Kulonbozé tarsoldoszerek és feliletaktiv anyagok hatasanak vizsgalata az (S)-szelektiv

Pseudomonas psychrotolerans (PpS-TA) transzamindz termostabilitasa és aktivitasa esetén

Bevezeto

A biokatalizisnek szamos
elénye van a kémiai
katalizissel szemben. Az
egyik legfontosabb
jellemzé a magas
szelektivitds, az enyhébb
kortlmeények (pH,
nyomas, hémérséklet) és
sok esetben a katalizator
Ujrahasznositasa
egyszerlbb folyamatot
jelent.

A legtobb enzimatikus
reakcioban vizet
hasznalnak oldészerként,
de a legtobb esetben kis
mennyiségl szerves
tasolddszerre is szUkség

Homolégia modellje a PpS-TA enzimnek

van a szubsztratok megfelelé szolubilizacidjanak biztositdsdahoz. Problémat
jelent azonban, hogy ezek a szerves tarsoldészerek befolyasolhatjak az enzim
aktivitasat és termostabilitasat. Tanulmanyunkban egy Ujonnan felfedezett
(S)-szelektiv w-transzaminaz enzim aktivitdsat és stabilitdsat vizsgaltuk
kulonbozé tarsoldoszerek jelenlétében. [1] A transzaminazok fontos szerepet
jatszanak a gydgyszerhatéanyagok eldallitasaban, mivel a jelenleg
forgalomban Iévé gydgyszerek 40%-a tartalmaz legaldbb egy aminocsoportot.
[2] Hasznossdgukat azonban negativan befolydsolja, hogy a PpS-TA enzim
aktivitasa jelentésen csokken, ha az egyik leggyakrabban hasznalt szerves
tarsolddszer, a DMSO nagy koncentracidban kerul alkalmazasra.

Ezért kutatasunk célja tobbféle tarsoldoszer tesztelése és az enzimaktivitasra
gyakorolt hatasuknak a vizsgalata volt. A kulénbdzé tarsolddszerek hatasat a
(£)-1-feniletilamin kinetikus rezolvalasi reakcidjaban vizsgaltuk, piruvatot
hasznalva koszubsztratként, amely aminoakceptorként vett részt a
reakcioban.
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Tarsoldoszerek (0-30 %) - HEPES (50 mM, pH 7,0) keverékében oldottuk a reakciokomponenseket, a
szubsztratot (40 mM (£)-1-feniletilamin), a koszubsztratot (40 mM piruvat) és a biokatalizator kofaktorat
(01 mM PLP). Az enzimatikus reakciokat a tisztitott és oldhaté PpS-TA (100 ug mLa-1) hozzdadasaval
inditottuk el. A reakciok 1,5 ml-es Eppendorf csévekben mentek végbe, amelyeket az enzim optimalis
hémérsékletén (40 °C) és 600 rpm fordulatszamon orbitalis razégépre helyeztink.
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HPLC analizis
Eluens: 60:40 HCIO, (pH 1,0): ACN
Folyasi sebesség: 0,4 mL/perc
Hémérséklet: 25 °C
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Kovetkeztetések

o A Kkisérlet soran taldltunk a DMSO-nal jobb hatdsu tarsolddszereket,
példaul: TWEEN 80, glicerin, PEG és etilénglikol.

A tanulmany sikeresen talalt kivalé adalékanyagokat, kulénoésen
cukrokat, amelyek felilmuljak a DMSO-t, és kozel 50%-os konverziot
eredményeznek.

e A vizsgalt eutektikus oldészerek az enzim teljes inaktivalasat
okoztak.

e A tobbszoérés  hidroxi-csoportot  tartalmazé  tarsolddszerek
bizonyultak a leghatékonyabb tarsoldészereknek.

Jovébeli tervek

« Kétfazisu olddszer-rendszerek tanulmanyozasa
« J6 hatdsu tarsolddszerek mas enzimek esetén valé kiprobalasa
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J1-feniletilamin kinetikus rezolvalasa Kinetikus rezolvalas konverzidja 2 6ra utén a hasznalt tarsolddszer és a DMSO esetén 2 6ra reakciéidé utan
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