(19) Orszagkod

HU LEIRAS

SZABADALMI

N

(11) Lajstromszdm:

217 218 B

(21) A bejelentés ligyszama: P 94 01767
(22) A bejelentés napja: 1994. 06. 13.
(23) Médositési elsébbség: 1994. 07. 01.

(R

N
JRER,
AT

(51) Int. CL6

gl (30) ElsSbbségi adatok: C12P17/02
D o 08/077,979 1993.06.15. US CI12N 9/18
08/077,980 1993. 06. 15. US C 07D 305/14
CI12N 120
C12Q 1/04
. MAGYAR
KOZTARSASAG
MAGYAR
SZABADALMI (40) A kozzététel napja: 1995. 11. 28.
HIVATAL (45) A megadds meghirdetésének a ddtuma a Szabadalmi
Kozlonyben: 1999. 12. 28.
(72) Feltalalok (73) Szabadalmas:
g?g)son’ Ronald L., Morris Plains, New Jersey Bristol-Myers Squibb Co., Princeton, New Jersey

Patel, Ramesh N., Bridgewater, New Jersey (US)
Szarka, Laszlo J., East Brunswick, New Jersey
(US)

(74) Képvisels:

S.B. G. & K. Budapesti Nemzetk6zi Szabadalmi
Iroda, Budapest

(54) Enzimatikus hidrolizalasi eljarasok C-10 és C-13 hidroxi-helyettesitett
taxanok és enzimatikus észterezési eljaras C-10 acil-oxi-helyettesitett

,r

taxanok elGallitasara, valamint alkalmazasuk C-13 acil-oxi-helyettesitett

taxanok el6allitasara

KIVONAT

A talalmany targya eljaras (I) altalanos képleti C-10

helyzetben hidroxi-szubsztitualt és (V) altalanos képle-

td, C-13 helyzetben hidroxi-szubsztituilt taxanok —
ahol

R! hidroxi- vagy acil-oxi-csoport;

R2 hidrogénatom, hidroxicsoport, fluoratom, xilozil-
csoport, R5-0-, R6-C(0)-O-  vagy
R6—-0-C(0)-0- altalanos képletii csoport;

R3, R4 és R¢ egymastdl fliggetleniil hidrogénatom, szén-
hidrogéncsoport;

RS hidroxi-védGesoport;

R!2 hidrogénatom, hidroxicsoport, R3-0-,
R6—C(0)-0O- vagy R6-0-C(0)-O- 4altalanos
képleti csoport —

vagy soik eléallitasara (IT) altalanos képleti C-10-acil-

oxi-taxanok vagy (VI) altalanos képletii C-13-acil-oxi-

taxanok — ahol

R7 acil-oxi-csoport —

enzimes hidrolizisével, tovabba ezek alkalmazasa C-13-

acil-oxi-taxanok eldallitasara, valamint a fenti 4talakita-

sokat katalizal6 enzimek és ezeket termeld mikroorga-
nizmusok és eljaras kivalasztisukra.

A leiras terjedelme 22 oldal (ezen beliil 3 lap dbra)
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A taldlmany targya enzimatikus hidrolizalasi eljaras C-
10 hidroxi-szubsztitualt taxanok és enzimatikus észte-
rezési eljaras C-10 acil-oxi-szubsztitualt taxdnok el64l-
litdsara, amely vegyiiletek felhasznalhatok példaul in-
termedierekként gyogyaszatilag hatasos taxanok, igy a
taxol és taxolanalégok elSallitasénal.

A talalmany targyat képezi tovabba egy enzima-
tikus hidrolizalasi eljaras C-13 hidroxi-szubsztitualt
taxanok el@éllitasara, amely vegyiiletek felhasznalha-
tok intermedierekként a C-13 acil-oxi-szubsztitualt
taxanok el6allitasanal, és kiilonosen jol felhasznalhatok
a taxol és taxolanalégok el84llitasanal.

A taxénok a gydgy4szat teriiletén felhasznalast nye-
18 diterpénvegyiiletek. fgy példaul a taxolt, az (A) kép-
letdi taxéant, amelynek képletében
Ph jelentése fenilcsoport;

Ac jelentése acetilcsoport; és
Bz jelentése benzoilcsoport
hatésos rédkellenes szernek talalték.

A természetben elGforduléd taxénok, igy a taxol,
megtalalhatok névényi anyagokban, és ezekbdl izolal-
tak is azokat. Ezek a taxanok azonban viszonylag kis
mennyiségben vannak jelen a névényi anyagokban,
tgyhogy példaul a taxol esetében e vegyiilet forrasa-
ként nagyszamn, lassan nové tiszafa sziikséges. A tudo-
many ezért folytatta a kutatisokat a természetben el§-
fordulé taxanok, igy a taxol, valamint analégjai el3alli-
tdsdra szolgalo szintetikus, koztiik félszintetikus utak
megtalalasa érdekében.

A taxan gyliriszerkezet bonyolultsaga miatt a gyuri-
rendszeren a kivant szubsztituenseket tartalmazé taxan
kdonnyebben elGallithaté olyan kiindulasi anyag felhasz-
nalaséval, amely maér tartalmazza az alapot képezé taxan

gytiriszerkezetet. Igy példaul egy olyan vegyiilet, amely -

tartalmazza a taxdn gylriszerkezetet, és hidroxicso-
portot tartalmaz a C-13 helyzetben, kiilondsen, ha a ki-
véant szubsztituenst tartalmazza a C-10 helyzetben is,
kapcsolhaté egy intermedier vegyiilettel, igy olyan
taxanszarmazékot képezve, amely a C-13 helyzetben a
kivant oldallincot tartalmazza, miként egy olyan gyé-
gydszatilag hatsos taxan, amely a C-13 helyzetben va-
lamilyen acil-oxi-oldalldncot tartalmaz, amelyre példa a
taxol vagy annak analégjai.

A talalmany eljarasokat biztosit olyan taxanok el§-
allitdsara, amelyek a C-10 helyzetben kivéant szubsz-
tituenseket tartalmaznak. A talalmany eljarasokat szol-
galtat kiilonosen a C-10 helyzetben hidroxicsoportot és
a C-10 helyzetben acil-oxi-csoportot tartalmaz taxan-
vegyiiletek el6allitisara, amely vegyiiletek kiindulasi
anyagként felhasznalast nyernek az olyan taxanok el§-
allitdsaban, mint a taxol vagy annak analégjai.

A talalmény egyik megvalositasa eljarast szolgaltat
legaldbb egy olyan taxan el@allitdsara, amely a C-10-
hez kdzvetleniil kapcsolédé hidroxicsoportot tartalmaz,
amely eljaras a C-10-hez kozvetleniil kapcsolodo vala-
milyen acil-oxi-csoportot tartalmazé taxannak valami-
lyen olyan enzimmel vagy mikroorganizmussal vald
érintkezésbe hozasabol, és igy a hidrolizis végrehajts-
sabdl all, amely képes az emlitett acil-oxi-csoportnak
hidroxicsoportta valo hidrolizisét katalizalni.
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A talalmény egy masik megvalésitasa eljardst nyujta
C-10-hez kdzvetleniil kapcsolédd valamilyen acil-oxi-
csoportot tartalmazo legalabb egy taxannak az elGallita-
séra, amely eljards a C-10-hez kozvetleniil kapcsolodo
hidroxicsoportot tartalmazo legalabb e gy taxdnnak vala-
milyen acilez6 4genssel és egy olyan enzimmel vagy
mikroorganizmussal valé érintkezésbe hozisabél és igy
az ¢észterezés végrehajtasabol all, amely képes az emli-
tett hidroxicsoportnak acil-oxi-csoporttd valé észterezé-
sét katalizalni.

A talalmany eljarast bocsat rendelkezésre tovabbé a
C-13 hidroxi-szubsztitualt taxdnvegyiiletek el&allitisa-
ra, amely vegyiiletek kiindulasi anyagként felhasznalast
nyernek a C-13 helyzetben kivant oldallancot tartalma-
z6 taxanok elallitisaban.

A taldlmény kiilonosképpen eljarast szolgéltat a
C-13-hoz kézvetleniil kapcsolodd hidroxicsoportot tar-
talmaz6 legalabb egy taxan eléallitisara, amely eljaras
abbél 4ll, hogy a C-13-hoz kézvetleniil kapcsol6do vala-
milyen acil-oxi-csoportot tartalmazé legalabb egy taxant
érintkezésbe hozunk egy olyan enzimmel vagy mikroor-
ganizmussal, amely képes az emlitett acil-oxi-csoport-
nak hidroxicsoportta valé hidrolizisét katalizalni, és igy
az emlitett hidrolizist végrehajtjuk.

A taldlmany hatdsos modszereket nyajt C-10 hid-
roxi-szubsztitudlt taxanok C-10 acil-oxi-szubsztitualt
taxanokbol vald elallitasara, és C-10 acil-oxi-szubsz-
titudlt taxdnoknak C-10 hidroxi-szubsztitualt taxanok-
bol valé eldallitasira. A taldlmany szerint hidrolizal-
hatunk egyetlen taxant, vagy egymas utan, vagy egy-
idejlileg hidrolizalhatjuk kiilonbézé taxdnok elegyét;
gyszintén a talalmény szerint észterezhetiink egyetlen
taxant, vagy egymds utan vagy egyidejileg észterezhet-
Juk kiilonb6z6 taxanok elegyét.

A taldlmany hatasos eljarassal szolgal tovabba
C-13 hidroxi-szubsztituilt taxdnok C-13 acil-oxi-
szubsztitualt taxanokbol valé elallitasara. A talalmany
szerint hidrolizdlhatunk egyetlen taxant, vagy egymas
utan vagy egyidejlileg hidrolizalhatjuk kiilsnb6z6 taxa-
nok elegyét.

A talalmanyt részletesebben a kdvetkezSkben irjuk le.

Hidrolizis a C-10-nél:

A talalmény egy elGnyds megvalésitdsa eljarast
szolgltat legalabb egy, a C-10 helyzetben hidroxicso-
portot tartalmaz6 (I) dltalanos képleti taxan —

a képletben

RI jelentése hidroxi- vagy acil-oxi-csoport, kiilondsen
ha Rl az aldbbiakban leirt (II) 4ltalinos képletii
csoport szerkezetének felel meg;

R? jelentése hidrogénatom, hidroxicsoport, fluoratom,
R3-O- 4ltalanos képletdi csoport, xilozilcsoport,
R6-C(0)-0O- vagy R6—0-C(0)-O- 4ltalanos
képlett csoport;

R3 és R4 jelentése egymastol fiiggetleniil hidrogén-
atom, alkil-, alkenil-, alkinil-, cikloalkil-, cikloalke-
nil-, aril- vagy heterociklusos csoport;

R jelentése hidroxi-véd6esoport; és

RS jelentése hidrogénatom, alkil-, alkenil-, alkinil-,
cikloalkil-, cikloalkenil-, aril- vagy heterociklusos
csoport —



1 HU 217218 B 2

vagy soinak el6allitisara, amely eljaras abbol 4ll, hogy

legaldbb egy, a C-10 helyzetben acil-oxi-csoportot tar-

talmaz6 (II) altalanos képlet( taxant —

a képletben

RI,R2, R3 és R* jelentése azonos a fentickben meg-
adottakkal; és

R7 jelentése acil-oxi-csoport —

vagy soit érintkezésbe hozzuk egy olyan enzimmel

vagy mikroorganizmussal, amely képes az emlitett R7

acil-oxi-csoportnak hidroxicsoporttd valé hidrolizisét

katalizalni, és igy az emlitett hidrolizist végrehajtjuk.

Az (1) és (IT) altalanos képletii vegyiiletek kozelebb-
r6l meg nem jeldlt kirdlis centrumainak valamennyi
sztereokonfiguraciojat szamitasba vessziik a taldlmany
szerinti hidrolizist alkalmazé eljarasnal, akir nmaga-
ban van jelen (vagyis lényegileg mentesen mas sztereo-
izomerekt6l), akdr mas sztereoizomer formékkal egyiitt
van jelen az elegyben.

Egy maésik elény6s megvaldsitasnal a taldlmany eljé-
rast nyjt legalabb egy olyan elsé taxannak az elB4llitasa-
ra — amely a C-10 helyzetben a kivént acil-oxi-csoportot
tartalmazza — legalabb egy olyan mésodik tax4nbél —
amely a C-10 helyzetben nem kivént acil-oxi-csoportot
tartalmaz — ez ut6bbi enzimatikus hidrolizisével, hogy
igy az itt leirt eljarassal legalabb egy, a C-10-en hidroxi-
csoportot tartalmazé analégot kapjunk, majd ezt kapcsol-
Juk a kivant acilcsoporttal, és igy kapjuk az el5bbit. Ennél
amegvalositasnal a talalmény példaul eljarast bocsat ren-
delkezésre a C-10-en adott acil-oxi-csoportot tartalmazé
kivant taxan el6allitisara oly modon, hogy a C-10-en
kilénb6z6 acil-oxi-csoportokat tartalmazé taxanok kiin-
dulasi elegyéb6l, amely kiindulési elegy tartalmazhatja
vagy nem a kivant taxant, a kiilonb6zé C-10 csoportokat
egyidejilleg vagy egymas utdn hidrolizaljuk, igy egy
vagy t6bb olyan taxéant kapunk, amely a C-10-en hidroxi-
csoportot tartalmaz, majd erre rakapcsoljuk a kivant acil-
csoportot. Ez az elényds eljéras kiiléndsen hasznos olyan
esetekben, amikor kiilonb6z6 C-10 acil-oxi-csoportokat
tartalmazé taxanok elegyét kapjuk, példdul ndvényi
anyagok extrakci6javal, amikor is a taxolt mas, a termé-
szetben képzAdott taxanokkal egyiitt kapjuk egy elegy-
ben, és amikor egy bizonyos taxan, igy a taxol el34llitasa
a végeél. Az acilesoport kapcsolasat az acil-oxi-csopor-
tok képzése céljabol végrehajthatiuk nem enzimatikus
modszerekkel is. Példaul a C-7 helyzetben védett 10-
dezacetil-baccatin IlI-at (amelyet a C-7-en példaul trietil-
szilil-csoporttal védiink, amelyet gy visziink r4 a vegyii-
letre, hogy 10-dezacetil-baccatin III-at N,N-dimetil-
formamidos oldatban érintkezésbe hozunk trietil-szilil-
kloriddal és imidazollal) a C-10-en ugy acilezhetjiik,
hogy alacsony, igy — 60 °C és 70 °C kozétti hdmérsékle-
ten litium-klorid/acetil-kloridot tartalmazo6 tetrahidro-
furdnos kozegben litium-hexametil-diszilil-aziddal hoz-
zuk érintkezésbe. Mas modszer szerint az acilcsoport
kapcsolasat végrehajthatjuk az itt leirt enzimatikus észte-
rezési eljarassal is.

A talalmany szerinti eljarisnal a kiindulési taxan
C-10 acil-oxi-csoportjanak sztereokonfiguraciéjat el6-
nydsen megtartjuk a C-10-en hidroxicsoportot tartalma-
z0 termékben.
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Eszterezés a C-10 helyzetben:

A talalmany egy maésik eldnyds megvalositisanal
eljardst biztositunk legalabb egy, a C-10 helyzetben
acil-oxi-csoportot tartalmazo (II) 4ltalanos képletdi ta-
Xén —

a képletben

R! jelentése hidroxi- vagy acil-oxi-csoport, kiilondsen
ha Rl az aldbbiakban leirt (III) altalanos képleti
csoport szerkezetének felel meg;

R? jelentése hidrogénatom, hidroxicsoport, fluoratom,
R5-O- dltaldnos képletii csoport, xilozilcsoport,
R6-C(0)-O- vagy R6-0-C(0)-0O- Altalanos
képletii csoport;

R3 és R* jelentése egymastol fiiggetleniil hidrogén-
atom, alkil-, alkenil-, alkinil-, cikloalkil-, cikloal-
kenil-, aril- vagy heterociklusos csoport;

RS jelentése hidroxi-védéesoport;

R6 jelentése hidrogénatom, alkil-, alkenil-, alkinil-, cik-
loalkil-, cikloalkenil-, aril- vagy heterociklusos cso-
port; és

R7 jelentése acil-oxi-csoport —

vagy séinak el8allitdsara, amely eljaras abbél 4ll, hogy

legalabb egy, a C-10 helyzetben hidroxicsoportot tartal-

mazo (I) altalanos képletd taxant —

a képletben

RI,R? R3 és R4jelentése azonos a fentickben meg-
adottakkal —

vagy soit érintkezésbe hozzuk valamilyen acilez8szer-

rel és egy olyan enzimmel vagy mikroorganizmussal,

amely képes a C-10 hidroxicsoport észterezését katali-
zalni, hogy igy az R7 acil-oxi-csoport képzddijék, és igy
az emlitett észterezést végrehajtjuk.

Az (1) és (II) altalanos képletd vegyiiletek kozelebb-
16l meg nem jellt kirdlis centrumainak valamennyi
sztereokonfigurdciojat szamitasba vessziik a talalméany
szerinti észterezési eljarasnal, akar dnmagéban van je-
len (vagyis lényegileg mentesen maés sztereoizomerek-
t61), akdr més sztereoizomer formékkal egyiitt van jelen
az elegyben.

Barmely olyan acilez8szer hasznalhato, amely vég-
hez viszi a taldlméany szerinti észterezést. Elényosek
azok a (IV) 4ltalanos képletd acilez8szerek, amelyek-
ben
R jelentése alkil-, alkenil-, alkinil-, aril-, cikloalkil-,

cikloalkenil- vagy heterociklusos csoport; és

L jelentése kilépSesoport, amelyet helyettesitve ké-
pezhetjiik az észtercsoportot.

A (IV) altalanos képletd vegyiiletek elényds Rl
csoportjai alkilcsoportok, igy 1-6 szénatomos alkilcso-
portok, kiilondsen metilcsoport. A példaszeri L csopor-
tok kozé tartoznak a halogénatomok, hidroxi-, alkoxi-
vagy alkenil-oxi-csoportok. El6ényds L csoportok az
alkenil-oxi-csoportok, a legeldnydsebbek az 1-6 szén-
atomos alkenil-oxi-csoportok, igy a vinil-oxi- és izo-
propenil-oxi-csoport. Az izopropenil-acetat és vinil-
acetdt kiilénosen elényos acilezészerek.

A taldlméany szerinti eljarasnal a kiindulasi taxan
C-10 helyzeti hidroxicsoportjanak sztereokonfigura-
ciojat elénydsen megtartjuk a C-10-en acil-oxi-csopor-
tot tartalmazo termékben.
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Hidrolizis a C-13 helyzetben:

Egy eldnyds megvalositasnal a taldlmany eljarast
szolgaltat legalabb egy, a C-13 helyzetben hidroxi-
csoportot tartalmazé (V) altalanos képletdi taxan —

a képletben

R!2 jelentése hidrogénatom, hidroxicsoport, R5—O—,
R6-C(0)-0- vagy R6—0-C(0)-O- altaldnos
képletii csoport;

R? jelentése hidrogénatom, hidroxicsoport, fluoratom,
R3-0- 4dltalénos képleti csoport, xilozilcsoport,
R6-C(0)-0O- vagy R6—~0-C(0)-O- 4altalanos
képletii csoport;

R3 és R4 jelentése egymaéstol fliggetleniil hidrogén-
atom, alkil-, alkenil-, alkinil-, cikloalkil-, cikloalke-
nil-, aril- vagy heterociklusos csoport;

R jelentése hidroxi-véddcsoport; és

RS jelentése hidrogénatom, alkil-, alkenil-, alkinil-, cik-
loalkil-, cikloalkenil-, aril- vagy heterociklusos cso-
port —

vagy soinak el8allitaséra, amely eljéras abbol all, hogy

legalabb egy, a C-13 helyzetben acil-oxi-csoportot tar-

talmazé (VI) 4ltalanos képleti taxant —

a képletben

RI2, R2, R3 és R4 jelentése azonos a fentiekben meg-
adottakkal; és

R7 jelentése acil-oxi-csoport —

vagy sOit érintkezésbe hozzuk egy olyan enzimmel

vagy mikroorganizmussal, amely képes az emlitett R7

acil-oxi-csoportnak hidroxicsoporttd valé hidrolizisét
katalizalni, és igy az emlitett hidrolizist végrehajtjuk.

Az (V) és (VI) éltaldnos képletii vegyiiletek koze-
lebbrél meg nem jeldlt kirdlis centrumainak vala-
mennyi sztereokonfiguraciojat szimitasba vessziik a ta-
lalmény szerinti eljirdsnal, akdr nmagaban (vagyis
mas sztereoizomerektdl lényegileg mentesen), akar més
sztereoizomer formakkal egyiitt egy keverékben van
jelen.

Egy mésik eldnyés megvalositasnal a taldlmény el-
Jarast szolgéltat legalabb egy, a C-13 helyzetben kivéant
acil-oxi-oldallancot tartalmazé elsd taxan eldallitdsdra
legaldbb egy olyan mésodik taxanbél, amely nem ki-
vant C-13 acil-oxi-oldalléncot tartalmaz, az utébbinak
enzimatikus hidrolizisével, hogy igy az itt leirt eljaras-
sal legalabb egy, a C-13 helyzetben hidroxicsoportot
tartalmazo6 analogot kapjunk, majd a kivént oldallancot
erre rakapcsolva megkapjuk az elébbit. Ennél a megva-
16sitdsndl a taldlmény eljarast szolgltat példaul egy
kivant olyan taxén el6éllitasara, amely a C-13 helyzet-
ben egy bizonyos acil-oxi-oldallancot tartalmaz, taxa-
nok kiilonboz6é C-13 acil-oxi-oldallancokat tartalmazé
kiindulési elegyébdl, amely kiindulési elegy tartalmaz-
hatja vagy nem tartalmazza a kivant taxant, a kiildn-
bdz6 C-13 helyzetii csoportok egyidejii vagy egymas
uténi hidrolizisével, hogy igy a C-13-on hidroxicso-
portot tartalmazé egy vagy tobb taxant kapjunk, majd
ezt/ezeket kapcsoljuk a kivéant oldallanccal. Ez az elg-
ny6s eljaras kiilondsen hasznos olyan esetekben, ami-
kor kiilénb6zé C-13 acil-oxi-oldallancokat tartalmazé
taxanok elegyét kapjuk, miként példaul taxolt cefalo-
manninnal és més, természetes titon képz8dott taxannal
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kozbs elegyben eredményez6 novényi anyagok extrak-
cidjaval kapunk, és amikor egy bizonyos taxan, igy a
taxol elGallitasa a végcél.

A taldlmany szerinti eljarasnal a kiindulasi taxan
C-13 helyzetii acil-oxi-csoportjanak sztereokonfiguri-
cidjat elénydsen megtartjuk a C-13-on hidroxicsoportot
tartalmazé termékben.

A leirasban hasznalt kifejezések magyarazata:

Az itt hasznélt értelemben az ,.enzimatikus folya-
mat” vagy ,enzimatikus eljards” a taldlmany szerinti
olyan eljérast vagy modszert jelent, amelynél valami-
lyen enzimet vagy mikroorganizmust hasznalunk fel.
A hidrolizis” kifejezés az itt hasznalt értelemben
hidroxicsoportnak valamilyen acil-oxi-csoportbol valo
képzését jelenti, amit példaul a talalmany szerinti elja-
rasndl ugy hajthatunk végre, hogy vizzel ¢és/vagy vala-
milyen megfelel alkohollal hozzuk érintkezésbe a ve-
gyiletet. Az ,észterezés” kifejezés az itt hasznalt érte-
lemben valamilyen acil-oxi-csoportnak hidroxicsoport-
bol valé képzését jelenti. Az ,,acilez8szer” kifejezés az
itteni szohasznalat szerint olyan vegyiiletet jelent,
amely képes az emlitett észterezést végrehajtani egy
acil-oxi-csoport képzésével. ,,Egy enzim vagy mikroor-
ganizmus™ hasznélata a taldlmény szerinti eljardsoknal
két vagy tobb, vagy akar csak egyetlen enzim vagy
mikroorganizmus hasznélatét jelenti.

Az ,alkil” vagy ,.alk” kifejezés Snmagaban vagy egy
mas csoport részeként, az itt hasznalt értelemben adott
esetben szubsztitudlt, egyenes vagy elagazo, telitett, el6-
nyGsen a normal lincban 1-12 szénatomot tartalmazd
szénhidrogéncsoportot jelent. Példaként megemlithetd
ilyen szubsztitualatlan csoportok: metil-, etil-, propil-,
izopropil-, butil-, terc-butil-, izobutil-, pentil-, hexil-, izo-
hexil-, heptil-, izoheptil-, oktil-, 2,2 4-trimetil-pentil-,
nonil-, decil-, undecil-, dodecilcsoport és hasonlok.
A szubsztituensek példaiként a kovetkezd csoportok ko-
ziil egy vagy t6bb szolgalhat: halogénatom, alkoxi-, alkil-
tio-, alkenil-, alkinil-, aril-, cikloalkil-, cikloalkenil-,
hidroxi- vagy védett hidroxi-, karboxi- (-COOH), alkil-
oxi-karbonil-, alkil-karbonil-oxi-, karbamoil- (NH,—-C0),
amino- (~NH,), mono- vagy dialkil-amino-csoport vagy
merkaptocsoport (—-SH).

A ,rovid szénlanca alkil” kifejezés 6nmagaban
vagy valamilyen mas csoport részeként, az itt hasznalt
értelemben adott esetben szubsztituilt, a fentickben
»alkil”-nal leirt, a normal szénldncban 1-4 szénatomot
tartalmaz6 csoportot jelent.

Az alkoxi” vagy ,alkil-tio” kifejezések 6nmaguk-
ban vagy valamilyen mds csoport részeként, az itt hasz-
nalt értelemben a fentiekben leirt egy oxigénatomon
(—O) vagy kénatomon (~S-) 4t kapcsolddé alkilcso-
portot jelentenek. Az ,,alkoxi-karbonil” kifejezés 6nma-
gaban vagy valamilyen més csoport részeként, az itt
hasznalt értelemben egy karbonilcsoporton keresztiil
kapcsolodo alkoxicsoportot jelent. Az ,alkil-karbonil-
oxi” kifejezés 6nmagaban vagy valamilyen masik cso-
port részeként, az itt hasznalt értelemben olyan alkil-
csoportot jelent, amely karbonilcsoporton keresztiil
kapcsolodik, amely utobbi viszont egy oxigénatomon
keresztiil kapcsolédik. Az ,,alkil-amino” vagy , dialkil-
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amino” kifejezések 6nmagukban vagy valamilyen mé-
sik csoport részeként, az itt hasznalt értelemben olyan
aminocsoportot jelentenek, amely szubsztitualva van
egy vagy két, a fentiekben leirt alkilcsoporttal.

Az ,alkenil” kifejezés 6nmagaban vagy valamilyen
masik csoport részeként az itt hasznalt értelemben olyan,
adott esetben szubsztitualt, a fentickben leirt alkilcso-
portot jelent, amely még tartalmaz legalabb egy szén-
szén kettSs kotést is. A példaként szolgalo szubsztituen-
sek kdzé sorolhatunk egy vagy tébb, a fentiekben leirt
alkilcsoportot és/vagy egy vagy tébb, a fentiekben az
alkilcsoportok szubsztituenseiként leirt csoportot. Az
»alkenil-oxi” kifejezés énmagaban vagy valamilyen ma-
sik csoport részeként, az itt hasznalt értelemben olyan, a
fentiekben leirt alkenilcsoportot jelent, amely egy oxi-
génatomon (—O-) keresztiil kapcsolddik.

Az ,alkinil” kifejezés onmagadban vagy valamilyen
mésik csoport részeként, az itt hasznalt értelemben olyan,
adott esetben szubsztitualt, a fentiekben alkilcsoportként
leirt csoportot jelent, amely még tartalmaz legaldbb egy
szén-szén harmas kotést is. A példaként szolgald
szubsztituensek kozé sorolhatunk egy vagy tobb, a fenti-
ekben leirt alkilcsoportot és/vagy az alkilcsoportok
szubsztituenseiként a fentiekben leirt egy vagy tobb cso-
portot. Az ,,alkinil-oxi” kifejezés 6nmagaban vagy vala-
milyen mésik csoport részeként, az itt hasznalt értelem-
ben barmilyen, a fentiekben leirt olyan alkinilcsoportot
jelent, amely egy oxigénatomon (—O-) keresztiil kap-
csolodik.

A cikloalkil” kifejezés énmagaban vagy valami-
lyen mas csoport részeként, az itt hasznalt értelemben,
adott esetben szubsztitualt, elénydsen 1-3 gytr(it és
gytiriiként 3—7 szénatomot tartalmazé telitett karbocik-
lusos gytrlirendszert jelent. Példaként szolgald ilyen
szubsztitualatlan csoportok kozé tartoznak a kévetke-
z6k: ciklopropil-, ciklobutil-, ciklopentil-, ciklohexil-,
cikloheptil-, ciklooktil-, ciklodecil-, ciklododecil- és
adamantilcsoport. A példaként megemlithetS szubszti-
tuensek kozé tartozik egy vagy tobb, a fentiekben leirt
alkilcsoport, és/vagy egy vagy tGbb, az alkilcsoportok
szubsztituenseiként leirt csoport. A ,,cikloalkil-oxi” ki-
fejezés 6onmagdban vagy valamilyen masik csoport ré-
szeként, az itt hasznalt értelemben egy, a fentiekben
leirt olyan cikloalkilcsoportot jelent, amely egy oxigén-
atomon (—0O-) keresztiil kapcsolodik.

A ,,cikloalkenil” kifejezés Snmagéban vagy valami-
lyen masik csoport részeként, az itt hasznalt értelemben
olyan, adott esetben szubsztitualt, a fentickben ciklo-
alkilként leirt csoportot jelent, amely még legalabb egy
szén-szén kettSs kotést is tartalmaz, igy egy részlegesen
telitetlen gyiliriit képezve. A példaként megemlithetd
szubsztituensek kozé tartozik egy vagy tobb, a fentiek-
ben leirt alkilcsoport, és/vagy egy vagy tobb, az alkil-
csoportok szubsztituenseiként a fentiekben leirt csoport.
A ,cikloalkenil-oxi” kifejezés 6nmagaban vagy valami-
lyen mésik csoport részeként, az itt hasznalt értelemben
olyan, a fentiekben leirt cikloalkenilcsoportot jelent,
amely egy oxigénatomon (—O-) keresztiil kapcsolodik.

Az ,ar” vagy ,.aril” kifejezések dnmagukban vagy
valamilyen masik csoport részeként, az itt hasznalt érte-
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lemben, adott esetben szubsztitualt, elénydsen 1 vagy
2 gyfir(it és 612 gylrliszénatomot tartalmazé karbo-
ciklusos aromds csoportot jelentenek. Példaként meg-
emlithetd szubsztituilatlan ilyen csoportok kozé tartoz-
nak a kOvetkezdk: fenil-, bifenilil- és naftilcsoport.
A példaként megemlitheté szubsztituensek kézé sorol-
hatunk egy vagy tobb, elénydsen harom vagy kevesebb
nitrocsoportot, a fentickben leirt alkilcsoportot, és/vagy
az alkilcsoportok szubsztituenseiként a fentiekben leirt
csoportot. Az ,.aril-oxi” kifejezés énmagaban vagy va-
lamilyen masik csoport részeként, az itt hasznalt érte-
lemben a fentiekben leirt olyan arilcsoportot jelent,
amely oxigénatomon (—O-) keresztiil kapcsolédik.

A, heterociklusos” kifejezés Snmagéban vagy vala-
milyen masik csoport részeként, az itt hasznalt értelem-
ben olyan, adott esetben szubsztitualt, teljesen telitett
vagy telitetlen, aromds vagy nem aromas ciklusos cso-
portokat jelent, amelyek legaldbb az egyik gyfiriiben
legalabb egy heteroatomot tartalmaznak, és elénydsen
monociklusos vagy biciklusos csoportok, amelyek min-
den egyes gyliriben 5 vagy 6 atomot tartalmaznak.
A heterociklusos csoport tartalmazhat a gyfiriben pél-
daul 1 vagy 2 oxigénatomot, 1 vagy 2 kénatomot,
és/vagy 1-4 nitrogénatomot. Minden egyes heterocik-
lusos csoport a gytiriirendszer barmely szén- vagy he-
teroatomjan keresztiil kapcsolodhat. Példaként emlithe-
t8 heterociklusos csoportok kozé tartoznak a kovetke-
z6k: tienil-, furil-, pirrolil-, piridil-, imidazolil-, pirro-
lidinil-, piperidil-azepinil-, indolil-, izoindolil-, kinolil-,
izokinolil-, benztiazolil-, benzoxazolil-, benzimidazo-
lil-, benzoxa-diazolil-, és benzo-furazanil-csoport.
A példaként szolgalé szubsztituensek kozé szamit egy
vagy tobb, a fentickben leirt alkilcsoport és/vagy egy
vagy tobb, a fentiekben az alkilcsoportok szubszti-
tuenseiként leirt csoport. A ,heterociklo-oxi” kifejezés
oénmagaban vagy valamilyen mas csoport részeként, az
itt haszndlt értelemben olyan, a fentiekben leirt hetero-
ciklusos csoportot jelent, amely egy oxigénatomon
(—0O-) keresztiil kapcsolodik.

A ,halogén” kifejezés Snmagaban vagy valamilyen
masik csoport részeként, az itt hasznalt értelemben
klér-, brém-, fluor- vagy jodatomot jelent.

A ,taxan” kifejezés az itt hasznalt értelemben olyan
vegyiileteket jelent, amelyek az alabb leirt taxan-
csoportot tartalmazzak. A ,taxancsoport” kifejezés az
itt hasznalt értelemben olyan csoportokat jelent, ame-
lyek a gyliriiszerkezet helyzeteinek szamozasat is fel-
tiintetd (B) képlet magszerkezetet tartalmazzak, amely
magszerkezet szubsztitualva is lehet, és gylrirendsze-
rében tartalmazhat vinilén-telitetlenséget is. El6nySsek
az ilyen csoportok, ha a 4- és 5-helyzetben kondenzalva
tartalmaznak egy oxetangytirit, miként az a taxolban
megtalalhato.

A ,hidroxi-védéesoport” kifejezés az itt hasznalt ér-
telemben barmely olyan csoportot jelent, amely képes
megvédeni a szabad hidroxicsoportot, és amely az illeté
reakcid utdn, amely miatt alkalmaztuk, eltavolithaté a
molekula t6bbi részének megvaltozasa nélkiil. Az ilyen
csoportok ¢és azok szintézise megtalalhatok T. W.
Greene ,,Protective Groups in Organic Synthesis” cimii
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kényvében (John Wiley and Sons, 1981) vagy L. F.
Fieser és M. Fieser ,,Organic Chemistry” cimd kény-
vében.

A ,,;s0” kifejezés az itt hasznalt értelemben jelenthet
szervetlen és/vagy szerves savakkal és bazisokkal képe-
zett savanyu és/vagy bazisos sokat.

Az ,acil” kifejezés Snmagéaban vagy valamilyen mas
csoport részeként, az itt hasznalt értelemben jelenti azt a
csoportot, amelyet akkor kapunk, ha valamilyen szerves
karbonsav karboxicsoportjardl a hidroxicsoportot elta-
volitjuk. Az ,acil-oxi” kifejezés Snmagiban vagy vala-
milyen masik csoport részeként, az itt hasznalt értelem-
ben olyan fent leirt acilcsoportot jelent, amely egy oxi-
génatomon (—O-) keresztiil kapcsolodik.

Kiindulasi anyagok a C-10 helyzetben végzend§

atalakitashoz:

A taldlmany szerinti eljaras kiindulasi anyagaiként
hasznélt C-10-acil-oxi-szubsztitualt vagy C-10-hidroxi-
szubsztitualt taxanok barmely olyan vegyiiletek lehetnek,
amelyeken végre lehet hajtani a taldlmany szerinti
enzimatikus hidrolizal6 vagy észterezd eljarast. A kiin-
dulasi anyagok lehetnek szintetikusan elGallitott taxanok,
vagy elényosen természetes uton keletkezett taxanok, igy
példaul defalomannin, 7-xilozil-taxol, taxol, baccatin III,
10-dezacetil-baccatin II1, vagy taxol C (a taxol egy olyan
analégja, amelyben a taxol C-13 oldallancanak benzoil-
csoportjat egy valerilcsoport helyettesiti), onmagukban
vagy egymassal kozos elegyben. A , természetes iton ke-
letkezett” taxan kiindulési anyagokat elénydsen novényi
sejttenyészetekbdl és/vagy taxant termel® ndévényi széve-
tekbdl, kiilondsen a Taxus nemzetséghez tartozd nové-
nyek, igy a Taxus baccata, Taxus cuspidata, Taxus bre-
vifolia, Taxus wallichiana, Taxus media, Taxus hicksii,
féként a Taxus x. media hicksii szoveteibl extrakciéval
nyerjik. A példaként szolgilo szovetek kozill megemlit-
jiik a tiiket, a kérget és a teljes riigyet.

A taldlmany szerinti C-13 acil-oxi-szubsztituélt ta-
x4n kiinduldsi anyagok kinyerésének elny6s madjait
illetéen lasd Rao, Pharmaceutical Research, 70,
521-524 (1993); Kingston, Pharmac. Ther., 52, 1-34
(1991); vagy az itt leirt példakat.

Enzimek és mikroorganizmusok a C-10 helyzet-

ben végzend6 atalakitashoz:

A taldlmany szerinti eljarasnél hasznalt enzim vagy
mikroorganizmus barmely olyan enzim vagy mikroor-
ganizmus lehet, amely képes az itt leirt enzimatikus
hidrolizist vagy észterezést katalizalni. Az enzimatikus
vagy mikrobiélis anyagok, eredetiikre vagy tisztasaguk-
ra val6 tekintet nélkiil, felhasznalhatok szabad allapot-
ban vagy valamilyen hordozén, példaul fizikai adszorp-
cioval vagy zarvanyképzéssel immobilizalt allapotban.

Az itt példaként szolgaldo mikroorganizmusok koziil
megemlitjik a kdvetkez8 nemzetségekbe tartozokat:
Nocardioides, Nocardia, Rhodococcus, Micropolyspora,
Saccharopolyspora, Pseudonocardia, Cerskovia, Pro-
micromonospora ¢s Intrasporangium. Kiilongsen elény6-
sek a Nocardioides nemzetséghez tartozé fajtak, igy a
Nocardioides albus, Nocardioides flavus, Nocardioides
fulvus, Nocardioides luteus, Nocardioides simplex és
Nocardioides thermolilacinus, kiil6nésen a Nocardioides
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albus ATCC 55424 (SC 13910) és ATCC 55425 (SC
13911) és a Nocardioides luteus ATCC 55426 (SC
13912). Az tt hasznalt,,ATCC” megjeldlés az American
Type Culture Collection (12301 Parklawn Drive,
Rockville, Marly Maryland 20 852), az illeté mikroorga-
nizmus letétbe helyezési helyének folydszamat jelenti.
A fenti ATCC 55424, 55425 és 55426 jel mikroorga-
nizmusokat 1993. majus 12-én helyeztiik letétbe. Az
»SC” megjel6lés a Squibb cég tenyészetgyljteménye al-
tal az illeté mikroorganizmusnak adott megjelélés.

A biologiailag tiszta Nocardioides albus ATCC
55424 (SC 13910), Nocardioides albus ATCC 55425
(SC 13911) és Nocardioides luteus ATCC 55426 (SC
13912) mikroorganizmusok {j mikroorganizmusok.
Tudomésul kell venni, hogy ezen mikroorganizmusok
muténsait is, igy a kémiai, fizikai (példaul rontgenbesu-
garzassal) vagy biol6giai médszerekkel (példaul mole-
kularis biolégiai technikakkal) médositottakat is szami-
tasba veszi a taldlmany az itt leirt hidrolizal6 vagy ész-
terezd eljarasoknal valo felhasznalasra.

A Nocardioides albus ATCC 55424 (SC 13910) és
ATCC 55425 (SC 13911) tenyészthetd az A 94 tapta-
lajon, amelynek 6sszetétele: 35 g kukoricalekvar (corn
steep liquor), 20 g Cerelose, 5 g analitikai tisztasdgl
ammonium-szulfat, 3,5 g kalcium-karbonat, 5 ml sz6ja-
olaj és 1 liter desztillalt viz. Ezeket a mikroorganizmu-
sokat egy New Brunswick-i (New Jersey) talajmint4bol
izolaltuk, és Gram-pozitiv, nem mozgékony, tébbféle
taptalajon aerob koriilmények kozétt novekedést mu-
tatd mikroorganizmusok. Szilard YS taptalajon (0,2%
¢élesztéextraktum, 1% keményitG) micéliuma a fehéres-
t8l vildgos krémszinig terjedd szinfi. A ndvekedést egy
sotét, mind a szilard, mind a folyékony téptalajban dif-
fazidra képes pigment képzSdése kiséri. Mikroszkopos
vizsgélat szerint a folyékony taptalajban valé néveke-
dést béségesen elagazé gombafonalbol (hifabél) 4llo
micéliumaggregatumok képzdédése jellemzi.

A Nocardioides luteus ATCC 55426 (SC 13912)
tenyészthetd az A 94 jel( tiptalajon, amelynek dsszeté-
tele: 35 g kukoricalekvar (corn steep liquor), 20 g
Cerelose, 5 g analitikai tisztasaga ammonium-szulfat,
3,5 g kalcium-karbonat, 5 ml szjaolaj és 1 liter desztil-
lalt viz. A mikroorganizmust egy New Brunswick-i
(New Jersey) talajmintabol izolaltuk, és Gram-pozitiv,
nem mozgékony, tobbféle taptalajon aerob koriilmé-
nyek kozott ndvekedést mutaté mikroorganizmus. Szi-
lard YS taptalajon (0,2% élesztéextraktum, 1% kemé-
nyit8) micéliuma sotét krémszinii. Mikroszkopos vizs-
galat szerint a folyékony taptalajban valé novekedést
bbségesen elagazdé gombafonalakbol 4llé6 micélium-
aggregatumok képzdédése jellemzi.

A fenti Nocardioides albus ATCC 55424 (SC
13910) és ATCC 55425 (SC 13911) és Nocardioides
luteus ATCC 55426 (SC 13 912) mikroorganizmusokat
a Bergey-féle ,,Manual of Systematic Bacteriology”
(Vol. 2.; Ed. P. H. A. Sneath, 1986) kézikonyvvel egye-
zésben Nocardioides albus, illetve Nocardioides luteus
torzsként azonositottuk.

A talalmany szerinti hidrolizal6 vagy észterezd elja-
rdsoknal hasznilandd enzimek példaiként hidrolazok,
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kiilondsen észterazok, protedzok vagy lipazok szolgal-
nak. Az el6ny6s enzimek kdz¢é a mikroorganizmusok-
bol, kiilonosen a fent leirt mikroorganizmusokbél szar-
maz6 enzimek tartoznak. Az enzimeket izoldlhatjuk
példaul extrakciéval és tisztitasi eljardsokkal, igy hidro-
fob kolcsonhatast alkalmazé kromatogréfiaval (hydro-
phobic interaction chromatography), gélsziiréssel, majd
valamilyen anioncserélé oszlop alkalmazasival. A ta-
lalmany rendelkezésre bocsatja tovabba a Nocardioides
albus ATCC 55424 (SC 13910) és ATCC 55425 (SC
13911) és Nocardioides luteus ATCC 55426 (SC
13 912)-bél példaul a fenti technikakkal izolalhaté és a
taldlmany szerinti hidrolizalé vagy észterezé eljarasok
végrehajtasara képes enzimeket.

Enzimek és mikroorganizmusok a C-13 helyzet-

ben végzendd atalakitasokhoz:

A taldlminy szerinti eljardsnal alkalmazott enzim
vagy mikroorganizmus lehet barmely olyan enzim vagy
mikroorganizmus, amely képes az itt leirt enzimatikus
hidrolizist katalizalni. Az enzimatikus vagy mikrobialis
anyagokat, eredetiiktGl vagy tisztasaguktol fliggetleniil
felhasznalhatjuk szabad allapotban vagy valamilyen
hordozén fizikai adszorpcidval vagy zarvanyképzéssel
immobilizalt allapotban.

Egy, a C-13 helyzetben acil-oxi-csoportot tartalma-
26 kiinduldsi taxannak a taldlmany szerinti eljarassal
valé enzimatikus hidrolizisére alkalmas mikroorganiz-
mus kivalasztasara szolgal6 eldnyds modszer az alabbi
j szelektalo eljaras, amely a kovetkezd 1épésekbdl 4l :
a) kivalasztunk egy olyan szilérd téptalajt, i) amelyen a
szelektalandé mikroorganizmus ndvekszik; ii) amely-
ben a C-13 helyzetben acil-oxi-csoportot tartalmazé ki-
indulasi taxan nem oldédik, és igy a taptalajba keverve,
azt zavarossa teszi, és iii) amelyben a C-13 helyzetben
hidroxicsoportot tartalmazo taxdn, a talalmany szerinti
hidrolizal6 eljards terméke oldddik, és elénydsen, a le-
hasitott C-13 oldallanc is oldodik, igy a taptalajjal ko-
z0s elegyben tiszta megjelenésii;

b) a mikroorganizmust érintkezésbe hozzuk, példaul
Petri-csészében, a fenti a) lépésben kivalasztott taptalaj-
jal, amelyhez elézetesen hozzéakevertiik a C-13 helyzet-
ben acil-oxi-csoportot tartalmazé kiindulasi taxant, és a
mikroorganizmus novekedését lehet6vé tevé kériilmé-
nyeket biztositunk; és

¢) megfigyeljiik, hogy keletkezik-e tiszta zona akériil a
teriilet koriil, ahol a mikroorganizmus nétt.

Tiszta zona képzGdése azt jelzi, hogy a hidrolizis
végbement, és igy a mikroorganizmus alkalmas lehet a
talalmany szerinti hidrolizalé eljarasban valé felhaszna-
lasra. Az itt hasznélt értelemben a , tiszta” és ,zavaros”
szavakat egymdashoz képest viszonylagosan kell értel-
mezni. Ezért a C-13 helyzetben acil-oxi-csoportot tar-
talmazo6 kiinduldsi taxant ahhoz elegendé mennyiség-
ben kell a taptalajhoz keverni, hogy abban szuszpendal-
va lathaté legyen (vagyis, hogy ,,zavaros” megjelenési
legyen), és a tisztasigot a szuszpenzié ezen kezdeti
lathatosagi fokdra vonatkoztatva, vagyis a zavarossag
lathatosdganak csokkenéseként hatarozzuk meg.

A taldlmany altal nyujtott egy masik elényds sze-
lektalo eljaras a fentickben vazoltaknak megfeleld, az-
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zal a kiilonbséggel, hogy olyan szilard taptalajt valasz-
tunk, amelyben a C-13 helyzetben a C-13 helyzetben
acil-oxi-csoportot tartalmazé taxan oldédik, és igy a
taptalajhoz keverve tiszta (éles), mig a talalmany sze-
rinti hidrolizal¢ eljaras terméke, a C-13 helyzetben hid-
roxicsoportot tartalmazo taxan oldhatatlan (és amely-
ben elénydsen a lehasitott C-13 oldalldnc is oldhatat-
lan), igy a taptalajjal koz6s elegyben zavaros megjele-
nésii. A mikroorganizmus novekedési teriilete koriil za-
varos zéna megjelenése lehetévé teszi az alkalmas mik-
roorganizmus kivélasztasat.

A talalméany szerinti szelektalé modszer egy kiils-
nésen elényds megvaldsitasat a példdkban ismertetjiik.

A fenti elényds szelektalo eljarasokat megfelel§en
felhasznalhatjuk akkor, ha a C-13 helyzetben acil-oxi-
csoportot tartalmazé kiindulasi taxan és a C-13 helyzet-
ben hidroxicsoportot tartalmazoé taxantermék viszonyla-
gos oldékonysaga oly mértékben kiilonbozik, hogy ész-
lelhets az, hogy bekdvetkezett-e a talalmany szerinti
hidrolizis.

A C-13 helyzetben hidrolizis végzésére alkalmas
mikroorganizmusok példaiként szolgaljanak a kovetke-
z6 nemzetségekhez tartozok: Nocardioides, Nocardia,
Rhodococcus, Micropolyspora, Saccharopolyspora,
Pseudonocardia, Oerskovia, Promicromonospora és
Intrasporangium. Kiilénésen elényos mikroorganiz-
musok a Nocardioides nemzetséghez tartozé fajtak, igy
a Nocardioides albus, Nocardioides flavus, Nocardioi-
des fulvus, Nocardioides luteus, Nocardioides simplex
és Nocardioides thermolilacinus, kiilondsen a Nocar-
dioides albus ATCC 55424 (SC 13910) és ATCC
55425 (SC 13911) és a Nocardioides luteus ATCC
55426 (SC 13912).

Miként a fentiekben leirtuk, a biologiailag tiszta
Nocardioides albus ATCC 55424 (SC 13 910), Nocar-
dioides albus ATCC 55425 (SC 13911) és Nocardioi-
des luteus ATCC 55426 (SC 13912) a talalmany 4ltal
szolgaltatott ij mikroorganizmusok. Figyelembe kell
venni, hogy ezeknek a mikroorganizmusoknak a mu-
tansai, igy a kémiai, fizikai (példaul rontgenbesugarzas-
sal) vagy biolégiai modszerekkel (példaul a moleku-
laris bioldgiai technikaival) médositottak is felhaszna-
lasra vannak szanva a talalmany szerinti, itt leirt hid-
rolizald eljarasoknal.

A taldlmény szerinti eljardsoknal felhasznaldsra
szant, példaként szolgalé enzimek a hidrolazok. Az el3-
nyods enzimek kézé a mikroorganizmusokbol, kiiléndsen
a fent leirt mikroorganizmusokbél szarmazok tartoznak.
Az enzimeket izoldlhatjuk példaul extrakcidval és tiszti-
tasi eljarasokkal, miként azokat az itteni példakban leir-
Juk, kiilénésen a mikroorganizmusok tenyésztésére fel-
hasznalt tiptalajban extracellularisan talalt aktiv frakciok
tisztitdsdval, igy valamilyen anioncseréld oszlop felhasz-
nalasaval, majd hidrofob kolcsonhatast alkalmazé kro-
matografidval és gélsziiréssel. A talalmany rendelkezésre
bocsitja tovibba az emlitett hidrolizis elvégzésére képes
enzimeket, amelyek izoldlhatok a Nocardioides albus
ATCC 55424 (SC 13910) és ATCC 55425 (SC 13911)
és Nocardioides luteus ATCC 55426 (SC 13912) tér-
zsekbdl, példaul a fenti technikakkal.
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Enzimek és mikroorganizmusok felhasznilasa a
C-10 és C-13 helyzetben végzendd atalakitasok-
hoz:

Ahol mikroorganizmusokat hasznélunk, a sejteket
alkalmazhatjuk ép nedves sejtek vagy széritott sejtek,
igy liofilizalt, porlasztva szaritott vagy hékezeléssel
szaritott sejtek alakjaban, vagy kezelt sejtanyag, igy
megrepesztett sejtek vagy sejtextraktumok formajaban.
Ugyszintén szdmitasba vesszik a génsebészeti eljara-
sokkal kezelt mikroorganizmusokat is. Gazdasejt lehet
barmely sejt, példaul az Escherichia coli sejt, amelyet
Ugy moddositottunk, hogy tartalmazzon egy gént vagy
géneket, amely(ek) expresszalasaval egy vagy tébb, az
itt leirt katalizisre képes enzim képzédik.

Amikor egy vagy tobb mikroorganizmust alkalma-
zunk, a taldlmany szerinti enzimatikus hidrolizis vagy
észterezés végrehajthaté a mikroorganizmus fermenta-
lasat kovetden (fermentaci6 és hidrolizis vagy észtere-
2¢és két fokozatban) vagy azzal egyidejiileg, vagyis az
utdbbi esetben in situ fermentdcioval és hidrolizissel
vagy észterezéssel (egyfokozatu fermentacio6 és hidroli-
Zis vagy észterezés).

A mikroorganizmusok tenyésztését elvégezheti a
szaktudomdnyban étlagos jartassaggal bird egyén, meg-
feleld taptalaj felhasznalasdval. A mikroorganizmusok
ndvekedéséhez alkalmas taptalajok kozé tartoznak azok,
amelyek a mikroba sejtjeinek novekedéséhez sziikséges
tapanyagokat tartalmazzak. A tipikus tenyészté taptalaj
tartalmazza a sziikséges szénforrasokat, nitrogénforraso-
kat és elemeket (példaul nyomnyi mennyiségekben).
Indukaloszereket is adagolhatunk. Az ,,indukalészer” ki-
fejezés az itt hasznalt értelemben jelenthet barmely
olyan anyagot, amely a mikroba sejtjein beliil ndveli a
kivant enzimatikus aktivitds kifejlédését.

A szénforrasok kozé tartozhatnak cukrok, igy a mal-
t0z, laktéz, gliikoz, fruktoz, glicerin, szorbit, szachardz,
keményitd, mannit, propilénglikol és hasonlok; szerves
savak, igy a natrium-acetat, natrium-citrat és hasonlok;
és alkoholok, igy etanol, propanol és hasonlok.

A nitrogénforrasok lehetnek az N—Z amin A, ku-
koricalekvar (corn steep liquor), szdjaliszt, szarvas-
marha-extraktumok, élesztdextraktumok, melasz, pék-
élesztd, tripton, szdjakivonat (nutrisoy), pepton, élesz-
t6-amin (yeastamin), aminosavak, igy natrium-gluta-
mat és hasonlok, natrium-nitrat, ammoénium-szulfat és
hasonlok.

A nyomelemek kozott szerepelhetnek a magnézi-
um, mangan, kalcium, kobalt, nikkel, vas, natrium és
kalium soi. Foszfatokat is adagolhatunk nyomnyi, vagy
elénydsen a nyomnyindl nagyobb mennyiségekben.

Az alkalmazott taptalaj tartalmazhat egynél tSbb
szén- vagy nitrogénforrast vagy mas tapanyagot.

Az elbényds taptalajok kozé tartoznak a vizes tapta-
lajok, kiilondsen a példakban itt leirtak.

A reakcidelegy keverése és leveg§ztetése befolya-
solja a hidrolizalo vagy észterezd folyamat alatt rendel-
kezésre 4llo oxigén mennyiségét, ha a folyamatot pél-
daul rézott lombik tenyészetekben vagy fermentor tar-
talyokban folytatjuk le a mikroorganizmusok néveke-
dése alatt. Elényés a 100 rpm és 250 rpm (fordu-
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lat/perc) koz6tti keverési tartomany és a koriilbeliil 1 és
10 kozotti térfogat levegd/térfogat taptalaj/perc leve-
goztetés,

A mikroorganizmusok novekedése és/vagy a talal-
many szerinti eljardsban végzett hidrolizis vagy észte-
rezés szdmara a taptalaj pH-ja elényodsen kériilbeliil
6 és kortilbeliil 8,5 kozott, a hémérséklet elénydsen ko-
riilbeliil 24 °C és koriilbeliil 37 °C kéz6tt van. A hidro-
lizist vagy észterezést példaul in vitro végrehajthatjuk
mintegy 1-48 6ra alatt, vagy el6nydsen, amig a kivéant
termék kitermelése maximalis nem lesz. El6ny6s a ta-
lalmany szerinti hidrolizis médszereit 6 és 8 kozotti
pH-nal, kiilonésen nem liugos koriilmények kozott vé-
gezni.

Ugyszintén €lényds a hidrolizis reakciokdzegeként
vizes folyadékot alkalmazni, bar valamilyen szerves fo-
lyadék vagy egy kevered6 vagy nem keveredd (kétfa-
zisl) szerves/vizes folyadékelegy is alkalmazhatd. Az
észterezéshez el6ényds valamilyen szerves oldoszeres
vagy kétfazisu szerves/vizes reakciokdzeget alkalmaz-
ni, bar mas kozegeket is hasznalhatunk.

A C-10 helyzetben végzendd atalakitashoz elényds
a kiindulasi anyag(ok) és az észterezési vagy hidrolizi-
ses reakciokdzeg egyiittes tomegére vonatkoztatott
0,025 tdmeg% és 2,5 tomeg% kozotti mennyiségl C-10
hidroxi- vagy acil-oxi-szubsztitualt taxdn kiindulasi
anyagot/anyagokat hasznalni. A taldlmany szerinti ész-
terezd eljarasndl az acilezdszernek a C-10 helyzetben
hidroxicsoportot tartalmazo taxan mennyiségére vonat-
koztatott el6nyds molaris viszonya koriilbeliil 1:1 és
kortilbeliil 1000: 1 kdz6tt van. Az enzimnek vagy mik-
roorganizmusnak a kiindulasi anyagra vonatkoztatott
alkalmazott mennyiségét ugy vélasztjuk meg, hogy az
lehetveé tegye a taldlmany szerinti enzimatikus hidroli-
zis vagy észterezés katalizalasat. A taldlmany szerinti
hidrolizalo vagy észterezé eljards alkalmazasanal elé-
nyds 90% feletti kitermelés (a kiindulasi acil-oxi-cso-
portot tartalmazo taxanra vonatkoztatott % C-10 hely-
zetben hidrolizalt termék), vagy 50% feletti kitermelést
(a kiindulési hidroxicsoportot tartalmazé taxanra vonat-
koztatott % C-10 helyzeten acilezett termék) elérni.
A hidrolizist vagy észterezést szelektive végezhetjiik a
kiindulasi taxan C-10 helyzetében. Azaz az olyan ter-
mék(ek), amely(ek)nek nagyobb része (vagy egésze) a
C-10 helyzetben hidrolizalédik vagy észterezddik, csak
az egyéb helyeken torténd hidrolizis vagy észterezés
nélkiil kaphato(k).

A C-13 helyzeten végzendé atalakitdshoz elényds a
kiinduldsi anyag(ok) és a hidrolizis reakciokdzegének
egylittes tomegére vonatkoztatott 0,025 tdmeg% és
0,25 tdmeg% kozotti mennyiségl C-13 helyzetben acil-
oxi-szubsztitualt taxan kiindulasi anyago(ka)t alkalmaz-
ni. Az enzimnek vagy mikroorganizmusnak a kiindulasi
anyagra vonatkoztatott felhasznalt mennyiségét tigy va-
lasztjuk meg, hogy az lehetévé tegye a taldlmany szerin-
ti enzimatikus hidrolizis katalizalasat. A talalmény sze-
rinti hidrolizalé eljaras alkalmazasanal elényds 90% fe-
letti kitermelést (a kiindulasi acil-oxi-csoportot tartalma-
z6 taxan mennyiségére vonatkoztatott % C-13 helyzet-
ben hidrolizalt termék) elémi. Hidrolizist szelektive ér-
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hetiink el a kiindulasi taxan C-13 helyzetében. Vagyis az
olyan termék(ek), amely(ek)nek nagyobb része (vagy
egésze) a C-13 helyzetben hidrolizalédik, csak az egyéb
helyeken torténd hidrolizis nélkiil kaphatok.

Elvélasztas:

A taldlmany szerinti eljarasok C-10 helyzetben acil-
oxi- vagy hidroxicsoportot tartalmazé termékeit és az
eljarashoz kapcsolodo mas termékeket, igy az alabbiak-
ban leirtakat izolalhatjuk és tisztithatjuk példaul olyan
eljarasokkal, mint az extrakcio, desztillécio, kristalyosi-
tas és oszlopkromatografia.

Hasonloképpen, a taldlmény szerinti, C-13 helyzet-
ben hidrolizalé eljaras C-13 hidroxi-szubsztitualt ter-
mekeit és az eljarashoz kapcsolodé mas termékeket, igy
az alabbiakban leirtakat izolalhatjuk és tisztithatjuk pél-
daul olyan eljarasokkal, mint az extrakcio, desztillacio,
kristalyositas és osztlopkromatografia.

A termékek felhasznalhatosiga:

A taxdnok a fent leirt taxancsoportot tartalmazé di-
terpénvegyiiletek. Kiilonosen fontosak az olyan taxanok,
amelyek olyan taxédncsoportot tartalmaznak, amelyben a
11 és 12 helyzetli szénatomok kettds kotéssel kapcsolod-
nak egyméshoz, és amelyben a 13-helyzet(i szénatomhoz
olyan oldallanc kapcsolodik, mint a taxolszer( taxanok-
ban. A gyo6gydszatilag hatékony taxanok, igy a taxol, da-
ganatellenes szerekként hasznalhatok a mell-, petefé-
szek-, vastagbél- vagy tiidérakban, melanomaban és leu-
kémiaban szenvedo betegek kezelésére.

A C-10 helyzetben végzett atalakitéssal kapott

vegyiiletek :

A taldlméany szerinti, a C-10 helyzetben hidrolizalo
vagy észterezd eljarasokkal kapott vegyiiletek kiiléndsen
hasznosak a fent emlitett, gyogydaszatilag hatdsos taxanok
eléallitisiban, minthogy lehet6vé teszik a C-10 helyzet-
ben kivéant szubsztituenst tartalmazo vegyiiletek elallita-
sat. Igy példaul, ha a taldlmany szerinti eljardssal a
C-10 helyzetben végzett atalakitassal el6allitott vegyiile-
tek még hidroxicsoportot is tartalmaznak a C-13 helyzet-
ben, akkor az ilyen vegyiiletek kapcsolhatok a C-13 hely-
zetben acil-oxi-oldallancot képez6 intermedierekkel, igy
B-laktdmokkal, hogy igy a C-13 helyzetben olyan oldal-
lancot tartalmazo taxanokat kapjunk, mint a taxol vagy
annak analogjai. E tekintetben a talalmany szerinti eljara-
sokkal a C-13 helyzetben torténd atalakitast elvégezhet-
Jik a talalmany szerinti eljarasokkal a C-10 helyzetben
vegrehajtott atalakitds eldtt, azzal egyidejileg vagy
azutan.

A talalmény szerinti eljarasokkal el8allitott acil-oxi-
vagy hidroxi-szubsztitualt vegyiileteket adott esetben 4t-
alakithatjuk a C-13 helyzetben végzett oldallanckap-
csold reakci6 alkalmazasa elétt. fgy példaul, a C-13-t6l
eltér6 helyzetekben egy vagy tobb hidroxicsoportot véd-
hetiink a kapcsolo reakcio el6tt, majd azutan a véds-
csoporto(ka)t eltavolithatjuk.

A talalmény szerinti hidrolizalé és észterezé eljara-
sokkal kapott és adott esetben a fentiek szerint modosi-
tott, a C-10 helyzetben acil-oxi- vagy hidroxicsoportot
tartalmazé taxanok felhaszndlhatok példaul a C-13 hely-
zetben acil-oxi-csoport oldallancot tartalmazé taxanok,
mint az alabbiakban felsorolt és a 400,971 szdmn eurodpai
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szabadalmi iratban; a 4,876,399; 4,857,653; 4,814,470;
4,924,012; 4,924,011 szamu amerikai egyesiilt allamok-
beli szabadalmi iratokban, és Kingstonnak a Pharm.
Ther., 52, 1-34 (1911) alatti kdzleményében leirt eljara-
sokkal el6allitottak szintézisénél.

A C-13 helyzetben végzett atalakitassal kapott

vegyiiletek:

A talalméany szerinti hidrolizalo eljarassal kapott, a
C-13 helyzetben hidroxicsoportot tartalmazo vegyliletek
kiilondsen jol felhasznalhatok intermedierekként a
C-13 helyzetben oldallancot tartalmazé, fent emlitett
taxanok elGallitdsinal. Nevezetesen, a taldlmany szerinti
eljardssal elGallitott, a C-13 helyzetben hidroxicsoportot
tartalmazé vegyiiletek kapcsolhatdk oldallancot képez6
intermedier vegyiiletekkel, igy B-laktamokkal, hogy igy
megkapjuk a C-13 helyzetben oldallancot tartalmazo
taxanokat. Onmagaban egy ilyen oldallanc hozzdadasa
megnovelt vagy kivanatosabb gydgyaszati hatékonysa-
got kolcsondzhet a taxdnterméknek, vagy olyan taxan-
terméket képezhet, amely kdnnyebben 4talakithaté a ki-
indulasi terméknél nagyobb vagy kivénatosabb gyo-
gyészati hatékonysaggal rendelkez6 taxantermékké.

A talalmany szerinti eljarassal elallitott, a C-13 hely-
zetben hidroxicsoportot tartalmazé vegyiiletek adott eset-
ben atalakithatok még a kapcsoldssal végrehajtott
oldallancképzés alkalmazasa el6tt. Példaul, a C-10 hely-
zetben a taldlmény szerinti eljarasokkal végzett atalakitas
végrehajthaté a C-13 helyzetben a taldlmény szerinti elja-
rassal végzett hidrolizis elétt, azzal egyidejiileg vagy az
utan; és/vagy a C-13-t0l eltérd helyzetekben egy vagy
t6bb hidroxicsoportot védhetiink a kapcsolsi reakcid
elétt, és utana a védéesoporto(ka)t eltavolithatjuk.

A talalmany szerinti hidrolizalé eljarssal kapott, a
C-13 helyzetben hidroxicsoportot tartalmazé és a fentiek
szerint modositott taxanok felhasznalhatok példaul a
C-13 helyzetben acil-oxi-csoport oldallancot tartalmazé
taxdnok, mint az alabbiakban felsorolt és a 400,971 sza-
mu eurdpai szabadalmi iratban: a 4,876,399; 4,857,653;
4,814,470; 4,924,012; 4,924,011 szamu amerikai egye-
siilt allamokbeli szabadalmi iratokban, és Kingstonnak a
Pharm. Ther., 52, 1-34 (1911) alatti kézleményében leirt
eljarasokkal elSallitottak szintézisénél. Elénydsen egy
C-13 helyzetben acil-oxi-csoportot tartalmazé (VI) alta-
lanos képletii taxan elBallitasa.

Elényds vegyiiletek a C-10 helyzetben végzend3 at-
alakitashoz:

A C-10 helyzetben a taldlmany szerinti hidrolizalé
eljarasnal elényés a (II) altalanos képletii taxanok vagy
azok soit alkalmazni, amikor is az enzimatikus hidroli-
zis a megfeleld (I) ltalanos képletd vegyiileteket vagy
azok soit eredményezi. Hasonloképpen elényés (I) 4lta-
lanos képlet(i taxanokat vagy azok soit alkalmazni a
talalméany szerinti, a C-10 helyzetben észterezést végz6
eljarasnal, amikor is az enzimatikus észterezés a megfe-
leld (IT) altaldnos képletii vegyiileteket vagy azok soit
szolgaltatja.

Az (1) és (II) altalanos képletben
R7 jelentése el6nydsen R} —C(0)-O- altaldnos képle-

ti csoport, kiilonosen, ha Ri! alkilcsoportot, igy

metilcsoportot jelent;
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R? jelentése elénydsen hidroxi- vagy xilozilcsoport;

R3 jelentése elénydsen alkilcsoport, igy metilcsoport;

R! jelentése elénydsen hidroxicsoport vagy (II) 4ltala-
nos képletii csoport, amelyben

R8¢és RY jelentése egymastdl fiiggetleniil alkil-,

alkoxi-, alkenil-, alkenil-oxi-, alkinil-, alkinil-
oxi-, cikloalkil-, cikloalkil-oxi-, cikloalkenil-,
cikloalkenil-oxi-, aril-, aril-oxi-, heterociklusos
vagy heterociklil-oxi-csoport;

R19 jelentése hidrogénatom vagy valamilyen hid-

roxi-védScsoport.

Az (I) és (II) altalanos képletii, példaként szolgalo
taxdnok koziil megemlitjiik a cefalomannint, 10-dez-
acetil-taxolt, 7-xilozil-taxolt, taxol-C-t, 7-xilozil-10-dez-
acetil-taxolt, taxolt, baccatin ITI-at, 10-dezacetil-bac-
catin Ill-at, 7-xilozil-baccatin Il[-at és a 7-xilozil-10-
dezacetil-baccatin III-at. A baccatin Il enzimatikus hid-
rolizisével a 10-dezacetil-baccatin III eldallitisa (ecet-
sav képzédése kozben), példaul valamilyen hidrolz fel-
hasznélasaval, a taldlmény egy elényds megvaldsitasat
jelenti. Ezt a reakci6t meg is fordithatjuk a talalméany
szerinti enzimatikus észterezési eljarassal.

Az itt leirt eljarasokkal végiil is elényosen taxolt
éllitunk el6.

Elényds vegyiiletek a C-13 helyzetben végzend3 at-
alakitashoz:

A talalméany szerinti eljarasnal elénydsen a (VI) 4l-
talanos képletii taxanokat vagy azok soit alkalmazzuk,
amikor is a C-13 helyzetben végrehajtott enzimatikus
hidrolizis az (V) éltalanos képletdi vegyiileteket vagy
azok so6it eredményezi. Az (V) és (V1) ltalanos képlet-
ben
R12 jelentése elénydsen R6—C(0)-O- 4ltalanos képle-

tii csoport, igy acetoxi- vagy hidroxicsoport;

R? jelentése elénydsen hidroxi- vagy xilozilcsoport;

R3 jelentése elénydsen alkilcsoport, igy metilcsoport;

R* jelentése elénydsen arilcsoport, igy fenilcsoport; és

R7 jelentése elénydsen (III) altalanos képletii csoport,
amelyben

R8, R% és R0 jelentése azonos a fentiekben meg-

adottakkal.

Példaként szolgalé (V1) altaldnos képleti kiindulasi
vegyliletek a cefalomannin, 10-dezacetil-taxol, 7-xilo-
zil-taxol, taxol-C és 7-xilozil-10-dezacetil-taxol, Gnma-
gukban vagy egymassal kozos elegyben, vagy a taxol.
Elény6s hidrolizistermékek a baccatin III, 10-dezacetil-
baccatin III, 7-xilozil-baccatin III és 7-xilozil-10-deza-
cetil-baccatin III.

A hidrolizis utdn végzett kapcsolas elénydsen
olyan fent leirt (VI) ltalanos képletii taxantermékeket
szolgaltat, amelyek C-13 helyzetdi acil-oxi-csoportjat
a (III) altalanos képlet szemlélteti. Az itt leirt hidro-
lizissel és kapcsolassal végiil is elénydsen taxolt Alli-
tunk elé.

A reaktansok vagy termékek soit vagy szolvétjait,
igy hidrétjait alkalmazhatjuk vagy az alkalomnak meg-
felelen el6allithatjuk a taldlmény szerinti barmelyik
eljaras soran.

A talalmany tovdabbi leirdsat az alabbi példak adjak,
amelyek csupén szemléltets jellegiiek, és semmiképpen
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sem tekinthet6k az igénypontokban megadott oltalmi
kor korlatozésanak.

1. példa:

Baccatin III 10-dezacetilezése

Talajbél izolalt Nocardioides luteus ATCC
55426 (SC 13912) torzset hirom napig tenyésztiink
28 °C hémérsékleten, 150 fordulat/perc (rpm) mellett
10 ml taptalajt tartalmazé 50 ml-es Erlenmeyer-lom-
bikban. A téptalaj 1 liter desztillalt vizben a kovetkezs-
ket tartalmazza: 10 g Bacto-tripton, 5 g Bacto-
€lesztGextraktum, 6 ml tributirin és 0,06 ml Tween 80,
6,8+0,2 végs6 pH-nal. A sejteket centrifugalassal ki-
nyerjiik, mossuk 10 ml 7 pH-ji 50 mM kalium-foszfat
pufferoldattal, és ujbol felszuszpendéljuk a pufferoldat
2 ml-ében. E sejtszuszpenzidhoz 20 ul metanolban ol-
dott 0,5 mg baccatin Ill-at adunk és a szuszpenziot egy
Fisher Roto-Rack segitségével szobahGmérsékleten
(kérilbeliil 23 °C-on) 20 6ran keresztiil keverjiik. Ez-
utdn a szuszpenziét metilén-dikloriddal extrahaljuk, az
extraktumot beparoljuk, ujra oldjuk, és a késGbbiekben
leirt 2. szammal jelzett nagynyomasu folyadékkroma-
tografids (HPLC) médszerrel vizsgaljuk. A minta
0,257 mg/ml 10-dezacetil-baccatin IlI-at tartalmaz
(100%-o0s konverzid) és csupan nyomnyi baccatin I1I-
at. Az ATCC 5426 térzs harom masik taptalajon nétt,
mosott sejtjei is elvégzik ezt az atalakitast.

2. példa:

Baccatin III 10-dezacetilezése

1 liter desztillalt vizben 10 g Bacto-triptont, 5 g
Bacto-¢élesztéextraktumot és 0,06 ml Tween 80-at tartal-
maz6, 6,8+0,2 pH-ju 20 ml taptalajban tenyésztett
Nocardioides luteus ATCC 55426 (SC 13912) torzzsel
beoltunk egy 4 literes Erlenmeyer-lombikban 16v3 1 li-
ter azonos taptalajt. A lombikot 28 °C-on 3 napig raz-
zuk, majd a sejteket centrifugalassal kinyerjiik. A sejt-
iiledéket 600 ml 7 pH-ju 50 mM kalium-foszf4t puffer-
oldattal mossuk, és 1ijbol centrifugéljuk. igy 36,6 g ned-
ves sejttdmeget kapunk. A sejteket —72 °C-on fagyaszt-
juk, és 2 napig liofilizaljuk. Igy 2,5 g sejtet kapunk,
amelyet mozsarban t6rével megérliink, és 2 °C-on téro-
lunk. 1,98 ml 7 pH-jui 50 mM kalium-foszfat pufferol-
datot, 50 mg széritott sejtet és 0,5 mg baccatin I 20 pl
metanolos oldatot elegyitiink, és Roto-Rack segitségé-
vel, szobah6mérsékleten az 1. tablazatban megjelolt id6-
kig keveriink. A reakciét 2 ml metanol hozzdadasaval
leéllitjuk. A csapadékot mikrocentrifuga segitségével el-
tavolitjuk, és a mintakat a késGbbiekben leirt 1. szammal
jelzett HPLC médszerrel vizsgaljuk. Az eredményeket
az 1. tablazat mutatja.

1. tablazat

10-dezacetil- . 5

1dé (perc) baccatin I1T Ba;fg“/‘r':l 1 K(ln;erzlo
mg/ml (3
0 0,007 0,252 _
30 0,051 0,143 2
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1. tablazat (folytatds)

A Nocardioides luteus ATCC 55426 torzset egy

fermentorban 1év8, 1% triptont és 0,5% élesztGextrak-
) [0-dezacetil- | o o Konverzio tumot tartalmazé téptalajban tenyésztjiik. Valamennyi
16 (perc) | baccatin I mg/ml % tisztitasi lépést 4 °C hémérsékleten, 7,2 pH-ji 50 mM
mg/ml 5 foszfatpufferben végziink. A sejteket 10 tomeg/térfo-
60 0,106 0,106 46 gat% ’k(')ncent'réciébar% az CH’lli'tCtt pl}ﬂ"?roldatban SzZusz-
pendaljuk, és a sejtek lizise céljabol 69150 kPa
120 0,204 0,034 88 (10000 psi) nyomason kétszer 4teresztjiik egy mikro-
fluidizaciés késziiléken. Az igy kapott sejtlizatumot
3. példa: 10 azutdn 24000x g-nél 15 percig végzett centrifugalassal
Taxol 10-dezacetilezése tisztitjuk. A feliiliszokhoz ezutin 60%-os telitésig am-
Egy Nocardioides luteus ATCC 55426 (SC 13912) moénium-szulfitot adunk, és a kapott csapadékot 1 M
torzs Whatman DES2-t tartalmazé oszlopon anioncse- ammonium-szulfétot tartalmazé pufferoldatban szusz-
rél§ kromatogréfiaval részlegesen tisztitott extraktuma pendaljuk, és HIC-éter (Toya-pearl) téltetii 5,5 x 2,6 cm-
34 milliegység/ml (mU/ml) enzimet tartalmaz. 15 es oszlopon, 2 ml/perc dramlési sebességgel hidrofob
(1 milliegység az enzim olyan mennyisége, amely 28 °C interakcios kromatografiat végziink vele. Az enzimakti-
hémérsékleten 0,25 mg/ml baccatin Il-at és 1% meta- vitast a pufferoldattal eludljuk. Az aktivitast tartalmazo
nolt tartalmazé 7 pH-ji 50 mM kélium-foszfit puf- frakciokat ezutdn 0,5 ml/perc dramlasi sebességgel egy
feroldatban percenként 1 nmol baccatin Ill-at hidrolizal 84 cm hosszii, 2,6 cm 4tmérdjii Pharmacia Sephacryl
el 10-dezacetil-baccatin I11I-ma). 7 pH-ji 50 mM kali- 20 S-200 gélszilird oszlopra vissziik. Az oszloprél lejové
um-foszfat pufferoldatot, 0,5 mg taxolt, 1% metanolt és aktiv frakciokat ezutdn 2 ml/perc dramlasi sebességgel
34 milliegység enzimet tartalmazé 2 ml reakcidelegyet egy BioRad—Q2 2 ml-es anioncserél oszlopra vissziik,
Fisher Roto-Rack segitségével 28 °C hSmérsékleten és az enzimaktivitist 42 ml 0-0,8 M natrium-klorid
3,5 6rén keresztiil inkubalunk. A reakciot 4 ml metilén- sogradienssel elualjuk. Az aktiv frakcidkat egyesitjiik,
dikloriddal végzett extrakcioval leallitjuk. Az extraktu- 25 és a fentiekben leirtak szerint egy Sephacryl S—-200 osz-
mot beparoljuk, 1jbol oldjuk metanolban, és a késdbbi- lopra vissziik. Az enzim molekulatdmegét natrium-
ekben leirt 3. szammal jelzett HPLC médszerrel vizsgal- dodecil-szulfat gélen végzett vizsgalat alapjan
juk. A minta 0,075 mg/ml taxolt és 0,186 mg/ml 10- 40000+10000-nek becsiiljik. A fenti egyes lépések
dezacetil-taxolt tartalmaz (78%-os konverzio). eredményei a kovetkez8k :
A Nocardioides luteus ATCC 55426 (SC 13912) 30
torzsbdl nyert enzim méas médszer szerint végzett
tisztitasa:
-~ . .- A Fajlagos . ,
Lépés* Térfogat, ml Fehérje, mg Aktivitas, mU aktivi téls, fn Ulmg Kinyerés, %
Sejtextraktum 100 450 2050 4,5 -
Ammonium-szulfat 70 196 2830 14,4 138
HIC (éter) 7 24 953 39,9 46,5
Sephacryl S-200 7 0,7 190 271 9.3
BioRad-Q2 3 0,09 51 567 2,5
Sephacryl S—200 8 0,03 26 867 13

* A C-10-dezacetilaz tisztitasa: 1 milliegység (mU) enzim katalizlja 1 nmol baccatin III 1 perc alatti 4talakitasat 10-dezacetil-baccatin III-ma
25 °C-on, 0,25 mg/ml baccatin III-at és 1% metanolt tartalmazo 7 pH-ji 50 mM kalium-foszfat pufferoldatban. A fchérjetartalmat a BioRad

fehérjevizsgilati reagenssel (Protein Assay Reagent) hatirozzuk meg.

4. példa:

10-Dezacetil-baccatin III acezilezése baccatin

III-ma

7,2 pH-ja 50 mM kalium-foszfat pufferoldatban
10 tomeg/térfogat% koncentracidban szuszpendalt
Nocardioides luteus ATCC 55426 (SC 13 912) sejteket
mikrofluidizald késziilékkel megrepesztiink, és a 10-
dezacetildz enzimet az extraktumbél Whatman DEAE
celluloz DES2 anioncserélén adszorbedltatjuk tigy,
hogy azzal 10 g extraktum fehérje/liter DE52 aranyban
3 6rén at keverjiikk. A DE52-t kisziirjiik, pufferoldattal
mossuk, €s liofilizdljuk. fgy 0,091 milliegység en-
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zim/mg szildrd anyag terméket kapunk. 0,2 ml 8 pH-ji
1 M kélium-foszfit pufferoldat, 100 mg DES2 gyantan
immobilizalt enzim, 1,8 ml viz, 2 mg 10-dezacetil-
baccatin III és 0,5 ml vinil-acetét elegyét szobah3mér-
sékleten, magneses kever§vel 14,5 6ran keresztiil eré-
Iyesen keverjiikk. A reakcidelegyet ezutin metilén-
dikloriddal extrahéljuk. Az extraktumot beparoljuk és
ujbél feloldjuk metanolban, a tovabbiakban leirt 1.
szammal jelzett HPLC médszerrel végzends vizsgalat
céljabol. Eszerint a minta 0,688 mg/ml 10-dezacetil-
baccatin I1I-at és 0,203 mg/ml baccatin III-at tartalmaz
(19%-os konverzid).
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Nagynyomast folyadékkromatografias (HPLC)
modszerek:
1. szamu modszer:

Oszlop: 5 pm részecskeméreti Hewlett Packard hy-
persil ODS (C18) toltet(i, 200 x4,6 mm méretii
oszlop.

Mozg6 fazis: 55% metanol, 45% viz.

Aramlasi sebesség: 1 ml/perc.

Oszlophémérséklet: szobahSmérséklet.

A detektalas hullamhossza: 235 nm.

2. szamu médszer :

Oszlop: Phase Separations Inc. (Norwalk, CT) micro-
bore spherisorb phenyl, 3 pum részecskemé-
retd, 150x2,0 mm.

Mozgo fazis: A szolvens: trifluor-ecetsavval pH 4-re
allitott 15 mM kalium-dihidrogén-foszfat-ol-
dat. B szolvens: acetonitril.

A kovetkezd gradienst alkalmazzuk:

1d6 percekben A szolvens, % B szolvens, %
0 75 25
20 55 45
23 40 60
24 25 75
28 75 25

Oszlophémérséklet: 35 °C.
A detektalas hulldmhossza: 230 nm.
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5. példa:

Riigyextraktum hidrolizise

Taxus hicksii riigy etanolos extraktumat membran-
sziir6k (nanofilters) segitségével 10— 15-szérdsre tomé-
nyitjiik. 0,5 ml extraktum, 0,5 ml 7 pH-jii 1 M kalium-
foszfat pufferoldat, Nocardioides albus ATCC 55425
(SC 13911)-bél szarmazo, anioncseréld kromatografia-
val és ammonium-szulfatos kicsapassal részlegesen
tisztitott 54 milliegység enzim és 4 ml viz elegyét
Fisher Roto-Rack-on, 28 °C hémérsékleten 48 éran at
inkubaljuk. (Az ATCC 55425 torzs enzimje felhasznal-
haté a C-13 helyzetben itt leirtak szerinti hidrolizisre).
Egy masodik kémcsé ugyanezt az elegyet tartalmazza,
¢€s még Nocardioides luteus ATCC 55426 (SC 13912)-
bdl szdrmaz6 és a 4. példaban leirtak szerint 500 mg
DES52-n immobilizalt 14 milliegység enzimet is. 28 °C-
on vezetett 23 érai inkubdlds utan egy masodik részlet
ATCC 55426-b6l szarmazo és DE52-n immobilizalt
14 milliegység enzimet és 4 ml vizet adunk a reak-
cioelegyhez, és az inkubdlast tovabbi 22 6ran at folytat-
Jjuk. Egy kontrollmintdhoz nem adunk enzimet. A min-
tikat metilén-dikloriddal extrahaljuk, és a bepérolt ext-
raktumokat oldjuk metanolban, és az oldatot a fentiek-
ben leirt 2. szammal jelzett HPLC moédszerrel vizsgal-
Juk. Az eredményeket a 2. tablazat tartalmazza.

Az eredményeck azt mutatjak, hogy az SC
13911 torzsbdl szarmazo dezacilazzal vald kezelés utin
elfogyott a mintabdl a taxol, cefalomannin, 7-xilozil-10-
dezacetil-taxol és 10-dezacetil-taxol, ugyanekkor a bac-

3. szamu modszer?) : 30 catin III és 10-dezacetil-baccatin III mennyisége meg-
Oszlop: 5 pm részecskeméretii Hewlett Packard hy- nétt. A 10-dezacetil-baccatin III + baccatin Il mol-
persil ODS (C18) toltetii, 200 x 4,6 mm méretd aranya a kiindulasi taxolhoz 117%-r6l 436%-ra nétt. Ha
oszlop. arlgyextraktumot mind az SC 13 911 t6rzsbdl szirmaz6
Mozgb fazis: 60% metanol, 40% viz. C-13 dezacildzzal, mind az SC 13912 t6rzsb6l szarma-
Aramlasi sebesség: 1 ml/perc. 35 z6 C-10 dezacilazzal kezeltiik, akkor a baccatin IIT kon-
Oszlophémérséklet: szobah8mérséklet. vertalodott 10-dezacetil-baccatin III-ma, és ez utdbbi
A detektalas hulldimhossza: 235 nm. koncentracidja a kiindulasi érték 6-szorosara nétt. Igy a
1) Lasd még: Monsarrat ct al., Drug Metabolism and Disposition, 78, taxanok elegyét a C-13 dezacilazzal és C-10 dezacilaz-
895-901 (1990). zal kezelve fGtermékként 10-dezacetil-baccatin IIl-at
40 kapunk.
2. tablazar
Riigyextraktum hidrolizise
.| 10-Dezacetil- . 7-xilozil-10- .
e e | o o | Clom | Tl | IDDAT, | Arowam | Tl | .
eredete mg/ml ¢ taxol, mg/ml ’
semmi 0,167 0,142 0,246 0,243 0,401 0,201 semmi nyomok 116,8
SC 13911 0,400 0,771 0,027 0,000 0,000 0,014 SC 13911 0,000 436,3
11+12+ 1,025 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 11+12 0,000 400,8

10-DAT = 10-dezacctil-taxol
+8C13911ésSC 13912

* D + B/T a 10-dczacctil-baccatin III és baccatin III %-os molaris kitermelése, a kiinduldsi taxol mennyiségére vonatkoztatva

6. példa.
A taxol C-13 helyzetii oldallancénak eltavolitasara
képes mikroorganizmustorzsek kivéalasztasa

150 ml desztillalt vizben 1évé 5,25 g Difco spirit
blue agar taptalajt sterilizalunk, és a gyarto utasitasainak

60 megfelelden részben lehiitink. A taptalaj literenként

12
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10 g triptont, 5 g élesztéextraktumot, 20 g agar-agart és
0,15 g spirit blue-t tartalmaz. A taptalajhoz steril szirén
keresztiil 25 mg taxolt és 1 ml metanolban oldott 10 pl
Tween 80-at adunk. Egy-egy 100 mmx 15 mm méreti
Petri-csészébe 15 ml ilyen taptalajt mériink.

Miutén a lemezek lehiltek és megdermedtek, talaj-
mintakat rétegziink rijuk az alabbiak szerint. 2 g talajt
40 ml vizben szuszpendalunk. A szuszpenzié mintajat
vizzel 100-szorosra higitjuk, és abbdl egy-egy lemezre
0,1 ml-t teritiink szét. Az alkalmazott vizet el6zetesen
0,22 um lyukméreti szlirén szlrjiik 4t. A lemezeket
28 °C-on inkubéljuk, és utina kivélasztjuk azokat a tele-
peket, amelyeket tiszta (éles) zéna vesz koriil. A kiva-
lasztas alapjat az képezi, hogy a taxol a taptalajban alkal-
mazott koncentracioban nem oldodik, ezért a lemezeket
zavarossa teszi, viszont a baccatin III, és a hidrolizissel
lehasitott oldallanc oldodik, ezért a telepek koriil tiszta
(¢les) zonat képez. Az igy kivalasztott mikroorganizmu-
sok kozé tartozik a Nocardioides albus ATCC 55424 (SC
13910) és ATCC 55425 (SC 13911) torzs, valamint a
Nocardioides luteus ATCC 55426 (SC 13 912) t6rzs.

7. példa:

A C-13 helyzeti oldallanc eltavolitasa a taxolrél

Az ebben a példaban végrehajtott reakcid menetét
az (A) reakciévazlat tiinteti fel. 50 ml-es Erlenmeyer-
lombikokban 1évé 10— 10 ml tptalajt beoltunk a 6. pél-
déban leirt modon talajbol izolalt Nocardioides albus
ATCC 55424 (SC 13910) vagy ATCC 55425 (SC
13911) torzzsel, és 28 °C hémérsékleten, percenkénti
150 fordulattal 2 napig razzuk. A taptalaj egy liter desz-
tillalt vizben 10 g Bacto triptont, 5 g Bacto élesztG-
extraktumot és 0,06 ml Tween 80-at tartalmaz, pH-ja
6,8+0,2. A sejteket centrifugalssal eltavolitjuk, és a
feliilaszok pH-jat 1 M kalium-dihidrogén-foszfat-oldat-
tal 8,66-r6l 7-re allitjuk be.

Minden egyes feliiliszé 2 mi-éhez 20 ul metanolban
oldott 0,5 mg taxolt adunk, és a reakcielegyeket szoba-
hémérsékleten (koriilbeliil 23 °C) 21 6ran keresztiil ke-
verjiik. Az oldatokat 4—4 ml metilén-dikloriddal extra-
héljuk. Az extraktumokat szobahdmérsékleten, nitrogén-
atmoszférdban szarazra péroljuk, majd metanolban tjra
oldjuk, és a fentiekben leirt 3. szdmmal jelzett HPLC
modszerrel vizsgaljuk. Ennek alapjan az ATCC 55425
(SC 13911) torzs feliiliszoja 0,014 mg/ml taxolt és
0,166 mg/ml baccatin Ill-at eredményez (96,7 mol%-os
konverzi6). A baccatin I1I-at és a lehasitott oldallinc ter-
meéket a folyadékkromatogréfia — tomegspektrometria
(LC-MS) médszereivel azonositjuk.

8. példa:

A C-13 helyzet( oldallanc eltavolitasa cefaloman-

ninrél

Két 50 ml-es Erlenmeyer-lombikban 1év8 10-10 ml
taptalajt [35 g kukoricalekvér (corn steep liquor=CSL),
20 g cereloz (keményitéeukor), 5 g amménium-szulfat,
3,5 g kalcium-karbonat és 5 ml szdjaolaj, desztillalt viz-
zel 1 literre feltoltve] beoltunk Nocardioides albus ATCC
55425 (SC 13911) torzs 0,5-0,5 ml oltdanyag-tenyésze-
tével. 28 °C-on percenkénti 150 fordulattal vezetett két-
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napi inkubdlas utin a két tenyészetet atoltjuk egy 4 literes
lombikba, amely a 7. példéban alkalmazott téptalaj 1 lite-
rét tartalmazza. 28 °C-on, percenkénti 200 fordulattal
72 orén 4t vezetett inkubdlas utn a sejteket centrifuga-
lassal eltévolitjuk, és a feliiliszo6 pH-jat 1 M kélium-
dihidrogén-foszfat-oldattal 8,16-r6l 7-re allitjuk.

Egy Fisher Roto-Rack buktat6 razégépen 20 pl me-
tanolban oldott 0,5 mg cefalomannint 2 ml feliiliszéval
17 6ran it inkubdlunk. Ezutin az oldatot metilén-
dikloriddal extrahéljuk, az extraktumot beparoljuk, me-
tanolban 0jbol oldjuk, és a fentiekben leirt 2. szaimmal
jelzett HPLC mddszerrel vizsgaljuk. A cefalomannin
koncentracioja 0,175 mg/ml-r3l 0-ra csékkent, és koz-
ben 0,110 mg/ml baccatin III keletkezett.

Kitermelés 89% az analizalt kiindulasi cefaloman-
ninkoncentraciéra vonatkoztatva.

9. példa:

A C-13 helyzetii oldalldnc eltavolitasa 7-xilozil-

taxolrél

Nocardioides albus ATCC 55424 (SC 13910) és
ATCC 55425 (SC 13911) torzsekbdl szirmazé enzi-
meket a 8. példaban leirt modon éllitunk el6, azzal a
kiilénbséggel, hogy az 1 liter térfogati tenyészeteket
hérom nap helyett két napig inkubéljuk. Nocardioides
luteus 55426 (SC 13912) térzset a 8. példaban a
Nocardioides albus ATCC 55425 (SC 13911) térzsre
leirt médon tenyésztiink. Harom nap elteltével a sejte-
ket centrifuglassal kinyerjiik, 600 ml 7 pH-ji 50 mM
kalium-foszfat pufferoldattal mossuk, és jbél centrifu-
galjuk. 36,6 g nedves sejtet — 72 °C-on megfagyasz-
tunk, és két nap alatt liofilizaljuk. fgy 2,52 g liofiliza-
tumot kapunk, amelyet mozsarban térével megtoriink,
és 2 °C-on tarolunk.

Az ATCC 55424 (SC 13910) és ATCC 55425 (SC
13911) torzsek feliiliszoinak 1,8 ml-es részleteit, illet-
ve az ATCC 55426 (SC 13 912) torzs szaritott sejtjei-
nek 1,8 ml vizben szuszpendalt 50 mg-os részletét kii-
16n-kiilén inkubaljuk szobahdmérsékleten 0,5 mg 7-
xilozil-taxol 0,2 ml metanolos oldataval, Fisher Roto-
Rack-on, 42 6ran keresztiil. A reakcidelegyeket meti-
lén-dikloriddal extrahaljuk, és a bepérolt extraktumokat
metanolban oldva, ezekkel az oldatokkal a fentiekben
leirt 3. szdmmal jelzett HPLC vizsgalatot elvégezziik.
A 7-xilozil-taxol koncentraci6ja 0,218 mg/ml-r3l 0-ra
esett mindhdrom enzimmel. A f&termék mindegyik
mintidban HPLC-tomegspektrometrias vizsgilat alapjan
7-xilozil-baccatin ITI-ként azonosithat6. Egy baccatin
IIT standardra alapozva, az ATCC 55424 (SC 13910),
ATCC 55425 (SC 13911) és ATCC 55426 (SC
13912) enzim 0,112, 0,118 és 0,120 mg/ml 7-xilozil-
baccatin III koncentracidkat ad. 235 nm-nél baccatin
III-ra és 7-xilozil-baccatin III-ra ugyanazt az extinkci6-
koefficienst alkalmazva, a szdmitott kitermelések
88 mol%, 93 mol% és 94 mol%.

10. példa :

Novényi sejtkeverékek hidrolizise

1 g Taxus hicksii tilevelet extrahalunk 10 ml meta-
nol:ecetsav (5000:1) eleggyel. 10 ml ilyen extraktum-
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hoz 10 ml viz:ecetsav (500: 1) elegyet adunk. Az ele-
gyet 20 °C-on 48000xg-vel 10 percig centrifugaljuk.
A kapott iiledéket eldobjuk. 4 ml extraktumhoz Nocar-
dioides albus ATCC 55424 (SC 13910) vagy ATCC
55425 (SC 13911) torzsnek a 9. példaban leirtak szerint
készitett feliilisz6jabol 16— 16 ml-t adunk, és az elegyet
50 ml-es Erlenmeyer-lombikban, 28 °C-on percenként

5

150 fordulattal 42 6ran at razzuk. A mintakat metilén-
dikloriddal extrahaljuk, és a beparolt extraktumokat old-
Jjuk metanolban, és ezeket az oldatokat a fentiekben leirt
2. szammal jelzett HPLC modszerrel vizsgaljuk. Az en-
zimes kezeléssel és anélkiil kapott taxankoncentracidkat
€s a (baccatin III + 10-dezacetil-baccatin I1I) / kiindulasi
taxol mélaranyokat a 3. tablazat mutatja.

3. tablazat
Télevélextraktum enzimatikus hidrolizise

Az enzim credete 10-Dezacetil-bac- Baccatin III, 7-xilozil-10-dcza- Ccfalomannin, Taxol | (DAB+B)*
catin III, pg/ml pg/ml cetil-taxol, pg/ml ng/ml axol, pg/m (taxol)
semmi 0,126 nyomnyi 0,012 0,153 0,392 50,4
SC 13910 0,602 0,319 0,000 0,000 0,000 3593
SC 13911 0,959 0,294 0,000 0,000 0,000 492.8
(DAB+B)
* Az ¢rtékek molaranyban megadva
kiindulasi taxol
DAB=10-dczacctil-baccatin I11
B=baccatin [II
11. példa: 25 4 ml-re bekoncentraljuk, és ateresztjilkk egy 2,6 x84 cm

Az enzim tisztitasa és a taxanok hidrolizise

500 ml-es Erlenmeyer-lombikban 1évé 100 ml tap-
talajt [35 g kukoricalekvar (CSL), 20 g cerel6z (kemé-
nyitécukor), 5 g ammonium-szulfat, 3,5 g kalcium-kar-
bonat és 5 ml szdjaolaj, desztillalt vizzel 1 literre fel-
tdltve] beoltunk Nocardioides albus ATCC 55425 (SC
13911) ugyanezen taptalajban nétt tenyészetének 1 ml-
ével, és 28 °C-on 2 napig razzuk. E tenyészet 20 ml-ét
atvissziik egy 4 literes Erlenmeyer-lombikban 1évé
6,8+0,2 pH-jit 1 liter taptalajba, amely desztillalt viz-
ben 10 g triptont és 5 g élesztGextraktumot tartalmaz.
A lombikot 28 °C-on 3 napig razzuk, a sejteket centri-
fugalassal eltavolitjuk és a feliiliszé pH-jat 1 M kali-
um-dihidrogén-foszfat-oldattal 7,89-r6! levissziik 7-re.

Az Osszes tisztitdsi 1épést 4 °C-on hajtjuk végre.
A feliilaszét 7 pH-ju 25 mM kalium-foszfat pufferol-
datban szuszpendalt 150 ml Whatman DE 52 anioncse-
rélé migyantaval t6ltott S cm atmérGji oszlopra
visszilk. Az oszlopot mossuk 150 ml pufferoldattal,
majd 0,25 M natrium-kloridot tartalmazd 450 ml
pufferoldattal. Az enzimaktivitast 0,45 M natrium-klori-
dot tartalmazé pufferoldattal eludljuk. Az aramlasi se-
besség 5 ml/perc. A DES52 oszloprol szarmazé legtobb
aktivitast tartalmazoé frakciokhoz 100 mg/ml mennyi-
ségben ammonium-szulfiatot adunk, és az oldatot
1,6 ml/perc dramlési sebességgel egy 100 mg/ml ammo-
nium-szulfatot tartalmazo, 7 pH-ju 50 mM kalium-fosz-
fat pufferoldatban szuszpendalt 30 ml Pharmacia Phenyl
Sepharose CL—4B tolteti, 2,6 cm atmér6ji oszlopra
(hidrofob interakcids kromatografia) vissziik. Az oszlo-
pot mossuk 20 mg/ml ammonium-szulfitot tartalmazé
150 ml pufferoldattal, majd az aktivitast Gnmagaval a
pufferoldattal eludljuk. A Phenyl Sepharose oszloprol
szarmazé legnagyobb aktivitast tartalmazd frakciokat
Amiocon YMI10 membrannal végzett ultrasziiréssel
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méreti Pharmacia Sephacryl S—200 gélsz(ir§ oszlopon.
A legnagyobb fajlagos aktivitdst mutaté frakcié nat-
rium-dodecil-szulfat (SDS) gélen 49 00010000 mole-
kulatdmegii egyetlen savot ad. A tisztitasi miveleteket a
4. tablazat Osszegezi. [1 milliegység (mU) enzim per-
cenként 1 nmol taxolnak baccatin III-m4 valé konver-
zi6jat katalizalja 28 °C-on, 0,25 mg/ml taxolt és 1% me-
tanolt tartalmazo 50 mM kélium-foszfat pufferoldatban].

4. tablazat
" Térfogat | Fchérje | Aktivitas
Lépes ml mg mU
Téaptalaj 1000 885 4664
DES52 99 104 1194
Phenyl Sepharose
CL-4B 16 6,45 801
Sephacryl S—200 8.8 0,150 | 164
Fajlagos . .
Lépés aktivitds K"c’;“d“s
mU/mg ‘
Taptalaj 5,27
DE52 11,5 25,6
Phenyl Sepharose CL-4B 124 17,2
Sephacryl S-200 1093 3,5

A fenti médon tisztitott enzim aktivitasanak bemu-
tatasara az 5. tablazatban felsorolt taxanszubsztratumok
alkalmazasaval az alabbi kisérleteket végezziik.

Olyan mintaoldatokat készitiink, amelyek 2,0 ml
7 pH-jit 50 mM kalium-foszfat pufferoldatban 0,5 mg
taxanszubsztratumot és 1% metanolt tartalmaznak (1, 2,
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3, 4 és 5 szamu mintaoldat). Ugyszintén készitiink
olyan mintaoldatokat is, amelyek 2,0 ml 7 pH-ju
50 mM kalium-foszfat pufferoldatban a 0,5 mg taxan-
szubsztraitumon és 1% metanolon kiviill még 10 mU-et
is tartalmaznak a Phenyl Sepharose SL—4B 1épés soran
tisztitott enzimbd! (le, 2e, 3e, 4¢ és Se jelli mintaolda-
tok). Valamennyi mintaoldatot 28 °C-on, Fisher Roto-
Rack-on kevertink 16 6ran at. Az 1, le, 2, 2e, 5 és Se
szamu mintaoldatokat ezutan 4-4 ml metilén-
dikloriddal extrahaljuk. Az extraktumok 2-2 ml-ét be-
paroljuk, Gjra oldjuk 1-1 ml metanolban, és vizsgaljuk a
3. szammal jelzett HPLC moddszerrel. A 3, 3e, 4 és 4e

5

10

szamii mintaoldatokat higitjuk 2-2 ml metanollal, és
vizsgaljuk a 3. szdmmal jelzett HPLC moédszerrel (a
C-13 helyzeti oldallancot csak ez utébbi mintaoldatok-
ban mérjiik).

Az 5. tabldzat mutatja minden egyes mintaoldatban
az inkubacié utdn megmaradt taxanszubsztratum
mennyiségét mg/mi-ben, valamint a keletkezett taxan-
termék mennyiségét az inkubdcio végén, ugyszintén
mg/ml-ben. Miként az 5. tablazatbél lathaté (lasd az le,
2e, 3e, 4e és Se mintaoldatokat), a fenti modon tisztitott
enzim hidrolizissel hatasosan eltavolitja a felsorolt
taxdnszubsztratumok C-13 helyzett oldallancat.

5. tablazat
Taxanok hidrolizise tisztitott enzimmel

. , Mcgmaradt . Oldallanc

Mintaoldat Szubsztratum mg/ml Termék mg/ml mg/ml

1 taxol 0,268 0,003

le 0,030 baccatin 1 0,170

2 cefalomannin 0,239

2e 0,011 baccatin II1 0,190

3 7-xilozil-taxol 0,250

3e 0,016 7-xilozil-baccatin I1T 0,182 0,066

4 7-xilozil-10-dezacetil- 0,250

taxol
de 0.113 7-x1loz.11-10—dezacenl- 0,108 0,044
baccatin I

5 10-dezacetil-taxol 0,257

Se 0,000 10-dezacetil-baccatin I11 0,150
12. péelda : vizet dsszekeveriink, €s Fisher Roto-Rackon, 28 °C-on

Riigyextraktum hidrolizise

Taxu hicksii riigyek etanolos extraktumat memb-
ransziir6kkal (nanofilters) 10—15-sz6rosre betdményit-
jik. 0,5 ml extraktumot, 0,5 ml 7 pH-ja 1 M kélium-
foszfat pufferoldatot, Nocardioides albus ATCC 55425
(SC 13911)-bél szarmazé 54 milliegység (mU) részle-
gesen tisztitott enzimet (lasd a fenti 11. példat) és 4 ml

35

48 oran keresztiil inkubalunk. A kontrollmintihoz nem
adunk enzimet. Az inkubalds utan a mintaoldatokat me-
tilén-dikloriddal extrahaljuk, a bepdrolt extraktumokat
oldjuk metanolban, és ezekkel az oldatokkal elvégez-
ziik a 2. szammal jelzett HPLC vizsgalati modszert.

40 A kapott eredményeket a 6. tablazat mutatja.

6. tabldzat
Riigyextraktum hidrolizise
Az enzim credete 10-DAB, mg/ml Baccatin III, mg/ml | Cefalomannin, mg/ml XDT, mg/ml Taxol, mg/ml |
Semmi 0,167 0,142 0,243 0,246 0,401
SC 13911 0,400 0,771 0,000 0,027 0,000
DAB + B
Az cnzim credete 10-DAT, mg/ml Taxol-C, mg/ml kiindulasi taxol,

mol% kitermclés
Semmi 0,201 nyomnyi 116,8
SC 13911 0,014 0,000 436,3

10-DAB =10-dczacetil-baccatin 111
B=baccatin III
XDT=7-xilozil-10-dczacetil-taxol
10-DAT =10-dczacctil-taxol

15
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SZABADALMI IGENYPONTOK

1. Eljarés legaldbb egy, a C-10 helyzetben kozvetle-
niil kapcsolddé hidroxicsoportot tartalmazé taxan elgal-
litdsara, azzal jellemezve, hogy egy, a C-10 helyzetben
kdzvetleniil kapcsolodd acil-oxi-csoportot tartalmazé
legalabb egy taxéant az illetd acil-oxi-csoport hidroxi-
csoporttd valé hidrolizisét katalizalé enzimmel vagy
mikroorganizmussal hozunk érintkezésbe, és a hidroli-
zist végrehajtjuk. (Elsébbsége: 1993. 06. 13.)

2. Az 1. igénypont szerinti eljaras legalabb egy, a
C-10 helyzetben hidroxicsoportot tartalmazé (1) altala-
nos képletii taxdn — amely képletben
R! jelentése hidroxi- vagy acil-oxi-csoport;

R2 jelentése hidrogénatom, hidroxicsoport, fluoratom,
R5-O- altalanos képletii csoport, xilozilcsoport,
R6-C(0)-0O- vagy R6—~0O-C(0)-O- 4altalanos
képletii csoport;

R3 és R4 jelentése egymastol fiiggetleniil hidrogén-
atom, alkil-, alkenil-, alkinil-, cikloalkil-, cikloal-
kenil-, arilcsoport vagy heterociklusos csoport;

RS jelentése hidroxi-védécsoport; és

RS jelentése hidrogénatom, alkil-, alkenil-, alkinil-,
cikloalkil-, cikloalkenil-, aril- vagy heterociklusos
csoport —

vagy soi elSallitdséra, azzal jellemezve, hogy legalabb

egy, a C-10 helyzetben valamilyen acil-oxi-csoportot tar-

talmaz¢ (1) altalénos képletii taxant — amely képletben

R!,R2 R3 és R4 jelentése azonos a fentiekben meg-
adottakkal; és

R7 jelentése acil-oxi-csoport —

vagy sOjat az emlitett R7 acil-oxi-csoport hidroxicso-

porttd valé hidrolizisét katalizal6 enzimmel vagy mik-

roorganizmussal hozzuk érintkezésbe. (Elsébbsége:

1993. 06. 13.)

3. A 2. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve,
hogy az (I) altaldnos képletd taxdnok korébe tartozod
10-dezacetil-baccatin I1I el@allitdsa soran (II) 4ltaldnos
képletii taxan kiinduldsi vegyiiletként a baccatin ITI-at
alkalmazzuk. (ElsGbbsége: 1993. 06. 13.)

4. Az 1. igénypont szerinti eljarés, azzal jellemezve,
hogy kiinduldsi anyagként acil-oxi-csoportot tartalma-
z6 (II) 4ltalanos képletl taxanok elegyét alkalmazzuk.
(Elsébbsége: 1993. 06. 13.)

5. A 4. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve,
hogy kiindulasi anyagként a Taxus nemzetséghez tarto-
z0 ndvény sejttenyészetébsl és/vagy szovetextraktuma-
bol nyert taxdnok elegyét alkalmazzuk. (ElsGbbsége:
1993. 06. 13.)

6. Az 1. igénypont szerinti eljarés, azzal jellemezve,
hogy mikroorganizmusként egy Nocardioides nemzet-
séghez tartozé6 mikroorganizmust alkalmazunk. (El-
sGbbsége: 1993. 06. 13.)

7. A 6. igénypont szerinti eljéras, azzal jellemezve,
hogy mikroorganizmusként egy Nocardioides albus
vagy Nocardioides luteus térzset alkalmazunk. (Els3bb-
sége: 1993. 06. 13.)

8. A 7. igénypont szerinti eljarés, azzal jellemezve,
hogy mikroorganizmusként Nocardioides albus ATCC
55424 (SC 13910), Nocardioides albus ATCC 55425
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(SC 13911) vagy Nocardioides luteus ATCC 55426
(SC 13912) torzset alkalmazunk. (Els6bbsége: 1993.
06.13.)

9. Az 1. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve,
hogy a Nocardioides nemzetséghez tartozéd mikroorga-
nizmusbol szdrmazoé enzimet alkalmazunk. (Elsébbsé-
ge: 1993, 06. 13.)

10. A 9. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve,
hogy egy Nocardioides albus vagy Nocardioides luteus
torzshoz tartozé mikroorganizmusbél szarmazé enzi-
met alkalmazunk. (ElsGbbsége: 1993. 06. 13.)

11. A 10. igénypont szerinti eljérés, azzal jellemez-
ve, hogy a Nocardioides albus ATCC 55424 (SC
13910), Nocardioides albus ATCC 55425 (SC 1391 1)
vagy Nocardioides luteus ATCC 55426 (SC 13912)
torzsbdl szdrmazé enzimet alkalmazunk. (Elsébbsége:
1993. 06. 13.)

12. Az 1. igénypont szerint elGallitott termék alkal-
mazasa C-13 helyzetben valamilyen acil-oxi-csopor-
tot tartalmazd taxan elGallitasara. (ElsGbbsége: 1994.
07.01.)

13. Eljaras a C-10 helyzetben kézvetleniil kapcsol6-
d6 valamilyen acil-oxi-csoportot tartalmazé legalabb
egy taxan elSéllitiséra, azzal jellemezve, hogy egy, a
C-10 helyzetben kozvetleniil kapcsolédéd hidroxicso-
portot tartalmazé legalabb egy taxant egy acilezGszerrel
€s egy, az illet6 hidroxicsoport acil-oxi-csoportts valé
eszterezését katalizalé enzimmel vagy mikroorganiz-
mussal hozzuk érintkezésbe, és az észterezést végre-
hajtjuk. (Elsébbsége: 1993. 06. 13.)

14. A 13. igénypont szerinti eljérds a C-10 helyzet-
ben acil-oxi-csoportot tartalmazé legalabb egy (II) 4lta-
lanos képletii taxan — amely képletben
R! jelentése hidroxi- vagy acil-oxi-csoport;

R? jelentése hidrogénatom, hidroxicsoport, fluoratom,
R3-0O- Altaldnos képletii csoport, xilozilesoport,
R6-C(0)-0O— vagy R6-0O-C(0)-O- 4ltalénos
képletii csoport;

R3 és R4 jelentése egymastol fiiggetleniil hidrogén-
atom, alkil-, alkenil-, alkinil-, cikloalkil-, cikloal-
kenil-, arilcsoport vagy heterociklusos csoport;

RS jelentése hidroxi-védcsoport;

RS jelentése hidrogénatom, alkil-, alkenil-, alkinil-, cik-
loalkil-, cikloalkenil-, arilcsoport vagy heterociklu-
S0s csoport; és

R7 jelentése acil-oxi-csoport —

vagy soja elballitasara, azzal jellemezve, hogy a C-

10 helyzetben hidroxicsoportot tartalmazo, legaldbb

egy (I) 4ltaldnos képletii taxant — amely képletben

R, R2, R3 és R4 jelentése azonos a fentickben meg-
adottakkal —

vagy soOjat valamilyen acilezGszerrel és a C-10 helyzetii

hidroxicsoport R7 acil-oxi-csoportta vald észterezését

katalizalé enzimmel vagy mikroorganizmussal hozzuk

érintkezésbe. (ElsGbbsége: 1993. 06. 13.)

15. A 14. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve,
hogy (I) dltalinos képlet(i taxdnként 10-dezacetil-bac-
catin Il1-at alkalmazunk. (Els6bbsége: 1993. 06. 13.)

16. A 13. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemez-
ve, hogy hidroxicsoportot tartalmazé (1) 4ltaldnos kép-
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letd taxanok elegyét alkalmazzuk kiindulasi anyagként.
(Elsébbsége: 1993. 06. 13.)

17. A 16. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemez-
ve, hogy kiindulasi anyagként a Taxus nemzetséghez
tartoz6 ndvény sejttenyészetébdl és/vagy szovetextrak-
tumabél nyert taxanok elegyét alkalmazzuk. (Els6bbsé-
ge: 1993.06. 13.)

18. A 13. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemez-
ve, hogy mikroorganizmusként egy Nocardioides nem-
zetséghez tartozé mikroorganizmust alkalmazunk. (El-
sGbbsége: 1993. 06. 13.)

19. A 18. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemez-
ve, hogy mikroorganizmusként egy Nocardioides albus
vagy Nocardioides luteus torzset alkalmazunk. (El-
s8bbsége: 1993. 06. 13.)

20. A 19. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemez-
ve, hogy mikroorganizmusként Nocardioides albus
ATCC 55424 (SC 13910), Nocardioides albus ATCC
55425 (SC 13911) vagy Nocardioides luteus ATCC
55426 (SC 13912) torzset alkalmazunk. (Els6bbsége:
1993. 06. 13.)

21. A 13. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemez-
ve, hogy a Nocardioides nemzetséghez tartoz6 mikroor-
ganizmusbol szarmaz6 enzimet alkalmazunk. (Els6bb-
sége: 1993.06. 13.)

22. A 21. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemez-
ve, hogy egy Nocardioides albus vagy Nocardioides
luteus tdrzshoz tartozé mikroorganizmusbol szdrmazo
enzimet alkalmazunk. (ElsGbbsége: 1993. 06. 13.)

23. A 22. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemez-
ve, hogy a Nocardioides albus ATCC 55424 (SC
13910), Nocardioides albus ATCC 55425 (SC 13911)
vagy Nocardioides luteus ATCC 55426 (SC 13912)
torzsb6l szarmazo enzimet alkalmazunk. (Elsébbsége:
1993. 06. 13.)

24. A 13. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemez-
ve, hogy acilez8szerként egy (IV) dltaldnos képletl ve-
gyiiletet — amely képletben
R!! jelentése alkil-, alkenil-, alkinil-, aril-, cikloalkil-,

cikloalkenil- vagy heterociklusos csoport; és
L jelentése kilépScsoport —
alkalmazunk. (ElsGbbsége: 1993. 06. 13.)

25. A 24. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemez-
ve, hogy acilezdszerként vinil-acetatot alkalmazunk.

26. A 13. igénypont szerint elGallitott termék alkal-
mazasa C-13 helyzetben valamilyen acil-oxi-csoportot
tartalmazo taxan el8éllitasara. (Els6bbsége: 1994.
07.01.)

27. A Nocardioides luteus ATCC 55426 (SC 13912)
torzsbdl izolalt enzim, azzal jellemezve, hogy katalizalja
az 1. igénypont szerinti hidrolizist vagy a 15. igénypont
szerinti észterezést. (Els6bbsége: 1994. 07. 01.)

28. Eljaras a C-13 helyzetben kozvetleniil kapcsolo-
d6 hidroxicsoportot tartalmazo legalabb egy taxan el8al-
litasara, azzal jellemezve, hogy egy C-13 helyzetben
kdzvetleniil kapcsolddé valamilyen acil-oxi-csoportot
tartalmazo legalédbb egy taxant az emlitett acil-oxi-cso-
port hidroxicsoportta vald hidrolizisét katalizalo enzim-
mel vagy mikroorganizmussal hozunk érintkezésbe, és a
hidrolizist végrehajtjuk. (ElsGbbsége: 1993. 06. 13.)
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29. A 28. igénypont szerinti eljaras a C-13 helyzet-
ben hidroxicsoportot tartalmazé legalabb egy (V) alta-
lanos képletii taxan — amely képletben
R12jelentése hidrogénatom, hidroxicsoport, R3-0O-,

R6—C(0)-0- vagy R6—0-C(O)-O- altalanos

képletli csoport;

R2 jelentése hidrogénatom, hidroxicsoport, fluoratom,
R5—-O- 4ltalanos képletii csoport, xilozilcsoport,
R6—C(0)-0- vagy R6-0-C(0O)-O- altalanos
képleti csoport;

R3 és R4 jelentése egymastol fiiggetleniil hidrogeén-
atom, alkil-, alkenil-, alkinil-, cikloalkil-, cikloal-
kenil-, arilcsoport vagy heterociklusos csoport;

RS jelentése hidroxi-véddcsoport; €s

RS jelentése hidrogénatom, alkil-, alkenil-, alkinil-, cik-
loalkil-, cikloalkenil-, arilcsoport vagy heterociklu-
$0S csoport —

vagy soOja elballitasara, azzal jellemezve, hogy a

C-13 helyzetben valamilyen acil-oxi-csoportot tartal-

maz6 legaldbb egy (VI) altalanos képletil taxdnt —

amely képletben

R!2, R2 R3 és R4 jelentése azonos a fentiekben meg-
adottakkal; és

R7 jelentése acil-oxi-csoport —

vagy sojat hozzuk érintkezésbe az emlitett enzimmel

vagy mikroorganizmussal. (Elsébbsége: 1993. 06. 13.)
30. A 29. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve,

hogy az (V) éaltalanos képletii taxanok kozé tartozo

baccatin 111, 10-dezacetil-baccatin III, 7-xilozil-10-dez-
acetil-baccatin III és/vagy 7-xilozil-baccatin III eldalli-
tasara (VI) altalanos képlet( taxan kiindulasi anyagként
cefalomannint, 7-xilozil-10-dezacetil-taxolt, 10-dezace-
til-taxolt, 7-xilozil-taxolt, taxol-C-t és/vagy taxolt alkal-

mazunk. (Elsébbsége: 1993. 06. 13.)

31. A 29. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve,
hogy az acil-oxi-csoportot tartalmazé (V1) ltalanos kép-
letd taxan kiinduldsi anyagként a C-13 helyzetben kiilon-
b6z8 oldallancokat tartalmazo acil-oxi-szubsztitualt taxa-
nok elegyét alkalmazzuk. (ElsGbbsége: 1993. 06. 13.)

32. A 31. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemez-
ve, hogy kiindulasi anyagként a Taxus nemzetséghez
tartozé novény sejttenyészetébdl és/vagy szovetextrak-
tumabol nyert taxanok elegyét alkalmazzuk. (Els6bbsé-
ge: 1993. 06.13.)

33. A 28. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemez-
ve, hogy mikroorganizmusként egy Nocardioides nem-
zetséghez tartozé mikroorganizmust alkalmazunk. (El-
sGbbsége: 1993. 06. 13.)

34. A 33. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemez-
ve, hogy mikroorganizmusként egy Nocardioides albus
vagy Nocardioides luteus torzset alkalmazunk. (El-
sGbbsége: 1993. 06. 13.)

35. A 34. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve,
hogy mikroorganizmusként Nocardioides albus ATCC
55424 (SC 13910), Nocardioides albus ATCC 55425
(SC 13911) vagy Nocardioides luteus ATCC 55426 (SC
13912) térzset alkalmazunk. (ElsSbbsége: 1993. 06. 13.)

36. A 28. igénypont szerinti eljarés, azzal jellemez-
ve, hogy enzimként egy hidrolazt alkalmazunk. (El-
s6bbsége: 1993. 06. 13.)
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37. A 28. igénypont szerinti eljarés, azzal jellemez-
ve, hogy egy Nocardioides nemzetséghez tartoz6 mik-
roorganizmusbo6l szarmazé enzimet alkalmazunk. (El-
sébbsége: 1993. 06. 13.)

38. A 37. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemez-
ve, hogy egy Nocardioides albus vagy Nocardioides
luteus torzsbél szdrmazé enzimet alkalmazunk. (El-
s6bbsége: 1993. 06. 13.)

39. A 38. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemez-
ve, hogy Nocardioides albus ATCC 55424 (SC
13910), Nocardioides albus ATCC 55425 (SC 1391 9]
vagy Nocardioides luteus ATCC 55426 (SC 13912)
t6rzsbdl szdrmaz6 enzimet alkalmazunk. (ElsSbbsége:
1993.06. 13.)

40. A 28. igénypont szerinti eljards, azzal jellemez-
ve, hogy a hidrolizis utdn a C-13 helyzetben kozvetle-
niil kapcsolodé hidroxicsoportot tartalmazo, emlitett
legalabb egy taxant, amelyben a C-13-t6] eltérd helyze-
tii hidroxicsoportok adott esetben védettek, kapcsoljuk
egy, a C-13 helyzetben acil-oxi-oldalldncot képezd ve-
gyiilettel. (ElsGbbsége: 1993. 06. 13.)

41. A 46. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemez-
ve, hogy taxolt allitunk el8. (Elsébbsége: 1993. 06. 13)

42. Eljaras C-13 helyzetben kdzvetleniil kapcsolodé
acil-oxi-csoportot tartalmazé taxan acil-oxi-csoportja-
nak C-13 helyzetben kdzvetleniil kapcsolédéd hid-
roxicsoportta valé hidrolizisére képes mikroorganizmus
kivélasztasara, azzal jellemezve, hogy:

A) 1) kivalasztunk egy olyan szilard téptalajt, amely-
ben a szelektiland6 mikroorganizmus novekszik, és
amelyben a C-13 helyzetben acil-oxi-csoportot tartalma-
z6 kiinduldsi taxan nem oldodik, igy a taptalajjal elke-
verve zavarossagot okoz, de a C-13 helyzetben hidroxi-
csoportot tartalmazoé kivant taxdntermék és adott esetben
a kivant lehasitott C-13 oldallanctermék oldédik, igy a
taptalajjal zavarossdgmentesen elegyedik;

ii) a mikroorganizmust érintkezésbe hozzuk a fenti
1) lépésben kivalasztott taptalajjal, amelyhez elézbleg
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hozzékevertiik a C-13 helyzetben acil-oxi-csoportot
tartalmazé kiindulasi taxant, és olyan korilményeket
biztositunk, amelyek lehetévé teszik a mikroorganiz-
mus novekedését; és

ili) megfigyeljiik, hogy keletkezik-e 4tlatszé zona a
mikroorganizmus ndvekedési helye kériil; vagy

B) i) kivalasztunk egy olyan szilard téptalajt, amely-
ben a szelektaland6 mikroorganizmus névekszik, és
amelyben a C-13 helyzetben acil-oxi-csoportot tartal-
maz6 kiinduldsi taxan oldodik, igy a tiptalajjal zavaros-
sagmentesen elegyedik, de a C-13 helyzetben hidroxi-
csoportot tartalmazo kivant taxantermék, és, adott eset-
ben, a lehasitott C-13 oldallanctermék nem oldodik, igy
a taptalajjal keveredve zavarossagot okoz;

i1) a mikroorganizmust érintkezésbe hozzuk a fenti
1) lépésben kivalasztott taptalajjal, amelyhez elézéleg
hozzékevertiik a C-13 helyzetben acil-oxi-csoportot
tartalmaz¢ kiindulasi taxant, és olyan koriilményeket
biztositunk, amelyek lehetévé teszik a mikroorganiz-
mus noévekedését; és

iii) megfigyeljiik, hogy keletkezik-e zavaros zéna a
mikroorganizmus ndvekedési helye koriil. (ElsGbbsé-
ge: 1993.06.13.)

43. Biologiailag tiszta Nocardioides albus ATCC
55424 mikroorganizmus. (Elsdbbsége: 1994. 07. 01.)

44. Biologiailag tiszta Nocardioides albus ATCC
55425 mikroorganizmus. (ElsGbbsége: 1994. 07. 01.)

45. Biologiailag tiszta Nocardioides luteus ATCC
55426 mikroorganizmus. (Elsébbsége: 1994. 07.01.)

46. A Nocardioides albus ATCC 55 424 torzsb8l izo-
1alt enzim, azzal jellemezve, hogy katalizalja a 28. igény-
pont szerinti hidrolizist. (ElsSbbsége: 1994. 07. 01.)

47. A Nocardioides albus ATCC 55425 torzsbél izo-
lalt enzim, azzal jellemezve, hogy katalizilja a 28. igény-
pont szerinti hidrolizist. (ElsGbbsége: 1994. 07. 01.)

48. A Nocardioides luteus ATCC 55 426 térzsbél izo-
lalt enzim, azzal jellemezve, hogy katalizalja a 28. igény-
pont szerinti hidrolizist. (ElsGbbsége: 1994. 07. 01.)
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