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A fehér biotechnolégia® teriiletén a biokatalizatorok alkalmazasa egyre elterjedtebb a szerves
anyagok szintetizalasaval foglakozé iparagakban. A biokatalizatorként hasznalt enzimek kivalo
katalitikus tulajdonsagaik révén bizonyos reakcidkat gyorsabban, pontosabban ¢és
hatékonyabban tudnak lebonyolitani, mint a hagyomanyos vegyészeti eljarasok. A modszer
sikeres elterjedéséhez az is nagyban hozzajarul, hogy az enzimek felfedezésére, illetve azok
fejlesztésére és optimalizalasara hasznalt eszkdzokkel foglalkozé tudomanyteriiletek is gyors

iitemben fejlédnek.

Biokatalizis a gyogyszeriparban

A gyogyszeriparban kiemelt fontossagu, hogy a készitmények eldallitasa hatékony és
gazdasagos legyen. A biokatalizatorok alabbi el6nyds tulajdonsagai biztositjak széleskort

alkalmazhatosagukat a gyogyszerfejlesztésben:

Szelektivitas

A biokatalizatorok szelektivitdsa a szerkezetiikkel magyarazhatd. Az enzim 3D-Szerkezete és
konformacioja, ezen beliil aktiv helyének elhelyezkedése, valamint strukturdja nagyban
befolyasolja, hogy a szubsztrat mely része és milyen iranyban tud kapcsolddni hozza. Az aktiv
helyen beliil aztan a hidrofob-hidrofil és elektrosztatikus kolcsonhatasok, tovabba a
helyen elhelyezkedé aszimmetrikus aminosavak tovabb segitik a szubsztratok specifikus,
szelektiv megkotését.

Az enzimek Kkatalitikus hatdsdnak kifejtéséhez gyakran Kkofaktorok? is sziikségesek.
A kofaktorok reakcioba 1épnek a szubsztratokkal ezaltal vagy reakcidintermediereket hoznak
1étre vagy direkt modon a termék keletkezésében jatszanak szerepet. A kofaktorok segitségével
az enzimek a kémiai reakciok szélesebb skalajat tudjak katalizalni, illetve ezen kofaktorok

elhelyezkedése az aktiv zsebben a lejatszodo reakcid szelektivitasat is befolyasolhatja.

1 A biotechnoldgia azon agazata, melynek célja, hogy a hagyoményos ipari termékeket (pl.: milanyag, textil,
gyogyszerek) alternativ, kornyezetkimélébb modszerekkel, azonos mindségben lehessen eldallitani.
2 Olyan szerves molekula vagy fémion, amely az enzim katalitikus hatasanak kifejtéséhez sziikséges.



Stereoszelektivitas - Szamos gyogyszer hatdanyagara jellemzd, hogy molekulaik kiralisak, és
mig az egyik enantiomer® maga a hatoéanyag, addig a masik egy nem kivant mellékhatdsokat
okoz6 vegyiilet. Ezért elengedhetetlen, hogy az eléallitott hatdanyag végiil nagyrészt csak az
egyik enantiomert tartalmazza. Hagyomanyos kémiai reakciokkal az enantiomer tisztasag a
legtobb esetben nem biztosithatd, foleg akkor, amikor a hatéanyagot mar ipari mennyiségben
kell eldallitani. A biokatalitikus enzimek egyik legfobb tulajdonsaga, hogy stereoszelektivek,
azaz a reakcio soran az egyik enantiomert eldnyben részesitik a masikkal szemben. Egy jol
megtervezett enzimmel igy akar 97-98%-os enantiomer tisztasadgot is el lehet érni, ezaltal

biztositva a gyogyszer biztonsagossagat ¢s mellékhatas mentességét.

Regioszelektivitas — Az enzimek meg tudjak kiilonboztetni egy adott szubsztraton azt a régiot,
ahol sziikséges, hogy végbemenjen a kémiai valtozas. Példaul bizonyos koriilmények kozott az
alkohol-dehidrogenaz* — 4ltaldban NAD* kofaktor segitségével — regioszelektiv, ezért ha egy
kétértekli alkohol szubsztratot szeretnénk oxidalni, akkor az alkohol-dehidrogendz a két
hidroxilcsoport koziil altalaban csak specifikusan az egyiket oxidalja. A biokatalizatorok a
regioszelektivitdsnak koszonhetéen csokkentik, és adott esetben kizarjadk a reakcid soran a
melléktermékek keletkezését. Ez gydgyszeripari szempontbol gazdasagosabba teszi egyes

hatdéanyagok eldallitasat.

Kemoszelektivitas - Az enzimek tovabba képesek kiilonbséget tenni eltérd funkcids csoportok
kozott. Ha vegyészeti eljarasokkal végziink el egy redukciot, gyakran nem lehetiink biztosak
benne, hogy a reakcié a molekulanak csak azon a funkcios csoportjan ment végbe, ahol arra
sziikség van. Ezzel szemben a biokatalizatorok specifikusan tudjak végrehajtani példaul a
redukciot vagy a hidrolizist anélkiil, hogy az 6sszes redukciora/hidrolizisre hajlamos funkcids

csoporton is valtozas torténjen.

'Tovabbi elényok
Skalazhatésag - Mig a hagyomanyos katalizatorok eldallitdsa koltséges és altaldban a
reakciohoz nagy mennyiségre van sziikség beldliik, addig a biokatalizatorok egy olcsobb és

nagyobb volumeneknél hatékonyabban alkalmazhato alternativa.

% Olyan optikai izomer molekulak, melyek egymasnak tiikorképi parjai.
4 Primer és szekunder alkoholok hidroxilcsoportjanak oxid4ciéjahoz hasznalt enzim, amely az alkoholt
aldehidekké vagy ketonokka redukalja a hidroxilcsoport helyétdl fiiggéen.



Kornyezetbarat jelleg - A biokatalitikus reakciok alacsony homérsékleten és nyoméason
zajlanak, ami energiahatékonyabba teszi az eljarasokat, csokkenti a kdrnyezeti terhelést és a
koltségeket. Emellett az enzimek biodegradalhato természetes anyagok, igy a gyogyszeripari

folyamatok kornyezetbaratabbak lehetnek a hagyomanyos vegyi eljardsokhoz képest.

| Reakciotervezés

A reakciotervezés soran a legfontosabb szempont maganak a katalizatornak a kivalasztasa és a
reakcid feltételeinek optimalizalasa, hogy a Ilehetd legmagasabb termelékenységet ¢&s
szelektivitast érjiik el. Az enzimek kivalasztasa azonban sokszor nem egyszerii feladat, mivel
szamos tényezot figyelembe kell venni, mint példaul az enzim specifikussaga, stabilitasa, a
reakcio kornyezeti feltételei és az eldallitott termék mindsége. A reakciotervezés sordn szamos
technikat alkalmaznak a biokatalitikus folyamatok optimalizélasara. Az egyik ilyen technika,
amikor a katalizalt reakciok kinetikai paramétereit tanulmanyozzak, hogy jobban megértsék a
reakci®6 mechanizmusat és optimalizaljak a reakcid koriilményeit. Az enzim
reakciosebességének meghatarozasa, a szubsztrat koncentraci6 hatdsa és a biokatalizator

szelektivitdsa fontos adatokat szolgaltathat a reakciotervezéshez.

Biokatalizatorok forrasai

A biokatalizatorok egy része teljesen természetes uton keletkezik €16 szervezetekben, példaul
mikroorganizmusokban vagy novényekben. Bizonyos penészgombak termelhetnek cellulazt,
amely a celluléz lebontasban vesz részt, hasonloképp a Saccharomyces cerevisiae nevil
élesztégomba termelhet alkohol-dehidrogenazt, amely az alkoholok oxidéaciojat katalizélja.

Egyes biokatalizatorok hasznéalata mar annyira elterjedt, hogy a tisztitott enzimeket egyenesen
az erre specializalodott beszallitoktol lehet rendelni. A kereskedelmi forgalomban 1évo
enzimeket tartalmazo adatbazisokban legtobbszor a folyamat végén elérni kivant szubsztratokat
hasznalhatjuk szlir6ként, hogy megtalaljuk a lehetséges biokatalizator jelolteket.
fgy szerezhetSek be az olyan enzimek, mint a lidzok, oxidoreduktdzok vagy transzferazok.

Amikor azonban specifikusabb enzimekre van sziikség, a kutatok nagy része a rekombinans
fehérjetermelés alkalmazéasa mellett dont az 0 enzim eldallitasakor. Ehhez elszor a célenzim
génjét kell meghatarozni. Az enzim (€s az azt kodold DNS szekvencia) megtalalasdhoz hasznalt
eszk6zok az olyan adatbazisok, mint példaul a SciFinder (licensz sziikséges), az UniProt vagy
a BioCatNet. Miutan megtalaltuk a kivant enzimet kodolo bazissorrendet, azt meg kell rendelni

egy génszintézissel foglakozo cégtdl. Ezt kdvetden a gént specidlis vektorokba helyezziik, igy


https://www.uniprot.org/
https://www.biocatnet.de/

lehetové valik a gén stabil szaporodédsa ¢€s expresszioja. A klonozott gén vektorba valod
beillesztése utan a kovetkezd 1€pés a gazdaszervezet kivalasztasa. Ez altalaban egy egyszeri
baktériumtorzs, mint az Escherichia coli. A gazdaszervezet kivalasztasa nagyban fligg a
végtermék jellegétdl és alkalmazasatol. Miutan kivalasztottuk a gazdaszervezetet, a gént be kell
illeszteni a sejtbe. A beillesztett gén expresszidjat elésegithetjiik a megfelelé promoterek és
mas regulator régidk hasznalatival. Ezek a szabdlyozoelemek lehetdvé teszik az enzim
szintézisét a sejtben. Fontos, hogy a gazdaszervezet olyan optimalis koriilmények kozott
legyen, amelyek eldsegitik a gén expressziojat és az enzim termelddését. Miutan az enzim
felépiil a gazdaszervezetben, a tapanyagok és a kornyezeti feltételek megvalasztasaval

optimalizalni kell a folyamatot, amelynek végén el kell végezni az enzim tisztitasat, kinyerését.

Biokatalizatorok optimalizalasa

Az optimalizacio {6 célja a reakcidsebesség novelése, a termékek mennyiségének
maximalizdlasa, valamint a melléktermékek képzodésének minimalizalasa. Az enzimek
természetes valtozatainak modositdsa azaltal, hogy aminosavakat cserélnek vagy hozzdadnak a
szekvenciahoz, lehetdvé teszik a katalitikus tulajdonsagok finomhangolasat. Az enzim
modositasahoz szamos maodszer all rendelkezésre, melyek koziil a leghatékonyabb az iranyitott
evolucio. Iranyitott evolucional szazezres-milliés nagysagrendii eltéré enzimvarianst hoznak
létre, majd ezeket sziirik, hogy megtalaljak a jol mikodoé biokatalizatorokat. Ez a modszer
rendkiviil draga és infrastruktira igényes, ezért a legtobb kutatd inkabb folyamodik a racionalis
tervezés modszeréhez. Ilyenkor a konkrét szerkezeti informaciokbol kiindulva, helyspecifikus
mutaciokat eléidézve modositjak az enzim szerkezetét €s tesztelik az ) enzim hatékonysagat.
Egy hatékony biokatalizator megtaldlasa tobb, egymast kovetd tervezés-gyartds-tesztelés
ciklusbol all. A tanulmany kisérleti része egy konkrét ilyen ciklust mutat be részletekbe

menden.

Mutagenezis

Az els6 1épés a polimeraz lancreakcio (PCR) alkalmazasa. A PCR egy laboratoriumi eljaras,
segitségével a kivant fehérje génjének DNS-szakasza tobbszordsen masolodik, igy lehetove
valik mutaciok eldallitasa. A mutagenezis soran bizonyos bazisokat lecseréliink, beillesztiink,
vagy kivagunk. Ez lehetdvé teszi valtozatos fehérjevariansok eldallitasat. Innentdl kezdve a

1épések megegyeznek az eldzd pontban emlitett eljarassal. Az immaron eltéré DNS-t betiltetjiik



egy gazdaszervezetbe, amely legyartja a fehérjét. Ezutan tisztitasi eljarasokkal kinyerhetd az
eltérd szekvenciaju enzim és megkezdddhet annak vizsgalata, hogy a moddosult fehérje

mennyivel hatékonyabb biokatalizator.

Reduktiv aminalas

A reduktiv aminalas olyan kémiai reakcid, amely soran egy karbonilcsoportot egy kdztes imin
csoporton keresztiil aminnd alakitunk. A karbonilcsoportot tartalmazd vegyiilet lehet keton
vagy aldehid. Ezzel a reakcioval olyan kirdlis aminok allithatok el6, amelyek a
gyogyszermolekuldk intermedierei lehetnek. A gyogyszeriparban ezért régdta fontos szerepet
toltenek be az ilyen kiralis amin intermedierek eldallitasara alkalmas enzimek, mint példaul a
transzaminazok, imin reduktazok és monoamin oxidazok. Ezeket az enzimcsoportokat

egészithetik ki a jovOben az opin dehidrogenazok.

Opin dehidrogenazok

Az opin dehidrogenazok (tovabbiakban: ODH-k) eléallitisa reduktiv aminalast katalizald
enzimek segitségével egy egyelére kevéssé feltérképezett, de annal igéretesebb teriilet.
Az ODH-k a-ketosavbol és a-aminosavbol opinokat hoznak 1étre (lasd: 1. dbra). Az opin tipusu
vegyliletek fontos épitékovek egyes gyogyszerek gyartdsdnal. Az opinok sajatos szerkezete
kedvez6 kiindulasi anyagga teszi 6ket példaul egyes peptidomimetikumok eléallitashoz.

Az egyediili precedens egy ODH hasznalatara biokatalitikus reakcidban, egy, az
Arthrobacter sp. 1C baktériumtorzs altal termelt (ArODH) enzim hasznalata, ezért a mi

kutatasunkban az ArODH tolti be a referencia enzim szerepét.

O (@) ODH 0] 0]

HOJ\“I/NH? * Oﬁ)LOH m HO)K’H\[)J\OH

Ri Rg

NAD(P)H NAD(P)*

1. dbra: Opin dehidrogenazok miikddésének altalanos reakcioegyenlete




ELOZMENYEK ES CELKITUZES

Témavezetdm Telek Andras® — akinek a kutatasahoz csatlakoztam — egyik célja, hogy kibdvitse
az ODH enzimcsaladot, €s talaljon ipari biokatalizisre alkalmas ODH-kat. Telek Andras és
csoportja tiz kiilonb6z6, korabban mar dokumentalt ODH szekvenciaval betanitott egy
metagenom keresOszoftvert. Majd a felépitett modell segitségével két melegviz forrasbol, egy
mélytengeri, valamint egy tropusi foldmintabol szarmazé metagenomban kerestek homolog
szekvenciakat. Az igy kapott eredmények koziil kiszlrték azokat, melyek nem rendelkeztek
start- illetve stop kodonnal.

A metagenomban végiil tizenegy lehetséges ODH szekvenciat (MODH) talaltak. Ezek koziil
hat 1) enzim eldallitasat és tisztitdsat sikeresen megvalositottak. Ezek az enzimek szekvenciai
~40%-ban egyezetek meg a referenciaéval (ArODH, UniProt: Q44297), mig egymas kozott
valtozatos (40-80%) hasonlosagot mutattak. Szerkezeti modellek alapjan az mODH-k
harmadlagos szerkezete nagyban megegyezik a korabban leirt ODH-kéval (1asd 2. abra).

A kovetkezé 1épés az mODH-k szubsztrat kiterjedésének meghatarozasa volt. Ehhez a
referenciat és a hat mODH-t kisméretli biokatalitikus reakciokban tesztelték, ahol az
aktivitasukat az hatarozta meg, hogy a szubsztratok mekkora hanyadat alakitotta 4t az enzim a
kivant termékké. Kezdetben kideriilt, hogy az mODH-k alig vagy egyaltalan nem aktivak a
referenciaenzim altal preferalt kiindulasi aminosavak (L-fenilalanin vagy L-norvalin) esetében.
Ezt kovetéen az ArODH-t és az mODH-kat polaris (szerin, treonin, aszpargin, glutamin),
apolaris (alanin, leucin, valin, methinonin) €és negativan t6ltott oldallanct (aspartate, glutamat)
kiindulasi aminosavakkal is tesztelték. A pirosz6losav altalaban az egyetlen ketosav
szubsztratja azt ODH-knak, ezért a ketosavat nem valtoztattdk a reakciok soran.
Az eredményekbdl kideriil, hogy mig az ArODH nagy hatékonysaggal alakitja at az apolaris
szubsztratokat, addig az mODH-k a negativan toltott oldallanct aminosavak esetében mutatnak
kiemelkedd aktivitast. A feltételezést, miszerint az aktiv zseb elektrosztatikai tulajdonsagai
miatt van ez az eltérés a szubsztratpreferenciaban, alatamasztja az APBS (Adaptive Poisson-
Boltzmann Solver) altal kiszamitott feliileti potencial az enzimeken. Mind a hat mODH aktiv
zsebében pozitiv toltésfelhalmozddast tapasztaltak. Az ArODH ezzel szemben kozel semleges

potenciallal rendelkezik az aktiv zsebben.

5 Telek Andras tudomanyos publikécioi az alabbi oldalon érhetk el: https://orcid.org/0000-0002-1909-8410



https://orcid.org/0000-0002-1909-8410

Telek Andras az enzimek 3D struktarajabol kiindulva a 111-es pozicioban talalhaté aminosavat
azonositotta, mint tovabbi lehetséges magyarazat a szubsztratpreferenciara. Az aktiv zseb aljan
talalhatd pozicioban az ArODH esetében alanin, egy apolaris, hosszu oldallanccal nem
rendelkez6 aminosav van, mig az 6sszes mODH esetében ugyanitt arginin, egy polaris, hosszl
pozitiv oldallanct aminosav talalhat6. A szubsztratpreferencia felderitése fontos
informaciokkal szolgéal az enzimek késobbi alkalmazdsdhoz, ezért Telek Andras az ArODH
(ArODH A111R), az mODH-582% 110-es pozicidjaban pedig a mutacié forditott mutaciot
végzett el (MODH-582 R110A). Az uj, mutacioval létrehozott enzimek aktivitasanak
tesztelésének eredménye az lett, hogy mindkét modositott enzim elvesztette eredeti
biokatalitikus tulajdonsagait ¢és nem szerzett ujakat. Egyfeldl a kisérlet megmutatta, hogy
a 111-es pozicio szerepet jatszik a biokatalizisben, masfeldl bebizonyitotta, hogy nem ez az
egyetlen oka a szubsztratpreferencidnak. A fehérjék szerkezetének tovabbi vizsgalata soran
felmertilt, hogy a 111-es és 198-as poziciok térbeli kozelsége lehet a magyarazat (1asd 3. dbra).
Az aszparagin - szemben a glicinnel - hosszu oldallanccal rendelkezik, amely az aktiv zseb
belseje felé all. Lehetséges ok a kordbbi mutaciok kudarcara, hogy mivel az ArODH AI111R
esetén a zseb aljara keriilt nagy térkitoltésii, az arginin, illetve az aszparagin oldallancai teljes

mértékben elzartak a szubsztratok elol az aktiv zseb aljan talalhato térrészt, drasztikusan

crer

crer

(ArODH A111R N198G), mig az mODH-582 R110A esetében az ugyanitt talalhatd glicint
pedig aszparaginra (mMODH-582 R110A G198N).

Ezen megfontolasok alapjan a kutatdsom célja az ArODH A111R N198G és azmODH R110A
G198N enzimek eldallitasa és tesztelése. Ezen keresztiil jobb ralatast nyerhetiink az ODH-k
szubsztratpreferenciajat befolyasold tényezokre, illetve kisérletet tehetlink a vadtipusu enzimek

szubsztratpreferencidjanak felcserélésére is.

6 A metagenomban talalt ODH-k koéziill az mODH-582-t sikeriilt a leghatékonyabban termelni, ezért a
szubsztratpreferencia kutatasahoz ezt a fehérjét hasznaljuk.



3. dbra: ArODH (lila), valamint mODH-582 (z61d) enzimek aktiv zsebe és a
szubsztratspecifitas alakulasaban feltételezhetden fontos szerepet jatszo aminosavak




\KIiSERLETEK ES EREDMENYEK

|He|yspecifikus mutagenezis

|Mutagén PCR reakcid

A kutatds korabbi szakaszabdl rendelkezéstunkre alltak az ArODH A111R, valamint az
mODH-582 R110A enzimek kodold szekvencidit tartalmazd plazmidok, ezért mindkét
szekvencian mar csak egy-egy pozicioban Kkellett végrehajtanunk a mutaciot.
A NEBaseChanger tool segitségével megterveztiik és megrendeltik a PCR reakciohoz
sziikséges primereket. Helyspecifikus mutagenezis esetében a két primer (forward és reverse)
szinte teljes mértékben a plazmid bazisainak komplementerei. A 10-20 nukleotid hossza
primerek koziil csupan az egyik, a mi esetiinkben a forward primer k6zépsé 3 nukleotidja tori
meg a szabalyos komplementer sormintat. Ez a 3 nukleotidnyi eltérés fogja eredményezni a
mutaciot a plazmidban.

A mutagén PCR reakcid terméke egyeldre egy nyilt lancu DNS szakasz, amelyet a korbezaras
elott eldszor gélelektroforézissel ellendriztiink. A savok nagyjabol egyvonalban helyezkedtek
el a teszt végére, azaz a termékiil kapott lancok hossza nagysagrendileg megegyezik.

Az eredmény biztato volt, egy kis szennyezddést leszamitva a reakciot sikeresnek tekintettiik.

KLD reakci6

A PCR reakcid végtermékeként kapott oldatban a mutacidval bevitt valtoztatasokat tartalmazo
nyilt lancth DNS szakaszok mellett tovabbra is jelen volt a templatplazmid. Miel6tt a DNS-t
transzformalhattuk, a nyilt 1ancokat Gjra plazmidda kellett zarnunk, mig a templattél meg kellett
szabadulni. A New England Biolabs Inc. erre kinal megoldast az egyszeriien alkalmazhaté KLD
mix-el. A KLD mix harom enzim keveréke (kinaz, ligdz, Dpnl), melyek egy térben,
szobahémérsékleten, 5 perc alatt elvégzik a fent emlitett folyamatokat. A ligaz felel a nyilt
lanct DNS korbezarasaért, azonban ahhoz, hogy ez megtorténhessen a lancok végéhez eldszor
egy foszfatcsoportot kell kapcsolni. Ezt a szerepet latja el a kinaz. A Dpnl enzim pedig felismeri
és elbontja a metilalt’ plazmidokat. Mivel a templat DNS is baktérium altal volt szintetizalva,
ezért a Dpnl csak a templatot bontja el, mig a polimeraz altal felépitett, szintetikus DNS-sel

nem 1ép kolcsonhatasba.

7 A baktériumok a sajat DNS-iik szintetizalasa soran a szerves bazisokhoz metilcsoportokat kitnek.

10



|P1azmid szelekcio és felnovesztés

A KLD reakciok termékeit, a pET14b vektorban talalhat6 ArODH Al11R NI198G
(tovabbiakban: ArODH 2xmutéans) és mODH-582 R110A G198N (tovabbiakban: mODH-582
2xmutans) enzimeket kodold plazmidokat ezek utan betranszformaltuk az XL1-Blue E. coli
sejtvonalba és elészor folyadékkulturaban felnovesztettiik, majd szilard taptalajra helyeztiik
Oket. Mivel kizarolag az altalunk eldallitott plazmidokat tartalmazo sejtekre volt a sziikségiink,
ezért a taptalajhoz kétféle antibiotikumot is adtunk. Egyrészt tetraciklint, amellyel az XL1-blue
sejtvonalra szelektaltunk, mivel ezen E. coli sejtek dnmagukban rezisztensek a tertaciklinre.
Masrészt pedig karbenicillint, amelynek a rezisztenciagénjét a pET14b vektor tartalmazza.
A folyadékkultaraban novekedés soran azon XL1-Blue sejtekben alakult ki a karbenicillin
rezisztencia, amelyek az altalunk készitett plazmidokat vették fel a transzforméacid soran.
A két antibiotikum tehat egyiittesen garantalta, hogy csak olyan baktériumsejtek kezdjenek el
0Sztddni a szilard taptalajon, melyek tartalmaztak a kivant plazmidot. A szilard taptalajrol aztan
két-két koloniat athelyeztiink antibiotikumos folyadékkultirakba, hogy felszaporitsuk a

plazmidokat.

Plazmidtisztitas

A kiszelektalt telepekbdl felszaporitottuk ¢és kitisztitottuk a plazmidokat, amelynek
eredményeként négy oldattal rendelkeztiink, ketté a pET14b vektorban az ArODH 2xmutéanst
kodolé informacidkat, mig a masik kettd szintén ugyanebben a vektorban az mODH-582
2xmutéans szekvencidjat tartalmazta. Miel6tt tovabbléptiink volna a fehérjék gyartasara, elészor

crer

mintat elkiildtiik szekvenalasra az Eurofins Genomics-hoz, hogy megbizonyosodjunk arrol,

hogy a mutéciok helyesen mentek végbe a PCR reakcid soran.

A szekvenalas eredménye alapjan az ArODH 2xmuténs 2-es mint4jat elvetettiik, mert a mutacio
pozicidja utan elromlott a reakcid és hibas szekvencia jott 1étre. Azonban a masik harom
mintank helyességét a szekvenalas igazolta. Tovabbiakban tehat az ArODH 2xmutans 1-es

plazmid mintajaval és az mMODH-582 2xmutans 1-es plazmid mintajaval haladtunk tovabb.

8 Az ArODH 2xmuténs esetében a két koncentracio 125 ng/uL és 250 ng/uL, mig az mODH 2xmuténs

s
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Fehérjetermelés

A szekvenalt plazmidokat betranszformaltuk E. coli BL21 (DE3) sejtvonalba.
A fehérjetermeléshez lac-operon altal szabalyozott indukalhaté fehérje expressziot
hasznéltunk. A BL21 (DE3) sejtvonal kiilonlegessége, hogy a genomjaban a sajat RNS
polimerdza mellett a T7 f4g RNS polimerdzanak génjét is tartalmazza. A T7 fag polimeraza
joval hatékonyabban és gyorsabban végzi el a fehérjeszintézis transzkripcios szakaszat, mint az
E. coli sejtek sajat polimeraza. A pET14b vektor a rekombinans fehérjét kodolo szakasz elott
ennek a T7 fag polimerdzanak a promoter szakaszat tartalmazza, mig operator szakaszt nem
tartalmaz. Azaz a plazmidunkhoz nem kapcsolddik represszor fehérje, ezért az indukalt fehérje
expresszio ez esetben attételesen tortént. IPTG-vel (izopropil béta-D-1-tiogalaktopiranozid) a
T7 fag polimerazanak expressziojat indukaljuk(ezt szabalyozza lac-operon a BL21 sajat
genomjaban). A T7 fag polimerazanak indukalasa utan - mivel a pET14b vektor nem tartalmaz
operatort - a T7 polimeraz azonnal hozza tud kapcsolddni a prométer szakaszokhoz és el tudja
kezdeni az ArODH 2xmutans, illetve mMODH-582 2xmutans transzkripciojat. Az indukci6 elott
a transzformalasi protokoll végén kapott 500 mL-es kultirakat megfelelé optikai denzitasig
novesztettiik. Ezt kovetéen egy éjszakan keresztiil 18 °C-on hagytuk a sejteket, hogy

végbemenjen az expresszio.

Fehérjetisztitas

Fehérjetisztitasi protokoll kozben az eljarasokat 4 °C-on vagy lehetdleg jégen végeztiik, hogy
minél jobban megdrizzik a fehérjék stabilitasat. A két kulturat lecentrifugaltuk, majd lizis
pufferben szuszpendaltuk a baktériumsejteket. Ezt kovetéen a kapott keverékeket
homogenizaltuk miel6tt elvégeztiik a sejtfeltarast. A lizatumokbdl ezutan az oldhatatlan részt
ujra lecentrifugaltuk és kozben eldkészitettiik a fémion affinitds kromatografidhoz sziikséges
nikkel gyantat tartalmazo oszlopokat. A fehérjék szétvalasztasahoz az altalunk termelt fehérjek
azon tulajdonsagat hasznaltuk ki, hogy a pET14b vektorban az ArODH 2xmutédns, valamint
MODH-582 2xmutans fehérjék kodjat kozvetleniil egy hisztidin-tag (His-tag) elézte meg a
plazmidban. Ezaltal a fehérjénk expresszioja soran a szerkezet N-terminalis végére 6 db
hisztidin aminosav kertilt, amelyek a fehérje tisztitasahoz elengedhetetlenek, azonban késobb a
miikodését nem befolyasoljak. A His-tag affinitasanak kdszonheten az altalunk izolalni kivant

fehérjék hozzakotddnek a gyantaban talalhatd nikkel ionokhoz, mig a tobbi fehérje atfolyik

crer
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oldatokkal mostuk a gyantat, hogy elébb a szennyezOktdl szabaduljunk meg, majd leszoritsuk
a megkdotott fehérjét, ami igy tiszta formaban elualodik.

A fehérje expresszid ¢és tisztitas sikerességérol SDS-PAGE gélelektroforézis szolgalt
informacioval. Ahogy az a 4. dbrabdl latszik, mindkét kultura esetében a pelletben és a
feliilaszoban is a ~40 kDa-0s molekulatomegnél joval tobb fehérje van, mint a tébbiben.
A kozépen elhelyezett GRS unstained protein marker segitségével azonositani tudtuk, hogy ez
a molekulatomeg megyezik az altalunk tervezett rekombinans fehérjék tomegével. Jol 1atszott,
hogy az atesében, valamint a 15 mmol/dm?-es imidazolos frakcioban ez a fehérje nincs jelen,
az elucié (250 mmol/dm3-es imidazol) soran viszont az egyetlen nagy mennyiségben jelenlévé

fehérje az a ArODH 2xmutans illetve az mODH-582 2xmutans.

GRS unstained protein ladder
ArODH mintak mODH-582 mintak

| | kDa
P F A 152501 P F A152501

& w g

4. dbra: SDS-PAGE eredménye, mintak balrdl jobbra: pellet, feliiluszd, atesd, 15 mmol/dm?3-es
imidazol, 250 mmol/dm3-es imidazol, 1 mol/dm3-es imidazol

Mivel a fehérjéket hosszutavon nem lehet imidazolos oldatban tarolni, ezért az elucioval kapott
oldatokat egy éjszakan keresztiil dializaltuk, majd mdasnap a stabilitds ndvelése érdekében
glicerint adtunk a hozzajuk. A tisztitds eredményeként 6 mg ArODH 2xmutans ¢és

18 mg mODH 2xmutans fehérjéhez jutottunk.

Aktivitastesztek és eredmények

Az utolsé Iépés az elkészitett, két pozicioban mutalt fehérjék szubsztratpreferenciajanak
ellendrzése volt. Két tesztreakciot allitottunk 6ssze. Mindkét esetben a kiindulo o-ketosav a
piroszOldsav volt, amelyet natrium-piruvat formaban adtunk a reakcidokhoz. Az eltérés a

kiindulasi aminosavban volt. Az 1-es reakcioban ez az L-fenilalanin volt, mig a 2-es reakcio
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esetében az L-aszparaginsav tOltotte be az a-aminosav szerepét. A reakciokhoz tovabba
hozzéaadasra keriilt natrium-foszfat puffer, gliikoz, GDH és a megfelelé kofaktor (NADP* vagy
NAD"). Mindkét reakciot otféleképpen futtattuk le: az ArODH és mODH-582 vadtipusu
enzimmel, az ArODH ¢és mODH-582 2xmutans valtozataival, valamint enzim nélkil
(tovabbiakban: blank reakcio), hogy legyen referenciank a kiértékeléshez. A minél pontosabb
eredmények érdekében az 6t-6t reakcié mindegyikébdl harom parhuzamosat allitottunk 6ssze,
igy 0sszesen harminc reakciot végeztiink.

A kofaktort az enzim tipusatol fliggéen hatdroztuk meg. Az ArODH vadtipusu, valamint
ArODH 2xmutans esetében NAD'-t, mig az mODH-582 és annak mutalt valtozatanal
NADP*-t, a blank reakciok pedig mindkét kofaktort tartalmaztak. Az enzimek ugyan a
kofaktorok redukalt valtozatat hasznaljak (NADH és NADPH), a reakciokban a GDH enzim ¢és
a feleslegben 1év6 gliikoz segitségével beallithatd egy folyamatos korforgas, amely az oxidalt
kofaktorokat folyamatosan visszaalakitja redukalt formaba (A GDH NAD/NADP*
felhasznalasaval oxidalja a gliikozt, igy NADH-t/NADPH-t termel). Ez egyrészt azért
koltséghatékonyabb, mert a kofaktorok oxidalt valtozata olcsobb, masrészt a
sztochiometrikusnal jelentésen kevesebb kofaktort kell adni a reakcidhoz, hiszen a ciklikus
visszaalakulas biztositja, hogy a reakcio soran biztosan nem fogy el az ODH-k altal hasznalt
redukalt forma.

Az altalunk Osszedllitott reakciokban az erésen poldris termék keletkezését nehéz
kvantifikalhatdé modon kimutatni HPLC-vel, a szubsztratok fogyasa pedig alacsony UV
elnyelésiikb6l fakadéan nehezen kovethetd. Ezért a reakciok analiziséhez a kiindulasi
aminosavak Fmoc-kloriddal valo derivatizaltjanak fogyasat mértiik a jobb UV detektalas
érdekében. Emellett bizonyos reakcioknal a HPLC eljarason feliil tomegspektrometriaval
megmértilk a HPLC oszlopon eludlodé anyagok tomegét, hogy megbizonyosodjunk réla, hogy
valoban azoknak az anyagoknak az UV elnyelését mértiik a HPLC eljaras soran, amelyek
szdmunkra a kiindulasi aminosavak fogyasat jelzik.

A reakciokban meghataroztuk a derivatizalt aminosavakhoz tartozo kromatografias csucs alatti
teriiletet. A konverzid mértékét az egyes reakciokban ugy hataroztuk meg, hogy ezen teriileteket
Osszehasonlitottuk az enzimeket tartalmazd és nem tartalmazd (blank) reakciok kozott.
A parhuzamos reakcioknak koszonhetden pedig a Gauss-féle hibaterjedés képletét hasznéalva
meg tudtuk hatdrozni a kapott konverzi6 értékek hibajat.

Az 1-es reakci6 esetében a korabbi teszteknek megfeleléen, az ArODH vadtipusu enzim nagy
aranyban (~89,1 + 0,1%) alakitotta at az L-fenilalanint, mig az mODH-582 vadtipust enzim

nem mutatott aktivitast. A 2-es, L-aszparginsavat tartalmazo6 reakcional a vadtipust enzimek
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épp ellenkezdleg viselkedtek. Az mODH-582 a kiinduldsi aminosavat ~89,6 + 0,9%-at
atalakitotta, ezzel szemben az ArODH csak ~8,1 + 5,6%-0s konverziot mutatott. A vadtipust
enzimeken elvégzett mutaciok hatasara azt vartuk, hogy az enzimek szubsztratpreferenciaja
felcserélddik és az ArODH 2xmutans a 2-es reakcid esetében fog jobb konverzidét mutatni, mig
az mODH-582 2xmutéans az 1-es reakcioban talalhat6 L-fenilalanint fogja nagyobb aranyban
atalakitani 20 ora elteltével. Ahogy ez az 5. dbran is latszik, kiértékelést kovetden egyértelmiien
kimondhat6, hogy a mutdciok hatasara valéban megvaltozott az enzimek
szubsztratpreferencidja. Az mODH-582 2xmutanssal elért 59,4 + 6,2%-os konverzio az 1-es
reakcioban és az ArODH 2xmutanssal elért 19,4 + 9%-o0s konverzido a 2-es reakcioban
egyértelmiien bizonyitja a 110/111-es ¢és 198-as pozicidban taldlhat6 aminosavak
kulcsfontossagu szerepét a kutatott ODH-k szubsztratpreferencidjanak alakulasaban.

|

Konverziok 20 ora elteltével
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5. dabra: Szubsztratpreferencia felcserélédése a két pozicioban mutalt enzimek esetében




Kutatdsom soran sikeresen eldallitottam az ArODH és mODH-582 enzimeket kodold
plazmidok két pozicidban mutélt verziojat. A mutacidkat tartalmazo plazmidok felszaporitasat
¢és tisztitasat kovetden, azok megfeleld E. coli sejtvonalba vald transzformalasaval és
tisztitdsaval sikeresen hozzajutottam az enzimek 2xmutans valtozatahoz. A vadtipusu enzimek
konzulensem  4altal kordbban meghatidrozott szubsztratpreferencidjabol  kiindulva,
tesztreakciokkal ellendériztem a mutaciok altal megvaltoztatott enzimek katalitikus
tulajdonsagait. Az eredmények kiértékelése igazolta, hogy az altalam elkészitett enzimek
esetében valoban felcserélddik a vadtipust enzimek szubsztratpreferencidja. A 2xmutansok
konverzidjanak mértéke ugyan még nem kozeliti meg a vadtipusii enzimek &ltal mutatott
~90%-0s hatékonysagot, azonban a jovében a fent emlitett két pozicioban talalhaté aminosavak

valtoztatasa jo kiindulopont lehet ezen enzimek optimalizalasaban.
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MODSZEREK

IPCR mutagenezis

A PCR reakcidhoz hasznalt primereket a NEBaseChanger tool segitségével terveztik meg.

ey

reverse primert, valamint 12,5 uLL Q5 master mix-et hasznalunk. A végiil kapott 25 uL reakciot
elfeleztiik, mert szerettiink volna kiprobalni két-két letapadasi hdmérsékletet mind az ArODH,
mind az mMODH-582 esetében. A reakciot eldszor 98 °C-on denaturaltuk, majd a négy minta
esetén kiilonbozo letapadasi homérsékletre hiitdttilk (ArODH: 62/63 °C, mODH: 57/58 °C),
aztan 72 °C-ra melegitve végbement a szintézis. Ez a ciklus 25-szor keriilt ismétlésre, hogy
felszaporodjon a mutalt DNS.

ArODH N198G és mODH G198N mutalashoz hasznalt primerek (Tm: olvadasi hémérséklet,

Ta: ajanlott letapadéasi hdmérséklet):

Név Szekvencia Tm [°C] Ta[°C]
N198G_fwd gaccaacgtgggcgcggttatgc 64 63
N198G_rev aggctggtgtgcag 62 63
G198N_fwd ggataacatcaacgcggtgttccac 58 58
G198N_rev aggctggtttccag 57 58

Gélelektroforézis (mutagenezis ellendrzés)

30mL ~1 m/m %-os agardz gélhez (0,3g agardz, 30 mL TAE puffer) GelRed festéket adtunk,
amelynek segitségével az elvalasztott nukleinsavak UV fény alatt vizualizalhatoak.
A mintadkhoz 5:1 aranyban purple loading dye-t adtunk (6 pL-es mintak), illetve a gélbe a
mintak mellé egy markert is betoltottiink, majd 100V-on, 0,1A-al, 30 percig futtattuk.

KLD reakcio

A PCR reakcio termékeként kapott oldatban a templatpalzmid elbontasdhoz, valamint a
mutacidkat tartalmazd nyilt DNS lancok korbezardsdhoz a KLD reakciot alkalmaztuk.
1 pL PCR termékhez 5 pL KLD puffert, 1 uL KLD enzim mix-et (kinaz, ligaz, Dpnl) és 3 uL

nukledzmentes vizet adtunk majd 5 percig szobahdmérsékleten inkubaltuk.

17


https://nebasechanger.neb.com/

|Plazmid transzformalas (plazmid szelekcio)

Jégen ~5 perc alatt kiolvasztottuk a baktériumsejteket majd hozzajuk adtuk a 10 uL. KLD
reakciokat. A plazmid hozzaadasat kovetéen 20 percet vartunk, miel6tt 42 °C-on 1 percig
hésokkoltuk a sejteket, hogy felvegyék a palzmidot. A hdsokkot kdvetden a baktériumokat
5 percre visszaraktuk jégre, majd 200 uL LB tapoldatba helyeztiik, ahol 37 °C on 1 6ran
keresztiik novekedtek, ekdozben pedig agart tartalmaz6 szilard LB taptalajokat készitettiink elo.
A szilard taptalaj 8,75 pg/mL koncentracioban tartalmazott tetraciklint és 50 pg/mL
koncentracioban karbenicillint. Ezutan a 200 pl-es kulturakat athelyeztiik a taptalajokra.
Itt 37 °C-on novekedtek egy ¢éjszakan keresztiil. Ezt kdvetden a taptalajokrol kivalasztottunk
két-két koloniat ¢és athelyeztik Oket 5 mL-es folyadékkultirdkba, amelyek 50 pg/mL

--------

Az 5 mL-es kultirak tovabbi egy napon keresztiil névekedtek 37 °C-on.

Plazmidtisztitdasi protokoll

A plazmidtisztitast a NucleoSpin 5.2-es kit protokollja szerint végeztiik. Az 5 mL telitett
kultarakat 30 mp-ig 11000 rpm-el centrifugaltuk, majd a letapadt baktériumsejtek foliil
eltavolitottuk a feliiluszot. Ezt kovetden 500 pL Al puffer oldattal Gjra felszuszpendaltuk a
sejteket, mieldtt hozzaadtunk ¢és elkevertiink benne 500 pL A2 pufferoldatot
(0,5-1% NaOH oldat). Az A2 hozzaadasat kovetéen 5 percig szobahémérsékleten inkubaltuk
az oldatot, majd hozzaadtuk az A3-as puffert (36-50% GdnHCI oldat) is és addig kevertiik,
amig ki nem csapddott az dsszes fehérje, valamint a kromoszomalis DNS. Az oldatokat ujra
centrifugaltuk ezattal 10 percig 11000 rpm-el. A centrifugéalas soran keletkezett feliiluszot
700 pL-enként egy sziirdvel ellatott gylijtdoszlopba helyeztiik és centrifuga segitségével
atpréseltiik a szlirén. Az ates6t minden centrifugélds utan kiiiritettiik a gy{ijtéoszlopbol. Miutan
az Osszes feliiluszot betoltottiik, 600 uL. A4-es puffer segitségével atmostuk az oszlopot.
Végiil pedig a szlirén megkotott plazmidunkat 50 plL viz hozzaadéasa utdn 2 percig 70 °C-on

inkubaltuk, majd 1 percig 11000 rpm-el torténd centrifugalassal elualtuk. Az eluélt plazmid

crer
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Fehérjetermelés

A kiolvadt baktérium sejtekhez 1 pL (125 ng illetve 150 ng) plazmidot adtunk, majd 20 percig
hagytuk allni, miel6tt 1 percig 42 °C-on hdsokkoltuk. A hésokk utan a baktériumokat 5 percre
visszahelyeztiik jégre, mieldtt egy oran keresztiil 37 °C-on 200 pL LB tapoldatban novesztettiik
volna. Ez id6 alatt a pET14b vektornak kdszonhetéen az ArODH 2xmutans ¢s mODH-582
2xmutans plazmidjait tartalmazoé sejtekben kialakult a karbenicillin-rezisztencia, ezért amikor
a 200 pL-t athelyeztiik 5 mL-es LB tapoldatba, a tapoldat 50 ug/mL koncetracidban tartalmazott
karbenicillint.

Az 5 mL-ben egy éjszakan at novekedtek a sejtek (eldkultura). Ezt kvetden a 2 darab SmL-S
kultarabol 2-2 mL-t athelyeztiink 500 mL-es LB tapoldatokba, ahol 0,6-os optikai denzitasig
novesztettiik majd 250 pL 1 mol/dm® koncentracioji IPTG-vel indukaltuk a célfehérje

expressziojat. Az indukcid utan egy éjszakan keresztiil 18 °C-on inkubaltuk a kultarakat.

Fehérjetisztitas

A fehérjetisztitishoz hasznalt, lizis puffer oldat Osszetétele a kovetkezd: a puffer alapja
az oldat 8,5-6s pH-ra legyen beallitva), az oldatban tovabba 300 mmol/dm® a NaCl
koncentracio. A két kulttra tisztitasdhoz sziikséges 50 mL lizis pufferhez hozzdadasra még

crer

keriilt két proteazgatlo: 100 pL 0,5 mol/dm? koncentracioji benzamidin és 1 mL 0,1 mol/dm?
valamint DNaz enzim.

A tisztitast azzal kezdtiik, hogy a két 500 mL-es kulturat lecentrifugaltuk 20 percig, 4 °C-on,
4000 rpm-el ¢és az igy keletkezett feliiliszot eltavolitottuk a tarold aljahoz tapadt
baktériumsejtekrdl, majd 25-25 mL lizis pufferben szuszpendaltuk azokat. A szuszpendalas
soran keletkezett keveréket Potter-homogenizatorban homogenizaltuk. A sejtfeltarast
ultraszonikalassal (kultranként: SxlIperc, 1 pulzus/mp) hajtottuk végre. Ezt kovetéen a
25 mL-es lizatumokat ismét lecentrifugaltuk 30 percig 4 °C-on 11000 rpm-el, hogy az
oldhatatlan komponensek letilepedjenek. A késébbi SDS-PAGE analizishez a centrifugélés
utan mind a pelletekbdl, mind a feliiliszokbdl mintat vettiink. A fehérjék szétvalasztasdhoz
fémion affinitds kromatografiat hasznaltunk. Az ehhez sziikséges nikkel gyantat tartalmazo
oszlopokat eldszor desztillalt vizzel mostuk at, majd lizis pufferrel ekvilibraltuk. Az

oszlopokbdl lejové oldatokat folyamatosan Bradford esszével teszteltik (20 pL vizzel
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1:4 aranyban higitott Bradford reagenshez adtunk a frakciokbol 5 uL-eket), hogy kovetni tudjuk
az éppen lejovo fehérjék mennyiségét. Miutan ratoltottiik a feliiliszot, az oszlopokra eldszor
10 mL 15 mmol/dm? koncentraci6ju imidazol oldatot t5ltottiink, hogy a gyantabol kimossuk a
kis affinitassal rendelkezd, aspecifikusan kotédé fehérjéket. Amikor a 15 mmol/dm?®
koncentracioji imidazol oldat Bradford esszéje mar halvany kék szint mutatott (azaz a minta
kevés fehérjét tartalmazott), attértiink 250 mmol/dm? koncentraci6ji imidazol oldatra, amellyel
eludltuk a kikotddott rekombinans fehérjét. Az eliucié az ArODH 2xmutans esetében 5+2 mL
imidazol oldattal tortént, mig az mODH 2xmutansnal 5+2+1 mL-re volt sziikség. Az eltérd
mennyiségeket a folyamatos Bradford esszével valo ellenérzés indokolta, az mODH esetében
még az elsé 7 mL utan is jelentds mennyiségli fehérje jott at. Végiil az oszlopokat 5 mL-nyi
1 mmol/dm?®-es imidazol oldattal kimostuk. A négy frakciobol (Atesd, 15 mmol/dm® imidazol,
250 mmol/dm? imidazol, 1 mol/dm? imidazol) szintén mintat vettiink az SDS-PAGE-hez, igy
Osszesen 6 frakci6 allt rendelkezésiinkre (pellet, feliilluszo, négy oszlopon keletkezett frakcio).
A tisztitdst kovetéen az eludlt fehérjéket tartalmazd oldatokat egy éjszakan at

crer

adtunk hozzajuk.

SDS-PAGE

A tisztitas soran keletkezett frakciokbol vett 20 pL mintdkhoz 5 pLL mintakoktélt adtunk, majd
a fehérjéket denaturaltuk ot percig 98 °C-on torténd inkubalassal. Ezekbdl az elegyekbdl
5-5 pL-t toltottink 12 m/m %-os poliakrilamid gélbe. A mintakat 200V-on 45 percig futtattuk.

Ezutan a gélt vizzel mostuk, majd egy oran keresztiil PageBlue festékkel vizualizaltuk.

Tesztreakciok

Egy 0,5 mL-es reakcid6 az aldbbiakat tartalmazta: 25 mmol/dm® a-aminosav,
75 mmol/dm® Na-piruvat, 15 ug ODH enzim, 0,4 mmol/dm® NAD(P)*, 0,06 mg GDH,
Az a-aminosav az egyik tizenot reakcid esetében L-fenilalanin (1-es reakcid) volt, mig a masik
tizenot esetében L-aszparaginsav (2-es reakcid). Az 1-es és 2-es reakciot is elvégeztiik négyféle
enzimmel (ArODH, ArODH 2xmutans, mODH-582, mODH-582 2xmutans), valamint enzim
nélkiil is. Minden reakciobol harom parhuzamosat allitottunk 6ssze. A reakciok pH-ja 8-ra volt

beallitva. A reakciokat 40 °C-on razas kozben ~20 6raig inkubaltuk.
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Reakcioanalizis (HPLC, adatanalizis)

Derivatizalt aminosav készitése: 100 pL-es mintakat vettliink kettd, valamint husz o6ra utan.

crer

s ey

raztuk Oket. Ezt kdvetden hozzdadasra keriilt 300 mmol/dm®-es amantadin hidroklorid.
Az igy keletkezett fehér csapadékot 5 perc alatt lecentrifugaltuk és a feliiliszot elemeztiik
HPLC-vel.

HPLC eljaras: az ,,A” oldat dsszetétele 95 v/v % viz, amely 5 mmol/dm® koncentracidoban
ammonium-bikarbonatot tartalmaz és 5 v/v % acetonitril. A ,,B” oldat Osszetétele 100%

acetonitril.

A hasznalt HPLC gréadiens:

1461 [pere] A [%] B [%] Ara‘;‘r:]aijseezﬁsseg
0:00 100 0 0.8
4:00 20 80 0,8
5:00 20 80 0.8
5:20 100 0 0.8
7:00 100 0 0,8

A gradiens elején 0,5 pL-es mintak keriiltek injektalasra.
A szubsztrat aminosav derivatizaltjai UV csucsainak a teriileteit feljegyeztiik, ezzel kovetve

azoknak a fogyasat a reakcidban. A konverzidt az alabbi képlet szerint szamoltuk:

100 — 222 % 100. A hibat pedig a Gauss-féle hibaterjedés képlete szerint szamoltuk:
blank

D x |(Cenzim)’ 4 (otank)® apol p = denzm o 100,
(Genetm)” (Gt

enzim Aplank Aplank
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