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KIVONAT

A taldlmany targya eljaras legalabb 93% enantiomer-
tobbletd (S)-2-(3-benzoil-fenil)-propionsav eldallita-

sara 2-(3-benzoil-fenil)-propionsav valamely alkil-ész- nak.
tere enantiomerjeinek a keverékébol.

A leiras terjedelme 8 oldal

A talalmany szerint biokatalizatorként egy Ophios-
toma nemzetségbe tartozo mikroorganizmust alkalmaz-
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A taldlmany targya eljaras (S)-2-(3-benzoil-fenil)-pro-
pionsav eléallitasara.

Szédmos 2-aril-propionsav jol ismert gyulladascsok-
kentd hatéanyag. Ilyenek példaul az ibuprofen, nap-
roxen és ketoprofen. E vegyiiletek kiralis jellegliek, és
ma mar jol megalapozott tény, hogy terapias hatisuk
tiilnyomorészt az (S)-enantiomernek tulajdonithato.

A szennyezd (R)-enantiomert§l mentes (S)-enantio-
mer el6allitasara tobb modszer ismert. Ilyen eljaras pél-
daul az aszimmetrikus kémiai szintézis, valamint a ké-
miai rezolvalas, példaul a kiilonb6z6, kiralis aminokkal
alkotott diasztereomer sok elkiilonitésére alkalmas kris-
talyositasa.

Az elvélasztas egy masik lehet8sége a biokatalitikus
modszer olyan biokatalizator hasznélatival, amely a
2-aril-propionsav valamely észterének hidrolizisét sze-
lektiven katalizalja. Ha megfelelé sztereospecifitassal
rendelkez8 biokatalizator 4ll rendelkezésre, akkor az
egyik enantiomer reagalatlan észterét, valamint a masik
enantiomernek megfelel savat tartalmaz6 reakcidelegy
kaphato. Ezt kovetden a termék elkiilonitése és kinyeré-
se viszonylag konnyd. Az el nem reagalt észter racemi-
zalhatd, egy kovetkezd reakcidban ismét felhasznalhato,
s ez biztositja a racém szubsztratum csaknem teljes kon-
verzidjat a kivant egyedi enantiomer termékké.

Az EP-A-0 227 078 szam1 eurdpai szabadalmi do-
kumentumban tobb extracelluléris (sejten kiviili), keres-
kedelmi forgalombé! beszerezhetd, mikrobakbdl szar-
mazo lipaz alkalmazasat k6zolték biokatalitikus rezol-
valas céljira. Altalaban azonban nagy mennyiségi en-
zim sziikséges, és a reakcid 2—6 napig tart. Az ilyen
reakciok kivitelezése tehat koltséges lenne. A legjobb-
nak taldlt enzimpor a Candida cylindraceabdl szidrma-
zik (amelyet Candida rugosa néven is ismernek); az
EP-A-0 407 033 szamu eurdpai szabadalmi dokumen-
tum szerint azonban kimutattak, hogy ez a készitmény
— amellett, hogy aktivitisa csekély — egynél tobb,
észterazhatassal rendelkez8 enzimet tartalmaz. Tovab-
ba nagy enantiomer-tobbletl ketoprofen elGallitasa cél-
Jabol ezt a készitményt meg kellett tisztitani.

Az EP-A-0233 656 szamu eurdpai szabadalmi do-
kumentumban Bacillus thaibdl szdrmazé észterdz gén
izolalasat és klonozasat kozolték. Kimutattak, hogy az
enzim mind a naproxen, mind az ibuprofen etil- és me-
til-észterét szelektiven hidrolizélja, s igy az észterek-
nek megfelelé (S)-enantiomer sav nyerhet6. Kimutat-
tak tovabba, hogy az enzim klonozasaval nagyobb enan-
tiomer-tobbletii terméket eredményezd készitmény ér-
het6 el, ami mas enzimek mellékhatdsai minimalissa
tételének az eredménye. A WO—-A-9323547 szamon
kozzétett nemzetk6zi PCT szabadalmi dokumentum-
ban szamos torzset irtak le, amelyek naproxen-észtereit
szelektiven hordozé észterazt termelnek. A legkedve-
z8bb torzsnek a Zopfiella latipest talaltik, az ebbdl ere-
d6 észterazt klonoztak.

A WO-A-9304189 szamon kozzétett nemzetkozi
PCT szabadalmi bejelentésben olyan Trichosporon spe-
cieshez tartoz6 mikroorganizmust ismertettek, amely
képes a ketoprofen-etil-észter (S)-enantiomerjének sze-
lektiv hidrolizisére, s igy 90%-nal nagyobb enantio-
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mer-tobbleti (S)-sav kaphato. E biotranszformaciot ka-
talizalé enzim intracelluldris (sejten beliili). Mivel stabi-
lis, sejtmentes készitmények el6allitdsa nehéznek bizo-
nyult, nehéznek mutatkozott a biokatalitikus aktivitas
fokozésa a gén klonozasa vagy klasszikus mutagenezis
utjan.

Mindezek alapjan a taldlmany célja olyan biokata-
lizator elgallitasa, amelynek aktivitasa a ketoprofen kii-
16nb6z8 észtereivel szemben kedvezd; megfeleld enan-
tiomer-tobbletl ketoprofen-savterméket eredményez;
es alkalmas lehet klonozasra és hiperexpressziora (foko-
zott kifejezésre) — példaul E. coliban — a biokatalizator
koltségeinek minimalissa tétele céljabol.

A taldlmanyt az alabbiakban foglaljuk 6ssze.

Meglepd médon, kiilonb6zd forrasokbdl szarmazo
mikroorganizmusok szlir§vizsgalata azt mutatta, hogy
az Ophiostoma novo-ulmi (amely Ceratocystis ulmi né-
ven is ismert) ascomyceta mikroorganizmus a kivant
reakciokatalizisre alkalmas, intracellularis hidrolizalo-
enzimet termel. Tovabbi vizsgalatok igazoltdk, hogy
— a WO-A-9304189 szdmon kozzétett PCT nemzet-
kozi szabadalmi bejelentésben leirt torzstdl eltéréen —
stabilis, sejtmentes aktivitast kaptunk, amely ennek
alapjan klonozésra alkalmas volt, és lehetségessé valt
az alkalmazasa sejtmentes biotranszformaciokban. Az
Ophiostoma novo-ulmi névényi patogén (koérokozo),
amely virulens el6idézGje a ,,.Dutch EIm” névényi be-
tegségnek (legel@szor Hollandidban megfigyelt szilfa-
betegség). Ismert, hogy ez a mikroorganizmus a kevés-
bé fert6z8 Ophiostoma ulmi és Ophiostoma piceae t6r-
zsek kozeli rokona.

A taldlmanyt megalapozo els6 felismerésiinket ko-
vetve azt talaltuk, hogy mas Ophioistoma novo-ulmi,
Ophiostoma ulmi (esetenként Ceratocystis ulmi néven
ismert) és Ophiostoma piceae (esetenként Ceratocystis
piceai néven ismert) egyéb torzseiben is sztereospeci-
fikus észteraz-enzimaktivitas mutathato ki; valamint az
Egyesiilt Allamok, Eurépa, a Kozép-Kelet és Uzbegisz-
tdn kilonbozd helyeirdl szdrmazd izolatumokban is
ugyanilyen enzimaktivitas figyelhet6 meg. SzlirGvizsga-
latnak vetettiik ald tovabba a Ceratocystis sp. IMI-intéz-
ménybdl szarmazé (Egham, Surrey, Egyesiilt Kiraly-
sag), mas torzseinek aktivitasat is. Felismertiik, hogy a
C. coronata (példaul IMI 1765333), C. Ips (példaul IMI
2121114), C. tetropii (példaul IMI 212117), C. cainii
(példaul IMI 176523), C. arborea (példaul IMI 176529)
¢és C. stenoceras (példaul IMI 268494) torzsekben is
megtaldlhaté ez az aktivitds. Ugy latszik tehat, hogy ez
az aktivitas a vilag kiilonb6z6 helyeir6l 6sszegyjtott,
kiilonboz6 Ceratocystis torzsek tartomanydban széle-
sen elterjedt.

A szirévizsgalatnak aldvetett, eredeti izoldtum egy
torzsét — amelyet e leirdsban AJ3-nak jelolink — az
IMI-intézményben 1993. februar 15-én IMI 356050 ka-
talogusszam alatt a Budapesti Egyezmény kivanalmai-
nak megfelelGen letétbe helyeztikk. Ez a térzs j6 példat
mutat az aktivitasra; mivel azonban ez az aktivitds ro-
kon térzsek igen valtozatos fajtaiban is elterjedt, a talal-
many oltalmi kére nem korlatozodik ezekre a kiilon em-
litett organizmusokra. A taldlmany tovabba az ilyen



1 HU 218 409 B 2

mikroorganizmusokbol barmilyen alkalmas technolo-
giai eljarassal izolalt enzimaktivitas alkalmazasara is ki-
terjed.

A taldlmany szerint az Ophiostoma nemzetséghez
tartozé mikroorganizmusok és azok enzimaktivitasa fel-
hasznélhat6 a ketoprofen racém alkil-észtereinek szte-
reoszelektiv hidrolizisére, aminek Otjan lényegesen fel-
dusitott (S)-enantiomer sav, példaul 93—96%-os, vagy
meég ennél is nagyobb enantiomer-tobbletil sav nyerhe-
t8; és visszamarad az (R)-enantiomerben feldisult ész-
ter. E reakcid az észter-enantiomerek barmely keveréké-
vel végrehajthato, jollehet altalaban a racematot alkal-
mazzuk. Az észter alkilcsoportja elényosen 1-3 szén-
atomos. A reakcidt elényosen 8—11, még elényoseb-
ben 9,5-10,5, legel6nyosebben koriilbelil 10 pH-érté-
ken végezziik. Altaldban valamilyen szerves oldoszert,
példaul ciklohexant hasznélunk.

A savterméknek észtertdl vald elkiilonitésére stan-
dard kémiai eljarasokat alkalmazhatunk. Sziikség ese-
tén a sav optikai tisztasaga kiralis amin, példaul (R)-o-
metil-benzil-amin alkalmazasaval javithatd. A vissza-
marado, at nem alakult észter tovabbi felhasznalas célja-
bol racemizalhato.

A taldlmanyt az alabbi, nem korlatozo jellegii pél-
dakban részletesen ismertetjiik.

1. példa

Racém ketoprofen-etil-észter biotranszformdacioja
AJ3 alkalmazasaval

Az organizmus tenyésztéséhez az alabbi osszetételil

kozeget hasznaljuk.

(NH,),S0, 0,5 g/l
MgS0,.7H,0 0,25 g/1
CaCl,.2H,0 0,1 g/
KH,PO, 8,0 g/l
ElesztSkivonat 10,0 g/l
Gliikéz 5,0 g/l
Nyomelemoldat 100 pl/1
pH (NaOH-dal beillitva) 6,5

A nyomelemoldat dsszetétele az aldbbi:

CaCl,.2H,0 3,57 g/l
Zno 2,0 g/l
CuCl,.2H,0 0,85 g/l
Na,M00,.2H,0 48 g/l
MnCl,.4H,0 2,0 g/l
FeCl,.6H,0 54¢/
H,BO, 03 g/
CoCl,.6H,0 24 g/l
HCl 250 ml

Az AJ3-sejteket malatakivonatos agarlemezr6l
30 ml tenyészt8kozegbe oltjuk 250 ml-es terel6lemezes
lombikban, majd 30 érén 4t 23 °C hémérsékleten razat-
juk, és ezt kdvetden 2,5 ml-t egy masodik, 250 ml-es,
30 ml kozeget tartalmazo, terel6lemezes lombikba vi-
sziink 4t. A tenyésztést 40 oran at razas kozben, 23 °C-
on vegezziik, majd az igy kapott elegyhez 20 g/l kon-
centracidban racém ketoprofen-etil-észtert adunk. A bio-
transzformaciét 120 6rdn at hagyjuk végbemenni; ez
idépontban végzett HPLC-elemzés szerint a hozzaadott
észter 18,2%-a hidrolizal. Az igy kapott ketoprofen-
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savtermék enantiomer-tobbletét 96%-nak talaltuk az
(S)-enantiomer javara.

2. példa

A szerves oldoszer befolydsa

Az 1. példaban leirttal azonos tenyésztokozeggel,
nyers enzimoldatot allitunk el§ 6,0 pH-értékkel, glikkoz
nélkiil. Az AJ3-sejteket 1 literes raz6lombikban elhelye-
zett 100 ml kozegre oltjuk, majd ezt a tenyészetet raza-
tas kozben 48 Oran at 30 °C-on tenyésztjiikk. Ezutan
10 ml térfogatat 1 literes razdlombikban elhelyezett
90 mi Tris-kozegbe vissziik at, és razatas kézben 8 oran
at 30 °C homeérsékleten tovabb tenyésztjiik. Ennek a
lombiknak a tartalmat hasznaljuk egy 2,8 literes, labora-
toriumi fermentorban elhelyezett, 1,5 liter kozeget,
5 g/l gliikozt és 0,5 ml/l szilikon/PPG-alapti habzasgat-
16t (XF0371, Ivanhoe Chemicals, I1I. USA) tartalmazo
kozeg oltasara. A fermentort 48 Oran at keverés koz-
ben, levegdzéssel milkodtetjiik, mialatt a levegdvel
valo telitettséget 50%-nal magasabb értéken, a hmér-
sékletet 30 °C-on és a pH értékét 6,0-on tartjuk.

A fermentalas befejezése utan a sejteket centrifuga-
lassal osszegytjtjitk, és az igy kapott pelletet 10 t5-
meg/térfogat% koncentracidban (a sejtek nedves tome-
gére vonatkoztatva) 1izal6 (lizisre alkalmas) pufferoldat-
ban, azaz 0,1 M natrium-karbonatot tartalmazo, 5% Tri-
ton X100 vizes oldatdban ismét szuszpendaljuk. A li-
zist éjszakén at, razatas kozben 8 °C hdmérsékleten vé-
gezziik, majd az enzimaktivitast tartalmazoé lizatumot a
sejttoredékektdl centrifugalassal elkiildnitjiik.

A racém ketoprofen-etil-észtert négyféle oldoszerben
— toluolban, ciklohexanban, metanolban és metil-t-butil-
éterben (roviden MTBE) — 20 g/l koncentracioban old-
juk. Ezekbdl az oldatokbol iivegampullakban elhelye-
zett, 5 ml alikvot nyers enzimoldathoz 2 ml oldatot
adunk. Egy iivegampullaban elGkészitjiik a vizes bio-
transzformacidt, amely — mint kontroll — 5 ml nyers en-
zimoldatot, 400 pl 50%-os racém ketoprofen-etil-észtert,
0,5 tomeg/térfogat’% Tween 80 torzsoldatot és 2,5 t6-
meg/térfogat% Triton X—100-at tartalmaz. Valamennyi
mintat 48 6ran at 25 °C hémérsékleten razatassal reagal-
tatjuk. A reakcidelegy vizes fazisanak az elemzésével az
1. tablazatban bemutatott eredményekhez jutunk.

1. tablazat
Racém ketoprofen-etil-észter hidrolizise kétfazist
biotranszformacidoval

. . Savtermelés Konverzio
A minta oldoszere (mg/ml) %)
Viz 23 6,2
Toluol 0,1 1,3
Ciklohexan 1,1 14,1
Metano! 04 4,6
MTBE 0,7 83

Megfigyelhetd, hogy a biotranszformécioé bizonyos
meértékig végbemegy ciklohexan vagy MTBE mint ol-
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doszer jelenlétében, azonban toluol — ilyen koriilmé-
nyek kozott — igen erdsen gatolja.

3. példa

Az alkilcsoport befolydsa

A racém ketoprofen kiilonboz4 észtereit 20 g/l kon-
centracioban ciklohexanban oldjuk; e célra a metil-,
etil-, n-propil-, n-butil-, n-pentil- vagy n-hexil-észtert
alkalmazzuk. A metil-észter esetében szuszpenziot keé-
szitlink, mivel ez az észter ciklohexinban csak kevéssé
oldadik.

A nyers enzimoldat 5 ml alikvot részleteihez livegam-
pulléban a fenti, hatféle racém ketoprofen-észter-oldatok
mindegyikének 2 ml-es térfogatat adjuk. Biotranszforma-
ciods, vizes kontrollt készitlink {ivegampullaban, amely
5 ml nyers enzimoldatbél, 200 pl 50%-o0s racém keto-
profen-etil-észter-oldatbol, 0,5% Tween 80 torzsoldatbol
és 2,5 tdmeg/térfogat% Triton X—100-bdl all. A reak-
ciokat 24 oran at 25 °C h6mérsékleten razatassal jatszat-
juk le. Ekkor a biotranszformacios reakciok vizes fazisa-
nak HPLC-elemzése a 2. tablazatban bemutatott eredmé-
nyeket adja.

2. tablazat
Racém ketoprofen-észterek hidrolizise kétfazist
biotranszformacidval
Enantiomer-
Ketoprofen-észter Savtermelés | Konverzi6 tobblet
P (mg/ml) (%) (S)-enantio-
mer (%)
Vizes kontroll 4.6 22,9 90
Metil-észter 1,7 423 90
Etil-észter 1,1 27,5 100
n-Propil-észter 1,0 25,6 86
n-Butil-észter 0,3 8,0 N/D
n-Pentil-észter 0,18 4.4 N/D
n-Hexil-észter 0,09 23 N/D

N/D: a csekély savtermelés miatt nem hataroztuk meg

4. példa

AJ3 lizatumadnak az eléallitdsa

Az AJ3 lizitumot az aldbbi modszerrel noveljik
500 literes méretre.

Az AJ3 lizitumot — mint az 1. példaban leirtuk —
1 literes terel6lemezes lombikban 100 ml kozegre olt-
juk (lasd az 1. példat). Ezt kovetden az elegyet 48 6ran
at 25 °C hOémeérsékleten korforgassal razzuk [300 rpm
(percenkénti fordulatszam), 25 mm razasi szélesség],
majd ebbdl 1 ml térfogatot harom, egyenként 100 ml
kozeget tartalmazo 1 literes terel6lemezes lombikba vi-
sziink at. A tenyészeteket tovabbi 48 6ran at azonos ko-
rilmények kozott novesztjiikk, majd 500 liter kozeget
tartalmazo6 750 literes fermentorba oltjuk. A fermentor-
ban az alabbi kozeget alkalmazzuk:

MgSO0,.7H,0 0,4 g/l
CaCl,.2H,0 0,1 g/
KH,PO, 8,0 g/l
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Elesztékivonat 30,0 g/l

Nyomelemoldat 200 pg/l (mint
1. példaban)

Habzasgatlé (XFO--371) 0,5 ml/l

pH (NaOH-dal beallitva) 6,0

Ezt a kozeget 121 °C hémérsékleten 50 percig steri-
lizaljuk, majd 15 liter 50 tdmeg/térfogat%-os, steril glii-
kézoldatot adunk hozza.

Szabalyozott feltételek: 25 °C hémérséklet; pH=6,0
(foszforsav vagy natrium-hidroxid hozzaadasaval); leve-
gbvel valo telitettség legalabb 50%; a keverést és leve-
gbztetést is szabalyozzuk.

64 6ras tenyésztés utdn a sejteket kezeléssel in situ
eloljiik, és a lizist elésegitjik. Ezt ugy érjiik el, hogy a
hémérsékletet 15 °C-ra csokkentjiik, és natrium-hidro-
xid hozzdadéasaval a pH értékét 10-re allitjuk. 50 perces
kezelés utdn a fermentacios folyadékot foszforsavval is-
mét pH 7-re allitjuk, és a sejteket folyamatos centrifuga-
lassal GsszegyUjtjiik. Az dsszegytjtott sejteket kiilonbo-
z0 tartdedényekbe osztjuk, és felhasznalasig —20 °C hé-
mérsékleten taroljuk.

A mélyhiitott (fagyasztott) sejteket felengedni hagy-
juk, és 25 tomeg/térfogat%-os koncentracioban (a ned-
ves sejttomegre vonatkoztatva) 6,5 pH-értéken 50 mM
KH,PO,-oldatban ismét szuszpendaljuk. 30 perces ke-
verés utan a sejteket centrifugalassal 6sszegytjtjiik, uta-
na a sejteket 25 tomeg/térfogat%-os koncentraciéban (a
nedves sejttomegre vonatkoztatva) lizishez alkalmas
pufferoldatban (0,3 M Na,COs, pH=10,5) ismét szusz-
pendaljuk. A lizist masnapig végezziik 4 °C hémérsék-
leten keverés kozben, majd a lizaitumot centrifugélassal
deritve, a sejttormeléket a feliliszotol elkilonitjiik. Az
enzimoldat (azaz a lizatum feliil (sz0 része) aktivitasat
standard biotranszformacios koriilmények alkalmazasé-
val hatarozzuk meg, a kovetkez6képpen: 1 ml enzimol-
datot 0,1 M Na,CO;-tal megfelelGen higitva; pH=10,0;
40 pl 50%-os racém ketoprofen-etil-észter-oldat;
0-5% Tween 80 torzsoldat; 2,5 tomeg/térfogat% Tri-
ton X—100. A biotranszformaciokat 20 ml térfogatu,
zart {ivegampullakban 1 6ran t razatassal 25 °C h6mér-
sékleten végezziik. Az aktivitast U/ml-ben fejezziik ki,
ahol 1 egység (U) azt jelenti, hogy oranként 25 °C hé-
mérsékleten 1 mg ketoprofensav termelddik. Az enzim-
oldatokat célszerlien ugy higitjuk, hogy a mért aktivitas
az 1-5 U/ml tartoméanyba essék.

Az 50%-o0s racém ketoprofen-etil-észter torzsolda-
tot a kovetkez8képpen készitjiik: 10 ml desztillalt viz-
hez 25 g racém ketoprofen-etil-észtert és 0,25 g Tween
80-at adunk, majd a keveréket 5 percig ultrahanggal ke-
zeljiik (15 pm amplitado, 10 masodperces bekapcsolasi
és 10 masodperces kikapcsolasi ciklussal). Ezutan a tér-
fogatot desztillalt vizzel 50 ml-re toltjiik, és a torzsol-
datot autoklévban sterilizaljuk. igy hosszabb idén at ta-
rolhato.

A lizatumok aktivitasa altalaban 1,5 U/ml-nek ado-
dott.

5. példa
Hidrolitikus aktivitdsi enzimtermék elkiilonitése és
tisztitdsa



1 HU 218409 B 2

A 4. példaban eldallitott, deritett lizatumot desztil-
1alt vizzel szemben dializaljuk (dializissel szirjiik)
(Amicon DC2 ultraszlrd egység, 30 000 molekulato-
meg-mérethatari ilireges rosttoltettel), amig a lizatum
vezetSképessége egy 20 mM Na,CO;-ot tartalmazo,
9,2 pH-értékii pufferoldat (,,A” puffer) vezetGképessé-
gét el nem éri. Ezutan az oldatot negyedére-6todére to-
meényitjiik, ekkor altalaban a kezdeti aktivitasnak tobb
mint 90%-a megmarad. Az enzimaktivitissal bird ter-
méket (enzimterméket) 1 Ordn 4t kornyezeti hémér-
sékleten, tételenként, elézdleg egyensulyba hozott
QAS52 anioncseréld gyantara helyezziik (beszerzési he-
lye: Pharmacia); 7-10 U enzimaktivitast téltiink ra a
nedves QA52 gél 1 ml-ére vonatkoztatva. A toltott gélt
oszlopba helyezziik 200 mm/6ra linedris aramlasi sebes-
ség mellett. Ezt kovetden a kromatografiat 4 °C hémér-
sékleten hajtjuk végre.

Az oszlopot az ,,A” pufferoldattal alapszintig mos-
suk. Gradiens elualast végziink az oszlop térfogatanak
tizszeresében vett, 0—0,5 M natrium-kloridot tartal-
mazb ,,A” pufferoldattal; a gradiens térfogat 1/35 ré-
szének megfelel térfogatt frakciokat vesziink. Az igy
nyert elualas altalanos profiljat a 3. tablazatban szem-
1€ltetjiik.

3. tablazat
A QAS52-n végzett kromatografia els6 fokozatanak
elucids profilja

Frakcié ak [(lzlslsl;:S(U) Hozam

Toltet 99 -
Atfolyas (atiramlas) 0 0
Mosas 0 0
1. 0 0

S. 0,3 0,3

6. 2,0 2,0

7. 6,6 6,7

8. 19,5 19,7

9. 222 224

10. 10,0 10,1

11. 2,5 2,5

13. 1,0 1,0

17. 0,3 0,3

Az aktiv anyagot a 0,12-0,18 M koncentraciéban
konyhasot tartalmazé pufferoldattal elualjuk.

A 7-10. frakcidkat egyesitettiik, s igy az egyesitett
frakci6 aktivitasanak hozama 63,5%-nak, az egyesitett
frakcio6 fehérjehozama 15,8%-nak adodott.

Az egyesitett frakciot — amely az aktivitast tartal-
mazza — YM 30 membran alkalmazasaval, keverdcel-
las ultraszir§ egység (AMICON) hasznalataval aktivita-
si veszteség nélkiil toményitjik, és az ,,A” pufferol-
dattal szemben dializaljuk, amig vezetGképességének
az értéke a 3,2-3,6 mS értéket el nem éri. Az igy ka-
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pott oldatot QAS52 gyantan ismét kromatografilva a
4. tblazatban bemutatott eredményekhez jutunk.

4. tablazat
A QAS52-n végzett kromatografia
masodik fokozatanak elicids profilja

Frakcio ak tgsi:éZ:S(U) Hozam (%)
Toltet 3111 -
Atfolyas (4taramlas) 0 0
Mosas 0 0

13. 60 1,9
14. 193 6,2
15. 407 13,1
16. 828 26,6
17. 890 28,6
18. 445 14,3
19. 152 49
20. 81 2,6

Ebben a maésodik fokozatban az aktiv anyagot a
0,2-0,25 M koncentraciéban konyhasot tartalmazé puf-
feroldattal elualjuk.

A 15-17. frakcidkat egyesitettiik, és egy mintaja-
ban az aktivitdst és a fehérjetartalmat meghataroztuk.

Aktivitas: 27,8 U/ml
Osszes aktivitas: 2599 U

Az Osszes aktivitas hozama: 83,5%
Fehérje (a biuretmodszerrel mérve): 1,34 mg/ml
Osszes fehérje: 125 mg

Az osszes fehérjehozam: 5,5%

Az egyesitett frakciot Pharmacia MONO P HR
5/5 elére betoltott FPLC anioncseréld gyanta hasznala-
taval tovabb tisztitjuk, a kovetkez6 kromatografias ko-
riilmények k6zott:

Kis sotartalmu pufferoldat: 20 mM etanolamin-
HCIl, pH=9,0; nagy sétartalmt pufferoldat: 20 mM
etanolamin-HCI plusz 0,3 M natrium-klorid, pH=9,0;
aramlasi sebesség: 1 ml/perc.

A gradiens profilja 1d8 NaCl-koncentracio

0-5.perc : OM
5-7.perc : 0-0,1 M
7-20.perc: 0,1-0,3M
20-22.perc: 0,3 M
22-23.perc: 0,3-0M
23-25.perc: OM
A minta térfogata: 1 ml
Frakcidtérfogat: 1 ml

A masodik fokozati QAS52 kromatografiabol szar-
mazo, egyesitett frakciokat 30 000 molekulatémeg-mé-
rethatard ultrasz(ird membranon a tizedére toményit-
jik, és az igy kapott koncentratumot a kis sétartalmi
pufferoldattal Pharmacia G—25 PD10 gélsz(iré oszlop
alkalmazasaval HPLC céljara somentesitjik. A HPLC-
oszlopra tételenként megkozelitSleg 5 mg dsszes fehér-
jét toltiink. Igy az 5. tablazatban lathaté elucids profilt
kapjuk.



5. tablazat

A mono P anioncserélé HPLC soran kapott

elucios profil

HU 218409 B 2

Frakci6 (perc)

Aktivitas (U/ml)

Hozam (%)

Toltet

104,0

8.

5.7

5,5

9.

63,8

61,3

10

10.

283

27,2

11.

7,5

7.2

12.

1,9

1,8

13.

0,0

0,0
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A 9. és 10. frakciokat egyesitve az Gsszes aktivitas-

ra vonatkoztatott hozam 88,5%-nak adédik. Az egyesi-
tett aktiv anyagot méretkizar6 HPLC-modszerrel to-
vabb tisztitjuk.

A soron kovetkezé elkiilonités céljara
30 cmx7,8 mm méretd Analgel-TSK G3000 SWXL
méretkizaré6 HPLC-oszlopot alkalmazunk az alabbi kro-
matografias koriilményekkel :

Pufferoldat: 0,1 M K,HPO, 20 mM Na,EDTA,
pH=7,0

Aramlési sebesség: 0,4 ml/perc

A minta térfogata: 200 pl

Frakciotérfogat: 400 pl

A MONO P ioncserélé HPLC-folyamatbol szdrma-
20, egyesitett frakciét 1,5-szeresére toményitjiikk egy
10 000 molekulatomeg-mérethatarii ultrasz(ird memb-
rédn hasznalataval. A betdményitett mintdt méretkizaro
HPLC pufferoldattal somentesitjik Pharmacia
G25 pd10 oszlopon. igy a 6. tablazatban bemutatott eli-
cios profil alakul ki.

20

25

30

sonlitasa céljabol. A kifejlesztéshez pufferoldatként
Electrograd Buffer TTS (BDH) puffert alkalmaztunk.

Az elektroforézist allando fesziiltségen (200 V) és
allando hatérarammal (gélenként 40 mA) hajtjuk végre,
amig a kék festékanyag frontja a gélen teljesen at nem
halad. A fehérjét Coomassie Blue festékanyaggal tettiik
lathatova.

Az észteraznak megfeleld fehérje savjat aktiv és
inaktiv mintdk fehérjesavjaival dsszehasonlitva azonosi-
tottuk. Az aktiv fehérje és a fehérjestandardok viszony-
lagos vandorlési tavolsagainak Osszehasonlitasa alap-
jan az 0j, tisztitott, denaturélt fehérje molekulatomege
kissé nagyobb, mint a 32 500 dalton molekulatdmegi
jelzbanyagé.

6. példa

A pH befolydsa a hidrolitikus aktivitdasra

A biotranszforméicié pH-profiljat a fentebb leirt,
egyesitett anyag alkalmazasaval, négyhavi, —20 °C-on
végzett tarolds utdn vizsgaltuk. Egy alikvot részt szoba-
hémérsékleten felengedni hagytunk, majd tizszeres
mennyiség{i desztillalt vizzel higitottuk (igy higitott en-
zimoldatot kaptunk). Az alabb felsorolt sok felhasznala-
saval 1,1 M puffer-torzsoldatokat allitottunk €16 az alab-
bi pH-értékkel (a pH értékét sziikség szerint ndtrium-
hidroxid vagy sésav hozzaadasaval allitottuk be):

pH

6,0 NaH2P 04

7,0 NaH,PO,

8,0 NaH,PO,

9,0 glicin-HCI
10,0 glicin-HC1
11,0 Na,HPO,

A biotranszfomacids reakcidkat zart iivegampullak-
ban végeztiik, amint kovetkezik:

6. tablazat

Meéretkizar6 HPLC-eljarassal kapott elucios profil

Frakcio (perc)

Aktivitds (U/ml)

Hozam (%)

40

Toltet

131,0

17,5

0,0

0

18,5

0,0

0

45

19,5

1,5

23

20,5

13,3

20,3

21,5

7,5

11,5

50

22,5

2,6

4,0

235

0,8

1,2

1 ml higitott enzimoldat;

100 pl megfelelé pH-értékd, 1,1 M puffer-torzs-
oldat;

40 pl 50%-os racém ketoprofen-etil-észter torzs-
oldat;

2,5 tomeg/térfogat% Triton X—-100

12,0 pH-értéken végzett biotranszformacié eseté-
ben 11,0 pH-értékii reakcidelegyhez kozvetleniil 1 M
natrium-hidroxid-oldatot adunk, amig a pH helyes érté-
két el nem érjiikk. Az dsszes biotranszformacioét kétsze-
res ismétlésben, 1 6ran at 25 °C hémérsékleten razas
kozben végezziik. A reakciok f6 eredményeit a 7. tdbla-
zatban szemléltetjilk. A maximalis aktivitast 10-es pH
alkalmazasakor észleltiik.

Sajat A73 jelii racém ketoprofen-etil-észter észte-
razunk molekulatomegét az SDS—PAGE (natrium-
dodecil-szulfat-poliakrilamid gél elektroforézis) mod-
szerrel mértikk. Eldre kialakitott, 12%-os homogén
SDS—PAGE minigélt (BDH) alkalmaztunk, amelyet a
fehérjék molekulatomegének standard jelzSivel (DISC)
el6zbleg megfestettiink, a molekulatomegek Osszeha-
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7. tablazat

Az AJ3-mal végzett biotranszformacié pH-profilja
Biotranszformacid- Aktivitas Normalizalt hozam

pH (U/ml) (%)

6 1,32 27,6

7 1,97 41,2

8 2,47 51,7

9 2,95 61,7
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7. tablazat (folytatas)

Biotranszformacio- Aktivitas Normalizait hozam
pH (U/ml) (%)
10 4,78 100,0
11 2,35 49,2
12 0,36 7,5

SZABADALMI IGENYPONTOK

1. Eljaréas legalabb 93% enantiomer-t6bbletd (S)-2-
(3-benzoil-fenil)-propionsav el8allitdsira 2-(3-benzoil-
fenil)-propionsav valamely alkil-észtere enantiomerjei-
nek a keverékébdl, azzal jellemezve, hogy biokatali-
zatorként egy Ophiostoma nemzetségbe tartozé mikro-
organizmust alkalmazunk.

10

15

2. Az 1. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve,
hogy az (S)-2-(3-benzoil-fenil)-propionsavat 15-25%
konverzioval allitjuk el6.

3. Az 1. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve,
hogy biokatalizatorként az Ophiostoma novo-ulmi IMI
356050 mikroorganizmust alkalmazzuk.

4. A 3. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve,
hogy alkil-észterként 1-3 szénatomos alkil-észtert al-
kalmazunk.

5. A 4. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve,
hogy alkil-észterként etil-észtert alkalmazunk.

6. Az 1-5. igénypontok barmelyike szerinti eljaras,
azzal jellemezve, hogy a reakciot 8—11 pH-értéken hajt-
juk végre.

7. Az 1-6. igénypontok barmelyike szerinti eljaras,
azzal jellemezve, hogy a reakciot 9,5-10,5 pH-tarto-
manyban hajtjuk végre.
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