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ABSTRACT

In the enzymatic asymmetric synthesis, the enzyme allows the desymmetri-
zation of achiral compounds resulting in chiral compounds of high optical purity.
Therefore, this type of biotransformation is known as enantioselective enzy-
matic desymmetrization (EED) [1-11]. This method is related to the generation
of an asymmetry (loss of symmetry elements) in prochiral molecules (most often
an sp’ or sp” hybridized carbon atom), in meso synthones, and centrosymmetric
compounds. An achiral center of the tetrahedral system is defined as a prochiral one
if it becomes chiral as a result of one of the two substituents replacement which,
when separated from the particles, are indistinguishable (Scheme 1, 2) [1-4, 9, 12].

Asymmetric synthesis is enantioselective when one of the enantiotopic groups
or faces of an optically inactive compound is biotransformed faster than the other
(Scheme 3-5) [1, 10, 11, 13-15].

Lipases are enzymes of highest importance in stereoselective organic synthe-
sis, mainly due to their exceptionally broad substrate tolerance, stability, activity in
unphysiological systems, and relatively low price [9, 14]. The mechanism of enzy-
matic hydrolysis catalysed by hydrolases is similar to that observed in the chemical
hydrolysis with the use of base. The selectivity of enzymatic catalysis depends on the
substrate orientation in the enzyme active site (Scheme 6, 7) [25-29].

Lipases were successfully used for the desymmetrization of different prochiral
diesters, alcohols and amines. Most lipases preferentially convert the same prochiral
groups in the above mentioned types of reaction. This allows the preparation of the
both enantiomers of the product in high chemical and optical yield (Scheme 9-13)
(9, 13, 32-56].

Keywords: prochiral compounds, desymmetrization, transesterification, hydrolysis,
lipase
Stowa kluczowe: zwiazki prochiralne, desymetryzacja, transestryfikacja, hydroliza,

lipazy
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WPROWADZENIE

Synteza asymetryczna jest reakcja, w ktorej czasteczka achiralna jest przeksztat-
cona w czasteczke chiralng w taki sposob, ze produkty stereoizomeryczne tworzg si¢
w nieréwnych ilo$ciach [1-4]. Przykladem syntezy asymetrycznej jest enancjoselek-
tywna enzymatyczna desymetryzacja (EED).

W EED stereogeniczna struktura biatka katalitycznego generuje asymetrie
w zwigzkach achiralnych prowadzac do uzyskania zwigzkow chiralnych o wysokiej
czystosci optycznej [6]. EED stanowi jedna z ciekawszych metod syntezy stereo-
selektywnej, poniewaz pozwala na bezposrednie osiggniecie wysokich nadmiaréw
enancjomerycznych, z maksymalng 100% wydajnoscig [5-11]. Generowanie asy-
metrii wigze si¢ z utratg elementéw symetrii w czgsteczkach prochiralnych (najczes-
ciej atom wegla o hybrydyzacji sp’ lub sp”), w mezo-syntonach i zwiazkach centro-
symetrycznych.

Z uwagi na temat niniejszego opracowania szczegdtowo zostanie omoéwiona
synteza EED z prochiralnym tetraedrycznym atomem wegla. Centrum achiralne
w ukladzie tetraedrycznym okresla si¢ jako prochiralne, jesli w wyniku zastgpienia
jednego z dwdch podstawnikow, ktére w oderwaniu od czasteczki sg nierozrdz-
nialne, staje si¢ chiralne. Innymi stowy w czgsteczce prochiralnej typu R, R CX, dwa
identyczne pod wzgledem chemicznym podstawniki X pod wptywem czynnika chi-
ralnego na przyklad biatka katalitycznego staja si¢ rozroznialne tzn. enancjotopowe.
Selektywna modyfikacja jednego z nich prowadzi do zwigzku o okreslonej konfigu-
racji. Oznaczajac jeden z podstawnikéw X jako X a drugi jako X, oraz nadajac jed-
nemu z nich piorytet mozemy okresli¢ ktory z nich jest pro-R a ktory pro-S. W tym
celu orientujemy czgsteczke w taki sposob aby mniej wazny podstawnik na przyktad
X_ byt skierowany w strone przeciwng do obserwatora i wzgledem tej grupy dla pozo-
statych podstawnikéw okreslamy pierwszenstwo wedtug regul Cahna-Ingolda—Pre-
loga (CIP). Jesli poruszamy sie zgodnie z ruchem wskazéwek zegara od najwazniej-
szego podstawnika do najmniej waznego to prochiralny podstawnik X okresla si¢
jako pro-R, jedli w przeciwnym kierunku - pro-S. Na schemacie podstawnik X_jest
pro-R (pierwszenistwo maleje zgodnie z kierunkiem wskazéwek zegara — czasteczka
ma konfiguracje R) a X, jest pro-S (pierwszenstwo maleje niezgodnie z kierunkiem
wskazowek zegara — czasteczka ma konfiguracje S) (Schemat 1) [1-4, 9].
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Schemat 1. Zwigzek prochiralny
Scheme 1. Prochiral compound

Acyklonukleozyd pirymidynowy zawierajacy dwa identyczne podstawniki
enancjotopowe jest przykladem czasteczki z tetraedrycznym centrum prochiral-
nosci. Selektywna enzymatyczna modyfikacja prochiralnego acyklonukleozydu
w reakgji transestryfikacji jak réwniez hydrolizy jego diacylowej pochodnej prowa-
dzi do zwigzku o okreslonej konfiguracji absolutnej. W reakgji transestryfikacji jesli
reakcji acylowania ulegnie grupa pro-R to otrzymuje si¢ monoester o konfiguracji
absolutnej R, natomiast jezeli reszta acylowa zostanie wprowadzona na grupe pro-S
- enancjomer o konfiguracji przeciwnej. Enzym lipaza z Bulkhorderia cepacia (BCL)
umozliwia enancjotopowe rozréznienie prochiralnych grup wodorotlenowych
w acyklonukleozydzie pirymidynowym i w wyniku reakcji w przewadze otrzymuje
sie enancjomer R poprzez selektywne acylowanie grupy pro-R (Schemat 2).
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Schemat 2. EED prochiralnego acyklonukleozydu pirymidynowego katalizowana BCL
Scheme 2. EED of prochiral pyrimidine acyclonucleoside catalyzed by BCL

Lipaza BCL w reakcji hydrolizy diacylowych pochodnych acyklonukleozydu
pirymidynowego selektywnie hydrolizuje ta sama grupe prochiralng. Deacylowanie
estrowej grupy pro-R w tym przypadku prowadzi do monoestru o konfiguracji
S[12].
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1. DESYMETRYZACJA W REAKCJI ENZYMATYCZNE]J ASPEKT
TERMODYNAMICZNY I KINETYCZNY

Istota enzymatycznej desymetryzacji jest uzyskanie chiralnych zwigzkow
o wysokiej czystosci optycznej. Synteza asymetryczna jest enancjoselektywna jesli
w czgsteczce nieczynnej optycznie jedna z enancjotopowych (diastereotopowych)
grup lub stron ulega szybciej biotransformacji. Aby uzyska¢ wysoka enancjoselek-
tywno$¢ w reakcji enzymatycznej, w trakcie reakcji musza zosta¢ utworzone dwa
odmienne diastereoizomorficzne stany przejsciowe. Selektywno$¢ reakcji jest zde-
terminowana réznicg energii swobodnej (AAG®) tychze stanéw.

AG" =-RTInE (1)

Im wyzsza warto$¢ AAG' tym enancjoselektywno$¢ reakcji enzymatycznej jest
wyzsza. Dzieki logarytmicznej zaleznosci pomiedzy E (ang. enantiomeric ratio)
a AAG' niewielka zmiana AAG* powoduje drastyczng zmiane wartoéci E. Na przy-
klad gdy AAG" wzrasta o okoto 1 kcal/mol nadmiar enancjomeryczny produktu
wzrasta od 80% do 95% [1, 13, 14].

W reakcji enzymatycznej warto$¢ E wyznacza sig jako stosunek szybkosci reak-
cji tworzenia dwoch enancjomerycznych produktéw (Schemat 3).

k
EIIZSR—1> P

Enz + S

Kyp ky
EnzSg— > Q

Schemat 3. Reakcji desymetryzacji zwigzkéw pochiralnych
Scheme 3. Desymmetrization of prochiral compounds

Produkty P i Q powstaja w wyniku nieodwracalnej reakeji z diastereoizome-
rycznych komplekséw Michaelisa (Enz-S, i Enz-S,) utworzonych poprzez niekowa-
lencyjne wiazanie substratu w miejscu aktywnym enzymu. Szybko$¢ powstawania
produktow P i Q dla nieskonczenie niskich stezen definiuje sie jako stosunek specy-
ficznych statych szybkosci reakeji.

_P_ v (k/Ky),
Q V, (k/Ky),

W reakeji enzymatycznej miarg selektywnosci procesu jest wartos¢ E. War-
to$¢ ta nie zalezy od stezenia tylko od stosunku dwoch statych (k/K,,). W enzy-
matycznym rozdziale kinetycznym nie wystarczy poda¢ warto$ci nadmiaréw enan-
cjomerycznych (ee i ee,), poniewaz s3 funkcja stezenia. Natomiast w przypadku

2)
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reakcji enzymatycznej desymetryzacji praktycznie w celu oceny enancjoselektyw-
noéci reakeji wystarczy poda¢ wartos¢ nadmiaru enancjomerycznego ee, poniewaz
w odrdznieniu od reakcji KRs warto$¢ ta nie ulega zmianie podczas procesu. Na
Schemacie 4 prochiralny substrat S na przyklad diester jest selektywnie przeksztat-
cany w enzymatycznej reakcji w jeden z produktéw P lub Q [15].

ky p
S monoester o konfiguracji R
K
prochiralny substrat Q

monoester o konfiguracji S

Schemat 4.  Jednoetapowa reakcja enzymatyczna
Scheme 4. The one step enzymatic reaction

Reakcja przebiega praktycznie nieodwracalnie i konczy si¢ na etapie powsta-
nia monoestru. Warto$¢ E w reakeji desymetryzacji jest definiowana jako stosunek
pseudo pierwszorzedowych stalych szybkosci reakeji tworzenia enancjomerycz-
nych produktéw (k /k,) i mozna jg wyznaczy¢ z réwnania rownowaznego, w ktérym
E jest funkcjg fatwo mierzalnej eksperymentalnie wartosci ee

I+e ,

E (3)

l—ep

Warto$¢ ee nie moze by¢ miarg enancjoselektywnosci EED gdy produkt nie jest
stabilny i ulega dalszej przemianie, tzw. warto$c ee,_ jest funkejg stezenia. W praktyce
jest wiele takich reakeji desymetryzacji, ktére nie zatrzymuja si¢ na etapie mono-
estrow i biegna dalej w kierunku tworzenia diolu (produkt R), poniewaz uzyskany
monoester staje sie substratem dla hydrolaz (Schemat 5) [10, 11]. Etap drugi prowa-
dzacy do achiralnego produktu konicowego jest zwykle wolniejszy nie mozna jednak
go zlekcewazy¢, gdyz ma decydujacy wplyw na wydajno$¢ i enancjoselektywno$é
reakgji.

/P\
S\ /R
Q

Schemat 5. Dwu etapowa reakcja enzymatyczna
Scheme 5. Two step enzymatic reaction

Na wydajno$¢ chemiczng produktéw (P +Q) ma wplyw stosunek stalych szyb-
kosci reakcji pierwszego i drugiego etapu ((k, + k,)/(k, + k,)). W celu uzyskania
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wysokiej wydajnoéci pierwszy etap powinien przebiega¢ szybciej niz etap drugi
((k, + k))>>(k, + k,)). Podobnie czysto$¢ optyczna otrzymanych chiralnych pro-
duktow zalezy rowniez od czterech stalych szybkosci reakcji. Reakcja przebiega
enancjoselektywnie jesli w pierwszym etapie k >>k,, a w etapie drugim k,>>k..
Innymi stowy gdy na przykiad substrat ulega szybciej przeksztatceniu w produkt P
(enancjomer szybko powstajacy) niz w produkt Q (enancjomer wolno powstajacy)
to enzym w trakcie trwania procesu moze wykazywac niezmienna enancjoselektyw-
nos¢ jezeli diol powstaje preferencyjnie z enancjomeru (Q), ktéry w pierwszym eta-
pie reakcji powstawal wolniej. Takie polaczenie enancjoselektywnej desymetryzacji
prochiralnego substratu, oraz nastepujacego rozdzialu kinetycznego mieszaniny
enancjomerdw, pozwala na zachowanie wysokiej czystosci optycznej, z wydajnoscia
powyzej 50% [10, 11].

2. ZASTOSOWANIE LIPAZ W SYNTEZIE ASYMETRYCZNE]

Hydrolazy (3.1.1.3-3.9.1.1.) stanowig wazng klas¢ enzymow intensywnie wyko-
rzystywang w syntezie organicznej. Szczegdlnie istotna jest ich dostepnos¢, brak
kofaktoréw, ktore nalezy poddawac recyklingowi oraz szeroka specyficzno$¢ sub-
stratowa. Dodatkowo hydrolazy moga by¢ wykorzystywane w reakcjach nie maja-
cych nic wspolnego z ich naturalng funkcja jaka pelnig w uktadach fizjologicznych
na przykltad w reakeji Dielsa-Aldera, Baeyer-Villiger oraz addycji Michaela [9, 14].

Mechanizm reakcji enzymatycznej, w ktdrej biorg udzial hydrolazy, jest bar-
dzo podobny. Nukleofilowa grupa z centrum aktywnego atakuje elektrofilowy atom
najczesciej wegla w grupie karbonylowej substratu i tworzy si¢ zwiazek przejsciowy
acyl-enzym, ktéry w nastepnym etapie ulega deacylacji w wyniku ataku jedne;j
z czasteczek nukleofilowych wody, alkoholu lub estru. Ostatecznie powstaje produkt
reakgji i zregenerowany katalizator. Aminokwasem o charakterze nukleofilowym
inicjujagcym biotransformacje moze by¢ grupa hydroksylowa seryny (np.: esteraza
izolowana z watroby $wini, endopeptydaza subtilizyna oraz wiekszos¢ lipaz), grupa
karboksylowa kwasu asparginowego (np.: pepsyna) lub tiolowa cysteiny (np.: papa-
ina) [14-18].

Spoéréd hydrolaz w enancjoselektywnej syntezie organicznej wykorzystuje
sie katalityczne wlasciwosci lipaz (3.1.X.X), esteraz (3.1.X.X.), proteaz (3.4.X.X.).
Esterazy jak rowniez proteazy najczesciej uzywane sa w reakcjach hydrolizy estrow
karboksylowych. Liczba esteraz, ktore skutecznie przeprowadzaja enzymatyczng
reakcje hydrolizy, jest ograniczona, poniewaz substrat z reguly musi by¢ zblizony
strukturalnie do naturalnego reagenta. Wszechstronng esterazg wykazujaca duza
tolerancje substratowg oraz wysoka selektywno$c¢ jest esteraza izolowana z watroby
$wini (PLE; 3.1..1.1.). W przypadku proteaz najczesciej uzywa sie a-chymotrypsyne
(3.4.21.1), subtylizyne (3.4.21.62), trypsyne (3.4.21.4), pepsyne (3.4.23.1), papaine
(3.4.22.2) [14].
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Zdecydowanie jednak lipazy naleza do enzymoéw o najwiekszym znaczeniu
w stereoselektywnej syntezie organicznej gtéwnie z uwagi na wyjatkowg szeroka
specyficzno$¢ substratowy, stabilnos¢ i aktywnos¢ w ukladach niefizjologicznych
oraz stosunkowo niska cene. Zgodnie z zaleceniami Miedzynarodowej Unii Bio-
chemicznej lipazy (E.C. 3.1.1.3) zdefiniowano jako hydrolazy estréw glicerolowych.
Katalizujg one reakcje przeniesienia grup acylowych z odpowiednich donoréw na
akceptory, umozliwiajac przeprowadzenie reakcji estryfikacji, transestryfikacji,
syntezy amidow i peptydow oraz hydrolizy estrow, amidéw i peptydéw. Lipazy sg
szeroko rozpowszechnione w przyrodzie. Wystepuja w nasionach i organach wege-
tatywnych wielu roélin, w niektérych mikroorganizmach oraz w organizmach ludzi
i zwierzat (trzustka, watroba, $ciana zoladka i jelit). Lipazy znalazly zastosowanie w
przemystach: farmaceutycznym, mleczarskim, $rodkéw czyszczacych, kosmetycz-
nym, oleochemicznym.

W przeciwienstwie do esteraz centrum aktywne lipaz zorientowane na sub-
strat jest ukryte pod hydrofobowymi a-helisowymi warstwami (fatdami). Obecnos¢
a-helisowej petli pokrywajacej miejsce aktywne tlumaczy potrzebe reorientacji bio-
katalizatora na granicy faz. Umieszczenie lipazy w poblizu hydrofobowego substratu
prowadzi do odstoniecia duzej powierzchni miejsca aktywnego enzymu dzieki zdol-
nosci odchylania si¢ pokrywy w kierunku hydrofilowego zglebienia - lipaza staje si¢
aktywna [19-22]. Aby doszlo do zmiany polozenia pokrywy zaslaniajacej centrum
aktywne a tym samym udostepnienie miejsca aktywnego dla hydrofobowego sub-
stratu wiele lipaz potrzebuje aktywacji miedzyfazowej. Istnieja takie lipazy, ktore
nie potrzebuja aktywacji lipolitycznej np.: lipaza z Fusarium solani, z Pseudomonas
aeruginosa i z lipazy B z Candida antarctica (CAL-B) [22-24].

2.1. BUDOWA CENTRUM AKTYWNEGO A STEREOSELEKTYWNOSC

Specyficzna budowa centrum aktywnego lipaz umozliwia przeprowadzenie
katalizy zaréwno w $rodowisku wodnym jak réwniez w rozpuszczalnikach orga-
nicznych, co powoduje poszerzenie zakresu przydatnosci tych enzyméw w syntezie
organicznej w poréwnaniu z esterazami. Dodatkowo sposréd licznie dostepnych
komercyjnie lipaz mozna wybra¢ odpowiedni enzym do odpowiedniego substratu,
biorac pod uwage aspekt steryczny. Tylko wlasciwa orientacja substratu w miejscu
aktywnym enzymu prowadzi do selektywnej katalizy. Na przyklad miejsce aktywne
w lipazie CAL-B skiada si¢ z dwoch kieszeni rozdzielonych przez hydrofobowe
reszty aminokwasow cze$¢ acylowa i alkoholowg. W skutecznej katalizie enzyma-
tycznej czes¢ acylowa tetraedrycznego kompleksu przejsciowego musi znajdowac
sie w kieszeni 2 (kieszen acylowa), a cze¢§¢ alkoholowa powinna si¢ znajdowac w kie-
szeni 1 (kieszen alkoholowa) (Schemat 6).
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Schemat 6. Centrum aktywne CAL-B
Scheme 6. The active site of CAL-B

Umieszczenie w centrum aktywnym reszty alkoholowej tetraedrycznego kom-
pleksu przej$ciowego nie jest rowniez przypadkowe, istnieja dwa sposoby umiesz-
czenia chiralnej czesci alkoholowej prowadzace do skutecznej selektywnej katalizy.
W sposobie pierwszym objeto$ciowo duze grupy (reszta acylowa grupy alkoholowej
tetraedrycznego kompleksu przejéciowego) ulozone sg poza centrum katalitycz-
nym, $rednie natomiast (cze$¢ chiralna grupy alkoholowej tetraedrycznego kom-
pleksu przejsciowego) zajmuja miejsce wewnatrz centrum aktywnego w specyficz-
nym miejscu zwanym kieszenig stereospecyficzng. Taka orientacja jest korzystna
ze wzgleddw sterycznych. Drugi sposdb rozmieszczenia czesci alkoholowej kom-
pleksu przejsciowego nie jest tak korzystny energetycznie, gdy sredniej wielkosci
grupy umieszczone sg na zewnatrz miejsca aktywnego enzymu, a duze podstawniki
wewnatrz (w kieszeni stereospecyficznej) (Schemat 7) [25-29].
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Scheme 7. Two modes of the chiral alcohol moiety orientation

2.2. KIERUNEK REAKCJI ENZYMATYCZNE]

Enzymy hydrolityczne, w tym lipazy, w warunkach fizjologicznych katalizuja
przede wszystkim reakcje w $rodowisku wodnym, czgsteczki wody sa substratem
w reakcjach hydrolizy. Bialka enzymatyczne sg jednak w stanie prowadzi¢ reakcje
odwrotne. Kierunek reakeji zdeterminowany jest zastosowanym srodowiskiem, przy
czym nadmiar wody sprzyja hydrolizie, natomiast wyeliminowanie wody z ukfadu
reakcyjnego przesuwa rownowage reakcji w kierunku estryfikacji.

W enzymatycznej reakcji hydrolizy katalizowanej lipazami, w celu przesunigcia
réwnowagi w kierunki produktu stosuje si¢ nadmiar rozpuszczalnika, ktory jedno-
cze$nie jest czynnikiem nukleofilowym, natomiast w reakcjach acylowania uzywa
sie aktywne estry. Do najcze$ciej stosowanych czynnikéw acylujacych nalezg estry:
octan winylu (VA), octan izoprenylu (IPA) oraz estry l-etoksywinylowe. Octan
winylu pomimo, iz jest czgsto stosowany w katalizie enzymatycznej moze mieé
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niekorzystny wplyw na aktywno$¢ katalityczng enzymow, poniewaz powstaly ace-
taldehyd jako produkt uboczy moze powodowa¢ stopniowg deazaktywacje enymu
w wyniku tworzenia iminy z grupg aminowg tancucha bocznego lizyny. W enzyma-
tycznej reakcji acylowania obok standardowych estréw winylowych stosuje sie octan
izoprenylu oraz estry 1-etoksywinylowe, estry te sg rownie aktywnymi czynnikami
acylujacymi jednak powstale odpowiednio aceton oraz octan etylu jako produkty
uboczne nie wplywajg niekorzystnie na wlasciwosci katalityczne enzymu. Enzymy
moga wykazywac zréznicowang tolerancje w zaleznoséci od reszty acylowej estru.
Jedna z lipaz, ktdra praktycznie niezaleznie od zastosowanego czynnika acylujgcego,
wykazuje wysoka enancjoselektywnos¢ jest lipaza CAL-B.

Obok estrow w reakcji enzymatycznej katalizowanej lipazami stosuje sie rowniez
bezwodniki acykliczne, cykliczne oraz mieszane karboksylowo-weglanowe [13, 30].

2.3. PRZYKLADY ENZYMATYCZNEJ REAKCJI DESYMETRYZACJI ZWIAZKOW
PROCHIRALNYCH W OBECNOSCI LIPAZY JAKO KATALIZATORA

Najczesciej w reakcji desymetryzacji lipazy selektywnie przeksztalcaja pro-
chiralne diestry oraz alkohole. W reakcji transestryfikacji alkoholi lub hydrolizy
odpowiednich pochodnych acylowych otrzymuje sie chiralne hemiestry poprzez
réznicowanie jednakowych, pod wzgledem chemicznym, grup. Wiekszo$¢ lipaz
preferencyjnie przeksztalca zaréwno w reakeji hydrolizy jaki i acylowania te same
grupy prochiralne dzigki temu mozna uzyska¢ oba enancjomery z wysoka wydajno-
$cig zaréwno chemiczng jaki i optyczna [9, 13].

Przykladem reakcji, w ktorej enzym wykazuje odmienng enancjopreferencje
jest reakcja desymetryzacji 2-etylopropano-1,3-diolu i jego diestru. Lipaza Pseudo-
monas fluorescens (PFL) w reakcji transestryfikacji selektywnie acyluje grupe wodo-
rotlenowg pro-S, natomiast w reakcji deacylowania hydrolizuje prochiralng grupe
estrowg pro-R, z tego powodu zaréwno w reakcji hydrolizy jaki i transestryfikacji
otrzymuje si¢ monoester o tej samej konfiguracji - enancjomer R (Schemat 8) [31].

N\

PFL
PFL. VA bufor pH 7.0
72%; 46% ce (R) 65%; 94% ee

OH OAc OH OAC) OAc

Schemat 8. EED 2-etylopropano-1,3-diol i jego diacetylowej pochodnej
Scheme 8.  EED of 2-ethylpropane-1,3-diol and its di-O-acetate

Czyste optycznie pochodne propano-1,3-dioli sg ciekawa grupa zwiazkow,
poniewaz w wiekszosci przypadkow stanowia prekursory w syntezie zwiazkow bio-
logicznie czynnych. Na przyktad pochodne propano-1,3-dioli syntetyzowane enzy-
matycznie 1, 2a i 2b postuzyly jako substraty wyjsciowe do syntezy lekow przeciw-
nowotworowych. Czysto$¢ optyczna zapewnil etap desymetryzacji katalizowanej
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lipazg Pseudomonas sp. (PSL). Lipaza selektywnie acyluje prochiralng grupe pro-R,
uzyskano S-monoestry z wysokimi nadmiarami enancjomerycznymi (Schemat 9a,
zw. 1, 2a i 2b) [32, 33]. 2-podstawiony propano-1,3-diol jest rowniez kluczowym
zwigzkiem przejsciowym w syntezie SCH51048 leku o dziataniu przeciwgrzybi-
czym. Lipazy Novo SP435 i Amano CE w reakcji desymetryzacji odpowiednio diolu
i diestru umozliwiajg otrzymanie czystego optycznie S-monoestru, ktdry zostal bez-
posrednio uzyty w syntezie SCH51048. Lipaza Novo SP435 selektywnie acylowata

grupe —OH pro-S, podczas gdy lipaza Amano CE selektywnie deacylowala estrowa
grupe pro-R (Schemat 9a, zw. 3) [34].
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Schemat 9a. EED prochiralnych 1,3-dioli
Scheme 9a.  EED of prochiral 1,3-diols
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Desymetryzacja innych pochodnych propano-1,3-dioli katalizowana lipaza
Pseudomonas cepacia (PSA), lipazag Amano PS oraz lipaza ze $winskiej trzustki (por-
cine pancreatic) (PPL) prowadzi do uzyskania R-hemiestréw (Schemat 9a i b zw. 4,
51 6), poprzez selektywne acylowanie jednej z prochiralnych grup wodorotleno-
wych [35-38]. Otrzymany zwiazek 4 jest produktem przejSciowym w syntezie glow-
nego komponentu wyizolowanego z narzadéw zapachowych samca motyla Danaus
Chrysippus, zwiazek 5 prekursorem nowych f-aminokwaséw. Natomiast chiralne
pochodne allenodioli (chiralno$¢ aksjalna) (zwiazek 6) moga zostac uzyte jako reak-
tywne bloki budulcowe w syntezie naturalnych reagentéw (Schemat 9a i b, zw. 4,
51 6). Na przyklad maslan (R)-2-hydroksymetylo-4-(3,4-metyloenodioksyfenylo)-
2,3-butadien-1-ylu otrzymany na drodze enzymatycznej desymetryzacji w obec-
noscli PPL postuzyl jako prekursor w syntezie norlignanu (hyperiones A i B).

Czyste optyczne pochodne N-zabezpieczonych serinoli (Schemat 9b zw. 7a, 7b
i 8) otrzymane w enzymatycznej desymetryzacji w obecnoéci lipazy PPL i lipazy
z Pseudomonas sp. uzyto do syntezy chiralnego zwigzku pomocniczego Evansa,
materialéw budulcowych w syntezie pochodnych aminokwaséw na przyktad
2-hydroksymetyloazyrydyny lub N-Boc-N,O-izopropylideno-a-metyloserinalu
oraz intermediatu w syntezie nowych imunosupresantéw 4-metylo-4-[(2-(tiofen-2-
ylo)etylo]okazolidyn-2-onu. W kazdym przypadku w etapie desymetryzacji otrzy-
mano monoestry o konfiguracji R [39-41].

Struktura uzytego substratu ma istotny wplyw na stereochemiczng preferencje
katalizatora enzymatycznego. Na przyklad lipaza Amano PS wykazywata odmienna
enacjopreferencje w stosunku do prochiralnych grup ~OH 2-karbamoilometylo-
-1,3-propanodioli (Schemat 9b, zw. 9a i 9b). W przypadku N-monoalkilokarbamo-
ilowych (9a) grup mozliwos¢ utworzenia wigzania wodorowego powodowalo stabi-
lizacje produktu przejsciowego w centrum aktywnym i lipaza selektywnie acylowata
grupe pro-S. Obecnos¢ dodatkowego podstawnika alkilowego w grupie amidowej
(9b) wymusza inng orientacje substratu, dlatego w reakc;ji z takim reagentem otrzy-
mano enancjomer R w wyniku transestryfikacji grupy pro-R [42].

Czyste optycznie fluorowane analogi kwaséw 1-aminocyklopropano-1-kar-
boksylowych (ACC) otrzymano w chemoenzymatycznej syntezie. Kwas ACC jest
waznym zwigzkiem o wiasciwo$ciach biologicznie czynnych bedacym intermedia-
tem w biosyntezie etylenu hormonu roslinnego stymulujacego dojrzewanie owo-
cow, zwigzkiem przejéciowym bakteryjnych fitotoksyn oraz uzywany w biosyntezie
kwaséw azetydyno-2-karboksylowych. Etapem umozliwiajacym uzyskanie dwdch
enancjomerycznie czystych monoestréw (Schemat 9b zw. 10) byla enzymatyczna
reakcja desymetryzacji prochiralnego diolu i jego dioctanowej pochodnej w obec-
noéci lipazy Amano PS [43].

Obok prochiralnych dioli lipazy moga réwniez biotransformowa¢ prochiralne
diaminy, na przyktad lipaza z Pseudomonas cepacia (PCL) enancjoselektywnie prze-
ksztalca 2-podstawione propano-1,3-diaminy. Enzymatyczna alkoksykarbonylacja
umozliwia synteze aktywnie czynnych zwigzkéw azotu o konfiguracji R. Najlepsze
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wyniki uzyskano stosujac jako substrat 2-fenylopropano-1,3-diamine oraz jej orto-
i para-podstawione analogi (Schemat 9b, zw. 11) [44].
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Nastepng grupg zwigzkow selektywnie biotransformowanych za pomocg lipaz
s podstawione w pozycji C-2 pochodne gliceryny. 2-O-acyloglycerole w enzyma-
tycznej reakeji transestryfikacji sa dos¢ klopotliwa grupa substratéw, poniewaz
w trakcie prowadzenia reakcji grupy acylowe moga ulega¢ migracji, przyczyniaja sie
do pogorszenia enancjoselektywnosci. Wprowadzenie duzych objetosciowo pod-
stawnikow w pozycji 2 zmniejsza labilno$¢ substratow. Na przyklad zastosowanie
2-benzyloksy-1,3-propanodiolu jako substratu w enzymatycznej reakcji desymetry-
zacji prowadzi do otrzymania czystego optycznie monoestru (Schemat 10, zw. 1)
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[45]. Podobnie zastosowanie 2,2-dipodstawionych propano-1,3-dioli w enzyma-
tycznej syntezie asymetrycznej umozliwia otrzymanie produktéw z wysoka wydaj-
noscig chemiczng i optyczng. Z 2,2-dipodstawionych analogéw propanodioli otrzy-
muje si¢ monoestry z czwartorzedowymi centrami stereogenicznymi. Na przyktad
stereoselektywna reakcja acylowania chiralnej pochodnej chromanu w obecnosci
lipazy CAL-B daje S-monoester z wysoka wydajnoscig optyczng (Schemat 10, zw. 2).
Z uzyskanego mnoestru w wieloetapowej syntezie mozna otrzymacé za pomoca
dwoch roznych $ciezek dwa enancjomery a-tokotrienolu, skladnika witaminy E
(46].
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Schemat 10. EED prochiralnych pochodnych glicerolu
Scheme 10.  EED of prochiral glycerol derivatives

Innym naturalnym zwigzkiem otrzymanym z 2,2-dipodstawionej pochodnej
gliceryny jest ,,Leustroducsin B” wyizolowany z Streptomyces platensis SANK 60191,
ktéry podobnie jak a-tokotrienol, otrzymuje si¢ w wieloetapowej chemoenzyma-
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tycznej syntezie. Na czysto$¢ optyczng produktu koncowego ma wplyw etap enzy-
matycznej desymetryzacji, w ktorym w obecnosci lipazy AK uzyskano z wysokim
nadmiarem enancjomerycznym chiralny monester o konfiguracji S (Schemat 10,
zw. 3) [47].

Wychodzac z 1,3-dichloroacetonu w o$miu etapach otrzymano z 11% ogdélna
wydajnoscia S-fosfonotriksyne z wysokim 93% nadmiarem enancjomerycznym.
Zwigzek ten jest naturalnym produktem wyizolowanym z mikroorganizmu Saccha-
rotrix sp. ST-888, wykorzystywany jako herbicyd. Czystos¢ optyczng zapewnit etap
desymetryzacji prochiralnego triolu z zastosowaniem octanu winylu jako rozpusz-
czalnika i czynnika acylujacego. Najlepsze wyniki otrzymano w reakcji katalizowa-
nej PPL (Schemat 10, zw. 4) [48].

Desymetryzacja oksindoli zawierajacych prochiralne czwartorzgdowe atomy
wegla umozliwia otrzymanie réznych naturalnych produktéw wykorzystywanych
jako chiralne bloki budulcowe w syntezie indoli. Na przyktad w enzymatycznej
reakcji acylowania katalizowanej lipazg OF (Candida rugosa) po optymalizacji
otrzymano czystg optycznie N-Boc pochodng diolu - zwigzek 5 (Schemat 10) [49].

Prochiralne pochodne 1,5-pentanodioli naleza do prekursoréw waznych
zwigzkéw biologicznie czynnych oraz chiralnych zwigzkéw pomocniczych. Na
przyklad z prochiralnego 1,3,5-pentanotriolu syntetyzowano (R)-3-t-butylodime-
tylosililoksy-5-acetoksy-1-fenyl, prekursor glikolipidéw heterocyst- sinic. Zwigzek
ten otrzymano w reakeji hydrolizy estru diacetylowego w obecnosci lipazy Pseudo-
monas fluorences (PFL) (Schemat 11, zw. 1) [50].

Serie pochodnych 3-arylopentano-1,5-dioli uzyskano w wyniku enzymatycz-
nej reakcji desymetryzacji na drodze transestryfikacji i deacylowania. W reakeji
acetylowania otrzymano S monoestry, natomiast w reakcji hydrolizy produkty
o konfiguracji przeciwnej. Enzym (lipaza AK) zapewnit wysoka enancjoselektyw-
no$¢, uzyskano estry czyste enancjomerycznie, ktore moga zostaé uzyte w syntezie
nowych pochodnych kwaséw karboksylowych (Schemat 11, zw. 2a i 2b) [51].
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Schemat 11.  EED prochiralnych 1,5-dioli
Scheme 11.  EED of prochiral 1,5-diols

Lipazy obok estrow alkoholi desymetryzuja réwniez prochiralne pochodne
kwasow karboksylowych. Na przyklad w wyniku enzymatycznej asymetrycznej
syntezy otrzymuje si¢ chiralne 3-podstawione pochodne kwasu glutarowego, ktore
stanowig material budulcowy w syntezie waznych biologicznie czynnych zwigzkow
organicznych. Enzymatyczna desymetryzacja prochiralnych estréw 3-podstawio-
nego kwasu glutarowego z zastosowaniem wigkszo$ci hydrolaz umozliwia uzyskanie
produktu o konfiguracji R. Jedna z nielicznych lipaz wykazujacych enancjoprefe-
rencj¢ w stosunku do prochiralnej grupy estrowej pro-S jest lipaza CAL-B, enzy-
matyczna deacylacja 3-arylo- i 3-alkilopochodnych kwasu glutarowego prowadzi
do S-monoestréow. Pochodne 3’4’-dichlorofenylopodstawione kwasu glutarowego
stosuje si¢ w syntezie serii antagonistow receptora neurokininowego, natomiast
3-izobutyloglutaranéw uzywa sie jako prekursory pregabaliny, leku przeciwpadacz-
kowego (Schemat 12, zw. 1) [52, 53].

Enzymatyczna amonoliza lub aminoliza 3-podstawionych estréw kwasu glu-
tarowego prowadzi do monoamidéw - chiralnych syntonéw uzywanych na przy-
ktad w syntezie biologicznie aktywnych aminokwasoéw, -laktaméw. Lipaza CAL-B
katalizuje reakcje tworzenia wigzania amidowego, w wyniku réznicowania prochi-
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ralnych grup estrowych umozliwia otrzymanie czystych optycznie enancjomeréw
o konfiguracji S. Najlepsze rezultaty, wysoka wydajno$¢ chemiczng i optyczng, uzy-
skano jesli w pozycji 3 znajdowal si¢ heteroatom, natomiast obecnos¢ podstawnika
alifatycznego lub aromatycznego wydtuza czas reakcji oraz wplywa na pogorszenie
wydajnosci i/lub enancjoselektywnosci. Prawdopodobnie obecnos¢ heteroatomu
w pozycji C-3 umozliwia utworzenie wigzania wodorowego w miejscu aktywnym
prowadzac do stabilizacji produktu przejsciowego (Schemat 12, zw. 2) [54].
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Schemat 12. EED pochodnych kwasu glutarowego
Scheme 12.  EED of glutaric acid derivatives

Prochiralne mono i dipodstawione bezwodniki kwasu 3-aryloglutarowego
desymetryzowano w reakeji enzymatycznej alkoholizy. W kazdym przypadku naj-
wyzsza aktywno$¢ katalityczng wykazywaty lipazy immobilizowane. Z monopod-
stawionych pochodnych bezwodnika 3-aryloglutarowego otrzymano monoestry
o wysokiej czystosci optycznej, jesli zastosowano immobilizowang lipaz¢ CAL-B
oraz Amano PS, w przypadku dipodstawionej pochodnej w reakeji katalizowanej
CAL-B. Lipaza CAL-B niezaleznie od zastosowanego substratu charakteryzowata
sie pro-S stereoselektywnoscig. Podczas gdy lipaza Amano PS w zaleznosci od
struktury zwigzku wyjsciowego wykazywala zréznicowang enancjopreferencje, na
przyklad w reakeji z niepodstawionym bezwodnikiem selektywnie przeksztalcata
prochiralng grupe pro-R. Waznym czynnikiem majgcym wplyw na stereochemie
reakcji, niezaleznie od katalizatora, byla obecno$¢ podstawnikéw w pierscieniu aro-
matycznym. Najwyzsze nadmiary enancjomeryczne uzyskano stosujac niepodsta-
wiony bezwodnik kwasu 3-fenyloglutarowego (Schemat 13) [55, 56].
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R
Chirazym Ry
L-2,C-3
(6] o
R,
)
R, EtO OH
R; =R, =H; 100%; 83% ce
R; =OMe; R, = H; 100%; 75% ee
Ry =R, =Cl; 100%; 77% ee
R
(6] (6) (6]
Ry
Amano PS
immobilizowana
>
O (0}
EtO OH

(R)R; =R, =H; 100%; 78% ee
(S) Ry = OMe; R, = H; 100%; 99% ee

Schemat 13.  EED bezwodnikéw kwasu 3-fenyloglutarowego
Scheme 13.  EED of 3-phenylglutaric anhydrides

UWAGI KONCOWE

Enancjoselektywna enzymatyczna desymetryzacja jest jedng z metod stereose-
lektywnej syntezy asymetrycznej, ktéra umozliwia otrzymanie zwigzkéw optycznie
czynnych z achiralnych substratéw. Najczesciej w reakeji desymetryzacji stosuje sig
enzymy, na przyklad hydrolazy. Sposréd hydrolaz najwicksze zastosowanie w EED
znalazly lipazy. Prochiralnymi substratami w enzymatycznej asymetryzacji katalizo-
wanej lipazami sg gléwnie diole lub ich pochodne diacylowe, diaminy, estry i amidy
kwasow dikarboksylowych oraz bezwodniki. Selektywna modyfikacja okreslonej
grupy prochiralnej umozliwia synteze produktéw wzbogaconych enancjomerycz-
nie, ktore czesto uzywane s jako zwigzki przejsciowe w syntezie reagentow o wlasci-
wosciach biologicznie czynnych.

PISMIENNICTWO CYTOWANE

[1] J. Gawronski, K. Gawronska, Stereochemia w syntezie organicznej, PWN, Warszawa, 1988.
[2] L.Z.Siemion, Biostereochemia, PWN, Warszawa, 1985.

[3] EA. Carey, R.J. Sundberg, Advanced Organic Chemistry, Springer: New York, 2007.

[4] Ch.-S. Chen, Y. Fujimoto, G. Girdaukas, Ch. J. Sih, J. Am. Chem. Soc., 1982, 104, 7294.
[5] V. Gotor-Fernandez, E. Busto, V. Gotor, Adv. Synth. Catal., 2006, 384, 797.

[6] K. Frings, M. Koch, W. Hartmeier, Enzyme and Microbial Technology, 1999, 25, 303.

[7]1 M.-]. Kim, Y. Ann, J. Park, Bull. Korean Chem. Soc., 2005, 26, 515.



ENANCJOSELEKTYWNA ENZYMATYCZNA DESYMETRYZACJA KATALIZOWANA LIPAZAMI. CZESC 1. 771

(8]
(9]
(10]
(11]

(12]
(13]

B.A. Persson, A.L.E. Larsson, M.L. Ray, J.-E. Backvall, ]. Am. Chem. Soc., 1999, 121, 1645.

E. Garcia-Urdiales, I. Alfonso, V. Gotor, Chem. Rev., 2005, 105, 313.

Y.-F. Wang, Ch.-S. Chen, G. Girdaukas, Ch. J. Sih, J. Am. Chem. Soc., 1984, 106, 3695.

Ch. J. Sih, W.-R. Shieh, Ch.-S. Chen, S.-H. Wu, G. Girdaukas, 1986, International Synposium on
Bioorganic Chemistry, 239.

R. Kotodziejska, M. Gérecki, J. Frelek, M. Draminski, Tetrahedron: Asymmetry, 2012, 23, 623.

V. Gotor, I. Alfonso, E. Garcia-Urdiales, Asymmetric organic synthesis with enzymes, Willey-VCH.,
Weinheim, 2008.

K. Faber, Biotransformations in organic chemistry, Springer, Berlin, 1992.

Ch.-S. Chen, Y. Fujimoto, Ch. J. Sih, J. Am. Chem. Soc., 1981, 103, 3580.

H.-H. Otto, T. Schirmeister, Chem. Rev., 1997, 97, 133.

M.J. Harrison, N.A. Burton, I.H. Hillier, .R. Gould, Chem. Commun., 1996, 2769.

A. Fersht, Enzyme Structure and Mechanism, Wyd. 2, Freeman, New York, 1985.

J. Uppenberg, N. Ohrner, M. Norin, K. Hult, G.J. Kleywegt, F. Spener, R.D. Schimd, D. Schoburg,
J. Mol. Biol., 1996, 259, 704.

AM. Brzozowski, U. Derewenda, Z.S. Derewenda, G.G. Dodson, D.M. Lawson, J.P. Turkenburg,
E Bjorkling, B. Huge-Jensen, S. Patkar, L. Thim, Nature, 1991, 351, 491.

U. Derewenda, A.M. Brzozowski, D.M. Lawson, Z.S. Derewenda, Biochemistry, 1992, 31, 1532.
C. Martinez, A. Nicolas, H. Van Tilbeurgh, M. P. Egloff, C. Cudrey, R. Verger, C. Cambillau, Bio-
chemistry, 1994, 15, 29.

K.E. Jaeger, S. Ransac, B.W. Dijkstra, C. Colson, M. Van Heuvel, O. Misset, FEMS Microbiol. Rev.,
1994, 15, 29.

M. Martinelle, M. Holmquist, K. Hult, Biochim. Biophys. Acta, 1995, 1258, 272.

J. Orrenius, E Haeffner, D. Rotticci, N. Ohrner, T. Norin, K. Hult, Biocatal. Biotransform., 1998, 16, 1.
J. Uppenberg, N. Ohrner, M. Norin, K. Hult, G.J. Kleywegt, S. Patkar, V. Waagen, T. Anthonsen,
T.A. Jones, Biochemistry, 1995, 34, 16838.

J. Ottosson, J. C. Rotticci-Mulder, D. Rotticci, K. Hult, Protein Science, 2001, 10, 1769.

K. Faber, G. Ottolina, S. Riva, Biocatalysis and Biotransformation, 1993, 8, 91.

M . Holmquist, E Heeftner, T. Norin, K. Hult, Protein Science, 1996, 5, 83.

R. Chénevert, N. Pelchat, P. Morin, Tetrahedron: Asymmetry, 2009, 20, 1191.

I. Izquierdo, M.T. Plaza, M. Rodriguez, ]. Tamayo, Tetrahedron: Asymmetry, 1999, 10, 449.

I.M. Fellows, D.E. Kaelin, S.FE. Martin, ]. Am. Chem. Soc., 2000, 122, 10781.

D.B. Kastrinsky, D.L. Boger, J. Org. Chem., 2004, 69, 2284.

B. Morgan, D.R. Dodds, A. Zaks, D.R. Andrews, R. Klesse, J. Org. Chem., 1997, 62, 7736.

K. Takabe, N. Mase, H. Hashimoto, A.Tsuchiya, T. Ohbayasi, H. Yoda, Bioorg. Med. Chem. Lett.,
2003, 13, 1967.

T. Yokomatsu, K. Takada, A. Yasumoto, Y. Yuasa, S. Shibuya, Heterocycles, 2002, 5.

Ch.M. Sapu, J.-E. Béckvall, J. Deska, Angew. Chem. Int. Ed., 2011, 50, 9731.

Ch.M. Sapu, J. Deska, Org. Biomol. Chem., 2013, 11, 1376.

C. Neri, J.M.J. Williams, Adv. Synth. Catal., 2003, 345, 835.

J.Y. Choi, R.E. Borch, Org. Lett., 2007, 18, 215.

T. Tsuji, Y. Tio, T. Takemoto, T. Nishi, Tetrahedron: Asymmetry, 2005, 16, 3139.

K. Takabe, Y. Iida, H. Hiyoshi, M. Ono, Y. Hirose, Y. Fukui, H. Yoda, N. Mase, Tetrahedron: Asym-
metry, 2000, 11, 4825.

M. Kirihara, M. Kawasaki, T. Takuwa, H. Kakuda, T. Wakikawa, Y. Takeuchi, K.L. Kirk, Tetrahe-
dron: Asymmetry, 2003, 14, 1753.

N. Rios-Lombardia, E. Busto, E. Garcia-Urdiales, V. Gotor-Fernandez, V. Gotor, J. Org. Chem.,
2009, 74, 2571.



772 R. KOLODZIEJSKA T IN.

[45] V. Bodai, L. Novak, L. Poppe, Synlett., 1999, 759.

[46] R. Chénevert, G. Courchesne, N. Pelchat, Bioorganic & Medical Chemistry, 2006, 14, 5389.

[47] K. Shimada, Y. Kauragi, T. Fukuyama, J. Am. Chem. Soc., 2003, 125, 4048.

[48] R.Chénevert, M. Simard, J. Bergeron, M. Dasser, Tetrahedron: Asymmetry, 2004, 15, 1889.

[49] S. Akai, T. Tsujino, E. Akiyama, K. Tanimoto, T. Naka, Y. Kita, J. Org. Chem., 2004, 69, 2478.

[50] A. Soriente, G. Laudisio, M. Giordano, G. Sodano, Tetraedron: Asymmetry, 1995, 6, 859.

[51] N.Rios-Lombardia, V. Gotor-Fernandez, V. Gotor, J. Org. Chem., 2011, 76, 811.

[52] M.J. Homann, R. Vail, B. Morgan, V. Sabesan, C. Levy, D.R. Dodds, A. Zaks, Adv. Synth. Catal.,
2001, 343, 744.

[53] J.-H.Jung, D.-H. Yoon, P. Kang, WK. Lee, H. Eum, H.-J. Ha, Org. Biomol. Chem., 2013, 11, 3635.

[54] M. Lopez-Garcia, I. Alfonso, V. Gotor, Tetrahedron: Asymmetry, 2003, 14, 603.

[55] R. Ostaszewski, D.E. Portlock, A. Fryszkowska, K. Jeziorska, Pure Appl. Chem., 2003, 75, 413.

[56] A. Fryszkowska, M. Komar, D. Koszelewski, R. Ostaszewski, Tetrahedron: Asymmetry, 2005, 16,
2475.

Praca wplyneta do Redakeji 3 czerwca 2013



	Enancjoselektywna enzymatyczna desymetryzacja katalizowana lipazami Część I. Związki prochiralne
	Abstract
	Wprowadzenie
	1. Desymetryzacja w reakcji enzymatycznej aspekt termodynamiczny i kinetyczny
	2. Zastosowanie lipaz w syntezie asymetrycznej 
	2.1. Budowa centrum aktywnego a stereoselektywność
	2.2. Kierunek reakcji enzymatycznej 
	2.3. Przykłady enzymatycznej reakcji desymetryzacji związków prochiralnych w obecności lipazy jako k
	Uwagi końcowe
	Piśmiennictwo cytowane

