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A. Elozmények és célkitiizések

Az alifas és aliciklusos B-aminosavak és szarmazékaik egyediilallo kémiai
¢s bioldgiai tulajdonsidgaiknak koszonhetéen intenziv kutatds targyai. A
legismertebb példa a ciszpentacin [(1R,2S5)-2-amino-ciklopentan-1-karbonsav]
¢s szintetikus szdrmazékai, melyek hatékony gombaellenes szereknek
bizonyultak. A faminosavak fontos intermedierjei a B-laktdmoknak és egyes
heterociklusoknak; valamint épitékovei szdmos bioldgiailag aktiv vegyiiletnek,
igy példaul a daganatellenes taxdnoknak. f-Aminosavak a peptidekbe torténd
beépitése modosithatja azok szerkezetét, biologiai hatasat és ellendllova teszi a
peptidet a proteolitikus bontdssal szemben. A f peptidek masodlagos szerkezete,
foldingja intenziven kutatott teriilet. A f-aminonitrilek, -karboxamidok ¢és a f-
amino ¢észterek a megfeleld f-aminosavak értékes prekurzorai.

Doktori munkdm fontos célja volt aliciklusos cisz ¢és transz-f-
aminociklopentan- ¢és ciklohexan-karbonitrilek (1-4) és a megfeleld
karboxamidok (5-8) enzimatikus kinetikus rezolvaldsi modszereinek
kidolgozasa (1. dbra). Az enantiomertiszta f-aminosav szarmazékok eldallitasa
mellett fontosnak tartottuk megfigyelni a lipazok szerves oldoszerekben mutatott
szelektivitdsat. Tovéabbi célunk volt az 4ltalunk kapott eredmények
Osszehasonlitdsa a megfeleld f-aminoészterek rezolvalasa sordn nyert irodalmi
adatokkal. Terveink kozt szerepelt az etil 3-amino-2-etlipropanoat 9 és a metil 3-
amino-2-izopropilpropanodt 10 lipaz-katalizalt N-acilezés utjan torténd

rezolvalasa is (1. 4bra).
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Az elokisérletek soran tanulmanyoztuk az alkalmazott enzim, az acil
donor ¢s az oldoszer reakcio sebességre valamint az enantioszelektvitasra (E)
gyakorolt hatasat, majd az eredmények Osszegzése utan elvégeztiik a modell-

vegylletek gramm-mennyiségli rezolvalasat az optimalizalt koriilmények kozott.

B. Eredmények és értékelésiik

Az aliciklusos f-aminonitrilek 1-4, enantioszelektiv N-acilezési
reakcidjaban (2. abra) a PS lipazt, a CAL-A és a CAL-B enzim preparatumokat
vizsgaltuk, melyek koziill a PS lipaz lehetové tette a modellvegyiiletek
rezolvalasat TBME-ben 2 ekvivalens 2,2,2-trifluoretil-butirattal (£ > 200).
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rac-1:n =1 (1R,2S)-1:n =1 (18,2R)-11: n =1
rac-2:n=2 (1R,2S)-2: n=2 (1S,2R)-12: n=2
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NH; 2 NH, PrJ\”
rac-3:n =1 (1S,25)-3:n=1 (1R2R)-13:n=1
rac-4:n=2 (1S,2S)-4:n=2 (1R,2R)-14:n=2
2. abra

A 2 vegyiilet PS lipaz-katalizalt (50 mg/ml) N-acilezési reakcidjaban az
aktivalt észter (2,2,2-trifluoretil-butirat) eldényeit vizsgaltuk mas acildonorokkal
(pl. etil-acetat) oOsszehasonlitva. A reakcid 50%-os konverzio kozelében
tapasztalhato lelassuldsa kivédhetd volt nagyobb mennyiségii (75 mg/ml) PS
lipaz alkalmazasaval, igy lehetdvé valt a 2 vegyiilet rezolvaldsa rovid 1d6 alatt
(4 h). A 2 CAL-B-katalizalt N-acilezés ttjan torténd rezolvaldsa tett kisérlet
TBME-ben és ionos folyadékokban is sikertelen volt. A transz izomerek TBME-
ben valo oldékonysagat két modon tudtuk ndvelni: TAA koszolvensként vald

alkalmazasaval (3 esetében), illetve a hdmérséklet emelésével (4 esetében).



Az 1-4 modellvegyiiletek optimalizalt koriilmények kozt elvégzett
gramm-mennyiségi rezolvaldsai soran eldallitottuk az N-acilezett (15,2R)-11,
(1S8,2R)-12, (1R,2R)-13 ¢és (1R,2R)-14, illetve az el nem reagalt enantiomereket
nagy enantiomerfelesleggel (ee > 98%), melyeket oszlopkromatografia utjan
valasztottuk szét. Igazoltam, hogy az (1R,25)-2 és (15,25)-4 enantiomerek LAH-
tal végzett redukcid soran (1§,25)-15, (1S5,2R)-16 diaminokka alakithatoak, az
enantiomoerfeleslegek (ee) jelentdés csokkenése nélkiil (3. &bra). Ezen

eredmények bizonyitottdk az enzimes acilezés R szelektivitasat.

N (E[H\NHz
NH, NH
(1R,2S)-2: cisz (1S,2S)-15: cisz

(1S,2S5)-4: transz (1S,2R)-16: transz

3. abra

A nagy polaritast alicklusos f-aminokarboxamidok 5-8 TBME-ben vald
feloldasa koszolvens hozzaadéasat és hdmérsékletemelést (48 °C) igényelt. Ezen
szubsztratok 2 ekvivalens 2,2,2-trifluoretil-butirattal valdé enantioszelektiv

acilezésére a CAL-B (50 mg/ml) bizonyult legmegfeleldbb katalizatornak
(4. abra).

CONH> CONH, H,NOC
( CAL-B ( N 0 )
PrCOOCH,CF3 )J\ "
NH; NH, Pr ”
rac-5:n =1 (1R,2S)-5:n=1 (1S,2R)-17: n =1
rac-6:n=2 (1R,2S)-6:n =2 (1S,2R)-18: n =2
CONH, CONH, HoNOC,
( ) CAL-B ( . N 0 . )
PrCOOCH,CF; )J\ "
NH; NH, Pr N
rac-7:n=1 (1S,28)-7:n=1 (1R,2R)-19: n =1
rac-8:n=2 (1S,2S)-8:n=2 (1R,2R)-20: n =2
4. abra



A koszolvens hatasat tanulmdnyozva a TAA Dbizonyult a
legmegfelelobbnek. A TAA mennyiségének novelésével viszont az acilezési
reakcio lelassult. Az 5, 7 és 8 N-acilezése TBME/TAA (1/1) elegyben kivalo
enantioszelektivitassal (£ > 200) jatszodott le; mig a 6 esetében a TBME/TAA
(4/1) elegyben igen szerény eredményeket (£ = 40) kaptunk, ezért a rezolvalasat
két 1épésben veégeztiik.

Az el nem reagalt aminokarboxamidok - (1R,25)-5, (1R,25)-6, (1S5,25)-7
¢s (15,25)-8 - valamint az acilezési reakcid soran képzOdott butiramid
enantiomerek a reakcidelegybdl nagy enantomertisztasagban (ee > 95%) voltak
kinyerhetéek oszlopkromatografia utjan. Az (1R,2S5)-6 LAH-os redukcidjaval
(15,25)-15 keletkezik, mely a CAL-B R szelektivitasat igazolja (5. abra).

SO -G 0
NH, NH,
(1R,2S)-6 (1S,25)-15

5. abra

A 9 szubsztrat 2 ekvivalens vinil-butirattal CAL-A (50 mg/ml) katalizissel
DIPE-ben 25 °C-on végzett N-acilezésének eredménye alapjan (£ = 4) tovabbi
optimalizélasra volt sziikség (6. abra). Kisebb mennyiségii CAL-A (25 mg/ml)
¢s etil-butirat (0,55 ekvivalens) alkalmazasa alacsony hdmérsékleten (4 °C) kis
mértékben javitotta az eredményeket (£ = 6,7). Az olddszer vizsgélata soran
bebizonyosodott az olddszer enzimes acilezésre gyakorolt hatdsa: polaris
olddészerekben (acetonitril, TAA) a reakcio kivald szelektivitassal (£ > 200), de
lassan (26 illetve 40%-0s konverzid 25 nap utdn) ment végbe. A reakcio
gyorsitdsa céljabol a hoémérseéklet és az enzim mennyiségének hatdsat
tanulmanyoztuk, és azt talaltuk, hogy 50 mg/ml CAL-A-val, 4 °C-on ¢és TAA-
ban végezve a reakcid gyorsabban €s csak némileg alacsonyabb szelektivitassal

jatszddott le (46% konverzid 15 nap utan; £ = 63).
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rac-9 R' = R? = Et (S)-21 R'=R?=Et
rac-10 R! = iPr, R? = Me (S)-22R" = jPr, R? = Me
(tBuOCO),0
TEA
Et.__COOH _ R1_ _COOR?
\[ LiOH-H,0 \[
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6. abra

A 10 vegylilet rezolvalasat (6. abra) a 9 szusztratra kidolgozott optimalis
koriilmények kozott, lecsokkentett enzim mennyiséggel (25 mg/ml) végezve a
reakcid nagyon lassi volt (49%-o0s konverzid6 35 nap utan) és alacsony
szelektivitdst mutatott (E = 9), ezért a 10 szubsztrat rezolvaldsa csak két
1épésben volt lehetséges.

A gramm-mennyiségl rezolvalasok ledllitdsa utan az el nem reagélt (R)-9
¢s (R)-10 enantiomereket N-Boc-védett szdrmazekaikka [(R)-23 (ee = 95%) és
(R)-24 (ee = 78%)] alakitottuk (6. abra), majd oszlopkromatografidsan
elvalasztottuk a butiramidoktol (S)-21 (ee = 85%) és (5)-22 (ee = 76%). Az
(R)-23 LiOH-H,0O-tal végzett hidrolizise soran a megfelel6 N-Boc védett
aminosav (R)-25 képz0dott, mely az enzim S szelektivitasat igazolta (6. abra).

Az eldallitott 20 enantiomert (kozottiik 19 1j) enantiomerfelesleggel,
optikai forgatoképességiikkel, olvadaspontjaikkal és 'H-NMR spektrumukkal
jellemeztiik. A f~aminonitrilek és f~aminokarboxamidok esetében az elébbieken
kivil ""C-NMR spektroszkopia és elemi analizis szolgalt az el6allitott

enantiomerek leirasara.



Roviditések

CAL-A Candida antarctica A lipaza
CAL-B Candida antarctica B lipaza
DIPE diizopropil-éter

LAH litium-tetrahidroaluminat
PS lipaz Burkholderia cepacia lipaza
TAA terc-amil-alkohol

TBME terc-butil-metil-éter
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