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Kivonat

A polietilén-tereftalat (PET) az egyik leggyakoribb felhasznalasu polimer, melynek
jelenlegi hasznalat utani kezelése jelentds kornyezetszennyezési problémat okoz. Ennek
megoldasara napjainkban egyre tobb figyelmet forditanak, a jelenleg alkalmazott modszerek
azonban szamos hatrannyal rendelkeznek: a termokémiai uton valé PET-ujrahasznositas
roncsolja a polimer szamos mechanikai tulajdonsagat, mig a kémiai Uton valé PET-lebontas
toxikus melléktermékek képzodéséhez vezet.[1] Az elézdekben felsorolt modszerek hatranyai
miatt a kdzelmultban a kdrnyezetbarat modszerek kifejlesztése eldtérbe kertilt, az enzimatikus

uton vald PET lebontas feltérképezésére.

Egy biokatalizisen alapulé hatékony PET lebontasi modszer kifejlesztésénél a tesztelt
PETaz enzimek akitvitasanak pontos mérése elengedhetetlen. Kisérleteink soran alkalmaztuk az
irodalomban eddig ismert PETaz enzim-aktivitas-mérési modszereket, tovabba célkitiizéslink 0j
HPLC aktivitds-mérési modszer kidolgozasa, ahol belsé standard hasznalataval kizarjuk a
korabbi modszerekben jelentkez6é alacsony reprodukalhatosagi fokot. Az altalunk kidolgozott
modszerrel vizsgaltuk a laboratoriumokban izolalt egyik legismertebb PET lebonto

biokatalizator, az LCC [2] (leaf branch compost cutinase), rekombinans valtozatainak aktivitasat.
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1. Elméleti bevezeto

A mai fogyasztotarsadalom szamos problémaval rendelkezik, ezek koziil a napjainkban az
egyik legfontosabb a kornyezetszennyezés. Elsodleges kornyezetszennyezok a gyakori
hasznalatban levé milanyagok, melyeket foként csomagolasra hasznalunk fel. Az egyik
leggyakoribb a PET (polietilén-tereftalat) polimer, mely nagy népszertiségnek orvend, hiszen
szamos elonyds mechanikai tulajdonsaggal rendelkezik. Magas a szakitd- és iitésallosaga,
megfeleld merevséggel rendelkezik, jo a hdstabilitasa, a kémiai ellenallasa, illetve eldallitasa
utan nagy tisztasagu polimert kapunk.[3] Elsd szintézise 1929-ben a DuPont laboratériumban

tortént, ipari mértékii gyartasa az 1950-es évektdl kezdodott el.[4]

Onmagaban a PET nem egy kornyezetszennyezd anyag, de mivel normal koriilmények
kozott tobb szaz év sziikséges a lebomlasdhoz, ezért a kommunalis hulladékok nagy szazalékat
teszi ki. A nagymértéki hulladék mennyiségét figyelembe véve rajottek, hogy sziikség van a PET
hatékony lebontasara, illetve ujrahasznositasara. Az eddigiekben, a mechanikai, illetve kémiai
feldolgozas mellett a PET hulladékot a leggyakrabban hulladéklerakdkba gytijtotték, mivel ez
tlint a legkdnnyebben kivitelezhetének, azonban az 6riasi hulladéktermelés mellett magasabb

hatékonysagu tarolasi/ujrahasznositasi modszerek kifejlesztése zajlik.[1]

A PET ipari ujrahasznositasat tobbféleképpen lehet véghez vinni. Ezek koz¢ tartozik az
elsddleges ujrafeldolgozas, még az lizemen beliil, amikor is az jrahasznositandé anyagunk még
tiszta, szennyezddésekt6l mentes igy a gyartashoz valo felhasznaldsa mar nagyon egyszeri. Egy
masik mechanikai feldolgozasi lehetdség esetében a szennyezddésmentes polimert granulaljak
hé segitségével. A mechanikai Ujrahasznositas a kovetkezd szakaszokbol all: valogatas,
szennyezOdések eltavolitasa, Orlés, olvadéksziirés ¢és a muanyag Ujraforméazasa. Az emlitett
fizikai modszerek f6 hatranya, hogy a termék tulajdonsagai minden egyes kdvetkezo ciklusban
romlanak, az ijrahasznositott polimer molekulatomegének csokkenése kovetkeztében, amit a viz

¢s a savas szennyezodések jelenléte altal elinditott lancreakci6 okoz.[5]

A foldhianyban szenvedd orszagok esetében a hulladéklerakok nem jelenthetnek
hosszutavi megoldast, éppen ezért ezekben az orszagokban a milanyagégetést helyezik elénybe.
Az égetés soran felszabadult toxikus gazok (furanok és dioxanok) megtisztitasa viszont kihivast
jelent. A karos reakciok megel6zésére alkalmazott technikak k6zé tartozik az intenziv szaritas, a

gaztalanité vakuummal torténd ujrafeldolgozas, a lanchosszabbitd vegyiiletek hasznalata.[1]

Az elterjedt mechanikai tton torténd lebontasa mellett a PET kémiai feldolgozasa is
hasznalatos. A kémiai Ujrahasznositds olyan fejlett technologiai eljarasokra utal, amelyek a

milanyagokat kisebb molekulakka, altalaban folyadékokka vagy gazokka alakitjak, amelyek
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alkalmasak arra, hogy 4j petrolkémiai és milanyagipari alapanyagként hasznalhatéak legyenek.
Mivel a PET monomerjének alapeleme egy diészter, ezért a polimer viselkedése hasonld a
kiilonb6z6 reakciokban, részt vehet hidrolizisben, alkoholizisben, glikolizisben. A reakcioktol
fiiggben a kémiai Ujrahasznositas soran kiilonb6zo toxikus, kdrnyezetszennyez6 melléktermékek

(dioxanok és furanok) jelentkeznek.[6]

Mivel egyre siirgetobb a probléma, olyan biologiailag lebomldé miianyagokat is
kifejlesztettek, melyek additivjai eldsegitik a polimer lebomlasat/oxidaciojat. A napfénnyel és
levegével vald érintkezésiik azonban gyors fragmentacidhoz vezet, mely soran nagy
mennyisségli mikromtiianyag keletkezik. Ezek bioldgiai lebomlasa sok idot igényel, igy ez sem

jelent megoldast a nagyléptékil kornyezetszennyezéssel szemben.[7]

Amiatt, hogy a kornyezetiink veszélyeztetettsége egyre nott elkezdtek ,,z0ldebb” utakat
keresni a polimer lebontasara. Maga a PET milanyag biologiai lebontasa egy elég lassu folyamat,
melyet kdnnyen befolyasol a hdmérséklet, pH, nedvességtartalom és az ultraibolya sugarzas. Az
iparban probalkoztak biokémiai vagy kemoenzimatikus modszerekkel, amikor is kémiai uton
megbontjdk a PET szerkezetét, majd mikroorganizmusokat alkalmaznak a teljes lebontas
érdekében. A PET bioldgiai lebomlésa éaltaldban a polimerlanc rovidiilését okozza, ami késébb
csokkenti a polimer molekulatomegét. Ezt kovetden oligomerek, dimerek, vizben oldodo
monomerek keletkeznek, amelyek atjuthatnak a mikrobidlis sejtmembranon, és szénforrasként
felhasznalhatok. Befolyasold tényezonek szamitanak: a polimer molekulatomege, hidrofob

feliilete, kristalyossaga, illetve az er6s C-C kotések.[8]

A miianyaghulladék biologiai lebontasa egy hosszutavon koltségbarat és kornyezetbarat
stratégia lenne. Az els6 PET lebontd enzimet 2005-ben izolaltdk a Gram-pozitiv,
aktinobaktérium Thermobifida fusca-bol, az addig feltételezett lipazok mellett ez mutatott valds
potencialt a PET hidrolizisére.[9] Yoshida és munkatarsai 2016-ban talaltak egy Ideonella
sakaiensis mnevi baktériumtorzset, mely igéretesnek bizonyult a PET biokatalitikus
lebontasaban.[10] Ezen baktérium rendelkezik két olyan enzimmel is, PETase illetve MHETase,
melyek a PET lebontdsaban jatszanak szerepet. Az IsMHETase az IsPETase-t koveté masodik
kulcsfontossagt enzim. Ez az [sPETase altal elinditott hidrolizis termékét, a mono-(2-hidroxi-
etil) tereftalatot (MHET-et) bontja le tereftalsavra és etilén-glikolra (1 abra).[11] Ezen enzimek
mellett vizsgaltak kiilonboz6 észterazokat is, melyek altal sikeriilt a PET feliiletét hidrolizalni.
Ugyanakkor vizsgaltak a lipazok aktivitasat is a polimer lebontasa soran, de ezen enzimek nem

voltak versenyképesek az el6zéekben emlitett biokatalizatorokhoz képest.[12]
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1. abra: A PET enzimatikus lebontdsa soran keletkezett reakciotermékek.

Annak koszonhetden, hogy mara mar jol megfigyelheté a PET feliilete, megallapitottak,
hogy ezeket a biokatalizatorokat két csoportra oszthatjuk fel: PET-feliiletmodosité enzimekre €s
PET-hidrolazokra. Tovabba a kisérletek €s feltételezések alapjan tigy gondoljak, hogy a PET
lebontasa soran az egész sejtes katalizis lenne megfelel6bb, mivel igy a reakcié iddtartama

konnyen rovidithetd lenne, ugyanakkor elkeriilhetd a koltséges enzim tisztitasi 1épés.[10]

Az enzimek makromolekulak, melyek a biokémiai reakciokban jatszanak fontos szerepet.
Ha megnézziik az enzimek haromdimenzios szerkezetét akkor azt 1atjuk, hogy ezek modfelett
komplexek (bonyolultak), melyet a linearis polipeptid lanc spontan feltekeredése képez. Fontos
szerepiik van a kémidban, mivel katalitikus tulajdonsagaik sokkal szerteagazobbak, mint a
szintetikus katalizatoroké, megnyitnak olyan 0j reakcié utakat, amelyeket az eddigiekben a
szintetikus katalizatorok még nem tettek lehetové. Ezen biokatalizatorok segitségével a legtobb
esetben magasabb konverzi6 érheté el enyhébb koriilmények kozott, mintha szintetikus

katalizatorokat alkalmaztak volna a reakciok soran.[13]

A biokatalizatorok ipari felhasznalasahoz els6sorban sziikség van bizonyos tulajdonsagaik
fejlesztésére. A jelenlegi enzimatikus PET lebontas hatasfoka tul alacsony, ahhoz, hogy az
hasznalhatd legyen az egyre inkdbb felhalmozodé pillepalackokbol és a miiszalas ruhakbol
szarmaz6 hulladékok nagyléptékil lebontasara. Megoldasként szolgalhat az enzim aktivitasanak
a novelése vagy a PET-polimer moddositasa annak érdekében, hogy egy, az enzimatikus
hidrolizissel szemben kevésbé ellenalldo anyagot kapjunk. Mindezek mellett, gondot jelent az

enzimek alacsony héstabilitasa, illetve az MHET és BHET altali termék inhibici6.[14] A PET



lebontd enzimekkel végzett kisérletek soran megfigyelték, hogy az enzim aktivitasanak novelése
mellett a PET hulladék/minta kémiai vagy fizikai eldkezelése jelentésen megndvelheti a
hidrolizalasi reakcid hatasfokat.[3] A biokatalizatorok segitségével torténd PET lebontas
hatékonyabba tehetd a polimer kristalyossagi fokanak a csokkentésével is. A PET egy aromas
poliészter €s a lebontasanal megjelend nehézségek egyik fo okozodja a nem hidrolizalhatd
kovalens kotések a monomerben, az etilén-glikol és a tereftalsav kozott (a tereftalsav

biszubsztitualt észtere — BHET) (1. abra).

A PET lebontasat katalizal6 enzimek esetében a kovetkezd problémak vetddtek fel:
alacsony hdstabilitas, alacsony aktivitas, oldhatosagi nehézségek, illetve a katalizator extrémebb
koriilmények (magas homérséklet, pH és sotartalom) kozott torténo tobbszori felhasznalasa soran
¢észlelt aktivitas vesztés. Ezek a problémak biomérnoki megoldasokat igényelnek, melyhez az

enzimkatalizatorok modositasanak eszkozei koziil a fehérjemérnokség segit be.

A kutinazok (E.C. 3.1.1.74) szintén a hidrolaz enzimosztalyba tartoznak, elsésorban a kutin
vazat (egy hidroxi- és epoxi-zsirsavakbol allo poliésztert) hidrolizaljak, emellett hidrolizaljak az
¢észtereket és a triacilglicerineket, valamint katalizaljak az észteresitést és az atészterezési
reakciokat.[15] Ezen enzimek az o/B-hidrolazok szupercsaladjaba tartozd szerin-észterazok,
jellemzoik alapjan hasonldak a lipazokhoz és az észterazokhoz, aktiv centrumukban egy
katalitikus tridd all szerinbdl, hisztidinbdl és aszparaginsavbdl. A kutindzok altal katalizalt
hidrolizis mechanizmusa két acilezési/deacilezési 1épésben valéosul meg, beleértve a
hidrolizalando észter karbonilcsoportja €s a katalitikus triadban jelenlevd szerin kdzotti kovalens
intermedier képzddését.[16]

A kutinazok alcsaladja jelenleg koriilbeliil 20 tagbo6l all, aminosavszekvenciajuk alapjan
csoportositva. Ezeket egyszerli polipeptidek képezik, amelyek molekulatdmege kisebb mint 40
kDa, harmadlagos szerkezetiiket 6t B-lanc és négy o-hélix alkotja. A lipazokkal ellentétben,
melyek esetében az aktiv kozpontot hidrofob ,,sapka” fedi, a kutindzok katalitikus kdzpontja nem
védett.[17] A novényi sejtfalat lebonté mikroorganizmusok kiilénféle szénhidratbonto, illetve
lipolitikus/észterolitikus enzimeket is termelnek. Japanban a fakrdl levagott leveleket és agakat
idészakonként Osszegyljtik, karbamiddal 6sszekeverik, komposztalas céljabol kevertetik és
taroljak. A homérséklet 70 °C-ra emelkedik ebben a levélagkomposztban (leaf branch compost),
majd nagyjabol 1 év mulva a komposztalas befejeztével 50 °C-ra csdokken. A kapott komposzt
gazdag kiilonféle novényi sejtfalat lebontd mikroorganizmusokban, ezért igéretes forrasa az 1j,
kutinaz aktivitassal rendelkez6 enzimeket kodold géneknek.[18] A kutindzok nyitott és sekély

aktiv hellyel rendelkeznek, és nincs ,,fedeliik”, amely lehetové teszi egy terjedelmes poliészter



lanc, példaul a PET polimer egy lancanak befogadasat és hozzaférhet6vé teszi azt a katalitikus
triad aktiv szerinje szamara. 2020-ban Tournier és munkatarsai kiilonb6z6 kutinazokat vizsgaltak
PET-lebont6 képességiik szempontjabol, melyek koziil igen hatékonynak bizonyult a

levélkomposztban fellelheté LCC kutindz (leaf branch compost cutinase).[15]

Az elmult par évben a f6 hangsuly az Ideonella sakaiensis PETase-on volt, mivel ennek az
enzimnek volt a legnagyobb aktivitasa szobahdmérsékleten, majd Tournier és munkatarsai[2]
elvégeztek bizonyos mutaciokat az LCC-n, ezzel elérve egy sokkal nagyobb aktivitast és egy
magasabb olvadaspontot az IsPETase-hoz képest. Ez amiatt Iényeges, mivel a PET tivegesedési
hémérséklete nagyjabol 70 °C (a kristalyossaga fiiggvényében ez az érték novekedhet).[ 7] Ef6lott
a homérs¢klet folott a polimer kezd rugalmassa valni, elvesziti a merevségét, ezaltal
hozzaférhetobbé valik az enzimek szamara.[19] Ebbol kifolyolag Iényeges, hogy a

biokatalizatorunk termostabilitidsa magas legyen.

2. dbra: (4) Fsp cutinase, (B) Thermobifida fusca cutinase és (C) Ideonella sakaiensis PETase
atfogo/teljes szerkezete. A katalitikus triadok lila szinnel, a diszulfidkétések (DS) pedig sarga szinnel
vannak jelolve. A szubsztratkéto hasadék szaggatott tiirkiz vonallal van bekarikazva.[16]

Ahogy az 2-es abran is latszik, a kutinazok katalitikus triadja és az IsPETase katalitikus
kozpontjanak térbeli elhelyezkedése nagyon hasonld. Az LCC esetében Serl65, Asp210 és
His242 aminosavak alkotjak a katalitikus triadot, mig az IsPETase esetében a Ser160, Asp206 és
His237.[20] Mindkét enzim ezen aminosavakbol allo triddon keresztiil képes hidrolizalni a PET

feliletét.

Az LCC hidrolizalasi mechanizmusa (3. dbra) a kovetkez6 1épésekbdl all: az altalanos
bazisként miikodé His204 aktivalja a Ser136 hidroxilcsoportjat a karbonil szénatom elleni
nukleofil tAmadas érdekében. A katalitikus tridd harmadik komponense —az Asp191 — a hisztidin
bazikussagat noveli. A képzdodott oxianion intermediert a GInl37 és Ser58 amidcsoportjai
stabilizaljak. A masodik 1épés soran a tetraéderes intermedier 6sszeomlik és egy alkohol kilép.

A harmadik 1épésben a His204 aktivalja a vizet a nukleofil timadashoz és egy masik oxianion



intermedier képzdédik. Az utolso, negyedik 1épésben, a tetraéderes intermedier dsszeomlik és a

Ser136 visszaalakul kezdeti allapotaba.[21]

g \\e\m L
) 10 § :0,
Rl :0 - -
S]\-”-/Rz /%/RZ R;——%L
Vil RN
X —_— — SerpA Ot &/U" ‘
H N 4

GInyA R
ReH >
RI
SerA t\
A
G _G
ASpy7sA [—— His oA — HisiaA ASp7sA F His eeA
’ O HN. AspyrsA 5 e & HN
NS & HN Q &
:0, 0,

|

SerpA O
~ M
—N’ — wb
AspyzsA / His1eeA Aspy7sA /’_ His1sA
0t HN Ot HN A
:0, :0,

3. abra: A kutinazok hatismechanizmusa négy lépésben.

Osszességében a PET-hidrolazoknak legalabb két fontos tulajdonsiggal kell
rendelkezniiik: hostabilitassal (>65 °C) és nagy kapacitasu, nyitott aktiv kozponttal, amely
elegendd egynél tobb monomer egység, MHET, megkdtéséhez. Ezeknek a kovetelményeknek
megfelelé PET-hidrolazok eddig a héstabil kutinazokra korlatozodtak.[7] Kutatasunk soran
Tournier ¢s munkatdrsai[2] altal kinyert a levélkomposztban fellelhetd kutinazzal, az LCC-vel,

dolgoztunk. Ez az enzim 28 kDa nagysagu, ¢és katalitikus triadja megegyezik a kutindzokéval.

Ahogy az 1. abran bemutatott reakciobol lathato, a polimer hidrolizisével tobb terméket is
kapunk, a tereftalsavat (TPA — terephthalic acid), etilén-glikolt (EG), monohidroxi-tereftalatot
(MHET) és bisz-2-hidroxietil tereftalatot (BHET). Ezen reakcidtermékek az enzim aktivitasatol
fiiggden jelennek meg, kimutatasuk tobbféleképpen valodsithaté meg, példaul nagy teljesitményti
folyadékkromatografias (angolul high pressure liquid chromatography - HPLC) moédszerekkel,

illetve UV-VIS abszorbancia mérésével.[22]



A PET lebontd enzimek aktivitisainak meghatarozasa soran nagy teljesitményii
folyadékkromatografia (HPLC) révén kovették a kromatogrammon megjelend abszorpcids
csucsok teriiletének értékével szamitott teljes TPA tartalmat (azaz egylittes TPA, MHET és
BHET tartalmat).[2] A modszer hianyossaga a kovetkezd: mivel az abszorpcios csucsok abszolut
értéke valtozhat a mintavétel/mintafeldolgozas soran, ezért ugyanazon reakciostadiumnak
megfelelé mintak analizise soran a kiilonb6z6 termékek (TPA, MHET, BHET) jeleinek relativ
integralértéke allando, azonban abszolutértékiik (mely helyteleniil van alkalmaza a minta
0sszTPA tartalmanak meghatarozasara) valtoz6. Mindemellett, a szakirodalomban fellelhetd egy
masik, UV spektroszkopian alapuld aktivitds- modszer is. Ebben az esetben a kiilonbozo
mértékben elnyeld bomlastermékeket, TPA, MHET, BHET, egy bizonyos hulldmhosszon
vizsgaljak igy azok ismeretlen mennyiségben jarulnak hozza az abszorbancidhoz, ezaltal
modositva a méréseket. A spektrofotometrias mérés esetében fontos megvalasztani a megfeleld
hullamhosszt, mivel, ha az nincs jol megvalasztva akkor egyes bomlastermékek jobban
elnyelhetnek, ezaltal még nagyobb hatast gyakorolva az abszorbancia értékére. Zhong-Johnson
¢s munkatarsai a TPA és az MHET reakci6é termékek esetében megallapitottak a molaris
abszorpcios koefficienseket és ezek alapjan egy atlaggal szamoltak, am kisérleteik alapjan ez az
atlagolas akar 1.3-szorosan alul vagy thlbecsiilheti a realis abszorbancia értékeket.[22] A
méréseink soran azt tapasztaltuk, hogy a HPLC moddszerrel mért aktivitds és az UV-VIS
spektrofotométerrel mért aktivitas nincs 6sszhangban, az értékek jelentds eltérést mutattak, ezért

fontosnak talaltuk ezen moédszerek pontossaganak tovabbfejlesztését.

2. Célkituzések

A Babes-Bolyai Tudomanyegyetem, Enzimologia ¢és Alkalmazott Biokatalizis
Kutatokdzpontjaban végzett kutatasunk célja egy uj aktivitas essz¢é (assay) kidolgozasa, egy
belsé standardon alapulé6 HPLC modszerrel a PET-lebonté rekombinans enzimek aktivitasanak
mérésére. Erre azért van sziikség mert az eddig hasznalt, irodalomban megjelent modszerek nem
adtak elég pontos eredményt, esetenként nem lehetett kiilon-kiilon vizsgalni vagy mennyiségileg

meghatarozni a kiilonbozé bomlastermékeket.

3. Anyagok és modszerek

3.1. Rekombinans plazmidot tartalmazé kompetens gazdasejtek elokészitése
Az LCC enzim termelését vizsgaltuk tobbféle gazdasejtet is felhasznalva, ennek érdekében

a vad tipusu LCC génjét kodold plazmidot elsd 1épésben transzformaltuk E. coli BL21 Gold
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(DE3), Rosetta (DE3) pLysS és Rosetta-gami B (DE3) sejtekbe. Minden esetben steril fiilke alatt
dolgoztunk.

A Rosetta (DE3)pLysS ¢és Rosetta-gami B(DE3) sejtek esetében hdsokkal végeztiik a
transzformalast. Ez a modszer azon alapszik, hogy a kompetens sejtet és plazmidot tartalmazo
szuszpenziot egybol, egy hirtelen melegités segitségével sokkoljuk, emiatt a sejtfalak kitagulnak,
igy megnd a sejtiink térfogata. Mivel térfogatvaltozas 1ép fel, emiatt megjelenik egy
nyomaskiilonbség és 1étrejon egy aramlas, mely segitségével a cél plazmidunk bekeriil a
gazdasejtbe.

A Rosetta-gami B (DE3) sejtek esetében, a 20 pL sejtallomanyra 2 pL rekombinans
plazmidot szuszpendaltunk egy pipetta segitségével. Ezt kovetden 5 percig jégen hagytuk, majd
kovetkezett maga a hdsokk, mely soran 30 masodpercig 42 °C-os vizbe helyeztiikk a 1.5 mL-es
eppendorf csovet. Ezt kdvetden visszakerdilt a cs6é tovabbi 2 percre a jégre, ezzel eldidézve, hogy
a sejtfal visszazarddjon. Ezutan 80 puL LB tapoldatot pipettaztunk a transzformalt sejtekre €s
inkubaltuk 6ket 37 °C-on, 250 rpm fordulatszdmon, egy 6ran keresztiil.

A Rosetta (DE3) pLysS sejtek esetében a hdsokkal vald transzformalds nagyon hasonlo.
100 pL kiolvasztott gazdasejtre 3 pL rekombinans plazmidot szuszpendaltunk. Ezutan jégre
tettiik a 1.5 mL-es eppendorf csovet 20 percre, majd 42 °C-nak tettiik ki 45 masodpercig. Mikor
ez lejart Gjra 2 percre jégre keriilt az eppendorf c¢sd, majd 900 pL LB tapoldat hozzadadasa utan
37 °C-on, 250 rpm-en egy oran at inkubaltuk.

A BL21 Gold (DE3) sejteket elektroporalas révén transzfromaltuk. 50 pL kiolvasztott
gazdasejtre 3 uL rekombinans plazmidot adagoltunk, majd egy percre jégre tettiik. Ekozben egy
elektroporald kiivettat is jégre tettiink. Az E. coli BL21 Gold (DE3) sejteket 1800 V-tal
elektroporaltuk, majd tjra jégre helyeztiik a kiivettat. Ezt kvetden atpipettazzuk egy eppendorf
csObe az elegyet és 250 pL SOC tapoldatot adagoltunk hozza. Ezt a pipetta segitségével
elegyitettiik és akar a tobbi esetben is 37 °C-on, 250 rpm-n, egy 6ran at inkubaltuk.

Mindharom esetben a transzformalt baktériumokat 50 pg/ml karbenicilint és 34 pg/ml
kloramfenikolt tartalmazo agar lemezre eloszlattuk (szélesztettiik), majd 37 °C-on inkubaltuk
¢jszakan at. Kolonia-PCR segitségével meghataroztuk a plazmid-tartalmu, pozitiv telepeket.

3.2. Kolonia PCR (cPCR)

Az elézéekben novesztett kolonidkban vizsgaltuk a rekombinans plazmid jelenlétét.
Kivalasztottunk tobb, jol elkiilonithetd koloniat és ezeket hasznaltuk DNS templatként a

tovabbiakban. Egy-egy koloniat 20 pL kolonia-PCR keverékbe mostunk. A keveréket a Thermo
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Scientific DreamTaq Green PCR Master Mix protokollja alapjan készitettiik el. A DreamTaq
Green PCR Master Mix felhasznalasra kész oldat, amely DreamTaq DNS polimerazt,
optimalizalt DreamTaq z6ld puffert, MgClo-t és ANTP-t tartalmaz. Ezek mellett sziikség volt még
T7 promoter és T7 terminator primerekre (2. tablazat). A felhasznalt PCR reakci6é programja a

kovetkez6 volt:

1. tablazat: Alkalmazott cPCR protokoll. (A denaturacios, a kapcsolodasi lépést és a kiterjesztési
lépést 30x ismételtiik meg.

Kezdeti denaturacio Denaturacio Kapcsolodasi lépés Kiterjesztés Végso kiterjesztés
T (°C) id6 T (°C) id6 T (°C) id6 T (°C) idé T (°C) id6
95 3 perc 95 30 sec. 50 30 sec. 72 2 perc 72 15 perc

2. tablazat: A cPCR-hoz hasznalt primerek.

Primer név Szekvencia Tm (°C)
T7 promoter 5S’TAATACGACTCACTATAGGG3’ 48
T7 terminator 5’GCTAGTTATTGCTCAGCGG 3’ 54

A kapott PCR reakcio terméket agardz gélelektroforézis segitségével vizsgaltuk.

3.3. A rekombinans fehérje termelése és tisztitisa

Meghatarozva a plazmidot tartalmazo, pozitiv telepeket, egyet felhasznaltunk 50 mL,
karbenicilint és kloramfenikolt tartalmazo, LB tapoldat beoltasara. Ezt a taptalajt egy ¢éjszakan
at, 37 °C-on novesztettiik, 200 rpm fordulatszamon. A kapott eldtenyészetb6l 5 mL-t oltottunk
at 500 mL LB (Luria-Bertani) tapoldatba. A tenyészeteket 37 °C-on inkubaltuk, mignem a 600
nm-en mért abszrobancia értéke 0.6 — 0.8 érték kozzé esett (ODsoo = 0.6 — 0.8), ekkor a
sejtkultarat 0.5 mM izopropil-p-D-1-tiogalaktopiranoziddal (IPTG) indukaltuk, majd éjszakan at
novesztettiik 25 °C-on (Rosetta (DE3)pLysS és BL21 Gold(DE3) sejtek esetében), illetve 16 °C-
on (Rosetta-gami B(DE3) sejtek esetében) és 180 rpm-n.

A terméket 4 °C-on ¢és 6000 rpm-en centrifugaltuk, igy a szuszpenziobol elvalaszthatova
valtak a sejtek. A feliiltiszot eltavolitottuk és a sejteket 60 mL lizis pufferben szuszpendaltuk (10
mM imidazol, 300 mM NaCl, 20 mM Tris.HCI, pH 8) kiegészitve lizozimmal, fenil-metil-
szulfonil-fluoriddal (PMSF) és proteaz inhibitor tablettaval. A sejtfeltarast ultrahangos szonda
segitségével hajtottuk végre. Ezt kovetden a sejtlizatumot 25 percig 10000 rpm-en 4 °C-on

centrifugaltuk, hogy elvalasszuk a feliiliszot a sejtmaradvanyoktol.

A rekombinans fehérje tisztitishoz Ni-NTA affinitds kromatografia modszerét
alkalmaztuk. Az el6z6ekben centrifugalt, szétesett sejttomeg feliiluszojat, amely tartalmazza a
rekombinans LCC enzimet, atvezetjiik kétszer is ezen az affinitds oszlopon egy perisztaltikus
pompa segitségével. A cél-fehérje ebben a 1épésben a His-tag cimkéjén keresztiil kotodik az

oszlophoz. A nem specifikusan kotoédott fehérjék lemosasat 10 mM imidazolt tartalmazo puffer
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oldattal végeztiik el. Ezt kdvetden 100 mM-os imidazol oldatot hasznalunk, arra, hogy elualjuk
az oszloprdl a cél-fehérjét. A mosasi és eludlasi 1épéseket Bradford-reagens segitségével

kovettiik.

Az elualt fehérje frakciot koncentraltuk majd Akta-4 FPLC (Fast protein liquid
chromatography — FPLC) segitségével sotalanitottuk (imidazol mentesitettiik a rekombinans

fehérjénket), hasznalva a megfelelo HiTrap Desalting oszlopokat (GE Healthcare).

3.4. Molekularis klénozas

Az eddig emlitett kisérletek soran a kutatointézetben 1évé LCC enzim génje pET-28a(+)
vektorban volt kdédolva, mely egy C-termindlis His-tag cimkével rendelkezo alacsony
példanyszamii (low-copy number) plazmid. A hatékonyabb fehérje termelés érdekében
atklonoztuk az LCC enzimet kodolo gént egy N-terminalis His-tag cimkével rendelkezd magas
példanyszami (high-copy number) vektorba, a pET-15b plazmidba. Mivel eredetileg az enzimet
kédolo gén pET-28a(+) C-terminalis His-tag cimkével rendelkez6 vektorban volt, sziikséges volt
a gén PCR reakcid révén torténd felsokszorositdsa, mely soran az Ndel és BamHI emésztd
enzimek hasito helyei mellett a Stop kodon is bekertilt a génszerkezetbe. A hasznalt primerek fel

vannak tiintetve a 3-as tablazatban, illetve a PCR reakci6 programja a 4. tablazatban lathato.

3. tablazat: Klonozashoz hasznalt primerek.

Primer név Szekvencia Tm (°C)
LCC Fw Ndel 5’CCATGGCATATGTCAAACCCGTATCAGC3’ 55
LCC Rev BamHI Stop | 5’GTCATACTTGGATCCTTACTGACAGTGGC3’ 55

A hasznalt DNS-polimeraz a Thermo Scientific altal forgalmazott Phusion (Phusion High-
Fidelity DNA Polymerase) volt. A PCR reakcio specificitasinak megnovelése céljabol az
elegyhez DMSO-t adagoltunk. Ezenkiviil, a biztos siker érdekében a primerek kapcsolodasi
1épésénél tobb homérsékletet is kiprobaltunk, gradiens PCR késziilék hasznalataval. A reakcid

termékeket 1%-o0s agar6z gélen futattuk (6.C abra).

4. tablazat: Alkalmazott PCR protokoll. (A denaturdcios, a kapcsolodasi lépést és a kiterjesztési
lépést 30x ismételjiik meg.)

Kezdeti

denaturicié Denaturacié Kapcsolédasi 1épés Kiterjesztés Végs6 Kiterjesztés

98 30 sec 98 10 sec. | 60/61/65/66 | 30 sec 72 30 sec 72 10 perc

Ezutan a vektort (pET-15b) és az inszert DNS-t is emésztettiik Ndel és BamHI restrikcios
enzimekkel. A vektor emésztéshez elkészitett oldatban 12 pL. 10x Tango Puffer, 3 pg hasitando
DNS, 2 uL BamHI, 2 uLL Ndel enzimek, illetve steril viz volt 60 uL végtérfogatig, mig az inszert
emésztéséhez elokészitett oldatban 8 uL 10x Tango Puffer, 2 pg hasitandé DNS, 1.5 pL BamHI,
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1.5 pL Ndel enzimek, illetve 40 pL-ig viz volt. A reakcio elegyeket egy orara 37 °C-os vizfiirdére
tettiik. Ezt kovetéen még adtunk hozza 1 pL Ndel-et és 1 L. BamHI-et, a hatékonyabb hasitas
érdekében és még egy oraig a vizflirdén hagytuk.

A kapott termékeket 1%-os agardz gélen futtattuk, majd UV lampa ¢és steril szike
segitségével minél pontosabban kivagtuk a gélbdl a hasitott vektornak, illetve inszert DNS-nek
megfelelé savokat. Ezt kovetden Qiagen QIAquick Gel Extraction Kit-et hasznalva kivontuk a
g¢1bol a DNS-t, majd Zymo Research DNA Clean & Concentrator Kit-et hasznalva koncentraltuk
a DNS mintak oldatait. T4 DNS ligaz segitségével dsszekapcsoltuk az LCC enzim génjét a
linearizalt pET-15b plazmiddal. A ligalashoz sziikség volt 20 uL tisztitott DNS-re (tartalmazta a
vektort és az inszertet is), 2 uL 10x T4 DNS Ligaz Puffer-re és 1 pL T4 DNS ligaz-ra. Az igy
elokészitett ligalast 16 °C-on inkubaltuk 45 percig, ezt kovetden pedig 65 °C-on 10 percig vald
inkubalassal inaktivaltuk az enzimet. A ligalas terméket transzformaltuk kompetens E. coli XL1-
Blue, plazmid tarolé sejtekbe, majd az agarlemzen ndvekedett rekombindns-baktérium
kolonidkat DNS-szintézis templatként hasznalva polimeraz lancreakcié (PCR) révén ellendriztiik
a rekombinans plazmid jelenlétét. A pozitiv kolonidk egyikébdl ¢éjszakai sejtkultarat
ndvesztettiink, amibol a kdvetkez6 napon kivontuk a plazmid DNS-t.

3.5. LCC mutansok létrehozasa

Tournier és munkatarsai altal publikalt cikkben[2] arra mutattak rd, hogy bizonyos
iranyitott pont-mutaciokat elvégezve a vad-tipusi LCC enzim szekvenciajaban, jelent6sen
novelhetd annak aktivitasa és az olvadas pontja is, ezek alapjan célunk volt ezen 4 mutans varians
(F2431/D238C/S283C/Y 127G; F2431/D238C/S283C/N246M; F243W/D238C/S283C/Y127G;
F243W/D238C/S283C/N246M) eloallitasa, felhasznalva a vad-tipusu LCC génjét templat DNS-
ként.

5. tablazat: A mutansok létrehozdsdhoz hasznalt primerek.

Megaprimer név Szekvencia Tm (°C)
D238C/F2431 FP 5S’GTATGTGGAACTGTGTAACGCCAGCCATATTGCGCY’ 60
D238C/F243W_FP 5’GAACTGTGTAACGCCAGCCATTGGGCGCCGAATAGY’ 56
S283C FP 5’CAATGTTAATGATCCGGCGCTGTGCGATTTTCGTAC3’ 64
Y127G FP 5S’GTTTTGATGGTCCGGATTCGCGCGCGAG?’ 60
N246M/FP 5’GCCGATGAGCAATAACGCGGCGATTAGCGTG3’ 62
LCC silent RP 5’CGCGTCCCATTCGCCAATCCGGATATAGTTCCTC3’ 72

A felsorolt mutaciokat a megaprimer modszer segitségével vittiik be az LCC génjébe, majd
Sanger-szekvenalas (Biomi Kft., Godolld) révén igazoltuk ezen mutaciok jelenlétét. A tobb
mutaciot tartalmazo varidansok esetében a mutaciokat sorban vittiik be. A mutaciés PCR
reakciokhoz sziikség volt a kovetkezokre: 10 uL 5x Phusion Buffer, 35 uL ddH>O, 1 uL dNTP
(10 uM), 1-1 pL primer (0.1 pM), ~100 pg DNS ¢és a hasznalt DNS-polimeraz a Thermo
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Scientific oldalarél rendelt Phusion (Phusion High-Fidelity DNA Polymerase) volt. Az

alkalmazott protokolt a 6-0s tablazat tartalmazza.

6. tablazat: Alkalmazott PCR protokoll

PCR reakcidszakasz Hémérséklet (°C) 1d6 Ciklus szam
Kezdeti denaturacié 98 30 sec 1x
Denaturacio 98 10 sec
Kapcsolodasi 1épés 70 30 sec 5x
A megaprimer kiterjesztése 72 15 sec
Denaturacio 98 30 sec
A megaprimer kapcsolodasi 1épése 98 30 sec 25x
A teljes plazmid kiterjesztése 72 3.5 perc
Végso kiterjesztés 72 10 perc Ix

3.6. PET-lebontasi reakci6 koriilményei

A PET hidroliziséhez eppendorf csovekbe adagoltunk 7 mg PET filmet és 75 pg LCC
enzimet tartalmazo foszfat puffert (100 mM kalium-foszfat-pufteroldat, pH 8). A pontos aktivitas
mérés érdekében elokészitettiink egy referencia mintat is, amelyben csak a PET film ¢és a foszfat
puffer volt. Ezeket a csoveket megjeldltiik és 65 °C-on, 500 rpm-n, 20 oran at inkubaltuk. A
reakciotermékbdl az inkubalas utan mintat vettiink. UV spektroszkdpias mérés esetében 200 uL
mintat elokészités nélkiil, direkt tudtunk mérni. HPLC-n vald mérés esetében a mintak
elokészitése sziikséges 1épést jelent. Itt a mintaval azonos mennyiségli acetonitrilt adtunk a
reakcio elegyhez, illetve 2.11 mM-s végkoncentracidig koffeint adtunk hozza. Az elegyet
vortexeltiik, majd centrifugaltuk azt (17000x g 3 min), ezt kdvette a feliilluszo savasitasa sosav

hozzaadasaval (22% HCI), majd egy 0.2 pm-es membranon keresztiil torténd lesziirés.

3.7. Enzimaktivitas értékelése UV-VIS spektroszkopiaval

Mindharom PET bomlastermék (TPA, MHET, BHET) UV abszorbancia spektrumat 0.1
mM kalium-foszfat pufferes (pH 8) oldatukbol hataroztuk meg. A felvett spektrum alapjan (9.
abra) a 235 nm-es hullamhosszt valasztottuk ki az UV-aktivitas mérésekhez, mivel ez volt az a
hullamhossz, amelyen a harom vegyiilet abszorbancidjanak nagysagrendje a legkdzelebbi értéket
mutatta. Ezek utan 235 nm-en kiilon-kiilon meghataroztuk a molaris abszorpcios egyiitthatokat
minden termékre, a kalium-foszfat pufferben (pH 8). Ezen molaris abszorpcids egyiitthatok

atlagat felhasznalva meghatarozhatova valt a PET hidrolizisébdl szarmazo teljes TPA tartalom.

3.8. Enzimaktivitas mérések HPLC elemzéssel
Az aktivitasok HPLC-n valé mérésére egy Agilent 1200 HPLC berendezést hasznaltunk,
mely DAAD detektorral rendelkezik. A PET biokatalitikus bontasa utan vett mintakat egy
Phenomenex Luna C8 (2) oszlopra (150x4.6 mm; 5 pm) injektaltuk, 1.0 mL/min aramlasi
sebességgel 20 °C-on. Linearis gradiens eliciot alkalmaztunk, a mozgéd fazis (A) 0.1%-os
hangyasav oldatbdl és (B) acetonitrilbdl allt, valtozo dsszetétellel (a (B) értéke valtakozott 15%
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crer

mérést/kisérletet haromszor ismételtiink meg. A reakciomintak TPA, MHET ¢és BHET (a teljes
TPA) tartalmat, és ezzel egyiitt az enzimaktivitast kalibracios gorbék alapjan hataroztuk meg, a
TPA ¢és BHET (Sigma-Aldrich) eredeti standardjanak és a helyben szintetizalt MHET-nek a

felhasznalasaval.

4. Eredmények és kiértékelésiik

4.1. A transzformalasok és fehérje tisztitasok eredménye

A transzformalasokat elvégezve E. coli BL21 Gold (DE3), Rosetta (DE3) pLysS és
Rosetta-gami B (DE3) esetében azt lattuk, hogy az LCC génjét kédold pET-28a(+) plazmid
expresszalasa E. coli BL21 Gold (DE3)-ban volt a legmegfelelobb. A Rosetta-gami B sejtek nem
kompatibilisek a pET-28a(+) vektorral (ugyanazon antibiotikum-rezisztencia génnel
rendelkeznek), illetve a Rosetta (DE3)pLysS sejtek esetében kevesebb pozitiv, rekombinans
plazmidot tartalmaz¢ telepet talaltunk transzformalas utan, mint a BL21 Gold sejtek esetében. A
4-es abran feltiintetett gélen lathat6, hogy a fehérjénk tisztitasdhoz kiilonb6z6 imidazol
koncentracioji mosasokat teszteltiink (10 mM, 30 mM, 40 mM, 50 mM, 60 mM és 80 mM
imidazolt tartalmazo oldatok) a Ni-NTA affinitds kromatografias 1épés soran. Ezekben az
esetekben is a standard fehérjetisztitas 1épéseit kovettiik, a kiilonbséget a mosashoz hasznalt
imidazol koncentracidja jelentette. Ahogy az abran is lathato, ahogy ndvekedett az imidazol
koncentracié6 30 mM-nal a fehérjénk mar elkezdett eludlédni a mosési frakcidoban, ebbdl
tovabbiakban (annak ellenére, hogy a 30 mM-os imidazollal valé mosas soran tisztabb elvalast

lathattunk).
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4. abra: Fehérje tisztitas optimalizalasa; (4) 1. Harmadik mosads 10 mM imidazol, 2. Elsé mosds
10 mM imidazol, 3. Elsé mosas 30 mM imidazol, 4. Masodik mosas 30 mM imidazol, 5. elicio 150 mM
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imidazol (30 mM-os mosas utan), 6. Elsé mosas 40 mM imidazol, 7. Masodik mosas 40 mM imidazol, 8.
elucio 150 mM imidazol (40 mM-os mosas utan), 9. Elsé mosas 50 mM imidazol, 10. Blue Elf protein
marker; (B) 1. Masodik mosas 50 mM imidazol, 2. elucio 150 mM imidazol (50 mM-os mosas utan), 3.
Els6 mosas 60 mM imidazol, 4. Masodik mosas 60 mM imidazol, 5. elucio 150 mM imidazol (60 mM-os
mosas utan), 6. Elsé mosas 80 mM imidazol 7. Masodik mosas 80 mM imidazol, 8. Masodik mosas 80
mM imidazol, 9. elucio 150 mM imidazol (80 mM-os mosas utdn), 10. Blue Elf protein marker.

A fehérjénket megisztitottuk a mar optimalizalt tisztitasi modszert alkalmazva és ahogy az
5.A abran lathato, a 3-as minta esetében, a 100 mM-os elucional, nagyjabol 30 kDa alatt
megjelenik a fehérjénk jele, tehat a tisztitasi folyamat megfeleld (az LCC enzim molekulatomege

~ 28 kDa).
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5. abra: (A) SDS gélkép a fehérje tisztiasrol (M. Commasie Blue marker, 1. Elsé imidazolos
mosas, 2. Masodik imidazolos mosas, 3. Eludlt fehérje frakcio) (B) Az LCC sotalanitasa (desalting)
soran készitett FPLC kromatogram.

Ahogy a megtisztitott fehérjénk sotalanitdsa (desalting) soran készitett kromatogramon

(5.B abra) is lathato az elsonek jelentkezo cstics, a fehérje jele, szépen elvalik az imidazolétol.

4.2. A klonozas eredménye

Az eddig emlitett kisérletek soran a kutatointézetben 1évé LCC enzim génje pET-28a(+)
(6.A abra) vektorban volt kodolva, mely egy C-terminalis His-tag cimkével rendelkezd alacsony
példanyszamt plazmid. Ezen plazmid nem kompatibilis az E. coli Rosetta-gami B tipusu
gazdasejtekkel, melyek fokozzak az eukariota fehérjék expressziojat és a célfehérje diszulfid hid
kotéseinek kialakulasat. A hatékonyabb fehérje termelés érdekében atklonoztuk az LCC enzimet
koédolo gént egy N-terminalis His-tag cimkével rendelkezd magas példanyszamu (high-copy

number) vektorba, a pET-15b plazmidba (6.B abra).
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6. abra: (4) LCC-pET-28a(+) plazmid gentérképe, (B) LCC-pET-15b plazmid géntérkepe, (C)
Polimeraz lancreakcio segitségevel felsokszorositott LCC gén (1. az amplifikalt LCC gén (~800 bp), M-
Fast Ruler DNS marker)-az atklonozas sikerességét mutatta az LCC enzim génjének jelenléte PCR
amplifikacio soradn.

A nyert rekombinans LCC-pET-15b plazmidot Rosetta-gami B sejtekbe transzformaltuk,
majd elvégeztiik a fehérje expresszio és tisztitas 1épéseit. A 7-es abran lathaté a megtisztitott
fehérjénk, melynek tisztasagi foka alacsonyabb, mint az eddigiekben BL21 Gold (DE3) sejtekbdl
izolalt LCC-¢. Tovabbiakban tervezziik az enzim génjének atklonozasat egy C-terminalis His-

tag cimkével rendelkez6, de magas példanyszamu plazmidba (pET-21a).
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7. abra: LCC-pET-15b plazmid expresszalasa E. coli Rosetta-gami B gazdasejtet hasznalva. (1.
Lizatum, 2. Az affinitas oszlopon dthalado feliiliiszo (flow-through), 3. Mosasi frakcio (10 mM
imidazol), 4. Elualt frakcio (100 mM imidazol), 5. Kisozott és bekoncentralt fehérje, M — Blue EIf
protein Marker)

4.3. LCC mutagenézisének eredménye
A megaprimer modszerrel 1étrehozott mutaciok jelenlétét szekvenalds révén igazoltuk (8.
abra). A mutidns enzimek izolaldst a tovabbiakban optimalizalt tisztitdsi modszerrel fogjuk

elvégezni, majd ezt kdvetden vizsgaljuk az aktivitasukat.
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8. dbra: (4) Mutacios PCR reakcio termék 1%-os agaroz gélen (1-LCC D238C/F243W/ S283C
mutans (a mutdns gent tartalmazo plazmid ~6000 bp), M-Fast Ruler DNS marker), (B) A mutdcio utani
szekvenalas eredménye a D238C/F2431 mutans esetében.

4.4. Aktivitas mérés UV-VIS spektrofotométerrel

Az enzim aktivitasat el6szor UV spektrofotométer segitségével mértiik. Elsé 1épésben
felvettiik a bomlastermékeink (TPA, MHET és BHET) abszorpcids spektrumat, majd az
irodalomban hasznalt modszerhez[22] hasonldan kalibracios gorbét készitettiink és a kapott
molaris abszorptivitas érték segitségével szdmoltuk a tovabbiakban az aktivitast. Mig az
irodalomban ko6z6lt modszerek 240, illetve 260 nm hulldimhosszakat hasznaltak ezen
meghatarozasra, mi 235 nm-et valasztottunk ki mérési hullamhossznak, mivel a felvett spektrum
alapjan (9. abra) ezen a hullamhosszon nagyjabol ugyanolyan mértékben nyel el mind a harom

bomlastermék.
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9. abra: A TPA, MHET és BHET abszorpcios spektruma.

A PET-lebontasi reakciok enzimaktivitasi mérései soran azt tapasztaltuk, hogy a kapott
aktivitasértékek kozotti eltérés (UV-VIS spektrofotométeres modszer és a HPLC-vel valod
vizsgalat) jelentds volt. Az optimalizalt spektrofotométeres modszer még mindig nem a
leghatékonyabb, hiszen nem vizsgalhatoak kiilon-kiilon a bomlastermékek, emiatt fektettik a

tovabbiakban a hangstulyt a HPLC-vel val6 aktivitds mérés optimalizalasara.

4.5 Belso standardot tartalmazé kalibraciés gorbék

A Dbels6 standarddal valé mérés lényege, hogy a standardunk mindig allando
koncentraciéban van jelen, mig a mellette levd termékek koncentracidja valtozik. Ugyanakkor
fontos megjegyezni azt is, hogy a belsd standardunk jele nem tevédik ra egyik reakcidtermék
jelére sem. Méréseink soran belso standardnak a koffeint valasztottuk. El6szor minden a PET-
lebontasi reakcioban jelentkezd termékiinkre kiilon-kiilon kalibracios gorbét készitettiink.
El6zoleg a HPLC-vel valé mérési modszert harom termék elvalasztasara optimalizaltuk, majd a
bels6 standardot beiktatva igy mar négy komponensre (10. abra). A kalibracios standard elegyek
elkészitésekor szem el6tt tartottuk, hogy a jeleink intenzitdsa nagyjabol megegyezd legyen

minden esetben.

A PET enzimatikus lebontédsa soran vett mintakkal is hasonldéan jartunk el, ott is allando
koncentraciéban jelenik meg a mintdhoz reakciovétel utan hozzaadott standardunk, igy a
kalibraciés gorbéknek koszonhetden meghatarozhatéo a TPA, MHET, BHET, illetve 6ssz-TPA

tartalom, ezekbdl pedig az LCC enzim aktivitasa a PET-lebontasi reakcio soran.
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oldatokat, melyeket HPLC-vel vizsgaltunk. A belsé standardos modszerhez a mintdk
elokészitése, ugyanugy zajlott akar a reakciobol vett mintdk elokészitése. Minden mérés
sorozatot haromszor ismételtiink meg, ezaltal vizsgalva a modszer pontossagat ¢és

reproduktibilitasat.

Minden mérésre kaptunk egy kromatogramot, mely esetében kiértékeltiik a teriileteket,
fiiggvényében megkaptuk a kalibracios gorbéket. A gorbék elkészitéséhez fiiggetlen valtozonk a
mért termék végsé (mintabeli) koncentracidja (mM-ban). Ahhoz, hogy megkapjunk a fiiggd
valtozonkat egy aranyt kell felallitani a belso standard (koffein) teriilete és a termék (TPA, BHET
vagy MHET) teriilete kozott. A reakciokbol vett mintak esetében tehat, a kalibracios gorbe
segitségével kiszamithat6 TPA, MHET, BHET és Ossz-TPA tartalom, mely nem fiigg a
megfeleld bomlas termék teriiletének abszolut értékétdl, mivel a kalibracios gorbe felvételénél a
bomlas termék és a koffein teriiletének aranya van abrazolva a megfelelé bomlas termék

Mivel az altalunk mért enzimatikus reakciobol vett mintak jelintezitasa legtobbszor az elsé
kalibralés egyik sz€1s6 tartomanyaba esett, valamint észrevehetd volt kis koncentraciok esetén a

kalibracios gorbe meredekségének valtozasa, sziikséges volt tehat kiilon kalibracios gorbe

NS4

szarmazando pontatlansagokat.

21



0”7 "N o o o o
| TPA MHET / BHET
koffein AN /
q y
\ /
'
mAU \
N < Fd
500 AW s
¥
400
4
m —
200
100
o_v_,./\_\/ \\" J, S U L
T T T T T
0 2 4 6 8 10 min

10. abra: A belso standard (narancssarga) és a PET lehetséges bomlastermékeinek elvalasztasa.
(A jelek sorrendje: 4 percnél a koffein, 7.4 percnél a TPA, 8.25 percnél az MHET és 8.7 percnél a
BHET,)

Hasonl6an kiilon-kiilon mindegyik reakcié termékre elkészitett pontos kalibracios gorbe
mellett egy kozos kalibraciot is készitettiink (11. abra). A vegyes mintdk esetében is

méretaranyban tartottuk a kiilonb6z6 koncentraciokat.
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11. abra: A vegyes oldatok esetében a megjelend frakciok jele (a koncentracio novekvo
sorrendjében).

Az elkészitett kalibracios gorbék a kiilonb6zé bomlastermékek esetében az aldbbi

diagramokon figyelhetdek meg.
A vegyes termék elegy kisebb koncentraciok esetében:
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Kalibracios gorbe a kisebb koncentraciok esetében
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12. abra: Kalibracios gorbe az enzimatikus hidrolizis soran keletkezett termékekre kisebb
koncentrdciok esetében.

A vegyes termék elegy nagyobb koncentraciok esetében:

Kalibraciés gorbe a nagyobb koncentraciok esetében
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13. dabra: Kalibracios gorbe az enzimatikus hidrolizis sordn keletkezett termékekre nagyobb
koncentrdciok esetében.
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A TPA esetében:

Kalibracios gorbe TPA-ra
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14. abra: Belso standarddal mért kalibracios gorbe a TPA esetében.

A BHET esetében:

Kalibracios gorbe BHET-re
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15. abra: Belso standarddal mért kalibracios gorbe a BHET esetében.

Az MHET esetében:
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Kalibracios gorbe MHET-re
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16. abra: Belso standarddal mért kalibracios gorbe az MHET esetében.

4.5. Enzimaktivitas mérés HPLC-vel belso standardot alkalmazva

A kidolgozott modszer és a kapott kalibracios gorbék segitségével vizsgaltuk a reakciokban

résztvevo enzimiink aktivitasat (12-es abra). Az LCC PET-hidrolizal¢6 aktivitasa 65 °C-on 0.015

mg TPA/mg enzim/1 h reakcid id6 alatt a HPLC elemzés alapjan, mig UV spektroszkopiaval

vald elemzésnél ez az aktivitas érték 0.0135 mg TPA/mg enzim/h volt.
mAl
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17. abra: A PET film LCC altal katalizalt bontasakor keletkezett reakciotermékek vizsgalata belsé
standard hozzaaddasaval. (A reakcio sordan 7 mg PET filmet bontottunk 75 ug enzim segitségével 700 ulL

kalium-foszfat pufferben (pH 8), 65 °C-on 20 oran dt.)
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5. Kovetkeztetések

Kisérleteink soran sikeresen optimalizaltuk a rekombinans LCC enzim tisztitasi
folyamatanak bizonyos lépéseit, emellett vizsgaltuk a lehetséges expresszids rendszereket a
hatékony fehérje termelés érdekében (C- és N-terminalis His-tag cimkével rendelkez6
vektorokba vald klonozas révén, illetve tobbfajta gazdasejtetet alkalmazva). A tovabbiakban
tervezziik a bevalt BL21 Gold (DE3) gazdasejtet alkalmazva mas N-terminalis His-tag cimkével

rendelkez0 expresszids vektorok kiprobalasat.

A kapott rekombinans enzimiink aktivitasat sikeresen mértilk UV-VIS spektroszkopias
modszerrel az altalunk meghatarozott megfeleld hullamhosszon és az elkészitett kalibracios
gorbék alapjan. Emellett kifejlesztettiink egy nagy precizitassal rendelkezd, belsé standard
hasznalatan alapuld6 HPLC moddszert, felvettiik mindegyik bomlas termékre, valamint azok
elegyére a kalibracios gorbéket, majd sikeresen vizsgaltuk az LCC enzim aktivitasat a kapott

esszével.

Az irodalom alapjan mutaciokat vittiink be a vad tipusit LCC enzim génszerkezetébe annak
érdekében, hogy noveljik a biokatalizator hatékonysagat. A tovabbiakban meghatarozott
legoptimalisabb fehérje termelési és izolalasi modszert felhasznalva expresszaljuk és tisztitjuk

az emlitett mutansokat, illetve vizsgaljuk azok aktivitasat a kifejlesztett modszerek segitségével.
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