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Zusammenfassung

1. ZUSAMMENFASSUNG

Im Rahmen dieser Arbeit wurde zum eineABIA als chirales Derivatisierungsreagenz fur die
direkte Konfigurationsbestimmung von enzymatischen Assays ridffiinen untersucht.
Weiterhin wurde an der Verbesserung der synthetischen Nutzbarkeit der Zyklase AmbDH3
durch Integration in ADIAmbDH3Kaskaden gearbeitet, um einen einfachen Zugang za-chir

len O-Heterozyklen zu ermdglichen.

9-AMA wurde synthetisiert und dessen Anwendbarkeit als CDA zuerst am Beispiel einfacher,
enantiomerenreiner Alkohole validiert. Im Anschluss wurden die Produkte enzymatischer
Reduktionen vor8-Ketothioesternl durch KRDoméanen mittels dieser Methode bezlglich
ihrer Konfiguration erfolgreich analysiert. Dabei zeigte sich, dass eine befurchtete Instabilitat
der acylierter3-Hydroxythioester nicht gegeben ist und dass deren Konfiguration auch bereits
aus den Rohmdukten der enzymatischen Reaktionen bestimmt werden keBchémal).
Hiermit konnte eine verlassliche Methode fir die Konfigurationsanalyse von biomimetischen
Hydroxyhioestern2 identifiziert werden, die auch im zweiten Teil der Arbeit erfolgreich zum
Einsatz kam.

0O O KR O OH (R)-9-AMA O O-(R)-9-AMA
EDC-HCI, DMAP
SNAC)H)LR —_— SNAC)%/}R _— SNAC)%/;\R
’ abs. CH,Cly,
1 2 RT, 1h 3

R = Et, CP, CH,CH,OPMB,
CH,CH,CH,CCH

Schemal: Enzymaktivitatstestsnit Ketoreduktasen zwerschiedener8-Hydroxythioestern2 (durchge

fuhrt von SCHRODERNd WUNDERLIQHINd Derivatisierungsreaktionemit 9-AMA zur Bestim

mung der Konfiguration an Position €3.
Das synthetische Potenzial von AmbDH3 wurde in friheren ArbeiteArbeitsgruppe iden
tifiziert. In dieser Arbeit wurden Schritte unternommen, dieses besser auszuarbeiten durch
Entwicklung einer enzymatischen Kaskadenreaktion aus ADHs und AmbDH3. Durch das
entwickelte Verfahren lassen sich ausgehend von leicht zugangliENAd<etoenthioaterd
durch Eintopfreaktion chirale THRInge6 mit bis zu vier Stereozentren herstelleédchema2).
Ein chemiscisynthetisches Aquivalent dieser skadenreaktion ist bisher nicht bekannt.
7-Keto-SNAEund Ethylthioester mit unterschiedlichen Resten an den Positionen C2, C6 und
C7 wurden erfolgreich in einfachen Routen synthetisiert, um als prochirale Ausgangsver
bindungen in der Eintopfreaktion eingetzt zu werden. In dieser katalysiert AmbDH3 die
Zyklisierung des-konfigurierten Alkohol® zum THFRIng6. Fur die selektive Reduktion des
7-Ketothioestersd zum %Hydroxythioestel5 wurden THCs und ADHs getestet. Wahrend die
ausgewahlten THCs zu keinen guten Umsatzen zum Alkohol fuhrten, erbrachten die ADHs
bereits in den ersten Tests vielversprechende Ergebnisse, sodass die ADHs mit de&besten

1
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gebnissen in Hinblick auf UmsatzdeeWert nach Optimierung der Reaktionsbedingungen
in der Eintopfreaktion mit AmbDHS3 eingesetzt wurden.

i 2
; Amb R

H o o 0 ?H DH3 o

E RWR?’ )MRE‘ R o RS

<
: ! 2 1 2 1
: R L, R R'" 4 R R' o
Reduktion IMOMA-Reaktion
1 DU |
|R = SNAC, SEt, R' = H, Me, R? = H, Me, R® = H, Et, Ph
Schema: Kaskadenreaktion aus ADH und AmbDH3 ausgehend “Wa@tothioestern4 hin zu chiréen

O-Heterozyklerb.

EinUpscalingdieser Kaskadenreaktion auf 1@d 100mg (nur fir 7Keto-SNACThioester7)
wurde mit gereinigtem Enzym und ein€&@anzZell Biotransformationdurchgefuhrt. Die
besten ADHs und Ergebnisse diesenmPReaktionen sind idbbildungl zusammengefasst.

100

97 Umsatz Ausbeute
93

80
80
76

70

60 65
60

[%]

52

40 4

32
20

11

0
sw-xc%jv SNAC (o) SNAC)H/Q\/ SNAC)H/Q SNAC “o swAcJ\‘/@\/
8 10 12

P 14 __16 18
Aok, Amb (ADH) Amb (ADH) Amb (ADH) Amb (ADH) /Amb (A/Eu\ Amb
270/ DH3 {270 DH3 \270,/ . DH3 \420/ 'DH3 {420/ o3 270/ DH3

o] o] o

o o o o o o o o
SNAG = SNACW SNACM SNACWH SNACWH SNAC =
]
9 " 13 15 7

7

Abbildung1: Zusammenfassung der besteimsatze und Ausbeuten dilaskadenreaktionen desyeiligen
Substrate7-18im 10mg-Malstab.

Derh, [Fungesattigte ZSNAEThioester7 gilt in dieser Arbeit als Standardsubstrat und wurde

amintensivsten untersuchtEin Umsatz durch die ABAinbDH3Kaskade zum THRINg8 mit

93% konnte so erzielt werden. Strukturell &hnliche Thioesterdxder das um ein @tom

kiirzere Substrall fuhrten auch zu sehr guten Umsétzen (97 und 76%). AldéByannte

mit lediglich 11% in den THRIng14 Gberfuhrt werden. Die fehlende Etlgruppe an C7 spielt

demnach eine wichtige Rolle im aktiven Zentrum zur Verankerung des Substrats, sodass ein

Fehlen der Gruppe zu schlechten Umsatzen fuhrt. Aldébydngegen wurde mit einerdm-
2
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satz von 70% zum THRNg16 umgesetzt. Die fehlende Methylgruppe an der@sition im
Vergleich zu Substrdt3 fuhrte zu einem reaktivereMICHAEAKzeptor und damit zu einem
besseren Umsatz. DerKeto-SNAECThioesterl7 mit einer Methylgruppe an der GBosition
wurde von ADH270 sektiv zum (R)-konfigurierten Alkohol reduziert. Die Zyklisierung fuhrte

zu sehr guten Umsatzen von 41%, da lediglié7®-konfigurierter Alkoholvon AmbDHS3
umgesetzt wurde. Ethylthioester wurden von ADHs akzeptiert und zum Alkohol selektiv
reduziert, jedoch fuhrte die Reaktion mit AmbDH3 zu keinem zyklisierten Produkt. Der
Ethylthioesterrest ist scheinbau unpolar fudie Zyklisierung durch AmbDH3.

Diese Ergebnisse konnten zum ersten Mal zeigen, dass ADHs 8MAEthylthioester als
biomimetische Tioesterselektiv zu den jeweiligen Alkoholen redueerZudem belegen die
Ergebnisse, dass AmbDH3 und ADH sowie die Reaktionsbedingungen kompatibel sind und in
einer Eintopfreaktion kombiniert werden kénnen, um einen einfachen Zugang zu chiralen
O-Heterazyklen zu ermdglichen.
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2. SUMMARY

Within this study, 9QAMA was investigated as a chiral derivatization reagenthe direct
configuration determination of enzymatic assays with KR domains. Furthermare was
carried out to improvehe synthetic potential of the cyclase AmbDB\3 integrating it into
ADHAMbDHS3 cascades to enaldasy access to chir@heterocycles.

9-AMA was synthesized and its application as CDA was first investigated on simple,-enantio
merically pure alcoholsSubsequently, the product® of enzymatic reductions o8-keto-
thioesters 1 by KR domains were successfully analyzed for their aoafign using this
method. It was shown that the feared instability of the acylat&tydroxythioesters does not
exist and that their configuration can also be determined from the raw products of the
enzymatic reactiongscheme1l). This made it possible to identify a reliable method for the
configuration analysis of biomimetic hydroxythioest@rsvhich was also successfully used in
the second part othe work.

0O O KR O OH (R)-9-AMA O O-(R)-9-AMA

EDC-HCI, DMAP
SNAC R — |SNAC » R — >  SNAC 2 R
: abs. CH,Cly,

1 2 rt, 1h 3

R = Et, CP, CH,CH,OPMB,
CH,CH,CH,CCH

Shemel: Enzyme activity tests with ketoreductases, carried ouSBbyRODE&Nd WUNDERLIGHON various
3-hydroxythioester and derivatization reactions with-BMA to determine the configuration
at position C3:?
The synthetic potential of AmbDH3 was identified inyioeis work by the working group. In
this work, steps were taken to better elaborate this by developing an enzymatic cascade
reaction of ADHs and AmbDH3. Using the developed method, chiral THF vintipsup to
four stereocenters can be produced using gaaccessible SNAC ketoenthioateis a one
pot reaction &cheme?2). A chemicasynthetic equivalent of this cascade reaction is not yet
known. 7-KetoSNAC aneéthylthioesters with different residues at positions C2, C6, and C7
were successfully synthesized in simple routes to be used as prochiral starting compounds in
the onepot reaction. In this, AmbDH3 catalyzes the cyclization of Rrednfigured alcohol
5 to the THP ring. THCs and ADHs were tested for the selective reduction of -#eto?
thioester 4 to the 7-hydroxythioesters. While the selected THCs did not lead to good-con
versions to alcohol, the ADHs produced promising results in the first testeasthe ADHs
with the best results in terms of conversion aeevalue were used in the orgot reaction
with AmbDH3 after optimization of the reaction conditions.
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: 2
: Amb R

S i i S
< |Q)1\/\/\/U\|Q3 _— R)MRs — > R o” “R3

R' , R R'" , R? R? 6
reduction IMOMA-reaction
B |
|R = SNAC, SEt, R' =H, Me, R? = H, Me, R® = H, Et, Ph|
Sheme2: Cascade reaction from ADH and AmbDH3 starting fremat@thioesters4 to chiral O-hetero-
cyclest.

An upscaling of this cascade reaction to 10 and 100 mg (onlykieto/SNAC thioester) was
carried out with purified enzyme and wheéllbiotransformation. The best ADHs and results
from these 10 mg reactions are summarizedrigurel.

100

97 Umsatz Ausbeute
93

80
80
76

70

60 65
60

[%]

52

40 I

32
20

1

0
i YRy I i ) PN
SNACJH/Q\/ SNAC o SNAC)H/Q\/ SNAC)H/Q SNAC 0 SNACJ\(Q\/
8 10 12

= 14 16 18
(ADH\.‘ Amb ‘,@\ Amb (ADH Amb sm Amb /ADI}\‘ Amb (AGH\ Amb
270/ DH3 {270/ 'DH3 \Z0/\DH3 {420/ DH3 {420/ o3 270/ DH3

o] ]

) 0 o o 9 0 0 0 o)
SNACW snac o~ A SNACW SNACWH s~ s
7 9 n © 13 15 17

Figurel: Summary of the best conversions and vyields of the cascade reactions of the respective
substrates7-18on a 10 mg scale.

Theh Jj -unsaturated /SNAC thioester is considered the standard substrate in this work and

has been studied most iahsively.A turnover of 93% through the ABAMbDH3 cascade to

the THP rin@ could be achievedstructurally similar thioesters such @sr the substratell,

which is one carbon atom shorter, also led to very good conversions (97 andAl@étlyde

13 coud be transferred into the THP ririgd with only 11%.The missing ethyl group at C7

therefore plays an important role in the active site for anchoring the substrate, so that a lack

of the group leads to poor conversions. Aldehyide on the other hand, wasonverted to

THP rindl6 with a conversion of 70%.he missing methyl group at the C2 position compared

to substratel3resulted in a more reactivBliCHAE&cceptor and thus better conversionhe

5
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7-keto-SNAC thioestet7 with a methyl group at the C6 position was selectively reduced to
the (7R)-configured alcohol by ADH270he cyclization led to very good conversions of 41%,
as only (& 7R-configured alcohol was converted by AmbDWIA3ubstrate with two sterically
demarding residues at the prochiral center could not be converted by the ADHSs tested here.
Ethylthioesters were accepted by ADHs and selectively reduced to alcohol, but reaction with
AmbDHS3 did not result in any cyclized produlthe ethylthioester residue igpparently too
nonpolar for cyclization by AmbDH3.

These results showed for the first time that ADHSs selectively reduce SNAC and ethyl thioesters
as biomimetic thioesters to the respective alcohdtsirthermore, the results demonstrate
that AmbDH3 and AD&k well as the reaction conditions are compatible and can be combined
in a onepot reaction to provide easy access to chteheterocycles.
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3. BHNLEITUNG
3.1 Biokatalyse

3.1.1 Enzyme in der organischen Chemie

1 ftSa Aald / KSYASda deaShowdvmyHINE Widas dieBatiglfeng{ 2 y 3 { ¢

der Chemie in unserem taglichen Leben unterstreicht. Die Chemie ist allgegenwartig und hat
grol3en Einfluss auf unsere Gesellschaft und die Umwelt. Von der Luft, die wir atmen, Uber
Lebensmittel und Medikamente, die wir einnehmen, hin zu Handigs,meist taglich von
Millionen Menschen genutzt werdeil diese Dinge basieren auf chemischen Prozessen und
Stoffen.

Ein Forschungsfeldier Chemie ist die organische Chemie, die sieéhmit der Herstellung
neuer chemischer Verbindungen befasdie Kohlenstoff als Hauptbestandteil enthalteDie
organische Chemie spielt eine entscheidende Rolle in vielen Bereichen der Industrie und des
taglichen Lebens wie z.B. der Pharmadaterialwissenschaften, Kosmetik uribextit
industrie Durch die gezielte yathese von organischen Verbindungen kodnnen neue
Materialien, Medikamente und Produkte entwickelt werden, die den Bedurfnissen der
Verbraucher entsprechen und unsere Gesellschaft und Umwelt nachhaltig beeinffitssen.
Die traditonelle organische Chemie erfordert oft harsche Reaktionsbedingungdrden
Einsatzoxische Reagenzien und Lésemittel, wasssourcerund energiéneffizientist und
potenziell negative Umweltauswirkungen haben k&nn

Der Einsatz von Enzymen in der organischen Synthasgegenist wirtschaftlicher und
umweltfreundlicher Hierbei werdensolierte Enzyme oder ganze Zellen eingesé&tig. Anzahl

an organischen Reaktionen, dielcheBiokatalysatoren verwenden,eigt stetigan.

O o

\_

hohe Regio- und Stereoselektivitét‘

Enzyme in der
organischen Synthese

breite Substrattoleranz

Abbildung2: Vorteile des Einsatzes von Enzymen in der organischen Synthese
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En Hauptgrund fur die Verwsdung von Biokatalysatoren in orgaohen Synthesen liegt in

der Fahigkeitder Enzyme Reaktionenregio-und stereoselektiv katalysiereau kdnnen
(Abbildung 2). In Folge der hoherSelektivitat sinkt die Anzahl an Syntheseschritten im
Vergleich zur klassischen chemischen Synthese, weil u.a. keine aufwandige Schutzgruppen
chemie erforderlich ist. Die Syntheseroute wird effizienter und auch umweltfreundlicher, da
weniger Abfall produert wird. AufRerdem sind biokatalysierte Synthesen sicherer
undZ SINNY SN > RFE &AS dzy i S Ndodératé TRrSpgratw,BdssyideA 2 Y & 0
Losung Normalduck) arbeiten und keine toxischen LOsemittel oder Reagenzien wie
Schwermetallkatalysatorebendtigen (wie z.B. Rutheniuroder Rhodiumkomplexe).

Weiterhin ermdglicht die Biokatalyse den Zugang zu Reaktionen, die mit den klassischen
organischen Syntheserouten schwierig bis kaum umzusetzen sind, wie die Hydroxylierung
aliphatischer Molekilé® Neben den nattrlichen Substratspektrum katalysieren Enzyme
auch oft de Umsetzung nichnatirlicher Substrate mit hoher Selektivitét.

Nachteile von Biokatalysatoren sind mdgliche Inhibierungen, eingeschrankte Stabilitat
(Temperatur, LOsemittel, pMert) und die begrazte Verflgbarkeit geeigneter Bio
katalysatoren’1° Diese Nachteile werden jedoch immer mehr durch neugstdinologische
Fortschritte und deniProtein Engineeringberwunden, sodasdie Verwendung von Enzymen

in der organischen Synthese als vielversprechende Methode zur Entwicklung nachhaltiger
Verfahren in der Industrie gesehevird.®°

Der Weqg zu Enzymen in der organischen Synthese

Enzyme wurden schon vor tausenden von Jahren im alltaglichen Leben eingesetzt, bevor man
von deren Existenz Uberhaupt wusste. So dem und werdensie zur Herstellung von
Lebensmitteln wie Kés8rot, Bier oder Weirverwendet!!

RoseNTHALERachte 1908 ds fruheste Beispiel fur drmoderneAnwendung von Enzymeais
Biokatalypatorin der organischen Synthesmdem erHydroxynitritLyasenutzte, um R-Man-

delnitril ausgehend von Benzaldehyd urlausaureherzustellent?'3 Der Einsatz von
Enzymen in der organischen Synthese blieb jediachalsvegen zwei Haupteinschrankungen
Uberschaubar. Zum einen waren viele Enzyme nicht inegaisend grof3en Mengen verfugbar

und zum anderen zeigten viele Enzyme oft schlechte Stewssd Regioselektivitaten, eine
geringe Substratolernaz und unzureichende Stabilitdét unter bestimmten Reaktions
bedingungen* Zudem waren Synthesechemiker nicht mitnderaktischenUmgang mit
Enzymen vertrautEin Durchbruch fur die moderne Genetik uktblekularbiologie gelang

Ende der 1970er Jahre mit der Entwicklung einer rekombinantenDd¢Anologie. Damit war

es maoglich, DNAn vitro zu manipulieren und zu klonen. Grof3e Mengen an spezifischen
Proteinen konnten so einfach hergestellerden Vor derEntdeckung dieseFechnologiavar

die Gewinnung von DNA aus Organismen ein aufwendiger Prozess, der oft nur geringe
Mengen lieferte!®
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Fur den organischen Synthesechemiker war die Biokatalyse zu diesem Zeitfmindérm

keine wettbewerbsfahige Alternative zu chemischen Syntheserouten. Denn entscheidende
Bedeutung im Hinblick auf Reaktionen mit Enzginabenneben Thermostabilitat, Loslichkeit

in organischen Losemitteln und Ausbeuten vor allem die StenetdRegioselektivitat, da sie
direkten Einfluss auf die Qualitat und die Effizienz der Synthese Hali#ne visionare Idee

ware es, ein Enzym im Labor gezielt zu modifizieren, um das gewunsctt&kPaaf einfache

und kosteneffiziente Weise mit den gewlnschten spezifischen Eigenschaften herzustellen.
Eine optimale Losung wirde darin bestehen, eine Bibliothek von Enzymen zu entwickeln, die
eine Vielzahl von Reaktionen durchfuhren kdnnen, um eindtdiealette an chemischen
Verbindungerzu generieren

3.1.2 Protein Engineering

Protein Engineeringbeschaftigt sich mit diesem Themdie gezielte Modifikation von
Proteinen, um ihre Eigenschaften und Funktionen zu verandern und im Hinblibkiapiels
weise Aktivitat, Stabilitat und Stereoselektivital verbessernDie beiden Hauptstrategien
waren urspringlictiie gerichtete Evolution undas rationale Desig@bbildung3).1%1%18

Protein Engineering

gerichtete Evolution rationales Design

Abbildung3: Die urspriinglichen Hauptstrategien desotein Engineering

Die gerichteteEwlution basiert auf der natirlichen Evolution vdmoteinen, die durch
zufallige Mutagease im Genom erHtgen wird. Bei der gerichteten Evolution wird dieser
Prozess im Labor nachgestellt. Eine Bibliothek von Mutanten wird durch wiederholende
Runden an Mutagenese, Genexpression, Screepihgy Selektionsverfahren hergestellt bis
das Protein mit den gewiinsdn Eigenschaften gefunden wur&é’2°

Ratonales Design basit aufzielgerichteter Mutagenes#ithilfe von Computerprogrammen
werden Varianten von Proteinen entworfen und anschlieBend im Labor synthetisiert und
getestet. Dabei wird die Struktur de¥oteins in silicomodelliert und simuliert, um die
stabilste Konformation mit den gewiinschten Funktionen zu erhalten. Durch die Simulation
wird z.B. vorausgesagt, wie sich eingefiihrte Mutationen auf das aktive Zentrum und die
Katalyse auswirken. Dabei ist die KenntnisStarktur und des Mechanismus notig!62t

Heutzutage verschmelzen aibeiden Strategien immer mehmie Kombination von
experimentellen Daten und Computermodellsowie dieFortschritte im Gebiet der Mole
kularbiologie, Bioinformatiknd desmaschinell@ Lernerserméglichen eine effektive und
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schnelle Entwicklung von Emagn als Biokatalysatoren mit immer besserer Effizienz,
Selektvitat, Stabilitat und Substrattoleran&o wird die Zeit, die fur die Sequenzierung von
Genomen oder dem Zugang zu synthetischen Genen bendtigt wird, deutlich reduziert.
Rekombinante Proteine rail teilweise kommerziell in wenigen Wochen erhaltlichB(
Alkoholdehydrogenasen vaevox>oder GoDexipund Proteinstrukturen kénnen automatisch

mit Computerpogrammen modelliert werdenGezielte Veranderungen am Protek®nnen
sovorgenommen werdenwas dieAnpassungsfahigkeit der Enzymaktivitat oesalektivitat

auf die gewiinschten Reaktionen, Substrate oder Produkte erhoht.

Durch die rasanten und enormen Fortschritte auf technologischer Ebene stellt die Biokatalyse
mit und durch Protein Engineertn inzwischen eine wettbewerbsfahige Alternative zur
chemischen Synthese dar, was sich durch kirzere Synthesrouten, bessere Selektivitat sowie
ressourcenund energieeffizientere Routen ausdridRE.’??

Multienzymkaskadereaktion

Eine aulerst effektive und umweltfreundliche Mette fur die Synthese von chemischen
Verbindungen ist eine enzymatiscMultienzynmkaskadenreaktion, bei der mehrere Enzyme
in einer Eintopfreaktion zusammenarbeiten, um komplexe chemische Verbindungen
ausgehend von einfachen und glinstigen Startmaterialien zu gewinnen. Enzymadesehe
kadenreaktionen besckiben dabei einen (chemyenzymatischen Prozess, der aus zwei oder
mehreren Re&tionsschritten besteht. So sind Transformationen in eineximzigenSchritt
maoglich, de sorst mit einem herkdmmlichenKatalysator oder nicht biogischen Ansatzen
entweder in mehreren Schten, schwierigoder sogar unrdglich umzusetzenwaren. Die
meisten Enzyme arbeiten unter &hnlichen Bedingungen, weswegen Multienzymreahtion
leichter zu realisieren sind als klassi chemische kombinierte Katalyseschrittelulti-
enzymkaskaden haben den Vorteil, dass aufwendsgéation und Aufreinigung von Inter-
mediaen vermiedenwerden,die Gesamtausbeute verbessert wikdeniger Mullproduziert
wird und wenigerL6semittel gebraucht erden. Multienzymkaskaden bringesomit 6kono-
mischeund 6kologische Vorteile mit sich.

Der Nachteil ist, dass viele Enzyme oft niclteinander kompatibel sind oder die optimalen
Reaktionsbedingungen des einen Enzyms nicht nemldes anderen passen. Auch missen
oft Cofaktorregeerationssysteme involviert werden, deren Bedingungen zu denen der
anderen Enzyme passen mussen. Aber dirherdffnen die Fortschritte in Molekularbiologie
und Biotechnologie neue Wege zurieintenund umweltfreundlichen Synthese chemischer
Verbindungen unter milden ReaktionsbedingungéH:2324 Mercund CobDExXI®ntwickelten

ein beachtliches Beisgl einer Multienzymkaskadenreaktion fiir die Synthese des Wirkstoffs
Islatravir, das zur Behandlung von Hifektionen hergestellt wurdeSie verwendeten dabei
neun Enzyme, wobei finf davon durBotein Engineeringnodifizert wurden Siekonnten

das Produkt mit h6heren Ausbeuten erhalten als die bisherige chemische Synthese. AuRerdem
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profitierten sie von den Vorteilen der Multienzymkaskadenreaktionen: keine Aufarbeitung
von Zwischeproduktenund hohe Stereound Chemoslektivitaten ohne den notweniden
Gebrauch von Schutzgruppéh.

EinweiteresBeispielstellt die Reduktion eine8 -Chloroketors 19 und anschlieRend&poxid
bildung in einem Schritlar SchemeB).?627

NADPH, OH o
R)K/CI i-PrOH, Puffer, pH 7.5 R)\/CI lonenaustauschharz R/S‘

19 (R) oder (S) (R) oder (S)
20 21
R = Ph, n-CgH3, CH,COMe, CH,OPh

bis zu 93% Umsatz
>99% ee

Schemas: Beispiel einer Multienzymkaskadenreaktion. Die Enzyme Alholdehydrogenase (ADH) und Halo
hydrinr-Dehalogenase (Hhe) katalysieren die Umsetzung éir@slorketonsl 9 zum entsprech
enden Epoxid®1.2627

h-Chloroketonel9 wurden stereoselektiv zu den entsprechenden Chloroalkoh&@durch
Alkoholdehydrogenase®DH3 reduziert gefolgt von einem Ringschluss zum Epdkdurch

eine nichtselektive HalohydrinDehalogenas (Hhe) SEisseret al. verwendeten ADHs von
Rhodococcus rub@@SM 4454)1und Lactobacillus brevsowie dienicht-selektive Halohydrin
Dehalogenase vorMyxobacteriumsp GP1 Das urspringliche Problem der unginstigen
Gleichgewichtsverschiebung und damit verbundenen geringen Ausbeuten wurde durch die
Zugabe von lonenaustauschharzen tiberwunden, sodass verschiedene Epoxide gutse
Umsatzen undte-Werten erhalten werden konnteff?’

Multienzymkaskadenreaktionen kénnen somit effizient enantiomerenreine Verbindungen in
nur einem Schritt liefern.

3.2 Deracemisierug

Enantiomerenreine Alkohole und Amine stellen wichtiggnthesebausteinend Schlissel
verbindungen fur die Herstellung von chemischen Produktém den verschiedesten
Branchen wieder Pharmazie, LebensmittelAgrar oder Pafiimindustrie dar. Die Wirkung

und Aktivitdt biologisch wirksamer Substrate wie Pharmaka und Pestizide beruht
hauptsachlich auf chiraler Erkennung im Zielorganismus. So ist h&ufig nur eines der beiden
(oder mehreren) Isomere fir die gewilnschte biologisétkéivitat verantwortlich, wéhrend

das andere Isomer keine oder eine andere Wirkung hervorruft. Jedes Enantiomer einer
chiralen Verbindung kann unterschiedliche biologische Aktivitdt aufweisen. Die richtige
Konfiguration der Stereozentren spielt somit eieetscheidende Rolle, wie die Contergan
Tragddie in Deutschland in den spatern 1950er Jahren z&igte.

11
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Deshalb ist es von grol3em Interesse, Methoden zur Gewinnung von enantiomerenreinen
Verbindungereu entwickeln. Die relevanten Methoden hierfur sind die Racematspaltung, die
asymmetrische Synthesdie ,,ex chiral poat { & yuind<diéh&mische Modifizierungen
@2y +SNDBAYRdzydISy RS& IZOKANIfESYy t22faao

Im Fokus dieser Arbeit steht dRacemattrennungDie Deracemisierung von racemischen
Verbindungen ist eine wichtige Strategie zur Herstellung von optisch reinen Verbindungen.
Nach FaBerstellt eine Deracemisierung einen Prozess dar, in dem ein Racemat in ein
entsprechendes Enantiomer métiner theoretischen Ausbeute und optischen Reinheit von
100%umgewandelt wird ohne Zwischenabtrennung von Intermediai&t.

Deracemisierung

R
}\ - Dynamisch kinetische Racematspaltung
R pt St . .
R2 - Stereoinversion
R) - zyklische und lineare Stereoinversion
- Enantiokonvergenz R
* Ra‘)\R1
R2
R
ek ©
RZ
(S)
gewiinschtes Enantiomer
Schemad: Prinzip und verschiedene Techniken der Deracemisieinngnlehnungan Musaet al.3!

Verschiedene Techniken sind nach dem EeBeR/orgeschlagenem Wirkmechanismus klassi
fiziert (Schemat), vondenen diedynamisch kinetische Racematspaltung (D) Stereoin
version die bekanntesten Vertreter sifef

3.2.1 Dynamisch kinetische Racematspaltungransferhydrierkatalysator
(THC)

3.2.1.1 Einfuhrung: knetische und dynamisch kinetische Racematspaltung

Die Diastereomerenkristallisation zahlt zu deeitestenverbreitetenMethodender Enantic
merentrennung. Durch die Zugabe von enantiomerenreinen Reagenbilden sich
Diastereomerenpaare, die sich aufgrund ihrer unterschiedlichen chemischen und
physikalischen Eigenschaften voneinander trennen lagsdfine andere Methodeder
Enantiomerentrennungst die Zugabe eines Enzyms, das selektiv nur mit einem Enantiomer
reagiert, wahrenddas andere unberthrbleibt. Diese Methode wird Enzykatalysierte
kinetische Racematspaltung (KR) genannt und beruht auf den unterschiedlichen
Reaktionsgeschwindigkeiten der Enantiomkggund kg mit dem Enzym.

12
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In Schemab ist die kinetische Racematspaltung v@2 mit einem Acyldono23 und einem
Enzym zunacyliertenProdukt R-24 gezeigt, wobei®-22 vom Enzym nicht umgesetzt wird.

X X
.
XH XH R” DOR X R XH
. 23 : . X =NH, 0
©/\ k) >> K(s) ©/\ R = Alkyl

(R)-22 (S)-22 (R)-24 (S)-22

Scheméb: Beispiel einer kinetischen Racematspaltung van22 mit einem Enzym und Acyldonor zum
(R-konfiguriertem Produk®4. Das §-Enantiomer22 reagiert nicht und kann nach der Reak
tion isolert werden. Voraussetzung ist eine deutlich schnellere Reaktionsgeschwindigkeit k

als ks.
Nachteile dekinetischen Racematspaltusghd die maximale theoretische Ausbeute von 50%
sobalddas reaktive Enantiomer komplett umgesetzt wurdeft wird dieReaktion jedoch
schon bei einem geringeren Umsatz als 50% beendet, da die Unterschiede der Reaktions
geschwindigkeiten der Enantiometgufig nicht grof3 genug sind und somit schlechtere
Enantioselektivitaten erhalten werdeWeitere Einschrankungen sindsétzliche Schritte wie
die Trennung von Startmaterial und Produkt sowie die Abtrennung des-raalyierten
Enantiomersdas entweder erneut racemisiert oder anderweitig weiterverarbeitet werden
muss3233

Diese Nachteile konnen in einer chemoenzymatiscBé&RIiberwunden werden, in deriee
enzymatischekinetische Racematspaltungit einerin sit-Racemisierungn einer Eintopf
reaktion kombiniert wird (Schema6).3234 Auch hier ist als Beispiel die Umsetzung des Race
mats 22 mit einem Enzym und einem Acyldon®8 zum Produkt24 gezeigt.Insbesondere
Lipasen wrden fur diese Reaktion oft eingesetzt, da sich durch ihre Stalitit auszeichnen,

in freier sowie immobilisierter Form kommerziell erhaltlich sind und keine Cofaktoren
bendtigen. Als Acglbnoren werden vor allem Vinyloder Isoprenylacetat verwendt, da die
entstehenden Nebenprodukte die eigentliche Reaktion nicht stdpe

0]

R

XH X7 R

: ~ kschnell : .
(R)-22 (R)-24

0]

X=NH, O
’ RAOR R = Alkyl
Krac 23 (0]

XH X R

kIangsam
: 1 _— >

(8)-22 (S)-24

Schemab: Beispiel einer dynamisch kinetischen Racematspaltung von SuB&rait einem Enzym als
Katalysator fur die kinetische Racematspaltung (Acylierung) und einem Deracemisierungs
prozess, der sicherstellt, dass immer wied@rKonfiguriertes Substra®?2 flir die kinetische
Racematspaltungur Verfligung steht.
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Durch das Gleichgewicht der beiden Enantiomere wirel im Beispiel irSchemab gezeigt,

das §-Enantiomerpermanent zum RQ-Enantiomerumgewandelt Das Enzym setzt lediglich

das R-konfigurierte Enantiomer um und entzieht es so dem Gleichgewicht. DurdRatie

misierung wirdetzteresjedoch standig nachgelieferftolglich ergeben sich eine theoretische
Ausbeute va 100% und die Nachteile der klassischeretischen Racematspalturvgerden

umgangen.

QieNetald Sy G oA O1 St 0SY RAS RAYSyaaAz2yatoerE®erty Sy y 3N
mit keat als der Geschwindigkeitskonstante ukd der MICHAELHMIEENTENKONStante wird wie

folgt definiert:

lokKta wo laoky st ¢
loKda { leryaary

Je hoher der nominelle Wert von E, desto selektiver ist der Katalysdsordassnzym. Diese
Selektivitat legt die Qualitat der Racematspaltung fest.
Erfolgreiche DKIBysteme missen bestimmte Anforderungen und Bedingungen erfillen

1 die Reaktimsgeschwindigkedin der Enantiomere mussen unterschiedlich grol3 sein
(&hnlich zwkinetischenRacematspaltunge);

1 der EWert sollte fur eine erfolgreiche DKR mit mdglichst enantiomerenreinen
t NP Rdzl Sy % Hn &aSAY

1 die Racemisierungsgeschwindigkeii: kollte eine um den Faktor 10 schnellere-Ge
schwindigkeitskonstante haben als die langsame Umsetzusgotidecht akzeptierten
Eduks mit dem Enzym

1 der Enzymund der Racemisierungskatalysator sollten miteinander kompatibe) sein
1 der Racematspaltungssctirsollte irreversibel sein

1 Nebenreaktionen der Edukte sowie inhibitorische Effekte auf die Katalysatoren sollten
ausgeschlossen werden

EBBERSt al. klassifizierten verschiedene Racemisierungsmethoden wie die Basen oder Saure
katalysierteRacemisierungthermische Racemisierung, Enzyatalysierte Racemisierung
und Racemisierungia Radikal und Redxreaktionen.Letztere arbeiten vor allem mit Uber
gangsmetallkatalysatoref.

Metallkatalysatoren bendétigen oft harsche Bedingungen wie hohe Temperaturen und
organische Ldsemittel, sind sensitiv gegenluber Sauerstoff oder Wasser, wahrend Enzyme
unter milden Bedingungebei Raumtemperaturund im wassrigen Milieu arbeiten. Additive

und Stabilisatoren fur das Enzym kdnnen oft inhibitorische Effekte auf den Metallkatalysator

ausiiben oder diesen moglicherweise vollstandig deaktiviétéhDie Kombination von Uber
14
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gargsmetallkatalysatoren als Racemisierungskatalysator und Enzgfadatalysator fir die
kinetische Racematspaltung in einer dynamisch kinetisdRezematspaltung ist demnach
sehr anspruchsvolUm diese beiden Prozesder kinetischerRacematspaltung und d&ace
misierungsreaktionin einer Eintopfreaktiorkompatibelzu machen, missen mehrere Para
meter untersucht werdenvie u.a.der Einfluss destsemittes, der Temperaturyon Additiven,

der Struktur der Ubergngsmetallkomplexesowie Eigenschaften der Enzyme und mdgliche
Enzymimmobilisierungtechnikes.

3.2.1.2 DKR unter Einsatz von Transferhydrierkatalysatoren

Die erste DKR von sekundéaren Alkoholen liefer#®iLLavs und Mitarbeiter 1996 und
erbrachten zugleich den Beweis, dass Enzyme und Metallkatalysdondpinierbar sindSie
testeten mehrere Transferhydrierkatalysatore(THCspls Racemisierungskatalysatoren und
Pseudomonas fluoreseg Lipase (PFL)als enantioselektive Katalysator im Schritt der
kinetischen RacematspaltundPer racemische Alkohaol-Phenylethanol(25) wurde mit
Rh(OAC) als Ricemisierungskatalysatamd PFL erfolgreich zurR¢{konfigurierten Produkt
26 mit 98%eeund 60% Umsataach 72h umgesetzt Nachteile dieser DKR sind der geringe
Umsatz und die Notwendigkeit zweier Addiditve fur eine effiziente RacemisierurggRiien
anthrolin und Acetophenof?WiLLiAMaund ALLENzeigten zudem, dasder PalladiumKataly
sator PdC{(MeCN}) als Racemisierungskatgbator unddie Hydrolase(PFL)das racemische
Gemischdes Acetats 27 in einer DKR zurgewinschten Alkoha28 mit einem Umsatz und
einemee-Wert von 96%umwandelten Die Reaktionszeit daftir betrug aber beachtliched19
undeinfacheAllylacetate wie Cyclohexenylacetat waren keine gedgm8ubstrate fur dieses
System(Schemar).4°

A

OH o-Phenanthrolin, OAc
PhCOMe, KOH -

Vinylacetet/ Cyclohexan 60% Umsatz

(2:1),20°C,72h 98% ee
rac-25 (R)-26

OAc OH
Phosphatpuffer, pH 7.0, 96% Umsatz

° 96% ee
37-40 °C, 19 Tage
rac-27 9 (S)-28

Schemar: Die ersten chemoenzymatischen D&{&steme von sekundéaren Alkohol€A) Rh(OAc) und
(B) PACi(MeCN} als Racemisierungskatalysatoren und PFL als Katalysator fir die kinetische
Racematspaltung®*°
Diese Arbeiten gelten als Inspiratidir die Entwicklung und das Design weitefi@ansfer
hydrierkatalysatorerals Racemisierungskatalysatoren in EB§Rtemen. So ewickelte die
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Gruppe vonBAckvALIast zeitgleich 199%2in System fiir DK&Rvon sekundarerAlkoholen,
indem sieCandida antarcticd.ipase B (CALB) immobilisiert auf Acrylharz (Novoed3pmn
Nov. 435und den ShvdrutheniumKomplex29 kombinierten EchemaB).34

;% Ph  Ph
Ph Ph

p-Chlorophenylacetet, OA
PhCOOMe, tBuOH $he

OH

70°C,87h

rac-25 (R)-26 29

bis zu 99% Umsatz
>99% ee

SchemaB: Ein DKFSystem, das RKatalysator29 als Racemisierungskatalysator und Nov. 435 als
Katalysator fur die kinetische Racematspaltung verwendet. Phenyleti2dnolrde mit sehr
guten Umsatzen unde-Werten zum Produk®6 umgesetz3*

Sie erreichten hoh@usbeuten(von bis zu 92%) urek-Werte von >99%. Ein Nachtést, dass

der Rihenium-Komplex29 Temperaturen von 70C fur die Aktivierung bendétigt, sodass nur
thermostabile Lipasen verwendet werden kdonnen. Ein anderer Punkt ist, dass der Shvo
Komplex29 aktivierte Arylester wigo-Chlorophenylacetat bendétigt, dasaoh der Acylierung

zu p-Chlorophenol fihrt, welches 6kologisch bedenklich .isAndere Acydonoren wie
Isopropenylacetat konnten nicht eingesetzt werden, da sie die Racemisierung stéren und zur
Bildung von Ketonen als Nebenprodekiihrten#4? Weitere Substrate und Reaktis-
bedingungen wurden auch mit untetsedlichen Acydonoren getestetund liefaten in den
meisten Fallen sehr hotee-Werte 3

Der Startschuss fur diEntwicklungaktiverer Metallkatalysatoren, miten Reaktionsbe
dingungen preiteren Substrattoleranen sowie einer breiteren Auswahl aEnzymae flr ein
erfolgreiches DKfBystem von sekundaren Alkoholen vdamit gefallen.

3.2.1.21 RuKomplexe als TH&In DKRSystemen von sekundéaren Alkoholen

WiLLims und BAckvALeeigten als Pidere der DKR das Potential der Kombination VdtCs
und Enzymen in DKBystemen von sekundéaren Alkoholen. 2002 verdéffentli€hieiet al. die

Arbeit zu einem neuen Aminocyclopentadieftthenium-Komplex 30. DieserKatalysator
kannsekundare Alkoholbei RTracemisieren und braut¢hm Vergleich zon ShveKatalysator
29 keine Hitzeaktivierung, sodass der Katalysator auch remperaturempfindlichen

Enzymenin DKRSystemen von sekundaren Alkoholen eingesetzt werllann (Schema
9)_44,45,46
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Ph N
OH Isopropenylacetat, OAc j/
}\ Na,CO3, KOtBu B Ph Ph
R™OR! RTOR! “Ru~¢|
Toluol, 25 °C, 1-7 Tage oc™ \
rac-31 32 CcO
30
bis zu 99% Umsatz
>99% ee
Schemeo: DKRSystem, das RKatalysatoi30 als Racemisierungskatalysator und Nov. 435 als Katalysator

fur die kinetische Racematspaltung verwendet. Verschiedene sekundére Allkkihaterden

mit sehr guten Umséatzen uret-Werten zum ProdukB2 umgesetzt44°
Ein weiterer Vorteil des Katalysators ist, dass fur das-BlRmzusammen mit Novo
enzym435 preiswert und leicht verfligbare Acyldonoremie Isopropenylacetat verwendet
werden lonnenanstelle von aktivierten Estern wgChlorophenylacetat. Aceton, das nach
der Acylierung entsteht, stoden Racemisierungsprozdssi den milden Temperaturen nicht
Die Hydrolyse des Acyldonors fiihrt zu Essigsdum diese Bildung zu minimierenurde
Carbonat oder Molekularsiebingesetzt KGBu wird oft zur Aktivierungin DKRSystemen
verwendet. Auch wenn die einfache Racemisierung von sekundaren Alkoholen sehr schnell
erfolgt (30min), stellen die langsameneRktionszeitendes DKRProzesses (30-7 d) einen
klaren Nachteil dieses DK§ystemglar. Dies deutet darauf hinlassdie beiden Katalysatoren
nicht kompatibel sind, was zu einer teilweisen Deaktivierung von beiden Katalysatoren flihren
kann denn die einelnen Schritte wie die Racemisierung und die kinetische Racematspaltung
liefen innerhalb weniger Stunden vollstandig abrotzdem konnte eine Vielzahl an
sekundaren Alkoholemit hohen Umsatzersowieee-Werten und milden Temperaturemach
diesem DKRPotokoll mit KatalysatoB0und Enzymen wie Lipasasyliert werdens%34444546

CsJerNYund auchMARTINMATUTERL al. berichteten 2004 und 2005/0n enem Ruhenium-
Komplex33, der §-Phenylethanol25) innerhalb von 10nin beiRTvollstédndig racemisiert.
Die Kombination voRRacemisierung undtinetischer Racematspaltung durch das Eng/AhLB
fand beiRTstatt und lieferte das entsprechend&odukt26in quantitativer Ausbeute und >99%
eein nur 3h (Schemal0).#74849

:

Ph Ph
Isopropenylacetat,
OH Na,COs, KOtBu OAc PH | Ph
Toluol, 25 °C, 3 h N
rac-25 (R)-26 co
33
92% Ausbeute
>99% ee
SchemalO: DKRSystem, das RKatalysatoi33 als Racemisierungskatalysator und CALB als Katalysator fir

die kinetische Racematspaltung verwendet. Phenyleth@belurde mit sehr guten Umsatzen
und eeWerten zum Produk®26 umgesetzt!®
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Katalysator 33 besitzt strukturelle Ahnlichkeit zo Ruthenium-Katlysator 30 sowie eine
ahnlicheMethode derAktivierung. Das Fehlen eines Heteroatoms wie die Aminofunktionalitat
im Cyclopentadien (cp)-Liganden flihrt jedoch zu einer verbessert&ompatibilitat der
Katalysatorepnwas sich in den schnelleredReaktionszeiten der DKR auf3ert. Sowohl mehr
Enzyme als auch unterschiedliche sekundare Alkololelen im DKFSystemgetestet Die
Variation der elektronischen Eigenschaften der Katalysatoren und der getesteten Alkohole
zeigte, dass durctlasAnpasserter elektronischen Eigenschaften des Katalysators mit denen
des AlkoholbessereRacemisierungsgeschwindiglasiterhalten werden konned?>°

Mehrere Enzyrkompatible Racemisierungskatalysatarwurden hergestellt, die auf dem
cp-Ruhenium-Grundgerust basieren und bessere Stabilitdt und breiteubstrattoleranzen
besitzen3234 So entwickelterkim et al. Katalysator34, dessen Unterschied zu Katalywa33

die O-Benzylgruppe am Aromaten idDies fuhrt dazudass die Metallverbindung deutlich
stabiler gegenuber Sauerstost. Bei der Aktivierung des THB4 mussksPQ statt den sonst
eingesetzterAlkoxidenverwendet werden, um die Zersetzung des THCs zu vermeidelem
kann der Katalyatoan Styrolharz immobilisienverden, sodass enach der Reaktion sehr
leicht regeneriert weden kann. Mehrere aliphatische und benzylische sekundare Alkohole
konnten saunter Luftatmospharen der DKRnit Nov. 435 indie ag/lierten Produkte tberfihrt
werden, wobeisehr gute Umsétze unee-Werte erreicht werderkonnten(Schemal 1).5!

Ph
Ph or R=Bn
Isopropenylacetat, O
OH Na,COs, KsPO, Qhc Ph Ph o
\‘.Ru\C|
Toluol, 25 °C, 20 h oct \

an Luft CO
rac-25 (R)-26

98% Ausbeute
>99% ee

Schemall: DKRSystem, da RuKatalysatoi34 als Racemisierungskatalysator und Nov. 435 als Katalysator
fur die kinetische Racematspaltung verwendet. Phenyletha®lwurde mit sehr guten
Umsétzen unge-Werten zum Produk®6 umgesetz2!

3.2.1.22 Iridium-Katalysatorenals THCs in DKBystemen von sekundaren Alkoholen

Iridium-Katalysatorenspielen neben RutheniunrKatalysatoren eine wichtige Rolle in DKR
Systemen von racemischen sekundéren Alkoholen. 2008 reigtek et al. die erste
chemoenzymatische dyamisch kinetische Racematspaltung von racemisétaadtkoholen
zu enantiomerenreinen foxiden durch den Einsatz von Iriditkatalysator35 und einer
HaloalkoholDehalogenase (HiC)Variante®® Diee besitzt zwei Mutationen, um die
Enantioselektivitdt gegenidber aromatischen Substraté¥?499 und die Enzymstabilitat
gegenuber OxidationerC1539 zu verbesserrbie Racemisierung vorGhlorophenydthanol
36war in einem Zweiphasensystem aus Wasser Tmidol (1:1) bereits nachi vollstandig
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abgeschlosse(Schemal2).

Schemal2:

-

KOtBu, Toluol (6 h)

HEPES-Puffer, BSA,
DMSO, RT, 16 h

W249F Me

o PFg
® Ir~—0
HheC @Q NCMe
C153S
37 N—
\
5 H

3

90% Umsatz
98% ee

DKRSystem, das idium-Katalysator35 als Racemisierungskatalysator und eine Mutante von
HheC als Katalysator fir die kinetische Racematspaltung verwendet. Das Eplkxithte mit
sehr guten Umsatzen uree-Werten erhalten werdery?

Die Stabilitat des KatalysatoB5 in Wasser ist ein grol3er Vorteil im Hinblick auf Enzym
reaktionen. Die Reaktionsbedingungeer DKR wurden durch die ZugabendMSOals
Cosolvenauind Bovine serum albunBSA fir die Enzymstabilitat weiter optimiert, sodass
enantiomerenreine, aromatische Epoxide erfolgreich mit Umséatzeneanferten zwischen
50-98% isoliert werden konntef?.

Der Katalysator 38 wurde erfolgreich in einebasenfreien DKR von sekundéaren Alkoholen
eingesetzt CALEatalysierte die Veresterung mgopropenylacedt als Acyldonor bei 78C in
Toluol. Basen in DKRonnen oft zu unerwinschten Nebenreaktionend zu schlechten
Enantioselektivitaten fihrenMARRet al. testeten DKRSysteme mit und ohne Base und
konntenin beiden Fallen gute DK®/steme fuisekundéareAlkohole entwickeln, die zu sehr
guten Umsatzen unde-Werten (5699%) flinten (Schemal 3).53

A

OH

rac-25

Schemal3:

Isopropenylacetat

Toluol, 70 °C, 18 h

38

B
OAc OH OAc
: Phenylacetat R
Toluol, 30 °C, 12 h
(R)-26 rac-25 (R)-26
93% Ausbeute 98% Ausbeute
97% ee >99% ee

.
SO

39

(A) DKRSystem, das idium-Katalysator38 als Racemisierungskatalysator und Nov. 435 als
Katalysator fur die kinetische Racematspaltung verwendet. Phenyletl2nelrde mit sehr

guten Umsatzen un@ée-Werten zum Produk6 umgesetzt® (B) DKRSystem, das idlium-
Katalysator39 als Racemisierungskatalysator und CALB als Katalysator fir die kinetische
Racematspaltung verwendet. Phenylethar®d wurde mit sehr guten Umséatzen unee
Werten zum Produk26 umgesetzt*
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Ebenfallsbasenfrei und unter milden Bedingungen entwickel®Toet al. ein DK-System,
das CALB als Biokatalysator fur enantioselektive Umesterungevendete. Katalysato89
wurde hierfur als Racemisierungskatalysator eingese®t1{henylethanol25) wurde bei
30°C unter Verwendung von kKadysator39 nach 14h racemisiert (1%@e-Wert). Nach 2h
betrug dereeWert 47%und nachder Optimierung des DkRBystems unter Verwendungn
Phenylacetat als Addnor konnten verschiedene Alkohole erfolgreich zu derspmichen
denProdukten mit Umsatzen unde-Werte von 2599% umgesetzt werdett.

Neben Iridium und Ruthenium gibt es auch anderetallbasierte Katalysatoren wie Nickel,
Eisen oder Magnesiumdie in DKFSystemen eingesetzt werden konnehidium- und
Rutheniumkatalysatoresind jedoch anweitestenverbreitet.5®

3.2.2

Stereoinversiondurch Alkoholdehydrogenasen

Die Deracemisierungia Stereoinversionst ein Oxidationd&Reduktionsprozess, in dem ein
Enantiomer eines racemischen Substrats erst zu einem prochiralen Intermediat oxidiert wird,
das dann in einer irreversiblen Umwandlung selektiv zum entgegetmes, gewinschten
Enantiomer redziert wird (Séreoinversion in einer Stufe)Alternativ werden beide
Enantiomere des racemischen Startmaterialsn prochiralen Intermediat oxidierund
anschlieendselektiv zu einem einzelnen Enantiomezduziert (Stereoinversion in zwei
Stufen, lineare Deracemisiergh Voraussetzung fur hohee-Werte ist ein irreversibler,
hochst stereospezifischer Reduktionsschritt. Die meisten Deracemisiervig8tereoinver
sion wurden fir sekundare Alkohole entwickelt, wobei oft Alkoholdehydrogené&bis)

eingesetzt werderd?56

Pionerarbeit leistetenVosset al. mit einer Redoxreaktion in einem Gefald ohner&bhung

von Intermediaten(Schemal 4).5758

TB-
ADH

OH NADPH-spezifisch,
B (S)-selektiv
R/\R1
(R)-31
oder NADP* NADPH
OH
H,0:
R/'\Rw 2 YenD
(5)-31 NADPH-Oxidase

Schemal4:

ADH-
PR2

NADH-spezifisch, OH
(R)-selektiv /\
R” "R’
(R)-31
NADH NAD* >99% Umsatz
>99% ee
CO;, Formiat Prioritat: R'>R?

NAD*-spezifische 41
FDH

R', R?= Alkyl, Aryl

Deracemisierungia Stereoinversion zuRj-konfigurierten Alkoholen ausgehend vom Racemat

31 durch die §-selektive TBADH und die R)-selektive ADHPR2 in einer Eintopfreaktion.
Verschiedene sekundéare Alkohole wurden getestet und die entsprechenden enantiomeren
reinen Alkohole wurden mit sehr guten Umsatzen weWerten erhalten in Anlehnungan

Voset al5"58
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Die Eintopfreaktion vomracemischen Alkoholen zu einem Enantiomer durch gleichzeitige
Oxidation und asymmetrische Reduktion war durch die Verwendung definierkehady
dehydrogenasen mit entgegengesetzter Steremd Cofaktorpraferenz moglich. Die ADH aus
Thermoanaerobium brodkiTBADH) oxidier das §-Enantiomer31 zum Ketor40 und die
kommerziell erhaltliche ADRR2 reduzied das Keton40 selektiv zum R)-konfigurierten
Alkohol31. Die Besonderheit bei diesem System ist, dass zwei Regenerationssysteme parallel
in entgegengesetzte Richtung ablaufen. Ein System regenriert den oxidierten Nikotinamid
cofaktor NAD und das andere den reduzierten Cofaktor NADPH. In diesem &ialé die
NADP-abhangige NADRBxidaseYcnDund die NAD-abhangige FormiaDehydrogenase
(FDH)verwendet. Soiéfen zwei Redozyklen parallel ab und das gewtnschte Enantiomer
konnte mit >99%ee erhalten werden. Mehrere chirale Alkoholelie sich in den Resten
unterscheidenwie lineare, verzweigtearomatischeester und Hydroxygruppen beinhaltende
Rese, wurden getestet und erfolgreicisoliert.>®

Ein Beispiel fur die Deracemisieruvig Stereoinversion mit einer nictgelektiven Oxidation

ist in Schemal5 gezeigt.Eine Iridiumkatalysierte Oxidation mit dem Katalysat8s wurde

mit einer ADHkatalysierten Reduktion ieiner Eintopfreaktion kombiniert, um Halohydrine

zu erhalten. Der Iridiumkatysator 35 oxidierte dabei das racemische Haloydrd® zum
U-Chloroketonl9, das von AD#A vonR.ruber zu R)-konfigurierten Halohydrine@0reduziert
wurde. Dabei war entscheidend, dass der Hydrogenakzegpgonur vom Metallkatalysator
akzeptiert wurek und nicht mit dem Enzym wechselwirkt. Ebenso sollten die enzymatischen
Bedingungen nicht den Metallkatalysator inhibieren. Drei Substrate wurden getestet und die
Eintopfreaktioren lieferten sehr gute Umsétze, aber nunoderate ee-Werte. MuTTIet al
stellten daflir weitere Forschungsarbeiten in Aussi@themadl5).5°

OH
ADH

R/\/CI :
R)-20 - ifi
(R) { 0 ] NADH-spezifisch, OH )

(R)-selektiv = PF
oder R)K/CI g Dpre°
NADH, Puffer/Toluol 7:3, \ NCMe
OH Tris-HCI, pH 7.5, 30 °C, 16 h 19 (R)-20 N<pe
Cl + \
NADH NAD
R /_\‘ s H
o OH
(5r20 cl cl \ /
>©/ >©/ CO, Formiat
FDH M
42 43
Schemal5: Deracemisierungia Stereoinversion durch eine nicktlektive Iridiurdkatalysierte Oxidation

und eine ADHkatalysierte Reduktion in einer Eintopfreaktieh.

In beiden gezeigten Beispielen kommen ADHs als Katalysatoredi®@eme Unterklasse der
Dehyrogenasedarstellenund zur Enzymklasse (EC) der Oxidoreduktge@iren Sie sind in

der Naturweit verbreitet und kommen in Pflanzen, Mikroorganismen und Tiergewebeffvor.

Im menschlichen Korper ist eine der wichtigsten Aufgaben der ADHs die Kataylse der-Ethanol
Oxidation zu etaldehyd, de den ersten Schritt im EthandMetabolismus der Leber dsiel
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It.6262 AuRedem sind ADHs am Metabolismus von Retinol (Sehweg) und Steroiden beteiligt
und spielen eine wichtige Rolle in Bakterien und Hefen im Zuckermetahaks§646566
Generell katalysierel’ADHs die Oxidation und Reduktion von Alkoholerd Carbayl-
verbindungen unter Verwendungvon NADP oder NAD als Coenzym. Es gibt vier
verschiedene mogliche Hydridtransfeege®% Das pre(R oder pre(9-Hydrid kann
entweder von derRe- oder S-Seite des prochiralen Ketor#0) angreifen. ADHs, die den
Hydridangriff von deRe-Seite katalysiereniri gezigten BeispieSchemal6: H-Abdraktion

vom (§-Alkohol), werderPrRELOeselektive ADBIigenannt, wahrend die, die den Hydridangriff
von derS-Seite katalysierenrf gezigten BeispieBchemal6: Abstrakion vom(R)-Alkohol)
alsanti-PRELO6ADHsbezeichnetverden®®

Hs Hr Hs Hr
(5/CONH2 (5/CONH2
|| L.

N 44 : N
| . |
ol
ADPR *\)L ADPR
R KR
anti-Prelog-ADH 40 Prelog-ADH
Si-face Attacke Re-face Attacke
ADPR= Adenosindiphosphoribose
OH R’ = hohere Cahn-Ingold-Prelog-Prioritat als R OH
R7OR! ROR
31 31
(R)-Alkohol (S)-Alkohol

Schemal6: Vier mogliche Hydridangriffe von NAD(P)H an ein Keton, die zu unterschiedlich konfigurierten
Alkoholenfiihren; in Anlehnung aMusaet al.”
Die Einteilung der ADHSs in drei Subfamilien erfolgt hinsichtlich ihrer Struktur und protein
chemischen Datef:’? Die kurzkettiga Dehydrog@asen (short chain dehydrogenas&DR)
besitzen ca 250Aminosauren pro Untereinheit und sind nicht metallionenabhéngig im
Hinblick auf den MechanismuBie mittelkettigen ADHs{iddle chain dehydrogenaskIDR)
mit ca 350Aminosauren pro Untereinheit sinchetallabh&ngig und liegen als Dimere und
Tetramere vor. Die langkettigen ADHieng chain dehydrogenasekDR) besitzen mehr als
350Aminosauren pro Untereinheit und sind vor allen?*Fend Zri*-abhéngig. Sie sind die
am wenigsten untersuchte Gruppse’374
ADHs sindeffektive Biokatalysatoren fir Redoxtransformationen von Alkoholen und
Carbonylverbindungen. Urspriingliche Einschrédnkungen im Hinblick auf geringe Verfugbarkeit,
begrenzte Substratvielalt oder Abhangigkeit von teuren Nikotinamidcofaktoren wurden
durch die kontinuierliche Weiterentwicklung in den Gebieten der Molekularbiologiedasd
ProteinEngineeings der letzten Jahre Uberwunden. Es besteht nun die Méglichkeit, die
Effektivitat, Sthilitdt, Substrattoleranzund Selektivitdt von ADHs einzustellen, sodass
maf3geschneiderte Losungen fur die biokatalytische Synthese chiraler Alkohole verfigbar sind.
Die meisten ADHs reduzieren Ketone mit deutlichen UnterschiedeeniGroRe undden
elektronischen Eigenschaften der Seitenketten neben der Carbonyleinheit. Inzwigitren
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nen Carbonylverbindungen mit zwei grol3en Resten wie Biarylketone asymmetrisch zu den
gewlinschten enantiomerenreinedlkoholen umgesetzt werdeff.’”> Gerade die Stereo
selektivitat der ADHs macht sie fur organische Chemiker so intereBgaden Einsatals
Biokatalysatoren. [@ Enantioselektivitat der ADHs wird u.a. durch die geometrische
Zusammensetzung zwischelem aktiven Zentrum under Struktur des Substratseestimmt,

die die Bindung des Substrats zum Nikotinamidcofaktor kontrtlli@®urch modene
Methoden des ProteinEngineeringsist es moglich, die katalytische Aktivitdt sowie die
Enantioselektivitat bestimmter ADHs zu verbessern und letztere sagauschalter/®’"78

Die ADH vonThermoanaerobacterethanolcus (spaterer Name: Thermoanaerobacter
pseudoethanolicysTeSADHIist eine thermostabilezinkabhéngige NAD®ehydrogenase,

die sehr gute Enantioselektivitat und hohe Aktivitat zef§f:818283 Wahrend dewildtyp (S-
selektiv ist und keine Aktivitat gegentber aromatischégrbindungen oder sterisch an
spruchsvollen Substratebesitzt zeigten mehrere Mutanten (spezifische Mutation im aktiven
Zentrum) hohere Aktivitat fur aromatische, sterisch anspruchsvolle Substrate, wobei eine
Mutante sogar eine(R)-Stereopraferenzgegenuber aromatischen Substratemaufwies
BestimmteTeSADBIsind auch bekannt fuihre Bestandigkeit gegeniiberganischen Lose
mitteln.84'85'86'37'88'39

KarRUME et al. erstellten eine nichistereoselektive Mutante vonThermoaaerobacter
ethanolicusmit verbesserter Racemisierungsaktivitat und setzten diese in é#dRzusam

men mit CALBn organischem Losemittein.?® Dabei katalysierte die Xerog@hmobilisierte
W110A TeSADH die Racemisierung von enatiomerenr&henyisubstituiertensekundaren
Alkoholen und CALB die kinetische Racematspaltung. Die beiden Enzyme waren kompatibel,
sodass eine DKR in einer Eintopfsynthese moglich Melinrere Substrate wurden getestet
und die besten Ergebnisse wurden mit SubsBatrzielt (74% Umsatznd 68%ee, Schema

17). Die Gruppe stellt weitere Forschungen zur Verbesserung dieses Systems in Atf&sttht.

W110A
TeSADH

OAc
}O\H Isopropenylacetat H
R™R! Hexan, 50 °C, 24 h RTR! 74% Umsatz
' ’ 68% ee
rac-31 (R)-32
R = CgH5CH,,
R'=CH,3

Schemal7: DKRSystem, das W110A TeSADH als Racemisierungskatalysator und CALB als Katalysator fir
die kinetische Racematspaltung verwendet. Verschiedene sekundéare Alkohaodierwanit
moderaten Umséatzen uneleWerten zum ProdukB2umgesetzt. Das beste Ergebnis mit einem
Umsatz von 74% und eineee-Wert von 68% konnte mit Substr&tl (R=Benzyl, R= CH)
erzielt werden?

NAFIuet al. suchten mit Erfolg nach Variantean TeSADHs mit entgegengesetzter Stereopra
ferenz am selben Substrat und ermdglichten so eine DeracemisigraSgereoinversion von
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1-Phenylethanol(25) mit zwei Mutanten eines einzelnen EnzyniBie R)-selektive 186A
TeSADH oxidiezt(R)-25 zum Keton45 und lel3 (S-25 unberihrt. W110V/G198D TeSADH
katalysiere die stereoselektive Reduktion zurB)-konfigurierten Alkohol 31, sodass 9-1-
Phenylethanol Z5) mit sehr guteneeWerten (>99%) ausgehend vom Racermatinem
Schritterhalten werden konnte§chemal 8).%3

I86A W110v/G198D

TeSADH TeSADH
OH NADPH-spezifisch, OH NADH-spezifisch, OH
1 (R)-selektiv | (S)-selektiv |
(S)-35 ( § (S)-25 ( ; (S)-25
NADP* NADPH oder NADH NAD* >99% ee
oder
OH OH o) o \ /
B )\ )K CO, Formiat
©/\ NAD*-spezifische 4
(R)-25 L 45 B FDH
Schemal8: Deracemisierungia Stereoinversion zu§-konfigurierten Alkoholen ausgehend vom Racemat

25durch zwei Mutanten der TeSADH in einer Eintopfreakti§al{fhenylethano(25) konnte

mit sehr gutenee-Werten erhalten werderf?
Dieses Beispiel zeigt erneut, dass mit Proteindesigd gerichteter Evolutionein Bic
katalysator mit malRgescleiderten Eigenschaften (z.Bn Hinblick aufStabilitat, Spezifitat,
Effektivitatoder Selektivitat) fur neuartige Anwendungen geschaffen werden kann.
ADHs kénnen auch fur die Synthese von chiralen Tetrahydropyranr{iig®Ringe)einge
setzt werden.EAsTMANet al. kombinierten eineADHkatalysierte asymmetrische Reduktion
mit einerintramolekularen oxaMicHAEAddition (IMOMA) in der Synthese eines Analogons
von Brocaketon ASchemal9). Prochirale Ketoenone wurden zuerst von dergelektiven
ADH vonLactobacilluskefir (LK) DSM 20587 zu Hydroxyketonen reduziert, gefolgt von der
IMOMA-Reaktion durch die Zugabe von HCI in Diethylether. Mehrere Substrate wurden
getestet urd die entsprechenden @trahydropyrarringe konnten mit guten Umsétze
(82%>99%und hohen enantbmeren und diastereomeren Uberschiissen erhalten werdfen.

LK-
ADH

o} o OH o O o}
GDH, Glucose, NADPH _ L~ _ @ J_ Lo
S, el LI
Tris-HCI-Puffer, HCI-Et,0, RT, 1 h
46 30 °C, 8-60 min (R)-47 48

>99% Umsatz
d.r. (cis:trans): 10:1

Schemal: Kombination einer AD#atalysierten asymmetrischen Reduktion und einer IMGRE&ktion
hin zu chiralen Tetrahydropyranringen ausgehend von prochiralen Ketoenonen. Sulstrat
konnte mit sehr gutem Umsatz und gutdr. zum THPRing48 umgesetzt werder§?
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3.3 Sauerstoffheterozyklen

Heterozyklerkommenin vielenNaturstoffenvor und stellenwichtige strukturelle Elemente

dar. So sind Sauerstoffheterozyklen in Kohlenhydraten, Peptiden, Polyketiden oder Terpen
oiden zu finden. Die zwei bekanntesten Vertreter dieser Strukturmotive sind Furane und
Pyrane. Aufgrund ihgehaufigenAuftretensin der Natur und wichtigen Funktionen in bielo
gischen Systemen sind sie von groRem Inter@s¥€’%8 Die vielfaltige Bioaktivitat von
Naturstoffen lasst sich oft auf diese heterozyklischen Motive zuriickfiihren.

Tabellel:

Uberblick tiber chemische und enzymatische Reaktionen zum AufbaQ-#mterozyklen mit

Beispielen aus der Totalsynthaesed der Biosynthese

Chemische Reaktionerum Aufbau von
O-Heterozyklen

Enzymatische Reaktionerum Aufbau von
O-Heterozyklen

Reaktion

Beispiel aus der
¢c2GFtaayit

Reaktion

Beispiel aus der
.A2aeyiKS

Epoxidoffnungnit

Ringschlusskaskade

PhomactinA
KUrRoDzet al 29

Epoxidoffnungnit

Ringschlusskaskade

Pseudomonsauré
Gaoet al., METSA
KETELA&t a 100101

IMOMA

JerangolicE
LINDNEFet al 102

IMOMA

AmbruticinS
BERKHAMt al 103

Funktionalisierung

Leucascandrolié\

Funktionalisierung

Actinorhodin

eines eines
104 105
Halbacetals/ketals FERRIEL al: Halbacetals/ketals TAGUCHet al.
Metall-vermittelte ApicularenA Transacylierung/ Jerangolich
Zyklisierung PALIMKARet gl 106 Lactonisierung JLIENet a] 107
o MICHAEIAdditions S
HeteroDIELSALDER AmbruticinS Lactonisierungs Rhizoxin
Luetal.l08 eaerls BRETSCHNEIDERal 109
Tetronate
Ringschlussmetathes AmbruticinS AcylatiorDIECKMANN | KANCHANABANGt al.,
LEEet al 110 Kondensation SUNet al., DEMYDCHUK|

et al .111,112,113

PrINSZyklisierung

Mittelfragment von
PhorboxazoR

RycHNoOvstet al 114

Oxidative Cyclisierung

Aureothin
RCHTERt al11°
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Auch das Ruckgrat enthalt meist mehrere chirale Zentren und funktionelle Gruppen, die fur
die biologschen und physikalischen Eigenschaften verantwortlich sind. Diese Anzahl an
funktionellen Gruppen und chiralen Zentren macht die Synthese dieser Naturstoffe sehr
anspruchsvoll. Die chemischen und biochemischen Mechanismen zur Herstellung von
Heterozyklensind vielfaltig. Ein Ausschnitt ist ifabelle1 gezeigt.Die Erforschung und
Entwicklung neuer Synthesemethoden fir diese Verbindungen ist essentiell, um neue
Medikamente oder Materialien zu entwicklen. Im Folgenden werden beispielhaft chemische
und enzymatische Reaktionen zu Sauerstoffheterozyklen vorgestellt.

3.3.1 Chemischesynthese vorbauerstoffheterozyklen

Eine Schlusselreaktion bei der Synthese von Sauerstoffhgtder#ragendenVerbindungen

ist die Bildung des Rings. Inzwischen gibt es mehrere bekannte Naturstoffsynthesen, die
unterschiedliche Strategien zur Bildung des Sauerstoffheterozyklus verieigenB MICHAEL
Reaktionen HeteroDELSALDERZykloadditionen, Metallvermittelte Zyklisierungen, RiRg
schlussmetathese odeZyklisierung an Oxocarbeniumion&§ Von den in Tabelle 1
genannterBeispielen werden im Hinblick aeih spater wichtiges Enzylolgende Reaktionen

kurz erladert: oxaMICHAEtAddIition, Ringschlussmetathese und Het&rals ALDERReaktion.

Eine Variante zum Ringschluss IBIOMA bei der & mehrere Mdoglichkeiten gibt, die
cis/trans-Selektivitat zu kontrollieren, wie z.B. Kontrolle Uber die Aktivierung (metall
katalysiert sauer oder basisch) sowie kinetische und thermodynamische Kontrolle. @feiter
Einfluss haben auch die Dareichungsfates MiICHAEAKzeptorsund die Konfiguration der
Doppelbindung\17118119120121,122

oxa-Michael-
Addition

o) OH o)
: KOtBu
EtO = Et0” Y YO
abs. CH,Cly, 0 °C, 4 h

48 89% 49

Schema20: O-Heterozyklensyntheseia oxaMICHAEAddIition zum THiRINg48 aus der Totalsynthese von
Jerangolid BachLINDNERet al.1%?
Als Beispiel ist die unselektive ZyklisieruragpxaMICHAEIAddition aus der Totalsynthese von
Jerangolid Ezon LUNDNERet al. gezeigt $chema20). Die Hydroxygruppe befindet sich im 41,7
Abstand zumMicHAESystem und deren Nukleophilie wird erhoht, indem die sterisch
anspruchsvoll®ase K@Bu da Proton abstrahiert, sodass das Alkoholat intramolekular an der
Doppelbindung angreifen kann. Die Suhsnten im entstandenen Pyranring sind alle
aquatorial ausgerichtet, um mégliche 1AbstoRungnzu vermindern. Ein genereller Nachteil
der chemische IMOMAIist, dass wiem Beispiel gezeigtlie Konfiguration a der C2Position
nicht kontrolliert werdenkann. Diese Position wird in den weiteren Syntheseschritten zu

einemProchiralitatszentrum tberfihrsodass sich dies fur die Synthesroute zlenangolid
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Enicht nachteilig auswirkt®?

Eine andere Aufbaumdglichkeit von zyklischen Strukturmotiven ist die Ringschlussmetathese,
die LEeet al. in der Totalsynthese voAmbruticin Shutzten (Schema2l, A) Mit Hilfe eines
rutheniumbasierten GRuseKatalysators wurde ausgehend vom chiralen Dih der
Dihydropyranring52 geschlossen.

A Hetereo-Diels-

Alder [4+2]

Ringschluss-
metathese

i
|
T 1 Grubbs I, Pb(OAc) 19 l T oTES
rubps |, C | -
O)LN)K/O N 4 OAN W0, i ‘ Chrom-Kat. 56 N
- ;\ abs. CH,Cl,, (U P i ’ RT, 40 h
Bn ( Reflux, 3 h an 1 ~o 0
| TBSO TBSO
I

51 98% 52 | 53 54 87% 55

56

Schema2l: O-HeterozyklensynthesgA) via Ringschlussmetatheseim Dihydropyranring2 aus der Total
synthese vonAmbruticin Snach LEEet al'*® und (B) via Hetero-DIELSALDERReaktion zum
Dihydropyranring5 aus der Totalsynthese vakmbruticin SiachlLiuet al 1%

Lu et al. nutzten hingegenn ihrer Totafynthese vorAmbrutcin Seine HetereDIELSALDER

Reaktiorzum Aufbau deBihydropyrans im OstfragmeriSchem&1, B) Dien54und Aldehyd

53 wurden mit Hilfe eines chirah Chromkatalysator&6 selektiv zun Dihydropyranringg5

umgesetzt Verantwortlich fur die Stereoselektivit@tar der chirale Chromkatysator56.18

3.3.2 Enzymatische&synthese vorSauerstoffheterozyklen

Fur die Bildung voHeterozyklen gibt esbensovielfaltigebiosynthetische Methoden. Gerade

die groRe Anzahl an unterschiedlichen Mdéglichkeiten flhrt zu einem grol3en Interesse an den
verantwortlichen EnzymenHEMMERLINGet al. berichteten von sieben grundlegenden
Biosynthesewegg die inTabellel genannt werder?® Neben der nukleophilen Addition einer
Hydroxygruppe an Elektrophile wie Epoxide, Carbonylgruppen Mdene:Akzeptoren, ist

ein weitere Moglichkeit die Transacylierung eines Thioesters zu einer Hydroxygruppe, sodass
Lactone gebildt werden kdnnen. Ein anderer Wegzur Herstellung von Sauerstoff
heterozyklenist die Synthese von Pgmonenmit einem Substituenten an-Rosition durch

eine Kaskade audlicHAEtAddition und Lactonisierungzine AcylierungDIECKMANNKONdenR

sation zwischerg-Ketothioestern und-Hydroxythioesten fihrt zu 3Acylfuran2-onen. Die
oxidative Zyklisierung nach @tktivierung von Alkylkohlenstoffen ist eimmdere Methode

zum biosynthetischen Aufbau von Sauerstoffheterozyklen. Generell kénnen nach der Sauer
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stoffheterozykletildung weitere Prozessierungen zu komplexen Naturstoffen erfoRjen.
Auch hier wird auf drei konkrete Beispiele zur Herstellung $awerstoffleterozyklen
eingegangen. Als erstes Beispglkein Ausschnitt aus der Biosynthese vactinorhodn (60)
gezeigt. Actiorhodin (60) ist ein antibiotischwirksames PKSTypll Produkt, das votrepte
myces cokcolor gehldet wird. Die Hydroxygruppen 57 greift in dem Fall nukleophil die
Carbonylgruppe unter Bildundes Halbacetals$58 an geblgt von der vinylogerbehydrati-
sierung zum Pyranring9 katalysiert vonActVI1L und ActVI2 (Schema22). Durch weitere
TailoringProzesse entsteht dafinale Actinorhodin(60).1%°

OH O OH O OH O
“5

COZH COz
OH O ?
CO,H OH OH O COZH
Actinorhodin (60)
Schema22: Ausschnitt des enzymatischen Aufbaus Bgsanringss9in der Biosynthese von Actinorhodin

(60) .105

Der am haufigsten vorkommende Reaktionstyp zum biochemischen AufbaBatmrstoff
heterozyklen ist die nukleophile Exidoffnung, wie in der Biosynthese von Mupirocin, ein
klinisch wichtiges Antibiotikum gege@ram-positive Bakterien, dasaus Pseudamonas
fluorescenssoliert wird.

. @ . .
.o P s . . o A~ s

61 62

W‘ W' WM‘

OH

65

OH (0]
Ho A~ O%OH
\‘/\<‘\.\\\ 0 o 8
(0}

Pseudomonsaure A (66)

Schema23: Ausschnitt des enzymatischen Aufbaus des Tetrahydropyranéd@s der Biosynthese von
Pseudomonsaure 46).1%
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Es besteht aus einem Mix &seudomonguren, wobei Pseudomonséule(66) die Haupt
verbindung ist?0124125|n der Biosynthese von Pseudomonsauré®) katalysiert MmpE die
Epoxidbildung an der Doppelbindung C10 und ££1Epoxidb2. Die Rieskéxygenase MupW,
FerrodoxinDioxygenase MupT und Epoxidhydrolase MupZ katalysieren die Dehydrierung, die
Epoxidierung an C8 und C16 und die regioselektive Ringbildung zum hydroxyliertBngHP

65. Dieses Intermediat wird durch weitere Enzymnmafizu Pseudomonsaure @6] prozessiert
(Schema23).100123126

Ene weitere Mdoglichkeit zur Bildung voB8auerstoffleterozyklen lauft Gbereine intra
molekulareoxaMICHAEIAdditionen an einemh ,3-ungesattigtenThioesterintermediat Dies

fuhrt zu einemSauerstoffleterozyklus mit bis zu zwei neuen Stereozentren. Ein Beispiel ist die
Herstellung des Pyranrings im Ostfragment von Ambrut®ifO, Schema24). AmbDH3
katalysiert als bifunktionale Doméane sowohl die Dehydratisierung als auch disefyhly,
worauf in Kapitel 3.4.3 genauer eingegangen wifd3 Ambruticin S 70) gehort den
Naturstoffen der Polyketide an, deren Produkte eine enorme Bedeutung fir die Medizin und
Pharmakologie haben.

O OH OH | DH3 o} OH 0 :
WS)H/\/\(V WSW WS o
67 68 69

OH
X
HOOC o /W
)

Ambruticin S (70

Schema24: Ausschnitt des enzymatischen Aufbaus des Tetrahydropyran@@gs der Biosynthese von
AmbruticinS(70).103

3.4 Polyketide

Zwei Gruppen von Naturstoffen konnen im Wesentlichen unterschieden werden: priméare und
sekundare Metabolite. Erstere werden im Rahmen des Prinder Grundstoffwechsels
gebildet und kommen biquitdr vor. Dazu zahlen Fettséduren, Proteine, Nukleinsauren und
deren BausteineSekundare Naturstoffe werden nur in bestimmten Organismengruppen
gefunden. Zu dieser Naturstoffklasse zahlemer anderem Polyketid® Sie stellen eine
vielféaltige Gruppe von Naturstoffen aus PflanzBiizen und Bakterien dar, die Verbindungen
mit verschiedenen Strukturennofasst wie z.B. Polyene, Endiine, Polyether oder Makrolide.
Diese strukturellen Unterschiede spiegeln die Vielfalt ihrer biologischen Eigenschaften und
damit ihre Bedeutung fur die Medizin und Pharmakologie wider. Als Quelle neuepEéra

29



Einleitung

ka werden digse als Antibiotika, Antiparasitika oder Immunsuppressiva eingesetzt und
besitzen zudem tumorhemmende oder cholesterinsenkende Eigensch&ftéfi. Ery
thromycin 1) ist einer der bekanntesten Vertreter der MakreHahtibiotika Abbildung4).12°

Polyketide stellen aufgrund ihrer pharmakologischen Bedeutung ein interessantes
Forschungsgebiet darDas Verstandinis der Biosynthesewege hin zu solch komplexen
Strukturen kann zusammen mit den technologischen Fortschrittearotein Engineringund
Methoden der Molekularbiologie die Entwicklung neuer Wirkstoffe weiter vorantreiben und
zu neuen Erkenntnissen fuihren.

- O OH OH O
RS XTIy s
HO ""AOH
O OH OH O

Actinorhodin (60)

Resveratrol (72)

Erythromycin A (71)

Abbildung4: Strukturen verschiedener Polyketidactinorhodin 60), ErythromycinA (71) und Resveratrol
(72 _127,130

3.4.1 Biosynthese der Polyketide

Polyketide werden vonmultifunktionalen EnzymkomplexenPolyketidsynthasen (PKS)
hergestellt die den Synthasen dé&ettsdurebiosynthese (FAS) stark ahneln. IRK&ysieren

die Bildung strukturell vielfaltiger Naturstoffe ausgehend von einfachen Bausteinen wie
Essigsaure oder Propionsautarch das Aneinanderreihen unterschiedich prozessierter C2
Einheiten. PKS sind einzelne Module aufgeteilt, wobei sich ein Modul aus einem Satz von
Standard und optionalen Domanen zusammensetdDie Doméanen lassen siciuch in
katalytischeund CarriekDomanen unterteilen. Ersteréihren die Reaktionen durch und
letztere wie AcylCarier-Proteine (ACP)binden die Zwischenprodukte. Der entscheidende
Schritt der Kettenverlangerung aller RPk&alysierten Reaktionen ist die sequenzielle,
decarboxylierend€@_aiseNKondensatiort3+132 Abhangg von der Struktur und Wirkungsweise
gibt es verschiedene Typen von PK8bei das Agemerk dieser Arbeit auf aelypl PKSiegt.

30



Einleitung

Typl

In Ty I-PKSSystemen sind die katalytischen Domanen linear angeordnet und innerhalb
grofRer multifunktioneller Enzymieovalent verknipftDie Kohlenstoffkette wird durch jedes
Modul und de einzelnen Domanen verlangeihdem das Substrat wie an einem FlielRband
die einzelnen Domanen durchlauft und das Produkt am Ende abgespalterDrardypg PKS
Produkte sind meist hdcfunktionalisiert und reduzieft®3 Die Zahl der Module korreliert mit

der Zahl der Erweiterungszyklen, die von der Polyketidsynthase ausgefétden. Dieser
Zusammenhang wirdKollinearitat genannt. Alle nattrlichen Polyketide zeigen &ahnliche
Konfigurationsmuster auf, obwohl die Zahl der méglichen komplexen Polyketidprodukte grof3
ist.134135 7y den Standardoméanen der modularen TyPKSzahlen das phosphopante
theinylierte ACR die 3-Ketoacylsynthase (KS) und die AcyltransferaseDAiane Carrier
Proteine, wie die AGBPBoméne, mussen zuerst durch eine ptsinslationale Phospho
pantetheinylierung von der inaktiveapo- in die aktiveholo-Form {4) uberfiihrt werden
(ScheméR5).136

acp
OH N
IRERNI N N b
HS\/\N)K/\N%O*I‘D*O*F"*O o HS\/\N)K/\N)%O CF")—O
H oL 05 Og N H Ho on ©
\ Y 3',5'-ADP
G o 2 OH ™
0-p=0
Pantethein [o)
©
Coenzym A (73) ’ PpT= Phosphopantetheinyl-Transferase
Schema25: Posttranslationale Phosphopantetheinylierung von der inaktiego- in die aktiveholo-Form

(74).13

Ein nukleophiler Angriff der Seffpeitenkette des ACPs am CoenzyfCoA)73 spaltet das
Pyrophosphat und das 4hosphopantethein wird auf da&CPubertragen. Die Phospho
pantetheinytTransferae (pT) katalysiert die Transformatiot®

Das Polyketidrickgrat wird durch die Standarddoméanen aufgebaut.

Im Lademodul wahilt die AT abhéngig von iter Sequenz die Starteinheit bzw. den
Verlangerungsbaustein aus. Die Acylgruppe wird so zu Beginn auf ein&S8igeinkette der
AT-Doméne transacyliert, bevor diese auf das Thiol lmdo-ACPUbertragen wird $chema
26)_137,138
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Lademodul:
| $ |
SCoA OH

S OH
o=~ o OZL‘/ —o=<__

‘ Kettenverlangerung: ‘

9009 B9

SCoA  OH @ ‘/SH o SH @@ SH S OH
0 - —— L 0 o:&
R SN
(0] o) (o]
OH OH . OH

oo/ @
R = Me fiir Propionat als Starteinheit;

= wachsende Kette in spateren Modulen;
S

SH SH O

R

Schema26: Lademodul und Kettenverlangerung der PolyketidsynthBgel. Im Lademodul wird die ACP
Doméane von der ADoméne mit dem Startbaustein beladen. An der Kettenverlangerung sind
die AT, ACRund KSDomaénen betdigt.13%140

HieRbandartig-arbeitende Polyketidsynthasen kénnen ioisAT und transAT-PKS unter
schieden werdepabhangig davon, ob ADoméanenin Modulen integriert sind oder ob sie als
freistehende Enzyme agieren.cisAT-PKS ist dismodulinterne AT-Doméane in der Anordnung
der Enzyme integriert. limans-AT-PKS liegen die AJoménenals alleinstehende Enzyme vor,
sodass eine oder mehrere ACPsadiufreistehnde ATsdladen werdenWahrend incisAT-
PKSoft die oben beschrieben&ollinearitatzum Tragen kommtpasstdie Architektur de
Module in transAT-PKS oft nicht mit der Struktur des resultierenden, verlangerten 4nter
mediats zusamme#1142143

Die Verlangerungsinheit schliel3t die KS, AT und ACPDoméanen ein, die an dem
entscheidenden Schritt alld?KSoeteiligt sind: einer sich wiederholenden decarbaitien
Q_AIsENThioesterKondensation einer aktivierten AeSlarteinheit mit einer Verlangerungs
einheit (in Schema26 MalonytCoA) Zuerst wird in Schritt die ATDomé&ne mit einem
Malonylbaustein beladen, bevor in Schiitund Il die Transacylierung der Kette auf k&
Domaneund die Transacylierung der Malonyleinheit adas ACP erfolgen. Abschliel3end
findet die Kettenverlangerung durch die decarboxylati@AlEnThioesterKondensation
(Schema6) statt.1?7132Die Polyketidkette wurdesomitum zwei Kohlenstoffatome verlangert
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und ist an die KS des nachfolgenden Moduls gebundeas Polydtidriickgrat kann
anschlieend durchViederholungen deQ.aAiIseNKondensation schrittweise verlangester-
den oder durchdie optionalen Domanen(sog. reduktive Schleife Schema27), wie die
KetoreduktaseKR, Dehydratase¥H und Enoylreduktasd=q, funktionalisiertwerden.

S NADPH S S NADPH S
(@] — > 0 — > O — > 0
O HO 4
R R R R
75 76 77 78

Schema27: Reduktive Schleifalie optionalen KR DH und ERDoménen reduzieren dig-Ketoverbindung
75bei einer kompletten reduktiven Schleife vollstandig.
Die KRDomane addiert formal Wasserstoff das3-Keton75. Diese bestimmt dabei sowohl
die Selektivitdit der Hydridaddition als auch bei einer Methylierung die optionale
Epimerisiermg derh -Position. DiEDHDomane eliminiert Wasser an den Positionen C2 und
C3von 76. Die Abstraktion erfolgt formal at/nEliminierungzum Alken/7. DieERDomane
addiert formal Wasserstoff an die Positionen C2 undd€8 Alkens/7 in einer MICHAEL
Addition des Hydrids und einer anschlieRenden Enolatprotonieaumy Alkan78 (Schema
27).133144145146 7 satache Enzymdomanen wie z.B. Oxida€ex) und HalogenaséHal)y
Domanen odePyransynthase(PS) erweitern die Modifizierungsmdglichkeiten der Polyketid
kette. Nach abgeschlossener Verlangerung des Polyketidrickgrates wird die Polyketidkette
vom letztenModul der Typg PKSdurch eine Thioesterase (FEpméane abgespalten. Dies
geschieht durch Hydrolyse mit Wasser unter Bildung einer fr&arbonéure oder durch
einen intramolekularen nukleophilen Angriff einer Amindler Hydroxygruppe unter Bildung
einesLaktams odelLaktons. Weitere Modifizierungen des abgespaltenen Polyketids wie Gly
kosylierung oder Halogenierung konnen duficiloringEnzyme erfolgef$127147148

Typll

In Typll PKSliegen die katalytischen Komponenten als Komplexe diskreter und mono
funktioneller Enzyme vound kénnen in Bakterien gefunden werddgin minimaler Satz von

iterativ wirkenden Enzymen wird flr den TN@Polyketidaufbaubendtigt. Eine ,,minimale

tY{& 06SaiSKi -RemareiehbisizakeRI& Machsenden Kette dient, und zwei
KSEinheiten (KSund K& I dzOK =X OKFAYy fSy3GdK FIFOG2NB 6/ [ C(
iterativ decarboxytive Kondensation von Malo/FCoAEinheiten mit Acylstarteinheiten.

Daran aufbauend sorgen weitere RWBtereinheiten wieZyklasen ZyR fir das spatere
Faltungsmuster. Die Produkte der TlyPKSsind meist aromatisch und stark funktionalisiert,

wie beispielsweise ActinorhodiB().127139140143150151
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Typlll

Ebenso aromatisch, aber weniger stark funktionalisiert sind die Produkte deHP¥H wie
z.B. Resveratrol7@, Abbildung4). Sie gehoéren zur Gruppe multifunktioneller Enzymenvo
Chalconoder StilberTyp, weswegen sie auch Galliche PKS genannt werden. Banoti-
gen keinACR sondern CoAyebundene Thioestersstrate. Typlll PKS sind in Pflzen, Bak
terien, Braunalgen und Pilzen zu findgf!52153154155156

Neben diesenPKSTypen gibt es auch PolyketiReptidHybridMetabolite (Typ PKS
gebunderan nichtribosomale Peptidsynthase (NRR&)dule) oder gemischte Polyketislio-
synthesewege (z.B. TW'Typl, Typl/Typ I1).13314°

3.4.2 PolyketidKetoreduktasen

Polyketidsynthasdetoreduktasen sind Teil eines multifunktionalen Enzyms und gehoren zur
grof3en Familie von Enzymdoménen, die tber eine Nicotinamidadenindinukleotid (NAD oder
NADP)@abhéangige Oxidoreduktasgktivitat verfiigen, den sog. SDBhdrt-chain dehydre
genases/reductas@sKR reduzieren stereoselektiv dizKetofunktion eines zuvor aufge
bauten R-Ketoacylintermediates. Sie bestimmen dabei nicht nur die Stereochemie der
R-Position, sondern auch im Fall verzweigter Substrate die der béaaienh -Position!32157

Dabei wird zwischen drei Typen von Ketoreduktasen unterschiesigdmeMma28).

A0 BO
OH O 0o o OH 0O
@ — AL@ A
80 79 80
(3L) (3D)
A1 c1 B1
OH O o o OH O
@ A A
82 81 82
(2D,3L) (2D) (2D,3D)
\ Epimerisierung
A2 c2 B2
OH © o o OH O
\/\‘)ksm \)k‘)ksm \/'\‘)ks
82 81 82
(2L,3L) (2L) (2L,3D)
Schema28: Stereochemisch unterschiedliche Produkte durch die unterschiedlichefyg&n4°157
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A-Typ Ketoreduktasen fuhren aukonfigurierten Alkoholen und -Byp Ketoreduktasen zu
D-konfigurierten Alkoholen. Typ Ketoreduktasen fuhren zu keiner Reduktion. Eine weitere

Unterteilung reben den ABund G¢ @ LISY SNF2f 3G yIF OK | NI 0A&OKSy

den Buchstaben A oder B gehangt, wennf#ieosition reduziert wurde ohne das Vorhanden
sein einer Methylgruppe amderh-t 2 4 (G A 2 y ® -Rbsitiirdeinep-Rdnf@jurdtion und

wurde nicht epimerisiert, wirdein€ S ma 'y RSy . dzOKadlk oSy 3ISTFNIG

g Syy -Positthn épimerisiertvurde und damit eine-Konfigurationaufweist. Es ergeben
sich AG, AL, A2, BG, BL, B2, Ctund C2Typen, die irSchema&8gezeigt sind32146157158159

KRDomanen besitzen eine N-terminale, strukturelle Domé&ne und eine-t€minale,
katalytische Domane, die von der strukturellen Domane stabilisiert #frbie Doménen
stehen in Kontakt mit dem Substrat und haben Einfluss auf die SelektivitaterCobddtor
NADPH wird Gber mehrere konserite Aminosauren gebunden, die sich im aktiven Zentrum
der katalytischen Domane in einBossmanNFaltung befinden konnetf?

A-Typ

84

L-Konfiguration ‘ D-Konfiguration

NADP

Schema29: Vergleich der unterschiedlichen Eintritte der Substrate in das aktive Zentrum:Tg KR von

der sudostlichen Seite; éd BTyp KR von der nordwestlicehn Seite; Reduktion durch

unterschiedlicheKetoreduktasenTypen zuL- und b-konfigurierten RB-Hydroxyintermediaten

(84); in Anlehnung alKEATINGQ AYund BONNETF57161
Die konservierten Aminosaurereste stehen in direktem Zusammenhang mit der Stereo
speZziitdt der KR. Das Polyketidintermedi&3 wird in ATyp KR von der linken Seite
(stidostlichen Seite SEchema9) in die aktive Seitentasche eingefiihrt, wobei es gorem
konservierten Tryptophan gelenkt wird. InT§p KR wird das Polyketidintermediat von der
rechten Seite (nordwestlichen Seite) in die aktive Seitentasche dirigiert, wobei es von einem
LDDMotiv (Aminosauretriade aus Leucund zweimal Asparaginsaurgglenkt wird. Dies
fuhrt letztlich zur 2-Konfiguration beim A'yp und zur »-Konfiguration beim Byp. Die
unterschiedliche Bindung der Substrate in dem Tunnel fihrt so zu den unterschiedlichen
Hydroxygruppenorientierungen. Anders ausgedriickt songtkenserviertes Tryptophan bei
A-Typ KR bei dem A@mRgebundenen Polyketidintermediat fur eine solche Bindung im
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aktiven Zentrum, dass diReSeite der3-Ketogruppe 83 dem reaktiven NADRHydrid
gegeniber ist. Das Leucin des H&tivs fuhrt bei BTyp KR & solch einer Bindung des
terminalen Phosphopantetheinylarms, dass GiSeite derf3-Ketogruppe83 dem reaktiven
NADPHHydrid gegentber liegt. Weitersolcher charakteristischer Sequenzen bzw. Amino
saureeste, die bei der Einfuhrung des Polyketids in didive Tasche eine Rolle spielen, ist
der dritte Restvor dem katalytischen Tyrosin (oft Histidin in-Agpen, Leucin bei BRypen
und Glutamin bei Adund B1Typen) und der zweite nach dem katalytischen Tyrosin (oft Prolin
bei B2Typen). Wiesehr sie jedch bei der Regulierung der Stereokontrolle helfen, ist noch
unbekannt. Das katalytische Tyrosin fehlt derT@fp KR, weswegen sie nicht reduzieren. C2
Typ KR besitzen das katalytische Tyrosin, aber ihnen fehlt eine NBiBtRHhgsseite. Sie
fihren zu eine Epimerisierung det-Position!39146157158159160161,162163164

In vitro-Studienmit isolierten, rekombinanten hergestellten KR mManen sind wichtig fir die
Ermittlung ihrer StruktuFunktionsbeziehung, Stereoselektivitdt und Substratspezifitat. Die
Stereoselektivitdt hdngt von der Gegenwart detAcetylcysteaminthioester (SNAG&uUnk
tionalitat ab @6, Abbildung5). Das Substrat ist wahrend der PBiSsynthese Uber einen
PhosphopanthetheifRest kovalent an das A@ebunden, welches das Substratrdu die
verschiedenen Doméanen und Reaktionen fuhrt. Eine SBIARIt am Substrat imitiert den
Panthetheinterminus des ACK&5) und sorgt so fiir die richtige Substratorientierung in der
aktiven Tasché85166167

(? (0} (o} ﬁ
=p- . . Ao~ S
(o] E’ OMN/\)\N/ - SH _ N — WR
on H H

6:
_ J
~ -

Pantethein SNAC
85 86

Abbildung5: VergleichPantetheirRest und SNAEinheit.

Die Stereoselektivitdit deKR hé&ngt auch mal3geblich von der Struktur und GréRRe des
Substrates und deiKRPosition in der PKS akeATINGO AYet al. zeigten, das&Rin friheren
Modulen kleinere Substrate akzeptieren undhsetzen, wahrendKRin héheren Modulen
groRere Substrate reduzieréf’165168Vviele KRDomanen wurden mit Substraten getestet, die
Di, Tri oder TetraketidSNAET hioester einsetzen. Wenige Studien mit Substratvorlaufern fur
KR-Domanen von spaten PH&dulen sind bekannt. Ein Grund dafir ist vor allem die heraus
fordernde Synthese hin zu solchen Molek(il€#86169170171172173174
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3.4.3 Ambruticine- AmbDH3

Ein Beispiel der TYPKS ist die modulare Biosynthese derbAuticine.Diesesind reduzierte
PolyketidNatrustoffe, die van MyxobakteriumSorangium cellulosum So ce pfduziert
werden. Die Naturstoffe unterscheiden sich durch das Substitutionsmuster an C1 und C5
(Abbildung6) und besitzen interessante Strukturmotive: ein Dihydropyranring als Ostfrag
ment, eine Methylcyclopropanring, ein tRienytSeitenkette und eian THRRingim West
fragment

Ambruticin R R
R S OH OH
- OH
o . F OH (Epimer) OH
» ) o, VS-5 NH; OH
VS-4 NHMe OH
VS-3 NM92 OH
Ambruticin (87) VS-1 NMez*  OH

Abbildung®6: Struktur der Ambruticine mit unterschiedlichem Substitutionsmuster an C1 urtéC5.

Ambruticin §70) war der erste dieser Naturstoffe, der 1977 isoliert wuragefolgtvon der
Aufklarung der Struktut/>5176177178179

Ambruticine sind wegen ihrer antimykotischen Wirkung sehr interessante Leitstrukturen fur
die Wirkstoffforschung. Durch das Eingreifen in deigh- osmolarity glycerol (HOG)
Signalweg kommt es zur Akkumulation @lycerol und freien Fettsauren in den ZellBfeibt

die externe Osmolaritat gering, fihrt dies zu einer erhéhembranpermeabilitdt und somit
zum Zelltod. Erst kirzlich konmd&ARCOSORRE®! al. eine weitere biologische Aktivitat flr
Ambruticin V& nachweisen, indem die Produktion von Ambruticin3/S. cellulosuneinen
Selektionsvorteil gegeniiber anderen Myxobakterien versch&e!

Die Biosynthese der Ambruticine wurde 2006 ubmieNet al. basierend auf Gencluster
analysen postuliert§chema0).19’ Das Substrat ist dabei ACP gebunden und durchlauft so die
einzelnen PKk®lodule. Starteinheit ist Propiory@oA und wahrend der ersten funf Module
werden zwei MethylmainyFCoA und drei MalonyCoA Einheiten als Verlangerungseinheiten
eingebaut. Eine Besonderheit ist dabei die Bildung des SauerstoffheteroBagusiaret al.
untersuchten daftir AmbDH3 und AmbDH4, die beiden Dehydrddaseanen aus Modul 3
und 4 der Amhuticin-Biosynthese, genauer und konnten fir AmbDH3 eine Bifunktionalitat
nachweisen. AmbDH3 katalysiert sowohl die Dehydratisierung ag3p-Ronfigurierten
Vorlaufers67 zum E-Alken68 als auch die Zyklisierumga oxaMICHAEAddItion. In Modul 4
laufen die Verlangerung-Methylierung und der Doppelbindungsshift mit Hilfe der
Methyltransferase AmbM ahln vitro Enzymaktivitatstests zeigen, dass AmbDH4 eine drei
fache Aktivitdt besitzt und demnach als Dehydratase, Epimerase und Enoylisomerase (El)
agiet. Die finalen Ambruticine werden nach weiteren Verlangerungsschritten sowie nach Ab
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spaltung des Polyketids und folgend€ailoringProzessen erhalte#f3107182183

AmbA AmbB AmbC AmbD
Lademodul Module 1 und 2 Module 3 und 4 Modul 5

P = Acyl-Carrier-Protein

©®

Acyltransferase

Ketosynthase

= Ketoreduktase o OoH OH o OH o o
Dehydratase WS)H/\/\‘/\/ . WSW - > s (0)
67 68 69

R )= Enoylreduktase

= Methyltransferase

00006

Schema30: Biosylr;grllgtischer Aufbau des Ostfragments von Ambrutic@l) fachBERKHAt al. und JULIK

et. al.
Wahrend der Biosnthese der Ambruticine kommt der in unserem Arbeitskreis untersuchten
bifunktionellen Dehydratese/Zyklase AmbDH3 besondere Aufmerkamkeit als Biokatalysator
zu. Denn AmbDHS3 kontrolliert bei dieser Reaktion den stereospezifischen Aufbau zweier
benachbarter Stereozentrean C2 und C3. Die Konfigurationen an C6 und C7 des Vorlaufers
68 sind zudem fur die Aktivitat des Enzyms entscheidendjlm&awiegend nu(6S7R-68 in
den entsprechenden THRing 69 Uber eine intramolekuare oxMlICHAELAddition umge
wandelt wird. Die vefugbaren Methodologien fur chemische IMOMA Reaktionen zeigen
aktuell an mehreren Stellen Verbesserungsbedarf. Die bestehenden chemischen Synthesen
erlauben nur eine diastereoselektive Synthese und eine geringe Vorhersagbarkeit der Pro
duktkonfiguration, wobei die an Position C2 nicht kontrollierbar AsnbDH3 kontrolliert
jedochauchdiesesStereozentum.103184
Die Kristallisation von AmbDH3 mit einer Auflésung von \t.@faubt die Analyse des aktiven
Zentrums sowie die Lage der einzelnen Sekundéarstrukturen. AmbDH8 ewee Doppel
HotdogFaltung auf, wobekweih -Helices von einem-Baltblatt umschlossen werden. Die
Ausrichtung deh -Helices stellt einen grof3en Unterschied zu andereAd@khanen dar: sie
ist bei AmbDH3 kirrzer und um 9@erdreht Auf3erdem liegt AmbDH8sMonomerund nicht
wie andere DHDomanen al®imervor.1®Die Analyse des aktiven Zentrums zeigt, aetmen
der Ublichen katalytischen Diade fir die Dehydratisieramge Mutaion der Aminosaure an
Position 173 entscheidend flur digklaseaktivitat ist Denn hier befindet siclkein Valin anstelle
der sonst oft vorhandenen grof3en und hydrophilen Aminoséuren Histidin
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und Tyrosinwas zu einer VergroR3erung des aktiven Zentrumst fibetaillierte Untersuch

ungen wurden in Form voRunktmutationstudien mit V173A, V173H, V173Y und V173L
durchgefuihrt und zeigpn, dass ¥73 und HL73 die Aktivitat in Richtung Dehydratisierung
verschieben. KleinerAminosaurerwie Aaninund Lleucinfiihren im Vergleich zsterisch an
spruchsvollen, polaren Seitenketten wigrosinund Hstidinzu einer grof3eren aktiven Tasche

und mehr Platz fur hydrophobe Wechselwirkungen, sodass sich das Ruckgrat des Substrats
falten und somit dieZyklisierung stattfinden kann Das gebogene Riickgrat des Substrats
wurde im Falle der Seitenketten wigrosinoder Hstidinim aktiven Zentrum mit diesen kelli
dieren, was ein&yklisierung ausscldidt. Der Mechanismus mit der katalytischen Diade ist in
Schemé&B1 gezeigt.

Die Reste H51 und D215 binden das Substrat und fudtenoh SaureBaseKatalysezur
Dehydratisierung zurimtermediat89. Es folgt die Abstraktion des Protons duB21i5 gefolgt
von der intramolekularemxa-MicHAEAddition zumcis THPRing18.18°

Asp215 Asp215 Asp215

o t
. - e

o oo oM o 0

Dehydratisierung Zyklisierung
SNAC —_— : A SNAC @ — = O H SNAC
0 N
%L> His51 5£+> His51 ’7‘,L> His51
NH

Schema3l: Meﬁganismus der AmbDH&&taysierten Dehydratisierung und Zyklisierung zum -Ritigy
18.
Der Einsatz von AmbDH3 als Biokatalysator wurde MObLMANNEet al. gezeigt: eine
Substratbibliothek von 20 verschiexden Surrogaten wurde erstellt und jedes Substrat wurde
mit AmbDH3 umgesetzt. Die zu erwartetéR 3R)-selektiven vicinalen Stereozentren des
THRRings wurden mit Ausbeuten zwischen 18 und 100% erhalten. RPaanr und Dioxan
ringe konnten so selektiergestellt werdenSchema3?2). AuRerdem konnte eine kinetische
Racematspaltung durchgefihrt werden, was die Selektivitat von AmbDH3 untersti@ieht.
Arbeitenzeidnen sich zudem durch dagscalingauf einen praparativen MaRRstab ¢}, der
erfolgreichen Immobilisierunglscrosslinked enzyme aggregat€€LEAUNd dem Einsatz in
der Totalsynthese vo)-Centrolobinaus!84186

n=0,1
@ X =CH,, O - hohe Substrattoleranz
)H/{ I R = SNAC, SEt - upscaling (1 g)
6/7

0O
P 1 - Immobilisierung maglich
R™1 Y e/7R3 E—— R'=H, Me, Et
R!

- stabil in organischen Lésemitteln
Schema32: AmbDH3 katalysiert als Biokatalysator die Reaktieerschiedene Substrate in die
entsprechenden THRind THFRinge und bringt dabei weitere Vorteile als Biokatalysator mit
Sich184186

R? = H, Me
R3 = H, Me, Et, iPr, Pentyl, Ph
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4 ZIELSETZUNG

Enzymebesitzenals Biokatalysatoren in der organischen Synthese mehrere Vorteile wie
umweltfreundliche und wirtschaftliche Reaktionemd hohe Chemo und Stereoselektivi

taten. Die enzymatische Domane AmbDld8akysiertin nur einem Schrittlen Aufbau voris

zu vier Stereozentren bei der Heedlung von THiRingenvia einer IMOMA-Reaktion.Die
Stereoselektivitat und Differenzierung von Vorlauferstereoisomeren von Amisibid8abei
besonders erwéhnenswertFrihere Arbeiten beschéaftigten sich mit der biochemischen
Untersuchung von AmbDH3lem Aufstellen einer Substratbibliothekur Untersuchung der
Substrattoleranzder Skalierbarkeit oder der Immobilisierudgs Enzyms

Ziel dieser Arbeitvar die Untersuchag und Verbesserung des synthetischen Patda von
AmbDH3, um einen einfachen Zugang zu chir@kéteterozyklen zu ermoéglichebBabei sollte

eine (chemo)enzymatische Kaskadenreaktion entwickelt werden, die eine Eintopfreaktion von
chiralen THRRingen mitdrei Stereozentren ausgehend von prochiraleKeatothioestern4
erlaubt. Kurze, skalierbare Routen z@ynthese dieser-Ketothioester4 sollten geplant
werden, welche die notwendige Flexibilitdt zur Synthese einer Bibliothek an Vorlauferderi
vaten ermogchten. Ein THC oder eine ADH sollten fur die Reduktiankgéone 4 zu den
(R-konfigurierten Alkohan 5 genutzt werden gefolgt von der AmbDHRatalysierten
IMOMA-Reaktion zu chiralen THRngen 6 (Schema3). Entscheidend dafur sollten die
Untersuchungen der Substrattoleranz der THCs oder ADHs im Hinblick auf die Thioester sowie
die Kompatibilitat der beiden Katalysatoren mit AmbDH3 und den Reaktionsbedingungen sein.

..................................................................................................................................

R = SNAC, SEt, R' = H, Me, R2 = H, Me, R® = H, Et, Ph

Schema33: Im Rahmen dieser Arbeit zu entwickelnde Kaskadenreaktion aus einendetCADHkataly
sierten Reduktion und einer AmbDH#atalysierten IMOMAReaktion zu chiralen THENngen6
ausgehend von-Ketothioesterm.
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Bei erfolgreicher Reduktion von Ketonen zu d&pkonfigurierten Alkoholen mit einem
hohen Umsatz unde-Wert sollten die besten THCs und ADHs mit AmbDH3 in einer Kaskaden
reaktion kombiniert werden. Sollten die Ergebnisse dieser Kaskade vielversprechend ausfallen,
soll dieses System in weiteren Syntheseprojekten chi@ldeterozyklen eingesetzt werden.

Fur die Bestimmung der absoluten Konfiguration d&rkonfigurierten Alkohole sollte ein
chirales Derivatisierungsreagenz (CDA) verwendet weideerst sollte deswegenAMA 94

als CDA synthetisiert und dessbisher noch nicht demonstrierte Anwendbarkeit mit ein
fachen Alkoholen sowie mit den Produkten enzymatischer Raadt wie SNAG- oder 7
Hydroxythioestern(90-93) untersucht werden(Abbildung?).

OH
(0] OH “ (0]
OMe (s> “
SNAC)H/\/\/K/ O oH O SNAC = >
(R)
25 90

(0] 25 20

O OH P o OH P
Z (R)-9-AMA 94 SNAC % ~

SNAC O OH
o1 SNAC ———> M e %’
6 OH 92 Konfigurationsbestimmung o H 92
SNAC)H/K/\OAQ\ mithilfe von CDA (R)-9-AMA SNAC)H@/\OAQ\
OMe oM
-

93 PMB 93 PMB

Abbildung7: (R-9-AMA94 als CDA zur Bestimmung der absoluten Konfiguration einfacher und enzymatisch
er Produkte in dieser Arbeit.
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d. ERGEBNISSE UNIISKUSSION

5.1 Chirales DerivatisierungsreagenzAMA

Stereochemie spielt in chemischen, biologischen und pharmazeutischen Bereichen eine
wichtige Rolle. Wie in Kapit8l2 erwahnt, weist jedes Enantiomer einer chiralen Verbindung
unterschiediche biologische Aktivitat aufdass die richtige Konfiguration der Stereozentren
entscheidend ist (Contergan den 1950er Jahren}® Deswegen sind neben der Entwicklung
von Methoden zur Gewinnung von enantiomerenreinen Verbimgkn auch Methoden zur
Bestimmung der absoluten Stereochemie von groRem Interesse. Die bekanntesten Methoden
sind die Rontgenkristallstrukturanalyse, chiroptische Methodete (Circulardichroismys
optische Rotationsdispersion (ORD) und N&fektroskopiel etztere Technik bringt folgende
Vorsteile mit sich: sowohl feste als auch flissige Proben kdnnen untersucht werden, da die
Analyse in Losung durchgefihrt wird; nur eine kleine Menge der zu untersuché&nolea

wird bendtigt, die auch wiederverwendet wezd kannund die daftr nétigen Gerate sind in
sehr vielenLaboren und Forschungseinrichtungen vorhandén.

Zwei Ansatze sind fur die Bestimmung der absolukanfiguration mittels NMSpek
troskopie bekanntchiral solvating agenfCSA) undhiral derivatizing agen{CDA. NMR
Spektren zweier Enantiomere sind in einem achiralen Losemittel nicht unterscheatbar
wenn sie in Diastereomere umgewandeltirden In beiden Féllen (CSA und CDA) spielt die
chemische Verschiebung der Signale der Diastereomere eine entscheidene Rolle zur
Bestimmung der absoluten Konfiguration. Im Falle von CSAs wiRilatie in einem chiralen
Umfeld, welchesdas CSA erzeugt, untersiicDas zu untersuchende Substrat wechselwirkt
mit dem chiralen Auxiliar durch niclkbvalente Wechselwirkungewie Wasserstoffbriicken
bindungen, lonedonen, DipotDipot oder ™ -~ -WechselwirkungenDer Vortdiliegt in der
einfachen Zugabe des CSAs ohimee weiteren Derivatisierungsschritt. Gleichzeitig sind die
Wechselwirkungen jedoch nur schwach, was zu kleineren chemischen Verschiebungen im
NMRSpektrum fuhrt und somit auch zu einer schwierigen Auswertung und Bestimmung der
absoluten Konfigurationm Falle vornCDAs findet eine kovalente Verknipfung zwischen dem
zu untersuchenden Substrat und dem CDA statt, was zu einer grofReren konformationellen
Rigiditat fuhrt und mit auch zu deutlicheren Unterschieden in den chemischen
Verschiebungen im NMBpektum 187188189190

Die CDAVethode ist de bekanntere und wegweisende Arbeiten dafiir erbrachiosHER

und DALE1973. Die nachhm benannteMosHEMMethode umfasst die Umwandlung eines
sekundaren Alkohols in den entsprechengster mithilfe vonh-Methoxy-" -trifluormethyl-
phenylessigsaure oder alichen Carbonsauren mit Arylregtie Methoxyphenylessigsaure
(MPA, 95, Schema34).1°1192 Nach undnach wurden neue, effiziente CDAs mit dhnlichem
Prinzip hergestellt.
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Die CDAs mussen folgende Gruppen besitzen:

a) eine funktionelle GruppeA, z.B.eine Carbonsaure, die die kovalente Verknupfung

ermaglicht;

b) eine polareoder sperrigeGruppe R, die dieKonformation fixiert;

c) eine Gruppez die in der Lage ist, einen raumorientierten und effizienten anisotropen
Effekt zu erzeugen, der selektiv die Substituenteonder L, des zu untersuchenden
Substrats beeinflust, sodass die Abschirmung tntéschirmung awd damit die
chemischen Verschiebungen fug und l2 in den beidenDiastereomeren unter
schiedlich sindin Schema34 sorgt der Aromat fur den Substituenten tiir einen
Abschirmeffekt, sodass die Signale dieses Esters im$¢Rirum im Vergleich zum
freien Alkohol eine chemische Verschiebung ins Hochfeld erfafifen.

A B
O

OMe Rl A
OH D MGO%OH
! R?Z H 'Ph

MPA (95) Abschirmeffekt

Cc

NMR-Spektrum: freier Alkohol A

Entschirmeffekt

NMR-Spektrum nach Derivatisierung: Ester

O H

MeO N O/K”

Ad: L,

> ppm

Schema34:

> ppm

(A) Notwendige Gruppen fur ein erfolgreiches CDA in AnlehnungViasHerEster. B)

Abschirm und Entschirmeffekt auf die Substituentenund Lz durch den Aromaten unddj
damit verbundendie beispielhaften unterschiedlichen chemischen Verschiebungen im-NMR
Spektrum fiur die Substituenten und Lz im freien Alkohol und im Esté’8°

Die unterschiedlichen chemischen Verschiebungenifiind L2 (0 ¥'*2) in zwei CDMerivaten
entstehen durch aromatische Abschirmeffekte, greFalle von MPAurch eiren Phenyting
erzeugt werden, welcher selektiv nur einen der Substituenten in jedem Derivat betrifft. So
informieren die Abschirmugen, die durch die chemisché/erschiebungen der Resteund

Lo pt Y2im NMRSpektrumdeutlichwerden, tiberdie raumliche Positiomon Ly und L2 zur
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aromatischen Gruppé&cheméa4). HAtome,die in derBEbende des Aromaten liegen, werden
entschirmt. HAtome, die vor oder hinter der Ringebene liegen, wertlergegendurch den
Ringstromeffekt abgeschirmt, derwiederum durch das Vorhandensein eines externen
Magnetfelds erzeugt wirdfé8190
Die Bestimmung der absoluten Stereochemie durch MNdpRktroskopie basiersomit auf
dem selektiven Einfluss der aromatischen Gruppe des CDAs auf Suibstituentendes
Molekils. Ein groReres Aromatensystem als beispielsweise in MBAerzeugt einen
intensiveren Abschirmeffekindflhrt zu einer besseren Trennung der Signale zundeutlich
groReren Differenzen in der chemischen Verschiebynyg). h-(9-Anthryl)}h-methoxy
essigsauréd-AMA94, SchemaBb) ist ein CDA mit einerAnthracensystem, das bis zu viermal
hohere nt -Werte liefert als MPA95. Grinde dafur sindasstarke aromatische Magnetfeld
des Anthracensystems sowie die groRere komfationelle Rigiditat von-BAMA94.193194

O OMe
G

(R)-9-AMA 94

OH

(S)-9-AMA 94

Schemass:

(R)-9-AMA-Ester H
Ar. H o] H
Ar, |
L, L4 H%o/\_’l-z
1
. / OMe oo
Me
O H H
MeO.R T L
f{)ko/\_'-z H S~ Ar
H ‘Ar 1 Ly
sp-Konformer ap-Konformer
(S)-9-AMA-Ester H
H Ar 0 H
H, r
Ly Ly Ar% O/K’Lz
e oM © Ly
/ e OMe

Meo%o/kiz Ar@HL1
S H L4 K

Ar 2

sp-Konformer

ap-Konformer

sp- und ap-Konformere desR)-9-AMA-Esters (oben) und de§¢9-AMAEsters (unten}®’

Generell zuverlassige Konfigurationsmisungen beziehen sich oft darauf, dass ein NMR
signifikantes Konfomer bevorzugt vorliegt. Auch wenn im Fall eines Esters die Einfachbindung
rotieren kann, muss der Ester in einer Konformation bevorzugt vorliegen. Um die Kon
figuration somit vorherzusage ist das Wissen uber die Struktur und die Hauptkonformere
der Derivate notwendigRGUER Tt al. fanden heraus, dasler zentrale Knformationsprozess

die Rotation um di¢" GCO Bindung ist und dass das zu zwei Hauptkonfomiien: sp-
Konformere bei denen die OMe-Gruppe synperiplanarzur Carbonygruppe steht undp-
Konformere bei denendie OMe-Gruppeanti zur Carbonylgruppe steht. Dgp-Konformation

ist die stabste und dieap-Konformation die am wenigsten stabile Konformati@thema5
verdeutlicht, dass in desp-Konformation im R-9-AMA-Ester kL abgeschirmt wird, wahrend

in derap-Konformation kabgeschirmt wird. Fur dergf 9-AMA-Ester sieht es anders aus.

44



Ergebnisse und Diskussion

Hier erfahrt L2 eine Abschirmung durch den Aromaten in éggKorformation und L in der
ap-Konformation.Die Gruppe vorRGUERAoNNte auch zeigen, da das Gleichgewicht auf
Seiten der sp-Konformation liegt und dass die Ergieunterschiede zwischesp und ap-
Konformationmit der Grof3e des Arylrings zusammenhangen. Je gréRer der Ring, desto starker
der aromatische Abschirmeffekt und gleichzeitig desto grél3er der Energieunterschied
zwischersp- und ap-Konformation. Diese belen Effekte sind verantwortlich, dassA®1A 94

zu groReremi -Werten fuhrt als andere CBAE"19319519% Generellhangt die Starke dem -
Werte von der Natur des aromatischen Systems, der relati@mformationpopulation
zwischensp- und ap-Konformationund der Distanz und Orientierurdes Arylrings zum Sub
strat ab*

Fur die Bestitnung der absoluten Konfiguration mittels CDA gibt es zwei Hauptverfalmen.
ersten Verfahren wird das (unbekannte) Enantiomer separat mit den beiden Enantiomeren
des CDAs derivatisiert und die-NMRSpektren der entstehenden Diastereomere werden
verglichen. Im zweiten Fall wird das Substrat mit einem einzelEr@antiomerdes CDAs
umgesetzt und dastH-NMRSpektrum des entstandenen Diastereomers mit dem des
Substrats vor der Derivatisierung vergich Es miissen immer zwél-NMRSpektrengegen
Ubergestelltwerden. Eine schematische Anleitung zum zweiten Verfahren Stiema36
gezeigt. Zuerst wird ein 'H-NMRSpektrum des Substrats vor der Derivatisierung
aufgenommen (Schritt). Die Derivatisierung mit einem Enantiomer des CDAs erfolgt
(Schritt2), gefolgt von der Aufnahme déld-NMRSpektrums des entstandenen Diasteromers
(Schritt3). AnschlieRend werden d@ifferenzen der chemischen Verschiebungen der Reste
Lt und L berechnet (Schtt 4), bevor &schlieBend die Bestimmung der Konfiguration
stattfindet (Schritt5).190197

|:| 1. "TH-NMR-Spektrum des Alkohols vor der —)
Derivatisierung
))) 2. 9-AMA-Derivatisierung > ppm
Ad: L,
—)
|:| 3. H-NMR-Spektrum des 9-AMA-Derivats
4. Berechnung von Aé in [ppm] der
Substituenten L, und L, L+ ppm

O H

MO @ o — b
& 5. Bestimmung der Konfiguration O-(Rye-AA

Schema36: Verfahren zur Bestimmung der absoluten Konfiguration sekundéarer Alkohole unter
Verwendung eines einzelnerAMA-Enantiomers als CDA.

45



Ergebnisse und Diskussion

5.1.1 Synthese von AMA

Zur Bestimmungder absoluten Konfiguration enzymatischer Produkte wie sekundaren
Alkoholen wurde Y2AMA 94 in Anlehnung an eine etablierte flnfstufige Synthesrout
FREIREL al. hergestellt!®8

1. NaBH,, EtOH, OMe
O\/ 0°C, 20 min \_OH
O CICOCOAEL AlCl, _93% (Lit: 95%) oW O
0
abs. CHyCly, 2. NaH, Mel, MeOH/HZO RT, GN O
0 °C>RT, iGN abs. THF,

0 °C->RT, UN
94% (Lit.: 96%) 73% (Lit.: 89%) 73% (Lit.: 85 %) 94

47% tiber vier Stufen

Schema37: Synthese vomac. %AMA94 nach einer Route VoRREIRET al.1%

In Schem&7ist die Route zur racemischen Carbonsawégezeigt. Das fur den selektiven
Abschirmeffekt des CDAs verantwortliche und unverzichtbare Strukturmotiv des Aromaten
wurde im ersten Schritt in eindiRIEDECRAFTSACYlierung unter Verwendungpn Ethyloxaly
chlorid zum Keton 97 eingebaut. DieAusbeute betrug dabei 94%. Das Ket®n wurde
anschlieBend mit NaBltum Alkohol mit einer Ausbeute von 93% reduziert. Die Uberfiihrung
des Alkoholzum Methylester98 erfolgte unter Verwendung von Methyliodighd Natrium
hydrid als Basemit einer Ausbeute von 73%. Nach déerseifung mit LiOH konnte die
racemische Carbonsau@d mit einer Ausbeute von 73% und einer Gesamtausbeute von 47%
Uber vier Stufen erhalten werden.

Die Isolierung der einzelnen Enantioreevurdedurcheine Kristallisatiomealisiert.

OMe
~._-OH

O
1. (R)-Phenylethylamin O 94 1. (S)-Phenylethylamin
2. 3x UK in MeOH 2. 3x UK in MeOH
3.1 M HCI, CH.Cl, 3.1 M HCI, CH,Cl,

O OMe
0,60

0,50+
7 A_oH

— —=—23,079
——=28,395

321,190

°
)
8

o

°

3
|

LI T T T T o 5 T T T T T T
0,00 5,00 10,00 15,00 20,00 25,00 30,00 35,00 40,00 45 0,00 5,00 10,00 15,00 20,00 25,00 30,00 35,00 40,00 45,0
Minutes Minutes

Schema3s: Diastereomere Kristallisation vaac. AMA zu R-9-AMA94 (links) und §-9-AMA94 (rechts)
mit enantiomerenreinem Phenylethylamin mit anschlieRenéeeisetzung undinalyse per
chiraler HPLC unter folgenden Bedingem: n-Hex/-PrOH 90:10, 4&in: (R-9-AMA 94
tr=23.1min, §-9-AMA94tr=28.4min.
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Die verwendeten enantiomerenreine Amine wurden kommerziell erhalten. Vor deren
Verwendung wurde derenEnantiomerenreinheit drch Drehwertmessungen bestatigt.
AnschlieBend wurde das Racem84 mit (R-Phenylethylamin in Methanol dreimal
umkristallisiert und abschlie3end protoniert, ufd-0-AMA94 zu gewinnen.H-Phenylethy
amin wurde verwendet, um§-9-AMA 94 zu erhalten. Ausbeuteverluste sind u.a. durch die
mehrmaligen Kristallisationsschritte erklarbar. So wueXAMA94 mit einerAusbeute von
43% ausgehend vom Racen®&terhalten und §-9-AMA94 mit einer Ausbeute vod 1%.

Die Konfiguration wurde durch Drehwertmessung und Analyse per chiraler HPLC hestatigt
(9-9-AMA 94 besitzt einen Drehwert mit positivem Vorzeichen uri@-$-AMA 94 mit
negativem Vorzeichet?® Die Chromatogramme der chiralen HPLC sirgtimema38 gezeigt.
(R-9-AMA94 besitzt unter den gezeigten Bedingungen eine Retentionszeit vom2i8.ind
(9-9-AMA94von 28.4min. Deree-Wert fur R-9-AMA94 betragt 94% und der fUS-9-AMA

94 98%. Zuweiteren Uberpriifung der Konfiguration vor®MA 94 kdnnen die Enantiomere

mit enantiomerenreinen Alkoholen umgesetzt werden und die chemischen Verschiebungen
der Signale im Alkohol berechnet und verglichen werden.

5.1.2 Einsatz von AMA zurKonfigurationsbestimmung

5.1.2.1 Einsatz von AMA als CDA mit enantiomerenreinen Alkoholen

Das synthetisierte9-AMA 94 wurde mit enantiomerenreinen, kommerziell erhéltlichen
sekundaren Alkoholen umgesetzt, uranz einen die Enantiomerenreinheit der jeweiligen
9-AMA-Charge zu uberprifen und zum anderen Arevendung von 9AMA 94 als CDA flr
spatere Konfigurationsbestimmungen von enzymatischen Produkten zu testen.

Die Vorgehensweise entspricht der agapitel5.1 (Schema36): zuerst wurde ein tH-NMR
Spektrum des freien Alkohols aufgenommen, der anschlieRend #NA 94 derivatisiert
wurde. Dast'H-NMRSpektrum des Estemurde mit dem des freien Alkohols verglichen und
die chemischen Verschiebungéerechnet um so die absolute Konfiguration des Alkohols
(und in diesem Falle die vorRAMA94) zu bestimmen.

Bei den enatiomerenreinen, kommerziell erhéltlichen Alkoholen handel sich um
(9-Phenylethano(25) und um (R)- und §-Hydroxybuttersaureethylestg99). In Schema39
sind die zu erwartenden Konformere der beiden Es&){und (SR-100dargestellt.9-AMA-
Ester weisen, wién Kapitel5.1 erwahnt, bevorzugt einesynperiplanareKonformation auf.
Daraus resultierend kann eine Erwartung fir den Effekt auf die beiden Substituenten
formuliert werden. Im Falle vorR(-9-AMA 94 sollte der Anthracenring einen abschirmenden
Effekt auf die Methylgruppe {.ausiiben, wahrend im Falle vd®-0-AMA 94 der Phenylring
(L) abgeschirmt werden sollte. Somit sollten &imtonensgnale der abgeschirmteBubsti
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tuenten im Vergleich zu dem des freien Alkohols chemisch ins Hochfeld verschoben werden.

(S)-9-AMA
H OMe ©\()/
L, — - ?
Ar L1 H OR
—_— —
Ly Ly
sp-Konformer R = (S)-9-AMA
(R)-9-AMA

H OMe
L, _—
H Ar
L
Ly Ly

sp-Konformer R = (R)-9-AMA

Schema39: Stabilste Konformere derS- bzw. R-9-AMAEster §9 (oben)} bzw. §,B-100 (unten) in
NEwMANProjektion (links) undeilstrichformel (mittig). FUrS-Phenylethanol25) entspricht
Ls dem Phenylring undzlder Methylgruppe.

In Schema40 sind Ausschnitte detH-NMRSpektren des freien AlkohoBs und des §-9-
AMA-EsterslO0dargestellt und die Bereiche der Phenylsignale (links) und der Methylgruppe
(rechts) sind farblich heorgehoben.

TR YVS @R

| 45: 0.38-0.73 ppm | @ A8:0.12 ppm

745 735 735 715 708 655 685 675 665 655 | (S)_g_AMA_ESter | 150 \14% 1@ 1 134 130 1% 12 LB L8 110 106 1m
SRE BRes

O-(5)-9-AMA
A | M I 0.38- TSrCH,

: I : 073 L o 042

S4L50 146 147 138 134 130 126 12 L8 L1 L0 105 102

SchemadO: Ausschnitte defH-NMRSpektren des freien AlkohoB5 (oben) und des§9-9-AMA-Esters
100 (unten) fur den Bereich der Phenylsignadg (nd der MethylgruppeR). Die Signale sind
durch einen farbigen Kasten entsprechend hervorgehoben: Signale des freien ARBkinld
mit einemblauenKasten, die Signale des Substituenten, der starker ins Hochfeld verschoben
wurden, mit einemgriinenKasten und die Signale d8sibstituenten, der eine weniger starke
chemische Verschiebung ins Hochfeld erfuhr, mit eimeten Kasten gekennzeichnet.
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Die Protonensignale deMethylgruppe des freien Alkohols bestzim *H-NMRSpektrum

eine chemische Verschiebung von 1ggn. Nach Vieesterungmit (9-9-AMA 94 ist dieses
Signal bei einer chemischen Verschiebung von g8 zu finden, sodass das Signal um
0.12ppm hochfeldverschoben wurde Schema40, B). Fir die Berechnung wird der
Schwerpunkder jeweiligenMultiplets herangezogenDer Phenylring wurde vom Anthracen

ring im §-9-AMAEster 100 deutlich starker abgeschirmt mit einem Unterschied der
chemischen Verschiebung van380.73ppm. In der Mitte von Schema40 ist das sp
Konformer mit den entsprechenden Substituenten(Bhenylring) und A (Methylgruppe)
dargestellt, in dem der Anthracenring eimbschirmende Wirkung auf den Phenylring ausubt.
Diese Annahme wird durch die Ergebnisse des Vergleichs der chemischen Verschiebungen
bestétigt und ist durch die Darstellung des Esters mit dexvim und rot gekennzeichneten
ni-Werten neben den entspreamnden Substituenten zusammengefasStijemad0, unten
mittig). Dabei stellen die grinen Werte die Unterschiede der chemischen Verschiebungen der
Substituenten dardie starker durch den Ringstromeffekt des Anthracenrings beeinflusst
wurden und deren Signale damit deutlich starker ins Hochfeld verschoben wurden. Die roten
Werte zeigen die Substituenten, die weniger stark vom Anthracenring abgeschirmt wurden.

Ausschnite der 'H-NMRSpektren des freien Alkoho®5 und des R-9-AMA-Esters100 fiir
die Ermittlung der unterschiedlichen chemischen Verschiebungen stiachemall gezeigt

7.37 -7.28 ppm

A8:0.11-0.13 ppm Aéd: 0.44 ppm

7.26 - 7.15 ppm

‘ O-(R)-9-AMA

1.07 ppm

0.11- (87CH;,
0.13 100 0-44

S0 745 740 735 730 735 720 R4S %10 705 740 695 690 685 680 635 67 L0 L4 L4 138 13 130 128 L2 148 L4 L0 108 102

Schemadl: Ausschnitte defH-NMRSpektren des freien Alkoho5 (oben) und des§R)-9-AMA-Esters
100 (unten) fir den Bereich der Phenylsignad¢ (ind der MethylgruppeR). Die Signale sind
durch einen farbigen Kasteantsprechend hervorgehoben: Signale des freien Alkob®knd
mit einemblauenKasten, die Signale des Substituenten, der starker ins Hochfeld verschoben
wurde, mit einemgriinenKasten und die Signale des Substituenten, der eine weniger starke
chemischeVerschiebung ins Hochfeld erfuhr, mit eineaten Kasten gekennzeichnet.

Im Falle des(SR)-Esters 100 werden gegensatzlichechemischen Verschiebungen zum

(§9-Esterl00erwartet: der Anthracenring sollte einabschirmenden Effekt auf die Methyl
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gruppe ausuben, sodass dieBeotonensgnale deutlichchemischins Hochfeld verschoben
werden sollten.

Wahrend der Unterschied der chemischen Verschiebung fir die Methylgruppg@atéter
1000.12ppm betragt, liegt er im Falle vogR)-Ester100bei 0.44ppm (Schemadl, B). Die
Signale des Phenylrings wurden deutlialeniger beeinflusst, da die Untersadde der
chemischen Verschiebung zwischen Werten 0dril ppm und 013 ppm liegen Schemadl,

A) und nicht wie iIm§S-Ester100zwischen 0.38 und 0.43m Schemad0). Auch hier sind

in Schemad1 in der Mitte die Unterschiede der chaschen Verschiebungen farblich neben
den entsprechenden Substituenten des Esters zusammengefagstit wurden eindeutig
bevorzugt Signale eines Substituenten stark ins Hochfeld verschoben, wéahrend die des
zweiten Substituenten eine deutlich schwachereiische Verschiebung erfuhrewie zu
erwarten schirmt der Anthracenringi(R-9-AMA-Ester100die Methylgruppe ab undn (S-
9-AMA-Ester 100 den Phenylring. Trotzdem gibt es einen abschirmenden Effekt auf den
jeweiligen anderenSubstituenten da deren $jnale ebenfalls chemisch ins Hochfeld
verschoben wurden. Di&érke der chemischen Verschiebung ist jedoch entscheidend und
zeigt eindeutig, welcheubstituentenintensiver vom Abschirmeffekt betroffensind und
welche wenigerFur eine zuverlassige Bestirang der absoluten Konfiguration ist deswegen
die Auswertung moglichst aller Signale entscheidend.

Die Enantiomerenreinheit der-BMA Charge wurdegia chiraler HPLXK@pitel 8.2 bestimmt

und dereeWert betrug fur R-9-AMA94 94% und fir $-9-AMA 94 98%(Abbildungs).

(R)-9-AMA 100 (S)-9-AMA 100
R=CHCHpPh B R=CHCHpPh R

-6.33
6.33

3:97 99:1
S:R SR

3 -
a & 2
8 n 2
-] =] S

Abbildung8: H-NMRAusschnitte im Bereich délsProtons von 6.40 bis 6.2%m des §-Phenylethanol
(R-9-AMA-Esters 100 (links) und des §-Phenylethanc(S-9-AMA-Esters 100 (rechts) zur
Bestimmung der Enantiomerenreinheit vaR-90-AMA94 (links) und §-9-AMA94 (rechts).

Der eeWert kann auch durch die Derivatisierungpn enantiomerenreinen Alkoholen

ermittelt werden, indem die Integrale bestimmter Signale verglichen werden. Da im Aro

matenbereich und vor allem im Aliphatenbereich starke Uberlagerungen von Signalen beo

50



Ergebnisse und Diskussion

bachtet wurden, lonnten diese nicht zur Analyse herangezogen werden. Deswegestew

die Signale des-Protons von 2AMA 94 verwendet. Das Signal desProtons von RQ-9-AMA

94 liegt bei 6.27pm und das vong-9-AMA94 bei 6.33ppm. InAbbildung8 sindAussbnitte

des jeweiligen Spektrums und der Integralverhaltnisse gez&g8-AMA 94 liegt somit mit
einem eeWert von 94% vowund §-9-AMA 94 mit einem eeWert von 98%. Die Werte
stimmen mit den Ergebnissaler chiralen HPL@nalyseliberein. Trotzee-Werten von <99%
kann 3AMA 94 als CDA verwendet werden, da fur die Bestimmung der absoluten
Konfiguration die Unterschiede in den chemischen Verschiebungen einzelner Substituenten
aussclaggebend sind und deren Tendenzen sind in den bisherigen Féllen eindeutig.

Als weiterer enantiomerenreiner Alkohol wurde Hydroxybuttersaureethyle3®arerwendet.

Die funktionelle Gruppe des Esters innerhalb der Kette des sekundéaren Alkohols ist fur die
Untersuchung der in dieser Arbeit vorkommenden enzymatischen Produkte wichtig. Sowonhl
(R- als auch §-Hydroxybuttersaureethyleste®9 wurden jeweils mit R- und §-9-AMA 94
umgesetzt. Die Hauptkonformere der Ester sind Bchema42 dargestellt. Die fur die
chemische Verschiebung zu unterscheidenden Substituenten sind zum einen die
Methylgruppe neben dem Alkohol und zum anderen dereinfacht ausgedriek

te ,EthytarboxymethylerGruppet 6 S & (i $ K& -E-Grugpe, der CHEthylgruppe

und der terminalen CHEthylgruppe.Im Falle von §-9-AMA 94 und ©-99 schirmt der
Anthracenring die langere Estergruppe) (ind somit drei Signalgruppen aBohemai2, A),
wahrend im Falle vonR-9-AMA 94 und R-99 die selbe Gruppe als; Lstarker vom
Anthracenring beeinflusst werdesollte Schema2, B).

(S)-Alkohol 99
(S)-9-AMA 94

H OMe (0] H
MeO L L (0] S,
L e S /k — 1\i/ 2 — N W
H O H OR O OR
& B
o o

sp-Konformer
R = (S)-9-AMA
(R)-9-AMA 94
H OMe
@Lz = = "= O
Hp— A OR 0 OR
— —
L
sp-Konformer ! L2
R = (R)-9-AMA
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(R)-Alkohol 99
(S)-9-AMA 94

H OMe 0O H

L MeO S L y Ly .‘j(‘ o

H O H OR OH O
O —
Ly L,

sp-Konformer
R =(S)-9-AMA
(R)-9-AMA 94
H OMe
@Lz e g O~
Hp—"A oH O
- —
Lq L,
sp-Konformer
R = (R)-9-AMA

Schemad2: Stabilste Konformere deiSf- bzw. R-9-AMAEster §-101 (A) und (R)-101 (B) in NEWMAN
Projektion (jeweils links) und Keilstrichformel (jeweils mittig).

Daraus ist abzuleiten, dass in beiden Fallen die gleichen drei SignalgruppéhNMR

Spektrum ins Hochfeld verschoben werden sollten, wahrend die Methylgrappen dem

Alkohol eine deutlich schwachere Beeinflussung durch den Anthracenring erfahren sollte. Die

Methylgruppe wird im Falle vorR[-9-AMA 94 und §-99 als L (Schema42, B) und im Falle

von §-9-AMA94 und R-99 als L (Schemad2, B) vom Anthracenring durch den Ringstrom

effekt beeinflusst und deren Signale sollten deswegerbeiden Fallen deutlich starker

hochfeldverschoben sein verglichen mit den Signalen der langeren Estergruppe.

Um diese Annahme zu bestatigen, wurden die jeweiligen Alkohole mit den entsprechenden
9-AMA-Enantomeren 94 derivatisiert und dereftH-NMRSpektren miteinander verglichen.
Zur Veranschaulichung werden$themat3 und Schemad4 fur die langere Ethylgruppe nur
die 'H-NMRAusschnitte der C+Ethylgruppe herangezogen

In Schemat3 sind Ausschnitte detH-NMRSpektren des freien AlkoholB){99 und des(RR)-
EsterslO1flr den Bereich der GHEthylgruppe (A) und der MethylgruppB)(dargestellt. Die
Signale der CrEthylgruppe lassen sich im freien Alkoh8)-99 bei einer chemischen
Verschiebung von 4.19pm wiederfinden und nach der Derivatisierung nij-9-AMA 94
spalten die Signale auf und liegen bei 33%47ppm und 3.423.36ppm. Der Unterschied in
der chemischen Verschiebung liegt somit beiS und 0.80ppm und ist im Vergleich zum
Signal der Methylgruppe deutlich ins Hochfeld verschoben worBes. Signal et Methyt
gruppe liegt im freien AlkohoR{-99 bei 1.22ppm. Nach der Derivatisierung wurde dieses
Signal un®.06ppmins Tieffeld verschoben.
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[ 419 ppm | [ (R-Alkohol | 125 pom |

H, O OH
“ A /C‘OMCM —) L

99

| (R)-9-AMAEster |

Ad: -0.06 ppm

1.29 ppm

AS:0.69 - 0.80 ppm
3.50 - 3.39 ppm

| . O O-(R-9-AMA

N -
<70 (RI"CH5 -0.06
0.24
0.44
009 101

400 3% 1m0 38

Schema43: Ausschnitte defH-NMRSpektren des freien AlkoholR)99 (oben) und degR,R-Esters101
(unten) fur den Bereich der GiEthylgruppe &) und der MethylgruppeB). Die Signale sind
durch einen farbigen Kasten entsprechend hervorgehoben: Signale des freien Ab®@bivld
mit einemblauenKasten, die Signale des Substituenten, der starker ins Hochfeld verschoben
wurde, mit einemgriinenKasten und die Signale des Substituenten, der eine weniger starke
chemische Verschiebung ins Hochfeld erfuhr, mit eimetan Kasten gekennzeichnet.

Die Beeinflussung der anderen Signale isBamemad3 (unten, mittig) gezeigt. Die-CH-
Gruppe wurde um 0.2d4nd 0.28ppm und dé terminale CEtEthylgruppe um 0.46pm
hochfeldverschoben. Die Ergebnisse bestéatigen damit, daBalimmvonR)-9-AMA94und R)-
99der Anthracenring durch den Ringstromeffekt selektiv eine abschirmende Wirkung auf nur
einen Substituentendie langereEsterkette (), austibt.

Die Derivatisierung des gleichen Alkohd®&-99 mit (9-9-AMA 94 sollte hingegen zu der
selektiven Abschirmung des ander&ubstitienten, der Methylgruppe (L), fihren, was in
Schemal4gezeigt istDie Signale der GHEthylgruppe erfuhren eine chemische Verschiebung
von lediglichD.12ppmins Hochfeld$chemat4, A), wahrend das Signal der Methylgruppe um
0.34ppm hochfeldverschoben wurdeSchemad4, B). Die Unterschiede in den chemischen
Verschiebungen der restlichen Signale sinidhemat4 (unten mittig) durch die farbliche Zu
ordnung zu den jeweiligen Substituenten zusammengefasst. Wahrend gletpgruppe im
(RR)-Ester101 um 0.44ppm ins Hochfeld verschoben wurde, wurde sie im Falle ®R)-(
Ester 101 um lediglich 0.09pm hochfeldverschimen. Auch dieh-Ch-Gruppe wurde mit
0.04und 0.05ppm deutlich weniger stark ins Hochfeld verschoben als im FalleR;8aEster
101 mit einer chemischen Verschiebung von 02wl 0.28ppm. Diese Ergebnisse bestétigen,
dass im Falle vorg¢9-AMA und R-99der Anthracenring durch den Ringstromeffekt selektiv
eine abschirmende Wirkung auf nur einBabstituenten, die Methylgruppe 1) ausibt.

53



Ergebnisse und Diskussion

419 ppm | (R-Alkohol | 123 ppm

W, © OH
“ - /C‘Ok/ﬁ}cm — |

99

/—\ —
o H
A8: 0.12 ppm Meo@ekcgﬁ') " o A3: 0.34 ppm

Dot

4.07 ppm 'Q O\ 0.89 ppm
4 —)
012
‘ Hy @ O-(SHO-AMA
" ) ~Co o RCH, 0.34 L
0.09 005 101
2 35 130 125 1.20 115 110 105 100 095 0.50

Schemad4: Ausschnitte defH-NMRSpektren des freien Alkohol®){99 (oben) und desR,3-Esters101
(unten) fur den Bereich der GiEthylgruppe &) und der MethylgruppeB). Die Signale sind
durch einen farbigen Kasten entsprechend hervorgehoben: Signale des freien Ab®kivid

mit einemblauenKasten, die Signale des Substituenteer, starker ins Hochfeld verschoben
wurde, mit einemgrinenKasten und die Signale des Substituenten, der eine weniger starke

chemische Verschiebung ins Hochfeld erfuhr, mit eimeten Kasten gekennzeichnet.

Die Ergebnisse der @ivatisierung de$S-konfigurierten Alkohol®9 mit (§- und R)-9-AMA
94 ahneln den Derivatisierungsergebnissen d@skpnfigurierten Alkohol®9 (Abbildung9).

(S)-Alkohol 99
(R)-9-AMA 94 (S)-9-AMA 94

(S,R)-101 (S,5)-101
0.06 0.72
H. O O-(R)-9-AMA L. O O«S)}9-AMA
02 C2 M
~Us _C< )
010" 07 N CH, 0.35 ous” 0 {S"CH, -0.06
- N— - —
L 004 L, L 024 L,
0.05 0.28

Abbildung9: Zusammenfassung der Derivatisierungsergebnisse $eslohols99 mit (§- und R-9-AMA

94. Die grinen Werte symbolisieren die Unterschiede der chemischen Verschiebungen der
Substituenten, die starker durch den Ringstromeffekt des Anthracenrings beeinflusst wurden

und deren Signale damit deutlich starker ins Hochfeld verschoben wurden untbteie
diejenigen, die weniger stark vom Anthracenring abgeschirmt wurden.

Im Falle vonR-9-AMA 94 und §-99 erfuhren die Signale der langeren Estergruppen mit

0.10 ppm fir die CktEthylgruppe, @6 ppm fir die CkEthylgruppe und 0.04nd 0.05ppm
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fur die h-CH-Gruppe eine deutlich geringerghemischeVerschiebung ins Hochfeld als die
Methylgruppe neben denStereozentrunmit einer chemischen Verschiebung von Oggsn.

Damit hat der Anthracenring durch den Ringstromeffekt einen selektiven Einfluss auf den
Substituenten & (Methylgruppe). Das Gegenteil ist der Fall fur die Derivatisierung mit
(9-9-AMA94. Hier wurden die &nale der lAngeren Esterkette deutlich starker ins Hochfeld
verschoben. Die Signale derCH-Gruppe wrden um 0.24und 0.28ppm, die der CH
Ethylgruppe um @2ppm und die der C#Ethylgruppe um 0.4ppm hochfeldrerschoben.
Ahnlich zu den Ergebnissen tmR)-konfiguriertem Alkohol99 erfuhr das Signal der
Methylgruppe sogaeine chemische Verschiebung ins Tiefiehd 0.06ppm. Deren Protonen
wurden entschirmt und mussen demnach in der Ebene des Anthracenrings liegen. Der
Anthracenring schirmt somit duratten Ringstromeffekt den Substituenten(lAngereEster

kette) ab, sodass die Signale dieser Gruppen ins Hochfeld verschabdgmwbDie Gruppe von
RGUERAzeigten in ihren Arbeiten, dass Protonen, diet 3LAtome vom Stereozentrum
entfernt liegen, diegrof3te Abschirmung erfahrenwvodurch pt-Werte von 0.3-1.0ppm
erreicht werden konnen'®* Im Falle der EsterO1 trifft das zu, da die Signale der
CH-Ethylgruppe am starksten mjtt -Werten von 0.72ppm (§9-Ester101) und 0.6und
0.80ppm (RR)-Esterl0l) ins Hochfeld verschoben wurden.

Die ErgebnisseniSchemad5 verdeutlichen den selektiven Einfluss des Anthracenrings von
9-AMA94 auf einen Substituenten.

1,00 1
0,80

1 | Agin [ppm] L,
0,60 +

0,40
0,20 +
;001
0,40 + -
060 1 |A6|n [ppm] L, |

0,80 +

1,00
069 i

0.06 080 i 0.72 0.12
O-(R)-9-AMA. H, O O«R-0-AWA (RF9-AMA-Q O O-(5)-9-AMA L. O O-(S)-8-AMA (5)-9-AMA-O cﬁ H,
0.41-1 T‘rs CH a';uc 0”7 ~TCH, 0.35 G0 " 55 T8 CH, - ‘oJLw’rs CH, -0.06 H c"{’f'ﬂv‘ 0t~
043 L__ 100044 2 ggg 101 0.06 gg; o ° 41 0.73 100 012 0.45 g;; 101 0.34 g:gg 101 0.09
o H i o H
MEOJR}J‘I\O/K-JL‘ MeO._(s;JJ\O,k-JL
HL = H=h Tk
({7 0
Schemad5: Balkendiagramm zur Veranschaulichung der unterschiedlichen chemischen Verschiebungen

der Substituentendund L2 der (R- und §-9-AMA-Ester im Vergleich zu den jeweiligen freien
Alkoholen. Die Ester sind unter dem Diagramm abgebildet. dDimen Werte und Balken
kennzeichnen die Substituenten, die starker vom Abschirmeffekt betroffen wurden und deren
Signale deutlich starker ins Hochfeld verschoben wurdenrdd Werte und Balken stehen

fur die Substituenten, die weniger stark vom Abschirmeffekt betroffen wurden und deren
Signale keine starke chemische Verschiebung ins Hochfeld erfuhren.
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Im Falle vonR)-9-AMA94 wird selektiv der Substituentlabgeschirmt, wasweiner deutlich
starkeren chemischen Verschiebung dieser Signale ins Hochfeld fuhrt. Im Gegensatz dazu
beeinflusst der Anthracenring i9(9-AMA94 selektiv den Substituenten L

Im Falle vor(R-9-AMA 94 sorgt der Anthracenring fur eine Abschirmungsdgubstituenten

Lo, sodass diese Signale im Vergleich zum freien Alkohol deutlich starker ins Hochfeld
verschoben wurden, wasi@grinen Werte undBalkenverdeutlichen L ist im Fak von (S-
Phenylethano(25) die CH-Gruppe fit =0.44ppm), im Falle vo(§-99die Gk-Gruppeneben

dem Stereozentrum(nt =0.35ppm) und fur (R-99 die aliphatische Kette inklusive
Estereinheit. Im EstefO1wurden zur Veranschaulichung generell nur @ig-Gruppeneben

dem Stereozentrumund die Ch-Ethylgruppe betrachtet. Die CHEthylgruppe liegt vier
Positionen vom Stereozentrum entfernt und @inf die starkste chemische Verschiebung ins
Hochfeld fit =0.69und 0.80ppm). Die L-Substituenten 1ot gekennzeichnet) wden
weniger stark vom Anthracenring abgeschirmt, sodass diese Signalegeringfiigig
hochfeldverschoben wurderkine Verschiebung ins Tieffeld wie im Falle(Bd9-Estes 101

mit 0.06ppm wurde zur Veranschaulichung niafmBalkendiagramm berucktsidit.

Im Falé von (S-9-AMA 94 wurde selektiv kL abgeschirmt und deren Signaéefuhren eine
chemische Verschiebumgs HochfeldgriineWerte und BalkenDie Signale des Aromaten im
(§9-Ester100 wurden um 0.38 0.73ppm ins Hochfeld verschoben, d&sgnal der CH
Ethylgruppe im $9-Ester 101 um 0.72ppm und das der GHGruppe neben dem
Stereozentrum imR S-Esterl01um 0.34ppm. Der Substituentdwurde im §-9-AMA Ester
weniger stark vom Abschirmeffekt betroffen und deren Signabee(Werte urd Balken)
wurden chemisch nur geringochfeldserschobenDiese Ergebnisse verdeutlichen, dass der
Anthracenring von AMA94 durch den Ringsiomeffekt selektiv nur einen Substituentery (L
fur (R-9-AMA94; Ly fur (9-9-AMA94) abschirmt, sodass diese Signale im Vergleich zum freien
Alkoholins Hochfeld verschobenusden und im Vergleich zum anderen Substituenten des
jeweiligen 9-AMAEsters einedeutlich starkee chemische Verschiebunms Hochfeld
erfuhren. 9-AMA 94 liefert als CDA eindeutigéVerte zur Bestimmung der absoluten
Konfiguration sekundarer Alkohole wi&-Phenylethanol(25) und Hydroxybuttersaure
ethyleger 99. Im Fdgenden soll mit AAMA 94 die absolute Konfiguration enzymatischer
Prodikte bestimmt weren.

5.1.22 Einsatz von AAMA zur Konfiurationsbestimmungder Produkteenzymatischer
Reduktionsreaktionen

5.1.2.2.1 Bestimmung der absoluten Konfiguration von Methgthydroxydecanoat

9-AMA94 soll als chirales Derivatisierungsmittel zur Bestimmung der absoluten Konfiguration
von enzymatischen Produkten eingesetzt werden. Dabei handelt es sich um sekundéare
Alkohole, die ausgehend von den entsprechenden Ketonen drieetktion mitketoreduka-
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sen (KR)erhaltenwurden. Die Gberwiegende Zahl an vitro-Reaktionen vorKRDomanen
wurden Di, Tri, oder TetraketilSNACThioester als Substratsurrogate einge
Setzt165166169170171172173174\\enige Studien miochrealistischersubstratvorlaufern fur kR
Domanen vonspaten PK®odulen sind bekannt. Ein Grund daflr ist vor allem die
herausfordernde Synthese hin zu solchen Molekiitgn.Beispiel eines Vorlaufersubstrats fur
ein spates PKBlodul ist das 3-Ketopolyen102, das durch MycKREBKS Modul MLSB4
aufgebaut wid. Die MycKkRBomane aus der MycolactePKS MLSA1, MLSA2 und MLSB ist
in 13 der 16 PKBlodulen zu finden und prozessiert unterschiedlichebis decaketidische
Substrate!®51701199 Dieses Substrat02 besitzt eine polare Thioesterkettein unpolares
Polyenfragmensowie zwei Hydroxygruppen am Ende der Aliphatenkettd ist anfallig fur
Sauren Basen Licht, Hitze od Nebenreaktionen wie Oxidationen, konjugierte Additionen
und ThioesterhydrolysdJm herauszufinden, ob MycKRBnd Substratstrukturell ahnliche
Verbindungersterecselektiv zu einem Alkohol reduziert, wurde WMuNDERLICHas Surrogat
103 synthetisiert(Schemad6).! MycKRB setzte dieses Substmeit einem Umsatz voi56%
zum sekundaren Alkoh@04um.

A

o O OH OH

S a4 (RIN1S)
102

OH " o o 0 OH
N N )UK/\/\/\ )W\M
HOW Y s NN s pans” NS
(e} (e} 66% Umsatz
_ /103 104

|

O OH

Konfigurationsbestimmung: Meo)%/\/\/\

1. Chirale GC-Analyse
2. 9-AMA-Derivatisierung

105

Schema46: (A) 3-Ketopolyenl102 als nattrliches Vorlaufersubstrat fur ein spates ®@lul; B) In vitro
Enzymaktivitatstest eine$-Ketopolyens103 zum 3-Hydroxypolyen104 durch MycKRB
synthetisiert und durchgefuhrt vorMWWUNDERLICHMIit anschlieRender Prozessierung zum
stabileren Methylested 05fiir die Bestimmung der absoluten Konfiguratibn.

Zur Emittlung des Enantiomerentberschusses sowie zur Bestimmung der absoluten Kon

figuration wurde das Substrdi04 von WUNDERLICH den stabilererHydroxymethylested 05

umgewandeltEine dirale GEAnalyse zeigte eineee Wert von 99.3%. FUr dieergleichemle

Bestimmung der absoluten Konfigurationt -AMA94 als CDAst die Synthese des Racemats

105als Referenz notwendig, um die unterschiedlichen chemischen Verschiebungen und damit
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die Signale der entsprechenden Enantiomere richtig zuzuordnen.

Ausgehed vom Aldehyd107 wurde der Esterl05 in einer REFORMATHReaktion mit einer
Ausbeute von 18% erhaltgfschemad?). DiegeringereAusbeute ist Folge ees zu starken
Erhitzenund damit dem Verludbeider Startmaterialienvahrend der Reaktion.

o) o O OH (R)-9-AMA O  O-(R)-9-AMA
)K/Br )W Zn )K/é\/\/\/\ EDC-HCI, DMAP
MeO * H —— > MeO ———————————> MeO
abs. THF, abs. CH,Cly,
106 107 A, 3 min, 105 RT, 1h 106
RT, 30 min
18% Ausbeute
Schemad7: ReEFORMATZReaktion ausgehend vom Aldehy@®7 zum 3-Hydroxyesterl05 mit einer Aus

beute von 18% und anschlieRendMA-Derivatisierung nacBrecLiIcaum Ested 06.

Das erhaltene Raceman5 wurde mit R-9-AMA 94 umgesetzt Nach saulenchromatogra
phischer Reinigung konnte dé€8R-Ester106isoliert und analysiert werdempbildung10,
A). Die analytischen Daten fur d€BR-Epimer106 wurden aus dentH-NMRSpektrum der
Mischfraktion (Abbildungl10, C)erhalten, nachdem die Signale dgR)-Diastereomersl06
abgezogen wurden.

3
@ N O  O-(R-9-AMA
JW = MeO/LK/(S'J)\/\/\/\
i (5)-106
‘_A/L 1 3
6.30 6.26 6.22 | | |
J ~ | .
wn <
g g O  O-(R)-9-AMA
§ Meo” AN
rac-106
F2
L 6.30 6.26 6.22 J
| l VN f L

MeO
Mischfraktion aus (R)- und (S)-106 | q

I - g l e ‘J. . |

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T

6.0 5.4 48 42 36 3.0 2.4 1.8 {2 0.6
[ppm]

Abbildung10:  Vergleich defH-NMRSpektren des§R)-Esters106 (A) mit demrac-Esters106 (B) und der
Mischfraktion ) mit Hervorhebung der Signale fiir de€roton m 9-AMA-Ester

Im Bereich 6.3®.20ppm der'H-NMRSpektren sind diSignale dek-Protons von AMA94
als Singulett erkennbar. EBingulett entspricht einem-BMA DiastereomemDie Anzahl dieser
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Signale gibt somit Rickschluss auf die Anzahl und das Vorhandensein mdglicher anderer
Diastereomere. Diese konnen jedoch nur durch einen Vergleich mit Referenzverbindungen
eindeutig zugeordet werden.Das Signal de$ -Protons von $AMA 94 ist in Abbildung10B
hervorgehoben, um daRacematverhaltnigl:1)zu vedeutlichen. Dasignal fur das-Proton
des(SR)-Estes 106 besitzt einechemische Verschiebung vor28 ppm und dagR R)-Epimer

von 6.25 ppm. In Spektrum A ist nur eifh-Protonsignabei 6.24ppm zu erkennen, wahrend

in der Mischfraktion (C) beide Diasteroemerensignaié einem Verhéltnis von 7:3RR)-
106:(SR)-106) zu erkennen sindDie Spektren und chemischen Verschiebungen 1@&in

seiner gemischten Form (C) sowie des isolier(§R)-Diastereomers106 nach saulen
chromatographischer Reinigurig)dienen als zuverlassige Referenzspektren und Werte fur
die Analyse des enzymatischen Produld$, dessen Konfiguration unbekannt ist.

Fur die detaillierte Betrachtung der chemischen Verschiebungen der einzelnen Diastereomere
werden die jeweiligen Hauptkonformeiia Keilstrichformebetrachtet (Schema48). Die flr

die chemische Verschiebung zu unterscheidenden Substituenterzaimdeinen die'-CH-
Gruppe undder Methylesterund zum anderen die aliphatischen 8Bruppen und terminale
CH-Gruppe. Im Falle vorR-9-AMA 94 und (-konfiguriertem Alkohol 105 sollte als L die
aliphatische Kette vom Anthracenring abgeschimetrden wahrend im Falle vo(R-9-AMA

94 und (R)-konfiguriertem Alkohol105 als 2 der Methylestersowie "-Ch-Gruppe abge
schirmtwerden sollten

Schema48: Stabilste Konformere deR-9-AMA-Ester(SR-106 (oben) und RR)-106 (unten).

Ein Vergleich detH-NMRSpektrendes GR)-Esters106 (A), der vom Racemat abgetrennt
werden konnte, undles freien Alkohol$05vor Derivatisierung (B3tin Abbildungl1gezeigt.
Nach Isolierung des sekundaréikohols104 aus dem Enzymaktivitatstest sowie dessen
Derivatisierung zum sekundéaren AlkoH@l5 wurde dieser mit R-9-AMA 94 umgesetzt, um
dessen absolute Konfiguration zu bestimmen. Aisschnitt des Spektrums ist Abbildung
11, Cdargestellt Ausgewahlte Signalgruppen sind farblich gekennzeichnet
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Im Falle de¢SR)-Esters106 (Abbildungll, A wurdendie Signale der GHsruppenund der
terminalen CBGruppeum 0.07- 0.97ppm ins Hochfeld verschoben verglichen mihde des
freien Alkohat 105 (Abbildungll, B). Die starkste chemische Verschiebungenreten fir
H-Atomeauf, die2-4 GAtomevom Stereozentrum entfernsind, mit pt -Werten von0.97und
0.66ppm (Abbildungl1).

Das Signal deMethylestersbesitztim freien Alkohol eine chemische Verschiebung von
3.71ppm. DieseSigalwurde im (SR)-Esterl06hingegen um lediglich 0.Q&m ins Hochfeld
verschoben undas Signal der-Ch-Gruppeum nur0.01 - 0.05 ppm. Somit warden eindeutig
bevorzugt Signale eines Substituenten stark ins Hochfeld verschoben, wahrend die des
zweiten Substituenten eine deutlich schwachere Verschiebung erfalibese Ergebnisse
zeigen, dass im Fall déSR)-Esters106 die CH-Gruppenvom Anthracenring abgeschirmt
wurden und es sich somit um def){konfigurierten AlkoholLO5 handelt. Alle Unterschiede
der chemischen Verschiebungen einzelner Signalgrugpeses Esterd06 sindin Tabelle2
zusammengefasst.

Ein Blick auf dasH-NMRSpektrum des Esters mit dem enzymatischen Prodi& in
Abbildungll, Czeigteindeutig andere chemische Verschiebungardiesem Fall wrden der
Methylester und die h-CH-Gruppe vom Ringstromeffekt des Anthracenrings beeinflusst,
sodass die Smgle hochfeldverschobenvurden. [as Signaldes Methylesterswurde um
0.78ppm ins Hochfeld verschoben, wéhrered im Falldes (SR-Estes 106 um lediglich
0.08ppmbeeinflusstwurde. Auch die Signale defCH-Gruppe wurden deutlich ins Hochfeld
verschobenmit 0.26und 032 ppm (vgl.(SR-106: 0.01-0.05ppm). Die Unterschiede in der
chemischen Verschiebung der aliphatischen-QHd terminalen CEGruppe erstreckesich
von Obis- 0.15ppm. Diese Ergebnisse mach#gutlich, dass es sichruden (R)-konfigurier

ten Alkohol 105 handet, da dr Anthraceming selektiv einen Substituenten Al den
Methylesterund die " -CH-Gruppe abschirmt Ein genauer Blick in den Signalbereich 'des
Protons von YAMA macht zudem deutlich, dass bevorzugt jeweils nur ein Diastereomer
vorliegt @Abbildungl1, B). In Spektmnm A liegt das Signal desProtonsdes9-AMA-Estersbei
6.24ppm und kann dem3R)-Ester106 zugeordnet werden, wahrend im Spektrum in C das
Signal bei 6.2ppm liegt und somit demRR)-Esterl06 zugeordnet werden kanmie chirale
GC Analyse des aus dem enzymatischen Assay isolierten sekundaren AlR&moilseinem
eeWert von 99.3% bestéatigte das Vorliegen nur eines Enantiomers.
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508 8 & | (35)-Konfiguration
R = (R)}-9-AMA l '3

synthetisiertes Produkt |
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Abbildung1l:  Vergleich defH-NMRSpektren des§R)-Esters106 (A) mit dem des freien Alkoho!k05 vor
Derivatisierung B) und mit dem desRR)-Esters106 (O des enzymatischen Produkts mit
Hervorhebungder Signale fir das-Proton an 9AMAIm Bereich vor6.24ppm im Kasten(B).
Die einzelnen Signalgruep sind farblich gekennzeichnetit = MethylesterGruppe,grin=h-
CH-Gruppe,blau=aliphatische CHGruppen undlila=terminale CBE-Gruppe. Die Molekdl
strukturen der jeweiligen Ester und des freien Alkohols sind in dem dazugehdrigen Spektrum
linksinklusive der farblichen Symbolisierung der Signalgruppen abgebildet.

In Tabelle2 ist eine Zusmmenfassungler Unterschiede derchemischen Verschiebungen
einzelner nalgruppenzwischen dem freien Alkohol urdem jeweiligen R-9-AMA-Ester
106farblichgegenibergestellt

Tabelle2: Vergleich der Unterschiede der chemischen Verschiebungen einzelner Signalgruppen zwischen
demfreien AlkohollO5und dem §R)-9-AMA-Esterl106(links ausgehend vom synthetisierten
Alkohol105) und(RR)-9-AMA-Ester1 06 (rechts ausgehend vom enzymatischen Prodi®s).

(9-konfigurierter(R-9-AMA-Ester106 (R-konfigurierter(R-9-AMA-Ester106
0.05 0.32
MeO o.o1so.29 0.66 0.44 0.07 0_00_0_04_.0_15R 0.26 oMe
: 0.97 0.66 0. Y
0.08 o 6R 0.29 (3 0.78
N\ ~ J . ——
L L, Ly Ly
R=(R)-S-AMA R = (R)-9-AMA

Die Unterschiede der chemischen Verschiebungen zwischen dem freien Alk&huwid dem jeweilige Este06

stehen neben den dazugehdérigen Signalgruppentier und grinerFarbe. DigyrinenWerte symbolisieren eine

starke Abschirmung der Substituenten durch den Anthracenring und damit eine deutlichere Verschiebung dieser
Signale ins Hochfeld, wahrend dieten Werte an den Substituenten stehen, die weniger stark vom
Anthracenring abgeschirmturden und deren Signale deswegen nur gering hochfeldverschoben wurden
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Fur den §-konfigurierten Alkoholl05 wurden im R-9-AMA Esterl06 die aliphatischen
CH-Gruppen vom Anthracenring abgeschirmt und fur dénkionfigurierten AlkoholLO5der
Methylester und die "-CH-Gruppe Der selektive Einfluss des Anthracenrings auf einen
Substituenten gibt somit durch die unterschiedlichen chemischen Verschiebungen ins
Hochfeld eindeutige Ruckschlisse auf die Konfiguration des sekundaren AlKdlols
MycKRBals BTyp KRDomanereduziere dasSubstrat 103 bevorzugt zun{R)-konfigurierten
Alkohol104. Andere Studien zeigten jedoch, dass MycKRBSNAGiketidhioestern eine
(9-Selektivitat besitzt. SCHRODEReschrieb in seinen Arbeitemu PKEKRDomanen, dass
MycKRB fir seine getesteté8iHydroxythioester meist eine hohe Selektivi@fwies die
jedoch abhangig vom Substrat zu untersdtiehen Konfigurationen fuhrteSo beeinflusst die
SubstratgréRe die Orientierung in der aktiven dresin MycK RB?

5.1.2.2.2 Bestimmung dembsoluten Konfiguration vor8-Hydroxythioestern

SNAG3-Ketothioester stellen interessante Vorlaufersubstrate fur die Untersuchung der
Stereoselektivitat vorKRdar. SCHRODERNtersuchte in seinen Arbeiten die Aktivitat, Sub
strattoleranz und diesubstratabhangige Stereekektivitat verschiedener KRDie finalen
Experimente zur Bestimmung der absoluten Kgunfation bestimmterKRProdukte sind in
dieser Arbeit zusammengefasst. Bielydroxythioeste®1-93, 112wurden VONSCHRODERUS
Enzymaktivitatstestsoliertund zur Verfigung gestellt. Die von ihm untersuchterRan

en wurden dabei so ausgewahlt, dadiese verschiedene biosynthetische Vorlauferstrudaur
und unterschiedliche natlrliche Produktkonfigurationen abdecken sowie bereits in friiheren
in vitro-Studien mit SNADiIketidthioestern und deren Derivate untersuchtumlen. TylIKR1
gehort zum BATyp urd ist eine Doméne, die zu den ersten Modulen dekiacton-bilden

den PKS gehtirMit Blick auf den nattrlichen Vorlaufererdenin in vitro-Studien bevorzugt
Vorlaufersubstrate mit kurzen Ketten umgeset#i2°1202 AmpKR?2 ist aus dem dritten Modul
der Amphotericin PKS, gehort dem -Afp an und bevorzugt langere Ketten als
TylKR 160203204 MycKRA und MycKRBdin sich in vielen Modulen der Mycolactbilden

den PKS. Diketide bis Decaketide gehdren zu den nattrlichen Vorlaufern. MgtH&AA-

Typ zuzuordnen wahrend MycKRB eineB/p KR ist, wobesich je nach biosynthetischer
Vorlauferstrukturder BO oder BATyp auspragtt651701731.199 cHrepERestete diese KRs und
die Substratel07,109, 111, 114in den mdglichen Permutationg®chemat9) und fand dabei
heraus, dass die KBRomanen fahig waren, ein breites Spektrum an Substraten umzusetzen.
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o o / O OH (R)-9-AMA O  O-(R)-9-AMA
= EDC+HCI, DMAP

SNAC SNAC —— = SNAC

abs. CH,Cly,

107 91 RT, 1h 108

!
;

Myc ﬂny%
KRA KRB O OH (R)-9-AMA O  O-(R)}-9-AMA

O O
N EDC-HCI, DMAP
SNAC o/\©\ SNAC
109 OMe
%(—J

OPMB ———————> SNAC
PMB

abs. CHyCl,,
o O O OH (R)-9-AMA O  O-(R)-9-AMA
EDC-HCI, DMAP
SNAC — >

OPMB

I
I

%
%

93 RT, 1h 110
_— SNAC SNAC
abs. CH,Cly,

11 112 RT, 1h 13
p
e 9 (rE ) o oH (R)-9-AMA 0 O-R}9-AMA
% KR8/ % EDC-HCI, DMAP
SNAC — SNAC — > SNAC
abs. CH,Cly,
14 92 RT1 h 15
Schemad9: Ubersicht der Enzymaktivitatstests und Derivatisierungsreaktionen mit den verschiedenen Sub

straten und verwendeten KR. Die in dieser Arbeit durchgeftuhrten Experaseémd im grinen
Kasten gezeig.

Die Aktivitat und die Stereoselektivtat der-Rmanen war jedoch umso hdher, je strukturell
naher diegetesteten Substrate dem naturlichen Vorlaufersubstrat waren. Somit war die
Stereoselektivitateilweise von der betrachteten EnzyBubstratKkombination abhangidpen
Umsatz der Enzymaktivitatstests bestimn8HRODERithilfe der UPL&ASAnalyse und die
relative Produktkonfiguration auf Basis v8rHydroxyReferenzmolekilgemischen mit be
kannten syn/ anti-Verhaltnissen. Die Analysen dieser Arbeitrden fir einige exemplarisch
skalierte Reaktionen durchgefihrt, um mithilfe dies&onfigurationsanalysen die absolute
Sereochemie der einzelnen bei dehiralen HPLEANnaylseaufgefundenenStereoisomere zu
bestimmen.So sollte9-AMA94 als CDA fir die direkte und eindeutigenfigurationsaalyse
von Rohprodukten dieser Enzymreaktionemgasetzt undletztendlich als zuverlassige
Methode etabliert werden.
Die eingesetzterB-Ketothioesterunterscheiden sicln Kettenlange und funktionelleGrup
pen (Schemad9). So wurden SNAThioester eingesetzt, dieine aliphatische Kette inklusive
einer Alkineinheit 107) oder inklusive einepara-Methoxybenzyleinheit09) besitzenund
einen Ethylrest{11) oder einen Cyclopentylring tragehld). DasAlkin-Substratl07 wurde
zum einen mit TyIKR1 und zum anderen mit AmpKR2 umgesetzt. DaSuigttatl 09wurde
mit AmpKR2, MycKRA und MycKRB getestet. Sowoklrfasbstratl14als auch das Substrat
111 wurden vonSCHRODERIt mehrerenKRumgesetzt und deen Ergebnisse ausgewertet,
aber mit 3AMA94 als CDA wurde jeweils nam Hydroxythioester eines Enzymaktivitatstests
analysiert.
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Im Falle de€yclopentylringragendenSubstratsl14 wurde die Konfiguration des Hydroxy
thioesters bestimmt, der durch deBnzymaktivitatstest mit MycKRf@wonnenwurde und im
Falle des Substratsl1 wurde der Hydroxythioester mit-BMA 94 analysiert, deraus dem
Enzymaktivitatstest mit AmpKR?2 isoliert wurde.

Die vonScHRODERUr Verfugung gestellten und aus dem Enzymakiisiest extrahierten
3-Hydroxythioester wurden mitR)-9-AMA 94 derivatisiert, um deren absolute Konfiguration
zubestimmenund so etwas Uber die substratabhangige Stereoselektivitat der KRs zu Fernen.

1) 3-Hydroxythioeste©1 mit Alkineinheit

3-Ketothioester 107 wurde von SCHRODER1it TylIKR1 und AmpKR2 umgesétBer resul
tierende 3-Hydroxythioester91 wurde anschlieRengeweils mit (R)-9-AMA 94 derivatisiert.

Die Hauptkonformere fur @ und (R)-108in Keilstrichformel sind iSchemab0 dargestellt.

Die fir die chemische Verschiebung zu unterscheidenden Substituenten sind zum einen die
aliphatische Kette inklusive Alkineinheit mit vier Signalgruppen-ARiH und drei
CH-Gruppen) und zum anderen der SNREst mit vier Signalgruppen (AceGts, NG,
SCHund NH) sowie a@sh -CH und dié -Ch-Gruppe.

Schemab0: Stabilste Konformere deR-9-AMA-Ester §R-108(oben) und RR)-108 (unten).

Im Falle von R)-9-AMA-Ester 108 und dem (39-konfigurierten Alkohol 91 wird als k die
aliphatische Kette mitler Alkineinheit vom Anthracenring abgeschirmt, sodass diese Signale
im *H-NMRSpektrum ins Hochfeld verschobaerden sollten(Schemab0, oben) Im Falle

von R-9-AMA-Ester108 und dem (3R-konfigurierten Alkohol91 werden als |2 die SNAC
Einheit,das" -CH und die h -CH-Gruppe abgeschirmt und deren Signafdltenim ‘H-NMR
Spektrumhochfeldverschobemverden(SchemabO0, unten)

Ausschnitteder *H-NMRSpektren de®9-AMA-Esters108 ausgehend vom Alkohol aus e
Enzymaktivitatstest miAmpKR2 (AmpKR2rodukt) bzw. TylIKR1 (TylKiRtodukt) sindin
Abbildung12, A bzw Cdargestellt.Dazwischen ist da$+-NMRSpektrum des freien Alkohols
91vor Derivatisierung gezeidbas Signal d& -CH istot hervorgehoberundbesitztim freien
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Alkohol des AmpKRProduktseine chemische Verschiebung von 258m und im TylKR1
Produktvon 2.76ppm (Abbildung12, B). InAbbildungl12 ist lediglichein Ausschnitt desH-
NMRSpektrumsdes freien Alkohol91 des TylKRProdukts gezeigtda sich deAusschnitt
des 'H-NMRSpektrums desAmpKRZProdukts dazu nur in geringen chemischen Verschie
bungenunterscheidet

Ein Blick auf di€ektren des AmpKRRrodukts Abbildung12, A) und TylKRProdukts
(Abbildungl12, C) zeigt, dass diese Signdésh-CH im Falle des Esters des TylRRilukts
starker hochfeldverschobenvurden (umnt =0.27ppm) als die des AmpKR2odukts (um

nt =-0.01ppm).
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Vergleich detH-NMRSpektren de9-AMA-Esters108 des AmpKRProdukts A) mit dem des
freien Alkohols91 vor DerivatisierungB) und dem des TylKRrodukts Q). Die einzelnen
Signalgruppen sind farblich gekennzeichmetin =NCH-Gruppe blau=SCHGruppe rot =h-
CH,lila=h-CH-Gruppe und =Alkin-Proton. Die Molekulstrukturen der jeweiligen Ester
und des freien Alkohols sind in dem dazugehoriggektrum links inklusive der farblichen
Symbolisierung der Signalgruppen abgebildet.

Bleibt man im Ausschnitt des Est®pektrums des TylKFroduks (Abbildungl2, C) wird
deutlich, dass die Signale der SNA@ppen sowie dieler h-Ch-Gruppe stark ins Hochfeld
verschoben wurden. Die Signale der NGuppe wurden um 0.5ppm @runerKasten), die

der SCHGruppe um 0.84pm QlaverY | A G Sy 0

daCR-GriRpheSumR $Ppm {ila

Kasten)hochfeldrerschoben. Im Gegensatz dazu wurde das Signal desPxtions um

0.01ppm ins Tieffeld verschobem

Kasten). DienderenCH-Gruppen uberlagern im

Aliphatenbereich und sind deswegen genenelbbildungl2 nicht farblich gekennzeichnet

Die restlichen Unterschiede der chemischen Verschiebungen einzelner Signalgruppen sind
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jedoch zusammenfassemtirch die Darstellung der Molekulstruktur des jeweiligen Esters mit
den in grin und rot gekennzeichneten Werten neben den entsprechenden Swmsétuin
Tabelle3 zu seha.

Ein Vergleich mit dem Esterspektrum des AmpRRR2Iukts zeigéinen gegensatzlichen Trend
Hier wurden die Signale tberhaupt nicht (Age€h- und SCH-Gruppg, nur um 0.07pm
(NCH-Gruppe) ins Hochfeld verschoben oder sogar um pgt ¢ -CH)und 0.25ppm (NH
Signal) ins Tieffeld verschobeDas Signal def-Ch-Gruppe wurde deutlich starker um
0.20ppm hochfeldrerschoben, doch im Vergleich zum TylHRAdukt mit 0.65pm istder
Wert deutlich geringer.Das Signal des Alkirrotons erfuhr hingegen eine chemische
Verschiebung ins Hochfeldn 0.25ppm. Wéahrend die Signale der anderen>@tuppen im
Ester des TylKRArodukts kaumhochfeldrerschoben wurden (0.010.04ppm), erfuhren
diese Signale im AmpKfR2odukt eine starkere chemische Verschiebuogh 0.44ppm,
0.50ppm bis bin zu 1.3ppmins Hochfeld5 S NJ 2 S NJ&1.38@px istnsehr hoch und
bestatigt, dass @tonen, die drei Positionen vom Stereozentrum entfernt liegstark
abgeschirmt werdenSomit wirden eindeutigoevorzugtSignale eines Substituenten stark ins
Hochfeld verschoben, wahrend die des zweiten Substituenten eine deutlich schwéchere
Verschiebung euhren. Diese Ergebnisse zeigen, dass im FalTgéKRIProduktsdie SNAC
Einheit,dash-CHund die h -Ch-Gruppevom Anthracenring abgeschirmturdenund es sich
somit um den 3R-konfigurierten AlkohoB1 handelt. Der Anthracenringorgtim Falle des
AmpKRZProduktsir eine Abschirmung deddiphatische CH-Gruppen und dsAlkinprotons,
sodasglieses Produk®1 eine (39-Konfigurationbesitzt.

Tabelle3: Vergleich der KRypen inklusive der zu erwartendétonfigurationen der dPosition mit den

Ergelmissen aus dieser Arbeit.

KR AmpKR2 TylKR1
KRTyp Al R3S Bl @R3R)
o 0:20 0.65 o
0.07 H < 0.50 1.39 0.04 0.07R S 0.50
Dt:4 (Alk.)g o)kﬂ/\o/s T2 0 0//01 001 7 mﬁ%u
K v 0.35
1 (Ester) [ppm] 020 0,01 L S G
L4 L, L L,
R = (R)-9-AMA R = (R)-9-AMA
108 108
Ergebnis der
Konfigurationsanalyse 3S 3R
mit 9-AMA
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Die grinenWerte stellendie Unterschiede der chemischen Verschiebungen der Substituenten dar, die starker
durch den Ringstromeffekt des Anthracenrings beeinflusst wurden und deren Signale damit deutlich starker ins
Hochfeld verschoben wurden und dieten diejenigen, die wenigestark vom Anthracenring abgeschirmt
wurden.

In Tabelle3 sind die Unterschiede der chemischen Verschiebungen einzelner Signalgruppen
farblich gegenubegestellt.Die Ergebnisserlauben eine eindeutige Bestimmung der Hydroxy
Konfiguration. TylKR1 reduzierte den SN#&Bothioester 107 zum (F)-HydroxySNAE
Thioester91. Die Reduktion miAmpKRZihrte zur(39-Konfiguration In den*H-NMRSpek

tren lassen sich im Bereich 6.36.20ppm die Signale des-Protons von AMAfinden, die

als Singulett fur ein einzelnes Diastereomer stehen. Die Anzahl dieser Signale gibt somit einen
Ruckschluss auf die Anzahl und das Vorhandensein mdglicher andaster@omere. Im
Spektrum des AmpKR2odukts lassen sich Signale dBRkkonfigurierten Esterd08 mit

einem Anteil von 15% finden und im Spektrum des TyRiR@lukts sind auch noch andere
Diastereomere zu erkennekKépitel 8.). Diese kénnen jedoch ndurch einen Vergleich mit
Referenzverbindungen anderer-AMA-Ester eindeutig zugeordnet werden. Aul3erdem
erlaubt die 9AMA Methode die Bestimmung der absoluten Konfiguration des sekundaren
Alkohols, in diesem Fall desPsition, jedoch lasst sie keinedRéchliisse auf die Konfigura

tion der 3-Position der3-Hydroxythioester zuZusammerjedochmit weiteren Analysen zur
Annotation derrelativen Stereochemieon SCHRODERoNNte die komplette Zuordnung der
3-Hydroxy2-methy+Motive ermdéglicht werdenTabelle3).2002

2) 3-Hydroxythioeste©3 mit PMBGruppe

3-Ketothioesterl09wurde vonSCHRODERIt MycKRA, MycKRB und AmpKR2 umgesetzt. Der
resultierende3-Hydroxythioeste93 wurde anschlielengeweilsmit 9-AMA 94 derivatisiert.

Die Hauptkonformere fur @&- und (33-110in Keilstrichformel sind i8chemé1 dargestelt.

Die fur die chemische Verschiebung zu unterscheidenden Substituenten sind zum einen der
Substituent inklusivePMBRest mit sechs Signalgruppen Methylester, zwei Aromaten
gruppen,benzylischeCH-Gruppe, E-Gruppen an 4 und 5Positio) und zumanderen der
SNAERest mit vier Signalgruppen (AceGtt, NGz, SCHund NH) sowie ash -CH und dié -

CH Gruppe.Im Falle vonR-9-AMA 94 und (R)-konfiguriertem AlkohoB3 wird als L der
SNAGRest, sowie dak-CH und dié"-Ch Gruppe vom Anthracenringbgeschirmt, sodass
diese Signale ifH-NMRSpektrum ins Hochfelderschoben werden sollten
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Schemabl: Stabilste Konformere deR-9-AMA-Ester RR)-110(oben) und §R)-110 (unten).

Im Falle vor(R-9-AMA 94 und (33-konfiguriertem Alkohol93 wird als k der PMBRest mit
sechs Signalgruppen abgeschirmt und deren Sigsalkken im H-NMRSpektrum eine
chemische Verschiebung ins Hochfeld erfahrédmsschnitte der'H-NMRSpektren der
9-AMA-Ester agsgehend vonMycKRAProdukt (A)AmpKRZProdukt (Bund MycKRBrodukt
(D)und das des freien Alkohols vor Derivatisiery@gsindin Abbildungl3 gezeigt.
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Abbildung13:  Vergleich detH-NMRSpektren des &AMA-Estersl10vom MycKRArodukt @) mit dem vom
AmpKRZProdukt B8), dem des freien Alkohol83 vor Derivatisierung@ und mit dem des
MycKRBProdukts D). Die einzelnen Signalgruppen sind farblich gekennzeichnét:= NCH-
Gruppe,blau=SCH-Gruppe,rot =" -CH lila=h -CH-Gruppe,pink =CH-Gruppe an SPosition
und =benzylische CHGruppe. Die Molekulstrukturen der jeweiligen Ester und des freien
Alkohols sind in dem dazugehdrigen Spektrum links inklusive der farblichen Symbolisierung der
Signalgruppen abgebildet.
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Die CHGruppen, die im Aliphatenbereich Uberlagern, sind generelAbbildung13 nicht
gekennzeichnet. Auch der Aromatenbereich wurde nicht mit dargestellt, da die Unterschiede
im Bereich zwischen 5.@thd Oppm deutlich zu erkennen sind. Dkempletten Unterschiede
der dnemischen Verschiebungen einzelner Signalgruppen sind jedoch zusammenfassend
Tabelle4 zu sehen Im Falle des Esterdes AmpKR2 und MycKRAProdukts sehen die
chemschen Verschiebungeder Protonenahnlich aus(Abbildung13, A und B) Fir das
MycKRAProdukt wurden de Signaleler PMBReste deutlich ins Hochfeld verschoben, wobei
die Signaleder Ch-Gruppean 5-Positionmit 1.38und 1.55ppm (pinker Kasten) sowie die
benzylische CHGruppe mit 1.04pm ( Kasten) die hdochsten Wertébilden. Auch die
Aromatensignalerfuhrenmit 0.34und 0.10ppmeine chemische Verschiebung iHechfeld
DasSignables Methylestersvurde um 0.02ppm am wenigsten staitkochfeldserschoben. Die
Werte &hneln denen deAmpKRZProdukts Auch hier wurde die Signaleles Methylesters
um 0.02ppm ins Hochfeld verschoben und die des Aromaten um OGr@D009 ppm. Die
Signale der benzylischen £8ruppeerfuhren eine chemische Verschiebung ins Hochiietd
0.91ppm, die der CkGruppean 4Positionum 0.48und 0.58ppm unddie an ders-Position
um 1.26 und 1.44ppm. In beiden Fallen wurden Signale @ACEinheit wie die AcetyCh-
Gruppe (um 0.0ppm m AmpKRZProdukt 0.02ppm im MycKRAProdukd, die NH-Gruppe
(um 0.30ppm im AmpKRZProdukt 010ppm im MycKR-Produk), die SCHGruppe
(0.03ppm im AmpKRProdukt 0.02ppm im MycKRAProduk) und dash-CH(0.07ppm im
AmpKRZProdukt, 0.06ppm im MycKRAProduky) tieffeldverschoben. Bs Signal deiNCH-
Gruppe wurde un®.03ppm im AmpKR2Produkt und0.05ppm imMycKRAProduktund die
h-Ch-Gruppe um 0.19pmim AmpKR2Produktund0.09ppm imMycKRAProdukthochfeld
verschoben.

Fir das Produkt auder MycKREReduktion sehen die chemischen Verschiebungeer
Protonenim H-NMRSpektrumgegenséatzliclaus (Abbildung13, D) Darin ist zu erkennen,
dass die SNAGruppen, gekennzeichnet durch digiiner, blauen roten und lila Kasten,
deutlich ins Hochfeld verschoben wurddbas Signal de h-CH wurde um 0.2gpm (roter
Kastenund dasSignal deh -Ch-Gruppe unm0.68ppm (lila Kasten)ins Hochfeld verschoben.
Am starksten wurde daSignalder SCHGruppe mit einer chemischen Verschiebung von
0.70ppm (blauer Kasten)beeinflusst. Die Signale der NSBruppe(grine Kasten)und NH
Gruppe eruhren eine chemische Verisiebung von 0.4ppmund 0.4L ppmins Hochfeld und
die der AcetyiCH-Gruppe wurden am geringsten mit 0.8 m ins Hochfeld verschoben.
Wahrend dise Signaledeutlich hochfeldszerschoben wrden, wurden die desanderen
Substituenterdeutlich weniger stark beeinflusst. Samden die Signale deeh-Gruppean 4
Positionum 0.05ppm, die an der5-Position un0.23 ppmund de benzylische CHGruppe um
0.04ppm ins Hochfeld verschoberkine Verschiebung ins Tieffeld ttféir die Aromaten
signale und die Signatkes Methylestersmit 0.05und 0.01ppm auf. Somit wurden auch fir
dieses Substrat eindeutig bevorzugt Signale eines Substituenten stark ins Hochfeld ver

69



Ergebnisse und Diskussion

schoben, wahrend die des zweiten Substituenten eine deutlich schwadhengchiebung
erfuhren.Folglich wird im Falle des MyckRiAd AmpKRZProduksder PMB Substituent vom
Anthracenring abgeschirmt, sodadgese Signaléochfeldserschoben wrden undes sich
somitum den 89-konfigurierten AlkohoB3 handelt. Der Anthracenng sorgt im Falledes
MycKRBEProduks fir eine Abschirmung de8NAGEinheit,desh-CH und dr h-CH-Gruppe
sodasglieses Produk®3 eine (3R)-Konfiguration besitzt.

In Tabelle4 sind die Unterschiede der chemischen Verschiebungen einzelner Signalgruppen
farblich zusammengefasst

Tabelle4: Vergleich der KRypen inklusive der zu erwartendéonfigurationen der dPosition mit den
Ergelmissen aus dieser Arbeit.

DY 1colt]o Ergebnis der
KRTyp L e[ rcn] ' Konfigurationsanalyse
Ap mit 9-AMA
o 0.19 0.48 o
0.02 I 058 0.91 0.02
)LN/\o/of we ° 0.30
004 H % 5r 126 :
ATyp _ 00 O_O_DZOR 144 0.09 as
(2R39 e b ' /
L R=(R}o-AMA L2
110
o 0.09 1.38 o
002 N -002 1054 0.34
A-Typ -0.10 0,4 0SR 0.10 as
(2539 ——
M R=(R)}G-AMA L2
110
/0\©\/ 0.68
-0.01 0.23 0.70
-.0.05 0.040 0.05 ’:? ® Sﬁ” 0.08
B-Typ ' OR 28 0.41 3R
(2R3R) N ~ J U N J
L R = (R)-9-AMA L2
110

DiegriinenWerte stellen die Unterschiede der chemischen Verschiebungen der Substituenten dar, die starker
durch den Ringstromeffekt des Anthracenrings beeinflusst wurden und deren Signale damit deutlich starker ins
Hochfeld verschoben wurden und dieten diejenigen, die weniger stark vom Anthracenring abgeschirmt
wurden.
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Die Ergebnisse erlauben eine eindeutige Bestimmungkaefiguration an G. AmpKR2
reduzierte auch hier den SNAC@tothioester1l09 zum (&H-HydroxySNACThioester93. Die
Reduktion mit MycKRA fliter ebenfalls zur (§-Konfiguration. MycKRB setzte d&Keto
SNACThioester109 hingegen zum ®-Thioester93 um. Die sekundaren Alkohole wurden
aber nicht enantiomerenrein enzymatisch hergestellt, da die jeweiligen Ester als Diastereo
merengemisch isa@rt wurden. Jedoch lag der entsprechende Est#0 jeweils als Haupt
komponente (> 85% und >90%) vor. Zusammen mit den Daten der relativen Konfiguration der
Referenzgemische vadBcHRODERoONNte einekomplette Zuordnung deB-Hydroxy2-methyl

Motive ermdglcht werden Tabelle4).2°%2 Abhangig von der gewahlten KR mane konnten

fur dieses Substré3 unterschiedliche Konfigurationeam G2 und G3 erhalten werden.

3) 3-Hydroxythioesterl12mit Ethylrest

3-Ketothioester111 wurde von SCHRODERI.a. mit AmMpKR2 umgesetzt. Der resultierende
3-Hydroxythioesterl12wurde anschlie3end mit-BAMA94 derivatisiert. Die Hauptkonforme

re fur (3- und (R)-113 in Keilstrichformel sind irbchema52 dargestellt. Die fiir die
chemische Verschiebung zu unterscheidenden Substituenten sind zum einen die Ethylkette
mit zwei Sigalgruppen (CH und terminale CEGruppe) und zum anderen der SNREst mit

vier Signalgruppen (Acet@h, NCH, SChHund NH) sowie ash-CH und di¢ -Ch-Gruppe.

Schemab2: Stabilste Konformerder (R-9-AMA-Ester RR)-113(oben) und §R)-113 (unten).

Im Falle vonR)-9-AMA 94 und (R)-konfigurierten Alkohol112 wird als k der SNAdRest,
sowie cash-CH und di¢ -Ch-Gruppevom Anthracenring abgeschirmt, sodass diese Signale
im *H-NMRSpektrum ins Hochfelderschoben werden solltetm Falle vonR)-9-AMA94 und
(39-konfiguriertem Alkohol 112 wird als k die Ethylgruppeabgeschirmt und deren Signale
sollten eine chemische Y&chiebung ins Hochfeld erfahren
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Ein Ausschnitt desH-NMRSpektrums des -BMA-Esters 113 ausgehend vom AmpKR2
Produkt (A) und des freien Alkohdl42 vor Derivatisierung (B) ist iAbbildung14 gezeigt.
Ausgewahlte Signalgruppen sind farblggkennzeichnetDie Unterschiede der chemischen
Verschiebungen einzelner Signalgruppen sind zusammenfassérabelle5 zu sehenDie
Signale der Ethylgruppe wurden um 0.82H-Gruppe) und 0.1@pm (CH-Gruppe

Kasten hochfeldrerschoben, wahrend die des andar@ubstituenten nicht (AcetyCH, SCH
Gruppe, blauerKaster), wenig NCH-Gruppe 0.04ppm, griinerKaster oder sogar ins Tieffeld
verschoben wurden (NH: 0.2m,h-CH: 0.02pm, roter Kaster). Erstaunlich ist, dass die
CH-Gruppe(lila Kasten)um 0.20ppm ins Hochfeld verschobemurde undsomit starker als
die terminde CH-Gruppe.

o

o H, CH;
A e S“H’i B
H W 5 o(rye-amA ,
113
i JJ\JJ |
A I 1 M\ u

JkJL_,J _/L«LJ_L A l

319r."3.‘4"“2i9 o 214' ”1,9"”1i4””of9"”of4””
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Abbildung14: Vergleich defH-NMRSpektren des AMA-Estersl13vom AmpKRProdukt £) mit dem des
freien Alkohols 112 vor Derivatisierung B). Die einzelnen Signalgruppen sind farblich
gekennzeichnetyriin=NCH-Gruppe blau=SCHGruppe ot =h-CH Jila =h -Ch-Gruppe und

=CH-EthylGruppe. Die Molekdlstrukturen des Esters und des freien Alkohols sind in dem

dazugehdrigen Spektrumnks inklusive der farblichen Symbolisierung der Signalgruppen
abgebildet.
Wegen der Kirze des Ethylrest und der Tatsache, dags-@ig-Gruppe mit 0.2(ppm eine
starkere Verschiebung ins Hochfeld erfahrt dle terminale CkGruppe mit 0.1(ppm,
erscheint eine Zuordnung der Konfiguration nicht so eindeutig wie irbdgrer dargestellten
Fallen.Das Wissetiiber die Unterschiede in dethemischen Verschiebuag gerade fur die
Signalgruppen der SNAEnheitder beiden anderen Substrate08und 110 stellt aber einen

guten Vergleich darDenn in diesem Fall @hneln die Unterschiede in der chemischen

Verschiebung der SNAREste den SNASIgnalgruppen, die als Weniger stark vom Anthra
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cenring abgeschirmt wrden (Kapitel 8.). Das wiederum stutatie Annahme, dasser SNAC

Rest, @&s "-CH unddie h-CH-Gruppe des Estersl13 weniger stark vom Anthracenring
abgeschirmt werden und es sich bei diesem Substrat somit um3$ekdgnfigurierten Alkohol

112 handeln mussDer Ester113 wurde als Diastereomerengemisch isoliert, was eine ein
deutige Zuordnung zudem erschwert. Denn die darin enthaltenen Diasteredaiaresn nur

durch einen Vergleich mit Referenzverbindungen eindeutig zugeordnet werden. Diese liegen
nicht vor, salass tber andere Diastereomere keine eindeutige Aussage getroffen werden kann
In Tabelle5 sind die Unterschiede der chemischen Verschiebungen einzelner Signalgruppen
farblich zusammengefasst.

Tabelle5: Vergleich der KRypen inklusive der zu erwarteed Konfigurationen der-Bosition mit den
Ergelmissen aus dieser Arbeit.

DIY +¢go! f !Ergepms der
KRTyp L6 9 [apin® NJ Konfigurationsanalyse
il mit 9-AMA
0:20
O)kugﬂ\“o/s @ f032 0.10
A-Typ N -0.28 c?g_OZOR 38
(2R3 ~
L R = (R)-9-AMA L2
113

DiegrunenWerte stellen die Unterschiede der chemischen Verschiebungen der Substituenten dar, die stéarker
durch den Ringstromeffekt des Anthracenrings beeinflusst wurden und deren Signale damit deutlich starker ins
Hochfeld verschoben wurden und dieten diejenigen, die weniger stark vom Anthracenring abgeschirmt
wurden.

Folglich wird im Falle des AmpKR@dukts der EthyBubstituent vom Anthracenring abge
schirmt, sodass diese Signdlechfeldrerschoben wrden und es sich um der89-konfi-
gurierten Alkohol112 handelt. AmpKR2reduziert auch diese3-KetoSNAEThioester111
zum sekundaren Alkohatl 2 mit einer(39-Konfiguration

4) 3-Hydroxythioeste®©2 mit Cyclogntylring

3-Ketothioester 114 wurde von SCHRODERmMIit MycKRB umgesetzt. Der resultierende
3-Hydroxythioeste®2 wurde anschlieliend mit-BMA 94 derivatisiert. Die Hauptkonformere
fur (3R)- und (3-115in Keilstrichformel sind iBcheméb3 dargestellt.Die flir die chemische
Verschiebung zu unterscheidenden Substituenten sind zum eine@ydogntylring mitvier

73



Ergebnisse und Diskussion

CH-Gruppen und zum anderen der SNREst mit vier Signalgruppen (AceGit, NCH, SCH
und NH) sowie ash-CH und dié -Ch-Gruppe.

Schemab3: Stabilste Konformere deR(-9-AMA-Ester RR)-115(oben) und §R)-115(unten).

Im Falle vonR)-9-AMA94 und (F)-konfigurierten Alkohol92wird als kder SNA@Rest, sowie
dash -CH Gruppe und die-Ch-Gruppe vom Anthracenring abgeschirmt, sodass diese Signale
im 'H-NMRSpektrum ins Hochfeld verschobeerden sollten Im Falle vonR)-9-AMA94 und
(39-konfiguriertem Alkohol92 wird als kder Cyclogntylring abgeschirmt und dsenSignale
solltenim *H-NMR Spektrumhochfeldserschoberwerden

Im *H-NMRSpektrum des Esterkl5 (Abbildungl5, A) ist zu erkennen, da die Signale der
SNAC Einheit, gekennzeichnet mitinenund blauen Kasten, mit 0.99ppm fir die SCH
Gruppe, 0.52pm fir die NCHGruppe, 0.3%pm fir NH und 0.1ppm fir AcetylCH-Gruppe
sowie dag'-CH mit 0.3%pm (oter Kasten) und das Signal deiCh-Gruppe mit 0.66pm

(lila Kasten) deutlich ins Hochfeld verschoben wurden. Die Signale des Pentyirings
Kasten) Uberlagern stark, sodass nur ein Wert von pghb bestimmt werden konnte. Hier
erschwert ein einzelner Wert nur eines Substituenteme eindeutige Zuordnung der
Konfiguration. Der Vergleich der anderen Substituenten im Hinblick auf die Werte der
chemischen Verschiebungen fidie SNAGSignalgruppen lasst jedoch vermuten, dass vor
allem der SNARest, das -CH und dié -Ch-Gruppe degstersl15abgeschirmt wurden und

das Substra®2 somit mit einer (R)-Konfiguration vorliegt.
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Abbildungl5:  Vergleich defH-NMR-Spektren des AMA-Esters115vom MycKR&rodukt &) mit dem des
freien Alkohol®2vor DerivatisierungB). Die einzelnen Signalgruppen sind farblich gekennzeichnet:
grin=NCH-Gruppe, blau=SCHGruppe, rot ="-CH, lila=h-CH-Gruppe und =CH-Ring
Gruppen. Die Molekilstrukten des Esters und des freien Alkohols sind in dem dazugehorigen
Spektrum links inklusive der farblichen Symbolisierung der Signalgruppen abgebildet.
Tabelle6 sind die Unterschiede der chemischen Verschiebungen einzelner Signalgruppen
farblich zusammengefasst. Im Falle des MyecRRBlukts92 wird der SNARest, dsh-CH
und die "-Ch-Gruppe vom Artracenring abgeschirmt, sodass diese Sigchklemischins
Hochfeldverschoben wirden und es sich um der8R-konfigurierten Alkohol92 handelt.
MycKRBreduzierte dieser3-Keto-SNACThioester114 zum (3R)-konfigurierten sekundéren

Alkohol92.

Tabelle6: Vergleich der KRypen inklusive der zu erwartenden Konfigurationen déto3ition mit den
Ergelmissen aus dieser Arbeit.

DY 1céltl Ergebnis der

KRT Konfigurationsanalyse
P ¢ (Ester) [opm] it OAMA
0.05 0.66 o
R) 0 S\/O'isz
R 6 TH 012
MycKRB B-Typ GR3R) ___ 038 035 3R

L1
R = (R)-9-AMA

115
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DiegrinenWerte stellen die Unterschiede der chemischen Verschiebungen der Substituenten dar, die starker
durch den Ringstromeffekt des Anthracenrings beeinflusst wurden und deren Signale damit deutlich starker ins
Hochfeld verschoben wurden und dieten diejenigen, die weniger stark vom Anthracenring abgeschirmt

wurden.

Eine Zusammenfassung der Unterschiede der chemis¢hesthiebungerder Substituenten

L und L2 aller getesteten Substraten Vergleich zu den jeweiligen freien Alkohoienh in
Schemab4 zu sehenWahrendim Falle der((3R),(R-9-AMA)}Esterdie Protonensignale der
SNACEEinheit chemisch ins Hochfeld verschoben wurden, wurden im Fall¢(88y(R)-9-
AMA}Ester die Protonensignale des jeweiligen charakteristischen Rests des Substrats
chemisch hochfeldverschoben.

Myc
KRA

Schemab4.

](38)—Hydroxythioester[ ](3R)—Hydroxythioester[
R T
)CJ’\ 0.07 E , 050 1:39 )OJ\ 050 I 0.07 0.04
0 H/\O/ oﬁng 0.44 \\0-25 0.12 H/?;t W
-0.25 : 012035 77 O OR 001 -0.01
108 108

o 0.68 0
O o005 0.09 054 ~ I o 047 % 0.05 SN
M s A& ~_O 00z s A o -0.01
N 006 034 N DA N

.0.02_0 0 -0.02 o " OR 122 1.04 .10 : 0.08 0H41 0.70 0.24OR 0.23 0.04
110 - 110
o) B8 0.48 oL & 0.66] 00
)]\ 0.02 s :  0.58 5 0.02: (0} 0.52 :
N 0(1:37‘? 0.30 . )J\N/\/S O
004 ™ 003 0 OR 126 091 009 :012 H o093 00-380R
-0.30 1.44 : 0.35
110 : 115
0.20
)CJ’\ 0.04 = 0.32
S S
N~ A&
0 H 0 -6.62 0.10
O OR
-0.28
13
Lis L2
OR
R = (R)-9-AMA

Gegenuberstellung der Substituentdn und L2 der (33- und (R)-konfigurierten Hydroxy
thioester(R)-9-AMA-Ester mit den dazugehorigen KR. Die Substituenten, die vom Anthracen
ring stark abgeschirmt wurden, sirgtin gekennzeichnet und diejenigen, die weniger stark
vom Anthracenring abgeschirmt wurden, sint gekennzeichnet. @-konfigurierte
3-Hydroxythioester sind links abgebildet undj(&onfigurierte sind rechts dargestellt. Die fur

die Herstellung der jewegen 3-Hydroxythioester verantwortlichen KR stehen jeweils neben
dem Substrat. DigriinenWerte stellen die Unterschiede der chemischen Verschiebungen der
Substituenten dar, die starker durch den Ringstromeffekt des Anthracenrings beeinflusst
wurden und deen Signale damit deutlich starker ins Hochfeld verschoben wurden und die
roten diejenigen, die weniger stark vom Anthracenring abgeschirmt wurden.
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Durch die Kenntnis der Hauptkonformere und die Zuordnung vamd L2 zu den entspre
chenden Substituentengbendem zubetrachtenden Stereozentrum lassen sich die absoluten
Konfigurationen dieser enzymatischen Produkte mitMA als CDA eindeutig bestimmen. Fir
diese Eindeutigkeit ist jedoch die Auswertung mdglichst aller Signale entscheidend.

Die Rohprodukteron KREnzymaktivitatstests kénnen so mithilfe vorAMA direkt und ein
deutig auf ihre absolute Konfiguration untersucht werden. Die untersuchten KRs zeigten
jeweils ausgepragte substratabhangige Stereoselektivitaten. AmpKR2 dAlgpAbmane
reduzierte de 3-Keto-SNACThioesterl07, 109und 111 zumjeweiligen(2R 39-konfigurierten
Alkohol MycKRA wirkte als-Ayp KRDoméne und fuhrte zum §39-konfigurierten Alkohol

93, wahrend MgKRB als Byp KRDomane @ 3-Keto-SNACThioester109 und 114 in die
jeweiligen (2R 3R)-konfigurierten Alkohad tberfuhrte. TyIKR1 als-Byp KRDoméne stellte
ebenso denZR3R)-konfigurierten AlkohoB1 ausgehend von Ketoh07her.

Neben der Etablierung vonAMA 94 zur Konfigurationsanalyse von Rohprodukten enzyma
tische Reaktionen als robuste Methode konnte zudem mehr Uber die substratabhéangige
Stereoselektivitat einzelner KRs erfahren werden.
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5.2 Entwicklung eines dynamisch kinetischen Racematspaltungssystems mit

THKatalysatoren

AmbDHS3 eignet sich als Biokataysator fur die Synthese chiraleRiFigB.HOLLMANN et al.
entwickelten eine Substratbibliothekvon 20 verschiedenen Substraten, die nach der
Umsetzung mitAmbDH3die entsprechendenPyran, Furan oder Dioxanringe liefertef*
AmbDHS3 kontrolliertbei dieser Reaktion den spezifischen Aufbau zweier benachbarter
Stereozentren C2 und C3. Entscheidend fur die Enzymakistiddbeidie Konfiguration an
C7 des Vorlaufersla aufgrund der stereoisomeren Diskriminierung an C7(Agr90in den
entsprechenden THRing8 Uber eine intramolekular®@xaMicHAERAddItion Uberfuhrtwird.

Die verfugbareMethodologie fir chemischdMOMA-Reaktionen erlaubt nur eendiasteree
selektive Synthese und eine geringe Vorhersagbarkeit der Produktkonfigurateiohe
zudeman Position C2 nicht kontrollierbar ist. Die Tatsaatiess AmbDH3 nur(7R-kon-
figurierte Alkoholakzeptiert undumsetzt,ebnet den Weg fudie Kombination mikomple
mentaren Reaktionen hin zu eindynamisch kinetischeRacematspaltungder Deracemi
sierung Chirale THiRinge konnen soausgehend vonracemischen Startmateriaien,
hergestellt werdenDabei sorgt AmbDH3 fidlen kinetischen Racematspaltungsschritt und ein
THCkonnte furdie nétige Racemisierungerantwortlich seifSchemab5).

(0] OH (0]
f R R)
SNAC = (R) —> SNAC (RO
8

(R)-90

() o
o Ph OBn
PFs
Olr~ PH | P
«hU=co
SNACW N~Me oc™ \

\ co
H

35 116

(S)-90

Schemab5: Dynamisch kinetischen Racematspaltung veHydroxySNAEThioester90 mit einem Enzym
als Katalysator fir die kinetische Racematspaltufyki{sierunyy und einemTHGC der sicher
stellt, dass immer wiederRj-konfiguriertes Substrat fiir dikinetische Racematspaltureur
Verfugung stehtlridium-Katalysator35 und RutheniurrKatalysator116 wurden fur dieses
System vorBOMMERMANNN ihrer Masterarbeit getestet®
SOMMERMANNINtersuchte imRahmenhrer Masterarbeit zwei literaturbekannt€EHCS35 und
116 auf ihre Racemisierungsaktivitit und Kompdiii mit dem polaren SNARest?%°
Getestet wurdendie beiden THCsierbei an bereits literaturbekannten Alkoholerwie
(9-Phenylethanol Z5), um einen direkten Vergleich zu erméglichen. Dabei optimierte sie die
Reaktionsbedingungen, um diese final auf derf>ungesattigten SNAThioester90 anzu

wenden. Die Untersuchungen fuhrten letztendlich zu dem Ergebnis, dass -d¢®&1.6
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bessere Racemisierungsaktivitat zeigt als darHC35, aber beide fudasDoppelbindungs
und ThioesterMotiv tragende Substra®0 keine ausreichende Aktivitat aufweiseam als
Racemisierungkatalysator in einem DKBysten mit AmbDH3 eingesetzt zu werden. Weitere
THCs mussen fur die Etablierung des gewtinschten3y&iRms untersucht werden, von
denen bereits bekannt ist, dass diese funktionellen Gruppen keine Auswirkungen auf die
Aktivitat des Katalysators habe

Im Laué dieser Arbeit wurde der Fokus jedoch auf eine andere Kategorie von Ubergangs
metallkatalysatoren gerichtetdie nicht mehr als Racemisierungskatalysator in einem- DKR
System mit AmbDH8ingebautwerden sollen. Diese soten stattdessenden 7-Keto-SNAE
Thioester 7 selektiv zum (R-konfigurierten Alkohol 90 reduzieren und gleichzeitigim
wassrigenMilieu arbeiten So solte ermoglicht werden, dasglieser Reduktionsschritt
zusammermit der AmbDH3katalysiertenZyklisierungeu einer Kaskadenrea@®n kombiniert
wird. Zugleichsolte getestet werdenob solcheUbergangsmetallkatalysatoramd AmbDH3
kompatibel sind.

Diesen Kriterien entsprechend wurdewei Ubergangsmetallkatalysatoreausgewahlt Zum
einensolite der kommerziell erhaltlich&loyorIkARIYAKatalysatorl17 getestet werden der
sichdurchseine R-Selektivitatauszeichnetsowie Reduktionen in Wasser durchfiihren kann.
Zum anderen sdk der Iridium-Katalysator118 untersucht werden, deflr seine einfache
Synthese undReduktionen imwassrigen Milie bekannt istDiese Katalysatoren sollten auf
ihre Reduktionen zumR}-konfigurierten AlkohoB0 und ihre Wasservertraglichkeit gepriift
werden. Zuné&chst sdien spezischen Reaktionen aus deiteratur, die mit dem jeweiligen
Katalysatordurchgefihrt wurdenyeproduziert werdenFurdiese Reaktionen und vor allem
fir DKRReaktionen und Racemisierungstests mit Ubergangsmetallkatalysatceestemw in
sehr vielen Beispielen zuer§®-Phenylethano(25) oder Acetophenor{45), also aromatische
Substrate herangezogenin Ubereinstimmung mitler Literatur sollen deswegen Acetophe
non (45) und §-Phenylethanol25) mit den Katalysatorezuerstgetestetwerden Im Falle
ausreichendeilUmsatze und Enantiomerenuberschisse solltamn andere Substrate wie
[3-Ketoester 119 und anschlielBenddas SNACSubstrat7 getestet werden.Die Reaktions
bedingungersoltenso variiert werden, dass eirselektive Reduktion zuniR-konfiguriertem
Alkohol 90 in wassriger Umgebung mibtohen Umsatzen undee-Werten moglich ist.
SchlieBlich sdk die THkatalysierte Reduktion mider AmbDHZatalysierten IMOMA
Reaktion kombiniert werdenum eine Kaskadenreaktionu realisierenDastbergeordnete
Zielbestanddarin, chirale THiRinge ausgehend von leicht zug&nglichen Ketonerywigch
diese Kaskadenreaktidrerzustellen

79



Ergebnisse und Diskussion

5.2.1 NoyorikARIYAKatalysator117

In den letzten Jahren wurden THCs entwickelt, die in Wasser agieren undqoeisateals
Wasserstoffdonorverwenden. Wasser als Losungsmittel fir organische Reaktionen ertffnet
eine breite Palette attraktiver physikalischhemischer Eigenschaften im Vergleich zu
herkbmmlichen organischen Losungsmitteln. Diese Wadsasierten Reaktionen zeichnen

sich durch Nilettoxizitat und Nichtbrennbarkeit aus, was eine vielversprechende Plattform fur
eine nachhaltigere und sicherere chemische Synthese schafft. Ein wichtiger Vorteil liegt somit
in den wirtschaftlichen, umweltfreundlichen und sicherheitstechnischen Aspektienmit

dem Einsatz von Wasser als Reaktionsmedium einhergehen. Ein weiterer Vorteil ergibt sich
aus der Trennung von Produkt und Katalysator im Aufarbeitungsschritt durch einfache
Phasentrennung. Falls der Katalysator wasserloslich ist, aber nicht idstieh organischen
Phase, verbleibt er in der wassrigen Phase, wahrend sich das Produkt in der organischen Phase
abtrennen lasst. Transferhydrierungen in Wasser sineaphfingig,was eine strategische
Moglichkeit liefert, die Steuerung von Nebenreaktionemd die Feinabstimmung von Selek
tivitaten zu beeinflussefs 297 Allerding sezt dies die Wasserlosliehnd -vertraglichkeit des
Katalysators voraus.

In den letzten Jahren sind viele Beispiele von THCs in wassriger Umgebung erschienen. Ein
bekanntes Beispiel ist ddoYORIKARIYAKatalysatorl17. Xiaoet al. entwickelten tosyliete
1,2-Diphenylethylendiamif(TsDPEN-Systeme, die Chlorogebundene Ru Il pr@dymene als

' NB Y I (0 ARkZeidtligand besitzefBchemas6). Sie konnten zeigen, dass dieser und der
Ru(RR)-PTsDPENPTsSDPEN Poly(ethylenglycolinterstiitzte TSDPEN die asymmetrische
Transferhydrierung von aromatischen Ketonen durch HCOONa Wadser sehr gut
katalysiet. Letztere ist stabil und wiederverwendbar und reduziert Ketone zu den ent
sprechenden Alkoholen mit sehr guten Umsétzen Gadektivitdtenin diesen Arbeiten wurde
zudem derMechanismuauntersucht, wobei festgestellt wurdedass der pHWert enormen
Einfluss auf diesen uralichauf die Enantioselektivitédtat.208209210211

140 °C, 1- R
120 22-40 °C, 1-36 h (Ry121

(0]
o Ru-Katalysator 122 OH 85->99% Ausbeute
B 85-94% ee Ts Ts
- Ph, N 4
R’ HCOONa-H,0 R’ T ri T oril
o a-H,0, N u\ iPr Nig u\ iPr
Ph Cl Cl
Hy Ha

Substrate: meist Acetophenon, ansonsten:
1-Indanon, 1-Tetralon, fo)

R = substituierte Aromaten O/
R' = CHy Ru-TsDPEN (117) Ru-PTsDPEN (122)
Schemab6: RutheniumKatalysatorl22 katalysierteffizient und stereoselektidie Reduktion voraroma

tischen Ketonen zu den entsprechenden Alkohafén.

Der kommerziellerhéltliche, chirale Katalysatdrl7 setzt vor allem Substrate mit aroma
tischem Rest um. So reduziert er Acetophent) (n Wasser bei 40C zumR)-konfigurierten
Alkohol25 mit einem Umsatz von 99% und eine®Wert von $%2°6
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Diese Reaktion wurde ider Arbeitsgruppe reproduzietnd Umsatz uncee-Wert mit den
Werten aus der Literatur verglichen. Der Umdagtrugin diesem Fall 769&6¢hem&b7).

O 117 (0.5 mol%) H OH
©)kc"'3 HCO,Na, H,0, 40 °C, iN ©)<cH3

45 25

—7.%
491
{490

Et:0

Et,0
SR

o
&
o

45 40 35 30 25 20 1

—

0.76=

© 025+ —

725 70 65 60 55 5 1.0 05 o

wn

SchemabT: IH-NMRSpektrum (CD&500MHz)der Umsetzung von Acetophenofs) mit Katalysatof17
in HCOON#O zum sekundaren Alkoh@b. Der Umsatz wurde anhand der Signale des-CH
Gruppe des Edukti(t=2.61ppm, rot), des Produktsp(1=1.51ppm, griin) und desh-CH
Protons des Alkohol&5 (n 1=4.91ppm, blau) bestimmt. Diefarbliche Symbolisierung der
Signalgruppen ist in d&keaktionsgleichungbgebildet.
Zur Bestimmung der absoluten Konfiguration wurde der Alkdbwimit (R-9-AMA 94
derivatisiert. Die fur die chemische Verschiebung zu unterscheidenden Substituelgen
Hauptkonformere fur § und R-100sind zum einen der Phenylring und zum anderen die
Methylgruppe(Scheméb8).
Im Falle vonQ-Alkohol25 und (R-9-AMA 94 sollte der Anthracenring einen abschirmenden
Effekt auf die Methylgruppe fLausiben, wahrend im Falle vd-Alkohol25und R-9-AMA
94 der Phenylring @) abgeschirmt werden sollte. Somit sollten die Signale der abgeschirmten
Substituenten im Vergleich zu denen des freien Alkohols chemisch ins Hochfeld verschoben
werden. In Schema&b9, A ist die Reaktionsgleichung der Reduktion und d@r9{AMA-
Derivatisierung sowie dibestimmten Unterschiede in dechemischen Verschiebungen der
Substituenten Lund L. zusammengefassDie Unterschiede der chemischen Verschiebungen
einzelner Signalgruppem () sind farblich gekennzeichnet.
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Schemab8: Stabilste Konformere deR-9-AMA-Ester §R-100(oben) und RR)-100 (unten).

Der Substituent 4 mit der Phenylgruppe wurde eindeutig abgeschirmt und diese Signale im
'H-NMRSpektrum ins Hochfeld verschoben mit Werten yor=0.33- 0.72ppm. Das Signal
der Methylgruppewies eine chemische Verschiebung vpni=0.12ppm ins Hochfeldauf,
sodass esish um den R-konfigurierten AlkohoR5 handelt. Die Werte ahneln denen aus
Kaptitel5.1.2.1

1.117 (0.5 mol%), HCO2Na,
0] H,0, 40 °C, iN O-(R)-9-AMA 9—(R)—9—AMA
(j)k 2. (R)-9-AMA,EDC-HClI, 0.33- RICH,
DMAP, abs. CH,Cl,, RT, GiN 0.72 0.12
45 100
O-(R)-9-AMA O-(R)-9-AMA

SI'CH,

Sa

6.

‘ 94:6

~ lnu

b

[

o
38 8
S

211

3
Ll

30 25 20 15 10

i ]300=

=]
.5

w
=}
@
©n
o
=}
~
n
~
=]
o

60 55 50 45 40 3 05 oC

Schemab9: (A)Reaktionsgleichnug der Reduktion uiR}9-AMA-Derivatisierung des Substrat§inklusive

der Unterschiede der chemischen Verschiebungen fiir die beiden Substituenten. Auch hier
stellen diegrinenWerte die Unterschiede der chemischen Verschiebungen der Substituenten
dar, die starker durch denilystromeffekt des Anthracenrings beeinflusst wurden und die
roten diejenigen, die weniger stark vom Anthracenring abgeschirmt wurdBhH-NMR
Spektrum(CDG| 500MHz)der (R-9-AMA Derivatisierungit einem Ausschnitt des-BMAh -
Protonsvon (RR)-100(* =6.34ppm, grin) und §R-100( =6.27ppm,rot).
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In Schema9, B ist das'H-NMRSpektrum des erhaltenerR-9-AMA-Esters100 inklusive
eines Ausschnitts des Signalbereichs dédvBh -Protons gezeigt. DdsProton von RR)-9-
AMA:Ester100 besitzt einechemische Verschiebung ven=6.34ppm (grun) und das des
(SR-9-AMA-Esters100von+t =6.27ppm (ot). So ergibt sich ein Verhaltnis dé&sR):(SR)-9-
AMA-Esters100von 94:6 und somit eiee-Wert von 88%. DerRj-konfigurnerte Alkohol25
wurde eindeutig bevorzugt hergestellt. Der Katalysaldr7 setzte somit das Substrdb mit
76% zum sekundaren Alkoh?b und einemee-Wert von 88% um. Die Werte liegen unter
denen der Literatur mit jeweils >92%#5:20°

Mit diesen moderaten Ergebnissen wurde anschliel3end als weiteres Substrat dasLK@ton
getestet und mit Katalysatdrl7in wassrigem Milieu umgesetzt. Ein Umsatz von 78% konnte
erzieltwerden(Schemas0).

79 117 (0.5 mol% f o
.0 MO
/\OXC)K/\ ( t) /\OW
H, HCO,Na, H,0, 40 °C, (iN
119 123

—4.01
—342

Schemab0: IH-NMRSpektrum (CDgl500MHz) der Umsetzung von Ketoh19 mit Katalysatorl17 in
HCOON#&10O zum sekundaren Alkoh@P3 Der Umsatz wurde anhand der Signale des-CH
Gruppe des Eduktg (1=3.42ppm,rot) und des Protons am Alkohol im Prodyktie 4.01ppm,
grun) bestimmt. Digfarbliche Symbolisierung der Signalgruppen ist in Bexaktionsgleichung
abgebildet.
Das Rohprodukt wurde anschlieRend mR)-9-AMA 94 derivatisiert, um die absolute
Konfiguration zu bestimmer(Schema1). Die chemischen Verschiebungenr dédukt
protonen sowie des R-9-AMA-Esters124 Uberlagern im Aliphatendreich. Im hervorge
hobenen Ausschnitt erkennt man jedoch eindeutig daslig#gen zweier Diastereomere mit
einem Verhéltnis von 1.3 £6.24ppm) zul ¢ =6.23ppm). Diese Erkenntnis fuhrt zu dem
Schluss, dass der Katalysatd7 das Ketorl19zum Racemat23reduziert.
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o o 1. 117 (0.5 mol%), HCO,Na, O  O-(R)}-9-AMA
/\O)UK/\ HZO’ 40 OC' uN /\O
2. (R)-9-AMA,EDC-HCI,
119 124

DMAP, CH,Cl,, RT, N

- —6.24
—6.23

|8
6.30 6.24 6.18
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Schemab1: IH-NMRSpektrum (CDG| 500MHz) der (R-9-AMA-Derivatisierungdes Substratsl19 mit
einem Ausschnitt des-BMA-h -Protons

Weiterhin wurde getestet, ob der Katalysathl7unter den obigen Reaktionsbedingungen im

wassrigen Miliewlenh, R-ungesattigten SNAThioester7 umsetzt.

Schemab2: IH-NMRSpektrum (CDgl 500MHz) der Umsetzung vorv-Keto-SNAEThioester 7 mit
Katalysatorl17in HCOON#:O zum sekundéaren Alkoh8D. Der Umsatzwurde anhand der
Integrale des Signalan der Doppelbindung des Ketons ¢ +6.72ppm, orange und des
Alkohols9006 £6.77ppm,grin) ermittelt.
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