Forr6 Enik 6 ,Uj enzimes stratégiak laktam és aminosav enantioarek

szintézisére” cimi MTA doktori értekezésének opponensi véleménye

Forré Enil6 értekezésében az enzimkatalizalta reakciok nadipzedossagat
mutatja be, egy-egy reakciohoz jol atgondolt sgidtéjavasol, ami mind a kutatasban
mind az iparban felbecsilhetetlen Ujabb szintézehetségeket biztosithat.
Személyében Bernath Gabor és Fulop Ferenc nyomdokéw altaluk kialakitott
hagyomanyok egyik meélto kovigét idvozolhetjuk.

Az értekezés a gyogyszeripar egyik igen fontos tkstaterlletével, az
enantiomerek elvalasztasaval kapcsolatos Uj kutatédményekil szamol be.

A kémikusok Ujabb és Gjabb gydgyszerek kutatasansigen nagyszamu Uj, addig nem
ismert molekulat allitanak &l melyek egy részét mas szakemberek kivalasztjak, a
varhatdé hatas remeényében. A kivalasztott molekulagm ritkan megadott
konfiguraciéju kiralis vegyuletek, melyeknek az ipatjai (tukorképi parjai)
hatastalanok, talan még kedgten tulajdonsaguak is, igy csak a kedvenantiomer
fejleszthed gyogyszerré. A tovabbi vizsgalatokhoz a kivalagzaantiomert a néhany
mg helyett tébb 10 g-os, majd kilogrammos méretiseal kell allitani és kedver
esetben mar gydégyszerhatéanyagként, egy egy lUzarns @ 100kg-os méretet is
jelenttsen meghaladhatja. Belathatd, hogy hacsak nererédietkezésre valamilyen jol
hozzaférhet kiralis intermedier, akkor az enantiomerinkhtzkcsaszintézis soran
keletke® valamelyik racém vegyulet reszolvalasaval juthkittha az eredeti szintézis
(mellyel a néhany mg. enantiomert nyertik pl. krdHPLC-vel) sordn nincs
reszolvalhat6 racém intermedier, akkor masik ugditkeresni és nem ritka, hogy akar a
fejlesztés soran ezért tobb szintézisutat is ki #elgozni. Végul az ipari gyartashoz
akar az originator, de a generikus gyartdé (vagyrtgia feltétlendl Ujabb eljarasokat
dolgoznak ki, melyek egyik célja a keddéeb enantiomer elvalasztas megvaldsitasa.
Egyre gyakoribb lesz, hogy a megfélgbrokirdlis intermedierdl kiralis katalizator
alkalmazasaval nyerik, igen gazdasagos eredmeénmyelégtermékhez szikséges
enantiomert, de az ilyen eljarashoz meg kell taklkatalizatort, aminek a kifejlesztése
legtobbszor csak az ipari gyartas kidolgozasa seagy az utan torténhet meg.

Latjuk, hogy a kiralis gyogyszer hatéanyagadlitasahoz a legtobb esetben egy racém

vegyulet kivant enantiomerjének az elkulonitéséll kaegoldani. és ennek a



diasztereomerek elvalasztasara épéitaldnosan alkalmazott modszerét Pasteur tobb
mint 160 éve kidolgozta. Mai ismereteink is enngél &icsiszolt valtozataira épulnek.

Ki kell valasztani azt a kiralis vegyiletet, am&kel a racém vegyilet, valamilyen
olddészerbl, frakcionalt kristalyositassal elvalaszthaté diasesomereket képez, melyek
sziréssel elkulonithéek. A kristalyos diasztereoméilbaz egyik, az anyalugban oldva
maradtbdl pedig a masik enantiomert, a diaszteresknelbontasa utan, elvalasztjak.
Tehat egy racém vegyllet reszolvalasahoz a kowvétkemeretek szikségesek:
reszolvaloagens, oldoszer, kristalyosodas idejane(ikus vagy termodinamikus
kontroll érvényesll-e), a diasztereomerek elbomi@sda mddja és végiul a kapott
enantiomer keverélh a tiszta enantiomer elvalasztasa (konglomeratoacemat
viselkedés, kinetikus vagy termodinamikus kontfelliepése).

Ezzel a modszerrel kozel egglibn, ugyancsak Pasteur alkalmaztéssdr a racém
vegyulet enantiomerjeinek a masik lehetséges edgtilaat az enzimkatalizalt kinetikus
reszolvélast is. A modszer azon alapul, hogy a ele§fenzim a racém vegyulet egyik
enantiomerjét kémiai reakciéval (pl. acilezés, biiiis stb) gyorsabban alakitja at mint
a masikat, és ha elég nagy a két enantiomer resdmdsége kozotti kiulonbség, akkor
50%-0s konverzional a mésik enantiomer valtozath@mad és a két (nem enantiomer)
vegyulet mar elvalaszthaté.

Tehat egy racém vegyllet enantiomerjei enzim Kiétas kinetikus reszolvalassal
(miutdn mar nem enantiomerek) elkulonitiket ha a kovetkaiket ismerjik: a
megfeleb enzim, megfelé reagens, oldészer, a reakcié optiméliémirséklete,
reakcidid, a reakcid kbvetésének modszere, és azoektEmiai karaktdr két vegyulet
elkllénitésének az eljarasa.

A szerves kémiai reakciokhoz képest mindkét modsaaénya, hogy a kiralis reagens
(reszolvaléagens vagy enzim) kivalasztasanak nmetseidltalanos szabalya. Nagy
kisérleti munkét és rutint igényel. A diasztereorelalasztason alapul6 eljarassal a
gyakorlatban nem lehet tiszta enantiomerhez, ceaktomer keverékekhez jutni és
ezért szikséges a diasztereomer egy (vagy tobpsatkiistalyositasa, vagy az
enantiomer keverék Ujra reszolvalasa, vagy az emaat keverék tovabbi tisztitasa (pl.
atkristalyositasa). Az enantiomer keverék tiszaitdsran tgyelni kell a racemat vagy
konglomeratum viselkedés kdvetkezményeire is. A nesrolvalt racém hanyadot
vissza kell forgatni. Ezek a reszolvalasi eljarasmbosztus technologiak kidolgozasara

alkalmasak.



Az enzimkatalitikus kinetikus reszolvalassal bawyilelenantiomer (vagy szarmazék)
enantiomer-tisztan kulonitietel a reakcioelegy®h, még akkor is ha az enzim
kedvedtlen enantioszelektivitAsa miatt az enantiomerekékkel meg kell ismételni a
reszolvalast. Ezek igen nagyiszerezettséget és felkészlltséget igepijarasok.
Vitathatatlan tehat, hogy megfaleszerkezédt racém vegyiletek enantiomerjeinek az
elvélasztisara igendelyds az enzimkatalitikus kinetikus reszolvalas latkkezasa és ezt
a Jelolt rendkivul szellemes, intuitiv kisérletimkajanak eredményei az eddigieknél is
jobban igazoljak. Ugyanis az éalllitott enantiomereket mas modszerek, példaul a
diasztereomerek elvalasztasan alapulé eljarasadnadizasaval nem is lehetett volna
eléallitani. Tehat a dolgozatban leirt reszolvaldgirdsoknak nincs alternativaja, amit a
témaban megadott szabadalmi eljarasok is igazolmakkidolgozott eljarasok
méretndvelhétek, ami a gyakorlati felhasznalas alapfeltétele.nddzek utan az
értekezés szerint a Jel6lt legfontosabb eredmeénlévetkesk:

- Az enzimes reakciok kovetésére enantioszelektilitisag modszert dolgozott ki,
igy sorozatban végzettodiisérletekkel optimalizalta a reakciokorilmeényeket.

- Megoldotta az enantiomerek, a termékek szétvalsdiztészerkezetigazolasat,
tisztasdgvizsgalatat.

- Adott esetekben eljaras kombinacidkat dolgozott ki

- Indirekt enzimes moddszereket dolgozott ki karbawkks B-laktamomok
reszolvalasara N-hidroxi-metilezett racémek egyikrgiomerjének O-acilezésével.
Ezzel Anatoxin intermediereket szintetizalt.

- Indirekt enzimes modszereket dolgozott ki aciklesfslaktamok reszolvalaséara N-
acetoxi-metilezett szarmazékok szelektiv hidrofizes.

- A cisz-3-acetoxB-lakthm szarmazékokat ugyancsak szelektiv hideséti
reszolvalta.

- Direkt enzimes modszereket alkalmazotB-laktamok enantioszelektiv
gyariinyitasara és javaslatot tett a lejatszod6 folyakasztereokémigjara,
ertelmezéseére.

- Eljarast dolgozott ki karbociklusof-aminosavak szintézisére eésodlitotta a
ciszpentacint valamint homolog szarmazékait.

- Szintetizalt telitetlen karbociklusos cisz-2-amihaikloalkan-karbonsavakat

ugyancsak gyrinyitast alkalmazva.



- Oldoszermentes eljarasokat dolgozott ki enzimezoteslasokra.

- Nagy gyiriitagszamu trangz-aminosavakat allitott &lgyirinyitassal.

- A 4-aril-szubsztitualf3-laktamok szelektiv hidrolizisével a megfél@-aminosavak
illetve B-laktdmok enantiomerjeihez jutott.

- A cisz-3-hidroxi-4-fenil-2-azetidinon szelektiv i@gyinyitasaval a Taxol-oldallanc
kulcs-intermedierjét allitotta &l

- y-laktdmok enantioszelektiv gsiinyitdsdval az N-védett és szabad NH funkcioju
enantiomerekhez jutott. A nem veédett laktamok ésmt a reakcioeleggb az
aminosavat dwéssel kulonitette el, igy @llitotta az Abacavir és Carbovir
szintézisének a kulcs-intermedierjeit.

- A [B-amino-észterek szelektiv hidrolizisével karbocklsi cisz és transz
aminosavak, ill. aminosav észterek enantiomerjgivéia eb.

- A B-aril és heteroaril szubsztitualt &arilalkil-szubsztitualt B-amino-észterek
szelektiv hidrolizisével kapott reakcioelegyeketrses-vizes extrakcioval dolgozta
fel és igy allitott & tobbek kdz6tt Sitagliptin intermediert.

- A Taxol oldallanc kulcsintermedierjét a megféleB-amino-észterek szelektiv
hidrolizisével is dallitotta.

- A Taxol oldallanc kulcsintermedierjét a cisz-3-anet4-fenil-azetidinon ugyanazon
enzimmel végzett hidrolizisével és szelektivinjgarasaval is éhllitotta, a
modszert enzimes domino reakcionak nevezte.

- Kidolgozta a dupla derivatizdlas moddszerét az assmak gazkromatografias

elvalasztasara, mely lelége tette az enzimes reakcidk kovetesét.

Mindezekl®l az is kdvetkezik, a téziseit elfogadom.

A felsorolt eredményedt 22 kdzleményben és 2 szabadalmi leirasban szapeglt
melyek kozil 18 esetben az &lszerd. Az értekezését ezekre a kdzleményeire
hivatkozva allitotta 6ssze, de eredményei csalyaatdsat képezik a 9 enzimes, a 18
munkajahoz alapanyagokat szolgéltatdé szintetikusmkdudl széld6 kozleménynek,
illetve 23 szintetikus és analitikai targyu kozlemméek, melyeknek ugyancsak

tarsszeréje. Ez az 6sszesen 74 kdzlemény 2000 és 2010 kél=itt meg.



Az értekezés igen jol felépitett és megszerkesmiatika, mely mértéktartban mutatja
be a jol rendszerezett eredményeket, a megallapitdgikusak, helytalléak végig
erdekfeszii olvasmany.

Néhany nyilvanvalo elirast talaltam:

— 21. oldal 4. sor (R)-3-amino-3-(3,5-diklor)propiawg(nyilvan diklor fenil)

— 42 o. alulrdl 3. sor optimaliztltunk (optimalizattk)

- 47.0. 16 tdbladzat 1. és 3. sor a jaleritbfliggést erdemes lenne kiemelni
Alulrél 2. sor i PpO-ben (2. sor -19 tablazat)-ott 1,4 —dioxan van

- 56. 0. alulrdl 11. sor , eljarst” - helyett ,elj&at.

Kérdéseim:

- Mivel magyarazhat6, hogy ha a kiralis C atomhoiakbkil csoport kapcsolddik
vagy a heteroaromasigyi kozvetlenil kapcsolédik hozza?

- Milyen meggondolas alapjan valasztotta az addiggyileteket (64. o., 29.
tablazat).

— Milyen lehetséget lat az alkalmazottaktdl Iényegesen nagyoldbkula mérei
racém vegyuletek enzimes reszolvalasara?

— Milyen moédon lehetne reaktiv funkciés csoportot neamalmazo racém
vegyuletek enzimes reszolvalasat megoldani?

— Egynél tobb enzim egytittes alkalmazasa milyen Ujabbolvalasi lehéségeket
biztosithatna, példaul észter hidrolizis, idynyitas, vagy mas reakcidk
esetében? Egyaltalan az enzimek keverékei ja\athatjaz egyedi enzimekkel
elérheb eredményeket?

Az értekezésben 0Osszefoglalt munkdk megtervezésatelézése, jo0l atgondolt,
mértéktartd, de gyakran igen szellemes értékelbemnyitasai kivadlo szakembert
mutatnak be.

Az értekezés szerkesztése, fogalmazasa, kialjigidaéertél.

Eredményei és munkassaga alapjan javaslom Forrké BiTA doktori értekezése
nyilvanos vitajanak a Kizését és ennek alapjan az MTA Doktora cim odaétlés
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