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Tetrahidroizokinolin-vazas vegyuletek enzimes rezolvalasa
szakaszos és aramlasos kémiai modszerrel

SCHONSTEIN Laszl6, FORRO Eniké és FULOP Ferenc’
Szegedi Tudomanyegyetem, Gyogyszerkémiai Intézet, Eétvds utca 6., 6720, Szeged

1. Bevezetés

Atetrahidroizokinolin-vazas vegyiileteknek jelentds szerepiik
van kémiai és biologiai szempontbdl.! Fontos épitéelemei a
természetben el6forduld egyes novényi alkaloidoknak, mint
példaul a tumor ellenes hatdssal rendelkezd Kriszpin A-
nak, amit a fodros bogancsbol (Carduus crispus)?, vagy a
kalikotominnak, amit a Calycotome spinosa nevii névénybél
izolaltak el6szor.® A gyogyszergyartasban is fontos szerepe
van ezen enantiomertiszta vegyiileteknek, hiszen egyes
terapias hatassal rendelkez6 gydgyszermolekuldknak
alapvetd szerkezeti részei. Ilyen gydgyszerek példaul a
kohogéscsillapitd noszkapin®, a koptetd hatdst emetin’,
a daganat ellenes trabectedin (Yondelis® név alatt).® Az
I-metil és 1-fenil tetrahidroizokinolinoknak jelentds
szereplik van Parkinson kor és egyes neurologiai betegségek
kezelésében is.”

Tetrahidroizokinolin-vazas  célvegyiileteinket, azaz a
kalikotomin, a homokalikotomin és a kriszpin A mindkét
enantiomerét nagy enantiomerfelesleggel enzimkatalizalt
kinetikus rezolvalassal terveztik eldallitani. A kisérletek
elvégzéséhez a megfeleld intermedier (+)-1, (+)-2 és (+)-3
aminoalkoholokat valasztottunk kiinduldsi anyagokként,
amelyek aminocsoportjat Boc-véddcsoporttal lattuk el, az
enzimes acilezést pedig a kiralitas centrumtol egy, kettd, ill.
harom szénatomnyi tavolsagra [évo primer hidroxilcsoporton
kivantuk elvégezni (1. abra). Az irodalombol ismert,
hogy a kiralitdscentrumtol tobb szénatomnyi tavolsagra
levé primer hidroxilcsoportok enzimes acilezése, mind
szakaszos, mind folyamatos aramu tizemmodban alacsony
enantioszelektivitassal (E < 11,6) jatszodik le.®
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1. Abra. Kiindulasi aminoalkoholok.

Az enzim-katalizalt kinetikus rezolvalast szakaszos és
aramlasos kémiai modszerekkel terveztiik megvalositani.

Szisztematikusan  vizsgalni  kivantuk  tovabba a
reakciocentrum ¢és  kiralitascentrum kozotti  tavolsag
valtoztatdsanak a hatadsat az enantioszelektivitasra és a
reakciosebességére.

Célvegyiileteink koziil az (S)-kalikotomin enantiomertiszta
formaban tortén6 elballitisa ismert az irodalombol,
amely szintézisit egy aszimmetrikus redukcios lépést
tartalmaz, amit iridium(I)-(R)-BINAP-ftalimid komplexszel
végeztek.” Az irodalomban szintén leirtdk az 1,2,3,4-

tetrahidroizokinolin-1-karbonsav etilészter enzimes
hidrolizisét, majd az igy kapott 1,2,3,4-tetrahidroizokinolin-
1-karbonsav enantiomerbdl, az abszolit konfiguraciod
meghatarozasa céljabol egy redukcios 1épéssel allitottak el
az (R)-kalikotomint (ee = 91%)).%°

Az aramlasos lizemmodban végzett kisérletek napjainkban
egyre nagyobb teret hoditanak,' hiszen ezen modszer
hasznalatanak szamos eldnye van, igy a reprodukalhatdsag,
gazdasagos oldoszerhasznalat, rovid reakcididd, gyorsan
és egyenletesen fiithet ¢és kompresszalhato rendszer.'?
Az éaramlasos lizemmodban lehetévé valik szédmos
heterogén fazist reakcié megvalositasa, amihez kiilonb6zo
katalizatorokat lehet hasznalni: fém katalizatort,' peptid'* és
nem utolsé sorban enzim katalizatort.!

2. Kisérleti eredmények
2.1. Kriszpin A enantiomerek szintézise

Aracém kiindulési anyagot az irodalombol ismert modszerrel
allitottuk el6.'*Els6 1épésbenhomoveratrilamintreagaltattunk
y-butirolaktonnal, majd az igy kapott amidon Bischler-
Napieralski gytirizarasi reakciot végeztiink. A kdvetkezd
Iépésben a gytirizarasbol kapott 1-(3-acetoxipropil)-6,7-
dimetoxi-3,4-dihidroizokinolint egy natrium-borohidrides
reakcionak alavetve kaptuk meg az 1-(3-hidroxipropil)-
6,7-dimetoxi-1,2,3,4-tetrahidroizokinolint, melyet Boc
véddcsoporttal védtik.

A (£)-1 vegyiilet enzimkatalizalt acilezésének (2. abra)
optimalis reakciokoriilményeinek meghatarozasa érdekében
elokisérleteket végeztiink, szakaszos kémiai modszerrel.
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2. Abra. A (+)-1 vegyiilet enzim katalizalt acilezése.

Az eldkisérletek soran megvizsgaltuk kiilonbozé enzimek
enantioszelektivitisra és reakcidsebességre gyakorolt
hatasat, mely eredményeket az 1. tablazatban foglaltuk
0ssze. CAL-A (Candida antarctica A lipaz), AK lipaz
(Pseudomonas fluorescens), PPL (sertés hasnyalmirigy
lipaz),és AY lipaz (Candida rugosa) hasznalata esetében
nem volt megfigyelhetd reakcio 1 ora utan, CAL-B
(Candida antarctica B lipaz) esetében viszonylag gyorsan,
de szelektivitas nélkiil zajlodott a reakcio (1. sor), mig PS
lipaz (Burkholderia cepacia) hasznalata esetében alacsony
szelektivitasi érték (E < 2) volt tapasztalhato (2. sor).

* Levelezd szerz§. Tel.: 62/545-562; fax: 62/545-705; e-mail: fulop@pharm.u-szeged.hu.
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1. Tablazat. A (+)-1° vegyiilet enzimkatalizalt acilezésének hatasa a reakciosebességre és az enantioszelektivitasra.

Sor Enzim Acil-donor (ekv.) Oldoszer ee” (%) eepb (%) Konv. (%) E
1 CAL-B vinil-acetat (1,1) iPr,0 rac. Rac. 43 1
2 PS lipaz© vinil-acetat (1,1) iPr,0 4 22 15 1,6
3 PS lipaz¢ i-propenil-acetat (1,1) iPr,0 8 35 19 2,2
4 PS lipaz© vinil-butirat (1,1) iPr,0 12 71 14 7
5 PS lipaz© vinil-dekanoat (1,1) iPr,0 9 85 10 13
6 PS lipaze vinil-dekanoat (1,1) toluol 5 67 7 5
7 PS lipaz© vinil-dekanoat (1,1) n-hexan 26 88 23 20
8 PS lipaz¢ vinil-dekanoat (1,1) t-BuOMe 10 95 10 43
9 PS lipaz© vinil-dekanoat (1,1)[+ Et,N, + Na,SO,] t-BuOMe 15 95 14 45
10 PS lipaz® vinil-dekanoét (3)[+ Et,N, + Na,SO,] t-BuOMe 19 96 17 59
11 PS lipaz® vinil-dekanoat (4)[+ Et,N, + Na SO,] t-BuOMe 33 95 26 53

20,0125 M szubsztrat, 30 mg mL"' enzim, 1 mL olddszer, acil donor, 45 °C, reakci6id6 1 h.

® HPLC-vel meghatérozva [Chiralpak IA oszlop, eluens: n-hexan:iPA (85:15), aramlasi sebesség: 0,5 mL min™', detektalas 260 nm-en].

©20% lipazt tartalmazd, cukor jelenlétében celitre adszorbealt.

Az elokisérletek kovetkezd6 szakaszaban acildonor
vizsgalatot végeztiink (1. tablazat, 2-5. sorok). A viszonylag
hosszii szénlanct acildonor (vinil-dekanoat) hasznalata
esetében az enantioszelektivitds novekedését tapasztaltuk
(10%-o0s konverzional E = 13) (5. sor).

Az optimalis reakcidkoriilmények meghatarozasa céljabol a
iPr,O mellett tobb olddszer is kiprobalasra keriilt (5-8 sorok).
Az enantioszelektivitas fliggvényében (E = 43) az ipar altal
z0ld oldoszerként elfogadott t-BuOMe-t valasztottuk a
tovabbi eldkisérletekhez.

Az  elokisérletek  utols6  szakaszaban  acildonor
mennyiségének és adalékanyagok reakcioelegyhez valod
hozzéadasanak reakcio lefutdsara gyakorolt hatasat
vizsgéltuk (9-11. sorok). Harom ekvivalens vinil-dekanoat,
Et,N és Na,SO, egyidejii hasznalata esetében a reakcio
enantloszelektlwtasa tovabb emelkedett (11. sor).

Az el6kisérletek soran optimalisnak talalt koriilmények
kozott (PS lipaz, vinil-dekanoat, t-BuOMe, Et,N és Na,SO,,
45 °C) a (¥)-1 preparativ mennyiségli rezolvalasat két
lIépésben végeztiik. A kapott alkohol (R)-1 és észter (S)-4
termékeket oszlopkromatografias elvalasztasuk utan igen jo
enantiomerfeleslegekkel (ee > 94%) jellemeztiik.
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3. Abra. Kriszpin A enantiomerek eléallitasa.

Az enantiomertiszta észtert (S)-4 eldzetesen alkoholla
alakitottuk (K,CO,), majd az igy kapott terméket (S)-1,

valamint az enzimes reakcidobdl visszamarado elreagalatlan
alkohol enantiomert (R)-1 egy lépésben alakitottuk (Boc
védGcsoport eltavolitasa és gylirtizaras) a kivant kriszpin A
enantiomerekké (ee = 95%) (3. abra). "

2.2. Kalikotomin enantiomerek szintézise

A (£)-3 homolog aminoalkohol enantioszelektiv acilezésére
a korabban bemutatott szakaszos kémiai modszert
folyamatos aramtt médszerrel kibdvitve terveztiik elvégezni.
Az optimalis koriilmények meghatarozasa végett egy sor
elékisérletet végeztiink folyamatos aramu iizemmodban (4.
abra). A kisérleteket egy folyamatos aramu reaktorban (H-
Cube) végeztiik ,,No H,” iizemmodban. A reagaltatni kivant
szubsztratot és reagenst feloldottuk, majd a reakcioelegyet
egy HPLC pumpa segitségével, ataramoltattuk egy fiithetd
és kompresszalhatdo foglalatba helyezett enzim toltetii
katalizator agyon.

A (¥)-3 vegyiiletet az irodalombol ismert szintetikus uton

allitottuk eld.'oed
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4. Abra. A (£)-3 vegyiilet enzim katalizalt acilezése.

Az elékisérletek soran megvizsgaltuk kiilonb6z6 enzimek
hatasat a reakciosebességre €s az enantioszelektivitasra
(2. tablazat. A vizsgalt enzimek koziil a PPL lipdz nem
katalizélta a reakciot, CAL-A hasznalata esetében pedig
nem volt szelektivitas tapasztalhato (1. sor), AY és PS lipaz
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esetében alacsony szelektivitasi értéket kaptunk (2-3. sorok).
CAL-B-vel végzet kisérletek soran sikertilt kivalo E > 200-t
elérni 35%-os konverzid mellett (4. sor).

2. Tablazat. A (+)-3" vegyiilet enzim vizsgalata.

Sor  Enzim T (°C) f;); f;;; K(‘OZI)V - E
1 CAL-A® 45 rac. rac. 14 1
2 AY lipaz 45 4 50 7 3
3 PS-IM 45 6 54 10 3
lipaz
4 CAL-B 60 52 99 35 >200

20,012 M szubsztrat, 2 ekv. vinil-acetat, 80 bar, 60 °C, 0,1 mL min’'
aramlasi sebesség.

® HPLC-vel meghatarozva [Chiralpak IA oszlop, eluens: n-hexan:iPA (85:
15), aramlasi sebesség: 0,5 mL min"', detektalas 260 nm-en].

©20% lipazt tartalmazo, cukor jelenlétében celitre adszorbealt.

A kinetikus rezolvdlds soran elérhetdé maximalis
konverzio (50%) egy korben torténd elérése céljabol
tovabbi eldkisérletek keretében vizsgaltuk az olddszerek
reakciosebességre gyakorolt hatasat (3. tablazat, 1-
3. sorok). t-BuOMe-ben végzett kisérletek esetében
a reakciosebességének jelentdés csokkenése mellett a
szelektivitasa varatlanul E = 45-re csokkent (2. sor).
Toluolban végezve az acilezést kivalo enantioszelektivitast
(E > 200) tapasztaltunk és a reakcio konverzidja elérte a
kivant 50 %-ot (3. sor).

3. Tablazat. A (+)-3" vegyiilet oldoszer és hdmérséklet vizsgalata.

i;’r Oldészer T (°C)  ee® (%) Z;f; K(‘OZI)V "~ E

I nhexin 60 52 99 35 >200
2 tBuOMe 60 15 95 14 45

3 toluol 60 99 99 50 >200
4 toluol 40 92 99 48 >200
5 toluol 25 71 99 2 >200

20,012 M szubsztrat, 2 ekv. vinil-acetat, CAL-B, 80 bar, 60 °C, 0,1 mL
min' aramlasi sebesség.

® HPLC-vel meghatarozva

Tovabba vizsgalatra keriil a homérséklet (3. tablazat, 3-
5. sorok) hatasa az enentioszelektivitasra, ahol az volt a
tapasztalat, hogy a hoémérséklet csokkentésével a reakcid
konverzigja is csokkent. 60 °C-on a konverzié 50% (3.
sor) volt, azonban 25 °C-on ez az érték 42%-ra csokkent
(5. sor).

Mivel az el6kisérleteket folyamatos aramu iizemmodban
végeztiik, ezért lehetévé valt megvizsgalni a nyomas hatasat
is a reakciosebességre €s az enantioszelektivitasra (5. dbra).

Atmoszférikus nyomason végzett reakciok esetében a
konverzio 38% volt a szubsztrdt enantiomerfeleslege
pedig 62%, majd 20 bar egységenként noveltiik a nyomast
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5. Abra. A nyomas hatasa a reakciésebességre.

ee = 99%, konv. = 50%

és azt tapasztaltuk, hogy a nyomas novelésével a reakcid
konverzidja és a szubsztrat enantiomerfeleslege is nott,
egészen 60 bar nyomasig, ahol a reakcio elérte az 50%-0s
konverziot 98%-os szubsztrat enantiomerfelesleg mellett.
A nyomas tovabb novelésének mar nem volt hatdsa a
konverziora és az enantiomerfeleslegre. A szelektivitasi
érték a nyomas vizsgalat soran végig 200 fol6tt volt.

Az eldkisérleteket 4 mg/mL (0,012 M) szubsztratkoncentra-
cioban végeztiik, és amikor ezt a koncentraciot 6tszordsére,
majd tizszeresére noveltiik, abban az esetben is megmaradt
az 50% konverzié melletti 200 feletti enantioszelektivitas.

Az elokisérletek soran kapott eredmények alapjan az
optimalis koriilmények kozott végeztik el a gramm
mennyiségli rezolvalast szakaszos kémiai modszerrel. gy
az N-Boc védett (+)-3 aminoalkohol enzimes uton torténd
acilezésével sikeriilt enantiomertiszta (ee = 99%) termékeket
[(R)-3 és (S)-6] izolalni nagy enantioszelektivitassal (E
> 200). Az igy kapott enentiomertiszta termékekbdl egy
hidrolizises lépéssel sikeriilt a Kalikotomin mindkét
enantiomerét el6allitani 99%-os enantiomerfelesleggel.!”™

2.3. Reakciécentrum és Kkiralitascentrum kozotti
tavolsag vizsgalata

Primer hidroxilcsoporttal rendelkezd vegyiiletek enzimes
rezolvalasa sordn a reakciocentrum és a kiralitiscentrum
kozotti  tavolsag valtozasa eltérd enantioszelektivitast
és reakciosebességet eredményezhet. Ezért a kriszpin
A intermedier (n = 3) enantiomertiszta eléallitasara
optimalisnak talalt reakcidkoriilmények kozott végeztiink
el egy reakcidsorozatot és megvizsgaltuk ezen koriilmények
kozott az enantioszelektivitasra és a reakcidsebességre
gyakorolt hatasat a kalikotomin és a homokalikotomin
intermedierekre esetében (6. abra).

MeO MeO. MeO
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n: 123

6. Abra. Reakciocentrum és kiralitascentrum kozotti tavolsag valtoztatasa.
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Areakcidsorazatban (4. tablazat) az volt a tapasztalat, hogy ha
harom szénatomnyi tavolsagra (n = 3) van a reakcidocentrum
a kiralitascentrumtdl akkor a reakcié 17%-os konverzid
mellett E = 59 enantioszelektivitast értiink el. Ha ez a
tavolsag egy szénatommal rovidebb (n =2, homokalikotomin
intermedier) a reakcié enantioszelektivitasa 4,8-ra csokken
27%-o0s konverzid6 mellett. A kalikotomin intermedier
estében, mikor a reakciocentrum és a Kkiralitdscentrum
kozotti tavolsag egy szénatom (n = 1) a reakcid nem is
jatszodik le az optimalisnak talalt koriilmények kozott.

4. Tablazat. [(+)-1-(£)-3]* vegyiiletek enzimes rezolvalasa PS lipazzal.

ee” eet Konv.

R R
3 19 96 17 59
2 34 90 27 4,8
1 nincs reakcio

40,0125 M szubsztrat, 30 mg mL"' PS lipaz, 1 mL t-BuOMe, vinil-
dekanodt [+ Et,N, + Na,SO ], 45 °C, reakci6idd 1 h.

® HPLC-vel meghatarozva.

A reakciocentrum ¢€s a kiralitdscentrum kozotti tavolsag
valtoztatas hatasanak a vizsgéalata kovetkezd szakaszaban
egy ujabb reakcidsorozatot végeztink a kalikotomin
intermedierre  optimalisnak taldlt reakciokoriilmények
kozott.

5. Tablazat. [(+)-1-(+)-3]* vegyiiletek enzimes rezolvalasa CAL-B-vel.

N eer eey Konv. E
(%) (%) (%)
1 99 99 50 -
200
2 41 56 42 52
3 rac. rac. 64 1

20,012 M szubsztrat, 2 ekv. vinil-acetat, CAL-B, 80 bar, 60 °C, 0,1 mL

min’,

® HPLC-vel meghatarozva.

Ebben a reakcidsorozatban (5. tdblazat) épp az ellenkezdje
volt tapasztalhaté, mint a kriszpin A intermedierre
optimalisnak talalt reakciokoriilmények kozott, hiszen ha a
reakcidcentrum és a kiralitdscentrum kozott egy szénatomnyi
tavolsdg van abban az esetben értilk el a legmagasabb
szelektivitasi értéket E > 200 (1. sor). Azonban ha ezt a
tavolsag novekedett a reakcio szelektivitasa is csokkent (2.
és 3. sorok), egészen E = 1-ig, amit a Kriszpin A intermedier
(n = 3) harom szénatmonyi tavolsag esetében tapasztaltunk.

2.4. Homokalikotomin enantiomerek szintézise

Mivel a kriszpin A és a kalikotomin intermedierekre az
elokisérletek soran optimalisnak tallt reakciokoriilmények
nem bizonyultak megfelelonek a homokalikotomin
intermedier enantiomertiszta formaban torténd eldallitsara
(7. abra), ezért egy Ujabb sor elékisérletre volt sziikség.
A kisérletekhez sziikséges kiindulasi anyagokat az

irodalombdl ismert uton allitottuk el8.!%¢ Az el6kisérleteket
folyamatos lizemmodi rendszerben végeztiik, kihasznalva a
modszerben rejlé elénydket (rovid reakcidido).
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7. Abra. A ()-2 vegyiilet enzim katalizalt acilezése.

Az elOkisérleteket ebben az esetben is enzimvizsgalattal
kezdtiik. A vizsgalt enzimek koziil CAL-A, PS IM és a PPL
lipaz esetében nem volt reakcid tapasztalhatd. AK lipaz
hasznalata esetében alacsony 1,6-os enantioszelektivitast
mértiink (6. tablazat, 1 sor), CAL-B lipdz hasznalata
esetében ez az érték 5,2 volt (2. sor).

6. Tablazat. A (£)-2° vegyiilet enzim és hémérséklet vizsgalata.

Sor Ezim T ee’ eey Konv. E
SZ. §®) (%) (%) (%)
1 AK lipaz 45 10 20 33 1,6
2 CAL-B 60 41 56 42 5,2
3 CAL-B 40 17 80 18 10
4 CAL-B 25 17 90 16 22

20,012 M szubsztrat, 4 ekv. vinil-acetat, toluol, 80 bar, 0,1 mL min!

® HPLC-vel meghatarozva [Chiralpak IA oszlop, eluens: n-hexan:iPA (85:
15), aramlasi sebesség: 0,5 mL min™!, detektalas 260 nm-en)].

Az el6kisérleteket homérséklet vizsgalattal folytattuk az
optimalis reakciokoriilmények meghatarozasa végett (6.
tablazat) és a homeérséklet csokkentésének hatasara a reakcio
enantioszelektivitasa nétt, a konverzio pedig csokkent (3. és
4. sorok).

7. Téblazat. A (+)-2° vegyiilet oldoszer vizsgalata.

Sorsz.  Oldoszer ?(;j; f;g; Konv. (%) E
1 t-BuOMe 7 26 21 1,8
2 n-hexan 4 5 44 1,1
3 toluol 17 90 16 22

20,012 M szubsztrat, 4 ekv. vinil-acetat, CAL-B, 80 bar, 60 °C, 0,1 mL
min!

® HPLC-vel meghatarozva.

Kiilonboz6 oldoszerekben (7. tablazat) is elvégeztik a
reakcidkat azonban a legnagyobb szelektivitasi értéket
a toluolban végzet kisérletek esetében értiik el (3. sor).
A folyamatos aramt ilizemmodban végzett eldkisérletek
utan szakaszos iizemmoddban folytattuk €s megvizsgaltuk
kiilonboz6 adalékanyagok (katalitikus mennyiség) hatasat
az enantioszelektivitasra és reakcidosebességre 3 °C-on (8.
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tablazat). Et,N és Na,SO, egyidejii hasznalata esetében értiik
el a legjobb enantioszelektivitast (E = 88).

8. Tablazat. A (+)-2° vegyiilet enzim katalizalt acilezéséhez hasznalt
adalékanyagok hatasa a reakciosebességre és az enantioszelektivitasra.

igr Adalékanyag f;; ?;;; K(z)/il)v c
1 ) 12 96 155
2 LiCl 15 %3 s i
3 KCl 14 %6 ” s

diizoprlj;;li\lle-:tilamin 41 81 34 14
5 Et;N 20 96 19 6
6 Et3N +NaySOy 30 97 24 %8

20,012 M szubsztrat, 30 mg mL' CAL-B, 4 ekv. vinil-acetat, 1 mL toluol,
3 °C, reakci6id6 10 min.

"HPLC-vel meghatarozva.

Majd ezen optimalizalt paraméterek kozott elvégeztik a
preparativ mennyiségli rezolvalast két 1épésben, melyek
soran jo ee-vel (> 94%) kaptuk meg az aminoésztert (R)-8
¢s az el nem reagalt aminoalkoholt (S)-2. Ezen termékekbdl
az enantiomerfeleslegek csokkenése nélkiil (ee > 94%)
tudtuk a kivant homokalikotomin mindkét enentiomerét

el6allitani.'”

3. Osszefoglalas

Optimalizaltuk a kalikotomin, homokalikotomin és kriszpin
A intermedierjeinek folyamatos és szakaszos iizemmodban
végzett enzimes rezolvalasanak koriilményeit. A preparativ
mennyiségii rezolvalasokat mindegyik esetben szakaszos
modszerrel valdsitottuk meg és a termékeket nagy
enantiomerfelesleggel (ee > 94%) izolaltuk.

Szisztematikusan vizsgaltuk a reakciocentrum kiralitas-
centrumtdl vald tavolsdganak az enantioszelektivitasra és
a reakciosebességére gyakorolt hatdsat, két optimalizalt
koriilményre. PS lipaz hasznéalata esetén a tavolsag
csokkenése az enantioszelektivitds csokkenéséhez vezetett
(E =59 — 1), mig CAL-B esetén a tavolsag ndvelése
eredményezte az enantioszelektivitas csokkenését (E = 200
— 1)
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Enzymatic  resolution of tetrahydroisoquinoline
derivatives in batch and continuous-flow systems

The tetrahydroisoquinoline derivatives are important building
blocks for a large number of naturally-occurring alkaloids.
Enantiomerically pure tetrahydroisoquinoline derivatives with
biological activity are applied in the synthesis of several drugs,
such as the antitumour agent trabectedin (as Yondelis®), the
antitussive noscapin and the expectorant emetin. 1-Methyl- and 1-p
henyltetrahydroisoquinoline play significant roles in the prevention
of certain neurological diseases and Parkinson’s disease.

A new enzymatic strategy was developed for the preparation
of the enantiomers of tetrahydroisoquinoline derivatives such
as  calycotomine [1-(hydroxymethyl)-6,7-dimethoxy-1,2,3,4-
tetrahydroisoquinoline, (S)-7 and (R)-7 ], homocalycotomine [1-(2-
hydroxyethyl)-6,7-dimethoxy-1,2,3,4-tetrahydroisoquinoline, (S)-9
and (R)-9] and crispine A [8,9-dimethoxy-1,2,3,5,6,10bhexahydrop
yrrolo[2,1a]isoquinoline, (S)-5 and (R)-5]. Two of these substances
were initially isolated from plants: calycotomine from Calycotome
spinosa and crispine A from Carduus crispus, but several synthetic
methods have also been described. For example, a new enzymatic
dynamic kinetic resolution was developed for the synthesis of
(R)-6,7-dimethoxy-1,2,3,4-tetrahydroisoquinoline-1-carboxylic
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acid, from which (R)-calycotomine was prepared with a relatively
modest ee of 91%. (S)-Calycotomine has also been prepared by
asymmetric synthesis involving catalytic hydrogenation with an
iridium(I)-(R)-BINAP-phthalimide complex.

The enzymatic resolutions of (£)-1 - (+)-3 (Scheme 1) were
achieved through lipase (PS or CAL-B)-catalysed acylation of the
primary OH group of these compounds with a remote stereogenic
centre. A few literature articles dealing with the possibility of the
enzymatic acylation of primary alcohols with a remote stereogenic
centre have reported only low to moderate selectivity (E < 11.6)
and ee values.

In order to determine the optimum conditions for the enzyme-
catalysed O-acylations of (£)-1 - (£)-3, preliminary reactions
were performed in both continuous-flow and batch systems.
An incubator shaker was used for the batch reactions, while the
continuous-flow reactions were performed in a flow reactor (H-
Cube in “no H,” mode). The continuous-flow technique has many
advantages, such as rapid heating and compression, a short reaction
time and safer solvents, which explains its current popularity. The
continuous-flow techniques are widely applied in heterogeneous
catalysis procedures such as catalysis with metals or metals on
activated charcoal, peptide catalysis and enzyme catalysis.

The effects of the enzyme, acyl donor, solvent, temperature and
additive on the enantioselectivity and reaction rate were investigated
in the acylation of N-Boc-protected 1-(3-hydroxypropyl)-6,7-
dimethoxy-1,2,3,4-tetrahydroisoquinoline [(£)-1] (Table 1). The
highest enantioselectivity (E = 59) was obtained in the presence
of lipase PS with vinyl decanoate and catalytic amounts of Et,N
and Na,SO,, in t-BuOMe as a green solvent, at 45 °C (Scheme 2).
After the preliminary experiments, the gram-scale resolution of
[(£)-1] was performed in two steps and the product amino ester
(S)-4 and the unreacted amino alcohol (R)-1 were obtained with
good ee (> 94%). The O-acylated amino ester (S)-4 was hydrolysed
to the corresponding alcohol. The deprotection and the cyclization
of the N-Boc-protected amino alcohol enantiomers were performed
in one step, which resulted in the corresponding crispine A
enantiomers [(R)-5 and (S)-5] without loss in enantiopurity (ee >
94%) (Scheme 3).

To prepare both calycotomine enantiomers [(R)-7 and (S)-7]
(Scheme 4), the optimum conditions for the enzymatic resolution

were determined in continuous-flow reactions. In the preliminary
reactions, the effects of the enzyme, solvent, temperature and
substrate concentration on the enantioselectivity and reaction
rate were tested (Tables 2 and 3). The use of a continuous-flow
system also allows the possibility of testing the effect of pressure
(Scheme 5). The optimized conditions for the enzymatic acylation
of N-Boc-protected 1-(hydroxymethyl)-6,7-dimethoxy-1,2,3,4-
tetrahydroisoquinoline [(£)-3] were as follows: CAL-B as enzyme
with vinyl acetate as acyl donor in toluene, at 80 bar, 60 °C and a
flow rate of 0.1 mL min"'. A small-scale enzymatic batch reaction
was performed in the presence of CAL-B with vinyl acetate in
toluene at 60 °C in an incubator shaker. After a reaction time of 1 h,
high enantioselectivity (E >200) was observed at 50% conversion.
The preparative-scale batch reaction was performed under the
optimized conditions and the resulting amino ester (S)-6 and the
unreacted amino alcohol (R)-3 were obtained with high ee (> 99%).
The product enantiomers were further transformed into the desired
calycotomine enantiomers (R)-7 and (S)-7 with ee = 99%.

The homocalycotomine enantiomers [(R)-9 and (S)-9] were
prepared (Scheme 7) through an enzyme-catalysed O-acylation
of N-Boc-protected 1-(2-hydroxyethyl)-6,7-dimethoxy-1,2,3,4-
tetrahydroisoquinoline. In the preliminary small-scale experiments,
the effects of the enzyme, solvent, temperature and pressure
on the enantioselectivity and reaction rate were investigated in
a continuous-flow system (Tables 6 and 7) and the effects of
additives were tested in a batch reaction (Table 8). The preparative-
scale resolution of [(+)-2] was carried out in two steps in the
presence of CAL-B with vinyl acetate, Et,N and Na SO, in toluene
at 3 °C. After hydrolysis and deprotection, homocalycotomine
enantiomers (R)-9 and (S)-9 were obtained with high ee values (>
94%) (Scheme 7).

A systematic study was also performed on the O-acylation of
amino alcohols with a remote stereogenic centre [n = 3: crispine
A intermediate, (£)-1, n = 2: homocalycotomine intermediate,
(#)-2 and n = 1: calycotomine intermediate, (+)-3] (Scheme 6)
under the optimized conditions. In the presence of lipase PS,
the enantioselectivity increased from 1 to 59 when the distance
between the hydroxy group and the stereogenic centre increased
from one carbon atom [(£)-3] to three carbon atoms [(£)-1] (Table
4), while with CAL-B the enantioselectivity decreased from 200 to
1 when the distance increased from 1 to 3 carbon atoms (Table 5).
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