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B-Laktamok enzim-katalizalta kinetikus rezolvalasa:
direkt és indirekt modszerek®
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Bevezetés

A kiralis vegyiiletek, természetes anyagok eléallitasa irant
mutatott érdeklddéssel 6sszhangban, intézeti f6 profilunknak
megfelelden enantiomertiszta B-laktdmok és B-aminosavak
eloallitasi lehet6ségeit vizsgaltuk. Mind a B-laktamok mind
pedig a P-aminosavak széleskorti felhasznalassal birnak a
peptid-,' heterociklusos-,> kombinatorikus-,* alkaloidkémia*
teriiletén, ugyanakkor 6nmagukban is farmakologiai hatas
hordozdi lehetnek (pl. a ciszpentacin jelentés gombaellenes
hatasu).’

Direkt és indirekt enzimes modszereket dolgoztunk ki
értékes aliciklussal kondenzalt és 4-aril-szubsztitualt
B-laktamok enzim-katalizalta kinetikus rezolvalasara,
szerves kozegben. Enantiomertiszta [-laktamok és
B-aminosavak, vagy szarmazékaik indirekt enzimes
modszerrel valo eldallitdsat a racém N-hidroximetilezett
B-laktam aszimmetrikus acilezésén, vagy a megfeleld észter
enantioszelektiv hidrolizisén keresztiil végeztiik (1. abra),
majd ezt kovetden a B-laktam gylirlinyitadsaval jutottunk a
kivant [3—aminosavakhoz."’7
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1. Abra. Indirekt enzimes m(’)dszerek

Mig a B-laktim gylirG N,-C, kotésének B-laktamazokkal
torténd enantioszelektiv hasitasa az irodalombdl jol ismert
(2. abra),? lipazokkal ilyen iranyu torekvésekkel korabban
nem talalkoztunk.
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2. Abra. Direkt enzimes modszerek laktaméazokkal

Ezért célul tiztik ki egy olyan lipaz-katalizalta modszer
kidolgozasat, mellyel mind a nem aktivalt aliciklussal
kondenzalt mind pedig a 4-aril-szubsztitualt p-laktdmok
enantioszelektiv gyiiriinyitdsa megvalosithato (3. abra). Az
elokisérletek soran vizsgaltuk kiilonbozé lipazok, nukleofilek,
oldészerek, homérséklet, sth. enantioszelektivitasra ¢és
reakcidsebességre gyakorolt hatasat.”!2
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3. Abra. Direkt enzimes modszerek lipazzal
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“Zemplén Géza ifjisagi dij 2004 atadasi iinnepségén elhangzott eldadas anyaga

I. Indirekt enzimes modszerek

I.1. Aliciklussal kondenzilt f-laktimok enzim-
katalizalta Kinetikus rezolvalasa

Parsons és munkatarsai kozolték az Anabaena flos aqua
édesvizi kék algabdl izolalt Anatoxin-a, egy neurotoxikus
alkaloid total szintézisét.”> Az anatoxin-a enantiomerek
formalis total szintézisének megoldasahoz célul tlztik ki
az intermedier (1R,8S)- és (15,8R)-9-azabiciklo[6.2.0]dek-
4-én-10-on enantiomerek eldallitasat (4. abra).
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4. Abra. A (+)-2 enzim-katalizalta kinetikus rezolvélasa és a termékek
tovabbi atalakitasai

A racém N-hidroximetilezett B-laktam [(+)-2] gramm-
mennyiségli aszimmetrikus acilezését az eldkisérletek soran
optimalizalt koriilmények kozott (30 mg/mL Pseudomonas
cepacia-bol izolalt PS lipaz katalizissel, 0,2 M vinil-
acetattal, diizopropil-éterben, -15 °C-on) végeztiik (5. abra;
az irreverzibilis reakciok enantioszelektivitasa: E = 94).
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5. Abra. Kisérletes ee értékek konverzio fiiggése

112 évfolyam, 2. szam, 2006. szeptember



40 Magyar Kémiai Folyéirat - Osszefoglalé kizlemények

A termék észter (1R,8S)-3 és el nem reagalt alkohol
(1S,8R)-4 enantiomerekbdl eldallitottuk a kivant Anatoxin-
a intermedier (1R,85)-1 és (1S,8R)-1 enantiomereket
(ee = 93%) valamint az (j telitetlen (1R,2S)-5 és (1S,2R)-5
és telitett (1R,2S5)-6 és (1S5,2R)-6 8-tagt gylirlis f-aminosav-
észter hidrokloridokat (1. tablazat).

1. Tablazat. Az el6allitott enantiomerek fizikai jellemzdi

Enantiomer ee (%) [a],?

(1R.88)-1 93 +19,8 (c=0,35; MeOH)
(1S,8R)-1 99 202 (c=0,35; MeOH)
(1R,85)-3 92 295 (c=1; MeOH)
(1S,8R)-4 97 270 (c=1; MeOH)
(1R25)-5 81 -1,5 (c=1; EtOH)
(1S,2R)-5 98 +1,8 (c=1; EtOH)
(1R,25)-6 86 463 (c=0,5; EtOH)
(1S,2R)-6 97 7,0 (c=0,5; EtOH)

L.2. 4-Aril-szubsztitualt f-laktamok enzim-katalizalta
kinetikus rezolvalasa

Vizsgaltuk a fenil- és p-tolil-szubsztitualt B-laktamok
enzim-katalizalta kinetikus rezolvalat mind a (£)-7 ¢és
(£)-8 aszimmetrikus acilezésén (6. abra), mind pedig a
megfeleld racém észter [(£)-9 és (+)-10] enzim-katalizalta
enantioszelektiv hidrolizisén (7. bra) keresztiil.”
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6. Abra. A (+)-7 és (+)-8 enzim-katalizalta aszimmetrikus butirilezése
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7. Abra. A (+)-9 és (+)-10 enzim-katalizalta aszimmetrikus debutirilezése

(#)-7 ¢és ()-8 preparativ [éptéki rezolvalasat PS
lipaz (30 mg/mL) Kkatalizissel, vinil-butirattal (0,2 M),
toluolban, 25 °C-on végeztiik (2. tablazat). A termékeket
oszlopkromatografiasan  valasztottuk szét. Az észter
enantiomerekbdl K ,CO,/MeOH-ban torténd reakcidval
eloallitottuk a (R)-7 és (R)-8 alkoholokat (8.4bra).

2. Tablazat. A (£)-7 és ()-8 enzim-katalizalta aszimmetrikus butirilezése

Alkohol Eszter
[(S5)-7 ¢és (5)-8] [(R)-9 ¢és (R)-10]
Hozam ee [a],® Hozam ee [a],®
(%) (%) (%) (%)
(*)-7 1,5 50 >200 39 98 -166,7* 40 97 +61.4°
*-8 1,5 52 57 28 95  -168° 44 88  +43.5°

1d6 Konv. E
) (%)

ac = 1; EtOH. °c = 0,5; EtOH.
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(R)-10 R = Me

(R)-TR=H
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8. Abra. Az (R)-7 és (R)-8 elballitasa.
A (£)-9 és (+)-10 (0,1 M) PS lipaz (30 mg/mL)-katalizalta

hidrolizisét etanollal diizopropil-éterben (1:10), 40 °C-on
végeztik (3. tablazat).

3. Tablazat. A (£)-7 és ()-8 enzim-katalizalta aszimmetrikus
debutirilezése

Alkohol Eszter
[(R)-7 és (R)-8] [($)-9 és (5)-10]
Hozam ee [a],” Hozam ee [a])”
(%) (%) (%) (%)
-9 7 50 >200 46 96  +l161* 47 97 -62,5°
(£)-10 6 52 89 45 91 +155,8 40 97 -624

1d6 Konv. E
(h) (%)

ic =0, 35; EtOH. °c = 0, 65; EtOH. °c = 0,3; EtOH. ‘% = 1; EtOH.

Az (8)-7, (5)-8, (R)-8 és (R)-9 enantiomerekbdl NH,OH/
MeOH-os kevertetéssel, i/l. HCI/EtOH-ban t6rténd
forralassal eldallitottuk a kivant B-laktam és PB-aminosav
etilészter hidroklorid enantiomereket (9. abra, 4. tablazat).
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9. Abra. Az (5)-7, ()-8, (R)-8 és (R)-9 tovabbalakitasa

(R-13R=H
(R)-14 R = Me

($)-11R=H
($)-12R =Me

4. Tablazat. Az eldallitott enantiomerek fizikai jellemz6i

Enantiomer ee (%) [a],”

(R)-11 97 +132,4 (c=0,5; EtOH)
(S)-11 99 -136,3 (c=0,5; EtOH)
(R)-12 96 +122 (c=0,5; EtOH)
($)-12 99 -125,5 (c=0,5; EtOH)
(R)-13 95 {114 (c=0,35; EtOH)
($)-13 96 +11,8 (c=0,5; EtOH)
(R)-14 92 11,8 (c=0,5; EtOH)
(S)-14 97 +12,9 (c=1,9; EtOH)

II. Direkt enzimes médszerek

II.1. Aliciklussal kondenzalt és 4-aril-szubsztitualt 3-
laktamok enzim-katalizalta alkoholizise/hidrolizise

Atovabbiakbana (+)-15 - (+)-18 -laktamok enantioszelektiv
gylrinyitasat kivantuk megvalositani lipaz katalizissel (10
abra). A mintegy 15 kiprobalasra keriilt lipaz és proteaz
koziil a Novozym 435 (Candida antarctica B lipaz) mutatott
csekély enantioszelektivitast a (£)-15 esetében (E = 5),
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vizben, 60 °C-on.’ Erdekes megjegyezni, hogy Brieva és
munkatarsai a cisz-1-benzoil-3-acetoxi-4-fenil-azetidin-2-
on enzimes hidrolizise soran, mellékreakcioként az aktivalt
B-laktam gytirlinyilasat tapasztaltak.'

o o
R'OH r/COOR'
R— Novozym 435 R— + —R
L—NH iPr,0, 60 °C S HN —
NH,
()-15-18 (1R,25)-19, 20 (15,6R)-15, 16
(R)-21,22 (5)-17,18
o o
o 0 NH NH
Me
*)-15 (+)-16 (#)-17 (4)-18

10. Abra. A (£)-15 - (+)-18 enzim-katalizalta gytirtinyitasa

Vizsgaltuk a nukleofil alkohol tipusanak, oldészernek
és homérsékletnek az enantioszelektivitasra és reakcid
sebességére gyakorolt hatasat. Az optimalizalt koriilmények
kozott (2-oktanollal, iPr,O-ben, 60 °C-on) elvégeztiik
a gramm-mennyiségli rezolvalasokat (5. tablazat).
Meglepetésiinkre a vart aminosav észter helyett (melyet
nem tudtuk izolalni, feltehetéen tovabbalakult hidrolizis,
részben pedig polimerizacio kovetkeztében), B-aminosavat
izolaltunk magas enantiomerfelesleggel (ee > 96%), azonban
igen csekély termelés mellett.

5. Tablazat. A (+)-15 - (+)-18 Novozym 435-katalizalta gytliriinyitasa

1d6 Konv. E
) (%)

B-Aminosav B-Laktam

Hozam ee [a],® Hozam ee [a],”
(%) (%) (%) (%)
(£)-15 44 50 >200 11 97 +120* 39 99  +l1e61®
(x)-16 47 50 >200 9 99 -39¢ 42 99 -29¢
()-17 20 50 >200 11 96  +6,8° 46 99 -139f
(+)-18 48 52 >200 7 98 -8 40 96 -121.9"

‘¢ =0,27; H,0. °c = 0,29; CHCL,. °c = 0,5; H,0. c = 0,26; CHCl,.*c =
0,45; H,0. ¢ = 0,9; EtOH. #c = 0,1; H,O. "c = 0,5; EtOH.

Az atmeneti allapot felderitése érdekében molekula-
modellezést végeztiink a fenil-szubsztitualt P-laktamra.
Azt talaltuk, hogy a nukleofil 2-oktanol (viz) “hidként”
helyettesiti a hidnyz6 kulcsfontossagu hidrogénkotést (11.
abra).

Ph

Hisg,

11. Abra. A 2-oktanol szerepe az atmeneti allapot létrejéttében

I1.2. Aliciklussal kondenzalt (-laktamok lipaz-
katalizalta enantioszelektiv  gyiliriinyitasa, a
ciszpentacin eldallitasa

Mivel az elézdekben bemutatott direkt modszer az alacsony
termelés (< 11%) miatt nem bizonyult alkalmasnak
B-aminosav  enantiomerek szintézisére, ujraterveztiik
munkankat, modell vegyiileteink a nem aktivalt 5,6,7 és
8-tagu aliciklussal kondenzalt (£)-23 - (£)-26 B-laktamok
voltak (12. abra)."

COOH
Ilpaz
NH #r.0,60°C

(£)-23-26 (1R 25)-27-30 (15.5R)-23
(1S,6R)-24

(1S,7R)-25

(18,8R)-26

o o o o

(#)-23 ()-24 (*)-25 (#)-26

12. Abra. A (+)-23 - (+)-26 enzim-katalizélta gy(ir(inyitisa

A (#)-23 B-laktdm Chirazyme L-2 és Lipolase (mindkettd
Candida antarctica B lipaz: 2240726 Roche; L4777 Sigma-
Aldrich) és CAL-A (Candida antarctica A lipaz: 11836030
Roche)-katalizalta gyirlinyitdsat vizzel, iPr,O-ben, 60 °C-on
végeztiik és rendkiviil j6 enantioszelektivitast tapasztaltunk
(E » 200). A reakcidsebesség (50%-os konverzid eléréséhez
sziikséges idd) novelése céljabdl, vizsgaltuk a Lipolase enzim
és nukleofil mennyiségének hatasat ¢s megallapitottuk, hogy
az enzim mennyiség novelésével nétt a reakcid sebessége,
mig a viz mennyiségének novelésével csokkent. A gramm-
mennyiségli enzimes rezolvalasokhoz 1 ekvivalens vizet €s
50 mg/mL enzimet hasznaltunk (6. tablazat).

6. Tablazat. A (+)-23 - (£)-26 Lipolase-katalizalta gytirinyitasa

1d6 Konv. E
(hy (%)

B-Aminosav B-Laktam

Hozam ee [a],® Hozam ee [a],*
(%) (%) (%0) (%)

(#)-23 249 48 >200 44 99 9,1 42 93 +359
(+)-24 141 50 >200 45 98 -19,4¢ 45 98 -3,6"
()25 31 50 >200 47 98 -72¢ 41 99 -51°

(#)»-26 170 50 >200 43 95 +17,8 36 99 -18

*c¢=0,5; H,0. b¢=0,5; CHCI,. «¢=0,4; H,0.

A keletkezett P-aminosav ¢és [-laktdm enantiomerek
elvalasztasat extrakcioval végeztiik, vizben oldodott az
aminosav, szerves fazisban a laktdm. Lathatd, hogy a
kivalo ee-vel jellemzett aminosav enantiomereket igen jo
termeléssel (> 43%) izolaltuk.

o
@(/ 18% HCI (®"
( “'NH A o

(18,5R)-23
(1S,6R)-24
(1S,7R)-25
(1S,8R)-26

\COOH

‘NH,-HCl
(1S,2R)-31-34

13. Abra. A B-laktam enantiomerek sosavas gytiriinyitasa
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A p-laktdm enantiomerekbdl vizes sdsavval par Oras
refluxxal nyertiik az ee csokkenése nélkiil a megfeleld
aminosav hidrokloridokat (13. abra, 7. tablazat).

7. Tablazat. Az eléallitott B-aminosav hidrokloridok fizikai jellemz6i

Enantiomer ee [o],7

(o)

ciszpentacin  1R,25-31 99 -5,1(c=0,5;H,0)

18,2R-31 99 +52(c=0,5; H,0)
1R25-32 99 -84 (c=04;HO)
IS2R32 99 +88(c=03;H0)
1R25-33 98 -6,1 (c=03;H,0)
IS2R-33 99 +63 (c=03; HO)
1R2S34 96 +12,2(c=0,5;H0)

1S2R-34 99 -12,9(c=0,3; H,0)

I1.3. Enantiomertiszta 1,4-etil- és 1,4-etilén-athidalt
ciszpentacin eléallitasa

Az eldzoekben bemutatott direkt enzimes modszert sikeresen
alkalmaztuk az 1,4-etil [(1S5,2R,3S,4R)-37] és 1,4-etilén
[(1R,2R,35,45)-38] -athidalt ciszpentacin szarmazékok
cléallitasara (14. abra).

o
A e e e
iPr,0 NH, HN
nee (15,2R,55,6R)-35

(+)-35 (1S5,2R,35,4R)-37
ngn]ase AX\TZ/COOH %&
rPr20

70 °
(+)-36 (IR2R,35,45)-38  (1R2R,55,65)-36

14. Abra. A (+)-35 és (£)-36 enzim-katalizalta gyfir(inyitisa

Kivalé E mellett Lipolase katalizissel (50 mg/mL), viz
jelenlétében (1 ekv.), iPr,0-ben, 70 °C-on nyertiik a nagy
ee-vel jellemzett enantiomereket (8. tablazat).

8. Tablazat. A (£)-35 és (+£)-36 Lipolase-katalizalta gytriinyitasa

1d6 Konv. E -Aminosav -Laktam
) (%)
Hozam ee [a]® Hozam ee [a]®
() (%) (%) (%)
(#)-35 11 50 >200 46 99 +9,12 40 99  +64,1°

()-36 8 50 >200 46 98  -12,2¢ 47 99 +1237°

*c=0,5; H,0. b¢=0,5; CHCI,. ¢¢ = 0,4; H,0.

I1.4. Telitetlen aliciklussal kondenzalt p-laktamok

/o

lipaz-katalizalta enantioszelektiv gyiiriinyitasa

Telitetlen aliciklussal kondenzalt p-laktamok [(£)-39 -
(£)-42] Lipolase (50 mg/mL)-katalizalt enantioszelektiv
gylirlinyitasat is elvégeztiik vizzel (1 ekv.), iPr,0-ben, 70
°C-on (15. abra).

coon O
( Llpolase ( )n
m,o * HN U

(*)-39,n=1 (1R,25)-43,n=1 (18,5R)-39,n=1
(+)-40,n=2 (1R,25)-44,n =2 (1S,6R)-40,n =2
COOH 0 a
Llpolase
IPI‘ZO HN
70 °C n
(x)-41,n=1 (1R,2S)—45,n: 1 (1S,6R)-41,n=1
(£)-42,n=2 (1R,25)-46,n =2 (1S,8R)-42,n =2

15. Abra. A (£)-39 - (+)-42 enzim-katalizilta gyiriinyitasa

A preparativ mennyiségii enzimes rezolvalasok soran azt
tapasztaltuk, hogy a reakcidok 50%-os konverzional lealltak
(E » 200). A termékeket kivald termeléssel (> 45%) és ee-vel
(= 95%) izolaltuk (9. tablazat).

9. Tablazat. A (+)-39 - (+)-42 Lipolase-katalizalta gytirinyitasa

1d6 Konv. E
(h)

B-Aminosav B-Laktam

(%)

25

Hozam ee b

[a],® Hozam ee [a
(%) (%) (%) (%)
(£)-39 5 51 >200 96 97 +96,7* 48 99  -34,8"

()40 5 50 >200 98 99 +121,1¢ 48 99 +161,1°
(+)-41 45 50 >200 99 96  -38,8° 48 99 -29,1°
()42 7 51 >200 95 98  +23,9¢ 47 99 2494

‘¢ =0,3; H,0. *c = 0,45; CHCL,. °c = 0,3; H,0. “%c = 0,3; CHCL,.

II.5. Enantiomertiszta 1-aminoindan-2-karbonsav
(benzociszpentacin) és hat-  ill. 7-tagu
homolégjainak eléallitasa

Jelenleg az 1-aminoindan-2-karbonsav (benzociszpentacin),

és 6- ill. 7-tagi homologjainak enantiomertiszta formaban
torténd eloallitasan dolgozunk (16. abra).

£ COOH O s,
Llpolasc
a NH rPrzo 0 * HN=}
k"NH,

(#H)-47,n=1 (1R,2R)-50,n=1 (15,58)-47
(+)-48,n=2 (1R2R)-51,n=2 (15,65)-48
(+)-49,n=3 (1R2R)-52,n=3 (18,75)-49
lls% HCl lls% HC1
| x,COOH HOOCs
NH2~HCI HCI HZNJS:(@
(1R2R)-53,n=1 (15,25)-53
(1R2R)-54,n=2 (15,25)-54
(1R2R)-55,n=3 (15,25)-55

16. Abra. A (+)-47 - (+)-49 enzim-katalizalta gy(iriinyitasa

A gramm-mennyiségli rezolvalasokat az optimalizalt
kortilmények kozott (Lipolase katalizissel, H,O-el, iPr,O-
ben, 60 °C-on) végeztiik és a kivalo enantioszelektivitassal
(E » 200) jellemzett reakcidokbol igen jo termelés mellett
(= 42%), kivald ee-vel (= 97%) izolaltuk a termékeket (9.
tablazat).
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9. Tablazat. A (+)-47 - (£)-49 Lipolase-katalizalta gytrtinyitasa

1d6  Konv. E
m) (%)

f-Aminosav f3-Laktam

Hozam  ee Hozam ee

o) 0 () (%)
*)-47 6 50 >200 42 97 44 99

(+)-48 54 50 >200 45 99 45 99
(+)-49 51 51 >200 46 98 47 99
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Enzyme-catalysed kinetic resolution of -lactams:direct
and indirect methods

Direct and indirect enzymatic methods have been developed for the
preparation of enantiopure cyclic -amino acids (e.g. cispentacin)
or their derivatives and P-lactams through the enzyme-catalysed
kinetic resolution of B-lactams in organic solvents.

An indirect method through the lipase PS or lipase AK-catalysed
asymmetric acylation of the primary hydroxy group of N-
hydroxymethylated B-lactams (E > 94) or the lipase-catalysed
hydrolysis of the corresponding ester derivatives (£ > 89) resulted
in the enantiomerically enriched ester and alcohol. The products
were separated by column chromatography, and then subjected to
further transformations: treatment with NH,OH/MeOH afforded
the corresponding f-lactams (ee > 93%), while treatment with HCl/
EtOH furnished the corresponding f-amino ester hydrochlorides
(ee > 81%).

Az indirekt enzimes modszer kevésbé hatékony €s hosszabb
ut P-aminosav enantiomerek eldallitasara, ugyanakkor
lehetéséget nyujt a P-laktam mindkét enantiomerének
parhuzamos eldallitasara. A hidroximetilezett -laktamok PS
lipaz vagy AK lipaz-katalizalta aszimmetrikus acilezésével
(E > 94) vagy megfeleld racém észter enantioszelektiv
hidrolizisével (£ > 89) eldallitott termék alkohol és észter
B-laktamokat oszlopkromatografiasan valasztottuk szét,
majd NH,OH/MeOH-os kevertetéssel, illetve HCI/EtOH-
ban torténd forralassal az enantiomerfeleslegek csékkenése
nélkiil eléallitottuk a kivant B-laktam (ee > 93%) és B-
aminosav etilészter hidroklorid (ee > 81%) enantiomereket.

A direkt enzimes modszer hatékony és egyszeri ut f3-
aminosav enantiomerek eldallitasara. A Chirazyme L-2 vagy
Lipolase enzimek katalizalta enantioszelektiv gytriinyitas
(E » 200) eredményezte termék [B-aminosav (ee > 95%)
és P-laktam (ee > 93%) enantiomereket szerves-vizes
extrakcioval valasztottuk szét. Valamennyi, igen magas
termelés mellett (> 40%) izolalt vegytiletet vizes sdésav
oldattal a kivant B-aminosav hidroklorid enantiomerekké
(pl. ciszpentacin) alakitottuk (ee > 95%).
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The indirect enzymatic method for the preparation of enantiopure
B-amino acids or derivatives is a somewhat less efficient and longer
procedure, but it ensures the simultaneous preparation of both (3-
lactam enantiomers.

The direct enzymatic procedure through the Chirazyme L-2 or
Lipolase-catalysed enantioselective ring opening of inactivated
B-lactams in an organic solvent proved to be a very simple and
efficient method for the preparation of enantiopure cyclic $-amino
acids (e.g. cispentacin) (£ » 200). The resolved products, obtained
in good chemical yield (= 40%), could be easily separated.
Transformations of f-lactam enantiomers by ring opening with
18% aqueous HCI gave the enantiomers of the desired -amino acid
hydrochlorides (ee > 95%).
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