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Abstract: Deracemisierung, also die Umwandlung eines
Racemats in ein enantiomerenreines Produkt mit theoretisch
100 % Ausbeute und 100 % ee, stellt eine attraktive, aber auch
anspruchsvolle Option fiir die asymmetrische Synthese dar.
Hier beschreiben wir ein neuartiges Konzept einer chemo-en-
zymatischen Deracemisierung mittels einer Kaskadenreaktion.
Die Reaktionsfolge beinhaltet zwei enantioselektive Oxida-
tionsschritte und einen nicht stereoselektiven Reduktions-
schritt, durch welche zur gleichen Zeit eine Stereoinversion und
eine kinetische Racematspaltung realisiert werden. Dieses
Konzept wird anhand der Umwandlung von rac-Benzyliso-
chinolinen in optisch reine (S)-Berbine vorgestellt. Die race-
mischen Substrate wurden in enantiomerenreine Produkte
(ee > 97 %) umgewandelt, wobei Umsiitze von bis zu 98 % und
Ausbeuten von bis zu 88 % erreicht wurden.

Verschiedene Techniken wurden entwickelt, um die Limi-
tierung kinetischer Racematspaltungen (50% Maximalaus-
beute) zu iiberwinden, darunter die dynamisch-kinetische
Racematspaltung (DKR), dynamisch-kinetische asymme-
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Schema 1. a) Kinetische Racematspaltung, b—e) grundlegende Strategi-
en fiir die Deracemisierung und f) das neue Konzept der Kombination
von Stereoinversion und kinetischer Racematspaltung.

trische Umsetzungen (DYKAT),”! Stereoinversion®* und
enantiokonvergente Prozesse (Schema 1).>® Diese Techni-
ken ermoglichen den Vorgang der Deracemisierung, d. h., die
Umwandlung eines Racemats in ein optisch reines Produkt,
wobei theoretisch Ausbeuten und Enantiomereniiberschiisse
von 100 % erreicht werden konnen.

Das Berberin-Briicken-Enzym (BBE) Kkatalysiert die
enantioselektive Umsetzung von 1-Benzyl-1,2,3 4-tetrahyd-
roisochinolinen zu Berbinen durch aerobe C-H-Aktivierung
an der N-Methylgruppe, wobei eine neue intramolekulare
C-C-Bindung gekniipft wird (Schema 2). Diese Reaktion
eignet sich zur Herstellung verschiedener neuartiger, optisch
reiner Berbine.”! Da das Enzym nur ein Substrat-Enantiomer
umsetzt, stellt diese Reaktion eine kinetische Racematspal-
tung dar.

Um die Einschriankungen der BBE-katalysierten kineti-
schen Racematspaltung zu tiberwinden, hatten wir zunéchst
angedacht, das Substrat in situ zu racemisieren, um so eine
DKR zu erreichen. Diese Strategie stellte sich jedoch insofern
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Schema 2. Kinetische Racematspaltung mittels enantioselektiver oxida-
tiver C-C-Bindungskniipfung, katalysiert durch das Berberin-Briicken-
Enzym (BBE).

als problematisch heraus, als unter den bekannten Methoden
zur Racemisierung von Aminen — welche auf homogene!®
oder heterogenel” Metallkatalyse oder auf Thiylradikal-ver-
mittelte reversible H-Abstraktion”! zuriickgreifen — keine
Methode nur die Benzylisochinolin-Substrate umsetzte ohne
die Berbin-Produkte zu racemisieren. So fiihrte beispiels-
weise der Einsatz von Shvos Dirutheniumkomplex'! unter in
der Literatur beschriebenen Bedingungen!® die Racemisie-
rung von Benzylisochinolinen und Berbinen gleichermaf3en
herbei.’" Raney-Nickel fiihrte zur Zersetzung der komplexen
Alkaloide, widhrend Palladium auf Aktivkohle iiberhaupt
keine messbare Racemisierungsaktivitit zeigte.

Da ein chemischer Racemisierungsprozess also nicht
realisiert werden konnte und da auch kein geeignetes Enzym
fiir die Racemisierung dieser Substanzen bekannt ist,"? war
eine alternative Zugangsweise notig. Allerdings schienen ein
DYKAT-System oder ein enantiokonvergenter Prozess
ebenso wenig umsetzbar. Eine Stereoinversion ist ebenfalls
ungeeignet, da die Struktur des Produkts in diesem Fall
identisch mit der Substratstruktur ist — abgesehen von der
optischen Reinheit. Dementsprechend entwickelten wir eine
Methode, die das Konzept der Stereoinversion mit der kine-
tischen Racematspaltung vereint (Schema 1f). Allgemein
gesprochen fiihrt dabei die Stereoinversion des Enantiomers
ent-A zu dessen Spiegelbild A, welches im Rahmen der ki-
netischen Racematspaltung weiter umgesetzt wird, so dass
schlieBlich das Produkt P in theoretisch 100 % Ausbeute er-
halten wird. Im vorliegenden Fall sollte diese Strategie die
Umwandlung beider Substrat-Enantiomere der Benzyliso-
chinoline rac-1 in optisch reine Berbine (§)-2 ermdglichen.

Die Stereoinversion verschiedener Amine durch ,,zykli-
sche Deracemisierung unter FEinsatz einer Monoamin-
Oxidase (MAO) und eines achiralen Reduktionsmittels
wurde in der Literatur beschrieben.’! Ungliicklicherweise
stellten sich alle etablierten MAOs®! als ungeeignet fiir die
Substrate 1a—d heraus. Von einer kiirzlich entwickelten Va-
riante der MAO aus Aspergillus niger (MAO-N Variante
D11) wurde jedoch berichtet, dass sie 1-Phenyl-1,2,3 4-tetra-
hydroisochinolin mit hoher (R)-Selektivitit oxidiert."™ Durch
Kombination dieser biokatalytischen Oxidation mit der nicht
stereoselektiven Reduktion des entstehenden Imins mittels
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Abbildung 1. Ergebnisse des Substratscreenings mit MAO-N Variante
D11. Aktivitat (Kriterium: Mittelwert >5 Standardabweichungen)
wurde fir Substrate 1a—d (hellgrau) sowie die Positivkontrollen rac-
Phenylethylamin (3) und rac-Crispin A (4) (beide dunkelgrau) gefun-
den. Die Fehlerbalken zeigen Standardabweichungen von Dreifachbe-
stimmungen.

Ammoniak-Boran kann das (S)-Enantiomer (ee =98 %) aus
dem Racemat hergestellt werden.

Ein Test der MAO-N D11-Variante zur Oxidation der
Substrate la-d zeigte, dass diese tatsdchlich akzeptiert
werden (Abbildung 1). Dariiber hinaus ist entscheidend, dass
die angestrebten Produkte, wie etwa 2 ¢ und 2d, nicht oxidiert
wurden, was deren stereochemische Stabilitit unter den Be-
dingungen der simultanen Kaskadenreaktion gewihrleisten
sollte. Die chirale Analyse der MAO-N-katalysierten
Ocxidationsreaktionen zeigte, dass la—c mit exzellenter
Enantioselektivitit umgesetzt wurden (E >200), wobei
praktisch nur das (R)-Enantiomer oxidiert wurde, wihrend
die Enantioselektivitit fir 1d niedrig war (E=6.5). Dem-
entsprechend wurde 1d nicht weiter untersucht.

Frithere Studien haben gezeigt, dass BBE durch Reduk-
tionsmittel inhibiert wird," was wir auch fiir den Boran-
Ammoniak-Komplex bestédtigen konnten, welcher in Kom-
bination mit MAO-N hiufig eingesetzt wird. Wir nahmen an,
dass sterisch anspruchsvollere oder weniger gut wasserlosli-
che Borane eine bessere Kompatibilitit mit BBE zeigen
wiirden, da sie das aktive Zentrum des Enzyms nicht errei-
chen wiirden. Dementsprechend wurden (BuNH,-BH;,
Me;N-BH; und Morpholin-BHj; als alternative Reduktions-
mittel getestet, und diese waren in der Tat fiir unser System
besser geeignet (Abbildung S1, Hintergrundinformationen).

Beim Vergleich von Me;N-BH; und Morpholin-BH; mit
NH;-BH; in der Stereoinversion stellte sich heraus, dass die
beiden erstgenannten Komplexe bessere Ergebnisse liefern
als das héaufiger eingesetzte Reduktionsmittel NH;BH;,
wobei Morpholin-BH; am besten funktionierte (Abbil-
dung S2).

Nachdem nunmehr die erforderlichen Werkzeuge zur
Verfiigung standen, testeten wir zuerst ein stufenweises Ein-
topfverfahren (Schema 3); hierzu wurde zuerst die Stereoin-
version der Substrate rac-la—c durch das MAO-N/Boran-
System durchgefiihrt und erst nach dem vollstindigen Ab-
laufen dieser Umsetzung BBE zum Reaktionsgemisch zuge-
setzt. Der BBE-katalysierte Ringschluss wurde dabei entwe-
der nach Abtrennung des MAO-N-Biokatalysators durchge-
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Schema 3. Deracemisierung von Benzylisochinolinen rac-1 zu Berbinen
(5)-2 mittels einer MAO/BBE/Boran-Redoxkaskade (entweder stufen-
weise oder simultan durchgefiihrt). MAO = Monoamin-Oxidase MAO-
N (Variante D11).

fiihrt, oder BBE wurde direkt zum Reaktionsgemisch zuge-
geben.

Die Gesamtumsetzung von rac-1 nach (§)-2 verlief in
beiden Féllen &hnlich gut, sodass hohe Umsitze erzielt
wurden (Tabelle 1). Dariiber hinaus wurden alle Verbindun-

Tabelle 1: Deracemisierung von Benzylisochinolinen rac-1 zu Berbinen
(5)-2 mittels einer stufenweisen Umsetzung mit MAO im ersten und
BBE im zweiten Schritt.

Substrat Variante® Zeit® [h] (5)-219 %) ee (2)[%)]
1la A 48424 93 >97
Ta B 48 +24 90 >97
1b A 48424 97 >97
1b B 48424 95 >97
1c A 72424 79 >97
1c B 72424 79 >97

[a] Variante A: direkte Zugabe von BBE zum Reaktionsgemisch nach
vollstandiger Reaktion des ersten Schritts. Variante B: Zugabe von BBE
nach Entfernung von MAO durch Zentrifugieren. [b] Reaktionszeit fuir 1.
und 2. Schritt. [c] Bestimmt mittels HPLC auf einer achiralen stationiren
Phase. [d] Bestimmt mittels HPLC auf einer chiralen stationdren Phase.
[e] 4% des Regioisomers gebildet.

gen in enantiomerenreiner Form erhalten (ee > 97 %, HPLC),
was darauf hinweist, dass die Enantioselektivitit von BBE
durch das erweiterte Reaktionssystem nicht negativ beein-
flusst wurde.

Daraufhin wurden die beiden Biotransformationen
gleichzeitig im selben Reaktionsgefdl durchgefiihrt. Fiir
diese Kaskade wurden die beiden enantioselektiven Oxida-
tionsreaktionen, katalysiert durch zwei unterschiedliche fla-
vinabhingige Enzyme (MAO und BBE), und die nicht ste-
reoselektive Morpholin-Boran-Reduktion zum selben Zeit-
punkt gestartet. Dabei ist es erwdhnenswert, dass entgegen
unseren fritheren Studien mit BBE,™ bei denen Katalase
notig war, um das Enzym vor einer oxidativen Inaktivierung
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durch Wasserstoffperoxid zu bewahren, das Kaskadensystem
von einer Katalase-Zugabe nicht profitierte.['”]

Da erste Experimente ergeben hatten, dass die simultane
Reaktion insbesondere mit den Substraten rac-1a und rac-1b
gut funktioniert,"® wurde die synthetische Anwendbarkeit
des simultanen Kaskadensystems durch Reaktionen im pra-
parativen MaBstab (150-165 mg, 0.5 mmol) untersucht. Mit
beiden Substraten wurden exzellente Umsitze erzielt; so er-
reichte etwa die Deracemisierung von rac-1b innerhalb von
24 h einen beinahe vollstindigen Umsatz (Tabelle 2). Die

Tabelle 2: Deracemisierung von Benzylisochinolinen rac-1 zu Berbinen
(5)-2 mittels einer Kaskadenreaktion durch gleichzeitigen Einsatz von
MAO, BBE und Morpholin-Boran.?!

Substrat Zeit [h] Umsatz Ausbeute ee (2)[%)]
(2)" %] (5)-29[%]

Ta 48 92 88 >97

1b 24 98 80 >97

[a] Die Reaktionen wurden in Buffer/DMSO 90:10, pH 7.7 durchgefiihrt;
mit 10 mm 1,100 gL' E. coli/MAO-N D11,0.05 gL' (1a) oder 0.02 gL'
(1b) BBE, 100 mm Morpholin-Boran; Temperatur 37°C. [b] Bestimmt
mittels HPLC auf einer achiralen stationéren Phase. [c] Ausbeute der
isolierten Produkte nach Siaulenchromatographie. [d] Bestimmt mittels
HPLC auf einer chiralen stationiren Phase.

Reaktionsprodukte (S)-2a und (§)-2b wurden in Ausbeuten
von 88% bzw. 80% und in optisch reiner Form (ee >97 %)
isoliert.

Um die Ergebnisse zusammenzufassen: Es wurde ein
neuartiges Konzept zur Umwandlung eines racemischen
Substrats in ein optisch reines Produkt etabliert, wobei sich
Substrat und Produkt strukturell unterscheiden. Das Konzept
vereint die Stereoinversion eines Substrat-Enantiomers mit
einer kinetischen Racemtrennung. In dem von uns gezeigten
Beispiel umfasst die Kaskade eine enantioselektive biokata-
lytische Aminoxidation, eine chemische, nicht enantioselek-
tive Reduktion eines Iminiumions sowie eine enantioselek-
tive aerobe C-C-Bindungskniipfung, und erreicht so die
Umwandlung von Benzylisochinolinen rac-1 zu Berbinen (S)-
2. Das dreistufige System ermoglichte Umsétze von bis zu
98 % bei isolierten Ausbeuten von bis zu 88 % und lieferte
optisch reine Produkte (S)-2 (ee>97 %, HPLC). Faszinie-
renderweise reagieren die beiden eingesetzten flavinabhin-
gigen Oxidasen dabei mit unterschiedlichen Gruppen am
Benzylisochinolin, wobei die Enzyme (MAO-N, BBE) eine
entgegengesetzte Enantiomerenpréferenz aufweisen. Die
Deracemisierungskaskade wurde erfolgreich im priaparativen
MaBstab (150 mg) angewendet und sollte so zu weiteren
Entwicklungen auf dem Gebiet von Kaskadenreaktionen mit
chemischen und biokatalytischen Schritten anregen, durch
welche die Nachteile der kinetischen Racematspaltung ver-
mieden, Ausbeuten verbessert und Syntheserouten 6kono-
mischer und umweltfreundlicher gestaltet werden konnen.

Experimentelles
Reprisentative  MAO-N/BBE-Kaskadenreaktion im préparativen
MaBstab: In einem Erlenmeyerkolben (250 mL) wurden lyophili-
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sierte Zellen von E. coli C43(DE3), welche MAO-N D11 exprimieren
(5.0 g), in Phosphatbuffer (45 mL; 100 mm K-Phosphat, pH 7.7) re-
suspendiert. Morpholin‘BH; (505 mg, 5 mmol), BBE-Stammlosung
(105 uL. einer 354 um Priparation; Endkonz. 0.05gL™") und eine
Losung des Substrats 1e (150 mg, 0.5 mmol; Endkonz. 10 mm) in
DMSO (5 mL) wurden zugesetzt, und das Gemisch wurde bei 37°C
mit 150 rpm geschiittelt. Nach 24 h wurde weiteres Morpholin-BH;
(250 mg, 2.5 mmol) und BBE-Stammlosung (105 pL) zugegeben,
woraufhin das Schiitteln fortgesetzt wurde. Nach 48 h wurde eine
Probe (250 pL) genommen, mit EtOAc extrahiert und auf den
Umsatz hin analysiert. Die HPLC-Analyse zeigte 92 % Produktbil-
dung und das Reaktionsgemisch wurde zentrifugiert (4000 rpm, 1 h,
21°C), um die Zellmasse zu entfernen. Der Uberstand wurde mit
EtOAc extrahiert (3x20mL), wobei die Phasentrennung durch
Zentrifugieren beschleunigt wurde; die Zell-Pellets wurden in EtOAc
suspendiert, erneut zentrifugiert (4000 rpm, 10 min, 21°C) und die
EtOAc-Phase wurde mit den Extrakten vereinigt. Die vereinigten
organischen Phasen wurden iiber Na,SO, getrocknet, und das Lo-
sungsmittel wurde unter vermindertem Druck abgezogen, wodurch
0.60 g einer gelblichen Fliissigkeit erhalten wurden. Die Séaulen-
chromatographie (Kieselgel, CH,Cl,/MeOH/NH;(aq) 96:3:1) des
Rohprodukts ergab 131 mg (88%) von (S)-2e als einen weilen
Feststoff (fiir die Produktcharakterisierung verweisen wir auf die
Hintergrundinformationen).
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