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Ohne Zweifel handelt es sich bei den Halogenkomplexen um 
Auljerkomplexe A im Sinne von Mulliken und Person."] Die 
PRCs reprisentieren die Stufe des Partnereinfangs durch elek- 
trostatische Anziehung in einem fruhen Stadium einer exergo- 
nisch ablaufenden Reaktion. 

Als Folge der schwachen Wechselwirkung zwischen Base und 
Halogen sind die PRCs labil, so daR sie auch leicht wieder zerfal- 
len konnen. Ihr Existenzbereich im thermischen Ungleichge- 
wicht ist auf niedrige Rotations- und sehr niedrige Translations- 
temperaturen unter stoljfreien Bedingungen beschrankt. Inwie- 
weit sie Vorstufen fur Ubergangskomplexe der Folgereaktionen 
darstellen, ist eine andere Frage. 
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Die Vorteile der enzymatischen Katalyse fur regio- und ste- 
reoselektive Synthesen sind bekannt. So konnen die ca. 3000 
beschriebenen Enzyme eine Vielzahl von Reaktionen unter mil- 
den Bedingungen und oft mit hoher Selektivitat effizient kataly- 
sieren."] Trotz der steigenden Zahl verfugbarer Enzyme wird 
ihre Anwendung in der praparativen organischen Synthese 
durch ihre haufig mangelnde Stabilitat unter den Lager- und 
Reaktionsbedingungen behindert. Daher wurden vielfaltige 
Methoden fur ihre Stabilisierung und Immobilisierung entwik- 
kelt.['] Dieses Repertoire wurde durch eine neue, alternative 
Technik erweitert, die auf der Anwendung auDergewohnlich sta- 
biler, quervernetzter Enzymkristalle (cross-linked enzyme cry- 
stals, CLECsr2]) beruht. Der Nachweis der katalytischen Aktivi- 
tat von kristallisierten Enzymen galt als ein fruhes Indiz fur 
Bhnliche Konformationen von gelosten und kristallinen Pro- 
teinen.l31 Durch Quervernetzung mit bifunktionellen Reagen- 
tien (wie Glutardialdehyd) konnten derartige Kristalle stabili- 
siert werden, ohne daR sich ihre Rontgenreflexe a r~der ten .~~]  
Diese Art der Fixierung fuhrt zu CLECs, die weiterhin kataly- 
tisch aktiv sind und zudem viele Vorteile eines herkommlich 
immobilisierten Enzyms aufweisen. 

Zur Herstellung von CLECs werden die Fallungsparameter 
so gewahlt, daR Mikrokristalle (Kristalle mit Kantenlangen 
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< 100 pm) entstehen. Durch eine sich direkt anschlieI3ende 
Quervernetzung werden Proteinkristalle erhalten, die in Wasser 
unloslich sind und zudem eine hohe mechanische Stabilitat auf- 
weisen, so daR sie leichter zu handhaben sind. CLECs sind - 
anders als herkommlich immobilisierte Enzyme - auch bei ho- 
herer Temperatur und in organischen Losungsmitteln kataly- 
tisch hochaktiv, da durch die Fixierung der Proteine im Kristall- 
gitter und deren zusatzliche Vernetzung eine fur den De- 
naturierungsvorgang notige Entfaltung, Dissozation oder Ag- 
gregation der Proteinmolekule nicht stattfinden kann.[21 Dar- 
uber hinaus sind CLECs auBerst stabil gegen Proteolyse, was 
einerseits auf die Behinderung der dafur notwendigen Protein- 
Protein-Wechselwirkungen und andererseits auf die mangelnde 
Zuganglichkeit des Kristallverbands fur die Proteasen zuruck- 
zufuhren ist. Die Enzymkristalle weisen lange, solvens-gefullte 
Kanale auf, deren Durchmesser z. B. in Thermolysin-Kristallen 
etwa 25 8, betrlgt.[5] Wegen dieser Makroporositat der CLECs 
konnen niedermolekulare Substrate bis zu einer GroDe von etwa 
3000 Da in den Kristall eindringen. Die Diffusion ist bei Ver- 
wendung von Mikrokristallen nicht der geschwindigkeitsbe- 
stimmende Schritt.[61 

Durch die hohe Proteaseaktivitat von Thermolysin-CLECs 
auch unter extremen Bedingungen (z. B. in der Hitze, in 
50 %igen waI3rigen Mischungen organischer Losungsmittel und 
nahezu wasserfreien organischen Losungsmitteln) stieg das In- 
teresse an CLECs stark an, da die so stabilisierten Biokatalysa- 
toren in vielen Synthesen effizient eingesetzt werden konnen. 
Die Aspartamvorstufe 1 wurde in hohen Ausbeuten Thermoly- 
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sin-CLEC-katalysiert in reinem Essigsaureethylester bei 55 "C 
hergestellt (Schema 1). In dieser Reaktion, die in 19 repetitiven 
Cyclen durchgefuhrt wurde, konnte bei den Enzymkristallen 
kein Aktivitatsverlust festgestellt ~ e r d e n . [ ~ '  Die Synthese von 
chiralen Aminosiurealkylamiden gelang rnit Subtilisin-CLECs. 

Thermolysin-CLEC 

Essigester 
19Cyclen a 20 h, 55OC 

95 Yo 

-------+ Z H N A ,  

'COOH 0 0 

(S,S)-l 

ZHN 

Schema 1. Thermolysin-CLEC-katalysierte Amidbildung bei der Synthese einer 
Aspartamvorstufe (Z = Benzyloxycarbonyl). 

Bei 40 "C wurden in Acetonitril unterschiedliche Acyldonoren 2 
rnit dem Nucleophil3 zu Di- und Tripeptidamiden 4 verkniipft 
(Schema 2) .['I Da Subtilisin diese Reaktion hochspezifisch ka- 
talysiert, wird aus den racemischen Substraten 2a und 3 rnit 
hoher Selektivitat (S,S)-4a gebildet. Da die als Methyl-, Ethyl- 
und Benzylester eingesetzten Acyldonoren in 3-Methyl-3- 
pentanol (3MP) nicht enzymkatalysiert umgeestert wurden, 
wurde der Alkohol als Losungsmittel eingesetzt. 

Subtilisin-CLEC 
R''N 

R'" H $OR3 + dNH2 ' ' Acetonitril, 3MP H 

3 6 - 2 4 h ,  4OoC 
2a: R'= Z; R2= Bzl; R3= Bzl 8 0 - 9 8 %  (S,S)-4a, b 

(S,S,S)-4C 

2c: R'= Z-Ala-; R2= CH20H; R3= Me de > 98 % 

Schema 2. N-Alkylaminosaureamid-Synthese rnit Subtilisin-CLEC (3MP = 3-Me- 
thyl-3-pentanol) . 

2b: R'= Ac; R2= BzI; R3= Et 

Die von Sobolov et al.['] hergestellten CLECs des C-C-ver- 
knupfenden Enzyms Fructose-1,6-diphosphat-Aldolase aus 
Kaninchenmuskel sind erheblich stabiler als die gewohnlich ge- 
nutzten lyophilisierten Enzympraparationen. Die homogen ge- 
loste Aldolase weist in gepufferten Losungen und in Mischun- 
gen rnit organischen Losungsmitteln nach 5 d  bzw. nach 1 h 
weniger als 50% ihrer urspriinglichen Aktivitat auf, das CLEC- 
Immobilisat dagegen in beiden Fallen eine Aktivitat von mehr 
als 90 %. Das Synthesepotential der Aldolase-CLECs wurde bei 
den wenig wasserloslichen nicht-naturlichen Substraten 5 deut- 
lich. Die Ergebnisse ihrer Umsetzung rnit Dihydroxyaceton- 
phosphat in 20 %igem Dioxan sind ahnlich denen mit dem na- 
tiirlichen Substrat ~-Glycerinaldehyd-3-phosphat (GA3P) 
(Schema 3). Die relativen Aktivitaten (bezogen auf GA3P) der 

OH 0 
0 Aldolase-CLEC ,LH + HO&OP03H2 - R+oP03H2 

20% Dioxan OH 
5 8 h, RT 

Schema 3. Asymmetrische Reaktion unter C-C-Verknupfung mit Aldolase- 
CLECs. 

Aldehyde 5 sind mit 68-116% ca. 10- bis 100fach hoher als in 
den Umsetzungen mit dem lyophilisierten Enzym. Aldolase- 
CLECs bieten somit eine Moglichkeit, bisher als unrentabel 
geltende Transformationen rnit hohen Reaktionsgeschwindig- 
keiten durchzufiihren. 

Aus der Klasse der cofaktorabhangigen Enzyme wurden die 
Alkoholdehydrogenase aus Pferdeleber (HLADH) und die Lac- 
tatdehydrogenase aus Kaninchenmuskel (LDH) als stabile 
CLECs in der organischen Synthese eingesetzt. Die Kristallisa- 
tion und Quervernetzung der HLADH-CLECs geschah in Ge- 
genwart des Cofaktors NADH. Die HLADH wurde als 
Holoenzym in das Kristallgitter eingebaut, in dem der Cofaktor 
so fest gebunden ist, dalj selbst durch intensives Waschen mit 
Puffer kein NADH freigesetzt wird. Zimtalkohol 6 wurde aus 
dem zugehorigen Aldehyd in Gegenwart von Dimethoxyethan 
und Ethanol als Losungsvermittler synthetisiert, wobei Ethanol 
zudem als zweites Substrat fur die Cofaktorregenerierung diente 
(Schema 4) .['I Die Immobilisierung als CLEC erhoht die Stabi- 

6 
HLADH-CLEC 

NAD(H) 

CH3CH20H 

CH,CHO 
w 

Schema 4. Chemoselektive Reduktion von Zimtaldehyd mit HLADH-CLECs. 

litat der HLADH, so dalj selbst bei einem Anteil von 40% 
organischem Cosolvens noch die gleiche Aktivitat fur die Re- 
duktion erzielt wird wie in rein waljrigen Losungen. Durch Ver- 
wendung von LDH-CLECs in der enantioselektiven Lactatsyn- 
these konnte ein Problem der elektroenzymatischen Cofaktor- 
regenerierung gelost werden. LDH-CLECs wurden - im Unter- 
schied zur homogen gelosten LDH - nicht vollstandig desakti- 
viert ; nach einer anfanglichen Verringerung der Aktivitat um 
10 YO wurde innerhalb von 25 d kein weiterer Verlust festgestellt. 
Daruber hinaus wurde der Bereich des optimalen pH-Werts der 
LDH-CLECs verbreitert, so daR die Dehydrogenase universel- 
ler anwendbar wurde.["] 

Die Fahigkeiten der Candida-rugosa-Lipase(CRL)-CLECs 
wurden anhand der kinetischen Racematspaltung von Arylpro- 
pionsaureestern verdeutlicht (Schema 5)  .I1 Die Hydrolyse des 

b o M e  CRL-CLEL S H  

dest. Wasser 
+ (R)-7 

20 h, 40°C, 44% 
(R,S)-7 

93% ee 

Schema 5. Enantioselektive Esterhydrolyse mit CLECs der Lipase aus Cundidu 
rugosu. 

(R,S)-Ibuprofenmethylesters 7 lieferte (S)-Ibuprofen 8 in ho- 
hem EnantiomerenuberschuR (93 %). CRL-CLEC katalysierte 
diese Reaktion rnit dreimal hoherer Enantioselektivitat als die 
entsprechende Rohenzympraparation, was auf die hohe Rein- 
heit der Enzymkristalle (> 98 %) zuriickgefuhrt wurde. Somit 
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wurde gewahrleistet, daB Nebenaktivitaten konkurrierender Li- 
pasen mit entgegengesetzter Stereoselektivitat nicht auftraten. 
Die Vertraglichkeit von wassermischbaren Losungsmitteln und 
HitzeeinfluB ist sehr hoch, so wurde innerhalb von 10 d kein 
Aktivitatsverlust bei CRL-CLEC in 50 %igem T H F  festgestellt. 

Die Reaktionsgeschwindigkeiten sind bei Lipase- und Pro- 
tease-CLEC-katalysierten Umesterungen in reinen organischen 
Losungsmitteln (Schema 6) um mehrere GroBenordnungen 

OH - 

98.5% ee 

Schema 6. Kinetische Racematspaltung durch LPS-CLEC-katalysierte Umeste- 
rung. 

kleiner als die, die fur Reaktionen rnit homogen gelosten Enzy- 
men in wasserhaltigen Mischungen ermittelt wurden. Bei Subti- 
lisin-CLECs wurde dies auf die Verschiebung des pH-Optimums 
durch die Kristallisation, auf eine ungunstige Desolvatations- 
energie der Substrate und auf die unzureichende wasservermit- 
telte molekulare Flexibilitat der Proteine im Kristallverband 
zuriickgefuhrt.r61 Durch Zusatz von denaturierenden Losungs- 
mitteln (DMSO und Formamid) zum organischen Reaktions- 
medium konnte die Umesterungsaktivitat von Subtilisin-CLEC 
um den Faktor 5 100 gesteigert werden, was die Flexibilitats- 
theorie stutzt.r121 Auch durch Zugabe eines organischen Puffers, 
der die katalytische Triade der Serinprotease im aktiven Zen- 
trum optimal protoniert, konnte die Aktivitat der Subtilisin- 
CLECs um zwei GroBenordnungen verbessert werden." 31 Wur- 
den CLECs in Gegenwart von Detergentien getrocknet, erhielt 
man CLEC-Formulierungen, die in nahezu wasserfreien organi- 
schen Losungsmitteln hohe Aktivitaten aufweisen. So konnten 
CLECs der Lipase aus Pseudornonas cepacia (LPS) erfolgreich 
zur enzymatischen Trennung von racemischem 1 -Phenylethanol 
9 mit Vinylacetat 10 eingesetzt werden. Nach 16 h wurde bei 
50% Umsatz in reinem Toluol das Acetat 11 erhalten (ee 
98.5 % ; Schema 6).[14] Das Substrat-Enzym-Verhaltnis betrug 
4700: 1, d. h. auch unter diesen ungewohnlichen Bedingungen ist 
eine effiziente enzymatische Katalyse moglich. Mit detergensbe- 
handelten CRL-CLECs konnte in der Racematspaltung von 
(+ , -)-Menthol eine hohere Enantioselektivitat und eine um 
mehr als fiinf GroBenordnungen hohere Aktivitat erzielt werden 
als mit gereinigter und lyophilisierter CRL." Die Ursachen fur 

die Aktivierung des Biokatalysators durch die oberflachenakti- 
ven Substanzen in wasserfreien CLEC-Reaktionen sind noch 
weitgehend ungeklart. Diskutiert werden ein EinfluB auf die 
Enzymflexibilitlt, eine Verbesserung des Substratuberganges 
vom Losungsmittel durch das fest im Kristall gebundene Wasser 
zum aktiven Zentrum und eine Regulierung der optimalen Was- 
seraktivitat. 

Die neu entwickelten CLECs sind hochselektive und -aktive 
Katalysatoren rnit einer auBergewohnlichen Stabilitat in wll3ri- 
gen und organischen Losungsmitteln. Ein Beispiel fur die Er- 
wartungen, die an ihr Potential geknupft werden, ist die Ankun- 
digung einer Kooperation von Altus Biologics, dem Hersteller 
von CLECs, rnit Ciba-Geigy, die in der Entwicklung von Wasch- 
mitteladditiva kunftig auf die CLEC-Technologie zuruckgreifen 
wollen. Da CLECs leicht zu handhaben sind, konnen sie als 
wertvolles Hilfsmittel in der praparativen organischen Chemie 
eingesetzt werden, besonders wenn groBe Mengen zu syntheti- 
sieren sind. Bisher ist die Kristallstruktur nur von einem Bruch- 
teil der bekannten Biokataysatoren ermittelt worden. Zwar 
konnten viele Enzyme kristallisiert werden, doch war die Quali- 
tat der erhaltenen Kristalle haufig nicht hoch genug fur eine 
diffraktrometrische Untersuchung.['] Auf die bei der Kristalli- 
sation gewonnenen Erfahrungen sollte man bei der Entwicklung 
neuer CLECs zuriickgreifen konnen, um so eine Vielzahl besse- 
rer Biokatalysatoren fur die organische Chemie zu erhalten. 
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