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Abstract: Thiamindiphosphat-abh�ngige Enzyme sind be-
kannt f�r die Katalyse der asymmetrischen Synthese von chi-
ralen a-Hydroxyketonen ausgehend von einfachen prochiralen
Substraten. Dabei wird das Produktspektrum von den steri-
schen und chemischen Eigenschaften des aktiven Zentrums des
Enzyms festgelegt. Enzyme, die die Carboligation von aro-
matischen Aldehyden zu (S)-Benzoinen katalysieren, waren
bisher nicht identifiziert worden. Diese L�cke konnten wir
durch die Konstruktion eines chim�ren Enzyms schließen, das
die Synthese von verschiedenen (S)-Benzoinen mit exzellenten
Enantiomeren�bersch�ssen (> 99%) und guten Ums�tzen
katalysiert.

Thiamindiphosphat(ThDP)-abh�ngige Enzyme sind be-
w�hrte Katalysatoren f�r die stereo- und regioselektive Syn-
these von chiralen a-Hydroxyketonen mithilfe asymmetri-
scher C-C-Bindungskn�pfung ausgehend von Aldehyden, a-
Ketos�uren und Ketonen.[1] W�hrend Enzyme f�r die enan-
tiokomplement�re Synthese einer breiten Palette von sym-
metrischen und gemischten aliphatischen, araliphatischen
und aromatischen Produkten vorliegen,[2] ist bislang kein
Biokatalysator f�r den selektiven Zugang zu (S)-Benzoinen
ausgehend von Benzaldehyden verf�gbar. Stattdessen stehen
andere enzymatische Synthesewege zur Verf�gung, darunter
die kinetische Racematspaltung sowie Deracemisierung von
rac-Benzoinen[3] oder die asymmetrische Reduktion von 1,2-
Diarylethan-1,2-dionen (Benzile).[4] Zwar sind diese Ans�tze
meist durch hohe Stereoselektivit�ten charakterisiert, sie
haben jedoch alle denselben Nachteil: Das racemische oder
prochirale Ausgangsmaterial muss zun�chst chemisch syn-

thetisiert werden. Diese zus�tzlichen Schritte vermindern die
�koeffizienz und Nachhaltigkeit des Prozesses gegen�ber der
direkten enzymatischen Synthese von (S)-Benzoinen ausge-
hend von kommerziell zug�nglichen Benzaldehyden. Diese
direkte Synthese ist noch immer ein Alleinstellungsmerkmal
der nichtenzymatischen organischen Synthesechemie.[5]

W�hrend die R-selektive enzymatische Synthese von
Benzoinen bereits gelang,[6] ist die S-selektive Synthese durch
die spezifische Architektur des aktiven Zentrums der ThDP-
abh�ngigen Enzyme limitiert (Abbildung 1). Die Einf�hrung
des S-Taschen-Konzeptes ermçglichte das Design einer S-
selektiven Variante der Pyruvat-Decarboxylase aus Aceto-
bacter pasteurianus (ApPDC) zur Bildung von (S)-Phenyl-
acetylcarbinol (PAC).[7] Der Austausch eines Glutamatrestes
(E469) gegen ein Glycin erlaubte es dem Benzaldehyd, als
Akzeptor vorwiegend in der antiparallelen Anordnung rela-
tiv zum ThDP-gebundenen Donor zu binden, was die
Grundvoraussetzung f�r S-Selektivit�t ist. Allerdings stellt
ApPDC-E469G lediglich eine kleine Donorbindestelle bereit,

Abbildung 1. Schematische Darstellung des Umfangs und der Limitie-
rungen der von ApPDC-E469G und PfBAL katalysierten Carboligatio-
nen. Die Bildung von (S)-Benzoin (1a) wird entweder durch eine
kleine Donorbindestelle (A) oder eine nicht zug�ngliche S-Tasche f�r
die antiparallele Orientierung des Akzeptor-Benzaldehyds relativ zum
ThDP-gebundenen Donor-Benzaldehyd (als Hydroxybenzyl) (B) verhin-
dert. Gestricheltes Rechteck: Donorbindestelle; gepunkteter Kreis: S-
Taschen-Region; Rechteck: Acetaldehyd; Sechseck: Benzaldehyd; grau:
Donor; t�rkis: antiparallel orientierter Akzeptor, der zum entsprechen-
den S-Produkt f�hrt; gelb: parallel orientierter Akzeptor, der zum ent-
sprechenden R-Produkt f�hrt.
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die bevorzugt kleine aliphatische Donorsubstrate stabilisiert
und somit die Bildung von (S)-Benzoin verhindert [(S)-1a]
(Abbildung 1A). Die Benzaldehyd-Lyase aus Pseudomonas
fluorescens (PfBAL) ist ein leistungsstarker, aber strikt R-
selektiver Katalysator f�r die Synthese von 1a.[6b] Im Unter-
schied zu ApPDC bietet PfBAL eine große Donorbindestelle,
die ideal f�r die Stabilisierung des Benzaldehyds in dieser
Position ist. PfBAL ermçglicht wegen einer fehlenden S-
Tasche jedoch nur die parallele Ausrichtung des Donor- und
Akzeptor-Benzaldehyds vor der Carboligation. Des Weiteren
ist das S-Taschen-Engineering in PfBAL durch die Position
des Proteinr�ckgrats der entsprechenden a-Helix in der S-
Taschen-Region limitiert (Abbildung 1B).

Um das Problem der enzymatischen (S)-Benzoinsynthese
zu lçsen, wurde durch die Kombination der Charakteristika
der aktiven Zentren der Variante ApPDC-E469G[7] und
PfBAL ein rationaler Hybridisierungsansatz verfolgt. Zwei
Ans�tze sind hierbei denkbar: 1) die Einf�hrung einer großen
S-Tasche in PfBAL oder 2) die Erweiterung der Donorbin-
destelle von ApPDC-E469G. Hier zeigen wir, dass der zweite
Ansatz tats�chlich zur ersten maßgeschneiderten S-selektiven
ThDP-abh�ngigen Enzymvariante zur Bildung verschiedener
Benzoine f�hrte.

Durch die Kombination von Modellierungsstudien mit
einer umfassenden Sequenzanalyse der Aminos�urevertei-
lung in 186 homologen PDC-Sequenzen und 43 BAL-Se-
quenzen konnte Threonin (T384) als entscheidender Faktor
f�r die Beeinflussung der Grçße der Donorbindestelle in
ApPDC-E469G identifiziert werden. T384 begrenzt den Platz
f�r den Benzaldehyd in der Donorbindestelle und ist in 92%
der zu ApPDC homologen Sequenzen konserviert (Abbil-
dung 2A), wohingegen Glycin in �quivalenter Position in
allen Sequenzen homolog zur PfBAL gefunden wurde. Durch

ortsspezifische Mutagenese wurde T384 in ApPDC-E469G
durch Glycin ersetzt, um die Donorbindestelle von PfBAL
nachzuahmen. Infolgedessen wurde eine Donorbindestelle
mit vermeintlich gen�gend Platz f�r den Benzaldehyd erhal-
ten (Abbildung 2B). Zus�tzlich zeigte eine kurze Molek�l-
dynamik-Simulation geringe Konformations�nderungen des
benachbarten Tryptophanrestes (W388), wahrscheinlich in-
folge von Wechselwirkungen mit dem ThDP-gebundenen
Donor-Benzaldehyd (Hydroxybenzyl), wodurch die Donor-
bindestelle zus�tzlich geçffnet wurde.

Die biochemische Charakterisierung der neuen Variante
belegte, dass die einzelne Mutation von T384 zu Glycin tat-
s�chlich die Chemoselektivit�t von ApPDC-E469G, die nun
Benzaldehyd als Donor bevorzugt, ver�nderte. W�hrend
keine signifikante Entstehung von 1a bei der Homokupplung
von Benzaldehyd mit ApPDC-E469G beobachtet werden
konnte (Tabelle 1, Nr. 1), katalysierte die Zweifachvariante

ApPDC-E469G/T384G die Bildung von Benzoin mit einem
Umsatz von 52 % unter den getesteten Bedingungen (Tabel-
le 1, Nr. 2). Die Pr�ferenz f�r Benzaldehyd als Donor konnte
ebenfalls in der gemischten Carboligation von Acetaldehyd
und Benzaldehyd mit der Variante ApPDC-E469G/T384G
gezeigt werden. Diese Reaktion f�hrte zur Bildung eines
Produktgemisches aus 1a und 2-Hydroxypropiophenon (2-
HPP), wohingegen PAC, das Hauptprodukt der von Wildtyp-
ApPDC oder von ApPDC-E469G katalysierten Reaktion,[7]

nur in Spuren gefunden werden konnte. Dar�ber hinaus ka-
talysierte die Variante ApPDC-E469G/T384G sowohl die
Synthese von (S)-1a ausgehend von Benzaldehyd mit mode-
rater Stereoselektivit�t (59% ee ; Tabelle 1, Nr. 2) als auch die
gemischte Carboligation zu 2-HPP mit guter S-Selektivit�t
(91 % ee).

Um die moderate Stereoselektivit�t der ApPDC-E469G/
T384G zu verbessern, gab es zwei mçgliche Strategien: die
Stabilisierung der antiparallelen („S-Weg“) oder die Desta-
bilisierung der parallelen Orientierung des Akzeptors („R-
Weg“) vor der eigentlichen Carboligation.[8] Um den R-Weg
in ApPDC-E469G/T384G zu unterdr�cken, wurde das aktive
Zentrum auf Reste hin untersucht, die potenziell den Ak-
zeptor-Benzaldehyd in der parallelen Ausrichtung stabilisie-
ren kçnnen. Mithilfe von Modellierungsstudien konnten I468
und W543 identifiziert werden (Abbildung 3A), die den

Abbildung 2. Die Donorbindestelle von ApPDC-E469G (A) und ApPDC-
E469G/T384G (B) mit Benzaldehyd gebunden als Hydroxybenzyl
(grau) an C2 von ThDP (orange). A) ApPDC-E469G ist unf�hig, den
Benzaldehyd in der kleinen Donorbindestelle zu binden, deren Grçße
haupts�chlich durch T384 (rot) beschr�nkt wird. B) Die Donorbinde-
stelle konnte durch den Austausch von T384 gegen Glycin f�r Benzal-
dehyd geçffnet werden. Des Weiteren zeigte die �quilibrierte Struktur
Konformations�nderungen von W388 (gr�n), wodurch die Donorbin-
destelle zus�tzlich geçffnet wurde.

Tabelle 1: Enzymatische Synthese von (S)-1a katalysiert durch ApPDC-
Varianten.[a]

Nr. ApPDC-Variante ee [%][b] Umsatz [%][c]

1 E469G n.b.[d] <1
2 E469G/T384G 59 52
3 E469G/T384G/I468G 66 23
4 E469G/T384G/I468A 87 95
5 E469G/T384G/I468V 76 40
6 E469G/T384G/I468V/W543F 95 36

[a] Reaktionsbedingungen: 50 mm Triethanolamin-Puffer, pH 8.0, 2 mm

MgSO4 und 0.1 mm ThDP; 1 mgmL�1 Enzym; 18 mm Benzaldehyd;
20 8C, 6 h. [b] Bestimmt durch HPLC mittels chiraler Phase. [c] Bestimmt
durch HPLC mittels chiraler Phase basierend auf dem Verbrauch von
Benzaldehyd. [d] Nicht bestimmt.
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parallel ausgerichteten Benzaldehyd durch unpolare sowie p-
p-Wechselwirkungen stabilisieren kçnnten.

I468 wurde durch Valin, Alanin und Glycin substituiert,
um die Entfernung der entsprechenden Seitenkette der
Aminos�ure zum parallel orientierten Benzaldehyd zu ver-
grçßern und somit die Stabilisierung des R-Wegs zu verrin-
gern (Abbildung 3B). In allen drei F�llen zeigten die neuen
Varianten eine verbesserte S-Selektivit�t f�r die Bildung von
(S)-1a (Tabelle 1, Nr. 3–5). Unter ihnen erzielte die Drei-
fachvariante E469G/T384G/I468A die besten Ergebnisse
hinsichtlich ee-Wert (87%, S) und Umsatz (95 %) unter
Standardreaktionsbedingungen. Der hohe Umsatz ist beson-
ders �berraschend, da Mehrfachmutationen im aktiven Zen-
trum oftmals zu einer drastischen Abnahme der enzymati-
schen Aktivit�t f�hren, was bereits
f�r andere ThDP-abh�ngige
Enzyme gezeigt werden konnte.[8]

Um die Stereoselektivit�t der
Variante E469G/T384G/I468A
weiter zu verbessern, wurde eine
vierte Mutation in der Position des
Tryptophans 543 eingef�hrt. W543
ist Teil der C-terminalen a-Helix,
die den Eingang zum aktiven Zen-
trum von ApPDC bedeckt (Abbil-
dung 3A), sowie eines aromati-
schen Clusters (f�r zus�tzliche De-
tails siehe Kapitel 2 der Hinter-
grundinformationen), das relevant
f�r die Stabilit�t der Struktur des
Enzyms sein kçnnte. Diese Position
wurde einer ortsspezifischen S�tti-
gungsmutagenese unter Verwen-
dung der NDT-Codon-Degenerati-

on unterzogen. Nur wenige Varianten zeigten im Screening
eine signifikante Aktivit�t f�r die Carboligationsreaktion,
jedoch waren alle aktiven Varianten S-selektiv f�r die Bildung
von 1a. Unter diesen Varianten offenbarte E469G/T384G/
I468A/W543F eine verbesserte S-Selektivit�t f�r die Synthese
von 1a mit 95% ee und einem Umsatz von 36 % (Tabelle 1,
Nr. 6). Es wird angenommen, dass im Vergleich zu W543 der
vergrçßerte Abstand zwischen dem Phenylring des parallel
orientierten Benzaldehyds und F543 (6.8 gegen�ber anf�ng-
lich 3.7 �) stabilisierende Wechselwirkungen verhindert
(Abbildung 3B). Dar�ber hinaus wurden die physikochemi-
schen Eigenschaften in Position 543 durch die Substitution
des Tryptophans durch Phenylalanin beibehalten, was f�r die
Erhaltung der Stabilit�t der Struktur der ApPDC-Variante,
vermittelt durch das aromatische Cluster, fçrderlich sein
kçnnte. Zus�tzlich zur verbesserten S-Selektivit�t in der
Homokupplungsreaktion von Benzaldehyd zeigte ApPDC-
E469G/T384G/I468A/W543F ebenfalls eine verbesserte Ste-
reoselektivit�t f�r die Synthese von (S)-2-HPP (> 99% ee)
ausgehend von Benzaldehyd als Donor und Acetaldehyd als
Akzeptorsubstrat.

Um das Synthesepotenzial der neuen Varianten zu eva-
luieren, wurde ein Substrat-Screening mit ApPDC-E469G/
T384G/I468A und ApPDC-E469G/T384G/I468A/W543F mit
substituierten Benzaldehydderivaten unter optimierten Re-
aktionsbedingungen f�r die Synthese von (S)-1a (reduzierte
Temperatur von 15 8C) durchgef�hrt (Tabelle 2). Bei diesem
Screening stellte sich heraus, dass meta-substituierte Benzal-
dehydderivate f�r die Homokupplung die besten Ergebnisse
hinsichtlich S-Selektivit�t und Umsatz vorwiesen. Mit Aus-
nahme von 3-Fluorbenzaldehyd (1e) wurden alle meta-sub-
stituierten Benzaldehyde (Tabelle 2, Nr. 5–9) mit hçherer S-
Selektivit�t als Benzaldehyd selbst (Tabelle 2, Nr. 1) umge-
setzt. Dabei ergaben die Reaktionen mit der Variante E469G/
T384G/I468A/W543F abermals die hçheren S-Selektivit�ten
und geringen Ums�tze als die mit der Variante E469G/
T384G/I468A. Bemerkenswerterweise katalysiert E469G/
T384G/I468A/W543F die enantiomerenreine Synthese von
1 f–i (> 99% ee (S); Tabelle 2, Nr. 6–9). Diese Synthesere-

Abbildung 3. Mçgliche Stabilisierung des parallel orientierten Akzep-
tor-Benzaldehyds (gelb) im aktiven Zentrum von ApPDC-E469G/T384G
(A) und ApPDC-E469G/T384G/I468A/W543F (B). A) In E469G/T384G
wird der parallel orientierte Benzaldehyd potenziell durch I468 (blau)
und W543 (lila) stabilisiert, die beide seine antiparallele Orientierung
(t�rkis) nicht direkt beeinflussen. B) In der Variante E469G/T384G/
I468A/W543F ist die Stabilisierung des parallel orientierten Benzalde-
hyds durch A468 (blau) und F543 (lila) nicht l�nger mçglich.

Tabelle 2: Synthese von Benzoinen (1a–l) katalysiert durch ApPDC-Varianten.[a]

E469G/T384G/I468A E469G/T384G/I468A/W543F
Nr. Ar Produkt ee [%][b] Umsatz [%][c]

(Ausb. [%])[d]
ee [%][b] Umsatz [%][c]

(Ausb. [%])[d]

1 C6H5 1a 89 (S) 92 (85) 98 (S) 26 (66)
2 2-FC6H4 1b 58 (R) 36 21 (R) <5
3 2-ClC6H4 1c 75 (R) <5 n.b. k.U.
4 2-MeOC6H4 1d n.b.[e] k.U.[f ] n.b. k.U.
5 3-FC6H4 1e 87 (S) 80 (82) 93 (S) 36
6 3-ClC6H4 1 f 91 (S) 97 >99 (S) 48 (72)
7 3-BrOC6H4 1g 95 (S) 85 (84) >99 (S) 30
8 3-IC6H4 1h 96 (S) 30 (70) >99 (S) 11
9 3-MeOC6H4 1 i 98 (S) 93 >99 (S) 58 (61)
10 4-FC6H4 1 j 64 (S) 53 85 (S) <5
11 4-ClC6H4 1k >99 (R) 10 n.b. k.U.
12 4-MeOC6H4 1 l n.b. <5 n.b. k.U.

[a] Reaktionsbedingungen: siehe Tabelle 1, Reaktionstemperatur: 15 8C. [b,c] Siehe Tabelle 1. [d] Aus-
beuten an isoliertem Produkt nach pr�parativer Synthese und Ums�tzen >90% nach 24 bzw. 48 h
(Reaktionsbedingungen siehe Kapitel 4 der Hintergrundinformationen). [e] Nicht bestimmt. [f ] Kein
Umsatz.
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aktionen konnten vom analytischen Maßstab (300 mL) in den
pr�parativen Maßstab mit finalen Produktkonzentrationen
von bis zu 4 g L�1 (Ausbeuten an isoliertem Produkt von 61–
85%; Tabelle 2) �bertragen werden. Im Unterschied zu den
meta-substituierten Benzaldehydderivaten wurden die ortho-
und para-substituierten Benzaldehyde mit geringeren Um-
s�tzen und, mit Ausnahme von 4-Fluorbenzaldehyd (1j ; Ta-
belle 2, Nr. 10), mit einem �berschuss des R-Enantiomers
umgesetzt.

Diese Befunde best�tigen unsere Beobachtungen aus
j�ngsten Studien der 2-Succinyl-5-enolpyruvyl-6-hydroxy-3-
cyclohexen-1-carboxylat-Synthase (MenD), dass meta-sub-
stituierte Benzaldehyde mit hçherer S-Selektivit�t und hç-
heren Ums�tzen als ortho- und para-substituierte Benzalde-
hyde sowie unsubstituiertes Benzaldehyd transformiert
wurden.[8, 9] Allerdings sind die Gr�nde f�r die Bevorzugung
von meta-substituierten Benzaldehyden in der S-selektiven
Carboligation und der Wechsel in der Stereoselektivit�t im
Fall von ortho- und para-substituierten Benzaldehyden noch
nicht bekannt. An dieser Stelle kçnnte die Kombination von
sterischen und elektronischen Wechselwirkungen der Sub-
strate mit der S-Tasche die Stereoselektivit�t beeinflussen.
Die Aufkl�rung dieses Ph�nomens ist aktuell Gegenstand
weiterer Untersuchungen.

Zusammenfassend ermçglichte das rationale Design einer
Hybridsubstratbindestelle, die die Charakteristika der akti-
ven Zentren der S-selektiven ApPDC-E469G-Variante und
von PfBAL kombinierte, den Zugang zu einem neuen Bio-
katalysator f�r die Synthese verschiedener (S)-Benzoine mit
exzellenten ee-Werten und guten Ums�tzen ausgehend von
kommerziell zug�nglichen Benzaldehyden. Diese Befunde
unterstreichen die Robustheit von ThDP-abh�ngigen Enzy-
men hinsichtlich von Mutationen im aktiven Zentrum sowie
ihr enormes Potenzial f�r die asymmetrische Carboligation.
Des Weiteren kçnnte der Hybridisierungsansatz das Feld der
kombinatorischen Zusammenstellung Selektivit�ts-bestim-
mender Module von unterschiedlichen ThDP-abh�ngigen
Enzymen erçffnen und damit neue Perspektiven f�r die
Thiaminkatalyse bez�glich des Designs von Varianten mit
neuartigen katalytischen Eigenschaften bieten.

Experimentelles
Alle Chemikalien wurden von Sigma Aldrich bezogen. Die Benzal-
dehyde wurden vor Gebrauch frisch destilliert. Die Herstellung, Ex-
pression und Reinigung der ApPDC-Varianten ist in den Hinter-
grundinformationen beschrieben. Beschreibungen der Sequenz- und
Strukturanalysen, Details zu den Reaktionen und Produktanalysen
sind dort ebenfalls zu finden.
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