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A szintetikus kémiatol az enzimmérnokségig — A Bioorganikus
Kémiai Kutatocsoport bemutatasa

POPPE Lészl6, NAGY Jézsef és HORNYANSZKY Gabor*

BME Szerves Kémia és Technologia Tanszék, Miiegyetem rkp. 3, 1111 Budapest, Magyarorszag

1. Bevezetés Nemzetkozi  egyiittmikodések  is  hozzajarultak  az

1.1. Torténelmi attekintés

A Szerves Kémia ¢és Technologia Tanszék 2006-ben jott
létre a Szerves Kémia Tanszék és a Szerves Kémiai
Technolbgiai Tanszék egyesitésével. A két jogeldd tanszéket
1913-ban illetve 1938-ban alapitottak Zemplén Géza és
Csliros Zoltan vezetésével, akik kordbban hosszl ideig
dolgoztak egyiitt. A Szerves Kémia Tanszék munkatarsa volt
a nemrég elhunyt nobel dijas kémikus Olah Gyorgy is.
Zemplén Géza uttérd tevékenységét jol mutatja, hogy mar
1915-ben — hazankban el8szor - nagysikeri konyvet irt az
enzimekrol.

A Bioorganikus Kémia Kutatocsoport 2005-ben alakult meg
Dr. Poppe Laszld egyetemi tandr vezetésével. A csoport
munkajat jelenleg kettd senior kutatd, egy posztdok
6sztondijas, 11 doktorans €s kozel 30 hallgatd segiti. A
Csoportban az elmult években 3 doktori fokozat, szamos
szakdolgozat és diplomamunka sziiletett, valamint tovabbi
4-5 kolléga doktori védése a kozeljovoben varhato.

1.2. Kutatasi hattér

A Tanszéken 220 m*-es jol felszerelt laboratorium all a
Csoport rendelkezésére, mely magaban foglalja tgy a
szintetikus munkak végzésére szolgdld berendezéseket,
mind az enzimekkel kapcsolatos teenddk ellatasara alkalmas
késziilékeket. A Csoport munkajat 2 HPLC, 3 GC, 3
UV-VIS spektrofotométer, centrifugdk és az &aramldsos
kémia alkalmazasara alkalmas eszkdzok segitik. Az enzimek
modellezését megfeleld kapacitasti szamitogépeken tudjuk
elvégezni a szamitasokhoz sziikséges programcsomagok
segitségével. Folyamatosan igyeksziink fejleszteni a
rendelkezésre allo infrastruktrat, kiilonésen az enzimek
testre szabasahoz sziikséges berendezésekkel.

A Csoportunk jelenlegi tevékenységét szamos korabbi
kutatasi projekt segitette el6. A 2008-2010 kozott lezajlo
FLOWREAC projektben a ThalesNano partnereként az
aramlasos technologidk és az enzimrdgzitési modszerek
fejlesztése allt a figyelem kozéppontjaban (NKFP 07 A2
FLOWREAC, NKTH). A projekt eredményeként mind
folytonos reakciok, mind az enzimrogzitések teriiletén
komoly ,.knowhow”-ra sikertilt szert tenni.

* Tel.: 463-2230 ; fax: 463-3297 ; e-mail: hornyanszky@mail.bme.hu

eredményességhez. A Babes-Bolyai Tudomanyegyetemen
miikodd, Dr. Paizs Csaba professzor altal vezetett
kutatocsoporttal végzett kozos kutatomunka eredményeként
szamos nem természetes -aminosav szintézise valosult meg
szabad illetve  killonféleképen  rogzitett  fenilalanin
ammonia-liaz  és fenilalanin  2,3-aminomutaz  enzimek
(kdzismert neviikon MIO-enzimek) segitségével (OTKA
NN-103242 2012-2015 és PN-II-ID-PCE-2011-3-0799). 2016
végén Dr. Poppe Laszl6 vezetésével indult meg Kolozsvarott a
négy évre elnyert ,Nanoscale Enzyme Immobilization and
Microfluidics for Systems Biocatalysis” projekt (NEMSyB, 1D
P37 273, Cod MySMIS 103413). Dr. Poppe Laszl6 professzor
2010-2012 kozott részt vett az EU COST (Actions ,,Cascade
Chemoenzymatic Processes — New Synergies Between
Chemistry and Biochemistry” CM 0701) projektjében, mely
nagyban hozzajarult csoportunknak a biokatalizis terén
meglévo tudasa kiterjesztéséhez.

Az utobbi években ipari szereplok partnereként két fontos
KMR projektben is részt vettink. Az ,,Uj tipusa, komplex
koédoléasi  eljarason alapuldé  biztonsagi, eredet- és
egyediségjelold hamisitas elleni rendszerek kifejlesztése”
ciml projektben (KMR 12-1-2012-0051, 2012-2015) a
Pharmapress partnereként olyan anyagok kifejlesztésén
dolgoztunk, melyeket folyékony vonalkédként Ilehet
alkalmazni. Egy masik palyazat keretében a Fermentia
Kft-vel kozdsen egy olyan berendezés kifejlesztésében
vettiink részt, mely segitségével gyorsan és hatékonyan lehet
rekombinans fehérjéket tisztitani. (,,Uj hordozo csalad és
automatizalt modszerfejlesztd rendszer rekombinans
fehérjék  affinitds  tisztitasi
kidolgozasara”, KMR 12-1-2012-0140, 2013-2015.)

A molekulamodellezési kapacitasunk Kkiterjesztésében nagy
segitségiinkre volt a BME altal elnyert TAMOP palyazat (,,Uj
tehetséggondozd programok ¢és kutatasok a Milegyetem
tudomanyos mithelyeiben”, TAMOP-4.2.2/B-10/1-2010-0009,
2011-2013), melynek keretében beszerzésre keriilt egy
szuperszamitogép. A nagyobb kapacitasok kihasznalasaval
lényegesen lerdvidithetd a szamitasokra forditott gépidd.

Csoportunk szorosan egyiittmiikodik Dr. Vértessy G. Beata
tanszékvezetd egyetemi tanar kutatocsoportjaval (Alkalmazott
Biotechnolégia ¢és Elelmiszertudomanyi Tanszék) is a fehérjék
kristalyositasa és rontgenszerkezet-meghatarozasa teriiletén.
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2. Kutatasi tevékenység

A Bioorganikus Kémiai Kutatocsoport aktivitasa széles
tartomanyt dlel at. Az 1j szintetikus eljarasok kidolgozasatol
kezdve, melyek soran altaldban biokatalizist' alkalmazunk
sztereoszelektiv szintézisekhez,? a kiilonboz6 enzimtisztitasi
¢és enzimrogzitési technikak kidolgozédsan at, a szakaszos és
folyamatos rendszerekben végzett enzim Kkatalizalta
reakciok vizsgalatan keresztiil,> a szamitasos kémia
segitségével végzett enzimtervezésig.*> A csoportunk altal
leginkabb tanulméanyozott enzimek a lipazok és a MIO
enzimeknek nevezett enzimcsaladok. Az utobbi években az
érdeklddésiinket kiterjesztettiik a ketoreduktazokra és a
transzaminazokra is.

Az enzimek szerves makromolekulak, enyhe koriilmények
kozott  miikddnek, nagy  enantiomerszelektivitassal
rendelkeznek és konnyen lebonthatdak, ezért kornyezetbarat
anyagok. Hatdsuk  megegyezik a  hagyomanyos
katalizatorokéval. Azonban van néhany nehézség a
hasznalatukkal kapcsolatban. Az enzimek altalaban
érzékenyek a kiilsd korilményekre (hémérséklet, pH,
oldoszerek, stb.), az enzimgatlast kifejtd szennyezokre,
(gyenge a volumetrikus hozamuk), gyakran még dragabbak
a hagyomanyos kémiai katalizatoroknal és el6fordul, hogy
miikodésiikhoz kofaktorra is sziikség van. A fent emlitett
nehézségek azonban nem lekiizdhetetlenek. Megfeleld
rogzitési modszerek alkalmazasaval elérhetd, hogy az adott
enzim tag mikodési tartomanyban aktiv maradjon, a
folytonos technologidk alkalmazasaval megnovelheté a
volumetrikus  hozam, a  biotechnologia hihetetlen
fejlédésének kovetkeztében pedig az enzimek eldallitasi
koltségei lassan vetekednek a kozonséges kémiai
katalizatorokéval. (Kiilondsen, ha figyelembe vesszik az
egyre szigorodd kornyezetvédelmi -eldirasokbdl adodo
jarulékos  koltségeket.) A rohamosan fejlodo
szamitastechnikai hattér segitségével egyre pontosabb képet
kaphatunk az enzimek mikodési mechanizmusairdl,
lehetdvé valva ezaltal akar specialis, az adott szubsztratra
tervezett enzimek létrehozasa.

2.1. Enzimtisztitasi és enzimrogzitési modszerek
fejlesztése

A Kutatocsoport f6 érdeklddési teriilete Uj enzimrdgzitési
technikak kifejlesztése és azok alkalmazhatosaganak vizsgalata
kinetikus rezolvalasok és enentiotop szelektiv
biotranszformaciok soran, kiilondsen a folyamatos atfolyasos
rendszerekben vald alkalmazhatosag tekintetében (1. abra). A
mar emlitett FLOWREAC projekt soran rengeteg tapasztalatot
szereztiink e témaban, és a kutatasaink eredményeként, azota is
szamos eredményt értiink el.

Az enzimek immobilizalasa torténhet szilard hordozéhoz
rogzitéssel, tarhaldsitassal illetve szerves vagy szervetlen
polimer gélbe zarassal. A fenti moédszereken beliil tobbfajta
technikai megvalositas 1étezik, illetve lehetséges az egyes
moddszerek kombinalésa is (2. abra).

A) szabad lipaz AK {SEM)

B) szol-gél rogzitett lipdz AK
(SEM)

25kV X2,000 10pm

C) CatCart oszlopok és szol-gél
rogzitett lipazok

1. Abra. Folyamatos 4tfolyésos reaktorokhoz hasznalt enzimek (lipaz AK,

lipaz PS, CcL, CaL B)
Enzimrogzitési
modszerek

Szilard hordozéhoz Enzim-enzim Enzim kapszuldzas
rogzités keresztkapcsolds

4| Fizikai adszorpcid
<< lonos kapcsolat ‘

Affinitds (fém kelat)

Kovalens rogzités

Kombinalt enzimrogzitési
technikdk

2. Abra. Enzimrogzitési technikak bemutatasa

CLEASs (keresztkdtétt Polimer métrixban

cenzim aggregatok}

CLECs (keresztkotott
enzim kristalyok)

Mikrokapszuldzas

SENs (egyenzim
nanorészecske)

Az enzimek szilard hordozohoz vald rogzitése egyike azon
eljarasoknak melyet az ipar is eldszeretettel alkalmaz. A
modszer elénye, hogy a katalizator kdnnyen szeparalhato a
termékektdl és altalaban megndvekszik altala az enzim hé és
pH stabilitasa, valamint a katalizator 0jrafelhasznéalhatova is
valhat. A kiilonboz6 szerves és szervetlen hordozok koziil a
csoportunk a mezoporusos szilikagél hordozok vizsgalatara
fokuszalt.>® A szilikagél nagy fajlagos feliilettel
rendelkezik, relativ nagy porusatmérdje van (5-100 nm), ami
megfelel az alkalmazott enzimek méretének. A felszin
konnyen modosithatd, ami lehetéséget nyujt a hordozo
tulajdonsagainak megvaltoztatasara. Lipazok esetén az
adszorpcids rogzités a leggyakrabban alkalmazott modszer,
mert az eljaras nagyon egyszert és nem igényli az enzimek
modositasat. Raadasul a felillet modositasaval kapott
hordozok sikerrel alkalmazhatok az enzimszeparacids
miiveletekben  is.® A fenti  eljardssal  késziilt,
feliiletmodositott szilikagél hordozot sikerrel alkalmaztuk az
1-feniletanol kinetikus rezolvalasa soran (3. abra). Az
aminoalkil funkcids csoportokat kiilonb6zd biszepoxidokkal
reagaltatva tovabbi variacids lehetdségek nyilnak meg.’
Szamos feliiletmodositott szilikagél horddzot vizsgaltunk
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meg szisztematikusan a Candida antartica-bol (CaL A és
CaL B).® a Rhizomacor miehei-bél (RmL) és a Thermomyces
lanuginosus-bél (TIL)? szarmazé lipazok rogzitésére
hidroféb adszorpcidés metodikat hasznalva. A vizsgélatok
eredményeként tobb 1j, kiilonb6zo aktivitasi  és
enantioszelektivitasi biokatalizator kifejlesztése tortént
meg. Sikerrel alkalmaztunk altalunk kifejlesztett hordozdkat
Cal B enzim elvalasztasara masik lipadz enzim melldl, illetve
a nyers fermentlébdl is. Ezen tapasztalatok megerésitették,
hogy a hidrofoéb adszorpcids technika hatékony és olcsod
eljaras  enzimek  elvalasztdsdra is. A  modszer
hasznalhatosagat bizonyitottuk azzal is, amikor a
Pseudozyma aphidis-b6l (Pal) szadrmazo6 lipaz enzimet
rogzitettink  kozvetleniil a  fermentlébdl hatékony
biokatalizitort nyerve egylépésben.® Az a tény, hogy az
egyes enzimek esetében  kiilonbozd  modositasok
sziikségesek a hatékony biokatalizatorok eldallitasahoz
ramutatott, hogy a rogzités optimalis koriilményei nem
josolhatoak meg elére.>’ A legjobban teljesitd oktil- és
fenil-modositott szilikagélekre rogzitett Cal B enzimet
atfolyasos rendszerekben is sikerrel alkalmaztuk.®

o)
OH OWJ\ OH
szakaszos reakcio, 30 °C B
¥
vinil-acetat,
1] hexan/MTBE T

2j 1j
Biokatalizatorral toltétt reaktor (

3. Abra. 1-Feniletanol kinetikus rezolvalasa

Kutatocsoportunk 6sszehasonlitdé vizsgalatokat végzett a
hidrofob adszorpcios rogzités és a kovalens rogzités
vonatkozasaban.® Ennek soran megéllapitottuk, hogy a CaL
B enzim esetében a mezoporusos szilikagél idealis hordozo
mindkét modszer viszonylataban. Szamos amin kinetikus
rezolvalasanak vizsgalata soran megallapitottuk, hogy az
optimalis immobilizalasi mddszer fligg, mind a szubsztrat
természetétdl, mind az alkalmazott reakciokoriilményektol.

Lipazok szol-gél rogzitése is egyszerli és hatékony modja, hogy
megndveljiik a biokatalizdtor mechanikus stabilitasat ¢és
katalitikus aktivitasat. A rogzités soran az enzim megorzi a
szelektivitasat, azonban a hdstabilitisa és az aktivitasa
szignifikdnsan novekszik. Csoportunk kiilonb6zd koriilmények
kozott tesztelt szamos szol-gél rogzitett enzimet.'®!* A
Pseudomonas flourescens-b6l (Lipaz AK) szarmazo Celit
hordozés lipaz enzim szol-gél rogzitését vizsgaltuk
alkiltrietoxiszilant (alkil-TEOS), feniltrietoxiszilant (PhTEOS)
és tetractoxiszilant (TEOS)'? tartalmazo terner rendszerekben,
¢és megallapitottuk, hogy legjobb eredményt az 1-feniletanol
kinetikus rezolvalasaban a kozéphosszu lancot tartalmazo
oktil-TEOS  és  perfluorooktil-TEOS  tartalmu  terner
rendszerekkel érhetiink el. Dialkil-szubsztitualt = szilanok
esetében azt talaltuk, hogy a dimetildietoxiszilan (DMDEOS)
hasznalata mutatja a legjobb eredményt.'* Szidmos enzim
esetében tanulmanyoztuk a ,bioimprinting jelenséget”, mely
soran szubsztratszeri molekulat juttatunk az enzim aktiv

centrumaba, melynek hatdsdra az enzim felveszi az aktiv
rogzitést. Ezt kovetéen a segédmolekulat eltavolitjuk a
rendszerbdl, viszont a rogzités kdvetkeztében az enzim az aktiv
konformaciéjaban marad, megnovelve ezzel a kapott
biokatalizator aktivitasat.'> A ,bioinprinting jelenséget”
elektrospray ~ technikdval  készitett  poli(vinil-alkohol)
nanoszalban rogzitett enzimekkel is tanulmanyoztuk 8

kiilénbdzd potencidlis szubsztritszerii anyagot tesztelve. !

Kutatocsoportunk els6ként mutatta be két kiilonbozo
enzimcsalad esetében is, hogy az olcsdé glicerin-
diglicidil-éter (GDE) eldnydsen hasznalhatdé biszepoxid
tipust  keresztk6td — agensként  térhalositott  enzim
aggregitumok  (CLEAs)  készitésekor.!'® A GDE
alkalmazéséaval lipdz CLEAs készitésekor szamos lipaz
enzim (Lipaz AK, Lipaz PS, CaL B) esetében mutattuk ki,
hogy az jobb eredményeket szolgaltat, mint a megszokott
glutaraldehid (GA) alkalmazdsa. A modszert sikeresen
alkalmaztuk a Petroselium crispum-bol szarmaz6 fenilalanin
ammonia-liaz (PcPAL) esetében is (4. abra).

Lipaz és PAL enzimek

XH XH OH OH OH OH
1 oS0 < Xee A OLAOAX _XH
2 == = = 2
GDE
NH, keresztk5td agens
NH, . NHy
X=NH, 8,0 2 stabil kovalens C-X kotés

4. Abra. Glicerin diglicidil éter (GDE) mint j6l hasznalhat6 keresztkoté
CLEA-k létrehozasahoz

2.2. Kinetikus és dinamikus kinetikus rezolvalasok
vizsgalata

A kiralis intermedierek és finomvegyszerek nagyon fontos
szerepet toltenek be a gydgyszeripar és a novényvéddszer
gyartas folyamataiban. Szamos multitonnas ipari folyamat
hasznal enzimatikus kinetikus rezolvalast, a legtobb esetben
lipazokat, melyek jol toleraljak a kiilonbdzd szubsztratokat.
Ebbdl a megfontolasbol fordult kutatdcsoportunk is az
enzim katalizalta kinetikus rezolvalasok (KR) és dinamikus
kinetikus rezolvalasok (DKR) fejlesztése felé (5. éabra).
Kinetikus rezolvalds soran azt hasznaljuk ki, hogy a
jelenlévé két enantiomer koziil csak az egyik reagal. A
kialakul6 termékben pedig mar két kiilonb6zd vegyiilettipus
(plL.: alkohol és észter, vagy amin és savamid) lesz jelen,
aminek elvalasztasa lényegesen egyszerlibb. Azonban
barmennyire is tokéletesen mitkddik a modszeriink 50%-o0s
konverzional jobb atalakulast nem érhetiink el. Amennyiben
sikeriilne megoldani azt, hogy a visszamarad6 enantiomer
folyamatosan racemizéaljon, abban az esetben akar a
100%-o0s konverzido is elérhetd. Ez esetben beszéliink
dinamikus kinetikus rezolvalasrol. Az enzimek nagy
szelektivitasuk miatt célszerli valasztasnak tiinnek a KR és a
DKR folyamatok katalizatorainak.

A kiilonboz6 rezolvalasok tesztelése soran elengedhetetlen,
hogy gyors ¢és hatékony elemzési moddszer alljon
rendelkezésre  az  adatok  kiértékeléséhez.  Ezért
kutatocsoportunk kidolgozott egy enantiszelektiv GC
modszeren alapuld multi-szubsztrat elemzé modszert lipaz
enzimek altal végzett kinetikus rezolvalasokhoz.!”
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Az elmult években szamos alkohol, amin és aminosav
kinetikus rezolvalasat valodsitottuk meg jo termeléssel és
enantiomertisztasaggal. Néhany példa a 6. dbran
lathato,!618-22

[ Alkoholok: X= O, Aminok: X= NH |

DKR 1 Kazlauskas szelektivitas
¥ XH XAl XAl
~ DKR
R./\@ . R . R
S)-1 R)-2 R)-2
XH S) (R) (R
lipaz
R R-OAcil anti-Kazlauskas szelektivitas
rac-1 XH XAcil Xacil )
: DKR z
R' + R - |r
4
= (R (Sr2 (512

5. Abra. Aminok és alkoholok kinetikus (KR) és dinamikus kinetikus
(DKR) rezolvalasi lehetdségeinek bemutatasa

OH OH A= ©:N\>_§ mg
A SN pmmmme e fl g s
b j’i N P .,
1m n DA :
: N N\
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@ E‘ on 1q ir
™ X
N. 1) CTTTTTTTTTITTTT N :77 i
@ 1t @ oH o 1 (Gl o
s et : RW/I\AOEt R‘)\)LOE(

A B Cc
@ NH, 8,
A, L Ot O
D E F G

1

PAL (-NH3) Vi bE N\
pHE.8 R .

® omo NH; O

OH O
CEt S cerevisiae : CEt OH
S corevisize .
@M S swosion (00 @/\)( .
2A (R-1A (56

6. Abra. Enzimkatalizalt kinetikus rezolvalasok

Sikerrel alkalmaztuk a CalL B enzimet 1-feniletilamin kinetikus
rezolvalasaban etil cianoacetatot hasznalva acilezdszerként.
Mindkét enantiomert sikertilt nagy enantiomertisztasigban (ee
> 98%) eldallitni. (Az (S) enantiomert a visszamarado (S) amin
kémiai acilezése 4altal nyertiik.) Az enantiomerek
felhasznalasaval tirozin kinaz inhibitorokat éllitottunk el8.23
Kiilonbozoképpen rogzitett CalL B enzimet vizsgaltunk
ecetsav, 2-metoxiecetsav €s 2-etoxiecetsav izopropil észtereivel
végzett amidalasi reakciokban. Megallapitottuk, hogy az
izopropil észterek minden mutatoban felilmiljak az etil
észterek teljesitményét, mind szakaszos, mind folytonos
eljarasok esetében.?*

2.3. Enantiotép szelektiv biotranszformaciok

Akiralis szubsztratok enantiotop feliiletére torténd addicid
soran foként a termék egyik enantiomere keletkezik. Az etil
3-fenil-3-oxopropionat aszimmetrikus redukcioja

Saccharomyces cerevisiae ¢élesztétorzs (ATCC 9080)
segitségével tipikus példaja ennek a biotranszformacionak
(7A 4abra).”2 A GDE alapi PAL/BSA (szarvasmarha szérum
albumin) tars-CLEA enzimrendszer aktiv biokatalizator
sztereoszelektiv ammonia addiciéban. E katalizatorral az
(E)-3-(tiofén-2-il)akrilsavbol enatiospecifikusan keletkezik
az (S)-2-amino-3-tiofén-2-il)propionsav (7B 4bra).!° Ez
utobbi reakciot szén nanocsdvekre rogzitett PAL enzimmel
is tanulmanyoztuk mind szakaszos médban, mind folytonos
atfolyasos mikroreaktorban. A mikroreaktorban 60 °C felett
72 o6ra utan sem tapasztaltuk az enzim aktivitasanak
csokkenését.?

@ o 0 OH O NH, O

©/'\)‘\OE1 WOH
(S)H1A (R)-6

NH

/N PcPAL-BSA coCLEAS iy, B
=

S COOH — —— = (Y%

S COOH
5 6M NHg pH 10.0 S

OEt S cerevisiae
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7. Abra. Enantiotopszelektiv biotranszforméaciok

Elsoként szamoltunk be Wickerhamomyces subpelliculosus
torzs egészsejtes biokatalizatorként valod felhasznalasarol
prokiralis  ketonok  sztereoszelektiv  redukcidjaban
koszubsztratként gliikozt felhasznalva.?

2.4. Sztereoszelektiv biotranszformaciok atfolyasos
reaktorokban

A folytonos atfolyasos reaktorokban végzett reakciok nagy
elénye, hogy egy adott id6periddusban viszonylag kis
mennyiségli  szubsztrat érintkezik nagy mennyiségl
katalizatorral, ezaltal az atalakulds nagyon gyorsan
megtorténik. A tartozkodasi idé megfelelé megvalasztasaval
a folyamat optimalhatd. Szerencsés esetben (100%-o0s
konverzio) a reaktorbol kizardlag a termék Ilép ki.
Megfelelden rogzitett enzimet toltve a reaktorba
sztereoszelektiv folyamatok is végrehajthatok.

Prokiralis diol aszimmetrikus acetilezését tanulmanyoztuk
folytonos atfolyasos toltott reaktorban szol-gél rogzitett
Lipaz PS katalizitor alkalmazasaval (8A 4bra).?” Vizsgaltuk
a hémérséklet (0-60 °C) és az atfolyasi sebesség 0,1-0,2
ml/perc) hatasat a konverziora és az enentiomertisztasagra.
Szamos racém alkohol kinetikus rezolvalasat vizsgaltuk
folytonos atfolyasos toltott reaktorban kiilonbozd lipaz
katalizatorok alkalmazasdval mind analitikai, mind
preparativ 1éptékben (8B 4bra).313142829 A folytonos és a
szakaszos technoldgidk Osszehasonlitdé elemzése alapjan
megallapithatd, hogy a folytonos technologiadk minden
esetben nagyobb produktivitast eredményeztek, mikézben
az  enantiomertisztasig  hasonlo  volt.?®  Hasonlo
eredményekre vezettek a racém aminok kdrében végzett
kinetikus rezolvélasok is (8C 4abra).’%3*! Kiilonbozé modon
rogzitett Cal B enzim katalitikus hatdsat vizsgaltuk
atfolyasos reaktorban, ¢és megallapitottuk, hogy a
produktivitas és az enantiomertisztasag hdmérsékletfliiggését
mind a szubsztrdt szerkezete, mind a rogzités modja
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befolyésolja. A vizsgalatokhoz felhaszndlt racém aminokat
egylépéses reduktiv aminalassal nyertiilk ketonokbdl. A
reakciokat elvégeztiik szakaszos €s folytonos rendszerben is
(8D 4bra).>?> Megallapitottuk, hogy az olcsé cinkpor a
leghatékonyabb katalizdtor a benzil helyzetii karbonil
vegyiiletek esetében és a 10%-o0s Pd/C katalizator abban az
esetben, ha a karbonil-csoport nincs konjugalt rendszerben.

® —
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8. Abra. Enzimkatalizalt kinetikus reakciok folytonos atfolyésos
reaktorban

2.5. Enzimek szerkezetének és hatismechanizmusa-
nak tanulmanyozasa szamitasos kémia segitségével.

Kutatdécsoportunkban a kiilonb6z6 enzimek kutatasa soran
sikerrel alkalmaztuk az elméleti szamitdsokat, gy mint a
homologia modellezést, a dokkolast, a molekuladinamikai és
a QM/MM szamitasokat.

QM/MM moddszerekkel vizsgaltuk a Cal B enzim
miitkodését heteroaromas etanolok acilezési reakcigjaban. A
szamitasok segitségével sikeresen megjosolhato a keletkezd
észter abszolut konfiguracioja.'”

A  MIO enzimek kozé tartozd6 PcPAL  enzim
rongenszerkezetén alapulo részleges homologia
modellezése soran sikeriilt megszerkeszteni az alapvetéen
meghatdroz6 tirozin tartalmu hurok katalitikusan aktiv
allapoti konformaciojat, és megallapitottuk, hogy a vizsgalt
rontgenszerkezetben az enzim inaktiv allapotban van.
Molekuladinamikai szdmitasok segitségével felallitottunk
egy hipotézist a C-termindlis multihélix régionak a
tirozin-hurokra gyakorolt modulaciés szerepére.> A
Rubrobacter xylanophilus t6rzsbdl szarmazo, extrém magas
pH optimummal rendelkez6 RxPAL tulajdonsagait
alatamasztd magyarazatot adtunk homoldgia modellezés
segitségével, lehetséges diszulfid hidak, kiterjedt so6hid
formaciok  és  megemelkedett  felszini  negativ
elektrosztatikus potenciél jelenlétét demonstralva.*

A hisztidin, a fenilalanin és a tirozin ammonia-lidzok (HAL,
PAL és TAL) mindegyike katalizalja az ammonia eliminaciojat
a post-transzlacios elektrofil prosztetikus csoportjuk (MIO)
segitségével 337 Két egymastol eltérd magyardzat sziiletett a
reakcidé mechanizmusanak magyarazatara az N-MIO illetve a
Friedel-Crafts (FC) tipust intermediert feltételezve. Mindkét
magyarazat ko6z0s pontja egy kovalens intermedier képzddése.
Ez a zart szerkezeti aktiv centrumban lehet6vé tesz egy
szisztematikus konformaciés analizist. QM/MM modszerrel
veégzett 6sszehasonlitd elemzés segitségével kimutattuk, hogy a
TAL enzim esetén a lchetséges kovalens intermedierek
vonatkozasdban az N-MIO intermedier energidja kb. 140
kcal/mol-lal alacsonyabb, mint a jobb FC éllapoté.**® A kapott
eredmények teljesen Osszevagnak a PcPAL szerkezetén végzett
ligandum dokkoldsi és konformécios analizis szamitasokkal.>®
Kutatasaink soran el6szor mutattunk ra a Tyr300-nak
protonatadassal jatszott kettds (a szubsztrat nukleofilicitasat és
a MIO elektrofilicitasat noveld) szerepére. A szamitott
reakcioséma masodik atmeneti allapota egy 6sszehangolt C-N
kotéshasadast mutat az N-MIO intermedier és a Tyr60 altal
deprotonalt pro-S B pozicié kdzdtt. Sikeriilt megmagyarazni az
enzim bazikus centrumainak (Tyr60 és Tyr300) valamint a
tobbi katalitikus rész (Asn203, Arg303, Asn333 és Asn435)
szerepét is, melyek azonos modon megtalalhatoak az Gsszes
ismert MIO tartalmii ammonia lidz és 2,3-aminomutaz
aminosav- szekvencidjaban és 3D szerkezetében.

PAL enzimet magneses nanorészecskére rogzitve, majd
mikrofliudukai reaktorba tdltve in-line UV detektor
alkalmazéséval kisérletileg sikerﬁlt alétémasztani hogy az
propargilglicin (PG) esetében az  ammonium
(E)-pent-2-én-4-inoatot eredményezve. Ez a tény kizarja az
FC-tipusu atmenet lehetdségét. A reakcid megforditasaval
kizéardlag az L-PG terméket nyertiik, ami szintén kizarja a
feltételezett nagyon exoterm egylépéses mechanizmust (9.
abra). A QM/MM szamitasok alatamasztottak, hogy mind az
L-PG-b6l, mind az L-Phe-b6l szarmazé6 N-MIO
intermedierek hasonld elrendezést mutatnak az aktiv
centrumon beliil, ami egyértelmiien alatdmasztja az N-MIO
mechanizmust.*
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9. Abra. Propargilglicin reakcioja PAL enzimmel

A  MIO enzimek szerkezetvizsgalataban — szerzett
szamitogépes tapasztalat segitségével megterveztik a
PcPAL enzim mutans valtozatat. Az aromas kotShelyért
felelés F137-es aminosavat kisebb, hidrofob aminosavakra
cserélve azt vélelmeztiik, hogy az enzim jobban elfogadja a
sztirilalanint szubsztratjanak. A megtervezett mutansokat
eléallitva és tesztelve megallapitottuk, hogy a valin
aminosavat tartalmaz6 mutans mind a sztirilalanin, mind az
0-Cl, p-Cl és p-NO, szarmazéka esetében hatékonynak
bizonyult. Sajnalatos modon azonban a forditott reakcid
(ammonia addicio) mind a vad-térzs, mind a mutansok
esetében sikertelen volt.>
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From synthetic chemistry to enzyme engineering — Introduction of the Bioorganic Chemistry Group

The Bioorganic Chemistry Research Group was established
in 2005 at the Department of Organic Chemistry and
Technology, Budapest University of Technology and
Economics by Prof. Laszl6 Poppe . Furthermore, two senior
scientist, one postdoctoral fellow, 11 PhD students and
30-40 undergraduate students contribute to our research
results. At BME about 220 m? well-equipped laboratory
space is available for bioorganic chemistry research (with
equipment for synthetic, biotransformation and basic protein
works; 2 HPLC’s, 3 GC’s, 3 UV-VIS, FTIR, gel-
electrophoresis, bench-top centrifuges, pumps and
continuous-flow reactors). In addition, high performance
PC’s and molecular modeling program packages are
available for protein modelling and QM/MM investigations.

The activity of Bioorganic Chemistry Group (BCG) covers a
wide range of topics from development of novel synthetic
methods, mostly using biocatalysis' for stereoselective
synthesis? via novel enzyme immobilization methods and
stereoselective hydrolase-catalyzed processes’ in
continuous-flow mode to sophisticated QM/MM calculations
for exploring enzyme mechanisms.*® The most studied
enzymes by BCG are lipases and the so-called MIO enzymes.

One of BCG’s major interest is to develop novel forms of
immobilized enzymes and to perform kinetic resolutions or
enantiotope selective Dbiotransformations with them,
preferably in continuous-flow mode (Fig. 1). The
FLOWREAC project allowed wus to utilize the
continuous-flow technology of ThalesNano and gain
expertise in enzyme-immobilization (Fig. 1B and 1C) and in
development of continuous-flow biotransformations (Fig.
1C and 1D).

Enzyme immobilization on a solid support is one of the
methods to use enzymes in industry because it confers easy
product separation and enhanced thermal and pH stability.
Ideal properties for immobilization support include chemical
and mechanical stability, hydrophilicity, inertness toward
enzymes, ease of derivatization, biocompatibility, resistance
to microbial attack, and a large surface area. Among the
many organic and inorganic supports our group focused
mostly on mesoporous silica materials (MPs) for use in
enzyme immobilization.® MPs have large surface areas
with relatively large-pore diameters (5—100 nm) that match
the sizes of the enzymes.
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Entrapment is a useful technique of enzyme immobilization.
The sol-gel encapsulation of lipases proved to be a particularly
easy and effective way to enhance the mechanical and catalytic
properties of biocatalysts. The sol-gel encapsulated enzymes
usually retain their selectivity whereas their heat stability or
specific activity may be significantly improved. BCG
researchers investigated the lipase immobilization by
entrapment in sol-gel matrices to study the effect of enzymes,
supports, enzyme/support ratios, silane precursor composition
and bioimprinting effect of additives.!*-!* In addition to test the
resulting sol-gel lipases in kinetic resolution of 1-phenylethanol
using batch mode, the reactions were studied in
continuous-flow systems as well.®

BCG demonstrated for the first time that the inexpensive
glycerol diglycidyl ether (GDE) could be used conveniently
as a bis-epoxide type cross-linking agent in preparation of
cross-linked enzyme aggregates (CLEAs) from two different
enzyme classes (Fig. 4).16

A number of multi-ton industrial processes use enzymatic
kinetic resolution, often with lipases that tolerate different
substrates. This initiated the activity of BCG to develop
novel kinetic resolution (KR) and dynamic kinetic resolution
(DKR) processes (Fig. 5 and Fig. 6). Because efficient
screening methods has increasing significance in rapid
evaluation of novel biocatalysts BCG developed a
multi-substrate kinetic resolution screening method for
lipase biocatalysts based on enantioselective GC method.!”

Stereoselective biotransformations — such as asymmetric
biotransformation, kinetic resolution and dynamic kinetic
resolution — developed by BCG enabling the continuous-mode
hydrolase-mediated production of compounds in high
enantiomeric purity are discussed (Fig 8).

Besides recombinant production and experimental
biochemical studies on PAL,3>3® BCG researchers
performed theoretical calculations such as homology
modeling, docking, molecular dynamics and QM/MM
calculation on the MIO-enzymes. A detailed QM/MM study
on the mechanism of the TAL reaction revealed the N-MIO
intermediate as the most plausible for the TAL reaction.* We
explored for the first time the role of Tyr300 in a tandem
nucleophilic and electrophilic enhancement by a proton
transfer.

The synergy and integration between various research
interests of BCG involving novel stereoselective synthetic
methods by chemoenzymatic techniques, intensification of
biotransformations by novel immobilization methods of
various enzymes and by continuous-flow reactions together
with enzyme structural and mechanistic studies by
experimental and computational techniques can result in
novel, effective and ecofriendly synthetic methods. Thus, the
complex research efforts of BCG can have positive impact
on the development modern, integrated synthetic methods,
or even on human applications of the biocatalysts.
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