FEHERJEGYAR
INFRASTRUKTURA KIEPITESE

AZ NKFI ALAPBOL
MEGVALOSULO

NEMZETI KUTATASI, FEJLESZTESI

ES INNOVACIOS HIVATAL PROJEKT




Feltaras

Rogzités Alkalmazas

Fermentacio

| AZ NKFI ALAPBOL
/' MEGVALOSULO

" NEMZETI KUTATASI, FEJLESZTESI |

ES INNOVACIOS HIVATAL | PROJEKT




Inlet holes Microreactor

Qutiet hole

AZ NKFI ALAPBOL
MEGVALOSULO
NEMZETI KUTATASI, FEJLESZTESI
Es INNOVACIOS HIVATAL PRO]EKT




Kémiai Ozmotikus sokk Sejtmembran ozmotikus roncsolasa Enyhe Olcso Vorosvérsejtek feltarasa
Enzimes emésztés A sejtfal emésztése Enyhe Draga Tojas lizozimmel kezelt
Micrococeus lisodeikticus
Szolubilizalas Detergensek oldatba viszik a Enyhe Kozepes E. coli sejtek kezelése
membranalkotokat epesavakkal
Lipid oldas Szerves oldoszer szolubilizalja a Kozepes Olcso Eleszt6 toluolos feltarisa
membranalkotokat
Lﬁgos kezelés A lipidek Iagos hidrolizise roncsolja Dutrva Olcsd
a membrant
Mechanikus Homogenizélés Seltroncsolas mozgd pengék altal Kozepes Kozepes Allati sz6vetek és sejtek
(pengés) okozott nyirassal
Orlés A sejtek Orlése feltletek kozti Ko6zepes Olcsd
dorzsoléssel (homok segédanyag)
Ultrahang Sejtroncsolas ultrahanggal Durva Draga Kismennyiségt
1étrebhaozott basriticidszal cpjfcvncvrpn'ﬂ'r'\]z
Homogenizalas Kis nyilason gyorsan atpréselt Durva Kozepes Sejtszuszpenziok
(nyomaésesés) sejtekre kifejtett nyiroerékkel nagyléptékd sejtfeltarasa
Golyosmalom MOZZatott (Uveg)gOlyOK KOZI OTICS Durva UICSO MIKTODIAlS €S novenyl

roncsolja a sejteket sejtek nagyléptéki feltarasa
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° A nagy nyomas alatt allo
sejtszuszpenzio hirtelen sztk
nyilason at tavozik

* Er6s nyiréerdk fellépése rovid
ideig

* Iparban is el6szeretettel
alkalmazott eljaras
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* Gyors sejtfeltaras

* Bakterialis és éleszt6 sejtekhez 1s 16

* 9 ml-t6l a néhany L térfogatig kényelmesen
alkalmazhat6

* Hutheto rendszer

* Akar folyamatos iizemben is hasznalhato
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Egész sejtes szol-gél rogzités Affinitason alapulo rogzités

Nincs sziikség sejtfeltarasra Sejtteltaras stikséges
Kompozit régzitési médszer ELONYOK:
Szilika mikrorészecske hordozo Nincs sztikség az enzim

Szilika szollal torténd becsapdazas EZATNE L]
DE: His-tag és fém-1onok kozottt

i 1 affinitas felelOs a szelektivitasért
Kis specifikus aktivitas , ,
b Epoxi-csoportokkal kialakitott

Mellekrakciok (multienzim kovalens kotések teszik tartossa

rendszer)
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Rekombinas enzimet
kifejez6 E.coli sejtek

Szilika
mikrorészecske
hordozé

Szilika szol
matrix

Immobilizalt egész sejtes
biokatalizator

* Egyszerten kivitelezhet6 rogzités, nincs
szukség sejtfeltarasra és enzimtisztitasra

* Sokaig eltarthato enzimkészitmény

* Alkalmazhat6 szakaszos és folyamatos

modban
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* Barmilyen hordozon (magneses
nanorészecske, polimer és szilika
mikrorészecskék) alkalmazhato

* Szelektivitis: gyors témkelatképzés a

His-tag jelolt tehérjével

* Stabil és tartds rogzités: epoxiddal

képzett kovalens kotéssel

[ Hordozo ]

* Alkalmazhat6 szakaszos és folyamatos

modban is

HisTag-es

kovalens
rogzités

rekombinans

NH fehérje
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R R pyruvate L-Ala

NHy NH,

o8 so»( ArSTA & @Jk @
. (S)-selective . c (%)  ee (@)  c(%)  ee (%)  c (%)  ee (%) c (%o)° ee (%o)°

o (Emildag ArS-TA 53 98.1 (R) 51 89.6 (R) 44 79.9 (R) 51 >99.8 (R)
NH, (R)-selective NH, VIS-TA 50 64.5 (R) 47 66.8 (R) 39 65.0 (R) 13 131 R)

: 4@_»( ARTA 0_» = CvS-TA,, 38 39.3 (R) 4 762 (R 17 211 (R) 23 264 (R)

| ®/\ Q@)k ®/\ _ AfR-TA 51 97.0 (S) 48 86.4 (S) 42 729 (S) 51 >99.8 (S)
l rac-1a-d ' oyruvate  D-Ala (S)-1a-d AfR-TA 57 99.7 (S) 49 90.4 (S) 35 53.7 (S) 36 50.1 (S)
""""" - ArR-TA,, 47 975 (S) 33 29.9 () 21 27.3 () 15 155 (S)
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Az enzim azonositasa bioinformatikai aton

Aprchea eredetl enzim (extrém halofil)

Kiralis aminok el6allitasaban alkalmazhaté

Varhatoan stabilabb a prokariéta eredetll transzaminazoknal

Szintetikus gén — expresszi6 E. co/i rendszerben
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Halolamina sediminis S-TA

>tr|AOA1JOVCU3 |AOA1JOVCU3_ 9EURY Aspartate aminotransferase
family protein OS=Halolamina sediminis GN=BOX17_02025 PE=4
sv=1
MPPSLPALDRAHHLHPFTDFKALGEEGSRVITHAEGVYIHDAEGHRLLDGMAGLWCVNLG
YGRRELVDAAAEQMLOLPYYNTFFKTTHPPAVGLAEKLCRLAPAHMNHVFFTGSGSEAND
TVLRMVRRYWALRGKPWKQWVIGRENGYHGSTLAGMSLGGMALMHEQGGPGVPCITHVRQ
PYWFGEGRDQSPEAFGHACAAAIEERILALGEENVAAFIAEPVQGAGGAIMPPASYWPAV
KAVLARYDILLVVDEVICGFGRLGEWFGSVLYDLAPDLMPIAKGLSSGYLPIGGVLVGDR
VADTLIEEGGEFFHGFTYSGHPVCAAVALRNLEIMEEEGVVERVRDDLGPYLARRWSELA
DHPLVGEARSLGLMGALELVDPTTGGRFDRALAVGTLCRDISFACGLVMRSVGDTMIISP
PLVITHEQIDELVSLAREALDETARRLSGDFAYTLYPQERYE

>Szintetizalt gén aminosavszekvenciaja
MPPSLPALDRAHHLHPFTDFKALGEEGSRVITHAEGVYIHDAEGHRLLDGMAGLWCVNLG
YGRRELVDAAAEQMLOLPYYNTFFKTTHPPAVGLAEKLSRLAPAHMNHVFFTGSGSEAND
TVLRMVRRYWALRGKPWKQWVIGRENGYHGSTLAGMSLGGMALMHEQGGPGVPSITHVRQ
PYWFGEGRDQSPEAFGHASAAATEERILALGEENVAAFIAEPVQGAGGAIMPPASYWPAV
KAVLARYDILLVVDEVICGFGRLGEWFGSVLYDLAPDLMPIAKGLSSGYLPIGGVLVGDR
VADTLIEEGGEFFHGFTYSGHPVCAAVALRNLEIMEEEGVVERVRDDLGPYLARRWSELA
DHPLVGEARSLGLMGALELVDPTTGGRFDRALAVGTLCRDISFASGLVMRSVGDTMIISP
PLVITHEQIDELVSLAREALDETARRLSGDFAYTLYPQERYE

a HsTA C199S/C405S mutans az ismert (S)-szelektiv transzaminazokkal
Osszevethetd aktivitast és szelektivitast mutatott

a HsTA C199S/C405S mutansban a tovabbi C99S és/vagy mutacio
jelentésen rontotta a stabilitist és az aktivitast

’ ‘ ) o
// \ CysT7f ({yz?;;
/
/
/
/
//
¢ C174S (diszulfid-hid képzés az alegységek kozott)
C99S (fém-kelat stabilizacié az alegységek kozott)

C199S

C405S
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