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Tartalmi 6sszefoglalo

Kutatdbmunkank soran célunk egy optimalis rogzitési modszer kifejlesztése a UtD-AADH enzim
esetében, tobb fajta hordozot, illetve kiilonbozd tipust, rogzitésre alkalmas kolcsonhatasokat (fizikai
adszorpcid, ionos kolcsdnhatas vagy kovalens kotés) tesztelve. A szdmos kiprobalt modszer kdzil a Utp-
AADH enzim Purolite® ECR8415F gyantara torténd kovalens rogzitése bizonyult a leghatékonyabbnak. A
kapott eredményeket figyelembe véve, megprobaltuk helyspecifikusan is immobilizalni a mddositott
enzimet az optimalisnak bizonyult hordoz6 fellletére, a megfelelé tavtartdé molekula segitségével,
alkalmazva a kordbban Kkifejlesztett tiol-maleimid kapcsolason alapulé modszert. A kapott
biokatalizatorokat preparativ 1éptékii reakciokban felhasznalva sikeresen allitottunk el6 200 mg

enantiomertiszta D-fenilalanint 90%-os globalis hozam mellett.
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1. Elméleti bevezeto

1.1 p-aminosavak

Az a-aminosavak rendelkeznek egy kiralis szénatommal, melynek kdszonhetéen esetiikben fellép az
enantioméria jelenléte, megkllonbdztetve az L- és D-enantiomereket. Az enantiomerek szerepe és
felhasznalhatosaga legtobbszor eltérd, példaul a gliikkoz D-izomerét a baktériumok le tudjak bontani, mig
az L-izomert nem [1]. Ennek kovetkeztében az ipari eldallitasi folyamatok egyre inkabb magas
enantiomertisztasagl kiinduldsi anyagokat igényelnek és/vagy enantiomertiszta termékek Kkinyerésére
torekednek [2]. Jelenleg az L-enantiomerck a nagyobb érdeklédésnek orvendenek, viszont novekvd
tendenciat mutat a D-sztereoizomerek ipari felhasznélasa is.

A L-aminosavak alapvetd részét képezik az eldvilag mitkodésének, a fehérjéket felépité 20 aminosav
kozul 19 L-izomer [3]. Eléfordulasi aranyuk alsobbrendiisége kovetkeztében a D-aminosavak hattérbe
szorultak és sokkal kisebb figyelmet kaptak a multban [4]. A bioldgiai homokiralitasi fogalom szerint a
természetes aminosavak csak L-izomerként fordulnak el6 az él6vilagban, ez a hipotézis viszont az analitika
fejlodésével megddlt, mivel szamos eukaridta él61ényben fellelhet6ek voltak kiilonb6z6 D-aminosavak [5].
Az utolsé par évtizedben a tudoméanyos kozeget elkezdte foglalkoztatni ezen sztereoizomerek eredete, hogy
miként fordulhatnak eld a természetben. Sokaig azt gondoltak, hogy csak szennyezddés formajaban vannak
jelen az ¢él6 szervezetekben, azonban utdlag szdmos fehérje szerkezetében talaltak D-izomereket,
megcéafolva igy az emlitett felvetést [6].

A kutatasok soran tobb természetes folyamatot is felfedeztek, amik ezen aminosavak keletkezését idézik
elé. Az egyik legfontosabb a savak és bazisok altal katalizalt racemizacio (1. dbra), mely soran az optikai
izomerek a keto-enol tautomerek kozott valtakozva alakulhatnak at tiikorképiikké. Az ilyen jellegii
atalakulés pH-, id6- és hémérsékletfiiggd, az ¢lovilagban foként az emésztés soran adottak a koriilmények

a D-aminosavak kialakulaséra; fontos azonban megjegyezni, hogy ez egy sejten kivuli atalakulas [4].
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1. bra — A) Bazis katalizalt racemizacio reakciéséméja; B) Sav katalizalt racemizécio reakcidsémaja
Beszélhetink in vivo racemizaciordl is, mely soran a D-aminosav a sejten belll, a fehérje

alkotéelemekent alakul at, igy példaul a D-aszparaginsav jelenléte kimutathato kiilonb6z6 szovetekben (fog,

szemlencse, csont, aorta, agy, bor, tiid6) [6].
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Mindemellett, a D-aminosavak fontos szerepet jatszanak a Gram-pozitiv és Gram-negativ baktériumok
sejtfalanak felépitésében. A sejtfal peptidoglikan poliszaharid melynek haloszerkezetében a
keresztkdtéseket 4 aminosavbol (L-alanin, D-alanin, D-glutaminsav és L-lizin vagy diaminopimelinsav) allo
peptidlanc koti dssze. A kémiai lizis soran a lizozim ezen peptidlanc felszakitasaval képes a sejtfal
karositasara [7, 8].

A D-aminosavak iranti novekvo érdeklddéssel egyidében ezek ipari felhasznaldsa is elotérbe kertilt,
napjainkban a vegyipari gyartasi folyamatokban ¢€s kiilonboz6 gyogyszerkészitmények eldallitdsaban van
a legnagyobb szerepik. A D-alanin és L-aszpargarinsav dipeptidje az Alimate mesterséges édesit6szer
eldallitasara alkalmas, a D-fenilglicin és a D-p-hidroxifenilglicin félszintetikus fB-laktam antibiotikumok
(ampicillin, illetve amoxicillin) épitd elemei, melyekbdl évente tobb mint 5000 tonnat gyartanak jelenleg
[2, 9]. Emellett szamos mas antibiotikum eldallitasara hasznaljak fel éket (1. tablazat) [10-12]. Fontos
megemliteni, hogy a gydgyszerkészitményekben hasznalt b-aminosavak sok esetben nem rendelkeznek a
természetben eléfordulo L-izomerrel, emellett sokkal ellenallobbak az enzimatikus degradacidval szemben,
mivel a szervezetiink csak kevés olyan metabolikus utat fejlesztett ki, mely képes lebontani az ilyen tipusu
aminosavakat [9]. Tovabba, a D-fenilalanin prekurzorként hasznalhaté a cukorbetegeknek készitett
Nateglinide gyogyszer készitése soran [13, 14]. A mezdégazdasagban fontos szerepet jatszik a D-izoleucin,
mivel egy nagy keresletnek 6rvendé gombafaj (Foltostonki{i gytiriispereszke) novekedését segiti el. A
nyomelemanalizisben is felhasznalhatdak a stabil izotdépokkal jelélt p-aminosavak, példaul magneses

magrezonancia és Fourier transzformécids infravoros spektrometrias vizsgalatokban [15].

1. tAblazat — bD-aminosavat tartalmazé antibiotikumok és ezek felhasznalasa

Antibiotikum D-aminosav Felhasznalas

Daktinomicin D-valin Kemoterapia

Kapreomicin D-kapreomicidin Tuberkul6zis
Polimixin D-fenilalanin Gram-negativ fertézések

Daptomicin | D-alanin, D-szerin, D-aszparagin | Gram-pozitiv fertézések

Tirotricin D-fenilalanin Szaj és garat fert6zés

A D-aminosavak eléallitasara szamos modszert dolgoztak mar ki, mint példaul egy iridium-komplex
altal katalizalt reduktiv aminalasra alapulé moddszert, mely sordn o-ketosavakbol allitjak el6 az o-
aminosavak racém elegyét (2. abra). 37 °C-on 6 ora reakcioid6 utan elérhet6 a 68%-0s hatasfok, mely nem
tal magas értékd, tekintettel a katalizator magas arara, emellett mivel racém elegy keletkezik sziikséges egy

ujabb 1épés a D-izomer izolalasahoz, ezaltal a leirt mddszer ipari felhasznalasra nem elényds [16].
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2. dbra — Az iridium komplex altal katalizalt reduktiv aminalési reakcio

Egy masik el6allitasi modszer a Strecker-szintézis, mely segitségével aldehideket lehet atalakitani a-
aminosavakka. A folyamat két 1épésben jatszodik le: elsé 1épésben az aldehidb6l a-aminonitrilt allitanak
el6, majd masodik 1épésben ennek hidrolizisébdl kialakul az a-aminosav (3. abra). A reakcid sok 1épésbol
tevodik Ossze, mindossze 40%-0s hozammal rendelkezik a racém elegyre nézve es ugyancsak utdmunka

révén lehetséges enantiomertiszta terméket izolalni [17].

0] NH;, KCN  R___CN H*/H,0 R O
—_— —_—
R)J\H NH; HoN OH
aldehid a-aminonitril a-aminosav

3. &bra — A Strecker-szintézis reakciosémaja
1.2. b-aminosav dehidrogenéz (D-AADH) enzim

A kémiai reakciok sebességének ndvelésére szamos Kkatalizator tipust kifejlesztetettek (mint példaul
szerves, szervetlen katalizatorok, vagy biokatalizatorok). Az egyik f6 kategoriat a biokatalizatorok képezik
melyek lehetnek szabad vagy immobilizalt enzimek, illetve egész sejtes katalizatorok (szabad vagy
immobilizalt formaban). Az enzimek, olyan fehérjék, melyek az é16 szervezetben katalitikus funkciot
toltenek be, a reakcidsebesseég ndvelését egy Uj reakcidut kialakitasaval, az aktivalasi energia
csokkentésével érik el. Az enzimek nagyon szelektiv katalizatorok, emellett magas szubsztrat
specificitassal rendelkeznek. Legtobbszor csak jol meghatarozott pH-n és homérsékleten tudjak kifejteni
katalitikus hatasukat, viszont ezen korilmények sok esetben kdnnyedén megvalosithatd fiziologiai
homérsékletet és pH-t jelentenek, valamint a kivant katalizis altaldban vizes oldatban megy végbe.

A D-aminosavak el6allitasanak szamos enzimatikus maodszerét ismerjuk: hidantion intermediereken
alapulé folyamatok [18, 19], racém elegyek rezolvalasa [20], transzaminalas [21]. Egy 0j alternativ valtozat
az aminosav dehidrogenaz enzim altal katalizalt reduktiv aminalas, mely soran a megfelelé a-ketosav
aminosavva alakul at. Az emlitett enzimek felhasznéldsa a D-aminosavak eldallitasara a kézelmultban
korlatozott volt, tekintettel a D-izomert elényben részesitd dehidrogenazok kisebb eléfordulési aranyara
[22], ugyanis a jelenleg ismert 20 dehidrogenaz enzimbdl, mely fellelheté a természetben 19 az L-
aminosavak elGallitasara hasznalhato fel. Az egyetlen kivétel a mezo-diaminopimelinsav dehidrogenaz

(mezo-DAPDH), amely a L-2-amino-6-oxopimelinsav és a mezo-diaminopimelinsav reverzibilis



TDK dolgozat

aminalasat/deamindlasat katalizdlja (4. abra). Mivel az enzim nagyon specifikus a mezo-
diaminopimelinsavat tekintve, illetve a deaminalasi 1épés sokkal erdteljesebb, a fehérje nativ formaban nem
felhasznalhatd egy optimalis D-aminosav el6éallitasi modszer kidolgozasara [2]. Ugyanakkor a reakcid
végbemeneteléhez, az enzim aktivitasahoz, szikséges a redukélt nikotinamid-adenin-dinukleotid-foszfat
(NADPH) kofaktor jelenléte.

NH; ¢ ‘
0 o) \ &é{ 0 0
(L) b (L) (R)
HO OH / \ HO ; OH
1,"'«”1 Py
NH, 0 2 TR\ NH, NH,
NADPH ¢/* “  NADP*
L-2-amino-6-oxopimelinsav mezo-diaminopimelinsav

4. dbra — A mezo-DAPDH enzim altal katalizalt aminalasi/deaminalési reakcio.

Annak érdekében, hogy egy megfeleld D-aminosav dehidrogenazt tudjanak eldallitani, iranyitott
evollciods, illetve random hibat ejt6 polimeraz-lancreakcids (angolul Error-prone Polymerase Chain
Reaction — EP-PCR) mddszerek segitségével valtoztattak meg a Corynebacterium glutamicum DAPDH
szekvencidjat, ennek kovetkeztében egy nagy sztereoszelektivitasi D-aminosav dehidrogenaz enzimet
nyertek [9]. Az enzim szubsztrat/inhibitor megkotéséért felelds aminosavak a D-centrum esetében a 90-es
és 120-as pozicioban 1év6 aszparaginsav, a 150-es pozicidban 1évé glutamin, a 151-es pozicioban 1év6
glicin és a 253-as pozicioban 1évé aszparagin, illetve az L-centrum esetében a 144-es pozicidban 1évo
triptoféan, a 170-es pozicidoban 1év6 treonin, a 196-0s pozicioban 1év6 arginin és a 245-6s pozicioban 1évo
hisztidin. Ahhoz, hogy a D-sztereoszelektivitdis megmaradjon, az L-centrum megkotéséért felelds
aminosavak kicserélése volt sziikséges [9, 14, 23]. A kapott mutans varidns nem kéti meg az L-enantiomert,
ellenben képes katalizalni a ketosav D-aminosavva torténd reduktiv aminalasat. A kapott mutans (BC621:
GInl51Leu, Aspl55Gly, Thrl70lle, Argl96Met és His245Asn) egy lépésben képes elballitani a D-
aminosavat, viszont a kelld stabilitds hidnyaban nem idealis az ipari eldallitdsban valé implementalashoz
[22]. Ebbdl kifolyélag, a tovabbiakban az Ureibacillus thermosphaericus-bél szarmaz6 mezo-DAPDH
Arg199Met és H|5249Asn) létrehozva az altalunk is tanulmanyozott Ureibacillus thermosphaericus D-
aminosav dehidrogenazt (Utb-AADH-t) [24].

Mivel a D-AADH altal katalizalt reduktiv aminalasi végbemeneteléhez szikséges a redukalt
nikotinamid-adenin-dinukleotid-foszfat (NADPH) kofaktor, ahhoz, hogy kéltséghatékony D-aminosav
eléallitasi mddszert dolgozzuk ki, a kofaktort egy masik enzim segitségével regeneralhatjuk. Esetiinkben a
valasztas a gliikéz dehidrogenaz enzimre (GDH) esett, ami gliikoz felhasznalasaval redukalja a NADP*-t
(5. abra) [15, 25].
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5. &bra — A D-AADH enzim altal katalizalt reduktiv aminalas reakciésémaja dsszekapcsolva a kofaktor
regeneralassal GDH enzim jelenlétében.

A D-AADH szadmos szubsztratra ki volt mar prébélva a szakirodalom szerint [2], dolgozatomban a

tovabbiakban a D-fenilalanin eléallitasara fogom fektetni a hangsulyt.
1.3. Immobilizalas
1.3.1. Altalanos tudnivalok

Az enzim aktivitdsanak és szubsztrattartomanyanak optimalizalasa mellett fontos ennek stabilitasara is
hangsulyt fektetni, valamint egy olyan biokatalitikus moddszer kidolgozasa, mely a lehetd
legkornyezetkimélébb és a legolcsobb egyben. Az enzimek vizben oldddod fehérjék, melynek kdvetkeztében
felhasznalasuk utani regeneraciojuk komplikalt és koltséges lehet, igy sokesetben egyszeri felhasznalasuak,
ami maga utan vonja minden reakcié esetén egy Ujabb biokatalizator sarzs hozzaadasat [26]. Erre jelenthet
megoldast az enzimek immobilizéldsa, azaz szilard hordozora valo felvitele. A homogén katalizisbdl
heterogén katalizisbe torténd atalakitds megkdnnyiti az enzim elvélasztasat a reakcioelegybdl és annak
ujboli felhasznalasat, ezzel egyidében csokkenti a termék fehérje szennyezettségét [27]. Az immobilizélas
sok esetben az enzim tarolasi, illetve reakcios k(’erImények kdzotti stabilitasanak novelésével jér és
szerves olddszerekben is [28].

Az enzimek immobilizacidjat a kialakuld kolcsénhatas fliggvényében két tipusba sorolhatjuk: fizikai
(reverzibilis) vagy kémiai (irreverzibilis) kotés. A fizikai kdlcsonhatasok esetén adszorpciorol beszéllink,
ami létrejohet hidrogén kotések révén, illetve ionos és Van der Waals kolcsdnhatasok révén is, mig a kémiai
kdlcsonhatas soran kovalens kotés alakul ki a hordozé és az enzim kdzott. Ezenkivil a gyakori mddszerek
kdzé tartozik az enzimek polimer halén belili (kovalens vagy nem kovalens kotéseken keresztiili) bezarasa
(angolul entrapment), valamint az irreverzibilis térhaldsitas (angolul crosslinking) is [26, 29]. A fizikailag

rogzitett enzim Gjrahasznalhatdsaga sok esetben nagyon limitalt, hiszen kdnnyen megtorténik a fehérje
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lemosodasa a hordozordl. Ami a kovalens kotddést illeti, ez sokkal stabilabb immobilizalt preparatumokat
eredményez, ugyanakkor a létrejott kotések merevithetik az enzim strukturajat ezzel csokkentve az enzim
aktivitasat. Az irreverzibilitds miatt az enzim deaktivalodasakor a hordozo is hasznalhatatlanna valik [26,
29].

A megfelel6 hordozo kivalasztasakor tobb tényezdt is figyelembe kell venniink. Az egyik legfontosabb
tényez6, hogy a hordozo iners komponensként viselkedve ne Iépjen reakcidba sem az enzimmel, sem a
reakcidelegy tobbi komponensével. Emellett fontos a megfeleld hidrofilitas, a jo ellenalloképesség az
Osszenyomassal, a magas homérséklettel és a mikrobas fertézésekkel szemben, illetve biokompatibilitas és

alacsony ar [27, 30].
1.3.2. Hordozok tipusai

A vegyiparban fellelhetd hordozok 2 f6 kategdridba sorolhatdak: szerves polimerek (szintetikus és
természetes) és szervetlen polimerek. Az adott hordozok kiilonbozd fizikai tulajdonsagokkal rendelkeznek,
amiket figyelembe kell venni az optimalis vegyipari gyéartasi folyamat kialakitasanal, mivel ezek
befolyasolhatjadk a reaktor tipusat. llyen tulajdonsdg lehet a szemcseméret és a porozitas, melyek
befolyasoljak a hordoz6 fajlagos feliiletét, ami pedig kapcsolatban van a felvihetd enzimmennyiséggel.
Ennek kovetkeztében a pordézus hordozdk sokkal elterjedtebbek az iparban, mivel nagyobb enzim
mennyiség vihetd be a reakcidba kisebb hordozomennyiség haszndlataval. Annak ellenére, hogy a
szervetlen hordozok szamos el6nnyel rendelkeznek (példaul magas foku stabilitas fizikai, kémiai, illetve
mikrobialis degradacioval szemben), a legtébb iparban is alkalmazott biokatalizator szerves polimer
hordozokra épiil, mivel ezek elénydsebbnek bizonyulnak a nagyobb hidrofilitasuk miatt [30].

Tovéabbiakban szeretném bemutatni a dolgozat sordn felhasznalt hordozokat és ezeknek alapvetd
tulajdonsagait:

e Egyfalu szén nanocs6 (angolul single-walled carbon nanotubes - SWCNTSs) — egy felcsavart egy
atom vastagsagu grafén réteg alkotja (6. abra — A) [31]. Ezen tipusu hordozok kit{in mechanikai,
szerkezeti €s elektrokémiai tulajdonsdgokkal rendelkeznek melynek kdszonhetden eldszeretettel
alkalmazzak 6ket biomakromolekuldk immobilizalasahoz. Emellett kitlinben alkalmazhatdéak mind
vizes [32], mind szerves kozegben [33], kereskedelembdl beszerezheté —NH> vagy —COOH
funkcios csoporttal ellatott valtozatuk.

e Grafén-oxid (GO) — egy funkcionalizalt grafén réteg, melyre oxidacié segitségével visznek fel
karboxil és hidroxil csoportokat (6. abra — B). Tulajdonsagai hasonléak a szén nanocsovek
esetében targyaltakkal, viszont grafén esetében az eldallitasi koltségek joval kisebbek [34].

e Agar0z gyongy — egy kivalo hordozo, mivel fellletén nincsenek toltéssel rendelkezd funkcios

csoportok, ezaltal kikiiszobolhetd a szubsztrat és a termék nem-specifikus kapcsolodasa a hordozo
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feluletére. Emellett, magas porozitasu, jo hidrofilitasd, konnyedén funkcionalizalhatd, viszont
hasznalatat magas ara miatt gyakran mellézik. Megoldast jelenthet olyan modszerek kidolgozasa,
melyek segitségével regeneralni lehet a hordozot az enzim deaktivalodasat kovetéen [30]. Az
altalunk hasznalt glioxallal funkcionalizalt agar6z mikrogyongyok az enzim fellleltén
elhelyezked6 szabad —NH. csoportokkal torténd Schiff-bazisok kialakitasa révén rogzitik a fehérjét
(6. abra — C). Ezen folyamat nagy elénye a reverzibilitas, tehat a hordozo6 az enzim aktivitasanak
csOkkenése utan visszanyerhet6 [35]. A kialakult kotés irreverzibilissé tehetd redukaldszerek
segitségével.

Kitozan — egy poliszacharid alapd (6. dbra — D) hordozo, ennek kovetkeztében magas
biokompatibilitassal rendelkezik. A kovalens kotés az enzim és a kitozan kozott kdnnyedén
kialakithatdé a hordoz6 szabad —NH: csoportjain keresztil egy megfelelé tavtartot (linker
molekulat) alkalmazva [36].

Purolite® ECR8415F metakrilat gyanta — Az altalunk hasznalt gyanta aminocsoporttal van
funkcionalizalva, melyet egy hosszu tavtartoval (hexametilénnel) rogzitettek a hordozo felliletére.
Az enzim hozzaadasa el6tt glutaraldehiddel sziikséges aktivalni a hordozot, hogy szabad feliileti —
NH> csoportokkal rendelkez6 enzimet tudjunk ra rogziteni Schiff-bazisok kialakitasaval (6. abra
-E) [37].

Magneses nanorészecskék (MNP) — Szamos pozitiv tulajdonsagaik kozott megemlitendé a magas
fajlagos fellletlik, a jo reaktivitasuk és az elvalasztas konnyedsége a reakcioelegyb6l. Ami a
hasznalatuk ellen sz6l, hogy az enzim bevonat csokkend stabilitdsa kdvetkeztében elveszitheti az
aktivitasat [38].

HaloLink — A HaloTag™ technolégia (Promega) kovalens immobilizaciot biztosit egy fuzios
cimkén keresztil, amely a Rhodococcus rhodocrous-bdl szdrmazd haloalkan dehalogenazt
hasznalja fel, mely a katalitikus aszparaginsavjan keresztil észterkotést képez kléralkanokkal.

11



TDK dolgozat

Grafén-oxid

D
i oy S OH OH OH
A HO N2 o 2 O%OH
g T u‘_ Y P g NH, HO OH | HO NH,
agardz DAADH n

o
2N ‘%’(ﬁ

Y [
Q\” . QY Yhsn® ’ R N
2 —_————— NN
\E% t"

6. abra — A) Grafén és SWCNT szerkezete [39]; B) A grafén és a grafén-oxid szerkezetének dsszehasonlltasa, C)
DAADH immobilizaldsanak reakciésémaja glioxallal funkcionalizalt agaréz gyongyokre; D) Kitozan szerkezete;
E) A Purolite® ECR8415F gyantéra torténd kovalens immobilizalas reakciésémaja

1.3.3. Hely-specifikus immobilizalas

A hely-specifikus immobilizalas 1ényege, hogy az enzimet nem véletlenszeriien rogzitjiik a hordozo
feliiletére, hanem eldzetes 1épések segitségével ugy modositjuk az enzim feliiletét, hogy az csak egy adott,
j6l meghatérozott helyen legyen képes a hordozéval valé kotés kialakitasara az alkalmazott modszer
keretein beliil. Ezen rogzitési modszer kidolgozéasa 1ényeges, hiszen a véletlenszerli immobilizalas esetében
nem fektetiink hangsulyt arra, hogy az enzimet melyik fellleti pontjan keresztil rdgzitjik, hogy hany
kotodési pont alakulhat ki az enzim és a hordozo kozott, viszont ezek erételjesen befolyasolhatjak az enzim
mukodését, aktivitasat.

A hely-specifikus immobilizacié sordn olyan kapcsoldreakcidt kell valasztani, mely specifikusan az
enzim adott pontja és a hordozd funkcids csoportja kozoétt jatszodik le és nagy kemoszelektivitast mutat.
Fontos, hogy az adott reakcio végbemenjen élettani koriilmények kdzott (semlegeshez kozeli pH értékeken,
szobahdmérsekleten, vizes oldatban) mivel az erds reakciokoriilmények az enzim denaturdlodasahoz
vezethetnek [40]. llyen tipusu, gyakran alkalmazott reakciok a klikk-reakciok, melyek a megfeleld
oldallanccal rendelkezé reagenseket pillanatok alatt, magas konverzioval és szelektivitassal képesek
Osszekotni [41]. llyen klikk-reakcio jatszodik le 6,5-7,5 pH érték kozott a maleimid és tiol csoportok kdzott
is (7. abra), ennel magasabb pH értékek esetében viszont csokken a reakcio szelektivitasa és a maleimid
az amino csoporttal is képes reagalni [42].
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7. dbra — A maleimid-tiol klikkreakcio
Ezt a reakciot felhasznalva olyan enzimeket rogzithetink melyek rendelkeznek szabad, felileti
tiolcsoporttal. Mivel a természetes aminosavak kozll csak a cisztein rendelkezik tiol gyokkel, ezen
aminosav jol hasznalhato kotédési pontként, lényeges viszont, hogy a hely-specifikusan immobilizalni
kivant enzim csak a kivalasztott pontokban rendelkezzen feluleti ciszteinekkel [43, 44].
2. Célkitiizések

A kutatas f6 célja kidolgozni egy hatékony, Ujrahasznosithatd biokatalizatoron alapulé modszert,
mely nagyban megkonnyiti az enantiomertiszta D-aminosavak eldallitasat koltséghatékony és

természetbarat modon.

3. Anyagok és modszerek
3.1. Iranyitott helyspecifikus mutagenézis

A maleimid-tiol kapcsolason alapul6 hely-specifikus immobilizalas megvalositasahoz, kivalasztottunk
az enzim feliiletén 1év6 szerinekbdl négyet, melyek idedlis pozicioban, a katalitikus kdzponttol tavol,
konnyen hozzaférhetd feliileti részen helyezkednek el, illetve kett6t a katalitikus szitus kozelébol, majd
ezeket pontmutéacié révén ciszteinre cseréltik PCR technika segitségével, a megaprimer maodszert
alkalmazva.

A mutagenézishez hat kiilonb6z6 mutagén primert és két csendes (silent) muticido nélkiili
oligonukleotidot terveztink meg. A primerek szekvenciaja és olvadaspontja az 2. tablazat-ban talalhatd.

2. tablazat — A hasznalt primerek szekvenciainak és olvadaspontjainak 6sszegzése

Primer név Primer (5'-3) Tm[°C]

DAADH_S2C_F ATGATGTGCAAAATTCGCATTGGCATTGTTG 66
DAADH_S58C _F GATGATGCCCAGTGCTATAAAGATGAAATTG 63
DAADH_S92C F GTATTTTAATACCATTGATTGCTTTGATACCCATGC 64
DAADH_S185C_F GAATCGCGTGCGTTGTGGTGAAAATC 65
DAADH_S192C F CCGGAACTGTGTACCCGCGAAAAAC 66
DAADH_Silent_Rev CTGGTAAACATCGGATTGCTTTCCAGATTC 64
DAADH_Silent_Fw CCTTTTGGGGTAAAGGTGTGAGCCTG 65
DAADH_S317C_R CAGATCTTCCGGACATTTCGGGCTC 65

A polimeraz-lancreakciokat Eppendorf Mastercycler Gradient ProS berendezéssel végeztiik el. A PCR
reakciok el6készitéséhez az alabbi reakcidelegy Gsszetétel volt sziikséges: 10 uL 5x Phusion Buffer, 35 puL
ddH20, 1 uL dNTP (10 uM), 1-1 uL megaprimer (0,1 uM), ~100 ug DNS es a hasznalt DNS-polimeraz a
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Thermo Scientific oldalarol rendelt Phusion (Phusion High-Fidelity DNA Polymerase) volt. Az alkalmazott
protokoll a 3. tdblazatban van 6sszegezve:
3. tdblazat — A hasznalt PCR modszer

Ismétlések szama

1 5 25 1
Kezdeti . Kapcsolasi Kiterjesztés Kap'csgla5| Kiterjesztés Végsd
... | Denaturacio Py . Iépés : Lo
denaturécio Iépés (megaprimer) (plazmid) kiterjesztés

(megaprimer)
TI[°C]| id6 | T[°C]| id6 | T[°C]| id6 | T[°C]| id6 | T[°C]| id6 | T[°C]| id6 | T[°C]| 1id6
30 10 30 30 10 35 10

98 98 Ta 72 98 72 72
mp. mp. mp. mp. mp. perc perc

Az iranyitott mutagenézis eredményességét szekvenalassal igazoltuk (Biomi Kft. - G6dol16).
3.2. Transzformalés

A kapott mutans gént kodolo6 plazmidokat transzforméaltuk E. coli Rosetta (DE3) pLysS sejtekbe, hdsokk
segitségével. A modszer 1ényege, hogy hirtelen és pontosan meghatarozott ideig, egy adott hdmérsékletre
melegitjik a kompetens sejteket és transzformalni kivant plazmid szuszpenzidjat, melynek kovetkeztében
kitagul a sejtfal és ezaltal a sejt térfogata megnd, mely nyomaskulonbséggel jar (a sejten belul lecsokken a
nyomads), ami egy a sejt belseje felé¢ iranyuld aramlast idéz eld, lehetévé téve a plazmid szamara a
bearamlést [45]. A hésokk utan fontos a sejt visszahitése, hogy a sejtfal dsszesziikiiljon és a porusai
visszazarodjanak. AlapvetGen 4 1épést kiilonboztetiink meg: a sejtek kiolvasztasa (5-10 perc), inkubalas (20
perc), hosokk (45 masodperc), inkubalas (1 ora).

A sejtek kiolvasztasat kovetden egy 1,5 mbL-es Eppendorf cs6ben 100 pL. gazdasejtet 3 pL plazmiddal
szuszpendaltunk fel, majd ezt 20 percen keresztiil inkubaltuk jégen. A hdsokk 42 °C-on 45 méasodpercig
tartott, majd 2 percig uUjra jégre helyeztiik az elegylinket. A transzformélt sejtekhez 900 pL Luria-Bertani
(LB) tapoldatot adtunk majd 1 6ran at inkubaltuk 37 °C-on.

Petri csészébe Ontdtt LB agar lemezen oszlattuk el a kapott transzformalt baktériumokat. A lemez 50
pg/ml karbenicillint és 34 pg/ml kléramfenikolt tartalmazott. A jol eloszlatott sejtkultdrat tartalmazo
lemezeket 37 °C-on 18 dran keresztul inkubltuk.

A novesztett koldniak esetében sziikséges volt vizsgalni a rekombinans plazmid jelenlétét, ezért
kivalasztottunk jol elkiilonitheté kolonidkat, melyeket kolonia-PCR (CPCR) segitségevel vizsgaltunk. Az
LB-agar lemezen ndvekedett koldnidkbdl vett mintakat DNS-templatkent hasznaltuk és 20 uL vegterfogatd
kolonia-PCR keverékbe kevertink. A keveréket a Thermo Scientific DreamTaq Green PCR Master Mix
protokollja alapjan készitettik el. A DreamTaq Green PCR Master Mix felhasznalasra kész oldat, amely
DreamTaq DNS polimerazt, optimalizalt DreamTaq puffert, MgClo-t és dNTP-t tartalmaz. A kiilonb6z6
plazmidok jelenlétére a megfeleld univerzalis primerek (T7 promoter és T7 terminator) hasznaltuk a PCR-

elegyben.
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3.3. Rekombinans fehérje termelése és izolalasa
3.3.1. Fehérje expresszio

A pozitiv kolonidk azonositasa utan kivalasztottunk egyet, amellyel beoltottuk az 50 mL, karbenicillint
és kléramfenikolt tartalmazé LB tépoldatot. Ezt 18 dran keresztll inkubaltuk 37 °C-on 200 rpm-es
rdzogatas mellett. Masnap 600 mL LB oldatba 6 mL-t atoltottunk az elékulturabol. A kultarat 37 °C-on 200
rpm-en inkubaltuk és id6kozonként vizsgaltuk 600 nm-en a sejtszamot egy spektrométer segitségevel.
Amikor az abszorbancia (ODeoo) elérte a 0,6-0,8 kdzotti ertéket, indukaltuk a sejtkultarat 0,5 mM izopropil-
B-D-1-tiogalaktopiranoziddal (IPTG) majd tovabb inkubaltuk 25 °C-on és 180 rpm-es razogatas mellett 16-
18 éran keresztll. Annak érdekében, hogy a felesleges taptalajtol megszabaduljunk a kultarat 4 °C-on 6000
rpm-en centrifugaltuk. A lerakodott sejteket 20 mL lizispufferrel (20 mM TRIS, 100 mM NaCl, pH 8)
reszuszpendaltunk. A megfeleld sejtfeltaras (lizis) érdekében kémiai és mechanikai lizist is alkalmaztunk.
A kémiai lizis lizozim segitségével valdsult meg, mig a mechanikai lizist French press segitsegével
végeztik el, figyelve arra, hogy a lizdtum ne melegedjen tl. Ezt kvetden lecentrifugaltuk (4 °C-on 10000

rpm-en) a lizatumot, hogy megszabaduljunk a kiillonb6z6 sejtmaradvanyoktol.
3.3.2. Ni-NTA affinitas kromatogréfia

A rekombinans fehérje izolalasdhoz Ni-NTA (nikkel-nitrilotriecetsav) immobilizalt fém ion affinitas
kromatografias modszert alkalmazunk mely Iényege, hogy az immobilizalt fém, esetiinkben a nikkel,
koordinativ kotést tud kialakitani a rekombinans fehérje His-cimkéjével (6-10 egymas utan kapcsolodd
hisztidin aminosav) az imidazol gytirlin keresztiil.

A lecentrifugalt, lizatumot kétszer atvezetjik a Ni-NTA-agar6z gyantat tartalmaz6 oszlopon, hogy az
altalunk elvalasztani kivant fehérje meg tudjon kotddni rajta. A kovetkezd 1épésekben kiillonbozo
sdoldatokkal mossuk az oszlopot annak érdekében, hogy a nem specifikusan megko6tédott fehérjéket és
egyéb szennyezddéseket lemossuk. Erre két sooldatot hasznalunk: alacsonyabb s6 koncentracioju (50 mM
HEPES, 30 mM KCI, pH 7,5) és magas s6 koncentracioju (50 mM HEPES, 300 mM KClI, pH 7,5) oldatot.
Ezt kovetdéen 25 és 50 mM-os imidazol oldattal szabadultunk meg a nem specifikusan megkotott
fehérjékt6l. Ezt kovetéen 250 mM-os imidazol oldattal elualtuk a rekombinéans fehérjénket. Bradford
reagenssel figyeltik a mosasi és ellcids lépések végbemenetelét. Minden frakcidbdl mely atment az
oszlopon mintat vettink és natrium-dodecil-szulfat-poliakrilamid-gélelektroforézis (SDS-PAGE) révén
vizsgaltuk a fehérjetisztitas hatékonysagat.

Az elualt enzim frakciot dializis zsakocskaba helyeztiik, majd egy éjszakan keresztil 5 L dializis
pufferben (20 mM TRIS, 100 mM NaCl, pH 8) sémentesitettiik (foként az imidazoltdl vald elvalasztas
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céljabol). Ezt kovetéen a kapott fehérje oldatot koncentraltuk, majd fehérjekoncentraciot mértiink a

Bradford mddszert alkalmazva.
3.4. Feherjekoncentracié meghatarozasa

A fehérjekoncentracié meghatarozasahoz Agilent UV-Vis spektromeétert alkalmaztunk. A berendezés
450 és 595 nm-en vizsgalja a mintak fényelnyelését. A mérésekhez egy elére kidolgozott Bradford-
modszert hasznaltunk, melynek kalibracios gorbéjét (8. abra) 100 mM és 400 mM kozott szerkesztették
meg. A gorbe pontjai az 595 és a 450 nm-es abszorbancia aranyok az adott koncentraciok fliggvényében.
Egy UV-Vis mérésre alkalmas miianyag kiivettaba 1 mL Bradford oldatot tettiink, majd 20 uL mintat
mértlink bele és mérés el6tt 10 percig inkubaltuk szobahémérsékleten. A vakmintanak desztillalt vizet
hasznaltunk.

1,6

y =0,00193x + 0,70240 ’
14 R2=0,9936 .

0 100 0 400 500

200 30
¢ [ng/mL]
8. dbra — A Bradford-mddszer kalibracios gorbéje
3.5. Az enzimek olvadaspontjanak meghatarozasa

Az Utb-AADH mutansok olvadaspontjat BioRad CFX96 Real-Time Thermal Cycler berendezés
segitségével hataroztuk meg, differencialis pasztazé fluorimetria (termofluorimetria) médszert alkalmazva.
A minta a kovetkez6 komponenseket tartalmazta: 45 pL. UtD-AADH mutans enzim (10 uM) 50 mM-o0s
HEPES oldatba (pH 9), valamint 5 uL festékanyag (SYPRO Orange Protein Gel Stain, Thermo Fisher
Scientific, 200x-es higitasban). A kapott mintakat athelyeztiik egy BioRad kemény fehér vaz( 96 attetszo
lyukd mikrolemezbe (White-Clear-Hard Shell 96-well PCR optical plate). A vakminta 45 uL. 50 mM-o0s
HEPES (pH 9) oldatbol, valamint a festékanyaghodl tevédott ossze. A mintatartét egy optikailag tiszta
Microseal® B szigeteld foliaval zartuk le. Az olvadasi gorbék meghatrozasahoz a FAM és ROX sziirdket
hasznaltuk a Bio-Rad CFX96 rendszerben, ahol az extinkcios hullamhossz 450-490 nm és 560-590 nm volt,
valamint az emisszids filter 510-530 nm és 610-650 nm hullamhosszra volt beallitva. A méréseket 20-95

°C-0s homérséklettartomanyon veégeztik el, 1 °C-os ndvekedessel. Az olvadaspont meghatarozasahoz a
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fluoreszencia emisszio elsd rendii derivaltjat abrdzoltuk a homérséklet fiiggvényében (-dRFU/AT). A
méréseket elvégeztik a reakcio pufferben is (200 mM NH4Cl és 100 mM NaHCOs, pH 9), annak érdekében,

hogy vizsgaljuk az enzim stabilitasat a reakciokorilmények kozott.
3.6. Enzimaktivitas mérése UV-Vis spektrofotometriaval
3.6.1. 1zol&lt enzimek esetében

Ahhoz, hogy megfelel6 modszert dolgozzunk ki az enzim aktivitisanak méréséhez elsésorban
vizsgalnunk kellett a reakcidelegy komponenseinek fényelnyelését, annak érdekében, hogy meghatarozzuk
milyen hullamhosszon és melyik komponens fényelnyelése a legnagyobb és legizolaltabb. Esetlinkben a
redukalt kofaktor (NADPH) 340 nm-en t6rténd elnyelése bizonyult a legidealisabbnak, igy ennek fogyasat
monitorizaltuk a D-AADH Aaltal katalizalt reduktiv aminalas sordn. Az eredmények kiértékeléséhez
szlikséges volt kesziteni egy kalibracios gorbét (9. dbra) 0,01-0,5 mM NADPH koncentraciok kdzott, mely

segitségével meghatarozhatd a molaris abszorpcios tényezd és az optikai ithossz szorzata (&l = 2,926 mM-

Lem™). Ennek ismeretében kiszamithatd az enzimatikus reakcio kezdeti sebessége, illetve a specifikus
enzimaktivitas. A méréseket TECAN Spark M10 spektrométer segitségével hajtottuk végre, Corning
mintatartot alkalmazva. A 200 pL végtérfogatu reakcidelegy a kdvetkezdket tartalmazta: 2 mM PPA, 0,1
mM NADPH és 5 pg enzim a reakcié pufferben (200 mM NH4CI és 100 mM NaHCOg, pH 9) feloldva. A
meérést 35 °C-on 15 percen keresztil végeztik. Minden vizsgalt minta esetében harom peldanyban végeztik

el a méreést.
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9. abra — Az NAPDH kalibracios gorbéje
3.6.2. Immobilizalt enzimek esetében

A méréseket hasonloképpen végeztik el, viszont a kozvetlen nyomon kdvetés nem volt lehetséges a
heterogén reakcioelegy miatt. Ezért az immobilizalt biokatalizatorok specifikus aktivitasanak
meghatarozasahoz, jol meghatarozott idépillanatokban (1, 2, 3, 4, 6, 8, 12, 16 perc) 50 uLL mintat vettink a
reakcioelegybdl, higitottuk 200 ulL végtérfogatig a reakcio pufferrel, majd az egyenkénti mintak
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abszorbanciajat lemértiik 35 °C-on, 340 nm-es hullamhosszon. A 1 mL végtérfogatu reakcidelegy a
kovetkezoket tartalmazta: 2 mM PPA, 0,2 mM NADPH és 25 ng enzim (megfelelé6 mennyiségti hordozon)
a reakcio pufferben (200 mM NH4Cl és 100 mM NaHCOs, pH 9) feloldva. A kapott eredményeket
abrazoltuk és ugyanugy, mint az izolalt enzimek esetében kiszamoltuk a biokatalizatorok specifikus
aktivitasat.

3.7. Katalitikus hatékonysag kévetése HPLC modszerrel

A biokatalizatorok katalitikus hatékonysagat a reduktiv aminalasi reakcioban teszteltiik, a kapott reakcid
terméket forditott fazisi HPLC segitségével, egy Agilent 1200 HPLC berendezést alkalmazva vizsgaltuk.
A konverzié meghatarozasahoz egy belsé standardon alapulé mddszert hasznéltunk. A mintat 100 pL
reakcioelegy és 100 uL 0,2%-os koffein (bels6 standard) oldat sszekeverésével és lesziirésével készitettik
elé. A mérésekhez Phenomenex Luna C8 (2) oszlopot (150x4,6 mm; 5 um) hasznaltunk. A mérés 35 °C-
on zajlott, az izokratikus mozgofazis 15% metanolt (A) és 85% 0,1 M-os ammdnia oldatot (B) tartalmazott
és 1 mL/perc hozammal &ramolt az oszlopban. Mivel a fenil-piruvat fény hatdsara bomlik, ennek
kovetkeztében nem alkalmas a reakcié nyomon kovetésére. A D-fenilalanin keletkezésének mennyisége
viszont mérheté 210 nm-es hulldmhosszon a koffein jelenléte esetében. Minden mintat két példanyban
mértink le. A hasznalt metddus adatait a 4. tablazat-ban 6sszegeztem, a kromatogramot a 10. dbra
szemlélteti, mig az alkalmazott kalibracios gorbét a 11. abra mutatja be.

4. tdblazat — A D-Phe és koffein elvalasztasara alkalmazott HPLC metddus

, Retencids id6 [perc] Relativ )
Szubsztrat 5-Phe PPA Koffein vélaszfaktor (Ry) Hulldmhossz [nm]
PPA 4,3 7,7 12,4 0,66 210
mAU § a
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10. dbra — A D-Phe, PPA és koffein elvalasztasa esetében kapott HPLC kromatogram, 1:1 (D-Phe:koffein)
molarany esetében.
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11. &bra — A HPLC metd6dus kalibracios gorbéje

3.8. Immobilizalasi modszerek

Az alabb felsorolt mindegyik immobilizacids eljaras végén az enzim lemosddasat spektrofotométer

segitségével vizsgaltuk, fehérje koncentracio meghatarozasa révén a reakcioelegyben és a mosasokban.
3.8.1. Nem-specifikus immobilizalas
3.8.1.1. Kovalens immobilizalas amino-funkcionalizalt SWCNT-re

10 mg amino-funkcionalizalt SWCNT-t reszuszpendaltunk 3 mL diklormetan és 20 uL (1,2 mmol)
glicerin-diglicidil-éter (GDE) oldataban. A szupszenziot szobahémérsékleten, 1350 rpm-en 16 Oran
keresztiil rdzogattuk, majd membransziiré (0,22 um) segitségével elvalasztottuk a hordozot az elegytdl és
3x400 pL diklérmetannal mostuk. A kapott el6kezelt hordozot 3 mL HEPES pufferben (50 mM, 7,5 pH)
szuszpendaltuk 1 mg UtD-AADH enzim hozzaadasaval. A kapott elegyet szobahdmérsékleten, 1350 rpm-

en 16 oran keresztiil razogattuk, majd sziirtiik €s 3x5 mL desztillalt vizzel mostuk az immobilizalt enzimet.
3.8.1.2. Kovalens immobilizalas karboxil-funkcionalizalt SWCNT-re

10 mg karboxil-funkcionalizalt SWCNT-t el6kezeltink 16,2 mg (0,2 mmol) N,N’-karbonil-
diimidazollal (CDI) a karboxil csoport aktivalasa érdekében. A jobb elokezelés érdekében 1dOkdzonként
ultrahangos fiirdébe helyeztiik az elegyet. A kapott preparatumot sziirtiik és diklérmetannal mostuk, majd
5 mL desztillalt vizben szuszpendaltuk, melyhez hozzaadtunk 1,3-diaminopropant (0,12 mmol) és
szobahdmérsékleten, 1350 rpm-en 16 Oran keresztiil razogattuk. A kovetkez6 napon a hordozot
membransziirdvel elvalasztottuk, mostuk desztillalt vizzel és megszaritottuk. Ezt kovetéen, hasonlé mddon,

mint az NH2-funkcionalizalt SWCNT esetén, GDE segitsegével vittik fel az enzimet a nanocsévekre.
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3.8.1.3. Kovalens immobilizalas grafén-oxidra

A grafén-oxid szerkezetében talalhaté szabad karboxilcsoportoknak készonhetGen az immobilizalast

ugyanazon modszerrel végeztik el, melyet a COOH-funkcidnalizalt SWCNT esetében is hasznaltunk.
3.8.1.4. Kovalens koimmobilizalas agar6z mikrogyongyokre

Az els6 enzim NaHCO3 pufferben (100 mM, pH 10) higitott oldatat 10:1 térfogatardnyban 6sszekevertiik
nagy stiriségi glioxallal funkcionalizalt 6BCL agaréz gyongyokkel, majd szobahémérsékleten inkubaltuk
2 oran keresztiil orbitalis razogatas mellett. A sziirést kovetden polietilén-imin (PEI) (10 mg/mL) polimer
bevonatot vittink fel a hordozora 1:10 tdmeg:térfogat aranyban ugyancsak a NaHCOs puffert (100 mM,
pH 10) hasznalva. A szuszpenzi6é szobahdémérsékleten, 1 ordn keresztiil volt inkubalva. Ezt kdvetden a
keletkezett Schiff-bazisok redukalasa céljabol az elegyhez 1 mg/mL natrium-borohidridet adtunk, majd fél
oran at allni hagytuk 4 °C-on, igy irreverzibilissé téve a C-N kotéseket. Ezt kovetden a preparatumot
lesziirtiik és 5x10 térfogategységnyi natrium-foszfat pufferrel (10 mM NazPOs, pH 7) mostuk.

A maésodik enzim 10 térfogategysegnyi oldatat feloldottuk a foszfat pufferben (10 mM NazPOs, pH 7),
majd ionos adszorpcié réven immobilizaltuk a PEIl-agyra. Az elegyet 1 6ran at szobahémérsékleten
razogattuk. A sziirés utan kapott koimobilizatumot tovabbi 1 6rdn &t inkubéltuk szobahdmérsékleten 10
térfogategységnyi 1,4-butandiol-diglicidil-éterrel (BDE — 30 mM, pH 7), annak érdekében, hogy a masodik
enzim kovalens keresztkdtések kialakitasaval rogzitve legyen a PEI-agyhoz. Végezetul a szuszpenziot
lesziirtiik, és 2x5 térfogategységnyi foszfat pufferrel (10 mM NaszPOa, pH 7) mostuk.

3.8.1.5. Kovalens immobilizalas kitozanra

A kitozanban megtalalhatd szabad aminocsoportoknak kdszonhetéen az immobilizalast ugyanazon

maodszerrel végeztik el, melyet az amino-funkcionalizalt SWCNT esetében is hasznaltunk.
3.8.1.6. Immobilizélas Purolite® ECR8415F metakrilat gyantara

A kovalens immobilizacio elsd 1épésében a gyanta eldkezelését végeztiik el, 1 g hordozot 4-szer 1:2
tomeg:térfogat aranyban (2 mL) HEPES (50 mM, 7,5 pH) pufferrel mostuk. Frissen készitett 1%-0s
glutaraldehid (vagy biszfenol-A-diglicidil-éter, neopentil-diglicidil-éter, 1,4-butandiol-diglicidil-éter,
glicerin-diglicidil-éter, poli(etilén-glikol)-diglicidil-éter, poli(dimetilsziloxan)-diglicidil-éter, lasd 19. abra)
oldatot adtunk 1:4 tomeg:térfogat ardnyban (4 mL) a hordozohoz és a szuszpenziot szobahdmérsékleten 1
Orén at razogattuk 500 rpm-en. Ezt kovetden sziirtiik és 4-szer 1:4 tdmeg:térfogat ardnyban (4 mL) HEPES
(50 mM, 7,5 pH) pufferrel mostuk. Ezutan 2 (vagy 2,5; 5; 10; 50; 75; 100; 250; 500) mg enzimet tartalmazo
HEPES (50 mM, 7,5 pH) puffert adtunk a hordozéhoz 1:4 témeg:térfogat aranyban (4 mL), majd az elegyet

szobahémérsékleten razogattuk 500 rpm-en 16 Oran keresztul. Ezutan a preparatumot lesziirtikk, majd
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mostuk sémentes (50 mM HEPES, 7,5 pH) és magas sétartalmi (50 mM HEPES, 300 mM NacCl, 7,5 pH)
pufferrel 1:2-es témeg:térfogat aranyban annak eérdekében, hogy eltavolitsuk a nem-specifikusan (ionosan)
megkotodott fehérjéket. Végezetiil ismét mostuk a somentes HEPES (50 mM, 7,5 pH) pufferrel.

Az adszorpcids rogzités soran ugyanugy elvégeztiik a hordozoé eldkezelését, majd a kotbkomponens
felvitele nélkil a higitott enzimet a hordozdra pipettaztuk, hasonléan, mint a kovalens immobilizalas

esetében, majd ugyanazon oldatokkal mostuk a biokatalizatort.
3.8.1.7. Kovalens immobilizalas magneses nanorészecskékre

0,5 g vas(Il)-kloridot (FeCl.) és 1,23 g vas(lll)-kloridot (FeCls) feloldottunk 5 mL vizben. A kapott
oldatot csepegtetve 20 mL 1 M-os NaOH oldathoz adagoltuk argon alatt. A kapott fekete csapadékot még
tovabbi fél 6ran keresztil reagalni hagytuk, majd tobbszér mostuk vizzel és éjszakan at liofilizaltuk. Ahhoz,
hogy funckionalizaljuk a magnetitet 189 mg 95%-o0s 3-aminopropil-trimetoxi-szilant (APTES) feloldottunk
10 mL viz:etanol 1:1 térfogataranyu elegyében, majd ehhez 40 mg Fe3Os-t adtunk. A szuszpenziot 1 6ran
keresztil argon atmoszféran kevertettik. Az aktivalt hordoz6t mostuk 10 mL etanollal és 3x10 mL vizzel.
Ezt kdvetden 3 mL etanolban szuszpendaltuk €s hozzdadtunk 176 uL GDE-t (4 ekv.). Ezt szlirtiik, majd az

eddigi GDE linkeren keresztiil torténd immobilizalasokhoz hasonldan vittiik fel az enzimet a hordozora.
3.8.1.8. Halolinkes immobilizalas

300 pL HaloLink™ gyanta szuszpenzidjat egy 2 mL-es Eppendorf csbe helyeztiik. Annak érdekében,
hogy megszabaduljunk az etanolt6l, a gyantat 3x1,5 mL kapcsolopufferrel (100 mM TRIS, 150 mM NaCl,
pH 7,6) mostuk. A mosésok kozott 1 percen keresztiil 1000 rpm-en centrifugaltuk a szuszpenziot. A végsé
mosast kovetéen a hordozot 300 ulL kapcsolopuffer és 250 ulL fuziés-enzim (0,5 mg) elegyébe
szuszpendaltuk fel, majd ezt szobahémérsékleten, 1000 rpm-en 16 6ran keresztll razogattuk. Masnap a

hordozo szlirése utan mostuk 2x1,5 mL kapcsolopufferrel.
3.8.2. Hely-specifikus immobilizalas

Az enzimek hely-specifikus immobilizalasahoz Purolite® ECR8415F metilakrilat gyantat hasznaltunk
hordozoként. Az enzimek rogzitése a maleimid és tiolcsoport kozott lejatszodo klikkreakcid segitségével
valosul meg, melyhez maleimid gy6kot tartalmazo linkerrel kellett el6kezelni a hordozot.

Els6é lépésben, a 3.8.1.6 alfejezetben leirtak alapjan 2 g Purolite-ot bevontunk poli(etilén-glikol)-
diglicidil-éterrel (PEG — CAS: 72207-80-8) (12. abra), majd mostuk 4-szer 1:4 térfogataranyu (8 mL)
HEPES (50 mM, 7,5 pH) pufferrel.
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12. abra — A hordoz6 PEG-gel torténd aktivalasanak reakciosémaja

A masodik 1épésben felileti szabad aminocsoportokat vittiink fel a hordozo feliiletére 9 mL 50 uL 1,3-
diaminopropant tartalmazo6 elegy segitségével. A 4 6ran keresztiil, szobahdmérsékleten, 300 rpm-en torténd
inkubalast kovetben, a preparatumot 4-szer 1:4 térfogataranyu (8 mL) HEPES (50 mM, 7,5 pH) pufferrel

mostuk.
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13. abra — A hordoz06 1,3-diaminopropannal torténé bevonasanak reakciésémaja

A maleimid felviteléhez 30 mL DMF-ben feloldottunk 70 mM N-hidroxi-szukcinimidet (NHS), 30 mM
maleimidet és 150 mM N-(3-dimetil-amino-propil)-N-etil-karbodiimid hidrokloridot (EDAC). Az elegyet
felvittiik a hordozora és egy Orat razogattuk 300 rpm-en, orbitélis/vibracios keveréplatformot hasznélva.
Ezt kovetéen mostuk 30 mL acetonitrillel, majd 2-szer 30 mL HEPES (50 mM, 7,5 pH) pufferrel.

H H oH H
WNHNMO/\%O\/K/N\/\/NHZ
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14. abra — A maleimid hordozora torténd felvitelének reakciésémaja

A hordozo elékezelését kovetben az enzimekbdl 1 mg-ot vittiink fel 200 mg hordozéra, majd 4 6ran
keresztill kevertettiik 300 rpm-en . Ezutan centrifugaltuk, a fellluszobdl mintat vettink (amiben
meghataroztuk a fehérje koncentraciot), majd 3-szor mostuk 3 mL HEPES (50 mM, 7,5 pH) pufferrel.
Minden mosasbdl mintat vettink és lemértiik az enzim koncentracidt, hogy megtudjuk mekkora volt a

régzités hatasfoka.

15. abra — Az enzim klikkreakcio révén torténd hordozora val6 hely-specifikus rogzitésének reakcidsémaja
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3.8.3. Az aktivalt hordozdk szubsztrat/termék elnyelése

50 mg hordozét inkubaltunk szubsztat/termék oldattal 18 éran keresztiil. A mintavétel utan a hordozokat
3-szor mostuk 250 uL reakcio pufferrel (200 mM NH4Cl, 100 mM Na2COs, 9 pH). Minden mosas esetében
mintat vettlink és azoknak is lemértik a szubsztrat és termék koncentraciojat HPLC segitségével. Minden

mintat két példanyban mértink le.
3.8.4. Immobilizalt enzimek katalitikus hatékonysaganak vizsgalata

A kovetkezé 1 mL végtérfogata reakcidelegyet allitottuk 0ssze az immobilizalt enzimek aktivitdsdnak
vizsgalatara: 5 mM fenil-piruvinsav, 0,1 mM NADP™, 100 mM b-gliikdz, 10 pg izolalt GDH enzim, 10 mg
D-AADH (immobilizalt) a reakcio pufferben (200 mM NH4Cl és 100 mM NaHCOs, pH 9) feloldva. Minden
mintat két példanyban mértink le.

A konverzi6 reakcididd fliggvényében torténd elérehaladasanak vizsgalata sordn az immobilizalt
enzimekkel elvégzett elsé reakciokbol kiilonb6z6 reakceidoidok elteltével (2-4-6-18 6ra) mintat vettiink és
HPLC segitségével vizsgaltuk azokat.

Az T(jrafelhasznalhatésag kovetése sordn az immobilizalt enzimeket tobb egymast kdvetd
reakcidciklusban hasznaltuk fel, figyelve a konverzi6 valtozasat az adott ciklusokban. Minden reakciébdl
6 (vagy 18) ora elteltével vettiink mintat. A megmaradt reakcidelegyet leszivtuk a hordozordl, majd a
biokatalizatort 2-szer 500 uL HEPES (50 mM, 7,5 pH) pufferrel mostuk. A kovetkez6 reakcidciklusban
torténd felhasznalas elétt még 1-szer atmostuk 500 pL reakcio pufferrel. Minden mintat két példanyban

mértink le.
3.9. Preparativ léptékii reakcio
3.9.1 Preparativ 1éptékii immobilizalas

A preparativ reakcio elvégzéséhez sziikséges volt a nativ enzimet és az S2C mutanst nagy mennyiségben
immobilizalni kovalens nem-specifikus rogzités valamint, a kifejlesztett hely-specifikus immobilizélas
segitségével. Ezek elvégzéséhez a 3.8.1.6-0s és 3.8.2-es alpontokban leirt mddszert alkalmaztuk gy, hogy
2-2 g biokatalizatort nyerjiink ki.

3.9.2. Preparativ reakcio

A kovetkezd 25 mL végtérfogati reakcidelegyet allitottuk Ossze a preparativ 1éptékii reakcid
elvégzéséhez: 50 mM fenil-piruvinsav, 0,1 mM NADP*, 100 mM D-gliikdz, 250 ug izolalt GDH enzim,
1,25 mg D-AADH biokatalizator (nem specifikusan illetve az S2C varians hely-specifikusan immobilizalva
Purolite® ECR8415F metakrilat gyantara) a reakcid pufferben (200 mM NH4CI és 100 mM NaHCOs, pH

9) feloldva. A reakcidelegyet 20 6ran keresztil inkubaltuk 35 °C-on, 700 rpm-es razogatas mellett. A
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szubsztrét teljes elhaszndlodasat HPLC-vel igazoltuk. A reakciot kovetden elvalasztottuk a biokatalizatort
a reakcioelegytdl és 4-szer mostuk 5 mL reakcio pufferrel. A megmosott biokatalizatort tovabbi harom

preparativ reakcioban is Ujrahasznositottuk.
3.9.3. A termékelegy tisztitasa

A sziirést és mosast kovetden a termékelegy és a mosasok elegyét 10 %-0s kénsav oldattal savaztuk 1-
1,5-6s pH értékig. A kapott oldatot Dowex 50 Wx4 kationos ioncserélé oszlopon vezettiik at, annak
érdekében, hogy a D-fenilalanint elvalasszuk a tobbi reakcidelegyben maradt komponenst6l. Ezutan a
kapott oldatot elparologtattuk igy kinyerve a D-fenilalanint, melynek tisztasagat igazoltunk HPLC és H-
és *C-NMR segitségével.

4, Eredmények és kiértekelésuk

4.1. Hordozok tesztelése

Annak érdekében, hogy a lehetd leghatékonyabb immobilizacios rendszert dolgozzuk ki sziikséges volt
a megfeleld hordozd kivalasztdsa. A kutatas elsd 1épéseként a nativ enzimet kiilonb6zd hordozokra,

kilonféle eljarasokat alkalmazva immobilizaltuk (16. abra).

GOK - grafén-oxid-GDE PL2K — Purolitee GDE

oH OH
HooH aH H
M, N 0, QW
b A N_—
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16. dbra — A tesztelt immobilizatumok, megjelenitva a hordozdk szerkezetét, ahol a névjegyzékben hasznalt K betii
a kovalens csatolast jel6li

Az immobilizalas modja, azaz a hordozod és enzim kozott kialakuld kélcsonhatas valtozo a kiillonbozo
hordozétipusok esetében, lehet sz0 kovalens csatolasrdl vagy ionos koélcsOnhatasok réven létrejott
rogzitésrél (adszorpcid). Az immobilizalt enzimek esetében elészor is a Kidolgozott HPLC mddszerrel
vizsgaltuk a reakcio konverzigjat 16 ora utan (17. abra). Az els6 reakciociklusban megfigyelhetd, hogy
kitlinden teljesitettek a GO-ra és CNT-re kovalensen és adszorbeélva felvitt enzimek, illetve a HaloLinkes

varians is.
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17. dbra — A kiilénbozd hordozdkra immobilizalt enzimek esetében elért konverzid érték 16 ora reakcididd
elteltével a reduktiv amindlasi reakciéban (csikozott oszlop — adszorpcio, teli oszlop — kovalens megkotés)

Az immobilizalt enzimek esetében fontos, hogy az Ujrahasznositds soran ne, vagy csak keveset

csokkenjen a katalitikus hatékonysaguk. Ennek érdekében 4 reakciocikluson keresztiil hasznositottuk Gjra

a kiilonb6z6 modszerekkel kapott preparatumokat, hogy megfigyelhessiik az aktivitdsuk valtozasat a

ciklusok sorén (18. abra).
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18. abra — Az Ujrafelhasznalhat6sag tesztelése kiilonboz6 hordozokra immobilizalt DAADH esetében (16 6ra
reakcioidd utani konverziok a reduktiv aminalési reakcioban)

A 4 reakciociklusbol szarmazoé eredmények alapjan elmondhatjuk, hogy az els6 ciklusban jol miikodd

GO-ra és CNT-re immobilizalt enzim aktivitasa nagyot csokkent a 4. ciklus végére mely ellehetetleniti

ennek felhasznalasat a kutatds tovabbi részében. A HL-re és AP1-re rogzitett enzimek nagyon jo

eredmenyeket produkaltak, viszont tul magas beszerzési koltségeik miatt nem megfeleléek egy

kéltséghatékony biokatalizator eloéallitasara. Ennek kovetkeztében a Purolite® ECR8415F metakrilat

hordozéra esett a valasztas, mely kovalens immobilizacio esetén elég magas (80% korili) konverzié értéket

mutatott és ez nem csokkent szamottevéen az ujrahasznositas soran.
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4.2. A megfelel6 tavtarté kivalasztasa

A hordozdk tipusan kivil a hasznalt kotdkomponens (linker vagy tavtartd) is egy igazan meghatarozé
paraméter, mivel befolyasolhatja az enzim aktivitasat és felelds lehet a szubsztrat/termék hordozon torténd
fentragadasaért, elnyeléséért [29]. Annak érdekében, hogy az immobilizalas lehetdvé valjon a kivalasztott
Purolite® ECR8415F metakrilat gyanta esetében szilkséges ennek aktivalasa. A gyanta termeldje 4ltal adott
protokollban a GA tavtartd hasznélata volt javasolt [37], viszont mi glicerin-diglicidil-éter (GDE)
tavtartoval is elvégeztilk a gyanta funkcionalizalasat, mivel kutatocsoportunk mar tébbszér hasznalta mas
kutatdsok soran is ezt a tavtartot [46]. Teszteltik a GDE-rel és GA-del bevont hordozdk esetén a PPA és
D-fenilalanin elnyelését. Eszrevehetd volt, hogy a GA esetében a PPA 64%-ban, illetve a D-Phe 56%-ban
nyel6dott, mig a GDE esetében az értékek 20 és 15% voltak. A negativ eredmények kdvetkeztében
sziikséges volt mas epoxi csoportot tartalmazd tavtartok kiprobaldsa, melyek kiilonbozd polaritassal

rendelkeznek (19. abra).

Biszfenol-A-diglicidil-éter (GDE) Neopentil-diglicidil-éterr (NPG) 1,4-Butandiol-diglicidil-éter (BDE)
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L\/ \></O\/AO OV/\O/\/\/
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19. dbra — A tesztelt ktékomponensek szerkezete
Az Uj tavtartokkal megismételtiik az el6z6 szubsztrat/termék elnyelési mérést (20. abra) majd ezen
linkereken keresztiil immobilizaltuk a D-AADH enzimet a Purolite® gyantara és nyomon kovettiik 5

Ujrahasznositasi cikluson keresztil a konverziét is (21. abra).
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20. dbra — A szubsztrat hordozordl térténd lemosddasanak mérése 24 Ora inkubalast kovetden
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21. 4bra — Az Ujrafelhasznélhat6séag tesztelése a kiilonb6zo tavtartokkal immobilizalt enzimek esetében (4 6ra
reakci6idd utani konverziok a reduktiv aminalasi reakcioban)

A kapott eredmények alapjan a PEG hasznalata a legkézenfekvébb, mivel teljes mértékben lemosddik
rola a szubsztrat, igy nem all fenn a nem kivanatos szubsztrat-adszorpcio jelensége, valamint a reakcio
konverzidja is ezen tavtartd esetében a legnagyobb az Gjrahasznositas folyaméan. A tovabbiakban tehat az
optimalizalasi Iépéseket a PEG-gel aktivalt Purolite® gyantara immobilizalt enzimre végeztik.

4.3. Az enzim:hordoz6 arany optimalizalasa

Az adott mennyiségli hordozora felvitt enzimmennyiség befolydsolhatjia a moddszer
koltséghatékonysagat. Idealis helyzetben a novekvd enzimmennyiség kovetkeztében a konverzid is
ndvekszik, mely noveli a koltséghatékonysagot, mivel a hordozd sokesetben dragabb, mint a rogzitett
enzim. Egyes esetekben azonban az enzimmennyiség ndvelése negativan befolyasolhatja az enzim
aktivitasat, aminek magyarazata az enzim aggregalddasa lehet, aminek kdvetkeztében a szubsztrat nem tud
hozzéférni egyes enzimek aktiv szituszahoz [47].

Annak érdekében, hogy megtalaljuk a megfeleld enzim:hordozo aranyt kiilonboz6 értékeket kivalasztva
(0,0025; 0,005; 0,01; 0,05; 0,075; 0,1; 0,25; 0,5 enzim:hordozd [mg/g]) immobilizéaltuk az enzimeket és a

kapott preparatumokat 10 Ujrahasznositasi reakcidciklusban vizsgaltuk (22. abra).
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22. dbra — Az Ujrafelhasznalhatésag tesztelése a kiilonb6z6é enzim:hordozé arany szerint immobilizalt D-AADH
esetében (4 ora reakcioid6 utani konverziok a reduktiv aminalasi reakcidban)
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Az eredmények alapjan kijelenthetd, hogy 0,005-0s arany felett az enzim aggregalddik és jelentdsen
csokken az aktivitasa. Mivel a 0,005 és 0,0025 aranyok esetében nagyjabol megegyezik a konverzié értéke,
koltséghatékonysagi szempontbol az el6z6 az idealisabb. Tehat az eddigi eredmények alapjan a

legoptimalisabb arany 5 mg enzim régzitése 1 g hordozora.
4.4. A hely-specifikus immobilizalas

Figyelembe véve a hely-specifikus immobilizalasi eljaras eldnyeit, alkalmaztuk a moédszert az UtD-
AADH enzim esetében is a mar optimalizalt paraméterek mellett (Purolite® ECR8415F hordoz6, PEG-
linker, 0,005:1 enzim:hordozé arany).

A D-AADH enzim nem rendelkezik feluleti ciszteinekkel, ennek kovetkeztében hely-specifikus
mutagenézissel kellett bevinni a kivant aminosavat az enzim szerkezetébe. Ahhoz, hogy
megtalaljuk/kivalasszuk a legmegfelel6bb mutéciokat a kovetkezo 1épéseket végeztik el [44]:

o A fehérje harmadlagos szerkezetének ismeretében kivalasztottunk négy olyan szekvenciaszakaszt,
ami nem a katalitikus szitusz kozelében talalhaté és az alapvaz felileti részén helyezkedik el, illetve
kett6t, ami része a katalitikus szitusznak (negativ kontroll). Ezt a PyMOL program segitségével
tudtunk vizsgalni, melyhez a Protein Data Bank (PDB) oldalérdl toltottik le enzimiink megfeleld
kristalyszerkezetét.

e Kivdlasztottuk a lehetd legminimalisabb valtozast el6idéz6 mutaciohoz sziikséges aminosavat.
Cisztein esetében szerin vagy alanin mutécioja volt javasolt a szakirodalom szerint.

A kivalasztott pontokban elvégeztiik a szamitdgépes mutaciot szemléltetés céljabdl (23. abra).

Cys-2 Cys-38
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23. &bra — A pontmutaciok szemléltetése az enzim szerkezetén (halvany zolddel jeldlve az enzim alapvéza,
narancssargaval a katalitikus szitus és szinessel a ciszteinek) (PDB ID: 5GZ6)

28



TDK dolgozat

4.4.1. Iranyitott mutagenézis

A Kkivalasztott mutaciokhoz primereket terveztink (z24. abra — A), majd a végzett PCR reakcid
vegbemenetelét 1%-os agar6z gélen valo elektroforézissel ellendriztiik. A megaprimer médszerrel bevitt
pontmutaciok jelenlétét szekvendlassal igazoltuk. Emellett cPCR segitségével hataroztuk meg a
rekombinans mutans enzimeket tartalmazé plazmidok transzformalasanak sikerességét (z24. abral7. &bra
- B1).

DAADH_S92C_F —
\GTATTTTAATACCATIQAT-@:GCTTTGATACCCAT#SC
GTATTTTAATACCATTGATAGCTTTGATACCCATGC

..................................

CATAAAATTATGGTAACTATCGAAACTATGGGTACG

-
B2
7 “ ™ Kivant Keletkezé megaprimer
I"I | “ | ' 11 ||| ‘l Mutacio méret [bp]
I
| | ‘ Il ] s2¢ 845
. “J | H ‘ S58C 683
A e itk ” s92C 588
| | [ 1| | S185C 303
I ;\ } { ILM S192C 278
L L LLBRLLLLL [LLLLIBSE S317C 527

z24. 4bra — A) a szekvenalasi kromatogram a D-AADH S92C muténs esetében és B1) a mutagén PCR eredménye
1%-0s agardz gélen (1-6 az egész plazmid (fent) és a megaprimerek (lent), B2) A hasznalt megaprimerek
hosszainak dsszefoglalasa

4.4.2. Rekombinans fehérjetisztitas eredménye

Mindegyik mutans esetében végrehajtottuk a transzformalas és fehérjetermelés l1épéseit, majd a tisztitas
soran Ni-NTA affinitds kromatografia segitségével izolaltuk a rekombinans fehérjét. A tisztitas
hatékonysaganak ellendrzésére gélelektroforézist (SDS-PAGE) alkalmaztunk, hogy bebizonyitsuk a
rekombinans fehérjénk jelenlétét az elualt frakciéban molekulatémege alapjan (25. abra). A b-AADH
enzim molekulatémege 35-40 kDa korili érték.
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25. abra — A D-AADH S92C mutans Ni-NTA affinitas kromatografias tisztitasanak kiilonboz6 szakaszaiban vett
mintdk SDS-PAGE analizise (L — lizdtum; FT — meg nem kotédott lizatum termékek (flow-through); LS; — els6
alacsony sétartalmd mosas; HS — magas sotartalmui mosas; LS, — masodik alacsony sétartalmd mosas; Was, Wso —
25 és 50 mM-os imidazolos mosas, a nem specifikusan megkotédott fehérjék lemosasa; E — ellcid, specifikusan
megkdtott fehérjék; D — dializis utani minta; M — marker, PageRuler Prestained Protein Ladder)

4.4.3. A mutans Utb-AADH enzimek olvadaspontjanak meghatarozasa

A fehérjék hostabilitasanak (hé-denaturacios profiljanak) vizsgalata nagyon fontos, annak érdekében,
hogy megtudjuk, milyen mértékben befolyasoltdk az &ltalunk bevitt mutaciok az enzim megfeleléen
hajtogatott szerkezetét. A kapott hdmérsékleti gorbéket a 26. abra és a 27. dbra tartalmazza, valamint az
olvadaspontokat a 5. tablazatba dsszegeztem. Mivel egy hatékony immobilizalt enzim alapu biokatalizator
kifejlesztésénél fontos figyelembe venni az adott fehérje stabilitasat a kataliz&lni kivant reakcid
korlilményeinek esetében is, az olvadaspont vizsgélatot a reakcié pufferben is elvégeztik. Jol
megfigyelhetd, hogy a mutaciok nem okoztak nagy valtozast az nativ enzim héstabilitasahoz képest, a
legkisebb eltérés az S2C, S58C mutansok esetében figyelheté meg, mig a legnagyobb eltérés az S185C és
S$192C mutansoknal kdvetkezett be.
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—— —WT
0 s2c
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k5 10 S58C
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x
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26. abra — A D-AADH mutansok hé-denaturacios gorbéi, HEPES pufferben mérve
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27. &bra — A D-AADH mutansok hé-denaturécids gorbéi a reakcid pufferben mérve

5. tablazat — A mutans enzimek olvadaspontjainak 6sszehasonlitasa

Mutans WT S2C S58C | S92C | S185C | S192C | S317C
Twm — HEPES puffer [°C] 69 70 68 67 65 64 68
Twm — reakci6 puffer [°C] 69 68 68 67 64 64 68

4.4.4. A mutans Utp-AADH variansok specifikus aktivitdsanak meghatarozasa és izolalt enzimes
reakciok vizsgalata

Az enzimkészletek elkészitése utan vizsgaltuk ezek aktivitasat (28. abra). A kiilonboz6 tisztitasi
sarzsokbol szarmazo nativ enzim specifikus aktivitasa megkdozelitleg 0,223 [umol/perc/mg enzim], a
katalizalt reakcid kezdeti sebességének szempontjabol az S185C mutans kivételével mindegyik médositott
enzim hasonléan vagy jobban teljesitett a reduktiv aminalési reakcio sorén, igazolva, hogy az elvégzett

mutaciok (egyet kivéve) nem befolyasoljak az enzim aktivitasat.

A B
08 —@—S2C —@— S58C S92C
Sa
Mutéans [urnol/perc/mg 07 ..~\q,\ S185C —@—S192C —@—S317C
enzim]
WT 0,223 06
52C 0,268 <
S58C 0,353 05
592C 0,242 ’
0,163 04
5192C 0,221 ’
$317C 0,264 0
’ 0 200 400 600 800
t [mp]

28. abra— A) A mutéans enzimek specifikus aktivitasa (Sa); B) Az abszorbancia csokkenése az id6 fiiggvényében,
melynek meredekségébdl kiszamolhato a katalizalt reakcio kezdeti sebessége és a specifikus aktivitas
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A mutans enzimek aktivitasat immobilizalas el6tt teszteltiik hosszabb idéintervallumban is, hogy lassuk
mikent valtozik a konverzié a mutansok kozott. A negy ora reduktiv aminalas utdn kapott elegyet a
kidolgozott HPLC maodszer segitségével kdvettik nyomon (29. dbra). Az utdbbi két kisérlet eredményei
igazoljak, hogy a bevitt pontmutaciok nem befolyasoljak az izolalt enzim katalitikus hatékonysagéat és
stabilitasat.
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Konverzié [%]

20
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29. dbra — Az izolalt mutans enzimek katalitikus hatékonysaganak vizsgalata 4 6ra reduktiv aminalds soran

4.4.5. Az aktivalt hordozo szubsztrat/termék adszorpcioja

Fontos ismerni, hogy a szubsztratot/termék milyen mértékben adszorbealddik a hordozo fellletére,
mivel ez nagyban befolyasolja a biokatalitikus folyamat hatékonyséagat. Az el6z6 kisérletek soran észleltiik,
hogy bizonyos linkerek jobban hozzajarulnak a szubsztrat/termék adszorpcidjahoz, mint a tébbi, ezért
miel6tt hely-specifikusan immobilizaltuk a fehérjét vizsgaltuk a diamonipropannal modositott PEG linker
Mind a diaminopropannal kezelt hordozé (PEG-NH:), mind a csak PEG-gel kezelt hordozd esetében is az
adszorpciot. A kapott eredmények alapjan mind a szubsztrat, mind a termék lemosadik teljes mértékben a
hordozokrdl (30. &bra). Az abran lathatd, hogy az 6sszlemosddasbdl 40-60% (szubsztrat-termék)
fennmarad a hordozon a felilisz6 eltavolitdsa utdna, amit a mosasok segitségével tudunk lemosni. A
megfeleld procedura kidolgozasa szempontjabol fontosak a kapott eredmenyek, hiszen tudnunk kell
mennyi tisztitasi folyamat sziikséges a hordozo regeneralasahoz és a termék izolalasahoz. Megfigyelhetd,
hogy az sszérték 100% felett van, aminek a magyarazata a HPLC modszer soran bekovetkezé mérési hiba

és az integralok kiértékelése.
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30. dbra — A szubsztrat/termék lemosodasa az aktivalt hordozokrol.
4.4.6. Az immobilizacio és hatasfoka

A 3.9.2. alfejezetben leirtak alapjan immobilizaltuk tiol-maleimid kapcsolds révén rogzitettik

mindegyik mutans D-AADH enzimet (31. &4bra), immobilizacié hatdsfoka minden alkalommal nagyon
magas, ~100%-0s volt.

I Hmn\/qo\/io/\)\/nﬁfl(\/z%?
) ?/fo/\ho\/ﬁo
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OH o
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31. abra— A DAADH hely-specifikus immobilizalasanak reakciosémaja
4.4.7. Az immobilizalas hatésa a specifikus aktivitasra

Vizsgéaltuk a biokatalizatorok specifikus aktivitdsanak valtozasat az immobilizalast kovetden. Az
immobilizalas okozta aktivitascsokkenést az 6. tablazatba 0sszegeztem. Az aktivitascsokkenés mértéke
minden esetben jelentds volt, ugy a hely-specifikus immobilizalas esetében, mint a nem-specifikus kovalens
és adszorpciés immobilizalasok esetében is. Harom mutans (S2C, S192C, S317C) esetében is sikerilt

magasabb specifikus aktivitast elérni immobilizalas utan, mint amit az adszorpcioval régzitett nativ enzim
esetében észleltunk.
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6. tablazat — Az immobilizalas hatdsa a specifikus aktivitasra (Sa — specifikus aktivitas)

_ o s, izolalt biokatalizétor Sa_immopiljzélt Relativ Sa az izolalt Relativ S. a
Biokatalizator Ao biokatalizator enzimhez WT-A-hoz
[umol perc™* mg™enzim] P . . . .
[umol perc*mg™ enzim] viszonyitva [%] viszonyitva [%]

WT-A 0.223 0,059 26,4 100
WT-C ’ 0,037 16,7 62,71
S2C 0,268 0,078 29,1 132,20
S58C 0,353 0,049 13,9 83,05
S92C 0,242 0,053 21,9 89,83
S185C 0,163 0,043 26,4 72,88
S192C 0,221 0,083 37,6 140,68
S317C 0,264 0,060 22,7 101,69

4.4.8. A Kkatalitikus hatékonysag valtozasa az id6 fiiggvényében és az Ujrahasznositas soran

A hely-specifikus immobilizalast kovetéen vizsgaltuk mindegyik preparatum esetében a konverzid

elérehaladasat a reakcioid6 fiiggvényében egy reakcidcikluson beliil. Ehhez a reakciokbol 2-4-6-20 dra

elteltével mintat vettiink majd ezeket a HPLC modszer segitségével kiértékeltiuk (32. abra).
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32. abra — A hely-specifikusan immobilizalt mutans enzimek esetében elért konverzi6 érték 2-4-6-20 6ra
reakcioido elteltével a reduktiv aminalasi reakcidban

Koltséghatekonysag szempontjabol nagyon fontos, hogy az adott biokatalizator ne csak az elsé

alkalmazéas soran (egy reakcidban) legyen hatékony, hanem aktivitasat megtartsa szamos reakciocikluson

keresztll minimalis csokkenés mellett. A kapott preparatumok Ujrafelhasznalhatésaganak céljabol az

immobilizalt enzimeket egy 10 reakciociklusbol allé Gjrahasznositasi méréssorozaton vezettik végig. A

kapott eredmenyeket a 33. abra tartalmazza.

34



TDK dolgozat

o

80
]: I
70 k =
1 ki

60 |- i
— s2C
S S58C
£ 40 $92C
>
= m S185C
v 30

m5192C
20 " S317C
10
1 2 3. 4, 5, 6. 7. 8. 9,

10.
Ciklus szama

33. dbra — Az immobilizalt mutans enzimek Ujrafelhasznélhatésaganak vizsgalata (6 éra reakci6idd utani
konverzidk a reduktiv aminalési reakcidban)

A diagramon megfigyelhetd, hogy az elsé reakcidciklusban kivaléan milkodé S92C mutins az
Ujrahasznositasok soran gyengén teljesitett, hasonldan az S185C és S192C mutansokhoz. Az dsszesitett
eredmények alapjan a Purolite-PEG-D-AADH/S2C biokatalizator a legalkalmasabb a tovabbi fejlesztésre,
hiszen magas katalitikus hatékonysagat tobbnyire stabilan tartotta tiz reakcidcikluson keresztil. Ezenkivil
érdemes lehet tovabbfejleszteni az S58C és S317C mutansok immobilizalt variansait is, mivel hasonl6an

magas id6-konverzio profilt és Gjrafelhasznalhatosagot mutattak.
4.4.9. Az Ujrahasznositéas hatésa a biokatalizatorok specifikus aktivitasara

Vizsgaltuk a biokatalizatorok specifikus aktivitasanak valtozasat a 10 ciklusbol &ll6 Gjrafelhasznalasukat
kovetéen. Az Ujrahasznositds okozta aktivitdscsokkenést az 7. tdblazatba 0Osszegeztem. Az
aktivitascsokkenés mértéke minden esetben megfigyelhetd volt, viszont minimalisnak tekintheté a nem-
specifikus kovalens immobilizécié esetében, mivel annak amugy is elég alacsony volt a visszamaradt Sa
értéke. Az aktivitascsokkenés mellett fontos megfigyelni mekkora aktivitassal rendelkeznek a kiilonb6z6
biokatalizatorok az Gjrahasznositas utan, hiszen a S2C 50%-os aktivitascsokkenés mellett is a legmagasabb
specifikus aktivitassal rendelkezik. Ezenkiviil az S58C, S92C, S192C mutansok esetében is magasabb
specifikus aktivitas figyelhetd meg a reakciociklusok utan, mint amit az adszorpcidval valamint nem-
specifikus kovalens kapcsolassal rogzitett nativ enzim esetében észleltiink.
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7. tablazat — Az Gjrafelhasznalas hatdsa a specifikus aktivitasra (S, — specifikus aktivitas)

Sa immobilizalt S 10 reakcioeiklus utén Relativ S, reakcio6 ciklusok
Biokatalizator [pmolbijil:g[?rl:]zgﬁognzim] [umol perct mgt enzim] elétti ertekek[lg/i]z viszonyitva

WT-A 0,059 0,024 40,7
WT-C 0,037 0,034 91,9

S2C 0,078 0,039 50,0

S58C 0,049 0,036 73,5

S92C 0,053 0,039 73,6
S185C 0,043 0,015 34,9
S192C 0,083 0,036 43,4
S317C 0,060 0,019 31,7

4.4.10. Az optimalis biokatalizator kivalasztasa

A 4.4.-es alfejezet eredményeit Osszegezve kivalasztottuk a legmegfelelobb mutans biokatalizatort,

melyet a tovabbiakban felhasznaltunk preparativ 1éptékii reakcioban. A legjobban teljesité mutans az S2C

volt mely minden egyes vizsgalat soran jol teljesitett. Az eredményeket a 8. tblazatba dsszegeztem.

8. tablazat — A hely-specifikus biokatalizatorok dsszehasonlitasa

Specifikus aktivitas [pmol/perc/mg enzim] Konverzio [%)]
Mutéans | T,, [°C]
Izolalt | Immobilizalt | Immob. 10 ciklus utan | Els6 ciklus | 10 ciklus tlaga

S2C 68 0,268 0,078 0,039 69,595 64,076
S58C 68 0,353 0,049 0,036 59,449 65,654
S92C 67 0,242 0,053 0,039 56,337 50,954
S185C 64 0,163 0,043 0,015 46,389 47,599
S192C 64 0,221 0,083 0,036 55,187 54,420
S317C 68 0,264 0,060 0,019 66,727 62,641

4.5. Preparativ 1éptékii reakcio

4.5.1. Az optimalis szubsztrat:enzim arany meghatarozasa

A preparativ reakcid elvégzése elott sziikséges volt meghatarozni az optimalis szubsztrat:enzim aranyt.

Ennek érdekében 4 és 6 6ras reduktiv aminalasi reakcidkban vizsgaltuk az S2C mutans esetében a

katalitikus hatékonysagot Ugy, hogy 5 mM allandé szubsztratmennyiseg mellett valtoztattuk az

enzimmennyiseget 10, 25, 50, 75, 100 ug értékek kozott. A kapott eredményeket a 34. abra 6sszegzi. Az

abran fel van tlintetve az egységnyi enzimmennyiségre (1 pg) jutd konverzié érték is, annak érdekeben,

hogy szemléltetve legyen az enzim kihasznalas mértéke az adott reakcidkban. Fontos megemliteni, hogy

tobb valasztasi lehetdségiink is van. Amennyiben a rovidebb reakcididét preferaljuk akkor megéri az 50

vagy 75 pg enzim/5 mM szubsztrat aranyt valasztani, viszont ha az alacsonyabb enzimhasznalat a fontos,
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célszerii 10, 25 pg enzimet hasznalni hosszabb idéintervallumon. Az altalunk vélasztott 25 pg enzim/5 mM
szubsztrat arany esetében a hasznalt biokatalizator mennyisége alacsony, viszont akar 20 ¢ra alatt is
elérheto a teljes konverzio.
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34. &bra — A katalitikus hatékonysag tesztelése a kiilonbozé enzim:szubsztrat aranyok esetében az immobilizalt D-
AADH S2C mutéanst alkalmazva (4 és 6 ora reakcioidé utani konverziok, valamint az egységnyi enzimre juto
konverzi6 a reduktiv aminalasi reakcidban)

4.5.2. A preparativ 1éptékii reakcio és a biokatalizator Gjrahasznositasa

A hely-specifikusan immobilizalt biokatalizatort hdrom egymast kovetd preparativ 1éptékii reakcioban
hasznaltuk fel, mig a nem-specifikusan kovalensen immobilizalt biokatalizatort egy ciklusban teszteltik.
Jol lathatd, hogy a hely-specifikusan immobilizélt biokatalizator jobban teljesitett mindharom ciklusban,
mint a nem-specifikus. Az eredmények alapjan (melyeket a 9. tdblazatba 6sszegeztem.) sikerdilt kidolgozni
egy olyan biokatalizatort mely Gjrahasznositasok soran is képes megtartani katalitikus hatékonysagat és a
vele kidolgozott eldallitasi modszer képes elérni a 90%-0s globalis D-fenilalanin hozamot nyujtani, azaz
megkozelitéleg 200 mg tiszta anyag eldallitasara alkalmas.

9. tablazat — A preparativ reakciok globalis hozamai

Reakcio Hozam
WT-C 86,4%

S2C elsé reakcid 88,9%
S2C maésodik reakcio 88,6%
S2C harmadik reakcio 92,3%

A Kkapott D-fenilalanint tisztasagat igazoltunk HPLC, H- és 3C-NMR segitségével. A Kapott

kromatogramok egyértelmiien bizonyitjak, hogy tiszta végtermékhez jutottunk.
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35. &bra — A preparativ reakciotermék tisztitasa utan kinyert anyag HPLC kromatogramja: D-Phe (R:: 4,34 perc) és
koffein (Re: 12,01 perc). A HPLC méréseket a 3.7-es alpontban leirtak alapjan végeztiik el
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36. &bra — A preparativ reakciotermék tisztitasa utan kinyert anyag *H-NMR kromatogramja: *H NMR (600 MHz,
D,0) & = 7,43 (t, J=7,4 Hz, 2H), 7.37 (t, J=7,4 Hz, 1H), 7,33 (d, J=7,1 Hz, 2H), 3,95 (dd, J=7,9, 5,2 Hz, 1H), 3,27
(dd, J=14,5, 5,2 Hz, 1H), 3,10 (dd, J=14,5, 7,9 Hz, 1H).
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37. dbra — A preparativ reakciotermék tisztitasa utan kinyert anyag **C-NMR kromatogramja: *C NMR (151 MHz,
D.0) 6 =174,71; 135,38; 129,33; 129,04; 127,57; 56,15; 36,74.

5. Kovetkeztetések

A Purolite® ECR8415F metakrilat gyanta bizonyult a legoptimalisabb hordozonak az Utp-AADH
immobilizalasara a szamos kereskedelmi forgalomban és a kutatd csoporton beliil elérheté hordozok koziil.

A Purolite® ECR8415F gyantan PEG tavtartd segitségével immobilizalt UtD-AADH magas konverziot
és Ujrahasznosithatésagot mutatott, és nem jelent meg a szubsztrat/termék adszorpcios probléma (az
optimalis enzim:hordoz6 arany 0,005).

Az optimalis immobilizacios rendszerre alapozva hely-specifikusan is rdgzitettik az Utp-AADH
enzimet, vizsgaltuk a kapott prepardtumok konverzidinak elérehaladasat a reakci6idd fiiggvényében és
Ujrahasznosithatdsagukat. Harom hatékony biokatalizatort (S2C, S58C, S317C) fejlesztettink ki
enantiomertiszta p-aminosavak szintézisére, majd tovabb vizsgalva a rogzitett enzimek specifikus
aktivitasat, az Ujrahasznosités utan visszamarado aktivitést, valamint 6sszegezve a kapott eredményeket, az
S2C varianst valasztottuk ki mint optimalis preparatum.

Preparativ 1éptékii reakcioban teszteltik a legjobban miikodé hely-specifikusan immobilizalt
biokatalizatort, valamint a nem-specifikusan kovalensen immobilizalt nativ enzimet. Az eredmények
alapjan jobban teljesit6 hely-specifikusan immobilizalt biokatalizator segitségével 200 mg enantiomertiszta

D-fenilalanint tudtunk eléallitani 90%-0s globalis hozam mellett, t6bb egymast kdvetd reakcid ciklus soran.
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