Bevezetés

A D-aminosavak (D-AS) novekvo fontossagu szerepet toltenek be napjaink vegyipari gyartasi folyamataiban,
emellett tobb kulonbozo gyodgyszerkészitmény prekurzorai is, viszont magas eldallitasi koltségeik miatt ipari
gyartasuk egyel6re korlatozott. Eddigiekben a D-aminosavak ipari felhasznalasa hattérbe szorult, mivel a
természetben csak az L-konformer volt fellelhetd. A meso-diaminopimelinsav dehidrogenazbdl (meso-DAPDH)
iranyitott evolucioval kifejlesztett b-aminosav dehidrogenaz (pD-AADH) katalizatorkéent valo felhasznalasa egy
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Opti ma I izé Ié Sa o™e 8l sy - koltséghatékony mddszer keretein bellil megoldast jelenthet az emlitett problémara [1]. A b-AADH enzimek az
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A kutatas célja egy optimalis immobilizalasi
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Ciklusok szama
Hely-specifikus immobilizalas - Hatékonysag az id6 fuiggvényében
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A kulonbozb hely-specifikus immobilizatumok esetén mértuk a konverziok altal
jellemezhetd katalitikus hatékonysagot az id6 fuggveényében (2-4-6-20 6ra)

B COOH ; , — . S92C >> S58C > S2C 60 |- H o 52C
T A HPLC modszer soran koffeint alkalmaztunk bels® Hely-specifikus immobilizalas 50 -
9 EE NH, standardkeént. Egy forditott fazisi Phenomenex Luna C8(2) 0 Ujrafelhasznalhat6sagi vizsgalat JES a7 i I >28t
T (150x4,6 mm; 5 pm) oszlopot hasznaltunk, az izokratikus 60 A katalitikus hatékonvsaa 10
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A hely-specifikus mutageneézis, mely segitségevel  cnrmmumccsrroameerrmoamceearee

Mutans Primer (5'-3') T, [°C] feltileti ciszteineket vittiink be a maleimid-tiol Klikk- ~ “™ e o 2 ora
DAADH_S2C ATGATGTGCAAAATTCGCATTGGCATTGTTG 63 reakcio végbemeneteléhez, megaprimer modszer 0 Ciklusok szama
DAADH_S58C | GATGATGCCCAGTGCTATAAAGATGAAATTG 60 segitseégevel volt elvégezve. 52C 558C 592C iy ,5185C  5192C 5317C
DAADH_S92C | GTATTTTAATACCATTGATTGCTTTGATACCCATGC | 59 utans enzim
DAADH_5185C GAATCGCGTGCGTTGTGGTGAAAATC 64 |
DAADH_5192C CCGGAACTGTGTACCCGCGAAAAAC 66 I T mam oo ”
DAADH_S$317C CAGATCTTCCGGACATTTCGGGCTC 65 —, ||'|' ‘| I n:IIHi M ||I Kovet keztetes
| 'hH“ '\ Il li‘ M' "l ‘ | H * A Purolite ECR8415F metakrilat gyanta bizonyult a legjobb hordozénak a Ufp-AADH enzim immobilizalasahoz, a kiprobalt hordozok kozul. ( ai
I‘H'.\ 'LHLL" ] H'l- | M | « Az Utb-AADH enzim Purolite ECR8415F metakrilat gyantara PEG tavtartéval immobilizalva magas és stabil katalitikus hatékonysagot mutatott tiz cikluson keresztdl, < ) \S317¢
illetve nem volt megfigyelhet6 a szubsztrat/termék adszorpcidja a hordozoéra (az idealis enzim:hordozo6 arany 0,005). 53¢
Kovalens kapcsolassal immobilizalt Utp- « Az enzim hely-specifikus mutagenézise, majd a mutansok régzitése sikeresen el lett végezve a megfelelé maleimid-tiol klikk-reakcio segitségével. E
AADH  Purolite  ECR8415F metakrilat « Az immobilizatumok hatékonysaganak és ujrafelhasznalhatésaganak vizsgalatait kdvetden, kijelenthet6, hogy harom hatékony biokatalizatort fejlesztettlink ki enantiomertiszta b-aminosavak szintézisére.

gyantara A) nem-specifikus rogzités az
enzim fellleti -NH, csoportjain keresztul (a
lizin aminosav oldallanc - rdzsaszin)
glicerol-diglicidil-éter  (GDE) tavtartot
alkalmazva [4] és B) hely-specifikus
immobilizalas az egyetlen fellleti cisztein
(sarga) aminosav oldallancon keresztul a
maleimid-tiol klikk-reakciot alkalmazva [5].
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