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1. Streszczenie w jezyku polskim

Celem niniejszej rozprawy doktorskiej bylo przeprowadzenie badan nad
zastosowaniem nowych aktywnos$ci katalitycznych wybranych hydrolaz w syntezie
organicznej. Zdolno$¢ enzyméw do katalizowania reakcji innych niz natywne okreslane
jest mianem promiskuityzmu. Fenomen ten stanowi podstaw¢ prowadzonych badan,
a w szczegolnosci jego wykorzystania W syntezie zwigzkow o wysokiej wartosci dodane;.
Skupiono si¢ na zbadaniu nowych wilasciwosci katalitycznych hydrolaz w reakcjach
przebiegajacych jednoetapowo oraz w kaskadzie.

Podczas realizacji pracy doktorskiej opracowano: (1) wysoce E-selektywng metode
syntezy a,f-nienasyconych estrow kwasu cyjanooctowego bazujacej na kaskadowej reakcji
Knoevenagla, (2) jednoetapowa enzymatyczng metode syntezy peptydomimetykow
w wyniku reakcji Ugiego, (3) zbadano wptyw struktury substratu na przebieg tej reakcji
oraz (4) zaproponowano dogodng i ogdlng metodologi¢ stereo —rozbieznej kaskady
umozliwiajgcej synteze diastereoizomerycznych a-acyloksykarboksamidow z bardzo
wysoka enancjoselektywnos$cig. Synteza zwigzkoOw enancjomerycznie czystych metodami
Klasycznymi jest na ogot bardzo ztozona, dlatego istotnym zagadnieniem zrealizowanych
badan byto okre$lenie wptywu hydrolaz na stereochemiczny przebieg prowadzonych
reakcji. Dodatkowo po raz pierwszy opracowano metod¢ okreSlania promiskuitycznej
aktywnosci enzymoéw w reakcji perhydrolizy. Badania te zakonczyly si¢ opracowaniem

efektywnej procedury, ktora w szybki 1 bezpieczny sposob umozliwia synteze nadkwasow.
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2. Abstract in english

This study aimed to expand the application of new catalytic properties of selected
hydrolases in organic synthesis. The application of enzymes plays a key role in the
synthesis of the high-value-added compounds from simple substrates due to their high
selectivity and promiscuous properties. Enzyme promiscuity is defined as the capability of
an enzyme to mediate reactions, which are divergent from their natural role. To achieve the
goal, the promiscuous hydrolases were used in the single and cascade reactions.

In particular, the: (1) highly (E)-selective method for the synthesis of «,f-
unsaturated cyanoacetic acid esters via cascade Knoevenagel reaction was designed, (2) the
one-pot chemoenzymatic Ugi reaction was expanded, and (3) the influence of substrates in
the Ugi reaction was investigated. Furthermore, (4) the stereodivergent cascade Passerini
reaction enabling the formation of diastereoisomerical a-acyloxycarboxamides with an
excellent enantiomeric excess were presented.

The stereoselective synthesis by classical methods is generally very challenging,
therefore an important issue of the presented studies was to check the influence of
hydrolases on the stereochemical course of the reaction. In addition, for the first time, an
efficient assay for the determination of enzyme promiscuity in the perhydrolysis reaction
was developed. These studies have concluded with the development of an effective, fast

and safe method for peracid formation.
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3. Cel pracy

W Zespole XX Instytutu Chemii Organicznej PAN kierowanym przez prof.
Ryszarda Ostaszewskiego od kilkunastu lat rozwijane sg badania nad wykorzystaniem
enzymOw W syntezie organicznej oraz biochemii. Szczegdlne waznym aspektem
prowadzonych badan jest zastosowanie enzymoéw do syntezy zwigzkéw o wysokiej
wartosci dodanej, w tym enancjomerycznie czystych peptydomimetykéw. Z punktu
widzenia badan podstawowych kluczowe jest poznanie odpowiedzi na pytanie czy
1 w jaki sposob enzymy naturalnie eksponuja oraz modyfikuja swoja aktywnos$¢ pod
wplywem warunkow, w jakich si¢ znajdujg. Podstawe klasyfikacja enzymow stanowi fakt,
iz dany enzym katalizuje tylko jeden typ reakcji chemicznej. W przypadku hydrolaz jest to
reakcja hydrolizy wigzan chemicznych przy udziale wody. Pomimo, iz enzymy sg wysoce
specyficzne to znane sg przypadki ich aktywnosci w katalizie dodatkowych transformacji
chemicznych, np. hydrolaz w katalizie reakcji tworzenia wigzania wegiel-wegiel czy
wegiel-heteroatom. Zdolno$¢ enzyméw do Katalizowania nienaturalnych dla nich reakcji
okreslana jest mianem promiskuityzmu. Fenomen ten jest interesujgcy nie tylko pod
wzgledem mechanizmu dziatania enzymow, ale przede wszystkim z uwagi na znaczenie
praktyczne. Dlatego celem moich badan bylo poszukiwanie i wykorzystanie nowych
wlasciwosci katalitycznych wybranych hydrolaz w syntezie organicznej. Skupitam si¢
na zbadaniu zmiany aktywnosci katalitycznej hydrolaz spowodowanych zmiang struktury
substratow i warunkow prowadzenia reakcji jednoetapowych oraz kaskadowych. Za cele
szczegdlowe postawitam sobie zdefiniowanie aktywnos$ci promiskuitycznej wykazywanej
przez te enzymy w réznych typach przemian, tj.:

a) reakcji tworzenia wigzania C-C w kaskadowej reakcji Knoevenagla,

b) multikomponentowej reakcji  Ugiego prowadzacej do  otrzymania

peptydomimetykow,

c) stereodywergentnej kaskadowej reakcji Passeriniego.

Ponadto, istotnym wyzwaniem bylo okreSlenie wplywu biokatalizatoré6w na
stereochemiczny przebieg prowadzonych reakcji. Dodatkowo postanowitam opracowaé
szybki test szacujacy iloSciowy udzial promiskuitycznej aktywnosci hydrolaz
w reakcji perhydrolizy.

Fenomen promiskuityzmu enzymow jest podstawg reakcji opisanych w niniejszej
rozprawie, a w szczeg6lnosci jako efektywna metoda syntezy wybranych zwiazkow

o wysokiej wartosci dodanej. Realizacja postawionych celéw moze umozliwi¢ zastgpienie
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zmudnych procedur wykorzystujacych katalizatory chemiczne przez wydajne enzymy.
Pozwala takze oming¢ problemy, ktore sg czeste w przypadku stosowania metod klasycznej
syntezy takich jak niska stercoselektywnos¢ reakcji, wysoki udziat produktéw ubocznych
czy bezpieczenstwo prowadzenia reakcji. Co wigcej badania nad promiskuityzmem
hydrolaz mogg pozwoli¢ zrozumie¢ zdolnosci adaptacyjne organizmoéw zywych, co jest

bezposrednio zwigzane z ewolucjg zycia na ziemi.
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4. Wstep literaturowy- wprowadzenie

Komorki organizméw sg najbardziej wydajnymi ,,fabrykami chemicznymi”.
W ich wnetrzu przebiega tysigce roéznych reakcji katalizowanych przez enzymy.
Zadziwiajaca skuteczno$¢ z jaka zywe organizmy buduja ztozone struktury z prostych
materialdw wyjsciowych od wiekéw stanowi inspiracj¢ dla chemikéw. Wyjatkowe
znaczenie sposrod syntetycznych strategii  wykorzystywanych przez natur¢ ma
wspotdziatanie enzymoéw, ktore uczestniczac w szlakach metabolicznych katalizuja
ogromng ilo$¢ reakcji chemicznych. Badania inspirowane metabolizmem komoérkowym
dostarczaja nie tylko ciekawych spostrzezen, ale rowniez moga wzbogaci¢ metody
stosowane w syntezie organicznej. Posrod nich szczegodlne znaczenie ma wykorzystanie
enzymoOw w katalizie chemicznej, ktore doskonale wpisujg si¢ w wymagania ,,zielonej
chemii”. Ponadto, z punktu widzenia badan podstawowych kluczowe jest poznanie
odpowiedzi na pytanie czy 1 w jaki sposob enzymy naturalnie eksponujg oraz modyfikuja

swoja aktywnos$¢ pod wptywem warunkow w jakich si¢ znajduja.

4.1.Hydrolazy w syntezie organicznej

4.1.1. Lipazy- charakterystyka i mechanizm reakcji natywnej

Enzymy to naturalne Kkatalizatory, ktore przyspieszaja przebieg reakcji
chemicznych. W zaleznosci od reakcji jaka katalizujg zostaly one podzielone na szes$¢
gtéwnych klas: oksydoreduktazy, transferazy, hydrolazy, liazy, izomerazy oraz ligazy. Na
przyktad lipazy (EC 3.1.1.3) nalezace do klasy hydrolaz, pod wptywem wody katalizujg
reakcje hydrolizy wigzania estrowego w estrach wyzszych kwasow karboksylowych.!
Lipazy wystepuja w tkankach roslinnych, zwierzecych 1 drobnoustrojach, gdzie ich
fizjologiczng rolg jest udzial w metabolizmie lipidow.? W biokatalizie spory obszar zajmuja
reakcje hydrolizy lub tworzenia wigzan estrowych, dlatego lipazy s3 jednymi
z najczesciej stosowanych enzymow w syntezie organicznej. Lipazy charakteryzuja sie
szeroka specyficznoscig substratowa, co zwigksza atrakcyjnos$¢ ich stosowania. Ponadto

lipazy nie wymagaja obecnosci kofaktoréw, sa tatwo dostepne oraz wysoce stabilne

1a) R. D. Schmid, R. Verger, Angew. Chem. Int. Ed. 1998, 37, 1608-1633.; b.) B. D. Ribeiro, A. M. de
Castro, M. A. Z. Coelho, D. M. G. Freire, Enzyme Research 2011, doi:10.4061/2011/615803.

2a.)P. Woolley, S. B. Petersen, Lipases: their structure, biochemistry and application 1994, UK: Cambridge
University Press.; b.) K. E. Jaeger, B. W. Dijkstra, M. T. Reetz, Annu. Rev. Microbiol. 1999, 53, 315-51.
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w wielu rozpuszczalnikach organicznych.® Dodatkowo istotng zaleta wykorzystania lipaz
w syntezie jest ich wysoka chemo-, regio- oraz stereoselektywnosc. Jest to spowodowane
trojwymiarowa strukturg enzymu, ktéra wplywa na specyficznos¢ oddziatywania substratu
w centrum aktywnym. Miejsce to tworzy sekwencja aminokwasow, ktorych tancuchy
boczne spetniaja podwojng funkcje: selekcjonuja zwiazki efektywnie uczestniczace
w reakcji oraz wpltywaja na odpowiednie przestrzenne utozenie substratu. Dzieki temu
enzym wykazuje wlasciwos¢ rdznicowania analogicznych grup funkcyjnych w roéznych
miejscach tej samej czasteczki.

Centrum aktywne lipaz tworzy tak zwana triada katalityczna, ktora buduja trzy
glowne aminokwasy: seryna (Ser) lub cysteina (Cys), histydyna (His) oraz kwas
asparaginowy (Asp). Nalezy jednak zauwazy¢, iz enzym jest zbudowany z szeregu réznych
aminokwasow,  ktorych  grupy  funkcyjne  rowniez ~ moga  oddzialywaé
z substratem. Na przyktad w strukturze bialkowej lipazy z Rhizopus oryzae w poblizu
centrum aktywnego zlokalizowane sg kwas asparaginowy (Asp), treonina (Thr) czy walina
(Val), ktore tworzg tak zwang luke oksyanionows, stabilizujacg oddzialywanie substratu
z triadg katalityczng enzymu.* Miejsce aktywne zajmuje niewielka objeto$é catego enzymu
i zlokalizowane jest w Kieszeni lub szczelinie enzymu do ktorego prowadzi kanat, ktorego
wielko$¢ zalezy od typu enzymu.

Mechanizm reakcji katalizowanych przez lipazy obejmuje deprotonowanie seryny
zachodzaca pod wptywem sekwencyjnej polaryzacji wigzan wywotanej obecnoscia grupy
karboksylowej kwasu asparaginowego, ktory oddziatuje z pierscieniem imidazolowym
histydyny. Jezeli w poblizu centrum aktywnego znajdzie si¢ odpowiedni substrat to
nastepuje atak pary elektronowej atomu tlenu reszty serynowej na karbonylowy atom wegla
substratu. Wowczas poprzez tetraedryczny stan przejsciowy (TS) nastepuje wytworzenie
produktu posredniego, jakim jest acylowany enzym. W tym etapie nast¢puje roéwniez
wydzielenie czasteczki alkoholu. Warto zauwazy¢, iz utworzony produkt posredni jest
dodatkowo stabilizowany przez tancuchy boczne aminokwasow znajdujacych si¢ w luce
oksyanionowej enzymu. W kolejnym etapie dochodzi do zwiazania kolejnego substratu,
ktorym w przypadku reakcji hydrolizy jest czasteczka wody, w wyniku czego powstaje

tetraedryczny stan przejsciowy — kompleks enzym — produkt [EP], ktory ulegajac

% a) F. Hasan, A. A. Shah, A. Hameed, Enzyme Microb. Technol. 2006, 39, 235-51.; b.) A. Ghanem,
Tetrahedron 2007, 63, 1721-54.
4 R. D. Schmid, R. Verger, Angew. Chem. Int. Ed. 1998, 37, 1608.
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rozpadowi uwalnia czasteczke kwasu karboksylowego oraz zregenerowany enzym
(Schemat 1).

Scisle okreslona struktura przestrzenna centrum aktywnego lipaz sprawia, iz moga
one katalizowa¢ reakcje W Sposob stereoselektywny, nawet w przypadku zastosowania

substratow, ktorych centra stereogeniczne oddalone sg od centrum reakcji Szeregiem

wigzan, co w przypadku klasycznej katalizy jest niezwykle trudne.

Luka oksyanionowa

Asp 203
- T
203pg O 0 H/O | 145] === 203pg o)
p\/QQ RZ\OJ\R1 H V:;LIH P\/QQ
E H :
Triada katalityczna H\N/%N““\H\O H\NQ
His)Z?/ Ser 14

Stan przejsciowy [TS]
(e}

R2\Q
- - A
(0] 203 %
203Asp\/< Asp\/k
Q Onnl— —w 9
He o wHmo, H,0 Hoy A
N7 SN Ser 144 2 S:/N
)2;/ Hig 257
His 1S

Kompleks enzym-

Produkt posredni-
produkt [EP]

acylowany enzym

Schemat 1. Etapy reakcji hydrolizy katalizowanej przez lipaze na przyktadzie lipazy
z Rhizopus oryzae.

4.1.2. Metody oznaczania aktywnoS$ci hydrolaz

Czynniki zewnegtrzne takie jak na przyktad podwyzszona temperatura, pH, czynniki
redukujace oraz utleniajagce moga wptywac na strukture przestrzenng enzymu, prowadzac
do zmiany ich aktywnosci katalitycznej. Dlatego szybkie, powtarzalne i czute metody
wykrywania i oznaczania aktywnosci enzymow hydrolitycznych sa niezwykle cenne.

Szczegodlnie uzyteczne sa metody spektrofotometryczne, poniewaz charakteryzujg sig
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wysoka czutoscig oraz umozliwiajg pomiar zar6wno jakoSciowy jak i ilosciowy. Ponadto
metody te sg proste w wykonaniu oraz tanie, co rOwniez wplywa na atrakcyjnos¢ ich
wykorzystania w analizie. Czgsto do oznaczania aktywnosci hydrolaz wykorzystuje si¢

estry p-nitrofenolu i alifatycznych kwasoéw karboksylowych o wzorze 1 (Schemat 2).

o NO, lipaza o NO,
L e g
R4 O R{ OH HO

1 2

Schemat 2. Spektrofotometryczny probnik aktywnosci katalitycznej enzymow.

Reakcja hydrolizy estru p-nitrofenolu (1) w obecnosci lipazy przebiega zgodnie
z mechanizmem przedstawionym na Schemacie 1. W wyniku reakcji nastepuje
wytworzenie odpowiedniego kwasu karboksylowego oraz czasteczki p-nitrofenolu (2),
ktory w warunkach reakcji wystepuje w postaci anionu, a jego stezenie mozna oznaczy¢
przy pomocy spektrofotometrii UV-Vis.

Ponadto w pracach Zespotu XX udowodniono, iz odpowiednie zaprojektowanie
probnika umozliwia okreslenie enancjopreferencji badanego enzymu. Chiralne weglany
fluorogenne okazaty si¢ szczegélnie przydatne do przewidywania stereoselektywnosci
reakcji chemicznych. W tym celu zsyntetyzowano dwa oddzielne enancjomery substratu 3
oraz przeprowadzono pomiary szybkosci jego hydrolizy. W wyniku reakcji przebiegajacej
w obecnosci enzymow hydrolitycznych nast¢puje wydzielenie fluorescencyjnej pochodne;j
kumaryny (4), ktoérej stezenie oznaczanO przy pomocy pomiaru intensywnosci
fluorescencji. Udowodniono, iz miedzy innymi lipaza z Candida rugosa (CRL) faworyzuje
hydroliz¢ enancjomeru (S)-3 (Schemat 3A), podczas gdy lipaza z Burkholderia sp.

wykazuje preferencje w kierunku enancjomeru (R)-3 (Schemat 3B).°

e X CRL
: _— OH + N + CO,
0" o PBS 7.4
HO

(8)-3 4

Schemat 3A. Fluorogenny probnik (S)-3 stereopreferencji enzymow.

5 A. Zadlo, D. Koszelewski, F. Borys, R. Ostaszewski, ChemBioChem 2015, 16, 677 — 682.
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lipaza z
o) A Burkholderia sp.
: | L OH + N + CO,
o ©O o” "0 PBS 7.4
HO o” "0

(R)-3 4

Schemat 3B. Fluorogenny probnik (R)-3 stereopreferencji enzymow.

4.1.3. Reakcje katalizowane przez lipazy

Podstawe klasyfikacji enzymow stanowi zalozenie, ze dany enzym katalizuje tylko
jeden typ reakcji, co wynika z funkcji jakg petni w komoérce. Podstawowg grupa na ktora
ukierunkowana jest aktywno$¢ hydrolaz jest wigzanie estrowe (RCOOR’). Natomiast
z uwagi na charakter wigzan reakcje hydrolizy uktadu RCOOR’ katalizowane przez lipazy
moga przebiegac jako:

e hydroliza: przebiega w obecno$ci wody, gdy substratem jest ester lub weglan;

0O lipaza O

R, t HO —— + R,OH
R1)J\O 2 R1)J\OH

e perhydroliza: przebiega w obecnosci nadtlenku wodoru, gdy substratem jest
ester; reakcja ta ma ogromne znaczenie w przemys$le oraz medycynie, jako

metoda wytwarzania nadkwasow;

O lipaza O

R, *t HOp ——— + R,OH
R1)J\O 2 R1)J\OOH

Ponadto lipazy mogg katalizowa¢ rowniez reakcje odwrotne, ktore ze wzgledu na

typ tworzonego wigzania mozna podzieli¢ na:

eestryfikacje: przebiega pomiedzy kwasem karboksylowym lub bezwodnikiem
i alkoholem;
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e transestryfikacje: przebiega pomigdzy substratami zawierajgcymi grupy
estrowe (ester lub weglan);

O o] lipaza o] O
R, * R, — =
R1)J\O’ 2 Rg)J\o’ 4 R

Wsrod reakceji transestryfikacji mozna wyr6zni¢ rowniez:

o alkoholize: ktora przebiega pomigdzy estrem lub weglanem oraz

alkoholem;
(o) lipaza @) OH
/R + OH /R . Rz/

e acydolize: przebiega pomigdzy estrem lub weglanem oraz kwasem

karboksylowym lub bezwodnikiem;

(e} (@) lipaza (0] O

Chociaz enzymy charakteryzuje wysoka specyficzno$¢ to znane sg przyktady
zastosowania lipaz w katalizie zwigzkow otrzymanych przez czlowieka. Ponadto nie
wszystkie aminokwasy znajdujace si¢ w miejscu aktywnym muszg uczestniczy¢
w transformacji chemicznej, co wptywa i modyfikuje zdolnos$¢ katalityczng hydrolaz.
Lipazy sa aktywne rowniez w reakcji hydrolizy amidéw, mimo iz jest to natywna reakcja
dla proteaz.® Lipazy znalazly zastosowanie w szeregu innych, ,nienaturalnych” reakcji,
takich jak na przyklad tworzenie wigzania wegiel-wegiel czy wegiel-heteroatom. Ta
wszechstronno$¢ sprawia, ze lipazy sa enzymami 0 wysokim potencjale zastosowan
w przemysle spozywczym, detergentowym, farmaceutycznym, skorzanym, tekstylnym,

kosmetycznym i papierniczym.’

a.) A Liljeblad, P. Kallio, M. Vainio, J. Niemi, L. T. Kanerva, Org. Biomol. Chem. 2010, 21, 886-895; b.)
E. M. Anderson, K. M. Larsson, O. Kirk, Biocatal. Biotrans. 1997, 16, 181-204; c.) C. Lépez-Otin, J. S.
Bond, The Journal of biological chemistry 2008, 283, 30433-30437; d.) U. T. Bornscheuer, R. J. Kazlauskas,
Angew. Chem. Int. Ed. Engl. 2004, 43, 6032-6040.

" A. Houde, A. Kademi, D. Leblanc, Applied biochemistry and biotechnology 2004, 118, 155-170.
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4.2.Promiskuityzm enzymow

Mimo, ze enzymy cechuje wysoka specyficznos¢ substratowa i katalityczna to
wiele z nich katalizuje inne, dodatkowe reakcje. Podobng wiasciwo$¢ zaobserwowano
rowniez u niektorych przeciwciat czy biatek strukturalnych.® Co ciekawe Katalizator
rutenowy typu Grubbsa réwniez wykazuje taka wielozadaniowa aktywnos¢: katalizuje
reakcje transwinylowania kwaséw karboksylowych bez utraty swojej pierwotne]
aktywnosci w reakcji metatezy.® Cecha ta zostala zdefiniowana jako promiskuityzm, czyli
zdolno$¢ do katalizowania nietypowych transformacji, ktore roznig si¢ od naturalnych dla
danego katalizatora.®

Rozbiezno$¢  enzymatyczna prawdopodobnie  odegrata kluczowa rolg
w przystosowywaniu organizméw do zmieniajacych si¢ warunkéw zewnetrznych. Proba
powigzania ewolucji bialek z promiskuityzmem enzymow zostata poczyniona w 1976 roku
przez Jensena, ktory wysnut hipoteze, iz stosunkowo niewiele podstawowych enzymow
dziatalo na wiele substratow, zapewniajgc szerszy zakres zdolno$ci Katalitycznych.
Ponadto dywergencja wyspecjalizowanych enzymow, poprzez duplikacje, mutacje
i selekcje, doprowadzita do obecnej réznorodnosci enzymow. !

Promiskuityczne wiasciwos$ci enzymoéw mogg wyraza¢ si¢ na kilka sposobow
poprzez zmiang:

a) aktywnoSci w  odmiennych warunkach reakcji  (promiskuityzm

srodowiskowy),

b) zakresu tolerancji substratow (promiskuityzm substratowy),

€) zdolnosci katalitycznych (promiskuityzm Katalityczny).
Klasyfikacja ta czgsto nie jest prosta, poniewaz réozne rodzaje promiskuityzmu enzymow
mozna lgczy¢. Zmiana substratu reakcji moze wplyna¢ na zupelnie nowe wiasciwosci
katalityczne, a poprzez optymalizacj¢ warunkéw prowadzenia procesow modyfikowana
jest takze aktywnos¢ $rodowiskowa. Poszczegodlne aktywnoSci enzymoéw moga
wspotistnie¢ ujawniajac zupelnie nowe mozliwosci syntetyczne. Dlatego poszukiwanie
nieznanych wlasciwos$ci enzymow daje szanse poszerzenia kanonu reakcji katalizowanych

przez lipazy.

8a) K. S. Dalal, Y. A. Tayade, Y. B. Wagh, D. R. Trivedi, D. S. Dalal, B. L. Chaudhari, RSC Adv. 20186, 6,
14868-14879; b.) S. J. Pollack, J. W. Jacobs, P. G. Schultz, Science 1986, 234, 1570-1573.

° A. Brodzka, D. Koszelewski, R. Ostaszewski, J. Org. Chem. 2020, 85, 15305-15313.

10 K. Hult, P. Berglund, Trends Biotechnol. 2007, 25, 231-238.

11 R. A. Jensen, Annu. Rev. Microbiol. 1976, 30, 409-25.
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4.2.1. Promiskuityzm Srodowiskowy

Promiskuityzm $rodowiskowy (warunkowy) przejawia si¢ w zachowaniu lub
zwigkszeniu aktywnosci enzymow ex vivo w warunkach reakcji, takich jak na przyktad
srodowisko bezwodne, podwyzszona temperatura czy ci$nienie. Historia wykorzystania
promiskuitycznej aktywnos$ci enzyméw w warunkach odbiegajacych od natywnych zostata
zauwazona juz w 1913 roku przez Bourquelota i Bridela, ktorzy zastosowali hydrolazy do
efektywnej syntezy glikozydow w bezwodnym alkoholu.!? Kolejno pojawito si¢ wiele prac
udowadniajacych wysoka aktywno$é enzyméw w warunkach bezwodnych.* Ponadto
wykazano, 1z zmiana S$rodowiska prowadzenia reakcji moze wplyna¢ na zmiang
stereopreferencji stosowanego biokatalizatora. Reakcja estryfikacji racemicznego kwasu 2-
(4-chlorofenylopropionowego) (5) z n-butanolem (6) prowadzi do otrzymania dwoch
enancjomerycznych produktow (R)-7 lub (S)-7, w zaleznosci od zastosowanego medium

reakcyjnego. (Schemat 4).

lipaza z (R)-7
Candida .
Cylindracea n-heksan, izooktan, cykloheksan, toluen

o)
o
Y e o
c' X
5 (+/) 6 /@/ NN
cl i

(S)-7

dichlorometan, aceton, n-butanol, tetrahydrofuran

Schemat 4. Kierunkowa selektywno$¢ enzymu poprzez zmiane medium reakcyjnego jako przyktad

promiskuitycznej aktywnosci enzymu.

Reakcja w m.in. n-heksanie, izooktanie czy toluenie prowadzi do otrzymania
produktu o konfiguracji (R)-, podczas gdy dichlorometan czy aceton umozliwia otrzymanie

enancjomeru (S)-2-(4-chlorofenylo)-propionianu propylu.

4.2.2. Promiskuityzm substratowy

12 M. Kapoor, M. N. Gupta, Process Biochemistry 2012, 47, 555-569.

13 M. N. Gupta MN, Methods in non-aqueous enzymology, Springer Science & Business Media, 2000, Basel:
Birkhauser Verlag.

143, H. Wu, F. Y. Chu, K. T. Wang, Bioorganic & Medicinal Chemistry Letters 1991, 1, 339-342.
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Promiskuityzm substratowy enzymoéw wyraza si¢ poprzez zachowanie lub
zwigkszenie ich aktywnos$ci w katalizie tego samego typu transformacji dla réznych
substratow, najczeSciej zawierajacych analogiczne grupy funkcyjne. Chociaz
specyficznoéé substratowa hydrolaz jest dobrze rozpoznana®® to lipazy akceptuja szeroki
zakres substratow w reakcji hydrolizy estrow kwaséw karboksylowych alkoholi
alifatycznych. Ponadto reakcjom katalizowanym przez lipazy moga podlegaé¢ réwniez
acykliczne, bicykliczne czy aromatyczne estry. Dlatego enzymy te znalazly zastosowanie
przy rozdziale kinetycznym racemicznych kwasow 1 alkoholi. Enzymatyczny rozdziat
Kinetyczny mieszany racemicznej (EKR) to proces, w ktorym enzym z roéznymi
szybko$ciami katalizuje przeksztalcenie enancjomeréow (R) lub (S) substratu
w odpowiedni produkt. Najbardziej popularnymi substratami w reakcjach enzymatycznego
rozdzialu kinetycznego sg alkohole drugorzedowe. Jest to spowodowane faktem, iz lipazy
wykazuja wysokg selektywnos¢ w reakcjach alkoholi II-rzedowych w poréwnaniu do
innych oraz z uwagi na ogromne znaczenie alkoholi I1-rzedowych w syntezie organiczne;j.
W badaniach zrealizowanych w Zespole XX udowodniono, iz lipazy wykazujg nowy
rodzaj promiskuityzmu w reakcjach estryfikacji kwasoéw karboksylowych.'® Powszechnie
wiadomo, ze dtugos¢ tancucha alkoholu uzywanego do estryfikacji wpltywa na wydajnos¢
oraz enancjoselektywno$¢ bezposredniej estryfikacji kwasu karboksylowego.!” Ponadto,
istotnym wymaganiem jest to by reakcja estryfikacji przebiegata w sposob nieodwracalny.
Dlatego zastosowanie odpowiedniego donora grupy alkoksylowej migdzy innymi
ortoestrow trialkilowych oraz acetali umozliwito efektywne otrzymanie tylko jednego
enancjomeru odpowiedniego estru, pozostawiajgc enancjomerycznie czysty kwas 3-fenylo-

4-pentenowy (10) (Schemat 5).

15a.) R. Gupta, N. Gupta, P. Rathi, Appl. Microbiol. Biotechnol. 2004, 64, 763-81; b.) R. Fernandez-
Lafuente, J. Mol. Catal. B: Enzym. 2010; 62, 197-212.

16 A, Brodzka, D. Koszelewski, M. Zysk, R. Ostaszewski, Catalysis Communications 2018, 106, 82-86.

17 U.T. Bornscheuer, R.J. Kazlauskas, Hydrolases in Organic Synthesis: Regio- and Stereoselective
Biotransformations, 1999, Wiley-VCH, Weinheim.
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Z o Novozym 435 Z 0 OMe

MeQ  Spe toluen, 40 °C G
oH * - 0~ “OMe
G
OMe
8 G: -OCHj, Ph, -CHj - 8A
CH,CHg, -CH,CH,CHj
o)
GJ\OMe
@ @i
© omMe * OH
9 10

Schemat 5. Rozdziat kinetyczny chiralnego kwasu jako przyktad promiskuityzmu substratowego lipaz.

Badania nad mechanizmem enzymatycznej estryfikacji wyjasnity rol¢ donora grupy
alkoksylowej w prezentowanej reakcji. Reakcja ortoestru z kwasem karboksylowym 8
katalizowana przez Novozym 435 przebiega z wytworzeniem produktu posredniego 8A,
ktory jest wysoce niestabilny 1 wulega natychmiastowemu przeksztalceniu do
odpowiedniego estru 9. Prezentowana metoda jest unikalnym przyktadem promiskuityzmu

hydrolaz wykazywanego w reakcji estryfikacji kwasow karboksylowych.

4.2.3. Promiskuityzm katalityczny

Promiskuityzm katalityczny odnosi si¢ do zdolnosci lipaz do katalizowania roznych
typéw reakcji chemicznych, bez utraty swojej natywnej funkcji. Te transformacje
chemiczne moga rézni¢ si¢ pod wzgledem zaangazowanych reszt tancuchow bocznych
aminokwasow zlokalizowanych w centrum aktywnym (lub jego poblizu), co moze wptynaé
na przebieg danej reakcji chemicznej. Promiskuityzm enzymow ujawnia si¢ poprzez rézny
sposob tworzenia lub rozszczepiania wigzan chemicznych.® Jednym z wyzwan w obecnym
projektowaniu i modyfikowaniu aktywnosci biokatalizatorow jest zmiana niskiej
aktywnosci katalitycznej wykazywanej przez dany enzym w jego gldwna funkcje lub
wykorzystanie czgéci istniejacej funkcji i przekierowaniu $ciezki reakcji w kierunku
tworzenia nowych produktow. Hydrolazy sa enzymami ktore s3 najczescie]

wykorzystywane w badaniach nad promiskuityzmem enzymow.®

18 R. J. Kazlauskas, Current Opinion in Chemical Biology 2005, 9, 195-201.
19 B. P. Dwivedee, S. Soni, M. Sharma, J. Bhaumik, J. K. Laha, U. C. Banerjee, ChemistrySelect 2018, 3,
2441-2466.
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Tworzenie wigzania wegiel-wegiel jest jedng z wazniejszych reakcji w chemii
organicznej, a w szczegolnosci w syntezie ztozonych czasteczek. Chociaz w literaturze
znane s3 przyklady zastosowan aldolaz w katalizie reakcji tworzenia wigzania C-C, to
lipazy rowniez moga by¢ wykorzystane w reakcjach tego typu. Berglund w 2003 roku
wykazat promiskuityczng aktywno$¢ lipazy z Candida antarctica B w reakcji aldolowej?

prowadzacg do otrzymania zwigzku 13 (Schemat 6).

lipaza 0 H
o) z Candida antarctica B
/\/\)J\H cyklohekasan
OH
12 13

Schemat 6. Zastosowanie enzyméw hydrolitycznych w reakeji tworzenia wigzania wegiel-wegiel.

Ponadto podobng aktywnos$¢ lipaz zaobserwowano w innych reakcjach na przyktad
addycji Michaela?!, Markovnikowa?? czy reakcji Knoevenagla.

Reakcja Knoevenagla przebiega pomi¢dzy zwigzkiem karbonylowym i aktywnym
zwigzkiem metylenowym np. estrem kwasu malonowego w obecnos$ci zasady lub kwasu
Lewisa. Z uwagi na znaczenie syntetyczne opracowano wiele réznych systemow
katalitycznych umozliwiajacych efektywne otrzymywanie a,f-nienasyconych produktow
reakcji Knoevenagla. Miedzy innymi wykorzystanie promiskuitycznych wlasciwosci
hydrolaz umozliwia otrzymanie odpowiednich produktow z dobra wydajnoscig oraz
wysokg proporcjg izomeréw E/Z. Jednym z takich przyktadow jest reakcja pomiedzy
aldehydem octowym oraz acetylooctanem w tert-butanolu prowadzac do otrzymania /-
ketoestrow z wydajnoécig do 33% oraz stosunkiem izomeréw (E/Z) 4.3:1.2% Co wiecej
zauwazono, ze wydajnos¢ reakcji mozna zwigkszy¢ stosujac system tandemowy. Uklad ten
wykorzystuje octan winylu (14) jako prekursor niskowrzacego aldehydu octowego.
W pierwszym etapie octan winylu ulega enzymatycznej reakcji hydrolizy, w wyniku ktorej

powstaje aldehyd octowy bioragcy udziat w reakcji. W wyniku reakcji hydrolizy i nastepcze;j

20 C. Branneby, P. Carlgvist, A. Magnusson, K. Hult, T. Brinck, P. Berglund, J. Am. Chem. Soc. 2003, 125,
874-875.

21a.) O. Torre, 1. Alfonso, V. Gotor, Chem. Commun. 2004, 1724-1725; b.) J. M. Xu, F. Zhang, Q. Wu, Q.
Y. Zhang, X. F. Lin, J. Mol. Catal. B Enzym. 2007, 49, 50-54; c.) E. M. Rustoy, Y. Sato, H. Nonami, R.
Erra-Balsells, A. Baldessari, Polymer 2007, 48, 1517-1525.

22 W.-B. Wu, N. Wang, J.-M. Xu, Q. Wu, X.-F. Lin, Chem. Commun. 2005, 2348-2350.

23 D. Koszelewski, R. Ostaszewski, Chem. Eur. J. 2019, 25, 10156 ~10164.
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kondensacji Knoevenagla otrzymano f-ketoester 16 z wydajnosécia do 72%.2* Ponadto
otrzymany produkt reakcji Knoevenagla zostal poddany enzymatycznej funkcjonalizacji
prowadzacej do odpowiedniego epoksydu 0znaczonego symbolem 17 (Schemat 17).

lipaza z O O
0} O O Candida antarctica B
+ R4 OR,
)J\o/\ R1)J\/U\OR2 |

14 15 16

lipaza z
Candida antarctica B

Schemat 7. Promiskuityzm katalityczny lipazy z Candida antarctica B wykorzystany w tandemowej

reakcji hydrolizy / Knoevenagla / epoksydowania.

Istotnym jest fakt, ze trzy reakcje przebiegaty w jednym naczyniu oraz katalizowane
byly przez ten sam enzym. Otrzymane wyniki prezentuja potaczenie kilku

promiskuitycznych aktywnos$ci enzymu dziatajgcego w systemie tandemowym.

4.3.Reakcje kaskadowe

Wyjatkowe znaczenie sposrdd syntetycznych strategii wykorzystywanych przez
natur¢ ma zastosowanie enzymow dziatajacych sekwencyjnie. Powstaty na drodze jednej
reakcji produkt stanowi substrat do kolejnej. Wspolne, kaskadowe dziatanie enzymow
pozwala organizmom zywym budowa¢ bardzo zlozone struktury. Biokatalizatory
polaczone w bardzo wyrafinowane sieci metaboliczne sa zdolne do budowy ztozonych
struktur z prostych materiatlow wyjsciowych. Stanowi to inspiracje¢ dla chemikow, ktorzy
przeniesli znakomita skutecznos$¢ syntetyczng wykazywang przez enzymy do laboratorium.
Tradycyjna metoda syntezy zwigzkoéw organicznych polega na stopniowym tworzeniu

poszczegbdlnych wigzan, w kierunku budowy docelowej czasteczki. Jednakze, bardziej

24 D. Koszelewski, D. Paprocki, A. Madej, F. Borys, A. Brodzka, R. Ostaszewski, Eur. J. Org. Chem. 2017,
4572-4579.

36

https://rcin.org.pl



wydajna bytaby mozliwos¢ przeprowadzenia kilku transformacji bez koniecznosci izolacji
produktow posrednich. Takg mozliwos$¢ daja reakcje przebiegajace kaskadowo.

Faber w swojej pracy przegladowej?® uzywa terminu kaskada wymiennie
z reakcjami typu domino. Procesy te sg zdefiniowane jako reakcje, w ktorych substrat ulega
transformacjom w dwoch lub wigcej reakcjach nastepujacych w sposob nierozerwalny
jedna po drugiej. Sugeruje, iz powstaty produkt posredni jest wysoce reaktywny i od razu
ulega kolejnej przemianie. W konsekwencji procesy te sg silnie od siebie zalezne i raczej
trudne do poprowadzenia w sposob rozbiezny. Dla kontrastu reakcje przebiegajace kolejno
po sobie, gdzie kazdy z etapow moze by¢ poprowadzony osobno definiowane sg jako
reakcje tandemowe.

Chociaz w literaturze bardzo czg¢sto spotykamy si¢ z wymiennym stosowaniem tych
termindw to procesy te zawsze sg opisywane jako kilka reakcji nastepujacych w okreslone;j
kolejnosci. Bardzo wazng cechg jest fakt, iz wszystkie reagenty dodawane sg jednoczesnie,
a zwigzek docelowy otrzymujemy bez izolacji produktéw posrednich. Reakcje kaskadowe
inicjowane przez hydrolazy moga przebiega¢ w uktadach chemoenzymatycznych,

multienzymatycznych lub tez spontanicznych.

4.4.Enzymatyczne reakcje multikomponentowe

Peptydy sa czasteczkami zbudowanymi z aminokwasow potaczonych wigzaniem
peptydowym. Wchodzg w sklad organizméw 1 moga spelniac w nim role
neurotransmiteroéw, hormonow czy tez inhibitorow aktywnosci enzymow. Poza tym, petnig
funkcje regulacyjng szeregu funkcji zyciowych oraz uczestniczg w metabolizmie komorki.
Obecnie duza uwage poswieca si¢ opracowaniu syntezy peptydomimetykow, czyli struktur
nasladujacych naturalne peptydy, szczegélnie pod wzglegdem ich zastosowania
terapeutycznego. Stosowane metody powinny umozliwi¢ otrzymanie produktow o $cisle
zdefiniowanej konfiguracji absolutnej, poniewaz aktywnos$¢ wielu zwigzkow jest
powigzana z ich budowa przestrzenng. Wsrdd znanych metod szczegdlne znaczenie
syntetyczne maja reakcje multikomponentowe (MCR), a w szczegodlnosci
trojkomponentowa reakcja Passeriniego (P-3CR) oraz czterokomponentowa reakcja
Ugiego (U-4CR).

% S, F. Mayer, W. Kroutil, K. Faber, Chem. Soc. Rev. 2001, 30, 332-339.
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4.4.1. Reakcja Ugiego i jej enzymatyczny wariant

Multikomponentowa reakcja Ugiego jest jedna z reakcji opartych na chemii
izocyjankow, ktora zostata opisana w 1958 roku przez lvara Ugiego. W swojej klasycznej
wersji przebiega pomigdzy zwigzkiem karbonylowym A (aldehydem lub ketonem),
kwasem karboksylowym C, aming B oraz izocyjankiem D, prowadzac do produktu
o strukturze peptydu z dwoma ugrupowaniami amidowymi Z (Schemat 8).

0] 0] U-4CR
R1)J\H + + )J\ + - > R2)J\ ),\

R,” “OH

A B C D z

Schemat 8. Reakcja Ugiego (U-4CR).

Reakcje Ugiego prowadzone sa najczesciej] w rozpuszczalnikach protycznych,
takich jak na przyktad metanol czy etanol. Zaletg reakcji Ugiego jest jej doskonala
wydajno$¢ atomowa, bowiem wszystkie atomy zawarte w substratach bioracych udziat
w reakcji s3 wbudowane w utworzony produkt.

Postulowany mechanizm reakcji obejmuje wytworzenie iminy jako wynik reakcji
pomi¢dzy aldehydem A oraz aming B. Reakcja przebiega z wydzieleniem czgsteczki wody.
Nastepnie dochodzi do aktywowania wytworzonej iminy E poprzez protonowanie atomu
azotu 1 zwickszenie elektrofilowosci podwdjnego wigzania wegiel-azot. Podobng
aktywacje mozna uzyska¢ przez dodatek kwasow Lewisa na przyktad TiCls czy BF3-OEt..
Kolejno nastepuje nukleofilowy atak izocyjanku D na elektrofilowy wegiel aktywowane;j

iminy F w efekcie czego dochodzi do wytworzenia produktu posredniego G.

(0]
c H
0 ° ( " H
)k + _A — R _
1
i A " B S /F GR1
O —
(0]
D N
N R2

pi s
L .
Ry I rzeMLum?nv;ame H\L\y R,
0 R
Schemat 9. Mechanizm reakcji Ugiego (U-4CR).
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W ostatnim etapie nastepuje nieodwracalne przegrupowanie Mumma
zZ przeniesieniem grupy acylowej z atomu tlenu na atom azotu, prowadzace do wytworzenia
produktu reakcji Ugiego Z. Mechanizm sugeruje odpowiednig kolejnos¢ dodawania
reagentow do mieszaniny, co pomaga unikngé tworzenia produktéw ubocznych reakcji.
Jednym z procesow, ktore moga zachodzi¢ w mieszaninie reakcyjnej jest
trojkomponentowa reakcja Passeriniego, przebiegajaca pomigdzy aldehydem lub ketonem,
kwasem karboksylowym oraz izocyjankiem. Warto zauwazy¢, iz w wyniku reakcji Ugiego
dochodzi do powstania nowego centrum stereogenicznego na atomie wegla, ktory pochodzi
od grupy karbonylowej aldehydu (lub ketonu). Jesli jednak w mieszaninie nie znajdzie si¢
zaden czynnik stereordznicujacy, produkt Z powstaje jako réwnomolowa mieszanina
enancjomerdéw R oraz S, co jest bezposrednim nastepstwem drugiego etapu postulowanego
mechanizmu. Atak nukleofilowy izocyjanku D na aktywnowang iming F moze przebiegac
zarowno od strony Si oraz Re prowadzgc do dwoch produktow reakc;ji.

Chociaz w klasycznej wersji reakcji Ugiego udzial biorg cztery komponenty, to
znane sg jej warianty trojkomponentowe, w ktorych zastosowano kwasy Lewisa lub
Bronsteda jako katalizatory.?® Ponadto, nasza grupa zaprezentowala pierwszy przyklad
wykorzystania hydrolaz w trojkomponentowej reakcji Ugiego.?” Reakcja przebiega
pomig¢dzy benzylaming (19), aldehydem izowalerianowym (18) oraz izocyjanooctanem
etylu (20) i umozliwia otrzymanie odpowiedniego dipeptydu 21 z wydajnoscia 75%
(Schemat 10). Reakcje poprowadzono w toluenie z 0.5% (v/v) dodatkiem wody.
Eksperyment prowadzony bez enzymu dowiddl, iz jest on niezbedny i najwazniejszy

w reakcji. Co ciekawe, w mieszaninie reakcyjnej nie obserwowano tworzenia produktu 22.
(0]
H
@fﬁ*“ﬂ@
H o H
21

PhCH5; + H,O
18 19 20 \\ o
H
N
H \)J\o/\
o
22

Schemat 10. Katalizowana enzymatycznie tréjkomponentowa reakcja Ugiego (U-3CR).

HoN
A °
+ +
CN Novozym 435

%3,) S. C. Pan, B. List, Angew. Chem. Int. Ed. 2008, 47, 3622-3625; b.) B. Saha, B. Frett, Y. Wang, H.-Y.Li,
Tetrahedron Lett. 2013, 54,2340 — 2343; c.) A. Kumar, D. Saxena, M. K. Gupta, RSC Adv. 2013, 3, 4610 —
4612;d.) S. C. Pan, B. List, Angew. Chem. 2008, 120, 3678-3681.

27'S. Klossowski, B. Wiraszka, S. Bertozecki, R. Ostaszewski, Org. Lett. 2013, 15, 566-569.

39

https://rcin.org.pl



Zaproponowano mechanizm, w ktérym etapem decydujacym jest wytworzenie
acylowanego enzymu przez grupe alkoksylowa obecng w izocyjanku zgodnie
z klasycznym mechanizmem reakcji katalizowanych przez lipazy (Schemat 2). Nastepnie
imina powstata w wyniku reakcji aldehydu z aming, zostaje zaktywowana przez reszty
tancuchéw bocznych aminokwasow znajdujacych si¢ w centrum aktywnym lipazy. Kolejne
etapy przebiegajg analogicznie do mechanizmu klasycznej reakcji Ugiego (Schemat 9).
Etap odtworzenia enzymu zachodzi na skutek reakcji amidolizy, w wyniku ktorej
uwolniony zostaje dipeptyd.

Poniewaz jednym z etapéw mechanizmu reakcji Ugiego jest wytworzenie iminy,
w kolejnych badaniach nad zastosowaniem enzymow w reakcjach multikomponentowych
zastosowano 2-metylo-piroling (23). W obecnosci Novozymu 435 w warunkach uprzednio
zoptymalizowanych otrzymano produkt 24 z wydajnoscig 44% (Schemat 11).28

W tym przypadku rowniez zbadano prawdopodobny mechanizm procesu, w ktérym

etapem decydujgcym jest tworzenie acylowanego enzymu.

HoN
o Novozym 435 (j<ﬂ/
N + + \)J\
EéN Ej N Ao proryrro.
23 19 20

Schemat 11. Katalizowana enzymatycznie tréjkomponentowa reakcja Ugiego (U-3CR) w wariancie

z iming.

Warto zauwazy¢, iz reakcja zachodzi w centrum aktywnym enzymu, ktéry ma
ograniczong objetos¢. Kwestig otwartg pozostaje pytanie czy i w jaki sposob objetose

centrum aktywnego enzymu wplywa na przebieg enzymatycznej reakcji Ugiego.

4.4.2. Reakcja Passeriniego

Kolejnym przyktadem reakcji multikomponentowej opartej na chemii izocyjankow
jest opisana juz w 1921 roku reakcja Passeriniego®. Reakcja ta przebiega pomigdzy
kwasem karboksylowym C, zwigzkiem karbonylowym (aldehydem lub ketonem) A oraz
izocyjankiem D (Schemat 12). Przebiega najlepiej w rozpuszczalnikach aprotycznych,

takich jak dichlorometan, ale znane sa przyklady prowadzenia reakcji bez

28 A, Zadto-Dobrowolska, S. Ktossowski, D. Koszelewski, D. Paprocki, R. Ostaszewski, Chem. Eur.J .2016,
22, 16684 —16689.
29 M. Passerini, Gazz. Chim. Ital.1924, 54, 126-129.
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rozpuszczalnika.®® Produktem reakcji jest odpowiedni a-acyloksyamid. Zaleta tej reakcji
jest tak jak w przypadku reakcji Ugiego wysoka ekonomia atomowa oraz niski udziat
produktow ubocznych. Reakcja jest interesujaca nie tylko ze wzgledu na potencjalne
znaczenie biologiczne otrzymanych produktow, ale réwniez z punktu widzenia chemii

kombinatoryjnej.

? O P-3CR j\ 51\
R1)J\H ¥ Rz)J\OH ¥ ~ Ry, O X
A c D X

Schemat 12. Reakcja Passeriniego (P-3CR).

Reakcje Passeriniego przeprowadza si¢ w jednym naczyniu, a kolejno$¢ dodawania
substratow warunkowana jest mechanizmem reakcji®! (Schemat 13). W pierwszym etapie
nastepuje wytworzenie adduktu I, jako wynik reakcji pomiedzy kwasem karboksylowym

oraz aldehydem (lub ketonem).

przegrupowanie
| Mumma

Schemat 13. Mechanizm reakcji Passeriniego (P-3CR).

30 D. Koszelewski, W. Szymanski, J. Krysiak, R. Ostaszewski, Synthetic Communications 2008, 38, 1120—

1127.
31a.) I. Ugi, Angew. Chem. Int. Ed. 1962, 1, 8-21; b.) L. Banfi, R. Riva, Org. React. 2005, 65, 1-140.
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Kolejno do atomu wegla grupy karbonylowej wytworzonego adduktu | nastepuje
addycja nukleofilowego atomu wegla pochodzaca od izocyjanku D oraz przylaczenie
anionu kwasu karboksylowego C. Ostatnim etapem jest transfer grupy acylowej, czyli
przegrupowanie Mumma, ktéry prowadzi do wytworzenia produktu koncowego. Jest to
etap nieodwracalny, co stanowi site napedowa catego procesu.

Warto zauwazy¢, iz w reakcji Passeriniego nastgpuje wytworzenie centrum
stereogenicznego. Jednak otrzymanie enancjomerycznie czystych
a-acyloksykarboksamidow jest bardzo wymagajace. Liczba znanych przyktadow
stereoselektywnych wariantow reakcji Passeriniego jest dos¢ ograniczona. Wigkszo$¢
metod wykorzystuje chiralne, nieracemiczne substraty, co prowadzi do otrzymania
mieszaniny diastereoizomerdéw, ktore nastepnie poddawane sa rozdziatowi.®? Z uwagi na
znaczgce powigzanie czystosci optycznej z aktywnos$cig biologiczng otrzymanych
peptydomimetykow, niezbedne jest opracowanie asymetrycznej wersji reakcji
Passeriniego.

Poza opisang klasyczng wersja trojkomponentowej reakcji Passeriniego
w literaturze znane sg warianty przebiegu tej reakcji z wykorzystaniem katalitycznych
ilosci kwasow Brensteda lub Lewisa. Ponadto ciekawym wariantem reakcji Passeriniego
jest opracowana w naszym zespole kaskada faczaca reakcje multikomponentowa

z rozdziatem kinetycznym (Schemat 14).33

CN

lipaza z 0 OMe

0 Pseudomonas cepacia H \/©/

)J\ P * > )J\O * N
(O DCM + 0.1% H,0O o)

OMe 26

14 25 lipaza z
Pseudomonas cepacia
DCM + 0.1% H,0

OMe
2 1 T
N
)J\ + HO/LH/
OH

(0]
27 99% ee
28

Schemat 14. Enzymatyczna kaskadowa reakcja Passeriniego.

%2D. J. Ramon, M. Yus, Angew. Chem. Int. Ed. 2005, 44, 1602-1634.
3 A. Zadlo-Dobrowolska, D. Koszelewski, D. Paprocki, A. Madej, M. Wilk, R. Ostaszewski, ChemCatChem
2017, 9, 3047-3053.
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Jednym z substratow jest octan winylu (14), ktory w warunkach reakcji ulega
hydrolizie z uwolnieniem aldehydu octowego oraz kwasu octowego (27). Jezeli
w mieszaninie reakcyjnej obecny jest izocyjanek (25), nastepuje spontaniczna chemiczna
reakcja Passeriniego, w ktorej powstaje a-acyloksyamid oznaczony symbolem 26.
Wytworzony produkt ulega dalszej enzymatycznej reakcji hydrolizy do enancjomerycznie
wzbogaconych a-hydroksyamidow 28 oraz kwasu octowego (27), ktory ponownie moze
uczestniczy¢ w chemicznej reakcji Passeriniego. Co istotne wszystkie reakcje prowadzone
sg w jednym naczyniu i katalizowane sa przez ten sam enzym. Zoptymalizowanie
warunkoéw prowadzenia reakcji umozliwito otrzymanie odpowiednich a-hydroksyamidow
z 99% nadmiarem enancjomerycznym.

Jednakze biorac pod uwage zalety pochodnych a-acyloksy karboksamidow,
w szczegdlnosci zawierajacych dwa centra stereogeniczne, t0 powstaje pytanie czy
mozliwe  jest  opracowanie  efektywnej metody  selektywnej syntezy
diastereoizomerycznych produktow. Warto zaznaczy¢, iz klasyczne chemiczne podejscie
prowadzi do réwnomolowe] mieszaniny stereoizomerow. W zwigzku z tym powstaje
pytanie, czy mozliwe jest zaprojektowanie systemu, ktory przy uzyciu tych samych
substratow umozliwi utworzenie pojedynczego stereoizomeru produktu reakcji
Passeriniego. Jeszcze bardziej istotne byloby osiggniecie opracowanie metodologii
umozliwiajgcej regulacje selektywnosci otrzymanych produktéw w zalezno$ci od potrzeb

syntetycznych.

4.5.Podsumowanie rozdzialu

Obszar badan nad wykorzystaniem hydrolaz w syntezie organicznej jest szeroko
rozwijany szczegolnie pod wzglgdem syntezy zwigzkéw o wysokiej wartosci dodane;.
Pomimo dostgpnych technik wykorzystywanych w nowoczesnej syntezie organicznej,
wcigz poszukiwane sga nowe wiasciwosci katalityczne hydrolaz umozliwiajace ich
zastosowanie w alternatywnych reakcjach chemicznych. Szczegdélnym wyzwaniem jest
synteza zwigzkdw enancjomerycznie czystych. Metody chemiczne umozliwiaja
otrzymanie produktow W postaci mieszaniny stereoizomerow, co jest niepozadane
z punktu widzenia produktywnosci. Poznanie i wykorzystanie nowych wiasciwosci
hydrolaz moze umozliwi¢ opracowanie szeregu nowych i uzytecznych metod syntezy

zwigzkow organicznych, a w szczegdlnosci W postaci enancjomerycznie czystej.
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5. Badania wlasne -przewodnik po publikacjach

5.1. Tworzenie wiazania wegiel-wegiel w kaskadowej reakcja
Knoevenagla

Reakcja Knoevenagla jest jedng z najczesSciej wykorzystywanych reakcji tworzenia
wigzan C-C w przemysle chemicznym oraz farmaceutycznym. W klasycznej wersji reakcja
przebiega pomigdzy zwigzkiem karbonylowym, najczgécniej aldehydem oraz aktywnym
estrem kwasu malonowego w obecnosci zasady organicznej lub kwasu Lewisa.®* Pomimo
pogladu zwigzanego wysoka efektywnos$cig 1 prostota przebiegu reakcji Knoevenagla,
metoda ta charakteryzuje si¢ pewnymi wadami. Glownym problemem jest odwracalnos¢
kazdego etapu reakcji, cO wplywa na niskg wydajno$¢ oraz tworzenie produktow
ubocznych. Co wigcej, otrzymane w reakcji produkty stanowig rownomolowa mieszaning
izomerow E/Z. Znane sg publikacje dotyczace wykorzystania enzymow jako katalizatorow
reakcji Knoevenagla. Przyklady te ograniczajg si¢ do zastosowania aldehydow
aromatycznych oraz wysoce reaktywnych estroéw kwasu malonowego, podczas gdy kwasy
karboksylowe wydajg si¢ by¢ bardziej atrakcyjnymi substratami w reakcji Knoevenagla.
Znany jest przyktad wykorzystania kwasu cyjanooctowego W kondensacji Knoevenagla,
jednak procedura ta wymaga zastosowania wysokich temperatur oraz prowadzi do
nastepczej dekarboksylacji otrzymanego produktu. Dlatego wychodzac naprzeciw
oczekiwaniom oraz poszerzajac zakres potencjalu wykorzystania kondensacji
Knoevenagla jako efektywnej metody syntezy, postanowitam opracowaé¢ metod¢ syntezy
a, - nienasyconych zwigzkow wykorzystujac kwas cyjanooctowy.

Cel ten moze zosta¢ zrealizowany poprzez polaczenic reakcji estryfikacji oraz
kondensacji Knoevenagla. Pracg rozpoczgtam od przeprowadzenia reakcji pomigdzy
aldehydem benzoesowym oraz kwasem cyjanooctowym w warunkach opisywanych przez
Lai i wspolpracownikoéw.®® Jednakze nie zaobserwowalam tworzenia oczekiwanego
produktu, co jest spowodowane odwracalno$cia reakcji bezposredniej estryfikacji
katalizowanej przez enzym. Ponadto w obecno$ci krotkotancuchowych alkoholi enzym
ulega dezaktywacji.

Dobrym sposobem ominigcia istniejagcych ograniczen jest zmiana donora grupy

alkoksylowej w reakcji estryfikacji. W badaniach prowadzonych w Zespole XX

34a.) E. Knoevenagel, Ber. Dtsch. Chem. Ges. 1894, 27, 2345-2346; b.) E. Knoevenagel, Ber. Dtsch. Chem.
Ges. 1898, 31, 2596-2619.
%Y. F. Lai, H. Zheng, S. J. Chai, P. F. Zhang, X. Z. Chen, GreenChem. 2010, 12, 1917-1918.
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udowodniono, iz acetale (29) moga by¢ zastosowane jako donory grupy alkoksylowej
w reakcjach enzymatycznej estryfikacji. Dodatkowym atutem wykorzystania acetali
w moich badaniach jest fakt, iz sg one jednocze$nie prekursorami aldehydow (31), ktore sg
niestabilne i wymagajg przygotowania przed uzyciem w reakcji. Powstajace w trakcie
enzymatycznej estryfikacji (Reakcja 1, Schemat 15) komponenty 31 oraz 32, moga ulec
nastepczej enzymatycznej reakcji Knoevenagla (Reakcja 2, Schemat 15). Na tym etapie
postulowatam, iz odpowiednie a, f-nienasycone estry kwasu cyjanooctowego o0znaczone na
Schemacie 14 symbolem 33 moga by¢ otrzymane w wyniku enzymatycznej reakcji
estryfikacji oraz nastepczej kondensacji Knoevenagla. Pozostawato pytanie, czy obie

reakcje mogg by¢ katalizowane przez ten sam enzym.

Reakejat Reakcja 2
' : o]
o lipaza ! 7 :Iipaza LR
' ' ~. 1
e A o reton = N
OH ! Z ' CN
R{OH ! | H0
! ' izomer E
29 30 31 32
................................................ e 33

kondensacja Knoevenagla

Schemat 15. Enzymatyczna kaskadowa reakcja Knoevenagla z wykorzystaniem acetali jako donora grupy

alkoksylowej.

Badania wstepne rozpoczetam od przeprowadzenia reakcji pomiedzy acetalem
dimetylowym aldehydu benzoesowego (29a) oraz kwasem cyjanooctowym (30)
W obecnosci Novozymu 435 w toluenie w 50 °C przez 4 dni. (Schemat 16) W wyniku tej
reakcji otrzymatam produkt 33a z wydajnoscig 43% (L.p. 1, Tabela 1) oraz doskonatg
regioselektywnoscia, tylko jako jeden izomer E, podczas gdy metody klasyczne prowadza
do otrzymania mieszaniny izomeréw E/Z. W celu potwierdzenia wptywu enzymu na
przebieg reakcji kaskadowej, wykonatam reakcj¢ bez jego dodatku (L.p. 2, Tabela 1) oraz
z dezaktywowanym enzymem (L.p. 3, Tabela 1). Otrzymane wyniki potwierdzity, ze

enzym jest niezb¢dny w efektywnej syntezie pochodnych estrow kwasu cyjanooctowego.

(0] Novozym 435 _
- + - AN
(6] NC 6]

50 °C, 4 dni

29a 30 33a

Schemat 16. Enzymatyczna synteza pochodnej kwasu cyjanooctowego 33a.
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Kolejno sprawdzitam ponad 30 enzymoéow dostepnych w laboratorium, sposrod
ktorych 14 efektywnie katalizowato obie reakcje: estryfikacji kwasu cyjanooctwoego za
pomoca acetalu oraz nast¢pcza reakcje kondensacji Knoevenagla pomiedzy in situ

wytworzonymi reagentami.

Tabela 1. Badania przesiewowe enzymow®.

L.p. Enzym Wydajno$é® (%)
1 Novozym 435 43
2. - 0
3 Dezaktywowana lipaza z C. cylindracea® 0
4, Lipaza z Candida cylindracea 50

AWNarunki reakcji: 0.5 mmol kwasu cyjanooctowego (2), 1.5 mmol acetalu dimetylowego z aldehydu
benzoesowego (1a), 2 mL toluenu, 30 mg enzym, 4 dni, 50 °C. ®"Wydajno$¢ reakcji produktu
izolowanego. °Dezaktywacja poprzez ogrzewanie enzymu w 110 °C przez 16h,

Reakcja z lipazg z Candida cylindracea umozliwita otrzymanie produktu
z najwyzszg wydajnoscia 50% (L.p. 4, Tabela 1), dlatego enzym ten zostal uzyty
w dalszych badaniach. Wynik ten sugeruje, ze kazda z reakcji enzymatycznych musi
przebiega¢ z wydajnoscig powyzej 80%. Jako produkt otrzymatam tylko jeden z dwodch
mozliwych izomerow, dowodzi, ze reakcja przebiega w obecnos$ci czynnika réznicujgcego,
jakim jest enzym. Jest to dodatkowym atutem zaproponowanej metody. Ponadto,
przeprowadzone reakcje sa doskonalym  przykladem wykorzystania  multi-
promiskuitycznej aktywnosci hydrolaz w procesie kaskadowym, ktore umozliwiajg
efektywna 1 wysoce selektywng syntezg zwigzkOw nienasyconych.

W dalszym etapie zbadatam wptyw stosunkéw molowych reagentdow na przebieg
reakcji. Okazato si¢, ze trzykrotny nadmiar acetalu w odniesieniu do kwasu umozliwia
otrzymanie produktu reakcji Knoevenagla z najwyzsza wydajnoscia. Zwigkszenie
zawartosci acetalu powoduje zmniejszenie wydajnosci reakcji kaskadowe;.

Srodowisko prowadzenia reakcji ma istotny wplyw na jej przebieg, dlatego
zbadalam rowniez wplyw rozpuszczalnika na wydajnos¢ produktu reakcji kaskadowe;.
Medium reakcji moze by¢ opisane przez wpltyw iloSciowej polarnosci rozpuszczalnikow
okreslanej jako logarytm wspoétczynnika podzialu (log P). Ogdlnie, im wyzsza warto$¢
wspotczynnika log P, tym nizsza polarnos¢ rozpuszczalnika. Wykonane eksperymenty

wykazaty, iz polarnos¢ rozpuszczalnika na istotny wplyw na przebieg badanej reakcji
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kaskadowej. Najlepszym rozpuszczalnikiem w reakcji otrzymywania nienasyconych
estrow kwasu cyjanooctowego s toluen oraz heksan, dla ktérych wartos$ci wspotczynnika
podziatu log P sg wysokie (L.p.1-2, Tabela 2). Co ciekawe reakcja w cykloheksanie, ktory
opisywany jest przez najwyzszy log P przebiega z niewielkg wydajnoscig (L.p. 3, Tabela
2), co moze wynika¢ z niekorzystnych oddziatywan pomiedzy hydrofilowym
rozpuszczalnikiem oraz resztami grup aminokwaséw w centrum aktywnym enzymu.

Reakcje w rozpuszczalnikach o wysokiej polarnosci nie przebiegaja (L.p. 4-5, Tabela 2).

Tabela 2. Wptyw rozpuszczalnika na przebieg reakcji kaskadowej.

L.p. Rozpuszczalnik log P Wydajnosé¢ 33a 2 (%)
1. toluen 2.30 55
2 heksan 2.76 53
3. cykloheksan 3.44 4
4 N,N-dimetyloformamid -1.01 0
5. DMSO -1.40 0

80kreslona na podstawie analizy GC. Warunki reakcji: kwas cyjanooctowy (2), 0 .125 mmol kwas
cyjanooctowy (2), 0.375 mmol acetal dimetylowy aldehydu beznoesowego, 0.5 mL toluen, 15 mg
lipaza z Candida cylindracea (4.01 U/mg), 4 dni, 50 °C.

Nastepnie sprawdzitam rowniez wplyw temperatury oraz dodatku wody na przebieg
reakcji. Kiedy reakcj¢ prowadzitam w temperaturze pokojowej, nie obserwowalam
tworzenia produktu reakcji kaskadowej. Zauwazytam, iz wraz ze wzrostem temperatury
nastepuje wzrost ilosci powstajacego produktu 33a. Po przekroczeniu temperatury 50 °C
wydajno$¢ otrzymanego produktu maleje, co moze wynika¢ z termicznej denaturacji
enzymu. Sprawdzitam réwniez wptyw dodatku wody na przebieg reakcji kaskadowe;.
Reakcje prowadzitam w toluenie w temperaturze 50 °C wykorzystujac modelowe reagenty
(29a i 30) oraz lipaz¢ z Candida cylindracea. Reakcja z 0.5% dodatkiem wody
spowodowata drastyczny spadek wydajnosci produktu 33a w poréwnaniu do reakcji bez
jej dodatku, co prawdopodobnie wynika z nadmiernej hydrolizy acetalu. Dlatego
w dalszych badaniach reakcje prowadzitam bez dodatku wody.

Z uwagi na znaczenie Srodowiskowe, sprawdzitam rowniez mozliwo$¢ ponownego
uzycia opracowanego systemu katalitycznego. Wykorzystujac modelowg reakcje oraz

zoptymalizowane warunki jej prowadzenia, tj. reakcje pomiedzy dimetylowym acetalem
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aldehydu benzoesowego (29a) oraz kwasem cyjanooctowym (30) w toluenie w 50 °C
w obecnosci lipazy z Candida cylindracea.

Okazato sie, ze enzym moze by¢ odzyskany poprzez filtracj¢ oraz zastosowany
ponownie w kolejnym cyklu reakcyjnym az do 5 razy, bez znaczacej utraty swojej
aktywnosci, tj. 55% 1 47% wydajnosci, odpowiednio w pierwszym oraz piatym cyklu.

Sprawdzitam réwniez zakres stosowalnosci opracowanej metody, przeprowadzajac
szereg reakcji dla roznych acetali. Sprawdzitam wplyw podstawnikéw pierscienia
aromatycznego w acetalu dimetylowym aldehydu benzoesowego oraz wptyw grupy
alkoksylowej acetalu aldehydu benzoesowego. Reakcje przeprowadzitam w uprzednio
zoptymalizowanych warunkach w obecnosci lipazy z Candida cylindracea. Enzym

wykazuje wysoka selektywno$¢ substratowg w zaprojektowanej kaskadzie (Schemat 17).
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Schemat 17. Zakres stosowalno$ci opracowanej metody syntezy pochodnych kwasu cyjanooctowego.

Pomimo, iz reakcja przebiega rownie efektywnie dla podstawnikow nalezacych do
grup elektronoakceptorowych, takich jak na przyktad grupa -CHs (33b) czy dla
podstawnikow nalezacych do grup elektronodonorowych jak na przyktad —Cl (33f), to nie
przebiega dla acetali alifatycznych (33r-s) oraz heterocyklicznych (33s-u). Ponadto,
efektywnos¢ katalityczna enzymu maleje ze wzrostem dhugosci tancucha grupy

alkoksylowej acetalu aldehydu benzoesowego. Jednakze, zgodnie ze strategia
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wykorzystywang przez natur¢ nie kazdy substrat jest odpowiedni dla kazdego enzymu.
Dlatego optymalizacja warunkow reakcji dla indywidualnego substratu pozwoli rozszerzy¢
réznorodno$¢ stosowanych substratow w enzymatycznej kaskadowej reakcji Knoevenagla.
Niewatpliwie najbardziej istotnym spostrzezeniem jest fakt, iz zaprojektowana kaskada
przebiega z doskonalg selektywnoscig prowadzac do otrzymania tylko jednego izomeru E-
produktu, co jest trudne w przypadku metod klasycznych. Doskonata selektywno$é
powstajacych produktow sugeruje, iz etap limitujacy selektywno$¢ przebiega w centrum
aktywnym enzymu, ujawniajac dodatkowy atut zaproponowanej kaskady w porownaniu
z reakcjami jednoetapowymi.

Niezwykle istotnym elementem prowadzonych badan bylo przeprowadzenie
jednoetapowej reakcji pomigdzy aldehydem benzoesowym oraz estrem metylowym kwasu
cyjanooctowego w obecnosci lipazy z Candida cylindracea w warunkach uprzednio
zoptymalizowanych. Okazalo si¢, iz procedura umozliwita otrzymanie produktu reakc;ji
Knoevenagla 33a z wydajno$cig 40%, podczas gdy wykorzystanie podejscia kaskadowego
prowadzi do otrzymania produktu z wyzszg wydajnoscig (55%). Otrzymany wynik
stanowit inspiracje do przeprowadzenia badan mechanistycznych wyjasniajacych przebieg
zaprojektowanej kaskady. Przeprowadzitam seri¢ eksperymentéw w czasie dla reakcji
modelowej. Stgzenia poszczegélnych reagentdw analizowatam przy pomocy
chromatografii gazowej (GC).

Enzymatyczna estryfikacja kwasu cyjanooctowego przebiega w ciggu pierwszych
48 godzin. Po tym czasie otrzymany ester metylowy kwasu cyjanooctowego (32a) ulega
reakcji z in situ wytworzonym aldehydem benzoesowym (31) prowadzac do wytworzenia
produktu kondensacji Knoevenagla. Warto zaznaczy¢ iz stezenie aldehydu benzoesowego
(31) pozostawato state, podczas gdy ester metylowy kwasu cyjanooctowego (32a) ulegat
ciggtej konsumpcji w enzymatycznej reakcji Knoevenagla. Przeprowadzone badania
sugeruja, ze zaproponowana kaskada jest wspomagana przez dodatkowy etap
umozliwiajacy produkcje aldehydu benzoesowego (31). Zgodnie z klasycznym
mechanizmem kondensacji Knoevenagla jednym z etapow jest o,f-eliminacja
wytworzonego aldolu oznaczonego na Schemacie 17 symbolem 34, podczas ktoérego
nastgpuje wydzielenie czasteczki wody. Woda ta jest sukcesywnie zuzywana
w spontanicznej reakcji hydrolizy acetalu 29a, ktérego uzytam w nadmiarze. Wynikiem
tego procesu jest dostarczanie dodatkowych ilosci aldehydu bioragcego udzial w reakcji
kondensacji Knoevenagla. Ponadto, state zuzywanie wody, wytworzonej w ostatnim etapie

reakcji Knoevenagla przesuwa rownowage catego procesu w kierunku tworzenia produktu,
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wplywajac na efektywnos¢ kaskady w poréwnaniu do reakcji jednoetapowej. W badaniach
udowodnitam, iz zewnetrzny dodatek wody do uktadu ma negatywny wptyw na przebieg
procesu, zatem woda obecna w centrum aktywnym enzymu jest wystarczajagca do
efektywnej reakcji. Bez dodatku wody acetal spetnia role donora grupy alkoksylowe;j
w enzymatycznej reakcji estryfikacji kwasu cyjanooctowego prowadzac do wytworzenia
odpowiedniego estru oraz uwalniajagc aldehyd. Produkt 34 powstaje w nastgpstwie
enzymatycznej reakcji pomiedzy aldehydem oraz estrem. Ostatnim etapem jest
przebiegajaca z wydzieleniem czasteczki wody o, S-eliminacja prowadzaca do otrzymania

ostatecznego produktu reakcji Knoevenagla (33a) (Schemat 18).
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29a 30 31 T 32a
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33a 34

Schemat 18. Enzymatyczna kaskada prowadzaca do (E)-a,S-nienasyconych estrow kwaséw karboksylowych.

Wydzielona w tym etapie woda poddana jest cigglej reakcji z nadmiarem acetalu
obecnego w mieszaninie reakcyjnej co dodatkowo przesuwa roéwnowage reakcji
w kierunku tworzenia produktu. Warto zauwazy¢, iz acetale znane s3 ze swoich
wlasciwosci odwadniajgcych. Dlatego zastosowanie trzykrotnego nadmiaru acetalu jest
niezbedne w efektywnej syntezie. Zastosowana metodologia jest doskonatym przyktadem
promiskuitycznych wiasciwosci enzymow, ktore katalizujg rézne nastgpujace po sobie
reakcje w jednym naczyniu. Ponadto, opracowana metodologia wykorzystuje
promiskityzm srodowiskowy oraz substratowy co wptywa na wysoka produktywnos¢ oraz
brak produktow ubocznych.

Przeprowadzone reakcje s3a doskonalym przykladem wykorzystania multi-
promiskuitycznej aktywnosci hydrolaz w procesie kaskadowym, ktore umozliwiaja

efektywna 1 wysoce selektywna synteze zwigzkow nienasyconych.
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5.2.Enzymatyczna multikomponentowa reakcja Ugiego

W badaniach prowadzonych w Zespole XX udowodniono, ze enzymy mogg by¢
wykorzystane jako efektywne katalizatory w reakcjach multikomponentowych, co stanowi
doskonatg metode syntezy peptydomimetykéw. Kontynuujgc prace nad zastosowaniem
nowych wilasciwosci lipaz w syntezie peptydomimetykow, postanowitam sprawdzi¢
struktury substratu na efektywno$¢ reakcji Ugiego.

Reakcja Ugiego jest reakcjg, ktora w klasycznej wersji przebiega pomi¢dzy kwasem
karboksylowym, aldehydem, aming oraz izocyjanekiem i prowadzi do struktur
Z oznaczonych na Schemacie 9. Trudno w niej osiggng¢ chemoselektywno$é, poniewaz
nie wymaga obecnosci Kkatalizatora. W swoich badania skupitam si¢ na przebiegu
opracowanej w Zespole XX, enzymatycznej wersji reakcji Ugiego przedstwionej na
Schemacie 10. Struktury zwigzkow otrzymane tg droga sa rozne od produktéw klasycznej
reakcji 4- komponentowej. Ponadto, uzyskanie podobnych struktur na drodze klasycznych
metod syntezy jest bardzo wymagajgce. Jako substraty zastosowatam benzylamine (19),
aldehyd izowalerianowy (18) oraz r6zne izocyjanoestry (35) (Schemat 19).

lipaza
+ +
X toluen / H,O

O

35 18 19 36

Schemat 19. Badana enzymatyczna multikomponentowa reakcja Ugiego.

Poniewaz reakcja przebiega w centrum aktywnym enzymu, ktore charakteryzuje
ograniczona objeto$é, zbadatam wptyw dlugosci tancucha alifatycznego 1 grupy
alkoksylowej izocyjanoestrow (35) oraz na przebieg reakcji. Przeprowadzitam szereg
eksperymentow w warunkach optymalnych opracowanych w poprzednich badaniach
Zespotu XX. Zbadatam wplyw struktury izocyjanoestrow na reakcje katalizowane przez
lipaze¢ z Candida cylindracea, lipaz¢ z Pseudomonas cepacia oraz Novozym 435, poniewaz
enzymy te okazaly si¢ by¢ najbardziej efektywnymi katalizatorami w modelowej
enzymatycznej reakcji Ugiego.

W badaniach sprawdzitam jak rozbudowany izocyjanoester zmiesci si¢ w centrum

aktywnym. Otrzymane wyniki wykazaly kluczowy wptyw dtugosci tancucha alifatycznego
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izocyjankoOw na selektywno$¢ badanych enzyméw. Sposréd zbadanych enzymow

najwyzsza aktywno$¢ zaobserwowatam dla Novozymu 435 (Tabela 3).

Tabela 3. Wplyw struktury izocyjankéw na przebieg reakcji katalizowanej przez
Novozym 435.2

L.p. n R Wydajnos$é¢ 36 [%]
1. 1 Et 75

2. 2 Et 57

3. 3 Et 44

4, 4 Et <1

5. 2 Me 26

6. 2 n-Bu 38

aWarunki reakcji: 1.0 mmol benzylamina (19), 0.5 mmol aldehyd izowalerianowy (18), 0.5 mmol
izocyjanoester (35) 20 mL toluen, 0.1 mL woda, 20% wag. Novozym 435, 3 dni, 25 °C.

Efektywno$¢ chemoenzymatycznej reakcji typu Ugiego maleje ze wzrostem
dhugosci tancucha alifatycznego izocyjanoestru, az do 5-weglowych tancuchow (Lp.4,
Tabela 3), dla ktorych rekcja nie przebiega. Ponadto, zmieniajac grupg alkoksylows R,
wykazatam zréznicowany wptyw na efektywnos¢ reakeji, ktory byt charakterystyczny dla
danego enzymu. Podobny rezultat zaobserwowalam rowniez dla lipazy z Candida
cylindracea oraz lipazy z Pseudomonas cepacia. Otrzymane wyniki wykazaty kluczowy
wpltyw struktury izocyjankéw na selektywno$¢ badanych enzymow, ktore dzigki
promiskuitycznej aktywnosci osiagaja rdznicowanie substratow. Wykazane roznicowanie
jest trudne do osiggniecia w przypadku metod chemicznych.

Dodatkowo nieoczekiwane rezultaty osiggngtam prowadzac klasyczna,
4-komponentowsg reakcje Ugiego (U-4CR) w obecnos$ci Novozymu 435. Jako substraty
zastosowatam benzylaming (19), aldehyd izowalerianowy (18), kwas fenylooctowy (37)
oraz krotko- lub dtugotancuchowy izocyjanoester (35) (Schemat 20).
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Schemat 20. Enzymatyczne sterowanie przebiegiem reakcji Ugiego.

Okazato si¢, iz enzym wplywa rowniez na przebieg reakcji, w ktorej nie
uczestniczy. Stosujac krotkotancuchowe izocyjanki, otrzymatam wylacznie produkty
enzymatycznej reakcji Ugiego oznaczone na Schemacie 18 symbolem 36. W reakcji
w obecnosci Novozymu 435 dla izocyjankéw do 4-tancuchow weglowych nie
obserwowalam tworzenia produktu klasycznej reakcji Ugiego (38), poniewaz reakcja
enzymatyczna jest faworyzowana nad reakcja klasyczng. Natomiast dla
dhugotancuchowego izocyjanku, reakcja przebiega w kierunku tworzenia wytgcznie
produktu reakcji klasycznej o symbolu 38. Otrzymane wyniki sugerujg iz enzym Kieruje
przebiegiem reakcji Ugiego w zaleznosci od zastosowanego izocyjanku, co jest nowym
1 zaskakujacym fenomenem, trudnym do osiagnigcia w przypadku metod chemicznych.

Uzyskane wyniki sg zgodne z wczesniej zaproponowanym mechanizmem,

w ktorym reakcja przebiega bezposrednio w miejscu aktywnym enzymu (Schemat 21).
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His 257

Schemat 21. Mechanizm reakcji Ugiego w centrum aktywnym enzymu o ograniczonej objetosci.

Pierwszy etap jest analogiczny do reakcji hydrolizy estrow katalizowanej przez
lipazg: seryna znajdujaca si¢ w triadzie katalitycznej jest acylowana grupa estrowg
izocyjanoestru (I). Nastgpnie, aktywowany jest posredni zwigzek iminowy (I1), powstaty
jako wynik reakcji pomiedzy aming oraz aldehydem. Mozliwe, ze kwasowa reszta Asp
w miejscu aktywnym enzymu jest odpowiedzialna za aktywacje iminy analogicznie jak
w klasycznym mechanizmie reakcji Ugi przedstawionym na Schemacie 9. Kolejne etapy
sa réwniez zgodne z opisanym wczesniej mechanizmem klasycznej reakcji Ugiego.
Aktywowany elektrofilowy zwigzek iminowy ulega addycji izocyjanoestru prowadzacej
do adduktu nitrylowego (111). Co istotne, dodatek wody prowadzi do wytworzenia zwigzku
posredniego 1V, ktory po kolejnej izomeryzacji prowadzi do adduktu V. Warto zauwazy¢,
iz trzeciorzedowa struktura enzymow w rozpuszczalniku organicznym silnie zalezy od
zawarto$ci wody, co bezposrednio moze wplyna¢ na poprawe wydajnosci reakcji.

W ostatnim etapie reakcji enzymatycznej nastepuje odtworzenie enzymu poprzez
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nukleofilowy atak kolejnej czasteczki aminy, ktora zastosowana byla w nadmiarze.
W efekcie jako produkt powstaje dipeptyd 36.

Centrum aktywne enzymu znajduje si¢ w szczelinie enzymu, do ktorej prowadzi
specjalny kanat, wigc ma okreslong objetos¢. Zgodnie z zaproponowanym mechanizmem
enzymatycznej reakcji Ugiego, kazdy z etapéw przebiega w centrum aktywnym. Dlatego
wzrost dhugosci tancucha powoduje, iz prawdopodobnie dlugotancuchowe izocyjanki nie
mieszcza si¢ w centrum aktywnym, badz tez blokuja jego dostgp dla reszty reagentow.
Ponadto, w przypadku niektorych substratow nastepuje zmiana struktury biatka w miejscu
aktywnym, co moze skutkowa¢ spowolnieniem szybkosci reakc;ji.

W badanych warunkach reakcji otrzymatam produkty w postaci mieszaniny
racemicznej. Brak stereoselektywnosci mozna wyjasni¢ stosunkowo wysoka
reaktywnos$cig ugrupowania izocyjankowego. Etap addycji izocyjanku do zaaktywowanej
iminy przebiega szybko 1 w sposob nieodwracalny, co moze wyjasnia¢ brak
stereoselektywnos$ci w przeprowadzonych reakcjach.

Kluczowym etapem przebiegu multikomponentowej reakcji Ugiego jest reakcja
zachodzgca pomiedzy aming oraz aldehydem prowadzaca do wytworzenia iminy. Dlatego
w kolejnej czgsci badan sprawdzitam wplyw dlugosci izocyjankéw na przebieg reakcji
Ugiego w wariancie wykorzystujagcym imine¢. Reakcje modelowg pomiedzy 2-metylo-1-
piroling (39), benzylaming (19) oraz réznymi izocyjankami (35) przeprowadzitam
w warunkach uprzednio zoptymalizowanych: toluen z 0.1% dodatkiem wody, 20%

wagowych enzymu, temperatura pokojowa (Schemat 22).

enzym o
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Schemat 22. Zastosowanie iminy 39 w enzymatycznej reakcji Ugiego.

Sprawdzitam wptyw struktury izocyjankow na efektywnos$¢ reakceji katalizowanej
przez Novozym 435, lipaze¢ z Candida cylindracea oraz lipaze z Pseudomonas cepacia.
Otrzymane wyniki potwierdzily poprzednia obserwacje¢, iz wraz ze wzrostem dtugosci
tancucha izocyjanku, spada wydajnos¢ reakcji. Co wigcej metoda z wykorzystaniem iminy
charakteryzuje si¢ jeszcze wezszym zakresem tolerancji badanych enzymoéw. Nizsza

aktywno$¢ enzymow wobec stosowanych izocyjankow w  wariancie reakcji
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z iming w poréwnaniu do reakcji Ugiego, w ktorej nastepuje in situ wytworzenie iminy,
mozna wyjasni¢ budowg centrum aktywnego enzymu, ktdre nie miesci rozbudowanych
sterycznie substratow.

W przeprowadzonych badaniach udowodnitam, ze struktura izocyjankéw ma
kluczowy wpltyw na aktywnos$¢ katalityczng badanych lipaz w enzymatycznej reakcji
Ugiego. Rozwazytam dwa warianty prowadzenia reakcji: z wytworzeniem iminy in situ
oraz z jej bezposrednim dodatkiem do mieszaniny reakcyjnej. W obu przypadkach reakcji
Ugiego zastosowane enzymy wykazujg preferencje w kierunku krétkotancuchowych
izocyjankow (1-4-weglowe). Co wiecej, przeprowadzone eksperymenty wykazaly, iz
reakcja enzymatyczna przebiega znacznie szybciej niz chemiczna reakcja Ugiego, co
w pelni wspotgra z zaproponowanym mechanizmem. Ten fenomen daje mozliwos¢
sterowania oraz przetaczania przebiegiem reakcji Ugiego w zaleznosci od produktu jaki

chcemy uzyskac co jest niemozliwe w przypadku klasycznej syntezy.

5.3.Stereodywergentna kaskadowa reakcja Passeriniego

Rozwdj syntezy chiralnych a-acyloksy karboksyamidow zawierajacych jedno lub
wigcej centrum stereogeniczne nadal stanowi wyzwanie w syntezie ztozonych molekut.
Ponadto Scisty zwigzek migdzy aktywnoscig biologiczng a stereoizomerig substancji
sprawia, ze ma to kluczowe znaczenie w przemysle farmaceutycznym. Biorgc pod uwage
znaczenie pochodnych kwasu mlekowego postanowitam zbadaé¢ zdolnos¢ katalityczng
wybranych lipaz w syntezie pochodnych kwasu mlekowego, wykorzystujac
multikomponentows reakcje Passeriniego.

Klasyczne podejscie chemiczne prowadzi do nierozdzielnej mieszaniny
stereoizomeréw. Dlatego powstato pytanie, czy enzym moze regulowaé¢ udziat
poszczegolnych  stereoizomerow — a-acyloksykarboksyamidow powstajacych —reakcji
Passerniniego. Szczeg6lnie enzymatyczna reakcja kaskadowa wydaje si¢ by¢ atrakcyjng
metodg Syntezy asymetrycznej, poniewaz moze umozliwi¢ osiggnigcie stereorozbieznosci
produktéw. W swoich badaniach zaproponowalam nowa ogolna strategi¢ podwojnego
procesu biokatalitycznego przebiegajacego w systemie kaskadowym. Zaproponowana
kaskada obejmuje trzy reakcje: katalizowany enzymatycznie rozdziat kinetyczny (EKR)
estru winylowego, nastepcza chemiczng reakcje Passeriniego oraz enzymatyczng hydrolize
(EKR) wytworzonych diastereoizomerycznych a-acyloksykarboksyamidow. Tak

zaprojektowana kaskada stanowi potezne narzgdzie szybkiej syntezy ztozonych czasteczek
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z doskonata enancjo- oraz diastereokontrolg osiagnig¢ta dzigki promiskuitycznym
wiasciwosciom enzyméw. Warto zauwazy¢, ze metody klasyczne sa wymagaja oddzielnej
kontroli stereochemii na kazdym etapie. Co wigcej klasyczna metoda wymaga trzech

oddzielnych procesow z maksymalnie 25% wydajnos$cig.

HO—W\
A
Ry O I- EKR R _NC
enzym (@) 3
r Mo p,
41 42
n=0-1 +
R, = Me, Et R, O
R, = Bn, Ph
Ry , OH
Ry O H
43 R, nf:fO R,

44

0]
o " R, O Il- EKR
N°3 O+ | enzym
H Ry , OH
45 43

y

R, O ’ Ry O =
N. ~ N.
Rz/LH)nJ\O/Lﬂ/ Ry + Rz/LH)nJ\O/\n/ Rs
0] (0]
44a 44b
(syn) (anti)

Schemat 23. Chemoenzymatyczna stereodywergentna synteza pochodnych kwasu mlekowego.

W zaproponowanej kaskadzie (Schemat 23) ester winylowy 41 stosowany jest jako
jednoczesny prekursor niskowrzacego aldehydu octowego (42) i kwasu karboksylowego
(43), ktore sa substratami w reakcji  Passerini. Kaskada sktada sig
z trzech nastgpujacych po sobie reakcji. W pierwszym etapie enzym katalizuje rozdziat
kinetyczny racemicznego estru winylowego 41 prowadzac do enancjomerycznie
wzbogaconego kwasu karboksylowego (43) oraz aldehydu octowego (42). Nastepnie,

powstate zwiazki ulegaja chemicznej kondensacji Passeriniego z izocyjankiem obecnym

58

https://rcin.org.pl



w mieszaninie reakcyjnej. Poniewaz w reakcji Passeriniego powstaje nowe centrum
stereogeniczne a jako substrat zastosowano chiralny kwas, w drugim etapie
zaprojektowanej kaskady powstaje diastereocizomeryczna mieszanina
a-acyloksykarboksyamidu 44: (RR), (SS), (SR) i (RS). Na podstawie postawionej hipotezy,
selektywna enzymatyczna hydroliza otrzymanych diastercoizomerow ma istotny wpltyw na
ich czysto$¢ optyczng otrzymanego oa-acyloksykarboksyamidu. W zaleznosci od
zastosowanego enzymu hydroliza a-acyloksykarboksyamidu 44 przebiegata z rozna
selektywnos$cig, wptywajaca na sktad stereoizomeréw 44a oraz 44b. Przeprowadzone
badania s3 doskonalym dowodem na enzymatyczng kontrole diastereoselektywnego
przebiegu reakcji  Passerini, ktora mozna zoptymalizowa¢ dla  kazdego
stereoizomerycznego produktu, co jest przywilejem zaprojektowanej kaskady nad
podejsciem klasycznym.

W celu unikniecia gldwnego ograniczenia, jakim jest zaprojektowanie reakcji
kaskadowej z kompatybilnymi warunkami dla wszystkich etapéw, przeprowadzitam
reakcje pomigdzy réoznymi estrami winylowymi i izocyjankiem p-metoksybenzylowy
w jednym naczyniu reakcyjnym. Jako reagenty modelowe zastosowatam

2-metylohydrocynamonian winylu (41a) i izocyjanek p-metoksybenzylowym w buforze

OMe
(6]
(o]
syn

fosforanowym o pH 7.4. (Schemat 24).

OMe 44a
0
enzym
PBS, 25 °C : H\/©/
41a o

44b
anti

Schemat 24. Enzymatyczna kaskada prowadzaca do diastereoizomerycznych produktow reakcji
Passeriniego.

Badania rozpocz¢tam od reakcji bez dodatku enzymu, w ktorej nie
zaobserwowatam tworzenia si¢ produktu reakcji Passeriniego ani produktu jego
p6zniejszej hydrolizy (L.p. 1, Tabela 4). Nastepnie zbadatam aktywnos$¢ katalityczng kilku
lipaz w proponowanej kaskadzie, miedzy innymi lipazy Candida cylindracea (CCL),

lipazy Pseudomonas fluorescens (PFL) i lipazy trzustki wieprzowej (PPL).
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Tabela 4. Kierowana enzymatycznie kaskadowa reakcja Passeriniego.?

Stereoizomer 44 [%]° 0 o
L.p. Enzym  Konwersja 44 [%]° ee [%]  ee [%0]

RR SS SR Rs 4a  44b
1 - 0 nd 0 0
2d - 43 25 25 25 25 0 0
3 CCL 58 7 3 23 35 67 21
4 PFL 78 27 36 3 34 14 84
5 PPL 20 9 26 53 12 49 63
6°  PPL 30 18 16 48 17 6 48
7 PPL 57 25 3 39 33 77 8
89 PPL 36 14 32 0 54 40 99
el PPL 28 14 27 3 56 31 90
10°  PPL 40 3 50 46 2 89 92

3 Warunki reakcji: 100 mg enzymu w buforze PBS (10 mL, pH 7.4, 0.1 M), ester winylowy 41a (0.5 mmol),
izocyjanek p-metoksybenzylowy (0.5 mmol), 2 dni, 25 °C. ® Konwersja produktu reakcji Passeriniego
obliczona jako (nas+Nss)/Na1ax100%. © Procentowa zawarto$é poszczegdlnych stereoizomeréw reakcji
Passeriniego  okroe$lona przy pomocy HPLC. 9 Reakcja z racemicznym kwasem 2-
metylohydrocynnamonowmy (0.5 mmol) i aldehydem octowym (0.5 mmol). ® Czas reakcji 3 dni. 7 Czas
reakcji 6 dni. 9 Reakcja z 2-krotnym nadmiarem estru winylowego 44a. ™ Reakcja z 3-krotnym nadmiarem
estru winylowego 44a. " Reakcja prowadzona w dichlorometanie z 0.1% zawartoécig wody.

Chemiczna  reakcja  Passeriniego  zachodzgca  pomiedzy  kwasem
2-metylohydrocynamonowym, aldehydem octowego i izocyjanianem p-metoksybenzylu
prowadzi do mieszaniny stereoizomeréow produktu 44 z wydajnoscia 43% (L.p. 2, Tabela
4). W obecnosci enzymu racemiczny ester winylowy 41a ulega rozdziatowi kinetycznemu
z16zng efektywnoscia. Etap kondensacji Passeriniego prowadzi do otrzymania pozadanego
produktu 44 z r6zng zawarto$cig procentowa a-acyloksykarboksyamidow 44a i 44b. Na
podstawie postawionej hipotezy jednoczesny rozdziat kinetyczny enancjomerycznie
wzbogaconego a-acyloksykarboksyamidu 44 ma istotny wptyw na czysto$¢ pozostatych
zwigzkow. W zalezno$ci od uzytego enzymu, proponowana kaskada daje dostep do
wszystkich stereoizomerow diastereoizomerycznego produktu Passeriniego, co jest bardzo
trudne przy zastosowaniu metod klasycznych. Warto zauwazy¢, ze PPL (L.p. 5, Tabela 1)

umozliwia otrzymanie a-acyloksykarboksyamidu 44 zawierajacego wiecej niz 50% (SR)-
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stereoizomeru w mieszaninie produktow. Nieoczekiwanie wydluzenie czasu reakcji
spowodowato zmniejszenie udzialu stereoizomeréw (SS) 1 (SR) oraz zwigkszenie
zawartosci produktow komplementarnych (RR) i (RS). Ponadto w oparciu o strukture
chemiczng pozadanego produktu zbadatam wplyw stosunku molowego reagentoéw na
przebieg reakcji. Zastosowanie dwoch ekwiwalentow estru winylowego 41 umozliwia
otrzymanie stereoizomeru (RS)- z doskonala enancjoselektywnoscia (99% ee) (L.p. 8,
Tabela 4). Warto zauwazy¢, ze przedstawiona kaskada sktada si¢ z trzech reakcji
przebiegajacych z znakomitg wydajnoscig kazdego etapu.

Modelowg reakcj¢ przeprowadzono w buforze fosforanowym (pH 7.4), ale
testowatam takze inne rozpuszczalniki. Reakcja przebiegajaca w dichlorometanie z 0,1%
zawartoscig wody skutkowala powstaniem czystych diastereoizomerycznych produktow
reakcji Passeriniego z 40% wydajnosciag dla niezoptymalizowanych warunkow reakcji
(L.p. 10, Tabela 4). Warto wspomnie¢, ze dwa enancjomerycznie czyste diastereoizomery
mozna tatwo rozdzieli¢ metoda chromatografii kolumnowej, otrzymujac (SS)- i (SR)-
acyloksykarboksyamidy z zadowalajagca wydajnoscig 1 doskonalym nadmiarem
enancjomerycznym (89 i 92% ee). Dla poréwnania, syntezy chemiczne sg trudne
1 prowadzg do nierozdzielnej mieszaniny stereoizomerow z maksymalng wydajnoscig 25%.

Ze wzgledu na duza ztozono$¢ proponowanej metodyki zbadalam aktywno$¢
réznych enzyméw w reakcji kaskadowej z r6znymi estrami winylowymi i izocyjankiem p-
metoksybenzylowym. Otrzymane wyniki wykazaty, ze wydajno$¢ reakcji silnie zalezy od
typu enzymu, ktory reguluje powstawanie odpowiednich diastereo- 1 enancjo-

wzbogaconych a-acyloksykarboksyamidow 45-47 (Rysunek 1).
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Niezoptymalizowane warunki reakcji: enzym (100 mg) w buforze PBS (10 mL, pH 7.4, 0.1 M), ester
winylowy (0.5 mmol), izocyjanek p-metoksybenzylowy (0.5 mmol), 2 dni, 25 °C. Produkty reakcji
wyizolowano i poddano analizie HPLC.

Rysunek 1. Dostep do stereoizomerycznych produktéw reakcji Passeriniego.

Co ciekawe, reakcja estru winylowego kwasu 2-fenylopropionowego
katalizowanego przez lipaz¢ z Pseudomonas fluorescens prowadzi do otrzymania
odpowiedniego a-acyloksykarboksyamidu 46a V4 doskonata diastereo-
1 enancjoselektywnoscia, co jest niesamowicie wymagajace w przypadku stosowania
metod klasycznych. Ponadto uzyskane wyniki s3 zgodne z zasadami procesu
biokatalitycznego, ktére wymagaja odpowiednich warunkéw dla kazdej przemiany.
Rozbieznos¢ proponowanej metodologii opiera si¢ na promiskuitycznej aktywnosci
enzymow, dlatego mozna ja w razie potrzeby zoptymalizowa¢ dla kazdego stereoizomeru.

W  prowadzonych  badaniach  udowodnitam  zastosowanie  wydajnej,
stereorozncujace;j metody syntezy enancjomerycznie czystych
a-acyloksykarboksyamidow. Dostep do poszczegodlnych produktéw stereoizomerycznych

uzyskatam przez potaczenie enzymatycznego rozdziatu kinetycznego racemicznych estrow
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winylowych z reakcja Passeriniego oraz nastgpczym enzymatycznym rozdziatem
Kinetycznym utworzonych a-acyloksykarboksyamidow. Odpowiedni dobdér enzymu
pozwala na wytworzenie pojedynczego stereoizomeru a-acyloksykarboksamidu
z wysoka wydajnoscig i doskonalg stereoselektywnoscia w jednoetapowej procedurze,
podczas gdy metody klasyczne wymagaja skomplikowanej, wicloetapowej syntezy.
Przebieg procesu jest w pelni regulowany przez enzym i moze by¢ optymalizowany dla
kazdego produktu stereoizomerycznego, co jest przywilejem zaprojektowanej reakcji

kaskadowe;j.

5.4.Probniki fluorescencyjne do oznaczania promiskuitycznej
aktywnosci hydrolaz

Nadkwasy stanowig wazng grupg reagentdw wykorzystywanych w chemii
organicznej oraz roznych gateziach przemyshu. Z uwagi na ich wysoka reaktywnos¢ oraz
silne wlasciwosci utleniajace poszukiwane sg bezpieczne metody syntezy tej grupy
zwigzkow. Synteza nadkwaséw metodami klasycznymi wymaga zastosowania
niebezpiecznych odczynnikoéw, dlatego wykorzystanie enzymow stanowi bardziej wydajng
i uzyteczng metod¢ szczegdlnie z punktu widzenia tzw. ,ziclonej chemii”. Ogolnie
w obecno$ci nadtlenku wodoru enzym wykorzystany jest do produkcji nadkwaséow w
reakcji perhydrolizy kwasow karboksylowych lub ich estrow. Ta transformacja chemiczna
oparta jest na promiskuitycznej aktywnosci enzymu.

W toku badan opracowatam prosty test szacujacy ilosciowy udziat
promiskuitycznych wiasciwosci hydrolaz bezposrednio w reakcji perhydrolizy estrow
p-nitrofenolu. Probki przygotowatam w wodnym buforze fosforanowym o pH 7.0 w 37 °C
(warunki optymalne dla wigkszosci hydrolaz). Jako substrat modelowy zastosowatam
octan p-nitrofenolu. Ogoélnie ester jest hydrolizowany przez lipaze zgodnie z klasycznym
mechanizmem do odpowiedniego kwasu karboksylowego oraz alkoholu. Tlos¢
uwolnionego p-nitrofenolu mozna zmierzy¢ w czasie za pomocg spektroskopii UV-Vis.
Przeprowadzitam dwa oddzielne eksperymenty w czasie: reakcje enzymatycznej hydrolizy
estru p-nitrofenolu (49-52) oraz reakcj¢ w tych samych warunkach z dodatkiem nadtlenku
wodoru (Schemat 25). Nadtlenek wodoru moze reagowac jako nukleofil zgodnie
z mechanizmem reakcji katalizowanej przez hydrolazy w reakcji perhydrolizy. Warto
doda¢, iz reakcje poprowadzitam w rozpuszczalniku wodnym, w ktorym stgzenie wody
pozostaje niezmienione. Nadtlenek wodoru jest silniejszym nukleofilem, dlatego

zaobserwowatam konkurencje miedzy reakcja natywna oraz promiskuityczna, w ktorej
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uczestniczy ten sam enzym. W wyniku reakcji promiskuitycznej powstaje nadkwas oraz
czasteczka p-nitrofenolu (48) (Schemat 24).

OH o
I j _OH
O,N R)J\O

(6] R
2 48 enzym Y enzym

+
0 OH
2
X 0, oy
R” “OH 49-52 ON

Reakcja natywna Reakcja promiskuityczna

49: R = CH,

50: R = (CH2)100H3

51: R = CH2-C6H5

52a; R = (S)-CH(CHs)-CgHs
52b: R = (R)-CH(CH,)CeHs

Schemat 25. Enzymatyczna reakcja hydrolizy i perhydrolizy estrow 49-52.

Porownatam szybkos¢ reakcji hydrolizy do szybkosci reakcji po dodaniu nadtlenku
wodoru. Na szybkos¢ enzymatycznej reakcji perhydrolizy sktada si¢ szybko$é¢ reakcji
natywnej (V1) i szybkos$¢ reakcji promiskuitycznej (V2). Poréwnanie dwoch wartosci
szybkosci reakcji dostarcza informacji na temat wptywu nadtlenku wodoru na aktywno$¢
perhydrolityczng badanego enzymu. Jesli warto$¢ (V2) jest wyzsza niz (V1), mozemy
zaobserwowac¢ promocj¢ promiskuitycznej reakcji perhydrolizy. W przypadku nizszego
(V2) niz (V1) mamy do czynienia z hamowaniem aktywnos$ci enzymatycznej przez
czasteczki nadtlenku wodoru. Niezmieniona szybko$¢ reakcji perhydrolizy (V2)
w odniesieniu do reakcji natywnej (Vi) sugeruje, ze dany enzym nie bierze udziatu
w perhydrolizie estrow p-nitrofenolu.

Poczatkowo wyznaczytam szybkosci spontanicznej reakcji hydrolizy oraz
perhydrolizy (Vnog). Otrzymane wyniki wykazaty niewielki wptyw spontanicznych reakcji
hydrolizy i perhydrolizy na catkowity efekt kinetyczny reakcji. W dalszych
eksperymentach, sposrdd czterdziestu testowanych enzymow, wybratam kilka, ktore
wykazywaty aktywno$¢ wobec reakcji perhydrolizy. Zmierzytam i poréwnatam kinetyczne
szybkosci hydrolizy (V1) i perhydrolizy (V2) octanu p-nitrofenolu (49), dodekanianiu
p-nitrofenolu (50) oraz fenylooctanu p-nitrofenolu (51). Wykorzystatam rowniez chiralne
estry (S)- (52a) oraz (R)-2-fenylopropionianu p-nitrofenolu (52b) do o0znaczenia
stereopreferencji enzymow W promiskuitycznej reakcji perhydrolizy. Poprzez poréwnanie

szybkosci reakcji  hydrolizy oraz perhydrolizy dla kazdego enancjomeru
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w oddzielnych eksperymentach oszacowatam enancjoselektywnosci wybranych hydrolaz.
Otrzymane wyniki wskazuja na preferencj¢ promiskuitycznej aktywnosci badanych
enzymow W odniesieniu do perhydrolizy odpowiednich estréw p-nitrofenolu, ale dla
kazdego estru mozna zauwazy¢ rézny wklad promiskuitycznej aktywnosci enzymow
(Wykres 1). Postanowitam wiec znormalizowa¢ wplyw wlasciwosci pojedynczego enzymu
w reakcji perhydrolizy w odniesieniu do wszystkich reakcji przebiegajacych
w mieszaninie reakcyjnej, tj. reakcji spontanicznych oraz enzymatycznej hydrolizy. W tym
celu obliczytam procentowy udzial wtasciwosci promiskuitycznych w danej transformacji

chemicznej z rownania: % promiskuityzmu enzymow = (V2 — V1) / V2 - 100%.
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Wykres 1. Wkiad promiskuityzmu enzymow w reakcji estrow 49-52. Enzym: 1- Novozym 435, 2- lipaza
z Candida cylindracea, 3- lipaza z Candida rugosa, 4- lipaza z Pseudomonas cepacia, 5- lipaza
z Pseudomonas fluorescens, 6- PPL, 7- lipaza z Rhizopus niveus, 8- Acylaza I.

Na wykresie przedstawilam poréwnanie wkiadu promiskuitycznych aktywnosci
enzymow w reakcji perhydrolizy estrow p-nitrofenolu. W reakcji perhydrolizy octanu
p-nitrofenolu (49) dla wszystkich zbadanych hydrolaz zaobserwowatam promowanie
przebiegu reakcji promiskuitycznej w porownaniu do reakcji natywnej hydrolizy, co mozna
ttumaczy¢ niewielkimi rozmiarami molekuly. Najwyzsza aktywno$¢ perhydrolityczng
w badanych warunkach reakcji wykazuje lipaza z Candida rugosa w reakcji z (R)-2-

fenylopropionianem p-nitrofenolu (52b) oraz acylaza | w reakcji perhydrolizy
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fenylooctanu p-nitrofenolu (51). W reakcji fenylooctanu p-nitrofenolu (51) z dodatkiem
nadtlenku wodoru zaobserwowatam silng inhibicj¢ aktywnosci natywnej lipazy z Candida
cylindracea. Zgodnie z przewidywaniem reakcje z dwoma enancjomerycznie czystymi
estrami kwasu 2-fenylopropionowego 52a i 52b wykazaty enancjopreferencj¢ badanych
hydrolaz. Lipaza z Candida cylindracea wykazuje wyzsza preferencje w kierunku
perhydrolizy enancjomeru S-52a, podczas gdy lipaza z Candida rugosa w kierunku
enancjomeru R-52b.

W dalszych badaniach sprawdzitam réwniez wptyw stezenia nadtlenku wodoru na
aktywno$¢ Novozymu 435. Zwigkszanie st¢zenia dodawanego natlenku wodoru
powodowato zwigkszenie szybkosci enzymatycznej perhydrolizy octanu p-nitrofenolu az
do 0.18 mM. Po przekroczeniu tej wartosci zaobserwowatam spadek szybkos$ci reakcji
perhydrolizy oraz wzrost szybko$ci reakcji spontanicznej. Sprawdzitam rowniez wplyw
wysokich stezen nadtlenku wodoru (3 — 232 mM) na przebieg reakcji. Przy wysokich
stezeniach nadtlenku wodoru obserwowatam promowanie reakcji spontanicznej.
Opracowany probnik aktywnosci promiskuitycznej enzymoéw mozna wykorzysta¢ jako
doskonatg metode detekcji nadtlenku wodoru. Zastosowanie enzymu umozliwia wykrycie
nadtlenku wodoru w zakresie stezen 1-7.8 x 10" ppm, natomiast wyzsze stgzenia moga
zostaé oszacowane poprzez wydzielanie p-nitrofenolu w reakcji spontanicznej
perhydrolizy estrow p-nitrofenolu.

Opracowana  metodologia  jest  pierwszym  przykladem  szybkiego
I wszechstronnego probnika ilosciowej promiskuitycznej aktywno$ci hydrolaz, ktory
mozna wykorzysta¢ w detekcji nadtlenku wodoru. Ponadto zaproponowana metodologia

stanowi doskonatly sposob bezpiecznej syntezy nadkwasow w warunkach wodnych.
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6. Podsumowanie badan wlasnych

Fenomen promiskuityzmu enzymow jest podstawa badan niniejszej rozprawy
doktorskiej. Najwazniejsze osiaggni¢cia wynikajace z wykonanych badan sg nastgpujace:

a) opracowanie E-selektywnej metody syntezy a,f-nienasyconych estrow kwasu
cyjanooctowego w enzymatycznej reakcji kaskadowej, zmniejszajacej do zera
lo$¢ produktow ubocznych,

b) stwierdzenie, Ze enzymy  wykazujg  selektywno$¢  substratowsg
w multikomponentowej reackji Ugiego: aktywnos$¢ promiskuityczna dotyczny
tylko izocyjanoestrow posiadajacych do trzech atomow wegla pomiedzy
grupami -COOR i —NC, poniewaz najprawdopodobniej tylko one mieszczg si¢
w centrum aktywnym badanych hydrolaz,

C) zaproponowanie nowej metody syntezy amidow posiadajacych dwa centra
stereogeniczne w kaskadzie reakcji, w ktorej jeden enzym katalizuje dwie
stereoselektywne reakcje nastgpujace po sobie,

d) synteza  enancjomerycznie  wzbogaconych  a-acyloksykarboksamidow
w chemoenzymatycznej kaskadzie EKR, reakcji Passeriniego i kolejnej reakcji
EKR,

e) opracowanie metody pozwalajagcej  oszacowaé  ilosciowy  udziat
promiskuitycznej aktywnosci hydrolaz w reakcji perhydrolizy,

f) opracowanie bezpiecznej metody syntezy nadkwaséw Katalizowanej przez
hydrolazy w srodowisku wodnym,

g) opracowanie  wszechstronnej metody  detekcji  nadtlenku  wodoru
wykorzystujacej promiskuityczne wlasciwosci hydrolaz.

W toku prowadzonych badan udowodnitam, iz lipazy posiadaja nieznane
dotychczas wtasciwosci katalityczne w reakcjach przebiegajacych jednoetapowo oraz
w kaskadzie. W szczegodlnosci przeprowadzone badania umozliwity selektywna synteze
zwigzkow o wysokiej wartosci dodane;j takich jak nadkwasy oraz enancjomerycznie czyste
diastereoizomery  a-acyloksykarboksamidow.  Wykorzystanie  promiskuitycznych
wlasciwosci  hydrolaz umozliwilo opracowanie szeregu procesOw przebiegajacych
z wysoka produktywnoscia, ktéra trudno otrzymaé w przypadku stosowania metod
klasycznej syntezy chemicznej, m.in.:

- wysoka E-selektywnos$¢ determinowana przez hydrolazy w kaskadowej reakcji

Knoevenagla, podczas gdy metody chemiczne prowadza do mieszaniny izomerow E/Z,
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- staba inhibicja substratem i produktem reakcji enzymatycznej,

- tolerancja dla szerokiego zakresu rozpuszczalnikow,

- brak zanieczyszczen od katalizatora (wazne z punktu widzenia przemystu

farmaceutycznego oraz medycyny),

- brak produktow ubocznych, €O znacznie upraszcza opracowanie metody

oczyszczania zwigzkow, szczegolnie istotne w przypadku reakcji multikomponentowych.

Ponadto, zdefiniowalam nowe wtasciwosci wybranych hydrolaz wykazywanych

w badanych reakcjach.

Efekt wspolistnienia

Badana Promiskuityzm | Promiskuityzm | Promiskuityzm o
) ) promiskuitycznych
reakcja katalityczny substratowy srodowiskowy
wlasciwosci
Kaskada
L Wysoka
estryfikacja
] + + + E-selektywnosé
/kondensacja
otrzymanych produktow
Knoevenagla
Sterowanie przebiegiem
Enzymatyczna B ) )
] . + + reakcji pomiedzy reakcja
reakcja Ugiego
U-3CR oraz U-4CR
Dostep do wszystkich
Kaskada EKR P ) Y
] stereoizomerow o-
[reakcja )
o + + + acyloksykarboksamidow
Passeriniego )
z doskonatym nadmiarem
/EKR .
enancjomerycznym
Lagodna i wydajna metoda
Enzymatyczna
+ + syntezy nadkwasow

perhydroliza

w $Srodowisku wodnym

Klasyfikacja nie jest jednoznaczna, poniewaz jak wykazatam, hydrolazy tacza co

najmniej dwa typu promiskuityzmu. Jeden enzym moze stereoselektywnie katalizowaé

reakcje dwoch roéznych substratow. Zauwazytam rowniez, ze zmiana substratu czy

warunkow prowadzenia reakcji wplywa na nowe wilasciwosci badanych enzymow.

Poszczegolne aktywnosci enzymdéw moga wspdtistnie¢ ujawniajac zupelnie nowe

mozliwosci syntetyczne hydrolaz. Badania nad wykorzystaniem nieznanych witasciwosci

katalitycznych wybranych hydrolaz w syntezie organicznej zostaty zakonczone sukcesem,

a realizacja

postawionych

celow

w ktorych mozna stosowa¢ hydrolazy.
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1. Materials and methods.

Unless otherwise noted, all reactions were carried out under a normal atmosphere. All reagents were
purchased from commercial suppliers (Sigma Aldrich) and used without further purification. p-
methoxyisocyanide was prepared following known procedures.! Experiment was monitored by TLC on
silica gel Kieselgel 60 F254 aluminum sheets using UV light and potassium permanganate straining
solutions followed by heating. Purification of reaction products was carried out by column
chromatography using Merck silica gel 60/230-400 mesh and hexane and ethyl acetate at analytical
grade. Diastereoisomerical products were separated by flash chromatography conducted on
CombiFlash® Rf 200 using 4 g silica column and analytical grade hexane: ethyl acetate as eluents. *H-
and BC-NMR spectra were recorded on Varian 200, Varian 500, Bruker 400, and 500 MHz in CDCl;
solution with TMS as an internal standard (O ppm) and are reported in parts per million. All 2D NMR
spectra were recorded at 298K on Bruker 500 MHz with a residual solvent signal as an internal standard.
Peaks are reported as (s = singlet, d = doublet, t = triplet, g = quartet, m = multiplet or unresolved, br =
broad signal, coupling constant(s) in Hz, integration). The HPLC analyses were performed on Chiralcel
OD-H chiral column (4.6 mm x 250 mm, from Daicel Chemical Ind., Ltd) equipped with a pre-column
(D4mmx10 mm, 5um) or Chiralcel OJ-H chiral column (4.6 mm x 250 mm, from Daicel Chemical
Ind., Ltd) equipped with a pre-column (J4mmx10 mm, Spum) using an LC-6A Varian ProStar apparatus
with UV Varian ProStar 330 detector and Chromatopac C-R6A analyzer. Optical rotations were
measured in 10 cm cell of 1 mL capacity using Jasco DIP-360 polarimeter operating at 589 nm. High-
resolution mass spectra (HRMS) were recorded on a Synapt G2:SHD apparatus with a QqTOF analyzer.
High-resolution mass spectra (HRMS) were recorded on a Synapt G2:SHD apparatus with a QqTOF
analyzer. Lipase from Candida cylindracea was purchased from Fluka. Immobilized lipase from
Candida antarctica B (Novozym 435) from Novo Nordisk. The rest of the used enzymes were purchased
at Sigma Aldrich.

2. Synthesis and characterization of racemic vinyl esters 9-12.

To a solution of the corresponding carboxylic acid (3.0 mmol) and vinyl ester (6.0 mmol) in anhydrous
toluene (50 mL) under argon atmosphere was added Grubbs second-generation catalyst (5 mol %). The
reaction mixture was heated in an oil bath at 80°C for 16 h. The reaction mixture was cooled to room
temperature and filtered over a Celite pad. The excess solvent was removed under reduced pressure. The
crude product was purified by column chromatography.?

(rac)- Vinyl 2-methylhydrocinnamate (9)
o The corresponding compound was prepared following the general procedure
using a racemic mixture of 2- methylhydrocinnamic acid and vinyl
w o propanoate. Purification by column chromatography (hexane/ethyl acetate =
8/2) afforded the product as a colorless oil (546 mg, 96 % yield). 'H NMR
(400 MHz, CDCls) 6 7.31-7.16 (m, 5H), 4.86 (dd, J = 14.0, 1.6 Hz, 1H), 4.56
(dd, J=6.3, 1.6 Hz, 1H), 3.08 (dd, J = 13.3, 6.5 Hz, 1H), 2.85—2.75 (m, 1H), 2.71 (m, 1H), 1.20 (d, J

=6.9 Hz, 3H). *C NMR (101 MHz, CDCl3) § 173.1, 141.3, 138.9, 129.0, 128.4, 126.5, 97.7, 41.2, 39.4,
16.4. HR-MS (EI"): m/z calcd for C12H140, [M]* 190.0994, found 190.0992.

(rac)- Vinyl 3-phenylbutyrate (10)
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The corresponding compound was prepared following general procedure

using racemic mixture of 3- phenylbutyric acid and vinyl propanoate.
0~ X\ Purification by column chromatography (hexane/ethyl acetate = 8/2)

afforded the product as a colourless oil (500 mg, 88 % yield). *H NMR (400

MHz, CDCls) & 7.33 — 7.19 (m, 6H), 4.85 (dd, J = 14.0, 1.6 Hz, 1H), 4.55
(dd, J=6.3, 1.6 Hz, 1H), 3.37 — 3.26 (m, 1H), 2.67 (qd, J = 15.5, 7.5 Hz, 2H), 1.34 (d, J = 7.0 Hz, 3H).
13C NMR (101 MHz, CDCls) 6 169.4, 145.3, 141.1, 128.6, 126.7, 97.7, 42.5, 36.2, 21.7. HR-MS (EI*):
m/z calcd for C12H1402 [M]* 190.0994, found 190.0993.

0]

(rac)- Vinyl 2-phenylpropionate (11)

The corresponding compound was prepared following general procedure using

racemic mixture of 2-phenylpropionic acid and vinyl acetate. Purification by
07X column chromatography (hexane/ethyl acetate = 8/2) afforded the product as

a light yellow oil (380 mg, 72 % yield). *H NMR (400 MHz, CDCls) § 7.37 —
7.23 (m, 6H), 4.86 (ddd, J = 14.0, 1.6, 0.5 Hz, 1H), 4.56 (dd, J = 6.3, 1.6 Hz, 1H), 3.79 (9, J = 7.2 Hz,
1H), 1.55 (dd, J = 7.2, 0.6 Hz, 3H). *C NMR (101 MHz, CDCls) & 171.6, 141.4, 139.7, 128.7, 127.4,
97.9, 45.3, 18.4. HR-MS (EI"):m/z calcd for C1:H120, [M]* 176.0837, found 176.0839.

O

(rac)- Vinyl 2-phenylbutyrate (12)

0 The corresponding compound was prepared following general procedure using
P racemic mixture of 2- phenylbutyric acid and vinyl propanoate. Purification by
column chromatography (hexane/ethyl acetate = 8/2) afforded the product as a
colourless oil (400 mg, 70 % vyield). *H NMR (400 MHz, CDCl3) § 7.36 — 7.22
(m, 6H), 4.86 (dd, J = 14.0, 1.6 Hz, 1H), 4.55 (dd, J = 6.3, 1.6 Hz, 1H), 3.52 (t, J
= 7.7 Hz, 1H), 2.20 — 2.07 (m, 1H), 1.90 — 1.78 (m, 1H), 0.92 (t, J = 7.4 Hz, 3H).
13C NMR (101 MHz, CDCl3) § 171.1, 141.4, 138.3, 128.7, 128.0, 127.4,97.9, 53.2, 26.6, 12.1. HR-MS
(El+): m/z calcd for C12H1402 [M]" 190.0994, found 190.0995.

0]

3. Chemical synthesis and characterization of - acyloxycarboxamides 15 — 18

To a mixture of the corresponding carboxylic acid (1.0 mmol) and acetaldehyde (1.0 mmol) in
dichloromethane (1 mL) p-methoxybenzylisocyanide (1.0 mmol) was added. The reaction mixture was
stirred for 16 h at room temperature. After this time the crude mixture was washed with NaHCOs (2 x
10 mL), and the resulting organic layers were dried with MgSQO4. Then the rest of the solvent was
evaporated under reduced pressure and the product was purified by column chromatography (silica gel,
hexane/AcOEt).

(rac)- 1[(4-methoxybenzyl)amino]-1-oxopropan-2-yl 2-methyl-3-phenylpropionate (15)
o. The corresponding compound was prepared following
O H\/©/ h general procedure using racemic mixture of 2-methyl 3-
ojﬁfN phenylpropinoic  acid.  Purification by column
o) chromatography (hexane/ethyl acetate = 7/3) afforded
the product as a colourless oil (170 mg, 48 % yield). H

NMR analysis of the crude mixture showed a dr. 1:1. *H NMR (400 MHz, CDCls) § 7.26 — 7.08 (m,
15H), 6.86 (d, J = 8.5 Hz, 4H), 5.99 (s, 1H), 5.74 (s, 1H), 5.17 (dg, J = 8.6, 6.8 Hz, 2H), 4.37 — 4.27 (m,
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3H), 4.11 (dd, J = 14.7, 5.4 Hz, 1H), 3.79 (s, 6H), 2.98 — 2.69 (m, 6H), 1.42 (d, J = 6.8 Hz, 3H), 1.35 (d,
J =6.8 Hz, 3H), 1.20 (dd, J = 12.5, 6.7 Hz, 6H). *C NMR (101 MHz, CDCl3) § 174.7, 170.1, 159.0,
138.9, 130.0, 129.0 — 128.7 (m), 128.5, 126.6, 114.1. 70.6, 70.4, 55.3, 42.5, 41.6, 41.4, 41.2, 40.1, 39.7,
17.7, 17.3, 17.1. HR-MS (ESI): m/z calcd for C21H2sNO4 [Na]* 378.1681, found 378.1663; HPLC:
Chiralcel OD-H; hexane/isopropanol (95:5), 0.5 mL/min., 20 °C A= 220 nm, retention time of racemic
compound (in min): tr1 = 39.9, tr2 = 44.9, tr3 = 79.5, tra = 100.5.

syn- 1[(4-methoxybenzyl)amino]-1-oxopropan-2-yl 2-methyl-3-phenylpropionate (15a)

0 The diastereomerical mixture of compound 15 separated

O H\/©/ h by flash chromatography (hexane/ethyl acetate), afforded

oJﬁ(N product -syn- 15a as a colourless oil. 'H NMR (500 MHz,

o) CDCls) 6 7.23 — 7.08 (m, 7H), 6.86 (d, J = 8.6 Hz, 2H),

5.73 (s, 1H), 5.18 (g, J = 6.8 Hz, 1H), 4.34 (dd, J = 14.7,

6.4 Hz, 1H), 4.11 (dd, J = 14.7, 5.4 Hz, 1H), 3.80 (s, 3H), 2.91 (dd, J = 13.1, 8.6 Hz, 1H), 2.81 (dt, J =

8.1, 6.8 Hz, 1H), 2.73 (dd, J = 13.1, 6.2 Hz, 1H), 1.43 (d, J = 6.8 Hz, 3H), 1.22 (d, J = 6.8 Hz, 3H). *C

NMR (126 MHz, CDCls) 6 174.7, 170.0, 159.0, 139.0, 130.0, 128.8, 128.5, 126.6, 114.0, 70.4, 55.3,

42.5,41.7,40.1, 17.8, 17.3. HR-MS (ESI): m/z calcd for C21H2sNO,4 [Na]* 378.1681, found 378.1660;

HPLC: Chiralcel OD-H; hexane/isopropanol (95:5), 0.5 mL/min., 20 °C A= 220 nm, retention time of
racemic compound (in min): tr (R,R) = 38.0, tr (S,S) = 79.8.

anti- 1[(4-methoxybenzyl)amino]-1-oxopropan-2-yl 2-methyl-3-phenylpropionate (15b)

o. Thediastereomerical mixture of compound 15 separated
o = H \/©/ > by flash chromatography (hexane/ethyl acetate = X/X),
©/\HJ\O/'\WN afforded product -syn- 15b as a colourless oil. ‘H NMR
o) (500 MHz, CDCls) 8 7.27 — 7.10 (m, 15H), 6.86 (d, J =
8.5 Hz, 4H), 5.99 (s, 2H), 5.16 (g, J = 6.8 Hz, 2H), 4.30
(d, J =5.8 Hz, 4H), 3.80 (s, 6H), 2.94 (dd, J = 13.4, 8.1 Hz, 2H), 2.87 — 2.79 (m, 2H), 2.74 (dd, J =
13.4, 6.7 Hz, 2H), 1.35 (d, J = 6.8 Hz, 6H), 1.19 (d, J = 6.9 Hz, 6H). 3C NMR (126 MHz, CDCl3) §
174.5,170.2, 159.1, 138.9, 129.9, 128.8, 128.5, 126.5, 114.1, 70.5, 55.3, 42.6, 41.2, 39.7, 17.7, 17.1.
HR-MS (ESI): m/z calcd for C21H2sNO4 [Na]* 378.1681, found 378.1663; HPLC: Chiralcel OD-H;

hexane/isopropanol (95:5), 1.0 mL/min., 20 °C A= 220 nm, retention time of racemic compound (in
min): tr (R,S) = 43.3, tr (S, R) = 103.5.

(rac)- 1[(4-methoxybenzyl)amino]-1-oxopropan-2-yl 3-methyl-3-phenylpropionate (16)

N The corresponding compound was prepared following
O H\/©/ general procedure using racemic mixture of 3-

O%(N phenylbutyric ~ acid.  Purification by  column

lo) chromatography (hexane/ethyl acetate = 7/3) afforded

the product as a colourless oil (83 mg, 23 % vyield). H

NMR analysis of the crude mixture showed a d.r. 1:1. *H NMR (400 MHz, CDCls) § 7.27 — 7.09 (m,
16H), 6.86 (d, J = 8.7 Hz, 4H), 5.85 (d, J = 35.1 Hz, 2H), 5.15 (qd, J = 6.8, 2.3 Hz, 2H), 4.31 (dd, J =
14.7,6.3 Hz, 1H), 4.24 (dt, J = 13.1, 6.6 Hz, 2H), 4.15 (dd, J = 14.6, 5.5 Hz, 1H), 3.80 (s, 6H), 3.26 (dt,
J=226,7.7Hz, 2H), 2.74 — 2.62 (m, 4H), 1.40 (d, J = 6.8 Hz, 3H), 1.35 (d, J = 6.8 Hz, 3H), 1.29 (dd,
J=9.4, 7.0 Hz, 7H). °C NMR (101 MHz, CDCls)  174.7, 170.1, 159.1, 130.0, 128.8, 126.7, 114.1,
70.5,55.3,43.0,42.7-42.4,37.0, 36.5, 22.4, 22.2, 17.8. HR-MS (ESI): m/z calcd for C1H2sNO4 [Na]*
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378.1681, found 378.1671; HPLC: Chiralcel OD-H; hexane/isopropanol (95:5), 0.5 mL/min., 20 °C A=
220 nm, retention time of racemic compound (in min): try = 40.5, tr2 = 49.7, tr3 = 82.2, trs = 113.4.

syn- 1[(4-methoxybenzyl)amino]-1-oxopropan-2-yl 3-methyl-3-phenylpropionate (16a)

0 The diastereomerical mixture of compound 15 separated
O H\/©/ h by flash chromatography (hexane/ethyl acetate), afforded

OJ}W/N product -syn- 16a as a colourless oil. *H (500 MHz,

0 CDCl3) 6 7.25-7.11 (m, 9H), 6.87 (d, J = 8.7 Hz, 2H),

5.78 (s, 1H), 5.16 (g, J = 6.8 Hz, 1H), 4.32 (dd, J = 14.7,

6.2 Hz, 1H), 4.15 (dd, J = 14.7, 5.6 Hz, 1H), 3.81 (s, 3H), 3.24 (dd, J = 15.1, 7.3 Hz, 1H), 2.73 — 2.59
(m, 2H), 1.40 (d, J = 6.8 Hz, 3H), 1.30 (d, J = 7.0 Hz, 3H). **C NMR (126 MHz, CDCls) 5 170.9, 170.0,

159.0, 145.0, 130.0, 128.8, 126.7, 114.0, 70.5, 55.3, 43.0, 42.5, 37.0, 30.9, 22.2, 17.8. HR-MS (ESI):
m/z calcd for C21H2sNO4 [Na]* 378.1681, found 378.1680.

anti- 1[(4-methoxybenzyl)amino]-1-oxopropan-2-yl 3-methyl-3-phenylpropionate (16b)

o The diastereomerical mixture of compound 15 separated
o = 4 \/©/ h by flash chromatography (hexane/ethyl acetate = X/X),

O/IﬁfN afforded product -anti- 16b as a colourless oil. *H NMR

0 (500 MHz, CDCls) § 7.20 — 7.02 (m, 8H), 6.83 — 6.76 (m,

2H), 5.81 (s, 1H), 5.08 (dt, J = 9.6, 5.5 Hz, 1H), 4.27 —

4.05 (m, 2H), 3.73 (s, 3H), 3.18 (dt, J = 11.7, 7.2 Hz, 1H), 2.67 — 2.54 (m, 2H), 1.28 (d, J = 6.8 Hz, 3H),
1.21 (d, J = 7.0 Hz, 3H). 3C NMR (126 MHz, CDCls) 4 170.62 (s), 170.1, 159.0, 145.1, 130.0, 128.7,

126.7,114.0, 70.6, 55.3,42.5, 36.5, 22.4, 17.8. HR-MS (ESI): m/z calcd for C21H2sNO4 [Na]* 378.1681,
found 378.1671.

(rac)-1[(4-methoxybenzyl)amino]-1-oxopropan-2-yl 2-methyl phenylpropionate (17)

o The corresponding compound was prepared following

©\HC‘)\ H\/©/ ™ general procedure using racemic mixture of 2-

OJ\WN phenylpropionic ~ acid.  Purification by  column

o chromatography (hexane/ethyl acetate = 7/3) afforded the

product as a colourless oil (167 mg, 49 % yield). *H NMR

analysis of the crude mixture showed a d.r. 1:1. *H NMR (400 MHz, CDCls) & 7.34 — 7.05 (m, 29H),

6.95 (d, J = 8.7 Hz, 4H), 6.84 (dd, J = 14.5, 8.7 Hz, 9H), 5.96 (s, 2H), 5.55 (s, 2H), 5.28 (g, J = 6.9 Hz,

2H), 5.21 (q, J = 6.8 Hz, 2H), 4.26 (d, J = 5.7 Hz, 4H), 4.12 (ddd, J = 14.3, 6.6, 2.3 Hz, 3H), 4.01 (dd, J

=145, 5.6 Hz, 2H), 3.80 (d, J = 7.9 Hz, 12H), 3.79 — 3.66 (m, 6H), 1.54 — 1.44 (m, 19H), 1.39 (d, J =

6.8 Hz, 6H). *C NMR (101 MHz, CDCls) 6 172.8, 172.5, 170.1, 159.0, 140.1, 139.5, 129.8, 128.9,

127.4,114.0,70.7,70.3,55.3, 45.7, 45.4, 42.6, 42.4, 17.7. HR-MS (ESI): m/z calcd for C2H230, [Na]*

364.1525, found 364.1531; HPL.C: Chiralcel OD-H; hexane/isopropanol (95:5), 1.0 mL/min., 20 °C A=
254 nm, retention time of racemic compound (in min): tr1 = 21.2, tro = 26.9, trs = 30.0, tra = 39.4.

(syn)-1[(4-methoxybenzyl)amino]-1-oxopropan-2-yl 2-methyl phenylpropionate (17a)
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o The diastereomerical mixture of compound 17 separated

©\HC‘)\ H \/©/ ™ py flash chromatography (hexane/ethyl acetate), afforded
OJ\H/N product -syn- 17a as a colourless oil. *H NMR (400 MHz,

o CDCl3) 8 7.36 —7.02 (m, 7H), 6.95 (d, J = 8.7 Hz, 2H), 6.82

(d, J =8.7 Hz, 2H), 5.55 (s, 1H), 5.27 (g, J = 6.9 Hz, 1H),

4.07 (dd, J = 29.2, 5.8 Hz, 2H), 3.81 (s, 3H), 3.79 — 3.68 (m, 2H), 1.47 (dd, J = 14.6, 7.0 Hz, 6H). 1*C
NMR (126 MHz, CDCls) 6 172.8, 172.5, 170.1, 159.0, 140.1, 139.5, 129.8, 128.9, 127.4, 114.0, 70.7,

70.3, 55.3, 45.7, 45.4, 42.6, 42.4, 17.7. HR-MS (ESI): m/z calcd for C2H2302 [Na]* 364.1524, found
364.1528.

(anti)-1[(4-methoxybenzyl)amino]-1-oxopropan-2-yl 2-methyl phenylpropionate (17b)

o The diastereomerical mixture of compound 17 separated by

T \/©/ ™ flash chromatography (hexane/ethyl acetate), afforded

O/'\H/N product -anti- 17a as a colourless oil. 'H NMR (400 MHz,

o) CDCls) 6 7.24 (d, J = 4.5 Hz, 5SH), 7.09 (d, J = 8.7 Hz, 2H),

6.85 (d, J = 8.7 Hz, 2H), 6.03 (s, 1H), 5.21 (q, J = 6.8 Hz,

1H), 4.25 (d, J = 5.8 Hz, 2H), 3.80 (s, 3H), 3.79 — 3.73 (m, 2H), 1.52 (d, J = 7.2 Hz, 3H), 1.39 (d, J =
6.8 Hz, 3H)."*C NMR(126 MHz, CDCl3) § 172.8,170.1, 159.1, 139.5, 129.8, 129.0, 128.8, 127.4, 127.3,

114.1, 70.68, 55.3, 45.7, 42.6, 17.8, 17.6. HR-MS (ESI): m/z calcd for C20H2302 [Na]* 364.1525, found
364.1530.

(rac)-1[(4-methoxybenzyl)amino]-1-oxopropan-2-yl 2-ethyl phenylpropionate (18)

The corresponding compound was prepared following general procedure using racemic mixture of 2-
o O._ phenylbutyric acid. Purification by column
©\<‘\ )ﬁ(“\/@ chromatography (hexane/ethyl acetate = 7/3) afforded the
O product as a colourless oil (150 mg, 42 % yield). *H NMR
0 (400 MHz, CDCl3) 6 7.32 — 7.16 (m, 10H), 7.08 (d, J = 8.7
Hz, 2H), 6.95 (d, J = 8.7 Hz, 2H), 6.83 (dd, J = 14.4, 8.7 Hz, 4H), 5.98 (s, 1H), 5.58 (s, 1H), 5.31 — 5.19
(m, 2H), 4.25 (dd, J =5.7, 2.2 Hz, 2H), 4.14 (dd, J = 14.6, 6.1 Hz, 1H), 4.00 (dd, J = 14.6, 5.6 Hz, 1H),
3.81 (s, 5H), 3.47 (dt, J = 18.0, 7.7 Hz, 2H), 2.11 (ddd, J = 13.8, 7.0, 2.4 Hz, 2H), 1.91 — 1.73 (m, 2H),
1.46 (d, J = 6.9 Hz, 3H), 1.40 (d, J = 6.9 Hz, 3H), 0.88 (dd, J = 15.8, 7.5 Hz, 6H). **C NMR (101 MHz,
CDCls) 6 173.2, 127.1, 170.1, 159.0, 138.6, 138.5, 130.0, 129.0, 128.8, 128.6, 128.0, 127.7, 127.5,
113.9, 70.2, 55.3, 53.1, 52.7, 436.0, 42.4, 26.5, 25.5, 17.9, 12.0, 11.9. HR-MS (ESI): m/z calcd for
Cx1H2sNO4 [Na]* 378.1681, found 378.1683; HPLC: Chiralcel OD-H; hexane/isopropanol (95:5), 0.5
mL/min., 20 °C A= 220 nm, retention time of racemic compound (in min): try = 40.5, tro = 49.7, trz =
82.2, tra=113.4.

(syn)-1[(4-methoxybenzyl)amino]-1-oxopropan-2-yl 2-ethyl phenylpropionate (18a)
o. The diastereomerical mixture of compound 18 separated by
O H\/©/ > flash chromatography (hexane/ethyl acetate), afforded
oJﬁ(N product -syn- 18a as a colourless oil. *H NMR (500 MHz,
o) CDCls) 6 7.28 —6.99 (m, 10H), 6.88 (d, J = 8.6 Hz, 2H), 6.78
—6.71 (m, 2H), 5.49 (s, 1H), 5.22 (q, J = 6.9 Hz, 1H), 4.07

(dd, J = 14.6, 6.1 Hz, 1H), 3.93 (dd, J = 14.5, 5.7 Hz, 1H), 3.75 (s, 3H), 3.38 (t, J = 7.7 Hz, 1H), 2.11 —
2.00 (M, 2H), 1.73 (dt, J = 13.9, 7.3 Hz, 2H), 1.39 (d, J = 6.9 Hz, 3H), 0.80 (t, J = 7.4 Hz, 3H). “C NMR
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(126 MHz, CDCls) 6 172.1, 170.1, 159.0, 138.6, 129.8, 128.8, 128.0, 127.6, 127.5, 127.4, 114.0, 70.1,
55.3, 53.2, 42.4, 25.5, 17.9, 11.9. HR-MS (ESI): m/z calcd for C21H2sNO4 [Na]* 378.1681, found
378.1682.

(anti)-1[(4-methoxybenzyl)amino]-1-oxopropan-2-yl 2-ethyl phenylpropionate (18b)

o. The diastereomerical mixture of compound 18 separated by
Q= H\/©/ > flash chromatography (hexane/ethyl acetate), afforded

O/\[(N product -anti- 18b as a colourless oil. *H NMR (500 MHz,

o) CDCl3) 6 7.26 — 7.11 (m, 6H), 7.02 (d, J = 8.7 Hz, 2H), 6.79

(d, J = 8.7 Hz, 2H), 5.90 (s, 1H), 5.16 (g, J = 6.8 Hz, 1H),

4.23 — 4.13 (m, 2H), 3.74 (s, 3H), 3.43 (t, J = 7.8 Hz, 1H), 2.08 — 1.98 (m, 1H), 1.83 — 1.72 (m, 1H),
1.33 (d, J = 6.9 Hz, 3H), 0.82 (t, J = 7.4 Hz, 3H). *C NMR (126 MHz, CDCls) § 172.2, 170.1, 159.1,

138.1, 129.8, 129.1, 128.7, 128.0, 127.7, 127.5, 114.1, 70.5, 55.3, 53.6, 42.6, 25.9, 17.6, 12.1. HR-MS
(ESI): m/z calcd for C21H2sNO4 [Na]* 378.1681, found 378.1683.

4. General screening procedure

Enzyme screening in phosphate buffer: a corresponding vinyl ester (respectively: 0.5 equiv. = 0.25
mmol, 1.0 equiv. = 0.5 mmol, 2 equiv. = 1.0 mmol or 3 equiv. = 1.5 mmol) was added to the suspension
of an enzyme (100 mg) in 10 mL of phosphate buffer (0.1 M, pH 7.4), followed by addition of p-
methoxybenzylisocyanide (1 equiv., 0.5 mmol). The mixture was stirred for 2, 3, or 6 days at room
temperature. The crude mixture was extracted with ethyl acetate, the organic layer was separated and
dried with MgSO.. Then the solvent was evaporated in vacuo. The product was purified by column
chromatography (silica gel, hexane: ethyl acetate) and analyzed by HPLC.

Screening Procedure in Organic Solvents: a vinyl ester (0.5 mmol) was added to the suspension of a
PPL (100 mg) in 10 mL of organic solvent, followed by the addition of p-methoxybenzylisocyanide (0.5
mmol). The mixture was stirred for 4 days at room temperature. The enzyme was then filtered off on
the funnel filled with Celite and MgSO.. Then the solvent was evaporated in a vacuum. The product
was purified by column chromatography (silica gel, hexane: ethyl acetate) and analyzed by HPLC.

Screening Procedure according to previously assigned condition®: a vinyl ester (2 equiv., 1.0 mmol)
was added to the suspension of PPL (100 mg) in 10 mL of dichloromethane and water (0.1 % v/v). The
reaction was stirred for 2 days at room temperature. After this time, the enzyme and water were filtered
off with a funnel with Celite and MgSO.. Then the solvent was evaporated in a vacuum. The product
was purified by column chromatography (silica gel, hexane: ethyl acetate) and analyzed by HPLC.

5. Chemical correlation and absolute configuration assignment of product 15.

Determination of absolute configuration of compound 15: the direct determination of the
configuration of 15 was not possible using HPLC methods. Thus, we performed the enzymatic kinetic
resolution of ethyl 2-methylhydrocinnamate 20. The retention time of 2-methylhydrocinnamic acid was
correlated with the literature data.* HPLC: Chiralcel OJ-H; hexane/isopropanol (97:3), 1.0 mL/min., 25
°C A= 210 nm, retention time of racemic acid (in min): tr R= 11.1, tr S= 13.1. The configuration was
assigned according to the literature data. The obtained enantiomerically pure (S)-2-
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methylhydrocinnamic acid was applied to the chemical Passerini reaction. On the other side, the
enantiomerically pure (S)-lactic acid was correlated with the corresponding a-hydroxy carboxamide 19.

The configuration of corresponding stereoisomeric products was confirmed with COSY and NOESY
NMR experiments.

General procedure for the synthesis of racemic ethyl 2-methyl- 3-phenylpropionate (20): the
mixture of racemic 2-methylhydrocinnamic acid (1 eq., 3.0 mmol) in 10 mL of ethanol, 0.5 mL of H,SO4
was added dropwise. The reaction was reflux for 16 h. After that time the solvent was evaporated and a
crude mixture w washed dissolved in dichloromethane and washed with saturated NaHCOs3.(2x10 mL).
The organic layers were dried with MgSQOa. The solvent was evaporated and the product was purified
by column chromatography (hexane/ethyl acetate = 8/2) affording light yellow liquid with 85 % yield
(490 mg, 2.55 mmol). *H NMR (200 MHz, CDCls) 6 7.41 —7.09 (m, 5H), 4.11 (g, J = 7.1 Hz, 2H), 3.03
(dt, J = 10.8, 5.4 Hz, 1H), 2.70 (ddd, J = 13.0, 12.5, 7.3 Hz, 2H), 1.31 — 1.08 (m, 6H). *C NMR (50
MHz, CDCI3) § 176.3, 139.7, 77.9, 77.3, 76.7, 60.5, 41.7, 40.0, 17.0, 14.4. (Known compound) °

Enzymatic kinetic resolution of compound 20: An ester (1 equiv., 1,33 mmol) was added to the
suspension of Pseudomonas fluorescens lipase (50 mg) in 20 mL of the phosphate buffer pH 7.5. The
reaction was stirred at room temperature for 20 h. The enzyme was then filtered off and washed with
ethyl acetate (2x10 mL). Then the resulting aqueous layer was acidified with HCI and washed with ethyl
acetate (2x10 mL). The organic layers were dried with MgSO.and the product was analyzed with HPLC
(hexane/i-propanol, 97/3). The 'H NMR data were in accordance with racemate. HPLC: Chiralcel OJ-
H; hexane/isopropanol (97:30), 1.0 mL/min., 25 °C A= 210 nm, retention time compound (in min): tz
S=13.1; [a]o =-42.5 (c = 1.0, CHCI3).

¥
g oras

400

300 \ | \

uuuuuuu

Bet. Time Widech

Peak Peak Pesult Time Offset Area Bep. 1/ Btatus
Ho. Hame 0 (min) {min) {coumts) Code i(sec) Codes
1 49 EE13 11.1326 0. 000 Q7087702 EV 28.9
z E0_4487 13.088 o.o0o S88ELE704 VB 43.2
Totals: 1000000 0.000 1958833438
Total Tnidentified Counts - 1355833504 counts

Figure S1 Resolution of racemic 2-methylhydrocinnamic acid.

Analytical Method: 1.5 mL samples dissolved in 2-propanol were analyzed by HPLC, using a Varian
ProStar instrument coupled to a UV-Vis detector. Chiralcel OJ-H; hexane/isopropanol (97:3), flow, 1.0
mL/min, 25 °C A= 210 nm, retention time of racemic acid (in min): tg R=11.1, tg S= 13.1.
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Figure S2-Resolution of (S)-2-methyl-3-phenylpropionic acid isolated after the enzymatic kinetic
resolution catalyzed by Pseudomonas fluorescens lipase.

The Passerini reaction with the (S)-2-methyl-3-phenylpropionic acid: to a mixture of (S)-2-methyl-
3-phenylpropionic acid (1 equiv., 0.06 mmol) and acetaldehyde (1 equiv., 0.06 mmol) in 0.5 mL of
DCM, p-methoxybenzylisocyanide (1 equiv., 0.06) was added. The reaction was stirred overnight at
room temperature. The formation of a-acyloxycarboxamide was monitored by TLC chromatography
(hexane/ethyl acetate = 7/3). Then the crude mixture was analysed with HPLC (HPLC: Chiralcel OD-

H; hexane/isopropanol (95:5), 0.5 mL/min., 20 °C A= 220 nm, retention time of racemic compound 15
(in min): tr1 = 45.1; try = 82.7.
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Figure S3-Resolution of racemic diastereoisomer 15a.
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Figure S4 Resolution of racemic diastereoisomer 15b.

i ¥ @

Ret Time Width
Peak Peak Result Time Offset Area Sep. LJE Status
Ho. HName 0 {min fmin) foounts) Code (sec) Codes
1 L0357 45187 0o.oo0 EZO0381 EE 1Z3.0
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Totals: 10d_000d 0.000 4318060
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Figure S5 Resolution of racemic diastereoisomer 15 obtained from enantiomerically pure 2-(S)-
methyl-3-phenylpropionic acid.

Analytical Method: 1.5 mL samples dissolved in 2-propanol were analyzed by HPLC, using a Varian
ProStar instrument coupled to a UV-Vis detector. Chiralcel OD-H; hexane/isopropanol (95:5), 0.5
mL/min., 20 °C A= 220 nm, retention time of racemic compound 15 (in min): tri= 38.0, tro= 43.3, trs=
79.8, tre= 103.5.

6. Chemical correlation and absolute configuration assignment of product 19.
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General procedure for synthesis of enantiopure 2(S)-hydroxy-N-(4-methoxybenzyl)propanamide
(19): to the mixture of S-lactic acid (1 equiv., 1.11 mmol) and p-methoxybenzylamine (1.30 equiv., 1.44
mmol) in an anhydrous dichloromethane (20 mL), 1-hydroxybenzotriazole (HOBt) (1.30 equiv., 1.44
mmol) and N-(3-dimethylaminopropyl)-N-ethylcarbodiimide (EDC) (1.30 equiv., 1.44 mmol) were
added. The mixture was stirred overnight at room temperature. Then reaction was filtered with funnel,
washed with 1 M HCI (10 mL), saturated NaHCO3 (10 mL) and dried with MgSQOa. The solvent was
evaporated and product was purified by column chromatography affording white solid with 67 % yield
(160 mg, 0.76 mmol). m.p. 75 °C. *H NMR (400 MHz, CDCI3) 4 7.18 (d, J = 8.8 Hz, 2H), 6.85 (d, ] =
8.7 Hz, 3H), 4.36 (d, J = 5.8 Hz, 2H), 4.24 (q, J = 6.8 Hz, 1H), 3.78 (s, 3H), 3.12 (s, 1H), 3.06 (s, 1H),
1.43 (d, J = 6.8 Hz, 3H). *C NMR (101 MHz, CDCI3) & 174.3, 159.1, 130.0, 129.1, 114.3, 68.4, 55.3,
42.7,21.3. The *H NMR data were in accordance with racemate. HR-MS (EI+): [M +] m/z calcd for
C11H1sNOg3: 209.1052, found: 209.1056; HPLC: Chiralcel OD-H; hexane/isopropanol (80:20), 1.0
mL/min., 20 °C A= 220 nm, retention time of racemic compound (in min): tr S= 16.4; [a]o = -47.5 (c =

1.0, CHCL).

Midch
Area Bep. 1/2 Status
{counts)  Code (sec) Codes

Det. Time

Peak Peak Eesult Time Offset
No. Hame 0 {ming {min}

L2.1633 10.483 0.000 120512400 BE 45.3
z 47 8367 13 E7Z2 0o.000 174710624 EE ELt2.3

Totals: l00.0000 0.000 2eLzEZ30z4

Figure S6' Resolution of racemic compound 19.
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0.000 388E34176&
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Figure S7 Resolution of compound 19 obtained from (S)-lactic acid.

Analytical Method: 1.5 mL samples dissolved in 2-propanol were analyzed by HPLC, using a Varian
ProStar instrument coupled to a UV-Vis detector. Chiralcel OD-H; hexane/isopropanol (80:20), 1.0
mL/min., 20 °C A= 220 nm, retention time of racemic compound 19 (in min): tr=10.5; tr = 13.3.

7. Scheme S1: detailed scheme of the chemoenzymatic diastereo- and
enantiodivergent cascade reaction.

R, O
RZ)\HJ};O/\
9-12

9: n=0; R1=Me; Ry=Bn
10: n=1; R4=Me; R,=Ph
11: n=0; R4=Me; R,=Ph
12: n=0; R4=Et; R,=Ph

)
HO .R
j)kN s
F
19

up to 99 % ee

Ry O H R, O : H
N. - N
szojﬁf Ry + szo/\r Rs
0] O

15: n=0; R1=Me; R,=Bn
16: n=1; R4=Me; R,=Ph
17: n=0; R4=Me; R,=Ph
18: n=0; R4=Et; R,=Ph
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enzyme (0] 3
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+
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Ry O H
N.
14 R, nréoj\ﬂ/ Rs
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15a - 18a
(syn)
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upto1:1dr (anti)

up to 99 % ee

Scheme S1. Chemoenzymatic diastereo- and enantiodivergent preparation of lactate derivatives via
cascade |- EKR / Passerini / 11- EKR reaction.

S13

https://rcin.org.pl



8. Table of enzymatic screening for product 15-18.

Table S1. The evaluation of reaction conditions for the compound 15.

OMe
R A T
o N
OMe o
enzyme 15
CrTe _omeme__ \
solvent, RT V@/OMe

15 Stereoisomer [%]°

Enzyme Conv. [%]" 19 Yield [%]¢ 19 ee [%]
RR SS SR RS
12 none 0 nd 0 nd
24 BSA 0 nd 0 nd
3 CCL 58 7 3 23 35 85 8
42 PFL 78 27 36 3 34 76 14
52 N435 46 20 28 27 25 70 86
62 MML 63 26 31 19 24 69 33
78 PCL 34 20 32 7 41 89 9
82 CLL 30 18 35 30 17 45 >99
92 WGL 0 nd 0 nd
102 RAL 52 24 27 23 26 53 40
112 CRL 43 24 25 25 26 63 14
122 LIP 44 16 34 17 33 60 8
132 MJL 53 25 33 12 30 80 15
142 RNL 40 24 25 26 25 75 rac
152 PPL 20 9 26 53 12 70 20
16¢ PPL 30 18 16 48 17 74 25
17 PPL 57 25 3 39 33 85 6
189 PPL 36 14 32 0 54 87 38
19" PPL 26 14 27 3 56 82 35
20! PPL 18 26 25 24 25 75 rac
219 PPL 40 3 50 46 2 52 92

& Reaction conditions: to the mixture of enzyme (100 mg) in phosphate buffer (10 mL, pH 7.4, 0.1 M) vinyl ester 9 (1
equiv., 0.5 mmol) and p-methoxybenzylyisocyanide (1 equiv., 0.5 mmol) were added. The mixture was stirred at room
temperature for 2 days. After this time the products 15 and 19 were isolated by column chromatography and analyzed by

HPLC. P refers to the Passerini product 15 calculated as: TisTTho . 100 %. © The percentage contribution of particular

19

stereoisomers of the Passerini product 15 determined by HPLC. 9 The isolated yields of product 19 calculated as: n"ﬁ
19 15

100 %. ¢ Reaction stirred for 3 days. f Reaction stirred for 6 days. 9 Reaction conditions: 9 (2 equiv., 1.0 mmol), p-
methoxybenzylyisocyanide (1 equiv., 0.5 mmol), 100 mg of PPL stirred for 2 days at room temperature. " Reaction
conditions: 9 (3 equiv., 1.5 mmol), p-methoxybenzylyisocyanide (1 equiv., 0.5 mmol), 100 mg of PPL stirred for 2 days
at room temperature. ' Reaction conditions: 9 (0.5 equiv., 0.25 mmol), p-methoxybenzylyisocyanide (1 equiv., 0.5 mmol),
100 mg of PPL stirred for 2 days at room temperature. I Reaction conducted in dichloromethane with 0.1 % water content
(v/v) according to Zadto-Dobrolowska et al.
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Table S2. The evaluation of reaction conditions for the compound 16.

OMe

0 H

o N
o OMe o
enzyme 16
o - - N

pH 7.4, RT OMe
T
HO
o

19

NC

Conv. 16 Stereoisomer [%]°

Enzyme 19 Yield [%]¢ 19 ee [%]
[%]° " 16a 16b

1a none 0 nd nd nd
2@ BSA 0 nd nd nd
3@ C. cylindracea L. 62 21 214128 30 65 45
42  AK Ps fluorescens L. 27 17 12 { 16 54 84 20
52 Novozym 435 20 38 3712 13 75 32
62 Mucor meihei L. 62 20 25 37 18 63 30
72 PS cepacia L. 45 20 30 24 26 40 rac
82 C. lypoliptica L. 34 20 33 {33 14 30 76
9@ Wheat germ L. 0 nd 0 nd
102 Rhizopus arrhizus L. 50 27 23126 24 48 20
112 C. rugosa L. 44 16 17 { 33 34 60 5

122 Lipozyme 19 23 25125 27 47 99
132  Mucor javanicus L. 20 rac 15 rac
142  Rhizopus niveus L. 0 nd nd 0

152 PPL 41 35 28 0 37 77 16

@ Reaction conditions: to the mixture of enzyme (100 mg) in'phosphate buffer (10 mL, pH 7.4, 0.1 M) vinyl ester 10 (1
equiv., 0.5 mmol) and p-methoxybenzylyisocyanide (1 equiv., 0.5 mmol) were added. The mixture was stirred at room
temperature for 2 days. After this time the products 16 and 19 were isolated by column chromatography and analyzed by

HPLC. ° refers to the Passerini product 16 calculated as: Tt ™o . 100 %. © The percentage contribution of particular

Nio0

stereoisomers of the Passerini product 16 determined by HPLC. 9 The isolated yields of product 19 calculated as: n"ﬁ
19 16
100 %.

Table S3. The evaluation of reaction conditions for the racemic compound 17.

OMe
Q H
o N
o OMe o
enzyme 17
oy + A
pH 7.4, RT * OMe
H
oy
[¢]
19

Conv. 17 Stereoisomer [%]°¢

Enzyme 19 Yield [%]¢ 19 ee [%]
[%]° 17a 17b

12 none nd nd nd nd
2@ BSA nd nd nd nd
3@ C. cylindracea L. 50 nd 99 rac
42  AK Ps fluorescens L. 28 0 >99 0 0 71 70
5a Novozym 435 20 7 33 0 60 47 99
62 Mucor meihei L. 15 rac 5 25
78 PS cepacia L. 37 6 44 46 4 76 6

82 C. lypoliptica L. 1 nd 50 72
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9a
102
112
122
132
142
152

@ Reaction conditions: to the mixture of enzyme (100 mg) in phosphate buffer (10 mL, pH 7.4, 0.1 M) vinyl ester 11 (1
equiv., 0.5 mmol) and p-methoxybenzylyisocyanide (1 equiv., 0.5 mmol) were added. The mixture was stirred at room
temperature for 2 days. After this time the products 17 and 19 were isolated by column chromatography and analyzed by

HPLC. P refers to the Passerini product 17 calculated as:

stereoisomers of the Passerini product 17 determined by HPLC. @ The isolated yields of product 19 calculated as: —=2—

100 %.

Table S4. The evaluation of reaction conditions for the racemic compound 18.

o
OT)LH/\@
[¢]
18 OMe

R
OMe
1 T
HO
o 19

Wheat germ L.
Rhizopus arrhizus L.
C. rugosa L.
Lipozyme
Mucor javanicus L.
Rhizopus niveus L.
PPL

5
50
20
40
15

4
35

nd
9 36 25 30
nd
rac
nd
nd
15 25 23 27

N7+ Mo

Ny

enzyme
B —

pH 7.4, RT

1
25
20
50
80
50
30

nd
64
rac
80
8
88
5

-100 %. © The percentage contribution of particular

Conv. 18 Stereoisomer [%]° .
Enzyme 19 Yield [%]? 19 ee [%]

[%1° "1ga 18b
12 none nd nd nd nd
2@ BSA nd nd nd nd
3@ C. cylindracea L. 38 20 26 30 24 50 rac
42  AKPs. fluorescens L. 15 nd 78 10
5a Novozym 435 20 15 19 35 31 56 20
62 Mucor meihei L. 5 rac nd nd
72 PS cepacia L. nd nd nd nd
82 C. lypoliptica L. nd nd nd nd
92 Wheat germ L. nd nd nd nd
102  Rhizopus arrhizus L. nd nd nd nd
112 C. rugosa L. 15 rac 79 18
122 Lipozyme 20 35 38 13 14 80 rac
132  Mucor javanicus L. 10 nd 60 15
142 Rhizopus niveus L. nd nd nd nd
152 PPL nd nd nd nd

2 Reaction conditions: to the mixture of enzyme (100 mg) in phosphate buffer (10 mL, pH 7.4, 0.1 M) vinyl ester 12 (1
equiv., 0.5 mmol) and p-methoxybenzylyisocyanide (1 equiv., 0.5 mmol) were added. The mixture was stirred at room
temperature for 2 days. After this time the products 18 and 19 were isolated by column chromatography and analyzed by

HPLC. ° refers to the Passerini product 18 calculated as:
stereoisomers of the Passerini product 12 determined by HPLC. ¢ The isolated yields of product 19 calculated as: ——2—
1

100 %.

Niot Mg

9. Table of solvent screening for product 15.

- 100 %. © The percentage contribution of particular

Table S5. The influence of the solvent on the enzyme-promoted cascade reaction.
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NC I«
9 HO

Conv. 15 Stereoisomer [%]°

Enzyme 19 Yield [%]¢ 19 ee [%]
[%]° "RRSS” SR RS
1 none 44 24 26 25 25 7 13
2 PBS 20 9 26 12 53 70 20
3 toluene 35 26 14 25 35 24 14
4 CHCl2 10 10 38 12 40 45 85
52 CH:Cl 18 2 46 1 51 52 95
6 hexane 10 34 14 34 18 15 25
7 TBME 5 rac nd nd
8  acetonitrile 0 nd nd nd
9 1,4-dioksan 0 nd nd nd

Reaction conditions: to the mixture of the enzyme (100 mg) in 10 mL of solvent, vinyl ester 10 (1 equiv., 0.5 mmol)
and p-methoxybenzylyisocyanide (1 equiv., 0.5 mmol) were added. The mixture was stirred at room temperature for 2
days. After this time the products 15 and 19 were isolated by column chromatography and analyzed by HPLC. 2 with 0.1

% water content (v/v), stirred for 96h; © refers to the Passerini product 15 calculated as: MstTho . 100 %. ¢ The percentage

9
contribution of particular stereoisomers of the Passerini product 15 determined by HPLC. 9 The isolated yields of product
19 calculated as: —1%— - 100 %.

N9+ Nys
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10. Analytical data of racemic vinyl esters 9 - 12:
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Figure S8. *H-NMR (400 MHz, CDClIs) and *C-NMR (101 MHz, CDCls) spectra of compound 9.
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Figure S10. 'H-NMR (400 MHz, CDCls) and *C-NMR (101 MHz, CDCls) spectra of compound 11.
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Figure S11-H-NMR (400 MHz, CDCls) and *C-NMR (101 MHz, CDCls) spectra of compound 12.
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11. Analytical data of a-acyloxycarboxamides 15 - 18:
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Figure S12.-'H-NMR (400 MHz, CDClI3) and **C-NMR (101 MHz, CDCls) spectra of compound 15.
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Figure S13-H-NMR (500 MHz, CDCls) and *C-NMR (126 MHz, CDCls) spectra of compound 15a.
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Figure S14-'H-NMR (500 MHz, CDCls) and *C-NMR (126 MHz, CDCls) spectra of compound 15b.
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Elements Used:

C: 0-60 H: 0-120 M: 0-4 O: 0-4 Na: 0-1

Mass Calc.Mass | mDa | PPM | DBE | Formula | i-FT | i-FIT Norm | Fitconf% | ¢ | H | N | 0| Na|
378.1663 378.1681 -18 48 95 C21 H25 N 04 Na 7754  n/a n/a il 25 1 4 1

Figure S15 HR-MS spectra of compound 15.
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Figure S16. HPLC data of product 15 after the enzymatic cascade reaction catalyzed by Candida

cylindracea lipase.
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25 o s B0
Wetns
Ret. Time Width
Peak Peak Result Time Offset Area Sep. 1se Status
Ho. Name 1§ {min) {ming {counts) Code (sec) Codes
1 7.02Ec 25061 0.000  13701E55&2 EV 14Z. &
b4 EZ_841E 43 223 0.000 44187831ZF VE 121.4
2 35.2557 ?3.803 0.000 &28zZ035584 BE z39.8
4 24._8zZ0Z 98101 0.000  &7361107Z EB 412.2
Totals: 100, 0000 0.000 1934541136
Total Tnidentified Counts : 13234541056 counts

- 747

et

Time Width
Deak Peak Desult Time Offset Area Bep. 1/Z Status
Ho. Hame 0 (min) (mirn) {counts) Code (zec) Codes
1 Z0.E2014 40051 o.ooo E346597 EE 0.0
Z ZE.8973 45 507 o.ooo 7193647 EE 1lZ6.9
2 27 .7EE0 74207 o.ooo 2710594 EE 197.Z2
4 291753 100.173 o.ooo Q166027 EE 247.4
Totals 100, 0000 a.0a0 31417085

Figure S17. HPLC data of product 15 after the enzymatic cascade reaction catalyzed by Novozym 435.
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Totals: 100, 0000 0.a0d 43654376
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Figure S18. HPLC data of product 15 after the enzymatic cascade reaction catalyzed by Mucor meihei
lipase.

Ret . Time Width
Peak Peak Result Time Nffset Area Sep. 1l/2 Status
Mo Nane (] jmimn) fmin) jcounts) Code i(sec) Codes
1 13.9516 39.033 0.000 EE3BBESQD BV 121.3
z 7.1619 44 576 0.000 2036598 VE 1Z1.0
3 31.5504 TL.881 0.000 3E40367Z EE 204.0
4 41_ 3360 Se.381 0.ooo0 4E38437E BB E25.9
Totals: 99.9939 0.000 112Z1F89%z2
Total Unidentified Counts : LlZZL1Z83¢ counts

Figure S19. HPLC data of product 15 after the enzymatic cascade reaction catalyzed by Pseudomonas
cepacia lipase.
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Figure S20. HPLC data of product 15 after the enzymatic cascade reaction catalyzed by Candida
lypolitica lipase.

A
T

Ret. Time Width
Peak Peak Besult Time Offset Area Sep. 1/E Status
Ho. Name 3] fmin (min} jcounts) Code (sec) Codes
1 E4.041% 28,877 0.000  1209821E2 EV 140.2
b4 E3.1936 42.891 0.000 1Z&3613E8 VE 1lgl.0
2 ET7.1E32 71,419 0.000 147770216 EB z3E.2
4 ELE_5413 26,7732 0.000 139696540 EB 2Z24.Z
Totals: 1000001 0.000 E442811931F
Total Unidentified Coumts : 544811904 counts

Figure S21. HPLC data of product 15 after the enzymatic cascade reaction catalyzed by Rhizopus
arrhizus lipase.
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Figure S22. HPLC data of product 15 after the enzymatic cascade reaction catalyzed by Candida rugosa
lipase.
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Figure S23. HPLC data of product 15 after the enzymatic cascade reaction catalyzed by Lipozym.
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Figure S24. HPLC data of product 15 after the enzymatic cascade reaction catalyzed

javanicus lipase.
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Figure S25. HPLC data of product 15 after the enzymatic cascade reaction catalyzed by Rhizopus niveus

lipase.
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Ret. Time Width
Paak Teak Result Time Offzet Area Sep. 172 Status
No. Name 1§ (min) (mind {counts) Code (sec) Codes
1 9.5407 38.827 0.000 TOZEZT743 EV 1ll&5.0
b4 El.1434 432045 o.ooo S7ELELZE VE 144.32
3 267836 70,982 o.ooo 19510418 EE Z05.0
4 12 4323 96853 o.ooo S0EEEZE EB z7&.0
Totals: 1000000 o.ooo FE244513
Total Unidentified Counts : TZ844520 counts

Figure S26. HPLC data of product 15 after the enzymatic cascade reaction catalyzed by PPL isolated
after 2 days.
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Figure S27. HPLC data of product 15 after the enzymatic cascade reaction catalyzed by PPL isolated
after 3 days.
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Figure S28. HPLC data of product 15 after the enzymatic cascade reaction catalyzed by PPL isolated
after 6 days.
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Figure S29. HPLC data of product 15 after the enzymatic cascade reaction catalyzed by PPL with 2
equiv. of vinyl ester 9 isolated after 2 days.
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Figure S30. HPLC data of product 15 after the enzymatic cascade reaction catalyzed by PPL with 3
equiv. of vinyl ester 9 isolated after 2 days.
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Figure S31. HPLC data of product 15 after the enzymatic cascade reaction catalyzed by PPL in DCM
+ 0.1 % H,0 isolated after 2 days.

Analytical Method: 1.5 mL samples dissolved in 2-propanol were analyzed by HPLC, using a Varian
ProStar instrument coupled to a UV-Vis detector. Chiralcel OD-H; hexane/isopropanol (95:5), 0.5

mL/min., 20 °C A= 220 nm, retention time of racemic compound (in min): tr1= 38.0, tro= 43.3, trs= 79.8,
tR4: 103.5.
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Figure S32 'H-NMR (400 MHz, CDCl;) and 3C-NMR (101 MHz, CDCls) spectra of compound 16.
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Figure S33-'H-NMR (500 MHz, CDCls) and *C-NMR (126 MHz, CDCls) spectra of compound 16a.
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Figure S34-'H-NMR (500 MHz, CDCls) and *C-NMR (126 MHz, CDCls) spectra of compound 16b.
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Figure S35 HR-MS spectra of compound 16.
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Figure S36. HPLC data of racemic compound 16.
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Figure S39. HPLC data of product 16 after the enzymatic cascade reaction catalyzed by Pseudomonas
fluorescens lipase.

Analytical Method: 1.5 mL samples dissolved in 2-propanol were analyzed by HPLC, using a Varian
ProStar instrument coupled to a UV-Vis detector. Chiralcel OD-H; hexane/isopropanol (95:5), 0.5
mL/min., 20 °C A= 220 nm, retention time of racemic compound (in min): try = 45.3, tro = 52.8, trs=
87.7, tra=100.2.
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Figure S40.H-NMR (400 MHz, CDCls) and *C-NMR (101 MHz, CDCls) spectra of compound 17.
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Figure S41.'H-NMR (400 MHz, CDCls) and *C-NMR (101 MHz, CDCls) spectra of compound 17a.
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Figure S42.'H-NMR (400 MHz, CDCls) and *C-NMR (101 MHz, CDCls) spectra of compound 17b.
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Figure S43.-*H-NMR (400 MHz, CDCls) and *C-NMR (101 MHz, CDClIs) spectra of compound 17.
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Figure S44. HPLC data of racemic product 17.
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Figure S45. HPLC data of product 17 after the enzymatic cascade reaction catalyzed by Pseudomonas
fluorescens lipase.

Analytical Method: 1.5 mL samples dissolved in 2-propanol were analyzed by HPLC, using a Varian
ProStar instrument coupled to a UV-Vis detector. Chiralcel OD-H; hexane/isopropanol (95:5), 1.0
mL/min., 20 °C A= 254 nm, retention time of racemic compound (in min): tr1 = 21.2, try = 26.9, trs=
30.0, tra=39.5.
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Figure S47..'H-NMR (500 MHz, CDClIs) and **C-NMR (126 MHz, CDClIs) spectra of compound 18a.
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Figure S48.-'H-NMR (500 MHz, CDClIs) and *C-NMR (126 MHz, CDClIs) spectra of compound 18b.
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Figure S49-HR-MS data of compound 18.
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12. Analytical data of compound 19:

45000

40000

35000

30000

25000

(20000

15000

10000

5000

mw2es Wz g EE RRAY B g 2g 9y
NN S N s
I
( |
)
I| | | |
| | l | - ,lr
| /] S J
OMe
OH H
)\gn
|
rac-19
]
| ]
I
|
]
I
L ) LL | ﬁ JL_L
L (- L L i I\ -
I T 1T 1 I T T
- 33 3 3 3 ul
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
75 7.0 6.5 6.0 45 4.0 35 3.0 25 2.0 15 1.0 0.5
f1 (ppm)
mw245_wz (=1 o =z a o o o
g 8 a8 - - 5
| | N | | | | |

A ————————

350

300

F250

200

150

F100

T T T T T T T T T
200 190 180 170 160

T
120

100 90 an 70
1 (ppm)

Figure S50 'H-NMR (400 MHz, CDCl;) and 3C-NMR (101 MHz, CDCls) spectra of compound 19.
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13. Analytical data of compound 19:
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Figure S53 'H-NMR (200 MHz, CDCl;) and 3C-NMR (101 MHz, CDCls) spectra of compound 20.
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1. General information

'H NMR and **C NMR spectra were recorded with Bruker 400 MHz spectrometer in CDCl; and TMS
as a standard (0 ppm). Reactions were performed under a normal atmosphere and monitored by TLC
on silica gel 60 F254 aluminium sheets using UV light as a visualizing agent. UV/Vis spectra time
profiles were recorded in 1 cm quartz cuvettes at 37 °C on a U-1900 spectrophotometer (Hitachi).
Acetyl chloride was purchased from Fluka, the rest of substrates were purchased from Sigma Aldrich
and used without additional purification. All enzymes used, except Novozym 435 (Novo Nordisk),
were purchased from Sigma. Hydrogen peroxide solution (50 wt. % in H20, stabilized) was purchased
form Chempur Company. Buffer was prepared using the anhydrous sodium dihydrogen phosphate and
di-sodium hydrogen phosphate, which were purchased from Chempur company. UV/Vis for p-
nitrophenol recorded at phosphate buffer (pH 7.0): Amax = 400-401 nm.

2. Synthetic procedures

2.1 Synthesis of p-nitrophenyl acetate (1)

To the stirred mixture of 1 eq of p-nitrophenol in 5 mL of THF, 1.2 eq of triethylamine was added.
The mixture was kept in the cooling bath (water/ice) for 15 min, followed by the dropwise addition of
1.5 eq of acyl chloride. After addition was completed, the reaction was left for c.a. 2 h at the room
temperature. The reaction was monitored by TLC (hexane:ethyl acetate, 9:1). Then the solvent was
evaporated under reduced pressure. Later the crude product was dissolved in DCM (80 mL) and
subsequently extracted with agqueous solution of NH,CIl (1 x 50 mL) and water (1 x 50 mL). The
organic layer was dried over MgSQ,. After filtration, DCM was evaporated and the p-nitrophenyl
acetate was purified by the column chromatography: hexane:ethyl acetate, 9:1), to give light yellow
solid with 86 % vyield.

2.2 Synthesis of substrates 2-4.

To the stirred solution of 1 eq of p-nitrophenol and 1 eq of the corresponding acid (2-4) in 5 mL of
ethyl acetate, dicyclohexylcarbodiimide (1.2 eq) was added. The reaction was mixed in the cooling
bath for the period of 1 h and next later overnight at the room temperature. The reaction was
monitored by TLC chromatography (hexane: ethyl acetate, 9:1) and after the reaction completed the
precipitated was filtered off and the excess of solvent was evaporated. The product was purified by the
column chromatography, using hexane:ethyl acetate (9:1) as an eluent. Corresponding esters were
obtain as a solid products with 85-95 % yield.

3. Enzymatic assay procedures
3.1 Enzyme assay for hydrolysis reaction:

p-nitrophenyl esters (1-4) were prepared as 5 mM stock solutions in acetonitrile. Enzymes were
diluted from 10 mg mL™ stock solutions in PBS (0.1 mM, pH 7.0). 1 mg of Novozym 435 was added
directly to the reaction mixture. To the 3 mL of phosphate buffer saline, 5 uL of enzyme solution was
added. Assays were followed by addition of 40 uL substrate solution to the buffer containing enzyme.
Time profiles were recorded in 1 cm quartz cuvettes at 37 °C on a U-1900 spectrophotometer
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(Hitachi). The obtained data was converted to p-nitrophenol concentration by using a calibration
curve. The indicated reaction rates were derived from the linear portion of every curve.

3.2 Enzyme assay for perhydrolysis reaction:

The procedure is the same as above, but to the stock solution of substrate, the corresponding amount
of hydrogen peroxide (50 wt. % in H,0, stabilized) was added.

S3

https://rcin.org.pl



4. Analytical data of substrates 1-4
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Figure S1. *H-NMR and “C-NMR spectra of compound 1.
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5. Table of contents:

Table S1. Summary of net rates for the native and promiscuous activity of enzymes toward p-nitrophenyl
dodecanoate (2).

Vnet [n M S_l] [

Entry Enzyme v, ™ v,
0 Vnoe 0.8 1.1
1 Novozym 435 65 77
2 C.cylindracea L. 198 264
3 C. rugosa L. 98 174
4 P. cepacia L. 194 104
5 P. fluorescens L. 145 148
6 PPL 234 168
7 Rhizopus niveus L. 40 81
8 Acylase | 86 97

Conditions: 0.06 mM substrate in 0.1M phosphate buffer (pH 7.0), 37 °C, enzyme 17 ug mL™, 0.18 mM
H,0; [a] Vnet = Vobs — Vnoe; [b] Vi calculated for hydrolysis reaction ; [c] V, calculated for perhydrolysis
reaction.

Table S2. Summary of net rates for the native and promiscuous activity of enzymes toward p-nitrophenyl
phenylacetate (3).

Vnet [n M S_l] (2

Entry Enzyme v, ] A
0 Vnoe 0.4 0.5
1 Novozym 435 33 24
2 C.cylindracea L. 22 6
3 C. rugosa L. 2 14
4 P. cepacia L. 24 21
5 P. fluorescens L. 9 24
6 PPL 9 12
7 Rhizopus niveus L. 8 4
8 Acylase | 2 23

Conditions: 0.06 mM substrate in 0.1M phosphate buffer (pH 7.0), 37 °C, enzyme 17 ug mL™, 0.18 mM
H,0; [a] Vnet = Vobs — Vnoe; [b] Vi calculated for hydrolysis reaction ; [c] V, calculated for perhydrolysis
reaction.
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Table S3. Summary of net rates for the native and promiscuous activity of enzymes toward (S)-p-nitrophenyl
2-phenylpropanoate (4S).

Vet [NMs 7]
Entry Enzyme v, [ v,
0 Vhoe 0.2 0.5
1 Novozym 435 10 14
2 C.cylindracea L. 276 333
3 C. rugosa L. 45 67
4 P. cepacia L. 58 58
5 P. fluorescens L. 10 14
6 PPL 70 66
7 Rhizopus niveus L. 1 2
8 Acylase | 8 14

Conditions: 0.06 mM substrate in 0.1M phosphate buffer (pH 7.0), 37 °C, enzyme 17 ug mL™, 0.18 mM
H,0; [a] Vnet = Vobs — Vnoe; [b] Vi calculated for hydrolysis reaction ; [c] V. calculated for perhydrolysis
reaction.

Table S4. Summary of net rates for the native and promiscuous activity of enzymes toward (R)-p-nitrophenyl 2-
phenylpropanoate (4R).

Vet [NMs™] @
Entry Enzyme v, V,
0 Vhoe 0.2 0.5
1 Novozym 435 2 3
2 C.cylindracea L. 0 0
3 C. rugosa L. 0 1
4 P. cepacia L. 16 16
5 P. fluorescens L. 10 13
6 PPL 30 24
7 Rhizopus niveus L. 18 27
8 Acylase | 6 13

Conditions: 0.06 mM substrate in 0.1M phosphate buffer (pH 7.0), 37 °C, enzyme 17 ,ug mL'l_, 0.18 mM H,0,
[a] Viet= Vaus— Vnoe; [b] V1 calculated for hydrolysis reaction ; [c] V, calculated for perhydrolysis reaction.
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6. Figures
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Figure S6. The time-course of p-nitrophenol released from p-nitrophenyl acetate (1), measured at 37
°C (. =401 nm) in PBS (pH 7.0) in the presence of Novozym 435 (17 pg mL™) and various
concentration of hydrogen peroxide.

S11

https://rcin.org.pl



' Instytut Chemii Organiczne Mgr Monika Wilk
's Polskiej Akademii Nauk doktorant

+48 223432010
mwilk@icho.edu.pl
Instytut Chemii Organicznej
Polskiej Akademii Nauk
Kasprzaka 44/52
Warszawa i

Warszawa 30 czerwca 2021 r.

Niniejszym oswiadczam, iz moj wktad w powstanie publikacji wchodzgcych w sktad
rozprawy doktorskiej:
1. M. Wilk, A. Brodzka, D. Koszelewski, A. Madej, D. Paprocki, A. Zadto-Dobrowolska, R.
Ostaszewski, The influence of the isocyanoesters structure on the course of enzymatic Ugi
reaction, Bioorg. Chem. 2019, 93, 102817.

polegat na udziale w opracowaniu koncepcji oraz celu badan. Zaplanowatam i wykonatam
eksperymenty. Przeprowadzitam syntezy izocyjanoestrow o numerach 1b-1f oraz 1h. Zwigzki w
petni scharakteryzowatam. Przeprowadzitam enzymatyczng reakcje syntezy produktéw reakcji
Ugiego o numerach 2b, 3a-b oraz 4b-c. Wydzielitam wszystkie produkty i zanalizowatam
wykorzystujac metody: 'H NMR, C NMR, MS. Zinterpretowatam otrzymane wyniki oraz
uczestniczytam w redagowaniu manuskryptu. Opracowatam ,Supporting information” oraz
wspotuczestniczytam w przygotowaniu odpowiedzi na recenzje.

2. M. Wilk, D. Trzepizur, D. Koszelewski, A. Brodzka, R., Ostaszewski, Synthesis of (E)-a,6-
unsaturated carboxylic esters derivatives from cyanoacetic acid via promiscuous enzyme-
promoted cascade esterification/ Knoevenagel reaction, Bioorg. Chem. 2019, 93, 102816.

bratam udziat w opracowaniu koncepcji badad. Zaplanowatam i wykonatam wszystkie
eksperymenty. Wyizolowatam i scharakteryzowatam produkty reakcji kaskadowej wykorzystujac
——metody: 'H NMR, “C NMR, MS, GC. Przeprowadzitam badania kinetyczne reakcji oraz
zanalizowatam otrzymane dane eksperymentalne. Uczestniczytam w redagowaniu manuskryptu
oraz ,Supporting information”. Wsp6tuczestniczytam w przygotowaniu odpowiedzi na recenzje.

3. M. Wilk, A. Brodzka, D. Koszelewski, J. Samsonowicz-Gorski, R. Ostaszewski, Model Studies
on the Enzyme-Regulated Diastereodivergent Cascade Passerini Reaction, Eur. J. Org.
Chem. 2021, DOI: 10.1002/ejoc.202100760.

bratam udziat w opracowaniu koncepcji oraz celu badaf. Zaplanowatam i wykonatam
eksperymenty. Wydzielitam wszystkie produkty i zanalizowatam wykorzystujac metody: '"H NMR,
“C NMR, MS oraz HPLC. Zinterpretowatam otrzymane wyniki oraz uczestniczytam w redagowaniu
manuskryptu. Opracowatam ,Supporting information” oraz wspétuczestniczytam w przygotowaniu
odpowiedzi na recenzje.

. R Ue
https://rcin.org.pl

Kasprzaka 44/52, 01-224 Warszawa icho.edu.pl




4 )
4. Monika Wilk, Ryszard Ostaszewski, ,Efficient Assay for the Detection of Hydrogen Peroxide

by Estimating Enzyme Promiscuous Activity in the Perhydrolysis Reaction”, ChemBioChem
2021, 22, 1464 -1469.

bratam udziat w opracowaniu koncepcji oraz celu badan. Zaplanowatam i wykonatam
eksperymenty. Przeprowadzitam syntezy réznych estrow p-nitrofenolu, wydzielitam oraz
scharakteryzowatam produkty. Przeprowadzitam badania kinetyki reakcji enzymatycznej hydrolizy
oraz perhydrolizy przy pomocy metod spektralnych UV/Vis. Zinterpretowatam i opracowatam
otrzymane wyniki. Zredagowatam artykut oraz opracowatam ,Supporting information”. Bratam
udziat w przygotowaniu odpowiedzi na recenzje.

A l{-@ whe RUe

Powyzszy opis wktadu doktorantki w powgtanie artykutow jest zgodny ze stanem faktycznym.

' gwx/ﬁg&utl

Kasprzaka 44/52, 01-224 Warszawa https://rcm-org-pl icho.edu.pl



|nstytut Chemii Urganicznej Prof. dr hab. inz. Ryszard Ostaszewski
Polskiej Akademii Nauk Kierownik zespotu XX

+48 22 3432054
r.ostaszewski@icho.edu.pl
Instytut Chemii Organicznej
Polskiej Akademii Nauk
Kasprzaka 44/52

Warszawa

Warszawa 30 czerwca 2021 r.

Niniejszym oswiadczam, iz moj wktad w powstanie publikacji wchodzacych w sktad
____rozprawy doktorskiej pani mgr Moniki Wilk:

1. M. Wilk, A. Brodzka, D. Koszelewski, A. Madej, D. Paprocki, A. Zadto-Dobrowolska, R.
Ostaszewski, The influence of the isocyanoesters structure on the course of enzymatic Ugi
reaction, Bioorg. Chem. 2019, 93, 102817.

2. M. Wilk, D. Trzepizur, D. Koszelewski, A. Brodzka, R., Ostaszewski, Synthesis of (E)-a,68-
unsaturated carboxylic esters derivatives from cyanoacetic acid via promiscuous enzyme-
promoted cascade esterification/ Knoevenagel reaction, Bioorg. Chem. 2019, 93, 102816.

3. M. Wilk, A. Brodzka, D. Koszelewski, J. Samsonowicz-Gérski, R. Ostaszewski, Model Studies on the
Enzyme-Regulated Diastereodivergent Cascade Passerini Reaction, Eur. J. Org. Chem. 2021, DOI:
10.1002/ejoc.202100760.

4. Monika Wilk, Ryszard Ostaszewski, ,Efficient Assay for the Detection of Hydrogen Peroxide
by Estimating Enzyme Promiscuous Activity in the Perhydrolysis Reaction”, ChemBioChem
2021, 22, 1464 —1469.

——polegat na opracowaniu koncepcji badar, prowadzeniu nadzoru merytorycznego nad realizacjg
badar. Uczestniczytem w analizie wynikdw eksperymentalnych, przygotowaniu tekstu artykutow
oraz przeprowadzitem je przez proces publikacji (kontakt z wydawcy, wspoétudziat w tworzeniu
odpowiedzi na recenzje). Kierowatem grantami, ktérych badania obejmuje niniejsza rozprawa
doktorska.

hﬂpc'//rr‘in org pl

Kasprzaka 44/52, 01-224 Warszawa icho.edu.pl




' Instytut Chemii Organicznej
's Polskiej Akademii Nauk dr Anna Brodzka

asystent

+48 22 3432120
a.brodzka@icho.edu.pl
Instytut Chemii Organicznej
Polskiej Akademii Nauk
Kasprzaka 44/5/2
Warszawa

Warszawa 30 czerwca 2021 r.

e OSWIADCZENIE

Niniejszym oéwiadczam, iz mo6j wktad w powstanie publikacji wchodzgcych w sktad
rozprawy doktorskiej pani mgr Moniki Wilk:

1. M. Wilk, A. Brodzka, D. Koszelewski, A. Madej, D. Paprocki, A. Zadto-Dobrowolska, R.
Ostaszewski, The influence of the isocyanoesters structure on the course of enzymatic Ugi
reaction, Bioorg. Chem. 2019, 93, 102817.

polegat na wspétudziale w redagowaniu artykutu oraz ,Supporting information”;
2. M. Wilk, D. Trzepizur, D. Koszelewski, A. Brodzka, R. Ostaszewski, Synthesis of (E)-a,6-
unsaturated carboxylic esters derivatives from cyanoacetic acid via promiscuous enzyme-

promoted cascade esterification/ Knoevenagel reaction, Bioorg. Chem. 2019, 93, 102816.

obejmowat wspétuczestnictwo w planowaniu koncepcji oraz analizie otrzymanych wynikow
eksperymentalnych;

3. M. Wilk, A. Brodzka, D. Koszelewski, J. Samsonowicz-Gorski, R. Ostaszewski, Model Studies
on the Enzyme-Requlated Diastereodivergent Cascade Passerini Reaction, Eur. J. Org.

Chem. 2021, DOI: 10.1002/ejoc.202100760.

polegat na wspdtuczestnictwie w opracowaniu metody analitycznej (metoda HPLC) podziatu
diastereoizomerycznych produktéw oznaczonych symbolem 15.

Am e Woroole—

https://rcin.org.pl
Kasprzaka 44/52, 01-224 Warszawa icho.edu.pl



' Instytut Chemii Organiczne]‘ Dr hab. Dominik Koszelewski
& s Polskiej Akademii Nauk adiunkt

+48 223432012
d.koszelewski@icho.edu.pl
Instytut Chemii Organicznej
Polskiej Akademii Nauk
Kasprzaka 44/5’2

Warszawa

Warszawa 30 czerwca 2021 r.

OSWIADCZENIE

o Niniejszym oéwiadczam, iz mo6j wktad w powstanie publikacji wchodzacych w skfad
rozprawy doktorskiej pani mgr Moniki Wilk jest nastgpujacy:

1. M. Wilk, A. Brodzka, D. Koszelewski, A. Madej, D. Paprocki, A. Zadto-Dobrowolska, R.
Ostaszewski, The influence of the isocyanoesters structure on the course of enzymatic Ugi
reaction, Bioorg. Chem. 2019, 93, 102817.

2. M. Wilk, D. Trzepizur, D. Koszelewski, A. Brodzka, R. Ostaszewski, Synthesis of (E)-a,6-
unsaturated carboxylic esters derivatives from cyanoacetic acid via promiscuous enzyme-
promoted cascade esterification/ Knoevenagel reaction, Bioorg. Chem. 2019, 93, 102816.

3. M. Wilk, A. Brodzka, D. Koszelewski, J. Samsonowicz-Gorski, R. Ostaszewski, Model Studies
on the Enzyme-Regulated Diastereodivergent Cascade Passerini Reaction, Eur. J. Org.

Chem. 2021, DOI: 10.1002/ejoc.202100760.

Wspdtuczestniczenie w tworzeniu koncepcji badah oraz interpretacji uzyskanych danych
eksperymentalnych. Uczestnictwo w przygotowywaniu manuskryptu oraz odpowiedzi na recenzje.

O P

https://rcin.org.pl
Kasprzaka 44/52, 01-224 Warszawa icho.edu.pl



' InStytut Chemii Urganicznej mgr inz. Damian Trzepizur
's Polskiej Akademii Nauk dotorant

+48 22 343 2027

d.trzepizur@icho.edu.pl

Instytut Chemii Organicznej
Polskiej Akader;\ii Nauk
Kasprzaka 44/52

Warszawa

Warszawa 30 czerwca 2021 r.

OSWIADCZENIE

Niniejszym o$wiadczam, iz méj wktad w powstanie publikacji wchodzgcej w sktad
rozprawy doktorskiej pani mgr Moniki Wilk:

M. Wilk, D. Trzepizur, D. Koszelewski, A. Brodzka, R. Ostaszewski, Synthesis of (E)-a,6-
unsaturated carboxylic esters derivatives from cyanoacetic acid via promiscuous enzyme-
promoted cascade esterification/ Knoevenagel reaction, Bioorg. Chem. 2019, 93, 102816.

obejmowat przeprowadzenie enzymatycznej reakcji Knoevenagla pomiedzy cyjanooctanem
metylu oraz benzaldehydem. Wydzielitem oraz scharakteryzowatem otrzymany produkt.

AL

—D%a;, @Z}/

https://rcin.org.pl

Kasprzaka 44/52, 01-224 Warszawa icho.edu.pl



Instytut Chemii Organicznej dr Daniel Paprocki
Polskiej Akademii Nauk

+48 2234320 10
d.paprocki@icho.edu.pl
Instytut Chemii Organicznej
Polskiej Akademii Nauk
Kasprzaka 44/52
Warszawa

Warszawa, dn. 30 czerwca 2021 r.

OSWIADCZENIE

Niniejszym o$wiadczam, iz méj wkiad w powstanie publikacji wchodzacej w skiad
rozprawy doktorskiej pani mgr Moniki Wilk: M. Wilk, A. Brodzka, D. Koszelewski, A. Madej,
D. Paprocki, A. Zadlo-Dobrowolska, R. Ostaszewski, The influence of the isocyanoesters
structure on the course of enzymatic Ugi reaction, Bioorg. Chem. 2019, 93, 102817; polegat na
wspohuczestnictwie w doborze metody oczyszczania zwigzkéw oraz wspétudziale w analizie

otrzymanych widm NMR.

Bpak

Kasprzaka 44/52, 01-224 Warszawa icho.edu.pl



' Instytut Chemii Organicznej
's Polskiej Akademii Nauk

Instytut Chemii Organicznej
Polskiej Akademii Nauk
Kasprzaka 44/52

Warszawa

OSWIADCZENIE

Mgr Arleta Madej
doktorant

+48 22 343 2010
a.madej@icho.edu.pl

Warszawa 30 czerwca 2021 r.

Niniejszym o$wiadczam, iz méj wktad w powstanie publikacji wchodzacej w sktad rozprawy

doktorskiej pani mgr Moniki Wilk:

M. Wilk, A. Brodzka, D. Koszelewski, A. Madej, D. Paprocki, A. Zadto-Dobrowolska, R.
Ostaszewski, The influence of the isocyanoesters structure on the course of enzymatic Ugi

reaction, Bioorg. Chem. 2019, 93, 102817.

Obejmowat synteze oraz wydzielenie substratu oznaczonego symbolem 1g.

https://rcin.org.pl

Kasprzaka 44/52, 01-224 Warszawa

icho.edu.pl



' Instytut Chemii Organicznej Dr Anna Zadto-Dobrowolska
@ > Polskiej Akademii Nauk asystent

+48 22 343 20 12
a.zadlo@icho.edu.pl
Instytut Chemii Organicznej
Polskiej Akademii Nauk
Kasprzaka 44/52
Warszawa

Warszawa, dn. 30 czerwca 2021 r.

OSWIADCZENIE

Niniejszym o$wiadczam, iz mdj wktad w powstanie publikacji wchodzacej w sktad
rozprawy doktorskiej pani mgr Moniki Wilk: M. Wilk, A. Brodzka, D. Koszelewski, A.
Madej, D. Paprocki, A. Zadlo-Dobrowolska, R. Ostaszewski, The influence of the
isocyanoesters structure on the course of enzymatic Ugi reaction, Bioorg. Chem. 2019,
93, 102817; polegat na przeprowadzeniu syntezy, wyizolowaniu oraz analizie produktu o

numerze: 2c.

( \‘.\ai.,(,)%l:° "LD‘Q‘.C wold e

Kasprzaka 44/52, 01-224 Warszawa icho.edu.pl

https://rcin.org.pl



inz. Jan Samsonowicz-Gorski
student

+48 508 562 873
jan.samsonowicz-gorski.stud@pw.edu.pl

Warszawa 30 czerwca 2021 r.

OSWIADCZENIE

Niniejszym o$wiadczam, iz méj wktad w powstanie publikacji wchodzacych w sktad rozprawy
doktorskiej pani mgr Moniki Wilk jest nastgpujqcy:

M. Wilk, A. Brodzka, D. Koszelewski, J. Samsonowicz-Gérski, R. Ostaszewski, Model Studies on the

Enzyme-Regulated Diastereodivergent Cascade Passerini Reaction, Eur. J. Org. Chem. 2021, DOI:
10.1002/ejoc.202100760.

polegat na przeprowadzenie syntezy modelowych zwigzkow oznaczonych w publikacji symbolem 15
oraz 16. Wydzielitem produkty oraz przygotowatem prébki do analizy HPLC.

}Q"" SOMMOW’M.» %rt‘(

https://rcin.org.pl



1%




	Spis treści
	1. Streszczenie w języku polskim
	2. Abstract in english
	3. Cel pracy
	4. Wstęp literaturowy- wprowadzenie
	4.1. Hydrolazy w syntezie organicznej
	4.1.1. Lipazy- charakterystyka i mechanizm reakcji natywnej
	4.1.2. Metody oznaczania aktywności hydrolaz
	4.1.3. Reakcje katalizowane przez lipazy

	4.2. Promiskuityzm enzymów
	4.2.1. Promiskuityzm środowiskowy
	4.2.2. Promiskuityzm substratowy
	4.2.3. Promiskuityzm katalityczny

	4.3. Reakcje kaskadowe
	4.4. Enzymatyczne reakcje multikomponentowe
	4.4.1. Reakcja Ugiego i jej enzymatyczny wariant
	4.4.2. Reakcja Passeriniego

	4.5. Podsumowanie rozdziału
	5. Badania własne -przewodnik po publikacjach
	5.1. Tworzenie wiązania węgiel-węgiel w kaskadowej reakcja Knoevenagla
	5.2. Enzymatyczna multikomponentowa reakcja Ugiego
	5.3. Stereodywergentna kaskadowa reakcja Passeriniego
	5.4. Próbniki fluorescencyjne do oznaczania promiskuitycznejaktywności hydrolaz

	6. Podsumowanie badań własnych
	7. Publikacje oryginalne oraz oświadczenia od współautorów




