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Roviditések és jeldlések

Ac acetil

AK lipaz Pseudomonas fluorescens
Ala alanin

Asp aszparaginsav

AY lipaz Candida rugosa

Boc t-butoxycarbonyl{-BuOC(O)-

CAL-A (Chirazyme L-5)

Candida antarctica lipaz

CAL-B (Novozym 435,
Chirazyme L-2, Lipolase

Candida antarctica lipaz

CAN

cerium (IV) ammonium nitrat

C(O)Ph benzoill

DMAP 4-dimetil-amino-piridin

DD dupla derivatizalas

DKR dinamikus kinetikus rezolvéalas

C koncentracio

E enantioszelektivitas

Ee enanatiomerfelesleg

ENZA 1 Rhodococcus eqiNCIMB 40213

ENZA 20 Psedomonas solanaceariCIMB 40249

GC gazkromatograf

Glu glutaminsav

His hisztidin

IA izopropenil-acetat

Konv. konverzié

KR kinetikus rezolvalas

Lys lizin

L-val CP-Chirasil L-Val kiralis oszlop (25 m)

M molos

PLE sertés maj eszteraz

PPL sertés hasnyalmirig§hizolalt lipaz

Pr propil

PS lipaz Pseudomonas cepa¢ia995-61 Burkholderia cepacia
PS-IM lipaz immobilizalt Burkholderia cepacia

PS-SD lipaz immobilizalBurkholderia cepacia

(R rectus, abszolut konfiguraciot jeldl (CIP koneir)
S sinister, abszolut konfiguraciot jeldl (CIP kamnciod)
Ser szerin

T homérséklet

term. termelés

THF tetrahidrofuran
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TIL TP tetrahedralis intermedier

VA vinil-acetat

VB vinil-butirat

Vpiv vinil-pivalat

Vpr vinil-propionat

Vs versus (szemben valamivel)

£CD CP-Chirasil-DEX CB oszlop (25 m)

yDEX

GAMMA DEX ™ 120 kiralis oszlop (30 m)
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1. Bevezetés és célkizések

A kiralis gyogyszermolekulak esetében a biologiatas gyakran egyik sztereoizomerben
(enantiomerben) van jelen hangsulyozottabban (@lbkeokkoldk kérelsl a propranolol, atenolol,
metoprolol, timolol}®, ugyanakkor valamelyik enantiomer nem kivant h&@siozéja is lehet
(pl. a talidomid, etambutol, penicillamifl)’®, ezért a gydgyszerkutatas kezdeti fazisdban igen
nagy jelentsége van a kivant hatassal rendelkexegyilet (racemat) lehetséges
sztereoizomerjeinek (enantiomerjeinek) szintézisé&® kulon-kilon tortéh vizsgalatara.
Enantiomerek egyid@j elballitasara kivaléan alkalmazhatd modszer az utdbbben egyre
dinamikusabban fejd6 enzim-katalizalt kinetikus rezolvalas, ugyanaklegyetlen enantiomer

céliranyos dlallitasa (pl. enzim-katalizalt kinetikus dinamikiezolvalassal) is megvaldsithaté.

1996 nyaran, CIMO 6sztdndijas doktoranduszkent ztége az els enzimes reakciot a Turkui
Egyetem Szerves Kémia Intézetében, ahol tiz hdn&eoesztll dolgoztam Liisa T. Kanerva
professzor asszony iranyiasaval, 2-szubsztitudtoaikanolok lipaz-katalizalt aszimmetrikus
acilezési terlletén. Amikor az enzimes munka vitad morzséival, 10 hoénapos
tanulmanyutamrdl hazatértem ott vart kibontatlamuha mar 6reg készulékként emlegetett, de
meég nikddé el gazkromatografunk és egy enzimes reakciok végeesélengedhetetlentl
sziikséges razogép. Es ami a legfontosabb, ottkv&iilp Ferenc professzor Gromvetitett
tervei és megélegezett bizalma, a mar benne akkor korvonalazédgbki munka tervezete. igy
kezdddtek el az el enzimes probalkozasok, akkoriban a szerves Kozegezési reakciok
terlletén. Szerencsémre, némi preparativ kémiastplattal rendelkeztem, palyakéként
1,2,3-oxatiazino- és 1,3,2-oxazafoszforino-tetredimbkinolinok szintézisével foglalkoztam 2

éven keresztil, igy az egysileb laboratériumi riveletek nem okoztak kilonésebb problémat.

Négy éven keresztlil vizsgaltam kulonbo2-szubsztitualt cikloalkanolok lipaz-katalizalt
rezolvalasi korilményeit szerves olddszerben. Eggminket PhD doktori értekezésemben
foglaltam 6ssze és 2000-ben sikeresen védtem msagd cum laudeminésitéssel. 2001-ben
Magyar Allami Eoétvos Osztondijasként hat honaporesaiil dolgoztam a McGill Egyetem
Szerves Kémia Intézetében, Romas J. Kazlauskaegsauir enzimes csapatédnak tagjaként. Ott
tartozkodasom egyik jelef# mozzanatanak tartom a nem aktivallaktamok lipaz-katalizalt
enantioszelektiv dyriinyitasara tett els probalkozasainkat és a CAL-B (Novozym 435),
lakthmok gyiriinyitasa soran  tanusitott  aktivitasanak és  enamlieldzvitasanak

megmagyarazasa céljabol végzett szamitdgépes repésst]
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Az enantiomertiszta természetes anyagok szintézig@&myulé torekvéseknek, valamint a
korszefi gydgyszerkutatasi €s gyogyszerbevezetési elveKealantiomertiszta farmakonok
eloallitasa) megfeléen, a tovabbiakban egys#ieés hatékony 0 enzim-katalizalt kinetikus
rezolvalasi modszerek kifejlesztését terveztik arézeti 6-profilba is jol illeszked
enantiomertiszta laktamok és aminosavak szintéziseér

Az egyes munkakon beldl jol elkilonithetépések kovetik egymast (1. abra): a racém
szubsztratok szintézise; az enzimes reakciok kégetéalkalmas analitikai médszer kidolgozasa;
az optimalizalasi, fél-mikromérigtenzimes reakciok megtervezése és kivitelezésanfersil-
donor vagy nukleofil, oldészer, adalékpnhérséklet,sth enantioszelektivitdsra és reakcid
sebességére gyakorolt hatdsanak vizsgalata); arptepmennyiséf) enzimes rezolvalasok; a
termékek izolalasa és jellemzése. Az enzimékistrletek soran hangsulyt kivantunk fektetni

természetbarat korilmények kidolgozasara, pl. ayeretre kevésbé karos “z6ld” oldész&Pék

hasznalataval.
- 4 Kiindulasi racematok szintézise
TERVEK i Alkaloidok
CELOK Szerkezeti & lemi lizis, NMR, MS
<« Szerkezetigazolas (elemi analizis, , MS) Heterociklusok
\ \
Enzimes ebkisérletek, Enantioszelektiv analitikai Peptidek
reakckgkolr_ulfrlwgnyek <~ modszerek kifejlesztése az
optimalizalasa i kcidk kovetésé . . L.
X enzimrea CIO* Ovetésére Kombinatorikus kémia
Gramm-mennyisédi Enanti k szétvalaszta Lelhasznélés
- nantiomerek szétvalasztdsa, kooperacid AL
biotechnoldgiai eljarasok ———  szerkezetigazolds, tisztasag- LOOPETAEIo | Potencialis farmakonok
kidolgozasa vizsgalat

1. abra

Az () enzimes stratégiak segitségével bioldgiaibdgiv vegyuletek és gyogyszerek kulcs-
intermedierjeinek (pl. Anatoxia; Amipurimycin, Abacavir, Sitagliptin, Taxol) sziisét

terveztik megvaldsitani.

Ertekezésemben a hagyomanyos felépitést igyekszmmtri. Az Irodalmi elbzményekbera
biokatalizatorokrdl, szerves kémiai felhasznalasljkenantiomerek lipaz katalizissel toéen
eléallitasardl irok. Itt kertl bemutatasra a lipazakiaglt O-acilezés és észter hidrolizis, valamint
a szerin hidroldz mechanizmus. A lipaz aktivitéssitenantioszelektivitasat befolyasold szerves
ko6zeg hasznalatanakialeirsl szintén sz6 esik. AAnyagok ésnddszerekbea racém kiindulasi
vegyuletek szintézise mellett, bemutatasra kerulaeiél-mikromérat és gramm-mennyiség
enzimes reakciok kovetésére alkalmazott analitildietiségek. Az enzimes reakcidok és

enantiomer termékek legfontosabb jellémek (enantioszelektivitds, enantiomerfelesleg,



dc_6 10

konverzi6, abszolut konfiguracio, optikai forgatpkéség) meghatarozasa, ill. szamitdsa szintén
bemutatasra kertl. AZredmények és diszkusstafezetberszelektaltan keriilnek bemutatasma
altalunk kifejlesztett hatékony és egysz€@j enzimes stratégiak (direkt €s indirekt moddzgre
amelyek el§sorban a célmolekulak (enantiomertisftaés raminosav szarmazékok gs és )
laktdmok) eballitasara fokuszalnak. J6 néhany munka nem kbdikbbe a valogatasba, pl. az
ertékesa-aminosav enantiomerek szintézisére kifejlesztgttkimetikus dinamikus rezolvalasi
technikaink. Ugyancsak kimaradtak az értekezégerab enzimes alapanyagokat felhasznalo
munkak, jollehet, a gramm-mennyisegnantiomerek éhllitasara minden esetben Ujabb, a
méretndveléshez kapcsol6dd optimalizdlast végezthikonds hangsullyal az enzim Ujra-
felhasznalhatbésagara. B és ylaktam, valamint3 és yraminosav enantiomerek jeléstgének

és kiemelt irodalmi enzimes szintéziseinek bemsfaty ezen fejez&lszmeényelalfejezetében
keril sor. A munkak bemutatdsanal nem térekedtemeg@es kisérletek részletekbe rhien
targyalasara, inkabb & témak kozul, reprezentativ példakat emeltem ki, Ki#vid diszkusszio
[4.2.7. és 4.3.5. pontok alatt)] zarja a direktiggdirekt enzimes modszerek bemutatasat, a
legfontosabb tapasztalatok igigmeényeként. Az értekezést feléparedményeinket tartalmazo
kézlemények felsorolasa &mdalomjegyzek ldban, szogletes zarojelben, arab szamokkal [1-24]
torténik, a kdzlemények masolat&itiggelékkéntcsatolom. Az egyéb sajat enzimes munkaim
felsorolasa, fels index-el ellatva, 25-33-ig%{>3 az Irodalomjegyzék HWben taldlhatd, a
masolatok szintén megtalalhatok Fiiggelékrészeként. Az enzimes alapanyagokat hasznal6
szintetikus kozleményeim, 34-51-id*¢3, valamint az egyéb sajat munkaim, 52-743G")
felsorolasa atrodalomjegyzek Wben, mig a nem sajat munkakat jé|delss indexel, 75-252-ig

szamozott €%°3 hivatkozasok felsorolasa &#pdalomjegyzék Iben talalhato.
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2. Irodalmi el6zmények, biokatalizatorok a szerves kémiaban

A kiralitas felismerése a kémia tertiletén a Pashétal ismertetett etsdiasztereomer séképzésen
alapulé rezolvalassdl kezdbdott. A sBlésav (racém bodsav) kristdlyos séinak a
szétvalogatasaval, majd kéb a borksav fermentacioval torténrezolvalasaval kapcsolatosan
felismerte az enzim-katalizalt kinetikus rezolvals a diasztereomerek elvalasztasan alapulo
enantiomerek elkilonitésének lebsgigeit. A mai értelemben vett biotechnolégia keztdetX|X.
szazad masodik felében Pasteur azon felfedezésmtge, hogy a szeszes erjedést
mikroorganizmusok okozzak. A felfedezést kdest ipari méreteket 6ltott az etanol, a butanol,
az aceton, a glicerin, a citromsav és egyéb ferao#in alapul6 sor- és szeszgyartas, valamint az
ecet- és tejsavgyartas. A masodik vilaghabora amantibiotikumok, aminosavak, enzimek, stb.
ipari méretekben torténgyartasa a biotechnoldgiai eljarasok tertletémaniasszérfejlodéshez
vezetett. Az utdbbi husz évben a biokatalizatorbikapcsolatos fenntartdsok tobbségét a

felnasznalasukkal végzett kémiai reakciok sokasaggmértékben megvalaszolta.

A kilonboz reakciodtipusokat katalizalo enzimeket a IUPAC EnBizottsag, 1961-ben hab f
csoportba (oxidoreduktazok, transzferazok, hidmiatiazok, ligazok és izomerazdR)sorolta.

Az igy csoportositott, jelenleg mintegy 3000 enzitizil a szerves kémidban leggyakrabban
hasznalt enzim&k®®a hidrolazok (EC 3.-.-.-., a biokatalizatorokkéelhasznalt enzimek 55%-a,
valamilyen kotés hasitasat katalizaljak vizzel)pestaba tartoznak. A hidrolazok csoportjaba
tartozé lipazok (EC 3.1.1.3., ~30%Y® felhasznalasa a szerves kémidban igen jedergz
kdszonhet annak, hogy a természetes szubsztratjaik, aceigtiek mellett, igen széleskijmem
természetes és struktdralisan diverz szubsztramlkkitasait is katalizalhatjak. A viszonylag
enyhe korilmények kozott (280 °C, semleges pH), vizben vagy szerves olddsaenomyy
ezek egy- vagy két-fazisi rendszerében, vagy azreegyyakrabban hasznalt ionos

A%%Y vagy szuperkritikus koézegb®n*® mikods lipazok akar 10'°-10%

folyadékba
nagysagrenddel is felgyorsithatjak a katalizalkce#, a legfontosabb azonban, hogy szelektiven
(enantio-, régio-, kemoszelektiven) katalizalhatgk atalakulast. Ugyancsak fontos, hogy a
lipdzok jelents része kereskedeletiitbeszerezhét tobbségilk a szerves oldészerekben nagy

stabilitast mutatd, immobilizalt formabar!4g®
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2.1. Enantiomerek eballitasa enzimekkel

Az enzimeket, a hasznalatuk legnagyobl®ngéként nyilvantartott enantioszelektivitasi
tulajdonsaguknak kdszonlden egyre gyakrabban hasznaljak értékes, kulonogéqgygzer-
intermedierek enantiomertiszta formaban valéakitasanal, igy nem meglép hogy az
enantiomer célvegylletek &dllitAsara fokuszaldé munkainkhoz, az utébbibbien egyre
dinamikusabban fejlé kdrnyezetbarat enzimes eljarasok kozul a kinetilazelvalas (KR) [1-
24] 6526283031339 3% 50%-0s termelés) és dinamikus kinetikus rezob/&EKRY "’ 2%98-10!

(max 100%-os termelés) mellett dontéttink.

Kinetikus rezolvalas

Az enzim, enantiodiszkriminativ tulajdonsadganak dtkeztében képes kulonkibz
reakciosebességekkel katalizalni egy racém szu@#s®rS) enantiomereinek atalakitasait (2.
abra). Idedlis esetben (irreverzibilis reakcioeakciosebességek aranyaks —w, azaz a “jo”
enantiomer gyorsan termékké alaki),(mig az antipdd tarsa el nem reagalt enantionmér(S}
lesz jelen a reakcidelegyben 50%-0s konverzié esedé gyakorlatban a reakciésebesséegek
aranya altaldban nem tart a végtelenhez, szatértekkel kifejezhét [enantioszelektivitasH),
dimenzio nelkdli erték, 3.2. pont alatt]. Ez azedi, hogy 50%-0s konverzional PaesS termék
enantiomerek mellett jelen vannak az antipdd szerdgsek isR és Q). Kovetkezésképpen,
szilkségszéwé valik az enantiomerfeleslegedg( szamitasa (3.2. pont alatt).

Kr
R enzim @
e Q
enzim
2. abra

Szekvencialis kinetikus rezolvalas

Biokatalizatorok altal inicialt dominé vagy mas eévszekvencialis rezolvalasok ismertek az
irodalomban, azonban a legtobb esetben a biotramsatio kémiai reakcioval tarsul a
szekvencidlis atalakulas létrejottét87% Ha egy szubsztrat enzimes rezolvalasa soran két,
egymast kovét enzimes reakcio jatszodik le, ahol azdépés eredményezte intermedierek egy
masodik enzimes reakcidban is résztvesznek, akkortalakulast szekvencialis kinetikus
rezolvaldsnak nevezik (3. abra). A két, enzimekaiéakozott altalaban kidsbeavatkozas (pl. az
elss 1épés utan a reakcidelegy feldolgozasa) tortéhikHa ak, > ks és ks >> k», akkor az
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intermedier termékP és ‘termék enantiomer’ j6 enantiomerfeleslegekkel izolalhat6. Lipaz-
katalizalt reakciok esetében ez csak két, hasosdktivitdsi funkcids csoportot tartalmazé

szubsztratok, pl. diészterek, diolok, diaminok, Mli@cilezett vegyuletek,sth. esetében

ismert %7110
_ - Y _ =~ - * B -
mezo- vagy prokiralis enzim termék enantiomer

vegyulet vagy racemat | =--.__
kg ™ Q/ky

Dinamikus kinetikus rezolvalas

Céliranyos, egyetlen enantiomebdlitasara kivaldoan alkalmazhatdo mddszer a DKRa#ta).
Elonye a KR modszerével szemben, hogy 100%-0s elmétetelés érhétel. Feltétele a lassan
reagalé enantiomelS] gyors racemizacioja (lehideg a reakcidelegyben torténjen), igy idealis
esetbenlz >> k; ésk; > k»), kivald termelés mellettgyetlen sztereoizom@?) képzdik.

R —%-~ |P

4. &bra

2.2. Lipaz-katalizalt O-acilezés és észter hidrolig, szerin hidrolaz mechanizmus

Primer és szekunder OH csoportot tartalmazé vetgKileszimmetrikus acilezésére, valamint az
O-acilezett racém szarmazékaiknak enantioszeléldiwlizisére leggyakrabban hasznalt lipaz a
PS lipaz (a korabbiakbaPseudomonas cepaciglenlegBurkholderia cepacig>?°1119 A 33

kD molekulatomety, 320 aminosavbol allo, bakteridlis erddatiacil-glicerol hidrolaz (EC
3.1.1.3) PS lipdZ° harom-dimenzi6s térszerkezetét meghataroztak shkbyel, a katalitikus
triadot alkoté aminosavakkal (ASH, Sef’, His®®®) egyuitf®'%11?% Szintén rendelkezésiinkre &ll
szamos, az aktiv centrumaba bekdtott primer ésusziek alkohol konformacios analizisének
eredmény&*'?” igy a tetrahedrélis intermedier stabilizalasaitéeH kotések létrehozasara

alkalmas aminosav részletek is bizonyossagot ryeAe aktiv centrum egy ,alagut” mélyéen
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helyezkedik el, a kéhely flexibilitasat két hidrofob (nagy és kdzepeséreati) és egy részben
hidrofil zseb biztositjg* 26128129

A PS lipaz esetében a kedvezményezett (reaktivabb) ienzent sztereokémiajanak
prediktalasara legelfogadottabb a szubsztituensleltivr méretén alapulé empirikukazlauskas
szabaly' %31 amely kimondja, hogy szekunder OH aszimmetrikusilezése nagy
valbsziriséggel R-szelektivitassal megy végbe ha a Cahn-Ingold-Bretzabaly szerinti
koriljarasban Rygynak prioritasa van aziRs-vel szemben és a H a sik mogott helyezkedik el (5.

abra).
H

Rnagy

HO
X

prioritas: Ry, > Riics
5. éabra

Ez aldl kivételt azok a szubsztratok képezhetnelelyekben a kiralis centrumhoz nagy
térkitbltési szubsztituens kédik, vagy oxigénen keresztil kapcsolédik valamelyik
szubsztituens. Ugyanakkor, laz enantioszelektivitésgy-mértékben fiigghet nemcsak a
szubsztrat sztérikus, de elektronikus tulajdonsébjat>".

Primer OH csoporttal rendelk&zszubsztratok (nem kapcsolddik O az aszimmetridreemoz)
aszimmetrikus acilezése esetén az enantioszeldktiidnyardl és mértéli@rbiztonsagosan
nyilatkozni kockazatos, (igen szubsztrat foigk), minden szubsztratot kulon-kalon kell
vizsgalni. Altaldban mégis helytallo, hogy az.f szubsztituens, a szekunder OH esetével
ellentétben, a kéhely egy ,masik” hidroféb zsebébe illeszketdk igy ellentétes,S
enantiopreferencia tapasztalhato.

Alkoholok, féleg szekunder alkoholok aszimmetrikus acilezésérel,PS lipaz mellett
leggyakrabban hasznalt masik lipaz a CAL®aqdida antarcticaB lipaz)*>**>*® A 33 kD
molekulatomeq, 317 aminosavbdl allé, bakteridlis ergdéiacil-glicerol hidrolaz (EC 3.1.1.3)
CAL-B harom-dimenziés térszerkezetét szintén fétdeek>>>* a katalitikus triadot az A,

a Hig** és a Séf° alkotjak, a tetrahedralis intermedier stabilizatgsedig H kotéseken keresztiil

az oxianion rész Gjabb aminosavai segitik (pl. a*®lés két Tht?)'3** Szekunder alkoholok
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CAL-B-katalizalt acilezésének enantioszelektivitaséd szintén dolgoztak ki prediktiv
modszerekét> %

Fontosnak tartom lley émitsat®’, killobnb6s N-acetoxi-metilezetiB-laktamok lipaz-katalizalt
hidrolizisének vizsgalati eredményeként bemutdiogy minden esetben az észter C-O kotés
hasadasat tapasztaltdk, egyetlen esetben semt@saegyirti felnyilasaval jar6 C1-N2 kotés

hasadéasat (6. abra).

/I:N OH
e ~N
o HZO
+
O;{\I)QCOR ;N§ /—  OH

0 HOOC |L\1—/

6. abra

Szubsztrat enantiomerek aktiv centrumba tértdakkolasat koveét igen komplex szamitasok
eredményeként a nagy kihivast az enantioszeleksivibiztonsaggal tortén prediktalasa
jelentené. Ezt azonban, jollehet az ez iranyl iitekutatasok®®* egyre kozelebb visznek a

célhoz, egydire még nem tekinthetjik megoldottnak.

Az eddig felderitett harom-dimenziés szerkezetedkpjah, meglep szerkezeti és fikodési
hasonlosagokat talaltak a kilonféle lipazok esetébe acilezési és hidrolitikus folyamatokat a
szerin hidrolaz mechanizmusah&k“*megfeleben katalizaljak. E& [épésben, a katalitikus triad
szerinje nukleofil tamadast indit az észter (aédée®l az acildonor, hidrolizisnél a szubsztrat)
karbonil csoportjdnak C-atomjara és létrejon az elgh atmeneti allapot vagy “tetrahedralis”
intermedier, amely az '®H tavozasaval az “acil-enzim” kialakulaséhoz ve#ébvetkezik
masodik lépésben a nukleofil (alkohol vagy viz) aéidsa és keletkezik a masodik tetrahedralis
intermedier, amely az enzim regeneralasaval éggd a terméket eredményezi (7. abra). A
szaggatott kotés szabad végén, a tetrahedralisnietker képédését stabilizalé6 aminosav részek
kapcsolédnak.
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sztereospecifikus

Asp §
1 -

R2 A RO AP

o

O OH —O — _— (0] OH ? R2

S Ser S ON
H—T N H :{ N Ser

His His
"acil-enzim"

7. abra

Tervezett iranyitottsagu enantioszelektiv atalakiba empirikus levezetések alapjan kivalasztani
a megfeled enzimet, jllehet az irodalomban erre vannak itdmyatd6 munkak’ teljes
biztonsaggal nem lehetséges. A biokatalizatorolkigyraemlegetett hianyossagat, miszerint nem
létezik a tukorkép enzim parjuk, igy nem lehetséggy termék enantiomer abszolut
konfiguraciéjanak befolyasolasa az enzim, ill. ‘@ikép enzim’megvalasztasaval, Faber és
Kazlauska¥™ ellenstlyoztak: részben, a természetbe éwantiokomplementer enzimek (pl.
lipdz és szubtilizin, nincs tikorképi viszony kdzlt azonban az aktiv centrumokikddésuk
tekintetében tukorképi viszonyt mutatnak) csopadtésaval, részben pedig az aktiv dtily

megvaltoztatasand® lehetiségével.

2.3. Lipézok szerves oldészerekben

A Klibanov-féle radikalis szemléletvalta&t'*® koveten, egyre gyakrabban végeznek enzimes

atalakitasokat a megszokott vizes kozeg helyettvegeoldoszerbéf ¥}

azon jelenis
felfedezésnek koszonlden, hogy az enzim fellletén jelenteviz képes biztositani a lipaz
katalitikus aktivitasat szerves oldészerbel®i®%*°? Ezen jelenis felfedezés 6ta, a szerves

oldészerekben végzett kémiai atalakitasok az eragimegyik legizgalmasabb teriil&4>31%4

A szerves kbzeg hasznalatanak szamésyel van, nem beszélve arrol, hogy léséget nyujt
viz-érzékeny szubsztratok vagy viz-érzékeny termnékedményaz szubsztratok enzimes
rezolvalasara. Ugyanakkor, gazdasagossag szemipdintf fontos, hogy az enzim egysier
sziréssel kinyerhét a reakcidelegyll. Az enzim aktivitasara és stabilitasara kifejtetttasa
mellett, az oldoszerek sztereoszelektivitasra gs@kohatasat mar a 90-es években
megfigyeltéR>>'°" és az 6ta, az enantioszelektivitds névelésérgiitdrenzimes ékisérletek

fontos lehatségeként vizsgaljdRé*>°
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Mivel az olddszer szerepének megmagyarazasaraemieksaltalanos szabdlyok, ezért helyes
megvalasztasa komoly kihivast jelent. Bizonyoskiggéato jelled tampontok azonban léteznek,
igy a hidrofil (MeCO, DMSO, egyéb) vagy hidrofob (hexan, éterek, byyélddszer a
rezolvalandd szubsztrat polaris vagy nem-polarilege alapjan tortéh kivalasztasara.
Ugyanakkor, a lipazok katalitikus aktivitasa albela & az oldoszer hidrofob természetének [log
P (DMF: -1,01; MeCN: -0,33; 1,4-dioxan: -0,27; NxO: -0,24; E£O: 0,89; THF: 0,49:t-
BuOMe: 1,35;iPrO: 1,52; toluol: 2,73; hexan: 38y novekedésével. Megjegyzem, hogy a
legalkalmasabb, log P >2,5 oldoszerekként kiem@&ttely hasznalataval szemben, tébb esetben,
mind a PS lipaz, mind pedig a CAL-B hasznalatakminodlis aktivitast és enantioszelektivitast
éter tipusu oldoszerekbe (O, t-BuOMe) tapasztaltunk.

A szerves kozeg optimalis megvéalasztasa mind azntiesaelektivitas, mind pedig a
reakciosebesség szempontjabdl kulcsfontossagu, nisgyhizonyitott, hogy az oldoszer
fiiggvényében valtozhat az “alagit” konformécidjar(z nyitott- vagy atmeneti-konformactéy
163 példaul aBurkholderia cepaciaezen szerkezeti részének nyitott és zart konfadjémk
oldészer fiiggvényében torérdinamikajat vizsgaltdk Pleiss éntsat®® és az eredmények

alapjan tényszésitették a konforméacio oldészérivalo fliggéseét.

10
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3.  Anyagok és modszerek
3.1. Racém laktamok és aminoészterek szintézise

A kiindulasi racematok szintézisét irodalmi Gtorgeétik, a korilmények pontos betartasaval,
ill. néhany esetben a részleges modositasavalldtészeirasok a megfetektzleményekben

talalhatok, az odatartozo irodalmakkal egydtt).

Mind a karbociklusos [(£}0-12, ()-15, (£)-31-39, (¥)-47, (¥)-52 és (x)54], mind pedig az
aciklusos [(2)25, (£)-26, (£)-56-60, (£)-66 és (x)67] Slaktamokat a klér-szulfonil-izocianat
(CSI) megfeled alkénre, ill. alkadiénre torténl,2-dipolaros cikloaddicidjaval allitottuk éel A
reakciok, a ciklododecénre tortemddicio kivételével disz{z)-52transz{+)-54 keverék ~ 1:1],
minden esetben régié- és sztereoszelektiven zaflodiég nyomokban sem volt kimutathaté mas
régio- vagy sztereoizomer jelenléte a reakcidelegyid racémzlaktamokbdl paraformaldehiddel
€s vizzel, tetrahidrofuranban, par o6ras, ultrahahgszulékben tortémrazatassal kaptuk a kivant N-
hidroxi-metilezett laktamokat [(£)—3, ()-13, (¥)-18 és (+)49], amelyekisl (n-PrCO}»O-el EtN

jelenlétében allitottuk éla megfelel O-butirilezett-szarmazékokat [(20 és (+)21].

A (¥)-70 plaktamot a kereskedelemben kaphaté 2-aza-bicikd[thept-5-én-3-on (Vince
laktam)'®* [(+)-71] katalitikus transzfer hidrogénezésével, mig aogiénen védett (+J2 )

laktamot a [(£)71] a dit-butil dikarbonattal végzett reakciojaval allitdttels.

A [laktdmok soOsavas etanolban toftéforraldsaval jutottunk a megfetel S-aminoészter
hidrokloridokhoz, melyeki a kivant bazig-aminoészterek [(x)-7—-80, (x)-97 (m) és ()99 (0)]
felszabaditdsat NaOH oldattal, hidegen és a haisodilkertilésére gyorsan végeztukiransz 5
aminoeésztereket [(#1 és (+)82] a megfeleb ciszsztereoizomereld [(£)- 78 s (+)+79] natrium-
etilattal torté atizomerizalassal kaptuk. A legtébb acikluggaminoészter racemat szintézisét
modositott Rodionov reakcidval végeztik. Az aldekidmalonsavval és Nj@Ac-tal
eredményezte aminosavakat S©Cjelenlétében, EtOH-ban, etilészter hidrokloridokka
alakitottuk, melyekdl K,COs-tal szabaditottuk fel a megfedelaminoészter bazisokat [(x)-
85-89 (a-e), (¥)-91 (g) és (¥)93-96(i-1)]. A (¥)-90 (f) és ()92 (h) szintézisénél aromas
nitrilekbél indultunk ki, eballitottuk amegfeleb enaminokat, melyek redukcidjaval nyertik a

kivant racematokat.

11
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A benzaldehid ép-anizidin eredményezte Schiff bazis és acetoxidakierid, EtsN jelenlétében
végzett Staudinger reakcidjaval Aallitottuké eh racém cisz3-acetoxi-1-[4-(metoxi-fenil)]-2-
azetidinont, amelyet CAN-al, majd ezt kd¥asemlegesitéssel alakitottuk a kivéistz3-acetoxi-
4-fenil-azetidin-2-on [(B*,4S")-(1)- 22] racematta. Ez utdbbinak a vizes MeOH-ban, NaGLI€O
NaCOs; jelenlétében végzett hidrolizise eredményeztecise3-hidroxi-4-fenilazetidin-2-on
[(BR*,4S%)-(1)-23], ill. a sOsavas etanollal végzett ighnyitdsa a megfelél aminoészter
[(2R*,3S")-(%)- 113 racematokat.

3.2. Az enantiomerfelesleg, a konverzié és az enmszelektivitds meghatarozasa

Az enzimes reakciok éehaladasanak kovetésére, valamint a termékek iemarteleslegének
€s az enzimes reakciokra jellefnenantioszelektivitasi érték meghatarozaséara faékddasco
HPLC (quaternary gradient pump PU-2089plus, mulislangth detector MD-2010plus)]- vagy
gazkromatogréfias (Varian 3900 GC) technikat haszni& Az Innova 4080 razogépben végzett
fél-mikroméreti, majd az optimalizalds utani gramm-mennyisé@mnzimes reakciok kovetése
céljabol, a reakcidelegyh idokozonként vett mintat direkt vagy deletes derivatizalas
(szarmazékképzeés) utan injektaltuk a GC (Chromojizukalsil-Dex CB, Chir-L-Val, Supelco
Gamma-DeX" 225), ill. HPLC (Chiralpak IA, Chirobiotic TAG, APX Octadecyl 5 p) kiralis
oszlopara. Az (R,29)- ill. (1S2R)-7-9 enantiomerfeleslegeinek meghatarozaségetés kiralis
derivatizalast kovéen (2,3,4,6-tetra-O-acetli-D-gliikopiranozol-izotiocianattal, TAGIT,
APEX-ODS nem kirélis oszloppal felszerelt HPLC ssgfével végeztik.

Az analitikai moédszer kidolgozasa mind a racém sztrht [(a) kromatogramm], mind a varhaté
termék racemat [(b) kromatogramm] enantiomereiragv@nalra tortéh szétvalasztasat jelenti
(8. abra). Két utdbbi sematikus abran [(c) és @y €s ugyanazon enzimes reakciobdl,
kulonbo® idokézonként [(c),konv < 50% és (d)konv ~ 50%] vett mintak kromatogrammijai
figyelhettk meg. A (d) kromatogrammon mindkét termékre vooaflan megtalalhaték a nem
kivant antipdd szennyezések, amelyek indokoltt&Zikesz enantiomerfeleslegeked: az

enantiomerek relativ koncentracioinak a kildnbségémitasat.

12
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8. abra

Irreverzibilis reakcidk esetében, az enantiomestelgek €6 szamitasa az (1) és (2) képletek
szerint torténik’, melyekben A-A, az enantiomercsticsok teriletintegraljait jelentik(3)-as
képlettel, azeek ismeretében szamithaté a konvelZioa (4)-es dsszefiiggés az enzimes
reakciora jellemd, EX11%%1%/dimenzié nélkili, enantioszelektivitasi érték si@sara szolgal, és
tulajdonképpen azt mutatjia meg, hogy hanyszor gytran alakul termékké az egyik
enantiomer, mint az antipddja. Megjegyzem, hogemantioszelektivitas 200 feletti értékeinek
pontos szammal torténmegadasa nem megbizhatd, mert mar viszonylag ki€sheli ¢
pontatlansagok is jelefgen megvaltoztatjak a valodE értéket, ezért a 200 feletti

enantioszelektivitasok esetélerr 200 jel6lést alkalmaztuk.

As-A,

l e = — ] '
D& = Ny w _Uee)
(3) konv. = _cs 4) E = (1+eegleep)

oA . eegteep n (1+eey)

DS - Treeoes
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s 7y 7

Mivel aminosavak gazkromatografias enantioszepsdéda (illékonysagi problémak miatt) az
irodalomban, a korabbiakban nem volt példa és moklkgoran szinte minden esetben aminosav
volt az enzimes reakcié egyik terméke, mi pedik @&zubsztrat enantiomereinek alapvonalra
tortérd szetvalasztasaval rendelkeziink, ezértdstandard r{-hexadekan vagy-heptadekan)
hasznalata volt sziikséges (9. abra). Ablal szamitasi képletek modosultak: a konverzi®)a (
es, azeqermek €rtékét pedig a (10)-es dsszefliggésekkel szaalitdtivel a standard hasznalata
nehézkesnek és sok esetben megbizhatatlannak bigzongzért az aminosavak
enantiomerfeleslegének pontos meghatarozasara agkramatografias analitikai modszert
(észterezés és ezt kotel-acilezés) dolgoztunk ki, melyet dupla derivatiza(DD) elnevezéssel
ismertettiink (4.4. pont alatt).

Szubsztrat

|

Standard
AS1O Alo = A20
A51 A1 A2

(5) K=AL/ (AL +AD)

(6) k=As/ (A1 + A)

(7) konv (% ) = 100 X Asmex! (A1 + Az + Aermen)
(8) ALl (AL + AD) = Ayl (AL + As + Aermen)

(9) konv (%) =100 x (k- R/ k

(20) €8ermak= €&zubsztraX (1 -konv) / konv.

9. abra

3.3. Enzimek, reagensek, enzimes reakciok kivitelezésmptimalizalas, preparativ-
mennyisédi rezolvalasok

A munkainkhoz kizarélag kereskedelemben kaphatdnesket (lipaz, észteraz és proteaz)
hasznaltunk, igy a bakterialis erdd®S, PS-IM és PS-SOP¢eudomonas cepacimajd 1995

utan Burkholderia cepacipés AK Pseudomonas fluorescgnsalamint a gomba eredeAY

14
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(Candida rugosplipazok az Amano Pharmaceuticals termékei. A gomieddt Novozym 435
(immobilizalt Candida antarcticaB lipaz) és Chyrasime L-5C@andida antarcticaA lipaz)
enzimeket a Novo Nordisk, a szintén gomba etfeddtyrasime L-2 (immobilizaliCandida
antarctica B lipdz) enzimet pedig a Roche Diagnostics Conpamaforgalmazza. A gomba
eredeti Lipolase (immobilizaltCandida antarcticaB lipdz) és a sertés hasnyalmirigylizolalt
PPL (type IlI) enzimek a Sigma-Aldrich termékei. AIGB (Chirazyme L-2, Novozym 435 és
Lipolase), valamint a PS-IM lipazokat gyarilag imbizalt formaban hasznéltuk. Mivel az
enzim immobolizalasaval a stabilitds és aktivitévetése mellett®, szelektivitasbeli pozitiv
véaltozasok is elérhék™®®, valamint az immobilizalt enzim hatékonyan vissmahet a reakcié-
elegyldl, ezért a gyarilag nem immobilizalt PS, AK, AY €byrasime L-5 lipazokat egysteés
kevéssé koltséges adszorbcios moddszerrel immoliakzéA nyers enzimet (5 g) Tris-HCI
pufferben (0,02 M; pH 7,8) cukor jelenlétében (3 spuszpendaltuk, majd Celitre (17 Q)
adszorbealtuk. Az igy nyert készitmények 20% (nlifpdt tartalmaztak.

Az enzimes reakciokhoz haszndlt nagy analitikaitaisagl reagensek és oldoszerek a HPLC
tisztasagu MeOH kivételével, amelyet a Scharlagdimnaz, Fluka, Sigma-Aldrich és Acros

termékek voltak.

A kis-mennyiséf (fél-mikroméret)) szubsztrat enzimes rezolvaldsa céljabdl a kidmslul
racematot (0,025 vagy 0,05 M), a vizsgalt oldészerd ml), vagy oldészer nélkil hozzaadtuk a
kivalasztott enzimhez (3100 mg mt'), majd hozz&adtuk a reagens acildonort vagy ntikleo
(0,1-100 ekv). Az enzimes reakcioelegyek allando razaté®10 rpm), valamint az izoterm
koérilményeket (2580 °C) Innova 4080 Incubator Shaker-ben biztositotAkenzimes reakciok
elérehaladasat (acilezés vagy hidrolizis) az elégybtt mintak, ebbbiekben megadottak szerint
GC ill. HPLC analizisével kovettik.

Enzimes reakcio optimalizalasi fazisanak részlépésea munka egészébe tofiéheszkedéset
mutatom be a 10. abran. Az enzimeaskidérletek (~510 mg szubsztrat) keretében vizsgaltuk az
enzim tipusanak és mennyiségének, acilezés esetildonor tipusanak és mennyiségének, ill.
hidrolizis esetén a nukleofil tipusanak és menmyeék, az olddszer tipusanak, a hozzaadott
adalék tipusanak és mennyiségének, valamiingéhsékletnek a reakcié enantioszelektivitdsara
es sebessegére kifejtett hatasat. Adkiskrletek soran hangsulyt fektettiink arra is, hagy
koérnyezetre kevésbé karos “zold” oldészereket hagmk, és nem egy esetben az enzim Ujra-

felnasznalhatosdgat szintén vizsgaltuk. Adkisérletek eredményinek Osszesitése utan, a
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preparativ-mennyiségenzimes rezolvalasokat (10 g szubsztrat) az optimalizalt kérilmények

kozott végeztik.

Enzim tipusa

Acil donor vagy nukleofil S p
Oldészer Obtimalizalas Gramm-mennylsegben végzett
Adalék P enzimes rezolvélas
Enzim mennyisége ~ 5-10 mg szubsztrat ~ 1-10 g szubsztrat

HOmérséklet, stb.
10. abra
3.4. Az enantiomerek jellemzése

Az enzimek adott reakciéban tanusitott szelekipéta azaz az enantiomerek abszolut
konfiguraciéjat minden esetben meghataroztuk, vagyeballitott enantiomertiszta vegyulet
irodalombdl ismert optikai forgatas értékével vasszehasonlitdsa alapjan, vagy pedig oly
maodon, hogy a kérdéses enantiomert az irodalongmdéiit abszolut konfiguraciéju vegyuletté
alakitottuk, és akkor hasonlitottuk 6ssze a fogjaéitékeket. Az altalunk meghatarozott, és
néhany esetben analdg viselkedésen alapuld, feltéte abszolut konfiguraciok egy része mas
technikaval is igazolast nyert, igy a VCD spektkigia kvantumkémiai szédmitdsokkal
kombinalva tiz enantiomertiszt#laktam abszolit konfiguraciojanak meghatarozadte t
lehetvé™.

Egyuttmikodés keretében, a racém, ill. enantiomerd(@laktamok>°85%7073 g
aminosavak~"*%%%" és raminosavak kiilonbos HPLC technikakkal tortéh enantio-
szeparalasasanak lebwtgeit is vizsgaltuk. A munkék soran szamos kirészlop kerult
kiprébalasra és értékes 0Osszefliggések szllettekréddis kallofazis és a sztereoizomerek

elvalasztasanak misége tekintetében.

Az enantiomertiszta termékeket szerkezetigazolg¥dalés'*C-NMR, Bruker DRX 500), elemi

analizis adatokkal (EA, Perkin-Elmer CHNS-2400 $eelemi analizitor) és olvadaspont-
meéréssel (Kofler készillék) jellemeztik. Minden kert meghataroztuk az optikai
forgatoképességeta( Perkin-Elmer 341 polariméter), és megadtuk az toraerfelesleg

értékeket €e kiralis oszloppal felszerelt GC, ill. HPLC).
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4.  Eredmények és diszkusszio

4.1. EBzmények: af ésylaktamok, valamint B éspaminosavak kémiai és
farmakologiai jelentésége és jelerdsebb enzimes ékllitasa

A cimvegytulet enantiomertiszta laktamok és aminakaxind farmakologiai, mind pedig kémiai

szempontbdl igen jelets vegyilletek. Ezt igazolja #laktamok éspB-aminosavak'’%*8

valamint plaktamok és paminosavak'>*%%1%

sztereoszelektiv (enzimes) szintézisével
foglalkozd, utdbbi idben megjelent nagy-szamua koézlemény, ill. 6sszefdglkbzlemény,

valamint knyv.

Az aza-heterociklusok fontos csoportjat ké&peg*laktamok biolégiai aktivitasa, igy
vérnyomasaskken®, gyulladascsokkefif antiaritmias, antidepresszans hatasa, valamint
monoamin oxidaz inhibitor aktivitdisa az irodalombgmert®’. Jelentségiik hansulyozaséara
emlitem, hogy a gyégyszerkingdaktam antibiotikumok antibakterialis hatasaékeles laktam-
gyirii, a hozza kapcsoldédo oldallancokkal egytitt hataraneg az antibiotikum antibakterialis
spektrumat, farmakokinetikajat és a vegytlet stalsiit a baktériumok altal termelt béta-
laktaméazokkal szemb&i'%° A Alaktamok szerves kémikusok kezében értéBasninosav és
yaminoalkohol forrast jelenthetnek, ugyanakkor wtikus célokra, hasznos intermedierekként

tortérs széleskdi felhasznalasuk igen jelgist 77178190

A nikotinos acetilkolin receptorra sztereospecifikagonistajgen ets idegméreg Very Fast
Death Factot, LD50 200 pg kg*, 4-7 perc (egerek, intraperitoridlisan)] Anatosfi:

(Anabaena flos aquaédesvizi kék algabdl izolaltak) mind racEAt®® mind pedig
enantiomertisztd****formaban tortéh total-szintézisét tobb kutatocsoport is leirtaPdsons és

mtsai®?

altal kozolt,Blaktam intermedieren keresztil végzett total-szistéa késbbi munkank
szempontjabol gondolatébreszhivoltanak kdszonhéen mutatom be, jollehet a jelen sZida
tobb-1épéses szintézis eredményeként az Anamxamcém formajat kaptak. Ciklooktadiéib
CSI addicioval &) allitottak eb az intermedierflaktamot, melyet benzileztekb), majd
epoxidaltak €). Kovetkezett a kulcsfontossagu epoxidnyidas ésainblekuléris ciklizacio d),
melyet katalitikus debenzilezés, majd Boc &&sbport bevitele és az OH csoport jodFeténs
cseréje kovetette]. A jod tributil-onhidrides eltavolitasat koven ) egy oxidacios 1épés, majd

a Boc eltavolitasagj eredményezte a kivant vegyuletet.
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A karbociklusosS-aminosavak 6magukban is farmakoldgiai hatas haidtehetnek, igy az
altalunk is tobb tipusu enzimes eljarassdakitott (1R,2S)-2-amino-1-ciklopentankarbonsav
(ciszpentaciny®*"* jelents Candida albicansgombaellenes aktivitissal bir, akarcsak a 4-
metilén szarmazéka, az Icofungip€RLD-118)""*%® mellyel Kklinikai Fazis Ill vizsgalatok
folynak. A természetes erefletciszpentacint 1989-ben egymastdl fluggetlendl, jagtan

992045 aBacillus

kutatécsoport izolalta Streptomyces setor(iStreptomyces griseusd. név
cereu$®?%? baktériumokbol. Szamos bioldgiailag aktiv vegyiilétezik, melyek szerkezeti
elemként karbociklusosfaminosav enantiomert tartalmaznak, példaul az bimtikum
Amipurimycin (aStreptomyces novoguineengembabdl izolaltak) szerkezetében aR,pb)-2-

I%03,204

amino-1-ciklopentankarbonsav vagy az antibakteridiryzoxymyci szerkezetében az

(1R*,2R*,3R*)-2-amino-3-hidroxi-ciklohex-3-én-karbonsav lelthdel.

A ciszpentacin, a tobbi karbociklusggaminosavval egyitt kémiai szempontbdl is jedent

vegylilet. Potencidlis farmakoldgiai hatast-horda#érmedierek kiindulasi anyagaf#4>12%°

felhasznalast nyernek a heterociklf§é%206.207 és kombinat6riku§2°22°kémia teriiletein, a

peptid kémiabari®*#1%?hedig beépitésiikkel médosithatd, azaz névélagieptidek bioldgiai

aktivitasa, ill. j6l meghatarozott harom-dimenziaserkezetek (foldamerek) hozhatok 1878

Két, indirekt lipaz-katalizalt médszert kivanok ikielni, amelyeknek a kidolgozésa intézeti
részvéetellel tértént, és amelyeket sikeresen alkalak kulonféle karbociklusog-aminosav
enantiomerek (kdztlk a ciszpentacin) szintéziskéte §bra). Az egyik enzimes ut a megiel|s

216

aminoészterek enantioszelektiv N-acilezésén kere¢2)=>, a masik pedig a megfeteIN-

hidroxi-metilezet{3-laktamok enantioszelektiv O-acilezésén keresByif {torténik.
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11. abra

Egy korai, mér a 60-as években hasznalt enzimésasff-aminosavak szintézisra f-aminosav
szarmazékok (aminoészterek) egy proteolitikus enzam a-chymotrypsin [EC 3.4.21.1.]
-katalizalt rezolvalasan alaptht?*® A j6 enantioszelektivitassal zajl6dé hidrolitikesakciokat
vizes kdzegben, a pH szinten tartasaval+g,R6z6tt) végezték. A modszert kb Steel és
mtsai az antibakterialis (-)-Oryzoxymycin szintézise &vralkalmaztak, azaz leirtak az etil-(3-
endotert-butoxikarbonil-amino-7-oxa-biciklo[2.2.1]hept-5-@rexo-karboxilat) PLE (sertés maj
eszteraz)-katalizissel végzett hidrolizisét. A six®zed (pH 8) enantioszelektiv hidrolizis (12.
abraf®* eredményezte termékek szétvalasztasat prepaisadiis HPLC technikaval (Chiralpak
AD, n-heptan/EtOH 95:5) valésitottak meg.

0 0
COOEt oLE COOH EtOO
7 ———— > 4 + N
pH 8 foszfat puffer
NHBoc NHBoc BocHN
12. bra
Evans éantsaf?® indirekt enzimes eljarast dolgoztak ki a ciszpeint@ballitasara, a racém 6-

aza-biciklo[3.2.0]hept-3-én-7-on ENZA-1 laktamaRhedococcus equiNCIMB 40213)-
katalizalt enantiospecifikus hidrolizisén keresz{B. abra). A/laktamaz [EC 3.5.2.6] D
osztalyaba sorolt, bakterialis ereilgeljes sejtes enzimet vizes kézegben haszngtdkrj és a
reakciokat 20 °C-on végezték. A laktamigy C1-N2 kotésének enantioszelektiv hasitasaval
kapott termékeklil a gyirinyilt aminosavat nem izolaltak, a kloroformos ekti@bol nyert
(1R,59)-laktamot telitették, majd vizes sosavval a kivé@iszpentacin hidrokloridd4 nyitottak.
Az eljaras egyik hianyossaga, hogy nem kereskedmarkaphat6 laktamaz enzimet hasznaltak,
az aminosavat pedig veszni hagytak. Ugyanakkolisgpentacint a tobb lépés miatt alacsony
termeléssel kaptak. Jobb termelés céljabdl, aetejftlaktambdl kiidulva, direkt enzimes ut
megvalodsitdsaval is probalkoztak, azonban az &doiiméenyek koz6tt az enzim gyakorlatilag

nem mutatott aktivitdst a C1-N2 hasitaséara.
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13. 4bra

A ciklusoscisz y-aminosavak farmakoldgiai szempontbdl igen jélentegyuletek. Példaul a 4-
aminociklopent-2-én-1-karbonsav, a 3-aminociklopart-karbonsav és ezek enantiomerei
GABA analégkent ismert vegylletek, GABA receptoroligtak, részleges agonista és
antagonista hatasédl Alkalmasak meghatarozott, nem-természetes, spekuszerkezét
peptidek edallitasara, tovabba onrendeZsre képes peptid nanocsdvek tervezésére és
elsallitasard®. Az (1S4R)-4-aminociklopent-2-én-1-karbonsav példaul jedsrantiviralis hatasu
purin- és pirimidin-karbonukleozidok (pl.: Abac&?t*?® Carbovif*’?*) szintézisének kulcs-

intermedierje.

Az Abacavir kutatasanal, az intermedig#daktam, ill. ciklusos y-aminosav aszimmetria
centrumainak megfelgl a hatasért felés abszolut konfigurdcidval tortérkialakitadsara tobb
enzimes maédszert is kidolgoztdk'®® igy Csukés mtsdi? az (1S4R)-4-aminociklopent-2-én-1-
karbonsav szintézisére iranydlé tobb-lépéses sliidan a racém metitisz4-(acil-
amino)ciklopent-2-én-1-karboxilat] hidrolizisét Pldatalizissel végezték és a reakcidt 50%-0s
konverzi6 folé futtatva (~65%), kaptak kivalé enamterfelesleggel de > 99 %) az el nem
reagalt (R49-aminoésztert, melyb hidrolizissel nyerték a kivant abszolut konfigriciu

célvegyluletet.

Evans ésmtsal®® pedig, az ENZA-1 Rhodococcus equNCIMB 40213) és ENZA-20
(Psedomonas solanacearudCIMB 40249) torzsek laktamaz aktivitasa felhasas@val, vizes
kozedi eljarast dolgoztak ki a 2-aza-biciklo[2.2.1]hepéid>3-0n rezolvaldsara. A rezolvalasok
soran dallitottdk mind a (+), mind pedig a (-) 2-aza-bigjR.2.1]hept-5-én-3-on enantiomereket,
valamint a laktamdiri felnyilasa kovetkeztében keletkeg) és (+)cisz4-amino-ciklopent-2-én-1-
karbonsav enantiomereket. A &Bbiekben, Taylor éamtsai® majd Littlechild és mtsaf®®
tovabbfejlesztették a moddszeat 2-aza-biciklo[2.2.1]hept-5-én-3-on rezolvalas&zelektivebb
és stabilabb laktamaz aktivitasu torzseket irtgl |&ENZA-22, ENZA-25).
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Az utobbi években, az aciklusgsaminosavak irant is fokozodott a figyelem. Ez Kivgzed
annak, hogy 6nmagukban is farmakolégiai hatas radidehetnek, ill. szamos biol6giailag aktiv
vegyllet szerkezeti elemeként enantiorpearil-, S-heteroaril- vagypg-arilalkil-g-aminosavat
tartalmaz. Példaul az RJ-3-amino-3-(3,5-diklor)propionsav  és az S-B-amino-3-(3-
piridil)propionsav szarmazékai integrin,Bs-receptor antagonista hatast mutafiakez a
receptor fontos célpont olyan betegségek kezelésémiat a csontritkulas, daganatok kifejese
és attétek kégwlése). Az antitrombotikus hatassal rendelkBarinogén-receptor antagonistédk
koézil, pl. az elarofiban (RWJ-53308), a&)-8-amino-3-(3-piridil)propionsav szarmazeka

ﬁ33_235

sikeresen tuljutott a human Kklinikai vizsgalatok fézisa vagy az R)-3-amino-3-(3-

piridil)propionsav, valamint azR)-3-amino-3-fenilpropionsav a hepatitis C virus ibitorok

alkotoelemei*®?3’

A 2-es tipusu cukorbetegségben szefveetegek vercukorszintjének csokkentésére alkalthazo
Januvia¥ (szitagliptin-foszfafi*® az elgként bevezetett dipeptidil-peptidaz IV inhibfor?*°
szerkezetében egy-arilalkil-szubsztitualt f-aminosav enantiomer, aR)(3-amino-4-(2,4,5-
trifluorfenil)butansav lelhét fel. Szintézisére szamos aszimmetrikus szintéatisadolgoztak*™
244 az R)-3-amino-4-(2,4,5-trifluorfenil)butansav enzimel$alitasara azonban nem talaltunk

leirast az irodalomban.

A gyogyszertervezés €s gyogyszerszintézis tertleggnmasik kulcsfontossagu intermedier, a
(2R,39)-3-amino-3-fenil-2-hidroxi-propionsav, melyet kétrdk kemoterapidban leghatékonyabb
gyogyszerek kozoétt nyilvantartott Taxol®. (pacligdx és analégja a Taxotére® (docetaxel)
szemi-szintézisében hasznalffdk Ezek a mddszerek részben a kulcs-intermediernis-fe
izoszerin szarmazék szintézisét, részben pediggets® abszolut konfiguracidval rendelkez
intermedier és kilonbdz Taxus fajok ilevelédl (pl. Taxus baccatp nagy mennyiségben
izolalhat6 baccatin 11l szarmazék C13-O-en kerdsk#pcsolasi lehéségeit vizsgaltak.

A Taxol oldallanc kulcs-intermedierjének szintériséidolgozott nagyszami szintézidt

egyikét, a Sih ésmtsaf*’

altal, optikailag aktiv 3-hidroxi-4-fenil3-laktdm szarmazékok
eloallitasara végzett munkajuk eredményeit kivanonokézugyanis az altalunk hasznalt egyik
racém szubsztrat megegyezik az emlitett munka eggulbsztratjaval. Masi@l pedig, a jelen
munka egyike az irodalomban minddsszesen fellélhkeét, lipaz-katalizalt S-laktamok
gyirinyitdsara talélt példaknak. Amikor a N-védett [(RO) racéncisz(3R*,4S")-3-acetoxi-4-
fenil-azetidin-2-on C3 észter funkcidjdnak P-30 alip Pseudomonas lipaz)-katalizalt

metanolizisét (MeOH) végeztékBuOMe-ben azt talaltdk, hogy az OAc hidrolizis il

21



dc_6 10

részben girinyilas is lejatszédott. Ugyanakkor megemlitettékpgyh két penicillinaz
(Escherichia coli205 ésEnterobacter cloacaeplacsony enantioszelektivitassé € 16), de

katalizaltak a giranyitasi reakciot.

_______________

i o i

AcO ¢} HO, o AcO o : :
lipéz, t-BuOMe NES = o Acoﬁl\oc% !

N H,0/MeOH, 50 °C REEIN * 2SN ! 3s !
D oM D e e
o) 0 0 : o)/\ Ph !

1 )

14. bra

Nem meglep tehat, hogy az utobbi években, ezen egyre naggatdkbdéssel vezett terileten
kivantunk Uj enzimes stratégiakat fejleszteni antloldgiai szempontbol értékes intermedierek
eléallitasara, ill. 0j, potencidlis biologiai hatastiozdkat eballitani.

4.2. Indirekt enzimes mddszerek

A Blaktamok hidroxi-metilezésén, majd azt kdvenzimes acilezésén keresztul j6 hozammal és
j6 enantiomerfelesleggel nyertighind az észter, mind pedig az el nem reagalt alkdtzzel a
lehetiséggel élve, U], enantiomertiszfdaktamok és-aminosavak vagy szarmazékaik indirekt
enzimes modszerrel valéséllitaséat valdsitottuk meg, az igen egysieerelkészithét N-hidroxi-
metilezett SlaktAmok aszimmetrikus acilezésén, vagy a medgfelbl-acetoxi-metilezett

szarmazékaiknak enantioszelektiv hidrolizisén kik$15. abra).
RL O
C _acildonor
R? N _OH  lipaz ~_-Oacil
l
< NuH j
~_-Oacil TTipaz \/OH R? N Oacil

15. abra

Rl
) \/OH

4.2.1. N-Hidroxi-metilezett karbociklusos #laktamok enantioszelektiv acilezése [1,2]

A ciszpentacin @@llitAsara kidolgozott intézeti indirekt enzimes dmpef'’ tovabb-
fejlesztésekeént, szerves ko#esnzimes eljarast dolgoztunk ki a 7-aza-biciklo[d]@ktan-8-on, a

7-aza-biciklo[4.2.0]okt-4-én-8-on és a 7-aza-biojkl2.0]okt-3-én-8-on enzimes rezolvalasara a
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N-hidroxi-metilezett-szarmazékaik [(H)=(x)-3] aszimmetrikus O-acilezésén keresztll (16. abra)

[1].

0] VB O O

J PS lipaz o I//

Me,CO +
N OH e N._ OCOPr “*N__OH
#)-1-()-3 18% HCIA (IR,69-4-6 18% HCI,A (1S.8R)-1-3
ioncserés kromatogréfj ioncserés kromatografi #NH ,OH/MeCOH

COOH .~COCH y 'l//o

Q ., ' *NH
NH, NH>

(1R,29-7-9 (1S,R)-7-9 (1S,6R)-10-12
O (@] (@]
O:N(VOH @jﬁvw ©~_N(VOH
(-1 (-2 (*)-3
16. abra
A Parsons ésntsai®?

, racém Anatoxira total-szintézisére megadott reakciésoranak (4.ht po
alatt) az attanulmanyozasa kapcsan szlletett mégatoxina enantiomertiszta formaban valo
szintézisénela gondolata. Az ékéekben vazolt modszer alapjaira épitkezve, enzimadsaert
dolgoztunk ki az intermedier RI8S)- és (158R)-9-aza-biciklo[6.2.0]dek-4-én-10-on [(+) és (-)
15] enantiomerek szintézisére (17. abra), azaz eggnallj, formalis totél-szintézist adtunk meg
mely mindkét Anatoxira enantiomer élallitasat lehdive teszi [2].

6] o) ....l//o
N._ OH NH "'NH
3 - 1S,8R)-15
(1R,89-13 KoCO4/ MeOH (1R,89-15 (1S8R)
\ NH4OH/MeOH NH,OH/MeOH
6]
\F/’% lipaz N I//
v iPr,0,-15°C VOCOPI’ "'NVOH
(#)-13 (1R,89-14 (1S,8R)-13
22% HCIEtOH A 22% HCIEtOHA
‘COOEt @CQOEt @ .COOEt @ .COOEt
Hoy
NH, HCI NH,,- HCI "NH,- HCI NH HCI
(1R,29-16 (1R,29-17 (1S,2R)-16 (1S,2R)-17

17. dbra

Elékisérletek (enzim-, acildonor-, oldoszer-, additives tomérseéklet-vizsgalat)

Az elokisérleteket a (x}-es modellvegyilet esetében végeztik, azaz vizdgdtilonbod
enzimek, acildonorok és olddszerek reakcidé enargiektivitasara és sebességre gyakorolt

hatasat (1. tablazat). Kiprobalasra keriltek, aoltakiralitascentrumot tartalmazo6 alkoholok
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rezolvalasara leggyakrabban hasznalt PS és AK dig&7Z*? valamint vizsgaltuk a CAL-B
(Novozym 435) lipazt is. Szem ékt tartva az enzim-katalizalt kinetikus rezolvalas
alapkovetelményét, hogy a reakcid legyen irrevdigjb a korabbi tapasztalatainkat is
felhasznalvd®™* vinil-észtereket valasztottunk acildonornak, myovidebb szénlanct vinil-
acetéat (VA) és vinil-butirat (VB) kerlltek kiprolidra. A szobalmérsékleten végzett acilezési
reakciokat tobb tipusu olddszerben is elvégeztiikkapetonban (Mg&£O), tetrahidrofuranban
(THF), acetonitrilben (MeCN), dietil-éterben {B) és diizopropil-éterbenKr,0). Mivel a (£)1
PS lipaz-katalizalt acilezésére (VB) az optimalisamtioszelektivitast > 200) acetonban
kaptuk, ezért a kébbiekben, a (x}t—(+)-3 preparativ-mennyisdéig rezolvalasait acetonban
végeztuk.

1. tAblazat.Enzim (25 mg mt PS lipaz és 50 mg thAK lipaz), acildonor (0,2 M), oldészer,

enantioszelektivitasra és reakciésebessége gyakataba a (+)-szobaldmérsékleten végzett
acilezése soran

Sor Enzim Acildonor Oldoészer Reakci6o- Konv. ee eg E
idd (h) (%) (%) (%)
1 AK lipaZ VA Me,CO 2 48 82 92 48
2 AK lipaZ VB Me,CO 2 47 86 96 136
3 PS lipa2 VB Me,CO 2 48 89 98 >200
4 PS lipa2 VB THF 3 46 81 94 81
5 AK lipaZ VB THF 3 46 79 93 66
6 PS lipaz VB THF 4 44 70 90 39
7 Novozym 435 VB THF 0,75 43 32 40 3
8 PS lipa2 VB MeCN 4 39 61 97 122
9 PS lipa2 VB Et,O 0,5 40 63 95 74
10 PS lipaz VB iPr,O 1 47 75 83 24

®20% (m/m) lipazt tartalmaz Celitre adszorbealvkocijelenlétében.

Mivel a (+)-13, a korabbiakban bemutatott, (¥)estében optimalizalt kérilmények kozoétt (PS
lipdz, VB, Me,CO, szobabmérséklet) kis enantioszelektivitag £ 26) mutatott (2. tablazat, 1.
sor), ezért tovabbi optimalizalasra volt szikségzil-vizsgalat keretében, a (B VB-al
végzett acilezési reakcidjat PS lipaz mellett, Agad¥, CAL-A, PPL és CAL-B (Lipolase és
Novozym 435) katalizissel is elvégeztik (1. és2b sorok). Mivel az acetonban, 25 °C-on
végzett reakciok kozil a legnagyobb enantioszelig@tit PS lipazzal tapasztaltuk, vagyis nem
sikerllt szelektivebb enzimet talalnunk, ezért alip&z-katalizalt acilezésVB helyett VA-tal,
vinil-propionattal (Vpr), vinil-pivalattal (Vpiv)yalamint izopropenil-acetattal (I1A) is kiprobaltuk

(7. és 1315. sorok).
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2. tAblazat. Enzim (30 mg mt), acildonor (0,1 M), oldészer, additiv &niérséklet enantioszelektivitasra és
reakcio sebességére gyakorolt hatdsa 43Heilezése soran

Sor Enzim Acildonor Oldoszer Reakcio- ee eg  Konv E
id6 (%) (%) (%)
1 PSlipaz VB Me,CO 7h 81 83 49 26
2 iPr,O° 45 min 88 71 55 16
3 (iPrO+EtN)° 15 min 78 94 45 76
45 min 93 83 53 36
4 MeCN’ 72 h 8 80 9 10
5 CHCE 72 h nem tapasztalhato reakcio
6 toluol® 1h 92 91 50 69
3h 88 43 67 7
7 VA Me,CO’ 2,7h 73 77 49 16
8 iPr,O° 15 min 74 91 45 47
45 min 89 74 55 19
9 (iPrO + EgN)° 45 min 92 86 52 43
10 ¢ 1h 89 91 49 63
iPr,O 1,5h 91 84 52 36
11 d 1h 88 94 48 94
2.5h 95 93 51 102
12 THF 30 min 36 61 37 6
1h 62 58 52 7
13 Vpr |Pr20b 15 min 72 90 44 40
45 min 89 69 56 15
14 Vpiv iPr,O° 53 h 71 82 46 21
96 h 94 62 60 14
15 IA iPr,O° 2,25 h 64 88 42 30
4 h 82 55 60 8
16  Novozym VB MeCO 15 min 30 33 48 3
17 435 iPr,0 15 min 50 32 61 3
18  AK lipaz VB MeCOP 2,5h 36 84 30 16
19 iPr,O° 15 min 66 84 44 22
45 min 87 50 64 8
20 CAL-A® VB MeCQO’ 48 h nem tapasztalhato reakcio
21 iPr,O 1,7h 37 38 49 3
22 PPL VB iPr,O° 1,5h 23 61 28 5
23 Lipolasé VB MeCO 48 h nem tapasztalhato reakcio
24 iPr,O° 15 min 41 61 40 6
45 min 60 41 59 4

220% (m/m) lipazt tartalmaz Celitre adszorbealvocijelenlétéberf25 °C.°0 °C.%15 °C.

Az acilezéseldl altalanossagban elmondhatd, hogy nem alltak %-66 konverzional, az észter

es az el nem reagalt alkohol termékek enantionesitsjei hirtelen kezdtek cstkkeni (18. abra).
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Bebizonyitottuk, hogy azeek drasztikus csokkenéséért az enzim fellletéi idz volt a

felelss, amely mint nukleofil vett részt a termék éshidrolizisében.

18. abra. Az enantiomerfeleslezg( valtozasa a reakcidéd@khaladtaval a (£)-3 PS lipaz-katalizalt,
iPr,O-ben, -15C-on végzett butirilezése soran

100 100
80 80
g 0 /\’ g 0 ‘—F+‘\
g"' 40 gn' 40
20 20
0 T r T T y 0+ T T T T T y
20 30 40 50 60 70 80 20 30 40 50 60 70 80
konv. (%) konv. (%)

A tovabbi vizsgalatokhoz, a VB-tal kézel azonosdeményeket mutatd VA-ot valasztottuk
acildonornak. Ismerve, hogy az oldészerek jéleen befolyadsolhatjdk mind az enantio-
szelektivitdst, mind pedig a reakciosebességet)-a3 PS lipaz-katalizalt acilezés@fA és VB)
kulonbo® szerves olddszerekben végeztik, ilggO-ben, MeCN-ben, CHglban, toluolban és
THF-ban. A latszélagok és reakcidésebesség optimalis kombinacioj&raD biztositotta (2. és
8. sorok). A kiloénbta adalékanyagok reakciéelegyhez valé hozzaadas&észitovelheti az
enantioszelektivitast’, igy a tovabbi optimalizalas céljabél;Btt adtunk aiPr,O-ben végzett
reakcioelegyhez (3. és 9. sorok). A Kkatalitikus mesedi EtN hozzaadasaval kétszeres
enantioszelektivitast értink €t < 40konv ~ 50%). Ugyancsak vizsgaltuk érhérsékletnek az
enantioszelektivitdsra és a reakciosebességre mpiakatasat, azaz a (48 PS lipaz-katalizalt
acilezését VA-taliPr,O-ben 0 és -15 °C-on is elvégeztik (10. és 11k¥oko-15 °C-on végzett
reakcio esetében (11. sor), varakozasunkat felitmugen j6 enantioszelektivitadtfszsiagos=
102, konv = 51%) tapasztaltunk, igy a (B gramm-mennyiség rezolvalasatPS lipaz
katalizissel, VA-taljPr,O-ben -15 °C-on veégeztik.

4.2.2. N-Hidroxi-metilezett 4-aril-szubsztitualt f-laktamok enantioszelektiv acilezése [3]

[-Aril-szubsztitualt f~aminosavak szintézise céljabdl, a korabbi, katosos [laktamok
enzimes rezolvalasara kidolgozott enzimes moddkainaazhatdsagi hataranak szélesitéseként
vizsgaltuk a fenil- [(£)18] ésp-tolil- [(x)- 19 szubsztituali?-laktamok enzimes rezolvalasat (19

abra).
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O / 0 0
VB R g
N~ ~OH PS lipaz, N~ OCOPr N _-OH
toluol +
~25°C
R

R R

(+)-18 R =H (R)-20,R=H (S)-18 R=H
(*)-19,R=Me (R)-21, R = Me (S9)-19, R =Me
19 abra

Elékisérletek (enzim-, old6szer-vizsgalat)

A (¥)-18 VB-tal (2 ekv.),iPr,O-ben, 25 °C-on végzett acilezését a PS vagy A&zbg (30 mg
mL™) kivalé enantioszelektivitassdE (> 200) katalizaltak. A szintén kiprobalasra kef@hL-A
igen csekély £ = 4), mig a PPL kozepesnek mondhab® £ 76) enantioszelektivitassal
katalizaltdk az ugyancsakR-szelektivitdssal zajlodé acilezést. Az oldészesgalat
eredményeként megallapitottuk, hogyBa iPr,O:CHCk 1:1 aranyu elegyében és a THF-ban
veégzett reakciok esetében csokkent (3. tablazats 3l. sorok), mig ME€O-ban,iPr,O-ben és
toluolban (3. tablazat, 1., 2. és 5. sorok) jolteHeilonb6sd reakciosebességeket, de kivalod
enantio-szelektivitastH > 193) tapasztaltunk. A reakciosebességeket is séth tartva, a
toluolt valasztottuk oldoszernek a kbbi, preparativ-mennyiségrezolvalashoz. Amikor a (£)-
18 vegyiletre optimalizalt kérilmények (PS lipaz, MBluol, 25 °C) kdzott elvégeztik a (P
acilezését, joval alacsonyabb enantioszelektiviggssztaltunke = 57).

3. tAblazat. A (+)-18 (0,1 M) PS lipaZ (30 mg mi')-katalizalt acilezése VB-tal (0,2 ekv.), kiilénBoz
oldoszerekben, 25 °C-on

Sor Oldoszer Reakci6-  Konv. ee ee E
idé (h) (%) (%) (%)
1 Me,CO 7,5 49 94 98 > 200
2 iPr,O 2 50 96 96 193
3 iPr,O:CHCk (1:1) 17 52 97 91 89
4 THF 24 50 90 91 65
5 toluol 1,5 49 94 97 > 200

®20% (m/m) lipazt tartalmaz Celitre adszorbealvukot jelenlétében.

4.2.3. N-Acetoxi-metilezett 4-aril-szubsztitualt -laktdmok enantioszelektiv hidrolizise [3]

Mivel a (¥)-19 optimalizalt korialmények kozotti acilezése nem mee a vart

enantioszelektivitast, ezértéallitottuk a megfeldl racém észtereket [(20 és(+)-21] és ezek
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enantioszelektiv hidrolizisén keresztil (20. aimajbaltunk eljutni a tervezett enantiomertiszta

aminosavakhoz.

o} y 0
EtOH |:
N.__~OCOPr PSlpsz N._-© . N_~OCOPr
|Pr20
40 °C
R
(#)-20,R =H (R)-18 R=H (9-20,R=H
(#)-21,R=Me (R)-19, R = Me (9-21, R=Me

20 abra

Elékisérletek (enzim-, limérseéklet-vizsgalat)

A munka megtervezésében segitett a korabbiakbaaniino alkoholok diacetil-szdrmazékainak
enzimes O-deacetilezése teriiletén szerzett taftsinia i<°. igy az el probalkozast, a (20
debutirilezésére CAL-B (Novozym 435) enzimmel, Et®HO (1:10) elegyében, 60 °C-on
végeztik. A gyors reakci&k@nv = 95 % 1 dra utan) gyakorlatilag nem mutatottekteritast (4.
tablazat, 1. sor). Amikor a reakciot PS lipaz Katasel, 50 °C-on végeztik, nagR-
szelektivitassal E = 196) lejatszd6dd hidrolizist tapasztaltunk (4bldzat, 2. sor). Tovabbi
optimalizalas ceéljabol, asmérsekletet csokkentettik (4. tablazat, 3. és #k3pés az optimalis
E és reakcidosebesség kombinacidjat a 40 °C-on vegeakcid esetében tapasztaltuk. Az
ugyancsak 40 °C-on kiprébalt AK lipdz j6 aktivitastutatott, de viszonylag szerénynek

mondhatoR-szelektivitassal katalizalta a reakciot (4. tAhtas. sor).

4. tablazat. A (+)-20 (0,1 M) lipaz (30 mg mi*)-katalizalt debutirilezése EtOH-l#Pr,O-ben (1:10),
kilonboz homérsékleten

Sor Enzim T Reakcio- Konv. ee eg E
(°C)  idé (h) (%) (%) (%)
1 Novozym 435 60 1 95 69 4 1,7
2 PS lipa2 50 4,5 50 96 96 194
3 PSipaz 40 6 49 94 98 > 200
4 PSipaz 25 22 49 88 91 62
5 AK lipaZ 40 6 49 89 93 83

%20% (m/m) lipazt tartalmaz Celitre adszorbealv&ocielenlétében.

A (¥)-21, optimalizalt korilmények [PS lipdz, EtOIRr,0O (1:10), 40 °C] kozott végzett
debutirilezése azonban nem a vart, 200 feletti toszelektivitassal jatszodott IE € 89).
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4.2.4. A cisz3-acetoxi-4-fenilazetidin-2-on enantioszelektiv drolizise [4]

A kezdetben, kizar6lagTaxus brevifolia mamut-fengbél izolalt daganatellenes Taxol
mennyiségi problémajanak megoldasara, a kutatoknezéfél-szintetikus utat dolgoztak Ki.

Amint azElszményekbed.1. pont alatt) emlitettem, Sih ggsaf*’

optikailag aktiv 3-hidroxi-4-
fenil Slaktam szarmazékokat Aallitottak 6gl a racém cisz3-acetoxi-4-fenil-azetidin-2-on
[(BR*,4S")-(+)-22] C3 észter funkcidjanak enantioszelektiv hidrolizi&resztil. Azt talaltak,
hogy aPseudomonabpazok j6 enantioszelektivitassdt & 100) katalizaltak a &,4S")-(x)-22
vizes kozef (pH = 6,8) hidrolizisét. Megfigyelték, hogy amikarN-védett [C(O)Php-laktam
P-30 lipaz-katalizalt metanolizisét (MeOH) végeztdBuOMe-ben, akkor az OAc hidrolizis

mellett részben dyiinyilas is lejatszodott.

Elsddlegesen, a Taxol kulcs-intermedierjének enziméstézise tertletén a B,4S)-(x)-22

szerves kozdgenzimatikus hidrolizisét (21. abra) dolgoztuk ki.

N O © 0
Acc:;jr// O HO., 3 AcO3
NH PS-IM lipéaz ~—=NH + ]: NH
P iPr,O Ph' 4 PH 4
(3R*,4S%)- (+)-22 s0°C (35,4R)-23 (3R49)-22

21. abra

Elékisérletek (enzim-, oldoszer-, additiv-, Bmeérséklet-, enzimmennyiség-vizsgalat)

A (3R*,4S"-(x)-22 (0,05 M) szerves kozégszelektiv OAc hidrolizisét viz hozzaadésaval (0,5
ekv.), iPrO-ben, 45 vagy 60 °C-on, killonkibenzimekkel (30 mg mt) végeztik. A kiprobalt
lipdzok tobbsége, igy a PS-SD, a CAL-A és a PPLkgyatilag nem katalizaltak atalakitast
(konv. < 2% 4 nap utan), azonban az AK és PS lipazok tigdemeakciésebességbeli
kuldnbséggel, de biztatd enantioszelektivitasstdlizaltdk az észter funkcid hidrolizisét (AK
lipdz esetéberkonv. = 9% 4 nap utark = 10és PS-IM lipaz esetébdionv = 29% 20 6ra utén,

E = 34). A CAL-B (Lipolase)-katlizalt reakcié esetgbfelfedeztink egy 0] reakcidutat, ennek

bemutataséara a 4.3.3. pont alatt kerul sor.

Kilonboz oldoszereknek, igy az MeO, az 1,4-dioxan, aBuOMe, an-hexan és a toluol a PS-

IM lipdz-katalizalt reakciok enantioszelektivitdadyyakorolt hatasanak vizsgélatara is sor kerult
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(5. tAblazat), azonban & és reakcidsebesség optimalis kombinacidjat toaidbaiPr,O-ben
végzett reakcid (5. tdblazat, 3. sor) mutatta.

5. tablazat. A (3R*,4S%)-()- 22 hidrolizise kiildnboé oldoszerekben

Sor Oldoszer Konv. (%) ee (%) eg, (%) E
1 Me,CO 24 21 67 6,2
2 1,4-dioxén 22 23 82 12
3 iPr,O 48 81 89 42
4 t-BuOMe 44 68 88 31
5 n-hexan 49 77 79 19
6 toluol 30 26 60 51

40,05 M szubsztrat, lipd2S-IM (30 mg mll), H,O (0,5 ekv.), 50 °C, 23 h utén.

A hémérséklet 50 °C-rél 25, ill. 3 °C-ra toriérsokkentésével a PS-IM lipaz (30 mg M
katalizissel, iPr,O-ben végzett hidrolizis (0.5 ekv. viz) enantiosk#Vitasa drasztikusan
lecsOkkent (23 6ra utan: 50 °C-&onv = 48%,E = 42; 25 °C-orkonv = 32%,E = 5,9 és 3 °C-
onkonv = 7%,E = 5,5).

A PS-IM lipdz mennyiségének noévelésével 30 mg'mil 50, majd 70 mg mt-re, a (+)22
hidrolizisének (0,5 ekv. vizzelPr,O-ben, 50 °C-on) sebessége jebsen tt, az enantio-
szelektivitas pedig latszolag nem valtozott (6 6@n, E ~ 40: 30 mg mL* enzimmelkonv =

17%; 50 mg mL* enzimmekonv = 51% és 70 mg nitenzimmelkonv = 53%).

Szeretném kihangsulyozni, hogy a CAL-B kivételéwgyik enzim esetében sem sikerilt, még
nyomokban sem kimutatni a K84S")-(1)-22 laktamgyiri felnyildsanak eredményeként
keletke® Baminosavat. Osszegezve azokétérleteket, a ®@,4S)-(x)-22 preparativ-
mennyiség hidrolizisét, gazdasagossagi szempontokat is gyt véve, 50 mg nMLPS-IM
lipdz katalizissel, 0,5 ekv. viz hozzdadasérhO-ben, 50 °C-on végeztik, a reakcié 50%-0s

konverzio folé tortéé futtatasaval.

4.2.5. Gramm-mennyisédi rezolvalasok

Az optimalis kortlmeények kozotlfs. tablazatok) elvégeztiik a racepdaktamok [(£)1—(x)-3,
(1)-13, (£)-29, (¥)-18-(+)-22] gramm-mennyiségrezolvalasait, a jellenézadatokat a 22. abran

€s a 6. tablazatban foglaltam 6ssze.
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(£)1-(2)-3

Pseudomonas cepacia

Sszelektivitas
VB, Me,CO, RT
E > 200 [1]

R

N._ OH

(4)-13

Pseudomonas cepacia
S-szelektivitas

VB, iPr,O, EtN, -15 °C

E=94[2]

O

/

Nv

(£)-20,R =H
(#)-21, R =Me

Pseudomonas cepacia

R-szelektivitas
EtOH: iPr,O (1:10), 40 °C

OCOPr

Ph

I,

O]
14
NvOH
R

(#)-18 R=H

(#)-19, R = Me
Pseudomonas cepacia
R-szelektivitas
VB, toluol, 25 °C

E > 200 a (+)18 esetében
E =57 a ()19 esetében [3]

(3R* 4S)-(4)- 22

Burkholderia cepacia
S-szelektivitas
HZO, iPFZO, 50 °C

E > 200 a (+)20 esetében E=24[4]
E =89 a (+)21 esetében [3]
22. abra
6. tAblazat. Gramm-mennyiségenzimes rezolvalasok
Termék Szubsztrat
Reakcioid (h) Konv. Izomer Termelés ee [a]2°  Izomer Termelés ee [a]2°
(%) (%) (%) (%) (%)

(-1 5 50 R654 40 98 -15,5 1S6R-1 36 9F -31,7
(#)-2 4 49 R6S5 33 99 6,3 1S6R2 25 97 -46,7
(#)-3 6 49 R6S6 34 99 -43,3 1S6R3 32 94 9,1
(¥)-13 4 51 R8S-14 43 92 -29,85 1S8R-13 31 96 27
(+)-18 1,5 50 R-20 40 97 +61,4 S18 39 98  -166,7
(¥)-19 15 52 R21 44 88 +43,5 S19 28 9% -168
(¥)-20 7 50 R-18 46 96 +161 S20 47 oF -62,5
(+)-21 6 52 R19 45 91 +1558 S21 40 97 -63
(3R*,43")-(4)-22 31 56 13S4R23 48 74 131 3RA4S22 33 95  -49

% = 1; MeOH.’c = 0,5; CHC}. °c = 1,88; MeOHY = 1; EtOH.°c = 0,5; EtOHc = 0,35; EtOH.
% = 0,65; EtOH"c = 0,3; EtOH!c = 0,35; CHC}. /c = 0,45; CHC}.

4.2.6. Tovabbalakitasok

A nitrogénen-szubsztitualt karbociklusg®laktam enantiomerek [@6R)-1-3, (1R,69)-4-6,

(1S8R)-13 és(1R,89-14] Baminosav, ill. F-aminoészter enantiomerekke todégyirinyitasat
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18% HCI, ill. 22% HCI/EtOH jelenlétében par oradlue mellett végeztik. A keletkezett
(IR29- és (B2R)-7-9 [Faminosav és @29- és (IB52R)-16 és 17 [aminoészter
hidrokloridsékat ion-cserélkromatografiaval vagy atkristalyositassal tisztitk. A telitetlens
aminosav szarmazékok némelyikénekRES)- és (152R)-16] redukcidjat hidrogén-transzfer
reakcioval j6 termelések mellett végeztik. A N-satiualt flaktdm enantiomeref-laktam
enantiomerekké [@6R)-10-12, (1R,89- és (IS8R)-15 ee > 93%) torted metanoliziséet
NH;OH/MeOH-0s melegitéssel végeztik (13. és 14. abrkiN-acetoxi-metilezetis-laktam
enantiomert [(R,89-14] MeOH-ban, KCO; jelenlétében tortén kevertetéssel alakitottuk a
kivant N-hidroxi-metil szdrmazékka RIB9-13, ee = 90%) (14. &bra). A N-szubsztitualt
aciklusosf-laktam enantiomereld eléallitottuk a kivant enantiomertiszta acikluggtaktam és

[-aminosav szarmazekokat (23. abra).

(R)-18, (R)-20 (9-18 (5)-21
WH jZZ% HCI/EtOH WOH \122% HCI/EtOH
0 COOEt L_V//O COOEt
&' /©)iNH2- HC| /O NH ““[NHZ- HC
R R R R
(R-25R=H R-27R=H (S)-25R=H (9-27R=H
(R-26R = Me (R)-28R = Me (S)-26R = Me (9-28R=Me
23. abra
5.  tablazat. A tovabbalakitasok eredményezte enantiomerelaiigiemzi
Enantiome| Absz. | Ee [a]2° Enantiome| Absz. | ee [a]2°
konfig. | (%) konfig.| (%)
7 1R2S | 9¢ | -19,6 €0,25; HO) 16 1R2S |81 | -1,5(1; EtOH)
1S2R | 97 +20 € 0,25; HO) 1S2R | 9 | +1,8 € 1; EtOH)
8 1R2S |99 | -36,2 €0,5 HO) 17 1R2S | 86 | +6,3 ¢0,5; EtOH)
1S2R 97 | +34(0,27; HO) 1S2R | 97 | -7,0 €0,5; EtOH)
9 1R2S 9% | +120 € 0,25; HO) 25 R 97 |+132,4 ¢0,5; EtOH
1S2R 99 -122 € 0,25; HO) S 99 |-136,3 €0,5; EtOH)
10 1S6R 98 | -3,8(0,27; CHCY) 26 R 96° | +122 € 0,5; EtOH)
11 1S6R 98 -26,3 ¢ 0,5; CHCY}) S 99 |-125,5 €0,5; EtOH)
12 1S6R |94 |+164 €0,13; CHCY) 27 R 95° |-11,4 € 0,35; EtOH)
13 1R8S |90 | +24,7 €1; MeOH) S 96 |+11,8 €0,5; EtOH)
15 1R8S |93 |+19,8¢0,35; MeOH) 28 R 9% | -11,8 €£0,5; EtOH)
1S8R | 9F |-20,2 €0,35; MeOH) S 97 | +12,9 ¢ 1,9; EtOH)
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Fontos megjegyezni, hogy az atalakitAsok soran tegmasztaltuk az enantiomerfeleslegek
csokkenését. Az édllitott enantiomerek fizikai jellendt a 7. tabldzatban tuntettem fel. A
tablazat jol példazza, hogy antipdd enantiomerédntdtes dljellel ellatott optikai forgatasai

abszolut értékben j6 egyezést mutatnak.

4.2.7. Diszkusszi6

A Flaktamok N-hidroxi-metilezett és N-acetoxi-metd¢izszarmazékainak elkészitése, valamint
a keésgbbiekben a hidroxi-, illetve acetoxi-metil csop@kn az eltavolithsa egyster
kovetkezésképpen az enantiomertiszfdaktdmok és S-aminosavak, vagy szarmazékaik
eléallitdsara kivaléan alkalmazhaté indirekt enzimexiszereket fejlesztettiink ki, részben a N-
hidroxi-metilezett-szarmazéekaik aszimmetrikus Qezgisén, részben pedig a megtelékzter
enantioszelektiv hidrolizisén keresztil. A moédszénb esetben méretndveltik, tobb-grammos
(3-3 g) tételben allitottuk &] pl. az Anatoxima intermediereit. Ugyanakkor, #-laktam
enantiomerekll értékes enantiomertisztaBaminosavakat (ciszpentacin) és észtereket
szintetizaltunk. Az indirekt enzimes mddszer keeéshtékony és hosszabb Ut ming-ektam,
mind pedig afaminosav enantiomerekdédllitasara, mint a kébbiekben bemutatasra kesll
direkt enzimes eljardsok, ugyanakkor Iéiséget nyujt aB-laktdm mindkét enantiomerjének
parhuzamos éAllitasara. A moddszer egy masik hatranya, hogy mzimees reakciokban
keletkezett termék alkohol és észtef-lakthm enantiomerek szétvélasztdsa oszlop-

kromatografiasan torténik.

A N-hidroxi-metilezett-laktamok aszimmetrikus acilezésére, valamint Qeaeit szarmazékaik
hidrolizisére hasznalt PS lipaz, jollehet a kir@éntrum 3-atomnyi tavolsagra van az aktiv OH
csoporttdl, jé-kivalé enantioszelektivitdssal (ag altaldban > 100) katalizalta mind az
egyszeifibb, mind pedig a térigényesebb karbociklusos, valaciklusos N-hidroxi-metilezett
[Flaktamok rezolvalasat. A rezolvalasok soran kelegtt enantiomerek abszolat konfiguracidjat
minden esetben meghataroztuk és megallapitottigy, &d°S lipdS-szelektivitassal katalizélta a
karbociklusos ésR szelektivitdssal az aciklusg8-laktamok primer OHanak acilezését, a
Kazlauskas féle empirikus levezetéssel egyezésatwaut Ellentmondasosnakinhet, hogy a
korabbiakban végzett intézeti kutatas eredményekéegallapitottak, hogy a 3,4-benzo-6-
(hidroxi-metil)-6-aza-biciklo[3.2.0]heptan-7-on Vil tortérd acilezését a PS lipaR-
szelektivitassal katalizaftd, azonban ez a latszélagos ellentmondas ellenéfeS alipaz

enantiopreferencigja minden esetben ugyanaz, diskicéntrumhoz k@t szubsztituensek

33



dc_6 10

prioritasi sorrendje valtozik. Ezt tamasztja algyorsan reagalé hidroxi-metilezeftlaktam
enantiomerek {(R,59-6-aza-biciklo[3.2.0]heptan-7-6H, (IR 69-5, (1R,89-14, (1R5R)-3,4-
benzo-6-aza-biciklo[3.2.0]heptan-7%8h (1R,129)-13-aza-biciklo[10.2.0]tetradekan-14%6h és
(R)-20} térszerkezeteinek (CS Chem 3D 6.0) a PS lipaz damsaaktiv centrumaba tortén

lehetséges illeszkedése (24. abran).

¢ 4

ﬁ”\; gt S Gat s

& &Y

(1R59-6-aza- (1R,69-5 (1R,89-14 (1R,5R)-3,4-benzo-6-aza-
biciklo[3.2.0]heptan-7-on biciklo[3.2.0]heptan-7-on

4

? : Oxianion k6t 8hely
Q&

éy \/ ) Katalitikus triad
(R)-20 T? tetrahedrélis intermedier feltételezett szerkezete

(1R 125) 13 bicikl Sztereospecifikus hidroféb zseb
) -15-aza-DICIKIO-
[10.2.0]tetradekan-14-on

24, abra

A szerin hidrolazok ismert ping-pong bi-bi mechanmisnak megfeléen, az altalunk vizsgalt
karbociklusos N-hidroxi-metilezetizlaktdmok PS-lipaz-katalizaltS-szelektiv acilezésének
mechanizmusat at)-2 esetében, a 25. abran mutatom beé EpésbenA) a szerin hidroxil
nukleofil-tdmadasa zajlik az acildonorként haszndh vagy VB karbonil C atomjara és
keletkezik az el$ tetrahedralis intermedier (] amely aB Gton, a vinil-alkohol képaése
(acetaldehiddé tautomerizal, igy mintegy gatat emahem Kkivant észterezési reakcioknak)
mellett, az acil-enzim intermedier (kovalens bekptképbdéséhez vezet. Kovetkezik §l,
illeszked”, gyorsanreagaldszubsztrat enantiomer RI6S)-2] hidroxiljanak nukleofil-tamadasa
(C) és létrejon egy Ujabketrahedralisintermedier (T1), amely az enzim szabadda vélasaval

egyidben a termék enantiomert RBS)-5] eredményezild).
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B N . N
H

R At

H,C=CH | tautomerizdl H3C7C{<| His Ser ,‘\, Gin
on °© Leu
25. abra

4.3. Direkt enzimes modszerek
4.3.1. Laktdmok enantioszelektiv griinyitasa

Uj, igen hatékony lipaz-katalizalt médszert dolgo# ki, amellyel a nem aktivalt, mind
aliciklussal kondenzalt, mind pedig aciklusgtlaktamok N1-C2 kotésének nukleofilekkel,
szerves kozegben tori&renantioszelektiv hasitasat megvaldsithattuk, adgan modszert,

amely a kivanp-aminosav ég*laktam enantiomerek hatékony, egy lépésben térediallitasat

biztositotta (26. abra).

O

Rl O Rl _CONu R! P
j% NUH jnn
NH lipaz + NH
R? RZ "NH,

R2
26. abra

4.3.1.1. Nem aktivalt Slaktamok enantioszelektiv gyirinyitasa nukleofilekkel szerves
kézegben [5]

Az el prébalkozasokhoz valasztott modell-vegyileteinka korabban, N-hidroxi-metilezett
szarmazékaikon keresztil rezolvalt, két karbocibduig+)-11, (£)-12] [1] és két aril-szubsztitualt
[(£)-25, (x)-26] Flaktamok [3] voltak (27. abra).
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A munka tervezésében és Kkivitelezésében nem tawdisattunk irodalmi tapasztalatokra,
jollehet laktaméazokkal a laktamok N1-C2 kotésénizles kozeq hasitasat leirtAk’, lipazokkal
ezidaig nem kisérleteztek. Mégis, amint azEkizményekbe(¥.1. pont alatt) jeleztem, talalhat6

példa az irodalomban laktamigyi lipaz vagy észteraz jelenlétében toétéeinyilasard®.

o 2-oktanol COOR i
. f
NH iPr,O NH, " NH
60°C
(#)-11, (+)-12 (1IR29)-8,9 (1S6R)-11 12
COOR’
2-oktanol
CAL-B
iPr,0
60°C
(+25R H; ()26, R =Me R)-29 R =H; R)-30, R = Me (9)-25,26
0] (0]
o o NH NH
Me
(#)-11 (#)-12 (#)-25 (+)-26

27. abra

Elékisérletek (enzim-, nukleofil-, oldoszer-, additiv-hémérséklet-vizsgalat)

A (3)-12 gyiriinyitdsara tett elskisérleteinket vizben, 60 °C-on, mintegy 15, sekkedelemben
kaphaté lipdz, észteraz és protedz (20 mglmkiprobalasaval végeztilk. Az enzimek
nagytbbbsége katalizalta a hidrolizist de nem mtit@nantioszelektivitast. Az egyetlen kivétel

ez alél a CAL-B lipaz volt, amelyik csekély enastielektivitast mutatott (8. tablazat, 1. sor).

Az enantioszelektivitds novelése céljdbdl, attéetérhidrolizisél az alkoholizisre, azaz a vizes
kbzeget toluolra cseréltik és nukleofilként viz ye#l etanolt hasznéltunk. Az
enantioszelektivitas értéke jeléaen javult, azonban a reakcio sebessége drasziikessokkent

(2. sor). Amikor hosszabb C-lancu, valamint haloggmalmu primer alkoholokkal végeztik a
reakciokat, a reakciok sebessége nogT—15-sz6rosére), a& csokkenése nélkul 5. sorok).
Szekunder és tercier alkoholok is kiprobalasra Ikekii (6-12. sorok) és nem kis
meglepetésinkre, a 2-oktanol bizonyult mindeamind pedig a reakciésebesség szempontjabol

optimalisnak (8. sor).
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8. tAblazat. A konverzié és az enantioszelektivitas valtozaag-a2 CAL-B-katalizalt gyiriinyitasa sor&h

Sor CAL-B Reakcio- ee eg Konv. E
(m%)ml_' Oldészer:R'OH (15:1, v/v) id6 (h) (%) (%) (%)
1 20 HO 72 32 57 3 5
2 20 toluol: CHCH,OH 44 2 >95 2 >40
3 20 toluol:CH(CH,)¢OH 44 16 >905 14 >46
4 20 toluol:CH(CHy,),,0OH 44 43 >905 31 >60
5 20 toluol: CxCCH,OH 44 18 >95 16 >47
6 20 toluol:(CH)sCOH 46 16 >905 14 >45
7 20 toluol:(CH),CHOH 48 3 >95 3 >40
8 20 toluol: CH(CH,)sCH(CH;)OH 44 48 >95 34 >63
9 20 toluol:GHsCH(CH;)OH 46 24 >95 20 >49
10 20 toluol:(CICH),CHOH 44 1 19 5 ~1
11 20 toluol:(BrCH)(CHsCH,)CHOH 44 racém racém 36 1
12 20 toluol:GHsOH 44 nem tapasztalhato reakcio
13 20 iPrO:CHs(CH,)sCH(CH;)OH 44 53 >95 36 >66
14 3 iEF;?ff\lO:CFh(CHz)SCH(CW)OH ¥ 43 71 >95 39 >73
15 10 iPr,O:CH;(CH,)sCH(CH;)OH 43 17 >95 15 >46
16 10 iPrO:CHs(CH,)sCH(CH;)OH 40 36 >95 28 >56
17 10 iPrO:(+)-CH3(CH,)sCH(CH;)OH 40 37 >95 28 >56
18 10 iPr,O:(-)-CH;(CH,)sCH(CH;)OH 4G 37 >95 28 >56

0,05 M szubsztrét, 60 °@1H-NMR. °70 °C.

Amikor a reakciét a korabbi korilmények kozt, tdiuwelyett MeCN-ben, THF-ban vagy
CH.Cl-ban végeztik, a reakcio rendkivil lassunkadny = 1-2% 24 ora utan), mig°r,O-ben

enyhén gyorsabbnak (13. sor vs 8. sor) bizonyukatalitikus mennyiségEtN reakcidelegyhez

tortérd hozzdadasa nem hozott szignifikans reakciosebesls&glonbséget, a hidnyaban végzett

reakcio sebességeével dsszehasonlitva (14. sor.\sod)3 A racém, valamint enantiomertiszta 2-

oktanollal végzett reakciok szintén azonos eredmiéetymutattak (1618. sorok).

A tovabbi optimalizalas céljabol kovetkezett @ntérseklet enantioszelektivitasra gyakorolt

hatasanak vizsgalata (9. tablazat). Amikor al@)=AL-B-katalizalt, racém 2-oktanollalPr,O-

ben végzett alkoholizisét-8 °C-on vegeztik (1. sor), gyakorlatilag nem tafssmk reakciot,

mig a 3550 °C kdzo6tt vegzett reakciok+{4. sorok) esetében tapasztalt enantioszelektiesas

reakciosebesség joval alacsonyabbnak bizonyultt sun5575 °C-on (58. sorok) végzett

reakciok esetében. Mivel a 80 °C-on végzett realigad gyenge enantioszelektivitast mutatott (9.

sor), a gramm-mennyiségezolvaldsokat CAL-B katalizissel, racém 2-oktéadplPr,O-ben, 60
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°C-on végeztik A (1, (3)-25 és (+)-26 laktamok gyiriinyitasat is elvégeztik 60 °C-on

(10-12. sorok), minden esetben kivalé enantioszeld¢ksvE > 100) jellemezte a reakcidkat.

9. tblazat. A konverzio és az enantioszelektivitas valtozasénaérséklet figgvényében

Sor Raceméat T (°C) ee (%) ee (%) Konv. (%) E

1 (¥)-12 7-8 nem tapasztalhato reakcio

2 ()12 35 5 ~48 9 ~3
3 ()12 40 7 ~55 11 ~4
4 ()12 50 18 ~72 20 ~7
5 (®)-12 55 20 >99 17 >200
6 ()12 60 40 >99 29 >200
7 (®)-12 70 67 >99 40 >200
8 ()12 75 72 >99 42 >200
9 ()12 80 88 ~70 56 ~16
10 ()11 60 82 >95 46 >100
11 (£)25 60 96 >95 50 >154
12 ()26 60 83 >95 47 >102

Molekula-modellezés

A CAL-B laktdmok gyirtinyitasa soran tanusitott aktivitdsanak és enamfielszvitasanak,
valamint a 2-oktanol kritikus szerepének megmagésa céljabol, szamitégépes modellezést
végeztink a 4-fenil-2-azetidinon wyinyitasara [(x)25]. Feltételeztik, hogy g3laktamok
alkoholokkal tortéi atésztereimési reakcidi két |épésben mennek végbeb édpésben az
altalunk enantiodiszkriminativnak véflaktam gyirtinyitasa (i), majd masodik lIépésben (ii) az
acil-enzim intermedier, aminoészter terméket erety@® deacilezése (28. abra).

(xRZ i <R2 NH, i <R2 NH,
RA—<;NH le%‘/o\seﬂ% R-OH le/\’(O\ R
O 0] O

HO~gepos

_acil-enzim HO\Se|105
intermedier

28. abra

Kovetkezésképpen, a molekula-modellezést arléfgsre sikitettiik. EBszor, meghataroztuk a
gyorsan reagal@-25 aktiv centrumba vald illeszkedésének megielebnformaciét, majd a
modellezést foszfonattal, mint a Ser laktdm kadpai tortéd tamadasanak eredményekeént
létrejov6 tetrahedralis intermedier analdéggal végeztik. ttabedralis intermedier két lehetséges
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konform@ciot & ésb) mutatott (kilémbség csak a laktarigy relativ torzuldsaban van), azonban
egyik konforméacio sem teljesitette az “Osszes” kegdlétrejottének feltételét (29. 4bra). Az
esetben (konformécié 1) a laktam amidja a*Higele mutat, a foszfonil O-je (a tetrahedralis
intermedier oxianionja) és Gfff N-H kozétti “c” H-koétés létrejottének feltétele nem teljesil @t
tavolsaga 3,37 A szemben a max. ~ 3,2 A, H-kotésjdétének kdvetelményével). Mi tobb, a fenil-
szubsztituens sztérikusan ,itkdzik” aZifeel. Ab esetben (konformécio 2), jéllehet sztérikusan jol
illeszkedne az enantiomer az aktiv centrumbdy” aH*kotés létrejottének feltétele itt sem teljesul
(His™®* Ne-H és laktdm N-je kozétti kotéstavolsag 3,37 A).“B’ H-kétés hianya, a kémiai
szempontbdl nem kivanatos, 6sen bazikus RNHtavozé csoportot eredményezné. Veégll,
katalitikusan kedvezményezett konformacioként adtltuk, hogy a reakcié egy szokatlan
atmeneti allapoton keresztil zajlik, amelyben sesen részt vesz a 2-oktanol (vagy viz), azaz
bekotdik a katalitikus Hi&* N.-H és a gyorsan reagal®)¢laktam N-je k6zé, mintegy hidként
helyettesitve a hianyz6, kulcsfontossagu hidrogist).

“‘“\" GIn106 A i S ¥ . il
2 o :
N \g 4

a H
Serl05 ¢
—p
~o =P
© A
H—py e
N EN T At
(R)

His224 konformacio 1

Serl05

(R)

His224

_ (R).
His224 konforméacié 2
ROH hid

29. abra

Az A ésB abrazolasban a gyorsaR-25) és a lassaf5-25) reagald laktdm enantiomerek javasolt
tetrahedralis intermedier analogjai lathatok. R25 aktiv centrumba torténbekdtdéseére javasolt
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konformacio A) a 2-oktanol aktiv részvételével dbrazolkonformacionak felel meg. A felfele,
olvasé iranyaba mutaté fenilgyi hidroféb kolcsonhatasban van alife Ala'*! és Thi®
aminosavakkal. A lassan reagd&5 esetében nem tudtunk katalitikusan megiekderkezetet
megallapitani, igy 8 illusztracié nem egy energia-minimalizalt struétimutat be, azaz megfelel a
konformé&cié 1-nek g). Ugyanis, az energia-minimalizalas a fenilugy nem redlis, torzult

| 190

geometrigjat eredmeényezte, a sztérikusan vele ZGtkova és 1% aminosavaknak

kdszonhdten.

Gramm-mennyisédi rezolvalasok

Az optimdlis kérilmények kozott (8. 8stabldzatok) elvégeztik a racéfdaktdmok [(x)411,
(¥)-12, (¥)-25 és (x)26] gramm-mennyiségrezolvalasait, a jellendzadatokat a 10. tablazatban

foglaltam 6ssze.

10. tAblazat.A (+)-11, (£)-12, (+)-25 és (+)26 gramm-mennyiséggytiriinyitasd

Termékf-aminosav Szubsztra-laktam
Reakcio- Konv. Izomer Termelés ee  [a]2° Izomer Termelés ee  [o]2°
idé (h) (%) (%) (%) (H,0) (%) (%)
(¥)-11 44 50 R2SS8 11 97 +120 1S6R-11 39 9 +167T
(®)-12 47 50 R?2S9 9 99 -39 1S6R-12 42 99 29
(¥)-25 20 50 R-29 11 96 +6,8 S25 46 99 -13¢
()-26 48 50 R-30 7 98 -8 s26 40 96 -121,9

0,5 g szubsztrat 4 g CAL-B, 80 mL 2-oktamBhO (1:15, v/v), 60 °C°c = 0,27.°c=0,29; CHCJ.
% =0,5.%=0,26; CHC}. 'c = 0,45.% = 0,19; EtOH'c = 0,1.'c = 0,5; EtOH.

A reakcioelegybl a gyirinyilt észtert nem tudtuk izolalni, feltételeztilkody részben

polimerizalodott, részben pedig az enzim és oldogiztartalma miatt aminosavva hidrolizalt.
Ez utObbit tAmasztotta ala a kis mennyiségben lizahainosav. A reakciokat 50%-0s konverzio
mellett igen nag jellemezte. A modszer hianyossaga, hogy az izalaihosavak habar 96%

feletti eevel rendelkeztek, igen kis mennyiségben voltakithatok.

4.3.1.2. Nem aktivalt karbociklusos#laktamok gyiiriinyitasa vizzel szerves kézegbhen-6]

Az el6zéekben bemutatott direkt modszer didinyilt termék alacsony termelése 1{1%) miatt
nem bizonyult alkalmasnal-aminosav enantiomerek szintézisére (feltételeztiolgy a termék
észter polimerizalt vagy a reakcidelegyben jelehl&is mennyiség vizzel elhidrolizalt), igy
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Gjraterveztilk munkénkat, a hangsulyt a szervesgéerezimes hidrolizis kidolgozasara fektettik.
Modell vegylleteink, az értékes aminosvakat [kozfilk a ciszpentacin, benzociszpentacin)
eredmeényaz karbociklusos (£t0-(x)-12, (£)-15 és (+)31-(£)-39 Slaktamok(30. abra) voltak.

af Ot Ot (X .

(*)-31 (#)-10 (*)-32 (#)-33
(@] O o) O (@] O
A Az omoa O O Crl
(+)-34 (#)-35 ()-36 (#-11 ()-12 (#)-15
o) 0] (0]
@:L_l\fH &*—KH NH [9]
(+)-37 (*)-38 ()-39
30. abra

A telitett modell vegyuleteink a nem aktivalt 5,83 8-tagu aliciklussal kondenz@#)-10 és (z)-
31-(+)-33 Flaktamok voltak. Az optimalizalt lipaz-katalizalt modsze®1( abra, [6]) tobbek
kozott a ciszpentacin R2540-HCI] elballitasara méretnoveltik.

o4 o COOH /O
ca A T L 7 K
( _CALB L

NH iPLO N AL T U NH

60 °C NH,
(1R29)-40, n =1 (1S5R)-31
(+)-1031-33 (IR29)-7,n =2 (1SHR)-10
(1IR29)-41, n=3 (1S7R)-32
(IR29)-42 n=4 (1S8R)-33

31. abra

Mivel érdekbdésunk koézéppontjdban allt a ciszpentacin, ezédtombbiakban laktamok
gyariinyitasara kidolgozott direkt enzimes stratégia ajara, modszert optimalizaltunk az Uj,
1,4-etil [(1S2R,3S54R)-43] és 1,4-etilén [(R2R,3S49)-44]-athidalt ciszpentacin szarmazékok
enantiomertiszta formaban torteealoallitasara (32. abra, [7]).

e R
NH iPr,O NH, HN

70 °C
(+)-34 (1S,2R,3S,4R)-43 (1S,2R,55,6R)-34
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H,O
; CALEB ileOOH . .
NH " ipo NH, HN
70 °C
(¥)-35 (1R 2R,3549)-44 (1R 2R,5569-35

32. abra

Hatékony és egysZgrdirekt enzimes utat dolgoztunk ki a telitetlembaiklusos-aminosavak

[(1R,29)-8,9,45,46] és el nem reagglklaktdm enantiomerek szintézisére is, a medfdkditetlen
Slaktdmok enantioszelektiv gsiinyitdsan keresztil (33. abra, [8]).

( ° H20 ( COOH ( ..../O
o S
NH iPr,O NH " NH
2

70 °C

+)-36,n=1 1R,2S)-45,n = 1 1S5R)-36, N =1
%:3-12, n=2 %1R,2 -9, n=2 ((1%6%-12, n=2
$ ZO HO . :COOH .i P
CALB I& .
NH iPr,O0 o NH
n 70°C n NH, n
(D-1L,n=1 ilR,ZS -8,n=1 %18,6R§-11, n=1
(+)-15,n=2 1R,29)-46,n =2 1S8R)-15,n =2
33. 4bra

Az elozéekben vazolt, mono- és biciklusoglaktamok lipaz-katalizalt enantioszelektiv

gyuarinyitasi médszerének tovabbi alkalmazhatosaganakélesitésekent, triciklusgslaktamok
gyirinyitdsi lehebségeit vizsgéltuk és igen hatékony mddszert opthiiadnk az 1-aminoindan-
2-karbonsav [(R,2R)-47-HCI, benzociszpentacin],

és 6- ill. 7-tagl 0 hbdggminak
enantiomertiszta formaban torteealoallitasan (34. abra, [9]).
( © H,0 (o COOH s, AP
CAL.B ’/
NH iPr,O " 2 'NH
60°C R”NH,
(#)-37,n=1 (1IR2R)-47,n=1 (1S55)-37
(*)-38,n=2 (1R2R)-48 n=2 (1S,69)-38
(#)-39,n=3 (IR2R)-49,n =3 (1S579)-39
118% HCI 118% HCLA
( COOH (dns..COOH
R~ NH, *HCl ”NH, *HCl
(1R,2R)-47-HClI (1S2S)-47-HCI
(1R, 2R)-48 HCI (1S.25)-48HClI
(1R, 2R)-49 HCI (1S25)-49HClI
34. abra
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A termék aminosav és elreagalatlan laktam enantiekrgzétvalasztasat, az indirekt médszereink
eredényezte termékek szétvalasztasara alkalmazaiopkromatografalas helyett, minden

esetben rendkily egyszetien, szerves-vizes extrakcioval vagyiressel vegeztik.

Elékisérletek (enzim-, vizmennyiség-, oldoszer-gmérséklet-, enzimmennyiség-
vizsgalat)

Elokisérleteket minden szubsztrat csoport esetébeeztilg az aktualis munkat megzd

laktdm gyirtnyitasdval kapcsolatos tapasztalataink felhaszaadhs Valamennyi vizsgalf>

laktdm gyiriinyitasa kivald enantioszelektivitast mutatott, amnika hidrolizist 1 ekv. vizzel,
CAL-B lipaz (30 vagy 50 mg mit Chirazyme L-2, Novozym 435 vagy Lipolase) jeleéh&n,
iPr,O-ben, 60 °C-on végeztik (11. tablazat, 1., 3, ,513. és 15. sorok).

11. tablazat.A konverzi6 és az enantioszelektivitas valtozasedell S-laktamok gyiriinyitasara hasznalt
legigéretesebb enzimek fliggvényében

Enzim Racemat T Reakcio- ee eg Konv E Sor
(°C) idé(h) (%) (%) (%)
(*)-32 60 20 67 >95 41 >78 1
CAL-B (#)-38 50 15 10 >99 9 >200 2
(Chirazyme L-2) (+)-38 60 15 32 >99 24 >200 3
(+)-38 70 15 37 >99 27 >200 4
&AO';/'OBZym 435) -3 60 20 63 >95 40 >74 5
"""""""""""""""" @32 60 23 69 >05 42 >80 6
(-3 60 23 75 >95 44 >88 7
(+)-3% 60 23 80 >95 46 >96 8
(*)-32 60 23 93 >95 48 >133 9
*-32 60 20 94 >95 50 >139 10
(*)-12 25 16 11 >99 10 >200 11
EiiAch;Es o) (*)-12 40 16 42  >99 30 >200 12
(*)-12 60 16 95 >99 49 >200 13
(*-12 70 5 99 >99 50 >200 14
(+)-35% 60 96 27 >95 22 >50 15
(#)-3%° 65 96 33 >95 26 >53 16
(*)-35% 70 96 41 >95 30 >58 17
(+)-38 60 15 29 >99 23 >200 18
“é;L;& """"""""""" @32 60 20 18 >95 14  >47 19
(#)-38 60 15 nem tapasztalhato reakcié 20

0,05 M szubsztrat, 1 ekv,8, iPrO. 50 mg mL* enzim.30 mg mL* enzim.“20 mg mL* enzim.
40 mg mL* enzim.75 mg mL* enzim.
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A ()-32 gyiriinyitdsat a CAL-A is enantioszelektiven katalizglt®. sor), azonban a reakcio
sebessége jelgigen elmaradt a Lipolase-katalizalt, hasonlé korilye& kozott végzett
reakcioéhoz képest (9. sor). Valamennyi vizsgalibsztrat esetében megallapitottuk, hogy a
hémérséeklet emelésévebth a reakciok sebessége, Bzértékek pedig nem csokkentek-42,
11-14. és 1517. sorok). Ugyanakkor megjegyzem (nincs adat fiédtive), hogy a Celitre,
altalunk immobilizalt PS, AK és AY, valamint PPLy&g szubsztrat esetében sem katalizaltak a

gyiranyitast.

A reakcibelegyhez hozzdadott viz mennyisége jétennértékben befolyasolta az enzim
aktivitasat (12. tablazat). A viz ennyiségének Iés@vel a reakciok sebessége csokkent,
feltételeztik, hogy az enzim aggregaciojanak kéatben egyre kevesebb aktiv centrum valt a
szubsztrat altal elérhiaté. A (+)-32 Chirazyme L-2-katalizalt dyriinyitdsanak enantio-
szelektivitasa csak latszolag csokkentglsorok), a valosagban minden esetben 200 felaltti

Az E értékek latszolagos cstkkenése a kezdetben startsznélattal szamitott termék
aminosav enatiomerfeleslegek szérasabdl adéddi&sibbiekben azonban a termékek, dupla

derivatizalassal (4.4. pont alatt) meghataroaett 99%-0s ertékei visszaigazolast nyertek.

12. tablazat.A konverzi6 és az enantioszelektivitas valtozasedell f-laktdmok lipdz-katalizalt, 60 °C-on
végzett gyrinyitdsahoz hasznalt viz mennyiségének fliggvényében

Racemat Enzim H,O Reakcio- eeg eg Konv. E Sor
(ekv) idé(h) (%) (%) (%)
- 23 90 >05 49 >120 1
1 20 89 >95 48 >117
CAL-B 2 23 82  >95 46 >99 3
(£)-32 (Chirazyme L-2)
(50 mg mL-l) 3 23 73 >905 43 >85 4
4 23 40 >95 30 >57 5
10 23 14 >95 13 >44 6
- 15 32 >99 24 >200 7
CAL-B 1 15 32 >99 24 >200 8
(Chirazyme L-2)
(30 mgmc) 2 15 23 >99 19 >200 9
(+)-38 4 15 12 >99 11 >200 10
CAL-B - 15 31 >99 24 >200 11
(Lipolase) 1 15 29 >99 23 >200 12
(30mgmL) 15 20 99 17 >200 13

0,05 M szubsztrat, Lipolasé?r,O, 60 °C”50 mg mL* enzim.30 mg mL* enzim.

Eszrevettiik, hogy a nukleofil szerepét bétdliz hozzaadasa nélkil (1., 7. és 11. sorok) is

lejatszodtak a hidrolitikus reakcidkgtaugyanolyan gyorsan, mint az 1 ekv. viz hozzadaddsaz
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enzim fellletén (<5%) és &r,0-ben (< 0,1%) jelenldv viz kulcsfontossagu szerepének
koszonheien. Ez az észrevétel azt is megvalaszolta, hogyt nzélaltunk aminosavat #-
laktdmok alkoholokkal térténalkoholizise (4.3.1.1. pont alatt) esetében. Argnamennyiséd

rezolvaldsokat 1 ekv. viz hozzaadasaval vegeztik.

Az oldbészernek az enantioszelektivitasra és reakbiésségre gyakorolt hatasanak vizsgalata
soran, az éter-tipusu oldoszerek mellett egyargmiolalasra kertltek hidrofil és hidroféb
oldészerek (13. tablazat), azonban a legnagyobliékeket és reakciésebességeket tovabbra is a
iPr,O biztositotta.

13. tablazat.A konverzi6 és az enantioszelektivitas valtozasedell S-laktamok Lipolase-katalizalt,
60 °C-on, 1 ekv vizzel, kulonbdpldészerekben végzettigyinyitasa esetébén

Racemat Oldoszer Reakcio- ee eg Konv. E Sor
idé (h) (%) (%) (%)
Me,CO 42 <5 >95  <5% >40 1
THF 42 <5 >95 <5% >40 2
(#)-32 iPr,O 20 88 >05 48 >114 3
n-hexan 22 84 >95 47 >104 5
toluol 41 56 >95 37 68 6
o MeCO 72 nem tapasztalhato reakci6 7
THF 72 nem tapasztalhato reakcio 8
Et,O 72 49 >99 33 >200 9
(£)-38 t-amil-alkohol 72 nem tapasztalhat6 reakcié 10
iPr,O 72 75 >99 44 >200 11
toluol 72 44 >99 31 >200 12
n-hexan 72 nem tapasztalhat6 reakcié 113

0,05 M szubsztrat, Lipolasi?r,O, 60 °C”50 mg mL* enzim.30 mg mL* enzim.

4.3.1.3. Nem aktivalt karbociklusos#-laktamok gyiiriinyitasa oldészer nélkul [10]

A “z6ld kémia” jegyében, azaz az enantiomertisatamékek kornyezetbarat Gton torén
eloallitasara valdo torekvéseknek megfédrl, olddszer nélkili enzimes rezolvalasokat
dolgoztunk ki. Modell vegyileteknek, a tobbségikbeir korabban vizsgalf-laktamokat [(z)-
10, (3)-12 (*)-31 és (+)34—(x)-38] valasztottuk és a CAL-B-katalizalt egysie¥s hatékony, de
féleg kérnyezetbarat, enantioszelektiv hidrolizisjikltoszer nélkili rendszerre optimalizaltuk.
A modszert, harom szubsztrat [@) (£)-36 és (x)47] esetében (35. &bra), sikeresen

méretnoveltik.
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0 H,0 o)
;CPiZfﬁf s oidsezer ZCE:ZTCOOH
7 NH nincs oldoszer 7 NH, " HN N

70°C

(+)-35 (1R 2R 3S4S)-44 (1R,2R 55 6S)-35
0O H20 COOH 0O
CAL-B . |//
NH nincs oldészer i NH
70°C NH,
(+)-36 (1R,25)-45 (1S,5R)-36
O H,0O O COOH
_|m<ﬂ CAL-B _|... ....’// . _|...
NH nincs oldészer nNH
70°C NH,
()-47 (1S,3S,5R)-47 (1R,2S,4R)-50
22% HCI/EOH - llB% HCI,A l 22% HCI/EtOH
EtOO ~COOH COOH
HCI- HoN “'NH,- HCI NH,- HCl
(1S,2R,49)-51 (1S,2R,4S)-50 HCI (1R,2S,4R)-50 HCI
35. abra

Elékisérletek (razogép vagy ultrahang furd, hémérséklet-, enzimmmennyiség-, enzim Ujra
felhasznalas-vizsgalat)

Mivel a telitetlen ()36 szerves kozdg enantioszelektiv d@yinyitdsa (CAL-B, 1 ekv. vizaPrO,

60 °C) sokkal gyorsabbnakanv = 50% 5 ora utan) bizonyult, mint a telitett aga{+)-10 esetében

(konv = 50% ~10 nap utan), ezért az oldoszer nélkitkisérletekhez a (£36 laktamot

vélasztottuk. A (£)36 CAL-B-katalizissel, oldoszer nélkil, 60 °C-on vétzgdrolizise (0,5 ekv.

vizzel) kival6 enantioszelektivitassal és hasoeliességgel (14. tablazat, 2. sor) ment végbe,amint

hasonlo6 kéralmeények kozt, der,O-ben végzett reakci&kgnv = 51% 5 6ra utark, > 200, [8]).

14. tAblazat. A homérséklet (+)36 gytirtinyitasara gyakorolt hatédsa
Sor T (°C) Reakcio- ee (%) eg (%) Konv. (%) E

id3 (h)
1 50 3 44 >99 31 >200
2 60 3 66 >99 40 >200
3 70 3 88 >99 47 >200
4 70 2,5 83 >99 45 >200
5 80 3 94 >99 49 >200

0,1 mmol szubsztrat, Lipolase (50 mgyCHO,5 ekv.) ultrahang késziilék (35 kHz).
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Magasabb émérsékleten végezve a reakciot (70, ill. 80 °Agnigs reakcidsebességbeli ndvekedést
tapasztaltunk (3. és 5. sorok). A 70 °C-ofikids razégép (210 rpm) hasznalataval e§bieh,
végeztink egy-egy reakciot magneses keveés ultrahangos vizfiden (35 kHz). A magneses
kevertetés sordn a magnes a granulalt CAL-B enzis&tetorte, jelebisen csokkentve az enzim
aktivitasat (nincs adat feltlintetve), azonban namdzégépben, mind pedig az ultrahangos kadban

végzett hidrolizis soran kivale mellett, hasonldan j6 reakciésebességeket (3.st5@dk) kaptunk.

Mivel az enzim:szubsztrat kevéssé gazdasagos ddg@ranyanak 2:1-re tori€optimalizalasa
jelentbs reakciésebességbeli csokkenést eredményezett 8C&h végzett prébalkozasok
esetében (3 dra utankanverziéo = 25% vs 14. tdblazat, 2. sor), ezéremzm mennyiségének
csokkentése helyett az Ujrafelhasznalhatésagatattighk a hangsulyt (15. tablazat). Az enzim
katalitikus aktivitasa az enzim tbbbszo6ri Ujrafsth@alasaval fokozatosan csdkkent, azonban a

termék enantiomerfeleslege nem valtozott.

15. tablazat.A konverzié é<€ alakulasa a (36 Ujrafelhasznalt CAL-B-katalizalt gytinyitdsa soréh

Sor Lipolase (50 mg) ee (%) eg (%) Konv. (%) E

1 egyszer hasznalt 78 >99 44 >200
2 kétszer hasznalt 63 >99 39 >200
3 haromszor hasznalt 53 >99 35 >200
4 négyszer hasznalt 40 >99 29 >200

40,1 mmol szubsztrat, & (0,5 ekv.), 70 °C, 3 h utan.

A (%)-36 olddszer nélkili gyranyitasara optimalizalt kordlmeények kozotti modszarttobbi

szubsztrat gyriinyitasara is kiprobaltuk (16. tablazat)

16. tblazat.A konverzi6 e alakuldsa a (£}0, (£)-12, (3)-31, (3)-34, (+)-35, (+)-37, (+)-38 és
(+)-47 olddszer nélkuli, CAL-B-katalizalt dytinyitasa sor&h

Sor Szubsztral Reakcibid  eeg (%) eg (%) Konv. (%) E

1 (#)-10 19 h (5nap) 33(98) >99 (>99) 25 (50) >200 (320
2 ®-12 5h 95 >99 49 >200

3 (#)-31 19h (5nap) 27 (98) >99 (>99) 21 (50) >200 320
4 (#)-34 5nap 65 >99 40 >200

5 ®)35 4nap >99 >99 50 >200

6 (®)-37 5nap 83 >99 46 >200

7 (#)38 4 nap 94 >99 49 >200

8 )47 19h 72 >99 42 >200

4,1 mmol szubsztrat, Lipolase (50 mgyCHO0,5 ekv.), 70 °C.
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Valamennyi esetben kivalé enantioszelektivitasasapaltunk, igen kilénbézreakciésebességek
mellett (valészifi a karbociklusok kilonb@zkonformacidinak kdszénhin). Meglep volt, hogy
a 4-es pozicicéban, jelésen lipofil és nagy térkitbltég-butil csoportot tartalmazo, korabbiakban

nem vizsgalt (£)47 esetében is kivald enantioszelektivit&st(200) kaptunk.

4.3.1.4. Nem aktivalt karbociklusodransz #-laktamok gyiiritinyitasa vizzel szerves kdzegben
[11]

Elsoként tettlik fel és valaszoltuk meg azt a kérdésgyhvajon a lipazok katalizaljak-eteansz
Flaktamok gyiranyitdsat. Hatékony és egyséerenzimes eljarast adtunk meg nagy
gyiriitagszamu (12-es) racérisz-[(+)-52] és racéniransz13-aza-biciklo[10.2.0]Jtetradekan-14-

on [(2)-54] szerves kozdgenantioszelektiv ditinyitasara (36. abra).

o H,O
CAL-B COOH " .I//O
NH iPI’ZO + "NH
70°C NH;

(£)-52 (1R,25)-53 (1S12R)-52
H,O
O 2
i CAL-B wCOOH 0
NH |7P(;2°OC NH2 "NH
(+)-54 (1S,29)-55 (1R, 12R)-54
36. abra

Elékisérletek (vizmennyiség-, Bmérseéklet-vizsgalat)

El6kisérleteinket a korabbi, valamennyi racdmsz (laktam enantioszelektiv @ylinyitasat
kivalé enantioszelektivitassaE (> 200) katalizalé6 CAL-B enzimmel (50 mg i), iPr,O-ben
végeztik. A nukleofil mennyiségének valtoztatasa (® és 1 ekv. hozzaadott viz) sem a
reakciok enantioszelektivitasbahi ¥ 200), sem pedig a sebességeklbemy ~45% 8 Ora utan a
(x)-52 esetébenkonv ~49% 137 Ora utan a (b4 esetében) nem eredményezett szignifikans
kulonbségeket. Amikor a reakcidikl csokkentése céljabdl aigyinyitasokat 60 helyett 70 °C-on
hajtottuk végre, a reakciésebesség a5&)esetében megtt (91 6ra alatt érte el az 50%-0s
konverziét a kordbbi 137 6ra helyett), mig a §2)esetében nem idézetHelaltozast Konv =
50% 18 ¢6ra utan). Megjegyzem, hogy az enantiostieigls a fbmérséklet emelésével nem
csokkent E > 200).
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4.3.1.5. A 4-aril- és 4-arilalkil-szubsztitualtg-laktamok gyiiriinyitasa vizzel, szerves

kézegben [12,13]
Direkt enzimes modszert dolgoztunk giarilalkil-szubsztitualt S-aminosavak édllitasara a
megfeleb 4-aril- [(x)-54-(x)-60)], ill. 4-arilalkil- [(£)- 68 és (£)-69)] szubsztitualtlaktamok
lipadz-katalizalt, 60 °C-on végzett enantioszelegjrrinyitdsan keresztil (37. abra). A 4-benzil-
és 4-fenil-etil-2-azetidinonok [(#6 és (+)67] kivételével valamennyi, CAL-B-katalizalR-
szelektiv rezolvéalast kivalo enantioszelektivites>(200) jellemezte. A (£p6 és (+)67 CAL-B-
katalizalt S-szelektiv gyiriinyitdsat, az optimalizalasok ellenére is alacsBrértékeknek (~ 12)
kdszonheien, két Iépésben, 45 °C-on végeztik és kaptukhgilalacsonyabb termelésekkel (

27), de jénak mondhaté enantiomerfeleslegekéet (89) a kivant termékeket.

O HZ0 COOH o]
7/ | NH ~Fo Q\F’f[ " @ iIL/H
=3 n ’ R n NH; R/\ I

(#)-25R=H (R)-29R =H (5-25R=H
(£)-26R =p-Me (R)-30R =p-Me (S)-26R =p-Me
n=0 (*#)-56R =0-ClI (R)-61R =o-Cl (9)-56 R =0-Cl
(#)-57R =m-Cl (R-62R =m-Cl (9-57R =m-Cl
(£)-58R =p-ClI (R)-63R =p-Cl (S)-58R =p-ClI
(£)-59R =p-Br (R)-64R =p-Br (9-59R =p-Br
| (#)-60R =p-I (R)-65R =p-I (S-60R =p-I
n=1 (#-66R=H (9-68R=H (R)-66R =H
n=2 (4-67R=H (S)-69R =H (R-67R=H
37. abra

Elékisérletek (enzim-, vizmennyiség-, olddszer-, addit, enzimmennyiség-vizsgalat)

A korabbiakban, karbociklusgglaktdmok enantioszelektiv gsiinyitasara kidolgozott enzimes
modszer optimalis kortlmeényei (CAL-B;-0 ekv viz,iPrO, > 60 °C) mellett, az aciklusos (z)-
25 rezolvélasat a rendelkezésunkre allo, valamenpdztal kiprobaltuk. Mig gyakorlatilag nem
tapasztaltunk reakciot a PS, AK, AY és CAL-A lipkgelenlétében, 45 °C-on (24 6ra utan nem
volt termék kimutathatd), addig a CAL-B kulonigoanmobilizalt formai (Lipolase, Chirazyme
L-2 és Novozym 435) csekeély reakciésebességbeaiinkidegekkelkfonv = 24-28% 1 Ora utan),
de kivalo enantioszelektivitassdt & 200) katalizaltdk a 60 °-on, 1 ekv vizzélp,O-en végzett

gyirinyitasi reakciokat.

Amikor aiPr,O-t (CHs),CO-al, MeCN-el, 1,4-dioxannat,amil-alkohollal, THF-al vagy CHGI

al helyettesitettik, a tovabbra is enantioszeleldakciok E > 200) rendkivil lelassultalkgnv.
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= 1-2% 24 ora utan). A toluolban végzett reakcigzont, kivald enantioszelektivitag & 200)
mellett, szintén igéretes reakciésebességgel ndjl@abnv = 22% 2 ora utérk > 200).

A reakcio sebességének novelése céljabdl kildbdalékanyagok (1 ekv. 2-oktanol vagyNEt
vagy iPrEtN) reakcidelegyhez torténhozzaadasaval prébalkoztunk, azonban az 1 o6ra utan
konverzié értekek kozel azonosak voltak {28%), $t megegyeztek a viz hozzadadasa nélkil

vagy 1 ekv. viz hozzaadasaval végzett reakciok émidjaval.

Az enzim mennyiségének novelésével (10-75 mg mitszords reakcidsebesség ndvekedést
ertink el (17. tablazat). A legjobb eredmény (8) stienére, a tovabbi @tisérleteket €s gramm-
mennyiség rezolvalasokat, gazdasagossagi okokbdl 75 mg helyett 30 mg mLt mennyiség

enzimmel végeztik.

17. tabldzat.A CAL-B (Lipolase) mennyiségenek reakciosebessggaiorolt hatasa a (85 gylriinyitasa

sorafi

Sor Lipolase (mg mLY) eeg (%) eq (%) Konv. (%) E

1 10 9 >99 8 (49, 41 h utan) >200
2 20 16 >99 14 >200
3 30 20 >99 17 >200
4 40 28 >99 22 >200
5 50 31 >99 24 >200
6 75 47 >99 32 >200

40,05 M szubsztrat, 40 (1 ekv.),iPr,O, 60 °C.

Elvégeztik a (x26 és (x)b6—(x)-60 gyirinyitasi reakcioit a (£26 vegyuletre optimalizalt
kériilmények kozétt [Lipolase (30 mg m), viz (1 ekv),iPrO, 60 °C] és szintén kival6
enantioszelektivitast kaptunk (> 200). A 4-benfi)-66] és4-feniletil- [(£)-67)] szubsztituali
laktAmok, optimalizalt koérilmények kozott végzettytginyitdsat azonban alacsony
enantioszelektivitasi értékele ~ 12) jellemezték. igy a (#)7 esetében tovabbidisérleteket
végeztink. Sajnos sem az enzim (PS, AK, AY, LeejtsBPL, CAL-A), sem az oldoszer
[(CH3).,CO, THF, CHCY), sem a Bmérséklet (30, 40, 45, 50, 60 °C) valtoztatasa, gedig az
adalékanyagok (2-oktanol, &, iPrEtN) reakcidelegyhez t6rtén hozzaadasa nem
eredmeényezett enantioszelektivitdsbeli pozitivozdst E ~ 10). Mivel killonbdé N-Boc-védett
karbociklusos SBlaktamok enantioszelektiv gsiinyitasat leirtdk az irodalomb&d igy

elsallitottuk a N-Boc-(+)67 szubsztratot, majd inditottunk egy Lipolase (50 mig")-katalizalt
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reakciot {Pr,O-ben, 45 °C-on). Jéllehet gyors, de igen csekélgntoszelektivitast mutatd
atalakulastKonv = 94% 24 6ra utark, = 3) tapasztaltunk.

4.3.1.6. Nitrogénen védett és nem védgdaktamok enantioszelektiv gyiriinyitdsa [14,15]

Eljarast dolgoztunk ki karbociklusos, a nitrogéngdett, mind pedig a nem veédeiisz y—
aminosavak [pl. a blockbuster Abacavir és Carb@gyik szintézisének kulcs-intermedierje,
(1S4R)-74] és szarmazékaik enantiomereinek és ezek soifakigsara a megfelelylaktamok
enantioszelektiv dgirtinyitasan keresztil (38. 4bra). A mddszeriink egidhye, hogy a nehezen
hozzaférhet laktamaz enzimek helyett a kereskedelemben konmgsaerezhét stabil, nagy
sztereoszelektivitasu és ipari mérglyartasra alkalmazhaté lipaz enzimeket hasznajabigsak
kiemelend, hogy a szubsztratot a nitrogénen nem sziikségsedeni és hogy a nitrogénen nem
védett termékraminosav égrlaktam szétvalasztasa oszlopkromatografalas hedggtszeien,

sziréssel torténik.

o) o)
3= NH HOOC  NH, N—nNH
HO 1@’3 . ;@a
CAL-B
(#)-70 (1R,3S)-73 (1R49-70
0 0
S-NR o HOOC  NHR N—NR
2, + = 5
e O
Eig-71, R=H (1S4R)-74, R = H (1S4R)-71, R = H
+)-72, R = Boc (1S4R)-75, R = Boc (1S4R)-72, R = Boc

38. dbra

Elékisérletek (enzim-, vizmennyiség-, oldoszer-gmérséklet-, enzimmennyiség-, enzim
Ujrafelhasznalas-vizsgalat)

Amikor a ()-71, Slaktamokhoz hasonld, de kevésbé feszultrgjgnek nyitasat g-laktdmok

enantioszelektiv dyrinyitasara leggyakrabban alkalmazott kérilményelpdlase, viz,iPrO,

60 °C) kozott végeztik, nem kis meglepetésiinkresgg® enantioszelektiv reakciot tapasztaltunk

(18. tablazat, 1. sor).6§ a Flaktamok gyiriinyitasat nem, vagy csak csekély meértékben

katalizal6 CAL-A, PPL, PS és AK lipazok is kivaldmantioszelektivitassal és viszonylag j6

reakciosebességgel @B6. sorok) katalizaltdk a modgHlaktam gyiriinyitasat.

A reakci6elegyhez hozzaadott viz mennyisége, abkot@apasztalatainkkal j6 egyezést mutatva,
jelentbsen befolyasoltak a Lipolase enzim aktivitasatiopimalis reakciésebességet 0,5 ekv.

vizzel tapasztaltuk (18. tablazat, 2. sor). Ahogyveitik a reakcioelegyhez adott viz
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mennyiségét, csokkent a reakciok sebesség® @brok). A viz hozzaadasa nélkil is lejatszodo
reakcio (3. sor), ahogy a kordbbiakban is tapasktahz enzim fellletén jelenléwiznek volt
k6szonhet.

A homeérseéklet jelerdisen befolyasolta, a kivalé enantioszelektivitaggab 200) zajlodo (x)F1
Lipolase-katalizaltjPr,O-ben végzett hidrolizisének (0,5 ekv. viz) sebgiis€l8. tablazat, 2. és
7-10. sorok). A reakcié 60 °C-on bizonyult a leggwpiisnak, igy a tovabbi @isérleteket és

preparativ-mennyiségezolvalasokat ezen @mérsekleten végeztuk.

18. tablazat.A konverzi6 é<€ alakulasa a (+J-1 gytiriinyitasa sor&h

Sor Reakci6- Enzim T H,O eeg eg Konv. E
idé (30 mg mLY) (°C) (ekv.) (%) (%) (%)
1 140 min Lipolase 60 1 72 > 99 42 > 200
2 140 min Lipolase 60 0,5 > 99 > 99 50 >200
(50 min) (34 (>99) (26) (> 200)

3 140 min Lipolase 60 - >99 >99 50 > 200

4 140 min Lipolase 60 2 55 >99 36 > 200

5 140 min Lipolase 60 5 32 > 99 24 > 200

6 140 min Lipolase 60 10 12 > 99 11 > 200

7 17 h Lipolase 30 0.5 74 > 99 43 > 200

8 50 min Lipolase 45 0.5 12 > 99 11 > 200

9 50 min Lipolase 70 0.5 40 > 99 29 > 200
10 50 min Lipolase 80 0.5 86 > 99 48 > 200
11 140 min  Chirazyme L-2 60 1 68 >99 41 > 200
12 140 min  Novozym 435 60 1 65 > 99 40 > 200
13 64h  Chirazyme LS 60 1 17 > 99 15  >200
14 64 h PPL 45 1 25 > 99 20 > 200
15 64 h PS lipéz 45 1 11 > 99 10 > 200
16 64 h AK lipa? 45 1 ....16 > 99 14  >200

40,05 M szubsztratPr,O, 60 °C 20% (m/m) lipazt tartalmaz Celitre adszorbeédlv&ocyelenlétében.

Az olddszer valtoztatasaval jelésen valtozott az enzim aktivitdsa, azaz valtoztaleakcio-
sebességek, az enantioszelektivitds azonban masdthen 200 felett maradt. Jollehet, a reakcio
mind t-BuOMe-ben, mind toluolban, mind pedign-hexanban (19. tablazat,—B. sorok)
gyorsabbnak bizonyult, mintiPr,O-ben (2. sor), mégis, a szubsztrat oldékonysaganak
flggvényében a gramm-mennyifiégzolvalasokaiPr,O-ben végeztik.
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19. tblazat.Az olddszerek reakcidésebességre gyakorolt hat@gard CAL-B (Lipolase)-katalizalt

gytiriinyitasa sor&h
Sor Reakcidid Oldoszer eeg (%) eq (%) Konv. (%) E
1 36 h MeCO nem tapasztalhato reakcio
2 36 h 1,4-dioxan 28 >99 22 >200
3 36 h THF 7 >99 7 >200
4 50 min EfO 21 >99 18 >200
5 50 min t-BuOMe 54 >99 35 >200
6 36 h toluol 49 >99 33 >200
7 50 min n-hexan 51 >99 34 >200
8 36 h CHCl, 24 >99 20 >200

4,05 M szubsztrat, 40 (0,5 ekv.)60 °C.

Ugyancsak veégeztink kisérleteket az optimalis emammyiség és enzim Ujrafelhasznalhatésag
meghatarozasara. A (¥t 0,5 ekv. vizzel,iPr,O-ben végzett dyriinyitdsat egyre nagyobb
Lipolase mennyiségekkel (10, 20, 30, 40, 50 és mi’) végezve kicsi, de egyértelm
reakciésebességbeli ndvekedést tapasztaltunk (BQiran: 10 mg mt: enzimmelkonv, = 15%;

75 mg mL* enzimmel pedigonv = 39%). Amikor a mar egyszer, majd kétszer fethak
enzimmel (30 mg mt) Uj sarzs szubsztrat [(#)1] rezolvalasat, ugyanazon kérilmények (0,5
ekv. viz,iPr,O, 60 °C) kdzott végeztik, a reakcikertéke 200 feletti maradt, az enzim aktivtasa

azonban Iépéél-lepésre cstkkent (50 min utdkonv = 28%-rol, 25 ill. 23%-ra valtozott).

4.3.1.7 A cisz3-hidroxi-4-fenilazetidin-2-on enantioszelektiv hilrolizise [4]

A Taxol oldallanc kulcs-intermedierjének szintérésékidolgozott szerves kozeégindirekt
enzimes modszerink (4.2.4. pont alatt) tovabbfajseként, direkt enzimes maddszert
dolgoztunk ki a biologiai hatasért fedel (R,39)-3-fenilizoszerin [(R,39)-76] szintézisére, a
megfeleb S-laktam [(R*,4S5%)-(£)-23] enantioszelektiv gyrinyitasan keresztil (39. abra).

Ho’gjfO ho HO.2 COOH Ho.3 0
2

NH CALB HI * «—NH

P t-BUOMe PH” 3" NH, Ph 4

(3R*,4S*)-(2)-23 60°C (2R,39)-76 (3S,4R)-23

39. dbra

Elékisérletek (oldGszer-vizsgalat)

A [laktamok lipaz-katalizalt dyrinyitasa tertletén elért eredményeink alapjan, a28t)

gyiranyitdsat CAL-B katalizissel, 0,5 ekv. vizzéPr,O-ben, 60 °C-on végeztik. Mivel kivalo
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enantioszelektivitast kaptunk & 200), igy az ékisérleteket az oldészer vizsgalatrélgiettik.
A iPrO-t (20. tablazat, 4. sor) mas oldészerekre cser€lv3. és 57. sorok), azE nem
valtozott, azonban jelefd reakciésebességbeli kilonbségeket tapasztaltinleggyorsabb
reakciott-BuOMe-ben (5. sor) kaptuk, kovetkezésképpen aagpativ-mennyisdg rezolvalast a
késsbbiekben, a kérnyezetkinéé-BuOMe-ben végeztiik.

20. téblazat.Az oldoszerek reakciosebességre gyakorolt hat@ga28 CAL-B (Lipolase)-katalizalt

gyiiriinyitasa soréh

Sor  Oldészer ee (%) eg (%) Konv. (%) E

1 MeCO 5 5 > 08 > 200

2 1,4-dioxan 28 38 > 98 > 200
3 THF 7 8 > 98 > 200

4 iPr,O 44 77 > 98 > 200

5 t-BuOMe 49 95 > 98 > 200

6 toluol 48 91 > 98 > 200

7 CHCI, 29 41 > 98 > 200

40,05 M szubsztrat, ¥ (0,5 ekv.)60 °C, 19 h utan.

4.3.1.8. Gramm-mennyiséd rezolvalasok

A bemutatott elkisérletek $§-20.tablazatok) eredményeiként meghatarozott, optirakiliz
korulmények kozott elvégeztik a racghtaktamok [(£)10-(%)-12, (£)-15, (¥)-23, (¥)-25, (+)-26,
(#)-31-(%)-39, (¥)-47, (£)-52, (¥)-54, (¥)-56—(*)-60, (¥)-66 €s (+)67] ésracem plaktamok [(+)-
70-(3)-72] CAL-B-katalizalt gramm-mennyisdig gyiriinyitdsait. A jellem# adatokat a 21.
tablazatban tuntettem fel. A 4-benzil- és 4-fetiik2-azetidinonok [(£)66 és (+)67] kivételével,
valamennyi és ylaktam preparativ-mennyiségezolvalasat kivalé enantioszelektivitds ¥
200) jellemezte. A kivételt képézkét szubsztrat rezolvalasat, az 6sszes tobbi mepa
mennyiség rezolvalastol eltéren, két [épésben végeztik, igy viszonylag alacsemyelésekkel
(27-36%), de jonak mondhato enantiomerfeleslegekkeé31%) kaptuk a kivant termékeket. A
reakcidelegyet a (#6 esetében a 24%-0s, mig a GF)esetében a 28%-0s konverzio elérése utan
dolgoztuk fel. Az aminosav termékek vizes extrakal@ortérd izoldldsa utédn, az enantiomerdus
laktamokkal, masodik |épésben tovabbfolytattuk zolkélasokat mindaddig, amig a szubsztrat

enantiomerfeleslegeket jonak nem itéltik meg> 99%). Ezutan kdvetkezett az enantiomertiszta
laktdmok izolalasa.
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21. tablazat.CAL-B katalizalt gramm-mennyis@genzimes gfriinyitasok

Termék aminosav Szubsztrat laktam

Reakcié Konv lzomer  Termelé: Ee [0]2° lzomer Termelés ee [a]Z

id6 (h) (%) (%) (%) (%) (%)
(1)-100 141 50 R2S7 45 98 -19,4 1S6R-10 36 97 -3,6
(+)-11* 45 50 R2S8 45 99 -38,8 1S6R-11 48 99 294
(+)-12 5 50 R2S9 46 98  +1217 1S6R-12 48 99 +1611
()-15° 7 51 R,2S546 46 95 +23,9 1S8R-15 47 99  -2409
(2)-23 58 50 R,3S78 43 98 6,9 3S4R-23 49  >99  -169
(+)-25 24 50 R-29 47  >99 +7 S25 46 >99 -137
(+)-26 30 49 R-30 42 99 +8 S26 45 95 -113
(+)-31* 249 48 R,2540 44 99 94 1S5R-31 42 93  +35,9
(3)-32 31 50 R2S41 47 98 72 1S7R-32 41 99 5,4
(+)-33 170 50 R,2S542 43 95 +17,3 1S8R-33 36 99  -18
(H)-34 11 50 B2R3S4R43 46 99 +91 1S2R5S6R-34 40 99  +64,F
(+)-35" 8 50 R2R354S44 46 98 12,2 1R2R5S6S35 47 99 +123,7
(+)-36 5 51  R2S45 45 96 +96,7 1S5R-36 48 99 34,8
(+)-37% 6 50 R2R47 40 96 -6 15,5537 44 99  +224
(+)-38 54 50 R2R-48 45 99 +251° 156538 45 99 +31%°
(1)-39¢ 51 50 R2R-49 44 97 +7 157539 45 99  -137
(1)-47 40 50 R2S4R-50 43  >99 -6 1S3S,R47 44 96  +54
(+)-52 18 50 R2S53 32  >98 +5 1S12R-52 47 >99 6.9
(+)-54° 99 50 B2S55 46  >98 +8,% 1R 12R-54 47 98  -14®
(x)-56 14 50 R-81 a7 99 +30,% S56 48 99 279
(+)-57 11 50 R-62 46 99 +8° S57 46 99  -118
(+)-58 15 50 R-63 48 99 +16,% S58 46 99 110
(+)-59 14 49 R-64 a7 99 +4 S59 41 96 78
(+)-60 13 50 R-65 43 99 +4.% S60 49 99  -11%
(x)-66™ 13 24 S68 27 89 +7

88 81 R-66 36 >9d  +38,8"
(1)-67" 11 29 S69 31 87 +24°

22 89 R-67 30 >9d  +19P
(+)-70" 91 50 R3S 42 98 -10,8 1R 4S 47 >99  +158
()-71" 4 50 B4R 48 >09  -243 1S4R 46 >09  +54Y
(1)-72* 18 50 B4R 44 96 -40,8 1S4R 44 97  +187

%0 mg mL* CAL-B, 1 ekv. HO, iPrO, 60 °C.°c = 0,5; HO. °%c = 0,5; CHC}. 50 mg mL* CAL-B, 0,5 or 1 ekv.
H,0, iPrO, 70 °C. % = 0,45; CHC}. 'c = 0,3; CHC}. %50 mg mL* CAL-B, 0,5 ekv. HO, t-BuOMe, 60 °C.
"c = 0,34; HO. 'c = 0,26; CHC}.'30 mg mL* CAL-B, 1 ekv. HO, iPr,O, 60 °C.c = 0,17; HO. 'c = 0,28; EtOH.
"c =0,2; HO."c = 0,26; EtOH’c =0,4; HO.Pc=0,3; HO.'c=0,11; HO.% = 0,33; CHCJ. *t = 0,35; CHCJ.
'c=0,09; HO. Yc=0,28; CHCJ. "CAL-B:szubsztrat 4:1 (m/m), 0,5 ekv.,®, 70 °C* = 0,2; HO. “c = 0,25;
EtOH.*c = 0,4; EtOHc = 0,5; EtOH ¢ = 0,43; HO. %“c = 0,47; EtOH®*¢ = 0,51; HO. "c = 0,46; EtOH%¢ =
0,33; HO. "c = 0,49; EtOH"c = 0,1; HO. c = 0,16; EtOH*c = 0,45; HO, "c = 0,45; EtOH. ™30 mg mL*
CAL-B, 0,5 ekv. HO, iPr,O, 45 °C."c = 0,65; CHCJ. °c = 0,28; HO.c = 0,21; CHCJ. "30 mg mL* CAL-B,
0,5 ekv. HO, iPrO, 60 °C.5¢ = 0,3; HO. 30 mg mL* CAL-B, 0,5 ekv. HO, iPr,0, 30 °C'c = 0,25; HO.
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A (1)-72 rezolvalasa eredményezte ternékek oszlopkromatagrafeétvalasztasanak kivételével,
valamennyi esetben a termék enantiomerek széttd@daszigen egysziéen, szerves-vizes
extrakcioval vagy dméssel veégeztik. A termék aminosavak, a CAL-B kit
enantioszelektivitasara utaldo abszolut konfigur@eik ellenére, az enzim enantiopreferenciaja
ugyanaz, a kiralis centrumhoz kdb szubsztituensek prioritasi sorrendje valtozik (akak a

4.2.7. pont alatti Diszkussziobdemutatottak esetében).

4.3.2. Aminoészterek enantioszelektiv hidrolizise

A laktdm gyiriinyitason alapuld direkt enzimes moddszer egyik lodsgga, hogy a racém
kiindulasitranszlaktamok szintézise csak nagyigitagszamu laktamok esetében (4.3.1.4. pont
alatt) lehetséges, igy a kistgyitagszamdranszaminosavak szintézisére nem nyujt léséget.
Egy masik hatranya, hogy a 4-benzil- és 4-fenlkzthzetidinonok [(£)66 és (x)67] gramm-
mennyisé§ gyurinyitasat, a termékek j6 enantiomerfeleslegekkeémdreloallitdsa céljabol két
lépésben kellett végezniink (4.3.1.5. pont alattivékezésképpen, egy olyan Uj, direkt enzimes
eljaras kidolgozasara volt sziikségink, amely ai feidahyossagokat kikliszoboli. Kidolgoztuk
tehat a megfelél aminoészterek szerves kddegnantioszelektiv hidrolizisét, amely mddszer
egyarant alkalmazhaté mirgilsz, mind pedigtransz, kis gyriitagszamu aminosav enantiomerek
eloallitasara. Az eljaras alkalmazhatosagat kitergdtit S-aril-, Sheteroaril- ésf-arilalkil-
szubsztitualiZaminoészterek enzimes rezolvalasara is. igy sz&mékes aciklusog-aminosav
enantiomer szintézisére is lebstgink nyilt, példaul ei&ént adtunk meg enzimes eljarst a
Sitagliptin intermedier RR)-112 (n)] szintézisére. Masfél az Uj modszerinkkel megoldottuk a
(¥)-66 és (x)67 laktamok két-lépéses rezolvalasa tamasztotta bssdgokat is, azaz egy
lépésben kaptuk, a jo enantiomerfeleslegekkel il&ade aminosavakat. Az enzimes
rezolvaldsok eredményezte termékek: az aminosavazZsel nem reagalt aminoészter
szétvalasztasat, hasonléan a laktam és aminos&vakmztasahoz, igen egysien, szerves-

vizes extrakcioval vagy fréssel végeztik.

4.3.2.1 Karbociklusos ciszéstransz f-aminoészterek hidrolizise szerves kdzegben [16,17]

Enzimes eljarast dolgoztunk ki karbociklusasz faminosavak (pl. ciszpentacinR2S-40)
enantiomertiszta formaban tortérelballitasara a megfel@l S~aminoészterek [(x)-7—(z)-80]
enantioszelektiwnidrolizisén keresztul (40. dbra). A CAL-B-katasizel, 0,5 ekv. vizzelPr,O-
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ben, 65 °C-on végzett reakcidk j6 termelés melfedi2%) eredményezték a j6 enantiomer-
felesleggel ¥ 94%) rendelkaz termékeket.

/

COOEt COOH COOEt
G m. @ &Y
1Pr,O ///
NH, o NH, NH,
Cisz()-77-(+)-80 (1S2R)-7-9, -40 (1R,29)-77-80
lzz% HCVEtOH llS% HCl,A
\\\COOH COOH
s ¢
"NH, HCI NH,. CIH
(1S,2R)-7-HCI-9 -HCI, -40 HCI (1R,2S)-7-HCI-9 -HCI, 40 HCI
COOEt COOEt COOEt
er o O
H,
877 n=1 @ 79 )- 80
78 n=2
40. abra

A CAL-B kivalé enantioszelektivitassaE(> 183) katalizalta d@ransz faminoészter modell
vegyuletek [(x)81 és(£)-82] hidrolizisét is (41. dbra), amikor a reakcidkat €ky. vizzel iPr,O-
ben, 65 °C-on végeztik. A termékeket j0 termeléBeth€>44%) j6 enantiomerfelesleggel (=
99%) kaptuk.

/

COOEt H-0 COOH WCOOEt
Lipolase
iPrLO ’y +

NH, : ’

65 °C N H2 N H2
transz(+)-81, (+)-82 (IR2R)-83, 84 (1S,29)-81, 82
l 22% HCUEtOH l 18% HCl
OCOOH : COOH
"'NH, - HCI NH, - HCI
(1R.2R)-83-HCl, 84-HCI (1S25)-83 HCI, -84 HCI
NH,
(#)-81 (B- 82
41. abra

A modszer alkalmazhatdsagat kiterjesztettik hidsaxibsztitualiZ-aminoészterek szintézisére,

azonban a CAL-B-katalizalt, szerves koieg@szter hidrolizisek gyenge enantioszelektivitast
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mutattak. A munka érdekessége és egyben nehézmdgzdetben feltételezett, majd &és
bizonyitott polimerizacié volt, melynek kovetkezégbaz enzimes eleg§bcsak az el nem

reagalt aminoésztereket tudtuk viszonylag joeilogadhaté enantiomerfeleslegekkel izof&lni

Elékisérletek (enzim-, vizmennyiség-, oldoszer-gmérséklet-, enzimmennyiség-, enzim
Ujrafelhasznalas-vizsgalat)
A (2)-78 0,5 ekv. vizzeliPr,O-ben, 45 °C-on végzett hidrolizisére kiprobaltierek kozul a PS,
AK és AY lipdzokkal gyakorlatilag nem tapasztaltudakciét konv ~0% 48 ora utén), a PPL
ellenben enantioszelektiven katalizalta a hidrsijzgaz, a reakcio rendkivil lasstunak bizonyult
(22. tablazat, 17. sor). A CAL-AChirazyme L-3 enzim csekély enantioszelektivitas kiséretében
szintén mutatott aktivitast, 65 °C-on (3. sor). Ardm CAL-B preparatum viszont jo
enantioszelektivitdssal katalizélta a 65 °C-on eéigzeakciokat (1., 2. és 4. sorok). A

reakciosebességeket is figyelembevéve, a Lipolazienet valasztottuk tovabbi munkankhoz.

Kovetked lépésben vizsgaltuk az oldészereknek a reakcidtesaelektivitasara és sebességeére
gyakorolt hatasat (22. tablazat-14. sorok). A minden esetben kivald enantioszeldkgsal
zajlédo reakcio éter tipusu olddszerekben bizoakul leggyorsabbnak (4., 8. és 9. sorok),

némileg lassub voli-hexanban és toluolban, még lassubb 1,4-dioxanbdmé-ban és igencsak
lassu volt MgeCO-ban.

Kilonbdz hémeérsékleteken végezve a (23-Lipolase-katalizalt, 0,5 ekv. vizzelPr,O-ben
végzett hidrolizisét (22. tablazat,115. sorok), megallapitottuk, hogy a 60 °C alattarasak a
70 °C feletti Wmérsékleteken végzett reakciok sebessége lecsokket ill. 70 °C-on végzett
reakciok sebességéhez képest. igy a gramm-meniiyiségivalasokat 65 °C-on végeztiik.

22. téblazat.Enzim, oldészer éstimérséket enantioszelektivitasra és reakcidsebeggégerolt hatédsa a
(#)-78 hidrolizise sor&h

Sor Enzim T Oldoszer Reakcio- Konv. ee eg E
(30 mg mL") (°C) idé (h) (%) (%) (%)

1 Chirazyme L-2 65 iPr,O 26 48 89 96 147
2 Novozym 435 65 iPr,O 26 47 87 97 187
3 Chirazyme L-8 65 iPr,O 48 15 10 58 4
4 Lipolase 65 iPr,O 25 48 90 98 307
5 Lipolase 65 1,4-dioxan 28 19 23 99 249
6 Lipolase 65 MeCO 28 6 6 99 211
7 Lipolase 65 THF 28 12 14 99 228
8 Lipolase 65 EtO 28 45 80 98 245
9 Lipolase 65 t-BuOMe 28 49 92 96 161
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22. tablazat(folytatag

10 Lipolase 65 toluol 28 29 40 99 295
11 Lipolase 65 n-hexan 28 38 61 98 185
12 Lipolase 25 iPr,O (250 nap) 11 (47) 12(87) 99 (97%5;%

13 Lipolase 45 iPr,O 20 21 26 99 256
14 Lipolase 60 iPr,O 19 36 55 99 346
15 Lipolase 70 iPr,O 19 36 55 98 172
16 Lipolase 80 iPr,O 19 29 40 98 146
17 PPL 45 iPr,O 48 6 6 99 211

%0.05 M szubsztrat, 0.5 ekv,@. °20% (m/m) lipazt tartalmaz Celitre adszorbealv&ocielenlétében.

Mivel a (+)-78 Lipolase (30 mg ml)-katalizalt, viz hozzdadasa nélkiPrLO-ben végzett
reakci0 sebessége ds értéke szinte ugyanolyan jonak bizonyult, mint & @kv. viz
reakcioelegyhez torténhozzaadasa esetében (23. tablazat, 3. sor valdazat, 4. sor), Ujra
megéllapithattuk, hogy az enzim fellletén jeleilevz (<5%) vagy olddszer tartalmazta viz
(<0,1%) mennyisége elégséges volt a teljes méhékoliziséhez.

Az enzim mennyiségének novelésével mérsekelt réakbességbeli ndvekedest tudtunk elérni a
(x)-78 Lipolase-katalizalt, 0,5 ekv. vizzeRr,O-ben végzett hidrolizise soran (23. tablazat21.,
és 79. sorok). Vizsgaltuk az enzim Ujrafelhasznalhagdsdazaz a ()8 hidroliziséhez egyszer,
kétszer, ill. haromszor méar hasznalt Lipolase eszin(30 mg mC') hasznaltunk. A
varakozasunknak megfetein, az enzim katalitikus aktivitdsa csokkent, eanban a termék

enantiomerfeleslegét latszélag nem befolyasolt&.(4orok).

23. tAblazat.A konverzi6 é£ alakulasa a ()8 hidrolizise sor&h

Sor Lipolase (mg mY) H,O (ekv. Reakcidid (h) Konv. (%) ee (%) eg (%) E

1 10 0.5 25 42 70 98 208
2 20 0.5 25 45 79 98 239
3 30 - 29 43 75 98 224
4 3¢ - 24 43 74 98 244
5 3¢ - 24 38 59 97 120
6 3¢ - 24 32 46 97 103
7 40 0.5 25 48 91 97 209
8 50 0.5 22 50 95 96 183
9 75 0.5 22 51 99 94 174

30,05 M szubsztratPr,O 65 OC.begyszer hasznafikétszer hasznaltharomszor hasznalt.
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A (+)-78 hidrolizisére optimalizalt kériilmények [Lipolased(&g mLY), 0,5 ekv. vizjPrO, 65
°C] kozott elvégeztik agisz [(x)-77, (£)-79és (2)80] és transz [(x)-81 és (+)-82] Famino-
észterek hidrolizisét és ahogy a gramm-menngiségolvalasok adataibdl (24. tablazat) lathato,

a reakciokat kivalé enantioszelektivitas jellemezte

Gramm-mennyisédi rezolvalasok

Az optimalizalt koérdlmények (24. tablazat, labjegf)z kozott végezve a (#)7-(x)-82

preparativ-mennyisdégrezolvalasokat, j0 enantioszelektivitds dltaldban > 100) jellemezte a
reakciokat. A termék aminosav és el nem reagaltnae@sizter enantiomerek szerves-vizes
extrakcioval tortéed elvalasztasat kovéen az aminoésztereket aminosav hidrokloridokka

hidrolizaltuk, az enantiomerfeleslegek megtartasteti (24. tablazat).

24. tablazat.A ()-77-(+)-82 gramm-mennyiségrezolvalasa

LF-Aminosav HCI [ -Aminosav
Reakcié Konv. E Izomer  Termelés ee  [a]2° Izomer Termelés ee  [o]®®
idd (h) (%) (%) (%) ¢H0) %) %) (H0)
(x)-77 87 48 74 R 2S40HCI 42 94 -8 1S2R-40 42 96 +8
(¥-78 31 49 >200 R2S7HCI 46 99 -84 1S2R7 47 98 +21
(£)-79 72 50 110 R2S8HCI 45 98 28 1S2R8 46 98 +34
(¥)-80 66 49 133 R2S9HCI 45 98 +121  1S2R9 46 99 -126
(+)-81 68 49 >200 $2S83HCI 46 99 +51 1R2R-83 48 99 -68
(£)-82 58 50 183 $2S84HCI 44 99 +128 1R2R-84 45 99 -152

30 mg mL* CAL-B, iPr,O, 0,5 ekv. HO, 65 °C.°c = 0,21.%c = 0,23.% = 0,5.% = 0,28.'c = 0,11.% =
0,26."c=0,27

4.3.2.2. ABaril-, Barilalkil- és B-heteroaril-szubsztitualt f-aminoészterek hidrolizise

szerves kozegben [18-20]

A karbociklusos S-aminoészterek enzim-katalizalt enantioszelektigrdiizisére kidolgozott,

majd iparjogilag is védett eljaras alkalmazhatésagf@rjesztettiikF-aril-szubsztitualt [18],5

heteroaril-szubsztitualt [19] ég-arilalkil-szubsztitualt [20]/aminoészterek szerves koreg

enantioszelektiv hidrolizisére. igy szamos értéaklusosFaminosav enantiomer szintézisére

nyilt lehetségink, tdbbek kozt, élként adtunk meg enzimes eljarst a Sitagliptin mextier

(R)-112 (n) szintézisére. A megfelel racém aciklusos aminoészterek, a mar ismertetett

karbociklusosf-aminoészter hidrolizisekhez hasznalt CAL-B helye® (Celitre immobilizalt),
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ill. PS-IM lipaz-katalizalt szerves kozégt-BuOMe vagyiPr,0), 25 vagy 45 °C-on végzett

enantioszelektivl{ ~ 200) hidrolizisét 0,5 ekv. vizzel végeztik (4Bra).

COOEt  pg.ipaz COOEt COOH
A Tﬁj S T’Ai + [
1 NH, oldészer T Ar T NH, Ar\(\)n NH,
(+)-85-99 (a-0) (R)-85-96 (a-1) (S)-100-111(a-)

(S)-97-99 (M-0) (R)-68, -69, -112(m-0)

Cl Me 0
Me )
F Cl
a b c d e
N N I\ O ~ S ~
|/ I/ N~ \l O/ \l S/
f g h [ j k |
F
F
n=1, Ar: @\ \©\ n=2, Ar: ©/
F
m n

(o]

42. dbra

Elékisérletek (enzim-, vizmennyiség-, olddszer-gmérseklet-, enzimmennyiség-, enzim
Ujrafelhasznélas-vizsgalat)
Mindharom vegytletcsalad kivalasztott modell vegygivel végeztink &kisérleteket, a
munkdk megtervezésénél épitkeztink a karbociklusmainoészterek enantioszelektiv
hidrolizisénél gyijtott tapasztalatainkra. A modell vegytletek esetelégzett enzim-vizsgalat
koérilményeit és szignifikhns eredményeit a 25.azban mutatom be. Fontos megjegyezni,
hogy a karbociklusos aminoészterek hidrolizisé@lidwenantioszelektivitassal katalizal6 CAL-B
enzim gyakorlatilag nem mutatott aktivitast az hks aminoészterek hidrolizise soran, mig
szerényE volt tapasztalhato AK és PPL lipdzokkal (25. tabta +3. és 911. sorok). A
tablazatbdl az is Kinik, hogy mind az &ltalunk (Celitre), mind pedigggéarilag (PS-IM)

immobilizalt PS lipdzok kivalo enantioszelektivisas katalizaltak a hidrolizist (8. sorok).
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25. tAblazat.A konverzio és az enantioszelektivits valtoza@g-85 (a), a ()91 (g) és a ()97 (m) modell
vegylletek hidrolizisére hasznalt legigéretessidimek fliggvényében

Enzim Racemat T  Reakcio- ee eg  Konv E Sor
(°C) ds(h) () (%) (%)
+)-85(a
(+)-85(a)° 45 5 67 89 43 35 1
AK lipaz* (#)-91(g)° 45 17 43 74 37 10 2
+)-97(m
_____________________ (®yor(m’ 25 & 19 8 18 19 3
+)-85(a > >
(+)-85(a)° 45 6 92 99 49 200 4
L (+)-85(a)° 25 6 92 >99 49 >200 5
PS lipaZ
P (#)-91(g)° 45 17 >99 90 52 100 6
(#)-91(9)° 25 17 >99 98 50 >200 7
PSMlipaz  (=-97(m)° 25 72 99 9 51 >200 8
(+)-85(a)° 45 5 66 88 43 31 9
PPL (x)-91(g)° 45 17 43 74 37 10 10
(+)-97 (m)° 25 87 2 88 2 16 11

220% lipazt tartalmazd, cukor jelenlétében, Celitdszorbealt preparaturi,05 M szubsztrat, 0,5 ekv.
H,0, iPLO. 50 mg m[* enzim.0,05 M szubsztrat, 0,5 ekv.,@, iPr,0. 30 mg mL* enzim.?0,05 M
szubsztrat, 0,5 ekv. 8, iPr,O vagyt-BuOMe, 50 mg mL enzim.

Kovetked lépésként. vizsgaltuk kulonb®zlddszereknek az enantioszelektivitasra és reakcid

sebességre kifejtett hatasat (26. tablazat).

26. tablazat.A konverzio és az enantioszelektivitas valtoza@-85 (a), a (£)91(g) és a ()97 (m) modell
vegyuletek kilonbdzoldészerekben végzett PS lipaz-katalizalt hidisgizorah

(¥)-85(a) (¥)-91(g) (#)-97(m)
Sor Oldészer R-ids Konv. ee’ eg’ 'R-id§ Konv. ee” eg? E R-id8 Konv. ee” eg”
(h) (%) (%) (%) () (%) (%) (%) L (h) (%) (%) (%)
1 iPrO 5 49 96 >99>200 : 18 48 >99 98 >200 35 38 60 96 90
2 tBuOMe 5 48 92 >99>200 | 18 50 >99 98 >200 35 34 50 96 81
3 EO nincs adat nincs adat ;35 10 8 74 7
4 nhexan 5 50 98 >99-200 ;18 52 >99 92 126 35 36 50 89 28
5 toluol 5 38 60 >99>200 |18 40 66 98 197 3 5 82 6 11
6 THF 5 14 16 >99>200 {18 17 20 98 120 nincs adat
7 14-dioxan 5 26 34 >9%200 |18 13 14 98 114 nincs adat
8 CHC} 5 4 L4 >99>200 |18 6 6 98 105 nincs adat
9 MeCO 5 13 15 >99>200 | 18 2 2 98 101 nincs adat
10 olplé§zer nincs adat I nincs adat ;35 53 74 66 11
nélkul |

0,05 M szubsztrat, 0,5 ekv,@, (+)-85 (a) esetében 50 mg rilPS lipazzal (Celitre adszorbedlt), 45 °C-
on; (£)91(g) esetében 30 mg MLPS lipazzal (Celitre adszorbedlt), 25 °C-on; EMm) esetében 50 mg
mL™ PS-IM lipazzal, 45 °C-on.
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A legnagyobb reakcidésebességet mindharom modeljiNegesetében &r,O-ben,t-BuOMe-
ben ésn-hexanban végzett reakciok esetében tapasztalttk Eorok). Lassabban zajlédtak a
reakciok, amikor a (£85 (a) és (£)91(g) hidrolizisét toluolban, THF-ban és 1,4-dioxanéro.
sorok) és joval lassabban, amikor CklGan és MgCO-ban (7. és 8. sorok) végeztik. Az
enantioszelektivitasi értékek a (@)-(m) kivételével, minden esetben nagyok voltek>100). A
(£)-97 (m) esetében a legnagyobb enantioszelektivilggD-ben értik el, és jollehet ez az érték 100
alatt maradt, a médszer kivaloan alkalmazhaténaknyult a kivant termékek nageel, egy
lépésben tortén eloallitdsara, ami a korabbiakban bemutatott, megfej@laktam [(+)-66]

gytranyitasi médszerével (4.3.1.5. pont alatt) egy Ibpasiem volt megvalosithato.

Vizsgaltuk a reakcioelegyhez hozzaadott viz memgdaek (85 ekv.) reakcidosebességre és
enantioszelektivitasra gyakorolt hatasat (27. t#ila A reakciésebességek a hozzaadott viz
mennyiségének novelésével csekély mértékidtteka ()85 (a) és a ()91 (g) esetében, mig a
(£)-97 (m) esetében csokkentek (2. és 3. sorok). Megjegyzdmd)y mig a (£B5(a) esetében az
enantioszelektivitasi érték valtozatlanuliki® maradt E > 200), addig a (91 (g) esetében
jelentisen, a (97 (m) esetében pedig kevésbé, de szintén csdkkents(3. &orok). A viz
hozzaadasa nélkil is lejatsz6dé reakcid (1. sagnyiitja, mint ahogy mar a korabbiakban, CAL-
B lipaz esetében is tapasztaltuk, hogy az enziiilefg@n (< 2%), illetve az oldészerben talalhaté
viz (< 0.1%) mennyisége elegénd reakcio végbemeneteléhez. Elvégeztik 8%fp) és a (¥)-
91 (g) hidrolizisét viziPr,O 1:1 ardnyu elegyében is, azonbarEadrasztikusan lecsokkerE €
30).
27. tabldzatA hozzaadott viz mennyiségének hatdsa 8%p), a (£)91(g) és a (x)97 (m) modell
vegylletek PS lipaz-katalizalt hidrolizisének ssldgére és enantioszelektivitadara

(#)-85(a) | (+)-91(9) | (£)-97(m)

. H0  R-idg Kon ee’ eg’ = ‘R-id¢ Konv. e’  eg’ = 'R-id6 Konv. ee® eg’

(ekv.) (h) (%) (%) (%) L (h) (%) (%) (%) () (%) (%) (%)

1 O 2 46 85 >99>200§ 7 46 8C 98 >200§ 25 28 38 96 .. 71
2 1 2 48 93 >99200{ 7 53 94 83 3825 24 31 96 66
3 5 2 50 >99 >99>200§ 7 55 >9¢ 81 495 25 19 .22 96 61
20,05 M szubsztrat, (485 (a) esetében 50 mg riLPS lipazzal (Celitre adszorbealf,0-ben, 45 °C-

on; (+)91(g) esetében 30 mg MLPS lipazzal (Celitre adszorbealfr,0-ben, 25 °C-on; (97 (m)
esetében 50 mg mLPS-IM lipazzalt-BuOMe-ben, 45 °C-on.

So

Akarcsak korabbi megfigyeléseinkben, a reakciossgpek egyérteliren ndvekedtek az enzim
mennyiségének novelésével, mikdzben az enantiddizetés latszélag nem valtozott (28.
tablazat). igy a (85 (a) és a (£)91 (g) PS lipaz (Celitre adszorbealt)-katalizalt, 0,%.ekizzel,
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iPrL,O-ben végzett hidrolizise 75 mg flenzimmel volt a leggyorsabb. Gazdasagossagi okokbd
azonban, a gram-mennyiségzolvalasokat 30 mg mLenzimmel hajtottuk végre.

28. tablazatA PS lipaz (Celitre adszorbealt) mennyiségénelidab reakciok sebességeére és
enantioszelektivitaséta

(+)-85(a) | (#)-91(9)
sor PSlipaz R-ids Konw. ee’” eg’ g iRddé  Konu ee’ egr e
(mgmL) (h) (%) (%) (%) () (W) () (%)

1 10 1 17 20 >99 >200 3 16 18 98 118
2 10 24 45 82 >99 >200 22 49 93 98 >200
3 20 1 27 36 >99 >200 3 24 31 98 134
4 30 1 31 45 >99 >200 3 32 47 98 158
5 40 1 35 54 >99 >200 3 37 58 98 179
6 50 1 38 60 >99 >200 3 42 72 98 >200
7 75 1 45 82 >99 >200 3 49 93 98 >200

40,05 M szubsztrat, 0,5 ekv,@, 1 mLiPr,O, (+)-85(a) esetében 45 °C-on; (9)t (g) esetében 25 °C-on.

Tovabbi reakciésebesség novelése céljabdl aO7{Hm) PS-IM lip4dz-katalizalt hidrolizisét
kulonbo® adalékanyagok hozzaadasaval végeztik (29. taplaxatint a tablazat adataibdl
kitiinik, aiPrEIN, EgN vagy 2-oktanol nem gyakorolt j6tékony hatast semenzim aktivitasara,

sem pedig az enantioszelektivitasra.

29. tablazatAdditiv hatasa a (297 (m) hidrolizisének sebességére és enantioszelektivida

Sor Additiv (1 ekv.) ee® (%) eg™ (%) Konv. (%) E

1 H,O 44 96 31 76
2 iPRLEtN 41 96 30 73
3 EtN 43 96 31 75
4 2-oktanol 39 96 29 72

0,05 M szubsztrat, 1 mi-BuOMe, 50 mg mL* lipaz PS-IM, 45 °C, 31 h utan.

Gramm-mennyisédi rezolvalasok

Kivald enantioszelektivitase > 200) jellemezte mind #aril- [(£)-85-()-99 (a-€)], mind a
Farilalkil- [(£)-85-(%)-99 (f-1)], mind pedig a&heteroaril- [(£)85-(%)-99 (m-0)] szubsztituélt

[-aminoészterek gramm-mennyigégzolvalasait (30. tablazat).
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30. tAblazat.A ()-85-(+)-99 (a-0) PS lipaz-katalizalt gramm-mennyiségzolvalasa

LF-Aminosav HCI [ -Aminosav
R-d¢ . E Izomer Termelé: Ee [a]2® IzomeiTermelé: ee [a]2°
h) (%) (%) (%) (H,0) %) (%) (1,0

(+)-85(a) 22 50 >200 R-100HCI 44  >99 -4 S100 44 >99 -&

(+)-86(b) 23 49 >200 R-101HCI 40 >99 65 S101 40 >99 -1,
(+)-87(c) 74 50 >200 R-102HCI 43 >99 51 S402 44 >99 55
(+)-88(d) 18 50 >200 R-103HCI 41 >99 7,9 S403 41 >99 +1,3
(+)-89(e) 16 52 >200 R-104HCI 44 97 -84 S104 46 >99 +4

(+)-90(f) 67 50 >200 R-105HCI 45 98 +9,Y S405 43 >99  -32
(+)-91(g) 40 50 >200 R-106HCI 40 >99 +441 S4106 46 >99 51
(1)-92(h) 24 50 >200 R-107HCI 43 97 +392 S107 45 98 -11,7
(+)-93()) 60 49 >200 R-108HCI 44 97 +5% S108 46 >99 58
(+)-94(j)) 47 50 >200 R-109HCI 49 >99 +53 S409 44 >99 6,7
(+)-95(k) 60 50 >200 R-110HCI 46 >99 +4,1 S410 44 >99 -3,
(+)-96() 42 50 >200 R-111HCI 46 >99 +40 S4111 43 >99 -32

(¥)-97(m) 5" 50 194 S68HCI 42 96 +48 R68 45 9% -4b
(£)-98(n) 5° 50 >200 S112HCI 44 9% -98 R112 43 97 +15%
(£)-99(0) 3° 51 >200 S69HCI 47 98 +115 R69 47 9% -121

230 mg mL* PS lipaz (Celitre adszorbealtPr,O, 0,5 ekv. HO, (+)-85—()-89 (a-€) esetében 45 °C-on;
(2)-90~()-96 (f-) esetében 25 °C-on; 50 mg MIPS-IM lipaz,iPr,0, 0,5 ekv. HO, (+)-97-(¥)-99 (m-0)
esetében 45 °C-ofc = 0,3.% = 0,27.%c = 0,31.%c = 0,38.'c = 0,34.% = 0,32."c = 0,51.'c = 0,33)c = 0,41.
*¢=10,52/c=0,42."c = 0,36."nap °c = 0,35.°c = 0,4.

Akarcsak a karbociklusog-aminoészterek preparativ-mennyigdgdrolizisénél (4.3.2.1. pont
alatt), a termék aminosav és el nem reagalt ammeesnantiomerek szerves-vizes extrakcioval,
vagy s#réssel tortéh elvalasztasat kovéen, az aminoésztereket aminosav hidrokloridokka

alakitottuk, az enantiomerfeleslegek csokkenéddihfde> 96%).

4.3.2.3. Az etil-(3-amino-3-fenil-2-hidroxi-propiorat) enantioszelektiv hidrolizise [21]

A Taxol oldallanc kulcs-intermedierjének szintérés&idolgozott korabbi eljarasaink (4.2.4. és
4.3.1.7. pontok alatt) tovabbfejlesztéseként ugldienzimes stratégiat dolgoztunk ki &@&S)-
3-fenilizoszerin [(R,39-76 HCI] szintézisére, a megfetel-aminoészter [(R*,3S")-(+)-113
enantioszelektiv B > 200) szerves kozég hidrolizisén keresztul (43. abra). Kivalo
enantioszelektivitaste(> 200) értiink el, amikor a reakciét PS-IM lipaz4aab ekv. hozzaadott
vizzel,iPr,O-ben, 50 °C-on végeztik. A j6 enantiomerfeleslegge> 98%) és j0 termeléssel
(> 45%) kapott termékeket [EBR)-76 és (R,39-113 sziréssel, ill. szerves-vizes extrakcioval

valasztottuk szét.

65



dc_6 10
/

HO.__COOEt o HO., 2 COOH HO. 2 COOEt
1 o g D {
P NH, Ps'i'l';"rz'(';’az PH" 3" NH, PH 3 NH,
(2R* 3S%)-(+)-113 %0°C (2S3R)-76 (2R 39)-113
HO2 COOH 18% HALA

P»‘;;NHZHQ

(2R 3S)-76 -HCI
43. abra

Elékisérletek (enzim-, oldoszer-, vizmennyiség-, enzmennyiség-vizsgalat)

A vizsgalt karbociklusos és aciklusggaminoészterek enzimes hidrolizise terlletén elért
eredményeink alapjan (4.3.2.1. és 4.3.2.2. pontak)aaz el§, enzim-vizsgalatra iranyulo
prébalkozasainkat 0,5 ekv. viz hozzdadasavBljOMe-ben, 50 °C-on végeztik (31. tablazat,
1-3. és 1215. sorok). A CAL-B enzim hasznéalatakor, 8 0ra utdak nyomnyi mennyiség
szubsztrat és igen csekély mennyiségcém aminosav volt kimutathaté a reakcidelegylden
sor) (feltételeztik, hogy az aminoészter poliméoidétt). A CAL-A és AY lipazok gyakorlatilag
nem Kkatalizaltdk a hidrolizist (12. és 14. soroR)ig a tobbi kiprobalt enzim, mas-mas
reakciosebességek mellett, de kivalo enantioszeidgsal £ > 200) katalizaltak az atalakulast
(2., 3., 13. és 15. sorok). A leggyorsabb reakdidtalé enantioszelektivitas mellett a PS-IM
lipdz biztositotta Konv = 50% 3 Ora utan, 3. sor), igy a tovabhik&dérletekhez és gramm-

mennyiség rezolvalashoz a PS-IM lipazt hasznaltuk.

Vizsgaltuk kulonboé olddszereknek a RBZ,3S%)-(x)-113 PS-IM lipaz-katalizalt hidrolizisének
(0,5 ekv. viz, 50 °C) enantioszelektivitasara é@sesgégére gyakorolt hatasat{3 sorok). A
reakcio jelenisen gyorsabbnak bizonyult mindhexanban, mind pedigPr,O-ben (4. és 5.
sorok), mintt-BuOMe-ben vagy toluolban (3. és 6. sorok). Amikaeakciét vizben végeztik (7.
sor), nagyon gyors reakciot tapasztaltunk, azonlaan enantioszelektivitas drasztikusan
lecsokkent £ = 37). Probalkoztunk a hidrolizis elvégzésévebeiter nélkili rendszerben [9 mg
szubsztrat (0.05 mmol), 50 mg PS-IM lipaz, viz g5.0nmol)], azonban 2 nap utan sem volt
kimutathaté termék a reakcioelegyben. Osszegeziayabbi reakciokat és gramm-mennyigég

rezolvalasiPr,0-ben végeztik.
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31. tablazat.A konverzi6 és enantioszelektivitas valtozasaR,@S*)-()- 113hidrolizise sordh

Sor Enzim Reakcié- Oldészer H,O Konv. eg ee E
(50 mg mLY) id6 (h) (ekv.) (%) (%) (%)
1 CAL-B 2(5) (8) t-BuOMe 0,5 59 (90) (100) 0 o°
2 PS-SD lipaz 22 t-BuOMe 0,5 23 30 >98 >200
3 PS-IM lipaz 3(2) t-BuOMe 0,5 50 (34) 96 (51) >98 >200
4 PS-IM lipaz 2 iPr,O 0,5 46 83 >98 >200
5 PS-IM lipaz 2 n-hexan 0,5 48 90 >98 >200
6 PS-IM lipaz 2 toluol 0,5 34 52 >98 >200
7 PS-IM lipaz 1 H.O - 64 61 35 37
.8 PS-IM lipaz 2 iPr,O - 44 77 >08 >200
9 PS-IM lipaz 2 iPr,O 2 46 84 97 75
10 PS-IM lipaz 2 iPr,O 10 50 80 80 21
11 PS-IM lipaz 2 iPr,O 100 52 80 74 16
12 CAL-A’ 22 t-BuOMe 0,5 nem tapasztalhat6 reakcié
13 PPL 22 t-BuOMe 0,5 13 15 >98 >200
14 AY lipa? 22 t-BuOMe 0,5 nem tapasztalhat6 reakcié
15 AK lipaZ 22 t-BuOMe 0,5 42 72 >908 >200

0,05 M szubsztrat, 50 °Clgen kis mennyiségben volt kimutathaté Zaminosav (8 6ra utan);
feltételeztilk, hogy az aminoészter polimerizaladitamitva, standara-hexadekan) hasznalatté20%
(m/m) lipazt tartalmaz Celitre adszorbealva, ciktgnlétében.

A korabbi, reakciéelegyhez adott viz mennyiség@8dipaz aktivitasa, valamint szelektivitasa
kozotti megfigyelésiinkkel (27. tablazat) 6sszhanght is megallapitottuk, hogy a reakcio-
elegyhez adott viz mennyiségének ndvelésével, h@ll&kis mértékben, deéti az enzim
aktivitasa, azonban az enantioszelektivitisa marowylag kis mennyiségviz (2 ekv.)
hozzaadasanal is drasztikusan lecsokkent (4-£%. &orok). A viz hozzaadasa nélkul végzett
korabbi hidrolitikus reakciok tapasztalataival (3. 27. tdblazatok) dsszhangban, & (2S")-
(£)-113 PS-IM lipaz-katalizalt,iPr,O-ben, 50 °C-on, viz hozzdadésa nélkil végzetohnise
gyorsan és enantioszelektiven jatszodott le (§. sor

A szubsztrat és enzim tdmegaranyanak optimalizdtaga-6l 1:1 -re) céljabdl végeztink egy
sor ebkisérletet, azaz vizsgaltuk kuldntsoenzimmennyiségek (50, 40, 30, 20 és 10 mg)ml
reakciosebességre gyakorolt hatasat (0,05M szdlbsz&z enzimmennyiségek csokkentésével
enyhén csokkentek a reakciésebebessékmhv[= 42% 3,5 6ra utan, 10 mg Mmenzimmel vs
konv.= 46% 2 6ra utan, 50 mg fenzimmel (4. sor)], az enantioszelektivitasi étékiszont,

latsz6lag nem valtoztak. Mivel a reakcidosebességekimmennyiség flggvényeében toien
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véltozdsa csekély mérigékvolt, ezért a gramm-mennyidégezolvalast 20 mg mt enzim-
mennyiséggel végeztik.

Gramm-mennyisédi rezolvalas

A (2R*3SY)-(1)-113 preparativ-mennyiség rezolvaldsdt PS-IM lipaz (enzim:szubsztrat
tomegarany 2:1) katalizissel, 0,5 ekv. viz hozzsad®éellett,iPr,O-ben, 50 °C-on végeztik és
kaptuk 2,5 6ra utankénv = 50%) kivaldo enantiomerfelesleggel és jO termsdé a termék
aminosav {(5,3R)-76; termelés 45%;d]p>° = +6,7 € = 0,25; HO); ee> 98%} és el nem reagalt
aminoészter {(R39-113 termelés 47%:; d]o™ = -2,9 € = 0,26; CHCJ); ee > 99%]}
enantiomereket. Szétvalasztasukat a mar korabbkakiol ismert, szerves-vizes extrakcioval
vegeztik. A (R 39-113 18%-0s HCl-val végzett hidrolizise eredményezteiark abszolut
konfiguraciéval rendelkéz aminosav hidrokloridot {(R,39-76 HCI; [a]p®®> = +15 € = 0,3;
H,0); ee> 98%}.

4.3.3. Egy () tipusu, két-lépéses enzimes dominéakeio [4]

Az el mondatommal visszautalok a R34S9)-(+)-22 szerves kozdg OAc enzimes
hidrolizisehez (4.2.4. pont alatt). Az ott bemutianzim-vizsgéalat keretében a CAL-B enzim
szintén kiprobalasra kerult, de a kivant reakcioigem csekély enantioszelektivitast mutatott. A
megle® az volt, hogy a reakcié @kehaladtaval a ,4S")-(+)-22 teljesen elfogyott a
reakcioelegybl, és ami még ennél is megtdp volt, hogy a termeékcisz3-hidroxi-4-
fenilazetidin-2-on enantiomerfeleslege egyre jadth (~20%-rél 98%-ra ¢it). A megfejtésben a
(2R,39-3-fenilizoszerin  [(R,39-76], [(BR*4S*)-(3)-23] enantioszelektiv diriinyitasan
keresztili szintézisére kidolgozott direkt enzinmeédszerink (4.3.1.7. pont alatt) segitett. A
megoldas birtokaban, éleent irtunk le egy olyan (j tipust enzimes domir@yw mas néven
szekvencialis rezolvalast, amely k6zbeiktatott la¢enzas nélkil zajlédott le, és amelynek soran
egy racém szubsztrat két, egymast kdveakciéo eredményeként két kilonBdamantiomertiszta
termékké alakult [4]. A (B*,4S")-()-22 CAL-B-katalizalt szekvencidlis rezolvaladsa (44.a&br
feltételezett egy gyors, viszonylag alacsony enaaglektivitassal zajlédd enzimeséelépést (a
C-3 észter hidrolizise) és egy j0 enantioszelelédgal zajlodo masodik lépést (a laktadrgy
hasitasa) (45. abra). A kivalo enantiomerfeleslefgr> 98%)és jo0 termeléssel (> 43%) kapott
termékeket [(8,4R)-23 és (R,39-76] a mar ismertetett, szerves-vizes extrakcidvahszottuk

szét.
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AcO 1o HO..3 HO. 2 COOH
27 . +
NH CAL-B ~—NH I
P iPr,0 Ph 4 Ph™ 3 NH,
(3R* 4S*)-(2)-22 sore (354R)-23 (2R35)-76

44, abra

1. enzimes Iépés
Racém szubsztrat \v (k1, Eq)

) 2. enzimes lépés
Intermedier (Ko, E
ee az idd fuggvénye \v 2 =2

L , Enantiomertiszta termék
E1 Kicsi, Ex nagy €s k1. igpes < K2. 1gpés

45, abra

Fontos kiemelni, hogy a korabbi irodalmi példakk#ientétben, a jelen racém szubsztrat két
teljesen kilonbdz egysége vett részt a reakcidkban: a C-3 észteolfabe, valamint az amid
kotés hidrolitikus hasitasa és keletkezett kivalardiomerfelesleggel a két kilonisermék [a
(3S4R)-23laktam és a giriinyilt Taxol kulcs-intermedief2R,39)-76 aminosav].

Elékisérletek (enzim-, oldészer-, enzim-mennyiség-, 8m Ujrafelhasznalas-vizsgalat)

A (3R*4S")-(x)-22 C-3 észter hidrolizisére (4.2.4. pont alatt) Utaldssza, ugyanis ezen Uj
tipusu szekvencialis rezolvalds az ott bemutatatine-vizsgalat soran bukkant fel. Az akkor,
kiprébalasra kerilt PS-SD, PS-IM, AK, AY, CAL-A Bgok egyike sem katalizalta a laktam-
gyiri N1-C2 hasitasat, azaz még nyomokban sem volt kitmatid faminosav a reakcio-
elegyekben. A CAL-B (30 mg mi) lipaz viszont katalizalta a 8,4S)-(+)- 22 (0.05 M) vizzel
(0,5 ekv.),iPr,O-ben, 60 °C-on végzett hidrolizisét, azonban &Meraz 6sszes eddig bemutatott
kinetikus rezolvalas alapjaitol (2.1. pont alakBt, egymast kdvétenzimes reakcio jatszédott le.
Elsd lépésben zajlédott a C-3 észter hidrolizise, wiglag alacsony enantioszelektivitas
(e@ntermedier < 20%) mellett és ezt kovette az amid kotés kiveantioszelektivitaste(> 200,
4.3.1.7. pont alatt) hidrolitikus hasitasa. A saaialis rezolvdlas eredményeként kaptuk a
(3S4R)-23 laktdmot és a Taxol kulcs-intermedier, enantioiseid €e > 98%) (&R,39-76
aminosavat (44. abra). Az atalakulasok 6ssz-reakbgsséeget az alacsony enantioszelektivitassal

zajlédd el$ léepés reakciésebessége hatarozta meg. Az inteemd@54R)-23 laktam
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enantiomerfeleslege a reakci®relhaladasavaldtt, a teljes atalakuldskor (teljgsnv. = 50%)
pedig, elérte a 99%-ot.

Az olddszer-vizsgéalat éft, mivel a két-lepéses rezolvalas esetébeneazs a konverzio
szamitasa a szokasos uton nem volt lehetséged, @&zérakciok idbeni ebrehaladasardl,
valamint a megfelél enantiomerfeleslegeir a reakcidelegyll, kilonbdz id6kdzonként vett
mintak gazkromatogréfias analizisével kaptunk imfaciét. A kromatogrammok kiértékelésével
pontos képet kaptunk a reakciolérelhaladasarol, pl. a 46. abra &R{(31S")-(+)-22 (0,05 M
szubsztratiPLO-ben) CAL-B (80 mg ml)-katalizalt 0,5 ekv. vizzel, 60 °C-on végzett
hidrolizisének direhaladasat mutatja be. A teljes atalakulas 48 uiém koOvetkezett be,
enantiomertiszta @4R)-23 és (R39)-76 termékeket eredményezveet 98%).

100
90
80
70

Mol (%) 28

40
30
20
10
0

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50

Reakci6idd (h)

46. bra. Mélfrakciok22 (¢ ), 23 (m) €s76 (A) kulonbdsd idépontokban (3 h: 73%2, 17%23, 10%76;
6 h: 51%22, 29%23, 20%76; 21 h: 22%22, 42%23, 36%76; 36 h: 9%22, 47%23, 44%76; 48 h: 0%
22, 50%23, 50%76) a (3R*,43")-(+)-22 CAL-B-katalizalt két-lépéses szekvencidlis reztdiga soran

A kovetési modszer felallitdsa utan, az ugyanaawillmények kozott, kilonbézoldoszerekben
(Me;CO, t-BuOMe, n-hexan, 1,4-dioxan, KD, toluol és CHCI,,) elvégzett reakciok
eredményeként megallapitottuk, hogy egyik vizsgldthszerben sem volt gyorsabb az enzimes
elss lépés (a C-3 észter hidrolizise), miBt,O-ben. igy a (B*,4S9)-(¥)- 22 tovabbi ebkisérleteit

€s preparativ-mennyiseégzekvencialis rezolvalasdr,O-ben végeztik.

Mint ahogy a 32. tablazat adatai mutatjadk, a legsplob reakciét a viszonylag nagy
mennyiségben hasznalt CAL-B enzim esetében tapadztéd. sor). A nagy mennyiségben
hasznalt enzim indokoltta tette az enzim Ujrafethathatésaganak vizsgalatat-§3 sorok). Az
enzim katalitikus aktivitasa az enzim tobbszoriafgthasznaldsaval fokozatosan és viszonylag
nagy mértékben csokkent, azonban a termékek enzaieleslege latszolag nem valtozott.
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32. tAblazat.A (3R*,4S")-()- 2° CAL-B-katalizalt hidrolizise kiilonbd@zenzimmennyiségekkel

Sor CAL-B (mg mL?) EZ?E‘)“O‘ Molfrakciok (%)
22 23 76

1 30 72 18 45 37
2 50 54 10 47 43
3 5¢° 54 17 44 39
4 5¢ 54 28 38 34
5 5@ 54 51 28 21
6 80 44 3 49 48

20,05 M szubsztrat, 0,5 ekv,8, iPr,0, 60 °C.°egyszer hasznaftkétszer hasznaltharomszor
hasznalt.

Gramm-mennyisédi rezolvalas

A (3R*,4S)-(+)- 22 grammos tétél szekvencidlis rezolvalasat CAL-B (80 mg Mikatalizissel
0,5 ekv. viz hozzdadasavaPr,O-ben, 60 °C-on végeztik és kaptuk @8 utan (6ssxonv =
50%) jo termeléssel (43, ill. 49%) a kivalé enamterfeleslegekkel rendelké&Z2R,39)-76, Taxol
kulcs-intermedier aminosav 4[p>°> = -7,2 € = 0,34; HO); ee > 98%} és (B4R)-23 laktam
{{a]p®® = -171 € = 0,35; CHC)); ee > 99%} enantiomereket. A termékek szétvalasztasat

szerves-vizes extrakcioval, ill. @2ssel végeztik.
4.3.4. Tovabbalakitasok

A direkt enzimes reakciok eredményezte enantionegr@minosav, laktam és aminoészter) 18%
HCI, ill. 22% HCI/EtOH jelenlétében (pl. 30., 3B6., 37. és 39. abrak) a megféla@minosav,

ill. aminoészter hidrokloridokka alakitottuk. A hakloridsékat EtOH/BEO elegyébl tortens
atkristélyositassal tisztitottuk. Az atalakitdsokésm meg részleges racemizacio sem kovetkezett
be egyetlen esetben sem. A termékek fizikai jell@ha 33. tablazatban tlintettem fel.

33. tablazat.A tovabbalakitasok eredményezte enantiomerelafiglemzi

Enantiome| Absz. konfig] ee [a]2° Enantiome| Absz. | ee [a]2°
‘HClI (%) HCI | konfig.| (%)
7 1R 2S 99| -8,4(€0,4; HO) 61 R >99| +8,4 € 0,47; HO)
1S2R 99| +8,8€0,3: HO) S 99| -8,6 € 0,35; HO)
8 1R 2S 99| -26 (0,25; HO) 62 R 99| -3,2 €0,43; HO)
1S2R 99| +25,8 £0,4; HO) S 99 | +3, 3 £0,35; HO)
9 1R2S 99| +121.7 € 0,4; HO) 63 R 99| -5,2 (0,46; HO)
1S2R 99 | -121,4 € 0,4; HO) S 99| +5,3 £ 0,46; HO)
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29 R >99| -3(c0,3; MeOH) 64 R 99| -4,1(0,45; HO)
S 99| +3 (c 0,28; MeOH) S 99| +3,8 € 0,45; HO)
30 R >99| -4,5(0,36; HO) 65 R 99| -1,2 €0,37; HO)
S 99| +4(c0,28; HO) S 99| +1,5€0,47; HO)
40 1R,2S 99| -5,1(0,5; HO) 68 S 89| +6(c0,21; HO)
1S2R 99| +5,2€0,5; HO) R >99| -8(c0,11; HO)
41 1R2S 98| -6,1(0,3; HO) 69 S 87| +12 (0,21; HO)
1S2R 99| +6,3€0,3; HO) R >99| -15(0,21; HO)
42 1R2S 96| +12,2 €0,5; HO) 73 1IR3S | 99| -10,8 €0,6; HO)
1S2R 99| -12,9 €0,3; HO) 1S3R | 97| +10,7 €0,5; HO)
43 1S2R3S4R| 99| +3,8 € 0,4; MeOH) 74 1S4R | >99|-110,9 € 0,55; HO)
1R2S3R4S| 99| -3,8 € 0,3; MeOH) 1R4S | >99|+111,1 € 0,35; HO)
44 1R2R3S4S| 99| -13,2¢€0,3; HO) 75 1IR2R | 99| -51(0,21; HO)
1S2S3R4R| 99| +13,4 €0,3; HO) 1S2S | 99| +51 (0,23; HO)
45 1R2S 99| +81,6 €0,3; HO) 76 2R,3S | >98| -15 (c 0,25; HO)
1S2R 98| -80,2 €0,3; HO) 2S3R | >98| +15 (c0,25; HO)
46 1R,2S 95| +14,2 € 0,35; HO) 84 1IR2R | 99| -121 € 0,25; HO)
1S2R 98| +15,9 €0,3; HO) 1S2S | 99| +123 € 0,27; HO)
47 1R2R 98| -5,8(0,4; HO) 101 S >99| +5,7 €0,31; HO)
1S2S >99| +5,7 €0,4; HO) 102 S >99 | +5,7 € 0,34; HO)
48 1R2R >99 | +27,8 € 0,35; HO) 103 S >99 | +7,2 € 0,315; HO)
1S2S 99| -27,5 € 0,37; HO) 104 S >99| +8,9 € 0,33; HO)
49 1R 2R >99 | +40 (c 0,15; EtOH) 105 S >99| -8,6 (€ 0,31; HO)
1S2S >99 | -39 (c0,17; EtOH) 106 S >99| -3,9 €0,33; HO)
50 1R 2S >99| -5(c0,15; HO) 107 S 98| -3,6 € 0,35; HO)
1S2R 96| +5(c0,25; HO) 108 S >99| -4,9 €0,32; HO)
51 1S2RAS 95| +4 (c0,14; EtOH) 109 S >99| -4,6 €0,42; HO)
53 1R 2S >98| +15(0,2; HO) 110 S >99| -3,1(0,33; HO)
1S2R >98| -15,8 €0,4; HO) 111 S >99| -3,6 € 0,34; HO)
55 1S2S >98| +6,2 €0,4; HO) 112 R 97 | +10,6 ¢ 0,31; HO)
1R 2R >98| -6(c0,2; HO)

4.3.5. Diszkusszio

Direkt, lipaz-katalizalt szerves kdzegnodszereket fejlesztettiink ki értékes aminosapaka

ciszpentacin

szarmazékanak a szintézisére (47. abra). Tovabbéngntiomerfelesleggel és j6 termeléssel

[(R,29)-2-amino-1-ciklopentankarbonsav]

és 8

Uj

analég ésmolog

allitottuk eb az Abacavir és Carbovir intermedierjét $4R)-4-aminociklopent-2-én-1-
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karbonsav], valamint a Sitagliptin intermedierjéR)f3-amino-4-(2,4,5-trifluor-fenil)butansav].
Harom kilonbdé enzimes stratégiat dolgoztunk ki a Taxol oldall&udcs-intermedierjének
[(2R,39)-3-fenilizoszerin] enantiomertiszta formaban tiét&zintézisére.

N S
] HCOOH(I\’/\N
N
o N N)\NHZ

HoN O Ho
OH
gCOOH HO——H
NH, OH
CH,OO0H
LJ&NH; (2R39-45 AMIPURIMYCIN
(0]
(1S2R4S,4R)-43

N
<ICOOH - ¢ ff
" P
NH, _’q HO N™ °N” “NH,
COOH NH>
ARYA (2R39)-40 (1R,2S4R)-50

(1R 2R 35,45)-44 COoH CARBOVIR in—<]

/ Y
NH, HOOC _ NHR < | e
. \@I HO N N NH,
(1R 2R)-47 T
CISPENTACIN \ (1S4R)-74
és szarmazékai . ‘.‘ ABACAVIR
o . Aminosavak, ill. !
F Laktamok ..~ 574rmazékaik
P (B ésy)

(R)-112(n) . HOICOOH
F
NN (2R39)-76
F NN
CF3

JANUVIA T Sitagliptin)

TAXOL

47. &bra

A moébdszerek kozul kdthek az iparjogvédelme megtortént. A szerves kibzbgaz-katalizalt
indirekt mddszerekkel dsszehasonlitva, a direkt sméckink legfontosabb dlye a termékek
nagy termeléssel valo &lllitasa, valamint, hogy mig az indirekt enzimes deamirek
eredményezte termékek szétvalasztasa minden eseskpkromatografiasan tértént, addig a
direkt enzimes reakciok eredményezte aminosavédk&mok, ill. aminosavak €s aminoészterek
elvdlasztdsat igen egystierelvalasztasi protokoll szerint, szerves-vizes akdidval vagy
sziréssel végeztik. Ez utdbbi alél az egyetlen kivéehitrogénen védetglaktam [(+)-72)]

rezolvalasakor keletkezett termékek oszlopkromdifidg szétvalasztasa képezte.
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A 4-benzil- [(£)66] és 4-feniletil- [(£)-67)] szubsztitudltF-laktamok kivételével, valamennyi
karbociklusos és aciklusos laktaii €s )) gyiriinyitasat, valamint karbociklusg&aminoészter
hidrolizisét a CAL-B (Lipolase) enzim kivalé enargkelektivitassal, az aciklusog
aminoészterek hidrolizisét pedig minden esetbenPseudomonas cepaci®S (Celitre
immobilizalt), ill. PS-IM lipaz katalizalta. A CAIB, laktAmok gyiriinyitasa soran tanusitott
enantiopreferencidja minden esetben ugyanaz \aehpt, latszolagos ellentmondas all fenn a
3,4-benzo-6-aza-biciklo[3.2.0]heptan-7-on és homjalidak enantioszelektiv ¢yinyitasa
esetében [®,2R) aminosavak kégdmtek], ezt azonban a kirdlis centrumhoz &kt

szubsztituensek prioritasi sorrendjének megvalendagyarazza.

Kiemelem, hogy ugyanaz a CAL-B lipaz kulonBémantioszelektivitassal katalizaltgGdaktam
amid kotésének hasitasat ég-aminoészter hidrolizisét (mindkéthidrolitikus folyamat), pl. a
cisz Blaktamok enantioszelektiv ¢ytinyitasakor (R,2S-aminosav, a megfekel cisz S

aminoészterek hidrolizisekor pedig az antipdgZR)-aminosav képalott.

0 o ® i
@ " . 8
et G (P on
(1R59) :} SSNH,
® 0

0
SRS Gl 0 5.5 W e e
NH, 1 \‘ S NH,
Ser
(1R29) \_)/

o)
RNH
Ser 2
(1S,2R) N
48. abra

4.4. Egy Uj analitikai modszer kidolgozasa az enzies reakciok kdvetésére [4,22]

Altalunk dupla derivatizalas (DD) néven bevezesethlitikai modszert (észterezés és ezt kivet

N-acilezés) dolgoztunk ki kilénbézcisz és transz karbociklusos és aciklusg8aminosavak

74



dc_6 10

[(£)-AS1-AS20] (49. &bra) gazkromatogréfias elvalasztdsara. Aapér segitségével hataroztuk
meg a mind direkt, mind pedig indirekt enzimes nzédsk eredményezte aminosavak

enantiomerfeleslegeit, igy a zardjelekben az ezatalé jeldlések szerepelnek.

COOH

COOMe
< e
NH, 2. (MeCO}0O, DMAP NHCOM
e
(+)-AS1-AS20 (£)-AS1A-AS20A

COOH COOH COOH (:[ COOH Q COOH Q COOH C): COOH
NH, NH, NH, NH, NH, NH,

NH,

(£)-AS1 (40 (1)-AS2 (45) (%)-AS3 (50) (1)-AS4 (7) (+)-AS5 (8) (1)-AS6 (9) (3)-AS7 (41)
COOH COOH CooH
COOH
O A b S Q0 G-
NH, NH, NH,
(+)-AS8 (46) (£)-AS9 (43 (£)-AS10(44) (2)-AS11(47) AS(1)-12(48) (£)-AS13(49)
COOH COOH COOH COOH COOH
©)i NH, /©)1NH2 /©)i NH, /@)i NH, ] \©)i NH,
Br F
(£)-AS14(29) ()-AS15(30) ()-AS16 (64) (+)-AS17 (+)-AS18 (62
COOH COOH
: 4 //NHZ O’/// NH,
()-AS19 ()-AS20(83)
49. abra

A racém aminosavat éldéepésben diazo-metannal derivatizaltuk (kizardddgzivo fllke alatt,

az oOvintézkedések szigoru betartdsaval), azaz addigk a diazo-metan éteres oldatat a
derivatizaland6 mintahoz, amig a sarga szin madinén valt. Akkor, masodik |épésben
savanhidridet [(MeCQD, (EtCOYO, (n-PrCO}O vagy 6O-pentilCOYO] és 4-dimetil-amino-
piridin:piridin (1:9) elegyét (15-1pL ~0,1 mL 0,05 modlos szubsztrathoz) adtuk a korabigr
CHzNz-al derivatizalt mintahoz. A minddéssze néhany mpsocket igénybeveév DD
eredmeényezte [(£)-ABA—-AS20A] mintakat a GC kiralis oszlopara injektaltuk. Aytébb esetben
alapvonalra tortéh szétvalasztast értiink el (50. dbra) az optimalka#iiimények (34. tdblazat)
kozott.
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34. tablazat Modszerek a (+)-ABA—(x)-AS20A gazkromatografias enantioszeparalasara

Mddszer Oszlop Hémérseéklet-program Hémérseklet-léepds Fej-nyomas (kPa)
A L-val 100 °C (10 min)}» 160 °C 10 °C min 85
B CD  120°C (10 min}> 180 °C 10 °C min 100
C L-val 100 °C (15 min}» 140 °C 5 °C min 85
D CD 90 °C (25 min}» 150 °C 10 °C min 120
E (CD  120°C (7 min}» 160 °C 10 °C min 120
F [CD  120°C (10 min}» 150 °C 10 °C min 120
G CD  120°C (7 min}»> 190 °C 20 °C min 120
H L-val 120 °C (7 min)— 190 °C 20 °C min 140
I L-val 120 °C (7 min}— 190 °C 20 °C min 85
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34. tablazat(folytatég

J L-val 120 °C (12 min}- 180 °C 10 °C min 140
K L-val 120 °C (15 min}- 180 °C 10 °C min 100
L L-vVal 120 °C (2 min)— 160 °C 20 °C min 160
M RCD 120 °C (4 min)> 150 °C 20 °C min 120
N RCD 120 °C (7 min)> 190 °C 20 °C min 120

Kromatografias koérilmények: oszlop, CP-Chirasil-0&& (3-CD) vagy CP-Chirasil L-Val (L-Val)

A retencios faktor(k’), szelektivitas ¢) és szétvalasztadRd) értekeket minden vegyuletre

megadtuk, az optimalis kortlmeények kdzott (35.4aht).

35. tablazat. A dupla-derivatizal3-aminosavak [(x)-ASA—-AS20A] enantioszeparalasara jelletnz
adatok: holt-id (to), retencios faktork(), elvalasztasd), rezolvalasRs) és enantiomerek
ellciés sorrendje

Vegyulet Maodszer  to(min) Ky a Rs Eldcios sorrend
(1)-1A A 1,93 6,93 1,017 2,72 RI2S< 1S2R
(#)-2A A 1,93 8,62 1,010 1,39 RI2S< 1S2R
(1)-3A B 1,65 11,80 1,006 1,12 RI2S4R < 1S2R,4S
(#)-4A A 1,93 7,46 1,012 2,18 RI2S< 1S2R
(#)-5A A 1,93 9,42 1,010 1,94 RI2S< 1S2R
(£)-6A A 1,93 9,81 1,013 1,69 RI2S< 1S2R
(#)-7A C 1,93 16,18 1,013 2,69 RI2S< 1S2R
(£)-8A D 1,58 36,42 1,011 1,19 RI2S< 1S2R
(1)-9A E 1,66 11,22 1,019 1,77 SPR,3S4R < 1R,2S53R/4S
(£)-10A F 1,66 13,53 1,016 2,25 RI2R,354S <1S52S3R/4R
(#)-11A G 1,66 11,15 1,016 2,06 SPS< 1R2R

H 1,14 16,69 1,013 1,51 RI2R < 152S

(#)-12A G 1,66 23,82 1,016 1,73 SPS< 1R, 2R

H 1,14 15,81 1,014 1,84 RI2R < 152S

(#)-13A I 1,44 11,17 1,029 1,33 RI2R < 152S
(#)-14A J 1,14 11,22 1,007 1,35 R<S
(#)-15A K 1,73 28,02 1,007 0,95 R<S
(£)-16A ] 1,14 26,19 1,016 1,44 R<S
(3)-17A I 0,67 11,32 1,037 1,56 R<S
(1)-18A I 0,67 21,46 1,035 1,20 R<S
(#)-19A M 1,65 11,51 1,018 1,28 SPS< 1R,2R
(£)-20A N 1,65 7,06 1,009 1,73 SPS< 1IR2R

Az egyszeil €és gyors, enzimes reakcidink kovetésére kivaldkairaas Uj analitikai modszerre,

jollehet nem kvantitativ meghatarozas ceéljabol detgk ki, j6 validalasi eredményeket kaptunk
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(LOD, LOQ, linearitds, megbizhatosag megismétébed). Igen fontosnak tartom kiemelni,
hogy azee,amiwot (AS12) és eaqssriei (AS12A) értékek kozotti kivald korrelacid (= 0.9998)

kizarja a minta DD soran elképzelbéegcsekélyebb mértékacemizacidjat is (51. abra).

€& zamitott (%)
100 T

90 - r’=0.9998
80
70
60
50 -
40 -
30
20

10 A

O T T T T T T T T T 1
0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
E&isérleti (%0)

51. 4bra

A DD modszerét a kébbiekben sikeresen alkalmaztuk a Taxol oldallaricgkintermedierjének
enzimes szintézise soran, az aminosav enantioresldgek meghatarozasara (52. abra; hétt-id
to = 1,28 min, retencios faktok! = 12,32, elvalasztas:= 1,01 és rezolvala®s = 1,33) [4].

HsCOCO~_COOCH;
©INHCOCH3
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(2R*,35%)-(4)-76 (2R*,35%)-(+)-76A 025 =
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52. 4bra
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5.  Osszefoglalas

Az enantiomertiszta bioldgiailag aktf# és praminosavak jelefsége egyre fokozddik. Munkam

ezek nem-vizes kbzégenzimes rezolvalassal torteealoallitasara iranyult.

1. Egyszeti indirekt enzimes eljarast dolgoztunk ki karbocéds Flaktamok, igy a 7-aza-
biciklo[4.2.0]oktan-8-on, a 7-aza-biciklo[4.2.0]e4tén-8-on és a 7-aza-biciklo[4.2.0]okt-3-én-8-
on rezolvalasara, N-hidroxi-metilezett-szarmazélemkimmetrikus O-acilezésén keresztul [1]. A
kiralis centrum és reakcidhely egymastol valé visdagos nagy tavolsaga ellenére, kiv&ld
enantioszelektivitastH > 200) értiink el, amikor a reakciok@seudomonas cepackS lipaz
(Celitre immobilizalt) katalizissel, 2 ekv. vinidbirattal, acetonban, szol@hérsékleten
végeztik. Az oszlopkromatogréfidsan szeétvalastothék enantiomerekb savas hidrolizissel
eléallitottuk a megfelél karbociklusos aminosav enantiomereket ¥ 97%), mig az enzimes
reakcidban el nem reagélt N-hidroxi-metil-szubsaiit laktam enantiomerekbNH,OH/MeOH-

os kezelésével enantiomertisdaktamokat kaptunk.

2. Az enantiomertiszta Anatoxia-(a nikotinos acetilkolin receptorra sztereospkusi
agonista,jgen ebs idegmereg) éhllitasara formalis total-szintézist dolgoztunkakB-(hidroxi-
metil)-9-aza-biciklo[6.2.0]dek-4-én-10-on [(#)8] lipaz-katalizalt aszimmetrikus O-acilezésén
keresztll [2]. A legjobb enantioszelektivitd® € 94) akkor értik el, amikor a primer OH
acilezését 2 ekv. vinil-acetattal, Celitre immatili PS lipaz jelenlétéberRr,O-ben, -15 °C-on
végeztik. Az enantiomerdugg > 92%) észter és alkohol termékeket oszlopkromatidgra
szétvalasztasuk utan, MNBH/MeOH-os kezeléssel alakitottuk a kivant Anatexin
intermedierekké e > 93%). Ugyanakkor, az enzimes reakcié eredménydetenékek
gyirinyitdsaval, majd ezt kouwethidrogénezésével nyolctagu igis telitetlen és telitet>

aminosav szarmazékokat allitottunk.el

3. Hatékony indirekt enzimes médszert dolgoztunk Kklasos laktamok, igy a 4-fenil- és

4-(p-tolil)-2-azetidinonok enzimes rezolvalasara mindl-aidroxi-metilezett 4-aril-szubsztitualt

[Flaktdmok enantioszelektiv acilezésén, mind pedig Neacetoxi-metilezett-szarmazékok
enantioszelektiv hidrolizisén keresztll [3]. Azlatk, hogy a Celitre immobilizalt PS lipaz

mind az acilezést (vinil-butirattal, toluolban, 2&-on), mind pedig a deacilezést (EtOH-al,
iPr,O-ben, 40 °C-onR szelektivitadssal katalizalta. Kivald enantioszéhetas Eacilezes€SEnidrolizis

> 200) jellemezte a 4-fenil-2-azetidinon enzimezgohealasokat, mig a 4s{tolil)-2-azetidinon
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esetében végzett enzimes rezolvalasok esetébesoajabb értékeket tapasztalturfezes=
57, Enidrolizis = 89).

4, Kidolgoztuk a racémcisz3-acetoxi-4-fenil-2-azetidinon C3 észter funkcidizienes
hidrolizisét szerves oldoszerben [4]. J6 enantitetesieggel €ée= 94%) de viszonylag alacsony
termeléssel (33%) kaptuk a kivant abszolat konfgigju el nem reagalt laktdm enantiomert
(Taxol oldallanc kulcs-intermedier), amikor a hililzest 0,5 ekv. hozzaadott vizz&urkholderia
cepacia lipaz (PS-IM)-katalizissel,iPrL,O-ben, 50 °C-on végeztik (a reakciot 56%-0s

konverziénal dolgoztuk fel). A termékek szétvalasat oszlopkromatografiaval végeztuk.

5. Uj, direkt enzimes eljarast adtunk meg a karbosiéu7-aza-biciklo[4.2.0]okt-3-én-8-on
€s a 7-aza-biciklo[4.2.0]okt-4-én-8-on, valamintkasos 4-fenil- és 4g-tolil)-2-azetidinonok
rezolvalasara, szerves oldészerben [5]. Kivalo eoszelektivitas £ > 200) jellemezte a
reakciokat, amikoCandida antarcticaB lipazt (Novozym 435) hasznaltunk katalizatorkét
oktanolt nukleofilként, és a reakciokidr,O-ben, 60 °C-on végeztik. J6 enantiomerfelesleggel
(ee> 96%) és jo termeléssel (386%) kaptuk az el nem reagalt laktam enantiomereizeinban

a gyaranyilt aminoésztereket nem tudtuk izolalni (feltélik a termék polimerizaciojat,
hidrolizisét). JO enantiomerfelesleggeef 96%) de igen kis mennyiségben-{4%) izolaltunk
[F-aminosavakat. A Novozym 435 enzim laktamokingpyitadsa soran tanusitott aktivitAsanak és
kival6 enantioszelektivitasanak, valamint az alkokdtikus szerepének megmagyarazasara
molekula-modellezést végeztink és azt talaltukyrageakcié egy szokatlan atmeneti allapoton
keresztll zajlik, amelyben szervesen részt vesz-cktéhol (vagy viz), azaz bekitk a
katalitikus hisztidin és a gyorsan reagalB)-laktam nitrogénje kozé, mintegy hidkent

helyettesitve a hianyzé kulcsfontossagu hidrogérstot

6. Igen hatékony és egys#edirekt enzimes moddszert dolgoztunk ki ééiént 5-8-tagu
karbocikusogisz f~aminosavak szintézisére a megfélelem védet>-laktamok szerves kozég
enantioszelektiv dyriinyitasan keresztul [6]. A kivalo enantioszelektgisal E > 200) zajlo
reakciokbdl Candida antarcticaB lipaz (Lipolase) katalizissel, 1 ekv. hozzaaddtzel, iPr,O-
ben, 60 °C-on] j6 enantiomerfelesleggele & 93%) és j6 termelésseb (36%) kaptuk a
termékeket. A modszer egyik nagym®ye, hogy a termék aminosav é€s el nem reagaltrakta
enantiomerek szétvalasztasat egyszaddon, szerves-vizes extrakcidval végeztik. Aarat
meéretndveltik és grammos tételben Aallitottuk @ gombaellenes aktivitdsdiszpentacih
[(1R,29)-2-amino-1-ciklopentankarbonsav] és méasik 3 homjdldee> 96%).
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7. Direkt enzimes eljarast dolgoztunk ki az 1,4-efis 1,4-etilén-athidalt Uj, ciszpentacin
szarmazékok é8llitasara, a megfelelracémexo3-aza-triciklo[4.2.1.6°nonan-4-on éexo3-
aza-triciklo[4.2.1.6%non-7-én-4-on Candida antarctica B lipdz (Lipolase)-katalizalt
enantioszelektivg > 200) gyirtinyitdsan keresztil [7]. Az 1 ekv. hozzaadott viz#ehO-ben,
70 °C-on veégzett reakciok, j6 enantiomerfelesleg@el98%) és j0 termelésseb (40%)
eredményezte termékeket szerves-vizes extrakcudlasztottuk szét.

8. Tovabbi funkcionalizalas leh&tégét kinalva, telitetlen 5-8-tagl karbociklus@s
aminosavakat szintetizaltunk jo termelésselb%) és j0 enantiomerfelesleggekef 95%), a
megfeleb telitetlenS-laktdmokCandida antarcticeB lipdz (Lipolase)-katalizalt enantioszelektiv
(E > 200) gyiriinyitasan keresztil. A reakciokat 1 ekv. hozzaadizel, iPr,-ben, 70 °C-on
veégeztuk [8].

9. Kivalé enantiomerfelesleggebdé> 96%) allitottuk ed a benzociszpentacint és Uj, hat- ill.
héttagl homoldgjait a megfetetacém 3,4-benzo-6-aza-biciklo[3.2.0]heptan-7-od,&benzo-
7-aza-biciklo[4.2.0]oktan-8-on és az 5,6-benzo-8-biriklo[5.2.0lnonan-9-on Candida
antarctica B lipaz (Lipolase)-katalizalt enantioszelektilz & 200) gyirinyitasan keresztul. A
reakciokat 1 ekv. hozzaadott vizz€lr,-ben, 60 °C-on végeztiik [9]. Fontos megjegyezriyre
Lipolase enantiopreferenciaja a korabbiakban bewititgyirinyitasokhoz képest nem, csupan a

kiralis centrumhoz kéidé szubsztituensek prioritasi sorrendje valtozott.

10. Kornyezetkimél, oldoszermente€andida antarcticaB lipaz (Lipolase)-kalizalt eljarast
optimalizaltunk mono-, bi- és triciklusos, valamin#é-aril-szubsztitualt f-laktamok
enantioszelektiv dyriinyitasara. A szerves olddszerben végzett reakcidkkazehasonlitva,
viszonylag lassubb reakcidkat tapasztaltunk, az ntevszelektivitasi értékek azonban
valtozatlanul kivaléak E > 200) voltak. A reakciokat az enzim mennyiségénékelésével
gyorsitottuk, az enzim Ujrafelhasznalasaval pedimgdalszert gazdasagossa tettuk. Az u;j, ,zold”
modszert sikeresen alkalmaztuk a ciszpentacin &néz szarmazékainak enantiomertiszta

forméban tortéh eloallitdsara [10].

11. Elsdként allitottunk @ enantiomertisztaransz f~aminosavakat nagy @slitagszamu
transz-laktam enzimes dytnyitasan keresztileg > 98%) [11]. Kidolgoztuk ecisz13-aza-
biciklo[10.2.0]tetradekan-14-on rezolvalasa meltetitansz13-aza-biciklo[10.2.0]tetradekan-14-
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on enzim-katalizalt enantioszelekti & 200) gyiriinyitasat is Candida antarcticaB lipaz
(Lipolase), 0,5 ekv. hozzaadott viPr,O, 70 °C].

12.  Uj, hatékony direkt enzimes modszert optimalizéttenantiomertisztaeg> 95%) Faril-
szubsztitudlt f~aminosavak ésf-laktamok eballitAsara a megfel&l 4-aril-szubsztitualt 5
laktdmok enantioszelektiv hidrolizisén kereszt(®][1Kivald enantioszelektivitastE( > 200)
ertink el, amikor a reakci6katandida antarcticaB lipaz (Lipolase)-katalizissel, 1 ekv.
hozzaadott vizzeljPr,-ben, 60 °C-on veégeztik. Fontos megjegyezni, hoggn rtalaltunk
Osszefluggést az arilggti szubsztituensének sztérikus és elektronikus terate€sés laktam
gyiriinyitasanak aktivalasa kozt. A modszert Kkiterjesizketa 4-benzil- és 4-fenil-etil-
szubsztitudltflaktdamok rezolvalaséara [13], azonban mindkét ésetéviszonylag alacsony
enantioszelektivitastH ~ 12) tapasztaltunk az optimalizalt kérilmény€andida antarcticaB
lipaz (Lipolase), 0,5 ekv. hozzaadott viPr,0O, 45 °C] kozott. igy két 1épésben végeztik az
enzimes rezolvalast, és kaptuk j6 enantiomerfedggle €e > 87%) de viszonylag alacsony

termeléssel{ 36%) a laktam és aminosav termékeket.

13.  Hatékony, direkt enzimes stratégiat dolgoztunk akiracém cisz3-hidroxi-4-fenil-2-
azetidinon enantioszelektivE( > 200) gyiranyitasara [4]. A célmolekula R39-3-
fenilizoszerint, a Taxol oldallanc kulcs-intermetie kivalo enantiomerfelesleggedd> 98%) és
jO termeléssel (48%) kaptuk, amikor a hidrolizi& 6kv. hozzaadott vizzefiandida antarctica
B lipaz (Lipolase) katalizisset;BuOMe-ben, 60 °C-on végeztik. A termékeket szewsss

extrakcioval valasztottuk szét.

14. Kidolgoztunk egy Uj enzimes eljarast mind N-védetind pedig szabad NHunkciot
tartalmazoy-laktamok enantioszelektiv hidrolizisére [14,15jvd6 enantioszelektivitaste( >
200) értlink elCandida antarcticaB lipaz (Lipolase) enzimet hasznalva katalizatatk€,5 ekv.
vizet nukleofilként és amikor a reakciok#é®r,O-ben, 30 vagy 65 °C-on végeztik. A j6
enantiomerfelesleggeké€> 96%), j6 termelés mellett (> 42%) kapott el nemgdt )<laktamot

€s gyiranyilt jaminosavat N-védett termékek esetén oszlopkroméfiagan, szabad NH
funkciot tartalmazo termékek esetén pedifrézsel valasztottuk szét. A modszer segitségével
preparativ mennyiségben (> 5 g) allitottulé elz Abacavir és Carbovir (antiviralis hatasu
gyogyszerek) szintézisének kulcs-intermedierjiét, aA4S4R)-4-aminociklopent-2-én-1-

karbonsavat.
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15. Uj enzimes eljarast dolgoztunk ki karbociklusassz- és transz S-aminoészterek
enantioszelektiv hidrolizisére, szerves kozegb&pl[d. JO enantioszelektivitadE @ltaldban >
100) értunk el, amikor a hidrolizi€€andida antarcticaB lipaz (Lipolase) katalizissel, 0,5 ekv.
hozzaadott vizzel Pr,O-en, 65 °C-on végeztik Az eljarassal sikeresétotilink eb jo termelés
mellett mind cisz (> 42%), mind pedigtransz (> 44%) enantiomertisztaeé > 96%) 5

aminosavakat (k6ztik a ciszpentacint).

16. Direkt enzimes eljarast dolgoztunk I#aril- [18], S-heteroaril- [19] ésp-arilalkil-
szubsztitualt [20)3-aminoészterek enantioszelektiv hidrolizisére. Kwe@nantioszelektivitast(

> 100) kaptunk, amikor a reakciok@trkholderia cepacidipaz [PS (Celitre immobilizalt), ill.
PS-IM] katalizissel, 0,5 ekv. hozzaadott vizzel, szervégegben iPr,O vagy t-BuOMe),
viszonylag alacsonydmeérsékleten (25 vagy 45 °C) végeztiuk. A termék agsater €s aminosav
enantiomereket szerves-vizes extrakcioval valas#tatzét. A modszer segitségével,oként
allitottuk eb enzimes uton, j0 enantiomerfelesleggeé € 97%) és j0 termeléssel (43%) a

Sitagliptin intermedierR)-3-amino-4-(2,4,5-trifluor-fenil)butansavat [20].

17. Uj, enzimes stratégiat dolgoztunk ki aR(2S)-3-amino-3-fenil-2-hidroxi-propionsav
(Taxol kulcs-intermedier) &éllitasara a racém etil-(3-amino-3-fenil-2-hidrgxbpionat)
enantioszelektiv hidrolizisén keresztil [21]. Kiv&@nantioszelektivitdsE(> 200) értink el PS-
IM lipazzal, 0,5 ekv. hozzaadott vizzeéPr,O-ben, 50 °C-on és nyertik j0 enantiomerfelesleggel
(ee > 98%), j6 termelés mellett>(45%) a termékeket, melyek szétvalasztasat szeives-

extrakcioval végeztik.

18.  Uj tipusu enzimes szekvencidlis reakciot dolgoktkinés alkalmaztunk sikeresen a Taxol
kulcs-intermedierjének szintézisére. A modszer hki@gessége, hogy egy racém szubsztrat,
ugyanazon enzim-katalizalt két, egymast kéwetakciéo eredményeként két kulonbdermékkeé
alakul. Igy, a cisz3-acetoxi-4-fenil-azetidin-2-onCandida antarcticaB lipaz (Lipolase)-
katalizalt hidrolizise soran jo termeléssel (> 43éptuk a két kilonbdz enantiomertisztaeg>
98%) terméket [egyik a (R,39-3-amino-3-fenil-2-hidroxi-propionsav, a Taxol kst
intermedierje] [4]. Fontos kiemelni, hogy a jelerulbsztrat két teljesen kilénkbegysége vett
részt a Lipolase katalizissel, 0,5 ekv. hozzaad#iO-el, iPr,O-en, 60 °C-on végzett

atalakitasban: a C-3 észter hidrolizise és az &b hidrolitikus hasitasa.
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19. Altalunk dupla derivatizélas (DD) elnevezéssel igrtett analitikai modszert (észterezés
és ezt kovét N-acilezés) dolgoztunk ki kilénbézisz éstranszkarbociklusos és aciklusgs
aminosavak enantioszepardlasara [22]. A racém aawvad derivatizaltuk: efslépésben diazo-
metannal, masodik Iépésben ecetsav-anhidriddel métdiamino-piridin:piridin  (1:9)
jelenlétében, majd injektaltuk a GC kiralis oszl@adA gyors, enzimes reakcioink kovetésére
kivaléban alkalmas analitikai modszert jOllehet nkwantitativ meghatarozas céljabdl dolgoztuk

ki, j0 validalasi eredményeket kaptunk.

A tézispontok alatt bemutatott direkt és indirekizienes modszereinket az irodalmi hattérrel

osszevetve, szisztematikusan rendszereztiik [28s74]

Bizonyitottuk, hogy a szerves koZegnzim-katalizalt rezolvalasok kivaldéan alkalmadkat

enantiomertiszta, biologiailag akif# ésj)raminosavak ékllitasara.
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6. Az eredmények gyakorlati hasznositasa

Az enantiomertiszta biolégiailag aktiv anyagok nagjumeri, gazdasagos @llitasa iranti
egyre noveky igény miatt, a kutatds eredményei nemcsak tudoogngianem gyakorlati
szempontokbal is jeleések lehetnek.

Egyszeti és igen hatékony direkt és indirekt enzimes maegee dolgoztunk ki és alkalmaztunk
értékes, enantiomertiszf és plaktamok és3 és yaminosavak szintézisére. igy pl. formalis
total-szintézist adtunk meg az enantiomertisztatéwia-a szintézisére. J6 enantiomerfelesleggel
és jo hozammal allitottuk &la ciszpentacint [[®,29)-2-amino-1-ciklopentankarbonsav] és 8 Uj
analég és homolog szarmazékait. MegvalOsitottuk Adzacavir és Carbovir értékes
intermedierjének, az §4R)-4-aminociklopent-2-én-1-karbonsavnak a szintézikélolgoztuk

az el$ enzimes utat a Sitagliptin intermedieR){3-amino-4-(2,4,5-trifluor-fenil)butansav
szintézisére. Tobb direkt enzimes stratégiat dalgoz ki és alkalmaztuk sikeresen a Taxol
oldallanc kulcs-intermedierjének, aR39)-3-fenilizoszerinnek az é&dllitAsara. AS-aminosav
enantiomerek szintézisére kifejlesztett direkt emed moddszerek némelyikét méretnoveltik,
tobb-grammos tételben (> 5 g) allitottuk @ kivant enantiomereket. Ezen vegyiletek képezték,

képezik az alapjat szamos egydikiidésnek is.

A [aminosavak szintézisére kidolgozott két, enzimg&rddunk iparjogvedelme megtortént
[14,16]. A PCT WO02007091110 Al [14] szabadalmat a Szegedi Tudgegmetem
hasznositotta.

Az altalunk kidolgozott enzimes moddszerekkel készihantiomerek kozul tdbb mint 20

enantiomertinket az Acros Organics és BioBlocks\attalatok forgalmazzak.
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