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1. Bevezetés

Napjainkban a biokatalitkus eljarasok egyre nagyobb szerepet kapnak, ugyanis a
biokatalizis, biotranszforméacio céljaira felhasznalhatd enzimek, mikroorganizmusok szamos
elénnyel rendelkeznek. A biokatalizis 6 elényei, hogy a felhasznalt enzimek természetiiknél
fogva kornyezetbaratok, kiralis katalizatorok, nagyobb a szelektivitasuk és hatékonysaguk, az
atalakulas altalaban vizben lejatszodik, nincs szikseég szerves oldoszerekre, és a reakciok
normal 1égkdri nyoméason, 100°C alatt végbemennek [1,2].

A szelektiv szintézismodszerek iranti megnovekedett igeny is hozzajarult a
biokatalitkus eljarasok fejlodéséhez. A szelektiv reakciok (kemo-, regio-, diasztereomer-,
illetve diasztereotopszelektiv folyamatok) egy részét elvégezhetjik akiralis reagensekkel vagy
katalizatorokkal, az enantiomerszelektiv és enantiopszelektiv folyamatok lejatszédaséhoz
viszont kiralis reagensre vagy Kkatalizatorra van szikség. Az enzimek alkalmazhatéak
enantiomer- és enantidpszelektiv reakciok elvégzésére is, mivel Kirdlis szerkezetliek,
koszonhetdéen az ket felépitd kiralis aminosavaknak. Az enantiomerek tiszta eldallitasa
nagyon fontos a gyodgyszerek, novényvédbszerek, finomkémiai, kozmetikai- és élelmiszer-
ipari termékek gyartasa terén [1].

A PAL (fenilalanin-ammonia-liaz) és PAM (fenilalanin-2,3-aminomutaz) enzimeknek
is fontos szerepiuk van a biokatalitikus atalakulasokban, illetve kiilonb6zé enantiomertiszta
arilalaninok eléallitisaban. A PAL és PAM baktériumokban, gombéakban, névényekben

eléfordulo enzimek.

1.1. Az ammdnia-lidzok és aminomutazok szerepe

A lidzok olyan enzimek, amelyek az atomok kozotti kotések hasitasat katalizaljak. Az
ammonia-lidzok a C-N kotést hasitjak ugy, hogy a termékben kettds kotés alakul ki ammonia
eliminécié kovetkeztében, vagy visszafele kettés kotésre val6 ammonia-addicio jatszodik le
[3.4].
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NH, a,p - telitetlen sav
PAL, TAL, HAL +
R/\;/COOH - R/\E/COOH
NH, NH,
rac - o - aminosav (R) - o - aminosav

1.1.4bra. Ammonia-liazok szerepe, az ammonia nem oxidativ eliminacidja

A mutazok olyan enzimek, amelyek az atrendezédési, izomerizacids reakciokat
katalizaljak. Az aminomutazok egy szubsztratum szomszédos C-atomjan levé aminocsoportja

¢és hidrogénatomja kozti reverzibilis atvandorlasat, kicserélodését katalizaljak [5,6].

NH,
R/\j/COOH R/L\/COOH
NH, (S) - B - aminosav
PAM, TAM +
R/\:/COOH R/\:/COOH
NH, NH,
rac - o - aminosav (R) - o - aminosav

1.2.4bra. Aminomutazok szerepe, az (S)-a-aminosavak izomerizacioja (S)-f-aminosavakka
1.2. A PAL és PAM enzimek jelentésége és felhasznalasa

A PAL enzim a trans-fahéjsav kepzoédését katalizalja L-alaninokbdl az ammonia nem
oxidativ eliminécidja sordn, a PAM enzim pedig az (S)-a-fenilalanin izomerizaciojat
katalizalja (S)- vagy (R)-B-fenilalaninnd, mely szamos termék prekurzorja a bioszintézisben
[7,8]. A bakteridlis eredeti PAM (S)-a-fenilalanin izomerizaciojat katalizélja (S)-B-

fenilalaninna.

COOH x_COOH
PAL + NH,
NH, —

(S)-a-fenilalanin trans-fahéjsav

1.3.4bra. PAL szerepe, az ammodnia nem oxidativ eliminécioja (S)-a-fenilalaninbdl
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rac-o-fenilalanin (S)-B-fenilalanin (R)-a-fenilalanin
1.4.4bra. Bakterialis PAM szerepe, az (S)-a-fenilalanin reverzibilis izomerizacioja

(S)-p-fenilalaninna

A PAL enzim jelen van egyes baktériumokban, gombakban €s magasabb rendi
novényekben. Magasabb rendi novényekben a trans-fahéjsav kiinduléanyag a
fenilpropanoidok szintézisében, mint példaul flavonoidok, sztilbének, kumarinok, ligninek,
oldhato észterek és amidok, egyes alkaloidok esetében [9].

A PAL enzimet hasznaljdk (S)-a-fenilalanin gyartasara, felhasznalva az enzim
forditott reakcidjat, az ammonia addiciojat trans-fahéjsavra, magas pH-n. Az (S)-a-fenilalanin
egy fontos aminosav és széles kdrben hasznaljak az élelmiszer- és gyogyszeriparban. Ezt a
termelést 6sztonozte a dietetikus aszpartam édesitOszer nagy kereslete is, mivel az édesitOszer
egyik Osszetevbje az (S)-o-fenilalanin az L-aszpartdmsav mellett. A PAL ipari méretii
termelése elsésorban Rhodotorula glutinis torzs felhasznalasaval torténik. Annak érdekében,
hogy a PAL enzim aktivitasat és stabilitdsat noveljék, egyes kutatok Kis koncentracioban
Mg®*, glicerin és redukalészerek hozzéadésat tanacsoljak. Altalaban az ipari folyamatokban
az enzim ismételt és fenntarthatd alkalmazésa miatt az Ujrahasznéalhatosag €s javitott stabilitas
Iényeges parameéterek. A rogzités az enzim terméktdl vald szétvalasztasara, hatékony
kinyerésére ¢és Ujrahasznositdsara, tarolasi és miikddési koriilmények kozott fokozott
stabilitasra nyujt konnyedséget [10].

A mutdzok az él6vilagban az aminosavak katabolizmusaban jatszanak szerepet,
tovabba szamos biologiailag aktiv termék bioszintézisében vesznek részt, mint példaul
blaszticidin, viomicin és taxol [6].

Az o-fenilalanin atalakulasa B-fenilalaninna a taxol bioszintézisének elsé 1épése,
amelyet a PAM enzim katalizal. A taxol egy diterpén-alkaloid, melyet a Taxus brevifolia
didbol kilonitettek el, és nagyszamu rakféleségek kezelésére hasznaljak, tdbbet kozott

méhrak esetében [11].



1.3. A PAL és PAM enzimek szerepe a biokatalizisben

Fenilalanin-ammonia-liaz  (PAL) és fenilalanin-2,3-aminomutaz  (PAM) olyan,
baktériumokban, gombakban, és novényekben el6forduld enzimek, melyek a fenilalanin
metabolizmusaban jatszanak fontos szerepet. Ugyanakkor hatékonyan alkalmazhat6ak
biokatalitikus eljardsokban nem természetes a- €s P-alaninok homokirdlis formaban torténd
eldallitasara, melyek gydgyszerkémiai szempontbol rendkiviil fontosak, biologiailag aktiv
molekulak alkotoelemei, kiralis vegylletek prekurzorai.

Az ammonia-liaz reakciok természetes iranyukban sztereodestruktiv természetiiek,
ezert a PAL enzim megfelel (R)-enantiomerek el6allitisara, a racém elegyb6l az (S)-
enantiomer szelektiv lebontasaval zajlé folyamatban. A termeészetessel ellentétes reakcidirany
viszont sztereokonstruktiv természetli, igy felhasznalhat6 enantiomertiszta (S)-aril-alaninonk
eldallitasara aril-akrilatokbol. A PAL képes katalizalni az ammonia aril-akrilatokra torténd
enantioszelektiv addicidjat amennyiben az ammonia koncentréacidja 5 M folé emelkedik [1].
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1.5.4bra. PAL-katalizissel eléallithato enantiomeriszta (S)-o-fenilalanin analogok

1.4. A PAL enzim szerepe a gydgyaszatban

A PAL enzim a gyogyaszatban a fenilketonuria kezelésében jatszik fontos szerepet.
A fenilketonuria (PKU) a fenilalanin anyagcsere-zavaranak o6rokl6dé betegsége,
amelyben a fenilalanin lebontasahoz sziikséges egyik enzim hianyzik, és ez a vérben
6



veszélyesen magas fenilalanin-szint kialakulasahoz vezet. A PKU kezelésére az eddigi
egyetlen hatékony mddszernek a rendkivil szigora fenilalanin-mentes diéta bizonyult, mely
soran a szervezet fehérjeigenyét specialis fenilalanin-mentes aminosav homogenizatumokkal,
fehérjepotld tapszerekkel egészitik ki (félszintetikus diéta). Génterdpias gyogyitasa, a
fenilalanin-hidroxilaz (PAH) enzim reaktivalasa eddig nem vezetett eredményre.

A PAL fenolketonuridban valé gyogyaszati alkalmazésénak szerepe az enzim
stabilitasa és azon adottsaganak koszonhet6en meriilt fel, miszerint a PAH-al szemben nem
igényel kofaktort. A PAL emberi és allati szervezetekben az (S)-fenilalanint trans-fahéjsavva
alakitja at, ami koenzim-A &ltal benzoesavvé alakul, mely végul glicinnel reagalva a vizelettel
konnyen Kilril artalmatlan vegyiiletet képez.

Az els6 proba emlds allatokkal, majd emberekkel végzett hemodializis volt,
féligatereszt6 membranon immobilizalt PAL enzimekkel. A Kisérlet sikerrel zarult, ugyanis
sikertilt csokkenteni a vér fenilalanin szintjét. Az eljarés koltsegesnek bizonyult, ezért a PAL
enzimet zselatin-kapszulak formajaban orélisan juttattdk a szervezetbe, azonban a gyomor-bél
traktusban hamar lebomlott. A modszer nagyon hatékonynak bizonyult (2 éran belul a vér
fenilalanin szintje 44%-al csokkent), amikor az enzimet cellul6znitrat membrannal boritott
féligaterszté mikrokapszuldkba helyezték, mert az igy védetté valt a protedzokkal szemben.

A terdpids alkalmazast méar csak az enzim immunogén hatdsa hatraltatja, melynek

csokkentése a jelenlegi kutatasok célkitiizése [12-14].

1.5. A PAL és PAM enzimek szerkezete

1.7.abra. Petroselinum crispum PAL enzim (A) és Pantoea agglomerans PAM (B) enzim

tetramere



Annak ellenére, hogy a PAL és PAM enzimek kilonboznek Katalitikus
tulajdonséagaikban, mindkét enzim kristalyszerkezete nagyon hasonld, az aktiv kdzpontjuk
kdzel azonos. A novényi eredetli PAL és PAM enzimek tetramerjeinek egy monomere harom
részbol all: MIO-rész (prosztetikus csoport), kdzponti domen és a ,,shielding”-domén, mig a
bakterialis eredetiickben hianyzik a ,,shielding”-domén. A domeéneket kiilonb6z6 mobilis
hurkok kotik Ossze. A PAL és PAM enzimek kristalyszerkezetét illetéen, a kilonbseg a
mobilis hurkok altal adodnak [15,16].

Az els6 rendelkezésre allo ammonia-liaz kristaly szerkezetébdl megallapitottak, hogy
ezek az enzimek tartalmaznak egy szokatlanul moédositott aktiv helyzetii kofaktort, az U.n.
4-metilidénimidazol-5-on-t (MIO-t). A MIO egy bels6é Ala-Ser-Gly tripeptid autokatalitikus
poszttranszlacios ciklizicidja soran két vizmolekula eliminaciojat kovetden alakul ki,
melynek jelenlétét 1999-ben, a Pseudomonas putida hisztidin-ammonia-liaz enzim

kristalyszerkezetének megfejtésekor fedeztek fel [17,18].
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1.9.4bra. A MIO kialakulasa a Pseudomonas putida HAL-ban az Ala142-Ser143-Gly144
tripeptidbdl

A MIO nagyon elektrofil, jelenlétét mas ammonia-lidzban, a tirozin-ammonia-lidzban,
valamint a szerkezeti és mechanizmusbeli hasonlésagokat mutato tirozin-2,3-aminomutaz
(TAM) és fenilalanin-2,3-aminomutéaz (PAM) enzimekben is igazoltak [19].

MIO

-
sp|P21310| Psp-HAL  ——-—- LDDDLYELIMVLEINALARGFAGIRFEVIDALTALVNAE VY PFHIF LEGT VR 14da
sp |BEEVIS | My=-Tall  ————- FPDEVVEAIMTVREINCLMEGY S GISPEALQLLATHLNRGIHFVIFHOGS L G 133
tr | Q7N4T3 | Phl-PAL @ ————- MEEPCIKASOQFTHLLAVCEGTSATREP IVAQATVDHINHD IVE LY PRY GIV&HE 153
tr |QZEYYS | 3ace-TAL  ——-——- LAaPEVERLILWLEIONMEKGY 3V PV FIELAD LMK GFTPAT PFRHGTV 5 150
tr|QaeGE04| Tec-PAM SSVDELPATATRERAMLLELNSFTYGC3GIRNEVHEALEEL LNV PEVE LEGEV S 175

. . o = . * FoeF Fren

1.10.4bra. A MIO motivum a PAL, TAL, HAL, PAM, TAM enzimekben




1.6. A PAL és PAM enzimek miikodése, mechanizmus

K¢t kiilonboz6 mechanizmus elképzelés létezik a PAL, illetve PAM enzimekre. Az
els6 egy Eicb mechanizmus, a MIO csoport a szubsztratum amin-csoportjara valo elektrofil
tdmadasan alapszik. A javasolt mechanizmusban a benzil-proton pK, értéke magas (pK,>40),
tehat nem eléggé savas, az a-karbokation energidja pedig tul magas. Ez okbol kifolydlag
Rétey és munkatarsai javasoltak egy masik mechanizmust, melyben a MIO elektrofil timadast
intéz a szubsztratum aromas csoportjara, mely kodlcsdnhatas kelloképpen megsavanyithatja a
B-poziciot, s ezzel a mechanizmussal értelmezhetdvé valna az Eicb mechanizmussal
kapcsolatos nem eléggé savas PB-proton enzimatikus bazis altal val6 lehasitasanak kérdése
[20].
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1.11.abra. A PAL és PAM enzimkatalizisére javasolt mechanizmusok:

a) E;cb mechanizmuson alapulé, b) Friedel-Crafts tipusi mechanizmus



2. Kisérleti rész

Munkank soran a novényi eredetli Petroselinum crispum PAL (PcPAL) és a
bakterialis eredeti Pantoea agglomerans PAM (PaPAM) enzimeket tanulmanyozzuk.

2.1. Fehérje termeltetes

Elkészitjik az LB-tapoldatot, amit autoklavban sterilizalunk 121°C-on 30 percig.

A tapoldat kihtilése utan steril flke alatt, 1%-ahoz kléranfenikol (CA) és karbenicillin
(CAR) antibiotikumokat tesziink, majd beoltjuk a kivant sejtkultardval (PcPAL vagy
PaPAM). A beoltott tdpoldatot egyéjszakas inkubalas ala vetjuk 37°C-on.

37°C-on termosztalt egyéjszakas transzformans kultarabol 500 pL-t oltunk at 500 mL,
a megfelelé antibiotikumot/-okat tartalmazo LB-tapoldatba, és a ndvekedést az optikai
denzitas merésével kdvetjik, 600 nm-en mérjik az abszorbanciat a sejtmentes LB-tapoldattal
szemben. ODgyp= 0,6-0,7 kdzott 1 mM Izopropil-B-D-1-tiogalaktopiranozid-ot (IPTG)-t
indukalunk, meginditva a plazmidon kodolt fehérje expressziojat. Az expresszié ideje 19-20

oOra, hdmérséklete pedig 25°C.

Név Rovidités Torzsoldat LB tapoldat
koncentracidja koncentracidja
Kléranfenikol CA 30 mg/mL 21 ug/mL

(100% etanol)

Karbenicilin CAR 50 mg/mL 50 pg/mL

(steril viz)

1.tablazat. A hasznélt antibiotikumok

LB-tapoldat: 10 g Triptont, 5 g Elesztkivonatot és 10 g NaCl-ot feloldunk kb. 1 L desztillalt
vizben, majd beallitjuk az oldat pH-jat 7,0-re
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2.2. Sejtfeltaras

A termeltetés utan a sejteket 4°C-on, 5000 rpm-en 25 percig centrifugaljuk, melynek
kovetkeztében a sejtek killlepednek a centrifuga-edény aljara. A feluliszot ledntjik, majd a
sejteket az expresszios térfogat 1/10-énck megfelelé térfogatt, jégbe hiitétt lizis pufferben
szuszpendéljuk, amihez frissen Pefabloc-oldatot, Lizozimot, Rnazt illetve SigmaFAST™
EDTA-mentes komplex proteaz tablettat adunk.

A keverékben 6sszeszuszpendalt sejtek falat ultranhanggal torjik 6ssze: 1500000 J-on,
2 s ultrahang, 2 s szinet. A sejttdrmeléket és az oldhatatlan fehérjéket ezutan 20 percig tarto
centrifugalassal valasztjuk el (5000 rpm, 4°C), s a feluluszét hasznaljuk a tovabbi munkahoz,

mivel ez tartalmazza az értékes intracelluléris enzimet.

20 mM Pefabloc-oldat: 4,8 mg Pefablocot feloldunk 1 mL desztillalt vizben

Lizis puffer: 50 mM Tris, 300 mM NaCl és 0,5 mM EDTA, pH 8,0 frissen adunk hozza 50
mL-hez: egy spatulahegynyi RNA&zt, egy spatulahegynyi Lizozimot, Pefablocot, egy
SigmaFAST™ EDTA-mentes komplex proteaz tablettét

2.3. Fehérje tisztitas

A felulGszot Ni-affinitasu kromatogréfidval tisztitjuk, nikkel-nitrilo-triecetsav (Ni-
NTA) toltésii oszlopon. A fehérje N-termindlis-végén 1év6 tizszeres hisztidin, imidazol
gylirtik a nikkel- ionnal val6 koordinécios komplex képzddése altal rogziilnek a tolteten.

A tisztitds megkezdése elétt az oszlopot atmossuk 67 toltetnyi desztillalt vizzel, és
csak utana toltjuk ra a feluldsz6t. Az oszlopot atmossuk 4-5 toltetnyi alacsony
megint 2-4 toltenyi LS-pufferrel. A nem specifikus enzimeket, sejttormelékeket 20 mM-o0s
imidazol-oldattal tavolitjuk el a toltetrdl. A szennyez6 molekulak eltivolitdsanak merteket
Bradford-reagenssel ellenérizziik: 400-400 upL Bradford-reagenshez egy-egy csepp
hozzéaadasakor kovetjiik nyomon a szinvaltozast. Ha a Bradford-reagens kék szintivé valik,
akkor az oszlopon még szennyezé fehérjemolekuldk vannak. Addig folytatjuk a 20 mM-os
imidazol-oldattal valé mosast, mig a Bradford-reagens sziirkés szine nem valtozik a csepp
hozzéaadasaval. A cel fehérjet (PcPAL vagy PaPAM) 500 mM-os imidazol-oldattal elualjuk le
az oszloprol, ezt is Bradford-reagenssel kovetjik nyomon: addig folytatjuk a moséast, mig a

Bradford-reagens sziirke marad a csepp hozzdadasakor, a kék szin intenzitasa a fehérje-
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koncentraciot jelzi. Végul 1 M-os imidazol-oldattal mindenféle fehérjeszennyez6dést
eltavolitunk a toltetrdl, majd desztillalt vizzel atmossuk az oszlopot és 20%-0s etanolban
taroljuk.
A tisztitas eredményességét SDS-PAGE gélen ellendrizziik.

Az 500 mM imidazollal elualt fehérjeoldatot az elualt térfogatnak megfeleld 500-
szoros mennyiségi 50 mM PBS pH 7,5 dializaltuk 1618 6rén at, majd a dializdtumot 10 kDa
vagasértékii centrifugalis toményitéeellaval (Vivaspin®) tdményitettik be. A bekoncentralt

enzimhez 20% glicerint teszink és —80°C-on téroljuk.

A kiilonb6z6 koncentracidju imidazol-oldatok elkészitésekor LS-puffert hasznalunk.

LS-puffer (Low Salt-puffer): pH=7,5, 50 mM HEPES, 30 mM KClI

HS-puffer (High Salt-puffer): pH=7,5, 50 mM HEPES, 300 mM KClI

Dializis puffer (50 mM PBS): 1,23 g NH4CI-t, 0,51 g KCl-ot, 21,63 g NaCl-ot, 8,52 ¢
NaH,PO,-t és 46,31 g Na,HPO,-t oldunk fel 4 L desztillalt vizben, a pH-t pedig 8,0-ra allitjuk
be.

2.3.1. Elektroforézis

A tisztitds sikerességét natrium-dodecil-szulfat-poliakrilamid gélelektroforézissel
(SDS-PAGE) ellendrizziik.

Az elektroforézis a bioldgiai makromolekuldk meghatarozasanak egyik legfontosabb
eszkoze, elektromos tér hatdsara a makromolekuldk molekulatomegiiktdl fiiggden kiilonbdzo
tavolsagokra vandorolnak.

A gélontés ket részbol all: az elvalaszto és a koncentrdldo gél készitésébol. Az
elvalasztd gélt bedntjuk a készllekbe a két etanollal megtisztitott Uveglap kdzé, majd
feltoltjiik desztillalt vizzel. A dermedési idd, a polimerizacid kb. 40 perc. A desztillalt vizet
ledntjiik a megdermedt elvalasztd gélrdl, majd az oldat elkészitése utdn azonnal radntjiik a
koncentral6 gél oldatat. A fésiit sem felejtjiik el ratenni. A koncentrald gél dermedési ideje is
kb. 40 perc.

Az SDS-page mintakoktél 10-10 pLé-ben feloldunk a Ni-affinitdsu kromatogréafiaval
vald tisztitas soran nyert frakciokbdl 40-40 uL-t, felf6zziik a mintakat, majd a gél zsebeibe
pipettazuk. Az utols6 zsebbe ,létrat” tesziink, mely egy standard fehérje-sorozat. Az

elektromos tér hatadsara az enzimek vandorolni kezdenek, a futattds utan a feltett mintak
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vandorldsi helyét Osszehasonlitjuk a Iétraval, és ebbdl meghatirozzuk a fehérje-
molekulatdmegének nagysagat. Ismerve a PcPAL és PaPAM molekulatdmegét, a gelkép

alapjan kovetkeztethetlink a tisztitas eredményességét. A gélt festjiilk Coomassie Brilliant
Blue festékkel.

HS LS2 20mM 500mM 1M
80.8 kDa

2.1.abra. PcPAL gélképe

HS LS2 20mM 500mM 1M

62.3 kDa

2.2.4bra. PaPAM gélképe

SDS-page mintakoktél: 10% 250 mM natrium-dodecil-szulfat (SDS), 10% ditiotreitol, -
merkaptoetanol (DTT, B-ME), 30% 250 mM TRIS, 50% glicerin, 0.05% brémfenol-kék.

Elvélaszté gél: 1100 uL desztillalt viz, 1300 uL 1,5 M TRIS (pH: 8,8), 2500 uL akrilamid-
oldat,
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50 ul SDS 10%, 50 uL. ammonium-perszulfat (APS), 2 ul N,N,N’,N’-tetrametiletilén-diamin
(TEMED)

Az APS-t és TEMED-et kdzvetlen(l 6ntés el6tt adjuk az oldathoz.

Koncentrald gél: 1400 uL desztillalt viz, 250 uL 1 M TRIS (pH: 6,8), 330 uL AA-oldat, 20
uL SDS 10%, 20 uL APS, 2 uL TEMED

Az APS-t és TEMED-et kozvetleniil 6ntés el6tt adjuk az oldathoz.

2.4. PcPAL és PaPAM enzimek aktivitasdnak igazolasa

A PcPAL és PaPAM enzimek aktivitasdt az altaluk Kkatalizalt természetes
reakciojukban vizsgaltuk. A PcPAL enzim az (S)-a-fenilalanint alakitja trans-fahéjsavva az
ammoénia nem oxidativ eliminéci6ja sordn, mig a PaPAM az (S)-a-fenilalanin

izomerizaciojat katalizalja (S)-p-fenilalaninna.
2.4.1. PcPAL katalizalta reakciok

Eliminécids és addicids reakciok

Eliminacios reakcié (a.)): 2 mg (12 mmol) (S)-a-fenilalanint beoldunk 1 mL, 0,1 M
NH;OH-oldatba (pH 8,5), majd hozzaadunk 67 pL (0,4 mg) PCPAL enzimet.

Addicios reakcio (b.)): 2 mg (12 mmol) trans-fahéjsavat beoldunk 1 mL, 6 M
NH,OH-oldatba (pH 10), majd hozz&adunk 67 pL (0,4 mg) PcPAL enzimet.

NH; b.) 6M NHg, pH 10
(S) - a - fenilalanin trans-fahéjsav

2.3.4bra. PcPAL eliminacids és addicios reakcidja

Az atalakulasokat kiralis HPLC segitségével kovettik nyomon. Chiralpack ZWIX(+)
kiralis oszlopot hasznaltunk, a mozg6 fazisként MeOH(50mM FA+25mM DEA):ACN:H,0
49:49:2 keveréket.
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B s, COOH (5.CO0H
500 mf

S
400 —
300 —
200 —
100 —
T T
25 5

2.4.4bra. Az (S)-a-fenilalanin illetve a trans-fahéjsav kromatografias spektruma. Az
(S)-a-fenilalanin maximalis elnyelési hullamhossza 210nm (kék),

a trans-fahéjsavnak pedig 260 nm (piros)
2.4.2. PaPAM Katalizélta atalakulasok
a. A rac-e-fenilalanin aminocsoportjanak az izomerizaciéja

2 mg (12 mmol) rac-a-fenilalanint beoldunk 1 mL 0,1 M NH,OH-oldatban (pH 8,5),
majd hozzdadunk 100 pL (0,6 mg) PaPAM enzimet.

NH,
COOH COOH
(S) - a - fenilalanin (S) - B - fenilalanin
PaPAM
+ = +
COOH COOH
(R) - a - fenilalanin (R) - o - fenilalanin

2.5.4bra. A PaPAM katalizalta rac-a-fenilalanin izomerizacidja

Az atalakulasokat ebben az esetben is kiralis HPLC segitségével kovettiik nyomon.

[+]

2.6.abra. A rac-a-fenilalanin atalakulasa PaPAM jelenlétében. A reakcid 17 dra elteltével.
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b. A rac-p-fenilalanin aminocsoportjanak az izomerizacioja

2 mg (12 mmol) rac-p-fenilalanint beoldunk 1 mL 0.1 M NH,OH-oldatban (pH 8,5),
majd hozzaadunk 100 uL (0,6 mg) PaPAM enzimet.

NH,

COOH COOH
(S) - B - fenilalanin (S) - a - fenilalanin
+ PaPAM
— +
NH, NH;
@/_E\/COOH ©/’VCOOH
(R) - B - fenilalanin (R) - B - fenilalanin

2.7.abra. A PaPAM Kkatalizalta rac-g-fenilalanin izomerizacidja.

T T T T
5 5

2.8.4bra. A rac-p-fenilalanin atalakulasa PaPAM jelenlétében. A reakcid 19 oOra elteltével.

A PaPAM dltal katalizalt reakciénal azt észleltik, hogy az (S)-o- illetve az (S)-B-

fenilalanin kozt beall egy egyensuly, amelyet tobbszords enzim menyiséggel sem valtozott.
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3. Kovetkeztetések

Sikerlt nagy tisztasdgu PcPAL és PaPAM enzimet el6allitani. A tisztasagot
elektroforézissel ellendriztiik, az enzimek aktivitasat pedig az altaluk katalizalt természetes
reakciojukban vizsgaltuk, forditott fazisu HPLC-vel kdvettik nyomon az atalakulasokat.

A PcPAL enzim katalizélja az (S)-a-fenilalaninb6l az ammonia eliminacidjat, de
ugyanakkor az ammonia trans-fahéjsavra térténé addiciojat is, koriilményektol fliggben.

A PaPAM enzim Kkatalizdlja az (S)-a-fenilalanin és az (S)-p-fenilalanin
izomerizaciojat is.

A PAL és PAM enzimek biokatalizatorként, illetve enantiomertiszta
aminosavszarmazékok eldallitasara alkalmazhatéak.

Tovabbi terveink kdzott szerepel a reakciok preparativ Iéptékben valo kiterjesztése,
illetve a PaPAM Kkatalizalta reakciokban a fellép6 egyensuly eltolasa.
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