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1. Bevezetés és célkitiizés

Szamos tudomdnyos kutatds foglalkozik tetrahidro-f-karbolin  és
tetrahidroizokinolin vazat tartalmazo enantiomertiszta vegyiiletek izolalasaval,
szintézisével €és hatastani vizsgalatdval. A kiilondsen nagy érdeklddés hatterében a
tetrahidro-f-karbolin -~ és  tetrahidroizokinolin ~ szarmazékok  lehetséges
farmakologiai aktivitasa 4all. Az alkaloidok fontos csoportjat képezik a
tetrahidroizokinolin vazzal rendelkezé vegyiiletek, mint példaul a koptetd hatasu
emetin (Ipecacuanhe) vagy a kohogéscsillapitdé noszkapin (Papaver somniferum).
A természetes eredetii lienzin (Nelumbo nucifera), szaframicin A (Myxococcus
xanthus) és a szintetikus alkaloid analog Zalypsis® igéretes HIV és rak elleni
aktivitasat is kimutattak. Tetrahidro-g-karbolin alkaloidok, mint példaul a
vinkrisztin, vinblasztin vagy a rezerpin, szintén jol ismertek terapias

jelentdségiikrol a rak vagy a magas vérnyomas kezelésében.

PhD munkdm soran célunk volt a 6-metoxi-1,2,3,4-tetrahidroizokinolin-1-
karbonsav és a 1,2,3,4-tetrahido-S-karbolin-1-karbonsav — enantiomertiszta
formaban torténé eldallitasa, a megfeleld észterek [(£)-1 és (£)-3] enzim katalizalt
dinamikus kinetikus hidrolizisén keresztiil (1. abra). Tovabbi terviink volt a (£)-3
iranyitott dinamikus kinetikus rezolvalasa (DKR), kiilonb6z6 enantiomer

preferenciaval rendelkez6 lipazok felhasznéalasaval.
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Ezen feliil célunk volt az N-védett 1-hidroximetil-szubsztitual tetrahidro-g-
karbolin  szarmazékok (£)-5-(£)-10 Kkinetikus rezolvalasa (KR) primer
hidroxilcsoportjuk enzim katalizalt aszimmetrikus O-acilezésén keresztiil (2. abra).
Tovabba, szubsztrat mérnokség keretében kivantuk megvizsgélni a 6-os €s 2-€S

pozicioban talalhato szubsztituensek enzimes reakciora gyakorolt hatésat.
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2. Alkalmazott vizsgalati médszerek

A racém kiindulasi vegyiileteket ismert irodalmi eljarasok alapjan allitottuk
eld. Az enzim katalizalt elokisérleteket szakaszos vagy folyamatos iizemmodban
(H-Cube®) végeztiik, félmikro méretben. A folyamatos arami kisérletek soran a
kiindulasi vegyiiletet feloldottuk az oldoszerben, hozzaadtuk az acil donort majd
az elegyet egy HPLC pumpa segitségével dramoltattuk at az enzimmel toltott

fiitheté és nyomasallo oszlopon (3. abra).
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3. ébra
A preparativ 1éptékii rezolvalast szakaszos tizemmodban hajtottuk végre az
elokisérletek soran optimalizalt reakciokoriilmények kozott. A reakcidk

elérehaladésat kiralis oszloppal ellatott HPLC segitségével kovettiik.

A termék enantiomereket olvadaspont, elemanalizis, optikai

forgatoképesség, "H NMR és 1*C NMR adatokkal jellemeztiik.



3. Eredmények

3.1. Tetrahidroizokinolin és tetrahidro-f-karbolin vizas aminosav etil

eszterek dinamikus kinetikus rezolvdldsaI L

3.1.1. A 6-metoxi-1,2,3,4-tetrahidroizokinolin-1-karbonsav etil észter [(£)-1]
CAL-B (Candida antarctica lipase B) katalizalt dinamikus kinetikus rezolvalasat
(DKR) NH4OACc pufferben, pH = 8,5-on hajtottuk végre (4. abra). Az (R)-2 termék

a reakcioban csak nyomokban keletkezett (ee = 66%, konv. = 90%, 2 nap).

3.1.2. (+)-1-HCI preparativ rezolvalasanak (CAL-B, NH;OAc pufferben, pH
= 8,5, 25 °C) eredményeképpen a termék aminosavat [(R)-2-HCI] kitiin6 ee-vel
(99%) és termeléssel (91%) izolaltuk.
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3.1.3. A 1,23 4-tetrahidro-g-karbolin-1-karbonsav etil észter [(x)-3]
rezolvalasa CAL-B-vel NH,OAc pufferben (pH = 8,0; 30 °C) magas 97%-0s ee
értékkel és 97%-os konverzidval eredményezte a termék aminosavat [(R)-4-HCI]
mar 5 perc reakcioidé utan. A reakciokoriilmények tovabbi modositasa (a puffer
tipusa, pH, homérséklet) nem vezetett a reakcidosebesség vagy a szelektivitas

jelentds valtozasahoz (5. abra).

3.1.4. Az S-aminosav eldallitdsat a szubsztrat (£)-3-HCI alkalaz katalizalt
DKR-val kiséreltiik meg NH;,OAc pufferben, pH = 8,0-on és 30 °C-on, azonban a
reakcio alacsony szelektivitassal ment végbe (ee = 53%, konv. = 99%, 24 6ra). A
reakcid pH-janak 8,0-r6l 9,0-ra torténd emelése, bar novelte a reakcidsebességet,
de egyhttal a szelektivitas csokkenését és eldidézte (ee = 47%). A NH,OACc puffer
borat pufferre torténd cseréje 24 ora elteltével 65%-0s ee-vel €és 99%-0s

konverzioval eredményezte az (S)-4 terméket.
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5. dbra
3.1.5. A (¥)-3-HCI alkalaz katalizalt dinamikus kinetikus rezolvalasat
szerves oldoszerekben is végrehajtottuk (t-BuOMe; t-BuOH és NH4,OAc puffer
elegyében). A magas konverziok (98% ¢és 45%) ellenére, a kivant termék [(S)-4]

keletkezését nem tapasztaltuk.

3.1.6. A (¥)-3-HCl R-szelektiv CAL-B katalizalt preparativ-léptékii
rezolvalasa 98%-0s ee-vel és 90%-os hozammal eredményezte a termék

aminosavat [(R)-4-HCI] (5. abra).

3.1.7. Optimalizalt koriilmények kozott hajtottuk végre a (+)-3-HCI alkalaz
katalizalt S-szelektiv preparativ rezolvalasat (5. abra). A terméket [(S)-4-HCI]

60%-0s ee-vel és 66%-0s termeléssel izolaltuk.

3.2. 1-Hidroximetil szubsztitudlt tetrahidro-f-karbolin vazas szarmazékok

.. i LIV
kinetikus rezolvalasa

3.2.1 Az N-Boc-védett 1-hidroximetil-1,2,3,4-tetrahidro-g-karbolin [(£)-5]
kinetikus rezolvalasanak (6. abra) optimalis koriilményeit folyamatos iizemmoda
reaktor hasznalataval hataroztuk meg (CAL-B, i-Pr20, ecetsav-anhidrid, 60 °C) (3.
abra). Az optimalizalt koriilmények kozott végrehajtottuk a (£)-5 rezolvalasat
szakaszos lizemmoddban. A reakcio jo konverzidt mutatott 3 6ra utan, azonban az
enantioszelektivitasa alacsonyabb volt, mint a folyamatos aramu reaktorban (E =

36 vs. >200) ezért a i-Pr0 toluolra cseréltiik.
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6. abra
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3.2.2. A (¥)-5 rezolvalasa esetében, a maximalis 50% konverzid eléréséhez,
az ecetsav-anhidrid mennyiségét 1,1 ekvivalensrél 2 ekvivalensre noveltik. A

reakcio 3 Ora utan elérte az 50%-o0s konverzidt kiting enantioszelektivitas mellett
(>200).

3.2.3. Az optimalizalt reakciokoriilményeket kiterjesztettiik a (£)-6 és a (£)-7
vegyiiletek acilezésére. Annak érdekében, hogy elkeriiljik az alacsonyabb
reakciosebességbdl eredd szelektivitas csokkenést [(+)-6: E = 82, konv. = 42% ¢és
(¥)-7: E = 39, konv. = 45%)], az ecetsav-anhidrid mennyiségét 2 ekvivalensrél 6 és

8 ekvivalensre noveltiik.

3.2.4. A (£)-5+(%)-7 preparativ-1éptékti rezolvalasat CAL-B-vel, toluolban,
ecetsav-anhidrid jelenlétében, szakaszos lizemmodban és 60 °C-on hajtottuk
végre. A reakcié eredményeképpen a termékeket [(R)-5—(R)-7 és (S)-11—(S)-13]
kitin6 ee-vel (>96%) és termelésekkel (>45%) izolaltuk.

3.2.5. Az N-acetil- [(#)-8], N-Cbz- [(¥)-9] és N-Fmoc-védett [(+)-10]
szubsztratok kinetikus rezolvalasat CAL-B-vel, ecetsav-anhidrid jelenlétében,

toluolban és 60 °C-on hajtottuk végre (7. abra). Az N-acetil [(£)-8] nem bizonyult

megfeleld védécsoportnak a reakcioban végbemené N—O és O—N acil-migracid
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_— +
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miatt (7. dbra).
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7. abra

3.2.6. A (¥)-9 és (¢)-10 szubsztratok rezolvalasa soran a reakciok 41-45%-0s
konverziondl megalltak. A reakcidsebesség novelése érdekében az alkalmazott
ecetsav-anhidrid mennyiségét kétszeresére emeltik (2 ekvivalensrél 4

ekvivalensre).

3.2.7. A (£)-9 és (£)-10 kiindulasi vegyiiletek preparativ rezolvalasa magas
ee-vel (>88%) és hozammal (>44%) eredményezte a termék enantiomereket [(R)-

9, (R)-10, (S)-15 és (S)-16] (7. &bra).



3.28. Az enzimes reakciokban keletkezett (S)-11-(S)-13 aminosav-
¢észtereket metanolizissel alakitottuk tovabb (S)-5—(S)-7 termékekké (K,COj3
jelenlétében, MeOH, 60 °C), anélkiil, hogy az ee értékek csokkenését tapasztaltuk
volna (ee = 98%, hozam = 75-90%) (8. abra). A védbcsoport eltavolitast is
elvégeztiik az (S)-5-(S)-7, (S)-11-(S)-13, (R)-9 és (R)-10 termékek esetében. Az
N-Cbz [(R)-9] védbcsoport eltavolitasakor szignifikans ee érték csokkenést
figyeltiink meg (88%-ro6l 77%-ra).

3.2.9. Szisztematikus vizsgalatba kezdtlink, hogy megallapitsuk a kiillonb6z6
szubsztituensek a 6-0s [(£)-5, (£)-6 és (+)-7] és 2-es pozicidban [(+)-5, (£)-9 és
(+)-10], hogyan befolyasoljak a kinetikus rezolvalas reakciosebességét ¢és
enantioszelektivitasat azonos reakciokoriilmények kozott (2. abra). Az
enantioszelektivitas tekintetében az enzim rendkivill tolerdnsnak bizonyult a
kiilonbozé szubsztituensekkel szemben a 2-es €és a 6-os pozicioban. A
szubsztituensek reakciosebességre gyakorolt hatasa jelentés volt, azonban a

védOcsoport mérete és a reakcio sebessége kozott nem talaltunk osszefliggést.
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