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1. Bevezeto

Napjainkban a biotechnologia egyre fontosabba valik az egészségiink védelmére
szolgalo termékek gyartdsdban, a vegyipari alapanyag- és koztitermékgyartasban, valamint a
z0ld technologidkban. Ez részben annak kdszonhetd, hogy a vegyipari vallalatoknak szigora
kornyezetvédelmi eldirasoknak kell megfelelniiik, amik magas koltségeket vonhatnak maguk
utan. Masfeldl fenntarthatobb gazdasagpolitikai 1épéseldnyt nyujthatnak ezek a termékek

versenytarsaikkal szemben.

Biokatalizatorok alkalmazasaval a kedvezOtlen reakcidkoriilmények (pl. szélsdséges
pH, magas nyomds, homérséklet), nemkivanatos melléktermékek képzddése, valamint a
mérgezd katalizatorok hasznalata elkeriilhetd. A biztonsagtechnikai szempontok mellett a
gazdasagi elény sem elhanyagolhatd. Sok esetben ugyanis szamos draga elvalasztasi €s

tisztitasi mavelet elhagyhat6 alkalmazasuknak kdszonhetden.

A Kivalasztott organizmusban (pl. baktérium, éleszté) a katalizisért felels rész
(pl. enzimek) képes regio-, Sztereo-, és enantiomerszelekiv katalizisre. A sejten beliili
enzimreakciok jelentGs hatranya azonban, hogy gyakran mellékreakciokhoz vezethet, valamint
a szubsztrat és a termék difftizioja is gatolt lehet. A fehérjeizolacid soran szamos tisztitasi
miiveletet kell elvégezni, illetve ismételt felhaszndlasukhoz ki kell nyerni Oket a

reakcioelegyb6l. Ezek mind jelentds koltségnovekedést okozhatnak.

Ezen problémak kikiiszobolheték a célenzim szilard hordozora torténé rogzitésével. igy
novelhet6 a biokatalizator stabilitasa, a reakcidelegyt6l valdo szeparalasa konnyen
megvaldsithatd (pl. sziiréssel), élettartama megnd, tobbszor is felhasznalhatova valik. Ezt egy

szelektiv enzimtisztitasi 1épéssel 6tvozve, koltséghatékonyabb biokatalizator gyartast érhetd el.

TDK dolgozatomban, egy biokatalizator fejlesztést és optimalizalast mutatok be

Vibrio fluvialis (S)-szerektiv -transzaminaz enzim felhasznalasaval.



2. Célkitiizés

A TDK munkam célja egy olyan eljaras kifejlesztése, mellyel transzaminaz enzimek
gyors ¢€s szelektiv rogzitése valosithatd meg. Hordozoként, a feliileten szelektivitasért felelds

fémionokat tartalmazo, magneses nanorészecskéket (MNP-t) alkalmaztam.

A feliileti tulajdonsagok befolyasolasara harom, kiilonboz6 oldallanci aminoszilan
hatasat terveztem vizsgalni. Ennek mindésége (lanchosszisag, elagazasok) ugyanis jelentds
szerepet jathat a végs6 biokatalizator aktivitasaban. A késébbiekben az aminoszilant mas, a
szildnokkal keverve (pl: fenil-, vagy metilcsoportokat tartalmazo) tovabb optimalizalhato a
feliilet és magasabb biokatalitikus aktivitas érhetd el. A szelektivitast az IMAC modszer elvén
az atmenetifémiont komplexalé etilén-diamin-tetraecetsav-dianhidridbél kialakitott csoportok
biztositottak. A rogzitési folyamat els6 1épéseként a hisztidinjelolt transzamindz komplexet

képez ezzel a csoporttal. A folyamathoz nem sziikséges az enzim eldzetes tisztitasa, elvégezhetd

a fermentaci6 végén kapott fehérjekeverékbdl.

Az igy kialakitott enzimkészitmény stabilitdsa azonban még nem tul magas, hiszen az
enzim konnyedén kiszorulhat a komplexbdl, akar olyan szubsztratok hatasara is melyek
képesek fémionokat komplexalni, mint példaul a két hidroxicsoportot orto- vagy
meta-helyzetben tartalmazé aromas gytiriivel rendelkezd vegyiiletek.™! Ennek hatasara a

katalizator elvesztheti aktivitasat, valamint a reakcidelegy szennyezddhet a fehérjével.

Stabilizalas

iv S és . N
Szelektiv komplexkepzés szilikamatrixba zarassal

¢ TEOS
—_— —_—
g e u

¢ Q

célenzim funkcionalizalt magneses szennyezé fehérjék
nanorészeceske

2.1, abra: A tervezett enzimrogzitési modszer dsszefoglald abraja.



Munkam f6 célja az volt, hogy utdlagos stabilizalasként az MNP és a rogzitett enzim
koré szol-gél matrixot alakitsak ki, és optimalizdljam a kialakitdsdhoz sziikséges prekurzor
komponensek mennyiségét és aranyat, hogy a térhald szerkezete megfeleld legyen. Ezaltal az
enzim nem szivarog, de a szubsztrat és a termék diffuzidja konnyen megvalosul. A
Kutatocsoportban korabban fenilalanin ammonia-liaz enzimmel végeztek hasonld rogzitési
kisérleteket, viszont abban az esetben nem tortént meg a kiilonbdz6 aminoszilanok vizsgalata,
valamint a magneses nanorészecske feliileti optimalizaldsa. Munkam elején ezen korabbi

tapasztalatok alapjan indultam el a transzaminaz enzim rogzitésével.

Az clkésziilt biokatalizatorokat a-metilbenzilamin atalakitasaban vizsgaltam, amelybdl
keletkez0 acetofenon UV-ban jol detektalhatd. Vizsgaltam a katalizatorok tobbszori
felhasznalasat, megfigyelve az aktivitas és a katalizdtor mennyiségének csokkenését. Ezt mind
a szol-gél matrixba zart, mind pedig az utdlagosan nem stabilizalt katalizatorokkal is

elvégeztem, a ramutatva ezzel a stabilizalas eldnyeire.



3. Irodalmi attekintés

3.1. Enzimekrol altalanosan

Az enzimek az ¢l6  szervezetek A
katalizatorai, melyek épitdelemei elsdsorban & T
aminosavak. Katalizis soran csokkentik az adott
kémiai reakcio(k) aktivalasi energiajat (3.1. abra).
Emiatt a katalizalt folyamatok konnyebben elérik : I |

\ 4

az egyensulyi allapotot. Azonban az enzimek az
AH

r

egyensulyt nem befolyasoljak, jelenlétiikben nem

képzédik tobb termék a Kkatalizator nélkiili

reakciohoz képest. Idé

3.1. abra: Reakcio energiadiagramja
A nemzetk6zi Enzim Bizottsdg (Enzyme biokatalizatorral (zold) és anélkiil (piros).

Comission) osztalyozasukat az altaluk katalizalt
reakcid alapjan végezte el, mely szerint hét f6 csoportba sorolhatok (3.1. tablazat). Az altalam
alkalmazott enzimek a transzferazok osztalyaba (EC2) tartoznak, amelyekrdl a késdbbiekben

részletesen beszamolok.

3.1. tablazat: Enzimek osztalyozasa

EC szam Enzimcsalad Katalizalt reakcio Példa
EC1 Oxidoreduktazok redoxreakcid dehidrogenazok
EC2 Transzferazok funkcids csoportok atvitele transzamindzok

nagy molekula két kisebbé

EC3 Hidrolazok alakitasa (altalaban vizzel) lipazok, foszfatazok

EC4 Liazok GBS A 0 Ve ammoénia-lidzok
elliminacid

EC5 [zomerazok konstltucwlvagy k?nﬁgurac1o aminomutazok
valtoztatas

EC6 Ligazok Uj kotések kialakitasa piruvat-karboxilaz

EC7 Transzlokazok membranon atjuttats transzporter fehérjék

Az enzimek miikddési mechanizmusanak leirasar6l szo6lo elsé elméletét E. Fischer
dolgozta ki 1894-ben. Ez alapjan az enzim és a szubsztrat komplementerei egymasnak, tehat a
reakcio kiindulasi anyaga tokéletesen illeszkedik az enzim aktiv centrumaba. Emiatt szoktak

kulcs/zar elméletnek is nevezni (3.2. dbra A). Bar ez az elmélet bizonyos részeit jol leirja a
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mechanizmusnak (pl. szubsztratspecifitas), azonban t6bb szempontb6l sem ad kielégit6 valaszt.
Ezzel szemben a Daniel Koshland altal kidolgozott indukalt illeszkedés elmélete tobb
aspektusat is lefedi a mikodési mechanizmusnak. Eszerint az enzim képes a szubsztrat

alakjahoz igazodni, ha az megfeleld pozicioban kozeliti meg (3.2. abra B).1?!

- D —

A + E e —_— +
n n n ‘

Enzim Szubsztrat EnZiII:l'SZUbSZtrét Enzim Termék
omplex

3.2. abra: Kulcs/zar elmélet (A) és indukalt illeszkedés (B).

Az élelmiszeriparban évszazadok ota alkalmazzak az enzimeket az azokat tartalmazo
élesztSk és baktériumok formajaban.[! Alkalmazasuk egyre szélesebb korti szamos elényiiknek
koszonhetden. Tobbek kozott a gydgyszer- és papiriparban is gyakran felhasznaljak dket. Egyik
jelent6s eldnyiik, hogy regio-, sztereo- és enantiomerszelektivitisuk miatt magas tisztasagu
term¢k allithato elé velik. Az daltaluk katalizalt reakciok enyhe koriilmények
(pl. vizes kozeg, szobahdmérséklet) kozott mennek végbe, valamint biologiailag lebomlok.
Azonban eldallitasuk, tisztitasuk, tarolasuk és kinyerésiik az ismételt felhasznaldshoz magas
koltségeket jelenthet.”! Az iparban alkalmazott reakciokoriilmények kozott (pl. szerves
oldoszer) jelentdsen csokkenhet az aktivitasuk. E két problémara megoldast nyujthat a
felhasznalni kivant enzim régzitése. Kiilondsen, ha a modszer kelléen szelektiv ahhoz, hogy
egy lépésben lehessen tisztitani és rogziteni is a célenzimet. Igy a teljes katalizator eldallitasi
koltsége alacsonyabb, az enzim stabilitasa novekszik, valamint az ismételt felhasznalashoz

egyszeriibb kinyerni a hordozéval egyiitt a reakcioelegybél.P!

Enzimek eldallitasa fermentacioval valosithato meg, mely két {6 szakaszbdl all: ,,up- és
downstream processing”. El6bbi foglalja magaba az el6készitést és a szaporitast, ami a
termékképzés veégeig tart. Ezt kdveti az utobbi szakasz, mely soran izolaljuk a felhasznalni a

kinyerni kivant enzimet.®!
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3.2.  Enzimek rogzitése

3.2.1. Enzimrégzitésrol altalanosan (nem feltétlen kell kiilon fejezet cim)

A rogzitett enzimek jelentds eldnye, hogy sokkal stabilabbak a kornyezeti hatdsokkal
szemben. Szélesebb pH- ¢és homérséklet-tartomdnyban alkalmazhatok, szerves oldoszer
jelenléte sem zavarja miikodésiiket. Olykor még az aktivitasuk is né a rogzités hatdsara.
Emellett kellden szelektiv eljarast kialakitva a célenzim egy 1épésben tisztithato és rogzithetd,
ami csOkkentheti az eldallitds i1ddigényét és koltségeit. Tovabbi eldnye még, hogy a
reakcioelegybdl egyszerlien eltavolithatd példaul sziirés vagy magnes alkalmazasaval. Ezzel

parhuzamosan a reakcio leall, tehat annak szabalyozasa is konnyebbé valik.[>7]

FERMENTACIO FEHERJE KEVEREK TISZTITOTT ENZIM

FELTART SEJTEK

(,‘
o
o

I’..
L-""""">»
A AN E ol szildrd hordozd
[ 3 D . coli sejt
' / o } '
! 0 &) s
[RPTS . szilard hordozd _ e
et . coli sejt ionos felszinnel BARAN . y
- fehérjéi I L 2
" ~ J I \ ] -—_}’ '\\ \\
ST el ca
PR ™ " x Ay
R L) s ZAN A
'. r w1 célenzim szilird hordozd N
\ B affinitasjeldléssel D
DL,
N . .
SN PR
A I'
affinitasjelsit

\ A J célenzim féllg_éteres;ta membran
fizikai régzitéshez
3.3. abra: Rogzitett biokatalizator eldallitasanak lehet6ségei az enzimtermelés kiilonb6z6 fazisaiban.
A: termeld sejtek rogzitése matrixba zarassal; B: fizikai adszorpcios modszerek;
C: kovalens enzimrogzités; D: enzim matrixba zarasa;

E: affinitas kolcsonhatasokon alapuld szelektiv enzimrdgzitési modszerek. [
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A termelés soran tobb alkalommal is van lehetdség rogzitett enzimkészitmény
eloallitasara (3.3. abra). Kozvetleniil a fermentacio végén rogzithetjiik a termeld sejteket, ami
altalaban valamilyen polimermatrix kialakitasaval torténik (3.3. abra A). Ebben az esetben a
matrix tulajdonsagait ugy befolyasoljak, hogy a szubsztrat €s a termék szamara atjarhato legyen,
de a sejtek szamara ne.’! A modszerrel elkeriilhetSk a tovabbi feldolgozasi 1épések, azonban
szamos problémat rejt magaban. Ha a célenzim nem a sejtmembranban helyezkedik el, hanem
a sejten beliil, akkor a szubsztrat nehezebben, tovabbi diffiizios gatak legydézésével tudja csak

megkozeliteni. Ilyen esetekben érdemes izolalni a felhasznalni kivant enzimet.[*%

A rogzitési technikak egyik csoportja tartalmazza a fizikai kdlcsonhatdsokon alapul6d
modszereket. Ezek kozé tartozik példaul az adszorpcios rogzités, mely sordn a célenzim
masodlagos kolcsonhatasokkal kapcsolodik a hordozéhoz (3.3. abra B). Ehhez altalaban a
kivalasztott hordozo feliiletét modositani kell, hogy a kivant kolcsonhatas létrejohessen. [l
Szintén ebbe a csoportba sorolhatd, ha az enzimet polimer matrixba zarjuk ahogyan a termeld
sejtek esetén is (3.3. abra D). Szol-gél rendszerekkel ez konnyedén elvégezhetd. Ezek
Osszetételét ugyanis egyszeriien igazithatjuk a célenzimhez, hogy aktivasa optimalis legyen,
valamint a szubsztrat és a termék diffuzidja is konnyen megvalosulhasson.'? Tovabbi
lehetéség még, ha ionos kotések kialakitasaval (3.3. abra B) vagy affinitasalapu
kolcsonhatasokkal (3.3. abra E) rogzitjik az enzimet a hordozéhoz. Fizikai moédszerek
alkalmazasa soran az enzim szerkezete nem valtozik, igy az aktivitasa is jobban megdrizhetd.
Jelentds hatranyuk azonban, hogy az enzim konnyen levéalhat a hordoz6 feliiletérdl a gyenge
kapcsolodas miatt.M™) Ezt okozhatja példaul az alkalmazott pH, ionkoncentracio, detergens

vagy olyan vegyiilet jelenléte, mely az affinitasalapti kolcsonhatasbdl kiszoritja az enzimet.

A masik csoportba a kémiai rogzitési modszerek tartoznak, melyek alkalmazasaval az
enzimszivargds kikiiszobolheté. Ennek egyik formdja, ha a felhaszndlni kivant enzimet
kovalens kotéssel rogzitjiik a hordozohoz (3.3. dbra C). Igy az enzim sokkal ellenallobb lesz a
kornyezeti hatdsokkal szemben, melyek a szerkezetében valtozasokat idéznének el6
(pl. magas homérséklet). Ezaltal az aktivitasa megmarad, ha megfelel6 pozicioban rogziilt. Ezt
az enzim feliiletén taldlhatd csoportok, illetve a hordozén elvégzett feliiletmddositasok
befolyasoljak. A modszerhez gyakran alkalmaznak epoxicsoportokat, mely tobb, nukleofil
csoporttal is képes kovalens kotést kialakitani az enzim felszinén (pl. lizin oldallanca). Ezen
kotések lassan alakulnak ki, ami a modszer egyik jelentds hatranya, de a hordoz6 feliiletének

tovabbi modositasaval lehet rajta javitani.[*®]
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Kovalens kotés kialakithatd két enzimmolekula kozott is a megfelelé bifunkcids
vegylilettel, példaul glutaraldehiddel. Ezeket keresztkotott enzimaggregatumoknak (CLEAs)
nevezziik (3.3. abra C). Az ilyen tipust enzimkészitmények l1étrehozasa nagytisztasagu enzim
nélkiil megvalésithat6.! Azonban magas enzimigényti, ami rendkiviil koltséges eljarassa
teszi. A biokatalizatorokat gyakran nechezen lehet kinyerni a reakcidelegybdl centrifugalassal a
végso tomegiik miatt. Ezen a keresztkotd vegylilet ardnydnak valtoztatasaval lehet javitani

bizonyos mértékben.[*°]

A rogzitési modszer és a hordozé kivalasztasanal szamos szempontot figyelembe kell
venni: célenzim tulajdonsagai; koriilmények a felhasznalas soran; az adott rogzitési eljaras
elényei, hatranyai (3.2. tablazat). Az egyes moddszereket gyakran szoktak kombinalni
egymassal, hogy mindkét technologia elényeit kihasznaljak. Ilyenek példaul a komplexalt
fémionokat és epoxicsoportokat tartalmazé kevert feliiletti hordozok.!*81] Ebben az esetben a
komplexképzéssel magasfoku szelektivitas érhetd el a rogzitési folyamatban, mig a kovalens

kotéssel a biokatalizator stabilitdsa nGvelhetd.

3.2. tablazat: Enzimrdgzitési eljarasok eldnyei és hatranyai.

Elony Hatrany
Matrixba zaras
Nincs enzimszivargas, szabad Jelentds diffuzios gat, szerves oldoszer a
konformaciovaltozas matrixképzés soran
Adszorpcio

Egyszerl kivitelezés, regeneralhato

. e , Gyengébb kotodés, enzimlemosodas
hordozo, szabad konformaciovaltozas yeng i

Tonos kolcsonhatas

Fizikai

Meghatérozott pH és ionkoncentracio a

Regeneralhat6 hordozo, szabad . s . .
& ’ rogzitéshez, ionos szubsztratok

konformaciovaltozas

megkotddése
Affinitas kolcsonhatas
Szelektiv €s orientalt kotodés, Osszetettebb feliilet sziikséges,
regeneralhato hordozo kompetitiv elucio veszélye

Keresztkotott enzimaggregatumok
Gyenge mechanikai tulajdonsagok, nagy
enzimigény, lehetséges inaktivalodas
kicsapaskor

Nem igényel hordozot, konnyen
megvalosithato

Kovalens rogzités szilard hordozohoz

Kémiai

Enzim konformaciévaltozasai
nehezebben mennek végbe,
inaktivaloédas veszélye

Stabil rogzités, nincs enzimszivargas,
egyszeru feliilet, jobb diffuzid
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3.2.2. Szelektiv enzimrogzités fémionaffinitds-komplexben

Az eredetileg fehérjék tisztitasara kifejlesztett fémionaffinitas-kromatografiat (IMAC)
ma mar gyakran alkalmazzak rogzitett enzimkészitményék elballitasara is. Porath és
munkatarsai altal elvégzett kisérletek arra mutatnak ra, hogy a legerésebb kolcsonhatast a
feliileten talalhatd atmeneti fémionokkal hisztidin vagy cisztein csoportot tartalmazé fehérjék
hoztak 1étre.'81 A kisérleteket agaréz alapu gyantan valdsitottak meg, melyhez a fémion
iminodiecetsavval komplexet alkotva kapcsolodott (3.4. abra). A legerésebb kolcsonhatast a
Cu?* jonnal érték el, de mas fémionokkal is sikeriilt megkotni a fehérjéket. A modszerrel
lehetévé valt a kiilonféle fehérjék szelektiv és effektiv tisztitasa.['® Ezt késébb kiegészitették
tovabbi fémionok vizsgalataval is (pl. Ni%"), melyekhez a hisztidinjelolt fehérjék kotodtek a
legjobban.[*°]

OH
/0\)\/0\/\/\0/\/\ ————— :Meﬂ

OH

| (Sepharose 4B) C Me?2*: Zn2*,Cu?*, Ni?* )

3.4. abra: Porath és munkatarsai altal elvégzett feliiletmodositas.

Az eljaras nagy szelektivitdsanak koszonhetdéen konnyen eldallithatok egy 1épésben
valamint a felhasznélas soran keriilni kell az olyan komponenseket, melyek kiszoritandk az

enzimet a komplexbdl.

Nem csak az alkalmazott fémion lehet tobbfajta, hanem a komplexképzd vegyiilet is
(3.5. abra). Erdemes mindketté kivalasztasara nagy figyelmet forditani, hiszen jelentésen
befolyasolhatjdk a hordozé kapacitasat, a szelektivitast és az elkésziilt biokatalizator aktivitdsat
is. Leggyakrabban Ni?* iont alkalmaznak szamos j6 tulajdonsiga miatt.[*20]
Komplexképzoként az imidoecetsavat (IDA) a legelterjedtebb.?!! Fontos azonban, hogy nem

minden enzim esetén ugyanaz a megfelel§.[??]

Az IMAC modszerrel rendkiviil gyorsan és szelektiven elvégezhetdé a rogzités. A
koltséges tisztitasi eljarasok igy elhagyhatok. Emellett az eljaras reverzibilis, tehat az aktivitas

jelentds csokkenése utan az enzimek eltavolitasaval a hordozo ujra felhasznéalhato.
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3.5. abra: Példak komplexképzo feliiletek 1étrehozasara.
A iminodiecetsav kapcsolasa epoxicsoportokhoz;
B: Na,Na-bisz(karboximetil)-L-lizin (ANTA) kapcsolasa glutaraldehidhez;

C: polidopamin-tipusu feliilet kialakitasa 4-acetil-rezorcinnal

3.2.3. Enzimek mdrtixba zardsa

A modszer abban tér el elsdsorban a fentebb emlitett IMAC-t6l, hogy az enzim nem
kotédik a matrixhoz. A cél csupan az, hogy bezarjuk a matrixba a felhasznalni kivant enzimet

ugy, hogy a szubsztrat és a termék szabadon atjarhasson rajta, de az enzim ne szivarogjon.

Ez megvalosithatd polimermatrix segitségével, mely lehet szerves vagy szervetlen. A
szerves matrix eldallithatd természetes (pl. celluloz, kollagén) vagy szintetikus (pl poliakrilat,
polimetakrilat) polimerekkel. Szervetlen matrixot pedig szilikdval és bentonittal lehet

létrehozni.[3)

A masik gyakran alkalmazott modszer a szol-gél eljaras. Szilan prekurzor segitségével
konnyedén létrehozhatod a matrix, és tipusanak modositasaval valtoztathato a keletkezd szilika
térhald szerkezete, atjarhatosidga. Ezeket a jellemzOket a reakcid koriilményekkel is
befolyasolhatjuk. A 1étrejovo matrix hidrofob-hidrofil tulajdonsagai szabalyozhatok kiilonb6zd

oldallanccal rendelkezd szilanok alkalmazaséaval.[?4]

3.3.  Transzaminazok

A transzaminazok (TA) a transzferazok csoportjaba (EC2) tartoz6 enzimek. Az altaluk

katalizalt reakcidkban aminocsoportok sztereoszelektiv reverzibilis szllitasa valosul meg.[?)
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Az altaluk katalizalt reakciot sematikusan a 3.6. abra mutatja be. Kulcsszereppel rendelkeznek
a kiilonboz6 sejtszintli jelatviteli és anyagcesere folyamatokban. Emiatt szamos, eltérd formajuk

megtalalhato a természetben. ]

o-Transzaminaz

j\ PLP )N\Hz
R7™ Ry " o~ N R R
NH, (o) (S/R)
R3)\R4 R3)LR4
(SIR)

3.6. abra: o-transzaminaz altalanos reakcioja.

A szubsztratjaik alapjan két csoportba sorolhatok ezen enzimek. Az o-transzaminazok
olyan vegyiiletek atalakitasat katalizaljak, melyek amino- vagy oxocsoportjatol o-helyzetben
karboxilcsoport helyezkedik el. Ezzel szemben az o-transzaminazok a karboxilcsoporttol
legalabb egy szénatomnyira 1évo, primer szénhez kotott aminocsoportot adnak at. Emellett a
karboxilcsoportot nem tartalmazo vegyiiletek, példaul kiilonb6zé aminok és ketonok is lehetnek
az m-transzamindzok szubsztratjai. Emiatt ezek az enzimek kiemelkedd katalizatorok lehetnek

biokatalitikus atalakitasokban. 2”2l

Az o-transzaminaz enzimekkel 1étrehozhatok olyan bioaktiv anyagok, melyek kiralis
aminocsoportot tartalmaznak. Ez megvaldsithato prokiralis ketonok és alacsony koltségili racém
aminok elegyével. Példaként emliteném a dilevalol vérnyomascsokkentd prekurzorat, az (R)-4-

fenil-butan-2-amint.[?°!

A piroxal-5-foszfat (3.7. abra) fontos kofaktora az w-transzaminazoknak. Az enzim

aktiv centrumaban taldlhato lizinre kapcsolodva atmenetileg képes tarolni az aminocsoportot,

ezzel segitve a katalizalt reakcié végbemenetelét.B
o
N HQ, /OH
HO | o "0
~
N

piroxal-5-foszfat (PLP)
3.7. abra: o-transzaminazok kofaktora.

A katalizis mechanizmusat a 3.8. dbra mutatja.B! Az eddig leirt o-transzaminazok
nagyrésze (S)-szelektivitassal rendelkezik, azonban az irodalomban egyre tobb (R)-szelektiv

enzim is megjelenik.?!
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Lys

Lys kNH/\Rﬁ-I R R,
~

'O\ /0' R1

0*™o |\ OH —\—‘ OH ——= 2P I)

Z

N

H+
PLP-enzim R3 R, aldimin kinoid intermedier
H,0
H,O
L L H.,-H
Q’S 0 Q’s 0
NH;* )L NH, R, R4
Rj R,

H* N
R1)LR2 H

piroxoamin-foszfat (PMP) ketimin

3.8. abra: Az w-transzaminazok altal katalizalt reakcié mechanizmusa.

3.3.1. Felhasznalas

Az iparban harom f§ csoportba soroljék a transzaminazok felhasznalasat.>’! Az egyik
az aminok racém elegyének kinetikus rezolvalasa, mely sordn az egyik enantiomert ketonna

alakitjak (3.9. abra). Igy az elvalasztas konnyen megvalosithato, és sztereoszelektiv termék

kaphat6. Felhasznalasukra szamos példa van mér az iparban. %23
)N\Hz ($)-o-Transzaminaz NH, )0]\
— - - +
R R, ~ R R, R R,
rac-amin  Piruvat Alanin (R)-amin keton (< 50%)

3.9. abra: Kinetikus rezolvalas transzamindzokKkal.
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Aszimmetrikus szintézis soran prokiralis ketonokbol allithatok el6 kiralis aminok (3.10.
abra). A Sitagliptin®¥ hatéanyag a legismertebb ezen a modon eléallitott vegyiilet. Emellett

aminptetralinok!®! szintézise is megvalésithato, melyek a Parkinson-kér kezelésére lehetnek

alkalmasak.
)OJ\ (S)-o-Transzaminaz /l"t-lz
R7™ "Ry 7~ R "R,
keton )N\Hz )OL (S)-amin (< 100%)
Ry R, Ry R,
keton

- ind
(S)-amindonor | ¢ ktermek

3.10. abra: Aszimmetrikus szintézis transzaminazokkal.

A két fentebbi mddszer kombinalasaval a deracemizalas miivelete is megvalosithatd
(3.11. abra). Ekkor a racém amin elegyet el6szor kinetikusan rezolvaljak 50 %-os konverzidig,
majd a keletkezd ketont egy ellenkezd szelektivitassal rendelkezd transzamindz enzimmel
aszimmetrikus szintézissel atalakitjak. gy enantiomertiszta amin kaphaté. Ezt altalaban akkor
alkalmazzak, ha a ketont nehéz eltavolitani a kinetikus rezolvalds utdn vagy koltséges a
beszerzése az aszimmetrikus szintézishez. A modszer példaul a Mexiletin®®! gyogyszerhez

eléallitdsdhoz alkalmazzak, mely egy szivritmuszavar elleni készitmény.

NH,

R1/'\ R,

NH, 1.(S)-o-Transzaminaz [(5)-amin (s50%)| 3 (R).o-Transzaminaz NH,

I o R

rac-amin Piruvat p-Alanin )l\ L-Alanin Piruvat  (S)-amin (< 100%)
R 'Ry

keton

3.11. abra: Deracemizalas transzaminazokkal.
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3.3.2. VIS transzaminaz

A Vibrio fluvialis baktériumb6l szarmazo, (S)-
szelektiv w-transzaminaz, dimer szerkezetii enzim, melynek

monomere 50 kDa tomegi (3.12. abra).l"]

Széleskortien alkalmazzak kinetikus rezolvalasban ¢és
aszimmetrikus szintézisekben. Tobbek kozott felhasznaltak
az (S)-rivasztigmin eléallitasaban, mely egy az Alzheimer-kor
¢s a Parkinson-korral 0Osszefiiggésbe hozhaté demencia

kezelésére szolgal.®81 Az antiepileptikum levetiracetam

eldallitasa soran a melléktermékként keletkezd benzaldehid

eltavolitasara is sikeresen alkalmaztak.[*9
3.12. abra: Vf-S transzaminaz.

Az enzim kovalens rogzitését megvaldsitottdk mar
kitozan gyongyokon, mellyel 6t egymas utani reakcioban kb. 77 %-os konverziot értek el.[*)
Termel6 sejtes rogzitésre is van példa az irodalomban: az E. coli sejteket szilika
mikrorészecskéken (ezen adszorbealodtak a sejtek) keverve szol-gél matrixba zartak. Ezzel egy
olyan biokatalizatort megalkotva, mely szakaszos reakciokon til folyamatos aramlasu

reaktorban aminok kinetikus rezolvalasara is alkalmas.™

3.4. Magneses nanorészecskék

A magneses nanorészecskék (MNP-k) szamos nano-, biotechnoldgiai és orvosbiologiai
fejlesztésben fontos szerepet jatszanak.*! Felhasznaljdk &ket példaul hangszérokban,
motorokban hdéelvezetésre, illetve magneses tintaként is alkalmazhatok ferrofluidok
formajaban.[*?l Nanotechnolégiaban nanoszivattyiként, -generatorként vagy mads, ebbe a
mérettartomanyba tartozd eszkozként alkalmazzak.[*®! Biotechnologia szempontjabél a
gyogyszeradagolasban és a Dbiomolekuldk elvalasztisaban van jelentdés szerepiik.
Szovetjavitasnal, magneses rezonancia képalkotdsnal (MRI) és tumorsejtek hipertermikus

kezelésénél alkalmazzak dket az orvosbioldgidban.

Szeparalasa a reakcioelegytdl konnyedén megvalosithato, emiatt gyakran alkalmazzak
Oket katalizatorhordozoként. Ez lehet akar kémiai vagy enzimatikus is. A szeparacid
masodpercek alatt megvaldsithaté az altalanossagban alkalmazott miiveletek (pl. centrifugélés,

szlirés) elkertilésével. Ez egy jelentds elony a szilika és polimer hordozokhoz képest.
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Magneses vas-oxid eléallitdsa soran jellemzéen harom tipusu részecske képzdédhet:
maghemit [y-Fe(l11)203], hematit [a-Fe(ll).03] vagy magnetit [Fe(Il)Fe(l11)204]. A
legkedvezobb magneses tulajdonsagokkal a magnetit rendelkezik. Szobahdmérsékleten
ferromagneses, valamint a 6 nm-nél kisebb részecskék szuper paramagneses tulajdonsagokkal

rendelkeznek.[*4!

3.4.1. Elddllitas

Ma mar a nanorészecskék eldallitdsara szamos technologia 1étezik, melyekkel nagy

stabilitasu és kis méreteloszlast nanorészecskéket lehet 1étrehozni.

A Ko-precipitaciés megoldas a leggyakrabban alkalmazott.[*] Ezzel az eljarassal
konnyedén szabalyozhat6 a nanorészecskék mérete. A reakcid inert, ligos koriilmények kdzott

zajlik, vas(11)- és vas(II)-s6 kiindulasi anyagokkal (3.13. abra). A reakcidegyenlet a kovetkezo:
Fe?* + 2 Fe3* + 8 OH™ - Fe;0, + 4 H,0

A reakcio6 kortiilményekkel szabalyozhat6 a magnetit részecskék mérete, mely altalaban
2 és 15 nm kozott szokott lenni. Oxigén jelenlétére érzékeny a rendszer, emiatt sziikséges az

inert atmoszféra.[*!

= —

FeCl,
FeCl,

= E—

NH,OH

3.13. abra: Ko-precipitacios modszer magneses nanorészecskék eldallitasara.

A mikroemulzios eljards soran a
Szabad viz

Kotott viz

reagensek olajban diszpergalt, feliiletaktiv
anyagokkal stabilizalt vizcseppekben talalhatok

(3.14. abra). Ezek véletlenszeri litkozésével jon .

molekula

létre a csapadék a micellakban.*®l A modszerrel  Feliletakiiv
. . molekula
Pileni és munkatarsai sikeresen eldallitottak 4- Olaj
, e , , , [47] (Folytonos fazis)
12 nm atmérdjli magneses nanorészecskéket.

3.14. abra: Mikroemulzios csepp.[*
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A hidrotermal technoldgia alkalmazasa esetén a reakcid magas homérsékleten és
nyomason megy végbe vas prekurzor jelenlétében. Ezzel a megoldassal a képz6do
nanorészecskék mérete 50 nm vagy e feletti. A méretet elsGsorban a reakcididével lehet

szabalyozni, de a tobbi reakcidkoriilmény is hatassal van ra.[*?]

Szolvo-termal modszernek rengeteg elénye van. Annak készonhetéen, hogy a reakcid
vizes kozeg helyett szerves olddszerben zajlik, szamos olyan reakci6 megvalosithato, ami a
hidrotermalis eljarassal nem. A részecskék mérete, alakja és morfologidja konnyen
szabalyozhaté a paraméterek megfeleld beallitasaval. Ilyen példaul a kivalasztott oldoszer,
a prekurzor, a reakciohomérséklet- és id6, valamint az Oregedési id6. Ezen tényezOk
varialasaval 1étrehoztak mar vas(ILIII)-oxid kockakat és oktaédereket is.[*®l A modszerrel
elkeriilhetd az anionok és kationok adszorpcidja a nanorészecske feliiletén, ami a ko-
precipitacios és hidotermalis technikdknal okoz gondot. Tovéabbi eldnye, hogy kozvetleniil
hidrofob tulajdonsagt részecskék képzddnek. Az eljaras megvaldsithatd csak vas(I1I)-klorid
alkalmazéséaval is. Nem csupan vas-oxid nanorészecskék eldallitasat teszi lehetévé a modszer,
hanem mas tipusu ferrit nanorészecskéket (pl. MFe204, ahol M=Fe, Co, Mn) is létre lehet hozni

vele.[4549]

3.3. tablazat: Magneses nanorészecskék eldallitasara alkalmas eljarasok elonyei és hatranyai.

Eljaras Elony Hatrany

Egyszerti és kiforrott

Ko-precipitacio Inert reakcidkdriilmény

technologia
. . Egyszer(i berendezés Maradek feluletak"yuv anyag
Mikroemulzio Syiik méreteloszlas szennyezo
Léptéknovelési problémak
Hidrotermal Elég egy prekurzor Lassu reakciokinetika

Konnyen szabalyozhaté méret

, , . Lassu reakcidkinetika
¢s morfologia

Szolvo-termdl

3.4.2. Feliiletmddositas

A magneses nanorészecskék feliiletét gyakran modositjak, hogy a stabilitasuk

megmaradjon és a kivant felhasznalashoz illeszkedjen.

crcr

hoznak létre vagy feliiletaktiv anyagokat alkalmaznak. A polimer bevonat alacsony stabilitassal
rendelkezik, igy ezt ritkabban hasznéljdk. Szerepilik igazan a magneses mezdvel iranyitott

hatdanyagleadasnal és a rezonancias képalkotasnal jelentds. Elobbi esetben biokompatibilis
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polimerekkel moddositjak a nanorészecske feliiletét, mig utdbbinal kontraszt anyagként van

jelentdségiik.%

Els6dlegesen szilika-bevonatot (SiO> burkot) alkalmaznak. Ennek tovabbi
feliiletmddositasa konnyedén megvalosithatd, a részecskék kozotti kolesonhatast is lehet
befolyasolni, valamint vizes kdzegben is stabil. A bevonatot altalaban Strober-modszerrel
szoktak létrehozni, mely konnyen szabalyozhat6 a tetraetoxi-szilan (TEOS) / viz ardnnyal,
illetve az ammonium-hidroxid koncentraciojaval. Az eljaras soran a szilan hidrolizisét kovetd

kondenzacioban alakul ki a térhalés SiO, bevonat (3.15. 4bra).[

OR He CP ?R OR OR

.SI.. —_— 2Siy —_— S SI
RO'''OR HO-", 'OR 2ci6 RO ;'~0->,"OR
RO hidrolizis OR kondenzacio RO bR

hidrolizis

kondenzacié 7 o7 No o s||"
Y RO s. OHO/ ‘0 s| o OH \
/OH g yo. §i""~g;-0 HO- OH
! HO.d “si: “Si. v
) SI o- SI‘0 0 HO' ? 0 :H |
TEOS RO, O‘Sl 0 o- Sl OS|—OO S‘; gl OH
1]

B '

NH,OH “ ! o s 0 o. : si ‘OH :
—

4 - ) 1 HO &, 5, os: 0'5' 0-Si~o07y ? :

- \ o’ o ¢ /~_Si-OR .'

MO OHSi -$i-0-8i-0-5i-0" oH !
Ho \o‘s!—o"Si’o o o K
Fe ;O . Wo _ o Mosi _s-or
3%¥4 ., Ho-si,_ O 0" g .

v "OH [

]

3.15. abra: Szilika térhalo 1étrehozasa magneses nanorészecskék felilletmodositasahoz.
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4. Modszerek

4.1.  Felhasznalt anyagok

A felhasznalt vegyszerek €s oldoszerek a Sigma-Aldrich, a Merck, az Alfa Aesar, és a
Molar Chemicals termékei. A fehérjeanalizis soran alkalmazott egyéb vegyszerek a Biorad és
a Thermo Scientific termékei. A fehérjetermelést a kutatécsoport korabbi tapasztalatai alapjan

kialakitott protokoll szerint Alacs Balinttal kozosen végeztem.

4.2. Alkalmazott eszkozok

A rézatasok soran Heidolph Vibramax 100 tipust késziiléket, termosztalt razatas esetén
pedig a razdgép mellett Heidolph Thermo 1000 termosztald késziiléket hasznaltam. Az UV
spektrofotometrias mérésekhez Thermo Scientific Multiscan SkyHigh tipusu microplate
spektrofotométert és 300 ul térfogata Greiner UV-Star® 96-lyuku well-plate-et alkalmaztam.
A gélelektroforézis soran Enduro Power Supplies transzformatort és Biorad futtatd szettet

alkalmaztam.

4.3. Alkalmazott vizsgalati médszerek

Gélelektroforézis

A gélelektroforézis alapja, hogy az elektromos toltéssel rendelkez6 fehérje elektromos
térben azon elektrod irdnyaba mozdul el, melynek toltése ellentétes a sajat toltésével. Mig az
elektromos térerdsség gyorsitja, addig a mozgassal szemben fellépd kozegellenallas lassitja a
molekulat. Mikor a két erd kiegyenlitddik, a molekula alland6 sebességgel halad tovabb. Az
elébbiekbdl kovetkezik, hogy alapesetben a fehérjék méret és toltés szerint valnanak szét a
gélelektroforézis soran. Annak érdekében, hogy ezt a zavard kettdsséget kikiiszoboljiik, és csak
méret szerinti szétvalast érjiink el, a toltés hatasat el kell nyomni. Ehhez megfeleld
mintael6készités és maszkirozas sziikséges. A fehérjét denaturalni kell a diszulfidhidak kémiai
felbontasaval, valamint altalaban natrium-dodecil-szulfattal (SDS) maszkirozni, amely a
fehérje pozitiv toltésii csoportjaival ionpart képezve learnyékolja azokat, alkillancaval pedig
masodlagos kotéseket alakit ki a fehérje feliiletén. A szabadon marad6 negativ toltéseknek
kdszonhetden minden fehérje anionos jellegilivé valik. Annak érdekében, hogy a futtatas soran
a fehérjék haladéasa kovethetd legyen valamilyen szines, kis molekuldji vegyiiletet adnak a

fehérjemintdhoz, mely a futtatas soran végig a fehérjék elétt halad. Az enzimes mintakat a

24



mintaelOkészités soran 5 percen keresztiil 95°C-on melegitettem a mintaeldkészitéshez
sziikséges anyagokkal. Ez alatt az id6 alatt megtortént a denaturacio és a pozitiv toltések

learnyékolasa is.

A fehérje oldatokbol a géllapok mintatartd zsebeibe kell felvinni a mintat. A zsebeknél,
valamint a gél felsé szakaszan alkalmazhatunk kisebb strtiségi gélt, melyben a nagy
mintatérfogatban 1év0 fehérjék 0sszetomorddnek és vékony sdvokban haladva 1épnek 4t az

elvalaszto szakaszba, igy az el6hivas utan jol elvalo csikokat kapunk.

Az el6hivas soran az SDS oldatot alaposan ki kell mosni a gél lapokbol. Ezt kovetden a

géllapokat a megfelel6 el6hivo festék oldataban aztatva jelennek meg a megfestddott fehérjék.

feherjeminta felvitele

15 5
© {7 j— futtato kad
,»--::-':’,{ f/:::"" \
e J :::Jx

s —

4.1, abra: Gélelektroforézishez sziikséges késziilék részei, mikodése.

Az eldallitott IMAC készitmény szelektivitasat, valamint a szol-gél matrix rendszer
enzimvisszatartasi képességét SDS-PAGE gélelektroforézis segitségével vizsgdltam. A
gélelektroforézishez térhalositott poliakrilamid gélt hasznaltam. A tomoritd gélben 4%, az
elvalaszto gélben 10% biszakrilamidot, katalizatorként tetrametil-etilén-diamint, iniciatorként
ammonium-perszulfatot alkalmaztam. A mintael6készités soran 10%-os SDS oldatot, brom-

timolkéket, a denaturacidhoz pedig ditiotreitolt hasznaltam.

Referenciaként Thermo Scientific PageRuler Plus Prestained Protein Ladder
fehérjekészitményt alkalmaztam, melyben a fehérjék moltomege: 10, 15, 25, 35, 55, 70, 100,
130, 250 kDa volt. A futtatast SDS oldatban végeztem elészor 180 V, majd az elvalasztod

gélszakasz elérése utdn 200 V-os fesziiltséget alkalmazva. Az el6hivashoz ProSieve Blue
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Protein Staining Solution kék festéket hasznaltam. A hattér alapos kimosasat kovetden a gél

lapokat digitalizaltam.

Dinamikus fényszoras (DLS — Dynamic Light Scattering)

A részecskeméret analiziséhez ZetaSizer Pro Blue berendezést alkalmaztunk. A
mintakat (1 mg/ml) ultrahangozas segitségével etanolban diszpergaltuk, majd a stabil
szuszpenziot 25°C-on, 633 nm hullimhosszu lézerfénnyel sugaroztuk be. A besugarozott
részecskéket a fényszorddas jelenségén alapulva vizsgaltuk a szort fény detektalasaval,
amelynek jellemz6ibdl a vizsgalt részecskék tulajdonsagaira lehet kovetkeztetni. A DLS mérés
a szort fény idoébeli intenzitadsvaltozasanak vizsgalata, autokorrelacios fliggvényének
felvételével és analizalasaval. A fényszorddas jellege nagyban fiigg a részecske méretétdl. Ha
a fotonnal besugarzott részecske nano-mérettartomanyba esik, akkor Reyleigh-szoras
jelentkezik, mig a nagyobb, mikrométeres részecskék esetében mar inkdbb a Mie-szoras

figyelhetd meg.

4.4. Alkalmazott szamitasi modszerek

4.4.1. Aktivitasmérés spektrofotometrids uton

A reakcid soran képz6do acetofenon UV-tartomanyban észlelheté abszorbanciat mutat
245 nm-en, melynek mérésével és kalibraciés egyenes segitségével hataroztam meg a

konverziot.

Aktivitas (U) =

. xV umol]
At Lperc

Biokatalitikus aktivitas (Ug) = —

U [ umol ]
mg lperc X g

Ct
cs

Konverzié = — x 100 [%]

c; = adott idépontban mért termék koncentracio [—HZIO ]

.: ;o , , ., [umol
cd=kiindulasi szubsztrat koncentracio [MT]

At = eltelt id6 [perc]
V = reakciotérfogat [ml]
mg = biokatalizator tomege [g]

A mérések soran is hasznalni kivant plateolvasoé késziiléken kalibracids egyenest vettem

crer
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oldatok elnyelését. A mérés soran kalkulaltam a kiindulasi vegyiilet (a-metilbenzilamint)
elnyelésével is, bar azonos koncentracio esetén ez elenyészd az acetofenonhoz képest, igy
magasabb konverzioknal mar nem zavarja nagy mértkében a mérést (4.2. abra A). A

crer

mintak abszorbancidja kozti 0sszefiiggésre a kovetkezd egyenletet kaptam 245 nm-en: y =

0,2094x + 0,3441 (R2 = 0,9975) (4.2. 4bra B).

alfa-metilbenzilamin ——acetofenon

w
[
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=
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o
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o
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A B
4.2. abra: A: az acetofenon (0,2 mM) és a-metilbenzilamin (0,2 mM) abszorbancia spektruma a mérési

tartomanyban. B: acetofenon kalibracios egyenese 245 nm-en.

45. Alkalmazott oldatok, pufferek osszetétele

LS (Low Salt) lemos6 oldat (50 mM HEPES, 30 mM KCI)

Desztillalt vizbe (500 ml) feloldottam kalium-kloridot (1,118 g) és HEPES-t (5,960 g),

majd az oldat pH-jat szilard natrium-hidroxid segitségével 7,5-re allitottam.

HS (High Salt) lemos¢ oldat (50 mM HEPES, 300 mM KCI)

Desztillalt vizbe (100 ml) feloldottam kalium-kloridot (2,237 g) és HEPES-t (1,192 g),

majd az oldat pH-jat szilard natrium-hidroxid segitségével 7,5-re allitottam.

Imidazol lemosdé oldat (1000 mM)

Az eldre elkészitett LS oldatban (100 ml) bemértem az imidazolt (6,80 g), majd miutan

feloldodott koncentralt sdsav adagolasaval 7,5-re allitottam az oldat pH-jat.

27



HEPES-puffer (50mM, pH=7.5)

Desztillalt  vizben (400 ml) feloldottam  2-[4-(2-hidroxietil)-1-piperazinil]-
etanszulfonsavat (4,77 g), majd az oldat pH-jat natrium-hidroxiddal 7,5-re allitottam be.

Fémso oldat (50 mM)

Desztillalt vizben (50 ml) feloldottam 0,6227 g kobalt-acetatot.

Natrium-piruvat oldat (240 mM)

Kimértem a natrium-piruvatot (118,9 mg), majd feloldottam HEPES pufferben (3 ml.)

PLP oldat (20 mM)

Kimértem a PLP-t (53,0 mg), majd feloldottam HEPES pufferben (10 ml).

o-Metilbenzilamin reakcidelegy (20mM)

HEPES puffert (18,75 ml) 6sszekevertem natrium-piruvat (1000 ul, 240 mM oldat
HEPES pufferben) és PLP oldattal (200 pl, 20 mM oldat HEPES pufferben), majd hozzaadtam

a racém a-metilbenzilamint (51,5 pl).

0,5 M trisz-puffer — tdmoritd puffer

Trisz bazist (6,0 g) feloldottam desztillalt vizben (60 ml), cc. sosavval 6,8-as pH-ra

allitottam majd desztillalt vizzel 100 ml-re egészitettem Ki.

1,5 M trisz-puffer — elvalasztd puffer

Trisz bazist (27,23 g) feloldottam desztillalt vizben (100 ml), cc. s6savval 8,8-as pH-ra

allitottam majd desztillalt vizzel 150 ml-re egészitettem Ki.

4% oél — 4 lapra

Centrifugacsébe bemértem a desztillalt vizet (6,425 ml), tomorité puffert (2,5 ml),
akrilamid:biszakrilamid keveréket (40% vizben, 37,5:1 arany, 975 ul) és az SDS oldatot (10%,
vizben, 100 pl). Kézvetleniil a gélontés eldtt hozzaadtam az APS oldatot (10%, vizben, 100 pl)
¢s a TMEDA-t (20 ul). Az oldatot vortex segitségével homogenizaltam, és fecskenddvel a mar

megkotott 10%-os gélre fecskendeztem a gélt.
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10% gél — 8 lapra

Centrifugacsébe bemértem a desztillalt vizet (19,6 ml), elvalaszté puffert (10 ml),
akrilamid:biszakrilamid keveréket (40% vizben, 37,5:1 arany, 10 ml) és az SDS oldatot (10%,
vizben, 400 ul). Kozvetleniil a gélontés eldtt hozzdadtam az APS oldatot (400 ul) és a TMEDA-
t (40 ul). Az oldatot vortex segitségével homogenizaltam, és fecskenddvel az ontéformakban

fecskendeztem a gélt.

4.6.  Felilletmodositasi és rogzitési eljarasok

4.6.1. Magneses nanorészecske eloadllitisa

OH
+ NaOAc + HO/\/ —_— O

Fe;0,
4.3. abra: Magneses nanorészecske eldallitasa.

A vas(ll)-kloridot hexahidratot (20,2 g) Szonikalas segitségével feloldottam etilén-
glikolban (600 ml). Miutan teljes mértékben feloldodott hozzaadtam az oldathoz a 4000 g/mol
molekulatomegii polietilén-glikolt (20,2 g) és a natrium-acetat trihidratot (54,0 g). Ezt kdvetéen
az elegyet addig szonikaltattam, amig a komponensek teljesen fel nem oldodtak. Az elegyet
rozsdamentes acél autoklavba t6ltottem, majd gondosan lezartam és 24 oran keresztiil 200 °C-
on reagaltattam intenziv kevertetés mellett. A 24 ora elteltével a képzddo fekete szuszpenziot
neodimium magnes segitségével szepardltam és a keletkezett részecskéket haromszor vizzel és
haromszor 2-propanollal alaposan atmostam, majd elszivofilkében tomegallandosagig

szaritottam.

4.6.2. Magneses nanorészecske bevondsa

OFt
EtO'Sg\EotEt .
Et NH,OH
O + OEt i — 4
g EtO~ "\ ~OEt
Et0~>~0OEt OEt
OEt

4.4, abra: Magneses nanorészecske bevonasa szol-gél modszerrel.

A magneses nanorészecskét (5 g) a 400 g/mol molekulatomegii polietilén-glikol (2,5 g)
jelenlétében ultrahang segitségével diszpergaltam az etanol (175 ml) és desztillalt viz (25 ml)

elegyében (20 percen at, melegités nélkiil). Ezt kovetéen hozzaadtam az ammonium-hidroxid
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oldatot (35 %-o0s vizes oldat, 12,5 ml) és a tetraetil-ortoszilikat (TEOS) prekurzort (7,5 ml). A
mintdt 24 O6ran 4t razattam sikrdzogépen, szobahOmérsékleten. Ezutdn a részecskéket
neodimium magnes segitségével szeparaltam és desztillalt vizzel mostam, amig a feliiluszo
semleges pH-ju nem lett. Végiil haromszor 2-propanollal is atmostam, majd elszivofiilkében

tomegallandosidgig szaritottam.

4.6.3. Magneses nanorészecske feliiletmodositasa aminoszilanokkal

NH,
OCH;,4 NH,
_Si_ R NH,OH Hallu 1
+ H3CO \\/ 2\NH R e
R 2 s NH,
H,N
2 NH,

4.5. abra: Magneses nanorészecske funkcionalizalasa aminocsoportokkal.

Egy 20 ml-es csavaros kisiivegben a magneses nanorészecskét (1500 mg) a 400 g/mol
molekulatomegii  polietilén-glikol (750 mg) jelenlétében etanolban (15 ml) ultrahang
segitségével diszpergaltam (10 percen at, melegités nélkiil). Ezt kovetden a szuszpenzidhoz
hozzaadtam az ammonium-hidroxid oldatot (35 %-o0s vizes oldat, 135 ul) és 10 percig jol lezart
ivegben sikrazogépen razattam. Majd az elegyhez hozzaadtam a megfelelé aminoszilant
(1,5 mmol) és szobahémérsékleten 24 oran keresztiil tovabb razattam. Ezutan a mintat
neodimium magnes segitségével szeparaltam haromszor 2-propanollal mostam, majd

elszivofiilkében tomegallandosiagig szaritottam, majd argon alatt hiitdben taroltam.

4.1. tablazat: Az alkalmazott aminoszilanok és mennyiségek.

M d \%
[g/mol]  [g/cm’] [ul]

179,36 1,027 260

Név Rovidités

APrTMOS

(3-Aminopropil)trimetoxiszilan részecske: NHoA

[3-(2-Am|‘noet|I-gm‘lr!o)]proplI- ’AeAPrTMOS 222.36 1,028 395
trimetoxiszilan részecske: NH2B
[3-(2-Aminoetil-amino)]propil- AeAPrMeDMOS

dimetoxi-metilszilan részecske: NH2C 206,36 0,968 320
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4.6.4. Aminocsoportok mennyiségi meghatdarozasa ninhidrin kolorimetrias modszerrel

Az eléallitott aminoszilan bevonatl részecskék felszini aminocsoport mennyiségének
meghatarozasat ninihidrinnel végeztem. 10 ml-es csiszolatos gomblombikba bemértem
~2,5 mg nanorészecskét, melynek a pontos tomegét feljegyeztem és hozzaadtam 1 ml acetat
puffert (100 mM, pH=5,5) és 2 ml ninhidrin oldatot (70 mM, n-propanolban). Magneses
kevertetés mellett refluxaltattam 20 percen at 170 °C-os olajfiirdén. A reakcid soran a ninhidrin
reagens atalakul, a fellileti aminocsoportok hatasara keletkezik beldle az 570 nm
hullimhosszon mérhet6 elnyeléssel rendelkezé6 Rhuemann-lila vegyiilet. Az id6 leteltével a
reakcioelegyet egy 5 ml mér6lombikba pipettaztam és acetat-puffer/n-propanol keverékével
5 ml-re higitottam, majd 1 ml mintat vettem, melynek spektrofotométerrel 570 nm-en mértam
az abszorbancidjat. Mindharom aminoszildnnal modositott részecske esetén haromszoros
ismétlésben végeztem el a mérést. Az igy kapott adatokbol és a csoportban koradbban
meghatarozott kalibracios egyenes (y = 4,372 x - 0,438; R?= 0,989) segitségével szamitottam
a részecskék feliiltén levé aminocsoport mennyiséget, mely az egyes részecskék esetén az

alabbiak szerint valtozott.

4.2. tablazat: Aminocsoportok mennyisége.

MNPs-Aminoszilan tipusa [mmoIC/ZHIi/I NPs]
MNPs- NH2A 492 +22
MNPs- NH2B 433+ 10
MNPs- NH2C 327 +21

4.6.5. Mdgneses nanorészecske feliiletmodositisa EDTA-dianhidriddel és Co®*-ionokkal

(o) . ° 2 n ~
1. DMF, 24 6ra, 60°C A0 0
2. H,0 60°C O N ! —X
Hj\o 3. Co(OAc)3 oldat - _\_,,'.',\j OH
Q- - it L QT
H o=
o

4.6. abra: Komplexképz6 csoportok kialakitasa.

Kihevitett és argonnal inertizalt 30 ml-es mintatartolivegbe bemértem a megfeleld
magneses nanorészecskéket (MNPs-NH2A/ MNPs-NH2B/ MNPs-NH2C; 500 mg), a 400 g/mol
molekulatomegli polietilén-glikolt (250 mg) és az N,N-dimetilformamidot (17,5 ml) és

ultrahang segitségével diszpergaltam a részecskéket (10 perc). Ezt kovetden hozzaadtam a
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megfeleld mennyiségii EDTA-dianhidridet (2 ekvivalens a feliileti aminocsoportokra nézve) és

az N-etil-N,N-diizopropilamint (1 ekvivalens az EDTA-dianhidridre nézve).

4.3. tablazat: EDTA-dianhidriddel torténd felilletmodositashoz sziikséges mennyiségek.

NS At e EDTA-dianhidrid N-etil-N,N-diizopropilamint
[mg] [ul]
MNPs- NH2A 126,0 85
MNPs- NH2B 120,2 82
MNPs- NH2C 83,6 57

A reakcidelegyet 24 6ran keresztiil 60 °C-on razattam 600 rpm fordulatszamon. Ezt
kovetden 500 pl desztillalt vizet adtam hozza, ¢€s jabb 1 6rds 60 °C-0on torténd razatas utan
acetonitrillel (2x5 ml), 2-propanollal (1x5 ml), végiil desztillalt vizzel (1x5 ml) mostam. Ezt
kovetden kobalt-klorid oldatot (5 ml, 50mM) adtam a részecskékhez és fél 6ran at razattam a
szuszpenziot szobahomérsékleten, majd desztillalt vizzel (3x5 ml) és 2-propranollal (1x5 ml)
mostam. A magneses nanorészecske szeparaldsait minden esetben neodimium magnes
segitségével végeztem. A terméket elszivofiilkében tomegallandosiagig szaritottam, majd

hitében taroltam.

4.6.6. Hisztidinjelolt enzim komplexképzése és a biokatalizator stabilizaldsa TEOS-sal

A komplexképzéshez kimértem 160 mg fémionokat tartalmazd, csak komplexképzésre
alkalmas APrTMOS-nal, komplexképzdével és Co?*-ionokkal feliiletmodositott MNPs-t
(NH2A). A nanorészecskét ultrahangozas segitségével felszuszpendaltam 5 ml HEPES
pufferben. Ezt kovetéen hozzdadtam 5 ml lizdtumot, mely tartalmazta a hisztidinjeloléssel
ellatott transzamindz enzimet. A  szuszpenziot 30 percen keresztiil razattam
szobahémérsékleten, majd ellendriztem a feliiliszo aktivitasat. Amennyiben a feliiliszobol vett
mintaban mérhetd enzimaktivitast tapasztaltam, feltételeztem, hogy a fémionos feliilet telitodott
a célenzimmel. Szepardltam a nanorészecskéket, lepipettaztam a folyadék fazist, majd 3
1épésben mostam a részecskéket, mindig ujra beszuszpendalva és 5 percig rdzatva, majd ismét

szeparalva a folyadékot: 3 ml LS pufferrel, 3 ml HS pufferrel végiil 3 ml HEPES pufferrel.

Ezt kovetden a mar célenzimet is tartalmazod részecskéket felszuszpendaltam 8 mi
HEPES pufferben (igy a biokatalizator koncentracié 20 mg/ml lett). A szol-gél stabilizalashoz

15 ml-es csavaros kistivegbe bemértem 1000 pl-t a nanorészecskére rogzitett enzimkészitmény
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szuszpenzidjabol (20 mg részecskének felel meg), 2200 pul HEPES puffert, 800 ul 1000 g/mol
molekulatomegii polietilén-glikol oldatot (5 m/m %, HEPES pufferben oldva) és par percig
razattam. Ezt kovetden hozzaadtam az 500 pl 2-propanolt, és a megfeleld mennyiségii
TEOS-t.

4.4, tablazat: Matrixba zarashoz sziikséges TEOS mennyiségek.

Minta kéd [mTrrl?c())I/Sg Ell\r/l éﬁ}F]’S] TEOS mennyi[iﬁjg a reakcidban
SGO 22 10
SG1 4,5 20
G2 135 60
SG3 27,0 120
SG4 40,0 180
SG5 54,0 240
SG6 80,0 360

Az elegyeket par percig intenziven razattam, majd mindegyikhez 20 ul NaF oldatot
adtunk (1 M, HEPES pufferben). A mintakat 20 6ran at szobahémérsékleten razattam, majd
neodimium magnes segitségével szeparaltam és kétszer 3 ml 25%-0s 2-propanol oldattal
(HEPES pufferben) majd 3 ml HEPES pufferrel és mostam. A pufferes mosas utan 2 ml
Ossztérfogati szuszpenzidt készitettem a katalizatorokbol, és ebbdl térfogatra kimérve a
katalizatort vizsgaltam a biokatalitikus aktivitast az a-metilbenzilamin Kinetikus

rezolvalasaban.

4.6.7. Hisztidinjelolt enzim komplexképzése és a biokatalizator stabilizaldsa TMOS-sal

A komplexképzést és a stabilizalast a Hisztidinjelolt enzim komplexképzése és a
biokatalizator stabilizaldsa TEOS-sal receptben leirtaknak megfeleléen végeztem, az ott

hasznalt aranyoknak megfelelden, az alabbi eltérések mellett:

Tetraetil-ortoszilikat (TEOS) helyett tetrametil-ortoszilikatot (TMOS) alkalmaztam. A

molaranyok megegyeztek a TEOS-tal torténd bevonassal.
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4.5, tablazat: Matrixba zarashoz sziikséges TMOS mennyiségek.

Minta kod [n-’ll-rlr\:lo?lz :;lél\lllgs] TMOS menny[ifl(f]fg a reakcidban
MSGO 2.2 6.5
MSG1 4,5 135
MSG2 13,5 40
MSG3 27,0 80
MSG4 40,0 120
MSG5 54,0 160
MSG6 80,0 240

4.6.8. Hisztidinjelolt enzim komplexképzése és a biokatalizator stabilizaldsa TEOS-sal

koszolvens nélkiil és kiilonbozoé szerves koszolvensek alkalmazasa mellett

A komplexképzést és a stabilizalast a Hisztidinjelolt enzim komplexképzése és a
biokatalizator stabilizalasa TEOS-sal receptben leirtaknak megfeleléen végeztem, az ott
hasznalt aranyoknak megfelelden, azzal a kiilonbséggel, hogy valtoztattam a TEOS hozzéadasa
elétt beadagolt koszolvens (500 pl) tipusan. A kiilonb6zd szerves oldoszerek esetén a
lemosasnal is az adott oldoszert alkalmaztam 25%-ban keverve HEPES pufferrel. A koszolvens
nélkiili esetben az eredeti receptnek megfeleléen 25%-ban 2-propanolt tartalmazo puffert
hasznaltam, hogy a szol-gél képzés utan visszamaradd6 TEOS-t biztosan elmossam a

biokatalizator mell6l.

4.6. tablazat: Szerves olddszer hatasanak vizsgalatara felhasznalt koszolvensek.

IPA
ACN
DMSO
Puffer

2-propanol (eredeti receptben is ez volt)

dimetil-szulfoxid

acetonitril

HEPES puffer
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4.6.9. Stabilizalt biokatalizatorok vizsgalata a-metilbenzilamin atalakitasaban

Rogzitett NH2
biokatalizator
racém o-metilbenzilamin O acetofenon (R)-amin
©
o OH
o NH,
piruvat L-alanin

4.7. abra: Transzaminaz biokatalizatorok tesztreakcidja.

A stabilizalt biokatalizatorokbdl, az eredetileg bemért komplexélt enzimet tartalmazo
szuszpenziobol 250 pl-t mértem egy 4 ml-es kisiivegbe. Magnessel szeparaltam a katalizatort,
és eltavolitottam melldle a puffert. Ezt kovetden adtam hozza 1 ml-t a reakcioelegybdl, melynek
Osszetétele a kovetekzd volt: 20 mM racém a-metilbenzilamin, 0,2 mM PLP, 12 mM néatrium
piruvat HEPES pufferben (50 mM, pH=7,5). Ezt kovetéen a mintakat termosztalhato
sikrazogép segitségével razattam (30 °C, ~500 rpm) és 0,5, 4 és sziikség esetén 24 ora elteltével
vettem 20 ul mintat, amelyet 980 ul HEPES pufferrel higitottam. A levett mintak

abszorbanciajat 245 nm-en mértem plate-olvasédval.

A visszaforgatasi kisérletek soran a korok kozott a biokatalizatorokat 3x2 ml HEPES

pufferrel mostam. Minden mosas esetén 5 percig razattam a katalizatorokat a pufferben.
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5. Eredmények és értékelésiik

5.1. Magneses nanorészecskék eloallitasa és felilletmodositasa

A magneses nanorészecskéket a kutatocsoportban régota alkalmazott szolvotermal
modszerrel allitottam el vas-kloridbol, majd tetraetoxi-szilanbol egy szilika bevonatot
alakitottam ki a részecskéken. A szilika héj egyrészt megkonnyiti a tovabbi funkcionalizélast,
masrészt a bevonattal rendelkezé részecske joval konnyebben kezelheté mind a bemérések,

mind a szuszpendalas soran.

A feliiletmodositast harom kiilonb6z6 aminoszilannal végeztem el. A harom
aminoszildn egyrészt a szilicium és az aminocsoport kozti linker hosszaban, masrészt a

metoxicsoportok szamaban, amin keresztiil a feliilethez tud kapcsoldodni, tért el (5.1. abra).

OCH; OCH; CHj
I I H | H
OCHj; OCH; OCHj
NH,A NH,B NH,C
(3-Aminopropil)trimetoxiszilan [3-(2-Aminoetil-amino)|propil- |3-(2-Aminoetil-amino)|propil-
trimetoxiszildn dimetoxi-metilszildn

5.1. abra: A feliiletmddositas soran alkalmazott kiilonb6z6 aminoszilanok.

A modositast kovetden ninhidrin kolorimetrias méréssel meghataroztam a hordozok
feliiletén 1év6 aminocsoportok szamat, melybdl kovetkeztettem a sziikséges EDTA-dianhidrid
mennyiségére. Az eredmények alapjan (4.6.4 fejezet) megallapithato, hogy a NH2A
részecskéken volt a legtobb lehetdsége kotddni az EDTA-nak a hordozoéhoz. Ezzel nagyobb
mennyiségii kobalt ion keriilt feliiletikomplexbe, amit6l azt vartam, hogy tobb enzim
megkotésére lesz képes. Ezt igazolta a rogziilt enzimmennyiség meghatarozasara tett kisérlet.
A fermentacido utdn kapott fehérjekeverékbdl elvégeztem a célenzim komplexaldsat a
funkcionalizalt magneses nanorészecskékkel. A rogzitést kdvetden Osszevetve a visszamaradd
fehérjekeverék specifikus enzimaktivitasat aktivitasat a kiindulasi, célenzimet tartalmazo,
fehérjekeverékével, azt tapasztaltam, hogy az NH2A szilannal modositott részecske szinte a
teljes célenzim mennyiséget megkdototte (5.1 tablazat). Az NH2B tipusu hordozdval kicsivel
kisebb kapacitast értem el, mig a legkevesebb célenzimet az NH2C szilannal moddositott
magneses nanohordozé kototte meg. Ezek az eredmények megfeleltek az aminocsoportok

mennyisége alapjan vartaknak.
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5.1. tablazat: Rogziilt enzim aranya az egyes modositott MNP-k esetén.

NH2A részecske NH2B részecske NH2C részecske
99% 94% 86%

Az enzimrogzitési folyamatot kdvetden vizsgaltam az egyes aminoszildnok hatdsat a
biokatalizator aktivitdsara. Két rogzitési sarzs esetén is vizsgaltam a kapott biokatalizator
aktivitasat az oa-metilbenzilamin atalakitdsdban, egy sarzson belill pedig haromszoros
ismétlésben végeztem el a tesztreakciot. Igy mind a rogzitésbdl, mind pedig a tesztreakcid
hib4jabol adodo szordsrol képet kaphattam. Lathato, hogy a rogzitési sarzsok kozott csak igen
kis eltérés van, és egy rogzitésen belill is alacsony volt a szoras (5.2. abra). Az NH2C
részecskével az elért aktivitasok is elmaradtak a masik kett6tdl, mely a kisebb enzimkotd
kapacitassal magyarazhatd. Az NH2A és NH2B kozott nincs szembetiing kiilonbség. A tovabbi

kisérletekhez a nagyobb kapacitasu €s jo aktivitasi NH2A részecskéket véalasztottam.

® 1. enzimrogzités M 2. enzimrogzités

70

60

20 -

Specifikus enzimaktivitas [U/g]

10 A

NH2A NH2B NH2C
Alkalmazott aminoszildn

5.2. abra: Kiilonb6z6 aminoszilanokkal elért aktivitas értékek.

5.2.  Szilikaréteg vastagsaganak optimalizalisa

A r0gzitési folyamat utdn az MNP ¢€s a rajta 1évé enzim koré egy jabb szilikaréteget
hoztam Iétre utdlagos stabilizalas céljabol. Erre azért van sziikség, mert az alkalmazas soran
el6fordulhat olyan koriilmény amikor az enzim kiszorulhat a kobalt ionnal képzett komplexbdl
(példaul a fémionnal komplexet képzd szubsztrat atalakitésa). Igy a reakcidelegybe jut, vagy a

mosasi 1épések kozben valik le, ami miatt egyrészt jelentds aktivitas csokkenés kovetkezik be
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a visszaforgatasok soran, masrészt szennyezi az eléallitott terméket. A szilikaréteg megfeleld
vastagsaganak megvalasztasaval megeldzhetd az enzimszivargds, a szubsztrat és a termék
megfeleld diffaziojanak megdrzése mellett. A szilikaréteget ebben az esetben is tetraetoxi-
szilanbol (TEOS) alakitottam ki. A rogzitéshez a mar korabban kivalasztott NH2A szildnnal

modositott magneses nanorészecskéket hasznaltam.

A kisérleteket ugy végeztem, hogy azonos komplexképzéssel rogzitett biokatalizator
mennyiségekhez egyre novekvé mennyiségi TEOS prekurzort alkalmaztam, illetve ezekkel
parhuzamosan szilikaréteg nélkiili biokatalizator aktivitasat is mértem referenciaként. Az 5.3.
abran 1 napos iilepedést kovetden lathatdak a bevonattal ellatott biokatalizatorok melyek
térfogata szemmel lathatéan is igen eltérd. Az elsé 0t minta esetében folyamatos ndvekedés
figyelheté meg, majd pedig kissé csokken a térfogat. A kezdeti ndvekedés azzal magyarazhato,
hogy az egyre vastagabb szilikarétegnek koszonhetden tobb folyadékot tart magaban a matrix.
Ez a rogzitést kovetd lemosasok soran is érzékelhetd volt. Joval kevésbé lehetett szeparalni a
mosoéfolyadékot azoknal a részecskéknél, ahol tobb szilant alkalmaztam. Az utolsd6 mintak
esetén az enyhe térfogat csokkenés magyarazata lehet, hogy bizonyos TEOS mennyiség felett
megindul egy szilika nanorészecske képzOdés is, a bevonatképzédéssel parhuzamosan. Ez az
elegyben szabad szemmel nem feltétleniil észrevehetd, viszont a bemért TEOS-t jelentésen
fogyasztja, igy a szilikaréteg vastagsaga nem ndvekszik olyan mértékben, mint a bemért TEOS

mennyisége alapjan varhat6 volna.

5.3. abra: Kiilonboz6 TEOS mennyiségekkel Iétrehozott biokatalizatorok.
Balrol jobbra: 2,2; 4,5; 13,5; 27; 40; 54 és 80 mmol/g hordozo.

Az 5.4. abra az a-metilbenzilamin atalakitasa soran meért relativ aktivitas értékeket
mutatja, ahol a stabilizal6 szilikabevonatot nem tartalmazod biokatalizator volt a referencia,
melyhez viszonyitottam az egyes eredményeket. Az aktivitasokat igyekeztem kozel azonos

konverzidk elérése esetén Osszevetni. Jelen esetben ez 10% koriili értékeket jelentett, melyet a
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referencia katalizatorral fél ora alatt, mig a bevontakkal 1 napos reakci6idé utan értem el.
Lathatd, hogy bizonyos TEOS mennyiség utan lényegében nem valtozik a kész biokatalizator
aktivitasa, valamint egyik esetben sem érte el a relativ aktivitas a 3 %-ot, ami igen jelentds
aktivitas csokkenést jelent. Ezt tobb tényez6 is okozhatja, melyek koziil elsésorban a térhald
kiépitésénél alkalmazott szerves oldoszer (2-propanol) jelenlétét gondoltam a
legkritikusabbnak. Ezt a TEOS jobb oldédasahoz alkalmaztam és koriilbeliil 11 %-at adta a
reakcioelegynek, a HEPES puffer mellett. Ennek hatasat a késébbiekben vizsgaltam is.

3,0

) J I I I I I l
0,0 -
2,2 45 40 54 80

13,5 27
TEOS mennyisége [mmol/g hordozd]

N
(8]
1

N
o
1

Relativ aktivitas [%]
= =
o [,

5.4. abra: Relativ aktivitas értékek a TEOS mennyiségének fliggvényében.

A telitésbe hajlast magyarazta az lehet az, hogy nagyobb TEOS mennyiség mellett,
hamarabb kialakult egy szilikaréteg, ami bizonyos mértékben megvédte az enzimet a szerves
oldészert6l. Emiatt az egyre nagyobb diffuzids gatbol kovetkezd egyre jelentdsebb
aktivitascsokkenés nem lathatd. Amennyiben az enzim dezaktivalodasanak oka a 2-propanol,
akkor a szerves olddszer cseréje mellett megoldast jelenthet még a kontaktidé csokkentése,
ehhez viszont egy gyorsabban hidrolizalo és ezaltal gyorsabban térhalésodo szilan prekurzorra

volt sziikség, igy a tovabbiakban tetrametoxi-szilannal (TMOS) is elvégeztem a matrixképzést.

5.3.  Szerves oldoszerek hatasanak vizsgalata

Az aktivitas csokkenésének vizsgalatara kiilonbozo vizzel elegyedd szerves oldoszerek
(2-propanol, acetonitril, dimetil-szulfoxid) jelenlétében végeztem el a szilikaréteg kialakitasat,
valamint, vizsgaltam azt az esetet is, ahol csak HEPES pufferben torténik a matrixba zaras.
Utobbit azért szerettem volna kiprébalni, mert az irodalomban van ra példa, hogy szerves

oldészer jelenléte nélkiil, vizes kozegben hoztak 1étre szilika nanorészecskéket.[®?l A TEOS
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mennyisége mindegyiknél 13,5 mmol/g hordozo volt. Ezt azért valasztottam, mert ennél mar
telitésbe hajlott az el6z6 kisérletben a relativ aktivités, illetve a magasabb mennyiségekhez
képest konnyebben lehetett banni az elkésziilt biokatalizatorral. Ezalatt azt kell érteni, hogy
sokkal egyszeriibben elvalik a rajta 1évé folyadéktol magnes segitségével, kevésbé duzzad és
tartja magaban a folyadék fazist. igy a mosasi 1épések soran a teljes, nem a matrixban 16v6

folyadékot le lehetett szivni rdla pipettaval.

Az eredmények alapjan egyértelmiien latszik, hogy az alkalmazott oldoszernek jelentds
hatasa van (5.5 abra). A 2-propanol (IPA) és acetonitril (ACN) esetén nagyon alacsony a relativ
aktivitas értéke, mig a dimetil-szulfoxid (DMSO) és csak puffert tartalmazo elegy esetén 60 %
feletti.

100

80

60

40 4

Relativ aktivitas [%]

Ref IPA ACN DMSO Puffer

Alkalmazott oldoszer

5.5. abra: Relativ aktivitas értékek kiillonboz6é oldoszerek esetén.
A kisérletek soran egy masik érdekes jelenségre is figyelmes lettem. Az 5.6 abra
mutatja, hogy nem minden olddszer esetén alakult ki szemmel lathatd6 matrix. Az IPA ¢és a

puffer esetén nagyon hasonlo jellegi katalizatorokat kaptam. Ezzel szemben az ACN ¢és a

DMSO alkalmazasaval mintha nem tortént volna meg a térhal6 kialakulésa.
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5.6. abra: Kiilonb6z6 oldoszerekben létrehozott, matrixba zart biokatalizatorok.

Balrdl jobbra: IPA, ACN, DMSO, puffer

5.4.  TMOS alkalmazasa TEOS helyett

A szerves oldoszerek hatasa mellett elvégeztem mas tipusu szilannal is a matrixba
zarast, ezzel vizsgalva hatdsat az aktivitasra. A referencia mellett olyan biokatalizatorral is
elvégeztem a tesztreakcidt, mely TMOS nélkiili, de a matrixképzéshez sziikséges elegyben
razodott, igy vizsgalva, hogy valdban a 2-propanol jelenléte okozza-e az aktivitasvesztést. A
szilikaréteg képzése soran azonos aranyokban alkalmaztam a szilan prekurzort, mint a TEOS
esetében, és az elegy minden esetben tartalmazta a kb. 11 % 2-propanolt. Mivel a tetrametoxi
szilan joval gyorsabban hidrolizal, ebben az esetben a stabilizald réteg kialakitasa csak 2,5 orat
vett igénybe, és ezt kovetden el is tavolitottam a biokatalizatort az elegybdl. A két legnagyobb
szilan mennyiség (54 és 80 mmol/g hordozd) esetén nem végeztem el a katalizator lemosasat
¢és nem teszteltem reakcioban sem, mivel annyira begélesedett és osszealltak a részecskék, hogy

nem tudtam hatékonyan szeparalni a magneses részecskéket a folyadék fazistol.

A relativ aktivitas értékek ebben az esetben is névekvé tendenciat mutatnak, viszont az
el6zéekhez hasonléan 3 % alattiak. A TMOS nélkiili, de a matrixképzés elegyében razodo
katalizatorral egyaltalan nem tortént termék képzddés, igy elmondhatd, hogy valdsziniileg a

2-propanol csokkenti le jelentés mértékben az aktivitast.
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5.7. abra: Relativ aktivitas értékek a TMOS mennyiségének fiiggvényében.

TMOS alkalmazas azért is lehet elényds, mert bar dragabb perkurzor mint a TEOS, a
matrixképzés végbe megy par oOra alatt. Ezzel szemben a TEOS-bol kialakitott réteg

kialakulasahoz joval tobb id6 sziikséges.

5.5. TEOS mennyiség optimalizalasa pufferben

Az alacsony aktivitds okdnak kideritésére végzett kisérletek soran egyértelmiien
kidertilt, hogy a 2-propanol jelenti a problémat. A kivaltasara hasznalt DMSO esetén a nem
bevont hordozohoz igen hasonlo aktivitast mértem, ugyanakkor a katalizator jellege is igen
hasonlé volt a stabilizal6 bevonatot nem tartalmazé biokatalizatoréhoz, mintha nem épiilt volna
ki a bevonat. Ezért a tovabbi optimalizalast a szerves oldoszer nélkiili matrixképzéses
modszerrel végeztem, és emellett megismételtem a DMSO-val végzett kisérletet is, hogy

tovabbi vizsgalatokat tudjak végezni.

A szerves olddszermentes stabilizalasok soran ugyanazokat a TEOS-magneses
nanorészecske ardnyokat alkalmaztam, mint kordbban. A bevonat képzd6dés sordan mar
tapasztaltam eltérést a 2-propanolos modszerhez képest. A nagyobb TEOS tartalmi minték
sokkal jobban gélesedtek, és a lemosasuk is nehézkesebb volt. A ndvekvd TEOS mennyiséggel
itt is novekedett egy ideig a katalizatorok térfogata, és vizmegtartasa. A legtobb szilan
prekurzorbol kiinduld bevonas esetén itt is tapasztaltam a végsd katalizator térfogat
csokkenését. A magyarazat ebben az esetben is az lehet, hogy a TEOS nagyobb része nem a
nanorészecske kore épiild térhald kialakitasara forditodott, hanem attol fliggetleniil szol-gél

képzddésre.
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5.8. abra: Kiilonb6z6 TEOS mennyiségekkel 1étrehozott biokatalizatorok pufferben.
Balro6l jobbra: 0; 2,2; 4,5; 13,5; 27; 40; 54 és 80 mmol/g hordozé.

Annak érdekében, hogy vizsgaljam a stabilizald szol-gél réteg hatékonysagat a mar
megszokott a-metilbenzilamin — acetofenon atalakitisban teszteltem a biokatalizatorok
aktivitasat 5 egymas utani korben visszaforgatva azokat, koronként 2 Oras reakcididot

alkalmazva.

Ebben az esetben az elsé kords reakciokndl mar azt tapasztaltam, hogy amennyiben
kevesebb TEOS-t alkalmaztam a bevonasnal, és igy vékonyabb térhalo épiilt ki jobb
aktivitasokat értem el (5.9. dbra). A vastagabb szilikaréteg nagyobb diffuzios gatat jelent, mely
lassitja a reakciot, igy a mért specifikus biokatalizator aktivitds is kisebb lesz. Ez a

kutatocsoport korabbi eredményeivel is dsszhangban volt.
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5.9. abra: Szilikaréteggel stabilizalt biokatalizatorok aktivitasa, a nem stabilizalt biokatalizatorhoz viszonyitva.
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Az SG7-es minta esetén, bar itt hasznaltam a legtobb szilant, a megugrd aktivitas
magyarazata lehet, hogy ahogyan fentebb is lathato, a kiépiilt stabilizalo bevonat vélhetéen nem
volt olyan vastag, mint az SG4-6 mintaknal. A nem stabilizalt katalizatorhoz viszonyitva a
legjobb aktivitast az SG3 és a DMSO koszolvens mellett késziilt biokatalizatorokkal értem el.

Az alkalmazott TEOS mennyiség minkét esetben 13,5 mmol/g nanorészecske volt.

A visszaforgatasok soran minden katalizatortipus esetén az adott katalizator elsd
tesztreakcids korben mért aktivitasat vettem 100%-nak, és ehhez viszonyitottam a kovetkezo
korokben mért értékeket. A reakcidok végén haromszor atmostam a biokatalizatorokat, mielott
elinditottam volna a kovetkezé mérési kort. Az els6 lemosas soran vizsgaltam a mosdoldatok
elnyelését is, annak érdekében, hogy lassam mennyire mosddik ki a termék a katalizator melldl.
Ez leginkabb a folyadékot jobban megtartd, vastagabb szilikaréteget tartalmazd mintak esetén
volt kérdéses. Mivel a harmadik mosas végére az elsd mosédfrakcidhoz képest annak téredékére

csOkkent az elnyelés, ezért a tovabbiakban 3 mosasi 1épést iktattam be a visszaforgatasok koz¢.

1.kor = 2kor = 3.kor - 4kor =5Kkor
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5.10. abra: Visszaforgatasi kisérletek a csak komplexképzéssel rogzitett és a szilikaréteggel stabilizalt
katalizatorok esetén.

A visszaforgatdsok sordn egyértelmiien kijott a nem stabilizalt (SGO) katalizator
hatranya. Még igy is folyamatos aktivitdscsokkenést tapasztaltam, pedig a reakciokdzegben
nem volt olyan vegytilet, mely kiszoritotta volna az enzimet a komplexbdl. Lathat6 tehat, hogy
az utélagosan kialakitott bevonat mindenképp stabilizalja az enzimet és védelmet nyujt nem

csak a lemosodassal, de az esetleges tovabbi inaktivalddashoz vezetd tényezdkkel szemben is.
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Szintén csokkend tendenciat mutatott a két legkevesebb szilanprekurzorral stabilizalt
katalizator, az SG3 minta esetén, melynek a relativ aktivitasa is a legnagyobb volt, az 6todik

kort kovetden sem tapasztaltam aktivitascsokkenést.

A tovabbi névekvo TEOS mennyiség mellett stabilizalt mintak esetén korrél-korre kis
mértékben novekedett az aktivitas, ezért a harmadik kort kovetden ismét elkezdtem vizsgélni a
reakciok kozotti mosofrakciokat, és azt tapasztaltam, hogy az SG4-7 mintak esetében a
harmadik lemosas utan vett mintdban is emelkedett abszorbanciat mértem. Ennek oka az
lehetett, hogy a korok kozott folyamatosan telitddott szilikaréteg, €s egyre nehezebb volt
kimosni beldle a reakciokomponenseket. A negyedik kor végén addig ismételtem a mosasokat,
amig a moso oldat elnyelése meg nem egyezett a tiszta pufferével, majd friss puffer alatt tettem
el éjszakara a biokataliztorokat. Az 6todik kor elétt vizsgaltam ennek a puffernek is az
elnyelését, és azt tapasztaltam, hogy a legnagyobb térfogattal rendelkezé SG6 minta esetén az
¢jszaka folyaman novekedett az elnyelés, tehat tovabbi reakciokomponensek oldodtak ki a
matrixbol. Ezek alapjan sem a tal kevés, sem a til sok TEOS prekurzor alkalmazésa nem
elényds, mivel az elsé esetben nem alakul ki megfeleld réteg a kellé védelemhez, utobbinal
pedig a rétegbe diffundéld reakciokomponenseket nagyon nehéz eltavolitani, valamint a mért

biokatalizator aktivitas is csokken a nagyobb diffiizids gat miatt.

Bar az elsd koros mérés utan a DMSO jelenlétében stabilizalt biokatalizator is
igéretesnek tlint, a visszaforgatasok sorén itt is folyamatos aktivitdscsokkenést tapasztaltam.
Azonban a moédszer teljes elvetése el6tt, a tovabbiakban érdemes lenne megvizsgalni itt is a
TEOS mennyiségének a hatasat, hiszen elképzelhetd, hogy csak az optimalis TEOS mennyiség
van mashol a pufferes modszerhez képest. Ugyanakkor, ha csak nagyobb szilan prekurzor
mennyiséggel lehet j6 eredményeket elérni, akkor mind gazdasagi, mind kornyezetvédelmi

szempontbol eldnydsebb lehet a szerves oldoszer mentes mddszer mellett maradni.

5.6. Enzimszivargas vizsgalata

Annak érdekében, hogy megbizonyosodjak arr6l, hogy a legigéretesebbnek tiind csak
HEPES pufferben végzett stabilizalas soran valoban kialakul egy olyan szilikaréteg, mely a
fémion-fehérje komplex felbomlésa esetén vissza tudja tartani az enzimet, elucios vizsgalatot
végeztem. A katalizatort olyan imidazol oldatban (1M, LS pufferben oldva, pH = 7,5) razattam,
melyet az IMAC elvii fehérjetisztitdsok soran alkalmaznak a hisztidinjel6lt fehérje kiszoritasara
a komplexbdl. Minden, a visszaforgatasok soran is vizsgalt biokatalizator tipusbol elvégeztem

a lemosast. A biokatalizatort fél 6ran at kevertettem az imidazol oldatban, majd az oldatbol
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mintat vettem és gélelektroforézissel vizsgaltam, hogy megjelent-e a célenzim az oldatban.
Referenciaként a nem stabilizalt biokatalizatorral is elvégeztem a lemosasi kisérletet. A
gélképen (5.11. abra) jol lathato, hogy ebben az esetben a csak komplexképzéssel rogzitett
enzim kimosddik a komplexbdl és megjelenik a lemoso oldatban. Az SG1-es minta esetén is
halvanyan lathatok fehérjefrakciok a gélképen. A DMSO-s minta esetén mindenképpen
sziikséges egy megerdsité toményebb mintaoldat készitése, hogy egyértelmiien el lehessen
donteni, hogy lathato-e fehérje a gélen. Nagyon pozitiv viszont, hogy a legigéretesebbnek tiind
SG3 mintdhoz tartoz6 savban egyaltalan nem lathato fehérje, tehat a matrix valoban visszatartja

a transzaminaz enzimet.

M Liz SGO |SG1 |SG2|SG3 SG4 SGS5 SG6 SG7|DMSO

250
130 |

100
70

55
35

25

15
10

5.11. abra: Enzim kimosddas vizsgalata gélelektroforézissel.

M: marker (bal oldalon az ismert fehérjetomegek vannak megadva kDa-ban); Liz:lizatum. Lila kerettel a

visszaforgatasok soran aktivitascsokkenést mutatd biokatalizatorokhoz tartozé mintékat jeldltem.
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6. Osszefoglalas

Kutatomunkam soran eldallitottam magneses nanorészecskéket, melyek feliiletét
modositottam. A szelektivitasért felelés csoport kialakitdsdhoz haromfajta aminoszildnt
alkalmaztam linkerként, és vizsgaltam hatasukat a megkotott enzim mennyiségére és a végso
biokatalizator aktivitasara. Az aminocsoportokon keresztiil etilén-diamin-tetraccetsavbol
alakitottam ki a kobaltionok komplexalasara képes csoportokat. A rogzitési folyamat soran a
célenzim hisztidinjén keresztiill komplexet alkotott a fémionnal. Az eredmények alapjan
megallapithatd, hogy az NH2A részecskével értem el a legmagasabb rogzitett enzim
mennyiséget és specifikus enzimaktivitast, igy ezzel folytattam a tovabbi kisérleteket. Az is
lathato, hogy az NH2B részecske sem tér el jelentdsen téle, emiatt a késébbickben ezzel is

érdemes lehet teszteket elvégezni.

Utolagos stabilizalas céljabol a hordozo és az enzim koré szol-gél matrixot képeztem,
mellyel az enzimszivargast szerettem volna megeldzni. Elsd 1épésként kiilonbozé TEOS
mennyiségekkel végeztem el a szilikaréteg kialakitasat, ahol a reakcidelegyben vald oldodéasat
2-propanol segitette (~11%). A kész biokatalizatorok aktivitdsa jelentdsen lecsokkent a bevonat
nélkiilihez képest. Ezt arra a két okra vezettem vissza, hogy a szerves oldoszer jelentésen
karositja az enzimet, lecsokkentve ezzel az aktivitasat, illetve, hogy tal hosszl a kontaktidé a

rétegképzéskor.

Az els6 eset vizsgalatara harom szerves oldoszerrel (IPA, ACN, DMSO) és szerves
oldoszer alkalmazasa nélkiill végeztem el a bevonast egy kivalasztott szilan prekurzor
mennyiséget kivalasztva. Az aktivitds DMSO és csak puffer esetén maradt magas, viszont csak

az utobbinal volt 1athat6é bevonat képzddése.

A kontaktidé csokkentésére TMOS-t alkalmaztam IPA jelenlétében, azonos
mennyiségeket hasznalva, mint a TEOS-sal. Emellett vizsgaltam, hogyan valtozik az aktivitas
amennyiben szilan prekurzor nélkil, csak a szol-gél matrixképzés egyéb komponenseivel
razatom rovid kontaktidével a biokatalizatort. A végso katalizatorok aktivitasa ebben az esetben
is jelentdsen elmaradt a referenciahoz képest, és a nem bevont, de az IPA tartalmu elegyben
raz6dé biokatalizator is elveszitette az aktivitasat. fgy a két kisérlet alapjan megallapitottam,

hogy az IPA alkalmazésa csokkenti szdmottevden az enzim aktivitasat.

A TEOS mennyiség optimalizalasat, ennek okan, elvégeztem szerves oldoszer
hozzaadasa nélkiil, csak puffer alkalmazasaval. Ezzel parhuzamosan vizsgaltam a DMSO-val

l1étrehozott katalizatort is. Az eredmények ekkor mar azt mutattak, amit korabban is tapasztaltak
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a kutatocsoportban mas enzim ¢és aminoszilanos feliilet esetén (de IPA-s matrixképzéssel):
vékonyabb szilikaréteg esetén magas a relativ aktivitas, a rétegvastagsag, és ezzel a diffuzios
gat, novekedésével azonban csokken. Ezen katalizatorok viselkedését egymdés utan
megismételt, mosasi 1épéseket tartalmazd, tobbszori visszaforgatdssal is vizsgaltam a
tesztreakciokban. A stabilizalas nélkiili esetben jelentdsen csokkent az aktivitas korrdl-korre,
ahogy a vékony szilikaréteggel rendelkezd katalizatorokndl és a DMSO mintdnal is. A
vastagabb rétegeknél a matrix magaban tartotta a terméket, kimosasa igy nehezen volt

megvalodsithatd, emiatt fordulhatott el aktivitas novekedés.

Az enzimszivargas tanulmanyozasara imidazol oldatos lemosast végeztem el, majd a
mintakat gélelektroforézissel vizsgaltam. A stabilizalas nélkiili katalizator esetén egyértelmiien
lathatd, hogy az enzim lejott a feliiletrdl. Jelet adott a két legvékonyabb réteggel rendelkezd
biokatalizator, illetve a DMSO-val eléallitott is. A tobbi esetben nem lathatd a fehérje, igy

ezeknél sikertiilt a stabilizalas.

A késObbiekben szeretném vizsgalni a TMOS-sel vald rétegképzést csak puffer
jelenlétében. Ezzel a végso katalizator kialakitasa jelentésen kevesebb id6t venne igénybe, ami
még gy is eldnyds lehet, hogy dragabb az alkalmazott prekurzor. Emellett DMSO-val is
elvégezném az optimalizalast TEOS és TMOS esetén is. Ezzel felderitve, hogy az idealis
mennyiség gazdasagi és kornyezetvédelmi szempontok alapjan elfogadhatdo vagy nem. A
kisérleteket kiterjeszteném az NH2B részecskére is, hiszen az eldkisérletben ezzel is magas
rogzitett enzimmennyiséget és aktivitast értem el. Emellett tervezem optimalizalni a részecske
feliiletét, a beépitett aminoszildn mennyiségével befolyasolhato a kotdkapacitas és igy a feliileti
enzimsirliség, mely hatassal lehet az aktivitasra (tul zsufolt feliilet esetén hidba magas a kikotott
enzimmenyisé€g, az ehhez aranyosan viszonyitott aktivitas csokkenhet). Emellett a stabilizalo
szilikaréteg Osszetételének valtoztatdsaval is elérhetd tovabbi aktivitds ndovekedés. A TEOS
mellett egyszeresen és kétszeresen szubsztitualt szilanokat alkalmazva kevésbé strli térhald
hozhato létre, mely az enzimet még képes visszatartani, de lehetdvé tesz a reakciokomponensek
konnyebb diffuziojat.

Osszességében elmondhato, hogy sikeriilt feltarni a kezdeti nehézségek okat és az SG3
mintaval sikeresen stabilizaltam a feliileten rogzitett enzimet, teljesen elkeriiltem a szivargasat,

illetve minimalizaltam a diffuzids gatat és a termékvisszatartast.
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