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Biokatalityczne metody syntezy wybranych alkoholi drugorzedowych
Anna Zadto

Promotor: Prof. dr hab. inz. Ryszard OstaszewskKi

W niniejszej pracy przedstawiono wyniki badan nad opracowaniem efektywnych
metod otrzymywania alkoholi drugorzedowych o wysokiej czysto$ci enancjomeryczne;.
1,3-Diole oraz B-hydroksyketony sg szczeg6lnie waznymi blokami budulcowymi do syntezy
wielu zwigzkow biologicznie czynnych, dlatego tez wybrano pochodne kwasu 5-arylo-3,5-
dihydroksypentanowego oraz  5-arylo-5-hydroksy-3-oksopentanowego jako  zwigzki
docelowe. W wyniku wykonanych badan opracowano nowg, chemoenzymatyczng metode
syntezy, ktéra umozliwiala otrzymanie wszystkich stereoizomerow badanych zwiazkéw o
wysokiej czystosci enancjomerycznej. Osiagnigcie celu wymagato przeprowadzenia badan
przesiewowych na duzej liczbie enzymow i calych komodrek mikroorganizméw. Poniewaz
metody chromatograficzne oznaczania nadmiar6w enancjomerycznych, konwersji do
okreslania enancjoselektywnosci reakcji s3 czasochlonne i kosztowne, rozszerzono zakres
pracy o opracowanie szybkiej i taniej metody szacowania tego parametru. Do tego celu
zastosowano technike spektroskopii optycznej, ktora umozliwia sledzenie postepu reakcji w
czasie rzeczywistym, ale wymaga uzycia odpowiednich substratow chromogennych lub
fluorogennych. Znane do tej pory zwiazki fluorogenne nie pozwalaly na przeprowadzenie
oznaczeh aktywnosci enzymoéw wobec drugorzedowych alkoholi, dlatego tez zaprojektowano
i zsyntetyzowano nowa klas¢ probnikow. Oceniono je pod katem zastosowania jako
substratow do badan przesiewowych nad aktywnoscig enzymoéw hydrolitycznych oraz
chemoselektywnoscig 1 stereoselektywnos$cig reakcji. Uzyskane wyniki staly si¢ przedmiotem
publikacji naukowej w ChemBioChem, polskiego zgtoszenia patentowego oraz byty
prezentowane na licznych migdzynarodowych 1 krajowych konferencjach w postaci
komunikatéw ustnych i posterow. Cze$¢ wynikoOw zostala wykonana w zespole Prof.

Wolfganga Kroutila na Uniwersytecie w Graz w ramach programu COST CM1303.
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Biocatalytic synthesis of secondary alcohols
Anna Zadto

Promotor: Prof. dr hab. inz. Ryszard OstaszewskKi

In this work, studies toward effective synthesis of selected enantiomerically pure
secondary alcohols are presented. 1,3-Diols and B-hydroxyketones are especially important
building blocks for synthesizing many biologically active compounds. As target chemicals,
derivatives of 5-aryl-3,5-dihydroxypentanoic acid and 5-aryl-5-hydroxy-3-oxopenatnoic acid
were selected. New chemoenzymatic approach, which allows to obtain all stereoisomers of
examined compounds with high enantiomeric excesses, was developed. Screening a large
amount of enzymes and whole cell microorganisms was an effort required to achieve the
objectives of the research. Chromatographic methods, for determining enantioselectivity are
time-consuming and expensive. Therefore, the scope of the work was extended to develop a
rapid and inexpensive method for estimating those parameters. Optical spectroscopy
technique was used to monitor the progress of the reaction in real time but it requires the use
of appropriate chromogenic or fluorogenic substrates. Already known, available compounds
did not allow for screening the activity of enzymes toward secondary alcohols. Therefore, a
new class of fluorogenic probes was designed and synthesized. These probes were evaluated
for use as substrates for screening the activity of hydrolytic enzymes and chemoselectivity
and stereoselectivity of the reactions. Obtained results were published in ChemBioChem,
polish patent application, and were presented on numerous international and national
conferences as oral communications, as well as posters. Part of research was performed on
University of Graz in Prof. Wolfgang Kroutil team, within the COST CM1303 action.
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SPIS SKROTOW

ADH — dehydrogenaza alkoholowa
ALAT — aminotransferaza alaninowa
ASPAT — aminotransferaza asparaginowa
API — aktywne sktadniki farmaceutykow
ATP — adenozynotrojfosforan

BLAP — proszek acetonowy z watroby
dzika

BSA — albumina z surowicy bydlecej
Bu — grupa butylowa
CoA — koenzym A

dDKR — podwojny dynamiczny rozdziat
Kinetyczny

DIPEA - diizopropyloetyloamina

DKR — dynamiczny rozdziat kinetyczny
DMAP — 4-(N,N-dimetyloamino)-pirydyna
dr — proporcja diastereoizomerow

Et — grupa etylowa

FRET - rezonansowy transfer energii
Forster’a

GDH - dehydrogenaza glukozy

GLAP — proszek acetonowy z watroby
gesi

HMG-CoA - reduktaza 3-hydroksy-3-
metyloglutarylo-koenzymu A

HPLC — wysokosprawna chromatografia
cieczowa

HTS — badania przesiewowe wysokiej
przepustowosci

LDH — dehydrogenaza mleczanowa
KR — rozdziat kinetyczny

KRED - ketoreduktaza

Me — grupa metylowa

NADH — dinukleotyd
nikotynoamidoadeninowy

NADPH — fosforan dinukleotydu
nikotynoamidoadeninowego

Novozym — immobilizowana lipaza z
Candida antarctica

Ph — grupa fenylowa

PLE — esteraza z watroby Swinskiej

THF — tetrahydrofuran

TLC — chromatografia cienkowarstwowa

Wyd. - wydajnosé
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I CZESC LITERATUROWA

1. Wstep

Otrzymywanie enancjomerycznie czystych zwiazkow chemicznych ma istotne
znaczenie w wielu galeziach przemyshu chemicznego, spozywczego oraz kosmetycznego,
a szczegdlnie wazne jest w przemysSle farmaceutycznym. Czysto$¢ enancjomeryczna
substancji czgsto decyduje o mozliwosci zastosowania danego zwiazku jako leku. Dlatego tez
trwaja intensywne badania nad opracowaniem efektywnych i tanich metod otrzymywania
zwigzkéw o wysokiej czysto$ci enancjomerycznej. Jedng z takich metod jest biokataliza,
ktérej zastosowanie umozliwia otrzymanie wielu zwigzkéw z wysokimi wydajno$ciami i
wysokimi nadmiarami enancjomerycznymi, trudnymi do otrzymania droga klasycznej
syntezy organicznej. Biokataliza jest metodg syntezy wolng od produktow zanieczyszczonych
metalami cigzkimi, ktorych obecno$¢ dyskwalifikuje zastosowanie ich jako leki. Procesy te
sg wykonywane zgodnie z zasadami zielonej chemii, nie obcigzajg srodowiska naturalnego i
moga by¢ wykonywane w wodzie, jak réwniez w rozpuszczalnikach organicznych.
Zastosowanie W przemysle zwigzane jest nieodlacznie z poszukiwaniem enzymow, ktore
muszg wykazywaé wysoka regio-, chemo- i stereoselektywnos$¢. Katalizatory takie,
izolowane sg ze zrodel naturalnych, a nastepnie bardzo czesto ich wtasciwosci katalityczne sg
modyfikowane metodami inzynierii genetycznej. Tym samym mozliwe jest dopasowanie
enzymu do reakcji. Poniewaz metody biologiczne prowadzg do uzyskania bardzo duzych
bibliotek genetycznie modyfikowanych enzymow, istotnym problemem staje si¢ znalezienie
najefektywniejszych mutantdow posiadajacych odpowiednia specyficzno$¢ substratowa.
Znane metody sg ztozone oraz wymagajg specjalistycznego wyposazenia. Duzym problemem
jest réwniez okreslenie stereoselektywnosci poszczegdlnych enzymow, szczegoélnie w
badaniach przesiewowych. Wymagane jest polaczenie syntezy chemicznej z enzymologia i
biochemia, aby opracowa¢ dogodna metodologi¢ oznaczen stereoselektywnosci. Wcigz nie
znaleziono efektywnej metody, ktéra pozwalataby na monitorowanie reakcji otrzymywania
drugorzedowych alkoholi w czasie rzeczywistym, bez wydzielania i oczyszczania zwigzkoéw.

Zastosowanie spektroskopii optycznej, do tej pory, umozliwiato $ledzenie postgpu procesu
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tylko dla pochodnych kwasow karboksylowych. Chiralne drugorzedowe alkohole s3
waznymi blokami budulcowymi do syntezy wielu zwigzkow biologicznie czynnych, a grupa
hydroksylowa moze by¢ w prosty sposob przeksztalcona w inne grupy funkcyjne. Dlatego
poszukiwanie nowych drog syntezy enancjomerycznie czystych zwigzkow tej klasy jest

pozadane, szczegdlnie przez przemyst farmaceutyczny i kosmetyczny.

2. Oznaczanie aktywnosci enzymow

Wigkszo$¢ znanych enzymow jest wieloczasteczkowymi katalizatorami biatkowymi,
wytwarzanymi jedynie przez organizmy zywe (bakterie, drozdze, grzyby, komorki roslinne i
zwierzece). Wplywaja one na szybkos¢ i kierunek reakcji chemicznych zachodzacych
wewnatrz tych organizméw. Enzymy ze wzgledu na typ katalizowanej reakcji mozna
podzieli¢c na 6 klas: oksydoreduktazy, transferazy, hydrolazy, liazy, izomerazy i ligazy.
Najczeséciej w syntezie organicznej znajdujg zastosowanie hydrolazy. Mechanizmy reakcji
tych enzymow roznig si¢ od mechanizmoéow odpowiednich reakcji chemicznych. W reakcji
z udziatem hydrolazy nast¢puje Scista orientacja przestrzenna reagujacych czasteczek, dzigki
czemu ograniczona jest przypadkowos$¢ w sposobie ich oddzialywania. Ponadto, substraty sa
aktywowane w wyniku tworzenia si¢ kompleksu enzym-substrat poprzez zmiang
rozmieszczenia par elektronow. Enzym przybiera wtedy odpowiedniag konformacje,
utatwiajacag zblizenie substartu do grup funkcyjnych centrum aktywnego, co prowadzi do
odksztalcania i rozerwania okre$lonych wigzan. Struktura biatkowa decyduje
o specyficzno$ci oddzialywania z substratem, dzigki czemu enzym moze kierowa¢ przemiang
tylko jednego regioizomeru, stereoizomeru czy tez enancjomerU substratu. Enzymy
o mniejszej specyficznosci akceptuja szersze spektrum substratow, tak jak, np. lipazy
katalizujg hydrolize wigzan estrowych estrow kwasow karboksylowych o zrdznicowanej
budowie. Ponadto specyficzno$¢ dzialania enzymu przejawia si¢ zdolnosciag wybierania
i katalizowania tylko kilku z wielu mozliwych termodynamicznie reakcji. Wigzanie
substratow nastepuje w centrum aktywnym hydrolazy. Jest ono zgrupowaniem reszt
aminokwasowych o odpowiednim utozeniu przestrzennym, ktdore moga by¢ znacznie od
siebie oddalone w sekwencji aminokwaséw ze wzglegdu na pofaldowanie tancucha
biatkowego. W centrum aktywnym lipaz wyrdznia si¢ triade katalityczng, zlozong z trzech
aminokwasow: seryna - kwas asparaginowy - histydyna. Czynniki zewnetrzne
oddziatywujace na budowe przestrzenng enzymu maja wpltyw na jego funkcje i moga

prowadzi¢ do utraty wlasciwosci katalitycznych, np. czynniki redukujace, czynniki
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utleniajace, zmiany pH, temperatura. Aktywno$¢ preparatdéw zawierajagcych enzymy mozna
zwigkszy¢ przez oczyszczanie, zmian¢ warunkow dziatania, immobilizacj¢ lub metodami
inzynierii genetycznej.t

Ze wzgledu na miejsce dziatania enzymy mozna podzieli¢ na komorkowe
i pozakomorkowe. Enzymy komorkowe dziatajg wewnatrz komorek i sg zwigzane z roznymi
organellami komodrkowymi (cytoplazma, blona komodrkowa, lizosomy, mitochondria, ER)
1 pojawiaja si¢ w duzych ilo$ciach po uszkodzeniu narzadow. Enzymy pozakomoérkowe sa
produkowane przez komorki, a nastgpnie wydzielane do Srodowiska pozakomodrkowego,
gdzie petnig dane funkcje. Enzymy sekrecyjne, takie jak czynniki krzepnigcia krwi oraz
fibrynolizy, lipaza lipoproteinowa, esterazy cholinowe obnizaja swoja aktywno$¢
w przypadku uszkodzenia komorek (np. hepatocytow), poniewaz ich ilo$¢ zalezy od syntezy
w rybosomach. Natomiast enzymy esekrecyjne, takie jak enzymy soku trzustkowego, zofci,
fosfataza sterczowa przedostaja si¢ do krwiobiegu w przypadku utrudnionego odplywu
wydzielin ustrojowych. Zmiana aktywnosci enzyméw ma ogromny wplyw na
funkcjonowanie komorki. Dlatego tez, oznaczanie aktywnos$ci enzymow W diagnostyce
medycznej pozwala na diagnozowanie wielu stanow chorobowych. Umozliwia to
zastosowanie odpowiedniej terapii oraz monitorowanie postgpu leczenia. Aby aktywno$¢
enzymu mogla by¢ oznaczana we krwi, moczu lub innych ptynach ustrojowych musi by¢
opracowana czufa, powtarzalna i selektywna metoda analityczna. Ponadto powinna
wystepowaé znaczna rdznica poziomoéw aktywnosci w stanie patologicznym i w stanie
normalnym, aby enzym mogt by¢é markerem stanéw chorobowych. Takie oznaczenie
powinno dawa¢ informacje o aktywno$ci enzymu w probcee, aktywnosci w relacji do innych
enzymow 0raz umozliwia¢ monitorowanie jej zmian.

Enzymy, jako katalizatory reakcji chemicznych i biochemicznych znalazly szerokie
zastosowanie w procesach technologicznych i biotechnologicznych, gltéwnie w syntezie
zwigzkow o wysokiej warto$ci dodanej, takich jak aktywne skladniki farmaceutykéw (APIL;
Active Pharmaceutical Ingredients).? Wynika to z faktu stosowania enancjomerycznie
czystych API zgodnie z wymaganiami farmakopei europejskiej. Wydzielenie enancjomeroéw
Z mieszaniny racemicznej jest szczegdlnie wazne, poniewaz kazdy z enancjomerow posiada

zupelnie odmienne wiasciwosci farmakologiczne oraz profil dziatan niepozadanych.®

! Cwiczenia z biochemii pod redakcja L. Ktyszejko-Stefanowicz, Wydawnictwo Naukowe
PWN, Warszawa 2005, 471-575.

2V/. Farina, J. T. Reeves, C. H. Senanayake, J. J. Song, Chem. Rev. 2006, 106, 2734—2793.

% B. Testa, W. F. Trager, Chirality 1990, 2, 129-133.
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Obecnie, kazdy z enancjomeréw musi by¢ przebadany in vivo w celu okreslenia wpltywu
konfiguracji przestrzennej na wlasciwosci farmakologiczne. Zdarza si¢, ze jeden
z enancjomeréOw wykazuje dziatanie lecznicze, natomiast drugi dziatanie toksyczne.
Przyktadem takiego zwigzku, stosowanego jako mieszanina racemiczna, moze by¢ ketamina,
bedaca dozylnym $rodkiem anestetycznym, ktorej niepozadane dziatanie przejawiajace si¢ w
wystepowaniu halucynacji, przypisywane jest toksycznemu dziataniu R-enancjomeru.4 Z tego
wzgledu coraz czesciej zastepuje si¢ mieszaniny racemiczne substancji czynnych jednym
z enancjomerdéw, a czysto$¢ enancjomeryczna jest szczegdlnie waznym parametrem przy
projektowaniu nowych substancji czynnych.

Czyste enancjomerycznie zwigzki mozna otrzymaé¢ na drodze organicznej syntezy
asymetrycznej, jednak wcigz poszukuje si¢ nowych, efektywniejszych i przyjaznych dla
srodowiska metod ich syntezy. Jedng z tych metod, spetniajaca powyzsze wymagania, jest
biokataliza, a przykladem moze by¢ enzymatyczny rozdziat kinetyczny.®> Zastosowanie
enzymow w syntezie organicznej wymaga opracowania prostych i wiarygodnych procedur
oznaczania ich aktywnosci katalitycznej oraz okreslania stereoselektywnosci katalizowanych
reakcji, gdy substraty sa zwigzkami racemicznymi. Ze wzgledu na specyficzno$¢ substratowa
enzymy nie zawsze spetniaja wymagania dla okre$lonych zastosowan przemystowych,
dlatego caly czas poszukuje si¢ nowych biokatalizatorow lub prowadzi si¢ modyfikacje
znanych, np. poprzez ich mutacje. Wiaze si¢ to z konieczno$cia zbadania ogromnych ilosci
probek (ilo§¢ mutantow tylko jednego enzymu, moze sigga¢ nawet miliona). Szybkie i
wiarygodne okreslenie aktywnosci duzych bibliotek enzyméw mozliwe jest przy
zastosowaniu badan przesiewowych wysokiej przepustowosci (HTS; High-throughput
Screening). Badania te oparte sa na technikach chromatograficznych, spektroskopii IR,
spektroskopii mass, elektroforezie kapilarnej, metodach chiralooptycznych, badaniach pH,
czy najpowszechniej stosowanych metodach spektrofotometrycznych i fluorymetrycznych.
Najczgsciej stosowane jest oznaczenie oparte na $ledzeniu zmian absorbancji pochodzacej od
powstajacego lub zuzywanego kofaktora reakcji enzymatycznej NADH lub NADPH. W
takim przypadku redukcja NAD" do NADH lub NADP* do NADPH moze by¢ monitorowana
przy dlugosci fali 340 nm, gdyz forma utleniona nie absorbuje §wiatla przy tej dtugosci fali.
Pomiar szybko$ci reakcji zachodzi w ustalonych i1 $cisle kontrolowanych warunkach:

temperatury, pH, stezenia substratow, aktywnos$ci innych obecnych w roztworze enzymow.

*R. Kohrs, M. E. Durieux, Anesthesia & Analgesia 1998, 87, 1186-1193.
® K. Drauz, H.Waldmann, Enzyme Catalysis in Organic Synthesis: A Comprehensive
Handbook, Second Edition, 2008, Wiley.
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3. Wyznaczanie enancjoselektywnosci reakcji

Zalezno$¢ konwersji reakcji (c), nadmiaru enancjomerycznego substratu (ees)
I nadmiaru enancjomerycznego produktu (ee,) mozna powiazac¢ zalezno$cig matematyczna,

ktéra charakteryzuje selektywnos¢ reakeji enzymatycznej i jest wyrazona wzorem Chen’a:®

In [1-c(1+eep)]

Enancjoselektywnos¢ (E) liczona dla produktu: E = I 1=c(1=eey)]

In [1-c(1—-ees)]

Enancjoselektywno$¢ (E) liczona dla substratu: E = I L_c(ireos)]

eep(l—ees)
eepteeg

Enancjoselektywnos¢ (E) liczona dla substratu i produktu: E =

1 eep(1+ees)
eepteeg

gdzie: ee = % gdy R>S lub
ee = % gdy S>R.
Rownanie Chen’a
Jezeli parametr E wynosi 15-20, wtedy rozdziat jest zadawalajacy, gdy wynosi E>100 to
reakcja moze mie¢ zastosowanie przemystowe.

Niestety, aby wyznaczy¢ warto$¢ enancjoselektywnosci nalezy przeprowadzi¢ analize
sktadu enancjomerycznego powstalej mieszaniny za pomocg metod chromatograficznych.
Jest to technika czasochtonna i kosztowna, dlatego tez opracowano szybkie i tanie metody
wyznaczania aktywno$ci enzyméw 1 przyblizonej enancjoselektywnosci  reakcji
z zastosowaniem technik spektroskopowych. Szczegdlnym zainteresowaniem cieszy si¢
technika fluorymetryczna, ze wzgledu na wysoka czulo$¢, selektywnos$¢ oraz mozliwos¢

zastosowania w badaniach biologicznych.

3.1. Wyznaczanie enancjoselektywnosci na podstawie parametrow kinetycznych

Badanie kinetyki reakcji polega na badaniu szybkos$ci reakcji w zaleznosci od roznych
czynnikow, takich jak: stezenie substratow, temperatura, wpltyw katalizatorow, pH
srodowiska itp. Poprzez pomiary ustala si¢ charakter reakcji i w sposdb matematyczny
ujmuje zalezno$ci pomigdzy szybkoScig reakcji a czasem jej trwania. Szybkos¢ reakcji jest
proporcjonalna do st¢zenia substratow, a jej miarg jest przyrost st¢zenia produktu lub ubytek
substratu w jednostce czasu. Poniewaz szybko$§¢ maleje na skutek wyczerpywania si¢

reagujacych substancji czas, w ktorym mierzone sg przyrosty stezenia powinny by¢ jak

®C.S. Chen, Y. Fujimoto , G. Girdaukas G, C. J. Sih, J. Am. Chem. Soc. 1982, 104, 7294-
7299.
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najmniejsze. Dlatego tez mierzy si¢ poczatkowe szybkosSci reakcji. Rownanie kinetyczne

reakcji I rzedu wyraza si¢ wzorem:

_ amsl _ :
v=-—_—= k[S], gdzie

[S] - stezenie substratu,
t— czas,

k — stata szybkosci reakcji.

Stosuje si¢ je, gdy w reakcji bierze udziat tylko jedna substancja lub gdy st¢zenie drugiej
substancji mozna uzna¢ za stale (np. stezenie wody). Jezeli za a przyjmie si¢ stezenie

poczatkowe substratu, za X stezenie po czasie t to rownanie mozna przedstawi¢ w postaci:

dx_k
i (a—x)

Po scatkowaniu réwnania mozna wyliczy¢ szybkos¢ reakcji:
1 .

k = -In—, gdzie
t a—x

a — stezenie poczatkowe substratu,

X — stezenie substratu po czasie t.

Roéwnanie kinetyczne drugiego rzgdu stosuje sie, gdy zmienia si¢ stezenie dwoch
substratow 1 mozna je przedstawi¢ wzorem:

v = _% =— d[;f] = k[Sa] - [Sg], co daje po scatkowaniu:

I = 1 ] b(a —x)
“ta—b) tal—x)

Jezeli a = b, to rOwnanie ma postac:

dx .
i k(a — x)?, a po scatkowaniu:

1 x
Tt a(a-x)
W reakcjach zerowego rzedu szybko$¢ nie zalezy od stgzenia substratu, a rOwnanie
wyraza si¢ wzorem:
dx
Fri k

. X
Po scalkowaniu: k = "

W przypadku reakcji enzymatycznej rOwnanie przybiera postac:
dx

== k[E]
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gdzie:

[E] — stezenie enzymu.

W tym przypadku podwojenie stezenia enzymu spowoduje podwojenie szybkosci reakcji.
Wigkszos¢ reakeji hydrolizy enzymatycznej mozna opisa¢ za pomoca rownania Michaelisa-
Menten:

(Vmax = Vo) (Km + [S]) = Vinax - K, gdzie:

Vmax — szybko$¢ maksymalna reakcji enzymatyczne;,

Vo — szybko$¢ poczatkowa reakcji,

K — stata Michaelisa,

[S] — stezenie substratu.

Graficznie rdwnanie to przedstawia si¢ w postaci hiperboli. Zalezno$¢ ta ttumaczy si¢
powstawaniem kompleksu enzym-substrat. Przy matym stg¢zeniu substratu niektore
czasteczki enzymu nie sg polgczone z substratem. Wtedy reakcja jest I rzedu i jej szybkosé
jest uzalezniona od stezenia zwigzku reagujgcego. Zwigkszenie stezenia powoduje wysycenie
enzymu substratem i osiggni¢cie maksymalnej szybkosci reakcji. W tym zakresie reakcja jest
reakcja zerowego rzedu i1 szybko$¢ reakcji nie zalezy od stezenia substratu, zalezy natomiast
od stezenia enzymu. St¢zenie substratu, przy ktorym szybkos¢ reakcji rowna jest potowie
szybkos$ci maksymalnej nazywana jest stalg Michaelisa (Ky). Okresla ona powinowactwo
enzymu do substratu. Mate wartosci Ky, wskazujg na duze powinowactwo.

Przeksztalcenie wzoru Michaelisa-Mentendo rownania Lineweavera-Burka:
1 K, 1 1

Vo Vias 51 Vinax
pozwala na sporzadzenie wykresu w postaci linii prostej (y=ax+b), gdzie wspodtczynnik
nachylenia prostej a = Kn/Vmax, natomiast wspotczynnik b=21/Vpax.
Parametry KpniVmax nie sg wystarczajagce do porownania migdzy sobg réznych enzymow,
dlatego wyznacza si¢ wartoSci Kear 1 Kea/ K. Stata katalityczna Keqr okresla liczbe czasteczek
substratu, ktore enzym moze przeksztalci¢ w produkt w jednostce czasu i wylicza si¢ jg ze

wzoru:

V; .
keqe = == gdzie
E

Kcat — stata katalityczna,
Vmax — szybko$¢ maksymalna reakcji enzymatyczne;

Ng — liczba moli enzymu (iloczyn st¢zenia biatka w roztworze 1 masy molowej enzymu).
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Natomiast stata specyficznosci, czyli stosunek Kkqa/Km okre$la specyficzno$¢ katalityczng
enzymu.

Wyznaczenie parametrow kinetycznych dla czystych enancjomerycznie zwigzkoéw
pozwala na wyznaczenie enancjoselektywnosci reakcji. Przeprowadzenie szeregu reakcji dla
obydwu enancjomerow w oddzielnych pomiarach pozwala na wyznaczenie stosunku Kea/Kn
szybciej reagujacego enancjomeru do Kea/ Ky wolniej reagujgcego enancjomeru:

Cese)

Km

S
(kcat
Km

jeéli k(R)>k(3).

3.2. Wyznaczanie enancjoselektywnosci na podstawie szybkos$ci poczatkowych reakcji

Poniewaz wyznaczenie parametrow  kinetycznych reakcji jest procesem
czasochtlonnym grupa Kazlauskas’a zaproponowata uproszczong metode okreslania
enancjoselektywnosci hydrolaz (Quick E).” Wyznaczano szybkos$ci poczatkowe reakeji dla
kazdego z enancjomerow estru kwasu karboksylowego w oddzielnym pomiarze, a nastepnie
wyliczono ich iloraz. Takie podejscie powodowalo btedy wynikajace z nie uwzglednienia
wspotzawodnictwa do miejsca aktywnego enzymu, dlatego do kazdej prébki dodawano
zwigzek referencyjny, bedacy estrem innego kwasu i roznigcy si¢ dlugoscig fali
absorbowanego promieniowania. Wzrost absorbancji $ledzono przy dwoch dtugosciach fali:
zwigzku  wlasciwego  oraz  zwiazku  referencyjnego.  Przyblizone  wartoSci

enancjoselektywnosci obliczano ze wzoru:
Vs

Vre f
VR

Vre f

Quick E =

Vs — szybko$¢ reakcji (S)-enancjomeru, gdy Vs>Vg,

VR — szybko$¢ reakcji (R)-enancjomeru,

Vet — szybko$¢ reakcji zwigzku referencyjnego.

Zarejestrowano dobrg korelacje migdzy wartosciami E obliczonymi na podstawie konwersji i
nadmiardéw enancjomerycznych, a wartosciami Quick E.

Z niewielkim btedem mozna roéwniez wyznaczy¢ wartos¢ E poprzez poréwnanie szybkosci
relatywnych reakcji:®

— Vrel('s)
Vrel(R)

" L. E. Janes, R. J. Kazlauskas, J. Org. Chem. 1997, 62, 4560-4561.
® G. Klein, J.-L. Reymond, Helvetica Chimica Acta 1999, 82, 400-407.
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4. Fluorescencja

Czasteczka zwigzku organicznego pochianiajac energi¢ przechodzi z podstawowego
stanu elektronowego Sy na wzbudzony stan elektronowy S;, Rysunek 1. W wyniku zderzen
z innymi czasteczkami traci ona nadmiar swojej energii oscylacyjnej i przechodzi na coraz
nizsze stany oscylacyjne, az osiggnie najnizszy wzbudzony stan elektronowy. Nastepnie
energia wzbudzenia czgsteczki moze zosta¢ wyemitowana w postaci promieniowania
z jednoczesnym powrotem czasteczki do stanu podstawowego, albo w sposob
bezpromienisty. Jezeli emisja jest nastepstwem absorpcji $wiatla mamy do czynienia z
fotoluminescencjg. Zaleznie od rodzaju stanu wzbudzonego, z ktérego nastepuje emisja
kwantu energii mozna jg podzieli¢ na fluorescencj¢ i fosforescencje. Fluorescencja to
zjawisko, w ktorym nastepuje przejscie czasteczki z poziomu zerowego wzbudzonego stanu
singletowego S; na dowolny poziom oscylacyjno-rotacyjny stanu podstawowego So.
Zalezno$¢ natezenia wyemitowanego promieniowania elektromagnetycznego od
czestotliwosci przedstawiana jest w postaci widma fluorescencji. Widmo fluorescencji, w
poréwnaniu z widmem absorpcji jest przesunigte w kierunku dluzszych fal, a energia
promieniowania emitowanego jest niZsza niz energia zaabsorbowana.’

relaksacja wibracyjna
S, !

A []
:konwersja wewnetrzna o
' przejscie
Sy ; wOWe
. T
Absorbcja J Fluorescencja
hVA hVA \ th th <
Fosforesnecja
2 |
S 1
0 \

Rysunek 1. Diagram Jabtonskiego.
Badania fluorymetryczne wykorzystuja proporcjonalnos¢ intensywnosci fluorescencji
do st¢zenia zwigzku emitujacego, zgodnie ze wzorem:
lk=k-l,C-s
gdzie:
It — intensywnos¢ fluorescencji

k — stata proporcjonalnosci

° Chemia analityczna: ¢wiczenia laboratoryjne, praca zbiorowa pod redakcja I. Gluch 1 M.
Balcerzak, Oficyna Wydawnicza Politechniki Warszawskiej, Warszawa 2007, 138-149.
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l, — nat¢zenie promieniowania wzbudzajacego
C — stgzenie

S — grubo$¢ warstwy absorbujace;.

Zalezno$¢ ta jest prawdziwa tylko w zakresie niskich stezen, gdyz dla stezen wysokich
obserwuje si¢ zjawisko autowygaszania. Obnizenie wartos$ci intensywnosci fluorescencji
moze by¢ rowniez spowodowane wzrostem temperatury oraz wptywem innych substanciji,
powodujacych przekazanie energii przez czasteczke wzbudzong w sposob bezpromienisty.
Substancjami pochodzenia naturalnego wykazujacymi zjawisko fluorescencji sg m.in.:
aminokwasy (tryptofan, tyrozyna, fenyloamina), zasady nukleinowe w DNA i RNA (adenina,
guanina, cytozyna, tymina, uracyl), barwniki roslinne (chlorofile, karotenoidy,
bakteriochlorofile), witaminy (ryboflawina, biotyna, tiamina, witamina A oraz cz¢$§¢ witamin
z grupy B). Ponadto mozliwa jest modyfikacja struktury wielu zwigzkéw oraz warunkow
pomiaru tak, aby przeprowadzi¢ je w zwiazki fluoryzujace.'® Wysoka czutosé i selektywnogé
metod fluorymetrycznych predestynuje je do zastosowania w diagnostyce klinicznej,
szczegolnie gdy dostgpna jest niewielka ilos¢ probki. We krwi oraz ptynach ustrojowych
rutynowo wykonuje si¢ oznaczenia aminokwasow, kwasu foliowego, ryboflawiny, tiaminy.
Coraz czesciej monitoruje si¢ takze aktywnos$¢ enzymow, poniewaz sg markerami wielu
choréb. W nowoczesnych laboratoriach stosuje si¢ mikroskopy fluorescencyjne do
obrazowania nowotworow, choréb neurologicznych i immunologicznych. Metoda ta jest
rowniez przydatna do badania biodystrybucji 1 farmakokinetyki lekéw zawierajacych
w swojej strukturze fluorofor. Spektroskopia fluorescencyjna jest rowniez technika
wykorzystywang do badania biatek, ich struktury czy wzajemnych oddziatywan. Dzigki
obecno$ci aromatycznych aminokwaséw w tancuchu polipeptydowym oraz potaczonych
z nim grup prostetycznych, biatka wykazuja wlasnosci fluorescencyjne przypadajace na

zakres bliskiego ultrafioletu.™"***

% Progress in Molecular Biology and Translational Science, edited by M. C. Morris, Elsevier
2013, 113, 1-27

'3, Paszyc, Podstawy fotochemii, Wydawnictwo Naukowe PWN, Warszawa 1992

123 R. Lakowicz, Principles of fluorescence spectroscopy, Springer 2006

3P, Suppan, Chemia i $wiatto, Wydawnictwo Naukowe PWN, Warszawa 1997
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4.1. Zastosowanie zjawiska fluorescencji do badania kinetyki reakcji chemicznych

i biochemicznych

Spektrofluorymetria jest szczegdlnie wazng metodg w badaniach biochemicznych,
stuzaca do oznaczania bardzo malych stgzen zwigzkéw organicznych. Zwigzkami
fluorescencyjnymi, w niniejszej pracy, nazwano zwiazki, ktére w danych warunkach
pomiarow wykazuja zjawisko fluorescencji. Jezeli substrat do reakcji jest zwigzkiem
niefluorescencyjnym, a w wyniku przeksztalcen chemicznych, biochemicznych lub zmiany
warunkéw Srodowiska zostaje przeksztalcony w zwigzek fluorescencyjny to nazywany jest
zwigzkiem fluorogennym. Poprzez §ledzenie wzrostu intensywnosci fluorescencji W czasie
mozna bada¢ kinetyke reakcji. Mozliwe jest roOwniez podej$cie odwrotne, tzn. $ledzenie
spadku intensywnosci fluoresnecji w wyniku przeksztalcenia zwigzku fluorescencyjnego w
niefluorescencyjny.

Najprostsza metodg modyfikacji fluorescencji jest przytaczenie do fluoroforu
ugrupowania wygaszajacego fluorescencj¢. Nastepnie w wyniku reakcji enzymatycznej,
fotolizy lub innego rozlaczenia wigzania kowalencyjnego fluorescencja zostaje przywrocona

przez usuniecie grupy blokujacej, Schemat 1.

grupa hv

blokujaca Vl 2
D—Q — @ O
brak fluorescenc;ji fluorescencja

hV1>hV2

Schemat 1
Klasycznym przyktadem usunig¢cia grupy wygaszajacej fluorescencje jest hydroliza estru
7-hydroksykumaryny 1, przedstawiona na Schemacie 2. Reszta kwasowa petni funkcje¢ grupy
blokujacej, przez co zwiazek 1 nie wykazuje fluorescencji. Hydroliza wigzania estrowego
powoduje uwolnienie 7-hydroksykumaryny (2). Forma anionowa 7-hydroksykumaryny
emituje silng niebieska fluorescencj¢. Rejestrowanie zmian fluorescencji w czasie dla

roznych stezen substratu pozwala na badanie kinetyki reakcji enzymatycznej.**

14 T. de Laborde de Monpezat, B. de Jesob, J.-L. Butourc, L. Chavaflta, M. Sancholled,
Lipids 1990, 25, 661-664.
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1
lipaza JHQO

0 B
— +
OH HO o ~O

brak fluorescencji fluorescencja
2
Schemat 2

Kolejnym sposobem modyfikowania fluorescencji substratow jest wykorzystanie
mechanizmu FRET (Forster Resonanse Energy Transfer). Aby zwigzek mogt dziata¢ zgodnie
z tg koncepcja, powinien w swojej strukturze posiada¢ dwa chromofory o ré6znych widmach
absorpcji i emisji promieniowania, znajdujace si¢ w odlegtosci od 1 do 10 nm. Mechanizm
ten polega na przenoszeniu energii pomigdzy dwoma chromoforami: donorem i akceptorem.
Wzbudzajac donor wigzkg promieniowania o dlugosci fali odpowiadajacej maksimum jego
absorpcji nastepuje wewnatrzczasteczkowe przekazanie energii do akceptora. Wywotuje to
emisje fali o dlugosci $wiatta odpowiadajacej maksimum emisji akceptora, co zostato
zobrazowane na Schemacie 3. Jezeli chromofory znajduja si¢ w wigkszej odleglosci,
przekazanie bezpromienisteenergii nie zachodzi i obserwuje si¢ emisj¢ fali odpowiadajace;j
maksimum emisji donora.’® Pierwotnie metodologia ta zostata opisana dla wykrywania
aktywnosci proteazy HIV,' a kolejnych latach do badania interakcji pomigdzy biatkami,*"*?
ktore znakuje si¢ roznymi markerami fluorescencyjnymi, badania interakcji w zywych
komérkach za pomoca mikroskopu fluorescencyjnego,'® a takze do monitorowania w czasie

rzeczywistym opornos$ci na leki w przewleklej biataczce szpikowe;j 2

> E A. Jares-Erijman, T.M. Jovin, Nat. Biotechnol. 2003, 21, 1387 — 1395.

18 E. D. Matayoshi, G. T. Wang, G. A. Krafft, Erickson J., Science 1990, 247, 954-958.
7 A. K. Kenworthy, Methods 2001, 24, 289-296.

¥ K. Truong, M.lkura, Curr. Opin. Struct. Biol. 2001, 11, 573-578.

9 R.B. Sekar, A.Periasamy,J. Cell Biol. 2003, 160, 629-633.

20 A Tunceroglu, M. Matsuda, R. B. Birge, Mol. Cancer Ther. 2010, 9, 3065-3073.
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fluorescencja fluorescencja

hv;>hv,
hv;>hv;

Schemat 3
Przyklad prébnika fluorogennego 3 dzialajacego w oparciu o mechanizm FRET
przedstawiono na Schemacie 4.>' Autorzy zsyntetyzowali ester 3-[N-metylo-N-(2,4-
dinitrofenylo)amino]propan-1,2-diolu i kwasu pirenobutanowego, ktory nie wykazywat

fluorescencji.

hv
bezpromieniscie LlL'\

\hhv OH
OO
O,N NO, N

~__ o
brak fluorescencji

lipaza lub esteraza
HO

A =300 nm A = 376 nm

SN e ol
N OH
5 (1>
OZNQNOZ ) O‘
4 5

fluorescencja
Schemat 4
Naswietlanie zwigzku wigzkg promieniowania o diugosci fali 300 nm, odpowiadajaca
maksimum absorpcji kwasu pirenobutanowego (donora), prowadzilo do zaabsorbowania
kwantu energii. Nastepnie energia ta ulegala wewnatrzczasteczkowemu przeniesieniu na
drugi chromofor (akceptor), ktory w sposob bezpromienisty emitowal nadmiar energii.

Ugrupowanie dinitrofenyloaminowe, ktére nie posiada zdolnosci emisji promieniowania,
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dziatato jako wygaszacz fluorescencji. Jezeli zwigzek 3 poddano reakcji enzymatycznej
hydrolizy, uwalniany byl kwas pirenobutanowy (5), ktory emitowal promieniowanie o
dlugosci fali 376 nm. Wraz z postepem reakcji obserwowano wzrost intensywnos$ci
fluorescencji za pomocg spektrofluorymetru.

Trzecig metodg modulowania fluorescencji zwigzkow organicznych jest chemiczna
modyfikacja rdzenia zwigzku. Poprzez odpowiednie przeksztatlcenia chemiczne badz
biochemiczne ze zwigzku niefluorescenyjnego mozna otrzymaé zwigzek fluorescencyjny,

Schemat 5.

hv, hv, # hv,
N X M (X0
CO,Y
—_—
Z -YOH =
brak fluorescenciji fluorescencja
hv;>hv,
Schemat 5

Przyktadem takiej strategii jest zastosowanie pochodnej kwasu trans-cynomonowego
(trans-6), przedstawione na Schemacie 6. Naswietlanie takiego zwigzku $wiattem UV
powoduje izomeryzacj¢ z formy trans-6 do formy cis-6. Forma cis ulega spontanicznej

laktonizacji, co w rezultacie prowadzi do powstania fluorescencyjnej kumaryny 2.%%%

HO OH
HO OH

hv CO,Et
_~__OEt — = P

O

brak fluorescenciji

trans-6 -EtOH l

HO 0__0O
|09
fluorescencja

2

cis-6

Schemat 6

%2 N. Gagey, P. Neveu, C. Benbrahim, B. Goetz, |.Aujard, J.-B. Baudin, L. Jullien, J. Am.
Chem. Soc. 2007, 129, 9986-9998.

2.3.Y. Cho, Y. K. Song, J. G. Kim, S. Y. Oh, C. M. Chung, Tetrahedron Lett. 2009, 50,
4769-4772.

14

http://rcin.org.pl



Roéwniez zmiana warunkow srodowiska, np. polarnosci srodowiska czy warunkow pH

moze powodowaé powstanie zjawiska fluorescencji, Schemat 7.

hv .-
‘11 hV] P RN F 4 th
L (94 B
"\ zmiana warunkow o o
. \
srodowiska ' v
- i
» \ !
\ ’
A 7
A v
brak fluorescencji fluorescencja
hV1>hV2
Schemat 7

Jednym z przyktadow jest pochodna fenoksazyny 7 (Czerwien Nilu), ktora absorbuje
promieniowanie o dtugosci fali 591 nm, a emituje promieniowanie o dlugosci 657 nm, a jej
wodny roztwor wykazuje bardzo niskg fluorescencj¢, Schemat 8.2% Natomiast w $rodowisku
niepolarnym, np. w ksylenie maksimum absorpcji przesuwa si¢ w kierunku fal krétszych
(Amax/Aem = 523 nm/565 nm), czemu towarzyszy zwigkszenie wydajnosci kwantowej
fluorescencji. Zjawisko to umozliwia oznaczanie hydrofobowych obszarow w zywych

komorkach, np. kropelek lipidowych.25

i
YRV
N

(S

o
L,

brak fluorescenciji Lo

1

7 \_,’ PRl
! !
\

fluorescencja

Schemat 8
Rowniez modyfikacja struktury elektronowej zwigzku chemicznego moze prowadzi¢

do powstania zjawiska fluorescencji, Schemat 9.

24P, Greenspan, S. Fowler, J. Lipid Res. 1985, 26, 781-789.
2 p. Greenspan, E. P. Mayer, S. D. Fowler, J. Cell Biol. 1985, 100, 965-973.
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n ‘ gt jffhvz
"LLI‘
analit
—> D—
-

brak fluorescenc;ji fluorescencja

hvi>hvy
Schemat 9
Przyktadem takich probnikow sa wskazniki jonow Ca?*, np. zwiazek 8 przedstawiony
na Schemacie 10. Wolne pary elektronowe reszt anilin kwasu 1,2-bis(o-aminofenoksy)etano-
N,N,N’,N’-tetraoctowego = wygaszaja  fluorescencje¢ @z  powodu  wystepowania
fotoindukowanego transporu elektronow. Natomiast powstanie kompleksu chelatowego
z jonami Ca?* angazuje te pary elektronowe do kompleksowania jonéw wapnia, przez co
zmniejsza si¢ wewnatrzczasteczkowe przeniesienie energii i tym samym zwigksza si¢

intensywnos¢ fluorescencji zwiazku 9.2

brak fluorescencji Ca2+

8

fluorescencja

9

Schemat 10
4.2. Prébniki chromogenie i fluorogenne

Metody oznaczania aktywnos$ci enzymatycznej oparte na oznaczeniach optycznych
zapewniaja Wysoki standard, a do wykonania odpowiednich oznaczen stosuje si¢ probniki
chromogenie lub fluorogenne. Zwiazki te mozna zastosowac¢ wtedy, gdy substrat lub produkt
uzyskiwany w wyniku reakcji katalizowanej przez enzym sa substancjami barwnymi lub

fluorescencyjnymi. Nie jest to jednak mozliwe w przypadku, gdy oba zwiagzki nie réznig si¢

2 A Minta, J. P.Kao, R. Y.Tsien, J. Biol. Chem. 1989, 264, 8171-8178.
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wlasciwosciami spektroskopowymi.27 Ponadto, zsyntetyzowane zwigzki, aby byly dobrymi
probnikami do oznaczen enzymatycznych powinny charakteryzowac si¢ wysoka stabilnoscia,
brakiem podatnosci na autohydrolize, brakiem tendencji do reakcji z niekatalitycznymi
biatkami, takimi jak albumina surowicy bydlgcej (BSA; bovine serum albumin) oraz powinny
by¢ dobrymi substratami dla enzymow. Przy ocenie przydatnosci probnikow do oznaczen

enzymatycznych nalezy uwzgledni¢ wszystkie powyzsze parametry.
4.2.1. Oznaczanie aktywnoSci lipaz i esteraz

Lipazy (EC 3.1) sg enzymami nalezacymi do klasy hydrolaz. Katalizujg reakcje
hydrolizy estrow kwasoéw tluszczowych. Odpowiadaja za hydrolize triacylogliceroli
bedacych zroédlem energii organizméw zywych. Produktami reakcji sg kwasy tluszczowe,
diacyloglicerole i monoacyloglicerole.?® Szczeg6lnie wazne znaczenie w organizmach ludzi i
zwierzat maja lipazy: watrobowa, trzustkowa, jelitowa, jezykowa, zotadkowa oraz
lipoproteinowa. Okreslenie aktywnosci lipazy we krwi przydatne jest w diagnostyce
medycznej, w rozpoznaniu i oceny efektywnosci leczenia ostrego i przewleklego zapalenia
trzustki, mukowiscydozy, celiakii i choroby Crohna. Przy ostrym zapaleniu trzustki poziom
enzymu we krwi jest wysoki i przekracza 5-10 krotnie prawidtowe wartosci. Niski poziom
czgsto towarzyszy cukrzycy, podwyzszonemu poziomowi cholesterolu i nadci$nieniu
tetniczemu. W warunkach laboratoryjnych, aktywnos$¢ lipazy trzustkowej oznacza si¢ na
podstawie ilosci uwolnionych kwasow tluszczowych w czasie dziatania enzymu
w optymalnych warunkach. Lipazy pochodzenia mikrobiologicznego, syntetyzowane przez
szczepy drozdzy, plesni i bakterii (np. Candida antarctica, Candida rugosa) wykorzystywane
sa na szeroka skal¢ w przemysle spozywczym, farmaceutycznym i kosmetycznym. Dlatego
tak wazne jest opracowanie wiarygodnych 1 szybkich metod do jakos$ciowego oraz
ilo§ciowego oznaczania nawet bardzo matych iloéci enzymu. Ponadto, istotne jest okreslenie
stereoselektywnosci reakcji katalizowanych przez te enzymy.

Powszechnie do oznaczania aktywnosci lipaz i esteraz stosuje si¢ estry p-nitrofenolu
i kwasow karboksylowych o wzorze 10, posiadajace grupy R* bedace tancuchami
alifatycznymi C;-Cy. Krotkotancuchowe estry, takie jak octan czy maslan, sg rozpuszczalne
w wodzie 1 zwykle wykorzystywane do oznaczania aktywnosci esteraz, natomiast estry
dhugotancuchowe, jak laurynian, palmitynian czy oleinian, nie sg rozpuszczalne w

srodowisku wodnym oraz wymagaja stosowania dodatku srodkow powierzchniowo czynnych

7). P. Goddard, J. L. Reymond, Trends in Biotechnol. 2004,22, 363-370.
% R. Gupta, P. Rathi, N. Gupta,S. Bradoo, Biotechnol. App. Biochem. 2003, 37, 63-71.
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1 s3 wykorzystywane do oznaczania aktywnosci lipaz. Reakcje takie przebiegaja zgodnie z
mechanizmem przedstawionym na Schemacie 11, powodujac uwalnianie (p-nitrofenolu) 11.

St¢zenie formy anionowej oznacza si¢ spektofotometrycznie przy dtugosci fali 410 nm i pH

obojetnym.

Schematll

Metoda ta pomimo wielu zalet, takich jak tatwo$¢ oznaczania i niski koszt substratow,
posiada jednak réwniez szereg wad.? Jednymi z wazniejszych jest jej ograniczenie tylko do
oznaczania aktywno$ci kwasow karboksylowych, podatno$¢ na autohydrolize, tendencja do
reakcji z niekatalitycznymi biatkami oraz niska stabilno$¢ w czasie.

Aktywno$¢ enzymoéw hydrolitycznych moze by¢ oznaczana z duza czulo$cia
i doktadnoscia za pomoca metod fluorymetrycznych z zastosowaniem substratow
fluorogennych, ktére nie posiadajg wtasciwosci fluorescencyjnych, a dopiero uwolniony w
wyniku hydrolizy enzymatycznej zwigzek wykazuje silng fluorescencjg, Schemat 12.
Szeroko stosowane do tego celu sg estry kumaryny o wzorze 12 posiadajace jako grupe R;
wodor lub metyl oraz grupe R; bedaca lancuchem alifatycznym Ci-Cy. Najczesciej
stosowane sa octan
i maslan 7-hydroksy-4-metylokumaryny do oznaczania aktywnosci esteraz oraz palmitynian

1 laurynian do oznaczania aktywnoS$ci lipaz.30

Metody te jednak nie pozwalaja na
wyznaczenie stereoselektywno$ci reakcji, a takze dotycza tylko pochodnych kwasow
karboksylowych. Tylko posta¢ zjonizowana 7-hydroksy-4-metylokumaryny odpowiedzialna
jest za emisje promieniowania, dlatego tez pomiary wykonuje si¢ zazwyczaj w $srodowisku

obojetnego pH lub lekko zasadowego.

# C. Huggins, J. Lapides, J. Biol. Chem. 1947, 170, 467-482.
%0 T. De Laborde de Monpezat, B. De Jeso, J.L. Butour, L. Chavant, M. Sancholle, Lipids
1990, 25, 661-664.
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12 fluorescencja
Ry =C4-Cyo
R2 = H, CH3
Schemat 12

W  kolejnych  latach  opracowano metody bezposredniego  okreslania
enancjoselektywnosci reakcji. W tym celu jako probniki fluorogenne zastosowano
enancjomerycznie czyste estry kwasu (R)- i (S)-fenylobutanowego i rezorufiny (13), co
przedstawia Schemat 13. Poczatkowe szybkosci reakcji hydrolizy katalizowanej przez rozne
mutanty esterazy z Pseudomonas fluorescens wyznaczano na podstawie pomiaréw
intensywnosci fluorescencji w czasie. Pomiary prowadzono dla kazdego z enancjomerow
oddzielnie, a nastgpnie poréwnano ich szybkosci reakcji. Na tej podstawie wyznaczono
pozorne enancjoselektywnos$ci, ktdre nastepnie poroOwnano z warto$ciami rzeczywistymi,
wyznaczonymi dla mieszanin racemicznych na podstawie analiz GC i HPLC na kolumnach
chiralnych. Zaobserwowano dobrg korelacje pomigdzy wartosciami  pozornymi

i rzeczywistymi.*

N mutanty esterazy z N
- +
0] (0] O OH HO 0] O

13 fluorescencja

Schemat 13

Niestety, oznaczenia te ograniczone sg do wybranych grup substratow, w ktorych funkcje
grupy alkoksylowej pelni czasteczka chromoforu lub fluoroforu. Oznaczenie aktywnosci dla
nieracemicznych estrow alkoholi drugorzedowych, tioli czy amidéw nieracemicznych amin
nie jest bezposrednio mozliwe, jak tez oznaczenie stereoselektywnosci tych reakcji. Dlatego
tez, opracowanie nowych metod, pozwalajagcych na badanie kinetyki reakcji tych zwigzkow
jest niezwykle pozadane.

Szereg metod oznaczania aktywnos$ci enzymatycznych bazuje na koncepcji Klein’a
I Reymond’a. Zaproponowali oni posrednie metody oznaczania aktywnosci dehydrogenazy

alkoholowej z zastosowaniem procedury sktadajacej si¢ z sekwencji dwoch nastepujacych po

31 E. Henke, U. T. Bornscheuer, Biol. Chem. 1999, 380, 1029-1033.
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sobie reakcji przedstawionych na Schemacie 14.% W pierwszym etapie w wyniku dziatania
alkoholowej dehydrogenazy z watroby konskiej alkohol 14 byt utleniany do odpowiedniego
ketonu 15, ktory pod dzialaniem albuminy z surowicy bydlgcej ulegal procesowi f-
eliminacji, prowadzac do uwolnienia fluorescencyjnej 7-hydroksykumaryny (2). W kolejnych
latach metoda ta zostala zaadaptowana do badan przesiewowych nad lipazami i esterazami,>
aldolazami,** amidazami,® fosfatazami,*® hydrolazami epoksydowymi,*” monooksygenazami

Bayera-Villigera.*®

)\/\o o Yo "0 o0 o

(S)-14
1. enzymatyczne
utlenianie

Cl) m 2. B-eliminacja /@fi
KAo oo HO o Yo
15 2

Schemat 14
Opracowanie probnikéw fluorogennych opartych na sekwencji trzech reakcji

(R)-14

pozwolito na badanie aktywnosci lipaz i esteraz, co przedstawia Schemat 15.

%2 G. Klein, J.-L. Reymond, Bioorg. Med. Chem. Lett. 1998, 8, 1113-1116G.

3 E. Nyfeler, J. Grognux, D. Wahler, J.L. Reymond, Helv. Chim. Acta 2003, 86, 2919-2926.
% R. P. Carlén, N. Jourdain, J.-L. Reymond, Chem. Eur. J. 2000, 6, 4154-4162.

% E. Henke, U. T. Bornscheuer, Anal. Chem. 2003, 75, 255-260.

% E. M. Gonzalez-Garcia, J. Grognux, D. Wahler, J.-L. Reymond, Helv. Chim. Acta 2003,
86, 2458-2467.

%7 p. D. Jones, N. M. Wolf, C. Morisseau, P. Wheatstone, B. Hock, B. D. Hammock, Anal.
Biochem. 2005, 343, 66-75.

%8 R. Sicard, L. S. Chen, A. J. Marsaioli, J.-L. Reymond, Adv. Synth. Catal. 2005, 347, 1041-
1050.
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Schemat 15

Z fluorogennych substratow (R)-16 i (S)-16 w wyniku hydrolizy enzymatycznej
uwalniany byl kwas karboksylowy i drugorzedowy alkohol (R)-17 i (S)-17 potaczony
wigzaniem eterowym z 7-hydroksykumaryng. Nastgpnie w wyniku nastepczej reakcji
utleniania i B-eliminacji uwolniona zostata 7-hydroksykumaryna (2) o silnej fluorescenciji.
Hydroliza enzymatyczna byta etapem limitujagcym szybkos¢ reakcji, a dwa kolejne etapy
zachodzity z duzo wicksza szybkoscig. Sledzenie wzrostu intensywnosci fluorescencii
w czasie przy danej dlugosci fali emisji, pozwalalo na okreslenie st¢zenia uwalnianej
7-hydroksykumaryny (2), a tym samym na obliczenie szybkosci katalizowanej przez enzymy
reakcji. Zastosowanie dwoch oddzielnych pomiarow umozliwito na wyznaczenie szybkosci
reakcji dla kazdego z enancjomerow, a tym samym oznaczenie stereoselektywnosci procesu
1 okreslenie, ktoéry z enancjomerow substratu reaguje szybciej w obecnosci danego enzymu.
Zastosowanie techniki fluorymetrycznej gwarantowato osiggnigcie wysokiego standardu
oznaczen.>

W Kkolejnych latach w oparciu o identyczng koncepcje 0znaczania zsyntetyzowano
estry cyjanohydryn 18% oraz acyloksymetylowe etery 7-hydroksykumaryny 19,*

charakteryzujace si¢ wysoka stabilno$cig w warunkach fizjologicznych i niska podatno$cia na

¥ G. Klein, J.-L. Reymond, Helv. Chim. Acta 1999, 82, 400-407.
“OE. Leroy, N. Bensel, J.-L. Reymond, Adv. Synth. Catal. 2003, 345, 859-865.
“L E. Leroy, N. Bensel, J-L Reymond, Bioorg. Med. Chem. Lett. 2003, 13, 2105-2108.
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niespecyficzng degradacj¢, Schemat 16 i 17. W obydwu przypadkach zarejestrowano
wysokie relatywne szybko$ci reakcji enzymatycznych wobec wysokiego stezenia biatek
niekatalitycznych. Przebadano szereg dostgpnych komercyjnie enzyméw w obecnosci
albuminy z surowicy bydlecej, ktorej zadaniem bylo nasladowanie warunkéw 0czyszczania
enzymow, w ktorych badana prébka zawiera oprocz poszukiwanego enzymu réwniez inne
biatka. W obydwu przypadkach, jako produkty uboczne powstawaty aldehydy lub ketony,
ktore sg czesto inhibitorami badanych hydrolaz. Ponadto, metoda otrzymywania zwigzku 18

jest bardzo ztozona i bazuje na 7-etapowej syntezie.***3

OH 1. p-TsOH/aceton %O X
(0]

#O
2. TsCl, EtzN, DMAP/CH,CI . K" O
HO\)\/\OH ° 2 G \)\/\OTOS S KamOK \/K/\O o o

\4. HCI/MeOH

5. NalO.
i T m N m 6 TMS(;N kat. PPh:. HO N
7.RCOCL, Py HO : ket PPhs 1o
R)J\O/K/\O o o ~ \)\Ao oo \)\/\o o Yo
18

R = CHj, (CH;),CHj;, CCHj3, CgH43, CgH5

Schemat 16

/@\/1 1. NaH, DMF, RCO,CHjyl (o] m
HO o o R)J\O/\O oo
19

2

R = CHg, CH,CHg, CH(CHs),, C(CHg3)s
Schemat 17

W 1999 roku opracowano posrednig metode pozwalajacg na oznaczenie aktywnosSci
lipaz wzgledem octanow alkoholi drugorzedowych, co przedstawiono na Schemacie 18.
Hydroliza octanu chiralnego drugorzedowego alkoholu 20 katalizowana przez lipazy badz
esterazy prowadzi do uwolnienia kwasu octowego, ktory umozliwia wyznaczenie szybkosci
poczatkowych reakcji. Kwas octowy jest przeksztalcany w obecnosci ATP 1 koenzymu A
(CoA) przez syntetaze acetylo-CoA do acetylo-CoA. Nastepnie acetylo-CoA i oksalooctan
zostajg przeksztalcone do cytrynianu przez syntetaze cytrynianowa. Oksalooctan jest
wytwarzany w wyniku katalizowanej przez dehydrogenaze L-jabtczanu reakcji utleniania

jablczanu ze stechiometryczna konsumpcja NAD®. Obserwowanie wzrostu stezenia NADH

%2, L. Cage, B. P. Branchaud, J. Org. Chem. 1996, 61, 831-837.
3 E. Nyfeler, D. Wahler, J.-L. Reymond, Helv. Chim. Acta 2003, 86, 2919-2926.
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przy A=340 nm za pomocg metod spektrofotometrycznych umozliwia wyznaczenie szybkosci
poczatkowych reakcji dzigki kilkuetapowej reakcji kaskadowej. Ponadto esej umozliwia
szybki, wiarygodny pomiar aktywnos$ci 1 enancjoselektywnos$ci przez zastosowanie
odpowiednich (R)- i (S)-enancjomerow chiralnych alkoholi w dwdch oddzielnych pomiarach.
Niestety stosowanie tak skomplikowanego systemu enzymow i kofaktoréw sprawia, ze

metoda ta jest droga.*

X
0 hydrolaza o OH
+ H,O —— +
R1)\ Ra ? AOH R1/§\R2
20
cytrynian CoA
ATP
Cs ACS
H,0 AMP + pirofosfonian
acetylo-CoA
NADH + H* + oksalooctan B —— L-jablczan + NAD*
L-MDH
Schemat 18

Opracowano rowniez probniki do oznaczania syntetycznej aktywnosci hydrolaz
w rozpuszczalnikach organicznych.* Opisane metody mozna zastosowaé do jakosciowego
oraz ilo$ciowego oznaczania nawet bardzo matych ilosci enzymow, gdy produkty reakcji
katalizowanej przez nie posiadaja silng fluorescencj¢ w $rodowisku reakcji, natomiast

substraty nie wykazuja fluorescencji.
4.2.2. Oznaczanie aktywnosci proteaz

Enzymy proteolityczne (E.C. 3.4.) sa podklasag enzymow z klasy hydrolaz.
Odpowiadajg za procesy proteolizy, czyli hydrolizy wigzan peptydowych pomiedzy
aminokwasami. Miejsce hydrolizy jest okreslone przez wystepowanie specyficznej sekwencji
aminokwasow 1 moze odbywaé¢ si¢ od N-konca (aminopeptydazy), C-konca
(karboksypeptydazy) lub w $rodku (endopeptydazy), tylko w okreslonych warunkach
srodowiska. Proteazy, ze wzgledu na srodowisko pH w jakim dzialaja, mozna podzieli¢ na
kwasne, obojetne oraz zasadowe. A ze wzgledu na mechanizm dziatania na serynowe,
treoninowe, cysteinowe, asparaginowe, glutaminianowe oraz metaloproteazy. Enzymy te

regulujg wiele proceséw fizjologicznych w organizmach zywych poprzez kontrole aktywacji,

“ M. Baumann, R.Stiirmer, U. T. Bornscheuer, Angew. Chem. Int. Ed. 2001, 40, 4201-4204.
> M. Konarzycka-Bessler, U. T. Bornscheuer, Angew. Chem. Int. Ed. 2003, 42, 1418-1420.
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syntezy oraz degradacji biatek. Inhibitory proteaz sg wykorzystywane w leczeniu wielu
chorob, np. inhibicja proteaz odpowiedzialnych za replikacj¢ wirusa HIV, stosowana jest
w leczeniu AIDS; inhibicja ludzkiej trombiny, odpowiedzialnej za procesy krzepnigcia krwi
jest jedna z metod leczenia choroby wiencowej, czy blokowanie proteazy ACE, ktéra
odpowiada za wzrost ci$nienia krwi, pozwala na leczenie nadcis$nienia tetniczego. Okreslanie
aktywnos$ci proteaz jest jednym z intensywniej badanych obszarow chemii medyczne;.
Monitorowanie w czasie rzeczywistym aktywno$ci proteaz, nie tylko pozawala na
diagnozowanie wielu chorob, ale réwniez umozliwia kontrole efektywnos$ci dziatania
inhibitorow proteaz o potencjalnych wlasciwosciach leczniczych.46 Proteazy cysteinowe
(katepsyna D) i proteazy serynowe (kalikreiny) sa biomarkerami w diagnozowaniu chordb
nowotworowych.*” W ostatnich latach, opracowano szeroka game probnikéw fluorogennych
do zastosowan biomedycznych. Kilkanascie z nich zostalo przebadanych na modelach in
vitro i in vivo. Pierwsze metody HTS do oznaczania aktywnosci proteolitycznych zazwyczaj
wykorzystywaty do tego celu aminokwasy Ilub peptydy sprzezone z odpowiednim
fluoroforem.”® Grupa Scheper’a opracowala metode, dzigki ktérej mozna bylo, oprocz

aktywnosci, rowniez przewidywac enancjopreferencje proteaz i esteraz, Schemat 19.

e o)
+
N 0 o H,N o o NH;
NH,
21

enzym + +

pseudoenancjomery
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— >
* CF;
CF; o
0O X
h OH
<N 0o + i
NHZ H H2N O O 2
22
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Schemat 19

Do tego celu zsyntetyzowano pochodne L- i D-fenyloalanino-7-amido-4-
metylokumaryng (21) oraz L- i D-fenyloalanino-7-amido-4-trifluorometylokumaryne (22),
a nastepnie monitorowano postep reakcji dla wybranych par pseudoenancjomerow.

Pseudoenancjomerami nazywamy pary zwigzkéw o przeciwnej konfiguracji, ktore zwykle

% B. Turk, Nat. Rev. Drug Discov. 2006, 5, 785-799.
M. F. Ullah, M. Aatif, Cancer Treat. Rev. 2009, 35, 193-200.
M. V. Toth, G. R. Marschall, Int. J.Peptide Protein Rus. 1990, 36, 544-550.
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roznig si¢ jednym z podstawnikow przy centrum stereogenicznym. Mieszanina takich
zwigzkow powinna chemicznie zachowywac si¢ jak mieszanina racemiczna. Dzigki rdéznicy
w strukturze zwigzki te wykazuja odmienne wlasciwosci fizyczne i mozna w latwy sposob
monitorowa¢ przebieg reakcji z ich udzialem. Pochodne 7-amino-4-metylokumaryny oraz
7-amino-4-trifluorometylokumaryny roznity sie¢ widmami fluorescencji, dzieki czemu
mozliwe bylo rejestrowanie widm tréojwymiarowych, w uktadzie intensywnos¢ fluorescencji-
dtugos¢ fali wzbudzenia-dtugo$é fali emisji.**°

Jednak ze wzgledu na duza zawade steryczng powodowang przez ugrupowanie
fluoroforu 1 utrudnione podejscie substratu do miejsca aktywnego enzymu, w kolejnych
latach opracowano nowa koncepcje, w ktorej substrat byl potaczony z fluoroforem za
pomoca lacznika. Hydroliza wigzania amidowego, katalizowana przez proteazg
zapoczatkowywata kaskade reakcji, podczas ktorych tacznik ulegat samorzutnemu
rozlgczeniu, powodujac uwolnienie fluorescencyjnego produktu. Zadaniem tacznika byto
odsuniecie centrum reakcyjnego od rozbudowanego przestrzennie fluoroforu i zwickszenie
dostepnosci substratu do miejsca aktywnego enzymu. Przyktad takiego probnika 0 wzorze 23
przedstawiono na Schemacie 20.

COCH COOH
o) acylaza
o 0 0 0 penicylinowa ~L o o o o
T . i
N s, hig -PhACOH HoN™ S8 () e
o ¥z O =
24
n=1lub 2 23
CO,H COyH
Ho0,
NH3
*NH "0
J<O samorzutna /\
HO (@) (@] cyklizacja o) (o) o) (o)
7o - — 5T
I\Mn = (@] =
2 25
Schemat 20

Jako enzym modelowy wykorzystano acylazg penicylinowa, ktora katalizowata hydrolizg
wigzania amidowego. Reakcja enzymatyczna zapoczatkowywala reakcje domino, polegajaca

na fragmentacji hemitioaminalu 24 i nastepujacej po niej wewnatrzczasteczkowej cyklizacji

* T Kaniittel , T. Hartmann , H. Meyer , T. Scheper, Enzym. Microb. Technol. 2001, 29, 150—
159.
0 T Kniittel, H. Meyer, T. Scheper, Enzym. Microb. Technol. 2005, 37, 673-686.
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tiolakiloweglanu 25 prowadzac do uwolnienia fluorescencyjnej 7-hydroksykumaryny (2).
Calkowita konwersja zostata osiggni¢ta po 10 minutach.>

Powstato wiele prac opartych na koncepcji odwracalnego potaczenia peptydowego
substratu z fluoroforem zawierajagcym reaktywne ugrupowanie aminowe, hydroksylowe lub
tiolowe, za pomoca ,,autodestruktywnych” lacznikéw.>® Badanie aktywnosci proteaz jest
szczegOlnie wazne nie tylko ze wzgledu na szerokie zastosowanie w diagnostyce medycznej,
ale rowniez ze wzgledu na bardzo istotng rolg proteaz w syntezie peptydow>

i enzymatycznym rozdziale kinetycznym.**
4.2.3. Oznaczanie aktywnosci oksydoreduktaz

Oksydoreduktazy sa enzymami katalizujacymi reakcje utleniania i redukcji. Ze
wzgledu na mechanizm dzialania mozna je podzieli¢ na: oksydazy, oksygenazy,
dehydrogenazy, hydroperoksydazy, hydroksylazy. Posrod enzymoéw oksydoredukcyjnych
szczegllne miejsce zajmuja monooksygenazy bedace enzymami blonowymi. Katalizuja one
wlaczenie jednego atomu tlenu do substratu, natomiast drugi atom tlenu wigzany jest
w czasteczke wody z udziatem NAD(P)H. Najwicksza ich ilo$¢ wystepuje w watrobie.
Katalizuja one reakcje z udzialem substratow endogennych i egzogennych. Substratami
endogennymi dla monooksygenaz sa przede wszystkim kwasy ttuszczowe i steroidy, a wigc
biorg one udzial w syntezie kwasow zotciowych 1 hormondéw steroidowych. Substratami
egzogennymi sg ksenobiotyki. Mechanizm dziatania polega na wprowadzaniu jednego atomu
tlenu do substratu w obecnosci NADPH 1 tlenu. W zaleznos$ci od rodzaju substratu oraz
pozycji, w ktorej dotaczony zostaje atom tlenu monooksygenazy moga katalizowac reakcje:
hydroksylacji, epoksydacji, dealkilacji przy N, O i S, desulfuracji, deaminacji, dehalogenacji
i denitryfikacji. Mikrosomalny uktad monooksygenaz stanowi kompleks enzymatyczny,
ktory sktada si¢ z reduktazy NADPH-cytochrom P-450 i cytochromu P-450. Aktywnosc¢
katalityczna monoksygenaz najczgéciej oznaczana jest z zastosowaniem metod

spektrofotometrycznych oraz fluorymetrycznych.>>*® Metoda opublikowana w 2003 przez

*L Y. Meyer, J.-A. Richard, M. Massonneau, P.-Y. Renard, A. Romieu, Org. Lett. 2008, 10,
1517-1520.

%2Y. Meyer,J.-A. Richard,B. Delest,P. Noack,P.-Y. Renard,A. Romieu, Org. Biomol. Chem.
2010, 8, 1777-1780.

>3 K. Morihara, Trends in Biotechnology 1987, 5, 164—170.

> S.-T. Chen, S,-Y, Chen, S.-C. Hsiao, K.-T. Wang, Biotechnol. Lett. 1991, 13, 773-778.
®g. SaB3, M. Kadow, K. Geitner, M. L. Thompson, L. Talmann, D. Béttcher, M. Schmidt, U.
T. Bornscheuer, Tetrahedron 2012, 68, 7575-7580.
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grupe Furstossa® bazowala na zastosowaniu kaskady enzymatycznej] wychodzac
z 4-oksopentylowego eteru 7-hydroksykumaryny (26) jako substratu fluorogennego, co
ilustruje Schemat 21. W wyniku dzialania monooksygenaz produkowanych przez komorki
mikroorganizmoéw, zwigzek ten przeksztalcany byt w octan 27, a ten z kolei w wyniku
hydrolizy enzymatycznej badz reakcji spontanicznej do 3-hydroksypropylowegoeteru
7-hydroksykumaryny (28). W kolejnym etapie w reakcji katalizowanej chemicznie lub
enzymatycznie (dehydrogenaza z watroby konskiej) alkohol 28 utleniano do aldehydu 29,

ktory ulegal spontanicznej 3-eliminacji uwalniajac fluorescencyjng 7-hydroksykumaryne (2).

tleniani
m mono%kir;gg;zzami @) m
W o o) o) )k O/\/\ o o o

)

26 27
hydroliza
enzymatyczna

chemiczne lub
m enzymatyczne /@\/\/\I\
utlenianie
-
o >0 0 Yo HO "0 0" o

29 28

l B-eliminacja
L
HO o~ ~o

2

Schemat 21

Dwa lata pozniej grupa Reymonda®™  zaproponowala  zastosowanie
2-kumaryloksyketonéow 30 jako substratow fluorogennych do wykrywania aktywnosci
monoksygenaz Baeyer-Villiger’a w hodowlach mikrobiologicznych w formacie HTS, co
mozna zobaczyc na Schemacie 22. 2-Kumarylkosyketony 30 byly przeksztalcane przez
mikroorganizmy w pochodne acyloksyalkilowe 7-hydroksykumaryny 31, a nastepnie

% A. B. Watts, J. Beecher, C. S. Whitcher, J. A. Littlechild, Biocatal. Biotrans. 2002, 20,
209-215.

> M. C. Gutiérrez , A. Sleegers , H. D. Simpson, V. Alphand, R. Furstoss, Org. Biomol.
Chem. 2003, 1, 3500-3506.

*® R. Sicard, L. S. Chen, A. J. Marsaioli, J.-L. Reymond, Adv. Synth. Catal. 2005, 347, 1041-
1050.

27

http://rcin.org.pl



w wyniku hydrolizy enzymatycznej za pomocg esterazy z watroby $winskiej uwalniana byta

fluorescencyjna 7-hydroksykumaryna (2).

0

0

A A
(:/[ m BYMO d(i /@(\l PLE m
e — >

(@] (@] (@] (@] O (@] HO (@] (@]

30 31 2
Schemat 22

Druga wazng grupa sa dehydrogenazy, ktorych rola w organizmach zywych jest
odszczepianie atomu wodoru, ktéry nastepnie jest wigzany z NAD" i wykorzystany do
hydrogenacji albo utleniany w kaskadzie oksydacyjnej mitochondrium. Przyktadem jest
dehydrogenaza alkoholowa (ADH, EC.1.1.1.1.), katalizujaca odwracalny proces
przeksztatcania alkoholi pierwszorzgdowych w aldehydy. Juz w 1989 opublikowano
zastosowanie 4-metkosy-1-naftaldehydu (32) oraz 6-metoksy-2-naftaldehydu (33) jako
wskaznikoéw do wykrywania aktywnosci ludzkiej dehydrogenazy alkoholowej, Schemat 23.%°
Dehydrogenazy wspotdziataja z czasteczkami koenzymu NAD® oraz NADH. W reakgji
utleniania alkoholu do aldehydu, NAD" redukowany jest do NADH.

_O OH
ADH
—_—

o o

~ ~N
32
soplNNson,
33
Schemat 23

Szczegbdlne znaczenie w organizmach zywych ma réwniez dehydrogenaza
mleczanowa (LDH) katalizujgca odwracalng reakcje redukcji pirogronianu do mleczanu.
Szybko$éé reakcji, podczas ktorej NADH utlenia si¢ do NAD®, mozna $ledzi¢ mierzac zanik

pasma absorpcji przy 340 nm metoda Wroblewskiego.®

%% ). Wierzchowski, W. P. Dafeldecker, B. Holmquist, B. L. Vallee, Anal. Biochem. 1989,
178, 57-62.
0 F Wroblewski, J. S. Ladue, Exp. Biol. Med. 1955, 90, 210-213.
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Dehydrogenazy, jako pierwsze enzymy tancucha oddechowego, znalazty rowniez
zastosowanie W oczyszczaniu Sciekow metodg osadu czynnego. Oznaczanie aktywnosci
dehydrogenaz stuzy jako wskaznik aktywnos$ci mikroorganizmoéw 1 jest szczegdlnie istotne
w procesie oczyszczania $ciekow charakteryzujacych sie¢ duza zawartoscia zwigzkow
toksycznych, inhibitoréw reakcji biochemicznych. Metoda spektrofotometryczna z uzyciem
chlorku  trojfenylotetrazoliowym  stuzy do oceny aktywno$ci  biochemicznej
mikroorganizmoéw, kontroli prawidlowos$ci przebiegu oczyszczania oraz okreslenia stopnia
adaptacji osadu czynnego do $ciekow przemystowych. Pomiar aktywnosci dehydrogenaz
polega na posrednim pomiarze stezenia trojfenyloformazonu, o zabarwieniu czerwonym,
ktéry zostaje wytworzony w wyniku przeniesienia wodoru na bezbarwny chlorek
trojfenylotetrazoliowy. Wodor jest dostarczany przez dehydrogenazy, ktore katalizujg proces

odwodornienia glukozy dodanej do probki.®®?

Inng wiarygodng metodg wyznaczania
aktywno$ci dehydrogenaz jest wspomniana juz wczesniej metoda opracowana przez
Reymonda (Schemat 14).%

Wiele wskaznikow fluorescencyjnych bazuje na zaleznos$ci strukturalnej typu ang.
,push-pull”, w ktorej grupy elektronoakceptorowe sa polaczone =z  grupami
elektronodonorowymi rozbudowanym systemem sprzezonych wigzan n. Fluorofory typu
»push-pull”  wykazuja dobre parametry nieliniowo-optyczne dzigki efektywnemu
wewnatrzczasteczkowemu przeniesieniu tadunku. Zwigzki tego typu sa szczegolnie
przydatne do projektowania probnikoéw redoks, gdzie redukcja elektroakceptorowej grupy
karbonylowej do elektronodonorowej grupy hydroksylowej powoduje zmiang struktury
elektronowej zwiazku, co w nastepstwie moze powodowaé zmiany dlugosci fali emisji.®*
Wykorzystujac to zjawisko, opracowano nowe wskazniki redoks posiadajace odpowiednie
profile emisji, ktére moga by¢é wykorzystane jako substraty dla enzymow
oksydoredukcyjnych.®® Szczegélnie nadaja sic do selektywnego wykrywania aktywnosci
enzymu 3a-hydroksysteroidowej dehydrogenazy (3a-HSD), ktora bierze udziat w waznych

funkcjach fizjologicznych cztowieka. Zwigzek 34 przedstawiony na Schemacie 24 posiadat

%1 P H. Jones, D. Prasad, Journal (Water Pollution Control Federation), 1969, 41, R441-R449.
%2 A.E. Ghaly, N.S. Mahmoud, Am. J. Biochem. Biotechnol. 2006, 2, 186-194.

% G. Klein, J.-L. Reymond,Bioorg. Med. Chem. Lett. 1998, 8, 1113-11186.

® W. Rettig, Angew. Chem. Int. Ed. Engl. 1986, 25, 971-988.

% D.J. Yee, V.Balsanek, D.Sames, J. Am. Chem. Soc. 2004, 126, 2282-2283.
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bardzo dobre wlasciwosci optyczne i selektywnos$¢ wzgledem enzymu. A w kolejnych latach

probnik ten zostal zaadaptowany do badan in vitro.®®

(0] OH
3a-HSD
X —_ = X
N o "0 N o O
brak fluorescenciji fluorescencja
34
Schemat 24

4.2.4. Oznaczanie aktywnosci aminotransferaz

Aminotransferazy s enzymami uczestniczacymi w metabolizmie aminokwasow
u zwierzat 1 katalizuja reakcje przenoszenia grup aminowych z a-aminokwaséw na
o-ketokwasy. Nalezy do nich aminotransferaza alaninowa (ALAT) oraz aminotransferaza
asparaginianowa (ASPAT). Dzialaja one wedlug mechanizmu podwojnego przeniesienia
(reakcje ping-pong). Aminotransferaza alaninowa wigze L-alaning, z ktorej to zostaje
usunieta grupa aminowa i przeniesiona na koenzym fosforan pirydoksalu, prowadzac do
powstania fosforanu pirydoksaminy i uwolnienia donora grupy aminowej w postaci
pirogronianu. Nastepnie, w drugim etapie, grupa aminowa zostaje przeniesiona na zwigzany
przez enzym aminoakceptor (a-ketoglutaran) dajac L-glutaminian. Powstajacy w reakcji
pirogronian mozna ilo§ciowo oznaczac, mierzac spadek absorbancji przy 340 nm. Odpowiada
on zmniejszajgcemu  si¢ stezeniu NADH w nastgpczej reakcji z dehydrogenaza
mleczanowa(.67
W analogiczny sposob dziala aminotransferaza asparaginianowa katalizujac przeniesienie
grupy aminowej z asparaginianu na oa-ketoglutaran, co prowadzi do powstania
szczawiooctanu i L-glutaminianu. ALAT wystepuje glownie w watrobie, dlatego tez jest
wskaznikiem bardziej swoistym. ASPAT oprocz watroby wystepuje réwniez w sercu,
migsniach i nerkach. Oznaczenie aktywno$ci aminotransferaz jest metoda wykrywania
zaburzen funkcjonowania watroby, takich jak marskos$¢, sttuszczenie, wirusowe zapalenie

watroby, uszkodzenie polekowe, uszkodzenie toksyczne, guzy pierwotne, zapalenie drog

% D, J. Yee, V. Balsanek, D. R. Bauman, T. M. Penning, D. Sames, Proc. Natl. Acad. Sci.
USA 2006, 103, 13304-13309.
%7 H.U.Bergmeyer, M. Horder, J. Clin. Chem. Clin. Biochem. 1980, 18, 521-534.
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zotciowych, cholestaza.®® Aktywno$¢ aminotransferaz w surowicy krwi moze by¢ 0znaczana
za pomocg metod kolorymetrycznych i spektrofotometrycznych. Zmiany poziomu
aminotransferaz moga wynikac nie tylko z uszkodzen watroby, ale réwniez z interferencji ze
strony lekow. Zwigkszenie aktywnoS$ci na drodze mechanizmu fizjologicznego nastepuje pod
wpltywem dziatania lekow przeciwbolowych (kodeina, morfina) 1 cholinergicznych.
Natomiast leki o dziataniu toksycznym zwigkszajg aktywnos$¢ enzymoéw wedtug mechanizmu
farmakologicznego, uszkadzajac tkanke mig$niowa (barbiturany, karbromal), hepatocyty
(doustne leki antykoncepcyjne, aspiryna), przez uszkodzenia cholestatyczne (estrogeny).”
Szybki postep w dziedzinie inzynierii genetycznej i1 technice tasowania genéw pozwolil na
otrzymanie bibliotek genetycznie zmodyfikowanych transaminaz, o pozadanych
charakterystykach, a ich badania metodami HTS pozwalaja na szybka analiz¢ specyficznosci
substratowej i enancjoselektywnosci.” Jest to szczegolnie istotne przy ich zastosowaniu
w organicznej syntezie chemicznej. Enzymy te sg bardzo przydatne w syntezie
nienaturalnych aminokwaséw oraz enancjomerycznie czystych amin,” ktore to z kolei sa
waznymi blokami budulcowymi do syntezy peptydomimetykow, lekéw czy kosmetykow.
Enancjomerycznie czyste zwigzki mozna otrzymaé¢ na drodze trzech podej$é: syntezy

asymetrycznej z pro-chiralnych ketonéw,’?  rozdziatu kinetycznego,73

deracemizacji
racemicznych zwiazkow.”® Do tej pory opracowano niewiele metod oznaczania aktywnosci
transaminaz, ze wzgledu na wymian¢ grupy aminowej pomi¢dzy zwigzkami o podobnych
masach molowych i braku efektywnych metod rozrozniania ich migdzy sobg bez wplywu na
aktywno$¢ enzymow. Wickszo$é z nich opiera si¢ na technice spektrofotometrii UV-Vis,>"
a zaledwie jedna na technice konduktometrycznej.””

Opracowana w 2004 roku metoda opierata si¢ na monitorowaniu zmian absorbancji,
zachodzacej w wyniku powstawania kompleksow o-aminokwasoéw z jonami miedzi. Podczas

reakcji transaminowania, donor grupy aminowej, jak amina lub o-aminokwas i akceptor

% A. Karmen, F. Wroblewski, J. S. LaDue, J. Clin. Invest. 1955, 34, 126-133.

% F Wroblewski, J. S. Ladue, Proc. Soc. Exp. Biol. Med. 1956, 91, 569-571.

'S, Mathew, G. Shin, M. Shon, H. Yun, Biotech. Bioproc. Eng. 2013, 18, 1-7.

'S, Mathew, H. Yun, ACS Catal. 2012, 2, 993-1001.

2 D. Koszelewski, I. Lavandera, D. Clay, D. Rozzell, W. Kroutil, Adv. Synth. Catal. 2008,
350, 2761 — 2766.

® D. Koszelewski, D. Clay, K. Faber, W. Kroutil, J. Mol. Cat. B: Enzym. 2009, 60, 191-194.

" D. Koszelewski, D. Clay, D. Rozzell, W. Kroutil, Eur. J. Org. Chem. 2009, 14, 2289-2292.
> M. D.Truppo, , J. D. Rozzell, J. C. Moore, N. J. Turner, Org. Biomol. Chem. 2009, 7, 395-
398.

’® 3. Hopwood, M. D. Truppo, N. J. Turner, R. C. Lloyd, Chem. Commun. 2011, 47, 773-775.
'S, Schatzle, M. Hohne, K. Robins, U. T. Bornscheuer, Anal. Chem. 2010, 82, 2082-2086.
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grupy aminowej (o-ketokwas) sa przeksztatcane odpowiednio do ketonu lub [-ketokwasu
oraz o-aminokwasu. Jezeli do roztworu dodany zostanie CuSO4/MeOH powstajacy
a-aminokwas tworzy kompleks z jonem miedzi o zabarwieniu niebieskim, co mozna §ledzi¢
za pomoca spektrofotometru przy dtugosci fali 595 nm, Schemat 25. Pozostate substraty

aminy, B-aminokwasy, a-ketokwasy oraz produkt ketony nie tworzg barwnych kompleksow

z jonami miedzi.”

Wz R i transami o R i
/g\ + S%OH o-transaminazy - )J\ N 3%OH
R "R, 8 R{” "R, NH,
donor grupy akceptor grupy keton aminokwas
aminowej aminowej
|CuSO4/MeOH

Schemat 25
Innym opublikowanym sposobem oznaczania aktywnosci transaminaz jest $ledzenie
zmian absorbancji w wyniku przeksztatcania (S)-2-aminotetraliny (35) do tetragonu (36)
0 niebieskim zabarwieniu, Schemat 26.”

“\\\NHZ o-TA (0] monitorowanie
——— zmian absorbancji
; : przy A=254 nm
35 pirogronian alanina 36
Schemat 26

5. Znaczenie chiralnych drugorzedowych alkoholi

Synteza zlozonych zwigzkéw organicznych zawierajacych kilka centrow

stereogenicznych wymaga dostarczenia enancjomerycznie czystych substratow. W przypadku

® B.-Y. Hwang, B.-G. Kim, Enzym. Microb. Technol. 2004, 34, 429-436.
® A.R. Martin, R. DiSanto, I. Plotnikov, S. Kamat, D. Shonnar, S. Pannuri, Biochem. Eng. J.
2007, 37, 246-255.
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APl szczegolnie istotna jest konfiguracja na centrach stereogenicznych, gdyz wszystkie
stereoizomery substancji aktywnej moga mie¢ zupetnie inne wilasciwosci farmakologiczne.
Roéznice we wlasciwo$ciach farmakokinetycznych i farmakodynamicznych poszczegolnych
enancjomerdw przyczyniaja si¢ do potrzeby charakteryzowania lekow dopuszczonych do
obrotu pod katem ich skfadu enancjomerycznego.®® Zwiazki enancjomerycznie czyste mozna
pozyska¢ ze zrodet naturalnych, ale czesto niezbedne jest zastosowanie enancjomerdéw, ktore
niewystepuja w naturze, a ktorych otrzymanie mozliwe jest jedynie na drodze
stereoselektywnej syntezy organicznej. Szczegoélnie istotnymi blokami budulcowymi sg
chiralne drugorzedowe alkohole, gdyz grupa hydroksylowa moze by¢ w prosty sposob
przeksztatcona w inne grupy funkcyjne, grupy opuszczajace, utleniona czy zredukowana,
Schemat 27.%

Y = acyl, aryl

Schemat 275
Przyktadem drugorzedowych alkoholi stosowanych w postaci enancjomerycznie czystych
API sg Ezetimibe (37) i Sotalol (38) oraz otrzymywany z alkoholu Prozac (39) (Schemat 28).
W syntezie totalnej tych zwigzkéw, jako jeden z etapow, powszechnie stosuje si¢

katalizowany hydrolazami rozdziat kinetyczny.®?

8 B. Grodner, D. Sitkiewicz, Psychiatria Polska 2013, 3, 511-518.
81D, J. Trader, E. E. Carlson, Mol. BioSyst. 2012, 8, 2484-2493,
8 G. V. More, K. C. Badguijar, B. M. Bhanage, RSC Adv. 2015, 5, 4592-4598.
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Schemat 28

5.1. Biokatalityczne metody otrzymywania enancjomerycznie czystych drugorzedowych
alkoholi

Enancjomerycznie czyste drugorzedowe alkohole sg waznymi blokami budulcowymi
do syntezy wielu zwigzkéw biologicznie czynnych. Dlatego poszukiwanie nowej drogi
syntezy jest szczeg6lnie istotne. Od momentu odkrycia lowastatyny 42 w latach 70,% badania
nad otrzymaniem jej nowych analogéw o potencjalnych wiasciwosciach inhibujacych
reduktaze HMG-COA cieszg si¢ szczegdlnym zainteresowaniem. Uwaza si¢, ze reszta
laktonowa lowastatyny jest kluczowym fragmentem struktury odpowiedzialnym za jej
aktywno$¢ biologiczng, Schemat 29. Odpowiednie enancjomerycznie czyste laktony sa
syntonami niezbednymi do otrzymania szerokiej gamy analogow lowastatyny. Dlatego tez
podjeto wiele badan nad otrzymaniem podstawionych pochodnych tetrahydro-4-hydroksy-
2H-pyran-2-onu (41).84 Odpowiednig strukture laktonu 41 mozna uzyskaé poprzez
wewnatrzczasteczkowa  cyklizacje  3,5-dihydroksy —estrow  40.%%  Aby  otrzymaé
dihydroksyestry o odpowiedniej konfiguracji prowadzi si¢ enzymatyczny rozdziat
kinetyczny®” lub dynamiczny rozdzial kinetyczny®® 5-hydroksy-3-oksoestrow  lub
enzymatyczng redukcjc;89 3,5-dioksoestrow, a nastegpnie diastereoselektywng redukcje

chemiczna.

8 G. Beck, K. Kesseler, E. Baader, W. Bartmann, A. Bergmann, E. Granzer, H. Jendralla, B.
v. Kerekjarto, R. Krause, E. Paulus, W. Schubert, G. Wess J. Med. Chem. 1990, 33, 52-60.

8 C. Bonini, P. Pucci, L. Viggiani, J. Org. Chem. 1991, 56, 4050-4052.

8 . Bonini, P. Pucci, R. Racioppi, L. Viggiani, Tetrahedron Asymm. 1992, 3, 29-32.

% B. Henkel, A. Kunatk, H. Schick, Tetrahedro: Asymm. 1993, 4, 153-156.

87.C. Xu, C. Yuan, Tetrahedron 2005, 61, 2169-2186.

% S, Liideke, M. Richter, M. Miiller, Adv. Synth. Catal. 2009, 351, 253-259.

% M. Wolberg, W. Hummel, M. Miiller, Chem. Eur. J. 2001, 7, 4562-4571.
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Schemat 29

W kolejnych rozdzialach opisano najczesciej stosowane metody otrzymywania
enancjomerycznie czystych alkoholi drugorzegdowych z zastosowaniem biokatalizatorow,
takich jak rozdzial kinetyczny, dynamiczny rozdziat kinetyczny, enzymatyczna redukcja,
enzymatyczna reakcja aldolowa. Szczegdlny nacisk polozono na chemoenzymatyczne
metody, prowadzace do otrzymania 5-podstawionych-3,5-dihydroksyestrow kwasu

pentanowego, bedacych syntonami do syntezy analogow lowastatyny.
5.1.1. Enzymatyczny rozdzial kinetyczny

Najczesciej stosowang metodg otrzymywania zwigzkow enancjomerycznie czystych
jest rozdzial kinetyczny mieszanin racemicznych. Enzymatyczny rozdziat kinetyczny
mozliwy jest dzigki rdznej szybkoSci przeksztalcania kazdego z enancjomerow substratu w
produkt przez enzym. Roznice w szybko$ciach reakcji sa wynikiem réznego dopasowania
przestrzennego enancjomerOw substratu do centrum aktywnego enzymu. Aby rozdziat
kinetyczny byl efektywny, enzym musi przeksztatca¢ jeden z enancjomerdw substratu z duzo

wieksza szybkoscia niz drugi, co ilustruje Schemat 30.%°

kr
SR szybko PR
wydajnosc 50%
ks
SS """""" > PS
wolno
kr>>ks
Schemat 30

% 0. Pamies, J.-E. Bickvall, Curr. Opin. Biotechnol. 2003, 14, 407-413.
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Produkt o wysokiej czysto$ci enancjomerycznej moze by¢ otrzymany, gdy konwersja nie
przekroczy 50%, a enzym przeksztalca z wicksza szybkos$cig enancjomer lepiej dopasowany
do centrum aktywnego. Powyzej 50% konwersji, st¢zenie szybciej reagujacego enancjomeru
jest bardzo niewielkie, dlatego tez enzym przeksztalca coraz wigcej drugiego z
enancjomerow 1 tym samym spada czysto$¢ enancjomeryczna produktu. Analogicznie
odbywa si¢ to dla nieprzereagowanego substratu, dla ktorego wysoka czystos¢
enancjomeryczng mozna uzyska¢ przy konwersji powyzej 50%. Dlatego tez istotna jest
optymalizacja warunkéw prowadzenia reakcji (Czasu temperatury, rozpuszczalnika,
srodowiska pH, zawarto$ci wody, uzytego enzymu).

Do procesu hydrolizy estrow kwasow karboksylowych najczgsciej wykorzystuje sig
hydrolazy. Enzymy te posiadaja szeroka specyficznos¢ substratowa, ponadto nie wymagaja
stosowania dodatkowych matoczasteczkowych zwiazkéw, czyli tzw. kofaktoréw. Reakcje
takie sa prowadzone w wodzie, mieszaninie wody z rozpuszczalnikami organicznymi lub w
rozpuszczalnikach organicznych. Hydroliza estrow kwasow karboksylowych katalizowana
przez enzymy jest procesem kilkuetapowym, co pokazuje Schemat 31.°** Zgodnie
z powszechnie przyjetym mechanizmem, w pierwszym etapie tworzy si¢ produkt posredni w
postaci acylowanego enzymu oraz alkohol, nastepnie produkt posredni reaguje z woda dajac
produkt w postaci kwasu karboksylowego z jednoczesnym odtworzeniem wolnego enzymu.
Jezeli substrat jest zwigzkiem racemicznym, mozliwa jest reakcja tylko z jednym

Z enancjomerow.

R,

R1 = H, alkil, aryl
R, = H, alkil, aryl
R3 = H, alkil, aryl
R4 = H, alkil, aryl

----» estryfikacja

——» hydroliza

Schemat 31

%1 L. Hedstrom, Chem. Rev. 2002, 102, 4501-4524.
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Przyktad rozdzialu kinetycznego estru alkoholu drugorzedowego przedstawiono na
Schemacie 32. W wyniku enzymatycznej hydrolizy zwigzku rac-43 otrzymano ester etylowy
kwasu 5-fenylo-5-hydroksy-3-oksopetnanowego ((R)-44) (wydajnos¢ 47%, E>200) oraz
nieprzereagowany substrat (S)-43.%

o} 0

/\)kooo

, OH O O Mo o o
Candida rugosa L. z
o iPry0-H,0 o + o~
30°C, 24 godz
(R)-44

(S)-43

rac-43

Schemat 32

Lipazy ze wzgledu na swoja funkcje fizjologiczng w organizmach zywych, polegajaca
na hydrolizie wigzan estrowych w tluszczach, nadaja si¢ do katalizowania reakcji nie tylko
w wodzie. Mozliwe jest zastosowanie tych enzymow roéwniez W niepolarnych
rozpuszczalnikach organicznych z niewielkim dodatkiem wody, niezb¢dnym do zachowania
struktury przestrzennej i wilasciwosci katalitycznych. Polarne rozpuszczalniki stosuje si¢
jedynie do poprawy rozpuszczalno$ci, gdyz dezaktywuja one enzymy przez denaturacje
biatka. Wyeliminowanie wody z ukladu reakcyjnego umozliwia przeprowadzenie reakcji
odwrotnej, czyli estryfikacji badz transestryfikacji. Podczas estryfikacji kwasow
karboksylowych w pierwszym etapie tworzy si¢ produkt posredni w postaci acylowanego
enzymu i wody, nastepnie produkt posredni reaguje z alkoholem dajac produkt w postaci
estru kwasu karboksylowego z jednoczesnym odtworzeniem wolnego enzymu. Jezeli ktorys
z substratow jest zwigzkiem racemicznym, mozliwa jest reakcja tylko z jednym
Z enancjomerow.

Reakcje enzymatyczne sg procesami odwracalnymi, co niekorzystnie wplywa na
przesunigcie rownowagi reakcji 1 uzyskiwanie produktow z mniejszymi nadmiarami
enancjomerycznymi. Jezeli zamiast kwasu karboksylowego zastosowany zostanie
odpowiedni ester enolu, bezwodnika lub oksymu to proces ten bedzie nieodwracalny, a
rOwnowaga reakcji zostanie przesuni¢ta na korzy$¢ produktu. Powstajacy w reakcji
transestryfikacji enol alkoholu ulega nastgpczej tautomeryzacji do acetaldenydu lub acetonu,

W zalezno$ci czy zastosowano ester winylu czy propenylu, Schemat 33.% Mozliwe jest

% C. Xu, C. Yuan, Tetrahedron 2005, 61, 2169-2186.
% A. Ghanem, V. Schurig, Monatshefte fur Chemie 2003, 134, 1151-1157.
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rowniez zastosowanie innych donoréw grup alkoksylowych niz alkohole, np. weglanow,

ortoweglandw, ortoestrow czy acetali.®*

O
OH o _ )J\o OH
O immobilizowana lipaza H
z Pseudomonas cepacia + +
+ )k /g P > HO
0 toluen

c=56% ee>99% reakcja

ee>78% spontaniczna

E=93

N

Schemat 33

Inna metoda syntezy polega na zastosowaniu chiralnych racemicznych kwasow
karboksylowych, ktore w reakcji z racemicznymi alkoholami dajg racemiczne mieszaniny
diastereoizomerycznych  estrow, ktére mozna za pomoca chromatografii  lub
diastereoselktywnej krystalizacji rozdzieli¢ na poszczegdlne diastereoizomery. Maksymalna
wydajnos¢ procesu rozdziatu kinetycznego wynosi 50%, ale istnieje kilka sposobdw
zwickszenia wydajnosci. Mozliwe jest to poprzez zastosowanie zwiazkoéw mezo,”
stereoinwersja nieprzereagowanego substratu® lub zastosowanie reagentéw racemizujacych
w wariancie dynamicznego rozdziatu kinetycznego. Diole o r6znej strukturze, np. mezo-diole,
C2-symetryczne diole, racemiczne diole posiadajace pierwszo- i drugorzedowsg grupe

hydroksylowsz'98

powszechnie stosuje si¢ jako substraty w Kkatalizowanej lipazami
desymetryzacji z uzyciem octanu winylu w rozpuszczalnikach organicznych w celu

otrzymania chiralnych blokoéw budulcowych o wysokiej czystosci stereoizomerycznej.
5.1.2. Dynamiczny rozdzial kinetyczny

Aby nie straci¢ potowy racemicznego substratu coraz czgsciej stosuje si¢ praktyke
potaczenia in-Situ enzymatycznego rozdzialu kinetycznego z etapem racemizacji. Dzigki
takiemu zabiegowi mozliwe jest otrzymanie enancjomerycznie czystego produktu
z maksymalng wydajnosciag 100%. Aby dynamiczny rozdziat kinetyczny przebiegal z duza

wydajnoscig proces musi by¢ nieodwracalny, stosunek szybkosci reakcji jednego

% A. Brodzka, D. Koszelewski, M. Cwiklak, R. Ostaszewski, Tetrahedron: Asymm. 2013,
24, 427-433.

% E. Schoffers, A. Golebiowski, C. R. Johnson, Tetrahedron 1996, 52, 3769.

% H_ Stecher, K. Faber, Synthesis 1997, 1-16.

"'F. Theil, Methods Biotechnol. 2001, 15, 277-289.

% A. Ghanem, H. Y. Aboul-Enein, Chirality 2005, 17, 1-15.
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enancjomeru do drugiego powinien by¢ wigkszy od 20, szybko$¢ racemizacji powinna by¢ 10
krotnie wigksza niz szybko$¢ reakcji szybciej reagujacego enancjomeru, produkt nie moze

ulegaé racemizacji, a reakcja spontaniczna nie powinna mieé¢ miejsca, Schemat 34.%°

k
SR szyg(o PR
krac wydajnosc 100%
ks
Ss i T s
kr>>ks
Krac>10ks
Schemat 34

Racemizacj¢ substratu mozna osiggna¢ kilkoma sposobami: poprzez racemizacje
termiczng, racemizacj¢ katalizowang zasadami, kwasami lub enzymami, racemizacj¢
w wyniku reakcji redoks oraz w wyniku generowania rodnikéw. Pierwsze badania nad DKR-
em alkoholi zostaty opisane w 1996.)%° Reakcja polegata na jednoczesnym racemizowaniu
drugorzedowego alkoholu przez katalizator metaliczny i enzymatycznym acylowaniu.
Pomimo tego, ze reakcja zachodzita z umiarkowanymi wydajnosciami (76% konwersja 80%
ee oraz 60% konwersja 1 98%ee) praca ta pokazala, ze kombinacja kompleksow metali
przejsciowych z enzymami jest mozliwa. W kolejnych latach grupa Béckvall’a opracowata
efektywny system DKR oparty na octanie p-chlorofenylu jako donorze grupy acylowej oraz
katalizatorze rutenowym o wzorze 45 do racemizacji arylowych i alkilowych alkoholi

drugorzedowych, Schemat 35.

CALB Ph o_ _O
OH Ru-katalizator (2% mol) OAG H
/Z\ p-Cl-CgH4-OAC (3 ekw.) = —_— \ o

R toluen o R/\ N\ “Ph Ph /

RU\H/RU_

) Phs VN 4 2h
R=alkil. arvl Wydajnosc 78-92% OC coocC cO
- any ee > 99%
45
Schemat 35

Park 1 wspotpracownicy zaproponowali nowy, zmodyfikowany katalizator rutenowy,

dzigki czemu mozliwa byla racemizacja drugorzgdowych alkoholi nawet w temperaturze

% U. T. Strauss, U. Felfer, K. Faber, Tetrahedron Asymm. 1999, 10, 107-117.
00 p M. Dinh, J. A. Howarth, A. R. Hudnott, J. M. J. Williams, W. Harris, Tetrahedron Lett.
1996, 42, 7623.
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pokojowej.®* Ponadto odkryli, ze dodatek weglanu sodu lub sit molekularnych w znacznym
stopniu zwigksza wydajno$¢ reakcji oraz nadmiar enancjomeryczny uzyskiwanego produktu.
Opracowany katalizator rutenowy znalazt réwniez zastosowanie do podwdjnego DKR-u
(dDKR) drugorzedowych symetrycznych dioli, Schemat 36. Produkty otrzymywano
z wysokimi wydajno$ciami 1 nadmiarami enancjomerycznymi, niezaleznie czy byly to 1,2-

102

diole, 1,3-diole czy 1,4-diole. Jednak w przypadku 1,3-dioli i 1,4-dioli

diastereoselektywnosci byly stosunkowo niskie.*®

Novozym 435
Ru-katalizator (4% mol)

OH OH | cic,0ac@ekw) OAC ?AC

toluen, 24 godz

Wydajnosc 90%
ee > 99%
dr 38:62

Schemat 36
Ponadto procedura DKR moze by¢ zastosowana do sfunkcjonalizowanych alkoholi,
takich jak a- i B-hydroksyestry. Béackvall zastosowat do tego celu immobilizowany enzym
z Pseudomonas cepacia, octan p-chlorofenylowy jako donor grupy acylowej w
cykloheksanie otrzymujac produkty ze $rednimi i dobrymi wydajno$ciami, patrz Schemat
37104105 Zastosowanie Katalizatora rutenowego nie wymaga zastosowania zasad, co jest

istotne, ze wzgledu na mozliwa racemizacje powstajacego octanu w warunkach zasadowych.

Pseudomonas cepacia L.

OH O Ru-katalizator (6% mol) OAc O

p-Cl-CgH4-OAc (3 ekw.)
R}\/U\OEt - MOEt

cykloheksan

Wydajnosc do 82%
ee do 99%

Schemat 37
Koncepcja ta zostata zastosowana rowniez do y- i1 o-hydroksyestrow kwasow
karboksylowych, ktore moga by¢ z tatwoscia przeksztalcone do laktonow, ktore to z kolei sa

strukturg wiodacg wielu zwigzkéw naturalnych, np. feromonow.'® W opracowanych

% J. H. Choi, Y. H. Kim, S. H. Nam, S. T. Shin, M. J. Kim, J. Park Angew. Chem. Int. Ed.
2002, 41, 2373.

2 B. A. Persson, F. F. Huerta, J. E. Backvall, J. Org. Chem. 1999, 64, 5237.

%3 R. J. Kazlauskas, A. N. E. Weissfloch, A. T. Rappaport, L. A. Cuccia, J. Org. Chem. 1991,
56, 2656.

4 F.F. Huerta, Y. R. S. Laxmi, J. E. Bickvall, Org. Lett. 2000, 2, 1037.

% F. F. Huerta, Y. R. S. Laxmi, J. E. Biackvall, Org. Lett. 2001, 3, 1209

%Y. Wu, L. Esser, J. K. De Brabander, Angew. Chem. Int. Ed. 2000, 39, 4308.
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warunkach reakcji poddano rowniez azydoalkohole, hydroksynitryle

i halogenoalkohole, 07108109

5.1.3. Redukcja enzymatyczna

Pojedyncze enancjomery alkoholi drugorzegdowych mozna otrzymaé na drodze
enzymatycznej reakcji redoks. W tym celu jako biokatalizatory stosuje si¢ oksydoreduktazy,
takie jak: dehydrogenazy, oksygenazy i oksydazy. Sposréd nich dehydrogenazy sg szeroko
stosowane do redukcji karbonylowej grupy aldehydow i1 ketondw oraz redukcji wigzan
podwojnych. Mechanizm dziatania dehydrogenaz wymaga udziatu kofaktorow w postaci
dwunukleotydu nikotynoamidoadeninowego (NADH) Ilub jego fosforanu (NADPH).
Kofaktory te sa no$nikami anionu wodorkowego, ktory atakuje wegiel grupy karbonylowe;j
ketonu zwigzanego z centrum aktywnym enzymu, prowadzac do powstania howego centrum

stereogenicznego, co zostalo pokazane na Schemacie 38.

.
A1 5 onzym

e o e

NAD(P)H NAD(P

il O

recykling kofaktora
Schemat 38

Mechanizm zostat opisany przez Preloga w 1964'° i od jego nazwiska pochodzi
nazwa reguly okreslajacej stereoselektywnos¢ dehydrogenaz. Reguta ta mowi, ze
przeniesienie anionu wodorkowego na atom wegla grupy karbonylowej nastepuje od strony
re z wytworzeniem alkoholu o konfiguracji (S), a atak od strony si prowadzi do alkoholu
0 konfiguracji (R). Wigkszos$¢ dostepnych handlowo dehydrogenaz dziala zgodnie z reguta
Preloga, takich jak: alkoholowa dehydrogenaza z watroby konskiej, alkoholowa
dehydrogenaza z drozdzy, alkoholowa dehydrogenaza z Thermoanaerobium brockii.
Zdarzaja si¢ jednak odstgpstwa od tej reguty (Lactobacillus kefir)."** Przeciwny proces

utlenienia alkoholi prowadzi do destrukcji centrum stereogenicznego i moze by¢

70. Pamies, J. E. Bickvall, J. Org. Chem. 2002, 67, 1418.

1% 0. Pamies, J. E. Bickvall, Adv. Synth. Catal. 2002, 344, 947.

%9°0. Pamies, J. E. Bickvall J. Org. Chem. 2002, 67, 9006.

19/ Prelog, Pure Appl. Chem. 1964, 9, 119.

1D H. R. Barton, F. Kalley, N. Ozbalik, E. Young, G. Balavoine, J. Am. Chem. Soc. 1989,
111, 7144,
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wykorzystywany
w reakcji kaskadowej do otrzymywania zwigzkow o wysokiej czysto$ci enancjomerycznej
z teoretyczng wydajnoscig 100%, co zostato zilustrowane na Schemacie 39.'? Enancjomer

(R)-alkoholu jest utleniany do ketonu, a nastgpnie selektywnie redukowany do (S)-alkoholu.

By %
, A~ , S-stereoselektywna
R R R-enancjoselektywne R redukcja OH
(S) utlenianie _ (S) S-ADH . =
+ Alcaligenes faecalis, 02' + / \‘ R/\ R'
OH @)
BY B§ NADH NAD+  ee>99%
R R' R R’ Wydajnosc > 99%
(R)

recykling kofaktora
Schemat 39

Zastosowanie izolowanych enzymoéw wymaga zastosowania kofaktorow w ilosci
molowej lub opracowania wydajnego systemu regeneracji, gdyz ceny kofaktorow sa bardzo
wysokie. Zastosowanie takiego systemu katalitycznego wiaze si¢ z poniesieniem wysokich
kosztow w przypadku produkcji na skale przemystowa. Rozwigzaniem problemu moze by¢
zastosowanie catych komoérek mikroorganizméw, ktore bedg w  wyniku procesow
metabolicznych regenerowa¢ kofaktory. W tym przypadku mozna zastosowaé tanie zrodta
wegla w postaci glukozy lub sacharozy. Najpowszechniej stosowanymi mikroorganizmami sg
drozdze piekarnicze Saccharomyces cerevisiae,

ktore wykazujg szerokie spektrum

substratowe, mozliwos¢ dziatania w rozpuszczalnikach organicznych z niewielkim
dodatkiem wody oraz duzg dostgpnoscig handlowa w bardzo niskiej cenie. Zastosowanie
calych komorek mikroorganizmoéw oprocz szeregu zalet ma rowniez kilka niedogodnosci, jak
niskie konwersje spowodowane toksycznoscig wielu zwigzkoOw organicznych, co wigze si¢ ze
stosowaniem niskich stezen substratow. Drozdze sa mato produktywne, dlatego stosuje sig¢
duza ilo$¢ biomasy, co prowadzi do niskiego odzysku produktu, zwtaszcza jesli produkt
znajduje si¢ wewnatrz komorek i jego ekstrakcja do medium jest problematyczna. Tylko
cze$¢ substratdow pomocniczych jest wykorzystywana do regeneracji kofaktorow (0.5-2%), a
reszta jest poddawana metabolizmowi, co prowadzi do powstania wielu polarnych produktow
ubocznych, ktore utrudniaja oczyszczanie wlasciwego produktu. Powtarzalno$¢ wynikow

w duzej mierze zalezy od uzytej kultury mikroorganizméw, ktére charakteryzuja si¢ duza

specyficznoscig, dlatego bardzo wazne jest uzywanie tej samej kultury cO opisana w

112, V. Voss, C. C. Gruber, W. Kroutil, Angew. Chem. Int. Ed. 2008, 47, 741-745.
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literaturze. Zwicgkszenie selektywnosci mozna uzyska¢ poprzez stosowanie —grup
zabezpieczajacych, ktére mozna bedzie nastgpnie usungé, immobilizacj¢, stosowanie
komorek w roznym wieku, stosowanie réznych warunkow fermentacji, selektywna inhibicje
enzymOw o okreslonej stereopreferencji, badania przesiewowe nad réznymi szczepami
mikroorganizmow oraz dodatek rozpuszczalnikoéw organicznych.113 Drozdze piekarskie
tolerujg ketony podstawione szerokg gamg grup funkcyjnych, takich jak: heterocykliczna,
fluoro-, chloro-, bromo-, perfluoroalkilo-, cyjano, azydo-, nitro-, hydroksy-, tiolo-, sililo-.***

Tabela 1. Wptyw wielko$ci podstawnika na uzyskiwane nadmiary enancjomeryczne

produktu.
)OJ\ drozdze piekarskie _ ?H
Ri™ Ry - R R,
v i ee0ol
Me Et S 67
CF, CH,-Br S >80
Me n-Bu S 82
Me Ph S 89
Me c-CeHu1 S >05

Dhugotancuchowe ketony oraz ketony podstawione zatloczonymi sterycznie grupami
fenylowymi nie sg akceptowane jako substraty. Jezeli jeden podstawnik jest
dhugotancuchowa grupg alkilowa, aby byl dobrym substratem dla drozdzy, drugi podstawnik
musi by¢ grupg metylowg. Najwyzsze nadmiary enancjomeryczne sg otrzymywane, gdy
podstawniki znacznie r6znia si¢ wielkoscia, Tabela 1.

Acykliczne B-ketoestry sa redukowane do B-hydroksyestrow, ktore to z kolei sa
waznymi blokami budulcowymi do syntezy p-laktamow, feromonéw owadéw oraz
karotenoidow. Jest to oczywiste, ze enancjoselektywno$¢ 1 stereopreferencja anionu
wodorkowego na atak nukleofilowy od strony re- badz si- B-ketoestrow zalezy od relatywnej

wielkosci podstawnika alkoksylowego oraz podstawnika w pozycji ®, Schemat 40. Mozna

sterowa¢ konfiguracjg uzyskiwanego produktu poprzez modyfikacje substratu. Podstawienie

113 9, Rotthaus, D. Kriiger, M. Demuth, K. Schaffner, Tetrahedron 1997, 53, 935-938.

114 K Faber, Biotransformations in Organic Chemistry 5" Edition 2004, Springer

115 R Macleod, H. Prosser, L. Fikentscher, J. Lanyi, H. S. Mosher, Biochemistry 1964, 3,
838.
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krotko- lub dlugotancuchowymi- grupami w pozycji R; oraz R; powoduje zmiang

relatywnych wielkosci podstawnikéw, Tabela 2.

OH O drozdze (@) 0] drozdze OH O
H piekarskie piekarskie
- >
R1/\)J\OR2 R1MOR2 R1)\)J\OR2
H-
H o 6 O/ 0
Sl S
maly podstawnik duzy podstawnik maly podstawnik

duzy podstawnik

Schemat 40
Tabela 2. Wptyw wielko$ci podstawnikow na Stereopreferencj¢ enzymu.

Konfiguracja

Ry R, produktu ee [%] Lit.
CH,-Cl Me S 64 128
CH,-Cl Et S 54 116
CH,-Cl n-Pr S 27 17
CH,-CI n-CgHy7 R 97 13

CCls Et S 85 134
CH,-Br n-CgH17 R 100 134
Ph Et S 88 118

Powodem réznego zachowania si¢ szczepow drozdzy piekarskich jest obecnos¢ kilku
dehydrogenaz, czesto o przeciwnych preferencjach stereochemicznych, co moze prowadzi¢
do obnizenia czystosci enancjomerycznej produktu. W konsekwencji ukierunkowanie
redukcji w strone jednego z enancjomerow moze si¢ odbywaé na drodze odpowiedniego
doboru substratu lub inhibicji dehydrogenaz o okreslonej enancjopreferencji. Inhibicja
(R)-selektywnego  enzymu, prowadzaca do zwigkszenia ilosci  powstajacego

° oraz ketonu

(S)-B-hydroksyestru, odbywa si¢ poprzez dodatek alkoholu allilowego11
metylowo-winylowego,'? a takze poprzez immobilizacje enzymu na zelu poliuretanowym. ™

Jak mozna si¢ spodziewa¢ inhibitory (R)-selektywnego enzymu prowadza do zwigkszenia

116 p Deshong, M.-T. Lin, J. J. Perez, Tetrahedron Lett. 1986, 27, 2091.

Y7 C. Fuganti, P. Grasselli, P. F. Seneci, P. Casati, Tetrahedron Lett. 1986, 27, 5275.

18 A Varga, V. Zaharia, M. Nogradi, L. Poppe, Tetrahedron Asymm. 2013, 24, 1389-1394
119 K Nakamura, K. Inoue, K. Ushio, s. Oka, A. Ohno, Chem. Lett. 1987, 679.

120 K Nakamura, Y. Kawai, S. Oka, A. Ohno, Bull. Chem. Soc. Jpn. 1989, 62, 875.

121 K. Nakamura, M. Higaki, K. Ushio, S. Oka, A. Ohno, Tetrahedron Lett. 1985, 26, 4213
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czystosci optycznej (S)-B-hydroksyestru, natomiast dodatek r6znych halo zc:{enooctan(')w122 oraz

122 prowadzi do selektywnej inhibicji (S)-selektywnego enzymu. Réwniez

bromku allilu
dodatek kwasow thuszczowych'® oraz zwiazkéw siarki'® powoduje zwickszenie czystosci
enancjomerycznej powstajacego (R)-p-hydroksyestru.

Szerokie spektrum ketonéw 1 diketonow (Schemat 41) moze by¢ regio-
i stereoselektywnie redukowane z zastosowaniem dehydrogenaz prowadzgc do chiralnych
drugorzedowych alkoholi za pomoca liofilizowanych komoérek z mikroorganizmu
Rhodococcus ruber, zawierajacych dehydrogenaze ADH-‘A’. 2-propanol zostal zastosowany

jako donor wodoru, a takze jako Korozpuszczalnik poprawiajacy rozpuszczalno$é
126

substratow.
0] e} Rhodococcus ruber OH O Rhodococcus ruber OH OH
bufor pH 7.5 _ bufor pH 7.5 _
S T TR TSR RE
n n n
OH O OH O .
diketon )\ )J\ hydrokyketon /]\ )J\ diol
R' = Me, Et
R" = Me, Et, n-Bu
n=0-2
Schemat 41

Inng metodg prowadzaca do otrzymywania dioli jest synteza chemoenzymatyczna,
Schemat 42 oraz Tabela 3.

122 K Nakamura, Y. Kawai, A. Ohno, Tetrahedron Lett. 1990, 31, 267.

123 K. Ushio, J. Hada, Y. tanaka, K. Ebra, Enzyme Microb. Technol. 1993, 15, 222.

124 K. Ushio, K. Ebara, T. Yamashita, Enzyme Microb. Technol. 1991, 13, 834.

125 R. Hayakawa, K. Nozawa, K. Kimura, M. Shimizu, Tetrahedron 1999, 55, 7519.

126 K Edegger, W. Stampfer, B. Seisser, K. Faber, S. F. Mayer, R. Oehrlein, A. Hafner, W.
Kroutil, Eur. J. Org. Chem. 2006, 1904-1909.
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OH OH O
R OR,

a,b
OH O O syn-

@] O (0] anti-
R 1WOR2
C:)H (=DH O
drozd Rw R
piergrszsie\\ ay ! © 2
OH O O syn-

a) 1. B(OMe)Et,, THF/MeOH (80:20 v/v), -70°C, 20min. 2. NaBH,, -70°C, 3 godz.
b) H,O,, THF/woda (70:30 v/v, pH 9), OOC->temp. pok., 30min.
¢) MesN[B(OAc)3H], MeCN/ACOH (50:50, viv), -25°C, 5 godz.

Schemat 42
Tabela 3. Chemoenzymatyczna redukcja B,5-diketoestrow za pomocg recLBADH.

R, R, Konfiguracja produktu ~ Wydajnosé [%]  ee [%]  dr® (syn:anti)

CH,CI t-Bu S 72 >09.5
CH.CI t-Bu R 50 94

CH; t-Bu R 77 99.4
CH,CH; t-Bu R 61 98.1
CH,CI t-Bu syn-(3R,55) 62 >09.5 205:1 (28:1)
CH.CI t-Bu syn-(3S,5R) 52 98 (90) 187:1 (45:1)
CH,CI t-Bu anti-(35,58) 70 >995  1:211(1:14)
CH,CI t-Bu anti-(3R,5R) 68 99.3(94) 1:316 (1:18)

[a] stosunek diastereoizomeréow podano dla przekrystalizowanych produktow, a dla surowych produktow

warto$ci podano w nawiasie; [b] reakcja katalizowana drozdzami piekarskimi

W  pierwszym etapie z [,0-diketoestrow w wyniku enzymatycznej regio- |
enancjoselektywnej redukcji katalizowanej alkoholowg dehydrogenaza z Lactobacillus brevis
(recLBADH) otrzymywano czyste enancjomerycznie &-hydroksy-B-ketoestry. Zastosowanie
drozdzy piekarskich umozliwiatlo otrzymanie 6&-hydroksy-p-ketoestrow o przeciwnej
konfiguracji. Nastgpnie za pomocg reagentdow chemicznych zwigzki te stereoselektywnie

zredukowano do f,6-dihydroksyestréw. Polaczenie redukcji katalizowanej enzymatycznie z
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redukcja chemiczng umozliwiato otrzymanie wszystkich diastereoizomerow z wysokimi
czystosciami stereoizomerycznymi.127

W 2012 roku opublikowano metod¢ pozwalajacg na uzyskanie f3,56-dihydroksyestrow
w jednoetapowej reakcji kaskadowej z zastosowaniem ketoreduktaz (KRED). Badania
przeprowadzono na estrze tert-butylowym kwasu B,8-diketoheksanowego 46 jako zwigzku
modelowym, Schemat 43. Wyizolowano wszystkie diastereoizomery z bardzo wysokimi

wydajno$ciami, nadmiarami enancjomerycznymi oraz nadmiarami diastereomerycznymi.*?®

OH OH O OH OH O
/'\/?\)j\ /k 1. Kred-107 1. Kred-107 /'\/V\)J\ J<
(@) 2. Kred-118 2. Kred B1F ()
98% ee, wydajnosc 87% o 0 0 / 98% ee, wydajnosc 88%

PP P

46 \
OH OH O 4-104 1. Kred-104, Kred-118 OH OH O
o (@)

98% ee, wydajnosc 81% 98% ee, wydajnosc 85%

Schemat 43
5.1.4. Reakcja aldolowa i dekarboksylatywna reakcja aldolowa

Reakcja aldolowa jest jedna z wazniejszych reakcji tworzenia wigzan C-C szeroko
stosowang w chemii organicznej do syntezy hydroksyketonéw. Otrzymanie produktow
z wysokimi wydajno$ciami wymaga jednak stosowania ostrych warunkéw reakcji, silnych

zasad, Kkatalizatorow metalicznych129 czy organokatalizator(’)w.130

Katalizatory te
charakteryzujg si¢ wysoka efektywnoscig i zapewniajg wysokie enancjoselektywnosci
powstajacych produktow, ale nie speilniaja wymagan zielonej chemii. Naturalnymi
katalizatorami reakcji aldolowej sa aldolazy, ktore uczestnicza w biosyntezie ketokwasow,
weglowodanow 1 aminokwaséw w organizmach zywych. Ze wzgledu na odwracalnos$¢
reakcji aldolazy posiadaja zdolno$¢ do katalizowania reakcji kondensacji aldolowej, jak

rowniez reakcji retro-aldolowej.*®

Enzymy, w szczegolnych przypadkach, moga
katalizowa¢ reakcje ,,nickonwencjonalne”. Zjawisko to okresla si¢ mianem promiskuityzmu

(wielospecyficznosci). W 2009 roku zostal opisany przez grupe Yu pierwszy przypadek

127'M. Wolberg, W. Hummel, M. Miiller, Chem. Eur. J. 2001, 7, 4562-4571.

128 A, Bariotaki, D. Kalaitzakis, I. Smonou, Org. Lett. 2012, 14, 1792-1795.

129 3 H. Langenheim, J. Chem. Ecol. 1994, 20, 1223-1280.

130 N. Utsumi, M. Imai, F. Tanaka, S. S. V. Ramasastry, C. F. Barbas, Org. Lett. 2007, 9,
3445-3448.

131 E_E. Farmer, C. A. Ryan, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 1990, 87, 7713-7716.
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dekarboksylatywnej reakcji aldolowej Kkatalizowanej przez lipazy o aktywnosci
promiskuitywnej,*? Schemat 44.% Autorzy przedstawili wyniki badan nad reakcja pomiedzy
pochodnymi benazaldehydu i réznymi p-ketoestrami prowadzaca do odpowiednich f-
hydroksyketonow wraz 2z propozycja mechanizmu reakcji. Reakcja katalizowana
immobilizowang lipazg z Candida antarctica prowadzita do otrzymania produktéw z
wysokimi wydajno$ciami, ale wymagata stosowania enzymu az w ilosci 67% wagowych,

Tabela 4.

CHO
X CAL-B, cyklen A R
- T > R 2
R1 | _ Mo/\ CH3CN 1 Q/K)L

Schemat 44
Tabela 4. Wptyw podstawnikoéw na wydajno$¢ dekarboksylatywnej reakcji aldolowe;.

Ry R Wydajnosé [%]
p-NO2 Me 96
0-NO2 Me 81
m-NO2 Me 87
p-NO2 Et 95
p-NO2 Pr 94
p-NO2 Ph 87

Dwa lata pdzniej grupa Bornscheuer’a opublikowata badania podwazajace teori¢
Yu.*** Udowodnit on, ze reakcja przebiega w suchym rozpuszczalniku tylko w ilo$ciach
sladowych, a dopiero dodatek wody powoduje powstanie produktu. Wynika stad, ze enzym
katalizuje reakcj¢ hydrolizy acetyloocatnu etylu do kwasu acetylooctowego, do czego
potrzebuje udziatu wody. Co wiecej reakcja nie zachodzita dla estrow tert-butylowych, gdyz
nie sa one hydrolizowane przez lipaz¢ z Candida antarctica. Dopiero kwas acetylooctowy
wchodzi w reakcje z pochodnymi benzaldehydu bez udziatu enzymu, co rowniez zostato
udowodnione. Grupa badawcza Yu nie pozostata bez odpowiedzi, w 2014 opublikowata
kolejne wyniki potwierdzajace swoja koncepcje, Schemat 45.'* Aby udowodni¢ udziat

enzymu w calym procesie, acetylooctan etylu (47) mieszano z Novozymem przez 24

132 K. Hult, P. Berglund, Trends in Biotechnology 2007, 25, 231-238.

133 X .-W. Fenf, C. Li, N. Wang, K. Li, W.-W. Zhang, Z. Wang, X.-Q. Yu, Green Chem.
2009, 11, 1933-1936.

13% A, S. Evitt, U. Bornscheuer, Green Chem. 2011, 13, 1141-1142.

135 W.-W. Zhang, N. Wang, X.-W. Feng, Y. Zhang, X.-Q. Yu, Appl. Biochem. Biotechnol.
2014, 173, 535-543.
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godziny, nastepnie enzym usuni¢to przez filtracje i dodano p-nitrobenzaldehyd (48). Nie
zaobserwowano powstawania produktu, natomiast jezeli powtornie dodano Novozym w

wyniku reakcji aldolowej powstawat odpowiedni hydroksyketon 49.

odfiltrowano CAL-B

M CAL-B, cyklen N f _ BRAK
o™ }

rozpuszczalnik, 24 godz. " PRODUKTU

dod
OCHO CALB
O,N
48
OH O

OZNM

wydajnosc 53%
49

47

Schemat 45
Badania nad dekarboksylatywng reakcja aldolowa przeprowadzili rowniez Kapoor
i wspolpracownicy potwierdzajac promiskuitywna aktywno$é lipaz i proteaz.”*® Zadna
z opisanych reakcji nie byla stereoselektywna, co jest powszechne dla reakcji
promiskuitywnych. Niestety mechanizm reakcji wcigz nie jest jasny, a przeprowadzone do tej
pory dos$wiadczenia nie pozostajg ze sobg w zgodzie. Na podstawie dotychczasowe] wiedzy
nie mozna jednoznacznie stwierdzi¢ czy enzym katalizuje dekarboksylatywng reakcje

aldolowa, czy bierze udziat tylko w hydrolizie estru acetlooctanu etylu.

6. Podsumowanie czesci literaturowej

W czesci literaturowej pokazano znaczenie drugorzedowych alkoholi w syntezie
organicznej oraz mozliwosci otrzymywania enancjomerycznie czystych alkoholi w wyniku
transformacji  chemoenzymatycznych. Opracowanie nowych metod otrzymywania
enancjomerycznie czystych alkoholi drugorzgdowych jest szczegodlnie istotne, poniewaz sg
one waznymi blokami budulcowymi do syntezy wielu zwigzkoéw biologicznie czynnych, co
uzasadnia wybor tej grupy zwigzkow jako zwigzkow docelowych. Pokazano wptyw
wielkosci podstawnikow na wydajnosci i nadmiary enancjomeryczne uzyskiwanych

produktow. W  wigkszosci  przytoczonych  przyktadow, zwiazki  podstawione

13 M. Kapoor, A. B. Majumder, J. Mukherjee, M. N. Gupta, Biocatal. Biotransform. 2012,
30, 399-408.
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dhugotancuchowymi lub zatloczonymi sterycznie podstawnikami nie byty akceptowane przez
enzymy. Potwierdza to konieczno$¢ opracowania efektywnych i prostych metod
pozwalajacych na wyselekcjonowanie enzymow aktywnych wobec pochodnych
drugorzgdowych alkoholi 0 zlozonej budowie oraz pozwalajacych na $ledzenie
stereoselektywnosci tych reakcji. Poniewaz techniki chromatograficzne sg drogie i
czasochtonne zdecydowano si¢ na zastosowanie techniki fluorymetrycznej. Pozwala ona na
monitorowanie przebiegu reakcji w czasie rzeczywistym z wysoka czutoscia, ale wymaga
opracowania odpowiednich substratow fluorogennych. W kolejnych rozdziatach
przedstawiono szereg znanych probnikow chromogennych i fluorogennych. Nastepnie
pokazano, ze sa one dogodnym narz¢dziem do badan przesiewowych nad aktywnoscig i
stereoselektywnos$cig ogromnych bibliotek enzyméw. Jednoczes$nie przedstawiono gltéwne
ograniczenia stosowania zwigzkow fluorogennych, polegajace na szybkiej spontanicznej
hydrolizie w warunkach pomiarowych, tendencji do reakcji z niekatalitycznymi biatkami.
Przedstawiono przyktady wyznaczania stereoselektywnosci reakcji przez porownanie
szybkosci reakcji kazdego z enancjomeréw substratu prowadzonych w dwoch oddzielnych
kuwetach pomiarowych. Metoda ta nie uwzgledniata konkurencji do miejsca aktywnego
enzymu. Ponadto opracowane metody nie pozwalaty na badania przesiewowe pochodnych

drugorzedowych alkoholi.
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Il BADANIA WLASNE

7. Cel badan

Celem niniejszej pracy bylo wykonanie badan nad opracowaniem biokatalitycznej
metody otrzymywania wybranych enancjomerycznie czystych alkoholi drugorzedowych.
Opracowanie prostych i efektywnych drog syntezy tej klasy zwiagzkow, bedacych blokami
budulcowymi do syntezy wielu zwigzkow biologicznie czynnych, wcigz stanowi wyzwanie
dla wspoélczesnej chemii organicznej. Jako cel szczegotowy postawitam sobie opracowanie
metody dajacej dostep do wszystkich stereoizomeréw 5-podstawionego-3,5-dihydroksyestru
kwasu pentanowego o wysokiej czysto$ci enancjomerycznej. Aby osiggna¢ ten cel niezbgde
bylo opracowanie metod analitycznych pozwalajacych na oznaczenie enancjoselektywnosci
badanych reakcji. Poniewaz techniki chromatograficzne sa czasochtonne i kosztowne,
nalezaloby przeprowadzi¢ badania nad opracowaniem tanszych i szybszych metod pomiaru w
czasie rzeczywistym. Najprostsza metoda wykonania takich oznaczen jest zastosowanie
techniki spektroskopii optycznej. Niestety znane do tej pory probniki chromogenne
1 fluorogenne nie pozwalaja na oznaczanie aktywnosci 1 stereoselektywnosci enzymow
wzgledem pochodnych alkoholi drugorzedowych oraz charakteryzuja si¢ duzg podatnoscig na
reakcje z niespecyficznymi biatkami. Postanowitam poszerzy¢ zakres badan o etap syntezy
nowej klasy probnikow fluorogennych do fluorescencyjnego i spektrofotometrycznego
wykrywania aktywno$ci katalitycznej oraz oznaczania stereoselektywnosci reakcji z
udzialem pochodnych drugorzegdowych alkoholi. Nastgpnie nalezalo dokona¢ oceny

probnikow pod katem przydatnosci do zastosowan w badanich przesiewowych.

8. Chemoenzymatyczna synteza wybranych drugorzedowych alkoholi

Opracowanie prostych i efektywnych metod syntezy 5-podstawionych-3,5-
dihydroksyestrow kwasu pentanowego, bedacych syntonami do syntezy analogéw
lowastatyny, wcigz stanowi wyzwanie dla wspotczesnej chemii organicznej. W tej czesci
pracy, badania b¢de prowadzila w taki sposob, aby opracowana metodologia dawata dostgp
do wszystkich stereoizomeréw badanych zwigzkoéw 0 wysokiej czystosci enancjomeryczne;.

Sformulowalam strategic badan oparta na trzyetapowej reakcji, co zostalo
przedstawione na Schemacie 46. W pierwszym etapie przeprowadze enzymatyczng badz
chemiczng synteze estru kwasu 5-podstawionego-5-hydroksy-3-oksopentanowego. Nastepnie

zwigzek ten poddam reakcji enzymatycznego rozdziatu kinetycznego, a dzigki dobraniu
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odpowiednich enzymow mozliwe powinno by¢ otrzymanie obydwu enancjomeréw produktu

Czyste enancjomerycznie estry kwasu 5-podstawionego-5-hydroksy-3-oksopentanowego
bedzie mozna znanymi w literaturze metodami diastereoselektywnie zredukowac.

(|) o O
R1) * )K)J\OR2

OH OH O
OH O (@) / syn-
ll A,
(@)
N

2
enzyV >\
s 0O O O

OH OH O
Ri OR,
anti-

R(i\/j\V)LORZ OH OH O

enzyr& ay R1/\/\)J\O Rz
OH O © syn-
R1/\)J\)J\OR2
i\\ OH OH O

anti-

a) 1. B(OMe)Et,, THF/MeOH (80:20 v/v), -70°C, 20min. 2. NaBHy, -70°C, 3 godz.
b) H,0,, THF/woda (70:30 v/v, pH 9), 0°C->temp. pok., 30min.

c) Me4N[B(OAc)3H], MeCN/AcOH (50:50, viv), -25°C, 5 godz.

Schemat 46
8.1. Synteza chemiczna pochodnych kwasu 5-fenylo-5-hydroksy-3-oksopenatanowego

benzaldehydem.

Jako pierwszy zwigzek modelowy wybratam ester etylowy kwasu 5-fenylo-5-
ten otrzymatam z wydajnoscia 42% na drodze kondensacji acetylooctanu etylu z

hydroksy-3-oksopentanowego (50), Schemat 47. Zgodnie z procedurg literaturowg zwigzek

OH
M @O nen Bt
+
07 THF

O O
O/\
0
42% 50

Schemat 47
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Jako drugi zwigzek modelowy wybratam ester etylowy kwasu 5-(4-nitrofenylo)-5-
hydroksy-3-oksopentanowego (51). Przeprowadzitam reakcje kondensacji acetylooctanu
etylu
Z 4-nitrobenzaldehydem wedlug tej samej procedury co dla zwigzku 50, Schemat 48.
W wyniku reakcji otrzymalam mieszaning wielu produktéw, z ktorej nie mozliwe byto
wyizolowanie oczekiwanego zwigzku. Nastepnie przeprowadzitam reakcje pomiedzy 3-
oksogluratanem monoetylowym oraz 4-nitrobenzaldehydem, ale réwniez w tym przypadku

powstawata mieszanina, z ktorej nie udato si¢ wydzieli¢ produktu w czystej postaci.
0O o o /@Ao
AN

Et;N, MeCN

OH O O

O o @O NaH, BuLi /@)\)UJ\O/\
O,N

51

Schemat 48
Poniewaz znanych jest kilka metod syntezy tego zwigzku przeprowadzitam reakcje
podwojnego Reformatsky’iego, zgodnie z procedura literaturowa,*” Schemat 49. W wyniku
przebiegu procesu zaobserwowatam powstawanie dwoch produktow. Oczyszczenie za
pomoca chromatografii kolumnowej i analiza NMR wykazaly, ze produktami sg zwiagzki 51

i 52, otrzymane z wydajno$ciami odpowiednio 35% i 47%.

OH O (0]
Wo/\
O,N
51
O AN
o DABCO .
BrZn + B
\)J\O/\ ON THF OH O
| o
o
O,N
52

137 M. Mineno, Y. Sawai, K. Kanno, N. Sawada, H. Mizufune, J. Org. Chem. 2013, 78,
5843-5850.
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Schemat 49

8.2. Synteza  enzymatyczna  pochodnych kwasu 5-fenylo-5-hydroksy-3-
oksopenatanowego

W wyniku badan literaturowych zauwazytam, ze lipazy moga katalizowaé reakcje
aldolowa oraz dekarboksylatywna reakcje aldolowa. Dobor odpowiednich biokatalizatorow
powinien umozliwi¢ otrzymanie nieracemicznych pochodnych kwasu 5-fenylo-5-hydroksy-3-
oksopentanowego, Schemat 50. Aby sprawdzi¢, ktore enzymy katalizuja reakcje pomiedzy
3-oksoglutaranem dietylu i 4-nitrobenzaldehydem przebadatam 17 dostgpnych handlowo
lipaz, 2 esterazy, 1 acylazg 1 7 proszkow acetonowych. Uproscitam badania przesiewowe
stosujac po 3 enzymy w kazdej mieszaninie reakcyjnej. Tylko w jednym przypadku
obserwowalam powstawanie oczekiwanego produktu: immobilizowanej lipazy z Candida
antarctica (Novozym), proszku acetonowego z watroby gesi (GLAP), proszku acetonowego
z watroby dzika (BLAP). Wyniki zestawilam w Tabeli 5. Nastgpnie enzymy te zastosowalam
pojedynczo do reakcji, ale zaobserwowatam tworzenie si¢ $ladowych ilosci produktu tylko w
przypadku Novozymu. Dopiero reakcje przeprowadzone na dwoch enzymach potwierdzity,

ze za powstawanie zwigzku 51 odpowiedzialna jest para Novozym-GLAP.

OH O O
/\O O/\ : rozpuszczalnik
OZN organiczny O2N 51
enzym
OH O OH O O
OH
-
— W
OZN/@)\)J\ : 02N

53

Schemat 50
W trakcie reakcji enzymatycznej zaobserwowa¢ mozna bylo powstawanie dwoch
produktéw: produktu kondensacji aldolowej 51 oraz produktu nastepczej reakcji hydrolizy 1
dekarboksylacji 53. Zwigzek 51 wyizolowatam z wydajnoscig 32%, a 53 z wydajnoscig 23%.

Obydwa produkty byly nieracemiczne, a ich nadmiary enancjomeryczne wynosity 15%.
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Tabela 5. Reakcja aldolowa prowadzaca do zwigzkéw 51 i 53 katalizowana enzymatycznie.
Lp. Enzyml® Wydajnos¢ 51 [%] ee [%]™  Wydajnosé 53 [%]  ee [%]"!
Brak - - - -

Novozym <1 - - -
GLAP - - - -
BLAP - i - -

Novozym, GLAP 32 15 23 15
Novozym, BLAP - - - -

GLAP, BLAP - i - -
Novozym, GLAP,

8 32 15 23 15
BLAP

~N o o AW N P

[a] GLAP — proszek acetonowy z watroby gesi, BLAP — proszek acetonowy z watroby dzika, Novozym —
immobilizowana lipaza z Candida antarctica;

[b]wyznaczono na podstawie rozdzialu mieszaniny enancjomeroéw za pomocg HPLC z zastosowaniem kolumny
Chiralcel OB-H (Daicel, Japonia);

[c] obliczono na podstawie porownania wyznaczonej skrecalnosci wlasciwej z wartoscig literaturowa.

Aby potwierdzi¢ efekt wspotdziatania enzymow, w kolejnym kroku przeprowadzitam

badania dla wigkszej liczby substratow, Schemat 51.

O 0]
enzym
Ri<
O rozpuszczalnlk

R, OH O

organiczny
R1:H, CH3
R2=H, N02
R3=H, N02
50: R2:H, R3:H
51: R2=H, R3=N02
54: R2=N02, R3=NO2
Schemat 51
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Tabela 6. Enzymatyczna reakcja aldolowa.

Lp. R: R, Rs Enzyml® Wydajnosé [%] ee [%]
1 H H NO, Brak - -

2 H H NO, Novozym - -

3 H H NO, GLAP - -

4 H H NO, Novozym, GLAP 4 -

5 CH3CH; H Brak - -

6 CHsCH, H Novozym 9 racl™
7 CHiCH, H GLAP - -

8 CHsCH, H H  Novozym, GLAP 9 racl™
9 CHsCH, NO; NO, Brak - -
10 CHsCH, NO, NO; Novozym 8 rac'
11 CHsCH, NO; NO, GLAP - ]
12 CHsCH, NO, NO, Novozym, GLAP 41 rac'

[a] GLAP — proszek acetonowy z watroby gesi, [b] — rozdziat HPLC z zastosowaniem kolumny Chiralcel OB-

H, [c] — wyznaczono na podstawie skrecalnosci optycznej

W przypadku reakcji benzaldehydu z 3-oksoglutaranem dietylu (poz. 5-8, Tabela 6)
zaobserwowatam powstawanie takiej samej ilosci produktu dla mieszaniny enzyméow
Novozym i GLAP, jak dla samego Novozymu. Dodatek proszku acetonowego z watroby gesi
nie wptywal na wydajnos¢ tej reakcji. Natomiast kondensacja 2,4-dinitrobenzaldehydu
z 3-oksoglutaranem dietylu potwierdzita wptyw dodatku proszku acetonowego na
zwiekszenie wydajnosci reakcji (Tabela 6, poz. 9-12). Zobserwowatam 5-krotne zwigkszenie
efektywnosci reakcji, w pordwnaniu do reakcji katalizowanej samym Novozymem. Takze
obecnos¢ elektronodonorowych grup nitrowych w pierscieniu aromatycznym benzaldehydu
wplywa na zwigkszenie szybkosci kondensacji.

Nasuwa si¢ pytanie, w jaki sposob dodatek proszku acetonowego z watroby gesi
wptywa na zwigkszenie szybko$ci reakcji. Jezeli reakcja przebiegataby zgodnie
z mechanizmem zaproponowanym przez Bornscheuera, 3-oksoglutaran dietylu ulegatby
katalizowanej Novozymem hydrolizie do estru monoetylowego, a nast¢pnie spontanicznej
kondensacji. Aby potwierdzi¢ ta koncepcj¢ jako substrat do reakcji zastosowalam
3-oksoglutaran monoetylowy (Tabela 6, poz. 1-4). Reakcja z 3-oksoglutaranem
monoetylowym powinna zachodzi¢ spontanicznie i z wigkszg szybkoscig. Natomiast badania

pokazaly, ze tylko w jednym przypadku tworzyt si¢ produkt z niewielka wydajnoscia.
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Nasuwa to wniosek, ze by¢ moze mechanizm reakcji jest zupetnie inny od do tej pory
zaproponowanych.

Sprawdzitam, czy analogiczna reakcja moze zachodzi¢ najpierw przez tworzenie si¢
produktu posredniego 55, a nastgpnie jego hydrolize i dekarboksylacj¢, Schemat 52. W tym
celu zsyntetyzowatam zwigzek 55 i poddalam go dzialaniu enzyméw, w takich samych
warunkach reakcji jak dla zwigzku 54. W zadnym eksperymencie nie pojawit si¢ produkt, co
wskazuje na to, ze zwigzek ten jest trwaly w acetonitrylu i nie jest hydrolizowany do
odpowiedniego estru kwasu 5-arylo-3-oksopropanowego. Réwniez dodatek wody do reakcji
nie prowadzit do powstania produktu hydrolizy. Badany wariant kondensacji aldolowe;j

katalizowanej enzymatycznie zdecydowanie nie przebiega przez ten produkt posredni.

NOz OH Q NO, OH O
N
o € O/\
O2N O,N 0~ “OH

Schemat 52

Wiasciwosci rozpuszczalnikdéw, takie jak hydrofobowos¢, mieszalno$¢ z woda,
zdolno$¢ do tworzenia wigzan wodorowych wptywaja znaczaco na stabilno$¢ konformacyjna
oraz aktywno$¢ katalityczng enzymow. Enzymy, w hydrofobowych rozpuszczalnikach moga
zachowywac swoja strukture przestrzenng dzigki obecno$ci wewnatrzczasteczkowych wigzan
wodorowych. Ze wzgledu na hydrofilowa nature bialek, jakakolwiek ilos¢ wody, ktéra moze
by¢ obecna w naczyniu reakcyjnym bedzie wigzaé si¢ z powierzchnig biatek. 3%
Podejrzewatam, ze przyczyna zwickszenia efektywnosci reakcji moze by¢ pewna ilo§¢ wody

strukturalnej jakg moga zawiera¢ proszki acetonowe. Pomimo zastosowania bezwodnych

rozpuszczalnikow moze by¢ ona wprowadzona do reakcji z enzymami. Woda jest niezbedna

138 . Mattos, D. Ringe, Curr. Opin. Struct. Biol. 2001, 11, 761-764.
139 T Kortemme, A. V. Morozov, D. Baker, J. Mol. Biol. 2003, 326, 1239-1259.
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do zainicjowania procesu hydrolizy, a jej dodatek powinien zwigksza¢ aktywno$¢ enzymow,
a tym samym efektywnos¢ reakcji. Dlatego tez przebadatam wplyw zawarto$ci wody na

wydajnos¢ otrzymywanego produktu, Tabela 7.

Tabela 7. Wpltyw wody na wydajno$¢ reakcji pomiedzy benzaldehydem i 3-oksoglutaranem

dietylu katalizowana parg enzymow Novozym-GLAP.

Lp. Zawarto$¢ wody [%] Wydajnos¢ [%]
1 0 9
2 0.1 16
3 1 4
4 100 -

Reakcja prowadzona bez dodatku wody dawata produkt 50 z niska wydajnoscia 9%
(Tabela 7, poz. 1). Dodatek 0.1% objgtosciowego wody powodowal podwojenie wydajnosci
otrzymywanego produktu (Tabela 7, poz. 2), jednak dalsze zwigkszanie jej ilosci obnizato
efektywnos¢ reakcji (Tabela 7, poz. 3). W buforze fosforanowym (pH 7.4) reakcja nie
zachodzita wcale (Tabela 7, poz. 4). Wynika stad, ze kondensacja aldolowa do produktu 50
zachodzi tylko w rozpuszczalniku organicznym, a niewielki dodatek wody wptywa
pozytywnie na efektywnos$¢ reakcji. Zatem, zwigkszenie wydajnosci produktu moglo by¢
spowodowane niewielkg iloscia wody strukturalnej, ktéra moze by¢ obecna w proszkach
acetonowych. Zwigkszenie aktywnos$ci enzymow poprzez niewielki dodatek wody do reakcji
w rozpuszczalnikach organicznych jest znanym w literaturze zjawiskiem.**

W kolejnym etapie badan zbadatam wptyw réznych rozpuszczalnikow na wydajnosé
otrzymywanego produktu. Wyniki zestawitam w Tabeli 8.

Sposrod  przebadanych rozpuszczalnikow reakcja zachodzita z najwieksza
wydajnoscig w acetonitrylu (Tabela 8, poz. 1). W eterze dietylowym (Tabela 8, poz. 2) oraz
eterze tert-butylowo metylowym (Tabela 8, poz. 5) uzyskatam $ladowe ilos$ci produktu. W

pozostatych przypadkach nie obserwowalam powstawania oczekiwanego zwigzku.

140 A 7aks, A. M. Klibanov, J. Biol. Chem. 1988, 263, 8017-8021.
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Tabela 8. Optymalizacja warunkow enzymatycznej reakcji aldolowej przez dobor

rozpuszczalnika.

l—
o

Rozpuszczalnik Wydajnos¢ [%]

Acetonitryl 9

Eter dietylowy 4

Eter diizopropylowy -
Dioksan -

Eter tert-butylowo metylowy 3
heksan -
Cykloheksan -

Octan etylu -

© 00 N o O b N -

Izooktan -

=
o

Toluen -

[
[

Tetrahydrofuran -

W wyniku reakcji aldolowej katalizowanej enzymatycznie otrzymatam pozadane
zwigzki 50 i 51 w postaci racematéw lub z niewielkimi nadmiarami enancjomerycznymi. Do
okreslenia warto$ci nadmiaréw enancjomerycznych opracowalam metody analityczne
z zastosowaniem HPLC na fazach chiralnych. Dla kazdego z wymienionych zwiazkéw
nalezato sprawdzi¢ kilka kolumn chromatograficznych, a nastgpnie zoptymalizowa¢ warunki
rozdziatlu. Poniewaz wyniki reakcji aldolowej nie byly satysfakcjonujace postanowitam
otrzyma¢  pochodne  kwasu 5-podstawionego-5-hydroksy-3-oksopentanowego  oraz
5-podstawionego-3,5-dihydroksypentanowego w  wyniku enzymatycznego rozdziatu
kinetycznego, a nastepnie diastereoselektywnej redukcji. Opracowanie biokatalitycznej
metody wymagato przeprowadzenia badan przesiewowych na duzej liczbie enzymow oraz
mikroorganizmow, dlatego tez wskazane byto opracowanie szybkiej metody
wyselekcjonowania enzymoOw najbardziej aktywnych 1 stereoselektywnych wzgledem
alkoholi drugorzedowych. Metody chromatograficzne sa czasochlonne 1 kosztowne.
Natomiast zastosowanie technik spektroskopii optycznej pozwolitoby na efektywne
monitorowanie postepu reakcji w czasie rzeczywistym i oszacowanie stereoselektywnosci
reakcji. Niestety, znane do tej pory probniki chromogenie i fluorogenne nie sa odpowiednie
do badan nad drugorzedowymi alkoholami. W kolejnych rozdzialach przedstawilam
koncepcje nowej klasy probnikow fluorogennych, ktérych synteze wykontam wraz z oceng

ich przydatnos$ci w badaniach przesiewowych.
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9. Mieszane weglany jako nowa grupa prébnikéw fluorogennych do oznaczania

aktywnosci i stereoselektywnosci hydrolaz

Szybki postep w dziedzinie inzynierii genetycznej pozwala na otrzymanie ogromnych
bibliotek genetycznie zmodyfikowanych enzyméw o pozadanych charakterystykach.
Zastosowanie hydrolaz w syntezie organicznej wymaga przeprowadzenia wielu badan
przesiewowych w celu wyselekcjonowania najbardziej aktywnych i stereoselektywnych
biokatalizatorow. Konieczno$¢ zbadania duzej liczby enzymow wymagata opracowania
czulej, szybkiej i wiarygodnej metody oznaczania ich aktywnosci i stereoselektywnosci.
Poniewaz zaré6wno reszta kwasowa, jak i1 czg$¢ alkoksylowa moze posiadaé centrum
stereogeniczne mozliwe jest przeprowadzenie reakcji hydrolizy stosujac jako substraty: ester
racemicznego kwasu karboksylowego i achiralnego alkoholu 56; ester achiralnego kwasu
karboksylowego i racemicznego drugorzedowego alkoholu 57; ester racemicznego kwasu

karboksylowego i racemicznego alkoholu drugorzedowego 58, co pokazatam na Schemacie
53.

O o]
Metoda A: R1\XJ\O/R3 _omm R1\‘)J\OH + RsOH
Rz R,
56
O Rs enz ) R
ym 5
Metoda B: )J\ AL I + kd
Ry Y07 "R R4)J\OH HO™ "Ry
57
O Rs o) Rs
R /g\ enzym R H
Metoda C: 1\§)J\O Re ! OH + HO™ "Ry
R, R,
58

Ry, Ry, Ra, Ry, Rs, Re = alkil, aryl

Schemat 53
Za pomocg zsyntetyzowanych do tej pory probnikow fluorogennych mozliwe byto
wyznaczenie szybkosci reakcji tylko za pomocg Metody A (Schemat 53), natomiast nie byto
mozliwe oznaczenie aktywnosci dla pochodnych chiralnych alkoholi drugorzgdowych

(Metoda B i C), poniewaz funkcje grupy alkoksylowej petni czasteczka chromoforu lub
fluoroforu.

60

http://rcin.org.pl



Probniki do oznaczania stereoselektywno$ci reakcji ograniczone byly do estrow
chiralnych kwasow karboksylowych i achiralnych fluorescencyjnych alkoholi. Sledzac
wzrost intensywnosci fluorescencji odpowiadajacy stezeniu uwalnianego fluoroforu mozliwe
bylo wyznaczenie szybkosci reakcji hydrolizy. Stosujac enancjomerycznie czyste substraty
(R)-59 i (S)-59, poprzez poréwnanie szybkoSci reakcji dla kazdego enancjomeru w
oddzielnym pomiarze mozliwe bylo oszacowanie enancjoselektywnosci enzymow, Schemat
54. Wyjatkiem s3 probniki przedstawione na Schemacie 15, opracowane przez grupe
Reymonda. Wykazywaly one duzo mniejszg podatno$¢ na reakcje niespecyficzne. Jednak
zaproponowane substraty w wyniki reakcji z hydrolazami dawatly produkty uboczne takie jak
aldehydy lub ketony, ktore sg czgsto inhibitorami badanych hydrolaz. Metody otrzymywania
takich probnikow czesto byly skomplikowane i wieloetapowe. Ponadto, ich zastosowanie
umozliwialo §ledzenie aktywnosci enzymow tylko dla pochodnych kwaséw karboksylowych
i pochodnych 1,3-dioli.

hV1

e} kR hvy hvy
bLL'\R enzym o ‘%ﬁ\ r‘JJ
NCod  — e Ry o

H,0
R2 ’ R2

(R)-59

hv4 (@) k hv4 v
E‘R,]\)'k enz?/m R \j]\ ‘11& AJ"J hv,
OFlued ~ ————>= OH + HO<Fluo>

H Ho0 H
R2 ? R2
(S)-59
R4, Rz = alkil, aryl
Fluo-OH = fluorofor
hvi>hv,
Schemat 54

Zaproponowana przeze mnie koncepcja polegata na zamianie wigzania estrowego na
izosteryczne wigzanie weglanowe, co umozliwiloby badania nad pochodnymi chiralnych
alkoholi i §ledzenie postepu reakcji w czasie rzeczywistym za pomocg spektrofluorymetru, co
ilustruje Schemat 55. Jako fluorofor wybralam pochodne kumaryny, gdyz sg to zwigzki
pochodzenia naturalnego, nietoksyczne i charakteryzujace si¢ wysoka wydajnoscig kwantowa

fluorescenciji.
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hv
TR it kr R R
enzym
R/v\o O<Flu> — = R1/'\OH + COp + HO<Fluo>

2

(R)-60
k h\’1 P hV2
hvflg\ 52 )OJ\ enzf/m R2 VL"\ r‘y
PN

R0 o — e Mgy ¢ €O+ HOED

(S)-60
R4, Ry = alkil, aryl
Fluo-OH = fluorofor
hv4>hv,

Schemat 55

Zgodnie z ta koncepcja, synteza enancjomerycznie czystych weglandéw o wzorze
(R)-60 i (S)-60, zwierajacych w swojej strukturze fluorofor, z enancjomerycznie czystych
substratow, moze pozwoli¢ na otrzymanie uniwersalnych proébnikow fluorogennych do badan
przesiewowych nad enzymami hydrolitycznymi. Pomiar szybko$ci reakcji dla kazdego
z enancjomerow oddzielnie moze pozwoli¢ na wyznaczenie szybkosci reakcji katalizowanej

przez enzym, a nast¢pnie na wyznaczenie wartosci Quick E.

9.1. Probniki fluorogenne do oznaczania aktywnosci i stereoselektywnosci lipaz

i esteraz

W toku badan opracowatam prosta, dwuetapowa metode syntezy probnikow
fluorogennych opartych na strukturze mieszanych weglanéw. Zwiazki te otrzymatam
poddajac reakcji odpowiednie alkohole z fosgenem, co prowadzito do powstania
chlorowgglanoéw, ktore w drugim etapie reakcji z 7-hydroksy-4-metylokumaryng dawaty
pozadane mieszane weglany z dobrymi wydajnosciami (35-71%). W wyniku dziatania
enzymow hydrolitycznych istnieje prawdopodobienstwo roztaczenia wigzania C-O od strony
alkoholu lub od strony 7-hydroksy-4-metylokumaryny prowadzace do powstania
wodoroweglanow. Zwigzki takie s3 wysoce niestabilne w $rodowisku wodnym i
spontanicznie ulegaja hydrolizie do odpowiedniego alkoholu, 7-hydroksy-4-metylokumaryny
i dwutlenku wegla, Schemat 56. Nie udato przeprowadzi¢ syntezy, w ktorej otrzymano by w
pierwszym etapie chloromréwczan 7-hydroksy-4-metylokumaryny, poniewaz 7-hydroksy-4-

metylokumaryna nie reagowata z fosgenem.
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(0]
fosgen
R -
\OJ\CI THF ROH

65, Et;N
DMAP, THF

lipaza lub esteraza
BSA (2 mg mL)

+ ROH + CO,
PBS pH 7.4

61 R = CH,CH; (65%)

62 R = CH(CH,), (35%)

63 R = (CH,),0(CH,),0(CH,),0CH,CH; (35%)
(R)-64 R = (R)-CH(CH;)C¢Hs (71%)

(S)-64 R = (S)-CH(CH,;)C¢Hs (70%)

Schemat 56

Zsyntetyzowane zwigzki przebadalam pod katem przydatnosci do zastosowan
w badaniach przesiewowych nad aktywnoscig hydrolityczng lipaz i esteraz. Mieszane
weglany 7-hydroksy-4-metylokumaryny i alkoholi nie wykazywaty fluorescencji. Dopiero w
procesie hydrolizy, katalizowanym przez enzymy uwolniona zostata 7-hydroksy-4-
metylokumaryna o silnej, niebieskiej fluorescencji. Obserwowanie wzrostu intensywnosci
fluorescencji w czasie za pomoca spektrofluorymetru pozwolito na bezposrednie
wyznaczenie szybkosci poszczegolnych reakcji. Sledzenie enancjopreferencji enzymoéw
mozliwe bylo przez synteze pochodnych z enancjomerycznie czystych substratow, a
nastepnie poréwnanie szybkosci reakcji prowadzonych osobno dla kazdego z enancjomerow.

W wielu przypadkach wysoka reaktywno$¢ substratow jest powigzana z chemiczng
niestabilno$cig oraz tendencja do niespecyficznych reakcji z niekatalitycznymi biatkami.
Z tego powodu zsyntetyzowane substraty 61-64 przebadalam pod katem niespecyficznych
reakcji w obecnosci niekatalitycznego biatka BSA. BSA dziatato jako nieselektywne biatko,
aby nasladowa¢ warunki badan przesiewowych w ekstraktach komorkowych, gdzie oprocz
enzyméw znajduje si¢ rowniez duzo innych bialek. Do badan wybratam bufor fosforanowy
o pH 7.4, gdyz pH obojetne jest optymalnym Srodowiskiem dla wigkszosci lipaz i esteraz.
Ponadto w tym pH obserwuje si¢ silny sygnatl emisji promieniowania pochodzacy od

anionowej formy 7-hydroksy-4-metylokumaryny. Otrzymane wyniki zestawitam w Tabeli 9.
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Tabela 9. Wyznaczone szybkosci hydrolizy substratow 61-64 w PBS w obecnosci i braku
obecnosci BSA.

' brak obecnosci i dezaktywowany ekstrakt
Zwiazek L BSA (nM-s ) L
BSA (nM-s ™) komoérkowy (nM-s ™)@
60 0.4 3.0 0.5
61 0.1 2.5 0.3
62 0.9 2.1 1.1
(R)-64 2.2 3.9 2.4
(S)-64 2.2 3.9 2.4

[a] 100 uM substratu w PBS pH 7.4, 30 °C. [b] 100 uM substratu w PBS pH 7.4, 30 °C, 2 mg mL™ BSA,
wartoéci odpowiadaja Viee. [c] 100 pM substratu w PBS pH 7.4, 30 °C, 2 mg mL™ dezaktywowanego ekstraktu
komoérkowego. Ekstrakt komoérkowy (YEX401) zostal dezaktywowany przez autoklawowanie.

Mieszane weglany 61-64 charakteryzowaty si¢ duzg stabilnoscig w warunkach pomiarowych.
Szybko$é autohydrolizy miescita si¢ w przedziale od 0.1 do 2.2 nM-s™, a szybkosé hydrolizy
w obecnosci biatek niespecyficznych Vioe od 2.1 do 3.9 nM's™. Wyznaczone szybkosci byly
porownywalne do szybkosci reakcji oznaczonych przez Reymonda dla alkoksymetylowych
eterow 7-hydroksykumaryny (Vnee od 0.1 do 6.3 nM-=s™) oraz nizsze niz wigkszo$é
z przebadanych estrow kwasoéw karboksylowych (Vpoe od 0.8 do 35 nM-s'l).141 Najnizsza
warto$¢ zarejestrowatam dla pochodnej polietylenoglikolowej 63, natomiast najwyzsza dla
enancjomerow (R)- i (S)- pochodnych 2-fenyloetanolu (R)-64 i (S)-64. Aby warunki
pomiardow jeszcze lepiej nasladowaty warunki oznaczeh w probkach biologicznych,
wyznaczylam szybkosci reakcji w obecnosci dezaktywowanego ekstraktu komérkowego. We
wszystkich przypadkach szybkos$ci hydrolizy w obecnosci ekstraktu z komoérek drozdzy byty
zblizone do szybkosci reakcji autohydrolizy 1 nizsze niz w przypadku reakcji z BSA. Badanie
to potwierdzito niska podatnos¢ zsyntetyzowanych mieszanych weglanéw 61-64 na reakcje
niespecyficzne.

W  kolejnym etapie badan wyznaczytam rozpuszczalno$¢ zsyntetyzowanych
zwigzkéw 61-64 w buforze fosforanowym. Zwigzek 63 zostat zaprojektowany tak, aby
zmaksymalizowac jego rozpuszczalno$¢ w wodzie oraz zwigkszy¢ dostgpnos¢ dla enzymow.

Wartosci rozpuszczalno$ci zestawiono w Tabeli 10. Rozpuszczalno$ci zwigzkoéw 61, 62 i 64

byly niskie, ale wystarczajace, aby zwigzek nie wytracal si¢ w czasie oznaczen aktywnosci

1LE. Leroy, N. Bensel, J.-L. Reymond, Bioorg. Med. Chem. Lett. 2003, 13, 2105-2108.
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enzymdéw oraz pozwalaly na unikniecie dodatku zwigzkéw powierzchniowo czynnych.

Zwiazek 63 charakteryzowat si¢ relatywnie wysoka rozpuszczalnoscia.

Tabela 10. Rozpuszczalnos$¢é weglanow 61-64 w PBS.

. Rozpuszczalno$é
Zwiazek 9 L‘l]
61 0.1
62 0.1
63 8.8
(R)-64 0.4
(5)-64 0.4

Nastepnie zwiazki 61-64 zastosowalam jako substraty fluorogenne do badan przesiewowych
nad aktywnos$cig hydrolityczng lipaz 1 esteraz. Przebadatam szereg dostepnych handlowo
enzyméw w reakcjach z dodatkiem BSA (2 mgrmL™).

Tabela 11. Wyznaczone szybkos$ci reakcji hydrolizy enzymatycznej substratow 61-64 w
obecnosci BSA.

Venz [NM s7][a]

Lp. Enzym (lipaza lub esteraza)
61 62 63 (R)-64  (S)-64
1 L|poprote|n_owa lipaza z 148 34 61 314 20
Burkholderia sp.
2 Lipazaz Candida rugosa 145 129 24 8 27
3 Lipaza z watroby wieprzowej 7 6 3 88 67
4  Lipaza z Candida antarctica 75 15 25 21 12
5 Esteraza zwatroby konskiej 44 9 35 25 18
6 Lipazaz Candida cylindracea 15 10 1 13 20
7 Lipaza z Pseudomonas 4 9 3 14 11
fluorescens
8 Lipaza z Pseudomonas cepacia 8 2 4 8 1
9 Esteraza z Pseudomonas 4 9 0 5 5

fluorescens
[a] Venz=Vo-Vnoe

Warunki: 100 uM substratu w PBS pH 7.4, 30 °C, 50 ug mL™ enzymu.

Whyniki zestawione w Tabeli 11 przedstawiajg wartoSci wyznaczonych poczatkowych
szybkos$ci reakcji enzymatycznych (Ven;), bedace roznica poczatkowych szybkosci reakcji
katalizowanej przez enzym w obecnosci BSA (Vo) i reakcji niespecyficznej z BSA bez
dodatku enzymu (Vnoe). Szybkosci reakcji obliczalam na podstawie prostoliniowego odcinka

krzywej zaleznos$ci intensywnosci fluorescencji w czasie.
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Aby zwigzek byl uniwersalnym probnikiem do badan przesiewowych powinien by¢
akceptowany jako substrat przez jak najwickszg liczbe enzymow. Mieszane weglany 61, 62
I 64 byly substratami akceptowanymi przez wszystkie enzymy. Z czego 61 i 64 byty
najbardziej reaktywne. Zwigzek 63, pomimo wigkszej rozpuszczalnosci w $rodowisku
wodnym, nie byt hydrolizowany przez wszystkie z badanych biokatalizatoréw (Tabela 11,
poz. 9). Jest to zgodne danymi literaturowymi, ze substrat do reakcji enzymatycznych

- . o o (i 142,143
powinien wykazywaé odpowiedni stopien lipofilowosci.

Ponadto ocenitam mozliwo$¢
zastosowania substratow (R)-64 1 (S)-64 jako probnikoéw do przewidywania
stereoselektywnos$ci reakcji enzymatycznych. To podejscie wymagalo zsyntetyzowania
czystych enancjomerycznie substratow, a nastepnie przeprowadzenia oddzielnych pomiarow
szybkosci reakcji hydrolizy dla obydwu enancjomerow. Zaobserwowalam, ze lipaza
z Candida rugosa (Tabela 11, poz. 2) oraz Candida cylindracea (Tabela 11, poz. 6)
wykazywaly preferencjc w stosunku po pochodnej (S)-alkoholu. Natomiast lipaza
z Burkholderia sp. (Tabela 11, poz. 1), Candida antarctica (Tabela 11, poz. 4) i
Pseudomonas cepacia (Tabela 11, poz. 8) faworyzowaly hydroliz¢ (R)-enancjomeru.
Zastosowane esterazy (Tabela 11, poz. 5 i poz. 9) hydrolizowaty substrat (R)-64 z podobnymi
szybkos$ciami jak (S)-64.

W tabeli 12 przedstawitam relatywne szybkosci reakcji, obliczone ze wzoru:
Viei=(Venz/Vnoe)-1. Wartosci te sg bardzo istotne przy ocenie jakosci sygnatu, czyli sygnatu
pochodzacego od katalizowanej reakcji w stosunku do sygnatu tla. Nalezy tutaj wspomniec,
ze dostgpne handlowo enzymy najczgéciej sa surowymi ekstraktami komorkowymi,
zawierajacymi jedynie niewielkie ilosci biokatalizatora. Dane umieszczone w Tabeli 12
potwierdzity, ze zwiazki 61 1 64 s3 najbardziej efektywnymi probnikami sposrod
przebadanych. Ponadto iloraz relatywnych szybko$ci reakcji zwigzkéw (R)-64 i (S)-64
postluzyt w kolejnym etapie badan do wyznaczenia przyblizonej enancjoselektywnosci
(Quick E).

12 M. T. Reetz, M. H. Becker, H.-W. Klein, D. Stdckigt, Angew. Chem. Int. Ed. 1999, 38,
1758-1761.
3 D. F. V. Lewis, M. N. Jacobs, M. Dickins, Drug Discovery Today 2004, 9, 530-537.
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Tabela 12. Obliczone relatywne szybkosci reakcji hydrolizy enzymatycznej substratow 61-
64 w obecnosci BSA.

_ Vrel [NM 5]
Lp. Enzym (lipaza lub esteraza)
61 62 63 (R)-64  (S)-64

1 Llpoproteln'owa lipaza z 4904l 13 30 82 4

Burkholderia sp.
2 Lipaza z Candida rugosa 48 51 12 2 5
3 Lipaza zwatroby wieprzowe;j 2 2 2 23 13
4  Lipaza z Candida antarctica 25 6 12 6 2
5 Esteraza zwatroby konskiej 15 4 17 6 4
6 Lipaza z Candida cylindracea 5 4 0.4 3 4
7 Lipaza z Pseudomonas 1 1 1 4 9

fluorescens
8 Lipaza z Pseudomonas cepacia 3 1 2 2 0.2

9 Esteraza z Pseudomonas 1 1 0 1 1
fluorescens

[a] Relatywne szybkosci reakcji obliczono na podstawie danych zawartych w Tabelach 1 i 3, ze wzoru V,q =
(Venz/Vinoe)-1, przyktad obliczn dla substratu 61 i lipoproteinowej lipazy z Burkholderia sp.: Vi = (148 nM s
/3.0 nM s1)-1 = 49.

Zmiany intensywno$ci fluorescencji podczas reakcji enzymatycznej $ledzitam za
pomoca spektrofluorymetru w ciggu godziny dla kazdego z enzyméw. Byt to czas
wystarczajacy do zakonczenia reakcji dla wigkszo$ci biokatalizatorow. W przypadku bardziej
aktywnych enzymow catkowita hydroliza substratu byta obserwowana juz po 10 minutach.
Pomiary spektrofotometryczne wymagaly zastosowania roztworéw enzymow o stezeniu 200
um-mL'l, podczas gdy pomiary spektrofluorymetryczne byly mozliwe przy zastosowaniu
10-krotnego rozcienczenia. Jak mozna wywnioskowa¢ z zaleznosci zmian intensywnosci
fluorescencji w czasie (Rysunek 2) mieszane weglany 61-64 s3 nie tylko wysoce
selektywnymi prébnikami do pomiarow aktywnos$ci hydrolitycznych, ale réwniez wysoce
stabilnymi w warunkach pomiaru. Zwiazek 61 i (R)-64 byty catkowicie hydrolizowane do
fluorescencyjnej 7-hydroksy-4-metylokumaryny w ciggu zaledwie 5 minut przez lipaze
lipoproteinowa z Burkholderia sp. Zwiagzek 63 byt hydrolizowany w ciagu pot godziny,
natomiast najmniej reaktywny w tym przypadku zwigzek 62 po ponad godzinie.
7-hydroksy-4-metylokumaryna byta 16 razy szybciej uwalniana z substratu (R)-64 niz z
(S)-64.
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Rysunek 2. Zalezno$¢ intensywnosci fluorescencji w czasie dla zwigzkow 61-64 (Aex=360
nm; Aem=445 nm). Pomiary prowadzono w temperaturze 30°C w buforze fosforanowym (pH
7.4) w obecnosci BSA (2 mgmL™), 100 pM substratu, z dodatkiem lub bez dodatku
lipoproteinowej lipazy z Burkholderia sp.(e) 100 pM substratu 61, 50 pg mL™ enzymu, 2 mg
mL™ BSA; (©) 100 uM substratu 61, 2 mg mL™ BSA; (A) 100 uM substratu 62, 50 pg mL™
enzymu, 2 mg mL™ BSA; (A) 100 UM substratu 62, 2 mg mL™* BSA; (=) 100 UM substratu
63, 50 pg mL™ enzymu, 2 mg mL™ BSA; (7) 100 pM substratu 63, 2 mg mL™ BSA; (x) 100
uM substratu (S)-64, 50 pg mL™* enzymu, 2 mg mL™ BSA; (+) 100 uM substratu (S)-64, 2
mg mL™ BSA; (¢) 100 pM substratu (R)-64, 50 ug mL™ enzymu, 2 mg mL™ BSA; (0) 100
uM substratu (R)-64, 2 mg mL™ BSA.

Probniki te mozna zastosowa¢ do oceny aktywno$ci enzyméw hydrolitycznych
prowadzac obserwacj¢ pod lampa UV (366 nm), co sprawia ze metoda ta jest tatwa do
zastosowania w kazdym laboratorium, bez potrzeby stosowania spektrofluorymetru. Zdjgcia
kuwet, przedstawione na Rysunku 3, zrobitam 5 minut po zainicjowaniu reakcji. W kazdej
kuwecie znajdowat si¢ roztwor BSA (o stgzeniu 2 mg mL-1) w buforze fosforanowym o pH
7.4 oraz probnik fluorogenny. Odpowiednio od lewej w kuwecie ,,0” znajdowatl si¢ zwigzek
61 (Slepa proba), w kuwecie ,,1” réwniez zwigzek 61, w ,,2”” zwigzek 62, a w ,,3” probnik 63.
Do probek 1-3 dodatam lipazy z Candida rugosa i obserwowalam pojawianie si¢ silnej

fluorescencji o zabarwieniu niebieskim. Zwigzek 61 najszybciej uwalniat 7-hydroksy-4-
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metylokumaryne, dlatego intensywno$¢ emitowanego $swiatta po 5 minutach byta w jego
przypadku najwicksza. Zwigzek 62 byl wolniej hydrolizowany przez enzym, a zwigzek 63

bardzo wolno. W przypadku probki ,,0” zaobserwowa¢ mozna byto autohydrolize.

Rysunek 3. Zastosowanie probnikow 61-63 do oceny aktywnosci enzyméw hydrolitycznych
pod lampg UV ,,gotym okiem”.

Podobng oceng stereoselektywnos$ci przeprowadzitam dla enancjomeréw (R)-64 i (S)-
64. Rysunek 4 przedstawia réznicg w emitowanym promieniowaniu jakg mozna obserwowac
dla stereoselektywnych enzymow. Lipaza z Candida rugosa preferuje substrat o konfiguracji
S, dlatego probka zawierajgca probnik (S)-64 zaczyna $wieci¢ szybciej i z wigksza
intensywnos$ciag (Rysunek 4a). Natomiast lipoproteinowa lipaza z Burkholderia cepacia
preferuje substrat o konfiguracji R (Rysunek 4b). Obserwacje prowadzone z zastosowaniem
lampy UV pozostaja w zgodzie z pomiarami przeprowadzonymi za pomoca

spektrofluorymetru.

Rysunek 4. Zastosowanie probnikow (R)-64 i (S)-64 do oceny enancjoselektywnoSci
enzymow hydrolitycznych pod lampg UV ,,goltym okiem”.

Aby oceni¢ przydatno$¢ zsyntetyzowanych probnikéow fluorogennych do badan

przesiewowych przeprowadzitam reakcje w powigkszonej skali. Zmieszalam réwnomolowe
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iloéci zwigzkoéw (R)-64 i (S)-64 i poddatam reakcji hydrolizy enzymatycznej w obecnosci
BSA. Aby mozliwe bylo wyznaczenie enancjoselektywnosci reakcji nalezato okresli¢
konwersje oraz sklad enancjomeryczny uzyskanych produktow lub nieprzereagowanych
substratow. Enancjomery 2-fenyloetanolu nie dzielity si¢ na zadnej z dostepnych kolumn
chromatograficznych (OD-H, OJ-H, AD-H). Z danych literaturowych wynika, ze rozdziat
2-fenyloetanolu mozna prowadzi¢ na chiralnych kolumnach GC, niestety wymaga to
przeprowadzenia derywatyzacji, a czasy retencji sg bardzo zblizone. Dlatego opracowatam
metod¢ rozdzialu enancjomeréw mieszanego weglanu 2-fenyloetanolu i 7-hydroksy-4-
metylokumaryny za pomocg wysokosprawnej chromatografii cieczowej, ktory w mieszaninie
poreakcyjnej bedzie stanowit nieprzereagowany substrat. Do tego celu najbardziej efektywna
okazata si¢ kolumna Chiralpak AD-H (Daicel), na ktorej czasy retencji enancjomerdéw roznity
si¢ 0 4 minuty, a calkowity czas analizy trwal 25 minut. Wykorzystanie pochodnych
fluoroforéw jest powszechnie znang metoda derywatyzacji, w celu osiggnigcia skutecznego
rozdzialu zwiazkéw na kolumnach chromatograficznych.!** Na podstawie uzyskanych

konwersji i nadmiardw enancjomerycznych nieprzereagowanego substratu ze wzoru:

E = In [1—-c(1—ees)]
" In [1—c(1+ees)]

obliczytam wartosci enancjoselektywnosci reakcji (E), a nastepnie
porownatam z warto$ciami obliczonymi dla pomiaréw fluorymetrycznych (Quick E).
Warto$ci Quick E stanowily stosunek szybkosci relatywnej szybciej reagujacego
enancjomeru (Viefast) do szybkosci relatywnej wolniej reagujagcego enancjomeru (Vyeslow).
Wiyniki zostaty przedstawione w Tabeli 13.

Enancjoselektywno$¢ jest bardzo istotnym parametrem stuzacym do pordwnania
efektywnosci dziatania roznych enzyméw. Niestety oczyszczenie produktow reakcji,
a nastepnie wykonanie analizy chromatograficznej sg czynno$ciami bardzo czasochtonnymi.
Dlatego tez wyznaczanie wartosci Quick E jest alternatywnie stosowang metoda i pozwala na
oszacowanie enancjoselektywnos$ci enzymow w bardzo krotkim czasie, na podstawie
pomiardw szybkosci poczatkowych reakcji. Porownanie parametru enancjoselektywnosci
obliczonego z analiz chromatograficznych oraz z pomiaré6w fluorymetrycznych zostato
przedstawione w Tabeli 13. Wartosci E s3 nizsze, gdyz w przypadku powigkszonej skali
obydwa enancjomery substratu znajdowaly si¢ w jednej mieszaninie reakcyjnej
1 konkurowaty pomiedzy sobg o dostgp do miejsca aktywnego enzymu. Konkurencja nie
miata miejsca w metodzie fluorymetrycznej, poniewaz pomiary byty prowadzone dla

kazdego z enancjomerow oddzielnie. Wyniki otrzymane z powigkszonej skali i z mikroskali

14 M. D. Mertens, M. Giitschow, Chirality 2013, 25, 957-964.
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dobrze ze sobg korelujg, dlatego zsyntetyzowane probniki sg odpowiednie do oszacowywania

enancjopreferencji enzymow.

Tabela 13. Poréwnanie enancjoselektywnosci reakcji wyznaczonych z powigkszonej skali i z

mikroskali.

Lp. Enzym Llé:rfiba KorE\(%rSJa ee,[%] E QuElck
L e 1P L m w7 @
2  Lipazaz Candida rugosa 5 54 18 2 3
3 Lipaza zwatroby wieprzowe;j 1 55 52 4 2
4  Lipaza z Candida antarctica 1 81 56 2 3
5 Esteraza z watroby konskiej 5 80 70 3 2
6 Lipaza z Candida cylindracea 7 72 4 1 1
7  Lipaza z Pseudomonas fluorescens 5 55 34 2 2
8 Lipaza z Pseudomonas cepacia 5 57 60 5 10
9  Esteraza z Pseudomonas fluorescens 5 30 rac 1 1

Warunki: 2 mg mL™rac-62, 1 mg mL™ enzymu w PBS pH 7.4/acetonitryl (80/20, obj./obj.), 2 mg mL™ BSA.

Probki analizowano za pomocg HPLC z uzyciem kolumn z wypehieniem chiralnym.

Substraty dodawatam do reakcji w postaci 5 mM roztworow w acetonitrylu. Mozna je
bylo przechowywa¢ w obnizonej temperaturze przez kilka tygodni bez zauwazalnego
rozkladu. Jest to duza zaleta w porOwnaniu do niestabilnych estrow 7-hydroksy-4-
metylokumaryny. Wykazatam, ze zwigzki te sa dobrymi substratami dla enzymow
hydrolitycznych, niepodatnymi na niespecyficzng hydrolize, stabilnymi w czasie. Dzigki
szeregowi zalet mieszane weglany alkoholi i 7-hydroksy-4-metylokumaryny sa odpowiednie
do zastosowan HTS oraz rutynowych badafh aktywnos$ci i stereoselektywno$ci enzymow
hydrolitycznych. Mieszane weglany stanowiag nowa, uniwersalng klase probnikow
fluorogennych do badania aktywnosci hydrolitycznych enzymow oraz ich enancjopreferencji.
Ponadto ich droga syntezy jest prosta i1 pozwala na otrzymanie duzego spektrum
substratowego. Oznaczenia takie mozna prowadzi¢ w roztworach wodnych dla ro6znych
preparatow biologicznych zawierajacych hydrolazy, w procesie oczyszczania enzymow, W
procesie ich immobilizacji, hodowlach inokulum, fermentacji w skali laboratoryjnej i
przemystowej. Wyniki przedstawione w tym podrozdziale zostaly opublikowane w

czasopismie ChemBioChem.
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9.2. Prébniki fluorogenne do oznaczania stereoselektywnosci enzymow hydrolitycznych

Opracowana fluorymetryczna metoda szacowania stereoselektywnosci reakcji dla
zwigzkow (R)-64 i (S)-64 nie uwzgledniata ich wspotzawodnictwa do miejsca aktywnego
enzymu. Aby uwzgledni¢ wplyw reakcji konkurencyjnych powszechnie stosuje si¢ dodatek
zwigzku referencyjnego (Rozdziat 3.2.2.). Jednak stosowane do tej pory zwigzki referencyjne
roznig si¢ budowa przestrzenng od substratow w tak znacznym stopniu, ze ich dodatek nie
nasladuje warunkoéw mieszaniny racemicznej. Aby zmniejszy¢ t¢ niedogodnos¢ zmienitam
ide¢ dalszych badan poprzez zastosowanie mieszaniny pseuoracemicznej substratow.

4950 7astosowanie pary zwiazkow pseudoenancjomerycznych pozwoli

Zgodnie z ta koncepcja
na wyznaczenie ich szybkosci reakcji w jednym eksperymencie, jezeli zwiazki beda roznic
si¢ wlasciwosciami spektroskopowymi. Aby probniki roéznily si¢ dlugoscig fali emisji, przy
ktorej intensywno$¢ fluorescencji osigga wartos¢ maksymalng, postanowitam do syntezy
zastosowac pochodne 7-hydroksykumaryny, ktore w pozycji 4 beda posiadaty podstawnik
metylowy badz trifluorometylowy. Zamiana trzech atoméw wodoru na trzy atomy fluoru nie
powoduje znacznej zmiany wielkos$ci czasteczki 7-hydroksykumaryny, wptywa natomiast na
przesunigcie dlugosci fali emisji, przy ktorej sygnat intensywnos$ci fluorescencji jest
najwyzszy. Zastosowanie mieszanych weglanow, ktore w trakcie trakcji beda uwalniaty
odpowiednio 7-hydroksy-4-metylokumaryng (Aex=360 nm, Aen=445 nm) i 7-hydroksy-4-
trifluorometylokumaryne (Aex=385 nm, Aen=500 nm) moze pozwoli¢ na monitorowanie
postepu reakcji W czasie rzeczywistym za pomoca spektroskopii w trzech wymiarach:
intensywno$¢ fluorescencji - dlugos¢ fali emisji— czas, Schemat 57. Nieduza réznica w
wydajnosciach kwantowych 7-hydroksy-4-metylokumaryny @®g=0.63 i 7-hydroksy-4-
trifluorometylokumaryny ®¢=0.34 moze umozliwi¢ wyznaczanie enancjoselektywnosci dla

. , . . 14
pseudoenancjomerow w jednym eksperymencie. >

145 \W. C. Sun, K. R. Gee, R. P. HauglandBioorg. Med. Chem. Lett. 1998, 8, 3107-3110.

72

http://rcin.org.pl



CF5

o N 2, ﬂ
co
S HO oSo | RiTTOH D) ’
(S) A (R)
k enzym (R)-selektywny
S kr>>kg kr
CF;
1 > * E m
I A /\o
R; o O o "0
(S) pseudoenancjomery
enzym (S)-selektywny
ks kS>>kR kg
v
/=\ + CO,
OH o
R4, Ro = alkil, aryl
Schemat 57

Zgodnie z wczesniej opracowang procedurg zsyntetyzowatam mieszane weglany
alkoholi ~ drugorzgdowych i  7-hydroksy-4-metylokumaryny oraz  7-hydroksy-4-
trifluorometylokumaryny 66-69 z wydajnosciami 36-64%, Schemat 58. Zwiazki 66-69 nie
wykazuja fluorescencji, dopiero uwalniane w czasie reakcji enzymatycznej pochodne

kumaryny emitujag promieniowanie, ktorego intensywnos$¢ mozna rejestrowaé za pomoca

spektrofluorymetru.
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ROH

fosgen
THF
o 651ub70, EtN CXs lipaza lub esteraza CXs
DMAP, THF o} X PBS pH 7.4 X
Rotha——r L -
0”0 0o HO 0 Yo
65 lub 70
(R)-66: R = (R)-CH(CH3)CH,CH, X=H (Wyd. 47%)
(S)-66: R = (S)-CH(CH3)CH,CH, X=H (Wyd. 39%) + ROH+ CO
(R)-67: R = (R)-CH(CH3)CH,CH; X=F (Wyd. 43%) 2
(S)-67: R = (S)-CH(CH3)CH,CH3 X=F (Wyd. 36%)
(R)-68: R = (R)-CH,CH(CH,)CgHs X=H (Wyd. 64%)
(S)-68: R = (S)-CH,CH(CH3)CqHs X=H (Wyd. 58%)
(R)-69: R = (R)-CH,CH(CH3)CgHs X=F (Wyd. 64%)
(S)-69: R = (S)-CH,CH(CH3)CgHs X=F (Wyd. 49%)

Schemat 58

Uwalniane w czasie reakcji enzymatycznej pochodne kumaryny roznig si¢ widmami
fluorescencji, co zostato przedstawione na Schemacie 59. Sygnaty czg¢$ciowo naktadajg si¢ na
siebie, dlatego nie bylo mozliwe rejestrowanie zmian intensywnosci fluorescencji przy
dlugosci fali odpowiadajacej maksimum intensywnos$ci fluorescencji. Dobratam warunki
pomiaru tak, aby mozliwe bylo obserwowanie postepu hydrolizy obydwu
pseudoenancjomerow w jednym eksperymencie, przy dwoch dhugosciach fali. Dhugos¢ fali
wzbudzenia zostatla ustawiona na 360 nm, natomiast wzrost intensywnosci fluorescencji
w czasie obserwowatam przy dtugosci fali emisji 430 nm dla 7-hydroksy-4-metylokumaryny

i 550 nm dla 7-hydroksy-4-trifluorometylokumaryny.

(o))
o
o
o

5000 +

4000 -

3000 +

2000 +

Intensywno$¢ fluorescencji

1000 -

0

200 300 400 500 600
Dhtugos¢ fali emisji [nm]

Schemat 59. Widmo fluorescencji 7-hydroksy-4-metylokumaryny (czarny) i 7-hydroksy-4-
trifluorometylokumaryny (szary); Aex=360 nm.
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Najpierw przeprowadzitam pomiary wzrostu intensywno$ci fluorescencji w
czasiereakcji hydrolizy dla kazdego zwiazku oddzielnic 66-67. Wyznaczone szybkosci

reakcji przedstawitam w Tabeli 14.

Tabela 14. Szybkosci poczatkowe reakcji hydrolizy enzymatycznej [nM s™*] wyznaczone dla
substratow 66-67.

Vo [nM s
Lp. Lipaza lub Esteraza
(R)-66 (5)-66 (R)-67 (S)-67
1 - 0.3 0.3 0.5 0.5
2 Lipaza z Candida rugosa 92 126 97 121
3  Esteraza z watroby wieprzowej 154 142 49 49
4 Lipaza z trzustki wieprzowej 36 20 35 24
5 Lipaza z Candida antarctica 10 12 13 10
6 Esteraza z watroby konskiej 13 11 10 8
7 Lipaza z Candida cylindracea 95 139 99 131
8 Lipaza z Pseudomonas cepacia 2 3 1 1
9 Esteraza z Pseudomonas fluorescens 1 3 6 10
10 Lipoproteinowa lipaza z Burkholderia sp. 10 7 64 67
11 Lipoproteinowa lipaza z Pseudomonas sp. 3 7 3 11

B Warunki: 50 pM kazdego substratu w PBS (pH 7.4, 100 mM), 30 °C, 50 pg mL’ enzymu; zmiany
intensywnosci fluorescencji rejestrowano dla (R)-66 i (S)-66 przy dtugosci fali wzbudzenia Ae,=360 nm, i

dhugosci fali emisji Ae, =430 nm; dla (R)-67 i (S)-67 Xex=360 nm, Xe,, =550 nm.

Oznaczone szybkos$ci poczatkowe reakcji probnikoéw o tej samej konfiguracji, np.
(R)-66 i (R)-67 byly do siebie bardzo zblizone. Wyjatkiem byly trzy reakcje: katalizowana
esteraza z watroby wieprzowej (Tabela 14, poz. 3), lipoproteinowa lipaza z Burkholderia sp.
(Tabela 14, poz. 10) oraz esterazg z Pseudomonas fluorescens (Tabela 14, poz. 9). Wynika
stad, ze enzymy te s3 specyficzne, co potwierdzajg dane literaturowe. Kazda zmiana w
strukturze substratu, nawet w pozycji bardzo odlegtej od centrum stereogenicznego moze
powodowac inne dopasowanie do centrum aktywnego enzymu, a tym samym wplywaé na
szybko$¢ przeksztatcania substratu. Szybkosci reakcji autohydrolizy dla wszystkich
probnikoéw byly niskie, co potwierdza, ze sg one stabilne w warunkach pomiaru. Nastepnie
wyznaczytam szybkosci reakcji hydrolizy dla mieszanin pseudoracemicznych (Tabela 15), co
powinno lepiej odzwierciedla¢ warunki rozdziatu kinetycznego. W tym celu zmieszatam pary

pseudoenancjomerow: (R)-66 z (S)-67 oraz (S)-66 z (R)-67 w stosunku molowym 1:1.
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Tabela 15. Szybkosci reakcji hydrolizy enzymatycznej [nM s™] wyznaczone dla mieszaniny
substratow 66-67.

Vo [nM 5™

mieszanina mieszanina

pseudoenancjomerow  pseudoenancjomerow

(R)-66 i (S)-67 (5)-66 i (R)-67
Lp. Lipaza lub Esteraza (R)-66 (S)-67 (R)-66 (S)-67
1 - 0.3 0.5 0.5 0.3
2 Lipaza z Candida rugosa 62 125 78 137
3  Esteraza z watroby wieprzowej 49 53 64 50
4  Lipaza z trzustki wieprzowej 31 11 18 11
5 Lipaza z Candida antarctica 9 9 8 6
6 Esteraza z watroby konskiej 8 7 15 10
7 Lipaza z Candida cylindracea 40 125 50 103
8 Lipaza z Pseudomonas cepacia 3 1 2 3
Esteraza z Pseudomonas
? fluorescens 4 26 12 4
10 Lipoproteinowa lipaza z
Burkholderia sp. 12 87 104 9
1 Lipoproteinowa lipaza z
Pseudomonas sp. 0.6 0.7 0.5 0.3

[ Warunki: 50 uM kazdego substratu w PBS (pH 7.4, 100 mM), 30 °C, 50 pg mL™ enzymu. Zmiany

intensywnosci fluorescencji rejestrowano przy dwoch dlugosciach fali jednocze$nie Ae,, =430 Nm i A, =550 nm.

W wigkszosci eksperymentow, poczatkowe szybkosci reakcji zarejestrowane dla
kazdego z pseudoenancjomeréw w mieszaninie byty nizsze niz w przypadku pomiaréw dla
pojedynczych enancjomeréw. Jest to zgodne z przewidywaniami, gdyz w mieszaninie
nastepuje wspotzawodnictwo do miejsca aktywnego enzymu. 2-Butanol, ze wzglgdu na
niewielkie réznice w wielko$ci podstawnikéw jest trudnym substratem do rozdziatu
kinetycznego. Do tej pory pojawilo si¢ zaledwie kilka prac opisujacych biokatalityczne
metody otrzymywania enancjomerycznie czystych stereoizomerdéw 2-butanolu.**® Analizujac

wyniki w Tabeli 15 zauwazytam, ze w dwoch przypadkach (Tabela 15, poz. 9 i 10)

146 7. Prokop, Y. Sato, J. Brezovsky, T. Mozga, R. Chaloupkova, T. Koudelakova, P.
Jerabek, V. Stepankova, R. Natsume, J. G. E. Leeuwen, D. B. Janssen, J. Florian, Y. Nagata,
T. Senda, J. Damborsky, Angew. Chem. Int. Ed. 2010, 49, 6111-6115.

76

http://rcin.org.pl



wyznaczenie enancjopreferencji nie bylo mozliwe. Wyniki dla obydwu par
pseudoenancjomerow byly ze sobg sprzeczne. Wynika to z chemoselektywnosci tych
enzymow i wigkszej  szybkosci  hydrolizowania  pochodnej  7-hydroksy-4-
trifluorometylokumaryny. Dla obydwu par pseudoenancjomerow: (R)-66
i (S)-67; (R)-67 i (S)-66 zawsze szybciej hydrolizowanana byta pochodna 7-hydroksy-4-
trifluorometylokumaryny, dlatego jeden z pomiaréw sugerowal preferencje w kierunku
enancjomeru (S)-67, a drugi (R)-67.

Przeprowadzone pomiary zmiany intensywnosci fluorescencji przy dwoch
dlugosciach fali emisji dla par pseudoenancjomeréw nie dawaly jednoznacznej odpowiedzi
na temat enancjopreferencji enzymow. Dlatego tez, postanowilam wyznaczy¢ warto$ci Quick
E, wykorzystujac obecnos¢ drugiego z pseudoenancjomerdéw jako zwigzku referencyjnego.
Dzigki temu uwzglgdnione bedzie zjawisko konkurencji do miejsca aktywnego enzymu,
natomiast zjawisko chemoselektywnos$ci powinno by¢ pomijalne. Bazujac na uzykanych
wynikach (Tabela 15) oraz badaniach literaturowych (Rozdzial 3.2.2.) wyznaczytam wartosci
Quick E ze wzoru E=Vias! Viet/ Vsion/Vier, gdzie wartos¢ Ve zastapitam wartoscig szybkosci
poczatkowej hydrolizy pseudoenancjomeru o przeciwnej konfiguracji (np. dla lipazy
z Candida rugosa E=((S)-66/(R)-67)/((R)-66/(S)-67)=(137/78)/(62/125)=3.5).

Aby sprawdzi¢ stuszno$¢ zaproponowanej metody postanowitam poréwnaé¢ wyniki
z pomiaréw fluorymetrycznych dla mieszaniny psudoracemicznej z wynikami rozdzialu
kinetycznego dla mieszaniny racemicznej, co zostalo przedstawione w Tabel 16. Zwigzki
(R)-66 i (S)-66 zmieszalam w ilosci rownomolowej, uzyskujac racemat, a nastepnie
przeprowadzitam reakcje w powigkszonej skali dla kazdego z enzyméw. Nastepnie
mieszaniny reakcyjne analizowalam za pomoca techniki HPLC, w celu wyznaczenia
konwersji 1 nadmiardw enancjomerycznych. Analize chromatograficzng wykonatam dla
nieprzereagowanych substratow. Aby na podstawie konwersji (¢) 1 nadmiaréw
enancjomerycznych substratu (ees) wyznaczy¢é enancjoselektywnos¢ (E) reakcje
przerywatam, gdy konwersja przekroczyta warto§¢ 50%. Wartos¢ E obliczytam na podstawie

rownania Chen’a (Rozdziat 3.2.).
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Tabela 16. Enzymatyczny rozdziat kinetyczny w skali preparatywnej dla zwigzku rac-66.

Lp. Lipaza lub esterazal® Czas c (%) ee (%)™ E  Quick E“
(godz.)

1 Lipaza z Candida rugosa 4 80 37 16(S) 35(5
2 Esteraza z watroby wieprzowej 2 69 6 1.1(R) 12(R)
3 Lipaza z trzustki wieprzowej 72 55 44 32((R) 4.6(R)
4 Lipaza z Candida antarctica 6 94 62 16(R) 13(R)
5 Esteraza z watroby konskiej 4 59 3 1.1(R) 1.7(R)
6 Lipaza z Candida cylindracea 72 84 99 58(S) 6.4(5
7 Lipaza z Pseudomonas cepacia 4 52 4 1.1(R) 2.0(R)
8 Esteraza z Pseudomonas fluorescens 96 57 5 1.1(S) 2.2(S)
9 Lipoproteinowa lipaza z Burkholderia sp. 4 97 47 13([R) 16(R)
10 Lipoproteinowa lipaza z Pseudomonas sp. 2 76 18 13[R) 14 (R

E\warunki: 2 mg mL? rac-66, 1 mg mL™ enzymu w buforze fosforanowym (pH 7.4, 100 mM), 20% (v/v)
acetonitryl. P'Probki analizowano z wykorzystaniem chiralnych kolumn HPLC (Chiralpak AD-H column).

wartosci Quick E wyliczono z rownania Kazlauskas’a, gdzie szybkosci hydrolizy zwiazkow referencyjnych
zastapiono szybkos$ciag reakcji drugiego z pseudoenancjomerow: Quick E:(Vfast/Vref)/(VS|OW/Vref) gdzie Vi
to szybkos¢ hydrolizy szybciej reagujacego enancjomeru, a Vg, to szybkos$¢ hydrolizy wolniej reagujacego

enancjomeru, Vi to szybko$¢ hydrolizy pseudoenancjomeru o przeciwnej konfiguracji.

Oznaczone wartos$ci Quick E i E dobrze ze soba korelowaty. Z posréd przebadanych
enzymow, lipaza z Candida cylindracea (Tabela 16, poz. 6) charakteryzowata si¢ najwyzsza
enancjoselektywnos$cia, wynoszaca 99% ee. Na podstawie porownania enancjoselektywnosci
wyznaczonych z pomiarow fluorymetrycznych i analizy chromatograficznej mozna
stwierdzi¢, ze uzyskane probniki w postaci par pseudoenancjomeréw mogg by¢ stosowane do
wykrywania, oznaczania aktywno$ci enzymatycznej oraz Szacowania stereoselektywnos$ci
reakcji katalizowanych przez hydrolazy, takie jak: lipazy i esterazy. Pomiary prowadzone dla
kazdego z enancjomerOéw substratu w obecno$ci zwigzkoéw referencyjnych uwzgledniaja
zjawisko konkurencji do miejsca aktywnego enzymu. Co wigcej, zastosowanie
pseudoenancjomeru o przeciwnej konfiguracji jako zwigzku referencyjnego, w bardzo
dobrym stopniu odzwierciedla warunki pomiardw w mieszaninie racemiczne;.

Poniewaz obydwie pochodne kumaryny emitujg $wiatlo o réznym zabarwieniu
mozliwe jest obserwowanie postgpu reakcji pod lampg UV (366 nm).

7-Hydroksymetylokumaryna emituje swiatto o kolorze niebieskim, natomiast 7-hydroksy-4-
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trifluorometylokumaryna o kolorze zielonym. Juz na podstawie poréwnania intensywnosSci
1 koloru zabarwienia mozna szacowa¢ enancjopreferencje¢ enzymow. Na Rysunku 5
przedstawilam zdjecie kuwet, ktére zrobitam 5 minut po zainicjowaniu reakcji poprzez

dodanie lipazy z Candida cylindracea.

Rysunek 5. Oznaczanie enancjopreferencji enzymow w reakcjach hydrolizy probnikow 66-
67 obserwowanych pod lampg UV (366 nm). W kuwetach pomiarowych zawierajacych bufor
fosforanowy o pH 7.4 umieszczono zwigzki fluorogenne odpowiednio (od lewej): a) 50 uM
(R)-66; b) 50 uM (S)-66; c) 50 uM (R)-67; d) 50 uM (S)-67; €) 50 uM (R)-66 oraz 50 uM
(S)-67; ) 50 uM (S)-66 oraz 50 uM (R)-67. Do kazdej kuwety dodano po 50 pg mL™ lipazy
z Candida cylindracea i przez 5 minut obserwowano zmian¢ zabarwienia roztworéw pod

lampg UV.

W probcee pierwszej (od lewej) zostal umieszczony probnik (R)-66, w drugiej (S)-66.
Poniewaz (S)-66 szybciej emitowal swiatto i o wigkszej intensywnosci mozna wnioskowac,
ze enzym preferuje substrat o konfiguracji (S). Potwierdza, to kolejna para eksperymentow
dla zwigzkéw (R)-67 i (S)-67. Zmieszanie pary pseudoenancjomeréw (R)-66 i (S)-67,
z ktorych (R)-66 uwalnia 7-hydroksymetylokumaryne o kolorze niebieskim, a (S)-67
7-hydroksy-4-trifluorometylokumaryne o kolorze zielonym i zaobserwowanie zabarwienia
mieszaniny reakcyjnej na zielono swiadczy o tym iz szybciej zhydrolizowat zwigzek (S)-67.
Zmieszanie pary pseudoenancjomerdéw (S)-66 i (R)-67 i niebieski kolor mieszaniny $wiadczy
0 szybszej hydrolizie substratu o konfiguracji (S). Obserwacje te sag zgodne z wynikami

otrzymanymi w poprzednich eksperymentach.
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Aby sprawdzi¢ zakres stosowalnosci tej metody zsyntetyzowatam zwiazki o
strukturze 68-69 (Schemat 58), a nastepnie przeprowadzitam oznaczenia szybkoSci reakcji

dla odpowiednich par pseudoenancjomerow, Tabela 17.

Tabela 17. Wyznaczone szybkosci poczatkowe reakcji hydrolizy fluorogennych substratow

68-69 katalizowanej przez lipazy i esterazy.

Vo [nM s-1] dla Vo [nM s-1] dla
pseudoenancjomerow pseudoenancjomerow
(R)-68 + (S)-69 (S)-68 + (R)-69
Lp. Lipaza lub Esteraza (R)-68 (S)-69 (R)-69 (S)-68 Quick E
1 - 0.7 0.3 0.3 0.7
2 Lipaza z Candida rugosa 53 74 95 69 1.0
Esteraza z watroby
3 wieprzowej 4 3 1 2 1.5 (S)
4 Lipaza z trzustki wieprzowej 10 17 14 14 1.7 (S)
5 Lipaza z Candida antarctica 59 77 76 42 1.4 (S)
6 Esteraza z watroby konskiej 15 9 5 8 1.0
Lipaza z Candida
7 cylindracea 64 99 97 60 1.0
Lipaza z Pseudomonas
8 cepacia 10 5 4 4 2.0 (R)
Esteraza z Pseudomonas
9 fluorescens 5 83 39 28 11.9 (S)
Lipoproteinowa lipaza z
10 Burkholderia sp. 5 65 37 22 7.7 (S)
Lipoproteinowa lipaza z
11 Pseudomonas sp. 87 38 55 47 2.7 (R)

Warunki pomiaru: 50 uM kazdego z substratéw w buforze fosforanowym (pH 7.4, 100 mM), temp. pok., 50 pg

mL™" enzymu.

Jak wynika z wyznaczonych szybkosci reakcji, rowniez w tym przypadku enzymy
doskonale rozrézniajg pochodng 7-hydroksy-4-metylokumaryny od 7-hydroksy-4-
trifluorometylokumaryny. W kilku przypadkach roznice pomigdzy szybkosciami reakcji
obydwu pochodnych byty na tyle r6zne, ze obserwowanie koloru zabarwienia pod lampa UV
nie datoby jednoznacznej odpowiedzi czy enzym jest (R) czy (S)-selektywny (Tabela 17, poz.
5, poz. 6, poz. 7, poz. 9, poz. 10). Dlatego tez, bardzo pomocne do oszacowania
enancjopreferencji jest wyznaczenie wartosci Quick E. Na podstawie tych wartosci
stwierdzitam, ze dwa enzymy wykazywaly najwyzsza enancjoselektywnos$¢: esteraza z
Pseudomonas fluorescens (Tabela 17, poz. 9) oraz lipoproteinowa lipaza z Burkholderia sp.
(Tabela 17, poz. 10).
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9.3. Probniki do wykrywania aktywnosci lipaz, esteraz i proteaz

Zachgcona pozytywnymi wynikami otrzymanymi dla probnikow fluorogennych do
badania aktywnosci lipaz i esteraz postanowilam sprawdzi¢ czy mieszane weglany mozna
wykorzysta¢ takze jako uniwersalne substraty do badan przesiewowych nad oznaczaniem
aktywnos$cii steroselektywnosci lipaz, esteraz i proteaz. Jezeli substraty do reakcji
enzymatycznych beda posiadaé w swojej strukturze wigzanie karbaminianowe, ktore jest
wigzaniem izosterycznym do wigzania amidowego, powinny by¢ akceptowane zarowno
przez lipazy, esterazy oraz przez proteazy. W tym celu zsyntetyzowatam enancjomerycznie
czyste zwiazki (R)-71 i (S)-71 z wydajnosciami 66%. Wzory strukturalne pokazatam na
Schemacie 60. Zwiazki te nie wykazywaly fluorescencji, dopiero 7-hydroksy-4-

metylokumaryna uwalniana w trakcie hydrolizyemitowata silne niebieskie promieniowanie.

O/@\)i
NO 0”0
H

(R)-T1

Schemat 60. Zwiazki fluorogene zawierajgce w swojej strukturze wigzanie karbaminianowe,

1zosteryczne do wigzania amidowego.

Nastepnie zbadatam szybkos¢ autohydrolizy obydwu enancjomeréw w buforze o pH
7.4. Okazalo si¢, ze probniki te ulegaja bardzo szybkiej spontanicznej hydrolizie
w $Srodowisku obojetnym (6 nM-s'l). Szybkos$¢ hydrolizy w srodowisku lekko zasadowym
(bufor fosforanowy o pH 8.0) byla jeszcze wicksza (12nM-s™), dlatego postanowitam
zmieni¢ $rodowisko reakcji na lekko kwasne (bufor fosforanowy o pH 6.0). Przy pH 6.0
nastgpowato czeSciowe wygaszenie fluorescencji emitowanej przez uwalniang w trakcie
reakcji
7-hydroksy-4-metylokumaryng,  poniewaz tylko niewielka ilo§¢  7-hydroksy-4-
metylokumaryny pozostawala w postaci zjonizowanej. W efekcie wartosci sygnatlu
pochodzacego od 7-hydroksykumaryny ulegaty zmniejszeniu i tym samym czulo$¢ metody,
jednakze tylko w tym §rodowisku zwigzki byly dosy¢ stabilne. Przeprowadzilam oznaczenie
aktywnosci dla szeregu dostgpnych handlowo proteaz, lipaz i esteraz. Wyniki zestawilam w

Tabeli 18.
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Tabela 18. Wyznaczone szybkosci poczatkowych reakcji hydrolizy probnikéw (R)-71
i (S)-71 w buforze fosforanowym o pH 6.0.

Vo [NM 7]
Enzym
(R)-71 (S)-71

Autohydroliza 2.0 2.0
Proteaza:

Papaina 2.0 2.0
Proteaza z Aspergillus saitoi 2.0 2.0
Proteaza z Bacillus licheniformis 2.0 2.0
Proteaza z Bacillus amyloliquefaciens 2.0 2.0
Proteaza z Aspergillus sp. 2.3 2.5
Chymotrypsyna 2.7 2.8
Proteaza z trzustki wotowej Typ | 2.7 2.5
Proteaza z Streptomyces griseus 2.7 2.3
Proteaza z Aspergillus oryzae 2.7 2.3
Lipaza:

Lipaza z Candida cylindracea 2.3 2.5
Lipaza z Candida rugosa 3.1 2.8
Esteraza:

Esteraza z watroby wieprzowe;j 2.7 2.5
Esteraza z watroby konskiej 2.3 2.5

Niestety w wiekszosci przypadkéw enzymy nie byly aktywne, albo wykazywaty
znikomg aktywnos$¢. Wynika stad, ze pochodne 1-fenyloetyloaminy nie sa odpowiednie do
badan przesiewowych, gdyz ulegaja szybkiej spontanicznej hydrolizie, ponadto nie sg
akceptowane przez enzymy hydrolityczne jako substraty. Utrudnione podejscie substratu do
miejsca aktywnego enzymu moze wynika¢ z zawady sterycznej powodowanej przez dwa

duze podstawniki: 1-fenyloetyloaming i ugrupowanie fluoroforu.

9.4. Prébniki do oznaczania aktywnosci, stereoselektywnosci oraz chemoselektywnosci

proteaz

Bazujac na danych literaturowych (Rozdziat 3.4.2) i wlasnym doswiadczeniu,
sformutowatam koncepcj¢ nowych probnikow, gdzie substrat bytby potgczony z fluoroforem

za pomoca lacznika. Odsuniecie miejsca reakcyjnego od rozbudowanego przestrzennie
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fluoroforu powinno zwigkszy¢ dostgpnos¢ substratu do centrum aktywnego enzymu 0Oraz
zmniejszy¢ podatnosc na autohydrolize. Lacznikiem, ktory ulegalby samorzutnemu
roztaczeniu, a jednoczes$nie pozwalal na przytaczenie fluoroforu moze by¢ aminoetanol.
Zabezpieczenie grupy aminowej z jednej strony 1 przylaczenie fluoroforu z drugiej
prowadzitoby do otrzymania probnikoéw o strukturze 72, przedstawionych na Schemacie 61.
Chemoselektywna hydroliza wigzania karbaminianowego, katalizowana przez proteaze,
wedlug zaproponowanej koncepcji powinna zapoczatkowac kaskade reakcji. W pierwszym
etapie powstawatby nietrwaly produkt przejsciowy 73, ktory nastepnie w wyniku
samorzutnej wewnatrzczasteczkowej cyklizacji prowadzity do powstania okazolidyn-2-onu
74 wraz z odszczepieniem fluorescencyjnej 7-hydroksy-4-metylokumaryny 65. Wzrost
intensywnosci fluorescencji proporcjonalny do stezenia powstajacych produktoéw pozwolitby
na monitorowanie postgpu reakcji.

wiazanie rozpoznawane

przez proteazy
t 0 o
pro eaza
HoN
0 RoH,coz | 2 \/\O)lj\o o~ o

72 73
R = alkil, aryl
Y
i
N
O +Ho o
74
65
Schemat 61

Zwigzki takie moga znalez¢ zastosowane do badan przesiewowych nad
chemoselektywnym enzymatycznym odbezpieczaniem zwigzkéw organicznych w fagodnych
warunkach. Szereg reakcji nastgpczych przedstawitam na Schemacie 61. Bazujac na
wczesniej opracowanej procedurze syntezy probnikéw fluorogennych zaprojektowatam, a
nastepnie wykonatam synteze probnikéw do badania chemoselektywnosci proteaz. Metoda

ta, w przeciwienstwiec do metod zaproponowanych przez grupe Reymonda, oparta jest
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nanieskomplikowanym trzyetapowym procesie zilustrowanym na Schemacie 62. Najpierw
nalezy zabezpieczy¢ grup¢ aminowg, Stosowanymi powszechnie w syntezie organicznej
grupami zabezpieczajacymi, takimi jak chloromréwczan benzylu, chloromréwczan allilu,
diweglan di-tert-butylowy. A nastepnie w reakcji z fosgenem otrzymuje si¢ chloromréwczan,
ktory z 7-hydroksy-4-metylokumaryng daje odpowiednie probniki 0 wzorach strukturalnych:

75,761 77.
O O

ROCOCI fosgen
OH . r. OH r. L o_ _Cl
HN/\/ > N N/\/ _— N e\
2 EtsN, CH,Cl, o~ N THF " N Tof
65, Et;N, DMAP
THF
0O AN
oK J
R ~">0" 0 o o

75: R = CH2CGH5‘
76: R = CH(CHj)3,
77: R = CH,CH=CH,

Schemat 62

W strukturze zsyntetyzowanych zwigzkow wystepuja dwa wigzania, ktore moga by¢
rozlaczane w wyniku hydrolizy enzymatycznej. Porownanie szybkosci hydrolizy substratow
75, 76 i 77 z szybkoscia hydrolizy zwiazku referencyjnego 61, ktory posiada tylko wigzanie
weglanowe, pozwala na wyciagnigcie wnioskdw na temat chemoselektywnosci badanych
enzymow. Jezeli enzymy beda chemoselektywne wzgledem wigzania karbaminianowego,
szybkos$¢ hydrolizy zwigzku referencyjnego pozostanie bardzo wolna. Wyniki w postaci
wyznaczonych poczatkowych szybko$ci reakcji enzymatycznych dla szeregu dostepnych
proteaz przedstawitam w Tabeli 19.

Z wyznaczonych wartosci szybkos$ci autohydrolizy wynika, ze wszystkie zwigzki sg
bardzo stabilne w warunkach pomiaru, a szczegélnie stabilny jest probnik 77 (Vo= 0.01 nM
s1). We wszystkich przypadkach hydroliza wigzania weglanowego byta wolniejsza niz

wigzania karbaminianowego, poniewaz zwigzek referencyjny 61 reagowat najwolnie;j.
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Tabela 19. Wyznaczone poczatkowe szybkos$ci reakcji hydrolizy probnikow 61, 75, 76 1 77

katalizowanej przez proteazy.

Vo [NM s-1]
Lp. Enzym
61 75 76 77
1 autohydroliza 0,1 0,3 0,8 0,01
2 a-chymotrypsyna 10 54 49 71
3 Proteaza zRhizopus sp. 0,1 4,9 4,7 3,5
4 ProteazazStreptomyces griseus 2,1 8,7 3 54
5 Proteazaztrzustki wotowej 6,6 56 32 53
6 ProteazazAspergillus satoi 0,9 4,5 3 3,5
7 Trypsyna wieprzowa 13 29 26 55
8 Trypsyna wotowa 6 15 15 22
9 Papaina 0,3 2,5 0,5 1,4
10 Proteaza z Bacillus licheniformis 4,2 13 9,4 59
11 Proteaza z Aspergillus oryzae 1,4 2,4 1,8 1,9
12 Proteaza z Bacillus amyloliquefaciens 0,6 2 0,8 1,1
13 BSA 1 2,9 1,6 11
14 Lipaza z Candida rugosa 151 99 10 70

Warunki pomiaru: 100 uM substratu w PBS pH 7.4, temp. pok., 25 pg mL ™ enzymu.

Ponadto, przeprowadzitam reakcj¢ z niekatalitycznym biatkiem (BSA), aby sprawdzi¢
czy reakcja nie zachodzi poza centrum aktywnym enzymu. Jak wynika z pordéwnania
szybkosci reakcji zwigzku 61 i probnikdéw 75-77 obecno$¢ niekatalitycznego biatka wptywa
bardzo nieznacznie na szybko$¢ hydrolizy. Poniewaz wigzanie karbaminianowe jest
wigzaniem izosterycznym zar6wno do wigzania estrowego jak 1 amidowego mozeby¢
hydrolizowane rowniez przez lipazy. Aby potwierdzi¢ tg hipoteze przeprowadzitam reakcje z
zastosowaniem lipazy z Candida rugosa, co jednoznacznie potwierdzito, ze lipazy
hydrolizuja obydwa wigzania. Natomiast, wigzanie we¢glanowe byto hydrolizowane z
wiekszg szybkoscig. Wyniki te nie daja jednak jednoznacznej odpowiedzi, ktory z enzymow
jest najbardziej chemoselektywny. Jezeli za sygnat tta uznamy szybkos$¢ hydrolizy zwigzku
61 to wyznaczenie relatywnych szybkosci reakcji pozwoli mi na poréwnanie pomigdzy sobg

r6znych enzymoéw, Tabela 20.
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Tabela 20. Obliczone szybkosci relatywne reakcji hydrolizy probnikow 75-77 katalizowanej

przez proteazy.

Vet [NM s-1]

Lp. Enzym
75 76 77
1 a-chymotrypsyna 3 3 5
2 Proteaza z Rhizopus sp. 47 45 33
3 Proteaza z Streptomyces griseus 2 <1 <1
4 Proteaza z trzustki wotowe;j 7 3 6
5 Proteaza z Aspergillus satoi 3 1 2
6 Trypsyna wieprzowa <1 <1 2
7 Trypsyna wotowa <1 <1 2
8 Papaina 6 <1 3
9 Proteaza z Bacillus licheniformis 1 <1 <1
10  Proteaza z Aspergillus oryzae <1 <1 <1
11  Proteaza z Bacillus amyloliquefaciens 1 <1 <1
12 BSA <1 <1 <1

[a] Vie=(Vo/Ve1)-1

Z wyliczonych szybkosci relatywnych wynika, ze proteaza z Rhizopus sp. byta
najbardziej chemoselektywnym enzymem. Katalizowala ona rozlgczenie wigzania
karbaminianowego kilkadziesiat razy szybciej niz wigzania weglanowego. a-chymotrypsyna
oraz proteaza z trzustki wotowej wykazywaty umiarkowang chemoselektywnos¢.

Nastepnie zsyntetyzowalam enancjomerycznie czyste zwiagzki o strukturach (R)-78
i (S)-78, przedstawionych na Schemacie 63, posiadajgce centrum stereogeniczne na atomie
wegla sgsiadujagcym z wigzaniem karbaminianowym. Hydroliza enzymatyczna dwoéch
enancjomerow w osobnych pomiarach i poréwnanie ich szybkosci reakcji pozwolitoby na

kontrolowanie nie tylko chemoselektywnosci, ale réwniez enancjoselektywnosci reakcji.

i 8 Qﬁi i I
/\/O\[(N]Ao)ko o o /\/O\H/N\/\O)J\O oo
o)

O é
(R)-76 (S)-76
Schemat 63
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Poniewaz szybko$¢ autohydrolizy byta niska (0.9 nM s-1) zsyntetyzowane probniki
byly odpowiednie do badan przesiewowych nad aktywnoscig i stereoselektywnoscig proteaz.
Przeprowadzitam pomiary fluorymetryczne dla 3 wyselekcjonowanych poprzednio
enzymoéw. Wyznaczone szybkosci reakcji oraz relatywne szybko$ci reakcji zestawitam w
Tabeli 21.

Tabela 21. Wyznaczone poczatkowe szybkos$ci, relatywne szybkosci reakcji hydrolizy(R)-78
i (S)-78 oraz wartosci Quick E dla reakcji katalizowanej przez proteazy.

Vo [nM 57 Vie [NM 57 Quick
Lp. Enzym (R)-78  (S)-78  (R)-78  (S)-78 EM!
1 autohydroliza 0,9 0,9 - - -
2 a-chymotrypsyna 64 62 4 4 1.0
3 Proteaza z Rhizopus sp. 1,8 2,2 16 20 1.3
4  Proteaza z trzustki wotowe;j 38 43 4 5 1.2

[b] Quick E = Ve Vsiow gdzie Ve to szybko$é hydrolizy szybciej reagujacego enancjomeru, a Vg to szybkos¢

hydrolizy wolniej reagujacego enancjomeru

Za pomocg zaproponowanej metody mozna monitorowaé enancjoselektywnos¢ reakcji.
Zbadane enzymy nie wykazywaty stereopreferencji w stosunku do zadnego z enancjomerow.
Proteaza z Rhizopus sp. rowniez w tym przypadku wykazywata najwigksza
chemoselektywnos¢ (Tabela 21, poz. 3).

Zsyntetyzowane probniki fluorogenne byly odpowiednie do badan przesiewowych
nad aktywnoscia, chemoselektywno$cia oraz stereoselektywno$cig proteaz. Wykazywaty
bardzo niska podatno$¢ na autohydrolize oraz bardzo malg tendencje do reakcji z
niekatalitycznymi biatkami. Dzigki oddaleniu zattoczonego sterycznie fluoroforu od centrum
reakcyjnego, zwigzki te sg bardzo dobrymi substratami dla enzyméw proteolitycznych.
Dzieki obecno$ci wigzania karbaminianowego 1 weglanowego w czasteczce substratu,

mozliwe byto badanie chemoselektywnosci reakcji.

9.5. Probniki do wykrywania aktywnoSci transaminaz i oksydoreduktaz

W kolejnym etapie badan postanowitam sprawdzi¢ czy mieszane wegglany mozna
wykorzysta¢ do  badan  przesiewowych  nad  aktywnoscig  oksydoreduktaz
I transaminaz. Zgodnie przedstawiong koncepcja synteza pochodnej hydroksyacetonu i

7-hydroksymetylokumaryny o wzorze 79 w zaleznosci od zastosowanego enzymu powinna
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pozwoli¢ na oznaczanie szybkosci reakcji, Schemat 64. W przypadku oksydoreduktaz
zwigzek 79 powinien by¢ redukowany do alkoholu 80. Nastepnie w wyniku spontanicznej
wewnatrzczasteczkowej cyklizacji powinien powstawa¢ cykliczny weglan 81 wraz
z odszczepieniem fluorescencyjnej 7-hydroksy-4-metylokumaryny 65, ktorej powstawanie
mozna by monitorowa¢ za pomocg spektrofluorymetru. Natomiast w przypadku transaminaz,
powinno nastepowac przeniesienie grupy aminowej na wigzanie weglanowe, a postata amina

82 powinna samorzutnie cyklizowa¢ z uwolnieniem 7-hydroksy-4-metylokumaryny.

(@) X

ool tok,
oksydoreduktaza \ o-transaminaza

040 © O ©

NHz

L - 80 . - 82 .

l

83 65
Schemat 64

Niestety zastosowanie opracowanej poprzednio procedury nie prowadzilo do
powstania oczekiwanego produktu. Modyfikacja procedury data w efekcie mieszaning dwoch
zwigzkow z niskimi wydajnosciami, ktorych rozdzielenie za pomocg chromatografii
kolumnowej nie bylo mozliwe. Na podstawie analizy NMR stwierdzitam, ze jednym ze
zwigzkow jest pozadany probnik 79, a drugim zanieczyszczenie w postaci hyroksyacetonu.
Sprawdzitam czy dalsze zmagania z rozdzieleniem otrzymanych zwigzkéw sa celowe,
dlatego przeprowadzitam oznaczenie spektrofluorymetryczne szybkosci autohydrolizy dla
mieszaniny produktéw. Otrzymany probnik fluorogenny z duza szybkoscig ulegat
spontanicznej reakcji hydrolizy (19 nM s™) bez udziatu enzymu, dlatego dalsze badania w

tym kierunku nie byty kontynuowane.
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10. Rozdzial kinetyczny pochodnych kwasu 5-fenylo-5-hydroksy-3-oksopenatanowego

W celu uzyskania czystych enancjomerycznie zwigzkéw przeprowadzitam
enzymatyczny rozdziat kinetyczny estru etylowego kwasu 5-fenylo-5-hydroksy-3-
oksopentanowego. Najpierw zbadatam reakcj¢ enzymatycznego rozdziatu kinetycznego w
rozpuszczalnikach organicznych (toluen), z zastosowaniem octanu winylu, octanu propenylu
oraz octanu p-chlorofenylu jako donoréw grupy acylowej. Dla szeregu dostepnych handlowo
enzyméw w zadnym przypadku nie zaobserwowalam powstawania oczekiwanego produktu.
Rowniez zmiana rozpuszczalnika z toluenu na eter tert-butylowo metylowy nie skutkowata
osiggnigciem sukcesu.

Dlatego tez zastosowatam kolejne podej$cie polegajace na enzymatycznym rozdziale
kinetycznym w wodzie. W tym celu najpierw zsyntetyzowatam estr kwasu octowego 84 ze
zwigzku 50, a nast¢pnie poddatam go reakcji enzymatycznej hydrolizy, Schemat 65. Reakcje
prowadzitam w buforze fosforanowym o pH 7.4 dla kilku dostepnych handlowo lipaz i jednej
esterazy, Tabela 22.

7
O @) O
enzym
o™ -
PBS pH 7.4
84 (R)-50
Schemat 65

Tabela 22. Enzymatyczny rozdziat kinetyczny prowadzacy do zwiazku 50.

Lp. Enzym Wydajnos¢ [%] ee
1 Lipaza z Candida rugosa 28 >99 (R)
2 Esteraza z watroby wieprzowe;j <1 nb
3 Lipaza z Candida antarctica <1 nb
4 Lipaza z Pseudomonas fluorescens <1 nb
5 Lipaza z Candida cylindarcea 12 90 (R)

nb — nie badano

W dwoch przypadkach: lipazy z Candida rugosa oraz lipazy z Candida cylindracea
otrzymatam produkt 50 z bardzo wysokimi nadmiarami enancjomerycznymi oraz

umiarkowanymi wydajnosciami  (12-28%). Na podstawie porownania skrgcalnosci
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optycznych ze skrecalno$ciami literaturowymi,*’ stwierdzitam, ze w obydwu przypadkach
powstaje produkt o konfiguracji R. Zwiazek (R)-50 mozna znanymi literaturowo metodami®*’
zredukowac diastercoselektywnie do diolu (3S,5R)-85 lub (3R,5R)-85. Jako cel postawitam
sobie otrzymanie wszystkich dostgpnych stereoizomeroéw badanych zwigzkdéw, a opracowana
metoda rozdziatu kinetycznego, nie dawata dostepu do produktu o konfiguracji S. Dlatego tez

postanowitam otrzymac¢ enancjomerycznie czyste zwigzki na drodze redukcji enzymatyczne;.

11. Redukcja enzymatyczna estru etylowego kwasu 5-fenylo-5-hydroksy-3-

oksopenatanowego za pomocg drozdzy piekarskich.

Najtanszg, najprostszg i najczesciej stosowang metodg enzymatycznej redukcji grupy
ketonowej do grupy hydroksylowej jest zastosowanie drozdzy piekarskich. Drozdze ze
szczepu Saccharomyces cerevisiae charakteryzuja si¢ szerokim spektrum substratowym,
brakiem koniecznosci stosowania kofaktorow i sg tatwo dostgpne. W tym przypadku mozna
zastosowac tanie zrodto wegla w postaci glukozy. Redukcja estru etylowego kwasu 5-fenylo-
3,5-dioksopentanowego 86 powinna prowadzi¢ do uzyskania odpowiednich produktow
redukcji: 50, 87 i 85.

OH O o OH OH O
OEt OEt
7 X 85
E 50 . Saccharomyces :
\ A cerevisae . |
v v
OH OH O
OH O O ‘ Q 9 9
L OH
OH =----- Q)WJ\OEt »
’ 86 :
» i
! L O O O
O OH O v
@] OH O OH
OEt .
\\ OH
87

Schemat 66. Mozliwe produkty redukcji i hydrolizy zwiagzku 86 katalizowanej przez drozdze

ze szczepu Saccharomyces cerevisiae.

147" €. Xu, C. Yuan, Tetrahedron 2005, 61, 2169-2186.
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Poniewaz cate komorki drozdzy opréocz dehydrogenaz zawieraja rdéwniez enzymy
hydrolityczne mozliwe jest rowniez uzyskanie odpowiednich produktéw hydrolizy, co
zostato przedstawione na Schemacie 66.

Najpierw zsyntetyzowatam diketon 86 w reakcji utleniania zwigzku 50 za pomoca
odczynnika Dess-Martina, Schemat 67. Produkt 86 uzyskatam z wysoka wydajnoscig 70% w
postaci jasnozottego oleju. Na podstawie danych literaturowych™® i analizy NMR

stwierdzitam, ze zwigzek ten wystepuje w formie keto-enolowej (92:8).

OH O O O O O
O/\ odczynnik Dess-Martina> O/\
CH,Cly, 2 godz., temp. pok.
50 /
~H
o O O
; O/\
86
Schemat 67

Nastepnie przeprowadzitam redukcje zwigzku 86 za pomocg drozdzy. Niestety,
przeprowadzenie reakcji na tym substracie prowadzito do uzyskania duzej liczby produktow
ubocznych, z ktorych udato si¢ wyizolowac pozadany alkohol 50 (4%) i diol 85 (1%).

Aby zminimalizowa¢ ilos¢ mozliwych przeksztalcen 1 tym samym produktow
ubocznych postanowitam zastosowaé racemiczny ester etylowy kwasu 5-fenylo-5-hydroksy-
3-oksopentanowego rac-50. Redukcja tego zwigzku powinna w efekcie prowadzi¢ do
uzyskania sterecoizomerow estru etylowego kwasu 5-fenylo-3,5-dihydroksypentanowego 85,
Schemat 68. Jezeli reakcja bedzie przebiega¢ w sposob stereoselektywny, mozliwe bedzie
robwniez  wydzielenie  enancjomerycznie czystego nieprzereagowanego  substratu.
Przebadatam reakcje enzymatycznej redukcji zwiazku modelowego rac-85 w wariancie

niefermentacyjnym i fermentacyjnym, Tabela 23.

18 T Rahn, N. T. H. Nguyen, T. H. T. Dang, Z. Ahmed, K. Methling, M. Lalk, C. Fischer, A.
Spannenberg, P. Langer, J. Org. Chem. 2007, 72, 1957-1961
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Schemat 68

Tabela 23. Enzymatyczna redukcja zwigzku rac-50 za pomoca drozdzy Saccharomyces
cerevisiae.

Produkt 85 Substrat 50
Wydajnosé dr Odzyskany
Lp. System Dodatek [%] (syn:anti) €€yn ee,ni  substrat [%] ee
1 A Brak 38 77:23 88 >99 23 50
2 B Brak 66 74:26 83 >99 15 70
3 B 5% acetonitryl 35 73:27 86 99 35 50
4 B 5% toluen <4 nb nb nb 63 3
5 B 5% heksan 45 78:22 83 91 45 32
6 B 5% etanol 61 69:31 80 99 17 72
7 B 5% izopropanol 52 78:22 75 99 17 64
8 B 5% THF 8 88:12 76 39 68 6
9 B 5% eter dietylowy 40 76:24 78 98 19 58
10 B 5% eter t-butylowo
metylowy 81:19 90 82 70 2
11 B 5% aceton 54 75:25 80 96 23 54

nb- niebadano
A — system niefermentacyjny; B — system fermentacyjny

Zarowno produkt reakcji, jak rowniez nieprzereagowany substrat oczyszczatam

i analizowatam. Zastosowanie sytemu fermentacji glukozy wptywato korzystnie na
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zwigkszenie wydajnosci reakcji  redukcji katalizowanej przez drozdze, nieznacznie
wplywajac na stosunek diastereoizomeryczny produktu oraz jego czysto$¢ enancjomeryczng.
Zwigkszenie efektywnosci reakcji prowadzilo do mniejszego odzysku substratu, ale
o wigkszej czysto$ci enancjomerycznej, dlatego tez kolejne eksperymenty prowadzitam
w systemie fermentacyjnym. W czasie procesu fermentacyjnego, oprocz oczekiwanego
produktu, powstawaty réwniez produkty uboczne, bedace wynikiem metabolizmu komorek.
Ze wzgledu na niska produktywno$¢ drozdzy stosowalam duzy nadmiar biomasy (10 g
drozdzy/200 mg substratu), co wigzato si¢ z utrudnionym procesem ekstrakcji badanych
zwigzkéw do fazy organicznej. W konsekwencji, tworzenie si¢ produktow ubocznych i
problemy z ekstrakcja, prowadzily to do braku mozliwo$ci wyekstrahowania catkowitej ilosci
nieprzereagowanego substratu i powstajacych produktow (catkowity odzysk 61-81%).

W nastepnym etapie badan sprawdzitam wptyw dodatku réznych rozpuszczalnikéw
organicznych na efektywnos¢ reakcji. Zgodnie z doniesieniami literaturowymi mozliwe jest
prowadzenie reakcji w rozpuszczalnikach organicznych z niewielkim dodatkiem wody.
Zastosowanie takiego systemu ulatwiloby wydzielenie badanych zwiazkéw z mieszaniny
reakcyjnej. W przypadku substratu rac-50, zaledwie 5% objetosciowych jakiegokolwiek
rozpuszczalnika organicznego miato inhibujacy wptyw na aktywno$¢ drozdzy, Tabela 23.
Obecnos¢ toluenu (Tabela 23, poz. 4) lub eteru tert-butylowo metylowego (Tabela 23, poz.
10) w mieszaninie reakcyjnej powodowalo prawie catkowite zahamowanie procesu redukcji.
Dodatek etanolu (Tabela 23, poz. 6) i izopropanolu (Tabela 23, poz. 7) miat niewielki wptyw
na uzyskane wyniki, ale 20% zawarto$¢ tych rozpuszczalnikow catkowicie hamowata
aktywno$¢ drozdzy. Zastosowanie rozpuszczalnikdw organicznych nie bylo korzystne w
przypadku redukcji zwigzku rac-50.

Najwyzszy nadmiar enancjomeryczny odzyskanego substratu wynosit 72% (Tabela
23, poz. 6). Na podstawie poréwnania znaku skrgcalnosci wiasciwej z danymi literaturowymi
stwierdzitam, ze odzyskuje substrat wzbogacony o enancjomer S. Wynika stad, ze
w przewadze powstaje produkt 85, ktory na centrum stereogenicznym w pozycji 5 posiada
konfiguracje R. Natomiast analiza widma 'HNMR pozwolita stwierdzié, ze w wyniku
redukcji powstaje wiecej stereo izomeréw Syn niz anti. Zatem, w wyniku reakcji
katalizowanej drozdzami uzyskalam mieszaning dwoch diastereoizomerow (3S,5R)-85
i (3R,5R)-85 0 wysokiej czystosci enancjomerycznej, co zostalo zbadane za pomocg HPLC
z zastosowaniem kolumny ze ztozem chiralnym. Rozdzielenie diastereoizomerow zwigzku 85

byto mozliwe za pomoca chromoatografii kolumnowej.
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Zastosowanie catych komorek mikroorganizméw wigze si¢ z obecnoscig Kilku
dehydrogenaz, czegsto o przeciwnych stereopreferencjach. Selektywna inhibicja enzymu
o okreslonej preferencji powinna pozwoli¢ na zwigkszenie czysto$ci enancjomerycznej
uzyskiwanego produktu oraz odzyskiwanego substratu. Moze si¢ to odbywac¢ na drodze
zastosowania alkoholu allilowego, bromku allilu czy bromooctanu allilu jako dodatku do
mieszaniny reakcyjnej, Tabela 24. Dodatek bromooctanu allilu dziatat jako inhibitor (R)-
selektywnego enzymu prowadzac do zwigkszenia czystosci enancjomerycznej (94%)
odzyskanego substratu (Tabela 24, poz. 3). Alkohol allilowy i bromek allilu nie mialy
wickszego wptywu na czysto$¢ enancjomeryczng produktu ani substratu (Tabela 24, poz. 1-
2). Odzyskany substrat (S)-50 mozna znanymi literaturowo metodami'®*’ zredukowaé
diastereoselektywnie do diolu (3S,5S)-85 lub (3R,5S)-85.

Tabela 24. Wplyw dodatku inhibitorow na czysto$¢ enancjomeryczng produktu i
odzyskiwanego substartu.

Produkt 85 Substrat 50
Wydajnosé¢ Odzyskany
Lp. Dodatek [%] dr (syn:anti) €€gyn ee,mi  Substrat [%] ee
1 Bromek allilu™® 65 56:44 94 98 6 54(S)
2 Alkohol
) 59 60:40 79 98 4 50(S)
allilowy!
3 Bromooctan
57 60:40 98 >99 8 94 (S)

etylul®

nb — niebadano

Podsumowujac, opracowana przeze mnie metodologia dawata dostep do wszystkich
mozliwych stereoizomeréw badanych zwigzkow, co zostalo zilustrowane na Schemacie 69.
Czysty enancjomerycznie (>99% ee) ester etylowy kwasu (R)-5-fenylo-5-hydroksy-3-
oksopentanowego (R)-50 otrzymalam na drodze enzymatycznego rozdziatu kinetycznego.
Diastereoselektywna redukcja zwigzku (R)-50, znanymi literaturowo metodami,
prowadzitaby do otrzymania dioli (3S,5R)-85 oraz (3R,5R)-85. Natomiast w wyniku redukcji
enzymatycznej rac-50 otrzymywatam czyste enancjomerycznie diole (3S,5R)-85 (98% ee) i
(3R,5R)-85 (>99%), a takze wydzielatam nieprzereagowany substrat (S)-50 (94% ee)
Diastereoselektywna chemiczna redukcja zwigzku (S)-50 daje dostep do dioli (3R,5S)-85 oraz
(3S,55)-50.
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OH OH O
R OR,

a,b
OH O O / (3R55)-85

OH OH O
Saccharomyces (S)-50 c H
cerev:seV( R; OR,
OH O @) (3S,5S)-85
PthRz
OH OH O
rac-50 w
Lipaza z R1 OR2
Candida rugosa ay
OH O o) (3S,5R)-85
PhWJ\ORZ
\ OH OH O
(R)-50 c w
R4 OR,
(3R,5R)-85

a) 1. B(OMe)Et,, THF/MeOH (80:20 v/v), -70°C, 20min. 2. NaBH,, -70°C, 3 godz.
b) H,0,, THF/woda (70:30 v/v, pH 9), 0°C->temp. pok., 30min.
c) Me4N[B(OAc)3H], MeCN/AcOH (50:50, v/v), -25°C, 5 godz.

Schemat 69

12. Redukcja enzymatyczna estru etylowego kwasu 5-fenylo-3-oksopenatanowego za

pomoca komorek mikroorganizmow.

Badania na komorkach mikroorganizméw zostalty wykonane przeze mnie
w laboratorium Uniwersytetu Karl-Franzens w Graz w zespole naukowym prof. Wolfganga
Kroutila podczas pobytu w ramach projektu COST CM1303.

Poniewaz wydajnosci otrzymywanych produktéw w reakcji katalizowanej komérkami
drozdzy nie byly wysokie postanowilam opracowaé bardziej wydajna metode pozwalajaca na
uzyskanie enancjomerycznie czystych zwigzkoéw. Redukcja ketoestrow powinna prowadzi¢
do oczekiwanych produktow z teoretyczng wydajnoscig si¢gajaca do 100%. Badania
przesiewowe powinny pozwoli¢ na szybkie wyselekcjonowanie komoérek zawierajgcych
dehydrogenazy o wysokiej aktywno$ci oraz oczekiwanej enancjoselektywnosci. Obecno$é
grupy fenylowej, sasiadujacej z grupa ketoestrowa w strukturach rac-50 oraz 86 sprawia, ze
zwigzki te sg rozbudowane sterycznie. Moze to wplywaé na utrudniony dostep do miejsca
aktywnego enzymu. Dlatego tez, wstgpne badania przeprowadzitam, na estrze etylowym

kwasu 5-fenylo-3-oksopentanowego 89, ktéory za pomoca komoérek mikroorganizmow
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postanowitam zredukowaé do estry etylowego kwasu 5-fenylo-3-hydroksypentanowego 88.
Zwigzk 88, bedacy p-keto estrem, otrzymatam na drodze kondensacji aldehydu
propionowego i octanu etylu z wydajnoscig 45%, schemat 70. Nastepnie zwigzek 88

utlenitam za pomocg reagenata Jones’a do keto estru 89 z wydajnoscig 67%, Schemat 71.

OH

o) o)
I o)
LDA, -78°C
+ /J\ OEt
OFEt 45%

88

Schemat 70. Synteza estru etylowego kwasu 5-fenylo-3-hydroksypentanowego.

OH O
©/\)\)J\OE reagent Jones'a ©/\)UJ\
aceton
88

67%

Schemat 71. Synteza estru etylowego kwasu 5-fenylo-3-oksypentanowego.

Redukcja enzymatyczna 3-ketoestru 89 prowadzita do powstania oczekiwanego
3-hydroksyestru 88, Schemat 72. W celu wyselekcjonowania najbardziej aktywnych
mikroorganizmow przeprowadzitam badania przesiewowe na okoto 250 komarkach, sposrod,
ktorych wybratam 33, Tabela 25. 2-propanol zostat zastosowany jako donor wodoru, a takze

jako ko-rozpuszczalnik poprawiajgcy rozpuszczalno$¢ substratow.

GDH, 2-PrOH

N\

NADP* NADPH

0o o NS OH O OH O

komorki B
WOB mikro;g_aniq‘c')wb WOEt*' ©/\/\)J\0Et

89 NAD*  NADH

_ (R)-88 (S)-88

GDH, 2-PrOH
Schemat 72. Redukcja enzymatyczna estru etylowego kwasu 5-fenylo-3-oksypentanowego

za pomocg calych komorek mikroorganizmow.
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Tabela 25. Redukcja zwigzku 89 za pomocg catych komorek mikroorganizmow.

Oznaczenie Konwersja Wydajno$¢ ee 88
Lp. Mikroorganizm szczepu 89 [%] 88 [%] [%]
1  Alcaligenes sp. DSM 2625 68 36 5(5)
2  Arthrobacter sp. DSM 7325 >99 82 85 (R)
3 lzolat Gordonia sp.NAM-BNO063A FCCO018 >99 49 77 (S)
4 lzolat Gordonia sp.NAM-BN063B  FCCO019 >99 46 77 (S)
5 lzolat Actinomyces sp.SRB-AN053  FCCO027 94 24 96 (R)
6 lzolat Actinomyces sp. SRB-AN019 FCC022 98 11 90 (R)
7 lzolat Actinomyces sp. SRB-AN029 FCC023 95 14 92 (R)
8 lzolat Actinomyces sp. SRB-AN042 FCC026 >99 12 88 (R)
9 lzolat Actinomyces sp. SRB-AN040 FCCO025 90 19 89 (R)
10 Izolat Actinomyces sp. SRB-AN030 FCC024 94 28 70 (R)
11 Coprinus radians CSM 888 72 29 45 (R)
12 Comamonas testosteroni DSM 1455 85 32 27 (S)
13 Comamonas badia DSM 17552 98 65 43 (R)
14 Comamonas denitrificans DSM 17887 93 14 23 (S)
15 Kluyveromyces thermotolerans DSM 3434 95 34 61 (S)

Xanthomonas  arboricola  pvar.
16 Celebensis DSM 50853 >99 70 48 (R)
17 Xanthomonas campestris DSM 1050 >99 62 49 (R)
18 Xanthomonas sp. DSM 1049 >99 55 47 (R)
19 Gordonia alkanivorans DSM 44369 96 51 64 (S)
20 Lactobacillus oris DSM 4864 >99 70 88 (R)
21 Paracoccus pantotrophus DSM 11072 60 47 92 (S)
22 Pichia pastoris CBS 7435 >99 79 77 (R)
23 Pseudomonas sp. DSM 6978 72 33 49 (S)
24 Pseudomonas thermotolerans DSM 14292 98 44 66 (S)
25 lzolat ARG-AN024 FCCO014 94 16 98 (R)
26 lzolat ARG-ANO025 FCCO015 9 21 94 (R)
27 lzolat USA-ANO012 FCC021 99 10 96 (R)
28 lzolat ANTs-AN002 FCCO013 91 26 67 (R)
Izolat Actinomyces sp. 67-BEN001

29 (6475 m) FCC028 96 10 90 (R)
30 Izolat Actinomyces sp. ENG-AN033 FCC020 95 23 78 (R)
31 Sphingomonas sp. HXN200 FCC139 98 7 98 (R)
32 Sphingomonas faenia FCC183 76 51 60 (R)
33 Bacterium (code 0091B) FCC042 97 8 62 (R)

Na podstawie wynikéw zawartych w Tabeli 25, mozna wnioskowaé, ze grupa

karbonylowa w pozycji 3 jest podatna na redukcj¢. Cate komoérki mikroorganizméw zwierajg

oprocz dehydrogenaz rowniez hydrolazy, przez co mozliwe sg reakcje obydwu grup

funkcyjnych obecnych w substracie.

W niektorych przypadkach zaobserwowalam

powstawanie ubocznych produktow hydrolizy, co bylo przyczyng wysokich konwers;ji
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substratu przy niewielkich wydajnosciach oczekiwanego produktu 88. Najwyzsza czystosé
enancjomeryczng produktu odnotowatam w przypadku zastosowania komorek Actinomyces
sp. SRB-ANO053 (96% ee, Tabela 25, poz. 5), ARG-AN024 (98% ee, Tabela 25, poz. 25),
Sphingomonas sp. HXN200 (98% ee, Tabela 25, poz. 31), USA-ANO012 (96% ee, Tabela 25,
poz.27). Ich zastosowanie dawato dost¢p do produktu o konfiguracji R. Wysoki nadmiar
enancjomeryczny (85% ee) produktu (R)-94 przy jednocze$nie wysokiej wydajnosci
zarejestrowatam w przypadku mikroorganizmu ze szczepu Arthrobacter sp. (82%, Tabela 25,
poz. 2). Tylko niewielka liczba mikroorganizméw prowadzita do powstania produktu o
konfiguracji S. Najwyzsza czysto$s¢ enancjomeryczna produktu (S)-94 obserwowatam dla
komorek Paracoccus pantotrophus (92% ee, Tabela 25, poz. 21), Gordonia sp. NAM-
BNOG3A (77% ee, Tabela 25, poz. 3) oraz Gordonia sp. NAM-BNO063B (77% ee, Tabela 25,
poz. 4).

13. Redukcja enzymatyczna estru etylowego kwasu 5-fenylo-3,5-dioksopenatanowego za

pomocg komérek mikroorganizmow.

Nastepnie przeprowadzitlam badania przesiewowe na bardziej zattoczonym sterycznie

estrze etylowym kwasu 5-fenylo-3,5-dioksopentenowego 86, Tabela 26.

Tabela 26. Redukcja zwiazku 86 za pomoca catych komoérek mikroorganizmow.

. . Oznaczenie Konwersja Wydajnosé¢ or1  Wydajnosé .
Lp Mikroorganizm szczepu [%] 50 [%] ee [%] 85 [%] syn/anti
1 Arthrobacter sp. DSM 7325 89 26 87 (S) - -
2  Pichia pastoris CBS 7435 >09 33 41 (R) 19 96:4
8 Pseudomonas — eyig409y  gg 6 96 (R) i i
thermotolerans
4 Epse”domonas DSM 6978 03 10 81(R) i i
5 lzolat
Actinomyces sp. FCC025 86 2 49 (R) 19 94:6
SRB-AN040

Zaledwie kilka z posrod 250 komoérek mikroorganizméw, w wyniku przeksztatcen
biokatalitycznych dawato oczekiwane produkty. Zwigzek 86 jest nietrwaly, ponadto ze
wzgledu na obecno$¢ dwoch grup karbonylowych i1 jednej grypy estrowej moze ulegaé
licznym reakcjom ubocznym. Duze zatloczenie steryczne po obydwu stronach od centrow
prochiralnych sprawia, ze zwigzek ten nie jest akceptowany przez wigkszos¢ dehydrogenaz

jako substrat. Zaledwie w przypadku 5 mikroorganizméw zaobserwowalam powstawanie
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produktu redukcji 50, a w dwoch przypadkach produktu podwdjnej redukcji 85. Ze wzgledu
na brak zwigzku referencyjnego 87 nie byto mozliwe okreSlenic wydajnosci powstajacego
produktu redukcji w pozycji 3. Mikroorganizm Arthrobacter sp. prowadzit do uzyskania
produktu 50 o konfiguracji S, natomiast Pseudomonas thermotolerans do produktu 50
o0 konfiguracji R. Dwa sposrod przebadanych mikroorganizméw Pichia pastoris (Tabela 26,
poz. 2) oraz Actinomyces sp.SRB-AN040 (Tabela 26, poz. 5) prowadzity do powstania diolu
85 0 wysokiej proporcji diastereoizomerow syn-85 do anti-85 (odpowiednio 96:4 i 94:6).

14. Redukcja enzymatyczna estru etylowego kwasu 5-fenylo-3,5-dioksopenatanowego

oraz estru etylowego kwasu 5-fenylo-3-oksopentanowego za pomoca dehydrogenaz.

W celu zminimalizowania konkurencyjnej reakcji hydrolizy przeprowadzitam badania
na dwoch dehydrogenazach pochodzacych z mikroorganizméw Ralstonia sp. oraz
Sphingobium yanoikuyae. Wyniki redukcji zwiazkow 89 i 86 przedstawitam w Tabeli 27 oraz
Tabeli 28.

Tabela 27. Redukcja zwigzku 89 za pomocg dehydrogenaz.

Oznaczenie Wydajnosé
Lp. Mikroorganizm szczepu  c [%] 88 [%] ee [%]

1 Ekspresja dehydrogenazy pochodzacej z

Ralstonia sp. w Escherichia coli DSM 6428 99.7 54 49 (S)
2 Ekspresja dehydrogenazy pochodzacej z

Sphingobium yanoikuyae w Escherichia

coli DSM 6900 nb <1 nb

Tabela 28. Redukcja zwigzku 86 za pomoca dehydrogenaz.

Lp. Oznaczenie Wydajnosé

. . Wydajnos¢
0,
Mikroorganizm szczepu c [%] 50 [%)]

ee[%] 85 [%%]

dr(syn/anti)

1 Ekspresja
dehydrogenazy
pochodzacej z DSM 6428 97 10 nb 58 92:8
Ralstonia sp. w
Escherichia coli
2 Ekspresja
dehydrogenazy
pochodzacej  z
Sphingobium
yanoikuyae = w
Escherichia coli

DSM 6900 nb <1 nb <1 nb
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Tylko jeden z enzyméw katalizowal redukcje obydwu badanych zwigzkéw.
W przypadku redukcji monoketonu 89 zaobserwowalm powstawanie oczekiwanego produktu
z dobrg wydajnos$cia i umiarkowang enancjoselektywnoscig. W przypadku redukcji diketonu
86 glownym produktem reakcji byt diol 85, otrzymywany z dobra wydajnoscig i wysokim

stosunkiem diastereoizomeru syn do anti (92:8).

15. Redukcja enzymatyczna estru etylowego kwasu 5-fenylo-3,5-dioksopenatanowego
oraz estru etylowego kwasu 5-fenylo-3-oksopentanowego w skali preparatywne;j.

Poniewaz kazdy mikroorganizm wymaga dodatku réznych kofaktorow, w badaniach
przesiewowych stosowalam réwnoczeénie NAD® oraz NADP® oraz podwdiny system
regeneracji kofaktorow: dehydrogenaze glukozy i izopropanol. Aby przeprowadzié reakcje w
wickszej skali najpierw dobratam optymalne warunki reakcji dla wybranych
mikroorganizméw, Tabela 29. W przypadku mikroorganizmu Actinomyces sp.SRB-AN053
(Tabela 29, poz. 6) oraz Arthrobacter sp. (Tabela 29, poz. 10) najlepsze wyniki uzyskatam
stosujac jednocze$nie obydwa kofaktory oraz pojedynczy system regeneracji oparty na
izopropanolu. Zmiana warunkéw rekcji dla izolatu Gordonia sp. NAM-BNO63A
powodowata znaczne obnizenie wydajno$ci oraz mniejsza aktywno$é (S)-selektywnej
dehydrogenazy. Aby spowolni¢ reakcje hydrolizy, bedaca reakcja konkurencyjng do redukcji,
zwigkszytam ilo$¢ izopropanolu dodawanego do reakcji (Tabela 29, poz. 2-3). 20%
objetosciowych izopropanolu mialo nieznaczny wplyw na uzyskane wyniki. 30%
objetosciowych powodowato zwigkszenie udziatu reakcji redukcji wzgledem reakcji
hydrolizy, ale powodowato rowniez zmniejszenie wydajnosci produktu 88 z 24% do 9%. W

dalszym etapie badan stosowatam 10% izopropanolu.
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Tabela 29. Optymalizacja warunkow redukcji zwigzku 89.

Konwersja  Wydajnos¢

Lp Mikroorganizm NAD+ NADP+ GDH 2-PrOH [%] [%] ee [%]
Izolat Actinomyces 0

1 sp.SRB-AN053 05mM 05mM 20mM  10% 94 24 96 (R)
Izolat Actinomyces 0

2 sp.SRB-AN053 05mM 05mM 20mM  20% 92 23 98 (R)

g lzolat Actinomyces 05mM 05mM 20mM  30% 24 9 nb

sp.SRB-ANO053
Izolat Actinomyces i .
4 sp.SRB-AN053 0.5mM 20mM  10% 99 16 97 (R)

Izolat Actinomyces

- 0,
5 sp.SRB-AN053 0.5mM 20mM  10% 96 24 95 (R)
Izolat Actinomyces 0
6 sp.SRB-AN053 0.5mM 05mM - 10% 95 26 >99 (R)
7  Arthrobacter sp. 05mM 05mM 20mM 10% >99 82 85 (R)
8 Arthrobacter sp. - 0.5mM  20mM  10% 56 18 11 (R)
9  Arthrobacter sp. 0.5 mM - 20mM  10% 99 59 96 (R)
10 Arthrobacter sp. 0.5mM 05mM - 10% 98 45 96 (R)
11 'zolat Gordonia 05mM 05mM 20mM  10% >99 49 77 (S)

sp.NAM-BNO63A

Izolat Gordonia 0
12 5o NAM-BNO63A - 05mM  20mM  10% 92 39 24 (R)

Izolat Gordonia .
13 5p.NAM-BNOG3A 0.5mM - 20mM  10% 37 7 b

Izolat Gordonia .
14 sp.NAM-BNOB3A 0.5mM 05mM - 10% 73 22 51 (R)

nb — nie badano

Aby pokazaé¢ uzyteczno$¢ opracowanej metody przeprowadzitam reakcje redukcji
zwigzku 89 oraz 86 w skali 1 mmol, Tabela 30. Wybratam 5 mikroorganizmoéow, ktore w
badaniach przesiewowych katalizowaty reakcje redukcji prowadzac do otrzymania
produktow z najwyzszymi wydajno$ciami oraz nadmiarami enancjomerycznymi. Reakcje w
wigkszej skali wymagaly zastosowania 2g komoérek mikroorganizmow, dlatego
wyhodowatam szczepy Actinomyces sp.SRB-ANO053 (1400m) oraz Gordonia sp. NAM-

BNOG63A. Stosowane wczesniej komorki miaty nawet kilka Iat.
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Tabela 30. Reakcja redukcji zwigzkow 89 i 86 w skali 1 mmol.

Lp. Mikroorganizm Produkt Wydajnos¢[%] ee [%]
1 Arthrobacter sp. 94 47 94 (R)
2 lzolat Actinomyces sp.SRB-AN053 94 3 >99 (R)
3 lzolat Gordonia sp.NAM-BNO63A 94 <1 nb
4 Paracoccus pantotrophus 94 41 92 (S)
5 Arthrobacter sp. 85 7 86 (S)
6  Pseudomonas thermotolerans 85 9 85 (R)

nb — nie badano

Badania przeprowadzone na $wiezo wyhodowanych komodrkach mikroorganizmow
(Tabela 30, poz. 2 i poz. 3) w powigkszonej skali prowadzity do wyizolowania produktow
redukcji z bardzo niskimi wydajno$ciami. Zaobserwowatam, ze w przewadze powstaje
produkt hydrolizy. Analiza NMR wyizolowanego produktu hydrolizy wykazata, ze
hydroksyester 88 hydrolizuje do kwasu 90, Schemat 73. Natomiast wyniki uzyskane dla
starszych preparatow (Tabela 30, poz. 1, 4-6) prowadzity do podobnych wydajnosci jak w
przypadku mikroskali. Prawdopodobnie w §wiezo przygotowanych preparatach
komorkowych przewaza ilos¢ hydrolaz, odpowiedzialnych za katalizowanie nastgpczej
reakcji hydrolizy. W wyniku dlugiego przetrzymywania mikroorganizmow prawdopodobnie
mniej trwate hydrolazy mogg ulega¢ dezaktywacji, natomiast bardziej trwate dehydrogenazy

pozostaja wcigz aktywne.

o O OH O OH O

komorki komorki
©/\)UJ\OEt mikroorganizméw ©/\/‘\)’L0Et mikroorganizméw ©/\)\)J\OH
89 (R)-88 90
Schemat 73.

Opracowana metodologia daje dostep do obydwu enancjomeréw estru etylowego
kwasu 5-fenylo-3-hydroksypentanowego 88 oraz estru etylowego kwasu 5-fenylo-5-
hydroksy-3-oksopentanowego 50 z dobrymi wydajnosciami oraz wysokimi nadmiarami

enancjomerycznymi.

16. Podsumowanie i wnioski

W niniejszej pracy sformutowatam koncepcje nowego chemoenzymatycznego

podejscia do syntezy enancjomerycznie  czystych  pochodnych  kwasu  3,5-
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dihydroksypentanowego. Zwigzki te ze wzgledu na ztozong budowe byly trudnymi
substratami dla enzyméw, co znacznie utrudnialo przeprowadzenie badan. W pierwszym
etapie badan zsyntetyzowalam pochodng kwasu 5-fenylo-5-hydroksy-3-oksopentanowego
stosujac dwa podejscia: chemiczne oraz enzymatyczng reakcje aldolowa. Nastepnie
przeprowadzitam szereg badan, w ktérych probowatam przyblizy¢ mechanizm reakc;ji
aldolowej katalizowanej przez promiskuitywne lipazy. Uzyskana w ten sposob pochodna
kwasu 5-fenylo-5-hydroksy-3-oksopentanowego postuzyta jako substrat do kolejnych
przeksztalcen biochemicznych. W wyniku enzymatycznego rozdziatu kinetycznego oraz
enzymatycznej redukcji katalizowanej drozdzami Saccharomyces cerevisiae lub catymi
komoérkami mikroorganizméw udato mi si¢ otrzymaé obydwa enancjomery estru etylowego
kwasu 5-fenylo-5-hydroksy-3-oskopentanowego. Czyste enancjomerycznie zwigzki moga
by¢ przeksztalcone za pomocg opisanych literaturowo diastereoselektywnych metod w
odpowiednie 3,5-dihydroksypochodne. W wyniku redukcji drozdzami otrzymatam réwniez
czyste enancjomerycznie 3,5-dihydroksyzwiazki o konfiguracji (3R,5S) oraz (3S,5S).
Przeprowadzenie wielu skrupulatnie zaplanowanych badan zakonczylo si¢ sukcesem.
Opracowana przeze mnie metodologia dawata dostep do wszystkich mozliwych
stereoizomerow badanych zwiazkow.

Bardzo istotnym elementem badan byto wyznacznie stereoselektywnosci reakcji. Aby
w szybki 1 wiarygodny sposob wyselekcjonowa¢ enzymy najbardziej aktywne i
stereoselektywne wzgledem alkoholi, zakres pracy rozszerzylam o opracowanie metody
monitorowania postepu reakcji w czasie rzeczywistym. Najbardziej odpowiednia do tego celu
wydawata si¢ technika fluorymetryczna, dlatego tez zaproponowatam synteze nowej klasy
probnikow fluorogennych. Otrzymatam szereg zwigzkow, bedacych mieszanymi weglanami
pochodnych 7-hydroksy-4-metylokumaryny oraz alkoholi pierwszo- i drugorzegowych,
réznigcych si¢ rozpuszczalnosciag w wodzie. Zsyntetyzowane probniki ocenitam pod katem
zastosowan do badan przesiewowych. Stwierdzitam, ze sg one lepszymi substratami od
obecnie stosowanych zwigzkow do wykrywania obecnos$ci, oznaczania aktywnos$ci lipaz i
estraz oraz wyznaczania stereoslelektywnosci reakcji. Do oznaczen stosowatam
enancjomerycznie czyste pochodne 7-hydroksy-4-metylokumaryny i drugorzedowych
alkoholi. Wykazuja one wysoka stabilnos¢ w warunkach pomiarowych i niska podatno$¢ na
reakcje z niespecyficznymi biatkami. Zastosowanie mieszanin pseudoenancjomerycznych
umozliwialo szybkie o0szacowanie enancjoselektywnosci reakcji. Ponadto, metoda ta
pozwalata na wykonanie oznaczen w jednym naczyniu pomiarowym przy dwoch dhugosciach

fali z uwzglednieniem konkurencji do miejsca aktywnego enzymu. Zsyntetyzowatam rowniez
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probniki  fluorogenne odpowiednie do badan przesiewowych nad aktywnoscia,
stereoselektywnoscig 1 chemoselektywnoscig proteaz. Polaczenie ugrupowania fluoroforu z
alkoholem za pomocg tacznika powodowato odsunigcie rozbudowanego sterycznie fluoroforu
od centrum reakcyjnego. Dzieki temu zostala zwigkszona dostepnos$¢ substratu do centrum
aktywnego enzymu. Prébniki te charakteryzowaty si¢ duzg stabilnoscig w warunkach
pomiaru, a dzieki obecnos$ci dwoéch grup funkcyjnych mozliwe bylo monitorowanie

chemoselektywnosci reacji.

Podsumowujac, opracowalam nowa chemoenzymatyczng droge syntezy
drugorzedowych alkoholi na wybranych przyktadach. Prowadzila ona do uzyskania
wszystkich mozliwych steroizomeréw badanych zwigzkow o wysokich czgstosciach
enancjomerycznych. Zaproponowalam oraz wykonatam synteze nowej klasy probnikow
fluorogennych. Nastepnie pokazatlam przydatno$¢ zsyntetyzowanych zwigzkow jako
substratow do oznaczania aktywno$ci enzymoOw, szacowania enancjoselektywnosci oraz
chemoselektywnosci reakcji. Przeprowadzone badania zakonczyty si¢ sukcesem. Cel badan

zostal osiggniety.

104

http://rcin.org.pl



11 Czes¢ eksperymentalna

17. Uwagi ogdlne

Widma NMR zarejestrowano na aparatach Varian Gemini 200 MHz oraz Varian
Gemini 400 MHz stosujac TMS jako wzorzec wewnetrzny. Przesunigcia sygnatow (9)
podano w ppm, a state sprzezenia (J) w Hz. Pomiary skrgcalnos$ci whasciwej wykonano na
polarymetrze Jasco P-2000 stosujac kuwete pomiarowag o dtugosci 10 cm. Temperatury
topnienia zmierzono za pomocg aparatu Biichi SMP-20. Analizy elementarne wykonano w
pracowni Analizy elementarnej IChO PAN przy uzyciu aparatow Perkin Elmer 240
Elemental Analyzer oraz Heraeus Vario EL Ill. Analizy HPLC przeprowadzono na
chromatografie Varian ProStar zaopatrzonym w detektor UV, z wykorzystaniem kolumn
chiralnych AD-H Chiralpak (Daicel, Japonia), OB-H oraz na chromatografie Shimadzu
Prominence LC-20A Series potaczonym z detektorem UV-Vis. Zastosowano kolumne ze
ztozem achiralnym C-18 Luna (Phenomenex) oraz ze ztozem chiralnym OD-H Chiralcel i 1A
Chiralpak (Daicel, Japonia). Widama UV-Vis rejestrowano na spektrofotometrze Hitachi U-
1900 w 1 cm kuwetach plastikowych. Widma fluorescencji oraz pomiary intensywnosci
fluorescencji w czasie rejestrowano za pomocg spektrofluorymetru Shimazu F7000 w
kuwetach kwarcowych. Do analiz TLC uzywano ptytek aluminiowych pokrytych Kieselgel
60 Fus54 firmy Merck. Do chromatografii kolumnowej uzywano zelu krzemionkowego
Kieselgel 60 (230-400 mesh) firmy Merck. Stosowane reagenty komercyjnie dostepne o
czystosci analitycznej zakupione byty w firmach Sigma-Aldrich, TCI. Rozpuszczalniki, takie
jak heksan, octan etylu, woda oczyszczano przez destylacje. Komercyjnie dostepne enzymy
zakupiono w firmach Fluka, Sigma-Aldrich, Novozymes.

17.1. Synteza i analiza zwiazkow chemicznych

Synteza zwiazku 50

Do zawiesiny wodorku sodu (60%, 1.47g, 36 mmol) w suchym THF (16 mL) dodano
acetylooctanu etylu (30 mmol, 3.8 mL) w atmosferze argonu i mieszano przez 30 minut w
temperaturze pokojowej. Nastepnie mieszaning schtodzono do -10°C (taznia wodna z lodem i
chlorkiem sodu) i dodano butylolit (2.5M roztwér w heksanie, 36 mmol, 15 mL). Mieszano w
obnizonej temperaturze przez 30 minut, po tym czasie wkroplono roztwor benzaldehydu (36
mmol, 3.82g) w 3 mL THF. Po 2 godzinach mieszania w obnizonej temperaturze mieszaning

zgaszono nasyconym roztworem chlorku amonu i ekstrahowano trzykrotnie octanem etylu.

105

http://rcin.org.pl



Fazy organiczne potaczono, wysuszono za pomocg siarczanu magnezu i odparowano pod
zmniejszonym ci$nieniem. Produkt oczyszczono za pomocg chromatografii kolumnowej na
zelu krzemionkowym w ukladzie gradientowym heksan:octan etylu (od 9:1 do 1:1).
Otrzymano 2.68 g (11.3 mmol) estru etylowego kwasu 5-fenylo-5-hydroksy-3-

oksopentanowego z wydajnoscig 38% w postaci zottego oleju.

OH O O 'HNMR (CDCls, 400 MHz, ppm) & 7.37-7.34 (m, 4H, Ar),

o~ > 7.30-7.26 (m, 1H, Ar), 5.18 (dd, 1H, J:=3.6 Hz, J,= 9.2 Hz,

CH), 4.19 (q, J=7.2 Hz, OCH,CHj3), 3.47 (s, 2H, COCH,CO),

3.00 (dd, J;=9.2 Hz, J,=17.2 Hz, CHCH,CO), 2.90 (dd, J;=3.2 Hz, J,=17.2Hz, CHCH,CO),

1.27 (t, 3H, OCH,CHs;); *CNMR (CDCls, 200 MHz, ppm) & 202.8, 166.8, 142.5, 128.5,

127.8, 125.6, 69.8, 61.5, 51.6, 49.9, 14.0, Analiza elementarna obliczona dla C13H1s04: C

66.09; H 6.83; zbadana: C 65.99, 6.93; analiza HPLC na kolumnie z wypelnieniem

achiralnym C18 Luna (Metoda E) t,=19.6 min; analiza HPLC na kolumnie z wypetnieniem

chiralnym IA Chiralpak (Metoda C) t1=26.0 min, t,=28.4, analiza HPLC na kolumnie z
wypetnieniem chiralnym OB-H Chiralcel (Metoda A): t,1=47.7 min, t,=56.0 min.

Synteza zwigzkow 50 i 51

Przygotowanie BrZnCH,CO,Et: W atmosferze azotu, do 50 mL okragtodennej kolbki dodano
kolejno pyl cynkowy (1.15g, 17.6 mmol), suchy THF (4.4 mL), TMSCI (96 mg, 0.88 mmol).
Mieszanine ogrzano do temperatury 40-50°C i wkroplono roztwor bromooctanu etylu (1.47g,
8.8 mmol) w THF (11 mL). Po wykrystalizowaniu osadu, jasno zolty supernatant

zdekantowano i uzyto w kolejnym etapie reakcji.

Reakcja podwodjnego Reformatsky’ego: Do 50 mL okragtodennej kolbki wprowadzono
roztwor BrZnCH,CO,Et/THF (11.7 mL, ok. 6.25 mmol), DABCO (280.4 mg) i aldehyd 4-
nitrobenzoesowy (189 mg, 1.25 mmol). Mieszanine ogrzano do temperatury 50°C i mieszano
przez 3 godziny. Po tym czasie do mieszaniny dodano 25 mL octanu etylu i przemywano
kolejno: 20% roztworem kwasu cytrynowego (12.5 mL), 10% roztworem NaCl (12.5 mL),
5% roztworem NaHCO; (12.5 mL) i woda (12.5 mL). Faze organiczng odparowano, a
produkty oczyszczano za pomocg chromatografii kolumnowej na zelu krzemionkowym w
uktadzie gradientowym heksan:octan etylu od 9:1 do 1:1 (obj./obj.) Wyizolowano dwa
produkty: 51 i 52.
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Zwiazek 51

oH 6 © Ester etylowy kwasu 3-hydroksy-3-(4-nitrofenylo)-
pentanowego otrzymano w postaci jasnozottego oleju z
wydajnoscig 31% (86.1 mg). Widmo NMR jest zgodne z

O2N widmem literaturowym. ™3’
'HNMR (CDCls, 400 MHz) 6 8.21 (dd, 1H, J;=2.0 Hz, J,=7.2 Hz), 7.56 (dd, 1H, J;=2.0Hz,
J,=8.4 Hz), 5.31 (t, 1H, J=6.0 Hz), 4.20 (q, 2H, J=7.2 Hz), 3.50 (s, 2H), 2.98 (d, 2H, J=5.6
Hz), 1.28 (t, 3H, J=7.2 Hz); ®*CNMR (CDCls, 100 MHz) § 202.4, 166.7, 149.7, 147.2, 126.4,
123.8, 68.8, 61.7, 51.2, 49.7, 14.0; Analiza element. obliczona dla C13H1sNOg: C 55.51, H
5.38, N 4.98; zbadana: C 55.25, H 5.28, N 4.88; analiza HPLC na kolumnie z wypetnieniem

chiralnym OB-H Chiralcel (Metoda B) t1=48.7 min, t;=52.0 min.
Zwigzek 52
OH O Ester etylowy kwasu  3-hydroksy-3-(4-nitrofenylo)-
/@2\)1\0/\ propionowego otrzymano w postaci jasnozoltego oleju z
O,N wydajnoscig 47% (113.3 mg). Widmo NMR jest zgodne z
widmem literaturowym. %"

'HNMR (CDCls, 400 MHz) & 8.21 (d, 2H, J=8.8 Hz), 7.56 (d, 2H, J=8.4 Hz), 5.23 (dd, 1H,
J1=4.4 Hz, J,=8.4 Hz), 4.20 (q, 2H, J=7.2 Hz), 2.75-2.72 (m, 2H), 1.27 (t, 3H, J=7.2 Hz);
3CNMR (CDCls, 100 MHz) 5171.9, 149.7, 147.5, 126.5, 123.8, 69.4, 61.2, 42.9, 14.1

Procedura ogolna 1: enzymatyczna reakcja aldolowa

Do roztworu pochodnej benzaldehydu (1 mmol) oraz 3-oksoglutaranu dietylu (1.2 mmol, 243
mg) w 3 mL acetonitrylu dodano po 15 mg enzymu. Fiolki szczelnie zamknieto i wytrzgsano
w temperaturze 40°C przez 24 godziny. Po tym czasie enzym odsgczono przez lejek
wypetniony Celitem, rozpuszczalnik odparowano, a mieszaning oczyszczano za pomoca
chromatografii kolumnowej w uktadzie gradientowym heksan:octan etylu od 9:1 do 1:1
(obj./obj.).
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Synteza zwigzku 53
OH O 4-hydroksy-4-(4-nitrofenylo)-butan-2-on otrzymano w postaci

jasnozolttego oleju jako produkt uboczny enzymatycznej reakcji
O-N aldolowej, procedura ogolna 1. Widmo NMR jest zgodne z danymi
2

literaturowymi. Wartos¢ literaturowa skregcalno$ci  wiasciwe;j

enancjomeru R [o]p=+53.2 (c=0.42, CHCl5).**°

'HNMR (CDCls, 200 MHz) & 8.14 (d, 2H, J=13.6 Hz), 7.47 (d, 2H. J=13.6 Hz), 5.20 (t, 1H,
J=12.0 Hz), 3.56 (br.s., 1H), 2.78 (d, 2H, J=14 Hz), 2.16 (s, 3H); **CNMR (CDCls;, 50 MHz)
§ 208.5, 149.9, 147.3, 126.4, 123.7, 68.9, 51.5, 30.7; [0]o=+7.9 (c=1.0, CHCl5).

Synteza zwiazku 54

Ester etylowy kwasu 3-hydroksy-3-(2,4-dinitrofenylo)-

OH O O .
A~ pentanowego otrzymano w postaci zottego oleju w wyniku
(0] . .. . .
W enzymatycznej reakcji aldolowej zgodnie z procedura
O,N NO,

ogo6lng 1.

'HNMR (CDCls, 400 MHz) 68.83 (d, 1H, J=2.4 Hz), 8.50 (dd, 1H, J;=2.0Hz, J,=8.4 Hz),
8.19 (d, 1H, J=8.4 Hz), 5.83 (dd, 1H, J;=2.4 Hz, J,=9.6 Hz), 4.21 (q, 2H, J=7.2 Hz), 3.75 (br.
s., 1H), 3.54 (s, 2H), 3.23 (dd, 1H, J;=2.0 Hz, J,=17.6 Hz), 2.89 (dd, 1H, J;=9.2 Hz, J,=18.0
Hz), 1.29 (t, 3H, J=7.2 Hz),"*CNMR (CDCls, 100 MHz) & 201.9, 166.6, 147.2, 147.0, 144.8,
130.3, 127.7, 120.1, 65.5, 61.8, 50.3, 49.4, 14.0; Analiza element. obliczona dla C13H14N>Os:
C 47.86, H 4.33, N 8.59; zbadana: C 48.10, H 4.22, N 8.61.

Synteza zwiazku 55

NO, OH O 2,4-Dinitrobenzaldehyd (190 mg, 1 mmol) i malonianu

o dietylu (160 mg, 1 mmol) rozpuszczono w 0.5 mL benzenu.

ON 070 Nastepnie  dodano  piperydyne (Immol).  Reakcje
2

prowadzono w temperaturze pokojowej przez 1 godzing.

Powstaty osad odsaczono i przekrystalizowano, otrzymujac 300 mg 1-(2,4-dinitrofenylo)-2,2-

149 B.V. Subba Reddy, K. Bhavani, A. Raju, J.S. Yadav, Tetrahedron Asymm. 2011, 22, 881-
886.
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dietoksykarbonylo-etanol z wydajnoscig 80%. Widmo NMR i temperatura topnienia sa

zgodne z danymi literaturowymi.*

'HNMR (CDCls, 400 MHz) & 8.88 (d, 1H, J=2.0 Hz), 8.47 (dd, 1H, J;=2.4 Hz, J,=8.8 Hz),
8.10 (d, 1H, J=8.8 Hz), 6.01 (d, 1H, J=4.0 Hz), 4.30 (br. s., 1H), 4.29-4.23 (m, 2H), 4.20-4.12
(m, 2H), 3.92 (d, 1H, J=3.6 Hz), 1.29 (t, 3H, J=6.8 Hz), 1.18 (t, 3H, J=7.2 Hz); *CNMR
(CDCls, 50 MHz) & 168.0, 166.9, 142.5, 131.2, 127.2, 120.2, 67.9, 62.5, 62.1, 57.0, 13.9,
13.8; t=97°C.

Procedura ogélna 2: synteza zwiazkéw 61-62

Do schtodzonego do temperatury 0°C roztworu 7-hydroksy-4-metylokumaryny (176 mg, 1
mmol) w bezwodnym THF (5 mL) dodawano porcjami kolejno DMAP (25 mg, 0.2 mmol),
EtzsN (0.42 mL, 3 mmol), chloromréwczan alkilu (2 mmol). Mieszano przez 12 godzin w
temperaturze pokojowej w atmosferze azotu. Po tym czasie do mieszaniny dodano 10 mL 1
M roztworu kwasu solnego i ekstrahowano 10 mL chlorku metylenu. Oddzielno faze
organiczng, wysuszono za pomocg MgSO,4 i odparowano pod zmniejszonym cisnieniem.

Produkt oczyszczano poprzez krystalizacje z roztworu etanol-woda.

Zwiazek 61

Weglan etylowo-(2-0kso-4-metylo-2H-chromen-7-ylowy)

o /@\)1 otrzymano zgodnie z procedura ogolna 2, uzywajac
/\O)J\O o X0 chloromréwczanu etylu (217 mg, 2 mmol) jako jednego z
reagentow. Produkt oczyszczono przez krystalizacje z roztworu etanol-woda otrzymujacgo w
postaci biatych krysztaléw z wydajnoscia 65% (161.4 mg); t; = 98-99 °C; 'HNMR (CDCls,

400 MHz) 6 7.60 (d, 1H, J = 8.8 Hz), 7.21-
e 7-hydroksy-4-
metylokumaryna | | 7.14 (m, 2H), 6.26 (d, 1H, J = 1.2 Hz), 4.35
e 7 Wigzek 61
(q,2H,J=7.2Hz), 242 (d, 3H, J = 1.2 Hz),
1.40 (t, 3H, J = 7.2 Hz); *CNMR (CDCls,
100 MHz) & 160.4, 154.1, 153.2, 152.7,
151.8, 125.4, 117.9, 117.4, 114.6, 109.9,
‘ ‘ ‘ 65.3, 18.7, 14.1; UV/Vis (Amax, nm, bufor
200 300 400 500
Dtugos¢ falii absrorpgji nm] | fosforanowy pH 7.4, logg): 215 (3.97), 270

N
|

Absorbancja
o o
o o™
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130 5 Kinastowski, S. Wnuk, Synthesis 1983, 8, 654-9.
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(3.90), 310 (3.84); Analiza elementarna obliczona dla C,3H:,0s: C 62.90, H 4.87; zbadana: C
62.76, H 4.79. Zwiazek 61 zostal zastrzezony w polskim zgloszeniu patentowym P 407948,
2014. Pomiary fluorymetryczne wykonywano zgodnie z Metodg A.

Zwigzek 62
Weglan izopropylowo-(2-okso-4-metylo-2H-chromen-7-
o N ylowy) otrzymano zgodnie z procedurg ogoélng 2, uzywajac
chloromrowczanu izopropylu (254 mg, 2 mmol) jako jednego
/L N6 N6 propylu (254 mg ) jako jedneg

z reagentdw. Produkt 62 oczyszczono przez krystalizacj¢ z
roztworu etanol-woda, otrzymujac go pod postacig biatych krysztatow z wydajnoscia 35%
(91.8 mg); t; = 94-95 °C; 'HNMR (CDCl;, 200 MHz) & 7.61 (d, 1H, J = 8.8 Hz), 7.23-7.14
(m, 2H), 6.27 (d, 1H, J = 1.2 Hz), 5.08-4.95 (m, 1H, J = 6.2 Hz), 2.43 (d, 3H, J = 1.4 Hz),
1.40 (d, 6H, J = 6.2 Hz); *CNMR (CDCls, 50 MHz) & 160.4, 154.1, 153.3, 152.7, 151.8,
1254, 117.8, 117.4, 114.5, 109.9, 73.8, 21.7, 18.7; UV/Vis (Ahmax, nm, bufor fosforanowy
pH 7.4, loge): 215 (3.99), 270 (3.86), 310 (3.84); Analiza elementarna obliczona dla
C14H140s: C 64.12, H 5.38; zbadana: C 64.02, H 5.33. Zwiazek 62 zostal zastrzezony w
polskim zgloszeniu patentowym P 407948, 2014. Pomiary fluorymetryczne wykonywano
zgodnie z Metoda A.

Procedura ogdlna 3: synteza zwiazkéw 63-69

Do schtodzonego do temperatury 0°C roztworu alkoholu (0.5 mmol) w bezwodnym THF (10
mL) dodano fosgenu (0.25 mmol, 20% roztwdér w toluenie), ogrzano do temperatury
pokojowej i mieszano przez 2 godziny. Po tym czasie odparowano nadmiar fosgenu,
otrzymujac roztwor chloromréwczanu w THF. Mieszaning schtodzono powtornie do
temperatury 0°C i dodano kolejno DMAP (25 mg, 0.2 mmol), 7-hydroksy-4-metylokumaryne
(176 mg, 1 mmol) lub 7-hydroksy-4-trifluorometylokumaryng (230 mg, 1 mmol) i EtzN (0.42
mL, 3 mmol). Mieszano przez 12 godzin w temperaturze pokojowej w atmosferze azotu. Po
tym czasie do mieszaniny dodano 10 mL 1 M roztworu kwasu solnego i ekstrahowano 10 mL
chlorku metylenu. Oddzielno faze organiczng, wysuszono za pomocg MgSQO, i odparowano
pod zmniejszonym ci$nieniem. Produkt oczyszczano za pomocg chromatografii kolumnowej
w ukladzie chlorek metylenu : metanol (98:2). Uwaga: fosgen jest zwigzkiem wysoce
toksycznym o tepmeraturze wrzenia 8°, jego nadmiar nalezy zutylizowa¢. Fosgen podczas

odarowywania skraplat si¢ w wymrazalniku wypelionym suchym lodem z acetonem. W celu
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jego utylizacji do schtodzonego roztworu fosgenu w chlorku metylenu wkraplano schtodzony
roztwor 2-aminoetanolu (1 mL) i etanolu (6 mL) w chlorku metylenu (20 mL) w dobrze

wentylowanym pomieszczeniu.
Zwigzek 63

Weglan eteru monoetylowego glikolu

o /@\)i trietylenowego i (2-okso-4-metylo-2H-
\/O\/\O/\/O\/\OJ\O o0 Xp chromen-7-ylu) otrzymano zgodnie z
procedura ogdlng 3, uzywajac eteru monoetylowego glikolu trietylowego (89 mg, 0.5 mmol)
I 7-hydroksy-4-metylokumaryny jako substratow. Produkt wyizolowano z wydajno$cia 35%
(133 mg) w postaci bezbarwnego oleju. *HNMR (CDCls, 400 MHz) & 7.61 (d, 1H, J = 8.8
Hz), 7.23-7.16 (m, 2H), 6.28 (d, 1H, J = 1.2Hz), 4.45-4.43 (m, 2H, J = 2.8 Hz), 3.83-3.81 (m,
2H, J = 2.8 Hz), 3.73-3.66 (m, 6H), 3.62-3.60 (m, 2H), 3.52 (q, 2H, J = 7.2 Hz), 2.44 (d, 3H,
J = 1.6Hz), 1.21 (t, 3H, J = 7.2 Hz); ®CNMR (CDCls, 100 MHz) & 160.4, 154.0, 153.2,
152.8, 151.8, 125.5, 117.9, 117.3, 114.6, 109.9, 70.7, 70.6, 70.5, 69.7, 68.6, 68.1, 66.6, 18.7,
15.1; UV/Vis (Amax, nm, bufor fosforanowy pH 7.4, loge): 215 (3.97), 270 (3.84), 310
(3.82); Analiza elementarna obliczona dla: C19H240g: C 59.99, H 6.36; zbadana: C 59.75, H

6.25. Zwigzek 63 zostat zastrzezony w polskim zgloszeniu patentowym P 407948, 2014.
Pomiary fluorymetryczne wykonywano zgodnie z Metoda A.

Zwiazek (R)-64

Weglan (R)-1-fenyloetylowo-(2-okso-4-metylo-2H-
chromen-7-ylowy) otrzymano zgodnie z procedurg og6lng
X
)OJ\ 3, uzywajac (R)-1-fenyloetanol i  7-hydroksy-4-
o O o "0

metylokumaryne jako substraty. Produkt (R)-64 otrzymano
w postaci biatych krysztatow z wydajnoscia 71% (115.8
mg); t; = 65-66 °C; 'HNMR (CDCls, 200 MHz) & 7.80 (d, 1H, J = 8.6 Hz), 7.65-7.59 (m, 5H),
7.39 (td, 2H, J; = 8.8 Hz, J, = 6.4 Hz), 6.49 (s, 1H), 6.07 (q, 1H, J = 6.6 Hz), 2.64 (d, 3H, J =
1.2 Hz), 1.92 (d, 3H, J = 6.6 Hz); *CNMR (CDCls, 50 MHz) & 160.4, 154.0, 153.2, 151.9,
151.8, 140.1, 128.7, 128.5, 126.2, 125.4, 117.9, 117.4, 114.6, 109.9, 78.1, 22.1, 18.7; UV/Vis
(Amax, nm, bufor fosforanowy pH 7.4, loge): 215 (3.94), 270 (3.75), 310 (3.75); Analiza
elementarna obliczona dla C19H1605: C 70.36, H 4.97; zbadana: C 70.51, H 4.99; [a]p = 124
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(c = 1.0,CHCI3). Zwigzek (R)-64 zostal zastrzezony w polskim zgloszeniu patentowym P
407948, 2014. Pomiary fluorymetryczne wykonywano zgodnie z Metodg B.

RN
|

e 7 -hydroksy-4-
metylokumaryna
e 7 Wigzek 64

Absorbancja
o o o
IS [>)) ™
L

o
N}

o

200 300 400 500
Dtugosc falii absrorpcji [nm]

Zwiazek (S)-64

Weglan (S)-1-fenyloetylowo-(2-okso-4-metylo-2H-

chromen-7-ylowy) otrzymano zgodnie z procedurg

: O)J\O N ogolng 3, uzywajac (S)-1-fenyloetanol i 7-hydroksy-4-

©/\ metylokumaryng jako substraty. Produkt (S)-64

otrzymano w postaci bialych krysztatow z wydajnoscia

70% (113.5 mg); t; = 65-66 °C; "HNMR (CDCls, 200 MHz)  7.80 (d, 1H, J = 8.6 Hz), 7.67-

7.59 (m, 5H), 7.43-7.35 (m, 2H), 6.49 (d, 1H, J = 1.2 Hz), 6.07 (g, 1H, J = 6.6 Hz), 2.65 (d,

3H, J = 1.2 Hz), 1.92 (d, 3H, J = 6.6 Hz); *CNMR (CDCls, 50 MHz) & 160.4, 154.1, 153.2,

151.8, 151.8, 140.1, 128.7, 128.5, 126.2, 125.4, 117.9, 117.4, 114.6, 109.9, 78.1, 22.1, 18.7;

UV/Vis (Mmax, nm, bufor fosforanowy pH 7.4, loge): 215 (3.92), 270 (3.72), 310 (3.72);

Analiza elementarna obliczona dla C1gH160s: C 70.36, H 4.97; zbadana: C 70.49, H 4.86;

[a]p = -122 (c = 1.0, CHCIs). Zwiazek (S)-64 zostal zastrzezony w polskim zgloszeniu
patentowym P 407948, 2014. Pomiary fluorymetryczne wykonywano zgodnie z Metoda B.

Procedura ogélna 4: wyznaczanie enancjoselektywnosci reakcji z powiekszonej skali

Rownomolowe ilosci zwigzkoéw (po 4 mg kazdego z nich) rozpuszczono w 2 mL roztworu
bufor fosforanowy o pH 7.4/acetonitryl (8:2; v/v). Nastepnie do mieszaniny reakcyjnej
dodano 4 mg BSA i 4 mg enzymu, aby zapoczatkowa¢ proces hydrolizy. Reakcje
umieszczono na wytrzasarce 1 wytrzasano od 1 do 7 dni w temperaturze pokojowej. Po tym
czasie mieszaning ekstrahowano za pomocg octanu etylu, faze organiczng oddzielono,

wysuszono za pomocg MgSO, 1 odparowano. Mieszaniny analizowano za pomocg HPLC,
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zaopatrzonego w kolumne chiralng AD-H (Chiralcel, Daicel, Japan). Wartosci E obliczono ze
wzoru: E=In[(1-c)(1-ees))/In[(1-c)(1+ees)], gdzie c to konwersja, ees to nadmiar
enancjomeryczny nieprzereagowanego substratu, ee, to nadmiar enancjomeryczny produktu.
Analiz¢ HPLC prowadzono z zastosowaniem Metody F. Wartosci Quick E obliczono ze
wzoru:  E=((S)-1/(R)-1)=((S)-1/reference)/((R)-1/reference), gdzie szybkos¢ hydrolizy
zwiazku referencyjnego zastgpiono szybkoscig hydrolizy drugiego pseudoenancjomeru,

np.:E=((S)-66/(R)-67)/((R)-66/(S)-67)).

Zwiazek (R)-66

Weglan  (R)-2-butylowo-(2-okso-4-metylo-2H-chromen-7-
o X . . . .

\/L )J\ ylowy) otrzymano zgodnie z procedurg ogdlng 3, uzywajac
o © 0" "0 (R)-2-butanol i 7-hydroksy-4-metylokumaryng jako substraty.
Produkt (R)-66 otrzymano w postaci biatych krysztalow z wydajnoscig 47% (65.3 mg); t; =
50-54°C, *HNMR (CDCls, 400 MHz, ppm) & 7.61 (d, 1H, J = 8.8 Hz), 7.22 (d, 1H, J = 2.2
Hz), 7.17 (dd, 1H, J; = 8.7 Hz, J, = 2.3 Hz), 6.27 (d, 1H, J = 1.2 Hz), 4.90-4.78 (m, 1H), 2.44
(d, 3H, J = 1.2 Hz), 1.81-1.62 (m, 2H), 1.37 (d, 3H, J = 6.4 Hz), 1.00 (t, 3H, J = 7.5 Hz);
3CNMR (CDCls, 100 MHz, ppm) & 160.4, 154.1, 153.4, 152.4, 151.8, 125.4, 117.8, 117.4,
1145, 109.9, 78.4, 28.7, 19.2, 18.7, 9.5;

1 )
s " 2wiazek 66 UV/Vis (Amax, nmbufor fosforanowy pH
€08
£ ——7-hydroksy-4- 7.4, loge): 215 (4.1), 275 (3.9) 310 (3.9);
3 0.6 metylokumaryna ] ]
<« Analiza elementarna  obliczona dla
04 CisH160s: C 65.21, H 5.84; zbadana: C
0.2 65.30, H 5.85; [o]lo = -10.9 (c=1.0,
°°Q°QQW°Q°W; CHCly). Pomiary  fluorymetryczne
D O L S QR .
Dhugoéé fali [nm] wykonywano zgodnie z Metoda C.

Zwiazek (S)-66

Weglan  (S)-2-butylowo-(2-okso-4-metylo-2H-chromen-7-
- O /@H\E\L ylowy) otrzymano zgodnie z procedura ogdlna 3, uzywajac
\/\OJJ\O o Yo (5)-2-butanol i 7-hydroksy-4-metylokumaryng  jako

substraty. Produkt (S)-66 otrzymano w postaci biatych krysztalow z wydajnoscia 39% (54.5
mg); t; = 50-54°C, 'HNMR (CDCls, 400 MHz, ppm) & 7.61 (d, 1H, J = 8.8 Hz), 7.23 (d, 1H, J
= 2.2 Hz), 7.17 (dd, 1H, J; = 2.3 Hz, J, = 8.7 Hz), 6.27 (q, 1H, J = 1.1 Hz), 4.90-4.78 (m,
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1H), 2.47-2.40 (m, 3H), 1.82-1.61 (m, 2H), 1.41-1.35 (m, 3H), 1.04-0.96 (t, 3H); *CNMR
(CDCl3, 100 MHz, ppm) & 160.4, 154.1, 153.4, 152.4, 151.8, 125.4, 117.8, 117.4, 1145,
109.9, 78.4, 28.7, 19.2, 18.7, 9.5; UV/Vis (Amax, nm, bufor fosforanowy pH 7.4, loge): 215
(4.1), 275 (3.9) 310 (3.9); Analiza elementarna obliczona dla C3sH160s5: C 65.21, H 5.84;
zbadana: C 65.38, H 5.87; [o]p = +13.0 (c=1.0, CHCI3). Pomiary fluorymetryczne
wykonywano zgodnie z Metoda C.

Zwiazek (R)-67

CF; Weglan (R)-2-butylowo-(2-okso-4-trifluorometylo-2H-

o) X chromen-7-ylowy) otrzymano zgodnie z procedurg ogdlng
\/LOJ\O o X0 3, uzywajac (R)-2-butanol  oraz  7-hydroksy-4-
trifluorometylokumaryne jako substraty. Produkt (R)-67 otrzymano w postaci biatych
krysztaléw z wydajnoécia 43% (107.0 mg); t; = 101-102°C, *HNMR (CDCls, 400 MHz, ppm)
0 7.75 (dq, 1H, J; = 1.8 Hz, J, = 8.8 Hz), 7.34 (d, 1H, J; = 2.2 Hz), 7.28-7.20 (m, 1H), 6.78
(s, 1H), 4.91-4.79 (m, 1H), 1.83-1.63 (m, 2H), 1.38 (d, 3H, J = 6.4 Hz), 1.01 (t, 3H,J =75
Hz); ®*CNMR (CDCls, 100 MHz, ppm) & 158.4, 155.1, 154.4, 152.1, 126.3, 122.8, 120.0,
118.3, 1154, 111.2, 110.5, 78.8, 28.6,
0.8 = Zwiazek 67 19.2, 9.5; UV/Vis (Amax, nm, bufor

= 7-hydroksy-4- fosforanowy pH 7.4, loge): 215 (3.8), 285

Sos
§ trifluorometyloku .
2 maryna (3.7), 315 (3.7); Analiza elementarna
0,4
obliczona dla CisHi3F30s: C 54.55, H
0,2

3.97; zbadana: C 54.78, H 3.96; [a]p = -
9.3 (c=1.0, CHCIy). Pomiary
fluorymetryczne wykonywano zgodnie z
Metoda C.

%'\ ,\'\ b’\ 9"\ &'\ “)\ ,‘:\ N LS

Dtugosc fali [nm]

Zwiazek (S)-67

CF, Weglan (S)-2-butylowo-(2-okso-4-trifluorometylo-2H-

o) X chromen-7-ylowy) otrzymano zgodnie z procedurg ogdlng

\/:\O)ko o X0 3, uzywajac  (S)-2-butanol oraz  7-hydroksy-4-
trifluorometylokumaryne jako substraty. Produkt (S)-67 otrzymano w postaci biatych
krysztatow z wydajnoscia 36% (88.9 mg); t; = 101-102°C, *HNMR (CDCls, 400 MHz) § 7.75

(dg, 1H, J; = 1.8 Hz, J, = 8.9 Hz), 7.34 (d, 1H, J = 2.2 Hz), 7.28-7.21 (m, 1H), 6.78 (d, 1H, J
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= 0.7 Hz), 4.90-4.80 (m, 1H), 1.82-1.63 (m, 2H), 1.41-1.36 (m, 3H), 1.00 (t, 3H, J = 7.5 Hz);
3CNMR (CDCI3, 100 MHz) & 158.4, 155.1, 154.4, 152.1, 126.3, 122.8, 120.0, 118.4, 115.3,
111.2, 110.5, 78.8, 28.7, 19.2, 9.5; UV/Vis (Amax, nm, bufor fosforanowy pH 7.4, loge): 215
(3.8), 285 (3.7), 315 (3.7); Analiza elamentarna obliczona dla Ci5H13F305: C 54.55, H 3.97,
zbadana: C 54.75, H 4.02; [a]p = +9.8 (c=1.0, CHCI3). Pomiary fluorymetryczne
wykonywano zgodnie z Metodg C.

Zwiazek (R)-68

Weglan (R)-2-fenylo-1-propylowo-(2-0kso-4-

o AN metylo-2H-chromen-7-ylowy) otrzymano zgodnie z

o )J\O oo procedurg ogodlng 3, uzywajac (R)-2-fenylo-1-

propanolu oraz 7-hydroksy-4-metylokumaryne jako

substraty. Produkt (R)-68 otrzymano w postaci bezbarwnego oleju z wydajnoscig 64% (108.5
mg); *HNMR (CDCls, 400 MHz, ppm) & 7.57 (d, 1H, J = 8.6 Hz), 7.37-7.31 (m, 2H), 7.29-
7.24 (m, 3H), 7.14 (d, 1H, J = 2.2 Hz), 7.08 (dd, 2H, J; = 2.3 Hz, J, = 8.7 Hz), 6.26 (q, 1H, J
= 1.2 Hz), 4.46-4.37 (m, 1H), 4.36-4.27 (m, 1H), 3.22 (g, 1H, J = 6.9 Hz), 2.41 (d, 3H, J =
1.2 Hz), 1.39 (d, 3H, J; = 7.1 Hz); ®*CNMR (CDCls, 100 MHz, ppm) & 160.3, 154.1, 153.2,
152.7, 151.7, 142.1, 129.0, 128.6, 128.2, 127.3, 127.0, 125.4, 117.9, 117.3, 114.6, 109.9,
73.8, 38.9, 18.6, 17.8; UV/Vis (Amax, nm,

_LZtyy‘fLiﬁiﬁ;ﬁyna bufor fosforanowy pH 7.4, loge): 215
(4.0), 285 (3.8), 315 (3.9); Analiza
elementarna obliczona dla CyH;50s5: C
71.00, H 5.36; zbadana: C 70.82, H 5.28;
[a]p = +4.1 (c=1.0, CHCI3). Pomiary

fluorymetryczne wykonywano zgodnie z

1

ot
©

e 7 Wigzek 68

Absorbancja

S O & S & O &
S L @S S
Dtugos¢ fali [nm] Metodq C.

Zwiazek (S)-68

Weglan (S)-2-fenylo-1-propylowo-(2-okso-4-metylo-

@\/\ )OJ\ ~ 2H-chromen-7-ylowy)  otrzymano  zgodnie  z
T 0 0 O (S)-2-fenylo-1-

O procedurg ogoélng 3, wuzywajac
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propanolu oraz 7-hydroksy-4-metylokumaryne jako substraty. Produkt (S)-68 otrzymano w
postaci bezbarwnego oleju z wydajnoscia 58% (98.2 mg); *HNMR (CDCls, 400 MHz, ppm)
§ 7.58 (d, 1H, J = 8.6 Hz), 7.38-7.32 (m, 2H), 7.30-7.24 (m, 3H), 7.15 (d, 1H, J = 2.2 Hz),
7.09 (dd, 1H, J; = 2.3 Hz, J, = 8.7 Hz), 6.28-6.24 (m, 1H), 4.46-4.37 (m, 1H), 4.36-4.26 (m,
1H), 3.22 (q, 1H, J = 7.0 Hz), 2.42 (d, 3H, J = 1.2 Hz), 1.39 (d, 3H, J = 7.1 Hz); *CNMR
(CDCl3, 100 MHz, ppm) & 160.4, 154.1, 153.3, 152.7, 151.7, 142.2, 128.7, 128.7, 128.7,
127.3, 127.0, 125.4, 117.9, 117.4, 114.6, 109.9, 73.8, 39.0, 18.7, 17.8; UV/Vis (Amax, nm,
bufor fosforanowy pH 7.4, loge): 215 (4.0), 285 (3.8), 315 (3.9); Analiza elementarna
obliczona dla CyHg0s: C 71.00, H 5.36; zbadana: C 70.67, H 5.26; [a]p = -4.0 (c=1.0,
CHCIs). Pomiary fluorymetryczne wykonywano zgodnie z Metoda C.

Zwiazek (R)-69

CF, Weglan (R)-2-fenylo-1-propylowo-(2-okso-4-

0O A trifluorometylo-2H-chromen-7-ylowy)  otrzymano
OLO o X0 zgodnie z procedurg ogoélng 3, uzywajac (R)-2-
fenylo-1-propanolu oraz 7-hydroksy-4-

trifluorometylokumaryne jako substraty. Produkt (R)-69 otrzymano w postaci bezbarwnego
oleju z wydajnoscia 64% (125.8 mg); ‘HNMR (CDCls, 400 MHz, ppm) & 7.65 (dg, 1H, J; =
8.9 Hz, J, = 1.8 Hz), 7.31-7.25 (m, 2H), 7.23-7.19 (m, 2H), 7.19-7.16 (m, 2H), 7.08 (dd, 1H,
Ji1 = 8.9 Hz, J, = 2.3 Hz), 6.70 (d, 1H, J = 0.7 Hz), 4.40-4.31 (m, 1H), 4.30-4.21 (m, 1H),
3.15(q, 1H, J = 6.9 Hz), 1.32 (d, 3H, J = 6.9 Hz); **CNMR (CDCls;, 100 MHz, ppm) & 158.4,
155.0, 154.2, 152.4, 142.0, 140.9, 128.7, 127.3, 127.1, 126.3, 120.0, 118.3, 115.5, 111.3,

110.5, 74.0, 39.0, 17.8; UV/Vis (Amax,
oe T hiforomenios | M, bufor fosforanowy pH 7.4, loge): 220
(3.9), 295 (3.7), 330 (3.7) ;Analiza
elementarna obliczona dla CyoH35F30s: C
61.23, H 3.85; zbadana: C 61.36, H 3.95;
[a]o= +3.8 (c=1.0, CHCIs). Pomiary

0  FTTTTTTTT T I IR T TR R IR ﬂuor metrvczne w kon ano z Odn'e 7
PP S - S AP O S SN N y y Yy yw g
Dtugosé fali [nm] MetOdq C.

maryna
—Zwir%/zek 69

Absorbancja
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Zwiazek (S)-69

CE Weglan (S)-2-fenylo-1-propylowo-(2-okso-4-
3
trifluorometylo-2H-chromen-7-ylowy)  otrzymano

0) X
©\/\ )J\ zgodnie z procedurg ogé6lng 3, uzywajagc (S)-2-
o O O

O fenylo-1-propanolu oraz 7-hydroksy-4-

triﬂuoror;letylokumaryne; jako substraty. Produkt (S)-69 otrzymano w postaci bezbarwnego
oleju z wydajnoscia 49% (96.0 mg); *HNMR (CDCls, 400 MHz, ppm) & 7.69. (m, 1H), 7.38-
7.32 (m, 2H), 7.30-7.27 (m, 2H), 7.26-7.23 (m, 2H), 7.15 (dd, 1H, J; = 8.9 Hz, J, = 2.3 Hz),
6.77 (d, 1H, J = 0.5 Hz), 4.47-4.38 (m, 1H), 4.38-4.30 (m, 1H), 3.23 (q, 1H, J; = 7.1 Hz),
1.39 (d, 3H, J = 7.1 Hz); ®*CNMR (CDCI3, 100 MHz, ppm) & 158.4, 155.0, 154.2, 152.4,
142.1, 140.9, 128.7, 127.3, 127.1, 126.4, 120.0, 118.3, 115.5, 111.4, 110.5, 74.0, 39.0, 17.8;
UV/Vis (Amax, nm, bufor fosforanowy pH 7.4, loge): 220 (3.9), 295 (3.7), 330 (3.7); Analiza
elementarna obliczona dla CyHisF30s5: C 61.23, H 3.85; zbadana: C 61.39, H 4.01; [o]po= -
3.3 (c=1.0, CHCI3). Pomiary fluorymetryczne wykonywano zgodnie z Metodg C.

Procedura ogolna 5: synteza zwiazkéw (R)-711 (S)-71

Do roztworu 1-fenyloetyloaminy (61 mg, 0.5 mmol), DIPEA (0.26 mL, 1.5 mmol) w
bezwodnym THF (2 mL) w temperaturze 0°C w atmosferze argonu dodano przez strzykawke
20% roztwor fosgenu w toluenie (0.5 mL, 1 mmol). Reakcj¢ mieszano przez 2 godziny w
temperaturze pokojowe] na mieszadle magnetycznym. Po tym czasie przez mieszaning
przepuszczano przez 15 minut argon, aby usung¢ nieprzereagowany fosgen. Mieszaning
schtodzono do 0°C i powoli dodano roztwér DIPEA (0.09 mL, 0.5 mmol) i 7-hydroksy-4-
metylokumaryny (106 mg, 0.6 mmol) w bezwodnym THF (2 mL). Nastgpnie mieszano przez
12 godzin w atmosferze azotu w temperaturze pokojowej. Po tym czasie do mieszaniny
dodano CHyCl; (10 mL) i ekstrahowano 1M roztworem HCI (10 mL). Oddzielono fazg
organiczng, wysuszono za pomocg MgSO., odparowano 1 oczyszczano na Zelu

krzemionkowym w uktadzie chlorek metylenu:metanol (99:1, v/v).

117

http://rcin.org.pl



Zwiazek (R)-71

Zastosowano procedur¢ ogolng 5, stosujac (S)-1-
o} X

J

” o 0" "O metylokumaryne (106 mg, 0.6 mmol) jako substraty.

fenyloetyloaming (61 mg, 0.5 mmol) i 7-hydroksy-4-

Weglan (R)-1-fenyloetyloaminowo-(2-o0kso-4-metylo-2H-

chromen-7-ylowy) otrzymano w postaci potstatej z wydajnoscig 66% (107.1 mg).

'HNMR (CDCls, 400 MHz) & 7.49-7.45 (d, 1H, J = 18.4 Hz), 7.32-7.28 (m, 4H), 7.25-7.20
(m, 1H), 7.05-7.03 (m, 2H), 6.15 (d, 1H, J = 1.2 Hz), 5.43 (d, 1H, J = 6.8 Hz), 4.84 (q, 1H, J
= 7.2 Hz), 2.32 (d, 3H, J = 0.8 Hz), 1.51 (d, 3H, J = 6.8 Hz) **CNMR (CDCls, 100 MHz) &

160.6, 154.1, 153.6, 152.6, 152.0, 142.6,

1 S —— 128.8, 127.6, 126.0, 125.1. 117.9, 117.2,
0.8 mewlokumannal | 1141 110.0, 51.1, 22.1, 18.67 UV/Vis
Zwigzek 71

806 - (Amax, NM, MeCN, logg): 215 (4.20), 270
5047 / (3.95), 310 (3.94); Analiza element.
g ' obliczona dla CioHysFs0s: C 7058, H
0.2 7 j 5.30, N 4.33: zbadana: C 70.29, H 5.29, N
0 4.16; [a]p=81 (c=1.0, CHCI3); Pomiary

200 250 300 350 400 450 500 .
diugosé fali [nm] | TlUOTYmetryczne wykonywano zgodnie z

Metoda D.

Zwiazek (S)-71

Zastosowano procedure ogolng 5, stosujac (S)-1-

H o A fenyloetyloaming (61 mg, 0.5 mmol) i 7-hydroksy-4-

©/\ HJ\O 0" "O metylokumaryne (106 mg, 0.6 mmol) jako substraty.
Weglan  (S)-1-fenyloetyloaminowo-(2-0kso-4-metylo-
2H-chromen-7-ylowy) otrzymano w postaci potstatej z wydajnoscig 66% (108.0 mg).

'HNMR (CDCls, 200 MHz) & 7.79-7.75 (d, 1H, J = 18.4 Hz), 7.61-7.49 (m, 5H), 7.35-7.33
(m, 2H), 6.45 (d, 1H, J = 1.2 Hz), 5.79 (d, 1H, J = 7.2 Hz), 5.17 (q, 1H, J = 7.0 Hz), 2.63 (d,
3H, J = 0.8 Hz), 1.81 (d, 3H, J = 6.8 Hz); **CNMR (CDCls, 50 MHz) § 160.6, 154.1, 153.6,
152.6, 152.0, 142.6, 128.7, 127.6, 126.0, 125.1, 117.9, 117.2, 114.1, 110.0, 51.1, 22.1, 18.6;
UV/Vis (Amax, M, MeCN, log ¢): 215 (4.23), 270 (3.96), 310 (3.94); Analiza element.
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obliczona dla C19H13F30s: C 70.58, H 5.30, N 4.33; zbadana: C 70.52, H 5.52, N 4.25; [a]p=-
78 (c=1.0, CHCI3). Pomiary fluorymetryczne wykonywano zgodnie z Metodg D.

Procedura ogélna 6: synteza zwiazkow 75-77

Do roztworu aminoetanolu (3.3 mmol) w chlorku metylenu (8 mL) schtodzonego do
temperatury 0°C wkroplono kolejno chloromréwczan (3.0 mmol) i EtsN (4.5 mmol). Po 2
godzinach mieszania w temperaturze pokojowej rozpuszczalnik odparowano, a surowy
produkt poddano oczyszczaniu za pomocg chromatografii kolumnowej w uktadzie heksan
octan etylu (1:1, obj./obj.). Nastepnie 0.5 mmol produktu posredniego rozpuszczono w
bezwodnym THF (10 mL), schtodzono do temperatury 0°C, wkroplono kolejno 1.8 mL
fosgenu (15% roztwor w toluenie) i 0.21 mL EtsN. Ogrzano do temperatury pokojowej i
mieszano przez 3 godziny w atmosferze argonu. Po tym czasie odparowano nadmiar fosgenu,
otrzymujac roztwor w THF. Mieszaning schtodzono powtdrnie do temperatury 0°C i dodano
kolejno DMAP (20 % wagowych), 7-hydroksy-4-metylokumaryne (176 mg, 1 mmol) i EtzN
(0.21 mL, 1.5 mmol). Mieszano przez 12 godzin w temperaturze pokojowej w atmosferze
azotu. Po tym czasie rozpuszczalnik odparowano pod zmniejszonym ci$nieniem. Produkt

oczyszczano za pomocg chromatografii kolumnowej w uktadzie chlorek metylenu : metanol

(98:2).
Zwiazek 75

Zwigzek 75 syntetyzowano zgodnie z
H Q = procedurg ogdlng 6, stosujac chloromrowczan
© N\/\o)Lo oo T
hig benzylu (0.42 mL, 3 mmol) jako jeden z
substratow. Otrzymano produkt pod postaciag
bezbarwnego oleju, wydajnos¢ pierwszego etapu wynosita 50%, a drugiego etapu 61% (120.7

mg).

'HNMR (CDCls, 400 MHz) & 7.60 (d, 1H, J= 8.56 Hz), 7.37-7.28 (m, 5H), 7.21-7.14 (m,
2H), 6.27 (d, 1H, J=1.22 Hz), 5.30 (m, 1H), 5.13 (s, 1H), 4.37-4.34 (m, 2H), 3.59 (q, J=5.22
Hz), 2.42 (d, 3H, J=1.22 Hz); ®*CNMR (CDCl;, 100 MHz) & 160.3, 154.2, 153.1, 152.7,
151.8, 136.2, 128.6, 128.5, 128.2, 128.1, 125.5, 118.1, 117.3, 114.7, 109.9, 68.0, 67.0, 40.0,
18.7; Analiza element. obliczona dla C;;H19sNO7: C 63.47, H 4.82, N 3.53; zbadana: C 63.17,
H 4.37, N 3.49; Pomiary fluorymetryczne wykonywano zgodnie z Metoda D.
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Zwigzek 76

Zwiazek 76 syntetyzowano zgodnie z procedura
H Q A ogolng 6, stosujac diweglan di-tert-butylowy (720

° N\/\o)ko 0 Yo
\[f mg, 3.3 mmol) jako jeden z substratow. Otrzymano

produkt pod postacig bezbarwnego oleju, wydajnosé¢

pierwszego etapu wynosita 98%, a drugiego etapu 48% (86.8 mg).

'HNMR (CDCls, 400 MHz) §7.26 (d, 1H, J=8.56 Hz), 7.23 (d, 1H, J=2.20 Hz), 7.18 (dd, 1H,
J1=8.68 Hz, J,=2.32 Hz), 6.28 (d, 1H, J=1.22 Hz), 4.79-5.03 (m, 1H), 4.34 (t, 3H, J=5.26
Hz), 3.51 (d, 2H, J=5.14 Hz), 2.44 (d, 4H, J=1.22), 1.47 (s, 9H); *CNMR (CDCls, 100 MHz)
5 160.3, 154.2, 153.2, 152.7, 151.7, 125.5, 118.1, 117.3, 114.7, 109.9, 68.3, 61.3, 28.4, 18.7,;
Analiza element. obliczona dla C1gH,1NO7: C 59.50, H 5.83, N 3.85; zbadana: C 59.36, H
5.94, N 3.77. Pomiary fluorymetryczne wykonywano zgodnie z Metoda D.

Zwigzek 77
Zwiazek 77 syntetyzowano zgodnie z procedurg
o H j\ A ogblng 6, stosujac chloromrowczan allilowy
N ~
Z \[g SIS SIS (0.32 mL, 3.0 mmol) jako jeden z substratow.

Otrzymano produkt pod postacia bezbarwnego

oleju, wydajnos$¢ pierwszego etapu wynosita 86%, a drugiego etapu 39% (67.4 mg).

'HNMR (CDCls, 400 MHz) & 7.62 (d, 1H, J=8.56 Hz), 7.22 (d, 1H, J=2.45 Hz), 7.17 (dd,
1H, J;=8.68 Hz, J,=2.32 Hz), 6.28 (d, 1H, J=1.22 Hz), 5.86-6.07 (m, 1H), 5.27-5.40 (m, 1H),
5.23 (dd, 1H, J;=10.51 Hz, J,=1.22 Hz), 5.16 (br. s., 1H), 4.60 (d, 2H, J=5.38 Hz), 4.37 (t,
2H, J=5.26 Hz), 3.58 (g, 2H, J=5.54 Hz), 2.44 (d, 3H, J=1.22 Hz); ®*CNMR (CDCl3, 100
MHz) & 160.3, 156.2, 154.2, 153.1, 152.7, 151.7, 132.6, 125.5, 118.1, 117.9, 117.3, 114.7,
109.9, 68.0, 65.8, 39.9, 18.7; Analiza element. obliczona dla C;7H;7NO7: C 58.79, H 4.93, N
4.03; zbadana: C 58.94, H 5.05, N 4.04. Pomiary fluorymetryczne wykonywano zgodnie z
Metoda D.
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Zwiazek (R)-78

Zwigzek (R)-78 syntetyzowano zgodnie z

) ~ , . ,

H procedurg ogo6lng 4, stosujac chloromrowczan
AN oo o . o

o ]ﬁ allilowy (0.32 mL, 3.0 mmol) i 2-aminopropanol

(247.8 mg, 3.3 mmol) jako substraty. Otrzymano produkt pod postacig bezbarwnego oleju,

wydajnos¢ pierwszego etapu wynosita 90%, a drugiego etapu 61% (110.0 mg).

'HNMR (CDCls, 400 MHz) & 7.62 (d, 1H, J=8.80 Hz), 7.22 (d, 1H, J=2.2 Hz), 7.18 (dd, 1H,
J1=8.68 Hz, J,=2.32 Hz), 6.25-6.31 (m, 1H), 5.93 (ddt, 1H, J;=17.24, J,=10.51 Hz, J;=5.69
Hz), 5.32 (dq, 1H, J;=17.21 Hz, J,=1.52 Hz), 5.22 (dq, 1H, J;=10.42 Hz, J,=1.33 Hz), 4.90
(br. s., 1H), 4.59 (d, 2H, J=5.38 Hz), 4.30 (dd, 1H, J;=10.88 Hz, J,=4.28 Hz), 4.22 (dd, 1H,
J1=10.88 Hz, J,=5.26 Hz), 4.14 (m, 1H), 2.41-2.47 (m, 3H), 1.29 (d, 3H, J=6.85 Hz);
3CNMR (CDCls, 100 MHz) 6 160.3, 155.5, 154.2, 153.2, 152.8, 151.8, 132.7, 125.5, 118.1,
117.9, 117.3, 114.7, 109.9, 71.5, 68.7, 65.8, 18.7, 17.4. Pomiary fluorymetryczne
wykonywano zgodnie z Metoda D.

Zwiazek (S)-78

Zwigzek (S)-78 syntetyzowano zgodnie z

X . : .
o H e procedurg og6lng 4, stosujac chloromréwczan
S g e 0" "0 allilowy (0.32 mL, 3.0 mmol) i 2-aminopropanol
(247.8 mg, 3.3 mmol) jako substraty. Otrzymano
produkt pod postacig bezbarwnego oleju, wydajno$¢ pierwszego etapu wynosita 83%, a

drugiego etapu 62% (112.7 mg).

'HNMR (CDCls, 400 MHz) & 7.62 (d, 1H, J=8.80 Hz), 7.23 (d, 1H, J=2.20 Hz), 7.18 (dd,
1H, J,=8.80 Hz, J,=2.45 Hz), 6.28 (d, 1H, J=1.22 Hz), 5.85-6.00 (m, 1H), 5.27-5.35 (m, 1H),
5.19-5.25 (m, 1H), 4.91 (br. s., 1H), 4.61 (d, 2H, J=5.4 Hz), 4.27-4.34 (m, 1H), 4.19-4.26 (m,
1H), 4.09-4.18 (m, 1H), 2.44 (d, 3H, J=1.22 Hz), 1.22-1.34 (d, 3H, J=6.8 Hz); *CNMR
(CDCl3, 100 MHz) 6 160.4, 155.6, 154.2, 153.2, 152.8, 151.8, 132.7, 125.5, 118.1, 117.9,
117.3, 114.7, 109.9, 71.5, 68.7, 65.8, 18.7, 17.4. Pomiary fluorymetryczne wykonywano
zgodnie z Metoda D.
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Synteza zwigzku 79

Do schiodzonego do temperatury 0°C roztworu

O N hydroksyacetonu (0.5 mmol, 37 mg) w THF (10 mL)
VOJ\O O" "O dodano fosgenu (2.5 mmol, 1.8 mL, 15% roztwor w
° toluenie), ogrzano do temperatury pokojowej i mieszano
przez 2 godziny. Po tym czasie odparowano nadmiar fosgenu, otrzymujac roztwor
chloromrowczanu w THF. Mieszanine schtodzono powtornie do temperatury 0°C i dodano
kolejno DMAP (42.6 mg), 7-hydroksy-4-metylokumaryng (176 mg, 1 mmol) i pirydyne (0.24
mL, 3 mmol). Mieszano przez 12 godzin w temperaturze pokojowej w atmosferze azotu. Po
tym czasie do mieszaniny dodano 10 mL 1 M roztworu kwasu solnego i ekstrahowano 10 mL
chlorku metylenu. Oddzielno faz¢ organiczng, wysuszono za pomocg MgSO, i odparowano
pod zmniejszonym ci$nieniem. Produkt oczyszczano za pomocg chromatografii kolumnowe;j

w uktadzie chlorek metylenu : metanol (95:5). Produkt 79 otrzymano w postaci biatego,

poélstatego osadu z wydajnoscia 18% (24.9 mg).

'HNMR (CDCl;, 400 MHz) & 7.63 (d, 2H, J=8.8 Hz), 7.26 (d, 1H, J=2.2 Hz), 7.21 (dd, 1H,
J1=8.7 Hz, J,=2.3 Hz), 6.29 (d, 1H, J=1.2 Hz), 4.83 (s, 2H), 2.44 (d, 2H, J=1.2 Hz), 2.20 (s,
3H); *CNMR (CDCls, 100 MHz) & 201.0, 199.9, 160.3, 154.1, 153.0, 152.4, 151.8, 125.6,
118.1, 117.2, 114.7, 109.8, 71.4, 25.9, 18.7; Pomiary fluorymetryczne wykonywano zgodnie
z Metoda D.

Synteza zwigzku 84

Do roztworu alkoholu 50 w 10 mL chlorku metylenu dodano
)ko o0 o kolejno kwasu octowy (1.2 mmol, 72mg), DCC (1.2 mmol,
248 mg), DMAP (5 mg). Reakcje prowadzono przez 12

o™ : : .
godzin na mieszadle magnetycznym. Po tym czasie do
mieszaniny dodano 1 M HCI i ekstrahowano octanem etylu.
Produkt oczyszczono za pomoca chromatografii kolumnowej w uktadzie heksan:octan etylu

(8:2, obj./obj.). Zwiagzek 84 wyizolowano w postaci jasnozottego oleju z wydajnoscia 91%
(252.4 mg).

'HNMR (CDCls, 400 MHz) § 7.28-7.19 (m, 5H), 6.12 (dd, 1H, J;=4.8 Hz, J,=8.8 Hz), 4.10
(g, 2H, J=7.2 Hz), 3.50 (d, 2H, J=2.4 Hz), 3.15 (dd, 1H, J,=8.8 Hz, J,=16.8 Hz), 2.91 (dd,
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1H, J;=4.8 Hz, J,=16.8 Hz), 1.97 (s, 3H), 1.19 (t, 3H, J=7.2 H2z); BCNMR (CDCls, 100
MHz) 4 198.9, 169.7, 166.7, 139.4, 128.6, 128.5, 128.3, 126.4, 126.3, 71.3, 61.5, 49.6, 49.0,
21.0, 14.0; Analiza element. obliczona dla C15H1505: C 64.74, H 6.52; zbadana: C 65.01, H
6.47.

Procedura ogolna 7: Oznaczenia fluorymetryczne

Prébniki fluorogenne przechowywano w postaci 5 mM roztworow w acetonitrylu. Dane
uzyskane z pomiarow fluorymetrycznych przeliczono na szybkosci reakcji. Pomiary

prowadzono w kuwetach kwarcowych przy uzyciu spektrofluorymetru SHIMAZU F7000.

Metoda A: W celu wykonania oznaczen fluorymetrycznych 40 pL roztworu substratu (100
pumol) nastrzykiwano do 1.96 mL roztworu buforu fosforanowego o pH 7.4, zawierajacego
50 pg enzymu oraz 4 mg BSA. Zadaniem BSA jako nieselektywnego biatka bylo
nasladowanie warunkow badan przesiewowych w surowych ekstraktach komoérkowych.
Badano wzrost intensywnosci fluorescencji w czasie proporcjonalny do stezenia uwalniane;j
w procesie hydrolizy 7-hydroksy-4-metylokumaryny (Aex=360 nm, Aem=445 nm). Dane
zbierano przez 2 godziny, co bylo czasem wystarczajacym do zakonczenia reakcji dla

bardziej aktywnych enzymow.

Metoda B: W celu wykonania oznaczen fluorymetrycznych 20 pL roztworu substratu o
konfiguracji R (50 umol) i 20 pL roztworu substratu o konfiguracji S (50 pmol)
nastrzykiwano do 1.96 mL roztworu buforu fosforanowego o pH 7.4, zawierajacego 50 pg
enzymu oraz 4 mg BSA. Zadaniem BSA jako nieselektywnego biatka bylo nasladowanie
warunkow badan przesiewowych w surowych ekstraktach komoérkowych. Badano wzrost
intensywnos$ci fluorescencji w czasie proporcjonalny do stgzenia uwalnianej w procesie
hydrolizy 7-hydroksy-4-metylokumaryny (Ae=360 nm, Aen=445 nm). Dane zbierano przez 2
godziny, co bylo czasem wystarczajacym do zakonczenia reakcji dla bardziej aktywnych

enzymow.

Metoda C: W celu wykonania oznaczen fluorymetrycznych 20 pL roztworu substratu o
konfiguracji R (50 umol) i 20 pL roztworu substratu o konfiguracji S (50 pmol)
nastrzykiwano do 1.96 mL roztworu buforu fosforanowego o pH 7.4, zawierajacego 100 pg
enzymu. Badano wzrost intensywnosci fluorescencji w czasie przy dwoch dtugosciach falii

emisji proporcjonalny do stezenia uwalnianej w procesie hydrolizy 7-hydroksy-4-
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metylokumaryny (Aex=360 nm, Aem=430 nm) i 7-hydroksy-4-trifluorometylokumaryny
(Aex=360 nm, Ae=550 nm). Dane zbierano przez 1 godzing, co bylo czasem wystarczajgcym

do zakonczenia reakcji dla bardziej aktywnych enzymow.

Metoda D: W celu wykonania oznaczen fluorymetrycznych 40 ulL roztworu substratu
nastrzykiwano do 1.96 mL roztworu buforu fosforanowego o pH 7.4, zawierajacego 50 pg
enzymu. Badano wzrost intensywnosci fluorescencji w czasie przy proporcjonalny do
stezenia uwalnianej w procesie hydrolizy 7-hydroksy-4-metylokumaryny (Aex=360 nm,
Aem=445 nm). Dane zbierano przez 1 godzing, co bylo czasem wystarczajacym do

zakonczenia reakcji dla bardziej aktywnych enzymoéw.

Procedura ogélna 8: badania przesiewowe z zastosowaniem komorek mikroorganizméow
10 mg komoérek mikroorganizmu zawieszono w 500 puL mieszaniny reakcyjnej, zawierajace;j
dehydrogenaze glukozy ((1 mg mL™), 20 mM glukozy, 0.5 mM NAD*, 0.5 mM NADP", 10
mM substratu w mieszaninie 100 mM Tris-HCI bufor o pH 7.5/izopropanol (90:10; v/v).
Biotransformacje¢ prowadzono w temperaturze 30°C w termostatowanej wytrzasarce (120
obr./min) przez 20 godzin. Po tym czasie mieszaning¢ ekstrahowano octanem etylu,

odwirowano, rozdzielono faz¢ organiczng 1 odparowano pod zmniejszonym ci$nieniem.

Synteza zwiazku 85

Do roztworu zwigzku 50 (236 mg, 1 mmol) w etanolu (2 mL) dodano porcjami NaBH, (37.8
mg, 1 mmol) w temperaturze pokojowej 1 mieszano przez 3 godziny. Po zakonczeniu reakcji
pH mieszaniny doprowadzono do wartosci 6.5 za pomoca 5% roztworu HCI. Etanol
odparowano, a pozostatlos¢ ekstrahowano trzykrotnie za pomocg chlorku metylenu.
Potaczone fazy organiczne wysuszono za pomoca siarczanu magnezu i odparowano. Surowy
produkt oczyszczano z zastosowaniem chromatografii kolumnowej na zelu krzemionkowym
w uktadzie heksan:octan etylu (1:1, obj./obj.), uzyskujac ester etylowy kwasu 5-fenylo-3,5-
dihydroksypentanowego w postaci bezbarwnego oleju z wydajnoscig 47% (0.469 mmol,

111.8 mg).

OH OH O 'HNMR (CDCls, 400 MHz, ppm, dr 90:10) & 7.36-7.32 (m,

o~ 3H,Ar), 7.28-7.24 (m, 2H, Ar), 5-11 (dd, 0.10 H), 4.95 (dd,

0.95H, J;=3.3 Hz, J,=9.7 Hz), 4.35-4.28 (m, 1H), 4.16 (q,

2H, OCH,CHs), 3.69 (s, 2H, OH), 2.53-2.44 (m, 2H), 1.97-1.88 (m, 1H), 1.76 (dt, 1H, J;=2.9

Hz, J,=14.4 Hz), 1.25 (t, 3H, OCH,CHs); *CNMR (CDCls, 200 MHz, ppm) & 172.5, 144.1,
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128.4, 1275, 125.7, 74.4, 68.6, 60.8, 44.8, 415, 14.1; analiza HPLC na kolumnie z
wypelnieniem achiralnym Luna C18 t;=17.3 min, t,,=18.3 min (Metoda E); analiza HPLC na
kolumnie z wypetnieniem chiralnym OB-H (Metoda G) tzrs5=27.9 min, tzrss=29.8 min,

t3s5r)y=34.7 Min, t(3s55=39.7 min.

Synteza zwigzku 86

Do roztworu zwigzku 50 (2.36g, 10 mmol) w chlorku metylenu (150 mL) dodano odczynnik
Dess-Martina (6.36g, 15 mmol) i mieszano w temperaturze pokojowej przez 2 godziny.
Nastepnie do mieszaniny reakcyjnej dodano 100 mL roztworu nasyconego NaHCOs; i
nasyconego NayS,03 (1:1, obj./obj.). Faze organiczng rozdzielono, a faze wodnag
ekstrahowano chlorkiem metylenu. Polaczone fazy organiczne wysuszono za pomoca
siarczanu magnezu, a nast¢pnie odparowano. Produkt oczyszczano za pomocg chromatografii
kolumnowej na zelu krzemionkowym w ukladzie heksan:octan etylu 8:2 (obj./obj.),
uzyskujac czysty ester etylowy kwasu 5-fenylo-3,5-dioksopentanowego (1.64g, 7.01 mmol) z
wydajnoscig 70% w postaci bezbarwnego oleju. Rownowaga keton-enol przesunigta jest w
strong enolu (92:8).

A
O O O o0 O

WO/\ — WO/\
'HNMR (CDCl;, 400

MHz, ppm, keton:enol = 8:92) 6 15.77 (s, 0.9H, OH), 7.94 (d, 0.2H), 7.88 (d, 1.96H, Ar),
7.53-7.43 (m, 3H, Ar), 6.29 (s, 1H, CH), 4.25-4.20 (m, 2H, OCH,CHj3), 3.64 (s, 0.2H), 3.47
(s, 1.6H, CH,), 1.33-1.23 (m, 3H, OCH,CH3) *CNMR (CDCls, 100 MHz, ppm) & 189.2,
182.6, 167.5, 134.1, 132.6, 128.7, 127.1, 96.7, 61.5, 45.9, 14.1; Analiza element. obliczona
dla C13H1404: C 66.66; H 6.02; zbadana: C 66.52; H 5.99; analiza HPLC na kolumnie z
wypetnieniem chiralnym C18 Luna t,=20.9 min (Metoda E).

Synteza zwigzku 88

Reagent Jones’a przygotowano poprzez zmieszanie stezonego kwasu siarkowego (3 mL) z
tlenkiem chromu (VI) (3.35 g), a nastgpnie ostroznie dodano wody, tak aby calkowita
objetos¢ roztworu wynosita 25 mL. 7.3 mL reagenta Jones’a wkroplono do roztworu zwigzku
93 (10 mmol, 2.22 g) w acetonie (40 mL), schtodzonego uprzednio do temperatury 0°C.
Nastepnie ogrzano do temperatury pokojowej i mieszano przez 2 godziny. Dodano 4 mL

metanolu, aby zgasi¢ pozostalg ilo§¢ reagenta Jones’a. Mieszaning¢ ekstrahowano 40 mL eteru
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dietylowego, faze organiczng oddzielono i przemyto trzykrotnie wodg (3x20 mL), wysuszono
siarczanem magnezu i odparowano. Surowy produkt oczyszczano z zastosowaniem
chromatografii kolumnowej na zelu krzemionkowym w uktadzie heksan:octan etylu (8:2,
obj./obj.), uzyskujac ester etylowy kwasu 5-fenylo-3-hydroksypentanowego w postaci

bezbarwnego oleju z wydajnoscig 67% (6.74 mmol, 7.43 g).

OH O 'HNMR (CDCls, 400 MHz, ppm) & 7.30-7.26 (m, 2H, Ar),
©/\/$\)ko/\ 7.21-7.16 (m, 3H, Ar), 4.16 (g, 2H, J=7.1 Hz, OCH,CHj3),
4.02 (td, 1H, J;=8.3 Hz, J,=4.2 Hz, CHOH), 3.06 (br. s., 1H,

OH), 2.82-2.80 (m, 1H, CH,), 2.72-2.66 (m, 1H, CH,), 2.52-2.40 (m, 2H, CH,), 1.91-1.78
(m, 1H, CHy), 1.78-1.64 (m, 1H, CHy), 1.26 (t, 3H, J= 7.2 Hz, OCH,CHs); **CNMR (CDCls,
200 MHz, ppm)4 172.9, 141.7, 128.4, 128.4, 125.9, 67.2, 60.7, 41.3, 38.1, 31.7, 14.1; Analiza
elementarna obliczona dla C13Hg03: C 70.24, H 8.16; zbadana: C 70.11, H 8.33; analiza
HPLC na kolumnie z wypetnieniem chiralnym C18 Luna (Metoda E) t,=21.5 min; analiza

HPLC na kolumnie z wypetieniem chiralnym OD-H Chiralcel (Metoda D) t;=7.1 min,

t»=8.1 min.

Synteza zwigzku 89

Do schtodzonego do 0°C roztworu diizopropyloaminy (4.5 mL, 31.7 mmol, 1.7 ekw.) w
bezwodnym THF (140 mL) wkroplono butylolit (2.7 M w heksanie, 10.4 mL, 27.9 mmol, 1.5
ekw.) w atmosferze argonu. Mieszaning reakcyjng mieszano przez 30 minut, utrzymujac
temperatur¢ 0°C. Nastgpnie schtodzono do temperatury -78°C, po czy dodano roztwor
aldehydu 3-fenylopropionowego (2.5 mL, 18.6 mmol, 1 ekw.) w bezwodnym THF. Po 3
godzinach mieszania w temperaturze -78°C mieszaning zgaszono za pomocg nasyconego
roztworu chlorku amonu. Mieszaning pozostawiono do ogrzania do temperatury pokojowej, a
powstate dwie fazy rozdzielono. Faz¢ wodng ekstrahowano octanem etylu (3x50 mL).
Potaczone fazy organiczne wysuszono siarczanem magnezu 1 odparowano. Surowy produkt
oczyszczano z pomocg chromatografii kolumnowej na zelu krzemionkowym w uktadzie
heksan:octan etylu (8:2, obj./obj.), otrzymujac ester etylowy kwasy 5-fenylo-3-

oksopentanowego w postaci bezbarwnego oleju z wydajnoscia 45% (8.37 mmol, 1.86 g).
O O 'HNMR (CDCls, 400 MHz, ppm) & 7.30-7.26 (m, 2H, Ar),
©/\)UJ\O/\ 7.21-7.17 (m, 3H, Ar), 4.20-4.15 (m, 2H, OCH,CH3), 3.41 (s,
2H, COCH,CO), 2.93-2.86 (m, 4H, 2xCH,), 1.26 (t, 3H,
J=7.2 Hz, OCH,CHs); **CNMR (CDCls, 200 MHz, ppm) & 201.8, 167.1, 140.5, 128.5, 128.3,
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126.2, 61.4, 49.4, 445, 29.4, 14.1; Analiza elementarna obliczona dla C13H1605: C 70.89, H
7.32; zbadana: 70.97, H 7.43; analiza HPLC na kolumnie z wypelnieniem chiralnym C18
Lunat,=22.8 min

Zwigzek 90

OH O Zwiazek 90 otrzymano w postaci bezbarwnego oleju w wyniku

OH reakeji katalizowanej catymi komorkami mikroorganizmow.

'HNMR (ds-DMSO, 400 MHz, ppm) & 7.27-7.14 (m, 5H),

3.86-3.80 (m, 1H), 3.30 (br. s., 1H), 2.70 (m, 1H), 2.60 (m, 1H), 2.38-2.25 (m, 2H), 1.70-1.63
(m, 2H). Widmo NMR zgadza si¢ z widmem literaturowym. ™"

Procedura nie-fermenatcyjna enzymatycznej redukcji drozdzami:

Do 10 g drozdzy dodano 100 mL wody destylowanej, 200 mg substratu i wytrzasano przez
24 godziny w temperaturze pokojowej. Nastepnie mieszaning przesaczono przez celit,

odparowano 1 oczyszczano na kolumnie w uktadzie heksan:octan etylu (1:1, v/v).
Procedura fermenatcyjna enzymatycznej redukcji drozdzami:

Do 10 g drozdzy dodano 95 mL wody destylowanej , 4 g cukru 1 wytrzgsano przez godzing w
temperaturze pokojowej. Nastgpnie dodano 200 mg substratu rozpuszczonego w 5 mL
rozpuszczalnika organicznego 1 wytrzasano przez 24 godziny. Po tym czasie mieszaning
przesaczono przez celit, odparowano i oczyszczano na kolumnie w uktadzie heksan:octan

etylu (1:1, v/v).
Procedura enzymatycznego rozdzialu kinetycznego

Do 50 mg zwigzu 84 w 2 mL mieszaniny buforu fosforanowego o pH 7.4 z acetonitrylem
(80:20, obj/obj.) dodano 10 mg enzymu. Reakcje wytrzasano przez 4 dni w temperaturze
pokojowej. Po tym czasie mieszaning ekstrahowano octanem etylu, wysuszono za pomocg
MgSO,4, odparowano rozpuszczalnik, a produkt oczyszczano za pomoca chromatografii

kolumnowej na zelu krzemionkowym w uktadzie heksan:octan (8:2, obj./obj.).

11 A, Sandoval, E.Arias-Barrau, F.Bermejo, L, Cafiedo, G. Naharro,
E. R. Olivera, J. M. Luengo, App. Microbiol. Biotechnol. 2005, 67, 97-105.
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Procedura ogolna: analiza HPLC

Metoda A: Aby wyznaczy¢ nadmiar enancjomeryczny produktu, probki rozpuszczono w 1.2
mL 2-propanolu, a nastepnie analizowano za pomoca HPLC, uzywajac aparatury Varian
ProStar potgczonej z detektorem UV-Vis. Zastosowano kolumne ze ztozem chiralnym OB-H
Chiralcel (Daicel, Japonia) w nastgpujagcych warunkach pomiarowych: eluent
heksan:izopropanol (90:10, obj./obj.), temperatura 25°C, przeptyw 0.8 mL min™, A=254 nm.

Metoda B: Aby wyznaczy¢ nadmiar enancjomeryczny produktu, probki rozpuszczono w 1.2
mL 2-propanolu, a nastepnie analizowano za pomoca HPLC, uzywajac aparatury Varian
ProStar polaczonej z detektorem UV-Vis. Zastosowano kolumn¢ ze ztozem chiralnym OB-H
Chiralcel (Daicel, Japonia) w nastgpujagcych warunkach pomiarowych: eluent

heksan:izopropanol (80:20, obj./obj.), temperatura 25°C, przeptyw 0.8 mL min™, A=254 nm.

Metoda C: Aby wyznaczy¢ nadmiar enancjomeryczny produktu 50, probki rozpuszczono w
1.2 mL metanolu, a nastepnie analizowano za pomoca HPLC, uzywajac aparatury Shimadzu
Prominence LC-20A Series potaczonej z detektorem UV-Vis. Zastosowano kolumne ze
ztozem chiralnym IA Chiralpak (Daicel, Japonia) w nastepujacych warunkach pomiarowych:
eluent heptan:izopropanol (90:10, v/v), temperatura 30°C, przeptyw 0.5 mL min™, A=210 nm.

Metoda D: Aby wyznaczy¢ nadmiar enancjomeryczny produktu 88, probki rozpuszczono w
1.2 mL metanolu, a nastepnie analizowano za pomocg HPLC, uzywajac aparatury Shimadzu
Prominence LC-20A Series potaczonej z detektorem UV-Vis. Zastosowano kolumne ze
zlozem chiralnym OD-H Chiralcel (Daicel, Japonia) w nastgpujacych warunkach
pomiarowych: eluent heptan:izopropanol (90:10, v/v), temperatura 30°C, przeptyw 1.0 mL

min?t, A=210 nm.

Metoda E: W celu wyznaczenia wydajno$ci uzyskanego produktu oraz konwersji substratu,
probki rozpuszczono w 1.2 mL metanolu, a nast¢pnie analizowano za pomoca HPLC,
uzywajac aparatury Shimadzu Prominence LC-20A Series potaczonej z detektorem UV-Vis.
Zastosowano kolumng ze ztozem achiralnym C-18 Luna (Phenomenex) w nastgpujacych
warunkach pomiarowych: eluent woda/acetonitryl, gradient od 100% wody do 100%
acetonitrylu w ciggu 20 minut, nastgpnie 100% acetonitrylu przez 5 minut, powrdt do 100%
wody w ciagu 5 minut, 100% wody przez 2 minuty, temperatura 30°C, przeptyw 0.5 mL min’
', A=210 nm.
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Metoda F: Aby wyznaczy¢ nadmiar enancjomeryczny produktu, probki rozpuszczono w 1.2
mL 2-propanolu, a nastepnie analizowano za pomocag HPLC, uzywajac aparatury Varian
ProStar potaczonej z detektorem UV-Vis. Zastosowano kolumng¢ ze zlozem chiralnym
Chiralpak AD-H (4.6 x 250 mm, Daicel, Japonia) w nast¢pujgcych warunkach pomiarowych:
eluent heksan:izopropanol (70:30, obj./obj.), temperatura 25°C, przeplyw 1.0 mL min™,
A=270 nm.

Metoda G: Aby wyznaczy¢ stosunek diastereoizomeréw i nadmiar enancjomeryczny
produktu, probki rozpuszczono w 1.2 mL 2-propanolu, a nast¢pnie analizowano za pomocg
HPLC, uzywajac aparatury Varian ProStar potaczonej z detektorem UV-Vis. Zastosowano
kolumneg ze ztozem chiralnym OB-H Chiralcel (Daicel, Japonia) w nastgpujacych warunkach
pomiarowych: eluent heksan:izopropanol (92:8, obj./obj.), temperatura 25°C, przeptyw 0.7

mL min?, A=215 nm.
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