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1.  Elozmények és célkitiizések

Az enantiomertiszta fS- és yp-laktamok illetve p- és y-aminosavak kémiai és
farmakologiai jelentdsége jol ismert. A karbociklusos cisz hidroxisavak fontos épitékovei

lehetnek bioldgiai hatassal rendelkez6 molekuldknak.

A (2R,3S)-3-fenilizoszerin oldallanc a tumor ellenes hatasardl kozismert Taxol illetve
Taxotér hatasaban elengedhetetlen szerepet jatszik. Néhany f-aminosav szarmazék, melyek
szerkezeti eleme az (R)-3-amino-3-(o-tolil)propansav Catepszin A gatlast mutatnak. A
(1R,2S)-2-aminociklopentan-karbonsav (Ciszpentacin) és metilezett szarmazéka a (1R,2S)-2-
amino-4-metilénciklopentan-karbonsav ~ (lkofungipen, = PLD-118)  Onmagukban  is
farmakologiai aktivitassal rendelkeznek. A (1S,4R)-4-aminociklopent-2-én-1-karbonsav
fontos szerkezeti eleme a HIV/AIDS kezelésében alkalmazott Abakavirnek. A CEP-28122
nevil anaplasztikus limfoma kinaz gatlo eléallitasanak egyik intermediere a (1R,2R,5S,6S)-3-
azatriciklo[4.2.1.0%°]non-7-én-4-on. Azon molekuldk, melyek cisz 3,4-diszubsztitualt p-
laktam gyUrit tartalmaznak, rendelkezhetnek PPAR o/y, vazopresszin Vla agonista illetve
tumorellenes hatassal. Az 5-hidroxiciklopent-1-én-karbonsav kiindulasi molekulaja lehet
kiilonb6z06, természetben eléforduld kirdlis anyag eldallitasanak, mint a mitsugashiwalakton

¢s a dolikodial, vagy épitdeleme lehet a vinkaminnak.

Enantiomerek eléallitasara gyakran alkalmazott modszer az enzim Kkatalizalt kinetikus
rezolvalds. Néhany kereskedelmi forgalomban kaphatd enzimet jelentds mennyiségben

hasznalnak a gyogyszeriparban, ezekre jo példa a CAL-B és a PS lipaz.

PhD munkam egyik célja 0j modszer kidolgozéasa volt p-hidroxiészterek enzim
katalizalt enantioszeparalasara O-acilezésen vagy hidrolizisen keresztiil, illetve a hidrolizis
jelenlétének kimutatasa O-acilezés kozben a Cl-es észter csoporton, CAL-B-vel (1. abra, A
Reakciout). Ezen kiviil 0j, enzimatikus eljaras kifejlesztése volt a cél a Taxol kulcsintermedier
enantioszelektiv el6allitasara szekunder O-acilezésen keresztiil (1. abra, B Reakciout).
Harmadik célja munkdmnak 3,4-diszubsztitudlt f-laktdmok enantioszelektiv gylirlinyitasara
iranyult (1. abra, C Reakciout). A végsé cél aktivalt - és p-laktamok enzimatikus
gylrinyitasa volt, mely soran az aktivaldo N-hidroximetil csoport nyomtalanul eltavolithato a

rendszerbdl (1. abra, D Reakciont).



Az optimalis reakciokoriilmények elérése végett megvizsgaltuk az enzimek, az acil

donorok mennyiségét, illetve az oldoszerek és a homérséklet hatasat a reakciora.

\OH

A Reakciout cociEt
HO. O
B Reakciout ©I,ﬁ
>OH
R

C Reakciéut

/

R
HO

0]
%

R
HO

R

C

D Reakciout <

HO

\
SN

N

OAc OH

@—cooa + @—COOH

HO., COOH

R'\ COOH

1. CAL-B/H,0
2. Enantiomerek elvélasztasa

OH
Q”‘COOEt +

1. PS Lipaz/Acil donor HOS-COOH

- 7 , +
2. Enantiomerek elvalasztasa NH..HCI
3. Tovébbi atalakitasok 2:

O

(=@

NH,.HCI

R"
1. CAL-B/H,0

2. Enantiomerek elvalasztasa R R NH,
1. CAL-B/H,0 R'ICOOH . R'u,,[COOH
2. Enantiomerek elvalasztasa
3. Tovabbi dtalakitasok R™ NHHCL R™NHpHCI
1. CAL-B/H,0 CR'ICOOH . CR%,,[COOH
2. Enantiomerek elvalasztasa R”>NH,.HCl R NH,.HCI

3. Tovabbi atalakitasok

1. CAL-B/H,0
2. Enantiomerek elvalasztasa
3. Tovabbi atalakitasok

HOOG _ NHzHCI HOOG _ NH,.HCI

1. Abra

2.  Alkalmazott vizsgalati modszerek

A kiindulasi anyagok eldallitdsa az irodalombol jol ismert modszerekkel tortént. A
lipaz katalizalt el6kisérleteket félmikro méretben végeztiik el. A reakciok elérehaladasanak és
az eldallitott termékek enantiomertisztasaganak ellendrzése kirdlis oszloppal felszerelt
gazkromatograffal vagy nagy hatékonysagu folyadékkromatograffal tortént, a minta sziikség
szerinti derivatizalasa utan. A preparativ-mennyiségli rezolvalasok soran nyert enantiomereket

optikai forgatas, NMR, elemi analizis valamint olvadaspont adatokkal jellemeztiik.



3. Eredmények és értékelésiik

3.1.  p-Hidroxiészterek

farmakologiailag aktiv kulcsintermedierek eloallitasara.

CAL-B

reakcioi. Uj  modszerek

katalizalt

Az etil-(cisz-2-hidroxiciklopentankarboxilat) [()-1] és az etil-(5-hidroxiciklopent-1-
én-karboxilat) [(+)-2] CAL-B katalizalt O-acilezése 5 ekv. VA-al TBME-ben 30 °C-on kivalo

enantioszelektivitast mutatott (E > 200) (2. Abra, A Reakcidut). A hidrolizis, mint nem kivant

mellékreakcid, az enzim feliiletén megtalalhat6 viznek kdszonhetden jatszodott le az acilezés

mellett. A hidrolizis optimalizalasa nem vezetett hatékony stratégidhoz a (1S,2R)-3 (termelés
= 16%, ee = 90%) ¢és (R)-4 (termelés = 28%, ee = 47%) hidroxisavak el6allitisahoz CAL-B-
vel, 10 ekv. H,0 hozzaadasaval TBME-ben 30 °C-on (2. Abra, B Reakciout), ennek ellenére

egy Uj modszert dolgoztunk ki f-hidroxiészterek enzim katalizalt hidrolizisén keresztiil.

Megjegyzendd, hogy a hidrolizis lehetdsége hidrolizalhaté funkcids csoportokat tartalmazd

molekulak lipaz katalizalt acilezése esetén alapos vizsgalatot igényel.
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3.2. PS lipaz Katalizalt O-acilezés. Uj médszerek farmakolégiailag aktiv

kulcsintermedierek eléallitasara."

Amikor a N-hidroximetil-cisz-3-acetoxi-4-fenilazetidin-2-on [(+)-7] PS lipaz katalizalt
(S)-szelektiv O-acilezése iProO-ben 10 ekv. VB-al 25 °C-on tortént (E > 200), az elreagalatlan
¢és a termék f-laktam enantiomerek [(+)-7 and (+)-8] ee-je is kivalo lett (> 98%, termelés =
46%) (3. Abra). A p-laktam enantiomerek sosavas hidrolizissel tovabb lettek alakitva a
megfeleld f-aminosav hidrokloridokka [(2R,3S)-9.HCI and (2S,3R)-9.HCI] (ee > 98%) (3.
Abra). Megjegyzendd, hogy OCOR és OH-al rendelkezé molekulak esetében enzimes
atalakitdsokkor a molekuldk kozotti acil-migracid lehetdségét alaposan fel kell mérni. A
kidolgozott moédszer alkalmas utvonal a Taxol kulcsintermedier (2R,3S)-3-fenilizoszerin
[(2R,3S)-9] elballitasara.
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3.3.  3,4-Diszubsztituilt f-laktamok CAL-B katalizalt gyilirilinyitasos reakcidi.

Uj médszerek farmakolégiailag aktiv kulcsintermedierek elallitasara.'

Magas enantioszelektivitas értékeket (E > 200) értiink el a cisz-3-benziloxi-4-(4-
klorfenil) azetidin-2-on [(£)-10] és a cisz-3-benziloxi-4-fenilazetidin-2-on [(+)-11] CAL-B
katalizalt gylirtinyitasa soran TBME-ben 25 ekv. H,O jelenlétében 70 °C-on. Ezzel szemben
szerény E-t (12) figyeltink meg a cisz-4-(4-klorfenil)-3-fenoxiazetidin-2-on [()-12]
reakciojanal iPr,O-ben 25 ekv. H,0 jelenlétében 70 °C-on (4. Abra). Az enantioszelektivitas
értékek a (£)-10 és (+)-11 kontra (x)-12 esetében feltehetden a benziloxi és a fenoxi csoportok
eltéré sztérikus gatlasdnak koszonhetd, melynek kovetkeztében az enantiomerek
elhelyezkedése a CAL-B aktiv zsebében kiillonb6z6. A preparativ reakciokban nyert termékek
extrakcioval konnyen elvalaszthatok egymastol [(3S,4R)-10 termelés = 35%, ee = 98%,
(3S,4R)-11 termelés = 48%, ee = 98%, (3S,4R)-12 termelés = 16%, ee = 98%, (2R,3S)-13
termelés = 30%, ee = 99%, (2R,3S)-14 termelés = 47%, ee = 99%, (2R,3S)-15 termelés =
61%, ee = 50%]. (2R,3S)-14 debenzilezése folyamatos aramt rendszerben tortént (H-
CUBE®), mellyel a kivant (2R,3S)-9-t kaptuk kivalo ee-el (99%). A modszer szintén

alkalmasnak bizonyult a Taxol kulcsintermedier (2R,3S)-9 elballitasara.
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34. - és y-laktamok CAL-B Kkatalizalt kétlépéses kaszkad reakcidi. Uj

modszerek farmakologiailag aktiv kulcsintermedierek eléallitasara.""V

Az N-hidroximetil-cisz-3-hidroxi-4-fenilazetidin-2-on [(£)-16], N-hidroximetil-4-(o-
tolil)azetidin-2-on [(£)-17], N-hidroximetil-6-azabiciklo [3.2.0] heptan-7-on [(%+)-18], N-
hidroximetil-exo-3-azatriciklo[4.2.1.0*°Jnon-7-én-4-on [(+)-19], N-hidroximetil-2-
azabiciklo[2.2.1]hept-5-én-3-on [(+)-20] and N-hidroximetil-2-azabiciklo[2.2.1]heptan-3-on
[(£)-21] CAL-B katalizalt kétlépéses kaszkad reakcioja iPr,O-ben, 0.5 ekv. H,O és 1 ekv.
benzilamin jelenlétében 60 °C-on jatszodtak le. A reakcidk enantioszelektivitdsa kivald volt
(E > 200) [(3S,4R)-16 termelés = 42%, ee = 95%, (S)-17 termelés = 47%, ee = 97%, (1S,5R)-
18 termelés = 45%, ee = 99%, (1R,2R,5S,6S)-19 termelés = 48%, ee = 99%, (1S,4R)-20
termelés = 49%, ee = 99%, (1R,4S)-21 termelés = 44%, ee = 96%, (2R,3S)-9 termelés = 48%,
ee = 99%, (R)-22 termelés = 47%, ee = 99%, (1R,2S)-23 termelés = 46%, ee = 99%,
(1R,2R,3S,45)-24 termelés = 49%, ee = 99%, (1S,4R)-25 termelés = 49%, ee = 99%, (1R,3S)-
26 termelés = 43%, ee = 99%] (5. Abra). A gylriinyitasok soran az N-hidroximetil csoport a
keletkezett aminosavakrél spontan eltavozott, igy a reakcioban az aktivalatlan aminosav
enantiomerek keletkeztek. A laktdm és az aminosav enantiomerek extrakcidoval konnyen
elvalaszthatok egymastol. Az elreagalatlan N-hidroximetilezett laktamok NH;OH-al vagy
savas hidrolizissel ee veszteség nélkiil adtdk az aktivalatlan laktdmokat vagy az aminosav
hidrokloridokat. A modszer kivaléan alkalmas a Taxol kulcsintermedier (2R,3S)-9, a
Cathepsin A inhibitort alkot6 (R)-22, a Ciszpentacin (1R,2S)-23, a CEP-28122 kulcs
intermedier (1R,2R,5S,6S)-27 és az Abakavir kulcs intermedier (1S,4R)-25 el6allitasara.
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