“—-——*A“A*——-—A

R AR

T T Y Y M i)

MUEGYETEM 1782

Hisztidinjelolt enzimek szelektiv rogzitési lehetoségeinek vizsgalata és

optimalizalasa

Zrinyi Anna

Vegyészmernoki MSC, 1. évfolyam — Analitikai és szerkezetvizsgalati szakirany

37. OTDK Biolégia Szekcid

Témavezetd: Dr. Bell Evelin, egyetemi adjunktus
Konzulens: Alacs Balint, PhD hallgat6

Budapesti Miiszaki és Gazdasagtudomanyi Egyetem

Szerves Kémia és Technoldgia Tanszék

2024




Koszonetnyilvanitas

Mindenekel6tt szeretném megkoszonni a témavezetomnek, Dr. Bell Evelinnek és a
konzulensemnek, Alacs Balintnak a rengeteg segitséget és tamogatast, melyet olykor szavak,

olykor étel formajaban kaptam, valamint hogy a k6z6s munka mindig jokedviien telt.

Nagy koszonettel tartozom a barataimnak, akik nélkiil sokkal nehezebbek lettek volna az
itt eltoltott féléveim. Kiillondsen koszondm Kohan Zs6fia Emmanak, a szobatarsamnak, akinél
jobb baratnét nem is kivanhatnék. Szeretném még megkdszonni a baratomnak, Galacz
Danielnek a folyamatos biztatast, illetve a csaladomnak is, hogy tamogatnak a

tanulmanyaimban.

Halaval tartozom a teljes Bioorganikus Kémiai Kutatocsoport minden tagjanak a laborban

eltoltott vidam napokért.



Tartalom

ROVIAIEESCK JEZYZEKE.....vviiiiiii it et 4
L. BEVEZELO ... eii ittt b e r e e e nnneas 6
P <) | Qa1 /< PP POUR PR PTRPP 7
3. Irodalmi AtEKINTES ......ocoeiiiiiicii e 8
3.1, Enzimekrol AltalAn0San........c.cciiiiiiiiiiiiiii e 8
3.2, ENZIMEK TOZZILESE.....eeeriiieiiiiiiiii ettt 10
3.2.1.  Szelektiv enzimrogzités fémionaffinitas-komplexben ..., 13
3.2.2.  Szelektiv kovalens enzimrogzités epoxicsoportokat ¢s komplexalt fémionokat
tartalmazoé kevertfeliiletli hordoZOKon ............cocoeiiiiiiii e 14
3.3. A felhasznalt enzim, a PCPAL bemutatasa...........cccooevvvrviiiiieiiiiiiiiiieeeee e sseiiineee e 16
3.3.1.  Rekombindns fenilalanin ammonia-liaz...........cccoceeiiiiiiiiiiiies e 17
3.3.2.  PcPAL felhasznalasi IehetOSEEei. . .....cuvviuiiiiieiiiiiieiie e 18
EIOZIMENYCK ...ttt 20
0. IMOASZETEK ...ttt ettt n e ne e n e nree s 22
5.1, Felhasznalt @NYAgOK ........cccooiiiiiiiiiiiiieieee e 22
5.2, AlKalmazott €SZKOZOK..........cueiiiiiiiiiii i 22
5.3. ChiralVision T2-150 hordozé feliletmOdoSitasa ........covverveiririeiieisesieeceseieees 22
5.3.1.  Epoxigylirli felnyitasa kiilonb6z0 bisz- és monoamin parosokkal..................... 22
5.3.2.  Epoxigylirli felnyitasa kiilonb6z6 biszaminokkal ............ccccceviiiiiiiiiiiiinnn, 23
5.3.3. A polimer funkcionalizalasa EDTA-dianhidriddel .............ccccooiiiiinincnnn, 24
5.3.4. Fémion komplexalasa a polimer hordozok feliilletén ..............ccocoevvviiiiiniennnn, 25
5.3.5. Enzimrogzités €s teSZreakCiO ........cvvrieiiriiiieiiiie e 25
5.3.6. Nativ enzimaktivitdsok VIZSZAlata...........ccvreeiiiiiiieiiiiesec e 26
5.4. Alkalmazott vizsgalati mOASZETreK .........cccooviiiiiiiiiiie e 26
5.5. Alkalmazott oldatok, pufferek 0sszetétele...........ovvviniiiiiiiiiiiiiiiiii, 27
6. Eredmények €s ert€kelesiiK.........ccoiviiiiiiiiiiiiiiii 29
6.1. Bisz- és monoaminok hatasanak vizsSgalata..........c.ccocevvvririiiiiiieninenescse s, 30
6.2. Két tovabbi biszaminnal torténd vizsgalatok............ccoceriiiiiiiiiiiiiicsece e 33
7. OSSZEFOZIALAS .....oocvoveecviceciicte e 36
[rOdalmi NIVAKOZASOK .......oviiiiiiiciieiee b 38



Roviditések jegyzéke

Az OTDK dolgozatomban eldfordulo roviditések
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1. Bevezeto

Napjainkban a biotechnologia egyre nagyobb szerephez jut a vegyipari alapanyag és
koztitermékgyartasban, az egészségiligyi termékek gyartdsdban és a zold technologidkban. Ez
nem csak annak koszonhetd, hogy a vegyipari vallalatoknak komoly kornyezetvédelmi
eléirasoknak kell megfelelnilik, melyek sok esetben magas koltségii tisztitd miiveletekkel
érhetdek csak el, hanem annak is, hogy a fenntarthatobb gazdasagpolitika 1épéselényt nyujthat

versenytarsaikkal szemben.

Biokatalizatorok alkalmazasaval elkeriilhetok a kedvezétlen reakciokoriillmények (példaul
magas nyomds, hémérséklet, sz¢élsdséges pH), nemkivanatos melléktermékek képzddése,
illetve mérgez6 katalizatorok hasznalata. Ezeknek nem csak biztonsagtechnikai, de gazdasagi
elényei is lehetnek, hiszen sok esetben draga elvalasztasi és tisztitasi miiveleteket lehet vele

elkertlni.

A vélasztott organizmusban (példaul baktérium vagy élesztd) a katalizisért felelds rész
(példaul enzimek) természetesen kialakult szerkezettel rendelkeznek, mely altal képes regio-,

sztereo-, és enantiomerszelekiv katalizisre.

Az enzimreakciok nagy hatranya azonban, hogy sejten beliili hasznalata sok esetben
mellékreakciokhoz vezethet, illetve a szubsztrat, vagy a termék be- és kijutasa is problémakba
iitkdzhet. Sejten kiviili alkalmazédsukkor szamos tisztitasi miiveleten kell atesniiik, valamint a
reakci6 lezajlasa utan ki kell nyerni 6ket a termék melldl, és ezek jelentds koltségnovekedéssel
jarnak.

Emiatt eldnyos lehet az enzimek valamilyen szilard hordozora torténd rogzitése. Ezzel
jelentdsen megnd a biokatalizator stabilitdsa, konnyen szeparalhatova valik a reakcioelegytol,
ujra felhasznalhatd lesz és megnd az ¢€lettartama. Ezt kombindlva szelektiv enzimtisztitasi

1épéssel, gazdasdgosabb biokatalizator gyartast érhetiink el.

OTDK dolgozatomban, egy jol miikodo biokatalizator fejlesztést és optimalizalast mutatok

be Petroselinum crispum fenilalanin ammonia-liaz enzim felhasznalasaval.



2. Célkitiizés

OTDK munkam célja hisztidinjelolt rekombinans Petroselinum crispum fenilalanin
ammonia-lidz enzim szelektiv rogzitése egy eldzetesen felilletmodositott, kereskedelemben

kaphato, feliileti epoxicsoportokat tartalmazé PMMA polimer részecskére.

A hordoz¢ feliiletmodositasa soran a bifunkcids feliilet egyik funkcidja az enzim szelektiv
rogzitése rogzitettfémionaffinids-kromatografia alapjan, mig a masik funkcidja a feliileten
maradt epoxicsoportok segitségével a kovalens rogzités. Emellett a feliilet tovabb

optimalizalhat6 a hidrofil-hidroféb tulajdonsagait befolyasolni képes reagensek segitségével.

A feliilet modositasat négyféle monoamin és hatféle biszamin segitségével végeztem el, a
kutatocsoportban korabban optimalizalt koncentracioban alkalmazva a reagenseket. A
biszaminokon keresztiil torténik a rogzitettfémionaffinias-kromatografias  csoportok

kialakitasa, mig a monoaminok hivatottak a feliilet tulajdonséagait befolyasolni.

Az eldallitott biokatalizatorokat L-fenilalanin ammonia eliminécios reakciojaban kivantuk
alkalmazni és a biokatalikus aktivitasokban, tovabba a fellileten kotott enzim aktivitasaban mért

kiilonbségek alapjan vizsgalni az optimalis koriilményeket.



3. Irodalmi attekintés

3.1. Enzimekrol altalanosan

Az enzimek az ¢l6 szervezetek katalizatorai, melyek els6sorban aminosavakbdl épiilnek
fel. Az altaluk katalizalt reakciok tipusa alapjan a nemzetkézi Enzim Bizottsag (Enzyme

Comission) hét f6 osztalyba sorolja dket (3.1. tablazat).

3.1. tablazat: Enzimek osztalyozasa.

EC szam Enzimcsalad Katalizalt reakcio Példa
EC1 Oxidoreduktazok redoxreakcid dehidrogenazok
EC2 Transzferazok funkciods csoportok atvitele transzaminazok

nagy molekula két kisebbé

EC3 Hidroldzok e (A e bzl lipazok, foszfatazok

EC4 Lidzok nem hldrollglsgs ,ac}Silc1o vagy ammoénia-lidzok
elliminécio

ECS [zomerazok konst1tuc1orvagy k9nﬁgurac1o aminomutdzok
valtoztatas

EC6 Ligazok uj kotések kialakitasa piruvat-karboxilaz

EC7Y Transzlokazok membranon atjuttatas transzporter fehérjék

A katalizis soran az enzimek csOkkentik az adott kémiai reakcid aktivaldsi energidjat, igy
azok konnyebben végbe mennek, hamarabb elérik az egyensulyi allapotot (3.1. abra). Fontos
kiemelni, hogy az egyensuly allapotat nem befolyasoljak, a termék(ek) mennyisége nem lesz

magasabb alkalmazasuk hatasara.

A

Energia

v

Idé

3.1. abra: Reakci6 energiadiagramja biokatalizatorral (z61d) és nélkiile (piros).



Tobb elmélet is 1étezik az enzimek mukodési mechanizmusanak leirasara. A legrégebbi
magyarazatot E. Fischer dolgozta ki 1894-ben. Eszerint az enzim a ,,zar”, a szubsztratum pedig
a ,.kulcs”, azaz a reakcio6 kiindulasi anyaga tokéletesen beleillik az enzim aktiv centruméba.
Ugyan a szubsztratspecifitast jol leirja, de szdmos mas kérdésben nem ad megfeleld
magyarazatot. Az indukalt illeszkedés elméletét Daniel Koshland dolgozta ki, mely mar
pontosabb leirast ad a miikodési mechanizmusrol. Ez alapjan az enzim képes a szubsztrathoz

idomulni, ha az térbelileg megfelelden orientalt helyzetben kellden megkdzeliti (3.2. abra).™!

—
— oud

S _J S ‘

Enzim-szubsztrat

Enzim  Szubsztrat Enzim Termék
komplex
B + —_— L — + @

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

Kezdetben az enzimeket természetes formajukban (élesztok, baktériumok) hasznaltak fel
az élelmiszeriparban.l?! Az utobbi évtizedekben azonban egyre szélesebb korben alkalmazzak
Oket példaul a gydgyszer-, a papir- €s a mososzeriparban. Ezt szamos elOnyiik magyardzza: az
enzimek regio-, sztereo- és enantiomerszelektivek, azaz tisztabb termék allithatd el6 veliik;
enyhe koriilmények kozott alkalmazhatok és ekkor rendkiviil magas az aktivitasuk; biologiailag
lebomldk; magas a turnover number értékiik. Eldallitasuk, tisztitasuk, taroldsuk és kinyerésiik
az ismételt felhasznalashoz azonban magas koltségeket von maga utan.®! Emellett stabilitasuk
nem lenne megfeleld az iparban alkalmazott koriilmények kozott (szerves oldoszer jelenléte,
magas hdmérséklet). Ezekre a problémakra azonban megoldast jelenthet az enzimek rogzitése.
Ezen beliil is, ha a mddszer kellden szelektiv egy 1épésben lehet tisztitani és rogziteni a kinyerni
kivant enzimet, igy stabilitasuk novekszik, illetve a reakcid lejatszodas utan konnyebben

kinyerheték az oldatbol.[*

Az enzimek eldallitdsa fermentacidval torténik, melynek két f6 szakasza van. Az Ugy
nevezett ,,upstream-processing” soran torténik az eldkészités, valamint a szaporitas, mely a
termékkeépzeés vegéig tart. A kovetkezd szakaszban a célenzimet izolaljuk, hogy minél tisztabb

formaban tudjuk kinyerni. Ezt nevezziik ,,down-stream processing” miiveletnek.!



3.2.  Enzimek rogzitése

Korabban mar emlitett elonye a rogzitett enzimeknek, hogy sokkal stabilabbak a kdrnyezeti
hatasokkal szemben: szélesebb pH- és hdmérséklet-tartomanyban is aktivak maradnak,
valamint szerves olddszer jelenléte sem zavarja miikddésiiket. Akar aktivabbak is lehetnek,
mint szabad formaban. Emellett a megfelelé modszerrel egy 1épésben tisztitani is lehet dket, és
tobbszor felhasznalhatok, mivel egy egyszerli sziiréssel el lehet tavolitani a reakciodelegybol.
Ezzel egyiitt hasznalatuk sokkal egyszeriibbé teszi a reaktorok felépitését és a reakcid
szabalyozasat, hiszen a biokatalizator kiszlirésével leéllithato a reakcio. Megoldast jelenthet az

oldédasi problémakra is.[*®!

FERMENTACIO FEHERJE KEVEREK TISZTITOTT ENZIM

FELTART SEJTEK

o

f/ - \ (o
L e
o e "™ ) szilard hordozé
[ <3 by E. coli sejt
1 £ {
s, ;j
s SR &
by i -
n - =
VoL AT o szilérd hordozé . —
s E. coli sejt . . \

ionos felszinnel . ~ ’

a—— fehérjéi ‘ v
o -~ [ [ 7 A\ ‘\
SV 9 NG N

e, N X Ly AR
r:_:'_- ;S u ~ s \:___f N Y

' : célenzim szildrd hordozé -
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fizikai rogzitéshez
3.3. abra: Rogzitett biokatalizator eldallitasanak lehetdségei az enzimtermelés soran
A egész sejtek rogzitése matrixba zarassal; B: enzimrogzités fizikai adszorpcios modszerekkel; C:
kovalens enzimrogzités; D: enzimrogzités matrixba zarassal; E: affinitas kdlcsonhatasokon

alapul6 szelektiv enzimrogzitési modszerek.!’]
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A rogzitett biokatalizatorok elballitisa az enzimtermelés soran tobb alkalommal is
lehetséges (3.3. abra). A termeld sejteket lehet rogziteni kdzvetleniil a termelés végén. Ezzel
egylitt a célenzim is rogziil, igy tobb, a fehérjetermeléshez kapcsolddo feldolgozasi miiveletet
nem kell elvégezni. Ez gazdasagi szempontbdl rendkiviil elény6s, hiszen sokszor ezek igen
koltséges eljarasok. A sejteket altalaban valamilyen polimermatrixban rogzitik, mely a
szubsztrat és a termék szdmara atjarhato (3.3. abra A).[®l Ennek a modszernek az alkalmazasa
akkor a legjobb, ha az enzim a sejtmembranban helyezkedik el, és az aktiv centruma
megkozelithetd a szubsztrat szamara a sejten kiviili térbol. Ellenkez6 esetben a sejtmembranon
nehezen vagy akar egyaltalan nem tud atjutni az adott molekula. Ekkor érdemes izolalni a

célenzimet a termeld sejtb6].l%!

A Kinyert enzimek rogzitési technikait altalaban két csoportba szoktak sorolni: fizikai és
kémia moddszerek. Elébbiek kozé tartozod adszorpcids régzités soran az enzim masodlagos
kolesonhatasokkal kapesolodik a hordozohoz, melynek felszinét olykor mddositani kell, hogy
megfeleléen kotddjenek egymashoz (3.3. dbra B).[1%1 A célenzimet polimer métrixba is
zarhatjuk, mint a teljes sejt rogzitése soran. Erre példaul alkalmasak a szol-gél rendszerek,
melyek 0sszetételét konnyen igazithatjuk annak megfelelden, hogy az enzim aktivitdsanak és a
fizikai modszerek esetén ionos kotések kialakitasaval (3.3. abra B) vagy affinitasalapt
kolcsonhatasokkal (3.3. abra E) kapcsolodhat az enzim a hordozohoz. A fizikai rogzitések soran
1étrejovo kolcsonhatdsok nem valtoztatjadk meg az enzim szerkezetét, ezaltal annak aktivitasa
megorizhetd. Azonban ezek a gyenge kapcsolddasok azt is eredményezik, hogy sokkal
konnyebben le is tud valni az enzim a hordozo feliiletérél.’% Ezt eldidézheti a pH vagy az
ionkoncentracio valtozasa, kiilonboz6 detergensek, valamint az affinitdsalapu kdlcsonhatasban

kompetitiv médon résztvevo vegyiiletek.

Az enzimszivargas kikiiszobolhetd kémiai modszerekkel, illetve a matrixban rogzitett
biokatalizatorokhoz képest jobb diffuzios viszonyok érheték el. Ennek egyik forméaja, ha az
enzimet tobb pontban kovalens kotéssel rogzitjiikk a hordozohoz (3.3. abra C). Egyik eldnye,
hogy minimalizélja a konformacids valtozasokat, amiket eldidézhet példaul magas hdmérséklet
vagy szerves oldoszer jelenléte. Ezaltal az enzim sokkal stabilabb lesz a kdrnyezeti hatasokkal
szemben, ha megfeleld pozicidban rogziil. Ellenkezd esetben az enzim elvesztheti az aktivitasat.
Ez fiigg az enzim felilletén taldlhatdé csoportoktol, illetve a hordozon végzett
feliiletmddositasoktol. Utdbbihoz gyakran alkalmaznak epoxivegyiileteket, melyek tobb, a

fehérjék felszinén megtalalhato, nukleofil csoporttal (pl. lizin vagy cisztein oldallancai) is
11



képesek reagalni. Az egyik hatranya ennek a modszernek, hogy a kotések lassan alakulnak ki.

Ezen azonban a hordozo feliiletének kémiai modositasaval lehet javitani.[t?]

Két enzimmolekula kozott is kialakithatd kovalens kotés, amit Kkeresztkotott
enzimaggregatumoknak (CLEAS) nevezziik (3.3. abra C). Ekkor az oldatbol szilard
csapadékként levalasztott enzimeket bifunkcios vegyiiletekkel (pl. glutaraldehid) kapcsoljuk
ossze. Egyik elénye a modszernek, hogy nagy tisztasdgl enzim nélkiil is megvalésithat6.[]
Eléallitasa viszont nagy enzimigényii, mely koltségessé teszi az alkalmazésat. A biokatalizator
végs6 tomege IS okozhat problémakat, mivel nehezen lehet centrifugalassal elvalasztani a
reakcidelegytdl. Azonban ezt javithatjuk az enzim-keresztkotd vegylilet aranyanak

valtoztatasaval, illetve a rogzitési idé novelésével .14

A hordozo és az enzimrdogzitési modszer megfeleld kivalasztasahoz figyelembe kell venni
az enzim tulajdonsagait, a biokatalizatorra hat6 tényezoket az alkalmazas soran, illetve az adott

modszer elényeit és hatranyait. (3.2. tablazat).

3.2. tablazat: Az enzimrogzitési modszerek eldnyei és hatranyai.

Elény Hatrany
Matrixba zaras

nincs enzimszivargas, szabad jelentds diffuzios gat, szerves olddszer a
v konformaciovaltozas matrixképzés soran
) <
5 Adszorpcio
g egyszerti kivitelezes, regenerdlhat engébb kotddés, enzimlemosddas
o) hordoz6, szabad konformaciovaltozas gyeng ’
g Ionos kolesonhatas
< . ;e
-~ e . meghatarozott pH €s ionkoncentracio a
T regeneralhat6 hordozo, szabad . . ,
g At rogzitéshez, ionos szubsztratok
e konforméciovaltozas o 12

megkotddése
Affinitas kolcsonhatas
szelektiv és orientalt kotodés, Osszetettebb feliilet sziikséges,
regeneralhat6 hordozo kompetitiv elucid veszélye
,;_/) Keresztkotott enzimaggregatumok
= . . ,
., e L nge mechanikai tulajdonsagok, na
Q nem igényel hordozét, konnyen gYenge mec v d.o Sagos, Tagy
N o enzimigény, lehetséges inaktivalodas
= megvalodsithatd . ,
NG} kicsapaskor
E Kovalens rogzités szilard hordozohoz
= oo o . o enzim konforméciovaltozasai
= stabil rogzités, nincs enzimszivargas, .
R ot P, nehezebben mennek végbe,
v/ egyszer( feliilet, jobb diffuzio . o s .
inaktivalodas veszélye
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A kiilonb6z0 modszereket gyakran kombinaljdk egymassal, hogy mindkét rogzitési
technika eldnyeit kihasznaljak. Ilyenek példaul a komplexalt fémionokat és epoxicsoportokat

tartalmaz6 kevert feliileti hordozok, melyekrdl a késdbbiekben részletesen irok.

3.2.1. Szelektiv enzimrogzités fémionaffinitds-komplexben

A fémionaffinitas-kromatografiat alapvetden fehérjék tisztitasara fejlesztették ki. Porath
¢s munkatarsai altal végzett kisérletekbdl megallapithatd, hogy hisztidin vagy cisztein csoportot
tartalmazoé fehérjék kotddnek a legerdsebben az atmeneti fémek ionjaihoz, melyeket modositott
agar6z alapu gyantdhoz rogzitettek iminodiecetsavval. Ezek koziil is a Cu?* ionnal volt a
legerdsebb a kolcsonhatas, de mas ionokkal (pl. Zn?*) is sikeres volt a fehérjék megkotése. Igy
lehet§vé valt a kiilonbozs fehérjék szeletiv és effektiv tisztitasa.[™™ Késébbiekben Ni?* és Fe3*
ionokkal is végeztek vizsgalatokat, mely soran a hisztidinnel jelolt fehérjék kotodtek a

legerésebben. 1]

{ Me?*: Zn?* Cu?* ]

3.4. abra: Porath és munkatarsai altal hasznalt hordozo.

A modszer kelld szelektivitassal bir ahhoz, hogy egy 1épésben rogzitett biokatalizatorok

crey

¢s a késobbi felhasznalas soran keriilik az olyan komponenseket, amik kiszoritanak az enzimet

a komplexbdl.

A 3.5. dbra néhany lehetséges megoldast mutat az egy 1épésben torténd hisztidinjeldlt
enzimek tisztitasara és rogzitésére. Az egyik leggyakrabban alkalmazott komplexképzé az
imidoecetsav (IDA).[7]
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3.5. abra: Komplexképz6 feliiletek kialakitasanak lehetdségei
A: iminodiecetsav kapcsolasa epoxicsoportokhoz; B: Na,Na-bisz(karboximetil)-L-lizin (ANTA) kapcsolasa
glutaraldehidhez; C: polidopamin-tipusu feliilet kialakitasa 4-acetil-rezorcinnal.

A komplexképzd mellett fontos az 4tmeneti fém kivalasztasara is nagy hangsulyt fektetni.
Jelentds hatassal lehet ugyanis a hordoz6 kapacitasara, szelektivitasara és a biokatalizator
aktivitasara. Emellett enzimenként is valtozhat, hogy melyik atmeneti fémmel alakul ki a
megfelelé kapcsolat.'®! Sok esetben a nikkelt alkalmazzak, melynek kiemelkedden jo

tulajdonsagai vannak.[161%

Osszeségében elmondhato, hogy az IMAC médszer egy rendkiviil gyors és reverzibilis
rogzitési lehetdség. ElkertilhetOk vele a koltséges tisztitasi eljarasok, valamint az inaktivalodott

enzimek eltavolitdsa utdn a hordozok Ujrahasznosithatok.

3.2.2. Szelektiv kovalens enzimrdgzités epoxicsoportokat és komplexalt fémionokat
tartalmazo kevertfeliiletii hordozokon

A tobbfunkcids hordozok feliiletén sokféle, fizikai és kémiai kolcsOnhatdsra képes
funkcioscsoport talalhatd. Ezek alkalmazasa azért elonyos, mert a fizikai rogzités sokszor

szelektivebb, a kotédés pedig irreverzibilissé tehetd kovalens kotéssel.2%

A 10gzités elsd lépésében a célenzim komplexet alkot a hordozé feliiletén taldlhato
fémionnal. Ezt a gyors folyamatot kdvetden a kovalens kotések konnyebben ki tudnak alakulni.
Az epoxicsoportok elsésorban a feliilethez kozelebb 1évé enzimekkel fognak reakcioba 1épni.

Tehat nagy szézalékban a célenzim rogziil, nem pedig az egyéb, oldatban megtalalhat6 fehérjék.
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3.6. abra: Fémion-affinitason alapuld szelektiv kovalens enzimrdgzités folyamata.

A szelektiv adszorpciora a legalkalmasabbak a fémkotd csoportok, mig a kovalens kotés
kialakitasahoz altalaban epoxicsoportokat hasznalnak. Utdbbiakat mar tartalmazé hordozokat
kereskedelmi forgalomban is lehet kapni, de eld is lehet Oket allitani aminocsoportokon

keresztiil epiklorhidrinnel.
H
NH N O
e
H
NH; Nfo

3.7. abra: Feliilletmddositas aminocsoportokkal s epiklorhidrinnel.

Mateo és munkatarsai 2001-ben sikeresen rogzitettek hisztidinjelolt glutaril-acilaz enzimet
epoxi-fémkomplex hordozokhoz. A kisérletek soran Cu®* és Co?* ionokat alkalmaztak, melyek
koziil az utobbival értek el nagyobb szelektivitast. Ugy gondoltak, ez még tovabb javithato, ha
a hordozo feliiletén kis koncentracidban van jelen a komplexképzo.[?l Késébb azonban
kideriilt, hogy az aranyuk novelésével jobb aktivitas értékek értheték el.[?2] Optimalizalasok
soran atlagosan 15-24 ora alatt érték el a maximalis rogzitett enzimmennyiséget, és ekkor

kaptak a legmagasabb aktivitasu készitményeket is.[?’]

Bar az iparban még nem alkalmazzék a modszert, de az epoxi-fémkomplex rogzitésnek
igéretes felhasznalasi lehetdségei vannak. Az enzimtisztitas elhanyagolasa mellett, ami egy
rendkivil koltséges folyamat, olyan enzimekkel is el lehet végezni a rogzitést, melyek a

tisztitasi folyamatok (centrifugalas, dializis, toményités) soran konnyen kicsapodnak.
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3.3. A felhasznalt enzim, a PCPAL bemutatasa

A fenilalanin ammonia-liaz a liazok (EC4) osztalyaba tartozik. Az enzim L-fenilalaninb6l

ammonia eliminaciéjaval allit el (E)-fahéjsavat nem oxidativ médon (3.8. abra).[2

COO- PAL X _COOH
m; +/-NH5 ©/\/

L-fenilalanin (E)-fahéjsav

3.8. abra: PAL enzim altal katalizalt reakcio.

A PCPAL enzim a fodros metéldpetrezselyemben talalhatdé meg, de egyéb ndvényben,
¢lesztoben ¢és gombaban is fellelheték PAL enzimek. Az altaluk katalizalt reakcido a
fenilpropanoidok bioszintézisének elsé 1épése. Tobb masodlagos metabolit is fenilpropanoid
szarmazék: antocianok, flavonoidok, UV-védelmet nytjté vegyiiletek, antibiotikus hatassal
rendelkezd furanokumarinok, ligninek és sebgyégyulast elésegitd fenolos észterek.[?®! Ezen
vegyiileteknek fontos szerepiik van a novények fejlodésében, védelmében és a sejtek kozotti
kommunikacioban. A PAL enzim a flavonoidok bioszintézisének egyik legfontosabb enzime,
valamint a ndvény stresszre adott valaszaban is jelentds a szerepe. A PAL izoenzimek
miikodését indukalhatja sériilés, a ndvény novekedését szabalyoz6 vegyiiletek, UV sugérzas,
alacsony hémérséklet, nitrogén, foszfat vagy vas alacsony szintje.[?®! A flavonoidok eléallitasa
soran keletkez6 intermedierek az UV-sugarzas mellett korokozok és rovarok ellen is védik a
novényt. Gombakban is hasonlo szerepet toltenek be a PAL enzimek. Mar tobb fajta novénybol
izolaltak: a korabban emlitett fodros metéldpetrezselyembdl?’] 1adfibs1?8, vorosgyokeri

zsalyaboll?% és paradicsombolBY js. 3]

3.9. abra: PcPAL szerkezete.
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3.3.1. Rekombindns fenilalanin ammonia-liaz

A fehérjéket elsdsorban baktériumsejtekben, élesztOben vagy emldssejt-tenyészetekben
allijak eld fehérje-tultermelési modszerekkel, melyek az expresszios rendszerek kozé
tartoznak. Mas hasonlé modszernek kisebb a jelentOsége, esetlegesen hosszl id6t és nagy ipari

kapacitast igényelnek.

Elso 1épésként a fehérjét kodoldé DNS-t, ami altalaban cDNS, expresszios vektorba kell
klonozni, melyben mar eleve van egy rész, ahova ez beiiltethetd. Ezen kiviil még a vektorban
talalhato valamilyen antibiotikum-rezisztencia gén, a ¢cDNS helye el6tt egy promoter-régio,
illetve gyakran a tisztitas/detektaci6 megkonnyitésének celjabol peptidek/fehérjék DNS
szekvenciai is. Utdbbiakat fizids ,,tag”-nek hivjak, melybdl affinitdskromatografiaval torténd
tisztitashoz harom tipust szoktak hasznalni: maltoz-koté fehérjét (MBP), glutation-i-
transzferazt (GST) és tobb hisztidinbdl allo His-taget (jellemzden 6-10 egység). Az altalunk

hasznalt enzim expresszios vektorat a 3.10. abra mutatja.

(5715) EcoRI BspDI - Clal (24)
(5644) Aatll ) i HindIIT (235)
(5642) Zral \ \ | ' T7 terminator
(5526) Sspl g |
\ \ \ / _BIpI (z67)
(5202) Scal AN \ | P _ BamHI (315)
(5092) Puul G I". :,' ' Pa:;llt:::[[ _r3|:f‘I,JXI - XhoI (324)
\ \ \ / ey . (331)
.
(4367 Pstl \ - enterokinase site
. N —
N ‘\ i _— Ncol (336)
\, . e
, ———(ATG
(4783) Bsal _ " NN _ L)
" R ; —  RBES
(4722) AhdI _ \ N \ .
~ - //{_1.-‘-" % ~ Xbal (437)
AN o e
~ o promoter ﬁ (lac operator|
//(OVRO i .
B T7 promoter

M(_"S,O*A‘,}.
b .
“1 _ BglII (s503)
Sgral (544)

Sphl (700)
EcoNI (750)
ET-19b —
p5717 bp Mlul (1225)

(4245) AlwWNI — “BelI * (1239)

__ BStEIT (140s)
~_ PSpOMI (1432)
Apal (1438)

T BssHII (1638)
Hpal (1731)

(3828) Pail

(3713) BspQI - Sapl

(3500) BstZ171 .~
(3598) Accl
(3581) BsaAI

(3574} PfIFI - Tth111ll

PshAI (2070)

\ Eagl (2293)
Nrul (2328)
BfuAIL - BspMI (2403)
BsmI (2713)
! MscI * (2800)
(2335) BpulOl FspAI (2810)

3.10. abra: A PCPAL enzim expresszios vektora.[*
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A His-tag 6-10 egységbdl allo, rovid peptid, mely nem valtoztatja meg jelentsen a fehérje
méretét. Kétértékii ionokkal (pl. Co?*, Ni?*) koordinativ kétést képes kialakitani, mely kellden

specifikus és erds a fehérje tisztitasara.

A baktériumokban torténd fehérjetermelés elonye, hogy olcson, gyorsan, nagy mennyiségii
fehérje allithatd el6, mely még tovabb novelheté a megfelelé E. coli térzs kivalasztasaval. A
leggyakrabban alkalmazott a BL-21(DE3), mely néhany bakterialis proteazra deficiens, azaz a
megtermelt fehérje kevésbé degradalodik, valamit a T7-fag RNS-polimeraz enzimét is termeli,
mely az altalunk hasznalt PCPAL esetén is elonyds. A termelt fehérjét kinyerhetjiik a

baktériumsejtek feltarasaval és a sejttormelék eltavolitasaval centrifugalas segitségével 3

3.3.2. PCPAL felhasznalasi lehetoségei

Az enzim képes szubsztitualt fenilalanin szarmazékokkal is reakcidoba 1épni. Golge és
munkatarsai fluort és klort tartalmazé fahéjsav-szdrmazékok reakcidjat vizsgalta, ahol az
enantiomertisztasag 99% feletti volt. A konverzio értéke eltért a szubsztituensek szamatol,
tipusatol és helyétdl fiiggden.B4 Hasonld vizsgalatot végezett el Nagy munkatarsaival.
Azonban 6k mar sok, kiilonb6z6 tulajdonsagli szubsztrat hatasat is elemezték, melyek kozott
volt tobb elektron-kiild6 (pl. -CH3) és -szivo (pl. -CF3) csoport. Minden esetben elvégezték az
ammoniaaddiciét és az -eliminacidt is. A konverzid €s az enantiomertisztasag alapjan
megallapithatd, hogy orto- és meta-helyzetben a szubsztituensek elektron-kiildé és -szivo
tulajdonsaga kevéssé befolyasolja reakciot, mig para-helyzetii elektron-szivo csoportok jobban
kedveztek az atalakulasnak.®S) A kiilonbozé csoportokkal szubsztitualt fenilalaninok fontos
épitdelemek lehetnek példdul a HIV kezelésére alkalmazott protedz inhibitorok

szintézisében. !
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3.11. abra: PAL enzim altal katalizalt reakciok konverzidja az addici6 iranyaba.
A,B: Golge és munkatarsai; C,D: Nagy és munkatarsai.

Az enzimet fel lehet hasznalni a fenilketonuria (PKU) kezelésére is. Ez egy genetikali
betegség, amikor is a szervezetben talalhato fenilalanin hidroxilaz (PAH) enzimek csokkent
aktivitissal miikodnek. Igy a fenilalanin nem alakul &t teljesen tirozinnd. A vegyiilet és
metabolitjai felhalmozodnak kiilonbozé idegrendszeri problémakat okozva (pl. szellemi
fogyatékossag, rohamok). Korai felismerés esetén a szigora fenilalanin-mentes diéta enyhitheti
a karokat, ezért mar az Gjsziilotteket is tesztelik a betegségre. Ragcsalokban mar sikeresen
hasznaltdk a PAL enzimet, jelentésen csokkent a szervezetiikkben taldlhato fenilalanin
mennyisége. Sok éves fejlesztésnek koOszonhetéen par éve mar elérhetévé valt egy
enzimterapias készitmény, melyben egy PAL enzim pegilalt formdja taldlhatd és injekcio

forméjaban alkalmazzak PKU-s betegek kezelésére.[¥’)
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4. Elozmények

A kutatdcsoportban tobb éve foglalkoznak IMAC alapu szelektiv enzimrogzitési eljarasok
kidolgozasaval. Ennek kapcsdn meriilt fel egy epoxicsoportokat tartalmazo, kereskedelmi
forgalomban kaphaté hordoz6 alkalmazésa ilyen rogzitési eljarasokban. Ennek soran tgy
modositottak a hordozot, hogy biszaminon keresztiill fémionok komplexalasara képes
csoportokat alakitottak ki a feliileten. Emellett pedig monoaminnal probaltdk tovabb
befolyasolni a feliileti tulajdonsagokat, mely hatéssal lehet a kés6bbi biokatalizator aktivitasara.
A feliiletmodositast kovetéen megmarado epoxicsoportok adtak lehetéséget az enzim kovalens
rogzitésére. Mivel a sikeres enzimrogzitésben nagy szerepe van mind a komplexképz6
csoportok mennyiségének, mind pedig a megmaradd epoxicsoportok aranyanak, ezért fontos
volt vizsgalni, hogy ezek mennyisége hogyan hat a biokatalizator aktivitasara. Ezt kisérlet
tervezés keretein beliil vizsgaltdk egy biszamin-monoamin paros alkalmazéasaval. Etilén-
diamint s benzilamint hasznaltak a feliiletmddositas soran és megallapitottdk, hogy a legjobb
kapacitasu és aktivitasu biokatalizatort abban az esetben kapjak, ha 1,1 mmol a teljes amin

mennyiség 1 g hordozé esetén, és ezen beliil is 15,5% a biszamin mennyisége (4.1. abra).

Ossz amin (mmol/g polimer) Biszamin aranya (%)
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4.1. abra A négyzetes modell hairomdimenzids abrazolasa (bal) a meghatarozott optimum pontok (jobb).

Mivel a kutatdécsoportnak akkor még nem volt lehetdsége sajat enzimtermelésre, ezért az
optimalis arany alkalmazasa mellett nem tudtdk megvaldsitani a rogzitési kisérleteket mas

aminokkal friss enzimsarzs alkalmazasa mellett.
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Itt kapcsolodtam be a kutatasba, és a korabbiakban is alkalmazott PCPAL enzimmel, az
eredeti tervekhez képest tovabbi két biszaminnal kiegészitve a felhasznalhato feliiletmodositd
agensek korét vizsgaltam a kiilonb6z6 bisz- €s monoamin kombindciok hatdsat a végsd

biokatalizatorra.
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5. Modszerek

5.1.  Felhasznalt anyagok

A felhasznalt vegyszerek és oldoszerek a Sigma-Aldrich, a Fluka, a Merck, az Alfa Aesar,
a Reanal, és a Molar Chemicals termékei. A fehérjeanalizis soran alkalmazott egyéb vegyszerek
a Biorad és a Thermo Scientific termékei. A fehérjetermelést a kutatocsoport korabbi

tapasztalatai alapjan kialakitott protokoll szerint Alacs Balint végezte.

5.2. Alkalmazott eszkozok

A rézatasok soran Heidolph Vibramax 100 tipust késziiléket, termosztalt razatas esetén
pedig a razégép mellett Heidolph Thermo 1000 termosztald késziiléket hasznaltam. Az UV
spektrofotometrias mérésekhez Thermo Scientific Multiscan SkyHigh tipusa microplate
spektrofotométert és mintanként 300 pl térfogatti Greiner UV-Star® 96-lyuku well-plate-et
alkalmaztam. Az anyagokat Binder VDL tipust vakuum-szaritoszekrényben szaritottam. A
fehérjetisztitasi vizsgalatok soran Thermo IEC MicroCL 21 tipust Eppendorf centrifugat

hasznaltam.

5.3. ChiralVision T2-150 hordozo felilletmodositasa

5.3.1. Epoxigyiirii felnyitdsa kiilonbozé bisz- és monoamin parosokkal

2-propanol
60°C

5.1. abra: Epoxigylrii felnyitasa etilén-diaminnal és benzilaminnal.

Egy 15 ml-es kisiivegbe bemértem 500 mg polimer hordozét, majd hozzaadtam 3250 pl
2-propanolt, a megfelelé6 biszamin torzsoldatbol 855 pl-t és a monoamin torzsoldatbol
930 pl-t. Termosztalod razogépen 60 °C-on razattam 24 6ran keresztiil olyan fordulaton, hogy a

gyongyok ne iilepedjenek ki (kb. 450 rpm).
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5.1. tablazat: A bisz- és monoamin torzsoldatok elkészitéséhez sziikséges mennyiségek.

Tel5lés Koncentracio  Tomeg Térfogat  2-Propanol

[mM] [mg] [ul] [u]
EDA E 100 - 35 4965
DETA D 100 - 54 4945
Biszamin AEO A 100 - 73 4930
tipusa XDA X 100 68,1 - 5000
HDA H 100 - 104,4 7896
CHB C 100 - 120,4 7880
Benzilamin B 500 - 275 4725
Monoamin Etanolamin E 500 - 150 4850
tipusa Allilamin A 500 - 190 4810
Propilamin P 500 - 205 4795

A 24 6ra leteltével a feliiletmodositott hordozot haromszor mostam at 10 ml 2-propanollal.
Az oldodszerrel razogépen rézattam a gyongyoket par percet, majd egy pipettaval minimalis
anyagveszteség mellett leszivtam a mosofolyadékot. A gyongyoket tartalmazo tivegeket

lefedtem papirvattaval, és a vakuumszaritd szekrényben tomegallandosagig szaritottam.

5.3.2. Epoxigyiirii felnyitasa kiilonbézo biszaminokkal

2-propanol
60°C

5.2. abra: Epoxigyriik felnyitasa csak etilén-diaminnal.

Egy 15 ml-es kisiivegbe bemértem 500 mg polimer hordozo6t, majd hozzaadtam a
megfeleld mennyiségii 2-propanolt és biszamint. Termosztalé razégépen 60 °C-on razattam 24
oran keresztiil olyan fordulaton, hogy a gyongyok ne iilepedjenek ki (kb. 450 rpm). Az id6
letelte utdn haromszor mostam a gyongydket 10 ml 2-propanollal a fentebb leirt médon. A
gyongyoket tartalmazo iivegeket lefedtem papirvattaval, és a vadkuumszaritd szekrényben

tomegallandosagig szaritottam.
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5.2. tablazat: Biszamin torzsoldatok elkészitéséhez sziikséges mennyiségek.

Tomeg Térfogat  2-Propanol

IO mgp [u]

EDA E : 36,5 4965

DETA D - 59,5 4940

Biszamin AEQO A - 80,5 4920
tipusa XDA X 75 - 5000
HDA H - 72 4925

CHB C - 83 4915

5.3.3. A4 polimer funkcionalizalasa EDTA-dianhidriddel

EDTA-dianhidrid
Hunig-bazis
DMF
60°C

5.3. abra: Feliletmddositas EDTA-dianhidriddel.

A reakciot inert koriilmények kozott hajtottam végre. Kihevitett 15 ml-es kisiivegbe
bemértem az 500 mg polimer hordozo6t, majd hozzaadtam 2850 ul DMF-et, 2185 pl EDTA-
dianhidrid torzsoldatot (40 ml DMF + 600 mg EDTA-dianhidrid) és 15 ul Hiinig-bazist. Az
argonnal inertizalt jol lezart reakcidelegyet termosztald razogépen 60 °C-on razattam 23 6ran
keresztiil, majd hozzaadtam 500 ul desztillalt vizet. fgy még 1 oran 4t razattam. Az id6 letelte
utan 2x5 ml acetonitrillel és 5 ml 2-propanollal mostam a gyongyoket. A mintdkat a fentebb

emlitett modon tomegallanddsagig szaritottam vakuumszaritod szekrényben.
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5.3.4. Feémion komplexdlasa a polimer hordozok feliiletén

40 perc | Co(Ac),

“*>Co?*

5.4. abra: Fémkomplex képzés.

A hordozokbol kimértem 10 mg-ot egy 4 ml-es kisiivegbe, és hozzaadtam 1 ml kobalt-
acetat oldatot (50 mM-os oldat desztillalt vizben). Az elegyet 40 percig razattam
szobahdmérsékleten, majd haromszor atmostam a gyongyoket 1 ml desztillalt vizzel és egyszer

1 ml lizis pufferrel. Ezutan elkezdtem az enzimrogzitést.

5.3.5. Enzimrégzités és tesztreakcio

A rogzités el6tt a kapott lizatumot 5 percig 12000 G-n centrifugaltam, és a feliiluszot
hasznaltam a tovabbiakban. A fémkomplexalast kovetden a gyongyokre pipettaztam 1 ml-t
8 ml lizdtum és 10 ml lizis puffer keverékébdl. Az elegyet 18 oran keresztiil razattam
szobahdmérsékleten, majd elkezdtem a lemosast: egyszer LS és HS oldattal (1-1 ml), aztdn
500 mM-os imidazol oldattal, végiil haromszor 100 mM-os TRISZ-pufferrel. Az els6 harom
oldattal 10-10 percet razattam a gyongyoket, TRISZ-pufferrel csak par percet. A maradék
lizatum-puffer keveréket, a 18 ora utani feliiliszot és az imidazolos mosas utani feliilluszot

elraktam 1,5 ml-es Eppendorf csovekbe aktivitas hozam mérés céljabol.

Az eldallitott enzimkészitmények aktivitasat, szaritds nélkiil kozvetlenil vizsgaltam
L-fenilalanin ammoniaeliminacios reakcidjaban, melyben fahéjsav keletkezik. Ehhez adtam
hozza 2 ml 10 mM-os L-fenilalanin oldatot, és termosztalhaté razogépen 30 °C-on razattam az
elegyet. A fahéjsav mennyiségének novekedését 290 nm hulldmhosszon UV-

spektrofotometrias méréssel kovettem fél, 1 és 2 6ra utan.
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5.3.6. Nativ enzimaktivitasok vizsgalata

Az aktivitds hozam megéllapitdséhoz a rogzités soran alkalmazott kiinduldsi
fehérjekeverékbol, a rogzitések utdn visszamaradt fehérjekeverékbdl és az imidazol oldatos
lemosé frakciokbol mértem aktivitast. Ehhez 96-lyuka well-platebe kimértem 290-290 ul
L-fenilalanin oldatot, majd ezekhez adtam hozza az enzimoldatokbdl 10-10 upl-t. A keletkezd
fahéjsav abszorbancidjanak novekedését 290 nm-en 5 percen at rogzitettem 30 °C-ra
termosztalt platereader késziilékben, és ebbdl az abszorbancia-ndvekedésbdl szamitottam a

célenzim specifikus aktivitasat.

5.4.  Alkalmazott vizsgalati médszerek

Aktivitasmérés spektrofotometrids titon

A reakcid soran képzddo (E)-fahéjsav UV-tartomanyban észlelhetd abszorbanciat mutat, a
spektrofotometria soran 290 nm-en mért eredményeket kiértékelve kaptuk meg az aktivitasokat

és a konverziot.

(ct—cCe) *V [umol]

Aktivitas (U) = At perc

Biokatalitikus aktivitas (Ug) = —

§) umol ]
mp lperc X g

c
Konverzié = — x 100 [%)]
Ct,

. " 4 4 A 1) _l
c¢ = adott id6pontban mért szubsztrat koncentracio [HIYE;) ]

.. , . , , ., [umol
Ct, = kiindulasi szubsztrat koncentracio [HW]

At = eltelt 16 [perc]
V = reakciotérfogat [ml]
Mg = biokatalizator tomege [g]
Az (E)-fahéjsav molaris extinkcios koefficiensét az adott hullamhosszon és késziiléken a
kutatocsoport korabban mar meghatarozta kalibracioval az altalam hasznalt késziiléken, igy

én is ezt az értéket hasznaltam a szamitasaim soran (g = 9500 I*mol**cm™).

Aktivitds hozam mérése spektrofotometrias uton

Az enzimrogzitési folyamat mosésai soran a fel nem hasznalt lizatumbol, az enzimrogzités

utani feliiluszobol és az imidazolos mosas utani feliiliszobdl aktivitasokat mértem az aktivitas
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hozam kiszamitasa céljabol. Az aktivitasi hozam megmondja, hogy a rogzitett enzim aktivitasa
hany szédzaléka a nativ enzim aktivitdsanak (mennyivel csokken vagy né az adott

enzimmennyiség aktivitds a rogzités hatdsara).

Ukat

Aktivitas hozam (Y,) = U X 100[%]
E

umol]
perc

UE = UEnzim - USN - UIm [
Ukat = A biokatalizatoron megk6tott enzim aktivitasa [%]
M b4 PR . . e, , , , 1
UEe = Biokatalizatoron megkotott enzim aktivitasa nativ allapotaban [%]
e hal 174 PRy umol
Uenzim = A kiindulasi lizatum aktivitasa [E]
Usn = A rogzités utani feliilisz6 aktivitasa [L;l_ri]

o ’ ;. vy s , ., mol
Uim = Az imidazolos mosas utani felulusz6 aktivitasa [ieT]

5.5.  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 lemosd oldat (500 mM)

500 mM-os: LS oldatban (100 ml) bemértem az imidazolt (3,4039 g), majd miutan

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

100 mM-os TRISZ-puffer

Desztillalt vizben (100 ml) feloldottam trisz(hidroximetil)-aminometant (1,21 g), majd az

oldat pH-jat cc. so6savval 8,8-ra allitottam be.

10 mM-os L-fenilalanin oldat

TRISZ-pufferben (100 ml, 100 mM, pH=8,8) ultrahang segitségével feloldottam

L-fenilalanint (0,0826 g, 10 mM-os oldathoz).
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Fémso oldat (50 mM)

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

Lizis puffer (50 mM TRISZ, 150 mM NaCl)

Desztillalt vizbe (500 ml) feloldottam natrium-kloridot (4,383 g) és TRISZ-t (3,028 g),

majd az oldat pH-jat tomény sosav segitségével 7,5-re allitottam.
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6. Eredmények és értékelésiik

Kisérleteim soran egy
feliileti epoxicsoportokat
tartalmazo, porusos polimer
hordoz6 feliiletén alakitottam
ki bifunkcids feliiletet,
melynek egyik funkcidja a
rogzitettfémionaftinitas-
kromatogréfian alapulo
szelektiv rogzités, amit ugy
értem el, hogy biszaminokon
keresztiil etilén-diamin-
tetraecetsavat kapcsoltam a
feliilethez. A masik funkci6 az
epoxicsoportokon  keresztiili
kovalens  kotés, amit a
felileten el nem reagalt
epoxicsoportokkal értem el.
Ezeken til a hordozo feliileti
hidrofil-hidrofob
tulajdonsagait is igyekeztem
befolyasolni tobbféle

monoaminnal.

A kiulonb6z6 modon

feliiletmodositott hordozok

6.1. abra: Az enzimrdgzités menete.

mindegyikéhez a feliileten rogzitett EDTA funkcidhoz

kobalt ionokat komplexaltattam, igy 1étre is jott a szelektiv enzimrogzitésre képes hordozo.

Az enzimrogzités soran 18 oOras reakcioidé alatt nagyjabol egy oOra alatt az enzim
hisztidinjein keresztiil komplexalodik a kobalt ionokhoz, majd a maradék idében a szelektiven
rogziilt célenzim amino-, tiol- és hidroxilcsoportjai a feliileten talalhaté epoxicsoportokkal

kovalens kotést alakitanak ki, ezzel 1étrehozva kész biokatalizatort. (6.1. abra)
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A reakciok soran minden esetben a 3.3 fejezetben bemutatott Petroselinum crispum
fenilalanin ammonia-liaz enzimet rogzitettem, és hasznaltam tesztreakcidjaban, az L-fenilalanin

ammoniaeliminacios reakciojaban (6.2. abra).

CoO™ Rogzitett PcPAL X COOH
. >
mg \ ©/\/

(E)-Fahéjsav

L-fenilalanin
NH;

6.2. abra: A PCPAL tesztreakcigja.

6.1. Bisz- és monoaminok hatiasanak vizsgalata

A kutatocsoportban korabban meghatarozott optimalis 0sszamin mennyiséget és biszamint
aranyt alkalmazva vizsgaltam, hogy ezen vegyiiletek kiilonb6zé kombinalasaval milyen
aktivitasu biokatalizatorokat tudok eldallitani. A feliiletmddositasok soran feltételeztem, hogy
az alkalmazott aminok aktivitasa kozott nincsen akkora kiilonbség, mely nagyban befolyasolna

a megmarado6 epoxicsoportok szamat.

El6szor azt vizsgaltam, hogy a bisz- és monoaminoknak milyen hatasa van a megkotott
célenzim mennyiségére, illetve aktivitasara. A komplexképzésnek leginkabb az elsd
folyamatban, mig a hordozo6 feliileti tulajdonsagainak mindkét 1épésben jelentds szerepe lehet.
Ehhez négyfajta mono- és négyfajta biszamint alkalmaztam, melyeket keresztosztalyozasban,
minden kombinacioban kiprobaltam. Ezzel pahuzamosan vizsgaltam azt az esetet is, hogy a
csak biszaminnal modositott hordozé mennyire képes megkdtni az PCPAL enzimet, és milyen
aktivitasu biokatalizatort eredményez. Ez utobbi kisérletek esetén a biszamint ugyanolyan
mennyiségben alkalmaztam, mint a keresztosztdlyozasok sordn a teljes bisz- €s monoamin
mennyiség. gy igyekeztem biztositani, hogy hasonldé mennyiségben maradjanak
epoxicsoportok a feliileten és a kovalens rogzités hatékonysaga ne valtozzon. Szintén
referenciaként elvégeztem a rogzitést a feliiletmodositas nélkiili kereskedelmi hordozon is,

melyen csak epoxicsoportok taldlhatoak, szelektivitast biztositdé fémionok nem.

Az enzimrdgzitést minden esetben a fermentaciot és sejtfeltarast kovetden a sejttormelék
eltavolitasa utan kapott fehérjekeverékbdl végeztem. Igy a fémionokat tartalmazo hordozod
esetén érvényesiilhetett a szelektivitast biztositd hatas, mig a feliiletmddositas nélkiili hordozé

esetén a keverékben jelen 1év6 fehérjék kovalens kotddése statisztikusan tortént.
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Fontos volt, hogy a biokatalizatorok aktivitasanak vizsgalata soran csak a kovalensen
rogzitett enzimek miikddésébol szarmazd aktivitast vizsgaljam, igy az enzimrogzités végén
minden esetben beiktattam egy imidazol oldatos (500 mM imidazol, pH=7,5) mosast, mely
kompetitiv komplexképzoként képes kiszoritani azokat a PCPAL enzimmolekuldkat, melyek
kovalensen nem kotodtek a feliilethez, csak a fémionokhoz koordinaltak.

6.1. tablazat: Az elso kisérlet soran alkalmazott bisz- és monoamin parosok, illetve a csak biszaminnal

modositott hordozdk jelolései.

Monoamin Benzilamin Etanolamin Allilamin Propilamin

nélkiil ©ANH2 Hor SN N N N

EDA
H2N\/\NH2

DETA

HZN/\H/\NH2 D DB DE DA DP

AEO
T N Sk

XDA

NH, X XB XE XA XP
H,N

E EB EE EA EP

Minden feliiletmddositott hordozo esetén jobb kapacitdst értem el a célenzimre
vonatkoztatva, mint a feliiletmddositatlan polimer esetén (22%) (6.2. tablazat), a rogzités tehat
nagyobb szelektivitassal tortént meg a feliiletmodositott hordozok esetében. A legnagyobb
kapacitast az allil- és propilaminnal moédositott hordozok esetén értem el. Benzilamin
alkalmazasa mellett szinte minden esetben jelentosen csokkent a megkotott célenzim

mennyisége a csak biszaminnal médositott hordozokéhoz képest.

6.2. tablazat: A rogzitett célenzim mennyisége (%) a kiilonb6z6 bisz- és monoamin kombinacidkkal eléallitott

hordozok esetén. Ez a kapacitas érték a feliiletmodositas nélkiili hordozoé esetén 22%.

Mor,loafnin Benzilamin ~ Etanolamin Allilamin Propilamin

nélkiil
EDA 58,3+10,8 41,7+£172 46,8+ 1,2 67,1+2,0 794+17
DETA 594+36 405+1/4 54,7+ 3,9 68,6 + 3,4 76,6 £6,0
AEO 459+ 6,7 454+ 8,1 54,0+ 4,2 65,755 78,1+6,2
XDA 57,2+£91 378%+20 58,5+ 139 67,1+4,3 73,1+£6,1
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Ugyanakkor az aktivitds hozamok esetén nem tapasztaltam jelentds eltérést a
monoaminokkal is modositott hordozok kozott (Ya értékek, 6.3. abra), ebben az értékben a csak
biszaminokkal médositott katalizatorok maradtak el a tobbitol. Ebbol arra lehet kovetkeztetni,
hogy bar a benzilaminos katalizatorok kevesebb enzimet kotottek meg a katalizator mégis
hatékonyabban miik6do6tt, mint a monoamint nem tartalmaz6 valtozatok. Ennek oka lehet

példaul, hogy a reakcidonak kedvez az a hidrofob feliilet, amit a benzol gylirti biztosit, példaul

ugy, hogy gyorsabb lesz a szubsztrat és a termék diffuzioja a pérusokban.

Monoamin nélkiil =B E mA BP @Monoamin nélkil @B @E ®A ©P
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Biszamin tipusa

6.3. abra: A tesztreakciok soran kapott aktivitasra jellemz6 értékek. Oszlopok: specifikus biokatalizator aktivitas
értékek (Ug), pontok: aktivitas hozam értékek (Ya). A biszamin tipusanak (E,D,A,X) és monomain tipusanak
(B,E,A,P) kodjat az 6.1. tablazat tartalmazza. CV: felilletmddositas nélkiili kereskedelmi hordozoval elért
eredmények.

A 6.3. abra jol mutatja, hogy minden aminos modositas esetén jobb aktivitasokat értem el,
mint a feliiletmddositas nélkiil alkalmazott kereskedelmi hordoz6 (CV) esetén, mely csak
statisztikus mennyiségben kotott enzimet a fehérjekeverékb6l. A monoamin az esetek
nagyrészében javitott a rogzitett enzim mikodésén és a biokatalizator aktivitasan a csak
biszaminnal mddositott feliiletliekkel szemben. Egyediil a benzilamin alkalmazasa esetén nem
lathaté akkora kiilonbség a konverzio és az enzimaktivitas értékeiben, melynek oka az elve

kisebb kotokapacitast, amit magyarazhatunk sztérikus hatdsokkal: a benzol gylirli miatt az

enzim nehezebben fér oda a hordozén talalhaté epoxicsoportokhoz. fgy a kovalens kotés
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kevésbé tud kialakulni, a komplexben megkotott enzim konnyen levalhat az imidazol oldatos

mosas soran.

Osszeségében elmondhatd, hogy a propilamin hatdsa a legkedvezébb: magas konverzio
értékek mellett az enzimek aktivitasa is kiemelkedd. A rovid szénlanc nem arnyékolja le az
epoxicsoportokat, konnyen kialakulhat a kovalens kotés. Emellett kissé hidrofoba teszi a
hordoz6 feliiletét, mely az L-fenilalaninnak kedvezhet, emellett pedig az enzim hidrofoéb

oldalldnci aminosavaival is kialakithat kedvez6 kdlcsonhatasokat.

Aktivitas szempontjabol nincs nagy kiilonbség a monoaminok kozott: a rogzités soran
hasonl6é szazalékban maradt meg az PCPAL enzimek aktivitdsa. Azonban a konverzi6 és az
enzimaktivitas értékek jol ramutatnak az egyes monoaminok hatdsara, illetve arra, hogy a

biszamin tipusa nincs jelentds hatassal a biokatalizator miikddésére.

6.2. Két tovabbi biszaminnal torténé vizsgalatok

Az elso kisérlet soran jol latszodott, hogy a biszamin tipusa nem befolyasolja jelentdsen a
biokatalizator aktivitasat. Ennek az igazolasara végeztem el a feliiletmddositast két masik
biszaminnal (HDA, CHB) is ugyanazokkal a monoaminokkal parositva oket.

6.3. tablazat: A masodik kisérlet sorozat soran alkalmazott bisz- és monoamin parosok, illetve a csak

biszaminnal modositott hordozok jeldlései.

Monoamin Beénzilamin Etanolamin Allilamin Propilamin
nélkiil ©/\NH2 Ho/\/NHz /\/NHQ P

HDA
HZN\/\/\/\NHZ

CHB

HZN/\O/\NHZ C CB CE CA CP

H HB HE HA HP

Ezen Kkisérletek soran azt tapasztaltam, hogy alig volt kiilonbség a kiilonb6zo
monoaminokkal mddositott hordozok kozott, valamint a kapott kapacitasok és biokatalizator
aktivitas értékek nem sokban tértek el a feliiletmodositds nélkiil alkalmazott kereskedelmi
hordozoval elért eredményekétol (6.4. abra). Ez arra enged kovetkeztetni, hogy a teljes

enzimkotddési folyamat inkabb statisztikusan tortént és elveszett a szelektivitast biztosito hatés.
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6.4. abra: A tesztreakciok soran kapott aktivitasra jellemz6 értékek. Oszlopok: specifikus biokatalizator aktivitas

értékek (Ug), pontok: aktivitas hozam értékek (Ya). A biszamin tipusanak (H,C) és monomain tipusanak

(B,E,A,P) kodjat az 6.3. tablazat tartalmazza. CV: felilletmodositas nélkiili kereskedelmi hordozoval elért

eredmények.

Ennek oka lehet, hogy mind a hexan-1,6-diamin, mind pedig

az

1,3-ciklohexanbisz(metilamin) annyira flexibilis, hogy a konformacido valtozasnak

kdszonhetden képes mindkét aminocsoportjaval elreagalni a feliileti epoxicsoportokkal, igy

nem marad szabad aminocsoport, melyen keresztiil a szelektivitast biztositd, fémiont

komplexaldo EDTA beviheto lenne (6.5. abra).

P Ay

J Hot J HO(

6.5. abra: A hexan-1,6-diamin, mind pedig az 1,3-ciklohexanbisz(metilamin) lehetséges reakcioja a feliileti

epoxicsoportokkal.
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Ezt tamasztja ala az is, hogy a biszamin mennyiségének a nodvelésével (amikor nem
alkalmaztunk monoamint) nétt a megkotott célenzim mennyisége €s a biokatalizator aktivitasa
is (6.4. tablazat). Ezeben az esetekben feltételezhetd, hogy tobb szabad aminocsoport maradt,
melyen keresztiil az EDTA-dianhidrid képes volt a feliiletre kapcsolodni.

6.4. tablazat: A rogzitett célenzim mennyisége (%) a killonb6z6 bisz- és monoamin kombinaciokkal eléallitott

hordozdk esetén. Ez a kapacitas érték a feliilletmddositas nélkiili hordozo esetén 22%.

Monoamin = 5. in Etanolamin Allilamin  Propilamin

nélkiil
HDA 41,0+£6,2 233+16 39,1+23,0 249+0,5 21,1+19,8
CHB 37,4£8,5 143+11,8 29,1+6,4 29,3+10,0 20,4 £0,7

35



7. Osszefoglalas

Kutatomunkam célja volt, hogy vizsgaljam a kiilonb6zd tipusu bisz- és monoaminok
hatasat a célenzim rogziilésére, illetve az elkésziilt biokatalizator aktivitasara egy szelektiven
¢s kovalensen torténé enzimrogzitési modszer soran. Ehhez hatfajta bisz- ¢és négyfajta
monoamint alkalmaztam, melyeket minden kombinacidoban kiprobaltam, valamint csak

biszaminokkal is elvégeztem a feliiletmodositast (7.1. abra).

HoN 0 NH
\/\NHZ HZN/\N/\NHZ HZN/\/ \/\O/\/ 2

H
EDA DETA AEO
NHz2  H,N NH, H2N N
H,N NH,
XDA CHB HDA

O/\NHz HO/\/NH2 /\/NH2 NN

Benzilamin Etanolamin Allilamin Propilamin

7.1. abra: Az alkalmazott bisz- és monoaminok.

Az eredményekbdl jol lathatd, hogy a monoaminnak van jelentds szerepe a célenzim
rogziilésében és a megkotddés utani aktivitdsaban. Kiilondsen jo eredményeket kaptam rovid
szénlancu aminok (propilamin, allilamin) alkalmazasa soran, melyek az enzim és a szubsztrat
szempontjabol kedvezden valtoztattdk meg a hordozo feliiletének hidrofil-hidrofob
tulajdonsagat. Ezzel szemben a biszamin tipusa kevéssé befolyasolja a végsé biokatalizator
mindségét. Ugyan a mdasodik kisérlet ezt nem tamasztotta ald, de ez magyardzhaté a két
biszamin flexibilitasdval. Az els6 négyhez képest a HDA ¢és CHB sokkal konnyebben
visszahajolhatnak a hordozo feliiletéhez rogziilés utan, és a rajtuk talalhaté masik aminocsoport
is reagalhat egy epoxicsoporttal. Igy az EDTA-dianhidrid csak kis mértékben vagy egyaltalan
nem tud megkdtddni, majd a fémionnal komplexet képezni. Fémkomplex hidnyaban az enzim
csak kovalens kotést tud kialakitani a maradék epoxicsoporttal, &m mivel a szelektivitast ado
tulajdonsagot igy elveszitjiikk szdmos mas, a keverékben talalhato egyéb, fehérje is kozel tud
keriilni a hordozo felszinéhez. A CHB és HDA biszaminok visszakapcsolodasat erdsitheti meg

az is, hogy monoamin nélkiil, nagyobb biszamin koncentracio alkalmazasakor magasabb
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aktivitast mutatott a biokatalizator. Ekkor mar tobb szabad aminocsoport maradhatott, amihez
tudott kotédni az EDTA-dianhidrid.

Monoamin nélkiill ©“B mE ®EA HP

50 A
40 A
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Ne) |
2 30
o}
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H OO
. C Monoamin ~apr ... 09
Biszamin tipusa cv %amin né|ky;

7.2. abra: Az elvégzett kisérletek soran kapott konverzié értékek 2 oras reakcidido utan.

A késdbbiekben mindenképp elvégzek egy visszaellendrzést annak érdekében, hogy
megvizsgaljam, tényleg az a bisz- és monoamin arany az optimalis, amelyet kordbban a
kutatocsoport megallapitott a most meghatarozott legjobb aminpar esetén is. Ehhez az
etiléndiamin és propilamin parositast hasznalnam. El6bbi mellett gazdasadgi megfontolasok
allnak, hiszen a jol miikodo biokatalizatorok esetén a biszamin mindsége nem befolyésolta
jelentdsen az eredményeket. Utobbit pedig a vele elért magas aktivitas értékek miatt
valasztottam.

Mindemellett szeretném megismételni a HDA és CHB biszaminokkal végzett kisérleteket.
gy biztossa valna, hogy ezek a vegyiiletek valoban nem alkalmasak az ilyen tipusu
felilletmodositasra. A tovabbiakban egyéb monoaminok hatasat is tervezem vizsgalni.
Kiilonosen érdekes lehet egy hosszabb szénlancu, példaul oktilamin alkalmazasa, vagy annak
meghatarozasa, hogy a monoamin szénlancénak noOvekedésével hogyan valtozik a
biokatalizator aktivitasa, meddig tart a pozitiv hatés, és mekkora szénatomszam felett lesz mar
inkabb negativ hatasa egy vizes rendszerben végzett reakcio esetén. Tovabba egy masik tipusu
enzimmel is vizsgdlndm az alkalmazott bisz- és monoaminok hatasat. Ezzel kideritve, hogy
ugyanazok a feliiletmodositasok kedveznek-e mas biokatalizatorok esetében is, vagy teljesen

mas lesz a megfeleld.
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