' ! '
TRADITIO NOSTRA
UNACU EVROPAE

TRTUTIRS SPLENDET
; ¢
(

A human szénsavanhidraz II enzim
szelektivitasanak vizsgalata diketonok és
hidroxi-ketonok redukalasa esetén

TOKES Bence,
Prof. Habil. Dr. PAIZS Csaba, Drd. BARABAS Laura-Edit

Enzimoldgia és Alkalmazott Biokatalizis Kutatokozpont

Babes-Bolyai Tudomdnyegyetem, Kémia és Vegyészmérnoki kar, Arany Janos utca 11, 400028,
Kolozsvar, Romadnia

bence.tokes@stud.ubbcluj.ro

Kolozsvar

2024




Tartalom

LLBEVEZETO ...ttt 4
1.1.A ZO1dKEmia fONtOSSAZA ......covviiriiriiiiiiiieii et 4
1.2. A biokatalizis JEIENIOSEZE ......eeiveiuriiiieiiieiciie e 5
1.3. A biokatalizis formai — ENZimek .........ccccooiiiiiiiiiiii e 6
1.4. A Kiralitds fONTOSSAZA .....eoviiieiiiiiiiiie it 7
1.5. Enantiomertiszta alkOhOIOK ........ccuiiiiiiiiiiieii s 8
1.6. A human-szénsavanhidraz II (hCAID) €NZIM.........ccccoriuiiiiiiiiiiiieiiie e 9
1.7. hCAII — karbonil vegyiiletek redukalasara?..........cccccocvveiiiiiiiiiiiiiie e 11
LR 50 70 ) PP PR PP 15

2. GYAKOTIALE TESZ ...ttt 17
2.1 BEVEZELO ..ttt r e ne e nnes 17
2.2, Analitikai MOASZEIEK ......uviiiiiiiiiiiie ittt beeseee s 18

2.2.1. Nagy teljesitménytli folyadékkromatografia ...........ccooovviverieiiiiciiieiiscsece e 18
2.2.2 Alkalmazott MOASZEIEK .......covviiiiiiiie e e 19
2.3. Enantiomertiszta hidroxi-ketonok elOAllitasa..........cccoviiiiiiiiiiiiii e 20

2.3.1. Enantiomertiszta 1-hidroxi-1-fenilpropan-2-on és 2-hidroxi-1-fenilpropan-1-on
CLOAIITEASA. ..ottt bR n e n e sr e n e nne e 20

2.3.2. Az 1-hidroxi-1-fenilpropan-2-on és 2-hidroxi-1-fenilpropan-1-on racematjanak

Kinetikus 1€Z0IVALASA ........cooiiiiiiiiiiic 21
2.3.3. Oszlopkromatografids elVAlasZtas ...........ccovveiriiiiiiiiiiii e 22
2.3.4. Az (S)-2-oxo-fenilpropan-1-il acetat és az (R)-1-oxo-fenilpropan-2-il acetat hidrolizise
................................................................................................................................................ 22
2.3. ReduKAlAsT T€AKCIOK .....ooiuiiiiiiiii e 23
2.3.2. Natrium-borohidriddel valo redukalas ............cccoooiiiiiiiii e 23
2.3.3. Redukalas human szénsavandhidraz II-vel, fenilszilan jelenlétében ..............ccocne. 24
BLErEAMENYEK ... 25
3.1. 1-fenilpropan-1,2-dion redukCiO)a .......ccvevveirieriiiii e 25
3.1.1. NaBHg-€l torténd redukCiO.........ccoviiviiiiiiiiiiic s 25
3.1.2. hCAII-vel torténd redukCio ........coviiiiiiiiiiiii s 27
3.2. Prekonfiguralt 1-hidroxi-1-fenilpropan-2-on redukcidja hCAII-vel.........cccooociiiiiiinennns 28
3.2.2. (R)-1-hidroxi-1-fenilpropan-2-on redukciOja.........cooiiieiiiiiiiiciiiiiicec e 28
3.2.3. (S)-1-hidroxi-1-fenilpropan-2-on redukciofa .......ccoovereriiieiieiie e 29



3.3. Prekonfiguralt 2-hidroxi-1-fenilpropan-1-on redukcidja hCAII-vel........cccocveiiiiiiiiieennnen. 30

3.3.2. (R)-2-hidroxi-1-fenilpropan-1-on redukciofja.........ccceviiiiiiiiiiiiiieiiiie e 30
3.3.3. (S)-2-hidroxi-1-fenilpropan-1-on redukcioja ........occvviiiiiiiiiiniiiiii e 31

3.4, REAKCIOIEPESEK ..evvviiiiiiieiiie ettt s st e et e e e e be e nnnes 31
3.5. Eredmények Ki€rteKeIESe. ......ooviiiiiiiiiiiiiiiiici e 32

T 0 114 104 1 ST P PP TRRPPPTRPRPPON 33
S FUGERIEK ... 34
0. BIDIOGIATIA. ... 38



1.Bevezeto

1.1.A Z6ldkémia fontossaga

A kémia jelent6sége a modern mindennapokban elengedhetetlen, az izemanyaggyartastol
kezdve az €lelmiszer- és gydgyszeriparon keresztiil, a tisztitoszerek, higiéniai és egyéb termékek
gyartasaig a mindennapjaink szerves részét képezi. A vegyipar ezaltal jelentésen hozzajarul az
¢letszinvonal emelkedéséhez, hiszen az miitragyak és agrokémiai termékek biztositjak a megfeleld
¢lelmiszerellatast, mig a gyogyszerek a varhatd élettartam és az életmindség emelkedésében

jatszanak fontos szerepet.[1]

A vegyipar emellett fontos mozgatorugodja a gazdasdgnak, nemrégi kozlemények szerint a
vegyipar 5,7 billiard dollérral jarul hozza a vilag GDP-jéhez, amely az 6ssz-GDP 7,1%-at képezi,
munkahelyeket és megélhetést biztositva 120 milli6 embernek. A megkérddjelezhetetlen gazdasagi
fontossag mellett viszont a kdrnyezetre gyakorolt negativ hatasai a legszennyezdbb iparagak kozé
helyezik a vegyipart. A vegyipari szektor a legnagyobb gdz és kdolaj fogyasztd, és szén-dioxid
kibocsatas tekintetében a harmadik legnagyobb alszektor,[1] amihez nagyban hozzajarulnak a
globalis ellatasi lancok, hiszen az alapanyagok sokszor fejlddd orszagokbdl szarmaznak, igy
biztositva az alacsony termékarakat, emellett az olcso, eldobhato termékek altal okozott kdrnyezeti
¢s gazdasagi karok 1is nagyban hozzdjarulnak a vegyipar szén-dioxid kibocsatasanak

noveléséhez.[1]

A mai globalizalt vilagban emiatt a Zoldkémia, és a 25 évvel ezeldtt megfogalmazott 12
alapelv még mindig megallja a helyét, hiszen a kibocsatasi szabalyozasok szigoritdsaval a gyartasi
folyamatok z6ldebbé tétele, a minél kevesebb hulladék €s karosanyagkibocsatas fontossaga egyre
relevansabb. A vegyipar mindig is fontos részét képezte a tarsadalmi fejlédésnek a kutatas-
fejlesztésen, ¢és olyan termékek eldallitasan keresztiil, amelyek elengedhetetlenek a
mindennapjainkban. Most, a Negyedik Ipari Forradalom hajnalan a legfontosabb cél, hogy egy

fenntarthat6, zold jovot biztositsunk az emberiségnek.[1]



1.2. A biokatalizis jelentdsége

Altalanossagban a biokatalizis alatt azokat a kémiai folyamatokat értjiik, amelyek soran
enzimeket alkalmaznak szerves reakciok véghezviteléhez. Zold technologidnak mindsiil, mivel
komplex molekulak allithatéak el enyhébb és fenntarthatobb modon, mint a megfeleld kémiai
eléallitasi modszerek esetében. Az enzimek sztereoszelektiv karaktere miatt enantiomerszelektiv
reakciok végezhetdek el alacsony homérsékleten, olyan természetbarat olddszerekben mint pl. A

viz.[2]

Ezen elényok fényében, napjainkban egyre nagyobb teret hdditanak a z6ld, biotechnologiai
eljarasok. Egyre tobb hagyoményos, a klasszikus kémiai szintézis eszkozeit alkalmazo, folyamatot
helyettesitenek biokatalitikus folyamatokkal, mivel a kornyezetvédelmi szempontok egyre
nagyobb jelentdséget kapnak az ipari technologidk fejlesztésében. Elsddleges cél a minél zoldebb,
hatékonyabb  technologidk  fejlesztése olyan ipardgakban, amelyek az eldallitott

anyagmennyiséghez képest rengeteg hulladékot termelnek (pl: VOC-k). [3]

Erre tokéletes példa a gyogyszeripar, ahol az eldallitott anyag tisztasagaval szemben
tamasztott elvarasok magasak, ezaltal mind az eldallitasi, mind pedig a tisztitasi folyamat jelentds
oldészerfelhasznalassal ¢és melléktermék keletkezésével jar egyiitt. Ezzel szemben a
biokatalizatorok altal katalizalt folyamatok sokkal specifikusabbak, illetve nem utolsé sorban,
kevesebb tisztitasi Iépést igényld technologidkat feltételeznek.[3] Példaul a Sitagliptin
antidiabetikus gyogyszer szintéziséhez hasznalt transzamindz enzim nagyilizemil termelésben
kiszoritotta a hagyomanyos rodium katalizatort, jobb konverzidt, szelektivitast és alacsonyabb
arakat biztositva[4]. gy tehat a hagyomanyos katalizissel szemben a biokatalizatorok mellett nem
csak a kornyezetvédelem ¢€s a fenntarthatdsag sz6l, de a potencialis gazdasagi hasznosulas is. A
gyogyszeripar mellett viszont més ipardgakban is fontos szerepet jatszanak biokatalizatorok. A
milanyagiparban példdul mar  tobb mint 5 éve alkalmaznak nitril-hidratdzt akrilamid
eldallitasara.[4] A kozmetikaiparban parfiimosszetevok eldallitdsaban, mig az élelmiszeriparban

szintetikus édesitOszerek eldallitasaban is fontos szerepet jatszanak a biokatalitikus folyamatok.[4]
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1. Abra: 4 biokatalizis kiilonboz6 felhaszndldsi teriiletei

1.3. A biokatalizis formai — Enzimek

Az enzimek mind-mind fehérjék, néhany katalitikus nukleinsav kivételével. Akarcsak a
fehérjék, az enzimek is amidkotés altal 0sszekapcsolt aminosavak.[S] Az enzimek elsddleges
szerkezetét az aminosavak kapcsolddasi sorrendje hatdrozza meg, ez az elsddleges szerkezet, mig
az aminosavak tulajdonsagai miatt a ldnc hélixes vagy redds szerkezetet vehet fel, ez a méasodlagos
struktara.[5] A harmadlagos szerkezetet a lancok térbeli elhelyezkedése hatarozza meg, amelyek a
termodinamikailag legkedvezdobb térbeli bedllast igyekeznek felvenni. Ez a hiromdimenzids
struktura altal alakul ki a katalitikus zseb i1s, ami a szubsztrat és kofaktor bekodotéséért is felel. A
negyedleges szerkezetet a kiilonb6zd polipeptid lancok, azaz alegységek kapcsolodasa hatdrozza

meg.[5]

Az enzimek Kkatalitikus aktivitdsa, akarcsak a hagyomanyos katalizatorok esetén is, az
aktivalasi energia csokkentésében rejlik.[5S] Az enzimekre jellemzd a nagyfoku szelektivitas
bizonyos vegyiiletcsoportok vagy optikai izomerek felé. Ha a katalititkus aktivitds bizonyos
funkcids csoportot tartalmazd szpecieszek fel¢ iranyul, akkor csoportspecifitasrol, ha kotésekre
vonatkozik, akkor ko&téspsecifitdsrol, mig ha a térbeli elhelyezkedés fiiggvénye, akkor

sztereospecifitasrol beszeliink.[5]

A sztereospecifitas feltétele legalabb harom kolcsonhatasi pont megléte, amelyek szerepe lehet
kotd vagy katalitikus szerep. A kotdhely az enzim és a szubsztrat megfeleld iranyban valo

elhelyezkedését biztositja, mig a katalitikus zsebben torténd kolcsonhatasok eredményeként



kotédnek be azok a funkcids csoportok, amelyek részt vesznek a reakcidoban. Altalaban a kotéhely

¢s a katalitikus zseb kozel taladlhatd egymashoz, sokszor fedésben is helyezkednek el.[5]

Tobb mint 3000 enzimet azonositottak eddig, ez a szam egyre csak nd napjainkban a
fehérjemérnokség teriiletén végzett kutatdsoknak koszonhetéen. Az osztalyozdsuk az altaluk
katalizalt reakci6é szerint torténik, és ez alapjan 6 f&6 EC (Enzyme Commission) osztalyba

sorolhatoak[5]:

EC1. Oxidoreduktdzok: oxido-redukcios reakcidkat katalizalnak

EC2. Transzferazok: funkcids csoport atvitelét katalizaljak

EC3. Hidrolazok: kotések hidrolizisét katalizaljak

EC4. Liazok: C-C,C-O,C-N kotések hasadésat katalizaljak, nem redox uton
ECS5. Izomerazok: molekulan beliili szerkezetvaltozasokat katalizalnak

EC6. Ligazok: két molekula 6sszekapcsolasat katalizaljak

1.4. A kiralitas fontossaga

Kiralitas alatt a molekula azon tulajdonsagat értjiik, ahol a molekula térbeli elhelyezkedés
alapjan két aszimmetrikus, egymassal fedésbe nem hozhatd formaban van jelen, gy hogy nem
valtozik az atomosszetétel, az atomok kozotti kotések milyensége, illetve a kotésrend sem.[6]
Legtobbszor a jelenség magyardzata, hogy egy kozponti szénatom koriil négy kiilonbozo

szubsztituens taldlhatd, igy a szubsztituensek térbeli orientacioja szerint beszélhetiink a molekula
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2. Abra: Példa (S)- és (R)-sztereoizomerekre

Diasztereomerek alatt olyan molekuldkat értiink, amelyek kettd vagy kettonél tobb kiralis

kozponttal rendelkeznek, €s olyan sztereoizomerek, amelyek nem enantiomerek, avagy egymasnak



nem tiikkorképei. Az enantiomerekkel ellentétben a diasztereomerek fizikai és kémiai tulajdonsagai

eltéroek lehetnek.[7]

Bioldgiai folyamatok sordn kiemelt jelentdséggel birhat egy adott molekula kiralitasa. Habar
fizikailag és kémiailag az enantiomerparok ugyantigy viselkedhetnek, kiralis kornyezetben (pl. €16
szervezetekben, biokémiai folyamatokban) a reaktivitasuk €s a reakcidtermékek teljesen eltéréek
lehetnek.[6] Gyogyszerek esetében megtdrténhet, hogy csak az egyik enantiomer képes a kivant
hatast elérni, mig a masik enantiomer akar karos hatasu is lehet a szervezetre nézve az optikai
izomerparjahoz képest. Erre a legjobb példa Contergan tragédidja, amely tobb mint 10000
ujsziilottet érintett vilagszerte. A thalidomid esetében az (R)-(+)-enantiomer nyugtatd hatassal
rendelkezett, mig az (S)-(-)-enantiomer, terhesség alatt szedve, sziiletési rendellenességeket és

vetéléseket okozott, egészen a 1961-es betiltasaig.[8]

Mivel az enatiomerek fontossdga a gydgszeriparban meghatarozod, a gyogyszerszintéziseknél
szignifikans jelentdséget kap az optikai centrum(ok) bevitele a molekuldba, amely egy konnyen
szubsztitudlhaté csoportot tartalmaz. Az egyik legkonnyebben cserélhetd ilyen csoport, a
hidroxilcsoport (-OH), ezért az enantiomertiszta alkoholok elengedhetetlen intermedierjét képezik
a kiilonféle gyodgyszerhatdanyagoknak.[9] Egy 2006-ban késziilt tanulmany szerint, amelyben a
gyogyszeriparban hasznalt reakcidtipusokat és hatdanyagokat vizsgaltdk, a vizsgalt vegyiiletek
54%-a tartalmaz legaldbb egy kirdlis szénatomot, mig a jellemzden elvart enantiomertobblet

99.5%.[10]

1.5. Enantiomertiszta alkoholok

Az enantiomertiszta alkoholok kulcsfontossagu intermedierek a gyodgyszer-, agro- €s
vegyiparban, olyan termékek -eldallitdsdhoz, mint az izesitOszerek vagy gyogyszerek.[9]
Eléallitasuk torténhet kémiai katalitikus Gton vagy enzimatikusan, biokatalizatorok segitségével. A
klasszikus eldallitasi Utvonalak ritka, draga fémeket tartalmazo katalizatorokat feltételeznek.
Napjainkban a hangstly féleg az ipari szempontbol is hatékony enzimatikus technologiakra
tevddik, az enyhébb reakciokoriilmények €s a sokkal kisebb mennyiségben keletkezd, kornyezetre

karos melléktermékek miatt. Klasszikus katalitikus utvonalon ozmium-tetroxid katalizatorral,



aszimmetrikus dihidroxilezéssel allithatoak el alkénekbdl kiralis diolok. Amellett viszont, hogy

az ozmium-tetroxid mérgezo és draga is, kiilonb6z6 kooxidansokat is igényel.[9], [11]

Kiralis diolok eldallitasara a legelterjedtebb, iparilag is alkalmazott modszer a Sharpless
kinon ligandum jelenlétében egy vicinalis, optikailag aktiv diol keletkezik. A reakcidhoz kevés
mennyiségli OsOys, illetve sztochiometrikus mennyiségli KsFe(CN)s oxidans sziikséges.[12] Ezen
modszer hatranya, hogy habar kis mennyiségli ozmium-tetroxidot igényel, az Os(VIII) nagyon

mérgezo €s draga.[12]

Enzimatikus Uton torténd enantiomertiszta alkoholok eldallitasara szdmtalan modszert
dolgoztak ki az évek soran, ezek koziil 7 f6 mddszert kiilonithetiink el: enantioszelektiv vizaddicid
alkénekre, enantioszelektiv aldol-addicid, ketonok sztereoszelektiv kapcsoldsa HCN-dal,
racematok kinetikus rezolvalasa, epoxidok hidrolizise, C-H kotések hidroxilezése ¢és

karbonilvegyiiletek aszimmetrikus redukélasa.[9]

A fent emlitett modszerek koziil vicinalis, kiralis diolok enzimatikus eldallitasara alkalmas
modszer a dikarbonil vegytiletek redukalasa epoxidok hidrolizise soran. Dikarbonil vegyiiletek
redukcidjara dikarbonil-reduktazok (EC 1.1.1.) a legalkalmasabbak, amelyek enzim és
szubsztratspecifititds fliggvényében valtozd sztereoszelektivitdssal rendelkeznek. A dikarbonil
redukci6 konszekutiv folyamat, amely soran eldszor két monohidroxi koztitermek keletkezik az

elsé 1épésben, amely majd tovabb redukalddik diolla.[9]

Karbonilvegytiletek redukélasara foként a reduktazok alkalmasak, amelyek NADPH vagy
NADH kofaktort igényelnek, viszont nemrégiben sziiletett egy zsenialis tanulmany, amely ramutat
arra, hogy a human szénsavanhidraz II (hCAIl) képes hatékonyan és sztereoszelektiv modon

katalizalni a prokiralis ketonok redukciojat, fenil-szilant hasznalva hidridion-donorként.[9], [11]

1.6. A humén-szénsavanhidraz II (hCAII) enzim

A human-szénsavandhidraz II (3. Abra), egy, az emberi szervezetben jelen levé, cinket
tartalmazo metalloenzim, amely szén-dioxidot és vizet alakit at reverzibilisen bikarbonat- és H'-
ionna. Az emberi szervezetben megtalalhatd kiilonbozd szervekben és sejttipusokban, tobbek

kozott a hemoglobinban. [13], [14]



3. Abra: A humén szénsavanhdraz Il enzim szerkezete[26]

A vérben és egyéb szovetekben felelds a sav-bazis egyensuly szabalyozasaért, segit a szén-
dioxid szovetekbdl valo kijuttatasaért. Tobb mas fiziologiai folyamatban is fontos szerepet jatszik,
mint a 1égzés, kalcifikacio, tumorigenézis, pH szabalyozas vagy gliikoneo-, illetve lipogenézis.

[13], [14]

Az enzim katalitikus zsebe egy kup alaku kavitas aljan helyezkedik el, a cink és ligandumai
egy hidfrofil régié szomszédsagaban taldlhatoak, amely megkonnyiti a proton és bikarbonat
ativitelét. Az ebben a régiodban talalhat6 aminosavak, a potencialis szubsztrat behatoldsat iranyitjak
a Zn*" ionhoz és segitik a bikarbonat termék felszabaditasat, valamint a szén-dioxid orientaciéjat a
cink altal kotott oxigén felé, illetve H-kotés donorként szolgalnak egy masik fehérje felé. A masik

hidrofob régid az elézdvel ellentétesen helyezkedik el, ahol a CO» kotédik be.[14], [15]

A hidrofil régio f6 elemei a Hises, Leujog, Thriog, Thrigo aminosavmaradékok. A Thrige a

kapu-elem, amely a cink 1onhoz a szubsztrat hozzaférését biztositja, és segiti a bikarbonat termék

crer

képest.[14]
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A hidrofob rész, az eldbbi régioval szemben talalhato, itt kotédik be a CO» szubsztrat, a f6
részei Trpaoo, Valao7, Valisz és Valizi. A cink 3 His-hez (94, 96, 119) és egy vizmolekulahoz
kapcsolodik tetrahedralis elrendezésben. A cink-ko6tott aminosav maradékok H-kotés stabilizaltak
a kozeli aminosavak altal. Fontos megjegyezni, hogy a CO»-, illetve bikarbonat-kotott holoenzim
szerkezetében kissé eltér az apoenzimétdl, ugyanis példaul a vizmolekula a zsebben, a szén-dioxid

kotohelyén, atmozdul a szubsztrat bekeriilését kovetden.[14]

Leu198
Th199 & \(/Qanw

co s

wl" '

—

e

Thr200 Trp208

Zn OHM, 07 @ L \)

S}ﬂ :', Val143
His96 Vali21
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4. Abra: A katalitikus zseb szerkezete bekétodott szén-dioxiddal [14]

A folyamat mechanizmusét tekintve, szén-dioxid kotddik be a katalitikus zsebbe, majd a
zsebben talalhato cink-hidroxid addiciondlédik a COs-ra, bikarbonatot képezve, majd vizzel

reagalva szénsavat képez, és regeneralja a cink-hidroxidot.[13], [14], [15]

A mechanizmus elsd 1épésében a Hises segitségével megtorténik a protonleszakadas a cink-
kotott vizmolekularol, ezutan a szén-dioxidra valo addici6 altal megtorténik a bekotddés a hidrofob
zsebbe. A Thrig segit a szubsztrat stabilizalasaban és segiti a nukleofil timadast a cink-kotott OH”
ion altal. Ez4ltal kialakul egy kotott bikarbonét anion, amely ezutan egy cinkkel kotott komplexet
alkot, majd végsd 1épésben protonatvitel torténik, a termék felszabadul, és a viz keriil a molekula
helyére ismét. A végsd protonatvitel a sebességmeghatarozo 1épése a reakcionak, illetve minden

1épés reverzibilis.[14]

1.7. hCAII — karbonil vegyiiletek redukélasara?

A szervezetben betoltott funkcidi mellett a hCAIl enzim képes enantioszelektiven
ketonokat redukalni, NADPH-kofaktor nélkiil, egyszerli hidridion-donorok jelenlétében

(esetlinkben a hidridion-transzfer a fenilszilanrdl a ketocsoportra torténik), 99%-os hatasfokkal,
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liofilizalt egész sejtes enzimmel, igy egy kiilondsen hatékony enzim a ketonok redukalasara. A
tisztitatlan, egész-sejtes formaban levé enzim eldnye, hogy konnyedén, fermenticioval, nagy
mennyiségben allithatd el6. Nem igényel Osszetett és draga enzimtisztitasi miiveleteket, igy egy

gazdasagos, koltséghatékony modszer, akar ipari alkalmazasokra is.[13], [16]

3 ckv. PhSiH,
0,2 mol% hCAII HO

50 mM Tris, pH =28 R,
3 6ra, 20 °C

__75____6___
Y
&
Y
Y
R

5. Abra: Ketonok redukciéja PhSiH; jelenlétében, hCAII enzim dltal katalizdlva [13]

E metalloenzim esetében az elsd 1épésben egy hidridion transzfere valosul meg a
fenilszilanr6l a Zn-ionra, amely aztdn megtadmadja a prokiralis ketonok Re-oldalat, és ennek
eredményeként keletkezik az enantiomertiszta (S)-alkohol. Ezek alapjan tehat kijelenthetjiik, hogy
a természetben egyéb funkcidt betoltdé metalloenzimek is képesek a karbonilcsoport
sztereoszelektiv redukélasara egyszerli redukaldszerekkel, kofaktor nélkiil. Ez egy igen fontos

aspektus, ugyanis ily modon nincs sziikség semmiféle kofaktor regeneraldsi rendszerre.[17]

Mivel a természetben az egyik leggyakoribb és az egyik legszélesebb korben kutatott
metalloenzimek a cink-fiiggd enzimek, mint példaul a hCAII, ezért nagy mennyiségben allithatéak
eld, aktivitdsuk kimagaslo érteket mutat (a hCAII a természetben megtalalhatd enzimek egyik
legaktivabb képviseldje), nem igényelnek draga enzimtisztitdsi miiveleteket, valamint képesek
olyan reakciokat katalizalni, amelyek nem fordulnak eld ¢él6 szervezetekben. Fontossaguk
megkérddjelezhetetlen, hiszen olyan zold alternativat kinalnak, amelyek képesek helyettesiteni a

dréaga, ritka fémeket tartalmazé katalizatorokat.[13]

A természetben nem fordulnak eld olyan enzimatikus reakciok, amelyek mononukledris
fém-hidrid intermediereken keresztiil mennek végbe, habar viszonylag gyakoriak mesterséges
atmenetifém katalizatoroknal. Ebbdl adoddéan egy olyan tipust reakcid, amely fém-hidrid
intermediereken keresztiil megy végbe, nagyban bdviti az enzimatikus reakciok és felhasznélasuk
tarhazat. Emiatt szdmtalan elénnyel kecsegtet, ha enzimeket olyan abiotikus reakciokban tudunk
alkalmazni, amelyek nem igényelnek komplex, limitalt hozzaférésli kofaktorokat, emellett olyan
fémeket tartalmaznak, amelyek konnyen hozzaférhetéek. Eldallitasuk nagy tételben gazdasagosan

is megoldhatd, emellett olcsobb alternativat kinalnak komplex, draga kataliztorok helyett. Ezért
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olyan egyszerli redukaloszerek enzimatikus alkalmazasa, mint példaul a fenilszilan, NADPH

kofaktor-mentes, 0j lehetdségeket tar elénk a biokatalizis tertiletén.[13]

Ketonok hCAII altal katalizalt redukcioja esetén kiilonb6zo szilanok koziil a fenil-szilan
bizonyult a leghatékonyabbnak (PhSiH3), a di-, illetve monometil szubsztitualt tarsaival szemben.
A dimetil-fenilszildn esetén nem megy végbe a reakcid. Ph3SiH3 és Ph3SiMeH: esetén 20%-os
hatasfokbeli kiilonbség észlelhetd, avagy minél hidridesebb jelleggel rendelkezik a fenilszilan,
annal nagyobb a reaktivitas. Egyéb szilanvegyiiletek, mint alkil-szilanok vagy alkoxi-szildnok sem
alkalmasak a reakciora. Mas, a human szénsavandhidraz I1-vel homoldg enzimek esetében (mint a
hCAVII vagy hCAXIII) is végbemegy a reakcio, viszont kisebb aktivitassal és alacsonyabb

enantioszelektivitassal. [13]

Az enzim formaja nagyban nem befolyasolja a reaktivitast, mivel nem figyelhetd meg
Iényeges hatasfokbeli kiilonbség a tisztitott szabad enzimmel és az egész-sejtes katalizatorral
végzett reakcio kozott. Kovetkezésképpen elmondhatjuk, hogy sokkal gazdasagosabb a koltséges

tisztitasi 1épéseket nem igényld €s konnyedén eldallithato liofilizalt sejtek alkalmazésa.[13]

Ez az enzimatikus rendszer képes ketonok széles skalajanak redukciojat katalizalni,
azonban a kiilonb6z6 szubsztituensek befolyasoljak mind a reaktivitast, mind pedig a szelektivitast.
Acetofenon esetén az elektrondonor csoportok jelenléte csokkenti a konverzidt, viszont a
szelektivitast nem befolyasolja. Az elektronkiildd csoportok jelenlétébdl adodod csokkent
reaktivitas a karbonilcsoport kisebb elektrofil jellegének tudhaté be, mivel lassitja a cink-hidrid
szubsztratok esetén, sztérikusan sok helyet igényld csoport esetén magas konverzio és szelektivitas

tapasztalhat6.[13]
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6. Abra: A hCAII enzim szubsztratjai az abiotikus redukdldsi folyamatban[13]

Mechanizmusat tekintve, a hidridképzddés szempontjabol két lehetséges tutvonal
kiilonboztethetd meg a szilan hatasat illetden a sztereoszelektivitisra. Az elsd utvonal egy
negyedrendii komplex képzddését feltételezi, el6szor a cink-hidroxid asszocialodik a szilannal, mig
a masik a lépésenkénti mechanizmus, amely sordn eldszor cink-hidroxid €s a szilan reakcidja

jatszodik le, majd a cink altal kotott hidrid atvitele a ketocsoportra. [13]

Ha a mechanizmus egy komplex létrejottét feltételezi, akkor a szilan karaktere befolyasolna
az enantioszelektivitast a sztérikus effektusok miatt. Viszont ha a redukci6 Iépésenként torténik, a
szilan nincs jelen a keton redukcidjanal, igy az enantioszelektivitas fliggetlen a szilan tipusatol. A
metil-fenilszilan alacsonyabb reaktivitasa is egybevag a Iépésenkénti mechanizmussal, avagy a

cink-hidrid kialakuldsanak alacsonyabb sebességével a sebességmeghatarozo 1€pésben. [13]

/__________________________________~

7. Abra: Lépésenkénti mechanizmus[13]
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A biotikus szerepéhez képest az egyik jelentds kiilonbség a mechanizmus soran, hogy a
Thige-hez nem a szén-dioxid kotddik be szubsztratként, hanem a karbonilcsoport, valamint hogy
a cinkhez nem hidroxilcsoport kotodik be, igy a nukleofil timadas nem hidroxilcsoporton keresztiil
megy végbe, azaz nem egy cink-bikarbonat komplexen keresztiil megy végbe a protontranszfer.
Ehelyett egy, a fenilszilan segitségével kialakitott cink-hidrid intermedieren keresztiil megy végbe

a folyamat, majd a protontranszfer, és igy a karbonilcsoport redukcidja is.[13], [14]

Ha az acetofenon redukciojat vizsgaljuk, azonos enantioszelektivitas figyelhet6 meg mind
fenilszilan, mind pedig a metil-fenilszilan esetében (94% ee.). Ebbdl kovetkeztethetd, hogy a
mechanizmus [épésenként torténik, mivel a szildn karaktere nem befolyasolja a
sztereoszelektivitast, avagy nincs jelen egyszerre, egyidében a szubsztrattal a katalitikus

zsebben.[13]

1.8. Lipazok

A lipdz enzimek besorolds szerint az E.C.3.1.1.3 osztilyba sorolhatdéak, avagy
triacilglicerin  acilhidrolazok,  széles  szubsztratspecifitdssal  rendelkeznek,  viszont
megkiilonboztethetdek az észterazoktol, mert alapfunkcio szerint az észterazok révidlanca (<10
szénatom hosszusag) acilglicerin karboxil észtereit hidrolizaljak, mig a lipdzok hosszu szénlancu
(>10 szénatom) zsirsav észterek hidrolizisét katalizaljak. Ebbdl adodoan a természetben tri-, di- €s
monogliceridek észterkotéseit bontjak, avagy zsirok lebontésat zsirsavakra és glicerinre. A lipazok
valtoz6 pH-fiiggd aktivitast mutatnak, 4,0-11,0 pH ko6zott, tipustdl fiiggden.[18], [19]

Termodinamikailag kedvezd korilmények kozott a hidrolizis mellett szamos eldallitasi

reakciot katalizalnak, amelyek két kategoriaba sorolhatdak: észteresités és atészteresités. [18]

Eszteresités soran egy karbonsav és alkohol reakcidjabol az enzim éltal katalizalva egy
észter €s egy vizmolekula keletkezik. A tio-€észterezés és amidalas hasonld az elébbihez, viszont
tio- vagy amidkotés keletkezik, mig a szubsztrat amin vagy tiol. Az atészteresités az alkoholizist,
acidolizist, aminolizist és kozti-észteresitést foglalja magéba. Alkoholizis esetében alkohol,
acidolizis esetén karbonsav, aminolizisnél amid, mig kozti-észteresités esetén a megfeleld reaktans
¢s észter reakcidjabol nyeriink egy ujabb észtert és egy ujabb alkoholt, karbonsavat vagy észtert. A

reakcid sordn gyakorlatilag az észterkotések tjrarendezddése torténik.[18], [19]
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Szerkezetiiket tekintve a lipazok 20-60 kDa tomegl proteinek, aktiv szerin maradékot
tartalmaznak, a szitusz Ser-His-Asp/Glu szerkezetében, ezek alkotjdk a katalitikus triddot. A
lipazok emellett az o/B-hidroldzok csoportjaba tartoznak, egy kozponti B-lancot tartalmaznak,
amely tartalmazza a katalitikus zsebet. Emellett a lipazok szamos diszulfid hidat is tartalmaznak,
ennek koszonhetd a stabilitasuk €s fontos szerepet jatszanak a katalitikus aktivitdsukban is. A
szubsztrat kétohelye foként hidrofob elemeket tartalmaz, amelyeknek a szerepe a hidrofob
szubsztrattal vald kolcsonhatds megteremtése. A zseb az adott lipaz fliggvényében valtozhat alak,
méret, illetve mélység szerint a benne talalhaté aminosavak fliggvényében. Az egyik legszélesebb

korben alkalmazott Candida antarctica lipaz katalitikus zsebe példaul tolcsérszerti.[20], [21]

A fent emlitett katalitikus triad a lipadz enzimekre jellemzd, szerin nukleofilbol, aszpartat
vagy glutamat savas maradékbol és egy hisztidinbdl all, és ezek a katalitikus aminosav-maradékok

felelosek az aktiv szerin karbonil atomon torténd tamadasaért.[18], [22]
Mechanizmus és szelektivitas

Mechanizmusat tekintve az elsé 1épés egy acilezés, amely soran a katalitikus szerinen
megtorténik a hidroxilcsoport aktivalasa. Ennek kovetkeztében a hidroxilcsoport megndvekedett
nukleofilicitdsanak kovetkeztében megtdmadja a szubsztrat karbonilcsoportjat. Egy tetrahedralis
intermedier képzddik, az oxigénen negativ toltés keletkezik, majd a katalitikus zsebben az
oxoanion-lyuk aminosavjai (két aminosav, amely képes H-kotéseket kialakitani, ezaltal stabilizalva
a koztiterméket) stabilizaljak a tetrahedralis intermediert. Ezutan deacilezés torténik, ahol a
nukleofil megtdmadja az enzimet, kibocsatja a terméket és regeneralja az enzimet, ez hidrolizis

esetén viz, mig alkoholizis esetében alkohol.[18], [19]

A lipazok enantioszelektivitdst is mutatnak, hatékonyan képesek a-hidroxi-ketonok
kinetikus rezolvésara, atészteresitési reakcion keresztiil, szubsztrattél fliggben R vagy S-
ketonok eldallitdsdra, mégpedig az illetd vegyiiletek racematjdnak a kinetikus rezolvalasan
keresztiil. A folyamat soran az illet6 hidroxi-keton hidroxilcsoportja atészterezddik, igy kapva az
enantiomertiszta acetatot. A reakcid soran enantiomertiszta formaban marad a hidroxi-keton

nemreaktiv enantiomerje. [23]
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8. Abra: Hidroxi-ketonok kinetikus rezolvdldsa lipdzok segitségével

Az a-hidroxi-ketonok eldallitasara az Amano AK ¢és az Amano PS a legalkalmasabb
lipazok, metil-terc-butil-éterben, szobahdmérsékleten. Fenil-hidroxi-ketonok eldallitasara

alkalmasabb az AK, ugyanis jobb konverziot €s enantioszelektivitast mutat.[23]

A Pseudomonas lipazok, mint az Amano AK, amely P. fluorescens-bol szarmazik, az egyik
leghasznosabb enzimek csoportjdba tartoznak, mivel nagyon hatékonyan katalizaljdk a racém a-
hidroxi-ketonok kinetikus rezolvalasat, olyan karbonil szubsztratokkal, amelyekre régebben nem

volt példa. Nagyiparban inszekticid komponensek kinetikus rezolvasara hasznaljak.

Enantioszelektivitds szempontjabol, példaul az 1-hidroxi-fenilpropan-2-on esetében, S-(-)-
keto-alkohol és R-(+)-keto-acetat keletkezik, mig 2-hidroxi-fenilpropan-1-on esetében a keto-

alkohol R-(+), mig a keto-acetat S-(-) konfiguracioju lesz.[19], [23]

2. Gyakorlati rész

2.1. Bevezeto

A gyogyszerek tobb, mint fele kettd, vagy kettdnél tobb kiralis kozpontot tartalmaz, ezért
kiilonb6z6 specifikus enantiomertiszta vegyliletek eloallitisa fontos eleme a gyogyszeripari

szintéziseknek. [10]

Ebbdl kiindulva kutatdsunk soran a hCAII enzim aktivitdsat és szelektivitasat vizsgaltuk
kiilonb6z6 1-fenilpropan-1,2-dion; 1-hidroxi-1-fenilpropan-2-on és 2-hidroxi-1-fenilpropan-1-on
tipust vegyiiletek esetében. Az emlitett hidroxi-ketonok esetében vizsgéalva volt, hogy hogyan
valtozik a szelektivitds abban az esetben, amikor az adott hidroxilcsoport prekonfiguralt

(enantiomertiszta hidroxi-ketonok).

Az enantiomertiszta hidroxi-ketonok eldallitdsara egy enzimatikus modszert alkalmaztunk,

mégpedig az illetd vegyliletek racematjanak a kinetikus rezolvalasat lipazok éltal katalizalva. A
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folyamat soran az illetd hidroxi-keton hidroxilcsoportjat atésztereztiikk, igy hozzajutva az
enantiomertiszta acetathoz és hidroxi-ketonhoz. A reakci6 sordn enantiomertiszta formaban marad
a hidroxi-keton nemreaktiv enantiomerje. A két enantiomertiszta anyag elvalasztdsa utan
(oszlopkromatografia) a keletkezd acetatot ugyanazzal az enzimmel, més koriilmények kozott
visszaalakitottuk hidroxi-ketonnd. Ily médon hozzajutottunk mindkét enantiomertiszta hidroxi-

ketonhoz.[23]

Ha a redukélast nem sztereoszelektiven végezziik, mind a négy diasztereomerbdl
keletkezik. Viszont az enzimatikus (hCAII enzim altal katalizalt) redukalas esetében leredukalddik
a keletkezd diasztereomerek szdma az enzim szelektivitdsdnak kdszonhetden. A prekonfiguralt
hidroxi-ketonok esetében is vizsgaltuk a diasztereomerek eloszlasat és a reakciok atalakulasi fokat,
hiszen a keletkezd hidroxilcsoport irdnyultsaga megfeleld informacidval szolgal arra vonatkozodan,
hogy milyen koztitermékeken keresztiil megy végbe a diketon redukélasa. A redukcids reakciok
soran keletkezett diasztereomerek eloszlasat €s a reakciok konverzidit HPLC (nagy teljesitményii
folyadékkromatografia) modszer segitségével kovettilk nyomon, kiralis oszlopon valé elvalasztas

réveén.
2.2. Analitikai modszerek

2.2.1. Nagy teljesitményli folyadékkromatografia

A nagy teljesitményli folyadékkromatografia vagy nagynyomasu folyadékkromatografia
(roviden: HPLC - High-performance liquid chromatography) az oszlopkromatografia egyik
specifikus formaja, amelyet elvalasztas, azonositas ¢és mennyiségi meghatirozas céljabol
alkalmaznak. A HPLC A&ll6fazisként egy toltetes oszlopot alkalmaz, egy pompat, amely a
mozgofazist nyomja at az oszlopon és egy detektort. A retencios 1d6 az allofazis milyensége és a
mozgofazisban taldlhatdé molekuldk kolcsonhatdsanak fiiggvénye. A mddszer célja, hogy a

mintaban talalhaté komponensek szétvaljanak a polaritas, konfiguracio, illetve a méret alapjan.[24]

A HPLC modszerek tipusainak a besoroldsa altalaban a rendszerben alkalmazott fazisok

alapjan torténik.

Normal fazisu HPLC
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Ez a modszer az analitok polaritasbeli kiilonbségén alapszik, a normal fazisi HPLC
modszer polaris allofazist és apolaris mozgofazist alkalmaz, a polaris analit kdlcsonhatasba 1ép a

polaris allofazissal €s visszatartja azt, ez hatarozza meg a retencios idot.[24]
Forditott fazisu HPLC

Ez a modszer is az analitok polaritasbeli kiillonbségén alapszik, a forditott fazisi HPLC
modszer apolaris allofazist és polaris mozgofazist alkalmaz, az analit akarcsak a normal fazis
esetében kolcsonhatasba 1ép az apolaris allofazissal €s visszatartja azt, ez hatarozza meg a retencios

1d6t.[24]
Egyeb tipusok

A normal fazisu és forditott fazisii modszer a legelterjedtebb, viszont fontos megemliteni a
méretkizarasos kromatografiat, amely méret alapjan torténd elvalasztast feltételez; az ioncseréld
kromatografiat, amely esetén a szolutum ionjai az allofazis toltott részeihez kotddnek; illetve a
bio-affinitds kromatografia, amely soran a minta komponensei a protein-ligandum reverzibilis

kolesonhatés alapjan valaszthatdak szét.[24]

2.2.2 Alkalmazott modszerek

A kutatas soran normal fazisi HPLC moddszert alkalmaztunk a reakciok elorehaladasa,
illetve a diasztereomertobblet nyomon kovetése érdekében. Mozgofazisként n-hexan és
izopropanol keverékét alkalmaztuk 80:20, 90:10 és 95:5 (v/v) aranyban az elvalasztasi modszer
fiiggvényében. Allofazisként kiilonboz6é kiralis oszlopokat alkalmaztunk az R-(+), S-(-)
enantiomerek és az (1R,2R)-; (15,25)-; (1S,2R)- és (1R,2S)-diasztereomerek elvalasztisa ¢€s

vizsgéalata céljabol.

Alkalmazott modszerek

A. modszer:
Oszlop: CHIRALPAK IA, 3 pm, 4,6 x 150 mm,
Mozg6fazis 0sszetétele: 95:5 n-hexan:izopropanol

Hozam: 1 ml/perc
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Hoémérséklet: 10 °C

B. modszer

Oszlop: Lux Cellulose-4, 3 um, 4,6 x 250 mm,
Mozgotazis Osszetétele: 95:5 n-hexan:izopropanol
Hozam: 0,5 ml/perc

HoOmérséklet: 45 °C

C. mddszer

Oszlop: Lux Cellulose-4, 3 um, 4,6 x 250 mm,
Mozgotazis 0sszetétele: 85:15 n-hexan:izopropanol
Hozam: 0,5 ml/perc

Hoémérséklet: 20 °C

D. modszer

Oszlop: Lux Cellulose-5, 3um, 4.6 x 150 mm,
Mozgotazis osszetétele: 90:10 n-hexan:izopropanol
Hozam: 1 ml/perc

Homérséklet: 10 °C

2.3. Enantiomertiszta hidroxi-ketonok eloallitasa

2.3.1. Enantiomertiszta 1-hidroxi-1-fenilpropan-2-on és 2-hidroxi-1-fenilpropan-1-on eléallitasa

Az illet6 vegyliletek eldallitasahoz egy enzimatikus eljarast alkalmaztunk. Elsd 1épésben a
hidroxi-ketonok atészteresitéssel torténd kinetikus rezolvalasat végeztiik el, amely soran a racém
kiindul6 vegyiilet esetében csak az egyik enantiomer észterezddik at, mig a masik visszamarad
enantiomertiszta forméaban. Ezt kovetéen a hidroxi-ketont, illetve az acetatjat szilikagélen,
oszlopkromatografids modszerrel valasztottuk el. Az izolalast kovetden ugyanazon enzimmel, mas
koriilmények kozott hidrolizaltattuk el az illetd észtert, igy hozzajutottunk az enantiomertiszta 1-
hidroxi-1-fenilpropan-2-on; és  2-hidroxi-1-fenilpropan-1-on ellentétes  konfiguracioju

enantiomerjéhez is.
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2.3.2. Az 1-hidroxi-1-fenilpropan-2-on és 2-hidroxi-1-fenilpropan-1-on racematjanak kinetikus
rezolvalasa

A kinetikus rezolvalas soran az 1-hidroxi-1-fenilpropan-2-on és 2-hidroxi-1-fenilpropan-1-
on racematjanak atészteresitése tortént szabad formaban levé Amano AK lipaz enzim segitségével.
A reakcio6 soran 10 ekvivalens vinil-acetat és AK lipaz keverékét (100-200 mg/mmol szubsztrat)
adtuk hozzd a racém o-hidroxi-ketonokhoz metil-terc-butil-éterben. A keverék razatdsa
szobahOmeérsékleten tortént, majd a megfeleld ido eltelte utdn (120 6ra) az enzimet sziiréssel

eltavolitottuk, és az oldoszert vakuum alatt elparologtattuk egy rotaciés vakuumbeparlo késziilék

e 1 1
segitségével.[23]
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' Z
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1 racém 2-hidroxi-fenilpropan-1-on B , . , (S)-2-hidroxi-fenilpropan-1-on !
(R)-1-oxo-fenilpropan-2-il tat |
\ -1-oxo-fenilpropan-2-il aceta j

9. Abra: Az I-hidroxi-1-fenilpropdn-2-on; és 2-hidroxi-1-fenilpropan-1-on AK lipdz dltal katalizalt kinetikus
rezolvdldasa

Sztereoszelektivitds szempontjabol a reakcid sordn a két racém szubsztratbol a két
ellentétes konfiguracioju hidroxi-keton fog észterezddni[23], 1-hidroxi-1-fenilpropan-2-on
esetében a reakcid (S)-2-oxo-1-fenilpropan-1-il acetatot eredményez, mig a 2-hidroxi-1-

fenilpropan-1-on esetében a termék az (R)-1-oxo-fenilpropan-2-il acetat lesz.

21



2.3.3. Oszlopkromatografias elvalasztas

Az (S)-2-oxo-fenilpropan-1-il acetat és (R)-1-hidroxi-fenilpropan-2-on, illetve az (R)-1-
oxo-fenilpropan-2-il acetat és az (S)-2-hidroxi-fenilpropan-1-on elvalasztisa szilikagélen vald
oszlopkromatografias modszerrel tortént, vizmentes diklormetant alkalmazva eluensként. Retencio
szempontjabol az észter eludlodik le hamarabb az oszloprol, ugyanis az acetat szubszitutens
jelenléte miatt ennek kisebb a polaritdsa a hidroxi-keton hidroxilcsoportjadhoz képest. Az elvalas
nyomon kovetése vékonyréteg kromatografiaval tortént. Az 0sszegyijtott frakciokat egyesitettiik,
majd rotacios vakuumbeparl6 késziilékkel beparoltuk. Ily modon tehét enantiomertiszta (.S)-2-oxo-
fenilpropan-1-il acetatot és (R)-1-hidroxi-fenilpropan-2-ont, illetve (R)-1-oxo-fenilpropan-2-il

acetatot ¢és (S)-2-hidroxi-fenilpropan-1-ont izolaltunk.

2.3.4. Az (S)-2-oxo-fenilpropan-1-il acetat és az (R)-1-oxo-fenilpropan-2-il acetat hidrolizise

Az észterek hidrolizisét tigyszintén enzimatikusan, szabad Amano AK lipaz segiségével
végeztiik, viszont természetesen mas koriilmények kozott, mint az atészteresitést. A bontashoz tobb
kiilonb6zd, immobilizalt formaban levé AK lipazt is kiprobaltunk (szolgél, celit, szolgél-celit),
viszont az izolalt, szabad formaban levé enzim bizonyult a leghatékonyabbnak. A reakcidk vizben,
100-400 mg/mL enzimmennyiséggel, szobahdmérsékleten voltak rdzatva. A hidrolizis esetében a
kihivast a megfeleld pH tartomény jelentette, ugyanis a keletkezd sav hatasdra megvaltozo
kémhatds inaktivalta az enzimet, ezért a reakciok végbemenetele kozben ellendriztiik a pH-t, és
amikor 4-es pH alatti értéket mutatott, ammonium-karbonatot adagoltunk a rendszerhez. A
reakcidok végén a reakcioelegyeket lesziirtlik az enzim eltavolitasa érdekében, az olddszert pedig
vakuum alatt 40 °C-on, 60 mbar nyomdason elparologtattuk, igy hozzéajutva az enantiomertiszta (S)-

1-hidroxi-1-fenilpropan-2-onhoz, illetve az (R)-2-hidroxi-1-fenilpropan-1-onhoz.
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(0]

:<°

8

3
@)
T

(R)-1-oxo-fenilpropan-2-il acetat

10. Abra: (S)-2-oxo-fenilpropdn-1-il acetdt és (R)-1-oxo-fenilpropdn-2-il acetat hidrolizise
2.3. Redukalasi reakciok
2.3.2. Natrium-borohidriddel valé redukalas

Ha az 1-fenilpropan-1,2-dion  redukaldsat nem sztercoszelektiv modon, NaBHjy-el
végezziik, mind a négy diasztereomerbdl keletkezik, a latszolagos szelektivitast csak a sztérikus
effektusok befolyasoljak, igy tehat az (1R,2R), (15,25)-diasztereomerekbdl kevesebb keletkezik,
mint az (1R,2S) és (15,2R) diasztereomerekbdl.[25]

(S)-1-hidroxi-1- femlpropan -2-on (R)-1-hidroxi- 1fem\propan -2-on

oY Oy
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! 1-fenilpropan-1,2-dion Q)H/ Q)K/ (1R,2R)-1-fenilpropan-1,2-diol  (1S,28)-1-fenilpropan-1,2-diol  (1S,2R)-1-fenilpropan-1,2-diol ~ (1R,2S)- Mem|propan1zmo|
: :

‘

‘

‘

‘ |

(R)-2-hidroxi-1-fenilpropan-1-on  (S)-2-hidroxi-1-fenilpropan-1-on

srer

Az 1-fenilpropan-1,2-dion redukélasat metanolban végeztiik, kevertetés mellett, a NaBH4
fokozatos hozzaadéasaval, 0 °C hémérsékleten. A reakcioelegyrdl leparoltuk a metanolt, ezutan
vizet adtunk hozza, majd etil-acetat:n-hexan elegyével extrahaltuk, és beparoltuk. Mas tisztitasi

1épések nem voltak sziikségesek, mivel az atalakulas teljes volt.
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2.3.3. Redukalas human szénsavandhidraz I1-vel, fenilszilan jelenlétében

Az 1-fenilpropan-1,2-dion; az (S)-1-hidroxi-1-fenilpropan-2-on; az (R)-1-hidroxi-1-
fenilpropan-2-on; az (S)-2-hidroxi-1-fenilpropan-1-on és az (R)-2-hidroxi-1-fenilpropan-1-on
enzimatikus redukcidja 20 °C-on, 0,2 mol% hCAII, 10 mM szubsztrat elegyéhez torténd 3
ekvivalens PhSiH3; hozzaadasaval tortént 50 mM-os Tris pufferoldatban (pH 8,0), 3 o6rés
reakcididovel. A reakciotérfogat 1 ml volt. A reakcio lejatszodasa utan az elegyet etil-acetat:n-

hexan = 3:1 elegyével extrahaltuk, Na,SO4-on szaritottuk, majd az oldoszert elparologtattuk.[13]

' 0 3 ekv. PhSiH, OH |
: 0,2 mol% hCAII 21
! - ? 1
1 _— 1
X o 50 mM Tris, pH = 8 0 !
Il]»l'emlpmpén-l,Z»diou 3 ora, 20 °C I-fenilpropén-1,2-diol |
12. Abra: [-fenilpropan-1,2-dion redukdlasa hCAll-vel, PhSiH;3 jelenlétében
2 oottt TTTTTE T oo
i OH 3 ekv. PhSiH; OH !
. 0,2 mol% hCATI 2 1
1 A - (') Y :
I - *
! 0 50 mM Tris, pH = 8 OH]|
: 1-hidroxi-1-fenilpropan-2-on 3 ora, 20 °C I-fenilpropan-1,2-diol :
1
l :
1
! o) 3 ekv. PhSiH; OH
| 0,2 mol% hCAII 9 !
: > Y
- . I
| OH 50 mM Tris, pH = 8 OH
:Z»hidmxl-l-fcnilpmpéu»1»on 3 o6ra, 20 °C 1-fenilpropan-1,2-diol ,'

13. Abra: I-hidroxi-1-fenilpropdn-2-on; 2-hidroxi-1-fenilpropdn-1-on redukdldsa
hCAIl-vel, PhSiH; jelenlétében

A reakci6 soran, ha I-fenilpropan-1,2-dionbol indulunk ki, a diasztereomerek aranya
eltérd lesz a natrium-borohidrides redukci6 soran keletkezett diasztereomerek aranyétol az enzim
szelektivitdsanak koszonhetden. A diketon redukcidja az 1-hidroxi-1-fenilpropan-2-on vagy a 2-
hidroxi-1-fenilpropan-1-on koztitermékeken keresztiill megy végbe. A koztitermékek €s a végso
diasztereomerek aranya az enzim szelektivitasanak a fiiggvénye. A kutatas célja tobbek kozott ezen
redukalasi reakcid Iépéseinek ¢és a preferdlt koztitermékek kozotti 0Osszefiiggéseknek a
meghatarozasa volt, amelyet a prekonfiguralt (S)-1-hidroxi-1-fenilpropan-2-on; (R)-1-hidroxi-1-
fenilpropan-2-on;  (S)-2-hidroxi-1-fenilpropan-1-on ~ és  (R)-2-hidroxi-1-fenilpropan-1-on

vegyiiletek hCAII altal katalizalt redukciojanak termékei alapjan hataroztunk meg.
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3.Eredmények
3.1. 1-fenilpropéan-1,2-dion redukcioja

3.1.1. NaBHg4-¢l torténd redukcid

MWD1 C, Sig=210,8 Ref=360,100 (LARA\20220919\RAC-DIOL000009.D)

Norm.
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48.935
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0
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14. Abra: Az I-fenilpropdn-1,2-dion NaBH el torténd redukciéjanak a termékeinek kirdlis elvilasztisa normdl
fazisu HPLC B. médszerrel, 210 nm-en

1. Tablazat: A reakcio soran keletkezett diasztereomerek retencios ideje, integralt teriilete, és teriileteik megoszidasa

Anyag Retencids 1d6 (perc) Tertilet | Teriilet (%)
(1R,25)-1-fenilpropan-1,2-diol 43,166 17999,9 31,296
(1S,2R)-1-fenilpropan-1,2-diol 48,935 17821,5 30,986
(15,25)-1-fenilpropan-1,2-diol 51,223 10588,6 18,41
(1R,2R)-1-fenilpropéan-1,2-diol 53,540 11104,7 19,308

NaBHjy-el torténd redukcio sordn mind a négy diasztereomerbdl keletkezik, az (1R,2S) és

(1S5,2R)-bdl nagyobb aranyban a sztérikus hatdsok miatt (1.tablazat).
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15. Abra: Az I-fenilpropdn-1,2-dion NaBH el torténd redukcidjanak a termékeinek kirdlis elvdlasztdsa normadl
fazisu HPLC C. médszerrel, 210 nm-en

2. Tablazat: A reakcio soran keletkezett diasztereomerek retencios ideje

Anyag Retencios 1d6 (perc)
(1R,2S)-1-fenilpropan-1,2-diol 14,691
(18,2R)-1-fenilpropan-1,2-diol 16,214
(15,25)-1-fenilpropan-1,2-diol 16,790
(1R,2R)-1-fenilpropan-1,2-diol 17,348
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3.1.2. hCAll-vel tortén6 redukcid

MWD1 C, Sig=210,8 Ref=360,100 (LARA\20220928\304000002.D)
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16. Abra: Az I-fenilpropdn-1,2-dion liofilizdlt egész-sejtes hCAIl-vel torténd redukcidjanak a termékeinek kirdlis
elvalasztasa normdl fazisu HPLC B. médszerrel, 210 nm-en

3. Tablazat: A reakcio sordn keletkezett diasztereomerek retencios ideje, integralt teriilete, és teriileteik megoszlasa

Anyag Retencios 1d6 (perc) Tertilet Tertilet (%)
(1R,2S)-1-fenilpropan-1,2-diol 43,637 5460 62,1
(18,285)-1-fenilpropan-1,2-diol 54,069 33322 37,9

Az 1-fenilpropan-1,2-dion hCAll-vel torténd redukcidja esetén az enzim szelektivitasanak
kdszonhetden csak (1R,2S5)-1-fenilpropan-1,2-diol és (1S5,2S5)-1-fenilpropan-1,2-diol keletkezik, a
preferalt diasztereomer az (1R,2S), amely 62%-ban keletkezik az (1S,2S) 38%-4hoz képest
(3.tablazat).
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3.2. Prekonfiguralt 1-hidroxi-1-fenilpropan-2-on redukcioja hCAll-vel

3.2.2. (R)-1-hidroxi-1-fenilpropan-2-on redukcidja

MWD1 C, Sig=210.8 Ref=360,100 (LARA\20220929\312000001.D)

mAU
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OH

s

(1R,2S)-1-fenilpropan-1,2-diol

300

43.772

200

100 —

40 42 44

17. Abra: Az (R)-1-hidroxi-1-fenilpropdn-2-on liofilizdlt egész-sejtes hCAIl-vel torténd redukcidjanak a termékeinek
kiralis elvalasztasa normal fazisu HPLC B. modszerrel, 210 nm-en

4. Tablazat: A reakcio soran keletkezett diasztereomerek retencios ideje, integralt teriilete, és teriileteik megoszlasa

46 48 50

OH

(18,28)-1-fenilpropan-1,2-diol

54

54.719

56 58

Anyag Retencios 1d6 (perc) Teriilet Teriilet (%)
(1R,2S)-1-fenilpropan-1,2-diol 43,772 10883,8 97,28
(1S5,25)-1-fenilpropan-1,2-diol 54,719 304,2 2,72

Az (R)-1-hidroxi-1-fenilpropan-2-onbdl kiindulva hCAIl-vel torténd redukcid esetén,
gyakorlatilag csak (1R,25)-1-fenilpropan-1,2-diol keletkezik. A 2,7%-ban megjelend (1S,25)-1-

fenilpropan-1,2-diol annak a magyardzata, hogy a szubsztrdit nem volt teljes egészében

enantiomertiszta (4. tablazat).




3.2.3. (S)-1-hidroxi-1-fenilpropan-2-on redukcidja

MWD1 C, Sig=210,38 Ref=360,100 (LARAZ0240425.5-ACILOIN_REDO4. D)
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18. Abra: Az (S)-1-hidroxi-1-fenilpropdan-2-on liofilizalt egész-sejtes hCAIl-vel torténd redukcidjanak a
termékeinek kirdlis elvalasztasa normal fazisu HPLC C. modszerrel, 210 nm-en

5. Tablazat: A reakcio soran keletkezett diasztereomerek retencios ideje, integralt teriilete, és teriileteik megoszlasa

Anyag Retencios 1d0 (perc) Teriilet Teriilet (%)
(1R,2S)-1-fenilpropan-1,2-diol 14,803 93,4 1,64
(18,2R)-1-fenilpropan-1,2-diol 16,284 1303,9 22,86
(1S,2S) -1-fenilpropan-1,2-diol 16,848 4306,7 75,50

(8)-1-hidroxi-1-fenilpropan-2-on-bol kiindulva hCAIl-vel torténé redukcid esetén,

gyakorlatilag elhanyagolhaté mennyiségti (1R,2S5)-1-fenilpropan-1,2-diol keletkezik, a {6 termékek
az (1§,25)-1-fenilpropan-1,2-diol (75,5%) ¢és a (1S,25)-1-fenilpropan-1,2-diol (22,86%) (5.

tablazat).
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3.3. Prekonfiguralt 2-hidroxi-1-fenilpropan-1-on redukcioja hCAll-vel

3.3.2. (R)-2-hidroxi-1-fenilpropan-1-on redukcidja

MWD1 C, 5i=210,5 Ref=3560, 100 (LARALL240501\RANVERZ_REDDN D)
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6. Tablazat: A reakcio soran keletkezett diasztereomerek retencios ideje, integralt teriilete, és teriileteik megoszldasa

Teriilet (%)

kirdlis elvalasztdsa normal fazisu HPLC C. modszerrel, 210 nm-en

Retencids 1d0 (perc)

Tertlet

100

Anyag

3280,4

17,391

(1R,2R)-1-fenilpropan-1,2-diol

(R)-2-hidroxi-1-fenilpropan-1-onb6l kiindulva hCAIl-vel torténd redukcid esetén,

kizarolag (1R,2R)-1-fenilpropan-1,2-diol keletkezik (6. tablazat).

19. Abra: Az (R)-2-hidroxi-1-fenilpropdan-1-on liofilizdlt egész-sejtes hCAIl-vel torténd redukciéjanak a termékeinek
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3.3.3. (S)-2-hidroxi-1-fenilpropan-1-on redukcidja

MWD C, Sig=210,5 Reaf=350, 100 (LARAD240501T\5-INVERZ_REDDO2.O)
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20. Abra: Az (S)-2-hidroxi-1-fenilpropdn-1-on liofilizdlt egész-sejtes hCAIl-vel torténd redukcidjanak a termékeinek
kirdlis elvalasztasa normal fazisu HPLC C. modszerrel, 210 nm-en

7. Tablazat: A reakcio soran keletkezett diasztereomerek retencios ideje, integralt teriilete, és teriileteik megoszldasa

Anyag Retencios 1d6 (perc) Teriilet Tertilet (%)
(1R,2S)-1-fenilpropan-1,2-diol 14,769 3486,3 53,08
(1S,25)-1-fenilpropan-1,2-diol 16,926 3081.9 46,92

(S)-2-hidroxi-1-fenilpropan-1-onbdl kiindulva hCAll-vel torténd redukcio esetén (1R,2S5)-
I-fenilpropan-1,2-diol (53,08%) ¢és (1S§,25)-1-fenilpropan-1,2-diol (46,92%) keletkezik (7.
tablazat).

3.4. Reakciolépések

Az 1-fenilpropan-1,2-dion redukcidjat vizsgiltuk hCAIl-vel 3 6ra reakcididd utan. Ot,
illetve tiz percenkénti mintavételezéssel hataroztuk meg kvantitativan a kiilonbozé vegytiletek
jelenlétét a reakcidelegyben. Ennek vizsgalatara egy forditott fazist HPLC modszert dolgoztunk
ki. Az integralt kromatogramok alapjan az abszorbancidkat ismert koncentracidk alapjan
faktorizaltuk, majd meghatdroztuk a kiilonb6z6 komponensek molarany-valtozasat a
reakcidelegyben. Ezéltal fontos informécidhoz jutottunk a redukalés lefolydsaval kapcsolatban. Ezt
Osszesitve a prekonfigurdlt  1-hidroxi-1-fenilpropadn-2-on ¢€s 2-hidroxi-1-fenilpropan-1-on

szelektivitasi vizsgalataival meghataroztuk, hogy milyen koztitermékeken keresztiil megy végbe a
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reakcid, és magyarazhaté ezaltal a fenilpropan-1,2-dion redukciojanak szelektivitisa és a

megjelend intermedierek.
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21. Abra: Az I-fenilpropdn-1,2-dion liofilizdlt egész-sejtes hCAII-vel torténd redukcidja sordn keletkezett termékek
moltortjei a reakcio sordan

3.5. Eredmények kiertekelése

A 21. Abrin lathato moltortek alapjan megfigyelhetd, hogy a 2-hidroxi-1-fenilpropan-1-
on molaranya oszcillal a reakcid soran, amibdl az kovetkezik, hogy a 2-hidroxi-1-fenilpropan-1-on
intermedieren keresztiil torténd redukcid sordn az 2-es pozicidban levd ketocsoport redukcidja
gyorsabban megy végbe, ugyanis az emlitett termék esetében akkumulécio figyelhetd meg. A kis
mennyiségben keletkez6 1-hidroxi-2-fenilpropan-1-on viszont azonnal leredukalédik, és igy

kialakul a végtermék, a diol.

Sztereoszelektivitasi szempontbodl, a keletkezd termékek tehat az (1R,2S5) - 62,1%-ban és
az (15,25) - 37,9%-ban. (1R,2S)-1-fenilpropan-1,2-diol (R)-1-hidroxi-1-fenilpropan-2-onbol ¢és
(S)-2-hidroxi-1-fenilpropan-1-onbél keletkezhet (17.,20. Abra), illetve (1S,2S)-1-fenilpropan-1,2-
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diol csak (S)-2-hidroxi-1-fenilpropan-1-onbol (20. Abra), igy a reakcié csak ezeken a

koztitermékeken mehet végbe.

Ha a prekonfiguralt (S)-2-hidroxi-1-fenilpropan-1-on redukaldsa sordan keletkezett
diasztereomerek aranyat figyeljik, megfigyelheté, hogy megkozelitdleg azonos aranyban
keletkezik (1R,2S)-1-fenilpropan-1,2-diol és (1S§,25)-1-fenilpropan-1,2-diol, és az utébbi 37,9%
aranyban keletkezik igy a preferdlt intermedier az (S)-2-hidroxi-1-fenilpropan-1-on, amit
alatdmaszt a reakcid soran vizsgalt molarany-tobblet is. A maradék (1R,2S5)-1-fenilpropan-1,2-diol
pedig az (R)-1-hidroxi-1-fenilpropan-2-onbol keletkezik.

__________________________________________________________________________________________________________

' (R)-1-hidroxi-1-fenilpropan-2-on .

5 OH 5
‘ — — '
| 0 |
! 0 3 ekv. PhSiH; OH OH !
i ©)‘\H/ 0,2 mol% hCAII : !
i - — - + - .
' e} 50 mM Tris, pH = 8 O : ©/\_/ - E
: 3 6ra, 20 °C 0 OH OH |
E].fen“ ropan-1.2-dion H (18,28)-1-fenilpropéan-1,2-diol (lR,ZS)—l—fenilpropén—l,2—diol:
' prop ’ L i Hp- '
i OH : 37.9% 62,1%

__________________________________________________________________________________________________________

2. Abra: Az I-fenilpropan-1,2-dion humdn szénsavanhidraz Il-vel t6rténd redukciéjanak koztitermékei és
végtermékei

4. Konkluzi6

A kutatas soran sikeriilt meghatarozni az enzim szelektivitasat a prekonfiguralt 1-hidroxi-
I-fenilpropan-2-on; és 2-hidroxi-1-fenilpropan-1-on-esetében, valamint, hogy az 1-fenilpropan-
1,2-dion redukcidjanak szelektivitisa milyen koztitermékeken keresztil megy végbe, igy
magyardzva a szelektivitast a diketon esetében. A fent emlitett vegyliletek esetében a megfeleld
gyors reakcididonek és magas szelektivitasnak koszonhetéen a humdn szénsavanhidraz II
fenilszilan jelenlétében torténd abiotikus redukaldsi katalizise egy kitlind modszer kirdlis,
enantiomertiszta diolok eldallitasara, amely egy olcsd és konnyedén eldallithatd katalizatort

igényel.
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5. Fluggelék

(R)-2-hidroxi-1-fenilpropan-1-on és (S)-2-hidroxi-1-fenilpropan-1-on

DADT @, 59g=240,16 Rer=360, 100 |LARA_220240430RACEM_INVERZDOT 0]
mau]

Too (@]
500 B
500 O H
(S)-2-hidroxi-fenilpropan-1-on
470 z
= (R)-2-hidroxi-fenilpropan-1-on
II \ @
i €
300 [ b
fod 2y
. [
. [
200 [ [
I [
|I l | |
| | |
1004 | \ | \
1] 1 ¥ 1
| | ! '...
|lIl '\ I
/ s
S I . - o N\
T T T T T T
B E] 10 11 12 13 min

F1. Abra: 4 racém 2-hidroxi-1-fenilpropdn-1-on kirdlis elvdlasztisa normdl fazisit HPLC A. médszerrel, 210 nm-

en

F1. Tablazat: A 2-hidroxi-1-fenilpropdn-1-on enantiomerjeinek retencios ideje

Anyag Retencids 1d0 (perc)
(S)-2-hidroxi-1-fenilpropan-1-on 9,080
(R)-2-hidroxi-1-fenilpropan-1-on 11,468
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DAD1 G, Sg=240,16 Ref=350,100 (LARA_22024043005_INVERZDODODZ.D)
mAU ]
400+
304
(8)-2-hidroxi-fenilpropan-1-on
S
2004 »
i
i
[
[
[
[
| !
| |
100 | |
| |
| |
| [l
I !
I| II
] = S , -
T T T T T T
E ] 10 i1 12 13 min

F2. Abra: Az (R)-2-hidroxi-1-fenilpropdn-1-on kirdlis elvdlasztasa normdl fazisi HPLC A. médszerrel, 210 nm-en

DAD1 &, Sig=240,1€ Raf=350,100 (LARA_Z202404300F_INVERZDOODOZD)
mau
400+
300
(R)-2-hidroxi-fenilpropan-1-on
¥
-
200 A
II \
[
[
] 1
) 1
| |
|I |
130 | \
| \
) 1
II II
|I I|
i I'\.\
0 — vy e
T T T T T T
B -] 10 11 12 13 mir

F3. Abra: Az (S)-2-hidroxi-1-fenilpropdn-1-on kirdlis elvdlasztisa normdl fazisii HPLC A. médszerrel, 210 nm-en

(R)-1-hidroxi-1-fenilpropan-2-on és (S)-1-hidroxi-1-fenilpropan-2-on
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DAD1 C, Sig=210.4 Ref=360,100 (LARA_2\202404269ACIOLIN_REF2001.0)
maU]
800+
OH
= OH
00 m
(0]
(0]

400 (8)-1-hidroxi-fenilpropan-2-on (R)-1-hidroxi-feniilpropan-2-on

g 2

i &

,-l\ <
200 V4 ' / )
/ \\\ / \
/ \ / \
\ “
/ —, Ny
L " — N
0 1 -
— . — ——— . T T T
145 15 15.5 16 16.5 17 miry

F4. Abra: A racém 1-hidroxi-1-fenilpropdn-2-on kirdlis elvdlasztdsa normdl fazisii HPLC A. médszerrel, 210 nm-

en

F2. Tablazat: Az 1-hidroxi-1-fenilpropdan-2-on enantiomerjeinek retencios ideje

Anyag

Retencids 1d0 (perc)

(S)-1-hidroxi-1-fenilpropan-2-on

15,382

(R)-1-hidroxi-1-fenilpropan-2-on 16,259
DA G, SIg=210,4 Rel=330,100 [LARA_Z 202404268 BONTAS_SZBORAKI D)
mAu
OH
175 ?
150
o
125
(8)-1-hidroxi-fenilpropan-2-on
120 o
75 / \
/
f'f \
50 ;_j \
25 /_f \\\
. T - S - S
145 15 15 155 1z ull

F5. Abra:

Az (S)-1-hidroxi- 1-fenilpropan-2-on kiralis elvdlasztasa normal fazisu HPLC A. modszerrel, 210 nm-en
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MWD1 C, Sig=210,8 Ref=360,100 (LARAI202209201262000003.0)
mAU |

350

OH

o

(R)-1-hidroxi-feniilpropan-2-on

o
]
=
=+

10 12

18

min

F6. Abra: Az (R)-1-hidroxi-1-fenilpropdn-2-on kirdlis elvdlasztisa normdl fizisii HPLC D. médszerrel, 210 nm-en
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