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B-Aril- és p-heteroaril-f-aminosav enantiomerek enzimatikus
uton torténo eloallitasa

TASNADI Gabor,* FORRO Eniké* és FULOP Ferenc**
@ Szegedi Tudomdanyegyetem, Gydgyszerkémiai Intézet, Edtvos utca 6., 6720, Szeged

b MTA Sztereokémiai Kutatdcsoport, Szegedi Tudomdnyegyetem, Edtvis utca 6., 6720, Szeged

1. Bevezetés

A B-aminosavak, koztik a P-aril- ¢és B-heteroaril-
szubsztitualt ~ Pf-aminosavak, biologiai és  kémiai
jelent6sége az irodalombdl jol ismert.! Szamos bioldgiailag
aktiv  vegytilet Iétezik, mely szerkezeti elemként,
enantiomertiszta formaban tartalmazza a fent emlitett
B-aminosavakat. Célvegyiileteink koziil az (R)-3-amino-
3-(3,5-dikloér)propionsav ~ (6¢) ¢és az  (S)-3-amino-3-
(3-piridil)propionsav  (5f) szdrmazékai integrin o f3,-
receptor antagonista hatist mutatnak.? Ez a receptor
fontos célpont olyan betegségek kezelésében, mint a
csontritkulas, daganatok kifejlodése és attétek képzodése.
Farmakologiailag fontos vegyliletek az antitrombotikus
hatassal rendelkezd fibrinogén-receptor antagonistak,
melyek kozil az elarofiban, mely a Sf vegytilet szarmazéka,
sikeresen jutott til a human klinikai vizsgéalatok 2-es fazisan.?
Az (R)-3-amino-3-(3-piridil)propionsav (6f), valamint az
(R)-3-amino-3-fenilpropionsav (6a) értékes hepatitis C
virus inhibitorok alkotéelemei.* Az el6bbi példakon tul
szamos olyan gyulladasgatlo’® és daganatellenes® vegyiiletet
allitottak mar el6, melyek a jelen kozleményben is targyalt
B-aminosav szerkezeti elemet tartalmaznak optikailag tiszta
formaban.

B-Aril-  és  B-heteroaril-B-aminosav ~ enantiomerek
eléallitasara szdmos modszer ismert az irodalombol: (i)
B-enamino észterek sztereoszelektiv redukcidja,” (i)
aszimmetrikus ~ Mannich-reakcid,®  (iii)  diasztereomer
sopar képzése,” (iv) a.p-telitetlen észterek aszimmetrikus
aza-Michael-addicioja,'’ (v) aszimmetrikus Reformatsky-
reakcio.

Az aszimmetrikus lehet6ségek mellett,”!! enzimatikus utak
is ismertek B-aril- és B-heteroaril-B-aminosav enantiomerek
eléallitasara. Példaul a (i) racém B-amino észterek vizes
kozegli hidrolizise,'? (ii) racém p-amino észterek acilezése,"
(iii) racém N-acil B-amino savak deacilezése,!* (iv)
nitrogénen védett észterek atészterezése,” (v) racém
aminosavak enzimes szelektiv lebontésa,' (vi) aminomutaz-
katalizalt o,B-atrendez6dés,'” (vii) p-aminotranszferaz-
katalizalt B-ketoészterek aminalasa.'®

Korabban kidolgoztunk egy enantioszelektiv (E > 200)
enzimatikus moédszert aliciklusos és 4-aril-szubsztitualt
B-aminosav enantiomerek eldallitasara a megfeleld racém
B-laktdmok szerves oldoszerben torténd lipaz-katalizalt
gylrlinyitasan keresztiil.'”” A kozelmultban pedig, els6ként
hajtottuk végre aliciklusos B-amino észterek szerves kozeg,
lipaz-katalizalt enantioszelektiv (£ > 100) hidrolizisét.

A fentiek alapjan jelen munka célja az amino észterek
enzim-katalizalt hidrolizisének® kiterjesztése [B-aril- és
B-heteroaril-B-amino észterekre.

2. Kisérleti eredmények

2.1. Kiindulasi racém 3a-1 aminosav észterek
szintézise

A (£)-2a-j aminosavak szintézisét az irodalombdl ismert
modon, mdbdositott Rodionov reakcidval'*®  hajtottuk
végre. Az la-j aldehideket malonsavval és NH,OAc-tal
reagaltattuk, majd a keletkezett (+)-2a-j aminosavakat
SOCI, jelenlétében, EtOH-ban etilészter hidrokloridokka
alakitottuk, melyekbdl K CO,-tal szabaditottuk fel a
(+)-3a-j amino észter bazisokat (1. abra).
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1. Abra. A 3a-j racém aminosav észterek szintézise.

Ar

Az 1K és 11 aromas nitrilekbol kiindulva, irodalombol ismert
modszerrel®! allitottuk el6 a 2k és 21 enaminokat, melyek
redukciojaval nyertilk a racém 3k és 31 vegyiileteket (2.
abra).
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2. Abra. A 3k és 31 racém aminosav észterek szintézise.

*Tel.: 62/545-562 ; fax: 62/545-705 ; e-mail: fulop@pharm.u-szeged.hu.
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2.2. Enzim-katalizalt kinetikus rezolvalasok

Az optimalis korilmények meghatarozasa céljabol
elokisérleteket végeztiink az etil-(3-amino-3-
fenilpropionat)-tal [(£)-3a] ¢és az etil-[3-amino-3-(3-

piridil)propionat]-tal [(£)-3f] (3. Abra). Az enzim-vizsgalat
soran mindkét szubsztrat esetében alacsony szelektivitast
tapasztaltunk PPL (sertés hasnyalmirigy lipaz) és AK
lipaz (Pseudomonas fluorescens) jelenlétében (1. tablazat,
1. és 2. sor). A PS lipaz (Burkholderia cepacia) magas
enantioszelektivitast (3a esetében E > 200; 3f esetében
E = 100) mutatott 45 °C-on, i-Pr,0-ben, 0.5 ekv. vizzel
(3. sor). A homérsékletet 45 °C-rol 25 °C-ra csokkentve,
egyik szubsztrat esetén sem tapasztaltunk jelentds valtozast
a reakciosebességben, ugyanakkor 3f esetében 25 °C-on
az enantioszelektivitds nagy mértékben megnétt (£ > 200)
(4. sor). Igy a tovabbi kisérleteket 3a esetében 45 °C-on, mig
3f esetében 25 °C-on végeztik.

1. Tablazat. Enzim- ¢s hdmérséklet vizsgalat*

Magyar Kémiai Folydirat - Kozlemények

Kovetkezo 1épésként megvizsgaltuk kiilonb6z6 oldoszerek
enantioszelektivitdsra és  reakcidsebességre  kifejtett
hatasat (2. tablazat). A legnagyobb reakcidsebességi
értékeket mindkét modell vegyiilet esetében i-Pr,O-ben,
t-BuOMe-ben ¢és n-hexanban mértikk (1-3. sor), mig a
legalacsonyabbakat CHCl,-ban és Me,CO-ban (7. és 8. sor).
Az enantioszelektivitisok minden esetben magasak voltak
(E > 100).

COOEt H,0 COOEt HOOC
/l: enzim 5[ . j\s
Ar NH, $|d oszer Ar NH. H,N 'Ar
Ja-l 4a-l 5a-l

3. Abra. A (+)-3a-l vegyiiletek enzim-katalizalt hidrolizise (a-l jelentését
lasd 1. és 2. abran).

COOEt COOEt
Szubsztrat NHz NI = NH,
=
(+)-3a (£)-3f
. T t Konv. ee’ ee t Konv. ee’ ee ©
A o s o
I N R T N R R S N M OO N W
1 PPL! 45 5 43 66 88 31 17 37 43 74 10
2 AK lipaz! 45 5 43 67 89 35 17 90 70 8 2
3 PS lipaz! 45 5 49 96 >99 >200 17 52 >99 90 100
4 PS lipaz¢ 25 6 49 92 >99 > 200 17 50 >99 98 >200

*0.05 M szubsztrat, 1 mL i-Pr,0, 0.5 ekv. H,O, 3a esetében 50 mg mL™" enzimmel; 3f esetében 30 mg mL"' enzimmel.

® GC-vel meghatirozva {Chirasil-L-Val oszlop (20 m); derivatizalas: 4a esetében Ac,0, 4-dimetilaminopiridin:piridin (1:9 m/m) jelenlétében; 5a esetében
(i) CH,N ; (ii) Ac,0, 4-dimetilaminopiridin és piridin jelenlétében [100 °C, 10 min — 150 °C (hémérséklet emelése: 10 °C min™), 140 kPa; retencids id6k

(min): 4a: 23,16 (antipdd: 23,65); 5a: 21,11 (antipod: 20,80)]}.

¢ HPLC-vel meghatérozva [Chirobiotic TAG column (4.6 mm x 250 mm); derivatizélas: 4f hidrolizise vizes sésavval; eluens: MeOH/AcOH/Et,N (100/0.1/
0.1); aramlas: 0.8 mL min™'; detektalas 205 nm-en; retencids idék (min): 5f: 33,70, 6f: 26,95].

420% lipazt tartalmazo, cukor jelenlétében celitre adszorbealt.

A hozzéaadott viz mennyiségének emelése (1 és 5 ekv.) kis
mértékben megnovelte a reakciosebességet (3. tablazat, 2. és
3. sor). 3a esetében a szelektivitasi érték valtozatlanul kitiind
maradt (£ > 200), 3f esetében viszont jelentdsen lecsokkent
(£ < 49). Amennyiben H,O/i-Pr,O 1/1 aranyd elegyében
végeztik a reakciokat, 3a és 3f esetén is rendkiviil alacsony
szelektivitast tapasztaltunk (E < 30). Kis Iéptékii kisérlet
esetén a reakcid lejatszodik hozzdadott viz nélkil is (1.
sor). Ennek oka, hogy az enzim feliiletén (< 5%), illetve az
oldoszerben (< 0.1%) talalhatd viz mennyisége elegendd a
hidrolizis végbemeneteléhez.

A reakcidsebesség  egyértelmiien novekedett az
enzim mennyiségének novelésével, mikozben az
enantioszelektivitdas minden esetben kivald maradt

(4. tablazat). A legmagasabb reakciosebességet 75 mg mL™!
enzim hozzaadasaval értiik el, de gazdasagossagi okokbdl
a gram-mennyiségl rezolvalasokat 30 mg mL™"' PS lipazzal
hajtottuk végre.

Kivalé enantioszelektivitassal (£ > 200) hajtottuk végre
tovabbi szubsztratok hidrolizisét i-Pr,0-ben, 30 mg mL"
PS lipaz jelenlétében, 0.5 ekv. vizzel 45 °C-on [(£)-3b-
e] vagy 25 °C-on [(£)-3g-1], majd gram-mennyiségii
rezolvalasokat végeztink az optimalizalt koriilmények
(i-Pr,0, 30 mg mL" PS lipaz, 0.5 ekv. viz, 45 °C vagy
25 °C) kozott (5. tablazat). Az izolalast kovetéen a 4a-1
vegytletek vizes sosavval torténd hidrolizisével aminosav
hidrokloridokat (6a-1) nyertiink (4. abra).
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2. Tablazat. A PS lipaz katalizis oldoszervizsgalata®

133

COQOEt COOEt
Szubsztrat NHz h{ = NH,
=
(+)-3a (+)-3f
Sor  Oldészer (1 mL) (;1) Ii;;g; (/) (/) E <ﬁ) K(/) f;;; ;;g; E
1 i—PrZO 5 49 96 >99 >200 18 48 >99 98 >200
2 t-BuOMe 5 48 92 >99 >200 18 50 >99 98 >200
3 n-hexan 5 50 98 >99 >200 18 52 >99 92 126
4 toluol 5 38 60 >99 >200 18 40 66 98 197
5 THF 5 14 16 >99 >200 18 17 20 98 120
6 1,4-dioxan 5 26 34 > 99 >200 18 13 14 98 114
7 CHCl3 5 4 4 >99 >200 18 6 6 98 105
8 MeZCO 5 13 15 >99 >200 18 2 2 98 101

#0.05 M szubsztrat, 0.5 ekv. H,0, 3a esetében 50 mg mL"! PS lipazzal 45 °C-on; 3f esetében 30 mg mL"' PS lipazzal 25 °C-on.

> GC-vel meghatarozva.

¢ HPLC-vel meghatarozva.

3. Tablazat. A hozzaadott viz mennyiségének hatasa a PS lipaz katalizalt hidrolizis reakciosebességére és az enantioszelektivitasra®

COOEt COOEt
Szubsztrat NHz h{ = NH
=
(£)-3a (£)-3f
b b c c
Sor H,0 t Konv. ee, ee; £ t Konv. ee, ee; E
(ekv.) | (h) (%) ) (%) (h) (%) ) (%)
1 0 2 46 85 >99  >200 7 46 80 98 >200
2 1 2 48 93 >99  >200 7 53 94 83 38
3 5 2 50 >99  >99  >200 7 55 >99 81 49

*0.05 M szubsztrat, 1 mL i-Pr,O, 3a esetében 50 mg mL™' PS lipazzal 45 °C-on; 3f esetében

30 mg mL"! PS lipazzal 25 °C-on.

> GC-vel meghatarozva.

¢ HPLC-vel meghatarozva.

Az abszolit konfiguraciokat az enantiomerek optikai

forgatoképességeinek irodalmi adatokkal vald
Osszehasonlitasaval allapitottuk meg.*
£

Ar” TNHyHCI
6a-l

COOEt
oL
Ar” NH,

4a-l

COOH

18% aq. HCI
vagy
9% aq. HCI

4. Abra. A (R)-4a-l vegyiiletek vizes sésavval torténé hidrolizise (a-l
jelentését lasd 1. és 2. abran).

3. Osszefoglalas

Egyszerti és hatékony enzimes mddszert dolgoztunk ki
B-aril- és B-heteroaril-szubsztitualt B-aminosav
enantiomerek eloéallitasara. Az S-szelektiv hidroliziseket
30 mg mL' PS lipdz enzim jelenlétében, i-Pr,O-ben,
0.5 ekv. vizzel 45 °C-on (3a-e) vagy 25 °C-on (3f-
1) hajtottuk végre. A termék enantiomereket magas
enantiomerfelesleggel (ee > 97%) és jo termeléssel (> 40%)

izolaltuk. Fontos megjegyezni, hogy a PS lipaz ellentétes

*A vegyiiletek eléallitasanak részletei, valamint fizikai és analitikai jellemzésiik az eredeti kozleményekben talalhato:
Tasnadi, G.; Forro, E.; Fillop, F. Tetrahedron:Asymmetry 2008, 19, 2072-2077.
Tasnadi, G.; Forro, E.; Fiilop, F. Tetrahedron: Asymmetry 2009, 20, 1771-1777.
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4. Tablazat. A PS lipaz mennyiségének hatdsa a reakciosebességre és az enantioszelektivitasra®

COQOEt COOEt
Szubsztrat NHz h{ = NH5
-
(+)-3a (£)-3f
Sr ey | @ o ey ey F | m e eh ey F
1 10 1 17 20 >99 >200 3 16 18 98 118
2 10 24 45 82 > 09 > 200 22 49 93 98 > 200
3 20 1 27 36 >99 > 200 3 24 31 98 134
4 30 1 31 45 >99 > 200 3 32 47 98 158
5 40 1 35 54 >99 >200 3 37 58 98 179
6 50 1 38 60 > 09 > 200 3 42 72 98 > 200
7 75 1 45 82 >99 >200 3 49 93 98 >200

*0.05 M szubsztrt, 0.5 ekv. H,O, 1 mL i-Pr,0, 3a esetében 45 °C-on; 3f esetében 25 °C-on.
® GC-vel meghatarozva.

¢ HPLC-vel meghatarozva.

5. Tablazat. A (+)-3a-1 vegyiiletek PS lipaz-katalizalt hidrolizise®

B-Aminosav HCI (6a-1) B-Aminosav (Sa-l)
t  Conv. E Termelés  Absz. ee [0],% Termelés  Absz. ee [o],”
h)y (%) (%)  konf. (%) (H,0) (%) konf. (%) (H,0)

(£)-3a 22 50  >200 44 R >99  —4(c03) 44 S >99%  _8(c027)
(£)-3b 23 49 >200 40 R >99 —6.5(c031) 40 S >99  —1.8(c0.38)
(3¢ 74 50 >200 43 R >99%  —5.1(c0.34) 44 S 99  —55(c038)
(-3d 18 50  >200 41 R >99  —7.9(c0.32) 41 S >99  +13(c0.51)
(£)-3e 16 52 >200 44 R 97°  —8.4(c0.33) 46 S >99  +4(c0.3)
(-3f 40 50 >200 40 R >99  +4.1(c0.33) 46 S >99°  -5.1(c0.4l)
(£)-3g 60 49 >200 44 R 97°  +5.4(c0.32) 46 S >99  -58(c0.52)
(©-3h 47 50  >200 49 R >99 +53(c042) 44 S S99 6.7 (c0.34)
*)-3i 60 50 >200 46 R >99¢  +4.1(c0.33) 44 S >99¢  -3.1(c0.33)
(#)3j 42 50  >200 46 R >99%  +4.0(c0.34) 43 S >99%  -32(c032)
-3k 67 50  >200 45 R 98 +9.7(c0.32) 4 S >99  -182(c0.32)
*)-31 24 50 >200 43 R 97¢ +3.2(c0.36) 45 S 98 -11.7 (¢ 0.36)

*30 mg mL"' PS lipaz i-Pr,0-ben, 0.5 ekv. H,0, 3a esetében 45 °C-on; 3f esetében 25 °C-on.

® GC-vel meghatarozva.

¢ HPLC-vel meghatarozva.

szelektivitassal katalizalja a 3a-e észterek hidrolizisét, Kdszonetnyilvanitas

mint a Lipolase (Candida antarctica B lipaz) a 4-aril-

szubsztitualt P-laktamok enantioszelektiv gyfirfinyitsat, A szerz6k koszonetet mondanak az OTKA tamogatasaért

mely R-szelektiv.!* (K 71938 és T 049407).
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Enzymatic synthesis of p-aryl- and p-heteroaryl-
substituted p-amino acids enantiomers

A simple and efficient direct enzymatic method has been developed
for the synthesis of pharmacologically valuable optically active
B-aryl- and B-heteroaryl-substituted f-amino acids via the
enantioselective hydrolysis of the corresponding racemic f-amino
esters in an organic medium. The lipase PS-catalysed S-selective

hydrolysis of 3a-1 with H,O (0.5 equiv.) as a nucleophile in i-Pr,0
at 25 °C or 45 °C led to enantiomers of 4a-1 (ee > 97%) and 5a-1 (ee
> 97%) with high enantioselectivities (£ > 200) and in good yields
(40-49%). The products could be easily separated.
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