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Die Natur verwendet bestimmte Enzyme f�r die Bildung und
Spaltung von C-C-Bindungen von Aldolen,[1] und mehr als 40
solcher Aldolasen wurden bis jetzt charakterisiert.[2] Sie
bieten einen biokatalytischen Zugang zu a-Hydroxycarbo-
nylverbindungen,[1] allerdings ist eine Anwendung in der
Synthese h-ufig durch die Lage des Gleichgewichts einge-
schr-nkt (thermodynamische Limitierung).[3] Dar�ber hinaus
bestehen auch kinetische Limitierungen, wenn die Reakti-
onsgeschwindigkeiten f�r die Bildung der Stereoisomere
nicht unterschiedlich genug sind, um hohe Stereoselektivit--
ten zu gew-hrleisten.

Wir zeigen hier, wie diese Limitierungen f�r die unter-
suchte Reaktion – die durch Threonin-Aldolasen (TAs) ka-
talysierte Synthese von b-Hydroxy-a-aminos-uren aus Glycin
und Aldehyden – �berwunden werden k7nnen. Alle glycin-
abh-ngigen Aldolasen ben7tigen Pyridoxal-5’-phosphat
(PLP), um die reversible Aldolreaktion von Glycin mit dem
Akzeptoraldehyd zu katalysieren. Als Modellreaktion be-

schreiben wir die Umwandlung von Benzaldehyd zu Phenyl-
serin (1; Schema 1). Einige nat�rliche l- und d-Threonin-
Aldolasen (lTA bzw. dTA, EC 4.1.2.5)[4] und eine gentech-

nisch ver-nderte dTA (ausgehend von Alanin-Racemase)[5]

sind bis jetzt untersucht worden, und es konnte gezeigt
werden, dass alle TAs eine Vielzahl aromatischer und ali-
phatischer Aldehyde umsetzen.[6] Wenn ein zehnfacher
?berschuss von Glycin �ber Benzaldehyd verwendet wird,
betr-gt die Ausbeute 85% (lTA, optimierte Bedingungen),
da das Gleichgewicht auf die Seite des Aldols verschoben
wird.[7] Der Prozess k7nnte auch durch kontinuierliches
Entfernen des Produkts zu h7heren Ausbeuten optimiert
werden.[8]

Eine bessere L7sung, um die thermodynamische Limi-
tierung zu �berwinden, ist die Verschiebung des Gleichge-
wichts zur „Aldol“-Seite durch eine gekoppelte irreversible
Reaktion der anf-nglich gebildeten b-Hydroxyaminos-ure 1.
lTA, dTA und die meisten Enzyme des Aminos-urestoff-
wechsels weisen eine hohe Ca-Selektivit-t auf (l/d), w-hrend
die Cb-Selektivit-t von lTA und dTA niedrig ist (kinetische
Limitierung, syn/anti).[6] K�rzlich konnten wir zeigen, dass mit
der dTA aus Alcaligenes xylosoxidans[9] die kinetische Limi-
tierung �berwunden und diastereomerenreines d-syn-1 er-
halten wird.[7] Mit lTA ist die Enantioselektivit-t am NH2-
gebundenen Kohlenstoffatom ausgezeichnet (ee> 99%),
wogegen die Umwandlung der Aldehyd- zur Hydroxygruppe
mit niedriger Enantioselektivit-t erfolgt. Dies f�hrt zu einem
Diastereomerenverh-ltnis l-syn-1/l-anti-1 von 60:40.[7] Ein
gekoppelter Cb-selektiver Schritt w�rde helfen, auch diese
Limitierung zu �berwinden.

l-Aminos-ure-Decarboxylasen sind im hohen Grade
substratspezifisch. Nur f�r l-Tyrosin-Decarboxylase (l-
TyrDC, PLP-abh-ngig) wurde gezeigt, dass eine zus-tzliche
Hydroxygruppe in der b-Position und aromatische Substitu-
enten toleriert werden.[10] l-TyrDC ist hochspezifisch f�r das
NH2-gebundene Kohlenstoffatom, indem nur das l-Enantio-
mer umgesetzt wird. l-TyrDC kann deshalb verwendet

Schema 1. Durch l-Threonin-Aldolase katalysierte Synthese von l-Phe-
nylserin (1).
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werden, um racemisches dl-syn-1 zum 2-Amino-1-phenyl-
ethanol (R)-2 mit einer maximalen Ausbeute von 50% um-
zusetzen, wobei d-syn-1 zur�ckbleibt.[10] Bei Zugabe von
dTA wird das nicht umgesetzte Diastereomer, d-syn-1, in
einer parallelen kinetischen Racematspaltung zu Benzalde-
hyd und Glycin abgebaut, was die Rezyklierung von d-syn-1
erm7glicht.[11,12]

Außer mit dieser einfachen Racematspaltung von dl-syn-
1 kann die thermodynamische Limitierung auch durch die
Kombination einer lTA-katalysierten Aldolreaktion mit
einer In-situ-Decarboxylierung mit l-TyrDC �berwunden
werden. Damit wird das Aldolgleichgewicht auf die Seite der
l-Aldolprodukte verschoben, und es resultieren h7here
Ums-tze. l-TyrDC (aus Enterococcus faecalis V583)[13] und
lTA (aus Pseudomonas putida)[14] wurden kloniert und in
Escherichia coli �berexprimiert. Als Modellreaktion unter-
suchten wir die neuartige bienzymatische Synthese von 2 aus
Benzaldehyd und Glycin unter Anwendung der reversiblen
lTA-katalysierten Aldolreaktion (Zwischenprodukte l-syn-1
und l-anti-1) und einer gekoppelten irreversiblen Decarb-
oxylierung (Schema 2). Im Produkt dieser formalen Eintopf-

Aminomethylierung von Benzaldehyd bleibt das hydroxy-
substituierte Chiralit-tszentrum erhalten, w-hrend das zweite
Chiralit-tszentrum „verloren“ geht, da die a-Aminofunktion
in eine terminale Gruppe �berf�hrt wird. Durch die hohe syn/
anti-Selektivit-t der l-TyrDC (10:1, siehe Hintergrundinfor-
mationen) kann die niedrige Cb-Selektivit-t der Aldolase
wettgemacht werden. Die hier beschriebene Umwandlung ist
unseres Wissens die erste bienzymatische Racematspaltung
von Diastereomeren. Ein -hnlicher Prozess mit einer or-
ganokatalytischen Methode wurde als dynamische kinetische
asymmetrische Umwandlung (DYKAT) bezeichnet.[15,16] F�r
dynamische Prozesse ist es von gr7ßter Bedeutung, dass die
Gleichgewichtseinstellung (ka1 und ka2) deutlich schneller
abl-uft als der irreversible Schritt (kb1 und kb2). Nur so k7nnen
hohe Selektivit-ten erhalten und die theoretische Ausbeute
eines Stereoisomers von 100% erreicht werden.[17] In
Gleichgewichtsstudien wurde nachgewiesen, dass die lTA-
katalysierte syn-anti-Umwandlung von 1 schnell verl-uft
(siehe Hintergrundinformationen).

In einem ersten Versuch, die thermodynamische Limi-
tierung mithilfe der DYKAT-Methode zu �berwinden, un-
tersuchten wir die Kompatibilit-t von lTA und l-TyrDC.
Tats-chlich konnte die Gleichgewichtsreaktion von Benz-
aldehyd mit Glycin zu l-syn-1/l-anti-1 durch die irreversible
Decarboxylierung zur Produktseite verschoben werden. Nach
58 Stunden hatte sich der Benzaldehyd vollst-ndig in die
Zwischenprodukte l-syn-1/l-anti-1 (8%) und das Endpro-
dukt (R)-2 (91%) umgewandelt (Schema 3). Damit konnten

wir zeigen, dass die Kombination von lTA und l-TyrDC f�r
die quantitative Umwandlung von Aldehyden in 1,2-Amino-
alkohole anwendbar ist. Interessanterweise wird die niedrige
Cb-Selektivit-t von lTA (R/S 60:40) im bienzymatischen
Prozess etwas ver-ndert (R/S 43:57). Dies kann durch die
Tatsache erkl-rt werden, dass l-syn-1 (2S,3R) schneller zu
(R)-2 umgesetzt wird als l-anti-1 (2S,3S) zu (S)-2 und dadurch
das anti/syn-Verh-ltnis der Zwischenprodukte l-syn-1/l-anti-
1 leicht verschoben wird.

Mit der beschriebenen Vorgehensweise wurde die nied-
rige Selektivit-t an der b-Position durch die stereoselektive
Decarboxylierung auf 89:11 (R/S) verbessert. Die Stereoiso-
merenverh-ltnisse von l-1 (d.r.) und 2 (e.r.) waren w-hrend
der Reaktion konstant, was belegt, dass tats-chlich ein wir-
kungsvoller dynamischer Prozess stattfindet.

Eine Racematspaltung von dl-syn-1 durch die beschrie-
bene Eintopf-Zweienzym-DYKAT ist wegen der hohen l-
Selektivit-t von lTAund l-TyrDC nicht m7glich. Nur l-syn-1
wird in einer kinetischen asymmetrischen Umwandlung
(KAT) umgesetzt, und das d-Enantiomer bleibt zur�ck.
Hierdurch wird der Aminoalkohol (R)-2 zwar mit exzellenten
ee-Werten (> 99%) erhalten, die Ausbeute ist aber auf ma-
ximal 50% begrenzt. Um eine h7here Maximalausbeute bei
gleichbleibend hohen ee-Werten zu erreichen, wurde ein
neuartiges Eintopf-Dreienzym-Verfahren getestet (Schema
4). Eine anf-ngliche KAT (l-TyrDC) von l-syn-1 liefert
enantiomerenreines (R)-2 (50%). Nach der Zugabe der Al-
dolasen lTA und dTA[9] nach 24 Stunden �berf�hrt nun eine
Dreienzym-DYKAT (l-TyrDC, lTA/dTA) das nicht umge-
setzte d-syn-1 (50%) in Benzaldehyd und Glycin, danach in
l-syn-1/l-anti-1 und schließlich in (R)-2/(S)-2. Theoretisch
sollte durch diese Racematspaltung von dl-syn-1 mit verz7-
gerter Zugabe von lTAund dTAunter Ber�cksichtigung der
Resultate des Eintopf-Zweienzym-Protokolls (R/S 89:11) ein
ee-Wert von 88% (R, Schema 3) des Aminoalkohols 2 er-
halten werden. Das nachstehende Beispiel zeigt, dass bei

Schema 2. Synthese von 2-Amino-1-phenylethanol (2) unter Verwen-
dung von l-Threonin-Aldolase und l-Tyrosin-Decarboxylase.

Schema 3. Umwandlung von Benzaldehyd zu den Zwischenprodukten
l-syn-1/l-anti-1 und zum Endprodukt (R)-2. Reaktionsbedingungen:
Benzaldehyd 100 mm, Glycin 1m, lTA 38 U, l-TyrDC 0.4 U, PLP 50 mm,
pH 5.5, 25 8C; Ausbeute, DiastereomerenverhFltnis (d.r.) und Enantio-
merenverhFltnis (e.r.) wurden mit HPLC bestimmt.
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Zugabe aller drei Enzyme bei Reaktionsbeginn (pH 5.5) ein
leicht h7herer ee-Wert von 2 (82% R) verglichen mit dem
DYKAT-Verfahren erreicht wird, bei jedoch geringerer
Ausbeute von 44% (Tabelle 1, Nr. 1). Die niedrige Ausbeute
k7nnte durch inhibierende Effekte von MnCl2 oder dTA auf
l-TyrDC erkl-rt werden; Untersuchungen hierzu sind im
Gange. Die verz7gerte Zugabe von lTA/dTA (nach 24 h)
lieferte enantiomerenreines 2 (Tabelle 1, Nr. 2 und 11, ee>
99% R) bei erh7hter Ausbeute (HPLC 67%; isoliertes Pro-
dukt 58%). Ohnliche Resultate wurden auch bei pH 6.0 und
6.5 erreicht (Tabelle 1, Nr. 3–6). H7here pH-Werte (7.0 und
7.5, Nr. 7–10) f�hrten zu betr-chtlich geringeren Ausbeuten.
Dies kann damit erkl-rt werden, dass die Aktivit-t von l-

TyrDC bei pH> 6.5 stark abnimmt (pH-Optimum
5.5). Der exzellente ee-Wert von 2 bei gleichzeitig
hoher Ausbeute (pH 5.5–6.5) belegt, dass alle drei
Enzyme effektiv zusammenwirken. Damit kann die
kinetische Limitierung – die niedrige Cb-Selektivi-
t-t in einer lTA-katalysierten Reaktion – �ber-
wunden und enantiomerenreines (R)-2 mit Aus-
beuten �ber 50% erhalten werden.

Mit den hier beschriebenen Methoden gelingt
es, die thermodynamischen (DYKAT) und die ki-
netischen Limitierungen (KAT/DYKAT) der durch
l-Threonin-Aldolase katalysierten Reaktionen zu
�berwinden. Die erste bienzymatische DYKAT
beruht auf der Kombination einer Aldolase niedri-
ger Diastereoselektivit-t mit einer hochspezifischen
Decarboxylase. Damit konnten wir das „Aldol“-
Gleichgewicht der Reaktion von Benzaldehyd mit
Glycin zu quantitativen Ums-tzen f�hren und
gleichzeitig die niedrige Cb-Selektivit-t stark erh7-
hen. Mithilfe der KAT/DYKAT-Methode erhielten
wir ausgehend von dl-syn-1 den enantiomerenrei-

nen Aminoalkohol (R)-2 in guter Ausbeute. In bereits ange-
laufenen Tests untersuchen wir weitere Akzeptoraldehyde,
um synthetisch wertvolle enantiomerenangereicherte 1,2-
Aminoalkohole zu erhalten.
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Tabelle 1: Synthese von (R)-2 im KAT/DYKAT-Verfahren.[a]

Nr. pH Ausb. 2 [%]
(5 h)

ee (R) [%]
(5 h)

Ausb. 2 [%]
(80 h)

ee (R) [%]
(80 h)

1[b] 5.5 23 80 44 82
2[c] 5.5 46 >99 67 >99
3[b] 6.0 15 72 47 82
4[c] 6.0 39 >99 57 >99
5[b] 6.5 13 80 28 80
6[c] 6.5 35 >99 58 >99
7[b] 7.0 3 >99 11 82
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isolierten Produkts nach 100 h Reaktionszeit. [f ] n.b.=nicht bestimmt.
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