Nukleotidok (nukleozidok) eloallitasa

1. dbra: A purin-nukleotidok szerkezete

Az eléforduld purin-nukleotidok:

Nukleotid R, R, El6fordulas
5’-AMP | —NH, —H
5’-GMP | —-OH —NH, DNS, RNS
5’-IMP | —OH -H .
5 XMP | —OH “On Intermedierek

Nukleotidok gyartasanak, eléallitasanak jelentosége

e [zjavito, izfokozo szerek

Japanban a XVII. szdzad 6ta hasznaljak az Un. umami izl (,,6t6dik iz”) ételizesitOket
(erjesztett, hidrolizalt sz6ja és egyéb termékek, benniik glutaminsav és mas izanyagok).

Az 5°-GMP-t, 5’-IMP-t és 5’-XMP-t natrium-glutamattal kombinalva megfigyelhetd e
vegyiiletek szinergikus hatasa, mert mar nagyon kis mennyiségben (0,005-0,01%) is
erbteljes izfokoz6 hatasuk van.

Az ipari RNS hidrolizis és direkt fermentacios technologia kialakitasa 1959-1961-re
tehetd.
Az Ajinomoto vallalat 1960-as alapitasa ota gyart ételizesitOként hasznalt nukleotid-szar-
mazékokat (natrium-inozinat és natrium-ribonukleotid); a szintén japan Kyowa Hakko
vallalat 1966-ban alapitotta élelmiszer adalékokat gyartd részlegét, mely azota is termel
jellegzetes, umami izii ételizesitoket.

o Gyogyszerek

Szarmazékaik antibiotikumok, citosztatikumok mellett alkalmazhatok, igy a
nukleinsavszintézis soran fejtik ki hatasukat, antimetabolitként beépiilve (8-azagnanin).



Megtalalhatoak ezen kiviil szivgyodgyszerekben, izomerdsitokben, virusok reprodukciojat

gatl6 szerekben is.

Felhasznalas (t/év) Funkcio
IMP 2000 ¢telizesitd
GMP 1000 ételizesitd
Inozin 25 szivgyogyszer
ATP 6 1zomerdsitd

1. tablazat: Nukleotidok felhasznalasa

RNS enzimes hidrolizise (5°-IMP, 5°-GMP)

Eleszté RNS-b8l endogén (sajat) enzim, vagy enzimpreparatum segitségével végzik.

DNS-tartalom (%) RNS-tartalom (%)*
Baktérium 0,37-4,5 5-25
Eleszt$ 0,03-0,5 2,5-15
Penész 0,15-3,3 0,7-28

2. tablazat: Nukleinsav tartalom

*: a jelzett RNS-tartalom 5%-a mRNS, 10-15%-a tRNS, 75-80%-a rRNS

1. Nagy RNS-tartalmu éleszto eléallitasa

Az élesztdsejtekben joval nagyobb mennyiségli RNS talalhatd, mint DNS (kortilbeliil
OtszOr0s mennyis€g), mert nemcsak informacidatvitel a feladatuk, hanem szerkezeti anya-
gokként is funkcionalnak. A folyamat célja a ,klasszikus” SCP-gyartassal ellentétben
olyan sejttomeg eléallitds, melynek magas a nukleinsav-tartalma. Ennek eléréséhez nem
sziikséges az anyagcserét befolydsolni, csak a célnak jol megfeleld torzseket kell vélasz-
tani, melyeknek magas az RNS-tartalma. A Candida utilis és a Saccharomyces cerevisiae
hasznéalata megszokott, a torzsek engedélyezettek, szaporitasuk, izolaldsuk viszonylag
egyszert.

Maximalis RNS-tartalom elérése:

e Logaritmikus szakasz: maximalis szaporodas

Folytonos technologiaval melasz, vagy szulfit-szennylug szénforrason.

35 g/1 SCP koncentraci6 elérhetd; 10-15% RNS-tartalom; 20.000 t/év gyarto kapacitas

e Alacsony C:N ardny esetén

e Zn koncentracionak is fontos szerepe van, ezért annak adagoldsira van sziikség
(0,25 ppm)

A nukleinsav bioszintézis soran natrium adagoldsa nem sziikséges.

A 2. abra az S5-foszforibozil-pirofoszfatbol induld purin-nukleotidok bioszintézis
utvonalat mutatja egy baktériumsejtben.
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2. abra: Purin-nukleotid bioszintézisének szabalyozasa Bacillus subtilis mikrobaban (Shiio, 1979).

Az IMP, AMP, GMP, XMP végtermékek sajat bioszintézisiiket szabalyozzak. A
szabalyozas bonyolult, soklépéses és tobbirany.

A nukleinsav bioszintézishez (purinvazak felépitése) egyszerli metabolitok jelenléte
sziikséges (pl.: glicin, fumarsav).

A purin nukleotidok de novo szintézise soran egy tizlépéses folyamat vezet az IMP-
molekulakhoz, melyek AMP-vé vagy GMP-v¢é alakulhatnak. Az IMP szintézisében hat
enzim vesz részt, melyek koziil harom tobbfunkcids, tobb reakciot is katalizadlhat. A
purinvaz kialakulasahoz a szintézis folyamatba belépd aminosavak jarulnak hozza, egy-
egy Ujabb csoport hozzaadésaval.

De novo szintézis

A metabolic engineering munkajanak célja, hogy a sejt altal termelt utols6 intermedier
az IMP legyen, a tovabbi anyagcsereutakat elzarjak, szabalyozdsukat leallitsak. A sejt
szabalyozd mechanizmusaban az AMP ¢és GMP visszaszabalyoz, igy ha ezek mar nem
termelddnek, a visszahatds is megszlinik. A sejt életfunkcidinak fenntartdsdhoz azonban
kis mennyiségben ezekre a vegyliletekre is sziikség van, ezért a taptalajba teszik ezeket az
anyagokat, melyek kis mennyiségben nem gatolnak. Olyan mutansokat is létrehoztak
(leaky mutans), melyekben nem teljesen iktattak ki az AMP- és GMP-képzést.
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3. abra: Az AMP és a GMP molekulak bioszintézise

Jelolésjegyzék:

PRPP
PRA
GAR
FGAR
FGAM
AIRP
CAIRP

5-foszfo-a-D-ribozilpirofoszfat
5-foszfo-B-ribozilamin
5’-foszforibozilglicinamid
5’-foszforibozil-N’-formilglicinamid
5’-foszforibozil-N’-formilglicinamidin
1-(5’-foszforibozil)-5-aminoimidazol
1-(5’-foszforibozil)-5-aminoimidazol-4-
karboxilat

SAICARP

AICARP

FAICARP

SAMP
XMP

1-(5’-foszforibozil)-4-(N-szukcinokarboxamid)-
S-aminoimidazol
5-amino-1-(5’-foszforibozil)-imidazol-4-
karboxamid
5-formamido-1-(5’-foszforibozil)-imidazol-4-
karboxamid

adenilszukcinat

xantozin-5-foszfat



2. Extrakcio

A nukleinsavak fehérjéknél nagyobb stabilitasa kihasznalhat6 a nagy RNS-tartalmu
¢lesztd nukleinsav-tartalmanak kinyerése soran. Emiatt 5-20%-0s NaOH-oldattal, 100°C
hémérsékleten, 8 oran at tartd forrd lugos f6zéssel a nukleinsavak elérhetévé valnak. A
DNS bomlékonyabb, mint az RNS, igy az jobban sériil a folyamat soran.

Sejtfeltaras soran a sejtek fehérjéi tonkremennek, az RNS-tartalom feloldodik, mert
megsziinik a riboszomak kompakt szerkezete. A sejtfalmaradvanyok centrifugalas utan
elkiilonithetéek, majd a ribonukleinsavak szelektiv kicsapassal elvéalaszthatdak, savas
kozegben (sosav). Etil-alkoholos mosassal, majd szaritassal juthatunk a kivant RNS-
tartalomhoz.

3. Enzimes hidrolizis (enzimtermelés, kinyerés)

Extrakciés moddszerek mellett enzimes hidrolizissel is kinyerhetjik a sejtek
nukleinsav-tartalmat.
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4. dbra: A GMP és IMP nukleotidszarmazékok szintézisének enzimjei

A folyamatok az RNS molekula hidrolizisével indulnak, melyet exo- és endonuklea-
zok egyarant végezhetnek (A és B). A lancon beliil hasité endoenzim oligonukleotidokat ered-
ményez, az 5° végen foszfatcsoporttal. Ezeket az oligonukleotidokat ujabb folyamatok végiil
mononukleotidokka hidrolizaljak (B). Az RNS molekula béazissorrendjétdl fiiggden purin- és
pirimidin-nukleotidok képzddhetnek. Az AMP molekulakat Aspergillus oryzae enzimeivel de-
zaminaljak IMP nukleotidokkd (D), igy amino-csoport — keto-csoport atalakitas torténik. A
sziikséges enzimet a Penicillium citrinum nem, mig a Streptomyces aureus tartalmazza. Az
ipari szintézisek soran a hidrolizist 2%-o0s RNS-oldattal végzik, pH=5 mellett, 4 6ran keresz-
tiil, 65°C-on. Immobilizalt enzimekkel is dolgoznak. A folyamat végén nukleotidok keveréke
keletkezik (purin és pirimidin vazzal rendelkezok egyarant), melyek elvalasztasa torténhet
anioncseréldvel vagy metanolos frakcionalt kicsapéssal.



Olyan mikroba torzseket (Penicillium citrinum, Streptomyces aureus) érdemes valasz-
tani és alkalmazni, melyekben az A-D enzimek dominalnak. Az 5’-mononukleotid-foszfatok
bomlasat nukleozidokka (E) a foszfatdz enzim gétlasaval akadalyozzék meg (a folyamat ho-
mérsékletén, azaz 65°C-on a foszfatdz enzim inaktivalodik, hémérsékleti optimuma 45°C).

Anyagcseremérnokség

A metabolic engineering els6sorban primer metabolitok termelésénél jatszik fontos
szerepet. Olyan torzsek kialakitisa a cél, ahol a kivant metabolitot nagy mennyiségben tudja
eléallitani a sejt. Ehhez az anyagcsere-titvonalakat kell modositani. Indukalt mutécioval, majd
szelekcioval lehet eldallitani a megfeleld torzseket.

El6szor is le kell allitani azokat a mellékreakcidkat, amelyek elvonnék a kivant termék
eldallitasdhoz sziikséges molekuldkat, el kell zarni az elagazasokat.

Emellett meg kell sziintetni azokat a reakcidkat, amelyek termékiinket tovabb alakitanak,
hiszen ezek elbontjdk a mar létrehozott célterméket. Ezt a két célt auxotrof mutdnsok
izolalasaval lehet megvaldsitani. Ha a termék tovabbalakuldsa soran egy létfontossagu
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metabolit keletkezik, ami esszencialis a mikrobanak, akkor ezt az anyagot a bioszintézis ut
lezarasa esetén is biztositani kell. Erre két lehet6ség van; vagy a tdptalajba kell adagolni a
hianyzo vegyliletet, vagy ugynevezett leaky (szivargod) mutanst kell keresni. Ennél a terméket
tovabbalakito 1épés a mutacido kovetkeztében nem 4all le teljesen, csak lelassul (csokkent
kopiaszam, vagy kisebb valtasszam@ enzimfehérje). fgy a mikroba kis mennyiségben
megtermeli magédnak a sziikséges anyagot, de a felhalmoz6dd hasznos terméket csak kis
sebességgel alakitja at.

Mas oldalrdl a taltermelést megakadalyozé visszacsatolasokat kell kiiktatni, amelyek a
termék feldusuldsa esetén ledllitandk a bioszintézist. A sériilt feed back represszioja
mutansokat rendszerint antimetabolit rezisztenciajuk alapjan azonosithatjuk. Az
antimetabolitok a kivalasztott metabolitnak olyan szerkezet-analdgjai, amelyek szerkezeti
hasonlosdgukndl (pl.: Trp - 5-metil-Trp, lizin - aminoetil-cisztein) fogva a feed back
szabalyozasra érzé¢keny enzimek megfeleld kotohelyére illeszkedve lelassitjak, leallitjak azok
mitkddését. Ugyanakkor ezek az analogok nem képesek belépni a normél anyagceserébe. Az
ép szabalyozasu sejtek szamara az antimetabolit mérgezd, mert a nem engedi a valddi
metabolit termelését, és ennek hidnyaban a sejt elpusztul. Az antimetabolit-rezisztens sejtek
csak akkor képesek tulélni a kezelést, ha a tiltermelést szabalyoz6 rendszeriik sériilt (pl. az



enzim kotohelye a mutacié soran megvaltozott, és nem képes a metabolit felimerésére) és
minden feed back nélkiil 4llanddan termelik a végterméket.

4. IMP és XMP termelés de novo fermentacioval

Az inozin—-monofoszfat (IMP) és a xantozin—monofoszfat (XMP) eldallitasa
parhuzamos tutvonalakon torténik. Az anyagcseremérnokség nagy szerepet jatszik ezen
eldallitasi folyamatokban: a megfeleld anyagcsereutak blokkolaséaval (11 ill. 14) és az AMP
ill. GMP koncentracié alacsony értéken tartasaval érhetd el, hogy a folyamatok a megfeleld
iranyban jatszodjanak le. Annak érdekében, hogy az AMP ill. GMP képzddés elhanyagolhatd
legyen, leaky mutdnsokat hoznak létre, amelyekben a 11 ill. 14 jelzésti utak nem miikddnek.
Ezen kiviil a tapoldatba juttatott kis mennyiségli AMP ill. GMP segiti eld, hogy az esetleges
minimalis AMP ill. GMP képzddés az egyensuly eltoldsa miatt lealljon. Emellett sziikség van
a hasznos termékek (IMP ill. XMP) folyamatos elvételére is. Fontos, hogy a fermentacidhoz
hasznalt tapoldat nukleotidokat tartalmazzon. Megfelel a célnak pl. élesztékivonat vagy
haskivonat (de a kukoricalekvéar pl. nem jo).
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5. abra: IMP és XMP eléallitasa anyagcesere mérnoki beavatkozasokkal



5°-IMP termelés direkt fermentdcios technologiaja

A kivant torzs jellemz6i:
[ ]
[ ]
AMP-re auxotrof tulajdonsaguak.
[ ]
[ ]

Bacillus subtilis, Brevibacterium ammoniagenes
Az SAMP-szintetdz enzim hidnyzik (IMP atalakitds-3.4bra), ezek a torzsek

Kicsi az IMP — XMP atalakitas katalizisét végzd enzim aktivitasa (3.abra)
GMP feed back miikodése (3.abra)
A sejt citoplazma membranja permedbilis 5’-IMP-re

A fermentacid soran lényeges a megfeleld foszfat, Mg- ¢és Mn-koncentraciok
beallitdsa. 2-3 napos folyamat a hipoxantin-képzés, és 8 napos az 5’-IMP-termelés, mely

extracellularis termék.

Torzs, mutans neve Genetikai azonosito 5’-IMP hozam (g/1)
Bacillus subtilis Ade Nuc” 0.6
A-1-25 Ade 6MP' 2.0
Corinebacterium glutamicum
Brevibacterium ammoniagenes

KY 7208 Ade” 5.0

KY 13102 Ade 12,8
KY 13105 Ade Mn”" -ra érzéketlen 19

KY 13369 Ade Mn”"-ra érzéketlen Gua’ 20-27

3. tablazat: Mutans torzsek 5°-IMP hozamai

Ade™: adeninre auxotrof , Nuc™: nukleotiddz-negativ (nem bontja le a terméket), 6 MP":
6-merkaptopurin-rezisztens (antimetabolit)

A szénforrds, a képzOdott sejttdmeg és az eldallitott nukleotidok mennyiségének
fermentacio alatti valtozasait az 1-2. diagramok mutatjak.
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1-2. diagram: B. ammoniagenes KY 13102 torzzsel végzett 5’-IMP fermentacié alakulasa
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3. diagram: pH-valtozas a fermentacio alatt

5. ATP-szintézis

Az ATP bioldgiai uton torténd eldallitasahoz a glikolizis ATP-t fogyaszto 1épéseit el-
keriilik tigy, hogy a terméket eldallitd €lesztdsejteknek (Saccharomyces cerevisiae) a glikoli-
zis egy koztitermékét adagoljak. Az adagolt fruktdz-1,6-biszfoszfatot kémiai szintézissel allit-
jak eld, és mellette Mg®" ionokat adnak a rendszerhez. A glikolizis masodik felét mitkodtetik
igy, ezéltal az ATP-termel6 folyamatot részesitve elonyben, amellyel kdzel 100%-os P/O ha-
nyados érhetd el (megvalositdja: Ganti Tibor, aki emellett a Chemoton elméletet is kidolgoz-
ta).

Korabban 16izombdl allitottak eld, napjainkban az €lesztds bioszintézisé a vezetd sze-
rep. Szivizom-erdsitOként haszndlatos (Atrifos, ATP; Reanal), évente koriilbeliil 1 tonna
mennyiséget allitanak eld.

NH,

élesztd
+ fruktoz-1,6-P —b-2+ AMP —»» ADP ——®»= ATP
Mg

6. abra: Ipari ATP eldallitas élesztovel
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\
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ATP <———— ADP (v. AMP, adenozin)
\
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|
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7. abra: ATP anyagcsere az él6 sejtben



