
Enzyme in der organischen Synthese 

Von George M. Whitesides* und Chi-Huey Wong 

Enzyme haben als Katalysatoren in der organischen Synthese eine grol3e Zukunft. Bisher 
sind ihre Anwendungen auf einige industriell in groDem MaRstab durchgefiihrte Hydroly- 
sen sowie die Herstellung zahlreicher Reagentien fur Analysen und Synthesen im Laborato- 
riumsmahtab beschrankt. Verbesserungen bei der Produktion von Enzymen, die zum einen 
auf neuen Erkenntnissen der klassischen Mikrobiologie und zum anderen auf ersten erfolg- 
versprechenden Ansatzen der Gentechnologie beruhen, sowie bei ihrer Stabilisierung und 
Handhabung machen diese Katalysatoren fur einen Gebrauch in der organischen Synthese 
immer attraktiver. Dieser Aufsatz beschreibt den aktuellen Stand auf dem sich schnell ent- 
wickelnden Gebiet der enzymkatalysierten organischen Synthese; daneben werden auch die 
Entwicklungsmoglichkeiten erortert. 

1. Einleitung 

Gegenwartig sieht sich die praparative Organische Che- 
mie zunehmend mit Fragestellungen aus der Biologie kon- 
frontiert. In der Molekular- und Zellbiologie, in Genetik, 
Imrnunologie, Endokrinologie, Neurobiologie sowie in der 
Biochemie der Rezeptoren und Membranen sind in jiing- 
ster Zeit erstaunliche Fortschritte gemacht worden, und 
der Ablauf vieler biologischer Schliisselprozesse ist heute 
in groben Ziigen bekannt. Sol1 das detaillierte Verstandnis 
dieser Prozesse auf molekularer Ebene zur Herstellung 
wohldefinierter Verbindungen, die fur Medizin, Landwirt- 
schaft und Biologie von Nutzen sein konnen, angewendet 
werden, so erfordert dies Substanzklassen, die bisher nicht 
im Brennpunkt der Aktivitaten in der organischen Syn- 
these gestanden haben: Peptide und Proteine, Oligo- und 
Polysaccharide sowie Nucleinsauren und dazu Kombina- 
tionen, Analoga und Derivate dieser Spezies. Mit ihrer 
Synthese hat sich die moderne praparative Organische 
Chemie bisher nur wenig beschaftigt. Damit die Chemie 
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die Entwicklung der Molekularbiologie fordert und von 
dieser auch wieder profitiert, mu8 sie die Synthese derarti- 
ger Verbindungen ebenso gut beherrschen wie heute z. B. 
die von Kohlenwasserstoffen und Heterocyclen. Dies 
konnte dazu beitragen, daR die Molekularbiologie einen 
moglichst groBen gesellschaftlichen Nutzen entfalten 
kann. 

Aus vier Griinden haben sich praparativ arbeitende Or- 
ganiker nur z6gernd den Syntheseproblemen gewidmet, 
die die Molekularbiologie stellt: 

1. Viele der biologisch wichtigen Substanzen haben un- 
gewohnte und unbequeme physikalische Eigenschaften. 
Haufig sind sie wasserloslich, geladen, schwerfluchtig und 
hochmolekular. Sie konnen instabil und schwer zuganglich 
sein, und ihre Reinigung kann groRe Probleme aufwerfen. 
Bei der Bestimmung ihrer Struktur sind spektroskopische 
Methoden oft nur von begrenztem Wert. 

2. Einige der charakteristischen Probleme, denen man 
bei der Synthese dieser Substanzen begegnet - z. B. die Bil- 
dung von Amid-, Phosphodiester- und Glycosidbindungen 
in repetitiven Verfahren, oder die Modifizierung von Koh- 
lenhydraten -, sind lange als ,,chemisch uninteressant" an- 
gesehen worden. 

3. Fur einige dieser Probleme bietet die klassische orga- 
nische Synthese nicht die besten Losungen. Fermentations-, 
Zellkultur- und DNA-Rekombinationstechniken werden 
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bei der Produktion von Proteinen eher benotigt als rein 
chemische Verfahren, und fur die Herstellung von Polysac- 
chariden ist die Fermentation derzeit die einzige prakti- 
kable Route; fur viele andere Produkte ist noch unklar, ob 
sie besser auf mehr chemischem oder mehr biologischem 
Weg synthetisiert werden konnen. 

4. Diese Probleme sind schlicht nicht en vogue gewe- 
sen. 

Damit die organische Synthese bei der Herstellung bio- 
logisch wichtiger Substanzen moglichst effektiv ist, sind 
Veranderungen im Methodenarsenal sowie bei der Aus- 
wahl der bearbeiteten Probleme und der wissenschaftli- 
chen Gesprachspartner notig. Zwar sind diese Veranderun- 
gen, die den Synthesestil und die Syntheseziele betreffen, 
substantiell, doch bleibt das zentrale Anliegen praparativ 
arbeitender Organiker, reine, wohldefinierte molekulare 
Einheiten zu synthetisieren, unverandert bestehen. 

Dieser Aufsatz gibt einen Uberblick iiber ein Gebiet der 
chemischen Synthese, das im Grenzbereich zwischen Orga- 
nischer Chemie und Biochemie liegt: Die Verwendung von 
Enzymen als Katalysatoren in der organischen Synthe- 
se['-l2]. Unter den biologischen Synthesemethoden stehen 
diese der Chemie am nachsten. Chemiker verwenden heute 
ohne weiteres Platin als Katalysator, sie werden bald nicht 
mehr zogern, auch Lipase zu verwenden. Enzyme sind Ka- 
talysatoren, die naturgemBB bei der Synthese biologisch re- 
levanter Substanzen hilfreich sind und die eine weniger 
drastische Umstellung der Arbeitsbedingungen erfordern 
als dies bei Fermentationsprozessen rnit obligaten Anaero- 
biern oder Saugetier-Zellkulturen der Fall ist. Die Enzy- 
mologie liefert in gewissem Sinn auch die Grundlagen der 
biologischen Synthesemethoden, denn auch die dem Che- 
miker weniger vertrauten Verfahren mit lebenden Zellen 
beruhen letzten Endes auf der Wirkung von Enzymen. 
Selbstverstandlich bietet die enzymatische Synthese (sei sie 
mehr biologisch oder mehr chemisch) nicht unbedingt fur 
jedes beliebige Syntheseproblem aus dem Bereich der Bio- 
logic die beste L B ~ u n g ~ ~ ~ " ~ .  Ein Ziel dieses Aufsatzes ist es, 
die Bereiche zu nennen, in denen enzymatische Methoden 
die vorteilhafteren sind. 

2. Aktuelle Anwendungsgebiete 

Enzyme sind Katalysatoren, die ihren grol3en Nutzen und 
ihr Potential in einigen Bereichen der Organischen und 
Pharmazeutischen Chemie bereits unter Beweis gestellt ha- 
ben. 

2.1. Chirale Synthesebausteine 

Das erste Gebiet, in dem Enzyme vielseitig Anwendung 
gefunden haben, ist die Darstellung chiraler Synthesebau- 
steine, wobei vor allem die kinetische Racematspaltung 
wichtig ist. Die pharmazeutische lndustrie ist an diesen 
Methoden aus zweierlei Griinden interessiert: Sie braucht 
leistungsfahige Synthesen, und sie muS gesetzlichen Vor- 
schriften genugen, nach denen zunehmend die Herstellung 
enantiomerenreiner Substanzen anstelle von Racematen 
gefordert ist. Enantioselektive Synthesen rnit optisch akti- 
ven Ubergangsmetallkatalysatoren werden deshalb gegen- 
wartig ebenfalls intensiv bearbeitet['3-'7'. Die biologischen 

Verfahren haben sich bisher jedoch als breiter anwendbar 
erwiesen. 

2.2. Spezialprodukte und Feinchemikalien 

Bei der chemischen Manipulation von Zuckern, Nucle- 
insauren, Aminosauren und Lipiden ist der Nutzen von 
Enzymen unbestritten, und in der Tat liegen alle industriel- 
len Anwendungen der Enzymologie auf diesen Gebie- 
ten[181. Es hat sich gezeigt, dalS Enzyme unter geeigneten 
Bedingungen auch grol3technische Prozesse katalysieren 
konnen['': Fructosereicher Maissirup wird in den USA in 
einer GroBenordnung von > lo5 t jahrlich produziert, und 
Asparaginsaure, Apfelsaure sowie Guanosin-5'-mono- 
phosphat (GMP, Aromastoff) werden enzymatisch in er- 
heblichen Mengen hergestellt. 

Zahlreiche Chemikalien fur die Biochemie und die 
Pharmakologie konnten ebenfalls am besten auf enzymati- 
schem Weg erhalten werden. 

2.3. ,,Biologische" Pharmaka 

Die pharmazeutische Forschung widmet sich gegenwar- 
tig intensiv komplexen biogenen Substanzen - insbeson- 
dere Proteinen, Polypeptiden und verwandten Stoffen, die 
durch molekulargenetische Methoden erhalten w ~ r d e n ~ ' . ~ ~ .  
Enzyme spielen bereits heute - und sie werden dies in Zu- 
kunft noch mehr tun - eine wichtige Rolle, wenn es darum 
geht, die fermentativ erhaltenen Produkte zu modifizieren. 
So werden mit Peptidasen selektiv Peptidbindungen ge- 
spalten (und auch gekniipft), mit anderen Enzymen wer- 
den selektiv Oligosaccharideinheiten rnit Proteinen ver- 
knupft, Glycoproteine werden modifiziert usw. Ein Ver- 
fahren zur Umwandlung von Schweineinsulin in Human- 
insulin war das erste Beispiel einer solchen Anwendung im 
groDen MaSstab; das so erhaltene Produkt ist auf dem 
Markt. 

2.4. Biotechnologie", lo] 

Viele Anwendungen aus dem Bereich der Biologie, die 
unter dem Begriff ,,Biotechnologie" zusammengefast wer- 
den, erfordern die Manipulation biogener oder biologisch 
wichtiger Substanzen. In der klinischen Analyse, fur Bio- 
sensoren, fur Aroma- und Duftstoffe sowie fur andere 
Zwecke werden Verbindungen benotigt, die moglicher- 
weise eine enzymatische Synthese oder Modifizierung er- 
fordern. 

Wir mochten ausdriicklich anmerken, dab die Bearbei- 
tung der enzymatischen Katalyse in der organischen Syn- 
these - wie die von Katalysen iiberhaupt - im Grunde Ver- 
fahrenschemie ist. Das heiSt, ihr Hauptziel ist die lei- 
stungsfahige und wirtschaftliche Synthese bestimmter Ver- 
bindungen (Abb. 1). In dieser Hinsicht unterscheidet sie 
sich von einem groBen Teil der praparativen Arbeiten, die 
heute an Universitaten durchgefuhrt werden, in denen die 
spezielle Verbindung weniger wichtig ist als die einzelnen 
Stufen (oder die gesamte Synthesestrategie), die neue und 
oft sehr verallgemeinerungsfahige chemische Prinzipien 
aufzeigen. 
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Ahb. I .  Zwei Arten. an Syntheseprobleme heranzugehen: Die ohere zielt auf 
die Entwicklung praktikahler und leistungsfihiger Synthesewege fur defi- 
nierte Produkte, wihrend die untere in der Synthese hauptsichlich ein Mittel 
zur Veranschaulichung von Reaktionsprinzipien und Synthesestrategien 
sieht. Die enzymatische Synthese gehtirt ebenso wie ein GroDteil der metall- 
katalysierten im wesentlichen (wenn auch nicht ausschlie0lich) zur oheren 
Herangehensweise. 

3. Charakteristische Eigenschaften von Enzymen 
als Katalysatoren 

Enzyme als Katalysatoren zeichnen sich durch drei typi- 

1. Sie beschleunigen Reaktionen. 
2. Sie sind selektiv, d. h. die Reaktion einer bestimmten 

Substanz kann drastisch beschleunigt werden, wahrend die 
einer strukturell eng verwandten Substanz unbeeinfluRt 
bleibt. 

3. Sie kbnnen Regulationsprozessen unterliegen, d. h. 
die katalytische Aktivitst kann stark durch die Konzentra- 
tionen von Substraten, Produkten oder anderen gelosten 
Spezies beeinfluI3t werden. 

Die Selektivitat von Enzymen ist mitentscheidend fur 
ihre Bedeutung in der organischen Synthese. Enzyme bie- 
ten die Mbglichkeit, sehr selektive Umwandlungen durch- 
zufuhren, eine Eigenschaft, die bei der Arbeit mit chiralen 
und multifunktionellen Molekulen sehr wertvoll ist. Fur 
den Stoffwechsel ist die Regulation der Enzymaktivitaten 
unerlMlich, wahrend sie bei Anwendungen in der organi- 
schen Synthese, vor allem wegen der Produkthemmung, 
meist ein Hindernis darstellt. Die katalytische Aktivitat des 
Enzyms nimmt ab, wenn die Konzentration eines Produk- 
tes einen bestimmten Weft e r re i~ht~" .~~l .  Um die Produkt- 
hemmung auszuschalten, ist es unter Umstanden nbtig, das 
Produkt aus dem Reaktionsgemisch laufend zu entfer- 
nenlZ0l (was in der Praxis oft schwierig ist), niedrige Pro- 
duktkonzentrationen und damit eine aufwendige Aufarbei- 
tung zu akteptieren oder groRe Mengen des Enzyms zu 
venvenden; alle drei Faktoren erhohen die Kosten. Ein 
Phanomen wie die Regulation gibt es in der Ubergangsme- 
tallkatalyse nicht, obwohl die Vergiftung des Katalysators 
durch Produkt oder Ausgangsmaterial eine gewisse Ent- 
sprechung darstellt. 

Einige Eigenschaften der Enzyme sind fur ihre Anwen- 
dung in der organischen Synthese wichtig: 

1. Ihre Verfiigbarkeit, ihr Preis und ihre Lebensdauer 
variieren betrachtlich. Ein Enzym enthalt typischerweise 
ein aktives Zentrum auf je 20000-50000 Molekularge- 

sche Merkmale aus: 

wichtseinheiten. Dieses ungiinstige Verhaltnis kann durch 
eine hohe Wechselzahl (Turnover-Zahl, mol Produkt pro 
Zeiteinheit und mol Enzym) ausgeglichen werden, aber 
nicht immer. Die Wirtschaftlichkeit der Enzymanwendung 
hangt von mehreren Faktoren ab: vom Preis des Enzyms, 
seiner spezifischen Aktivitat und seiner Lebensdauer. In 
Tabelle 1 sind die Kosten fur Forschungsmengen charakte- 
ristischer, kauflicher Enzyme, die in der Synthese niitzlich 

Tabelle 1. Spezifische AktivitBten und Kosten einiger im Handel erhlltlicher 
Enzyme, die sich zur Anwendung in der organischen Synthese eignen [a]. 

E.C.- Spezifische Kosten 
Nummer Aktivitlt (US-$/ 

[U/mg 1000U1 
Protein] [c] 

Pferdeleber-ADH 
ADH aus Hefe 
ADH aus T. bmckii 
Glycerin-DH (Cellulomonas sp.) 
L-Lactat-DH 
o-Lactat-DH 
Malat-DH 
6-Phosphogluconat-DH 
Glucose-DH IB. cereus) 
Glucose-6-phosphat-DH 
Glucose-Oxidase 
Galactose-Oxidase 
Formiat-DH 
Aldehyd-DH 
Glutaminslure-DH 
Leucin-DH 
L-Aminosaure-Oxidase 
D- Aminoslure-Oxidase 
Katalase 
Meerrettich-Peroxidase 
Tyrosinase 
Galactosyl-Transferase 
Hexokinase 
Phosphoribulokinase 
NAD-Kinase 
Glycerokinase 
Pyruvat-Kinase 
Acetat-Kinase 
Polynucleotid-Phosphorylase 
Schweineleber-Esterase 
Schweinepankreas-Lipase 
Phospholipase AI 
Cholesterin-Esterase 
(Rinderpankreas) 
Pancreatin [dj 
a-Amylase (B.  lichiniformis) 
Amylo- I ,6-Glucosidase 
NADase 
Chymotrypsin 
Trypsin 
Papain 
Carboxypeptidase A 
Protease [el 
Acylase (Aspergillus sp.) 
Penicillinase 
Aldolase (Kaninchenmuskel) 
Sialinsaure-Aldolase 
Tryptophanase 
6-Aminollvulinslure-Deh ydrase 
Phenylalanin- Ammonium-Lyase 
UDP-Galactose-4-Epimerase 
Glucose- Isomerase 
Phosphohexose-Isomerase 

1 . 1 . 1 . 1  
1 . 1 . 1 . 1  
1.1.1.2 
1.1.1.6 
1.1.1.27 
1.1.1.27 
1.1.1.37 
1.1.1.44 
1.1.1.47 
1. I. 1.49 
1.1.3.4 
1.1.3.9 
1.2.1.2 
1.2.1.5 
1.4.1.3 
1.4.1.9 
1.4.3.2 
1.4.3.3 
1.1  1.1.6 
1.11.1.7 
1.14.18.1 
2.4.1.22 
2.7.1.1 
2.7.1. I9 
2.7.1.23 
2.7.1.30 
2.7.1.40 
2.7.2.1 
2.7.7.8 
3.1.1.1 
3.1.1.3 
3.1.1.4 

3.1.1.13 

3.2.1.1 
3.2.1.3 
3.2.2.5 
3.4.2 1 .I 
3.4.2 1.4 
3.4.22.2 
3.4.17.1 

3.5. I .  I4 
3.5.2.6 
4.1.2. I3 
4.1.3.3 
4.1.99.1 
4.2.1.24 
4.3.1.5 
5.1.3.2 
5.3.1.5 
5.3.1.9 

2 
400 

15 
50 

. I  400 
300 

3000 
50 

250 
400 
200 
300 

3 
25 
40 
80 

1 
I 

20000 
330 

4 000 
5 

300 
4 

20 
I50 
500 
600 

35 
100 

50000 
1500 

3 

500 
70 
3 

50 
lom 

40 
50 

150 
2 000 

20 
1 
1 
2 
3 

15 
30 

800 

50 

53 
56 

26 

280 
I60 

15 
0.4 

20 
667 
140 

I750 
500 

50 

0.2 

0.5 

1.3 

2.5 

0.0000s 
I .8 
0.1 

2.7 
5000 

50 
85 
33 

50 
428 

10 

0.6 

0.00002 
5.3 

200 

0.0 I 
0.004 

0.1 
O.OOO9 
I .5 
8 

0.006 
4 
5 

5000 
200 

7 500 
6670 
1330 

0.005 
3 

667 

[a] Die Kosten k6nnen je nach Bezugsquelle und Menge erheblich variieren. 
[b] Abkurzungen: ADH = Alkohol-Dehydrogenase; DH - Dehydrogenase. [c] 
700U Enzymaktivitat emeugen unter giinstigen Bedingungen ungePdhr ein 
mol Produkt pro Tag. [d] Pancreatin ist ein rohes und mit ca. US-$ 20.-/kg 
preiswertes Enzymgemisch, das oft die billigste Quelle fur Lipasen. Choleste- 
rin-Esterase sowie bestimmte Proteasen und Glycosidasen ist. [el Eine Viel- 
zahl von Proteasen geringer Reinheit (Pronase, Themolysin, Subtilisin 
Carlsberg, Subtilisin BPN, Newlase, Papaya und andere) sind recht preiswert 
erhlltlich (US-$ 0.1-1.-/lo00 U). 
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sind, zusammen mit ihren spezifischen Aktivitaten aufge- 
fiihrt. BezugsgroDe ist die Internationale Einheit (Interna- 
tional Unit, IU) der Enzymaktivitat, die so definiert ist, 
dal3 1 U pro min 1 pmol Produkt erzeugt; 700 U Enzymak- 
tivitat produzieren etwa 1 mol Produkt pro Tag. In der 
letzten Spalte sind die Kosten fur die Menge des Enzyms 
aufgefiihrt, die zur Produktion von 1 mol Produkt benotigt 
wird, ideale Bedingungen - d. h. maximale Anfangsge- 
schwindigkeit (urnax) - vorausgesetzt. In Wirklichkeit lau- 
fen nur wenige Synthesen unter idealen Bedingungen ab, 
und die Enzymmengen, die fur eine bestimmte Synthese- 
leistung benotigt werden, konnen das zwei- bis hundertfa- 
che der berechneten Menge betragen. 

2. Manche Enzyme benotigen Cofaktoren, die ver- 
braucht werden oder regeneriert werden mussen und die 
deshalb auf die Wirtschaftlichkeit einer enzymatischen Re- 
aktion einen ebenso groDen EinfluD haben konnen wie das 
Enzym. 

3. Die meisten Enzyme sind wasserloslich; ihre gro8te 
Aktivitat zeigen sie in waDriger Losung bei p H  7-8 und 
Raumtemperatur. Die Bedeutung der Wasserloslichkeit als 
Nachteil fur die Anwendung von Enzymen in der Synthese 
ist von vielen Organikern wahrscheinlich uberschatzt wor- 
den. Wenn auch die meisten Enzyme rnit vollig wasserun- 
loslichen Substanzen nicht reagieren, so konnen diese 
doch oft in heterogenen Reaktionen umgesetzt werden, 
wobei nur geringe Mengen des Substrates in der  waRrigen, 
enzymhaltigen Losung ~ o r l i e g e n [ ~ ' - ~ ~ ] .  In bestimmten 
Fallen vertragt das Enzym auch maRige Konzentratio- 
nen organischer Cosolventien wie Ethylenglycol, Gly- 
cerin, Dimethylsulfoxid (DMSO) und Dimethylform- 
amid (DMF)[2S-271. 

4. Mehrere Enzyme konnen kombiniert werden, um 
mehrere enzymkatalysierte Transformationen sequentiell 
oder parallel durchzufuhren. Diese Eigenschaft der En- 
zyme beruht darauf, daD sie auch in ihrer naturlichen Um- 
gebung nebeneinander vorliegen. Fur nichtenzymatische 
Mehrkatalysatoren-Systeme gibt es dagegen nur wenige 
Beispiele. 

5. Enzyme werden schon unter relativ milden Bedin- 
gungen abgebaut. Chemiker sind es gewohnt, Metallkata- 
lysatoren iiber lange Zeitraume ohne Aktivitatsverlust auf- 
zubewahren. Enzyme dagegen konnen beim Lagern auf 
zahlreichen Wegen denaturiert ~ e r d e n [ ~ ' - ~ ~ I .  Mogliche Ur- 
sachen sind 2.B. Zerstorung durch geringe Mengen von 
Proteasen, die als Verunreinigung in der Enzymprapara- 
tion vorhanden sind, Konformationsanderungen, die 
durch das Medium oder Temperaturanderungen zustande 
kommen, Verunreinigung durch Mikroorganismen und 
Autoxidationen. All dies macht den Umgang rnit Enzymen 
schwieriger als den rnit anderen Katalysatortypen. 

d[pl I vmax 

dt  

05 Vmcx 

4. Kinetik und Mechanismus von Enzymreaktionen - 
Bedeutung fur die Synthese 

---[?> I--.- 

.- - -  

/"- kompetitive 
Produkthemmung 

Die Erforschung von Kinetik und Mechanismus von En- 
zymreaktionen ist schon seit jeher ein bedeutender Zweig 
der Biochemie. Sehr nutzlich, wenn auch fur die Durch- 
fiihrung von Synthesen nicht unbedingt erforderlich, ist 
die Kenntnis charakteristischer kinetischer Konstanten der 
Enzymreaktion (insbesondere der Michaelis-Menten- und 

der Inhibitorkonstanten) sowie der pH-Abhangigkei- 
ten['y.2"1. Es ist gerade ein Hauptvorteil der Enzymkatalyse 
(z.B. im Vergleich rnit homogener und heterogener Kata- 
lyse durch Metalle), daD mit verh&ltnismaDig geringem 
Zeitaufwand die kinetischen Konstanten einer enzymkata- 
lysierten Reaktion bestimmt werden konnen: dies ist sehr 
lohnend, weil es ermoglicht, die Aktivitat eines Enzyms bei 
einer Synthese zu steuern. Abbildung 2 und die Gleichun- 
gen (a) und (b) beschreiben die wichtigsten Zusammen- 

b I Produkthemmung Desaktivierung 
Reaktionen ohne 

/ 

,' -/;--- - -  
nicht-kompetitive 

' Produkthemmung 

~ - - _ -  - - 

t 
I 

K M  [sl - 
Abb. 2. Schematishe Darstellung der Reziehungen zwischen Reaktionsge- 
schwindigkeit d[P]/dr und Substratkonzentrdtion [ S ]  fur eine einfache, der 
Michaelis-Menten-Kinetik gehorchende Reaktion ohne Produkthemmung 
(-). Die Kurven fir kompetitive (---) und nicht-kompetitive (---) Produkt- 
hemmung illustrieren den EinfluU einer willkiirlich festgelegten Produktkon- 
zentration auf das Verhiltnis von d[P]/df zu [S] im Vergleich zur Situation 
ohne Hemmung. Die Steigung der Kurve bei niedriger Substratkonzentration 
und die Hohe des Plateaus bei nicht-kompetitiver Hemmung werden durch 
die Produktkonzentration und die Inhibitorkonstante bestimmt. Bei haheren 
Substratkonzentrationen fallt im allgemeinen die Enzymaktivitlt infolge un- 
spezifischer Desaktivierung ah. 

hange. Im einfachsten Fall, bei dem ein Substrat S durch 
ein Enzym E nach einer Michaelis-Menten-Kinetik [Glei- 
chung (a)] in ein Produkt P umgewandelt wird, ohne daB 
eine Hemmung durch das Produkt oder eine andere Spe- 
zies stattfindet, wird die Reaktionsgeschwindigkeit durch 
Gleichung (b) wiedergegeben. 

Fur Anwendungen in der Synthese ist es gunstig, dal3 bei 
gegebener Enzymmenge die Reaktionsgeschwindigkeit rnit 
zunehmender Substratkonzentration steigt, bis alle verfiig- 
baren aktiven Zentren besetzt sind. Eine weitere Erhohung 
von [S] steigert dann die Reaktionsgeschwindigkeit nicht 
mehr. Wenn die Substratkonzentration einen bestimmten 
Wert iiberschreitet, werden die meisten Enzyme sogar des- 
aktiviert, weil dann das Losungsmittel immer weniger den 
Charakter von Wasser hat. Die hochste Effizienz bei der 
Anwendung des Enzyms, das meist die teuerste Kompo- 
nente des Reaktionsgemisches ist, wird in dem Bereich der 
Substratkonzentration erreicht, in der die Enzymkonzen- 
tration die Reaktionsgeschwindigkeit bestimmt (urn,,-Be- 
dingungen). 1st die Substratkonzentration zu niedrig, 
bleibt ein bestimmter Anteil der aktiven Zentren im 
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Gleichgewicht unbesetzt ; bei zu hoher Substratkonzentra- 
tion dagegen wird das Enzym desaktiviert. Um die untere 
Grenzkonzentration des Substrates zu bestimmen, die ein- 
gehalten werden muB, um das Enzym effzient anzuwen- 
den, ist die Michaelis-Konstante K, deshalb von groBem 
Wert; die GroBe von umax ist nutzlich, weil sie angibt, wie 
schnell ein Produkt bei einer gegebenen Enzymmenge un- 
ter idealen Bedingungen hiichstens gebildet werden kann. 
Sowohl K, als auch urnax werden unter Assay-Bedingungen 
bestimmt; in der Praxis sind diese K,-Werte meist unge- 
fahr so groR wie die unter Synthesebedingungen beobach- 
teten. Bei Verwendung immobilisierter Enzyme konnen 
hohere apparente K,-Werte auftreten, wenn der Massen- 
transport limitierend wird. Unter Idealbedingungen ist 
u,,, meist vie1 groBer als die in Synthesen maximal er- 
reichbaren Reaktionsgeschwindigkeiten, weil im allgemei- 
nen die Enzymaktivitat unter Realbedingungen geringer 
ist. Diese Diskrepanz ist die Hauptursache fur Enttau- 
schungen, die der unerfahrene Anwender von Enzymen in 
Synthesen erlebt. Die Ursachen konnen mannigfaltig sein: 
Unspezifische Desaktivierung durch hohe oder unange- 
messene Substrat-, Produkt-, Puffer- oder Ionenkonzentra- 
tionen kommt dafur ebenso in Frage wie ein Verlust der 
AktivitBt immobilisierter Enzyme infolge chemischer Mo- 
difizierung, eine Limitierung durch den Massentransport 
ebenso wie eine reversible Hemmung durch das Produkt. 
Die Bedeutung der Produkthemmung wird erst seit kurzem 
richtig eingeschatzt. Eine detaillierte Diskussion der En- 
zymkinetik ist au0erst komplex[201 und fur die Anwendung 
von Enzymen in der organischen Synthese nicht notig. Es 
ist jedoch wichtig zu wissen, daR es mehrere Arten der 
Hemmung gibt (Abb. 2). Die kompetitiue Hemmung besteht 
in einer kompetitiven Bindung von Substrat und Produkt 
am aktiven Zentrum des Enzyms, und sie beeinfluat ledig- 

lich K,; sie kann - wenigstens im Prinzip - durch hohere 
Substratkonzentrationen ausgeglichen werden. Die nicht- 
kompetitiue Hemmung beeinflufit K ,  nicht, erniedrigt aber 
urnax. Eine Steigerung der Substratkonzentration nutzt in 
diesem Fall nichts; die einzige allgemein wirksame Strate- 
gie besteht in einer Erniedrigung der Produktkonzentra- 
tion, z.B. indem man das Produkt wahrend der Reaktion 
kontinuierlich entfernt oder die Gesamtmenge des umzu- 
setzenden Substrates begrenzt12'1. Noch andere Hemmty- 
pen beeinflussen umax und K, gleichzeitig. 

Fur den Praktiker sind die beiden wichtigsten Daten der 
Enzymkinetik also K, und urnax; ihre Kenntnis ermoglicht, 
Substrat- und Enzymkonzentration richtig zu wahlen. Au- 
Berdem mu13 eine eventuell vorhandene Produkthemmung 
erkannt und gegebenenfalls die Hemmkonstante K i  grob 
bestimmt werden, damit durch die richtige Strategie - Er- 
hohung der Substratkonzentration und/oder Erniedrigung 
der Produktkonzentration - die Beeintrachtigung der Re- 
aktion auf ein Minimum begrenzt wird. 

5. Geloste Probleme, aktuelle Aktivitaten und 
Perspektiven 

Da die Anwendung von Enzymen als Katalysatoren in 
der organischen Synthese ein verhlltnismaBig neues Ge- 
biet ist, mu8 eine groBe Zahl technischer Probleme gelost 
werden, bevor diese Anwendungen zur Routine werden. 
Tabelle 2 gibt einen Uberblick uber die Art der Probleme 
und dariiber, ob sie gelost sind oder wann mit einer Lo- 
sung zu rechnen ist. Das ,,gelost" in Tabelle 2 bedeutet 
nicht, daB nicht noch Optimierungen moglich waren, doch 
gewahrleisten die heute verfugbaren Verfahren, daB diese 
Probleme den Fortschritt nicht langer behindern. So sind 

Tabelle 2. Einige charakteristische Probleme bei der Venvendung von Enzymen in der organischen Synthese. 

geldste Probleme Robleme in Bearbeitung Probleme, deren Ldsung 

erwartet wird 
in naher Zukunft in ferner Zukunft 

lmmobilisierung 

Regeneration von Cofaktoren 
NAD(P)H $ NAD(P) 
AMP oder ADP-ATP 

Desaktivierung 
Thiol-Autoxidation 
Wirkung von Proteasen 

Entwicklung neuer Methoden zur An- 
wendung von (einfachen) Enzymen 
(Esterasen. Amidasen, Isomerasen) 
im Laboratorium 

Anwendung von Enzymen auf unna- 
tiirliche Substrate; Untersuchungen 
zur Anwendungshreite leicht zugzng- 
licher Enzyme 

Anwendung in Gegenwarl organischer 
Losungsmittel; Ein- und Zweiphasen- 
systeme 

Produkthemmung 

Regeneration von Cofaktoren 
Acetyl-CoA; PAPS [a] 

VergrBBern des SynthesemaDstabs in 
der pharmazeutischen Synthese 

Entwicklung neuartiger Enzyme 
mit Hilfe der Gentechnologie 

Anwendung von DNA-Rekombina- 
tionstechniken mr  Enzymproduktion 
im groDen MaBstab 

ortsspezifische Mutagenese zur bin- 
derung von Enzymeigenschaften (Km, 
Ki,  Selektivitat, Stabilitat) 

Untersuchung von Enzymen thermo- 
philer und halophiler Organismen auf 
Anwendbarkeit in der Synthese 

Erprobung komplexer Multienzymsy- 
steme in der Synthese; Vergleich mi1 
intakten Zellen; .,kilnstlicher Metabo- 
lismus" 

Anwendung zur Synthese von Fein- 
chemikalien und chemischer Spezial- 
produkte 

Modifizienmg der Aktivitit von En- 
zymen auf chemischem Weg: ,,halb- 
synthetische Enzyme" 

[a] PAPS: 3'-Phosphoadenosin-5'-phosphosulfat. 
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heute zahlreiche Methoden zur Immobilisierung von Enzy- 
men beka~~n t [~~-~ ' l .  Dennoch ist es unerlaBlich, die beste 
Strategie zur Immobilisierung eines bestimmten Enzyms 
durch intensives ,,Probieren" herauszufinden. Insbeson- 
dere fur die technische Anwendung mit ihren Anforderun- 
gen an Langzeitstabilitat und hohe Leistungen in Festbett- 
reaktoren waren verbesserte Immobilisierungsmethoden 
sehr nutzlich. Fur den Laboratoriums- und Technikums- 
maRstab reicht jedoch die bekannte Technologie aus. 

Auf manche der Punkte, die in Tabelle 2 aufgefiihrt 
sind, wird im Laufe des Beitrags ausfuhrlicher eingegan- 
gen werden; einige verdienen aber einen kurzen Kommen- 
tar an dieser Stelle: 

- In der Gegenwart gilt die HauptstoBrichtung der An- 
strengungen auf diesem Gebiet der angewandten Enzy- 
mologie dem Ausloten der Anwendungsbreite von Enzy- 
men als Katalysatoren in der organischen Synthese. 
Konnen Substrate umgesetzt werden, die von den natiir- 
lichen sehr verschieden sind? Wie verandert sich die En- 
zymaktivitat beim Zumischen organischer Losungsmit- 
tel? Sollen sie immobilisiert, in Membranreaktoren oder 
in Losung angewendet werden? Unter welchen Umstan- 
den bieten sich enzymatische Reaktionen als Methoden 
an, die den existierenden oder relativ leicht zu entwik- 
kelnden klassischen Techniken der organischen Syn- 
these iiberlegen sind? 

- In naher Zukunft werden ortsspezifische Mutagenese 
und DNA-Rekombinationstechniken bei der Produktion 
ungewohnlicher Enzyme angewendet werden ( einen Be- 
darf an groRen Mengen dieser Enzyme vorausgesetzt). 
Es werden neue Enzyme mit unbekannten Eigen- 
schaften aus bisher nicht erschlossenen Quellen ent- 
deckt werden, und Enzymeigenschaften wie die Micha- 
elis-Menten-Konstante, die Substratselektivitat oder die 
thermische Stabilitat werden gezielt verandert werden. 
Durch ortsspezifische Mutagenese gelang in jungster 
Zeit 2.B. die Erzeugung von T4-Lysozym, das eine 
kunstliche Disulfidbriicke zur Erhohung der Stabilitat 
enthBlt[40a1, und einer Tyrosyl-tRNA-Synthetase, die ei- 
nen niedrigeren K,-Wert hat als das natiirliche En- 
zymi40b1. Komplexe Multienzymsysteme werden sicher- 
lich bald bei Synthesen erprobt werden. Grundsatzlich 
konnten solche Systeme ebenso komplex werden wie 
groBe metabolische Reaktionscyclen; da diese Systeme 
in der Natur nicht vorkommen, erscheint fur sie der Be- 
griff ,,kiinstlicher Metabolismus" gerechtfertigt. Es wird 
zu klaren sein, ab welchem Grad an Komplexitat zell- 
freie Systeme in Synthesen nicht mehr mit intakten Zel- 
len konkurrieren kdnnen. Auch die chemische Modifi- 
zierung bekannter Enzyme zur h d e r u n g  von Aktivitat, 
Stabilitlt oder Selektivitlt, also die Gewinnung semisyn- 
thetischer Enzyme, ist viel~ersprechend[~'~. 

- In ferner Zukunft sollte es der Proteinchemie anhand 
detaillierter Kenntnisse von Struktur-Wirkungs-Bezie- 
hungen moglich sein, neue Enzyme fur neue Reaktionen 
zu konzipieren und sie dann gentechnologisch zu produ- 
zieren. Die Aussicht auf vollig neue Katalysatoren ist 
zwar verlockend, ihre Verwirklichung ist jedoch Zu- 
kunftsmusik. 

Nach diesen allgemeinen Bemerkungen iiber die Ver- 
wendung von Enzymen als Katalysatoren in der organi- 

schen Synthese sollen nun einzelne Klassen von Enzymen 
und deren Anwendungsmoglichkeiten in der Synthese ge- 
schildert werden. Dabei stehen einzelne Enzyme im Vor- 
dergrund. Die Auswahl orientiert sich an der Leichtigkeit 
ihrer heutigen Anwendung, was nicht ausschliellt, daR in 
Zukunft andere Enzyme eine noch graBere Anwendung 
finden werden. 

6. Anwendungsbeispiele 

6.1. Enzyme, die keine Cofaktoren benotigen 

Einige Enzyme aus dieser Gruppe zeichnen sich durch 
besonders gute Zuganglichkeit, niedrigen Preis und hohe 
Stabilitat aus. In der organischen Synthese sind sie die bis- 
her am weitesten verbreiteten Enzyme, und sie werden 
wahrscheinlich als erste zum Standardrepertoire des pra- 
parativ arbeitenden Organikers gehoren, der sich mit der 
Darstellung chiraler Synthesebausteine beschaftigt. 

6.1.1. Esterasen : Schweineleber-Esterase und Lipasen 

Fur die Verwendung dieser Enzyme zur kinetischen Ra- 
cematspaltung gibt es zahlreiche Bei~piele[~~-"*~. Die Hy- 
drolyse von meso-Diestern hat sich besonders bei der Ge- 
winnung chiraler Synthesebausteine bewahrt ; Theorie und 
Praxis dieser Strategie sind gut e r fors~ht [~~-"~ .  Charakteri- 
stische Beispiele sind in Tabelle 3 aufgefiihrt. Mehrere Un- 
tersuchungen mit diesen Enzymen aus jungster Zeit verdie- 
nen einen Kommentar, da sie auf allgemein nutzliche Ei- 
genschaften und Probleme hinweisen. 

Lipasen entpuppen sich immer mehr als eine besonders 
in der enantioselektiven Synthese BuBerst niitzliche Klasse 
von Enzymen. Charakteristisch fur sie sind niedrige Ko- 
sten, hohe Stabilitat und eine groRe Toleranz gegenuber 
Anderungen der Substrats trukt~r'~~-~~~.  Hinzu kommt, da13 
sie keine wasserloslichen Substrate erfordern: lhre Aktivi- 
tat ist an der Grenzflache zwischen organischem und waB- 
rigem Medium am besten; Befunde aus neueren Arbeiten 
legen nahe, daR Lipasen auch in stark wasserentziehenden 
und organischen Systemen einen hohen Wirkungsgrad be- 
halten160."9.70]. meso-Substrate wandeln sie in hohen Aus- 
beuten in chirale Produkte um. Neben der kinetischen Ra- 
cematspaltung durch Hydrolyse ist auch die durch Um- 
esterung niitzlich[60*6'1. 

Chirale Epoxyalkohole konnen enantioselektiv auf zwei 
vollig verschiedenen Wegen synthetisiert werden: Durch 
Lipase-katalysierte Hydrolysei7" oder durch ubergangsme- 
tallkatalysierte Ep~xidierung~"'. Die enzymatische Hydro- 
lyse leidet unter dem Nachteil, daR sie eine kinetische Ra- 
cematspaltung ist, d. h. es findet eine selektive Hydrolyse 
eines Enantiomers in Cegenwart des anderen statt; die 
Ausbeute kann deshalb hochstens 50% betragen. Dennoch 
ist dies Verfahren in bestimmten Fallen ein einfacherer 
Weg zu groBen Mengen eines optisch aktiven Epoxyalko- 
hols als das ubergangsmetallkatalysierte Verfahren. Die 
heute verfugbaren enzymatischen und metallkatalysierten 
Prozesse weisen sehr unterschiedliche Substratselektivita- 
ten auf, so daR sie sich eher erganzen als daR sie miteinan- 
der konkurrierten. 
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Tabelle 3. Enantioselektive Hydrolyse von meso-Substraten mit Schweinele- 
ber-Esterase und Schweinepankreas-Lipase (letztes Beispiel). 

Substrat Produkt ee [%] Lit. 

Tdbelle 4. Beispiele f ih die Anwendung von Amidasen. 

Reaktionen Lit. 

O R  O R  R 

A&Op ANACOp + HfiACOp [35,72] 

-&fJ-CONe COzMe &:- 71 [431 
RZ R 3  RZ 

R ' N H ~ C O ~  + H ~ N & O ~ R '  R ~ K H + ' Y ' ~ ~ ~ '  [R3, l o l l  
96 [51, 521 0 R3 

6.1.2. Amidasen 

Eine weitere Klasse breit anwendbarer hydrolytischer 
Enzyme sind die Amidasen. Ihre wichtigste Anwendung 
liegt in der kinetischen Racematspaltung von Aminosau- 
ren[35. 72-801 (meist durch Hydrolyse der N-Acylamino- 
~ a u r e n [ " . ~ ~ ~ )  sowie in der Kniipfung von Peptidbindun- 

nenl l  1.84-1011 (siehe auch Tabelle 4). Viele Arbeiten wurden 
der Entwicklung von Methoden gewidmet, die unter Ver- 
wendung von Amidasen Peptidbindungen zwischen unge- 
schiitzten Aminosauren und AminosBureestern eneugen. 
Mehrere Beispiele solcher enzymkatalysierter Kondensa- 
tionen zeigen, daD dieser ProzeD unter bestimmten Bedin- 
gungen von Bedeutung sein Die Ausarbeitung 
spezifischer Reaktionsbedingungen fiir eine bestimmte De- 
hydratisierung erfordert Geduld und Geschick, und sie 
wird sich nur in solchen FBllen lohnen, in denen groDe 
Mengen des Produktes benbtigt werden. Die Gewinnung 
halbsynthetischen Humaninsulins aus Schweineinsulin 
durch die Firma N o v o [ ~ ~ I  ist sicherlich das spektakularste 
Beispiel, bei dem sich die Entwicklungsarbeit gelohnt hat. 
Amidasen diirften in Zukunft routinemaBig fur kinetische 
Racematspaltungen von Aminen, fur die Darstellung von 
Di- oder Ol ig~pept iden[~~I ,  fur Reaktionen in organischen 
Medien oder in inversen Micellen"oll und fiir posttransla- 

gen[12.81-831 be' I der Synthese von Polypeptiden und Protei- 

6.1.3. Aldolasen 

Kaninchenmuskel-Aldolase ist ein leicht zugangliches En- 
zym, das die Kondensation von Dihydroxyaceton-3-phos- 
phat (und einiger weniger Analoga) mit Aldehyden kataly- 
siert (Schema 1)[Io8].  Es akzeptiert eine Reihe von Aldehy- 

OJ - Ho?H 0 
OfoH P O  

PO 

HO*ip HO 

H 

tionelle Abwandlungen von Proteinen['". die entweder Schema I. Stereochemie bei der Bildung einer C-C-Bindung unter Katalyse 
durch Kaninchenmuskel-Aldolase. Im Aldehyd kann R breit variiert werden. 
R,  mu^ iedoch H oder OH sein. Dihydroxyaceton-3-phosphat darf kaum aus naturlichen Quellen oder durch DNA-Rekombination 

erhalten wurden, verwendet werden. verandert werden. P = p O i e .  
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den als Substrate, und es hat sich bei der Darstellung selte- 
ner, unnaturlicher oder isotopenmarkierter Zucker be- 

oxyfructose- 1-phosphat (einer Vorstufe des Aromastoffes 
Furane01)~'~~~. 

Obwohl Kaninchenmuskel-Aldolase das einzige Enzym 
dieser Klasse ist, das in Synthesen Anwendung gefunden 
hat, so gibt es doch eine recht groBe Zahl einfach zugangli- 
cher Enzyme, die Aldol- und Retroaldolreaktionen kataly- 
sieren konnen (Tabelle 5)[111-'211. Beim aktuellen Interesse 
an gezielten Aldolreaktionen~'22-'26~ und an der Synthese 
von K ~ h l e n h y d r a t e n ~ ' ~ ~ - ' ~ ~ ]  ist zu erwarten, daD Aldolasen 
in diesem Zusammenhang in den nachsten Jahren mehr 
und mehr Beachtung finden werden. 

wah,.$'09. I101 . Ei n Beispiel ist die Herstellung von 6-Des- 

6.1.4. Isomemen und Lyasen 

Enzyme dieses Typs haben wichtige kommerzielle An- 
wendungen gefunden. Glucosidasen beispielsweise werden 
in grol3en Mengen bei der Umwandlung von Maisstarke in 
Glucose ~ e r w e n d e t l ' ~ ' - ' ~ ~ ~ ,  und Glucose-lsomerase kataly- 
siert die Gleichgewichtseinstellung zwischen Glucose und 
F ruc to~e l "~ - '~ '~  . As paraginsaure kann durch Aspartase-ka- 
talysierte Addition von Ammoniak an Fumarsaure gewon- 
nen ~ e r d e n ~ ' ~ * '  und Apfelsaure durch Fumarase-kataly- 
sierte Hydratisierung von F~marsaure~ '~~ ' .  An sich sind 
diese Reaktionen fur den Synthetiker nicht besonders in- 
teressant, da jedoch die Enzyme leicht zugilnglich sind und 
die Variationsbreite der Substrate, die sie akzeptieren, 

Tabelle 5. Beispiele fur die Anwendung von Enzymen, die Aldolreaktionen katalysieren. 

Donor Acceptor Enzym [a] Produkt Lit. 

FDP-Aldolase ' % , P a H  

OH 

Fuc- I-P-Aldolase 

Rha-I-P-Aldolase 

o*OH 

A r h H  OH 
Sialinsllure-Aldolase 

H 011 

O+OH 
OH OH 

KDO- Aldolase 

H 

o+opo;e 
OH 

KDPG-Aldolase 

KDF-Aldolase 

KDG-Aldolase 

KHG-Aldolase 

MHKG-Aldolase 

KDHA-Aldolase 

H OH 

O+oro:Q 
OH OH 

H 

KDO-8-P-Synthase 

Desoxyribose-Aldolase [120, 1211 

[a] Abkurzungen: FDP= D-FrucfOSe- 1.6-diphosphat: Fuc-I-P= L-Fuculose-I-phosphat: Rha- I-P= L-Rhamnulose-1-phosphat; KDO = 3-Desoxy-n-mannooctulo- 
sonal: KDPG = 2-Keto-3-desoxy-6-phosphogluconat; KDF=2-Keto-3-desoxy-D-fuconat; KDG= 2-Keto-3-desoxy-D-glucarat: KHG= 2-Keto-4-hydroxyglutarat: 
MHKG = 4-Methyl-4-hydroxy-2-ketoglutarat; KDHA = 2-Keto-3-desoxyheptonat. 
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noch nicht im Detail erforscht ist, kdnnte eine Beschafti- 
gung rnit ihnen lohnend sein. 

6.1.5. Andere Enzyme 

Cyanohydrolasen aus verschiedenen Quellen katalysie- 
ren die enantioselektive Kondensation von HCN mit Alde- 
hyden[Iu1. S-Adenosylhomocystein-Hydrolase katalysiert 
die Synthese von S-Adenosylhomocystein und Analoga 
aus Hornocystein und Adenosin bzw. dessen Deri~aten['~'- 
'''I. NADase katalysiert den Austausch des Nicotinamidre- 
stes gegen Nicotinamid-Analoga bei NAD. Dieser Synthe- 
seweg bietet einen guten Zugang zu NAD-Anal~ga[ '~~- '~*].  
Fur die selektive Hydrolyse von Phospholipiden stehen 
mehrere Phospholipasen zur Verfugung. Die Phospholipa- 
sen Al und A2 zum Beispiel katalysieren die Hydrolyse der 
Estergruppen in den Positionen sn-1 bzw. sn-2 von Glyce- 
r i n e ~ t e r n " ~ ~ - ' ~ ~ ] .  , Ph ospholipase D bewirkt die Transphos- 
phatidierung rnit Phosphatidylcholin und anderen Ami- 
noalkoholen als S ~ b s t r a t [ ~ ' ~ - ' ~ ' ~  . Di ese drei Enzyme sind 
zur Herstellung verschiedener Arten von Phospholipiden 
verwendet w~rden["~]. Glycosidasen (z. B. fl-Galactosida- 
sen) sind zur Darstellung von Glycosiden und Oligosac- 
chariden n u t z l i ~ h ~ ' ~ ' - ' ~ ~ ~  . 1 -Desoxy- 1 -fluorsucrose, eine 
Verbindung, die gegen Invertase-katalysierte Hydrolyse 
stabil ist und die vom Sucrose-Carrierprotein erkannt wird, 
ist aus UDP-Glucose und I-Desoxy- 1-fluor-D-fructose in 
einer durch Sucrose-Synthetase katalysierten Reaktion 
hergestellt  ord den[''^]. 

Auch fur Enzyme, die die Addition von Ammoniak oder 
die hydrolytische Abspaltung von Aminogruppen kataly- 

'L 

OH 

D - Tart r at 

6H 

1-Tartrat 

meso - Ta r t  rat 

trans- (ZR,3R,LS) 

H3C ( - ) - ( 2 R , 3 R , b R )  98% ee 

trans- (ZS,3S,U?l 

98% ee 

OH c is -  (t ) 

Schema 2. Reaktionen mi1 Epoxid-Hydrolasen. Abkiirzungen: El  = D-Tar- 
trat-Epoxidase: El = L-Tartrat-Epoxidase; E, = meso-Tartrat-Epoxidase; 
El = Epoxid-Hydroxylase aus Kaninchenleber-Mikrosomen. 

sieren, gibt es Anwendungsmoglichkeiten. L-Phenylalanin 
ist durch Phenylalanin-Ammonium-Lyase-katalysierte Ad- 
dition von isotopenmarkiertem Ammoniak an Zimtsaure 
dargestellt wordenl4'. Fur die hydrolytische Desaminierung 
findet sich in der technischen Produktion von L-Citrullin 
aus L-Arginin ein reprasentatives Bei~piel[~']. Die regiospe- 
zifische affnung von Epoxiden durch Epoxid-Hydrolasen 
kijnnte bei der Darstellung von Polyhydroxyverbindungen 
Anwendung finden1'601. Schema 2 veranschaulicht die Ver- 
wendung dieser Klasse von Enzymen bei der Synthese von 
D-['~'], L-['~'] und rneso-Weinsa~re['~~] sowie von Hydroxy- 
pyranderivaten['u-'Ml. Auch Nitril-Hydratasen['661 konnten 
Anwendung in der organischen Synthese finden; ein En- 
zym dieser Gruppe katalysiert die Hydrolyse von Acrylo- 
nitril zu A~rylamid['~''. 

6.2. Enzyme, die Cofaktoren benotigen und diese 
(Flavine, Pyridoxalphosphat, Porphyrine und Metallionen) 
schon enthalten 

In diesen Fallen sind die Cofaktoren entweder kovalent 
oder durch starke nicht-kovalente Bindungen an das En- 
zym gebunden; sie werden wahrend des Katalysecyclus re- 
generiert. Die Pyridoxalphosphat-abhangigen Transamina- 
sen katalysieren die Synthese von Aminosauren durch eine 
Ubertragung der Aminogruppe von einer Aminosaure auf 
eine a-Ketosaure. In den meisten Fallen stammt die Ami- 
nogruppe von L-Glutamat, das in a-Ketoglutarat umge- 
wandelt wird. Eine Strategie zur Synthese von a-Amino- 
sluren nutzt die Transaminase-katalysierte Ubertragung 
einer Aminogruppe von L-Glutamat auf eine a-Ketosiure 
und die damit gekoppelte in-situ-Regenerierung des Gluta- 
mats durch reduktive Aminierung von a-Ketoglutarat in 
einer Glutamat-Dehydrogenase-katalysierten Reaktion. 
Eine andere Gruppe von Transaminierungen rnit L-Aspa- 
raginsaure als Aminogruppendonor hat fur die Synthese 
moglicherweise den Vorteil, dan die gebildete Ketosaure 
(Oxalessigsaure) in situ spontan zu J'yruvat decarboxyliert ; 
diese Decarboxylierung ist die treibende Kraft der Trans- 
aminierungen (Schema 3)('681. Diese Methoden sind beson- 
ders zur Darstellung hochreiner isotopenmarkierter Ver- 
bindungen geeignet, die Isotope rnit kurzer Halbwertszeit, 
z. B. "C (20 min) oder I3N (10 min), e r~ tha l t en [ '~~ . l~~] .  

NADH a-Keto- 
glutarat 

Schema 3. Verfdhren zur enzqmkd~aly\ienen Trdnsamlnierung mir einer (1- 

Ketoslure und a) Asparaginslure oder b) Glutaminsaure als Quelle fiir Ami- 
nogruppen. A steht fiir einen Hydriddonor (Beispiele in Tabelle 7). der fiir 
die in-situ-Regenerierung von NADH aus NAD benBtigt wird. 
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Die Pyridoxalphosphat-abhangigen Enzyme Tyrosinase 
und Tryptophanase katalysieren die Synthese von L-Tyro- 
sin bzw. L-Tryptophan aus Phenol (bzw. Indol), F'yruvat 
und Ammoniak. Mit Phenolderivaten konnen neue Ami- 
nosauren dargestellt werden; so erhalt man mit Brenzcate- 
chin L-DOPA. Ein ahnliches Verfahren ist zur Herstellung 
von Tryptophan-Analoga verwendet w ~ r d e n [ ' ~ ' - ' ~ ~ ] .  Eine 
leistungsfahige Synthese von Porphobilinogen aus 6-Ami- 
nolavulinslure nutzt die Pyridoxalphosphat-haltige 6-Ami- 
nolav~Iinat-Dehydratase['~~~'~~~. Das Flavoenzym Glucose- 
Oxidase findet in der Lebensmittelindustrie breit Anwen- 
dung als Antioxidan~['~~1. Unter anaeroben Bedingungen 
katalysiert Glucose-Oxidase auch den Elektronentransfer 
von Glucose auf Acceptoren wie B e n ~ o c h i n o n ~ ' ~ ~ ~ .  Aul3er 
zur Bestimmung der optischen Reinheit von Aminosau- 

sind L- und D-Aminosaure-Oxidasen auch zur Dar- 
stellung von a-Ketosauren verwendet 

Das Cu20-haltige Enzym Galactose-Oxidase katalysiert 
die Oxidation von D-Galactose zu D-Galactaldehyd und 
die stereospezifische Oxidation von Glycerin und 3-Halo- 
gen-1,2-propandiolen zu L-Glycerinaldehyd bzw. L-3-Ha- 
l~genglycerinaldehyden~~'~~. Die Untersuchung der Sub- 
stratspezifitat dieses Enzyms anhand zahlreicher Polyole 
erlaubte die Entwicklung eines Modells des aktiven Zen- 
trums, das die stereospezifische Umwandlung von Polyhy- 
droxyverbindungen in Aldehyde erk la~t [ '~~!  Einige unge- 
wohnliche L-Zucker sind mit dieser Methode dargestellt 
w~rden[ '~~] .  Dopamin-fl-Monooxygenase, ein weiteres 
Cu2@-enthaltendes Enzym, katalysiert den stereospezifi- 
schen Austausch des pro-R-Benzylwasserstoffatoms von 
Dopamin gegen eine OH-Gruppe zu Norepinephrin (Nor- 
adrenalin). Dies Enzym katalysiert auch die stereoselektive 
Oxidation von Heteroatomen wie S und Se und von be- 
stimmten Olefinen[1801. 

Fez@-haltige Peroxidasen katalysieren die Addition der 
Gruppierung HOX an olefinische Substrate ausgehend 
von H202 und Xek'x'-'841- , sie katalysieren auch die Oxida- 
tion von primaren Alkoholen und He te roa t~men~ '*~- ' *~~ .  
Gemischte organische Dihalogenide entstehen in der Re- 
aktion zwischen Olefinen, H202 und einem Gemisch anor- 
ganischer Halogenide; dabei werden auch C-F-Bindun- 
gen gebildet['881. Meerrettich-Peroxidase katalysiert die se- 
lektive Hydroxylierung aromatischer Verbindungen schon 
bei 0°C in Gegenwart von Dihydroxyfumarat, und einige 
Pharmaka, darunter auch L-DOPA, sind mit diesem En- 
zym im mmol-Mal3stab dargestellt ~orden[ '~ ' l .  Peroxi- 
dasen scheinen wahrend des Reaktionsverlaufs hochreak- 
tive und unselektive Spezies wie Singulett-Sauerstoff oder 
Hydroxyradikale zu e r z e ~ g e n [ ' ~ ~ <  I 9 l 1 .  Ob enzymatische Hy- 
droxylierungen mit fe rmenta t i~en[ '~~]  oder organometall- 
katalysierten P ro~essen [ '~~  konkurrieren konnen, bleibt ab- 
zuwarten. Meerrettich-Peroxidase, die rnit 2-Chlor-4,6- 
bis[o-methoxypoly(~~yethylen)]-s-triazin~'~~~ modifiziert 
worden ist, ist in Benzol loslich und auch aktiv. Damit ste- 
hen praktisch homogene Losungen eines Enzyms in orga- 
nischen Solventien fur Reaktionen zur Verfugung. Das 
gleiche Verfahren ist auch zur Herstellung hydrophober 
Lipase fur Synthesen in organischen Medien angewendet 
worden[621. 

Mit Lipoxygenase wurde ein Hydroperoxyderivat fur 
eine Prostaglandinsynthese d a r g e ~ t e l l t [ ' ~ ~ - ' ~ ~ ~ .  Das Fez@- 
haltige Enzym Isopenicillin-Cyclase wurde isoliert und zur 

Herstellung mehrerer Analoga von Isopenicillin N verwen- 
det['y6-'991. Solche enzymatische Reaktionen konnten bei 
der Gewinnung neuer b-Lactam-Antibiotica nutzlich sein. 

Andere eisen- und kupferhaltige Monooxygenasen, die 
Sauerstoffatome aus O2 in organische Substanzen einbau- 
en, zeigen zwar auch interessante Eigenschaften, doch sind 
sie bisher ohne praktische Bedeutung. Diese Enzyme wan- 
deln gesattigte Kohlenwasserstoffe in Alkohole und Ole- 
fine in Epoxide um, und Heteroatome wie N und S werden 
oxidiert; sie spalten auch aromatische Ringe und Steroid- 
derivate und desalkylieren N- und O-Alkoxyverbindun- 

Von den heute bekannten sauerstoffeinbauenden 
Enzymen sind im Prinzip die bakterielle Methan-Mono- 
oxygenase[200-2"21, die die Hydroxylierung gesattigter Koh- 
lenwasserstoffe katalysiert, die w-Hydroxy la~e~~~ ' -~"~~ ,  die 
die selektive Epoxidierung von Olefinen katalysiert, die 
L e b e r - H y d r o ~ y l a s e ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ,  die die Oxidation von Hetero- 
atomen bei der Metabolisierung von Pharmaka bewirkt, 
und die Steroid-Hydr~xylasen~~"~.~'~~ fur Anwendungen in 
der Synthese von Interesse. In der Praxis bereiten diese 
Enzyme allerdings schwerwiegende technische Probleme: 
Sie sind instabil und wenig selektiv; mehrere Enzyme mus- 
sen zusammenwirken, damit die Reduktion von O2 mit ei- 
ner NAD(P)H-Oxidation gekoppelt werden kann; auDer- 
dem ist die Kopplung der NAD(P)H-Oxidation mit der 
Sauerstoffaktivierung durch die damit verbundene Bildung 
von Wasserstoffperoxid und Superoxid als unerwunschte 
Nebenreaktionen nicht sehr effektiv, und schlieBlich ist es 
erforderlich, NAD(P)H zu regenerieren. Einige dieser Pro- 
bleme werden nicht einfach zu losen sein. Deshalb werden 
Monooxygenasen, die potentiell als Katalysatoren von In- 
teresse sind, gegenwartig noch nicht angewandt, da Fer- 
mentationen oder andere Prozesse rnit intakten Zelled' ' ' I  

einfacher zu handhaben sind. Die Schwierigkeiten, die mit 
solchen Systemen verbunden sind, werden in Abschnitt 8 
im Detail diskutiert. Andere oxidierende Enzyme, insbe- 
sondere Cyclohexanon-Monooxygenase[2'21, die die Baey- 
er-Villiger-Oxidation katalysiert, und Lipoxygenase[2'31, 
sind bereits in der Synthese angewendet worden. 

6.3. Enzyme, die Cofaktoren benotigen, 
die zugesetzt werden miissen 

6.3.1. Envme, die Nucleosidtriphosphate, 
insbesondere A TP, benotigen 

Ein grol3er Teil der Enzyme, die an komplizierten Biosyn- 
thesen beteiligt sind, benotigt - im Gegensatz zu den ab- 
bauenden Enzymen - als Cofaktoren Nucleosidtri- 
phosphate, insbesondere ATP, oder ein Nicotinamid 
(NAD(P)H). In groberem MaBstab sind diese Enzyme 
hauptsachlich wegen der Kosten der Cofaktoren bisher 
noch nicht verwendet worden. Der Preis fur ATP liegt bei 
etwa US-$800.- pro mol. Die Verbindung ist recht stabil; 
die wichtigste Abbaureaktion in Losung ist meist die Hy- 
drolyse der Ribosetriphosphatgruppe zu einem Di- oder 
Monophosphat (wahrscheinlich durch Spuren von 
ATPasen in der L 6 s ~ n g [ ~ ' ~ ] ) .  Eine leistungsfahige Strategie 
zur Regenerierung von ATP aus ADP oder AMP wurde 
auch enzymatische Systeme, die diesen Cofdktor benoti- 
gen, fur die praktische Anwendung interessant werden las- 
sen. lnzwischen ist das Problem der ATP-Regenerierung 
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zufriedenstellend g e l O ~ t ~ ~ ' ~ - " ' ~ ~  . Mit einem Phosphatdonor 
wird ATP aus ADP oder AMP enzymatisch in situ regene- 
riert[??'-224] . Tabelle 6 fa& die gebrauchlichsten Methoden 
zur Regenerierung von ATP zusammen. Verfahren, die an- 
dere Phosphatquellen (z. B. Carbamoylphosphat) oder an- 
dere Techniken wie Fermentation verwenden, sind gegen- 
wartig nicht praktikabe1122s1. 

Tabelle 6. Reaktionen zur Regenenemng von ATP [a]. 

Reaktionen AG;;d Lit. 
[kcal/mol] 

CH380POp + AD€' % .AT€' + CH, 8 & -10.1 [218] 

-(COP 
P - 12.8 (2201 + ADY -% ATP + CHI COP 

wo:e 

CHsO!OPO~e + ADI' !% ATP + CHJOH + COz - 12.4 12211 

[a] Abkiirzungen: AcK= Acetat-Kinase: PK = Pyruvat-Kinase. 

Das Verfahren mit dem groRten Anwendungspotential 
verwendet Acetylphosphat als energiereichen Phosphatdo- 
nor. Diese Substanz ist leicht zugiinglich12'8.22'1, und zwei 
Acetat-Kinasen sind im Handel erhaltlich. Obwohl mei- 
stens rnit Acetat-Kinase aus E. coli gearbeitet wird, k6nnte 
das Enzym aus Bacillus stearothermophilus iiberlegen sein ; 
das Enzym aus E. coli enthalt eine SH-Gruppe in Nachbar- 
schaft zum aktiven Zentrum und ist gegen Autoxidation 
empfindlich, wahrend das Enzym aus B. stearothennophi- 
lus thiolfrei i ~ t l ~ ' ~ ] .  Acetylphosphat hat zwei Nachteile: es 
ist ein nur mal3ig stark phosphorylierendes Reagens (ge- 
messen an der Freien Energie AGO' seiner Hydrolyse bei 
pH 7, siehe Tabelle 6), und es ist in wlRriger Losung nicht 
hydrolysebestandig. Dies hat zwei Konsequenzen: Acetyl- 
phosphat wird nicht nur zerstort, es setzt auch Phosphat- 
Ionen frei, die dann Mg2" komplexieren, die fur die Wir- 
kung der Kinase notwendig sind. Langsame Reaktionen 
sind deshalb rnit diesem System problernatisch. 

Regenerationssysteme auf der Grundlage von Phos- 
phoenolpyruvat (PEP) sind stabil gegen Hydrolyse, und 
auoerdem ist PEP ein sehr starkes Phosphorylierungsre- 
agens. Seine Synthese ist jedoch komplizierter als die des 
Acetylphosphats12201. Methoxycarbonylphosphat, ein neu 
entwickeltes Reagens, ist so einfach darzustellen wie Ace- 
tylphosphat und etwa so stark phosphorylierend wie PEP; 
es ist aber noch weniger stabil als Acetylphosphat[z2'1. 
Auch andere Systeme zur Regenetierung von ATP sind 
vorgeschlagen doch scheinen sie nicht prak- 
tikabel zu sein. 

Fur Anwendungen im groRen MaRstab kann selbst bei 
einem wirkungsvollen System zur Regenerierung von ATP 
aus AD(M)P der Preis fur die am Beginn einzusetzende 
Menge ATP ausschlaggebend sein. AMP ist in Kilogramm- 
mengen preiswert kauflich und kann entweder in situ oder 
in einem gesonderten Schritt in ATP umgewandelt wer- 
den['"'. Daneben ist ein leistungsfahiges Verfahren zur 
Gewinnung von rohem ATP aus RNA entwickelt wor- 

Die anderen Nucleosidtriphosphate (GTP, UTP, CTP) 
und die Desoxynucleosidtriphosphate (dATP, dGTP, 

den[22h-228] 

dUTP, TTP) sollten fur Synthesen weniger bedeutsam sein 
als ATP. Zum Gluck akzeptieren Acetat-Kinase und Pyru- 
vat-Kinase jede dieser Spezies als C o f a k t ~ r ~ " ~ . ~ ~ ~ ~ ,  und 
deshalb regenerieren die Systeme Acetylphosphat (oder 
Methoxycarbonylphosphat)/Acetat-Kinase und PEP/Py- 
ruvat-Kinase alle diese Nucleosid- und Desoxynucleosid- 
triphosphate aus den entsprechenden Diphosphaten. 

ATP-regenerierende Systeme wurden vor allem bei der 
Darstellung von Zuckerphosphaten mit Kinasen verwen- 
det. Glucose-dphosphat ist ein niitzliches Reagens zur Re- 
generierung reduzierter Nicotinamid-C~faktoren'~~~'. Mit 
Dihydroxyacetonphosphat lassen sich Aldolkondensatio- 
nen mit Kaninchenmuskel-Aldolase durchfiihren1'08.'w1; 
~n-Glycerin-3-phosphat~~~'~ hat die richtige absolute Konfi- 
guration fur die Synthese von Phospholipiden ; Arginin- 
[221.2311 und K r e a t i n p h o ~ p h a t ~ ~ ~ ~ ]  konnen ihrerseits als 
Phosphatdonoren fungieren, sie sind aber deshalb auch 
schwierig darstellbar. Diese Kinasen erlauben auch die 
Herstellung modifizierter Nucleosidtriphosphate (2. B. 
ATP-y-S12321 und ATP-a-S12331). 

Das vielseitigste dieser einfachen, auf Kinasen beruhen- 
den Systeme verwendet Glycerin-Kinase. Dieses Enzyrn 
akzeptiert verschiedene Substrate mit drei oder vier Koh- 
lenstoffatomen und fiihrt zu Produkten, die ein Enantio- 
mer im UberschuB enthalten[2341. Mit ihm sind kinetische 
Racernatspaltungen moglich. 

Mit den Synthesen von NAD(P) und Phosphoribosylpy- 
rophosphat (PRPP) werden kompliziertere Prozesse veran- 
schaulicht, die eine Regeneration von ATP erfordern. Bei 
der Synthese von NAD(P) (Schema 4)123s.2361 wurden klas- 
sische organische und enzymatische Methoden erfolgreich 
kombiniert. Die Reaktionssequenz vermeidet Schutzgrup- 
pen, chromatographische Trennungen und komplizierte 
Reinigungsschritte. Mit der Isolierung von NAD aus na- 
tiirlichen Quellen kann diese Darstellung dennoch nicht 

Ace 7 AdK 

A T  P 

NAD-PP PPaso 
PPi- 2 Pi r- 

1 Y 2  

NAD 
Schema 4. Synthesc bun NAL) aus AMP. Abkurzungcn: Acl'= Acetylphos- 
phai; AcK= Acetat-Kinase; AdK =Adenylat-Kinase; NAD-PP= NAD- 
Phosphorylase; PP,= F'yrophosphat; PPase= Pyrophosphorylase; NMN = 
Nicotinarnidmononucleotid : NDC = N-(2,4-Dinitrophenyl)-3-carbamoylpy- 
ridiniumchlorid. 
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k o n k ~ r r i e r e n [ ~ ~ ' - ~ ~ ~ ~ ;  sie ist aber chemisch so flexibel, daB 
strukturell modifizierte oder isotopenmarkierte NAD(P)- 
Derivate hergestellt werden konnen. 

Die Synthese von 5-Phospho-~-ribosyl-l-pyrophosphat 
(PRPP) (Schema 5) - einem zentralen Zwischenprodukt 
bei der Biosynthese der Nucleotide - ist ein weiteres Bei- 
spiel, in dem ein ATP-regenerierendes System in grol3em 
Mabstab zur Synthese einer Substanz verwendet wird, die 
auf klassischem Wege schwierig darzustellen ware[2401. Die- 
ses Verfahren sollte neue Wege zu Nucleotiden und deren 
Analoga eroffnen. 

AMP RNA 

PRPP 
Schema 5. Synthese von 5-Phospho-D-ribosyl- I-pyrophosphat (PRPP). Ab- 
kiirzungen: Py = Pyridin: PK- Pyruvat-Kinase; PEP= Phosphoenolpyruvat. 

Eine Eigenschaft der Synthesen in Schema 4 und 5 ver- 
dient einen besonderen Kommentar: Die Selektivitat der 
Enzyme eriibrigt die normalerweise notwendige Reinigung 
von Zwischenstufen. In klassischen Mehrstufensynthesen 
ist es wichtig, die Zwischenprodukte zu reinigen, da Ver- 
unreinigungen in den nachfolgenden Stufen weiterreagie- 
ren, so daB schliel3lich Produktgemische entstehen, die nur 
schwierig getrennt werden konnen. In enzymkatalysierten 
Synthesen sind die Anforderungen an die Reinheit von 
Zwischenstufen geringer, weil das Enzym nur sein Substrat 
umsetzt. Die Behandlung eines rohen Reaktionsgemisches 
mit einem Enzym ist deshalb zugleich eine Form der Rei- 
nigung. Die Umwandlung von AMP in NAD wurde im 
wesentlichen ohne Reinigung irgendeines Zwischenpro- 
duktes durchgefuhrt; das rohe NAD wurde von Enzymen 
als Substrat erkannt. Da die Reinigung von derartigen Ver- 
bindungen oft sehr schwierig ist, ist die Moglichkeit, rohe 
Reaktionsgemische direkt in enzymatischen Synthesen zu 
verwenden, von groBer Bedeutung fur die Praxis. 

6.3.2. Enzyme, die reduzierte Nicotinamid-Cofaktoren 
(NADH oder NADPH) beniitigen 

Die Regenerierung der Nicotinamid-Cofaktoren wirft 
grobere Probleme auf als die der Nucleosidtriphosphate: 
die Nicotinamid-Cofaktoren sind teurer als ATP (am bil- 
ligsten ist NAD rnit einem Preis von ca. US-$ 1000.-/rnol) 

und, was noch wichtiger ist, in Losung instabil. Die redu- 
zierten Nicotinamid-Cofaktoren werden durch verschie- 
dene Prozesse zerstort; der wichtigste ist die durch Lewis- 
Sauren katalysierte Protonierung des Dihydronicotin- 
amids, an die sich eine Addition von Wasser an das entste- 
hende Iminiumsalz und irreversible Folgereaktionen an- 
s~h l i eRen[~~" .~* '~ .  So ist es selbst bei einem guten Regene- 
rierungssystem wichtig, fur eine hohe Geschwindigkeit der 
gewunschten Enzymreaktion zu sorgen, denn von dieser 
Geschwindigkeit hangt das Verhaltnis von produktiver 
Ausnutzung des Nicotinamid-Cofaktors zu unproduktiver 
hydrolytischer Zerstorung ab. In die Entwicklung und Er- 
probung reduzierender Systeme mit NAD(P)H ist sehr vie1 

. eispiele sind in Ta- Arbeit investiert ~ ~ r d e n [ ~ ~ . ~ ~ ~ , ~ ~ ~ - ~ ~ ~ ~  B 
belle 7 zusammengefafit. Darunter sind drei, die heute fur 
Anwendungen in der Synthese brauchbar erscheinen. 

Tabelle 7. Reaktionen zur Regenerierung von NAD(P)H aus NAD(P) [a]. 

Reaktionen Lit. 
~ ~~ ~ 

HCOOe + NAD a C 0 2  + NADH [36, 2441 

G-6-P + NAD(P) 6-PG + NAD(P)H 12301 

Glucose + NAD(P) a Gluconat + NAD(P)H I2551 

12471 ti2 + NAWP) + H @  + NAD(P)H 

CzHsOH + NAD(P) CH,CO? + NAD(P)H (2511 

CO, + NADH 12511 C H J ~ H  + N ~ D  ADHIAYDHIeI>H 

12521 HZ ~ NAD rn , r ru \  nllruhrilr 
M V  * H m + N A D H  

[a] Abkihungen: FDH = Fonniat-Dehydrogenase; G-6-P=Glucose-6-phos- 
phat: Gd-PDH = Glucosed-phosphat-Dehydrogenase IL. rnesenteroides): 6- 
PG = 6-Phosphogluconat : GDH 3 Glucose-Dehydrogenase (B. cereus); 
H2ase = Hydrogenase: MV = Methylviologen; LipDH = Lipoamid-Dehydro- 
genase: ADH = Alkohol-Dehydrogenase: AldDH = Aldehyd-Dehydrogena- 
se. 

Formiat/Formiat-Dehydrogenase hat zwei wichtige Vor- 
teile: Formiat ist ein starkes Reduktionsmittel, und das Re- 
aktionsprodukt C 0 2  bewirkt keine Komplikationen bei der 
Aufarbeitung. Forrniat-Dehydrogenase (aus Hefe) ist zwar 
kommerziell erhaltlich, aber doch noch immer recht teuer; 
ein gutes Verfahren zur Gewinnung ist von Kula et al. be- 
schrieben w ~ r d e n [ ~ ~ ] .  

Glucose/Glucose-Dehydrogenase ist ebenfalls ein attrak- 
tives System[2ss1. Das Enzym (aus B. cereus) ist im Handel 
erhaltlich, thermisch stabil und kann rnit NAD und NADP 
angewendet werden. Die wesentlichen Nachteile sind der 
Preis des Enzyrns und die Notwendigkeit, das Produkt von 
Glucose und Gluconsaure abzutrennen. 

Glucose-6-phospha~/Glucose-6-phosphat- Dehydrogenase 
ist ein System, bei dem das Enzym sehr billig und stabil 
ist, und das NAD und NADP als Substrat ak~eptiert~'~']. 
Allerdings rnuB Glucose-6-phosphat in einer durch Hexo- 
kinase katalysierten Phosphorylierung von Glucose mit 
gleichzeitiger in-situ-Regenerierung von ATP dargestellt 
werden; ferner muR das Produkt von 6-Phosphoglucon- 
saure abgetrennt werden. 

Ein Verfahren, das Methanol zusammen mit Methanol-, 
Formaldehyd- und Formiat-Dehydrogenase venvendet, ist, 
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zumindest bezuglich des Hydriddonors, das wirtschaftlich- 
ste['"I. Fur Reaktionen im kleinen Mal3stab ist dieses Sy- 
stem nicht sinnvoll, da es drei Enzyme erfordert. Fur Ar- 
beiten im groBen MaBstab konnte es sich hingegen lohnen, 
einen Mikroorganismus zu entwickeln, der alle drei En- 
zyme enthllt, und diesen dann in Form ganzer Zellen zu 
verwenden. Die ubrigen Systeme zur Regenerierung redu- 
zierter Nicotinamid-Cofaktoren sind gegenwartig nur von 
akademischem Interesse; eine Ausnahme sind vielleicht 
elektrochemische Verfahren, die zur Zeit auch intensiv be- 
arbeitet werden[2s21. Die Anstrengungen, billigere Reduk- 
tionsmittel (H2, Elektronen) zu verwenden, setzen am fal- 
when Punkt an, denn die Kosten des Cofaktors und des 
Enzyms sind vie1 haher als die des Reduktionsmittels. 
Trotzdern sollte man auch Systeme dieser Art weiter unter- 
suchen, denn in einem spateren Entwicklungsstadium 
konnten sie sich als nutzlich erweisen. Aktuell haben sie in 
der organischen Synthese kaum eine Bedeutung. 

Enzyme, die reduzierte Nicotinamid-Cofaktoren benoti- 
gen, sind bei Synthesen bis heute nur in der Forschung an- 
gewendet worden. Am weitesten entwickelt ist das von 
Kula et al. beschriebene Verfahren zur Gewinnung von 
A m i n o s l ~ r e n ~ ~ ~ ~ .  Die enantioselektive Reduktion von Car- 
bonylverbindungen und die Synthese isotopenmarkierter 
Spezies sind zwei weitere Anwendungsbeispiele (Tabelle 

hydrogenase basierendes System ist derzeit die beste Me- 
thode zur Einfuhrung von Deuterium durch einen Nicotin- 
amid-katalysierten P r ~ z e B [ ~ ~ ~ ] .  Es muB jedoch betont wer- 
den, daB die Regenerierung von Cofaktoren nur eines von 
mehreren Problemen ist, die gelast werden miissen, wenn 

8)[256-259] . Ei n auf deuteriertem Formiat und Formiat-De- 

Tabelle 8. Reduktion von Carbonylverbindungen unter Alkohol-Dehydroge- 
nase-Katalyse mit NAD(P)H als Hydnddonor. 

Substrat Enzym [a] Produkt Lit. 
(Cofaktor) (ee [%I) 

hleO RoI$T 

0 0  
"'.JA,,, 

HLADH 
(NADH) 

HLADH 
(NADH) 

HLADH 
(NADH) 

HLADH 
(NADH) 

L-LDH 
(NADH) 

HLADH 
(NADH) 

TADH 
(NADPH) 

OH OH 

OH O 
C I A O E t  

[a] Abkiirzungen: HLADH = Pferdeleber-Alkohol-Dehydrogenase; L- 
LDH = L-Lactat-Dehydrogenase; TADH = Alkohol-Dchydrogenase aus 
l%ennoanaerobium brockii. 

NAD(P)H-abhangige Oxidoreduktasen bei Synthesen er- 
folgreich eingesetzt werden sollen. Wenigstens ebenso 
wichtig sind die Probleme der Enzymkosten, der Enzyrn- 
stabilitat und der Produkthemmung, wobei das zuletzt ge- 
nannte die erreichbaren Produktkonzentrationen und die 
Reaktionsgeschwindigkeiten begrenzt. Eine generelle Lo- 
sung hierfiir ist nur schwer zu finden[2601. 

Ein vielversprechendes Enzym ist die Enoat-Reduktase 
aus CIostridium kZuyveri1252~z63~. Dies Enzym reduziert mit 
NADH als Cofaktor a,o-ungesattigte Carboxylat-lonen 
stereospezifisch zu den gesattigten Carboxylat-Ionen 
(Schema 6a). Eine vorlilufige Untersuchung zum Reakti- 
onsmechanismus deutet darauf hin, daD das Reduktions- 
aquivalent von NADH uber den mit dem Enzym assoziier- 
ten Eisen-Schwefel-Flavin-Komplex auf das Substrat uber- 
tragen wird; zwischen dem reduzierten Komplex und Was- 
ser findet ein Protonenaustausch statt. Mit elektroche- 
misch reduziertem Methylviologen kann der Eisen-Schwe- 
feel-Komplex reduziert werden, und in einem Reaktor fur 
elektroenzymatische Reduktionen ist auch eine Synthese 
in groBem MaBstab durchgefuhrt Zur Regene- 
rierung von NADH ist ein System aus Hz und einem Hy- 
drogenase-enthaltenden anaeroben Mikroorganismus ent- 
wickelt worden1252~2651. Mit Enoat-Reduktase hat man auch 
isotopenmarkierte, chirale 6-Aminolavulinsaure enantiose- 
lektiv dargestellt (Schema 6b)l4]. 

R3 Y 
2 " f i R 1  Y : C O E  C H O  

R' : H, Me, Et, OMe, 

a )  

NHCHO, F,CI,Br 

R 2 :  Alkyl, A r y l ,  

Alkorycarbonyl 

11 N A D H  

R3:  H, Me, Et 
3) HI/ H,ase 

c_v_J 

Enoat-Reduktase (ER) 

dOOH E R  

- 1  HOOC . 

I C' 

N"2 Dehydrase NH2 

I H  D$JcH3 - 
6- Amino - 
lavulinat- 

N3 

Schema 6. Enantioselektive Reduktion von CC-Doppelbindungen durch 
Enoat-Reduktase (ER). a) Allgemeines Reaktionsschema; b) Synthese isoto- 
penmarkierter, chiraler 6-AminolBvulinsBure. 

Mit Hefe gelingt eine iihnliche enantioselektive Reduk- 
tion von CC-Doppelbindungen a$-ungesattigter Carbo- 
nylverbindungen ; das verantwortliche Enzym ist aber noch 
nicht isoliert wordenIza6'. Die Reaktion verliiuft formal 
uber eine trans-Addition von H2 an die Doppelbindung, 
wobei ein pro-R-Wasserstoff in a-Position zum elektrophi- 
len Substituenten eingefiihrt wird. Da Hefe aerob ist, ist es 
unwahrscheinlich, daB das Hefeenzym einen Eisen-Schwe- 
fel-Komplex enthalt. 
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6.3.3. Enzyme, die oxidierfe Nicotinamid-Cofkkroren 
(NAD oder NADP) benotigen 

Oxidierte Nicotinamid-Cofaktoren zu regenerieren, ist 
noch immer ein Problem. Es gelten die gleichen einschran- 
kenden Bedingungen wie bei der Verwendung reduzierter 
Nicotinamid-Cofaktoren, wobei hier das Problem der Pro- 
dukthemmung (besonders der unkompetitiven Hem- 
mungI2'? oft noch groBer i ~ t 1 ~ ~ . ~ ~ ~ 1 .  Auch die oxidierten 
Nicotinamid-Cofaktoren hydrolysieren in Losung und 
konnen durch enzymatische Prozesse zerstort werden. Bis- 
her am weitesten verbreitet ist das von Jones et al. entwik- 
kelte Verfahren zur in-situ-Regenerierung von NAD aus 
NADH[2"R1, das auf einer nicht-enzymatischen Oxidation 
von NADH durch oxidiertes Flavin beruht; das reduzierte 
Flavin seinerseits wird durch molekularen Sauerstoff oxi- 
diert. Nachteilig ist, daB fur ausreichend hohe Reaktions- 
geschwindigkeiten groBe Mengen Flavin benotigt werden, 
und dab die Abtrennung des Produktes von Flavin un- 
praktisch ist. Mehrere andere Systeme sind fur diese Rege- 
nerierung vorgeschlagen worden12~242.243-269.2701; das wahr- 
scheinlich am breitesten verwendbare ist eine mit der Oxi- 
dation von NADH zu NAD gekoppelte enzymatische Re- 
duktion von a-Ketoglutarat und Ammoniak zu Glutamin- 
s a ~ r e [ ~ ~ ~ * ~ ~ ~ 1 .  Der Vorteil dieses Verfahrens liegt darin, daB 
es einen Kontakt des Enzymsystems mit molekularem Sau- 
erstoff und das damit verbundene Risiko der Oxidation 
von Enzymen oder Substraten vermeidet ; allerdings miis- 
sen nach der Reaktion Glutaminslure und Produkt ge- 
trennt werden. Wenn molekularer Sauerstoff als Oxida- 
tionsmittel vom Reaktionssystem toleriert wird, kann 
NADH auch enzymatisch mit Diaphorase und Methylen- 
blau zu NAD oxidiert werden1243,267.270.27'1. Die Flavinmo- 
nonucleotid(FMN)-Reduktase (E.C. 1.6.8.1) aus Photobak- 
terien katalysiert die Reaktion von NAD(P)H mit O2 und 
FMN127'1; dieses Enzym besitzt eine ausreichende spezifi- 
sche Aktivitat (100 U/mg) und verbessert die Leistungsfa- 
higkeit des von Jones et al. entwickelten Systems betracht- 
lich. 

Fur die Anwendung von Enzymen, die oxidierte Nicotin- 
amid-Cofaktoren benotigen, in der Synthese sind die Un- 
tersuchungen von Jones et al. und von anderen Arbeits- 
g r ~ p p e n [ ~ ~ ~ - ~ ~ ~ ~  an Pferdeleber-Alkohol-Dehydrogenase 
am wichtigsten (siehe Tabelle 9). Obwohl die Reaktionen 
im g-MaOstab sehr praktikabel sind, wurden groBere 
Versuche bisher noch nicht durchgefiihrt, denn bis vor kur- 
zem waren die verfiigbaren Regenerierungssysteme im gro- 
Oen MaBstab nicht wirklich brauchbar; auBerdem ist bei 
Pferdeleber-Alkohol-Dehydrogenase die Produkthem- 
mung besonders ausgepragt. Die meisten Beispiele von Jo- 
nes et al. betreffen die Oxidation von meso-Diolen zu op- 
tisch aktiven Lactonen. Bei diesen Systemen tritt Produkt- 
hemmung kaum auf. Versuche zur kinetischen Racemat- 
spaltung einfacher Alkohole durch Oxidation eines Enan- 
tiomers sind in groBem MaBstab im allgemeinen nicht sehr 
erfolgreich gewesen. Das aktive Zentrum der Alkohol-De- 
hydrogenase ist hydrophob, so daO das gebildete Keton 
besser gebunden wird als der umzusetzende Alko- 
h 0 1 [ ~ ~ ~ . ~ ~ ~ . ~ ~ ~ ~ .  Trotz eingehender Untersuchung ist keine 
andere Losung des Problems Produkthemmung gefunden 
worden als die Entfernung des Produktes durch Extraktion 
oder auf anderem Wege[2'.3"1. 

Tabelle 9. HLADH-katalysierte Oxidation von Diolen mit NAD als Cofat- 
tor. 

Substrat Produkt ee [%] Lit 

OH 

HO n " H  

sq 0 

O U  

100 12721 

100 [272] 

100 [272] 

100 [275] 

96 [276] 
HO n on 0 s 
6.3.4. Envme, die S-Adenosylmethionin, Acetyl-CoA, PAPS 
oder andere Cofaktoren benotigen 

S-Adenosylmethionin (SAM) ist eine wichtige CI-Quelle 
in vielen enzymkatalysierten Reaktionen1280-zxz1. Fur die 
enzymatische Synthese von SAM aus ATP und Methionin 
ist die Verfiigbarkeit der SAM-Synthetase wichtig12"1. Gro- 
Bere Mengen einheitlicher SAM-Synthetase lassen sich mit 
einem genetisch veranderten E.-coli-Stamm erhalten12x31; 
dieses Enzym wird jedoch durch das Produkt stark ge- 
hemmt. Die Hemmkonstante K i  fur die Konkurrenz zwi- 
schen SAM und ATP (einem kompetitiven Inhibitor) be- 
tragt 0.01 mM[2sz1 (der entsprechende Wert fur das aus 
Hefe isolierte Enzym ist 6 m ~ ~ ~ ~ ~ ~ ) .  Das Enzym aus E.  eoli 
miiBte durch ortsspezifische Mutagenese und Rekombina- 
tion von DNA so modifiziert werden, daB der Ki-Wert 
deutlich steigt; dann konnte diese Methode zur Gewin- 
nung von SAM eine stochiometrische Anwendung in der 
enzymatischen Synthese ermoglichen. Fur die in-situ-Re- 
generierung von SAM ist heute noch keine Strategie er- 
kennbar. In der Transmethylierung mit SAM als Methyl- 
quelle entsteht aus SAM S-Adenosylhomocystein (SAH). 
Es ist kein Enzym bekannt, das die selektive Methylierung 
von SAH zu SAM katalysiert. Zwar gibt es chemische Ver- 
fahren fiir diese U m ~ a n d l u n g [ ~ ~ ~ ~ ,  sie ergeben aber Race- 
mate; SAM-abhangige Enzyme akzeptieren aber nur das 
(-)-1som&8"2861 . (&)-SAM kann auch ohne ATP aus L- 

Homocystein und Adenosin via c h e m i ~ c h e ~ ~ ~ ~ '  oder enzy- 
m a t i s ~ h e ~ ' ~ ' - ' ~ ~ ]  Synthese von SAH und anschlieDende che- 
mische Methylierung hergestellt werden. Stiinde eine be- 
queme Methode zur Racematspaltung von SAM zur Verfii- 
gung, konnte dieses Verfahren niitzlich werden. 

Enzyme, die Acetyl-CoA (CoASH) oder dessen Analoga 
als Cofaktoren bendtigen, wurden bisher wenig im Hin- 
blick auf eine mogliche Verwendung in der organischen 
Synthese untersucht. Acetyl-CoA nimmt eine zentrale Po- 
sition in der Biogenese von Fettsauren, Polyketiden und 
verwandten Spezies ein'2881. Dies sind aber gerade die Sub- 
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stanzklassen, bei denen die klassische organische Synthese 
besonders erfolgreich ist. Es bleibt zu untersuchen, ob 
diese Verbindungen enzymatisch besser synthetisiert wer- 
den konnen als chemisch oder fermentativ. 
3'-Phosphoadenosin-5'-phosphosulfat (PAPS) ist eine 

Sulfatquelle, die in der Biochemie allgemein zur Sulfatie- 
rung von Polysacchariden und zur Aktivierung von Sulfat 
verwendet wird. In vivo wird es durch eine kornplexe 
Folge von Reaktionen regeneriert, an denen die Enzyme 
ATP-Sulfurylase und Adenylsulfat-Kinase beteiligt 
~ i n d [ ~ ~ ~ , ~ ~ 1 .  Zwar ist die Sulfatierung von Polysacchariden 
ein interessantes und moglicherweise wichtiges Ziel fur en- 
zymkatalysierte Synthesen (z. B. fur die Modifizierung von 

oder zur Synthese von Ch~ndroitinsulfat'~~~~), 
es gibt aber noch keine einfache Methode zur Synthese 
oder zur Regenerierung von PAPS. 

7. Synthesen mit Multienzymsystemeo 

Fur die Verwendung von Enzymen als Katalysatoren in 
der organischen Synthese ist wichtig, daR sie bei pH-Wer- 
ten zwischen 6.5 und 8.5 und bei Raumtemperatur gute 
Umsatzzahlen zeigen; deshalb konnen oft mehrere En- 
zyme kombiniert werden, die nacheinander oder gleichzei- 
tig mehrere Reaktionsschritte am Substrat bewerkstelligen. 
Ein Beispiel fur eine Synthese, bei der das enzymatische 
Verfahren die beste Lbsung bietet, ist die Darstellung von 
Ribulose-1,s-diphosphat (RuDP), einem wichtigen Sub- 
strat in der Biochemie der Pflanzen (siehe Schema 7)[2'7J. 
Die auf den ersten Blick komplizierte Synthese ist in Wirk- 
lichkeit recht einfach, und schon in den Versuchen zu ihrer 
Ausarbeitung sind mehrere hundert Gramm RuDP herge- 

PH ,OPO?@ 

stellt worden. Der technisch interessanteste Aspekt dieser 
Synthese ist die Umwandlung von 6-Phosphogluconat in 
RuDP. Da die Kinase, die Ribulose-5-phosphat in RuDP 
umwandelt, sauerstoffempfindlich ist, muR die in-situ-Re- 
generierung von NAD aus NADH, die bei der Umwand- 
lung von 6-Phosphogluconat in Ribulose-5-phosphat not- 
wendig ist, mit einem sauerstofffreien System durchgefuhrt 
werden; dies gelingt mit dem System a-Ketoglutarat-/Glu- 
tamat-Dehydrogenase. Dieser Teil der Synthese erfordert 
das Zusammenspiel von vier Enzymen : 6-Phosphogluco- 
nat-Dehydrogenase und 5-Phosphoribulo-Kinase fur die 
eigentliche Transformation des Substrates sowie Gluta- 
mat-Dehydrogenase und Acetat-Kinase zur in-situ-Rege- 
nerierung der Cofaktoren. 

Die Umwandlung von Glucosed-phosphat und N-Ace- 
tylglucosamin in Lactosamin ist kompl i~ ier te r [~~~] .  Lactos- 
amin ist ein Core-Disaccharid in Glycoproteinen. Die in 
Schema 8 prlsentierte Synthese verdeutlicht das Zusam- 
menspiel von sechs Enzymen, und sie bestltigt - auch 
wenn sie bisher nur in kleinem MaBstab durchgefuhrt 
wurde - die Bedeutung des Leloir-Syntheseweges fur Oli- 
gosaccharide. Das Verfahren ist auch auf Trisaccharide 
angewendet ~ o r d e n [ ' ~ ~ ] .  

Ein letztes Beispiel fur ein System mehrerer miteinander 
gekoppelter Enzyme ist die Umwandlung von Glucose in 
Ethanol (Schema 9; einige Enzyme, die zur Regulation der 
ATP-Konzentration dienen, sind der Einfachheit halber 
nicht wiedergegeben). Diese Kaskade enzymatischer Reak- 
tionen ist nicht entwickelt worden, um Ethanol zu syntheti- 
sieren - hierfur gibt es einfachere Methoden -, sondern um 
die Toxizitat von Ethanol in Hefe und die kinetischen Ei- 
genschaften eines regulierten Multienzymsystems zu unter- 

0PO2@ 
H O L O H  

r - 5 - P  

ADP 

o%Po:@ 
RuDP 

r, 

Schema 7. tnzymatische Synthesen von RuDP. Ahkijrzungen: G-6-P= Glucose-6-phosphat ; 6-PG = 6-Phosphogluconal; 
Ru-5-P=Rihulose-S-phosphat; AcP=Acetylphosphat; Ace=Acetat: 6-PGDH=6-Phosphogluconat-Dehydrogenase; 
GIuDH - Glulaminsaurc-Dehydrogenase; PRuK = 5-Phosphorihulo-Kinase; PRI = Phosphoribo-Isomerase; AcK = Acetat- 
Kinase; HK = Hexokinase; r-5-P- Ribose-5-phosphat. 
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PH 

Gal-Transferase 

l a c t o s a m i n  1 N-Acety‘-  

H ZiQ lpGm 
HO+ OH 

OH 

Schema 8. Synthese von N-Acetyllactosamin. Abkiirzungen: Gal-Transfera- 
se = GalactosyGTransferase; PK = Pyruvat-Kinase; PGM = Phosphogluco- 
Mutase; UDPGP= UDP-Glucose-Phosphorylase; UDPGE = UDP-Glucose- 
Epimerase; PPase = Pyrophosphatase. 

s u ~ h e n [ ~ ~ ’ ~ .  Es zeigt sich aber a n  diesem Beispiel, daD es 
moglich ist, Verfahren zu entwickeln, in denen viele ko- 
operierende Enzyme nacheinander wirken. 

8. Schwierigere Enzymsysteme: Oxygenasen und 
Systeme zuc Synthese von Makromolekulen 

Seit einigen Jahren wird uber mogliche Anwendungen 
von Monooxygenasen spekuliert. Einige Enzymsysteme er- 
reichen in vivo bei Hydroxylierungen, Epoxidationen und 
verwandten Oxidationen Selektivitiiten, die mit klassischen 

Synthesen unerreichbar sind. Diese Systeme sind in vivo 
wichtig bei der Funktionalisierung von Steroiden und an- 
deren Kohlenwasserstoffen (in Pilzen), und sie sind verein- 
zelt bei Fermentationen eingesetzt worden[2”.296-2991. Ein 
wichtiges jungeres Beispiel ist die fermentative Umwand- 
lung von Benzol in cis-3,5-Cyclohexadien-1,2-diol~300~. 
Viele dieser Transformationen werden von Cytochrom 
P450 oder nicht-Ham-Eisen-Schwefel-Enzymen be- 

chrom-P450-Enzymen ist wegen deren Bedeutung im Ste- 
roidmetabolismus und bei der Bildung von Carcinogenen 
intensiv untersucht worden; der Wirkungsmechanismus 
der nicht-Ham-Eisen-Schwefel-Enzyme wird hingegen we- 
niger gut verstanden. 

Fur die Praxis sind mikrobielle Systeme mit nicht-Ham- 
Eisen-Schwefel- und -Kupfer-Schwefel-Enzymen die inter- 
e s ~ a n t e s t e n [ ~ ~ - ~ ~ ~ * ~ ~ ~ ~ .  Trotz eingehender Studien dieser Sy- 
steme ist fur die nahe Zukunft nicht zu erwarten, daB sie 
fur enzymatische in-vitro-Transformationen genutzt wer- 
den konnen. Mehrere Nachteile sind die Ursache: Die 
Standzeiten in vitro sind kurz. Da viele der Cytochrom- 
P450-Enzyme membrangebunden oder -assoziiert sind, 
konnten geeignete oberflachenaktive Substanzen oder Mo- 
dellmembranen eine Stabilisiemng bewirken. Die Lebens- 
dauern einfacher mikrobieller Monooxygenasen in vitro 
sind kaum untersucht, sie scheinen aber ebenfalls kurz zu 
sein. Noch wichtiger ist die Tatsache, dal3 diese Enzymsy- 
steme Hilfsenzyme als Quelle fur Reduktionsaquivalente 
benBtigen, um letztlich molekularen Sauerstoff in eine re- 
aktivere Spezies auf der Oxidationsstufe des Wasserstoff- 
peroxids umzuwandeln. Diese Hilfsenzyme brauchen 
NADH oder NADPH als Reduktionsmittel. lnsgesamt 
enthalt das System also mehrere empfindliche Enzyme. 
Die Kupplung der Oxidation von NADH mit der Reduk- 
tion molekularen Sauerstoffs verlauft in vitro nw mit ge- 
ringer Effizienz; der GroRteil NAD(P)H wird fur die Bil- 
dung von Wasserstoffperoxid oder Superoxid ,,verschwen- 
det“, die beide Enzyme durch chemische Reaktionen des- 
aktivieren konnen. Auch wenn die Probleme, die mit der 
Anwendung dieser prinzipiell wertvollen Monooxygena- 
sen verbunden sind, einmal geltist werden konnen -, fur 

wirkt[301.30zl . De r Mechanismus der Reaktionen von Cyto- 

ATP ADP 

NAD NADH ATP ADP 
4 1  

ATP ADP 
I 

NADH NADzi:, € 6  

Schema Y.  Enrymatiache Umwandlung von Glucose in Ethanol. Enzyme: E l  = Hexokinase; b2= Phosphogluco-Muta- 
se; E3 = Phosphofructo-Kinase: E4= Aldolase; ES =Triosephosphat-lsomerase: E6= 3-Phosphoglycerat-Dehydrogena- 
se; E7= Phosphoglycerat-Kinase; E8 = Phosphoglycerat-Mutae; E9= Enolase: E10= F‘yruvat-Kinase: El I = Pyruvat- 
Decarboxylase; El2 = Alkohol-Dehydrogenase. 
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die nahe Zukunft sind solche Systeme fur die oxidative 
Funktionalisierung von Kohlenwasserstoffen nicht ver- 
wendbar. 

Auch die Enzyme, die an der Synthese von Polysacchari- 
den, Oligosacchariden und Proteinen beteiligt sind, finden 
mehr und mehr A~fmerksamkeit[~"-~"~. Oligosaccharide 
der Zelloberflache sind unter anderem von groBem Inter- 
esse als krankheitspezifische Antigene und als Histokom- 
patibilitatsmarker sowie moglicherweise fur die Entwick- 
lung eines gezielteren Arzneirnitteltransport~[~".~~~~. In den 
meisten Fallen werden die Oligosaccharide von Enzymen, 
die im Golgi-Apparat lokalisiert sind, auf dem Leloir-Weg 
syntheti~iert[~''~]. Diese membrangebundenen Enzyme sind 
norrnalerweise nur in geringen Mengen erhaltlich. Es ist 
offen, welcher Weg fur die Zukunft den besten Zugang zu 
Oligosacchariden bieten wird: die Synthese rnit isolierten 
Enzymen, die Isolierung aus naturlichen Quellen oder die 
Fermentation (nach einer systematischen Suche nach 
Hochleistungsstammen). Einfacher sind die Enzymsyste- 
me, die an der Synthese vieler Polysaccharide (insbeson- 
dere mikrobiellen Ursprungs) beteiligt sind. Da Polysac- 
charide rein chemisch nicht dargestellt werden konnen, 
und da diese Substanzen wertvolle Eigenschaften haben, 
z. B. modifizieren sie die FlieBeigenschaften waBriger Lo- 

Eine andere Ligase, die zunehmend verwendet wird, ist 

these von Einzelstrang-Oligonucleotiden unterschiedlicher 
GrSBe aus Edukten rnit 3'-terminaler Hydroxygruppe und 
5'-terminalem Phosphatrest durch Knupfung einer 3'-+5'- 
Phosphodiester-Bindung unter Hydrolyse von ATP zu 
AMP und Pyrophosphat. Die Phosphate fur die Verknup- 
fungsreaktion konnen Nucleotide bis herab zu Monorne- 
ren sein, und bei den Hydroxyderivaten kann es sich um 
Dimere, Trimere oder Oligomere handeld3' ' I .  Das Enzym 
akzeptiert auch Einzelstrang-DNA als Substrat (Schema 

RNA-LigaseI3' 1.313-3151 . T 4- RN A-L igase katalysiert die Syn- 

- PAPCP - 
Schema 10. RNA-Ligase-katalysierte Bildung einer 3'-5'-Phosphodiesrer- 
Bindung zwischen Oligonucleotiden mit terminalen A und pC. 

sungen, und 
sind 

fur pharmakologische Anwendungen 
interessant1304-3wJ9 kdnnten Enzyme zur 'ynthese 

10). Mit diesem Enzym wurden kurze, ,-hemisch syntheti- 
sierte O~igonuc~eotide an lgngere Oligomere gekuppelt[3 131. 

von Polysacchariden einmal nutzlich werden. Aber auch 
hier ist bisher an keinem Beispiel die Brauchbarkeit sol- 
cher Systeme dernonstriert worden. 

In bestimmten Fallen konnten die enzymatischen Prote- 
insynthesen der DNA-Rekombinationstechnik iiberlegen 
~ e i n [ ~ ~ ~ - " " ~ .  Die notwendigen Enzymsysteme sind jedoch so 
komplex, daB nur Synthesen im pg-MaBstab moglich 
sind. 

Die Gentechnologie hat auch zu einer Belebung des In- 
teresses an enzymatischen Synthesen gefuhrt. Die DNA- 
Rekombinationstechnik nutzt eine Reihe von Enzymen, 

mus zu implantieren; dies ermoglicht dann die effiziente 
Synthese erwiinschter Pr~teine[~".~'*~. Zu den wichtigsten 
Enzymen gehoren die DNA-Ligase und die Restriktions- 
endonucleasen. DNA-Molekule konnen rnit Restriktions- 
endonucleasen gezielt gespalten, und die DNA-Bruch- 
stiicke konnen in einer durch DNA-Ligase katalysierten 
Reaktion rnit anderen, ebenfalls durch Restriktionsenzyme 
modifizierten DNA-Fragmenten kombiniert werden. Mit 
klassischen Synthesen ist derartiges unmoglich. Die hier 
verwendeten Enzyme sind allerdings teuer. Damit sie den- 
noch in der prlparativen Chemie eingesetzt werden kdn- 
nen, mussen Anstrengungen zu ihrer Stabilisierung und 
Produktion im groBen MaBstab unternomrnen werden (in 
der Gentechnologie werden nur geringe Mengen dieser 
Enzyme benotigt, da die Fermentation einen hohen 
,,Verstarkungsfaktor" liefert). Bei Reaktionen im groBen 
MaDstab mussen die Cofaktoren regeneriert werden, denn 
bei der Bildung von Phosphodiesterbindungen wird entwe- 
der NAD oder ATP benotigt[3101; NAD-Ligase aus Bakte- 
rien katalysiert die NAD-abhangige Reaktion, wobei AMP 
und NMN entstehen, und T4-DNA-Lipase aus Phagen-in- 
fizierten Bakterien oder aus Eukaryonten katalysiert die 
ATP-abhangige Reaktion, bei der AMP und Pyrophosphat 
ent~tehen'~'''. 

Es ist auch dazu verwendet worden, Nucleinsauren durch 
Einfiihrung radioaktiver ,,Sonden" und durch Austau- 
schen von Nucleotidresten zu rn~difizieren[~"-"~~. Da die 
Bedeutung rekombinierter RNA wahrscheinlich noch zu- 
nehmen wird, und weil chemische Methoden fur die Syn- 
these von RNA nicht so gut entwickelt sind wie fur die von 
DNA, konnte RNA-Ligase besonders wichtig werden. 

Zwei andere Beispiele zur Synthese von Polynucleotiden 
seien noch erwghnt: die Polynucleotid-Phosphorylase-ka- 
talysierte Synthese von PolyI : Cp1'], einem Induktor fur 
Interferon, und die Ribonuclease-katalysierte Synthese 

haben einen grol3en Spezifittitsbereich und konnen des- 
halb such bei der Synthese anderer Polynucleotide nutz- 
lich sein. 

bestimmte Gene in das Genom cines fremden Organis- 
~ r ~ n u c ~ e o ~ ~ ~ ~ ~ o ~ o n s [ 3 1 8 ]  (Schema 1 1).  id^ E~~~~~ 

Pol y n u c  l e 01 i d- 
( I  DP oder c DP) Phosphorylase+ (Poly I oder Po lyc )  + PPi 

A- A 
oder R i b o n u c l e o s e  U- A - A oder 

U-A-G oder 
* 

A- G 
Go& oder 

G- A U- G-A 

not! 
Schema I 1. Polynucleotid-Phosphorylase-katalysiene Synthese von Polynu- 
cleotiden und Ribonuclease-katalysierte Synthesc von Trinucleotiden. 

9. Zusammenfamung und Ausblick 

Enzyme sind Katalysatoren rnit einer Reihe von Anwen- 
dungsmoglichkeiten in der organischen Synthese. Sie kon- 
nen hilfreich sein bei der Synthese chiraler Bausteine, bei 
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der Transformation von Zuckern, Nucleotiden und ver- 
wandten Spezies, bei der Synthese von Verbindungen, die 
im Metabolismus wichtig sind, und bei der von Analoga 
solcher Verbindungen (Aminosauren, Zuckerphosphaten 
etc.), bei der Umwandlung von Peptiden und Proteinen, 
bei der Modifizierung von Lebensmittelinhaltsstoffen und 
in Fallen, in denen die Anwendung klassischer chemischer 
Verfahren durch Vorschriften, z. B. vom Gesetzgeber, ein- 
geschrankt ist. Welches sind die technischen Probleme, die 
gelost werden miissen, damit die schon bestehenden An- 
wendungsrnoglichkeiten noch mehr genutzt und neue An- 
wendungsgebiete erschlossen werden? Welche Hindernisse 
rnuO ein Organiker iiberwinden, um Enzyme in seinen Syn- 
thesen einsetzen zu konnen? 

Zuerst sind die grundlegenden Arbeitstechniken der En- 
zymologie und der Biochemie zu erlernen, insbesondere 
wie man Enzyme analysiert und isoliert. Beides ist nicht 
schwierig, aber beides sind Fertigkeiten, rnit denen die 
meisten Organiker von ihrer Ausbildung her nicht vertraut 
sind. Lehrbiicher der Biochemie sind zurn Erlernen dieser 
Techniken hilfreich, und der ,,Bergrneyer"[3'91 bietet ein 
unverzichtbares Handbuch fur Enzymassays. Ein kurzes 
Praktikum in einem biochemischen Laboratorium ist si- 
cherlich von grol3em Nutzen. Ein zweites, ernsteres Pro- 
blem besteht darin, herauszufinden, o b  ein Enzym fur eine 
gewunschte Umwandlung bekannt oder gar bereits im 
Handel ist. Es gibt gegenwartig noch kein Nachschlage- 
werk, das die Enzymologie aus dem Blickwinkel des pra- 
parativ arbeitenden Chemikers beschreibt und die fur Syn- 
thesen niitzlichen Reaktionen nennt, die von einer be- 
stimmten Klasse von Enzymen erwartet werden konnen, 
oder das die Enzyme aufzahlt, die einen bestimmten Typ 
von Urnwandlungen bewerkstelligen. Die meisten Enzyme 
sind noch nicht auf ihre Eignung in der Synthese unter- 
sucht worden, und auch die Enzymnomenklatur bietet 
keine Hilfe. In diesem Aufsatz sind einige Enzymsysteme 
erwahnt, die gut genug untersucht worden sind, um bei or- 
ganischen Synthesen von Nutzen zu sein. In der Buchserie 
Methods in Enzymology und im ,,Bergrneyer" finden sich 
Beschreibungen von Versuchen rnit Enzymen (meist im 
analytischen MaOstab), die zu neuen Anwendungen anre- 
gen konnen. 1st man in diesen beiden Quellen nicht fiindig 
geworden, so hilft nur noch der Gang zu Biochemikern 
und das Testen von Enzymen, von denen bekannt ist, daR 
sie Substrate akzeptieren, die denen verwandt sind, die 
man selbst umsetzen mochte. 

1st ein Enzym fur die in Frage stehende Transformation 
gefunden, was bestimmt dann die Praktikabilitat seines 
Einsatzes? Zuvorderst natiirlich technische Aspekte wie 
Verfugbarkeit, Spezifitat, spezifische Aktivitat, Stabilitat 
und Cofaktor-Abhlngigkeit. Der praparativ arbeitende Or- 
ganiker sieht Enzyme nur als einen Katalysator unter vie- 
len. Die beste Synthese ist fur ihn die, die von allen verfiig- 
baren Synthesemethoden den optimalen Gebrauch macht, 
egal, ob es sich dabei um Verfahren der klassischen organi- 
schen Synthese, urn hornogene oder heterogene Katalyse 
rnit Metallen, um Katalyse durch Enzyme, urn Fermentati- 
on, um elektrochemische Methoden oder um konventio- 
nelle Racematspaltung und andere Methoden handelt. In 
bestimmten Fallen - zurn Beispiel beim Spalten und Ver- 
kniipfen von DNA rnit DNA-Ligase und Restriktionsen- 
donuclease - sind Enzyme konkurrenzlos. Bei der Syn- 

these chiraler Bausteine fur die Herstellung von Arzneimit- 
teln hat der Synthetiker vie1 mehr Moglichkeiten. Optimale 
Strategien fur den Einsatz von Enzymen sind noch in der 
Entwicklung. 1st es beispielsweise giinstiger, mit Pferdele- 
ber-Alkohol-Dehydrogenase (unter Inkaufnahme der da- 
rnit verbundenen Probleme durch Cofaktorregenerierung 
und Produkthemmung) ein meso-Diol zum Lacton zu oxi- 
dieren, oder sollte man eine Esterase in Verbindung rnit ei- 
ner chemischen Oxidation verwenden (Schema 12)? 1st zur 

R1 R z  

R1 R 2  

Esterase x -  

HLADH 

0 

LiBH, A 
- t & o  m -  Me02CnCC+HT ~ fi 

Me02C C02Me 

Schema 12. Wege zu optisch aktiven Lactonen unter Verwendung van Enzy- 
men. 

Synthese eines neuen enantiomerenreinen Epoxyalkohols 
eine enantioselektive Epoxidation["' besser geeignet als 
eine Racematspaltung mit einer Esterase? Sollten groBe 
Mengen kurzkettiger Oligopeptide eher aus kaurn ge- 
schiitzten Aminosauren mit ausgewahlten Arnidasen in ei- 
nem dehydratisierenden Medium dargestellt werden, oder 
sind chemische Kupplungsverfahren iiberlegen? Auf keine 
dieser Fragen gibt es bisher eine allgemeingiiltige Antwort. 
Man kann jedoch pauschal feststellen, daB der Bereich 
moglicher Anwendungen wesentlich groBer ist, als man 
aufgrund des heutigen Anwendungsbereichs annehmen 
kann. Die Erkenntnisse, die man mittlerweile aus Experi- 
menten gewonnen hat, reichen aus, um viele der Probleme, 
die mit der Anwendung von Enzymen verbunden sind, zu 
losen. 

Generell wird die organische Synthese zweifellos von 
der Anwendung von Enzymen profitieren. Praparativ ar- 
beitende Chemiker, die Enzyme zu nutzen wissen, werden 
bei der Bearbeitung aktueller Probleme a n  der Nahtstelle 
zwischen Chernie und Biologie sicherlich Vorteile haben. 
Diejenigen, die diese und andere aus der Biologie starn- 
menden Synthesernethoden nicht anwenden wollen, wer- 
den feststellen miissen, daB sie a n  einer faszinierenden 
Entwicklung nicht teilhaben konnen. 
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