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A munka el6zményei

A sztereoszelektiv reakciokkal eldallitott termékek, illetve szintézis koztitermékek mind
nagyobb szamban fordulnak el6 a mai gyogyszerszintézisekben. A ndvekvd szamu és
konnyen hozzaférhetd enzimek —tobbek kozott a biokatalizalt reakciok enyhe koriilményei
miatt— egyre jobban hattérbe szoritjdk a kémiai katalizatorokat a sztereoszelektiv atalakitasok
soran.

A Talampanel az epilepszia hatékony kezelésére szolgald, mellékhatdsoktdol mentes
leenddbeli gyodgyszerkészitmény, ami jelen pillanatban a klinikai vizsgalatok II. fazisanak
lezarasanal tart. A Talampanelt Intézetiinkben (az akkori Gyogyszerkutatd Intézet) talaltak
fel, majd jelenlegi tulajdonosunk (IVAX Co., Miami, USA) az Eli Lilly gyogyszeripari
vallalattal kozosen dontott a gydgyszer vilagpiacon torténd bevezetése mellett.

A hatéanyag jotékony hatdsat nem kizardlag az epilepszidban szenvedok fogjak élvezni.
Agydaganat ¢és egyéb agyi megbetegedések kezelésében, valamint a Parkinson kér okozta
tiinetek visszaszoritasaban is hatékonynak bizonyult a Talampanel.

Az ipari 1éptékii szintézisut kifejlesztése Intézetiink feladata lett. A hétlépéses szintézis elsd
1épése a prokiralis (3,4-metiléndioxifenil)aceton sztereoszelektiv redukcidja, amelynek soran

a célmolekula kiralis centruma keletkezik.

Célkituzések

A biokatalizator optimalizalt eloadllitasa

1. A Zygosaccharomyces rouxii fenntartdsanak, és enzimstabilitdsanak vizsgalata.

2. A megfeleld taptalajok kifejlesztése; vildgszerte beszerezhetd, allati eredetii
komponenseket nem tartalmazo (egészségiigyi eldirasok miatt, pl. BSE) inokulum és
sejttermeld taptalajok fejlesztése, gazdasdgossagi szempontok figyelembevételével.

3. Az inokulum és a sejttermeld fermentaci6 koriilményeinek optimalésa.

A bioredukcio fejlesztése

1. A hémérséklet, a pH és a levegOztetés hatasa a biokonverziora.

2. A legmegfelelobb keverési modszer kidolgozédsa, a gyanta mechanikai behatasokkal
szembeni védelme.

3. A koszubsztrdt mindségének ¢és mennyiségének hatdsa a sztereoszelektivitésra,

valamint a hozamra.



A koveto molekulak szintézise és a biokatalizatorok tarolhatosaga
1. A Z rouxii és a Debaryomyces hansenii ketoreduktaz aktivitasanak Osszehasonlitdsa
11 aril- és aralkil-metil keton redukcidjan keresztiil.
2. A kiilonbozo fagyasztasi modok hatékonysaganak vizsgalata.

3. A friss és a liofilizalt sejtmassza enzimaktivitasainak dsszehasonlitasa.

Anyagok és modszerek

A biokatalizatorok

A (3,4-metiléndioxifenil)aceton 1éptéknovelt sztereoszelektiv redukciojahoz
Zygosaccharomyces rouxii (ATCC 14462) élesztotorzset alkalmaztunk. A tovabbi prokiralis
ketonok bioredukcidjadhoz a Debaryomyes hansenii (NCAIM YO00468) valodi élesztot

valasztottuk, mint igéretes alternativ biokatalizatort.

A biokatalizatorok eléallitasa

Az ¢élesztket heti rendszerességgel passzaltuk, az inokulum tenyészeteket 10, a
biokatalizatorként alkalmazott sejtmasszat pedig 1000 literes fermentorban allitottuk eld. A
fermentlé sejtszeparalasara centrifugat (laboratoriumi 1épték), vagy dekantert (kisérleti izemi

1épték) alkalmaztunk.

A bioredukcio

A prokiralis ketonokon elvégzett redukciohoz a szubsztraton kiviil koszubsztratként gliikozt,
illetve a D. hansenii esetében 2-propanolt adagoltunk a reakciodelegyhez. A novelt
koncentracioju (40 g/l) bioredukcidhoz gyantat (XAD-7) és Na,HPO, oldatot is adtunk. A

bioredukcidt friss és liofilizalt sejtekkel is elvégeztiik.

Analitikai modszerek
A bioredukci6é hozamat denzitometrids vékonyréteg-kromatografiads modszerrel kovettiik, mig
a képzodott alkoholok enantiomer aranyéat kiralis tolteti oszlopot tartalmazé6 HPLC

modszerrel mértik.



Eredmények

Az inokulum eléallitasanak vizsgalata

A GYKI-15 tipust fermentorban 22 o6ran keresztiil tartott az exponencidlis ndvekedési
szakasz, melynek befejeztét a glikéz fogyasat kovetd pH emelkedés, illetve a
sejtkoncentracio novekedésének befejezése jelezte. Legjobb enzimaktivitasi tenyészetet
abban az esetben kaptunk, amikor a 22 6rés tenyészettel oltottuk a féfermentaciot.

A sejttermeld fermentéacios taptalaj térfogatanak minddssze 0,1%-val oltva is megfeleld
aktivitast €s sejtszamu fermentlevet kaptunk 10 literes fermentorban. A gyakorlatban azonban
1%-kal oltottuk az 1000 literes fermentort, mert igy a magasabb kezdeti sejtkoncentracio
mellett idegen mikroorganizmus felszaporodasa még kisebb eséllyel fordulhatott eld. A 10%
oltbanyag alkalmazasandl megfeleld sejtkoncentracid elérése mellett is gyenge
enzimaktivitasi sejttomeget kaptunk, mert a bioredukcidos masszaban nagy aranyban (kb.

10%) voltak jelen eloregedett sejtek.

A sejtmassza eléallitasaval kapcsolatos eredmények
Héarom igénypont fogalmazdodott meg egy 1) taptalajokat tartalmazo technologia
kifejlesztésére:

o Megfelel6 enzimaktivitasu tenyészet eldallitasa.

e A taptalajok egyike sem tartalmazhat allati eredetii komponenst.

e Csokkentett koltségli taptalajok (Iéptékndvelten is gazdasagos).

A kukoricalekvart kukoricalekvar porral (Roquette, Solulys HPP) probaltuk helyettesiteni,
aminek eldnye, hogy viladgszerte beszerezhetd, ¢és 4alland6 mindségli komponens.
Alkalmazasaval nem kaptunk kielégité enzimaktivitdsu sejtmasszat, ezért a kukoricalekvar
megtisztitdsa mellett dontottiink. Kifejlesztettiink egy egyszerli technoldgiat, melynek soran
megszabadultunk a hdre, és a magas pH-ra kicsapodd szennyezoktdl. Az igy eldallitott
kukoricalekvar feliiliszobol (CLS) szobahdmérsékleten és a semleges pH tartomanyban
lejatsz6do bioredukcid soran nem csapodott ki szennyezd anyag.

A sejttermeld fermentéacio pH gorbéje szabalyozas nélkiil 4,0-4,5-ig csokkent a novekedés
exponencialis szakaszaban, majd a gliikoz teljes kimeriilése utan 7,0 f6l¢ emelkedett. A pH
szabalyozas hatdsdnak vizsgalatit GYKI-15 tipusti fermentorban végeztik el. Ammonia,
illetve natrium-hidroxid oldattal igy szabalyoztuk a fermentlé pH-jat, hogy az ne csokkenjen
6,0 ala. A 24 6rés tenyésztés utdn megvizsgaltuk a PMW-t és a sejttomeg enzimaktivitasat. A

sejtkoncentracioban nem tapasztaltunk kiilonbséget, mig az ammoénia oldattal szabalyzott
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tenyészet enzimaktivitdsa gyengének bizonyult. A tenyészet enzimaktivitidsa azonban pH
szabalyozas nélkiili novesztés mellett is megfeleld volt.

Az alkalmazott folyamatirdnyit6é rendszer részeként egy oldott oxigén szabalyozd programot
fejlesztettiink ki. Két beavatkozasi sorrend koziil valaszthattunk: levegdztetés — keverés —
nyomads, vagy keverés — levegdztetés — nyomas. Esetiinkben az oldott oxigén hirtelen és gyors
zuhanasat csak a levegéztetés emelésével tudtuk ellenstulyozni (200 liter/percrél 700
liter/percig emeltiik), majd amikor elértiikk a levegdztetés emelésének felsé hatarat, akkor a
keverést emeltiik 250 rpm-r6l 350-ig, amennyiben ez sem volt elegendd, a belsd nyomast
noveltiik 0,2-r6l 0,4 barra. Also relativ oldott oxigén szintnek a 30%-ot valasztottuk. Erdekes
eredmény, hogy a rosszul levegdztetett koriilmények (DO<30%) kozott eldallitott sejtmassza

tomege kisebb, de enzimaktivitasa megegyezik a jol levegdztetett tenyészetek aktivitasaval.

Multi-funkciondlis mintavevo berendezés gyantat tartalmazo rendszerekhez
Kifejlesztésre kertilt egy olyan mintavevd berendezés, amelyik 6nmagaban alkalmas a nedves,
¢s a szaraz gyanta mennyiségének meghatidrozasara, tovabba a gyanta feliiletén adszorbealt

termék/szubsztrat leoldasara szerves oldoszer atszivatasaval.

A homérséklet hatasa a bioredukciora
Sem hozamban, sem enantiomer tisztasdgban nem tapasztaltunk kiilonbséget 25 és 36°C
kozotti tartoményban. Technologiai szempontbdl a lehetd legalacsonyabb hdémérséklet

kivéanatos, hogy az idegen mikroorganizmusok ne szaporodhassanak fel a bioredukcid soran.

A levegoztetés hatdsa

A reakcido a levegdztetéstdl fiiggetleniil zajlott le. Egyediili problémat a szén-dioxid
feldusulasa, ¢és az ezzel egyiittjard6 pH csokkenés okozott. Ezt kizardlag légmentesen zart
edényben tapasztaltuk, azonban enyhe keverés is mar a szén-dioxid kileveg6zését okozta. A
baktériumok felszaporodasanak elkeriilése érdekében azonban a levegd bevezetése nem
javasolt. Laboratériumi 1épték mellett nitrogén bevezetésének hatdsara nem tapasztaltuk sem
az ¢l0 sejtszam, sem az enzimaktivitds csokkenését. A szén-dioxid kihajtasanak és az aerob
baktériumok visszaszoritdsanak érdekében nitrogén bevezetését javaslom a tovabbi

1éptékndveléshez.



A reakcidelegy keverésének vizsgalata

A magneskeverds kisérleti felallitdas mellett 6sszehasonlitasképpen sikrazon is elvégeztiik a
kisérletet. Ez utdbbit vettilk az elérheté legjobb reakcidsebességnek, mivel itt a gyanta
biztosan nem sériil. A gyanta nagyobb méretii keverdelem, valamint nagyobb fordulatszdmu
keverés hatdsara is elveszitette adszorbeald képességét, ezzel megallitotta a reakcio lefutasat.
A 1éptéknovelt bioredukcio esetében a Rosenmund reaktor specidlis keverdeleme 30 rpm

keverési sebesség mellett tobbszori felhasznalas soran sem rongalta a gyantat.

A koszubsztrat mennyiségének hatdasa

Az egész-sejtes bioredukcids rendszerek nagy elonye a kofaktor in vivo regeneralasa. A
NADP kofaktor redukciojahoz koszubsztratra van sziikség, melynek lebontdsa soran NADPH
keletkezik. Jonéhany cukrot és alkoholt megvizsgaltunk, és megallapitottuk, hogy az
alkoholok nem megfeleld koszubsztratjai a Z. rouxii-nak, a cukrok koziil a glikoz és a
rendszerhez 2 és 12% kozotti mennyiségili cukrot adagoltunk. A 2 és 4% gliikdéz adagolasa
kevésnek bizonyult, 8% gliikéz adagolasa mellett kisebb szérassal magasabb atlagértékkel
kaptuk az alkoholt, mint 6% adagolasa mellett. A 10 és 12% gliik6z adagolasakor pedig a

képzddo etanol lehetett felelds az atalakitas gatlasaért.

A Z. rouxii ketoreduktdz enzimrendszerének jellemzése

A kiilonbozd fenilaceton szdrmazékok sztereoszelektiv redukcidja a Talampanel kovetdk
szintézise miatt valt fontossa, az acetofenon, a benzilaceton, illetve annak szarmazéka, az
anizilaceton pedig a lanchossz ndvekedése és a hozam, illetve az optikai tisztasag kozotti

Osszefiiggés miatt volt érdekes szdmunkra. A vizsgalt ketonok:

la (3,4-metiléndioxifenil)aceton
1b fenilaceton

1c (2-metoxifenil)aceton

1d (3-metoxifenil)aceton

le (4-metoxifenil)aceton

1f (3,4-dimetoxifenil)aceton
1g (2,4-dimetoxifenil)aceton
1h (4-klorfenil)aceton

2a benzilaceton
2b anizilaceton
3 acetofenon

Az alacsony terhelés mellett (10 mmol) a 60% alatti hozam értékeket gyengének mindsitettiik.
Az ilyen szubsztratok esetében (le, 1f, 1g, 2a, 2b, 3) mdas biokatalizatort kell keresni,

amennyiben sziikség lesz a beldliik képzett alkoholokra, egy kivéalasztott hatdanyag szintézise



soran. A Z. rouxii a szubsztitualatlan fenilacetont (1b) jobb hozammal alakitotta at, mint a
talamapanel kiindulési szubsztratjat (1a). Esetiinkben az enzimes reakciot jobban befolyasolja
a szubsztiticids csoport helye, mint a csoport mindsége.

A 4. szénatomon halogénezett (1h), valamint a metoxi csoportot tartalmazé fenilaceton (1e)
atalakitasa is j6 hozammal és enantiomer szelektivitassal ment végbe, mig a 2. szénatomon
metoxi csoportot tartalmazd szarmazék (lc) atalakitdsa gyenge. Mivel a dimetoxi
szarmazekoknal (1f, 1g) ugyanezt figyeltiik meg, feltételezhetjiik, hogy a 2. szénatomon 1évo
szubsztituens gatolja az enzim-szubsztrat kapcsolat kialakuldsét, ilyen szarmazékok esetében
mas biokatalizatort kell talalnunk.

A szénlanc novelése (2a) alacsonyabb enantiomer tisztasagot eredményezett, mig a rovidebb
szénlanctu acetofenont (3) tokéletes optikai tisztasaggal redukalta a Z. rouxii. A hozam értékek
viszont ezzel ellentétesek; az acetofenont gyenge hozam mellett alakitotta 4t optikailag tiszta
alkoholld. A hosszabb szénlancu benzilaceton esetében is lathatjuk, hogy a 4. szénatom
szubsztituense segiti az enantiomer iranyultsagot, akarcsak a fenilaceton esetében, a
benzilacetonndl is magasabb enantiomer értéket kaptunk a 4-metoxi szarmazékok esetében

(1b vs 1e és 2a vs 2b).

A D. hansenii ketoreduktaz enzimrendszerének megfeleld koszubsztrat kivalasztasa

Ennél a torzsnél is tobb koszubsztratot vizsgaltunk meg, hogy kivalasszuk a torzs
enzimrendszerének legmegfelelobbet. A primer alkoholok és a szénhidratok adagolasa mellett
alacsony hozammal ment végbe a bioredukcid (la, 2a), viszont mindkét vegyiilet
bioredukcidja nagy hozammal ment végbe 2-propanol adagoldsa mellett. Vizsgalataink soran
megallapithattuk, hogy az alkalmazott torzsek esetében a koszubsztrat mindsége a hozamra

nagy mértékben, mig az enantiomer tisztasagra nincs hatassal.

A szubsztrattolerancia vizsgdlata

A vizsgalt ketonok mindegyikén elvégeztiik a bioredukcidt és Osszevetettik a Z. rouxii
alkalmazasa soran kapott eredményekkel. Az alkalmazott D. hansenii torzs ketoreduktaz
enzimrendszere szélesebb szubsztrattoleranciaval rendelkezik. A vizsgalt 11 aril metil ketont
57-99% hozam értékek mellett alakitotta at, a 2. szénatomon szubsztitualt fenilaceton
szarmazékokat (1c, 1g) is megfelel6 hozammal és magas enantiomer tisztasaggal redukalta. A
D. hansenii kisebb hozammal redukalta a 4-metoxi (1e), nagyobb hozammal 3-4-dimetoxi
szarmazékot (1f) magas ee értékek mellett. Akarcsak a Z. rouxii, a D. hansenii is alacsony

enantiomer tisztasaggal redukalta a benzilacetont (2a), a 4-metoxi szdrmazéka (2b) szintén



jelentdsen javitotta az optikai tisztasagot, de a reakcid hozama itt is alacsony maradt. A
fenilaceton (1b) és a 4-metoxi-fenilaceton esetében is (1g) a termék optikai tisztasaganak
javulasat tapasztaltuk. A halogénezett szarmazékot (1h) megfeleld hozammal és szintén
tokéletes optikai tisztasaggal redukalta a D. hansenii is. Nagy kiilonbséget az acetofenon (3)
redukcidja sordn mértiink, szintén tokéletes optikai tisztasdg mellett nagyobb hozammal

allitotta eld az alkoholt.

A liofilizalt biokatalizatorok ketoreduktdz aktivitasa

A fagyasztas modjanak hatasa a biokatalizatorra

Els6 lépésként megvizsgaltuk, hogy a kiilonbozd fagyasztasi modszerek milyen hatassal
vannak a liofilizatum késobbi életképességére €s enzimaktivitasara. Azt tapasztaltuk, hogy
lasst lehtités, illetve a -200°C hémérsékletig hiités soran az €16 sejtszam csokkenése jelentds,
valamint a sejtek enzimaktivitdsa is visszaesett. Az acetonos szarazjégben torténd fagyasztas,
majd szaritds utan kapott por tomege 65-70%-kal kevesebb, mint a bemért sejtmasszaé.
Amennyiben a sejtmasszat megtisztitottuk a szaritasi miivelet elétt, ugy fehér szinli port

kaptunk.

A liofilizalt és a friss sejtmasszak enzimaktivitasanak osszehasonlitdasa

A liofilizalt, majd regeneralt biokatalizator a hozamot tekintve nem hozott jelentdsen eltérd
eredményeket a friss sejtmasszaval kapottaktol. Az ee értékek kozott viszont van magasabb
érték, mint a friss sejtmasszéaval végzett redukcioknal. Az 1g, illetve 2b esetében kifejezetten
magas enantiomer tisztasagot értlink el liofilizalt sejtekkel.

Ugyanezt a kisérletsort elvégeztiik a D. hansenii liofilizalt, majd hasonloképpen regeneralt
sejtmasszdjaval is. Az 1e és a 2b redukcidtermékének enantiomer tisztasaga jelentdsen javult.

A D. hansenii esetében altalanosan elmondhat6, hogy a liofilizalés javitott a biokatalizator
enzimrendszerének tulajdonasdgain, mig a Z. rouxii enzimaktivitdsa nem valtozott jelentdsen,

az aktivitas enyhe csokkenését figyeltiik meg.



Kovetkeztetések és javaslatok

A torzs fenntartasa és az oltdéanyag enzimaktivitdsdnak folyamatos ellendrzése egy
szakképzett mikrobioldgiai hatteret igényel. Kisérleti eredményeink bizonyitjak, hogy a jo
enzimaktivitassal rendelkezd tenyészet liofilizalt készitménye megfeleld oltdéanyag az
inokulum fermentor oltasdhoz. A Talampanel el6éallitdsanak elsé 1épcséjét az altalunk
kifejlesztett technologidval ipari 1éptékben is megoldhatonak gondoljuk. A tovabbi
1éptékndvelésnél problémat okozhat a sejtmassza szeparaldsa. Az altalunk alkalmazott
Flottweg dekanterrel 6 ora alatt tudtuk az 1000 liter fermentlébdl a sejtmasszat kiiilepiteni.
Mivel szilard szennyezd részecskét nem tartalmaz a fermentlé, ezért egy ipari léptéki
tanyéros szeparatort javaslok a nagyobb térfogatu fermentlevek tilepitéséhez.

A Z. rouxii és a D. hansenii ketoreduktdz enzimaktivitdsat dsszehasonlitva megallapitottuk,
hogy a D. hansenii egy jo alternativat jelenthet a Z. rouxii kivaltasara szamos prokiralis keton
esettben. A D. hansenii sz€lesebb szubsztrattolerancidju enzimrendszerrel rendelkezik,
valamennyi vizsgalt ketont elfogadhaté hozammal redukélta, magas ee értékek mellett.

A liofilizdlt sejtmassza nem csak oltdanyagként keriilt felhasznalasra. Egy rdvid
regeneracids id6 utan kivald biokatalizatort kaptunk, amelyik hasonl6 aktivitassal, néha jobb
enantiomer tisztasaggal allitotta el a kiralis alkoholokat. Amennyiben a biokatalizator
eldallitasa és a Talampanel szintézise idében/térben elkiiloniil, ugy érdemes megvizsgalni a

porlasztva szaritott sejtmassza ketoreduktaz aktivitasat is.
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Uj tudomanyos eredmények

1. Uj taptalajt dolgoztunk ki a biokatalizator eldallitasara, optimalizaltuk az oltéanyag
eléallitasanak koriilményeit. Egy olyan fermenticios technologiat fejlesztettiink ki,
amelyik ipari koriilmények kozott is reprodukélhatéan alkalmas a biokatalizator
gazdasagos eldallitasara.

2. A kofaktor in vivo regeneralasahoz nélkiilozhetetlen koszubsztrdt mennyiségét
optimaltuk a gyantds kozegli bioredukcidhoz. A D. hansenii hatékony
koszubsztratjanak a 2-propanolt valasztottuk.

3. Uj mintavevd és mintaelkészitd eszkozt fejlesztettiink, amely alkalmas gyantat
tartalmazo reakcioelegybdl valo analitikai céli mintavételre.

4. A Z rouxii ketoreduktdz aktivitdsat kiilonbozé aril- ¢és aralkil-metil ketonok
sztereoszelektiv redukciojaval jellemeztiik.

5. A Z rouxii ketoreduktdz aktivitdsat Osszehasonlitottuk a D. hansenii
enzimaktivitasaval, és legfontosabb eredményként megéllapitottuk, hogy az utdbbi
szélesebb szubsztrattolerancidval rendelkezik, valamint a vizsgalt ketonok nagy részén
magas ee érték mellett végezte el a redukciot.

6. A liofilizalas megfelelé6 modszer a biokatalizadtorként hasznalt élesztdsejtek tarolasi
idejének megnovelésére, valamint szallithatd allapotba hozéasara. A liofilizalt sejtek
enzimaktivitasa jelentdsen nem csdkkent, néhany esetben pedig nagyobb ee értéket
kaptunk, mint friss sejtek alkalmazasakor.

7. Az éaltalunk tesztelt élesztotorzsek és ketonok esetében megdolt az altalanos nézet,
miszerint a szénlanc hosszisagaval nd az ee érték. Esetlinkben az acetofenont
magasabb ee érték mellett redukaltak a vizsgalt élesztOk, mint a hosszabb szénlancu

benzilacetont.
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