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1. El6zmények és célkiizések

A B-aminosavak éB-laktdmok biologiai és kémiai jelefgége az irodalombdl jol
ismert. A természetes eredetiszpentacin [(R,2S)-2-aminociklopentankarbonsav] és
szintetikus szarmazékai hatékony gombaellenes Ilgmke bizonyultak. Szamos
biologiailag aktiv vegytlet létezik, mely szerkeézetemként tartalmaz enantiomer
B-aril-, p-heteroaril- vagy B-arilalkil-B-aminosavat. Az antitrombotikus hatassal
rendelked fibrinogén-receptor antagonistak kozul az elaanfibaz §)-3-amino-3-(3-
piridil)propionsav szarmazéka, sikeresen jutott adhuman klinikai vizsgalatok 2-es
fazisan. A Januvid' (szitagliptin-foszfat) a kozelmultban az &ént bevezetett, a 2-es
tipusu diabetes kezelésében alkalmazott dipegeaptidaz IV inhibitor. Szerkezetében
egy B-arilalkil-szubsztitudlt p-aminosav enantiomer, az R){3-amino-4-(2,4,5-
trifluorfenil)butansav talélhatép-Aminosavakb6l moédositott peptidek allithatoks,el
melyek megndvekedett bioldgiai aktivitast, illetaeproteolitikus enzimekkel szembeni
nagyobb ellenallosagot mutathatnakpAaminosavak enantiomertiszta forméban tditén
eléallithsara  kidolgozott  aszimmetrikus  szintézismédskz mellett  egyre
hangsulyozottabb a racém vegylletek rezolvalasarayulé biokatalitikus modszerek
irdnti érdekédés.

Korabban mar sikeresen alkalmaztak lipdzokat lakhgsos p-laktamok és
B-aminosav észterek rezolvalasara. Aciklugbtaktamok szerves kdzegben toén
gyirinyitdsat, valamint aciklusog-aminosav észterek szerves kozegben tértén
hidrolizisét viszont kevésbé vizsgéltdk. Doktorimkam célja volt 4-aril- és 4-arilalkil-
szubsztitualtp-laktamok enzim-katalizalt dytnyitasi lehefségeinek tanulmanyozéasa,
tovabba p-aril-, B-heteroaril- és p-arilalkil-B-aminosav észterek enantioszelektiv

enzimatikus hidrolizisének kidolgozasa (1. 4bra).
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2. Alkalmazott vizsgéalati modszerek

A racém kiindulasi vegyiletek szintézisét irodalmoédszerek felhasznalasaval
valositottuk meg. Azla-i B-laktdmokat klérszulfonil-izocianat megfebelalkénekre
tortérs addiciojaval nyertilk. Azba-i f-aminosav észtereket maédositott Rodionov-
szintézissel nyeft-aminosavak észterezésével, énaminok redukcidjéag -laktamok
sbsavas etanolos @yinyitadsaval allitottuk é. Az enzim-katalizalt reakciok &@tisérletei
félmikroméretben folytak. A reakciok d@khaladdsanak és az izolalt termékek
enantiomertisztasaganak elierése kiralis oszloppal felszerelt gazkromatogtaftegyy
nagy hatékonysagu folyadékkromatograffal tortént, nainta szikség szerinti
derivatizdlasa utan. A preparativ-mennyisé@gzolvaldsok soran nyert enantiomereket
optikai forgatas, olvadaspont, elemi analizis vataiNMR adatokkal jellemeztik.

Elékisérletek soran tanulmanyoztuk az enzimek, kilégélszerves oldészerek, a
hémérséklet, az enzim-mennyiség és kulogbaditivek enantioszelektivitasra és
reakciosebességre kifejtett hatasat. Az eredménmysdeegzése utan elvégeztik a

célvegyuletek preparativ-mennyiségzolvalasait.

3. Eredmények és értékelésik

3.1.p-Laktamok enzim-katalizalt gyiir iinyitasa""

3.1.1. A 4-fenil-2-azetidinon 1a) és a 4-feniletil-2-azetidinonli) enantioszelektiv
gyirinyitdsara (2. abra) végzettokisérletek soran megallapitottuk, hogy kulonboz
immobilizalt Candida antarcticeB lipazok (CAL-B), vagyis a Lipolase, a Novozym543
és a Chyrazyme L-2 kivalo enantioszelektivitds&al>(200) katalizaljak a 4-fenil-2-
azetidinon {a) gyirinyitdsat diizopropil-éterbeni-Pr,O), 60 °C-on, 1 ekv. viz
jelenlétében. Ugyanakkor a 4-feniletil-2-azetidin¢li) esetében alacsonly értéket

(~ 11) tapasztaltunk a fenti CAL-B készitmények @ésakciokoriimények jelenlétében,
amit a ldmeérséklet 45 °C-ra torténcsokkentésével sem sikertlt megnévelnink. Egyéb
enzimek, igy aCandida antarcticaA lipaz (CAL-A), az AK lipaz Pseudomonas

fluoresceny az AY lipdz Candida rugosp és a sertés hasnyalmirigy lipaz (PPL)



mindkét szubsztrat esetén nagyon alacsony aktivigs szelektivitast mutatott
(konv.< 3%,E < 2).
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2. abra

3.1.2.A kiprébalt oldoszerek kdzul dza vegyllet gyirinyitasai-Pr,O-ben (konv. = 39%
2 h utén) és toluolban (konv. = 18% 2 h utan) byzdnenantioszelektivneke(> 200),
utébbiban azonban a reakci6 lassabban jatszédofzldi vegyullet esetén az oldoszer

tipusanak nem volt hatasa az enantioszelektivitasra

3.1.3. Megallapitottuk, hogy a reakcidelegyhez adagolteKy. trietilamin (EN),
N,N-diizopropiletilamin {-Pr,EtN), valamint 2-oktanol nem gyakorolt jeléathatast sem
az enantioszelektivitasra, sem a reakciésebessggik modell vegyiilet esetében sem.
Kis léptéki kisérlet esetén a reakcio lejatszodott hozzaadntnélkil is. Ennek oka,
hogy az enzim fellletén (< 5%), illetve az oldobeer (< 0.1%) taldlhatd viz mennyisége

elegend a hidrolizis végbemeneteléhez.



3.1.4. A 4-fenil-2-azetidinon 1a) lipaz-katalizalt gyrinyitasi reakcidjanak sebessége
egyeértelnien novekedett az enzim mennyiségének novelésévekozben az
enantioszelektivitAs minden esetben kivale ¢ 200) maradt. A legmagasabb
reakcidsebességet 75 mg thenzim hozzaadasaval értiik el, de gazdasagossaidak

a preparativ-mennyiségezolvalasokat 30 mg niLipolase enzimmel hajtottuk végre.

3.1.5. Eléallitottuk az N-Boc-4-feniletil-2-azetidinont N-Boc-1i) és megkiséreltiik a
Lipolase (50 mg mt)-katalizalt gyriinyitasti-Pr,O-ben, 45 °C-on, azonban alacsony

enantioszelektivitast tapasztaltunk (konv. = 94%h244an E = 3).

3.1.6. Megallapitottuk, hogy a 4-fenil-2-azetidinoba] Lipolase-katalizalt gyriinyitasa
kivalo enantioszelektivitdssalE(> 200) ment végbe szuperkritikus szén-dioxidban
(scCQ), 14 MPa nyomason és 70 °C-on. A tern3@lg3-aminosavatde> 98%) és ®a
el nem reagalp-laktamot ge> 99%) kdnnyen valasztottuk szét 120 h ut@a aegyilet
scCQ-os extrakcidjaval, majd az enzim meleg vizes mégis mellyel a3a aminosav

enantiomert nyertuk.

3.1.7. Az la-g 4-aril-szubsztitudlt p-laktamok esetén a preparativ-mennyiség
rezolvalasokat Lipolase enzimméahPr,O-ben, 1 ekv. viz hozzdadasaval, 60 °C-on
hajtottuk végre. A2a-g el nem reagalt laktamot és3a-g termék aminosavat minden
esetben szerves-vizes extrakcidval valasztottuk 8z® termeléssel (41-49%)d&lllitott
enantiomereket magae (> 95%) jellemezte.

Az 1h,i 4-arilalkil-szubsztituélt p-lakthmok esetén a preparativ-mennyiség
rezolvalasokat Lipolase enzimmelr,O-ben, 0.5 ekv. viz hozzaadasaval, 45 °C-on, két
Iépésben hajtottuk végre, és nagy enantiomerfelgslé> 87%), de alacsony termeléssel
(27-36%) nyertik a terméh,i B-aminosavakat és2h,i el nem reagalt-laktdmokat.

3.1.8. A 2a-i el nem reagalp-laktdmok vizes sOsavas igyinyitadsaval, valamint 8a-i
termék B-aminosavak sosavas etanolos kezelésévaeasokkenése nélkul nyertik a

megfeleb 4a-i és3a-i-HCI p-aminosav hidrokloridokat (3. abra).
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3.1.9. Az abszolut konfiguraciokat az enantiomerek optikargatoképességeinek
irodalmi adatokkal tortéh dsszehasonlitasaval allapitottuk meg. Amennyibem @llt
rendelkezésre forgatasi adat, a GC kromatogramsiketigsonlitasa alapjan feltételeztik
a Lipolase szelektivitdsat. Ezek alapjan megaljpik, hogy a Lipolase
R-szelektivitassal  katalizalta azla-g 4-aril-szubsztitualt p-laktamok, mig
Sszelektivitassal azh,i 4-arilalkil-szubsztitualp-laktdmok gyirinyitasat. (Az arilalkil-
szubsztitudlt vagylletek esetén a Cahn-Ingold-Brekgyezmény értelmében a
szubsztituensek prioritAsa megvaltozik, aminek &bbeten az enzim latszolag

ellentétes szelektivitast mutat.)

3.2.p-Aminosav észterek enzim-katalizalt hidrolizis&™"'

3.2.1. Az etil-(3-amino-3-fenilpropionat) 5@), az etil-[3-amino-3-(3-piridil)propionat]
(5f) és az etil-(3-amino-4-fenilbutanoathni) enantioszelektiv hidrolizisére (4. &abra)
végzett aebkisérletek soran megallapitottuk, hogy a PS lip@arKholderia cepacip
készitmények magas enantioszelektivitast i esetéberic > 200;5f esetébert = 100)
mutatattaki-Pr.O-ben 6a,f esetén) vagterc-butil-metil-éterbenttBuOMe) 6Em esetén),

0.5 ekv. vizzel, 45 °C-on.
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4. 4bra

Azonban azb5m B-arilalkil-szubsztituélt vegyllet esetén az 50%kmverzid
eléréséhez szikségeséid72 h) tbbbszordse volt ada,f p-aril- és B-heteroaril-
szubsztitualt vegyuletek hidrolizise soran tapdiszémakcioidbkhodz (5 h, illetve 17 h)
képest. A Bmérsékletet 45 °C-rél 25 °C-ra csokkentdsm vegyilet hidrolizisének
reakcidosebessége lecsokkent, figregyllet esetében 25 °C-on az enantioszelektivitas
nagy mértékben megtt (E > 200). igy a tovabbi kisérleteket az etil-(3-amBr
fenilpropionét)-tal $a) és az etil-(3-amino-4-fenilbutanoat)-tdng) 45 °C-on, mig az
etil-[3-amino-3-(3-piridil)propionat]-talgf) 25 °C-on végeztik.

3.2.2. Az oldbszer-vizsgalat soran azt tapasztaltuk, hagyba,f aril- és heteroaril-
szubsztitualt vegytletek hidrolizise magas enanéilektivitassal E > 100) ment végbe
i-Pr,0-ben, t-BuOMe-ben, n-hexanban és toluolban. AZm-o arilalkil-szubsztituélt
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vegylletek esetén jeléigtebb oldoszerhatast figyeltink megm vegydlet hidrolizise
magas szelektivitdssal ment végler,O-ben és-BuOMe-ben is, mig az etil-(3-amino-
5-fenilpentanoéat) §n) és az etil-[3-amino-4-(2,4,5-trifluorfenil)butadéid (50) esetén
magasabb enantioszelektivitast és reakciésebedsagfeinki-Pr,O-ben, mint-BuOMe-

ben, ezérbn,ovegylletek preparativ-mennyigehidroliziséti-Pr,O-ben végeztik.

3.2.3. A reakcidelegyhez adott viz mennyiségének noveléses 5 ekv.) kismértékben
megnovelte aba,f aril- és heteroaril-szubsztitualt vegylletek esetéeakciosebességet,
mig az5m arilalkil-szubsztitualt vegyulet esetén az elléegéhatads, a reakciésebesség
csokkenése volt megfigyelltet A szelektivitdsi érték 5a,m vegylletek esetén
véltozatlanul magas maradbf esetében azonban jelésen lecsokkentH < 49). A
B-laktamok lipaz-katalizalt gyriinyitasa" soran tapasztaltakhoz hasonlogsraminosav

észterek hidrolizise is lejatszodott hozzaadotneikul kis Iépték kisérlet esetén.

3.2.4. Az enzim mennyiségének novelésével minden modedyiilet hidrolizisének
reakciosebessége novekedett. A legnagyobb reakeigséget 75 mg miL enzim
hozzaadaséaval értik el, de a preparativ-mennyiseplvalasokat 306@,f esetén) ill. 50

(5m esetén) mg mt enzimmel hajtottuk végre.

3.2.5. Megallapitottuk, hogy az etil-(3-amino-4-fenilbontét) 6m) hidrolizisének
reackcidésebessége nem novekedett a reakcioelegylagmlt 1 ekv. BN, i-PrLEtN vagy

2-oktanol hatasara.

3.2.6.Az elbkisérletek eredményeit felhasznalvp-aril- (5a-6, ap-heteroaril- §f-1) és a
B-arilalkil- (5m-0) B-aminosav észterek preparativ-mennyiséggolvalasait-Pr,O-ben
vagy t-BuOMe-ben, PS lipaz jelenlétében, 0.5 ekv. vizgl °C-on vagy 25 °C-on
hajtottuk végre. Magas entiomerfeleslegge®6%) és j6 termeléssel (40-47%) nyertik a
7a-0B-aminosavakat 50%-0s konverziénal64a-o el nem reagalf-aminosav észtereket
vizes soOsavval 8a,h,i-HCl és8b-l,0 aminosav hidrokloridokk&a alakitottuk (40-49%,
ee > 96%). A 7a-o0 vegyuletek s6savas etanolos kezelésévdiah,i és 7b-1,0-HCI

aminosav hidrokloridokat nyertiile€> 96%) (5. &bra).
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3.2.7. Az abszolut konfiguracidkat az enantiomerek vagérmazékaik optikai

forgatdképességeinek irodalmi adatokkal tastésszehasonlitdsaval allapitottuk meg.
Amennyiben nem Aallt rendelkezésre forgatasi adéG@ vagy HPLC) kromatogramok
vagy az optikai forgatasi értékek 0Osszehasonli@spjan feltételeztik a PS lipaz
szelektivitasat. Ezek alapjan megallapitottuk, hogy PS lipaz S-szelektivitassal
katalizélta a p-aril- (5a-6 és a B-heteroaril- 5f-I) p-aminosav észterek, mig

R-szelektivitassal @-arilalkil-B-aminosav észterebin-o) hidrolizisét.
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