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Abstract: N-Desalkylierungsverfahren sind ausfiihrlich in der
organischen Chemie beschrieben und finden sich auch in der
Natur sowie bei der Verstoffwechselung von Medikamenten
wieder. Eine enantioselektive N-Desalkylierung hingegen
wurde nach unserem Wissen noch nie beschrieben. In der hier
vorgestellten Studie wurde ausschliefllich das S-Enantiomer
eines racemischen tertigren N-Ethylamins (1-Benzyl-N-ethyl-
1,2,3,4-tetrahydroisochinolin) desalkyliert, wobei sich unter
Verbrauch von molekularem Sauerstoff das entsprechende
sekundire S-Amin bildete. Diese Reaktion wird vom Berberin-
Briicken-Enzym, das fiir die Kniipfung von C-C-Bindungen
bekannt ist, katalysiert. Die Desalkylierung wurde fiir einen
Mapfstab > 100 mg gezeigt und brachte das Desalkylierungs-
produkt in hochster optischer Reinheit hervor (> 98 % ee).

Die N-Desalkylierung wird fiir die organische Synthese
genutzt,'! z.B. unter Einsatz von Oxometallkomplexen
(M=0)P® oder niedervalenten Ubergangsmetallkomple-
xen,?*3 um im Allgemeinen N,N-Dialkylanilin- oder Tetra-
hydroisochinolinderivate umzusetzen. Auch hochvalente
Ubergangsmetallkomplexe (nicht-oxo) wurden fiir diese Re-
aktion untersucht,” ebenso wie die acylierende Desalkylie-
rung von tertidfren Aminen mit Chlorameisensidureestern
(Chlorformiaten) als Reagentien.?!

In der Natur wird die oxidative N-Desalkylierung von
P450-Monoxygenasen,® Peroxidasen®” und FAD-abhingi-
gen Enzymen wie Trimethylamin-Dehydrogenase,® Sarko-
sin-Oxidase””’ und Dimethylglycin-Dehydrogenase kataly-
siert.’” N-Desalkylierung wurde auch in Metabolismusstu-
dien von Medikamenten festgestellt, z. B. fiir Fenproporex!'”!
und Verapamil,"!! wobei die Enantioselektivitit E dieser
Prozesse nicht als signifikant einzustufen ist (£ <2). Vor
Kurzem wurde eine Kaskade fiir die Desalkylierung von
Aminen publiziert, bei der zwei Enzyme — Monoaminoxidase
(MAO-N) und o-Transaminase — zusammenwirken.?!
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Trotz dieser Vielzahl an chemischen und enzymatischen
Methoden ermoglicht keine davon eine enantioselektive
Umsetzung. Somit wire eine enantioselektive N-Desalkylie-
rung eine neue Methode in der organischen Chemie.

Das anfingliche Ziel dieser Studie war es, das Substrat-
spektrum des C-C-bindungskniipfenden Berberin-Briicken-
Enzyms (BBE; EC 1.21.3.3) zu erweitern. In der Natur ka-
talysiert BBE die Umwandlung von (S)-Reticulin zu (S)-
Scoulerin mittels oxidativer C-C-Bindungskniipfung zwischen
der N-Methylgruppe und dem Phenolrest unter Verbrauch
von molekularem Sauerstoff (Schema 1).*! Dabei zieht der
oxidierte, bi-kovalent gebundene FAD-Cofaktor ein Hydrid
von der N-Methylgruppe ab, die gleichzeitig vom Phenolrest
angegriffen wird.!'"!
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Schema 1. Natiirliche Reaktion von BBE. Bildung der Berberinbriicke
durch oxidative C-C-Bindungskniipfung unter Verbrauch von molekula-
rem Sauerstoff.

Da fiir BBE aus Eschscholzia californica (Kalifornischer
Goldmohn)™ bereits gezeigt wurde, dass eine enantioselek-
tive C-C-Bindungskniipfung fiir unterschiedlichste Reticu-
linderivate mit N-Methylgruppe moglich ist,'® gingen wir
davon aus, dass N-Ethylderivate von 117 ebenfalls Substrate
fir die C-C-Bindungskniipfung sein konnten. Zu unserer
Uberraschung fiihrte das N-Ethyl-1-benzyl-1,2,3,4-tetrahyd-
roisochinolinderivat 1a jedoch nicht zur erwarteten enzyma-
tischen Bildung einer C-C-Bindung. Vielmehr beobachteten
wir eine enzymkatalysierte N-Desalkylierung, die das ent-
sprechende sekundire Amin 2a ergab (Schema 2).

Im Verlauf der Reaktion stieg die Konzentration des
desalkylierten Produkts 2a zunichst bis etwa 25% Umsatz
an, bevor zusitzliche Folgeprodukte gebildet wurden, die wir
als die vier stereo- und regioisomeren Produkte einer spon-
tanen Pictet-Spengler-Reaktion von 2a mit Acetaldehyd,!"
dem Koppelprodukt der Desalkylierung, identifizierten. Die
Bildung von Acetaldehyd wurde mittels GC nachgewiesen
und durch einen Purpald-basierten kolorimetrischen Assay
zusitzlich untermauert (sieche Hintergrundinformationen).
Aus all diesen Daten schlieBen wir, dass BBE eine oxidative
Desalkylierung katalysiert.
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Schema 2. Die biokatalytische enantioselektive N-Desalkylierung von
nichtnatiirlichen Benzylisochinolin-Alkaloiden mit BBE fiihrt zu den op-
tisch reinen Hauptprodukten (S)-2a—e und (R)-1a—e durch kinetische
Racematspaltung.

Um die Bildung von Nebenprodukten zu vermeiden,
testeten wir die N-Desalkylierung mit einem alternativen
Substrat 1b, bei dem die fiir die spontane Pictet-Spengler-
Reaktion essenzielle Phenol-OH-Gruppe fehlt. In der Tat
fiihrte die Umsetzung von 1b ausschlieflich zum desalky-
lierten Produkt 2b.

Im néchsten Schritt wurden die Reaktionsbedingungen
optimiert. Als geeignetster Puffer stellte sich Tris(hydroxy-
methyl)aminomethan-Hydrochlorid (Tris-HCl) bei pH9
heraus, der zusitzlich 10 mm MgCl, enthielt. Das bei der
Reaktion freigesetzte Wasserstoffperoxid wurde durch eine
Katalase zu Wasser und molekularem Sauerstoff dispropor-
tioniert. Die Reaktionen wurden im Dunkeln und bei einer
Temperatur von 40°C durchgefiihrt. Da sich die nichtnatiir-
lichen Substrate kaum im Puffer 10sten, testeten wir mit
Wasser mischbare wie auch mit Wasser nicht mischbare or-
ganische Losungsmittel (10%, v/v) zur Substrat-Solubilisie-
rung. Dabei stellte sich DMSO (10%, v/v) bei einer Sub-
stratkonzentration von 10 mM als beste Wahl heraus.

Unter optimierten Bedingungen wurde das Substrat rac-
1b bei einer Konzentration von 10 mM innerhalb von 24 h mit
45% Umsatz in 2b umgewandelt."”! Eine Analyse der opti-
schen Reinheit ergab, dass der ee-Wert des verbleibenden
Substrats (1b) 74% zugunsten des R-Enantiomers betrug,
wihrend das erhaltene Produkt (S)-2b optisch rein war
(>98% ee). Dementsprechend liegt eine kinetische Race-
matspaltung mit £>100 vor (Tabelle 1). Aus dem racemi-
schen Ausgangsmaterial wurde also allein das S-Enantiomer
umgesetzt, wihrend das R-Enantiomer unberiihrt blieb.

Substrat rac-1¢, bei dem sich ein Methoxysubstituent in
meta-Position der Benzylgruppe befindet, wurde zum desal-
kylierten Produkt 2¢ umgesetzt; die Reaktion war jedoch
langsam, was wahrscheinlich auf sterische Hinderung im ak-
tiven Zentrum des Enzyms zuriickzufiihren ist. Im Unter-
schied dazu wurden N-Ethylderivate mit einem Chloratom in
para-Position der Benzylgruppe (rac-1d) oder mit einer Me-
thylendioxybriicke am Isochinolin (rac-1e) ohne weiteres
akzeptiert. Beide Substrate wurden mit exzellenter Enantio-
selektivitdat (E>100) desalkyliert, sodass die optisch reinen
sekundidren Amine (S)-2d bzw. (S)-2e (ee >98%; Tabelle 1)
erhalten werden konnten. Es wurde also erneut ausschlielich
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Tabelle 1: Enantioselektive N-Desalkylierung mittels BBE.!

Substrat C*l (%] ee (1)1 [%)] ee (2)[%)] ¢

rac-1bt 45 74 (R) >98 (S) >100
rac-1c 4 n.d.m n.d.M n.a.ll
rac-1d" 30 41 (R) >98 (S) >100
rac-1d 28 21 (R) >98 (S) >100
rac-1e!" 46 80 (R) >98 (S) >100
rac-1e® 42 63 (R) >98 (S) >100

[a] Reaktionsbedingungen: Substrat rac-1 (10 mm), Tris-HCl-Puffer

(50 mm, enthalt 10 mm MgCl,), pH 9, 10% (v/v) DMSO, Katalase-
Rohpriparation (5 mgmL™"), BBE (5 mgmL™"), GlasgefiRe (4 mL) in
vertikaler Position geschiittelt, Reaktion im Dunkeln, 40°C, 24 h. [b] Der
Umsatz C wurde mit HPLC auf einer stationdren C18-Phase bestimmt.
[c] Der Enantiomereniiberschuss wurde mit HPLC auf einer chiralen
stationdren Phase bestimmt. [d] Die E-Werte wurden aus den ee-Werten
von Substrat und Produkt unter Zuhilfenahme eines Online-Tools be-
stimmt: http://biocatalysis.uni-graz.at/enantio/cgi-bin/enantio.pl.

[e] Glasgefife in horizontaler Position geschiittelt. [f] Substratkonzen-
tration 5 mm. [g] Substratkonzentration 5 mm, Enzymkonzentration
3mgmL~", 10% (v/v) DMF. [h] Nicht bestimmt aufgrund des niedrigen
Umsatzes. [ Nicht anwendbar.

das S-Enantiomer umgesetzt. Diese Befunde zeigen auch,
dass sowohl elektronenschiebende als auch elektronenzie-
hende Substituenten in para-Position der Benzylgruppe von
Substrat 1 toleriert werden.

Zum Vergleich testeten wir auch verwandte Substrate, die
anstatt der N-Ethyl- eine N-Methylgruppe aufweisen, obwohl
laut fritheren Veroffentlichungen die Verbindungen Orien-
talin und Isoorientalin (Abbildung 1) nicht von BBE akzep-

Orientalin: R = OMe, R? = OH, R® = OMe
Isoorientalin: R' = OH, R2 = OMe, R?® = OMe
N-Methylcoclaurin: R' = OMe, R? = OMe, R® = H

Abbildung 1. 1-Benzyl-N-methyl-1,2,3,4-tetrahydroisochinoline 3, die in
der vorliegenden Studie untersucht wurden.

tiert werden.” Von Laudanosin, das zwei Methoxysubstitu-
enten am Isochinolin-Grundgeriist tragt, wurde in fritheren
Studien gezeigt, dass es langsam an der C1-N-Bindung oxi-
diert wird, wodurch eine Doppelbindung in Konjugation zum
aromatischen System gebildet wird; eine Desalkylierung
wurde hingegen nicht beobachtet.'*!l Einzig fiir (S)-N-Me-
thylcoclaurin wurden bei 10 um Substratkonzentration 2 %
Desalkylierung innerhalb von 6 h beschrieben.?” Dement-
sprechend war es iiberraschend, dass rac-3a, das N-Methyl-
homologe von 1b, bereitwillig umgesetzt und enantioselektiv
desalkyliert wurde: Innerhalb von 24 h wurde ein Umsatz von
47% erreicht, wodurch (S)-2b in optisch reiner Form
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(>98% ee) und das verbleibende Substrat (R)-3a in 87 % ee
(E>100) gebildet wurden. Fiir andere N-Methylverbindun-
gen, wie rac-3b oder rac-3¢, konnte keine Desalkylierung
festgestellt werden, was sich in die Reihe fritherer Berichte
iiber Nichtsubstrate mit N-Methylgruppe einfiigt.

Alle getesteten Substrate (1a-e) sowie das Produkt 2e
waren zuvor weder in optisch reiner noch in racemischer
Form beschrieben worden und 3a—c sowie 2a—d ausschlie$3-
lich in racemischer Form."*! Insofern schafft die biokatalyti-
sche N-Desalkylierung mittels BBE einen Zugang zu neuar-
tigen Benzylisochinolin-Alkaloiden in optisch angereicherter
oder sogar optisch reiner Form.

Zum Abschluss wurde die enantioselektive Desalkylie-
rung der beiden Substrate 1b und 1e auch im préparativen
MaBstab (171 bzw. 81 mg) durchgefiihrt. Nach 48 h konnten
die Produkte der kinetischen Racematspaltung, (S)-2b bzw.
(S)-2e, in guter Ausbeute und mit exzellenter optischer
Reinheit (> 98 % ee; Tabelle 2) isoliert werden.

Tabelle 2: Priparative enantioselektive N-Desalkylierung mittels BBE.F!

Substrat " (R)-1 ee (1)1 (5)-2 ee (2)1 [
[%]  [% (mg)] [%] [% (mg)] [%]
rac-lb 33 47 (80) 54 (R) 16 (24) >98(S) >100
racle 39  39(32) 68 (R) 24(18) >98(S) >100

[a] Die Reaktionen wurden in Puffer/DMSO (90:10, v/v), pH 9, bei einer
Substratkonzentration von 10 mm fiir 1b bzw. 5 mwm fiir 1e, 3 mgmL™
BBE fiir 1b bzw. 5 mgmL™" BBE fiir e, 5 mgmL™' Katalase, 40°C, im

Dunkeln tiber 48 h durchgefiihrt. [b] Der Umsatz C wurde mit HPLC auf
einer stationdren C18-Phase bestimmt. [c] Der Enantiomereniiberschuss
wurde mit HPLC auf einer chiralen stationdren Phase bestimmt. [d] Der
E-Wert wurde auf Basis der ee-Werte von Substrat und Produkt bestimmt.

Alkaloide,”" darunter Benzylisochinoline und deren De-
rivate, weisen eine breites Spektrum an biologischen Aktivi-
titen auf.””! Zum Beispiel wurde bei 1-Benzyl-1,2,3 4-tetra-
hydroisochinolinen eine krampflosende™ und blutdruck-
senkende® Wirkung festgestellt. Fiir die Herstellung von
Benzylisochinolin-Alkaloiden ist eine Vielzahl an asymme-
trischen Synthesestrategien entwickelt worden, die im All-
gemeinen viele Reaktionsschritte benotigen, wodurch die
Gesamtausbeute beschrinkt wird, und die nur in Ausnah-
mefillen zu optisch reinen Verbindungen fiihren.””! Die
enantioselektive Desalkylierung konnte sich zu einer alter-
nativen Strategie fiir einige Anwendungsfille entwickeln. Bei
der Desalkylierung handelt es sich jedoch nicht um die na-
tiirliche Aktivitdt von BBE; vielmehr stellt sie eine promis-
kuitive Aktivitit dar.”**"]

Nach unserer Kenntnis ist dies die erste enantioselektive
N-Desalkylierung, bei der Benzylisochinolin-Alkaloide mit
N-Ethylgruppe sowie in einem Fall mit N-Methylgruppe zu
optisch reinen (>98% ee) NH-Benzylisochinolinen umge-
setzt werden. Die metallfreie biokatalytische Desalkylierung
wurde auch im préparativen Mal3stab demonstriert und ver-
lauft unter milden Reaktionsbedingungen mit molekularem
Sauerstoff als Oxidationsmittel. Sie ist damit ein Schritt in
Richtung von saubereren und selektiveren organisch-chemi-
schen Umsetzungen. Die enantioselektive Desalkylierung
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konnte sich zu einer alternativen Methode fiir die asymme-
trische Synthese entwickeln.

Experimentelles

Reprisentatives, priparatives Beispiel fiir die enantioselektive N-
Desalkylierung: Substrat 1b (170.6 mg, 0.50 mmol, Endkonzentrati-
on: 10 mm) wurde in DMSO (5 mL, Endkonzentration: 10 %, v/v)
und Puffer (41.2 mL, 50 mm Tris-HCI, pH 9, 10 mm MgCl,) mit BBE-
WI165F (3.79 mL Enzymlosung, Endkonzentration: 3 mgmL™') und
Katalase (206 mg Rohpriparation) gelost. Die Reaktionslosung
wurde 48 h in einem lichtgeschiitzten Erlenmeyerkolben (250 mL) in
einem Thermoschiittler bei 40°C und 850 rpm geschiittelt. Danach
wurde der Ansatz mit Essigester extrahiert (4 x 50 mL), wobei die
Phasentrennung durch Zentrifugieren (4 x 15 min; 4000 rpm) be-
schleunigt wurde. Die vereinigten organischen Phasen wurden iiber
Na,SO, getrocknet, und das Losungsmittel wurde unter verminder-
tem Druck entfernt. Das so erhaltene Produkt wurde mittels priapa-
rativer Diinnschichtchromatographie (Kieselgel 60; Hexan/Essiges-
ter=1:1 4+ 0.1 % NH,OH) aufgereinigt. Nach der Reinigung konnten
80 mg (47%) 1b und 24.4 mg (16 %) 2b erhalten werden. Vollstan-
dige Strukturdaten (NMR-Spektren, HPLC-Chromatogramme, op-
tische Drehwerte, HRMS- und CD-Spektren) sind in den Hinter-
grundinformationen angefiihrt.
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