., Uj enzim-katalizalt modszerek kifejlesztése és atkazasa a gydgyszerkutatasban jekést
enantiomertiszta vegyuletekdllitasard’ palyazat (K 71938)
zar6 beszamoldja

Uj direkt enzimes modszert dolgoztunk kj-taktamokCandida antarcticaB lipaz-katalizalt
enantioszelektiv gyrinyitdsara, melynek segitségével tdbb-grammos tnedltlitottunk & ciklusos
y-laktdam ésy-aminosav enantiomereket (koztik a blockbuster Aliacés Carbovir antivirdlis
gyogyszerek egyik kulcs-intermedierét, ad 4R)-4-aminociklopent-2-én-1-karbonsavat). Jollehet ez
a munka a 2007-ben készitettriendi Utemezés szerint a palyazat utolsé évére teolezve, az
irodalomban felfokozott jeleségének koszonhign a legsurgsebben megvalositando
céelkitizésunké lépett &l Az eljaras szabadalmaztatdsa megtortént (E. FoRO Fulop
PCT/WO/2009007759 Al (15.01.2009). Az eredményekrégzét szintén publikéltuk (E. Forro, F.
FulépEur. J. Org. Chen2008 31, 5263).

Az irodalomban elként veégeztink enzimes reakciokat laktam enantiektie
gyiriinyitasara oldészer nélkili kbzegben. Az #pld’ modszert sikeresen alkalmaztuk a ciszpentacin
és kulonboé szarmazékainak enantiomertiszta formaban térezintézisére (E. Forrd; F. Fulop
Tetrahedron: Asymmet2008 19, 1005).

Uj, iranyitott kinetikus dinamikus enzimes rezoBgil modszert dolgoztunk ki a 1,2,3,4-
tetrahidroizokinolin-1-karbonsav enantiomereéaditdsara (T.A. Paal, A. Liljeblad, L.T. Kanena,
Forro; F. Ful6pEur. J. Org. Chem2008 31, 5269; T.A. Padl, E. Forr6; F. Fulop, A. LiljebladT.
KanervaTetrahedron:Asymmetr2008 19, 2784).

Igen hatékony enzimes rezolvalasi modszert dolgdztki farmakolégiai szempontbdl
jelents enantiomertiszt#-aril- és S-heteroaril-szubsztituajf-aminosavak szintézisére a megfélel
racém amino észtereBurkholderia cepacialipaz-katalizalt enantioszelektiv hidroliziséreeszs
kozegben (G. Tasnéadi, E. Forrd, F. Fulbgtrahedron Asymmetry2008 19, 2072; G. Tasnédi, E.
Forré, F. Fulogretrahedron: Asymmet2009 20, 1771).

Enzim-katalizalt kinetikus modszert dolgoztunk ki etil 3-amino-2-etlipropanoat és a metil
3-amino-2-izopropilpropanoat rezolvalasara az amisoportCandida antarcticaA lipaz-katalizalt
aszimmetrikus acilezésén keresztil (M. Fitz, Eré;,0lE. Vigdczki, L. Lazar, F. Fulépetrahedron:
Asymmetn2008 9, 1114).

Elséként dolgoztuk ki mind karbocklusassz éstransz mind pedig aciklusog-aminosavak
gazkromatografias enantioszepardlasat (E. Fdrr&€hromatogr. A2009 1216 1025). Habéar az
altalunk dupla derivatizaladsnak nevezett stratégéh kvantitativ meghatarozas céljaval terveztik,
igen jO validalasi eredményeket mutatott.

Kdnyvfejezetet allitottunk dssa€arbociklusoss-aminosavak szintézisém alatt, melyben az
enantiomertisztgs-aminosavak szintézisére kidolgozott direkt és midirenzimes stratégiak is
bemutatasra kertlnek [L. Kiss, E. Forro, F. FllSpnthesis of carbocycljg-amino acidsjn Amino
Acids, Peptides and Proteins in Organic Chemiswpl. 1 (Ed. A. B. Hughes) WILEY-VCH,
Weinheim, 2009, pp 367].

Alapkutatas céljabdl, a karbociklusos és aciklugemminosav enantiomerek szintézisére
kifejlesztett direkt enzimes mddszerek némelyikéremdveltik, tdbb-grammos tételben (> 5 @)
allitottuk eb a kivant enantiomereket. Ezen enantiomerek képéatéolyamatosan képezik az alapjat
szamos egyduttikodésnek (L. Kiss, E. Forrd, R. Sillanpaa, F. Ful@rahedron: Asymmetr2008
19, 2856; L. Kiss, E. Forro, R. Sillanpaa, F. FuNpcleic Acids Symposium Ser808 52, 551; K.
Huang, D.W. Armstrong, E, Forro, F. Fulop, A. Petéirality 2009 69, 331; I. llisz; R. Berkecz; E.
Forrd; F. Fulop; D.W. Armstrong; A. Pét@hirality 2009 21, 339; L. Kiss, M. Nonn, E. Forrg, R.
Sillanpaa, F. Fulopretrahedron Lett2009 50, 2605; A.R.M. Hyyryldinen, J.M.H. Pakarinen, E.
Forro, F. Fulop, P. Vainiotald. Am. Soc. Mass Spectra2009 20, 1235).

Direkt enzimes eljarast dolgoztunkfdarilalkil-szubsztitualfp-aminoészterek szerves kodeg
enantioszelektiv hidrolizisére (G. Tasnadi; E. &pf. Fulop,Org. Biomol. Chem201Q 8, 886).
Kivalé enantioszelektivitaste > 100) kaptunk, amikor a reakciékBurkholderia cepacidipaz PS
katalizissel, 0,5 ekv. hozzaadott viza€l,O-ben vagyt-BuOMe-ben, 25 vagy 45 °C-on végeztik. A
termék aminoészter és aminosav enantiomereket eszgizes extrakciéval vagy tg2ssel
valasztottuk szét. A modszer segitségével, okéist allitottuk eb enzimes aton, O



enantiomerfelesleggeké¢ = 97%) és j0 termeléssel (43%) a Sitagliptin imedier R)-3-amino-4-
(2,4,5-trifluor-fenil)butansavat.

Hatékony, direkt enzimes stratégiat dolgoztunk ka@mcisz3-hidroxi-4-fenil-2-azetidinon
enantioszelektivl > 200) gyiriinyitasara (E. Forro; F. Fulofgur. J. Org. Chem201Q 3074). A
célmolekula (R39-3-fenilizoszerint, a Taxol oldalldnc  kulcs-inteztierjét  kivald
enantiomer-felesleggekeé¢ > 98%) és j6 termeléssel (48%) kaptuk, amikor drdiizist 0,5 ekv.
hozzaadott vizzelCandida antarcticaB lipaz (Lipolase) katalizisseli-BuOMe-ben, 60 °C-on
végeztiuk. A termékeket szerves-vizes extrakcidadhsztottuk szét. Ugyanakkor, (] tipust enzimes
szekvencidlis reakciét dolgoztunk ki és alkalmaktsikeresen a Taxol kulcs-intermedierjének
szintézisére. A moddszer kulonlegessége, hogy eggnraszubsztrat, ugyanazon enzim-katalizalt,
egymast kovet két reakcio eredményeként két kilonbdermékké alakult. igy, aisz3-acetoxi-4-
fenil-azetidin-2-onCandida antarcticaB lipaz (Lipolase)-katalizalt hidrolizise sorantgrmeléssel (>
43%) kaptuk a két kulonbézenantiomertisztaeg> 98%) terméket [egyik a R3S)-3-amino-3-fenil-
2-hidroxi-propionsav, a Taxol kulcs-intermedierjéjontos kiemelni, hogy a jelen szubsztrat két
teljesen kilénb&z egysége vett részt a Lipolase katalizissel, 0\6 lkzzadadott kD-el, iPr,O-ben,

60 °C-on végzett atalakitdsban: a C-3 észter hiisel és az amid kdtés hidrolitikus hasitasa.

Uj, enzimes stratégiat dolgoztunk ki aR(29)-3-amino-3-fenil-2-hidroxi-propionsav (Taxol
kulcs-intermedier) éhllitAsara a racém etil-(3-amino-3-fenil-2-hidrgxipionat) enantioszelektiv
hidrolizisén keresztil (E. Forrd; F. Fulogdetrahedron: Asymmetn201Q 21, 637). Kivalo
enantioszelektivitdste( > 200) értink eBurkholderia cepacidPS-IM lipazzal, 0,5 ekv. hozzaadott
vizzel,iPr,0-en, 50 °C-on és nyertik j6 enantiomerfeleslefggt 98%), j6 termelés mellett(45%)

a termékeket, melyek szétvalasztasat szerves-ekteakcioval végeztik.

Enzimes eljardst dolgoztunk ki enantiomerdis hidsaxbsztitudlt f-aminoészterek
szintézisére, azonban @andida antarcticaB lipdz-katalizalt, szerves koziegészter hidrolizisek
gyenge enantioszelektivitast mutattak. A munka léedeége és egyben nehézsége, a kezdetben
feltételezett, majd kébb bizonyitott polimerizacié volt, melynek kévetké&lzen az enzimes elegyb
csak az el nem reagélt aminoésztereket tudtuk mjgag j6 enantiomerfeleslegekkel izolalni (E Forro;
L. Schonstein; L. Kiss; A. Vega-Raloza; E. Juaristi; F. Fllopolecules201Q 15, 3998).

A sikeresen méretndvelt enzimes eljarasainkkal -gilnmos tételben &lllitott
enantiomereink képezték az alapjat sikeres egyiltineseinknek (G. Benedek; M. Palko; E. Wéber;
T.A. Martinek; E. Forro; F. FulopTetrahedron: Asymmetr3009 20, 2220; Z. Patai; R. Berkecz; |.
llisz; E. Forro; F. Fulop; A. PéteChirality 201Q 22, 120; B. Kazi; L. Kiss; E. Forré; F. Fulop,
Tetrahedron Lett201Q 51, 82; L. Kiss; E. Forrg; R. Sillanpaé; F. Ful&ynthesis-Stuttgar01Q
153; A.R.M. Hyyryldinen; J.M.H. Pakarinen; E. Fqri®. Vainiotalo,J. Mass. Spectron2010 45,
198; Z. Pataj; I. llisz; E. Forro; A. Aranyi; F. Bp; D.W. Armstrong; A. PéteiChromatographia
201Q 71, 13; L. Kiss; E. Forré; R. Sillanpaa; F. FulGpetrahedron201Q 66, 3599; K. Németh; E.
Varga; R. lvanyi; J. Szeman; J. Visy; L. Jicsinszky Szente; E. Forro; F. Fulop; A. Péter; M.
Simonyi,J. Pharm. Biomed. AnaR01Q 53, 382; G. Fodor; I. llisz; J. Szeman; R. Ivanyi;3zente;
G. Varga; E. Forro; F. Fulop; A. Péteehromatographia201Q 71, 29; M. Palké; G. Benedek; E.
Forro; E. Wéber; M. Hanninen; R. Sillanpda; F. pBiildetrahedron: Asymmetr201Q 21, 957; B.
Kazi; L. Kiss; E. Forro; I. Mandity; F. Fulogrkivoc201Q (ix) 31).

Uj total szintézist dolgoztunk ki @arduus crispudodros bogancsbdl izolalt, daganatellenes
hatassal rendelk8zKriszpin A alkaloid enantiomereineled > 95%) eballitAsara (E. Forro; L.
Schonstein; F. Fulo@ etrahedron: Asymmeti3011, 22, 1255). Az eljaras egBurkholderia cepacia
lipdz-katalizalt primerOH aszimmetrikus acilezési |épést, vagy a megiedslzter enantioszelektiv
hidrolizisét feltételezi. Jollehet a kirdlis cemtdl 4-atomnyi tavolsagra |évreakcié centrum
enzimes atalakitdsa igazi kihivast jelentett, atimggizalt korilmények kozott, 2-Iépésben végzett
preparativ mennyiségezolvalasok kivaldo enantiomerfeleslegekkes ¢ 94%) eredményezték mind
az alkohol, mind pedig az észter enantiomereket.

A ,z0ld’ kémia torekvéseinek jegyében enzim-katalizaltekikus rezolvalasi eljarasokat
optimalizaltunk szuperkritikus kdzegben. A mar sesr kozegben, korabbiakban vizsgalt két
szubsztratunk, a 4-fenil-2-azetidinol€andida antarctica B lipaz-katalizalt enantioszelektiv
hidrolizisét, valamint atransz2-cianociklopentanolCandida antarcticaB lipaz-katalizalt, vinil-
acetattal végzett aszimmetrikus acilezését kiv@langoszelektivitasE > 200) mellett végeztiink
szuperkritikus C@ban (M. Utczas; E. Székely; G. Tasnadi; E. MoneRYida; E. Forro; F. Filop; B.



Simandi,J. Supercrit. Fluid2011, 55, 1019; M. Utczas; E. Székely; E. Forré; F. FulBp;Simandi,
Tetrahedron Lett2011, 52, 3916).

Kulénbdz enantiomertiszta 1,2,3-triazol-szubsztitualt aroiklopentanolok, izoxazolinnal
kondenzalt Uj ciklusosB-aminoészterek, valamint fluorozott karbociklusosnireosavak és
aminoészterek enantiomeregte(> 98%) allitottuk & (L. Kiss; E. Forro; F. Fulog,ett. Org. Chem
2011, 8, 220; M. Nonn; L. Kiss; E. Forro; Z. Mucsi; F. Bil, Tetrahedron2011, 67, 4079; L. Kiss;

E. Forro; S. Fustero; F. Fulogur. J. Org. Chem2011, 4993; L. Kiss; E. Forro; S. Fustero; F. FUl6p,
Org. Biomol. Chem 2011, 9, 6528). A kiindulasi enantiomertiszta vegylletekegarativ
mennyiségben torténeléallitasat a megfelélracémpS és plaktamok Candida antarcticaB lipaz-
katalizalt enantioszelektiv @xtinyitdsaval, valamint a megfetel észterek enantioszelektiv
hidrolizisével végeztik. Néhany esetben kivald goarelektivitast E > 200) kaptunk, amikor a
reakciokat, a zold' oldészerként elfogadottBuOMe-ben, a megszokott magaéntersékleten (60
°C) végeztuk. A hidrolizis eredményezte termék asav és el nem reagalt laktam ill. aminoészter
enantiomereket, az altalunk mar korabbiakban ialal&zott szerves-vizes extrakcidval valasztottuk
Szét.

Egyuttmikddés keretében, néhany preparativ-mennyiségben @) eballitott f-aminosav
enantiomer kerult tovabbi vizsgélatra (C.D. ChistmoF. Fllop; E. Forré; T.J. Wenzdletrahedron:
Asymmetrn201Q 21, 2289).

Fontos Iépéseket tettlink az aramlasos kémia ténilét korabbiakban, kizarélag szakaszos
Uzemmodban végzett enzimes modszereinkeftdttik, otvoztik az idkozben beszerzett H-Cube
késziilékben, folyamatos (izemmddban végzett enziemiok kivitelezésével. igy, a jol ismert,
farmakoldgiai jelertséggel bird kalikotomin és homokalikotomin tetrabidokinolin-vazas
aminoalkohol intermedierek enzimes rezolvalasdrandmidramlasos, mind pedig szakaszos
moddszereket sikerilt kidolgoznunk (L. Schonstein;Harr6; F. Fulop,Eur. J. Org. Chem2012
kozlésre bekildyeJddllehet szekunder alkoholok enzim-katalizaftimsnetrikus acilezését mar leirtak
folyamatos Uzemmddban, primer alkoholok ilyen ingezolvaldsara nem taléltunk példat az
irodalomban. Mi tébb, harom homolég izokinolin-vdzaminoalkohol esetében vizsgaltuk az aktiv
OH kiralis centrumtél val6 tavolsaganak hatas@tamdida antarcticaB lipaz-katalizaltO-acilezésik
enantioszelektivitasara és sebességére.

Két 6sszefoglalo kozleményt irtunk a farmakologzempontbdl is jelets - ésy-aminosav
enantiomerek éhllitasara mind direkt, mind indirekt, vizben, ss= oldoszerben, olddszermentes
kozegben, ill. szuperkritikus kézegben kidolgozatzimes eljarasokrdl (Forré BActa Pharm. Hung.
2011, 3, 125; E. Forré; F. Fulogurr. Med. Chem2012 kozlésre bekildye

Uj tobbszérésen funkcionalizalt enantiomertiszta irmmuiklohexan karbonsavakat
szintetizaltunk a tébb-grammos tételben, megbelehcém f-laktam enzimes dytinyitasaval
eléallitott (1R,29)-2-aminociklohexan-1-karbonsavbol (L. Kiss; E. féo-. Fllop,Tetrahedror2012
68, 4438).

A ,z06ld’ kémia torekvéseinek jegyében fontosnak tartonmigkmi, sikeresen méretndveltik
egyik, korabbiakban félmikro méretben, oldoszermenkdzegben kidolgozott enzim-katalizalt
kinetikus rezolvalasi eljarasunkat. Ily médon, e 3-azatriciklo[4.2.1.02.5]non-7-én-4-dbandida
antarctica B lipaz-katalizalt gramm-mennyisgédidrolizisét oldészermentes kozegben végeztiuk és
kivalé enantioszelektivitasE( > 200) mellett kaptuk az enantiomertisftdaktdmot, amelyél Uj,
diszubsztitualt cispentacin szarmazékokat allitdttels (L. Kiss; M. Cherepanova; E. Forro; F.
FUl6p,Chem. Eur. J2012 kdzlésre bekildve).

Jelen palyazat ideje alatt 39 kozlemény jelent nelr = 100,699), melyek kozul 19
k6zleményben3IF = 51,348) mondtam koszonetet az OTKA tamogatagészabadalmunk
és 1 konyvfejezetiink szintén megjelent. Jelenlegd3lemény, kdszonettel az OTKA
iranyaba (2) van elbirdlas alat. legfontosabb eredmények hazai és nemzetkozi fokom
egyarant bemutatasra kerultek.



