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1. Bevezetés

Napjainkban egyre nagyobb hangsuly keriil a kornyezet-
barat megoldasokra mind a hétkdznapokban, mind az ipari
folyamatokban. Ez tobbek kozott a gydgyszer- és az élele-
mipart is érinti, ahol egyre nagyobb szerepet kapnak a zold
eljarasok, mint példaul a biokatalizis.! Az enzimek (illetve
az Oket magukba foglalé sejtek) ipari szintli felhasznalasara
bdéven akad példa, elég csak a gliikdz-izomeraz felhasznala-
saval el6allitott magas fruktoztartalma kukoricaszirupra,?
vagy a szitagliptin antidiabetikum transzaminaz enzim ka-
talizalta eldallitasara gondolni.> A biokatalizisnek szamos
elénye van, mint példaul a kivald szubsztrat-, sztereo- és
régioszelektivitas, valamint a miikddéshez sziikséges enyhe
reakciokoriilmények. Széleskori felhasznalasukat azon-
ban nagyban hatraltatja, hogy az ipari folyamatokban mar
megszokott, hagyomanyos katalizatorokhoz képest mas
infrastruktura és kompetencidk sziikségesek az eldallita-
sukhoz, fejlesztéstikhéz és alkalmazdsukhoz. A kozeli jo-
vében azonban varhatéan egyre nagyobb jelentdsége lesz
az enzimes technologidknak. Az utobbi évtizedekben rob-
banasszert fejlodésnek indult mind a molekularis biologia
teriilete, mind pedig a szamitasos szerkezetmodellezések
megbizhatosaga és gyorsasaga (a mesterséges intelligencia
kiaknazasaban rejld lehetdségekrdl nem is beszélve). Ezek
uj teriileteket nyitottak meg az enzimek célzott fejlesztésé-
ben, az Gigynevezett enzimmérnokségben.* A tudomanyte-
riilet relevanciajat jol jelzi, hogy szamos Nobel-dijat osztot-
tak ki ilyen iranyt kutatasokra az elmult években.>”’

A mérnoki iranyu kutatdsokban kiemelt fontossagu, hogy
szoros egylittmiikddésre torekedjlink az ipari partnerekkel,
és hogy valos problémak megoldasat tiizziik ki célul. A
BME VBK-n tbb, jelenleg futé kutatas is ezt az elvet kove-
ti. Ezek az interdiszciplinaris egyiittmiikddések olyan terii-
leteket dlelnek fel, mint példaul a metagenomikus enzimek
bioinformatikai tuton torténd azonositasa és kisérletes vizs-
galata, szerkezetmeghatarozas és azon alapulé modellezés,
az enzimek célzott pontmutaciokkal torténd fejlesztése és
az iparilag relevans kortilmények kozotti tesztelés. Az alab-
bi 6sszefoglalo cikkben ezen eredményeinket mutatjuk be.

*  Fészerz6. E-mail: molnar.zsofia@vbk.bme.hu

2. Opin szarmazékok enzimatikus szintézise

A modern gyogyszerjelolt molekulak szerkezete egyre dssze-
tettebb, gyakran tobb kiralitdscentrumot is tartalmaz, melyek
gazdasagos szintézise hatalmas kihivas a szintetikus vegyé-
szek szamara. Mivel a kiralis amin épitdelem nagyon gyakran
el6fordul a kismolekulas hatéanyagokban,® a szén-nitrogén
kotés sztereoszelektiv kialakitasa kiemelt fontossaggal bir.
Felismerve a biokatalizis kiralis aminok eldallitasara kinalt
lehetdségeit, a Servier kutatdintézet és a BME Alkalmazott
Biotechnoldgia és Elelmiszertudomanyi Tanszékén miikodé
Biostruct Labor egy reduktiv aminaz enzim gytjtemény 1ét-
rehozasat és funkcionalis jellemzését tizte ki célul. A cél-
vegyiiletekként megjelolt un. opin-szarmazékok a-ketosavak
¢és a-aminoészterek reakciojabol nyerhetok, melyek értékes
épitdelemei szamos bioaktiv molekulanak, mint példaul a
peptidomimetikum tipust ACE2 gatloszereknek.

Munkankat opin-dehidrogendzok (ODH) vizsgalataval
kezdtiik, mivel ezen enzimek a természetben o-aminosa-
vak és piruvat reduktiv aminalasaval opinokat szintetizal-
nak (1. Abra A)° Az ELTE PIT bioinformatikai csoportja
segitségével 10 j ODH szekvenciat azonositottunk héfor-
rasbol nyert metagenomikai adatbazisokbol. Ezekbdl 6 en-
zim (mODH) karakterizalasat valositottuk meg, melyek
az irodalomban leirtakhoz képest eltéré szubsztratokon,
jellemzden negativ toltésti polaros aminosavakon, mutat-
tak aktivitast. Egy kivalasztott metagenomikus enzimmel
tobb preparativ méretli (~100 mg) transzformaciot is el-
végeztiink (1. Abra B, 1-3). Az mODH-k eddig példatlan
aminosav preferencidjat szerkezeti modellek segitségével
értelmeztiik, majd célzott pont mutacidkkal bizonyitottuk.'

A R mODH
HO * P OH e
7;)(3) NH; O/J\[( NAD(P)H
o 0

B /~=N

R =
HO. A~  _~.__OH
N @1
0 e}

AN L HoOC. HO3S
HOOG 75N TR"COOH HOOCTENTAPCOOH  HOOG TN T"COOH
Fmoc Fmaoc Fmoc
Fmoc-(1R,28)-1 Fmoc-(1R,25)-2 Fmoc-(1R.2R)-3

kitermelés: 20% (51 mg)  kitermelés: 24% (77 mg)  kitermelés: 23% (80 mg)

1. Abra. A Az mODH-k altal katalizalt reakcié altalanos egyenlete.
B Az mODH-k felhasznalasaval szintetizalt Gj molekulak.
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Mivel az ODH-k nem mutattak aktivitast sem aminoész-
tereken, sem ketoésztereken, figyelmiinket kereskedelmi
forgalomban kaphat6 imin-reduktazokra (IRED), valamint
irodalomban leirt iminosav-reduktazokra (IARED) fordi-
tottuk. A tesztelések eredményeként azonositottuk a Rattus
norvegicusbol szarmazo ketimin-reduktazt (RnKIRED),
amely kiemelkedd aktivitdst mutatott a-ketosav/a-amino-
észter szubsztratkombinacioval. A reakciokoriilmények op-
timalizalasat kovetden feltérképeztiik ezen enzim szubszt-
ratkorét és elvégeztiink 16 preparativ méretli atalakitast,
valamint a Vegyﬁletek kémiai karakterizélését 2. Abra)
ran egy érdekes jelenséget tapasztaltunk. Egyediilallo mo-
don, ezekben az enzimatikus reakcidkban a szubsztratok
mérete befolyasolja az ijjonnan 1étrejové sztereocentrum

crer

akciojaban (S) szelekt1v1tast 4-9), mig plruvat és aromas
aminoészterek esetében (R)-szelektivitast (10-19) mutat az
RnKIRED az Gjonnan kialakulo kiralitascentrum esetében.
Ezt a jelenséget szerkezeti modellek segitségével értelmez-
tikk." Azonban meg kell jegyezni, hogy csokkent aktivitast
figyeltink meg néhany szubsztratkombinacioé esetében,
mint példaul az (S)-alanin-ferc-butil-észter és a benzilpiru-
vat kozotti reakcid esetén (<10%-os konverzié 3 nap alatt).
Mivel utobbi reakcid terméke tobb ACE2 gatld kozds in-
termediere, jelenleg laboratoriumi evoltcios modszerekkel
noveljiik az enzim szintetikus alkalmazhatosagat. Ennek a
munkanak szerves eleme egy 1j tipusu, sejtmentes enzim-
mérnoki fejlesztés fokuszalt varidanskonyvtarak gyors vizs-
galata céljabol.
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2. Abra. Az RnKIRED altal katalizalt reakciokban eldallitott vegyiiletek az tjonnan kialakitott sztereocentrum konfiguracidja szerint csoportositva.
(A kék szin az aminoészter reakciopartnerbdl, a piros a ketosavbol szarmazoé molekularészt jeloli.)

3. Mikotoxinnal szennyezett élelmiszerek és
takarmanyok enzimes detoxikalasa

A mikotoxinok olyan toxikus masodlagos anyagcsereter-
mékek, amelyeket kiilonboz6é penészgombak termelnek,
¢és gyakran eléfordulnak gabonafélékben, csonthéjasokban
és fliszerekben.> Az ezen anyagokkal szennyezett élelmi-
szerek vagy takarmanyok fogyasztdsa mikotoxikozishoz
vezethet, amely emberben és haszonallatokban egyarant
sulyos egészségkarosodast okozhat.”* A fumonizinek olyan
mikotoxinok, amelyek jelentds élelmiszer- és takarmany-
biztonsagi kockazatot jelentenek, koziilik a fumonizin B,
(FB,) a legtoxikusabb és leggyakrabban el6forduld vegyii-
let!* A fumonizin észterazokkal (FE-k) végzett enzimes
detoxikalas igéretes alternativat kinal,”” a hagyomanyos
kémiai és fizikai kezelések korlataival szemben.'® Munkank

soran két fumonizin-észteraz, az FE1 és FE2 kinetikai és
szerkezeti jellemzését végeztiik el, kiilonds tekintettel azok
regioszelektivitasara és katalitikus hatékonysagara.®

Eredményeink alapjan mindkét enzim kétlépéses mecha-
nizmuson keresztiil hidrolizalja az FB,-et: el6szor a C6 po-
zicioban talalhato trikarballilsav-észtert hasitjak le, igy jon
létre a pHFB, 7 koztitermék, majd ezt koveti a teljes hidro-
lizis, amely soran a végsd, teljesen hidrolizalt forma (HFB,)
keletkezik. Az acil-migracio, amely a két monoészter kozti-
termék (pHFB, 6 és pHFB, 7) k6z6tt zajlik, nem enzimati-
kus folyamat és pH- ¢s homérsékletfiiggd — lugos kdzegben
gyorsabb atrendez6dés figyelheté meg. Kinetikai elemzé-
seink azt mutattak, hogy az FE2 enzim alacsonyabb X, ér-
tékkel és magasabb katalitikus hatékonysaggal rendelkezik,
kiilondsen a pHFBI 7 hidrolizisének soran (1. tablazat).
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Ez a gyakorlati alkalmazas szempontjabol kritikus, mivel
az FE2 K, értékei egybeesnek a nemzetkdzi fumonizin-ha-
tarértékekkel, ami aldtdmasztja az enzim alkalmassagat az
FB, teljes hidrolizisére a kornyezeti koncentraciokban.

Az igen kedvez0 kinetikai paraméterek molekularis hatte-
rének feltarasa érdekében meghataroztuk az FE2 kristaly-
szerkezetét (2,24 A felbontassal), amelyben kirajzolddott a
klasszikus o/B-hidrolaz felépités, az enzim katalitikus tri-
adja (S227, E343, H435) ¢s az oxianion-lyuk. Felfedezhetd
egy, a rokon szerkezetekben nem fellelhetd, pozitiv toltési
szubsztratkotd zseb is az aktiv centrumban, amit arginin ol-
dallancok alakitanak ki. Molekularis dokkolasi vizsgalatok
megerdsitették az aktiv centrum szerepét, €s a fumonizin
molekulacsalad tovabbi tagjainak (FB,, FB,, FA)) kotodését
is valoszinisitették.

Végiil, az FE2 gyakorlati alkalmazhatésagat a kukorica
nedvesuti feldolgozasi koriilményei kozott is vizsgaltuk,
ahol az 4ztatdlében és a szilard frakcidban is tobb mint
95%-o0s FB, hidrolizist értiink el, ami az enzim ipari alkal-
mazasanak potencialjat is aldtdmasztotta. Eredményeink
hozzajarulnak a fumonizin észterazok mikddésének jobb
megértéséhez, és alapot adnak az enzimfejlesztési torekvé-
sekhez, amelyek célja a hatékonyabb ¢és szélesebb korben
alkalmazhat6é mikotoxin inaktivalé enzimek kifejlesztése.

QO@
‘ OH O GCH,
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HO |
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CO@ Zearalenon (ZEN)
Fumonizin By

3. Abra. A fumonizin B, és zearalenon mikotoxinok szerkezete

A fumonizinek mellett a zearalenon (ZEN) az egyik legy-
gyakrabban el6forduld6 mikotoxin a gabonafélékben."
A zearalenon egy 0sztrogénhatassal rendelkezd molekula,
amely felhalmozodva a szervezetben hiperdsztrogeniz-
must idéz eld, ezaltal kedvezdtleniil befolyasolja a szapo-
rodasbiologiai folyamatokat. Emellett gyulladast okoz a bél
nyalkahartyajaban, ami az immunrendszer mitkddésének
gyengiiléséhez vezethet."® A haszonallatok zearalenonnal
szennyezett takarmanyozasa kiilonosen stlyos egészség-
iigyi problémakat okozhat, elsdsorban a sertések esetében,
melyek a legérzékenyebbek a kitettségre.

A takarmanyok zearalenon szennyezettségének csokken-
tésére a lakton-hidrolaz enzimek egyre nagyobb kutatasi
érdeklédést valtanak ki, mivel képesek a ZEN lebontasara
a laktonkdtés hidrolizisével, igy nem toxikus vegyiiletek-
ké alakitjak azt."” Jelen kutatasunk célja olyan 1ij zearalen-
on-laktonazok azonositasa, amelyek alacsony K, és magas
k., értékekkel rendelkeznek, ezaltal hatékonyan képesek
semlegesiteni a ZEN-t mar alacsony kdrnyezeti koncentr-
cidkban is.

1. Tablazat. Az FEI ¢és FE2 enzimek kinetikai paraméterei (pH 6,0; 37 °C)

Enzim | Szubsztrat ﬁﬁ\/[) fsci[) I(CSN:/II\(/I )

FEI FB, 8.37x0.55 140 £2 1.67x107
FEI pHFB,_7 44.3+2.23 121£2 2.73x10°
FE2 FB, 6.03+0.41 115+2 1.91x107
FE2 pHFB,_7 4.76+0.61 124+3 2.60x107

4. Cariprazin gyartas koztitermékének enzimes
deracemizalasa

A Richter Gedeon Nyrt. altal kifejlesztett és gyartott
Cariprazin hatdéanyag jelenleg a cég zaszloshajoja, melyet
Eurépaban Reagila®, Amerikaban pedig Vraylar® néven
hoznak forgalomba a skizofrénia és a bipolaris depresszid
kezelésére.”® A gyogyszer hatéanyaganak része egy ciklo-
hexan gytiriiegység, mely két pszeudoaszimetria centrumot
tartalmaz, igy a gyartas soran transz és cisz koztitermeékek
keletkeznek. Az aktiv hatéanyag a transz koztitermék, me-
lyet hagyomanyos kristalyositasi mdodszerrel valasztanak el
a cisz koztitermékt6l. Kutatocsoportunkban a gyogyszer-
gyartd céggel kdzosen egy biokatalizisen alapu gyartas-fej-
lesztési lehetdséget dolgoztunk ki, mellyel novelni lehetne
a hatasos transz koztitermék mennyiségét.

A gyartas soran a 2-(4-nitrofenil)ecetsav katalitikus hid-
rogénezése soran keletkezik az etil-2-(4-aminociklohexil)
acetat, melyben a ciklohexan gytirti 1- €s 4-helyzetben két
pszeudoaszimmetria centrumot tartalmaz. gy a gyartas
soran a kivant transz (TACE) koztitermék mellett a hulla-
dékkeént kezelt cisz (CACE) izomer is kozel azonos meny-
nyiségben keletkezik. A cisz-szelektiv transzaminaz enzi-
mek lehetdséget adnak, hogy dinamikus izomerizacioval a
CACE izomerbdl TACE izomert allitsunk el6 a sajat keton
(4-OCE) koztiterméken keresztiil.?*2

hhhhh

4-0OCE
ﬂlnamlkus izomerizacié
TA segitségével
ON Hofcat.  |HaN
TR, w3 ‘ B S‘L
o4 H+, EtOH OFt O\ I

2-(4-nitrofenil)ecetsav TACE ~1:1ratio CACE

lelvalaszlas

*om c.
e

hulladék

Cariprazin

4. abra A Cariprazin hatéanyag TACE koztitermékének eloallitasa
transzaminaz enzimmel az eddig hulladékként kezelt CACE-bél
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A gyartas soran melléktermékként keletkez6 CACE-t di-
namikus izomerizacioval alakitottuk at TACE termékké.
A megfeleld transzaminaz enzimek kivalasztasahoz sza-
mos enzimet teszteltiink, mint példaul a Chromobacterium
violaceum illetve a Vibrio fluvialis baktériumtorszekbol
szarmaz6 transzaminazokat és ezek mutansait (Codexis®
ATA screening kit). A legnagyobb CACE-TACE atalaki-
tast az ATA217 enzimmel sikertilt elérni, igy tovabbi fej-
lesztéseinket ezzel az enzimmel végeztiik. A vizsgalatok
soran szamos reakciot befolyasol6 paramétert optimal-
tunk, tobbek kozott a hdmérséklet, piridoxal-5’-foszfat ko-
faktor koncentracidja, koszubsztrat arany, aminakceptor
fliggés, szubsztrat koncentracio. A fejlesztés soran olyan
magas szubsztrat koncentracioval is sikeriilt dolgoznunk
(50-100 g/L) és olyan mértékli diasztereomertisztasagot
(de,c:70-80 %) értiink el az optimalasi folyamatnak ko-
szonhetden, ami a méretnovelési kisérleteknek és az iparo-
sithatosagi feltételeknek jo alapja.

A kutatasi projekt soran az ATA217 transzamindzt szdmos
a kutatdcsoportunk altal fejlesztett kovalens alapu enzim
hordozoéhoz rogzitettiik és vizsgaltuk a biotranszformacio
soran a CACE-TACE atalakitast és visszaforgathatosagot.
Meéretnovelési reakciokat (200 mL reakciotérfogat) végez-
tiink szamos formaju ATA217 biokatalizatorral (nativ en-
zim, hordozohoz rogzitett enzim, egészsejtes, feltart sejtes
forma) melyekkel 10 g-ot meghaladé TACE-t allitottunk
eld.

Koszonetnyilvanitas

A C1580174 szamu projekt a Kulturalis és Innovacios
Minisztérium Nemzeti Kutatasi Fejlesztési és Innovacios
Alapbol nyujtott tdmogatasaval, a NVKDP-2021 palyazati
program finanszirozasaban valosult meg. A C1341189 sza-
mu projekt a Kulturalis €s Innovaciés Minisztérium Nemzeti
Kutatasi Fejlesztési €s Innovacios Alapbol nyujtott tamoga-
tasaval, a KDP-2021 palyazati program finanszirozasaban
valésult meg. A 2024-2.1.2-EKOP-KDP-2024-00005 szamu
projekt a Kulturalis és Innovaciés Minisztérium Nemzeti
Kutatasi, Fejlesztési és Innovaciés Alapbdl nyujtott tdmo-
gatasaval, a EKOP_KDP-24-1-BME-25 palyazati program
finanszirozasaban valosult meg. A publikacido a Richter
Gedeon Nyrt. altal 1étrehozott Richter Gedeon Talentum
Alapitvany tamogatasaval, a Richter Gedeon Kivalosagi
PhD Osztondij keretében késziilt.
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Industrial enzyme research at the Faculty of Chemical Technology and Biotechnology of BME

In recent years, there has been a growing emphasis on environ-
mentally friendly solutions in both everyday life and industrial
processes, including both the pharmaceutical and food industries.
One such green approach is biocatalysis, which offers advantag-
es such as excellent substrate, stereo-, and regioselectivity under
mild conditions. However, the widespread industrial use of en-
zymes still faces challenges related to infrastructure and exper-
tise. Thanks to advances in molecular biology, computational
modeling, and artificial intelligence, enzyme engineering has be-
come a rapidly growing field, highlighted by several recent Nobel
Prizes. At BME VBK, interdisciplinary collaborations with in-
dustrial partners focus on solving real-world problems through
projects like metagenomic enzyme screening, structural analysis
and modelling, and targeted development of industrially relevant
enzymatic technologies.

One major project involved the enzymatic synthesis of opine de-
rivatives. Recognizing the importance of chiral amine building
blocks in drug development, we aimed to establish and character-
ize a library of reductive aminase enzymes. Using bioinformat-
ic metagenome mining, ten new opine dehydrogenases (ODHs)
were identified from thermophilic metagenomic databases, with
six novel enzymes (mODHs) showing unique substrate preferenc-
es. Additionally, a ketimine reductase (RnKIRED) from Rattus

norvegicus was found to catalyze key reactions with impressive
stereoselectivity, depending on substrate size. Efforts are ongoing
to improve enzymatic activity for less reactive substrates through
cell-free enzyme engineering.

Another line of research focused on the enzymatic detoxification
of mycotoxins. Mycotoxins such as fumonisins and zearalenone
(ZEN) pose serious food and feed safety risks. Two fumonisin
esterases (FEI and FE2) were kinetically and structurally char-
acterized, revealing a two-step hydrolysis mechanism and a novel
positively charged binding pocket in FE2. FE2 showed excellent
catalytic efficiency even at environmental concentrations, high-
lighting its industrial application potential. Similarly, research
into lactonase enzymes aims to identify candidates capable of ef-
fectively detoxifying ZEN at low concentrations.

Finally, our project in collaboration with Richter Gedeon Plec.
targeted process optimization for the production of Cariprazin,
an antipsychotic drug. We developed a biocatalytic method to
convert the by-product cis-intermediate (CACE) into the desired
trans-form (TACE) using selective transaminase enzymes. After
screening several enzymes, ATA217 was identified as the most
effective enzyme, and optimization efforts are ongoing to enhance
process efficiency.
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