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Hydrolytische Enzyme sind vielseitige Biokatalysatoren
und finden zunehmend Anwendungen in der organischen
Synthese.[1] Eine betr‰chtliche Zahl industrieller Verfahren
unter Einsatz dieser Enzyme wurde bereits etabliert.[2] Inner-
halb dieser Enzymklasse werden Lipasen (E.C. 3.1.1.3) und
Carboxylesterasen (E.C. 3.1.1.1) h‰ufig eingesetzt, da sie ein
sehr breites Spektrum nicht nat¸rlicher Substrate akzeptie-
ren, ¸blicherweise in organischen Lˆsungsmitteln sehr stabil
sind und gute bis ausgezeichnete Stereoselektivit‰t zeigen.
Der weitaus grˆ˚te Teil der (chiralen) Substrate, die von
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eine monomolekulare Struktur mit konstantem Tm bis hin zu
viel hˆheren Konzentrationen (> 10 mm). Der alternierende
F5-P-F5-P-Stapel, welcher in 12 und 14 k¸rzer ist oder fehlt,
versteift im Fall von 13 die Mitte des Oligonucleotids.[27] Der
Einfluss der intramolekularen Stapelungswechselwirkung
zwischen Phenyl- und Pentafluorphenylresten auf die Du-
plexstabilit‰t ist also grˆ˚er als die seitliche, intermolekulare
Komponente. Dies ist nicht weiter ¸berraschend, wenn man
sich die unterschiedliche Ausdehnung der Kontakte in den
beiden Richtungen vor Augen h‰lt.

Zusammenfassend l‰sst sich festhalten, dass komplemen-
t‰re Ladungsverteilung wie in den Phenyl- und Pentafluor-
phenyl-C-Nucleosiden 1 und 2 ein neuartiges Designprinzip
f¸r k¸nstliche Basenpaare darstellt. Die Resultate dieser
Studie unterstreichen ferner die Bedeutung intramolekularer
Stapelungskr‰fte f¸r die thermodynamische Stabilisierung
von Oligonucleotidduplexen. Andererseits konnten intermo-
lekulare Stapelwechselwirkungen k¸rzlich in einem Basen-
paar, bestehend aus zwei Bipyridinresten, genutzt werden.[13]

Eine Kombination dieser Eigenschaften kˆnnte zu orthogo-
nalen, nicht wasserstoffverbr¸ckten, nicht form-komplemen-
t‰ren Basenpaaren f¸hren. Experimente in dieser Richtung,
wie auch Versuche, das Pentafluorphenyl-Phenyl-Basenpaar
mit Polymerasen zu replizieren, sind gegenw‰rtig im Gange.
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Hydrolasen umgesetzt werden, sind jedoch sekund‰re Alko-
hole gefolgt von Carbons‰uren und prim‰ren Alkoholen.
Chirale terti‰re Alkohole (TA) und deren Ester (TAEs)
stellen eine Gruppe bedeutender Verbindungen dar, die in
einer ganzen Reihe von Naturstoffen, z.B., a-Terpineol,
Linalool, vorkommen und n¸tzliche Synthesebausteine[3] sind.
Leider sind jedoch nur sehr wenige Hydrolasen bekannt, die
diese Verbindungen als Substrate akzeptieren.[4] Zus‰tzlich
sind die beobachteten Reaktionsraten und/oder Enantiose-
lektivit‰ten sehr gering und folglich erscheint eine Anwen-
dung eher unwahrscheinlich. Strukturelle Gr¸nde f¸r diesen
Mangel an Aktivit‰t ± abgesehen von der deutlich vermin-
derten chemischen Reaktivit‰t im Vergleich zu sekund‰ren
Alkoholen ± und Stereoselektivit‰t wurden bislang nicht
gefunden, obwohl die Raumstrukturen mehrerer Lipasen und
Esterasen seit ¸ber einem Jahrzehnt bekannt sind.

Am Anfang unserer Untersuchungen pr¸ften wir 25 kom-
merziell erh‰ltliche Enzympr‰parate hinsichtlich ihrer Ak-
tivit‰t gegen¸ber den vier Modellacetaten 1±4 (Schema 1). Im
Einklang mit der Literatur fanden wir, dass nur eine Lipase

aus Candida rugosa (CRL)[4c,d] und die Lipase A aus Candida
antarctica (CAL-A)[4e] Aktivit‰t zeigten. Die Proteinstruktur
von CAL-A ist unbekannt und eine Sequenzanalyse ergab
keine gro˚e Homologie zu bekannten Proteinstrukturen.[5]

Daher wurden weitere Untersuchungen auf die sehr gut
charakterisierte CRL beschr‰nkt. Ein Vergleich der Raum-
struktur der CRL mit Enzymen, die gegen¸ber TAEs nicht
aktiv sind, ergab, dass die Alkoholbindungstasche der CRL
1.5 bis 2 ä grˆ˚er ist (Tabelle 1) und folglich eine Bindung des
nahezu sph‰rischen Restes eines terti‰ren Alkohols erlaubt.
Die Aminos‰uresequenz der CRL enth‰lt ein GGGX-Motiv,

dass im aktiven Zentrum des Enzyms positioniert ist.[6] Dieses
Aminos‰uremuster, dass sich in einer Proteinschleife in der
N‰he der Bindungsstelle der Carbons‰uregruppe des Sub-
stratesters befindet, ist an der Bildung der so genannten
Oxyanionbindungstasche beteiligt. Diese stabilisiert das Car-
bonylsauerstoffanion des tetraedrischen Intermediates w‰h-
rend des Katalysezyklus der Esterhydrolyse durch zwei H-
Br¸cken, die aus zwei Amidgruppen des Proteinger¸stes
stammen. Im Unterschied hierzu, weisen die meisten kom-
merziellen Lipasen und Esterasen an dieser Stelle des aktiven
Zentrums ein GX-Motiv auf[6] und eine Aminos‰ure mit einer
voluminˆsen Seitenkette (bezeichnet mit X) bildet die H-
Br¸cke. Bislang wurden das GX- und das GGGX-Motiv in
a/b-Hydrolasen rein ph‰nomenologisch betrachtet; ein di-
rekter Zusammenhang mit den katalytischen Eigenschaften
dieser Enzyme wurde jedoch nicht identifiziert.

Basierend auf den strukturellen Unterschieden zwischen
den GGGX- und den GX-Typ a/b-Hydrolasen wurde ein
Computermodell entwickelt (Details finden sich in den
Hintergrundinformationen). Ein tiefgehender Vergleich der
strukturellen Daten der CRL mit inaktiven GX-Hydrolasen,
z.B. der Lipase aus Pseudomonas cepacia (PCL), ergab, dass
in Hydrolasen vom GX-Typ der Carbonylsauerstoff des X-
Restes, z.B. Leucin in PCL, an der Stelle in die Bindungs-
tasche ragt, an der das Ca des Alkoholrestes des Substrates
inkorporiert wird (Abbildung 1a). Im Falle eines quart‰ren
Ca, wie es in TAEs vorliegt, kommt es zu einer repulsiven
Interaktion zwischen dem Carbonylsauerstoff und den sph‰-
risch angeordneten Substituenten dieses Ca. In CRL hin-
gegen, sorgt die GGGX-Schleife aufgrund der kleinen H-
Reste des Glycins f¸r eine hochflexible Konformation (Ab-
bildung 1b). Zus‰tzlich ist der Carbonylsauerstoff parallel zur
Bindungstasche orientiert, sodass der Raum f¸r einen volu-
minˆsen Rest wie eine terti‰re Alkylgruppe an dieser
kritischen Stelle der Enzymstruktur ausreicht. Dieser Befund
wurde zun‰chst durch Computersimulation der Substrat-
Enzym-Komplexe mit Esterasen und Lipasen des GX- und
GGGX-Typs und anschlie˚end experimentell mit mehreren
GGGX-Typ a/b-Hydrolasen verifiziert, die durch einen Ver-
gleich von Aminos‰uresequenzen in ˆffentlichen Datenban-
ken im Internet gefunden worden waren.

Von den so identifizierten Enzymen wurden Acetylcholin-
esterasen aus drei Spezies (aus dem Zitteraal, Electrophorus
electricus, (eeAChE), einer Schlange, Bungarus fasciatus,
(bAChE) und dem Menschen (hAChE)), zwei Carboxyleste-
rasen (p-Nitrobenzylesterase aus Bacillus subtilis (BsubpN-
BE) und Schweineleberesterase (PLE)), und eine weitere
Lipase (aus Geotrichum candidum (GCL)) auf ihre Aktivit‰t
in der Hydrolyse der Modellacetate 1±4 untersucht. PLE und
eeAChE wurden als kommerziell erh‰ltliche gefriergetro-
cknete Pulver eingesetzt; GCL,[7] bAChE und hAChE[8]

wurden in der methylotrophen Hefe Pichia pastoris pro-
duziert. Das f¸r BsubpNBE kodierende Gen wurde aus
genomischer DNS von B. subtilisDSM 402 gewonnen und die
Esterase in hohen Ausbeuten in E. coli exprimiert (Details
hierzu finden sich in den Hintergrundinformationen).

Mit Ausnahme von GCL, hydrolysierten alle diese GGGX-
Typ-a/b-Hydrolasen die Modellester (Tabelle 2). Lediglich
eeAChE zeigte keine messbare Aktivit‰t gegen tert-Butyl-
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OAc

OAc
OAcOAc

32 41

Schema 1. Ester terti‰rer Alkohole (TAEs), die als Modellverbindungen
eingesetzt wurden.

Tabelle 1. Vergleich der Abst‰nde zwischen dem Proton des Histidins und
dem Carbonylsauerstoff f¸r die angegebenen Reste der Oxyanionbin-
dungstasche (Ne, HisH-OCarb.) im aktiven Zentrum verschiedener GX- und
GGGX-Typ-a/b-Hydrolasen.

Hydrolase PDB-Code[a] Typ Reste der
Oxyanion-
bindungstasche

Ne, HisH-OCarb.

[ä]

PCL 4LIP GX G L17 5.88
PAL 1EX9 GX G M15 6.00
CVL 1CVL GX G L17 4.06
CAL-B 1TCA GX G T65 6.29
HLL 1TIB GX G S83 6.44
CRL 1LPM GGGX FGG G134 F 7.76
BsubpNBE Homologiemodell GGAX FGG A107 F 7.67
hAChE 1CLJ GGGX YGG G122F 7.48
eeAChE 1C2B GGGX YGG G121 F 7.83
BAChE Homologiemodell GGGX YGG G123 F 7.25

[a]PDB¼Protein Data Bank (http://www.resb.org/pdb/).



acetat 1. Allerdings war 1 auch ein schlechtes Substrat f¸r die
anderen Biokatalysatoren. Im Unterschied hierzu wurden die
Verbindungen 2±4 mit hohen Raten hydrolysiert, wobei bis zu
77% Umsatz erzielt wurde (Tabelle 3). Die Aktivit‰t von
BsubpNBE f¸r 4 wurde zu 3890 mUmg�1 Protein berechnet;
die der PLE-Pr‰paration Chirazyme E-1 lag bei
1640 mUmg�1 Protein und war folglich 17±20 mal hˆher als
bei 1. Obwohl die Aktivit‰ten und Ums‰tze hoch waren,

¸berstieg die Enantioselektivit‰t aller Hydrolasen f¸r 2±4 in
keinem Fall E¼ 10 (bAChE) und lag meist im Bereich von
E¼ 1.5±4 (Daten nicht gezeigt).

Ein weiterer Hinweis, dass das GGGX-Motiv entscheidend
f¸r die Aktivit‰t gegen¸ber terti‰ren Alkoholen ist, zeigen
Versuche Aktivit‰t gegen¸ber TAEs durch gerichtete Evolu-
tion[9] einer GX-Typ-Esterase zu generieren. Hierzu wurden
Mutantenbibliotheken der Gene zweier Esterasen aus Pseu-
domonas fluorescens[10] und Bacillus stearothermophilus[11]

durch fehlerhafte PCR[12] und DNS-Shuffling[13] erzeugt und
die Proteine durch Expression unter einem starken Rhamno-
se-induzierbaren Promotor[14] in E. coli hergestellt. Es konn-
ten jedoch keine aktiven Mutanten im Screening einer
Bibliothek von etwa 15000 Esterasevarianten gefunden
werden.

Wir konnten zeigen, dass das f¸r einige Lipasen beschrie-
bene GGGX-Motiv nicht nur eine Rolle in der Stabilisierung
des tetraedrischen Intermediates w‰hrend der Katalyse spielt,
sondern die Aktivit‰t gegen¸ber terti‰ren Alkoholen kon-
trolliert. Mit Ausnahme von GCL hydrolysierten alle unter-
suchten Esterasen und Lipasen, die ein GGGX-Motiv tragen,
die Modellacetate. F¸r GCL vermuten wir, dass diese Lipase
mˆglicherweise andere Ester terti‰rer Alkohole umsetzen
wird.

Die Sequenzhomologie der untersuchten GGGX-Typ-Hy-
drolasen, die aus Bakterien, Hefen und tierischen Quellen
stammen, ist gering und nur kleine Bereiche um das GGGX-
Motiv und das Serin des aktiven Zentrums sind konserviert.
Dies spiegelt sich auch in den gro˚en Unterschieden zwischen
den nat¸rlichen Substraten wider, die von diesen Hydrolasen
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Abbildung 1. a) Schematische Darstellung der Bindungstasche von Hy-
drolasen des GX-Typs. Der Carbonylsauerstoff der Oxyanionbindungs-
tasche zeigt in die Bindungstasche des Alkoholrestes. Die Interaktion
dieses Sauerstoffs mit dem quatern‰ren Ca des TAE verhindert eine
ad‰quate Bindung des Substrates. b) Schematische Darstellung der Bin-
dungstasche von Hydrolasen des GGGX-Typs. Das Carbonylgrundger¸st
des flexiblen Triple-Glycinmotivs ist parallel zu der Wand angeordnet, die
die Bindungstasche begrenzt. Dies f¸hrt zu einer erhˆhten F‰higkeit,
raumerf¸llende Substrate zu binden.

Tabelle 2. Aktivit‰t von Hydrolasen gegen¸ber 1 im Vergleich zu nat¸r-
lichen Substraten. Die Aktivit‰ten wurden mit pH-stat-Tests bei pH 7.5 und
40 8C (eeAChE: 25 8C) ermittelt.

Hydrolase spez. Aktivit‰t
(nat¸rliches Substrat)
mUmg�1 Protein]

spez. Aktivit‰t
f¸r 1
[mUmg�1 Protein]

CRL (Amano AYS) 44000[a] 10
GCL-B 83000[a] ±[e]

EeAChE 200000[b] ±[e]

CAL-A (Chirazyme L5, lyo) 117000[c] 50
PLE (Chirazyme E1, lyo) 157000[d] 80

(Chirazyme E2, lyo) 103000[d] 160
BsubpNBE 170000[c] 230

[a] Triolein. [b] Acetylthiocholin. [c] Tributyrin. [d] Ethylbutyrat. [e] Keine
Aktivit‰t.

Tabelle 3. Aktivit‰t von GGGX-Typ-Hydrolasen gegen¸ber den Substraten 2±-4. Die Reaktionen wurden bei pH 7.5 und 40 8C (AChEs 25 8C) durchgef¸hrt.

Enzym[a] Substrat
2 3 4

t [h] Umsatz [%] t [h] Umsatz [%] t [h] Umsatz [%]

PLE, Chirazyme E-1, 390 U 2 53 8 48 0.5 50
PLE, Chirazyme E-2, 270 U 2 69 8 72 n.b.[b] n.b.[b]

CRL-CLEC, 10 mg 2 56 8 23 0.5 77
hAChE, 37.5 U 24 17 48 5 4 39
eeAChE, 100 U 24 26 48 10 4 50
bAChE, 100 U 8 57 48 6 4 66
CAL-A, 480 U 24 41 48 71 2 59
BsubpNBE, 350 U 0.8 50 0.6 50 0.3 50

[a] Units verweisen auf die Aktivit‰t gegen¸ber den nat¸rlichen Substraten, vgl. Tabelle 2. [b] Nicht bestimmt.



Stereoselektive Synthese von tri- und
tetrasubstituierten Olefinen durch Domino-
Cyclisierungs-Additions-Reaktionen mit
Vinylradikalen**

Andreas Gans‰uer,* Marianna Pierobon und
Harald Bluhm

F¸r die Synthese sind solche Reaktionen attraktiv, die
durch Umwandlung von einfachen Edukten mit hoher
Massen¸bertragung unter katalytischen Bedingungen zu
komplexen Molek¸len f¸hren.[1] Eine in dieser Hinsicht
vielversprechende Reaktion ist die Kombination unserer
Titanocen-katalysierten Cyclisierung[2] von geeigneten unge-
s‰ttigten Epoxiden mit intermolekularen Additionen an a,b-
unges‰ttigte Carbonylverbindungen (Schema 1).[3] Hieraus
resultiert eine Umwandlung durch eine radikalische Domino-
reaktion mit einer Cyclisierungs-Additions-Sequenz.[4] Ein

besonderer Aspekt der Reaktion liegt in der Mˆglichkeit,
Vinylradikale als Zwischenstufe f¸r die intermolekulare
Synthese von Olefinen zu erzeugen. Nach unserem Kennt-
nisstand wurde diese letzte Umwandlung bislang nur selten
zur stereoselektiven Herstellung tetrasubstituierter Alkene
eingesetzt. Bisher ist lediglich die Verwendung von tributyl-
stannyl- und phenylselenylsubstituierten Vinylradikalen be-
schrieben.[5]

Wir begannen unsere Untersuchungen mit Olefinen als
Radikalacceptoren in Cyclisierungen. Einige unserer Resul-
tate sind in Tabelle 1 zusammengefasst. Die Synthese der
Epoxide erfolgte nach Lit. [2e]

Es zeigte sich, dass nach der Dominoreaktion die ge-
w¸nschten Produkte isoliert werden konnten. Grˆ˚ere Men-
gen des nicht gew¸nschten Produkts der intermolekularen
Addition ohne Cyclisierung (13%) wurden einzig mit 3
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akzeptiert werden.[15] Dies bedeutet aber auch, das die
Kenntnis der ¸blichen biokatalytischen Aktivit‰ten dieser
Enzyme nicht vermuten l‰sst, dass sie alle die Aktivit‰t
gegen¸ber terti‰ren Alkoholen gemeinsam haben. Dar¸ber
hinaus konnten wir bereits zeigen, dass unser Computer-
modell auch die Vorhersage des Einflusses von Mutationen
erlaubt, die eine erhˆhte und sogar umgekehrte Stereoselek-
tivit‰t in der Racematspaltung der Modellacetate aufwei-
sen.[16]

Experimentelles

Alle experimentellen Details finden sich in den Hintergrundinformatio-
nen.
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