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1. Entdeckung der Pictet-Spengler-Reaktion

Als die Chemiker Am� Pictet und Theodor Spengler 1911
in ihren Laboratorien an der Universit�t Genf Phenylethyl-
amin mit Formaldehyddimethylacetal in Gegenwart von
Salzs�ure erhitzten, reagierten beide Verbindungen in einer
Cycloaddition.[1] Das gebildete Reaktionsprodukt war das
Alkaloid 1,2,3,4-Tetrahydroisochinolin (THIQ). War es schon
zu jener Zeit Pictets Absicht, eine einfache chemische Syn-
these von Alkaloiden zu finden? Sein vorher verfasster Ar-
tikel „Die chemische Konstitution pflanzlicher Alkaloide“
kçnnte dies suggerieren. Die entdeckte Reaktion wurde
Pictet-Spengler-Reaktion (PSR) genannt und hat sich seither
in der Synthese einer großen Vielfalt von heterocyclischen
Verbindungen bew�hrt. Im Jahr 2011 feiert die PSR somit ihr
100-j�hriges Bestehen im chemischen Labor. W�hrend dieser
recht langen Zeit hat sich die Reaktion zu einer der erfolg-
reichsten Strategien vor allem f�r die Synthese von Isochi-
nolin- und Indol-Alkaloidger�sten entwickelt. Die Reaktion
(Schema 1) wurde mit Blick auf ihren Anwendungsbereich
permanent modifiziert, z. B. f�r die Umsetzung von N-alky-
lierten, N-acylierten und N-sulfonierten Derivaten des Phe-
nylethylamins.

Nach Entdeckung der PSR dauerte es noch fast 20 Jahre,
bevor der japanische Chemiker Tatsui Tryptamin als Amin-
komponente einsetzte, und damit den Weg f�r die erste
Synthese des 1,2,3,4-Tetrahydro-b-carbolin(THBC)-Ger�sts

ebnete (Schema 1).[2] THIQ und THBC sind die entschei-
denden Strukturelemente einer breiten Auswahl von struk-
turell komplexen Syntheseprodukten, ebenso wie von tau-
senden in der Natur vorkommenden Isochinolin- und Indol-

Alkaloide sind eine bedeutende Klasse von Naturstoffen, die in
der Natur weit verbreitet sind und von vielen Organismen ge-
bildet werden. Sie haben ein breites Spektrum an biologischen
Wirkungen und wurden viele Jahre in der Volksmedizin ange-
wendet. Auch heutzutage haben Alkaloide zahlreiche Anwen-
dungen als medizinische Therapeutika und verf�gen außerdem
�ber einen hohen Stellenwert als Ausgangspunkt f�r die
Wirkstoffsuche, weshalb ihre Synthese von betr�chtlichem In-
teresse ist. Die wichtigste Methode f�r die Synthese von Alka-
loidger�sten ist die durch Pictet und Spengler entdeckte Kon-
densationsreaktion, deren Leistungsf�higkeit in der Synthese
von stereochemisch und strukturell komplexen Alkaloiden
�berzeugend bewiesen wurde.
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Alkaloiden, von denen einige von enormer physiologischer
und therapeutischer Bedeutung sind.[3] Ebenso wie die Amin-
Komponente kann auch die Aldehyd-Komponente variiert
werden – einschließlich maskierter Aldehyde (Acetale,
Enolether, Halbaminale, Aminonitrile) und Ketone.

Obwohl die Bedeutung der PSR f�r die Synthese �ber
viele Jahrzehnte bekannt war, stand einer breiten Anwen-
dung der Reaktion das Fehlen asymmetrischer Verfahren im
Wege. W�hrend der letzten zwei Jahrzehnte war jedoch ein
bemerkenswerter Fortschritt bei der Entwicklung neuer, hoch
enantioselektiver Methoden f�r die Synthese von THIQ- und
THBC-Strukturen zu verzeichnen.[4,5] Diese Entwicklungen
folgten der Entdeckung des ersten Enzyms (im Jahr 1977), das
eine Pictet-Spengler-Kondensation mit vollst�ndiger Stereo-
selektivit�t katalysierte (siehe Abschnitt 2). Enzyme dieses
Typs werden Pictet-Spenglerasen genannt.

Das wohl bedeutendste THIQ-Alkaloid ist Morphin, die
Hauptkomponente des Opiums. Wahrscheinlich wird Opium
seit Anbeginn der menschlichen Zivilisation verwendet. Die
Sumerer benutzten es schon vor 6000 Jahren, und 3500 Jahre
alte �gyptische Medizinb�cher beschreiben es als St�rkungs-
mittel.[6a,b]

Die Enzym-katalysierte Pictet-Spengler-Kondensation ist
der Schl�ssel f�r die Biosynthese des Morphins. W�hrend die
Natur diese Reaktion schon vor tausenden von Jahren ange-
wendet hat, nutzen Chemiker sie erst seit verh�ltnism�ßig

kurzer Zeit. Wie in diesem Aufsatz beschrieben wird, erfor-
schen wir derzeit die mechanistischen Einzelheiten der bio-
logischen PSR, was eine Voraussetzung ist, um zu einem ra-
tionalen Modulieren der Enzymaktivit�t zu gelangen.

2. Enzymkatalysierte PSR: Strictosidin-Synthasen

2.1. Entdeckung der ersten Pictet-Spenglerase und Struktur ihres
Reaktionsprodukts

Die ersten Enzymexperimente zur Aufkl�rung der Bio-
synthese des monoterpenoiden Indol-Alkaloids Ajmalicin
(Raubasin) vom Heteroyohimbin-Typ wurden vor 35 Jahren
durchgef�hrt. Hierf�r wurden die Vorstufen Tryptamin und
Secologanin mit zellfreien Extrakten von Keimlingen, dem
Kallus und Zellsuspensionskulturen von Catharanthus roseus
(Madagaskar-Immergr�n, Apocynaceae) umgesetzt.[7, 8] Der
Ajmalicin-Biosyntheseweg war das erste Beispiel f�r eine
Alkaloid-Biosynthese, die �ber die beteiligten Enzyme auf-
gekl�rt wurde.[9–13] Damals existierten bereits unterschiedli-
che Vorschl�ge zur Natur und Beteiligung des ersten Bio-
syntheseintermediats, das durch die Kondensation zwischen
dem Amin und dem Aldehyd Secologanin gebildet wird.[14,15]

Die verwendeten Catharanthus-Zellkulturen waren f�r eine
effiziente Alkaloidproduktion optimiert worden[16,17] und er-
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wiesen sich als ein exzellentes System, um diese Vorschl�ge zu
�berpr�fen. Wurde die zellfreie Ajmalicin-Synthese nach
dem ersten Reaktionsschritt unterbrochen, so f�hrte dies zur
Anreicherung des Glucoalkaloids Strictosidin, das durch die
enzymkatalysierte Pictet-Spengler-Reaktion entstand.

Mehr als sechs Jahrzehnte nach der Entdeckung der
chemischen Pictet-Spengler-Reaktion[1, 2] wurde die erste
Pictet-Spenglerase, die Strictosidin-Synthase (STR)
(EC 4.3.3.2), in der Natur aufgefunden.[18–20] Wegen der
damals unterschiedlichen Meinungen zur C3-Konfiguration
des Glucoalkaloids Strictosidin war ein zweifelsfreier Nach-
weis seiner Struktur notwendig. Der Vergleich einer authen-
tischen Probe von 3a(S)-Strictosidin mit acetylierten Deri-
vaten mittels Chromatographie, Circulardichroismus, NMR-
Spektroskopie und Isotopenverd�nnungsanalyse bewies, dass
das Enzym stereoselektiv das 3a(S)-Strictosidin bildet.[18–20]

Das 3b-Epimer (Vincosid), das in der chemischen PSR im
Verh�ltnis von ca. 1:1 mit dem 3a-Epimer gebildet wird,
konnte nicht nachgewiesen werden. Detaillierte Informatio-
nen von Hutchinson (USA), Brown (England) und Snatzke
(Deutschland) halfen, die Struktur des enzymatisch herge-
stellten Strictosidins zweifelsfrei zu bestimmen (Schema 2).

2.2. Rolle von Strictosidin und STR in der Biosynthese

In F�tterungsexperimenten mit isotopenmarkiertem
Strictosidin an einer Reihe von Pflanzen wurde nachgewie-
sen, dass Strictosidin die zentrale und alleinige biosyntheti-
sche Vorstufe von wahrscheinlich allen monoterpenoiden
Indolalkaloiden ist, einschließlich der Corynanth�-, Strych-
nos-, Aspidosperma- und Iboga-Alkaloide sowie von Alka-
loiden, die statt der 3a- eine 3b-Konfiguration aufweisen
(Schema 3).[21,22] Die Best�tigung, dass Strictosidin das erste
Intermediat in der Biosynthese der strukturell diversen mo-
noterpenoiden Indolalkaloide ist, folgte dann sehr
schnell.[23–25] Eine �bersicht �ber die taxonomische Vertei-
lung der STR wurde erstellt und zeigte, dass das Enzym in
Indolalkaloid- produzierenden Pflanzen vorkommt, aber
nicht in Pflanzen, die diese Alkaloide nicht synthetisieren.[26]

Neben den In-vivo-F�tterungsexperimenten[21] war es dieses
gemeinsame Vorkommen des Enzyms mit den entsprechen-
den Alkaloiden, das den entscheidenden Beweis f�r die bio-
synthetische Schl�sselrolle der Synthase und seines Produkts
lieferte.

2.3. Biochemische Charakterisierung und Reinigung der STR

Es war beides, die divergente synthetische und sp�ter
biosynthetische Bedeutung von Strictosidin als Ausgangs-
punkt vieler Biosynthesewege von therapeutisch etablierten
Pharmaka und pharmakologischen Leitstrukturen (Ajmali-
cin, Ajmalin, Camptothecin, Vinblastin, Vincristin, Strychnin
oder die Toxiferine), die eine detaillierte Charakterisierung
des Enzymmechanismus verlangten.

Das erste Reinigungsprotokoll der STR aus Catharanthus
wurde 1979 beschrieben – zwei Jahre nach Auffinden der
Synthase – und f�hrte zu einer Teilreinigung bzw. nur einer
Anreicherung des Enzyms.[27, 28] In einer nachfolgenden
Studie wurde eine homogene, reine STR aus Catharanthus-
Zellsuspensionen erhalten, allerdings bestand die Pr�paration
aus Isoenzymen mit sehr �hnlichen physikalischen und kine-

Schema 2. Enzymatische Kondensation von Tryptamin mit dem mono-
terpenoiden Aldehyd Secologanin, katalysiert durch die Pictet-Spengle-
rase Strictosidin-Synthase aus Catharanthus (STR) oder Rauvolfia
(STR1).

Schema 3. Biosynthetische Bedeutung des Strictosidins als zentrale
Vorstufe einer diversen Familie monoterpenoider Indolalkaloide in hç-
heren Pflanzen, der rund 2000 strukturell verschiedenartige Verbindun-
gen angehçren, einschließlich des Chinolinalkaloids Chinin. Das Koh-
lenstoffger�st des Secologanins ist grau dargestellt, um die strukturel-
len �nderungen durch Ger�stumlagerungen w�hrend der Biosynthese
hervorzuheben. TDC = Tryptophan-Decarboxylase, SS= Secologanin-
Synthase, STR1= Strictosidin-Synthase, SG = Strictosidin-Glucosidase.
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tischen Eigenschaften,[29] was eine weitere biochemische Be-
arbeitung unzweckm�ßig machte. Dagegen wurde eine ein-
zelne, reine STR1-Isoform erhalten, wenn das Enzym aus
Zellkulturen der indischen Heilpflanze Rauvolfia serpentina
Benth ex. Kurz isoliert und gereinigt wurde.[30] Zur Unter-
scheidung von der Catharanthus-STR wird die Bezeichnung
STR1 f�r das Rauvolfia-Enzym und str1 f�r dessen Gen
verwendet. Um das pr�parativ wertvolle Strictosidin herzu-
stellen – insbesondere zur Entwicklung von biomimetischen
Alkaloidsynthesen –, wurde die Synthase an CNBr-aktivierter
Sepharose immobilisiert. Dies ist ein einfacher Ansatz, der
die Isolierung von reinem Strictosidin in Mengen von meh-
reren Gramm ermçglicht, zumal das immobilisierte Enzym
viel stabiler ist als die gelçste STR.[31, 32]

Trotz der hohen Substratspezifit�t, die die Verwendung
von STR1 zum Aufbau von Alkaloidbibliotheken ein-
schr�nkt, wurde STR1 das Enzym der Wahl f�r die Unter-
suchung von biotechnologischen Anwendungen zur chemo-
enzymatischen Alkaloidsynthese.

2.4. Substratspezifit�t der STR1

Um die Verwendung des enzymatischen Pictet-Spengler-
Produkts f�r biomimetische divergente Alkaloidsynthesen zu
erforschen, musste eine breite Auswahl von Aminen und
Aldehyden als mçgliche Enzymsubstrate getestet werden.
Solche Studien wurden mehrere Male mit STR-Pr�paratio-
nen unterschiedlicher Reinheit aus C. roseus, R. serpentina
und Cinchona robusta sowie auch mit heterolog exprimierter
STR und STR1 durchgef�hrt.[27, 33–36] Etwa 30 Tryptaminde-
rivate wurden als potenzielle Substrate getestet, von denen
ungef�hr 1/3 durch die STRs in Gegenwart von Secologanin
umgesetzt wurden, wenn auch mit unterschiedlichen Umset-
zungsgeschwindigkeiten (meist < 10% verglichen mit Trypt-
amin; Tabelle 1).[27, 33–36]

Diese Studien haben gezeigt, dass die Indol-Teilstruktur
f�r die Erkennung und Umsetzung durch die STR1 uner-
l�sslich ist. Tryptamine mit kleinen Substituenten (F, OH) am
aromatischen Ring werden bereitwillig umgesetzt, w�hrend
grçßere Substituenten (CH3, CH3O) niedrigere Umset-
zungsgeschwindigkeiten ergeben oder die Umsetzung g�nz-
lich verhindern. Auch �nderungen an anderen Stellen der
Tryptaminstruktur wurden vom Enzym nicht toleriert. Unter
zehn nicht-indolischen Substraten, die jedoch die Ethylami-
no-Seitenkette des Tryptamins enthielten, setzte die STR nur
zwei um, n�mlich 3-(2-Aminoethyl)benzofuran und dessen
Thiophenderivat.[35] Die so gewonnenen neuen Strictosidine
kçnnten als exzellente Ausgangsverbindungen f�r biomime-
tische Oxo- oder Thio-analoge Indolalkaloide mit deutlich
ver�nderten biologischen und pharmazeutischen Aktivit�ten
dienen.

In Bezug auf die zweite Pictet-Spengler-Komponente –
die Secologaninaldehydderivate – scheint die STR weit we-
niger tolerant zu sein. Weder Secologanins�ure noch der Al-
dehyd Iridotrial wurden in die entsprechenden Strictosidin-
derivate umgewandelt.[27, 30] Dagegen wurden Derivate, bei
denen 1) die Vinylfunktion des Secologanins hydriert war,
2) die 2-OH- und 3-OH-Gruppe der Glucoseeinheit methy-
liert waren oder 3) die Estergruppe variierte, als Substrate f�r
die enzymatische Kondensation angenommmen.[27,30, 36] Des
Weiteren berichteten O�Connor und Mitarbeiter �ber eine
bereits bekannte[37, 38] STR aus Ophiorhiza pumila (Rubi-
aceae) mit breiterer Substratakzeptanz. Interessanterweise
toleriert diese Synthase auch eine Reihe achiraler Aldehyde,
die nun f�r die enzymatische Synthese hoch enantiomeren-
reiner Tetrahydro-b-carboline (ee > 98%) genutzt werden
kçnnen.[39]

Tabelle 1 fasst Amin-Komponenten zusammen, die auf
ihre mçgliche Umwandlung in Strictosidine in Gegenwart von
N-terminaler His6-markierter STR1 untersucht wurden, und
illustriert damit die Vielfalt an Strictosidinen, die mithilfe der
Pictet-Spenglerase erh�ltlich sind. Man darf davon ausgehen,
dass diese Strictosidine in weiteren synthetischen oder che-
moenzymatischen Ans�tzen anwendbar sind. Die Probleme,
die im Zusammenhang mit den ineffizienten Umsetzungsge-
schwindigkeiten von STR1, dessen selektiver Substratakzep-
tanz und der relativ niedrigen Ausbeute pflanzlicher Quellen
auftraten, konnten durch die Einf�hrung von molekularge-
netischen Ans�tzen durch Kutchan und Mitarbeiter Ende der
1980er Jahre �berwunden werden. Diese Arbeiten ebneten
außerdem den Weg f�r die erste Kristallisation und Rçnt-
genstrukturanalyse des Enzyms.

3. Erste 3D-Struktur einer Pictet-Spenglerase

3.1. Klonierung, Expression und Kristallisation von STR1

Dank der Verf�gbarkeit von homogener und teilsequen-
zierter STR1 konnte die zugehçrige cDNA aus Rauvolfia-
Zellkulturen isoliert und die aktive Pictet-Spengelerase in
Escherichia coli exprimiert werden, wobei letzteres auch die
Isolierung des korrekten Klons best�tigte.[40,41] Die Expressi-
on von heterologer und funktioneller cDNA gelang in ver-

Tabelle 1: Auswahl putativer Tryptaminderivate mit verschiedenen Sub-
stituenten am Indolteil, die f�r die enzymatische Synthese unterschied-
licher Strictosidine durch Wildtyp-His6-STR1 getestet wurden.[a]

Substrat STR1-Aktivit�t [%]

Tryptamin 100
5-Fluortryptamin 9.9
5-Hydroxytryptamin 9.5
7-Methyltryptamin 8.9
6-Methyltryptamin 8.9
5,6-Dihydroxytryptamin 7.0
6-Fluortryptamin 6.6
6-Methoxytryptamin 2.1
5-Methyltryptamin 0
5-Methoxytryptamin 0
Dopamin 0

[a] Daten stammen zum Teil aus Lit. [34] (relative Enzymaktivit�ten in %;
man beachte, dass 5-Methyl- und 5-Methoxytryptamin nicht umgesetzt
werden).
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schiedenen mikrobiellen Systemen wie Hefe (Saccharomyces
cerevisiae), E. coli und Insektenzellkulturen (Spodoptera
frugiperda),[42] sodass das effektivste Expressionssystem aus-
gew�hlt werden konnte. Die besten Expressionsbedingungen
wurden in S. frugiperda erreicht, mit einer Produktion von 10–
15 mg L�1 reiner STR1.

Die Pictet-Spenglerase aus Rauvolfia sollte das erste
Enzym aus s�mtlichen Alkaloidbiosynthesewegen sein, deren
cDNA kloniert wurde. Zehn Jahre nach der Entdeckung der
STR1 stellte somit die Klonierung der STR1-cDNA einen
Durchbruch in der STR1-Forschung dar, der einen erhebli-
chen Einfluss auf die gesamte Alkaloidforschung haben
sollte.

Bis heute sind insgesamt sechs f�r die Strictosidin-Syn-
thase codierende cDNAs in Pflanzen der Apocynaceae-Fa-
milie entdeckt worden: drei in Rauvolfia-Arten (R. serpenti-
na,[40–42] R. mannii,[43] R. verticillata[44]) mit 100% Sequenz-
identit�t, eine in C. roseus[40, 41] und zwei in Ophiorhiza-Arten
(O. pumila und O. japonica ; Rubiaceae).[37, 38,45] Drei dieser
Synthasen (aus C. roseus (Cs-str), R. sespentina (Rs-str) und
O. pumila)[37] wurden in E. coli funktionell exprimiert – am
besten untersucht wurde aber die Synthase aus R. serpentina,
die somit das am besten charakterisierte Enzym im Rauvolfia-
Alkaloidmetabolismus sowie auch ganz allgemein in der
Biosynthese von Alkaloiden ist.

STR1 ist ein exzellentes System, in dessen Struktur und
katalytische Wirkungsweise bereits tiefe Einblicke gewonnen
werden konnten, insbesondere durch Methoden der Struk-
turbiologie. Die Bestimmung der dreidimensionalen Struktur
lieferte die notwendigen Informationen f�r die Aufkl�rung
der vollst�ndigen Architektur des Enzyms, des katalytischen
Zentrums und des Enzymmechanismus. Die strukturell und
katalytisch wirksamen Aminos�uren konnten identifiziert
werden, was als Grundlage f�r einen gezielten Neuentwurf
der eingeschr�nkten Substratakzeptanz genutzt werden kann.
Eine His6-tag-STR1 wurde in E. coli exprimiert und durch
Affinit�ts- und Ionenaustauschchromatographie gereinigt,
was anschließend eine Kristallisation des nativen STR1 er-
mçglichte (Abbildung 1a).[46, 47] Ein umfassendes Screening
ermittelte die notwendigen Bedingungen f�r die erfolgreiche
Kristallisation der ersten Pictet-Spenglerase.

3.2. Die b-Propeller-Faltung der STR1 und Komplexe mit
Substraten und dem Enzymprodukt

Die Rçntgenstrukturanalyse hatte ergeben, dass STR1
aufgrund seiner Architektur zur Familie der sechsbl�ttrigen
b-Propeller gehçrt, einer spezifischen Faltung, die damit
erstmals im Pflanzenreich gefunden wurde (Abbil-
dung 1b).[34, 46,47] Jedes Propellerblatt besteht aus vier anti-
parallelen b-Faltbl�ttern A–D. Diese sind um eine Achse
angeordnet und bilden so die Bindungstasche des Enzyms, in
der die Pictet-Spengler-Kondensation katalysiert wird. Die
Struktur des Komplexes, der durch Cokristallisation der
STR1 mit dem Substrat Tryptamin erhalten wurde, ließ wei-
tere Einblicke in den Aufbau des Reaktionszentrums zu
(Abbildung 1b).[34] Das Substrat wird tief in der Tasche plat-
ziert und koordiniert mit seiner Aminogruppe an Glu309. Der

flache Indolteil ist wie in einem Sandwich zwischen den aro-
matischen Ringen von Tyr151 und Phe226 angeordnet. Diese
Orientierung hilft offensichtlich, das Tryptamin in einer pro-
duktiven Anordnung f�r die Reaktion mit dem zweiten Re-
aktionspartner Secologanin zu fixieren (Abbildung 1c). Die
Struktur des Komplexes mit Secologanin l�sst erkennen, dass
1) die hydrophile Glucoseeinheit aus dem katalytischen
Zentrum in das umgebende Wasser herausragt und 2) die
Aldehydgruppe zur n�chsten Aminos�ure Glu309 zeigt, die in
unmittelbarer N�he der Aminogruppe des Tryptamins liegt.
Dies ist offensichtlich die beste Anordnung f�r den Beginn
der Pictet-Spengler-Kondensation. Die Position der Substrate
ist aus der Struktur des Komplexes von STR1 mit dem En-
zymprodukt Strictosidin ersichtlich. Wie in Abbildung 1d
gezeigt, ist die Position des Enzymprodukts fast identisch mit
der der beiden Substrate.

Die �berlagerung aller drei gebundener Liganden im
katalytischen Zentrum (Abbildung 1e) ist bis auf relativ
kleine Unterschiede (ca. 1.5 �) identisch. Die Aminos�uren,
die an die Zuckerkomponente von Secologanin und Stricto-
sidin koordinieren, sind nicht gezeigt (siehe aber Schema 4),
kçnnten aber indirekten Einfluss auf die Reaktionssequenz
haben.

Die gerichtete Mutation von polaren Aminos�uren der
Bindungstasche (Tabelle 2) f�hrte zu einem starken Abfall
der katalytischen Aktivit�t – bis auf ca. 0.1% des Wildtyp-
Enzyms, wenn Glu309 gegen Alanin ausgetauscht wurde. Da
His307 an den Glucoseteil bindet, nimmt die Enzymaktivit�t
der Mutante His307Ala bis auf ca. 2.3% ab, und wenn Tyr151
durch Phe ersetzt wird, sinkt die katalytische Effizienz um
etwa 26%. Die 3D-Struktur und die Mutationsstudien legen
nahe, dass Glu309 die katalytische Aminos�ure ist, die die
enzymatische Synthese des Strictosidins durch STR1 bewirkt.

3.3. Bindungstasche, katalytische Aminos�uren und
mechanistische Aspekte der STR1

Drei Gruppen von Aminos�uren bilden die Form der
Bindungstasche (Schema 4):
* Die hydrophoben Aminos�uren Trp149, Tyr151, Val167,

Val208 und Phe226 sowie Gly210; alle sind weniger als 4 �
vom Strictosidin entfernt und interagieren mit dem
Tryptaminteil.

* Die vier Aminos�uren Tyr105, Val176, Leu323 und
Met276 in der N�he des Terpenger�sts des Secologanins.

* Die drei Aminos�uren His277, His307 und Phe324 nahe
der Glucoseeinheit. Die beiden polaren Histidine findet
man am Eingang zur Bindungstasche, sehr wahrscheinlich
um das Secologanin – speziell dessen Glucoseteil, der nach

Tabelle 2: Katalytische Effizienz der STR1 und ihrer Mutanten der hy-
drophilen Reste des aktiven Zentrums.[34]

Enzyme Kcat [min�1] %

Wild-type 78.2 100
Glu309Ala 0.089 0.11
Tyr151Phe 57.7 73.8
His307Ala 1.8 2.3
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außen gerichtet ist – optimal f�r die Kondensation mit dem
Amin anzuordnen. Die Anordnung beider Histidine geht
aus Schema 4 hervor.

Nach der Aufkl�rung der 3D -Struktur der STR1 – einem
wichtigen Meilenstein in der Erforschung der Reaktion –
konnten genauere Annahmen zum Mechanismus der en-
zymkatalysierten Pictet-Spengler-Reaktion und zum mçgli-

Abbildung 1. a) Einkristalle der Pictet-Spenglerase STR1 aus Rauvolfia f�r erste Rçntgenstrukturanalysen. Die Kristalle wurden durch die Methode
des h�ngenden Tropfens gez�chtet (Bilder: Dr. Elke Loris). b) Gesamtarchitektur der STR1 im Komplex mit dem Substrat Tryptamin (blau). Zu
sehen ist die sechsbl�ttrige b-Propeller-Faltung des Enzyms mit den Bl�ttern 1–6 und den antiparallen b-Faltbl�ttern A–D sowie die Position des
Tryptamins.[34, 46] c) Der Tryptamin-STR1-Komplex aus (b), �berlagert mit dem gebundenen Secologanin (gr�n); N und C sind die N- und C-Termini
des Enzyms. d) Struktur der STR1 im Komplex mit dem Enzymprodukt Strictosidin (rosa).[48, 49] e) Vergrçßerte Darstellung des katalytischen Zen-
trums mit den drei �berlagerten STR1-Komplexen (b–d) und Glu309 als der katalytisch wirksamen Aminos�ure. Tyr151 und Phe226 halten das
Tryptamin �ber hydrophobe Wechselwirkungen in der bevorzugten Position f�r die Pictet-Spengler-Reaktion (zur Vereinfachung sind die Wechsel-
wirkungen der Aminos�uren mit Secologanin weggelassen).
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chen Neuentwurf des Enzyms gemacht worden. �hnlich wie
bei der chemischen Reaktion folgt der Carbinolbildung – als
dem ersten Schritt der PSR – die Bildung einer Schiff-Base
(Iminium-Ion) zwischen der Aminogruppe von Tryptamin
und der Aldehydgruppe des Secologanins (Schema 5). Ba-
sierend auf den 3D-Strukturen der STR1 und ihrer Substrat-
und Produktkomplexe wurde vorgeschlagen, dass Glu309 die

entscheidende Aminos�ure f�r die enzymatische Pictet-
Spengler-Reaktion ist.[34] Tats�chlich befindet sich Glu309
sehr nahe an der b-Aminofunktion, wodurch sichergestellt ist,
dass diese neutral und nucleophil bleibt, um an der PSR-
Reaktion und der Bildung des Iminium-Intermediats teil-
nehmen zu kçnnen. Anschließend greift das C2-Atom des
Tryptamin-Indolrings die Iminiumspezies in einer elektro-
philen Substitution an, unter Bildung eines sechsgliedrigen
Ringsystems und eines terti�ren Carbokations. Glu309
kçnnte dann das Kation an C2 deprotonieren, unter Rearo-
matisierung und der finalen Bildung des 3a(S)-Strictosidins.
Ein prim�rer kinetischer Isotopeneffekt deutet darauf hin,
dass die Rearomatisierung der geschwindigkeitsbestimmende
Schritt der Reaktion ist. Dieser Vorschlag wurde auch f�r die
nichtenzymatische PSR in Lçsung gemacht. Dieser Isoto-
peneffekt zeigt auch, dass alle Reaktionsschritte vor der
Aromatisierung reversibel sind.[50, 51]

Prinzipiell kçnnte auch das nucleophile C3 statt des C2
das Iminium-C-Atom f�r den Ringschluss angreifen. Dies
w�rde jedoch zu einem spirocyclischen Zwischenprodukt
f�hren, das nach Umlagerung einen sechsgliedrigen Ring er-
geben w�rde (Weg B in Schema 5). Laut Ab-initio-Rech-
nungen sind jedoch der �bergangszustand eines solchen In-
termediats sowie die Umlagerung vom f�nf- zum sechsglie-
drigen Ringsystem energetisch ung�nstig. Beide Resultate
favorisieren demnach eine Reaktionsfolge �ber Weg A, und
nicht etwa �ber Weg B.[49–51]

4. Neue Ans�tze zur Synthese neuartiger Indol-
alkaloide

4.1. Biomimetische Synthese von Heteroyohimbinen mittels
STR

In Anlehnung an den zuerst bekannten enzymkatalysier-
ten Biosyntheseweg zum Ajmalicin[9–12] wurde ein biomime-
tischer Zugang zum Heteroyohimbinsystem entwickelt, der
einer vorher beschriebenen chemoenzymatischen Synthese
�hnelte.[52, 53] Ausgehend vom Strictosidin beginnt die Reak-
tion mit der Glucosidabspaltung durch die Strictosidin-Glu-
cosidase (SG) – die als Roh- oder teilgereinigter Proteinex-
trakt aus C. roseus- oder R. serpentina-Zellkulturen gewon-
nen wird – oder, falls erforderlich, durch eine bakteriell ex-
primierte, auf Grundlage der 3D-Struktur mutierte SG
(Schema 6).[54,55] Das hochreaktive Strictosidin-Aglycon (die
Vorstufe aller Indolalkaloid-Biosynthesewege, siehe
Schema 3) wird gebildet, das anschließend in die bekannten
Intermediate Dehydrogeissoschizin und Cathenamin im
Biosyntheseweg zum Ajmalicin umgewandelt wird (siehe
Details in Lit. [12]). In Gegenwart eines �berschusses eines
beliebigen prim�ren Amins (andere Nucleophile wurden
noch nicht getestet) schließt sich durch eine Michael-Additi-
on der E-Ring des Heteroyohimsystems, und nach Borhydrid-
Reduktion wird ein Diastereomerengemisch von vier N-
analogen Heteroyohimbinen erhalten.[48, 56]

Diese chemoenzymatische „Ein-Topf“-Reaktion wurde
k�rzlich vereinfacht und, durch die Verwendung rekombi-
nanter His6-modifizierter, immobilisierter STR1, die durch

Schema 4. Vereinfachte Darstellung des STR1-Komplexes mit dem Re-
aktionsprodukt Strictosidin zur Verdeutlichung der Bindungstasche
und der Wechselwirkungen mit Aminos�uren in Distanzen unter 4 �.
Die Bereiche f�r eine mçgliche Modifizierung der Substrate Tryptamin
und Secologanin sind durch gewellte Linien gekennzeichnet. Diese Re-
gionen sind geeignet, um durch ortsgerichtete Mutagenese modifizier-
te STR1-Varianten mit vergrçßerter Substratakzeptanz zu erzeugen.

Schema 5. Vorgeschlagener Mechanismus der durch Strictosidin-Syn-
thase katalysierten Pictet-Spengler-Reaktion zwischen Tryptamin und
Secologanin zur enantioselektiven Bildung der Biosynthesevorstufe
3a(S)-Strictosidin der monoterpenoiden Indolalkaloide.[50, 51]
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Expression ihrer cDNA in E. coli hergestellt wurde,[56] auf die
Synthese des neuen Alkaloids Azatetrahydroalstonin ausge-
dehnt.[57] STR1 wurde auch f�r die Synthese von Azastricto-
sidin aus 7-Azatryptamin genutzt (Schema 7).[56, 58] Weiterhin

konnte Azastrictosidin auch f�r einfache „einstufige“ Syn-
thesen der neuen Alkaloide Azastrictosidinlactam und Az-
anacyclin unter basischen bzw. sauren Bedingungen verwen-
det werden.[56]

Die Modifizierung der Tryptaminstruktur durch Einf�h-
rung von Stickstoffatomen in unterschiedlichen Positionen
des C-Ger�sts sollte so eine Vielfalt strukturell diverser,
neuer Azaindol-Alkaloide zug�nglich machen.

In einer weiteren Strategie f�hrte die Expression der
STR1- und SG-cDNAs in E. coli mithilfe eines neu konstru-
ierten dualen Vektors zur chemoenzymatischen Synthese des
Heteroyohimbin-Alkaloids Tetrahydroalstonin.[59]

4.2. Alkaloid-Bibliotheken durch strukturbasierten Neuentwurf
der STR1

Die 3D-Struktur des STR1-Komplexes mit Strictosidin
wurde als Grundlage herangezogen, um nach Mçglichkeiten
zu suchen, wie die Substratspezifit�t auf strukturell modifi-
zierte Tryptamine (insbesondere im aromatischen Teil) aus-
gedehnt werden kçnnte. Die Substratstudien hatten gezeigt,
dass sperrige Gruppen an den Positionen C5 und C6 zu
schlechter Substraterkennung oder gar keiner Umsetzung
f�hrten (siehe Abschnitt 2.4). Die Analyse der Aminos�uren
im aktiven Zentrum von STR1 hatte ergeben, dass Try149,
Val167 und besonders Val208 die genannten Positionen C5
und C6 im Tryptamin abschirmen, sodass z. B. 5-Methyl- und
5-Methoxytryptamin wohl gar nicht an die STR1 binden (je-
denfalls werden beide Verbindungen von der STR1 nicht
umgesetzt).

Die Mutation von Val208 (in einer Entfernung von 4 �
von der C5-Position) zur kleinen Aminos�ure Ala ergab die
mutierte Val208Ala-Pictet-Spenglerase, die erstmals die 5-
Methyl- und 5-Methoxystrictosidine lieferte. Die gleiche
Mutante ermçglichte auch die enzymatische Synthese ent-
sprechender 6-Methyl- und 6-Methoxystrictosidine mit weit-
aus hçherer Effizienz als das Wildtypenzym.[48] Die 3a(S)-
Konfiguration blieb bei diesem strukturbasierten Ansatz er-
halten.[48] Die Methylestergruppe und die Vinylseitenkette
des Secologanins kçnnen in gewissem Ausmaß ebenfalls
modifiziert werden, insbesondere durch l�ngere Ketten.
Diese analogen Strictosidine kçnnen ebenfalls zu neuen He-
teroyohimbinen umgesetzt werden, z. B. zu Serpentinderiva-
ten.[36, 60]

Basierend auf den Erkenntnissen aus der 3D-Struktur
scheint es, dass die Substratselektivit�t der STR und STR1
leicht manipuliert werden kann. Dies kçnnte letztendlich zu
einer signifikant hçheren Alkaloiddiversit�t der hier be-
schriebenen Syntheseans�tze sowie zu einem noch besseren
Verst�ndnis der Pictet-Spenglerasen f�hren. Dass von sieben
mutierten STR1 f�nf eine erweiterte Substratakzeptanz auf-
weisen (Stçckigt et al., unverçffentlichte Ergebnisse), ver-
deutlicht, dass eine strukturbasierte Modulation der STR1-
Aktivit�t anwendbar ist. Dieses Vorgehen kçnnte k�nftig auf
weitere Mutanten des Enzyms oder der SG aus R. serpentina
oder anderen Pflanzen ausgedehnt werden. Durch Einbezie-
hung einer ganzen Bandbreite kommerziell erh�ltlicher pri-
m�rer Amine wird es außerdem mçglich sein, den biomime-
tischen Ansatz (siehe Abschnitt 4.1) mit diesem strukturori-
entierten Ansatz zu kombinieren. Vorher nicht umsetzbare
Tryptaminderivate (siehe Abschnitt 2.4), darunter die Aza-
tryptamine, kçnnen so zus�tzlich angewendet werden.[48,56]

Eine solche kombinatorische Strategie kçnnte zu einem
chemoenzymatischen Konzept f�r die Herstellung großer und
strukturell diverser Substanzbibliotheken von tausenden von
Heteroyohimbin-Alkaloiden mit pharmakologischer Aktivi-
t�t f�hren. Das Heteroyohimbin-Alkaloid Ajmalicin zeigt
z. B. positive Wirkungen bei postisch�mischem Sauerstoff-
mangel und zerebralem Schutz, und es besteht ein weiterer
Bedarf an neuen Medikamenten mit verbesserter Wir-
kung.[61–63]

Schema 6. Biomimetischer, chemoenzymatischer Zugang zu neuen N-
analogen Heteroyohimbinen aus Strictosidin (SG =Strictosidin-Gluco-
sidase).[48, 56]

Schema 7. „Einstufige“ chemische und chemoenzymatische Synthese
neuer Azaindol-Alkaloide aus Azastrictosidin (b-GD =b-Glucosi-
dase).[56]
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4.3. Metabolische Umprogrammierung der Alkaloid-Biosynthese

Ein weiteres Projekt, das abermals die große Bedeutung
der 3D-Strukturanalyse aufzeigte, war der Neuentwurf der
STR aus C. roseus. Hierbei konnten Substratanaloga f�r die
Synthese neuer Strictosidine durch In-vivo-Transformation
oder f�r die Synthese neuer nichtnat�rlicher Indolalkaloide
genutzt werden.[64, 65] Die 3D-Struktur der STR1 war somit
nicht nur f�r die Herstellung neuer Alkaloide durch chemo-
enzymatische Strategien hilfreich, sondern auch f�r die erste
dirigierte Umprogrammierung in der Alkaloidbiosynthese in
C. roseus-Wurzeln. Die transgenen Wurzeln produzierten in
vivo verschiedene neue Catharanthus-Alkaloide mit Substi-
tuenten an C5 (C10 in Strictosidin), wenn die Zellen genetisch
so umprogrammiert wurden, dass sie die STR-Mutante
Val214Met produzierten (die Val214-Mutante der Catharan-
thus-STR entspricht der Rauvolfia-STR1-Mutante
Val208Ala). Mutationen dieser Aminos�ure f�hren zur Mo-
difizierung in der C5-Region. Wenn transgene Wurzeln, die
die cDNA der nichtnat�rlichen STR-Mutante exprimierten,
mit C5-substituierten Tryptaminanaloga gef�ttert wurden,
entstand eine Serie neuer entsprechend substitutierter Alka-
loidtypen (Schema 8).[58]

In einem �hnlichen Ansatz wurde die f�r die Tryptamin-
Biosynthese und damit f�r die Alkaloidproduktion in C.
roseus-Wurzeln zust�ndige RNA durch Desaktivierung der
Tryptophan-Decarboxylase blockiert. Wenn dann an diese
Wurzeln Tryptaminderivate appliziert wurden, erfolgte ihre
biosynthetische Umwandlung in nichtnat�rliche 5-Fluor-
substituierte Alkaloide (5-Fluorajmalicin, 5-Fluorcatharan-
thin oder 5-Fluortabersonin).[65a]

Bei einer eleganteren Strategie wurden C. roseus-Wurzeln
mit dem bakteriellen Gen der Tryptophan-chlorierenden
Flavin-Halogenase zusammen mit der cDNA der STR-Mu-
tante transformiert, sodass eine Umwandlung von 5- oder 7-
Chlortryptamin in chlorierte Strictosidine erfolgte. Die
cDNA der Halogenase f�hrt dabei zur Bildung von 5- und 7-
Chlortryptophanen, die in vivo zu den entsprechenden

Tryptaminen decarboxyliert und dann �ber die STR-Mutante
zu einer Auswahl chlorierter Alkaloide wie Chlorajmalicin,
Chlortabersonin, Chlorcatharanthin und Chlor-
dihydroakuammicin umgewandelt werden.[65b] Diese Resul-
tate demonstrieren eindrucksvoll die Mçglichkeiten eines
gezielten Metabolic-Engineering von Biosynthesewegen, wie
es urspr�nglich f�r Prokaryoten gezeigt wurde, nun aber auch
auf metabolisch viel komplexere Systeme wie Pflanzen an-
wendbar ist.[66]

Mit einer solchen Strategie sind nun modifizierte pflanz-
liche Naturstoffe mit pharmakologisch interessanten Wir-
kungen zug�nglich, die in komplizierten und langen Biosyn-
thesewegen, wie denen der monoterpenoiden Indolalkaloide,
aufgebaut werden. Ein wichtiger Vorteil dieser Strategie ist,
dass die industrielle Anwendung von Pflanzenzellen und
Organkulturen (Wurzeln) z. B. zur fermentativen Produktion
von Berberin[67] oder Taxol[68,69a,b] seit Jahrzehnten etabliert
ist, sodass keine zus�tzlichen Entwicklungen get�tigt werden
m�ssen, falls grçßere Mengen dieser neuen Alkaloide ge-
braucht werden.

Die zweite Pictet-Spenglerase, die Norcoclaurin-Synthase
(NCS), die an der Biosynthese der Isochinolinalkaloide be-
teiligt ist und k�rzlich ebenfalls eingehend untersucht wurde,
wird im n�chsten Abschnitt diskutiert.

5. Norcoclaurin-Synthase

Die Norcoclaurin-Synthase (NCS; EC 4.2.1.78), die mitt-
lerweile ebenfalls als eine Pictet-Spenglerase identifiziert und
charakterisiert wurde, wurde urspr�nglich vor 30 Jahren
entdeckt,[70] nur zwei Jahre nach Entdeckung der Strictosidin-
Synthase.[18, 19] Das Enzym katalysiert die stereospezifische
Kondensation von Dopamin und 4-Hydroxyphenylacetalde-
hyd (4-HPAA). Beide Substrate entstehen aus l-Tyrosin.[70]

Durch In-vivo-F�tterungsexperimente wurde damals (S)-[1-
13C]-Norcoclaurin in hohen Ausbeuten (2.5–36%) in diverse
Alkaloide der Aporphin-, Protoberberin-, Benzophenanthri-
din- und Pavin-Familien eingebaut.[70] Die NCS liefert das (S)-
Norcoclaurin, das als zentrale Biosynthesevorstufe vieler,
wahrscheinlich gar aller Benzylisochinoline gilt.[70,71]

5.1. Funktionelle Bedeutung der NCS, des NCS-Produkts
Norcoclaurin und davon abgeleiteter Alkaloide

Die funktionelle Bedeutung der NCS liegt darin, die
biosynthetische Schl�sselverbindung f�r vermutlich alle Al-
kaloide der Benzylisochinolin-Familie in Pflanzen bereitzu-
stellen. Diese Alkaloidfamilie umfasst die erstaunliche Zahl
von sch�tzungsweise 3000 chemischen Strukturen unter-
schiedlichster Arten, darunter einfache Benzylisochinoline,
Bisbenzylisochinoline, Protoberberine, Morphinane, Pavine,
Benzo[a]phenanthridine und andere mehr. Viele dieser Ver-
bindungen verf�gen �ber eine breite pharmakologische Wir-
kung und sind zu therapeutisch wichtigen Pharmaka entwi-
ckelt worden.

Seit der Entdeckung des ersten Alkaloids der Benzyliso-
chinoline, des Morphins, vor �ber 200 Jahren hat sich die

Schema 8. In-vivo-Bildung einer Auswahl neuer monoterpenoider In-
dolalkaloide mit einem Substituenten an C5 durch Umprogrammie-
rung der Biosynthesewege zum Ajmalicin, Tabersonin, Serpentin und
Catharanthin in C. roseus. Die Pflanzenzellen waren mit der cDNA der
strukturbasiert mutierten Strictosidin-Synthase transformiert worden,
sodass sie 5-substituierte Tryptaminanaloga in entsprechend substitu-
ierte Alkaloide umwandelten.[64, 65a,b]
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Alkaloidforschung zu einem enorm vielf�ltigen Bet�tigungs-
feld f�r die synthetische, analytische und Naturstoffchemie
entwickelt. Ein wesentliches Ziel der Naturstoffforschung ist
die Kl�rung der Frage, wie eine Pflanzenzelle Biosynthese-
wege zur Synthese strukturell komplexer Alkaloide nutzt.
Wie das Schema 9 zeigt, kondensiert die Pictet-Spenglerase
NCS stereospezifisch Dopamin und 4-Hydroxyphenylacet-
aldehyd (grau).

Die Biosynthese f�hrt �ber das zentrale Intermediat (S)-
Norcoclaurin und verschiedene Biosynthesewege zu Alka-
loidger�sten mit hoher Diversit�t. Beispiele bekannter Ben-
zylisochinolin-Alkaloide sind in Schema 9 aufgef�hrt.

Somit ist die zentrale Biosynthesefunktion des Norcocla-
urins mit der vorhergehend diskutierten Bedeutung des
Strictosidins in den Indolalkaloid-Biosynthesen vergleichbar
(Abschnitt 2.2, Schema 3). Beide Pictet-Spenglerasen, STR1
und NCS, nehmen damit eine Schl�sselstellung am Anfang
der enzymkatalysierten Synthesewege zu den Indol- und Iso-
chinolin-Familien mit zusammen etwa 5000 Mitgliedern ein.

5.2. Entdeckung und Charakterisierung der NCS

Die Aktivit�t der Norcoclaurin-Synthase – mit 3,4-Dihy-
droxyphenylacetaldehyd als Substrat (daher der ursp�ngliche
Name des Enzyms, (S)-Laudanosolin-Synthase) – wurde
erstmals durch Zenk und Mitarbeiter in Zellmaterial von
zehn Pflanzengattungen dreier Pflanzenfamilien (Berbe-
ridaceae, Papaveraceae, Ranunculaceae) entdeckt,[70] die f�r
ihre Synthese von Benzylisochinolin-Alkaloiden bekannt
sind. Wichtig ist, dass die Experimente zeigten, dass Phenyl-
brenztraubens�ure sowie ihre 4-Hydroxy- und 2,4-Dihydro-
xyderivate nicht als Substrate der NCS fungieren
(Schema 10).[70]

Diese Resultate best�tigten fr�here Vorschl�ge von
Winterstein und Trier (1910),[72] die nur ein Jahr vor der
Entdeckung der Pictet-Spengler-Reaktion[1] publiziert
worden waren. Die In-vivo-Experimente schlossen also die
vormals[73] angenommene Rolle der Norlaudanosolin-1-car-
bons�ure als Biosynthesezwischenprodukt aus. �hnlich wie
bei den STR-Studien, war auch f�r die NCS-Experimente die
Verf�gbarkeit von Pflanzenzellsuspensionskulturen eine
Voraussetzung f�r die Isolierung und Reinigung der NCS
sowie anderer Enzyme der Isochinolinalkaloid-Biosynthese,
inklusive fr�herer Biosyntheseschritte auf der Stufe der
Aminos�uren.[70]

Etwa ein Jahrzehnt sp�ter begann eine intensive Erfor-
schung der NCS durch Facchini und Mitarbeiter.[74, 75] Die
Verwendung von kultivierten Pflanzenzellen (Thalictrum
flavum, Gelbe Wiesenraute) war abermals entscheidend, um
gen�gend Enzym f�r die weitere biochemische Charakteri-
sierung zu erhalten.[75] In diesem Stadium der Untersuchun-
gen wurden vier Isoformen des Enzyms nachgewiesen, und
kinetische Analysen wiesen auf eine Reaktion der NCS hin,
bei der zuerst der Aldehyd, dann das Dopamin gebunden
wird. Die Ergebnisse schufen eine weitere Basis f�r mole-
kulare Untersuchungen des Enzyms sowie f�r die heterologe
Expression der cDNA der Thalictrum-NCS in E. coli.[75]

Schema 9. Die Schl�sselfunktion der Norcoclaurin-Synthase und ihres
Enzymprodukts (S)-Norcoclaurin in der Biosynthese, inklusive bekann-
ter Beispiele von Alkaloiden der großen Benzylisochinolin-Familie
(NCS= Norcoclaurin-Synthase).

Schema 10. Entgegen fr�here Vorschl�ge setzt NCS keine a-Ketos�u-
ren wie Phenylpyruvat und dessen Derivate um. Dagegen fungieren
4-Hydroxyphenylacetaldehyd und dessen 3,4-Dihydroxyderivat als Sub-
strat f�r die Pictet-Spengler-Reaktion mit Dopamin.[70]
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5.3. Heterologe Expression der NCS-cDNA

Die Isolierung eines f�r das Enzym codierenden Klons
resultierte in einer sehr geringen heterologen Expression, die
aber gen�gte, um ausreichende Enzymmengen zur Wieder-
holung der kinetischen Analysen zu gewinnen.[75a] Eine hoch
produktive Expression einer verk�rzten NCS (der die ersten
19 Aminos�uren am N-Terminus fehlen) in E. coli konnte
sp�ter etabliert werden. Nach erfolgreicher Optimierung
wurden so bis zu 15 mg aktives Enzym pro Liter Bakterien-
suspension erhalten.[75b] Das Anf�gen eines C-terminalen
His6-tags, kombiniert mit der sehr h�ufig genutzten Metall-
ionenaffinit�tschromatographie (Nitrilotriessigs�ure) ergab
erstmals reine Synthase; das sp�ter genutzte NCS-Expressi-
onsprotokoll zur Kristallisation des Enzyms war �hnlich. Eine
kinetische Analyse der durch die His6-NCS katalysierten
Reaktion wurde mithilfe eines Circulardichroismus(CD)-
Assays durchgef�hrt. Der Vorteil dieses Assays ist, dass
nichtenzymatisch gebildetes, racemisches Norcoclaurin
(Hintergrundreaktion) nicht mit den enzymatischen Umset-
zungen interferiert.[75b]

Die kinetischen Profile der His6-tag-NCS zeigten normale
Michaelis-Menten-Kinetiken mit einem hyperbolischen
Profil f�r 4-Hydroxyphenylacetaldehyd und einem sigmoi-
dalen Profil f�r Dopamin. Die Ergebnisse wurden mit dem
Vorliegen eines NCS-Homodimers in Lçsung erkl�rt, sowie
damit, dass das erste Dopamin die Affinit�t der Synthase zum
zweiten Dopamin erhçht (was aber durch NMR-Analysen
nicht best�tigt werden konnte, siehe Abschnitt 5.4). Weiter-
hin offenbarten Substratstudien, dass die NCS keine beson-
ders stark ausgepr�gte Substratspezifit�t aufweist. Wenn auch
nur eine relativ kleine Zahl mçglicher Substrate getestet
wurde, ist inzwischen klar ersichtlich, dass die Aminkompo-
nenten 4-Desoxy- und 4-Methoxydopamin sowie 3,4-Dihy-
droxyphenylacetaldehyd enzymatisch umsetzbar sind. Diese
Enzymeigenschaften kçnnten zuk�nftig f�r die Erzeugung
neuer Benzylisochinolin-Alkaloide aus entsprechenden Nor-
coclaurin-Analoga in �hnlicher Weise genutzt werden, wie es
f�r die Strictosidine und deren Verwendung zur Synthese
neuer Indolalkaloide beschrieben wurde.[48,56]

�hnlich wie f�r die STR1 berichtet,[50] wurde auch f�r die
NCS ein prim�rer Isotopeneffekt beobachtet. Daraufhin
schlugen die Autoren vor, dass auch hier die Rearomatisie-
rung der erste irreversible und geschwindigkeitsbestimmende
Schritt der enzymkatalysierten Norcoclaurinbildung ist
(Schema 9). Basierend auf den biochemischen Daten wurden
urspr�nglich zwei Mechanismen f�r die NCS-Reaktion dis-
kutiert (Abschnitt 5.5).[75b]

Eine Sequenzanalyse der cDNA der Thalictrum-NCS
ergab eine moderate Identit�t (ca. 30 %) und strukturelle
Homologie zu den Bet-v1-Proteinen. Betv1 ist als Birken-
pollenallergen gut bekannt und gehçrt zur Unterfamilie der
Pathogenese-verwandten Proteine (PR-10-Proteine) mit
noch unbekannter Funktion in Pflanzen.[76]

Aus einer anderen pflanzlichen Quelle, einer Zellsus-
pension von Coptis japonica (Japanischer Goldfaden),
wurden eine zur Thalictrum-cDNA deutlich verschiedene
cDNA sowie ein weiteres PR-10-homologes Protein erhalten.
Beide Enzyme sind vçllig verschieden, weisen aber beide

NCS-Aktivit�t auf. Die Coptis-NCS ist Fe2+-abh�ngig und hat
ein Fe2+-Bindungsmotiv. Das PR-10-Protein ist nicht Fe2+-
abh�ngig und zeigt breitere Substrattoleranz. Es akzeptiert
neben 4- Hydroxyphenylacetaldehyd offensichtlich auch
Phenyl- und 3,4-Dihydroxyphenylacetaldehyd sowie Pyruvat
und 4-Hydroxyphenylpyruvat.[77] Aufgrund dieser Resultate,
und der gegenw�rtig vorhandenen Daten, kann man davon
ausgehen, dass vielleicht mehrere, unterschiedliche Proteine
die Pictet-Spengler-Reaktion zwischen Dopamin und struk-
turell verwandten Aldehyden in hçheren Pflanzen katalysie-
ren kçnnen.

F�r ausf�hrlichere Studien zur NCS (z. B. der NMR-
spektroskopischen Untersuchung der 3D-Struktur in Lçsung)
wurde reines, isotopenmarkiertes Protein in Mengen von
mehreren Milligramm bençtigt. Solche Enzymmengen aus
dem Sekund�rstoffwechsel kçnnen in der Regel nur �ber
optimierte Expressionsraten entsprechender cDNAs in he-
terologen Systemen (z. B. E. coli) erhalten werden. E. coli
wird h�ufig f�r die Herstellung von His-tag-Enzymen aus
pflanzlichen Biosynthesewegen verwendet. F�r die NCS
wurden zwei �hnliche und effektive E.-coli-Expressionssys-
teme vorgestellt, die ausreichende Proteinmengen ergaben.[78]

Ein Ansatz lieferte verk�rzte (um die ersten 19 oder 29
Aminos�uren) His6-tag-NCS, die andere Methode NCS mit
einem His6-tag am C-Terminus sowie einer weiteren Nukle-
otidsequenz am N-Terminus.

5.4. Struktur der NCS in Lçsung und im Kristall

2D- und 3D-NMR- sowie CD-Experimente lieferten erste
Einblicke in die 3D-Struktur der NCS in Lçsung. Hierbei
konnten 86% der Aminos�uren der Proteinkette von deute-
rierter 15N,13C-markierter NCS zugeordnet werden. Dieses
Ergebnis zeigte eine hohe Homologie zur Faltung des Bet-v1-
Birkenpollenallergens. Mithilfe der bekannten Rçntgen-
struktur dieses Proteins als Vorlage wurde eine homologe
NCS-Struktur konstruiert.[76] Dieses Modell besteht aus
sieben antiparallelen b-Faltbl�ttern. Eine lange a-Helix am
C-Terminus befindet sich unterhalb von zwei kurzen a-Heli-
ces. Zu beachten ist, dass diese beiden kurzen Helices die
einzigen Strukturelemente sind, die nicht in der Bet-v1-
Struktur auftreten. Das Modell wies nicht nur auf eine enge
strukturelle Verwandtschaft zwischen NCS und Betv1 hin,
sondern zeigte erstmals durch die 3D-Struktur, dass die
Thalictrum-NCS ein neues Mitglied der Bet-v1-Familie dar-
stellt. Dies wurde sp�ter zweifelsfrei durch die Rçntgen-
struktur der kristallisierten NCS best�tigt (siehe Ab-
schnitt 5.5).

Das Homologie-Modell war auch hilfreich f�r eine teil-
weise Beschreibung der Substratbindungsstelle der NCS.
Zusammen mit NMR-Titrationsexperimenten mit Dopamin
und Substratanaloga (Aldehyden) spricht das Modell f�r eine
Beteiligung von Phe71 und Met155 an der Dopaminbindung.
Da jedoch die Aldehydderivate zu Umlagerungen der En-
zymseitenketten f�hrten, konnte die Bindungsstelle f�r diese
Substrate nicht eindeutig identifiziert werden. Kinetische
Studien, die zuvor an der Thalictrum-NCS durchgef�hrt
wurden, sprachen f�r eine Dopamin-induzierte Dimerisie-
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rung des Enzyms mit kooperativer Dopamin-Bindung.[74, 75a,b]

Kooperativit�t der Substratbindung kann eine wichtige Re-
gulationsfunktion in Biosynthesen einnehmen – in diesem
Fall zu Beginn der enzymatischen Bildung der Thalictrum-
Alkaloide oder mçglicherweise f�r alle NCS-abgeleiteten
Alkaloide. NMR-Relaxationsmessungen sowie Grçßenaus-
schlusschromatographie ergaben jedoch Belege f�r das Vor-
liegen monomerer – nicht dimerer – NCS bei relativ geringen
Enzymkonzentrationen (10–1000 mm). Diese Daten stimmen
mit Ergebnissen einer nicht-kooperativen Dopamin-Bindung
�berein, die zuvor mit NCS-Pr�parationen aus mehreren
Pflanzenarten, einschließlich Thalictrum tuberosum, erhalten
wurden.[70a,b] Es muss ber�cksichtigt werden, dass in vivo die
realen Enzymkonzentrationen am Ort der Biosynthese nor-
malerweise nicht bekannt sind.

Die meisten bis hier diskutierten Eigenschaften der NCS
wurden k�rzlich durch die eindrucksvolle Kristallisation und
erstmals publizierte Rçntgenstruktur des Enzyms best�tigt
und erg�nzt.[78b, 79a,b] Nach der STR1 ist die NCS nun die
zweite Pictet-Spenglerase, die durch Rçntgenstrukturanalyse
charakterisiert wurde. Obgleich die NCS keine Sequenz- oder
Struktur�hnlichkeit zum b-Propeller der STR1 aufweist, ka-
talysieren beide Enzyme eine Pictet-Spengler-Reaktion. Die
3D-Stukturdaten des His6-tag-NCS-Proteins best�tigen wie-
derum, dass es zur Bet-v1-Familie der PR-10 Proteine gehçrt.
In Abbildung 2 sind zum Vergleich die 3D-Strukturen der
NCS und des Bet-v1-Proteins gegen�bergestellt.

Die Herstellung des Synthase-Komplexes mit dem Sub-
strat Dopamin und dem nicht-umsetzbaren Aldehydanalogon
4-Hydroxybenzaldehyd (4-HBA) lieferte wichtige und de-
taillierte Einblicke in die Struktur des katalytischen Tunnels,
in dem die beiden Substrate durch die hydrophoben Wech-
selwirkungen ihrer Arenringe eine Sandwich-artige Orien-
tierung einnehmen. Das aktive Zentrum der NCS besteht aus
Tyr108, das Wasserstoffbr�cken bildet, und drei stark polaren
Aminos�uren Glu110, Lys122 und Asp141, die vermutlich

alle an der katalytischen Bildung von Norcoclaurin teilneh-
men (Abbildung 3). Von diesen Aminos�uren ist Lys122
wahrscheinlich die katalytisch wirksame, da die Mutante
Lys122Ala keine Enzymaktivit�t mehr aufweist. Ein Aus-
tausch von Tyr108 und Glu110 gegen Phe bzw. Ala f�hrte
hingegen nur zur Abnahme der Enzymaktivit�t. Klare In-
formationen zur Rolle von Asp141, z.B. durch Mutations-
experimente, scheint es noch nicht zu geben, obschon Asp141
sogar n�her zur OH-Gruppe von 4-HBA steht (ca. 2.4 �) als
das katalytische Lys122 (ca. 2.6 �). Die Anordnung der vier
Aminos�uren legt einen Reaktionsmechanismus nahe, wie er
im n�chsten Abschnitt (Sektion 5.5) diskutiert wird. F�r
Einzelheiten des angenommenen Mechanismus, der sich vom
Mechanismus der Strictosidin-Synthase unterscheidet, siehe
auch Lit. [51,79a,b].

5.5. Mechanistische Aspekte der NCS-Reaktion

Auf der Grundlage von Resultaten der letzten f�nf Jahre –
einschließlich biochemischer und kinetischer Untersuchun-
gen,[75a,b] NMR-Daten der NCS-Struktur in Lçsung[76] und der
ersten Rçntgenstrukturanalyse[78b, 79a,b] – wurden zwei Reak-
tionssequenzen mit zweistufigem Mechanismus f�r die Wir-
kungsweise der NCS vorgeschlagen (Weg A und B in
Schema 11).

Der Reaktionsweg B verl�uft �ber vier Zwischenpro-
dukte, einschließlich einem spirocyclischen Intermediat.
Hçchstwahrscheinlich kann dieser Weg ausgeschlossen
werden, so wie bereits vorher f�r das STR1-Enzym.[50] Kine-
tische Daten f�r die Umsetzung von 4-Methoxydopamin und
m-Tyramin (4-Deoxydopamin) zeigten, dass beide exzellente
Substrate f�r die NCS sind, vergleichbar mit dem Dopamin

Abbildung 2. Vergleich der 3D-Gesamtstrukturen a) der Pictet-Spengle-
rase NCS aus Thalictrum-Pflanzen mit b) dem Birkenpollenallergen
Betv 1. Die gleiche Faltungsstruktur und die nahe Verwandtschaft
beider Proteine sind klar erkennbar (PDB: NCS, 2VNE und Betv 1,
1BV1; NCS wurde f�r die Expression in E. coli um 19 Aminos�uren am
N-Terminus verk�rzt).

Abbildung 3. a) Transparente Darstellung des Reaktionszentrums der
Norcoclaurin-Synthase aus Thalictrum mit der inneren Oberfl�che des
Proteins im Komplex mit seinem Substrat Dopamin und dem nicht-
akzeptierten 4-Hydroxybenzaldehyd. b) Vergrçßerte Darstellung des
katalytischen Zentrums der NCS, einschließlich der mit dem Substrat
wechselwirkenden Aminos�uren. PDB: 2VQ5, NCS im Komplex mit
Dopamin und 4-HBA.[79a]
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selbst. F�r beide Verbindungen gilt, dass eine Substitution an
der 4-Position die intermedi�re Bildung einer Spiroverbin-
dung unmçglich macht.

Eine weitere Substratstudie st�tzt die obige Schlussfol-
gerung: Anders als die in 4-Stellung substituierten Substrate
werden 3-Methoxy- und 3-Desoxydopamin durch NCS nicht
umgesetzt, wahrscheinlich weil ihnen die saure OH-Gruppe
an C3 fehlt, die f�r den Ringschluss zum spirocyclischen In-
termediat notwendig w�re. Auch dieser Befund spricht f�r
den Reaktionsweg A.

Die Rçntgenkristallstruktur der NCS l�sst den Schluss zu,
dass das positiv geladene Lys122 (die katalytische Amino-
s�ure) die aldehydische Carbonylgruppe f�r die Bildung der
Schiff-Base mit dem Dopamin polarisiert. Zus�tzlich kçnnte
Lys122 an der Wasserabspaltung vom intermedi�ren Carbi-
nolamin (Struktur nicht gezeigt) mitwirken. Die Cyclisierung
kçnnte durch Glu110 unterst�tzt werden, das zus�tzlich die
Aromatisierung zur finalen Norcoclaurin-Bildung beg�nstigt.
Die genauen Funktionen der Aminos�uren, die an den letzten
Reaktionsschritten von Weg A beteiligt sind, m�ssten jedoch
noch bewiesen werden.

Es ist zu erwarten, dass �hnlich zur erfolgreichen An-
wendung der STR1 f�r In-vivo-Transformationen und che-
moenzymatische Synthesen von Alkaloid-Bibliotheken auch
die Norcoclaurin-Synthase ein großes Potential f�r die Her-
stellung von neuen Benzylisochinolinen haben wird, ein-
schließlich Verbindungen mit interessanten therapeutischen
Eigenschaften.

6. Transfer und Umprogrammierung der THIQ-Bio-
synthese: von der Pflanzenzelle zum mikrobiellen
Wirt

Pflanzenzellen sind im Vergleich zu Mikroben groß und
weisen einen langsamen Stoffwechsel auf, speziell bei der
Bildung und Umsetzung von Sekund�rmetaboliten wie Al-
kaloiden. Die Anreicherung und Speicherung von Alkaloiden
in Pflanzenorganen (Wurzeln, Wurzelrinde, Bl�tter) l�uft im
Zeitraum von Jahren ab, und auch in Pflanzenzellkulturen
kann die Produktion von Alkaloiden mehrere Wochen
dauern. Dagegen kçnnen Mikroorganismen z. B. Antibiotika
in wenigen Tagen bilden, was einen großen Vorteil mikrobi-
eller Wirtsysteme gegen�ber pflanzlichen Systemen aufzeigt.

Erfolgreiche Forschungen �ber die Antibiotika-Biosyn-
these und deren Neuentwurf in Bakterien kçnnten leicht mit
jenen auf dem Alkaloidgebiet mit pflanzlichen Zelle vergli-
chen werden. Anders als bei Bakterien, in denen Gencluster
die Biosynthese regulieren, sind die Biosynthesegene der
Pflanzen gewçhnlich im gesamten Genom verteilt. Die
Genome von Pflanzen sind weitaus grçßer als die von Bak-
terien, sodass die Isolierung einzelner Enzyme und Gene
(cDNAs) eines pflanzlichen Biosyntheseweges sehr schwierig
und zeitaufwendig sein kann. Trotzdem kçnnte die Erfor-
schung und Entwicklung effizienter Produktionsst�mme f�r
wertvolle, strukturell diverse Pflanzenstoffe in rekombinan-
ten Mikroorganismen eine neue Mçglichkeit f�r eine zu-
k�nftige Bereitstellung pflanzlicher Naturstoffe und deren
Analoga darstellen.[80, 81a,b]

Einer der j�ngsten Erfolge auf dem Gebiet der Alkaloide
betrifft die erstaunliche Produktionsrate von Taxadien, der
ersten Zwischenstufe in der Biosynthese des Krebsthera-
peutikums Taxol. Bis zu 1 g Taxadien pro Liter konnte mittels
rekombinanter E. coli-St�mme produziert werden,[81] was
einem 1000-fachen Anstieg gegen�ber fr�heren Verfahren
entspricht.[82, 83] Ergebnisse wie dieses unterstreichen die
Auswirkungen rekombinanter Strategien auf die Synthese
neuartiger Verbindungen, einschließlich einer Perspektive f�r
industrielle Anwendungen.

Seit 2008 hat es erstaunliche Fortschritte bei der mikro-
biellen Synthese pflanzlicher und NCS-abgeleiteter Benzyl-
isochinolin-Alkaloide gegeben, von denen zwei genannt
werden sollen: 1) die biologische Synthese des Alkaloids
Magnoflorin vom Aporphintyp und des Protoberberin-Al-
kaloids Berberin durch rekombinante E.-coli- und Hefe-
st�mme[84,85] und 2) die erste mikrobielle Synthese der Alka-
loide Retikulin und Scoulerin �ber eine NCS-katalysierte
Pictet-Spengler-Reaktion mithilfe eines transgenen E.-coli-
Stamms modifiziert mit f�nf Genen (cDNAs) (Schema 12).[86]

Parallel dazu berichteten Smolke und Mitarbeiter �ber
eine auf rekombinanten Hefen basierende Produktionsplatt-
form, f�r die eine Reihe von Hefest�mmen mit ausgew�hlten
pflanzlichen und menschlichen cDNAs transformiert
wurde.[87] Mit diesen Systemen konnten – �hnlich wie oben –
Reticulin, Scoulerin, Salutaridin und Tetrahydroberberin in
Ausbeuten von 2 bis 10 % (bis zu 0.15 gL�1) erhalten werden
(Schema 13). Die beschriebenen St�mme kçnnen nun f�r
einen breiteren Entwurf heterologer Wirte zur Modulation
der biologischen Synthese nat�rlicher und – in der Zukunft –

Schema 11. Vorschlag f�r den Verlauf der NCS-katalysierten Reaktion
�ber einen typischen difunktionellen S�ure/Base-Mechanismus, �hn-
lich dem h�ufig beschriebenen Mechanismus der chemischen Pictet-
Spengler-Reaktion.[51, 75b, 79a,b]
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nichtnat�rlicher Alkaloide angewendet werden. Mit der
Mçglichkeit, die Substratspezifit�t der NCS durch struktur-
basierte Mutationen modifizieren zu kçnnen, kçnnte eine
wichtige Voraussetzung f�r mikrobielle Synthesen schon in
naher Zukunft erf�llt sein. Die beschriebenen Strategien und
Ergebnisse dieser NCS-Studien sind ein wichtiger Schritt hin
zu einer synthetischen Biologie.

Obgleich die Effizienz dieser St�mme f�r praktische und
industrielle Zwecke noch ungen�gend ist, kçnnen beide vor-
gestellten Strategien als ein Durchbruch f�r die Expression
von pflanzlichen mehrstufigen Biosynthesen in Mikroorga-
nismen gesehen werden. Die grçßte Herausforderung ist jetzt
die deutliche Erhçhung der Produktionsraten. Auf jeden Fall
konnten in den letzten Jahren rapide Entwicklungen beim
Metabolic-Engineering und auf dem Gebiet der Isochinolin-
alkaloide verzeichnet werden.

Weitere Entwicklungen sind mit der fortschreitenden
Verf�gbarkeit von cDNAs aus Gensequenzierungsprojekten
alkaloidhaltiger Heilpflanzen zu erwarten. Tats�chlich
werden zurzeit große Anstrengungen beim Metabolom- und

Transkriptom-Profiling von Heilpflanzen unternommen. Drei
hierbei f�hrende Konsortien, die mit einer Vielzahl interdis-
ziplin�r ausgerichteter Forschungsinstitutionen zusammenar-
beiten, sind NapGen (Natural Products Genomics,
Kanada),[88, 89] MPGR (Medicinal Plant Consortium, Univer-
sity of Kentucky, Michigan State University und MIT)[90] und
Medicinal Plant Genomics Resources, Washington State
University.[91] Der Entwurf und die Anwendung neuer Gen-
module f�r effizientere Strategien in der synthetischen Bio-
logie sind Gegenstand aktiver Projekte, wie die Arbeiten zur
Taxolvorstufe Taxadien zeigen.[81a]

7. Schlussfolgerungen und zuk�nftige Aspekte der
Pictet-Spenglerasen

Die Enzymfamilie der Pictet-Spenglerasen w�chst lang-
sam. Nur ein Mitglied der STR-Familie, die Rauvolfia-STR,
konnte bisher mit ihrer 3D-Struktur charakterisiert werden.
Andere Mitglieder, z.B. STR aus Catharanthus oder aus zwei
Ophiorhiza-Arten, die an der Biosynthese des Krebsmittels
Camptothecin beteiligt sind, wurden ebenfalls in unter-
schiedlichen Ausmaßen charakterisiert. Ihre cDNAs sind
bekannt und wurden – mit Ausnahme der STR aus O. japo-
nica – auch heterolog exprimiert. Es ist nur eine Frage der
Zeit, bis auch diese STRs kristallisiert und strukturell sowie
funktionell aufgekl�rt werden, was weitere Erkenntnisse zum
Mechanismus der biologischen Reaktion bringen wird.

Es scheint, als g�be es neben der STR-Familie noch eine
�hnliche Genfamilie in Pflanzen, n�mlich die STR-like- oder
SSL-Gene. Eine Familie von 15 dieser Gene wurde in der
Modellpflanze Arabidopsis nachgewiesen.[92, 93] Allerdings
wiesen weder Enzymextrakte noch heterolog exprimierte
Proteine dieser Familie STR-Aktivit�t auf, was eine andere,
bisher unbekannte Funktion dieser Proteine nahelegt.[93, 94]

Zur NCS-katalysierten Pictet-Spengler-Reaktion konnten
inzwischen etliche biochemische, mechanistische, vor allem
aber auch strukturelle Erkenntnisse aus Rçntgenstruktur-
analysen gewonnen werden. Die Verwendung der NCS zur
Erzeugung neuer Alkaloide – wie es f�r STRs bereits be-
schrieben wurde – konnte experimentell noch nicht realisiert
werden. Die enge strukturelle Verwandschaft der NCS mit
Birkenpollenallergenen, ebenso wie ihre funktionelle Ver-
wandtschaft mit der Pathogen-verwandten PR-10-Protein-
familie, ist interessant und verdient weitere Studien. Diesbe-
z�glich w�re eine breitere Suche nach Pictet-Spenglerasen
dieses Typs sehr hilfreich.

Mçglicherweise gibt es einen dritten Typ von Pictet-
Spenglerasen in der Biosynthese pflanzlicher Alkaloide. In
der s�damerikanischen Pflanze Psychotria wird das „NCS-
Amin“ Dopamin mit dem „STR-Aldehyd“ Secologanin zu
den monoterpenoiden Tetrahydroisochinolin-Alkaloiden
kondensiert. Ein Beispiel ist das emetisch wirkende Emetin.
Die meisten der Enzyme, die an der Biosynthese der Ipe-
cacuanha-Alkaloide beteiligt sind, wurden vor kurzem be-
schrieben.[95,96] Die Erkenntnisse �ber die relevante Pictet-
Spenglerase, die Deacetylipecosid-Synthase (DIS; EC
4.3.3.4), sind bislang limitiert, obgleich das Enzym partiell
gereinigt und teilweise charakterisiert werden konnte.[97,98]

Schema 12. Genetisch rekonstruierte Biosynthese pflanzlicher Isochi-
nolin-Alkaloide in Mikroben (E. coli und Saccharomyces cerevisiae) unter
Beteiligung einer NCR-Reaktion (MTs =Methyltransferasen; BBE= Ber-
berin-Br�cken-Enzym; CTP = Cytochrom P450).[88]

Schema 13. Mikrobielle Synthese pflanzlicher Benzylisochinolin-Alkaloi-
de durch rekombinante Hefest�mme, transformiert durch pflanzliche
oder menschliche cDNA.[87]
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Ein Vergleich mit den NCS- und STR-Enzymen sollte f�r
weitere Erkenntnisse hilfreich sein.

Salsolinol (SAL) (1-Methyl-6,7-dihydro-1,2,3,4-tetrahyd-
roisochinolin) ist das Pictet-Spengler-Produkt von Dopamin
und Acetaldehyd. Es kommt unter anderem in Bananen und
Portwein,[99] aber auch im menschlichen Gehirn[100, 101] vor. Es
wurde spekuliert, dass SAL eine Rolle bei der �tiologie von
Alkoholismus spielt, allerdings sind die Daten und Meinun-
gen kontrovers.[102]

Naoi und Mitarbeiter entdeckten im menschlichen Gehirn
ausschließlich das (R)-SAL-Enantiomer sowie das entspre-
chende Enzym, die (R)-Salsolinol-Synthase.[103] Die Synthase
wurde teilweise gereinigt und charakterisiert,[104] jedoch nicht
weiter untersucht, was die Frage nach dem Enzym- oder
Faltungstyp dieser Pictet-Spenglerase unbeantwortet l�sst.

Zusammenfassend l�sst sich festhalten, dass auch nach
100 Jahren Forschung die Pictet-Spengler-Reaktion – und nun
vor allem auch die Pictet-Spenglerasen – große Herausfor-
derungen und Mçglichkeiten bieten, sei es aus chemischer,
biochemischer, genetischer oder seit kurzem auch struktu-
reller Sicht.

8. Der Mechanismus der nichtenzymatischen Pictet-
Spengler-Reaktion

Die Pictet-Spengler-Reaktion beginnt mit der Bildung
eines Iminium-Ions, gefolgt von einem Angriff durch die
Arylgruppe und einer Cyclisierung (Schema 14). Der Angriff
am Iminium-Ion kann entweder direkt an Position 2 oder an
Position 3 des Indolring unter Bildung eines Spiroindolins
erfolgen.[105] Beweise f�r die Beteiligung eines spirocyclischen
Intermediats wurden durch Isotopenmarkierungsexperimen-
te erhalten.[106] Die Studie ergab, dass die Bildung des Spiro-
indolenins schnell und reversibel erfolgt und die Bildung des
Pentahydro-b-carbolin-Carboniumions der geschwindig-
keitsbestimmende Schritt der Reaktion ist. Trotzdem ist noch
immer unklar, ob das Carboniumion durch Umlagerung des
Spiroindolenins oder durch direkten Angriff am C2-Atom des
Indolrings entsteht.[4b,107, 108]

9. Diastereoselektive Pictet-Spengler-Reaktion

9.1. Anwendung von Tryptophanderivaten

Die klassische Pictet-Spengler-Reaktion wurde f�r ge-
wçhnlich in w�ssriger Lçsung mit begrenzter Stereokontrolle

durchgef�hrt. 1979 f�hrten Cook und Mitarbeiter aprotische
Bedingungen ein, um die Reaktionsgeschwindigkeit und
Produktausbeute zu erhçhen (Schema 15).[109] Detaillierte
Untersuchungen der Reaktionsbedingungen f�hrten zu einer

thermodynamischen trans-Stereokontrolle, wenn Nb-Benzyl-
alkylester des Tryptophans verwendet wurden.[108,110–112] Eine
Mischung von 1,2,3-trisubstituierten Tetrahydro-b-carbolinen
entstand, wenn kleine Aldehyde unter sauren und nichtsau-
ren aprotischen Bedingungen umgesetzt wurden (Tabelle 3).

F�r Cyclohexancarboxyaldehyd wurde die selektive Bildung
des trans-Diastereomers beobachtet. Cook und Mitarbeiter
konnten zeigen, dass der Raumbedarf der Carbonylverbin-
dung, die Substituenten am Nb-Stickstoffatom und die Es-
tergruppe wichtige Rollen bei der diastereoselektiven Bil-
dung der trans-1,2,3-trisubstituierten Tetrahydro-b-carboline
spielen.[4b, 108, 111, 112]

Die Diastereomere kçnnen gewçhnlich durch Flash-
Chromatographie getrennt werden. Das thermodynamisch
stabilere trans-Isomer wird aus dem cis/trans-Gemisch durch
Epimerisierung des Nb-substituierten cis-Isomers unter
sauren Bedingungen (Trifluoressigs�ure) gebildet
(Schema 16).[113, 114] Die Epimerisierung verl�uft durch Pro-Schema 14. Der Mechanismus der Pictet-Spengler-Reaktion.

Schema 15. Synthese 1,2,3-trisubstituierter Tetrahydro-b-carboline.

Tabelle 3: trans/cis-Verh�ltnisse bei der Synthese von 1,2,3- trisubstitu-
ierten Tetrahydro-b-carbolinen unter thermodynamischer Reaktionskon-
trolle.

R’ R’’ nichtsaure Bed.
trans/cis

saure Bed.
trans/cis

Me Me 74:26 88:12
Me nPr 77:23 89:11
Me c-Hexyl 100:0 100:0
iPr Me 77:23 87:13
iPr nPr 87:13 88:12
iPr c-Hexyl 100:0 100:0

Schema 16. cis-trans-Epimerisierung von N-Benzyladdukten der Pictet-
Spengler-Reaktion.
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tonierung am Nb-Stickstoffatom, gefolgt von der Spaltung der
C1-N2-Bindung unter Entstehung eines Carbocations, das
unter Bildung des thermodynamisch stabilen trans-Diaste-
reomers erneut cyclisiert. Diese Epimerisierung bietet eine
effiziente Kontrolle zur Bildung des trans-Isomers bei sauren
Bedingungen. Wichtig ist der Befund, dass kein Einbau von
Deuterium in das epimerisierte Produkt nach Zugabe von
CF3CO2D erfolgte.[4b, 5a,111, 114]

trans-konfigurierte Tryptophanderivate fanden breite
Anwendung bei der Totalsynthese vieler Alkaloide[115] sowie
bei der biologisch orientierten Synthese[116] von Produktbi-
bliotheken mit diversen biologischen Eigenschaften. Der
Hauptnachteil dieser Strategie ist die mçgliche Racemisie-
rung der Produkte unter den Reaktionsbedingungen.[117] Au-
ßerdem erfordert die Synthese dieser Naturstoffe nichtna-
t�rliches d-Tryptophan als Chiralit�tsquelle. Um dieses Pro-
blem zu umgehen, entwickelten Bailey et al. eine Pictet-
Spengler-Reaktion unter kinetischer Kontrolle.[118, 119] Hierbei
wurde eine exzellente cis-Stereokontrolle erreicht, wenn das
aus Tryptophanallylester und Benzaldehyd gebildete Imin in
Gegenwart von Trifluoressigs�ure bei niedriger Temperatur
umgesetzt wurde (Tabelle 4). Unter diesen Bedingungen wird

eine breite Auswahl von elektronenziehenden und elektro-
nenliefernden Substituenten in o-, m- und p-Position des
Benzaldehyds toleriert. Die Produkte werden in hohen Aus-
beuten mit hervorragender cis-Stereokontrolle erhalten.[119a]

Reaktionen mit aliphatischen Aldehyden lieferten Diaste-
reomerenmischungen mit dominierenden cis-Isomeren.[119a]

Die Pictet-Spengler-Reaktion wurde k�rzlich auch zur
Markierung von Pferdeherz-Myoglobin genutzt
(Schema 17).[120] Eine terminale Aminogruppe wurde durch
Transaminierung in einen Aldehyd �berf�hrt, und Trypto-

phanmethylester und Tryptamin wurden f�r die Kupplung in
Phosphatpuffer eingesetzt. Die Terti�rstruktur des Proteins
blieb unter den Bedingungen der Pictet-Spengler-Reaktion
unver�ndert.

9.2. Verwendung von chiralen Hilfsgruppen

Die erfolgreiche Entwicklung von diastereoselektiven
Pictet-Spengler-Reaktionen mit Tryptophanderivaten stimu-
lierte Untersuchungen zur stereoselektiven Synthese von
Tetrahydro-b-carbolinen mit abspaltbaren Hilfsgruppen.
Zuerst wurden a-Methylbenzylamin als chirale Gruppe und
5,6-Dimethoxytryptamin verwendet, was ein Stereoisome-
renverh�ltnis von 3:2 lieferte.[121] Weitere Studien galten dann
der Optimierung der Reaktionsbedingungen mit einer Viel-
zahl von Brønsted- und Lewis-S�uren. Die besten Ergebnisse
wurden mit Trifluoressigs�ure in Benzol unter R�ckfluss er-
halten. Diastereomeren�bersch�sse (de) bis zu 72% f�r aro-
matische Aldehyde und bis zu 38 % f�r aliphatische Aldehyde
wurden registriert (Tabelle 5).[122] Der Austausch der Hilfs-

gruppe gegen 1-Naphthyl-1-ethylamin f�hrte zu einer etwas
besseren Kontrolle der Diastereoselektivit�t,[123] allerdings
wurden mit elektronenreichen Aldehyden sinkende Ausbeu-
ten beobachtet.

Die Hilfsgruppen Benzyl- und 1-Naphthyl-1-ethylamin
ergaben nur eine geringe Diastereokontrolle f�r aliphatische
Aldehyde, die von grçßerer Relevanz f�r die Alkaloid-Syn-
these sind. In einem Versuch, die selektive Bildung von 1-
Alkyltetrahydro-b-carbolinen zu verbessern, wurden k�rzlich
chirale Sulfoxide eingesetzt (Tabelle 5).[124] Die Anwendung
von N-Sulfinyliminium-Ionen in der Pictet-Spengler-Reakti-
on mit Tryptamin ergab die gew�nschten Produkte mit bis zu
76% de in guten Ausbeuten.

Mit N,N-Phthaloylaminos�uren als chiralen Hilfsgruppen
resultierten hohe Diastereoselektivit�ten der Pictet-Spengler-

Tabelle 4: cis/trans-Verh�ltnisse bei der Synthese von 1, 2, 3-trisubstitu-
ierten Tetrahydro-b-carbolinen unter kinetischer Reaktionskontrolle.

R’ R’’ Ausb. [%] cis/trans

Me Ph 74 4.6:1
Me c-Hexyl 71 2.5:1
Me nPr 75 4.9:1
Allyl Ph 57 >20:1
Allyl c-Hexyl 39 3.0:1
Allyl nPr 67 3.5:1

Schema 17. N-terminale Markierung von Myoglobin durch Pictet-
Spengler-Reaktion.

Tabelle 5: Eine Auswahl von Hilfsgruppen f�r die diastereoselektive
Pictet-Spengler-Reaktion.

R’ R’’ Ausb. [%] de [%]

Ar 39–86 34–72

Alk 56–93 18–38

Ar 9–90 60–84

Me 33 40

Alk 69–84 44–76
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Reaktionen.[125] Die zun�chst gebildeten Imine wurden mit
Aminos�urechloriden in Gegenwart von Titanalkoxiden bei
Raumtemperatur versetzt (Tabelle 6). Die gew�nschten
Produkte wurden in guten Ausbeuten und mit einer Diaste-

reoselektivit�t von bis zu 98% de gebildet. Die Reaktions-
bedingungen sind typisch f�r Pictet-Spengler-Reaktionen und
erweisen sich als geeignet f�r eine Vielzahl aliphatischer Al-
dehyde sowie elektronenreicher und elektronenarmer aro-
matischer Aldehyde.

Kunz et al. verwendeten eine diastereoselektive Pictet-
Spengler-Reaktion f�r die Synthese von 1-substituierten Te-
trahydroisochinolinen (Schema 18).[126] Mit Galactosylbromid

als chiraler Hilfsgruppe ergaben die von 2-(3,4-Dimethoxy-
phenyl)ethylamin abgeleiteten Imine die entsprechenden
Produkte mit bis zu > 98% de. Die chirale Hilfsgruppe kann
ohne Racemisierung bei Raumtemperatur mit HCl abge-
spalten werden.

9.3. Stçchiometrische Anwendung von Lewis-S�uren

Nakagawa et al. untersuchten enantioselektive Pictet-
Spengler-Reaktionen mit chiralen Lewis-S�uren.[127] Die
S�uren wurden dabei als stçchiometrisches Reagens ange-

wendet und reagierten mit Nitronen, die aus Nb-Hydroxy-
tryptamin und Aldehyden gewonnen wurden (Tabelle 7). Die
entsprechenden 2-Hydroxytetrahydro-b-carboline wurden
bei niedriger Temperatur in guten Ausbeuten und mit ee-

Werten von bis zu 90 % erhalten. Leider lieferte die Reaktion
mit elektronenarmen aromatischen Aldehyden nur racemi-
sche Produkte. Nitrone aus aliphatischen Aldehyden ergaben
b-Carboline in hohen Ausbeuten, doch nur mit m�ßiger
Enantioselektivit�t.

�hnliche Ergebnisse wurden bei Reaktionen von Nitro-
nen f�r die Synthese von 2-Hydroxytetrahydro-b-carbolinen
durch Brønsted-S�ure-unterst�tzte Lewis-S�ure-Katalyse er-
halten (Tabelle 8).[127] Wenn 2 �quivalente einer von 2,2’-Bi-
naphthol abgeleiteten Brønsted-S�ure bei Raumtemperatur
eingesetzt wurden, konnten die Produkte in 39–94% Aus-
beute und 15–91% ee isoliert werden.

Erst vor kurzem entwickelten Leighton et al. eine Pictet-
Spengler-Reaktion mit von a-Ketoamid abgeleiteten Ket-
iminen, um eine Klasse von quart�ren a-Aminos�ureamiden
zug�nglich zu machen.[128] Hierbei bewirkten elektronenzie-
hende Gruppen am N-Arylring eine drastisch erhçhte Re-
aktionsgeschwindigkeit. Unter den gew�hlten Arylamiden
erzielte N-3-(Trifluormethyl)phenylamid die besten Ergeb-
nisse. Eine ganze Serie von Iminen wurde mit 1.5 �quiva-

Tabelle 6: Pictet-Spengler-Reaktion mit N,N-Phthaloylaminos�uren als
Hilfsgruppen.

R’ R’’ R’’’ Ausb. [%] de [%]

Ph tBu nPr 60 >98
4-NO2-C6H4 tBu nPr 54 86
4-Cl-C6H4 tBu iPr 60 92
Me tBu nPr 66 92
Et tBu nPr 59 90
iPr iPr nPr 99 >98

Schema 18. Synthese von 1-substituierten Tetrahydroisochinolin-Alka-
loiden durch die Pictet-Spengler-Reaktion.

Tabelle 7: Pictet-Spengler-Reaktion mit chiralen Lewis-S�uren.

R’ Ausb. [%] ee [%]

Ph 92 75
4-MeO-C6H4 65 90
4-NO2-C6H4 81 rac
1-Naphthyl 94 86
Me 91 43
iBu 75 35

Tabelle 8: Pictet-Spengler-Reaktion mit Brønsted-S�ure-unterst�tzter
Lewis-S�ure-Katalyse.

R’ Ausb. [%] ee [%]

Ph 81 73
4-MeO-C6H4 39 91
4-NO2-C6H4 75 74
1-Naphthyl 59 31
Me 94 15
iBu 68 50
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lenten chiraler Chlorsilane umgesetzt (Tabelle 9). Substitu-
ierte Arylgruppen wurden toleriert, ebenso wie auch die he-
teroaromatische 3-Pyridylgruppe. Mit ortho-Substituenten an
der Arylgruppe waren die Reaktionen allerdings tr�ge und

bençtigten mehr chirale Lewis-S�ure sowie hçhere Reakti-
onstemperaturen. Dennoch wurde eine Anzahl von Produk-
ten in 50–94 % Ausbeute mit 82–93% ee erhalten.

Um die generelle Anwendbarkeit und den Substrat-
bereich der Transformation zu bestimmen, wurden verschie-
denste Imine von Alkylketonen untersucht. Tests mit ver-
schiedenen Arylamiden offenbarten dabei, dass die 2,6-Di-
fluorphenylgruppe gute Ergebnisse liefert. Eine Eintopf-
reaktion wurde entwickelt, in der das Tryptamin und das
Keton nach Imin-Bildung in Gegenwart von 1.5 �quivalen-
ten chiraler Chlorsilane umgesetzt wurde (Tabelle 10). Unter

diesen Bedingungen wurde eine Anzahl von Tryptaminen und
Ketonen untersucht. Die entsprechenden Reaktionsprodukte
erhielt man in 67–86 % Ausbeute und mit 81–94 ee. Bemer-
kenswert ist, dass diese Reaktion leicht im 5-mmol-Maßstab
durchf�hrbar ist und das f�r die Herstellung der chiralen
Chlorsilane benutzte Pseudoephedrin quantitativ zur�ckge-
wonnen wird.

9.4. Anwendung chiraler Carbonylverbindungen

Der entscheidende Schritt beim Entwurf einer asymme-
trischen Pictet-Spengler-Reaktion ist die Bildung des chiralen
Iminium-Intermediats. Neben der Verwendung chiraler
Tryptaminderivate wie Tryptophan und verschiedener Hilfs-
gruppen fanden auch diverse Carbonylverbindungen An-
wendung bei der asymmetrischen Umsetzung. Verschiedene
Strategien wurden f�r die Anwendung chiraler Carbonyl-
komponenten bei intermolekularen Pictet-Spengler-Reak-
tionen sowie f�r den Chiralit�tstransfer zu den neu gebildeten
Zentren der Tetrahydro-b-carboline verfolgt. Einige Bei-
spiele der zahlreich publizierten Ans�tze werden im Folgen-
den beschrieben.

Tetrahydro-b-carboline aus Tryptaminen und gesch�tzten,
von l-Glutamins�ure abgeleiteten a-Aminoaldehyden
wurden untersucht.[129] Die Aldehyde wurden mit Tryptamin
unter verschiedenen Bedingungen diastereoselektiv konden-
siert (Tabelle 11). Eine Serie von Carbamat-gesch�tzten Al-

dehyden f�hrte zur bevorzugten Bildung des cis-Diastereo-
mers. Die Grçße der Schutzgruppe hat nur geringen Einfluss
auf die Stereoselektivit�t der Reaktion, eine selektive Syn-
these des cis-Diastereomers wurde mit Benzylcarbamat (Cbz)
beobachtet. Ein Austausch der Schutzgruppe gegen Pyrrol
oder Phthalimid f�hrte zur reversen Diastereoselektivit�t. So
wurde bei Pyrrol-gesch�tzten Aminoaldehyden ausschließ-
lich das trans-Diastereomer erhalten.

W�hrend der letzten zehn Jahre wurden viele neue Me-
thoden zur Synthese chiraler Carbonylverbindungen durch
Organokatalyse entwickelt. Diese Reaktionen wurden auch
f�r den effizienten Aufbau komplexer Strukturen durch
Iminium-Katalyse genutzt. Eine organokatalytische konju-
gierte Addition eines von einem Indolamid abgeleiteten
Nucleophils an Zimtaldehyd ergab ein Halbaminal mit zwei
stereogenen Zentren (Schema 19).[130] Anschließend wurde
eine Acyliminium-Cyclisierung unter sauren Bedingungen
initiiert, wobei eine Pictet-Spengler-Reaktion unter kineti-
scher oder thermodynamischer Kontrolle erfolgte. Dieser
epimere „Schalter“ ergab eine effiziente Mçglichkeit f�r die

Tabelle 9: Asymmetrische Pictet-Spengler-Reaktion von Ketiminen.

R Ar Lsgm. t [h] Ausb. [%] ee [%]

H Ph CH2Cl2 48 93 93
Br Ph CHCl3 70 68 89
OMe Ph CH2Cl2 27 93 82
H 4-CF3-C6H4 CH2Cl2 48 89 90
H 4-MeO-C6H4 CHCl3 20 94 87
H 3-Pyridyl CH2Cl2 42 77 87

Tabelle 10: Eintopf-Pictet-Spengler-Reaktion von Tryptaminen und Al-
kylketoamiden.

R Alk T [8C] t [h] Ausb. [%] ee [%]

H Me 50 36 78 89
Br Me 75 48 67 86
OMe Me 50 48 86 81
H iPr 50 26 81 94
H iBu 55 25 83 90

Tabelle 11: Diastereoselektive Pictet-Spengler-Reaktionen mit chiralen a-
Aminoaldehyden.

R’ R’’ R’’’ T [8C] Ausb. [%] trans [%] cis [%]

tBuO Cbz H �40 81 0 100
iBuO Cbz H �40 77 0 100
tBuO Boc H �40 71 10 90
tBuO CO2Me H �40 73 9 91
iBuO Troc H �40 74 14 86
tBuO Pyrrol �50 62 100 0
Et2N Pht RT 68 93 7
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diastereo- und enantioselektive Synthese eines Alkaloid-
ger�sts.

Die enantioselektive Addition der Indol-substituierten
Amide an a,b-unges�ttigte Aldehyde wurde durch ein chira-
les Pyrrolidin katalysiert. Im zweiten Schritt der Eintopfsyn-
these f�hrte die Zugabe einer katalytischen Menge Salzs�ure
bei �78 8C zur Bildung des kinetisch bevorzugten Diaste-
reomers. Alternativ dazu ergab die Zugabe von Trifluor-
essigs�ure bei 70 8C das thermodynamisch kontrollierte Pro-
dukt (Tabelle 12). Verschiedene b-Aryl-substituierte Acro-

leine mit elektronenziehenden oder -liefernden Gruppen
wurden gut umgesetzt, ebenso wie auch eine heteroaromati-
sche 2-Furylgruppe. Dagegen ergab die Reaktion mit b-
Alkyl-substituiertem Acrolein nicht das gew�nschte Produkt.
Je nachdem, ob kinetisch oder thermodynamisch kontrol-
lierte Reaktionsbedingungen genutzt wurden, konnten beide
Epimere in 38–74% Ausbeute und 89–96% ee erhalten
werden. Das Epimerenverh�ltnis lag dabei im Bereich von
90:10 bis 17:83.

Mehrere 2-Arylethylamine wie Phenyl-, 3-Benzofuryl-
und 2-Furylethylamin wurden erfolgreich umgesetzt. Durch
Variieren von Reaktionszeit und Temperatur wurden unter-
schiedliche Diastereomerenverh�ltnisse f�r die Bildung des
b-Epimers gefunden. Diese Beobachtung wurde so interpre-
tiert, dass zuerst das a-Epimer entsteht, das dann durch

Epimerisierung in das thermodynamisch stabilere b-Epimer
�bergeht. Diese Annahme wurde durch die beobachtete
Epimerisierung des kinetischen in das thermodynamische
Produkt in siedender Trifluoressigs�ure gest�tzt (Schema 20).

Vor kurzem wurde auch eine enantioselektive Eintopf-
sequenz aus Michael-Addition und Pictet-Spengler-Reaktion
entwickelt.[131] Diese Methode basierte auf der Synthese eines
Halbacetals aus a,b-unges�ttigten Aldehyden und b-Ketoes-
tern, gefolgt von der Addition von Tryptamin in Gegenwart
von S�ure. Auf die organokatalytische konjugierte Addition
des b-Ketoesters an Zimtaldehyd in Gegenwart von chiralem
Pyrrolidin und Benzoes�ure in Toluol folgte die Zugabe von
Tryptamin und stçchiometrischen Mengen an Benzos�ure.
Nach eint�giger Inkubation der Mischung bei 50 8C wurde die
selektive Bildung eines diastereomeren Indolochinolizidins in
moderater Ausbeute und guter Enantioselektivit�t beobach-
tet. Eine n�here Untersuchung dieser Eintopfkaskade (Ta-
belle 13) ergab, dass b-Aryl- und b-Alkyl-substituierte a,b-

unges�ttigte Aldehyde eingesetzt werden kçnnen. Aldehyde
mit aromatischen oder heteroaromatischen Resten ergaben
Produktausbeuten von 76–93% mit 88–95 % ee. Indolochi-
nolizidine wurden �ber b-Alkylacroleine in moderater Aus-
beute und 81–85% ee erhalten. Die Stereochemie der Pro-
dukte wurde dabei in der Michael-Addition und die Diaste-
reoselektivit�t in der Pictet-Spengler-Reaktion unter kine-
tisch kontrollierten Reaktionsbedingungen festgelegt.

Schema 19. Enantioselektive Synthese von Indolo[2,3a]chinolizidinen.

Tabelle 12: Organokatalytische Eintopfsynthese von Indolochinolizidi-
nen.

Ar t [d] T [8C] S�ure Ausb. [%] ee [%] a [%] b [%]

Ph 3 3 HCl 69 94 85 15
Ph 3 3 TFA 64 94 18 82
2-NO2-C6H4 5 RT HCl 53 95 90 10
2-NO2-C6H4 5 RT TFA 36 94 17 83
4-MeO-C6H4 1 3 HCl 71 89 83 17
4-MeO-C6H4 1 3 TFA 38 88 18 82
4-NO2-C6H4 3 40 HCl 74 96 72 28

Schema 20. Epimerisierung von Indolo[2,3a]chinolizidinen.

Tabelle 13: Organokatalytische Eintopfsequenz aus Michael-Addition
und Pictet-Spengler-Reaktion.

R Ar Ausb. [%] ee [%]

Ph Ph 81 92
4-Br-C6H4 Ph 76 93
4-NO2-C6H4 3,5-(CF3)2C6H3 91 93
3-Furanyl 3,5-(CF3)2C6H3 93 88
Me 3,5-(CF3)2C6H3 56 81
nPr 3,5-(CF3)2C6H3 68 85
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10. Brønsted-S�ure-katalysierte enantioselektive
Pictet-Spengler-Reaktion

10.1. Thioharnstoff-katalysierte Transformationen

Die erste enantioselektive katalytische Pictet-Spengler-
Reaktion wurde von Jacobsen et al. 2004 beschrieben.[132] Die
Herausforderung in der Entwicklung einer asymmetrisch-
katalytischen Pictet-Spengler-Reaktion war die �berwindung
der niedrigen Reaktivit�t des Imin-Substrats. Die erste Suche
nach potenziellen Katalysatoren f�r diese Cyclisierung f�hrte
zu keinen brauchbaren Ergebnissen. Aus diesem Grund
wurde eine generelle Strategie f�r eine bessere Reaktivit�t
�ber die Bildung von N-Acyliminium-Ionen versucht. Erste
Untersuchungen f�r eine Acyl-Pictet-Spengler-Reaktion re-
sultierten in der Bildung von Nb-Acetyltetrahydro-b-carbolin
in 59 % ee mit 2-Ethylbutanal und einem chiralen Thioharn-
stoff-Katalysator. Die Enantioselektivit�t der Cyclisierung
hing von der Struktur des Acylierungsreagens, dem Lç-
sungsmittel und der Temperatur ab. Wegen seiner modularen
Natur kann der Katalysator durch Variieren seiner einzelnen
„Teilstrukturen“ optimiert werden. Diese Studien f�hrten zur
Entwicklung eines neuen chiralen Thioharnstoff-Katalysators
und lieferten optimale Bedingungen f�r eine breite Auswahl
von Substraten (Tabelle 14). Aus aliphatischen Aldehyden

und Tryptamin hergestellte Imine konnten ohne weitere
Reinigung eingesetzt werden. Nach dieser Methode entstan-
den Nb-Acetyltetrahydro-b-carboline in 65–81 % Ausbeute
mit 85–93% ee. Es wurden 5-Methoxy- und 6-Methoxy-
tryptamine toleriert. Imine aus aromatischen Aldehyden und
Pivalinaldehyd werden allerdings nicht umgesetzt.

Die Mçglichkeit, schwach Lewis-basische N-Acylimi-
nium-Ionen in enantioselektiven Acyl-Pictet-Spengler-Re-
aktionen zu aktivieren, wurde f�r die Cyclisierung von Hy-
droxyalkyllactamen genutzt (Schema 21).[133] Die Lactame
wurden entweder durch Imin-Reduktion mit NaBH4 oder
durch Imidalkylierung mit einem Organolithiumreagens
synthetisiert. In einer Modellreaktion wurden Katalysator-
struktur, Lçsungsmittel, Temperatur, Konzentration und
Additive untersucht. Die besten S�ureadditive, die entschei-

dend f�r die Bildung von N-Acyliminium-Ionen sind, waren
Chlortrimethylsilan oder eine Kombination von HCl und
Molekularsieb. Wasser ist sch�dlich f�r die katalytische Ak-
tivit�t, in geringen Konzentrationen erhçhte es aber die
Ausbeute. Unter optimalen Reaktionsbedingungen erreichte
die Cyclisierung von Hydroxyalkyllactamen, die aus Succin-
imiden und Glutarimiden erzeugt wurden, Ausbeuten von 51–
94% mit 81–99% ee (Schema 21).

1H-NMR-Studien bei variablen Temperaturen zeigten
eine schnelle und reversible Bildung von Chlorlactamen aus
Hydroxylactamen auf (Schema 22). Da der enantioselektive

Schritt die Cyclisierung des N-Acyliminium-Ions ist, muss es
mit dem Katalysator interagieren. Das Intermediat enth�lt
aber kein Lewis-basisches Zentrum, um den Katalysator zu
binden. Die Autoren nehmen deshalb an, dass der Thio-
harnstoff-Katalysator die Cyclisierung unterst�tzt, indem er
die Dissoziation des Chlorid-Gegenions und die Bildung
eines chiralen Komplexes induziert. Die Katalyse und
Enantioinduktion kçnnte aus der anf�nglichen Abspaltung
des Chloridions vom Chlorlactam und der anschließenden

Tabelle 14: Asymmetrische Acyl-Pictet-Spengler-Reaktion mit einem
chiralen Thioharnstoff-Katalysator.

Alkyl Katalysator-
beladung [%]

Ausb. [%] ee [%]

CH(CH2CH3)2 5 65 93
iPr 10 67 85
n-Pentyl 10 65 95
iBu 10 75 93
CH2CH2OTBDPS 10 77 90

Schema 21. Asymmetrische Cyclisierung mit chiralem Thioharnstoff-
Katalysator.

Schema 22. Vorgeschlagener Mechanismus f�r die Cyclisierung von
Hydroxylactamen.
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Cyclisierung durch den Ionen-gebundenen Thioharnstoff re-
sultieren. Die Enantioselektivit�t des erhaltenen Produkts
h�ngt dabei stark von der Grçße des Halogenions ab.

Jacobsen et al. entdeckten eine enantioselektive katalyti-
sche Acyl-Pictet-Spengler-Reaktion mit Hydroxylactamen
aus 2-Pyrrol-3-yl-ethanaminen (Schema 23).[134] Eine erfolg-

reiche Regiokontrolle f�r die C4-Cyclisierung anstatt einer
C2-Cyclisierung, wurde durch sterisch anspruchsvolle
Schutzgruppen wie die N-Triisopropylgruppe erreicht. Pyr-
roloindolizidinone und Pyrrolochinolizidinone wurden mit
moderaten bis exzellenten ee-Werten und Ausbeuten erhal-
ten.

Erst k�rzlich wurde �ber enantioselektive Pictet-Speng-
ler-Reaktionen mit breitem Substratbereich bez�glich der
Tryptaminderivate berichtet, die ungesch�tzte Tetrahydro-b-
carboline ergaben.[135] Bei den ersten Experimenten wurde
ein von 6-Methoxytryptamin und 4-Chlorbenzaldehyd abge-
leitetes Imin mit einer Reihe von Thioharnstoff-Katalysato-
ren und achiralen Brønsted-S�uren umgesetzt. Unter besten
Reaktionsbedingungen wurde Tetrahydro-b-carbolin bei
Raumtemperatur und mit Essigs�ure als Cokatalysator in
85% Ausbeute (87 % ee) gebildet. Ohne den Cokatalysator
wurde keine Produktbildung beobachtet. In weiteren Opti-
mierungen wurde ein neuer Thioharnstoff-Katalysator ent-
deckt, der in nur drei Stufen und einem einzelnen Chroma-
tographieschritt aus kommerziell erh�ltlichen Chemikalien in
69% Ausbeute hergestellt werden kann. Es wurde gefunden,
dass Benzoes�ure die Reaktionsgeschwindigkeit und die
Enantioselektivit�t erhçht. Unter den optimierten Bedin-
gungen wurde eine Serie von substituierten Benzaldehyden
(Tabelle 15) in freie Tetrahydro-b-carboline in guten Aus-
beuten mit exzellenten ee-Werten �berf�hrt. Hçhere Reak-
tionsgeschwindigkeiten wurden f�r ortho- und meta-substi-
tuierte Benzaldehyde beobachtet. Wichtig war die Beobach-
tung, dass die Reaktion von Tryptamin mit ortho-Brom-
benzaldehyd l�ngere Reaktionszeiten (10 Tage) als mit 6-
Methoxytryptamin (11 h) bençtigte, bei zudem geringerer
Ausbeute, aber �hnlichem ee.

Um eine breitere Anwendung der Cyclisierungsreaktion
zu pr�fen, wurde die Reaktion von aliphatischen Aldehyden
mit 6-Methoxytryptamin untersucht. Anders als bei der
Umsetzung von Benzaldehyden erfolgte die Reaktion auch in
Abwesenheit von Benzoes�ure – mit besseren Enantioselek-
tivit�ten, aber l�ngeren Reaktionszeiten. Sowohl lineare als

auch verzweigte Aldehyde wurden umgesetzt (Tabelle 15).
Die Produkte entstanden in 74–90% Ausbeute und mit 86–
94% ee. Reaktionen mit weniger nucleophilen Tryptaminen
waren unter neutralen Reaktionsbedingung jedoch erfolglos,
sodass saure Additive notwendig waren.

10.2. Durch starke Brønsted-S�uren katalysierte
Transformationen

Vor dem Hintergrund, dass die Pictet-Spengler-Reaktion
eine s�urekatalysierte Reaktion ist und starke chirale Brøn-
sted-S�uren erfolgreich in Iminium-dirigierten Transforma-
tionen eingesetzt wurden, untersuchten List et al. die direkte
enantioselektive katalytische Pictet-Spengler-Reaktion von
Arylethylaminen mit Aldehyden.[136] Versuche mit unsubsti-
tuierten Substraten waren wegen der Bildung unerw�nschter
Nebenprodukte erfolglos (Schema 24).

Dagegen f�hrte die Anwendung von geminal disubstitu-
ierten Tryptaminen zur Synthese der gew�nschten Cyclisie-
rungsprodukte. Um optimale Reaktionsbedingungen zu
finden, wurden chirale Phosphors�urediester, Lçsungsmittel
und unterschiedliche Reaktionstemperaturen getestet. Die
besten Ergebnisse wurden mit sperrigen chiralen Phosphor-
s�urediestern in Toluol bei niedriger Temperatur gefunden.
Eine Vorschrift wurde ausgearbeitet, um geminal disubstitu-
ierte Tryptamine mit aliphatischen Aldehyden umzusetzen.
Die Produktausbeuten lagen zwischen 50 und 98 % (72–94%
ee) in Gegenwart von 20 Mol-% des Katalysators (Tabel-
le 16). Elektronenarme aromatische Aldehyde f�hrten zu
hervorragenden Ergebnissen. Die Notwendigkeit, geminal

Schema 23. Regio- und enantioselektive katalytische Cyclisierung von
Pyrrolen.

Tabelle 15: Pictet-Spengler-Reaktion mit einem Katalysatorsystem aus
einem Thioharnstoff und Benzoes�ure.

R PhCO2H (%) t [h] Ausb. [%] ee [%]

Ph 20 70 94 86
4-F-C6H4 20 78 81 92
4-MeO-C6H4 20 91 78 85
2-Br-C6H4 20 11 74 95
iPr 0 88 90 94
n-Pentyl 0 18 74 86

Schema 24. Tryptamin-gesteuerte Homoaldolkondensation.
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substituierte Tryptamine einsetzen zu m�ssen, limitiert die
Methode.

Hiemstra et al. schlugen die Verwendung von N-Sulfenyl-
Intermediaten f�r die katalytische Pictet-Spengler-Konden-
sation vor.[137] Solche N-Sulfenyltryptamine entstehen unter
basischen Bedingungen aus Tryptamin und kommerziell er-
h�ltlichem Sulfenylchlorid. Ein erstes Screening mit N-2-Ni-
trophenyl-sulfenyltryptamin als Substrat resultierte in exzel-
lenten Ausbeuten (92–98 %) von Tetrahydro-b-carbolinen,
bei allerdings geringer Enantioselektivit�t (maximal 31 % ee).
Nachfolgende Experimente mit sperrigem N-Tritylsulfenyl-
tryptamin f�hrten zu substanziell hçheren Enantioselektivi-
t�ten, das erhaltene Produkt war aber instabil, wahrscheinlich
aufgrund der Spaltung der Trityl-Schwefel-Bindung. Ein
Zusatz des Radikalf�ngers 3,5-Di(tert-butyl)-4-hydroxytoluol
zur Reaktionsmischung verhinderte dann die Zersetzung des
Produkts. In weiterf�hrenden Studien wurde Toluol als Lç-
sungsmittel eingef�hrt, die Reaktionstemperatur gesenkt und
Molekularsieb zur Entfernung von Wasser verwendet, das
negative Auswirkungen auf Ausbeute und Enantioselekivit�t
hat. Eine zweistufige Synthese zur Herstellung der unge-
sch�tzten Tetrahydro-b-carboline wurde entwickelt, um die
Isolierung des instabilen Cyclisierungsprodukts zu vermeiden
(Tabelle 17). Unter optimierten Bedingungen wurde eine
Serie von linearen und verzweigten aliphatischen und aro-
matischen Aldehyden untersucht, die die gew�nschten Re-
aktionsprodukte in 77–90% Ausbeute (72–87 ee) lieferten.
Eine Ausnahme bildete das aus Acetaldehyd gewonnene
Tetrahydro-b-carbolin, das (bei 88% Ausbeute) nur 30 % ee
ergab – mçglicherweise aufgrund einer zu geringen sterischen
Diskriminierung durch den Brønsted-S�ure-Katalysator.
Eine einfache Abspaltung der Schutzgruppen aus den Tetra-
hydro-b-carbolinen und die Skalierbarkeit der Reaktion
macht die Methode attraktiv.

Weitere Arbeiten wurden mit chiralen Phosphors�urees-
tern durchgef�hrt. Als Ausgangsverbindung wurde Nb-Ben-
zyltryptamin als ein Molek�l der Wahl f�r pharmazeutisch
relevante Verbindungen gew�hlt.[138] Optimale Reaktionsbe-
dingungen umfassten die Verwendung eines sperrigen Brøn-
sted-S�ure-Katalysators in Toluol bei hohen Temperaturen in

Gegenwart von Molekularsieb. Aliphatische und aromatische
Aldehyde wurden untersucht (Tabelle 18), und alle Reaktio-
nen verliefen problemlos und ergaben die entsprechenden
Nb-Benzyltetrahydro-b-carboline in 77–97 % Ausbeute mit

moderater bis guter Enantioselektivit�t (61–87 %). Mit meta-
substituierten Benzaldehyden und 3-Phenyl-propanal wurden
nur niedrige ee-Werte gefunden, und mit Phenylacetaldehyd
wurde keine Produktbildung beobachtet.

Vor kurzem entwickelten Dixon et al. eine enantioselek-
tive Brønsted-S�ure-katalysierte Cyclisierungskaskade[139]

mit einer Pictet-Spengler-Reaktion, die zur Eintopfsynthese
polycyclischer Verbindungen genutzt wurde. Die Ringçff-
nung von Enollactonen mit anschließender Bildung von N-
Acyliminium-Intermediaten und Cyclisierung f�hrte zur
Synthese tetracyclischer Produkte (Schema 25). Die Brøn-
sted-S�ure lieferte die Enantiokontrolle w�hrend der Ring-
bildung durch eine Ionenpaarbildung mit dem chiralen Ge-
genion. Anhand einer Modellreaktion wurden chirale Brøn-
sted-S�ure-Katalysatoren, Lçsungsmittel, Temperatur und
Konzentration f�r die Suche nach den optimalsten Bedin-
gungen variiert. Die besten Ergebnisse wurden mit 10 Mol-%
chiralem Phosphors�urediester in siedendem Toluol bei

Tabelle 16: Brønsted-S�ure-katalysierte enantioselektive Pictet-Spengler-
Reaktion.

R’ R’’ Ausb. [%] ee [%]

H Et 76 88
MeO Et 96 90
H nBu 91 87
H Bn 58 76
H 4-NO2-C6H4 60 88
OMe 4-NO2-C6H4 98 96
OMe Ph 82 62

Tabelle 17: Katalytische Pictet-Spengler-Reaktion mit N-Sulfenyltrypt-
amin.

R t [h] Ausb. [%] ee [%]

Me 1 88 30
iPr 24 77 78
n-Pentyl 2 87 84
Bn 4 90 87
Ph 24 77 82
4-NO2-C6H4 24 78 82

Tabelle 18: Katalytische Pictet-Spengler-Reaktion mit N-Alkyltryptamin.

R Ausb. [%] ee [%]

iPr 90 81
n-Pentyl 77 68
Ph 95 72
4-MeO-C6H4 84 80
4-NO2-C6H4 95 87
3-Cl-C6H4 92 20

J. Stçckigt, H. Waldmann et al.Aufs�tze

8714 www.angewandte.de � 2011 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim Angew. Chem. 2011, 123, 8692 – 8719

http://www.angewandte.de


hoher Verd�nnung (7 mm) erhalten. Mit diesen verf�gbaren
Bedingungen wurden verschiedene Enollactone und Trypt-
aminderivate f�r die Cyclisierungskaskade untersucht
(Schema 26).

Eine Vielzahl substituierter Tryptamine mit elektronen-
ziehenden und -liefernden Gruppen an den Positionen 4, 5, 6
und 7 wurden in guten Ausbeuten und 83–99% ee umgesetzt.
Neben monosubstituierten Enollactonen, die Aryl- oder Al-
kylgruppen tragen, kçnnen auch disubstituierte Enollactone
eingesetzt werden, die zur selektiven Bildung einzelner Dia-
stereomere f�hren.

Eine Gold(III)-katalysierte Pictet-Spengler-Reaktion
wurde durch Youn beschrieben.[140]

Interessanterweise war die Brønsted-S�ure-katalysierte
Cyclisierungskaskade kompatibel mit einer Gold(I)-kataly-
sierten Cycloisomerisierung von Alkins�uren (Schema 27).
Eine Alkins�ure wurden mit einem Gold(I)-Katalysator ver-
setzt, und nach Bildung des Enollactontryptamins wurde die
chirale Brønsted-S�ure hinzugef�gt. Die Produkte der dual-
katalysierten Kaskadenreaktion entstanden in guten Aus-
beuten mit hohen ee-Werten. Mechanistisch verl�uft die
Kaskadenreaktion �ber eine Gold(I)-katalysierte Bildung

von Enollactonen, die durch Tryptamin unter Bildung des
Amids einer Ketos�ure geçffnet werden. Die dann folgende
Cyclisierung zu einem Acylenamin ergibt ein N-Acylimi-
nium-Intermediat. Eine durch das Gegenion kontrollierte
Pictet-Spengler-Cyclisierung f�hrt zur diastereo- und enan-
tioselektiven Bildung des Reaktionsprodukts. Erst k�rzlich
wurde diese Strategie in einer Kaskadenreaktion mit Trypt-
aminen und Ketos�uren angewendet, die im Vergleich zu
Enollactonen leicht zug�nglich sind.[141]

11. Schlussfolgerungen und Ausblick auf die Ent-
wicklung der asymmetrischen Pictet-Spengler-
Reaktion

Die Entdeckung der Pictet-Spengler-Reaktion lieferte
eine beeindruckend leistungsf�hige Methode f�r die Synthese
biologisch aktiver Naturstoffe. Seit 100 Jahren wurden mit ihr
hervorragende Resultate erhalten, und die Anwendungs-
breite der Reaktion wurde erheblich ausgedehnt. Bemer-
kenswerte Ergebnisse wurden in der asymmetrischen Syn-
these von Naturstoffen erzielt, z.B. von Norsuaveolin, Aj-
malin, Alkaloid G, Suaveolin, Affinisin, Vellosimin, Talpinin,
Talcarpin, Alstonerin, Anhydromacrosalhin-methin, Rau-
maclin, 9-Methoxygeissoschizol, 9-Methoxy-Nb-methyl-
geissoschizol, Phalarin, Jorumycin, Renieramycin G und
Corynantheidin.[115] Die Pictet-Spengler-Reaktion wurde au-
ßerdem erfolgreich f�r den Aufbau von Substanzbibliotheken
an festen Tr�gern und f�r Mehrkomponentenreaktionen ge-
nutzt.[142]

Die erste hoch enantioselektive katalytische Pictet-
Spengler-Reaktion mit chiralen Thioharnstoffen als Kataly-
sator wurde erst vor kurzer Zeit entwickelt. In den letzten
f�nf Jahren wurde eine Vielzahl von chiralen Thioharnstoffen
und sperrigen chiralen Phosphors�urediestern in die enan-
tioselektive katalytische Cyclisierung von Tryptaminen ein-
gef�hrt. Trotzdem besteht immer noch ein hoher Bedarf f�r
die Entwicklung neuer effizienter katalytischer Systeme mit
breiter Substratakzeptanz, die nicht auf Tryptamine begrenzt
ist.

J.S. dankt der Deutschen Forschungsgemeinschaft (DFG), dem
Fonds der Chemischen Industrie (FCI) und der Zhejiang
University K. P. Chao�s High-Tech Foundation (Hangzhou,
China) f�r Unters�tzung seiner Forschungen. Wir danken Dr.
S. Panjikar (EMBL Hamburg) und Dr. M. Wang (Paul-

Schema 25. Konzept einer Brønsted-S�ure-katalysierten Cyclisierungs-
kaskade.

Schema 26. Eine Brønsted-S�ure-katalysierte enantioselektive Cyclisie-
rungskaskade.

Schema 27. Cyclisierungskaskade aus einer AuI-katalysierten und einer
�ber eine chirale Brønsted-S�ure katalysierten Reaktion.
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