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Das Nomenclature Committee der International Union of
Biochemistry and Molecular Biology unterhilt eine Enzym-
datenbank (http://www.enzyme-database.org), um der ge-
waltigen Herausforderung der Klassifizierung und Kategori-
sierung der derzeit 5174 beschriebenen individuellen En-
zymmechanismen mithilfe von Leitlinien, die die Enzyme
Commission (EC) festgelegt hat,'! Herr zu werden. Die Da-
tenbank enthilt jede Menge Enzyme, fiir die noch keine
Untersuchungen zur Nutzung ihrer katalytischen Féhigkeiten
durchgefiihrt worden sind.

Ein Beispiel fiir ein in die Datenbank aufgenommenes
Enzym ist das Berberin-Briicken-Enzym (BBE) [EC
1.21.3.3],%2% das die Umsetzung des Tetrahydroisochinolins
(S)-Reticulin (1a) zu (S)-Scoulerin (2a; Schema 1) kataly-
siert. BBE wurde erstmals 1985 aus Berberis beaniana ge-
wonnen,*! die BBE-Aktivitit konnte allerdings schon 1975 in
einem Zellextrakt aus Macleaya microcarpa nachgewiesen
werden.”! BBE ist eine FAD-gesteuerte Oxidase, die die
Bildung intramolekularer C-C-Bindungen zwischen der N-
Methylgruppe und dem 2'-Kohlenstoffatom des Benzylrests
von la katalysiert (Schema 1), wodurch die ,,Berberinbrii-
cke* tiber einen fiir Enzyme einzigartigen Reaktionsmecha-
nismus gebildet wird. Das C1-Enantiomer (R)-Reticulin wird
von BBE nicht umgesetzt.

Dieses Enzym wird besonders interessant mit Blick auf
die Synthese neuartiger nichtnatiirlicher Stoffe. Bei (§)-
Scoulerin (2a) handelt es sich um eine Vorstufe fiir eine
Vielzahl niitzlicher Derivate der Benzophenantridinalkaloi-
de, die antibakterielle, antimikrobielle, blutdrucksenkende,
schmerzlindernde und beruhigende Eigenschaften haben und
potenziell zur Behandlung von Schizophrenie geeignet sind,
wodurch die Berberin-Alkaloidfamilie fiir die Entwicklung
einer Fiille neuartiger nichtnatiirlicher Stoffe préadestiniert ist.
Eine #hnliche Wirkung (z.B. krampflosend, blutdrucksen-
kend) wurde fiir die strukturell verwandte Benzylisochinolin-
Alkaloidfamilie gefunden (siehe Schrittwieser et al.,”! zit.
Lit.).

Schrittwieser et al.”®! erkannten dieses Potenzial und
wollten nun herausfinden, wie vielseitig sich BBE einsetzen
lasst. Die chemische Synthese von Berberinen und Benzyl-
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Schema 1. Die durch BBE katalysierte neuartige C-C-verkniipfende Oxi-
dation sowie Reaktionen, die durch die mutmaglichen BBE-Enzymho-
mologen THCA- und CBDA-Synthase katalysiert werden.

isochinolinen ist sehr zeitaufwendig, die Ausbeute ist sehr
gering, und es werden kaum reine Produkte erhalten.
Schrittwieser et al. synthetisierten potenzielle racemische
BBE-Substrate in fiinf Schritten mit einer Ausbeute von 40 %
und zeigten anschlieBend in vitro, dass aus diesen Substraten
und BBE sowohl natiirliche als auch nichtnatiirliche BBE-
Produkte im Multigrammmafstab erzeugt werden konnen.

Bei den nichtnatiirlichen BBE-Substraten handelte es sich
um die Racemate (beziiglich C1) der (S)- und (R)-Tetrahy-
droisochinoline 1b—e ohne die 4'-Methoxygruppe von Reti-
culin (Schema 1). Es zeigte sich, dass die S-Konformere dieser
vier nichtnatiirlichen Tetrahydroisochinoline Substrate fiir
BBE waren und die R-Konformere wie auch bei den natiir-
lichen Substraten von BBE nicht umgesetzt wurden. Ange-
sichts der Vielfalt natiirlicher (S)-Scoulerinderivate und ihrer
pharmakologischen Bedeutung sind diese vier neuartigen
nichtnatiirlichen Produkte ausgezeichnete Ausgangspunkte
fiir die weitere Wirkstoffentwicklung.
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Schrittwieser et al.’*! konnten auBerdem zeigen, dass die
Ubertragung auf eine kommerziell nutzbare GroSenordnung
durchaus moglich ist, indem sie die Substrate in einem Maf3-
stab von 20 gL' in Gegenwart von 1 gL.~' BBE umsetzten.
Es mussten allerdings zuerst mehrere Hindernisse iiberwun-
den werden, bevor so hohe Substratmengen bewiltigt werden
konnten:

Erstens musste die inhibitorische Wirkung des wiahrend
der Reaktion entstehenden Wasserstoffperoxids durch die
Zugabe von 0.05 gL' Katalase verhindert werden. Die Ka-
talase tberfiihrt das Wasserstoffperoxid wieder zuriick in
Sauerstoff und Wasser. Zweitens mussten Reaktionen mit
einer Substratmenge von 20 gL' in Gegenwart von organi-
schem Losungsmittel durchgefiihrt werden, da die Substrate
bei hoher Konzentration in wéssrigen Puffern nicht ausrei-
chend loslich waren. Es ergab sich, dass BBE eine Vielzahl
wissrig-organischer Losungsmittelgemische toleriert, wobei
seine hohe katalytische Aktivitét erhalten bleibt, was zu sei-
ner Akzeptanz fiir industrielle Anwendungen beitragen soll-
te.

Unter den von den Autoren entwickelten Bedingungen
reagierte BBE selektiv mit dem S-Isomer von 1b: Nach
24 Stunden waren 100 % dieses Stereoisomers umgesetzt. Da
die C-C-Bindung nicht nur iiber das 2’-Kohlenstoffatom,
sondern auch tiber das 6'-Kohlenstoffatom gebildet werden
kann, entstand als Nebenprodukt 3b (Schema 1) — ein nicht
ganz unerwartetes Ergebnis, da BBE auch eine Bindungsta-
sche fiir die bei den nichtnatiirlichen Substraten fehlende 4'-
Methoxygruppe von Reticulin aufweist, was die Rotation der
Phenoleinheit der neuen Substrate ermoglicht.

Dariiber hinaus fanden die Autoren, dass durch Variation
des organischen Losungsmittels sowie seines Anteils im Ge-
misch die Reaktion vom gewiinschten 2b zum unerwiinschten
Nebenprodukt 3b verschoben werden konnte. Das Verhéltnis
2b:3b variierte von 1:1 im schlechtesten Fall bis zu 96:4 im
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besten Fall. Bei der chemischen Synthese wird 2b mit einer
Ausbeute von 30% erhalten, und das Verhiltnis 2b:3b be-
tragt 2:3, wohingegen die Ausbeute an (S)-2b bezogen auf
(5)-1b mit BBE 100% betragt.

BBE scheint ein ausgezeichnetes Enzym fiir die kom-
merzielle Nutzung zu sein. Es ist fiir eine Vielzahl an Reak-
tionsbedingungen geeignet, hat eine hohe Umsatzzahl, ergibt
ausgezeichnete Ausbeuten mit einem hohen Reinheitsgrad
und passt sich sehr leicht an Substrate an.

Schrittwieser et al.! zeigten an BBE, dass sehr viel mehr
Enzyme mit einzigartigen Aktivitdten das Potenzial haben,
bei Syntheseanwendungen eingesetzt zu werden, sobald sie
ausreichend charakterisiert sind und ihre Aufreinigung eta-
bliert ist, als man angesichts der vergleichsweise geringen
Zahl an Enzymen annehmen konnte, die zur Zeit in der
Biokatalyse zur Anwendung kommen. Zum Beispiel sind die
A'-Tetrahydrocannabinolsiure(THCA)-Synthase und die
Cannabidiolsdure(CBDA)-Synthase dem BBE sehr #hnlich.
Beide Enzyme verwenden Cannabigerolsiure um THCAP
(4) bzw. CBDAP"! (5; Schema 1) zu erzeugen. Angesichts der
breiten Bioaktivititen von Cannabigerolen®! sollten die
THCA- und CBDA-Synthasen ausgezeichnete Kandidaten
fiir weitere Untersuchungen sein.

Eine andere erst kiirzlich identifizierte Enzymgruppe mit
dem Potenzial fiir Syntheseanwendungen sind die Prephenat-
Decarboxylasen. Sie sind die einzigen bekannten Enzyme,
die Prephenat (6) decarboxylieren und den Sechsring des
Prephenats in einen aromatischen Ring tiberfiihren. Eine neu
entdeckte Klasse der Prephenat-Decarboxylasen dagegen
katalysiert nicht die Ringaromatisierung, sondern decarb-
oxyliert Prephenat zu 4-Hydroxydihydrophenylpyruvat, das
dann spontan zum Regioisomer H,HPP (7; Schema 2a) iso-
merisiert.

Dank der H,HPP-Synthese fungieren diese neuartigen
Prephenat-Decarboxylasen als Tor zu einer Vielzahl an be-
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Schema 2. a) Die drei méglichen Stoffwechselwege zu Prephenat-Sekundiarmetaboliten, wenn die Katalyse zu Beginn von AerD, SalX oder BacA
durchgefiihrt wird. b) Die irreversible Racemisierung von p-Phe zu L-Phe, die durch drei Mitglieder der facettenreichen und promiskuitiven GNAT-,

Enolase- und Amidohydrolase-Enzymiiberfamilien katalysiert wird.

Angew. Chem. 2011, 123, 7614-7617

© 2011 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim

www.angewandte.de

Chemie

7615


http://www.angewandte.de

Highlights

7616

kannten sekundiren Metaboliten, einschlieBlich des Anti-
biotikums Bacilysin (9) sowie der Proteaseinhibitoren Sali-
nosporamid (13) und Aeruginosid 126A (11).*°! Da diese
Metaboliten sehr unterschiedlich sind, scheint diese neue
Gruppe von Enzymen pradestiniert, die Synthese einer
Vielzahl von nichtnatiirlichen Produkten zu katalysieren, falls
sie fiir die entsprechenden nichtnatiirlichen Substrate ge-
nauso zugénglich sind, wie es BBE ist. Zudem muss weiter an
der Aufkldrung der Stoffwechselwege zu den Sekundédrme-
taboliten Salinosporamid und Aeruginosid 126A, wie auch
von Bacilysin, gearbeitet werden, um Zugang zu einer noch
groferen Vielfalt an Stoffen zu erhalten.[*

Sakai et al. klarten vor wenigen Jahren einen dreigliedri-
gen Enzymstoffwechselweg zur unidirektionalen Racemisie-
rung von DA-Aminosiuren auft® (Schema 2b). Dieser Stoff-
wechselweg beginnt mit der Ubertragung einer Succinyl-
gruppe von Succinyl-CoA auf p-Phe (14) mittels einer D-
Aminosdure-Succinyl-N-Transferase. Succinyl-D-Phe  (15)
wird dann durch die N-Succinylaminosidure-Racemase
(NSAR) zum entsprechenden Succinyl-L-Phe (16) racemi-
siert. SchlieBlich wird die Succinylgruppe durch L-Succinylase
hydrolytisch und — anders als mit den gewohnlichen TPP-
abhingigen Aminosiure-Racemasen — irreversibel entfernt,
was L-Phe (17) als Produkt ergibt. Die Verwendung einer
einzigen Racemase, um 50 % verwendbares Substrat in 100 %
verwendbares Substrat umzuwandeln, ist kein neues Konzept,
allerdings trug diese Arbeit dazu bei, den potenziellen Bau-
satz zu erweitern, falls keine geeignete einzelne Racemase zur
Verfiigung steht, indem eine alternative Gruppe von Enzy-
men angeboten wird.

Jedes der drei Enzyme setzte eine Vielzahl an Substraten
um: Die pD-Aminosiure-Succinyl-N-Transferase reagierte mit
16 Aminoséduren, die NSAR konnte 17 Succinylaminosiduren
racemisieren, und die L-Succinylase konnte 19 N-Succinyl-L-
Aminosiuren hydrolysieren. Aulerdem gehoren die Succi-
nyl-N-Transferase, die NSAR und die L-Succinylase zur
GNAT-® Enolase-”! bzw. Amidohydrolase-Uberfamilie,®!
die alle drei gut charakterisiert sind und eine Vielzahl an
Reaktionen katalysieren und deren Enzyme oft sehr pro-
miskuitiv sind, was die Zahl der akzeptierten Substrate an-
geht.

Gliicklicherweise wurden viele der Probleme, die mit der
Suche nach dem richtigen Enzym fiir eine bestimmte An-
wendung verbunden waren, durch das PathPred-Programm*
(http://www.genome.jp/tools/pathpred/) der Kyoto-Encyclo-
pedia-of-Genes-and-Genomes(KEGG)-Datenbank™!
einfacht, die ihre Enzyme entsprechend den EC-Standards
ordnet. Bei PathPred konnen sowohl das abzubauende Sub-
strat als auch der gewiinschte Naturstoff eingegeben werden.
Daraufhin generiert PathPred eine Reihe von potenziellen
enzymkatalysierten Stoffwechselwegen, die zum Syntheseziel
filhren wiirden. Abbildung 1 zeigt als Beispiel eine System-
karte, die mit PathPred fiir die Synthese von Kaffeesdure
(C01197) angefertigt wurde: PathPred ermittelte drei unter-
schiedliche Stoffwechselwege zu Kaffeesdure ausgehend von
L-Tyr (C0079) sowie zusitzliche Ausgangssubstrate und die
zugehorigen Stoffwechselwege, die ebenfalls Kaffeesiure als
Syntheseziel haben.

ver-
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Abbildung 1. Eine Systemkarte zur enzymkatalysierten Synthese von
Kaffeesdure, die mit dem PathPred-Programm auf der Internetseite der
KEGG-Datenbank erstellt wurde. Ein offener Kreis stellt ein chemisches
Intermediat dar, und farbige horizontale Balken symbolisieren Enzym-
reaktionen. Die grauen Linien stehen fir die gleichen chemischen In-
termediate wie die offenen Kreise, von denen sie ausgehen. Ein Lese-
beispiel: C00811 kann aus drei verschiedenen Substraten mithilfe
zweier verschiedener Enzyme hergestellt werden (man beachte die
identischen dunkelblauen Linien, die CO0811 mit seinen Nachbarn
C00423 und C00082 verbinden, was bedeutet, dass diese Reaktionen
durch dasselbe Enzym katalysiert werden).

Beriicksichtigt man die Tatsache, dass Enzyme héufig zu
ausgedehnten Uberfamilien gehoren, die oft gut charakteri-
siert sind und eine Anzahl bekannter Eigenschaften haben
und deren Mitglieder haufig relativ substratpromiskuitiv sind,
kann man zu dem Schluss gelangen, dass es ein betrichtliches
Potenzial an bisher kommerziell ungenutzten Enzymen gibt,
das angezapft werden konnte. Nimmt man dazu Programme
wie PathPred, die Wissenschaftlern, Chemikern und Inge-
nieuren helfen konnen, niitzliche Enzyme schnell zu finden,
und die sich stidndig vergroBernde EC-Datenbank, kann man
nur optimistisch sein, was die Biokatalyse angeht. Wir vefii-
gen lber das enzymatische Riistzeug, und wir haben Talent,
jetzt miissen wir nur noch den Mut haben, beides zu nutzen.
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