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Dr. Gunda Tamds a MTA kémiai tudomdnyok doktora

opponensi véleményére

K&sz6ndm Opponensemnek az értekezés alapos attanulmanyozésat €s megjegyzéseit.
Ordémomre szolgal Opponensem pozitiv véleménye, megjegyzéseire az aldbbiakban szeretnék
valaszolni.

1. Egyetértek Opponensem “zold” kémia kapcsan kifejezett azon kételyével, hogy
mennyire tekinthetd kornyezetbardt modszernek egy eljards, amelyet kornyezetkiméld
koriilmények kozott végeznek, azonban a feldolgozas soran szerves oldoszereket hasznalnak.
Az altalunk, 45-48. oldalakon “Nem aktivdlt karbociklusos p-laktdmok gyiiriinyitdsa oldészer
nélkil” cim alatt bemutatott laktamok enantioszelektiv gytirlinyitasat kornyezetkimélé
korilmények kozott, oldészer nélkiil végeztiik: a granulalt, immobilizalt enzimet é&s jol
elporitott szubsztrat laktdmot sszekevertiik, majd korkoéros mozgast végz6, 70 °C-on mikods
razogépbe tettiik. Az 50%-os konverzié elérésénél a reakcidelegyhez, az ipar altal elfogadott
oldoszerek kozé minésitett etil-acetatot (K. Alfonsi; J. Colberg; P.J. Dunn; T. Fevig; S.
Jennings; T.A. Johnson; H.P. Kleine; C. Knight; M.A. Nagy; D.A. Perry; M. Stefaniak,
Green. Chem. 2008, 10, 31-36) adtunk. Az enzimet a gy(irlinyilt S-aminosavval egyiitt
kiszilirtiik, majd a sziirletet beparoltuk és kaptuk a laktdm enantiomert. A kiszlrt enzim
feliiletérdl az aminosavat vizzel mostuk le. A termékek tovabbi tisztitdsara nem volt sziikség,
amennyiben azonban atkristélyositdsokat végeztiink volna, az EtOH és -BuOMe az ipar altal
a szintén elfogadott olddszerek kozé tartoznak.

Opponensem rdiranyitja a figyelmet arra, hogy pont a viz megsporoldsa jelenti taldn a
legkevesebb kornyezeti terhelésbeli valtozast, amivel szintén egyetértek. Kétségtelen, hogy az
enzimes reakciokat kezdetben kizardlag vizes kozegben végezték, késébb azonban, a
Klibanov féle attorés utan (A. Zaks; A.M. Klibanov, Science, 1984, 224, 1249-1251) egyre
gyakrabban végeztek enzimes 4talakitasokat szerves-vizes egy- vagy kétfazist rendszerekben,
majd szerves oldoszerben. A szerves kozeg haszndlatinak szamos elénye van, példaul
lehetOséget biztosit vizérzékeny szubsztratok vagy vizérzékeny terméket eredményezd
szubsztratok enzimes rezolvalasara. Ugyanakkor, a viz jelenléte sok esetben nem kivant
reakciokhoz is vezethet, ezért is kiilonosen fontos bizonyos esetekben, példaul enzim-

katalizalt acilezés esetében (hogy ne jatszodhasson le a termék észter hidrolizise) a vizet



kizarni. A kiilonboz0 szerves olddszerekben végzett enzimes reakciok esetében megfigyelték
az enzim aktivitasara és stabilitdsara kifejtett jotékony hatds mellett, az enantioszelektivitasra
gyakorolt pozitiv hatést is, ami szintén a szerves oldoszerben végrehajtott enzimes reakciok
mellett szol. Kovetkezésképpen, a szerves olddszerekben végzett kémiai 4atalakitisok az
enzimologia egyik legizgalmasabb teriiletévé valt.
Opponensem azon kérdésére, hogy ismeretesek-e konkrét vizsgalatok az enzim
térszerkezetbeli kiilonbségeire kiilonb6z6 oldoszerekben, valaszom, hogy a szerves olddszer
molekuldk €s az enzim térszerkezetbeli killonbségei kozotti Gsszefliggések szisztematikus
vizsgalatara nem ismerek adatot az irodalombodl. A Burkholderia cepacia lipaz esetében
molekula dinamikai szimulaciokkal vizsgaltdk az wun. katalitikus triddot elzard, ill. szabadda
tevd enzim szerkezeti részének konformécié valtozasanak dinamikéjat (zart-, nyitott- vagy
atmeneti-konformacid) explicit oldoszer-modellként viz-toluol rendszer hasznalataval (P.
Trodler; R.D. Schmid; J. Pleiss, BMC Structural Biology, 2009, 9, doi:10.1186/1472-6807-9-
38).
A 39. oldalon leirt molekulamodellezésnél nem szadmoltunk a szerves olddszer enzim-
szubsztrat tranzicids allapotat stabilizdlo vagy destabilizalé részvételének lehetéségével, a
CAL-B laktamok gylrtinyitasa soran tanusitott kivalé enantioszelektivitasat, valamint a 2-
oktanol kritikus szerepét kivantuk megmagyardzni. Megjegyzem, valamennyi vizsgalt
oldoszerben kivalé enantioszelektivitdst (E > 200), azonban igen kiilonbozd
reakcidsebességeket tapasztaltunk és minden bizonnyal értékes informaciokként hasznaltuk
volna, amennyiben létezik az irodalomban olddszerek enzim térszerkezetére gyakorolt
hatdsénak targyaldsa. Erdekességként megjegyzem, hogy dsszehasonlitva a (+)-36 S-laktam
oldészer nélkiil végzett gytirinyitdsi eredményeit (Ertekezés, 46. old. 14. tablazat, 2. sor) a
iPr,O-ben végzett gytirinyitds eredményeivel (Ertekezés, 55. old. 21. tablazat, 13. sor), a
CAL-B enzim mindkét esetben kivaldo enantioszelektivitassal (£ > 200) és hasonlo
reakcididovel (az 50%-os konverzio eléréséhez sziikséges ~5 h) katalizélta a reakciot.
Ugyanitt jegyzem meg, hogy a legalkalmasabb, log P > 2,5 olddszerekként kiemelt kozeg
hasznélataval szemben, t6bb esetben, mind a PS lipaz, mind pedig a CAL-B hasznalatakor
optimélis aktivitdst és enantioszelektivitast éter tipusti olddszerekben (iPr,0, log P 1,52; f-
BuOMe, log P 1,35) tapasztaltunk.

2. A 26. oldalon, enantiomerfeleslegek reakcié elérehaladasaval torténd csokkenése
kapcsan, amit az enzim feliiletéhez kotddott viznek tulajdonitunk, Opponensem kérdezi, hogy
vizsgéltuk-e az oldoszerben eleve benne levd esetleges viz hatasat és mi a helyzet abszolut

vizmentes koriilmények kozott.



A kérdéses munkaban olyan reakcié koriilményeket kellett talalnunk, amelyek minimalis
enzimes hidrolizist és az enzimes acilezés maximalis enantioszelektivitasat biztositsak. Az
optimalizalt koriilmények kozott végzett (+£)-13 butirilezése nem allt le 50%-o0s konverzional,
az észter és az el nem reagalt alkohol termékek enantiomerfeleslegei hirtelen kezdtek
csokkeni (Ertekezés, 18. dbra). Korabbi tapasztalatok birtokdban (P. Csomos; L.T. Kanerva;
G. Bernéth; F. Fulop, Tetrahedron: Asymmetry 1996, 7, 1789-1796) bizonyitottuk, hogy az
ee-ck drasztikus csokkenéséért az enzim feliiletén 1€vo viz volt a felel6s, amely mint nukleofil
vett részt a termék észter hidrolizisében (E. Forrd, F. Fulop, Tetrahedron: Asymmetry 2001,
12, 643-649). Jollehet analitikai tisztasagu iPr,O-t hasznaltunk (< 0.1% H,0), val6 igaz
helyesebb lett volna, mint ahogy a késébbiekben gyakran irtuk: az enzim feliiletén és az
oldészerben jelenlévé viz... (pl. E. Forro; F. Filop, Chem. Eur. J. 2006, 12, 2587-2592)
egylittes megfogalmazasa. Opponensem abszolut vizmentes koriilmények hasznalatara
iranyulé kérdésére valaszolom osszetett. Az enzimes acilezések esetében fontos volt a
reakcidelegyben jelenlevé viz mennyiségének minimalizalasa, azonban valamennyi, késébbi
enzimes eljarasunkban szerepel nukleofilként a viz, kovetkezésképpen nem torekedtiink a
reakcidelegy tartalmazta viz mennyiségének a visszaszoritdsa. Masrészrél, az enzim
mukddése feltételezi “néhany” vizmolekula jelenlétét, hidnyaban teljesen inaktivva valik (Z.
Jang; A.J. Russell, Fundamentals of non-aqueous enzymology, In AM.P. Koskinen, A.M.

Klibanov, Enzymatic reactions in organic media; Chapman & Hall: Glasgow, 1996; pp. 43-
69).

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