dc_6 10

MTA DOKTORI ERTEKEZES TEZISEI

UJ ENZIMES STRATEGIAK LAKTAM ES AMINOSAV
ENANTIOMEREK SZINTEZISERE

FORRO ENIK O

SZEGEDI TUDOMANYEGYETEM, GYOGYSZERKEMIAI INTEZET

SZEGEDI
TUDOMANYEGYETEM
UNIVERSITAS SCIENTIARUM

S

SZEGED, 2010.



dc_6 10
ELOZMENYEK ES CELKIT UZESEK

A Kkiralis gyégyszermolekulak esetében a biologiatals gyakran egyik sztereoizomerben
(enantiomerben) van jelen hangsulyozottabban (fibkokkolok kérelél a propranolol atenolol
metoprolo] timolol), vagy esetleg az egyik enantiomer nem kivantshatidozodja lehet (pl. a
talidomid, etambutol, penicillamjn ezért a gyogyszerkutatas kezdeti fazisaban igagy
jelentbsége van a kivant hatassal rendedkegegyilet (racemat) lehetséges sztereoizomerjeinek
(enantiomerjeinek) szintézisére és kulon-kulon érdrt vizsgalatara. Enantiomerek egyidlej
eléallitasara kivaloan alkalmazhatd moddszer az enatalzalt kinetikus rezolvalagmegj az
elméleti max. termelés 50%). Ugyanakkor, egyetleandomer céliranyos &lllitasa pl. enzim-
katalizalt kinetikus dinamikus rezolvalassal (anéleti max. termelés 100%) is megvalésithato.
Az enantiomertiszta természetes anyagok szintézisg@myuld torekvéseknek, valamint a korsizer
gyogyszerkutatasi €s gyogyszerbevezetési elvekealkn{iomertiszta farmakonok ééllitasa)
megfeleben, hatékony és egys#eflj enzimes modszerek kifejlesztését terveztikintzeti ©-
profilba is jol illeszked enantiomertiszta aminosavak, laktamok és rokonyetgik szintézisére.
Az Uj direkt enzimes stratégiak segitségével biaitp aktiv vegyuletek és gydgyszerek kulcs-
intermedierjeinek (pl. Anatoxia- Amipurimycin, Abacavir, Taxol oldallanc, Sitaglip}
szintézisét terveztik megvalositani. A hangsulycé@molekulak enantiomertiszta formaban
tortérd szintézisére fektettuk.

MODSZEREK

Az egyes munkakon belul jol elkllonithdépések kdvetik egymast: a racém szubsztrat grseté
az enzimes reakcio kovetésére alkalmas analitikailsrer kidolgozasa; az optimalizalasi, fél-
mikroméreti enzimes reakciok kivitelezése (enzim, acil donagy nukleofil, oldészer, adalék,
homérsékletsth. enantioszelektivitasra és reakcid sebességélompahatasanak vizsgalata); a
preparativ-mennyisdig enzimes rezolvalas; a termékek izolalasa és jelsm Az enzimes
elokisérletek soran hangsulyt kivantunk fektetni aisa hogy természetbarat kortlményeket
talaljunk, pl. a kérnyezetre kevéshé karos “zoldioszerek hasznalataval.

Kiindulasi racematok szintézise

TERVEK i Alkaloidok
CELOK Szerkezeti 14 lemi lizis, NMR, MS
<« Szerkezetigazolas (elemi analizis, ,MS) Heterociklusok
! \
Enzimes ebkisérletek, Enantioszelektiv analitikai Peptidek
reakciokorulmenyek <« modszerek kifejlesztése az
optimalizalasa enzimreakciok kovetésére . . .
' ' Kombinatorikus kémia
Gramm-mennyisédi Enantiomerek szétvalasztasa, fkelhasznélés
= i szétv; z , kooperéacié
biotechnologiai efjarasok ————=  szerkezetigazolds, fisztasag ——— =  Potencidlis farmakonok
kidolgozasa vizsgalat
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A fél-mikroméreti enzimes reakcidkat Innova 4080 razogépben végeztikreakciok
elérehaladasat a konverzio szamitasaval [(3), aholAazA, az alapvonalra elvalasztott
enantiomercsucsok teriletintegraljait jelentik és A A;, valamint A > A4 adtuk meg. A
termékek enantiomerfeleslegég(az (1) és (2) képletek segitségével szamitothilg,az enzimes
reakciokra jellemé& enantioszelektivitasi, dimenzio nélkili értdk; @zt mutatja meg, hogy egyik
enantiomer hanyszor gyorsabban alakul termékké, azimntipddja) szamitasa a (4) képlet szerint
tortént. A meghatarozasokhoz Kkirdlis oszloppal ¢(@topack Chiralsil-Dex CB, Chir-L-Val,
Supelco Gamma-DéX 225) felszerelt gazkromatografot (G@), kiralis oszloppal (Chiralpak
IA, Chirobiotic TAG, APEX Octadecyl 5 p) felszereltolyadékkromatografot (HPLC)
hasznaltunk.

(1) ees= 222 (e
s 1+eedeer)
(3) konv. = S @) E = (—

A eesteer (1+eey)
(2) eep= AA, (1+eedleep)

Az enantiomertiszta termékeket szerkezetigazolaSshl *C-NMR, Bruker DRX 400, 500),
olvadaspont-méréessel (Kofler készulék), esz[Varian GC (3900),ll. Jasco HPLC (quaternary
gradient pump PU-2089plus, multiwavelength detectéhD-2010plus)] és az optikai

forgatoképességay (Perkin Elmer 341) értékek megadasaval jellemeztik

A konnyebb attekinthéség érdekében a tézisfiizetben az Ertekezéssel yezfjegegyiilet-
szadmozast alkalmaztam.

UJ TUDOMANYOS EREDMENYEK
[. Indirekt enzimes médszerek

1. Egyszet indirekt enzimes eljarast dolgoztunk ki karbocgdas 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 rezolvélasara az N-(hidroxi-metilezett)-szarnkad€aszimmetrikus O-acilezésén keresztl [1].
A kiralis centrum és reakcidhely egymastol valdzeisylagos nagy tavolsaga ellenére kivalo
enantioszelektivitaste > 200) értink el, amikor a reakciokBseudomonas cepaciaS lipaz
(Celitre immobilizalt) katalizissel, 2 ekv. vinidkirattal, acetonban, szoki@hérsékleten végeztik.
Az oszlopkromatografiasan szétvalasztott terméktmaereklél savas hidrolizissel &llitottuk

a megfelad karbociklusos aminosav enantiomereket X 97%), mig az enzimes reakcidéban el
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nem reagalt N-(hidroxi-metil)-szubsztitualt laktanenantiomerekl NH,OH/MeOH-os

kezelésével enantiomertiszeef 94%) F-laktamokat kaptunk.

2. Az enantiomertiszta Anatoxia- (a nikotinos acetilkolin receptorra sztereospkusi
agonista,igen ebs idegméreg) éhllitAsara formalis total szintézist dolgoztunkakd-(hidroxi-
metil)-9-aza-biciklo[6.2.0]dek-4-én-10-on [(#)8] lipaz-katalizalt aszimmetrikus O-acilezéseén
keresztll [2]. A legjobb enantioszelektivitagt € 94) akkor értik el, amikor a primer OH
acilezését 2 ekv. vinil-acetattal, Celitre immatili PS lipaz jelenlétébeiRr,0-ben, -15 °C-on

O
o] ""|//O
N._ OH NH **NH

(1R,89-13 (1R,89-15 (1S8R)-15

K>CO3/MeOH
\ TNH4OH/MEOH NH,OH/MeOH
0 0
/ PS PSlipaz + I//

N__ OH iPrO, -15 °C N.__ OCOPr N__OH

(¥)-13 (1R,89-14 (1S,8R)-13
22% HCI/EtOH,A 22% HCI/EtOH,A

COOEt COOEt ~COOEt ~COOEt

NH,"HCI NH, HCI "“NH,-HCI "NH,* HCI

(1R29-16 (1R,29-17 (1S2R)-16 (1S2R)-17

végeztuk.

Az enantiomerdls alkohol [G2R)-13] és észter [(R2S)-14] termékeket €e > 92%)
oszlopkromatogréafias szétvalasztasuk utan,,OHMeOH-o0s kezeléssel alakitottuk a kivant
(1R,29-15 és(1S2R)-15, Anatoxina intermedierekkéde> 93%). Ugyanakkor, az §2R)-13 és
(1R,29-14] gyiiriinyitdsan, majd ezt kouethidrogénezéséen keresztil 8-tagdirgg telitetlen és
telitett S~aminosav szarmazeékokat RR2S)-16, 17 és (52R)-16, 17] allitottunk eb.

3. Hatékony indirekt enzimes mddszert dolgoztunk kklasos Blaktamok, igy a 4-fenil- és
4-(p-tolil)-2-azetidinonok enzimes rezolvalasara minl-ghidroxi-metilezett)-4-aril-szubsztituélt
[laktdmok enantioszelektiv acilezésén, mind pediy N(acetoxi-metilezett)-szarmazékok
enantioszelektiv hidrolizisén keresztil [3]. Adétauk, hogy a Celitre immobilizalt PS lipaz mind
az acilezést (vinil-butirattal, toluolban, 25 °Cyomind pedig a deacilezést (EtOH-&,O-ben,
40 °C-on)R szelektivitassal katalizalta. Kivalé enantioszélétas Eacilezss €S Enidrolizis > 200)
jellemezte a 4-fenil-2-azetidinon enzimes rezolsaia mig a 44¢-tolil)-2-azetidinon esetében
végzett enzimes rezolvalasok esetében alacsonytékeket tapasztaltuniEfciezss= 57, Enidrolizis

= 89).
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4, Kidolgoztuk a racémcisz3-acetoxi-4-fenil-2-azetidinon [,4S5*)-(x)-22] C3 észter
funkcié enzimes hidrolizisét szerves oldoszerbdn J8 enantiomerfelesleggetd = 94%) de
viszonylag alacsony termeléssel (33%) kaptuk arkiedszolat konfiguraciéju Taxol oldallanc
kulcs-intermedier laktdm enantiomert IR3S9)-22], amikor a hidrolizist 0,5 ekv. hozzaadottGH
el, Burkholderia cepacidipaz (PS-IM)-katalizisseljPr.O-ben, 50 °C-on végeztik (a reakciot
56%-0s konverzional allitottuk le). A termékek sAthsztasat oszlopkromatografiaval végeztik.

\
Ac(zjj%o Ho HO. ,HO Aco3 0
p NH PS;L'\/rlz(liDpéz o4 NH + o NH
(3R*,4S¥)-(+)-22 s0°C (354R)-23 (3R,4S)-22
Il. Direkt enzimes médszerek
[Laktamok enantioszelektiv gyirinyitasa
5. Uj direkt enzimes eljarast adtunk meg a karbocikdus-aza-biciklo[4.2.0]okt-3-én-8-on és

a 7-aza-biciklo[4.2.0]okt-4-én-8-on, valamint ackbs 4-fenil- és 4pftolil)-2-azetidinonok
rezolvalasara, szerves oldészerben [5]. Kivalo wosrelektivitas £ > 200) jellemezte a
reakciokat, amikoiCandida antarcticaB lipdzt (Novozym 435) hasznaltunk katalizatorképy
oktanolt nukleofilként, és a reakciok&r,O-ben, 60 °C-on végeztik. Nagy enantiomerfeleslegge
(ee>96%) és j6 termeléssel (386%) kaptuk az el nem reagalt laktam enantiomerelzeinban a
gyiranyilt aminoésztereket nem tudtuk izolélni (valogsitettik a termék polimerizacidjat,
hidrolizisét). Nagy enantiomerfelesleggede(> 96%) de igen kis mennyiségben—-{1%)
izolaltunk Saminosavakat. Azt feltételeztilk, hogyfaktamok lipaz-katalizalt, alkoholokkal
tortérd atészteramési reakcioi két Iépésben mennek végbe¥laktdm gyirtinyitdsa, majd a
keletkezett acil-enzim intermedier deacilezése. Candida antarctica B lipaz, laktamok
gyariinyitdsa soran tanusitott aktivitasanak és enamiekizvitasanak, valamint az alkohol
kritikus szerepének megmagyarazasara, szamitogépedellezést végeztink a 4-fenil-2-
azetidinon gyriinyitdsara. A molekula-modellezést az enantiodisziativnak feltételezett dis
Iépésre sikitettiik, a Ser OH karbonilra tort@tamadasa soran keletkeetrahedralis intermedier
modellezését pedig az analdg foszfonéattal végeziik.talaltuk, hogy a reakcié egy szokatlan
atmeneti allapoton keresztil zajlik, amelyben sesen részt vesz a nukleofil 2-oktanokL @),
azaz bekdtdik a katalitikus His és a gyorsan reagdR)-laktam nitrogénje kdzéAj, mintegy
hidként helyettesitve a hianyzo, kulcsfontossagirogénkotést d). Az A (a 2-oktanol aktiv

részveételével abrazolt konformacionak felel meg) éB [megfelel a konforméacio 1-neka)
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abrazolasban a gyorsanRJ{laktam] és lassan[(S-laktam] reagalé enantiomerek javasolt

tetrahedralis intermedier analégjai lathatok.

\ GIn106

(R)

His224 konforméci6 1 !
V emioe
b Ph H/"‘\%
Ser& . c’,—’
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(R) % R
His224

konformacié 2
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C {Ph H/N\g
Ser{ﬁ / ‘c‘,f‘
~ol._d
_,?—/"O/ \ TH—
<~ ) :\%,,— _ AR
o~
7/
R

@ | - o
H\N/EN’H\f Y %H "
N Thr40
(R)- w N
His224 konformécié 2
ROH hid
6. Igen hatékony és egys#edirekt enzimes maodszert dolgoztunk kiédént karbociklusos

cisz faminosavak szintézisére a megfélehem védettFlaktamok [()-10, 31-33] szerves

kozedi enantioszelektiv gytnyitasan keresztil [6].

o)
H20 COOH 0
T = - @
NH iPr,0 ( N NH
60°C NH.,
(+)-10, 31-33 (1IR29-40, n =1 (1S5R)-31
éle 7,n=2 1SBR)-10
1R2S)-41, n =3 glsng-sz
(1IR29-42,n =4 (1S8R)-33
lls% HCl lzz% HCI/EtOH
COOH .COOH
&L J
NH,; HCI "NH,-CH
1R29)-40-HCI, n =1 (1S 2R)-40-HCl, n =1
1R2S)-7- HCI, n =2 élSZR;-?- HCI, n =2
(1R2S)-41: HCI, n =3 1S2R)-41: HCl, n =3
(1IR29)-42-HCl, n =4 (1S2R)-42-HCl, n =4
o) 0 o) 0
(2)-31 (+)-10 (1)-32 (2)-33
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A kivalo enantioszelektivitdssalE(> 200) zajl6 reakciokbdl Gandida antarcticaB lipaz
(Lipolase) katalizissel, 1 ekv. hozzaadotOel, iPr,O-ben, 60 °C-on] nagy enantiomerfelesleggel
(ee> 93%) és jo termelésset 36%) kaptuk a termékeket. A modszer egyik nagyyed, hogy a
termék aminosav [®,29-7, 40-42] és el nem reagalt laktam §BR)-10, (1S5R)-31, (1S7R)-32

és (IS8R)-33] enantiomerek szétvalasztasat egyzeédon, szerves-vizes extrakcidval végeztik.
Az eljarast méretndveltik és grammos tételben oftilik eb a gombaellenes aktivitasu
ciszpentacint {(R,29-2-amino-1-ciklopentan karbonsav hidroklorid g 2S)-40HICl; ee> 99%, ]

és masik 3 homologjat [R29)-7HCI, 41HCI és42HCI; ee> 96%].

7. Direkt enzimes eljarast dolgoztunk ki az 1,4-eék 1,4-etilén-athidalt ciszpentacin, Uj
ciszpentacin szarmazékolééllitasara, a megfeleracémexo3-aza-triciklo[4.2.1.6°nonan-4-on

és exo3-aza-triciklo[4.2.1.6%non-7-én-4-onCandida antarcticaB lipaz (Lipolase)-katalizalt
enantioszelektivl > 200) gyirtnyitasan keresztil [7]. Az 1 ekv. hozzaadotOrEel, iPr,O-ben,

70 °C-on végzett reakcidk, nagy enantiomerfelegb@g 98%) és j6 termeléssel eredményezett
termékeketX 40%) szerves-vizes extrakcioval valasztottuk szét.

8. Tovabbi funkcionalizalas lehitégét kinalva, telitetlen karbociklusa@ssz2-amino-1-
cikloalkankarbonsavakat [R129-6, 9, 45, 46] szintetizaltunk j6 termeléssed (45%) és nagy
enantiomerfelesleggeeé> 95%), a megfelél telitetlen racén-laktamokCandida antarcticeB
lipadz (Lipolase)-katalizalt enantioszelekttz ¥ 200) gyiriinyitasan keresztil. A reakciokat 1 ekv.
hozzaadott bD-el,iPr-ben, 70 °C-on végeztik [8].

0]

Crg, B o ol
+> +
NH iPr,O “'NH
70°C NH,
(#)-36n=1 (1IR29)-45,n =1 (1S5R)-36,n =1
(*F12n=2 (1IR29-9,n =2 (1SpR)-12 n=2
0
H,0 " 0
e e
NH |Pr20 + [N N H
n 70°C T NH, ™o
@)-11n=1 (1IR29)-6, n =1 ElS ,7R§-11, n=1
(+)-15n=2 (1R 2S)-46, n =2 1S8R)-15,n =2
0. Kivalo enantiomerfelesleggeked¢ > 96%) Allitottuk eb a benzociszpentacint RI2R)-

47HCI és Uj, hat- [(R2R)-48HICI)], ill. héttagu [(R,2R)-49HCI)] homologjait. A racém 3,4-
benzo-6-aza-biciklo[3.2.0]heptan-7-on [(3)}, a 4,5-benzo-7-aza-biciklo[4.2.0]oktan-8-on [()-
38] és az 5,6-benzo-8-aza-biciklo[5.2.0]nonan-9-ax)-R9] enantioszelektiv gyriinyitasat E >
200) Candida antarcticaB lipaz (Lipolase)-katalizissel, 1 ekv. hozzaaddiD-el, iPr,-ben, 60 °C-

on végeztuk [9]. Fontos megjegyezni, hogZandida antarcticaB lipaz enantiopreferenciaja a
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kordbbiakban bemutatott gfinyitdsokhoz képest nem, csupan a kirdlis centrumki@do

szubsztituensek prioritasi sorrendje valtozott.

¢ ° HO ( COOH S”‘/KO
NH iPr,0 + g NH
60°C R™NH,
(#)-37,n=1 (AR2R)-47,n=1 (15,59-37
(#)-38 n=2 (1IR2R)-48, n=2 (1S69)-38
(#-39n=3 (1R2R)-49,n =3 (1S,79-39
118% HCI Jls% HCl, A
( COOH (dn5..COOH
R™NH, -HCI S“NH, *CIH
(1R, 2R)-47-HCl (1S,29)-47-HCI
(1R,2R)-48HCl (1S,29-48HCI
(1R,2R)-49HCl (1S,29-49HCI

10. Kdrnyezetkimél, oldoszermentesCandida antarcticaB lipaz (Lipolase)-kalizalt eljarast
optimalizaltunk mono-, bi- és triciklusos, valamixtril-szubsztitudl-laktdmok enantioszelektiv
gyariinyitasara. A szerves olddszerben végzett reakcioBgszehasonlitva, viszonylag lassubb
reakciokat tapasztaltunk, az enantioszelektivitdigikek azonban valtozatlanul kivalodkX 200)
voltak. A reakciOkat az enzim mennyiségének noéséks gyorsitottuk, az enzim Ujra-
felhasznalasaval pedig a moddszert gazdasagossi.teiz U, “zold” moddszert sikeresen
alkalmaztuk a ciszpentacin és kulonbogzarmazékainak enantiomertiszta formaban t6értén
eléallitadsara [10].

11. Elsként allitottunk & enantiomertiszta nagy @gitagszamutransz Saminosavakat
transzS-laktam enzimes ditinyitasan keresztileg > 98%) [11]. Kidolgoztuk acisz13-aza-
biciklo[10.2.0]tetradekan-14-on rezolvalasa meletransz13-aza-biciklo[10.2.0]tetradekan-14-
on enzim-katalizalt enantioszelektie ¢ 200) gyirinyitasat is Candida antarcticaB lipaz
(Lipolase), 0,5 ekv. hozzaadott®, iPr,O, 70 °C].

12.  Uj, hatékony direkt enzimes modszert optimalizétt@emantiomertisztaeg> 95%) B-aril-
szubsztitualiZ-aminosavak ég-laktamok eballitasara a megfekeld-aril-szubsztitualB-laktamok
enantioszelektiv hidrolizisén keresztil [12]. Kiv&knantioszelektivitdstE( > 200) értlink el,
amikor a reakcioka€Candida antarcticeB lipdz (Lipolase)-katalizissel, 1 ekv. hozzaaddiD-el,
iPr-ben, 60 °C-on végeztik. Fontos megjegyezni, hagy talaltunk dsszefiiggést az arilgy
szubsztituensének sztérikus és elektronikus tereb@ss laktdm dyinyitdsanak aktivalasa kozt.
A maodszert kiterjesztettiik a 4-benzil- és 4-fetil-szubsztitualtFlaktamok rezolvalasara [13],
azonban mindkét esetben viszonylag alacsony ersaefektivitast £ ~ 12) tapasztaltunk az
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optimalizalt kérilmények@andida antarcticaB lipaz (Lipolase), 0,5 ekv. hozzaadotd®] iPr,O,
45 °C] kozott. Igy, két lépésben végeztik az engimezolvalasokat és kaptuk viszonylag jo
enantiomerfeleslegekketé> 87%), de alacsony termelések36%) mellett a laktam és aminosav

termékeket.

13. Hatékony direkt enzimes stratégiat dolgoztunk &kiracém cisz3-hidroxi-4-fenil-2-
azetidinon [(R*,4S%)-23] enantioszelektivE > 200) gyiranyitasara [4]. A célmolekula R3S)-
3-fenilizoszerint [(R,39-76], a Taxol oldallanc kulcs-intermedierjét kivaloaemiomerfelesleggel
(ee> 98%) és jo termeléssel (48%) kaptuk, amikorRe(85*)-23 hidrolizisét 0,5 ekv. hozzaadott
H,0O-el, Candida antarcticaB lipaz (Lipolase) katalizissel;BuOMe-ben, 60 °C-on végeztik. A
termékeket szerves-vizes extrakcioval valasztainék.

Hojjfo Ho HO.2 COOH Ho,,,HO
2

NH CAL-B ; * ~—NH

Ph t-BuOMe PH 3 NH, Ph 4

(3R* 4S%)-(2)-23 ~ 0°C (2R,39)-76 (35,4R)-23

yLaktamok enantioszelektiv gyiriinyitasa

14.  Kidolgoztunk egy 0j enzimes eljarast mind N-védg#)-72], mind pedig szabad NH
funkciot [(x)-70, 71] tartalmazoé y-laktamok enantioszelektiv hidrolizisére [14,15]iv#0
enantioszelektivitdsteH > 200) értlink eCandida antarcticaB lipaz (Lipolase) enzimet hasznalva
katalizatorként, 0,5 ekv. vizet nukleofilként ésikon a reakciokaiPr.O-ben, 30 °C-on vagy 65
°C-on veégeztik. A nagy enantiomerfelesleggelX 96%), j6 termelés mellett (> 42%) kapott el
nem reagalt plaktdmot és girinyilt paminosavat N-védett termékek esetén
oszlopkromatografiasan, szabad Nidnkciot tartalmazd termékek esetén pedigirégsel
valasztottuk szét. A moddszer segitségével preparagnnyiségben (> 5 g) allitottuk éelaz
Abacavir és Carbovir (antiviralis hatasu gyogyskerezintézisének kulcs-intermedierjét, az
(1S4R)-4-aminociklopent-2-én-1-karbonsavat H4R)-74].

Q o)
S=NH HOOC  NH, N——NH
B P - O
CAL-B
(+)-70 (1R,39)-73 (1R49-70
O o)
S-NR 5 HOOC _ NHR N NR
H + z 3,
e O
(*)-7L,R=H (1S4R)-74,R=H (1S4R)-71, R = H
(1)-72,R =Boc (1S4R)-75, R = Boc (1S4R)-72, R = Boc
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BAminoészterek enantioszelektiv hidrolizise

15.  Uj enzimes eljarast dolgoztunk ki karbociklusnsz [()-77-80] éstransz[(z)-81 és &)-

87]

[Faminoészterek enantioszelektiv  hidrolizisére, \szer kdzegben

[16,17]. Nagy

enantioszelektivitdstH &ltalaban > 100) értink el, amikor a hidrolifistndida antarcticeB lipaz

(Lipolase) katalizissel, 0,5 ekv. hozzaadosOrEl, iPr,O-en, 65 °C-on végeztik. Az eljarassal

sikeresen allitottunk &l j0 termeléssel mindcisz (> 42%), mind pedigtransz (> 44%)
enantiomertisztaee> 96%) f-aminosavakat [koztik a ciszpentadifiiR,2S)-40HCl, n=1)].

/

COOEt H,0 COOH COOEt
L Ao (] . L
1Pr; ‘7,
NH, 65 °C NH, NH,
Cisz()-77-()-80 (1S,2R)-7-9, 40 (1R,29-77-80
l 22% HCIEtOH 118% HCl,A
COOH COOH
'S <
"NH,- HCI NH,- HCI
(1S,2R)-7-HCI=9-HCl, 40-HCI (1R 2S)-7-HCI-9 -HCI, 40-HClI
COOEt H.O COOH WCOOEt
O: Lipolase
iPr,O 7, +
NH, 652G NH, NH,
transz(t)-81, ()-82 (1R,2R)-83, -84 (15,29-81, -82
COOEt

X

NH

2
Grén

=72

C[COOEt CECOOB
NH, NH,

1 (#)-79 (#)-80

COOEt COOEt
: :NHZ : :NHZ

(#)-81

(£)-82

16. Direkt enzimes eljarast dolgoztunk Raril-szubsztitualt [(£)85-(%)-99 (a-€)] [18],
heteroaril-szubsztitualt [(#35-(£)-99 (f-1)] [19] és S-arilalkil-szubsztitualt [(£)85—(£)-99 (m-0)]
[20] Baminoészterek enantioszelektiv hidrolizisére. Kiv&nantioszelektivitastH > 100)

kaptunk, amikor a reakciok&urkholderia cepacidipaz [PS (Celitre immobilizalt)ill. PS-IM]

katalizissel, 0,5 ekv. hozzaadottHel, szerves kbzegbenP¢O vagy t-BuOMe), viszonylag

alacsony HBmérsékleten (25 vagy 45 °C) végeztik. A termék adsater és aminosav
enantiomereket szerves-vizes extrakcidval valas#toszét. A modszer segitségével,oként
allitottuk eb enzimes uton, nagy enantiomerfelesleggal £ 97%) és jO termeléssel (43%) a
Sitagliptin intermediert R)-112 (n)] [20].
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/
COOEt PS-IM lipaz COOEt COOH
A \(\/)J: RELL S \C'g + [
r n NH, oldészer T Ar n NH, Ar\(\)n NH,
(£)-85-99 (a-0) (R)-85-96 (a-l) (9)-100-111(a-)
(9-97-99 (m-0) (R)-68, -69, -112(m-0)

e O QR IO OO
UJ @ d d@f J

(o]

17. Uj enzimes stratégiat dolgoztunk ki a R(29-3-amino-3-fenil-2-hidroxi-propionsav
[(2R,39)-76[HCI, Taxol kulcs-intermedier] &ééllitAsara a racém etil-(3-amino-3-fenil-2-hidroxi-
propionat) [(2R*3S*)-(x)-113 enantioszelektiv hidrolizisén keresztul [21]. &liv
enantioszelektivitasE(> 200) értiink el PS-IM lipdzzal, 0,5 ekv. hozz&a#pO-el, iPr,O-ben, 50
°C-on és nyertik nagy enantiomerfeleslegge>(98%), jo termelés melletk(45%) a termékeket
[(2S3R)-76 és (R,39-113, melyek szétvalasztasat szerves-vizes extrakci@geztik.

/

HO.__COOEt o HO,, 2 COOH HO_2 COOEt
T e Y
PS-IM lipaz o
P NH, iprzg Ph'3 NH, PH 3 NH,
(2R*,35%)-(1)-113 50°C (2S3R)-76 (2R,35)-113
HO.2 COOH M
}INH HCI
(2R,35)-76 -HCI

lll. Unikélis enzimes dominé reakcid, a Taxol kulcsintermedierjének szintézise

18. Uj tipust enzimes szekvencialis reakciét dolgoktkinés alkalmaztunk sikeresen a Taxol
kulcs-intermedierjének szintézisére. A modszer hi@dessége, hogy egy racém szubsztrat,
ugyanazon enzim-katalizalt két, egymast kévetakcido eredményeként két kulonb&ermékké
alakul. Esetlnkben, a R3,4S*-(3)-22 Candida antarctica B lipaz (Lipolase)-katalizalt

11
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hidrolizise soran jo termeléssel (> 43%) kaptukéa lkilonbds, enantiomertisztaeg > 98%)
terméket[(3S4R)-23 és (R,39-76 (a Taxol kulcs-intermedierje)] [4]. Fontos kiemelhiogy a
jelen szubsztrat két teljesen kilonBorgysége vett részt a Lipolase katalizissel, 0,8. ek
hozzaadott kD-el, iPr,O-en, 60 °C-on végzett atalakitdsban: a C-3 és$utkeolizise és az amid

kotés hidrolitikus hasitasa.

\ O

0
AcO vo HO',,,H HO. 2 COOH
ZAdi +
NH CAL-B ~—NH
P iPr,0 Ph™ 4 Ph™3 NH,
60 °C
(3R* 4S%)-(£)-22 (35,4R)-23 (2R,39)-76

IV. Dupla derivatizalas

19.  Altalunk dupla derivatizalas (DD) elnevezéssel igmtett analitikai modszert (észterezés
es ezt kovét N-acilezés) dolgoztunk ki kulonbézisz éstransz karbociklusos és aciklusgs
aminosavak [(x)-A%-AS20] gazkromatografias elvalasztasara [22]. A modszegitségével
hatédroztuk meg a mind direkt, mind pedig indirekrzienes eljarasokkal &hllitott aminosavak

enantiomerfeleslegeit, igy a zarojelekben az ezetald jeldlések talalhatok.

COOH COOMe
( 1. CHN, _ (Q;[
2. (MeCOYO, DMAP
NH, ¢ ¥ NHCOMe

(+)-AS1-AS20 (3)-AS1A-AS20A

i COOH COOH COOH : COOH : COOH COOH Q: COOH
NH, NH, NH, NH, NH, : :NHZ NH,

(¥)-AS1(40) ()-AS2 (45 (#)-AS3(50) (£)-AS4(7) (¥)-AS5 (8) (£)-AS6 (9) (#)-AS7 (4]
COOH COOH COOH
COOH
S Sl SR S <A e Sy O
NH, NHp NH,
(+)-ASB8 (46) (+)-AS9 (43) (+)-AS10(44) (+)-AS11 (49 AS(+)-12(48) (¥)-AS13(49)
COOH COOH COOH COOH COOH
o ot ot o o
Br F
(+)-AS14 (29 (+)-AS15(30) (+)-AS16 (64) (+)-AS17 (+)-AS18 (62)
: _COOH COOH
,,, NHZ OI/” NH2
(+)-AS19 (+)-AS20 (83)

12
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| COOMe
e o1 oy Toee ] (X ¥
] f ‘ ! -
NHCOM - g NHCOMe N NHCOMe } NHCOMe b
e il
(#)-AS1A ol | @)-AS4A (2)-ASBA : (#)-AS7A
‘ N .

wof " i
(#)-AS9A | (+)-AS11A NHCOMe
(+)-AS20A

| coome - ‘e *
.srﬂb/coorwe; B ‘ R COOMe 1
P | [ . ' “ COOMe
NHCOMe NHCOMe I ) NHCOMe i O/
)
E (4)-AS12A

|
A e p === e 477’,; L N e

Az egyszeil és gyors enzimes reakciok kdvetésére kivaloarimbs lj analitikai mddszerekre jo
validalasi eredményeket kaptunk (LOD, LOQ, lingesjt megbizhatésag megismétedsén).
Fontos kiemelni, hogy a@e amioit(AS12) éseaseiei(AS12A) értékek kozotti kivald korrelacioX(r

V4

€65zamitott (OA))
1007

90 1 r? = 0.9998
80
70
60
50
40
30
20

10 1

0 # T T T T T T T T T 1
0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100

E&isérleti (%0)

20. DD géazkromatografids analitikai mdodszert dolgoztunkaki(ZR,3S)-3-amino-3-fenil-2-
hidroxi-propionsav [(R,39-76, Taxol oldallanc Kkulcs-intermedier] enantiomeréégének
meghatarozasara [4]. A modszer segitségével hat&rozeg a mind direkt, mind pedig indirekt
enzimes modszerekkel [4,21]6éllitott aminosavakee értékekeit (holt-id: to = 1,28 min,
retencids faktork’ = 12,32, elvalasztas:= 1,01 és rezolvala&s = 1,33).

HO COOH MeOC COOMe
1. CHN,
2. Ac,0, DMAP
NH, NHCOMe
(2R* 35%)-()-76 (2R*,35%)-(+)-76A
(2R,39-76 (2R 3S)-76A
(25.3R)-76 (2S3R)-76A
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mVolts
0.75

HsCOCO~_COOCH,
©INHCOCH3

(2R*35%)-()-76A

025
0.00 T T |
18.0 18.5 19.0
Minutes
MVolts
076 © H3COCOL_COOCH;
&
R
< @I NHCOCH;
050 |
(2R,39)-76A
025 | 8
=
0.01 ; ;
17 18 Minutes
MVolts 2
8
IS
1.00 4 - HsCO0C._~OCOCH;
075 HyCOCHN
(25,3R)-76A
050 -|
0.25 |
0.04 . . ,
17.0 18.0 18.5 Minutes

A tézispontok alatt bemutatott direkt és indirekiziemes modszereinket az irodalmi
dsszevetve, szisztematikusan rendszereztiik [28574]

hattérrel
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AZ EREDMENYEK GYAKORLATI HASZNOSITASA

Az enantiomertiszta bioldgiailag aktiv anyagok naglumerni, gazdasagos @llitasa iranti egyre
novekw igény miatt, a kutatds eredményei nemcsak tudoosgnyhanem gyakorlati
szempontokbdl is jeleések lehetnek.

Egyszeti és igen hatékony direkt és indirekt enzimes maeat dolgoztunk ki és alkalmaztunk
értékes, enantiomertiszfa és plaktamok és3 ésy-aminosavak szintézisére. igy pl. formalis total
szintézist adtunk meg az enantiomertiszta Anataxazintézisére. Nagy enantiomerfelesleggel és
j6 hozammal Aallitottuk él a ciszpentacint [@®,2S)-2-amino-1-ciklopentan karbonsav] és 8 (j
analég és homolog szarmazékait. Megvaldsitottuk Alaacavir és Carbovir értékes
intermedierjének, az §4R)-4-aminociklopent-2-én-1-karbonsavnak a szintézis&lolgoztuk az
el enzimes wutat a Sitagliptin intermedierR){3-amino-4-(2,4,5-trifluor-fenil)butansav
szintézisére. Tobb direkt enzimes stratégiat ddigdz ki és alkalmaztuk sikeresen a Taxol
oldallanc kulcs-intermedierjének, aR3S)-3-fenilizoszerinnek az é&éllitasara. AB-aminosav
enantiomerek szintézisére kifejlesztett direkt ered modszerek némelyikét méretnoveltik, tébb-
grammos tételben (> 5q) allitottulkéed kivant enantiomereket. Ezen vegylletek képekiégezik

az alapjat szamos egyutikbdésnek is.

Két, af+ ésy-aminosavak szintézisére kidolgozott enzimes eljari@sparjogvédelme megtortent
[14,16]. APCT WO2007091110 Al [14] szabadalmat a Szegedi Tudgagyetem hasznositasra
tovabbértékesitette.

Az altalunk kidolgozott enzimes mobdszerekkel készéhantiomerek kozdl tébb mint 20

enantiomertinket az Acros Organics és BioBlocks\vattalatok forgalmazzak.
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