Katalysatorforschung

Von der Natur lernen

Enzyme als Vorbild
fir die moderne
Katalysatorforschung

Von Magnus Rueping
und Boris J. Nachtsheim

Die Suche nach neuen Katalysato-

ren ist einer der wichtigsten For-
schungszweige der Chemie. Die effi-
zientesten Katalysatoren — die Enzyme
— wurden allerdings nicht von Wissen-

schaftlern entwickelt, sondern sind aus Millio-
nen Jahren Evolution hervorgegangen. Durch mo-
derne Strukturaufklarungsmethoden lassen sich vie-
le Enzyme in die Karten schauen und dienen

Glutamat
Dehydrogenase

.

Molekulare Masse: 50000 — 180000 Dalton

Chemikern als Blaupause fir neue synthetische Ka-
talysatoren. Diese zeichnen sich dadurch aus, dass

sie wesentlich besser zuganglich und robuster sind als ihr natirliches Vorbild. Mit diesem
biomimetischen Ansatz gelang es uns erstmals, die Glutamat-Dehydrogenase nachzuahmen.
Dadurch vereinfacht sich die industrielle Synthese von Aminen, die wichtige Bausteine fir

Naturstoffe und Pharmazeutika sind. Auch auf die Herstellung von Antibiotika lasst sich

dieses Prinzip Ubertragen.

atalyse ist die Beschleunigung eines langsam
I{Verlaufenden chemischen Vorgangs durch die

Gegenwart eines fremden Stotfes.« Dieses ele-
mentare Prinzip der Chemie wurde bereits 1894 von
dem spateren Nobelpreistrager Wilhelm Ostwald er-
kannt. Heute, rund hundert Jahre spater, lassen sich
Chemiker bei der Suche nach neuen Katalysatoren
durch Enzyme inspirieren: Das sind Proteine, die in Le-
bewesen biochemische Reaktionen katalysieren, und
zwar zeitlich und mengenmafRig genau abgestimmt auf
den Bedarf des Organismus. Viele Enzyme sind dabei so
effizient, dass die Geschwindigkeit, mit der eine be-
stimmte Reaktion katalysiert wird, nur davon abhéngt,
wie schnell die jeweiligen Reaktionspartner in das akti-
ve Zentrum des Enzyms diffundieren (Diffusionskon-
trolle). Das aktive Zentrum ist dabei der Ort innerhalb
des Enzyms, in dem der katalytische Reaktionsschritt
stattfindet. AuBBer dem aktiven Zentrum besteht ein
Enzym aus weiteren Untereinheiten, die hauptsachlich
der Strukturgebung und der Regulation dienen. Die
Struktur gebenden Untereinheiten dienen im Enzym
dazu, das aktive Zentrum zu formen und die fiir die Ka-
talyse benotigten funktionellen Gruppen (Aminosau-
ren) in die richtige raumliche Position zu bringen. Mit
den Regulationsuntereinheiten, die durch sekundare
Botenstoffe kontrolliert werden, ist es dem Enzym mog-
lich, das aktive Zentrum je nach Bedarf ein- und auszu-
schalten.
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Metallfreie Katalyse — Die Glutamat-
Dehydrogenase als Modellbeispiel

Obwohl bereits einige Verfahren existieren, die Enzyme
gezielt fiir die industrielle Synthese von Grund- und
Spezialchemikalien einsetzen, gestaltet sich der Umgang
mit den empfindlichen und hoch spezialisierten biologi-
schen Molekiilen hdufig als schwierig. Viele Enzyme
sind substratspezifisch, temperaturlabil und nur in Was-
ser 1oslich, was deren grof3technischen Nutzen ein-
schranken kann. Da ein synthetisch hergestellter Kata-
lysator gezielt und effizient einen Stoff A in einen Stoff
B umwandeln soll, werden weder die im Enzym enthal-
tenen regulatorischen noch die Struktur gebenden Un-
tereinheiten bendtigt. Es sollte daher also in einem bio-
mimetischen, den biologischen Prozess nachahmenden
Ansatz moglich sein, ein Enzym durch einen nachge-
bauten synthetischen Molekiilkatalysator zu ersetzen.
Dieser Katalysator sollte die fiir den katalytischen Pro-
zess bendtigten funktionellen Gruppen beinhalten und
in der Lage sein, ein groBes Substratspektrum zu tole-
rieren. Zudem sollte er unter optimalen Reaktionsbe-
dingungen hochste Effizienz aufweisen.

Wie ein natiirlich vorkommendes Enzym funktio-
niert, soll am Beispiel der Glutamatdehydrogenase
(GDH) erldautert werden, die ein essenzieller Bestandteil
des Stickstoffzyklus im menschlichen Korper ist. GDH
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E1 Modell der im
aktiven Zentrum
der Glutamat-De-
hydrogenase
(GDH) ablaufen-
den Reduktion.
Interessant ist die
Aktivierung des
Imins (C=NR)
durch einen Proto-
nenlbertrag vom
Aspartat D165,
ohne die eine Hy-
dridibertragung
vom NADH auf
Ammonium-alpha-
Ketogluterat nicht
stattfinden wirde.
Der anschlieBende
Hydridtransfer
vom NADH ergibt
die Aminosaure.

B Darstellung der
Handigkeit (Chira-
litat) am Beispiel
von (+) und (-)-Li-
monen. Das R-En-
antiomer riecht
kraftig nach Oran-
gen, wahrend das
S-Enantiomer ei-
nen zitronigen
Duft hat. Der
Grund: R-Limonen
bindet an einen
anderen Rezeptor
als das S-Analoge.

Forschung intensiv

Funktionen des Enzyms GDH im Korper
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gehort zur Enzymklasse der Oxidoreduktasen. Dieses
Enzym katalysiert die Reaktion von Ammonium-alpha-
Ketogluterat und NADH zur Aminosdaure Glutamat und
NAD*. Der Cofaktor NADH dient dem menschlichen
Korper hierbei als Wasserstoffquelle FI . Im Zentrum des
katalytischen Prozesses der GDH steht die Aktivierung
des Imins (C=NR) durch einen Protoneniibertrag von
dem Aspartat D165 auf das Imin unter Ausbildung eines
Iminium-Ions. Der anschlielende Hydridtransfer vom
NADH ergibt die Aminosdure. Ohne diese Aktivierung
durch das Aspartat ist eine Hydridiibertragung vom
NADH auf Ammonium-alpha-Ketogluterat kinetisch
gehemmt, die Reaktion fdnde nicht statt. Durch die
Ausbildung von weiteren Kontaktionenpaaren wird das
Imin des alpha-Ketogluterates so in der chiralen En-
zymtasche positioniert, dass nur eine bestimmte Konfi-
guration der Aminosdure Glutamat entstehen kann,
namlich das L-Enantiomer.

Das Prinzip der Handigkeit

e
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R-(+) Limonen R-(-) Limonen

Das Prinzip der Handigkeit

Der Begriff Chiralitat stammt aus dem Griechischen und
bedeutet wortlich tibersetzt Handigkeit. Tragt ein Mole-
kiil ein Chiralitdtszentrum, so trdgt es an diesem Atom
vier verschiedene Reste. Hier gibt es zwei Moglichkei-
ten, wie sich diese vier Reste zueinander anordnen kon-
nen. Diese zwei moglichen Konformationen nennt man
Enantiomere, sie verhalten sich wie Bild und Spiegelbild
und sind durch Drehung nicht zur Deckung zu bringen.
Chemisch sind die Enantiomere identisch, dennoch
konnen sie sich—aufgrund ihrer unterschiedlichen Bin-
dungseigenschaften an bestimmte Enzyme oder Rezep-
toren — in ihrer Wirkung auf den menschlichen Korper
deutlich unterscheiden. So riecht das R-Enantiomer des
Dulftstoffes Limonen kraftig nach Orangen, wéahrend das
S-Enantiomer einen zitronigen Duft hat B8 . Der Grund:
R-Limonen bindet an einen anderen Rezeptor als das S-
Analoge. (Als Beispiel: Wenn sich zwei Menschen die
Hand geben, dann konnen sie sich beide entweder die
rechte oder die linke Hand geben; halt einer dagegen
die rechte und der andere die linke Hand hin, kann es
zu keinem Handschlag kommen H .)

.

El Wenn sich zwei Menschen die Hand geben, dann kénnen
sie sich beide entweder die rechte oder die linke Hand geben.
Halt einer dagegen die rechte und der andere die linke Hand
hin, so kann es zu keinem Handschlag kommen. Ebenso ist es
bei der Synthese von Enantiomeren durch ein Enzym mit chi-
ralem Zentrum: Es kann entweder das Bild oder das Spiegel-
bild des Molekiils entstehen.

Ein anderes Beispiel ist die Aminosdaure Phenylala-
nin, die in ihrer natiirlichen L-Form bitter und in ihrer
S-Form siifs schmeckt. Es ist daher essenziell fiir viele
pharmazeutische Wirkstoffe, Agrochemikalien oder Le-
bensmittelzusadtze, dass sie in enantiomeren-reiner Form
(das hei8t ausschliefRlich das S- oder R-Enantiomere)
verwendet werden, was eine gezielte Synthese der En-
antiomere (asymmetrische Synthese) unbedingt not-
wendig macht.

Die Synthese von Enantiomeren wird dadurch er-
schwert, dass ihre chemischen Eigenschaften identisch
sind. Befinden sich nicht chirale Ausgangssubstrate
(prochirale Substrate, wie das Imin) allerdings in einem
chiralen Medium, so kann dessen raumliche Struktur
Chiralitat-induzierend wirken, und nur eines der beiden
Enantiomere wird hergestellt. In einem Enzym wird
dies durch die chiralen L-Aminosduren gewahrleistet.
Im Falle der GDH entsteht aus dem nicht chiralen Am-
monium-alpha-Ketogluterat ausschlielich die chirale
Aminosdure L-Glutamat. Hier wird die Bildung des L-
Enantiomers durch das chirale aktive Zentrum des En-
zyms induziert.
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Von der Natur abgeschaut:
Die erste biomimetische,
Saure-katalysierte Reduktion

Nimmt man sich die GDH zum Vorbild, so sollte es mog-
lich sein, durch den Einsatz kleiner chiraler Sduren —
auf gleichem Weg wie das Aspartat in der GDH — Imine
(C=NR-Funktionen) zu aktivieren. Hierbei gilt es aller-
dings, einige Dinge zu beachten. Zundchst muss die
Sdure die richtige Sdurestarke besitzen. Ist sie zu stark,
so kommt es zwar zu einer anfanglichen Aktivierung
des Substrats, allerdings ist die Bindung zwischen Sub-
strat und Katalysator in diesem Fall so stark, das dessen
Regeneration nicht mehr maglich ist und keine weitere
1 Struktur eines

R-Binol Phosphat .
chiralen BINOL-

L] Phosphates.

Reaktion mehr stattfinden kann. Ist die Sdure zu
schwach, so findet keine Protonierung (Aktivierung)
statt, und das Imin ist fiir eine spatere Hydridiibertra-
gung nicht geniigend reaktiv. Des Weiteren muss die
Sdure zusatzlich in eine chirale Umgebung eingebettet
sein, um hohe Enantioselektivitdten (R- oder S-Selekti-
vitdten) zu erreichen. Als ideale Kandidaten fiir die Lo-
sung dieser Probleme erschienen uns BINOL-Phospha-
te. Hierbei handelt es sich um Phosphorsduren mit
einem pKs-Wert (ein MaR fiir die Stdarke einer Sdure)
von etwa 1.9, die in die axial chirale Umgebung eines
BINOLs ((R)-1,1'-binaphthyl-2,2'-diol) eingebettet sind
[ . Die Chiralitat beruht hier nicht auf vier unterschied-
lich substituierten Kohlenstoffatomen, sondern auf
einer Rotationsbarriere zwischen dem oberen und dem
unteren aromatischen RingsystemH .

Um ausreichend hohe Enantioselektivitdaten zu er-
halten, muss das BINOL-Gertist ober- und unterhalb der
Phosphorsaure mit sperrigen Resten versehen werden.
Der Hydridiibertrdger soll nur von einer Seite an das
Ketimin »andocken« kénnen. Daher muss die andere
Seite so gut wie moglich abgeschirmt werden. Als geeig-
neten Hydridiibertrdger haben wir in unserem biomi-
metischen Ansatz an Stelle des NADH in der nattirli-
chen Reaktion das strukturell dem NADH sehr dhnliche
Hantzsch-Dihydropyridin gewdhlt @ .

Diesem biomimetischen Ansatz folgend gelang es uns
erstmals, die Glutamat-Dehydrogenase nachzuahmen.

Axiale Chiralitat des BINOL-Grundgeriists

S-BINOL

H Die Chiralitat des BINOLs beruht auf einer Rotationsbarrie-
re zwischen dem oberen und dem unteren aromatischen Ring-
system.
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Strukturvergleich

Hantzsch-Dihydropyridin

NADH

Die Aktivierung des Ketimins erfolgt in diesem Fall mit
Hilfe einer chiralen Sdure als Katalysator und dem
Hantzsch-Dihydropyridin, einem NADH-Analog, als Hy-
dridquelle & /¥ Die so erhaltenen Amine sind wichti-
ge Bausteine fiir Naturstoffe und Pharmazeutika. Der
Katalysator erfiillt also eine dhnliche Funktion wie die
GDH, ist jedoch wesentlich besser zuganglich und ro-
buster als das Enzym. Bisher waren solche Hydridiiber-

Reduktion und Aktivierung des Imins
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tragungen ausschlieBlich unter hohem Wasserstoff-
druck und der Verwendung metallhaltiger Katalysato-
ren moglich, welche aufgrund der toxischen Eigen-
schaften fiir die Wirkstoffsynthese bedenklich sind.

Ein leichter Zugang zu Naturstoffen

Aufbauend auf der Entwicklung dieses neuen Konzepts,
der ersten metallfreien Synthese von optisch aktiven
Aminen, stellte sich die Frage, inwieweit das Prinzip der
Sdure-katalysierten Transferhydrierung auf andere Sys-
teme tibertragbar ist. Daher entschlossen wir uns, Chi-
nolin-Derivate zu untersuchen, da diese von groflem
Interesse in der Chemie, Pharmazie und den Material-
wissenschaften sind. Prinzipiell sollte also auch hier,
durch Protonierung des Heteroaromaten, eine Transfer-
hydrierung erméglicht werden konnen. Bisher sind sol-
che Systeme nur unter Verwendung langer Synthese-
routen enantiomeren-rein zu erhalten.

Eine direkte metallfreie Hydrierung wiirde demnach
einen grofen Fortschritt zum Erlangen der entspre-
chenden Tetrahydrochinoline aufweisen. Tetrahydrochi-
noline besitzen ein weit verbreitetes Strukturmotiv,
welches in vielen Pharmazeutika, wie zum Beispiel in
Flumequine und Levotloxacin, sowie vielen biologisch
aktiven Alkaloiden, wie Galipinin, Cusparein und An-
gusturein, vorkommt. Tatsdchlich konnten durch Ein-
satz von lediglich zwei Mol-Prozent einer chiralen Phos-

[ Strukturver-
gleich zwischen
den Reduktions-
mitteln Hantzsch-
Dihydropyridin
und dem Enzym-
Cofaktor, NADH.
Der zu Ubertra-
gende Wasser-
stoff ist hier rot
gekennzeichnet.
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Fd Links: Phos-
phat-katalysierte
Reduktion eines
Imins. Rechts: Ak-
tivierung des
Imins durch den
BINOL-Phosphat
Katalysator.
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B Bei der Reduk-
tion entstehen die
entsprechenden
Tetrahydrochino-
lin-Derivate.

[ Struktur ver-
schiedener Amino-
saure-basierter
Wirkstoffe, bei de-
nen die jeweiligen
Enantiomere vollig
unterschiedliche
physiologische
Eigenschaften
zeigen.
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Reduktion von Chinolin-Derivaten
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X = C Chinolin
X = O Benzoxazin
X = S Benzthiazin

phorsaure verschiedene Chinolinderivate in hohen En-
antioselektivititen und guten Ausbeuten reduziert wer-

Wichtige Pharmazeutika und Naturstoffe
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Antibiotikum
Hemmung der
bakteriellen
Topoisomerase |l

Flumequine

Antibiotikum
Wirkung ahnlich
dem Flumequine.
Nur die S-Form
zeigt antibakterielle
Wirkung

Levofloxacin

den, wodurch ein schneller Zugang zu allen erwahnten
Verbindungen maglich ist /¥, Bin naher Verwandter der
Chinoline sind die Benzoxazine (X = O), H. Hier ist ein
Kohlenstoff im Grundgeriist durch ein Sauerstoff ausge-
tauscht.

Interessanterweise konnten diese, genau wie deren
Schwefelderivate, ebenfalls in guten Ausbeuten und
Enantioselektivitaten synthetisiert werden. In diesem
Fall konnte die Reduktion sogar mit einer sehr geringen
Menge von 0.01 Mol-Prozent Katalysator durchgefiihrt

(+)-Cusparein

werden, was einem Verhaltnis von 10000 Substrat-
Molekiilen zu nur einem Katalysator-Molekil ent-
spricht. /#/ Dies ist bis heute die niedrigste Katalysator-

E] Struktur verschiedener Pharmazeutika und Naturstoffe mit
einem Tetrahydrochinolin-Grundgerst, die von groBem Interes-
se in der Chemie, Pharmazie und den Materialwissenschaften
sind. lhre Synthese nach dem biomimetischen Ansatz ermog-
licht es, die Ublichen langen Syntheserouten abzukirzen und
die Produkte in guter Ausbeute enantiomeren-rein zu erhalten.

i en
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Alkaloide isloiert

aus Galipea officinalis
(Angostura Baum)
Cytotoxisch;

hohe anti-Malaria-
Aktivitat

(+)-Galipinin

(-)-Angusturein

S

Enantiomere und ihre unterschiedlichen Eigenschaften

I L-Phenylalnain:
Bitterer Geschmack —

L-Aminosaure

D-Aminosaure

D-Phenylalnain:
SuBer Geschmack, Schmerzmittel

- " L

= Zusammen mit der Aminoséure

Aspartat Bestandteil des

SuBstoffs Aspartam

L-Penicillamin: b b D-Penicillamin:

Hochgiftig, mutagen . Zur Behandlung

..-'||"\-..| ,-{-\. rheumatischer Arthritis

L-Dopa: =LK . D-Dopa:

zur Behandlung von verursacht Granulocytopenie

Parkinson D:;J (-t:]::

L-Methyldopa: 1 T e D-Methyldopa:

Antihypertonika toxisch,

:I::r)ll. rlﬂ: Ausléser hamolytischer Anamie
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menge, die jemals in einer enantioselektiven Reduktion
von Heterozyklen eingesetzt wurde, was das grof3e Po-
tenzial der chiralen BINOL-Phosphate, auch fiir indus-
trielle Prozesse, verdeutlicht.

Die Strecker-Reaktion —
Direkter Zugang zu Aminosauren

Enantiomeren-reine Aminosduren finden breite An-
wendung in der chemischen und pharmazeutischen In-
dustrie fiir die Synthese neuer Wirkstoffe und Spezial-
chemikalien [0. Der einfachste Zugang zu Aminosauren
ist die seit iiber hundert Jahren bekannte Strecker-Re-
aktion. Hierbei wird Blausdure (HCN) zu Aldiminen
oder Ketiminen addiert. Nach Hydrolyse des so erhalte-
nen Aminonitrils gelangt man direkt zu der gewiinsch-
ten Aminosdure. Nachdem gezeigt werden konnte, dass
chirale Bronsted-Sduren in der Lage sind, verschiedene
Iminderivate fiir eine Wasserstoffiibertragung zu akti-
vieren, sollte es auch moglich sein, andere Nukleophile
als Wasserstoft (H™), beispielsweise das Cyanid-Anion
(CN"), an Imine anzulagern.

Durch geeignete Derivatisierung des Katalysators ist
es uns gelungen, Aldimine fiir den nukleophilen Angriff
von Cyanid-Anionen zu aktivieren und die gewtinsch-
ten Aminonitrile und Aminosduren in hohen Ausbeu-

Katalyse-Zyklus zur Imin-Aktivierung
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ten und Enantioselektivitaten zu isolieren Ff1. Der Kata-
lysemechanismus: Zundchst wird das Aldimin durch das
BINOL-Phosphat protoniert. Es bildet sich in einer Zwi-
schenstufe ein chirales Ionenpaar zwischen Katalysator
und Iminium-Ion, welches fiir einen nukleophilen An-
griff aktiviert ist. Darauthin erfolgt der Angriff des Cya-
nid-Tons von der besser zuganglichen Seite, und es bil-
det sich das gewiinschte Aminonitril >/ (& .

Die Autoren

Strecker-Reaktion

h'h Ao Ba H-.H-B-ll
BINOL-Phosphat l.:,, Hydrolyse
.rjll-” ..ﬂ‘._m I':_ R R’jl‘mlﬂ
> 90% ee Aminosaure
Aminonitril
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Weiter in die Schule
B BINOL-Phos-
der Natur gehen phat katalysierte

Es gibt zwar mittlerweile viele katalytisch enantioselek- ~ Strecker-Reaktion.

tive Verfahren zur Herstellung von enantiomeren-rei-
nen Verbindungen, jedoch verlaufen diese lange nicht
so effizient, wie es uns die Natur seit Jahrmillionen vor-
macht. Zudem steigt nahezu téglich der Bedarf an chira-
len Substraten, vor allem fiir die Synthese neuartiger
Wirkstoffe, so dass hier immer neue mafgeschneiderte
Katalysatoren gefordert werden. Wie unser Beispiel der
BINOL-Phosphate zeigt, konnen biomimetische Ansétze

¥ Links: Zunachst wird das Imin (C=N)
durch das Phosphat protoniert. Es bildet
sich ein Katalysator-Imin-Komplex. Das
hierbei gebildtete Iminium-lon (C=NH*) ist
fir den Angriff eines Nukleophils (Nu) akti-
viert. Nachdem das Nukleophil mit dem ak-
tivierten Iminium-lon reagiert hat, wird das
Phosphat wieder freigesetzt, und der Zyklus
beginnt von neuem.

Rechts: Dreidimensionales Modell des An-
griffs eines Nukleophils (Nu) an den Kata-
lysator-Imin-Komplex.

geeignete Losungen flir schwierige Probleme sein, mit
denen tdglich die Synthesechemiker in Wissenschaft
und Industrie konfrontiert sind. So werden auch in der
Zukunft die Lern- und Anwendungsprozesse, in denen
die Natur als Vorbild dient, nicht nur bei der Entwick-
lung weiterer neuer Katalysatorsysteme, sondern auch
beim Design und der Synthese von neuen Materialien
eine entscheidende Rolle spielen. *
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