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ABSTRACT

Enzymes act as biocatalysts whether are also mediating in all anabolic and cata-
bolic pathways, playing an extremely important role in the cells of all life forms.
Catalytic potential of oxidoreductases is most commonly used in reduction reac-
tions. Dehydrogenases and reductases catalyze the reversible desymmetrization
reactions of meso and prochiral carbonyl compounds and alkenes. The oxidore-
ductase-catalyzed reactions require cofactors to initiate catalysis. In most cases, it
is nicotinamide adenine dinucleotide (NADH) or its phosphorylated derivative
(NADPH), which acts as a hydride donor. The necessity of employing expensive
cofactors was, for the long time, one of the main limitations to the use of dehydro-
genases. This problem was solved by developing a regeneration system of a cofactor
in the reaction environment. Various systems are used for the cofactor recycling.
In the case of a carbonyl compound reduction, an irreversible oxidation of formic
acid to carbon dioxide is most frequently used. In this paper, selected examples of
whole-cell and isolated enzymes applications in the carbonyl compound reduction
are discussed. The application of baker’s yeast, microorganisms and dehydrogenases
in enantioselective enzymatic desymmetrization (EED) of prochiral ketones leads to
a broad spectrum of chiral alcohols used as intermediates in the syntheses of many
pharmaceuticals and compounds presenting a potential biological activity.

Keywords: asymmetric reduction, alcohol dehydrogenase, cofactor
Stowa kluczowe: asymetryczna redukcja, dehydrogenaza alkoholowa, kofaktor
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WPROWADZENIE

Enzymy dzialajace jako biokatalizatory uczestnicza, czy tez posrednicza we
wszystkich szlakach anabolicznych oraz katabolicznych, odgrywajac niezwykle
wazna role w komorkach organizméw zywych. W celu uregulowania i ujednoznacz-
nienia nazewnictwa enzymoéw, Komitet Nazewnictwa (ang. Nomenclature Commit-
tee) Miedzynarodowej Unii Biochemii i Biologii Molekularnej (ang. International
Union of Biochemistry and Molecular Biology) w latach 1956-1972 opracowal dla
nich nomenklature naukowg — numer EC. Wedlug niej, kazdy enzym jest opisany
przez ciag czterech segmentow cyfr, oddzielonych od siebie kropka, poprzedzonych
literami ,,EC” (Enzyme Commission lub Enzyme Catalogue): EC x.xx.xx.xx. Pierwsza
cyfra dzieli enzymy, wedlug mechanizmu reakcji przez nie katalizowanych, na szes¢
gltéwnych klas: ketonéw. Biatko to wystepuje bardzo powszechnie w komdrkach
bakterii, grzybow, zwierzat i roélin. U grzyboéw i u ludzi w miejscu aktywnym tego
enzymu

Nazwa Tlos¢ Sposdb i zakres dziatania

1.x.x.x Oksydoreduktazy 258 katalizuja reakcje redoks
Transferazy .
2.X.XX Transaminazy 133 przenosza grupy funkcyjne
3XXX Hydrolazy 780 katalizujg hydrolize roéznych wigzan
Axxx Liazy - rozcinajg rézne wigzania na d}‘oéze innej niz hydroliza
czy utlenianie
5.X.X.X Izomerazy 28 katalizujg zmiany izomeryczne czasteczek
katalizuja powstawanie wigzan chemicznych pomiedzy
6.X.X.X Ligazy 8 czasteczkami, zuzywajac do tego energie pochodzaca
z hydrolizy ATP

W pracy tej oméwiono enzymatyczne metody enancjoselektywnych transfor-
macji prochiralych zwigzkéw karbonylowych do odpowiednich chiralnych alkoholi.
Enzymy, ktdre katalizujg asymetryczne reakcje redukcji nazywane sg dehydrogena-
zami alkoholowymi (ADH) lub ketoreduktazami (KRED). Klasyfikuje si¢ je jako
enzymy klasy 1.1.x.x (EC 1.1.x.x) [1]. Dehydrogenaza alkoholowa (EC 1.1.1.1) kata-
lizuje reakcje redukcji zwiazkow karbonylowych do odpowiednich alkoholi oraz
reakcje utleniania przeksztalcajace alkohole do odpowiadajacych im aldehydéw lub
ketondw. Biatko to wystepuje bardzo powszechnie w komérkach bakterii, grzybow,
zwierzat i rodlin. U grzybow i u ludzi w miejscu aktywnym tego enzymu znajduje sie
atom cynku, u bakterii zawiera zelazo, a u owaddéw enzym ten nie zawiera zadnego
metalu.
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1. MECHANIZM ENZYMATYCZNE] REDUKCJI DEHYDROGENAZAMI

Potencjal katalityczny oksydoreduktaz wykorzystuje sie¢ najczesciej w reakcjach
redukgji. Dehydrogenazy i reduktazy katalizuja odwracalne reakcje desymetryzacji
mezo- 1 prochiralnych zwigzkéw karbonylowych i alkenow. Reakeje katalizowane
oksydoreduktazami wymagajg obecnosci kofaktoréw. W przypadku dehydrogenaz
jest to zredukowany dinukleotyd nikotynoamidoadeninowy (NADH) lub jego fos-
foran (NADPH). NADH oraz NADPH pelnig formalnie role donora anionu wodor-
kowego. Konieczno$¢ stosowania bardzo drogich kofaktoréw przez dlugi czas, bylo
jednym z gléwnych argumentéw przemawiajacych przeciwko stosowaniu dehydro-
genaz. Problem ten zostal rozwigzany przez opracowanie systemu prowadzacego do
regeneracji kofaktora w srodowisku reakcji. Do regenerowania kofaktora stosowane
sg rozne uktady. W przypadku redukcji grupy karbonylowej, najlepiej sprawdza sie
reakcja nieodwracalnego utleniania mréwczanu do tlenku wegla(IV), ktorg katali-

zuje dehydrogenaza mréwczanowa. Uklady regenerujace zostaly przedstawione na
Schemacie 1.
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Reakcja redukeji zwiazkow karbonylowych za pomoca dehydrogenazy alkoho-
lowej zachodzi przez przeniesienie jednego z diastereotopowych atomoéw wodoru
pierscienia dihydropirydynowego koenzymu (w postaci jonu wodorkowego) do
okreslonego lica wigzania C=0. W czasteczce kofaktora w pozycji 2 znajduja si¢
dwa réwnocenne atomy wodoru. W momencie ataku jeden atom wodoru, w postaci
jonu wodorkowego, ulega przylaczeniu do karbonylowego atomu wegla, drugi nato-
miast jako proton atakuje atom tlenu. Atak nastgpuje od strony si lub re na atom
wegla o hybrydyzacji sp” w grupie karbonylowej przez jon wodorkowy pro-S (H,)
lub pro-R (H,) kofaktora (NAD(P)H) (Schemat 2). W etapie E1 i E2 nastepuje atak
od przodu (od strony si), natomiast w E3 i E4 atak zachodzi od tylu (od strony re)
[2]. Dehydrogenazy moga przenosi¢ selektywnie jon wodorkowy pro-S lub pro-R
na wegiel karbonylowy ze strony si lub re. Dehydrogenazy alkoholowe z Pseudomo-
nas sp., Lactobacillus kefir, drozdzy piekarskich, watroby konskiej oraz Moraxella
sp. przenosza jon wodorkowy pro-R, z t3 jednak réznicg, ze w przypadku dwoch
pierwszych dehydrogenaz atak nastepuje na lico si (E1), w przypadku pozostatych
na lico re (E3). Dehydrogenaza glicerolowa z Geotrichum candidum oraz reduktaza
dihydroksyacetonowa z Mucor javanicus selektywnie przenosza jon wodorkowy
pro-S na lico si (E2) [1].

E,
strona Si - __ N
HS/, HR,() E, "~~_ \\
@)J\ NH, dehydrogenaza
N S
ApPR alkohol
R-i/lub S-

strona Re é)]\ fj)l\

ADPR ADPR

>~

h regeneracja kofaktora

Schemat 2.  Mechamizm regio- i stereoselektywnego przeniesienia jonu wodorkowego z kofaktora NAD(P)H
na karbonylowy atom wegla

Scheme 2. Mechanism of the regio- and stereoselective hydride transfer from the cofactor NAD(P)H to the
carbonyl carbon atom

Kofaktory, czesto stosowane w ilosciach katalitycznych, mozna regenerowaé
in situ. Najcze$ciej jednak w syntezie organicznej uzywa si¢ calych komdrek mikro-
organizméw, komorki/tkanki roélinne i zwierzece.
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2. PRZYKEADY ENZYMATYCZNE] REAKCJI DESYMETRYZAC]I
ZWIAZKOW KARBONYLOWYCH

2.1. ENZYMATYCZNA REAKCJA REDUKCJI PROSTYCH KETONOW
MIKROORGANIZMAMI LUB KOMORKAMI ROSLINNYMI

Do asymetrycznej redukcji zwigzkéw karbonylowych powszechnie uzywanym
mikroorganizmem sa drozdze piekarskie Saccharomyces cerevisiae. Gtéwnie ze
wzgledu na nieograniczong dostepnos¢, niska ceng oraz fatwo$¢ hodowli. Szeroki
zakres dzialania drozdzy piekarskich jest uwarunkowany obecnoscig wielu dehy-
drogenaz, jak réwniez duzg tolerancja substratows. Jednak dehydrogenazy zawarte
w mikroorganizmie posiadajg najcze$ciej rozne preferencje stereochemiczne.
W konsekwencji moze to prowadzi¢ do zmniejszenia czysto$ci optycznej uzyska-
nego produktu. Istnieje wiele sposobdw, ktore umozliwiajg usuniecie niekompa-
tybilnoéci enzymatycznej. Na przykiad, selektywne wytaczenie przeszkadzajacego
biokatalizatora, zmiana stezenia i struktury substratéw, zastosowanie rozpuszczal-
nika organicznego, liofilizacja i immobilizacja mikroorganizmu oraz modyfikacje
genetyczne.

Reakcje w obecnosci drozdzy, mozna przeprowadzi¢ zaréwno w $rodowisku
wodnym, jak réwniez w rozpuszczalnikach organicznych. W warunkach fermen-
tacyjnych zywe komorki syntetyzuja i regeneruja enzymy i kofaktory. Te metode
zastosowaé mozna tylko do waskiej grupy substratow rozpuszczalnych w wodzie.

Obok drozdzy piekarskich, w asymetrycznej syntezie, wykorzystuje sie poten-
cjal katalityczny enzymoéw zawartych w innych mikroorganizmach. Na przyklad,
w innych drozdzach Rhodotorula rubra, Geotrichum candidum, Saccharomyces onta-
nus, Rhodotorula glutinis, Zygosaccharomyces balii, bakteriach Lactobacillus kefir,
Lactobacillus fermentum, Corynebacterium lub w calych komoérkach roélinnych
takich jak marchwi zwyczajnej (Daucus carota), bielunia dziedzierzawy (Datura
stramonium). Najlepsze rezultaty w bioredukeji, gtéwnie jesli chodzi o czystos¢
optyczng uzyskanych produktéw, daja wyizolowane enzymy. Aspekt ekonomiczny,
w wielu przypadkach, powoduje ze wigkszo$¢ syntez w obecnosci wyizolowanych
enzymow nie opuszcza stotu laboratoryjnego. Syntezy tanie i fatwe w wykonaniu
chetniej wykorzystuje si¢ w procesach biotechnologicznych. Zastosowanie drozdzy
piekarskich w enancjoselektywnej enzymatycznej desymetryzacji (EED) prochiral-
nych ketonéw prowadzi do otrzymania calej gamy chiralnych alkoholi. Moga one
stanowi¢ cenne potprodukty w syntezie farmaceutykow, czy innych zwigzkéw che-
micznych o potencjalnym dzialaniu biologicznym.

Na schemacie 3 przedstawiono niektdre przyklady zastosowania drozdzy w asy-
metrycznej syntezie chiralnych alkoholi drugorzedowych, otrzymanych w wyniku
redukgji alifatycznych, aromatycznych, alifatyczno-aromatycznych i cyklicznych
ketonow [3-9].
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F

Stereochemia produktu redukeji w przypadku prostych ketonéw okreslona

jest regula Preloga. Jon wodorkowy atakuje karbonylowy atom wegla od strony re.
Z tego powodu w warunkach fermentacyjnych w obecnosci drozdzy najczesciej

otrzymuje si¢ alkohole o konfiguracji (S), o ile podstawnik mniejszy objetosciowo

jest mniej wazny od podstawnika duzego objetosciowo (S < L). [10] Jesli pierwszen-
stwo ulegnie zmianie (jak na przyklad w hydroksyketonach), to w obecnosci droz-
dzy, w wyniku ataku na lico re powstaje enancjomer o konfiguracji (R) (Schemat 4)

(11, 12].
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Schemat 4.  Stereochemia produktu podczas redukcji enzymatycznej
Scheme 4. Stereochemistry of the product in the enzymatic reduction

Skutecznosé¢ katalizy mikroorganizmami jest w duzym stopniu uwarunko-
wana budowg substratu. Drozdze piekarskie nie reagujg z matymi alifatycznymi
ketonami, za wyjatkiem ketondéw metylowych zawierajacych réwniez alifatyczng
reszte weglowodoru dlugotancuchowego. Istotne jest, aby podstawniki przy karbo-
nylowym atomie wegla réznily sie wielkoscia, wtedy przeprowadzenie selektywnej
katalizy jest mozliwe [13]. Jednym z mikroorganizméw, ktéry umozliwia selek-
tywna redukcje najprostszych alifatycznych ketonéw (na przyktad pentan-2-onu,
butan-2-onu, heksan-3-onu) jest grzyb Geotrichum candidum. Podobnie jak w przy-
padku drozdzy piekarskich uzyskuje si¢ alkohole o konfiguracji (S) (Schemat 5, 1a).
Zastosowanie tego samego mikroorganizmu z dodatkiem adsorbenta polimerowego
Amberlit XAD-7, w reakgji innych ketonéw aromatyczno-alifatycznych z dostepem
tlenu atmosferycznego, prowadzi do alkoholu o konfiguracji (R) (Schemat 5, 1b).
Natomiast w warunkach beztlenowych otrzymano enancjomer o konfiguracji prze-
ciwnej. Prawdopodobnie tlen atmosferyczny utlenia selektywnie (S)-alkohol do
odpowiedniego ketonu, poniewaz proces ten, w przeciwienstwie do redukcji pro-
wadzgcej do (R)-enancjomeru, jest odwracalny [14]. Bromoalkohole o konfiguracji
(R) otrzymano w reakcji redukeji mikroorganizmem Rhodotorula rubra z wysoka
wydajnoscig i enancjoselektywnoscig. Najlepsze rezultaty uzyskano z zastosowa-
niem siarczanu laurylu jako $rodka powierzchniowo czynnego, w warunkach bez-
tlenowych (w atmosferze argonu). Zwiazki 2a i 2b (Schemat 5) uzywane s3 jako
potprodukty w syntezie denopaminy i salmeterolu [15, 16]. Cale komdrki korzenia
marchwi (Daucus carota) roéwniez z powodzeniem stosowane sa w bioredukcjach.
Jest to nie tylko tania metoda, ale réwniez bardzo skuteczna. Za pomocy dehy-
drogenaz zawartych w komdrkach D. carota mozna redukowa¢ ketony alifatyczne,
alifatyczno-aromatyczne, jak rowniez cykliczne nie tylko z dobra wydajnoscia, ale
przede wszystkim selektywnie (Schemat 5, 3, 4). W kazdym przypadku uzyskano
produkty o konfiguracji (S) [17].
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Schemat 5. Selektywna redukcja ketonow alifatycznych
Scheme 5. Selective reduction of aliphatic ketones

Trifluorometylopodstawione aromatyczno-alifatyczne ketony redukowano
w obecnosci roznych mikroorganizmoéw otrzymujac alkohole drugorzedowe o roznej
konfiguracji absolutnej w zaleznosci od uzytego preparatu enzymatycznego. Otrzy-
mane produkty 5 maja zastosowanie w farmakologii (Schemat 6). Zwiagzki 5aib sg sto-
sowane jako leki przeciwwirusowe antagonisci receptora CC chemokin typu 5, nato-
miast5cjakolekprzeciwdepresyjnyantagonistareceptoraneurokininowegoNK1[18].
1,2-, 1,3-, 1,4-(R)-Podstawione hydroksymetyloetanony zredukowano w obecnos$ci
Geotrichum sp. do odpowiednich 1,2-dioli. Czysto$¢ optyczna, jak réwniez kon-
figuracja absolutna otrzymanych produktéw byta uzalezniona od polozenia pod-
stawnika w pierscieniu aromatycznym. W reakcji z 1,2-podstawionymi ketonami
otrzymano (R)-diole z umiarkowanym nadmiarem enancjomerycznym, natomiast
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1,3- i 1,4-podstawione ketony dawaly enancjomery o konfiguracji przeciwnej z
dobra lub bardzo dobrg czystoscia optyczng (Schemat 6, 6) [19]. Badano réwniez ste-
reoselektywnos¢ reakeji redukeji prochiralnych acetofenondéw zawierajacych grupy
elektronodonorowe (Me, OMe) lub elektronoakceptorowe (Cl, Br, NO,). Redukcja
acetofenonow zawierajacych podstawniki elektronoakceptorowe w pozycji orto- lub
para- za pomoca Kluyveromyces marxianus CBS 6556 zachodzi enancjoselektywnie
ze znakomita wydajnoscia dajac odpowiednie alkohole o konfiguracji (S). Obecnos¢
podstawnika elektronodonorowego w pozycji para wplywa na pogorszenie selek-
tywnosci (Schemat 6, 7) [20].
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R
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Ry
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5) Geotrichum candidum 5) (S) 92%; 99% ee
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marxianus
CBS 6556
OH
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X
Rz—: R, Ry
2 R,
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R, =p-NO, (S) 95%; 99% ee
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Schemat 6. Mikroorganizmy w reakeji redukcji ketonéw aromatyczno-alifatycznych
Scheme 6.  Microorganisms in the reduction reaction of the aromatic-aliphatic ketones
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2.2. ENZYMATYCZNA REAKCJA REDUKCJI PROSTYCH KETONOW IZOLOWANYMI
REDUKTAZAMI

Zastosowanie wyizolowanych enzymoéw jak calych komdrek do bioreduk-
cji ketondw umozliwia uzyskanie drugorzedowych alkoholi o wysokiej czystosci
optycznej. W odrdznieniu do mikroorganizmdw i komdrek roslinnych, pojedyncze
dehydrogenazy, wykazuja specyficzng stereopreferencje, dlatego w sposob catkowi-
cie selektywny mozna otrzymac okreslony enancjomer. Sposrdd catej gamy réznych
dehydrogenaz, wybiera si¢ enzymy (R)- lub (S)-stereospecyficzne, ktére prowadza
do otrzymania produktu zgodnego lub niezgodnego z regula Preloga. Do grupy
(R)-stereospecyficznych dehydrogenaz mozna zakwalifikowa¢ enzymy z Pseudomo-
nas sp., Lactobacillus kefir, dehydrogenaze alkoholowa z drozdzy, dehydrogenaze
alkoholowg z konskiej watroby, Moraxella sp., dehydrogenaze alkoholowa z Thermo-
anaerobium brockii. Natomiast dehydrogenazy o (S)-stereopreferencji gtéwnie izo-
luje si¢ z Geotrichum candidum, Mucor javanicus, Candida parapsilosis. Nie nalezy
jednak zapominad, ze na enancjopreferencje biokatalizatoréw, w duzym stopniu,
ma wplyw budowa wyjsciowego reagenta, jak rowniez warunki prowadzenia reak-
cji. Przyktadem dehydrogenazy, ktéra w zaleznosci od budowy substratu wykazuje
zroznicowana stereopreferencje jest dehydrogenaza alkoholowa z Thermoanaero-
bium brockii (ADH-TB). Male ketony (metylowo-etylowy, metylowo-izopropylowy
czy metylowo-cyklopropylowy) sa redukowane przez ADH-TB do (R)-enancjome-
réw, natomiast duze ketony sg selektywnie przeksztalcane w alkohole o konfiguracji
przeciwnej (Schemat 7) [21].

O OH
)J\ [DEHYDROGENAZA z 7. brockii > )*\
OH OH OH
R )\[>
%y\/ (®) R)
48% ee 86% ee 44% ee
OH OH OH
AT AT B
79% ee 96% ee 95% ee

Schemat 7.  Redukcja ketonéw wobec ADH-TB
Scheme 7.  Reduction of ketones via ADH-TB

Na Schemacie 8 przedstawiono niektére przyklady zastosowania wybranych
dehydrogenaz w reakeji bioredukeji prostych ketonéw [22-30].
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Schemat 8. Bioredukcja ketonéw za pomoca dehydrogenazy ADH-HP, HSDH, ADH-TB, ADH-RR (dehy-
drogenaza alkoholowa z Rhodococcus ruber), ADH-RE (dehydrogenaza alkoholowa z Rhodococcus
erythropolis)

Scheme 8.  Bioreduction of ketones by various dehydrogenases ADH-HP, HSDH, ADH-TB, ADH-RR (alco-
hol dehydrogenase from Rhodococcus ruber), ADH-RE (alcohol dehydrogenase from Rhodococcus
erythropolis)
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2.3. ENZYMATYCZNA REAKCJA REDUKCJI KARBONYLOWYCH ZWIAZKOW AZOTU
Obok prostych zwigzkéw karbonylowych, dehydrogenazy izolowane lub

zawarte w mikroorganizmach, komérkach roslinnych czy zwierzecych mogg row-
niez selektywnie redukowac¢ ketony zawierajace dodatkowe grupy funkcyjne.

OH OH
H H
(6] O
eO MeO

tembamid \ / aegeline
\ o/
Nj
4MeOPh”(R)

8

52%; 99% ee
3
IS
3
§ 1) Rhodotorula
3 glutinis OH
S 2) Saccharomyces S
O montanuv

Nai
N
Zygosaccharomyces
bailii 1) (R) 96%; 91% ee
2) (S) 79%; 96% ee
Cl
~OH
(R)
X

_N
N \ HN /\/ 0
\@/ COOH
)

89%; >98% ce

agonista receptora B-adrenergicznego

Schemat 9.  Reakcje redukeji katalizowane przez mikroorganizmy
Scheme 9.  Reduction reactions catalyzed by microorganisms
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Substancje zawierajace azot s szczegolnie wazng grupg zwiagzkéw, poniewaz majg
zastosowanie w farmakologii. Enancjoselektywna enzymatyczna desymetryzacja
ketonéw 2-azydo-1-arylowych katalizowana enzymami pochodzacymi z korzenia
D. carota prowadzi do otrzymania odpowiednich chiralnych (R)-azydoalkoholi,
ktore znalazly zastosowanie jako zwiazki budulcowe do syntezy (R)-(—)-tembamidu
(N-[2-hydroksy-2-(4-metoksyfenylo)etylo]benzamid) i (R)-(—)-aegeline (amid kwasu
2-hydroksy-2-(4-metoksyfenylo)etylo]cynamonowego) (Schemat 9, 8) [31]. Inne
2-azydo-1-arylowe pochodne (R)-alkoholi drugorzedowych uzyskano w reakcji
bioredukeji drozdzami piekarskimi w obecnosci alkoholu allilowego jako inhibitora
(S)-dehydrogenazy. W ten sposdb powstajg wylgcznie optycznie czyste (R)-izomery
2-azydo-1-aryloetanoli [32]. Rozbudowane przestrzennie ketony takze z powo-
dzeniem ulegaja desymetryzacji katalizowanej drobnoustrojami. Podczas mikro-
biologicznej redukeji w obecnosci Saccharomyces ontanus CBS 6772 i Rhodotorula
glutinis var. dairenensis MUCL 30607 powstaje (R)- i (S)-1-fenylo-1-(2-fenylotia-
zol-5-ylo)-metanol. R. glutinis var. dairenensis MUCL 30607 umozliwia otrzymanie
enancjomeru o konfiguracji (R). Natomiast zastosowanie S. ontanus CBS 6772 pro-
wadzi do (S)-produktu (Schemat 9, 9) [33]. W podobny sposéb uzyskano chiralne
pochodne B-chlorohydryny. Obecno$¢ mikroorganizmu Zygosaccharomyces bailii
ATCC No. 38924 w reakcji redukcji 2-chloro-1-[6-(2,5-dimetylopirol-1-ylo)-piry-
dyn-3-ylo]etanonu zapewnia wysoka wydajnos¢ chemiczng i optyczng, dajac enan-
cjomerycznie czysta (R)-chlorohydryne. Zwigzek ten jest intermediatem w syntezie
agonistow receptora f3-adrenergicznego (Schemat 9, 10) [34].

Chlorohydryna 11 otrzymana w enzymatycznej reakcji asymetryzacji jest pre-
kursorem atanazawiru. Atanazawir jest lekiem przeciwwirusowym bedacym aza-
peptydowym inhibitorem proteaz stosowanym w supresji wirusa HIV-1 (Schemat
10, 11) [35, 36]. Najlepsza czysto$¢ optyczng zapewnito uzycie do reakeji szczepow
Rhodococcus sp. oraz Streptomyces nodosus SC 13149. Inny zwigzek azotu (R)-5-(1-
-hydroksyetylo)furo[2,3-c]pirydyna jest intermediatem w syntezie inhibitora
odwrotnej transkryptazy wirusa HIV oraz chiralnym blokiem budulcowym w asy-
metrycznej syntezie (Schemat 10, 12). Sposréd przetestowanych mikroorganizméw
tylko szczep Candida maris IFO1003 umozliwil otrzymanie enancjomeru tego
zwiazku o konfiguracji (R) [37, 38]. W obecnosci reduktazy wyizolowanej z bielu-
nia dziedzierzawy Datura stramonium otrzymano czysty optycznie aminoalkohol
3-chinuklidynol o konfiguracji (R) z wysoka wydajnos$cia (Schemat 10, 13) [39].
Zwigzek ten jest waznym reagentem posrednim w uzyskaniu zwigzkéw biologicz-
nie czynnych. Wykorzystuje si¢ go miedzy innymi do syntezy inhibitora syntazy
skwalenowej. Mikrobiologiczna redukeja 6-oksobuspironu prowadzi do otrzymania
(R)- 1 (8)-6-hydroksybuspironu o potencjalnych wlasciwosciach przeciwlekowych
(Schemat 10, 14) [40]. Spo$réd 150 przetestowanych mikroorganizméw Rhizopus
stolonifer SC 13898, R. stolonifer SC16199, Neurospora crassa SC 13816, Mucor race-
mosus SC 16198, i Pseudomonas putida SC 13817 umozliwiaja uzyskanie czystych
optycznie enancjomerdéw o konfiguracji (S), natomiast szczepy drozdzy Hansenula
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polymorpha SC 13845 i Candida maltosa SC 16112 daja (R)-produkt z wysokim
nadmiarem enancjomerycznym.
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N 4/—/7
</:\>7N N 9
—N — 14
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Schemat 10. Enancjoselektywna mikrobiologiczna redukcja ketonéw
Scheme 10.  Enantioselective microbial reduction of ketones
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2.4. ENZYMATYCZNA REAKCJA REDUKCJI KETONOW ACETYLENOWYCH

Zwigzki z wigzaniem potrdjnym sa chetnie stosowane w chemii organicznej
szczegolnie w tzw. chemii ,click”. Koncepcja ta zostata wprowadzona stosunkowo
niedawno przez Sharplessa w 2001 roku. Proces polega na szybkim generowaniu
substancji przez laczenie matych jednostek razem. Reakcja zachodzi tylko w okre-
$lonym kierunku, stereospecyficznie oraz z bardzo duza wydajnoscia. Aby méc reak-
cj¢ chemiczng zaliczy¢ do reakcji typu chemii ,,click” to jej gléwny produkt musi by¢
tatwy do oczyszczenia i rozdzielenia od pozostalych, ktére powstaja w nieznacznej
ilosci. Sztandarowym przyktadem reakeji chemii ,,click” jest cykloaddycja Huisgena
katalizowana jonami miedzi(I) terminalnych alkinéw z azydkami organicznymi,
ktéra umozliwia otrzymanie 1,4-dipodstawionych 1,2,3-triazoli [41, 42]. Ketony
acetylenowe w enzymatycznej desymetryzacji, w obecnosci dehydrogenaz sa che-
moselektywnie przeksztalcane do odpowiednich alkoholi propargilowych. Rézne
ketony propargilowe zredukowano w obecnosci dehydrogenaz otrzymujac alkohole
o konfiguracji (R) lub (S) w zaleznosci od zastosowanej dehydrogenazy. Dla przy-
ktadu, dehydrogenaza alkoholowa Lactobacillus brevis (rec-ADH-LB) jest R-stereo-
specyficzna, natomiast reduktaza karbonylowa z Candida parapsilosis (CPCR) oraz
drugorzedowe dehydrogenazy alkoholowe (ADH-S) z Thermoanaerobacter ethano-
licus sg (S)-stereospecyticzne. W wyniku reakeji redukeji ketonéw propargilowych
z zabezpieczong grupg acetylowa w wiekszosci przypadkéw, w obecnosci dehydro-
genazy rec-ADH-LB z rekombinatu E. coli otrzymano produkty o konfiguracji R,
podczas gdy dehydrogenazy CPCR oraz ADH-S daja (S)-enancjomery. Jesli jednak
podstawnik R jest wigkszy objeto$ciowo i grupa acetylenowa nie jest zabezpieczona,
dehydrogenazy rec-ADH-LB i ADH-S daja enancjomery o konfiguracji przeciw-
nej, enancjomery (S) (R,>Me), ADH-S enancjomery (R) (R,>"Pr) (Schemat 11, 15)
[43]. Generalnie jednak ketony z niezabezpieczong grupg acetylenowsa z dodatkowo
niewielkg grupg R, na przyklad metylowa, sa redukowane matlo selektywnie. Dla
wiekszych objetosciowo podstawnikéw obserwuje sie poprawe enancjoselektyw-
nosci. Dehydrogenazy preferencyjnie atakuja jedna ze stron prochiralnego ketonu,
jesli jest duza réznica pomiedzy podstawnikami przy karbonylowym atomie wegla.
Dlatego ketony z resztami arylowymi lub grupami sililowymi zabezpieczajacymi
grupe acetylenowg sg redukowane z wyjatkowa selektywnoscia do czystych optycz-
nie alkoholi (Schemat 11, 16) [44]. Natomiast w przypadku ketoestréw etynylowych
selektywnos¢ reakcji redukcji byla uzalezniona od wielko$ci reszty acylowej oraz
ilo$ci grup metylenowych pomiedzy karbonylowym atomem wegla i resztg estrowa.
Redukcja przebiega z wysoka czysto$cia optyczna i wydajnoscig chemiczng im wig-
cej jest reszt metylenowych (n >2 ) i wigkszy objetosciowo acyl (Schemat 11, 17)
[45]. Grupa estrowa pelni istotna role w miejscu aktywnym dehydrogenaz, dlatego
niezaleznie od wielkosci reszty alkoholowej w obecnosci ADH-S otrzymano tylko
enancjomery o konfiguracji (R).
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Schemat 11. Redukcja dehydrogenaza ketonéw acetylenowych
Scheme 11.  Dehydrogenase-reduction of acetylene ketones
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UWAGI KONCOWE

Od wielu lat powszechne jest poszukiwanie wydajnych i oplacalnych metod

otrzymywania czystych enancjomeréw. W przedstawionej pracy opisano metody
redukeji enzymatycznej prochiralnych zwigzkéw karbonylowych. Zastosowany
w przytaczanych reakcjach enzym to dehydrogenaza alkoholowa, uzywana w postaci
izolowanego enzymu lub tez bez wyodrebniania, w postaci calych komérek bakterii,
grzybow lub roglin.
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