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Das Interesse an f-Aminosduren nimmt wegen deren enor-
mer Bedeutung als Bausteine fiir $-Peptide, Alkaloide, Ter-
penoide oder B-Lactamantibiotika stindig zu.!'! Besonders f3-
Peptide haben aufgrund ihrer erhohten Stabilitit gegeniiber
proteolytischen Enzymen ein vielversprechendes Potenzial
fir die Entwicklung von Wirkstoffen, die nicht vom
menschlichen Korper abgestolen oder abgebaut werden.
Folglich wurde ein breites Spektrum chemischer Methoden zu
ihrer Synthese entwickelt, wobei die asymmetrische Synthese
im Vordergrund stand.”! Allerdings verlaufen chemische
Synthesen oft ohne die Vorteile enantioselektiver enzymati-
scher Reaktionen. Bislang wurde die kinetische Racemat-
spaltung durch Enzyme, die entweder C-N-Bindungen (z.B.
Acylasen,”! Amidasen oder Aminopeptidasen®) oder C-O-
Bindungen (z.B. hydrolytische Enzyme wie Lipasen!® oder
Esterasen”!) hydrolysieren, als enzymatischer Weg zu hoch-
enantiomerenreinen f-Aminosduren untersucht. AuBer
durch Racematspaltung sind optisch reine P-Aminosiduren
auch mithilfe von Aminomutasen aus a-Aminosiduren® oder
durch reduktive Aminierung von Ketonen mit $-Amino-
transferasen zuginglich. Wir berichten hier iiber eine neue
Moglichkeit, enantiomerenreine [(-Aminosduren unter
milden Bedingungen enzymatisch herzustellen, und zwar
durch den Einsatz von Baeyer-Villiger-Monooxygenasen.
Hierzu wurden racemische N-geschiitzte 3-Aminoketone in
einer kinetischen Racematspaltung in N-geschiitzte f-Ami-
nosdureester iiberfiihrt, die in einem zweiten Schritt in die
optisch reinen N-geschiitzten B-Aminosduren umgesetzt
werden konnen. Als weiteres Produkt konnen N-geschiitzte
-Aminoalkohole gebildet werden.
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Baeyer-Villiger-Monooxygenasen (BVMOs, 1.14.13.x)
sind Flavoenzyme und gehoren zur Klasse der Oxidoreduk-
tasen. Sie setzen cyclische Ketone zu Lactonen und aroma-
tische, lineare oder Aryl-Alkyl-Ketone zu Estern um, wobei
sie molekularen Sauerstoff nutzen, anstelle von Persduren,
die {iblicherweise im chemischen Pendant eingesetzt
werden."” Neben dem Flavin-Cofaktor bendtigen sie
NAD(P)H als Reduktionsdquivalent. Die hohe Regio-,
Chemo- und Enantioselektivitit von enzymvermittelten
Baeyer-Villiger-Reaktionen stellt einen wertvollen Vorteil
gegeniiber der (Metall-)basierten Katalyse dar,!!l die in
chemischen Oxidationen verwendet wird. Bis vor kurzem
wurden hauptsédchlich cyclische und bicyclische Ketone in
Asymmetrisierungen oder kinetischen Racematspaltungen
durch BVMOs eingesetzt.'”l Tn einer fritheren Arbeit konn-
ten wir zeigen, dass auch lineare aliphatische Ketone wie 4-
Hydroxy-2-one und 5-Hydroxy-3-one von BVMOs als Sub-
strate in einer kinetischen Racematspaltung akzeptiert
werden.”! Uber die Umsetzung von Aryl-Alkyl-Verbindun-
gen mit einer Carbonylgruppe in der Seitenkette mithilfe von
Arylketone transformierenden Enzymen gibt es bislang nur
sehr wenige Berichte.!'¥

Wir haben nun untersucht, ob lineare aliphatische Ketone
mit einem Aminosubstituenten in {3-Stellung als Substrate
von BVMOs akzeptiert werden. Interessanterweise beob-
achteten wir, dass bestimmte BVMOs den Sauerstoff am
sterisch weniger gehinderten Kohlenstoffatom einfiigen und
folglich der regioisomere Ester 2 gebildet wird, der nach
Hydrolyse zur -Aminosdure fiihrt (Schema 1). Der Einbau
des Sauerstoffatoms am hoher substituierten Kohlenstoff-
zentrum fiihrt zur Bildung des ,,normalen Esters 3, der nach
Hydrolyse einen [-Aminoalkohol ergibt. Normalerweise
kann die Regiochemie des Sauerstoffeinbaus vorhergesagt
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Schema 1. BVMO-katalysierte kinetische Racematspaltung des aliphati-
schen N-geschiitzten B-Aminoketons 1 in einem E.-coli-Ganzzellsys-

tem. Details zu den verwendeten BVMOs befinden sich im Text und in
den Hintergrundinformationen.
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werden, da das Kohlenstoffatom, das die positive Ladung am
besten stabilisieren kann, bevorzugt wandert.™ Standardre-
aktionsbedingungen hinsichtlich Temperatur, Substratkon-
zentration, Losungsmittel und verwendeter Persdure konnen
die Regioselektivitdt der chemischen Baeyer-Villiger-Oxida-
tion beeinflussen. Neben den elektronischen Einfliissen
wirken sich auch sterische Einfliisse am Substrat auf die
Energieunterschiede im Ubergangszustand aus.® Dennoch
ist die chemische Synthese des ,,abnormalen® Esters 2 immer
noch eine Herausforderung, was den Vorteil der Realisierung
einer BVMO-katalysierten Ketonoxidation unterstreicht.

Aus einer Sammlung von 16 BVMOs unterschiedlichen
bakteriellen Ursprungs waren vier Enzyme (Cyclododeca-
non-Monooxygenase aus Rhodococcus ruber SC1 (CDMO),
Cyclohexanon-Monooxygenasen aus  Arthrobacter  sp.
(CHMOy,,4,,), aus Brachymonas sp. (CHMOy,,,) und aus
Xanthobacter sp. ZL5 (CHMOyy,,...,)) aktiv gegeniiber dem 5-
Amino-3-on 1 und zeigten hohe Enantioselektivitdten. Vor-
versuche in 24er-Mikrotiterplatten ergaben, dass alle vier
Enzyme den Sauerstoff auf beiden Seiten der Ketonfunktion
einfiigen konnen (Tabelle 1) und somit den Zugang zu beiden
Baeyer-Villiger-Estern ermoglichen, was bei einer chemi-
schen Oxidation unter Einsatz von Persduren oder Wasser-
stoffperoxid unwahrscheinlich ist. Wéahrend CHMOy, 4,0,
CHMOg, ., und CHMOy,,,,, beide Regioisomere 2 und 3 mit
hohen Enantiomereniiberschiissen (>99 %ee) bildeten, war
die Enantioselektivitit von CDMO bei 3 eher niedrig (E =
10), obwohl sie bei 2 sehr hoch war (£ >200). Sehr wichtig ist
hier aber, dass CDMO im Unterschied zu den anderen drei
Enzymen das (4)-Enantiomer von 1 oxidierte und so das (+)-
Enantiomer des ,,abnormalen“ Esters 2 lieferte. Folglich
fiihrte die Biotransformation von rac-1 mit CHMO,,,,,, oder
CDMO zum (—)-2- bzw. (4+)-2-Produkt, die beide mit hoher
optischer Reinheit erhalten wurden. Interessanterweise
wurden die ungeschiitzten -Aminoketone von keiner der
BVMOs umgesetzt (Daten nicht gezeigt).

Tabelle 1: Ergebnisse der kinetischen Racematspaltung von 1 mit
verschiedenen BVMOs. !

Produkt BVMO Umsatz [%]"  ee, [%] £ RA [%]11

2 CDMO 12 >99 (+)1 >200 42
CHMO,,, 24 >99 (—)  >200 37
CHMOg,, 7 >99 (—)f >200 66
CHMOy,m0 13 >99 () >200 42

3 CDMO 12 81 10 58

CHMO,,,, 24 >99 >200 63
CHMOgy, 7 >99 >200 34
CHMOy,,y, 13 >99 >200 58

[a] Die Reaktionen wurden bei 24 °C in 24er-Mikrotiterplatten mit ganzen
E.-coli-Zellen durchgefiihrt, die die gewiinschte BVMO Uiberexprimieren,
nach 24 h gestoppt und durch GC-Analyse an chiraler Phase analysiert.
[b] Der Gesamtumsatz des Substrats wurde aus den ees- (Enantiome-
reniiberschuss Substrat) und ee,-Werten (Enantiomereniiberschuss
Produkt) berechnet. [c] Die ee,-Werte wurden durch GC-Analyse be-
stimmt und nach Chen et al. berechnet."” [d] Die Enantioselektivititen
wurden durch Anpassung der GC-Daten!" aus den ees- und ee,-Werten
berechnet. [e] Prozentualer Anteil des Regioisomers 2 bzw. 3 gemafs GC-
Daten. [f] Das Vorzeichen der optischen Drehung ist in Klammern an-
gegeben. Weitere Details sind in den Hintergrundinformationen zu
finden.
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Die Umwandlung von rac-1 in (+)-2 mit CDMO als
Biokatalysator in Schikane-Kolben (0.35 mmol Substrat)
ergab einen konstanten Anstieg der Produktmenge innerhalb
von 96 h (Abbildung 1), wihrend Reaktionen in 24er-Mi-
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Abbildung 1. Zeitlicher Verlauf der Umsetzung von rac-1 zu 2 oder 3
bei 24°C mit ganzen E.-coli-Zellen, die die CDMO aus Rhodococcus
ruber SC1 lberexprimieren. m: (—)-1, &: (+)-1, @: (+)-2, A: (—)-2,
+: (4+)-3, = (—)-3.

krotiterplatten keinen Umsatz iiber 12% ergaben (Daten
nicht gezeigt). Diese Beobachtung wurde auf eine verbesserte
Sauerstoffversorgung durch die vergroerte Oberflache und
bessere Schiittelbedingungen in Kombination mit einer bes-
seren Substratverteilung zuriickgefiihrt. Vorteilhaft fiir die
Synthese der -Aminosduren war, dass sich das Verhiltnis
zwischen ,normalem* und ,,abnormalem® Ester von 1:1 in
24er-Mikrotiterplatten zu 1:4 in Schikane-Kolben verinderte.
Eine dhnliche Beobachtung wurde fiir die CHMO-kataly-
sierte Oxidation von racemischem Bicyclo[3.2.0]hept-2-en-6-
on beschrieben, bei der eine hohere Substratkonzentration
zur verstarkten Bildung des ,,abnormalen® Esters fiihrte. Dies
wurde mit der allosterischen Bindung eines Substratmolekiils
und damit einhergehender sterischer Hinderung begriin-
det.”! Dieser allosterische Effekt wurde kiirzlich in der ge-
richteten Evolution einer Phenylaceton-Monooxygenase ge-
nutzt, um Mutanten zu generieren, die verschiedene 2- und 4-
substituierte Cyclohexanonderivate umsetzen kénnen. ")

Nach Isolierung und Aufreinigung der Produkte der
Baeyer-Villiger-Reaktion aus den Schiittelkolbenexperimen-
ten wurden die Ester mit Candida-antarctica-Lipase B (CAL-
B) hydrolysiert. Dies ergab N-geschiitztes 3-Leucin und N-
geschiitztes 2-Amino-4-methyl-1-pentanol (Schema 2), das
prinzipiell weiter zu a-Leucin oxidiert werden kann. Da die
Esterhydrolyse ohne Konformationsdnderung erfolgt, haben
die Produkte die gleiche Konfiguration wie die entsprechen-
den Ester. Uberraschenderweise beobachteten wir 30 h nach
Substratzugabe auch eine spontane Autohydrolyse von 3 mit
gleichzeitiger Bildung von S5. Da E. coli keine eigenen hy-
drolytischen Enzyme wie Esterasen oder Lipasen exprimiert,
nehmen wir an, dass ein Absinken des pH-Werts durch den
Zellmetabolismus die Ursache fiir die Esterspaltung ist. Al-
lerdings wurde diese Autohydrolyse beim ,,abnormalen®
Ester nicht beobachtet.
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Schema 2. Eine Lipase-katalysierte Hydrolyse der Baeyer-Villiger-Ester

filhrt zur Bildung der N-geschiitzten 3-Aminoséure 4 und des N-ge-

schiitzten B-Aminoalkohols 5 (U: Umsatz; A: Ausbeute, bezogen auf

den Methylester, der durch Umsetzung der -Aminosdure mit Metha-

nol und TMS/Diazomethan erhalten wurde).

Durch den Zugang zu wertvollen Synthesebausteinen, die
tiblicherweise nicht durch eine Baeyer-Villiger-Oxidation er-
halten werden, belegen diese Untersuchungen die breite
Anwendbarkeit von Baeyer-Villiger-Monooxygenasen in der
Synthesechemie. In der Tat zeigt die kinetische Racemat-
spaltung von -Aminoketonen, dass der Einbau von Sauer-
stoff in eine Kohlenstoff-Kohlenstoff-Bindung eine effiziente
Methode ist, die zu fiinf chemisch unterschiedlichen Pro-
dukten fithren kann, welche sich zudem in ihrer Konfigura-
tion unterscheiden. In Kombination mit der Regioselektivitét
von Baeyer-Villiger-Monooxygenasen konnen so wertvolle
optisch aktive Bausteine fiir die pharmazeutische Industrie
synthetisiert werden. Zuséitzlich ist die Bildung des ,,abnor-
malen®“ Baeyer-Villiger-Esters und somit der Zugang zu [3-
Aminosduren von besonderer Bedeutung, da iibliche chemi-
sche Methoden dies nur schwer ermoglichen. Wir konnten
mit vier verschiedenen Enzymen die regioisomeren Baeyer-
Villiger-Ester in enantiokomplementirer Form herstellen,
was den Zugang zu beiden -Aminosdure-Antipoden erlaubt.
Folglich bietet die enzymatische Baeyer-Villiger-Reaktion
einen neuen Zugang zu (3-Aminosduren, der eine vielseitige
und niitzliche Alternative zu bereits beschriebenen enzyma-
tischen Verfahren ist.**!
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