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Biokatalysatoren

Die Verwendung von Enzymen als Katalysatoren zur Synthese
neuartiger Verbindungen ist in den letzten Jahren zunehmend in den
Fokus geriickt. Entsprechend hohe Erwartungen werden an die Ent-
deckung und Identifizierung neuer Biokatalysatoren fiir die organi-
sche Synthese gestellt. Dies spiegelt sich auch in der Komplexitiit der
adressierten Reaktionen wider. Der Anwendungsbereich von Bioka-
talysatoren umfasst die Synthese wichtiger Zwischenprodukte fiir die
pharmazeutische und chemische Industrie sowie die Entwicklung
neuer enzymatischer Techniken und Prozesse. Enzyme sind ein
wichtiger Teil des Spektrums an Katalysatoren, die der Synthese-
chemie zur Verfiigung stehen. Die Vorteile und Anwendungsmog-
lichkeiten der neuesten und hochst vielversprechenden Generation von
Biokatalysatoren — Reduktasen, Transaminasen, Ammoniak-Lyasen,
Epoxidhydrolasen und Dehalogenasen — werden hier vorgestellt und
anhand der Synthese von Schliisselmolekiilen beispielhaft diskutiert.
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1. Einleitung und Uberblick

Katalyse, insbesondere jene mit Sduren, Basen und Me-
tallen, war und ist wichtig fiir den Erfolg der organischen
Synthese. Eine neuartige Gruppe von Katalysatoren sind die
Biokatalysatoren. Enzyme ermoglichen chemo-, regio- und
stereoselektive Reaktionen und erleichtern somit die Syn-
these von komplexen organischen Molekiilen. Die hohen
Synthesekapazititen, die einige Enzyme von Natur aus auf-
weisen, werden bereits fiir die industrielle Produktion von
Grund- und Feinchemikalien sowie Arzneimitteln eingesetzt.
Die Herausforderung liegt jedoch vornehmlich darin, das
gesamte Potenzial von Enzymen als alternative Katalysatoren
zu ihren chemischen Gegenstiicken zu entdecken und lang-
fristig nutzbar zu machen. Somit kdnnen neue und bekannte
Syntheserouten in der organischen Chemie erschlossen oder
optimiert werden. Das wachsende Interesse an Enzymen und
Mikroorganismen sowie ihre Berticksichtigung als Katalysa-
toren bei der Umsetzung von Synthesestrategien fithren dazu,
dass sich das Forschungsfeld signifikant weiterentwickelt.
Dem Ziel der Kommerzialisierung ist man inzwischen einen
erheblichen Schritt ndher gekommen. Mittlerweile hat die
Biokatalyse einen Punkt erreicht, an dem ernsthaft tiber die
Verwendung von Enzymen fiir gleichermaBen einfache wie
komplexe chemische Reaktionsschritte nachgedacht wird.
Hauptgriinde fiir die Anwendung von Enzymen fiir spezifi-
sche und préparative Aufgaben sind die hohe Selektivitit und
Spezifitit dieser Katalysatoren. Der chirale Aufbau der ak-
tiven Tasche ermdoglicht oft die gewiinschte enantiomeren-
reine Herstellung der Reaktionsintermediate und Produkte.
Biokatalysatoren konnen nicht nur fiir die Einfithrung von
chiralen Zentren in einem Molekiil genutzt werden, sondern
auch fiir milde Syntheserouten, bei denen Chemo- und Re-
gioselektivititen eine Schliisselrolle spielen.!'! Diese charak-
teristischen Vorteile enzymatisch katalysierter Reaktionen
wurden zahlreich beschrieben.

In der chemischen und pharmazeutischen Industrie wird
bei der Synthese von einigen chiralen Verbindungsklassen die
Biokatalyse mehr und mehr zur Methode der Wahl. Diesbe-
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ziiglich sind besonders Aminosduren, Aminoalkohole,
Amine, Alkohole und Epoxide zu nennen, die wichtige
Bausteine fiir viele biologisch aktive Verbindungen sind.” In
den folgenden Abschnitten werden bekannte, bereits eta-
blierte Biokatalysatoren benannt und erldutert. Die am hé&u-
figsten in der industriellen organischen Synthese eingesetzten
Enzyme gehoren zu den Klassen der Hydrolasen und Keto-
reduktasen. In den letzten Jahren waren Hydrolysereaktionen
wegen der Verfiigbarkeit sowie der einfachen Handhabung
von Esterasen, Lipasen und im geringeren Maf3e Acylasen ein
dominierender Bereich der Biokatalyse. Dariiber hinaus
machen die Abwesenheit von Kofaktoren sowie die breite
Substratspezifitdt und Stabilitit in Losungsmitteln diese En-
zymklasse wertvoll fiir die Synthese.”! Ein neu etabliertes
Anwendungsgebiet fiir Lipasen ist die Polymerisation. Dies
ermoglicht einen Zugang zu einer groflen Zahl an Polymeren,
die iiber Polykondensation und Ringoffnungspolymerisation
ausgehend von cyclischen Monomeren hergestellt werden.™!
Chemische Veresterungen werden iiblicherweise mithilfe von
Metall- oder Sidurekatalyse bei hoheren Temperaturen oder
Driicken durchgefiihrt. Dies ist allerdings bei der Verwen-
dung von Acrylverbindungen nicht zielfiihrend, da diese
unter solchen Bedingungen spontan polymerisieren konnen.
Anders als chemische Katalysatoren konnen Lipasen effizi-
ente Veresterungen von Acrylaten unter milden Reaktions-
bedingungen™® katalysieren, was ihren Einsatz im industri-
ellen MaBstab interessant macht.! In den letzten Jahren
haben sich ebenfalls Ketoreduktasen!® etabliert, welche die
asymmetrische Reduktion von Ketonen zu chiralen Alkoho-
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len ermoglichen, eine der am weitesten verbreiteten Redox-
reaktionen in der organischen Chemie.”! Die ,,Merck-Pro-
cess-Group* wies kiirzlich darauf hin, dass Fortschritte in der
Ketoreduktase-Applikation ein grofles Potenzial fiir eine
nachhaltige chemische Prozesskultur bieten.'” Aufer den
Ketoreduktasen finden auch Baeyer-Villiger-Monooxygena-
sen zunehmende Verwendung, auch wenn sich in beiden
Fillen die Methodik wegen der Kofaktorregenerierung
komplexer gestaltet als bei der Gruppe der Hydrolasen.
Baeyer-Villiger-Monooxygenasen werden fiir die Oxidation
aliphatischer und cyclischer Ketone zur Herstellung enan-
tiomerenreiner Zwischenprodukte eingesetzt.'!! Zusitzlich
zu den Oxidoreduktasen im Allgemeinen gehoren neue C-C-,
C-N- und C-O-bindungsbildende Biokatalysatoren mit einem
breiten Substratspektrum zu der Gruppe von Enzymen, in
deren Fall das wissenschaftliche wie auch das industrielle
Interesse stetig zunimmt.'>*3) Unter diesen wurden vor allem
Aldolasen, Hydroxynitrilasen und Thiamindiphosphat-ab-
hingige Lyasen, wie die Benzaldehydlyase oder die Pyr-
uvatdecarboxylase, als leistungsfihige Biokatalysatoren
identifiziert und fiir verschiedenste Anwendungen genutzt.
So ermoglichen diese Enzyme zusitzlich zur Herstellung
unterschiedlicher Zucker und cyclischer Kohlenstoffver-
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bindungen auch die Synthese von Acyloinen und Cyan-
hydrinen.['*!

Gegenwirtig gibt es eine Vielzahl von etablierten bioka-
talytischen Strategien, um Chiralitdt in ein Molekiil einzu-
fiihren. Diese Katalysatoren konnen auch in Kaskadenreak-
tionen sequenziell oder kooperativ genutzt werden."¥ Dar-
iiber hinaus wurden Beispiele beschrieben, bei denen Bio-
katalysatoren zusammen mit konventionellen chemischen
Katalysatoren in heterogenen Kaskadenreaktionen in einem
Reaktionsgefifl eingesetzt werden. Das Potenzial, verschie-
denste Katalysatoren in einem Ansatz parallel zu verwenden,
ist bei Enzymen wegen ihres chemisch inerten Verhaltens
besonders ausgeprégt. Allerdings ist dieses Potenzial wegen
der begrenzten Reaktionsvielfalt der etablierten Enzyme
kaum nutzbar.

Viele Enzyme (hauptsdchlich Hydrolasen, Lyasen und
Oxidoreduktasen) werden bereits fiir die Synthese von un-
terschiedlichsten organischen Verbindungen verwendet.
Wegen der eingeschrinkten chemischen Reaktionsvielfalt
dieser etablierten Enzyme ist ein groBes Interesse an neuen
Biokatalysatoren fiir weitere Reaktionen vorhanden. Um
neuartige Enzyme zu identifizieren und zu entwickeln, sind
heutzutage ausgereifte Techniken verfiigbar: 1) das Screening
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nach neuen Stimmen und neuen Enzymaktivititen, 2) ge-
richtete Evolution fiir die Optimierung von Enzymen mit
gewiinschten Funktionen, 3) die Entwicklung von alternati-
ven Reaktionsmedien und unkonventionellen Losungsmit-
telsystemen sowie 4) die Bioinformatik.> ') Zusitzlich zu den
zuvor genannten Moglichkeiten bieten neuartige Screening-
methoden von Mikroorganismen, inklusive der Anreiche-
rungsselektion und der Metagenomik, sowie das De-novo-
Engineering von Designerproteinen neue Mdglichkeiten, um
Enzyme als Katalysatoren zu entwickeln. In diesem Sinne
diirfen auch die Untersuchungen der katalytischen Flexibili-
tat von vorhandenen Enzymen fiir eine Vielzahl nichtnatiir-
licher Reaktionen nicht unerwéhnt bleiben.

In diesem Aufsatz zeigen wir ausgewihlte biokatalytische
Beispiele fiir die selektive Synthese interessanter Molekiile,
die mit konventionellen chemischen Methoden nur schwer zu
erreichen sind. Die jiingsten Fortschritte in der Biokatalyse
mit dem Schwerpunkt auf Epoxiden, Aminen, Aminoalko-
holen und reduzierten Alkenen werden hier zusammenge-
fasst. Dariiber hinaus werden die breite Anwendbarkeit be-
stimmter Katalysatoren und deren Nutzen fiir die organische
Synthese in den Vordergrund gestellt. Die Zusammenfassung
relevanter Informationen gibt Chemikern in der Industrie
und an Hochschulen einen Einblick in die neuesten For-
schungsfortschritte. Die Biokatalyse bietet mit ihren beson-
deren Selektivititen neue Moglichkeiten fiir die Retrosyn-
these komplexer Molekiile.

2. Selektive Reduktion aktivierter C=C-Bindungen

Asymmetrische Hydrierungen sind in der organischen
Chemie von grofiter Bedeutung und sind oft ein Schliissel-
schritt in einer Gesamtsynthese. Dies gilt besonders fiir die
stereoselektive Reduktion von C=C-Bindungen, da in einem
Schritt bis zu zwei Stereozentren erzeugt werden koénnen
(Abbildung 1).

Aktuell werden solche Reaktionen durch Ubergangsme-
tall-Homogenkatalysatoren'® oder Organokatalysatoren!'’]
katalysiert. Ein neues Instrument fiir die asymmetrische Re-
duktion von aktivierten C=C-Bindungen sind Katalysatoren
der ,,01d Yellow Enzym“(OYE)-Familie."®! Die Mitglieder
dieser Familie, auch Enreduktasen (EC1.3.1.31) genannt,
sind Flavinmononukleotid (FMN) enthaltende, NAD(P)H-
abhingige Redoxkatalysatoren. Die Reaktion ldsst sich in
zwei Schritte unterteilen: Bei der reduktiven Teilreaktion
wird der FMN-Kofaktor durch NAD(P)H reduziert, wihrend
im oxidativen Teilschritt die Reduktion der aktivierten
Doppelbindung bei gleichzeitiger Oxidation des FMN-Ko-
faktors erfolgt (Abbildung 2).

Insgesamt dhnelt die Reaktion einer asymmetrischen
Michael-Addition an eine o,B-ungesittigte C=0-Bindung,
wobei das Hydrid und das Proton ausschlieBlich trans-stereo-
spezifisch addiert werden. Erste biokatalytische Versuche
wurden mit ganzen Zellen durchgefiihrt, um eine externe
NAD(P)H-Kofaktor-Riickgewinnung und aufwendige Pro-
teinaufreinigung zu umgehen. Hierbei wurde meistens die
Bickerhefe als Zellsystem verwendet. Wéhrend exzellente
Stereoselektivitidten erreicht wurden, sind Chemoselektiviti-
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Abbildung 1. Asymmetrische Reduktion einer aktivierten Doppelbin-
dung, katalysiert durch eine Enreduktase der OYE-Familie.

Abbildung 2. Oxidative Halbreaktion, die von OYE katalysiert wird. Die
Reaktion erfolgt tiber den Transfer eines Hydrids vom reduzierten
FMN auf das CB-Atom des Substrats sowie anschlieende Protonie-
rung des Ca-Atoms. Die Reduktion von FMN mit NAD(P)H als Reduk-
tionsmittel findet in der reduktiven Halbreaktion statt.

ten und Gesamtausbeuten mit ganzen Zellen oft gering. Dies
ist im Wesentlichen auf Nebenreaktionen, wie die Reduktion
von Carbonylverbindungen zu Alkoholen, zuriickzufiihren.
Diese Nachteile konnen nun vermieden werden, indem re-
kombinante Enreduktasen zusammen mit passenden Re-
doxenzymen zur effizienten Wiedergewinnung des teuren
NAD(P)H-Kofaktors verwendet werden.

Die asymmetrische Reduktion von konjugierten C=C-
Bindungen mit Enreduktasen fand groBes Interesse bei Syn-
thesechemikern. Das breite Spektrum von Enreduktase-ka-
talysierten stereospezifischen Reduktionen bietet eine
brauchbare Alternative zu herkommlichen Ubergangsmetall-
katalysierten Reduktionen. Eine Schwierigkeit bei diesen
Systemen ist die Abhéngigkeit vom reduzierten Nicotin-
amidkofaktor NAD(P)H, der die entsprechenden Redukti-
onsédquivalente fiir eine Alkenreduktion zur Verfiigung stellt.
Wegen des teuren Kofaktors und der Notwendigkeit eines
Kofaktorregenerationssystems sowie der teilweise nicht zu-
friedenstellenden Chemoselektivitdten bei der Reduktion
von ungesittigten Aldehyden und Ketonen wurde kiirzlich
eine Reihe synthetischer NADH-Mimetika studiert. Bei
dieser Reduktion wurde Rohextrakt der thermophilen En-
reduktase YqjM aus Bacillus subtilis verwendet. Durch den
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Einsatz dieser artifiziellen Kofaktoren wurden hohe Umsitze
sowie Enantio- und Chemoselektivititen erzielt.'”) Enzyme
der OYE-Familie sind in vielen Mikroorganismen und
Pflanzen zu finden. Mehr als 25 Familienmitglieder wurden
bisher biochemisch charakterisiert und auf ihre katalytischen
Fihigkeiten untersucht. Alles in allem weisen diese Enzyme
einen bemerkenswert umfassenden Substratbereich auf und
katalysieren die Reduktion von acyclischen und cyclischen
a,p-ungesittigten Ketonen, Aldehyden, Nitroalkenen, Car-
bonséduren und Estern wie auch Nitratestern, Nitroglycerinen,
nitroaromatischen Sprengstoffen und cyclischen Triazinen.”
Einige Enreduktasen konnen auBlerdem die Disproportio-
nierungsreaktion von Cyclohex-2-enon zu &4quimolaren
Mengen Cyclohexanon und Phenol katalysieren. Diese Dis-
proportionierung wurde als Nebenreaktion beobachtet und
demonstriert die katalytische Promiskuitit der OYEs.?!!

Dariiber hinaus wurde kiirzlich gezeigt, dass Enredukta-
sen eine redoxneutrale Isomerisierung von a,f-ungesattigtem
y-Butyrolacton 1 katalysieren.”? Des Weiteren wurden auch
B-Halogenacrylesterderivate 4 unter reduktiver Dehaloge-
nierung umgesetzt. Bei dieser Reaktion wird 4 durch eine
enzymatische C=C-Bindungsreduktion, gefolgt von einer
spontanen (-Eliminierung des instabilen Zwischenprodukts,
in das entsprechende Produkt umgewandelt.””! Die Umset-
zung von [,p-disubstituierten Nitroalkenen 6 verlduft ange-
sichts der Reaktion iiber den Nef-Reaktionsweg®! oder der
Bildung des 1,2-Oxazetzwischenprodukts etwas {iiberra-
schend.® Der jeweilige Reaktionsverlauf ist abhingig vom
Substrat und vom gewihlten Biokatalysator (Abbildung 3).

Kiirzlich wurde iiber eine enzymatische Kaskade zur
Isomerisierung von Allylalkoholen zu den entsprechenden
gesittigten Carbonylverbindungen berichtet (Schema 1). In
dieser Kaskade wurde eine durch eine NAD(P)"-abhiingige
Alkoholdehydrogenase (ADH) katalysierte Oxidation des
Allylalkohols Cyclohexenol 9 mit einer durch eine
NAD(P)H-abhingige Enreduktase katalysierten Reduktion
des a,B-ungesittigten Ketons 10 gekoppelt.?! Als Modell-
enzym wurden eine ADH aus Thermus sp. ATN1 (TADH)
und eine Enreduktase aus Thermus scotoductus SA-01
(TsER) ausgewdhlt. Nach 24 h Reaktionszeit konnte eine
Gesamtausbeute von 66 % unter optimierten Transformati-
onsbedingungen erzielt werden.

In den vergangenen fiinf Jahren wurde das katalytische
Potenzial von OYEs ausgiebig studiert. Es konnten im pré-
parativen MaBstab hoch stereoselektive C=C-Reduktionen
industriell interessanter Molekiile realisiert werden, die mit

OH
Alkoholdehydrogenase TADH

9 >\ o
NAD(P)* NAD(P)H + H* ij
(0]
10
Enreduktase TsER

1

Schema 1. Enzymatische Kaskade fiir die Redoxisomerisierung von Al-
lylalkoholen.
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¢ —NH3 —HCN
Oxazetintermediat

Abbildung 3. Promiskuitive Aktivititen von Enreduktasen. a) Biokataly-
tische C=C-Isomerisierung und Bindungsreduktion von a,f3-ungesittig-
tem y-Butyrolacton 1. b) Enzymatische Bioreduktion von 3-Halogen-
o,B-ungesattigten Carboxyestern 4 uber eine schrittweise C=C-Bin-
dungsreduktion und spontane B-Eliminierung des instabilen, gesittig-
ten Zwischenprodukts. c) Reduktive Transformation von f3,3-disubstitu-
ierten Nitroalkenen iiber einen Nef-Reaktionsweg zu 8 oder uiber die
Reduktion der Nitrogruppe zum 1,2-Oxazetderivat, das zum Keton 7
weiterreagiert.

konventionellen Techniken nur schwer zu verwirklichen
wiren. Die nachfolgenden Beispiele verdeutlichen die breite
Anwendbarkeit dieser Enzyme mit unterschiedlichen, hoch-
funktionalisierten Michael-Systemen als Substrate. Des Wei-
teren haben erste Experimente gezeigt, dass OYEs auch zur
Katalyse der Umkehrreaktion, der regioselektiven Synthese
von a,f-ungesittigten Ketonen aus den entsprechenden ge-
sittigten Verbindungen, herangezogen werden kénnen.?”
Die asymmetrische katalytische Reduktion von C=C-
Bindungen geht Hand in Hand mit der Bildung von bis zu
zwei Stereozentren und gehort somit zu einer héufig einge-
setzten Strategie zur Herstellung von chiralen Verbindungen.
Fiir die chemoenzymatische, asymmetrische Synthese der
Duftstoffe Lilial (14) und Helional (15) haben Stiickler et al.
die biokatalytische Reduktion der entsprechenden Zimtal-
dehydderivate mit unterschiedlichen Enreduktasen studiert
(Schema 2).”*! Diese Reduktionen erwiesen sich unter Stan-
dardbedingungen in wéssrigem Puffer bei pH 7.5 als sehr
langsam. Um eine effiziente Loslichkeit der lipophilen
Zimtaldehydderivate im gL~'-Konzentrationsbereich zu ge-
wihrleisten, wurden 20 % fert-Butylmethylether als Kosol-
vens zugefiigt, was zu einer gesteigerten Reaktionsge-
schwindigkeit fithrte. R-Enantiomere mit moderaten Enan-
tiomereniiberschiissen (maximal 53 % ee a-Methyldihydro-
zimtaldehyd) wurden mit den Enreduktasen YqjM aus Ba-
cillus subtilis und OPR1 aus Lycopersicon esculentum
erreicht. Die entsprechenden S-Enantiomere wurden mit
exzellenten Stereoselektivitidten (bis zu 97 % ee) mithilfe von
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o
tBu

12 (S)-14

NCR 26% Umsatz 83% ee
OYE1 26% Umsatz >95% ee
OYE2 26% Umsatz >95% ee
OYE3 32% Umsatz >95% ee

<O mo

(¢]

13 (S)-15

OYE2 >99% Umsatz 97% ee

Enreduktase

D ———
NADH-Regeneration
Puffer/MTBE 80:20
30°C,24h

Schema 2. Reduktase-katalysierte Synthese von chiralen a-Methyldihy-
drozimtaldehydderivaten. MTBE = tert-Butylmethylether.

OYE1-OYE3 aus Saccharomyces sp. und NCR aus Zy-
momonas mobilis erhalten. Wihrend die Bioreduktion von 12
zu Lilial nur einen moderaten Umsatz von bis zu 32 % zeigte,
konnte quantitativer Umsatz von 13 zu Helional in Gegen-
wart von OYE2 beobachtet werden.

Auf dieser Grundlage konnte eine direkte Synthese von
»Roche-Ester“-Verbindungen entwickelt werden. ,,Roche-
Ester” sind wichtige chirale Bausteine fiir die Synthese von
Vitaminen, Antibiotika sowie einigen Duft- und Naturstof-
fen. Stiickler et al. studierten elf Enzyme der OYE-Familie
zur Reduktion von Methyl-2-hydroxymethacrylaten 16 mit
unterschiedlichen Schutzgruppen (Schema 3).”! OYE1-
OYE3 aus Saccharomyces sp. und YqjM aus Bacillus subtilis
haben sich als gute Katalysatoren fiir diese Reduktion er-
wiesen. Das nicht geschiitzte Substrat Methyl-2-hydroxy-
methacrylat (16a) konnte mit nahezu perfekter Stereoselek-
tivitidt (99 % ee) mit ganzen Zellen zur entsprechenden R-
Propionatverbindung 17a umgesetzt werden. OYEL zeigte
bei der Nutzung von NADH als redu-
zierendem Kofaktor die hochste Um-
satzrate von 37 %. Der Schutz der Hy-
droxygruppe mit Allylether 16b und oN
Benzylether 16 ¢ fithrte indes zu hohe- W COXK
ren Umsatzraten, wobei alle elf einge- ¢
setzten Enreduktasen Aktivititen ge- 18
geniiber diesen Substraten zeigten.

OYE3 sowie XenA aus Pseudomonas

Angewandte

tativ um (97 %). Allein XenA war in der Lage, das sperrige
tert-Butyldimethylsilyloxyderivat 16d mit hohem Enantio-
mereniiberschuss (>99 % ee) und Umsatz (99%) zu redu-
zieren.

Chirale y-Aminosduren und ihre Derivate werden fiir die
Behandlung von Stérungen des zentralen Nervensystems
getestet. Fiir die asymmetrische Synthese von y-Aminobut-
tersdure(GABA)-Derivaten haben Fryszkowska et al. eine
neue Methode entwickelt, bei der sie Reduktasen als eine
effiziente Alternative zur klassischen Katalyse nutzen. (-
Acryl-p-cyanpropansdurederivate wurden aus den entspre-
chenden Arylacetonitrilen und Glyoxalsduren synthetisiert
und in Bioreduktionen mit OYEs eingesetzt. Rohextrakte aus
Clostridium sporogenes DSM795, Ruminococcus productus
DSM3507 und Acetobacterium woodii DSM1030 katalysier-
ten die Bildung der jeweiligen S-f-Aryl-f-cyanpropansiduren
in quantitativen Ausbeuten (>99%) und mit exzellenten
Enantioselektivitaten (bis zu >99% ee). Um eine Racemi-
sierung der Produkte unter den vorliegenden wissrigen Re-
aktionsbedingungen zu minimieren, wurden alle Reaktionen
bei pH 7 durchgefiihrt. Diese Strategie wurde in einer che-
moenzymatischen, asymmetrischen Synthese genutzt, um (§)-
Baclofen [(S)-20] ausgehend vom Kaliumsalz der (Z)-2-(4-
Chlorphenyl)-3-cyanpropensdure (18) iiber das Zwischen-
produkt (S)-19 herzustellen (Schema 4).*’]

Enreduktasen wurden dariiber hinaus auch fiir die Re-
duktion von a-Alkoxycycloenonen zu Acyloinen eingesetzt.
Hierfiir wurden unterschiedliche O-Schutzgruppen von
Methyl (21a) und 22b) iiber Propyl (21¢), Allyl (21b) bis zu
Benzyl (21d und 22 a) verwendet.’" Chirale Acyloine werden
in diversen Prozessen als Zwischenprodukte eingesetzt. Die
Konfiguration der O-geschiitzten Acyloine kann iiber die

Rohextrakt aus

C. sporogenes NH
R. productus CN 2
A. woodii CO,K COK
pp—
Puffer pH 7.0
30°C, 3 Tage Cl Cl
(S)-19 (S)-20
95% Umsatz 96% ee 82% Ausbeute

Schema 4. Enantioselektive biokatalytische Reduktion des 3-Cyanpropensauresalzes bei der Syn-

putida setzten diese mit ausgezeichne-
ter R-Stereopriferenz nahezu quanti-

o o}
Enreduktase
ROYJ\OMe NADH-Regeneration RO/\:)J\OMe
Puffer pH 7.5 H
30°C, 24 h
16a:R=H (R)-17a:R=H
16b: R = Allyl OYE1 37%Umsatz  99% ee
16c: R=Bn
16d: R = TBDMS (R)-17b: R = allyl
XenA 97% Umsatz  >99% ee
(R)-17c: R=Bn
XenA 90% Umsatz >99% ee
(R)-17d: R = TBDMS
XenA >99% Umsatz >99% ee

Schema 3. Asymmetrische Bioreduktionen von Methyl-2-hydroxy-
methacrylatderivaten fiir die Produktion von ,Roche-Estern“. Bn=Ben-
zyl, TBDMS = tert-Butyldimetylsilyl.
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GroBe der Schutzgruppe gesteuert werden. Cyclohexenon-
derivate mit Methylschutzgruppen fiihrten zur Bildung von
R-konfigurierten Acyloinen, wéhrend ldngerkettige Analoga
(Propyl, Allyl und Benzyl) mit sehr hohen Enantiomeren-
tiberschiissen (92-97 % ee) zu den spiegelbildlichen S-Pro-
dukten umgesetzt wurden. Die Reaktionen wurden mit 20 %
(v/v) tert-Butylmethylether als Kosolvens durchgefiihrt. In-
teressanterweise wurde mit den Cyclopentenonderivaten
kein Wechsel der Enantioselektivitdt beobachtet. Es wurden
ausnahmslos S-Acyloinprodukte (S)-24a,b (bis zu >99 % ee;
Schema 5) gebildet.

Chirale Aminoséduren sind wichtige Bausteine und Zwi-
schenprodukte fiir die chemische und pharmazeutische In-
dustrie. Kiirzlich wurden zur asymmetrischen Synthese von
Aminosduren o,3-Dehydroaminosdurederivate als Substrate
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21a: R =Me (R)-23a: R = Me

21b: R = Allyl OYE1 37% Umsatz 92% ee

21c: R=nPr

21d: R=Bn (S)-23b: R = Allyl
NCR 94% Umsatz 97% ee
(S)-23c: R = nPr
XenA  99% Umsatz 92% ee
(S)-23d: R=Bn
NCR 99% Umsatz 93% ee

Enreduktase
NADH-Regeneration
Puffer/MTBE 80:20
30°C,24h
(6] [¢]
-or Cron

(S)-24a:R=Bn

22a:R=Bn XenB  76% Umsatz 90% ee

22b: R = Me
(S)-24b: R = Me

NCR 74% Umsatz >99% ee

Schema 5. Asymmetrische Synthese von O-geschiitzten Acyloinen mit-
hilfe von Enreduktasen.

fiir Enreduktasen verwendet (Schema 6).°" Unter Standard-
bedingungen wurde der N-Acylaminofumarsidurediester 25a
mit OYE1l und OYE3 aus Saccharomyces sp. umgesetzt,
wobei fiir (S)-26a quantitative Ausbeuten und hohe Stereo-
selektivititen erzielt wurden (99 % ee). Eine Verlingerung
der Amidkette des Substrats zu Propionyl (25b) fiihrte mit
der Reduktase OYE3 zur Umkehrung der Stereopriferenz
mit einem moderaten Enantiomereniiberschuss [61 % ee fiir

CO,Me CO,Me
JI Enreduktase J:
—_—
MeO,C™ "NH NADH-Regeneration MeO,C™ "NH
Puffer pH 7.5
0 R 30°C, 24 h 0 R
b (S)-26a: R = H
BaRH OYE1 >99% Umsatz 99% ce
25¢: R = CH,Ph

(R) oder (S)-26b: R = Et
OYE3 >99% Umsatz 61% ee (R)
YajM >99% Umsatz 99% ee (S)

(R) oder (S)-26¢: R = CH,Ph
OPR1 16% Umsatz >99% ee (S)
OYE3 41%Umsatz 92% ee (R)

Schema 6. Asymmetrische Bioreduktion von o,-Dehydroaminosiure-
derivaten.

(R)-26b]. Im Unterschied dazu erzeugte das aktivste Enzym
YqjM aus Bacillus subtilis das S-Enantiomer von 26b mit
einem hohen Umsatz (>99%) und einer hohen Stereose-
lektivitdt (99 % ee). Ein dhnlicher Wechsel der Konfiguration
konnte bei Verwendung der N-Phenylacetylschutzgruppe
(25¢) beobachtet werden: Wihrend OYE3 das R-Enantiomer
erzeugte [92 % ee fiir (R)-26¢], konnte das S-Enantiomer mit
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einem hohen Enantiomereniiberschuss (> 99 % ee) mithilfe
von OPRI1 erhalten werden.

Die asymmetrische Reduktion von Citral und Ketoiso-
phoron mit einer groBen Auswahl von Enreduktasen wurde
detailliert beschrieben. Bei allen Untersuchungen wurden
entweder geringe Selektivititen oder geringe Umsétze be-
obachtet. Dies konnte mit der Reduktase aus Gluconobacter
oxydans,”? welche die enantioselektive Hydrierung von
Citral (Mischung aus Geranial und Neral) und Ketoisophoron
in guten Ausbeuten und Selektivititen ermoglicht, behoben
werden.! Studien beziiglich der Kofaktorabhingigkeit der
Reduktase zeigten, dass bei der Reduktion NADPH gegen-
iiber NADH mit achtfach hoherer Spezifitit bevorzugt wird.
Kiirzlich wurde dieses Enzym in einer chemoenzymatischen
Kaskade zusammen mit einer Wittig-Reaktion eingesetzt

(Schema 7).534
O (0]
H (0]
+
PhaP\)]\ G.-oxydans-Enreduktase
R Phosphatpuffer pH 7
29a: R=NO,

NADPH, RT, 67.5 h
89% Ausbeute >95% Umsatz

Kofaktorreqeneratlon
28 (1.2 Aqulv\
w
R

Schema 7. Kombination einer Wittig-Reaktion mit einer enzymatischen
C=C-Bindungsreduktion.

27a: R = NO,
27b:R=Cl

29b: R=ClI
60% Ausbeute >95% Umsatz

In dieser Kaskadenreaktion wurden p-Nitro- und p-
Chlorbenzaldehyd (27a bzw. 27b) mit dquimolaren Mengen
des Ylids 28 vollstindig in das a,B-ungesittigte Keton um-
gesetzt. Die anschlieende enzymatische Reduktion mithilfe
einer Enreduktase aus Gluconobacter oxydans fiihrte zur
Bildung der Ketone 29a bzw. 29b in hohen Ausbeuten.

Ein weiteres Beispiel der katalytischen Vielfalt von En-
reduktasen zeigt die enzymatische Desaturierung einer C-C-
Bindung in Nachbarschaft zu einer Carbonylgruppe. Schitt-
mayer et al. haben kiirzlich die enzymatische Desaturierung
anhand von Studien der thermostabilen OYE aus Geobacillus
kaustophilus DSM 7263 (GkOYE) veroffentlicht.”?”) GKOYE
ist in der Lage, typische Substrate wie Cyclopentenon und
Cyclohexenon in Gegenwart von NADPH bei 70°C zu re-
duzieren. Zusétzlich zur erwarteten Reduktion des Enons
katalysiert GKOYE auch die Riickreaktion, die ,,Entsatti-
gung“ der C-C-Bindung (Schema 8). Diese Reaktion erfolgt,
ohne dass irgendein Nicotinamid-oxidierender Kofaktor
notig wire, wenn auch auf Kosten von molekularem Sauer-
stoff. Unterschiedliche Substrate (einschlieBlich Testosteron)
wurden getestet, wobei Umsétze bis zu 78 % erzielt wurden.
Um die Regio- und Enantioselektivitidt dieser Dehydrie-
rungsreaktionen zu bestimmen, wurden unterschiedlich sub-
stituierte cyclische Ketone als Substrate untersucht. Die De-
hydrierung von 2-Methylcyclopentanon (30) fithrte zu 2-Me-
thylcyclopentenon (33; 56 % in Luftatmosphire und 78 % mit
1 bar O,), allerdings mit niedriger Stereopriferenz, da beide
Enantiomere mit vergleichbaren Raten umgesetzt wurden.
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(e} O
30
3

4

33
56% Umsatz (Luft)
78% Umsatz (1 bar O,)

G.-kaustophilus-

OYE
7
[¢] Puffer pH 7.0 o
70°C, 24 h
1 (S)-34
29% Umsatz
OH
QL
0
32 35

71% Umsatz

Schema 8. Selektive OYE-katalysierte Ketondehydrierung.

Von den getesteten Substraten konnte nur Dihy- i
drocarvon (31), innerhalb von 24 h, selektiv umge- |
wandelt werden (>99% ee, S-Enantiomer). Die
OYE-katalysierte Desaturierung ebnet neue Syn- o
thesewege zu einer Vielzahl a,f-ungesittigter Car- 36

bonylverbindungen. Beispiele sind die Synthesen
neuer Ketosteroide 35 sowie kleiner a,f-ungesit-
tigter Ketone, die oft zu wertvollen Geschmacks-
und Aromastoffen gehoren.

Mitglieder der OYE-Familie und ihre Homolo-
gen sind fiir die enzymatische Synthese einer
groBen Zahl wertvoller Produkte eingesetzt
worden. Enantiomerenreines (R)-Flurbiprofen sowie Deri-
vate davon wurden mithilfe der thermophilen Reduktase
YqjM aus Bacillus subtilis synthetisiert.’” Dariiber hinaus
wurden Enreduktasen fiir die Herstellung von Methyl-(§)-2-
brombutanoat verwendet.”® Brombutanoate sind niitzliche
Zwischenprodukte bei der Synthese von therapeutischen
Wirkstoffen gegen nicht insulinabhéingigen Typ2-Diabetes
Mellitus. Auch die schrittweise Synthese des Duftstoffes Di-
hydrocarveol durch Kombination einer En- mit einer Car-
bonylreduktase wurde kiirzlich beschrieben.[*”)

Die Retrosynthese eines wertvollen Monosiureinterme-
diats fiihrte bei Almac zu einem Verfahren unter Verwendung
einer Enreduktase in Kombination mit einer Hydrolase.
Mitarbeiter von Almac entwickelten dabei einen Prozess fiir
die Herstellung monoacider Bausteine in einem Drei-Enzym-
Eintopfverfahren im 70-g-MaBstab (Schema 9).5% 70 g des
Diesters 36 wurden mit 70 g der Enreduktase ERED-04
(SelectAZyme ESK-1300 Screeningkit) innerhalb von 48 h zu
98 % umgesetzt. Das Produkt (R)-37 wurde anschlieBend mit
25 g der Hydrolase AH-33 unter stetiger Kontrolle des pH-
Werts zur Monoséure (R)-38 hydrolysiert. 57 g des R-Enan-
tiomers der Monosdure (R)-38 wurden als einziges Produkt
mit hohem Umsatz und hoher Enantioselektivitit (99 % ee)
hergestellt. Dariiber hinaus wurde der NADH-Kofaktor
mithilfe einer losungsmittelstabilen Carbonylreduktase
(A131 aus dem SelectAZyme CRED Enzymkit) regeneriert,
wobei 2-Propanol zu Aceton oxidiert wurde. Dieses hochef-

stab.

Angew. Chem. 2014, 126, 3132 -3158

Angewandte

fiziente NADH-Regenerationssystem wurde von Gliick et al.
entwickelt.*)

Um einen alternativen Zugang zu beiden Enantiomeren
von Citronellal als chirale Bausteine zu erlangen, studierte
die Gruppe von Stewart eine Bibliothek aus 17 Enzymen.
Eine einfache Aufreinigung der Biokatalysatoren wurde
durch die Expression der Enzyme als Glutathion-S-Transfe-
rase(GST)-Fusionsproteine ermoglicht. Aus diesem Set von
Enreduktasen wurden OYE2.6 aus Pichia stipites und NemA
aus E. coli als aufgereinigte Enzyme in einem Einphasensys-
tem eingesetzt, um Citral mit guter R- bzw. S-Selektivitét zu
reduzieren (Schema 10).*"! Hierbei wurde Geranial (trans-
39), das trans-Isomer von Citral, als Substrat fiir die bioka-
talytische Alkenreduktion verwendet. In groBerem Maf3stab
wurde ein mit Ammoniumsulfat behandeltes Extrakt von
GST-OYE2.6 eingesetzt, um innerhalb von 5.75 h Geranial
(trans-39) zu 1.59 g (R)-Citronellal [(R)-40] umzusetzen

© 2014 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim

(o] O
Enreduktase
ERED-04-Zellpaste o~ ydrolase AH-33 OH
—_—
Puffer pH 8 SN Puffer pH 7.5 SN
0.48 mmol 2-Propanol Io) 30°C, 24 h o)
CRED-Kofaktorregenerationssystem
30°C,48 h
(R)-37 (R)-38
98% Umsatz 89% Ausbeute
99% ee
579

Schema 9. Reaktionskaskade fiir die Synthese von Monosiuren in groRem Maf-

(Ausbeute 67 %, Umsatz 95 % ). Mit einer dhnlichen Strategie
wurde das cis-Isomer Neral (cis-39) durch ein Extrakt von
GST-NemA umgesetzt. Hierzu wurde Neral in drei gleich
grof3en Teilen zur Reaktion gegeben, um innerhalb von 3.5 h
1.62 g (S)-Citronellal [(S)-40] in einer Ausbeute von 69 %
(>98% Umsatz, 99 % ee) zu erhalten.

Die Substratselektivitdten und -promiskuitidten wie auch
Stereoselektivitdten der OYE-Familienmitglieder und ihrer
Analoga sind in zahlreichen Studien untersucht worden. Trotz
vieler Erfolge bei der Generierung vielzdhliger chiraler
Bausteine mit Enreduktasen gibt es bis dato kein effizientes

M
X X H

trans-39

)\/\/ki

X H
(R)-40
67% Ausbeute 98% ee
1.59 g/100 mL

stereospezifische
Enreduktasen

Puffer pH 7.5
RT,3.50der5.75h

x H

(S)-40
69% Ausbeute 99% ee
1.62 g/100 mL

Schema 10. Biokatalytische Produktion von (R)- und (S)-Citronellal im
Gramm-Maf3stab.
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Enzym aus der Familie der Enreduktasen fiir die Reduktion
3-Alkyl-substituierter cyclischer Alkene. Um das Substrat-
spektrum der Enreduktase YQjM aus Bacillus subtilis zu er-
weitern, wurde gerichtete Evolution mithilfe iterativer Satti-
gungsmutagenese (ISM) angewendet. Durch Rontgenstruk-
turanalyse von YqjM wurden 20 Aminosdurepositionen als
potenzielle Mutationsstellen fiir die Séttigungsmutagenese
ausgewdhlt. Im ersten Durchgang der gerichteten Evolution
konnten neun Mutanten identifiziert werden, die eine ge-
steigerte Aktivitdt gegeniiber m-Methylcyclohexenon zeig-
ten. Wildtyp-YqjM ergab nur einen geringen Umsatz (3%)
und moderate Enantioselektivitit (77 % ee, R-Enantiomer)
fiir dieses Modellsubstrat. Aulerdem wurden R- und S-se-
lektive Varianten identifiziert, die Enantiomereniiberschiisse
von bis zu 91% (R) bzw. 84% (S) lieferten. Eine Doppel-
mutation fithrte zu einer 130-fachen Steigerung der Reakti-
onsgeschwindigkeit (99% Umsatz) bei gleichbleibender
hoher Enantioselektivitit (R-Enantiomer bis zu 94 % ee). Im
Falle des S-selektiven Systems zeigten zwei Doppelmutanten
relativ hohe Enantioselektivititen (bis zu 99 % ee), aber ge-
ringe Umsitze (<20%). Die Aktivitdten und Selektivitidten
dieser YqjM-Varianten wurden anschlieBend anhand einer
Reihe von 3-substituierten Cyclohexenon- und Cyclopen-
tenonanaloga getestet. Substrate mit verschiedenen Alkyl-
resten wie auch einer zweiten funktionellen Gruppe (Ester-
funktion) wurden reduziert und lieferten dabei die Produkte
mit exzellenten Enantiomereniiberschiissen und Umsétzen
(99 % ee bzw. 99 % ).

3. Enzyme zur Herstellung chiraler Amine und Ami-
nosduren

Chirale Aminosduren und Amine sind wichtige Verbin-
dungen fiir eine Vielzahl von Pharmazeutika, Agrochemika-
lien und anderen Spezialchemikalien.*”! Klassische chemi-
sche Methoden zur Herstellung von enantiomerenreinen
Aminen und Aminosduren umfassen die Trennung durch
Kristallisation mit chiralen Carbonsiuren,***! die asymme-
trische Reduktion von C=N-Bindungen,®' die ,,Dutch-Re-
solution®,*! die Bucherer-Bergs-Varianten der Strecker-
Synthese!*”! und die Ubergangsmetall-katalysierte Amido-
carbonylierung.® Enzymatische Methoden zur Bereitstel-
lung von enantiomerenreinen Aminen und Aminoséuren sind
indes nicht nur beschrinkt auf Lipase- oder Acylase-kataly-
sierte kinetische Racematspaltungen.***! Eine Alternative
zur Synthese von Aminen und nichtnatiirlichen Aminosduren
bietet die enantioselektive Desymmetrisierung von 3,4-sub-
stituierten meso-Pyrrolidinen durch die Variante D5 der
Monoaminoxidase MAO-N aus Aspergillus niger.”” Die Fi-
higkeit, stereospezifische Reaktionen zu katalysieren, hat
auch das Forschungsinteresse an Aminosiduredehydrogena-
sen angeregt. Mitglieder der Aminosduredehydrogenase-Su-
perfamilie sind wegen ihrer katalytischen Eigenschaften und
Stereospezifititen interessante Enzyme. Sie katalysieren die
reversible NAD(P)*-gekoppelte, oxidative Desaminierung
von Aminosiuren.”!! Durch Andern der Spezifitit einer
Leucindehydrogenase mithilfe von Protein-Engineering
konnte eine Amindehydrogenase entwickelt werden, die
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chirale Amine aus prochiralen Ketonen und Ammoniak
herstellt.’? Dariiber hinaus haben sich Strategien der Der-
acemisierung mit einer enantioselektiven Aminoxidase in
Kombination mit einem chemischen Reduktionsmittel™
sowie die Umsetzung von Ketonen zu Aminen mit Transa-
minasen (Aminotransferasen) als erfolgreich erwiesen. Die
Verwendung von Ammoniak-Lyasen und Aminomutasen fiir
die asymmetrische Synthese von Aminosduren und chiralen
Aminen ist eine weitere Option. In Abschnitt 3 werden Vor-
teile und Anwendungsbeispiele von Transaminasen, Ammo-
niak-Lyasen und Aminomutasen sowie die Schwierigkeiten,
die mit der Anwendung dieser Enzyme verbunden sind, ge-
nauer diskutiert. Fiir einen detaillierteren Uberblick iiber
Transaminasen®% sowie Ammoniak-Lyasen und Ami-
nomutasen® " in der Biokatalyse verweisen wir den Leser
auf entsprechende Ubersichtsartikel.

3.1. Transaminasen als Biokatalysatoren

In den letzten Jahren wurden viele Fortschritte bei der
Entwicklung von Transaminasen hin zu effektiven Biokata-
lysatoren zur Bereitstellung von enantiomerenangereicherten
und -reinen Aminen erzielt®*%  Transaminasen
(EC2.6.1x) sind Pyridoxol-5'-phosphat(PLP)-abhingige
Enzyme, welche die direkte Aminierung von Ketonen zu
Aminen in hohen Ausbeuten und Enantioselektivitidten ka-
talysieren; dafiir benotigen sie die NH,-Gruppe eines Do-
normolekiils (Abbildung 4).5%

o NH,
w-Transaminase *
PMP PLP
Koprodukt \—/ Amindonor
z. B. Pyruvat z. B. Alanin

Abbildung 4. Synthese von Aminen mit w-Transaminasen. PMP = Pyri-
doxamin-5'-phosphat.

Mehr als 20 w-Transaminasen mit dhnlichen Substrat-
spezifititen, jedoch unterschiedlicher mikrobieller Herkunft
wurden bis dato charakterisiert. Diese werden zur Produktion
von chiralen Aminen und Aminoséduren wie folgt eingesetzt:
die kinetische Racematspaltung racemischer Amine zu einem
enantiomerenreinen Produkt und Keton mit einer theoreti-
schen Ausbeute von < 50% (Abbildung 5a); die asymme-
trische Synthese von enantiomerenreinen Aminen und Ami-
nosduren aus prochiralen Ketonvorstufen in einer Ausbeute
von <100% (Abbildung 5b); die Deracemisierung eines
Racemats mit 100% theoretischer Ausbeute (Abbil-
dung 5¢).1

Bei der Synthese enantiomerenreiner Amine und Ami-
nosduren wird der asymmetrische Syntheseansatz bevorzugt,
da im Unterschied zur kinetischen Racematspaltung eine
theoretische Ausbeute von 100% erzielt werden kann. Eine
ebenso hohe Ausbeute kann durch eine Deracemisierung
erreicht werden. Die Synthese von enantiomerenreinen
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selektive

a) jN\HZ o-Transaminase JN;Z . JOL
R! R2 Aminoakzeptor R? R2 R1 R2
Kinetische Racematspaltung
selektive
b) JOJ\ o-Transaminase JN;2
R! R2 Aminodonor R! R2
Asymmetrische Synthese
enantiokomplementére
o) /%N\H? o-Transaminasen JN\HZ
R R2 Aminoakzeptor und R TR2

. -donor
Deracemisierung

Abbildung 5. w-Transaminase-katalysierte Reaktionen.

Aminen durch Deracemisierung wurde bisher iiber dyna-
misch-kinetische Racematspaltung (DKR) oder durch Ein-
satz zweier enantiokomplementdrer o-Transaminasen in
einem zweistufigen Eintopfverfahren realisiert.**%! Dem
vorgeschlagenen Mechanismus zufolge bildet das Amindo-
norsubstrat eine Schiff-Base mit dem PLP-Kofaktor, gefolgt
vom Auftreten eines Chinoidmolekiils infolge einer voraus-
gegangenen Deprotonierung. Eine darauffolgende Protonie-
rung und Hydrolysereaktion fithren zu Pyridoxamin-5'-
phosphat (PMP) sowie zum entsprechenden Keton. Die
Enantiospezifitét resultiert vermutlich aus einer nicht bevor-
zugten Koordination eines der Enantiomere (Abbildung 6).
Diese Enzyme zeigen hohe Selektivitdten, und durch ihre
Anwendung in organischen Losungsmitteln mit Isopropyl-
amin als Amindonor ldsst sich ihr Einsatzgebiet noch erwei-
tern. Die hochste Aktivitdt (99 % Umsatz) wurde bei der
Synthese von enantiomerenreinen Aminen in fer-Butylme-
thylether als organischem Losungsmittel beobachtet. Dar-
tiber hinaus fiithrt die Verwendung von organischem Lo-
sungsmittel zu einer besseren Zugénglichkeit von Isopropyl-
amin, was bei der Bioaminierung fiir eine Reihe von Ketonen
festgestellt wurde.[®!

Eine grof3e Hiirde bei der asymmetrischen Synthese von
chiralen Aminen aus achiralen Ketonen ist das ungiinstige

Angewandte

Reaktionsgleichgewicht. Um die Reaktion in Richtung der
Produkte zu verschieben, ist die Entfernung des Koprodukts,
das bei der Desaminierung des Amindonors gebildet wird,
entscheidend. Es gibt mehrere enzymatische Strategien fiir
die Entfernung des Koprodukts Pyruvat (Alanin als Amin-
donor) und die Veridnderung des thermodynamisch ungiins-
tigen Gleichgewichtes.

Die Decarboxylierung von Pyruvat zu Acetaldehyd und
CO, mit der Pyruvatdecarboxylase (PDC) ist ein einfacher
Prozess der Pyruvatentfernung. Dariiber hinaus wird auch
gerne die Acetolactatsynthase eingesetzt, um zwei Molekiile
Pyruvat in Acetolactat umzuwandeln, das anschliefend zu
Acetoin und CO, zerfillt. Fir diese beiden Methoden wird
ein erheblicher Uberschuss von Alanin als Amindonor be-
notigt, jedoch ist im Unterschied zu anderen Methoden kein
weiteres Kofaktorregenerationssystem notig. Ein weiterer
Vorteil dieser Systeme ist die Bildung von CO, und die damit
verbundene, irreversible Verschiebung des Reaktionsgleich-
gewichtes zugunsten der Produkte.’” Die Reduktion von
Pyruvat durch die Lactatdehydrogenase ist eine ebenfalls
hiufig angewendete Methode. Da die Lactatdehydrogenase
den Kofaktor NADH bendétigt, werden zur Regeneration
entweder die Formiatdehydrogenase und Formiat oder die
Glucosedehydrogenase und Glucose sowie ein Uberschuss an
Alanin eingesetzt.” AuBerdem ist es auch méglich, Alanin
als Amindonor wiederzugewinnen, indem das gebildete
Pyruvat regeneriert wird. Dafiir werden Aminosiduredehy-
drogenasen (oftmals Alanindehydrogenase) verwendet, die
das a-Ketosdaurenebenprodukt reduktiv aminieren. Das dabei
verbrauchte NAD(P)H wird durch Standardregenerations-
systeme wie Formiat und Formiatdehydrogenase (FDH) oder
Glucose und Glucosedehydrogenase (GDH) wiedergewon-
nen.[*

Bei der kinetischen Racematspaltung von racemischen
Aminen wird Pyruvat als Aminakzeptor in stochiometrischen
Mengen benétigt. Hierbei erfordert der Prozess zur Pyruvat-
regenerierung den Finsatz einer Aminosédureoxidase, die die
In-situ-Oxidation des Alaninamindonors in Gegenwart von
molekularem Sauerstoff katalysiert. Dariiber hinaus haben
Wang et al. eine asymmetrische Synthese von Aminen ohne

Enzym-PLP
Schiff-Base

Aldimin

Chinoidintermediat

Ketimin PMP

Abbildung 6. Die Transaminasereaktion ist in zwei Schritte unterteilt: 1) eine oxidative Desaminierung eines Amindonors und 2) eine reduktive
Aminierung eines Aminakzeptors. Im ersten Schritt wird PLP als Trigermolekiil verwendet, um die Amingruppe und Elektronen fiir den zweiten
Schritt zur Verfiigung zu stellen. Eine Protonenumlagerung mit anschlieBender Hydrolyse wandelt PLP reversibel in PMP um. Die Amingruppe
wird nachfolgend auf den Aminakzeptor iibertragen, wodurch das PLP regeneriert wird.
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zusitzliche Regeneration des Amindonors fiir unterschiedli-
che w-Transaminasen vorgestellt. Dabei wurde die kommer-
ziell verfiigbare 3-Aminocyclohexa-1,5-diencarbonsiure (42)
als Amindonor eingesetzt (Schema 11). Das erzeugte Keton
43 wird durch die nachfolgende Tautomerisierung zu 3-Hy-
droxybenzoesédure (45) aus der Reaktion entfernt. So konnte
(5)-44 selektiv  hergestellt werden (99%  Umsatz,
>99% ee).

o NH,

sWilen
CO,H

43 ()44

spontane
Tautomerisierung

m -Transaminase

©)k ©\ Puffer pH 8.2
COH  37°C,12h

OH

COH
45

Schema 11. Asymmetrische Synthese chiraler Amine mit einem artifizi-
ellen Amindonor.

3.2. Synthese chiraler Amine

Bislang wurden mehr als 20 S-selektive w-Transaminasen
beschrieben und charakterisiert.!®) Wegen der Tatsache, dass
bisher nur ein Transaminaseenzym mit R-Selektivitdt (aus
Arthrobacter sp.)’" identifiziert und charakterisiert worden
ist, haben Hohne et al. einen computergestiitzten Ansatz
entwickelt, um R-selektive Transaminasen zu identifizieren.
Dies ermoglicht es, arbeits- und screeningintensive, gerichtete
Evolutionsmethoden zu umgehen (Schema 12).7 Diese
Herangehensweise basiert auf der Identifizierung von
Schliisselkriterien des studierten Enzyms durch Struktur-
analysen und anschlieender Entwicklung und Anwendung
eines sequenzbasierten Algorithmus. Auf diese Weise konn-
ten 21 Gensequenzen fiir mutmaBlich R-selektive Transami-
nasen identifiziert werden, von denen 17 Enzyme tatséchlich
die gewiinschte R-Selektivitdt aufwiesen. Aus einer Plattform
von vier Ketonen 46 a-d erwies sich 2-Hexanon (46 a) mit drei
neu identifizierten Transaminasen aus Aspergillus terreus,
Mycobacterium vanbaalenii und Mesorhirobium loti als das
beste Substrat. (R)-2-Aminohexan [(R)-47a] konnte in mo-
deraten Ausbeuten (32-41%) und mit
sehr hohen Enantiomereniiberschiissen
(>99 %) synthetisiert werden.

Erst kiirzlich wurde die Deracemisie-
rung von a-chiralen, primdren Aminen
mit o-Transaminasen beschrieben.[*>"!
Abhingig von der Reihenfolge der
eingesetzten enantiokomplementéiren
Enzyme konnte ein Zugang sowohl zu
den S- als auch zu den R-Produkten er-
moglicht werden. Als Konsequenz daraus
wurde die Deracemisierung von 1-(2,6-
Dimethylphenoxy)-2-propanamin (Mexi-
letin, rac-48), einem oral einsetzbaren

e

rac-48

www.angewandte.de

o-Transaminase

Pyruvat Alanin
é/\()\)l\

Aminoséaureoxidase- 49
Regenerationssystem
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R-selektive o-Transaminase
A. terreus, M. vanbaalenii, M. loti

Puffer pH 7
* 30°C,24h NH;
\/\)J\ / NN
Alanin  Pyruvat
46a (R)-47a
A. terreus 32% Ausbeute >99% ee

M. loti 41% Ausbeute >99% ee
M. vanbaalenii 35% Ausbeute >99% ee

(e}

o o O

Schema 12. Asymmetrische Synthese von R-Aminen mithilfe neu iden-
tifizierter, R-selektiver Transaminasen. Boc = teri-Butyloxycarbonyl.

Antiarrhythmikum, genauer analysiert (Schema 13). Die
Vorschrift fiir diese Deracemisierung basiert auf einem
zweistufigen Eintopfprozess und umfasst eine kinetische
Racematspaltung gepaart mit einem stereoselektiven Ami-
nierungsschritt, die durch stereokomplementédre Transami-
nasen katalysiert wird. Die Synthese von enantiomerenrei-
nem (R)-Mexiletin [(R)-48; >99 % ee] iiber 49 wurde durch
den Einsatz der Transaminasen aus Chromobacterium viola-
ceum (CV-oTA) wie auch ATA-117 mit hohen Umsitzen
(>99%) ermoglicht. Parallel dazu konnte nach 24 h Reakti-
onszeit durch die Kombination der beiden kommerziellen
Transaminasen ATA-117 und ATA-113 das S-Produkt (§)-48
(>99% ee) mit einem ausgezeichnetem Umsatz (98%) er-
halten werden.”

Uberdies ermoglichen w-Transaminasen ohne die Ver-
wendung von Schutzgruppen die regio- und stereoselektive
asymmetrische Monoaminierung von aliphatischen 2,6-Di-
ketonen (Schema 14). Simon et al. haben in diesem Zusam-
menhang die Synthese des natiirlichen Alkaloids (4)-Dihy-
dropinidin [(2S,6R)-53], eines potenziellen FraBschutzmittels
(Erndhrungsblocker) gegen den Fichtenriisselkdfer Hylobius
abietis, beschrieben. Von Dihydropyran-2-on (50) ausgehend
wurde in drei Stufen (25,6R)-53 in einer Ausbeute von 72 %
und mit einem Enantiomereniiberschuss von > 99 % erhalten.
Die Synthese des Dehydropiperidin-Zwischenprodukts 52
wurde iiber das entsprechende 2,6-Diketon 51 mithilfe der w-
Transaminase aus Chromobacterium violaceum mit einem
sehr hohen Umsatz (>99 %) und einer ausgezeichneten Se-
lektivitit (>99 % ee) ermoglicht.l”!

et

(S48

S-selektive NH,
=T il
. o-Transaminase O\)\
" Alanin Pyruvat

(S)-48
98% Umsatz >99% ee

R-selektive

Alanindehydrogenase-
Regenerationssystem

Schema 13. w-Transaminasen-katalysierter Deracemisierungsprozess von Mexiletin zur Her-
stellung des S-Isomers.
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o-Transaminase

Molekularsieb Puffer pH 7.0 ;zci!g rﬁ
—_—
o0 o )K/\/U\/\ N/ H'NtH
Alanin  Pyruvat
50 51 25)-52 (2S.6R)-53

77% Umsatz

Schema 14. Synthese von (25,6R)-53 durch Einsatz einer o-Transaminase.

Amine sind eine vielseitige Gruppe von Verbindungen,
die in der organischen Synthese héufig eingesetzt werden.
Aus diesem Grund ist die Transformation von einfach zu-
ginglichen Alkoholen zu Aminen eine wichtige Reaktion fiir
die Synthese einer Vielzahl organischer Stoffe. Die géngigs-
ten Methoden zur Synthese von Aminen aus Alkoholen sind
reduktive Aminierungen sowie die Umwandlung von Alko-
holen in die entsprechenden Azide und deren anschlieBenden
Reduktion. Alternativ dazu konnen Amine auch iiber eine
artifizielle zweistufige Multienzymkaskade erhalten werden.

Fiir die asymmetrische Aminierung von sekundéren Al-
koholen zu den entsprechenden a-chiralen priméren Aminen
wurde ein artifizielles Multienzymnetzwerk entwickelt und
optimiert. Die Kombination einer Alkoholdehydrogenase mit
einer Transaminase fithrte unter optimierten Reaktionsbe-
dingungen zu hoher Umsetzung (bis zu 91 % ) des Alkohols."!
Ein dhnliches System wurde fiir die Herstellung von Diami-
nen vorgestellt (Schema 15).””) Dabei wurde die thermosta-
bile Alkoholdehydrogenase aus Bacillus stearothermophilus
(ADH-hT) mit der w-Transaminase aus Chromobacterium
violaceum kombiniert, und Diamine wurden mit exzellenten
Umsiitzen erhalten. Hierfiir wurden die Diole 54a,b zu den
entsprechenden Aldehyd-funktionalisierten Zwischenpro-
dukten 55a,b oxidiert, die wiederum mithilfe von Transami-
nasen zu den Aminen 56a,b umgesetzt wurden, aus denen
iiber die Intermediate 57ab die Diamine 58a,b erhalten
wurden. Eine Alanindehydrogenase wurde zur Kofaktorre-
generierung eingesetzt. Im Falle von 1,8-Octandiol (54a)
wurden 98% des Ausgangsmaterials umgewandelt (46 %
Diamin 58a und 52 % Aminoalkohol 56a). Im Unterschied
dazu resultierte die Transformation von 1,10-Decandiol (54b)
in der vollstindigen Bildung des Diaminprodukts (99 %
Diamin 58b, < 1% 56b). Um die Loslichkeit der Diole 54a,b

Alkoholdehydrogenase
ADH-hT
HO /\M;\OH OMOH Transaminase
NAD* NADH @
54a:n=6 55a:n=5 CV-oTA
54b:n=8 55b:n=7
Alanin
Pyruvat
Alanindehydrogenase-
Kofaktorregenerationssystem .
Pyruvat Alanin
H,oN /\(\’)ﬁ\ NH, HoN /\(V)TFO Alkoholdehydrogenase
o-Transaminase L ADH-hT
58a:n=5 CV-0TA S7ain=5
58b:n=7 57b:n=7

Schema 15. Aminierung von Diolen mithilfe einer artifiziellen Multienzymkaskade.
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94% Umsatz
72% Ausbeute >99% ee

>99% Umsatz >99% ee

zu steigern, wurde das wassermischbare Losungsmittel 1,2-
Dimethoxyethan [10% (v/v)] eingesetzt. Die Diaminierung
von 54b wurde zusitzlich dazu im préparativen MalBstab
(174 mg Substrat) durchgefiihrt. Nach 20 h Reaktionszeit
konnte ein Umsatz von 94 % bei einer Ausbeute an isoliertem
Diaminprodukt 58b von 74 % erreicht werden.

Ein biokatalytischer Prozess in Gegenwart von w-Trans-
aminasen wurde zur Herstellung von (S)-Rivastigmin, einem
Alzheimermedikament, entwickelt (Schema 16). Der
Schliisselbaustein fiir die Rivastigminsynthese, das Meth-
oxymethylether-geschiitzte a-Methylbenzylamin 60, wurde
aus dem entsprechenden Acetophenonsubstrat 59 durch eine
enzymkatalysierte, asymmetrische Transaminierung mit ste-
reokomplementiren w-Transaminasen erhalten. Um die
Loslichkeit des Substrats und somit die Reaktionsgeschwin-
digkeit zu steigern, wurden DMSO oder CH,Cl, als Kosol-
ventien [10% (v/v)] verwendet. Mit der w-Transaminase aus
Vibrio fluvialis konnte (S)-60 in 80% Ausbeute (99 %
Umsatz) und mit ausgezeichneter Enantiomerenreinheit
(>99% ee) hergestellt werden. Das entsprechende R-Enan-
tiomer (R)-60 wurde mithilfe des stereokomplementiren
Enzyms ATA-117 in einer moderaten Ausbeute von 56 %
(76 % Umsatz), jedoch mit hohem Enantiomereniiberschuss
von 98% hergestellt. Zudem wurde die MOM-geschiitzte
Aminvorstufe 59 in einem chemoenzymatischen, vierstufigen
Syntheseverfahren eingesetzt. (S)-Rivastigmin [(S)-64]
konnte in diesem Prozess in einer Gesamtausbeute von 71 %
und mit einem Enantiomereniiberschuss von 99 % erhalten
werden.”

In einer Kooperation ist es Merck und Codexis vor
kurzem gelungen, molekulare Modellierung mit gerichteter
Evolution zu kombinieren, um die Spezifitdt und Stabilitét
einer Transaminase deutlich zu verbessern. So konnte ein
etablierter, Rhodium-basierter, chiraler Ka-
talysator in einem industriellen Prozess
durch eine Transaminase ersetzt werden.
Das MafBschneidern der R-selektiven, kom-
merziell verfiigbaren Transaminase ATA-
117 durch Protein-Engineering lieferte ein
Enzym mit gesteigerter Aktivitit fiir die

HaN 077 OH Synthese von Sitagliptin [(R)-66], einem
o Diabeteswirkstoff (Schema 17). Docking-
§§;;Z;§ Studien mit dem Prositagliptinketon-Sub-

strat 65 legten nahe, dass das Enzym nicht in
der Lage sein wiirde, das sterisch an-
spruchsvolle Keton im aktiven Zentrum zu
binden.

Nach elf Runden der Evolution wurde
ein finales Enzym mit insgesamt 27 Muta-
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o-Transaminase
aus Vibrio fluvialis g: %-l(g:c()ﬁ
0 Puffer pH 7.0 NH, RT 24h -
vwomo\@)k 7?»3“' = Y
Alanin Pyruvat
(S)-60

59 80% Ausbeute

99% Umsatz  >99% ee

NaH, THF
RT, 5h
-

| NMe,

(@]
ase e e
[¢]

(S)-64 63
97% Ausbeute 99% ee

Schema 16. Chemoenzymatische asymmetrische Synthese von (S)-Rivastigmin. MOM = Methoxymethyl-

Schutzgruppe.
F o-Transaminasemutante
50% DMSO
o) o F Puffer pH 8.5
45°C,15h
N'N \T/\ N
YN A F iPTNH, Aceton
F3C
65 (R)-66

92% Ausbeute >99% ee

Schema 17. Evolvierter Transaminasekatalysator zur Synthese von Sitagliptin.

tionen erhalten, das eine um vier GroBenordnungen héhere
Aktivitdt als das Wildtypenzym zeigte. Gleichzeitig wurde
eine chemische Prozessentwicklung hinsichtlich der Stabilitét
des Enzyms gegeniiber hohen Konzentrationen an Substrat,
DMSO (Kosolvens) und dem Amindonor Isopropylamin
sowie erhohter Prozesstemperatur durchgefiihrt. Im opti-
mierten finalen Prozess waren 6 gL' der entwickelten
Transaminasevariante ausreichend, um innerhalb von 15h
Reaktionszeit (45°C, 50% DMSO) 200 gL' Prositagliptin-
keton (65) in das enantiomerenreine Sitagliptinprodukt [(R)-
66; Ausbeute 92 %, >99% ee] umzusetzen.!”!

Unter all den Biokatalysatoren zur Synthese von nicht-
natiirlichen a- und $-Aminoséduren sind w-Transaminasen die
bedeutendsten. Enantiomerenreine nichtnatiirliche Amino-
sduren sind sehr wertvolle Wirkstoffe fiir die pharmazeutische
und kosmetische sowie Lebensmittel-, Chemie- und Agrar-
industrie.>*! Zur Herstellung verschiedener Aminosiuren
wurden Transaminasen fiir den Transfer von Aminogruppen

IQH Threonin- I o-Transaminase ((
desaminase
——
H,N” ~CO,H —NH3 07 >COo,H ; :, H,N” ~CO,H
Benzylamin Benzaldehyd
L-67 68 L-69
91% Umsatz
>99% ee

Schema 18. Eintopfverfahren fiir die Umwandlung von L-Threonin zu L-
Homoalanin. Reaktionsbedingungen: 10 mm Substrat, 20 mm Benzyl-
amin, 1 um PLP, Puffer pH 7.0, 37°C, 300 min.

www.angewandte.de
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mit anderen Reaktionen gekop-
pelt. Park et al. kombinierten in
einem FEintopfverfahren die
Threonindesaminase (TD) und
w-Transaminase (w-TA) mitein-

NMe,

(S)-61 ander (Schema 18). In dieser
99% Ausbeute

Enzymkaskade wurde aus L-

OH'RT.2mn  lDreonin (L-67) ﬁper das 2

2) NaHCO;4 Oxobutyratintermediat 68 ein

Zugang zu L-Homoalanin (L-69)
generiert. Bei der Umwandlung
von L-67 zu 68 wurde eine S-
spezifische Threonindesaminase
aus E.coli (ilvA) verwendet.
Daraufhin wurde eine neuartige
w-Transaminase aus Paracoccus
denitrificans (PD1222) fiir die
asymmetrische Synthese von 68
mithilfe von Benzylamin als
Amindonor eingesetzt. Durch diese gekoppelte
Enzymreaktion konnte nach 5 h Reaktionszeit
L-69 mit 91 % Umsatz und >99 % ee erhalten
werden.!

Ein dhnliches System wurde zur simultanen
Herstellung von L-Aminosduren und R-
Aminen aus den entsprechenden a-Ketosduren
und racemischen Aminen durch die Verwen-
dung einer Tyrosin-Aminotransferase und
einer w-Transaminase beschrieben.’”’ Wegen
der breiten Substratspezifitdten von Transami-
nasen konnen diese in der Synthese von anderen industriellen
Synthesebausteinen, wie Aminoalkoholen, eingesetzt
werden. Der stereospezifische Transfer der Amingruppe
mithilfe von Transaminasen kann auch an andere enzymka-
talysierte C-C-Bindungsbildungen gekoppelt werden. In
diesem Zusammenhang wurde eine zweistufige Synthese von
chiralen Aminoalkoholen aus achiralen Ausgangsverbindun-
gen durch Kombination einer Transketolase und einer
Transaminase entwickelt. Mit dieser Eintopfsynthese wurden
der Zugang zu 2-Amino-1,3,4-butantriol und 2-Aminopen-
tan-1,3-diol iiber eine biokatalytische asymmetrische C-C-
Bindungskniipfung sowie der stereospezifische Transfer einer
Aminogruppe auf ein L-Erythrulose- oder ein (35)-Dihydro-
xypentanon-Zwischenprodukt untersucht.®® Aminoalkohole
sind eine wichtige Stoffklasse und werden als chirale Auxi-
liare und Liganden in der organischen und medizinischen
Chemie verwendet. Zuséitzlich dazu haben fluorierte o-
Aminosduren aufgrund ihrer pharmakologischen Wirkung
grof3es Interesse geweckt. In diesem Sinne haben Bea et al.
die asymmetrische Synthese von (R)-Fluoralanin aus 3-Flu-
orpyruvat und (S)-a-Methylbenzylamin als Amindonor mit
der rekombinanten w-Transaminase aus Vibrio fluvialis JS17
untersucht. Um einer etwaigen Produktinhibierung entge-
genzuwirken, wurde bei diesem Ansatz ein extraktives,
zweiphasiges Reaktionssystem zur Synthese von (R)-Fluor-
alanin verwendet. (R)-Fluoralanin wurde mit 70% Umsatz
und einem Enantiomereniiberschuss von >99% gewon-
nen.[®

NMe,

(S)-62
92% Ausbeute
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3-3. Aminosdure-Ammoniak-Lyasen

Anders als Transaminasen bewirken Aminosdure-Am-
moniak-Lyasen eine elektrophile Katalyse ohne Einsatz eines
Metalls oder sonstigen Kofaktors. Ammoniak-Lyasen sind in
der Lage, Kohlenstoff-Stickstoff-Bindungen ohne Hydrolyse-
oder Oxidationsmechanismen zu spalten. Es gibt eine Reihe
von Ammoniak-Lyasen, welche die reversible Bildung von
a,p-ungesittigten Bindungen durch Eliminierung von Am-
moniak aus ihren Aminoséduresubstraten katalysieren. Aro-
matische-Aminosdure-Ammoniak-Lyasen katalysieren die
reversible Desaminierung aromatischer Aminosduren, wie
Phenylalanin, Tyrosin und Histidin, zu ihren achiralen, o,f3-
ungesittigten Carbonsiuren.”**%! Aufierdem konnten zwei
weitere Familienmitglieder, und zwar Aspartat-Ammoniak-
Lyase und 3-Methylaspartat-Ammoniak-Lyase, identifiziert
und charakterisiert werden.® Ammoniak-Lyase-katalysierte
Reaktionen konnen fiir die Synthese von natiirlichen und
nichtnatiirlichen Aminosduren verwendet werden. Dies ge-
lingt entweder durch die Aminierung von o,f-ungesittigten
Carbonsduren oder durch die kinetische Racematspaltung
von Aminosidureracematen (Abbildung 7).

Aromatische-Aminosdure-Ammoniak-Lyasen enthalten
eine elektrophile 4-Methylidenimidazol-5-on(MIO)-Gruppe
zur Substrataktivierung.®”-% MIO wird durch einen sponta-
nen Ringschluss innerhalb einer konservierten Alanin-Serin-
Glycin-Sequenz unter Wasserabspaltung gebildet.’”%! Der
genaue Mechanismus der Ammoniakeliminierung ist seit fast
50 Jahren umstritten. Zuerst wurde ein E,cb-Mechanismus

a) HisWN

Angewandte

R1
R2 J\/COZ_
R1
coy Ammoniak-Lyase
RZ
NH,
NH;

Reversible Desaminierung

R1
R’ -
xCO7
R2 €Oy~ R? J\/
NH *
2

+

Ammoniak-Lyase
NH3

R
+
R2 J\/COZ_
= R!
NH, _
e €Oz
NH.

2

Stereodestruktive Synthese

Abbildung 7. Ammoniak-Lyase-katalysierte stereoselektive Synthese
von Aminoséuren durch zwei unterschiedliche Strategien.

postuliert, der Jahre spéter von der Annahme eines Friedel-
Crafts-Mechanismus abgelost wurde. Hierbei wurde ein
Friedel-Crafts-Angriff der MIO-Gruppe auf die Phenyl-
gruppe der aromatischen Aminosiure L-Phenylalanin postu-
liert (Abbildung 8).*"

Eine aktuelle Arbeit von Bartsch und Bornscheuer iiber
die Phenylalanin-Ammoniak-Lyase aus Petroselinum crispum
liefert auf der Grundlage von Docking-Studien und Mole-

H
-, H
©/<rcoz' @)Q‘/CO[
H <
“H . 2
= _ N? NZ H

Co, i H e
‘/‘NH2 N0
WO) >
pi
E,cb-Mechanismus

b)

Friedel-Crafts-Mechanismus

N NH3
H l) N P +
N _
o, o
Tyr
§

d o)

H
= CO,~ N N
W\( qu / I\ ?5
P’\O_

Abbildung 8. Die beiden postulierten Mechanismen fiir MIO-abhingige Ammoniak-Lyasen: a) E;cb-Mechanismus, mit einem elektrophilen Angriff
der MIO-Gruppe auf die Aminogruppe des Substrats; b) Friedel-Crafts-Mechanismus, eingeleitet durch einen elektrophilen Angriff von MIO auf
den aromatischen Ring. Insgesamt fiihren beide Mechanismen zur Aktivierung und einer darauffolgenden Abstraktion des B-Protons, gefolgt von
einer Ammoniakeliminierung und der Regeneration der MIO-Gruppe. Histidin (E,cb-Mechanismus) oder Tyrosin (Friedel-Crafts-Mechanismus)

fungieren als katalytische Basen, um das Proton von C3 zu abstrahieren.
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kiildynamiksimulationen neue Erkenntnisse zum
Mechanismus dieses Enzyms: Anscheinend konnen
beide Mechanismen — der Friedel-Crafts- ebenso wie
der E,cb-Mechanismus — bei der Desaminierung
aromatischer Aminosuren auftreten.!)

Die  Phenylalanin-Ammoniak-Lyase  (PAL,
EC 4.3.1.5) ist ein wichtiges Pflanzenenzym, das die
Umwandlung von L-Phenylalanin in trans-Zimtsdure
katalysiert. trans-Zimtsdure ist eine Vorstufe fiir
verschiedene Phenylpropanoide wie Lignine, Flavo-
noide und Cumarine. Zahlreiche PALs wurden aus
Mikroorganismen isoliert, besonders aus Hefen, mit
vielen Beispielen aus den rot pigmentierten Hefen
der Rhodotorula-Spezies."” PAL ist fiir L-Phenyl-
alanin spezifisch, jedoch wird auch L-Tyrosin in ge-
ringerem MaBe als Substrat akzeptiert.”” PAL-
Enzyme wurden genutzt, um unterschiedliche Phe-
nylring-substituierte, polycyclisch-aromatische sowie
heterocyclische L-Arylalanine sowie den L-Phenyl-
alaninmethylester durch Addition von Ammoniak an
die entsprechende Doppelbindung umzusetzen.”!

Ein weiteres Mitglied der Ammoniak-Lyasefa-

milie, die Aspartat-Ammoniak-Lyase (EC4.3.1.1), auch als
Aspartase bezeichnet, spielt eine wichtige Rolle beim bak-
teriellen Stickstoffmetabolismus. Dieses Enzym katalysiert
unter Freisetzung von Ammoniak die reversible Umwand-
lung von L-Aspartat zu Fumarat. Die Aspartat-Ammoniak-
Lyase ist eines der spezifischsten Enzyme, die bis dato be-
schrieben worden sind. Dies wird daran deutlich, dass bei der

B. Hauer et al.

a) Ser
MEO__\
o Gng
(6] -
oS
(5 H NHg*
Aspartat-Ammoniak-Lyase _ R 0O =NHz*NH;  _ RO
O ho s oy N
(O_ H NHz* +NH4*/NH; 0

R =H (Fumarat)

H, R = H (L-Aspartat)
R = CH3 (Methylfumarat)

R = CHj (L-3-Methylaspartat)

b) Lys /ﬁ\
N2

Methylaspartat-Ammoniak-Lyase

Abbildung 9. Vorgeschlagener Reaktionsmechanismus der a) Aspartat- und

b) Methylaspartat-Ammoniak-Lyasen. Eine Base (Serin oder Lysin) im aktiven
Zentrum deprotoniert das Substrat an der C3-Position. Es bildet sich ein Enolat-
intermediat, das durch Aminosiurereste oder im Fall von MAL durch ein Mg**-
lon stabilisiert wird. Im nichsten Schritt fithrt die Abspaltung von Ammoniak zu
Bildung des (Methyl-) Fumaratintermediats.

Ammoniak-Lyasen werden als Biokatalysatoren zur
Herstellung von enantiomerenreinen Aminosduren einge-
setzt. Obwohl die Aspartat-Ammoniak-Lyase eine sehr hohe
Spezifitdt gegeniiber Aspartat als Substrat zeigt, konnten
Weiner et al. zeigen, dass Ammoniak als Nukleophil durch
verschiedene Amine 71a-d substituiert werden kann
(Schema 19). Hierbei wurden die stereoselektiven Aminie-

Desaminierungsreaktion L-Aspartat durch kein anderes
Substrat ersetzt werden kann. Die hohe Selektivitit der As-

partat-Ammoniak-Lyase gegeniiber dem natiirlichen Substrat
limitiert die praktischen Anwendungsméglichkeiten dieses
Enzyms. Trotzdem wird die Aspartase-katalysierte Umkehr-
reaktion — die Aminierung von Fumarat — kommerziell bei
der industriellen Produktion des kiinstlichen SiiB3stoffes As-
partam (N-L-a-Aspartyl-L-phenylalanin-1-methylester) ein-
gesetzt.’¥ Ein Uberschuss an Ammoniak ist notig, um das
Gleichgewicht von Fumarat zu L-Aspartat zu verschieben.

Aspartat-
Ammoniak-Lyase

. COsH N
HO,C X2 HOZC)\/COzH

Puffer pH 7.0 oder 8.0 in D,O
RT, 30 min bis 7 Tage

70 Nukleophile
71a: H,NOH
71b: MeONH,
71c: H,NNH,
71d: MeNH,

(S)-72a: Ho,NOH
80% Ausbeute 97% ee
30 min, pH 8

(S)-72b: MeONH,
11% Ausbeute 99% ee
7 Tage.pH 8

Dariiber hinaus ist die 3-Methylaspartat-Ammoniak-Lyase

(MAL, EC4.3.1.2) zu erwdhnen, da sie eine breitere Sub-
stratspezifitdt als Aspartase aufweist. MALs wurden in

(S)-72c: HoNNH,
99% Ausbeute 99% ee
1Tag.pH8

mehreren anaeroben Enterobakterien identifiziert. Die na-

tiirliche Funktion der MAL ist die reversible Ammoniakeli-
minierung von L-threo-3-Methylaspartat und L-erythro-3-
Methylaspartat zu trans-Methylfumarat. Fiir die Umkehrre-
aktion wurde eine Vielzahl an substituierten Aminen und

(S)-72d: MeNH,
95% Ausbeute 99% ee
7Tage.pH8

Schema 19. Biokatalytische Synthese von N-substituierten Aspartaten
mit Aspartat-Ammoniak-Lyase.

Fumaraten eingesetzt, wobei substituierte Methylasparte er-

halten wurden.® Fiir beide Ammoniak-Lyasen wurde ein
allgemeiner Sdure-Base-Reaktionsmechanismus mit einem
Enolatintermediat vorgeschlagen (Abbildung 9). Im Fall der
Aspartase sind die Carboxylat-Sauerstoffatome an Wasser-
stoffbriicken-Netzwerken mit Serin- und Threonin- (C1-
Carboxylatgruppe) oder Threonin-, Lysin- und Asparagin-
Aminosdureresten (C4-Carboxylatgruppe) beteiligt. Bei der
MAL unterstiitzen Glutamin und Histidin ein Mg**-Ion bei
der Koordination durch die Cl-Carboxylatgruppe, wihrend
ein Threonin, das Cystein und Glutamin an die C4-

Carboxylatgruppe koordinieren.!
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rungen von Fumarat mit kleinen Aminnukleophilen wie
Hydroxylamin (71a), Hydrazin (71¢), Methoxylamin (71b)
und Methylamin (71d) per 'H-NMR-Spektroskopie in Phos-
phatpuffer/D,0O nachgewiesen. Somit konnte gezeigt werden,
dass die thermostabile Ammoniak-Lyase aus Bacillus sp.
YMS55-1 in der Lage ist, die Nukleophile 71a wie auch 71¢ zu
akzeptieren. Fumarat (200 mM) wurde in Puffer innerhalb
von 30 min bzw. 24 h Inkubationszeit vollstindig umgesetzt.
Im Unterschied dazu wurden 71b und 71d nach sieben Tagen
Inkubationszeit in Ausbeuten von 11 bzw. 95% zu den ent-
sprechenden N-substituierten Aspartaten umgesetzt."*
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Methylaspartat-Ammoniak-Lyase (MAL) aus Clostridi-
um tetanomorphum ist in der Lage, die stereo- und regiose-
lektive Addition von Ammoniak an Derivate von 2-Methyl-
fumarat zu katalysieren, was zur Bildung von verschiedenen
3-Alkyl- und 3-Halogen-substituierten Aspartaten fiihrt.”
Dariiber hinaus konnten auch geringe Aktivitdten mit klei-
nen, substituierten Aminen und Fumaratsubstraten beob-
achtet werden.’”! Unlingst wurde ein strukturbasiertes En-
gineering dieser Lyase beschrieben. Somit konnten unter-
schiedliche Aspartatderivate aus substituierten Amin- und
Fumaratsubstraten synthetisiert werden.”

Strukturelle Determinanten in Bezug auf Aktivitdt und
Stereospezifitit der MAL aus Clostridium tetanomorphum
wurden durch ortsgerichtete Mutagenese studiert. Hierfiir
wurde die Struktur der verwandten MAL aus Clostridium
amalonaticus dazu herangezogen, drei Aminosduren der ak-
tiven Tasche aus diesem Enzym fiir diesen Mutageneseansatz
zu identifizieren. Diese drei Aminosduren sind wichtig fiir die
Aktivitdt und Stereoselektivitit von MAL-katalysierten Re-
aktionen. Dies hat Raj et al. dazu angeregt, durch struktur-
basierte Mutagenese die Diastereoselektivitit der 3-Me-
thylaspartat-Ammoniak-Lyase zu modifizieren (Schema 20).

Methylaspartat

_ CO,~ Ammoniak Lyase “NH;3 “NH;3
OQC%( e N CJ\/COZ‘
buffer pH 9.0 2 :
400 MM NH,CI
30°C
73 (25,35)-74 (2S,3R)-74

Schema 20. Von Methylaspartat-Ammoniak-Lyase katalysierte Aminie-
rung von Methylfumarat.

MAL katalysiert reversibel die schnelle anti- und die viel
langsamere syn-Addition von Ammoniak an 2-Methylfuma-
rat (73) zu den Produkten (2S5,35)-3-Methylaspartat [(2S5,35)-
74] und (2S3R)-3-Methylaspartat [(25,35)-74]. Hierbei
konnte gezeigt werden, dass die generierten Mutanten bei der
Aminierung von Methylfumarat alleinig (25,35)-74 produ-
zieren. Das andere Diastereomer konnte nicht detektiert
werden.”!

Kiirzlich haben Lange etal. einen Syntheseweg be-
schrieben, der Biokatalyse mit Ammoniak-Lyasen und ho-
mogene Katalyse zur Bildung der enantiomerenreinen (§)-2-
Indolincarbonséure [(S)-77], eines Schliisselintermediats fiir
ACE-Inhibitoren, vereinigt (Schema 21; ACE = Angiotensin-
konvertierendes Enzym). Herkommlicherweise erfolgt die
Herstellung dieser Verbindung durch Synthese der racemi-
schen Vorstufe iiber Fischer-Indolsynthese, gefolgt von einer
klassischen oder enzymatischen Racematspaltung. In diesem

CuCl
Phenylalanin- (0.01-4 mol%)
X COH Ammoniak-Lyase COH H,0, 95°C, 22°h
e NH —— CO.H
R wassrige NH; pH 11 R 2 N
30°C,85h

L-76a: R=Cl

75a:R=Cl 91% Ausbeute 99% ee

75b: R = Br
L-76b: R = Br

Schema 21. Chemoenzymatische asymmetrische Synthese von (S)-2-Indolincar-

bonsiure.
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95% Ausbeute
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neuen Syntheseweg wurde eine enantioselektive, PAL-kata-
lysierte (DSMPALO1, Rhodotorula glutinis) Addition von
Ammoniak an die o-substituierten Zimtsdurederivate 75a,b
mit einer Kupfer-katalysierten Ringschlussreaktion der L-o-
Halogenphenylalanine L-76a,b gekoppelt. Ammoniak wurde
als wissrige Losung [13 % (v/v)] im Uberschuss eingesetzt. In
den Cyclisierungsreaktionen konnte das Produkt (S5)-77 in
exzellenter Ausbeute (95%) wund Enantioselektivitit
(99 % ee) hergestellt werden. Optimierte Bedingungen zum
Ringschluss beider halogenierter Phenylalanine L-76a,b, in-
klusive eines weiteren Kristallisationsschrittes, ermoglichten
es letztlich, (S)-2-Indolincarbonsdure [(S)-77] nach einem
zusitzlich Kristallisationsschritt in einer Gesamtausbeute von
60% und mit einem Enantiomereniiberschuss von 99 % ee
herzustellen.'™!

3.4. Aminomutasen

Aminomutasen sind eine Unterfamilie der MIO-enthal-
tenden Enzyme, deren katalytische Eigenschaften in den
letzten Jahren grofles Interesse geweckt haben. Sie sind Be-
standteil der Biosynthese von -Aminosduren in strukturell
unterschiedlichsten Naturstoffen und dariiber hinaus wichtige
Bausteine in der pharmazeutischen Industrie.'® Die Phe-
nylalanin-Aminomutase ist in der Lage, aromatische [3-Ami-
nosduren durch eine stereospezifische Isomerisierung von o.-
Aminoséduren oder a-Phenylalanine herzustellen.

Die groe Sequenzhomologie zwischen Aminomutasen
und Ammoniak-Lyasen l4sst darauf schlie3en, dass sich beide
Enzyme mechanistisch dhneln und dass sich erstgenannte
eventuell aus den letztgenannten entwickelt haben.'"” Diese
Annahme wird von der Tatsache gestiitzt, dass Aminomuta-
sen die 1,4-konjugierte Readdition des Amins an das Zimt-
sdureintermediat katalysieren konnen. Diese Reaktion ist
reversibel.['"]

Kiirzlich wurde ein Mechanismus fiir Aminomutasen
vorgeschlagen. Die schrittweise Isomerisierung des Substrats
erfolgt im ersten Schritt durch eine heterolytische Abspaltung
des migrierenden Protons und der Aminogruppe (Abbil-
dung 10). Durch die Rotation des Zimtsdureintermediats im
aktiven Zentrum wird die Anlagerung der Aminogruppe auf
der gegeniiberliegenden Seite ermoglicht. Die Carboxylat-
Sauerstoffatome bilden im aktiven Zentrum der Phenylala-
nin-Aminomutase zahlreiche Wasserstoffbriicken mit Ami-
nosiuren.!'"

Enantiomerenreine [3-Aminoséduren, die im Unterschied
zu a-Aminoséduren nicht sehr héufig in der Natur zu finden
sind, stellen wertvolle Bausteine fiir die Synthese
von Peptidmimetika und bioaktiven Molekiilen dar.
In diesem Zusammenhang haben Wu etal. die
enantiomerenreine Synthese von nichtnatiirlichen
o- und B-Aminosduren mithilfe der Phenylalanin-
Aminomutase (PAM) erforscht. PAM hat ein brei-
tes Substratspektrum und katalysiert die Umwand-
lung von a-Phenylalanin in $-Phenylalanin mit ex-
zellenten Enantiomereniiberschiissen (> 99 %). Die
Addition von Ammoniak an das Zimtsdureinter-
mediat resultiert normalerweise in einem 1:1-Ver-
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Abbildung 10. Reaktionsmechanismus der Aminomutase. Das Substrat bindet
passend fiir die Abspaltung des Protons und des Amins in das aktive Zentrum.
Nach der Deprotonierung des Substrats durch eine Tyrosinbase sowie dem nu-
kleophilen Angriff des Amins auf die MIO-Gruppe erfolgen die Abspaltung von
MIO-NH, und die Bildung der Zimtsiure. Nach Rotation des Zimtsiureintermedi-
ats wird die Aminogruppe in 3-Position angelagert und das Substrat in a-Position
protoniert, wodurch durch die 3-Aminoséure in R-Konfiguration gebildet wird.

héltnis von o- zu 3-Phenylalanin mit ausgezeichneter Enan-
tioselektivitit fiir beide Isomere (>99 % ee). Die besten Er-
gebnisse fiir die Synthese von 3-Aminosiduren wurden erzielt,
wenn Zimtsdurederivate mit einem Methyl- oder Methoxy-
substituenten an der p-Position verwendet wurden (nur 4-
14% des a-Produkts konnten beobachtet werden). Dagegen
fiihrten Zimtsduresubstrate mit einer Nitrosubstitution am
aromatischen Ring zur Addition der Aminogruppe an der o-
Position (98-proz. Bildung des a-Produkts). Die Absolut-
konfiguration des Produkts konnte mit L fiir a-Phenylalanin
und R fiir B-Phenylalanin bestimmt werden."!

Wie erwihnt, ist die Bildung eines Produktgemisches aus
o- und B-Aminoséduren bei der asymmetrischen Addition von
Ammoniak ein groBer Nachteil beim Einsatz von Ami-
nomutasen. Fiir die Trennung von Gemischen aus a- und f3-
Phenylalaninen wurde eine Isomeren-selektive Fliissig-fliis-
sig-Extraktion (ILLE) mit [PdCl,(PPh;),] beschrieben.
Dieser Fliissigextraktionsschritt ist eine Verfeinerung der
Enantiomeren-selektiven Fliissig-fliissig-Extraktion (ELLE).
Bei dieser Extraktion wird der enantiomerenreine Wirt (host)
als Extraktionsmittel genutzt, sodass eine enantiospezifische
und reversible Reaktion mit dem racemischen Substrat er-
moglicht wird."® Durch den
Einsatz dieser Methoden
konnte ein optimiertes Ex-
traktionssystem fiir die Auf-
reinigung von (-Phenylalanin
aus einem Reaktionsgemisch
der PAM-katalysierten, enan-
tioselektiven Addition von
Ammoniak an frans-Zimtsiu-
re erhalten werden."™ Des
Weiteren haben Wu et al. die
Phenylalanin-Aminomutase
aus Taxus chinensis durch
Struktur- und Mechanismus-
basiertes Protein-Engineering
in eine selektive B-Lyase um-
gewandelt. Damit wurde die

rac-78a: R=Cl
rac-78b: R = MeO
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Synthese von beinahe reinem (R)-B-Phenylalanin
und seinen Derivaten durch die asymmetrische
Aminierung von Zimtsiure erreicht.!'"’]

Zur Herstellung von S-f-Phenylalaninen wurde
kiirzlich eine PAM-PAL-basierte Kaskade ausge-
hend von aromatischen B-Aminosdureracematen
beschrieben. Wu etal. haben einen solchen
biokatalytischen Prozess entwickelt, um enan-
tiomerenreines  (S)-pf-Phenylalanin  herzustellen
(Schema 22). Hierbei katalysierte im ersten Schritt
PAM aus Taxus chinensis die stereoselektive Iso-
merisierung von (R)-B-Phenylalaninen (R)-78a,b zu
den jeweiligen L-Phenylalaninprodukten L-79a.b.
Die Isomerisierung wurde mit der Abspaltung der
Aminogruppe von den o-Aminosduren verkniipft.
Diese von PAL (Rhodosporidium toruloides) kata-
lysierte Umsetzung fithrte zur Bildung der Zimt-
sduren 80a,b. Unter Anwendung dieser biokataly-
tischen Tandemreaktion konnten nach einer Reak-
tionszeit von 48 h die (S)-p-Phenylalanine (S)-78a,b
mit exzellenten Enantiomereniiberschiissen (>99% ee) in
quantitativen Ausbeuten produziert werden.*!

Dariiber hinaus konnte PAM in dynamisch-kinetischen
Racematspaltungen mit einer Vielfalt von substituierten o-
Arylalaninen 8la-e zur Synthese von (R)-f-Arylalaninen
(R)-82a—e eingesetzt werden (Schema 23). Hierfiir wurde die
Aminomutase-katalysierte Isomerisierung an einen Alanin-
Racemase-katalysierten Epimerisierungsschritt gekoppelt.
Eine PAM aus Pflanzen der Familie der Eibengewéchse
(Taxus) wurde hierbei fiir die stereospezifische Isomerisie-
rung von L-Arylalaninen L-81a-e zu (R)-B-Arylalaninen (R)-
82a-e genutzt. Um dem unvorteilhaften Gleichgewicht der
Aminomutasereaktion sowie der damit verbundenen Anrei-
cherung der D-Arylalaninisomere D-81la-e entgegenzuwir-
ken, wurde der Katalyseschritt der Aminomutase an eine
Racemisierung der a-Phenylalanine gekoppelt. Hierfiir
wurde eine Pyridoxal-5'-phosphat-abhéngige Alanin-Race-
mase aus Pseudomonas putida KT2440 genutzt. Durch die
Kombination dieser beiden Enzyme konnten enantiomeren-
reine (R)-f-Arylalanine aus den entsprechenden o-Arylala-
ninracematen D,L-81a-e mit hohen Enantiomereniiber-
schiissen (>99% ee) generiert werden. Eine Reihe von

NH,

/@/'\/C%H
R

(S)-78a: R=Cl
51% Umsatz

R-selektive Phenylalanin-
NH, Aminomutase (0.03 Mol-%)

O)\/COQH
R

(S)-78b: R = MeO
52% Umsatz
+

Phenylalanin-Ammoniak-
Lyase (0.002 Mol-%)

- =

/@/YcozH
R NH,

L-79a: R =ClI
L-79b: R = MeO

/@/\/C%H
R

80a: R=ClI
80b: R = MeO

Schema 22. Biokatalytischer Prozess fiir die Bereitstellung von enantiomerenreinen -Phenylalaninderiva-
ten. Konditionen fiir die biokatalytische Tandemreaktion: Puffer pH 8.8, 3% Glycerin, 27°C, 48 h.
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den darauffolgenden Angriff eines Nukleophils,

COH Alanin- COH Phenylalanin- NH,
@N 21 _Racemase N\ 2 Aminomutase _COH das in einer Halogenidbindetasche gebunden
NH NH ; ;
R 2 7 2 R'/ _ vorliegt (Abbildung 11c).
D-81a:R=H L-81a:R=H (R)-82a:R=H
D-81b:R=0F L-81b: R = 0-F (R)}-82b:R = o-F .
D-81c:R=m-F L-81c:R=m-F (R)-82c:R=m-F 4.1. Epoxidhydrolasen
Q/V coan <\OJ/V 0N Epoxidhydrolasen sind ubiquitir und kénnen
NHy NH; dementsprechend in einer Vielzahl von Orga-
p-81d D-8le nismen gefunden werden."") Wihrend anfing-

Schema 23. Dynamisch-kinetische Racematspaltung von a-Arylalaninen zur Bildung
von enantiomerenreinen B-Arylalaninen. Reaktionsbedingungen: Puffer pH 8.0, 5%

Glycerin, 31°C, 20 h.

nichtnatiirlichen o- und m-substituierten a-Arylalaninen L-
81a—c und p-heterocyclischen a-Alaninen L-81d-81e wurde
in dieser gekoppelten Racemase-Aminomutase-Reaktion
eingesetzt.'® Hierbei konnten hohere Umsitze (419 Mol-
%) als bei der herkémmlichen kinetischen Racematspaltung
festgestellt werden.

4. Biokatalyse als Alternative zur Generierung chira-
ler Epoxide und Epoxidringéffnungsprodukte

Die chirale Herstellung von Epoxiden durch chemische
Synthese erfordert teure Katalysatoren und resultiert oftmals
in Produkten mit moderaten Enantiomereniiberschiissen. In
der letzten Dekade wurden Biokatalysatoren zu interessanten
Synthesehilfsmitteln fiir die kinetische Racematspaltung von
Epoxiden sowie fiir die stereoselektive Ringoffnungsreaktion
von Epoxidverbindungen entwickelt.'"*"l Dies fiihrte zu
zahlreichen Patentanmeldungen bei BASF, DSM und Co-
dexis.'"! Epoxidhydrolasen (EHs) katalysieren die enantio-
selektive Hydrolyse von Epoxiden und konnen daher in der
Synthese von chiralen Epoxiden und 1,2-Diolen eingesetzt
werden. Halohydrin-Dehalogenasen (HHDH) katalysieren
die Transformation vicinaler Halohydrine in die jeweiligen
Epoxide. Zusitzlich dazu konnen HDHH-Enzyme auch fiir
die stereoselektive Ringodffnung von Epoxiden mit unter-
schiedlichsten Nukleophilen genutzt werden. Hierbei nutzen
EH und HHDH verschiedene Reaktionsmechanismen. Die
meisten EHs enthalten das Strukturmotiv der a/f3-Hydrolasen
mit ihrer katalytischen Triade. Teil dieser Triade ist ein nu-
kleophiles Aspartat, das den regioselektiven Angriff auf eines
der beiden Kohlenstoffatome des Oxiranrings durchfiihrt.
Dabei bildet sich eine kovalente Zwischenstufe, deren Es-
terbindung hydrolysiert wird (Abbildung 11a). Im Unter-
schied zu den Reaktionen der klassischen Epoxidhydrolasen,
die iiber einen zweistufigen Mechanismus unter Bildung eines
kovalenten Enzym-Substrat-Komplexes ablaufen, hydroly-
siert Limonen-1,2-Epoxidhydrolase (LEH) ihre Substrate in
einem einzigen Schritt.""¥ Hierbei katalysiert die LEH aus
Rhodococcus erythropolis die direkte Hydrolyse des Epoxids
durch die Aktivierung eines Wassermolekiils im aktiven
Zentrum des Enzyms (Abbildung 11b). Dem gegeniiber
umfasst der fir HHDH vorgeschlagene Mechanismus die
Aktivierung des Epoxids durch Wasserstoffbriicken sowie
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lich hauptsichlich Enzyme aus Sdugetieren un-
tersucht wurden, riickten in den 1990er Jahren
mikrobielle Epoxidhydrolasen in den Fokus.
Obwohl EHs auf Wasser als Nukleophil be-
schrinkt sind, haben sie in der organischen
Synthese dennoch grof3es Interesse auf sich gezogen. Mithilfe
dieser Enzyme konnen chirale Epoxide durch kinetische
Racematspaltungen der racemischen Substrate hergestellt
und 1,2-Diole in enantiokonvergenten Prozessen aus race-
mischen Epoxiden synthetisiert werden. Zunichst be-
schrinkten sich biokatalytische Studien oft auf monosubsti-
tuierte Epoxide, wie Derivate von Styroloxid sowie ver-
schiedene Arylglycidolether. Studien zur Transformation von
disubstituierten Epoxiden haben in den letzten Jahren zu
einer deutlichen Verbreiterung des Anwendungsspektrums
dieser Enzyme gefiihrt. Die Prozesse mit diesen Kofaktor-
unabhingigen Enzymen zeichnen sich durch kurze Reakti-
onszeiten, hohe Enantiomerenreinheiten und Substratkon-
zentrationen aus.

Faber et al. haben kinetische Racematspaltungen einer
Vielzahl von 2,2-disubstituierten Epoxiden mit Epoxidhy-
drolasen aus verschiedenen Mikroorganismen untersucht.'”
Viele dieser 2,2-disubstituierten Substrate tragen eine Me-
thylgruppe. Nach diesen ersten Erfolgen haben weitere Stu-
dien gezeigt, dass auch sterisch anspruchsvollere Substrate fiir
die kinetischen Racematspaltungen verwendet werden
konnen. Zusammen mit den gut etablierten monosubstitu-
ierten Verbindungen ermoglichen diese die enantioselektive
Synthese verschiedener endstdndiger Epoxide, der wohl
niitzlichsten Untergruppe dieser Verbindungsklasse. Das
trans-Spiroepoxid rac-83 ist ein wichtiger Baustein fiir die
Synthese von pharmakologisch interessanten 11-Heteroste-
roiden. Die kinetische Racematspaltung des Epoxidsubstrats
gelang durch Verwendung zweier enantiokomplementirer
Enzyme, und zwar der Epoxidhydrolase aus Aspergillus niger
(AnEH) und der Limonen-1,2-Epoxidhydrolase (LEH).M
AnEH ermoglicht den Zugang zum Epoxid (R,R)-83 mit
hoher Enantioselektivitit (99 % ee), wihrend LEH mit ver-
gleichbarer Selektivitit (98 % ee) das Epoxid (S,S)-83 auflost.
Priparative Umsetzungen (1-g-MaBstab) mit hohen Sub-
stratkonzentrationen (100 gL™' AnEH oder 8 gL' LEH)
zeigten gute Ausbeuten (Schema 24).

Des Weiteren haben Monfort etal. einen effizienten
Prozess zur Herstellung des enantiomerenreinen Antimyko-
tikum-Schliisselbausteins D0870 der Azolklasse beschrie-
ben.'""! Die kommerziell verfiigbare AnEH wurde in diesem
Prozess fiir die kinetische Racematspaltung des 2,2-disubsti-
tuierten Epoxids rac-86 mit einer Substratkonzentration von
500 gL™" in einem Wasser/DMSO-Zweiphasensystem einge-
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Abbildung 11. a) Der vorgeschlagene Reaktionsmechanismus fiir Epoxidhydrolasen umfasst die Polarisierung des Epoxids durch zwei Tyrosinreste
(Bildung von Wasserstoffbriicken mit dem Epoxidsauerstoffatom), den nukleophilen Angriff des Aspartats gewshnlich am sterisch weniger gehin-
derten Kohlenstoffatom sowie die Hydrolyse des Enzym-Substrat-Esterintermediats. b) Im Unterschied dazu lduft der Mechanismus der Limonen-
1,2-Epoxidhydrolasen ohne die Bildung eines kovalenten Enzym-Substrat-Intermediats ab. Bei diesem Mechanismus positionieren Tyrosin und
Asparagin ein Wassermolekiil in einer fiir den Epoxidangriff giinstigen Position. Es wird angenommen, dass eine Aspartat-Arginin-Aspartat-Triade
an der Protonierung und Deprotonierung wihrend der Reaktion beteiligt ist. Ein Aspartat der Triade gibt ein Proton an den Oxiranring des Sub-
strats ab, wihrend das andere Aspartat das Wasser deprotoniert und so den nukleophilen Angriff erméglicht. Das Arginin der Triade positioniert
die beiden Aspartat-Carboxylate und unterstiitzt dariiber hinaus die Stabilisierung der Ladung. c) In der Katalyse der Halohydrin-Dehalogenasen
sind die Aminosauren Serin, Tyrosin sowie Arginin involviert, die an der Aktivierung des Epoxids beteiligt sind. Dies erméglicht die Ring6ffnung
tiber ein Halogenid. Das konservierte Serin erméglicht die korrekte Positionierung des Substrats. Das Arginin hingegen spielt eine bedeutende

Rolle bei der Absenkung des pK,-Wertes des katalytisch aktiven Tyrosins.

setzt (Schema 25). Nach etwas weniger als fiinf Stunden Re-
aktionszeit konnten unter diesen préparativen Bedingungen
die Produkte erhalten werden. Sowohl das nichtreagierende
Epoxid (5)-86 (41.5% Ausbeute, 99.9 % ee) als auch das Diol
(R)-87 (43.5% Ausbeute, 94.5% ee) wurden in nahezu
enantiomerenreiner Form und moderaten Ausbeuten isoliert.
Als Erginzung wurde dariiber hinaus noch die chemische
Cyclisierung des Diols (R)-87 zum Epoxid (S)-86 beschrie-
ben, womit die Gesamtsynthese einen enantiokonvergenten
Prozess darstellt.

Die asymmetrische biokatalytische Hydrolyse von 1,2-
disubstituierten Epoxiden ist ein hdufiger Syntheseschritt zur
Generierung der entsprechenden 1,2-Diole (Schema 26).
Auch wenn meso-Epoxide nur eine sehr kleine Untergruppe
cis-disubstituierter Epoxide darstellen, ist ihre Desymmetri-
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sierung ein interessanter Weg zur Generierung von trans-
Diolen in hohen Ausbeuten (100% theoretische Ausbeute).
Ein bedeutender Schritt bei der enzymatischen Hydrolyse der
meso-Epoxide meso-88a—i wurde 2004 von Forschern der
Firma Diversa gemacht.""® Ein auf Sequenzen und Aktivi-
titen basierendes Screening von DNA-Datenbanken ver-
schiedener Umweltproben fiihrte zur Identifizierung von
mehr als 50 neuen mikrobiellen Epoxidhydrolasen. Fiir drei
dieser Epoxidhydrolasen (BD10721, BD9883, BDS8877)
konnte nachgewiesen werden, dass sie die Bildung der R,R-
Diole (R,R)-89a-i aus unterschiedlichsten heterocyclischen,
acyclischen sowie sperrigen meso-Epoxiden 88a-i katalysie-
ren. (R,R)-89a-i wurden mit hohen Enantiomereniiber-
schiissen und Umsatzraten gebildet. Aulerdem konnten das
Synthesepotenzial und die einfache Durchfiihrbarkeit anhand
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L Limonen-1,2-Epoxidhydrolase

rac-83 Puffer pH 7.0
27°C,2h
o HO OH
a + I,
A~ O

(S,9)-83 (RR)-84
25% Ausbeute 98% ee 54% Ausbeute 54% ee

HO OH HO
+ 7 ( 7"“\\ +
/\&/\

(S,S)-84
9 9 (S)-85
63% Ausbeute 47% ee 7% Ausbeute 70% e

Epoxidhydrolase
H,O/Isooctan 90:10
27°C,1h
o]
O

(R R)-83
26% Ausbeute 99% ee

Schema 24. Kinetische Racematspaltung des trans-Spiroepoxids rac-83
mit der Epoxidhydrolase AnEH und der Limonen-1,2-Epoxidhydrolase.

1) NaH/THF, 0°C, 2 h
2) PPhj, CCly, Riickfluss, 7 h

A.-niger- F F
0 Epoxidhydrolase ) o] OH
_— 0, \[ \ +

reines H,O 3
Fg 5% DMSO F %N F X OH
27°C,4 h45 min
(S)-86 (R)-87
rac-86 41.5% Ausbeute 43.5% Ausbeute
99.9% ee 94.5% ee

Schema 25. Kinetische Racematspaltung von rac-86 mit der kiuflichen
Epoxidhydrolase aus Aspergillus niger.

OH
(e} Epoxidhydrolase R
R R R
Puffer pH 7.5 OH
5% (v/v) CH;CN
22°C,40 h

meso-88a: R = CgHs
meso-88b: R = m-CICgH,
meso-88c: R = p-CICgH,y
meso-88d: R = o-Pyridyl
meso-88e: R = m-Pyridyl
meso-88f: R = p-Pyridyl

(R,R)-89a: R = CgHs5
9% spez. Aktivitat 99% ee

(R,R)-89b: R = m-CICqH,
14% spez. Aktivitat 98.5% ee

(R,R)-89¢c: R = p-CICgH4
5% spez. Aktivitat >99.5% ee

(R,R)-89d: R = o-Pyridyl
31% spez. Aktivitat 99% ee

(R,R)-89e: R = m-Pyridyl
14% spez. Aktivitat 97% ee

o (R,R)-89f: R = p-Pyridyl

E;,O (j 1% spez. Aktivitit 98% ee

88g 88h
9% spez. Aktivitat 90% ee 7% spez. Aktivitat 96% ee
@O

88i
10% spez. Aktivitét 91% ee

Schema 26. Epoxidhydrolase-katalysierte Desymmetrisierung von
meso-Epoxiden.
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der Umsetzung von 1 g cis-Stilben (—meso-88a) mit 109 mg
Zelllysat demonstriert werden. (R,R)-Diphenyl-1,2-ethandiol
[(R,R)-89a] konnte in einer Ausbeute von 83% und mit
99 % ee isoliert werden. Diese Studien beschreiben erste S,S-
Diol-produzierende Epoxidhydrolasen fiir die Desymmetri-
sierung von meso-Epoxiden. Die spezifischen Aktivititen
dieser Enzyme waren jedoch deutlich geringer als die der
R,R-Diol-produzierenden Epoxidhydrolasen.

Jiingst haben Zheng et al. iterative Sattigungsmutagenese
(ISM) zur Optimierung der Stereoselektivitdt der LEH an-
gewendet.'"”! Die Enantioselektivitit dieses Enzyms gegen-
iiber nichtnatiirlichen Substraten ist sehr gering, was sich
nachteilig auf die Anwendung als Synthesekatalysator aus-
wirkt. Durch Gruppierung von Aminosduren der aktiven
Tasche sowie iterative Durchfithrung der Sattigungsmutage-
nese mithilfe eines reduzierten Aminosiurealphabets muss-
ten weniger als 5000 Mutanten analysiert werden. Hierbei
wurde fiir das Screening die Desymmetrisierung von Cyclo-
pentenoxid 90a als Modellsubstrat angewendet (Schema 27).

OH WOH
@] +
é ’ n (;n "OH E;n ~OH

90a: n=1 (RR)-91a:n=1 (§,8)-91a:n=1
90b: n=2 (RR)-91b:n=2 90% Ausbeute 97% ee
Limonen 1,2-Epoxid- (5,9)-91b:n=2
hydrolase-Mutanten 86% Ausbeute 98% ee
—_—
Puffer pH 7.4
4% (viv) CH,CN
22°C,15h HQ  OH HQ  OH
meso-A (R.R)-B (S,5)-B

91% Ausbeute >99% ee

Schema 27. Aufskalierung der Desymmetrisierung ausgewdhlter meso-
Epoxide mit Limonen-1,2-Epoxidhydrolasemutanten.

Wihrend Wildtyp-LEH einen Enantiomereniiberschuss
von nur 14% R,R zeigte, wurden Mutanten identifiziert, die
eine verbesserte R,R-Selektivitdt und eine invertierte S,S-
Selektivitdt aufwiesen. Die Mutante H178 setzte das Test-
substrat 90a in das S,S-Diol (S,5)-91a (93 % ee) mit inver-
tierter Stereoselektivitit um, wihrend die Mutante H173
(R,R)-90a mit verbesserter Enantioselektivitit (80 % ee) bil-
dete. Das Substratspektrum der besten Mutanten wurde
weiter untersucht, wobei sich die Varianten als exzellente
Katalysatoren fiir die Desymmetrisierung weiterer meso-
Epoxide, und zwar meso-90b und meso-A, erwiesen. Zu-
sdtzlich wurden drei meso-Epoxide fiir eine Aufskalierung
(Substratkonzentration von bis zu 30 g L") ausgewihlt. Hohe
Enantioselektivititen (97-99 % ee) und Ausbeuten (86-91%)
konnten so erreicht werden, wobei das Substrat A die hochste
Ausbeute ergab (Schema 27). Dies demonstriert die Effekti-
vitdt der ISM als Protein-Engineering-Methode zur Gene-
rierung enantioselektiver Katalysatoren. Zusammenfassend
wurden LEH-Varianten fiir die Desymmetrisierung von
meso-Epoxiden identifiziert, wobei die S§,S-Diol-produzie-
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renden Mutanten wegen ihres seltenen Auftretens in der
Natur von besonderem Interesse sind.

Dariiber hinaus wurden auch 1,2-trans-disubstituierte
Epoxide als Substrate verwendet. Kiirzlich haben Kotik und
Mitarbeiter eine interessante Epoxidhydrolase (Kau2) aus
einer metagenomischen DNA-Bibliothek isoliert.'"!! AuBer
der Stereoselektivitit gegeniiber verschiedenen monosubsti-
tuierten Epoxiden zeigt Kau2 auch eine hohe Enantioselek-
tivitdt und Aktivitét bei der kinetischen Racematspaltung von
trans-1-Phenyl-1,2-epoxypropan (rac-92). Bei einem Aufska-
lierungsexperiment mit einer Substratkonzentration von
80 gL' konnten das 1R,2R-Epoxid (1R,2R)-92 (48% Aus-
beute, 99.3 % ee) und das entsprechende 1R,25-Diol (1R,2S)-
93 (46% Ausbeute, 99.5% ee) in hohen Ausbeuten und
Enantioselektivititen isoliert werden (Schema 28 a).

B. Hauer et al.

4.2. Halohydrin-Dehalogenasen

Halohydrin-Dehalogenasen (HHDH) sind bakterielle
Enzyme, die am biologischen Abbau halogenierter organi-
scher Verbindungen beteiligt und in vielen Mikroorganismen
enthalten sind. Die HHDH aus dem Epichlorhydrin-abbau-
enden Bakterium Agrobacterium radiobacter AD1 (HheC)
ist bis dato das am meisten erforschte Enzym aus dieser Fa-
milie. HheC katalysiert auer der Dehalogenierung von 1,3-
Dichlorpropanol sowie 1-Chlorpropan-2,3-diol auch deren
Riickreaktion. Die Rontgenkristallstruktur von HheC im
Komplex mit verschiedenen Liganden zeigte eine grofridu-
mige Halogenidbindetasche und trug damit zu einem besse-
ren Verstindnis des katalytischen Mechanismus und der
Enantioselektivitit dieses Enzyms beil'”! HHDHs zeigen

eine hohe Regio- und Enantioselektivitit
gegeniiber aliphatischen und aromatischen

a) o} o} HO OH Substraten. Dadurch sind sie ein geeignetes
Epoxidhydrolase . . .

©/L\CH3 Epoxidhydrolase oH,  + CHy Hilfsmittel zur Herstellung von enantiome-
Puffer pH 7.5 i i ie i inedft-
8% Etharnl 26°C renrelnend Ili(po[)gge; S?Wi.e hlhrerHRllngoff
rac92 (1R2R)-92 (1R25)-93 nungsPro ukte. ‘usatz ich zu .ac?.gen.l-
48% Ausbeute 99.3% ee 46% Ausbeute 99.5% ee  den konnen noch weitere Nukleophile fiir die
115g 1259 Epoxidoffnung verwendet werden, wodurch
das Einsatzspektrum fiir zukiinftige Anwen-
b) o Epoxidhydrolase dungen erheblich gesteigert wird. Dies ist
Mutante .. .. . .
H3C“"M\© darauf zuriickzufiihren, dass B-funktionali-
oufer ori 70 HO OH sierte Alkohole hiufig als reine Enantiomere

25,35)-94 uffer pH 7. . . .
¢ ) 30°C, 24 h HsC in der Synthese pharmazeutischer oder bio-
o logisch aktiver Verbindungen bendétigt

HaC,
’ \Q/© (2R 35)-95 werden.

51’71% Ausbeute 98.3% ee Diesbeziiglich haben Janssen und Mitar-
g . . . .
(2R,3R)-94 beiter nachgewiesen, dass HheC die Epoxi-

Schema 28. Umwandlung von trans-disubstituierten Epoxiden mit Epoxidhydrolase.

Ausgehend von zahlreichen erfolgreichen Studien zur
Mutagenese von Biokatalystoren haben Reetz und Mitar-
beiter Methoden der Laborevolution auf AnEH angewen-
det." Hierbei wurde trans-2-Benzyl-3-methyloxiran (94) als
Substrat eingesetzt, das durch Wildtyp-AnEH sehr langsam
umgesetzt wird. Zwei Varianten zeigten hohe Enantioselek-
tivitdten (£ >200) bei der kinetischen Racematspaltung des
Testsubstrats. Mit dem gleichen Racemat wurde zu einem
spateren Zeitpunkt mit einer der Mutanten Enantiokonver-
genz demonstriert, was die Bildung eines einzelnen enantio-
merenreinen Diols (2R,35)-95 aus dem racemischen Substrat
94 ermoglichte. Dieser enantiokonvergente Prozess basiert
auf der regioselektiven Hydrolyse von (25,35)-94 an der 2-
Position bei gleichzeitiger Hydrolyse des enantiomeren
(2R,3R)-94 an der 3-Position (Schema 28b). Eine zusitzliche
iterative Sattigungsmutagenese dieser Mutante generierte
Varianten mit hoheren Reaktionsgeschwindigkeiten bei
gleichbleibender Enantiokonvergenz (92% Umwandlung,
>99% ee)."!l In diesem Zusammenhang sollte auch erwihnt
werden, dass der Jacobsen-Katalysator nicht in der Lage ist,
solche racemischen trans-disubstituierten Epoxide 94 umzu-
wandeln."?
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dring6ffnung mit verschiedenen anionischen
Nukleophilen in guten Ausbeuten und mit
hohen Enantiomereniiberschiissen kataly-
siert (Schema 29).1%! Ferner konnten in pri-
parativen Ansdtzen ausreichende Aktivititen (k. =2-
100 s7') mit Nukleophilen wie Aziden, Cyaniden, Nitriten,
Cyanaten sowie Thiocyanaten bei der Ringodffnung von 1,2-
Epoxybutan (96) als Testsubstrat gezeigt werden. All diesen
Reaktionen ist gemein, dass das weniger substituierte Koh-
lenstoffatom des Epoxids vom Nukleophil mit einer starken
Enantiopriferenz fiir das R-Epoxid 97 angegriffen wird.
AuBer dem Testsubstrat 96 wurden auch weitere, sterisch
anspruchsvolle aromatische Substrate und disubstituierte
Epoxide mit unterschiedlichen Nukleophilen geoffnet.

Die Kombination von mehreren Katalysatoren in einer
Eintopfkaskade ist eine niitzliche Methode zur Transforma-
tion von einfachen, prochiralen Substraten in enantiomeren-
reine, hochfunktionalisierte Produkte. Angesichts dieses
Vorteils wurden Designerzellen, die einen oder mehrere
Biokatalysatoren iiberexprimieren, in Eintopfreaktionen mit
der Huisgen-Cycloadditon kombiniert. So konnten R- und S-
Enantiomere von verschiedenen -Hydroxytriazolen 100a-
d mit hohen Enantioselektivititen aus o-Halogenketonen
98a—d tiber die zugehorigen Azidintermediate 99 a—d synthe-
tisiert werden (Schema 30)."*! B-Hydroxytriazole sind blo-
ckierende Reagentien fiir f-Adrenorezeptoren und daher
wichtige Arzneimittel.
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Halohydrin-
Dehalogenase
o] OH
\/A \/'\/Nu
Nukleophil Nu (25 mm)
0.5% (v/v) DMSO
96 Puffer pH 7.5 (R)-97
22°C,2h
Nu = N3~

30% Umsatz 90% ee

Nu =NO,~
26% Umsatz 96% ee

Nu=CN~
30% Umsatz 90% ee

Nu = OCN~
27% Umsatz 90% ee

Nu = SCN~
27% Umsatz ee n.b.

Nu = HCO,~
32% Umsatz 90% ee

Schema 29. Durch Halohydrin-Dehalogenase katalysierte, vielseitige
Ringéffnungsreaktionen. n.b. = nicht bestimmt.

1. Zellsuspension
Puffer pH 7.5

1.5 Aquiv. 2-Propanol
o RT,6h OH

RJ\/X R

2. Huisgen-Cycloaddition
5 Aquiv. NaN3, 5 Mol-% CuSO4

98a-98d .
2 Aquiv. Phenylacetylen, 6 Mol-% MonoPhos
25 Mol-% Natriumascorbat, RT, Gber Nacht
o) Alkoholcrzl\leptggr:')genase OH Halohydrin-Dehalogenase
_— * _—
R J\/ X Kofaktorregeneration R )\/ X
98a-98d
X=Br,Cl
(0] (0]
/@)K/ Br /@)K/ Br
O,N NC
98a 98b

41% Ausbeute 99% ee (R) 36% Ausbeute 99% ee (R)

98c
18% Ausbeute 99% ee (R)

98d
65% Ausbeute 99% ee (R)
53% Ausbeute 97% ee (S)

Schema 30. Enantioselektive Synthese von 3-Hydroxytriazolen in einer mehrstufigen Kaskadenreaktion

mit Designerzellen.

Fiir die Synthese der f-Hydroxytriazole wurden Zellsys-
teme konstruiert, die Alkoholdehydrogenasen und HHDHs
mit gegensitzlichen Stereoselektivititen kombinieren. Die
zuerst konstruierten Zellen (CT-Zellen) bestanden aus einer
tiberexprimierten R-selektiven Alkoholdehydrogenase AdhT
aus Thermoanaerobacter sp. und der Halohydrin-Dehaloge-
nase HheC aus Agrobacterium radiobacter AD]1. Die kon-
struierten S-selektiven Zellen (BL-Zellen) setzten sich aus
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(R)- oder (S)-99a-99d
35-70% Ausbeute >96% ee

(R)- oder (S)-100a—100d
18-65% Ausbeute >97% ee
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der Alkoholdehydrogenase AdhL aus Lactobacillus brevis
und HheBGP1, der Halohydrin-Dehalogenase aus Myco-
bacterium sp. GP1, zusammen. Durch die Verkniipfung der
CT-Zellen mit der Huisgen-Cycloaddition konnten gute Re-
sultate mit unterschiedlichen o-Bromketonen erzielt werden.
Fiir Substrate mit elektronenziehenden Gruppen in der p-
Position des Phenylrings [p-NO, (98a) und p-CN (98b)]
wurden R-Produktenantiomere (R)-100ab in akzeptablen
Ausbeuten (41 bzw. 36%) und mit hohen Enantiomeren-
iberschiissen (>99 %) generiert.

Auf dhnliche Weise wurden zwei weitere aliphatische
Substrate, 98¢ und 98d, in Ausbeuten von 18 bzw. 65 % und
mit Enantiomereniiberschiissen von 99 % ee umgesetzt. Zur
Gewinnung der S-Enantiomere des (-Hydroxytriazols
wurden BL-Zellen mit umgekehrter Enantiopriaferenz ange-
wendet. Da die Halohydrin-Dehalogenase HheB aliphatische
Verbindungen bevorzugt umsetzt, wurde fiir diese Kaskade
98d als Substrat verwendet. Das S-Produkt (5)-100d konnte
in 53 % Ausbeute und mit einem hohen Enantiomereniiber-
schuss von 97 % isoliert werden.

HHDHSs wurden auch dazu genutzt, Epoxide enantiose-
lektiv ~ mithilfe  kinetischer
Racematspaltung zu generie-
ren. In diesem Zusammenhang
sind Berichte von Haak et al.
zur direkten chemoenzymati-
schen, dynamisch-kinetischen
Racematspaltung auf Interesse
gestofen. Hierbei wurden race-

N

mische -Halogenalkohole
o 101a-h zu den R-Epoxidenan-
- tiomeren (R)-102a-h umge-

ngﬁ:ydrm_%halogenase sischen kinetischen Racemat-
spaltung theoretisch nur eine

OH maximale Ausbeute von 50 %
Na erzielt werden kann, wurde hier
dieses Ausbeutelimit durch eine
dynamische Racemisierung des
verbleibenden Substratenantio-

J setzt.'"””! Wihrend bei der klas-

R

Phenylacetylen, CuSOy4 i3 1 u

J Natriumascorbat, MonoPhos mers uperquqen. Hierfiir

RT wurde ein Iridiumkatalysator

OH N eingesetzt. Die dynamisch-ki-
f@ netische Racematspaltung

wurde in einem zweiphasigen
Wasser-Toluol-System mit 5%
DMSO als Kosolvens durchge-
fithrt. Als HHDH wurde eine
Mutante von HheC verwendet,
die durch Zugabe von Rinder-
serumalbumin (BSA) stabili-
siert wurde. Somit konnten aromatische R-Epoxide (R)-
102a-h mit guten Umsétzen und Enantioselektivitdten her-
gestellt werden (Schema 31).

HHDHSs wurden des Weiteren bei Epoxidring6ffnungen
mit nichtnatiirlichen Nukleophilen bei der kommerziellen
Herstellung des cholesterinsenkenden Mittels Atorvastatin
(105) eingesetzt. Atorvastatin ist ein aktiver Inhaltsstoff von
Lipitor, dessen jahrlicher Umsatz tiber 10 Mrd. Dollar be-
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OH Halohydrin-Dehalogenase-Mutante o
| \ ! A
R—— R
- Puffer pH 7.5/Toluol 10:3 Z
5% (v/v) DMSO
5 Mol-% Iridiumkatalysator
6 Mol-% KOtBu
3.5mgmL™" BSA, RT,6h
X =Cl, Br (R)-102a: R=H
rac-101a: R=H 90% Umsatz 98% ee

rac-101b: R = p-NO,
rac-101c: R = m-NO,
rac-101d: R = 0-NO,
rac-101e: R = p-CN
rac-101f: R = m-MeO
rac-101g: R = p-CF3
rac-101h: R = CgH44

(R)-102b: R = p-NO,
80% Umsatz 99% ee

(R)-102c: R = m-NO,
75% Umsatz 97% ee

(R)-102d: R = 0-NO,
28% Umsatz 91% ee

(R)-102e: R = p-CN
67% Umsatz 95% ee

(R)-102f: R = m-MeO
57% Umsatz 90% ee

(R)-102g: R = p-CF3
58% Umsatz 98% ee

(R)-102h: R = CgHq¢
50% Umsatz 72% ee

Schema 31. Dynamisch-kinetische Racematspaltung von [3-Halogenal-
koholen.

tragt. Hierfiir wurde eine enzymatische Synthese des chiralen
Schliisselbausteins Ethyl-(R)-4-cyan-3-hydroxybutyrat [(R)-
104] in einem biokatalytischen, zweistufigen Verfahren ent-
wickelt (Schema 32).01%]

Halohydrin-
OH O Dehalogenase

C'\/'\/U\o/\ —HCl

Halohydrin-
Dehalogenase

o (o}
Mo/\

(S)-103
OH OH
) ~ AN _coscans
OH O 7 "N
NC o~ e NH )= O
(R-104 O F
105

Schema 32. Biokatalytische Synthese eines Zwischenprodukts bei der
Produktion von Atorvastatin. Reaktionsbedingungen fiir die enzymati-
sche Cyanbildung: 70 g Substrat, Puffer pH 7.3, 25-proz. NaCN-
Lésung, 40°C, 18 h.

Der erste (hier nicht gezeigte) Schritt umfasst die Keto-
reduktase-katalysierte Reduktion von Ethyl-4-chloraceto-
acetat zu (5)-103. Die enantioselektive Reduktion wurde an
eine Kofaktorregeneration gekoppelt, die Glucose als Re-
duktionsmittel und die NADP*-abhingige GDH als Enzym
verwendet. Um die Stabilitdt und Aktivitdt der Enzyme des
Reduktionsschritts bei gleichbleibender Enantioselektivitit
zu erhohen, wurde DNA-Shuffling als Enzymtechnik ver-
wendet. Dies fiihrte zu einer 13-fachen Erhohung der Akti-
vitdt von GDH sowie zu einer 7-fachen Erhohung der Akti-
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vitdt bei der Ketoreduktase. Das enantiomerenreine Produkt
(5)-103 wurde in einer Ausbeute von 96 % und mit einem
Enantiomereniiberschuss von 99 % gewonnen.

In einem zweiten Schritt wurde die rekombinante HHDH
zur irreversiblen Bildung des Hydroxynitrils (R)-104 ver-
wendet. Das Epoxidintermediat wurde unter neutralen pH-
Bedingungen mit Cyanid als nichtnatiirlichem Nukleophil
geoffnet. Um die geringe Aktivitdt sowie Stabilitdt der
Wildtyp-HHDH bei der Epoxidoffung mit dem Cyanid zu
tiberwinden, wurde in iterativen Runden DNA-Shuffling an-
gewendet. In der Gegenwart von hohen Konzentrationen des
Produkts konnte die Aktivitdt der HHDH gegeniiber der des
Wildtyps um das 2500-Fache erhoht werden. Dies fiihrte zu
einer hohen Ausbeute an (R)-104 (92 %) mit einem exzel-
lenten Enantiomereniiberschuss von >99%.

5. Zusammenfassung und Ausblick

Die Entwicklungen der letzten zehn Jahre zeigen einen
eindeutigen Trend hin zu einem groferen Interesse an en-
zymbasierten Katalysatoren, wodurch sich die Sichtweise der
Biokatalyse in der klassischen organischen Synthesechemie
verdndert hat. Zuriickzufiihren ist dies auf die gesteigerten
Forschungs- und Entwicklungsaktivitdten, die das Repertoire
an Biokatalysatoren um neue Enzyme fiir gewiinschte che-
mische Reaktionen erweitert haben. Zusitzlich zur Bereit-
stellung von neuen selektiven Enzymen und Enzymvarianten
fir individuelle biokatalytische Prozesse ist ein weiterer
wichtiger Aspekt die Optimierung von vorhandenen Enzy-
men in Bezug auf Stabilitdt unter gegebenen Prozessbedin-
gungen sowie Konzentrationen und Produktionsraten. Die
Bereitstellung von Enzym-Toolkits aus einer groen Diver-
sitdt an Enzymen und Mutanten wird dazu beitragen, den
chemischen Raum schneller zu erarbeiten, was einen be-
schleunigten Technologietransfer zur Industrie ermoglicht.
Wihrend mittlerweile Enzyme und ihre Varianten fiir unter-
schiedlichste nichtnatiirliche Reaktionen eingesetzt werden,
besteht weiterhin Verbesserungspotenzial bei der Beriick-
sichtigung von Enzymen in der Retrosynthese. Die Erweite-
rung der Palette an Enzymen fiir die organische Synthese
wird dazu beitragen, dass die Biokatalyse einen ebenbiirtigen
Platz neben der Chemokatalyse einnimmt. Dies gilt beson-
ders im Hinblick auf Multi-Enzym-Kaskadenreaktionen, die
eine Vielzahl chemischer Eintopftransformationen ermogli-
chen und so Reaktions- und Aufreinigungsschritte minimie-
ren.

Der Beitrag, den die neue Generation an C=C-reduzie-
renden sowie C-C-, C-O- und C-N-kniipfenden Biokatalysa-
toren leistet, wurde hier beschrieben. Die jiingsten Entwick-
lungen demonstrieren, dass bereits mit einer neuen Genera-
tion an Biokatalysatoren, wie Cyclasen, Berberin-Briicken-
enzymen, Pictet-Spenglerasen oder auch Iminreduktasen in-
klusive einer von N.J. Turner gewiinschten Iminase,
gerechnet werden kann. Fortschritte beim Enzym-Enginee-
ring, beim De-novo-Protein-Design sowie bei der Suche und
Isolierung neuer Enzymfunktionen werden in den kommen-
den Jahren die Plattform an neuen Biokatalysatoren erwei-
tern. Dariiber hinaus priasentieren sich Enzyme mit ihren
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spezialisierten Katalysemechanismen als viel breiter einsetz-
bar, als man noch vor vielen Jahren angenommen hatte.
Zahlreiche Studien belegen, dass die vorhandenen katalyti-
schen Zentren analog zur klassischen Katalyse fiir mecha-
nistisch dhnliche Reaktionen genutzt werden konnen. Dies
bedeutet, dass schon vorhandene und beschriebene Enzyme
fiir die Katalyse von préparativ wertvollen Reaktionen, die
bis dato in der Natur nicht beobachtet worden sind, adaptiert
werden konnen. Die Ideen und Fortschritte auf diesem
Gebiet (,,Chemie-basiertes Enzym-Engineering“) sind be-
sonders geeignet fiir die Bereitstellung von neuen Katalysa-
toren.

Wir danken Dr. Rainer Stiirmer von Stiirmer Scientific und Dr.
Michael Breuer von der BASF AG fiir ihre konstruktiven
Kommentare zu diesem Aufsatz.
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