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(54) Eljaras 7-helyzetben hidroxicsoportot tartalmazo taxanok
enzimes hidrolizissel torténé elGéllitasara, a hidrolizisre képes
mikroorganizmusok és eljaras a kivalasztasukra
KIVONAT

A talalmény targya eljaras 7-helyzetben hidroxicsopor-
tot tartalmazé taxanok enzimes hidrolizissel térténé el6-
allitasara, eljaras a hidrolizis végrehajtasara képes mik-
roorganizmusok szelektaldasara, valamint a hidrolizishez
eldnydsen alkalmazhaté mikroorganizmusok bioléogiai-
lag tiszta tenyészete.

A talalmany szerint az enzimes hidrolizist gy vég-
zik, hogy egy, a 7-helyzetben kozvetleniil kapcsolodd

cukorcsoportot tartalmazo taxant egy, az emlitett cukor-
csoportnak hidroxicsoportta torténd hidrolizisét katali-
zalni képes mikroorganizmussal vagy az emlitett mik-
roorganizmusbol szarmaz6 enzimmel érintkezésbe hoz-
nak, ¢s a hidrolizist végrehajtjak.

A talalmény szerinti eljarassal elBallitott taxanok

A leirds terjedelme 12 oldal (ezen beliil 2 lap dbra)

rakellenes szerként hatasosak, vagy ilyen hatast vegyii-
letek eldallitasdhoz intermedierként felhasznalhatok.
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A taldlmény targya eljaras 7-helyzetben cukorcsopor-
tot, kiiléndsen xilozilcsoportot tartalmazé taxanok enzi-
mes hidrolizissel valé atalakitasira 7-helyzetben hid-
roxicsoportot tartalmazoé szarmazékokkd. Az igy kapott
vegyiiletek lehetnek farmakoldgiailag hatasos taxanok
— mint példaul a paclitaxel és analégjai —, vagy koz-
bensd termékként felhasznalhatok farmakolégiailag ha-
tdsos taxanok eléllitasara.

A taxdnok a gyégyszeriparban hasznilatos diter-
pének. Példaul az (A) altalanos képletii taxanok kozé
tartozé paclitaxelr8l (Taxol®) — amelynek képletében
Ph jelentése fenilcsoport, Ac jelentése acetilcsoport és
Bz jelentése benzoilcsoport —kimutattk, hogy rakelle-
nes szerként hatasos.

A természetben eléfordul6 taxanok — példaul a pac-
litaxel — megtalalhatok névényi anyagokban, és azok-
bol izolalhatok. Ezek a tax4dnok azonban sokszor csak
viszonylag kis mennyiségben vannak jelen a névényi
anyagokban, igy példaul a paclitaxel esetében a vegyii-
let egyik forrasaul szolgalé, lassan nové tiszafabol igen
sok lenne szitkséges. Ezért a szakmaban tovabb folynak
a kutatasok a természetben elGfordulé taxanok — pél-
daul a paclitaxel — szintetikus vagy félig szintetikus
eldallitisara, valamint az ilyen vegyiiletek szintetikus
analdgjainak eléallitasara.

Mind farmakolégiailag hatasos végtermékként (mint
a paclitaxel), mind pedig més, farmakolégiailag hatasos
vegyiiletek (példaul a baccatin 11l vagy 10-dezacetil
baccatin III) félig szintetikus elallitisanak kdzbensd
termékeként kiilonésen fontosak az olyan taxanok, ame-
lyek 7-helyzetben hidroxicsoportot tartalmaznak. Vi-
szont a novényi anyagokbdl példaul extrakcidval ki-
nyerhet§ taxanok 7-helyzetben hidroxicsoport helyett
példaul egy glikozidkotéssel kapesolodd xilozilesopor-
tot tartalmaznak. Ezért a fenti el6nyés, hidroxicsoportot
tartalmaz6 vegyiiletek elgallitdsahoz j61 hasznalhatok az
olyan modszerek, amelyekkel 7-helyzetben cukor-, kii-
16ndsen xilozilcsoportot tartalmazé taxanok 7-helyzet-
ben hidroxicsoportot tartalmazé szarmazékokka alakit-
hatok at.

A taldlmdny targya eljards 7-helyzetben hidroxi-
csoportot tartalmazé taxanok elGallitdsara a megfeleld,
7-helyzetben cukor-, kiilléndsen xilozilcsoportot tartal-
mazd taxdnokbol kiindulva. A taldlmany targya koze-
lebbrél eljards legalabb egy, a 7-es szénatomhoz kdz-
vetleniil kapcsolodo hidroxicsoportot tartalmazé taxan
elGallitdsara, amely abbol all, hogy legalabb egy olyan
taxant, amely a 7-es szénatomhoz kozvetleniil kapcso-
16d6 cukorcsoportot tartalmaz, egy olyan mikroorga-
nizmussal vagy ebb8l szdrmazé enzimmel hozunk
érintkezésbe, amely képes arra, hogy ennek a cukor-
csoportnak hidroxicsoportta torténd hidrolizisét katali-
zalja, és a hidrolizist végrehajtjuk.

A talalmény szerinti eljaras hatdsos modszer 7-hely-
zetben hidroxicsoportot tartalmazé taxanoknak 7-hely-
zetben cukorcsoportot tartalmazé taxanokbol torténd
eldéllitasara. Ezt a médszert felhasznalhatjuk egyetlen
taxan hidrolizisére vagy kiilénb6z8 taxanok keveréké-
nek egymas utani vagy egyideji hidrolizisére. Az elji-
ris egyik eldnyds megvalésitasiban taxdnoknak pél-
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daul ndvényi anyagokbél extrakcidval kinyerhets keve-
rékét hidrolizaljuk. Ebben a kiindulasi anyagként hasz-
nalt keverékben a 7-helyzetben cukorcsoportot tartal-
maz6, hidrolizalando taxan(ok) mellett olyan taxanok is
lehetnek jelen, amelyek a C—7 helyen cukorcsoporttdl
eltérd, példaul hidroxicsoportot tartalmaznak.

A taldlmany egyik el6nyds megvaldsitisa eljaras
legalabb egy, 7-helyzetben hidroxicsoportot tartalmazé
(I) altalanos képletii taxan
~ amely képletben

R! jelentése hidroxi- vagy acil-oxi-csoport, kiilons-

sen egy (III) dltalanos képletd csoport, ahol

RS és R7 jelentése egymastél fiiggetleniil alkil-,
alkoxi-, alkenil-, alkenil-oxi-, alkinil-, alki-
nil-oxi-, cikloalkil-, cikloalkoxi-, cikloalke-
nil-, cikloalkenil-oxi-, aril-, aril-oxi-, hetero-
ciklusos vagy heterociklo-oxi-csoport; és

R3 jelentése hidrogénatom, alkoxi-karbonil-cso-
port vagy egy hidroxi-védGcsoport;

R? jelentése acil-oxi-, kiilondsen alkil-karbonil-oxi-

csoport vagy hidroxicsoport; és

R3 és R4 jelentése egymastol fliggetleniil hidrogén-

atom, alkil-, alkenil-, alkinil-, cikloalkil-, ciklo-
alkenil-, arilcsoport — vagy heterociklusos cso-
port
vagy soi el8dllitaséra, ami abbol 4ll, hogy legalabb egy,
7-helyzetben cukorcsoportot tartalmazé (IT) altalanos
képlet(i taxant
— amely képletben
RI1,R2, R3 és R4 jelentése a fenti; és a
»cukor” jelentése egy, a 7-es szénatomhoz kizvetle-
niil kapcsol6dé cukorcsoport —
vagy sojat érintkezésbe hozzuk egy olyan mikroorga-
nizmussal vagy ebbl szarmaz6 enzimmel, amely képes
arra, hogy a 7-helyzetd cukorcsoportnak hidroxicso-
portta torténd hidrolizaldsat katalizalja, és a hidrolizist
végrehajtsa.

A talalmény oltalmi kdre az (I) és (II) altalanos kép-
letdi vegyiiletek nem specifikalt kiralis centrumainak
minden sztereokonfiguracidjara kiterjed, akar onmaga-
ban van a vegyiilet (vagyis més sztereoizomereket gya-
korlatilag nem tartalmaz), akir mas sztereoizomerekkel
keverve van jelen.

A talalmény szerinti eljars kiilondsen jol hasznalha-
to akkor, ha taxdnok keverékébél indulunk ki — példaul
ndvenyi anyagok extrakcioja esetén, ahol a paclitaxelt
mas taxdnokkal keverten kapjuk meg, amelyek kéziil
egy vagy tobb a 7-helyzetben egy cukorcsoportot tartal-
maz —, és egy 7-helyzetben hidroxicsoportot tartalmazé
taxant, példaul paclitaxelt akarunk elGallitani.

A talalmény szerinti eljaras soran a kiindulési anyag-
ként hasznalt taxén 7-helyzet(i csoportjanak sztereokon-
figuricidja a végtermékben elényosen véltozatlan ma-
rad. A 7-helyzetii szubsztituens abszolut sztereokonfi-
guracidja elénydsen azonos a paclitaxel 7-helyzetii hid-
roxicsoportjanak konfiguracidjaval.

A leirasban az ,enzimes eljards” vagy ,.enzimes
médszer” kifejezés olyan, a talalmany szerinti eljardst
vagy moédszert jelent, amelyben egy mikroorganizmust
vagy ebbdl szarmazo6 enzimet alkalmazunk. A , hidroli-
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zis” a leirasban egy cukorcsoportnak hidroxicsoportta
valo atalakitdsat jelenti, amit a talalmany szerint péld4ul
ugy érhetiink el, hogy a hidrolizalandé anyagot vizzel
és/vagy egy alkalmas alkohollal hozzuk érintkezésbe.
Az, hogy a talalmany szerinti eljarasban ,,egy mikroor-
ganizmust vagy ebbdl szdrmazo6 enzimet alkalmazunk”,
nemcsak egyetlen, hanem két vagy t6bb mikroorganiz-
mus vagy enzim alkalmazasat is jelentheti.

A ,.cukor” kifejezés mono-, di-, oligo- vagy polisza-
charidokat, kiilénosen 6tos vagy hatos gytiriit tartalmazo
cukrokat — mint példaul galaktoz, gliikéz, manndz, ara-
binéz, riboz, vagy elényosen xiloz — vagy ezekbél kép-
zett diszacharidokat, példaul xilozil-xilozt jelent. A ,,7-es
szénatomhoz kdzvetleniil kapcsolodd cukorcsoport” ki-
fejezés olyan cukrot jelent, amely egy taxanrész 7-es
A cukorcsoportok koziil elénydsek az (a) altalanos képle-
tli xilozilcsoportok, ahol a képletben a hulldmvonallal
jelzett kotés lehet o vagy elénydsen B konfiguraciéji.

Az 6nalléan vagy mas csoport részeként hasznalt
»alkil” vagy ,,alk” kifejezés adott esetben szubsztitualt,
egyenes vagy elagazo6 lancu telitett, a normal lancban
elénydsen 1-12 szénatomos szénhidrogéncsoportot,
példaul metil-, etil-, propil-, izopropil-, butil-, terc-butil-,
izobutil-, pentil-, hexil-, izohexil-, heptil-, 4,4-dimetil-
pentil-, oktil-, 2,2,4-trimetil-pentil-, nonil-, decil-, un-
decil-, dodecil-csoportot és hasonlokat jelent. A szubsz-
tituens lehet példaul egy vagy tobb halogénatom, alkoxi-,
alkil-tio-, alkenil-, alkinil-, aril-, cikloalkil-, cikloalkenil-,
hidroxi- vagy védett hidroxi-, karboxi-, alkoxi-karbonil-,
alkil-karbonil-oxi-, karbamoil-, amino-, mono- vagy di-
alkil-amino- vagy merkapto-csoport.

Az 6nalloan vagy mas csoport részeként hasznalt
»kis szénatomszdmu alk” vagy ,kis szénatomszamu
alkil” kifejezés egy fenti, adott esetben szubsztitualt
alkilcsoportot jelent, amely a normal lancban 1-4 szén-
atomot tartalmaz.

Az 6nélléan vagy mas csoport részeként hasznalt
»alkoxi-" és ,,alkil-tio-csoport” kifejezés olyan, a fenti-
ekben leirt alkilcsoportot jelent, amely egy oxigén- vagy
kénhidon keresztiil [(—O-) vagy (-S-)] kétddik. Az
,»-alkoxi-karbonil-csoport” egy karbonilcsoporton ke-
resztlil kotddé alkoxicsoportot jelent. Az ,alkil-karbo-
nil-oxi-csoport” olyan alkilcsoportot jelent, amely egy
oxigénhidon keresztiil kot6d6 karbonilcsoporton 4t ké-
tédik. A ,,monoalkil-amino-", illetve ,dialkil-amino”-
csoport egy, illetve két fenti alkilcsoporttal szubsztitult
aminocsoportot jelent.

Az 6nélléan vagy mas csoport részeként hasznalt
»alkenilcsoport” kifejezés olyan, adott esetben szubsz-
titualt fenti alkilcsoportot jelent, amely legalabb egy
szén-szén kettds kotést tartalmaz. A szubsztituens lehet
egy vagy tobb fenti alkilcsoport, vagy egy vagy tébb, a
fentiekben az alkilcsoportok lehetséges szubsztituense-
ként megadott csoport. Az onalléan vagy mdas csoport
részeként hasznalt ,alkenil-oxi-csoport” kifejezés olyan
fenti alkenilcsoportot jelent, amely egy oxigénhidon ke-
resztiil kotédik.

Az onalléan vagy mas csoport részeként hasznalt
,alkinilcsoport” kifejezés olyan, adott esetben szubszti-
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tualt fenti alkilcsoportot jelent, amely legalabb egy szén-
szén harmas kotést tartalmaz. A szubsztituens lehet egy
vagy tobb fenti alkilcsoport, vagy egy vagy tobb, a fen-
tickben az alkilcsoportok lehetséges szubsztituenseként
megadott csoport. Az 6nalloan vagy mas csoport része-
ként hasznalt ,,alkinil-oxi-csoport” kifejezés olyan fenti
alkinilcsoportot jelent, amely egy oxigénhidon keresztiil
kotodik.

Az 6nalldan vagy mas csoport részeként hasznalt
»cikloalkil” kifejezés adott esetben szubsztitualt, telitett
karbociklusos gytrtirendszert jelent, amely elénydsen
1-3 gytiriit és ezek mindegyikében 3—7 szénatomot tar-
talmaz. Szubsztitudlatlan cikloalkilcsoportok példdul a
ciklopropil-, ciklobutil-, ciklopentil-, ciklohexil-, ciklo-
heptil-, ciklooktil-, ciklodecil-, ciklododecil- és az ada-
mantilcsoport. Ezek szubsztituense lehet egy vagy tobb
fenti alkilcsoport, vagy egy vagy t6bb, a fentiekben az
alkilcsoportok lehetséges szubsztituenseként megadott
csoport. Az 6nalléan vagy mas csoport részeként hasz-
nalt , cikloalkoxi” kifejezés olyan fenti cikloalkilcsopor-
tot jelent, amely egy oxigénhidon keresztiil kotédik.

Az 6nalléan vagy mdas csoport részeként hasznalt
»~cikloalkenil” kifejezés olyan, adott esetben szubszti-
tualt csoportot jelent, mint a fenti cikloalkilcsoportok,
azzal az eltéréssel, hogy legalabb egy szén-szén kettds
kotést is tartalmaz, amit6l a gy(drd részlegesen telitet-
lenné valik. A szubsztituens lehet egy vagy tobb fenti
alkilcsoport, vagy egy vagy tébb, a fentiekben az alkil-
csoportok lehetséges szubsztituenseként megadott cso-
port. Az 6ndlléan vagy mds csoport részeként hasznalt
»Cikloalkenil-oxi” kifejezés olyan fenti cikloalkenilcso-
portot jelent, amely egy oxigénhidon keresztiil k6tédik.

Az 6nalloan vagy mas csoport részeként hasznalt
»ar’ vagy aril” kifejezés adott esetben szubsztitualt
karbociklikus aromas csoportot jelent, amely elény&sen
1-2 gyirit és ezekben 6—12 szénatomot tartalmaz.
Ilyen szubsztitudlatlan csoportok példaul a fenil-, bi-
fenil- és naftilcsoport. A szubsztituens lehet egy vagy
t6bb — el6nydsen legfeljebb harom — nitrocsoport, vagy
a fentiekben alkilcsoportként vagy az alkilcsoportok le-
hetséges szubsztituenseként megadott csoport. Az ,,aril-
oxi” kifejezés olyan fenti arilcsoportot jelent, amely egy
oxigénhidon keresztiil kotédik.

Az Onélléan vagy mas csoport részeként hasznalt
wheterociklo-" vagy ,heterociklusos” kifejezés olyan,
adott esetben szubsztituilt, teljes mértékben telitett vagy
telitetlen, aromds vagy nem aromds ciklusos csoportot
jelent, amelynek legalabb egy gytirdjében legaldbb egy
heteroatom van. Ezek a csoportok elénydsen egy vagy
két 5 vagy 6 tagh gyiir(it tartalmaznak. A heterociklusos
csoport a gylritben tartalmazhat példaul 1 vagy 2 oxi-
génatomot, 1 vagy 2 kénatomot, és/vagy 1—4 nitrogén-
atomot. A heterogyliriik a gylrirendszer barmely szén-
atomjan vagy heteroatomjan keresztiil kapcsolodhatnak.
Ilyen heterociklusos csoportok példaul a tienil-, furil-,
pirrolil-, piridil-, imidazolil-, pirrolidinil-, piperidinil-,
azepinil-, indolil-, izoindolil-, kinolil-, izokinolil-, benz-
tiazolil-, benzoxazolil-, benzimidazolil-, benzoxadiazo-
lil- és a benzofurazanil-csoport. A szubsztituens lehet
egy vagy tobb fenti alkilcsoport, vagy egy vagy tobb, a
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fentiekben az alkilcsoportok lehetséges szubsztituense-
ként megadott csoport. Az 6nalléan vagy més csoport
részeként hasznalt , heterociklo-oxi” kifejezés olyan fen-
ti heterociklusos csoportot jelent, amely egy oxigénhi-
don keresztiil k6tGdik.

Az Onalléan vagy maés csoport részeként hasznalt
»halogén” vagy ,halo” kifejezés klér-, brom-, fluor- vagy
jédatomot jelent.

A ,taxan” kifejezés olyan vegyiiletet jelent, amely
egy, az aldbbiak szerinti taxanrészt tartalmaz. A ,taxan-
rész” egy (b) képletli vazszerkezetet tartalmaz [a (b)
képletrajzon a gytirlirendszer szimozasat is feltiintet-
tik], amely lehet szubsztitualt, és gytirlirendszerében
etilénes telitetlenséget tartalmazhat. Elénydsek az olyan
taxanrészek, amelyek — mint példdul a paclitaxel eseté-
ben — 4- és S-helyzetben egy kondenzalt oxetangyiiriit, a
C-11 és C-12 hely kozott pedig etilénes kettds kotést
tartalmaznak.

A ,hidroxi- vagy hidroxilcsoport véd6csoportja” bér-
mely olyan csoportot jelenthet, amely képes egy szabad
hidroxilcsoportot megvédeni, és azon reakcié lejatszoda-
sa utan, amelyhez alkalmaztak, a molekula t5bbi részei-
nek karositdsa nélkiil eltavolithato. Az ilyen csoportok és
szintézisiik leirdsa megtalalhaté az alabbi szakirodalmi
helyeken: T. W. Greene: ,,Protective Groups in Organic
Synthesis [John Wiley and Sons (1981)]; Fieser & Fieser.

A ;56" kifejezés magaba foglalja a szerves és/vagy
szervetlen savakkal és/vagy bazisokkal képzett savas
és/vagy bazisos sokat.

Az onélloan vagy mas csoport részeként hasznalt
»acil” kifejezés azt a molekularészt jelenti, amely egy
karbonsavbdl a karboxicsoport hidroxicsoportjanak el-
tavolitdsa utan visszamarad. Az 6nilldan vagy més cso-
port részeként hasznalt ,,acil-oxi” kifejezés olyan fenti
acilcsoportot jelent, amely egy oxigénhidon keresztiil
kotodik.

A taldlmény szerinti eljardshoz kiinduldsi anyagként
barmely olyan, 7-helyzetben cukorcsoportot tartalmazd
taxant hasznalhatunk, amelyen a talAlmany szerinti enzi-
mes hidrolizis végrehajthaté. Ezek elénydsen xilozil-
csoportot tartalmazé taxdnok, amelyek képzédhetnek
természetes Uton, mint példaul a 7-xilozil-taxol, 7-xilo-
zil-10-dezacetil-taxol, 7-xilozil-baccatin III, 7-xilozil-
10-dezacetil-baccatin III, 7-xilozil-cefalomannin, 7-xi-
lozil-10-dezacetilcefalomannin, 7-xilozil-taxol C vagy
7-xilozil-10-dezacetil-taxol C. A fenti vegyiiletek hasz-
nalhatok énmagukban, vagy egymaéssal vagy més taxa-
nokkal keverve. A ,természetes ton” képz6dS taxan
kiinduldsi anyagai elénydsen taxant termel névényi
szdvetekbSl ndvényi sejttenyésztéssel és/vagy extrak-
cioval éllithatok el. E célra eldnyésen hasznalhatok a
Taxus nemzetséghez tartozé ndévények — mint Taxus
baccata, Taxus cuspidata, Taxus brevifolia, Taxus wal-
lichiana, Taxus media, Taxus hicksii, kiilén6sen a Taxus
x. media hicksii — sz6vetei. A szévetek szarmazhatnak a
gyokerbdl, a tilevelekbdl, a kéregbédl vagy a teljes ma-
goncbol. A 7-helyzetben xilozilcsoportot tartalmazo
taxanok és az el6éllitasukra szolgald eldnyds modszerek
leirdsa megtaldlhaté példaul az alabbi szakirodalmi he-
lyeken: D. G. I. Kingston [Pharmac. Ther., Vol. 52,
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1-34 (1991)], K. V. Rao [Pharmaceutical Research,
Vol. 10, No. 4, 521-524 (1993)], valamint V. Senilh és
munkatdrsai [J. Nat. Prod., 47, 131-137 (1984)].

A taldlmdny szerinti eljaras kiinduldsi anyagaiként
szolgalo, 7-helyzetben cukorcsoportot tartalmazé taxa-
nok ugy is el6éllithatok, hogy egy taxan C—7 helyére
egy cukorcsoportot visziink be. Ennek egyik médja,
hogy egy 7-helyzetben hidroxicsoportot tartalmazo taxant
egy Uj eljardssal, enzimes konverziéval a megfelel, 7-
helyzetben cukorcsoportot tartalmazo taxanna alakitunk
at. Tehat a talalmény tovabbi tirgya eljaras legalabb egy
— 7-helyzetben kdzvetleniil kapcsolodéd cukorcsoportot
tartalmazo, elénydsen (II) altalanos képletii — taxan elé-
allitdsara, ami abbol 4ll, hogy legalabb egy, 7-helyzet-
ben kozvetleniil kapcsolddod hidroxicsoportot tartalma-
z0, elénydsen (I) altalanos képletli taxant valamilyen
cukor jelenlétében olyan enzimmel vagy mikroorganiz-
mussal hozunk érintkezésbe, amely képes arra, hogy a
7-helyzetd hidroxicsoportnak cukorcsoportta t6rténd at-
alakitasat katalizalja, és az atalakitast végrehajtsa. Bar-
mely olyan enzimet vagy mikroorganizmust alkalmaz-
hatunk, amely a cukorcsoportta torténé atalakitast kata-
lizdlja, ezek koziil elénydsek a taldlmany szerinti hidro-
lizises eljaras katalizdlasara a késébbiekben felsorolt en-
zimek ¢s mikroorganizmusok, de olyan kériilmények
kozodtt alkalmazva, amelyek az ellenkez3 irdnyu reak-
ciénak kedveznek. A reakciokoriilményeket — mint k-
zeg, hémérséklet, pH és hasonlok — szintén vélaszthat-
juk a taldlmany szerinti hidrolizises eljardsra a késgb-
bickben leirt koriilmények koziil, de modosithatjuk is
azokat, példaul ugy, hogy egy cukorcsoport bevitelénck
eldsegitésére a jelen 1év8 viz mennyiségét minimalisra
csokkentjiik.

A taldlmany egyik megvalositasaban egy 7-helyzet-
ben hidroxicsoportot tartalmazé taxinbél a fenti enzi-
mes modszerrel elSallitiuk a megfelels, 7-helyzetben
cukorcsoportot tartalmazé szdrmazékot, az igy kapott
taxant egy, a C—7-t8] eltérd helyen a kivant modon
modositjuk — e reakcié sordn a cukorcsoport hidroxi-
véd§ csoportként miikddik —, azutan végrehajtjuk a ta-
lalmény szerinti enzimes hidrolizist, igy végiil olyan
taxanszarmazékot kapunk, amely 7-helyzetben kozvet-
leniil kapcsol6dé hidroxicsoportot tartalmaz.

A talalmény szerinti enzimes hidrolizishez barmely
olyan mikroorganizmust vagy ebbdl szarmazé enzimet,
példaul izolalt enzimet alkalmazhatunk, amely a hidroli-
zis katalizalasara képes. Az enzimes vagy mikrobidlis
anyagokat eredetiiktél és tisztasaguktol fiiggetleniil
hasznélhatjuk szabad, vagy egy hordozéanyagon immo-
bilizalt — példaul fizikai adszorpciéval vagy beagyazas-
sal megkotott — allapotban.

A taldlmdny céljara alkalmazhatok példaul a Flavo-
bacterium, Acinetobacter, Moraxella, Bacillus, Sporo-
lactobacillus, Clostridium, Desulfotomaculum, Sporo-
sarcina, Oscillospira, Planococcus, Lactobacillus, Kur-
thia, Micrococcus, Stomatococcus, Staphylococcus,
Arthrobacter, Neisseria vagy Kingella nemzetséghez
(genus) tartozé mikroorganizmusok. Elénydsen alkal-
mazhat6 fajok (species) a Micrococcus nemzetségbdl
példaul a Micrococcus luteus, Micrococcus lylae, Mic-
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rococcus varians, Micrococcus roseus, Micrococcus agi-
lis, Micrococcus kristinae, Micrococcus nishinomiyaen-
sis, Micrococcus sedentarius, Micrococcus halobius; a
Bacillus nemzetségb6l példdul a Bacillus anthracis, Ba-
cillus thuringiensis, Bacillus mycoides, Bacillus fasti-
diosus, Bacillus circulans, Bacillus cereus, Bacillus in-
solitus, Bacillus lentus, Bacillus pantothenticus, Bacillus
alcalophilus, Bacillus megaterium, Bacillus sphaericus,
Bacillus marinus, Bacillus lentimorbus, Bacillus pas-
teurii, Bacillus azotoformans, Bacillus macquariensis,
Bacillus globisporus, Bacillus laterosporus, Bacillus po-
pilliae, Bacillus firmus, Bacillus pumilus, Bacillus
subtilis, Bacillus badius, Bacillus polymyxa, Bacillus
alvei, Bacillus licheniformis, Bacillus coagulans, Bacil-
lus brevis, Bacillus stearothermophilus, Bacillus mace-
rans, Bacillus acidocaldarius, Bacillus schlegelii, Bacil-
lus larvae; a Flavobacterium nemzetségbGl példaul a
Flavobacterium acquatile, Flavobacterium breve, Flavo-
bacterium baulstinum, Flavobacterium meningosepti-
cum, Flavobacterium odoratum, Flavobacterium multi-
vorum, Flavobacterium spiritivorum. Még elénydseb-
ben alkalmazhat6 fajok a Moraxella nemzetség Mo-
raxella alnemzetségébdl (subgenus) példaul a Moraxella
(Moraxella) lacunata, Moraxella (Moraxella) bovis, Mo-
raxella (Moraxella) nonliquefaciens, Moraxella (Mora-
xella) atlantae, Moraxella (Moraxella) phenylpiruvica,
Moraxella (Moraxella) osloensis, valamint a Branha-
mella subgenusbol a Moraxella (Branhamella) catarrha-
lis, Moraxella (Branhamella) caviae, Moraxella (Bran-
hamella) ovis, Moraxella (Branhamella) cuniculi.

Kiilénésen elénydsen alkalmazhaté mikroorganiz-
musok a Moraxella sp. ATCC 55475, a Bacillus mace-
rans ATCC 55476, a Bacillus circulans ATCC 55477 és
a Micrococcus sp. ATCC 55478. Az ,,ATCC” jelolés a
mikroorganizmusok azonosité szima deponalsi helyii-
kon: American Type Culture Collection (12301 Park-
lawn Drive, Rockville, Maryland 20852). A fenti mik-
roorganizmusok 1993. szeptember 30-4n lettek letétbe
helyezve.

A biolégiailag tiszta Moraxella sp. ATCC 55475,
Bacillus macerans ATCC 55476, Bacillus circulans
ATCC 55477 és Micrococcus sp. ATCC 55478 ij mik-
roorganizmusok. A talalmany oltalmi kére magaba fog-
lalja ezen mikroorganizmusok mutéansainak, igy pél-
daul a kémiai, fizikai — példaul ultraibolya besugdrzas
— vagy biolégiai, példaul molekularis biolégiai techni-
kékkal modositott valtozatoknak a talilmény szerinti
hidrolizises eljarasban torténé felhasznalasat is.

A Moraxella sp. ATCC 55475 olyan téptalajon te-
nyészthetd, amely 3,0 g marhahiskivonatot, 10,0 g pep-
tont €s 5,0 g natrium-kloridot tartalmaz, pH-jat 7-re Allit-
Juk, €s 20 percig 121 °C-on sterilizaljuk. A mikroorganiz-
mus jellemzdi: gram-negativ, mozgasra nem képes (non-
motile), nem spérazé palcikak (1-2 pm); aerob szaporo-
dés sokféle taptalajon; csak tetrametil-p-fenilén-diamin al-
kalmazésa esetén kataldz-pozitiv és oxidaz-pozitiv (talaj-
mintabél izoldltuk, amelynek szarmazasi helye : Delaware
Gap National Recreational Area, New Yersey).

A Bacillus macerans ATCC 55476 olyan taptalajon
tenyészthetd, amely 3,0 g marhahiiskivonatot, 10,0 g
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peptont ¢s 5,0 g natrium-kloridot tartalmaz, pH-jat 7-re
allitjuk, és 20 percig 121 °C-on sterilizaljuk. A mikro-
organizmus jellemz8i: gram-pozitiv, mozgd, sporazoé
palcikak; aerob szaporodas sokféle taptalajon; katalaz-
¢s oxidaz-pozitiv; a gliikkdzt gyengén erjeszti; a zselatint
elfolytsitja (talajmintabol izolaltuk, amelynek szérma-
zasi helye Arlington, Texas).

A Bacillus circulans ATCC 55477 olyan taptalajon
tenyészthetd, amely 3,0 g marhahiskivonatot, 10,0 g
peptont &s 5,0 g nétrium-kloridot tartalmaz, pH-jat 7-re
allitjuk, és 20 percig 121 °C-on sterilizaljuk. A mikro-
organizmus jellemz6i: gram-pozitiv, mozgd, sporazé
palcikdk; aerob szaporodas sokféle taptalajon; katalaz-
¢s oxiddz-pozitiv; a gliikozt gyengén erjeszti; a zselatint
nem folyésitja el (famintabol izolaltuk, amelynek szar-
mazasi helye Hamilton Square, New Yersey).

A Micrococcus sp. ATCC 55478 olyan taptalajon
tenyészthet$, amely 3,0 g marhahiiskivonatot, 10,0 g
peptont és 5,0 g nétrium-kloridot tartalmaz, pH-jat 7-re
allitjuk, és 20 percig 121 °C-on sterilizaljuk. A mikro-
organizmus jellemzGi: gram-pozitiv, gomb alakd,
0,5—1 um atmérGjii coccus; a sejtek parokban vagy cso-
portokban vannak jelen; mozgasra nem képes; nem spo-
razo; aerob szaporodas sokféle taptalajon; kataldz- és
oxiddz-pozitiv; a glikozt erjeszti (talajmintabél izolal-
tuk, amelynek szarmazasi helye Harriman Park, Tuxedo,
New York).

A taldlmany tovabbi tdrgyat képezi egy sziirési
(screening; szkrinelési) eljards a taldlméany szerinti enzi-
mes hidrolizisre képes mikroorganizmusok kivélaszta-
sara. Egy 7-helyzetben cukorcsoportot tartalmazé taxan-
nak a taldlmany szerinti enzimes hidrolizalasara alkal-
mas mikroorganizmus kivalasztasahoz elénydsen alkal-
mazhatd az 0j szkrinelési eljaras, amely az alabbi 1épé-
sekbdl all:

1) kivalasztunk egy taptalajt, amely a szelektdlandé
mikroorganizmus szaporitasara alkalmas;

ii) kivalasztunk egy indikétorglikozidot;

iit) a mikroorganizmust szaporitas céljabol érintke-
zésbe hozzuk az i) 1épés szerinti téptalajjal és az ii)
lépés szerinti indikatorglikoziddal;

iv) az indikatorglikozid jelenlétében vizsgiljuk a
hidrolizist; és

v) teszteljiik a mikroorganizmust a 7-helyzetben cu-
korcsoportot tartalmazoé taxan hidrolizise szempontjs-
bol, és kivalasztjuk azokat a mikroorganizmusokat,
amelyek képesek a fent megadott hidrolizisre.

A ,glikozid” olyan vegyiiletet jelent, amely el8allit-
hat6 ugy, hogy egy cukor aldehid- vagy ketocsoportja
egy alkohol (amely cukor is lehet) hidroxicsoportjaval
reagdl, és glikozidkotést (—O—) hoz létre; a vegyiilet
hidrolizise soran megkapjuk a cukrot és egy aglikont
(vagyis a lehasitott alkoholt). Az ,indikatorglikozid”
olyan glikozidot jelent, amelynek a hidrolizis soran kép-
zGd6 aglikon része ultraibolya fényben fluoreszkal — mint
példaul a 4-metil-umbelliferil-B-D-xilopiranozid, — vagy
megvaltoztatja a szinét — mint példaul a p-nitro-fenil-B-
D-xilozid -, és igy jelenlétében megallapithatd, hogy az
enzimes hidrolizis végbemegy-e egy adott mikroorganiz-
mus hatéséra. Az indikdtorglikozid elényésen valamilyen
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xilozid. A 7-xilozil-taxdnok hidroliz4ldséra alkalmas
mikroorganizmusok kivalasztdsdhoz eldnydsen nagy ter-
jedelmi aglikonrészt tartalmazé indikator-xilozidokat
hasznélunk.

A fenti i) lépésben a szaporitokdzeg (tiptalaj) a szén-
atomok forrasaként egy glikozidot, példaul xilant vagy
més xilozidot tartalmaz, amely a glikozidkotésnél
hidrolizalhato, hogy a kdzeget feldlsitsuk a xilozidktést
hidrolizalni képes mikroorganizmusok szdmara, s igy
el8segitsiik a kivalasztasukat. Az i) lépésben a mikroor-
ganizmusokat példaul ugy hozzuk érintkezésbe a tapta-
lajjal, hogy hig, vizes talajszuszpenzidt, amely a mikroor-
ganizmusokat tartalmazza, agar taptalajra oltjuk. A mik-
roorganizmusokat az indikatorglikoziddal példaul ugy
hozzuk érintkezésbe, hogy egy taptalajlemezre, amelyen
a mikroorganizmusokat elszaporitottuk, raéntjiik az
indikatorglikozidot tartalmaz6 lagy agart, vagy gy, hogy
az indikatorglikozidot el6bb adjuk hozza a taptalajhoz,
mint a mikroorganizmusokat.

Miutan a talalmany szerinti szkrinelési eljaras gyors
¢s hatékony 1)—iv) lépéseit végrehajtottuk, a szaporodas-
ban 1év6 vagy mar elszaporitott mikroorganizmus-telepe-
ket az v) lépésben a cukorcsoport hidrolizisének kimuta-
tasdra egy 7-helyzetben cukorcsoportot tartalmazo taxan-
nal kell6képpen hosszii id6n at inkubaljuk. Ezt végezhet-
Jiik példaul 0igy, hogy az agarlemezrdl eltavolitott telepe-
ket 7-xilozil-taxannal kis razélombikokban szaporitjuk,
azutdn a sejteket eltavolitjuk, és a kapott terméket a cu-
korcsoport hidrolizisének kimutatasara példaul nagynyo-
masu folyadékkromatografiaval (HPLC) elemezziik.

A talalmany szerinti hidrolizishez enzimként alkal-
mazhatunk hidrolazokat, elénydsen glikozidazokat, pél-
déul xilozidazt vagy glikanazokat. El6nyosen alkalmaz-
hatok a mikroorganizmusokbdl, kiilénésen a fenti mik-
roorganizmusokbol szarmazé enzimek. Ezeket példaul
extrakcios €s tisztitdsi modszerekkel izolalhatjuk.

A mikroorganizmusokat hasznalhatjuk ép, nedves
sejtek, vagy példaul liofilizalassal, permetezéssel vagy
hével szaritott sejtek alakjaban, vagy feldolgozott sejt-
anyag, példdul feltart sejtek vagy sejtextraktum alakja-
ban. Hasznalhatunk génsebészeti modszerekkel kialaki-
tott mikroorganizmusokat is. A gazdasejt lehet barmi-
lyen sejt — igy példaul Escherichia coli —, amit ugy
modositunk, hogy olyan gén(eke)t tartalmazzon, ame-
ly(ek) egy vagy tobb, a fenti reakciok katalizalasara
képes enzimet expresszal(nak).

Ha egy vagy tobb mikroorganizmust hasznalunk, a
talalmany szerinti enzimes hidrolizist végezhetjiik a fer-
mentacio utan (kétlépess eljaras), vagy azzal egyideyjii-
leg, tehat ugy, hogy a fermenticidt és a hidrolizist egy-
szerre hajtjuk végre (egylépcsos eljarés).

A mikroorganizmusok szaporitdsat egy alkalmas ko-
zegben végezziik, amely tapanyagot nytjt a mikrobasej-
teknek. A tipikus szaporitokdzeg tartalmazza a szén- és
nitrogénatomok, valamint egyéb elemek (példdul nyom-
elemek) forrasat. Induktorokat is adhatunk hozz4, vagyis
olyan vegyiileteket, amelyek eldsegitik az enzim kivant
aktivitasanak kialakulasat a mikrobasejtekben.

Szénforrasként hasznalhatunk cukrokat — mint pél-
daul maltéz, laktéz, glikoz, fruktdz, glicerin, szorbit,
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szacharoz, keményitd, mannit, propilénglikol, xilan és
hasonlok —, szerves savak soit — mint natrium-acetat,
nitrium-citrat és hasonlok —, vagy alkoholokat, mint
peldaul etanol, propanol és hasonlok.

A nitrogénforras lehet N—Z amine A, kukoricalek-
var, szojakorpa, marhahuskivonat, élesztékivonat, me-
lasz, siitGélesztd, tripton, étkezési szbja, pepton, élesz-
t6-amin, aminosavak, mint natrium-glutamat és ha-
sonlok, natrium-nitrat, ammoénium-szulfat és hasonlok.

A nyomelemek kozé tartoznak a magnézium, man-
gan, kalcium, kobalt, molibdén, réz, nikkel, vas, nat-
rium és kalium soéi. Foszfatokat is alkalmazhatunk
nyomnyi vagy nagyobb mennyiségben.

Az alkalmazott kozeg tobbféle szén- és nitrogénfor-
rast, valamint tobbféle tapanyagot is tartalmazhat.

Elénybsen vizes kozeget alkalmazunk, amely lehet
a példakban leirt kozegek valamelyike.

A reakcidkeverék keverése és levegbztetése befo-
lyasolja a szaporodas folyaman rendelkezésre 4ll6 oxi-
gén mennyiségét. A keverést elénydsen 100—250 for-
dulat/perc sebességgel végezziik, a levegdztetés eld-
nyos mértéke a kozeg térfogatanak koriilbeliil 1-10-
szeresét kitevo levegbmennyiség percenként.

A mikroorganizmusok szaporitasat és a talalmany
szerinti hidrolizist elény6sen koriilbeliil 4 és koriilbeliil
8,5 kozotti pH-ji kozegben, koriilbeliil 24 és koriilbeliil
37 °C kozotti hémérsékleten végezziik. A hidrolizist in
vitro példaul 1 -72 éran at, vagy elénydsen addig végez-
ziik, mig a kivant termék mennyisége eléri a maximu-
mét. A hidrolizis folyaman a pH-t el6nydsen 7 alatt tart-
Jjuk, példaul akkor, ha 10-dezacetil-taxol vagy 10-dez-
acetil-baccatin III van jelen, és a C—7 hely epimeriza-
cidjdt minimalisra kivanjuk csokkenteni. A taldlmany
szerinti hidrolizist elénydsen pH 4 és 7 kozétt, vagyis
nem bazisos korlilmények kozott hajtjuk végre.

Ugyancsak elényds, ha a hidrolizis reakciokézege-
ként vizes oldatot hasznalunk, de alkalmazhatunk vala-
milyen szerves folyadékot, vagy egy szerves és egy szer-
vetlen folyadék egymassal elegyedS vagy nem elegyedd
(ketfazis) keverékét is. A 7-helyzetben cukorcsoportot
tartalmazo taxan kiindulasi anyagaibol a kiindulasi anya-
gok és a reakciokozeg Osszes tomegére szamitva elényo-
sen 0,0025-2,5 tomegszazaléknyit hasznilunk.

Az enzimbdl vagy mikroorganizmusbél a kiindulasi
anyagra szdmitva annyit hasznalunk, amennyi a tall-
mény szerinti enzimes hidrolizis katalizalasahoz sziiksé-
ges. A talalmany szerinti hidrolizissel elényosen 90%-
nél magasabb kihozatalt (a 7-helyzetben hidrolizalt ve-
gylilet szazalékaranya a 7-helyzetben cukorcsoportot
tartalmazé taxanhoz viszonyitva) ériink el. A hidrolizis a
kiindulési anyagként hasznalt taxan 7-helyzetii csoport-
jara szelektiv lehet, ami azt jelenti, hogy nagyobb (pél-
daul 100%) aranyban kapunk olyan vegyiileteket, ame-
lyek csak 7-helyzetben hidrolizaltak anélkiil, hogy a tob-
bi helyen hidrolizis ment volna végbe.

A talalmany szerinti, 7-helyzetben hidroxicsoportot
tartalmaz6, valamint egyéb, példaul az alabbiakban leirt
taxanok izoldlasat és tisztitasat végezhetjiik példaul ext-
rakcioval, desztillalassal, atkristalyositassal vagy osz-
lopkromatografiaval.
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A taxénok olyan diterpének, amelyek egy, a fentiek
szerinti taxnrészt tartalmaznak. Kiilénosen fontosak
azok a taxanok, amelyek tax4nrésziikben a 13-as helyen
egy oldallancot tartalmaznak, mint példéul a paclitaxel.
A gydgyészatilag hatasos taxanszarmazékok, példaul a
paclitaxel, tumorellenes szerként hasznalhatok a mell-,
petefészek-, vastagbél- vagy tiidérakban, melanémaban
vagy leukémiaban szenved§ betegek kezelésében.

A taldlmény szerinti hidrolizissel elallitott vegyiile-
tek igen jOl hasznalhatok egyrészt gyogyészatilag hatd-
sos taxanszarmazékokként, mint példdul a paclitaxel,
masrészt az ilyen taxanok eldallitasanak kozbensd ter-
mékeiként. Ha példaul a talalmany szerinti modon el64l-
litott vegyiiletek 13-helyzetben is hidroxicsoportot tar-
talmaznak — mint a baccatin Il vagy a 10-dezacetil-
baccatin III —, ezeket kapcsolhatjuk 13-helyzetben acil-
oxi-oldallancot képez6 kozbens6 termékekkel, példaul
B-laktimokkal, igy 13-helyzetben acil-oxi-oldallancot
tartalmaz6 taxanokat kapunk, amilyen példaul a pacli-
taxel és analogjai. A talalmany szerinti modon el6alli-
tott, 7-helyzetben hidroxicsoportot tartalmazé vegyiile-
teket adott esetben médosithatjuk, mielétt a C—13 hely-
re az acil-oxi-oldallancot kapcsolassal bevinnénk. Ezen-
kiviil a talalmany szerinti eljaras végrehajtasa el6tt, alatt
vagy utan modositast végezhetiink a C—13 helyen az
5,739,016 szamu amerikai egyesiilt allamokbeli szaba-
dalmi leiras szerinti moédon (a 13-helyzeti acil-oxi-cso-
port atalakitdsa hidroxicsoportta enzimes hidrolizissel)
és/vagy a C—10 helyen az 5,523,219 szami amerikai
egyesiilt dllamokbeli szabadalmi leirés szerinti médon (a
10-helyzetii acil-oxi-csoport 4talakitdsa enzimes hidroli-
zissel hidroxicsoportta, vagy a hidroxicsoport 4talakitasa
enzimes észterezéssel acil-oxi-csoportta).

A talalmény szerinti modon eldallitott, 7-helyzetben
hidroxicsoportot tartalmazo, és adott esetben a fentiek
szerint modositott vegyiiletek felhasznalhatok példaul
13-helyzetben acil-oxi-oldallancot tartalmazé — példaul
a fent emlitett — taxanok el8allitasira. Az ilyen taxa-
nok el6allitasara szolgalo modszerek leirasa megtaldlha-
t6 a 400,971 szamu eurdpai kozrebocsatasi iratban a
4,876,399, a 4,857,653, a 4,814,470, a 4,927,012 szamu
amerikai egyesiilt allamokbeli szabadalmi leirdsokban,
az alabbi szakirodalmi helyen: D. G. I. Kingston [Pharm.
Ther., 52, 1-34 (1991)], tovabba a WO 94/14787 szamu,
az EP-A 0 617018 szamu és az EP-A 0604910 szamu
koézrebocsatasi iratokban.

A taladlmany szerinti hidrolizishez elényosen (II) 4l-
talanos képletd taxdnokat vagy soikat alkalmazunk, igy
az enzimes hidrolizissel a megfelel6 (I) altaldnos képle-
t vegyiileteket vagy soikat kapjuk.

Az (1) és (II) altalanos képletben R2 jelentése el6-
nyo6sen hidroxi- vagy R5-C(0)-O- éltaldnos képletii
csoport, amelyben R5 jelentése alkil-, példaul metil-
csoport, R3 jelentése eldnydsen alkil-, példaul metil-
csoport; R4 jelentése eldnydsen aril-, példaul fenil-
csoport; és R! jelentése elénydsen hidroxicsoport vagy
egy (III) altalanos képleti csoport, amelyben
R és R7 jelentése egymastol fiiggetleniil alkil-, alkoxi-,

alkenil-, alkenil-oxi-, alkinil-, alkinil-oxi-, cikloal-

kil-, cikloalkoxi-, cikloalkenil-, cikloalkenil-oxi-,
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aril-, aril-oxi-, heterociklusos vagy heterociklo-oxi-

csoport; és
R3 jelentése hidrogénatom, alkoxi-karbonil-csoport

vagy egy hidroxi-védGcesoport.

A (ID) altalanos képletii vegyiiletek kézé tartozik
példaul a 7-xilozil-taxol, 7-xilozil-10-dezacetil-taxol,
7-xilozil-baccatin III, 7-xilozil-10-dezacetil-baccatin
I, 7-xilozil-cefalomannin, 7-xilozil-10-dezacetil-ce-
falomannin, 7-xilozil-taxol C és a 7-xilozil-10-dez-
acetil-taxol C.

A talalmany szerinti eljaras végterméke elényésen a
paclitaxel (Taxol™) A képletii vegyiilet.

A taldlmény szerinti eljarasok barmelyikében hasz-
nalhatjuk vagy eléallithatjuk a reagensek, illetve termé-
kek séit vagy szolvatjait, példaul hidratjait.

Az aldbbi példak a taldlmény részletesebb ismertets-
sére szolgalnak, annak oltalmi kérét nem befolyésoljak.

1. példa

A xilozidazok kivalasztisa

Agarlemezeket készitettiink, amelyek 1% nyirfabol
szarmaz6 xilant, 0,1% élesztkivonatot, 0,1% triptont és
1,5 agart tartalmaznak. Talajbol vagy korhadé fabol 2 g
mintit 40 ml vizben szuszpendaltunk, a Szuszpenziot
1:200 ardnyban higitottuk, és a higitasb6l 0,1 mi-t ra-
permeteztiink a lemezre. A lemezeket 1 héten 4t szoba-
hdmérsékleten (koriilbeliil 22 °C-on) inkubaltuk, majd
2 hétig 4 °C-on taroltuk. Ezutan a lemezeket lefedtik
4 ml, koriilbeliil 40 °C hémérsékleti 0,8%-os agarozzal,
amely 1 mM 4-metil-umbelliferil-B-D-xilopiranozidot
tartalmazott. Kivélasztottunk 125 db, nagy hullimhosz-
sz ultraibolya fényben fluoreszkalo telepet, és ezeket
28 °C-os lemezeken 3 napig inkubaltuk.

Razolombikokat, amelyek 1% nyirfaxilant, 0,2%
triptont, 0,2% élesztkivonatot és annyi kalium-foszfi-
tot tartalmaztak, hogy a keverék pH-ja 7 legyen, a le-
mezek egyikérdl vett egy kacsnyi tenyészettel beoltot-
tunk, és 28 °C-on 175 fordulat/perc sebességgel razva
2 napig inkubéltuk, majd 0,2 ml metanolban 1 mg 7-
xilozil-10-dezacetil-taxolt adtunk hozz4, és az inkuba-
last még 2 napon dt folytattuk. Az izolatumok egy ma-
sik csoportjat a 7-xilozil-10-dezacetil-taxol hozz4adasa
el6tt 1 napig, utdna pedig 3 napig inkubéltuk. Ezutin
mindegyik lombik tartalméhoz 10 ml metanolt adtunk,
és a mintakat az alabb ismertetett HPLC 1. modszerrel
vizsgaltuk 7-xilozil-10-dezacetil-taxol és 10-dezacetil-
taxol jelenlétére. A 86 szkrinelt izoldtum kéziil 9 ter-
melt 10-dezacetil-axolt kimutathat6 mennyiségben.
A 10-dezacetil-taxolbdl a legnagyobb koncentréciét a
Moraxella sp. ATCC 55475-tel kaptuk, ezt a mikroor-
ganizmust szélesztett tenyésztéssel (restreak) tisztitot-
tuk, és az alabbi példdkban alkalmaztuk.

HPLC 1. modszer
Oszlop: Hewlett Packard hypersil 5 um ODS

C18200x4,6 mm.

Mozgéfazis: 60% metanol, 40% viz.
Az oszlop hémérséklete : szobahSmérséklet.
Detektalasi hullimhossz: 235 nm.

A mddszer leirdsa a kovetkezs szakirodalmi helyen is
megtaldlhat6: B. Monsarrat, E. Mariel, S. Cros, M.
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Gares, D. Guenard, F. Gureitte—Voegelein és M. Wright
[Drug Metabolism and Disopsition, /8, 895--901 (1990)].

2. példa

A 7-xilozil-10-dezacetil-taxol hidrolizise

4 literes Erlenmeyer-lombikban 1 liter tapoldatot,
amely pH=7-en 1% nyirfaxilant, 0,2% triptont, 0,2%
élesztGkivonatot, 0,1% kalium-dihidrogén-foszfatot ¢és
0,1% dikalium-hidrogén-foszfatot tartalmazott, beoltot-
tunk 10 ml Moraxella sp. ATCC 55475 tenyészettel, és
3 napig 28 °C-on raztuk. Ezutan a sejteket lecentrifugal-
tuk, 50 ml 50 mM pH =7-es kalium-foszfat pufferoldattal
mostuk, ismét lecentrifugdltuk, majd a fenti pufferoldat
30 ml-ében Ojraszuszpendaltuk, igy ml-enként 0,122 g
nedves sejtet tartalmazd szuszpenziot kaptunk. 1,5 ml
sejtszuszpenziohoz 0,5 mg 7-xilozil-10-dezacetil-taxolt
adtunk 0,2 ml metanol és 0,3 ml viz elegyében. A szusz-
penziot fiigg8leges iranyban 12/perc sebességgel forgat-
va 28 °C-on 21 6ran at kevertilk, majd a reakciét 2 ml
metanollal ledllitottuk, és egy mintat HPLC 1. modszer-
rel megvizsgaltunk. A reakcidelegyben 7-xilozil-10-dez-
acetil-taxol nem maradt, és 0,230 mg/ml 10-dezacetil-
taxolt mutattunk ki (kihozatal: 107%).

A példaban lejatszodé reakcié az [A] reakciovaz-
laton lathato.

3. példa

A 7-xilozil-taxol hidrolizise

A 2. példa szerint eldallitott sejtszuszpenzid 1,5 ml-¢-
hez 0,5 mg 7-xilozil-taxolt adtunk 0,2 ml metanol és
0,3 ml viz elegyében. A szuszpenziot 12/perc sebesseg-
gel forgatva 28 °C-on 21 6ran at kevertiik, majd a reak-
ciét 2 ml metanollal leallitottuk, és egy mintat HPLC
1. médszerrel megvizsgaltunk. A reakciéelegyben
0,011 mg/ml 7-xilozil-axol maradt, és 0,167 mg/ml taxolt
talaltunk (kihozatal: 77%).

4. példa

A 7-xilozil-baccatin III hidrolizise

Moraxella sp. ATCC 55475-6t tenyésztettiink ra-
z6lombikokban 28 °C-on, pH="7-es kozegben, amely 2%
glicerint, 0,2 triptont, 0,2% élesztokivonatot, 0,1% dika-
lium-hidrogén-foszfatot, 0,1% kalium-dihidrogén-foszfétot,
0,02% magnézium-szulfat-heptahidratot (MgS0O,.7H,0),
0,001% néatrium-kloridot, 0,001% vas(IT)-szulfat-heptahid-
ratot és 0,001 mangén-szulfat-tetrahidratot tartalmazott.
Egy 1 ml-es fiolabol 100 ml kizeget oltottunk be. EbbSl a
tenyészetbl 4 nap malva 15 ml-es adagokat atoltottunk
4 literes, 1-1 liter tapoldatot tartalmazoé Erlenmeyer-lom-
bikokba. 3 nap mulva a sejteket lecentrifugaltuk, 50 mM
pH=7-es kalium-foszfat pufferoldattal mostuk, ismet le-
centrifugaltuk, azutan fagyasztva taroltuk.

1 mg 7-xilozil-taxolt, 200 mg (0,108 egység), a
08/077,979 szamu, amerikai egyesiilt llamokbeli nyil-
vanossagra hozott szabadalmi bejelentésben ismerte-
tett Nocardiodides albus ATCC 55425-t6] szarmazd
C—13 dezacilaz enzimet, 0,2 ml metanolt, 0,2 ml 1M
pH=7-es kalium-foszfat pufferoldatot és 3,6 ml vizet
48 fordulat/perc sebességgel 24 °C-on 17 6ran at kever-
tiink. 15 6ra elteltével a fenti 1. modszerrel végzett
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HPLC-elemzés azt mutatta, hogy a C—13 oldallanc elta-
volitasa a szubsztratrol teljesen végbement. Az oldatbol,
amely most mar 7-xilozil-baccatin IIl-at tartalmazott,
2 ml-t hozzaadtunk a fenti Moraxella sp. sejttenyészet
1 ml-éhez (a sejtek nedves tomege 50 mM pH="7-es ka-
lium-foszfat pufferoldatban 0,24 g), és 48 fordulat/perc
sebességgel 24 oOran at kevertik. A reakcioelegyeket
6 ml metilén-dikloriddal extrahaltuk, az extraktumokat
megszaritottuk, majd metanolban Gjra feloldottuk, €s
HPLC 1. médszerrel vizsgéaltuk. 0,101 mg/ml baccatin
I1I-at talaltunk, ez a 7-xilozil-taxol kiindulasi koncentra-
cidjara vonatkoztatva 102%-os kihozatalt jelent.

5. példa

A 7-xilozil-10-dezacetil-baccatin III hidrolizise

A sejttenyészetet a 4. példaban leirt médon allitot-
tuk eld. 1 mg 7-xilozil-10-dezacetil-taxolt, 200 mg
(0,108 egység) 4. példa szerinti C—13 dezacildz enzi-
met, 0,2 ml metanolt, 0,2 ml 1M pH=7-es kalium-fosz-
fat pufferoldatot és 3,6 ml vizet 48 fordulat/perc sebes-
séggel 24 °C-on 17 oOran 4t kevertiink. 15 o6ra elteltével
a fenti 1. modszerrel végzett HPLC elemzés azt mutat-
ta, hogy a C—13 oldallanc eltavolitasa a szubsztratrol
teljesen végbement. Az oldatbol, amely most mar 7-
xilozil-10-dezacetil-baccatin III-at tartalmazott, 2 ml-t
hozzaadtunk a fenti Moraxella sp. sejttenyészet 1 ml-
éhez (a sejtek nedves tomege 50 mM pH="7-es kalium-
foszfat pufferoldatban 0,24 g), és 48 fordulat/perc se-
bességgel 24 6ran at kevertiik. A reakcioelegyeket 6 ml
metilén-dikloriddal extrahaltuk, az extraktumokat meg-
szaritottuk, majd metanolban 0jra feloldottuk, és HPLC
1. modszerrel vizsgaltuk. 0,099 mg/ml 10-dezacetil-
baccatin I1I-at talaltunk, ez a 7-xilozil-10-dezacetil-ta-
xol kiindulasi koncentracidjara vonatkoztatva 103%-os
kihozatalt jelent.

6. példa

A 7-xilozil-10-dezacetil-taxol hidrolizise

szubcellularis frakciokkal

Moraxella sp. ATCC 55475-6t 28 °C-on 3 napon at
raztunk 6 db 4 literes Erlenmeyer-lombikban, amelyek
mindegyike 1 liter 2. példa szerinti tdpoldatot tartalma-
zott. A beoltas elétt a tipoldatot a xilan részleges elbon-
tasara 2 napon 4t 28 °C-on 2 ml/liter Novo SP431 xi-
lanazzal kezeltiik. A sejteket lecentrifugaltuk, 50 mM
pH=7-es kalium-foszfat pufferoldattal mostuk, ismét le-
centrifugaltuk, majd ugyanezen pufferrel 210 ml-re fel-
toltottiik. Ezutdn a sejteket ultrahangos kezeléssel feltar-
tuk, 20 percig 27 504 g-vel centrifugiltuk, majd a felil-
1iszét 20 percig 47807 g-vel centrifugéltuk. Ez utobbi
centrifugalas feliiliiszdjabol 17 ml-t 1 6ran 4t 100 100 g-
vel centrifugaltunk, és az igy kapott pelletet 17 ml
50 mM pH=7 kalium-foszfat pufferoldatban vjra szusz-
pendaltuk. A fehérjekoncentricié a 100100 g-vel vég-
zett centrifugalassal kapott feliiliszoban 4,72 mg/ml, az
Gijraszuszpendalt pelletben pedig 1,65 mg/ml volt.
1,9 ml pellethez, illetve feliilisz6 frakciohoz 0,1 mi me-
tanolban 0,5 mg 7-xilozil-10-dezacetil-taxolt adtunk, és
a kémesoveket 15 6ran at 25 °C-on inkubaltuk. Ezutin a
reakcidot 2 ml metanollal leallitottuk, és a mintdkat



1 HU 217423 B 2

HPLC 1. médszerrel elemeztiik. Az alibbi eredménye-
ket kaptuk :

Minta Termék: Szubsztrat 10-dezacetil-
10-dezacetil- 7-xilozil-10- taxol
taxol, dezacetil-ta- kihozatal, %
mg/ml xol, mg/ml
Enzim 0,000 0,256
nélkiil
Feliiltszo 0,038 0,237 18
Pellet 0,206 0,038 96
7. példa

Tiszafakivonat hidrolizise

Moraxella sp. ATCC 55475-6t tenyésztettiink razé-
lombikokban a 4. példaban leirtak szerint. A sejteket
a 6. példa szerinti modon centrifugaltuk és mostuk,
majd mikrofluidizatoron kétszer ateresztve 8,2-108 Pa
(12 000 psi) nyomason feltartuk. A feltdratlanul maradt
sejteket 20 percen at 27 504 x g-vel végzett centrifugalas-
sal eltavolitottuk. A feliiliszot 1 6ran &t 100 100 x g-vel
centrifugaltuk, és az igy kapott pelletet annyi 50 mM
pH=7-es kalium-foszfat pufferoldatban szuszpendaltuk,
hogy a fehérjekoncentriciéo 17 mg/ml legyen. 0,05 ml
50 mM pH=7-es kalium-foszfat pufferoldatot, Taxus
Hickii magoncok etanolos extraktumabdél 0,2 ml-t, 20 mg
polivinil-pirrolidont (az inhibialé hatdsi névényi fenolok
eltavolitdsira) és 0,75 ml vizet 12 fordulat/perc sebesség-
gel 25 °C-on 1 6ran at kevertiink. Ezutdn 1 ml pellet-
szuszpenziot, illetve 1 ml 50 mM pH=7-es kdlium-fosz-
fat pufferoldatot adtunk hozza, és az inkubalast 25 °C-on
3 napon at 12 fordulat/perc sebességgel folytattuk.

A mintakat az alabbiakban leirt HPLC 2. modszerrel
elemezve a kovetkez6 eredményeket kaptuk:

Minta Termék: Szubsztrat 7-xilozil-
10-dezacetil-taxol, 10-dezacetil-taxol,
mg/ml mg/ml
Enzim 0,020 0,020
nélkiil
100100 ¢ 0,028 0,009
pellet

HPLC 2. modszer
Oszlop: Phase Separations Inc. (Norwalk, CT) mic-
robore spherisorb phenyl 150 x2,0 mm, 3 um.
Mozgofazis: ,,A” oldoszer: trifluor-ecetsavval pH=4-
re allitott kalium-dihidrogén-foszfat; ,,B” ol-
ddszer: acetonitril.

1dé (perc) A" oldészer (%) ,.B” oldoszer (%)
0 75 25
20 55 45
23 40 60
24 25 75
28 75 25

Oszlophémérséklet: 35 °C.
Detektalasi hullamhossz: 230 nm.
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SZABADALMI IGENYPONTOK

1. Eljaras egy, a 7-helyzetben kdzvetleniil kapcsolo-
do hidroxicsoportot tartalmazé taxdn elSallitasara, az-
zal jellemezve, hogy egy, a 7-helyzetben kozvetleniil
kapcsolodo cukorcsoportot tartalmazé taxant egy, az
emlitett cukorcsoportnak hidroxicsoportta t6rténd hid-
rolizisét katalizalni képes mikroorganizmussal vagy az
emlitett mikroorganizmusbél szirmazé enzimmel érint-
kezésbe hozunk, és a hidrolizist végrehajtjuk.

2. Az 1. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve,
hogy kiindulasi anyagként olyan taxant hasznalunk,
amelyben a cukorcsoport xilozilcsoport,

3. Az 1. igénypont szerinti eljaras egy, a 7-helyzet-
ben hidroxicsoportot tartalmaz6 taxanként egy (I) alta-
lanos képletii vegyiilet — mely képletben

R! jelentése hidroxi- vagy acil-oxi-csoport;

R? jelentése acil-oxi- vagy hidroxicsoport; és

R3 és R4 jelentése egymastol fiiggetleniil hidrogén-

atom, alkil-, alkenil-, alkinil-, cikloalkil-, cikloal-

kenil-, arilcsoport vagy heterociklusos csoport —
vagy egy sOjanak eldllitasara, azzal jellemezve, hogy
egy, a 7-helyzetben cukorcsoportot tartalmazo (I1) alta-
lénos képletii taxant — mely képletben

R, R2, R3 és R4 jelentése a fenti; és a

,cukor” jelentése egy, a 7-es szénatomhoz kdzvetle-

niil kapcsolodé cukorcsoport —
vagy egy sojat érintkezésbe hozzuk az emlitett cukor-
csoportnak a hidrolizisét katalizdlni képes mikroorga-
nizmussal vagy ebbdl szairmazd enzimmel.

4. A 3. igénypont szerinti eljarés, azzal jellemez-
ve, hogy (II) altalanos képletdi vegyiiletként olyan ta-
xant alkalmazunk, amelyben a cukorcsoport xilozil-
csoport.

5. A 4. igénypont szerinti eljaras az (I) altalanos kép-
letl paclitaxel, 10-dezacetil-taxol, baccatin III, 10-dez-
acetil-baccatin III, cefalomannin, 10-dezacetil-cefalo-
mannin, taxol C és/vagy 10-dezacetil-taxol C elBallita-
sdra, azzal jellemezve, hogy (II) altalanos képletii taxan-
ként 7-xilozil-taxolt, 7-xilozil-10-dezacetil-taxolt, 7-xi-
lozil-baccatin Ill-at, 7-xilozil-10-dezacetil-baccatin [l-at,
7-xilozil-cefalomannint, 7-xilozil-10-dezacetil-cefalo-
mannint, 7-xilozil-taxol C-t és/vagy 7-xilozil-10-dez-
acetil-taxol C-t alkalmazunk.

6. A 2. igénypont szerinti eljarés, azzal jellemezve,
hogy a hidrolizishez xilozilcsoportot tartalmazé taxan
kiindulasi anyagaként xilozilcsoportot tartalmazoé taxa-
nok keverékét alkalmazzuk.

7. A 6. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve,
hogy a taxdnok keverékét a Taxus nemzetséghez tartozé
novények széveteibSl novényi sejttenyésztéssel és/vagy
extrakcioval nyerjiik ki.

8. Az 1. igénypont szerinti eljards, azzal jellemezve,
hogy egy, a Flavobacterium, Acinetobacter, Moraxel-
la, Bacillus, Sporolactobacillus, Clostridium, Desul-
fotomaculum, Sporosarcina, Oscillospira, Plano-
coccus, Lactobacillus, Kurthia, Micrococcus, Stomato-
coccus, Staphylococcus, Arthrobacter, Neisseria vagy
Kingella nemzetséghez tartozd mikroorganizmust al-
kalmazunk.
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9. A 8. igénypont szerinti eljras, azzal jellemezve,
hogy egy, a Flavobacterium, Moraxella, Micrococcus
vagy Bacillus nemzetséghez tartozé mikroorganizmust
alkalmazunk.

10. A 9. igénypont szerinti eljirds, azzal jellemezve,
hogy mikroorganizmusként a Moraxella sp. ATCC
55475-6t, Bacillus macerans ATCC 55476-ot, Bacillus
circulans ATCC 55477-et vagy Micrococcus sp. ATCC
55478-at alkalmazzuk.

11. Az 1. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve,
hogy egy, a Flavobacterium, Acinetobacter, Moraxella,
Bacillus, Sporolactobacillus, Clostridium, Desulfotoma-
culum, Sporosarcina, Oscillospira, Planococcus, Lacto-
bacillus, Kurthia, Micrococcus, Stomatococcus, Staphy-
lococcus, Arthrobacter, Neisseria vagy Kingella nem-
zetséghez tartozdé mikroorganizmusbél szarmazo enzi-
met alkalmazunk.

12. A 11. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemez-
ve, hogy egy, a Flavobacterium, Moraxella, Micrococ-
cus vagy Bacillus nemzetséghez tartozé mikroorganiz-
musbél szarmazé enzimet alkalmazunk.

13. A 12. igénypont szerinti eljars, azzal jellemezve,
hogy a Moraxella sp. ATCC 55475, Bacillus macerans
ATCC 55476, Bacillus circulans ATCC 55477 vagy
Micrococcus sp. ATCC 55478 mikroorganizmusbol
szarmazd enzimet alkalmazzuk.

14. Az 1. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemez-
ve, hogy paclitaxelt vagy paclitaxellé atalakithato ta-
xant allitunk eld.
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15. Eljaras egy, a 7-helyzetben cukorcsoportot tar-
talmaz6 taxannak enzimes hidrolizissel a megfeleld 7-
helyzetben hidroxicsoportot tartalmazé szarmazékka
vald atalakitisara képes mikroorganizmus kivalasztdsa-
ra, azzal jellemezve, hogy

i) kivalasztunk egy, a szelektalando mikroorganiz-
mus szaporitisira alkalmas taptalajt;

ii) kivalasztunk egy indikatorglikozidot;

iii) a mikroorganizmust szaporitds céljabol érintke-
zésbe hozzuk az i) 1épés szerinti taptalajjal és az ii)
lépés szerinti indikatorglikoziddal;

iv) teszteljiik a mikroorganizmust a 7-helyzetben
cukorcsoportot tartalmazoé taxan hidrolizisére, és kiva-
lasztjuk azokat a mikroorganizmusokat, melyek a fent
megadott hidrolizisre képesek.

16. Moraxella sp. ATCC 55475 mikroorganizmus
biologiailag tiszta tenyészete.

17. Bacillus macerans ATCC 55476 mikroorganiz-
mus biologiailag tiszta tenyészete.

18. Bacillus circulans ATCC 55477 mikroorganiz-
mus biologiailag tiszta tenyészete.

19. Micrococcus sp. ATCC 55478 mikroorganiz-
mus bioldgiailag tiszta tenyészete.

20. Az 1. igénypont szerinti hidrolizisre képes, a
Moraxella sp. ATCC 55475, a Bacillus macerans
ATCC 55476, a Bacillus circulans ATCC 55477 vagy a
Micrococcus sp. ATCC 55478 mikroorganizmusbol
izolalt enzim.
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Kiadja a Magyar Szabadalmi Hivatal, Budapest
A kiadasért felel: Tor6csik Zsuzsanna osztalyvezetd
Windor Bt., Budapest
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