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Tiivistelma

Tyon kirjallisessa osassa kasitelladn ketonien enantioselektiivista pelkistystd entsyymeilla.
Entsymaattiset reaktiot ovat kiinnostavia hyvan selektiivisyytensa ja
ymparistoystavallisyytensa takia. Kaikki ketoneja pelkistavat entsyymit tarvitsevat
toimintaansa nikotiiniamidikofaktoria NADH tai NADPH ja voivat yleensa katalysoida
reaktioita seké hapetus- etta pelkistyssuuntaan. Kofaktoreita kierratetddn reaktioissa yleensa
joko isopropanolia hapettamalla tai erillisell&d entsyymilld, kuten glukoosidehydrogenaasilla.
Substraatin liukoisuuden parantamiseksi ja konsentraation kasvattamiseksi reaktioissa
kannattaa kayttad veden lisdksi jotain orgaanista liuotinta.

Kokeellisessa osassa tutkittiin ketoreduktaasien kayttod valterioni C -nimisen luonnonaineen
enantioselektiivisessd synteesissa. Aineen absoluuttinen konfiguraatio ei ole tiedossa, joten
kumpaakin enantiomeeria pitéisi pystya valmistamaan. Tavoitteena oli selvittdd, missa
vaiheessa bentsosuberonista lahtevaa synteesireittia entsymaattinen pelkistys kannattaa tehda.
Parhaiten pelkistys onnistuu 8-nitrobentsosuberonilla, koska siitd voidaan valmistaa
selektiivisesti molempia enantiomeereja ja reaktiot ovat myos skaalattavissa. Kumpaakin
enantiomeeria valmistettiin noin 15 mg erinomaisella enantioselektiivisyydellad (ee >99% ja
97%). Synteesireitin kannalta olisi kuitenkin hyva tehda pelkistys vasta myéhemmin, vaikka

silloin voidaankin valmistaa vain toista enantiomeeria.
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1 Johdanto

Enantioselektiivisten synteesimenetelmien kehittdminen on térkedd, koska teollisuudessa
tarvitaan yha enemman enantiopuhtaita aineita.® Esimerkiksi farmaseuttiset tuotteet ovat
entistd monimutkaisempia ja useimmat niista sisaltdvat enemman kuin yhden kiraalisen
keskuksen.>*® Entsyymit kiinnostavat korkeiden kemo-, regio- ja stereoselektiivisyyksiensa
takia, mutta myos jatkuva tarve Kkehittdd prosesseista ymparistoystavallisempid ja
turvallisempia tekee biokatalyyttisista menetelmista houkuttelevia. Biokatalyytit ovat taysin
biohajoavia ja reaktiot voidaan suorittaa miedoissa oloissa (huoneenldampdtila, neutraali pH,
vesiliuokset) ilman vaarallisia reagensseja. Talldin myo6s haitalliset sivureaktiot, kuten
isomeroituminen ja epimeroituminen ovat valtettavissa.* Korkea selektiivisyys vahentaa
suojaryhmien kéyttod, miké tekee prosesseista lyhyempid ja ndin vahentéa syntyneen jatteen
méaradd. Parhaimmillaan biokatalyyttiset prosessit ovat siis sek& taloudellisia etté

ymparistoystavallisié.

Entsyymien kayttd orgaanisessa synteesissa ei silti ole kovin tavallista.” Kemistit eivat ole
tottuneet tyoskentelemaddn biologisten systeemien kanssa, ja pienessdé mittakaavassa
entsyymien kayttdé voi myos tulla kalliiksi, vaikka se isossa mittakaavassa yleensé
vihentaakin kustannuksia.® Suurin ongelma lienee kuitenkin se, etteivat entsyymit valttamatta
kesté reaktioon vaadittavia olosuhteita, kuten suuria konsentraatioita substraattia ja tuotetta
tai orgaanisia liuottimia. Entsyymeista kuitenkin voidaan tehda stabiilimpia immobilisoimalla
niitd tai kehittdméalla luonnon entsyymeistd mutantteja, jotka ovat kestdvdmpid. Muita
ongelmia biokatalyyttien kayt0ssé voivat aiheuttaa toisinaan hankala work-up, soluviljelyyn
vaadittava tila seka reaktioon kaytettyyn tilavuuteen nédhden huono saanto, jos joudutaan

pitamaan substraatin konsentraatio matalana.’

Tassé tutkielmassa keskitytddn ketonien enantioselektiiviseen pelkistykseen entsyymeilld.

Monia muitakin pelkistysmenetelmia on,®*?

mutta entsyymeilld voidaan saavuttaa hyvéa
selektiivisyys sellaisissakin tapauksissa, joissa se ei valttaméattd muuten olisi mahdollista.
Esimerkiksi etyylipropyyliketoni voidaan pelkistdé selektiivisesti (ee 98%) vastaavaksi (S)-
alkoholiksi biokatalyyttisella menetelmalla,® vaikka useimmat katalyytit eivdt pysty

pelkistaméan selektiivisesti ketonia, jossa on kaksi nédin samanlaista ryhmaa. Entsyymien



kéaytossad on myos se hyoty, ettd vetykaasun sijaan pelkistimend voidaan kayttéda suhteellisen

vaarattomia yhdisteitd, kuten glukoosia tai isopropanolia.

Kirjallisessa osassa késitelld&dn ketoreduktaasien rakennetta ja toimintaa sekd olosuhteiden
(livotin, lampotila, pH) vaikutusta reaktioihin. Liséksi esitetddn lukuisia esimerkkejé
entsyymeilld tehdyistd pelkistyksistd. Entsyymien immobilisointi ja muokkaus geneettisin
menetelmin (protein engineering) taas eivat kuulu tutkielman aihepiireihin. Kokeellisessa

osassa tutkitaan, voisiko ketoreduktaaseja kéayttaa valterioni C:n totaalisynteesissa.

2 Ketoreduktaasien rakenne ja toiminta

Alkoholidehydrogenaasit (ADH) ja ketoreduktaasit ovat oksidoreduktaaseja, jotka muuttavat
ketoneja ja aldehydeja vastaaviksi alkoholeiksi ja toisinpdin.** Ne kaikki tarvitsevat
toimiakseen nikotiiniamidikofaktoria NADH or NADPH (kaavio 1). Ketoreduktaasit

luokitellaan kolmeen luokkaan riippuen mekanismista ja kofaktorin sitomisesta.
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Kaavio 1. NAD(P)H:n rakenne.



2.1 Keskipitkéketjuiset dehydrogenaasit/reduktaasit (MDR)

Keskipitkaketjuiset dehydrogenaasit/reduktaasit ovat Zn-riippuvaisia oksidoreduktaaseja.*
Tutkituin tdhan ryhméan kuuluva entsyymi on hevosen maksan ADH (HLADH). Se on
dimeerinen entsyymi, jonka alayksikot koostuvat kahdesta domeenista (kofaktorin sitova ja
katalyyttinen domeeni, kuva 1). Kofaktorin sitova domeeni siséltdd Rossmann-foldiksi
kutsutun motiivin, johon kuuluu kuudesta samansuuntaisesta -laskoksesta koostuva B-levy,
joka on molemmilta puolilta ympérdity a-helikseilld. Substraatti sitoutuu domeenien vélissa
olevaan taskuun. Molemmat alayksikot siséltdvat kaksi Zn-ionia, joista toista tarvitaan

katalyysissa.

Kuva 1. HLADH:n alayksikdn rakenne. Kuvassa ylempané on katalyyttinen domeeni ja alempana Rossmann-
foldin sisaltava kofaktorin sitova motiivi. Kofaktori ja PFB-substraatti ndkyvat pallotikkumallilla domeenien
rajapinnalla. Rakenteellinen ja katalyyttinen Zn (keskelld) on esitetty magendanvarisilla palloilla. (PDB:
4DWV)



2.1.1 MDR-mekanismi

Reaktio alkaa kofaktorin sitoutumisella ja paattyy sen vapauttamiseen.* Naista jalkimmainen
on nopeuden méaaraava vaihe. Apo-muodossa entsyymi on avoimessa konformaatiossa, jossa
liuotin ja muut molekyylit paasevat vapaasti aktiiviseen keskukseen. Kofaktorin sitoutuessa
se kuitenkin ottaa suljetun konformaation, jossa rakenne on jarjestyneempi.”>*’ HLADH:ssa
aminohapot 293-298 siséltdva joustava silmukka on tarke&d konformaation muutoksessa. Se
jarjestyy uudelleen tehden tilaa katalyyttisen domeenin aminohapoille.’® Mutanteilla tehdyt
kokeet osoittavat, ettd substraatti sitoutuu mieluiten suljettuun konformaatioon, mutta reaktio

voi tapahtua myds avoimessa konformaatiossa.

Konformaation muutoksen aikana Ser48 ja Hisbl muodostavat vetysidokset
nikotiiniamidiriboosin 2’- ja 3’-hydroksyylien kanssa, jolloin muodostuu protoninsiirtoketju,
jota pitkin protoni voi siirtyd substraatilta vedelle tai toisinpdin (kuva2). Substraatti sitoutuu
katalyyttiseen sinkkiin, jonka muita ligandeja ovat Cys46, Cysl74 ja His67. Vapaassa
entsyymisséd neljantend ligandina on vesimolekyyli. Reaktiossa katkeaa kaksi sidosta,
alkoholin O-H- ja C-H-sidokset. Jalkimmaéinen tapahtuu hydridin siirrolla kofaktorille ja
ensimmainen protoninsiirtoketjun avulla. Nama tapahtuvat yhta aikaa.*® Kofaktorin ja sinkin
muodostama positiivinen kenttd alentaa alkoholin pK,-arvoa, mikd helpottaa protonin
siirtymistd Ser48:lle. Itse asiassa alkoholit sitoutuvat alkoksideina, mik& nahdaan
sidospituuksista (1.96 A alkoholin ja sinkin ja 2.48 A alkoholin ja Ser48:n valilla).*°



Kuva 2. MDR-mekanismi. Ylhaallda HLADH:n aktiivinen keskus, jossa PFB-substraatti on sitoutuneena
sinkkiin (keltainen pallo). Ser48 ja His51 muodostavat kofaktorin kanssa protoninsiirtoketjun, joka kuvassa
alhaalla olevan mekanismin mukaisesti siirtdd alkoholin protonin vedelle. Pelkistyssuuntaan mekanismi on
painvastainen. (PDB: 4DWV)

Substraatin metyleenin ja nikotiiniamidin C4:n vélinen etaisyys on noin 3.4 A. Etiisyyden
lyhentdminen tekee hydridin siirtymisestd helpompaa. Nikotiiniamidirengas voi ottaa
venemaisen konformaation lyhentddkseen etdisyyttd. T&ssd sitd auttavat siihen kontaktissa
olevat aminohapot Thr178, Val203 ja Val229.



2.2 Lyhytketjuiset dehydrogenaasit/reduktaasit (SDR)

Lyhytyketjuiset dehydrogenaasit/reduktaasit ovat Zn-riippumattomia, 250-350 aminohappoa
sisaltavia oksidoreduktaaseja.’’ Kuten MDR:t, myds SDR:t sitovat kofaktorin Rossmann-
foldina tunnetun rakenteen avulla. Hyva esimerkki SDR:sta on Sporobolomyces
salmonicolor:n karbonyylireduktaasi (SSCR).?* Se on NADPH-riippuvainen entsyymi, joka
koostuu 12 a-heliksistd ja 12 B-laskoksesta, jotka muodostavat kolme B-levyd (kuva 3).
Alayksikkd koostuu kahdesta domeenista, pienestd katalyyttisesta domeenista ja
suuremmasta kofaktorin sitovasta domeenista. Jalkimmainen siséltdd Rossmann-foldin, jossa
seitsemédn yhdensuuntaista p-laskosta muodostaa ison B-levyn, jota ympardi molemmilta

puolilta a-heliksit.

Kuva 3. SSCR:n alayksikdn rakenne, jossa sitoutuneena NADPH (pallotikkumallilla). Vasemmalla kofaktorin

sitova domeeni ja oikealla katalyyttinen domeeni. (PDB: 1Y1P)



2.2.1 SDR-mekanismi

Myds SDR-mekanismi alkaa kofaktorin sitomisella ja paattyy sen vapauttamiseen.?
SSCR:ssa silmukat 11e91-Tyr101 ja Pro216-Ser220 ovat joustavia apo-rakenteessa.* Kun
NADPH sitoutuu, tapahtuu konformaation muutos ja ndma joustavat osat ottavat
jarjestaytyneen rakenteen. Silmukan 11e91-Tyr101 konformaation muutos aiheuttaa
hydrofobisen vuorovaikutuksen aminohappojen Phe97 ja Trp226 valille, jolloin ne
muodostavat aminohappojen Ala238, Leu241, Prol70 ja Leul74 kanssa hydrofobisen
kanavan, joka osallistuu substraatin tunnistukseen. Kuvassa 4 on esitetty SSCR:n aktiivisen

keskuksen rakenne.

SDR:t sisaltavat katalyyttisen triadin Ser-Tyr-Lys tai tetradin Ser-Tyr-Lys-Asn.” Tyrosiini
toimii katalyyttisena emaksend ja seriini stabiloi substraattia, transitiotilaa ja tuotetta
vetysidoksilla ja voi myds vetysitoutua tyrosiinin kanssa.?” Seriinin vaihtaminen treoniiniin
tuottaa entsyymin, jolla on samanlaiset katalyyttiset ominaisuudet. Lysiini vuorovaikuttaa
nikotiiniamidiriboosin kanssa muodostaen positiivisen kentan, joka alentaa tyrosiinin pKj-
arvoa.** Mahdollinen asparagiini vuorovaikuttaa lysiinin kanssa vesimolekyylin valityksella
ja on myds muiden aminohappojen kanssa vuorovaikutuksessa siten, ettd pakottaa paaketjun
sitomaan tdman vesimolekyylin. Joillakin SDR:lla on tdmén asparagiinin tilalla seriini, joka
toimii samalla tavalla. Lysiinin tai tyrosiinin mutaatiot sen sijaan johtavat l&hes aina

inaktiiviseen entsyymiin.”® SDR-meknismi on esitetty kuvassa 4.
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Kuva 4. SDR-mekanismi. Ylhaalla SSCR:n aktiivinen keskus, jossa ndkyy katalyyttinen triadi Ser133-Tyrl77-

Lys181. Rakenteessa ei ole substraattia, mutta se sitoutuisi vetysidoksilla seriiniin ja tyrosiiniin ja saisi protonin
tyrosiinilta alhaalla esitetyn mekanismin mukaisesti. Mekanismissa on esitetty myds mahdollisen asparagiinin
vaikutus, jota SSCR:lla ei ole. (PDB: 1Y1P)

2.2.2 Kofaktorin sitominen

SDR:lla on glysiinia sisaltdva kofaktorin sitomiseen tarvittava motiivi GXXXGXG, jota
ilman entsyymi on inaktiivinen.?®?® Joillakin entsyymeilla tima motiivi on epataydellisena, ja
mutaation  taydelliseksi on  havaittu  parantavan  entsyymin  aktiivisuutta ja
lammonkestavyytta.?* Adenosiiniriboosin 2°- ja 3’-hydroksyyleihin sitoutuva aspartaatti saa
entsyymin suosimaan NADH:ia NADPH:n sijaan, koska negatiivisten varausten valinen
hylkimisvoima estdd NADPH:ia sitoutumasta. NADPH-riippuvainen entsyymi, jolla on jokin

muu aminohappo talla paikalla, voidaan muuttaa NADH-riippuvaiseksi vaihtamalla tdmé



aminohappo aspartaattiin.?®> Usein NADPH-riippuvaisissa entsyymeissa on arginiini, joka
sitoutuu NADPH:n 2’-fosfaattiin.?® Se kuitenkin osallistuu my6s muihin kofaktorin
sitomisessa tarvittaviin vuorovaikutuksiin, joten sen korvaaminen muilla aminohapoilla
heikentdd myods NADH:n sitoutumista. Jos kofaktoririippuvuuteen halutaan vaikuttaa

mutaatiolla, on edelld mainittu aspartaatti siis tarkein aminohappo.

2.3 Aldo-ketoreduktaasit (AKR)

Aldo-ketoreduktaasit (AKR) ovat monomeerisia, Zn-riippumattomia oksidoreduktaaseja,
joilla Rossmann-foldin sijaan on trioosifosfaatti-isomeraasin (TIM) rakenne (kuva 5).%” Siina
kahdeksan o-heliksid ja kahdeksan B-laskosta muodostavat tynnyriméisen rakenteen. Sen
takana on kolme suurta silmukkaa, jotka maaradvat substraattispesifisyyden. In vitro AKR:t
katalysoivat reaktioita molempiin suuntiin, mutta in vivo ne toimivat pelkastaan

pelkistyssuuntaan.



10

Kuva 5. AKR:n rakenne. Ylemmaéssé kuvassa nédkyy hyvin tynnyriméainen (TIM)-rakenne ja alemmassa kolme
substraatin  tunnistukseen vaikuttavaa silmukkaa. Kofaktori ja testosteronisubstraatti on esitetty
pallotikkumallilla. (PDB: 1AFS)

2.3.1 AKR-mekanismi

Kuten muillakin ketoreduktaaseilla, AKR-mekanismi alkaa kofaktorin sitomisella ja péattyy

sen vapauttamiseen.?’ Kofaktorin vapauttaminen on nopeuden maaraava hapetussuuntaan,
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mutta pelkistyssuuntaan myos itse reaktio on nopeuden méaradava. AKR:lla on katalyyttinen
tetrad Tyr-Lys-His-Asp ja mekanismi on melko samanlainen kuin SDR-meknismi (kuva 6).

Tyr

Kuva 6. AKR-mekanismi. Ylhailla rotan 3a-HSD:n rakenne, jossa nékyvat testosteronisubstraatti, kofaktori ja
katalyysiin osallistuvat aminohapot Tyr55, Lys84 ja His117. Mekanismi on melko samanlainen kuin SDR-

mekanismi eli ketonisubstraatti saa protonin tyrosiinilta. (PDB: 1AFS)
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3 Ketonien stereoselektiivinen pelkistys entsyymeilla

Entsymaattinen pelkistys voidaan tehda joko eristetyilld entsyymeilld tai kokonaisia soluja
kéayttden. Molemmissa tavoissa on omat hyvét ja huonot puolensa. Kokosolukatalyytteja
voidaan helposti tuottaa suuria madrid soluja viljelemé&lld, eikd proteiinien
puhdistusprosesseja tarvita.! Entsyymit voivat myos olla stabiilimpia solun sisalla kuin

eristettyind. Myoskaan erillista kofaktorin Kierratyssysteemia ei valttdmatta tarvita.

El&vien solujen kaytdssé katalyytteina on kuitenkin omat ongelmansa. Soluviljely vaatii tilaa
ja solujen aineenvaihdunta on pystyttdvd optimoimaan reaktiolle mahdollisimman
hyddylliseksi.®’ Usein substraatit ja tuotteet ovat myds myrkylisia soluille, mika rajoittaa
substraattikonsentraatiota (yleensa < 2 gl™").® Tuotteet voivat myds hajota solun
aineenvaihduntareaktioissa."  Kokosolukatalyytit myos sisaltivit monia erilaisia
ketoreduktaaseja, joilla voi olla vastakkaiset enantioselektiivisyydet, miké johtaa mataliin ee-
arvoihin. Nama ongelmat voidaan vélttad kayttamalla eristettyja entsyymeja. Talloin
substraattikonsentraatio voi olla huomattavasti suurempi (50-100 gl™) ja pelkistykset yleensa
tapahtuvat hyvalla selektiivisyydelld. Eristetyilla entsyymeilld on myds se etu, ettd niitd voi
kayttdd kuten mitd tahansa muutakin reagenssia, eika elavien solujen kasittelyyn tarvittavaa

biologian tuntemusta tarvita.

3.1 Kofaktorin Kkierratys

Koska nikotiiniamidikofaktorit ovat lilan kalliita k&yttd4d stoikiometrisina reagensseina,
taytyy niiden kierrattamiseksi olla tehokkaita menetelmid, jos halutaan tehda reaktioita
preparatiivisessa mittakaavassa.”® Yleensa reaktioseokseen lisatadn jotain toista substraattia,
esimerkiksi isopropanolia, jota hapettamalla entsyymi voi itse kierrattdd kofaktoria. Toinen
vaihtoehto on lisata reaktioseokseen toista entsyymid, joka hoitaa kofaktorin kierratyksen.
Menetelman valinnasssa on térkeda: 1) ettei lisdtty substraatti tai siitd tuleva tuote haittaa

entsyymin toimintaa, 2) ettd tuote on helposti puhdistettavissa reaktioseoksesta, 3) ettd
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reaktion tasapaino saadaan halutun tuotteen puolelle, 4) ettd prosessi on kéytannéllinen ja
edullinen ja 5) ettd tarvittavat reagenssit ovat kaupallisesti saatavilla tai helposti
valmistettavissa. Kofaktorin kierratyksen tehokkuutta kuvataan TTN-luvulla (total turnover
number), joka kertoo kuinka paljon tuotetta (mooleissa) syntyy yhta kofaktorimoolia kohti.*

Jotta prosessi olisi kaupallisesti kannattava, taytyy TTN:n olla vahintaan 10%-10* 3%

3.1.1 Toisen substraatin kayttd kofaktorin kierratyksessa

Yksinkertaisia alkoholeja, yleensa isopropanolia, voidaan kéyttdd hydridin l&hteind
kofaktorin kierratyksessa (kaavio 2).2° Talloin tarvitaan vain yksi entsyymi, koska sama
entsyymi voi suorittaa sek& varsinaisen substraatin pelkistyksen ettd kofaktorin kierratyksen
isopropanolia hapettamalla. T&llgin kofaktorin ei mydskaan tarvitse siirtyd eri entsyymien
valilla, vaan se voi olla jatkuvasti sitoutuneena aktiiviseen keskukseen ja toimia vuorotellen

hapettimena ja pelkistimené.

_ KRED

substraatti = tuote
NAD(P)H NAD(P)*

o) \/ OH

)J\ KRED )\

Kaavio 2. Kofaktorin kierratys isopropanolia kéyttaen.

Isopropanoli on edullista ja monet entsyymit sietévét sitd hyvin. Se myods helpottaa huonosti
veteen liukenevien substraattien liukenemista. Reaktioseoksen pH:ta ei myoskaan tarvitse
s&ataa reaktion aikana, kuten toista entsyymid hyodyntavissa menetelmissg, joissa pH usein

muuttuu reaktion aikana.

Isopropanolin k&ytéssd on kuitenkin se ongelma, ettd kaksi reversiibelid prosessia on yhta
aikaa kaynnissd. Tuotteen lopullinen konsentraatio riippuu siis termodynaamisesta
tasapainosta. Yleensa tasapaino saadaan tuotteen puolelle kayttdmalla suurta yliméaraa

isopropanolia. Joskus tarvitaan myods asetonin poistamista reaktioseoksesta. Vain entsyymejé,
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jotka sietdvéat suuria maéria isopropanolia ja asetonia, voidaan siis kayttdd. Optimaaliset pH:t
ovat myos erilaiset hapetus- ja pelkistyssuuntaan, joten reaktioseoksen pH tdytyy saatéa
sellaiseksi, ettd entsyymi on tarpeeksi aktiivinen katalysoimaan substraatin pelkistystd, mutta
myaos isopropanolin hapetus tapahtuu.

Jos entsyymi ei sieda isopropanolia, pitkaketjuisemmat alkoholit voivat toimia paremmin.*
Myos primadrisia alkoholeja voidaan kayttad. Esimerkiksi diasetyyli 1 on pelkistetty (S)-
asetoiiniksi 2 kayttamalla 1-butanolia kofaktorin kierratykseen (kaavio 3).** Téassa kaytetty
ADH sietdd suuriakin madrida 1-butanolia, mutta vain 1,5-kertainen mard substraattiin

verrattuna tarvitaan tehokkaaseen ja enantioselektiiviseen reaktioon.

Mycobacterium

o sp. B-009 -ADH o
o 1 N OH 2
NADH NAD"
(@) \/
H)J\/\ HO\/\/

Mycobacterium
sp. B-009 -ADH

Kaavio 3. Diasetyylin 1 pelkistys Mycobacterium sp. B-009
-ADH:lla.®

Primadristen alkoholien kayttdé voi kuitenkin aiheuttaa myos ongelmia, koska aldehydit
reagoivat aminoryhmien kanssa imiineja muodostaen (kaavio 4) helpommin kuin ketonit.*
Tamé& voi muuttaa entsyymin konformaatiota, ja monilla ketoreduktaaseilla katalyysiin

tarvitaan lysiinid, joka voi myos osallistua néihin reaktioihin.

O
ENZ-SNH," + )J\H — EMZ7ON

Kaavio 4. Aldehydin ja lysiinin valinen imiinin muodostus.
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3.1.2 Toisen entsyymin kayttd kofaktorin kierratyksessa

Kofaktorin kierratys voidaan tehdd myos niin, ettd reaktioseokseen lisatdén tata tarkoitusta
varten toista entsyymia, esimerkiksi glukoosidehydrogenaasia (kaavio 5).%* Vaikka tama
tekee prosessista monimutkaisemman, on talla menetelmalld joitakin etuja isopropanolin ja
muiden alkoholien kayttoon verrattuna. Kofaktorin kierratykseen kaytettdva reaktio on nyt
irreversiibeli, joten suurta ylimaaréa toista substraattia ei tarvita. Esimerkiksi 2-oktanonin
asymmetrinen pelkistys Lactobacillus brevis ADH:lla vaatisi substraattiin verrattuna 50-
kertaisen ylimaaradn isopropanolia, mutta glukoosidehydrogenaasi/glukoosi-systeemia

kayttamalla vain kolminkertainen ylimaara glukoosia tarvitaan.*

KRED

substraatti > tuote
+
NAD(P)H NAD(P)
lukonihappo —= lukoosi
g pp GDH g

Kaavio 5. Kofaktorin kierratys GDH/glukoosi-systeemilla.

Glukoosidehydrogenaasit (GDH), jotka muuttavat glukoosin glukonihapoksi, ovat
yleisimmin kaytettyj& johtuen niiden stabiiliudesta ja aktiivisuudesta. Ne voivat Kierrattaa
sekd NADH:ia ettd NADPH:ia. Tuotteena syntyvd glukonihappo alentaa reaktioseoksen
pH:ta, joten reaktioon taytyy lisdtd emdastd pH:n pitdmiseksi vakiona. Esimerkiksi 1M

NaOH:ia voidaan kayttaa.?* Joskus glukonaatti voi my6s vaikeuttaa tuotteen puhdistusta.?®

Formiaattidehydrogenaaseja (FDH), jotka hapettavat muurahaishapon hiilidioksidiksi, on
perinteisesti kaytetty NADH:n kierratykseen.®> Tama on ensimmainen isossa mittakaavassa
kaytetty kofaktorin kierratysmenetelma.?® Reaktio on irreversiibeli, ja tuotteen puhdistus on
helppoa, koska sivutuotteena syntyy vain hiilidioksidia.*> FDH:t ovat kuitenkin vdhemman
kaytettyja kuin GDH:t, koska niilld voidaan kierrattdd vain NADH:ia. P&&asiassa niita
kéaytetddn silloin kun substraatti on herkkd eméksille. Reaktioseoksen pH nousee, kun

muurahaishappoa kuluu reaktiossa, joten happoa taytyy lisata reaktion aikana.
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Uusi menetelma kofaktorin kierratykseen on fosfiittidehydrogenaasien (PDH) kaytt6.° Ne
muuttavat puskurin fosfiittia fosfaatiksi vaikuttamatta merkittdvasti pH-arvoon. Ne ovat yhta
aktiivisia kuin FDH:t, mutta stabiilimpia ja voivat kierrattdd myos NADPH:ia. Kuitenkin vain

muutama esimerkki niiden kaytosta on julkaistu.*®*’

Muita kofaktorin Kierrdtykseen kéytettyjd  entsyymejd  ovat glukoosi-6-
fosfaattidehydrogenaasit (G6PDH), glutamaattidehydrogenaasit ja dehydrogenaasit.®

3.1.3 Valokemialliset menetelmat

Kasvit ja levat pystyvat pelkistimaan NADP*:n fotosynteesin avulla.*® Luonnossa tata
reaktiota kaytetddn sokerien valmistamiseen hiilidioksidista, mutta sitd voidaan kayttdd myods
ketonien pelkistykseen alkoholeiksi. Syanobakteerit ovat tdhédn kasveja parempi vaihtoehto,

koska yleensa kasvisolut kasvavat viljeltyina todella hitaasti.
Pentafluoroasetofenoni 3 voidaan pelkistdd enantioselektiivisesti Synechococcus elongatus

PCC 7942 -syanobakteerin avulla (kaavio 6). Reaktio on huomattavasti hitaampi pimedssa

kuin valossa.

F S. e|ongatus PCC 7942

= E valo

saanto >90%
ee >99%

Kaavio 6. Pentafluoroasetofenonin 3 pelkistys Synechococcus elongatus PCC 7942 -syanobakteerilla.*®
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3.2 Liuottimen vaikutukset
3.2.1 Entsymaattiset reaktiot orgaanisissa liuottimissa

Vesi on entsyymien luonnollinen ymparistd, mutta on monia syitd tehdd entsymaattisia
reaktioita orgaanisissa liuottimissa.*® Monet substraatit liukenevat veteen huonosti ja voivat
olla myds myrkyllisia katalyytille.** Siksi kaksifaasireaktiot, joissa substraatti paaosin
orgaanisessa faasissa, ovat suosittuja. Kaavion 7 esimerkissé substraatin konsentraatiota on

kasvatettu 10 mM:sta 200 mM:ksi kayttamalla vesi/heptaani-kaksifaasisysteemia.**

O OH

Rhodococcus erythropolis ADH
vesi/heptaani 4:1
cl Cl

5a /_\ 6a

0
200 mM NADH NAD" 63%

~_

CO, muurahaishappo
Candida boidinii -FDH

Kaavio 7. 4’-Klooriasetofenonin 5a stereoselektiivinen pelkistys Rhodococcus erythropolis -ADH:lla

vesi/heptaani-kaksifaasisysteemissa.*!

Kokosolureaktioissa kaksifaasisysteemin kayttd tarjoaa myods mahdollisuuden kontrolloida
stereokemiaa.”* Kun substraatin konsentraatio vesiliuoksessa on matala, nopeiten toimii
entsyymi, jolla on pienin Ky-arvo. Néin saadaan vahennettyd monien entsyymien vaikutusta
stereokemiaan. Orgaanisten liuottimien sijaan voidaan kayttad myos hydrofobista polymeeria,
kuten Amberlite™ XAD:ia. XAD-7:n kayttd parantaa saantoa ja enantioselektiivisyytta

Geotrichum candidum:lla tehdyissa pelkistyksissé.

Entsyymien ominaisuudet ovat erilaiset orgaanisissa liuottimissa kuin vedessa ja niita
voidaan muuttaa vaihtamalla liuotinta.®® Enantioselektiivisyys voi jopa muuttua
vastakkaiseksi liuotinta vaihtamalla. Yksi hyva syy kéyttada orgaanisia liuottimia on myos se,
ettd vesi voi saada aikaan monia sivureaktioita ja l&htGaineet tai tuotteet voivat olla
epéastabiileja vedessa. Esimerkiksi 4-substituoidut 3-oksobutanoaatit ovat melko epastabiileja

vedess4, joten niiden biokatalyyttinen pelkistys suoritetaan kaksifaasisysteemissa.*®
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3.2.2 Miksi entsyymit ovat vahemman aktiivisia orgaanisissa liuottimissa kuin vedessa?

Suurin ongelma entsymaattisten reaktioiden suorittamisessa pelkdstddn orgaanisissa
liuottimissa on niiden aktiivisuuden pieneneminen.** Toimiakseen kunnolla ne tarvitsevat
ymparilleen vesikerroksen. Suurin syy aktiivisuuden pienenemiseen orgaanisissa liuottimissa
on vesikerroksen héaviaminen, joka tekee entsyymistd jaykemmén ja voi aiheuttaa
konformaation muutoksia. Rakenteessa pitdd olla joustavia osia, jotta entsyymi pystyy
kaikkiin reaktiossa tarvittaviin konformaatiomuutoksiin, joten jaykka entsyymi ei toimi yhta

hyvin.

Orgaanisissa liuottimissa reaktiot saattavat myods olla energeettisesti epdsuotuisia. Kun
substraatti sitoutuu entsyymin aktiiviseen keskukseen, sen vuorovaikutukset liuottimen
kanssa purkautuvat. Tdma prosessi on suotuisa, jos syntyvat vuorovaikutukset entsyymin
kanssa ovat voimakkaampia kuin vuorovaikutukset liuottimen kanssa. N&in on, jos
hydrofobinen substraatti siirtyy vedestd hydrofobiseen aktiiviseen keskukseen. Kun vesi
vaihdetaan orgaaniseen liuottimeen, tdma etu voidaan menettad, jolloin aktivoitumisenergia
kasvaa ja reaktio hidastuu. Reaktioita voi hidastaa myds entsyymien huono liukoisuus
orgaanisiin liuottimiin, mutta tdmén ei pitéisi olla ongelma, jos reaktiossa on kunnollinen

sekoitus.
3.2.3 Orgaanisten liuottimien log P:n vaikutus entsyymireaktioihin

Hydrofobiset liuottimet ovat usein hydrofiilisia parempi vaihtoehto, jos orgaanisia liuottimia
kaytetaan entsyymireaktioissa.>® Hydrofobisuutta voidaan vertailla esimerkiksi oktanoli/vesi-
jakautumiskertoimen logaritmilla log P. Kirjallisuuden perusteella on kuitenkin epéselvaa,
voidaanko log P-arvoja oikeasti kayttaa oikean liuottimen valintaan.**° Laane et al.*®
suosittelevat niiden kayttoa tarkeimpand Kkriteering, kun valitaan orgaanista liuotinta

kaksifaasireaktiooon. Li et al.*®

ovat havainneet, ettd 2-oktanonin pelkistyksessa hiivalla
solujen elinkelpoisuus ja sitd kautta saanto paranevat log P:n kasvaessa. Myodskin Gonzalo et

al.*’ ovat havainneet entsyymien aktiivisuuden paranevan log P:n kasvaessa.

On kuitenkin myds esimerkkeja, joissa téllaista korrelaatiota ei ole havaittu.** Mozhaev et

al.* ovat sita mielta, ettei log P-arvojen perusteella voi vertailla liuottimia, joilla on erilaiset

|.50

funktionaalisuudet. Villela Filho et al.”” ovat my6hemmin osoittaneet, ettei ndin voi vertailla
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edes liuottimia, joilla on sama funktionaalisuus. On kuitenkin ndyttod siitd, ettd
hypertermofiilisen ADH:n aktiivisuus vesiliukoisissa orgaanisissa liuottimissa on

riippuvainen liuottimen log P-arvosta, eika koostumuksesta.>
3.2.4 Entsymaattiset reaktiot ioninesteissa

loninesteet ovat yhdisteitd, jotka koostuvat ioneista, mutta ovat nesteitd huoneenlampdétilassa
ta lahella sita?® Ne ovat kierratettdvyytensa ja haihtumattomuutensa ansiosta
ymparistoystavallisia, minka takia niiden kayttoa orgaanisessa synteesissa on tutkittu.>? Myds
esimerkkeja entsymaattisista pelkistyksistd 10ytyy kirjallisuudesta monia. Varsinkin
kokosolureaktioissa bioyhteensopivat ioniset nesteet voivat olla hyva vaihtoehto perinteisille
orgaanisille liuottimille, jotka usein vahingoittavat solukalvoa.”® Brautigam et al.”® ovat
kokeilleet 21 ionisen nesteen sopivuutta 2-oktanonin 7 ja 4’-klooriasetofenonin 5a

kokosolupelkistykseen (kaavio 8).

o LBADH E. coli:ssa OH

\/\/\)J\ )\/\/\/

NADH NAD"

CO, = muurahaishappo
CBFDH in E. coli:ssa

Kaavio 8. 2-Oktanonin 7 asymmetrinen pelkistys Lactobacillus brevis -ADH:ta tuottavissa E. coli -soluissa

veden ja ioninesteen muodostamassa kaksifaasisysteemissa.*’

loninesteitd kayttamalld saatiin yli 10-kertaisia saantoja pelkéassa vesiliuoksessa tapahtuviin
reaktioihin verrattuna. loninesteet, jotka siséltdvat [PFg]- tai [NTF]-anionin tuottivat
paremman saannon kuin vastaavat [FAP]-anionin siséltavat liuottimet. Suurin syy saantojen
parantumiseen on katalyytille myrkyllisten substraatin ja tuotteen konsentraation
pienentyminen vesifaasissa. Tamé& ei kuitenkaan ole ainoa selitys, koska korkea
jakautumiskerroin ei automaattisesti tarkoittanut hyvaa saantoa.

52
l.

Matsuda et al.” ovat tutkineet erilaisten ketonien stereoselektiivisté pelkistysta Geotrichum

candidum:lla ionisissa nesteissd (kaavio 9). Reaktio ei tapahtunut ollenkaan, jos



20

reaktioseokseen ei lisdtty vettd. Vesiliukoisen ioninesteen [emim][BF4] tapauksessa edes
veden lisd&minen ei auttanut, mika osoittaa, ettd vesikerros solun ympérilla on valttdmaton.
Vesikerroksen luomiseksi solujen ympérille ne immobilisoitiin vettd absorboivaan
polymeeriin. T&llGin reaktio tapahtui laajalla substraattiskaalalla ja hyvélla selektiivisyydelld
(ee >99%). Muilla ionisnesteilld havaittiin, ettd saanto riippuu anionista. [PFg] ja [BF4]
tuottivat parhaat saannot, kun taas rikkia sisaltavilla anioneilla reaktio oli todella hidas.
Kationeilla ei havaittu olevan vaikutusta saantoon, ja selektiivisyys oli hyva kaikissa

toimivissa reaktioissa.

Geotrichum candidum
IFO 5767, kuivattu solu,
immobilisoitu vetta
absorboivaan po]ymeeriin,
joninen neste OH

o \/ OH
M- A

Geotrichum candidum
IFO 5767, kuivattu solu,
immobilisoitu vetta
absorboivaan polymeeriin,
ioninen neste

Kaavio 9. Ketonien asymmetrinen pelkistys Geotrichum candidum:lla ioninesteiss4.>

Substraatti- ja tuoteinhibitiosta johtuen ioninesteitd on kéytetty myds 4’-metoksiasetofenonin

5b biokatalyyttisessa pelkistyksessa (kaavio 10).%*
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Rhodotorula sp. AS2.2241

MeO MeO
5b N 6b
NAD(P)H NAD(P)"
CO;*H,O < Glukoosi + O,

Rhodotorula sp. AS2.2241

Kaavio 10. 4’-Metoksiasetofenonin 5b asymmetrinen pelkistys (S)-1-(4-metoksifenyyli)etanoliksi 6b
Rhodototorula sp. AS2.2241:1la.**

Kokosolureaktioiden liséksi ioninesteitd on kaytetty myos eristettyjen entsyymien kanssa.

Esimerkiksi Hussain et al.?®

ovat pelkistdneet 4’-bromi-2,2,2-trifluoroasetofenonia 9
vastaavaksi alkoholiksi 10 Rhodococcus erythropolis -ADH:lla ioninesteitd siséltdvéassa
liuoksessa (kaavio 11). Yhdiste 9 on tarpeeksi vesiliukoinen tehokasta reaktiota varten, mutta
suurissa konsentraatioissa katalyytille haitallinen. Reaktio pelkdsséd puskurissa tai 10%
vesiliukoista orgaanista liuotinta sisaltdvasséd liuoksessa tuotti vain 10% konversion
katalyytin nopean deaktivoitumisen takia. Kaksifaasisysteemi, joka sisélsi 10 % tolueenia,
tuotti sekin vain 20% konversion. loninesteet kuitenkin suojasivat katalyyttia

deaktivoitumiselta, ja reaktio eteni loppuun alle kymmenessé tunnissa.

O OH
CF;3 READH CF3
Br " Br
NADH NAD"
Glukonihappo Glukoosi
GDH 103

Kaavio 11. 4’-Bromi-2,2,2-trifluoroasetofenonin 9 asymmetrinen pelkistys READH:lla.?®
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loninesteitd voidaan kayttdd myo6s yksifaasireaktioissa, mutta tahan liittyy joitakin
ongelmia.®™ Hydrofobisissa ioninesteissa entsyymit ovat stabiileja ja aktiivisia, mutta huonon
liukoisuuden takia muodostuu suspension, ja vain pieni osa entsyymimolekyyleista on
kaytettavisséd reaktioon. Hydrofiilisissa ioninesteissa taas liukoisuus on hyvd, mutta

vuorovaikutukset anionien kanssa denaturoivat entsyymin.

3.2.5 Entsymaattiset reaktiot ylikriittisessa hiilidioksidissa

Myos ylikriittista hiilidioksidia (scCOy) kaytetaan toisena liuottimena
kaksifaasisysteemeissa.”® Sen etuja ovat myrkyttémyys, hyva saatavuus, syttymattdmyys ja
alhainen kriittinen lampétila. Ylikriittisill&4 nesteilld on sekéd kaasujen (alhainen viskositeetti,
hyva diffuusiokyky) ettd nesteiden (hyvé liuotuskyky) ominaisuuksia, mika tekee niista
erilaisia kuin perinteiset liuottimet.>’ Ominaisuuksia voidaan my6s saatdd muuttamalla
lampotilaa ja painetta, joten itse liouotinta ei tarvitse vaihtaa, jos halutaan erilaisia

ominaisuuksia.

Monia ketoneja voidaan pelkistdd scCO,:ssa Geotrichum candidum -soluilla, jotka on
immobilisoitu vettd absorboivaan polymeeriin.>’ Reaktio toimii asetofenonilla ja sen
johdannaisilla, bentsyyliasetonilla ja sykloheksanonilla tuottaen 11-96%:n saannon ja
useimmissa tapauksissa erinomaisen selektiivisyyden (ee >99%). Substituoiduilla
asetofenoneilla substituentit ortho-asemassa parantavat saantoa ja para-asemassa heikentavét

sita.

Immobilisoituja Geotrichum candidum -soluja on kaytetty ketonien pelkistykseen myds
kaaviossa 12 esitetyssa virtausreaktorissa.”® Sen etu perinteiseen reaktoriin verrattuna on,

ettei tuotetta tarvitse uuttaa reaktioseoksesta.
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Cooer | TEnOMeter Injection Substrate
HPLC pump valve
|/\ Relief valve
| ~
—/ —
N\ |

Preheating
coil

/ ~CO>
catalyst
. Product
H,0 bath
35°C =
( ) Cold trap
COscylinder & Cell

() Water absorbing polymer

Kaavio 12. Ketonien pelkistykseen Geotrichum candidum:lla scCO,:ssa kaytetty virtausreaktori.*®

Mahdollinen ongelma scCO,:n kéytdssd on, ettd se voi alentaa reaktioseoksen pH:ta, mika
taas voi johtaa katalyytin deaktivoitumiseen.®® Esimerkiksi kaaviossa 13 esitetyssa reaktiossa
saatiin vain 4%:n saanto pH:n alenemisesta johtuen. Kun reaktioseokseen lisattiin NaHCO3:a,
saanto parani 25%:iin. Substituoiduilla asetofenoneilla saatiin onneksi sitdkin korkeampia

saantoja.

O Geotrichum candidum NBRC 5767, OH
scCO - i NaHCO B
2/IMES-puskuri, 23 ArN

TN > 99% ee

NADH NAD

)OJ\ \/ OH
Geotrichum candidum NBRC 5767,
sCCO,/MES-puskuri, NaHCO3

Ar

Kaavio 13. Asetofenonien asymmetrinen pelkistys Geotrichum candidum NBRC 5767:11a.>
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3.3 Lampdtilan ja pH:n vaikutukset enantioselektiivisyyteen

entsyymireaktioissa

3.3.1 Lampadtilan vaikutukset

Entsyymireaktioiden enantioselektiivisyyttd tai enantiospesifisyyttd voidaan kuvata
enantiomeerisella suhteella E (yhtalé 1).>° Kun reaktio on kineettisessa kontrollissa, E on
suhteessa aktivoitumisenergian muutokseen yhtalon 2 mukaisesti. Jos reaktio tuottaa
raseemista tuotetta, E = 1 ja 44G* = 0, jolloin A4H* = T 44S*. Niinpa lampotila, jossa reaktio
tuottaa raseemista tuotetta, raseeminen lampétila T, = A4H*/4AS*. Raseemisen lampotilan
alapuolella E pienenee ldmpotilan kasvaessa, kunnes saavuttaa arvon 1. Raseemisen

lampotilan ylépuolella se taas kasvaa lampétilan noustessa.

E = (kcat/KM)R (1)
(kcat/KM)S
AAG* = -RTInE = AAH*-TAAS? (2)

Taman perusteella enantioselektiivisyyttd voidaan siis parantaa joko laskemalla tai
nostamalla ldmpdotilaa, mutta Kirjallisuudesta 10ytyvissé esimerkeissd lampdétilaa on

laskettu.%0-52

a-Klooriasetofenonin pelkistyksessa hypertermofiilisen arkin P. furiosus
ADH:lla enantioselektiivisyys hieman laskee korkeissa lampdotiloissa (ee:t 99, 99, 98 ja 96
lampétiloissa 25, 37, 50 and 70 °C).%®° Siksi reaktio kannattaa suorittaa 37 °C:ssa, vaikka
entsyymi on aktiivisempi korkeammissa lampoétiloissa. Samanlaisia tuloksia saatiin myos
1,1,1-trifluoriasetonin pelkistyksessa LBADH:Ila.®* Enantioylimaara kasvoi 94%:sta 97%:iin,
kun lampdtila laskettiin 30 °C:sta 15 °C:een. Kolmas esimerkki on etyyli-4-kloori-3-
oksobutanoaatin (COBE) pelkistys Neurospora crassa:n karbonyylireduktaasilla (NcCR).%?
Lampotilassa 40 °C entsyymin aktiivisuus oli paras, mutta ee vain 78.8%. NcCR oli

COBE:lla kuitenkin tarpeeksi aktiivinen toimiakseen -3 °C:ssa, jolloin ee oli 98%.
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3.3.2 pH:n vaikutukset

Secundo ja Phillips®® ovat tutkineet pH:n vaikutusta enantiospesifisyyteen alkoholien
hapetuksessa kahdella ADH:lla. Mitddn vaikutusta ei havaittu HLADH:lla, ja
Thermoanaerobacter ethanolicus -SADH:n tapauksessa havaittu vaikutus on esitetty
yhtélossa 3, jossa E on enantiomeerinen suhde, K; on entsyymin katalyyttisen emaksen
happovakio ja C = kis/k, (kaavio 14, Cr ja Cs ovat C:n arvot (R)- ja (S)-isomeerien
muodostumisessa). Tama pH-riippuvuus tarkoittaa, ettd myos vastaavan pelkistysreaktion

enantioselektiivisyys on samalla tavalla pH-riippuvainen.

K, (1+ Cg)
e (keae/Ku)r m (3)
= K. (1+Cg)
Creat/ Kn)s T 3 R L0 G
ky
EH EHS
I(8
Ky Ke || s
k
1 k3 4
E - ES ——= EP ——» E*P
2

Kaavio 14. pH-riippuvaisen entsyymireaktion kineettinen mekanismi.®

Paras aktiivisuus voidaan saavuttaa eri pH-arvossa kuin paras selektiivisyys.*® 2-Oktanonin 7
pelkistyksessé hiivalla paras saanto saadaan, kun pH on 7.0-8.0. Enantioselektiivisyys taas on
paras, kun pH on 4.0-5.0 ja huonoin pH:ssa 7.0. Kun pH:ta viel& nostetaan, selektiivisyys

kasvaa taas, joten optimaalinen pH télle reaktiolle on 8.0.
3.4 Esimerkkeja entsyymeilla pelkistetyista ketoneista
3.4.1 Yksinkertaiset alifaattiset ketonit

Matsuda et al.'® ovat tutkineet yksinkertaisten alifaattisten ketonien pelkistysta
asetonikuivatuilla Geotrichum candidum IFO 4597 -soluilla (kaavio 15). Substraateilla 11a,
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11d, 11e and 11g saavutettiin erinomainen enantioselektiivisyys (ee > 99%). Melkein yhta
hyva tulos saatiin myds 11c:ll& ja 11f:11a (ee 98%). Ainut huonompi arvo (ee 77%) saatiin
11b:114, mutta sekin parani 94%:iin, kun k&ytettiin suurempaa maaréa alkoholia. Tama
todenndkaisesti johtui siitd, ettd alkoholi inhiboi voimakkaammin (R)- kuin (S)-entsyymeja.

OH
i APG4 =
R R, R R,
11 /\ 12
NADH NAD*

. ~ OH
E>:O tal)J\ ~rGa E>—OH tal)\

a: R, =Me, R, = Pr
b:R; = Me, R, = Et
C:R,=Et,R,=Pr
d:R;=Me, R, =Bu
€:R; = Me, R, = Pen

f: Ry = Me, R, = i-Pr

g: Ry = Me, R; = cycloPr

Kaavio 15. Yksinkertaisten alifaattisten ketonien pelkistys Geotrichum candidum IFO 4597:1la (APG4)."

Keinan et al.** ovat pelkistaneet yksinkertaisia alifaattisia ketoneja Thermoanaerobacter
brockii -ADH:lla (TBADH). Pienet substraatit suosivat (R)- ja suuremmat (S)-
konfiguraatiota. Hyvan selektiivisyyden saavuttamiseksi reaktiot suoritettiin 37 °C:ssa,
vaikka entsyymi on aktiivisempi korkeammissa lampétiloissa.

Gao et al.®

ovat pelkistaneet diasetyylia 1 (3S)-asetoiiniksi 2 Gluconobacter oxydans -CR:lla
(kaavio 16). Entsyymi on sopiva t&hdn tarkoitukseen, koska silla ei ole ollenkaan

asetoiinireduktaasiaktiivisuutta. Opitimaalisissa olosuhteissa saavutettiin ee 96.9%.
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)J\H/ Gox0644 :
1 nd

glukonihappo = glukoosi
Bacillus subtilis 168 -GDH

Kaavio 16. Diasetyylin 1 asymmetrinen pelkistys Gluconobacter oxydans -CR:lla (Gox0644).%°

(R)-1,3-butaanidiolia on valmistettu enantioselektiivisesti (ee >99%) 4-hydroksi-2-
butanonista E. coli -soluilla, jotka tuottavat Leifsonia sp. S749 -ADH:ta.®® Reaktio suoritettiin
reaktorissa, jossa katalyytti on pakattu pieneen kolonniin, ja substraattia sisaltavan liuoksen
annetaan valua sen lapi. Vastaava reaktio voidaan katalysoida my6s Pichia jadinii
HBY61:11a.®” Substraattikonsentraatiolla 45 g/L saavutettiin 100%:n ee ja 85.1%:n saanto.

Myos diketoneja on pelkistetty entsyymeilld onnistuneesti. (2S,5S)-heksaanidiolia on tuotettu
vastaavasta  diketonista ~ Gre2p-nimiselld  hiivan  (Saccharomyces  cerevisiae)
dehydrogenaasilla.®® Erittain hyva selektiivisyys saavutettiin (ee ja de >99%). Diketoneja on
pelkistetty myds Rhodococcus ruber DSM 44541:11a.%° Pienilld substraateilla, kuten 2,3-
pentaanidionilla, selektiivisyys oli huono (ee 60%), mutta parani hiiliketjun kasvaessa. 2,4-
Oktaanidioni ei pelkistynyt dioliksi saakka, mutta vastaavaa (S)-2-hydroksiketonia saatiin

hyvalla selektiivisyydella (ee >99%).

Myos syklisid ketoneja on kéytetty substraatteina entsymaattisissa pelkistyksissd. Wada et
al.”® ovat julkaisseet ketoisoforonin 13 pelkistyksen aktinoliksi 15 kaksivaiheisessa
entsyymireaktiossa (kaavio 17). Ensimmaisessd vaiheessa OYE pelkistaa kaksoisidoksen ja

toisessa levodionireduktaasi (LVR) toisen ketoryhmisté.

O ove2 O VR ©
—_— —
O O ey HO ey

13 14 15
ee 94.5% ee 94.2%

Kaavio 17. Kaksivaiheinen entsymaattinen reaktio, joka muuttaa ketoisoforonin 13 aktinoliksi 15.”
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3.4.2 a- ja p-Ketoesterit

Bacteroidis fragilis:n  7a-hydroksisteroididehydrogenaasia (7a-HSD) on kéytetty a-
ketoestereiden  pelkistykseen  (kaavio  18).”%  Entsyymi ei ole aktiivinen
asetofenonijohdannaisilla tai B-ketoestereilld, mutta pelkistdd tehokkaasti sekd aromaattisia
ettd alifaattisia a-ketoestereitd. Substituentit vaikuttavat entsyymin aktiivisuuteen, mutta eivat
reaktion enantioselektiivisyyteen. Useimmissa tapauksissa saavutetaan erinomainen

selektiivisyys (ee >99%).

CO, = muurahaishappo
FDH

Kaavio 18. a-Ketoestereidan asymmetrinen pelkistys Bacteroidis fragilis -7a-HSD:lla.™

Zhu et al.”? ovat tutkineet B-ketoesterien pelkistystd 20 ketoreduktaasilla (kaavio 19).
Useimmissa tapauksissa entsyymin aktiivisuus pieneni, kun R’-ryhman koko kasvoi.
Tapauksissa, joissa diastereomeerien muodostuminen oli mahdollista, reaktio tapahtui
diastereoselektiivisesti ~ johtuen a-protonin  happamuudesta, joka sallii  a-hiilen

epimeroitumisen lahtbaineessa, mutta ei tuotteessa.

o O OH O
KRED
N Y
NADPH NADP*
glukonihappo == glukoosi
GDH

Kaavio 19. B-ketoesterien entsymaattinen pelkistys.
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Etyyli-(R)- ja (S)-4-kloori-3-hydroksibutanoaatit (CHBE) ovat térkeitd Kkiraalisia
rakennuspalikoita synteesissd, joten monia entsyymeja on kokeiltu niiden tuottamiseen
COBE:sta (kaavio 20).”*™ (S)-CHBE on kolesterolilaakkeena kaytetyn atorvastatiinin esiaste.
Shimizu et al.” ovat tuottaneet CHBE:n molempia enatiomeereja >92%:n ee:11a kayttamalla

Sporobolomyces salmonicolor:n (R)-AKR:a ja Candida magnolia:n (S)-KRED:a.

0 KRED OH
o M cooet cl._L_cookt
(R) tai (S)

Kaavio 20. CHBE:n enantioselektiivinen synteesi COBE:sta.

(S)-CHBE:ta on syntetisoitu myo6s pelkistaméllda COBE:a Streptomyces coelicolor -
ADH:lla.”® Reaktio onnistui suurella substraattikonsentraatiolla (600 g/L) puolet puskuria ja
puolet tolueenia siséltavassa liuoksessa erittdin hyvalla selektiivisyydella (ee >99%). Myos
Liu et al.” ovat julkaisseet (S)-CHBE:n biokatalyyttisen synteesin isossa mittakaavassa. (R)-
CHBE:ta on tuotettu my®s pelkistamalla COBE:a Bacillus sp. ECU0013:1la.”’

My0Os vastaavaa metyyliesterid 17 on valmistettu enantioselektiivisesti (ee 98%)
entsymaattisella pelkistyksella (kaavio 21).”® Substraattikonsentraatiolla 10 g/L saatiin 95%:

saanto.
O OH
CIQJ\/COOMe Geotrichum candidum SC 5469 CIJ\/COOMe
16 o 17

Kaavio 21. Metyyli-4-kloori-3-oxobutanoaatin 16 asymmetrinen pelkistys Geotrichum candidum SC 5469:1la.”

1.”% ovat tutkineet B,5-diketoesterin 18 enantioselektiivista pelkistysta

Wolberg et a
LBADH:lla (kaavio 22). Vain toinen ketoryhmisté pelkistyi ja tuotteena saatiin 3-hydroksi-f3-
ketoesteria 19 >99%:n ee:lld. Reaktiossa ongelmana oli ei-entsymaattisena sivutuotteena
syntyva furanoni 20, jonka muodostumista ehkaistiin pitdmélld substraattikonsentraatio
matalana. Yhdiste 19 voidaan pelkistéda syn- tai anti-selektiivisella boorihydridipelkistyksella

vastaavaksi B,8-dihydroksiesteriksi (ee >99%, dr >205:1).%
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O O O OH O O A
a ML LAt o I M, -
Ot-Bu Ot-Bu COOt
18 /—\ 19 20 Bu

NADPH NADP*

0 \/ OH
)I\ LBADH )\

Kaavio 22. p,5-Diketoesterin 18 asymmetrinen pelkistys LBADH:lla.”

Zhu et al.®*®? ovat pelkistineet o- ja p-ketoestereitd Pyrococcus furiosus -ADH:lla (PFADH)
ja Candida magnolia -CR:lla (CMCR). Sek& aromaattiset ettd alifaattiset substraatit
kelpasivat PFADH:lle, mutta selektiivisyys oli parempi aromaattisilla (ee >99%) kuin
alifaattisilla yhdisteilla (ee 4-95%). CMCR taas pelkisti alifaattiset substraatit >99%:n ee:ll&

useimmissa tapauksissa.
3.4.3 a-Ketohapot

Aminohappoja on valmistettu o-ketohappojen pelkistdvalla aminaatiolla leusiini- tai
fenyylialaniinidehydrogenaasilla (kaavio 23).%* LeuDH pystyi kdyttamadn haarautuneita ja
harautumattomia alifaattisia ja joitakin alisyklisid substraatteja. Adamantyyliryhma oli
kuitenkin liian iso télle entsyymille. Aminohappoja saatiin enantiopuhtaina (ee >99%) 60-
90%:n saannolla. L-neopentyyliglysiinid pystyttiin valmistamaan jopa 30 kg. Alifaattisten
substraattien liséksi PheDH hyvéksyi myds aromaattiset yhdisteet. Se suosi erityisesti isoja

sivuketjuja, myds adamantyyliryhman siséltdva substraatti reagoi onnistuneesti.
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NH,

o) NH,
L K LeuDH -
R~ >COONa /_\ R~ >COONa
NADH NAD"
CO, « muurahaishappo
FDH

Kaavio 23. a-ketohappojen pelkistava aminointi leusiinidehydrogenaasilla.®®
3.4.4 Asetofenonijohdannaiset

Itoh et al®* ovat pelkistaneet asetofenonijohdannaisia Corynebacterium sp ST-10:n
fenyyliasetaldehydireduktaasilla (kaavio 24). Entsyymi toimi parhaiten yhdisteilld, joissa on
halogeenisubstituentti meta- tai para-asemassa. Substituentit ortho-asemassa ja pidemmat
sivuketjut a-asemassa pienensivat entsyymin aktiivisuutta. Useimmissa tapauksissa reaktiot

olivat erittain selektiivisié (ee >99%).

O OH

©)‘\ Corynebacterium sp. ST-10 -PAR ©/v\

N

NADH NAD"

~_

CO, muurahaishappo
Candida boidinii -FDH

Kaavio 24. Asetofenonijohdannaisten asymmetrinen pelkistys fenyyliasetaldehydireduktaasilla (PAR).2

Erilaisia p-substituoituja asetofenoneja on pelkistetty myds Rhodotorula sp. AS2.2241:1la.%
Yli  99%:n enantioylimdrd saavutettiin muilla  substraateilla paitsi  p-nitro-o-
bromiasetofenonilla, joka tuotti vastaavaa alkoholia (R)-nifenalolia vain 97%:n ee:lla.
Elektroneja puoleensa vetavét ryhmét kasvattivat reaktionopeutta ja elektroneja luovuttavat
ryhmat vastaavasti hidastivat reaktiota huomattavasti. Kun substraattina oli p-

aminoasetofenoni, saanto oli vain 6% 24 tunnissa, kun se p-nitroasetofenonilla oli 84%
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kolmessa tunnissa. Samanlaisia tuloksia saatiin, substituoituja asetofenoneja pelkistettiin

Kluyveromyces marxianus CBS 6556:11a.2°

(R)-3,5-bis(trifluorometyyli)-1-fenyylietanolia 22 on valmistettu pelkistamélld vastaavaa
ketonia 21 Chryseobacterium sp. CA49:n ketoreduktaasilla, ChKRED20:1la (kaavio 25).%
substraatin liukoisuutta saatiin kasvatettua isopropanolia kéyttamalla 200 g/L:aan.
Enantiopuhdasta (ee >99%) tuotetta saatiin hyvalla konversiolla (94%). Muidenkin
asetofenonien, paitsi ortho-substituoitujen yhdisteiden, pelkistys onnistuu talla entsyymill&

hyvin.2® Myos pitkit sivuketjut o-asemassa kuitenkin hidastavat reaktiota.

0 OH
FsC FsC :
ChKRED20 \©A
CFs - CF5
21 RN 22
200 g/ NADH NAD" 94%, > 99.9% ee

‘\/
O OH
N Pe

Kaavio 25. Yhdisteen 21 asymmetrinen pelkistys ChKRED20:1la.*’

a-Klooriasetofenoneja on pelkistetty PFADH:Ila (kaavio 26).2° Kuten muutkin termofiiliset
entsyymit, se sietdd hyvin orgaanisia liuottimia, kuten isopropanolia, heksaania, DMSOQ:a ja
MTBE:a.
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a) o OH
©)J\/C' PFADH X
NADH NAD"
D-Glukonihappo - D-glukoosi
GDH
b) o OH
NADH NAD"

o ~_ 7 OH
P PFADH A

Kaavio 26. a-Klooriasetofenonien asymmetrinen pelkistys PFADH:lla a) vesiliuoksessa, kofaktorin kierratys

hoidettu GDH:lla b) 15% isopropanolia sisaltavassa liuoksessa.”

Substituentit eivat vaikuttaneet selektiivisyyteen, >96%:n ee saatiin kaikilla yhdisteilla.
Saantoon substituenteilla kuitenkin oli vaikutusta. Esimerkiksi 4’-klooriyhdisteelld saanto oli
vain 17%, mutta 4’-fluoriyhdisteelld jopa 95%. Seka elektroniset ettd steeriset syyt voivat
vaikuttaa asiaan. Liukoisuusongelmista ei ollut kyse, silla saannot eivét olleet parempia muita
orgaanisia liuottimia kuin isopopanolia siséltdvassa liuoksessa tehdyissa reaktioissa.
Isopropanoli paransi saantoja, koska entsyymi pystyy kéyttdmaan sitd kofaktorin
kierratykseen. Yhdisteitd 23a-d (kaavio 27) valmistettiin  myds preparatiivisessa
mittakaavassa, jolloin saavutettiin  erinomaiset saannot ja selektiivisyydet. a-

Klooriasetofenoneja on pelkistetty my6s muilla ketoreduktaaseilla.®
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OH
OH OH OH cl
CH3CONH
F F F cl Cl NO,
23a 23b 23c 23d

saanto: 92% saanto: 92% saanto: 85%

saanto: 899
89% ee: 99% ee: 99% ee: 98%

ee: 98%

Kaavio 27. Preparatiivisessa mittakaavassa valmistetut tuotteet.®

90
|

Barkakaty et al.”™ ovat tutkineet a-fluoroasetofenonien 24a-g enantioselektiivistd pelkistysté

hiivalla (kaavio 28). Selektiivisyydet vaihtelivat kekskinkertaisesta hyvaan (ee 47-94%) ja
olisivat ehké& parannettavissa eristettyja entsyymeja kayttamalla. Yhdisteella 24f reaktio ei

tapahtunut ollenkaan, koska elektroneja luovuttava ryhma deaktivoi karbonyylia.

O OI—B(

Xy leivinhiiva v
R R

24 25

a:R=C6H5VX=CI,Y=CI

b:R =4-MeOCgH, X=CI, Y =ClI
C:R=4-BrC¢H, X=CI, Y=CI
d:R=CgHg X=CI,Y=H
€:R=C¢Hs X=H,Y=H
fR= 4MeOC6H4 =H,
g-R=4-BrCgH, X=H,Y

Y=H
=H

Kaavio 28. a-Fluoroasetofenonien 24a-g asymmetrinen pelkistys hiivalla.”

a-Halogenoituja asetofenoneja on pelkistetty myos Kluyveromyces thermotolerans -CR:lla
(KtCR)."  a-Klooriasetofenonin ~ pelkistys ~ onnistuu  isossa  mittakaavassa
(substraattikonsentraatio 154 g/L) sitd tuottavilla E. coli -soluilla. Reaktiossa saatiin hyva
saanto ja selektiivisyys (saanto 92% ja ee >99%). Kuten muillakin entsyymeilld on havittu, o-
substituoidut yhdisteet ovat huonoja substraatteja myos talle entsyymille ja elektroneja

puoleensa vetavat ryhmét p-asemassa parantavat aktiivisuutta.

Mybs kasveja voidaan kayttaa biokatalyytteina.®? Esimerkiksi o-trifluorometyyliasetofenonia
ja o-klooriasetofenonia on pelkistetty retiisilla. Molemmissa tapauksissa saatiin hyvéa

selektiivisyys (ee >99%).
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3.4.5 a,p-Tyydyttymattomat ketonit

a,B-Tyydyttymattomattomien ketonien pelkistyksessa kokosolumentelmilla ~ on
kemoselektiivisyysongelma, koska solut sisaltdvat myos enoaattireduktaaseja, jotka

pelkistavat C=C-kaksoissidoksen karbonyylin sijaan.®*°

Esimerkiksi hiiva pelkistaa
kaksoissidoksen ensin useimmissa tapauksissa. MyOds muita sivureaktioita, kuten veden
addition kaksoissidokseen saattaa tapahtua metabolian seurauksena.”® Kaaviossa 29 esitetyt
ketonit on kuitenkin onnistuttu pelkistamaan Rhodococcus ruber DSM  44541:11a.*
Selektiivisyydet olivat erinomaisia (ee >99%) paitsi yhdisteella 27a, jolla saatiin vain 75%:n
ee. Raseeminen 26e ei pelkistynyt diastereoselektiivisesti. Stereokeskus y-asemassa on liian

kaukana vaikuttaakseen reaktion lopputulokseen.

O Rhodococcus ruber DSM 44541 9H
R')J\R“ /\ R'/\R"
NADH NAD"

A

Rhodococcus ruber DSM 44541

O 0
)J\/\/\/ )J\/\/\/
26a 7
O (0]
//M\ESSi\V//\\,/’ \\V/ﬂ\\$$*\v/f\\
27a 27b

0 (0]
A =
0 0
- //iL\;ffijifiif
26d 26e

Kaavio 29. o,B-Tyydyttymattémien ketonien pelkistys Rhodococcus ruber DSM 44541:11a.**
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Heiss ja Phillips®® ovat tutkineet erilaisten kolmoissidoksen sisaltavien ketonien pelkistysta
Thermoanaerobacter ethanolicus -SADH:lla (kaavio 30). Reaktioon tarvittiin suurempi
entsyymikonsentraatio kuin konjugoitumattomien ketonien pelkistykseen, mik& johtunee
nukleofiilisten aminohappojen konjugaattiadditiosta kolmoissidokseen. Yhdisteilla 30d, 30g
ja 30i tuotetta ei saatu juuri ollenkaan, koska ne ovat liian ahtaita. My6s muut ketonit 30
pelkistyivat melko huonosti (saanto 28-55%). Ketoestereilld 28 saanto oli hieman parempi
(35-88%). Selektiivisyydet vaihtelivat keskinkertaisesta huonoon yhdisteilla 30 (ee 42-98%),
mutta yhdisteilld 28 saatiin kaikilla suhteellisen hyvé selektiivisyys (ee 82-98%).

SADH
/J\(CHz)ﬂ)J\OR (CHZ)n)J\ OR

a:nzz,R=Me
b:n=2 R=Et
Cin=2 R=i-Pr
d:n=3 R=Et
én=3 R=iPr
fin=4 R=Me

SADH

8\\>Fo
\

m<Z
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Kaavio 30. Kolmoissidoksen sisdtdvien a,B-tyydyttymattdmien ketonien pelkistys Thermoanaerobacter
ethanolicus -SADH:lla.*

4-(Trimetyylisilyyli)-3-butyn-2-oni 27¢ on pelkistetty vastaavaksi (S)-alkoholiksi 32 Candida
parapsilosis CCTCC M203011:1la (kaavio 31).”” Reaktiossa oli tarkeaa pitaa pH alle
kuudessa, koska neutraaleissa ja emaksisissa olosuhteissa substraatin silyylirynmé hajoaa
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nukleofiilisen hyokkéyksen seurauksena. Toinen ongelma tdssé reaktiossa oli substraatti-

inhibitio, joka rajoitti substraattikonsentraation 3,0 mM:een.

Candida parapsilosis

@] OH
CCTCC M203011 _
Me;Si 27 Me;Si 32

c

+
NAD(P)H NAD(P) 81.3% yield

\/ >99.9% ee
O OH
)]\ ) Candida parapsilosis )\

CCTCC M203011

Kaavio 31. 4-(Trimetyylisilyyli)-3-butyn-2-onin 27¢ asymmetrinen pelkistys Candida parapsilosis CCTCC
M203011:1la.%’

|.98

Krauller et a yhdistivat Wittig-reaktion entsymaattiseen pelkistykseen (kaavio 32).

Kaikilla testatuilla substraateilla allyylialkoholituotetta saatiin 48-90%:n konversiolla ja

>99%:n ee:lla.

Ph O ] )
o Ph\#)vj\ 0 (R)-ADH (Lactobacillus kefir) OH

Ph~ tai (S)-ADH (Rhodococcus sp.)
Ar)J\H Ar/vj\ - AN
ei eristetty /\

NAD(P)H NAD(P)*

0] \/ OH
(R)-ADH (Lactobacillus kefir)
tai (S)-ADH (Rhodococcus sp.)

Kaavio 32. Allyylialkoholien stereoselektiivinen synteesi  kaksivaiheisella kemoentsymaattisella
menetelmalla.”

Liu et al®

yhdistivit a,p-tyydyttyméttdmien Kketonien entsymaattisen pelkistyksen
styreenimono-oksygenaasin ~ (SMO)  katalysoimaan  epoksidaatioon  (kaavio  33).
Kaksoissidoksen pelkistymisen vélttdmiseksi eristettyd ChKREDO3-entsyymid kaytettiin
ensimmadisessa vaiheessa ja sen jalkeen SMO:a tuottava E. coli liséttiin reaktioseokseen.

Konversiot olivat 37-99%, ee > 99% ja de 86-99%.
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0 OH SMO E’ coli:ssa OH

ChKREDO3
/\ ei eristetty

NADPH NADP"

~_ 7

glukonihappo glukoosi
GDH

Kaavio 33. Glysidolijohdannaisia tuottava kaksivaiheinen entsymaattinen reaktio.*

Kosjek et al.® ovat pelkistineet syklisid o,p-tyydyttymattémia ketoneja ketoreduktaaseilla

(kaavio 34). Reaktiossa saatiin 94%:n saanto, de 99% ja ee 95%.

O
OH
KRED108 8
COOR i @\
OOR N -~ "COOR
- + COOR
R = Me' Et NADPH NADP

- A

KRED104

Kaavio 34. Syklisten a,B-tyydyttymattdmien ketonien pelkistys ketoreduktaaseilla.”®

3.4.6 a- ja B-Hydroksiketonit

Ahtaita a-hydroksiketoneja voidaan pelkistad vastaaviksi dioleiksi Ralstonia sp. DSM6428 -
ADH:lla (RADH).'® Esimerkkeja sopivista substraateista on esitetty kaaviossa 35. Parhaiten
toimivat aryylialkyyliketonit. Kiraaliset (R)- ja (S)-a-hydroksiketonit pelkistyvat hyvalla
diastereoselektiivisyydella  (de  >99%). Ahtaat aryylialkyyliketonit ilman o-

hydroksyyliryhmaa ovat my6s hyvia substraatteja RADH:1le.**
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33a
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33e 33f 339

Kaavio 35. Esimerkkeja RADH:lla pelkistetyistd a-hydroksiketoneista.

33h

100

Acetti et al.'® ovat tutkineet B-hydroksiketonien 34a-e ja 35a-b enantioselektiivista
pelkistystd hiivalla (kaavio 36). Tuotteet olivat enantiopuhtaita (ee 95-99%) ja uusi
stereokeskus oli aina (S)-konfiguraatiossa. Useimmissa tapauksissa paatuotteena syntyi anti-
diolia. Yhdisteen 34b tapauksessa se oli ainoa tuote. VVain yhdisteen 34e tapauksessa syn-

dioliolia muodostui hieman enemmaén kuin anti-diolia.

OH O OH O
34 35
a:R =Ph a:R =Ph
b: R =PhCH=CH b: R =PhCH=CH
C: R = 4-MeOC4H,
d: R = 2-furyyli
e

* R =CHjs(CH2)3

Kaavio 36. Hiivalla pelkistettyja -hydroksiketoneja.'%

Heidlindemann et al.!® ovat valmistaneet kiraalisia 1,3-dioleja kaaviossa 37 esitetylla
kemoentsymaattisella  prosessilla. ~ Ensimmdinen  vaihe  on  proliinipohjaisella
organokatalyytilla katalysoitu aldolireaktio. Siind muodostunut B-hydroksiketoni pelkistetaan
Rhodococcus sp. -ADH:lla vastaavaksi (1R, 3S)-dioliksi (ee >99%, dr >35:1).
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immobilisoitu OH O OH OH
\©)LH organokatalyyttl CI\©/\)‘\ Rhodococcus sp. -ADH cl :
ei eristetty NADH NAD"
\_/ OH

X

Kaavio 37. 1,3-Diolien kemoentsymaattinen asymmetrinen synteesi.'*®

A

Rhodococcus sp. -ADH

3.4.7 a-Haloketonit

a-Haloketoneita on pelkistetty vastaaviksi (S)-alkoholeiksi E. coli -soluilla, jotka tuottavat
LKADH:a ja TAGDH:a (kaavio 38)."* Reaktio toimi suuressa mittakaavassa (substraattia
208 g/l) tuottaen hyvén konversion ja selektiivisyyden (ee >99%). Syntyneet alkoholit
muutettiin epoksideiksi NaOH-kasittelylld, jolloin enantiopuhtaus sdilyi. Kun ndma kaksi

vaihetta yhdistettiin, tuotteen puhdistaminen oli vaikeaa ja saanto jai 37%:iin.

) E. coli, joka tuottaa OH

\/\/\)J\/Br LKADH:2 jaTAGDH:a > ? o
> NN N

NAD(P)H NAD(P)"

~_

E. coli, joka tuottaa
LKADH:a jaTAGDH:a

glukonihappo glukoosi

Kaavio 38. a-Haloketonien asymmetrinen pelkistys L. kefir -ADH:lla ja T. acidophilum -GDH:lla.***

3.4.8 Muut substraatit

Yadav et al.1®

ovat valmistaneet indanoleja 36a-f, tetraloleja 37a-c ja monoterpenoleja 38a-b
biokatalyytisella pelkistykselld vastaavista ketoneista (kaavio 39). Pelkistyksiin kéytettiin
kahta erilaista katalyyttia, porkkanaa ja hiivaa. Porkkanalla saatiin paremmat
enantioselektiivisyydet paitsi yhdisteen 37b tapauksessa, jossa saavutettiin vain 70%:n ee
molemmilla katalyyteilla. Useimmissa tapauksissa porkkanalla saatiin myds paremmat

konversiot.
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Kaavio 39. Erilaisten indanonien, tetralonien ja monoterpenonien pelkistyksessa saadut tuotteet.'®

Borchert et al.'® yhdistivat Suzuki-kytkenndn ja entsymaattisen pelkistyksen
biaryylialkoholien valmistamiseksi (kaavio 40). Kytkennéssa kaytettiin palladiumkloridista ja
TPPTS:sta valmistettua katalyyttia. Muodostunut biaryyliketoni pelkistettiin  ADH:lla.
Molempia enantiomeereja pystyttiin valmistamaan hyvalla selektiivisyydella (ee >99%).

Samanlaisella kaksifaasireaktiolla voidaan valmistaa myés biaryylidioleja.'?’

OH

0 0]
(S)-ADH (Rhodococcus sp.) O

O tai (R)-ADH (L. kefiry
PACL/TPPTS O
| [

Na,CO5 O N (S) tai (R)
ei eristetty NAD(P)H NAD(P)"

HO
\B’OH \/
0 OH
)J\ S)-ADH (Rhodococcus sp.) )\

tai (R)-ADH (L. kefin

Kaavio 40. Biaryylialkoholien kemoentsymaattinen synteesi.'*
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Nakamura et al.'®® ovat pelkistaneet rikkia sisaltavia trifluorometyyliketoneja APG4:ll4
(kaavio 41). Fenyylitio-, oktyylitio- ja tienyyliryhmia sisaltavien ketonien pelkistys onnistui
hyvalla saannolla ja enantioselektiivisyydelld.  Isopropanolin  sijaan  ké&ytettiin
syklopentanolia, koska se inhiboi joitakin ketoreduktaaseja ja siten parantaa selektiivisyytta.

0 OH
APG4
F3C)J\R - F3C/'\R
/\ N R = rikkia
NAD(P)H NAD(P) Sisaltava ryhma

~_
O:O ) APG4 QOH

Kaavio 41. Rikkié sisaltavien trifluorometyyliketonien asymmetrinen pelkistys APG4:ll4.

108

ChKRED15:n S12G-mutanttia on kaytetty kiraalisen la&keaineen (S)-duloksetiinin
esiasteiden 40a-g synteesiin (kaavio 42).2* Tuoteinhibitio rajoitti substraatin konsentraation 5
mM:een yhdisteill& 39 ja 399 ja 50 mM:een yhdisteilld 39c ja 39d. Paras substraatti isossa
mittakaavassa tapahtuvaan reaktioon oli 39f, jolla reaktio onnistui ilman inhibitiota
konsentraatioilla 100-250 mM. Kaikissa tapauksissa saavutettiin erinomainen selektiivisyys

(ee >99%).

)=~ - )=
& R =-CH,NHCH; " 54 —R w0 R
‘R = -CHzN(CHg)Z /\

b

C: R=-COOEt NADPH NADP"

d: R =-COOMe

€: R = -CH,CI \/

I R = -CONHCH; glukonihappo = glukoosi
9:R=CN GDH

Kaavio 42. Yhdisteiden 39a-g asymmetrinen pelkistys ChKRED15:n S12G-mutantilla.?*

a-Aryylidioleja 43 voidaan valmistaa stereoselektiivisesti kaaviossa 43 esitetylld
multientsymaattisella reaktiolla.”® Valituote 42 valmistetaan lahtdaineena olevasta

aldehydista 41 ja formaldehydista bentsaldehydilyaasilla (BAL). Myrkyllisen formaldehydin
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késittelyn vélttdmiseksi se valmistetaan in situ FAD-riippuvaisella alkoholioksidaasilla.
Vélituote 42 pelkistetdan halutuksi dioliksi 50 LBADH:lla (saanto ja ee >99%).

(o) alkoholioksidaasi, o) OH
MeOH, BAL LBADH R
Ar)J\H Ar)J\/OH > Ar/\/OH
42

41 /_\ /\ 43
FAD FADH, ei eristetty NADPH NADP*
~_ 7 O 7 OH

0, H,0, LBADH

katalaasil
H,O + O,

Kaavio 43. a-Aryyliketonien asymmetrinen multientsymaattinen synteesi.”®
4 Yhteenveto

Entsyymien kéytté kiraalisten alkoholien valmistuksessa kiinnostaa, koska ne yleensa
pelkistavat ketoneja erittdin enantioselektiivisesti.® Entsyymien kayttd on myds
ymparistoystavallistd, koska ne ovat taysin biohajoavia ja reaktiot voidaan suorittaa
miedoissa oloissa ilman haitallisia kemikaaleja. Ketoneja pelkistavat entsyymit voidaan jakaa
kolmeen luokkaan, jotka ovat keskipitkaketjuiset ja lyhytketjuiset
dehydrogenaasit/reduktaasit (MDR ja SDR) ja aldo-ketoreduktaasit (AKR).*?#" Ne kaikki
tarvitsevat NADH- tai NADPH-kofaktoria ja voivat yleensa toimia sek& hapetus- ettd
pelkistyssuuntaan. Hapetusreaktiossa katkeavat alkoholin O-H- ja C-H-sidokset, joista
jalkimmaéinen tapahtuu kaikilla entsyymeilla hydridin siirtymisella kofaktorille. Sen sijaan O-
H-sidoksen katkaisussa on eroja erityyppisten entsyymien vélilld&. MDR:t sisaltdvat Zn-ionin,
jonka positiivinen varaus edistdd protonin siirtymisté seriinille. SDR:t ja AKR:t sen sijaan
eivat sisélld mitddn metallia, vaan positiivinen varaus muodostetaan lysiinin ja kofaktorin

avulla, ja katalyyttisena eméksena toimii tyrosiini.

Kofaktorit ovat liian kalliita stoikiometrisiksi reagensseiksi, joten niiden kierrdttdminen
reaktiossa on tarkeaa.?® Yleinen tapa on lisatd reaktioseokseen isopropanolia, jota
hapettamalla entsyymi voi kierrattdd kofaktorin takaisin pelkistyneeseen muotoon.
Isopropanolin lisdédminen my0s parantaa substraattien liukoisuutta. Haittapuolena on

kuitenkin se, ettd reaktio on reversiibeli. Tasapainon saamiseksi haluttuun suuntaan taytyy
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isopropanolia kayttdd suuri yliméara substraattiin ndhden. Tama rajoittaa mentelméan kéayton
vain niihin entsyymeihin, jotka sietdvat sitd suuria maaria. Toinen yleinen tapa on lisata
reaktioseokseen glukoosia ja glukoosidehydrogenaasia (GDH), joka kierrattaa kofaktoria.*?
Taméa reaktio on irreversiibeli, joten glukoosia tarvitsee k&yttdd vain pieni ylimaara.
Menetelman huono puoli kuitenkin on, ettd olosuhteet taytyy optimoida kahdelle entsyymille

sopiviksi ja sivutuotteena syntyva glukonihappo voi alentaa seoksen pH:ta.

Vaikka vesi on entsyymien luonnollinen ympéristd, kannattaa reaktioissa yleensa kéyttaa
my6s orgaanisia liuottimia.>**° Tama parantaa substraatin liukoisuutta ja mahdollistaa
substraattikonsentraation kasvattamisen ilman ettd se tai tuote inhiboisivat entsyymin
toimintaa.  Yleensd poolittomat liuottimet, kuten heksaani, toimivat n&issa
kaksifaasireaktioissa poolisia paremmin. Pelkdstddn orgaanisessa liuottimessa reaktioita ei
kannata suorittaa, koska entsyymit tarvitsevat ymparilleen vesikerroksen toimiakseen

kunnolla.**

Vaikka entsyymien kayttd synteesissa on vield melko harvinaista,” on monenlaisten ketonien
pelkistysta kuitenkin tutkittu. Eniten esimerkkeja on aromaattisista ketoneista, jotka ainakin

nayttaisivat pelkistyvan hyvin.2*%* Muita yleisid substraatteja ovat B-ketoesterit,”*"®

ja myos
yksinkertaisten alifaattisten ketonien, kuten etyylipropyyliketonin, pelkistys onnistuu
enantioselektiivisesti.”® o,B-Tyydyttymattémien ketonien pelkistyksessd ongelmana ovat
kaksoissidoksen pelkistyminen ja muut mahdolliset sivureaktiot.***® Siita huolimatta niitakin

on pelkistetty entsyymeilla onnistuneesti.
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KOKEELLINEN OSA

KETOREDUKTAASIEN KAYTTO
VALTERIONI C:N SYNTEESISSA
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5 Johdanto

Tyon tarkoituksena oli selvittad, voisiko ketoreduktaaseja hyoddyntdd valterioni C:n 50
enantioselektiivisessd synteesissd. Luonnonaineen absoluuttista konfiguraatiota ei ole
madritetty, joten molemmat enantiomeerit pitdisi pystyd valmistamaan.'® Mahdolliset
synteesireitit on esitetty kaavioissa 44 ja 45. Bentsosuberonireitilla paras vaihe
entsymaattiseen pelkistykseen olisi yhdiste 48, mutta pelkistys on mahdollista tehdd myos
sitd ennen. Yhdistettd 46 ei suoraan voisi kayttdd synteesissd, koska sen bromaus ei
luultavasti onnistuisi halutulla tavalla. Sitd kuitenkin kokeiltiin, koska haluttiin tietad
toimivatko entsyymit yleensdkddn BocNH-ryhmén sisaltavilla yhdisteilld, koska jossain
vaiheessa synteesireittia nitroryhma kuitenkin pitdd pelkistdd. Reiteista epdvarmempi on
diketonireitti, joka toimisi vain jos yhdiste 52 onnistuttaisiin pelkistam&an selektiivisesti
yhdisteeksi 53.
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Kaavio 44. Bentsosuberonireitti. Ympyroity vaiheet, joissa entsymaattinen pelkistys on mahdollinen.
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53

Kaavio 45. Diketonireitti.

6 Tulokset

Pelkistyksia kokeiltiin 24 kaupallisesti saatavalla entsyymilld, joista viisi (KRED 1-5)
tarvitsevat kofaktorin Kierratykseen glukoosi/GDH-systeemin ja loput 19 (KRED 6-24)
pystyvat kayttdméan isopropanolia. Bentsosuberonilla 44 kokeiltiin, pystyvéatkd entsyymit
kayttamaan téllaista 7-renkaan sisaltdvaa substraattia. Tulokset on esitetty kuvassa 7. Suurin
osa entsyymeista toimi, vain entsyymeilld 2-5 ja 22 ei tapahtunut reaktiota ollenkaan. Suurin
0sa entsyymeista tuotti raseemista tuotetta, mutta molempia enantiomeereja kuitenkin

pystytédan valmistamaan hyvalla selektiivisyydelld (KRED 21 ja 23, ee 97%).
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Kuva 7. Yhdisteen 44 entsymaattinen pelkistys. Enantiomeeri 1 tarkoittaa ensimmaisenda HPLC-kolonnista ulos
tulevaa enantiomeeria. Olosuhteet: KRED 1-5: substraatti 4 g/l, entsyymi 10 g/l, puskuri 250 mM, MgSQ, 2.0
mM, NADP* 0.82 g/l, NAD" 0.73 g/l, glukoosi 80 mM, GDH 10 U/ml, pH 7.0, lampétila 30 °C, aika 24 h,
KRED 6-24: substraatti 4 g/l, IPA 10% (v/v), entsyymi 10 g/l, puskuri 110 mM, MgSO, 1.1 mM, NADP" 0.67
g/l, pH 7.0, lampdtila 30 °C, aika 24 h.

Bentsosuberoni nitrattiin rikkihapon ja typpihapon seoksella.!® Kaliumnitraatilla ja
rikkihapolla tapahtuva pelkistys™ ei toiminut, koska ohjeessa ilmeisesti oli virhe;
kaliumnitraattia pitéisi kayttaa vain 1,2 ekvivalenttia, ei 12 niin kuin artikkelissa lukee. Jos
reaktion tekee 12 ekvivalentilla, se ei sekoitu kunnolla, jolloin lampdtila nousee ja lahtéaine
hajoaa. Sivutuotteena nitrauksessa syntyi vastaavaa 6-nitroyhdistettd 54 (kaavio 46).

NO, 54

Kaavio 46. Bentsosuberonin nitrauksessa syntynyt sivutuote.

Kuvasta 8 né&hd&én, ettd entsyymit toimivat huomattavasti selektiivisemmin nitratulla
yhdisteelld 45 kuin bentsosuberonilla 44. Molempia enantiomeereja voidaan tuottaa >99%:n
ee:lla. Parhaiten toimineilla entsyymeilld kokeiltiin entsyymin madrén ja ajan puolittamista
(taulukko 1). Jostain syystd KRED 8 ei enda toiminutkaan yhté selektiivisesti kuin muut

entsyymit. Paras konversio saatiin KRED 7:114, joten se valittiin KRED 14:n liséksi toiseksi
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entsyymiksi, kun molempia enantiomeereja tuotettiin véhan isommassa mittakaavassa.
Reaktioiden skaalaaminen onnistui helposti ja molempia enantiomeereja valmistettiin 15
mg:n (substraattikonsentraatio 32 g/l) mittakaavassa (ee 97% (-)- ja ee >99% (+)-alkoholi,
saannot vastaavasti 84 ja 93%).
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Kuva 8. Yhdisteen 45 entsymaattinen pelkistys. Olosuhteet: KRED 1-5: substraatti 5 g/l, DMSO 5% (v/v),
entsyymi 10 g/I, puskuri 240 mM, MgSO, 1.9 mM, NADP* 0.78 g/l, NAD" 0.69 g/l, glukoosi 76 mM, GDH 9.5
U/ml, pH 7.0, lampétila 30 °C, aika 24 h, KRED 6-24: substraatti 5 g/l, DMSO 5% (v/v), IPA 5% (v/v),
entsyymi 10 g/l, puskuri 110 mM, MgSO, 1.1 mM, NADP* 0.67 g/l, pH 7.0, lampétila 30 °C, aika 24 h

Taulukko 1. Entsyymireaktioiden optimointi yhdisteell& 45.

ENTSYYMI ee (%) konversio (%)
KRED 7 99 98
KRED 8 84 89
KRED 9 99 88
KRED 10 99 85
KRED 14 99 93

Olosuhteet: substraatti 4 g/l, 2% DMSO, 10% IPA, entsyymi 5 g/l, puskuri 110 mM, MgSO, 1.1 mM, NADP*
0.66 g/l, pH 7.0, lampétila 30 °C, aika 13h
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Yhdistetta 46 yritettiin valmistaa Pd/C-vedytyksell& Boc,O:n lasndollessa, mutta talléin myos
ketoni pelkistyi alkoholiksi. Tinapelkistykselld (kaavio 44) vastaavaa ongelmaa ei ollut, vaan
haluttua tuotetta 46 saatiin 63%:n saannolla. Pelkistysté kokeiltiin vain viidella entsyymill&
(KRED 8, 13, 14, 18 ja 21), koska ainetta oli niin v&han. Vain KRED 8 toimi, mutta silla
saatiin hyva selektiivisyys (ee 98%). Tarkkaa konversiota ei madaritetty, mutta HPLC:n

perusteella se oli kuitenkin surkea. Yhdiste 46 ei siis ole hyvé substraatti.

Yhdisteiden 47 ja 48 tulokset on esitetty kuvissa 9 ja 10. Yhdiste 47 pelkistyi erittdin
selektiivisesti (ee >99%) taydella konversiolla, mutta vain toista enantiomeeria pystyy
valmistamaan. Yhdiste 48 taas nayttaisi olevan liian iso substraatti, koska reaktiot eivat silla
etene kovinkaan pitkélle 20 tunnissa. Paras konversio (57%) saadaan KRED 11:lla, mutta
silld selektiivisyys ei ole niin hyvé (ee 90%). KRED 7 ja 17:1la (konversiot 40 ja 36%, ee:t 96
ja >99%) reaktiota voisi optimoida nostamalla lampétilaa ja pidentdmallla aikaa. Tassakin

kuitenkin vain toista enantiomeeria voidaan tuottaa.
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Kuva 9. Yhdisteen 47 entsymaattinen pelkistys. Enantiomeeri 1 tarkoittaa ensimmdisend HPLC-kolonnista ulos
tulevaa enentiomeeria. Olosuhteet: substraatti 7.4 g/l, DMSO 12% (v/v), IPA 10% (v/v), entsyymi 5 g/l, puskuri
98 mM, MgS0O, 0.98 mM, NADP" 0.58 g/I, pH 7.0, lampétila 30 °C, aika 20h. KRED 16 ja 21:n konversioita ei
tiedetd tarkasti. Kuvassa nakyvéat konversiot on laskettu olettaen, ettd Iahtdaineen ja tuotteen vasteet HPLC:lla
ovat samat. Muissa tapauksissa ldht6aineen vaste on ollut suurempi, joten voisi sanoa, ettd konversiot ovat
vahintaan kuvassa nakyvat.
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Kuva 10. Yhdisteen 48 entsymaattinen pelkistys. Enantiomeeri 1 tarkoittaa ensimmaisend HPLC-kolonnista
ulos tulevaa enentiomeeria. Olosuhteet: substraatti 7.2 g/l, DMSO 12% (v/v), IPA 10% (v/v), entsyymi 5 g/,
puskuri 98 mM, MgSO, 0.98 mM, NADP" 0.58 g/I, pH 7.0, lampétila 30 °C, aika 20h. HPLC: Chiralpak IC,
85:15 Hex/IPA, 1 ml/min, 254 nm, t(1) = 8.8 min, t,(2) = 9.5 min.

Diketonireitti ei toiminut, vaan yhdisteen 52 pelkistyksessa jo lyhyen reaktioajan jalkeen oli
muodostunut vastaavaa diolia. L&mpdtilan laskeminen 10 °C:een ei auttanut, vaan tulos oli
sama.

Johtopééatoksend voidaan todeta, ettd ketoreduktaaseja pystyy kayttaméan valterioni C:n 50
enantioselektiivisessa synteesissd. Synteesin kannalta paras olisi tehda pelkistys yhdisteelle
47 tai 48. Naistd helpommin skaalattavissa ndyttaisi olevan 47. Silld myds pitdisi kokeilla
useampia entsyymejd, jotta selvidisi voidaanko toistakin enantiomeeria valmistaa.
Yhdisteesta 45 voidaan selektiivisesti tuottaa molempia enantiomeereja ja reaktio on myos
helposti skaalattivissa.
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7 Kokeelliset menetelmét

7.1 Yleista

Entsyymikokeissa tehtiin 24 ketoreduktaasia sisaltavalla Codex® KRED Screening Kit:lla.
Substraatit 47, 48 ja 52 saatiin muilta ryhman jaseniltd. HPLC-analyyseissa kaytettiin Waters
501-pumppu, Waters 486 -detektoria ja Chiralpak AY-H ja IC -kolonneja. Sulamispisteet
madritettiin Stuart SMP3 -sulamispistelaitteella. 'H NMR ja *C NMR-spektrit mitattiin
CDCls:ssa Bruker Avance 300-spektrometrilla. Kiertokulmat mitattiin Perkin-Elmer 343 -

polarimetrilla.

7.2 Substraattien synteesi

3-nitro-6,7,8,9-tetrahydro-5H-bentso[7]annulen-5-oni (45)

0 0
H:S0;  oN
HNO,
44 45

Bentsosuberonin 44 (960 mg, 6.0 mmol, 0.9 ml) ja vakevan rikkihapon (1.8 ml) seos
jaahdytettiin jaé/suola-hauteella -5 °C:een. Vékevan rikkihapon (0.72 ml) ja 65% typpihapon
(7.8 mmol, 0.54 ml) seos liséttiin hitaasti 30 min aikana niin, ettd reaktioseoksen
sisalampotila pysyi koko ajan alle 0 °C:ssa. Heti lisdyksen jélkeen kolviin kaadettiin 30 g
jaata, 20 ml kylmaa vettd ja 20 ml eetterid sisaltavd seos ja sekoitettiin 10 minuuttia.
Reaktioseos uutettiin 40 ml:lla Et,O/EtOAc 1:1 seosta. Orgaaninen faasi pestiin NaHCOz:lla,
kuivattiin Na,SQOy:lla, suodatettiin ja haihdutettiin. Raakatuote puhdistettiin pylvaalld (20 —
30% EtOAc heksaanissa), jolloin saatiin tuotetta 45 kellertavéna kiintednd aineena (770 mg,
64%).

sp = 91-94 °C (kirjallisuudessa™* 89-90 °C); *H NMR (300 MHz, CDCls): & 8.55 (d, 1H, J =
2.5 Hz), 8.25 (dd, 1H, J = 8.3, 2.5 Hz), 7.39 (d, 1H, J = 8.3 Hz), 3.04 (t, 2H, J = 6.6 Hz), 2.80
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(t, 2H, J = 5.8 Hz), 1.99-1.83 (m, 4H); Spektri vastaa kirjallisuudessa™" esitettya spekiria.
Liite 1: *H NMR -spektri.

tert-butyyli(9-oxo-6,7,8,9-tetrahydro-5H-bentso[7]annulen-2-yyli)karbamaatti (46)

o @)

O,N 1) Sn, etanoli,  gocHN
37% HCI
2) Boc,O

45 46

Ketonin 45 (50 mg, 0.25 mmol), etanolin (1.3 ml), 37% HCI:n (1.3 ml) ja tinajauheen (90
mg, 0.75 mmol) seosta sekoitettiin 30 min 72 °C:ssa. Lisattiin 5 ml eetterid ja 30% NaOH:ia,
kunnes pH oli eméksinen. Kerrokset erotettiin toisistaan erotussuppilossa ja eetterikerros
pestiin suolavedelld, kuivattiin Na,SOg:lla, suodatettiin ja haihdutettiin. Tuote liuotettiin
etyyliasetaattiin (1 ml) ja etanoliin (0.3 ml) ja liséttiin Boc-anhydridia (220 mg, 1.0 mmol).
Seoksen annettiin sekoittua yon vyli, liuottimet haihdutettiin ja raakatuote puhdistettiin
pylvaalla (heksaani/EtOAc 90:10), jolloin saatiin tuotetta 46 (44 mg, 63%).

sp = 154-157 °C; *H NMR (300 MHz, CDCls): 6 7.64 (d, 1H, J = 7.5 Hz), 7.49 (d, 1H, J =
2.5Hz), 7.14 (d, 1H, J = 8.2 Hz), 6.47 (br s, 1H), 2.88 (t, 2H, J = 6.8 Hz), 2.71 (t, 2H, J = 5.2
Hz), 1.87-1.78 (m, 4H), 1.52 (s, 9H); *C NMR (75 MHz, CDCls): & 205.6, 152.9, 139.4,
137.3,136.2, 130.8, 122.7, 118.7, 41.0, 32.1, 28.5, 25.5, 21.1; Liite 2: *H NMR -spektri, Liite
3: 3C NMR -spektri.

7.3 Rasemaattien synteesi

Ketonin ja metanolin 0.3 M liuos jaahdytettiin 0 °C:een. NaBH,:n vesiliuos (4.4 M) lisattiin
ja reaktiota sekoitettiin noin 5 min 0 °C:ssa. Taman jalkeen Ilampé6tila nostettiin
huoneenlampo6on ja sekoittamista jatkettiin, kunnes l&dhtdaine oli kulunut (seurattiin TLC:lla).
Tavallisesti tdhan meni noin 20 min. Seokseen lisattiin kuumaa vettd, jolloin se muuttui
sameaksi. Seos uutettiin DCM:lla ja haihdutettiin. Tuotteita kaytettiin entsyymireaktioiden

vertailuaineina ilman lisapuhdistusta.
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6,7,8,9-tetrahydro-5H-bentso[7]annulen-5-oli (55)

HO

CO

sp = 103-105 °C; *H NMR (300 MHz, CDCls): & 7.44 (d, 1H, J = 7.1 Hz), 7.24-7.08 (m, 3H),
4.95-4.93 (m, 1H), 2.97-2.68 (m, 2H), 2.11-1.72 (m, 6H); Spektri vastaa kirjallisuudessa**?
esitettyd spektrid. HPLC: Chiralpak AY-H, 90:10 Hex/IPA, 1 ml/min, 254 nm, t(1) = 5.4
min, t(2) = 5.7 min, Liite 4: *H NMR -spektri.

3-nitro-6,7,8,9-tetrahydro-5H-bentso[7]annulen-5-oli (56)

oZN:)\:

sp = 114-116 °C (kirjallisuudessa™® 115-117 °C); *H NMR (300 MHz, CDCls): & 8.40 (d,
1H, J = 2.3 Hz), 8.00 (dd, 1H, J = 8.2, 2.4 Hz), 7.23 (d, 1H, J = 8.3 Hz), 5.02-4.97 (m, 1H),
3.03-2.74 (m, 2H), 2.12-2.00 (m, 2H), 1.93-1.69 (m, 4H); Spektri vastaa kirjallisuudessa'*®
esitettyd spektria. HPLC: Chiralpak AY-H, 85:15 Hex/IPA, 1 ml/min, 254 nm, t(1) = 10.4
min, t(2) = 12.4 min; Liite 5: *H NMR -spektri.

tert-butyyli-(9-hydroksi-6,7,8,9-tetrahydro-5H-bentso[ 7]annulen-2-yyli)karbamaatti
(57)

HO

'H NMR (300 MHz, CDCls): § 7.39 (d, 1H, J = 2.2 Hz), 7.18 (dd, 1H, J = 8.0, 2.3 Hz), 7.01
(d, 1H, J = 8.1 Hz), 6.42 (br s, 1H), 4.90-4.87 (m, 1H), 2.89-2.61 (m, 2H), 2.07-1.89 (m, 2H),
1.85-1.70 (m, 4H), 1.51 (s, 9H); HPLC: Chiralpak AY-H, 85:15 Hex/IPA, 1 ml/min, 254 nm,
t,(1) = 7.0 min, t,(2) = 7.7 min; Liite 6: "H NMR -spektri.
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9-bromi-3-nitro-6,7-dihydro-5H-bentso[7]annulen-5-oli (58)

HO

h l Q

B

'H NMR (300 MHz, CDCls): § 8.57 (d, 1H, J = 2.4 Hz), 8.18 (dd, 1H, J = 8.6, 2.4 Hz), 7.73
(d, 1H, J = 8.5 Hz), 6.82 (dd, 1H, J = 6.3, 8.5 Hz), 4.98-4.91 (m, 1H), 2.73-2.63 (m, 1H),
2.19-1.99 (m, 3H); HPLC: Chiralpak AY-H, 85:15 Hex/IPA, 1 ml/min, 254 nm, t(1) = 8.9
min, t(2) = 9.5 min; Liite 7: *H NMR -spektri.

7.4 Entsyymireaktiot
KRED 1-5, substraatit 44 ja 45

Noin 5.0 mg entsyymia punnittiin vialiin. KRED Recycle Mix N (150 mg) liuotettiin veteen
(3 ml)? ja liuokseen lisattiin noin 0.3 mmol substraattia. Jos substraatti ei liuennut, lisattiin
liuokseen myds DMSO:a (0.12 ml). Reaktio kdynnistettiin lisdaméalld 0.5 ml tatd liuosta
vialiin, jossa on entsyymid. Reaktiota sekoitettiin 24 h 30 °C:ssa, minké jalkeen lisattiin 0.5
ml heksaani/IPA 90:10-liuosta. Seos siirrettiin  Eppendorf-putkeen ja sentrifugoitiin.

Orgaaninen faasi erotettiin, suodatettiin HPLC-vialiin ja analysoitiin HPLC:lla.

a = talla tavalla tehty liuos sisdltad: kaliumfosfaattia 250 mM, magnesiumsulfaattia 2 mM, NADP* 1.1 mM,
NAD" 1.1 mM, D-glukoosia 80 mM, GDH 10 U/ml, pH 7.0

KRED 6-24, substraatit 44-46

Noin 5 mg entsyymia punnittiin vialiin. KRED Recycle Mix P® (300 mg) liuotettiin veteen
(10 ml)® ja noin 1.0 mmol substraattia liuotettiin isopropanoliin (2 ml). Jos substraatti ei
liennut, lisattiin substraattiliuokseen myés DMSO:a (0.5 ml). Reaktio kaynnistettiin

lisadmalla 0.45 ml puskuriliuosta ja 50 pl substraattiliuosta vialiin, jossa on entsyymié.
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Reaktiota sekoitettiin 20-24 h 30 °C:ssa, minka jalkeen lisattiin 0.5 ml heksaani/IPA 90:10 -
liuosta. Seos siirrettiin Eppendorf-putkeen ja sentrifugoitiin. Orgaaninen faasi erotettiin,

suodatettiin HPLC-vialiin ja analysoitiin HPLC:lla.

b = tall4 tavalla tehty liuos sisaltda: kaliumfosfaattia 125 mM, magnesiumsulfaattia 1.25 mM, NADP* 1.0 mM,
pH 7.0

KRED 6-24, substraatit 47 ja 48

Noin 2.5 mg entsyymié punnittiin vialiin ja liuotettiin 0.19 ml:aan KRED Recycle Mix P -
livosta (valmistettu ylld mainitulla tavalla). Substraatti (0.013 mmol) livotettiin 60 pl:aan
DMSO:a ja 50 pl:aan IPA:a ja 0.19 ml KRED Recycle Mix P -liuosta liséttiin. Reaktio
kaynnistettiin liséamalld entsyymiliuos substraattiliuokseen. Reaktiota sekoitettiin 20 h 30
°C:ssa, minka jalkeen lisattiin 0.5 ml heksaani/IPA 85:15 -liuosta. Seos siirrettiin Eppendorf-
putkeen ja sentrifugoitiin. Orgaaninen faasi erotettiin, suodatettiin HPLC-vialiin ja
analysoitiin HPLC:lla.

KRED 7 ja 14, skaalaus substraatilla 45

Noin 2.5 mg entsyymi& punnittiin vialiin ja liuotettiin 0.13 ml:aan KRED Recycle Mix P -
liuosta (valmistettu yll& mainitulla tavalla). Substraatti 45 (16 mg, 0.08 mmol) liuotettiin 40
ul:aan DMSO:a ja 0.2 ml IPA:a ja 0.13 ml KRED Recycle Mix P -liuosta lisattiin. Reaktio
kaynnistettiin liséamalld entsyymiliuos substraattiliuokseen. Reaktiota sekoitettiin 45 h 30
°C:ssa, minka jalkeen se siirrettiin erotussuppiloon ja uutettiin eetterilld. Orgaaninen faasi
kuivattiin ja haihdutettiin, jolloin tuotteena saatiin enantiopuhdasta (+)- tai (-)-alkoholia 56.

(-)-56: sp = 100-102 °C, [a]o = -31.0 (c 0.0078, DCM), HPLC: Chiralpak AY-H, 85:15
Hex/IPA, 1 ml/min, 254 nm, t, = 10.4 min.

(+)-56: sp = 100-102 °C, [a]o = +26.7 (c 0.0091, DCM), HPLC: Chiralpak AY-H, 85:15
Hex/IPA, 1 ml/min, 254 nm, t, = 12.4 min.
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