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Katharina Durchschein, Andreas Winkler, Karl Gruber, Peter Macheroux und Wolfgang Kroutil*

Reaktionen zur C-C-Bindungskniipfung ermoglichen den
Aufbau des Kohlenstoff-Grundgeriists organischer Molekiile
und bilden damit die Basis der organischen Synthesechemie.
In jiingster Zeit hat insbesondere die organo- und metallka-
talytische Bindungskniipfung durch C-H-Aktivierung! ver-
stiarkte Aufmerksamkeit erfahren.”) Unseres Wissens konnte
bisher hingegen keine biokatalytische oxidative C-C-Ver-
kniipfungsreaktion fiir die Synthese genutzt werden. Tat-
sdchlich stellt die Biokatalyse zurzeit nur eine begrenzte
Anzahl an Enzymen zur synthetischen C-C-Kupplung® zur
Verfiigung — etwa Aldolasen,!! Transketolasen,***! Hydroxy-
nitril-Lyasen®® und Thiamindiphosphat(ThDP)-abhingige
Enzyme.P”! Einige weitere Enzymreaktionen zur Kniipfung
von C-C-Bindungen werden erst seit kurzem erforscht.®! Bei
allen erwidhnten Enzymen handelt es sich um Lyasen oder
Transferasen, nicht jedoch um Redox-Enzyme."!

Ein Beispiel fiir eine C-C-kuppelnde Oxidoreduktase ist
das Berberin-Briicken-Enzym (BBE) [EC 1.21.3.3], welches
(S)-Reticulin (1a) — ein 1-Benzyl-1,2,3,4-tetrahydroisochino-
lin — zum Berbin-Derivat (§)-Scoulerin (2a) umsetzt. Diese
Reaktion stellt eine intramolekulare C-C-Verkniipfung dar,
die tiber die Aktivierung der N-Methyl-Gruppe durch mole-
kularen Sauerstoff verlduft (Schema 1).'? Das Enzym kommt
vor allem in Pflanzen der Familie der Mohngewéchse vor, wo
es eine zentrale Rolle in der Biosynthese von Benzophenan-
tridin-Alkaloiden einnimmt.l'""?) Erst vor kurzem ist es ge-
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Schema 1. Von BBE in der Natur katalysierte Reaktion. Bildung der
»Berberin-Briicke* durch oxidative C-C-Kupplung unter Verbrauch von
molekularem Sauerstoff.

lungen, BBE aus Eschscholzia californica (Kalifornischer
Goldmohn) in Pichia pastoris™ zu exprimieren, wodurch
erstmals ausreichende Mengen des Enzyms fiir Kristallisati-
onsstudien und die Untersuchung des Reaktionsmechanismus
zur Verfiigung standen.['>!4

BBE ist also in Bezug auf seine biochemischen Eigen-
schaften und den katalytischen Mechanismus eingehend un-
tersucht worden. Das Potenzial dieses Biokatalysators fiir die
priaparative Umsetzung nichtnatiirlicher Substrate wurde
bisher hingegen noch nicht erforscht. Dabei schien es fraglich,
ob nichtnatiirliche Substanzen iiberhaupt umgesetzt werden
konnen, da Pflanzenenzyme tendenziell als sehr substratspe-
zifisch gelten. Dariiber hinaus stehen keine Daten zur
Enantioselektivitidt des Biokatalysators fiir die Umsetzung
nichtnatiirlicher Substrate zur Verfiigung. Die biochemischen
Untersuchungen mit BBE wurden im Mikrogramm-Ma@-
stab!"  bei niedriger Substratkonzentration (0.5 mm)™!
durchgefiihrt. Fiir préaparative Zwecke miissen sowohl Sub-
stratmenge als auch Substratkonzentration signifikant erhoht
werden.

Fiir unsere Studien wurde das racemische Tetrahydroiso-
chinolin rac-1b (Schema 2) als Modellsubstrat ausgewihlt, da
es vergleichsweise einfach in ausreichenden Mengen herge-
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Schema 2. Biokatalytische enantioselektive oxidative C-C-Kniipfung
durch BBE. Als Hauptprodukte der kinetischen Racematspaltung ent-
stehen enantiomerenreines (R)-2b—e und (S)-2b—e.
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stellt werden konnte. Modellsubstrat rac-1b trégt an Position
7 eine Methoxygruppe statt der Hydroxygruppe in Reticulin
und hat keinen 4’-Substituenten; es konnte in 40 % Ausbeute
iiber fiinf Stufen synthetisiert werden (siche Hintergrundin-
formationen). Eine erste Messung der Reduktions-
geschwindigkeiten fiir rac-1b zeigte, dass BBE durchaus im
Stande ist, dieses nichtnatiirliche Substrat umzusetzen (k.4 =
2s7"). Die Identifizierung des Reaktionsprodukts als 2b
wurde durch eine erste priparative Umsetzung (8 mg) unter
nichtoptimierten Bedingungen ermoglicht und erfolgte
anhand eines Vergleichs des Massenspektrums mit Litera-
turwerten.['%)

In der Folge wurde rac-1b als Substrat fiir weitere Opti-
mierungsstudien herangezogen. Dabei wurde schnell kKlar,
dass bei hoheren Substratkonzentrationen das als Beiprodukt
gebildete H,0, das Enzym inhibiert oder schiadigt. Um dies zu
verhindern, wurde Katalase eingesetzt, die das gebildete
Wasserstoffperoxid zu Wasser und Sauerstoff disproportio-
niert.'”)

Da das Substrat rac-1b nur eine geringe Loslichkeit in
Puffer zeigte, wurden verschiedene wassermischbare, aber
auch nichtmischbare organische Losungsmittel fiir dessen
Solubilisierung eingesetzt. Fiir diese Losungsmittelstudie
wurde eine Substratkonzentration von 2 gL.™! gewihlt — eine
erste Erhohung der Konzentration im Vergleich zu den bio-
chemischen Experimenten. Bei einem Losungsmittelanteil
von 10% v/v zeigte BBE eine unerwartet hohe Stabilitét in
Gegenwart einer Reihe von Losungsmitteln (Abbildung 1).
So wurde etwa in Gegenwart von Dimethylsulfoxid (DMSO)
ein Umsatz von beinahe 50 % erreicht, was dem besten im
einphasigen System erzielten Wert entspricht. Auch Dioxan,
Formamid, Methanol, Ethanol und sogar Hexamethylphos-
phorsduretriamid (HMPA) waren ohne weiteres einsetzbar,
wobei Methanol bereits in vorangegangenen Studien zur
Solubilisierung des natiirlichen Substrats (S)-Reticulin ver-
wendet worden war. Die Verwendung von Tetrahydrofuran
(THF) fithrte hingegen zu niedrigen Umsitzen. Ahnlich
niedrig waren die Umsidtze bei Verwendung einiger mit
Wasser nicht mischbarer Losungsmittel wie etwa Dichlor-
methan oder Ethylacetat. Die besten Ergebnisse wurden mit
Benzol, Toluol und Diphenylether im Zweiphasensystem er-
zielt. Schlieflich wurde Toluol fiir die weiteren Studien aus-
gewdhlt, da es weniger toxisch ist als Benzol und die Aufar-
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Abbildung 1. Umsatz ¢ des Substrats rac-1b durch BBE in Gegenwart
von organischen Lésungsmitteln (10% v/v) und Puffer.
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beitung des Reaktionsgemischs einfacher ist als bei einpha-
sigen Losungsmittelsystemen. Tests mit hoheren Toluol-An-
teilen zeigten, dass ein Umsatz von 50 % selbst bei 80 % v/v
Toluol, 4 gL' Substratkonzentration und 0.1 gL~ BBE in-
nerhalb von 24 h erreicht wird (Abbildung2). Sogar bei
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Abbildung 2. Enzymatische Umsetzung von Substrat rac-1b in Gegen-
wart von steigenden Mengen an Toluol (%v/v).

einem Volumenanteil von 99% Toluol ist das Enzym noch
erstaunlich aktiv, lediglich in wasserfreiem Toluol war kein
Umsatz mehr feststellbar. Letzteres Experiment wurde mit
gefriergetrocknetem BBE durchgefiihrt; zusétzliche Versu-
che zeigten, dass die Gefriertrocknung dem Enzym nicht
schadet: Nach Rehydratisierung zeigte es die volle Aktivitit.

Beim Versuch, 2b als Referenzmaterial iiber eine Pictet-
Spengler-Reaktion!" aus N-demethyliertem 1b und Formal-
dehyd herzustellen, wurde ein Gemisch der racemischen
Regioisomere 2b und 3b erhalten, wobei das Verhiltnis 2b/
3b laut GC-MS-Analyse bei etwa 40:60 lag. Die Produkte
wurden in geringen Ausbeuten von 30% bzw. 15% isoliert.
Die enzymatische Umsetzung ist somit nicht nur in Bezug auf
die katalytische Reaktion bemerkenswert, sondern auch was
die Regioselektivitit betrifft. Dennoch wurde das Regioiso-
mer 3b auch bei den enzymatischen Umsetzungen im
Rahmen der Losungsmittel-Studie in geringer Menge gebil-
det. Der Anteil von 3b am Gesamtprodukt war dabei von
1) der Art des Losungsmittels und 2) der Losungsmittelkon-
zentration abhingig. So war das Verhiltnis von 2b zu 3b bei
Einsatz von Toluol (99.4% v/v) etwa 96:4, wihrend in Ge-
genwart von Acetonitril (10% v/v) beinahe gleiche Mengen
an Produkt 2b und Regioisomer 3b entstanden.!'”!

Nachdem mit Toluol ein geeignetes Cosolvens zur Ver-
fiigung stand, wurden weitere Reaktionsparameter optimiert,
wie etwa das Puffersalz und dessen Konzentration, der pH-
Wert, die Temperatur, die Schiittelgeschwindigkeit und die
eingesetzte Menge an Katalase. Als beste Wahl erwies sich
ein 10 mm Tris-HCI-Puffer (Tris(hydroxymethyl)aminome-
than-hydrochlorid) bei pH 9.0 mit Zusatz von 10 mm MgCl,.
Die Reaktionen wurden im Dunklen durchgefiihrt,[wl und es
wurde Katalase, gereinigtes BBE (1 gL ') und ein zweipha-
siges Toluol/Puffer-System 70:30 v/v bei einer Substratkon-
zentration von 20 gL' eingesetzt. Eine Zeitstudie zeigte, dass
die Reaktion unter diesen Bedingungen nach 12 h ihren ma-
ximalen Umsatz von 50% erreicht. Dies entspricht einer
Raum-Zeit-Ausbeute von 20 gL "'d™" und einer Turnover-
Zahl von 1850.
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Bei keiner der Reaktionen mit dem racemischen Substrat
rac-1b stieg der Umsatz tiber 50 %, was bereits darauf hin-
deutet, dass das Enzym auflerordentlich enantioselektiv ar-
beitet. In der Tat belegte die Analyse der Reaktionen mittels
HPLC auf einer chiralen stationdren Phase, dass nur ein
Substrat-Enantiomer umgesetzt wurde, wihrend das zweite
nicht reagiert hatte; dementsprechend wurde auch ein enan-
tiomerenreines Produkt erhalten. BBE katalysiert also die
kinetische Racematspaltung von rac-1b, wobei die Produkte
(5)-2b und (R)-1b in Enantiomereniiberschiissen >97 %
(HPLC) gebildet werden. Fiir die Enantioselektivitit E des
Enzyms ergibt sich demnach ein Wert > 200.

Um festzustellen, ob auch andere racemische Benzyliso-
chinolin-Derivate umgesetzt werden konnen, wurden die
Substrate 1c—e synthetisiert und in der BBE-katalysierten
Ringschlussreaktion getestet. Im Substrat rac-1e¢ sind die
beiden Sauerstoffatome am Isochinolinring durch eine Me-
thylenbriicke verkniipft, wiahrend rac-1d nur eine und rac-1e
drei Methoxygruppen am Isochinolinring trdgt. Alle drei
Substanzen erwiesen sich als gute Substrate und wurden
enantioselektiv zu den entsprechenden Berbin-Derivaten
umgesetzt. Der GrofBteil der gebildeten Produkte ist in der
Literatur weder in racemischer noch in enantiomerenreiner
Form beschrieben worden. Die Verbindungen 1¢ und 2¢ sind
nur als Racemate bekannt, wihrend eine geringe Menge
(5 mg) des Produkts 2b (Trivialname: Manibacanin) aus der
Rinde von Anila canelilla isoliert worden war.'® Die bioka-
talytische C-C-Verkniipfung durch BBE ermoglicht daher
einen Zugang zu neuartigen, enantiomerenreinen Alkaloi-
den.

Um die Eignung dieser biokatalytischen Methode fiir den
priaparativen MaBstab aufzuzeigen, wurden alle vier nicht-
natiirlichen Substrate (1b—e) in 500-mg-Ansitzen umgesetzt.
In allen Fillen verlief die kinetische Racematspaltung voll-
stindig und mit hoher Enantioselektivitit, sodass die Pro-
dukte (R)-1b-e und (S)-2b—e in guten bis hervorragenden
Ausbeuten und exzellenten Enantiomerenreinheiten isoliert
werden konnten (Tabelle 1).

Benzylisochinoline und Berbine sind zwei eng verwandte
Gruppen von Alkaloiden,”! die eine Reihe von biologischen
Aktivititen aufweisen. So wurde bei 1-Benzyl-1,2,3,4-tetra-
hydroisochinolinen eine krampflésende® und blutdruck-

Tabelle 1: Priparative oxidative C-C-Verkniipfung durch BBE.”!

(5)-2 ee (2 £9
[mg ()] [%]

Subst. P (R)-1 ee (1)1
o] [mg(%)]  [%]

1b 50 249 (50) >97 207 (42)  >97 >200
1c 50 231 (46) >97 155 31)  >97 >200
1d 50 181 (36)  >97 177 (36)  >97 >200
Te 50 237 (47)  >97 194 (39)  >97 >200

[a] Die Reaktionen wurden unter Lichtausschluss in Toluol/Puffer 70:30,
pH 9 durchgefiihrt; Substratkonzentration 20 gL', BBE 1 gL', Katalase
0.05 gL™'; 40°C, 24 h. [b] Der Umsatz wurde mittels HPLC auf einer
achiralen stationiren Phase (C18) bestimmt. Je nach Substrat wurden 4—
10% der Regioisomere 3 b—e gebildet: 1b: 8%, 1c: 7%, 1d: 4%, 1e:
10%. [c] Der Enantiomereniiberschuss wurde mittels HPLC auf einer
chiralen stationidren Phase bestimmt. [d] Die Enantioselektivitit E wurde
aus den Enantiomereniiberschiissen von Substrat und Produkt ermit-
telt.”
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senkende Wirkung™' festgestellt. Berbine zeigen zahlreiche
Effekte, wie etwa analgetische, sedative, hypnotische, blut-
drucksenkende oder muskelentspannende Wirkung.”¥ 1-
Chlorscoulerin wird sogar als aussichtsreiche Leitsubstanz fiir
die Entwicklung von Schizophrenie-Therapeutika betrach-
tet.®!

Die chemische asymmetrische Synthese dieser wichtigen
Alkaloide wurde anhand verschiedenster Strategien durch-
gefiihrt, doch im Allgemeinen sind mehrstufige, die Ausbeu-
ten stark einschrinkende Reaktionssequenzen notig.?’l Auch
finden sich unter den publizierten Synthesen nur wenige ka-
talytische Varianten, etwa die metallkatalytische asymmetri-
sche Hydrierung,?”! die intramolekulare allylische Aminie-
rung® sowie metall- oder organokatalytische asymmetrische
Alkylierungsreaktionen.”” Trotz der enormen Fortschritte in
diesen Bereichen konnten nur selten enantiomerenreine
Substanzen (ee >99%) erhalten werden. Das hier vorge-
stellte Konzept ermoglicht einen vollig neuen Zugang zu
enantiomerenreinen Benzylisochinolinen und Berbinen.

Das Berberin-Briicken-Enzym aus dem kalifornischen
Goldmohn wurde fiir eine hochgradig enantioselektive bio-
katalytische oxidative C-C-Verkniipfung eingesetzt, durch
welche neue enantiomerenreine Berbin-Derivate und Tetra-
hydrobenzylisochinoline hergestellt werden konnten. Die
beschriebene Reaktion, die Sauerstoff als Oxidationsmittel
verwendet und unter milden Bedingungen verlduft, wurde im
Mafstab von 500 mg durchgefiihrt. Sie ist ein Schritt hin zu
sauberen und selektiveren organisch-chemischen Umsetzun-
gen und erweitert das Repertoire der biokatalytischen C-C-
Kupplungen.!

Experimentelles

Reprisentative priparative C-C-Kupplung: Substrat 1b (500 mg,
1.6 mmol, Endkonzentration: 20 gL™'=65mmM) wurde in Toluol
(17.5mL) gelost und mit Puffer (7.5 mL, Tris-HCl, 10 mm, pH 9,
10 mm MgCl,), welcher BBE (1.5 mL Enzymlosung, Endkonzentra-
tion: 1 gL™"=0.017 mm) und Katalase (125 mg Roh-Priparation)
enthielt, gemischt. Der Reaktionsansatz wurde in einem Rundkolben
(50 mL) unter Lichtausschluss mittels eines Inkubator Mini Shaker
(VWR, radial, Orbit 3 mm) bei 200 rpm und 40°C 24h geschiittelt.
Die Reaktion wurde durch Phasentrennung gestoppt, und die wiss-
rige Phase wurde mit Ethylacetat (3 x 10 mL) extrahiert. Die verei-
nigten organischen Phasen wurden getrocknet (Na,SO,), und das
Losungsmittel wurde im Vakuum entfernt. Das Rohprodukt wurde
mittels Sdulenchromatographie (Kieselgel 60, 0.040-0.063 mm,
Merck, Lot.: 1.09385.9025 mobile Phase: CH,Cl,/MeOH/NH,OH =
97/2/1) gereinigt, wobei 207 mg (S)-1b (42% Ausbeute, >97 % ee)
und 249 mg (S)-2b (49% Ausbeute, >97% ee) erhalten wurden
(Details zur Substanzcharakterisierung, wie NMR-Spektren, HPLC-
Daten, Drehwerte, HRMS oder CD-Spektren, sind den Hinter-
grundinformationen zu entnehmen).
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