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KIVONAT

A taldlmany targya mikrobioldgiai eljaras az (I) altalanos képletii vegyiletek
eléallitasara, ahol R, jelentése metil- vagy hidroximetil-csoport, tovabba R,
hidroxil- vagy aminocsoportot jelent, amely abban all, hogy a Mezégazdasagi
és Ipari Mikroorganizmusok Nemzeti Gyljteményében NCAIM (P)F 001269
szamon letétbe helyezett Penicillium waksmani gombatérzset asszimilalhatd
szén- és nitrogénforrasokat, valamint asvanyi sokat tartalmazé taptalajon
22-30°C-on tenyésztik és a képzddott (l) altalanos képleti vegyiletet, ahol R,
jelentése metilcsoport és R, jelentése hidroxilcsoport, a fermentlébdl elkulonitik
és kivant esetben tisztitjak, majd kivant esetben
a)olyan (l) Aaltalanos képleti vegyulet eléallitdsara, ahol R, jelentése
metilcsoport és R, jelentése aminocsoport, a Mezégazdasagi és Ipari
Mikroorganizmusok Nemzeti Gydjteményében NCAIM (P)B 001275 szamon
letétbe helyezett Streptomyces sp. baktérium térzs tenyészetével vagy
b) olyan (l) altalanos képletli vegyilet eléallitasara, ahol R, jelentése
hidroximetil-csoport és R, jelentése aminocsoport, a Mezégazdasagi és Ipari
Mikroorganizmusok Nemzeti GyUljteményében NCAIM (P)B 001276 szamon
letétbe helyezett Streptomyces resistomycificus baktérium torzs tenyészeté-
vel .
asszimilalhatd szén- és nitrogénforrasokat, valamint asvanyi sékat tartalmazé
taptalajon, sillyesztett, levegbztetett korilmények kozott a biokonverzid
befejezddéséig fermentaljak, majd a keletkezd (l) altalanos képletli vegylletet a

tenyészetbdl elkuldnitik és kivant esetben tisztitjak.
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A talalmany targya mikrobiologiai eljaras az (I) keépleti mikofenolsav (R
jelentése metil-csoport és Ro jelentése hidroxil-csoport) és szarmazékai
[(1) képletben R4 jelentése metil-csoport vagy hidroximetil-csoport, tovabba Ro
jelentése amino-csoport] elballitasara. Az (1) kepletd mikofenolsavat [kémiai
neve: (E)—6-(1,3-dihidro-4-hidroxi-6-metoxi-7-metil-3-oxo-5-izobenzofuranil)—4-
metil-4-hexénsav] a gyogyaszatban immunszuppressziv hatasa alapjan

alkalmazzak.

A mikofenolsavat elészor Penicillium glaucum fermentlevében mutattak ki
1896-ban [cit post: Jones, E.L. és munkatarsai, J. Invest. Dermatol., 65, 537
(1975)], majd késébb mas, a Penicillium genusba tartoz6 fajok, pl.
P. brevicompactum, P. stoloniferum, P. echinulatum, P. roqueforti és
P. viridicatum fermentlevébdl is izolaltak. A szerkezeti képletét 1952-ben
hataroztak meg [Birkinshaw, J.M. és munkatarsai, Biochem. J., 50, 630 (1952)].
A felfedezést koévetden leirtak antibakteridlis hatasat, azonban patogén
Staphylococcus térzsek gyorsan rezisztensé valtak ellene, igy ebben az
iranyban nem fejlesztették tovabb [Abraham, E.P. és munkatarsai, Biochem J.,
39, 398 (1945)]. A vegyillet antifungalis hatasat is kimutattdk néhany
Epidermophyton és Trichophyton torzs ellen, valamint antiviralis hatasa is
igazolast nyert tébbek kozott Herpes simplex virussal szemben [Williams, R.H.
és munkatarsai, J. Antibiot., 21, 463 (1968)]. Ugyancsak leirtdk daganatellenes
hatasatis, amelynek intenziv kutatasa az elmult években kezddédott meg
[Sidi,Y. és munkatarsai, Br. J. Cancer, 58, 61 (1988)]. Gyogyaszati alkalma-
zast, mint immunszuppressziv hatéanyag, a 80-as évek masodik felében leirt

morfolino-etil észter szarmazeka nyert.

A mikofenolsav széleskor(i biologiai aktivitasa azzal magyarazhato, hogy
gatolja az inozin 5-monofoszfat dehidrogenaz és a guanin 5'-monofoszfat
szintetaz enzimek aktivitasat, melynek koévetkeztében a guanin szintézis

csokken. A guanin szintézis egyes sejtekben egy masik uton, a hipoxantin-



guanin-foszforibozil-transzferdz enzim altal is megvalésulhat. Ez azonban
hianyzik a T- és a B-limfocitakban, igy ezek szaporodasat a mikofenolsav

szelektiven gatolja.

A hetvenes évektdl kezdve szamos mikofenolsav szarmazékot elballitottak.
Az izobenzofuranil gytrin és a 4-metil-4-hexénsav oldallancon is végrehajtot-
tak modositasokat mikrobioldgiai illetve kémiai Gton is [Jones, D.F. és
munkatarsai, J. Chem. Soc., 1725 (1970)]. Egyes mikofenolsav szarmazékok
daganatellenes tesztekben a mikofenolsavval kozel azonos aktivitast mutattak
[Sweeney, M.J. és munkatarsai, Cancer Research, 32, 1795 (1972)].
Eldallitottak olyan mikofenolsav szarmazékokat is, amelyek az inozin
5'-monofoszfat dehidrogenazt a mikofenolsavhoz képest hatékonyabban

gatoltak [Sweeney, M.J. és munkatarsai, Cancer Research, 32, 1803 (1972)).

A talalmany célja egyrészt olyan mikroorganizmus elkalonitése és fejlesztése,
amely felhasznalasaval az irodalomban ismert megoldasoknal elényésebben
tudunk mikofenolsavat el6allitani. A talalmany célja tovabba mikrobiologiai
eljaras biztositasa mikofenolsav és uj, potencialisan gyogyaszatilag hatékony

mikofenolsav szarmazékok eldallitasara.

Az uj, mikrobioldgiai eredeti hatéanyagok keresését célzd kutatasaink soran
kiilénboz6 foldrajzi helyekrdl gydijtott talajmintakbol izolalt mikroorganizmusokat
vizsgaltunk meg. Az antifungélis screen-program keretében izolaltunk egy
fonalas gomba torzset, amelynek fermentleve mikofenolsavat tartalmazott.
E torzsbodl mutacios-szelekcios modszerek alkalmazasaval allitottunk eld egy
mutans torzset, amely magas koncentracioban termeli a mikofenolsavat.
Mutaciés agensként ultraibolya besugarzast és N-metil-N-nitro-N'-nitrozo-

guanidint alkalmaztunk.
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A mikofenolsav bioszintézisét leirtak Penicillium glaucum, Penicillium
stoloniferum, Penicillium brevicompactum, Penicillium scabrum, Penicillium
nagemi, Penicillium patrismei, Penicillium griseobrunneum és Penicillium
viridicatum torzsek esetében. A mikofenolsav bioszintézise soran eltéré Gton
képzédik a molekula izobenzofuran gyiirls része, illetve a hozza kapcsolodéd
héttagu oldallanc. Az oldallanc bioszintézise a szteranvaz szintézisét koveti
farnezil-pirofoszfatig. Az izobenzofuran gylrlis molekularészlet egy
acetil-CoA-bol és harom malonil-CoA-bol képzédik. Az aromas gyurihoz
kapcsolodé metil-csoport S-adenozil-metioninb6l épil be a molekulaba.
Az izobenzofuran gy(irii 6-os szénatomjahoz kapcsolédik a farnezil-pirofoszfat,
amelybél egy nyolctagu lanc kihasadasa utan marad vissza a héttagu oldallanc.
A bioszintézis utolsé 1épése a metoxi-csoport kialakulasa S-adenozil-metionin
felhasznalasaval [Muth, W.L. és munkatarsai, Antimicrobial Agents and
Chemotherapy, 8, 321 (1975)].

A szakirodalomban leirt valamennyi mikofenolsavat termelé térzs a Penicillium
genuson beliill az Assymetrica szekciéba tartozik. Az altalunk izolalt torzs a
taxonémiai meghatarozas alapjan a Penicilium genuson Dbelldl a
Monoverticillata szekcidba tartozd Penicillium waksmani fajpa sorolhat6é be,

amelyrél az irodalomban eddig nem irtak le a mikofenolsav termeléképességet.

Az Uj izolatum rendszertani meghatarozasat az alabbiakban adjuk meg.

Altalanos kulturalis-morfolégiai jellemvonasok:

Az Uj térzs-izolatum konidioférumainak felépitése és ezek againak, metulainak
tovabba a fialidoknak elrendezédése tekintetében jellegzetes képviselbje a
Penicillium genusnak. Sporulalé légmicéliuma altalaban barsonyos, fejlett. Erett
allapotban  keményité-ammonium-szulfat agaron:  sotét  barnasszurke;
Sabouraud pepton - glikdz agaron: vilagos barnassziirke; Sabouraud glikéz

agaron: sotétsziirke; aszparagin-glicerin agaron: vildgoszéld; Czapek (nitrat-
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szachardz) marhavéres agaron: barnasfekete; egyszerii Czapek agaron: sétet
barnasszirke; malata agaron: sotétedd zold; malatakivonat - élesztokivonat -
gliko6z agaron: sététedd barnassziirke; zabpehely agaron: s6tét barnasszirke.
Azokon a tapkozegeken, melyeken az érett légmicélium szirke vagy
barnassziirke, a léghifak tomege kezdetben gyakran z6ld vagy kékeszold.
A torzs szubsztratmicéliuma altalaban szintelen vagy halvany sargasbarna.
Oldodo pigment termelése egyetlen kbzegen sem volt tapasztalhato. A telepek
felllete kevéssé rancoldédo. A légmicélium atlagos vastagsaga 1-3 mm-t nem

haladja meg. Melanoid-pigment termelés (tirozindz aktivitas): negativ.

A konidioférumok hosszusaga rendkivil valtozé: gyakorta kézvetlenul a
szubsztratmicéliumbdl nének ki, maskor hosszabb tengelyfonal oldalsé
leagazasai (lasd 1. abra a-f konidioférum tipusok, az a, d, e és f aszparagin -
glicerin agaron, a b malata agaron, mig a ¢ keményité - ammaénium-szulfat
agaron, g konidiumlanc). A torzs a Monoverticillata fajcsoportba sorolhato
tekintve, hogy tulnyomé tébbségében egyetlen fialida 6rvbél allo ecseteket
hordoz. Az ilyen Monoverticillata tipusi ecsetek nagyon gyakran "divaricata"
modon (eldalléan) rendezettek (lasd 1. abra). Esetenként biverticillium tipusu
konidioférumok is észlelheték (lasd 1. abra). A fialidok alkotta 6rvék 2-8
(tulnyoméan 3) taguak lehetnek. A konidiumok gombolydek, inkabb sima
feluletliek, méretiik 2-25 um. A konidiumlancokban az egyes konidiumok szama

meghaladhatja a 20-at.

Elettani tulajdonsagok:

Eszkulin hidrolizis: pozitiv. Kénhidrogén termelés: negativ. NaCl-tolerancia:
maximum 3 %-ig. pH-tolerancia: 3,0-9,0 értékek kdzott. Nitratbol nitrit, ammonia
vagy gazképzés nem volt kimutathaté. Katalaz-teszt: pozitiv. Oxidaz-teszt:
pozitiv. Urea-bontas: pozitiv. Lecitinaz és gelatindz aktivitas: pozitiv. Gyenge

keményitd hidrolizis. Tween-20 hidrolizis: pozitiv, de a Tween-40 és -60
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hidrolizise nagyon gyenge. A szerves savak natrium soi koézal jol novekedik

benzoaton, szalicilaton, gyengén acetaton, tartaraton és szukcinaton.
Egyaltalan nem, vagy csak nyomokban malonaton, piruvaton, laktaton és
citraton. Kitinéen értékesiti a glukozt, fruktozt, arabinézt, xilézt, ramnozt,
szacharozt, raffindzt, mannitot és inozitot. Erételjes savtermelését észleltik
(brémkrezol-bibor indikatorral Gordon, R.E. (1973) tapkozegén). glukdzon,
szacharozon, ramnézon, dextrinen, melibiézon, maltdzon, raffinézon, fruktézon,
inoziton, inulinon, glicerinen xilézon, dulciton és manniton. A savtermelés

galaktézon, arabinézon és szalicinen gyenge volt.

Rendszertani helyzet:

Az altalunk izolalt, mikofenolsavat termeld Penicillium torzset a Penicillium
waksmani faj egy kozeli valtozatanak tekinthetjik. Ezt az azonositast igazoljak

a bemutatott 1. tablazat adatai is.

1. tablazat
A Penicillium waksmani 6sszehasonlitasa az altalunk izolalt, mikofenolsavat

termeld Penicillium térzs diagnosztikai bélyegeivel

Az uj Penicillium

Penicillium waksmani e . re
toérzs-izolatum

. . , Kékeszold—sotétzéld— Kékeszold—soététzold—
Az érett légmicélium szine o . ) S
—olajszlrke—szirke —szirke—barnasszirke
Szubsztrat micélium szintelen szintelen
Oldédé pigment nincs nincs
Konidiumok alakja és goémboly; gombolyd,
mérete 2-2,5 ym 2-2,5 ym

Egyetlen fialida 6rvbél allé
ecsetek

uralkodé tipus

uralkodé tipus

Biverticillium tipusu
konidioféorumok

eléfordulnak

eléfordulnak

eee
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A talalmany egyrészt azon a felismerésen alapul, hogy az &ltalunk izolalt
mikofenolsavat termeld Penicillium waksmani térzs, amelyet mutacids-
szelekcios modszerekkel térténd fejlesztése utan NCAIM (P)F 001269 szamon
letétbe helyeztiink a Kertészeti és Elelmiszeripari Egyetemen (Budapest) a
Mezégazdasagi és Ipari Mikroorganizmusok Nemzeti GyUjteményében -
alkalmas fermentaciés korilmények kdzott magas  koncentracidban

mikofenolsavat termel.

A talalmany alapjat képezi tovabba az a felismerésink is, hogy a talajmintabol
ugyancsak altalunk izolalt Streptomyces sp., illetve Streptomyces
resistomycificus tenyészete a képzodott mikofenolsavat olyan (1) altalanos
képleti vegyuletté képes atalakitani, ahol R, jelentése metilcsoport, illetve

hidroxi-metilcsoport és R, jelentése aminocsoport.

A fentiek alapjan a talalmany targya mikrobioldgiai eljaras az (1) altalanos
képletli vegylletek elballitasara, ahol R, jelentése metil- vagy hidroxi-metil-
csoport, tovabba R, hidroxil- vagy aminocsoportot jelent, amely abban all, hogy
a Mezégazdasagi és Ipari Mikroorganizmusok Nemzeti Gydjteményében
NCAIM (P)F 001269 szamon letétbe helyezett Penicillium waksmani
gombatdrzset asszimilalhatdo szén- és nitrogénforrasokat, valamint asvanyi
sokat tartalmazé taptalajon 22-30°C-on tenyésztjuk és a képzddétt (1) altalanos
képletii vegyiletet, ahol R, jelentése metilcsoport és R, jelentése
hidroxilcsoport, a fermentlébdl elkilonitjik és kivant esetben tisztitjuk, majd
kivant esetben
a) olyan .(I) altalanos képletii vegyulet el6allitasara, ahol R, jelentése
metilcsoport és R, jelentése aminocsoport, a Mezégazdasagi és |Ipari
Mikroorganizmusok Nemzeti Gyujteményében NCAIM (P)B 001275
szamon letétbe helyezett Streptomyces sp. baktérium térzs tenyészetével
vagy
b) olyan (I) altalanos képleti vegyilet elballitasara, ahol R, jelentése

hidroximetil-csoport és R, jelentése aminocsoport, a Mez6gazdasagi és
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Ipari Mikroorganizmusok Nemzeti Gylijteményében NCAIM (P)B 001276
szamon letétbe helyezett Streptomyces resistomycificus baktérium térzs
tenyészetével
asszimilalhaté szén- és nitrogénforrasokat, valamint asvanyi sokat tartalmazo
taptalajon, sillyesztett, levegéztetett koriimények kozott a biokonverzio
befejezédéséig fermentaljuk, majd a keletkezd (1) altalanos képletl vegylletet a

tenyészetbél elkilénitjiik és kivant esetben tisztitjuk.

A talalmany érteimében a mikofenolsav eléallitasara a Penicillium waksmani
gomba torzs tenyészetét hasznaljuk, amely szénforrasként jol hasznositja a
glukozt, maltozt, szacharozt, glicerint, malatakivonatot és a vizoldhatd keményi-
tét. Nitrogénforrasként élesztékivonat, pepton, huaskivonat, kazein, tripcasin,

szojaliszt, kukoricalekvar, natrium-nitrat, ammonium-szuifat alkalmazhaté.

A mikofenolsav termelésére szolgalé taptalajokban a fenti szén- és
nitrogénforrasokon Kkivil asvanyi sok, pl. magnézium-szulfat, amindsavak,

vitaminok és habzasgatlok Iehetnek jelen.

A mikofenolsav eldallitasara szolgalé talalmany szerinti eljaras egy elényés
kiviteli médja szerint Ggy jarunk el, hogy a Kertészeti és Elelmiszeripari
Egyetemen, a Mezégazdasagi és Ipari Mikroorganizmusok Nemzeti Gy(jteme-
nyében NCAIM (P)F 001269 szamon letétbe helyezett Penicillium waksmani
torzs ferdeagar tenyészetérdl desztillalt vizzel spéraszuszpenziot keszitink.
Ezen spéraszuszpenzidval inokulum taptalajt oltunk, majd a 3 napos,
24-28°C-on, elénydsen 25°C-on novesztett inokulum tenyészettel termeld
taptalajt oltunk, melyet 7 napig 22-28°C-on, elénydsen 25°C-on inkubalunk.
A tenyésztést aerob koriilmények kozott végezzik, melynek soran a pH 3,5 és
7.5 értékek kozott valtozik. A fofermentacios szakaszban a levegbbevezetés:

120 liter/ora, a kever6 fordulatszama pedig: 400/perc.

Fermentacid6 kozben a fermentlé hatéanyag tartalmat nagynyomasu

folyadékkromatografias (HPLC) modszerrel illetve vékonyrétegkromatografiaval
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kapcsolt denzitometriaval hatarozzuk meg. Amikor a tenyészet a legnagyobb
koncentracidban tartalmazza a mikofenolsavat, a fermentaciot leallitjuk.
A fermentlé nagynyomasu folyadékkromatografias analizisénél metanollal
4-szeresére higitott fermentlé mintak centrifugalt felliszojat hasznaljuk
(készillék: LKB izokratikus rendszer; oszloptoltet: Nucleosil C1g 5 pm (BST);
el6tét kolonna - 40x4 mm, analitikai kolonna - 250x4,6 mm; termosztalva
25°C-on; mérés 238 nm-nél; eluens: acetonitril-foszforsavvél pH = 2-es értékre
allitott viz (60:40), aramlasi sebesség: 1,0 ml/perc, injektalasi térfogat. 10 ml).

A mikofenolsav retencios ideje 15,8 perc.

Az olyan () altalanos képletli vegyulet, ahol R, jelentése metilcsoport és R,
jelentése aminocsoport, elallitasara szolgald taldlmany szerinti eljaras egy
elényos kiviteli modja szerint Ggy jarunk el, hogy a Kertészeti és Elelmiszeripari
Egyetemen, a Mezégazdasagi és Ipari Mikroorganizmusok Nemzeti Gytjteme-
nyében NCAIM (P)B 001275 szamon letétbe helyezett Streptomyces sp. 1/6
jeli térzs ferdeagar tenyészetérél desztillalt vizzel spéraszuszpenziot
készitiink. Ezen sporaszuszpenzidval inokulum taptalajt oltunk, majd a 3 napos,
25-37°C-on, elényésen 28°C-on noévesztett inokulum tenyészettel termeld
taptalajt oltunk, melyet 3 napig 25-32°C-on, elényésen 28°C-on inkubalunk.
A tenyészethez adagoljuk a mikofenolsavat, majd a tenyésztést tovabbi 7 napig
folytatjuk.

Az olyan (1) altalanos képlet(i vegydlet, ahol R, jelentése hidroximetil-csoport és
R, jelentése aminocsoport, el6allitasara szolgald talalmany szerinti eljaras egy
elényos kiviteli médja szerint gy jarunk el, hogy a Kertészeti és Elelmiszeripari
Egyetemen, a Mezbégazdasagi és Ipari Mikroorganizmusok Nemzeti Gy(j-
teményében NCAIM (P)B 001276 szamon letétbe helyezett Streptomyces
resistomycificus 1/28 jelii torzs ferdeagar tenyészetérdl desztillalt vizzel spora-
szuszpenzi6t készitiink. Ezen spoéraszuszpenzioval inokulum taptalajt oltunk,

majd a 3 napos, 25-37°C-on, elényésen 28°C-on ndvesztett inokulum
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tenyészettel termeld taptalajt oltunk, melyet 3 napig 25-32°C-on, elénydsen
289C-on inkubalunk. A tenyészethez adagoljuk a mikofenolsavat, majd a

tenyésztést tovabbi 7 napig folytatjuk.

A talalmany szerinti eljaras(oka)t az alabbi példakkal szemléltetjik:
1. példa

A Penicillium waksmani [NCAIM (P)F 001269] jeld mutans torzset, amely a
mikofenolsavat magas koncentraciéban bioszintetizalja, N-metil-N-nitro-N'-
nitrozoguanidinnel végzett mutacios-szelekcios kisérletben allitottuk eld.
A talajmintabol izolalt, mikofenolsavat bioszintetizald Penicillium waksmani

torzset MS jell ferdeagaron névesztettilk 25°C-on 10 napig.

MS taptalaj 6sszetétele:

glikoz 4 g
malatakivonat 10 g
élesztokivonat 4 g
agar 20 g

1000 ml desztillalt vizben

A ferdeagar tenyészetrdl 5 ml steril, 0,1 M foszfat pufferrel (pH 8,0) mostuk le a
sporakat. A sporaszuszpenzidhoz N-metil-N-nitro-N'-nitrozoguanidint adtunk
1 mg/ml  végkoncentracioban. A szuszpenziét  28°C-on  razattuk
150 fordulat/perc  sebességgel 35percig. Ezt koévetéen a spoérakat
5000 fordulat/perc sebességgel centrifugalva killepitettik, majd felszusz-
pendaltuk steril desztillalt vizben. A szuszpenziét MS jeli agarlemezekre
szélesztettiik. A lemezeket 10 napig inkubaltuk 25°C-on, majd a kinétt telepeket
MS jelii taptalajra oltottuk. A kinétt ferdeagar tenyészetek mikofenolsav
termeldképességét a 2. példaban leirt médon, razatott lombikos kisérletekben

vizsgaltuk meg.
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2. példa

A Penicillium waksmani [NCAIM (P)F 001269] jeli torzs malatakivonat-
élesztékivonat tartalmu ferdeagaron novesztett 7-10 napos tenyészetérél 5 mi
steril desztillalt vizzel lemossuk a sporékat és ezzel a sporaszuszpenziéval
500 mi-es Erlenmeyer lombikban sterilezett 100 ml Ml jeli inokulum taptalajt

oltunk, melynek &sszetétele a kévetkezd:

MI jel(i taptalaj 6sszetétele:

glikéz 40 g
kazein hidrolizatum 5 g
natrium-nitrat 3 4
kalium-dihidrogén-foszfat 2 g
kalium-klorid 05 g
magnézium-szulfat 05 g
vas-szulfat 0,019

1000 ml csapvizben

A taptalaj pH-jat sterilezés el6tt 6,0 értekre allitiuk és a sterilezést 121°C-on,
25 percig végezziik. A tenyészetet malomszita razogépen (250 fordulat/perc,
2.5 cm kitérés) 3 napig razatjuk, majd a kapott inokulum razott tenyészet 5-5
mil-ével 50 db, 500 ml-es Erlenmeyer lombikban, 25 percig, 121°C-on sterilezett
100 ml A2 jell taptalajt oltunk be.

A2 jell taptalaj 6sszetétele:
gliikoz 80 g
tripkazin 10 g

1000 ml csapvizben.



------

oe gt

-12-

A sterilezést 121°C-on, 25 percig végezzik. A lombikot malomszita razogépen
(250 fordulat/perc, 2,5 cm kitérés) 7 napig 25°C-on razatjuk. A fermentlé
hatdanyagtartalmat HPLC-s médszerrel hatarozzuk meg. A fermentaciot 168
6raig folytatjuk, majd a fermentlébdl kinyerjik a mikofenolsavat.

5 liter fermentiébél, amely a fermentécio leallasakor 3100 mg/l mikofenolsavat

tartalmaz, az alabbi médon izolaljuk a termeket.

A fermentacio befejezése utan a fermentlé kémhatasat pH= 3,210,2-re allitjuk
20 témeg%-os kénsav oldattal, majd a savas fermentlét 2500 ml metilén-
kloriddal 1 oran at kevertetjik. Ezt kovetéen a fazisokat szétvalasztjuk, majd a
vizes fazist az elébbiekben leirt mdédon 3x1250 ml metilén-kloriddal extrahaljuk.
Az egyesitett, mikofenolsavat tartalmazé metilén-kloridos extraktumot 1x500 ml
és 2x250 ml 5 tomeg%-os natrium-hidrogén-karbonat oldattal kivonatoljuk.
Az egyesitett, mikofenolsav-natriumot tartalmazo lugos vizes oldatot <20°C-ra
hiitjuk és az oldat kémhatasat 20 témeg%-os kénsav oldattal pH = 3,2+0,2-re
allitiuk. A kapott savas oldatot 3x280 ml metilén-kloriddal kivonatoljuk, majd az
egyesitett metilén-kloridos extraktumot vakuumban beparoljuk. A kapott bepar-
lasi maradékot forras kozben 110 ml benzolban oldjuk és 30 percen at 1,1 g
aktiv szénnel deritjuk. Az aktiv szén kiszlrése utan a szlrdfeluletet kétszer
forrd benzollal atmossuk. Az egyesitett benzolos sziirletet vakuumban
beparoljuk, majd a kapott nyersterméket forras kdzben, 45 ml benzolban oldjuk.
Ezt kdvetéen a kapott oldatot szobahémérsékletre hiitjuk, majd egy éjszakan at
0-5°C-on allni hagyjuk. A kristalyokat kisztrjik, majd egyszer h(tott benzollal és
kétszer n-hexannal mossuk. A kapott terméket vakuumban 50-60°C-on
szaritjuk. Ezt kdvetden a szaritott terméket 55 ml etilalkoholban oldjuk 60°C-0s
kiilsé hémérsékleten és a kapott oldathoz kevertetés kdzben 22 ml ionmentes
vizet csepegtetiink. Az oldatot szobahémérsékletre hutjtik, majd egy éjszakan
at 0-5°C-on allni hagyjuk. A kristalyokat kiszrjuk, majd egyszer etanol - viz
(4:10) eleggyel és kétszer n-hexannal mossuk, vegl vakuumban, 50-60°C-on.

sulyallandésagig szaritjuk. [gy 9,0 g tiszta mikofenolsavat kapunk.
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Olvadaspont: 141°C.

A kapott termék spektroszképiai jellemzoi:

Ultraibolya szinkép (20 mg/ml-es toménységben, 96%-0s etanolban, 1 cm-es

rétegvastagsag):
Amax (NM) e log e Hozzarendelés
215 44640 4650 aromas sav
249 9250 3966 konjugacios sav
304 4950 3694 C=0 n—p atmenet

IR: 3415; 1745; 1710; 1625 cm’

"H-NMR (CDCls, 8 1ys = 0 ppm): 5,16 (s, 2H, H-1); 3,75 (s, 3H, 6-OCH,); 2,0 (s,
3H, 7-CH,); 2,42 (t, J=8 Hz, 2H, H,-2'); 2,30 (t, J=8 Hz, 2H, H,-3"); 1,80 (s, 3H,
4'-CH,); 5,25 (t, J=6.6 Hz, 1H, H-5"); 3,38 (d, J=6,6 Hz, 2H, H,-6")

BC-NMR (CDCly, 81y = 0 ppm): 70,0, t (C-1); 172,8, s (C-3); 106,2, s (C-3a);
153,5, s (C-4); 116,7, s (C-5); 163,6, s (C-6); 60,9, q (6-OCH,); 122,0, s (C-7);
11,5, q (7-CH,); 144,0, s (C-7a); 179,4, s (C-1'); 32,7, t (C-2'); 34,1, (C-3);
133,8, s (C-4); 16,0, q (4-CH,); 122,9, d (C-5'); 22,5, t (C-6")

Tomegspektrumok

Elektron ionizaciés (E!) tdomegspektrum

Jellemz6 spektrum adatok:

El: m/z 320 ((M]**); m/z 302 ([M - H,0]"*); m/z 247 (IM - *CH,CH,-COOHT');
m/z 229 ([247 - H,01"); m/z 207 ([C14H1104]"); m/z 159 ([C4H,02]")
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Kémiai ionizaciés (Cl) tomegspektrum

Jellemz6 spektrum adatok:

Cl: m/z 321 (M + HJ'); m/z 320 (IM]™*); m/z 303 (IM + H - H,01")

3. példa

A 2. példaban leit modon készitett inokulum razott tenyészet 250 mi-ével
oltunk 5 literes hasznos térfogati laboratoriumi fermentorban 45 percig,
121°C-on sterilezett 5 liter A2 jeli termelé taptalajt. A beoltast kdvetéen a
fermentort 25°C-on, 6ranként 120 liter steril levegét atbuborékoltatva, és a
kever6t 400/perc fordulatszammal mukodtetve Uzemeltetjuk. A fermentaciot
168 6raig folytatjuk, majd a fermentlébdl kinyerjuk a mikofenolsavat. A kapott
4.9 liter fermentlé a fermentacido végén 2000 mg/l mikofenolsavat tartalmaz.

A fermenlébél a mikofenolsav kinyerése a 2. példaban leirt médon térténik.

4. példa

A Streptomyces sp. 1/6 jell torzs (NCAIM (P)B 001275) CM jell ferdeagaron

novesztett tenyészetérdl sejtszuszpenziot keészitink.

A CM jelli agar taptalaj 6sszetétele a kovetkezo:

glikoz ' 25
pepton 2
élesztokivonat 1

magnézium-szulfat-viz (1:7) 0,59
kalium-dihidrogén-foszfat 5 ¢
agar 20
1000 ml desztillalt vizben.
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A szuszpenzié 5 ml-ével 500 mi-es Erlenmeyer lombikokban sterilezett 100 ml

MB jelt inokulum taptalajt oltunk, melynek 6sszetétele a kovetkezé:

glukéz 20 g
malatakivonat 30 g
élesztokivonat 10 g
magnézium-szulfat-viz (1:7) 1 g

1000 ml csapvizben.
A taptalaj pH-jat sterilezés el6tt 7.0 értékre allitjuk, a sterilezést 121°C-on, 25
percig végezzik. A tenyészeteket sikrazogépen (250 fordulat/perc, 2,5 cm
kitérés) 28°C-on, 3 napig novesztjuk, majd az igy kapott inokulum tenyészet 5-5
mil-ével 50 db 500 ml-es Erlenmeyer lombikban sterilezett 100-100 ml MBT jell

biokonverzios taptalajt oltunk, melynek osszetétele a kovetkezd:

glikoz 20 g
malatakivonat 10 g
szdjaliszt 5 g
pepton 10 g
magnézium-szulfat-viz (1:7) 1 g
kalium-dihidrogén-foszfat 1 g

1000 ml csapvizben.

A taptalaj pH-jat sterilezés elétt 10 %-os vizes kénsav oldattal 7,0 értékre
allitjuk, a sterilezést 121°C-on, 25 percig végezziik. A glikozt kilon sterilezve
oltaskor adagoljuk a taptalajhoz. A lombikokat 28°C-on, sikrazogepen-
(250 fordulat/perc, 2,5 cm kitéres) 3 napig razatjuk. A tenyészetekhez 72 bras
korban 0,1 mg/ml végkoncentraciéban mikofenolsavat adagolunk etilalkoholban
oldva. A fermentaciét az adagolast kévetéen tovabbi 7 napon at folytatjuk.

A biokonverzid végén a 4,0 | térfogatd fermentiéhez 2,0 | acetont és 4,0 | etil-

acetatot adunk, majd a keveréket egy oran at kevertetjik. Ezt kévetéen a
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fazisokat szétvalasztjuk, majd a vizes fazist meg egyszer 4,0 | kloroformmal
extrahaljuk. A kivonatolasok soran kapott emulzios szerves fazisokbol
centrifugalassal allitunk elé eles extraktumokat, amelyeket vakuumban
beparolunk, majd a kapott nyersterméket (2,0 g) 100 g Kieselgel 60 (szemcse-
méret: 0,063-0,2 mm; Reanal) adszorbensbél készitett oszlopon
kromatografaljuk. A nyersterméket kloroform - metanol - 99,5 %-0s ecetsav
(8,5:1,5:0,01) elegyben oldva visszilk fel az oszlopra és a kromatogréﬂa soran
az elébbi elegyet alkalmazzuk kifejleszté oldoszerként. Az  oszlop-
kromatografalaskor 10 ml-es frakciokat szedink, és a frakciokat vékonyréteg-
kromatografiasan vizsgaljuk Kieselgel 60 F,, DC alufélia (Merck) adszorbenst
és a fenti kifejleszté elegyet alkalmazva (1 %-os etanolos FeCl;-as el6hivas
szobahémérsékleten). A féként mikofenolsav-amidot tartalmazoé frakciokat
egyesitjilk, majd a kapott oldathoz (120 ml) 40 ml ionmentes vizet adunk.
A keverék kémhatasat 1n natrium-hidroxid oldattal pH = 4,0-4,5-re allitjuk.
A fazisokat szétvalasztjuk, majd a vizes fazist még egyszer 40 ml kloroformmal
extrahaljuk. Az egyesitett extraktumot vakuumban beparoljuk, majd a kapott
terméket (0,3 g) 30 g Kieselgel 60 (szemcseméret: 0,063-0,2 mm; Reanal)
adszorbensbdl készitett oszlopon tovabb kromatografaljuk. A kromatografald
oszlopot 10 % etil-acetatot tartalmazé metilén-klorid - etil-acetat eleggyel
készitjilk és az elucio soran 10 %-onként novelt etil-acetat tartalma metilén-
klorid - etil-acetat elegyeket alkalmazunk. A kromatografia soran 15-20 ml-es
frakciokat szediink és a frakcidkban a terméket vékonyrétegkromatografiasan
vizsgaljuk a fentiekben leirt kérilmények kodzott. (A vizsgalatok soran etil-acetat
- benzol (2:1) elegyet is alkalmazunk futtaté rendszerként). A termék 40 % etil-
acetat tartalma metilén-klorid - etil-acetat eleggyel oldodik le az oszloprdl. -
A terméket tartalmazé frakcidkat vakuumban beparoljuk, és igy 0,2 g

kromatografiasan tiszta mikofenolsav-amidot kapunk.
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IR: 3433; 1737; 1665; 1622 cm”

'H-NMR (CDCl,, 85 = 0 ppm): H,-3, 5,19 (s, 2H); 4-Me, 2,31 (s, 3H); 5-OMe,
376 (s, 3H); H,-1, 3,38 (d, J=6,3 Hz, 2H); H-2', 5,24 (t, J=6,3 Hz, 1H); 3'-Me,
1,80 (s, 3H); H,-4' és H,-5', 2,14 (br, 4H)

8C-NMR (CDCls, 8rys = 0 ppm): C-1, 172,8; C-3, 70,0; C-3a, 144,1; C-4, 122,0;
4-Me, 11,4; C-5, 163,5; 5-OMe, 61,0; C-6, 116,7; C-7, 153,5; C-7a, 106,3; C-1’,
22 5: C-2', 123,0; C-3', 134,2; 3-Me, 16,0; C-4', 34,2; C-5', 34,9; C-6", 176,4

Toémegspektrumok
Elektron ionizacios (El) tdmegspektrum

Jellemz6 spektrum adatok:

El (70 eV): (M]"®) 319, C,;H,,NO,; m/z 302, C,;H,sOs, [M - NH,]"™*; m/z 301,
C,,HNO,, [M - H,01""; m/z 261, CH,,0, [M -°CH,CONH,I'; m/z 207,

C,,H,,0,, [M -*C.H,CONH,]".

Kémiai ionizacios (Cl) tomegspektrum

Jellemzé spektrum adatok:

Cl (i-butan): [M+H]* 320; [M]*® 319; m/z 303, [M+H - NH,]"; m/z 207, [M -

*C,H,CONH,]".

5. példa

A Streptomyces resistomycificus 1/28 jelii térzs (NCAIM (P)B 001276) CM jell

ferdeagaron novesztett tenyészetérdl készitett sejtszuszpenzioval a 4. szamu
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példaban leit modon végezzik az inokulum tenyészet készitését és a

biokonverzi6t.

A biokonverzid végén a 4,5 | térfogatu fermentlevet a 4. példaban leirt modon
extrahaljuk. Az extraktumok vakuumbeparlasaval 3,8 g nyerstermeéket kapunk,
amelyet 114 g Kieselgel 60 (szemcseméret: 0,063-0,2 mm; Reanal)
adszorbensbél készitett kromatografalé oszlopon tisztitunk. A kromatografias
tisztitas soran kloroform - metanol - 99,5 %-os ecetsav (8,5:1,5:0,01) elegyet
alkalmazunk kifejlesztdé rendszerként. A kromatografalaskor 15-20 ml-es
frakciokat szediink, amelyekben a terméket a 4. példédban leirt modon
vékonyrétegkromatografiasan analizaljuk. Az analizisek soran kloroform -
metanol - 99,5 %-os ecetsav (8,5:1,5:0,1) elegybdl allé futtaté rendszert
alkalmazunk. A féként hidroximetil-mikofenolsav-amidot tartalmazé frakciokat
egyesitjik és az oldatot a 4. példaban Ieiri moédon feldolgozzuk a beparlashoz.
Az oldat beparlasa utan kapott terméket (0,4 g) 40 g Kieselgel 60
(szemcseméret: 0,063-0,2 mm; Reanal) adszorbensbél készitett oszlopon
tovabb kromatografaljuk. A kromatografald oszlopot kloroformban készitjuk és
az elucié soran 1 %-onként novelt metanol tartalmu kloroform - metanol
elegyeket alkalmazunk. A kromatografia soran 10 ml-es frakcidkat szediink és
a frakciokban a terméket vékonyrétegkromatografiasan viszgaljuk a fentiekben
leirt korilmények kozott. A termék 5 % metanol tartalmu kloroform - metanol
eleggyel oldddik le az oszloprél. A terméket tartalmazé frakcidkat vakuumban
beparoljuk, és a kapott terméket (0,3 g) 300 ml Sephadex LH-20 (Pharmacia,
Svédorszag) gelt tartalmazd oszlopon metanol oldészert alkalmazva tovabb
tisztitjuk. A gélszlrési kromatografia soran 10 ml-es frakciékat szedink és a-
frakcidkat vékonyrétegkromatografiasan vizsgaljuk a fentiekben leirt koril-
mények kozott. A terméket tisztan tartalmazoé frakcidkat egyesitjuk és
vakuumban beparoljuk. [gy 0,22 g kromatografiassan egységes hidroximetil-

mikofenolsav-amidot kapunk.
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A kapott termék spektroszképiai jellemzéi:
IR: 3339; 1735; 1657; 1615 cm™

"H-NMR (CDCl,, 87s = 0 ppm): Hy-3, 5,41 (s, 2H); 4-CH,-OH, 4,68 (s, 2H);
5.-OMe, 3,78 (s, 3H); H,-1’, 3,38 (d, J=6,5 Hz, 2H); H-2', 5,26 (t, J=6,5 Hz, 1H);
3'-Me, 1,80 (s, 3H); H,-4’ és H,-5', 2,25 (br, 4H) |

BC-NMR (CDCl,, 8;ys = 0 ppm): C-1, 173,6; C-3, 71,5; C-3a, 146,8; C-4,
122,0%; 4-CH,OH, 57,8; C-5, 164,1; 5-OMe, 62,9; C-6, 123,6*; C-7, 156,1; C-7a,
108,2; C-1’, 23,4; C-2', 124,2; C-3', 135,3; 3'-Me, 16,2; C-4', 35,3; C-5', 36,5;
C-6, 178.7.

Toémegspektrumok
Pozitiv (+) és negativ (-) FAB spektrumok
Jellemzé spektrum adatok:

+ és - FAB (xenon, 9 kV): [M+H]" 336; m/z 318, [M+H - H,0]"; [M-H] 334.
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Szabadalmi igénypontok

1. Mikrobiolégiai eljaras az (l) altalanos képletii vegylletek elballitasara, ahol
R, jelentése metil- vagy hidroximetil-csoport, tovabba R, hidroxil- vagy
aminocsoportot jelent, azzal jellemezve, hogy a Mezdgazdasagi €s lpari
Mikroorganizmusok Nemzeti Gy(jteményében NCAIM (P)F 001269 szamon
letétbe helyezett Penicillium waksmani gombatdrzset asszimilalhaté szén- és
nitrogénforrasokat, valamint asvanyi sékat tartalmazé taptalajon 22-30°C-on
tenyésztjuk és a képzdodott (1) altalanos képletii vegyuletet, ahol R, jelentése
metilcsoport és R, jelentése hidroxilcsoport, a fermentlébdl elkilonitjuk és
kivant esetben tisztitjuk, majd kivant esetben
a)olyan (I) altalanos képletii vegyilet eléallitdsara, ahol R, jelentése
metilcsoport és R, jelentése aminocsoport, a Mezbégazdasagi és Ipari
Mikroorganizmusok Nemzeti Gyljteményében NCAIM (P)B 001275
szamon letétbe helyezett Streptomyces sp. baktérium térzs tenyészetével
vagy

b) olyan (l) altalanos képletlii vegyllet eléallitasara, ahol R, jelentése
hidroximetil-csoport és R, jelentése aminocsoport, a Mez6gazdasagi és
Ipari Mikroorganizmusok Nemzeti Gy(ijteményében NCAIM (P)B 001276
szamon letétbe helyezett Streptomyces resistomycificus baktérium térzs
tenyészetével

asszimilalhatd szén- és nitrogénforrasokat, valamint &asvanyi sokat

tartalmazé taptalajon, sullyesztett, levegéztetett kériimények kozott a

biokonverzié befejez6déséig fermentaljuk, majd a keletkezé (I) altalanos

képletli vegylletet a tenyészethdl elkilonitjilk és kivant esetben tisztitjuk.
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