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1. BEVEZETES

Napjainkban az egyik legnagyobb kihivis amivel a szerves kémia szembenéz, a mind
nagyobb szimu Osszetett, biol6giailag aktiv anyag gazdasdgos szintézise. Egyre nagyobb az
igény a sztereoizomerek - kiemelendGen a kiralis anyagok adott enantiomerjének — tiszta
formaban torténd eldallitisira . Az egyes enantiomerek eltéré terdpids hatdstak lehetnek >,
a koztiikk 1évd kiilonbség megnyilvanulhat felszivéddsuk, metabolizmusuk vagy Kkitiriilésiik
sordn is 8. FErthetd tehat, hogy az enantiomerek tiszta elkészitésére alkalmas médszerek
fejlesztése egyre inkabb kozponti kérdéssé kezd valni a gyogyszerek, névényvéddszerek, sot a
finomkémiai és haztartasvegyipari, élelmiszeripari termékek kutatasa, fejlesztése és gyartasa
terén is.

Erre vélaszul a szintetikus szerves kémia eszkdztdra papjainkban hatalmas fejlédésnek
indult; t6bbek kozott a fémorganikus vegyiiletek alkamazésa, a heterogén és homogén fém- és
nehézfém-katalizis, az elektro- és fotokémiai technikdk, a fizis-transzfer katalizis,
szupramolekuléris kémiai médszerek, a szilard hordozdn végzett reakciok gazdagitjdk a
sztereoszelektiv szintézismddszerek fegyvertarat.

A kiralis szintézismddszerek irdnti megn6vekedett igény és a kormyezetvédelmi kérdések
fokozatos elOtérbe keriilése konnyen érthetové teszi ezen kémiai moddszerek mellett a
biokatalitikus eljarasok iranti érdeklddés robbanasszerii fejiodését mind laboratériumi, mind
ipari méretekben. A biokatalizis, biotranszformici6 céljaira felhasznalhat6 rendszerek
(elsosorban enzimek, mikroorganizmusok) szdmos elényds sajitsiggal birnak. A
biokatalizatorok elényds vonasa lehet szelektivitasuk és hatékonysaguk. Majdnem minden
kémiai reakciénak megtaldlhaté az enzimatikus megfelelSje, a biokatalizis felhasznéldsi
teriilete igy kevéssé korldtozott. Az enzimek természetiiknél fogva kérnyezetbarat, kirdlis
katalizatorok, sok esetben elkeriilhet6 veliik a mérgez6, vagy a kdrnyezetet sulyosan terheld
melléktermékek képzbdése .

A biol6giai rendszerek - koztik az enzimkatalizalt folyamatok - molekuléris szintii
megismerése ugyancsak robbanisszerii fejlédésnek indult. Ez a fejlédés koszonheté a
molekularis genetika (genetikai szekvencidk meghatdrozisa, PCR, génexpresszid, site-
directed mutagenesis™...), a biolégiai rendszerek szerkezetkutatasa (fehérjekrisztallografia,
biomolekuldk oldatfizisi szerkezetmeghatirozisa NMR technikdkkal, XAFS, ESR, Raman,
mikroszkép technikdk..) és a Dbioinformatika (megjelenités, modellezés pl.
homolégiamodellekkel, ligandumillesztés, kevert médi kvantumkémia szimitdsok fehérjéken
beliil, gén és protein adatbazisok...) egyre fejlédé és boviild médszereinek. Ezek az uj
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technikdk hatékony eszkozoket adnak a kutatok kezébe az enzimkatalizilt folyamatok
mechanizmusinak mind részletesebb megismeréséhez. A biokatalitikus folyamatok
miikodésének ilyen szinti megismerése visszahat a szintetikus médszerekre, mivel a
biokatalizatorok, biokatalitikus folyamatok fejlesztése mindinkdbb célzottd és tervezhetGvé
valik .

Az 1j szintetikus eljarasok kifejlesztése soran tehit a biokatalizitorokat ugyanigy kell
kezelni, mint barmelyik misik Gj reagenst vagy katalizitort. Ha egy folyamatnak létezik mind
kémiai, mind biokatalitikus alternativdja, az egyik vagy masik médszer mellet sz616
dontésnek szigori koltség-haszon szdmitdsokon kell alapulnia. A mai korszerii tobblépéses
szintetikus eljarasok ilyen elvek alapjan O6tvozik az Osszes uj, hatékony szintetikus
modszereket, kizottiik a biokatalizist.

1.1. BIOKATALIZIS A SZINTETIKUS KEMIABAN

A kémiai rezolvalas *'° illetve kémiai sztereoszelektiv szintézisek 2!

j61 megalapozott
modszereket és reagenseket adnak a szintetikus kémiéval foglalkozé vegyészek kezébe.

Szémos enzim és sejt rendszer mar ugyancsak elérte ezt a “reagens” allapotot, a
szintetikus kémikusok Ggy kezelik 6ket, mint barmely mas modern szintetikus eszkozt. A
legfontosabb “reagens™ illapotot elért rendszerek k6zé az izolalt enzimek koziil elsdsorban
hidrolazok, oxido-reduktazok és lidzok, a mikroorganizmusok koziil pedig a siitGélesztd
tartozik. Ezekr6l a szintetikus biokatalizisre felhasznilhatd rendszerekr6l méra igen
széleskorii informacié 4ll rendelkezésiinkre 25,

A szerves kémiaban jelenleg hasznilt enzimek jelent6s része kereskedelmi termék, sok
koziilik rogzitett formdban is elérhetd >°. Konnyen felhasznalhaté mikroorganizmusok is
beszerezhet6ek nagy tételben, ezek rogzitésére is szimos modszer ismert. A kereskedelmi
térzsgyiijtemények a ritkdbban haszndlt mikroorganizmusok gazdag tdrhizit jelentik. A
biotechnolégia és a génsebészet szakadatlanul fejlddé médszerei egyre nagyobb lehetdségeket
nydjtanak médositott, vagy akar teljesen \j enzimek eldallitdsara.

A szélséséges korillmények kozt 616 szervezetekbdl nyerheté “extremozimek” ***
kutatdsa, a kombinatérikus biokatalizis **, az ipari enzimek optimalizilasira felhasznalt
célzott evolicio *, vagy a kisérletes az enantioszelektivitds molekulamodellezéssel t6réné

modellezése *® a biokatalizis igéretes fejlesztési teriiletei.
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1.1.1. A biokatalizatorok jellemz6i

A Dbiotranszformiciokban (ezek abban kiilonbéznek a de novo fermenticiés
folyamatokt6l, hogy benniik egy adott szintetikus vagy természetes szurbsztrat atalakitdsa
zajlik) részt vevl biokatalizitorok szamos tipusa létezik, melyek kiilonboz6 forméikban,
kiilonbdz6 koriilmények kozott mitkodhetnek (1. Tablazat).

1. Tabldzat Biokatalizitorok tipusai

Egész sejtek Sejtmentes készitmények
Allapot Allapot
o No&vekvo sejtek o Sejtmentes extrakt
o Nyugvo sejtek o Tisztitott enzimek
o Liofilizalt sejtek e Moddositott’kezelt enzimek
e Moddositott/kezelt sejtek e Multienzim rendszerek
Forma Forma
o Szabad sejtek e Szabad forma
o Mikrokapszula/mikroemulzié o Mikrokapszula/mikroemulzié
o Rogzitett sejtek o Rdogzitett forma
Kornyezet Kornyezet
e Vizes oldat e Vizes oldat
e Vizes oldat segédold6szerrel o Vizes oldat segédoldbszerrel
o Vizes — szerves kétfazisi rendszer o Vizes — szerves kétfazisi rendszer
e Szerves old6szer o Szerves oldoszer

Tovabbi igéretes biokatalizdtorok
Géntechnol6giai iton médositott enzimek
Félszintetikus, szintetikus enzimek
Katalitikus antitestek

Katalitikus RNS

1.1.1.1 Biokatalizis sejtmentes enzimkészitményekkel

A biotranszformaciékban résztvevd biokatalizatorok (enzimek) f6 alkotérésze fehérje. A
fehérjék egy vagy tobb fehérjelancbol allnak, melyek természetes aminosavakbol all6 linedris
polimerek. Ezek az aminosavak - a glicin kivételével — mind kirdlisak, amib6l kovetkezoen a
fehérjék is kiralis felépitésiiek. Az aminosavak oldallancaiban jelen 1évé csoportok (amino-,
karboxil-, hidroxi-, tio-, stb.) a fehérjéket potencialisan savas, bazikus, nukleofil vagy akér
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elektrofil katalizisre is képessé teszik. A szubsztratok kotodhetnek kémiai, hidrogénhidas
kotésekkel, elektrosztatikus és egyéb erfkkel a polipeptid linc(ok) egy meghatarozott helyére,
amit aktiv centrumnak neveziink. A szubsztrit és az aktiv centrum egymaist kiegészito,
komplementer topolégidju.

A ily médon az enzim aktiv centrumahoz kotott szubsztrat 4talakitisat az aktiv
centrumban a megfelelé térbeli kozelségben elhelyezkedé megfelelé funkciés csoportok
végzik'. Az enzim egyik természetes funkci6ja tehat, hogy a szubsztrétot és a katalizist végzd
funkciés csoportokat megfelelé térbeli elrendezddésbe és kozelségbe hozza. A fehérjének
azonban nem csak ez a szerepe, hanem az aktiv centrumot koliilvevd polipeptid véd6 funkci6t
is ellat, a nem kivant — pl. a vizes oldattal egyébként lejatsz6d6 — mell€kreakciokat kizirva
Gn. “negativ katalizist” *7 is kifejt.

Az enzimek jelentds része a természetben a sejten beliil fejti ki hatdsat, szamos esetben
egyéb sejtalkotokkal integralt médon. Példa erre a membranba dgyazott enzimek, melyek
inaktivak a membrinkomponensek nélkiil. Ezek az enzimek kornyezetiikb6l kiszakitva
teljesen elveszithetik aktivitidsukat, igy tehit nem hasznalhatéak sejtmentes készitményekként.

Az enzimek, hasonléan mds katalizitorokhoz, a reakcidkat az aktivaldsi energia
csokkentésével gyorsitjadk. Az enzimkatalizilt reakciékban az aktivilasi energia f6 kézvetlen
forrasa - ellentétben a kémiai reakci6kkal, ahol az dotden a kornyezet termikus energidjabol
szarmazik - az enzimfehérje konforméaciévaltozasa. Mivel az enzimek is katalizitorok, tehit a
folyamatok termodinamikai egyensilyat nem valtoztatjdk meg, makroszkopikus szinten a
végsd energia-forras itt is a kérnyezet termikus allapota, amit az enzim kozvetit.

Az enzimkatalizalt folyamatok lehetnek kémiailag j61 megalapozott mddszerek
alternativii is, de szimos esetben olyan reakcidkat is lehet6vé tesznek, melyek kémiai iton
egyiltalin nem, vagy csak igen nehezen valésithatéak meg. Az enzimek szintetikus
alkalmazasanak 222° mérlegelése el5tt néhdny jellemzd sajitsdgukat szimba kell venni:
Elony6s tulajdonsagaik k6zé sorolhatd:

e Kozel 3000 enzim ismert **°°, szdmos koziiluk kereskedelembd] beszerezhetd, néhany
pedig rogzitett forméban is hozzaférhet6 *.

e Az enzimek igen hatékonyan képesek katalizilni reakciok széles korét. Az enzimkatalizalt
folyamat akar 10-12 nagysdgrenddel gyorsabb lehet, mint a nem enzimkatalizalt folyamat
ugyanazon koriilmények kozott.

* Fzek a funkcids csoportok lehetnek a fehérjét alkoté aminosavak oldallincaiban, de tartozhatnak a katalizist
segit6, nem fehérjetermészetii kofaktorokhoz is.



~

5
wn

BEVEZET.

Az enzimek viszonylag enyhe koriilmények (szobahOmérséklet, semleges pH) kozott
képesek mikddni. Ez fontos lehet olyan esetekben, mikor a termék -erélyesebb
koriilmények kozott instabil.

Az enzimkatalizalt folyamatok mind az altaluk katalizalt rekcié tipusdra, mind a
szubsztrat szerkezetére/térszerkezetére nézve igen szelektivek. Az enzimek, mint kiralis
makromolekulék, természetiiknél fogva alkalmas aszimmetrikus katalizatorok.

Néhany enzimkatalizalt folyamat alkalmas szerves vegyiiletek nem aktivalt helyeire
torténd funkcids csoport(ok) kialakitdsara.

Az enzimkatalizalt folyamat, annak aktivitdsa, szelektivitisa szamos tényezdvel - mint
példaul a szubsztrat ill. a termék koncentraciéja, pH, homérséklet, ionerdsség, oldoszerek
¢és mas médosité anyagok — befolyasolhato, igy tehat kedvez6 irdnyba is valtoztathato.

Az enzimkatalizalt folyamatok alacsony kérnyezeti terhelést jelentenek.

Az enzimkatalizalt folyamatok kapcsdn azonben emlitést kell tenni azok potencialis

hatranyairol is:

Természetiiknél fogva az enzimek A4ltaldban vizes kozegben miikédnek. Ez gondot
okozhat, ha a szubsztrat vagy a termék oldhatalan vagy vizre érzékeny. Mivel azonban az
enzimek nem csak vizes kozegben, hanem akar gyakorlatilag vizmentes szerves kdzegben
3134 gazfazisban *° vagy szuperkritikus gazfazisban ¢, forditott micellakban 7! vagy
folyadékkristalyokkal alkotott emulziéban ®* is miikodhetnek, az oldhatésagi vagy
vizérzékenységi problémak ily médon megoldhatoak.

A tiszta enzimek dragak lehetnek. Ezt gyakran el lehet keriilni viszonylag olcsébb nyers
enzimkészitmények vagy akar egész sejtek alkalmazasaval, feltéve, hogy a nyers
készitményben visszamaradé szennyezOk nem interferalnak a folyamattal. Annak is
tudatdban kell azonban lenni, hogy a tiszta, protedzokt6l mentes készitmények hosszabb
élettartamiak lehetnek. Optikailag aktiv termékek el6allitisakor még az is el6fordulhat,
hogy a szennyezd enzimek is képesek lehetnek - akér ellentétes szelektivitassal ®° -
ugyanazt a folyamatot is katalizalni. Ennek megfelel6en, a biokatalizator tisztasagi foka is
technolégiai optimalizalds targya lehet. A biokatalizator rogzitése ®7° csokkentheti a
miiveleti koltségeket, és novelheti annak élettartamat. A rogzités befolyasolhatja ezen tul a
biokatalizator aktivitdsat/szelektivitasat *’. Az olcsobb enzimek eldallitdsra tovabbi
lehetdséget nyujtanak a biotechnologia és a génsebészet ¥ fejlett eszkozei is.

Szdmos enzim meglehetésen instabil, de élettartamuk bizonyos eszkozokkel, mint az

elobb emlitett rogzités, a protedz szennyezések eltdvolitasa, novelhetd. Az élettartam



névelése szempontjabol fontos az inaktivalodds mikéntjének tanulmanyozasa *. A
stabilitds és a miikodési paraméterek megvaltoztatasara alkalmasak lehetnek fizikokémiai
ill. kémiai médositasok **, de a szelektivitds és stabilitds hatékonyan befolyasolhato

8991 pl. "site-directed mutagenesis" segitségével > is. A

génsebészeti eszkdzokkel
sz€ls6séges koriilmények kozott - magas homérséklet, extrém sétartalom, stb. - €16
szervezetekb6l nyerhetd “extremozimek’ kutatasa *>** mind t5bb eredményt hoz e téren is.
e Néhany enzim csak a szubsztratumok szik korén képes atalakitasokat végezni.
Biokatalizis szempontjab6él az idedlis enzim az lenne, amelyik nem-természetes
szubsztratok viszonylag széles korénak atalakitdsara képes, mikézben megtartja a
természetes szubsztrattal szemben mutatott igen magas szelektivitdsat. Habar ezek a
kovetelmények egymasnak ellentmondonak latszanak, méhany, foként emlés6kbdl
szarmazé enzim mégis meglepOen jol megfelel nekik. A mikrobidlis enzimek valamivel
kisebb szubsztrattoleranciaval rendelkeznek, de szélesebb korii valasztékuk ellensulyozza

ezt.

Az enzimek katalitikus aktivitasat a szubsztrat és a termék koncentracidjan tal szamos
tényez6 befolyasolhatja. Az alapvet kinetikai konstansokat (Km, Vmax) szdmos kiils6 tényezd
befolyasolhatja:

Homérséklet: A biokatalitikus folyamatok sebessége a homérséklet fliggvényében egy
maximummal rendelkezd gorbét ir le. A maximum azonban nem nevezheté homérséklet
optimumnak, hiszen egy bizonyos hoéfok felett a sebesség csokkenésének oka az enzim
irreverzibilis denaturalédasa. A szelektivitas altalaban a hdmérséklet csokkenésével nd.

pH: Az enzimkatalizdl folyamatok alatldban a pH fiiggvényében valédi optimummal
rendelkezd haranggérbével jellemezhetéek, melynek oka, hogy a pH valtoztatasa
megvaltoztathatja az aktiv centrumban megtalalhaté ionizalhaté csoportok disszociacios
allapotat, vagy az egyéb ionizalhat6 csoportok disszociaciés allapotdnak valtozasa valtozast
Az oldoszerek felhaszndldsa vizes kozegben segédolddszerként, vizes szerves kétfazisu
elegyként, vagy gyakorlatilag vizmentes oldészerként mar altalanosan elterjedt a szintetikus
biokatalizisben >3, Itt lehet megemliteni, hogy vannak olyan szerves oldészerben
végrehajtott biotranszformaciok, melyek vizes kozegben megvalosithatatlanok .

%9 a nyomds °*, szintén befolyasolhatja az enzimkatalizalt

Az ionkornyezet/ionerdsség
folyamatot. Ezen effektusok felhasznalhatok tehat a biokatalitikus folyamat befolyasolasara,

példaul a szelektivitds megvaltoztatasara, novelésére is.
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1.1.1.2 Biokatalizis mikroorganizmusokkal

Az izolalt enzimekkel végzett folyamatokhoz képest a mikrobidlis biotranszformaciok

néhiny tovabbi jellegzetességét is meg kell emliteni.

Hozzdférhetoség/elérhetoség. Szamos  mikroorganizmus  beszerezhetd  olcsén,
nagymennyiségben, nyugvé sejttomeg formajiban, ezek koziil elsdsorban a sitdélesztdt
(Saccharomyces cerevisiae) kell megemliteni. J61 definidlt, dokumentalt
biotranszformiciokat elvégezni képes torzsek széles valasztéka érhet6 el kiilonféle
torzsgyljteményekbdl. Ebben az esetben azonban méar a tdzsek szaporitasihoz,
tenyésztéséhez és fenntartdsahoz professzionalis mikrobiol6giai ismeretek és eszkdzok
99:100 kellenek. A torzs allandosdga és egyszerii kezelhetosége szintén fontos szempont.
Mivel a mikrobidlis biotranszformaciok is enzimkatalizilt folyamatok, a legtibb, az
izolalt enzimek jellemzdi k6zt emlitett sajatsidg (enyhe koriilmények, szelektivitas, kiralis
katalizis, a folyamat kiils0 paraméterekkel torténé befolyasolhatésiga) tobb-kevesebb
megszoritassal itt is érvényes

A mikroorganizmusok igen sok enzimet tartalmaznak, melyek kéziil szamos allandéan
jelenlevonek tekinthet6, mig masok indukalhat6k. Ennek eldnye, hogy egyféle torzzsel
szamos reakcidtipus valdsithaté meg (pl. redox reakciok, hidrolizisek, addiciés ill.
kondenz4ciés reakcifk). A kofaktorokat igényl6 enzimek esetében el6ny lehet, hogy mind
a kofaktor, mind a kofaktor regenerdldsira alkalmas enzimrendszer jelen van. A
multienzimatikus biotranszformécifk esetében az €10, intakt sejtben az Gsszes sziikséges
enzim t6bbé-kevésbé optimilis mennyiségben és koriilmények kozt taldlhaté meg. A
sejtekben egyszerre jelen levd tobb enzim hdtrdnya lehet viszont, hogy a szubsztritot
esetleg nem csak a kivint enzim alakitja it, hanem més, nemkivanatos mellékreakciok is
lejatszodhatnak. Akidr ugyanazt a reakciGtipust (pl. karbonil redukcié alkoholld) is
katalizdlhatja tSbb, eltérd vagy akar ellentétes szelektivitast enzim 101-103

Fontos szempont lehet a mikroorganizmus €lettartama és rogzithetdsége. A rogzitett sejtek
esetenként nagyobb élettartamiak lehetnek, egyszer(ibb termékkinyerést, folyamatos
miik6désii reaktortechnika alkalmazisét tehetik lehetévé.

Sajnos a kivant biotranszformici6 Kkivitelezésére leginkdbb alkalmas torzsek
kivilasztasshoz nincsenek aranyszabalyok, bar néhany nyers ltaldnositas tehetd '*. Az
élesztok leginkabb hidrolizisek és karbonil redukciok kivitelezésére alkalmasak, a gombak
hidroxildldsi folyamatokra hasznilhatéak fel, mig a baktériumok rendelkeznek a
legnagyobb oxidativ képességgel, szerves vegyiileteket akir széndioxidda és vizzé
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képesek oxidalni. A hidrolizisek, bakteridlis oxidaciok és hidratalasi folyamatok éltaldban
gyorsak (néhdny ora), az élesztokkel végzett redukcidk alatlaban lassabbak, a gombakkal
végzett atalakitasok igénylik iltaldban a leghosszabb id6t. A legiltaldnosabb eljirds az
ismert analogidk alapjdn kivalasztott tiszta torzsek tesztelése (itt a minél kézelebbi
anal6gidk fellelése dramaian leréviditheti a keresést). Ha az ismert torzsek nem hozzik a
kiviant eredmiényt, vagy eleve j torzsek fellelése a cél, természetes forrdsokb6l beszerzett
izolatumok (talajbol, szElsGséges viszonyoknak - pl. magas hdmérséklet, sbkoncentracié -
kitett helyekrd]) tesztelése hozhatja meg a sikert.

1.1.1.3 Tovabbi, biokatalizitorként igéretes biolégiai rendszerek

Mivel a biokatalizitorként felhasznilhat6 Gjszeri rendszerek irodalma is igen
szerteagazo, ezért e teriileteket is csak szemléltetésképpen, kivonatosan mutatom be.

e Uj tipusi biotranszformiciokat tehetnek lehetdvé a multienzimatikus rendszerek,
melyeket gyakran mesterséges sejteknek, ill. mesterséges metabolizmusnak is neveznek
105106 Ezek igen hasznosak lehetnek in vitro enzimatikus kofaktor regenerélast végzd
rendszerek "% felépitésére. Igy tehdt az él6 rendszerek metabolikus folyamataival
analég mesterséges sejtek hozhatok létre, akar azonos fajbol, akar kiilonb6z6 torzsekbél
szirmaz6 enzimek felthasznalasaval.

e A katalitikus antitestek (abzimek). Az allati, vagy emberi szervezet immunrendszere altal
termelt védekezd fehérjék az antitestek. A modern immunkutatisok eredményeképpen
kifejlod6tt a monoklondlis (t.k. teliesen homogén) antitestek el6allitisat é&s manipuldlasat
lehet&vé tevd technika 1911, E fejlédés tette lehetvé a biokatalizitorként is igen igéretes,
katalitikus sajatségokkal rendelkez6 antitestek el6allitasit és tovabbi fejlesztését 112124, E
katalitikus antitestek jelentGségét abban lathatjuk, hogy mig a természetben fellelhetd
enzimek szama néhidny szizezerre techetd, az immunrendszer antitestek varidcidinak
gyakorlatilag végtelen szdmban torténd elballitisira képes '2. Igy elvileg tehit akér
természetes enzimek 4ltal nem katalizilt folyamatok katalizisére is képes antitestek
nyerhet6k. A katalitikus antitestek képzésére olyan un. "haptén” szerkezetet allitanak el6,
amely a katalizalni kivant reakci6 dtmeneti dllapotanak szerkezeti analogonjat tartalmazza
egy nagyobb, semleges hordozé-fehérjéhez kétve. A "haptén” ellen képz6do antitestek -
melyek annak mintegy térbeli komplementerei - kozott szimithatunk katalitikus
sajatsagiak megjelenésére is. E folyamatban kombinatérikus antitest konyvtirak is
alkalmazhatok '?%. Katalitikus antitestekkel szimos biokatalitikus folyamatot, pL B-
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eliminaciét '?’, redox reakciét '2%, Diels-Alder cikloaddiciét '** vagy alkil észterek
sztereoszelektiv hidrolizisét '*° valésitottak meg. Ezen igéretes sajétsagok miatt a technika
irant az ipar is érdeklédik '**.

Hasonl6an izgalmas, bar talin még komolyabb kihivdsokkal szembenéz6 lehetGség a
katalitikus polinukleotidok felhasznilisa. A katalitikus sajatsigokkal rendelkezé pl
onmaga hasitisanak katalizisére képes RNS '** mellet mar olyan katalitikus RNS
szekvencidkat is taléltak, amely Diels-Alderdz activitissal rendelkeznek . Folyik e
katalitikus polinukleotidok hatds-szerkezet sszefliggéseinek vizsgalata ¢, és felmeriilt az
un. “ribozimek" katalitikus sajatsdgainak a rdk génterdpidjdban valé alkalmazisinak a
gondolata is '*°. Katalitikus tulajdonsagokat fedeztek fel egyes DNS szirmazékok korében
iS 136,137.

Végiil meg kell emliteni az Gn. irdnyitott evoliicio ("directed evolution”) technikajat is
13813 Ez a médszer egy adott sajatsigot valamilyen szinten hordozé enzim kivélasztott
sajatsidganak (ez lehet szelektivitds, stabilitds, savtiirés, stb.) iranyitott felerdsitését
célozza. E modszer szerint a kiinduld enzim génallomanyan kisfoki, véletlenszeri
mutaciékat hoznak létre (pl. kissé hibds PCR alkalmazisival), az igy keletkezett
mutinsokat megfeleld gazdaszervezetbe exprimiljak és termeltetik, majd az adott
sajitsagra nézve tesztelik. Az elsdé generacié javult sajatsidgokkal rendelkezé legjobb
mutinsait azutdn djabb mutécié / szelekcié ciklusnak lehet aldvetni. Méara e médszerrel
sok esetben a kivalasztott sajitsdg tobb nagysdgrenddel torténd javulasit érték el. E
moédszer a katalitikus antitestek erételjes konkurrense lehet. A katalitikus antitest
technikdval szemben eldny a genetikai és mikrobiol6giai hattér megalapozottabb,
kiforrottabb technolégidja, megtartva a gyakorlatilag végtelen mértékii variabilitasbol
eredé elonyoket.

1.1.2. A biokatalizis szintetikus alkalmazisa

Biokataltikus eljarasokat szdmos teriileten alkalmaznak, igy e tertilet 4tfogé bemutatisa is

tilsdgosan szerteigazé lenne. Ezért e teriileteket is csak néhiny alkalmazis példaértéki
megemlitésével mutatom be, egy kisebb fejezetben kiemelve a rovarferomonok
sztereoszelektiv szintézisét célzo terilletet, melyben mi is érdekeltek voltunk.

o Kiilonféle mikroorganiznusokat hosszabb ideje széles korben alkalmaznak szimos

hasznos szintetikus termék, mint pl. Gsszetett természetes vegyiletek 4%
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szteroidok '*'%, alkaloidok '**'’, aminosavak'®, nukleotidok és analogonok '4%15,
szénhidratok '*' eld4llitasara.

e Viltozatos ipari 1éptékii biokatalitikus folyamatokat '*> oldottak meg izoldlt
enzimkésgitmények alkalmazasival is, pl. mikrobidlis eredetli lipdzok '>'*%, epoxid
hidroldzok '*° felhaszn4léséval.

o A Dbiokatalizis tovdbbi felhaszndldsi teriileteinek szemléltetésére megemlithetjiik
biodegradibilis termékek lipiz katalizilt folyamatokkal torténd elballitisit '*°, vagy a
biokatalizis széleskorii felhasznalasat élelmiszeripari folyamatokban 5718,

1.1.2.1. Biokatalizis kirdlis feromonok szintézisében

A feromonok az €l6vildg informici6kozvetitd anyagai. Az egyik egyed altal kibocséjtott
kémiai anyag a masik egyedben valamilyen fiziologids valaszt vélt ki. A leggyakoribb a
rovarok altal termelt '*° rovarferomonok vizsgilata, mivel ezek felhasznilhatéak az integralt
névényvédelem korszerii eszk6zeiként.

A biokatalitikus modszereket sikkerrel alkalmaztik tobbek kozott kiralis feromonok nagy
enantiomertisztasdgban torténd elBallitdsa sordn is. Mivel err6l a teriiletr6l részletes attekintés
all rendelkezésre '®, ezért itt csak egy kiragadott példit emlitenék a kirdlis feromonok
biokatalitikus eljarasokkal t6rténé szamos el6allitasai k6ziil.

A kirilis szekunder alkoho! feromon, az (S)-szulkatol eléallitasat biokatalizis segitségével
tobbféle uton is megoldottik. A feromont elkészitették mikrobidlis witon, a keton prekurzor
siitééleszt6vel végzett redukciojaval '®', izolalt, termostabil oxidoreduktdz enzimmel végzett

redukci6val '! és a racém alkohol lipaz katalizalt acilezésével ' is.

o

O mikrobiilis OH enzimatikus OH
/l\/\)l\ redukeio /k/\/=\ acllezés )\/\)\
N -_— = = (visszamarad6 N
(S)szulkatol enantiomer)
| redukci6 akirélis reagenssel T

Emlitésre mélté, hogy feromonok aszimmetrikus szintézisére mér katalftikus antitestek
felhasznAlasat is kozolték 163, '
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1.1.3. A biokatalizis sztereokémiai vonatkozaisai

Az aszimmetriacentrum létének van't Hoff '416° &s Le Bel 4ltal % tortént felismerése 6ta

a sztereokémia igen fontos a szelektiv reakciok tanulményozisa szempontjabol.

A sztereokémia alapfogalmainak még csak rovid leirdsa is meghaladni egy disszertaci6
kereteit, ezek tisztiz4sdra nagyszer(i konyvek alnak rendelkezésre 67177,
A tovabbiakban feltételezem hogy a fent emlitett miivekben részietezett fogalmak
ismertek. E fogalmakat kéziil a legfontosabbakat, igymint az
e egyetlen objektumra vonatkozo fogalmakat: Kkiralitds - akiralitds, konstiticio,
konfigurdcio, konformdcico; tovabba abszolit konfigurdcié - relativ konfigurdcio, vagy a
o  két objektum egymdshoz képesti viszonyit leiré fogalmakat: az izoméria, ezen beliil is a
konstitucios izoméria, sztereoizoméria, a diaszetereomerek és az enantiomerek, valamint
e az egyazon objektum azonos részei kozti viszony jellemzése (ezekre lathatéak példik az
1. Abrin): a homotdp csoportok és oldalak, heterotép csoportok és oldalak, az enantiotop
ill. diasztereotdp csoportok és oldalak fogalmai.

csak felsorolisszerfien emlitem meg.

Ezen fogalmak ismeretének birtokdban osztilyozhatjuk a szelektiv reakciékat a
szelektivitds tipusa szerint (2. Téablazat) 2*. A szelektiv reakci6k lefutdsat nagymértékben
meghatdrozza az dtalakitand6 szubsztrat(ok) szerkezete: lejatszodhatnak két vagy t6bb anyag
elegyén (szubsztrdt szelektivitds), vagy egyetlen szubsztraton beliil taldlhaté kiilonb6zd
csoportok ill. oldalak atalakitdsiaval olymédon, hogy egyetlen szubsztritb6l egynél tobbféle
termék képzbédhet (termék szelektivitds)'.

A biokatalitikus 4talakitasok sordn mindkét atalakitastipus gyakori.

! E fogalmakat kissé eltéren értelmezik. Egyesek szerint [Prelog, V., Pure Appl. Chem., 1964, 9, 119.]
"termék sztereospecifikus” a folyamat, ha a reakcié sordn j aszimmetriacentrum képzddik, mig "szubsztrdt
sztereospecifitds” esetében diasztereomerek ill. enantiomerek szelektiv transzformécidja jatszédik le.

Ett6l kissé eltér6 értelmezés szerint [N6gridi, M., Stereoselective Synthesis, VCH: Weinheim, 1986.]
"szubsztrdt szelektiv” egy reagens, ha kiilonb6z6 szubsztritokat azonos kériilmények kozott eltéré sebességgel
alakit at, mig "termék szelektiv” egy reakci6, amelyben egyetlen szubsztritbél tébbféle termék képzddhet, és a/‘“:;m
kepzédétt termékek ardnya eltér statisztikai képz6dési ardnyuktél. Mi e fogalmakat az utGbbi értelemben TN
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A.) Homomorf
csoportok ol
Homotop / Heterotop Konstittciéban
ok onstittic
csoportok b st 5 csoportok
H H
H = OH
&Y $§
Cl \> HOOC COOH
)  WRAERE 5.
Enantiotop Diasztereotop
csoportok csoportok
OH
H,C COOH
ooson || A
CH,OH \) HO B H
(6=Sy) D
B.) Oldalak
P Heterotop
ol
Homotép Enantiotop Diasztereotép
oldalak oldalak oldalak
,”' O z OH
P ”, O ,'I
3 oy 34 Jr
CHy” “CHj H CH CHy
H
(&) (c=3S4)

1. Abra Tetragonalis és trigonalis centrumok topologidja 2 Csoportok (A.) és

oldalak (B.) topicitasa.
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2. Tablazat A szelektivitasok tipusainak osztalyzasa

SZUBSZTRAT SZELEKTIVITAS TERMEK SZELEKTIVITAS
S4 T4 T4
k
ky :
S e
k2 k2
S; T2 T2
ki 7 ks ki F k2
e e S T . L R
i olyan csoportok megkiilonboztetése, melyek konstitiiciojukban kiilonboznek de kémiailag igen '
EAeT e 0 e hasonldan viselkednek . i
REGIOSZELEKTIVITAS
konstitucios izomerek megkiilonboztetése azonos, de egy molekulan beliil eltéré

konstitucioju helyre kapcsolédo csoportok

DIASZTEREOMER SZELEKTIVITAS DIASZTEREOTOP SZELEKTIVITAS

diasztereomerek megkiilonboztetése diasztereotop csoportok vagy feliiletek
megkiilonboztetése

ENANTIOMER SZELEKTIVITAS ENANTIOTOP SZELEKTIVITAS

enantiomerek megkiilonboztetése enantiotop csoportok vagy feliiletek

megkiilonboztetése
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A kemoszelektivitds fogalmara nincs egyértelm(i meghatérozas *.
A regioszelektivitds jobban értelmezhetd, dltaliban azt értjiikk alatta, ha egy folyamatban,
melyben t6bb konstiticiés izomer képzddhet, valamelyik izomer képz6dése preferalt.

E nem sztereoszelektiv folyamatokban a termék és szubsztrat szelektivitas egyértelmiien
elkiilonithetd.

A sztereoszelektiv étalakitidsok sordn azonban célszeriinek tartjuk a két csoport kiilon
megnevezéssel torténd, egyszerii megkiilonboztetését. Ennek megfelel6en:

Diasztereomer szelektivnek nevezzilkk azokat a reakci6kat, melyekben két vagy tobb
diasztereomer szubsztrat szelektiv atalakitasa térténik, mig enantiomer szelektiv jelz6vel lajuk
el azon folyamatokat, melyekben egy enantiomer pér valamelyik enantiomerjének atalakitisa
preferait.

Diasztereotop szelektiv folyamatokban diasztereotop csoportok ill. oldalak szelektiv
atalakitasa torténik, mig az enantiotdp szelektiv reakciokban valamelyik enantiotép csoport,
vagy oldal atalakuldsa preferalt. Sok esetben a diasztereotép és enantiotop szelektivitdst a
prokirdlis egység természete szerint is tovabb osztilyozzdk és amennyiben a prokiralitds
trigondlis egységekhez kapcsolédik, a ‘“diastereoface” és ‘'enantioface selectivity”
meghatdrozidst alkalmazzdk. Mi a tovdbbiakban csak az altalanosabb - diasztereotép és
enantiotop szelektivitds - fogalmakat hasznaljuk.

A biokatalitikus folyamatokban mind a szelektivitdsok tiszta fellépése, mind pedig a
kiilonféle szelektivitisok egyidejii megnyilvanuldsa (pl. regioszelektivitis és enantiot6p
szelektivitas egymas mellett) lehetséges.

Mivel a kirdlis vegyiiletek tiszta enantiomer formajaban torténé el6allitdsa szempontjabl
az enantiomer szelektivitds &s az enantiotdp szelektivitds a két legfontosabb szelektivits
tipus, a tovabbiakban csak az ezekkel 6sszefliggd kérdéseket targyaljuk.

Y "Kemospecifikus" [Trost, B. M.; Salzmann, T. M.; Hirdi, K., J. Am. Chem. Soc., 1976, 98, 4887.]: "egy olyan
reakci6, amely egy szerkezeti egységre nézve specifikus, olyan mdis szerkezeti elemek jelenlétében, melyek
legaldbb annyira, vagy még reaktivabbnak tiinnek".
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1.1.3.1. Enantiomer szelektiv biokatalizis

a) X X

¥ ¥ enantxomer
R + 9
szelektlwtés

b) X X X h £
F 3 ¥ enantiomer ¥ F 3
R e g szelektivitas P + g
T racemizacio l
C) X X X  §

¥ ¥ enantiomer ¥
R + | Bl v | * E

| inverzié (X=>Y) T

2. Abra Enantiomer szelektivitds: a) egyszerii kinetikus rezolvalas;
b) enantiomer szelektiv folyamat racemizacioval és a visszamaradé enantiomer
visszaforgatdsaval; c) enantiomer szelektiv folyamat, a visszamaradd
enantiomer atalakitdsa a termékké inverziot tartalmazo eljarassal

A biokatalizis tiszta enantiomereket eredményez6 egyik leggyakoribb alkalmazasakor azt
hasznaljdk ki, hogy a biokatalizdtor egy enantiomer par esetében képes lehet az egyik
enantiomer szelektiv atalakitasara (2. Abra).

Ha a folyamat szelektivitasa teljes ¥, akkor a reakci6 a racém szubsztratra vonatkoztatott
50 % konverzi6 esetén (ami t.k. a reagalni képes enantiomer teljes felhasznélasat jelenti) leall.
Ekkor mind a termék, mind a visszamarad6 szubsztrat enantiomer tiszta. Ennek megfeleléen
ebben a folyamatban egy adott tiszta enantiomernek a racém szubsztratra vonatkoztatva a
legmagasabb elméleti termelése 50 % [2.a) Abra].

¥ A ’sztereospecifikus” fogalom nem egyértelmli haszndlata [1.) adott sztereoizomer szubsztratbol
kizarélagosan egy adott izomer termék képzddése; ill. 2.) a kizardlagos ill. igen nagyfoku szelektivitids jelolése]
miatt e fogalom alkalmazisat mell6zziik, és a folyamatokat kizardlag szelektivnek nevezziik.
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A gyakorlatban 4ltaldban az egyik enantiomer termék el6allitdsa a kivanatos. Ha a
nemkivénatos enantiomer forma racemizicidja €s visszaforgatdsa megoldhatd, az 50 %-os
termelési hatar meghaladhat6 [2.b) Abra], és a kivant enantiomer akar 100 % termeléssel
eléallithatd. A racemizaci6 / visszaforgatas esetenként in situ megvalésithato, akar kémiai,
akar biokatalitikus racemizacié alkalmazasaval. Az ilyen jellegii racemizaci6 esélyei altaliban
az egy, viszonylag labilis aszimmetriacentrumot tartalmaz6 vegyiiletek esetében jok.

Miiveleti szempontbdl az is megoldas lehet, ha a nem kivant enantiomer inverziéval a
kivant enantiomerré alakithaté [2.c) Abra]. Ilyen folyamat biokatalitikus megoldésa igen ritka,
altalaban az enantiomer szelektiv biokatalitikus 1épést az inverziora szolgalé kémai Iépésekkel
Otvozve alkalmazzak.

Amennyiben az enantiomer szelektivitdis mértéke nem teljes, a termékek enantiomer
tisztasdga az alkalmazott biokatalizdtor milyenségén tul jelentés mértékben fligg a
reakciokoriilményektol és attol, hogy a folyamat reverzibilisnek ill. irreverzibilisnek

tekintheté-e ' 1751,

1.1.3.2. Enantiotdp szelektiv biokatalizis

a)
” enantiotép A
|E>= —_—
szelektivitas M B
(B addicioja)
b) X X
C enantiotép
—_—
szelektivitas C
X <=>Y csere
X ( ) .
( X=>V ) ( X=>W )
l (Y=>W) (Y=>V)
szelektiv atalakitasok
c)
\"% V
E D
"\ wW

3. Abra Enantiotop szelektivitas: a) enantiotop oldalak megkiilonboztetése;
b) enantiotép csoportok megkiilonboztetése; c) a kirdlis termék atalakitasa
kemoszelektiv reakciokkal egy kivant célvegyiilet mindkét enantiomer
formajava.
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Enantiotop szelektiv folyamatokban (3. Abra) egy prokiralis (v. mezo) vegyiilet
enantiotop oldalainak [3.a) Abra] illetve enantiotép csoportjainak [3.b) Abra] szelektiv
atalakitasa torténik. A folyamat szintetikus szempontbol igen kedvezd, mivel e reakciok
segitségével egy akirdlis vegyiilet elvileg teljes mennyiségében enantiomertiszta kiralis
termékké alakithato.

Amennyiben egy fejlettebb termék egy vagy akar mindkét enantiomerjének elallitisa a
cél, ez alkalmas kemoszelektiv reakciok sorrendjének megfelelé valtoztatdsaval megoldhatéd
lehet [3.c) Abra].

A legegyszeriibb eset, ha a folyamat irreverzibilisnek tekinthetd, és a termékek (T ill. Ts)
nem alakulhatnak tovabb (pl. prokiralis dikarbonsav észterek hidrolizise '’®).

Ekkor a folyamat szelektivitisit és igy a termék enantiomertisztasigat a két folyamat
sebességi 4allandéinak (kz ill. ks) ardanya szabja meg. Ebben az esetben a termék

enantiomerdsszetétele fliggetlen a konverziétol.

A kép sokkal Osszetettebb, még irreverzibilis reakciok esetében is, ha az enantiotép
szelektivitds nem tejles, és a termékek (T) képesek tovéabbalakulni (pl. egy prokiralis
diészterbdl képz6dé monoészter tovabbi hidrolizise '*').

i 3
Bl

S kZS

Ebben az esetben az els6 reakciolépésben az enantiotop csoportok koziil az egyik gyorsabban
alakul at (pl. kig > kis ). A masodik lépésben ekkor a termékek (Trill. Ts) koziil az alakul at
gyorsabban, amelyikeben a biokatalizator a kedvezd térbeli helyzetli csoportot alakithatja at
(ezért érthetéen kog < kas ). Ebbd1 kovetkezik, hogy ilyen folyamatok esetén a kdztes termék

(T) enantiomertisztasaga a konverzi6 novelésével a termelés rovasara javithato.
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1.2. BIOKATALITIRUS FOLYAMATOK MECHANIZMUSVIZSGALATA

A biokatalitikus folyamatok alkalmazisanak fejlédéséhez nagymértékben hozzajarult és a
tovabbi fejlédés motorja lehet a biokatalitikus folyamatok mechanizmusinak molekuldris
szintli megismerése.

A fehérjék szerkezetének '*2'%, térbeli struktiralodasuk mikéntjének ‘*° megismerése
nagymértékben el6segiti az altaluk végzett folyamatok mechanizmuséanak felderitését. Ennek
nagy jelentdsége van a receptorok szerkezetének ' és ligandumaikkal valé kolcsonhatasaik

187,188 megismerésével a gyogyszerek hatismechanizmusinak felderitésében, gyégyszer-

185 A fehérjék szerkezetének megismerése

tervezésben, egyes betegségek jobb megértésében
ezeken til nem utolsésorban a biokatalizis egyre mélyebb szintli megértésében és igy

terevezhetGségben jut ugyancsak fontos szerephez.

A fehérjék struktirdlédasinak tanulmanyozdsira egyre korszeriibb moédszerek allnak
rendelkezésre, a protein-krisztallografia '*®!'°!, az oldatfizisban felhasznalt spektroszképiai
moédszerek %2, mint példaul a cirkuléris dikroizmus (CD) '3, vagy a talin leghatékonyabb
NMR technikak "%,

A korszeri szimitisi moddszerek lehetdvé teszikk a potencidlis ligandumok
hiromdimenziés szerkezeteit felhasznalé, a gydgyszerkutatisban egyre hatékonyabba valé
hatés-szerkezet Osszefliggés szamitisok (3D QSAR) % elvégzését vagy a fehérje
szerkezetének a genetikai kodbol torténd eldrejelzését, modellezését °72%!, A térbeli szerkezet
meghatirozasén til fontos a fehérjék szerkezete és hatésa kozti 6sszefliggés vizsgélata 29220°,

A hatis makroszképikus tanulminyozisa mellett igen fontosak a molekularis szintii
megértést jelentd mechanizmus-vizsgélatok 2°2!!, Az enzimmechanizmusra a fent emlitett
fehérjeszerkezet vizsgilati moédszereken til koévetkeztethetiink, az enzimkatalizis
energetikdjabol 2'2, enzimkinetikai eredményekb6l 21**8, illetve izétopjelolt anyagok

segitségével 2121,
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1.2.1. A fenilalanin ammonia lidz mechanizmusvizsgilata

A fenilalanin amoénia lidz (EC 4.3.1.5, PAL) fontos n6vényi enzim, amely a fenilalanin
fahéjsavva torténd atalakuldsat katalizilja. Az igy képz6d6 fahéjsav a ligninek és a szdmos
virdg gyonyorii szinéért felelds kumarinok és flavonoidok prekurzora 2222,

A tobbek kozott a petrezselyemben (Petroselinum crispum) ** is megtaldlhaté enzim
szerepet jatszhat példdul a novények mikrobikkal szembeni ellnilloképességében 22°. A
névényi enzim sikkerrel exprimalhaté mikroorganizmusokba %%, Felvetdott a fenilalanin
ammonia lidz enzimnek az emberi fenilketoniiria és a vele Ssszefiiggé hiperfenilalaninémia
genetikai alapokon 4ll6 kezelésére torténé felhasznaldsinak gondolata is 23% 2!,

Az enzim hatismechanizmusinak tanulmanyozisira Gjabban a molekuldris genetika
eszkbzeit is felhasznilva 1) eredmények sziilettek. Pontmmticiok ("Site-directed
mutagenesis") segitségével % 22 bizonyithaté volt, hogy a 202-es szerin poszttranszlaci6s
rakcioban dehidroalaninnd alakul, amely @ esszencidlis prosztetikus csoport az
enzimkatalizisben. A génszekvencidk Osszehasonlitisa sordn konzervilt 202-es szerint
alaninra vagy glicinre cserélve megsziinik az aktivitis, mig a 202-es cisztein mutans, melyben
a dehidroalanin ugyancsak képzGdhet, aktivnak bizonyult.

A PAL enzimhez hasoné folyamatot katalizil a hisztidin ammoénia lidz (EC 4.3.1.3; HAL,
amley a legtobb sejtben a hisztidin lebontas kezdeti lépését végzi). A bakterialis vagy emlés
eredeti HAL és a novényi eredetii vagy gombakbdl szirmazé PAL enzimek szimottevd
genetikai hasonlésigot mutatnak 232, A hisztidin ammonia lidz ugyancsak esszenciilis
prosztetikus csoportként tartalmazza a dihidroalanint 2% 23, illetve mint azt ennek az
enzimnek az esetében krisztallografiai eredmények kimutattik 23, az ASG tripeptid részbél
képz6do, elektrofilként miikddni képes 4-metilénimidazol-5-on (MIO) egységet.

Ezen eredmények és a pagyfoki analdgidt mutaté hisztidin ammoénia liaz
mechanizmusvizsgalatival 2*52°® nyert adatok alapjin fenilalanin ammonia lidz (PAL)
mechanizmuséira egy a dihidroalanin enzimatikus elektrofil tamaddsival kezd6d6 Friedel-
Crafts tipusi folyamatot feltételezo javaslat sziletett 3° (4. Abra).
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4. Abra A fenilalanin ammoénia lidz javasolt reakciémechanizmusa

1.2.2. A By;-koenzim fiiggé enzimek mechanizmusvizsgalata

A Bi;-vitamin koenzim szarmazékai szamos enzimatikus folyamat létfontossagu elemei.
Ezen koenzimek, enzimek és az altaluk katalizalt reakcidok, amelyek kiilonboz6 €l61ényekben
- a prokariotaktél az eukarotdkig, az embert is beleértve - fontos szerepet jatszanak,

megismerése €s tanulmanyozasa értékes informaciokat szolgéltathat szamos folyamatrél, a

mikroorganizmusok energiatarolastol kezdve emberi hidnybetegségekig. A biokémiai és

orvosi vonatkozasokon tul e konvencionalis kémiai médszerekkel nehezen megvaldsithat6

(C-H, C-OH és C-N aktivalas) folyamatok mechanizmusvizsgalata értékes adatokat és

analégidkat nytjthat kémiai reakciok lefolydsarol is.
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1221 4 Bi>-koenzim és tole fiiggs enzimek szerepe és jelentésége

Szimos kobalamin kofaktor fligg6 enzim ismert, ilyenek példdul a ribonukleozid-
trifoszfat reduktiz (EC 1.17.4.2) 2024, 5.metiltetrahidrofolit:homocisztein S-metiltranszferaz
(EC 2.1.1.13) ***7 propandiol dehidratdz (EC 4.2.1.28) 2**?*), glicerin dehidratiz (EC
4.2.1.30) **%, etanolamin ammonia liszz (EC 4.3.1.7) ¥****, lizin 5,6-aminomutiz (EC
5433 é EC 54.3.4) 22 Dornitin 4,5-aminomutiz (EC 5.4.3.5) %!, leucin 2,3-
aminomutiz (EC 5.4.3.7) %52, metilaszpartit mutiz (EC 5.4.99.1, mis néven glutamst
mutéz) 2325, metilmalonil-CoA mutiz (EC 5.4.99.2) 2672™ 2 metilénglutarst mutiz (EC
5.4.99.4) 7?7 izoubutiril-CoA mutiz (EC 5.4.99.9) ’*. Ezen enzimek szdmos biokémiai
folyamatban, az emberi szervezetben is jelentbs szerepet jitszanmak 27?7, Ezeken az
enzimeken kiviil az él6lényekben, igy az emberi szervezetben is t6bb olyan, nem enzim
fehérje taldlhat6, melyekhez a B,;-szdrmazékok specifikusan kotédnek (pl korrin kotd
intrinsic faktor 2”7, haptokorrin "™ transzkobalamin I 2*°%*%) E fehérjék
transzportfolyamatokban vesznek részt, illetve fontos receptorok.

A metilkobalamin és mids, vele rokon szerkezetli metil-korrinoidok példdul t6bb
mikroorganizmus energiaraktiroziasiban fontos metildtaddsi folyamatokat végzd
enzimrendszerek koenzimei. A ribonukleozid-trifoszfit reduktdz a purin és pirimidin
metabolizmusban részt vevd enzim, amely a DNS bioszintézis sebességmeghatdroz6 Iépését,
a ribonukleozid-trifoszfat 2'-dezoxiribonukleozid-trifoszfittd torténd atalakitisat végzi. A
kiilonb5z6 aminomutizok az aminosavak bioszintézisében és metabolizmusiban jatszanak
jelentds szerepet. A diol dehidratiz és glicerin dehidratdz a lipid metabolizmus sordn
fontosak. A metilaszpartdt mutiz, a 2-metilénglutardt mutiz és a metilmalonil-CoA mutiz
esszencialis dikarbonsavak metabolizmusdban vesznek részt.

Ez ut6bbi enzim az emberi szervezetben is megtalilhaté. A metilmalonatbdl szukcinatot
szolgiltaté fontos metabolikus folyamatban két enzim vesz részt, melyek koziil az egyik a
miik6déséhez Bjr-koenzimet igénylé metilmalonil-CoA mutiz. E metabolikus folyamat
zavarai silyos, akar haldlhoz vezetd hidanybetegséget okoznak. Tiinetei részben megegyez6ek
a Bpy-vitamin hidny okozta tiinetegyiittessel (gyermekeknél fejlodési rendellenességek,
metilmalonaciduria, acilketomiria, hyperglycinémia), 4&m mig a B;,-vitamin hidny okozta
tinetek kezelhetéek a vitamin adagolisival, a genetikus okokra visszavezethetd
tiinetegylittes sok esetben nem. A legsilyosabb, Bi-vitamin adagolassal nem kezelhetd
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esetekben a vitaminbél Bj;-koenzimet szolgaltaté enzimek vagy maga a metilmalonil-CoA

mutaz nem termel6dik.

1.2.2.2. A Bi>-koenzim fiiggo folyamatok tanulmdnyozdsanak modszerei

A Biz-szérmazékok és a tolilk fliggd enzimek illetve az Oket kitd egyéb fehérjék
tanulmanyozéasa §sszetett feladat, amely szamos tudomanyteriilet (a szervetlen, analitikai és
szerves kémiatol a biokémian és mikrobiolégian 4t a molekuléris genetikaig) ismereteinek €s

vizsgalati modszereinek felhasznalasat igényli 2542%°.

X
N
CH o “\K\( Hy
N~
H
Ado-Cbl (B y-koenzim)
Me-Cbl CH;  (metil-kobalamin)
CN-Cbl CN (B;,-vitamin)
HO-Cbl OH (hidroxi-kobalamin)

5. Abra B2-kofaktorok és vitaminok

Maguk a B,-szdrmazékok kobaltorganikus vegyiiletek **° (5. Abra). E vegyiiletek
illetve analogonjaik eldallitisa szervetlen, szerves kémiai illetve mikrobiologiai

modszerekkel lehetséges.



A tiszta B,-fliggd fehérjék a mikrobioldgia, biokémia €s molekuléaris genetika szamos
modszerét felhasznalva allithatéak eld, moédosithatok ill. vizsgalhatéak (fehérjeizolalas,
tisztitas; genetikai szekvencia és térszerkezet meghatarozasa; génsebészeti modszerekkel
torténd termeltetés, modositas stb.)

A Biy-koenzim fliggd enzimek altal katalizélt folyamatok (3. Téblazat) k6zos vonasa,
hogy a katalitikus ciklus els6 lépésében a Bi,-koenzim (Ado-Cbl) kozponti kobalt és az
adenozil ligandum Cs atomjai kozotti kovalens kotése homolitikusan hasad és az igy
keletkez6 gyokos termékek (Co" ill. Cs-gyok) inditjék el a szubsztraton a vandorlé csoport és

egy hidrogén 1,2-vandorlasaval jar6 atrendez6dési folyamatot.

3. Tablazat Néhany B,,-koenzim fliggé enzimatikus reakcié.

/™ M

)l( l|4 [E.CoBy,] I|4 )l(
H—-C—C—H H—C—C—H

R K2 bt L2
x R’ R’ Szubsztrat Enzim
CO-SCoA H COOH  metilmalonil-CoA Metilmalonil-CoA mutdz
C(=CH,;)COOH H COOH  2-metilénglutarat 2-Metilénglutarat mutaz
CH(NH;)COOH H COOH  (S)-glutamat Glutamat mutaz
NH; H OH etanolamin Etanolamin ammonia lidz
OH CH3 OH propan-1,2-diol Diol dehidratdz
OH CH,OH OH glicerin Glicerin dehidratadz

A Biy-koenzim kétféleképpen kotédhet az apoenzimhez (6. Abra). Az enzimek egy
részéhez a koenzim az un. 'base-off' modon (ekkor az als6 nukleotid oldallanc 5,6-
dimetilbenzimidazolil egységének nitrogénjét az enzim egyik hisztidinje helyettesiti és
kotédéskor a nukleotid oldallanc a korrin gytra alol kihajlik), mas része az un. 'base-on’
modon (ekkor a korrin gytiri kobaltjat az als6é a oldalrél az eredeti 5,6-dimetilbenzimidazolil
nitrogén koordinalja) kotddhet. A homolizishez sziikséges bazikus ligandum igy tehat a
'base-off’ enzimek esetében ez az enzim hisztidinjének nitrogénje, mig a 'base-on’ enzimek

esetében a koenzim nukleotid oldallanc 5,6-dimetilbenzimidazolil részének nitrogénje.
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H

6. Abra A Bj,-koenzim kotédési modjai B,-fliggd enzimreakciokban
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A kotodési modot tobb enzim esetében meg lehetett hatdrozni réntgenkrisztallografia,
ESR spektroszképia, Bi,-analogonokkal végzett enzimkinetikai vizsgélatok ill. genetikai
szekvenciaanal6gia alapjdn. E médszerek alapjdn a nagyobb apoléarisabb vindorlé csoportok
atrendez6dését katalizilé mutazok ‘base-off’, mig a kisebb, poldris csoportok atrendez6dését
katalizal6 eliminazok ‘base-on’ természetii enzimeknek bizonyultak.

A Bi>-szarmazékok és a veliik kélcs6nhaté fehérjék hatdsmechanizmusa kényveket
megtoltd tobb évtizedes kutatds targya 2552%, ezért itt csak a vizsgélatra felhasznalt korszerd
médszereket sorolom fel.

Az Bi>-szdrmazékok és a veliik koélcsonhaté enzimek és egyiittese tanulmanyozhat6
kettOs, statikus komplexekként (nem reagélé éallapot) tovabba dinamikus, a szubsztratokkal és
enzimekkel egyiittesen alkotott hiarmas komplexekként. E komplexek vizsgilata sordn is
szamos modszer hasznalhato fel.

Fontos informaci6k nyerhetSek péld4ul kobalamin szirmazékokkal 2*! vagy szubsztrat
anal6gokkal 2% enzimkinetikai/inhibiciés vizsgalatok segitségével. A spektroszképiai
moédszerek (statikus és dinamikus UV-VIS, FT-IR, Raman, CD, ESR, NMR, EXAFS,
Rontgen-diffrakci6, stb.) ugyancsak hatdsos eszkdznek bizonyultak.

A gybkds reakciok tanulmanyozisira a By»-fliggd rendszerek esetében is nagyon hatisos
eszkoznek bizonyult az ESR spektroszképia 29229 segitségével gyokok és paramdgneses
centrumok jelenléte, egymdissal valé kolcs6nhatasaik és egymast6l mérheté tavolsiguk
mutathato ki.

A szerkezeti informéciok egyik igen fontos forrdsa az NMR spektroszkopia, kiragadott
példaként emlithetnénk a kobalaminszirmazékok szilard ill. oldatfizisti vizsgalatat °Co-
NMR ** vagy a glutamst mutiz B;,-kotd alegységének oldatfazist szerkezetmeghatirozasat
tobbdimenziés NMR 39132 segitségével.

A rontgenkrisztallografia mind a B;,-szirmazékok (pl. a Bijy-koenzim 3%, vagy Bj,-
koenzim analogonok 3®), mind ezek fehérjékkel alkotott komplexeinek szilard fizisban
torténé szerkezetmeghatirozisara alkalmas, igen hatékony és informativ moédszer.
Proteinkrisztallogrifia segitségével vilt ismertté a metionin szintdz B,,-kot6 alegységének
szerkezete 3%°2%, a metilmalonil-CoA mutiz 3% valamint természetes szubsztittal 3%,
illetve szubsztrat analogonokkal alkotott komplexeinek ' kristilyszerkezete. Ez utobbi
szerkezetekbGl a fehérjének a szubsztrat kotGdése kozben lezajlé konforméiciéviltozisira
lehetett kivetkeztetni. A legutobbi iddben valt ismertté a glutaméat mutaz *!! és a propandiol
dehidratiz *'? szerkezete is.
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Emlitésre mélté eredmények érhetSk el a mai szAmitési teljesimények és moédszerek
segitségével is. Homolégia modell (a genetikai szekvencia analégidinak, homolégidjanak
felhasznilasa: sok esetben a magas homoldgiat felmutatd szekvencidk térszerkezete igen
hasonld) elkészitésével az emberi metilmalonil-CoA mutiz esetében tanulmainyozhatd volt a
metilmalonuriit okozé pontmutaciék hatésa 3'3.
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2. BIOKATALITIKUS MODSZEREK SZINTETIKUS ALKALMAZASA

Az elmult t6bb mint egy évtizedben egyik f0 tudomanyos érdeklodési teriiletem a
biokatalizis szintetikus alkalmazasa "> volt. A kiralis szintézismodszerek irdnti megndvekedett
igény és a kornyezetvédelmi kérdések fokozatos eldtérbe keriilése konnyen érthetévé teszi a
modszer iranti érdekl6dés robbanasszerii fejlodését, mivel a biokatalizatorok (enzimek,
mikroorganizmusok) természetiiknél fogva kornyezetbarat, kirdlis katalizatorok. A
biokatalitikus folyamatok terjedésének elosegitéséhez 1) vegyiiletcsaladokon preparativ
léptékben vizsgaltuk a szelektiv biokatalitikus eljarasokat és az igy nyerhetd hasznos
intermedierek felhasznalasi teriileteit. A biokatalizissel nyert optikailag aktiv intermediereket
elsésorban kiralis feromonok * szintézisében hasznaltuk fel.

Az optikailag aktiv vegyiileteket eredményezd biokatalitikus folyamatokban alapvetéen
kétféle szelektivitastipus hasznalhato fel (Id. 1.2.1. Fejezet) **: az atalakitasokat végezhetjiik
vegyiiletek enantiotop szelektiv atalakitasaval. A tovabbiakban a biokatalitikus folyamatok
szintetikus célokra torténd hasznositasaval kapcsolatosan altalunk elvégzett kutatasi
tevékenységet ennek megfeleloen nem idérendi csoportositasban, hanem a biokatalizis soran

megnyilvanul6 szelektivitasok tipusa szerinti beosztasban mutatom be.

2.1. RACEM VEGYULETEK ENANTIOMER SZELEKTIV ATALAKITASAI
2.1.1. Racém citronellil enantiomer szelektiv redukcioja siitoélesztovel

Siit6éleszté alkalmazasaval, racém citronellalbol (I-3) kiindulva enantiomer szelektiv
redukcios eljarast dolgoztunk ki. (I. melléklet °). A folyamatban nyert magas
enantiomertisztasagi (R)-(+)-citronellalt (I-4) szintetikus eljardsokban hasznaltuk fel °,
valamint az optikailag aktiv citronellol (I-5) enantiomerek ill. acetatjaik ciklodextrin

komplexeit termikus analizissel is vizsgaltuk °.

)\/\}\/CHO i )\/\)\/ /L/\/:\/\
b =y o + e

R
I-3 I-4 I-5
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A lombosfa fehérmoly (Leucoptera scitella, Zeller) K6zép- és Dél-Eurdopa a Kozel-Kelet
és Kozép-Azsia, valamint Kina egyes kontinentélis teriiletein eléforduld novénykartevd. Fo
kartételét alma és korteiiltetvényeken fejti ki.

A Kkifejlett lepke A lombosfa fehérmoly kartétele alman

A lombosfa fehérmoly (Leucoptera scitella, Zeller) és a kavémoly (Perileucoptera
coffeella) 10 szex-feromon komponensei az 5,9-dimetilheptadekan (I-1a) és az 5.9-

dimetilpentadekan (I-1b).

\/\)\/\)\/\/\/\ g oy T

R R
I-1a, R= C,H; (55,95)-1-1a, R= C,H;
I-1b,R=H (58,95)-1-1b, R=H

Bar a természetes feromonban az (55,95)-izomer fordul el6, szabadfoldi tesztek soran a
négy lehetséges sztereoizomert tartalmazé készitmény is aktivnak bizonyult ’. A feromon
(I-1a) racém izomerkeverék formaban torténé eldallitasat tobben megvalositottak *''.

A lombosfa fehérmoly és a kavémoly feromonjanak optikailag aktiv diasztereomerkeverék
formaban t6rténd [(5SR,95)-I-1a és (5SR,9S)-I-1b] elballitasara kiindulasi anyagként racém
citronellalbol (I-3) siitéélesztovel megvaldsitott enantiomer szelektiv redukcids eljarassal nyert
magas enantiomertisztasagu (R)-(+)-citronellalt (I-4) hasznaltuk fel (7. Abra; I. melléklet ).
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)\/\)\/ 5 : /k/\/k/\/\/\ .
®
R CHO + pp @ AR —» A - =

R
I-4 I-6a, R= C,H; I-7a, R= C,H;,
I-6b, R=H I-7b,R=H

I—8a, R= C2H5 1-93, R= C2H5
I-8b, R=H I-9b,R=H

1 ii B iv |
\IWJ\/WR —»v (SSR.9S)-I-1a, R= C,H

(5SR,95)-1-1b, R=H

I-10a, R= C2H5
I-10b,R=H

7. Abra A lombosfa fehérmoly és kavémoly szex-feromonok [(5SR,9S)-I-1a és
(5S8R,95)-1-1b] szintézise

Reagensek: i) NaOEt, toluol, az etanol azeotrop desztillicija, majd I-4 adagolas
-50 °C, szobahd, 2 éra; ii.) SeO,, EtOH, reflux, 3 éra; iii.) n-Pr(Ph);P"Br’, NaOEt, toluol, az etanol azeotrop
desztillaciéja, majd I-8a ill. I-8b adagolas -50 °C, szobahd, 3 dra; iv.) PDC, CH,Cl,, szobahé, 2 dra;
v.) 10 % Pd/C, H,, MeOH-EtOAc.

A fermentalé élesztével végzett redukcioban reagdlatlanul visszamaradt (R)-(+)-
citronellalt (I-4) kapcsoltuk a megfelel6 ilidekkel (I-6a ill. I-6b). A keletkezett diéneket (I-7a
ill. I-7b, E/Z izomerek kb. 3:2 elegye) szelén dioxiddal oxidalva aldehidek (I-8a ill. I-8b) és
allil alkoholok (I-9a ill. I-9b) elegyéhez jutottunk, melyek koziil az utébbiakat j6 termeléssel
ugyancsak aldehiddé tudtuk alakitani. A propiltrifenilfoszfénium bromidbo6l képzett ilid és az
aldehidek (I-8a ill. I-8b) Wittig-kapcsolasa a feromonok telitetlen prekurzorait (I-10a ill.
I-10b) eredményezte, melyekbdl katalitikus hidrogénezéssel jutottunk a telitett feromonokhoz
[(5SR,9S)-I-1a és (5SR,9S)-1-1b].

Szintézisink °> kozlése utin a lombosfa fehérmoly természetes sztereoizomerjének |

[(5SR.,9S)-I-1a] eldallitasat is leirtak ‘2.
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2.1.2. Racém 1,2-diolszairmazékok enantiomer szelektiv reakcioi lipazokkal

A kilonféle 1,2-diolok fontos, szamos természetes anyag (pl. prosztaglandinok,
feromonok) vagy gyogyszerek (pl. B-blokkoldk) eléallitasa soran alkalmazhaté intermedierek.

2.1.2.1. Racém 1,2-diol diacetatok enantiomer szelektiv hidrolizise

A racém 1,2-diol szarmazékok enantiomer szelektiv atalakitasira alkalmas moddszerek
kozill elsoként az 1,2-diolok diacetatjainak PPL (sertés hasnyalmirigy lipaz) enzimmel
katalizalt hidrolizisét (8. Abra, 4. Tablazat, IL. melléklet '*) tanulményoztuk:

OAc PPL OAc OAc OH i
R A OAC S h A e + LA OH .+ oA O la| cH
rac-11-2a-h I1-2a-h 1-3a-h I-4a-h b| CHz-CHs
¢| (CHy)CHs
T Ac,0 l NaOMs | NaOMe, MeOH | s
e| (CHp,CH,
OH OH OH f| CHxCl
RAOH RN RAOH g| CHy-OCH,
rac-1I-1a-h II-1a-h ent-1I-1a-h h| CH2-OCH,CeHs

8. Abra 1,2-diol diacetétok lipaz-katalizalt enantiomer szelektiv hidrolizise

Racém alkoholszarmazékok szerves kozegben végzett enzimatikus acilezése esetén
gyakori, hogy az enantiomer szelektivitds mértéke a megfeleld észter vizes kdzegben
végrehajtott hidroliziséhez képest magasabb °. Az altalunk vizsgalt 1,2-diol diacetdtok
(rac-11-2a-h) korében azonban a helyzet ettdl eltéronek bizonyult (4. Tablazat).

A vizsgalt vegyiiletek kozil a rac-II-2a,b,c,e diacetatok hidrolizisekor tapasztalt
szelektivitas szamottevoen meghaladta a megfeleld racém diolok (rac-II-1a,b,e,e) metil
14

propionattal szerves kdzegben végzett acilezésekor

rac-11-2d PPL enzim-katalizalt hidrolizise legalabb egy nagysagrenddel gyorsabbnak bizonyult,

észlelteket. Mindezek mellett pl. a

mint a megfelelé diol (rac-1I-1d) ugyanolyan mennyiségili enzimmel és etil-acetattal ill. metil-
propionattal végzett acilezése.
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4. Tablazat 1,2-Diol diacetitok (rac-II-2a-h) lipaz-katalizilt enantiomer szelektiv hidrolizise 2

Szubsztrdt Konv.

-2, -1, IF1, ID-3:04 O-3+04, ent-I-1
rac-11-2 Term.? E.t. Konfig. Ariny? Term.? E.t.
% % % % %
a 50 75 28 R 0.62 64 24
30 0.45 61 30
70e 49 52 R
b 50 58 72 R 1.1 67 69
30 1.0 86 82
70¢ 48 91 R
¢ 50 77 81 R 22 80 76
30 2.5 86 85
70¢ 48 >96 R
d 50 78 72 R 0.57 72 56
30 0.64 80 68
70¢ 68 80 R
e 50 73 77 R 0.75 71 62
30 0.81 77 78
70¢ 70 92 R
f 50 81 58 S 44 75 55
30 4.0 68 68
70e 57 87 S
g 50 75 54 S 4.3 54 49
30 44 50 75
70e 54 92 S
h 50 81 51 S 1.7 73 55
30 1.7 75 57
70¢ 63 61 S ]

% Reakciokoriilmények: 5-20 mg PPL/mmol szubsztrit, viz, pH=7.5, szobahéfok, 0,2-3 6ra (részletek: Id.
IL meliéklet); > A feltiintetett konverziénak megfeleld reakciébél elvilasztis utdn nyert izolalt termelés;
“ 'H.NMR és Eu-shift reagens alkalmazisival és/vagy irodalmi forgatisértékekhez hasonlitva (részletek: 1d.
IL melléklet); * Az izomerarinyt a II-3+11-4 elegyek 'H-NMR spektruméban talsthaté CO-CH;, -CH,-O és
CH-O jelek ardnyaibdl hatiroztuk meg; = A 30% konverzibig vezetett reakcidbél elvalasztoit diacetdt frakcit
II-2 az eredeti szubsztritra vonatkoztatott 70 % konverziénak megfelelé mértékig tovibb hidroliziltuk.
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Mig a megfelelé racém diolok (rac-II-1) enzimatikus acilezése igen magas
regioszelektivitassal foként a primer hidroxicsoport acilezett szarmazékat eredményezi ', a
monoacetat regioizomerek (II-3 ill. II-4) ardnya az enzimatikus hidrolizis sordn erdteljesen
fiigg a diacetat (rac-11-2) konstituciojatol (4. Tablazat, 6. oszlop).

A 4. Téblazat adataibol lathaté, hogy a konverzié valtoztatasdval a termékek, foleg a

visszamaradé diacetat frakciok (II-2) magas enantiomer tisztasaggal nyerhetSk (9. Abra).

]I 1f ent-11-1f
95% e.e. 90%e.e.
I

1 I
14.6 ppm 15.4 146 ppn

9. Abra PPL hidrolizissel kiilonboz6 konverzional nyert 3-klérpropéan-1,2-diol enantiomerek

(II-1f ill. ens-TI-1f) Eu-shift reagens jelenlétében felvett 'H-NMR spektrumrészletei

Az 1,2-pentandiol diacetat (rac-1I-2¢) PPL-katalizalt hidrolizisének részletes analizise

(10. Abra) azt mutatta, hogy a regioszelektivitis hidnya nincs szamottevd hatissal az

enantiomer tisztasagra, mivel mindkét regioizomer monoacetat (II-3 ill. II-4) gyakorlatilag
azonos enantiomer tisztasaggal képzodott.

OAc ; OAc 9Ac OH
oy o Gl - S AT it 9 G- P S b o AL OAc

rac-11I-2¢ II-2¢ -3¢ I1-4¢
ln l il l il
OH OH oH
OH A_ _OH i _OH
CaHy CaHy” N~ CaHy” N~
II-1¢ ent-II-1¢ ent-11-1¢
[a]p=-14.7 [a]p=-14.2
86 % E.t. 81 % E.t.

10. Abra Regioszelektivitas - enantiomer szelektivits korreldcié a PPL hidrolizis soran
Reagensek: i..) PPL, HZO, pH 7, RT, 30% konverzid; ii.) kat. NaOMe, MeOH, RT.
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2.1.2.2. Racém 1,2-diolok 2-acetdtjainak enantiomer szelektiv acetilezése

Az 1.2-diolszirmazékok enantiomer szelektiv biotranszforméciéinak tanulminyozisa
sordn vizsgilatokat végeztiink 1,2-diolok 2-acet4tjainak lipaz-katalizlt acetilezésére '*7.

Az 1,2-diolok korében tervezett tovabbi vizsgalatainkhoz sziikség volt egy, a 2-acetitok
elballitdsara alkalmas eljaras kidolgozasira. Ehhez a védett glicidolok (III-1A-C) és Grignard
vegyiiletek (III-2Aa-Ch) kézti gyfiriifelnyilds-kapcsolds folyamaton alapulé, rugalmasan
valtoztathaté és alkalmazhaté modszert dolgoztunk ki 1-helyzetben védett 1,2-diol-
szarmazékok (III-3Aa-Ch) elé4llitisira (11. Abra, 5. T4bldzat, III-melléklet '®).

o i) kat. CuCN OH
RO~ + RP-MgX > | ROLACR
ii) NH,Cl, viz
II1-1A-C II1-2a-h HI-3Aa-Ch
+
1 2
==:R= E% OH
A| CH,Ph a | Et RO A_oH
C| SsiMe,But ¢ | (CH,)gCH;
d | ipr
e | t-Bu
f | (CHy)gOTHP
g CH2Ph
h | Ph

11. 4bra 1,2-diolszdrmazékok elballitisa védett glicidolszarmazékok Grignard reagensekkel
végzett gyiirlinyitas / kapcsoldsi reakci6javal
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S. Tablizat Védett glicidolszirmazékok (IH-1) reakci6ja Grignard reagensekkel (IXI-2)

Eset -1  M-2 Korilmények * m-3 (OI-4)°
Oldészer®; CuCN  Héfok 1d6 Termelés
X [equiv.] [°C] [min} [%]
1 A a Br MeTHF 0.02 -15 15 89
2 A b Br MeTHF 0.02 -15 15 87 (5
3 A ¢ Br MeTHF 0.02 -15 15 80 (9
4 A d Br MeTHF 0.02 -15-RT 120 4  (46)
5 A e Cl MeTHF 0.02 -15 15 61  (20)
6 A f Br MeTHF 0.02 -15-RT 120 65 (6)¢
7 A g ClI MeTHF 0.02 -15 15 8 (3
8 A h Br MeTHF 0.02 -15 15 8 (@
9 B a Br MeTHF 0.02 -15 15 83
10 B b Br MeTHF 0.02 -15 15 2
11 B ¢ Br MeTHF 0.2 -15 15 719
12 B d Br MeTHF 0.02 -15-RT 120 57 (2%
13 B e Cl MeTHF 0.02 -15 15 58 (19)
14 B f Br MeTHF 0.02 -15-RT 60 59 (13)¢
15 B g ClI MeTHF 0.02 -15 15 87
16 B h Br MeTHF 0.02 -15 15 38
17 C a Br MeTHF 0.02 -15 15 93
18 C b Br Et0 0.02 -15 15 75 (12)
19 C b Br THF 0.02 -15 15 88
20 C b Br THF 0 -15 15 °
21 C b Br THF 0.25 -15 15 ¢
22 C b Br THF 0.02 0-RT 120 54 (3%
23 C b Br MeTHF 0.02 -15 15 92
24 C ¢ Br MeTHF 0.02 -15 15 79 (12
25 C d Br MeTHF 0.02 -15 120 62 (29
26 C e ClI MeTHF 0.02 -15 15 65 (18)
27 C f Br MeTHF 0.02 -15 120 63 (9
28 C g ClI MeTHF 0.02 -15 15 89
29 C h Br MeTHF 0.02 -15 15 91

* A Grignard reagensek eldallitdssnak és a rekcibkoriilmények részletezéséhez Id. II-melléklet; ® Preparativ
oszlopkromatografidval (szilikagél) izollt termékek termelése. Ahol zdréjelben nincs megadva a melléktermék
(IMX-4) termelése, ott kizarélag a fStermék (INI-3) képzadott; © Me-THF: 2-metiltetrahidrofurdn; ¢ A diol (1I-4)
melléktermék mellett tovabbi azonositatlan meliéktermékek képzOdését észleltiik; © VRK vizsgalatok alacsony
konverziét és Gsszetett termékelegy képzbdését mutattdk.
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A fenti eljarassal nyert 1-helyzetben benzilcsoporttal védett 1,2-diol szarmazékokbdl méd
nyilt a racém 1,2-diolok kiilonb6z6 helyen acilezett szarmazékainak enzimatikus vizsgalatok
céljabol torténd eldallitasara (12. Abra, IV. melléklet ).

OH OAc
O
[>~_ 0Bn BMgh - By ke 860 .o RA0n
kat. CuCN piridin
IV-6 (=III-1A) rac-IV-Ta-g DMAP rac-1V-8a-g
Y-Cl ;N H, H,
DMAP 10% Pd/C 10% Pd/C
QY OH OAc
rac-1V-8bA-F i 5 rac-IV-4a-g rac-IV-3a-g
d | Bu
2 i | (CHy)gCHs Ac,O 2 Ac,0, piridin
10%Pd/C | i | ipr piridin DMAP
] DMAP
k | t-Bu
() ¢ OH OAc
P\/k/OH o ik FK/K/OAC P\)\,OAC
rac-IV-3bA-F rac-1V-2a-g rac-1V-la-g

12. Abra Kiilonboz6 helyzetben acilezett 1,2-diol szarmazékok el8allitasa

Ezzel mod nyilt azon feltevésiink ellen6rzésére, miszerint az 1,2-diolok diacetéjl i
hidrolizisekor tapasztalt, a megfelelé 1,2-diolokhoz képesti magasabb enantiomer szelektivitast
(2.1.2.1 fejezet, I1. melléklet °) a diacetatok 2-es helyzetben taldlhaté nagyobb térigényii és
viszonyalg apoldrisabb szubsztituens jelenléte okozza; igy feltételezhetéen az 1,2-diol
szarmazékok enzimatikus reakciéi soran a legmagasabb enantiomer szelektivitds a
"2-acetatok" (rac-1V-3a-g) acilezése soran varhato.

Az enzim és reakciokoriilmények kivalasztasa utan (IV. melléklet ) két 1,2-diol
szarmazék soron (rac-I1V-1-4b,d) Gsszehasonlitottuk a lehetséges acetilezéseket (A-1: diol,
A-2: primer-, ill. A-3: szekunder monoacetat acetilezése) és hidroliziseket (H-1: diacetat,
H-2: primer-, ill. H-3: szekunder monoacetat hidrolizise) (13. Abra, 6. T4blazat).
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OH on OH OH
Al] RALOH > RA_OH™ R o b
Et
rac-IV-5 (S)-IV-5 (R)-IV-8 2
d |Bu
i |(CH),CH,
OH OH OAc :
A-2 R\/g\/OAC %} OAc + R\/E\/OAC J Pr
k | t-Bu
rac-1V-8 (R)-IV-8 (S)-IV-6
| Ph
m | CH,Ph
OAc PfL OAc OAc
A-3 R OH —» OH + A _OAc
\/¥\/ VA R\/\/
rac-1V-7 (R)-IV-7 (S)-IV-6
OAc PfL OAc OH ik
R\/z\/OAc E(—)’ K/\/OAC & R\/:\/OAC i K/\/OH
rac-1V-6 (R)-IV-6 (S)-1V-8 (S)-Iv-7
OH PfL 9H OH
g O o RA e + R o
rac-IV-8 (S)-IV-8 (R)-IV-5
i OAc OAc OH
% OH R L OH, OH
rac-IV-7 (S)-IV-7 (R)-IV-5

13. Abra 1,2-Diol szarmazékok lipaz-katalizalt hidrolizise és acilezése

Vizsgalataink (6. Tablazat) mindkét szarmazék soron (rac-IV-1-4b,d) igazoltak
feltevésiinket, mindkét esetben a 2-acetitok enzimatikus acilezése zajlott a legmagasabb
enantiomer szelektivitassal (rac-IV-3b: E= 3.6; ill. rac-IV-3d: E > 100). Ezen tilmenden ez az
acilezési folyamat (A-3) bizonyult a legyorsabbnak is.
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6. Tablazat 1,2-Diol szirmazékok (rac-IV-1-4a,b) lipaz-katalizilt hidrolizisek (Médszerek:
H-1,2,3) és acetilezések (Modszerek: A-1,2,3) enantiomer szelektivitisa

Szubsztrét Moédszer® Id6  Konv. Sz.° Ess’ T.®
(6ra) (%) T.(%) E.t(%) T.(%) E.t(%)
rac-IV-1b H-1 0.66 51 40 15 1.5 36 13
rac-IV-2b H-2 3.15 53 45 13 1.5 46 14
rac-IV-3b H-3 5.3 63 15 22 1.3 49 5
rac-IV-4b A-1 075 24 67 3 12 21 9
rac-IV-2b A-2 432 44 52 28 2.6 41 34
rac-IV-3b A-3 1.33 55 39 49 3.6 48 40
rac-IV-1d H-1 3.3 39 45 30 2.5 42 32
rac-IV-2d H-2 13 20 64 0 1.1 14 4
rac-IV-3d H-3 25 24 60 1 1.1 21 5
rac-IV-4d A-1 3 51 44 32 2.6 46 31
rac-IV-2d A-2 192 29 59 22 3.3 24 46
rac-IV-3d A-3 1.75 41 53 57 >100 37 99

* Médszerek (1d. 12. Abra): H-1,2,3: Racém szubsztrat (1 mmol), PfL. (5 mg), kevertetés vizben szobahéfokon a
pH értékének 0.05 M NaOH oldat segitségével torténé 7.2 értéken tartdséval; A-1,2,3: Racém szubsztrat
(1 mmol), PfL (5 mg), kevertetés szobahdfokon vinil acetit (1 ml) és hexin (1 ml) elegyében. A termékeket
szilikagélen torténd kromatografidval vélasztottuk el. ® Sz.: A racém szubsztrit reagilatalanul visszamaradt
része; ° Az enantiomer szelektivitis mértékeére jellemzd E értékeket (Esp) a szubsztrét (Sz) és termék frakciok
(T) enantiomer tisztasigit tartalmazd egyenlet ' segitségével hatdroztuk meg. A termék és a szubsztrit
frakciok enantiomer tisztasigit a megfelelé diolokki hidrolizdlva Eu-shift reagensekkel végzett 'H-NMR
mérések ill. optikai forgatés mérések segitségével hatdroztuk meg; ¢ T.: Az enzimatikus 4talakitds terméke(i).

A 2-es helyen 1év acilcsoport enantiomer szelektivitdsra gyakorolt szerepének tisztdzisa
érdekében megvizsgiltuk néhiny tovabbi szekunder monoacetit (rac-IV-3bA-F) acetilezését
PfL (Pseudomonas fluorescens lipaz) és vinil-acetat segitségével (A-3 médszer).

7. Tablizat oY oy oy

RALOH —5‘:’ R% o + R oac

rac-IV-3bA-F IV-3*bA-F IV-5*A-F
Y Idé* Konv. IV-3b*A-F | IV-5*A-F Esp®

(6ra) (%)  T.%) Et.(%) T.%) Konfig. Et(%)

A acetil 1.3 55 39 49 48 S 40 3.6
B propionil 4 31 55 20 25 S 43 3.0
C trifludracetii 120 32 57 19 26 S 41 2.9
D fenilacetil 2.1 34 61 6 31 S 6 1.4
E benzoil 35 49 45 0 43 0 1.0
F _pivaloil 4 45 53 6 42 R 4 1.1

2 Racém szubsztrat (rac-IV-3bA-F, 1 mmol), PfL (5 mg), kevertetés szobahéfokon vinil acetit (1 ml) és hexin
(1 ml) elegyében. ® Az E értéket a szubsztrat és termék frakcick enantiomer tisztasigat tartalmazé egyenlet °
segitségével hatéroztuk meg (d. 6. Tiblézat).
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Mivel a 2-acil csoport szelektivitisra gyakorolt hatdsdnak vizsgilata szerint (7. Tablazat) a
legmagasabb enantiomer szelektivitis a 2-acetilezett vegyiilet esetében nyilvinult meg, a
tovdbbiakban egyéb 2-acetilezett 1,2-diolok (rac-IV-3a-g) PfL. (Pseudomonas fluorescens
lipaz) és vinil-acetat segitségével végzett acilezését vizsgaltuk (8. tablazat).

8. Tablizat 2-Acetilezett 1,2-diolok (rac-I'V-3a-g) Pfl-katalizilt acetilezése

QAc
OAc PfL OAc

RALH  —=» RALOH + RUA_OA
rac-IV-3a-g (R)-IV-3a-g (S)-IvV-la-g
R Idé® Konv. (R)-IV-3 | (S)-Iv-1 Esp®

(6ra) (%) T(%) Et(%) T.%) E.t(%)
a eti 2.25 42 32 48 23 60 7.0
b n-butil 1.3 55 39 49 48 40 44
¢ n-decil 8 40 41 42 27 54 45
d i-propil 1.75 41 53 57 37 >98 >100
e t-butil 33 43 52 81 39 >98 >100
f fenil 3 38 57 67 34 >08 >100
g benzil 9 51 43 42 46 44 3.8

2 Racém szubsztrit (rac-IV-3a-g, 1 mmol), PL (5 mg), kevertetés szobahdfokon vinil acetat (1 ml) és hexan (1
ml) elegyében. ® Az E értéket a szubsztrit és termék frakciék enantiomer tisztasigit tartalmazé egyenlet '
segitségével hataroztuk meg (1d. 6. Tabldzat).

Az eredményekbél lithaté (IV. melléklet, 8. tiblizat ), hogy 2-acetilezett 1,2-diolok
(rac-IV-3a-g) Pfl. (Pseudomonas fluorescens lipdz) és vinil-acetat segitségével végzett
acilezése sordn a nagyobb térkitoltésii szubsztituenseket tartalmaz6 2-acetitok (rac-IV-3d-f)
magas szelektivitissal acetilezhetok, egy Iépésben enantiomertiszta termékeket
[(R)-IV-3d-f: E.t. > 95 %] szolgaltatva, mig a tobbi modellen az enantiomer szelektivitds
mértéke kdzepes / j6.
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2.2, PROKIRALIS VEGYULETEK ENANTIOTOP SZELEKTIV ATALAKITASAI
2.2.1. Prokirilis 3-szubsztitudlt dimetil glutariatok enzimatikus hidrolizise

Munkdnk sordn tanulmanyoztuk egy sor prokirdlis 3-szubsztitudlt dimetil glutarat
(V,VI-7) sertésmdj észteraz enzim (PLE) altal katalizilt enantiotép szelektiv hidrolizisét €s a
termékek (V,VI-8) alkalmazhat6ségat (V. melléklet *°, VI. melléklet '; 9. T4blézat).

9. Tablazat Prokiralis 3-szubsztitudlt dimetil glutaratok (V,VI-7) enzimatikus hidrolizise

R R

MeOOC cooMe Hooc_J_coome

V,VI-7 V,VI-8

R Diészter Monoészter ® Termelés (%) E.t. (%)
CH; V-7 V-8 85°
OTBDMS ° VI-7a VI-8a 85 52°¢
OAc VI-7b VI-8b 45 90
OCH,OCH; VI-7d }’I—Sd ?5 0

OCOCH,Ph VI-7e

* Tipikus reakcis: prokiralis diészter szubsztrat (V,VI-7, 20 mmol), PLE (10 g), kevertetés foszfat pufferben
(100 ml) szobahéfokon a pH értékének 2.78 M NaOH oldat segitségével torténd adott (7.2 ill. 8.0) értéken
tartasaval. Reakci6id: 4 - 72 6ra; ® A termék monoészter L-cinkonidinnel vizb6l atkristalyositva, majd s6jabél
felszabaditva 64 % termeléssel enantiomer tiszta terméket adott; ° OTBDMS: ferc-butildimetilszililoxi; A
termék konfiguriciéja az 4abran feltiintetettel ellentétes volt; ¢ A hidrolizis komplex, foként dimetil
3-hidroxiglutaratot tartalmazd elegyet eredményezett.

A 9. Téblazatban feltiintetett folyamatok kéziil a dimetil 3-metilglutariat (V-7) PLE-
katalizilt hidrolizise vizsgdloddsaink sordn mar ismert volt 226 5 tissta PLE enzimmel
kiilonboz6 koriilmények kozott végzett folyamat 79-97 %ee kozotti enantiomer tisztasagu

félésztert (V-8) eredményezett. Eljarasunkban az ujszerli vonast az jelentette **°

, hogy a
folyamat 1.8 mdélnyi méretben 213 g desztillalt végterméket (V-8) szolgalaté megvalésitisa
soran olcsO, sajat készitésili, acetonnal szaritott majkészitményt alkalmaztunk. Ugyancsak
névelte a folyamat hasznalati értékét, hogy a termék enantiomertisztasagit egyszerd,
L-cinkonidinnel vizb6l 64 % kihozatallal végzett kristalyositassal kozel 100 %-osra ndveltiik.

A 9. Tablazatban feltiintetett folyamatok koéziil a 3-as helyzetben kiilénféleképpen védett
dimetil 3-hidroxiglutarat szarmazékok (VI-7a-e) enzimkatalizalt hidrolizisének vizsgalatat mar
kordbban megkezdtilk ', e teriilleten egy misik kutatécsoport veliink parhuzamosan az

altalunk elértekhez (VI. melléklet *'; 9. T4bldzat) igen hasonl6 eredményekre jutott %,
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2.2.1.1. A (¥)-faranadl és a (+)-13-norfaranadl szintézise (V. melléklet b

A faradhangya (Monomoruim pharaonis, L.) 2-3 mm-es vékony testalkati voroses-sarga,
a tobbi hangyafajtol eltéro faji bélyegekkel rendelkezd hangyafaj. Ezt az eredetileg szubtropusi
tajakon honos hangyafajt sok helyre széthurcolték, az utobbi idében Magyarorszagon is
rohamosan terjed. Kozép-Europaban szabadban nem tud megélni, az egyenletesen meleg
épiiletekben (lakotelepi lakasok fiitéscsovei mentén, pékségekben, korhazakban) alakitja ki
koloniait. Kartételiik abban &ll, hogy téaplalék utdn kutatva mindent Osszemasznak,
élelmiszerekbe beleragnak, és kolondsen korhazi kornyezetben egyes, pl. Staphilococcus-

fertozésekért is felelossé tehetok.

Mivel a dolgozok pusztulasa, szamuk csokkenése a kolonia szaporodasi titemét gyorsito
jel, az elleniik valé védekezés olyan szerekkel lehetséges, melyeket a dolgozok a bolyba
behurcolnak és azok az ott €l6 egyedekre, foként az anyara is hatassal vannak. Ilyen korszerti
szerek pl. a juvenilhormon készitmények, melyek a babozodasi folyamat gatlasaval megallitjak
a boly szaporodasat. E készitmények alkalmazasa kapcsan meriilt fel annak a gondolata, hogy
ezek kombinalhatok a hangyak nyomjelzd anyagaival *°, melyek a taplalékhoz vezetd it
megjelolésére szolgalnak.

A faradhangya nyomjelz6 feromonjanak izolaldsa és szerkezetmeghatarozasa soran e

aktiv fokomponensnek (+)-faranal (V-1a) bizonyult.

WCI 0

(+)-faranal (V-1a)



BIOKATALITIKUS MODSZEREX SZINTETIKUS ALKALMAZASA 57

Szerkezet - hatds Osszefliggések ' eredményei szerint a 3-as és 4-es helyen 16v6
metilcsoportok téralldsa jelentds hatdssal van a biologiai aktivitdsra (pl. a racém faranal
aktivitisa kb. tizede az aktiv 3S,4R-enantiomeréhez képest). Ugyanakkor a (3S,4R)-13-
norfaranal [(3S,4R,6E)-3,4,7,11-tetrametildodeka-6,10-diénal] biolégiai aktivitdsa megkdzeliti
a természetes feromonét.

A faranal racém formaban >’ torténd szintézise ismert volt. A szerkezetigazolasra
szolgalo, optikailag aktiv terméket szolgaltato szintézisék 31 nem voltak alkalmasak
preparativ léptékii eléallitasra. A nagyobb léptéki, optikailag aktiv faranalt [(3S,4R,6E,10Z)-
3,4,7,11-tetrametiltrideka-6,10-diénal] eredményez6 eljarasok ***° hosszadalmasak voltak és
kémiai rezolvalast tartalmaztak. Elozetes kisérleteink soran megoldottuk az optikailag aktiv,
am 4S-diasztereomerrel szennyezett faranal szintézisét *°. A (+)-faranal (V-1) jelen fejezetben
leirt szintézisét kdvetéen még egy, a 3S,4R-izomer eldallitisara alkalmas eljarast k6zoltek .

Retroszintetikus analizisiinknek megfeleléen (14. Abra, V. melléklet *°) a prokiralis
diészterbdl (V-7) enzimatikus hidrolizissel nyerheté (3R)-hidrogén-metil 3-metilglutarat (V-8)
szolgalt alapul a (+)-faranal (V-1a) és a (+)-13-norfaranal (V-1b), a farabhangya nyomjelz6

feromonja és dezmetil analogonja sztereoszelektiv szintéziséhez. **°.

WCHO e ‘j\/\)\/;(b
V-2 19

(+)-faranal (V-1a: R=CHy)
(+)-13-norfaranal (V-1b: R= H) I

V
V-3 &

Vv Vv
/M/\QH H\ L g
V-5 MeOOC COOMe

14. Abra A (+)-faranal és (+)-13-norfaranal eléallitasanak retroszintetikus analizise
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i 174
_— e

MeOOC  COOMe " HOOC  COOMe i o)

V-7 V-8 V-4

15. Abra Az optikilag aktiv lakton (V-4) eléallitasa
Reagensek: i) PLE, viz, pH= 8; ii.) atkristalyositds L-cinkonidinnel vizbél; #ii.) LiOH,
MeOH, 0 °C; iv.) LiBH,, THF, A.

A prokiralis diészter (V-7) enantiotop szelektiv hidrolizisével nyert optikailag aktiv
félésztert (V-8) litium-[tetrahidrido-borat] segitségével redukalva az a-helyzetben t6rténd
alkilezésre alkalmas laktonhoz jutottunk (15. Abra). A lakton alkilezéséhez geraniolbol (V-5) a
16. abran feltiintetett aton (7Z)-homogeranil bromidot (V-3), ill. egylépéses bromozassal
geranil bromidot (V-3a) allitottunk el6.

i iii
)\/\/k/\OH A M\OBZ e
il
V-5 V-9
v L
-~ o e by Oy~ T
OH OH
V-10 V-11
4 j\/\/k/\ -
N OBz _v';"’ - N OBz e
el B T T V-13a
N N OH == N N Br
V-13b V-3

16. Abra A (7Z)-homogeranil bromid (V-3) eldallitasa
Reagensek: i.) NaH, BzBr, THF, 50 °C; ii.) MCPBA, CH,Cl,, RT; iii,) (i-Pr);Al,
toluol, A; iv.) t-BuOOH, kat. VO(acac),, benzol, RT; v.) Me,CuLi, Et,0, -20 - 0 °C;
vi.) Me,;NCH(OMe),, RT; vii,) Ac,O, A; viii.) Li, NHa; ix.) PBrs, Et,0, -5 °C.
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A XN : oH —*» A XN : X0
V-16b: R= CH, ; V-1a: R=CH, " ()-farandl
V-16d: R=H V-1b: R=H (+)-13-norfaranal

17. Abra A (+)-faranal (V-1a) és a (+)-13-norfaranal (V-1b) eldallitasa
Reagensek: i.) LiNEt,, THF, -78 °C, majd R'-Br, THF, HMPA, -78 -30 °C kozétt; ii.) MeOH, Et;N,
RT; iii.) DHP, kat. PPTS, CH,Cl,, RT; iv.) LiAlH,, Et,0, RT; v.) MsCl, Et;N, Et,0, 0 °C - RT; vi.)
LiAlH,, THF, A; vii.) kat. TsOH, MeOH, RT; viii.) PDC, CH,Cl,, RT.
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Az optikailag tiszta lakton (V-4) és a megfelelé bromidok (V-3 ill. V-3a) el6allitasa utan a
(+)-faranal (V-1a) ill. (+)-13-norfaranal (V-1b) szintézisének egyik kulcslépése a laktonbdl
képezhetd enolat diasztereoszelektiv alkilezése (17. Abra), melynek soran kialakul a masodik
aszimmetria-centrum. Az anti-diasztereoszelektivitds magyarazata, hogy a laktonbol képezhet6
viszonylag kis konformaciés szabadsagfokkal rendelkezd enolatbél az alkil bromiddal valoé
kolcsonhatas két lehetséges atmeneti allapoton (V-4b ill. V-4¢) at jatszodhat le. A két
lehetséges koziil az anti diasztereomerhez vezetd V-4¢ Gt a kedvezObb, mivel itt az alkil
bromid az enolat rendszert merdlegesen, a metilcsoporttal atellenes oldalrél kozelitheti meg;
mig a masik diasztereomer képzodéséhez a térben joval gatoltabb V-4b atmeneti allapot vezet.

A kedvezd diasztereoszelektivitasu (94:6) alkilezési lépéssel az alkilezett laktonokban
(V-2 ill. V-2a) kialakult a két megfeleld térallast aszimmetriacentrummal rendelkezé szénvaz.
A szintézis tovabbi részében a funkciés csoportoknak a kivant célvegyiileteket [(+)-faranal, V-
la ill. (+)-13-porfarandl, V-1b] eredményez$ atalakitasat kellet elvégezni, melyet j6
termeléssel tudtunk megvaldsitani.

[N
2.2.1.2. A mevinolin naftalin analogonjainak szintézise *

Az észteraz-katalizalt hidrolizissel eldallitott (3R)-hidrogén-metil 3-acetoxiglutaratot
(VI-8b) a vérkoleszterin szintet csdokkentd hatdsi HMG-CoA inhibitor mevinolin naftalin
analogonjainak (VI-2a-f ill. VI-3a,b) szintézisében hasznaltuk fel (VL. melléklet *").
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2.2.2. Prokiralis 1,3-diolszairmazékok enantiotop szelektiv reakcioi

A kiilonféle prokiralis 1,3-diolszarmazékok (1 ill. 3) enantiotop szelektiv atalakitasa a
biokatalizis alkalmazasi teriiletének régéta tanulmanyozott targya .

Ri Ry Acil-X RiRe
HO__X__ OH e HO__X _ O-Acil
1 2
Ry Ry Ho0 Ry Ry
Acil-o_ X O-Acil P g Acil-O X OH
3 ent-2

18. abra Prokiralis 1,3-diol szarmazékok (1 ill. 3) enzimatikus atalakitasa

A folyamat egyik vonzd sajatsaga, hogy ugyanazon enzim altaldban ugyanazon prokiralis
oldal szelektiv atalakitasat végzi. Ennek kovetkeztében egy adott diol (1) acilezése és a diol

sz

ent-2) szolgaltat.

2.2.2.1 Védett aldehid funkciot tartalmazo prokirdlis 1,3-diolok enzimkatalizdlt acilezése

Az optikailag aktiv C; egységek koziil érdekesnek tartottuk megvizsgélni a 2-helyzetben
védett aldehid funkciét tartalmazo prokirdlis 1,3-diolok enzimatikus acilezését, miutan e
reakciokban nyerheté kirdlis vegyiiletek harom, eltéré kémiai sajatsaggal rendelkezo,
valtozatos médon tovabbalakithat6 oldallanccal birnak. Ilyen vegyiiletek korabban nem voltak
ismertek, ezért mdédszert dolgoztunk ki a védett aldehid funkcidt tartalmazo prokiralis 1,3-
diolok (VII-6a-e) eldallitasara (19. Abra, VIL melléklet **).

Eljarasunk alapjat a kovetkezd kémiai el6zmények szolgaltattak. A  dietil
etoximetilénmalonat (VII-4b) etanolban natrium etilat *>*° vagy fém natrium *' segitségével
dietil (dietoxi)metilmalonatta (VII-Sb) alakithato, illetve bel6le metanolban végzett bazis-
katalizilt reakci6ban a megfeleld dimetil (dimetoxi)metilmalonat képzdédik *“*. A dietil
klormetilénmalonat (VII-3) *  piridin jelenlenlétében alkohollal a megfelelé dietil
alkoximetilénmalonatot ** szolgaltatta. Mivel a dietil klérmetilénmalonat (VII-3) eléallitasat
egy jelentésen megjavitott médszerrel megoldottuk, ez utébbi reakceié jol dltaldnosithaté alapul
szolgalt a kivant prokiralis malonatok, majd ezek redukci6javal a diolok (VII-6) el6allitasahoz.
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EtOOC_ _COOEt t
\[ VII-4-6 | R
OH . -CH,
VII-2 b | cH,CH,
l 1_ c -CH,CH,-
d | CHCH:
Exooc\[cooa . -CH,CH,CH(CHa),
| . f | cH,cH=CH,
VILI-3 € | -CH(CHg),
h
l ii iv . Gt %
v
E COOEt .. E COOEt
1 % H OH
xoor\[ Tis
OR R OR R OR
VII-4a-h VI-5a-f VII-6a-e

VII-4-6  ii) Reakci6 iii.) Reakcio iv.) Reakcié v.) Reakcio
VII-4, T.[%] VI-5,T.[%] VI-5,T.[%] VIH-6,T.[%]

a 95 87 92 86

b 96 90 93 92

c - - 94 37

d 95 80 80 82

e 95 86 89 74

f 94 85 77 bomlas
g 95 nem reagal nem reagal -

h 91 nem reagal nem reagal -

19. Abra Védett aldehid funkciét tartalmazo prokiralis 1,3-diolok (VII-6a-e) elallitasa
Reagensek: i.) SOCl,, DMF; ii). ROH, piridin; iii.) ROH, kat. Na; iv.) ROH, 1.3 ekv. NaH;
v.) LiAIH,.

A dietil alkoximetilénmalonatokat (VII-4a-h) eredményez reakci6 (19. Abra, ii. 1épés) jol
dltalanosithatonak bizonyult. Az ezt kovetd béazis-katalizalt alkoxid addicio6 (19. Abra,
iii. 1épés) a kivant acetalokat (VII-5a,b,d-h) szolgéltatta, bar e l1épésben nagy térigényl (pl
i-propoxid-, #-butoxid- ill. fenoxid-) alkoholidtok addicioja nem volt megvaldsithato.
Sztochiometrikusnal ~ valamivel nagyobb  mennyiségli = bazis  alkalmazdsival a
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dietil (dialkoxi)metilmalonatok (VII-5a-f) eldallitisa egy lépésben (19. Abra, iv. Iépés) is
megoldhat6 volt. A megfeleld diészterek (VII-5a-f) redukcidja (19. Abra, v. 1épés) a diallil
acetal (VII-Sf) kivételével a vart modon jatszédott le.

A megfeleld prokiralis diolok (VII-6a-e) elédllitisa utdn a vegyiiletek enzimatikus
acilezési reakciok elokisérleteit a dietil acetal (VII-6b) vegyiileten végezve megéllapitottuk,
hogy az enantiotép szelektivitas mértéke Pseudomonas fluorescens lipaz (PfL) enzimmel (vinil
acetat, hexdn - dietiléter 1:1) a legnagyobb. Az igy képz6dé monoacetat (VII-7b) esetében
vezetd kémiai korrelacié segitségével. Ennek megfelelden a tovabbi szarmazékokat is ezzel az

enzimmel, acilezOszerrel és oldoszerdsszetétellel vizsgaltuk 3 A tovabbi termékek abszolut

«pey

9. Tablidzat Védett aldehid funkci6t tartalmaz6 prokirdlis 1,3-diolok
(VII-6a-e) enzimatikus acilezése

HO/O\A(\OH PL HO” ™"NOAc
—_—.’ g
RO”NOR CH;=CHOAc RO NOR

VII-6a-e VII-7a-e
R Idé Term. [a]p E.1.
(6ra) (%) (%)
a metil- 12 46 +4.1 44
b etil- 10 85 +4.9 £
c 1,2-etenil- 74 38 +0.3 ~0
d benzil- 21 92 +7.4 70
e i-amil- 24 70 +3.7 68

Az enantiotop szelektivitas mértéke az acetal minoségével befolyasolhatonak bizonyult. A
kisebb térigényli acetalokkal (VII-6a,c) gyengébb, mig a nagyobbakkal (VII-6b,d,e)
elfogadhaté mértékii enantiotép szelektivitast tapasztaltunk. Szintetikus szempontbol a VII-6d
diolbol nyert optikailag aktiv monoacetat (VII-6d) a legigéretesebb, mivel e vegyiilet dibenzil
acetalként maszkirozott aldehid funkcidja mind savas hidrolizissel, mind katalitikus
hidrogénezéssel felszabadithato.
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2.2.2.2. Prokirdlis 2-aciloxi-1,3-diolok enzimkatalizdlt acilezése ****

A glicerin kirdlis szirmazékai fontos C; kulcsintermedierek szdmos biologiailag aktiv
vegyiilet, mint pl. foszfolipidek *°, foszfolipdz A, inhibitorok *°, PAF °! (platelet-activating
factor) és més anyagok ** szintéziseiben.

2-0-Alkil-glicerin szirmazékok (18. Abra, 1, R;,R,= O-alkil, H), mint pl. a 2-O-metil-
5354 2-O-etil- ****, vagy a 2-O-benzil-glicerin **** enzimkatalizalt acilezése optikilag aktiv
monoacetatokat (2) eredményezett. A megfelelé diacil vegyiilet (3, Ri,R;= OBn, H) enzim-
Katalizalt hidrolizisét kiilonb6z6 koriilmények kozott ugyancsak tdbben tanulmanyoztak *4°. A
2-O-akil-glicerin szirmazékok lipaz-katalizilt 4talakitdsai sordn a folyamat pro-S
szelektivitdstinak bizonyult. A hidrolitikus folyamatok kikiiszobolhetetlen hitrianya az
optikailag aktiv (S)-1-O-acetil-2-O-benzil-glicerin (2, R,= H, R;= OBn) esetében még pH= 7
foszfitpufferben is tapasztalhaté lassii racemizacié (~ 2 %/6ra) *.

Bér a fentiek szerint a 2-O-alkil-glicerin szirmazékok (18. Abra, 1 ill. 3, R,,R;= O-alkil,
H) enéentiotép szelektiv biotranszformaci6it tGbben tanulmanyoztik, nem taldltunk egyetlen
példét“ sem a 2-O-acil-glicerin szarmazékok (1, R,R= O-acil, H) enzimatikus 4talakitisira. E
tekintetben emlitésre mélté, hogy e kiralis .vegyiiletcsal:«id 2, Ri,R= O-acil, H)
két tagjat, Ggymint az 1-O-acetil-2-O-(16-metil)heptadekanoil- és az 1-O-acetil-2-O-(18-
metil)nonadekanoil-glicerint a természetbdl (Nicotina benthamiana) is izolaltak 81 Ez
késztetett benniinket e szintetikus célokra is felhasznilhaté vegyliletcsaldd vizsgalatira (VIIL.
% iil. IX. " mellékletek).

A diolokat (VIII-1a,IX-1a-h) egyszerii iton nyertiik (20. Abra). A glicerin (VIII-4) és
benzaldehid (VII-5) kondenziciéjaval  kristilyos formaban nyerhetd cisz-2-fenil-5-hidroxi-
1,3-diox4n (VII-6) acilezésével acilezett benzilidén szdrmazékokat (VIII-8, IX-7a-h), majd
ezekbdl a benzilidén csoport eltavolitdsaval prokirdlis diolokat (VIII-1a, IX-1a-h) éllitottunk
el6. Az acilezés/védbesoport eltdvolitas kissé eltéré volt a vizsgalt két acilcsoport-tipusnil. A
szulfonsav észterek (IX-7a-c -> IX-la-c) esetében az acilezéshez acil kloridot és poritott
kalium-hidroxidot éterben, a véd6csoport eltavolitdsdhoz savas hidrolizist (cc. HCl, MeOH,
reflux); mig a karbonsav észterek (VIII-8,JX-7d-i -> VIII-1a,IX-1d-h) esetében az
acilezéshez acil kloridot és piridint diklormetdnban, a véd6csoport eltavolitisdhoz pedig
izopropanolban 10 % Pd/C segitségével végzett katalitikus hidrogénezést hasznaltunk.
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20. Abra  Prokiralis 2-aciloxipropéan-1,3-diolok (VIII-1a, IX-1a-h) el64llitasa
Reagensek: i.) kat. cc. H, SOq; ii.) Acil-Cl, KOH, Et,0, -5 °C; iii.) Acil-Cl, piridin, kat.
DMAP, CH,Cl,, RT; iv.) cc. HCl, MeOH, A; v.) H,, 10 % Pd/C, i-PrOH.

A lauril szarmazék (IX-7i) esetében a benzilidén csoport még a leheté legenyhébb
koriilmények kozott (aprotikus olddszerek) végzett eltavolitasa soran is majdnem kizardlag
1-O-lauril-glicerint eredményez6 acil-vandorlast tapasztaltunk. Bar a 2-O-difenilacetil- (IX-1e)
és a 2-O-ciklohexankarbonil- (IX-1h) szarmazékok esetében is livegedényben tortént tGbb
napos tarolas utan jelentés mértéki acil-vandorlas volt észielhetd, a véddcsoport eltavolitdsat
kovetd azonnali felhasznalas esetén ezek a prokiralis 1,3-diolok (IX-1e,h) is alkalmasak voltak
az enzimatikus acilezési vizsgalatokra.

Az enzimatikus acilezési folyamatot (21. Abra, 10. tablazat) elészor a benzoil vegyiilettel
(VIII-1a) vizsgaltuk *°. Tobb enzimmel végzett teszt sordn a legmagasabb szelektivitast sertés
hasnyalmirigy lipaz (PPL) enzimmel hexdn-THF 1:1 olddszerben tapasztaltuk, amivel a
terméket (VIII-2a) majdnem enantiomertiszta formaban (96 %ee) nyertitk (VIIL. melléklet *°).
A kezdeti eredmények kiterjesztéseként tovabbi 2-aciloxipropan-1,3-diolok (IX-1a-h) PPL-
katalizalt reakci6it is tanulmanyoztuk (IX. melléklet, **%).
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21. Abra Prokiralis 2-aciloxipropan-1,3-diolok (VIII-1a, IX-1a-h) reakci6i
Reagensek: i) PPL, vinil acetdt, hexan:THF 1:1, RT; ii) RSO,-Cl, kat. DMAP, Et:N,

CH,Cl,, RT; iii.) Lipaz-AK, vinil acetat, THF, RT; iv.) Acil-Cl, kat. DMAP, Et;N, CH,Cl,,
RT; v.) Hy, 10% Pd/C, i-PrOH, RT.
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10. Tablazat 2-Aciloxipropan-1,3-diolok (VIII-1a, IX-1a-h) enzimatikus acilezése

Acil Acil
- PPLA A

e L e e e A TR

VIiII-1a,IX-1a-h VIII-2a,IX-2a-h
ldé Termelés Et" Konfiguracio [alo

[Ora] [%] [%] (c 1, metanol)

VIII-2a 1 63 96 R -27.4
IX-2a 168 74 31 S +9.2
IX-2b 3 71 31 S +6.2
IX-2¢ 11 67 0 - 0.0
IX-2d 6 79 40 S +1.8
IX-2e 48 80 16 R -2.3
IX-2f 6 82 67 R -8.0
IX-2g 11 77 >98 R -27.5
IX-2h 5 66 > 95 ¢ R - 8.7

* Reakcidkoriilmények: 0.25 g szubsztrat (VIII-1a,IX-1a-h), 200 mg PPL, 0.8 ml vinil acetat, 2.5 ml THF, 2.5
ml hexan, keverés, RT; ® A IX-2a-g MTPA észterek 'H-NMR spektrumébél. ¢ A termék optikai forgatisanak
ismert enantiomer tisztasagi IX-12h vegyiiletbdl eldallitott IX-2h forgatasaval torténd dsszevetésébol.

A korabban nem ismert 2-aciloxipropén—1,3-diolo}( (VIII-1a, IX-1a-h) ugyancsak j
acilszarmazékainak (VIII-2a, IX-2a-h) meg kellett hatérorzéi‘az abszolut konfiguracigjat is. Ezt
a 21. Abran lathaté moédon, a 3-benziloxipropan-1,3-diol (IX-9) enzimatikus acilezésével
korrelacio segitségével oldottuk meg.

A karbonsav észter tipusu acilcsoportok esetében a kezdetben vizsgalt 2-benzoiloxi
csoportot tartalmazé vegyiilethez (VIII-2a: 96 %ee) képest a térigény enyhe novelése
szelektivitasnovekedést (IX-2g: >98 %ee), mig a térigény tovabbi novelése (IX-2e,f) vagy
csokkentése (IX-2d) szelektivitasromlast eredményezett. A szintetikus szempontbdl ugyancsak
fontos szulfonsavészterek (IX-2a-c¢) esetében a szelektivitds inverziojat és romlasat
tapasztaltuk. Mivel a tozil csoportot tartalmazo termék (IX-2a) szintetikus szempontbol fontos
lehet, ezért a folyamatot a korabban PPL enzimmel legmagasabb szelektivitast eredményez6
hexan-THF oldészerelegyben tobb enzimmel ugyancsak megvizsgaltuk ‘**’. A legnagyobb
szelektivitast a Lipozym IM enzimmel értiik el, mellyel kismértékben nétt az enantiotop

szelektivitds mértéke (IX-2a, 42 %ee).
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2.2.3. Prokirilis ketonok enantiotop szelektiv redukcidja siitéélesztovel

A korabban targyaltak [1.1.3.2. fejezet, 3. a.) Abra] értelmében trigondlis centrumok
prokiralis oldalainak enantiotop szelektiv megkiilonbdztetésével zajlé biokatalitikus folyamatok
kedvezd lehetoséget nyujtanak akiralis kiindulasi anyagok jo termeléssel kirdlis termékekké
torténd atalakitasara. Ilyen szelektivitds megnyilvanulasa varhaté aszimmetrikusan szubsztitualt
ketonok enzimatikus redukcidjakor, ami pl. siitéélesztd segitségével igen kedvezéen oldhatd

3
meg .

2.2.3.1. 1-Acetoxi-3-ariloxipropdn-2-onok enantiotop szelektiv redukcidja

A megfeleld ketonok enantiotop szelektiv redukcidjaval nyerheté 1-acetoxi-3-

ariloxipropan-2-olok szerkezete szamos -blokkol6 alapvazaban felismerhetd (22. abra)
&
4y He P o
O\)\/N\K _(H\,Q/O\/K/N\K
N

O N :
Carteolol hidroklorid Bopindolol

'Y .

OH
o A H
O\)\/ N\( b, ."l N/(U)\/Q/ N\K
‘ \‘ “l Hz

i 3 Atenolol
Propranolol O TR T o
e OH X
Ar-O_ _A_ _OAc
N -
O IR et OH C4H606
O O\)\/K/\ \/@/
Q ,."' \\‘ Metroprolol tartarat
0o
Propafenone hidroklorid ! \
4 |
sto4 OH  HCi
NH2 C/\/O/
© Frestolol szulfat o Esmolol hidroklorid

22. abra 1-Acetoxi-3-ariloxipropan-2-olok és B-blokkoldok szerkezeti hasonlosaga



Racém 3-ariloxipropan-1,2-diol szirmazékok biokatalitikus rezolvalasa megoldhaté lipaz-
katalizalt enantiomer szelektiv acilezés segitségével %,

Bér siit6élesztével megoldhaté volt olyan acetoximetil ketonok enentiotép szelektiv
redukci6ja, melyek a karbonilcsoport mésik szubsztituenseként fenil- %, benziloximetil- %,
csoportokat tartalmaztak, am 3-ariloxi-1-acetoxipropan-2-onok
redukcidjira nem talaltunk utaldst.

Mivel az 1-acetoxi-3-ariloxipropdn-2-olok vdrhatéan el6dllithaték
ariloxipropin-2-onok (X-la-m) siitéélesztovel végezheté enantiotép szelektiv redukci6
segitségével, szintetikus médszert dolgoztunk ki ezen ketonok eldallitdsdra (11. Tablazat,
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11. Tablizat 1-Acetoxi-3-ariloxipropan-2-onok (X-1a-m) el54llitisa

i i
c%\on ;‘_5,‘_,’ Ar-o’\.g\on — Ar-0’\0|/H\0Ac

i

— A0\ "NOAC
o

1-acetoxi-3-

rac-X-2 X-3a-m rac-X-4a-m rac-X-5a-m X-1a-m
Ar rac-4a-m rac-5a-m la-m
Termelés (%) Termelés (%) Termelés (%)
a fenil 81 79 94
b 1-naftil 82 78 93
¢ 2-naftil 79 75 90
d 2-izopropilfenil 77 83 91
e 2-klérfenil 74 73 88
f 3-klorfenil 55 69 94
g 4-kiorfenil 81 62 94
h 2-metilfenil 79 66 90
i 3-metilfenil 66 75 90
j  4-metilfenil 71 75 89
k  3-nitrofenil 26 68 87
I 2,6-dimetilfenil 98 43 79
m 2.4,6-triklérfenil 99 42 71

Reagensek: i) NaOH, etanol; /i) Ac,;O, DMAP, piridin; /ii,) oxalil-klorid, DMSO, Et;N.

A fenil vegyiilettel (X-1a) optimaliziltuk a siit6élesztovel megvalésithaté enantiotép
szelektiv redukcié reakciokoriilményeit (X. melléklet), majd ezen koriilmények kozott

tanulmanyoztuk a tovabbi prokirilis ketonok (X-1b-m) redukciéit is (12. Téblazat).

(i_.‘}'
)
A

gw},\b ’)

[ P
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13. Tablazat 1-Acetoxi-3-ariloxipropan-2-onok (X-1a-m) redukciéja siitéélesztével

Aro’\[O(‘om sOtoélesztd ® Aro’\o:\OAc . Aro’\(‘)/H‘OH

X-1a-m X-5a-m X-4a-m

Szusztrdt 1dé X-5a-m ° X-4a-m

X-1a-m (6ra) T. (%) E.t. (%) T. (%) E.t. (%)
a fenil 1 84 83° -
b 1-naftil 2 - 78 >95 ¢
¢ 2-naftil 16 - -
d 2-izopropilfenil 1 36 28 * 55 93¢
e 2-klérfenil 2 - 82 >95 ¢
f  3-kiérfenil 2 38 93 48 81°¢
g  4-kiérfenil 2 65 61 25 63°
h 2-metilfenil 2 32 65 47 >95 ¢
i 3-metilfenil 2 66 77 26 82°
j  4-metilfenil 2 36 52 40 68°
k 3-nitrofenil 4 - 80 >954
1 2,6-dimetilfenil 1.5 60 >95 32 >95 ¢
m  2.4,6-trikl6rfenil 6 58 95 34 - 91

® Reakcidkoriilmények: 500 mg X-1a-m; 200 ml kilium foszfat puffer (0.15 M, pH 7); 12 g siitdélesztd; 5 g
cukor. ® A monoacetitok (X-Sa-m) konfiguriciéjét és enantiomer tisztasigit a megfeleldé diolok (X-4a-m)
forgatoképességébdl hatéroztuk meg; © Az X-5a MTPA észterének 'H-NMR spektumébél; ¢ A megfeleld fenol
(X-3) és az (R)-3-klérpropin-1,2-diol [(R)-X-2, E.t= 95 %] ™ reackiGjival nyert diol [(R)-4] forgaté-
képességébdl; © A diol di-MTPA észterének 'H-NMR. spektumibél. * A termék az 4brézolttal ellentétes,
(R)-konfiguraci6ji

A folyamatban a redukci6 mellett véltoz6 mértékli hidrolizist is észleltiink, melynek
kovetkeztében ugyancsak optikailag aktiv diolokat (X-4) is kaptunk. A reakcioban valtozé
mennyiségli és enantiomer tisztasidgi monoacetitok mellett (X-5) 90% feletti enantiomer
tisztasagi diolok (X-4) képzOGdését jellemzOen a nagy térkitoltésli aril szubsztituenseket
tartalmaz6 ketonok (X-1b,d,e,h,k-m) redukci6ja esetében tapasztaltuk.

Az eredmények értelmezésében a redukcié / hidrolizis reakcidk lefutasinak részletesebb
elemzése segithet (23. Abra). A monoacetitok eredeti enantiomerdsszetétele (X-5 vs. ent-X-5)
a redukcié enantiotép szelektivitdsat6l fiigg (Kir vs. Kiemr). A diol frakcié (4 ill. ent-4) két
alternativ aton képzddhet: 1.) a monoacetit frakcié (X-5 ill. ent-X-5) hidrolizisével, ekkor
figgben valtozhat; 2.) az akirdlis keton (X-1) nem-sztereoszelektiv hidrolizisét (k; i) kovetSen,
a képz6do hidroximetil keton (X-6) enantiotop szelektiv redukcidjaval (kor vs. ka enrr).
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A0 0Ac B ey A0 N OH ————

(@] o
X-1a-m X-6a-m
OH OH
X-5a-m X-4a-m
k 1,ent-R 3 Ar 'O/\=_/\ OAcC kZ,em-H Ar- 'O/\g/\ OH kZ,ent-R
OH OH
ent-X-Sa-m ent-X-4a-m

23. Abra Az l-acetoxi-3-ariloxipropan-2-onok (X-1a-m) redukci6 / hidrolizis reakcidinak
elemzése

Az 1-acetoxi-3-ariloxipropan-2-onok (X-la-m) fermentalé siit6élesztd segitségével,
pufferelt oldatban (pH= 7) végrehajtott redukcidja (13. Tablazat) a 2-izopropilfenoxi vegyiilet
(X-1d) reakcidjanak - ahol (R)-monoacetat (X-5d) képzédott - kivételével (S)-monoacetatokat
(5a,f-j,l,m) és / vagy (R)-diolokat (4b,d-m) eredményezett. Ez geometriai értelemben véve
mindkét termék esetében azonos enantiotdp preferenciat jelent.

Ezek az eredmények a legjobban gy értelmezhetdk, ha elséként az acetoximetil ketonok
(X-1) gyors, valtozd mértékii (S)-enantiomer preferencidval (kizx > Kiewr) lejatszodéd
redukciojat feltételezziik, amit az (R)-diolok (X-4) képzddésének irdnyadban enyhén enantiomer
szelektiv hidrolizis (ko > Ka.em-n) kovet. Ezzel magyarazhaté a 2-izopropilfenoxi vegyiilet
(X-1d) reakciojaban az alacsony enantiomer tisztasaglii (R)-monoacetédt (ent-5d) képzodése
anélkiil, hogy feltéltelezni kellene az egy vegyiiletcsalddon (X-1) beliil kevésbé valdszinii
enantiotop-preferencia valtozast. Ebben az esetben tehét a reakci6 feltehetden az acetoximetil
keton (X-1d) mérsékelt (S)-enantiotop szelektivitassal lejatszodé redukcidjaval zajlik, amit az
(S)-monoacetatbol (X-5d) képz6dd (R)-diol (X-4d) képzddését preferald, viszonylag magas
enantiomer szelektivitassal zajlé enzimatikus hidrolizis kovet. Ennek eredményeként a
hidrolizalatlanul visszamaradé monoacetat frakcioban az (R)-monoacetat (ent-5d) dusul fel.
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2.2.3.2. Dihidroxiaceton szdirmazékok enantiotop szelektiv redukcidja sitoéleszovel

A  kirdlis glicerin-szarmazékok széles korben hasznos anyagok lehetnek
(d. 2.2.3.1. fejezet, 22. 4bra). Mivel a prokirilis ketonok enantiotop szelektiv redukcidja a
megfelelé kirdlis szekunder alkoholokat eredményezi, az aszimmetrikusan védett
dihidroxiaceton szarmazékok idedlis kiinduléanyagok kirdlis C; szdrmazékok el6allitisira
(XI. meliéklet ).

Optikailag aktiv C; szdrmazékokat mér elGallitottak dihidroxiaceton szidrmazékok kiralis
ruténium komplexekkel végzett aszimmetrikus katalitikus redukciéjéval "2, E kémiai folyamat
kézenfekvd biokatalitikus alternativdja lehet a siit6élesztdvel végezhetd redukcio, melyet egyes
vegyiiletek [3-metoxi- , 3-benzoiloxi- and 3-(4-nitrobenzoil)oxi- * 1-hidroxi-aceton

szirmazékok. ill. 3-benzoiloxi- * vagy 3-ariloxi- ® 1-acetoxi-aceton szirmazékok] esetében
mar vizsgaltak.

Kiilonféle hidroximetil ketonok ill. acetatjak siitéélesztdvel végzett redukciéja "*7° azt
mutatta, hogy a viszonylag kicsi, hidrofil hidroximetil csoportot tartalmaz6 ketonok geometriai
értelemben véve azonos, mig a viszonylag nagyobb, apolaris acetoximetil ketonok ellentétes
enantiotép szelektivitdssal reagilnak. A siitGélesztével végzett redukcié enantiomer-
preferencidjanak ilyen értelmii inverzidjat megfigyelhetjilk fenacil alkoholok és acetatjaik
redukciojakor 7%,

Mivel az aszimmetrikusan védett dihidroxiaceton szirmazékok kirdlis C; egységek
prekurzorai, 4m a fentieknek megfelel6é enantiotop preferencia inverzi6t hidroximetil csoportot
ill. acetoximetil csoportot tartalmazd szdrmazékok koOrében szisztematikusan még nem
vizsgaltak, érdemesnek véltiik e vegyiiletcsaldd siitéélesztével torténd redukcidjanak behatobb
tanulmanyozaisat.

Dihidroxi-acetonbdl (XI-1) kiindulva kiilonféle véd6csoportokkal torténé védés utan
egyszeriien nyerhet6ek hidroximetil keton (XI-4a-d) és acetoximetil keton (XI-Sa-d) jellegii
vegyiiletek (24. Abra).
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24. Abra Védett dihidroxiaceton szarmazékok (XI-4a-d) és acetatjaik (5a-d) eloallitasa

Reagensek: i.) Trimetil ortoformat, MeOH; ii.) BnBr, NaH, THF; iii.) 3 M HCI; iv.) BzCl, kat. DMAP, piridin
(XI-4a), PivCl, kat. DMAP, piridin (XI-4b) ill. TBDMSCI, imidazole, THF (XI-4d); v.) Ac,0, kat. DMAP,
Et;N, etil acetat (XI-5a,¢,d) ill. AcCl, kat. DMAP, Et;N, THF (XI-5b).

Feltételelezésiinket, miszerint a védett dihidroxiaceton szarmazékok (XI-4a-d vs.
XI-5a-d) esetében a siitOélesztovel végzett redukciokban a termékek konfiguracija az
egyszerl acilezés hatasara megfordul, igazoltuk szintetikusan hasznos R csoportok (benzoil,
benzil, pivaloil, ferc-butildimetilszilil) felhasznéldsaval (14. Té4blazat). Lathat6, hogy minden
vizsgalt esetben a hidroximetil ketonokbdl (XI-4a-d) képz6dé diolok (XI-6a-d) és az
acetoximetil ketonokbol (XI-5a-d) képz6d6é monoacetatok (XI-7a-d) illetve diolok (ens-XI-

6a-d) ellentétes konfiguraciojiiak voltak ®. A vizsgalatok sorin szamos esetben igen magas
enantiomer tisztasagu temékekhez (XI-6a, XI-7b, XI-7d) jutottunk.
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14. Tablazat Dihidroxiaceton szarmazékok (XI-4a-d és XI-5a-d) redukcioja siitoélesztével

0 0]
HO\/U\/@ Aco\/”\/@
XI-4a-d XI-5a-d
OH OH OH
Ho _A_[R] Aco\)\x@ B HO\)\/E]
XI-6a-d XI-7a-d ent-XI-6a-d
@ Term. Konf E.t. | Term. Konf. E.t. Term. Konf. E.t.
% % % % % %
0
O/ut) 80 STy | 54 R 68 22 R 19
a
O
o)% 71 el T Sl SR 9 R 46
b
f/\© TR S A 85 20 R 33
%4
o 7< 21 S 59 | 21 R eogh 28 R 77
d

2 Altaldnos reakciokoriilmények: 500 mg keton (XI-4a-d, 5a-d), 0.15 M pH= 7 foszfit puffer, siitbélesztd
(Budafok). Tovabbi részleteket: Id. XL melléklet; ® A csoportok rangsorbeli valtozésinak eredményeképp a
benziloxi termék (XI-7¢) esetében az S konfiguracié geometriai értelemben ugyanazt a térallast jelenti, mint a

tobbi acetaté (XI-7a,b,d).
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3. BIOKATALITIKUS FOLYAMATOK MECHANIZMUSVIZSGALATA

Az enzimkatalizalt folyamatok megértése és a folyamatok mechanizmusanak - az 1.2.
fejezetben targyalt modszerek segitségével torténd - molekularis szintii megismerése
nagymértékben hozzijarul a biokatalizis alkalmazasanak tovabbi fejlodéséhez illetve uj
teriilletek kialakulasahoz.

Ilyen, molekularis szintii enzimmechanizmus vizsgalatokba mas mikrobiologiai, biokémiai,
molekularis-genetikai, fehérjekrisztallografiai vizsgalatokkal foglalkozo kutatécsoportol;
tevékenységéhez kapcsolodva és azzal Gsszhangban két teriileten - a fenilalanin ammonia-liaz

és a Bi>-koenzim fligg6d enzimek hatasmechanizmusanak vizsgalatai - fogtunk bele.
3.1. A FENILALANIN AMMONIA-LIAZ VIZSGALATA

A fenilalanin ammonia-lidzz (EC 4.3.1.5; PAL) és a hozza igen hasonldé folyamatot
katalizalé hisztidin ammomnia-lidaz (EC 4.3.1.3; HAL, amely a legtobb sejtben a hisztidin
lebontas kezdeti 1épését végzi) nagyfoku hasonlésigot mutatd enzimek. A bakteridlis vagy
emlds eredetiit HAL és a n6vényi eredetii vagy gombakbdl szarmazo PAL enzimek genetikailag
is igen hasonléak .

Korai, radioaktiv jeloléssel ellatott vegyiletekkel végzett vizsgalatok mar jelezték a
katalizisben fontos elektrofil csoport jelenlétét 4. A ré.dic;\;‘ktiv nukleofilekkel (K™CN ill.
NaB’H,) torténd reakcid, majd az ezt kovetd teljes hidrolizis olyan radioaktivan jelolt
termékeket eredményeztek, melyek a dehidroalanin prosztetikus csoport jelenlétét jelezték.

Késobb pontmutaciok segitségével igazoltdk, hogy a PAL és HAL enzimekben ezek
prekurzorai a Ser202 (PAL) ° ill. Ser143 (HAL) ®. Mivel mindkét enzim aktiv formaban
képzddik a genetikailag modositott, a megfeleld genetikai kddokat hordozo E. coli sejtekbdl, a
szerinb6l az aktiv elektrofilt Hérdfnényezéi poszt-transzlaciés atalakulasi folyamatnak
autokatalitikus m6don kell lezajlania 2.

A HAL enzim nemrég megismert rontgenszerkezete azt mutatta °, hogy az aktiv elektrofil
valéjaban nem dehidroalanin, hanem egy aminosav triddbol (Ala142-Ser143-Gly144) képz6do
4-metilénimidazol-3-on (MIO) egység. Ez a planaris gyiriis szerkezetii, elektrofil jellegii
metilén szubsztituenst tartalmazd aktiv egység valdjaban modositott dehidroalaninként
kezelhetd. A MIO képzddésének mechanizmusa egyelére nem tisztazott, azonban emlitésre
mélto, hogy a "green fluorescent protein” imidazolon kromofor egységének hasonlo
autokatalitikus folyamatban kell képzddnie '*'2,
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Az elektrofil prosztetikus csoport esszencialis katalitikus szerepének felismerése utan a
reakcié mechanizmusat megprobaltak ugy értelmezni, hogy az elektrofil egység a szubsztrat
aminocsoportjaval Michael tipusu addicios reakcioba lép . Ez megnévelné ugyan az
eliminacios reakcioban az aminocsoport tavozokészségét, am nyitva hagyja a kérdést: hogyan
képes egy az enzim aktiv helyén lévé bazikus csoport a szubsztrat nem savas karakter(i

B-helyzet(i hidrogénjének protonként torténd lehasitasara ?

Ennek értelmezésére a fenilalanin ammonia liaz (PAL) mechanizmusara egy Gjabb - a
dehidroalanin (ill. MIO metilén) enzimatikus elektrofil tamadasaval kezd6dé Friedel-Crafts

tipust folyamatot feltételezd - javaslat sziiletett '* ' (25. Abra).

3 N
OH*
¥ HopB +,Enz
e
N COO
H  NH,

25. Abra A fenialanin ammonia-liaz (PAL) rakci6 javasolt mechanizmusa

E feltételezett reakciomechanizmus vizsgalata kapcsan tanulmanyoztuk L-fenilalanin
analogonok eldallitasat €s enzimkinetikajat, illetve kiilonféle elméleti szamitasokat végeztiink
(XIL melléklet '°, XTIL melléklet 7).
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3.1.1. L-Fenilalanin analogonok eléallitasa és vizsgalata PAL enzimmel

A fenilalanin ammonia-lidz katalizalt reakcié vizsgalatdhoz szamos nem természetes
L-fenilalanin analogont hasznaltunk fel (26. Abra).

H
PAL
COO COoO
Al/\r A.)\r
HaN* H NH,*
Ar-L-Ala Ar-akrilat

Y
Q.
2.

2-Piridil-L-Ala L-Phe 2'F-L-Phe 2'Cl-L-Phe

X
b
4

3-Piridil-L-Ala 3'F-L-Phe 3'Cl-L-Phe
[*Hs]-L-Phe
K F
F F

4-Piridil-L-Ala 4'F-L-Phe 4'Cl-L-Phe

2'.3'4',5',6'F5-L-Phe

¢
2.
o

5-Pirimidinil-D,L-Ala Ciklooktatetraenil- 2',6'F,-L-Phe 3',5'F,-L-Phe

(COT)-D,L-Ala
=N
Lot

2-Pirimidinil-D,L-Ala

26. Abra A fenilalanin ammoénia-lidz vizsgalata soran felhasznalt L-fenilalanin analogonok.
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b

A fenilalanin ammé;ﬁ-liéz katalizalt folyamat reverzibiltasa felhasznalhaté nagy enantiomer
tisztasigi L-fenilalanin analogonok el6allitisdra: magas ammoénium ion koncentricié
alkalmazisakor az ammoénia magas enantiotép szelektivitdssal (a termékek enantiomer
tisztasiga minden esetben 99 % feletti) addicional a megfeleld B-aril-akrilistokra. Ez a folyamat
az enzimkinetikai vizsgalatok sordn felhasznilt vegyiiletek egy részének el6éllitdsa soran is
alkalmazhat6 volt (15. Tablizat).

1S. Tablidzat A fenilalanin ammonia-lidz preparativ alkalmazasa

5M NH,*
A0 —_— Ar/\rooo
PAL HaN*

Et >99%
Termék Termelés [%)
L-Phe 52
2-Piridil-L-Ala 63
3-Piridil-1.-Ala 59
4-Piridil-L-Ala 75
2F-L-Phe 50
3'F-L-Phe 59
4F- L-Phe 70
2',6'F,- L-Phe 88
3',5'F,- L-Phe 69
2',3',4',5',6'Fs- L-Phe 51
2'Cl- L-Phe 37
3'Cl- L-Phe 99
4'Cl- L-Phe 59

Ezeket az L-fenilalanin analogonokat a fenilalanin ammonia-lidzz enzimmel végzett
enzimkinetikai vizsgalatokban lehetett felhasznilni. A szubsztritként elfogadott analogonok
esetében a Michaelis konstansokat (Km, Vmx), mig az inhibitorok esetében az inhibicios
konstansokat (K;) lehetett meghatirozni. Az enzimkinetikai vizsgilatokkal segitségével nyert
kinetikai adatokat és a reakci6 sordn feltételezhetd, o-komplex jellegli intermedierek
egyszerisitett modelljeinek szemiempirikus szint(i szdmit4saival a o-komplexek egyes jellemz6
szimitott adatait egyiitt értelmezve probaltuk meg a feltételezett mechanizmust alstamasztani.
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3.1.2. A fenilalanin ammonia-liaz reakcio vizsgalata elméleti szaimitasokkal

A reakcié soran intermedierként feltételezett o-komplexek relativ stabilitiasara ill. a
B-helyzeti hidrogének relativ savassdgara vonatkozé adatokat a megfeleld, egyszertisitett
o-komplexek szemiempirikus (AM1, PM3 ill. MNDO) szinten végzett szamitasai segitségével
hataroztuk meg (XII. melléklet 'S, XIII. melléklet '7).
analizissel, az apoenzim részleges aktiv centrum modelljét a HAL szerkezet felhasznalasan
alapulé homologia modellezés segitségével vizsgaltuk (XIIL. melléklet '”)

3.1.2.1. A fenialalanin ammodnia-liaz javasolt o-komplex intermedierjeinek vizsgdlata

A piridil analogon sor (2-, 3- ill 4-piridil-L-Ala) esetében a szamitdsokat (MNDO, AM1,
PM3; vakuum) a 27. Abran feltiintetett egyszeriisitett o-komplexek (B, C, D, E)
felhasznalasaval végeztilkk. A szamitdsokat Osszehasonlitasként elvégeztiik az L-Phe ill
B-(5-pirimidinil)-L-Ala vegyiiletekre is (A ill. F).

HC H
e -
Egyszertsitett modell
HC H HC H HC H
‘/CH3 CH, CH,
f \ f \
O € :
A B c
HC H HC H HC H
: N CH3 3 \ CH3 A) CH3
X B \ @ \ @
D E E

27. Abra A piridil analogonok vizsgalatakor hasznélt egyszerisitett o-komplexek
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A halogénezett analogonok ill. a pirimidinil szarmazékok vizsgalata sordn a szubsztrat
ikerionos formajat és a MIO metilénje helyén metil csoportot tartalmazé o-komplexeket
hasznaltunk, és a konformacios viszonyok tisztazasa érdekében az L-fenilalaninnak megfeleld
modellen PM3 szint{i konforméci6-analizist '* végeztiink (28. Abra, XIIL melléklet 7).

O =00
I
/o
HoG, HHRHs
L XX, 000
2 J N H
Enzim-szubsztrat komplex Egyszertisitett modell
B:AG-H A: HF,
[Mc.u] [kcal/mol]
0,280 800
—a—A
—o—B
- 600
0,260 + L 400
- 200
0240 ——+ 0
-360 -270 -180 -90 0

27. Abra A halogénezett L-fenilalaninok és a pirimidinil-alaninok vizsgélatakor hasznalt
o-komplex-modell és az L-fenilalanint tartalmazé o-komplex konformécio-analizise

Az ikerionos L-fenilalaninra szemiempirikus szinten végzett konformacio-analizis szerint a
legfontosabb szerkezeti tényez6 a C,-C,- atomok és a pro-S Cg-H kotés altal meghatérozott

dihedralis szog (®). A tovabbi szamitasok soran ezt optimuméan (®P= —90 °) rogzitettiik.
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3.1.2.2. A fenialalanin ammonia-liaz homologia modellje

A fenilalanin amonia-lidaz (PAL) aminosav-szekvencidjanak ismerete (SwissProt kod:
P24481, 719 aminosav), illetve a PAL és hisztidin ammonia-liaz (HAL) kozott fennallo nagy
mértékii szekvencia hasonlosag (31 % identitds, 60 % hasonlésag) lehetdvé tette a fenilalanin
amménia-lidaz 3D szerkezetének homolégia modellezés segitségével '° végzett felépitését. A
28. abran bal oldalt lathaté a "folding template” gyanant felhasznélt HAL kristalyszerkezete
(Brookhaven protein adatbank kod: 1B8F), jobb oldalt pedig a PAL szekvencia megfeleld
részletébol (ami a MIO csoportnak megfeleld ASG szekvencia szegmenst és az 6sszes HAL és
PAL enzimben konzervalt GGNFH motivumban megtaldlhaté Phe399-et is tartalmazé 468

aminosavbol 4ll6 részlet) az erre felépitett homoldgia modell szerkezete.

HAL
(1BS8F)

7! PAL
(homologia modell)

28. Abra A fenilalanin ammoénia-liiz homolégia modellezéssel nyert szerkezete.
[Bal oldalt: HAL (Brookhaven protein adatbank kéd: 1B8F) ,.folding template™,
Jobb oldalt: a PAL szekvencia (P24481) felhasznalasaval modellezett szerkezet.]

A nyers modellt Gromos és Amber ,, force field’-ekkel minimalizaltuk, majd a kotohely
ASG részletét a HAL (PDB:1B8F) struktirabol nyert MIO szerkezettel helyettesitettiik (ebben
a lépésben a megfelelé atomok poziciéi kozti eltérés 0.4 A -nél kevesebbnek adodott). Az igy
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nyert részleges PAL aktiv hely modellt a szubsztratok lehetséges illeszkedési konformacidinak
elemzésére hasznaltuk fel.

Az Osszes rendelkezésre all6 adat azt valdszinisiti, hogy az enzim aktiv centrumaban a
szubsztrat a o-komplex képzddésekor a MIO gytirtirendszere €s a Phe399 fenilcsoportja kdzt
"szendvics"-szeriien kozrefogva helyezkedik el (29. Abra).

29. Abra Az L-fenilalanin valoszinii illeszkedési modja a PAL
homolégia modellezéssel nyert aktiv centrumanak részletében.

3.1.2.3. A PAL mechanizmus dsszevetése az enzimkinetikai és szamitdsi adatokkal

A Kkisérleti eredményekkel Osszhangban a fenil komplex és a piridil komplexek
képz6déshoi kozott kis kiilonbség adodott, de a vart trend igazolddott: a piridin gytir( orfo €s
para helyzetével szemben a meta helyzetben kedvezményezett az elektrofil tdmadas
(16. Tablazat). Az elektrofil szubsztitici®d mértéke €s a Vpmax €rtékek kozott nem talalhatod
fenn, mely (legalabbis) részben sebesség meghatarozo. Ezt korabbi kinetikai vizsgalatok
eredményei is alitamasztjak, a deuteralt [3,3-’H,|fenilalanin szubsztrattal ugyanis nem
tapasztalhat6 elsérendii kinetikus izotop effektus *. A K, értékek ugyancsak az enzim-termék

komplex disszociaciojat mutatjak sebesség-meghatarozonak.
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16. Tablazat A fenilalanin piridil és ciklooktatetraenil analogonjainak kinetikus konstansaik,és
az aktiv komplex-modell alapjan szimitott értékei (XII. melléklet ') '

Szubsztrit AAH,, AACs-Hoy Vau/Vasmwrrey Ko/Kngehe
(o komplex modell) * [kcal/mol] [t.c.u] [mM]
L-Phe (A) 0.0 0.048 1 1
2-Piridil-L-Ala ®) 43 0.059 0.8 220
3-Piridil-L-Ala ()] 13.7 0.072 ' 24 41.6
(E) 17.7 0.065

4-Piridil-L-Ala © 4.8 0.056 1.8 12.1
COT-p,L-Ala 0.0058 22.6

* A megfeleld o-komplex modellek szerkezete a 27. Abrén l4thaté; AAH,;: A c-komplex modellek és a
megfeleld alapallapoti aromés vegyiilet képzddéshé-kiilénbsége; AACp-Hy: A o-komplex modellek Cy-H
helyzetnek megfeleld metil-H atomjai teljes atomi toltései dtlaginak és a metil-C teljes atomi toltésének
kiilonbsége a megfeleldé aromdés alapvegyiilet hasonlé értékeihez viszonyitva (tk. a polariziltsig névekedése);
Vinax/Vinax(-phey: ill. Ki/Kingy Prey: 32 analégok L-Phe-re vonatkoztatott relativ Vo ill X, értékei.

A piridil izomerek a PAL enzim j6 szubsztratjanak bizonyultak (16. Tabldzat), esetiikkben
viszonylag laza ko6t6dés (magas Kn), 4m a telittetségi koncentricié esetén a természetes
szubsztrattal egyez6 vagy azt meghaladé reakciésebesség (Vmax) VoIt tapasztalhaté. A 2-piridil-
L-alanin kiilonleges szubsztrat, mert a bar a piridin nitrogénjén t6rténd elektrofil timadas inert
piridinium komplexhez vezethet, a vegyiilet (feltehetéen a B jellegi o-komplexen 4at) a
természetes szubsztrattal kozel egyezd sebességgel reagal.

A piridil analogonok atalakuldsa az enzim aktiv helyén - eltéréen a kémiai folyamattdl,
ahol a bazikus nitrogén reagilna el6szér a nukleofille] - a piridil gyiir(i protonilédasa nélkiil
jatszodik le. Ezt a szamitasok is igazoljdk, hiszen a protondlt piridinbél keletkez6 o-komplex
képzddéshéje a neutralis piridinéhez képest mintegy kétszer akkorinak (~440 kcal/mol)
addédott. A részleges aktiv centrum modell is ezt igazolja: a MIO és a Phe399 kozé keriild
aromds gyiirii kozelében nem taldlhaté protonélni képes savas oldallinc, igy tehit az aromas
gytrit k6t6é hidrofob zsebbe keriild piridil csoportot az enzim niegvédi a protonal6dastol.

A piridil csoport nagyobb polaritdsat 6sszehasonlitva a fenil gylirii polaritasdval érthet6vé
valik a nagyobb K, értékekkel jellemzett, cs6kkené koté affinitds €s az enzim-termék komplex
piridil-L-alaninok PAL-al torténd rekcidjanak termékei - K; értéke egy nagysagrenddel nagyobb
mint a fahéjaldehidé. A fenil gyiiriin 'perdeuterélt fenilalaninnal ([*Hs]-L-Phe) tapasztait
szekunder izotép effektus '® ugyancsak megerdsiti az eldbbieket.
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A halogénezett és pirimidinil analogbnok vizsgalatakor elvégzett konformécidanalizis
szerint (27. Abra) a szubsztrit ikerionos szerkezetét feltételezve két olyan kedvezd
elrendez6dést talaltunk, ahol a pro-S Hy és az ~N'H; csoport antiperiplanaris helyzeti, a gytrti
oldallinca pedig cikk-cakk szer(ien nytjtott. Az analogonokkal végzett tovabbi szamitdsokhoz
ezek koziil a kedvezdbb, és a részleges aktiv centrumba jobban illeszthet6 4llapotot [régzitett
dihedrilis sz6g, ® =—90°] tartalmaz6 elrendezédést hasznaltuk. A roticiéval kétféle o-
komplex kialakuldsara lehet6séget nyujté vegyliletek esetében a szdmitdsok sordan mindkét
aktiv komplexet figyelembe vettiik. Az e vegyliletekre szamitott és enzimkinetikai
vizsgalatukkal nyert adatok a 17. Tablizatban taldlhatok.

17. Tablazat A halogénezett és pirimidinil fenilalanin analogonok kinetikus konstansai és az
aktiv komplex-modell alapjén szimitott értékei (XII. melléklet ')

Szubsztrat AAH, AACe-H,;  Vau/Viarre Ka

(o-komplex modell) * [kcal/mol] [M.c.u] ) [mM]

L-Phe 0.0 0.184 1.00 0.033

2'F- L-Phe A) 15.7 0.135 1.14 0.065
B) 7.8 0.129

3'F- L-Phe (A) 3.1 0.109 2.09 0.079
B) - 1.5 0.116

4'F-1-Phe ’ 7.6 0.128 0.56 0.010

2',6'F;- L-Phe 21.9 0.160 0.85 0.085

3',5'F,- L-Phe 4.8 0.037 2.72 0.159

2'3'.4',5',6'Fs- L-Phe 29.9 0.141 0.16 0.076

2'Cl- L-Phe (A) 7.4 0.117 1.03 0.050
®B) 52 0.115

3'Cl-L-Phe A) -1.7 0.100 2.01 0.094
®B) -4.2 0.102

4'Cl- L-Phe 3.2 0.126 0.82 0.045

B-(5-Pirimidinil)-D,L-Ala 25.8 0.229 0.80 42

B-(2-Pirimidinil)-D,L-Ala -24.0 -0.314 0.00 X;=7mM)

* QOlyan esetekben ahol a c—komplex kialakulasat megel6zden a szubsztrat fenil gytirGjének elforduldsdval két
kiilénbdzd c-komplex kialakuldsira van lehetfség, az A jelii struktira az, melyben a halogén szubsztituens a o-
komplex sp® centrumihoz kozelebb helyezkedik el; AAH,: a szubsztitudlt o-komplexek és a megfeleld
szubsztrat-modell képzodéshé-kiilonbsége az L-Phe aktiv komplex-modell és az alapéllapotban 1évé L-Phe
képzdédéshdinek kiilénbségéhez viszonyitva; AACyg-H.¢: az aktiv komplexek Cg-H atomjainak Mulliken toltés-
killénbsége a megfeleld szubsztrat hasonlé értékeihez viszonyitva; Vipe/VimePhe: az analégok L-Phe-re
vonatkoztatott relativ V., értékei.
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A halogénezett fenilalaninok PAL enzimmel mért kinetikai dllandodit vizsgalva a kovetkezd

megallapitasokat tehetjiik.

A 3’-helyzetben halogénezett fenilalaninok a Vpax értékek tanulsiga szerint jelentdsen
gyorsabban reagéilnak, mint a szubsztitualatlan fenilalanin. Ez 6sszhangban van a MIO
aromas gyliriin torténé elektrofil tamadasaval. A 3’-helyzetben 1év6 halogén szubsztituens -
a kationos 4tmeneti allapot stabiliziciGjaval - orfo és para helyzetben konnyiti meg a
tamadast. A szubsztrat kot6dését megel6zOen a szubsztrat fenil gyiirijének szabad
rotacioja mindkét poziciot elérhetdvé teszi a sztérikusan gatolt MIO tamadasénak. Ez az
effektus hasonl6 a 3’-hidroxifenilalanin esetén talaltakkal *.

A fenil gyirli halogén szubsztituense szintén befolyasolhatja az oldallinc B-protonjanak
savassagit. Mig neutralis alapallapotban ez az effektus aktivilja a B-protont, addig a
kationos kéztitermék esetén ellenkezd hatast fejt ki. Amikor a pozitiv toltés delokalizalodik
a halogén atomokon, a gylirii elektronhianya csokken, csokkentve ezzel az oldallanc B-
protonjanak savassagat is. A halogén szubsztituens hatisa a savassagra ugyanakkor
lényegesen kisebb, mint a nitrocsoportté.

Osszességében a P-proton lehasadisa j6 szubsztratok esetén sem tlinik sebesség-
meghatarozd lépésnek, mint azt a korabban emlitett izotop-jeloléses vizsgalatok is
megerdsitették. A MIO csoport timadasa részben sebesség-meghatarozo, ugyanakkor a
tobbi sebesség-meghatarozé 1épés inkabb termék-fliggbnek latszik. E két Iépés kinetikus
jelentdsége azonban szubsztrat-fiiggo.

A kot6dés erosségére jellemzo K, értékek csak kis mértékben tértek el egymastdl, a
halogén szubsztituensek szamanak novekedésével pedig hozzavetdlegesen novekedtek.

A kinetikai konstansokat az elméleti szdmitds eredményeivel Osszevetve az alabbi

kovetkeztetéseket vonhatjuk le.

A o-komplex képzGdését és a hasado kotés polarizaltsagat figyelembe véve a 2°F-, 2°Cl- és
a 4°Cl-szubsztitualt vegyiletek - kiilonosen a B tipusi o-komplexek - a szubsztituilatlan
L-fenilalaninhoz hasonl6ak. Ennek megfelelGen kinetikus viselkedésiik a természetes
szubsztratéval kozel egyezo.

A feltételezett aktiv hely modell szerint a szubsztrat aromas gyuriijét szendvics-szeriien
fogja kozre a MIO és a Phe399 fenil gyliriije. Ez az elrendezés lehetévé teszi a MIO

n rendszerének és az aromas gyliri m rendszer C» helyzetének maximalis atlapolasat.
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A kialakulé o-komplexben a 2’-hidrogént valészintileg a Phe399 fenil csoprotjaval alkotott
"charge-transfer” ill. m-komplex stabilizdlja, ami megakadidlyozza a szubsztrat aromas
gytrtjének proton-kilépéssel lejatszodo - masként valoszinii - rearomatizaciojat is.

A 3’-helyen halogénezett szarmazékok esetén a 3’-halogén és a Phe399 aromas
7 elektronjai kozott hiperkonjugaciés effektus is felléphet, ami csokkentheti a
17. Téablazatban feltiintetett, vikuumban szamitott energia-értékeket, igy értelmezhetévé
valik a megndvekedett reakciosebesség.

A 3’,5°F;-szubsztitudlt vegylilet alapallapotdban a pro-S Cg-H kotés szignifikdnsan
polarizaltabb, (kb. 0.4 Mulliken toltésegységgel) tehat a pro-S PB-helyzetben talilhato
hidrogén eleve savasabb mint a t6bbi modellben. Ez magyarézhatja a latszélag alacsony
polarizaltsag novekedés ellenére tapasztalhaté magas sebességet.

A pentafluorozott analég esetén a csékkent sebesség magyarazata az lehet, hogy a Phe399
aromas © elektronjaival létrejové hiperkonjugécios effektus nem tudja kompenzélni a o-
komplex képzddéséhez sziikséges tobblet-energiat.

Az S5-pirimidinil vegyiilet (XIII-2) o-komplexének képzodéséhez relativ nagy energia
sziikséges, azonban a hasad6 pro-S Cg-H kotés polarizéltsaga szintén meglehetdsen erds. A
normal Vma €rték mellett ennek megfeleléen magas K, értéket figyelhetd meg. A
2-pirimidinil vegyiilet (XIII-1) esetén tapasztalt inhibiciot a kialakul6 kationos pirimidinium
komplex stabilitasdval és a pro-S Cg-H kotés negativ polarizaltsaga miatt kedvezdtlen
proton-kihasitassal magyarazhatjuk (30. Abra).

%

o %
i Koo I#’s?

E,N HaN*"H g @N HaN'H g
XIII-1
Hg Hs H
N COO"  HN* NN CO0
L, J HNH i "\N/ H
X111-2 X1II-3

30. Abra A B-(2-pirimidinil)-alaninnal (XIII-1) kialakul6, tovabbi reakciéba nem 1épd

komplex feltételezett szerkezete €s a B-(5-pirimidinil)-alanin (XIII-2) reakcidja
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3.2. B;>KOENZIM FUGGO ENZIMEK VIZSGALATA 2

A természetben szamos fontos, gyokos atrendezodéseket Kkatalizalo, a katalitikus

folyamatban B;,-koenzimet (Ado-Cbl, 31. Abra) igényl6 enzim ismert (1.2.2. Fejezet).

1

N N—G N
HO  N{ )—NH, HN
NN
i s OH
Hevoe o
CONH, OH

’

5.2 5 G 5
HeN” = g
HNOC
N % :
o R S0 DMB!
NH N
oo SRR
O‘ HO
O= F:fo
e0 (]
HO
Feliilnézet

31. Abra A Bj,-koenzim (Ado-Cbl) dbrazolasa és rontgenszerkezete
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A B;-koenzim fliggé enzimek altal katalizalt folyamatok k&z6s vonasa, hogy a katalitikus
ciklus els6 lépésében a B,,-koenzim (Ado-Cbl) kobalt atom és az adenozil ligandum kézotti
kovalens kotése homolitikusan hasad és az igy keletkezd gyokos termékek (Co" ill. Cs-gyok)
inditjdk el a szubsztriton a vandorld csoport és egy hidrogén 1,2-vandorldsival jaro
atrendez6dési folyamatot (1.2.2.2. Fejezet, 3. Tablazat).

A Biz-koenzim-fliggd folyamatok vizsgalatit elsdsorban a Bj;-koenzim kiilonféle
analogonjainak enzimkinetikai/enziminhibiciés vizsgalatdval végeztilkk. Ehhez tobbféle
Bi2-koenzim analogon tipust allitottunk el6.

A B,>-koenzim poszthomolizis intermedierjét modellezd analogonok nyerhetok a korrin
vaz €s az adenozil csoport megfelelé hossziisdgi szénldnccal torténd Gsszekotésével. Ezek az
analogonok vizsgalhaték mind mutidz, mind elimindz jelleghh enzimekkel, igy informacié
nyerhet6 az enzimatikus folyamatbéli poszthomolizis intermedier allapotar6l.

A Bi;-koenzim csak "base-off” kbtodésre alkalmas analogonjanak eléallitdsaval méd nyilik
a Bi;-koenzim-fliggé folyamatokban a koenzim kotodésének ("base-on” ill. "base-off™, Id.
1.2.2.2. Fejezet, 6. Abra) enzimkinetikai médszerekkel torténd tanulmanyozisara.

Szubsztrat-korrin tipusi Bi;-koenzim analogonok elééllitisaval a szubsztrat k6t6helyrol
nyerhetiink informaci6t. Ehhez mutdz enzimek vizsgélata esetén sav-funkciét tartalmazo,
elimindz enzimek tanulmanyozisahoz hidroxi-csoportot tartalmazé p-ligandumot kell a
korrinhoz k&tni (Id. 1.2.2.2. Fejezet, 3. Téblazat).

Végezetiil el6allithatok a Bi>-fliggd enzimek szubsztrat-adenozil tipust inhibitorai, melyek
segitségével varhatéan a szubsztrit és az adenozil csoportok reakcié kozben elfoglalt
helyzetér6l nyerhetok adatok.

3.21. A l}mwenzim‘ poszthomolizis intermedier analogonjai

A Bjz.-vitamint (XIV-3) a megfeleld adenozin szirmazékokkal (XIV-12a-€) reduktivan
alkilezve, az enzimatikus folyamatokban a homolitikus lépés utan képz6d6 allapot analogonjait
[XIV-1a-e: Ado-(CH,),-Cbl] allitottuk el6 (XIV. melléklet Z, 32. Abra).



BIOKATALITIRUS FOLYAMATOK MECHANIZMUSVIZSGALATA 93

jii iv
HoThon —2 e o hoH —» THPO™ hoTs

XIV-5a-e XIV-6a-e XIV-7a-e

O/\Q:Ib : ::f\ __L.Ti—ipo’(’\)ﬁo/\gi){;::é:J

(o] (o]
X1V-2 Xx
ii E XIV-3R=H XIV-8a-e
XIV-4 R=Bz
l Vi
NH, NH,

Ry
AR NJ ix

/4
e
TsO” N O TR TsO’(/\)ﬁO/\q

HO OH HO OH

EXIV -9a-¢ R=THP
: XIV-10a-e R=H
Viii

L_’ XIV-11a-e R=Ts

XIV-13 XIV-12a-¢ vii
I |

NH,

&

n|34567

labcde
KE}MBI

XIV-1a-e

32. Abra A By-koenzim poszthomolizis analogonjainak (XIV-1a-e) szintézise

Reagensek: i.) Aceton, kat. 70 % HCIO,, 4 A MS; ii.) 1. Me;SiCl, piridin; 2. Bz-Cl, 3. NaF, H',
MeOH/H,0; iii.) DHP, THF, kat. TsOH; iv.) TsCl, piridin, CH,Cl,; v.) 1. XIV-4, NaH, DMF, 2.
X1IV-7; vi.) kat. NaOMe, MeOH; vii.) 2 M HCI, MeOH; viii.) TsCl, piridin, CH,Cl,; ix.) 10 %
HCI, MeOH, A; x.) 1. XIV-13, NaBH,, kat. Co(OAc),, H,O, 2. XIV-12a-e, MeOH, H,0.
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18. Tablizat A B,, koenzim és az Ado-(CH;),-Cbl (XIV-la-e) analogonok 500 MHz
'H-NMR adatai, 1. rész **

Kémiai eltolédds (rel. TSP ©)

Ado-Cbl XIV-1a XIV-1b XIV-1c XIv-1d XIV-1e

n=3 n=4 n=5 n=6 n=17
Korrin Me
Me(1Y) brs 047 0.480 0.486 0.504 0.502 0.503
Me(2h) s 1.36 1.364 1.356 1.375 1.376 1.377
Me(5") s 245 2439 2482 2473 2474 24387
Me(7") s 1.70 1.773 1.776 1.767 1.760 1.752
Me(12}) s 0.87 0.841 0.861 0.767 0.813 0.801
Me'(12Y) s 1.32 1.364 1.337 1.333 1.338 1.332
Me(15%) s 243 2367 2305 2.381 2344 2.388
Me(17") s 136 1.175 1.117 1.204 1.223 1.265
Korrin CH
CH(3) d 4.10 4.064 412 4.11 410 4.150
CH(8) dd 329 3.399 3342 3.396 3.39 343
CH(10) s 593 5.938 5.893 5.931 5.956 5953
CH(13) dd 2.89 3.033 2.954 3.012 2.960 299
CH(18) dd 2.65 2.64 2.61 2.63 2.64 2.66
CH(19) d 424 4.044 4.07 4.080 4.078 4.073
Korrin oldalldnc CH; (a = alacsony mez6, b = magas mez0)
CH(2) d 241 235,231 236,232 239,2323 240,234 241,2317
CH,(3" m 206,196 2.08,198 209,2.00 2.04,200 2.02,1.99 2.05,197
CH,(3%) ddd 250 252,245 253,245 257,251 254,250 254,248
CHy(7Y) d 2.19,1.72 2.43,1910 247,1.957 243,1.901 248,1.924 2.46,1.874
CH,(8Y m 1.75,0.81 184,083 183,082 1.82,082 1.80,0.82 1.79,0.84
CH,(8%) ddd 1.73,0.88 1.77,0936 177,092 1.75,0.95 1.77,095 1.70,092
CH,(13Y m 222,200 206,201 202,197 2.10,2.00 2.10,2.01 2.10,2.00
CH,(13%) ddd  2.54 261,256 2.53,248 253,247 254,246 . 2.54,2.46
CH,(17") ddd  2.452.06 244,205 240,202 243,205 242,204 248,2.04
CHy(17%) ddd 1.78 242,174 235,168 240,174 240,175 243,1.76
CH,(18" dd 2.65 266,2.61 261,261 2.67,2.62 2.65,2.60 2.68,2.64

1-Aminopropdn-2-ol (Apr; a = alacsony mez6, b = magas mez0)

CHy(1)(Apr) dd 3.54,3.16 3.54,3.189 3.54,3.191 3.54,3.203 3.53,3.205 3.53,3.188
H-C2YApr) m 433 4353 4.358 4.359 4.36 4.353
Me(3)(Apr) d 1.21 1.213 1.211 1.210 1.205 1.213
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18. Tablizat A B,, koenzim és az Ado-(CH;),-Cbl (XIV-1a-e) analogonok 500 MHz
'H-NMR adatai, 2. rész *°

Kémiai eltolédds (rel. TSP €)
Ado-Chl XIV-1a XIV-1b XIV-1c XIv-1d XIV-1le

n=3 n=4 n=5 n=6 n=7
(Dimetilbenzimidazolil)riboz (Dbi-Rib)
H-C(2)(Dbi) s 6.95 6.929 6.929 6.937 6.932 6.939
H-C(4)([Dbi) = 6.24 6.228 6.229 6.232 6.231 6.230
H-C(7)(Dbi) s 7.16 7.169 7.157 7.162 7.159 7.159
Me-C(5), s 2.19 2219 2215 2216 2218 2213
C(6)(Dbi)
H-C(1NRib) d 6.26 6.262 6.246 6.254 6.247 6.257
H-C2QYRib) dd 423 4223 4219 4227 4222 4,228
H-C3)Rib) ddd 4.72 4.735 4.726 4.732 4.730 4.730
H-C4)Rib) adt 4.10 411 4.10 4.11 4.10 4.110
2H-C(5")(Rib) dd 3.88,3.74 3.90,3.744 3.89,3.736 3.90,3.743 3.89,3.74 3.90,3.745
Adenozin (Ade-Rib)
H-C(2)(Ade) s 8.19 8.267 8.282 8.256 8.285 8.197
H-C(8)(Ade) = 8.00 8.274 8.396 8314 8.395 8.337
HC(I"Rib) 4 5.56 6.002 6.061 . 6.050 6.098 6.070
H-C2YRib) dd) 4.54 4.685 4,726 4.696 4.659 4.703
H-C(3)(Rib) dd) 3.74 4.245 4255 4.361 4.360 4.409
H-C(4)(Rib) ddd 2.54 4.11 4,167 4.204 4,258 4.275

2H-C(5')(Rib) dd 1.55,0.57 3.54,3.376 3.616,3.54 3.68,3.559 3.77,3.658 3.75,3.693
Alkil-Co

CH,(1")-Co 1.281,049 137,047 135,035 135,050  1.33,0.42

CH,(2") 0.32,-0.18 0.35,-046 0.20,-0.50 0.10,-0.49  0.10, -0.52
CH,(3") 3.13,2936 122,1.04 093,076 095,079  0.87, 0.62

CH,(4") 3.266,3.17 127 0.95 0.92, 0.86

CHy(5") 3.284,322 131 0.96, 0.88

CHx(6") 3.42 1.34,1.32

CHy(T") 3.42,3.38

Osszes nem-cserélheté H

81 874 89 914 93 9549

@ B,,-koenzim (6.5 mg, 0.35 ml 10 mM foszfat-D,0 pufferben, pD= 7.0, 20 °C) %*, Ado-O(CH,),-Cbl analogonok
(~ 1-3 mg, 0.5 ml 20 mM foszft-D,0 pufferben, pH= 7.4, 10 °C); ® Roviditések: Apr= 1-aminopropén-2-ol,
Dbi= 5,6-dimetilbenzimidazol, Ade= adenin, Rib= rib6z; A XIV-la-e analogonok minden hozzirendelését a
legaldbb egy analogon esetében a COSY 2D spektrumban megjelend megfeleld 3J, *J vagy 57 keresztcsiicsok
igazoltik; TSP= trimetilszilil propionat, a 3 értékes jegyre megadott csiicsokat az 1D spektrumbél, a 2 értékes
jegyre megadottakat (+0.01 ppm) a COSY spektrumbél olvastuk le; ¢ A pontos integraldssal meghatérozott 5ssz-
proton mennyiség.
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Az igy nyert “poszthomolizis intermedier” analogonok [Adeo-(CH,),-Cbl, n= 3-7;
33. Abra] - melyekben valtozé hosszisigl szénlanc beékelése biztositja a homolizis utani
intermedierben kialakuléhoz hasonl6 elrendezddést, azaz a megfelels Co-Cs: tavolsagot -
szerkezetét részletes NMR analizissel bizonyitottuk (XIV. melléklet >, 18. Tablazat).

Az analogonok hozzavetbleges Co-Cs» tavolsagat MM2 modszerrel végzett
molekulamechanikai szAmitdsokkal becsiiltik . Mind az NMR adatok, mind a
molekulamechanikai szamitdsok azt mutatdk, hogy a péros-paratlan metilént tartalmazo
analogonok kozott szamottevé konformacios kiilonbség van.

Egyszerti, a szubsztrat geometriai méretét alapul vevé becslést adtunk a Bj;-koenzim
fliggd enzimek “poszthomolizis intermedierjeiben” a Co-Cs tavolsigra *, mely szerint a
“poszthomolizis intermedierben” nagyobb szubsztratokon haté enzimek esetében 9-11 A, mig
kisebb szubszratokkal miikodé enzimekben 6-9 A Co-Cs tévolsdg varhaté. Az altalunk
elééllitott “poszthomolizis intermedier” analogonokkal [Ado-(CH3),-Cbl, n= 3-7]
enzimkinetikai vizsgéalatokat végezve igazolhatjuk e becslés helytallosagat: az enzimkatalizalt
folyamatot varhatéan az az analogon gitolja a legnagyobb mértékben, amely a legjobban

kozelit a valés “poszthomolizis intermedier” szerkezetéhez.

X
H,NOC N
=
HNOC . w NN
HO OH
3 CONH;,
HZN oC H E Ado-Cbl Y= CH2 (B Iz-koenZiM)

P T L

Ado-(CH,),-Cbl Y= (CHy),OCH, (n=3-7)

O CN-Cbl CN (B Iz-vitamin)
Y : CONH, . ;
Me-Cbl CH; (metil-kobalamin)
k( & HO-Cbl OH (hidroxi-kobalamin)
o=l'?—0 i «N HO-(CH,),-Cbl HO-(CHp)y (M= 2-5)
eojﬁ(?/ (R)-diol-Cbl (R)- HO-CH,-CH(OH)-CH,
HO (S)-diol-Cbl (S)- HO-CH-CH(OH)-CH,

HOOC-(CH,),-Cbl | HOOC{CHp), (x=16)

33. abra A megemlitett “base-on” Bi,-szarmazékok szerkezete
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3.2.1.1. Mutdz enzimek vizsgdlata poszthomolizis intermedier analogonokkal

Az (R)-metilmalonil-CoA <> szukcinil-CoA A4trendez6dést katalizadl6 mutdz enzim
inhibiciés-kinetika vizsgélata igazolta a nagyobb szubsztritumon hat6 enzimekre vonatkozo
feltevésiinket: ezzel az enzimmel a C¢ [Ado-(CH;)s-Cbl, Co-Cs= ~10A] analogon bizonyult a
legerdsebb inhibitornak (XV. melléklet 2, 19. Tablazat) *.

19. Tabldzat A mutdz enzimek 4ltal katalizilt reakci6k inhibiciéja poszthomolizis &llapot
analogonokkal [Ado-(CH,),-Cbl, n= 3-7]

- Metilmalonil-CoA 2-Metilénglutardt Glutamat
mutdz mutdz mutdz
K; K/Kn K; K/Kn K; K/Kn
(uM) (%) (uM) (%) _(eM) (%)

Ado-Cbl* 0,062* 0,152* 0,190*
HO-Cbl >25 >40000 >25 >15000 >25 >15000
CN-Cbl >25 >40000 >25 >15000 >25 >15000
PCC >25 >40000 4,500 3000 >25 >15000
Ado-(CH;);-Cbl 2,480 1042 0,113 74 0,081 43
Ado-(CH,)4-Cbl 1,450 609 0,085 56 0,255 134
Ado-(CH;)s-Cbl 1,130 475 0,130 86 0,133 70
Ado-(CH;)s-Cbl 0,770 324 0,104 68 0,081 43
Ado-(CH;),-Cbl 2,100 882 0,108 71 0,150 79

* Az adat a B,,-koenzimmel meghatarozott latsz6lagos Michaelis 4llandé (X,,)

A glutamit mutiz és 2-metilénglutardt mutiz *’ esetében nem taldltunk ilyen erdteljes
méretfliggést az inhibicié erésségére, az dsszes analogon gyakorlatilag egyforma erds inhibitor.
Az erés inhibicidhoz mindhdrom mutiz esetében sziikséges a két egység - a korrin
gylirtirendszer és az adenozil csoportban végz6d0 PB-ligandum - egyidejii jelenléte. Ezt
bizonyitja, hogy a kisméretli Cof-ligandumot tartalmazé korrinoidok (HO-Cbl, CN-Cbl,
PCC) gyakorlatilag nem inhibitorok. A metilmalonil-CoA mutiz enzimmel az adenozin
onmagdban vagy hidroxikobalaminnal (HO-Cbl) egyiitt ugyancsak nem inhibitor %°.

Emlitésre méit6, hogy mig a metilmalonil-CoA mutiz esetében még a leger&sebb
inhibitorral is a Ki/Kn arédny joval egy felett van (ez a Bi;-koenzimnél gyengébb kotodést
jelent), addig a méisik két mutiz ezetében a "poszthomolizis intermedier" analogonok a
koenzimnél erésebben kotédnek (a Ki/Kn ardny kisebb egynél).
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3.2.1.2. Elimindz enzimek vizsgdlata poszthomolizis intermedier analogonokkal

A kisebb szubsztratokat (glicerin, 1,2-propandiol) igénylé glicerin dehidratiz (GDH) és
diol dehidratiz (DDH) enzimek esetében a C;-Cs analogonok [Ado-(CH;),-Cbl, n= 3-5;
Co-Cs= 6-94] bizonyultak a legerdsebb inhibitoroknak ** (XVI. melléklet %%, 20. Tiblazat),
ami 6sszhangban 4ll el6zetes becslésiinkkel.

20. Tablazat Az eliminiz enzimek 4ltal katalizalt reakcidk inhibicidja poszthomolizis éllapot
analogonokkal [Ado-(CH,),-Cbl, n= 3-7]

Glicerin dehidratdz Diol dehidratdz Etanolamin amménia
K; K/Kn K; K/Kn K; e Ki/Kn

(M) (%) M) (%) (M) %)
Ado-Cbl* 12,6* 0,75* 28,8+
Ado-(CH,);-Cbl 10,5 83 0,77 103 15,3 53
Ado-(CH,),-Cbl 9,7 77 0,86 115 23,9 83
Ado-(CH,)s-Cbl 5,9 47 0,50 67 9,0 31
Ado-(CH;)s-Cbl 15,1 120 0,83 111 8,6 30
Ado-(CH;),-Cbl 11,7 93 0,63 84 4,8 17

* Az adat a B,,-koenzimmel meghatérozott latsz6lagos Michaelis 4lland6 (K.,)

A diol dehidrataz és glicerin dehidratiz enzimek esetében az inhibiciés erdsség hullimz6
véltozisa - foleg a C,-C; analogonok esetében - figyelhetd meg. Magyarazat lehet, hogy ezen
enzimek érzékenyek a Co-fligandumnak a kobalt atomot és az adenozil részt 6sszek6td lanc
analogonok [Ade-(CH;),-Cbl, n= 3-7] esetében hasonl6, lanctagszimt6l fiiggé alternlé
tulajdonsagokat molekulamechanikai vizsgalatokkal és "H-NMR segitségével is talaltunk ».

Erdekes médon az ugyancsak eliminéz jellegli etanolamin amménia lizz (EAL) esetében a
leghosszabb analogon [Ado-(CH:);-Cbl, Co-Cs~ 12 A] bizonyult a legerdsebb inhibitornak, és
az inhibici6 nem mutatta a fenti erds konforméciéfiiggést > *°. Ezek az adatok jelzik, hogy az
etanolamin ammoénia lidz esetében a reaktiv komplexben a korrin gyiirii és az adenozil rész
val6sziniileg nagymértékben elkiilSniil.



2. BIOKATALITIKUS FOLYAMATOK MECHANIZMUSVIZSGALATA 99

3.2.1.3. Ribonukleotid trifoszfit reduktiz vizsgdlata poszthomolizis intermedier

analogonokkal

A ribonukleotid trifoszfit reduktaz (RTPR) enzim - amely szintén “base-on” médon kéti
a Bi>-koenzimet - esetében a “poszthomolizis intermedier” analogonok [Ado-(CH3),-Cbl,
n= 3-7] inhibici6s viselkedése hasonlénak bizonyult (XVIL melléklet *!, 21. Tablizat), mint a
glicerin és diol dehidrataz enzimek esetében (3.2.1.2. Fejezet). Ezzel az enzimmel a legersebb
inhibiciot a kézepes tagszami analogonnal [Ade-(CH,)s-Cbl] tapasztaltuk, és ezzel az

enzimmel is lanctagszam / konformaci6-fliggo alternald inhibiciét észleltiink.

21. Tablazat A ribonukleotid trifoszfat reduktaz enzim inhibicidja poszthomolizis
intermedierekkel [Ado-(CH}),-Cbl, n= 3-7]

Ribonukleotid trifoszfat reduktdz

K; K/Kn Inhibicio tipusa

(rM)
Ado-Cbl* 1,5%
Ado-(CH;);-Cbl 55,8 37,2 kompetitiv
Ado-(CH;)4-Cbl 18,9 12,6 kompetitiv
Ado-(CH,)s-Cbl 7,7 51 kompetitiv
Ado-(CH;)s-Cbl 24.6 16,4 kompetitiv
Ado-(CH,);-Cbl 12,8 8,5 kompetitiv
Adeninilpentil-Cbl 1,3 0,9 kevert
Kob(II)alamin 20,8 13,9 kompetitiv
Kob(II)alamin + adenozin 14,3 9,5 kompetitiv
CN-Cbl 42,6 28,4 kompetitiv

* Az adat a B;,-koenzimmel meghatirozott latszélagos Michaelis dllandé (X,,)

A cianokobalaminnal (CN-Cbl), kob(IT)alaminnal és a kob(II)alamin + adenozin egyiittes
adagoldsaval tapasztalt kompetitiv inhibici6 megerdsitik, hogy a jelentés inhibiciohoz mind a
korrin, mind az adenozil k6t6hely egyiittes gatlasa sziikséges.

Az adeninilpentil-kobalamin igen erés kevert inhibicidja azt valOsziniisiti, hogy ez a
szarmazék az ATP szubsztrat és a korrin kotohely egyiittes gatlasaval hat (Id. szubsztrat-korrin
tipusu inhibitorok, 3.2.3. Fejezet).



100 2. BIOK

3.2.2. A By;-koenzim "base-off” analogonja

A Biy-koenzim apoenzimhez valo kétféle kotédési modjanak (1.2.2.2. Fejezet, 6. Abra)
dinamikus enzimkinetikai médszerekkel torténd eldontésére illetve megerdsitésére elkészitettuk
a Bi,-koenzim "base-off” analogonjat (Ado-PCC, 34. Abra) (XVIIL melléklet *%).

/=N W
/ NH2 H2 \ /N

N N%/N

"base-off” Me-Cbl

34. Abra A Bi,-koenzim "base-off” analogonja (Ado-PCC) &sszevetve a metionin szintazhoz
"base-off” moédon kotott metil-kobalamin (Me-Cbl) * rontgenszerkezetével
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A Biz-koenzim "base-off” analogonjat (Ado-PCC) a Sporomusa ovata mikroorganizmus
altal termelt "base-off” korrinoidbél (PCC, 35. Abra) 5-kléradenozinnal torténd reduktiv
alkilezéssel allitottuk eld. A preparativ HPLC segitségével tisztitott egységes terméket teljes
NMR asszignaci6javal (22. Tablazat *?) kétséget kizaréan azonositottuk.

Enzimkinetikai vizsgalatainkhoz az alapvegyiilet (PCC) reduktiv alkilezésével tovabbi
analogonokat is szintetizaltunk (35. Abra).

(Y= OH) X
= N
& N\K\( NH,
N N
Ado-PCC HO OH
PCC CN

(R)-diol-PCC | (R HO-CH,CH(OH)-CH,
(5)-diol-PCC | (Sy- HO-CH,CH(OH)-CH,

HOOC-C,-Cbl| HOOCACHp)y (x= 3, 5)

35. abra A megemlitett és eléallitott “base-off” Bi2-szarmazékok szerkezete

Az enzimekhez a koenzim két moédon koétédhet (1.2.2.2. Fejezet, 6. Abra). Az un.
"base-off” kotdédés esetén a nukleotid oldallinc 5,6-dimetilbenzimidazolil egységének
nitrogénjét az enzim egyik hisztidinje helyettesiti, és kotddéskor a nukleotid oldallanc a korrin
gytirti alol kihajlik, mint az a 34. Abran a metionin szintizhoz kotétt metilkobalamin esetében
lathat6. Az un. "base-on” enzimekkel még az apoenzimhez kotott allapotban is az
5,6-dimetilbenzimidazolil csoport nitrogénje koordinalja az o oldalrél a korrin gytirii kobalt
atomjat. A homolizishez sziikséges bazikus a-ligandum igy tehiat a "base-off” enzimek
esetében az enzim hisztidinjének nitrogénje, mig a "base-on” enzimek esetében a koenzim

nukleotid oldalldnc 5,6-dimetilbenzimidazolil részének nitrogénje.
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22. T4blizat A Bj,-koenzim forméi és a "base-off” analogon (Ado-PCC) 'H-NMR adatai

Asszigndcio® Jel CoB;. CoB;» Ado-PCC
"base-off” "base-on" J esatolds NOE*®
(ppm)* (ppm)* (ppm)* (Hz)®

Korrin CHs
M1 ) 0.81 0.47 0.704 M2, H3
M2 $ 1.48 1.36 1.405 M1, M5, H3
M5 s 2.43 145 2.389 M2, H3, M7, 7'a,b
M7 s 1.82 1.70 1.819 M5
MI128 s 1.00 0.87 0.845 M12a, M15, H13
M12a 5 1.67 132 1.585 M128
Mi15 s 2.46 243 2.336 H13, M12, M17
M17 s 1.40 1.36 1.141 M15, H19
Korrin CH
H3 dd 423 4.10 4217 3'ab:2,9.5 M2, MS
HS dd 3.73 3.29 3.784 8'2b:8.7,45 HI0
H10 5 697 5.93 6.994 HS, M1254, M12a
H13 dd 343 2.89 3.308 13'ab:4,6 Mi15, M128
H18 ddd 285 2.65 2.787 18'a,b:9, 3
H19 d 4.70 4.24 4.653 18:10.7 M17,2'ab
Korrin CH;
2'ab d 2.60 2.46 2.41 266 2285 2'ab:-13.5
3'ab m 2.11 1.97 206 1.96 1.99 1.89
3%ab ddd 255 2.50 250 2.43
T'ab d 2.61 "2.14 219 1.72 2.275 1.73 Tab:-13.5 M5
8'a,b m 221 L75 1.75 0.81 225 1.82
8%ab ddd 235 235 1.73 0.88 243 231
13'ab m 221 192 222 2.00 2.13 1.88
13%,b didd 221 1.86 2.54 2.15 1.78
17'ab ddd 251 1.85 245 2.06 242 1.83
17%a,b ddd 231 185 245 1.78 236 1.76
18'a,b dd 2.78 2.65 2.68 249
Aminopropdn-2-ol oldalldnc
CHz (Apr-1a,b) dd 338 327 3.54 3.16 3.470 3.395 lab:-14.1
CH (Apr-2) dddqg  4.36 433 4.42 1a,b:3.7,5.0
CHs (Apr-3) d 1.23 1.21 1.238 2:6.4
Nukleotid oldalldnc ribdz
I d 6.56 6.26 5.664 2% 4.6 2, Cr2,6
2 dd 497 423 4331 3.63;P:1.0 3
3 dd  4.83 4.72 4.551 4:25;P:81 S
4 dd 479 4.10 438 59,6:3.0,3.5 5
52,b m 394 3.84 3.88 3.74 372 370 Sab:-13 4
p-Krezil
Cr2,6 d 6.873 ortho: 8.6 1
Cr3,5 d 7.026 Cr4-Me
Cr4-Me s 2.128 Cr3,5
Adenozil
H2 s 8.43 8.19 8.233 M15
H8 s 8.21 8.00 8.037 12,3
I d 5.61 5.56 5.615 2:3.8 2', M12, M17
2 dd 434 4.54 4.40 3:6.2 3
3 dd  3.90 3.74 3.754 4:6.2 2
¢ d 1.98 2.54 2.002 5a,b: 1.0, 9.0
Sab dd, dd 146 038 1.55 0.57 0.602 0312 S'ab:-8.5

* 500 MHz-en mért "H-NMR kémiai eltoléd4sok; ® Asszigniciés nomenklatira {23] szerint; A Bj,-koenzim két
formajénak kémiai eltoléddsai [24] és [34] szerint; ® Kiértékelhetd J csatolé partnerek és hozzirendethetd

allandék; ° NOESY keresztcsiicsot eredményezd partnerek, a vastag szedés erds effektust jel6l.
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A kotédési modot tobb enzim esetében meg lehetett hatarozni réntgerﬂcrisztallogréﬁa,
- ESR spektroszkdpia, ill. genetikai szekvenciaanalégia alapjan. E modszerek kozé illeszkednek
az elallitott "base-off” koenzim analogon (Adoe-PCC) segitségével végezhetd enzimkinetikai
vizsgalatok: a vegyiilet 2 "base-off” kotésmodu enzimekkel hatasos koenzim, mig a "base-on"
enzimekkel koenzimként inaktiv, am gyenge inhibitor.

A fent emlitettek és az altalunk alabb részletezett eredmények alapjan egybecsenglen a
nagyobb, apolarisabb vindorlo csoportok atrendez6dését katalizalé mutazok "base-off”, mig a
kisebb, polaris csoportok atrendezOdését katalizalo eliminazok "base-on” kotésmodu
enzimeknek bizonyultak.

3.2.2.1. Mutdz enzimek vizsgdlata a B;-koenzim "base-off"’ analogonjaval

Ez a "base-off" koenzim analogon (Ado-PCC) enzimkinetikai vizsgélataink szerint a
természetesnél is jobb koenzimként viselkedett a (2R)-metilmalonil-CoA mutizzal
(XVIIL melléklet*?), valamint a glutamét és 2-metilénglutarat mutazokkal (XIX. melléklet *%)
szemben, meger0sitve ezen enzimek mas modszerek ("base-off” B1>-kotOhely szekvenciaminta,
ESR, rontgenkrisztallografia) altal is igazolt “base-off” kétésmodjat. A metilmalonil-CoA és
2-metilénglutarat mutazok esetében az Ado-PCC természetesnél erosebb koenzim-aktivitasa
azzal magyarazhaté, hogy ennek a kétGdése soran nem sziikséges az az energiamennyiség,
amely a normal koenzim "base-off” kotodése esetén a dimetilbenzimidazol nitrogénje és a

kobalt atom kozti koordinacié megsziinéséhez kell.

23. Tdbldzat A ‘"base-off’ koenzim analogon (Ado-PCC) enzimkinetikai adatai
(2R)-metilmalonil-CoA, glutamat és 2-metilénglutarat mutazokkal

Enzim Ado-Cbl Ado-PCC
Ka® K.®
[nM] [nM]
(R)-Metilmalonil-CoA mutaz® 354187 64+21
Glutamat mutaz ° 100+20 200+20*
2-Metilénglutarat mutaz ¢ 5414 10+1

® A latszblagos Michaelis-Menten konstansokat a [32 és 35] referencidk szerint hatiroztuk meg;
® Propionibacterium shermanii mikroorganizmusbél izolalt enzim (Vi = 2313 nmol/min B;,-koenzimmel);
¢ Esherichia coli segitségével tltermeltetett Clostridium cochlearium enzim (Vo= 3760+120 nmol/min
B,,-koenzimmel), * Magas koncentrciékndl (>300 nM) az Ado-PCC enyhe inhibitor; ¢ Esherichia coli
segitségével tiltermeltetett Clostridium barkeri enzim (V. = 12947 nmol/min B,,-koenzimmel).
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3.2.2.2. Elimindz enzimek vizsgilata a B;>-koenzim "base-off" analogonjdval

A "base-off" B >-koenzim analogont (Ade-PCC, 34. Abra) felhasznaltuk harom tovabbi
eliminiz enzim kotésmodjanak tanulmanyozasara is (24. Tablazat, XVIIL melléklet % XIX.
meliéklet *°). Mig ez az analogon (Ado-PCC) aktiv koenzimként mikodott a "base-off"
koenzim-kétésmodii mutazokkal, egyaltalan nem mutatott koenzim aktivitast és mérsékelt
inhibitornak bizonyult az etanolamin amménia lidz, glicerin dehidrataz és 'propz'mdiol
dehidratdz enzimekkel szemben, aldtdmasztva ezen elimindz enzimek "base-on” jellegii

koenzim-kotésmaodjat.

24. Tabldzat A  "base-off’ koenzim analogon (Ado-PCC) kinetikai adatai
glicerin dehidratiz, diol dehidratiz és etanolamin ammoénia lidz enzimekkel

Enzim Ado-Cbl Ado-PCC
Kn* K?®
[nM] [nM]
Glicerin dehidrataz © 1443 160+37
Diol dehidrataz ¢ 7504120 9200+1700
Etanolamin amméonia liaz ° _ 3016 2516

* Koenzim aktivitdst a vizsgdlt enzimekkel 25 uM koncentricidig nmem tapasztaltunk; * A litszélagos
Michaelis-Menten konstansokat (X,) a [32 és 35] referencidk szerint hatiroztuk meg;
® A latszélagos inhibiciés 4llandékat (K;) az an. "parallel" médszer szerint [25] hatdroztuk meg; ° Esherichia
coli segitségével taltermeltetett Citrobacter freundii enzim (Vi = 48+4 nmol/min B;,-koenzimmel); ¢
Esherichia coli segitségével tiltermeltetett Salmonella typhimurium enzim (V= 51146 nmol/min B,-
koenzimmel); © Esherichia coli segitségével tiltermeltetett Salmonella typhimurium enzim (V= 3513
nmol/min B,,-koenzimmel).

3.2.3. Szubsztrat-korrin tipusi B,,-koenzim analogonok

A glicerin és diol dehidrataz enzimmekkel végzett kinetikai vizsgalatok soran érdekes
eredményeket tapasztaltunk Bjy-vitamin (HO-Cbl) és Bj,-vitamin (CN-Cbl) inhibiciojat
vizsgilva %*: a hasonlé méretii X ligandumokat tartalmazé vegyiiletek koziil a B a,-vitamin
(HO-Cbl) sokkal erdsebb (a B), koenzimmel 6sszemérhetd kotddési erdsségili) inhibitornak
bizonyult, amit csak egy, a Co kozelében talalhat6, erdsen hidrofil szubsztrat kéthelyhez vald
kolcsonhatassal tudtunk értelmezni . Ez inditott benniinket szubsztrat-korrin jellegii
analogonok eldallitasara és tesztelésére, melyekkel a szubsztrat kotdhelyre vonatkozd

informaciok nyerhetok.



3.2.3.1. Mutaz enzimek vizsgadlata szubsztrdt-korrin inhibitorokkal

Az 1.2.2.2. fejezetben bemutatott 3. Téablazatbol lathat6, hogy a mutaz jellegii enzimek
esetében a szubsztratok kozos sajatossaga legalabb egy karbonsav funkciot jelenléte. Ennek
megfeleléen szubsztrat-korrin tipusti Bjr-koenzim inhibitorok eldallitdséhoz a korrin gytir(i
kozponti kobaltjahoz B-ligandumaként kiilonbzé hosszisagu w-karboxialkil csoportokat
terveztiink kétni [HOOC-(CH,),-Cbl, X= 1-6] (33. Abra).

HOOC-(CH;)s-Cbl

36. Abra A metilmalonil-CoA mutdz - szubsztrat rontgenszerkezet felhasznalasaval
modellezett HOOC-(CH,)6-Cbl analogon

A tervezett vegyiiletsor inhibiciés sajatsagainak elorejelzéséhez a metilmalonil-CoA
mutédz - Bj-koenzim - szubsztrat terner komplex kristaly-szerkezetének (PDB: 4REQ)*
felhasznélasaval szamitogépes modszerekkel modelleztiik a legjobban illeszkedé szubsztrat-
korrin tipusti analogon [HOOC-(CH,)-Cbl] térszerkezetét .
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A szamitégépes elGtanulmanyok utdn elkészitettik a mutdzok esetében varhatéan
szubsztrat-korrin  tipusi  inhibitorként vegyiiletsort [HOOC-(CH,),-Cbl,
X= 1-6] (33. Abra) és a sor két "base-off” analogonjit [HOOC-(CH,),-PCC, X= 3,5]
(34. Abra). Az eléallitott inhibitorokkal a metilmalonil-CoA mutiz, glutamét mutiz valamint a
felhaszndlva kinetikai vizsgalatokat

viselkedd

2-metilénglutarat mutdz enzimeket végeztiink

(25. Téblazat **).

25. Tablizat A mutéz enzimek 4ltal Katalizalt reakciok inhibicidja szubsztrat-korrin tipusd
inhibitorokkal [Ado-(CH3),-Cbl, x= 1-6; Ado-(CH:),-PCC, x= 3, 5]

Metilmalonil-CoA 2-Metilénglutardt Glutamat
mutdz mutdz mutdz
K* K/Kn K* K/Km K* K/Kn

uM) %) M) (&) (M) ")
Ado-CbI* 0,062* 0,152* 0,190*
HO-Cbl >25 >40000 >25 >15000 >25 >15000
CN-Cbl >25 >40000 >25 >15000 >25 >15000
PCC >25 >40000 4,500 3000 >25 >15000
HOOC-(CH_)-Cbl 0,769 1240 0,544 358 0,289 152
HOOC-(CH;),-Cbl 0,943 1521 0,253 166 0,293 154
HOOC-(CH;);-Cbl 0,361 582 0,160 105 0,225 118
HOOC-(CH,)-Cbl 0,428 690 0,195 128 0,095 50
HOOC-(CH;)s-Cbl 0,402 648 0,210 138 0,274 144
HOOC-(CH;)s-Cbl 0,127 205 0,054 36 0,066 35
HOOC-(CH;);-PCC 0,048 77 0,015 10 0,327 172
HOQC-(CHz)s-PCC 0,053 85 0,035 23 0,551 290

*A iétszélagos inhibiciés allandékat (K;) az un. "parallel” modszer szerint [25] hatdroztuk meg; * A B;,-
koenzimmel meghatirozott latsz6lagos Michaelis-Menten &llandé (K,,), melyet a [32 és 35] hivatkozésok
szerint hatiroztuk meg.

Az (R)-metilmalonil-CoA mutiz enzim inhibiciés-kinetika vizsgélata igazolta a
szamitogépes modellezésen alapulé feltevésiinket: az w-karboxialkil-kobalamin sorbdl ezzel az
enzimmel] a C [HOOC-(CH,)s-Cbl] analogon bizonyult a legerdsebb inhibitornak.

A glutamit mutiz és 2-metilénglutarat mutdz esetében nem taldltunk ilyen egyértelmii
méretfliggést az inhibicio erdsségére. A kobalamin sorban [HOOC-(CH,)x-Cbl, x= 1-6], ezen
enzimekkel két latsz6lagos minimum - a glutamat mutdzzal a 4 és 6, mig a 2-metilénglutarat
mutazzal a 3 és 6 tagszami lancot tartalmaz6 analogon - észlelhetd. Ez &sszhangban all azzal,
hogy ezen enzimek szubsztratjaiban két, a szubsztrat k6t6désben vélhetéen fontos szerepet
jatsz6 karboxilcsoport talalhat6.
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Figyelembevéve az enzim korrin-kotésmodjdt, nem meglep6, hogy a "base-off™
analogonok [HOOC-(CH:),-PCC, x= 3 és 5] a kobalamin analogonoknil még er6sebb
inhibici6t mutatnak. Az erds inhibiciéhoz mindhirom mutaz esetében sziikséges a két egység -
a korrin gyliriirendszer és az karboxilcsoportban végzddo B-ligandum - egyideji jelenléte.

3.2.3.2. Elimindz enzimek vizsgdlata szubszrdt-korrin inhibitorokkal

A megfelelé halogenidekbdl és hidroxikobalaminbol (HO-Cbl) a bevalt reduktiv
alkilezési modszerrel elkészitettiik a B-ligandumaként hidroxialkil csoportokat tartalmazo, az
elimindz enzimekben varhatéan szubsztrat-korrin kot6he1y egyiittes gatlasara képes
inhibitorokat [HO-(CHz),-Cbl, m= 2-5; (S)- ill. (R)-Dlol-Cbl] (33. Abra) illetve ezek
“base-off” analogonjait [(S)- ill. (R)-Diol-PCC] (34. Abra) (XX. melléklet *).

E vegyiiletek konformAcioanalizissel segitett ‘H-NMR szerkezetmeghatdrozisa utin
enzimkinetikai vizsgalatokat végeztiink glicerin dehidrataz és diol dehidrataz enzimekkel * (26.
Tablazat). Az etanolamin ammonia lidzzal varbatéan szubsztrat-korrin ko6tShely egyiittes
gétlasira képes inhibitorokként a [HO-(CH;)n-Cbl, m= 2-5] inhibitor sort és a 3-aminopropil-
kobalamint [H,N-(CHj)s-Cbl] vizsgaltuk ** (26. T4blazat).

26. Tablazat Az elimindAz enzimek vizsgilata szubsztrit-korrin tipusi inhibitorokkal
[CoB-X)-Cbl (XX-1a-d; XX-2a,b) ill. (CoS-X)-PCC (XX-3a,b)]

Glicerin dehidratdz Diol dehidratdz Etanolamin ammonia
ligz

K* K/Kan K* K/Kn K* K/Kn

(aM) (%) M) %) (aM) (%)
Ado-Chl* 12,6* 770* 28,8*
HO-Cbl 8,6 68 680 88 12,7 44
PCC 9960 79000 >25000 3247 152,0 528
CN-Cbl 21,6 171 1420 184 19,2 67
HO-(CH;),-Cbl 134 106 770 100 25,7 89
HO-(CH_,);-Chl 13,3 106 760 99 17,1 59
HO-(CH,)Cbl 17,0 135 1060 138 9,3 32
HO-(CH;)s-Cbl 25,2 200 950 123 5,4 19
(S)-Diol-Cbl 14,8 117 1080 140
(R)-Diol-Cbl 17,6 140 1250 162
(S)-Diol-PCC 57,0 452 5100 662
(R)-Diol-PCC 348 2762 6400 831
H,N-(CH;)s-Cbl 13,3 46

2 A latszélagos inhibiciés dllandékat (K) az Gn. "parallel” médszer szerint [25] hatdroztuk meg; * A B~
koenzimmel meghatirozott latszélagos Michaelis-Menten illandé (X,), melyet a [32 és 35] hivatkozdsok
szerint hatdroztuk meg,
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Vérakozasainknak megfeleléen a glicerin dehidratiz és diol dehidratiz enzimekkel a
“base-on”  jellegii, révid lanci vegyiiletek [HO-(CH;),-Cbl, m= 2-3] bizonyultak a
leger6sebb inhibitoroknak, a “base-on” jeilegt’i hosszabb lanct, ill. diol vegyiiletek [HO-
(CH;)x-Cbl, m= 4-5; (S)- ill. (R)-Diol-Cbl] valamivel gyengébb, 4m jelentds inhibiciot
mutattak. A “base-off” jellegii diol vegyiiletek [(S)- ill. (R)-Diol-PCC] gyenge inhibitorok
voltak, mig a B-ligandumkeént hidroxi-csoportot tartalmazé “base-off”’ alapkorrinoid (PCC)
egyaltalidn nem mutatott inhibiciot. E tények $sszhangban vannak egy erdsen hidrofil kot6hely
jelenlétével, illetve a koenzim e két enzimnél mar bizonyitott “base-on” kotédési modjaval.

Etanolamin ammoénia lidz esetében - Osszhangban a “poszthomolizis intermedier”
analogonokkal nyert inhibiciés adatokkal > ** — ugyancsak a leghosszabb lincd szubsztrat-
korrin inhibitor [HO-(CH)s-Cbl] bizonyult a legerdsebbnek (26. Tablizat). Ez a
3.2.1.2.Fejezetben leirtakkal Osszevagoan fliggetlen médon megerdsiti, hogy az EAL enzim
esetében a reaktiv enzim-koenzim-szubsztrat komplexben az adenozin és a reagilé szubsztrat

vélhetden meglehetdsen eltdvolodik a korrin kdzponti kobaltjatol.

3.2.4. By,-fiigg6 enzimek szubsztrat-adenozil tipusi inhibitorai

A 3.2.1. fejezetben targyalt Bi»-koenzim poszthomolizis intermedier analogonok adatokat
szolgéltattak az adenozil kotOhely €s a korrin gyilirli viszonylagos helyzetérdl, és a 3.2.3.
fejezetben bemutatott szubsztrat-korrin tipusi inhibitorok alkalmasnak bizonyultak a B,»-
fiiggd enzimek szubsztrat kotOhelyének tanulméinyozasira. Eredeti terveink kozt szerepelt e
vegyiiletek felhasznaldsa fehérje-krisztallografiai tanulmanyokban, azonban a metilmalonil-CoA
mut4z enzimmel, szukcinil-CoA szubsztrattal és a legerGsebb inhibiciét mutaté poszthomolizis
allapot analogonnal [Ado-(CH;)e-Cbl] végzett krisztallografiai kisérletek *° azt mutattak, hogy
a fotolabilis kobalt-szén kotés rontgen besugarzas soran hasad, ami gétja e két vegyiiletcsalad
ilyen céli felhasznilasanak.

Ezeket figyelembe véve olyan analogonokat terveztiink, melyek vélhetéen képesek
egyszerre kotddni a Bi,-fliggd enzimek szubsztrat illetve adenozil kotohelyeihez, igy ezen
kotOhelyek viszonylagos elrendezGdésér6l szolgaltathatnak adatokat. Ilyen - a fotolabilis
kobalt-szén kotést nem tartalmazé - vegyiiletek az elimindz enzimek esetében az
5’-0O-(o-hidroxialkil)adenozin [HO-(CH;),-Ado, n= 3-7], a mutiz enzimek esetében az
5°-O-(w-karboxialkil)adenozin [HOOC-(CH;),-Ado, m= 2-6] szdrmazékok (37. Abra).
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HOOC-(CH;)n-Ado HO-(CH;),-Ado

37. Abra A szubsztrat-adenozil tipust vegyiiletek minimum energij konformacioi
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A metilmalonil-CoA mutdz és glutamat mutaz ismert rontgenszerkezeteit felhasznéalva
szamitasokat végeztiink az 5’-O-(w-karboxialkil)adenozin [HOOC-(CH;)n-Ado, m= 2-6]
vegyiiletekkel *" *. A dokkolasi vizsgalatok szerint metilmalonil-CoA mutéz esetében a

legjobban a illeszked6 vegyiiletek az 5 ill. 6 metiléncsoportot tartalmazé analogonok.

A szamitégépes modellezés utan nekikezdtiink a tervezett szubsztrat-korrin vegyiiletek

elallitasanak (38. Abra). A jelen allapotdban csak vézlatosan szemléltetett szintézisek **

nagyrészt a 3.2.1 fejezetben bemutatott, a poszthomolizis intermedier analogonok el6allitasara

felhasznalt modszeren (32. Abra) alapulnak. A bemutatott elveknek megfelelé eljarassal
elkészitettik az 5’-O-(6-karboxihexil)adenozint [HOOC-(CH,)s-Ado] és folyik a tovabbi

vegyiiletek szintézise.

NH,
Z N
HO OH
adenozin

Ho hoH o s

1,o-diolok

NHBz NHBz

& e
HO™ 1 o/\g pes Hooc’(/\)\o/\g
o
|

Hwﬁ%«

HO  OH HO OH

HO-(CH,),-Ado HOOC-(CH,),-Ado

38. Abra A szubsztrat-adenozil tipus inhibitorok szintézis-vézlata
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