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Chirale 1,3-Diole mit zwei Stereozentren finden als Bausteine
in der Synthese von pharmazeutisch wirksamen Substanzen
vielfach Verwendung.['! Zugleich enthalten zahlreiche Natur-
stoffe eine chirale 1,3-Diol-Untereinheit.”! Eine weitere in-
teressante Anwendung von chiralen 1,3-Diolen besteht in der
Transformation zu chiralen 1,3-Diphosphanen, die als enan-
tiomerenreine Liganden in der asymmetrischen Katalyse mit
groBem Erfolg eingesetzt werden.”! Entsprechend hoch ist
der Bedarf an stereoselektiven Herstellungsverfahren fiir
chirale 1,3-Diole mit zwei Stereozentren (z.B. vom Typ 4;
Schema 1), wobei im Idealfall simtliche Stereoisomere in
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Schema 1. Synthese von 1,3-Diolen durch Organo- und Biokatalyse.

diastereo- und enantiomerenreiner Form zugidnglich sein
sollten.!l Bisherige effiziente Syntheserouten® beruhen ins-
besondere auf der enantio- und diastereoselektiven Reduk-
tion von 1,3-Diketonen durch Hydrierung mit Metallkataly-
satoren® und Enzymen™ oder auf chemoenzymatischen
Verfahren der dynamischen kinetischen Racematspaltung.*!
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Eine Einschrinkung dieser Verfahren liegt in der Eignung fiir
oftmals nur eines oder zwei der maximal vier moglichen
Stereoisomere. Dagegen sind Methoden, die in bequemer und
effizienter Weise einen selektiven Zugang zu allen vier Ste-
reoisomeren ermdglichen, kaum bekannt.?) Im Folgenden
berichten wir iiber ein modulares chemoenzymatisches Ver-
fahren fiir die selektive Synthese aller vier Stereoisomere der
1,3-Diole 4 durch Kombination von asymmetrischer Or-
ganokatalyse und Biokatalyse. Ein besonderes Kennzeichen
dieser Synthesestrategie ist die sequenzielle Einfiihrung der
Stereozentren, sodass jedes Stereozentrum gezielt durch
einen speziell hierfiir geeigneten Katalysator aufgebaut
werden kann (Schema 1). Diese modulare Synthesestrategie
bietet zugleich Perspektiven fiir eine zweistufige Eintopf-
synthese.

Da fiir die einleitende Aldolreaktion bereits organoka-
talytische Methoden™® bekannt sind, galt unser Interesse
zunichst der nachgeschalteten diastereoselektiven enzyma-
tischen Reduktion der B-Hydroxyketone 3, die schon ein
Stereozentrum enthalten. Diese Untersuchung ist nicht nur
aus Perspektive der Zielverbindungen 4, sondern auch aus
reaktionsmechanistischer Sicht von Interesse, da hier bereits
chirale Ketone eingesetzt werden und somit der Einfluss des
internen Stereozentrums und der Einfluss des chiralen En-
zymkatalysators auf die Bildung des zweiten Stereozentrums
gegeneinander abgewogen werden konnen. Solche Untersu-
chungen sind mit Redoxenzymen bisher nur spéarlich be-
kannt,” dagegen liegen zahlreiche Beispiele der enantiose-
lektiven Reduktion prochiraler Ketone vor.®! Bei der Ver-
wendung von chiralen (z.B. racemischen) Ausgangsverbin-
dungen in einer enzymatischen Reaktion ist typischerweise
von einem stereoselektiven Verlauf auszugehen, wobei be-
vorzugt nur eines der beiden Enantiomere umgesetzt wird. In
unserem Fall waren wir aber im Hinblick auf einen gezielten
stereoselektiven Aufbau aller Stereoisomere von 4 an einem
ausschlieBlich durch den Enzymkatalysator (extern) gesteu-
erten diastereoselektiven Reaktionsverlauf interessiert; dabei
sollen beide Enantiomere des Aldolprodukts eingesetzt
werden konnen, und das zweite Stereozentrum muss hoch
selektiv — und ausschliefSlich vom Biokatalysator bestimmt —
gebildet werden. Als Enzyme wurden zwei Alkoholdehy-
drogenasen mit (S)- und (R)-Enantiospezifitit verwendet.
Zunichst wurde die Eignung der Enzyme als Katalysatoren
fiir die Umsetzung der (racemischen oder enantiomerenan-
gereicherten) Ketone 3 mithilfe von Photometertests unter-
sucht. Hierbei wurde die Abnahme an NAD(P)H als natiir-
lichem Cofaktor (Reduktionsmittel) in Abhéngigkeit von
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dem jeweiligen Substrat gemessen. Die Enzyme
eigneten sich prinzipiell fiir die Reduktion beider
Enantiomere der Ketone, wobei interessanter-
weise keine merklichen Unterschiede beobachtet
wurden.'!

Anschliefend wurden Versuche zur enzyma-
tischen Reduktion der Ketone 3 im priparativen
Mafstab gemif3 dem Prinzip der substratgekop-
pelten  Cofaktorregenerierung®  ausgefiihrt
(Schema 2). Hierbei wird der Cofaktor NAD(P)H ;
in situ regeneriert und gleichzeitig 2-Propanol (2- L
PrOH) zu Aceton oxidiert, sodass der teure Co-
faktor lediglich in katalytischen Mengen benotigt
wird und kostengiinstiges 2-Propanol das in sto-
chiometrischen Mengen benoétigte Reduktions-
mittel darstellt. Zunichst gelang die erfolgreiche
diastereoselektive Reduktion des racemischen
Ketons rac-3a, wobei beispielsweise beim Einsatz
der (S)-Alkoholdehydrogenase mit quantitativem
Umsatz beide Diastereomere in enantiomeren-
reiner Form (>99% ee) als Diastereomerenge-
misch im Verhéltnis 1:1 gebildet wurden. Es ist

OH OH OH OH
OH +
NAD*
25 % (viv) (1S,3S)-4a (1R,3S)-4a
>99% ee >99% ee
Umsatz >95%
(S)-ADH (S)-ADH d.r.(synlanti) 1:1
o OH O
P NADH
Cl

rac-3a

Schema 2. Diastereoselektive enzymatische Reduktion.

somit die Entwicklung einer diastereoselektiven Reaktion
gelungen, die ausschlieflich — wie gewiinscht — durch den
(Bio-)Katalysator gesteuert wird; eine unerwiinschte interne
Induktion durch das bereits vorhandene Stereozentrum im
Aldoladdukt 3a wird dagegen nicht beobachtet. Dieses Er-
gebnis widerspricht Beobachtungen fiir viele enzymkataly-
sierte Umsetzungen, bei denen mit hoher Priaferenz nur eines
der beiden Substrate umgesetzt wird (was in einer effizienten
Racematspaltung durch Modifizierung nur eines Enantio-
mers resultiert).!"!

Aufbauend auf diesem Ergebnis konzentrierten wir uns
auf die angestrebte Zweistufensynthese aller 1,3-Diol-Ste-
reoisomere durch sequenziellen stereoselektiven Aufbau
beider Stereozentren (Schema 3). Bei der einleitenden or-
ganokatalytischen Aldolreaktion orientierten wir uns an be-
kannten asymmetrischen organokatalytischen Verfahren.”®
Insbesondere waren wir an einer losungsmittelfreien Syn-
these interessiert. In Anlehnung an Arbeiten von Singh
et al.”¥ lieBen sich die Aldolprodukte 3a beim Einsatz der
Organokatalysatoren (S,5)-5 oder (R,R)-5 mit Umsétzen bis
95% und Enantioselektivititen von 82 bzw. 83% ee bei
Raumtemperatur herstellen. Diese enantiomerenangerei-
cherten (S)- bzw. (R)-Aldoladdukte 3a wurden dann als
Substrate fiir die anschlieBende enzymatische Reduktion
verwendet. Mit (S)-3a (83 % ee) als Substrat wurde das ge-
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Schema 3. Chemoenzymatische Synthese aller Stereoisomere von 4a.

wiinschte 1,3-Diol (15,35)-4a in Gegenwart einer (S)-selek-
tiven Alkoholdehydrogenase mit >95% Umsatz und einem
Diastereomerenverhiltnis d.r.(syn/anti) von 11:1 in enantio-
merenreiner Form gebildet (>99% ee). Mit dem gleichen
Enzym gelang ausgehend von (R)-3a (82 % ee) die Herstel-
lung des enantiomerenreinen Diastereomers (1R,3S)-4a mit
>99% ee bei ebenfalls hohem Umsatz (>95%) und einer
Diastereoselektivitit d.r.(syn/anti) von 1:11. Analog setzte
eine (R)-selektive Alkoholdehydrogenase die enantiome-
renangereicherten Substrate (S)-3a (83% ee) und (R)-3a
(82% ee) in die enantiomerenreinen Diastereomere (15,3R)-
4a bzw. (1R,3R)-4a mit jeweils >99% ee und hohen Dia-
stereoselektivititen um (Umsidtze jeweils >95%). Somit
eignet sich die von uns entwickelte chemoenzymatische
Synthese fiir die Synthese aller vier Stereoisomere von 4a in
enantiomerenreiner Form (>99% ee).

Bei der Untersuchung des Substratspektrums variierten
wir insbesonders die Aldehydkomponente. Hierbei gelang
ausgehend vom 4-Nitrobenzaldehyd (1b) ebenfalls die Bil-
dung des gewiinschten 1,3-Diols, wie beispielhaft an der
Synthese von (1R3S)-4b mit einem (Produkt-bezogenen)
Umsatz von 64% gezeigt (Schema 4). Anstelle von elek-
tronenarmen Benzaldehyden konnen aber auch elektronen-
reiche Benzaldehyde eingesetzt werden: Ausgehend von 4-
Methylbenzaldehyd (1¢) wurde nach organokatalytischer
Aldolreaktion (75% Produkt-bezogener Umsatz; 76 % ee)
und anschlieBender Reduktion das gewiinschte Produkt
(15,3R)-4¢ mit >95% Umsatz und einem Diastereomeren-
verhéltnis d.r.(syn/anti) von 1:7 sowie >99% ee gebildet.
Auch das zugehorige Diastereomer (1R,3R)-4¢ wurde mit
>95% Umsatz und >99 % ee erhalten.

Im Hinblick auf eine moglichst 6konomische Herstel-
lungsweise waren wir zudem an einer Kombination der
beiden Verfahren interessiert, bei der das Produkt der ersten
Stufe ohne Aufarbeitung direkt fiir die zweite Reaktion ein-
gesetzt werden kann. Untersuchungen zur Kombination von
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Schema 4. Substratspektrum der chemoenzymatischen Synthese von
4.

Organokatalyse und Biokatalyse im wiéssrigen Reaktions-
medium sind unseres Wissens noch nahezu unbekannt.['>*!
Eine Voraussetzung hierfiir ist die Kompatibilitit der beiden
Verfahrensschritte. Entsprechend untersuchten wir mithilfe
von Photometertests, inwieweit der Organokatalysator (S,S)-
5 sich auf die Aktivitdt des Enzyms auswirkt (Schema 5).
Hierbei zeigte sich eine hohe Enzymaktivitéit der (S)-Alko-

(S)-ADH aus

Rhodococcus sp.,
o Phosphatpuffer (50 mm), OH
pH7.0 .
CH; + NADH CHz + NAD
(8,9)-5in
Cl verschiedenen Cl
Konzentrationen
120 4
100 +
‘ 80
relative 0 4
Aktivitat / %
40 4
20
0 T 1
0 0.5 1

c[(S,9)-5]/ mm —

Schema 5. Enzymaktivitat in Abhingigkeit von der Konzentration an
Organokatalysator (S,5)-5.

holdehydrogenase auch in Gegenwart von (S,S)-5, was auf
eine Kompatibilitdt des Organokatalysators mit dem Bioka-
talysator im wéssrigen Medium hindeutet und somit interes-
sante Perspektiven fiir zukiinftige Kombinationen von Or-
ganokatalyse und Biokatalyse in mehrstufigen Eintopfver-
fahren im wissrigen Reaktionsmedium eroffnet. Die Bio-
kompatibilitdt ist zudem nicht auf peptidische Organokata-
lysatoren wie (S,5)-5 beschriankt. In weiteren Aktivitétstests
konnten wir auch die Biokompatibilitdt sowohl des L- als
auch p-Enantiomers von Prolin nachweisen. Enantiomeren-
reines Prolin ist ein vielfach verwendeter Organokatalysa-
tor,”*®l der sich auch zur Katalyse der asymmetrischen Al-
dolreaktion eignet.”*" So werden beispielsweise beim Ein-
satz einer Alkoholdehydrogenase aus Lactobacillus kefir un-
abhingig von der verwendeten Prolinkonzentration hohe
relative Enzymaktivititen erhalten, die gegeniiber dem Ver-
gleichswert fiir die Enzymreaktion ohne Prolinzusatz nahezu
unverindert sind (siche auch experimentelle Daten und Ab-
bildungen in den Hintergrundinformationen).
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Anschliefend fithrten wir eine solche Kombination der
asymmetrischen organokatalytischen Aldolreaktion und
nachgeschalteter Biotransformation mit nur einem abschlie-
Benden Aufarbeitungsschritt aus. Die Aldolreaktion erfolgte
losungsmittelfrei, und das erhaltene Reaktionsgemisch wurde
direkt zu einer wissrigen 2-Propanollosung des Enzyms ge-
geben. Diese hocheffiziente Verfahrensweise lieferte das ge-
wiinschte 1,3-Diol (1R,3S)-4a mit hohem Produkt-bezogenen
Umsatz von 80 % iiber zwei Stufen (bei einem Gesamtumsatz
von >95%), einem hohen Diastereomerenverhéltnis
d.r.(syn/anti) von 1:10 und einem exzellenten Enantiome-
renitiberschuss (>99 % ee, Schema 6). Vorteile dieser modi-

0 OH OH
O H
H + )J\ 1.(S,5)-5 (5 Mol-%), RT, 20 h
al 2. (S)-ADH, Puffer, NADH, .
1a 2 2-Propanol 25% (viv), (1R,3S)-4a
(4 Aquiv.) RT, 18 h >99% ee

d.r.(syn/anti) 1:10
Produkt-bezogener Umsatz 80%

(Gesamtumsatz >95%)
Schema 6. Kombination von Organokatalyse und Biokatalyse zur Syn-
these von 4a in einer modifizierten Eintopfsynthese.

fizierten Eintopfsynthese gegeniiber der zweistufigen Ver-
fahrensweise bestehen in der Vermeidung der kritischen
Aufarbeitung des Produkts (R)-3a nach der ersten Reakti-
onsstufe (bei der sdulenchromatographischen Reinigung be-
steht die Gefahr der Zersetzung infolge Dehydratisierung)
sowie in der Perspektive fiir eine verbesserte Gesamtokono-
mie des Prozesses.

Zusammenfassend haben wir iiber die Kombination von
asymmetrischen organo- und biokatalytischen Reaktionen
berichtet, die zum sequenziellen Aufbau von zwei Stereo-
zentren in 1,3-Diolen fithren. Dieses modulare chemoenzy-
matische Synthesekonzept eroffnet einen effizienten Zugang
zu allen vier Stereoisomeren in enantiomerenreiner Form.
Zugleich ist das aus der organokatalytischen Reaktion re-
sultierende Reaktionsgemisch kompatibel mit einer direkt
anschliefenden enzymatischen Reduktion, sodass nach der
Aldolreaktion keine Aufarbeitung erfolgen muss. Aufbauend
auf den positiven Ergebnissen zur Kompatibilitdt und Kom-
bination von asymmetrischer Organokatalyse und Biokata-
lyse arbeiten wir derzeit an der Entwicklung entsprechender
mehrstufiger Eintopfreaktionen im wéssrigen Reaktionsme-
dium.

Experimentelles
Chemoenzymatische Zweistufen-Synthese der 1,3-Diole (Schema 3):
Fiir den ersten Schritt, die organokatalytische Aldolreaktion,
wurden nacheinander 4-Chlorbenzaldehyd (1a; 1.4 mmol), der Or-
ganokatalysator [(S,5)-5 oder (R,R)-5; 5Mol-%] und Aceton
(5.6 mmol) in ein Reaktionsgefdl gegeben. Die Reaktionsmischung
wurde anschlieBend 18 Stunden bei 20-25°C geschiittelt. Nach
Zugabe von 5 mL gesittigter Natriumchloridlosung wurde dreimal
mit Essigsdureethylester extrahiert, und die gesammelten organi-
schen Phasen wurden iiber Magnesiumsulfat getrocknet. Nach Ent-
fernen des Losungsmittels am Rotationsverdampfer wurde das
Rohprodukt 3 sdulenchromatographisch gereinigt [Hexan/Essigsau-
reethylester 5:1(v/v)].
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Das Aldolprodukt 3 (0.5 mmol) wurde fiir den zweiten Schritt,
die enzymatische Reduktion, zunichst in 2-Propanol gelost (2.5 mL).
Nach Zugabe von Phosphatpuffer (pH 7; 50 mm; 7.5 mL), Magnesi-
umchlorid (1 mM, nur bei Einsatz der Alkoholdehydrogenase aus
Lactobacillus kefir) und NAD(P)" (0.02 mmol) wurde unter Riihren
die jeweilige Alkoholdehydrogenase (20U mmol~'-200 Ummol™
Substrat) zugegeben. Nach Riihren des Reaktionsgemischs fiir 18—
67 h bei Raumtemperatur wurde mit Essigsdureethylester extrahiert,
die gesammelten organischen Phasen wurden {iber Magnesiumsulfat
getrocknet, und das Losungsmittel wurde am Rotationsverdampfer
entfernt. Das Rohprodukt wurde sdulenchromatographisch gereinigt
[Hexan/Essigsdureethylester 5:1(v/v)], und das 1,3-Diol 4 wurde in
diastereomerenreiner und enantiomerenreiner Form erhalten.

Kombination der organokatalytischen Aldolreaktion mit nach-
geschalteter enzymatischer Reduktion (Schema 6):

In ein 2.5-mL-Reaktionsgefdl wurden nacheinander 4-Chlor-
benzaldehyd (1a; 0.5 mmol), Aceton (2 mmol) und der Organoka-
talysator (S,5)-5 (5 Mol-%) gegeben, und die Mischung wurde 20 h
bei 20-25°C geschiittelt. Ohne Aufarbeitung wurde das Reaktions-
gemisch in einen 25-mL-Rundkolben umgefiillt, und anschlieBend
wurden 2-Propanol (2.5 mL), Phosphatpuffer (pH 7; 50 mm; 7.5 mL),
der Cofaktor NAD" (0.02 mmol) und die Alkoholdehydrogenase aus
Rhodococcus sp. (20 Ummol ') hinzugegeben. Man lieB 18 h bei 20—
25°C rithren und extrahierte anschlieBend viermal mit Essigsdure-
ethylester. Nach Trocknen der gesammelten organischen Phasen iiber
Magnesiumsulfat wurde das Losungsmittel am Rotationsverdampfer
entfernt. Das Rohprodukt wurde sdulenchromatographisch gereinigt
[Hexan/Essigsdureethylester 5:1(v/v)], und das 1,3-Diol (1R,35)-4a
wurde in diastereomerenreiner und enantiomerenreiner Form er-
halten.
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