripari alkalmazása régóta ismeretes: az USA-ban és Japánban a szójaszósz

(shoyu) másodlagos fermentációját végzik nagy sótűrésű fajokkal, mint például Z. rouxii-val. A

fermentáció végterméke a miso, amely az említett országokban elterjedt ízesítőszer és leves

alapanyag [Hecquet et al. 1996].

A sherry készítésének másodlagos fermentációja során vastag élesztőbevonat alakul ki, amely réteg

populációjának jelentős képviselője a Z. rouxii [Deák 1999].

Az alkalmazott élesztő ellenállóképességére, rigiditására jellemző, hogy 0,1-300 MPa között

különböző élesztők inaktivációs kinetikáját vizsgálták, és a Z. rouxii-t jó nyomástűrőnek találták

[Chen et al. 1997]. Török és King a Z. rouxii és a Saccharomyces cerevisiae hőpusztulását vetették

össze, és megállapították, hogy az adott körülmények között a Z. rouxii hőtűrése jóval gyengébb

[1991].

Biotranszformációs technológiához előállítandó Z. rouxii sejtmassza termelésének fejlesztését,

optimálását eddig még nem végezték el.

21. ábra  A Z. rouxii 24 órás tenyészetének 125-szörös nagyítású mikroszkópikus képe
(saját felvétel)
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A valódi sarjadzó élesztők morfológiailag nem megkülönböztethetőek általános tápagarra

szélesztéssel, sőt egy 500-szoros nagyítású mikroszkópos képen is nagyon hasonlóak. A

CHROMagar tápagart Candida fajok egyszerű, a telep színe alapján történő megkülönbözetésére

fejlesztették ki. Egy tanulmány szerint ez az agar alkalmas 33 különböző (valamennyi vizsgált!)

valódi élesztő megkülönböztetésére, mert valamennyi faj növekszik a tápagaron, és mind különböző

színárnyalatú telepet hoz létre [Tornai-Lehoczki, Péter, Dlauchy 2003]. Így a tápagar alkalmas az

alkalmazott élesztőtörzs különböző Candida, Debaryomyces, Saccharomyces, Torulaspora,

Cryptococcus, Trichosporon, Pichia törzsektől való megkülönbözetésére.

2.8.4 A Z. rouxii alkohol dehidrogenázának jellemzése

Az alkohol dehidrogenázok (ADH) az oxidoreduktázok csoportjába tartoznak. Természetes

szubsztrátjai az alkoholok, amelyeket a megfelelő és oxidált kofaktor jelenlétében ketonná

redukálják. A reakciót fordított irányban is katalizálja az ADH, ekkor a kofaktor redukált formájára

van szükség. Az ADH enzimek EC szerinti besorolása 1.1, a további alosztályba sorolás pedig a

szükséges kofaktor minősége szerint történik. A karbonil reduktázok a xenobiotikus karbonil

molekulák rekuciójában vesznek részt [Hara et al. 1986] és a koenzim kötési pontja a fehérje N-

terminális régiójában található katalitikus triád: Ser-(X)n-Tyr-X-X-X-Lys [Jornvall et al. 1995].

Ezek az enzimek monomerek, 30-40 kDa méretű rövid láncú reduktázok. Karbonil reduktázokat

eddig emlőssejtekből, élesztőből és különböző baktériumokból izoláltak [Krozowski 1994].

A Z. rouxii karbonil dehidrogenáz kofaktora a NADPH, amelynek regenerálása a megfelelő

koszubsztrát adagolása mellett in vivo történik. Eddig a redukcióban koszubsztrátként csak glükózt

alkalmaztak [Anderson et al. 1995].

A tisztított enzim karakterizálását már Costello és társai elvégezték, az általuk kiválasztott

prokirális szubsztrátokon kapott relatív ((3,4-metiléndioxifenil)acetonhoz számított) aktivitás

adatokat az 6. táblázatban mutatom be [2000].



41

6. táblázat  A Z. rouxii ADH szubsztrátspecifitása

Prokirális, királis keton szubsztrát Relatív aktivitás(%)

(3,4-metiléndioxifenil)aceton 100
Piperonilaceton 18
Etil (4-klór)acetát 42
4-hidroxi-3,3-dimetil-2-oxobutánsav 37
Acetofenon 4
Benzilaceton 0
Dihidro-4,4-dimetil-furán-dion 194
Izatin 86
Ftalimidoaceton 17
(S)-kámforkinon 100
(R)-kámforkinon 32

Számunkra azonban a Talampanelt követő utódmolekulák (analógok) szintézisének fejlesztése

érdekében a különböző fenilaceton származékok redukciója vált érdekessé. A 6. táblázatból

számunkra két eredmény volt különösen érdekes: az alkalmazott karbonil reduktáz enzimmel a

fenilacetonnál egy (CH2)-vel rövidebb oldallánccal rendelkező aceto-fenon, valamint az eggyel

hosszabb láncú benzilaceton redukciója nem megoldható. Az enantiomer tisztaságról nem ad

tájékoztatást a cikk, pedig az enzim jellemzésénél a konverzió mellett a termék optikai tisztasága is

esszenciális.

2.8.5 A Debaryomyces hansenii

A szinte mindenütt előforduló haploid élesztőfaj általánosan előfordul vizeinkben [Bruni et al.

1983], opportunista parazitaként él a halakban és az emberben [Solntseva et al. 1987], megtalálható

zöldségeken és magas cukortartalmú élelmiszerekben is [Tokuoka et al. 1985]. A D. hansenii a

Z. rouxii-hoz hasonlóan magas sókoncentrációt tolerál [Larsson et al. 1990], sőt olyan aromás

molekulák lebontására képes, mint a naftol, a bifenil- és a benzopirén [Cerniglia et al. 1981].

Kobalt, réz, cink és vas nehézfémeket tartalmazó közegben is képes fennmaradni [Gadd és Edwards

1986].

Fehérje és zsírbontó enzimei miatt a sajtgyártásban starterkultúrákban más mikroorganizmusokkal

együtt alkalmazzák [Fleet 1990]. További előnyös élelmiszeripari tulajdonsága, hogy számos

romlást okozó baktérium növekedését gátolja, miközben az élelmiszerek magas cukor és/vagy

sótartalma nem gátolja szaporodását [Bintsis et al. 2003, Ferreira és Viljoen 2003]. A D. hansenii-t
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β-glükozidáz aktivitása, valamint a borban előforduló nem illékony komponensek felszabadításában

játszott szerepe miatt mind kedveltebb mikroorganizmusként tartják számon [Rosi et al. 1994].

2.8.6 Az acetofenon, fenilaceton és benzilaceton, valamint néhány származékuk sztereoszelektív
bioredukciója

Az acetofenon mind R, mind S oldali sztereoszelektív redukcióját már több törzzsel megoldották, az

S izomert egy Fusarium oxysporum törzzsel (ee 74%), míg az R izomert legtisztább formában egy

Tricothecium faj állította elő [Mandal et al. 2004]. Az utóbbi törzs meglepő módon a p-metoxi

származékon semmiféle átalakítást nem csinált, viszont a p-kloro származékon magasabb

hozammal és enantioszelektivitás felesleggel végezte el a redukciót. Andrade és társai is találtak két

mikroorganizmust, amelyek az enantiomer tiszta feniletanolokat állítják elő: az Aspergillus foetidus

89%-os ee érték mellett az (R), míg az Epicoccum nigrum 98%-os ee érték mellett az (S)-1-

feniletanolt állítja elő (22. ábra).

ee 89% ee 98%

OOH OH

E. nigrumA. foetidus

22. ábra  Optikailag tiszta 1-feniletanolok előállítása mikroorganizmusokkal

A 2-bróm-4-fluor-acetofenont különböző Candida, Hansenula, Pichia, Rhodotorula,

Saccharomyces, Sphingomonas élesztőtörzsekkel redukálták 90% feletti hozammal, 99%-os ee

érték mellett [Patel et al. 2004]. Nagy optikai tisztaságú (>99,5 ee), de ellentétes izomer formákat

kapott Ye Ni kutatócsoportja, amikor ugyanazzal a Rhodotorula törzzsel acetofenont és α-bromo-

acetofenont redukált, bár alacsony koncentráció mellett is rossz hozammal ment végbe a reakció

[2003].

Az (S)-1-feniletanolt Candida utilis-szel nagy optikai tisztasággal állítota elő Cheng és Ma

kutatócsoportja. A tenyészet kémhatásának változása és az enantiomer felesleg között figyeltek meg

összefüggést. A legnagyobb enzimaktivitást 6,0; míg a legmagasabb ee értéket 5,0 pH érték mellett

kapták.
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Az optikailag tiszta (S)-1-fenilpropán-2-olt az aril alkohol racemát keverékéből egy Pseudomonas

törzsből izolált lipáz által katalizált acilezéssel is előállították [Burgess et al. 1991]. A (4-

metoxifenil)aceton sztereoszelektív bioredukciója sütőélesztő alkalmazásával alacsony hozam

mellett (S)-1-(4-metoxifenil)propán-2-olt eredményezett, de az 5 napos reakcióidő és az alacsony

indulási koncentráció miatt a reakcióút további vizsgálata elmaradt [Ferraboschi et al. 1990].

Optikailag tiszta dimetoxi származékokat irodalmi ismereteink alapján a megfelelő keton

sztereoszelektív redukciójával ezidáig nem állították elő.

A különböző fenilbutanol származékok a kozmetika ipar értékes nyersanyagai, a 2-metil és a 3-

metoxi származék például illatanyagként kerül egyes termékekbe. Az anizilacetont „málnaketon”-

ként tartják számon, mivel a málna legfontosabb illatanyaga [Donzelli et al 1996]. Az anizilaceton

lebontása során keletkezik racém anizilalkohol Beauveria bassiana fermentlevében, de a növekedés

későbbi fázisában a képződött alkohol visszaoxidálódik. A különböző ketonok redukciója során mi

is találkoztunk iyen esettel Debaryomyces hansenii sejtet alkalmazva biokatalizátorként. Optikailag

tiszta fenilbutanol, illetve anizilalkohol előállítását leíró közleményt szintén nem találtam, noha

Pleurotus ostreatus fermentlevéből p-anizilalkoholt mutattak ki legnagyobb mennyiségben az

aromás alkoholok közül [Gutierrez et al. 1994].

2.8.7 A biokatalizátor tárolása

Mivel ipari léptékben, gyógyszergyári körülmények között még nem alkalmaztak élesztőmasszát

katalizátorként, ezért fel sem merült a tárolás problémája. Laboratóriumi tapasztalatok alapján

előzetesen azt várhattuk, hogy a sejtmasszát annak specifikus enzimaktivitás változása nélkül még

hűtött körülmények között is csak nagyon rövid ideig tárolhatjuk. Megoldásként a szárítás merült

fel. Molinaria és társai S. cerevisiae-t liofilizáltak, majd a glükózos oldatban regenerált sejttömeggel

elvégzett reakciók eredményeit vetették össze a friss sejtmasszával elvégzett redukciók

eredményeivel [1999]. Néhány bíztató eredményt a 7. táblázatban mutatok be.
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7. táblázat  Acetofenon redukciója különböző törzsek friss és a liofilizált sejtmasszájával (20 mM
kezdeti koncentráció és 24 órás reakcióidő)

Friss Liofilizált

Konverzió ee Konverzió ee

Candida utilis 30 95 (S) 15 >98 (S)

Kluyveromyces marxianus 10 35 (R) <5 15 (R)

Pichia etchellsii 90 95 (R) 80 97 (R)

Pichia fermentans <5 - <5 -

Pichia glaucozyma 60 90 (S) 30 85 (S)

Pichia minuta 40 95 (S) 20 >98 (S)

Saccharomyces cerevisiae <5 - <5 -

Fuhshuku és tsai a biokatalizátorként alkalmazott élesztősejteket különböző módon szárították,

majd megmérték enzimaktivitásukat [2003]. Azt tapasztaltak, hogy a 80°C-ra hevített szekrényben

szárított élesztő elveszíti ADH aktivitását, viszont a liofilizált és a porlasztva szárított sejtek jó

enzimaktivitással rendelkeztek. Eredményeik bár érdekesek, mégse hasonlíthatóak össze egymással,

mert a különböző szárítmányokat különböző ideig tárolták, különböző mennyiségben használták fel

és a reakcióidőket is 2 és 30 óra között változtatták.

A biokatalizátor szárítása Geotrichum candidum esetében azonban egészen meglepő eredményt

hozott (23. ábra). Míg a friss sejtek gyenge enantioszelektivitás mellett (R)-1-fenilpropán-2-olt

állítottak elő fenilacetonból, addig a szárított sejtek (S)-1-fenilpropán-2-olt termeltek 99% feletti ee

érték mellett [Nakamura 1996].

O OHOH

ee 28% (R)

kezeletlen sejtek

ee 99,9% (S)

szárított sejtek

23. ábra  Az acetonos szárítás a biokatalizátor optikai szelektivitását invertálta
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2.9 A 21. század ADH biokatalizátor tervezési stratégiája

Az igazán hatékony bioreduktor egy olyan élő sejt lesz (24. ábra), amelyikben a számunkra

megfelelő enzim a NAD(P)-t regeneráló dehidrogenázzal együtt (pl. glükono-DH, ha NAD, formát-

DH, ha NADP a kofaktor) lesz kifejezve egy arra alkalmas (gyorsan növő, nem patogén,

genetikailag stabil) gazdasejtben. Ilyen rekombináns E. coli-ról számol be Kataoka [2003], de

egyelőre csak laboratóriumi eredményekről olvashatunk.

NAD(P)+

NAD(P)H

GDH

glükóz

glükonolakton

karbonil reduktáz

királis alkohol

prokirális keton

rekombináns E. coli

24. ábra  A 21. század bioreduktora
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3. ANYAGOK ÉS MÓDSZEREK

3.1 A kísérletek és mérések helyszínei

Valamennyi sejtnövesztéssel és bioredukcióval kapcsolatos vizsgálatot a budapesti székhelyű IVAX

Gyógyszerkutató Inzézet Fermentációs Kísérleti Üzemében végeztem el (1149 Budapest, Berlini

utca 47-49.). A léptéknövelt bioredukcióra alkalmas bioreaktor a Szintetikus Kísérleti Üzemben lett

telepítve. A bioredukciók hozamának követésére alkalmas vékonyréteg-kromatográfiás analitikai

vizsgálatokat a Fermentációs Kísérleti Üzemben, míg az enantiomer arány meghatározásához

szükséges HPLC módszer az Analitikai Osztályon került kifejlesztésre.

A dolgozatban leírt eredményekhez szükséges munkát 2000. eleje és 2004. vége közötti időszakban

végeztem el.

3.2 A biokatalizátorként alkalmazott élesztőtörzsek

A (3,4-metiléndioxifenil)aceton léptéknövelt sztereoszelektív redukciójához Zygosaccharomyces

rouxii (ATCC 14462) élesztőtörzset használtunk. Az aril keton szubsztrát screenhez Debaryomyes

hansenii törzset választottuk (NCAIM Y00468), ami a Candida famata teleomorf változata. C.

famata-val hasonló jó eredményeket kaptak Zmijewski és tsai [1997], mind hozam, mind

enantioszelektivitás tekintetében, ezért az általunk kiválasztott aril ketonokon ezzel a törzzsel is

elvégeztük a redukciókat, és az eredményeket összevetettük Z. rouxii által katalizált átalakítások

eredményeivel.

3.3 Táptalajok

Valamennyi táptalajt csapvízzel kellett a kívánt térfogatra kiegészíteni, és a pH értékét egyik

esetben sem kellett állítani.

YM tápagar

élesztő kivonat 0,3%

maláta kivonat 0,3%

pepton 0,5%

glükóz 1,0%

agar 2,0%
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YMI táptalaj

glükóz 2,0%

borsópepton 1,2%

maláta kivonat 0,4%

élesztő kivonat 0,4%

YMT táptalaj

glükóz 4,0%

borsópepton 2,0%

maláta kivonat 1,2%

élesztő kivonat 1,2%

Difco Candida Chromagar tápagar [Larone 2003]

A tápagart Petri csészékbe öntve, sterilen forgalmazzák.

RR-1 termelő táptalaj

kukoricalekvár 6,0%

glükóz 6,0%

gistex 0,5%

(NH4)2SO4 0,5%

CaCO3 0,5%

MgSO4 x 7H2O 0,1%

PPG 0,1%

Az RR-2 termelő táptalaj összetétele RR-1 táptalajéval megegyező, de a kukoricalekvár helyett

3,0% kukoricalekvár port (Roquette, Solulys HPP) használtunk.

Az RR-3 termelő táptalaj RR-1 táptalajjal megegyezik azzal a különbséggel, hogy 18%

kukoricalekvár felülúszót (CLS) alkalmaztunk a lekvár helyett. A CLS készítésének menete: a

lekvárt 60°C-ra hevítettük, majd a pH-ját NaOH-dal 8,5-re emeltük. A pH állítás után a

hőmérsékletét 95°C-ra emeltük, majd 10 percen keresztül ott tartottuk. A kezelés során kivált

csapadékot és szennyeződést Flottweg Z1 lg gyorsdekanter segítségével távolítottuk el.
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A maláta és az élesztő kivonatot a Flukától szereztük be. A borsópeptont az Oxoid „Vegetable

peptone Nr. 1” márkanéven forgalmazza. A munka során kukoricalekvárt hatszor rendeltünk

(Hungrana), mindegyik sarzsból származó anyag megfelelt fermentációs céljainkra. A

kukoricalekvárok minőségi bizonylatokon megadott értékeit a 8. táblázatban adom meg.

8. táblázat  A felhasznált kukoricalekvárok legfontosabb paraméterei

lekvár jele szárazanyag pH fehérje

1031
0409
0606
0901
1021
0211

47,0
46,0
51.0
46.5
46.0
51.0

3,9
3,6
4.1
4.2
4.1
4.2

20,8
21,0
21.0
21.5
22.8
21.0

3.4 A sejttenyésztés
3.4.1 Törzsfenntartás

Mindkét élesztőtörzset 1 literes Blake tenyésztő üvegbe sterilezett YM tápagaron tartottuk fenn. A

45 percen kersztül sterilezett tápagarra 3 ml 109 sejt/ml sejtkoncentrációjú szuszpenziót terítünk

szét. Az inkubálást 28°C hőmérsékleten 3 napon keresztül folytatjuk, majd a tenyésztő üvegeket

felhasználásig hűtőszekrényben 4-8°C-on tároljuk. A megfelelő enzimaktivitás fenntartásának

érdekében az átoltás hetente végezzük.

3.4.2 Az inokulum tenyészet előállítása

A Blake tenyésztő üvegről nyert sejtszuszpenzió teljes mennyiségével oltottunk 10 liter GYKI-15

típusú fermentorba sterilezett YMT táptalajt. Alsó levegőztetés (0,5 vvm) és 425 rpm kevertetés

mellett 28°C hőmérsékleten 22 órán keresztül növesztettük az inokulum tenyészetet. Az inokulum

tenyészet továbboltásra alkalmas, ha nem tartalmaz idegen mikroorganizmust, pH értéke 5,0-6,0

közötti és sejtszáma meghaladja a 109 sejt/ml koncentrációt.

3.4.3 A biokatalizátor főfermentációs szaporítása és szeparálása

3.4.3.1 Sejttenyésztés 10 liter hasznos térfogatú fermentorban



49

A sejtnövesztést optimalizálási, vagy ellenőrzési célokból szintén GYKI-15 típusú fermentorban

végeztük el. Ekkor a választott RR táptalajt 100 ml ellenőrzött inokulum tenyészettel oltottuk, majd

a 24 órás sejttenyésztési periódushoz a következő paramétereket állítottuk be: 26°C, 0,5 vvm, alsó

levegőbevezetés, 0,2 bar túlnyomás, 425 rpm. A fermentáció befejeztével laboratóriumi centrifuga

segítségével nyertük a biokatalizátorként alkalmazott sejtmasszát. Az ülepítést 2500 rpm mellett 20

percig végeztük, ekkor egy 20-25% szárazanyagtartalmú sejtmasszát kaptunk, amit maximum egy

nap tárolás után felhasználtunk, vagy liofilizálás után, hűtőszekrényben tároltunk.

3.4.3.2 Léptéknövelt sejttenyésztés 1000 literes fermentorban

Amennyiben GYKI-1000 típusú fermentorban sterileztünk 1000 liter RR táptalajt, akkor a 22 órás

10 liter inokulum tenyészet teljes mennyiségével oltottunk. A DeltaV szabályozóberendezéssel

ellátott fermentoron (25. ábra) a következő paramétereket állítottuk be: 26°C, a DO >30% tartását a

következő paraméterek emelésével oldottuk meg: 0,2-0,6 vvm, alsó levegőbevezetés, 250-350 rpm

kevertetés és 0,2-0,4 bar túlnyomás. A 25. ábra az 1000 literes fermentor szabályozórendszerének

rendszeráttekintő képét mutatja be.

25. ábra  A DeltaV folyamatszabályozó rendszer rendszeráttekintő képe

A 24 órás fermentlé sejtszeparálására a Flottweg Z1lg típusú gyorsdekantert használtunk. A 6000

rpm sebességgel forgó dobra 2 liter/perc térfogatárammal engedtük a fermentlevet, így 25%

szárazanyagtartalmú 65-75 kg tömegű sejtmasszát kaptunk.

3.4.4 Sejtkoncentráció meghatározása
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A sejtszám növekedését sejtszámolással követtük. A 108-109 sejt/ml eredeti sejtkoncentráció Bürker

kamrában történő számolásához a fermentlevet 1000x-re hígítottuk, majd a nagyobb négyzetben

számoltuk a sejteket. Minden esetben 27 db négyzetben számoltuk meg a sejteket, a legnagyob és a

legkisebb értéket elhagyva az átlagértékből a következő egyenlet segítségével számoltuk az eredeti

sejtkoncentrációt:

Hxs ×××= 5105,2 ,

ahol s a fermentlé sejtkoncentrációja (sejt/ml), H pedig a hígítás szorzószáma.

A bioredukció során felmerült, hogy a gyantával való dörzsölődés, vagy a toxikus keton/alkohol

miatt az eredeti élő sejtszám csökkenhet. Az élő sejtszámot a megfelelő hígítások utáni 1 ml YM

agarra terítést követő 2 nap, 28°C-on történő inkubálás után tudtuk meg. Ebben az esetben a sejt/ml

sejtkoncentrációt a hígítással felszorozva kaptuk meg. Minden hígításból legalább 5 Petri csészére

terítettünk, majd a legnagyobb és a legkisebb értéket elhagyva a 3 középső érték átlagát szoroztuk

meg a hígítással. Az így kapott értéket élő sejtszámnak, vagy cfu-nak (colony forming unit) is

szokás nevezni.

3.4.5 Az ülepített nedves sejttömeg mérése (PMW)

A PMW-t (packed mycelia weight) MLW 240 típusú laboratóriumi centrifugán 20 perc, 2500 rpm

ülepítés után kaptuk meg. Megfelelő mennyiségű sejtmasszát nyertünk abból a fermentléből,

melynek  PMW tartalma meghaladta a 10%-ot. A 10%-os PMW tartalomhoz minimálisan 109

sejt/ml sejtkoncentráció tartozott.

3.4.6 A sejtmassza tisztítása

A dekantált sejtmasszát az eredeti fermentlé térfogatával megegyező mennyiségű steril vízzel

hígítottuk, majd 26-28°C hőmérsékleten 1 órán keresztül , 250 rpm fordulatszámon kevertettük.

Ezután a szuszpenziót a fermentlével megegyező módon ülepítettük.
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3.5 A bioredukció

3.5.1 Laboratóriumi lépték, gyanta nélkül

A 2500 rpm fordulatszámon 20 percen keresztül centrifugázott sejtmassza (PMW 10%, 23-25%

szárazanyagtartalmú) 2 g mennyiségét, 10 mmol ketont, 250 mg glükózt (Z. rouxii esetében), vagy

0,25 ml 2-propanolt (Debaryomyces hansenii esetében) 25 ml-re egészítettük ki 1,0% Na2HPO4-ot

tartalmazó desztillált vízzel 100 ml-es keskenyszájú Erlenmeyer lombikban. A reakcióelegyeket

ezután 1 órán keresztül 28°C-ra temperált rázószobában 325 rpm rázási sebesség mellett inkubáltuk.

A reakció leállítása és a termék extrakciója 25 ml etil-acetáttal történt.

3.5.2 Laboratóriumi lépték, gyantát tartalmazó reakcióelegy

Az XAD-7 gyanta 7,5 g mennyiségéhez 500 mg szubsztrátot és 1 ml 1%-os Na2HPO4 oldatot

adtunk, majd 30 percen át síkrázón kevertettük a lombikot 100 rpm sebességgel. A 3.5.1 pont alatt

leírt módon elkészített sejtmassza 4,0-5,0 g mennyiségét ugyannyi vízzel hígitottuk, majd 7,5 ml-t a

gyantán rögzített ketonhoz adtunk. Végül az ADH kofaktoraként 2,0 glükóz adtunk a

reakcióelegyhez. Síkrázón 100 rpm kevertetés és 28°C mellett 24 órán keresztül végeztük a

redukciókat, majd 50 ml etil-acetáttal extraháltuk az elegyet.

3.5.3 Léptéknövelt bioredukció

A léptéknövelt redukcióhoz szükséges menyiségű sejtmasszát Flottweg Z1 lg típusú

gyorsdekanteren állítottuk elő. Megfelelő szárazanyagtartalmú (22-25%) sejttömeget kaptunk, ha

6000 rpm mellett 2 liter/perc térfogatárammal engedtük a fermentlevet a dekanter dobjába.

26. ábra  A Rosenmund reaktor keverőeleme és a szűrője
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A léptéknövelt bioredukciót Rosenmund, szűrős reaktorban végeztük. A 300 literes duplikált falú,

rozsdamentes edény aljában egy 150 µm méretű szitaszűrő, felette pedig egy a gyantát a szűrő teljes

felületén átmozgató, átforgató keverőelem található (26. ábra).

A reaktorba 100 kg XAD-7 gyantát, 8 kg (3,4-metiléndioxifenil)acetont és 10 liter 1%-os Na2HPO4

oldatot adagoltunk, és 1 órán keresztül 30 rpm kevertetés mellett homogenizáltuk és rögzítettük a

ketont a gyanta felületére. A 30 kg sejtmassza és a 14 kg glükóz beadagolása után a reakcióelegyet

200 literre egészítettük ki, majd 16-24 órán keresztül 30 rpm és 28°C paraméterek rögzítése mellett

elvégeztük a beadagolt keton sztereoszelektív redukcióját.

3.5.4 Liofilizálás

A 3.5.1 pontban leírtak szerint készült sejtmassza 10-12 g-ját 250 ml térfogatú, csiszolatos szájú

lombikba tettük, majd vagy acetonos szárazjégben, vagy folyékony nitrogénben, vagy jó

hőszigetelő (polisztirol hab) dobozban -80°C-os mélyfagyasztóban fagyasztottuk, utána pedig Virtis

Sentry 5L típusú liofilizáló berendezés segítségével 24 órán keresztül szárítottuk. A 2,5-3,0 g port

jól záró fiólákban hűtőszekrényben tároltuk felhasználásig.

3.5.5.Bioredukció liofilizált sejt alkalmazásával

A hűtőszekrényben tárolt liofilizált sejtpor 2,0-2,5 g mennyiségét 250 ml steril Erlenmeyer

lombikba tettük, majd 100 ml 0,1% Na2HPO4-ot és 1,0% glükózt tartalmazó steril vízzel öntöttük

fel. A sejtregenerálást 28°C-os hőmérsékleten 1 órán keresztül lassú keverés mellett végeztük. A

bioredukcióhoz szükséges sejtmasszát a 3.5.1 pont szerinti műveletsorral kaptuk meg.

3.6 Analitikai módszerek

3.6.1 Mintavétel gyantát tartalmazó reakcióelegyből

A bioredukció nyomonkövetésének érdekében a 2., 4., 8. és 24. órában mintát kell venni a gyantát

tartalmazó reakcióelegyből. Ehhez a feladathoz a Fermentációs Kísérleti Üzemben egy

multifunkcionális mintavevő került kifejlesztésre, amit az Eredmények rész 4.2 fejezetében

részletesen bemutatok.
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3.6.2 Az alkalmazott VRK módszer

A bioredukció előrehaladtát, a hozamát VRK módszerrel követtük. Állófázisként 10 x 20 cm

méretű 60 F254 Merck réteget, mobil fázisként hexán - etil-acetát (7:3 v/v%) keveréket használtunk.

A réteget a mobil fázissal minden esetben előtisztítottuk, majd vákuum-szárító szekrényben

szárítottuk. Az acetonos minták, valamint a referens oldatok 2, 4 és 8 µl mennyiségét CAMAG

Linomat IV félautomata eszköz segítségével vittük fel 3 mm széles csíkokban. A megfutatott

rétegek kiértékelését CAMAG TLC Scanner II típusú denzitometriás elven működő készülékkel és

a CATS szoftver segítségével végeztük el. Az elválasztás eredményei (Rf értékek) a 4.2.3 pont alatt

találhatóak.

3.6.3 HPLC módszer az enantiomerek elválasztására

Az előállított királis alkoholok enantiomereinek elválasztásához használt rendszer a következő

elemekből épült fel: Waters 510 típusú pumpa és Waters 486 típusú detektor, állófázisként

Chiralcel OD-H (Daicel) oszlopot, mozgófázisként hexán és 2-propanol keverékét alkalmaztuk,

ahol az utóbbi 2-5%-ban volt jelen az izokratikus rendszerben. Az abszolút konfigurációt pedig az

ismert sztereoizomerrel összehasonlítva adtuk meg, ahol ilyen nincs, ott az E1, illetve E2 jelölést

vezettük be, ezzel utalva a rövidebb és hosszabb retenciós idővel csúcsot adó enantiomerre. A

különböző enantiomerek retenciós időit az Eredmények fejezetben mutatom be.

Érdemes folyamatosan ellenőrízni az enantiomerpárok retenciós idejét, mert egy színvonalas

közleményben egészen meglepő eredményről számoltak be. A folyamatosan használt királis töltetű

„Chiralcel OJ” típusú oszlop elválasztóképessége romlott, majd az enantiomerek fordított retenciós

időkkel eluálódtak az oszlopról! A kimerült oszlop alapos tisztítása és regenerálása után ismételten

az eredeti retenciós időkkel sikerült az enantiomer párokat megkapniuk [Fuhshuku et al. 2000].
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4. EREDMÉNYEK

4.1 A (3,4-metiléndioxifenil)aceton sztereoszelektív bioredukciójának léptéknövelése

4.1.1 A sejttermelés fejlesztése és a sejtmassza előállítása 1000 literes fermentorban
4.1.1.1 A törzsfenntartás módjának hatása a tenyészet enzimaktivitására

A sejtmassza enzimaktivitásának szempontjából nagy jelentősége volt a friss szilárd tenyészetnek.

A hűtőszekrényben 1 hétnél hosszabb ideig tárolt tenyészetekkel oltott fermentációk megfelelő

sejtkoncentráció elérése mellett is gyengébb enzimaktivitással rendelkeztek, ezért heti

rendszerességgel kellett átoltani Z. rouxii tenyészetünket. Megfelelő enzimaktivitású tenyészeteket

nyertünk abban az esetben is, ha liofilizált, hűtőszekrényben tárolt por 1 g mennyiségét adtuk a 10

liter inokulum táptalajhoz. A 3.4.2 pontban leírt tenyésztési paraméterek megtartása mellett, 22 óra

növesztés után így is 109 sejt/ml sejtkoncentrációt meghaladó sejtszámú előtenyészettel tudtunk

oltani.

4.1.1.2 Az inokulum tenyészet előállításának fejlesztése

A GYKI-15 típusú fermentorban a leírt körülmények között 22 órán keresztül tartott az

exponenciális növekedési szakasz, melynek befejeztét a glükóz elfogyása miatti pH emelkedés,

illetve a sejtkoncentráció növekedésének befejezése is mutatta. Legjobb enzimaktivitású tenyészetet

abban az esetben kaptunk, amikor a 22 órás tenyészettel oltottuk a főfermentációs táptalajt (9.

táblázat). Idősebb inokulum tenyészettel továbboltva szintén megfelelő sejtkoncentrációt értünk el a

főfermentáció 24. órájára, de a tenyészet specifikus enzimaktivitása nem volt megfelelő.

Egyértelművé vált, hogy a sejtszám és a specifikus enzimaktivitás között nincs egyértelmű

összefüggés.

9. táblázat  A különböző ideig növesztett inokulum tenyészet hatása az enzimaktivitásra

Az inokulum tenyészet növesztési idői (óra)

16 22 36

Az inokulum tenyészet sejtszáma (sejt/ml)

A fermentáció sejtszáma (24. óra, sejt/ml)

A bioredukció hozama a 18. órában (%)

(3-4) x 109

(6-9) x 108

60-76

(7-11) x 109

(18-25) x 108

95-100

(10-15) x 108

(15-25) x 108

84-89
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4.1.1.3 Az oltási arány hatásának vizsgálata

A sejttermelő fermentációs táptalaj térfogatának mindössze 0,1%-val oltva is megfelelő ADH

aktivítású és sejtszámú fermentlevet kaptunk 10 literes fermentorban. A gyakorlatban azonban 1%-

kal oltottuk az 1000 literes fermentort, mert így a magasabb kezdeti sejtkoncentráció mellett idegen

organizmus felszaporodása még kisebb eséllyel fordulhatott elő. A 10% oltóanyag alkalmazásánál

megfelelő sejtkoncentráció elérése mellett is gyenge enzimaktivitású sejttömeget kaptunk, mert

túlságosan nagy arányban (kb. 10%) voltak jelen elöregedett sejtek a bioredukciós masszában (10.

táblázat).

10. táblázat  Az inokulálási ráta hatása az enzimaktivitásra

Oltási arány (%)

0,1 1 10

A főfermentáció kezdeti sejtszáma (sejt/ml)

A fermentáció sejtszáma (24. óra, sejt/ml)

A bioredukció hozama a 18. órában (%)

106

(10-22) x 108

95-100

107

(18-25) x 108

95-100

108

(18-25) x 108

78-83

Váratlan eredményt kaptunk az inokulum lépcsők hatásának vizsgálatánál: már a második

inokulálási lépcső beiktatásával is romlott a sejt specifikus enzimaktivitása. Az oltási lépcsők

hatásának vizsgálatánál 1% oltási arányt alkalmaztunk. Ezzel a legnagyobb készülékünk oltását is

egyetlen inokulum lépcsővel sikeresen megoldottuk, így ennek további vizsgálatát, optimálását nem

folytattuk.

4.1.1.4 A sejttermelő táptalajok kifejlesztése

A korábban leírt költséges sejttenyésztési eljárás [Vicenzi et al. 1997] az IVAX Fermentációs

Kísérleti Üzemének körülményei között nem volt alkalmas megfelelő enzimaktivitással rendelkező

sejtmassza előállítására. Mivel mind az inokulum, mind a főfermentációs táptalaj állati eredetű

összetevőt is tartalmazott, így három igénypont fogalmazódott meg egy új táptalajokat tartalmazó

technológia kifejlesztésére:

• Megfelelő enzimaktivitású tenyészet előállítása.

• A táptalajok egyike sem tartalmazhat állati eredetű komponenst.

• Csökkentett költségű táptalajok (léptéknövelten is gazdaságos).
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Az inokulum táptalaj minőségének vizsgálata

Az inokulum táptalaj összetevőit alapvetően nem kellett megváltoztatni, mert robbanásszerű

növekedést tapasztaltunk az exponenciális növekedési szakaszban, egyedül az állati eredetű peptont

kellett kiváltanunk. Kipróbáltunk különböző gyártók által forgalmazott szójakészítményeket, de az

ezek adagolása mellett növesztett tenyészetek megfelelő növekedés mellett szintén rossz

enzimaktivitást mutattak. Végül az Oxoid Vegetable pepton Nr. 1 (zöldborsóból készült pepton)

vált be, amelyikkel az állati eredetű peptonéval megegyező eredményeket kaptunk. Érdekes és

megnyugtató eredmény, hogy a Magyarországom forgalmazott (Difco, Fluka, Oxoid, Merck)

maláta- és élesztő-kivonatok mindegyikével megfelelő minőségű oltóanyagot tudtunk előállítani, a

különböző gyártók termékei között minőségi különbséget nem tapasztaltunk.

A főfermentációs táptalaj fejlesztése

Nehezebb feladat volt a költségérzékeny főfermentációs táptalaj kiválasztása. Az alapszénforrásnak

a mindenhol könnyen hozzáférhető glükózt, alapvető nitrogén forrásnak pedig a magyar

fermentációs iparban általánosan alkalmazott kukoricalekvárt választottuk. Ezen komponensek

mennyiségek optimálását a Box-Wilson kétváltozós kísérleti terve alapján próbáltuk meghatározni.

Előkísérleteink során megállapítottuk, hogy a megfelelő kiegészítőkkel jó enzimaktivitású

tenyészeteket kaptunk, az alapvető két összetevő mennyiségétől függetlenül, így az optimálást csak

a sejtszámra kellett elvégeznünk.

A kukoricalekvár bár jó nitrogénforrásnak bizonyult –megfelelő enzimaktivitású sejtmasszát

állítottunk elő felhasználásával–, de a lekvárban lévő szennyeződések rontották a gyanta

adszorbciós képességét, így a bioredukciós elegyben a keton/alkohol koncentrációja megnőtt, ami

megakadályozta a redukció befejezését.

A kukoricalekvárt kukoricalekvár porral (Roquette, Solulys HPP) próbáltuk helyettesíteni, aminek

előnye az lett volna, hogy világszerte beszerezhető, és állandó minőségű komponens.

Alkalmazásával nem kaptunk kielégítő ADH enzimaktivitású sejtmasszát, ezért a kukoricalekvár

megtisztítása mellett döntöttünk. Kifejlesztettünk egy egyszerű technológiát, melynek során

megszabadulunk a hőre, és a magas pH-ra kicsapodó szennyezőktől. Az így előállított

kukoricalekvár felülúszóból (CLS) szobahőmérsékleten és semleges pH tartományban lejátszódó

bioredukció során nem csapódott ki szennyező anyag. A CLS alkalmazásának egyetlen prolémája
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volt, hogy a kukoricalekvár minősége a világ különböző részein a kukorica minőségétől és

fajtájától, valamint a kukoricakeményítő gyártásának technológiájától függően változó, az általunk

leírt technológia csak a Hungrana, Amysteep 234 típusú készítményének alkalmazása mellett

reprodukálható.

4.1.1.5 A pH szabályozás hatása a sejttömeg előállítására és annak enzimaktivitására

A sejttermelő fermentáció pH görbéje szabályozás nélkül 4,0-4,5-ig csökken a növekedés

exponenciális szakaszában, majd nő, és a glükóz teljes kimerülése után 7,0-8,0 közé áll be. Ezért

egyértelművé vált, hogy amennyiben szükséges, akkor is elegendő az egyoldali pH szabályozás. A

pH szabályozás hatásának vizsgálatát GYKI-15 típusú fermentorban végeztük el. Ammónia, illetve

nátrium-hidroxid oldattal úgy szabályoztuk a táptalaj pH-ját, hogy az ne csökkenjen 6,0 alá. A 24

órás növesztés után megvizsgáltuk a tenyészet sejtkoncentrációját és enzimaktivitását.

Eredményeinket a 11. táblázatban foglaltam össze. A sejtkoncentrációban nem tapasztaltunk

különbséget, míg az ammónia oldattal szabályzott tenyészet enzimaktivitása nem volt megfelelő. A

tenyészet enzimaktivitása azonban pH szabályozás nélküli növesztés mellett is megfelelőnek

bizonyult.

11. táblázat  A pH szabályozás hatása a növekedésre és a tenyészet enzimaktivitására

pH szabályozás (≥6,0)

Ammónia NaOH Szabályozás
nélkül

A fermentlé sejtszáma (24. óra, sejt/ml)

A bioredukció hozama a 18. órában (%)

(15-22) x 108

75-85

(18-25) x 108

95-100

(15-25) x 108

95-100

4.1.1.6 Az oldott oxigén szabályozási stratégia optimálása

Az oldott oxigén szabályozásának szükségessége az első léptéknövelt fermentáció során kiderült,

hiszen a nem szabályozott fermentációknál beállított alapértékek mellett az oldott oxigén

koncentrációja nulláig süllyedt, ezzel megállítva az exponenciális növekedési szakaszt. A

levegőztetést viszont nem állíthattuk a fermentáció kezdetén magas térfogatáramra, mert akkor

kihabzott volna a táptalaj. A keverést szintén nem célszerű magas fordulatszámon működtetni a

fermentáció teljes időtartama alatt. Az alkalmazott folyamatirányító rendszer részeként a gyártó

céggel közösen egy oldott oxigén szabályozó algoritmust fejlesztettünk. Két beavatkozási sorrend
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közül választhattunk: levegőztetés – keverés – nyomás, vagy keverés – levegőztetés – nyomás.

Esetünkben az oldott oxigén hirtelen és gyors zuhanását csak a levegőztetés emelésével tudtuk

ellensúlyozni (200 liter/percről 700 liter/percig emeltük), majd amikor elértük a levegőztetés

emelésének felső határát, akkor a keverést emeltük 250 rpm-ről 350 rpm-ig, amennyiben ez sem

elegendő a belső nyomást emeltük 0,2-ről 0,4 barra. Legalsó relatív oldott oxigén szintnek a 30%-ot

választottuk. Egy GYKI-1000 literes fermentorban végrehajtott szabályozás trendgörbéit (DO,

levegőztetés, keverés, nyomás) mutatja a 27. ábra. A validált folyamatirányító rendszer egy

folyamatosan gyűjtött sarzs adatai alapján készült trendgörbéjét a I. mellékletként csatoltam. A

30%-os relatív telítettség alatt már a sejtek nem levegőznek megfelelően, szaporodásuk lelassul.

Érdekes eredmény, hogy a rosszul levegőztetett körülmények (DO≤30%) között előállított

sejtmassza tömege kisebb, de enzimaktivitása megegyezik a jól levegőztetett  tenyészetek

aktivitásával.
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27. ábra  Az oldott oxigén szabályozás stratégiája (DO: vastag folytonos; levegőztetés: szaggatott;
keverés: pont-szaggatott; nyomás: pontvonal)

4.1.1.7 A növesztés időtartamának hatása a tenyészet ADH enzimaktivitására

A 27. ábra relatív oldott oxigén koncentrációjának görbéjéből könnyen kiolvasható, hogy az

exponenciális növekedési szakasz a 18-20 óra között fejeződött be, ezután a sejtkoncentráció

jelentősen nem növekedett (12. táblázat). Megvizsgáltuk különböző korú tenyészetek

enzimaktivitását, és azt tapasztaltuk, hogy az exponenciális szakasz befejezése után 4-6 órával

legjobb a tenyészetek enzimaktivitása.
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12. táblázat  A növesztés időtartamának hatása a tenyészet enzimaktivitására

20 óra 24 óra 48 óra

A fermentlé sejtszáma (sejt/ml)

A bioredukció hozama 18. órájában (%)

(13-25) x 108

80-90

(18-25) x 108

95-100

(18-30) x 108

90-100

4.1.2 A bioredukció fejlesztése

Az alkalmazott redukciós technológiát a korábbi közleményekben leírt módon nem tudtuk

reprodukálni, a paraméterek nem voltak optimalizálva [Vicenzi et al. 1997]. Gyakran tapasztaltunk

alacsony hozam mellett megakadt biokonverziót, a klinikai fázisokhoz szükséges mennyiségű

hatóanyag gyártását sem tudtuk megkezdeni a bioredukció körülményeinek vizsgálata, a

technológia fejlesztése nélkül.

4.1.2.1 A hőmérséklet hatása a redukció hozamára

Megvizsgáltuk a redukció hőmérséklettől való függését, és megállapítottuk, hogy az egyébként is

rigid élesztősejt 25-36°C közötti hőmérséklettartományban gyakorlatilag mérhető különbség nélkül

végzi el a bioredukciót, sem enzimaktivitásban, sem enantiomer tisztaságban nem tapasztaltunk

különbséget. Technológiai szempontból a lehető legalacsonyabb hőmérséklet a kívánatos. A

fermentlé fermentorból való kiengedése után nem tudtunk steril körülményeket biztosítani sem a

dekantálás, sem a bioredukció során, így a levegőből és az érintkező felületekről szennyező

mikroorganizmusok kerültek a sejtmasszába. Ezek közül a gyorsan szaporodó aerob baktériumok

voltak veszélyesek a bioredukcióra, amik képesek felszaporodni a redukciós elegyben.

Szaporodásuk során a koszubsztrátot felhasználják, a reakcióelegy pH-ját pedig lényegesen

csökkentik, amely események bármelyike a termékképződés megakadásához vezet. Az idegen,

káros mikroorganizmusok magas hőmérsékleten (>30°C) szaporodnak gyorsan, a 26°C viszont már

kifejezetten lassítja szaporodásukat. Az alacsonyabb hőmérséklet alkalmazása óta idegen

mikroorganizmus nem okozta a reakció megakadást.
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4.1.2.2 A levegőztetés hatása a bioredukcióra

További fontos tapasztalatokhoz vezetett a redukciós elegy levegőztetésének vizsgálata. A reakció

függetlenül a levegőztetéstől rendben végigfutott. Egyedüli problémát a szén-dioxid feldúsulása, és

az ezzel együttjáró pH csökkenés okozott. Ezt kízárólag légmentesen zárt edényben tapasztaltuk, a

legkevésbé intenzív keverés is elegendő a szén-dioxid kilevegőztetésére. A káros baktériumok

felszaporodásának elkerülése érdekében azonban levegőbevezetés nem javasolt. A szén-dioxid

kihajtására és az aerob baktériumok visszaszorításának érdekében nitrogén bevezetését javaslom a

további léptéknövelés reprodukálhatóságának fenntartása céljából. Laboratóriumi léptéknél nem

tapasztaltunk semmilyen gátló hatást, és az élő sejtszám pedig egyik esetben sem csökkent. A 13.

táblázat foglalja össze a különböző módon levegőztetett rendszerek eredményeit.

13. táblázat  A laboratóriumi léptékű bioredukció hozamának függése a különbözőképpen
levegőztetett rendszerekben (n=3)

Levegőztetés módja
Aszeptikusan
zárt rendszer

Nyitott,
kevertetett

Nitrogén
bevezetés

A bioredukció hozama (4. óra) (%)

A bioredukció hozama (18. óra) (%)

26-38

55-75

45-60

95-100

45-60

95-100

4.1.2.3 A gyantát tartalmazó elegy keverése

Az alkalmazott gyanta rendkívül hasznos adszorbensként lehetővé tette a bioredukciós elegy

koncentrációjának mintegy húszszoros emelését azáltal, hogy mind a terméket, mind a szubsztrátot

olyan mértékben adszorbeálja felületén, hogy a sejt által hozzáférhető vizes közegben a reagensek

toxikus érték alatti koncentrációtartományban maradnak. Az alkalmazott XAD-7 gyanta viszont

könnyen elporlik keverés hatására, miáltal elveszíti előnyös tulajdonságait, és a reagensek

koncentrációja a kritikus érték fölé emelkedik, a bioredukció lelassul, majd leáll.

Laboratóriumi léptékben ugyanazon mágneskeverővel különböző fordulatszámon, valamint

különböző méretű keverőelemeket alkalmazva, azonos fordulatszámon vizsgáltuk a redukció

lefutását. Arra természetesen gondosan ügyeltünk, hogy megfelelően átkeveredjen a rendszer.

Összehasonlításul keverőelem nélkül, síkrázón, 90 rpm sebességgel is futtattuk a reakciót (14.

táblázat). Ez utóbbit vettük az elérhető legjobb reakcióidőnek, mivel itt a gyanta egész biztosan nem

sérül. A gyanta nagyobb méretű keverőelem, valamint nagyobb fordulatszámú keverés hatására is
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elveszítette adszorbeáló képességét, ezzel megállította a rekció lefutását. A léptéknövelt

bioredukció esetében a Rosenmund reaktor speciális keverőeleme 30 rpm keverési sebesség mellett

többszöri felhasználás során sem rongálta a gyantát.

14. táblázat  A különböző keverési módok hatása a biokonverzióra

Keverőelem

KeverőelemSíkrázón
3 cm 5 cm

A bioredukció hozama 4. órában (%)

A bioredukció hozama 18. órában (%)

55-60

95-100

50-60

95-100

21-45

38-60

Keverés sebessége

50 rpm 100 rpm 200 rpm

A bioredukció hozama 4. órában (%)

A bioredukció hozama 18. órájában (%)

50-60

95-100

45-50

55-60

≤15

≤15

A síkrázót 90 rpm fordulatszámra, a mágneskeverőt a táblázat felső felében pedig 50 rpm-re állítottuk. A fordulatszám
hatását vizsgáló kísérletet pedig a 3 cm hosszú keverőelemmel végeztük el. A síkrázóra felhelyezett reakcióelegyet 100
ml Erlenmeyer lombikba, a keverőelemmel mozgatott elegyeket pedig 100 ml főzőpohárba öntöttük. A főzőpohár
átmérője 5,5 cm volt.

4.1.2.4 A gyanta arányának hatása a biokatalizátorra

A reakció a reagensek gyanta-vizes fázis megoszlására rendkívül érzékeny. A gyanta/reagens arány

optimálását már korábban elvégezték [Zmijewski et al. 1997]. Ellenőrzésképpen mi is felállítottunk

egy kísérletet, ahol a gyanta mennyiségét 20%-kal csökkentettük, illetve növeltük, miközben a

reakcióelegy többi komponensét változatlanul adagoltuk. A 28. ábra mutatja, hogy a gyanta

mennyiségének 20%-os csökkentése olyan magas reagenskoncentrációt eredményez, hogy az

átalakulás már a 2. órára megáll, míg a 20%-kal több gyanta alkalmazásakor egy időben elhúzódó

reakciót kapunk, ugyanis a reaktív vizes fázisban alacsony az átalakítandó keton koncentrációja.
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28. ábra  A gyanta mennyiségének hatása a redukció lefutására (▲: +20% gyanta, ▼: -20% gyanta)

4.1.2.5 A koszubsztrát mennyiségének vizsgálata

Az egész-sejtes bioredukciós rendszerek nagy előnye az in vivo kofaktor regenerálás. A NADP

kofaktor redukciójához koszubsztrátra van szükség, melynek lebontása során NADPH keletkezik.

Jónéhány cukrot és alkoholt megvizsgáltunk, és megállapítottuk, hogy az alkoholok nem megfelelő

koszubsztrátjai a Z. rouxii ADH-nak, a cukrok közül a glükóz és a szaharóz alkalmazása vezetett

teljes átalakításhoz. Az emelt koncentrációjú, gyantás rendszerhez 2–12% mennyiségű glükózt

adagoltunk. A 2 és 4% glükóz adagolása kevésnek bizonyult 8% adagolása mellett kisebb szórással

kicsit magasabb átlagértékkel kaptuk az alkoholt, mint 6% adagolása mellett. A 10 és 12% glükóz

adagolásakor pedig a képződő etanol lehetett felelős az átalakítás gátlásáért.
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29. ábra  A különböző glükóz koncentrációk hatása a biokonverzióra

4.1.2.6 A sejtszeparálás módjának hatása a biokatalizátor ADH aktivitására

A biokatalizátor ülepítésének léptéknövelésekor a sejtre számos olyan tényező hatott, amivel

laboratóriumi körülmények között nem találkozhattunk. A léptéknövelt sejtmassza előállítását egy

6000 rpm fordulatszámmal forgó, 60 cm hosszú, vízszintes tengelyelrendezésű dekanter

segítségével oldottuk meg. A laboratóriumi centrifugához képest a tartozkodási idő a 20 percről 5

percre csökkent, a 16-18°C-ra visszahűtött fermentlé hőmérséklete 38-42°C-ra melegedett a

szeparálás során, a sejtmasszát pedig egy dobon belüli csiga terelte a kiömlő nyílás irányába.

Tapasztalataink alapján egyik tényező sem rontotta a sejt életképességét és enzimaktivitását.

Egyedüli különbségként a sejtmassza eltarthatóságát jegyeztük fel. Míg a laboratóriumi mennyiségű

sejtmasszát egy steril, lezárt Petri csészében egy hétig is tárolhattuk enzimaktivitásának romlása

nélkül, addig a 60 kg körüli sejttömeget 24 órán belül fel kellett használni. Ennek oka az, hogy

nagyon lassan hűl át a nagy tömeg, és a sejtmassza belsejében kedvezőtlen folyamatok

játszódhatnak le, a massza száradó felületén pedig több alkalommal figyeltünk meg penészgomba

növekedést.
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4.1.2.7 A tisztított sejtmassza vizsgálata

A dekantálás során a különböző szennyeződések (a táptalaj komponensei, különböző

metabolittermékek) a sejtmasszával együtt kiülepedtek (30. ábra). Azokban az esetekben, mikor a

gyanta nem volt sérült és fertőzést sem regisztráltunk, a szennyezést tettük felelőssé a reakció

megakadásáért. Ezt oly módon bizonyítottuk, hogy ugyanazt a sejtmasszát átmostuk desztillált

vízzel, majd ezután lefuttatva a reakciót már nem tapasztaltuk a reakció megakadását. A jelenség

oka a gyanta adszorbciós tulajdonságának csökkenésében keresendő: a szennyezések eltömítették a

gyantát, így az folyamatosan kevesebb reagenst tudott megkötni. A vizes fázisban a keton/alkohol

koncentráció elkezdett növekedni, majd a kritikus koncentrációt elérve megállította a redukciót,

mivel az elpusztult sejtek nem regenerálták a NADP kofaktort.

30. ábra  Bal oldalon a tisztítás nélküli, míg jobb oldalon a tisztított sejtmassza látható

Mivel ez a probléma csak ritkán jelentkezett, ezért mint kiváltó okra, a sterilezés közbeni

túlmelegedésre gondoltunk. A sterilezés alatti hőmérséklet-lengés csökkentésével a gyanta

eltömődéséért felelős szennyezők eliminálódtak, így nem volt szükség az idő és energiaigényes

sejtmassza tisztításra.

4.2 Multi-funkcionális mintavevő berendezések gyantát alkalmazó reakcióelegyhez

4.2.1 A mintavevő berendezés működésének bemutatása

Kifejlesztésre került egy olyan mintavevő berendezés, amelyik önmagában alkalmas a nedves (31.

ábra, b-1), és a száraz (b-2) gyanta mennyiségének meghatározására, továbbá a gyanta felületén

adszorbeált terméket/szubsztrátot szerves oldószerrel le is oldhattuk [Erdélyi et al. 2003].
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31. ábra  Multifunkcionális mintavevő berendezés elemei: (a) hajlított üvegcső; (b) osztott (ml)
üvegcsődarab; (c) 150 µm-es szűrőszita rozsdamentes acélból; (d) 10 ml-es fecskendő; (e) szűkítő

közdarab

Az eszköz használata egyszerű: a fecskendő segítségével 6-8 ml nedves gyantát szívtunk fel, ami a

szűrő feletti osztott üvegcsőben megült. Ekkor leolvasható a térfogat, majd desztillált vizet kétszer a

gyantán átszívatva lemoshatóak a vízoldható fermentációs szennyeződések. Ezután 10 ml acetont

átszívatva a gyantán leoldhatóak a komponensek.

4.2.2 A mintavevő berendezés egyszerűsített változata

A mintavevő berendezés egyszerűsített változatát használtuk az optimálási munkáink során [Erdélyi

et al. 2004]. Működésének lényege megegyezik a multifunkcionális mintavevő berendezésével, de

felépítése egyszerűbb, használata gyorsabb, ahogy azt a 32. ábra szemlélteti. A mintavevő egy

vékony üvegcsődarabból áll, amit alulról egy 150 µl-es szűrőszita zár le. A mintavevőt a gyantát

tartalmazó reakcióelegybe merítve mintát vettünk, majd pár csepp desztillált vízzel mostuk,

végezetül egy ismert mennyiségű acetont, vagy más szerves oldószert tartalmazó kémcsőbe ejtettük.
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Természetesen ez a módszer a csak konverzió százalékos követésére alkalmas, pontos kvantitatív

eredményhez a korábban bemutatott eszközt alkalmaztuk.

32. ábra  Az egyszerűsített mintavevő berendezés működésének vázlata

4.3 A Z. rouxii karbonil reduktáz aktivitásának jellemzése

A Talampanel utódmolekuláinak szintézise, valamint az alkalmazott élesztő ADH rendszerének

jellemzése céljából különböző aromás metil ketonok sztereoszelektív bioredukcióját végeztük el

laboratóriumi körülmények között (Anyagok és módszerek 3.5.1).
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A különböző fenilaceton származékok sztereoszelektív redukciója a Talampanel követők szintézise

miatt volt lényeges, az acetofenon, benzilaceton, illetve annak származéka az anizilaceton pedig a

lánchossz növekedése és a hozam, optikai tisztaság közötti összefüggés miatt volt érdekes

számunkra (33 .ábra).

 
33. ábra  A bioredukció sematikus ábrája, valamint a vizsgált ketonok és számozásuk

Valamennyi keton/alkohol abszorpciós spektrumát felvettük, és a maximumot adó hullámhosszon

végeztük el a méréseket. A 15. táblázatban a mérési hullámhosszok mellett feltüntettem a Rf

értékeket is, melyekből egyértelműen kitűnik, hogy megfelelő elválasztást sikerült elérnünk egy

egyszerű és gyors VRK módszerrel. Az 1c, 1d, 1e, 1f, 1g és a 2a ketonok és belőlük képzett

alkoholok abszorbancia maximumai különböző értéket vettek fel. Annak érdekében, hogy a hozam

értékeket ezek a különbségek ne torzítsák, bevezettünk egy korrekciós tényezőt (ξ), mellyel

szorozva az alkohol integrált területét egy olyan értéket kapunk, amelyik összevethető a keton által

adott integrált területtel.
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15. táblázat  Néhány keton - alkohol pár abszorpciós maximumai (λmax) és Rf értékei

Keton Alkohol
Jele Rf λmax

(nm) Rf
λmax
(nm)

ξ

1b
1a
1h
1f
1e
2a
2b

0,79
0,72
0,78
0,50
0,92
0,81
0,73

190
285
220
277
272
221
207

0,50
0,48
0,48
0,33
0,60
0,46
0,41

190
285
220
277
272
221
207

-
-
-

0,90
0,81
0,86

-

A királis oszlopon elválasztott enantiomer párok retenciós időit tartalmazza a 16 .táblázat.

16. táblázat  Néhány királis alkohol enantiomereinek retenciós idői (Rt). Az E1 a rövidebb, az E2

jelölés pedig a hosszabb retenciós idővel eluálódott enantiomert jelöli.

Rt (perc)Jele
E1 E2

1a (S) 11,57 (R) 12,91
1c 2,13 2,69
1f (S) 9,67 (R) 10,31
1g 1,89 2,09
2a 5,21 7,42
2b 10,63 12,66
3 3,86 4,71

A Z. rouxii sejttel különböző ketonokon elvégzett bioredukció eredményeit tartalmazza a 21.

táblázat tartalmazza. Az alacsony terhelés mellett (10 mmól) a 60% alatti konverziót gyengének

minősíthetjük. Az ilyen eredményt adó ketonok esetében (1c, 1f, 1g, 2a, 2b, 3) más biokatalizátort

kell keresni, amennyiben szükség lesz a belőlük képzett alkoholokra valamely hatóanyag szintézise

során. Nem meglepő módon a szubsztituálatlan fenilacetont (1b) jobb konverzióval alakította át a

törzs, mint amire egy nagyszámú baktérium-, fonalas gomba- és élesztőtörzset áttekintő screen

során szelektálták (1a) [Zmijewski et al. 1997]. A fehérjekötést és az átalakítást jobban befolyásolja

a szubsztitúciós csoport helye, mint a csoport minősége. A 4. szénatomon halogénezett (1h) és a

metoxi csoportot tartalmazó (1e) fenilaceton átalakítása is jó konverzióval és enantiomer

szelektivitással, míg a 2. szénatomon szintén metoxi csoportot tartalmazó származék (1c)

átalakítása rossz. Mivel a dimetoxi származékoknál (1e, 1g) ugyanezt figyelhetjük meg,



69

megállapíthatjuk, hogy a 2. szénatomon lévő szubsztituens gátolja az enzim-szubsztrát kapcsolat

kialakulását, ilyen származékok esetében más biokatalizátort kell találnunk.

Az általános elvárásoktól eltérő eredményt kaptuk a szénlánc hossza és az enantiomer felesleg

közötti összefüggés tekintetében. A szénlánc növelése (2a) alacsonyabb enantiomer tisztaságot, míg

a rövidebb szénláncú acetofenont (3) tökéletes optikai tisztasággal állította elő a Z. rouxii ADH

enzimrendszere. A konverzió értékek viszont ezzel ellentétesek; az acetofenont rossz konverzió

mellett alakította át optikailag tiszta alkohollá, ami ritka, bár ipari szempontból nem hasznos

eredmény. A hosszabb szénláncú benzilaceton esetében is láthatjuk, hogy a 4. szénatom

szubsztituense segíti az enantiomer irányultságot, akárcsak a fenilaceton esetében, a benzilacetonnál

is magasabb enantiomer értéket kaptunk a 4-metoxi származékok esetében (1b vs 1e és 2a vs 2b).

A 17. táblázatban látható, hogy az 1c, 1g, 1h és a 2b ketonokból képzett alkoholok

szerkezetazonosítása még nem történt meg. Az abszolút konfigurációk megállapítása és a nem

bizonyított szerkezetek azonosítása folyamatban vannak.

17. táblázat  A királis alkoholok szerkezetazonosítása irodalmi hivatkozásai

Szubsztrát jele Termék neve Irodalmi hivatkozás

1a (S)-(+)-1-(3,4-metiléndioxifenil)propán-2-ol Zmijewski et al. 1997.

1b (S)-(+)-1-fenilpropán-2-ol Burgess et al. 1991

1c (S)-(+)-1-(2-metoxifenil)propán-2-ol Zu-Yun et al. 1985

1d (S)-(+)-1-(3-metoxifenil)propán-2-ol n.a.

1e (S)-(+)-1-(4-metoxifenil)propán-2-ol Ferraboschi et al. 1990

1f (S)-(+)-1-(3,4-dimetoxifenil)propán-2-ol Itoh et al. 2002

1g (S)-(+)-1-(2,4-dimetoxifenil)propán-2-ol n.a.

1h (S)-(+)-1-(4-klórfenil)propán-2-ol n.a.

2a (S)-(+)-4-fenilbután-2-ol Park et al.

2b (S)-(+)-4-(4-metoxifenil)bután-2-ol n.a.

3 (-)-1-feniletanol Goering et al. 1970
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4.4 A D. hansenii karbonil reduktáz aktivitásának jellemzése

Az irodalomból ismert, a Z. rouxii ADH enzimaktivitásához hasonló aktivitású törzzsel is

elvégeztük laboratóriumi körülmények között a 33. ábraán bemutatott ketonok redukcióját. Irodalmi

hivatkozás szerint [Zmijewski et al. 1997] a Debaryomyces hansenii anamorf változata a Candida

famata azonos körülmények között alacsony keton terhelés mellett a Z. rouxii-hoz hasonlóan végzi

el a redukciót, különbséget csak a keton koncentrációjának növelése során tapasztaltak.

4.4.1 A koszubsztrát kiválasztása

Ennél a törzsnél is megvizsgáltunk egy sor koszubsztrátot, hogy kiválasszuk a törzs

enzimrendszerének legmegfelelőbbet. A kísérletet a 3.5.1 pont alatt leírtak szerint végeztük el. Az

1a mellett kiválasztottunk egy hosszabb szénatomláncú ketont is (2). A glicerin és a szorbit ennek a

törzsnek sem megfelelő koszubsztrátja, a glükóz és a szaharóz pedig hasonló hozam értékeket

biztosított (18. táblázat). A primer alkoholok egyike sem, míg a szekunder alkoholok közül a

rövidebb 2-propanol kiemelkedő, mindkét keton esetében teljes átalakítást eredményezett. További

vizsgálatainkhoz a 2-propanolt alkalmaztuk a D. hansenii koszubsztrátjaként.

18. táblázat  Az adagolt koszubsztrát hatása a D. hansenii ADH aktivitására

1a 2

Koszubsztrát Hozam (%)

Glükóz
szaharóz
glicerin
szorbit
metanol
etanol
propanol
2-propanol
butanol
2-butanol

78
76
54
33
32
30
20
100
5
5

76
78
32
33
23
15
11
86
7
9

A kiválasztott koszubsztráttal (2-propanol) és a glükózzal, a fenti két szubsztráton gyantás

közegben, a 3.5.2 pontban leírtak szerint elvégeztük a redukciót. A bioredukciók hozamait a 19.

táblázat foglalja össze. Megnövelt koncentrációnál már egyik ketont sem tudta visszamaradó

szubsztrát nélkül redukálni, sőt visszaalakulás (oxidáció) figyelhető meg a transzformáció 4. órája
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után. A Z. rouxii sejtek aktivitásával összevetve megállapítható, hogy a reakció első 4 órájában egy

gyorsabb enzimműködést figyelhetünk meg, majd a redukció megakad.

Vizsgálataink során megállapíthattuk, hogy az alkalmazott törzsek esetében a koszubsztrát

minősége a konverzióra nagy mértékben, míg az enantiomer tisztaságra nincs hatással.

19. táblázat  Emelt szubsztrátkoncentráció melletti hozam eredmények D. hansenii-vel

Keton 1a 2
Koszubsztrát Glükóz 2-propanol Glükóz 2-propanol

Hozam
(%)

ee
(%)

Hozam
(%)

ee
(%)

Hozam
(%)

ee
(%)

Hozam
(%)

ee
(%)

2 óra
4 óra
16 óra
24 óra

53
66
75
75 >99(S)

70
74
68
68 >99(S)

42
53
57
58 57(E2)

74
73
79
82 59(E2)

4.4.2 Kísérletek nagyobb hozam elérésére

Két kísérletet végeztünk el a D. hansenii-vel történő redukció teljessé tételére (100% konverzió):

csökkentett ketonkoncentráció mellett vizsgáltuk az átalakítás hozamát (20 g/liter), valamint a

redukció 4. órájában ismételt koszubsztrát (2-propanol, 125 µl) adagolással próbáltuk a reakciót

továbbvinni. A 20. táblázatot áttekintve láthatjuk, hogy egyik kísérleti felállítás sem vezetett

eredményre. Bár a keton kezdeti koncentrációjának csökkentése emelte a hozamot, teljes átalakítást

mégsem kaptunk. A 2-propanol ráadagolás szintén nem vezetett teljes átalakításra.

20. táblázat  A bioredukció hozam értékei csökkentett keton (1a) terhelés, illetve 2-propanol
ráadagolás mellett

20 g/liter 2-propanol
ráadagolás

2 óra
4 óra
16 óra
24 óra

79
82
79
79

70
74
77
77
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4.4.3 A szubsztrát tolerancia vizsgálata

A vizsgált ketonok mindegyikén elvégeztük a bioredukciót és összevetettük a Z. rouxii alkalmazása

során kapott eredményekkel (21. táblázat). Az alkalmazott D. hansenii törzs ADH enzimrendszere

kevésbé szubsztráttoleráns, mint a Z. rouxii-é. A vizsgált 11 aril metil ketont 57-99% hozam értékek

mellett alakította át, a 2. szénatomon szubsztituált fenilaceton származékokat (1c, 1g) is megfelelő

hozammal és magas enantiomer tisztasággal redukálta. A D. hansenii alacsonyabb hozam érték

mellett redukálta a 4-metoxi (1e), magasabb hozammal a 3-4-dimetoxi származékot (1f), hasonlóan

magas ee értéket produkálva. Akárcsak a Z. rouxii esetében a D. hansenii is gyenge enantiomer

tisztasággal redukálta a benzilacetont (2a), a 4-metoxi származéka (2b) viszont szintén jelentősen

javította az optikai tisztaságot, de a reakció hozama itt is alacsony maradt. Ugyanezt a „térbeli

beállás segítést” tapasztaltuk a fenilaceton (1b) és a (4-metoxifenil)aceton esetében is (1g). A

halogénezett származékot (1h) megfelelő hozammal és szintén tökéletes optikai tisztasággal

redukálta a második törzs is. Nagy különbséget az acetofenon (3) redukciója során mértünk, szintén

tökéletes optikai tisztaság mellett kétszeres hozammal állította elő az alkoholt.

21. táblázat  A Z. rouxii és a D.hansenii specifikus enzimaktivitásának összehasonlítása

Z. rouxii D. hansenii
Szubsztrát Hozam

(%)
ee

(%)
Hozam

(%)
ee

(%)
1a

1b

1c

1d

1e

1f

1g

1h

2a

2b

3

90

>99

15

85

82

31

17

84

28

33

37

>99 (S)

82 (E1)

7 (E1)

87 (E1)

>99 (E1)

>99 (S)

80 (E1)

>99 (E1)

66 (E2)

82 (E2)

>99 (S)

>99

78

63

71

67

58

58

78

57

58

63

>99 (S)

77 (E1)

88 (E1)

93 (E1)

95 (E1)

>99 (S)

>99 (E1)

>99 (E1)

59 (E2)

80 (E2)

>99 (S)
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4.5 A liofilizált biokatalizátorok ADH aktivitása

A sejtmassza liofilizátumkénti tárolására, majd egy rövid és egyszerű regenerálási szakasz utáni

biokatalizátorként történő felhasználására vonatkozó vizsgálataink megkezdésének három oka volt:

(i) a sejtmassza tárolhatósága nehézkes, és a tárolás körülményeitől erősen függő mértékben

csökken a enzimaktivitás,

(ii) amennyiben a biokatalizátor előállítása és a szintézis földrajzilag eltérő helyen történik, úgy a

könnyű, liofilizált sejtmasszát egyszerűen szállíthatjuk,

(iii) Molinaria és társai [1999] liofilizált biokatalizátor alkalmazásával remek eredményeket értek el

sztereoszelektív bioredukciós kísérleteik során.

4.5.1 A fagyasztás módjának hatása a biokatalizátorra

Első lépésként megvizsgáltuk, hogy a különböző lehűtési módszerek milyen hatással vannak a

liofilizátum későbbi életképességére és enzimaktivitására (22. táblázat). Azt tapasztaltuk, hogy

lassú lehűtés, illetve a -200°C hőmérsékletig hűtés során az élő sejtszám csökkenése jelentős,

valamint a sejtek enzimaktivitása is hasonló mértékben esett vissza. Az acetonos szárazjégben

történő fagyasztás, majd szárítás után kapott por tömege 65-70%-kal kevesebb, mint a bemért

sejtmasszáé. Amennyiben a sejtmasszát megtisztítottuk a szárítási művelet előtt, úgy fehér színű

port kaptunk.

22. táblázat  A különböző fagyasztási módok hatása a liofilizált sejtmassza enzimaktivitására

Fagyasztás módja
Élő sejtszám
(a fagyasztás

előtti %-ában)

Hozam
(%)

ee
(%)

Acetonos szárazjég (ca. -79°C)

Folyékony nitrogén (-200°C)

Lassú fagyasztás (-80°C)

85-90

60-70

40-50

90

85

67

>99 (S)

>99 (S)

>99 (S)
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4.5.2 A liofilizált Z. rouxii és a friss sejtmassza ADH enzimaktivitásának összehasonlítása

A liofilizált, majd regenerált biokatalizátor hasonló hozammal végezte el a bioredukciókat, mint a

nyugvó sejtmassza. Az enantiomer felesleg értékek között viszont van magasabb érték, mint a

nyugvó sejtmasszával végzett redukcióknál. A (3,4-dimetoxifenil)aceton (1g), illetve az

anizilaceton (2b) esetében kifejezetten magas enantiomer tisztaságot értünk el liofilizált sejtekkel

(23. táblázat).

23. táblázat  A friss és a liofilizált Z. rouxii sejtek enzimaktivitásának összehasonlítása

Z. rouxii Friss sejt Liofilizált sejt

Szubsztrát Hozam
(%)

ee
(%)

Hozam
(%)

ee
(%)

1a
1b
1c
1d
1e
1f
1g
1h
2a
2b
3

90
>99
15
85
82
31
17
84
28
33
37

>99 (S)
82 (E1)
7 (E1)
87 (E1)

>99 (E1)
>99 (S)
80 (E1)

>99 (E1)
66 (E2)
82 (E2)
>99 (S)

87
90
9
69
80
31
14
87
27
29
30

>99 (S)
85 (E1)
5 (E1)
87 (E1)

>99 (E1)
>99 (S)

>99 (E1)
>99 (E1)
57 (E2)
93 (E2)
>99 (S)

4.5.3 A liofilizált D. hansenii és a friss sejtmassza ADH enzimaktivitásának összehasonlítása

Ugyanezt a kísérletsort elvégeztük a D. hansenii liofilizált, majd hasonlóképpen regenerált

sejtmasszájával is. Azt tapasztaltuk, hogy a hozam értékek is javultak (kivétel az acetofenon, 3).

Szembetűnő javulást jegyezhettünk föl a hozam értékekben fenil- és benzilaceton esetében (1b, 2a),

a (4-metoxifenil)aceton (1e) és (4-metoxibenzil)aceton (anizilaceton, 2b) redukciótermékének pedig

enantiomer tisztasága javult jelentősen (24. táblázat).
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24. táblázat  A friss és a liofilizált D. hansenii sejtek enzimaktivitásának összehasonlítása

D. hansenii Friss sejt Liofilizált sejt

Szubsztrát Hozam
(%)

ee
(%)

Hozam
(%)

ee
(%)

1a

1b

1c

1d

1e

1f

1g

1h

2a

2b

3

>99

78

63

71

67

58

58

78

57

58

63

>99 (S)

77 (E1)

88 (E1)

93 (E1)

95 (E1)

>99 (S)

>99 (E1)

>99 (E1)

59 (E2)

80 (E2)

>99 (S)

77

93

75

75

77

64

67

88

84

63

58

>99 (S)

79 (E1)

93 (E1)

93 (E1)

>99 (E1)

>99 (S)

>99 (E1)

>99 (E1)

79 (E2)

95 (E2)

>99 (S)

A D. hansenii esetében általánosan elmondható, hogy a liofilizálás javított a biokatalizátor ADH

rendszerének tulajdonságain, míg a Z. rouxii enzimaktivitása nem változott jelentősen, az aktivitás

enyhe csökkenését figyeltük meg.
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4.6 Új tudományos eredmények

1. Új táptalajt dolgoztunk ki a biokatalizátor előállítására, optimalizáltuk az oltóanyag

előállításának körülményeit. Egy olyan fermentációs technológiát fejlesztettünk ki, amelyik

ipari körülmények között is reprodukálhatóan alkalmas a biokatalizátor gazdaságos

előállítására.

2. A kofaktor in vivo regenerálásához nélkülözhetetlen koszubsztrát mennyiségét optimáltuk a

gyantás közegű bioredukcióhoz. A D. hansenii hatékony koszubsztrátjának a 2-propanolt

választottuk.

3. Új mintavevő és mintaelőkészítő eszközt fejlesztettünk, amely alkalmas gyantát tartalmazó

reakcióelegyből való analitikai célú mintavételre.

4. A Z. rouxii ketoreduktáz aktivitását különböző aril- és aralkil-metil ketonok sztereoszelektív

redukciójával jellemeztük.

5. A Z. rouxii ketoreduktáz aktivitását összehasonlítottuk a D. hansenii enzimaktivitásával, és

legfontosabb eredményként megállapítottuk, hogy az utóbbi szélesebb

szubsztráttoleranciával rendelkezik, valamint a vizsgált ketonok nagy részén magas ee érték

mellett végezte el a redukciót.

6. A liofilizálás megfelelő módszer a biokatalizátorként használt élesztősejtek tárolási idejének

növelésére, valamint szállítható állapotba hozására. A liofilizált sejtek enzimaktivitása

jelentősen nem csökkent, néhány esetben pedig magasabb ee értéket kaptunk, mint friss

sejtek alkalmazásakor.

7. Az általunk tesztelt élesztőtörzsek és ketonok esetében megdőlt az általános nézet, miszerint

a szénlánc hosszúságával nő az ee érték. Esetünkben az acetofenont nagyobb ee érték

mellett redukálták a vizsgált élesztők, mint a hosszabb szénláncú benzilacetont.
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5. KÖVETKEZTETÉSEK ÉS JAVASLATOK

A törzs fenntartása és az oltóanyag enzimaktivitásának folyamatos ellenőrzése szakképzett,

megbízható mikrobiológiai hátteret igényel. Kísérleti eredményeink bizonyítják, hogy a jó

enzimaktivitással rendelkező tenyészet liofilizált készítménye megfelelő oltóanyag az inokulum

fermentor oltásához. Így lehetséges az ellenőrzött minőségű oltóanyag készítésének, valamint a

sejttermelő fermentációnak időben és térben történő szétválasztása.

A Talampanel előállításának első lépcsőjét az általunk kifejlesztett technológiával ipari léptékben is

megoldhatónak gondoljuk. A további léptéknövelésnél problémát okozhat a sejtmassza szeparálása.

Az általunk alkalmazott Flottweg dekanterrel 6 óra alatt tudtuk az 1000 liter fermentléből a

sejtmasszát kiülepíteni. Mivel szilárd szennyező részecskét nem tartalmaz a fermentlé, ezért egy

ipari léptékű tányéros szeparátort javaslok a nagyobb térfogatú fermentlevek ülepítéséhez. Emellett

szól, hogy a budafoki élesztőgyárban is tányéros szeparátorral végzik a sejtmassza sűrítését.

További léptéknöveléssel kapcsolatos feladat a gyantát tartalmazó reakcióelegy átmozgatása. Mivel

már laboratóriumi körülmények között is megfigyeltük a gyanta mechanikai hatásokra történő

porlódását, a reaktorban a lehető leglassabb fordulatszámú keverést választottuk. Elképzelhetőnek

tartjuk, hogy további léptéknövelés során már keverőelemmel nem megoldható az elegy

átmozgatása, mert a ránehezedő hidrosztatikai erő hatására a gyanta saját magát őrölheti fel. A

bioredukció további léptéknövelésénél elképzelhető, hogy más rendszerű bioreaktort kell választani.

A bioredukciót célszerű a lehető legalacsonyabb hőmérsékleten futtatni, ezáltal az idegen

mikroorganizmusok felszaporodását lassítani. A nitrogén bevezetése gátolja a káros, aerob

baktériumok növekedését, míg a bioredukció anaerob körülmények között is végbemegy.

A Z. rouxii és a D. hansenii ADH enzimaktivitását összehasonlítva megállapítottuk, hogy a D.

hansenii egy jó alternatívát jelenthet a Z. rouxii kiváltására számos prokirális keton esetében. A D.

hansenii szélesebb szubsztráttoleranciájú enzimrendszerrel rendelkezik, valamennyi vizsgált ketont

elfogadható hozammal redukálta, magas ee értékek mellett.
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A liofilizált sejtmassza nemcsak oltóanyagként került felhasználásra. Egy rövid regenerációs idő

után kíváló biokatalizátort kaptunk, amelyik hasonló aktivitással, néha jobb enantiomer tisztasággal

állította elő a királis alkoholokat. Amennyiben a biokatalizátor előállítása és a Talampanel

szintézise időben/térben elkülönül, úgy érdemes megvizsgálni a porlasztva szárított sejtmassza

ADH aktivitását is.
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6. ÖSSZEFOGLALÁS

A mikrobiológiai átalakításokat alkalmazó szintézisutak száma ugrásszerűen megnőtt az elmúlt 20

esztendőben. Különösen a gyógyszerhatóanyagok és finomvegyszerek előállítása során jelent meg

az optikai tisztaság utáni igény. Ezt számos racemát készítmény alkalmazásának szomorú

tapasztalatai tették szükségessé. A sztereoizomereket jelenleg már külön molekulaként kezeli a

hatóság (FDA). Példaként említem meg a Penicillinamint, melynek S abszolút konfigurációjú

izomerje gyulladáscsökkentő, míg az R abszolút konfigurációjú molekula toxikus hatású. Olyan eset

is van, mikor az optikailag tiszta forma előállítása és alkalmazása sem oldja meg a problémát: a

thalidomide a vérbe kerülve racemizálódik, így a szervezetben mindenképpen létrejön a teratogén

hatású abszolút konfigurációjú molekula is.

A Talampanel az epilepszia hatékony kezelésére fejlesztett hatóanyag, melynek eddig lezárult

klinikai vizsgálatai során bíztató eredményekről számoltak be. A Talampanel gazdaságos,

hétlépéses szintézisének első lépése egy sztereoszelektív bioredukció. A (3,4-

metiléndioxifenil)aceton bioredukciója során optikailag tiszta alkoholt kellett előállítanunk. Erre a

feladatra a Zygosaccharomyces rouxii élesztő volt a legalkalmasabb, mert nemcsak optikailag tiszta

formában állította elő a termék alkoholt – amit több más élesztőfaj is megtett -, hanem a

legmagasabb koncentrációban (6 g/l) tolerálta a szubsztrátot, illetve a terméket. Továbbá ez a faj

GRAS (Generally Recognized as Safe) besorolású, ami a mindennapos, rutinszerű munkát

egyszerűvé tette. Az egész-sejtes bioredukció legfontosabb előnye, hogy a dehidrogenázok

működéséhez szükséges kofaktor (NADP) regenerálása in vivo megtörténik.

A Zygosaccharomyces rouxii sejtmassza előállításához szükséges táptalajt kidolgoztuk, majd 1000

literes fermentorban is megfelelő enzimaktivitású sejtmasszát termeltünk. Megállapítottuk, hogy a

táptalajok összetétele, a növesztés során az oldott oxigén koncentrációja, valamint a növesztés ideje

hatással van a sejt specifikus reduktáz aktivitására. Míg az enantiomer arány nem változott a

különböző kísérleti gyártások során, a sejtmassza által katalizált reakciók hozama jelentősen

különbözött.

A gyanta bevezetése lehetővé tette a koncentráció 40 g/liter értékre történő emelését, amely érték

mellett már gazdaságosan állíthatjuk elő a Talampanel szintézisének kulcsintermedierét. A gyantát

is alkalmazó reakcióelegy újabb kihívások elé állított minket, többek között meg kellett oldanunk a

kvantitatív analitikai méréshez (VRK) az ellenőrzött mintavételt. Erre a célra egy új mintavevőt

dolgoztunk ki, amely alkalmas a gyantát tartalmazó reakcióelegyből történő mintavételre, a termék,

illetve a szubsztrát leoldására, valamint a gyanta mennyiségének meghatározására is. A CAMAG
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denzitometriás VRK rendszerrel rutinszerűen tudtuk kiértékelni a mintákat, de az enantiomerek

elválasztására HPLC módszert kellett alkalmaznunk.

Megállapítottuk, hogy a Zygosaccharomyces rouxii által katalizált bioredukció hozamára a

hőmérséklet 25-36°C között nincs hatással. Továbbá a levegőztetéstől is bizonyos mértékig

független a rendszer. Amennyiben a szénsav feldúsul a vizes fázisban, és azt a kevertetéssel, illetve

levegő/nitrogén átáramoltatással nem hajtjuk ki, úgy a pH esése gátolja az enzimrendszer

működését. Amikor a léptéknövelt bioredukciót 32°C-on és levegőátáramoltatással végeztük, a

bioredukció aerob bakteriális kontamináció miatt megakadt. Ennek esélyét nitrogén

átáramoltatással, és alacsonyabb hőmérséklet választásával lecsökkenthetjük.

A Talampanel utódmolekuláinak szintézise, valamint a Zygosaccharomyces rouxii ADH

enzimaktivitásának jellemzése miatt további 1-ariletanonok redukcióját végeztük el. Az alkalmazott

élesztő és egy hasonló bioredukciókban alkalmazott élesztő ADH szubsztrátspecifitását

hasonlítottuk össze. A Debaryomyces hansenii ADH enzimrendszere meglepő módon az

általánosan alkalmazott glükóz, illetve szaharóz helyett 2-propanol jelenlétében adta a legmagasabb

hozamú átalakításokat. A Debaryomyces hansenii a 11 vizsgált ketont 57-99% hozam értékekkel

redukálta. A 2. szénatomon szubsztituált fenilaceton származékokat is megfelelő hozammal és

magas enantiomer tisztasággal állította elő. A Debaryomyces hansenii alacsonyabb hozammal

redukálta a 4-metoxi, magasabbal a 3,4-dimetoxi származékot, magas ee értéket produkálva.

Akárcsak a Zygosaccharomyces rouxii, a Debaryomyces hansenii is gyenge enantiomer tisztasággal

redukálta a benzilacetont. A 4-metoxi származék viszont szintén jelentősen javította az optikai

tisztaságot, de a konverzió itt is gyenge maradt. Ugyanezt a „térbeli beállás segítést” tapasztaltuk a

fenilaceton és a (4-metoxifenil)aceton esetében is. A halogénezett származékot jó hozammal és

tökéletes optikai tisztasággal redukálta mindkét törzs. Nagy különbséget az acetofenon redukciója

során tapasztaltunk, a Debaryomyces hansenii tökéletes optikai tisztaság mellett kétszer magasabb

hozammal állította elő az alkoholt.

A biokatalizátor tárolhatósága, valamint szállíthatósága nem megoldott a friss sejtmassza

alkalmazása mellett. Ezért egy egyszerű módszert kellett kidolgoznunk, melynek segítségével a

sejttermelés és a bioredukció időben és/vagy térben egymástól elválaszthatóak legyenek. A

fagyasztva szárított mikroorganizmusokkal rövid regenerációs szakasz után jó eredményeket értünk

el. Sem a bioredukció hozama, sem az ee értékek nem különböztek jelentősen a friss sejtmasszával

elvégzett reakciók eredményeitől. A liofilizálás tehát egy megfelelő módszer a sejtmassza hosszabb

tárolhatóságára, de az karbonil reduktáz enzimek jelentősen egyik élesztőben sem változtak meg a

fagyasztva szárítás hatására.
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7. ABSTRACT

The number of the synthetic pathways applying microbial transformation increased rapidly in the

past 20 years. A high demand on the optical purity appeared in the field of fine chemicals and drugs

production. A few tragic stories have drawn the attention to the racem mixtures. Nowadays the

stereoisomers are regarded as two different molecules by FDA. Generally mentioned examples are

the penicillinamine and the thalidomide. The S isomer of penicillinamine has an antiflammatory

effect, and the R isomer is toxic. More dangerous agent is the thalidomide: the optical clear isomer

is racemized in the blood and affects its teratogen effect.

Talampanel is a new drug candidate developed for the efficient treatment of epilepsy. Nowadays

finished the second clinical trial and the results were hopefully. The rational production of

Talampanel is a synthesis containing seven steps. The first step is a stereospecific bioreduction of

3,4-methylenedioxy-phenylacetone to its S-alcohol product. The most suitable biocatalysator is the

yeast Zygosaccharomyces rouxii, which produces the alcohol not only in optical clear form, but it

tolerated the ketone/alcohol in the highest concentration (6 g/l) among the strains investigated. This

species is classified as GRAS (Generally Recognized As Safe), so the everyday work with this

yeast is easy, and it does not required any special equipment. The most important advantage of the

whole-cell bioreduction system is the in vivo cofactor (NADP) regeneration.

A new, cost-effective production medium was developed and cell paste with appropriate enzyme

activity was produced in 1000-l fermentor. It was established, that the enzyme activity is highly

dependent on the composition of production medium, on the required dissolved oxygen

concentration in the fermentation broth and on the harvesting time of the cells. While the

enantiomeric excess was independent on the circumstances of the production, the yields of the

bioconversions highly differed.

The resin-added bioconversion mixture provided new challenges for us. While the total

concentration could be increased to 40 g/litre, we should develop an analytical method for the

quantitative tracking of the bioconversion. A novel sampling device was creaeted, which is suitable

to separate the resin from the fermentation mixture and for elution of the reduced product and the

unchanged starting material from the resin. For tracking the rate of bioconversion a thin layer

chroamtography method was applied, but the determination of the enantiomeric excess was made

by HPLC method.

The yield of the whole-cell bioreduction with Z. rouxii cells is independent on the temperature

between 25-36°C and on the aeration to some extent. If the concentration of carbon dioxide

increased in the bioconversion mixture, the pH value can drop and stop the bioreduction. That is

why we should blow out the carbon dioxide from the mixture with air/gas flow and agitation. When
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the bioreduction run in 32°C and air flows through the reaction mixture, the chance of a bacterial

contamination is high. Bacterial infection could stop the reduction of the ketone or by-product may

produce. Choose of nitrogen flow and lower temperature eliminated these contretemps.

The synthesis of the followers of Talampanel and the characterization of Z. rouxii alcohol

dehydrogenase enzyme system additional aryl methyl ketones were transformed. The substrate

specifity of the applied yeast was compared to a species used such bioreductions by American

researhers. Amazing results were received during the investigation of the quality of the co-substrate.

The generally ised glucose and sacharose was not efficient, but 2-propanol was a suitable co-

substrate of D. hansenii. Eleven methyl ketones were reduced by D. hansenii with conversion

values between 57-99%. The 2-substituted phenylacetones were also succesfully reduced with high

ee values. The 4-methoxy derivative was transformed with lower conversion, the 3,4-dimethoxy-

phenylacetone was converted with high conversion rate and ee value. Both Z. rouxii and D.

hansenii reduced the benzylacetone with pure enantiomer excess, the 4-methoxy derivative

improved the ee values, but the yield stayed poor. The same „spatial support” was observed when

phenylacetone and its 4-methoxy derivative were converted to alcohol. Halogenized aromatic

ketone was also reduced resulted high conversion and ee with both species. The highest difference

between the two species was observed when acetophenone was reduced. D. hansenii produced

optically clear alcohol with efficient conversion.

The storage and the carriage of the cell paste is not solved, so that the prodution of the cell paste

and the bioreduction is bound in time and place. Efficient results were obtained when lyophilised

yeasts were applied as biocatalyst after a short regeneration period. Nor the conversion rates not the

ee values did not changed compared to the enzyme activities of resting cells. The lyophilisation

might be an efficient method to elongate the enzyme activity of yeast cells, but significant

improvement in the reduction activity was not observed.
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