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opponensi véleményére

Ko6sz6ném Opponensemnek az értekezés alapos attanulményozasat, megjegyzéseit és
kérdéseit. Orommel tolt el pozitiv értékelése a munkdk megtervezését, kivitelezését illetden.

Opponensem megjegyzéseire, kérdéseire az alabbiakban szeretnék valaszolni.

1. Egyetértek Opponensem valamennyi elirasra tett észrevételével, kiegészitve azzal,
hogy az 53. old. 19. tablazat 2. soraban szereplé 1,4-dioxan nem elirds, a félreérthetéség a
tablazat megadasanak elmulasztdsa miatt tértént, ugyanis a iPr,O-re utalé 2. sor az 52. old.

18. tablazatra vonatkozik.

2. Opponensem azon kérdésére, hogy mivel magyarazhatd, ha a kirdlis C atomhoz
arilalkil csoport kapcsolodik (61. old) mas konfiguraci6ji aminosavészter hidrolizal mint
akkor, ha az aromas vagy heteroaromads gytirii kozvetlentil kapcsolddik hozza, valaszom, hogy
az enzim, ez esetben Burkholderia cepacia PS-IM lipaz enantiopreferencija minden esetben
ugyanaz, a latszolagos, kiilonb6zé abszolut konfiguracidk sugallta ellentmondds a kiralis
centrumhoz kot6d6 szubsztituensek prioritasi sorrendjének valtozasiban rejlik. Hasonld
megallapitast tettink kiilonb6z6 N-hidroxi-metilezett f-laktimok PS lipaz-katalizalt

aszimmetrikus acilezésének enantioszelektivitasi irdanyara vonatkoztatva (Ertekezés, 33. old.

4.2.7. Diszkusszio).

3. A 64. old. 29. tablazatdban szerepl6é additiv vegyliletek koz6tt szereplé viz
vizsgélati eredményei az §sszehasonlitds kedvéért kertiltek a tablazatba, ugyanis a modell
aminoészter [(+)-97 (m)] hidrolizisére végzett, reakcidelegyhez adalékként adott viz
vizsgalatdval mér a korabbiakban taldlkoztunk. Igazoltuk, hogy az enzim feliiletén 1évd viz
nukleofilként vesz részt a reakcidban (elégségesnek bizonyult a teljes reakcid lefutdsdhoz).
Ugyanakkor, az adalékként reakcidelegyhez adott viz mennyiségének 0-rél 5 ekvivalens
mennyiségre torténd nodvelésével a reakcid sebessége csokkent (Ertekezés, 63. old. 27.
tablazat, 1-3. sorok). Az altalunk is kiprobalt Et;N a PS lipaz-katalizalt atalakitasokkor, az
enantioszelektivitds €s a reakciésebesség novelése c€ljabodl a leggyakrabban hasznalt adalék
(CJ. Sih, G. Girdaukas, C.-S. Chen, J.C. Sih: Enzymatic resolutions of alcohols, esters, and

nitrogen-containing compounds, in: A.M.P. Koskinen; A.M. Klibanov: Enzymatic reactions



in organic media, Chapman & Hall, Glasgow, 1996, pp. 118-121). A szintén kiprobalasra
keriilt mésik szerves amin, a iPr,EtN jotékony hatast mutatott kiillonb6z6 ketoximok Pd/C és ‘
CAL-B katalizatorok egyiittes hasznalatdval, optikailag aktiv aminok eldallitasara végzett, un.
combo reakcidk esetében (Y.K. Choi; M.J. Kim; Y. Ahn; M.-J. Kim, Org. Lett. 2001, 3,
4099-4101). A 2-oktanol reakcidelegyhez torténd hozzéadasaval vizsgéaltuk a keletkezd
aminosav esetleges észteresitési lehet6ségét (pl. a flurbiprofen 1-oktanollal torténd szerves
kozegli észteresitése az irodalombol ismert; P. Spizzo: A. Basso; C. Ebert; L. Gardossi; V.
Ferrario; D. Romano; F. Molinari; Tetrahedron 2007, 63, 11005-11010). A kapott
eredmények (konverzio és aminosav enantiomerfeleslege), azonban nem utaltak észteresitési

reakciodra.

4. Opponensem azon kérdésére, hogy az alkalmazottaktdl lényegesen nagyobb
molekula méretti racém vegyliletek enzimes rezolvéldsara milyen lehet6séget 1atok, jollehet,
elegansabb lenne azt vélaszolnom, hogy pl. molekulamodellezés €s molekula mechanikai
szamitasok segitségévek teljes pontossaggal elérevetithetd az adott szubsztrat rezolvéldsara
megfeleld enzim, de én a megoldast a kisérleti munkaval jar6 probalkozasokban latom.
Szamos, reakciokban leggyakrabban hasznalt enzim esetében a haromdimenzids
szerkezetiiket meghataroztak, sokak esetében ez viszont még nem ismert. Az enzimek
aktivitdsanak, szelektivitasanak egyik feltétele a szubsztrat-enzim kozotti sztérikus
koélcsonhatasok 1étrejotte. Ennek azonban, els§sorban a szubsztrat mérete szab hatart, azaz ha
a szubsztrat dimenzidi nem biztositjak az enzim aktiv centruméhoz valé hozzaférést, ill. a
kiilonb6z6 méretli felismerd helyekre torténéd illeszkedést, akkor nem johet létre enzim-
katalizalt atalakulds. Munkank soran viszont tapasztaltuk, hogy az enzim aktiv centrumanak
konforméacidja a hdmérséklet fliggvényében valtozhat (Ertekezés, 38. old. 9. tablazat), igy egy
ismert, szobahdmérsékleten meghatarozott haromdimenzids szerkezettel rendelkezé enzim és
adott szubsztrat esetében végzett modellezési szamitisok eredményezte “nem johet létre
reakcid” tipust predikcid ellenére, nem tartom kizartnak a rezolvélas lehetdségét (példéul,
magasabb hémérsékleten végezve az adott enzimes reakciot).

5. Opponensem kérdezi, hogy reaktiv funkcids csoportot nem tartalmazé racém
vegyliletek enzimes rezolvalasara milyen megoldast latok. Kétségtelen, hogy az enzim-
katalizalt reakcidk leggyakrabban reaktiv funkci6s csoportot tartalmazé vegyiiletek esetén
sikeresek. Reaktiv funkcids csoportot nem tartalmazé racém vegyliletek enzimes
rezolvalasara legkézenfekvibbnek tartom, egy tervezett enzimes reakcid (enzim-katalizalt

kinetikus vagy dinamikus kinetikus rezolvalas) elvégzésére alkalmas funkcidés csoport



kiépitését, mint ahogy ezt mi is tettiik a f-laktamok enzimes rezolvalédsa céljabol (N-hidroxi-
metilezett, i//. N-acetoxi-metilezett [-laktamokat allitottunk el6) (Ertekezés, 22-28. oldalak,
42.1. — 42.3. fejezetek), amikor még a laktdmgylirli enzimes nyitdsat nem ismertiik fel.
Ugyan nem rezolvéalasi technika, de egy prokirdlis molekula kialakitasat, majd enzim-
katalizalt szelektiv 4talakitasat (pl. aldehidek, ketonok redukciéja, K. Faber,
Biotransformations in organic chemistry, Springer-Verlag, 3rd Edition, Berlin, Germany,
1997, pp. 166-187; aldehidek, ketonok cianohidrinekké toérténé sztereoszelektiv alakitasuk, F.
Effenberger, Hydroxynitrile lyases in stereoselective synthesis, in Stereoselective biocatalysis,
(Ed. R.N. Patel) Marcel Dekker Inc., New York - Basel 2000, pp. 321-343; deszimmetrizalas,
R. Chenevert; P. Morin; N. Peichat, Transesterification and hydrolysis of carboxylic acid
derivatives, alcohols, and epoxides, in: V. Gotor; I. Alfonso; E. Garcia-Urdiales: Asymmetric
organic synthesis with enzymes, Weinheim: Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, 2008.
pp. 133-137; hidroxilélasi reakciok (H.L. Holland, Stereoselective hydroxylation reactions, in
Stereoselective biocatalysis, (Ed. R.N. Patel) Marcel Dekker Inc., New York - Basel 2000, pp.
87-153) is elképzelhetdnek tartom. A gylriinyilasra hajlamos molekulakat (epoxid, lakton,
laktdm) reaktiv funkcids csoportot tartalmazé racematoknak tekintem.

Gyakran, minden bizonnyal célszerli a diasztereomer-séparképzésen alapuld rezolvalasok
alkalmazasa.

6. Opponensem az egynél t6bb enzim egyiittes hasznalatanak lehet6ségeir6l kérdez,
példaul észter hidrolizis, gytriinyitds vagy mas reakcidk esetében. Munkdink soran, mi
izolalt, egy enzimmel végeztikk a reakcidkat. A tobb enzim egylittes hasznalatara azonban
talalhato példa az irodalomban. A két-enzimes rendszer (ide sorolom a teljes-sejtes, tobb
enzimet tartalmazé rendszereket is) résztvevd enzimjei katalizélhatjadk pl. ugyanazon
szubsztratnak mas-mas termék enantiomert eredményezd 4talakitasat (P. D’Arrigo; G.
Pedrocchi-Fantoni; S. Servi, Stereoselective synthesis of chiral compounds using whole-cell
biocatalysts, in Stereoselective biocatalysis, (Ed. R.N. Patel) Marcel Dekker Inc., New York -
Basel 2000, pp. 365-396), ugyanakkor az is elképzelhetd, hogy egyik enzim a masikhoz
képest forditott szelektivitassal ugyanazt az atalakulést katalizalja (idében fogy a kiindulasi
racemat mindkét enantiomerje és a reakcié végén a termék racém lesz) (F. Ledl;, E.
Schleicher; Angew. Chem. 1990, 29, 565-594). Szekvencialis reakcidkat is katalizalhatnak, pl.
az egyik enzim (nitril hidratdz), az elsd reakciolépést (az amidot eredményezd 1€pés)
katalizalja, majd a masik enzim (p/. amidaz) az elsd reakcidlépés eredményezte terméket

alakitja tovabb (képz6dik a karbonsav) (R. Chenevert; P. Morin; N. Peichat,



Transesterification and hydrolysis of carboxylic acid derivatives, alcohols, and epoxides, in:
V. Gotor; I. Alfonso; E. Garcia-Urdiales: Asymmetric organic synthesis with enzymes,
Weinheim: Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, 2008. pp. 144-146), vagy példaul o,f-
telitetlen észterek siit6-élesztd katalizalt atalakitdsdnak elsé 1épésében egy hidroldz enzim,
masodik lépésében egy enoat reduktdz aktivalédik (P. Ferraboschi; P. Grisenti; R. Casati).
Kaszkad reakciok esetében irtdk le multi-enzim (multienzyme cocktail) (akar hatnal t6bb
résztvevé enzim) rendszerek hasznélatat (Y. Ichikawa; J.-L.C. Liu; G.J. Shen; C.-H. Wong, J.
Am. Chem. Soc. 1991, 113, 4698-4700). Ilyen példaul a nyolc enzim-katalizalt un. precorrin
szintézise (A.l. Scott, Synlett 1994, 871-883). Ezekben az esetekben minden enzim més-mas
reakciolépést katalizalt.

Opponensem azon kérdésére, hogy az enzimek keverékei javithatjdk-e az egyedi enzimekkel
elérhetd eredményeket, valaszom Osszetett. Van az irodalomban altalanos utalds arra, hogy
mikrobidlis teljes-sejt rendszer (t6bb enzim) hasznalata esetében, jollehet a reakcié kontrollja
komplexebb, néha azonban az enantioszelektivitds jelentésen nagyobb az izolalt enzimek
hasznélataval szemben (K. Faber, Biotransformations in organic chemistry, Springer-Verlag,
3rd Edition, Berlin, Germany, 1997, pp. 73). Ugyanakkor, enzimek ugyanazon szintetikus
reakcidban torténd felhaszndlasuk soran, enzim enzimre torténd szinergizalé hatasanak
megfogalmazasaval az irodalomban ez idaig nem taldlkoztam. Ha egy két-enzim-katalizalt
szekvencidlis kinetikus rezolvéldsra gondolok, amelynek jollehet mindkét 1épését katalizalja
az “egyik” enzim (akarcsak. az altalunk, Taxol kulcs-intermedier szintézisére leirt uj
szekvencialis rezolvalas esetében (Ertekezés, 68. old. 4.3.3. fejezet), elképzelhetének tartom,
hogy a két reakcié valamelyikét a “mdsik” enzim nagyobb enantioszelektivitassal és/vagy
reakciosebességgel katalizalja, igy a folyamat egészét szemlélve, rovidebb reakci6 idé mellett

nagyobb enantiomerfelesleggel keletkezhetnek a termékek.

Még egyszer k6szonom Opponensem alapos, sokoldalu biralatat, dicsérd szavait.

Szeged, 2011. majus 20. cC. S \

(Forr6 Enikd)



