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A dolgozatban gyakran hasznalt roviditések jegyzéke:
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Z- - Karbobenzoxi-

-pPNA - para-Nitro-anilin



1. BEVEZETES ES CELKITUZES

Kornyezetiink, igényeink fejlédése, s ezek kapcsan a folyamatosan felmeriild
komyezeti problémék egyre nagyobb kovetelményeket tdmasztanak a biologiai,
biotechnoldgiai kutatdasokkal szemben. Napjainkban a ,,mesterségest”, egyre tobb
teriileten valtja fel a kevésbé karos, és hatékonyabb ,természetes”. Ez utdbbi kicsi, de
kulcsfontossagu részét képezik az enzimek, melyek mint biokatalizatorok igen
sokoldaltian vizsgalt objektumai az elméleti, és gyakorlati kutatdsoknak.

Az enzimek nagy specifitissal (kemo-, enantio-, és sztereospecifitas)
katalizalnak kémiai atalakuldsokat, enyhe reakciokorilményeket igényelnek (pH,
hémérséklet, nyomas) és a keletkezett termékek optikailag aktivak. A biokatalizisben
rejlé lehetdségek még napjainkban sincsenek kiaknazva és a gyakorlatban felhasznalva.

Az elmult évtizedek két nagy biotechnoldgiai attoréseként értékelhetjiik a
szilardfazisi, és a nem hagyomanyos koézegli biokatalizis enzimoldgidn beliili
kialakulasat.

Az  enzimrogzitési eljardsok  kidolgozdsanak, a rogzitett enzimek
tanulmanyozasanak f6 hajtéereje, hogy a rogzitett enzimformadk szamos eldnnyel
rendelkeznek az oldotthoz képest. A hordozéhoz kot6tt enzim stabil, konnyen
eltavolithatd az oldatb6l, s mivel Kkatalitikus aktivitisat megtartja, tobbszor
fethasznalhato, s akar folyamatos lizemmédban is miikadtethetd. Igy esetenként jelentés
koltségmegtakaritas €rhetd el. Tébbek kozott e tulajdonsagok teszik lehetévé a régzitett
enzimes rendszerek egyre szélesebb korti ipari felhasznaléasat is.

Az enzimek a nem hagyomanyos kézegli biokatalizis kutatasok targyaként is
igen igéretesek, jelent6s aktivitasuk, és nagy szubsztratspecifitasuk révén. A szerves
oldoszeres kozeg alkalmazdsival a vizes kdzeghez képest megvaltozhat a reakci6
kinetikéja, illetve eltolédhat a termodinamikai egyenstly. Igy hidrolitikus enzimek
képesek szintetikus reakcidkat (észteresités, atészteresités, peptidszintézis stb.)
katalizalni. A vizes oldatban esetleg fellépé mellékreakcidk, a nem hagyomanyos
szerves kozegben visszaszorulnak, s né az apoldros szubsztratok, és termékek
oldékonysaga. Alacsony forraspontu oldészerek alkalmazasa pedig viszonylag egyszeri
termékkinyerést tesz lehetdvé. A  biokatalizator szerves kozegben varhatd
viselkedésének becslése azonban a reakcid rendszer ndvekvd komplexitdsa

kovetkeztében meglehet6sen bonyolult. ..



Kutatasaink a szilardfazisu €s a nem hagyoményos kézegii biokatalizis teriiletére
esnek. Kisérleteinket a szerkezeti felépitésében, milkdésében jol ismert szarvasmarha
pankreasz karboxipeptidaz A-val végeztik.

Célul tuztik ki a karboxipeptidaz A rogzitett enzimformdk eléallitasat
kiilénb6z6 hordozok felhasznalasaval. A legnagyobb katalitikus aktivitassal rendelkez6
rogzitett enzim katalitikus tulajdonsagait és stabilitdsat 6sszehasonlitottuk az oldott
enzim megfeleld paramétereivel. Arra kerestiik a valaszt, hogy a rdgzités utan
megvaltozik-e az enzim hasitasi specifitasa.

Célunk volt tovabba a CPA stabilitdsdnak, gyakorlati alkalmazhat6sdganak
vizsgalata szerves oldoszert tartalmazé kozegekben. Ennek részeként tanulmanyoztuk
az oldott, és a rogzitett enzimforma stabilitdsat kiilonb6z6 szerves old6szerek
jelenlétében. Gyakorlati alkalmazhatéség szempontjabol vizsgdltuk a CPA
enzimformakkal megvaldsithaté szintetikus reakcidkat, igy a dipeptidszintézist, az N-
védett aminosavak el6allitasat és az atészteresitési reakciot. Meghataroztuk azokat a
reakciokoriilményeket, amelyek mellett maximalis konverzio érhet6 el.

Eredményeink alapul szolgdlnak az enzimek szélesebbkérli gyakorlati
alkalmazasahoz, és alternativ lehetdséget kinalnak a kémiai szintézisekhez.
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2. IRODALMI ATTEKINTES
2.1. A karboxipeptidaz A (CPA) altaldnos jellemzése

A karboxipeptidaz A (EC 3.4.17.1; peptidil-aminosav-hidrolaz) cinktartalmua
proteolitikus enzim (Vallee és mtsai, 1956). A proteolitikus enzimek fontos szerepet
toltenek be az €16 szervezetekben. Feladatuk sokrétii: a viszonylag ,,egyszeri” fehérje
emésztéstél, olyan magas szinten szabdlyozott folyamatokig, mint példaul a
zimogénaktivalas, véralvadds, a fibrincsomdk lizise, a hormon-felszabaditas, a
farmakolégiailag aktiv peptidek felszabaditasa prekurzor proteinekb6l, szekrécios
proteinek membrantranszportjdban vald részvétel. Ezek az enzimek az aminosav
szekvencia, a haromdimenzids szerkezet, a katalizalt reakcié mechanizmusa, valamint
az aktiv centrum felépitése alapjan osztalyozhatok (Neurath, 1984).

Az aktiv centrum felépitése alapjan elvégzett osztalyozas szerint a CPA enzim
cinktartalmanal fogva a metalloproteazok (Rawlings és Barrett, 1993), mig a hasitott
peptidkotés helye szerint a karboxipeptidazok csoportjdba tartozik. Az enzim aktiv
centrumaban elhelyezked6 cinket hisztidin, és glutaminsav oldallancok régzitik. A CPA
C-termindlis aminosavakat hasit le a polipeptid lancrél, amennyiben a C-terminalis
aminosav karboxil csoportja szabad. A hidrolizis kénnyen megy végbe, amennyiben a
szubsztrat karboxil lancvége L-konfiguracidji hidroféb oldallancot tartalmaz (Hartsuck
és Lipscomb, 1971).

Az 1935-ben szarvasmarha hasnyalmirigybdl kristalyositott CPA (M,:32.000-
34.000) mint zimogén prokarboxipeptidaz A (M, 96.000) szintetizalodik, és
proteolitikus hasitds révén éri el aktiv formajat (Keller és mtsai, 1956). Négy aktiv CPA
forma ismert, melyek a prokarboxipeptiddz A enzimatikus hasitdsa utjan keletkeznek.
Ezek az o, B, v, és a & formak. A négy forma legfébb eltérése az N-terminalis
aminosavakban nyilvanul meg.

Tovabbi, a kutatdsi gyakorlatban széleskérben hasznalt, a katalitikus
centrumaban cinket nem tartalmazo, Gn szerin karboxipeptidazokat izolaltak Aspergillus
nigerb6l (Dal Degan és mtsai, 1992), éleszt6bdl, valamint kiilénb6z6 ndvényekbdl
(Kuhn és mtsai, 1974).

A CPA izoelektromos pontja pH 6.0, 0.2-es ionerésségnél. A CPA molekula
teljes aminosav szekvencidja ismert. Egyetlen polipeptidlanc, amely 307 aminosavat, és

egy Zn atomot tartalmaz. Szekvencidjaban feltiinben nagy szdmban szerepelnek az



aromdas aminosavak: 8 hisztidin, 16 fenilalanin, 19 tirozin, és 7 triptofan. A molekula
szekvencidjaban emlitésre mélto tovabba két, egymassal diszulfidkotést képzo cisztein

oldallanc (Hartsuck €s Lipscomb, 1971).

2.1.1. A CPA miasodlagos-, és harmadlagos szerkezete

A CPA masodlagos szerkezetének, ill. kristalyszerkezetének megallapitasara a
molekula nehézfém szarmazékainak rontgendiffrakciés méréseit, molekuldris dinamikai
vizsgalatokat, valamint matematikai modellépité programot alkalmaztak.

A molekula ellipsoid, hozzavetéleges méretei 50x42x38 A. 115 aminosav
oldallanc a molekula 37.5 %-a, helikalis konformaci6ban, 14-14.6 %-a (45 oldallanc) B
szerkezetbe (parallel, és antiparallel) rendezett, 47.9 %-a pedig (147 oldallanc)
rendezetlen. A CPA 3 dimenziés szerkezete, az o hélixek, B lemezek, és a ,,rendezetlen”

szakaszok elrendezddése az 1. abran lathatd.

1. abra: A CPA molekula 3 dimenziés szerkezeti felépitése. (Az 4bran az
enzimmolekula Bz-Phe-Val’(0)-Phe szubsztrattal képezett komplexe lathatd.)

A molekula rendezetlen régidja kevés koétést (kb. tiz hidrogénhidat, valamint egy

diszulfid-kotést) tartalmaz, igy az a-, és B-konformacioju részekhez képest nagyon
flexibilis. A szubsztratmolekula enzimhez kapcsolodasakor bekévetkezd konformacids



valtozasok leginkdbb a molekulanak ezt a szegmensét érintik (Rees €s munkatarsai
(1983); Makinen €s mtsai, 1989).

2.1.2. A fémek szerepe az enzim miilkodésében

Rontgenkrisztallografias adatok egyértelmiien bebizonyitottak, hogy a CPA
enzim aktiv centruméban elhelyezkedd Zn>* megkotésében harom aminosav oldallanc, a

His 69, a His 196 €s a Glu 72 vesz részt, 2. dbra (Zhang és mtsai, 1992).

B strand 3

His 196
B strand 5

&
j {
" o m"‘x (ﬁ
G2 N/

2. abra: A CPA aktiv centrumanak felépitése

Egyenes aranyossag van a Zn’* tartalom valamint az enzimaktivitas valtozasa
kozott. Fémkomplex képzd (kelatképz6) vegyiiletek alkalmazasaval az enzim aktiv
centrumab6l a Zn’' eltavolithat6. Az igy kapott apo-CPA kozel inaktiv, eredeti
aktivitasanak mintegy 4-5 %- val rendelkezik (Makinen és mtsai, 1989). A Zn*" mas
fémionnal valé helyettesitése jelentésen befolydsolja a peptidek hidrolizisének
sebesség-meghatdrozd 1épését (a ke Co>Zn>Mn>Cd sorrendben véltozik), de nem
befolyasolia a kotédésiiket, ezzel szemben hat az észterek kotédésére (a Ky
Co>Zn>Mn>Cd szerint alakul), valtozatlan k.. értékek mellett Hg, Cd, és Pb

helyettesités esetén az enzim elveszti peptidaz aktivitasat, viszont tovabbra is megorzi



észteraz aktivitasat. A Cu-CPA sem peptiddz, sem pedig észteraz aktivitassal nem
rendelkezik (Auld és Holmquist, 1974).

Bukrinsky €s munkatarsai (1998) anomalias viselkedésii rontgenkrisztallografiai
sz6rodasi adatok alapjan beazonositottak egy kihasznalatlan kétékapacitassal
rendelkez6 ,,inhibitor Zn*-oldallancot”, amely a katalitikus Zn®* kozelében helyezkedik
el. A két Zn®*-t hidrogénhid kapcsolja 6ssze mintegy 3.48 A tavolsaggal. Az un.
inhibitor Zn** oldallancot a Glu-270 koti.

2.1.3. Vizmolekulidk a CPA szerkezetében

Rontgenkrisztallografiai vizsgalatok bizonyitjdk, hogy a CPA molekula
kristdlydban 192 vizmolekula szerepel nagy rendezettséggel, legtobbjiik a kristaly
felszinén helyezkedik el, azonban mintegy a 24 un. fedett vizmolekula (korabbi adatok
szerint 10) szerepel a strukturdban (Hartsuck és Lipscomb, 1971). Ezek a fedett
vizmolekuldk hidrogénkotéseket létesitenek aminosav oldallancokkal, illetve egymassal
is. A leghosszabb, fedett vizmolekulakbdl all6 lanc 6ttagh (Rees és mtsai, 1983).

2.1.4. Szubsztratspecifitis, a peptidszubsztrat kotodése

A CPA enzim mikodését, szubsztratk6t6dés jellegzetességeit sokféle
technikaval vizsgaltdk. A , hagyomanyos” rontgenkrisztallografiai, (Rees és mitsai,
1983) spektroszkopiai kinetikai médszerek mellett igen elterjedtek a molekuléris
biolégiai mddszerek (Galdes és mtsai, 1983, 1986; Gardell és mtsai, 1985). Ahhoz,
hogy a CPA a szubsztratot bontani tudja, tobb feltételnek kell teljesiilnie. Igy az enzim
csak a szabad karboxil csoport melletti peptidkotést tudja bontani, s a hidrolizis
sebessége nd, ha a C-terminalis aminosav aromas, vagy eldgazé alifds. A dipeptidek
hidrolizise lassu, ha az aminocsoport szabad, gyorsabb, ha az NH,- csoport blokkolt
(Riordan és Holmquist, 1984). A reakcidsebességet karboxil lancvég L-konfiguracioja,
a D-konfiguraciéval szemben ugyancsak jelentsen megndveli. A bontandé peptidkotés
—NH- csoportjanak, metil- (szarkozin) vagy metiléncsoporttal (prolin) szubsztitualt
szarmazékainal a hidrolizis jelentdsen, vagy teljesen gatolt.

Hosszabb peptidekkel végzett kisérletek azt mutatjdk, hogy legaldbb &t
aminosav oldallinc milyensége befolyasolja a Ky, és a kea érték alakulasat. Ha az R;

poziciéban aromds aminosav van, az jelentds mértékben lecsokkenti a Ky értéket. Az



aroméas aminosav R;, Rz, és Ry poziciokban kisebb hatast gyakorol a Kys-re.
Abramowitz és Schechter (1974) szerint 5 aminosav oldalldncnak felel meg az aktiv
centrum ~18 A 4atméréje. Amennyiben a szubsztrat szerkezetében ezen 5 aminosav
oldallancot érint6 valtozas kovetkezik be, az a katalizisben érezteti hatasat.

A peptidaz aktivitas altaldban alkalmazott mesterséges szubsztratjai: a benzoxi-

glicil-L-fenilalanin, és a hippuril-L-fenilalanin (Folk és Schirmer, 1963).

2.1.5. A kotésben, és a katalizisben szerepet jatszo oldallancok

A CPA enzimnél 5 szubsztratkotd oldallancot (S1°, S1, S2, S3, S4) allapitottak
meg (Sebastian és mtsai, 1996). A CPA aktiv helye megkéti a C-terminalis szarmazék
oldallancat a kotShely apolaros részében, valamint a karboxilat csoportjat két
hidrogénkéotéssel az Arg 145-on. (Lipscomb, 1980). A szubsztratmolekula termindlis
karboxilcsoportjanak rogzitéséért az Asn 144, valamint a Tyr 248-as oldallanc is felel6s.
A katalizisben szerepet jatszo6 tovabbi csoportok pedig a Glu 270, az Arg 127, valamint
a Zn**. A Glu 270 a katalizisben bazisként szerepel, a protont tavolitja el a cinkhez

kotéd6 vizmolekulardl (3. abra).
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3. dbra: A szubsztrat kotédése a CPA aktiv centrumaban (Christianson €s mtsai, 1987)



A Tyr 198-as oldallinc a hidroxil csoportjaval az 4tmeneti Aallapot
stabilizaldsdban jatszik fontos szerepet, illetve a Tyr 198, valamint a Phe 279
aminosavak sajatos perem-felszin elrendezddése alakitja vélhetbleg a kotdhely
szubsztratnak megfelelé valtozasat, és lehetévé teszik a kétést a viszonylag nagyobb
méretli szubsztratok szamara is (Christianson és mtsai, 1987; Sebastian és mtsai, 1996).

A molekula dinamikai vizsgalatok alapjan megaéllapithatd, hogy az oldallancok
észlelt mozgési fluktudcidjanak a szubsztrat felismerésében van fontos szerepe az aktiv
helyen, igy azok az oldallancok, amelyek a szubsztrat megkotésében erésebben disztalis
fekvéstiek, lényegesen nagyobb fluktuédcids szabadsiaggal rendelkeznek, (Lipscomb,
1980) szerint tulajdonképpen felismeré helyként szerepelnek, és meginditjdk a
szubsztrat kotdzsebbe vald bekeriilését) mint az aktiv centrum belsejében elhelyezkedo,
szubsztratkotésben, ill. kotéshasitdsban résztvevé aminosavak. Ennek a dinamikus
mozgasbeli kiilonbségnek nagy szerepe van a szubsztrathidrolizis strukturalis
feltételeinek megteremtésében (Makinen és mtsai, 1989).

A szubsztratok, valamint bizonyos inhibitorok bekétodése konformacio
véltozassal jar. E valtozas legizgalmasabb része az, ahogy az enzim eredetileg ,,vizzel
to1tott” régidja hidrofébba valik. Legalabb négy vizmolekula szorul ki a szubsztratkto
zsebbdl a szubsztrat C-terminalis lancvégének beko6tddésekor, egy tovabbi pedig a
kialakulé szubsztrat-Zn®* kapcsolat révén valik feleslegessé. Az Arg 145-6s is
semlegesitédik a szubsztrat karboxil csoportjaval, végiil a Tyr 248 olyan konformacios
valtozast végez, amellyel elzarja az enzim ,arkot” a kiilsé koézegtél (Hartsuck és

Lipscomb, 1971).
2.1.6. Katalizis elméletek

Molekula dinamikai vizsgélatokat folytattak tetrapeptid szubsztrattal a katalizis
tényleges mechanizmusanak feltirasahoz és két elméletet allitottak fel. A viz
mechanizmus vagy Gn. altalanos bazis mechanizmus szerint egy olyan nukleofil
tdmadas jatsza a foszerepet, amikor a szubsztrat nem helyettesiti a Zn-kel koordinalt
vizmolekulat, s igy a Zn-H;O intéz nukleofil tamadast a Phe-Phe peptidkotésre (Banci
és mtsai, 1994; Lee és Kim, 1998).

A masik feltételezés szerint a szubsztrat, és a Glu 270 karboxilatcsoportja gy

orientalédik, hogy a peptidkotés felbomlasat megel6zéen (4. dbra) egy anhidrid



intermedier keletkezik (anhidrid mechanizmus) (Banci és mtsai, 1994), illetve ez utébbi

Makinen-nél, és Lee-nél mint az észterek hidrolizisére jellemz6 mechanizmus szerepel

(Makinen és mtsai, 1976; Lee és Kim, 1998).
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4. abra: A CPA katalizis anhidrid intermediert feltételez6 mechanizmusa

2.1.7. A CPA észteraz aktivitasa

A CPA a peptidaz aktivitisa mellett észteraz aktivitassal is rendelkezik.
Kiilonb6z06 észter szubsztratok hidrolizisének vizsgélata soran megéllapitottdk, hogy a
C-terminalis oldallanc L-konfiguracidja, valamint az enzim fémtartalma valamennyi
esetben fontos volt. Altalanosan megallapithatd, hogy a kg érték analog szarmazékokra
(pl. Bz-Gly-L-OPhe, és Bz-Gly-L-Phe) 6t6s faktorral tér el egymastol, mig a peptidek
Kwm értéke 20-110-szor nagyobb, mint az észtereké (Hartsuck és Lipscomb, 1971).

Enzim-szubsztrat ~ komplexek  vizsgdlatdval  kimutattdk, hogy a
peptidszubsztratok aktiv helyhez kotédése eltér a megfeleld €szterek kotddésétdl, igy a
peptidhidrolizis nemkompetitiv inhibitorai az észterhidrolizisnek kompetitiv inhibitorai
lesznek (Auld és Holmquist, 1974). Lasd még: A fémek szerepe az enzim miikdésében
cimi fejezetet.

Feltételezhet6, hogy mialatt a peptidek C-terminalisdanak karboxil csoportja a



pozitivan toltott Arg 145-hoz kotodik, addig az €szterek esetében ez a kotés kdzvetleniil
a fémionnal jon létre. Ezt az elképzelést tamasztja ala az a tény is, hogy a karboxilat
inhibitorok, mint pl. a fenil-acetat, vagy a B-fenil-propionét, amelyek a fémionhoz valé
kotédés utjan gatolnak, kompetitiv inhibitorai az észtereknek, de nem a peptideknek
(Navon és mtsai, 1970).

Az észter, és a peptidszubsztratokra vonatkozd specifitdsok nem teszik
sziikségessé két, egymastdl teljesen eltéré katalitikus hely feltételezését, hanem a
rontgenkrisztallografiai vizsgéalatok alapjan kiilonboz6 sebesség-meghatarozd lépések
megjelolése latszik elfogadhatébbnak (Lipscomb, 1980). A nativ enzimszerkezetben a
Zn** kozeli, a szubsztratkotésre alkalmas régié kis mérete is kizarja két, egymastol
lényegesen eltérd kotdhely létezését (Hartsuck és Lipscomb, 1971).

A CPA specifikus észter szubsztratja az O-(trans-p-klor-cinnamoil)-L-f-
fenillaktat, valamint a hippuril-L-B-fenillaktat (Makinen és mtsai, 1976).

2.1.8. Az enzim gatlasa, inhibitorok

A CPA gatléi négy csoportba oszthatok: a szubsztrdt analdégok
(pszeudoszubsztratok), a fémkomplex képzd vegytiletek, termékek, és a fémek.

A pszeudoszubsztratok, az aktiv helyhez vald irreverzibilis kotédéstikkel modositjak
az enzimet (Neurath, 1984; Hass és Ryan, 1980).

A fémkomplex képzé vegyiiletek kozil a cisztein, a 1,10-fenantrolin, a Zn
eltavolitdsa révén gatolja mind a peptiddz, mind pedig az észteraz aktivitist. A
legérdekesebb, s 4&ltaldnosan hasznalt inhibitor a f-fenilpropionat, mely a pH
fiiggvényében gatol (Hartsuck és Lipscomb, 1971).

A enzim mukodését a heterociklikus imidazol is gatolja. Mock és Wang (1999)
megallapitottak, hogy a Zn** ionokat tartalmazé oldat ezt a gatlo hatast egy harmas
komplex kialakuldsa kovetkeztében jelentésen megemeli. A rendszer érdekessége,
hogy az oldat Zn** ionjai az imidazollal kiilén is képeznek komplexet, amely viszont a
gatlascsokkenés irdnyaba hat. Ez az imidazolkoncentraci6 fiiggvényében a katalitikus
sebesség anomalids viselkedését okozza.

A hidrolizis termékek koziill kompetitiv inhibitorai az enzimnek az észter
szubsztratok C-terminalisarél lehasitott o-hidroxi savak. Példaul az L-B-fenillaktat, és

az L-mandelat.
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A fémionok hatasat a 2.1.2. fejezetben mutattuk be.

A atmeneti allapot analégok is szerepelhetnek inhibitorokként. Ilyen tipusi
molekuldk a foszfonat szarmazékok. Ezek a molekuldk képesek arra, hogy mind
elektronrendszer, mind pedig a geometriai elrendezédés tekintetében a katalizis
atmeneti termékét tikr6zzék (Phillips és mtsai, 1992). A szulfonit szarmazékok a
peptidhidrolizis aktivatorai, ugyanakkor géatoljdk az észteraz aktivitast (Frye és
Sebastian, 1990; Sebastian és mtsai, 1987).

2.2. Rogzitett enzimek, enzimrogzitési modszerek

A rogzitett enzimek fizikai k6lcsonhatassal, vagy kémiai kotéssel hordozéhoz
kapcsolt, ill. a hordozé 4ltal koriilzart enzimek, melyek megérzik katalitikus
aktivitasukat (Chibata, 1978).

A rogzitett enzimek sok elénnyel rendelkeznek az oldott enzimformaval szemben. Ezek

az alabbiakban foglalhatok 6ssze:

e a katalitikus aktivitds megtartisa mellett jelentés mértékben megné az enzim
stabilitasa

e a hordozéhoz kapcsolt enzim kénnyen eltavolithaté az oldatbdl, anélkiil hogy a
reakcidelegy enzimet tartalmazna,

e ardgzitett enzimek hosszu ideig tarolhatoak, nagy a tarolési stabilitasuk,

e tdbbszor felhasznalhatdak,

e a viszonylag egyszerii el6allitds melletti tobbszori felhasznalassal jelentés mértéki
koltségmegtakaritas érhetd el.

(Weetall, 1970; Hofstee és Ottilio, 1973; Carr és Bowers, 1980)

Az enzimrogzitési vizsgalatoknal, a hordozé megfelelé kivalasztasa soran
figyelembe kell venni a matrix kémiai tulajdonsagait, és mechanikai viselkedését, a
létrehozott rendszer stabilitdsat, a létrehozott rendszer gyakorlati, és potencidlis
hasznalhatosagat, valamint a rogzitési eljaras gazdasagossagat (Dua és mtsai, 1985).

A rogzitett enzimek felhasznalhatéak kiilonb6z6 tipusu reaktor rendszerekben,
melyek megtervezése, miikodési koriilményeinek optimalizalasa, mindig Gjabb, és ujabb
feladatokat jelent az elméleti, és a gyakorlati kutatdsok teriiletén is. A rogzitett enzimek
f6 gyakorlati alkalmazasi teriiletei az ipar, a gydgyaszat, €s a laboratériumi analitika

(Simon és mtsai, 1992, 1994; Kotorman és mtsai, 1986, 1994; Vértesi és mitsai,
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1995/1996).

Az enzimrogzitésre kidolgozott, altalanosan hasznalt eljarasok:

e Az enzim vizoldhatatlan hordozéhoz kapcsolasa fizikai adszorpcid, ionos vagy
kovalens kotés révén,

¢ intermolekuldris keresztkotések létrehozasa az enzimmolekuldk kozott bi-, vagy
polifunkcids reagensekkel,

e az enzim szemipermedbilis gélracsba, vagy lireges szalba zarasa, szemipermeabilis

membrannal valo koriilvétele.
2.2.1. Adszorpci6

A fizikai adszorpcié a legkorabban alkalmazott modszer az enzimek régzitésére.
Elénye, hogy egyszerli, nem igényel erfteljes kémiai behatasokat. Az adszorpcid
latszolagos egyszertisége ellenére komplex folyamat. Fiigg a hordozo-feliilet kémiai
természetétdl, tovabba a kotési koriilmények: a pH, a hémérséklet, az ionerdsség, az
enzimkoncentracié, valamint az adszorbens koncentracidja is befolyasolja. A megfelel6
adszorbens kivalasztasanal tobb tényezét kell figyelembe venni, igy az alkalmazandé
adszorbensnek az enzimhez megfelelden magas affinitassal kell rendelkeznie, viszont
nem koétheti a szubsztratot, €s a reakcio termékét. Fontos elvaras ezenkiviil, hogy az
enzimnek viszonylag magas aktivitast kell megériznie kotstt éallapotaban (Carr és
Bowers, 1980).

Adszorbensek lehetnek pl. aktiv szén, porézus iiveg, kerdmia, kaolinit, AL,O;,
szilika-gélek, keményit6, celluléz. Hatranya a mddszernek, hogy a pH, a hdmérséklet,
¢s az ionerdsség valtoztatasa az enzim gyors leoldodasat eredményezheti.

E ,szabaly” al6l képez kivételt Cashion rendszere. Cashion és munkatarsai
(1982) nem-kovalens hidroféb jellegﬁt kotésekkel rogzitették az enzimeket tritilalt
agar6z, valamint Sepharéz hordozékhoz. A modszer jelentdsége, hogy viszonylag
»enyhe”, egyszer(i behatdsokkal 100 %-o0s kotési kitermelés érhet§ el, a kotott enzimek
stabilitdsa, a kotések erGssége pedig a kovalens rogzitésekéhez mérheté. Ez a rendszer
j6 modellje az in vivo hidrofob kélcsonhatdsokkal membrankotétt enzimeknek, ugyanis
homologiak allapithatéak meg a tritilagar6z, valamint a membrankotott foszfatazok
viselkedése kozott. A szerzOk, a gyakorlatban szélesebb kérben elterjedt proteazokon

kiviill nukleinsav médositasokban szerepet jatszo enzimeket is rogzitettek.
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2.2.2. Ionos kotés

Legtobbszor az enzim, és a hordozo kozott kialakult ionos koétés altalaban nem
"tisztan" jelenik meg, hanem az adszorpcid is szerepet jatszik. Elsoként Mitz (1956)
alkalmazta ezt a modszert rogzitett enzim eldéllitdsara. Az ionos kotés kialakitasa
egyszeril, nem igényel erélyes behatasokat, igy altaldban nagy aktivitassal kothetdk az
enzimek (Chibata, 1978). Hatranyt jelent azonban, hogy a pH és az ionerdsség
megvaltoztatdsa az enzim leoldédéasat eredményezi, mivel az ionos kotés viszonylag
gyenge. Hordozéként poliszacharid szdrmazékok (DEAE-celluléz, CM-celluléz,
DEAE-Sephadex stb.), és ioncseréldé csoportokkal rendelkez6 szintetikus polimerek

(Amberlite szarmazékok, Dowex gyantak) alkalmazhatéak.

2.2.3. Rogzités keresztkotések létrehozasaval

Bi- vagy multifunkciés reagensekkel (diazo-benzidin és szarmazékai,
N,N’-hexametilén-bisz-jédacetamid, hexametilén izocianat stb.) keresztkotések
alakithatok ki az enzimmolekulak kozo6tt. Leggyakrabban glutdraldehidet alkalmaznak.
A moddszer hatranya, hogy gyakran nehezen kezelheté puha, zselatinszeri polimer
keletkezik (Brown, 1976; Zaborsky, 1974). Ez a hatrany kikiiszébolheté hordozén
adszorbedlodott enzimek keresztkotésével. Az enzimaktivitds veszteség inert fehérje
(pl. szérum albumin) hozzaadasaval csdkkentheté (Brown és mtsai, 1973).

Ez utébbira példa a Rybak és Coupek (1980) altal Separon E hordozén
kivitelezett rogzités. A hordozé hexametilén diaminnal, valamint glutdraldehiddel
aktivalt formajahoz rogzitettek tripszin, o-kimotripszin, alkohol-dehidrogenaz,
karboxipeptidaz N, és B-t valamint a trombin, és plazmin enzimeket. Az ily médon
létrehozott rogzitett enzimek kivalé tarolasi stabilitassal rendelkeztek (3 hénap utan is
csak atlagosan 20 %-os enzimaktivitas csékkenés volt tapasztalhatd). E rendszer fontos
szerepet t6lthet be a gybgyaszati gyakorlatban, hiszen valamennyi felhasznalt enzim

fontos élettani funkciéval rendelkezik.

2.2.4. Gélbe polimerizilas

Az enzimet a polimerizacié megindulasa elétt a monomer oldataba keverve, a

képz6d6 polimer magédba zarja az enzimet. A gél pdrusai a kis méretii szubsztratok, €s
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crez

hogy egyszeri és kiilonbozd gélforméak kialakitdsara is lehet6ség van, viszont a
polimerizacidkor képz6dott szabad gyokok, és a reakciohd inaktivalhatjak az enzimet
(Wheatley és Phillips, 1983). Masrészt ez a mddszer csak olyan enzimek rogzitésére
alkalmazhaté, amelyek kis meéretlii szubsztratokra hatnak. Problémat jelenthet egy
viszonylag homogén poérusméret eldéllitdisa is. Rogzitésre leggyakrabban
poliakrilamidot alkalmaznak (Hicks és Updike, 1966; Bauman és mtsai, 1965, 1967). A
poliakrilamid képzédését akrilamidbol valamint N,N’-metilén-bis-akrilamidbdl
Chrambach és Rodbard (1971) foglaltak 6ssze. Markvicheva és munkatarsai (1994)
poli-N-vinil-kaprolaktdm gélbe zartak sikeresen tripszin, és karboxipeptidaz B
enzimeket. A rogzités utan mindkét enzim rendelkezett eredeti aktivitdsanak 80-90
%-val, és aktivitasukat széles pH, és homérsékleti tartomanyban jol megoérizték. Az
enzimeket tartalmazé granulumokat sikeresen alkalmaztidk rekombinans proinzulinbél

humén inzulin el6allitaséra.
2.2.5. Bezaras szemipermeabilis membrannal

Az enzimek szemipermedbilis kapszuldba zarasara celluloz-nitratot, polisztirol
és poliamin szarmazékokat haszndlnak. Elényt jelent, hogy ily mddon magas
enzimkoncentracié érhetd el, s az igy rogzitett enzimek felhasznéalhatdak pl. aminosavak
nagy mennyiségben valo eldallitdsara, kofaktor ciklizalasara (Yu és Chang, 1982),
enzimhidnyos betegségek gyogyitasara (Chang és Poznansky, 1968; Chang, 1976; Hallé
és mtsai, 1993).

2.2.6. Bezaras szalak iiregeibe

Rony (1971) hasznalt elészor szemipermeabilis szalakat enzimek rogzitésére. A
celluloz triacetat szdlakba szadmos enzimet zart be. A széalakat gy készitették el, hogy a
glicerint is tartalmazé vizes enzimoldatot metilén kloridban oldott cellul6z triacetitba
csepegtették. Keveréssel emulziot készitettek, melyet toluolt tartalmazé koaguléltato
fiirdobe engedtek bele. A szédlak nagy feliiletliek, folyamatos miikddést tettek lehetové.
A modszer elénye, hogy az enzimet nem kell semmivel reagéltatni a rogzitéshez és
nagy molekulatomegli szubsztratoknal is alkalmazhatd, ha a termék molekulatomege

kicsi (Zaborsky, 1974).
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2.2.7. Rogzités kovalens kotéssel

Az enzimrigzitésre alkalmazott leggyakoribb médszer az enzimek kovalens
kotéssel valo rogzitése. Els6ként immunologusok hasznéltak, azdta szdmos uj kovalens
rogzitési eljarast dolgoztak ki (Landsteiner és van der Scheer, 1936). A modszer elénye,
hogy a hordozé és az enzim kozott erds kémiai kotés jon létre, igy a komyezeti
feltételek (hOmérséklet, ionerdsség, pH) megvaltoztatasara sem kovetkezik be
leold6das. Hatranya, hogy viszonylag bonyolult, s altalaban a régzités soran az enzim
jelentds része inaktivalodik, mivel a kotésben az aktiv centrum aminosav oldallancai is
részt vehetnek. A kémiai mddositds eredményeként szamolni kell az enzim
térszerkezetének, a szubsztrat hozzaférhetoségének megvaltozasaval is. A kovalensen
kotott enzimek katalitikus és stabilitdsi tulajdonsagai lényegesen eltérhetnek az oldott
enzimét6l. Célszerli olyan hordozokat (dextrant, szintetikus polimereket, fémoxidokat)
valasztani, melyek az aktivitds szempontjabdl fontos aminosav oldallancokkal nem
reagalnak. Ha az aktiv centrumban 1évé csoportokat kémiailag reverzibilisen
modositjuk, ill. szubsztrat, vagy koenzim van jelen, cs6kkenthet$ az aktivitisveszteség
(Wheeler és mtsai, 1969; Mansson és mtsai, 1983).

A kovalens kotésre leggyakrabban hasznalt reakciok: az acilalas, az arilezés és
alkilalas, a bromcidnos reakcid, a karbamoilélés és tiokarbamoilalés, a glutaraldehides
kapcsolés, kiilonb6z6 diazotalasi reakcidk, tiol-diszulfid atalakuldssal egyiittjard
reakciok, a polimer aldehidekkel valé reakcidja, valamint a kondenzacios reakciok.

A sokféle rogzitési eljaras koziil csak azokat ismertetjiik részletesen, amelyeket a CPA

rogzitésére felhasznaltunk.

2.2.7.1. Rogzités aldehid funkcids csoportot tartalmazé hordozohoz

Aldehid funkciés csoportot tartalmazé hordozdk kialakitdsara szédmos
probalkozas tortént. Epton €s munkatarsai (1976) poliakril-amino-acetaldehidet
allitottak el6. Brown és Racois (1974) allil alkohol, és vanillin kopolimerizacidjaval,
masok (Flemming és mtsai, 1973; Weakley és Mehltretter, 1973) poliszacharidok
dimetil szulfoxidos, ill. perjodatos oxidacidjaval probalkoztak. Az 5. dbran lathato, hogy
az aldehidek a fehérjék aminocsoportjaival aminol, vagy Schiff-bazis (azometin,

aldimin) képzéssel reagalnak (Goldstein és Manecke, 1976).
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5. abra: Az enzim kétédése az aldehid funkcids csoportot tartalmazé hordozon

Az enzimmolekuldk szulthidril, €s imidazolcsoportjai is reakcidéba léphetnek, ami
enzimaktivitds csokkenéssel jarhat. A médszer hatranya, hogy bizonytalan a képzdott
kotések stabilitdsa. A kotés utdlagos redukcidval stabilizalhatd, de kézben csékkenhet

az enzim aktivitasa (Royer €s mtsai, 1975).

2.2.7.2. Kotés poliakrilamid gélekhez p-benzokinonos aktivalassal

Az amid-csoport aktivaldsdra szadmos eljarast dolgoztak ki (Weston ¢és
Avrameas, 1971; Inman, 1974). Brandt és munkatarsai (1975), valamint Stambolieva és
Turkova (1980) Sephar6z 4B ¢és hidroxialkil-metakrildt géleket aktivaltak
p-benzokinonnal. Poliakrilamid tipusu gélek is aktivalhaték p-benzokinonnal (Kalman

és mtsai, 1983). A p-benzokinon aminokkal végbemend reakcidjat mutatja a 6. ébra.

o} OH OH o}
+ ()
4+ R4NHy ——> —_— > +
NHR+ NHR

o) OH OH o]
"

0 OH
R1NH R1NH

<M
+
NHR NHR 1
0 OH

6. abra: A p-benzokinon reakci6ja aminokkal
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A reakcié hidrokinon koztes termék keletkezésével jar6é 1,4 addicio, amelyhez

oxidécids 1épés kapcsolodik (Krishna és mtsai, 1985).

2.2.7.3. Rogzités karboxil-csoportot tartalmazé hordozéhoz

Mattiasson, €s Mosbach (1971) hasznéltak eldszor karboxil-csoportot tartalmazé
gélek aktivalasdra vizoldékony karbodiimideket. Az aktivalas folyamatit mutatja a
7. 4dbra. Savas pH-n (pH 4.75-5.0) el6szor O-acil-izourea atmeneti termék keletkezik,
mely rendkiviil reaktiv, és az aktivalt karboxil-csoport amino, vagy mas nukleofil
csoportokkal (-OH, -SH) is reakcioba léphet, vagy belsé molekularis atrendez6déssel
acil-urea szarmazékka alakul.

A karboxil-csoportok aktivalasara leggyakrabban az 1-ciklohexil-3/2/4-N-
metilmorfolinoetil-karbodiimid  tozilatot, ¢és az 1-etil-3/3-dimetilaminopropil/-

karbodiimidet hasznaljak (Wiseman, 1975).

o) O
R I I
N

R
l | §»C—N-I—R1+R‘—N4—C—N4—R
0 N ') H y/
[ I [ |
§»C—OH+ ¢ ~Hadl p—0—C
| I }aﬁf O R O
‘N N'H T 1
b

! C—N—C—NH—R
N
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7. abra: Karboxil funkcids csoportot tartalmazé gélek aktivalasa vizoldékony
karbodiimiddel, és az enzim rogzitése

2.2.8. Rogzitett karboxipeptidizok és felhasznalasuk a gyakorlatban

Pronazt, proteindz K-t, karboxipeptidaz A-t, és B-t, aminopeptiddiz M-t,
intestindlis mucosa exopeptiddzokat, valamint proliddzt rogzitettek meghatarozott
poérusméretii liveggyongyre, s az igy létrehozott rendszerrel fehérjék teljes enzimatikus
hidrolizisét vizsgéltdk Church és munkatirsai (1984). A fehérjemolekuldk savas
hidrolizisekor a triptofantartalom teljesen elveszik, jelentds csékkenés kdvetkezik be a

szerin a treonin tartalomban is, elhasadnak tovabba az amidok a glutamin, és az
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aszparagin. A fehérjék bézikus hidrolizise gyakran alkalmazott, a triptofan tartalom
mérésére, azonban még erdteljesebben veszi igénybe a fehérjemolekulat. A fehérjék
enzimatikus emésztése megoldani latszik a savas, ill. bazikus hidrolizis esetén fellép6
probléméakat. A szerzOknek a megfeleld, Osszeegyeztethetd pH, és homérsékleti
optimummal rendelkezé enzimek kivalasztasaval sikeriilt kikiiszobolnie a pH, és
hémérsékleti kezelések kordbban gondot jelentd problémdjat is. (Chin és Wold, 1974,
Royer és mtsai, 1977). A rogzitett enzimes, valamint a savas hidrolizis kombinalt
alkalmazéaséval sokkal pontosabb kémiai kép kaphat6é a fehérjék min6ségérél, mint a
savas hidrolizis egyediili alkalmazasaval. Két nativ protein szubsztraton
(B-laktoglobulin, és inzulin) elvégzett vizsgalatok alapjan egyértelmiien bizonyithaté a
régzitett enzimes hidrolizis savasét feliilmulé hatékonyséaga.

A rogzitett fehérjebontéd enzimekkel megvaldsitott emésztés, majd a hasitasi
termékek ezt kdvetdé HPLC, tomegspektrometrids stb. analizise jol alkalmazhatd,
felhasznéaldsaval aminosav Osszetétel megallapitas, fehérje szekvendlds oldhaté meg
(Stachowiak €s mtsai, 19‘88; Voyksner és mtsai, 1990).

Dua és munkatarsai (1985) celluloz alapta hordozéhoz kététt CPA-val, illetve az
ezt kiegészitd, a bontds kimutatdsira szolgdlé papirkromatografiaval tetrapeptid
aminosav analizisét valdsitottak meg sikerrel.

Bromciannal aktivalt agar6zhoz rogzitett, citrustermés maghéjabol izolalt
karboxipeptidaz C széles szubsztratspecifitasanal fogva a kiilonboz6 jellegli fehérjék
(angiotenzin, bradikinin, insulin B ldnc, bovine serum albumin) C terminalis
aminosavanak lehasitasat végezte el (Funakoshi és mtsai, 1983).

Az exopeptidazok gyakorlati felhasznaldsanak igen gyakran jelenti akadalyat az
enzimek tisztitdsanak magas koltsége. Ezt a problémat latszik sikeresen athidalni a Ge
és Zhang (1996) 4ltal kifejlesztett rendszer. Ok sertés hasnyalmirigy exopeptidézokat
tartalmazo, egyszerli ammoénium-szulfatos tisztitassal 1étrehozott keveréket rogzitettek
glutéraldehiddel vékony kitin hordozén. Ez a rogzitett enzimes rendszer aminosavakat
hasitott a peptidmolekulakrdl. A felszabadult aminosav tartalom alapjan egyértelmiien
beazonositottdk, hogy az exopeptiddz elegy karboxipeptiddz A, B, és aminopeptidaz
enzimeket tartalmazott. A rendszer érdekessége, hogy az eddigiekben felvazoltaknak
mintegy ,,megforditasaként” miikddik, vagyis az aminosav analizis utdn kovetkeztettek

az alkalmazott enzimekre.



2.2.9. Rogzitett CPA eldallitasa

A CPA kiilonb6z6 hordozékhoz vald rogzitése, a rogzités koriilményeinek
vizsgélata, a rogzitett CPA katalitikus jellemz6inek meghatarozasara tobb prébalkozas
tortént az irodalomban. Epoxicsoportokat tartalmazd 2-hidroxietil-metakrilat, és etilén-
dimetakrildt (Separon HEMA) kopolimeren rogzitették a CPA-t kovalens kotéssel
Smalla és munkatarsai (1988), s vizsgaltak a kiilénb6z6 sok (mennyiségi, és mindségi)
hatasdt a kovalens kotés létrejottére. A kiilonb6zé alkalmazott sékoncentraciok
elosegitik a fehérje-matrix hidroféb kélcsonhatasok 1étrejottét, amelyek eléfeltételei a
kovalens kotés kialakuldsanak.

CPA-t rogzitettek Enzakril AH hordozén Ksycinska és Grezgorzewska (1980), s
vizsgéltak a rendszer stabilitasat. A rogzitett CPA borat pufferben (50 mM, pH 9) 40°C-
on 48 Oras inkubdlas utdn nem veszitett kiinduldsi hidrolitikus aktivitasabdl.
Szubsztratként kldracetil-L-triptofant alkalmaztak.

Oxidalt neutralis szénhidratok alkilalt szarmazékaihoz kotéttek CPA-t Royer és
munkatdrsai (1975). Az alkalmazott kotés az enzimmolekula g-aminocsoportjai, és a
hordozo alkilcsoportjai k6zott kialakulé Schiff-bazis kétés.

Ugyanez a laboratérium fejlesztette ki a perjodatos aktivalas modszerét. A
BrCN-os aktivalassal szemben a perjodat alkalmazasa kiméletesebb, enyhébb megoldast
jelent. Dextrannal bevont pordzus tiveg, Sephardz, és gliceril szilannal bevont porézus
tiveg hordozokat aktivaltak NalOy-tal, majd NaBHy-es kezeléssel CPA-t, CPB-t, és
tripszint rogzitettek a fenti hordozokhcz. Valamennyi esetben stabil rendszert hoztak
létre, amelyekben az enzimmiikddés pH optimuma nem tért el az oldott enzimétél, és a
rogzitett enzimeknél gyakran komoly problémat jelent6 diffuzids korlat fellépését is
elkertilték.

Dua és munkatarsai (1985) a CPA-t sztirén-maleinsavanhidrid (SMA) kopolimer
hordozdéhoz rogzitették. Az enzim a rogzités soran aktivitdsanak mintegy 30-40 %—at
elveszitette, viszont a rogzitett enzimforma az oldotténal nagyobb hoémérsékleti, és
kémiai stabilitassal rendelkezett. 60°C-on az oldott forma 30 perc alatt inaktivalédott,
mig a rogzitett 3 6ra mulva is megtartotta kiindulasi aktivitdsanak 40 %-at. Tovabbi
fontos elénye, az SMA-CPA rogzitett enzimnek, hogy t6bbszér felhasznalhato, 50-szer
ismételt mérés utan még mindig csak felére cs6kkent az eredeti aktivitasa.

A fenti szerzOk rogzitettek kecske hasnyalmirigy karboxipeptidaz A-t oxidalt

cellul6z, majd oxidalt celluléz savas kloridszarmazékanak felhasznalasaval (Dua és
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mtsai, 1984; Kumar és mtsai, 1986). Az enzimmiikddés optimalis pH-ja mindkét
enzimformanal pH 7.5, az aktivitds hémérsékleti optimuma pedig 50°C volt. Az 50°C-
on végzett hoinaktivalodasi kisérletek pedig azt mutatjak, hogy az oldott enzim 20
perces fél-életideje 2 Ora 48 percre névekedett, a rogzités tehat jelentGsen stabilizalta az
enzimet. Oldott CPA-ndl 4°C-on 6 hoénap alatt mintegy 8 %-os autolizis miatt
bekovetkezd aktivitds veszteséggel lehiet szamolni. Az enzim autolizisét a rogzités
jelentds mértékben csokkentette.

Solomon és munkatarsai (1984) a karboxipeptidaz A-t monoklonalis antitestek
kozvetitésével kotottek EUPERGIT C-hez Ebben a rendszerben a CPA gyakorlatilag
aktivitasveszteség nélkiil rogziil, s megkst6dott aktivitdsa 4°C-on valé tarolds soran egy
hénap elteltével sem valtozott.

Solomon és Goldstein (1996) perjodattal oxidalt polivinil-alkohol (PVA)
szarmazékokhoz rogzitették a CPA-t. Az oxidalt PVA lancok eltér6 mennyiségii acetil-,
és szabad hidroxilcsoportot tartalmaztak. A kotés e csoportokon keresztiil valosult meg.
A nativ enzimet, valamint rogzitett enzimet arzanilsavval (p-amino-fenil arzonsav)
kezelték, €s vizsgaltak a keletkezett arzanil-azo-CPA-PVA Katalitikus aktivitisanak
valtozasat. Az észteraz-aktivitdst nem, viszont a peptidaz aktivitdst a Tyr 248-as
oldallanc mddosulasa kovetkeztében jelentésen befolyasoltak (csokkentették) ezek a
kémiai médositd 1épések. Feltehetdleg mar a PVA-kal valé kapcsolédas megvaltoztatta

a Tyr oldallanc konformacios éllapotat, és rotacids szabadsagat.
2.2.10. A CPA stabilizalasanak uj formai

Az enzim hdstabilizalasanak egy sajatos, €s eléremutatd formédjat képviseli a
monoklonélis antitestekkel torténd reagaltatds, immar hordozé nélkiill. Olyan
komplexpérokat hoztak létre, amelyekben a nativ enzimhez képest megemelkedett
90 %-kal a peptidaz-aktivitas, 60 %—kél pedig az észteraz-aktivitas héstabilitdsa. A
megfeleld immuno-komplexek képzddése stabilizalta az aktiv enzimkonformaciét a
hédenaturacidval szemben, anélkiil, hogy ezaltal cs6kkentette volna az enzim katalitikus
aktivitasat. Ez a tanulmany ugyanakkor j6 bizonyiték, a peptid-, és az észterhidrolizis
mechanizmusanak kiilonbézéségére (Solomon ¢és Balas, 1991).

A monoklondlis antitestekkel képezett komplexparokkal is stabilizaltdk a CPA-t
Solomon és munkatarsai (1998). A monoklonalis antitestek egy meghatarozott helyen

kotédnek az antigént jelent6 CPA-hoz. Ez a kotddés jelentds konformacios stabilitast
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kolcson6z az enzimnek, megvédi a letekeredéstdl, az aggregaciotdl, valamint
bizonyitottan chaperon hatasa révén elOsegitt a molekula aktiv térszerkezetének
helyreallasat, illetve fenntartasat denaturalé koriilmények (magas homérséklet, magas

koncentracioju Zn**-oldat) kozstt.

2.3. Biokatalitikus reakciok kevés vizet tartalmazo, nem hagyomanyos kozegekben

A vizes oldat fiziolégids kdrnyezetként értelmezhetd a legtobb biokatalitikus
reakcié szamara. Sok enzim képes milikédni azonban az in. nem hagyomanyos kézegek
biokatalitikus reakcidk, ahol a kézeg szuperkritikus folyadék gazfazisdi, vagy magas
részaranyban tartalmaz szerves olddszereket (Dordick, 1988; Halling, 1994).

A nem vizes kozegli biokatalizis egyre nagyobb jelentdségre tesz szert mind a
tudomanyos, mind pedig az ipari kutatasi gyakorlatban. A biokatalizatorok egyre
szélesebb skalajat, enzimeket, multienzim rendszereket, valamint egész sejteket
alkalmaznak kis viztartalmu, vagy vizet nem tartalmaz6, nem hagyoményos
kozegekben. Egyre nagyobb mértékben terjeszthetd ki a lehetséges szintézisek kore, az
egyszerid kiralis molekulaktél, a nagyobb, komplexebb molekulékig, oligoszacharidok,
polipeptidek, nukleotidok, stb. eldallitasaig (Wong, 1990). Ezeknél a szintéziseknél
leggyakrabban alkalmazott rendszerek meghatarozott szazalékban szerves oldoszert
(vizzel elegyedd, vagy vizzel nem elegyedd) tartalmaznak. Sajatos, egyre ndvekvd
jelentdségii csoportot képviselnek ezen .belﬁl a minimalis mennyiségli vizet tartalmazd,
kozel ,,viz nélkiili” kozegek (Zaks és Klibanov, 1985, 1988; Halling, 1994). Egyes
esetekben a reakciok6zeg csak tUn. mikro viztartalommal rendelkezik, amelyrdl
kristalyvizes s6 hozzaadasaval, vagy nedves levegbarammal gondoskodnak. Ilyen
rendszer alkalmazaséaval taldlkozhatunk a Kuhl és munkatérsai (1995) altal kidolgozott
peptidszintézis esetében, s bar a folyamatot oldészer jelenlét nélkiil végezték, az eljaras
ujszeriisége feltétlen figyelmet érdemel (I1d.: Enzimatikus peptidszintézisek c. fejezet).

A nem hagyomanyos, szerves olddszeres kdzeg alkalmazasanak szamos elényét
a kovetkezokben foglaljuk 6ssze. Az apolaros szubsztratok, és termékek megnovekedett
oldékonysaga magasabb oldott koncentraciot tesz lehetdvé a reakcidelegyben. A szerves
oldészeres kozegben megvaltozik a szolvatacio, s ennek kovetkeztében megvaéltozhat a
reakcid kinetikdja, illetve eltolédhat a termodinamikai egyensuly, igy sok esetben

hidrolitikus enzimek szintézisre lesznek képesek, s vagy ,.transz” jellegii reakciok, vagy
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teljes mértékben forditott reakcidk jatszédhatnak le. A viztartalom minimalisra
szoritasaval esetenként az egyensily szinte teljes mértékben eltolddhat a szintézis
iranyaba.

A nem poléros jellegli szubsztratok, illetve termékek enzimre gyakorolt gatld
hatasa jelentds mértékben redukalédik, a szamukra kedvezd szolvatacids feltételek
mellett. A kozeg természetétdl fiiggden megvaltoznak a biokatalizator tulajdonsagai is.
Igy a protedzok esetében példaul megvaltozhat a szubsztratspecifitas, illetve az enzim
enantioszelektivitasa. Az oldészer enantioszelektivitast befolyasolé hatiasa olyan D-
aminosav szarmazékok 4talakitasat teszi lehetévé, amely vizes kozegben nem
lehetséges. Az enzimek a kézegben nem olddédnak, s ezzel kikiiszobolhetd a reaktor
fizikai vesztesége. A vizes oldatban esetleg fellépé mellékreakciok, a nem
hagyomanyos kozegben visszaszorulnak, s a biokatalitikus lépés sokkal kénnyebben
integralédik abba a szintézis sorozatba, amely olyan kémiai éllapotsorokon vezet
keresztiil, amelyekben a szerves olddszer jelenléte fontos. Az alacsony forrasponti
oldészerek a termék kinyerést jelentésen megkonnyitik, €s alkalmazasukkal a -
mikrobidlis szennyezddés jelentds mértékben visszaszorul (Brink és mtsai, 1988;
Fitzpatrick és Klibanov, 1991; Kawashiro és mtsai, 1997).

A szédmtalan elényds tulajdonsag mellett ezeknek a rendszereknek is vannak
hatranyai. Ezek kozott kell emliteniink a biokatalizator lehetséges denaturécidjat, a
szerves olddszer inaktivalé hatasat, a reakcidé rendszer ndvekvé komplexitasat, az

olddszer toxicitasat, illetve az oldészer koltségeket. (Brink és mtsai, 1988).

2.3.1. A szerves olddészerek fehérjeszerkezetre gyakorolt hatisa

Az enzimek aktiv konforméacidjanak fenntartasaért a molekuldk koriili
szolvatacids burok, ill. a molekulan beliili hidroféb kdlcsonhatasok felelések (Tanford,
1978). A fehérjemolekuldk vizes oldatban a hidratburokkal vannak koriilvéve. A
hidratburok vizmolekuldi a fehérje feliiletéhez kotédnek, foként hidrogénhidakkal és
nélkiilozhetetlenek a nativ konformaci6 fenntartdsiban. A szerves oldészer molekulai
arra torekszenek, hogy a hidratacidés vizmolekulakat elmozditsak, s ezaltal az enzim, és
a hidratburok kozott kialakult rendkiviil finoman kiépitett kolcsénhatasrendszert
szétromboljak. Az é&ltalanosan elfogadott nézet szerint a | fehérjemolekula szerves
olddszerekben bekdvetkez6 denaturacidjanak oka a hidratburok sériilése.

A vizzel elegyedd szerves oldoszerek képesek arra, hogy a molekula
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hidratburkat egy szerves molekuldkbdl felépiilé szolvatacidés burokra cseréljék a
hidroféb kolcsénhatasok megbontasa nélkiil. Ezeknél az olddszereknél esetenként
aktivald hatassal is szamolni lehet, amely egyrészt az enzimmolekula belsejében
lejatsz6d6 kedvezd konformacidés valtozasoknak, masrészt a hidrolitikus enzimek
esetében annak is k&szénhet, hogy a szerves oldoszer, mint hozzdadott nukleofil
komponens kozvetleniil is részt vesz a katalizalt reakcidban.

A vizzel elegyedd szerves oldoszer, mint reakciokézeg kiilondsen jol
alkalmazhaté észter-, aminosav-, karbonsav-szintéziseknél, valamint peptidkétések
létrehozasara.

A szerves oldoszeres biokatalizis hatékony megvaldsitasdhoz célszerli az
oldoszer okozta hatasokat valamilyen mddszerrel kivédeni. Ez elvileg tobb tton
lehetséges. Igy példaul a megfeleld oldészer kivalasztasaval elérhetd, hogy az oldészer
molekulak az aktiv konformacié fenntartdsdhoz sziikséges kolcsonhatdsokat nem
bontjdk meg jelentds mértékben. Az enzim rogzitése, stabilitasanak, aktivitdsanak
novelése ugyancsak j6 mddszernek bizonyult. E folyamat sordn a nativ
enzimkonformacié mesterségesen fixalt, igy fennmaradhat, annak ellenére, hogy a
szerves olddszer a hidratburkot tonkreteszi. Az enzim katalitikus tulajdonsagai akkor is
megmaradnak, ha a hidratalt enzim, €s a szerves oldészer egymast6l valamilyen mddon
elszigetelve, térben elkiilonitve vannak.

Végill a megfelelé enzim kivalasztasaval is eredményessé tehetd a szerves
oldoszeres biokatalizis, hiszen csak azok az enzimek hasznalhatéak e folyamat soran,

amelyek ebben a kdzegben miikodésképesek (Khmelnitsky €s mtsai, 1991).

2.3.2. A szerves oldoszeres rendszerek jellemzése (log P, a,, értékek)

A szerves olddszeres rendszerek jellemzésekor elsdként el kell valasztani
egymastdl a vizzel nem elegyedd szerves oldoszer—viz rendszert, (a vizes fazisban az
oldott enzimmel) melyben a fent emlitett elényds tulajdonsdgok latvanyosan
érvényesiilnek, s a hatranyok (pl. az oldészer enzimet denaturald, ill. inaktivald hatédsa)
csak a folyadék-folyadék fazishataron mutatkoznak meg, és a vizzel elegyedd szerves
olddszer-viz rendszert, melyekben az enzim szubsztrat/termék gatlasa kifejezettebb, a
termék kinyerés bonyolultabb lehet, mint a kétfazisu rendszerekben (Brink és mitsai,
1988).

A szerves oldoszeres rendszereket két jellemz6 értékkel, a szerves olddszer
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hidrofobicitasanak mértékével (log P), €s a termodinamikai vizaktivitassal (ay)

jellemezhetjiik.

Az olddszer hidrofobicitasanak mértékét tiikr6z6 log P nem mads, mint az adott
oldészer viz-oktanol rendszerben mért megoszlasi hanyadosanak logaritmusa. A log P
értékével kapcsolatos altalanos megallapitasok a kdvetkezok:

e log P <2: ezek az olddszerek polaros jellegliek, ezért megbonthatjak az esszencialis
viz-biokatalizator ko6lcs6nhatasokat, ezéltal konnyen inaktivalhatjak, és/vagy
denaturaljak az enzimet.

e 2 <log P <4: ezek az oldoszerek atmeneti tipust képviselnek, kevésbé hatnak a
hidratburokra, ill. a katalitikus aktivitasra.

e 4 <log P: ezek az olddszerek apolarosak, nem zavarjak a hidratburkot, ezért sok
esetben elényos lehet a felhasznélasuk.

Kétkomponensii rendszerekben a log P érték kiszdmitasanak szabalya a kovetkezo:

log Peiegy=Xilog P1+Xzlog P,
ahol X, és X; a komponensek moélaranyai.

A log P érték j6 indikatora a szerves olddszeres rendszereknek, mivel
kozvetleniil mérhetd, ill. egyszerlien kiszamolhatd, és sokkal hatékonyabban jellemzi a
szerves biokatalizis gyakorlataban elterjedt olddszereket, mint barmely mas érték (au:
polarizalhatdsdg; €: dielektromos konstans; y: hidrogénkétési képesség; p: dipdlus
momentum). fgy példaul az alkalmazott oldészer log P értéke és a rogzitett sejt-aktivitas
kozott szignifikdns Osszefliggést taldltak, ugyanez nem mondhat6 el a dielektromos
allandé esetében (Laane és mtsai, 1987).

A Dbiokatalizator nem hagyomanyos kozegekben mutatott viselkedését
lényegesen nehezebb ,megjésolni”, ill. jellemezni, mint azt az egyszeril vizes
oldatokban végbemend reakciok esetén. E bonyolult rendszerek leginkdbb hasznalhat6
jellemzését a termodinamikai tulajdonsagok (kiilonds tekintettel a részecske
megoszlasra, egyensulyi viszonyokra stb.) fiziko-kémiai elemzése szolgaltatja. Ezek
koziil kiemelt jelentdségli a termodinamikai vizaktivitas (ay), mely a legalkalmasabb
paraméter a szerves oldoszeres kozeg vizzel kapcsolatos tulajdonsagainak jellemzésére.
E paraméterrel lényegében nem mast, mint a ,,szabad” viz koncentraci6jat jellemezziik,
amely mind az enzim stabilitdsdnak fenntartdséban, mind pedig a hidrolitikus
aktivitasanak befolyasolasaban kulcsszerepet jatszik. A nem hagyomanyos kdzegekben

az aktiv enzim molekuldris kornyezetében a viz mennyisége kritikus faktornak
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tekintheté. Az enzim katalitikus tulajdonsagai ugyanis szerves olddszer rendszerben
szigordan fiiggenek attél a vizmennyiségtél, amely rendelkezésre all az aktiv
konformécié fenntartasdhoz (Lozano és mtsai, 1997). A biokatalitikus rendszer
véltozasai gyakran indirekt médon, az aktiv molekuldk szadmdara hozzéférhetd viz
mennyiségén keresztiil nyilvanulnak meg. A vizért versengés folyik a katalizator, a
hordozb, a szubsztratok, és egyéb rendszeralkotdk (pl. kiilonb6z6é sok) kozott. E
versengés bonyolult osszefliggései az aw €rték valtozasan keresztiil fejezhetdk ki.

A szerves oldoszeres kozeg kivalasztdsanak gyakran fontos motivuma a
hidrolitikus reakcié egyensulydnak elmozditdsa, mely altal lehetdség nyilik szintetikus
reakciok katalizalasara hidrolaz enzimek koézremiikodésével. Cél lehet a hidrolizis
direkt megforditdsa vizet, mint sztochiometrikus terméket eredményezd (pl: savak,
alkoholok észteresitése) reakcidkban, ill. olyan csoporttranszfer (pl: atészteresitések)
reakcidk kivitelezése, melyekben a hidrolitikus mellékreakciét, az acil donor egyszerii
hidrolizisét kell minimalisra visszaszoritani. A viz hidrolitikus egyensutlyra gyakorolt
hatdsanak figyelembe vétele mindkét esetben fontos (Halling, 1994). A szerves
oldészeres rendszerekben ugyanis az oldat, és a biokatalizator (adott esetben a
hordozéhoz r6gzitett biokatalizator rendszer) mikrokérnyezetének viztartalma
egyensulyi eloszlasra, kiegyenlitett a,, értékre torekszik. Magas viztartalmi
hordozokhoz rogzitett enzimek esetében kiilonGsen szembetiind, hogy a szerves
kozegben a hordozé viztartalmanak jelentds részét leadja, csdkkentve ezaltal sajat
vizaktivitasat, megvaltoztatva a régzitett enzim mikrokornyezetét, ill. enzimaktivitasat.
Ez a csokkenés azonban oldott enzimformahoz képest elenyészé lehet, hiszen a hordozo
pérusaiban az aktiv konformécié fenntartdsiéhoz még igy is elegendé mennyiségi viz
maradhat (Blanco és mtsai, 1992).

A rendszer vizaktivitdsa, és az alkalmazott oldészer hidrofobicitasa kozotti
Osszefliggés vizsgalatara kiotorfin szarmazék (Bz-Tyr-Arg-Oet) szintézisét alkalmaztak
sikeresen Lozano és munkatirsai (1997) kimotripszin felhasznaldsaval kiilonboz6
szerves olddszerekben. A kozeg oldoszertartalmanak noévekedésével csokkent a
rendszer vizaktivitasa. A legnagyobb csdkkenés a leginkébb hidrofil jellegli olddszer
(DMSOQ) alkalmazéasa esetén volt tapasztalhatd. A kimotripszin valamennyi olddszer
esetében akkor mutatta a legnagyobb szintetikus aktivitdsat, amikor a vizaktivitasa
magasabb volt, mint 0.8. Feltételezhetéen ez egy kritikus érték, amely a kimotripszin
esetében fontos az enzim aktiv konformdécidjanak fenntartdsdban, am fiiggetlen az

alkalmazott olddszer mindségétdl. A varhatd ay, €s log P értékek kivaléan

25



alkalmazhat6k az enzimatikus peptidszintézis rendszer dsszetételének megtervezésére.

2.3.3. Az enzim stabilitasanak, aktivitasanak fokozasa

Tobb moédszert dolgoztak ki az enzimek stabilitasanak, és aktivitdsanak
fokozasara szerves olddszeres rendszerekben. Ilyen példdul az enzim oldhatéva tétele
ionpart képezve, s enzim-feliiletaktiv anyag komplexet létrehozva (pl. a-kimotripszin),
az enzimek egyiitt liofilizdlasa szénhidratokkal, sdékkal, valamint polimerekkel,
(Triantafyllou és mtsai, 1997) alacsony hémérsékleten megvaldsitott katalizis (Lee és
mtsai, 1998).

Az enzimek stabilizdldsdra az enzim rogzitése hatékony moddszer lehet.
Rogzitéskor jelentds mértékben megnovekedhet a hostabilitdas, géatlodhatnak a
nemkivanatos fehérje-fehérje kolcsonhatasok (Triantafyllou és mitsai, 1997). Az
enzimr6gzités elénydsen tudja befolyasolni a biokatalizator visszanyerését, megoldast
kindl az enzim védelmére a kommyezet hatdsaival szemben, cs6kkenti az enzim
szubsztrat gatlasat is, valamint gatol olyan fizikai jelenségeket, mint példaul a
fehérjemolekulak aggregacidja (van Sonsbeek és mtsai, 1993).

A szerves oldészeres médiumban miik6dé biokatalizator katalitikus aktivitdsa
additivek hozzéadasaval jelentds mértékben megemelhetd. Ezek az additivek lehetnek
kiilénb6z6 sék (pl. KCl), polimerek, valamint egyéb szerves vegyiiletek (poliolok, ill.
kiiléonbdzd szacharidok stb.) (Blanco és mtsai, 1992; Adlercreutz, 1993). Az additivek
enzimekre gyakorolt kedvez$ hatasa magyarazhaté azzal, hogy a fehérjemolekula kortil
optimalisabb vizeloszlast eredményeznek, ami pedig nagymértékben hozzajarul az aktiv
konformécié fenntartasdhoz, (Triantafyllou és mtsai, 1997) megnévelik a szintetikus
enzimaktivitast, illetve vizaktivitast csékkenté hatasuk révén az egyensulyt a szintézis
iranyaba toljak el. A poliolok esetében a koszolvens-molekuldk hidroxil csoportjai
felelések a mikrokdrnyezet megvaltoztatasaért, ugyanis megvaltoztatjak a szolvens/viz
szerkezetet. A poliolok megvédhetik az enzimmolekulat a hédenaturaciotél (Lozano és

mtsai, 1993).

2.3.4. Enzimekkel szerves oldészeres kizegben végrehajtott szintetikus reakciok

Az utobbi idében egyre nagyobb figyelmet szentelnek a szerves kozegl

szintéziseknek, elsdsorban az aminosavak, aminosav szarmazékok (aminosav-észterek,
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N-acil aminosavak), peptidek nem hagyomanyos, enzimatikus szintézisének. Az
enzimek szintézisekre valé alkalmazdsa rendkiviil elényds, mert a komplex,
polifunkcids molekuldk szintézisénél felmeriilhetnek olyan problémék, amelyek a
klasszikus eljarasokkal nem, vagy nem elég hatékonyan oldhatéak meg (racemizacid,
kémiai szelektivitds stb.). Megfeleld enzimek alkalmazasa kemo-, és régio-, és
enantioszelektiv atalakuldst tesz lehetdvé, enyhe reakcidkériilmények alkalmazasa
mellett (Pathak és Waldmann, 1998). Ezenkiviil hasznalatukkal megel6zheté a mérgezd
aktivaloszerek alkalmazésa, és gazdasagosabba tehetd a folyamat. E folyamatokhoz
célszerli rogzitett enzimforma alkalmazasa, hiszen igy magas katalitikus aktivitas,

stabilitds elérésére van lehetdség.
2.3.4.1. N-acil aminosavak szintézise (aminosavak N-védelme)

Az Un. enzimatikus véddcsoport technikak egyre névekvé figyelmet kapnak a
szintetikus szerves kémidban. A védGcsoportok megfeleld kialakitdsa, majd szintézis
utdni eltavolitasa egyarant fontos kérdés. Szamtalan kémiai eljaras all rendelkezésiinkre
e folyamatokkal kapcsolatban (Schelhaas és Waldmann, 1996). A védécsoport
kémidnak érdekes fejezetét jelenti az aminosavak, és egyéb molekuldk aktiv
aminocsopotjainak enzimatikus acildlasa, blokkoldasa. Aminok, ill. aminocsoportok
enantioszelektiv védelmére olcsé eljardst a homokarbonatok szerves kozegii
enzimatikus alkalmazasa jelenti (Orsat és mtsai, 1996).

N-védett aminosavak enzimatikus szintézisét hajtottak végre szerves olddszeres
kozegben Kosdry és munkatarsai (1994). Kovalensen rogzitett, stabilizalt sertésvese
amino-acilaz enzimmel végezték kisérleteiket. L-Met, és ecetsav szubsztratok
alkalmazasa esetén DMSO-ban, valamint 1,4-dioxdnban és eredményes atalakulast
értek el. Ugyancsak ezzel az enzimmel dolgoztak Ferjancic-Biagini és munkatarsai
(1997), s vizsgaltak az L-Met N-acilalasanak optimalis koriilményeit. Valtoztattdk a
kézeg  pH-jat, vizzel elgyedé szerves oldoszer tartalméat, valamint Zn®* ion
Az alkalmazott koriilményekt6l, és az acil donoroktol fiiggéen 20-30 %-os kitermelést
értek el.

Az N-acil aminosavak alkalmazhatéak peptid-, ill. észterszintézis
prekurzorokként, de 6nall6 bioldgiai szereppel is rendelkeznek. Sajadi és munkatérsai

(1979) megallapitottak, hogy az N-védett aminosavak cianometil-észterei tumorsejt
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szaporodasgatld, valamint gyulladasgatlé hatastiak. Az N-Cbz-, és az N-Bz-L-Phe
cianometil-észtereit talaltdk a leginkabb hatékonynak a karragén kivaltotta gyulladasos
folyamat megfékezésében. Schlitzer és munkatdrsai (1999) N-acil aszparaginsav
szarmazékok dimetil-észtereirdl (melyek a farnezil-pirofoszfonatok strukturalis
analégjai) mutattak ki tumorsejt gatlast. Benzoesav szarmazékkal, az N-benzoil-
tetrazollal enyhe korilmények kozott megoldhaté az adenin, és citozin bazisok
exociklikus aminocsoportjanak un. benzoildldsa, melynek fontos szerepe van a
nukleinsav kémidban.

Az N-védett aminosavak, aminosav szarmazékok észteresitési reakcioi
elterjedtek a szerves kozegi bioszintézisek korében. Kise és Shirato (1988)
o-kimotripszinnel hajtottdk  végre N-acetyl-L-triptofan, ¢€s N-acetil-L-tirozin
szubsztratok sikeres észteresitését kiilonbozé hidrofil jellegii (log P<2) oldészerek
felhasznalasaval. Az észterkitermelés erfsen fliggott az olddszer mindségétdl, és a
kozeg viztartalmat6l. 48 o6ras inkubalas utan 80-85 %-os kitermelést értek el aceton,
acetonitril, és etanol alkalmazasaval. N-védett aminosavak észteresitését oldottak meg
Shih és munkatarsai (1997) is. N-Cbz-L-aminosavak észteresitését végezték Celit
hordozéra rogzitett protedzokkal és szekunder alkoholokkal, kiilénb6z6 szerves
oldészerekben. Mitin és munkatarsai (1997) papaint hasznaltak N-védett aminosavak,
illetve peptidek gliceril észtereinek szintéziséhez. Ezek a szintetizalt aminosav-, ill.
peptid-észterek nagyon jo szubsztratjai a tripszin altal katalizalt peptidszintézisnek. A
Boc-, ill. a Z-védécsoportokkal rendelkezé aminosavak, és peptidek glicerilésztereinek
szintézise 40-50°C-on, 10 % viz jelenlétében, pH 3.2-3.4-nél érte el a maximalis

kitermelését (50-70 %).

2.3.4.2. Kémiali, és enzimatikus peptidszintézisek jellemzése

A szézadforduléig az aminosavak &sszekapcsoldsdnak modjat illetden
semmilyen hatarozott nézet nem alakult ki. Az elsé kémiai peptidszintézis Emil Fischer
nevéhez fiiz6dik, aki a-aminosavakat acilezett a-aminosavakkal, s az elsd dipeptidet, a
glicil-glicint 1901-ben éllitotta eld. A kémiai peptidszintézisek két alapvetd feltétele a
megfelels, szelektiven eltavolithaté véddcsoport kombindciok, és az egyértelmilen,
siméan lefolyé reakcidt biztosité aktivalasos mddszer kidolgozasa (Merrifield, 1986;
Kent, 1988).

A hagyoményos szilard fazisi, valamint kondenzaciés peptidszintézisek
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esetében gondot jelenthet a racemizacid, a szintetizalddé peptidek alacsony kitermelése,
és az alacsony oldhatdésaga, valamint a véddcsoportok eltavolitdsa. A protedzokon
alapulé enzimatikus peptidszintézis modszerek alternativat jelentenek, mert az
enzimreakcid régid-, €s sztereoszelektiv, racemizaciétél mentes, a nyert termék
optikailag tiszta, és minimalis az mellékreakciok gyakorisdga. A szintetizalodott
peptidek oldékonysagat jelentds mértékben megnovelik a szerves oldészerek (Steinke és
mtsai, 1991, Gill és Vulfson, 1993). Hosszabb polipeptidiancok mesterséges
szintézisére rekombindns DNS-ek alkalmazasa jelent latvanyos, Gjszeri molekularis
biologiai megoldast.

A peptidek kiilonésen fontos bioldgiai szerepikknél fogva (hormonok,
neurotranszmitterek, antibiotikumok, immun-modulacidban betoitétt szerep, szenzoros
tulajdonsagok stb.) széleskori kutatdsi témat jelentenek, €s mesterséges szintézisiik
vizsgalatin tilmenden nem elhanyagolhaté a szerkezet-funkcid Osszefliggések
tanulmanyozasa sem (Wolfe és mtsai, 1984; Geisow, 1991; Lozano és mtsai, 1993).

A proteazok-katalizdlta  peptidszintézisek két lehetséges  stratégiai
megkozelitése: a peptidhidrolizis direkt megforditasa a (termodinamikai megkdozelités),
€s az N-védett aminosavak, vagy peptid-€szterek aminolizise (kinetikai megkozelités).

Mindkét megkozelitésnél a reakcidkorilmények manipulacidjaval elérheté a
kitermelés névekedése. A kinetikai megkdozelités 1ényegében a szeril, €s a tiolproteazok
katalitikus mechanizmusan alapszik. A katalitikus folyamat soran keletkezik egy acil-
koztes termék, amely azutdn vagy egy vizmolekula (hidrolizis), vagy egy aminosav,
vagy peptidszarmazék kozvetitésével hasad (aminolizis) (Steinke és Kula, 1990). A
kinetikailag kontrollalt peptidszintézisnél az enzimaktivitds a vizkoncentracié
csokkenésével jelentds mértékben megemelkedhet (Lozano €s mtsai, 1995).

Az enzim katalizalta peptidszintézist befolyasolé legfontosabb tényezdk
(amelyek befolyasoljak a szelektivitist a hidrolizis, és az aminolizis kézé6tt): a pH, az
N-, és C-termindlis védécsoportok tipusai, az ioner8sség, €s a reakcié6 hdmérséklete
(Schwarz €s mtsai, 1990; Lozano és mtsai, 1993).

A hémérséklet pozitiv hatasa, hogy megnévelve az enzimaktivitist el6térbe
keriil a peptidkotés kialakulasanak endoterm folyamata, masrészt viszont csokkenti a
reakciokozeg viszkozitasat, igy konnyiti a transzfer jelenségeket. A homérséklet negativ

hatésa pedig az enzim inaktivalédasaban jelenik meg (Lozano és mtsai, 1993).
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2.3.5. Enzimatikus peptidszintézisek

Az enzimatikus peptidszintéziseket igen gyakran megel6zi valamilyen kémiai
eljaras. Ez a kémiai eljaras éltaldban (mér az elézdekben emlitett) az aminosavak ,,N”
védelme, (Steinke és mtsai, 1991; Rival és mtsai, 1999) vagy egy kémiailag médositott,
hatékonyabb enzimforma létrehozasa (Murphy €és Fagain, 1998).

Rival és munkatirsai (1999) a Pseudomonas aeruginosa elasztdz enzimével
szintetizaltak kiilonboz6 N-védett dipeptid-amidokat. Ez az enzim hidrolitikus
miikddése soran hidroféb aminosavakat részesit elényben. Specifitasa a peptidszintézis
soran sem valtozott meg. A szintézis soran kiilénésen a Fmoc-, a Boc-, és a Z-
véddcsoportokkal rendelkezé szubsztratok alkalmazasa tiint eldnydsnek. Ok
eredményesen végeztek olyan jellegii dipeptidszintéziseket is, amelyekben nem
természetes aminosavak (a-Abu, Nle, Nva, és Phg) szerepeltek szubsztratként.

A szarvasmarha hasnyalmirigy tripszint médositottak kémiailag etilén-glikollal
Murphy és Fagain (1998). A moédositott enzimforma autolizise lecsékkent, katalitikus
aktivitdsa viszont a kiil6nb6z6 olddszerek vizes oldataiban mind az amidokra, mind
pedig az észter szubsztratokra megemelkedett. A benzoyl-arginyl-leucinamid kitermelés
lényegesen megemelkedett acetonitrilben, és 1-butanolban. A legmagasabb kitermelést
95 %-os acetonitrilben érték el, ahol a szubsztratok 90 %-a lett termékké alakitva. Egyik
enzimforma sem végzett dipeptidszintézist 95 %-os dimetil-formamidban.

A proteazok peptidszintézisekre valo alkalmazasa sikeresnek tekinthetd.
Egyediili hidnyossaga ennek a médszerr.ek, hogy nem minden aminosav, vagy peptidil-
részlet kozotti kotés valdsithaté meg hatékonyan az altaldnosan elérhetd protedzokkal.
Az alternativ proteolitikus enzimek utani kutatds nyithat perspektivat ennek a
problémanak a lekiizdésére. Célszerii olyan enzimeket kivalasztani erre a célra, amelyek
olcséak, és ipari szinten valé felhasznalasuk nem iitkozik akadélyokba. Ilyen enzim
példaul az alkalaz, és a neutraz. Clapés és munkatarsai (1997) két fontos aspektusra
figyeltek: melyek azok a reakcidkérilmények, amelyek magas enzimaktivitast, (hogyan
befolydsolja a dipeptidszintézist a hordoz6 tipusa, a hordozé enzimtoltéttsége, a
puffertartalom a reakciokdzegben, a poliolok, egyszerii szacharidok, mint additivek
jelenléte az immobilizdlas soran), valamint a legkiilonb6z6bb N-védett aminosav
szarmazékok, €s a H-Leu-NH, kozott létrejové magas peptidkitermelést
eredményeznek. A kisérleti eredmények azt mutatjadk, hogy ebben a rendszerben

javasolt a poliamid jellegli hordozé alkalmazasa szorbitol, mint additiv ko-
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immobilizalasaval, a szerves oldoszerek koziil az acetonitril tiint a leghatékonyabbnak,
4 %-os pufferkoncentricié mellett. Ilyen korilmények alkalmazasaval kevés kivételtdl
eltekintve mintegy 95-99 %-os kitermelést értek el.

Kuhl és munkatarsai (1995) termolizinnel, és kimotripszinnel végeztek
enzimatikus peptidszintézist, alacsony viztartalommal (mikroviztartalommal), oldészer
nélkiil, ultrahangos, és fluidizaciés technikaval. Az alacsony viztartalomrdl a viz
kozvetlen, ill. kristidlyvizes sé forméjaban torténé hozzdadasaval, vagy nedves
levegbarammal gondoskodtak. Termolizin alkalmazasédval Z-Phe-OH, és Leu-NH,
szubsztratok felhasznaldsaval 87 %-os Z-Phe-Leu-NH; kitermelést értek el. Tripeptid
szarmazékokat ugyancsak meglehetésen j6 kitermeléssel tudtak eléallitani (79, ill.
71 %). A folyamat soran nem volt kimutathat6 hidrolitikus mellékreakcid.

Lozano és munkatarsai (1993) poliolok jelenlétében papainnal katalizalt
Gly-Gly-Phe-NH, szintézist hajtottak végre, Gly-Gly-OH, és Phe-NH; alkalmazasaval.
A reakciét 60°C-on hajtottdk végre, kihasznalva a poliolok papain héstabilitasara
gyakorolt stabilizal6 hat4sat.

2.3.5.1. Peptidszintézis karboxipeptidazokkal

A peptidszintézisekben leginkabb hasznalatos karboxipeptiddz enzim a CPY.
Talalkozhatunk az irodalomban olyan esettel is, amikor a fenti enzim csak a vizes
kozegben lejatszodé kémiai peptidszintézis ,,szerepl6je”. Vizoldékony karbodiimidet, €s
aminosav-etil-észtereket hasznaltak a peptidlanc elongécidjahoz abban a rendszerben
amelyben a CPY feladata az aminosavakrél, rovid peptidekrél a véddécsoportok
eltavolitasa volt. Az enzim Sepharose oszlopon valé régzitése nem valtoztatta meg az
enzimmiikodés pH optimumat, igy ez az enzimforma is alkalmas az észterhidrolizisre.
Amennyiben a C-terminalison, vagy az utolsé elétti pozicioban D-aminosav van, akkor
a CPY altal katalizalt hidrolizis gatolt. Ez a jellemvonas a szintetizal6dé termék optikai
tisztasagahoz jarult hozza (Royer és Anantharmaiah, 1979).

Az enzimek gyakran dolgoznak anizotrop mikroheterogén rendszerekben. Ilyen
rendszernek tekintend6k példdul a biomembranok. A természetest modellezni kivand
mesterséges rendszerek megalkotdsanal ligyelni kell a rendkiviil magasfoku
szervezettségre. Kunugi és munkatarsai (1996) a karboxipeptidaz Y altal katalizalt
hidrolizist, ill. peptidszintézist vizsgaltak oktil-B-D-glikopiranozid ($-OG), mint

feliiletaktiv anyag, viz, és oktanol terner rendszerben.
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A kisérletsorozat a kovetkez6 fontosabb 1€pésekbdl épiilt fel:

e B-OG/viz kétfazisu rendszerben vizsgaltak a felilletaktiv anyag hatdsat az enzim
hidrolitikus aktivitisara, és megallapitottdk, hogy ez a kiilonb6zd szubsztratok
esetében teljesen eltér6. Bz-Tyr-pNA peptid esetében aktivitdsndvekedést
tapasztaltak, amely fiiggetlen volt az alkalmazott B-OG koncentracidjatdl, mig
Suc-Ala-Ala-Pro-Phe-pNA-nal szubsztratgatlas volt mérhetd.

e B-OG/viz/oktanol terner rendszerben vizsgaltak az enzim hidrolitikus (Bz-Tyr-pNA,
és Suc-Ala-Ala-Pro-Phe-pNA szubsztratokra), és aminolizis aktivitasat (Fua-Phe-
OMe, és Gly-NH, szubsztratok alkalmazasaval).

A fenti rendszerek vizsgalatanal arra a megallapitasra jutottak, hogy a CPY mindkét

irdnyd aktivitasat er6sen befolyasolja az egyes fazisok mikrostruktirajanak mérete, és

formaja.

Kunugi és munkatérsai (1997) a CPY 4altal katalizalt sikeres peptidkondenzaciot
hajtottak végre Cbz-Phe, és Gly-NH; szubsztratok felhasznaldsaval kiilonb6zd szerves
olddszerekben. A rendszer optimaélis milkodése mellett 50 %-0s maximalis kitermelést
értek el. Az alkalmazott oldoszerek az N,N-dimetil-formamid (DMF), az acetonitril, az
1,4-dioxan, és a DMSO voltak.

Cramer és Horvath (1989) CPY altal katalizalt reakcidkban N-védett peptid-
alkil-észterek aminosavakkal, aminosav-alkil-észterekkel, vagy aminosav-amidokkal
képzett szarmazékait allitottak el6. Az aminosav-amidokkal végzett kisérleteknél
mintegy 60-95 %-os kitermeléssel keletkezett peptid-amidokat viszont a tobblépéses
peptidszintézis soran minden Ujabb lépés el6tt dezamindlni kell egy észterszubsztrat
eléallitasa érdekében. Cramer és Horvath (1989) a CPY-t rogzitették szilika gélen,
valamint poliamino funkcidés csoportokkal rendelkez$ szildnon, majd elvégezték a
rogzitett formak kémiai modositasat higanysokkal, és fenacil-bromiddal, és elemezték a
kémiai mddositdsok dezamindlasi aktivitasra, valamint a peptidszintézisre gyakorolt
hatdsait. A rogzitett enzim higanyszirmazékai joéllehet magas kitermelést
eredményeztek, eredeti aktivitisuknak azonban 66, ill. 25 %-at veszitették el, 4 oOras
inkubalas alatt 25°C-on. fgy az immobilizalt enzim higanyszarmazékai nem tltétték be
a rogzitett enzimformaval szemben tdmasztott egyik legfontosabb kovetelményt, az
oldott formahoz képest megnévekedett aktivitast. A fenacil-bromiddal kémiailag
modositott immobilizalt CPY viszont stabil volt az alkalmazott reakciokorilmények

k6zott (10 mM-os borat puffer, pH 9.0, 10°C), és magasabb kitermeléssel végezte el a
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peptidszarmazékok (Bz-Arg-Met-NH;, Bz-Arg-Met-Leu-NH,, Bz-Arg-Met-Leu-Phe-
NH;) dezaminalasat, ill. az ezt kdvetd peptidszintézist, mint az oldott enzimforma.

Steinke ¢és munkatarsai (1990, 1991) citrusfélék termésébdl preparélt
karboxipeptidaz C-vel végeztek peptidszintézist foszfatpufferben, annyi etanol (10-40
%) jelenlétében, amennyi az aminosav-észterek feloldasahoz sziikséges. Viszonylag
magas kitermeléssel (80-95 %) allitottak el6 dipeptideket. A karboxil-komponens a Bz-
Tyr-OEt volt, és kiilonbdzé aminosav-alkilészterek szerepeltek a reakcidban, mint
nukleofilek. A reakcio kitermelését a pH, a nukleofil koncentracidja, a puffer molaritasa
mellett az N-termindlis véddcsoportja, valamint az alkalmazott aminosav-alkilészter
oldallanc is er6sen befolyasolta. A szintetizal6dé peptidek masodlagos hidrolizisét nem
tapasztaltik. Erdekes, hogy eltéroek a katalitikus tulajdonségai a citrusfélék termésébél,
és leveleibol preparalt karboxipeptidaz C enzimeknek. A levélbdl preparalt enzimek
sokkal szélesebb szubsztratspecifitassal rendelkeztek.

Aasmul-Olsen €s munkatirsai (1990) nem N-védett aminosav szubsztratokkal
egy lépésben dipeptideket szintetizaltak a CPY katalizalta reakcioban. Leu-MetOH-t
35, mig D-Leu-MetOH-t 70 %-os kitermel€ssel allitottak el6. Kiilénb6z6 proteolitikus
enzimek, (kimotripszin, tripszin, szubtilizin) ill. lipdzok felhasznalasaval tobb,

valtozatos dipeptidet szintetizaltak.
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3. ANYAGOK ES MODSZEREK
3.1. Anyagok

Az enzimrogzitéshez hasznalt hordozok:

Akrilex tipusi hordozok: Akrilex P 100, p-benzokinonnal aktivalt
gyongypolimer (részecskeméret: 100-320 pm), és Akrilex C 100, karboxil funkcids
csoportokkal rendelkez6 poliakrilamid gyéngypolimer (karboxiltartalom: 6.4 mmol/g;
részecskeméret: 100-320 pum). /Reanal]

Szilokrom alapi hordozdk: Szilokrém aldehid (aldehidtartalom: 27 pmol/g,
részecskeméret: 300-500 pm; atlagos pdérusméret: 40-60 nm; specifikus feliilet: 80
m%/g), és Szilokrom, p-benzokinonnal aktivalt (kinontartalom: 37 pmol/g,
részecskeméret: 300-500 pum; atlagos poérusméret: 40-60 nm; specifikus feliilet: 80
mz/g) [NPO Biolar, Riga-Olaine, Lettorszdg]

Polietilén tereftalat (Sorsilen) (pérusméret: 2-3 cm3/g; specifikus feliilet: 80-100

m*/g).

[A Szlovak Tudomdnyos Akadémia Pozsonyi Kémiai IntézetétGl kaptuk. ]

Az alkalmazott karbodiimid-szarmazékok:
N-ciklohexil-N’-[B-(N-metilmorfolino)-etil]-karbodiimid-p-toluolszulfondit =~ (CMEC)
[Merck]; N-(dimetil-amino-propil)-N’-etil-karbodiimid-hidroklorid (DAPEC) [Fluka];
N-ciklohexil-N’-(2-morfolinoetil)-karbodiimid-metil-p-toluolszulfonat (CMC) [Fluka];
1-ciklohexil-3-(2-morfolinoetil)-karbodiimid-metil-p-toluolszulfonit (CMC) [Sigma-
Aldrich]

A C terminalis aminosav meghatarozashoz hasznalt peptidek:

Gly-Phe; Tyr-Tic-Phe-Phe (TIPP) [Tic=tetrahidro-3-izokinolin-karbonsav]; Tyr-D-Ala-
Phe-Phe (TAPP); Tyr-Gly-Gly-Phe-Met (metionin-enkefalin); Tyr-Gly-Gly-Phe-Leu
(leucin-enkefalin); Tyr-DAla-Gly-Phe-Nle-Arg-Phe (P7);

[MTA SzBK Biokémiai Intézetének munkatirsa Dr. Toth G. bocsdtotta Gket
rendelkezésiinkre. |
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Az enzimtisztitishoz haszndlt ioncserélé (DEAE-celluléoz (atlagos részecske
atmérd: 25 pm; névl. kapacitas: 0.6-0.8 meq/g; duzzadas: 9.0 ml/g), a rogzitéseknél,
mikddés vizsgalatoknal alkalmazott pufferek, az aminosavak N-acilezéséhez hasznalt
hangyasav, €s benzoesav, valamint a szerves oldészerek a Reanal Finomvegyszergydr
termékei voltak.

Az altalunk alkalmazott szerves olddszerek log P értékei a kovetkezok:

DMSO: -1.3; 1,4-dioxan: -1.1; metanol: -0.76; acetonitril: -0.33; etanol: -0.24;
aceton: -0.23; etil-acetat: -0.68; 1-butanol: 0.8; és a toluol: 2.5.

Az enzimaktivaladshoz hasznalt tripszin, a Folin-Ciocalteau reagens, a CPA
szintetikus szubsztratja a hippuril-L-fenilalanin, valamint a
vékonyrétegkromatografianal alkalmazott vékonyrétegek: DC-Alufolien 20 x 20 cm
Kieselgel 60, és DC-Alufolien 20 x 20 cm Kieselgel 60 Fas4 (specifikus feliilet: 480-540
m?/g; rétegvastagsag: 175-225 um) a Merck [Darmstadt, Németorszdg] cég termékei
voltak.

A kisérletekben hasznalt aminosavak (L-Ile, L-Leu, L-Phe, L-Tyr, és az L-Trp),
valamint az aminosavak N-védelméhez haszndlt szerves savak (propionsav, vajsav, és
valeriansav), az N-védett aminosavak (N-acetil-L-tirozin, N-benzoil-L-fenilalanin), ill.
aminosav észter (N-acetil-L-tirozin etil észter) a Sigma-Aldrich [St. Louis, USA]
terméket voltak.

A szintetikus reakcidkhoz hasznélt karboxipeptidaz A-t (70-73 U/mg) a Fluka
[Buchs, Svdjc] cégtdl vasaroltuk. A reakcidelegyek viztartalmat Karl Fischer reagenssel
(Carlo Erba [Rodano, Olaszorszdg]) mértiik.

3.2. Médszerek
3.2.1. Karboxipeptidaz A preparalas

Az enzimrogzitési kisérletekhez a CPA-t a Keller és munkatarsai (1956, 1958)
altal kidolgozott mddszer szerint preparaltuk. A preparalas négy fontos részfolyamatra
bonthaté: az acetonpor készités, majd feltirds acetonporbdl, DEAE-celluléz
oszlopkromatografia, és a tripszinnel végzett aktivalas.

Friss szarvasmarha hasnyalmirigyb6l (5000 g) folyékony nitrogénnel tortént
fagyasztas utan szerves olddszeres extrakcidval acetonport allitottunk el6.

Az acetonport (60 g) desztillalt vizzel (1200 ml), €s toluollal (1 ml), mint
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stabilizaloval egy éjszakan keresztiil 4°C-on extrahaltunk, majd centrifugalast kvetSen
a feliilisz6 pH-janak folyamatos ellenérzése mellett (NH,),SO4—tal (60 %-os telitésig)
kiséztuk, a kapott csapadékot S mM-os pH 8-as kalium-foszfat pufferben feloldottuk, és
ugyanezen pufferrel szemben dializaltuk egy éjszakan at.

A dializélt enzimoldat 15 ml-ét aktivalt DEAE-cellul6z oszlopra (45x1 cm)
vittik fel, majd 40 ml/h atfolyasi sebességgel 3 ml-es frakcidkat szedtiink, s a
nemko6tddd fehérjék eltdvolitasa utan foszfat puffer linearis koncentraciogradiensével
(5 mM, pH 8; ill. 320 mM, pH 8) elualtuk az enzimet az oszloprol.

A kapott prokarboxipeptiddz A oldatot tripszinnel aktivaltuk (3.82 U) pH 7.8-nal
37°C-on, és folyamatosan mértiik a probak CPA aktivitasat a teljes aktivalodasig.

3.2.2. Karboxipeptidaz A aktivitismérés

A CPA aktivitds mérését a Folk é€s Schirmer (1963) altal kidolgozott méodszer
szerint végeztiik el. Az aktivitasmérd elegy (3 ml) a kovetkezé6 komponensekbél allt: 55
mM Tris/HCI puffer (pH 7.5); 550 mM NaCl; és 0.5 mM hippuril-L-fenilalanin. A
reakciét 100 pl enzimoldat ( ~5 U) hozzaadasaval inditottuk. A hippuril-L-fenilalanin
hidrolizisét, a 254 nm-nél bekovetkez6 abszorpcid6 novekedést 25°C-on
spektrofotométerrel kovettiik.

A rogzitett CPA aktivitismérését a kovetkezoképpen végeztiik el. 20-100 mg
rogzitett enzimet szuszpendaltunk 4 ml Tris/HCI pufferben (100 mM, pH 7.5), amely
550 mM NaCl-ot, és 0.5 mM hippuril-L-fenilalanint tartalmazott. A szuszpenzi6t 1-10
percig 25°C-on kevertettiikk. Az inkubéacié utan az enzimet hirtelen szirtiik, és
meghataroztuk a sziirlet abszorpcié valtozasat 254 nm-nél. A minta 1 ml-ében 1évo
aktivitasegységek szamat az alabbi 6sszefliggéssel szamoltuk:

Térfogati aktivitas (U/ml)= AE/perc x V;/g354X Vx|

V: :areakcidelegy térfogata

Vm : abemért enzimoldat térfogata

€254 : a hippuril-L-fenilalanin extinkciés koefficiense, értéke: 0.36 ml /umol

1 :afényut hossza a kiivettidban
Egy enzimegység azzal az enzimmennyiséggel definidlhat6, amely 1 umol hippuril-L-

fenilalanint hidrolizal el percenként pH 7.5-6n, és 25°C-on.
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3.2.3. A mintak fehérjetartalminak meghatarozasa

A fehérjetartalom kozelit6 jellegli gyors megallapitasat, melyre a DEAE-celluléz
kromatografianal volt szikkség a 280 nm-nél, a pontos meghatarozast Lowry és
munkatarsai altal kidolgozott moédszer (1951) szerint végeztik el. Ez utdbbinal
alkalmazott Folin-Ciocalteau reagens ligos kozegben kék szinreakciét ad a fehérjékkel,
amely 750 nm hullamhossznal mérhetd. Az oldatok fehérjetartalmat marha szérum
albuminbdl készitett kalibracios gorbe segitségével hataroztuk meg. A Lowry altal leirt
modszerhez sziikséges oldatok:

a) 2 %-os NayCOj3, 100 mM NaOH-ban

b) 0.5 %-os CuSO4x 5H;0, 0.1 %-o0s Na-citratban

¢) 50 mla)+ 1 mlb), kdzvetleniil a meghatarozas elétt készitjiik

d) 2 N Folin- Ciocalteau reagens
10-100 pg fehérjéhez 2.5 ml c) oldatot adunk, majd 25°C-on 10 percig inkubaljuk.
Hozzaadunk 0.25 ml d) oldatot, dsszekeverjiik, és 40 perc mulva fotometraljuk.

3.2.4. Rogzitett CPA eléallitisa
3.2.4.1. Rogzités polietilén-tereftalat (Sorsilen) hordozéra

A karboxipeptiddz A adszorpciés rogzitése Sorsilen hordozén a
kovetkezOképpen tortént: 100 mg Sorsilen-t atmostunk 10 ml kalium-foszfat pufferrel
(50 mM, pH 6.0), majd az enzimet (40 mg, ~2000 U) feloldottuk ugyanezen puffer 10
ml-ében, és hozzaadtuk a hordozéhoz. A szuszpenzi6t 24 6ran at kevertettiik 4°C-on. A
feliiluszo lesziirése utan 3 x 10 ml kalium-foszfat pufferrel (S0 mM, pH 6), majd 3 x 10
ml 50 mM, pH 7-es kalium-foszfat pufferrel mostuk a Sorsilent a nem k6t6détt fehérjék
eltavolitasa érdekében.

3.2.4.2. Rogzités Szilokrom-aldehidhez

A Szilokrom aldehidhez, valamint a p-benzoquinonnal aktivalt Szilokrémhoz
torténd enzimrogzitéshez Simon €s munkatérsai (1992) mddszerét vettiik alapul.

A Szilokrom aldehidhez torténd enzimrogzitésnél 1g hordozét dtmostunk 10 ml
kélium-foszfat pufferrel (50 mM, pH 8), majd hozzaadtunk 10 ml enzimoldatot (20 mg,
~1000 U aktivitas). Az enzimet kalium-foszfat pufferben (50 mM, pH 8) oldottuk fel. A
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szuszpenziét 3 oOrat 4°C-on kevertettikk, majd a feliilisz6 leszlirése utdan 3 x 10 ml
kalium-foszfat pufferrel (50 mM, pH 8), 3 x 10 ml 500 mM NaCl-ot tartalmazé kalium-
foszfat pufferrel (50 mM, pH 8), végiil 3 x 10 ml Tris/HCI pufferrel (50 mM, pH 8)

mostuk. A rdgzitett enzimet ugyanebben a pufferben taroltuk felhasznalasig.

3.2.4.3. Rogzités p-benzokinonnal aktivalt Szilokrémhoz

1g aktivalt hordoz6t atmostunk kalium-foszfat pufferrel (50 mM, pH 7.5), majd
hozzaadtunk 10 ml enzimoldatot (20 mg, 1000 U aktivitas). Az enzimet kalium-foszfat
pufferben (50 mM, pH 7.5) oldottuk fel. A szuszpenziét 24 6ran 4t 4°C-on kevertettiik,
majd a feliilisz6 leszilirése utan 3 x 10 ml kalium-foszfat pufferrel (50 mM, pH 7.5),
3 x 10 ml 0.5 M NaCl-ot tartalmazé kalium-foszfat pufferrel (50 mM, pH 7.5), végiil
3 x 10 ml Tris/HC! pufferrel (50 mM, pH 7.5) mostuk. Az enzimet 4°C-on taroltuk

felhasznalasig.

3.2.4.4. Rogzités p-benzokinonnal aktivalt Akrilexhez

100 mg aktivalt gélt 4 ml kalium-foszfat pufferben (100 mM, pH 8)
szuszpendaltunk, majd hozzaadtuk az enzimet (8-10 mg, 400-500 U aktivitas). 4°C-on
24 6ran at kevertettiik, majd a feliilisz6 leszlirése utan kimostuk a gélt: 3 x10 ml acetat
pufferrel (100 mM, pH 5.5); 3 x10 ml 0.5 M NaCl-ot tartalmaz6 acetat pufferrel
(100 mM, pH 5.5); végiil 3 x10 ml kalium-foszfat pufferrel (100 mM, pH 8) (Kalman és
mtsai. 1983).

3.2.4.5. Rogzités Akrilex C 100 hordoz6hoz, az Akrilex C 100-CPA vizsgalata

A karboxipeptidaz A kovalens rogzitését Akrilex C 100 hordozéhoz a Kotorman
€s munkatarsai (1986) altal leirt médszerrel végeztiik el. A karboxil funkcids csoportok
aktivalasahoz kiilonboz6 vizoldékony karbodiimid szarmazékokat hasznaltunk. 100 mg
xerogélt szuszpendaltunk, és duzzasztottunk 10 ml kalium-foszfat pufferben (50 mM,
pH 6). Az aktivalandé karboxilcsoportok szamanak megfeleléen, sztochiometrikus
mennyiségii, a rogzitéshez leginkabb optimalis CMEC-t oldottunk 1 ml, 0°C-os kalium-
foszfat pufferben (50 mM, pH 6), majd folyamatos kevertetés, és hiités mellett
hozzaadtuk a gélhez. 10 perces aktivalasi id6 elteltével 2 ml enzimoldatot (8-10 mg,
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400-500 U, 50 mM, pH 6-os foszfat pufferben oldott) adtunk a rendszerhez, és a
szuszpenzidt 24 6ran at 4°C-on kevertettiik. Az inkubalas utan leszirtiik a feliiluszét,
majd a kovetkezd pufferekkel mostuk a gélt a nem koétédott fehérjék eltavolitasa
érdekében: 3 x 10 ml kalium-foszfat puffer (50 mM, pH 6); 3 x 10 ml 1M NaCl-ot
tartalmazo kalium-foszfat puffer (50 mM, pH 6); végiil 3 x 10 ml kalium-foszfat puffer
(50 mM, pH 6). A rogzitett enzimet 4°C-on ugyanebben a pufferben taroltuk

felhasznalasig.
3.2.5. C-terminalis aminosav meghatarozas, HPLC analizis

A mintakat a peptidhasitashoz a kdvetkez6képpen készitettiik el6: S mg peptidet
oldottunk 5 ml desztilldlt vizben, melynek pH-jat Na,CO; —tal pH 7.5-re allitottuk. A
mintakat 30°C-on megfelel6 keverés mellett 2 U enzimaktivitas jelenlétében inkubaltuk.
Oranként 500 pl mintakat vettiink. A rogzitett enzimet a mintdkbol mérés elott sziiréssel
tavolitottuk el.

A peptidhidrolizis folyamata sordn felszabadulé aminosavak mindségi,
mennyiségi azonositasat vékonyrétegkromatogréﬁa mellett HPLC-vel végeztik. A
miivelethez egy SP 4290 integratorral, Inores ioncserélé oszloppal felszerelt LKB
HPLC rendszert hasznaltunk. Eluensként 50 mM kénsavat alkalmaztunk. A mintdk
futtatasa 45°C-on, 0.8 ml/perc dramlasi sebességgel tortént. A detektalds hullamhossza
210 nm. Az injektalasi térfogat S0 ul volt. A kapott adatok kiértékelése GynkoSoft

programmal tortént.

3.2.6. Vékonyrétegkromatografia  alkalmazasa  aminosavak, aminosav

szirmazékok, peptidek kimutatisiara

A peptidhasitas soran felszabadulé aminosavak, a dipeptidszintézis termékek, az
atészteresitési reakcio termékek, valamint az elballitott N-védett aminosak kimutatasara,
mindségi, és mennyiségi meghatirozasara vékonyrétegkromatografiat alkalmaztunk. A
kromatografidhoz aluminiumlemezre készitett szilikagél rétegeket (Merck) hasznaltunk
fel. Futtatoelegyként 1-butanol-jégecet-viz 4:1:1 (v/v) aranyu elegyét alkalmaztuk. Az
L-aminosavak kimutatdsat ninhidrin el@hivoval végeztikk a Dévényi és munkatarsai
(1971) altal kidolgozott médszer szerint. A ninhidrin eléhivé A komponense: 2.0 g
ninhidrin 100 ml acetonban oldva, a B komponens készitése soran 1.5 g Cu(CH3COO),
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x5 HyO-t oldottunk 245 ml desztillalt vizben, 5 ml jégecetet adtunk hozza, és az elegyet
acetonnal 500 ml-re egészitettiik ki. A komponenseket kdzvetleniil felhasznalas elétt a
kovetkez6 aranyban elegyitettiik 6ssze:

50 ml A komponens + 48 ml B komponens + 2 ml 2°4°6’-trimetil-piridin.

A lemezeket, a lefujast kovetéen meleg légaramba helyeztiik. 65-70°C-on ~15 perc alatt
a ninhidrinnel megfestett foltok lathatova valtak.

Az N-védett aminosav észterek, ill. N-védett aminosavak kimutatasat a 254 nm-
en mutatott fluoreszcencidjuk alapjan megfeleld fluoreszcens festékkel kezelt
aluminiumlemezre vitt szilika-rétegen végeztilkk (Merck). Futtatéelegyként 1-butanol-
jégecet-viz 4:1:1 v/v aranyu elegyét alkalmaztuk. A lemezt 254 nm hulldmhosszisaga
fénnyel megvilagitva az észterfoltok, ill. az N-védett aminosavak lathatova valtak. .

A vékonyrétegkromatografianal kapott foltok kiértékelésére a GelBase/GelBlot
Pro (UVP, U.K.) computer programot alkalmaztuk, ismert koncentraciéji standardok

felhasznalasaval.
3.2.7. Stabilitasvizsgalatok szerves olddszerekben

A CPA szerves oldoészerekkel szemben mutatott stabilitdsat Tris/HCI pufferben
(100 mM, pH 7.0) a szerves olddszer megfelel6 mennyiségének jelenlétében (20-90 %)
tanulmanyoztuk. A mintakat 25°C-on, megfeleld ideig (0-120 perc) inkubaltuk, intenziv
" Keverés mellett, majd aliquotok vételével a standard aktivitisméré mddszer alapjan
meghataroztuk a maradék aktivitasukat. 100 %-nak tekintettik a 0 perces minta
aktivitasat (kiindulasi aktivitas). "

3.2.8. Reakcidelegyek viztartalmanak meghatirozasa Karl Fischer szerint

A Karl Fischer reagens szerves olddszerek viztartalmanak, szilard anyagokbol,
kristalyokbdl, pl. metanollal kioldhatd (extrahalhat6) viznek, valamint szerves funkcids
csoportok altal szabaddd tehetd viznek a meghatirozasara alkalmas. A titralast az
aldbbiak szerint végeztiik el (Mazor, 1971).

A meghatdrozast két szakaszbol allt: a reagens hatoértékének (vizértékének)
meghatdrozdsa, majd az ismert vizérték(i reagenssel a minta viztartalmanak
meghatarozasa.

A reagens vizértékén (B) azt a szamot értjiik, amely megmutatja, hogy az oldat 1
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ml-e hany mg H,O-t mér. Meghatarozasét metil-alkohollal végeztiik. Metanol 10-10 ml-
es részletének viztartalmara esé reagens fogyast (a) meghataroztuk. Elkészitettiik a
kovetkez6 un. bedllité oldatot: metanollal kiGblitett SO0 ml-es mérdlombikba bemértiink
A=2.000-2.500 g vizet, majd metanollal jelig t5ltottiik. Az oldat 10-10 ml-ét
megtitraltuk a reagenssel, s ha a fogyas értékét b-vel jeloljik, a vizérték a
kovetkezbképpen alakul:
B=Ax20/b-a

A minta 100 pl reakcidelegyet absz. etanollal 10 ml-re egészitettiink ki, majd titraltuk az
ismert vizértékii reagenssel. A reagens fogyasbol kiszamithaté a 100 pl mintaban 1évo
viz mennyisége.

Szerves old6szer alkalmazasa esetén a rendszer puffertartalmat egyrészt,
mint a rendszer viztartalmat (vizkoncentraciojat) emlitjiik, masrészt a pufferelt szerves

oldészer kifejezést hasznaljuk.

3.2.9. A dipeptidszintézis

A dipeptidszintézishez hasznalt reakcidelegy 2.4 ml-es térfogata tartalmazott egy
kivélasztott aminosavat (2.5 mM), és a pufferelt (50 mM-os, pH 5.5-6s kalium-foszfat
puffer) szerves olddszert, ami esetiinkben altalaban acetonitril volt. A reakci6t 0.15 ml
enzimszuszpenzié (~19 U) hozzdadasaval inditottuk, és az elegyet 450 rpm-en 6 h-t
kevertettiikk 30°C-on. A megfeleld inkubaciés periddusok utdn mintdkat vettiink, és
vékonyrétegkromatografiaval azonositottuk a terméket.

A dipeptidszintézis kérilményeit (a szintézis szerves oldoszer, viztartalom,
hémérséklet, valamint pH-fiiggése) optimalizaltuk, s meghataroztuk a dipeptidszintézis
szubsztrat, és enzimkoncentraci6 fliggését.

A dipeptidszintézist az oldott enzimnél optimalizalt koriilmények
alkalmazasaval, rogzitett enzimformak (Akrilex C100-CPA, liofilizalt Akrilex C 100-
CPA, p-benzokinonnal aktivalt Akrilex P 100-CPA, Szilokrom aldehid-CPA, és p-
benzokinonnal aktivalt Szilokrém-CPA) felhasznaldsaval is elvégeztikk. Pufferelt
szerves olddszer kozegként acetonitrilt hasznaltunk. A szilaird hordozd-enzim
rendszereket a reakcidelegyhez torténé hozzaadas elStt a vizmentesités érdekében
acetonitrillel mostuk. A reakciét ~20 U enzimaktivitas hozzdadésaval inditottuk el. A
reakcioelegyeket 30°C-on, intenziv keverés mellett (450 rpm) 96 h-t inkubaéltuk.

A liofilizalt Akrilex C 100-CPA-val végrehajtott specifitds vizsgalatokhoz
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L-Phe-n kiviill L-Trp-t, L-Tyr-t, L-Leu-t, és L-Ile-t haszndltunk fel. Ugyanezen
enzimforma szintetikus aktivitasat 1-butanol, etil-acetat, aceton, etanol, acetonitril,

metanol, és 1,4-dioxan olddszerekben is vizsgaltuk.

3.2.10. Atészteresitési reakcio

Az atészteresitési reakcioban hasznélt reakcidelegy (1.2 ml) kozege, és egyben
az atészteresitési reakcié szubsztratja az 1-butanol volt. A masik szubsztratot, az
N-védett aromdas aminosav-észter szarmazékot esetiinkben az ATEE-t 2 mg/ml
koncentracidban alkalmaztuk. A kiindulasi reakcidelegy 10 % viztartalommal (puffer)
rendelkezett. A reakciét 72 pl enzim (~ 20 U) hozzaadéasaval inditottuk, majd intenziv
keverés (450 rpm) mellett 30°C-on az elegyeket 48 Oran keresztiil inkubaltuk.

3.2.11. N-védett aminosavak szintézise, reakciékoriilmények vizsgalata CPA-val

Mind a kémiai, mind pedig az enzimatikus peptidszintéziseknél,
atészteresitéseknél, észteresitéseknél fontos szerepet jatszik az N-védett aminosavak
létrehozasa. Az utobbi években egyre nagyobb jelentdségre szert tevd, proteolitikus
enzimekkel kivitelezett szintézisekhez altalaban kémiai eljaras alkalmazasaval készitik a
sziikséges szubsztratokat, az N-védett aminosav szarmazékokat (Steinke és mtsai. 1991;
Rival és mtsai. 1999).

Az N-védett aminosavak eléallitasahoz hasznalt reakcidelegy (1.2 ml) 5 mM
koncentracidban tartalmazott egy aminosavat (dltaldban L-Phe-t), és az acilezéshez
hasznalt valamely, alifds, vagy aromas szerves savat (10 mM). Kozegként pufferelt
(kalium-foszfat puffer; 100 mM, pH 7.5) szerves oldoszert (acetonitrilt) hasznaltunk,
melynek viztartalma 10 % volt. A reakciokat 72 pl enzimszuszpenzidé (~ 19 U)
hozz4adasaval inditottuk el, majd 30°C-on intenziv keverés (450 rpm) mellett 48 6ran
keresztiil inkubaltuk. Meghatarozott inkubaciés id6 elteltével mintdkat vettiink, és
ezeket vékonyrétegkromatografia segitségével analizaltuk. Kisérleteket végeztiink
kiilonb6z6 szerves olddszerek kozegként valé alkalmazasaval, valamint tGbbféle

szubsztrat felhasznaldsaval is.
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4. KISERLETI EREDMENYEK

4.1. CPA izolalas, tisztitas

A Kkarboxipeptiddz A enzim marha pankreaszbdl torténd kinyeréséhez és
tisztitisdhoz a Keller és munkatarsai (1956, 1958) altal kidolgozott modszert vettiik
alapul. A t6bbszor végrehajtott preparalas egymast kovetd 1épéseiben meghatiroztuk a
kapott oldatok fehérjetartalmat, térfogati-, €s specifikus aktivitdsat. A folyamat soran
atlagban mintegy 368-szoros tisztuldst értiink el. Preparalasaink kitermelése 50-51 %
volt. A tisztitds egyik legeredményesebb 1épése, a DEAE-cellul6z kromatografia, amely
mintegy 16-szoros specifikus aktivitisndvekedést adott. Az eldallitott, s a késdbbiekben
alkalmazott enzimoldat fehérjetartalma 1 mg/ml, specifikus aktivitasa 43-50 U/mg volt.

4.2. Rogzitett CPA elédllitasa

A CPA rogzitésére az Akrilex C 100, a p-benzokinonnal aktivélt Akrilex P 100,
a Szilokrom aldehid, a p-benzokinonnal aktivalt Szilokrém, €és a Sorsilen hordozdkat
alkalmaztuk. A kiilonb6zé hordozdkon tortént rogzitési kisérletek eredményeit az 1.

tablazatban foglaltuk Gssze.

1. tablazat: A CPA rogzitése kiilonb6z6 tipust hordozok felhasznalasaval

Hordozoé Kotéditt fehérje Kotodott aktivitas Specifikus aktivitas
(mg/ g szaraz gél) (U/g szaraz gél) (U/g fehérje)

Alailex C 100 82.00 125.00 152439

p-benzokinonnal aktivalt

Akrilex P 100 4.08 7.72 1892.15

Szilokrém aldehid 24.26 1.54 63.56

p-benzokinonnal aktivalt
Szilokrém 0.49 2.58 5222.60

Polietilén-tereftalat

(Sorsilen) 279.88 127.68 456.19

Valamennyi esetben aktiv, régzitett enzimet sikertilt el6allitanunk. Az adatok azt
mutatjdk, hogy a legnagyobb fehérjeksté kapacitassal a fehérjéket egyszeri fizikai

adszorpcidval rogzitd Sorsilen rendelkezett (279.88 mg fehérje/g széraz hordozd). Ez az
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érték kozel 3.5-szerese annak, amit a vizoldékony karbodiimiddel aktivalt karboxil
csoportokat tartalmazé Akrilex C-100-nal mértiink (82.00 mg fehérje/g szaraz gél).
Amennyiben az 1g kotddott fehérjére jutd enzimegységek szamat vettikk alapul, a
legjobb értéket a p-benzokinonnal aktivalt Szilokrom hordozoén sikertilt elérni (5222.6
U/g fehérje), az Akrilex C 100-ndl pedig ez az érték 5x nagyobb, mint a Sorsilen
esetében. A CPA adszorpcidja a Sorsilén feliiletén tehat meglehetésen erds volt, de a
hordozé hidrofob karaktere elég jelentds inaktivalddast idézett eld. A jo fehérjekostd
képességét, specifikus aktivitdsat, valamint kival6 mechanikai tulajdonsagait
figyelembe véve a tovabbiakban az enzim rogzitéséhez, majd az ezt kovetd

vizsgélatokhoz az Akrilex C 100 hordozét hasznaltuk fel.

4.3. Az Akrilex C 100 hordozon torténd kotédés koriilményeinek optimalizalisa

4.3.1. A rogzités pH fiiggése

A rogzités pH fliggését pH 4.5-7.5 tartomanyban vizsgaltuk. A régzitendé enzim
oldatdhoz, higitdsdhoz, valamint a gélkezelésekhez 50 mM-os acetat puffereket (pH 4.5,
ill. 5.5), valamint 50 mM-os kélium-foszfdt puffereket (pH 5.5-7.5) hasznéltunk. A
rogzitést 4°C-on, 24 Oran at kevertetve végeztilkk. Az 8. abran lathatd, hogy a rogzités

optimalis pH-ja erésen a savas tartomany felé tolodott el.
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8. 4bra: Az Akrilex C 100 hordozon torténd régzités pH fliggése. A rogzitést 4°C-on,
24 oras kevertetéssel végeztiik.
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A leghatékonyabb rogzitést akkor sikeriilt elérniink, ha az alkalmazott puffer
pH-ja az 5.5-6.0-os tartomanyban volt. A pH 6-néal 1g szaraz gélre 200 U aktivitas
kotodott.

4.3.2. A rogzités enzimmennyiség fiiggése

A rogzités enzimmennyiség fliggésének megallapitdsahoz 100 mg hordozéhoz
10 ml kélium-foszfat puffer (50 mM, pH 6) alkalmazasa mellett, 80-450 U enzimegység
hozzaadaséaval hajtottuk végre a kotést 4°C-on, 24 6ras kevertetéssel. A 9. dbran lathatd,
hogy a gorbe az 1g gélre vonatkoztatott adatok szerint 2500 U enzimegységnél érte el a
telitési szakaszat. Ennél az értéknél 1g hordozoéra 277.7 U rogziilt. Tekintettel arra, hogy
1250 U felvitelénél mér ~86 %-os telitést értiink el, €s a régzités hatékonysaga kozel 20
%-o0s volt az elébbi 11 %-ossal szemben, a tovabbi kisérleteinknél 1g gélhez 1250 U
aktivitast hasznaltunk.
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9. dbra: Az Akrilex C 100 hordozén tortént régzités enzimmennyiség fliggése. Az
abran az 1g szédraz gélre vonatkoztatott értékeket tiintettiik fel.

4.3.3. A vizoldékony karbodiimidek szerepe

A rogzitéseket elvégeztiik az Akrilex C 100 hordozd aktivalasdhoz sziikséges
vizoldékony karbodiimid kiilonb6z6é szubsztitudlt szarmazékainak, illetve kiilonbozo
cégek készitményeinek felhasznalasaval, és gy talaltuk, hogy a szubsztituens csoportok

minésége erésen befolyéasolta a kotédést. Rogzitési kisérleteinket 4°C-on 24 Oras
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kevertetés mellett, kalium-foszfat pufferben (50 mM, pH 6), 1178 U enzimegység
hozzaadasaval hajtottuk végre. Eredményeinket a 2. tblazat tartalmazza.

2. tablazat: Rogzitett CPA eld4llitasa kiilonb6z6 karbodiimidek

felhasznaldsaval

Ko6tédott fehérje Kotédott aktivitas Specifikus aktivitas
Karbodiimid szarmazék

(mg/ g szaraz gél) (U/g szaraz gél) (U/g fehérje)
CMEC (Merck) 31.54 180.0 5707.0
DAPEC (Fluka) 48.60 147.0 3024.69
CMC (Fluka) 41.06 200.0 4871.40
CMC (Sigma) 44,94 133.2 2963.95

Mind a fehérje bekotddés, mind pedig a rogzitett enzim aktivitisa fiigg az
aktivaldszer mindségétdl. A legnagyobb specifikus aktivitast (5707 U/g fehérje) az N-
ciklohexil-N’-[B-(N-metilmorfolino)-etil]-karbodiimid-p-toluolszulfonat (CMEC)
alkalmazasaval sikeriilt elérniink a rogzitett enzimnél, ezért a tovabbiakban ezt a
karbodiimid szdrmazékot hasznaltuk a karboxilcsoportok aktivalasara.

Meghataroztuk az 1 g gél aktivalasahoz sziikséges karbodiimid mennyiséget is.
A 10. abran lathatd, hogy a karboxil csoportok aktivalashoz sziikséges optimalis
karbodiimid mennyiség 1g gélhez 1g, azaz elegendd a hordozo, és aktivaloszer 1:1

aranyban val6 alkalmazasa.
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10. abra: Az Akrilex C 100 hordozén tértént régzités karbodiimid fiiggése. Az dbra
adatai az 1 g gélre torténd rogzités eredményeit tartalmazzak. A rogzitéshez a
CMEC tipusu karbodiimid szarmazékot hasznaltuk fel.
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4.4. Az oldott, és rogzitett (Akrilex C 100-CPA) katalitikus tulajdonsagainak

dsszehasonlitasa

Rogzitéskor az enzim, és a hordozd ko6zott kialakult kolcsonhatds(ok)nak
koszonhetden, egy az enzim katalitikus aktivitasat viszonylag j6l megdrz6 Gj rendszer
jon létre, amely az 6t felépitdé komponensek sajatsagainak meghatdrozott egyiittesével
rendelkezik. A rogzitési folyamatban moédosulthat az enzimmolekula konformaciéja,
amely sok esetben a katalitikus tulajdonsagok valtozasat vonja maga utan. Ezért fontos
az oldott, és rogzitett enzimek jellemzOinek Osszehasonlitd vizsgalata, masrészt a
rogzitett enzimek alkalmazasanak el6feltétele, a katalitikus tulajdonsagaik, miikodési, és

tarolasi stabilitasuk ismerete.

4.4.1. Az enzimaktivitis pH fiiggése

A karboxipeptidaz A pH fiiggését pH 5-11 tartomanyban vizsgaltuk. A
mérésekhez 100 mM nétrium-acetat/NaOH puffert (pH 5-5.5), 100 mM kalium-foszfat
puffert (pH 5.5-7.5), 100 mM Tris/HCI puffert (pH 7.5-9.0), valamint 100 mM
glicin/NaOH puffert (pH 9-11) hasznaltunk fel. A kiilénbozé pufferekben mért
aktivitasok esetenként azonos pH értékeknél is kiilonboztek, igy atfedé pufferek
alkalmazasaval, a pH optimumnal mért aktivitashoz viszonyitva adtuk meg a relativ
aktivitdsokat. A mért maximalis aktivitds oldott enzim esetében 2.06 U/ml, rogzitett
enzimnél pedig 1.25 U/ml volt. Mind az oldott, mind pedig a régzitett enzimforma
esetében az elért maximalis aktivitast tekintettik 100 %-nak, a tovabbi relativ
aktivitdsokat ezen értékekre vonatkoztatva a 11. dbran adtuk meg. Lathaté, hogy a
kovalens rogzités valamelyest mddositotta ugyan a katalitikus aktivitas pH fiiggésének

profiljat, azonban mindkét enzimforma aktivitasanak optimuma pH 7.5-8.0 kozé esett.

4.4.2. Az enzimaktivitis hémérséklet fiiggése

A hoémérséklet hatasat a CPA aktivitasara Tris/HCI puffer (100 mM, pH 7.5)
alkalmazasaval 10-70°C hémérsékleti tartomanyban 5 perces inkubalasi idével mértik.
A mért maximalis aktivitast vettiik 100 %-nak, ami oldott enzimnél 5 U/ml, rogzitettnél
1.5 U/ml volt.
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Az oldott enzim hémérsékleti optimuma 30-50°C, a rogzitett enzimformaé pedig

50-55°C kozé esett (12. dbra), ami a rogzitett enzim nagyobb stabilitasara enged

kovetkeztetni.
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12. abra: Az oldott (m), és a hordozoén rogzitett (3J) CPA aktvitas hdmérséklet fliggése.

4.4.3. Kinetikai vizsgalatok

A kinetikai vizsgalatokhoz hippuril-L-fenilalanin szintetikus szubsztratot
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hasznéltunk, s koncentraci6jat 0.1-0.5 mM kozoétt viéltoztattuk a reakcidelegyben. A
méréseket Tris/HCI puffer (100 mM, pH 7.5, 1 M NaCl) alkalmazasaval végeztiik el.

A Michaelis-allandok, ill. a vma értékek meghatirozasit a Michaelis-Menten
egyenlet linearizalt formajanak grafikus kiértékelésével végeztiik el, Lineweaver-Burk
féle abrazolasban.

A megallapitott Kyapp, €S Vmax értékeket a 3.tablazatban foglaltuk §ssze.

3. tablazat: Az oldott és rogzitett CPA kinetikai jellemz6i

K app (MM) Vmax (WmMol/perc/ml)
Oldott CPA 1.07 17.62
Akrilex C 100-CPA 1.65 3.02

A Kwmapp rogzitett enzimre (1.65 mM) valamivel magasabb, mint az oldott
enzimre (1.07 mM) mért érték, de egy nagysagrendben vannak. A rogzitett enzim Vpyax
értéke 3.02 (umol/perc/ml) azonban egy nagysagrenddel alacsonyabb, mint az oldott

enzimnél megallapitott érték (17.62 pmol/perc/ml).

4.5. Stabilitasvizsgalatok
4.5.1. Héstabilitas

A karboxipeptiddz A két forméajanak hdstabilitdsat 45-60 °C-os hémérsékleti
intervallumban tanulméanyoztuk. A méréseket Tris/HCI puffer alkalmazasaval (100 mM,
pH 7.5) végeztikk. Mind az oldott, mind pedig a régzitett enzim esetében a kiindulasi
aktivitast vettiik 100 %-nak, amely oldott enzimnél 14.35 U/ml, rogzitettnél pedig 5.55
U/ml volt (13. abra). Egy rovid idejii 4tmeneti aktivalodas utan mindkét enzimformanal,
minden alkalmazott
hémérsékletnél inaktivalédas volt tapasztalhat. A megfelelé homérsékleten mért
értékeket Osszehasonlitva megallapithatjuk, hogy a rogzitett enzim stabilabb, mint az
oldott. 55°C-on a rogzitett enzim megérzi eredeti aktivitdsdanak 35 %-4t a 60 perces

inkubalési id6 alatt, mig az oldott 30 perc alatt gyakorlatilag teljesen inaktivalédott.
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13. abra: Az oldott (A), és a rogzitett (B) CPA hostabilitasa. A kisérleteket 100 mM-os
Tris/HCI pufferben (pH 7.5) hajtottuk végre. —+— : 45°C; —3—: 50°C;
e BERCS oy GO

4.5.2. A héinaktivalédas pH fiiggése, a "'pH stabilitas"

A karboxipeptiddz héinaktivalédasanak pH fiiggését, az un. pH stabilitast 50°C-
on vizsgaltuk kalium-foszfat puffer (100 mM, pH 5.5-7.5), és Tris/HCI puffer (100 mM,
pH 7.5-8.5) alkalmazasaval. Mind az oldott, mind pedig a rogzitett enzim esetében a
kiindulési aktivitast vettilk 100 %-nak, ami oldott enzimnél: 9.7 U/ml, rogzitettnél: 1.4
U/ml volt. A két enzimforma stabilitdsa kozott a legszembetiindbb kiilonbség pH 8.5-
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nél volt tapasztalhatd, ahol a rogzitett enzim egy atmeneti aktivalodas utdn a teljes
inkubdlasi id6 alatt megdrizte eredeti aktivitasat, ezalatt az oldott enzim 40 perces
inkubélas alatt szinte teljesen elveszitette az aktivitdsat. A tobbi pH értéknél is a

rogzitett enzimforma bizonyult stabilabbnak (14. abra).

Maradék aktivitas (%)

1dé (perc)

200
180
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0 + f t
0 20 40 60
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14. abra: Az oldott (A), és a rogzitett (B) CPA hdinaktivalddasénak pH fliggése. A
kisérleteket 50°C-on, 100 mM-os K-foszfat pufferben (pH 5.5-7.5), és 100
mM-os Tris/HCI pufferben (pH 7.5-8.5) végeztik. —+—: pH 5.5; —0—:
pH 6.5, —e—: pH 7.5; —o0—: pH 8.5.
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4.5.3. Tarolasi stabilitas

Vizsgaltuk a rogzitett enzimforma tarolhatéségat kiilonbozé pH értékeknél. A
vizsgalathoz a kovetkez6 puffereket hasznaltuk fel: kalium-foszfat puffer (100 mM, pH
5.5-7.5), valamint Tris/HCI puffer (100 mM, pH 7.5-8.5). A tarolas hiitészekrényben
tortént 4°C-on, az aktivitisméréseket 25°C-on végeztilkk el. A kiinduldsi aktivitast
tekintettiik 100 %-nak, amely 2.43 U/ml volt. Minden vizsgalt pH-nal megallapithatd,
hogy az els6 24 o6ra utan egy jelentdsebb aktivitasvesztés kovetkezett be (15. ébra),
melynek soran az enzim eredeti aktivitdsdnak 20-30 %-at elveszitette. Ezt a lecsokkent
aktivitdst viszont a tarolas teljes ideje alatt (30 nap) kozel azonos mértékben jol

megorizte, fliggetleniil a kozeg pH-jatol.

120

100 oy

SO“M s 2 — 4

60 | +

40 -

Maradék aktivitas (%)

20
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15. abra: A rogzitett CPA tarolasi stabilitdsa kiilonb6zé pH-n. Az alkalmazott
pufferek 100mM K-foszfat puffer (pH 5.5-7.5), Tris/HCl puffer
(pH 7.5-8.5). A tarolas 4°C- on tortént. —+—: pH 5.5; —3—: pH 6.5;
—e—: pH 7.5; —o—: pH 8.5.

4.5.4. A rogzitett CPA miikodési stabilitasanak vizsgalata

A rogzitett enzimek egyik legfontosabb elénye az oldott formahoz képest a
tobbszori felhasznalhatosdg, s ennek megfeleléen a bioreaktorokban valéd hatékony
alkalmazhatosag. A rogzitett Akrilex C 100-CPA miko6dési stabilitidsanak vizsgéalatanal
meghataroztuk 50 mg Akrilex C 100-CPA aktivitasat, majd a régzitett enzimet sziirés és
Tris/HCI pufferes (50 mM; pH 7.5) mosas utan ujabb reakcidelegyben szuszpendaltuk,

és mértiik a maradék aktivitasat.
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Az Akrilex C 100-CPA kiindulasi aktivitasat (2.7 U/ml) vettiikk 100 %-nak. Az Akrilex
C 100-CPA miikodési stabilitdsat mutatja a 16. abra. Az Akrilex C 100-CPA az

alkalmazott koriilmények kdzott igen stabil volt. A 30 ciklus alatt megérizte kiindulési

aktivitasat.
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16. abra: Az Akrilex C 100-CPA miikodési stabilitasa. A méréseket Tris/HCI puffer
(50 mM; pH 7.5) alkalmazasaval végeztiik el 25°C-on.

4.5.5. Ureaval szembeni stabilitas
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17. abra: 4M urea hatasa az oldott —m—, €s a rogzitett —3— CPA aktivitasara. A
kisérleteket 100 mM Tris/HCI pufferben (pH 7.5) végeztiik 25°C-on.
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Az urea hatasit a karboxipeptiddz A stabilitdsdra 4 M urea koncentracié mellett
vizsgaltuk Tris/HCI pufferben (100 mM, pH 7.5), 25°C-on. Mindkét enzim esetében a
kezeletlen minta aktivitasat vettik 100 %-nak. Ez oldott enzimnél 6.67 U/ml,
régzitettnél 1.1 U/ml. A rdgzités jelentés mértékben megnovelte a CPA uredval
szembeni stabilitasat. 3 Oras inkubaldsi id6 utdn a régzitett enzim megérizte eredeti

aktivitasanak 80 %-at, mig az oldott enzim aktivitasa mar csak 30 % volt (17. 4bra).

4.6. C-terminalis aminosav meghatirozas

A C-terminalis aminosav analizist kiilonboz6 peptidekkel (di-, és heptapeptid)
végeztiik el. Az 1 mg/ml peptidkoncentracidju reakcidelegyeket (5 ml) inkubéltuk az
egyes enzimformakkal (2 U), és 6ranként mintét vettiink, hogy a C-terminélis aminosav
felszabadulas sebességét meghatarozzuk. A Met-enkefalin (Tyr-Gly-Gly-Phe-Met)
kivételével valamennyi hasznalt peptid C-terminalis végén Leu, vagy pedig Phe volt. A
peptidhasitast vékonyrétegkromatografiaval, és HPLC-vel kovettilk. Eredményeinket a
4. tablazat tartalmazza.

4. tablazat: A C-termindlis aminosav lehasitas sebessége kiilonb6z6 CPA enzimforméak

felhasznalasaval
A C-terminalis aminosav lehasitis sebessége
(hg/b/ml)
Karboxipeptiddz A Gly-Phe Met- Leu- TIPP TAPP P7
formak enkephalin enkephalin
Oldott karboxipeptiddz A 56.20 0.90 5.50 56.80 8.73 7.30
Akrilex C 100-CPA 51.70 1.50 3.00 19.80 23.60 2.95
p-benzokinonnal aktivalt 0 0 0 0 50.30 0
Akrilex P 100-CPA '
Szilokrém aldehid-CPA 2.80 0 0 2.40 0.63 0
p-benzokinonnal aktivalt 0 0 0 0.75 6.40 0
Szilokrém-CPA
Sorsilen-CPA 2.60 0 0 0 0 0

A bontés sebessége fiigg a peptidektdl, illetve az egyes peptidek esetében erdsen
fugg az alkalmazott enzimformét6l. Az oldott karboxipeptidaz A valamennyi peptidet
hasitotta, és itt kaptuk a legnagyobb hasitasi sebességet is. A rogzitett enzimformak
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koziil az Akrilex C 100-CPA bizonyult a leghatékonyabbnak. A TAPP peptidet
lényegesen nagyobb sebességgel hidrolizalta (23.6 pg/h/ml), mint az oldott enzim (8.73
pg/h/ml). A p-benzokinonnal aktivalt Akrilex P 100-CPA csak a TAPP-ot bontotta,
viszont az oldotténél 5.8-szor nagyobb mértékben. A Szilokrom aldehid-CPA a Gly-
Phe, a TIPP, és a TAPP peptidek C-termindlis aminosavat hasitotta le, de kis
sebességgel. A p-benzokinonnal aktivalt Szilokrém hordozén rogzitett enzim csak a
TIPP és TAPP-ot hasitotta. Az utébbindl a hidrolizis sebessége kozel azonos volt az
oldott enzimével. A Sorsilen-CPA csak a dipeptid hasitasat végezte.

4.7. A karboxipeptidaz A stabilitisa szerves oldészerekben

Az oldott, és a rogzitett enzim szerves oldoszerekkel szemben mutatott
stabilitasat Tris/HCI pufferben (100 mM, pH 7.0) 20-90 % szerves olddszer jelenlétében
mértiik. A kovetkezd szerves olddszereket alkalmaztuk: Vizzel elegyedék: DMSO, 1,4-
dioxan, acetonitril, etanol, vizzel nem, illetve korlatozottan elegyeddk: etil-acetat, 1-
butanol, és a toluol. Az inkubal6 elegyek oldott enzimnél 2.33 U/ml, rogzitettnél pedig
1.52 U/ml enzimaktivitast tartalmaztak. A mintdkat 25°C-on 0-120 perc inkubaltuk,
intenziv kevertetés mellett, majd aliquotok vételével hippuril-L-fenilalanin szubsztrat

hasznalatdval a standard mddszer szerint hatdroztuk meg a maradék aktivitast.

4.7.1. Szerves oldészerek hatasa az oldott CPA aktivitdsara

A 18. ébran feltiintettiik a szerves olddszerek hatdsat az oldott enzim aktivitasara
40 perc inkubalasi id6 elteltével. Az értékeket a kezdeti, 0 percben mért adatokra
vonatkoztatva adtuk meg. A 18/A. abran lathatd, hogy a vizzel elegyedé oldészerek
esetén az inkubdlasi elegy novekvd oldoészertartalma csak kis mértékben, lényeges
eltérések nélkiil csokkentette az enzimaktivitast. Kivételt képez a DMSO, mely mar
70 %-os koncentraciéban inaktivalta az enzimet.

Vizzel nem elegyedd szerves oldészerekben az aktivitasvesztés jelentdsebb volt
(18/B.abra). Mig az enzim etil-acetitban, és 1-butanolban 40 perces inkubalas utdn
alacsonyabb olddszer koncentracioknal (20-30 %) szinte megtartotta kiindulasi
aktivitasat, addig 20 % toluol jelenlétében mar mintegy 40 %-os inaktivalodast
tapasztaltunk. Az ennél magasabb koncentracioknal az aktivitdsvesztés titeme lelassult,

és az enzim 90 % toluolt tartalmazé kézegben is rendelkezett kiindulasi aktivitasanak
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kozel 40 Y%-val.
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18. abra: Szerves olddészerek hatdsa az oldott karboxipeptiddz A aktivitdsara. (A)
Vizzel elegyedé szerves oldészerek. (B) Vizzel nem elegyedod, ill.
korlatozottan elegyedé szerves oldoszerek. A kisérleteket 25 °C-on, 40 perces
inkubalasi id6vel végeztiik Tris/HCI pufferben (100 mM, pH 7.5).

4.7.2. Kiilonb6zé 90 v/v %-os szerves oldoszerek hatdsa az oldott és a rogzitett,
Akrilex C 100-CPA-ra

Az el6z6 kisérletsorozatban kiilonbdzd olddszer koncentraciok CPA aktivitasra

kifejtett hatdsat tanulmanyoztuk, a tovébbiakban 90 % olddszer koncentracional az
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olddszerhatas idofliggését vizsgaltuk az oldott, €s a rogzitett enzimeknél.
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19. abra: Szerves olddszerek hatdsa az oldott CPA aktivitdsdra 90 %-os oldészer
koncentracioknal. (A) Vizzel elegyedé szerves oldészerek. (B) Vizzel nem
elegyedd szerves oldoszerek. A kisérleteket 25°C-on végeztiik, Tris/HCI
pufferben (100 mM, pH 7.5).

A 19/A. 4bran lathatd, hogy az elsé 20 percben valamennyi olddszer esetében
nagyobb aktivitasvesztést (20-55 %, a DMSO-nal 95 %) tapasztaltunk, melyet a
tovabbiakban csak kisebb valtozasok kdvettek. A 120 perces inkubalas végén az enzim
90 % etanolban, és 1,4-dioxdanban kiindulasi aktivitasanak még 65-60 %-val
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rendelkezett. A DMSO 90 %-os jelenléte 30 perc alatt teljesen inaktivalta az enzimet.

A vizzel nem elegyedé oldoszereknél hasonl6 valtozasokat tapasztaltunk (19/B.
abra). Itt azonban az olddszerek okozta jelentds inaktivalodas (40-57 %) mar az els6 5
percben megmutatkozott. Ezt kdvetden az aktivitasvesztés ezekben a rendszerekben is
lelassult.

Az alkalmazott szerves olddszerekben az Akrilex C 100-CPA stabilitésa jelentds
mértékben eltért az oldott enzimét6l, (20/A. abra). A vizzel elegyed6 oldészerek esetén

az etanolnal kismértéki (9-15 %-os) aktivalddast tapasztaltunk, amely a teljes inkubalas
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20. abra: Szerves oldoszerek hatasa a rogzitett Akrilex C 100-CPA aktivitdséra 90 %-
os oldoészer koncentraciondl. (A) Vizzel elegyedd szerves olddészerek, (B)
vizzel nem elegyedd szerves oldoszerek. A kisérleteket 25°C-on végeztiik,
Tris/HCI pufferben (100 mM, pH 7.5).
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alatt megmaradt. Meglepetésiinkre aktivalodott a rogzitett enzim a 90 %-0s DMSO-ban
is, ez utdbbi azonban csak egy rovid idejii &tmeneti valtozas volt, melyet inaktivalodas
kovetett, s a 2 Oras inkubalds végén az Akrilex C 100-CPA kiindulasi aktivitasanak 38
%-val rendelkezett. Az 1,4-dioxén, és az acetonitril a rogzitett enzim aktivitasat 5 perces
inkubélas utan 76 %-ara csokkentette, ez az érték az 1,4-dioxan esetén stabilan
megmaradt a teljes inkubaciés periddus alatt, acetonitrilben pedig kis meértékben
csokkent (61.53 %-ra).

Vizzel nem elegyed6 szerves olddszereknél, 20/B.abra, az etil-acetat esetében
jelent6s inaktivalodast észleltiink, a 120 perces inkubdlds végéig a rogzitett enzim
kiindulasi aktivitasdb6l mintegy 75 %-ot veszitett. 1-Butanol 90 %-os jelenléte a
rogzitett enzimnél lasst inaktivalodast eredményezett, ugyanakkor az Akrilex C 100-
CPA az inkubalas végén is rendelkezett kiindulasi aktivitdsanak 70.1 %-val. A toluol
jelenléte jelentsen, 40-44 %-kal aktivalta a rogzitett enzimet, s ez a megndvekedett
aktivitas meg is maradt az inkubalas 120 perce alatt.

Az oldott, és a rogzitett CPA-ra kapott értékeket Osszehasonlitva
megallapithatjuk, hogy az Akrilex C 100-CPA valamennyi oldészerben stabilabb volt,
mint az oldott enzim. Ezt a megallapitast leglatvanyosabban a két enzimforma DMSO-

ban, és toluolban mutatott viselkedése témasztja ala.
4.8. Dipeptidszintézis

A stabilizalasi kisérletek eredményei alapjan feladatul tiiztiik ki a CPA-val
megvaldsithaté szintetikus reakcidk vizsgalatat. El6szor a dipeptidszintézis lehetségét
tanulmanyoztuk. Tekintettel arra a tényre, hogy a peptidk6tés hidrolizisénél a CPA a
peptid C-terminalisan az aromas (Phe, Tyr, Trp) illetve az eldgaz6 lancot tartalmazo
alifdss aminosavakat (Ile, Leu) részesiti elonyben, a forditott iranyu reakcié
megvaldsitasahoz is elsdsorban ezeket az aminosavakat vizsgaltuk. Ahhoz, hogy a
peptidszintézis maximalis konverziéval torténjen, a reakcié koriilményeit

optimalizaltuk.
4.8.1. A dipeptidszintézis szerves oldészer fiiggése

A dipeptidszintézis szerves olddszer flggését 8 %-os viztartalmu

reakcidelegyben, pH 5.5-6n, 30°C-on végeztik. A mintdkat 24 Oran keresztiil
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inkubaltuk. A szerves oldoszerek a kovetkezdek voltak: 1,4-dioxan, metanol, acetonitril,
etanol, aceton, (vizzel elegyed6k), etil-acetat, 1-butanol, és toluol (vizzel nem, ill.

korlatozottan elegyedok). Eredményeinket az 5. tablazat tartalmazza.

5. tablazat: A Phe-Phe dipeptidszintézis kiilonb6zd szerves oldészerekben

Oldészer log P Phe-Phe kitermelés (%)
Toluol 25 0

1-Butanol 0.8 6.53
Etil-acetat 0.68 14.72

Aceton -0.23 3.30

Etanol -0.24 7.82
Acetonitril -0.33 26.80

Metanol -0.76 9.62
1,4-Dioxén -1.1 246

A legnagyobb kitermelést, 26.8 %-ot acetonitrilben sikeriilt elérni, az enzim a
vizzel nem elegyed6 oldészerek koziil az etil-acetat tiint a leghatékonyabbnak 14.72 %-
os kitermeléssel. Meglepetésiinkre a toluolban nem képz6dott dipeptid. A tablazatban
feltiintettiik az egyes old6szerek lbg P értékeit is, azonban a szintézis mértéke, és a log P

értékek k6zott nem talaltunk korrelaciot.
4.8.2. Kiilonbozé dipeptidek szintézise

A kiilonb6z6 dipeptidek szintézisét L-Phe, L-Tyr, L-Trp, L-Ile, és L-Leu
aminosavakkal kiilon-kiilon valésitottuk meg. Az aminosavak 2.5, és 5 mM

koncentraciéban voltak jelen reakcidelegyekben. A szintézist acetonitrilben 10 %-os

mM-os koncentraciondl elért eredményeket a 21. abra mutatja. A legnagyobb dipeptid
kitermelést, 12 %-ot az L-Phe esetében sikeriilt elérni. Jelentds azonban az L-Trp
szubsztrat alkalmazasaval elért 10 %-os kitermelés is. A 6 oras inkubalasi id6 alatt Tyr-
Tyr képz6dést nem észleltink. Tovabbi kisérleteinkben a Phe-Phe szintézis
koriilményeit vizsgaltuk.
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21. 4bra: Dipeptidek szintézise CPA-val kiilonb6z6 aminosavakbol. A 10 %-os
viztartalmu reakcidelegyek pufferelt (pH 5.5) acetonitrilt, 5 mM-os
koncentracioban az egyes aminosavakat, és 2 mg/ml enzimet tartalmaztak. Az
elegyeket 30 °C-on inkubéltuk 6 Oran keresztiil 10 %-os viztartalom, és
alland6 kevertetés mellett.

4.8.3. A Phe-Phe szintézis fiiggése a reakcidelegy viztartalmatol

A viznek kitiintetett szerepe van a szerves olddszeres enzimatikus szintéziseknél.
Fontos egyrészt az enzim aktiv konform4ci¢janak fenntartdsa szempontjabdl, masrészt a

reakcio lefolyasaban.
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22. abra: A Phe-Phe szintézis kiilonbdzd viztartalmu reakcidelegyekben. A kisérleteket
acetonitrilben, 6 6rés reakcididével 30°C-on végeztiik.
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A viz szerepét a peptidszintézisben acetonitrilben vizsgaltuk 30°C-on, pH 5.5-
On, 6 h inkubalasi idével. A rendszer viztartalmat 1-20 % kozott valtoztattuk (22. abra).
A legnagyobb kitermelést 10 %-os viztartalomnal mértiik (17.6 %). A haranggorbe
érdekessége a viszonylag széles platd, 8-14 % viztartalom kozé6tt, ahol a kitermelés

szinte alig valtozik.

4.8.4. A Phe-Phe szintézis h6mérséklet fiiggése

A peptidszintézis hémérséklet fiiggését 0-60°C-os hdmérsékleti tartomanyban,
pH 5.5-n 6 h inkubalasi idével 10 %-os viztartalomnal vizsgaltuk acetonitrilben.
Eredményeinket a 23. 4bran foglaltuk 0Ossze. A dipeptidszintézis szdmara a

legoptimalisabb hémeérsékleti tartoméany 25-30°C.

Phe-Phe kitermelés (%)

Hémérséklet (°C)

23. abra: A Phe-Phe szintézis hdmérséklet fiiggése. A reakcidkat acetonitrilben, 10 %-
os viztartalom mellett, 0-60 °C-on végeztiik kevertetéssel.

4.8.5. A dipeptidszintézis pH fiiggése

A dipeptidszintézis pH fliggésének meghatarozasat a kovetkezd6 50 mM-os
pufferekben végeztiik el: natrium-acetat/NaOH puffer pH 5-5.6; kalium-foszfat-puffer
pH 5.8-8; trietanol-amin/HCl puffer pH 7-8; Tris/HCl puffer pH 7-9. A
reakcidelegyeket 30°C-on, 10 %-os viztartalommal acetonitrilben 6 h-n keresztiil a
megfelelé puffer jelenlétében inkubéltuk. Eredményeinekt a 24. 4dbra mutatja.
Megallapithatjuk, hogy a dipeptidszintézis igen er6sen pH fiiggs, a legnagyobb
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atalakulést, 32-33 %-ot pH 5.6-nal értiik el.

35 e
;—\; 30 +
§ 25+
%)
E 20T
s
2 15T
2
= 10 T
=
[ 5%
0 } } } {
45 5 5.5 6 6.5
pH

24. abra: A Phe-Phe szintézis pH fliggése. A kisérleteket acetonitrilben, 10 %-os
viztartalom mellett, 30 °C-on, 6 6ras inkubalési id6ével végeztiik.

4.8.6. A szubsztratkoncentracié hatisa a dipeptidszintézisre

A szubsztrat, az L-Phe koncentracigjat 0.67-10.0 mM ko6zott valtoztatva az
optimalizalasi kisérletek sordn megaéllapitott paraméterek felhasznélasaval (10 %-os
viztartalom 30°C, pH 5.5), 6 6ra inkubalasi idével acetonitrilben végeztiik a kisérleteket.
Legnagyobb kitermelést 1.2 mM L-Phe koncentracional kaptunk. Magasabb

koncentraci6 értékeknél a peptidszintézis gatolt (25. abra).

4.8.7. Az enzimkoncentraci6 hatdsa a dipeptidszintézisre

A reakcidt acetonitrilben 30°C-on pH 5.5-nél 6 6ras inkubélasi id6vel hajtottuk
végre. Az elegy viztartalma 10 % volt, és 1.2 mM L-Phe koncentracié mellett az
enzimkoncentraciot 0.5-3.5 mg/ml (7.6-53.2 U) kozott valtoztattuk (26. abra). A legjobb

kitermelést 1.4 mg/ml enzimkoncentraciénal, 21.3 U enzim hozzaadaséval értiik el.
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25. 4bra: A dipeptidszintézis véltozdsa az L-Phe koncentraci6 fiiggvényében. A
reakciét pufferelt acetonitrilben, 5.5-6s pH alkalmazasaval, 30 °C-on
hajtottuk végre. A reakcidelegy 10 % vizet tartalmazott. Az (A) abran a
kezdeti sebességeket abrazoltuk, az L-Phe koncentracio fiiggvényében, a (B)
dbra az 1-3 Oras inkubdlds soran kapott Phe-Phe kitermelést mutatja
ugyancsak az L-Phe koncentracié fliggvényében.
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26. abra: A Phe-Phe szintézis enzimkoncentracio fliggése. A reakciot kozege
acetonitril volt, 30°C-on, pH 5.5-6n az L-Phe-t 1.2 mM koncentraciéban
alkalmaztuk.
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4.8.8. Dipeptidszintézis optimalizalt koriilmények kozott

A dipeptidszintézis meghatarozott optimalis koriilményei kozott (30°C, pH 5.5;
10 % viztartalom) 1.2 mM szubsztratkoncentracid, és 2 mg/ml karboxipeptidaz A
koncentracié alkalmazasa mellett reakcioelegytinket 96 o6raig inkubaltuk, és folyamatos
mintavétellel kovettiik a peptidszintézist. 24 oOrds inkubalas utan 43 %-os volt a
kitermelés, és nem tapasztaltunk jelent6s Phe-Phe szint novekedést a tovabbi inkubalas

soran (27. abra).
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401
351
304
257
201
157
101

Peptid kitermelés (%)

0 1 2 3 4 5 6 9 12 24 48 72 96

1d6 (6ra)

27. abra: Dipeptidszintézis optimalizalt koriilmények kozo6tt (30°C, pH 5.5; 10 %
viztartalom). Az L-Phe 1.2 mM, a CPA koncentracié 2 mg/ml volt.

4.8.9. Dipeptidszintézis rogzitett CPA-val

Négy rogzitett enzimformat, az Akrilex C100-CPA-t, valamint ennek liofilizalt
alakjat, a p-benzokinonnal aktivalt Akrilex P 100-CPA-t, a Szilokrom aldehid-CPA-t, és
p-benzokinonnal aktivalt Szilokrém-CPA-t hasznaltuk ezekhez a kisérletekhez.. Az
egyes rogzitett enzimeket az oldott enzimes mérések alapjan megéllapitott optimalis
koriilmények kozott: pufferelt (50 mM-os pH 5.5-6s kalium-foszfat puffer) acetonitril,
10 %-os viztartalom, 30°C, intenziv kevertetés (450 rpm), inkubdltuk 96 o6rat. A
reakciokat minden esetben 20-25 U enzimaktivitds hozzaadasaval inditottuk. Kisérleti

eredményeinket a 6. tablazatba foglaltuk dssze.
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6. tablazat: Phe-Phe szintézis kiilonb6z6 rogzitett enzimformak felhasznalasaval

Phe-Phe kitermelés Maradék aktivitas (%)

Karboxipeptiddz A formak
(%) (96 h inkubdlas utin)

Oldott karboxipeptidaz A 43.0 15.0
Akrilex C 100-CPA 8.4 64.3
Akrilex C 100-CPA
(liofiliz4lt enzim-hordoz6) 13.5 83.0
p-benzokinonnal aktivalt
Akrilex P 100-CPA 5.6 46.0
Szilokrém aldehid-CPA 0 720
p-benzokinonnal aktivalt
Szilokr6m-CPA 4.2 51.2

A rogzitett enzimforméak koéziil a liofilizalt Akrilex C 100-CPA-nal 13.5 %-os
kitermelést tapasztaltuk. Szilokrom aldehid-CPA  alkalmazasa esetén nem
szintetizalédott Phe-Phe. A tablazat adataibol kitlinik, hogy rogzitett CPA-k
alkalmazaséval a Phe-Phe kitermelés alacsonyabb, mint az oldott enzimnél elért érték,
viszont a rogzitett enzimformak lényegesen stabilabbak voltak. A liofilizalt Akrilex C
100-CPA 96 6ras inkubalas utén is rendelkezett eredeti aktivitasinak 83 %-val.

Ez utébbi enzimforma felhasznalasaval L-Trp, L-Tyr, L-Leu, és L-Ile
szubsztratokbol torténd peptidszintéziseknél nem tapasztalhaté lényeges specifitasbeli
eltérés az oldott enzimhez képest.

Vizsgaltuk a liofilizalt Akrilex C 100-CPA katalizalta Phe-Phe szintézist 1-
butanol, etil-acetat, aceton, etanol, acetonitril, metanol, és 1,4-dioxan olddszerekben. A
7. tblazat adatai alapjan megallapithat6, hogy a vizsgalt rogzitett enzim szamara is az
acetonitril bizonyult a legmegfelelébb szerves oldoszernek. Etanolban és metanolban
Phe-Phe képzédést nem tapasztaltunk. Erdekes, hogy 1,4-dioxanban viszonylag magas
~5 %-os kitermelést értiink el, ami lényegesen feliilmilja az oldott enzimnél mért 2.46

%-o0s értéket.
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7. tablazat: Dipeptidszintézis liofilizalt Akrilex C 100-CPA-val kiil6nb6z6 szerves

olddszerekben

Oldészer Phe-Phe kitermelés (%)
1-Butanol 1.62
Etil-acetat 334

Aceton 2.43

Etanol 0

Acetonitril 13.5

Metanol 0

1,4'Di0Xéﬂ 4.88

Az inkubalést 96 6ran keresztiil 10 % viztartalmit acetonitrilben, 1.2 mM L-Phe jelenlétében,
30°C-on, pH 5.5-6n végeztiik.

4.9, Atészteresitési, észteresitési reakcio CPA-val

A CPA peptidaz aktivitasa mellett észteraz aktivitassal is rendelkezik. Miutan a
CPA nagy szerves oldoszer koncentraciéonal  hidrolitikus  aktivitdsanak
,megforditasaként” képes volt kondenzéciés reakcidban dipeptid szintézisére,
tanulmanyoztuk, hogy a szerves oldoszeres kézeg miként befolyasolja az enzim észteraz
aktivitasat. Szubsztritként N-acetil-L-tirozint, és N-benzoil-L-fenilalanint valamint
hippuril-L-fenilalanint alkalmaztunk. Metanollal, etanollal, propanollal, és 1-butanollal
probaltuk az észterképzést kivitelezni acetonitrilben, illetve a fenti oldoszerekben ezek
szubsztratként €s kozegként vald alkalmazasaval. A reakcidelegy pH-jat 4-11 kozott,
viztartalméat 5-15 % kozott 30°C-on valtoztatva, 1-4 mg/ml szubsztrat, és 2 mg/ml
enzimkoncentricio mellett nem tudtunk kimutatni atalakulast. Sikerrel jartunk viszont
az atészteresitési kisérletekben.

Az atészteresitési reakcioban hasznalt reakcidelegylink kozege, és egyben az
atészteresitési reakcio szubsztratja az 1-butanol volt. A masik szubsztratot az N-védett
aromas aminosav-észter szarmazékot, N-acetil-L-tirozil etil észtert (ATEE), 2 mg/ml
koncentracioban alkalmaztuk. Kiinduldsi reakcidelegyink 10 % viztartalommal
rendelkezett, az alkalmazott pH tartomany 5.5-10.5 A felhasznalt pufferek a kévetkezdk
voltak: 100 mM kalium-foszfat puffer (pH 5.5-7.5); 100 mM Tris/HCI puffer (pH 7.5-
9.5); 100 mM glicin/NaOH puffer (pH 9.0-10.5). A reakcidkat mintegy 72 pl enzim,
mintegy 19 U aktivitds hozzdadasaval inditottuk. Azt tapasztaltuk, hogy a reakcié a
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dipeptidszintézis optimalis pH-jdhoz képest magasabb, 7.5-6s pH-n megy végbe. A
folyamat soran azonban egyensulyi rendszer jott 1étre. Az atészteresités termékéhez, az
N-acetil-L-tirozil-butil (19.1 %) észterhez képest kézel 3-szoros mennyiségben (56 %)

keletkezett a hidrolizis terméke, az N-acetil-L-tirozin (28. 4bra).
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28. abra: Az ATEE atészteresitése 1-butanollal a CPA-val katalizalt reakcioban,
kiilénbdz6 pH-nal. A reakcioelegyeket 10 %-os viztartalommal 30°C-on 48
oraig inkubaltuk. Az elegyekben az ATEE koncentracidja 2 mg/ml volt.

A dipeptidszintézishez sziikséges optimalis vizmennyiséget, 10 %-os viztartalmu
reakcidelegyet alkalmaztunk az atészteresités pH fliggésének vizsgalatakor is.
Tekintettel a viz aktiv konformacié fenntartasban, és a katalitikus reakcidban betoltott
fontos szerepére, feltételeztiik, hogy rendszeriink viztartalmanak valtoztatdsaval az
atészteresités soran tapasztalt egyensulyt befolyasolni tudjuk, nagyobb mennyiségii
atészteresitett termék képzddése, és a hidrolizis visszaszoritasa iranyaba.

A rendszer viztartalminak csOkkentésével azonban mind a hidrolizis, mind
pedig az atészteresités kitermelése jelentés mértékben visszaszorult (29. abra). Az N-
védett aminosav szarmazékok felhasznaldsaval, CPA enzimmel katalizalt atészteresitési
reakciot a tovabbiakban nem vizsgaltuk, mivel a korilmények valtoztatdsaval a

hidrolizist nem sikeriilt visszaszoritani.
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29. abra: Az ATEE atészteresitése 1-butanollal a CPA katalizalta reakcioban. A
viztartalmat 1-25 %-os tartomanyban valtoztattuk, az alkalmazott pH 7.5, az
ATEE koncentraciéja 2 mg/ml, a reakciokozegként, és szubsztratként

hasznélt szerves olddszer az 1-butanol volt. A reakcidelegyeket 30°C-on 48
oréan keresztiil inkubaltuk.

4.10. N-acil (N-védett) L-aminosavak szintézise CPA-val

Az N-acil aminosav szarmazékok szintézisé¢hez [-aminosav szubsztratként az L-
Phe-t hasznaltuk 5 mM koncentraciéban. Acilez6 komponensként aromads, ill. nyilt
lancu (C;-Cs) karbonsavat alkalmaztunk 10 mM-os koncentracioban. A reakcidelegy
viztartalma 10 %, pH-ja 7.0 volt. A reakcidkat 72 pl enzimszuszpenzié (19 U)
hozzaadasaval inditottuk, majd 30°C-on kevertetés (450 rpm) mellett 48 oran keresztiil
inkubdltuk.

Tekintettel az acilezési reakcié termékének az N-védett aminosav
szarmazékoknak a szerves szintézisekben betoltott Kitiintetett szerepére, fontosnak

talaltuk ezen ,,prekurzorok” szintézis koriilményeinek optimalizalasat is.

4.10.1. Aminosavak N-acilezése kiilonb6zo6 szerves savakkal

Kiilonbozé N-acil aminosavak szintéziséhez valasztott szerves kozegiink 10 %

vizet tartalmazé acetonitril volt. A kisérleteket pH 7.0-n, 30°C-on kevertetve (450 rpm)
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acil-donor szerepét nyiltlancu karbonsavak (C;-Cs), benzoesav, fenil-ecetsav, valamint

hippursav (N-benzoil-glicin) t6ltotték be. Eredményeinket a 8. tablazat tartalmazza.

8.tablazat: N-acil-L-Phe szintézis CPA-val

Acil donor Kitermelés (%)
Hangyasav 2.07
Ecetsav 0.85
Propionsav 1.23
Vajsav 1.48
Valeriansav 2.52
Benzoesav 14.60
Fenil-ecetsav 0.67
Hippursav 15.10

15.1 % kitermelést a hippursav, 14.6 %-ot a benzoesav acil donorként valéd
alkalmazasaval értiink el. Gyakorlati jelentGségére valé tekintettel a tovabbi
kisérletekhez a benzoesavat hasznaltuk szubsztratként.

Kisérleteket végeztiink més aminosavak, L-Tyr, L-Trp, L-lle, L-Leu, és
benzoesav felhasznalasaval is ezek azonban az N-benzoil-L-triptofan (7.65 %)
kivételével nem vezettek eredményre. Igy a tovabbi kisérletekben az N-benzoil-L-Phe

szintézisét tanulmanyoztuk.

4.10.2. Az N-benzoil-L-Phe szintézis szerves oldészer fiiggése

Az N-benzoil-L-Phe képz6désének szerves olddszer fliggését a 9. tablazat adatai
mutatjak. A reakcidelegyek viztartalma 10 %, pH-ja 7.0, a benzoesav 10 mM, az L-Phe
5 mM-os koncentraciéban volt jelen, az inkubalési id6 48 éra volt 30 °C-on.

A legnagyobb kitermelést 15.9 %-ot acetonitrilben értik el. A tovabbi
kisérleteinket acetonitrilben végzetiik. Nem tapasztaltunk N-benzoil-L-Phe képzddést
etil-acetat, etanol, és metanol olddszerekben. Az N-benzoil-L-Phe szintézis szerves

oldészer fiiggés profilja jelentGsen eltér a Phe-Phe szintézisnél tapasztaltaktol.
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9. tablazat: A CPA A&ltal katalizalt N-benzoil-L-Phe szintézis szerves oldészer fliggése

N-benzoil-L-Phe kitermelés

Oldészer
(%)

1-Butanol 1.15
Etil-acetéat 0
1-Propanol 0.70
Aceton 11.30
Etanol 0
Acetonitril 15.90
Metanol 0
1,4-Dioxan 6.29

A dipeptidszintézisnél a toluol kivételével valamennyi olddszerben tapasztaltunk
Phe-Phe termel6dést, mig az acilélési reakcié soran az etil acetat, az etanol, €s a metanol

alkalmazasaval sem tudtunk N-benzoii-L-Phe szintézist kimutatni.

4.10.3. A N-benzoil-L-Phe szintézis pH, viztartalom, és homérséklet fiiggése

A szintézis optimalis pH-jat 100 mM-os pufferek felhasznélasaval (natrium-
acetat/NaOH puffer pH 5-5.5; kélium-foszfat-puffer pH 5.5-7.5; trietanol-amin/HCl
puffer pH 7-8.5; Tris/HCI puffer pH 8.5-9, és glicin/NaOH puffer 9-10) pH 5-10
tartomanyban hataroztuk meg. A pH fliggés vizsgalatat 48 oras inkubalasi idével 10 %-
os viztartalomnal vizsgaltuk acetonitrilben. Eredményeinket a 30/A. dbran foglaltuk
Ossze. A legnagyobb atalakulast 17.6 %-ot pH 6.5-6n értiik el. lA dipeptidszintézisnél
tapasztaltakkal Osszehasonlitva megallapithatjuk, hogy a goérbe jellege mas, az N-
benzoilalasnal nincs olyan kifejezett pH fiiggés.

Az acilezési reakcidban a viz szerepét 30°C-on, pH 6.5-n 6 6ras inkubalasi
id6vel, a rendszer viztartalmat 1-20 % kozott valtoztatva vizsgaltuk. A legjobb
kitermelést, 27 %-ot abban a reakcidelegyben értiik el, melynek viztartalma 8 % volt
(30/B. abra). Ez a reakci6 érzékenyebben reagal a rendszer viztartalmanak valtozdsara,

mint a dipeptidszintézis.
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30. abra: A CPA-val katalizalt N-benzoil-L-fenilalanin szintézis (A) pH, (B)
viztartalom, (C) homérséklet fliggése. A kisérleteket acetonitrilben, 48 oras
inkubalasi id6vel végeztiik el.
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A hoémérséklet fiiggést 5-60°C-os hOmérsékleti tartomanyban, 8 %-os
viztartalomnal pH 6.5-n 48 dras inkubalasi idovel vizsgaltuk. Eredményeinket a 30/C.
abra tartalmazza. Az N-benzoil-L-Phe optimalis hémérséklete 30-37°C.

4.10.4. A szubsztratkoncentraciok (benzoesav; L-Phe) hatasa a szintézisre
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31. abra: A szubsztratkoncentraciok hatdsa a CPA 4altal katalizalt N-benzoil-L-Phe
szintézisre. (A) A benzoesav koncentracid, (B) az L-Phe koncentracié hatésa.
A reakci6t acetonitrilben 8 %-os viztartalom mellett, 37°C-on, 6.5-6s pH
alkalmazasaval végeztiik. A reakci6id6 48 éra volt.
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viztartalom, pH 6.5, és 37°C inkubalasi hémérséklet alkalmazasa mellett. Az 5 mM-os
benzoesav koncentracional értikk el a legnagyobb kitermelést 20 %-ot, a benzoesav
koncentracié tovabbi emelésével ez az érték lényegesen nem valtozik a 48 oras
inkubalas soran (31/A. ébra).

Az N-benzoil-L-Phe szintézis L-Phe koncentracié fliggésének vizsgalatanal a 10
mM-os  szubsztratkoncentraciot taldltuk a optimalisnak, ennél magasabb

koncentracidban az L-Phe gatolja az enzim miikddését (31/B. abra).

4.10.5. Az enzimkoncentracio hatasa az N-benzoil-L-Phe szintézisre

A reakciot 37°C-on pH 6.5-nél 48 6ras inkubalasi idével hajtottuk végre. A
reakcidelegy viztartalma 10 % volt. 10 mM L-Phe, és 5 mM benzoesav koncentracidk
mellett az enzimkoncentraciét 0.4-3.6 mg/ml (6.4-57.73 U) kozott valtoztattuk (32.
abra). A legnagyobb kitermelést 2.4 mg/ml enzimkoncentraciénal, 38.5 U

enzimaktivitas hozzaadasaval értiik el.
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15 A
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32. dbra: Az N-benzoil-L-Phe szintézis enzimkoncentracié fliggése. A reakciot 8 %-os

viztartalommal, 37°C-on, pH 6.5-nél, 5 mM benzoesav, és 10 mM L-Phe
koncentracidk alkalmazéséaval hajtottuk végre.
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4.10.6. N-benzoil-L-Phe szintézise CPA-val optimalizalt koriilmények kozott

A szintézis optimalis koriilményeinek (37°C, pH 6.5; 8 % viztartalom), valamint
5 mM benzoesav, és 10 mM L-Phe koncentraciok, és 2.4 mg/ml karboxipeptiddaz A
koncentracié alkalmazasa mellett reakcidelegyiinket 96 o6raig inkubdéltuk, és megfelelé
idénkénti mintavétellel kovettik a szintézis kitermelésének alakulasat. 48 oéras
inkubalas utan 55.2 %-ot értiink el, és a tovabbiakban nem tapasztaltunk N-benzoil-L-

Phe szint névekedést (33. abra).
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33. abra: N-benzoil-L-Phe szintézis CPA-val optimalizalt koriilmények kozott.
Kisérleteink igazoltak, hogy CPA-val mind a dipeptidszintézis, mind pedig N-

acil aminosavak szintézise megvaldsithatd. Az N-benzoil-L-Phe eléallitdsa rogzitett

CPA-val a jelenleg folyd, és a tovabbi kisérletek feladata.
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5. EREDMENYEK ERTEKELESE
5.1. Rogzitett karboxipeptidaz A eléallitasa

A CPA enzim rogzitéséhez 6t kiilonb6zd jellegli hordozét hasznaltunk fel.
Kovalens k&téssel rogzitettiik az enzimet a vizoldékony karbodiimiddel aktivalt Akrilex
C 100-hoz, a p-benzokinonnal aktivalt Akrilex P 100-hoz, a Szilokrom aldehidhez, és a
p-benzokinonnal aktivalt Szilokromhoz. Polietilén-tereftalat (Sorsilen) hordozéhoz az
enzimet adszorpcidval kotdttiik. Valamennyi hordozd esetében sikeriilt katalitikus
aktivitassal rendelkezd rogzitett enzimet létrehozni. Az egyes enzimformdak rdgzitési
eredményei azonban eltéré képet mutattak. Legkisebb aktivitassal a Szilokrom aldehid-
CPA rendelkezett (1.54 Ul/g széraz gél). A CPA adszorpciéja a Sorsilén feliiletén
meglehetdsen erds, de a hordozé hidroféb karaktere elég jelentds inaktivalodast idézett
el6. Ez j6 egyezést mutat az ugyancsak Sorsilen hordozon rogzitett alkohol-
dehidrogenaz viselkedésével (Simon és mtsai, 1990); illetve a hidrofob jellegii hordozok
azon tulajdonsagéaval, hogy megvaltoztatjak az enzimmolekula konformacios stabilitasat
(Zaborsky, 1974). |

A poliakrilamid alapi hordozd, az Akrilex C 100 megfelelé fehérjekotd
képességgel, és j6 aktivitassal (125.0 Ulg szaraz gél) rendelkezett. Igy tovabbi
kisérleteinkhez az Akrilex C 100-CPA-t hasznaltuk fel. Az Akrilex C 100 hordozé
alkalmazasaval elért sikeres rogzités magyarazhaté a gél nagyfoku hidrofilicitisaval.
Hidrofil jellegii hordozék ugyanis stabilizdljak az enzimek aktiv konformacidjat,
ellentétben a hidroféb jellegliekkel, melyek az enzim hidroféb magjanak lazitasaval
inaktivalhatjak az enzimet.

A CPA kovalens rogzitésének szamos példdjat tarja elénk a szakirodalom.
Ezekben a munkdkban azonban a szerzO6k altaldban nem adtdk meg rogzitéseik
anyagmérlegét, igy vizsgélataink eredményeivel valé Osszevetésiik nehéz. Sikeresen
rogzitettck a CPA-t Burgess és munkatarsai (1975) Sephadex hordozéhoz
aktivitasvesztés nélkiill. Az oxidalt celluléz savklorid szarmazékan, ill. a sztirén-
maleinsav anhidrid kopolimer hordozd kiilonb6z6 modszerekkel aktivalt formain 60-70
%-o0s eredménnyel rogzitettek CPA-t (Kumar €s munkatarsai 1986; Dua és mtsai, 1985).
A hordozé el6készitése, €s aktivalasa ezekben az esetben tobblépcsés, erdteljes kémiai
beavatkozast igénylé eljarassal tortént. Az enzimek rogzitése soran gyakran jelentkezik

valamilyen mértékii inaktivalodas. Ez tobb okra vezethetd vissza. Egyrészt a hordozo és
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az enzim kozoétt a kovalens kotések kialakitdsdban az aktiv centrum esszencidlis
oldallancai, illetve az aktiv térszerkezet fenntartasaban résztvevd oldallancok is részt
vehetnek, aminek kovetkeztében a rogzitett enzim inaktivalodhat. Masrészt, a rogzitett
enzimek alacsony aktivitdsanak térbeli okai is lehetnek, ugyanis a hordozd, vagy az
egymas mellett elhelyezkedd fehérjemolekuldk lefedhetik az enzim aktiv centrumat.
Toltéssel rendelkez6 hordozok esetében pedig diffuzids gatakkal is szamolni kell.

A rogzitési reakcid koriilményeinek vizsgélata soran a 5.5-6.0-s pH-t talaltuk
optimalisnak. A szakirodalomban CPA rogzitésére hasznalt pH 5.5, és 6.5 kozott
valtozik a hordoz6 jellegétol fliggben (Kumar és mtsai, 1986).

Az oldott, és a rogzitett enzim kinetikai tulajdonsagainak Osszehasonlitasa azt
mutatta, hogy a Kmapp, ért€ke hippuril-L-fenilalanin szubsztratra az Akrilex C 100
hordozén rogzitett enzimnél (1.65 mM) magasabb, mint az oldott enzimnél (1.07 mM).
A rogzitett enzimek Michaelis allandojat befolyasolja a  diffuzié (a
szubsztratkoncentracio alakuldsa a gélben), a hordozo toltései, tovabba az enzim aktiv
konformacidjanak valtozasa. Az Akrilex C 100-CPA esetében tapasztalt Ky, €érték
novekedés egyik lehetséges magyarazata, hogy a diffuzids korlatként miikk6dé polimer
matrix azonos toltési karakterrel rendelkezik, mint a szubsztrat. A modositott celluléz
matrixon, ill. sztirén-maleinsav anhidrid szarmazékokon rogzitett CPA esetében Kmapp
csGkkenést észleltek, ami egyrészt indokolhaté a hordozo, és a szubsztrat molekulak
ellentétes toltési karakterével. Elképzelheté azonban, hogy az enzim szerkezete
moédosult, melynek eredményeként megnétt az affinitdsa a szubsztratokra, esetleg a
kotoédott enzimmolekula koriil egy specidlis mikrokdémyezet alakult ki, melyben a
szubsztratkoncentraci6 magasabb, mint a kériilvevé oldat t6bbi részében, s ez az
egyenl6tlen megoszlas a Kmapp €rték csokkenésében jelent meg (Dua €s mtsai, 1985;
Kumar és mtsai, 1986).

Az enzimek rogzités soran bekovetkezd specifikus kémiai modositasa kiilénbozd
mértékben hat az egyes enzimmolekuldkra. Ezek a mddositdsok hatdssal vannak a
rogzitett enzim Kkatalitikus tulajdonsdgaira. A polianionos, erésen hidrofil jellegi
mikrokdrnyezet nem valtoztatta meg az Akrilex C 100-CPA katalitikus aktivitidsanak
pH optimumét a nativ enzimhez képest, viszont a rogzités jelentésen megndvelte az
Akrilex C 100-CPA konformdciés stabilitisat, amely a megdéllapitott hémérsékleti
optimum mintegy 20°C-os pozitiv eltoléddsaban is egyértelmien kifejezdik.
Megnovekedett konformécids stabilitast észleltek a CPA poliszacharid hordozéra

rogzitett formai esetében is (Kumar és mtsai, 1986). Korabbi vizsgilatok bemutattak,
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hogy a vizoldékony karbodiimiddel aktivalt Akrilex C ugyancsak hatékony hordozo a
karboxipeptidaz B esetében is (Siidi és mtsai, 1989). Ez utébbi rendszernél a katalitikus
aktivitds pH optimiuma gyakorlatilag megegyezett a CPA esetében tapasztaltakkal. A
hémérsékleti optimum eltolodasa kisebb, a Kmapp érték eltérése viszont nagyobb volt a
CPB esetében.

A rogzitett enzimforma megnévekedett stabilitasa magyarazhatod lehet azzal is,
hogy a rogzités soran az enzimmolekula feliileti szabad amino csoportjainak szdma
csOkken, mivel ezek egy része a hordozéval savamid, vagy Shiff-bazis kétés
kialakitasdban vesz részt. ez eredményezhet egy feliileti attoltédést, melynek hatasira
megvaltozhat a rgzitett enzim konformacidja, és konformacidés motilitasa.

Az CPA Akrilex C 100 hordozohoz rogzitése alkalmas az enzim hé-, pH, és
uredval szemben mutatott stabilitisanak novelésére is. 60°C-on az oldott forma 15 perc
alatt inaktivalddott, mig a rogzitett eredeti aktivitasanak 50 %-aval rendelkezett. Mind a
héinaktivalédas pH fliggésének vizsgéalata, mind pedig az enzimek 4M-os ureaval valo
inkubélasanak eredménye a rogzitett enzimforma nagyobb stabilitasat tiikkrozte. Az urea
az enzimmolekula hidroféb magjaban mitk6dé masodlagos kotder6k bontdsa, lazitasa
révén okoz inaktivalédast. A hidrofil hordozé konforméciét stabilizalé karaktere
azonban megfeleld védelmet biztositva megnovelte a CPA ureaval szembeni stabilitasat
is. Ezek az eredmények j6 egyezést mutatnak a CPA mas, kovalens kotéssel rogzitett
szarmazé€kaindl tapasztaltakkal (Burgess €s mtsai, 1975; Kumar és mtsai, 1986; Dua és
mtsai, 1985). A CPA molekula rogzitéseinek sorozataban érdekesek azok a kisérletek is,
amelyek a molekula antigén tulajdonsagat kihasznalva szilard hordozéhoz kapcsoltan,
(Solomon és mtsai, 1984) vagy antigén-antitest keresztkotések kialakitasaval immuno-
komplexet képezve (Solomon és Balas, 1991) a h6denaturdciéval szemben sikeresen
stabilizaltak az enzimet. A monoklonalis antitestek, chaperon jellegiiknél fogva jelentés
mértékben stabilizaljak az enzimmolekulat, s 4j tavlatokat nyithatnak a biotechnoldgiai
kutatasok teriiletén (Solomon és mtsai, 1995, 1998).

A rogzitett enzimformaval szembeni egyik legnagyobb elvards a tobbszori
felhasznélhat6sag, illetve a tarolhat6sag. Az Akrilex C 100-on rogzitett karboxipeptidaz
A pH 5.5-8.5-6s kalium-foszfat, ill. Tris/HCI pufferekben tarolva az elsé napon
jelentdsebb 20-30 %-os aktivitas veszteséget mutatott, a lecsokkent aktivitdsat viszont
az inkubalas teljes ideje alatt viszonylag j6l megoérizte. Az Akrilex C 100-CPA stabil
enzimforma, 30-szoros ismételt felhasznalas soran megorizte kiindulési aktivitasat. Dua

és munkatarsai (1984) kiilénboz6 sztirén-maleinsav anhidrid kopolimer szarmazékokon
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rogzitett CPA miikodési stabilitdsanak vizsgalata soran, a miikddtetés 30 ciklusa utan
mintegy 13-25 %-os aktivitas csokkenést tapasztaltak.

A rogzitett enzimes rendszerek széleskoriien alkalmazhatéak aminosav
analizisre (Church és mtsai, 1984; Voyvksner és mtsai, 1990; Ge és Zhang, 1996). A
rogzitett CPA formak a nativ eénzimétdl eltéré szubsztratspecifitissal rendelkeztek. E
valtozasnak oka lehet a mar emlitett sztérikus gat, a hordozd hidrofil karaktere, valamint
az elektrosztatikus kélcsonhatasok. A legkisebb kiilonbséget az erésen hidrofil jellegi,
polianionos, nyitott porusi Akrilex C 100-ra rogzitett CPA esetében tapasztaltuk.
Amennyiben a poliakrilamid hordozét p-benzokinonnal aktivaltak, a régziilt CPA
katalitikus aktivitisa jelentds mértékben lecsokkent, ahogyan ezt a peptidhasitds adatai
is mutattak. Hasonlé eredményeket kaptunk a szilika-alapu hordozok (aldehid, vagy p-
benzokinonnal aktivalt) esetében is. Ezen hordoz6k kevésbé hidrofil jellegiiek, kevésbé
,mozgékony” struktiraval rendelkeznek, mint az Akrilex C 100. A hidroféb Sorsilen
felilletén adszorbealodott CPA pedig csak a Gly-Phe hasitaséara volt képes. E rendszerek
komplexitdsa altalanos érvényl kovetkeztetések levondsa el6tt mindenképpen tovabbi

kutatast igényel.
5.2. A CPA stabilitasa szerves oldoszerekben

A nem hagyoményos kozegek (elsdsorban szerves oldoszeres) enzimreakciok
szdmara t6rténé alkalmazasa jelent6sen kiszélesitette a biokatalizatorok elméleti, és
gyakorlati felhasznalhatosaganak korét. A szerves olddszer jelenléte nagymértékben
megndveli e rendszerek komplexitdsat, és szamos olyan problémat (pl. a biokatalizator
viselkedése a kiillonbozé szerves olddszerekben, a biokatalizator stabilitdsanak,
stabilizalasanak problematikaja, oldédasi viszonyok valtozasa, stb.) felvet, melyek
szinte enzimenként behatd kutatast igényelnek (Brink és mtsai, 1988). Az enzimek
katalitikus tulajdonségai szerves olddszert tartalmazé rendszerben szigorian fliggenek
attol a vizmennyiségtél, amely rendelkezésre all az aktiv konformacié fenntartdsahoz
(Lozano és mtsai, 1997).

Ismerve a CPA enzim kiilénleges szerkezeti sajatsagait, az un. belsd
vizmolekulak létét, illetve a hidrataciés burok jelentdségét, szerkezetét (Rees és mitsai,
1983), fontosnak tartottuk a kiilonbozé szerves oldészerek (vizzel elegyedd, és vizzel
nem elegyedd) hatasat megvizsgalni az enzim miikodésére.

A DMSO, mely kozismerten j6 oldészere a fehérjéknek, 70 %-os koncentréacid
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tartomanytol erdsen lecsSkkentette a CPA aktivitasast. A DMSO 90 %-os
aktivitas 6 %-ra redukalta. Erdekes megjegyezni, hogy a DMSO a karboxipeptidaz Y
enzimet mar alacsonyabb, 50 %-os olddszerjelenlétnél teljesen inaktivalta (Lewis és
Schuster, 1991). A tobbi vizzel elegyed6 oldoszer, az 1,4-dioxan, az acetonitril, és az
etano! alkalmazasa esetén az enzim aktivitdsa még magasabb koncentracioknal sem
csokkent jelentés mértékben. 90 %-os olddszerkoncentracidondl az enzim még két Oras
inkubalas utadn is megodrizte kiindulési aktivitdsanak mintegy 45-65 %-at. Feltehetbleg
ezek az olddszerek csak kis valtozasokat idéznek el6 a CPA molekulat koriilvevd
hidratburokban, hiszen képesek lehetnek arra, hogy ezt egy szerves molekuldkbol
felépiilé szolvatacids burokkal helyettesitsék az aktiv konformacid valtoztatasa nélkiil,
s6t esetenként hozzéjaruljanak egy stabilabb konformacié kialakulasahoz (Tanford,
1974; Khmelnitsky és mtsai, 1988). A rendszer Osszetettségét tiikkr6zi, hogy a vizzel
elegyedd szerves oldoszerek a szubsztratok, és az enzim kozott felléps hidroféb
kolcsonhatasokat csokkentve kompetitiv inhibitorként is hathatnak, s6t valtoztathatjak a
polaros csoportok elektrosztatikus kolcsonhatdsait az enzimmolekula struktirajan beliil
(Nagashima és mtsai, 1992).

A kovalensen Akrilex C 100-hoz kétott CPA megnévekedett konformacios
stabilitasat latszik alatdmasztani a rogzitett rendszer szerves olddszerekkel szembeni
viselkedése is. 90 % vizzel elegyedd oldoszer jelenlétében szembetiind, hogy a rogzitett
enzim valamennyi esetben jobban meg0rizte az aktivitisit, mint az oldott enzim. Az
etanol esetében aktivdlodas figyelhet6 meg, mely az inkubalas 120 perce alatt
megmaradt, s a DMSO 4tmenetileg ugyancsak fokozta a rogzitett enzimforma
aktivitasat. A DMSO hatdsara bekovetkezett atmeneti aktivalédas csupan révid idejii
volt, amit inaktivalédas kovetett. Az oldhatatlan hordozdéra tértént kovalens
enzimrogzités tehat ,megvédte” az enzimmolekuldt a szerves olddszer denaturald
hatdsival szemben. Az oldott enzimmel 6sszehasonlitva a stabilizalo hatas sok esetben
magasabb aktivitasban, az oldészer magas koncentracidjanal (90-95 %) aktivitasvesztés
nélkiili milkodésben, vagy az irreverzibilis denaturaciéval szembeni nagyobb ellenalld
képességben nyilvanult meg (Khmelnitsky és mtsai, 1988). Erdemes azonban
odafigyelni arra is, hogy hidrolitikus enzimek esetében tapasztaltak olyan jelenséget,
hogy szerves olddszeres kozegben akkor is képesek funkcidjuk betdltésére, ha az aktiv
centrumuk teljes mértékben kérosodott. (Klyosov és mtsai, 1975). Igy tehat a rogzitett

enzimeknél tapasztalhaté magas stabllitis nem feltétleniil van Osszefiiggésben a

80



katalikusan aktiv konformacio meglétével.

A vizzel nem, ill. korlatoltan elegyed6 szerves oldoszerek kéziil a polaros jellegii
etil-acetat, és az 1-butanol, valamint az apolaris toluol enzimmiikddésre gyakorolt
hatasat vizsgaltuk. A maradék aktivitas értékek 40 perces inkubalds utdn azt mutattak,
hogy mindharom oldészer esetén a névekvd olddszerjelenlét jelentds enzimaktivitis
csOkkenést eredményezett, s az enzim ezekben az olddszerekben val6é viselkedése
nagyobb eltéréseket mutatott. Mig a. polaros jellegli etil-acetat, és az 1-butanol
enzimaktvitast csokkentd hatdsa csak magasabb koncentracioknal érvényesiil, addig az
apolaros toluol mar 20 %-os koncentraciénal is erds inaktivalodast idézett eld,
feltehetdleg az enzimmolekula apolaros kétésrendszerének megbontasa miatt. A 90 %-
os oldészer koncentracional kapott eredményeink is a vizzel nem, ill. korlatoltan
elegyed6 oldoszerek nagyobb mértékii inaktivald hatasat timasztottak ala. Cantarella és
munkatarsai (1991) is hasonld eredményt kaptak a két-fazisi rendszerek
tanulmanyozasa soran. Tapasztalataik szerint az 1.2-2.2-es log P-jii oldoszerek
,JOtékony” hatast gyakorolnak a savas-foszfataz, a P-gliikoziddz, és a §-
fruktofuranoziddz hidrolitikus enzimek miik6désére. Ezen hatarokon kiviil es6
oldészereknél azonban ezeknél az enzimeknél jelentés mértéki inaktivalodassal,
denaturaciéval kellett szamolni.

A rogzitett enzimes adatok ezen olddszerek esetén meglep6 képet tartak elénk. A
toluolnal jelent6s (~40 %-os) aktivitasnévekedést mértiink, melyet az Akrilex C 100-
CPA az inkubédlds 120 perce alatt mindvégig megtart. Etil-acetitban pedig a két
enzimforma ko6zott nem taldltunk szignifikans eltérést. A rogzitett, Akrilex C 100-CPA
esetében a hidrofil matrix védi az enzimet. A vizzel nem elegyed6 vizsgalt harom
oldészernél a log P értékek emelkedésével egyenes aranyban né a rendszer stabilitasa.
Ez a megnévekedett stabilitas j6 egyezést mutat az ugyancsak hidrofil jellegii, poli(2-
hidroxietil metakrilat) hordozoba zart, fent emlitett hidrolitikus enzimeknél
tapasztaltakkal (Cantarella és mtsai, 1993).

5.3. CPA-val megvalésitott szintetikus reakciék szerves oldészert tartalmazé

kozegben

Tekintettel arra a tényre, hogy a CPA szerves kozegli szintetikus reakcidkban
valé alkalmazésa nem rendelkezik megfelelé szakirodalommal, valamint arra, hogy a

peptidaz aktivitas mellett észterdz aktivitasa is van, tovabba, hogy a szerkezetében, és a

81



katalizis mechanizmusaban a vizmolekuldk Kkitiintetett szereppel rendelkeznek, az
enzimet ezen a téren tobbiranyt vizsgalatnak vetettiik ala.

A szakirodalomban ko6zolt, szerves olddszeres kozegben proteolitikus
enzimekkel végrehajtott szintézisekben tilnyomorészt aktivalt, N-védett aminosavakat,
illetve aminosav szdrmazékokat hasznéltak a szerzék. A jellemzd reakcidk pedig az
észteresités, az atészteresités, és a peptidszintézis (Clapés és mtsai, 1997; Mitin és
mtsai, 1997; Gololobov €s mtsai, 1994).

A CPA-val a vizsgélt aminosavak NHj-csoportjan N-acilezési reakciokat,
(dipeptidszintézis, N-védés), valamint N-védett aminosav észterek atészteresitését
terveztiikk megvalositani. A dipeptidszintézis ez esetben tulajdonképpen olyan N-
acilezési reakcioként foghaté fel, melyben az acil-donor, és —akceptor is egy-egy
aminosav. A dipeptidszintézist, és az aminosavak N-védését, illetve ezek korilményeit
vizsgalva megallapitottuk, hogy ez a két, elméletileg nem sokban kiilénboz6 reakcid a

gyakorlatban eltéréseket mutat, s ennek megfeleléen kiilon-kiilon targyaltuk dket.

5.3.1. Dipeptidszintézis

A CPA altal Katalizalt dipeptidszintézisben nem védett aminosavak
»egyszeri” kondenzéiciés reakcidjara keriilt sor. Viszonylag kevés adat all
rendelkezésiinkre a peptiddzokkal végrehajtott kondenzaciés peptidszintézis
reakciokrdl. Kunugi, és munkatérsai éleszt6bol izolalt karboxipeptiddz Y-nal végeztek
kondenzacios reakciét. (Kunugi és mtsai, 1997)

A CPA enzim szerkezetének belsé stabilizaldsdban rendkiviil fontos szerepet
jatszanak a vizmolekuldk. Ezen vizmolekuldk szdma kordbbi szerz6k szerint 10, Gjabb
tanulmanyok pedig 24-r6l tudoésitanak (Hartsuck és Lipscomb, 1971; Rees és mitsai,
1983). gy rendkiviil érdekesnek latszott a peptidszintézis, (kondenzacids) reakci6t
alacsony viztartalmu szerves olddszeres kézegben vizsgélni. A legmagasabb kitermelést
(43%-ot) acetonitrilben sikertilt elémi. A neutrdz altal katalizalt peptidszintézis esetében
is az acetonitril szerepelt, mint egyike az erre legmegfelelébb oldoszereknek (Clapés és
mtsai, 1990). Szerves olddszerek hatasat vizsgaltdk Lozano, €és munkatarsai a
kimotripszin katalizalta peptidszintéziseknél (Lozano és mtsai, 1995). Az enzim
»peptidszintetizal6” aktivitdsa jelentds mértékben noétt, ha a kozeg vizaktivitasat
aprotikus szerves old6szerek hozzédadaséaval csGkkentették. Megallapitast nyert, hogy az

oldészer hidrofilicitdsa kulcsparaméterként hatarozza meg a kimotripszin szerves
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oldészerben mutatott szintetikus aktivitdsat. A legnagyobb aktivitast a leginkabb
hidrofil DMSO-ban észlelték. A CPA-val torténd dipeptidszintézis kitermelése
esetiinkben fiiggetlen volt a kozegként alkalmazott oldészer log P értékétol.

A szubsztratkoncentraci6 CPA enzim kondenzicids miikodésére kifejtett
hatasdnak vizsgalata azt mutatta, hogy a legoptimalisabb, ha az L-Phe szubsztrat 1.2
mM koncentréaciéban van jelen. Ezen koncentracio felett erételjes csokkenést mértiink a
dipeptid kitermelésben, amely a feltehetdleg szubsztratgatlassal magyarazhato.
LatszOlagos szubsztratgatlast észleltek a karboxipeptiddz Y katalizalta peptid
kondenzacids reakci6 esetén, (Kunugi €s mtsai, 1997) s ugyancsak jelentés redukcid
kovetkezett be a kitermelésben, amennyiben tobb, mint 30 mM koncentracidéban volt
jelen a karboxil komponens a pepszin katalizdlta peptidszintézis kétfazisu
reakcidelegyében (Bemquerer €s mtsai, 1994).

Viszonylag magas viztartalom (10 %), tovabba 1.4 mg/ml CPA koncentracié
volt sziikséges ahhoz, hogy a 30°C-on elérjiik a legjobb konverziét. Annak érdekében,
hogy a CPA lehetséges legnagyobb szintetikus aktivitasat elérjiik, feltehetdleg az L-Phe
toltés nélkiili karboxil csoportjainak megfelelé szdmara van sziikség. Rendszeriinkben a
peptidszintézis savas kézegben (pH 5.5) volt maximalis. A pH véltozdsa nagymértékben
befolyasolta az enzim ionizacidés allapotat. Protedazokkal szintetikus kisérleteket
altaldban pH 3.2, és 7 kozott végeztek, az optimalis pH fligg az enzimtél, illetve az
alkalmazott szubsztrattol (Wayne és Fruton, 1983; Mitin és mtsai, 1997). A
karboxipeptiddz A kondenzacids reakcidja optimalis koériilmények kozott, 43 %-os
maximalis kitermeléssel éri el a latszolagos egyensilyat 24 o6ra alatt, és ez az érték
hosszabb idejli inkubalds soran nem valtozott. A karboxipeptiddiz Y katalizalta
peptidszintézis Cbz-Phe, és Gly-NH, szubsztratok felhasznalasaval, pH 6.3-nal, 30°C-
on, 5 Oras reakci6é id6 mellett legmagasabb kitermelését, ~60 %-ot 50 % DMSO, mint
koszolvens jelenlétében érte el (Kunugi és mtsai, 1997). A kitermelés kiilonboz6
szerves oldoszerek kiilonbdzd koncentracidban vald alkalmazasaval 10 és 60 % kozott
volt. Az N-védett, aktivalt aminosavak felhasznaldsaval végzett enzimes szintézis
szerves olddszeres kozegben irodalmi adatok szerint 57-99 % kitermelést eredményezett
24-72 h inkubalasi id6 alatt.

A protedzokkal végzett enzimatikus peptidszintézisek utdbbi évtizedben, a
gyakorlati kutatdsban is egyre nagyobb jelentdségre tettek szert. A peptidek,
biolégiailag aktiv molekulaként fontos szerepet toltenek be a mezbgazdasagban,

gyogyaszatban stb. (Duke és Abbas, 1995; Pinilla és mtsai, 1995). A tanulmanyok
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tulnyomd tobbségében dipeptidek szintézisét irtdk le. A megszintetizalt peptid
hosszaval parhuzamosan novekszik a rendszer Osszetettsége, és egyre nagyobb lehet a
nem kivént oldalreakciok valészinlisége (Gololobov é€s mtsai, 1994).

A CPA dipeptidek, ill. N-védett (,,blokkolt”) dipeptidszarmazékok kotésére
egyarant képes, ezeket azonban eltéré sebességgel hidrolizalja. Gyorsabb a hidrolizise a
blokkolt NH;-csoporttal rendelkezé dipeptideknek viszont a szabad amino csoportd,
nem védett dipeptidek hidrolizise lassu (Riordan és Holmquist, 1984). Feltehetéleg
ezzel is magyardzhat6, hogy a rendszer viszonylag magas viztartalma ellenére, a
dipeptidszintézis soran nem tapasztaltunk hidrolitikus mellékreakciét.

Az oldott, és a rogzitett (az Akrilex C 100-CPA) kiilonb6z6 szerves
oldészerekben végzett stabilitdsvizsgélata azt mutatta, hogy a rogzitett enzimforma
valamennyi vizsgalt rendszerben stabilabb volt, mint az oldott, ezért elvégeztik a
dipeptidszintézist a CPA kiilonb6z6 rogzitett formainak felhasznalasaval is. 96 O6ras
inkubalds utdn a legmagasabb kitermelést 13.5 %-ot az Akrilex C 100-CPA liofilizalt
forméjanak alkalmazasaval értiik el. A biokatalizator ,,viztelenitése” (szerves oldoszeres
kezeléssel, liofilizalassal) fontos lehet a katalitikusan aktiv konformacié megérzésében.
A liofilizalt Akrilex C 100-CPA rendszernek a Phe-Phe kitermelése ugyan alacsonyabb
volt, mint az oldott enzimé (43 %), viszont ez az enzimforma még 96 6ras inkubalés
utan is rendelkezett kiindulasi aktivitdsanak 83 %-val, az oldott forma 15 %-val
szemben. A rogzitett enzimekkel létrejott egyensulyi elegyek alacsonyabb
koncentracioban tartalmaztak a dipeptidet. Feltehet6leg a régzités hataséra, az enzim és
hordozé kozott kialakult kolesonhatasok olyan szerkezeti valtozast idéztek eld, amely a
reakcié egyensulyara is kihatott. Laboratériumunkban folyo, sertés pankredsz lipaz
kiilonbozé rogzitett formaival végrehajtott atészteresitési reakcié sordn is egyes
esetekben az oldott enzimmel elért eredményekhez képest alacsonyabb
termékkoncentracional érték el az egyensilyt (Bagi és Simon, 1999). Kiilonb6z6
hordozdkon rogzitett a-kimotripszin szerves kdzegben mutatott észteresitési reakcidjat
vizsgalva Reslow és munkatarsai (1988) megallapitottak, hogy acetonitrilben a rogzitett
kimotripszin rendszerek aktivitdsa egyenesen aranyos a rogzitéshez alkalmazott
hordozé aquafilicitdsdval (az egyes hordozok vizmegkotd kapacitdsanak mértéke),
tovabba, hogy kiilonb6zd szerves olddszerekben a hordozoéra régzitett enzim szintetikus
aktvitasa eltéré Ez j6 egyezést mutat az altalunk alkalmazott rogzitett CPA rendszerek

acetonitrilben tapasztalt viselkedésével.
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5.3.2. Atészteresités

A CPA Aéltal katalizalt atészteresitési reakcid szerves oldoszer kozegeként, s
egyben az Aatészteresitési reakcié szubsztratjaként 1-butanolt alkalmaztunk. Az
atészteresités soran a 18-20 %-os kitermeléssel nyert butil-észter szarmazék mellett
nagy mennyiségll hidrolizis termék, N-acetil-tirozin keletkezett. A folyamat soran egy
olyan egyensuly jott létre, melyet sem a pH, sem a viztartalom valtoztatasaval nem
sikeriilt eltolnunk. Kise és Hayakawa (1991) a rogzitett kimotripszin, és szubtilizin altal
katalizalt észteresitést, és atészteresitést vizsgaltdk. Az Ac-Tyr-OMe atészteresitéshez
hasznalt szubsztrat, s egyben olddszer az etanol volt. A legnagyobb kitermelést 2-3 %-
os viztartalomnal sikeriilt elérnitik. A szubtilizin katalizalta peptidszintézist (kiilonbdzé
szerves oldoszerekben), és 4tészteresitést (benzolban) vizsgaltak Ferjancic és
munkatarsai (1990). A Z-Ser-OMe szubsztraton bemutattdk a hidrolizis/aminolizis
ardnyanak valtozdsat a rendszer viztartalmanak emelkedésével. A viztartalom
emelkedésével a mellékreakcioként kezelt hidrolizis aranya jelentds mértéki 2-2.5-
szoros az aminolizishez képest. Ezt a hidrolizis-atészteresitési aranyt tapasztaltuk a
CPA-val végrehajtott reakcié soran is. A pH szerves olddszeres kdzegben mutatott
jelentéségét Zaks és Klibanov (1988) vizsgalatai igazoltak. Ok szubtilizinnel az N-
acetil-L-Phe etil észterét propanollal észteresitették at oktanban. A reakcid legjobban a
7.8-as pH-ju pufferbdl liofilizalt szubtilizinnel volt végrehajthaté. Mig a kimotripszin,
€s a szubtilizin esetében nyomnyi mennyiségli viz jelenléte elegendé ahhoz, hogy
szerves olddszerben nagy kitermeléssel szintetikus reakcidkat katalizaljanak, addig a
CPA szerves oldoszeres kézegben 8-10 % viz jelenlétében miikodik megfeleléen. Ez a
viztartalom elegendd és/vagy sziikséges a CPA aktiv konformacidjanak fenntartisahoz,
¢és nem idéz el6 hidrolizist a dipeptidszintézis soran. A CPA szamadra az atészteresités
optimalis pH-ja 7.5 volt, s ez megegyezik a vizes kozegli, CPA-val katalizalt
észterhidrolizis optimumaval.

A CPA esetében az enzimnek feltehetdleg minimalis az affinitisa az alkohol-
szubsztrat irdnyaba, s tekintettel arra, hogy elegendé mennyiségii viz van a rendszerben,
a CPA inkébb ez utdbbit valasztja nukleofil szubsztratként.

5.3.3. N-acil aminosavak szintézise

Az enzimek mar a kémiai peptidszintézisekben, a védécsoportok régio-, és
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enantioszelektiv eltavolitasaban is kitiintetett szereppel rendelkeztek. Az aminosavak, és
egyéb molekuldk megfelelé funkciés csoportjainak védelme, ill. a véddéesoportok
szelektiv eltavolitasa mind a kémiai, mind pedig az enzimatikus (nem hagyomanyos
kozegben végbemend) szintéziseknél (peptidszintézisek, proteazok katalizélta
észteresitések, atészteresitések) fontos (Meyers és Glass, 1975; Pathak és Waldmann,
1998). A szerves oldészeres kozegek alkalmazasa lehetéséget biztosit az (elsésorban)
aminosavak enzimatikus N-acildlasara (N-védésére).

Az aminosavak N-védését CPA enzimmel aromais, és alifis szerves savakkal
valdsitottuk meg acetonitrilben. Aminosavak aminoacildz enzim katalizalta N-acilalasat
vizes, €s szerves oldoszeres kozegben is elvégezték mar. Kozegként dimetil-
formamidot, és 1,4-dioxant hasznaltak Kosary és munkatarsai (1994). Kisérleteink
soran aromas szerves savak alkalmazasa esetén magasabb kitermelést sikeriilt elémni,
mint a nyiltlanci szerves savakkal (C;-Cs) végrehajtott acilezési reakcio soran, ahol a
hangyasav kivételével a kitermelés egyenesen ardnyos a szénlanc hosszaval. Legjobb
szubsztratnak az aromds benzoesavat, a hippursavat, és az L-Phe-t talaltuk. Az N-
benzoil-L-Phe szintézisnél optimalis koriilmények alkalmazasaval, 72 ora inkubaldsi
id6ével 55.2 %-os kitermelést értiink el. Ferjancic-Biagini és munkatérsai (1997) C,-Cs
szerves savakkal vizes kozegben sertésvese-, és bél-aminoacilaz enzimmel végrehajtott
N-acildlési reakcioban 17 dra inkubalasi idével 20-30 %-os kitermelést értek el.

Amennyiben a CPA hippuril-L-Phe-ra, és N-Bz-L-Phe-ra (az ut6bbindl mért
értékek: Kmapp=0.457 mM; a vpu=0.00169 pmol/perc/ml) megéllapitott kinetikai
paramétereit hasonlitjuk 6ssze, a Kmapp értékek alapjan megallapithatjuk, hogy az enzim
az N-benzoil-L-Phe irdnyaba nagyobb affinitdst mutat, erésebben koéti, mint az
altalanosan hasznalt mesterséges szubsztratjat, de lényegesen lassabban hidrolizalja el.

Azért is fontosnak tartottuk a toltéssel rendelkezé véddéesoportok kialakitdsat
fontos célnak, mert ezek a hagyomanyos, kémiai peptidszintézis 4ltaldnosan alkalmazott
védécsoportjaihoz (Z, Fmoc, Boc, stb.) képest egyrészt megnovelik az aminosav
szarmazékok vizoldékonysagat, masrészt pedig a hajlandésadgat a szintetikus
reakciokban valo részvételre (Fischer és mtsai, 1991).

Az aminosavak N-védésének optimdlis kériilményeit vizsgald kisérletek a
dipeptidszintézistSl eltéré értékeket hoztak (30-37°C; pH 6.5; 8 %-os viztartalom). Az
optimalis hOmérsékleti, és viztartalom igény lényeges eltérést nem mutatott. A
magasabb optimalis pH magyarazhat6 az er6sebben savas jellegli komponens

alkalmazasaval, hiszen, mint mér emlitettiik a megfeleld kotéshez a t6ltés nélkiili
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karboxil csoportok megfeleld szamara volt sziikség.

A CPA-val katalizalt szerves oldoszeres szintézisek érdekessége, hogy
viszonylag magas 8-10 %-os viztartalomnal értik el a maximaélis konverziét. A
szakirodalom adatai szerint a hidrolitikus enzimekkel katalizalt szerves olddszeres
szintézisek optimalis kézege ennél lényegesen alacsonyabb viztartalmu. Igy példaul az
o-kimotripszin esetében a reakciérendszer 2-3 %-os, lipaznal pedig a 0.0-0.4 %-os
viztartamu (Laszlo és Simon, 1998; Kise €s Shirato, 1988; Halling, 1994).

Megleponek talaltuk, hogy viszonylag magas 10 mM-os L-Phe koncentracié tiint
az N-acildlas szaméra a legoptimalisabbnak. A dipeptidszintézisnél méar 1.2 mM
koncentracio fol6tt megallapitott gatlé hatas ez esetben csak 10 mM f616tt jelenik meg.
Tekintettel arra a tényre, hogy a benzoesav koncentracidjanak emelésével gatlast nem
tapasztaltunk, arra kovetkeztethettiink, hogy egyfajta ,,versengés” folyik a két szubsztrat
kozstt. A CPA feltehetbleg a fentt koriilmények alkalmazasaval nagyobb affinitassal
k6ti a benzoesav szubsztratot, s igy ennek jelenlétében az L-Phe csak magasabb
koncentracional toltheti -be a masik szubsztrat szerepét. Az Ferjancic-Biagini €és
munkatarsai (1997) altal leirt, aminoacilazzal katalizalt N-aciladldsndl az aminosav
szubsztratot az L-Met-t 0.2 M koncentraciéban, mig az adott szerves sav natrium sojat
0.02 M-os koncentracioban alkalmaztak.

Amennyiben a CPA enzimmel végrehajtott N-acilezést, valamint
kutatécsoportunk masik vizsgalt enzimével az a-kimotripszinnel sikeresen
megvalositott N-acil aminosavak észteresitési folyamatait (esetleg rogzitett
enzimformak alkalmazasaval) Osszekapcsoljuk, e két enzimmel N-acil aminosav

észterek eldallitasara nyilhat lehetoség (Laszlo és Simon, 1998).
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6. OSSZEFOGLALAS

Kisérleteink soran eléallitottuk a CPA enzim kiilénb6z6 hordozdkhoz régzitett
formait, és az Akrilex C 100 hordozé esetében meghataroztuk a régzités optimalis
feltételeit. Az Akrilex C 100-CPA-nak vizsgaltuk a katalitikus tulajdonsigait, és a
stabilitdsat, tovabba Osszehasonlitottuk az oldott formaval. Kiilonb6z6 hosszisagu
peptidek (di-heptapeptid) C-termindlis aminosav hasitdsan keresztiil mutattuk be a
rogzitett CPA gyakorlati alkalmazhatdsagat, ill. az oldott enzimhez képest, a régzités
soran bekdvetkezett hasitasi specifitas valtozast.

Szerves olddszert tartalmazé (20-90 %) rendszerekben vizsgaltuk az oldott CPA
stabilitasat, s kis viztartalmi kozegekben, 90 % szerves oldoszer jelenlétének hatéasat
tanulméanyoztuk az oldott, és a rogzitett Akrilex C 100-CPA enzimforma aktivitisara,
stabilitdsdra. Az oldott, és rogzitett CPA-val kiilonb6z6 szerves olddszeres k6zegekben
szintetikus reakcidkat: ,,N-acil aminosavak” (dipeptidszintézis, aminosavak N-védelme)

-szintézisét, atészteresitést vizsgaltunk, ill. meghataroztuk ezek optimalis feltételeit.
Kisérleti eredményeinket a kévetkez6kben foglalhatjuk 6ssze:

1. Kisérleteink soran CPA-t adszorpcidval régzitettikk Sorsilenen, valamint
kovalens kotéssel négy kiilonb6zd jellegii hordozéhoz, a Szilokrom aldehidhez,
a p-benzokinonnal aktivalt Szilokrémhoz, a p-benzokinonnal aktivalt Akrilex P
100-hoz, és vizoldékony karbodiimiddel aktivalt Akrilex C-100-hoz.
Valamennyi rogzitett enzimforrﬁa rendelkezett katalitikus aktivitassal. Az 1 g
hordozéra rogziilt aktivitasértékek alapjan legmegfelelébbnek a vizoldékony
karbodiimiddel aktivalt, karboxil funkci6s csoportokat tartalmazo, poliakrilamid
alapu hordozén (Akrilex C 100-on) régzitett enzimformat talaltuk. Feltehetoleg
a hordozé hidrofil karaktere megfeleléen stabilizalta az enzim aktiv
konformaciojat.

2. Meghataroztuk az Akrilex C 100 hordozén torténd rogzités optimalis
koriilményeit. Ennek soran vizsgéltuk a régzités pH, a rogzitéshez alkalmazott
enzimmennyiség, a hordoz6 aktivaldsahoz alkalmazott vizoldékony karbodiimid
mindség, és mennyiség fliggését. Megallapitottuk, hogy a régzités szamara
alkalmas puffer enyhén savas, 5.5-6-0s pH-ju, 1 g gélhez 1250 U enzimegységet

célszeri alkalmazni, mellyel 20 %-os hatékonysagu rogzités érheté6 el. A
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legmegfelelobb karbodiimid szarmazék a CMEC, melynek optimalis
mennyisége a hordozd: aktivalszer 1:1-es aranyéval fejezhet6 ki.

Az oldott, és az Akrilex C 100-CPA katalitikus sajatsdgait vizsgalva
megallapitottuk, hogy az oldott, és a rogzitett enzimforma miik6désének pH
optimuma megegyezik, a rogzitett enzimforma hOémérsékleti optimumanak
mintegy 20°C-os pozitiv eltolédasabol pedig az Akrilex C 100-CPA oldotténal
nagyobb stabilitdsdra kovetkeztettiink. Az oldott, €s a rogzitett CPA Michaelis
allandoit 6sszehasonlitva agy talaltuk, hogy a régzitett enzimforma Ky értéke
(hippuril-L-fenilalanin szubsztratra) kissé magasabb, mint az oldotté.

Az 6sszehasonlité jellegii stabilitasi, inaktivalodasi (ho, pH, urea) vizsgalataink
is azt bizonyitottak, hogy az enzim Akrilex C 100 hordozoéhoz régzitése révén
megnovekedett hé-, €s denaturald szerekkel szembeni stabilitdssal rendelkezett.
Kiilénosen szembetiind kiilonbségeket tapasztaltunk 60°C-on valamint a
héinaktivalodas pH fliggésének vizsgalatanal pH 8.5 alkalmazasa esetén.

Az Akrilex C 100-CPA mintegy harmincszoros ismételt felhasznalas
utdn sem veszitett kiindulasi aktivitdsabol, és viszonylag csekély
aktivitasvesztéssel tarolhat6 a kiilonb6zé (pH 5.5-8.5) pH-ji pufferekben. A
CPA Akrilex C 100-on valé rogzitésével tehat jo stabilitast, katalitikus
aktivitasat hosszan megérzo6 rogzitett enzimet hoztunk létre.

Az oldott, és a kiilonbozd rogzitett CPA formék felhasznalasaval kiilonb6z6
peptidek C-termindlis aminosavdnak meghatarozasat végeztiik el, és kisérleteink
eredményei azt mutattak, hogy a régzitett enzimformak hasitasi specifitdsa az
oldottétdl eltér6. Ezeknek a véltozasoknak oka lehet egy sztérikus gat, a
hordozé, és az enzim k6z6tt kialakult kapcsolat, elektrosztatikus kélcsonhatasok,
melyek a CPA katalizist befolyasoltdk. A legkisebb kiilonbséget az ersen
hidrofil jellegi, polianionos Akrilex C 100-ra rogzitett CPA esetében
allapitottunk meg, amely valamennyi vizsgalt peptid C-terminalis aminosavat
lehasitotta, és az oldotthoz képest csupan sebességbeli eltéréseket tapasztaltunk.
Az aminosav hasitas eredménye alapjan arra kdvetkeztethettiink, hogy a hordozé
hidrofil jellege (aquafilicitisa) egyik dont6 fontossagii paraméterként hatirozza
meg a hozza rogzitett enzim katalitikus sajatsagait.

Vizsgaltuk az oldott-, és a rogzitett CPA aktivitasat kiilonbszo, vizzel elegyedd,
korlatozottan elegyedd, és nem elegyedé oldészerekben. A rendszer névekvo

olddszer koncentracidja minden esetben csokkentette az oldott enzim aktivitasat.
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A csokkenés mértéke vizzel elegyed6 oldészerekben kisebb mértéki volt, mint a
vizzel nem, ill. korlatozottan elegyedd olddszerekben. Feltehetoleg a vizzel
elegyedd olddszerek képesek az enzimmolekula hidratburkdnak Osszetételét az
olddszer molekuldival médositani, az enzimkonformacié fenntartasaban jelentés
szerepet jatszé kolcsOnhatasrendszer nagyobb mértékli modositasa nélkiil.
Kivételt képezett a dimetil-szulfoxid, amely igen erdteljesen inaktivalta a CPA-t.
90 %-o0s oldoszer koncentracidnal dsszehasonlitottuk az oldott, és az Akrilex C
IOO-CPA viselkedését, €s a rogzitett enzimformat valamennyi olddszerben
stabilabbnak taldltuk, ami jol egyezik az el6z6ekben megallapitottakkal.
Kilondsen szembetiind volt a régzitett enzim etanolban, €s toluolban tapasztalt
aktivalédasa, ill. a 90 %-os dimetil-szulfoxidban mutatott viszonylag magas
aktivitasa.

Vizsgaltuk, hogy a CPA képes-e szerves oldészeres kozegben szintetikus
reakciok katalizisére. Ennek a kisérletsorozatnak a keretében el6szér CPA-val
dipeptidszintézist végeztiink. A dipeptidszintézishez védbécsoport nélkiili
aminosavakat hasznaltunk, €s legjobb szubsztritnak az L-Phe-t taldltuk. E
reakcidhoz legalkalmasabb oldészer az acetonitril volt. Megallapitottuk a Phe-
Phe szintézis koriilményeit, a reakcidelegy optimalis hdmérsékletét (30°C), pH-
jat (pH 5.5), a kozeg viztartalméat (10%), majd meghataroztuk a szintézishez
sziikséges enzim-, és szubsztrat mennyiséget is. A szubsztratként hasznalt L-Phe
koncentraciéfiiggése alapjan megallapitottuk, hogy a nagyobb koncentracioknal
gatolja az enzimmiikdést. A szintézis a megallapitott paraméterek
felhaszndlasaval 43 %-os Phe-Phe kitermelést eredményezett. Az oldott
enzimmel  végrehajtott  dipeptidszintézis  optimalis  koriilményeinek
alkalmazasaval, a reakciot kiilonb6z6 rogzitett enzimformaékkal is elvégeztiik.
Legnagyobb kitermelést az Akrilex C 100-CPA liofilizalt formajanak
felhasznalasaval értiik el.

Tekintettel arra a tényre, hogy a CPA peptiddz aktivitdsa mellett észterdz
aktivitassal is rendelkezik, szerves kozegli atészteresitési reakciét hajtottunk
végre az oldott enzimforma felhasznaldsaval N-acetil-L-tirozin etil-észter és 1-
butanol szubsztratként, s ez utdbbi egyben szerves kozegként vald
alkalmazasaval. A reakciét a dipeptidszintézisnél magasabb, enyhén ligos pH-n
(pH 7.5) sikertlt kivitelezniink. A reakci6é sordn azonban jelent6és mennyiségii

hidrolitikus termék, N-acetil-L-tirozin keletkezett.
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A CPA-t alkalmasnak talaltuk N-védett aminosavak eldallitasara. Acetonitrilben,
kiilénb6z6 aromds, és alifas (C,-Cs) szerves savak (acilez6 komponensek),
valamint L-Phe alkalmazéséaval sikeresen allitottunk el6 kiilonb6z6 N-acil-L-Phe
aminosav szarmazékokat. Legmagasabb kitermelést a benzoesav, és a hippursav
(benzoil-glicin) esetében értiink el. Gyakorlati jelentéségére vald tekintettel a
dipeptidszintézishez hasonléan meghatdroztuk az N-benzoil-L-Phe szintézis
optimalis kérillményeit, (pH 6.5, 37°C, 8 % viztartalom) szubsztrat-, és
enzimkoncentracié fiiggését. 10 mM L-Phe, és 5 mM benzoesav
szubsztratkoncentracié a legmegfelelébb az N-benzoil-L-Phe szintézis szamara.
Az L-Phe 10 mM-nal magasabb koncentraciéban gatolja az enzim szintetikus
aktivitdsit. A benzoesav koncentracidjanak emelésével gatlast nem
tapasztaltunk. Feltehetleg a CPA az adott reakcidkériilmények alkalmazasaval
nagyobb affinitdssal kéti a benzoesav szubsztratot, s igy ennek jelenlétében az
L-Phe csak magasabb koncentracional toltheti be a szubsztrat szerepét. Noha
mindkét folyamat (a dipeptidszintézis, és az aminosavak N-védése) N-acilezési
reakcioként foghatd fel, az alkalmazott szubsztratok kémiai karaktere, valamint
az optimalis reakcidkoriilmények kismértékii eltérést mutattak. |
Az oldott CPA a megfeleld olddszer kivalasztasaval magasabb olddszer
koncentracioknal is jol megoérizte aktivitasat, tovabba j6 kitermeléssel 43, ill.
55.2 %-kal szintetizalt Phe-Phe dipeptidet valamint N-benzoil-L-Phe-t.
Eredményeink bizonyitjdk, hogy a CPA alkalmas nem hagyomanyos, szerves
oldészeres kozegii dipeptidszintézisre, valamint N-védett aminosavak
szintézisére is. Ez utobbi reakcié rogzitett enzimformakkal valé eredményes

végrehajtasa pedig az enzim tovabbi felhasznélasa el6tt nyithat utat.

91



~

10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

.IRODALOMJEGYZEK

Aasmul-Olsen, S., Thorbek, P.H.S., Hansen, S., Widmer, F. 1990. Enzymic single-
step processes for the production of dipeptides from simple starting materials.
5™ Proc.-Eur. Congr. Biotechnol. 1: 429-432. Copenhagen, Carlbiotech Ltd. A/S.
Abramowitz-Kurn, N., Schechter, 1. 1974. Mapping the active site of
carboxypeptidase A: a proposed scheme for substrate binding at the active site.
Israel J. Chem. 12: 543-555.

Adlercreutz, P. 1993. Activation of enzymes in organic media at low water activity
by polyols and saccharides. Biochim. Biophys. Acta 1163: 144-148.

Auld, D.S., Holmquist, B. 1974. Carboxypeptidase A. Differences in the
mechanisms of ester and peptide hydrolysis. Biochemistry 13: 4355-4361.

Bagi, K., Simon, L.M. 1999. Comparison of esterification and transesterification of
fructose by porcine pancreas lipase immobilized on different supports. Biotechnol.
Tech. 13: 309-312.

Banci, L., Bertini, J.,, La Penna, G. 1994. The enzymatic mechanism of
carboxypeptidase: a molecular dynamics study. Proteins 18: 186-197.

Bauman, E K., Goodson, L.H., Guilabault, G.G., Kramer, D.N. 1965. Preparation of
immobilized cholinesterase for use in analytical chemistry. Anal. Chem. 37: 1378-
1381.

Bauman, E.K., Goodson, L.H., Thompson, J.R. 1967. Stabilization of serum
cholinesterase in dried starch gel. Anal. Biochem. 19: 587-591.

Bemgquerer, M.P., Adlercreutz, P., Tominaga, M., 1994. Pepsin catalyzed peptide
synthesis in organic media: studies with free and immobilized enzyme. Int. J. Pept.
Protein Res. 44: 448-456.

Blanco, R.M., Guisan, J. M., Halling, P.J. 1992. The equilibrium and kinetics of
N-acetyl-tryptophan phenylethyl ester synthesis by agarose-chymotrypsin in organic
media. Biotechnol. Bioeng. 40: 1092-1096.

Blanco, R.M., Rakels, J.L.L., Guisdn, J.M., Halling, P.J. 1992. Effect of
thermodynamic water activity on amino-acid ester synthesis catalyzed by agarose-
chymotrypsin in 3-pentanone. Biochim. Biophys. Acta 1156: 67-70.

Brandt, J., Andersson, L.O., Porath, J. 1975. Covalent attachment of proteins to
polysaccharide carriers by means of benzoquinone. Biochim. Biophys. Acta
386: 196-202.

Brink, L.E.G., Tramper, J., Luyben, K.Ch..A.M., Van’t Riet, K. 1988. Biocatalysis
in organic media. Enzyme Microb. Technol. 10: 736-743.

Brown, E., Racois, A. 1974. Enzymes Immobilisees. Les vanacryls et leur emploi
dans la preparation de nouveaux derives insolubles de la trypsine. Tetrahedron Lett.
30: 675-682.

Brown, G. 1976. Methods in Enzymology /Mosbach, K. ed./ Academic Press,
NewYork 44: 263-280.

Brown, G., Thomas, D., Gellf, G., Domurado, D., Berjonneau, A., Guillon, C. 1973.
New methods for binding enzyme molecules into a water-insoluble matrix.
Properties after insolubilization. Biotechnol. Bioeng. 15: 359-375.

Bukrinsky, J.T., Bjerrum, M.J., Kadziola, A. 1998. Native carboxypeptidase A in a
new crystal environment reveals a different conformation of the important tyrosine
248. Biochemistry. 47: 16555-16564.

Burgess, A.W., Weinstein, L.I., Gabel, D., Scheraga, H.A. 1975. Immobilized
carboxypeptidase A as a probe for studying the thermally induced unfolding of
bovine pancreatic ribonuclease. Biochemistry. 14: 197-200.

92



19.

20.

21.

22.

23.

24,

25.

26.

27.

28.

29.

30.

31.

32.

33.

34.

35.

36.

37.

Cantarella, L., Alfani, F., Cantarella, M. 1993. Stability and activity of immobilized
hydrolytic enzymes in two-liquid-phase systems: acid phophtase, -glucosidase, and
B-fructofuranosidase entrapped in poly(2-hydroxyethyl methacrylate) matrices.
Enzyme Microb. Technol. 15: 861-867.

Cantarella, M., Cantarella, L., Alfani, F. 1991. Hydrolytic reactions in two-phase
systems. Effect of water-immiscible organic solvents on stability and activity of acid
phophtase, B-glucosidase, and B-fructofuranosidase. Enzyme Microb. Technol.
13: 547-553.

Carr, P.W,, Bowers, L.D. 1980. Immobilized enzymes in analytical and clinical
chemistry. Fundamentals and applications. /Elving, P.J., Winefordner, J.D.,
Kolthoff, J.M. eds./ Wiley-Interscience, NewYork

Cashion, P., Javed, A., Harrison, D., Seeley, J., Lentini, V., Sathe, G. 1982. Enzyme
immobilization on tritylagarose. Biotechnol. Bioeng. 24: 403-423.

Chang, T.M.S. 1976. Methods for the therapeutic application of immobilized
enzymes. Methods in Enzymology /Mosbach, K. ed./ Academic Press, New York
44: 676-697.

Chang, T.M.S., Poznansky, M.I. 1968. Semipermeable microcapsules containing
catalase for enzyme replacement in acatalasaemic mice. Nature 218: 243-245.
Chibata, I. 1978. Immobilized enzymes, research and development. Halsted Press,
New York

Chin, C.C.Q., Wold, F. 1974. The preparation of matrix-bound proteases and their
use in the hydrolysis of proteins. Anal. Biochem. 61: 379-391.

Chrambach, A., Rodbard, D. 1971. Polyacrylamide gel electrophoresis. Science
172: 440-451.

Christianson, D.W., David, P.R.,, Lipscomb, W.N. 1987. Mechanism of
carboxypeptidase A: Hydration of a ketonic substrate analogue. Proc. Natl. Acad.
Sci. USA 84: 1512-1515.

Church, F.C., Swaisgood, H.E., Catignani, G.L. 1984. Compositional analysis of
proteins following hydrolysis by immobilized proteases. J. Appl. Biochem. 6: 205-
211.

Clapés, P., Adlercreutz, P., Mattiasson, B. 1990. Enzymatic peptide synthesis in
organic media: a comparative study of water miscible and water immiscible solvent
systems. J. Biotechnol. 15: 323-338.

Clapés, P., Pera, E., Torres, I.L. 1997. Peptide bond formation by the industrial
protease, neutrase, in organic media. Biotechnology Letters 19: 1023-1026.

Cramer, S.M., Horvath, Cs. 1989. Peptide synthesis and deamidation with
chemically modified immobilized carboxypeptidase Y. Enzyme. Microb. Technol.
11: 74-79.

Dal Degan, F., Ribadean-Dumas, B., Breddam, K. 1992. Purification and
characterization of two serine carboxypeptidases from Aspergillus niger and their
use in C-terminal sequencing of proteins and peptide synthesis. Appl. Environ.
Microbiol. 58: 2144-2152.

Dévényi, T., Hazai, 1., Ferenczy, S., Bati, J. 1971. Thin-layer ion-exhange
chromatography on resin-coated chromatoplates. V. One-dimensional separation of
amino acids. Acta Biochim. Biophys. Acad. Sci. Hung. 6: 385-388.

Dordick, J.S. 1988. Biocatalysis in nonaqueous media. Patents and literature. Appl.
Biochem. Biotechnol. 19: 103-112.

Dordick, J.S. 1989. Enzymatic catalysis in monophasic organic solvents. Enzyme
Microb. Technol. 11: 194-211.

Dua, R.D., Kumar, S., Vasudevan, P. 1985. Carboxypeptidase A immobilization on

93



38.

39.

40.

41.

42.

43.

44.

45.

46.

47.

48.

49,

50.

51.

52.

53.

54.

55.

56.

57.

activated styrene-maleic anhydride systems. Biotechnol. Bioeng. 27: 675-680.

Dua, R.D., Vasudevan, P., Kumar, S. 1984. Carboxypeptidase immobilization on a
cellulosic matrix. J. Macromol. Sci. Chem. A21: 43-55.

Dua, R.D., Vasudevan, P., Kumar, S. 1985. Immobilized carboxypeptidase A for
sequential analysis. J. Macromol. Sci. Chem. A22: 1557-1569.

Duke, S.D., Abbas, H.K. 1995. Natural products with potential use as herbicides.
ACS Symp. Ser. 582: 348-362.

Epton, R., Hibbert, B.L., Thomas, T.H. 1976. Enzymes covalently bound to
polyacrylic and polymethacrylic copolymers. Methods in Enzymology /Jakoby,
W.B., Wilchek, M. eds./ Academic Press, New York 44: 84-107.

Ferjancic, A., Puigserver, A., Gaertner, H. 1990. Subtilisin-catalysed peptide
synthesis and transesterification in organic solvents. Appl. Microb. Technol.
32: 651-657.

Ferjancic-Biagini,A., Giardinal, T., Rezner, M., Puigserver, A. 1997. Hog kidney
and intestine aminoacylase-catalyzed acylation of L-methionine in aqueous media.
Biocatal. Biotransform. 4: 313-318.

Fischer, U., Zeitschel, U., Jakubke, H.D. 1991. Chymotrypsin-catalyzed peptide
synthesis in an acetonitrile-water system: studies on the efficiency of nucleophiles.
Biomed. Biochim. Acta 50: 131-135.

Fitzpatrick, A.P., Klibanov, A M. 199]1. How can the solvent affect enzyme
enantioselectivity. J. Am. Chem. Soc. 113: 3166-3171.

Flemming, C., Gabert, A., Roth, P. 1973. Synthese und Eigenschaften tragefixierter
Enzyme. I-II. Acta Biol. Med. Ger. 31: 365-373; 449-451.

Folk, J.E., Schirmer, E.W. 1963. The porcine pancreatic carboxypeptidase a system.
I. Three forms of the active enzyme. J. Biol. Chem. 238: 3884-3894.

Frye, J.L., Sebastian, J.F. 1990. Effects of sulfonates on the esterase activity of
carboxypeptidase A. Biochem. Cell Biol. 68: 1062-1065.

Funakoshi, T., Hayata, S., Shoji, S. 1983. Application of carboxypeptidase Cn to
amino acid sequence analysis I. Preparation and enzymatic properties of
immobilized carboxypeptidase Cn. Chem. Pharm. Bull. 31: 985-991.

Galdes, A., Auld, D.S., Vallee, B.L. 1983. Cryokinetic studies of the intermediates
in the mechanism of carboxypeptidase A. Biochemistry 22: 1888-1893.

Galdes, A., Auld, D.S., Vallee, B.L. 1986. Elucidation of the chemical nature of the
steady-state intermediates in the mechanism of carboxypeptidase A. Biochemistry
25: 646-651.

Gardell, S.J., Craik, C.S., Hilvert, D., Urdea, M.S., Rutter, W.J. 1985. Site-directed
mutagenesis shows that tyrosine 248 of carboxypeptidase A does not play a crucial
role in catalysis. Nature 317: 551-555.

Ge, S.J., Zhang, L.X. 1996. The immobilized porcine pancreatic exopeptidases and
its application in casein hydrosylates debittering. Appl. Biochem. Biotechnol.
59: 159-163.

Geisow, M.J. 1991. Peptide synthesis-theme and variations. Trends Biotechnol.
9:294-295.

Gill, 1., Vulfson, E.N. 1993. Enzymatic synthesis of short peptides in heterogeneous
mixtures of substrates. J. Am. Chem. Soc. 115: 3348-3349.

Goldstein, L., Manecke, G. 1976. The chemistry of enzyme immobilization in Appl.
Biochem. Bioeng. /Wingard, L.B., Katchalski-Katzir, E., Goldstein, L. eds./
Academic Press, New York 1: 23-111.

Gololobov, Yu.M., Stepanov, V.M., Voyushina, T.L., Morozova, L.P., Adlercreutz,
P. 1994. Side reactions in enzymatic peptide synthesis in organic media: Effects of

94



58.

59.

60.

61.

62.

63.

64.

65.

66.

67.

68.

69.

70.

71.

72.

73.

74.

75.

76.

enzyme, solvent, and substrate concentrations. Enzyme Microb. Technol. 16: 522-
528.

Hall¢, J.P., Bourassa, S., Leblond, F.A., Chevalier, S., Beaudry, M., Chapdelaine,
A., Cousineau, S., Saintonge, J., Yale, J.F. 1993. Protection of islets of Langerhans
from antibodies by microencapsulation with alginate-poly-L-lysine membranes.
Transplantation 55: 350-354.

Halling, P.J.1994. Thermodynamic predictions for biocatalysis in nonconventional
media: theory, tests, and recommendations for experimental design and analysis.
Enzyme Microb. Technol. 16:178-206.

Hartsuck, J.A., Lipscomb, N. 1971. The Enzymes, 3" ed. Academic Press,
NewYork, pp.1-56.

Hass, G.M., Ryan, C.A. 1980. Cleavage of the carboxypeptidase inhibitor from
potatoes by carboxypeptidase A. Biochem. Biophys. Res. Commun. 97: 1481-1486.
Hicks, G.P., Updike, S.J. 1966. The preparation and characterization of lyophilized
polyacrylamide enzyme gels for chemical analysis. Anal. Chem. 38: 726-730.
Hofstee, B.H.J., Ottilio, N.F. 1973. Immobilization of enzymes through non-
covalent binding to substituted agaroses. Biochem. Biophys. Res. Commun.
53: 1137-1144.

Inman, J.K. 1974. Covalent linkage of funktional groups, ligands and proteins to
polyacrylamide beads. Methods in Enzymology /Jakoby, W.B., Wilchek, V. eds./
Academic Press, New York 34: 30-58.

Kélman, M., Szajani, B., Boross, L. 1983. A novel polyacrylamide-type support
prepared by p-benzoquinone activation. Appl. Biochem. Biotechnol. 8: 515-522.
Kawashiro, K., Sugahara, H., Sugiyama, S., Hayashi, H. 1997. Effect of organic
solvents on enantioselectivity of protease catalysis. Biotechnol. Bioeng. 53: 26-31.
Keller, P.J., Cohen, E., Neurath, H. 1956. Purification and properties of
procarboxypeptidase. J. Biol. Chem. 223: 457-467.

Keller, P.J., Cohen, E., Neurath, H. 1958. Procarboxypeptidase. II. Chromatographic
isolation, further characterization, and activation. J. Biol. Chem. 230: 905-915.
Kent, S.B.H. 1988. Chemical synthesis of peptides and proteins. Ann. Rev.
Biochem. 57: 957-989.

Khmelnitsky, Y.L., Belova, A.B., Levashov, A.V., Mozhaev, V.V. 1991.
Relationship between surface hydrophobicity of a protein and its stability against
denaturation by organic solvents. FEBS Letters 284: 267-269.

Khmelnitsky, Y.L., Levashov, A.V., Klyachko, N.L., Martinek, K. 1988.
Engineering biocatalytic systems in organic media with low water content. Enzyme
Microb. Technol. 10: 710-724.

Kise, H., Hayakawa, A. 1991. Immobilization of proteases to porous chitosan beads
and their catalysis for ester and peptide synthesis in organic solvents. Enzyme
Microb. Technol. 13: 584-588.

Kise, H., Shirato, H. 1988. Enzymatic reactions in aqueous-organic media. v.
Medium effect on the esterification of aromatic amino acids by a-chymotrypsin.
Enzyme Microb. Technol. 10: 582-585.

Klyosov, A.A., van Viet, N., Berezin, 1.V., 1975. The reactions of a-chymotrypsin
and related proteins with ester substrates in non-aqueous solvents. Eur. J. Biochem.
59: 3-7.

Kosary, 1., Sisak, Cs., Szajani, B., Boross, L. 1994. Acylation of amino acids by
aminoacylase in non-conventional media. Biocatal. 11: 329-337.

Kotorman, M., Simon, L.M., Szajani, B. 1994. Coenzyme production using
immobilized enzymes. III. Immobilization of glucose-6-phosphate dehydrogenase

95



77.

78.

79.

80.

81.

82.

83.

84.

85.

86.

87.

88.

89.

90.

91.

92.

93.

94.

95.

96.

from Baker’s yeast. Enzyme Microb. Technol. 16: 974-978.

Kotorman, M., Simon, L.M., Szajani, B., Boros, L. 1986. Immobilization of lactate
dehydrogenase on polyacrylamide beads. Biotech. Appl. Biochem. 8: 53-59.
Krishna, n., Lemuel, B., Wingard, J. 1985. p-Benzoquinone activation of metal
oxide electrodes for attachment of enzymes. Enzyme Microb. Technol. 7: 283-286.
Ksycinska, H., Grezgorzewska, J. 1980. Properties of crude carboxypeptidase bound
with a solid carrier. Acta Pol. Pharm. 37: 685-692.

Kuhl, P., Eichhom, U., Jakubke, H-D. 1995. Enzymic peptide synthesis in
microaqueous solvent-free systems. Biotechnol. Bioeng. 45: 276-278.

Kuhn, R.W., Walsh, K.A., Neurath, H. 1974. Isolation and partial characterization
of an acid carboxypeptidase from Yeast. Biochemistry. 13: 3871-3877.

Kumar, S., Vasudevan, P., Dua, R.D. 1986. Activity of carboxypeptidase A bound
to a modified cellulose matrix. Appl. Biochem. Biotech. 12: 107-119.

Kunugi, S., Shiraishi, M., Tanaka, N., Yanagi, Y., Yoshida, M. 1996.
Carboxypeptidase Y catalysis in ternary systems containing octyl
B-D-glucopyranoside, octanol and water. Biotechnol. Prog. 12: 618-623.

Kunugi, S., Suzuki, N., Nishimoto, S., Morisawa, T., Yoshida, M. 1997. Kinetic
study of carboxypeptidase Y-catalyzed peptide condensation reactions in aqueous-
organic solvent. Biocatal. Biotransform. 14: 205-217.

Laane, C., Boeren, S., Vos, K., Veeger, C. 1987. Rules for optimization of
biocatalysis in organic solvents. Biotechnol. Bioeng. 30: 81-87.

Landsteiner, K., van der Scheer, J. 1936. On cross of immune sera to azoproteins.
J. Exp. Med. 63: 325-339.

Lasch, J., Koelsch, R., Roth, P., Gabert, A., Marquardt, 1., Hanson, H. 1976. Studies
of the hydrolysis of proteins by immobilized enzymes. Acta Biol. Med. Ger.
35: 735-743.

Laszlo, K., Simon, L.M. 1998. a-Chymotrypsin-catalysed synthesis of N-acetyl-L-
tyrosine esters in organic media. Stability and Stabilization of Biocatalysts.
(Ballesteros, A., Plou, F.J., Iborra, J.L., Halling, P.J. eds.) Progress in
Biotechnology 15: 713-718.

Lee, H.J., Kim, J.R., Yoo, Y.J. 1998. The stabilization of enzyme in organic solvent
at low temperature. Stability and Stabilization of Biocatalysts. (Ballesteros, A.,
Plou, F.J., Iborra, J.L., Halling, P.J. eds.) Progress in Biotechnology 15: 465-470.
Lee, K.J., Kim, D.H. 1998. Design of mechanism-based carboxypeptidase A
inactivators on the X-ray crystal structure and catalytic reaction pathway. Bioorg.
Med. Chem. 9: 1613-1622.

Lewis, W.S., Schuster, S.M. 1991. Carboxypeptidase Y stability. J. Biol. Chem.
266: 20818-20822.

Lipscomb, W.N. 1980. Carboxypeptidase A mechanismus. Proc. Natl. Acad. Sci.
USA 77: 3875-3878.

Lowry, O.H., Rosebrough, N.J.,, Farr, A.L., Randall, R.J. 1951. Protein
measurement with the Folin phenol reagent. J. Biol. Chem. 193: 265-275.

Lozano, P., Cano, J., Iborra, J.L., Manjon, A. 1993. Glycylglycylphenylalaninamide
synthesis catalysed by papain in a medium containing polyols. Biotechnol. Appl.
Biochem. 18: 67-74.

Lozano, P., de Diego, T., Iborra, I.L. 1995. Effect of water-miscible aprotic solvents
on kyotorphin synthesis catalyzed by immobilized a-chymotrypsin. Biotechnol.
Lett. 17: 603-608.

Lozano, P., de Diego, T., Iborra, I.L. 1997. Hydrophobicity and water activity
relationships of water-miscible aprotic solvents on kyotorphin synthesis catalyzed

96



by a-chymotrypsin. Biotechnol. Lett. 19: 1005-1009.

97. Makinen, M.W., Troyer, J.M., van der Werf, H., Berendsen, H.J., van Gunsteren,
W.F. 1989. Dynamical structure of carboxypeptidase A. J. Mol. Biol. 207: 201-216.

98. Makinen, M.W., Yamamura, K., Kaiser, E.T. 1976. Mechanism of action of
carboxypeptidase A in ester hydrolysis. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 73: 3882-3886.

99. Mansson, M.O., Siegbahn, N., Mosbach, K. 1983. Site-to-site directed
immobilization of enzymes with bis-NAD analogues. Proc. Natl. Acad. Sci. USA
80: 1487-1491.

100.Markvicheva, E.A., Bronin, A.S., Kudriavtseva, N.E., Kuz’kina, I.F., Pashkin, L.I.,
Kirsh, IuE.,Rumsh, L.D., Zubov, V.P. 1994. A new method of immobilizing
proteolytic enzymes in polymeric hydrogels. Bioorg. Khim. 20: 257-262.

101. Mattiasson, B., Mosbach, K. 1971. Studies on a matrix-bound three-enzyme
system. Biochim. Biophys. Acta 235: 253-257.

102. Mazor, L. 1971. Analitikai zsebkényv. Miszaki Konyvkiad6, Budapest

103. Merrifield, R.B. 1986. Solid phase synthesis. Science 232: 341-347.

104. Meyers, C., Glass, J.D. 1975. Enzymes as reagent in peptide synthesis: enzymatic
removal of amine protecting groups. Proc. Nat. Acad. Sci. USA 72: 2193-2196.

105. Mitin, Y.V., Braun, K., Kuhl, P. 1997. Papain catalyzed synthesis of glycerol
esters of N-protected amino acids and peptides for the use of trypsin catalyzed
peptide synthesis. Biotechnol. Bioeng. 54: 287-290.

106. Mitz, M.A. 1956. New insoluble active derivative of an enzyme as a model for
study of cellular metabolism. Science. 123: 1076-1077.

107. Mock, W.L., Wang, L. 1999. Synergistic inhibition of carboxypeptidase A by zinc
ion and imidazole. Biochem. Biophys. Res. Commun. 257: 239-243.

108. Murphy, A.O., Fagain, C. 1998. Chemically stabilized trypsin used in dipeptide
synthesis. Biotechnol. Bioeng. 58: 366-373.

109. Nagashima, T., Watanabe, A., Kise, H. 1992. Peptide synthesis by proteases in
organic solvents: medium effect on substrate specificity. Enzyme Microb.
Technol. 14: 842-847.

110. Navon, G., Shulman, R.G., Wyluda, B.J., Yamane, T., 1970. Nuclear magnetic
resonance study of the binding of fluoride ions to carboxypeptidase A. J. Mol.
Biol. 51: 15-30.

111. Neurath, H. Evolution of proteolytic enzymes. 1984. Science 224: 350-367.

112. Orsat, B., Alper, P.B., Moree, W., Mak, C-P., Wong, C-H. 1996. Homocarbonates
as substrates for enantioselective enzymatic protection of amines. J. Am. Chem.
Soc. 118: 712-713.

113. Pathak, T., Waldmann, H. 1998. Enzymes and protecting group chemistry.
Current Opinion in Chem. Biol. 2: 112-120.

114. Phillips, M.A., Kaplan, A.P., Rutter, W.J., Bartlett, P.A. 1992. Transition-state
characterization: a new approach combining inhibitor analogues and variation in
enzyme structure. Biochemistry 31: 959-963.

115. Pinilla, C., Appel, L., Blondelle, S., Dooley, C., Dorner, B., Eichler, J., Ostresh,
J., Houghten, R.A. 1995. A review of the utility of soluble peptide combinatorial
libraries. Biopolymers 37: 221-240.

116. Rawlings, N.D., Barrett, A.J. -1993. Evolutionary families of peptidases.
J. Biochem. 290: 205-218.

117. Rees, D.C., Lewis, M., Lipscomb, W.N. 1983. Refined crystal structure of
carboxypeptidase A at 1.54A resolution. J. Mol. Biol. 168: 367-387.

118. Reslow, M., Adlercreutz, P., Mattiasson, B. 1988. On the importance of the
support material for bioorganic synthesis. Eur. J. Biochem. 172: 573-578.

97



119.

120.

121.

122.

123.

124.

125.

126.

127.

128.

129.

130.

131.

132.

133.

134.

135.

136.

Riordan, J.F., Holmquist, B. 1984. Carboxypeptidase A. Peptidyl-L-amino-acid
hydrolase, EC 3.4.17.1. Methods Enzym. Anal. 3" edition 5: 44-54.

Rival, S., Besson, C., Saulnier, J., Wallach, J. 1999. Dipeptide derivative
synthesis catalyzed by Pseudomonas aeruginosa elastase. J. Pept. Res. 53: 170-
176.

Rony, P.K. 1971. Multiphase catalysis. II. Hollow fiber catalysts. Biotechnol.
Bioeng. 13: 431-436.

Royer, G.P., Anantharmaiah, G.M. 1979. Peptide synthesis in water and the use of
immobilized carboxypeptidase Y for deprotection. J. Am. Chem. Soc. 101: 3394-
3396.

Royer, G.P., Liberatore, F.A., Green, G.M. 1975. Immobilization of enzymes on
aldehydic matrices by reductive alkylation. Biochem. Biophys. Res. Commun.
64: 478-484.

Royer, G.P., Schwartz, W.E., Liberatore, F.A. 1977. Complete hydrolysis of
polypeptides with insolubilized enzymes. Methods in Enzymology /Hirs, CH.W.,
Timasheff, S.N., eds/ Academic Press, New York 47: 40-45.

Rybak, M., Coupek, I. 1980. Enzyme immobilization on hydroxyalkyl
methacrylate carrier Separon E-properties of immobilized enzymes and their
prospective uses in medicine. Cas. Lek. Cesk. 119: 1055-1057.

Sajadi, Z., Almahmood, M., Loeffler, L.J., Hall, LH. 1979. Antitumor and
antiinflammatory agents: N-benzoyl-protected cyanomethyl esters of amino acids.
J. Med. Chem. 22: 1419-1422.

Schelhaas, M., Waldmann, H. 1996. Protecting group strategies in organic
chemistry. Angew. Chem. Int. Ed. 35: 2057-2083.

Schlitzer, M., Sattler, 1., Dahse, HM. 1999. Synthesis and antiproliferative
activity of N-acylaspartic acid dimethy! esters. Anticancer Res. 19: 2117-2120.
Schwarz, A., Steinke, D., Kula, M.R.,, Wandrey, C. 1990. Optimization of
enzyme-mediated peptide bond formation. Biotechnol. Appl. Biochem. 12: 188-
195.

Sebastian, J.F., Himks, R.S., Reuland, R.V. 1987. Kinetic studies of modifier
effects on the carboxypeptidase A catalyzed hydrolyses of peptides. Biochem.
Cell Biol. 1987. 65: 717-725.

Sebastian, J.F., Liang, G., Jabarin, A., Thomas, K., Wu, H.B. 1996. Effect of
enzyme-substrate interactions away from the reaction site on carboxypeptidase A
catalysis. Bioorg. Chem. 24: 290-303.

Shih, I-L., Chin, L-C., Lai, C.T., Liaw, W-C., Tai, D-F. 1997. Enzymes catalyzed
esterification of N-protected amino acids with secondary alcohols. Biotechnology
Letters 19:857-859.

Simon, L.M., Heinrichova, K., Veszelka, 1., Szajani, B. 1990. Effects of
polyethylene terephthalate on yeast alcohol dehydrogenase. Acta Biochim.
Biophys. Hung. 25: 1-7.

Simon, L.M., Kotormén, M., Szajani, B. 1992. Coenzyme production using
immobilized enzymes. 1. Preparation, characterization, and laboratory-scale
application of an immobilized NAD" kinase. Enzyme Microb. Technol. 14: 997-
1000.

Simon, L.M., Kotorman, M., Szajani, B. 1994. Coenzyme production using
immobilized enzymes. II. Factors affecting the continuous production of NADP”.
Enzyme Microb. Technol. 16: 236-239,

Smalla, K., Turkova, J., Coupek, J., Hermann, P. 1988. Influence of salts on the
covalent immobilization of proteins to modified copolymers of 2-hydroxyethyl

98



137.

138.

139.

140.

141.

142.

143.

144.

145.

146.

147.

148.

149.

150.

151.

152.

153.

154.

155.

methacrylate with ethylene dimethacrylate. Biotechnol. Appl. Biochem. 10: 21-
31.

Solomon, B., Balas, N. 1991. Thermostabilization of carboxypeptidase A by
interaction with its monoclonal antibodies. Biotechnol. Appl. Biochem. 14: 202-
211.

Solomon, B., Goldstein, L. 1996. Modulation of the catalytic pathway of
carboxypeptidase A by conjugation with polyvinyl alcohols. Adv. Mol. Cell Biol.
15: 33-45.

Solomon, B., Katzar-Gozanski, T., Koppel, R., Hanan-Aharon, E. 1998. Activity
of monoclonal antibodies in prevention of in vitro aggregation of their antigens.
Progress in Biotechnology. 15: 183-188.

Solomon, B., Koppel, R., Katchalski-Katzir, E. 1984. Use of a specific
monoclonal antibody for the preparation of a highly active immobilized
carboxypeptidase A. Biotechnology 2: 709-712.

Solomon, B., Schwartz, F. 1995. Chaperone-like effect of monoclonal antibodies
on refolding of heat-denatured carboxypeptidase A. J. Mol. Recognit. 8: 72-76.
Stachowiak, K., Wilder, C., Vestal, M.L., Dyckes, D.F. 1988. Rapid protein
sequencing by the enzyme-thermospray liquid chromatographic /mass
spectrometric method/. J. Am. Chem. Soc. 110: 1758-1765.

Stambolieva, N., Turkova, J. 1980. Covalent attachment of proteins to spheron by
means of benzoquinone. Coll. Czechoslov. Chem. Commun. 45: 1137-1143.
Steinke, D., Kula, M.R. 1990. Application of carboxypeptidase C for peptide
synthesis. Enzyme Microb. Technol. 12: 836-840.

Steinke, D., Schwarz, A., Wandrey, C., Kula, M.R. 1991. Formation of peptide
bonds by carboxypeptidase C from orange leaves. Enzyme Microb. Technol.
13: 262-266.

Siidi, P., Dala, E., Szajani, B. 1989. Preparation, characterization,and application
of a novel immobilized carboxypeptidase B. Appl. Biochem. Biotech. 22: 31-43.
Tanford, C. 1978. The hydrophobic effect and the organisation of living matter.
Science 200: 1012-1018.

Triantafyllou, A.O., Wehtje, E., Adlercreutz, P., Mattiasson, B. 1997. How do
additives affect enzyme activity and stability in nonaqueous media? Biotechnol.
Bioeng. 54: 67-76.

Vallee, B.L., Neurath, H. 1956. Carboxypeptidase, a zinc metalloprotein. J. Am.
Chem. Soc. 76: 5006-5007.

van Sonsbeek, H.M., Beeftink, H.H., Tramper, J. 1993. Two-liquid-phase
bioreactors. Enzym Microb. Technol. 15: 722-729.

Vértesi, A., Bagi, K., Simon, L.M. 1996. Study of the operation of co-
immobilized  glucose-6-phosphate  isomerase and  glucose-6-phosphate
dehydrogenase in a flow injection system. Acta Biol. Hung. Szegediensis 41: 15-
22.

Voyksner, R.D., Chen, D.C., Swaisgood, H.E. 1990. Optimization of immobilized
enzyme hydrolysis combined with high-performance liquid chromatography
/thermospray mass spectrometry/ for the determination of neuropeptides. Anal.
Biochem. 188: 72-81.

Wayne, S.I., Fruton, J.S. 1983. Thermolysin-catalyzed peptide bond synthesis.
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 80: 3241-3244.

Weakley, F.B., Mehltretter, C.L. 1973. Binding of papain to dialdehyde starch.
Biotechnol. Bioeng. 15: 1189-1192.

Weetall, H.H. 1970. Storage stability of water-insoluble enzymes covalently

99



156.

157.

158.

159.

160.

161.

162.

163.

164.

165.

166.

167.

coupled to organic and inorganic carrier. Biochim. Biophys. Acta. 212: 1-7.
Weston, P.D., Avrameas, S. 1971. Proteins coupled to polyacrylamide beads
using glutaraldehyde. Biochem. Biophys. Res. Commun. 45: 1574-1580.
Wheatley, M.A., Phillips, C.R. 1983. Temperature effects during polymerisation
of polyacrylamide gels used for bacterial cell immobilization. Biotechnol. Bioeng.
25: 623-626. _

Wheeler, K.P., Edwards, B.A., Whittam, R. 1969. Some properties of two
phosphatases attached to insoluble cellulose matrices. Biochem. Biophys. Acta
191: 187-192.

Wiseman, A. 1975. Handbook of Enzyme Biotechnology. Halsted Press, New
York

Wolfe, S., Demain, A.L., Jensen, S.E., Westlake, D.W.S. 1984. Enzymatic
approach to syntheses of unnatural beta-lactams. Science 226: 1386-1392.

Wong, C-H. 1990. Design and development of enzymatic organic synthesis.
Chemical Aspect of Enzyme Biotechnology. /Baldwin, T.O. ed./ Plenum Press,
NewYork.

Yu, Y., Chang, T.M.S. 1982. Immobilization of multienzymes and cofactors
within lipid-polyamide membrane microcapsules for the multistep conversion of
lipophilic and lipophobic substrates. Enzyme Microb. Technol. 4: 327-331.
Zaborsky, O.R. 1974. Immobilized enzymes 2" edn. /Weast, R.C., ed/ CRC
Press, Cleveland.

Zaks, A., Klibanov, A.M. 1985. Enzyme-catalyzed processes in organic solvents.
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 82: 3192-3196.

Zaks, A., Klibanov, A.M. 1988. Enzymatic catalysis in nonaqueous solvents.
J. Biol. Chem. 263: 3194-3201.

Zaks, A., Klibanov, A.M. 1988. The effect of water on enzyme action in organic
media. J. Biol. Chem. 263: 8017-8021.

Zhang, K., Chance, B., Auld, D.S., Larsen, K.S., Vallee, B.L. 1992. X-ray
absorption fine structure study of the active site of zinc and cobalt
carboxypeptidase A in their solution and crystalline forms. Biochemistry
31: 1159-1168.

100



ABSTRACT

Introduction

Technical application of enzymes is getting more and more important in
different areas of biotechnology such as the food- or pharmaceutical industries. Due to
their stereodiscriminating properties, enzymes offer the opportunity to carry out highly
enantio-, and regioselective transformations. They often operate at neutral, weakly |
acidic or weakly basic pH values and at moderate temperatures. Surprisingly, these
possibilities are still unexploited. Various processes have been developed using soluble
and immobilized enzymes, mainly in aqueous reaction phases. The catalytic activity of
enzymes in water, and also in other solvents was investigated intensively in the past
decades. Apart from water as the exclusive solvent and reaction phase for enzymatic
reactions many kinds of solvent systems were studied in the recent years.

When biocatalysts are used in organic media it is desirable to deposit them on
supports to minimize mass transfer limitations and protect them from the inactivation by
the organic phase. The choice of support material can play a crucial role in the
determination of enzymatic activity. The interaction of the support with the water
present is important in determining the availability of the water required by the
biocatalyst to maintain its conformation, hence its catalytic properties. Much work is
still required to optimize the conditions in non-aqueous solutions for enzymatic catalysis
because the knowledge of the biophysical chemistry of enzymology in organic media is
still limited at present. Obtaining stable biocatalyst is the main target of biotechnology.

Enzymes immobilized on or within a solid matrix by conjugation with synthetic
water-insoluble polymeric supports can be used in the laboratory, medical practice, and
in the industry as reusable and removable highly specific reagents, which often possess
improved storage, operational, thermal stability, and resistance against different
chemicals (e.g. denaturing agents). The immobilized enzymes can preserve (better than
soluble enzymes) their catalytic properties in water containing organic solvent systems.
However at high concentrations of the organic component, it might be very important to
fix the conformation of the catalytically active enzyme.

Despite the practical importance, only a few attempts have been made to
immobilize carboxypeptidase A (CPA). First Lasch et al. (1976) immobilized different
proteolytic enzymes, including CPA, on CNBr-activated Sepharose 6B. Later in the
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experiments of Dua et al. (1985), the support was copolymer of styrene-maleic
anhydride (SMA) activated to various degrees to create enzyme coupling forms. The
immobilized CPA on these supports showed enhanced thermal and chemical stability. In
other experiments, CPA was immobilized on an acid chloride of oxidized cellulose
(Kumar et al., 1986). Voyskner et al. (1990) used immobilized carboxypeptidases (CPA,
CPB and CPY) and proteinases (chymotrypsin, thermolysin, trypsin, and V8-protease)
to split neuropeptides.

Since carboxypeptidases are the enzymes that remove amino acids from the C-
terminal of peptides and proteins, they are used for C-terminal sequence determination.

The aim of our study was to prepare immobilized forms of CPA, to find the most
useful support and characterize it. We have compared the catalytic properties and
stability of soluble and immobilized enzymes. For practical purposes, CPA (soluble, and
different immobilized forms) catalyzed determination of C-terminal amino acids were
carried out with different peptides ranging from dipeptides to heptapeptides.

In recent years, enzyme-catalyzed reactions in organic media have attracted
considerable attention because of many potential advantages, including the increased
solubility of hydrophobic substrates, and the ease of both product and enzyme recovery.
The thermodynamic equilibria of enzymatic reactions involving water as product are
shifted in the synthetic direction instead of hydrolysis, if the water content in the
reaction medium is very low (Dordick, 1989). However, it has been demonstrated that
the enzyme properties, e.g. the catalytic parameters, the substrate specificity and
enantioselectivity (Kawashiro et al., 1997), can be altered by the nature of the reaction
medium.

The behavior of biocatalysts in these nonconventional systems is more difficult
to predict than in aqueous solution. It is partially due to the limited experience with
these systems, and their greater complexity. This is why we have studied the effects of
different water-miscible and water-immiscible organic solvents on the conformational
stability of CPA in buffered aqueous solutions.

Classipal chemical techniques have predominated the preparation of peptides
peptide- and amino acid derivatives for drug research (Pinilla et al., 1995). However,
these procedures involve several drawbacks, such as the need for the protection and
deprotection of amino acid functional groups, racemization and the lack of

stereoselectivity. The introduction and removal of protecting groups are very important
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and widely used transformations in synthetic organic chemistry (Pathak and Waldmann,
1998), and the limitations mentioned earlier are valid in this area too. Enzymatically
catalyzed reactions don’t have these limitations because of the mild conditions and their
high specificity. There were earlier studies on the enzymatic syntheses of peptides using
various proteases (including o-chymotrypsin, trypsin, subtilisin, papain, etc.) in organic
media (Clapés et al., 1990). Out of the carboxypeptidases, the yeast carboxypeptidase
Y’s behavior and potential for peptide synthesis been investigated (Kunugi et al., 1997).
The aim of our work was to study the use of CPA (soluble and immobilized) for the
syntheses of dipeptides and N-acyl (N-protected) amino acids, and to establish the

optimal conditions for these procedures.
Materials and Methods

Assay of enzyme activity: CPA activity was determined spectrophotometrically

by measuring the change in absorbance at 254 nm at 25 °C (Folk and Schirmer, 1963).
The reaction mixture contained 55 mM Tris/HCI buffer (pH 7.5), 500 mM NaCl and 0.5
mM hippuryl-L-phenylalanine. In case of the immobilized enzyme, 20-100 mg of
immobilized enzyme was suspended in the reaction mixture and stirred for an
apprbpriate time (1-10 min). The enzyme was then filtered off quickly and the
absorbance was measured at 254 nm. One unit of enzyme activity was defined as the
amount of enzyme that hydrolysed one pmol of hippuryl-L-phenylalanine per minute
under the assay conditions.

Immobilization of CPA: The bovine pancreas CPA has been immobilized on
different supports. It was covalently attached to four different supports: Silochrome
aldehyde, Silochrome activated with p-benzoquinone (Simon et al, 1992), to
polyacrylamide bead polymers activated by carbodiimide and with p-benzoquinone
(Akrilex C 100 and Akrilex P 100) (Kotorman et al. 1986; Kalman et al., 1983). The
CPA was also immobilized to Sorsilen by adsorption a simple physical attachment.
Immobilization procedures were performed as follows: appropriate quantity of each
support was washed with a proper buffer (molarity of buffers, and pH were different in
the individual experiments), and suspended in the same buffer containing the

appropriate amount of CPA. The suspensions had been stirred at 4 °C for 24 h except
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the Silochrome aldehyde (It had been stirred for 3 h). The coupled enzyme-support
systems were next filtered off by suction, and washed thoroughly to remove the weakly
bound and unbound proteins.

Stability tests of soluble and Akrilex C 100-CPA: Thermal inactivation
experiments (45-60 °C) were performed in 100 mM Tris/HCI buffer (pH 7.5). In the pH
stability tests, the pH of the 50 mM phosphate buffer (pH 5.5-7.5), and that of the 100
mM Tris/HCl buffer (pH 8.5) were controlled during the experiments. After appropriate
incubation periods, the samples were rapidly cooled to 0-4 °C, and the residual activities
were assayed at 25 °C by the standard procedure.

Peptide digestion, and analysis by HPLC: Five mg of peptide was dissolved in
5 ml of distilled water/Na,CO3 (pH 7.5), and the solution was incubated for 4 h at room
temperature with 2 U either one of the different forms of immobilized CPA or soluble
CPA. The samples were stirred gently, and aliquots were withdrawn hourly. The
immobilized enzymes were removed by filtration, and the samples were analysed by

means of TLC and HPLC.

Stability of CPA in organic solvents: 1he stability of the enzyme was
determined in 100 mM Tris/HCI buffer (pH 7.0) containing of 20-90 % (v/v) organic
solvents. The samples were incubated for appropriate periods (up to 120 min.) at 25°C
and aliquots were then withdrawn. The residual activity of the enzyme was determined
by using the standard method.

Synthetic reactions with CPA in buffered aqueous organic solvents:
Different organic solvents were used for investigation of the CPA catalyzed dipeptide
synthesis, transesterification and the N-acylation (N-protection) of amino acids. The
substrates (L-amino acids, N-protected amino acids and different organic acids) were
dissolved in buffered aqueous organic solvents (usually acetonitrile). The reactions were
started with the addition of enzyme (or the addition of immobilized enzyme). After
appropriate incubation periods, samples were withdrawn and analyzed by TLC. The
water content of the reaction mixtures was determined by Karl Fischer titration (Mazor,
1971).

Thin-layer chromatography: The identification of amino acids liberated during
the hydrolysis of peptides and the products of synthetic reactions was carried out on

precoated silica plates, and fluorescent precoated silica plates, using n-butanol-acetic
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acid-water (4:1:1 v/v) as a solvent. For the identification of products the silica plates

were dried and sprayed with ninhydrin (2%) and placed in a 70 °C oven for 30 min.

Results

We have applied different supports [Silochrome aldehyde, Silochrome activated
with p-benzoquinone, Polyethylene terephthalate (Sorsilen), Akrilex P 100 activated
with p-benzoquinone, and Akrilex C 100 activated with carbodiimide] to immobilize
CPA. These experiments were successful, and all enzyme forms remained active. The
activity of the different immobilized enzyme varied between 1.54 and 127.68 U/g dry
gel. The polyacrylamide polymer (Akrilex C 100) possessing carboxylic functional
groups after activation by a water-soluble carbodiimide proved to be the best support for
the immobilized CPA. First, the optimal conditions for gaining the highest enzymatic
activity, and after that the catalytic properties of the immobilized Akrilex C 100-CPA
were studied and compared with the soluble enzyme. The optimum pH of the catalytic
activity of the immobilized, and soluble CPA were the same, while the optimum
temperature of the immobilized CPA was about 20°C higher than that of the soluble
enzyme.

We have investigated the kinetic behaviour of the soluble and immobilized CPA
and found that the Kuapp of immobilized CPA was somewhat higher (1.65 mM) than
that for soluble enzyme (1.07 mM). Diffusional effects and possible chemical
modifications of the enzyme may be invoked to explain the differences in Kwapp.

The thermal stability and its pH-dependence of immobilized CPA were also
compared to these of the soluble enzyme. The stability of the immobilized enzyme was
higher than the soluble. The effect of urea on the conformational stability of CPA was
also studied, and we could conclude that the immobilization enhanced the resistance of
CPA against urea.

We have carried out experiments to investigate the storage and the operational
stability of the immobilized CPA. 70-80 % of the original activity was preserved, or
remained practically unchanged in different storage buffers up to 30 days. The
operational stability of the immobilized enzyme was good, after 30 runs, the Akrilex C
100-CPA catalytic activity stayed constant.
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CPA can cleave amino acids from the C terminal of peptides and proteins,
therefore we have used it for C-terminal amino acid determination. All forms of
immobilized CPA, and the soluble CPA were tested in a C-terminal amino acid analysis
experiments. Different peptides ranging from dipeptides to heptapeptides were used as
models. It was observed that the rates of amino acid liberation depended on the peptide
and on the type of support used for the immobilization of the enzyme. The most
favourable results were obtained with Akrilex C 100-CPA.

The application of organic media allows the use of hydrolytic enzymes for
synthetic purposes to catalyse esterification, transesterification, peptidformation etc. The
stability and the hydrolytic activity of soluble CPA, and Akrilex C 100-CPA were
investigated in the presence of different water-miscible and water-immiscible organic
solvents. Increasing amounts of water-miscible polar solvents such as acetonitrile,
ethanol and 1,4-dioxane resulted in slight decrease in the activity of CPA, probably
causing small changes in the hydration shell of the enzyme. Dimethyl sulfoxide exerted
dramatic effects on the enzyme stability when it was present at high concentrations. The
activity of CPA decreased strongly with increasing amount of water-immiscible organic
solvents.

The behavior of Akrilex C 100-CPA in the above-mentioned solvents was
analyzed. The immobilized biocatalyst was more protected against unfavorable direct
contact of organic solvents. The immobilization really helped to stabilize the enzyme.
The amount of water present in the solid enzyme preparation i.e. the water forming a
tightly bound hydration shell around the enzyme molecules, was found sufficient for the
higher activity of the immobilized enzyme preparation.

We have examined condensation reactions (peptid synthesis, N-acylation of
amino acids) in organic media with CPA. Considering the hydrolytic reaction CPA has
specificity for aromatic, and large aliphatic amino acids at the C-terminal end of
proteins. These amino acids were chosen for synthetic reactions too.

To characterize the synthetic reaction, L-Phe was used as model substrate.
Usually acetonitrile was chosen as organic solvent because it has been found to be one
of the best for carrying out the peptide synthesis reactions. The peptid synthesis was
followed as a function of water content, temperature and pH. The effects of the substrate
and enzyme concentrations were also studied during the synthesis of Phe-Phe. The

optimal conditions were: water content of the reaction mixture 10 %, temperature 30°C,
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and pH 5.5. With various concentrations of L-Phe, the initial velocity changed, but the
velocity did not give a simple saturation profile, but higher than 1.2 mM concentration
showed an apparent substrate inhibition. The highest Phe-Phe yield, 43 % was achieved
after 24 hours. The Phe-Phe synthesis was carried out with different immobilized forms
of CPA too.

N-protected amino acids are very important in a peptide synthesis, esterification,
and transesterification. Numerous classical methods are available for the manipulation
of protecting groups under the mildest possible conditions. éynthesis of N-acyl-L-Phe
derivatives was catalyzed by CPA enzyme in organic media. According to the dipeptide
synthesis, acetonitrile was the most suitable organic solvent to carry out the N-
protection (N-acylation) of amino acids using various aromatic and aliphatic (C;-Cs)
organic acids as acyl donors. Both, the dipeptid synthesis, and the N-protection of amino
acids are really N-acylation reactions, but the optimal conditions (water content 8 %,
37°C, pH 6.5) obtained for N-protection showed small alterations from our previous
observations for Phe-Phe synthesis. The most surprising difference was that the
substrate L-Phe inhibition appeared at a totally different concentration. For N-acylation
the optimal L-Phe concentration was almost nine times higher, 10 mM, and the
mentioned substrate inhibition appeared only above this concentration. The highest
product yield was 55.2 % after 72 h, which did not increase during longer incubation.

Our results demonstrate that CPA 1is a suitable enzyme to catalyze synthesis of
dipeptides, and N-acylation of amino acids in nonconventional (buffered organic solvent
containing media). The synthesis of N-protected amino acids with immobilized CPA is

the subject of further investigations.
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